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OZET

Doktora Tezi

FARE GENOMUNDA BULUNAN KOLESTEROL ve SAFRA ASITLERI
SENTEZINDE GOREV ALAN BAZI ENZIM GENLERININ ¢cDNA'LARININ
URETILMESI VE IN SITU HIBRIDIZASYONU iLE GEN EKSPRESYON ANALIZI

Melda SISECIOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Organizmalar ¢ok sayida gen ihtiva eder ve genlerin cogunlugu diizenleyici proseslerde
gorev alan proteinleri sifrelemektedir. Gen ekspresyonunun yiiksek coziintirliikteki
analizi molekiiler diizeyde metabolik yollarin anlasilmasi ve genlerin biyolojik
prosesleri nasil diizenledikleri hakkinda onemli bilgiler saglar. Gen ekspresyonunu
belirlemede kullanilan pek ¢ok metot olmakla birlikte mRNA diizeyinde uygulanan ve
giiclii bir teknik olan in situ hibridizasyon bu yontemlerin en 6nemlilerinden birisidir.

Bu calismada kolesterol sentezinde gorev alan Hmgcr, Pmvk, Mvd, Idil, Ggpsl,
Fdps, Fdftl, Sqle, Lss, Dhcr24, Cyp51, Tm7sf2, Sc4mol, Nsdhl, Hsd17b7, Ebp, Sc5d,
Dher7, Cyp27bl; safra asitleri sentezinde gorev alan Cel, Lipl, Soat2, Cyp7al,
Srd5a2, Cyp27al, Adhl, Adh7, AdhS, Aldh2, Aldh3a2, Aldh9al, Aldhlbl, Slc27a$5,
Hadhb, Acaalb enzim genleri icin spesifik primerler dizayn edildi. Bu primerler
kullanilarak spesifik cDNA kaliplar1 hazirlandi. Daha sonra bu cDNA kaliplar ile
antisens mRNA’lar (In vitro transkripsiyon) iiretildi. Uretilen antisens mRNA’lar
kullanilarak 14,5 giinliik fare embriyo dokularinda in situ hibridizasyon yapildi ve bu
enzim genlerinin ekspresyona ugradiklart dokular belirlendi. Ekspresyon sonuglari
mikroskopta incelenerek internet ortamina (www.genepaint.org) aktarildi.

2010, 121 sayfa

Anahtar Kelimeler: /n situ hibridizasyon, nRNA, cDNA, gen ekspresyonu



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

cDNA’S PRODUCTION OF CHOLESTEROL and BILE ACID SYNTHESIS GENES
ENCODING ENZYMES IN MOUSE GENOME AND ANALYSIS OF GENES
EXPRESSION BY /N SITU HYBRIDIZATION

Melda SISECIOGLU

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Organisms contain in large quantities gene and most of these genes encode proteins that
have function in regulatory processes. High-resolution analysis of gene expression
provides important information about how genes regulate biological processes and
understanding of metabolic pathways at molecular level. Investigation of expression
genes has been developed quite a few techniques. In addition, in sifu hybridization
(ISH) that is a powerful method is one of the important methods for gene expression.

In this study, specific primers were arranged for genes of enzymes that have function in
cholesterol synthesis (Hmgcr, Pmvk, Mvd, Idil, Ggps1, Fdps, Fdft1, Sqle, Lss, Dhcr24,
Cyp51, Tm7sf2, Sc4mol, Nsdhl, Hsd17b7, Ebp, Sc5d, Dher7, Cyp27bl) and gene of
enzymes that have function in bile acid synthesis (Cel, Lipl, Soat2, Cyp7al, Srd5a2,
Cyp27al, Adhl, Adh7, Adh5, Aldh2, Aldh3a2, Aldh9al, Aldhlbl, Slc27a5, Hadhb,
Acaalb). Specific cDNA templates were prepared with these specific primers. Then
antisense mRNAs (in vitro transcription) was produced with specific cDNA templates.
In situ hybridization in which was used carried out antisense mRNAs tissue of mouse
embryo (14.5 days) was made and tissue was determined which these enzyme genes
were expressed. Automated microscopic scanning of gene expression data was
investigated and these results were transferred in internet (www.genepaint.org).

2010, 121 pages

Keywords: /n situ hybridization, mRNA, cDNA, gene expression
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1. GIRIS

1.1. Gen Ekspresyonu

Niikleik asitler genetik bilginin depolanmasi ve ifade edilmesi i¢in gereklidirler.
Kimyasal olarak birbirinden farkli iki degisik niikleik asit vardir; deoksiriboniikleikasit
(DNA) ve riboniikleikasit (RNA). DNA Okaryotik hiicre ¢ekirdeklerinin
kromozomlarinda, mitokondrilerinde ve bitkilerin kloroplastlarinda bulunur. Cekirdek
icermeyen prokaryotik hiicrelerde ise tek bir kromozom olup, plazmit ad1 verilen ekstra

bir DNA da bulunmaktadir (Champe and Harvey 1994).

Hiicre DNA’s1 hiicrenin yasamsal islevlerine yardimci olabilecek genleri ve genler arasi
bolgeleri icermektedir. Her DNA molekiiliinde bulunan kalitim birimlerine gen denir.
Daha kavramsal bir yaklasimda gen, kopyalanabilen, ifade edilebilen, mutasyona
ugrayabilen ve bilgiyi depolayan bir birim olarak dikkate alinmaktadir. Molekiiler
anlamda gen; fonksiyonel bir {irlin, ribozomal riboniikleik asit (rRNA), tastyici
ribontikleikasit (tRNA) ve polipeptid sentezini kodlayan DNA dizisi olarak
tanimlanabilir. DNA’da fonksiyonel bir iiriin olusturan bu bdlgelere gen adi verilir.
Genlerin {irtinleri hiicrenin metabolik aktivitelerini yonetir. DNA, gen dizileriyle birlikte
kromozomlar halinde diizenlenmistir. Kromozomlar, genetik bilginin aktarilmasinda
arag olarak hizmet goren yapilardir. Okaryotik hiicreler genellikle birden fazla, cogu
bakteri ve viriisler ise bir tek kromozoma sahiptir. Bir tek kromozom binlerce gen
tagiyabilir. Bir hiicrenin tiim genleri ve intergen DNA (genler arasindaki DNA)’lar1
birlikte hiicre genomunu olusturmaktadir. DNA molekiiliinde sifrelenen genetik bilginin
ifade edilmesi veya bu bilginin kullanilmasina gen ekspresyonu denir (Klug 2002;

Nelson and Cox 2005).



Genetik bilginin ifadesi karmasik bir islemdir ve hiicrede bilgi akisinin temelini
olusturur. Normal hiicrelerde genetik bilginin akisi su sekilde olur ve bu olaya santral

dogma denir.

()

DNA » RNA » Protein
Transkripsiyon Translasyon

Replikasyon

1.2. Gen Ekspresyonunun Denetimi ve Diizenlenmesi

Hiicrelerin her proteine, her an ayni oranda ihtiyaci bulunmaz. Hiicrelerde bazi gen
tiriinleri ¢cok biiylik miktarlarda bulunurken, diger gen iirlinleri daha az miktarlarda
bulunurlar. Bazi gen iiriinlerine olan gereksinim zamanla degisebilir. Bazi metabolik yol
enzimlerine gereksinim besin kaynaklar1 degistikce ya da tiikkendikge azalabilir ya da
artabilir. Cok hiicreli bir organizmanin gelisimi sirasinda, hiicresel farklilagmay1
etkileyen bazi proteinler, ¢ok az hiicrede yalnizca kisa bir siire bulunabilir. Hiicre
islevinin Ozgiinlesmesi, degisik gen iiriinlerine olan gereksinimi carpict sekilde
etkileyebilir. Ayrica konstitiitif proteinler denilen bazi proteinler ¢evre sartlarindan
bagimsiz olarak siirekli sentezlenirken bazi proteinler ise ¢evre sartlarindaki
degisikliklere gore sentezlenir veya sentezleri baskilanir, bunlara da adaptif
(indiiklenebilen) proteinler denir. Protein sentezinin yliksek maliyeti nedeniyle, eldeki
enerjinin en verimli sekilde kullanimi i¢in gen ifadesinin diizenlenmesi gerekir. Bunun
icin, buralarda gorev alan proteinlerin ve enzimlerin sentezlerinin baskilanmasi veya
aktif hale getirilmesi onemlidir. Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde genetik sifrenin en
son fonksiyonel iiriinlerinden biri olan proteine doniistiiriilmesi yani genetik ifadenin
denetimi bircok basamakta gerceklestirilmektedir. Ozellikle dkaryotlarda denetim daha
fazla safhalarda gerceklestirilir. Bu safhalar; ilk RNA kopyasinin sentezi
(transkripsiyon), mRNA’nin sentez sonrast modifikasyonu, protein sentezi
(Translasyon), mRNA’nin par¢alanmasi, protein par¢alanmasi, protein hedeflenmesi ve

tasinmas1 basamaklarini i¢erir. Ancak denetimin en onemli noktas1t DNA’dan RNA’nin



sentezlendigi transkripsiyon basamaginin baslangi¢ sathasidir (Kiifrevioglu 2003;

Nelson and Cox 2005; Kiifrevioglu 2008).

Prokaryotlarda transkripsiyonun diizenlenme mekanizmasi "operon" modeliyle
aciklanirken; Okaryotlarda ve ozellikle hayvan organizmasi gibi ¢ok hiicreli canlilarda
ayn1 DNA’y1 tasiyan farkli hiicrelerin bulunmasi ve bu hiicreler arasinda koordinasyonu
saglayan cok sayidaki sinyalizasyon sistemlerinin (hormonlar, nérotransmitterler,
immiin sistem ve sinir sistemi gibi) varlig1 sebebiyle diizenlenme mekanizmasi ¢gok daha

karmagik ve bir¢ok faktoriin rol aldig1 bir olaydir (Kiifrevioglu 2003, 2008).

Prokaryotik hiicreler birbiriyle baglantili proseslerde gerekli olan iiriinleri kodlayan,
ortak bir promotor bolge tarafindan kontrol edilen bir grup genin ekspresyonunu
diizenleyen basit ve genel bir mekanizmaya sahiptirler (Klug 2002; Nelson and Cox

2005).

Prokaryotlardaki genetik ifadenin diizenlenmesi mekanizmasinin operon modeliyle
aciklandig1 yukarida ifade edilmisti. Operonlar bakterilerde c¢ok sayida genlerin
kiimelendigi ve bu genlerin regiilasyonunu da saglayan dizilisleri tasiyan DNA
bolgeleridir. Bakterilerde genetik ifadenin diizenlenmesi iste bu operon modelleriyle
aciklanmaya calisilmistir ve yapisi aydinlatilan ilk operon modeli E. Coli’deki laktoz
operon modelidir. E.Coli bakterisi karbon kaynagi olarak glukoz ve gliseroliin yani sira
laktozu da kullanabilir. Yapilan calismalarda ortamda laktozun bulunmadigi durumda
laktoz metabolizmasindan sorumlu olan genlerin aktivitesinin baskilandig1, laktoz
bulundugu durumda ise bu genlerin aktivitelerinin indiiklendigi gézlenmistir. Laktoz
operonunda, lacZ adi verilen gen, laktozu glukoz ve galaktoza g¢eviren (-galaktozidaz
enziminin amino asit dizisini belirler. Laktoz, glikolizde oncelikli enerji kaynagi olarak
kullanilacaksa bu doniisiim gereklidir. ikinci gen olan lacY, laktozun hiicre igine
alimmasini kolaylastiran permeaz enzimini sifrelerken; iiclincli gen lacA, transasetilaz
enzimini sifreler. Bu enzimin fizyolojik rolii acik olmamakla birlikte, hiicrede laktozun
sindirilmesiyle ortaya c¢ikan toksik yan iriinlerin uzaklastirllmasindan sorumlu

olabilecegi diisliniilmektedir (Klug 2002).



E.coli’de bu enzimlerin fizyolojik indiikleyicisi olarak laktozun transglikasyonu ile
olusan allolaktoz gérev yapmaktadir. Bu bilesigin olusumu indiiksiyon dncesi hiicrede
mevcut olan az miktarda [B-galaktozidaz molekiilleri tarafindan katalizlenmektedir.
Yapilan ¢aligmalar izopropiltiyogalaktosid (IPTG) gibi metabolize olmayan bazi

bilesiklerin de indiikleyici oldugunu gostermistir.

S6z konusu olan laktoz operonunun genetik elemanlarini bir regiilator (diizenleyici)

[XPEE]
1

gen, bir operatdr gen ve bir seri yapisal genler olusturmaktadir. geni reglilator geni,

“‘p”” promotor bolgeyi (bu bolgeye RNA polimeraz baglanir), “‘o’” operatdr geni, ‘‘z, y
ve a’’ ise yapisal genleri temsil etmektedir. Regiilator gen, operator genle etkilesebilen
ve protein yapisinda molekiil olan bir represoér meydana getirir. Operator gen kontrol
ettigi yapisal genlerin bitisiginde bulunur. Represor proteinin operatér gene baglanmasi
sonucu yapisal genlerin transkripsiyonu engellenir. Operatdr gen ve beraberindeki
yapisal genlere bir arada operon ad1 verilir. Ayrica RNA polimerazin baglanmasi i¢inde
bir promotor bolgesi vardir. IPGT gibi indiikleyici bilesikler represore baglanarak onun

operator genle etkilesmesini 6nler. Bu durumda da yapisal genler sozii edilen ii¢ enzimi

sifreleyen bir mRNA molekiiliine ¢evrilir (Klug 2002; Keha ve Kiifrevioglu 2004).
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Sekil 1.1. a) Ortamda laktozun bulunmadigi durumda represoér protein operatdr bolgeye
baglanarak yapisal genlerin sifrelenmesini engeller. b) Ortamda laktozun bulundugu durumda
allolaktoz sentezlenir ve bu da represor proteine baglanip operatdr bolgeye baglanmay1 engeller
ve yapisal genlerin sifrelenmesine sebep olur.

E.Coli kendini laktoz yaninda glukozun da bulundugu bir ortamda bulursa, laktozu
pargalayacak yapisal genlerin sifrelenmesi enerjinin rasyonel kullanim1 agisindan uygun
degildir. Glukoz, adenilat siklaz enzimini inhibe ederek ATP’den memelilerde ¢ok
onemli diizenleyici rolleri olan cAMP olusumunu engeller. Bunun sonucu olarak
(katabolit aktive edici protein) CAP-cAMP kompleksi olusmaz ve indiikleme
mekanizmasi c¢alismaz. Ortamda glukoz yoksa adenilat siklaz enzimi inhibe olmaz,
cAMP olusur. cAMP “‘katabolit aktive edici proteine (CAP)’’ baglanarak CAP-cAMP
kompleksi olusur. Olusan bu kompleks bu proteinin laktoz operonunda spesifik bir
dizilis bolgesine baglanmasini ve sonu¢ olarak genin indiiklenmesini saglamaktadir

(Kiifrevioglu 2008).

E. Colide yapis1 aydinlatilan diger bir operon modeli de translasyonal diizenlemeye

ornek olan triptofan operon modelidir. Protein sentezi i¢in triptofan gerektiginde bu



amino asidin sentezinden gorevli bes enzim aynt mRNA iizerinden sentezlenir. Kontrol

mekanizmasi lac operonundan farkli sekilde gergeklesir (Klug 2002; Kiifrevioglu 2003).

Baskilama; R geninden mRNA ve daha sonra represodr protein sentezlenir. Ortamda
triptofan varsa indiikleyici olarak etki yapar ve represor proteine baglanir. Baglanma
gerceklestikten sonra represér proteinin konformasyonunda degisme meydana gelir.
Boylece represor protein operatdr bolgeye baglanabilir hale gelir. Olusan kompleksin
baglanmas1 yapisal genlerin transkripsiyonunu engeller. Ortamda triptofan yoksa
represOr proteine baglanip konformasyonu degistirecek triptofan olmadigindan
baglanma ger¢eklesmez. Represor protein operatdr bolgeye baglanamadigindan yapisal

genler sifrelenir ve triptofan sentezinden sorumlu bes enzim sentezlenir.
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Sekil 1.2. a) Ortamda triptofan varliginda baskilama gerceklesir ve yapisal genler sifrelenemez.
b) Triptofan bulunmadigi durumda baglanma gerceklesemez ve yapisal genler sifrelenir.

Prokaryotlarda organel bulunmadigindan transkripsiyon ve translasyon ayni anda
gergeklesir. Transkripsiyonun sonlanmadan translasyonun meydana geldigi de goriliir.
Attenuasyon transkripsiyonun translasyon ile kontrol edilmesinin bir sonucudur.
Yiiksek triptofan konsantrasyonunda translasyon sirasinda triptofana karsilik gelen
UGG kodonlar1 hizli bir sekilde gecilerek ilerlenir. Daha sonra stop kodonuna

gelindiginde protein sentezi durur ve mRNA sa¢ tokasi seklini alir. Bu noktadan itibaren



transkripsiyon engellenir. Bu olaya attenuasyon denir. Lider diziden itibaren
attenuasyon olana kadar 140 niikleotitlik mRNA sentezlendigi belirlenmistir. Triptofan
ortamda yoksa lider diziden itibaren transkripsiyon devam eder. UGG kodonlara
gelindiginde ortamda triptofan bulunmadigindan ribozom duraklar. Bu nedenle mRNA

sa¢ tokas1 seklini almaz ve yapisal genlerin transkripsiyonu gerceklestirilir.

mRNA

Ribozom

a) Yiiksek trp seviyesi

Transkripsivon devam eder

b) Duslik trp seviyesi

Sekil 1.3. a) Yiiksek triptofan seviyesinde attenuasyon gergeklesir. b) Diisiik triptofan
seviyesinde transkripsiyon devam eder.

Okaryotlarda ise gen ifadesinin diizenlenmesi prokaryotlardan tamamen farklidir.
Okaryotlar organel yapilarini barindirdiklarindan transkripsiyon ve translasyon hiicrenin
farkli bolgelerinde olur. Ama bu iki olay aym zamanda olmaz. Okaryotik hiicreler
prokaryotik hiicrelerden ¢ok daha fazla genetik bilgi tasir. Ayrica DNA Okaryotlarda
histon proteinleri ile kompleksler olusturarak kromatinler halinde bulunur. Kromatinin
acik (transkripsiyona uygun) veya kapali (uygun degil) yapida olmasi gen regiilasyonu
icin bir agma-kapama diigmesi roliinii tistlenir. Genlerin diizenlenmesinde prokaryotlar
ile 0karyotlar arasindaki en 6nemli 6zelliklerden biriside 6karyotlarin ekzonlarla birlikte
intronlarida igermeleridir. Okaryotik hiicrenin biitiin hiicrelererinde ayn1 DNA olmasina
ragmen her hiicrede sadece o hiicre i¢in gerekli olan genler ihtiya¢ duyuldugunda
sifrelenir (Klug 2002; Keha ve Kiifrevioglu 2004; Lewin2004; Turner 2004;
Kiifrevioglu 2005).



Okaryotlarda gen ekspresyonunun denetimi ve diizenlenmesi degisik safhalarda kontrol

edilir;

1. Transkripsiyon sathasinda diizenlenme
2. Splicing safthasinda diizenlenme
3. mRNA iizerinde modifikasyonla diizenlenme

4. Translasyon sathasinda diizenlenme

1. Transkripsiyon safhasinda diizenlenme; trankripsiyon, DNA kalib1 {izerinde ‘“promo
tor’” adi verilen spesifik bolgelerde baglar. Bu bolgeler prokaryotlarda yaklasik olarak
40 baz ¢iftinden ibarettirr mRNA’nin sentezlenmeye baslandigi bazdan 10 baz
oncesinde yer alan alt1 bazdan ibaret bir sira, RNA polimerazin ¢ alt birimi tarafindan
taninmaktadir. Baslangictan 35 baz 6tede yer alan ikinci bir taninma bdlgesi de vardir.
Prokaryotik promotor bolgelerinde mutabik kilinan (consensus) baz dizilisleri yer
almaktadir. Bu dizilisler -35 bolgesindeki TTGACA ve -10 bolgesindeki TATAAT
(TATA kutusu) baz siralarindan olusur. Burada, +1 kopyalanan ilk bazi; negatif sayil
bazlar +1°den Once gelen bazlar1 (upstream bases); pozitif sayili bazlar ise +1 ve sonra

gelen bazlar1 (downstream bases) ifade etmektedir.

mRNA
5l
5 -35 Bolgesi -10 Bolgesi 3
3 TTGACA TATAAT 5
-36 -31 -12 -7 +1 +20

Sekil 1.4. Prokaryotik promotor bolgeler ve konsensus dizilisleri

Okaryotlarda her bir RNA polimeraz igin farkli promotor bélgeler s6z konusudur. 5,88,
18S ve 28S rRNA’lar1 sentezleyen RNA pol I promotorlarinin tiimii, prokaryotik
promotorlar gibidir. RNA pol III tarafindan kopyalanan 5S rRNA ve tRNA genlerinin

promotorlar1 ise bazen +8 ve +30, bazen de +50 ve +70 noktalarinda, yani,



transkripsiyonu yapilan bazlar i¢inde yer almaktadir. Ancak, RNA pol II enzimince
kopyalanan protein genlerinin daha ¢ok sayida ve farkli promotorlart mevcuttur; 1-
TATA kutusu, -25 ile -35 baz ¢iftleri arasinda yer alir ve TATA(T/A)T dizilisindedir.
Transkripsiyonun baslangicini belirlemede oncelikli role sahiptir. 2- CAAT ve GC
kutulari, -40 ile -100 baz ciftleri arasinda bulunur ve CCAAT ve GGGCG dizilisindedir.
Transkripsiyonun sikligini belirler. Okaryotik protein genlerinin transkripsiyonunun
baslamasi icin once TATA kutusuna bazi transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
(TFIID ve diger 6 TFII’ler) ve ardindan da RNA pol II’nin bunlarla kompleks meydana
getirerek C-ucunun spesifik kinazlarca fosforillenmesi gerekmektedir. Transkripsiyon
baslangi¢ kompleksinde en az 50 protein zinciri bulunmaktadir. Fosforilasyonu takiben
DNA cift sarmali acilarak transkripsiyon baglar. Bir gen yapisi, transkripsiyonunu
diizenleyen "transkripsiyon elementlerini (TE)" de iginde bulundurur. Promotorlar,
RNA polimerazlar1 baglayan ve transkripsiyonun baslangi¢c noktasini belirleyen;
transkripsiyon elementleri ise, transkripsiyon faktorleri (TF) adi verilen g¢esitli
proteinleri baglayarak transkripsiyon hizini diizenleyen DNA iizerindeki dizilislerdir.
TE’ler Okaryotik protein genlerinde +1 noktasindan ©once, mRNA kodlayan
dizilislerinden sonra ve hatta bu dizilislerin i¢indeki intronlar da bile yer alabilir. Bazen
TE, promotor bolgeden binlerce baz Otede bulunabilir ve daha baska genlerin
kontroliinde de rol oynayabilir. TE’ler; bazt hormon ve sinyallere cevabi (HRE-
hormone response element), transkripsiyonun hizlandirilmasinin (enhancers) ve
yavaglatilip, baskilanmasinin (silencers, repressors) diizenlendigi DNA bolgeleri olarak
siniflandirilabilir. Bu bolgelere, hormon-reseptor komplekslerinin de aralarinda
bulundugu, birbirinden farkli yapida olan ve farkli sekillerde aktiflestirilen yiizlerce
cesit transkripsiyon faktorlerinden bir veya birkagi baglanarak, Okaryotik genetik

ekspresyonu diizenler.

2. Splicing sathasinda diizenlenme; dkaryotlarda primer kopyalar hemen mRNA olarak
kullanilmaz. Niikleustan stoplazmaya ge¢meden once bazi modifikasyonlar gecirirler.
Okaryotlardaki primer transkript biiyiikliigii 2.000 ile 20.000 baz arasinda degisir ve
bunlara heterojen niikleer RNA’lar (hnRNA) adi verilir. Bunlar kendilerinden tiiretilen

mRNA’lardan bir¢ok defa daha uzundur. Bu yapilarin heterojenligi, baz dizilislerinde,
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protein amino asit siralanisina aynen gevrilen bdlgelerin (ekzonlar) yanisira, protein
yapisina kaliplik yapmayan ve splicing mekanizmasiyla uzaklastirilan bdlgelerin
(intronlar) bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Okaryotik mRNA’lar 5’uglarinda
modifiye edilmis niikleotid ‘‘cap’’ler ihtiva ederler. 5’-cap’in Okaryotik protein
sentezinin baslangicinda belirleyici bir rolii vardir. 3’ uglarinda da 200 civarinda adenin
niikleotidinden ibaret poli A kuyruklar: takilidir. Uglardaki s6z konusu modifikasyonlar
Okaryotik mRNA’larin ekzoniikleazlara karsi daha dayanikli olmasini sagladigindan, bu
molekiiller prokaryotik mRNA’lara gore daha uzun Omirlidir. hnRNA’larin
yapilarindaki intronlarin uzaklastirilmasina ‘‘splicing’” denir. Bu olayda hem zincirin
kesilmesi ve ardindan da iki ucun birlestirilmesi gerceklesir. ‘“Splicing’” fonksiyonu
Ul, U2, U4,U6 seklinde gosterilen ve her biri 10 civarinda proteinle olusturduklari
snRNP kompleksleri halinde is goren 5 cesit snRNA (kiigiik niikleer RNA) tarafindan
yerine getirilir. Ul snRNA niikleer mRNA intronunun 5’ ucuna yakin sekansa
komplementer bir sekansa sahiptir ve primer transkriptte bu bolgeye baglanir. Daha
sonra U2, U4, U5 ve U6 snRNP’lerin katilmas1 spliceozom adi verilen bir kompleks
olusumuna neden olur ve bunun i¢inde gergek splicing reaksiyonu meydana gelir. U2
snRNA’nin dallanma tarafinda baz ciftlesmesi yapmasi ¢ikinti olusturur; adenozin
cikint1 yaparak intronun 5’ ucuna saldirir ve 2,5’-fosfodiester bagi olusturur. Daha sonra
5’-ekzonun 3’ hidroksili bu basamakta daha sonra bir niikleofil olarak benzer
reaksiyonla intronun 5’ucuna saldirir. Sonugta intronun tam kesimi olur ve ekzonlar
birlesir. Bir hnRNA {izerinde alternatif splicing’lerle farkli olgun mRNA’lar

olusturulabilmekte ve farkli proteinler tiretilmektedir.
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Olgun mRNA’nin sitoplazmaya transferi
Sekil 1.5. Okaryotik mRNA ’nin sentezlenmesi ve modifikasyonu

3. mRNA iizerinde modifikasyonla diizenlenme; bazen aymi mRNA’nin farkli
hiicrelerde farkli baz modifikasyonu da farkli proteinleri ortaya c¢ikarabilmektedir.
Mesela, silomikronlarin yapisindaki apoB-48 ve VLDL yapisindaki apoB—100, sirasiyla
bagirsak ve karacigerde aynt mRNA’dan sentezlenmektedir. ApoB-48, apoB-100’lin
amino ucundaki aminoasitleri aynen tagimakta olan ve 48kdal molekiil agirliginda bir
proteindir. Yapilan aragtirmalar, bagirsakta, bu proteinlerin mRNA’sindaki CAA
kodonunun bir ‘‘sitidin deaminaz’” emzimi tarafindan UAA kodonuna, yani, glutamin
kodonundan “‘stop’” kodonuna doniistiiriildiiglini ve bunun sonucu olarak, DNA
lizerinde ayn1 gen tarafindan sifrelenen iki farkli uzunlukta proteinin karaciger ve

bagirsakta boyle bir mekanizma ile ortaya ¢iktigini gostermistir.
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4. Translasyon sathasinda diizenlenme; bu diizenlemeye Ornek olarak ‘‘hem’’ grubu
eksikliginde, retikiilositlerde hemoglobin alt birimleri olan a ve [ alt birimleri
sentezinin yavaglatilmasi1 verilebilir. Bu durumda, elF-2 6zel bir kinaz tarafindan
fosforillenerek inaktif hale donistliriilmekte ve protein sentezinin baslamasi
onlenmektedir. Son yillarda yapilan g¢alismalar, translasyon safthasindaki kontroliin,
protein sentezinin diizenlenmesinde ¢ok biiyiik bir oneme sahip oldugunu ortaya

koymustur (Klug 2002; Kiifrevioglu 2008).

1.3. Gen Ekspresyon Analizi

Bir multiseliiler organizmanin her bir hiicresi biitiin genetik bilgiyi igerse de belirli bir
hiicre veya dokuda genomun sadece belirli bir kismi ekspresyona ugrar. Gen
ekspresyonu gen arreyleri, RNase koruma olgiimleri, RNA in situ hibridizasyonu,
Northern analizi ve protein seviyesinde yapilan Western blot ve immunohistokimya gibi
metotlar1 ihtiva eden ¢ok farkli sekillerde belirlenebilir. Bir genin ekspresyona ugradigi
yer, zaman ve miktari; transkripsiyon ve translasyonun diizenlenmesine, mRNA ile
protein transferine ve gen irlinlerinin yarilanma 6miirlerine baglidir. Genis bir genom
skalas1 iizerinde ekspresyon haritalarini belirlemek amaciyla teknolojiler gelistirmek
icin ¢ok gayretler sarf edilmektedir. Bunu belirlemek i¢in kullanilan en yaygin metot
mikroarraylerdir. Bu metotta DNA’lar1 temsil eden binlerce gen inert bir yiizey tizerinde
noktalar halinde bulunur. Bu sekilde binlerce genin ekspresyon analizi ayni anda
yapilabilir. Sik¢a kullanilan mikroarrayler 2x2 cm boyutundadir ve yaklasik 6000 tane
DNA fragmenti ihtiva eder. Simdiye kadar 15.000 insan geni i¢in mikroarrayler
olusturulmus ve kanserli hiicrelerin tanisinda kullanilabilmistir (Kiifrevioglu 2003;

Romualdi ef al. 2003).

RNA in situ hibridizasyonu sistematik olarak 1980’lerin ortasindan itibaren
kullanilmaktadir. Bu metodun temel prensibi basittir; dokular veya dokularin bir kismi,
isaretlenmis sentetik DNA veya isaretlenmis antisens RNA problar1 ile muamele edilir.
Doku igerisindeki mevcut sens mRNA, prob ile hibridizasyona ugrar; daha sonra

otoradyografi veya immunohistokimya gibi belirleme reaksiyonlari ile transkriptin doku
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ve hiicresel lokalizasyonu ortaya ¢ikarilir. RNA in situ hibridizasyonu, ornek yeterince
kiigiikse biitlin olarak (fare embriyosu gibi) veya 6rnegin belirli kisimlarinda (fare beyni

gibi) gerceklestirilir (Kiifrevioglu 2003).

Antikorlar, doku Orneklerinde proteinleri lokalize ve karakterize etmede
kullanilmaktadir. Prensip olarak proteinlerin antikor lokalizasyonu, RNA in situ
hibridizasyonuna tercih edilir; ¢ilinkii gen fonksiyonu mRNA’larda degil, proteinlerde
ortaya ¢ikar. RNA ve proteinlerin lokalizasyonlari, sekresyona ugrayan proteinlerde
oldugu gibi, farklilik gosterebilir. RNA, gen ekspresyonu yapan hiicre icinde
bulunurken; protein, sentezlendigi kisimdan belirli bir mesafe uzaklikta olan dokularda
mevcut olabilir. Ornek olarak, peptid hormonlar1 kanda mevcut olmasma karsilik,
Ozellestirilmis endokrin bezlerinde sentezlenir. Protein dagilimi ve mRNA’larin bdyle
0zel farkliliklaria ek olarak temporal (gegici) farkliliklar da vardir. Ritmik genler olan
mPerl ve mPer2, 24 saatlik bir ritimle yiiksek bir ekspresyonla bir periyodik harita
icerisinde ekspresyona ugrarlar. Bu siklik ekspresyon, karsilik gelen proteinlerde de
gozlenir; ancak protein pik ekspresyonu yaklasik 6 saatlik bir fark ile mRNA’ya kiyasla
gecikmelidir. Bu yiizden spatiotemporal (siirekli) mRNA ile protein ekspresyon
haritalar1 arasinda farkli durumlar bulunmaktadir ve mRNA’ya dayali ekspresyon
datalar1 yorumlandiginda bu durum akilda tutulmalidir. Buna karsilik, bir hiicredeki 6zel
bir transkriptin varhigi, karsilik gelen proteini sentezlemek i¢in potansiyelin var

oldugunun bilinmesi gerektigini vurgulamak gerekir (Kiifrevioglu 2003).

Antikorlarla ¢aligmak bize ¢ok daha kesin bilgiler vermesine karsin calismalarda
transkriptlerin kullanilmasi tercih edilir. Ciinkii antikor olusturmak zaman kaybina
neden oldugu gibi olduk¢ca pahali bir yoldur. Immunizasyon igin dogru
posttranslasyonal modifikasyonlu proteinlerin yani sira antiserum iiretimi i¢in hayvanlar
kullanilmalidir.  Bununla  birlikte  kullanilan  antikorlardan  sadece  biri
immunohistokimyasal lokalizasyon i¢in uygundur. Yani prosediir sonunda sadece bir
tane proteinin lokalizasyonu belirlenebilir. Ancak RNA problarinin kullanimi daha kisa

zamanda ve daha az maliyetle gergeklestirilebilir (Klug 2002; Kiifrevioglu 2003).
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Yeni bir proteinin biyokimyasal fonksiyonlar1 ve hiicre seviyesinde lokalizasyonu
onceden c¢alisilmis proteinlerin homolojisinden yararlanilarak belirli oranda tahmin
edilebilir. Fizyolojik seviyede protein ve genlerin fonksiyonlarini anlamak ise
ekspresyon analizi, genetik manipulasyon ve hiicreye dayali denemeler gibi deneysel
caligmalara baglidir. /n situ hibridizasyon (ISH) hiicresel seviyede gen ekspresyon
analizi i¢in gili¢lii bir metottur. Otomatiklestirilmis gen ekspresyon analizi ile ¢ok fazla

sayida genin ekspresyonu belirlenebilir (Visel ef al. 2004; Cankaya et al. 2007).

1.4. Kolesterol Sentezi

Kolesterol, okaryotik membranlarin yapisinda bulunan ve membranin akiskanlik
0zelligini diizenleyen bir bilesiktir. Ayn1 zamanda steroid hormonlarinin, D-vitamininin
ve safra asitlerinin tiiretildikleri baslangi¢ maddesidir. Kolesterol 27 karbonlu steroid
yapisinda bir bilesik olup, karbon atomlarinin hepsi tek onciil olan asetattan saglanir.
Izopren birimleri asetattan kolesterole giden yolda anahtar ara iiriinlerdir ve diger bir¢ok
dogal lipidin Onciilleridir ve tim bu yollarda izopren birimlerinin polimerlesme

mekanizmalar1 benzerdir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda kolesterol sentezinin ana hatlaryla;

Asetat — Mevalonat — {zopentenil pirofosfat — Skualen — Kolesterol

(C2) (C6) (C5) (C30) (C27)

yolunu takip ettigi ortaya koyulmustur (Keha ve Kiifrevioglu 2004; Nelson and Cox
2005).

Kolesterol uzun zincirli yag asitleri gibi asetil-CoA’dan yapilir. Asetil-CoA molekiilleri
yag asitlerinin oksidasyonundan, piriivattan ve amino asitlerden saglanir (Giimiistas

2008).
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Kolesterol sentezi dort evrede gerceklesir. Evre I’de, {li¢ asetat birimi alti-karbonlu bir
ara Uriin olan mevalonati olusturmak iizere kondanse olur. Evre II mevalonatin aktif
izopren birimlerine ¢evrilmesini igerir ve evre III 30 karbonlu dogrusal yapida skualen
olusturmak i¢in alt1 adet 5-karbonlu izopren biriminin polimerlesmesidir. Son olarak
evre IV’te skualen halka yapisina gecerek steroit ¢ekirdegin dort halkasi olusur ve bir
dizi daha degisiklik (oksidasyonlar, metil gruplarinin uzaklagmast ya da yer

degistirmesi) son liriin olan kolesterolii olusturur.

Kolesterol biyosentezindeki birinci evre mevalonat ara iiriiniinii verir. Iki molekiil
asetil-CoA kondanse olarak asetoasetil-CoA’y1 olusturur, bu da {igiincii bir asetil-CoA
molekiiliiyle birleserek alti karbonlu bir bilesik olan 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA)’y1 olusturur. Sirasiyla, tiyolaz ve HMG-CoA sentaz tarafindan
katalizlenen bu ilk iki tepkime tersinirdir. Ugiincii tepkime kontrol altinda tutulan
basamaktir: iki molekiil NADPH’1n her birinin iki elektron vermesiyle HMG-CoA’ nin

HMG-CoA rediiktaz tarafindan mevalonata indirgenmesidir.



Asetoasetil-CoA

0 0 O

2 -"JLSC::A i Msc:on

Y

Asetil-CoA HSCoA HMG-CoA sentaz
Q

)-K SCoA

HSCoA o o0
SCoA
O 0O HMG-CoA

2 NADPH+ 2 H™

HMG-CoA rediiktaz \

2 NADPY + HSCoA 4/
D"I

Mevalonat

Sekil 1.6. Iki molekiil asetil-CoA’nin mevalonata déniisiimii

Kolesterol sentezinin sonraki evresinde ii¢ ATP’den ii¢ fosfat grubu mevalonata transfer
edilir. 3-fosfo-5-pirofosfomevalonat ara iiriiniindeki mevalonatin C-3’iindeki hidroksil
grubuna tutunan fosfat iyi ayrilabilen bir gruptur; sonraki kademede bu fosfat ve
yanindaki hidroksil grubu, bes karbonlu bir iiriin olan A*-izopentenilpirofosfatta bir ¢ift
bag olusturarak birlikte ayrilir. 3-izopentenil pirofosfatin izomerlesmesi ikinci aktif

izopren olan dimetilallil pirofosfati olusturur.

Uciincii evrede izopentenil pirofosfat ve dimetilallil pirofosfat bir bas-kuyruk

birlesmesine ugrar ve bir pirofosfat grubu yerinden ayrilir ve 10-C zincirli geranil
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pirofosfat olusur. Geranil pirofosfat izopentenil pirofosfatla diger bir bas-kuyruk

kondenslesmesine ugrar ve 15 karbonlu ara {iriin olan farnesil pirofosfati verir.

]
1
Mevalonat kinaz f\/\o _F; =0
0 5-Fosfomevalonat
l/ ATP

Mevalonat ATP AD
5-Fosfomevalonat kinaz

5-Pirofosfomevalonat 0 o

)I\/\ ,:I:i-' |:|-'|] dekarboksilaz H o ||:l U'ﬁ'
D—IT'—D—FI'—D - é E‘ 0
) \eoe

i 0 0 5-Pirofosfomevalonat
Izopentenil pirofosfat :
P P co, ADP+Pi  ATP
)'I\/\ 8
1] 11
0-P-0-P—0
o s}
izomeraz
9 9
O—-P—-0-P-0
izo pe nitenil || 1
)v\ 1I:I] ':]? !rnnsfaraz 0
0 _?_G_P; —0 Geranil pirofosfat
[ (]
O 0
Dimetilallil pirofosfat D—II:!‘—CI -I'I:]" 0
. . | I
Izopentenil O O
transferaz
PPi
Y
.
NN0-p-0-P-0
T, 0O
S

Farnesil pirofosfat

Sekil 1.7. Mevalonattan farnesil pirofosfatin olugsmast
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Son olarak iki molekiil farnesil pirofosfat, bir pirofosfat uzaklasmasiyla baglanarak

skualen olusur.

§
0-P-0-P -0

O
o=0-0

Farnesil pirofosfat

7
~0-P-0

1]

0

Farnesil pirofosfat

Skualen sentaz

NADPH+H*

Skualen sentaz

PPi \\“* NADP *
¥

Sekil 1.8. Iki molekiil farnesil pirofosfatin skualene skualen sentaz enzimi
katalizorliigiinde doniistimii
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Dordiincii evrede skualenin dort halkali steroit c¢ekirdegine c¢evrilmesidir. Skualen
monooksigenazin etkisi O,’den bir oksijen atomunu bir epoksit olusturmak iizere
skualen zincirinin ucuna eklemektir. Bu enzim diger bir karisik islevli oksidazdir;
NADPH O;’nin diger oksijen atomunu H,O’ya indirger. Skualen 2,3-epoksit tirliniiniin
cift baglar1 dogrusal skualen epoksidi halka yapisina cevirebilecek sekilde
yonlendirilmistir. Hayvan hiicrelerinde bu halkalasma steroit c¢ekirdegin dort

karakteristik halkasini tagiyan lanosteroliin olusmasiyla sonuglanir.
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Skualen
NADPH" + H* 0
2
Skualen epoksidaz
(Skualen monooksigenaz)
NADP* H,0

Skualen-2,3-epoksit

Lanosterol sentaz

(2,3-Epoksi skualen lanosterol-siklaz)

Lanosterol

Sekil 1.9. Skualenden lanosteroliin sentezi
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Sonu¢ olarak lanosterol, bazi metil gruplarinin yer degistirmesine ve bazilarinin

ayrilmasini iceren 20 civarinda tepkimeyle kolesterole ¢evrilir.

Birkag reaksiyon
L

0

T

Birkag reaksiyon

Birkag reaksiyon

Kolesterol

Sekil 1.10. Lanosteroliin kolesterole doniistimii

Omurgalilarda kolesterol sentezi basta karaciger (%80) olmak iizere, deri, adrenal
korteks, beyin, ince bagirsaklar, testis gibi organlarda gergeklesir. Karacigerde yapilan
kolesteroliin kiigiik bir kism1 hepatositlerin zarina yerlesir, fakat biiylik bir kismi ii¢
formdan birinde uzaklastirilir; bunlar safra kolesterolii, safra asitleri ve kolesterol
esterleridir. Ayrica kolesterol sentezinde ara iiriin olarak olusan izopentenil pirofosfattan
A vitamini, E vitamini, K vitamini, karotenler, dolikoller ve elektron tasiyan kinonlar

(ubikinon, plastokinon) sentezlenebilir (Nelson and Cox 2005; Giimiistas 2008).

Kolesterol ve kolesterol esterleri, triagilgliserol ve fosfolipitler gibi esas olarak suda
¢Oziinmez. Bununla birlikte, bu lipitler yapildiklar1 dokulardan kullanilacaklar1 ya da

depolanacaklar1 dokulara tasinmalidir. Bunlar, apolipoprotein adi verilen 6zgiil tastyici
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proteinlerin triagilgliserol, fosfolipitler, kolesterol ve kolesterol esterlerinin ¢esitli
bilesimleriyle olusan makromolekiil kompleksleri olan plazma lipoproteinleri seklinde
bir dokudan digerine kan plazmasinda tasinir. Bu lipoproteinler silomikronlar, ¢ok
diistik dansiteli lipoproteinler (VLDL), diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek
dansiteli lipoproteinler (HDL) dir.

Bagirsak mukoza hiicreleri ER liimeninde, yag asitlerinin aktiflesmesi ve tekrar
esterlesme reaksiyonlari ile triagilgliseroller ve kolesterol esterleri sentezlenir. Bu nétral
lipidler c¢ok hidrofobik olduklar1 i¢in protein, fosfolipid ve serbest kolesteroliin
olusturdugu ince bir polar lipid tabakasi i¢inde toplanmis bir yap1 olusturur. Bu yapiya
silomikron adi1 verilir. Yiiksek oranda triagilgliserol tasiyan, dansitesi en az ve en bilyiik
lipoprotein olan silomikronlar, bagirsak mukoza hiicrelerinde {iretilir ve besinsel
triagilgliserol, kolesterol ve kolesterol esterlerini (ayrica bu hiicrelerde yapilan ilave
lipidleri) periferik dokulara tasirlar. Silomikronlardaki triagilgliserollerin periferal
dokulardaki lipoprotein lipazlar tarafindan birka¢ dakika i¢inde hidrolizlenmesi sonucu
geride kalan kolesterolce zengin silomikron kalintilar1 karaciger tarafindan alinir. Yani

diyetle alinan eksojen kolesteroliin tamamina yakini karacigere tasinmis olur.

Cok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL), viicutta (biiyiik Olgiide karacigerde)
sentezlenmis olan triagilgliserolleri adipoz dokuya ve iskelet kaslarina tasir. VLDLler
triacilgliserollere ek olarak, baz1 kolesterol ve kolesterol esterlerinin yani sira apoB—
100, apoC-I, apoC-II, apoC-III ve apoE’yi igerir. Bu apolipoproteinler, son derece
hidrofobik lipidleri ¢oziinebilir hale getirirken ayn1 zamanda lipoproteinlerin

metabolizma ve fonksiyonlarini da diizenlerler.

VLDL’den lipoprotein lipazla triacilgliserollerin uzaklastirilmasi1 sonucu geriye kalan
kissm (IDL-orta dansiteli lipoprotein) diisiik dansiteli lipoproteinlere (LDL)
dondstiirtiliir. Ana apolipoprotein olarak apoB-100 tasiyan, kolesterol ve kolesterol
esterlerince ¢ok zengin olan LDL’ler, apoB-100’li taniyan 06zgil plazma zar
reseptorlerine sahip olan karaciger disi dokulara kolesterol tasir. Bu reseptorler ayni

zamanda kolesterol ve kolesterol esterlerinin alimina da aracilik eder.
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Yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL), karacigerde sentezlenir ve ekzositoz ile kana
salinirlar. HDL nin gorevleri apoC-II'nin dolasimdaki bir deposu olmak, ekstrahepatik
dokulardan serbest kolesterolii uzaklastirmak ve esterlestirmek, kolesterol esterlerini
VLDL ve LDL’ye yer degistirme reaksiyonuyla (triagilgliserollerle degistirerek)
transfer etmek, kolesterol esterlerini karacigere tasimaktir. HDL karacigerde yikilir ve
kolesterol salinir. Apo C-II, HDL’den VLDL ve silomikronlara transfer edilir. ApoC-II
lipoprotein lipazin aktivatoriidiir (Champe and Harvey 1994; Keha ve Kiifrevioglu
2004; Nelson and Cox 2005)

Kolesterol hiicre i¢inde depolanirken veya tasinirken konjlige haline, yani, uzun zincirli
yag asitleriyle ester bagi yapmis sekle cevrilmelidir. Bu esterlesme iki enzim araciligi

ile yapilir.

1) Hiicre icinde agil CoA: Kolesterol agil transferaz (ACAT)

. ACAT .
Acil CoA + Kolesterol » Kolesterol esteri + CoASH

2) HDL’nin periferal dokulardan topladigi kolesterole, yapisindaki fosfatidilkolinden
(lezitin) agil grubu aktaran ve yine HDL’nin bir bileseni olan lezitin: Kolesterol agil

transferaz (LCAT)

., . LCAT . . ., .
Lezitin + Kolesterol » Kolesterol esteri + Lizolezitin

(Keha ve Kiifrevioglu 2004).
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1.4.1. Kolesterol sentezinin diizenlenmesi

Kolesterol sentezindeki hiz belirleyici basamak HMG-CoA rediiktaz enzimi tarafindan
3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) molekiiliiniin mevalonata doniistigi
basamaktir ve HMG-CoA rediiktaz enzimi farkli metabolik kontrol tiirlerinin etkisine

maruz kalir.

Gen ekspresyonunun sterole-bagimli olarak diizenlenmesi; HMG-CoA rediiktaz geninin
ekspresyonu, rediiktaz geninin yukari kisminda bulunan DNA pargasindaki sterol
diizenleyici elemente (SRE) baglanan bir transkripsiyon faktorii (sterol diizenleyici
elemente baglanan protein-SREBP) tarafindan kontrol edilir. SREBP baslangicta
endoplazmik retikulum membrani ile iliskili durumdadir, proteolitik kesim neticesinde
proteinin aktif formu serbestlesir ve c¢ekirdege gecer. SREBP DNA’ya baglandiginda
rediiktaz geninin ekspresyonu artar. Kolesterol seviyesi diistiiglinde SREBP aktivasyonu
gercekleserek HMG-CoA rediiktaz artar ve daha ¢ok kolesterol sentezlenir. Tersine
yiiksek kolesterol seviyeleri transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu engeller.
Kolesterol igerigi HMG-CoA rediiktaz protein ve mRNA stabilitesini de etkiler. Artan
kolesterol seviyesi her ikisinin de stabilitelerinin azalip yikimlarinin artmasina sebep

olur.

Sterolden bagimsiz fosforilasyon/defosforilasyon; HMG-CoA rediiktaz aktivitesi bir
protein kinaz ve fosfoprotein fosfataz tarafindan kovalent olarak kontrol edilir. Enzimin

fosforillenmis hali inaktiftir ve defosforile oldugunda aktif hale gecer.

Hormonal diizenleme; HMG-CoA rediiktaz aktivitesi hormonal olarak kontrol edilir.
Insulin artis1 HMG-CoA rediiktaz gen ekspresyonunun artisini saglar, glukagon ise

tersine bir etki gosterir.

Ilaglar tarafindan inhibisyon; HMG-CoA’nin yapisal analoglar1 olan statin tiirii ilaglar,

Ornegin simvastatin, lovastatin ve mevastatin HMG-CoA rediiktaz’in geri doniigiimlii ve
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yarigsmali inhibitorleridir. Bu ilaglar hiperkolesterolemili hastalarda plazma kolesterol

diizeylerinin azaltmak i¢in kullanilirlar.

Karaciger HMG-CoA rediiktazi, kolesterol sentezinin ara {irlinii olan mevalonat
tarafindan geri beslemeli (feed-back) inhibe olma o6zelligine sahiptir. Ayrica diyetle
aliman ve silomikronlarla karacigere gelen kolesterol, HMG-CoA rediiktazi inhibe

ederek kolesterol sentezini kismen azaltir (Champe and Harvey 1994; Giimiistag 2008).

1.5. Safra Asitleri Sentezi

Safra asitleri ve onlarin tuzlar1 karacigerde sentezlenen ve yag sindirimine yardimci
olan amfipatik kolesterol tiirevleridir. Safra asitleri 24 karbon igerirler, ayrica iki veya
ti¢ tane hidroksil grubu ve bir karboksil grubuyla sonlanan bir yan zincir bulunur. Safra
asitleri amfipatiktirler. Tiim hidroksil gruplar a konumunda (halka diizleminin iistiinde
yer alir), metil gruplart ise f konumundadir (halka diizleminin altinda yer alir). Bu
ylizden, molekiiller hem polar hem de nonpolar bir yiizeye sahiptir ve bagirsakta
emiilsifiye edici ajanlar olarak islev gorebilir. Boylece, diyetle alinan triagilgliserol ve
diger kompleks lipidlerin pankreasin sindirim enzimleri tarafindan yikilmasi igin

hazirlanmasina yardimci olurlar (Champe and Harvey 1994; Nelson and Cox 2005).

Ayrica safra asitleri, lipidlerin emilimi sirasindaki misel olusumunda vazgegilmez
katkisindan dolayi, yaglarin absorbsiyonunda da oOnemlidir ve viicuttan fazla
kolesteroliin uzaklastirilma seklidir. Bunun yani sira, safra kesesine atilmak tizere gelen
kolesteroliin ¢okerek tas olusturmasini, lezitinle beraber, deterjan etkisiyle onlemesi

safra asitlerinin fonksiyonlarindan birisidir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

En bol bulunan safra asidi cesitleri kolikasit ve kenodeoksikolikasittir. iki ayr1 yoldan
kolik asit ve kenodeoksikolik asit olusur. Hiz sinirlayici basamakta gérev yapan ve
mikrozomal bir enzim olan 7a-hidroksilaz i¢in oksijen, NADPH, sitokrom P4sy ve C
vitamini gereklidir. Daha sonra 12a-hidroksilazin katalizledigi tepkime ile kolik asit

sentezlenir. Kolesteroliin yan zincirinin u¢ kisminin oksitlenmesinden sonra aktif CoA
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tiirevleri olugur. Bu tepkimeyi sadece karaciger mikrozomlar1 igerisinde bulunan aktif
bir enzim ger¢eklestirmektedir. Bu arada ii¢ karbon kaybi ile 27 karbonlu kolesterol, 24

karbonlu safra asitlerine doniisiir. Ayrica A’ gift bagi da doymus hale gelir.

NADPH + H* NADP*

o

7a-hidroksilaz

HO HO OH
NADPH +H 7-Hidroksikolesterol
Kolesterol 0: “
2 CoA-SH -~
Birkag NADPH + H*
Propiyonil-CoA reaksiyon / 0.
2 CoA-SH
OH 12a-hidroksilaz \
(l:l—S—tdt‘-A Propiyonil-CoA
O
Ho OH C=5=CoA
H o
Kolil-CoA
HO OH

Kenodeoksikolil-CoA
Sekil 1.11. Kolikasit ve Kenodeoksikolikasitin sentezi

Safra asitleri salgilanmadan 6nce karacigerde glisin ve taurin ile konjiige edilerek gliko
ve taurokolik asit veya gliko ve taurokenodeoksikolik aside c¢evrilirler. Konjiigasyon
sirasinda 24. karbondaki CoA ayrilir ve yerini amid bagi ile baglanmig glisin veya taurin
alir. Boylece primer safra asitlerinin sentezi tamamlanir. Sentezlenen konjiige safra
asitleri safra kanallar ile dogrudan duedonuma geger veya gerektiginde kullanilmak

izere safra kesesinde depo edilirler (Nelson and Cox 2005; Giimiistas 2008).
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OH H OH H
| |
C-N-CH,CO0H C-N—(CHplp~SOH
0 0

HO CH HO CH

Glikolikasit Taurokolik asit

Sekil 1.12. Gliko ve taurokolik asitin yapisi
1.5.1. Safra asitleri sentezinin diizenlenmesi

Safra asitleri sentezi 7a-hidroksilasyon basamaginda, enterohepatik dolagimdaki safra
asitleri konsantrasyonu ile diizenlenir. Kolesterol sentezini diizenleyen HMG-CoA
rediiktaz gibi 7a-hidroksilaz da kovalent fosforilasyon-defosforilasyon ile kontrol edilir.
7a-hidroksilazin fosforile formu enzimin aktif seklidir. Ayrica C vitamini eksikligi 7a-
hidroksilasyon basamaginda etkili olarak safra asitleri olusumunu engeller (Nelson and

Cox 2005; Giimistas 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Gen ekspresyonu gen arreyleri, RNase koruma 6l¢timleri, RNA in sifu hibridizasyonu,
Northern blot analizi ve protein seviyesinde yapilan Western blot ve immunohistokimya
gibi metotlar1 ihtiva eden c¢ok farkli sekillerde belirlenebilir. /n situ hibridizasyon ve
proteinlerin doku tizerinde nerelerde bulundugunun belirlenmesi; metabolizmanin nasil
calistiginin ve nasil bir diizenleme ile kontrol edildiginin anlasilabilmesi i¢in her bir
bilesenin ekspresyon zamani ve yerinin bilinmesi biyolojik alanda oldukc¢a faydali
bilgiler saglar (Albrecht et al. 1998; Kiifrevioglu et al. 2003). Yapilan g¢alismalar
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda olduk¢ca deforme olmus dokularin
kayitlarina, bilinen anatomik bdlgeler ile hiicrelerin iliskisini gosteren verilere, genlerin
lokalize ve yogun olduklar1 bolgeleri gosteren ekspresyon sonuclarina ulasilabilir.
Ayrica elde edilen bilgiler ile yalnizca biyoloji alaninin gelismesine degil ayn1 zamanda
kanser ve doku rejenerasyon g¢aligmalarina da katkida bulunulmasi amaglanmaktadir

(Visel et al. 2004; Jagalur et al. 2007).

Kolesterol sentez yolunun incelenmesi; kolesterol ve diger lipitlerin organlar arasinda
nasil tasindiginin, kolesteroliin hiicrelere giris isleminin (reseptdr-aracili endositoz),
diyet kolesterolii tarafindan etkilenen hiicre i¢i kolesterol iiretimi yolunun ve kolesterol
iretiminin diizenlenmesinin bozulmasiyla sagligin nasil etkilendiginin anlasilmasina yol
acmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2004; Nelson and Cox 2005). Embriyonik gelisme
doneminde kolesterol sentezi olduk¢a onemlidir. Kolesterol sentezindeki anormallikler
fetal gelisimin ilk donemlerinde dismorfik oOzellikler ve iskelet yapisinda anormal
dokularin meydana gelmesi konusunda belirleyici bir éneme sahiptir (Kovacs et al.

2002).

Karaciger, beden sterol dengesinin diizenlenmesi ve siirdiiriilmesinde merkezi bir rol
oynamaktadir. Kolesteroliin karacigerde safra asitlerine doniistiiriilmesi ve feces yoluyla
uzaklagtirilmasi kolesteroliin viicuttan atilmasinin en énemli yoludur (Post et al. 2004).

Safra asitleri kii¢iik bagirsaga salgilanarak bagirsaklarda deterjan etkisi gosterip diyet
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kolesteroliin, lipitlerin ve yagda ¢Oziinen vitaminlerin absorpsiyonunda

oynamaktadir (Tiemann ef al.2004).

Farede kolesterol sentezinde 20 tane ve safra asitleri sentezinde de toplam 33 tane gen
oldugu bulunmustur (genome.jp). Bu tez kapsaminda kolesterol sentezi genlerinin 19
tanesi, safra asitleri sentezi genlerinin ise 16 tanesinin ekspresyon caligmalari

gerceklestirilmistir. Kolesterol ve safra asitleri sentezinde yer alan bu genler ile ilgili

literatiir calismalar1 asagida 6zetlemistir.

Kolesterol Sentezinde Yer Alan Genler:

Cizelge 2.1. Kolesterol sentezi genleri

1 Hmgcr 3-hidroksi—3-metilglutaril-koenzim A reduktaz

2 Pmvk Fosfomevalonat kinaz

3 Mvd Mevalonat(difosfo) dekarboksilaz

4 Idil Izopentenil -difosfat delta izomeraz

5 Ggpsl Geranilgeranil difosfat sentaz 1

6 Fdps Farnesil difosfat sentaz

7 Fdftl Farnesil difosfat farnesil transferaz 1

8 Sqle Skualen epoksidaz

9 Lss Lanosterol sentaz

10 | Dher24 24-dehidrokolesterol rediiktaz

11 | Cyp5l Sitokrom P450, 51. aile

12 | Tm7sf2 Transmembran 7, 2. aile liyesi

13 Sc4mol Sterol-C4-metil oksidaz-like

14 | Nsdhl NAD(P)" bagh steroid dehidrogenaz-like

15 | Hsd17b7 | Hidroksisteroid(17-beta) dehidrogenaz 7

16 | Ebp Fenilalkilamin Ca2" antagonist (emopamil) baglanma proteini
17 | Sc5d Sterol-C5-desaturaz (fungal ERG3, delta-5-desaturaz) homolog
18 | Dher7 7-dehidrokolesterol rediiktaz

19 | Cyp27bl | Sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, polipeptid 1
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3-hidroksi—3-metilglutaril-koenzim A reduktaz (Hmgcr; EC:1.1.1.34), graniilsiiz
endoplazmik retikulum ve peroksizomlarda yer alan bir glikoprotein transmembran
enzimdir. 3-hidroksi—3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)’nin mevalonata doniistimiinii
katalizleyen HMG-CoA rediiktaz enzimi kolesterol sentezinde kontrol noktasindaki
basamaktir (Kovacs et al. 2002; Ohashi et al. 2003a). Bu enzim memelilerde beyin,
karaciger ve testislerde farkli oranlarda bulunmaktadir (Belgacem and Martin 2007).
Yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen veriler Alzheimer hastaliginin gelisiminde
kolesterol metabolizmasinin 6nemli bir etkisinin oldugunu gostermistir. HMG-CoA
rediiktaz enzimi geninin diizenlenmesindeki anormallikler ile bu hastalifin olusmasi ve
ilerlemesi arasinda bir iligki oldugu goriilmektedir (Refolo et al. 2001; Porcellini et al.
2007). Gelisim donemi siiresince fare beyin, karaciger ve bobreginde kantitatif mRNA
diizeyleri RNase koruma dl¢iimii (RNase protection assay, RPA) yontemi kullanilarak
belirlenip HMG-CoA rediiktaz enzim geninin ekspresyonu arastirilmistir. Dogumdan
onceki 5 giinliik (-5), dogumdan sonra 5 giinliik ve yetiskin fare beyin, karaciger ve
bobregindeki ekspresyon seviyeleri karsilagtirllmistir. Beyinde -5 ve 5 giinliik donemler
arasinda yetiskin fareye gore bu genin ekspresyonu daha kuvvetli olarak gézlenmistir.
Karacigerde ise -5 giinlik donemde diger donemlere gore daha fazla ekspresyona
ugradig1 belirlenmistir. Bobreklerde ise donemler arasinda ¢ok 6nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. HMG- CoA rediiktaz enzim geninin dogum Oncesi déonemde beyin ve
karacigerde daha fazla ekspresyona ugramasi bu organlardaki hiicrelerin ve dokularin
cogalmasi ve gelismesinde kolesteroliin 6nemli bir rolii oldugunu gostermektir (Hanaka
et al. 2000). mRNA in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan bir ¢alismada Hmgcr
geninin farede (E)10,5-14,5 giinliik embriyonik gelisme donemlerindeki ekspresyon
profilleri aragtirilmistir. Hmger geni 10,5 giinliikte dorsal kok bezleri ve sinir bezlerinde
kuvvetli ekspresyon gostermistir. 12,5 giinliikkte 6n ve arka ayaklarda, sonraki gelisme
donemlerinde (13,5-14,5) interdigital (parmaklararasi) bdlgelere dogru ekspresyon
gorlilmiistiir. 13,5 giinliikte sa¢ ve biyik folikiillerinde ekspresyon goriilmiistiir

(Marijanovic et al. 2003).

Mevalonat kinaz (Mvk; EC:2.7.1.36) enzimi mevalonatin 5-fosfomevalonata

fosforilasyonunu katalizler (Chu et al. 2007). Mvk enzimi feed-back inhibisyonu ile
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kolesterol sentezinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Tanaka et al.
1990). Mvk geninin mutasyona ugramasi sonucunda enzimin aktivitesini kaybetmesi ile
periyodik ates sendromlari, Hiper IgD sendromu (HIDS), mevalonik asidiiri gibi
hastaliklarin olustugu gorilmiistiir (Houten et al. 2001). Mvk enzim geninin RNA in
situ hibridizasyon yontemiyle yapilan ¢alismasinda 14,5 giinliik fare embriyosunda her

yerde zayif ve yaygin olarak ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Visel et al.2004).

Fosfomevalonat kinaz (Pmvk; EC:2.7.4.2) enzimi 5-fosfomevalonat’m 5-
pirofosfomevalonat’a donilisiimiinii katalizler (Olivier et al. 1999). Zellweger sendromlu
hastalarda mevalonat kinaz ve fosfomevalonat kinaz enzimlerinde eksiklik goriilmiistiir
(Hogenboom et al. 2002). Yapilan bir calismada RT-PCR analizi ve microarray yontemi
kullanilarak faredeki four-cell (4C, E2), morula (MO, E3) ve blastosist (BL, E3,5)
embriyonik donemlerinde gen ekspresyon profilleri karsilagtirilmigtir. Calismanin
sonucunda Pmvk enzimi geninin mRNA ekspresyonunun blastosist (BL) doneminde

diger iki doneme gore daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Cui et al. 2007).

GHMP kinaz protein ailesinin bir iiyesi olan mevalonat (difosfo) dekarboksilaz (Mvd;
EC:4.1.1.33) enzimi mevalonat-5-pirofosfat’in isopentenil pirofosfat (IPP)’a
dontistimiinii katalizler (Krepkiy and Miziorko 2004). Bu gen hakkinda herhangi bir

ekspresyon caligsmasina rastlanmamustir.

[zopentenil-difosfat deltaizomeraz (Idil; EC:5.3.3.2) enzimi 3-izopentenil pirofosfati
dimetilallil pirofosfata izomerlestirir (Berg et al. 2002). Bu enzim mRNA seviyesinde
diizenlenir (Paton et al. 1997). 1dil enziminin memelilerde yiiksek derecede korundugu
ve hemen her yerde ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Breitling et al. 2003). Bu gen

hakkinda her hangi bir ekspresyon ¢alismasina rastlanmamustir.

Geranilgeranil difosfat sentaz 1(Ggpsl; EC:2.5.1.1) enzimi izopentenil difosfat ve
farnesil difosfat arasindaki kondensasyon reaksiyonlarmi katalizler. Insanda Ggpsl
enzim geni kalpte yiiksek seviyede; dalak, testis, beyin, plasenta, karaciger, akciger,

iskelet kasi, bobrek ve pankreasta da kismi olarak ekspresyona ugramistir. Ayni zaman
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da bu enzim geninin prostat kanseri i¢in risk olusturan genlerden birisi olabilecegi
belirlenmistir (Zhao et al. 2000). Yapilan bir ¢alismada farede Western blot analizi
yapilmis ve beyin dalak, akciger, testis ve bobreklerde kuvvetli ekspresyon; iskelet kasi
ve kalpte orta seviyede ekspresyon; karacigerde zayif ekspresyon oldugu belirlenmistir

(Vicent et al. 2000).

Sitozolik/peroksizomal bir enzim olan farnesil difosfat sentaz (Fdps; EC:2.5.1.1) enzimi
geranil pirofosfat, dimetilallil pirofosfat ve izopentenil pirofosfat’in art arda
kondensasyon reaksiyonlarini katalizlemektedir (Hosfield et al. 2004; Martin et al.

2007). Bu gen hakkinda herhangi bir ekspresyon ¢alismasina rastlanmamaistir.

Farnesil difosfat farnesil transferaz 1 (Fdftl; EC:2.5.1.21) enzimi endoplazmik
retikulumda yer alir ve iki molekiil farnesil difosfatin kondensasyonu ile skualenin
sentez reaksiyonunu katalizlemektedir (Collins ef al. 2001). Bu gen hakkinda herhangi

bir ekspresyon ¢alismasina rastlanmamaistir.

Skualen epoksidaz (Sqle; EC:1.14.99.7) enzimi skualenin 2,3-oksidoskualen’e
dontisiimiinii gergeklestiren kolesterol sentezi metabolik yolundaki ilk oksijenlenme

(oxygenation) reaksiyonunu katalizlemektedir (Nagai et al. 2002).

Integral membran proteini olan lanosterol sentaz (Lss; EC:5.4.99.7) 2,3-oksidoskualen'i
lanosterol’e doniistiirmektedir (Ruf et al. 2004). In situ hibridizasyon yontemiyle farede
yapilan bir ¢alismada Lss’nin 14,5 giinliik embriyonik dénemde merkezi sinir sistemi,
karaciger, adrenal gland, spinal kord ve dorsal kdk bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif
olarak ekspresyon oldugu tespit edilmistir (Visel et al. 2004). Diger bir caligmada ise
14,5 giinliik embriyonik donemde spinal kord, merkezi sinir sistemi, over, dorsal kok
bezi ve karacigerde orta seviyede, diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu; 10,5
giinliik embriyonik donemde beyin, goz, dorsal kok bezi ve kalpte ekspresyona ugradigi

belirlenmistir (Reymond et al. 2002).
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24-dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr24; EC:1.3.1.72) enzimi desmosteroliin kolesterole
doniistimiinii katalizleyen bir oksidorediiktaz enzimidir (Di Stasi et al. 2005; Lu et al.
2006). Bu enzim membrandaki kolesterol seviyesini degistirerek neuroprotective
proseslerde (Sinir hiicresi Oliimiinii ve yaralanmasini engelleme yetenegi bulunan
ajanlarin kullanildig1 islem) gorev almaktadir (Pedretti et al. 2008). Mutant farelerle
yapilan bir ¢aligmada elde edilen sonuglardan bu enzim geninin ekspresyonunun normal

cilt gelisimi i¢in ¢ok dnemli oldugu belirlenmistir (Mirza et al. 2006).

Sitokrom P450, 5l.aile (Cyp51; EC:1.14.13.70) enzimi prokaryotik ve Okaryotik
organizmalarda 1000’den fazla {iyeye sahip olan sitokrom P450 enzim ailesine ait olan
mikrozomal bir enzimdir (Debeljak et al. 2000; Cotman et al. 2004). Bu enzim

memelilerde lanosteroliin kolesterole doniisiim reaksiyonunu katalizler (Xu et al. 2008).

Yapilan bir ¢alismada sitokrom P450 (CYP) ailesine ait 40 fare geni icin RT- PCR
yontemi kullanilarak E7, E11, E15 ve E17 olmak iizere dort farkli embriyonik gelisme
donemi ile karaciger, akciger, kalp, dalak, iskelet kaslari, testis ve bobregin de yer aldigi
8 fakli yetigkin fare dokusu i¢in ekspresyon profilleri incelenmistir. Bu gen ailesine ait
olan ve kolesterol sentezinde gorev alan Cyp51 geninin bu dort gelisme doneminin her
birinde ve calisilan biitiin fare dokularinda ekspresyona ugradigi tespit edilmistir

(Choudhary et al. 2003).

Transmembran 7, 2.aile iiyesi (Tm7sf2; EC:1.3.1.70) genine ait cDNA ile yapilan
Northern blot analizi ile yetigkin insan kalp, beyin, pankreas, akciger, karaciger, iskelet
kas1 ve bobreklerde degisik seviyelerde ekspresyon gozlenirken; plasenta, dalak, timus,

bagirsaklarda ekspresyon gézlenmemistir (Lemmens et al.1998).

NAD(P)" bagh steroid dehidrogenaz-like (Nsdhl; EC:1.1.1.170) enzimi graniilsiiz
endoplazmik retikulum da yer alir ve kolesterol sentezinin son basamaklarindan biri
olan C—4 metil gruplarmin art arda uzaklastirilmasi reaksiyonlarini katalizler (Ohashi et
al. 2003b; Jiang and Herman 2006). Nsdhl geninin mutasyona ugramasi sonucunda

insanlarda CHILD sendromu denilen hastalik olusmaktadir. Nsdhl geninin farede
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gestasyon siiresince embriyo gelisiminde ekspresyona ugradigi, 16,5 giinliik embriyonik
gelisme doneminde kuvvetli ekspresyona ugradigi Northern blot analizi ydntemi
kullanilarak belirlenmistir (Caldas et al. 2005). Ayrica mRNA in situ hibridizasyon
yontemiyle yapilan bir calismada Nsdhl geninin farede (E)10,5-14,5 giinliik embriyonik
gelisme donemlerindeki ekspresyon profilleri karsilastirildiginda 11,5 giinliikte 10,5
giinliige gore dorsal kok bezinde daha fazla ekspresyona ugradigi gozlemlenmistir

(Marijanovic et al. 2003).

Hidroksisteroid (17-beta) dehidrogenaz 7 (Hsd17b7; EC:1.1.1.270/1.1.1.62) enzimi
kolesterol sentezindeki post-skualen enzimlerinden biridir ve endoplazmik retikulumda
yer almaktadir (Ohnesorg and Adamski 2006). mRNA in sifu hibridizasyon yontemiyle
yapilan bir ¢alismada Hsd17b7 geninin farede (E)10,5-14,5 giinliik embriyonik gelisme
donemlerindeki ekspresyon profilleri arastirilmistir. Hsd17b7 geni 10,5 giinliikte dorsal
kok bezleri ve beyin sinir bezlerinde kuvvetli ekspresyon gostermistir. 12,5 glinliikte 6n
ve arka ayaklarda ekspresyon goriilmiistiir. Sonraki gelisme donemlerinde (13,5-14,5)
Interdigital (parmaklararas) bolgelere dogru ekspresyon smirlanmstir. 13,5 giinliikte de

sa¢ ve biyik folikiillerinde ekspresyon goriilmiistiir (Marijanovic et al. 2003).

Fenilalkilamin Ca®" antagonist (emopamil) baglanma proteini (Ebp; EC:5.3.3.5) enzimi
kolesteroliin lanosterole doniisiimiindeki ara basamaktaki reaksiyonu katalizlemektedir
(Becker et al. 2001). Ebp enzimi endoplazmik retikulumda yer almaktadir. Ebp enzim
geninin memelilerde ¢ogu dokuda ekspresyona ugradigi, 6zellikle karacigerde kuvvetli
ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Silve et al. 1996). Bu enzim geninin mutasyona
ugramasi sonucunda insanlarda Conradi-Hunermann sendromu denilen hastalik

olusmaktadir (Bae et al. 2001).

Sterol-C5-desaturaz (fungal ERG3, delta—5-desaturaz) homolog (Sc5d; EC:1.14.21.6)
enzimi lanosteroliin 7-dehidrokolesterole doniisiimiinii katalizler (Krakowiak et al.
2003). Sc5d enzim geninin eksikliginde lathosterolosis denilen genetik hastalik

olugmaktadir. Farelerde kolesterol eksikliginde bobrekiistii bezi, pankreas ve hipofiz
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bezi salgi graniillerinin sayisinda 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir (Gondre-

Lewis et al. 2006).

7-dehidrokolesterol rediiktaz (Dher7; EC:1.3.1.21) enzimi kolesterol sentezinin son
basamagi olan 7-dehikolesteroliin kolesterole doniisiim reaksiyonunu katalizler
(Gondre-Lewis et al. 2006). Dher7 geninin mutasyona ugramasi sonucunda otozomal
resesif bir hastalik olan Smith-Lemli-Opitz sendromu olusmaktadir (Solca et al. 2007).
Dher7 geninin insanda en fazla ekspresyona bobrek iistii bezi, karaciger, testis ve beyin
dokularinda ugradig: tespit edilmistir (Correa-Cerro and Porter 2005). mRNA in situ
hibridizasyon yontemiyle yapilan bir ¢alismada Dhcr7 geninin farede (E)10,5-14,5
giinlik embriyonik gelisme donemlerindeki ekspresyon profilleri karsilastirildiginda
dorsal kok bezlerinde 11,5 giinliikte 10,5 giinliige gore daha fazla ekspresyon oldugu
goriilmiistiir (Marijanovic et al. 2003).

RT-PCR yo6ntemi ile sitokrom P450 (CYP) ailesine ait 40 fare geni i¢cin hem yetiskin
dokularinda hem de dort farkli embriyonik déonemde (E7, E11, E15, E17) ekspresyon
profilleri incelenmistir. Sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, polipeptid 1(Cyp27bl; EC:
1.14.13.13) enzim geni sadece E7 embriyonik gelisme doneminde ekspresyona
ugramigtir. Ayrica yetiskin fare dokularinda bobrek ve testislerde ekspresyon

goriilmiistiir (Choudhary et al. 2003).
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Safra asitleri Sentezinde Yer Alan Genler:

Cizelge 2.2. Safra asitleri sentezi genleri

1 Cel Karboksil ester lipaz

2 Lipl Lizozomal asit lipaz A

3 Soat2 Sterol O-agiltransferaz 2

4 Cyp7al Sitokro”’m P450, 7. aile, a alt aile, polipeptid 1

5 Srd5a2 Steroid 5 alfa-reduktaz 2

6 Cyp27al | Sitokrom P450, 27. aile, a alt ailesi, polipeptid 1

7 Adhl Alkol dehidrogenaz 1 (I. sinif)

8 Adh7 Alkol dehidrogenaz 7 (IV. sinif), sigma polipeptid

9 Adh5 Alkol dehidrogenaz 5 (III. sinif), chi polipeptid

10 Aldh2 Aldehit dehidrogenaz 2, mitokondrial

11 Aldh3a2 Aldehit dehidrogenaz 3. aile, A2 alt aile

12 Aldh9al Aldehit dehidrogenaz 9, A1 alt aile

13 Aldhlbl | Aldehit dehidrogenaz 1.aile, tiye B1

14 Slc27a5 Coziinmis tasiyici 27.aile (yag asit tasiyict), liye 5
Hidoksiagil-koenzimA

15 Hadhb dehidrogenaz/3ketoacilkoenzimAtiyolaz/enoil-koenzimA
hidrotaz(iicfonksiyonluprotein), beta altbirimi

16 Acaalb Asetil-koenzim A agiltransferaz 1B

Karboksil ester lipaz (Cel; EC:3.1.1.3 \ EC:3.1.1.13) enzimi safra asitlerinin sentezinde
yer alarak lipitlerin absorbsiyonunda goérev almanin yan sira diyetle alinan A vitaminin
yaklagik yarisinin absorbsiyonunda da 6nemli bir goreve sahiptir (Weng et al. 1999).
Pankreatik sekresyonda ve memelilerin siit bezlerinde bol miktarda bulunmaktadir.
Hepatosit, endotelyal hiicreler, makrofajlar tarafindan salgilanmakla birlikte plazma ve
karacigerde diisiik miktarda bulunmaktadir (Camarota et al. 2004). Yapilan baska bir
calismada Cel geninin pankreasta siirekli, siit bezlerinde de hamilelik siiresince olmak

tizere iki dokuda ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Bu enzim bu dokularda
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sentezlenip yine bu dokulardan salgilanmaktadir. Northern blot analizi ile farede yapilan
bu ¢aligmada siit bezlerinde hamilelik doneminin 14. giiniinde Cel geninin ekspresyona

ugradigi tespit edilmistir (Kannius-Janson et al. 1998).

Lizozomal asit lipaz A (Lipa/Lal/Lipl; EC:3.1.1.13) enzimi plazma lipoprotein
seviyesinin homeostatik kontrolii ve karaciger, dalak ve makrofajlarda hiicresel lipid
birikmesini 6nlemede katkida bulunmaktadir (Du et al. 1998). Bu enzim endoplazmik
retikulumda sentezlenmektedir (Lian et al. 2004).Yapilan bir calismada 11-16 giinliik
fare embriyosunda in situ hibridizasyon yontemiyle Lal geninin ekspresyonu
degerlendirilmistir. Lal geni kalp, over, testis, tiikiiriikk bezi, dil, seminal gland gibi ¢ogu
dokuda zay1f ekspresyona ugramistir. Hepatositler, dalak ve timus hiicrelerinde kuvvetli
ekspresyona ugramistir. Cok daha kuvvetli ekspresyon bagirsak, adrenal korteks,
pankreas, bobrek epitelyum hiicrelerinde goriilmiistiir. Belirgin seviyede ekspresyon 12
glinliik fare embriyosunda kroid pleksusun epitelyum hiicrelerinde; 14 giinliikte

karaciger ve akcigerde; 16 giinliikte bagirsak ve bobrekte goriilmiistiir (Du ez al. 1996).

Sterol O-agiltransferaz (Soat2; EC:2.3.1.26)/A¢il-CoA: kolesterol agiltransferaz
(ACAT2) enzimi karacigerde kolesterol ve a¢il-CoA’dan kolesterol esterlerinin sentez
reaksiyonunu katalizler (Bell et al. 2007). Integral membran proteini olan ACAT enzimi
endoplazmik retikulumda lokalize olmustur (Lee et al. 2004). ACAT enzimlerini
(ACATI ve ACAT2) kodlayan iki gen Soatl ve Soat2 olarak bilinmektedir. Farede
Soatl makrofajlarda, adrenokortikal hiicreler, yag bezlerinde yiiksek ekspresyona,
karaciger ve bagirsaklarda diisiik seviyede ekspresyona sahiptir. Soat2’nin ekspresyonu
ise bagirsak ve karaciger ile sinirhidir ve ACAT aktivitesinden bu dokularda bu genin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Buhman et al. 2000). Kolesterol esterleri
bagirsaklardaki kolesterol absorbsiyonu ve hepatik lipoprotein {iretimi gibi Onemli
fizyolojik proseslerde gorev almaktadir. ACAT-2’nin RT-PCR yontemiyle ¢esitli fare
dokularinda yapilan analizinde karaciger, bagirsak ve embriyo karacigerinde yiiksek
ekspresyona sahip oldugu tespit edilmistir. Yine ayni ¢aligmada yapilan Northern blot
analizi ile de karaciger ve kiiclik bagirsakta ekspresyona ugradig: belirlenmistir (Cases

et al. 1998).
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Safra asitleri sentezi kolesteroliin 7a-hidroksilaz (Sitokrom P450, 7. aile, a alt aile,
polipeptid 1,Cyp7al; EC:1.14.13.17) enzimi tarafindan katalizlenen 7a-hidroksilasyonu
ile baglar. Cyp7al geni tarafindan sifrelenen 7a-hidroksilaz enzimi diiz endoplazmik
retikulumda lokalize olmustur (Hewitt et al. 2003, Post et al. 2004). Cyp7al geni
transkripsiyon seviyesinde diizenlenmektedir (Chen et al. 2002). Kolesterol 27-
hidroksilazin yoklugunda safra asitleri sentezinin durdugu ya da yavasladigi

belirlenmistir (Arnon et al. 1998).

Sitokrom P450, 27. aile, a alt ailesi, polipeptid 1 (Cyp27al; EC:1.14.13.15) geninin
enzimi karacigerde kolesterolden safra asitleri sentezindeki ilk basamaklardan birini
katalizlemektedir. Bu yola alternatif bir ikincil yol olarak sterol 27-hidroksilaz enzimi
(Cyp27al), kolesteroliin 27-hidrokolesterol veya 3p-hidroksi—5-kolestenoik asite
doniisiimiinii katalizlemektedir. Bu bilesikler karacigere taginir ve burada safra asitlerine
doniistiiriiliir. Mitokondrial sitokrom P—450 enzimi olan sterol 27-hidroksilazin ¢ok
cesitli doku ve organlarda ekspresyona ugradig belirlenmistir. Bu enzim safra asitleri
sentezinde ¢ok Onemli bir role sahip olmakla birlikte ekstrahepatik dokulardan
kolesteroliin uzaklastirilmasi, kolesterol homeostazinin diizenlenmesi ve D vitamini
metabolizmasinda gorev almaktadir. Cyp27al geninin eksikliginde fare ve insanlarda
farkli etkileri olmasina ragmen her iki tiirde de sterol ve safra asitleri metabolizmasinda
diizensizlik goriilmiistiir (Rosen et al. 1998, Dubrac ef al. 2005). Yapilan bir ¢aligmada
sitokrom P450 (CYP) ailesine ait 40 fare geni i¢in RT- PCR yontemi kullanilarak 7, 11,
15 ve 17 glinliik olmak tizere dort farkli embriyonik gelisme donemi; karaciger, akciger,
kalp, dalak, iskelet kaslari, testis ve bobregin de yer aldig1 8 fakli yetiskin fare dokusu
icin ekspresyon profilleri incelenmistir. Cyp27al enzim geninin ise sadece E7
embriyonik gelisme doneminde ekspresyona ugradig: tespit edilmistir (Choudhary et al.

2003).

Alkol (ADH) ve aldehit (ALDH) dehidrogenazlar alkol ve aldehitlerin c¢esitli
metabolizmalarin1 katalizlemektedirler. ADH izoenzimleri substrat spesifitesi ve
hiicresel lokalizasyonuna gore birka¢ sinifta gruplandirilir. Memelilerdeki Adh

enzimleri genis bir doku dagilimina ve substrat gesitliligine sahip olan kompleks bir
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enzim ailesinden olusmaktadir. Adh enzimleri dimerik ve ¢inko bagli enzimler olup,
NAD'/ NADH elektron verici ve alicilar1 kullanilarak alkol ve aldehitlerin oksidasyon
ve rediiksiyonunda gorev alirlar (Westerlund ez al. 2007). Aldehit dehidrogenazlar ise
pek ¢ok cesit aldehitin oksidasyonunu katalizleyen ve yapisal olarak birbirine benzeyen
bir grup enzimdir. izoformlarmin farkli noktalarn fiziksel ve katalitik &zellikleri ile
mikrozomal, mitokondrial ve sitozolik olmak iizere farkli  yerlerdeki

lokalizasyonlarindan kaynaklanmaktadir (McCaffery et al. 1991).

Farede sitozolde bulunan alkol dehidrogenaz 1 (I. siif) (Adhl; EC:1.1.1.1) enzimi
retinol ve etanoliin oksidasyonunun gergeklestigi reaksiyonu katalizlemektedir (Rout
and Armant 2002). Adhl (simf I) izoenzimi retinoliin oksidasyon reaksiyonunu
katalizlemesinin yani sira etanol ve ¢esitli alkoller i¢in substrat spesifitesinede sahiptir.
Karaciger enzimi olarak bilinirler fakat bu enzim bdbrek, mide, bagirsak akciger, sag
kokleri ve cilt gibi pek ¢ok doku ve organda tespit edilmistir. Adhl geninin yetiskin ve
embriyonik farede in sifu hibridizasyon yontemiyle yapilan ekspresyon caligsmalarinda
su sonuclar elde edilmistir: 8,5 ve 9,5 giinlilk embriyoda ekspresyon goriilmemistir.
10,5 ve 11,5 giinliikte primitive bobreklerde, 6n ve arka ayaklarda (forelimb-hindlimb)
gliclii ekspresyon; 12,5 giinliikte servikal prevertebral de; 13,5 giinliikte para vertebral
kas hiicrelerinde; 14,5 giinliikte sonraki gelisme donemlerinde kahverengi yag dokusu
olacak olan latero servikal mezenkim bolgesinde ekspresyon tespit edilmistir. Adhl
transkriptinin fetal i¢ organlarin ¢ogunda ekspresyona ugradigi belirlenmistir.
Akcigerde 11,5 giinlik gibi erken bir donemde baslayan ekspresyonun 13,5-15,5
glinliik donemlerde ¢ok kuvvetli bir sekilde devam ettigi belirlenmistir. 15,5-16,5
giinlik donemlerde fetal gut epitelyumda kuvvetli ekspresyon; bagirsak villuslarinda
ekspresyon tespit edilmis ancak mide epitelyumunda ve ince bagirsakta ekspresyonun
gerceklesmedigi tespit edilmistir. 14,5-16,5 giinliik donemlerde uriner bladder (mesane)
epitelyumunda; 12,5 giinliikte adrenal glandda ¢ok yogun ekspresyon belirlenmistir.
Fetal gelisim donemi boyunca medulla hiicrelerinde, 16,5 giinliikte bobrek tiibiillerinde,
15,5-16,5 giinliikte karacigerde ¢ok zayif ekspresyon belirlenmistir. Yetiskin farede
mide, bagirsak, bobrek Ozellikle bazi nefronlarda daha kuvvetli bir sekilde, kuvvetli

seviyede gonadlarda, karaciger ve adrenal glandda ekspresyon belirlenmistir. Karaciger
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enzimi olarak bilinen Adhl’in biitlin hepatosit hiicrelerinde kuvvetli bir sekilde
ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Akcigerlerde fetal gelisim donemi boyunca giiclii
ekspresyon olmasina karsin yetiskin akcigerinde ¢ok zayif bir ekspresyon belirlenmistir
(Vonesch et al. 1994). RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan baska bir ¢aligmada
yetigkin fare karacigerinde Adhl geninin ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Rout
and Armant 2002). Oligonukleotid in sifu hibridizasyon yontemi kullanilarak yapilan
calismada farede Adhl’in gastrik mukoza, rektum, mide ve gastrik salgi bezinde
ekspresyonu belirlenmistir (Westerlund et al. 2007). Northern blot analizi yontemi
kullanilarak Adh gen ailesine ait Adhl (simf I) geni i¢in 14 fakli yetiskin fare
dokusunda ¢alisma yapilmistir, bu ¢alismanin sonucunda, Adhl (sinif I)’in karaciger,
bagirsak ve gozde yiiksek ekspresyon; bobrek, over ve uterusta orta seviyede
ekspresyon; spinal kord, timus, kalp, mide mukozasi, cilt ve testislerde diisiik seviyede
ekspresyon goriiliirken; beyin ve dalakta ise ekspresyon goriilmemistir (Zgombic-
Knight et al. 1995). Radyoaktif oligoniikleotid in sifu hibridizasyon yontemi
kullanilarak yetigskin ve embriyo dénemindeki (E9,5-E19,5) farede Adhl (sinif I) enzim
geninin ekspresyon calismalar1 yapilmigtir. Bu calismanin sonucunda Adhl 13,5
giinliikte adrenal gland’da; 15,5 giinliikte karaciger ve bagirsakta; 19,5 giinliikte
olfaktori epitelyumda; ayni zamanda adrenal korteks de kuvvetli ve yaygin bir
ekspresyon gostermistir. Yetiskin farede ise olfaktori epitelyumda ekspresyon
belirlenirken, epidermisde ise ekspresyon goriilmemistir (Westerlund et al. 2005).
Yapilan bagka bir ¢calismada in situ hibridizasyon yontemiyle fare embriyo ve yetiskin
dokularindaki Adh izoenzimlerinin ekspresyon ¢alismasi yapilmistir. Adhl geninin
embriyoda bagirsak, iiriner sistem, adrenal gland, konjunktival kese, epidermis, nazal
epitelyum ve akcigerde; yetiskin farede uterus, bobrek, bagirsak, adrenal korteks, testis
ve karacigerde ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Ang et al. 1996). Yapilan bir
calismada embriyonik ve yetigskin fare adrenal gland (bobrekiistii bezi) bolgesinde in
situ hibridizasyon yontemiyle Adh genlerinin ekspresyon calismalar1 yapilmistir. Siuf [
Adh geninin 16,5 giinliik embriyonik gelisme doéneminde adrenal gland ve hemen
yaninda bulunan bdbrek tiibiillerinde; yetigkin farede ise sadece adrenal glandda
ekspresyona ugradig1 belirlenmistir (Haselbeck er al. 1997). Farede Adhl geni i¢in
yapilan immunohistokimya calismasinda su sonuglar elde edilmistir: 11,5 ve 12,5

giinliik embriyonik gelisme déneminde Adhl adrenal hiicrelerinde kuvvetli ve yaygin
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bir sekilde ekspresyon gostermistir. Bu donemlerde Adhl geni bu hiicrelerin yani sira
bobrek hiicrelerinde de ekspresyona ugramistir. 14,5, 15,5 vel6,5 giinliik embriyonik
gelisme donemlerinde adrenal gland da ekspresyon goriilmiistiir (Haselbeck and Duester
1998). In situ hibridizasyon yontemiyle 14,5 giinliik farede yapilan baska bir ¢aligmada
Adh1’in adrenal gland, akciger mezenkimi ve nazal epitelyumda ekspresyona ugradigi
tespit edilmistir (Cankaya et al. 2007). RNA in situ hibridizasyon yontemiyle farede
12,5 ve 15,5 giinliik embriyonik gelisme donemleri ve P75 postnatal donemde yapilan
calismada Adhl geni i¢in ureterde 12,5 ginliikte zayif, 15,5 giinliikte kuvvetli
ekspresyon, aynm1 zamanda bladderde (mesane) kuvvetli ekspresyon gorilmiistiir

(Mitchell et al. 2006).

Farede sitozolde bulunan alkol dehidrogenaz 7 (IV. smif), mu ya da sigma polipeptid
(Adh7; EC:1.1.1.1) izoenzimi retinol ve etanoliin oksidasyonunun gerceklestigi
reaksiyonu katalizlemektedir. RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada yetiskin
fare karacigerinde Adh7’nin ekspresyonu belirlenirken beyinde tespit edilmemistir
(Rout and Armant 2002). Northern blot analizi yontemi kullanilarak ADH gen ailesine
ait simif IV ADH geni i¢in 14 fakli yetiskin fare dokusunda ¢alisma yapilmistir. Bu
calismanin sonucunda, Adh7 (Sinif 1V) i¢in yiiksek seviyede mide mukozasinda; orta
seviyede goz, timus, cilt, overde; ¢ok diisiik seviyede de beyin, spinal kord, dalak, kalp,
bobrek ve testislerde ekspresyon belirlenmistir. Farede Adh7 (Simf IV) in situ
hibridizasyon caligsmasi yapilarak over, cilt, timiis, géoz ve midede yiiksek seviyede
ekspresyon gosterdigi belirlenmistir (Zgombic-Knight et al. 1995).Yapilan bir
calismada in situ hibridizasyon yontemiyle fare embriyo ve yetiskin dokularindaki Adh
izoenzimlerinin ekspresyon caligmasi yapilmistir. Adh7 geninin embriyoda adrenal
gland, nazal epithelyumda; yetiskin farede 6zafagus epitelyum hiicrelerinde, epididim,
testis, adrenal korteks ve midede ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Ayrica Adh7 nin,
10,5, 11,5, 14,5, 16,5 giinliik embriyo doneminde ekspresyona ugradig tespit edilmistir
(Ang et al. 1996). Yapilan baska bir calisgmada embriyonik ve yetigskin fare adrenal
gland (bobrekiistli bezi) bolgesinde in situ hibridizasyon yontemiyle Adh genlerinin
ekspresyon calismalar1 yapilmigtir. (Smif IV) Adh7 geninin 16,5 giinlik embriyonik

gelisme doneminde ve yetiskin farede adrenal glandda ekspresyon goriiliirken, bobrek
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tiibiillerinde ekspresyon goriilmemistir (Haselbeck et al. 1997). Farede Adh7 geni i¢in
yapilan immunohistokimya calismasinda 11,5 ve 12,5 giinliikk embriyonik gelisme
doneminde adrenal hiicrelerinde zayif ekspresyon gosterdigi belirlenmistir (Haselbeck
and Duester 1998). Radyoaktif oligoniikleotid in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak
yetigkin ve embriyo donemindeki (E9,5-E19,5) (smif IV) Adh 7 enzim geninin
ekspresyon ¢alismalart yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Adh 7 geni 15,5 giinliikte
olfaktori epitelyumda; 19,5 giinliikte adrenal gland, olfaktori epitelyum, konjunktival
epitelyum, epidermis ve sa¢ folikiillerinde; orta seviyede de korteks hiicrelerinde
ekspresyon goriilmiistiir. Yetiskin farede de olfaktori epitelyumda ve epidermisde zayif

ekspresyon goriilmiistiir (Westerlund et al. 2005).

Oligonukleotid in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak yapilan calismada farede
alkol dehidrogenaz 4 (II. siif), pi polipeptid (Adh4; EC:1.1.1.1) geninin dil epitelyumu,
Ozafagus ve midede, gastrik mukozada ekspresyonu belirlenmistir (Westerlund et al.
2007). 6,5-8,5 giinliik embriyonik gelisme donemindeki farede in situ hibridizasyon
yontemiyle yapilan calismada Adh4 enziminin 6,5 giinliikte ekspresyona ugramadigi,
7,5 giinliikte primitif mezoderm, 8,5 gilinliikte primitif mezoderm ve granial (kafatasi)
mezenkimde ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Ang and Duester 1997). Adh4
enziminin in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan analizinde 14,5 giinliik fare
embriyosunda olfactori sogancigi, bagirsaklar, merkezi sinir sistemi, karaciger ve
cranial bezinde kuvvetli, diger yerlerde zay1f olarak ekspresyona ugradigi belirlenmistir

(Visel et al.2004).

Yapilan bir ¢alismada in situ hibridizasyon yontemiyle fare embriyo ve yetiskin
dokularindaki Adh izoenzimlerinin ekspresyon calismast yapilmistir.  Alkol
dehidrogenaz 5 (III. sinif), chi polipeptid (EC:1.1.1.1 \ EC:1.1.1.284) Adh5’in embriyo
ve yetiskin fare dokularinda diisiik seviyede ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Ayrica
Adh5’in 10,5, 11,5, , 14,5, 16,5 giinliik embriyo doneminde ekspresyona ugradigi tespit
edilmistir (Ang et al. 1996). Radyoaktif oligoniikleotid in situ hibridizasyon yontemi
kullanilarak yetiskin ve embriyo dénemindeki (E9,5-E19,5) farede (simif III) Adh 5

enzim geninin ekspresyon calismalari yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Adh 5, 13,5
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gilinliik donemde zayif ve her yerde yaygin ekspresyon gostermistir (Westerlund et al.

2005).

Aldehit dehidrogenaz 2, mitokondrial (Aldh2; EC:1.2.1.3) enzimi asetaldehit
detosifikasyonunda rol oynamaktadir (Ohsawa et al. 2003). Northen blot analizi ile
yapilan ¢alismada farede karacigerde yliksek seviyede, bobrekte diisiik seviyede Aldh2
belirlenmistir (Chang and Yoshida 1994). RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan diger
bir c¢alismada yetigkin fare karacigerinde; mitokondrial Aldh (Aldh2) geninin
ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Rout and Armant 2002).

RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada yetiskin fare karacigerinde ve beyinde
korneal Aldh (Aldh3) geninin ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Rout and Armant
2002).

Aldehit dehidrogenaz 9, Al alt aile (Aldh9al; EC:1.2.1.3\EC:1.2.1.47) enziminin
aktivitesinin insanda karaciger, adrenal gland ve bdobreklerde ¢ogunlukta oldugu,
Northern blot ile yapilan analizde Aldh9a mRNA’sinin karaciger, bobrek, iskelet kasi,
kalp, beyin, pankreas, akciger, plasentada bulundugu belirlenmistir (Vaz et al. 2000).

Radyoaktif oligoniikleotid in sifu hibridizasyon yontemi kullanilarak yetigskin ve
embriyo donemindeki (E9,5-E19,5) farede yapilan c¢alismada Aldhl geninin
mezensefalik (orta beyine ait) dopamin néron hiicrelerinde kuvvetli ekspresyona
ugradig1 belirlenmistir (Westerlund et al. 2005). RT-PCR yo6ntemi kullanilarak yapilan
calismada yetiskin fare karacigerinde; Aldhl (sitozolik retinol dehidrogenaz Ahd?2)
geninin ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Rout and Armant 2002).

Aldehit dehidrogenaz, 7. aile, liye Al (Aldh7al; EC:1.2.1.3) enzim geninin RNA in situ
hibridizasyon yontemiyle 14,5 giinliik fare embriyosunda yaygin ve kuvvetli olarak tim

dokularda ekspresyona ugradig: belirlenmistir (Visel et a/.2004).
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Coziinmiis tasiyic1 27.aile (yag asit tasiyici), iiye 5 (Slc27a5; EC:6.2.1.7) / FATPS
enzimi integral transmembran protein olan FATP/SIc27 ailesinin karaciger spesifik bir
tiyesidir. Bu enzim hem yag asidi tastyict hem de safra asiti-CoA aktivitesine sahip olan
bir enzimdir (Hubbard et al. 2006). Western blot teknigi kullanilarak yapilan bir
calismada E18,5 ve yetiskin fare de FATP ailesi iiyelerinin ekspresyonlarina bakilmis
ve bu protein ailesinin diger tiyelerinin farkli dokularda farkli oranlarda ekspresyona
ugradigr belirlenirken, FATP5/Slc27a5 geninin her iki evrede de ekspresyon
gostermedigi belirlenmistir (Schmuth et al. 2005). RT-PCR yontemi kullanilarak 10,5—
18,5 giinliikk fare embriyosunda yapilan baska bir ¢calismada FATPS/ Slc27a5 geninin
ekspresyona ugramadigi belirlenmistir (Schaiff et al. 2007).

Mitokondrial trifunctional protein (MTP) yag asitlerinin 4 basamaktan olusup tekrar
eden B oksidasyonunda gorev almaktadir. MTP, MTP, (Hadha) ve MTPg (Hadhb) olmak
lizere iki alt birimden olusmaktadir. MTPg (Hadhb) Hidoksiagil-koenzim A
dehidrogenaz (Hadhb; EC:2.3.1.16) 3-ketoacil-CoA tiyolaz aktivitesi gosterir ve
oksidasyonda dordiincii basamagini katalizler (Ibdah et al. 2001).

Asetil-koenzim A agiltransferaz 2 (Acaa2; EC:2.3.1.16) enzim geninin RNA in situ
hibridizasyon yontemiyle 14,5 giinliik fare embriyosunda merkezi sinir sistemi, mide,
karaciger, 6zafagus, kroid pleksusda ¢ok daha belirgin olmak iizere tiim dokularda

ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Visel et al.2004).

Retinol dehidrogenaz 14 (Rdh14; EC:1.1.1.-]) geninin RNA in situ hibridizasyon
yontemiyle yapilan analizinde 14,5 giinliik fare embriyosunda ekspresyona ugramadigi

goriilmiistir (Visel et al.2004).

Tinol dehidrogenaz 13 (Rdh13; EC:1.1.1.-]) enzim geninin RNA in sifu hibridizasyon
yontemiyle 14,5 giinlik fare embriyosunda merkezi sinir sistemi, dorsal kok bezi ve

cranial bezinde ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Visel et al.2004).
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Fare dokulari lizerinde kolesterol ve safra asitleri sentezinde yer alan bazi genler lizerine
ekspresyon calismasi yapilmasina ragmen bu metabolik yollarin tamamini igeren
genlerin detayli bir c¢aligmasimna rastlanmamistir. Ekspresyon analizleri bir¢ok
calismanin temelini olusturdugundan, 14,5 giinliikk farede kolesterol ve safra asitleri
sentezi metabolizmasinin genlerinin gen ekspresyon c¢alismasinin literatiire onemli katki

saglayacagi diisiliniilerek bu ¢alisma planlanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda Cizelge 3.1°de belirtilen maddeler kullanildi.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

1 kb DNA ladder NEBiolabs

2-Log DNA ladder NEBiolabs

Agaroz Life Technologies

Amonyum asetat Merck

Anti-Dig-Fab-POD Roche
BCIP(5-bromo-4-kloro-3-indolilfosfat,4-toluidin tuzu) | Roche

Bisbenzimidin Sigma

BMB blocking reagent Roche

Borik asit Merck

Brom fenol mavisi Pharmacia Biotech

DEPC (Dietilpirokarbonat) Sigma

DNase I (RNase Free) Roche

DNTPs Roche

DTT, ditiyotreitol Sigma

EDTA Sigma

Enhancer Qiagen, USA

Etanol Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Etidyum bromiir Sigma

Fenol Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Filitre Sartorius

Filitre Kagid1 Sigma

Formaldehit Electron microscopy sciences
Formamid Fluka

Gliserin Appli chem

Glisin Sigma

Glutaraldehit(%25) Merck

Hidroklorik asit, (HCl), 1N ¢6zelti Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
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Hidrojen peroksit (H,O;) Fluka

ISH Tamponu Ambion

Iyotasetamid Sigma

Kalsiyum kloriir Merck

Kb-Ladder NEBiolabs

KH,PO4 Merck

Kloroform Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Ksilonsiyanol Sigma

Levamisole ([(-)-tetramizol hidrokloriir) Sigma

Maleik asit Fluka

Metanol Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Microscop slides Menzel gldser

Na,HPOq4 Riedel de Haen

NaH,PO, Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
NBT (Nitroblue tetrazolium kloriir) Roche

NEN Blocking reagent NEN/Perkin-Elmer

NEN Tiramide signal amplification

NEN/Perkin-Elmer

NeutrAvidin-AP

Roche

Potasyum kloriir

Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Proteinaz K

Roche

Revers transkriptaz Invitrogen

RNA H Roche

RNase inhibitorii Roche

RNaseZAP Sigma

Sheep Serum Chemicon International Inc.
Sodyum kloriir (NaCl) Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

SP6-primeri

MWG

SP6-RNA-Polimeraz Roche

T7-DNA-Primeri MWG

T7-RNA-Polimeraz Roche

Taq-DNA-Polimeraz Sigma

TBE Sigma

Tissue-Tec (OCT) Sakura

Trietanolamin Fluka

Tris Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Tween-20 Sigma
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3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Derin Dondurucular

Destile Su Uretme Cihazlar1
Elekroforez cihazi

Etiv

Goriintiileme Cihaz1

Hassas Terazi

In Situ Hibridizasyon Cihaz1
Kar Uretme Cihaz
Kiriyostat

Kurutucu cihaz

Magnetik Karistirict
Mikroskoplar

Mikrotom Cihaz1

Otomatik Pipetler

PCR Cihazlar

Gene Amp PCR system 2400
pH metre

Saf su cihazi

Slayt kaplama cihazi
Sogutmali

Sogutmasiz Santrifiijler
Steril Kabin

Tarama (Scan) Cihazi
UV-VIS Spektrofotometre
Vorteks

: Proliline, GFL, NORD CAP

: USF Seraclest SD 2000, Heraus Destamat Jurgens
: Bio lab agaroz elektroforezi

: Mememert

: Sony

: Comnilab OC 3100-P

: TECAN

: B-390, Scotsman

: Leica

: Concentrator 5301,Eppendorf

: IKA-Combimay RET, Jurgens

: Leica

: Leica

:Biohit, Eppendorf, Socorex ve Oxford Pipettors

: Eppendorf Mastercycler Gradient, Applied biosystems

: pH-Meter 766 calimatic, Knick

: Milliaqua

: Promounter RCM 2000, Medite/Meisci
: Biofuge (Pico)

: Sorvall RC3B

: Mememert

: Leica

: Hewlett Packard, 8453

: IKA MS2 Minishaker
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3.3. Kullanilan Cozeltiler

1. 6x Loading Tamponu: Didistile suda ¢6ziilmiis %30 gliserol, 9%0,25 bromfenol
mavisi ve %0,25 ksilen siyanol FF almip istenen miktarda hazirlandi ve 4°C’de

saklandi.

2. 10x TBE Tamponu: 108 g Tris, 55 g borik asit ve 40 ml EDTA (0,5 M’lik ve pH:
8,0) alinip 950 ml ELGA suda ¢0ziiliip son hacim 1 It’ye tamamlandi. -20°C’de
saklandi.

3. 2-Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb) reaktifi: 150 pl gliserol (%100), 150 ul DEPC’l1
su ve 100 ul 6x loading tamponu konup karistirildi ve daha sonra 100 ul DNA ladder
(1000 pg/ul) alinip eklenerek -20°C’de saklanda.

4. %1’k Agaroz Jeli: 1x TBE’den 100 ml alinip {izerine 1 g agaroz kondu ve 1,5
dakika mikro dalga firininda 1sitild1.

5. DEPC (Dietil pirokarbonat)’li su: 1 ml DEPC alind1 1 1t dd H,O ilave edilip 4 saat

karistiricida karistirildiktan sonra otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

6. SxNTE Tamponu: 146,25 g NaCl (2,5M), 6,055 g Tris (50 mM), 9,305 g EDTA
(25mM) alind1 ve 950 ml sicak dd H,O (60°C) ¢oziiliip pH: 8 ayarlandiktan sonra 1

It’ye tamamland1 ve otoklavlandi.

7. 10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na,HPO, ve 2,4 g KH,PO4 alinarak dd
H,0O’da ¢6ziiliip pH: 7,4 ayarlanip son hacim 1 It yapildiktan sonra otoklavlandi.

8. 10xTN: 121,5 g Tris 87,96 g NaCl alinip 950 dd H,O’da ¢oziildii ve pH: 7,5

ayarlandi. Son hacim 1 It’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi.
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9. TNB (%0,5’lik bloking reaktifi): 1xTN c¢ozeltisinden 100 ml alinip i¢ine yiizdesi
%0,5 olacak sekilde blocking reaktifi konup ve 1 saat 60°C’de karistiric1 lizerinde
karistirildi, daha sonara oda sicakligina getirildikten sonra pH: 8,0 ayarlandi ve

50’m1’lik kisimlar halinde -20°C de saklandi.

10. TMN: 500 ml’si hazirlamak i¢in 6,06 g Tris, 2,92 g NaCl ve 5,08 g MgCl,-6H,0
almip ELGA suda coziiliip daha sonra pH: 9,5 ayarlandi, stoklar halinde -20°C’de
saklandi.

11. 2xPK (Proteinaz K Tamponu): 1 litre icin 100mM Tris (12,1 g), 10mM EDTA
(3,72 g) alimip 950 ml otoklavlanmis dd H,O’da ¢oziiliip daha sonra pH: 8,0’a

ayarlanarak oda sicakliginda saklandi.

12. 20x SSC: 1 1t 20x SSC hazirlamak i¢in 175,3 g NaCl, 88,2 g Na sitrat-trisodyum
sitrat dihidrat alinip 950 ml dd H,O’da ¢oziiliip pH: 7,0 ayarlandiktan sonra 1 It hacime

tamamlandi ve otoklavlandi.

13. Maleat Tamponu: 1 It maleat tamponu hazirlamak icin 8,765 g NaCl, 16 g maleik
asit alinip 950 ml ELGA suda ¢ozilip pH: 7,5 ayarlandiktan sonra 1 It hacim

tamamlandi.

14. %10’luk Tween: 100 ml %10’luk tween hazirlamak i¢in 10 g tween-20 tartilip
tizerine 90 g otoklavlanmis dd H,O konarak ¢oziilerek hazirlandi. Renk reaktifi, TMN,
Hyb-Mix reaktifleri haricindeki in situ hibridizasyon sirasinda kullanilan biitlin

reaktiflere son tween konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde tween ilave edildi.

15. %50’lik Formamid I: 1 1t bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 100 ml 20x SSC, 500 ml
formamid ve 400 ml’de otoklavlanmis dd H,O alinip karistirildi.
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16. %50’lik Formamid II:1 It bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 50 ml 20x SSC, 500 ml
formamid ve 450ml’de otoklavlanmis dd H,O alinip karistirildi.

17. 0,2 M HCI: 100 ml bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 1 M’lik HCI’den 20 ml alind1 ve

hacim otoklavlanmis dd H,O ile 100 ml tamamland.

18. %4’liik PFA: 200 ml bu tampondan hazirlamak i¢in 180 ml otoklavlanmis dd H,O,
0,4 ml NaOH alind1 ve 60°C kadar 1s1tild1. Bu sicakliga gelindiginde 12 g PFA konarak
¢oziildii ve 0,6 ml HCI, 20 ml 10xPBS konup karistiricida karistirildiktan sonra
kullanilincaya kadar +4°C de saklandi.

19. 4 M’lik Amonyum Asetat: 100 ml bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 31,12 g¢ amonyum
asetat alind1 ve 70 ml ¢oziiliip son hacim dd H,O ile 100 ml tamamlanarak otoklavlandi

ve -20°C’de saklandu.

20. %4’liikk Sheep Serum: 250 ml bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 1XTNT ¢ozeltisinden
240 ml alind1 ve bu ¢ozelti icinde 10 ml’de sheep serum alinarak karistirildi ve daha

sonra filtreden geg¢irildi.

21. Renklendirme ¢ozeltisi: 200 ml hazirlamak i¢in Onceden hazirlanmis TMN
cozeltisini ilk once filtreden gecirildi, daha sonra ¢ozeltinin her 1 ml’sinde 0,5 mg
levamizol [(-)-tetramizol hidrokloriir] olacak sekilde 100 mg bu maddeden alinip
¢oziildii ve 1 ml NBT (Nitroblue tetrazolium klorid) (5 pl/ml), 0,75 ml BCIP (5-bromo-
4-kloro-3-indolil-fosfate,4-toluidine tuzu) (3,75 pl/ml) seklinde ilaveler yapildiktan

sonra hemen kullanildi.

22. Blocking reaktifi (maleat tamponu iginde): Bu hazirladigimiz ¢oézeltide blocking
reaktifinin konsantrasyonu %1°dir. 100 ml maleat tamponu alind1 ve i¢gine 1g blocking
reaktifi koyup 1,5 saat 100°C’de karistirict iizerinde karistirdiktan sonra sogutuldu ve

4°C’de saklandi. Kullanilacagi zaman filtreden gegirilerek kullanildi.
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3.4. Kolesterol ve Safra Asitleri Sentezi icin Gen Secimi

Bu tez calismasi kapsaminda 35 genin ekspresyon analizi fareler iizerinde yapildi. Fare
genomu icinde bulunan kolesterol ve safra asitleri sentezi enzim genleri
http://www.genome.ad.jp web sayfasindan bakilarak belirlendi. Web sayfasi agildiktan
sonra “KEGG PATHWAY” butonuna basildi. http://www.genome.ad.jp/kegg/
pathway.html web sayfasi a¢ildi. Bu sayfadan ilgili metabolik yol secildi. Database’de
bulunan biitiin organizmalara ait ortak pathway goriindii. Daha sonra “Pathway
menii”’den “Mus musculus (mouse)” se¢ildi, “Go” tusuna basildi. Fareye ait genler yesil
kutucuklar i¢inde ekranda goriildii. Calisma kapsamina alinan metabolik yollar Sekil

3.1-3.2’de verildi.
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Sekil 3.1. Kolesterol sentezi ve iliskili metabolik yollar
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I SAFRA ASITLERI SENTEZi
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Sekil 3.2. Safra asitleri sentezi ve iliskili metabolik yollar
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3.5. Spesifik Genler Icin Internet Kullamlarak Primer Dizaym

Aragstirilan genlerin primer dizayni i¢in asagidaki islemler sirayla yapildi. Burada 6rnek

olarak sadece lanosterol sentaz geni (Lss) icin yapilan islemler verilmistir.

3.5.1. ¢cDNA probu yapilacak gen sekansina ulasiimasi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfasi acildi, “Search” karsisina “Nucleotide”
secildi, “for” karsisina arastirilacak genin Accession number’t (NM_146006) yazildi ve
daha sonra “go” tusuna basildi (Sekil 3.3). Sekil 3.4’de sorgu sonucu goriilebilir. Burada
aradigimiz gen karsimiza ¢iktt. NM 146006 iizerine tikland1 ve bu genin cDNA’sina
ulagild1 (Sekil 3.5 ve 3.6). Bu sekans kopyalandi ve Mus musculus database’a karsi
blastland.

= MCHI HomePage - Windows Intornnt Faplorer

o i ~ [ it et cim .ol

O | NCEE HomePaos I fh- B L.

Mational Center for Biotechnology Information

c-' 3
€= NCBI

Hatiomal Lbran of Madoing Elational Instsuiss of Health
Subbied =nn = [&]TTT] Gooks TaxBrowsar Exnscture
= o 1145606, &

» What does NCBI do?
Establshed in 1988 as a nalional resource for  ® Assembly Arckny
motecular biology information, NCEI creates
public databases, conducts research in
computalional hialogy, disslops softvane
towis for anakyaing genome data, and
disserminates biomedical infarmation - all for

* Clusters of
cinhalogous §iougs

¥ Cofoe Break,

hi Bettler understanding af makecular
processes affecling human health and
disease. bore about MCET

dbGaP: NCBI's Genome Wide

Association Database

NCHI's ghizal (daiabase of Genoilype and
FPhenctype) provides data from Genome WWide
Aszaciatian (GWA) Sudies, which are helping
sucidale the link between genes and dseaze
Far each study, users have access to detailed
nformiation about the phanciype varaies
measmed and pre-computed associations
between subjecis’ phenatypes and genatypes

For more about dnGal, cee:

Ganes & Deasata,
FCAI Hesdbook

¥ Electronic PCR
* Entrer Home
* Eraraz Tools

* Gene sxpresmon
omnibus (GEOQ)

* Humnan genoms
resources

® Influangs Yirus
Rezoumce

® Mlap Wi

Sekil 3.3. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfasi. “Search” karsisina “Nucleotide” secildi,
“for” karsisina arastirilacak genin Accession number’t (NM_1460006) yazildi ve daha sonra “go”
tusuna basildu.
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Sekil 3.4. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfasindan bulunan mus musculus
lanosterol sentaz geni (Lss) i¢in sorgu sonucu

O- = ][] [ aE

Dosya Dizen  GérGnim Sk Kullsnilanlsr — Araclar  Yardim

e Sk Kullanilanlar 2 Nucleatide - Mus musculus lanosterol synthase (Lss), ...
o ~
RIEE : My NCBI
_) -_:_." Nuc'eotlde Sian Inl [Reqgister!
All Databases Protein Genome Structure OMIM PMC Journals 3
Search Mucleotide [ﬂfor
r Limits T Preview/Index T History T Clipboard T Details W
Format: GenBank FASTA Graphics More Formats'¥ Download ¥ Save¥ Links ¥
3 S o 5006
MNCBI Reference Sequence: NM_146006.1 Hrorre Ferhor S =
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Customize View -
Comment Features Seguence Analyze This Sequence
. » Run BLAST
MM 146006 3192 bp mRNA ineax ROD 03-MAER-2010 .
Mus musculus lanostercl synthase (Lss), mRNA. » Pick Primers
MM 146006
MM 146006.1 GIT:22122468 Articles about the Lss gene
v Liver X receptors and oxysterols promote
ventral midbrain neurc [Cell Stem Cell. 2009]
tebrata; eleostomi; » Suppression of 2.3-oxidosqualene cyclase
Marmmalia; Rodentia; by high fat diet contribu [J Biol Chem. 2009]
Sciurognathi; i : i : Mus.
N R » Antisense transcription in the mammalian
1 (bases 1 transcriptome [Science. 2005]
Sacchetti,P. Steffensen,X.R., P
2 . L » See all
RefSeq Protein Product
man embryonic stem cells
(2}, 408-41% (2009) See the reference protein sequence for
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Mere about the Lss gene
Alsn Known As- 2810025M20Rik [v]

Sekil 3.5. Mus musculus lanosterol sentaz (Lss) geninin sekansinin oldugu sayfanin tist
tarafi
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Sekil 3.6. Mus musculus lanosterol sentaz (Lss) geninin sekansinin oldugu sayfanin alt
tarafi

3.5.2. ¢cDNA probu yapilacak gen sekansinin blastlanmasi

Gen sekansmin blastlanmasinin amaci, aranilan genin diger genlerle homolojisinin
aragtirilmas1 ve diger genlerle en az homoloji gosteren kismindan cDNA probu
tiretilmesinin saglanmasidir. Bu yapildig1 takdirde hemen isin basinda diger bircok

genin interferansi giderilmis olur.

Blastlama i¢in http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web sayfasina girildi (Sekil
3.7). “Nucleotide blast” tusuna basildi. Sekil 3.8’deki web sayfasi acildi. Sekil 3.6°de

secilen ilgili genin sekansi, “Enter Query Sequence” altindaki kutu igine yapistirildi.

Database : Mouse genomic + transcript

Optimize for : Highly similar sequences (megablast)



58

secildi. “BLAST” tusuna basilarak sorgu baslatildi. Daha sonra homolojinin olup
olmadig anlasildi (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10).

Dosya  Dizen  Géronom Sk Kullarilanlar  araglar  Yardim
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-
<] m =3

Sekil 3.7. Blastlamanin yapildigi web sayfasinin girisi. “Nucleotide blast” tusuna
basilarak iglem baslatildi.
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Sekil 3.8. Blastlamanin yapildig1 web sayfasinin agilmis hali. {lgili yerler dolduruldu ve
“BLAST” tusuna basildi.
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nichi L~

Recent Results Saved Strategies Help

blastn suite/ Formatting Results - YRR7TAV56014

Edit and Resubmit Save Search Strategies BFormatting options . >Download

Nucleotide Sequence (3192 letters)

Query ID Icl|63047 Database Name 3 databases
Description None Description »See details
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.23+ PCitation

Query Length 3192

Other reports: B Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [ genome view]

¥ Graphic Summary

Distribution of 67 Blast Hits on the Query Sequence &

|I'v10use over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alighment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query
1

1 1 1 1 1
0 600 1200 1800 2400 3000

< e — m | 2]

Sekil 3.9. Mus musculus lanosterol sentaz (Lss) geni i¢in yapilan blastlama sonucunun
list tarafi

~'NCHI'Blast:Nucleotide Sequence (3192 [etters) - Windows Internet bxplorer

63’,‘}" |23 hitpyjjblast. ncb. i nih. gov/Blast. cai o] [#] [ ¢ nchi Pl

Dosya Digen Gordndm  SkKulanlarlar  Araglar  Yardm

e Sickullanisnlsr |55 | £ neBl Blastibucleotide S5, % £ biudeatide - Mus musculus ... ||

Descriptions b]
Legend for links to other resources: M unicene A ceo [E cene B structure [ Map Viewer 3

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Hax Total Query ~ E Links
score score coverage wvalue
Transcripts
MM 146006.1 Mus musculus lanosterol synthase (Lss), mRNA 5895 5895 100% 0.0 LU E G M|
i es [show first]

NT 038500.7 Mus musculus chromesome 10 genomic contia, strain C57EL/6] 5860 97% 0.0 100%

NT 039508.1 Mus musculus chromosome 10 genomic contia, strain 128/5vEvTac 5860 97% 0.0 100%

MW _001030416.1 | Mus musculus chromosome 10 genomic contig, alternate assembly 5860 97% 0.0 100%
Alignments

Select All Get selected sequences Distance tree of results
[T bovs musculus lancstercl synthase (Les), mBNE
lanosterol synthase [Mus musculus] (Over 10 PubMed links)
5 (3192}, Expect = 0.0
192/3192 (100%), Gaps = 0/3182 (0%)
GGGECTEECARGCGETEECAGRGRGTAGTGCTGTCATGRCTGRAGGEGCACGTEICTECGECE 60

Sbjct 1 GGGECTEECARGCGGTEECAGAGAGTAGTGCTGTCATGACTGAGGGCACGTETCTECGEEE 60

Cuerv 61 TCGETGEEEEACCCTATARRRCTGAGCCCECCACCEATCTCACCCGCTEECGECTCCAGRR 120
g | 0]

Sekil 3.10. Mus musculus lanosterol sentaz (Lss) geni i¢in yapilan blastlama sonucunun
alt tarafi
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Bu sonuca gore genin spesifik probunu elde etmek i¢in gen sekansinda en iyi bolge
secimi yapilmalidir. Bunun i¢in Sekil 3.9’a gére 2000-3100 arasindaki bdlgede, bu
bolgenin tamamina karsilik olarak diger genlerle homolojinin daha az bulundugu
anlagilmaktadir. Bu yiizden bu boélge iginde spesifik ¢cDNA probunun hazirlanmasi
idealdir ve bu bolge secilmistir (Sekil 3.11). Bu sekans kopyalanarak primer
programinda ilgili yere kopyalandi.

Genelde prob hazirlamada belirli bir genin tiim cDNA’s1 yerine, cDNA’nin belirli bir
kisminin elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi istenir. Ancak bu cDNA’nin biiyiikliigii amaca
uygun olarak ayarlanmalidir. Ornek olarak, in sifu hibridizasyon yontemiyle gen

ekspresyon analizi i¢gin cDNA probu, yaklasik 1000 niikleotid uzunlugunda olmalidir.

500 niikleotidin altindaki problarla sonug¢ alinmasi ¢ok zordur.

= MBI Sequence Viewer v2.0 - Windows Internet Explorer E|E|D_(|

@.\. 3w | 22 ke, i i gevenitrezviemer fogR domrnt coeedim 2T ZHES | [+ ] | " &l

W ¢ 58|~ @ raTimg OWIVERSITESE,. | 2 MCE Sepuence Wewer v X fi =~ E] - oo ssmta - hega -
RSl e T e v T

1301 SASCTERTLC GOCATCSEAY CASTOUCEGE QUSBRPCOcE CASCRCRQEs SUGRETCLED
1261 QOCOTRCOTY CATS&QJSTC ACTAQTLOCt QUUJctticH CAUJUTCOOAT ARAACLLCC
1321 TERCTACOAY SAYCACCATE QOCATACQC] SARJIYCYRC TLOTOCCTOR QoACACTQERE
1381 cogtQRCtyy ATCUTTUSTy ACLYCACARC CAgUPLtTy ARgUCtYTUC TEChorhgoa
1441 QAATCAQTYT COJCOCATON CUJAQCATAC CCOOCEAQA] COOTOLQOoy ATQOTCQQR
1501 tgtgttacty agotigagga ATgCTUALRy CUUULtoUct Acchtatgagn ApAARCILGT
1561 QUUCTACTTY CTQJAQOTOC TUAACOOOTE AQAJQTOTTC QUAJACATCR TOATTEACTEA
1621 cacgtatgia gagtgtaccht copotgbgat QoAgRcActy Aagcatbicc atgaacacit
1681 QoCagacTac agggoagoag AQUTOAJUUA QACOOCOSAC CABQUOUTOY AOTTATgoog
1741 saggangoay AGAGCCGATY GOLCCEOGR GUESLosteg GUEGTEEGIE LoRACChLACHY
1801 JACOTRULTC QUCCTOJSa) OQCtOQoTTg JATJQQJIAt ACCTACCAA] ATIIQPCTED
1861 TEGLGERgAR GUAGCTSEGE CCCOSARSTE SCLSCCILOS SASAGALEY COURTOTAGH
1921 ooQUgUagay gactTTJSat JATgTEa QoIIogITat OTAQELOOCA
1981 gyrocacage = g

3181 sanmannsan aa
o

i e e cen .

Sekil 3.11. Mus musculus lanosterol sentaz (Lss) geni i¢in, diger genlerle en az homolojinin
oldugu ve baz siralamasinda 2000-3100 arasindaki bolgeden secilen cDNA parcasi
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3.5.3. ¢cDNA probu icin primer dizaym

Primer dizaym1 i¢in http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi web
sayfasina girildi. Sekil 3.11°de kopyalanan gen sekansi, kaynak sekans kutusuna

yapistirildi ve asagidaki bilgiler girildi (Sekil 3.12):

Sequence ID : NM_ 146006

Product Size Ranges : 851-1000

Primer Size : Min: 19 Opt: 20 Max: 21

Primer Tm : Min: 57.0 Opt: 60.0 Max: 61.0 Max Tm Dif:100
Primer GC% : Min: 20.0 Opt: 50 Max: 80.0

“Pick primers” tusuna basildi. Sec¢ilen primerler ekrana geldi (Sekil 3.13 ve Sekil 3.14).
Primer se¢iminde bu yontem i¢in, primerin A veya T ile baslamasi G ve C ile
sonlanmasi idealdir. Yine 4 veya daha fazla niikleotidin pes pese gelmesi nonspesifik
baglanmaya yol agabilir. Bundan kaginilmalidir. Bu nedenlerle programin verdigi
primerler her zaman uygun olmayabilir. Bu durumda programin verdigi bolgenin

civarinda primer dizayni yapildi. Bu 6rnekte primerler asagidaki gibi secildi:

Left (forward) primer (20 baz): TCCTGTGCCATCAGCTACAC
Right (revers) primer (20 baz): AGGCCAGAAGATGACATTGG

Son kontrol olarak iki islem yapildi:

a) Secilen her iki primer i¢in ayri ayr1 olarak, baska genlerle homolojinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla blastlama yapildi. Bu islem aynen bolim 3.5.2°de

aciklandigr gibi uygulandi. Sonuglar Sekil 3.15-3.18’da verildi.
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b) Left ve right primerlerin baslangi¢c noktalar1 belirlendi. cDNA probu olan bu bolge
secilerek blastland1 (Sekil 3.19) ve diger genlerle homoloji olup olmadig1 belirlendi
(2132-3009 nolu bazlar) (Sekil 3.20).

Bu iki kontrol beraberce yapilabilir. Baska genlerle homoloji gdstermedigi anlasilirsa bu

primerler emniyetle kullanilabilir. Sekil 3.20°den goriilecegi gibi bu cDNA probu icin
aranillan gene ait blastlama sonucu vardir. Oldukg¢a giizel bir sonug¢ olarak

goriinmektedir. Nitekim cDNA prob iiretimi de sorunsuz yapilmustir.

@ e W it edu [V] || % -‘lpr\merSDutput 2|

Dosya Dizen  Gorlndm  SkEulanilanlar — Araglar  ‘Yardim

sl Sk Kullanianlar 22 | = | & NCEI Blast:Mudlentide Seque. .. | & Muckeotide - Mus musculus 1. | W\ Primerd Input (version ..., %

o~
P 5 A Checks for mispriming in template. | disclaimer | Primer3 Home
TIMETS (v 040) Pick primers from a DNA sequence Primer3plus interface cautions FAQWIKI L
DPaste source sequence below (5'-»3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out
undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or use a Mispriming Library (repeat librarv): | NONE >
~
[¥]
Pick left primer. [ Pick hybridization probe (internal Pick right primer. or use right primer below
or use left primer below: oligo), or use oligo below: (5'to 3' on opposite strand):
Pick Primers ] [ ResetForm
Sequence Id: |Lss A string to identify your output.
Torsets E g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51 Or mark the source sequence with [and J e g
—= CATCT[CCCCITCAT.. means that primers must flank the central CCCC.
Excluded E.g 401.7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source
Regions: sequence with < and >: e.g. . ATCT=CCCC=>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
Product Size Ranges | 851-1000
Number To Retumn 5 Max 3' Stability 9.0
Max Repeat Mispriming 12.00 Pair Max Repeat Mispriming | 24.00 vl

Sekil 3.12. Primer belirlemek icin kullanilan site: Gen sekansi yukaridaki kutucuga
yapistirildi. Genin kisa adi, istenen cDNA boyutu, primer biiyiikliigii vb. bilgiler girildi.



63

cpl 0,4.0 modifind for Wil nadewe Imbernek Explaror
4 o= || hetp:frodoovd mi. syl birderimar diprimer 3 _rendbs <ol sl | A || o
T ST | 8 Primard Oubpue (primard_reeube.cgl 0.4.0 modfad fo... | - B b v ok Sada = 00 draghe = =
-
Primerd Qutput
WARNING: Manbers @ sequence were delepsd.
FRTMER FICKING RESULTS FOR Las
Ko mispriming libwary specified
Umimg i-bazed ssguance poziticns
OLTGS CAYT _len 1 1] ok AnYy 3¢ Amig
LEIT FRIMER az o a0.14% 23.00 2.00 .00 cgRcatcactgetoaggage
RIGHT FRIHER 910 2 50,05 56,00 F.00 2,00 gOoQUEQTLOTSLAOCAOED
SEQUENCE SIIE: 1100
INCLULED BEGION SIZE1 1100
ERCOUCT SIZEl 873, PAIE RNY COMPLI 2,00, BAIE 3° COMBLE .04
1 CeoTgat@IEn it @At GUoTYrCagEoat SrOFanataant ot IAgOaTaRaIRaT ca
e
€l GREEESIgSTAgUCESNCARC AT CAN OGRS TS S A PATAACA T CECEIURT
SSEat EEGEd
1f]l CCoTgIecSgCITon oA S gT A TOS TR ARTACI Lo gUETACATETGANSAS
211 gEgigtpEctpotpracciggooagTatcatTarcatooaggtoeigRaAgagEScogtge
0L STOrOTOIIsIATEAJEdOOE TN TASO ST IO TAdISI T AT ROTORATE ORI T AT
e

Sekil 3.13. Primer olusturma programinin buldugu primerlerin baz siralarinin {ist tarafi
ve forward primerin secilen kismi1

modified for Wil - Windows |

G: ; - :.p_,mn:ﬁrmdn.nm.-dn‘m-hdmm'pmm:_n-mnnu "-’: || = - el

o o .,ﬂmm{pmun&-.z;m.nmh.. | | & - & iy = 0 Sargfe v (D) fracler v

5L EgEEgAaEEgEgGAEGETcaAcEEgagcaEctEgEgEEtgeEgEgetiagGTagEEagags

661l AgCoATATOYTCAJYITCtOATAganagPoToAAT Pl IAgIcaggTooonta

TIL ctcatigEgEsctgagcagtEctogtgtccEbagRaaAcEEgEEACEARgACEASAESA

T8l OTAGALgAAATICCAJT AT LOAJAAAPTAAAGACAAACCIRCOLTTILACCAJAAATPIT

841 actasaagtcatitgaatgatsaccgackeccbtactasacagasccEgeaegiagtans

CELLRLLEGL

501 gaBCaAgCgUotgonoTordagaggalstggttTPATT OOt QPiacCIaACCTORtaucta
L

961 acageakgtascicsagbbctsagsgan sl IEr I TP lctgiogasast

1021 QoACacAT@IGACATAFATATATACA0ACTOAGAACATORATATACATAAAATANATCOT

1081 gaasatassakaitasasac

BEEYS (in order of precedence):
>p23x> leaft poinac
<94<4< TighT primer

ADDITICHAL OLIGOS

staxge h= - gck any 2' zeg
1 LEFT FAIMER 432 26 3%.84 S5.60 2.80 1.89 cccigEQocatcagctacas
RI FRIMER 1009 20 G007 E0.00 5,00 1.00 agQocagasgdatgacattor
PRODUCT SIFE: STE, PAIR AMY COMPL: 5.00, PAIR 37 OOHPL: 2.0 >

Sekil 3.14. Primer olusturma programinin buldugu primerlerin baz siralarinin alt tarafi
ve revers primerin seg¢ilen kismi.
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(AN nih. gov, M || % | | ncbi L |-

Dosya Dizen GorGndm  Skkullanlanlar — Araglar  Yardim

5 Sik Kullarilanlar 22 | = | = HCET Blast:Mucleotide Se... ¢ | 22 Muckeotide - Mus musculus la... | W\ Primer Output (primer3_res. ..

Formatting Results - YRTUGNWED14

@ Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence.

Edit and Resubmit Save Search Strateqgies BFormatting options B Download

Nucleotide Sequence (20 letters)

Query ID Icl|16931 Database Name 3 databases
Description Mone Description PSes details
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.23+ P Citstion

Query Length 20

Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [ genome view]

¥ Graphic Summary

Distribution of 4332 Blast Hits on the Query Sequence &

|Mnuse over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores

-50 B80-200 >=200

Qe ry I ——
| I | | 1 1
o] 4 3] 12 16 20

<l T =

Sekil 3.15. Left (forward) primerin blastlama sonucunun {ist tarafi

< p g =
(A4 =2 nih.gov, M || X Y rcti ~
Dosya Dizen GorGndm  Sikkullamlanlar — Araglar  Yardim
5 Sk kullarulanlar 55 | = | 2 HCEI Blast:Nucleotide Se... 3¢ | 22 Mucleotide - Mus musculus la... | %\ Primar3 OutpUt (primer3_rss...
Mus musculus chromeseme 7 gaencmic contia, alternate assembly (L ZEID =T 1009 e 1009 ]
Mus musculus chremoeseme 4 gaenomic centia, alternate assembly (L e 100% s0 100% =
001033180.1  Mus musculus chromosome Un genomic contia, alternate assembly 48.6 60% 785 100%
MW _0010230334.1 Mus musculus chremeseme 7 gaencmic contia, alternate assembly (L 121 S0% 785 100%
Alignments
Select All Get selected sequences Distance tree of results
[N s musculus lancsterol synthase (Less), mBNA
lanostercl synthase [Mus musculus] (Over 10 PubMed links)

), Expect = 0.013
00%), caps = /20 (0%)
ATCRECTRCRC 20

Sbict 2132 TCCTGTGCCATCAGCTACAC

, Gaps

[re)

<] [ fm B

Sekil 3.16. Left (forward) primerin blastlama sonucunda ortaya ¢ikan ve ilgili primerlerle
homolojisi olan genler. Query: Verilen primerin baz sirasi, Sbjt: Homoloji gosteren genin ilgili
bolgesi
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=2 nib, g [V] | % | | *fnchi 2 |-

<)

Dosya Dizen Gérdndm  SikKullamlanlar — Araclar  Yardim

fz Sik Kullarlanlar S8 |+ | =2 NCBI Blast:Nucleatide Se... 3¢ | 22 Nuclsotide - Mus musculus la... | W\ Primer3 Output (primer3_res...

-~
| @ Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence. tg]
Edit and Resubmit Save Search Strategies &Formatting options  >Download
Nucleotide Sequence (20 letters)
Query ID [cl|27261 Database Mame 3 databases
Description None Description &See details
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.23+ PCitation
Query Length 20
Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [ genome view]
¥ Graphic Summary
Distribution of 5754 Blast Hits on the Query Sequence &
Mouse over to see the defline. click to show alignments |
Color Key for alighment scores
< 40-50
v
<] Im 2]

Sekil 3.17. Right (revers) primerin blastlama sonucunun {iist tarafi

N
g.\— b A4 = nih. g, [\'] *3| % | | *Fnchi L=
Dosya Dizen Gordnom  Skkollamlanlar — Araclar — Yardim
S Sk Kullanilsnlsr 55 - | % Mol Blast:huclectide Se.. X0 &3 Nucleotide - Mus musculus 3. | W\ PrimerS Output (primer3 _res...
Sy T . . =
MW Mus musculus chremosome 7 genomic contia, alternate assembly (1 2840 100% 3.2 100% =
Mus musculus chromosome 4 genomic contia, alternate assembly (1 850 100% 3.z 100% 3
Mus musculus chremeseme 3 genemic contia, alternate assembly (1 481 100% 3.2 100%
Mus musculus chromesome 3 genomic contia, alternate assembly (1 3752 100% 3.2 100%
¥ Alignments
Select All Get selected sequences Distance tree of results
.1 m Mus musculus lanosterol synthase (Lss), nRNA
lanosterol synthase [Mus musculus] (Over 10 PubMed links)
bits (20}, =
20
2930
Muas masculus Ras association (R
Ras association (RalG F-6) and pleckstrin homology
(Over 10 PubMed links)
, Expect = 3.2
/ 5%}, Eaps = 020 (0%) (2]
< Im 2l

Sekil 3.18. Right (revers) primerin blastlama sonucunda ortaya c¢ikan ve ilgili primerlerle
homolojisi olan genler. Query: Verilen primerin baz sirasi, Sbjt: Homoloji gosteren genin ilgili
bolgesi
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5 = |2 rotmimm ootk v goviectr sl et Fopidomrascis oim 1 22468 | e e |

o | Bl Seeueree Viwer v20 ] i~ B o= s e (O eader -

U UL TES LTy CoWWEL SR CUONCCTooE NI b e U RE N ECE ERHCEE e C
1631 OBCOTACOTE QRJEOTAOOT JOJOTYTOAT JOBJQCAOTY SSJOSCLTON ATJASCAITE
1621l COoEQRCTCAC EGUUCRgCAy AQJTCAJUGE QRCCCOCCMAC CRAQUCCTRE BCCTCCgoog
17411 aagfasg=ay agageciaty goEscigooa geietectpy QUEQLEEQRE foasckasgy
1801 Q8COTOUTEE QUOTTUOAAT AUTTOTOTTO JAGJQUIOAT ACOTACOAST ATOQUUOTO
1261l togtQCEQAR QUEQCCOARY CCEQCRESTE SECSCCJTOS CAQCACETRT COTATOIADT
1521 aefiefadad gactiEgaat Satgbgasch gefiofguar gugcagadesy Stagguiédcn
1821 QUCooACAQE ACCTOGEOQY SOCTUACIQD TLCOATJQOL QRCAQQ COJACATOAR
2041 APEQECATER QAtgTcEgot ApygeAgoay

210 -} g LOLLOASSAR

AERIER:
A

14 Bc TOCIGUCADE: GEACAGATOT TAGATAJAGA TAGCATAGAGE CAGAAGATOL
3041 atacACETANL AACARATCCT FAAGATELAAA TACTAAGALAT AAARARODEAN LAGEAmGEAR
3121 saBS8ABRAR 22842004540 SABS2A0548 3408280538 SA8540583R 2464284880
JIE]l AARBAARAAR AA
(4

Drimgigimaes | Wil b thia Help Deni
[4GE | HLW | HIH

Sekil 3.19. cDNA’dan iiretilecek olan DNA pargasi (cDNA probu)

NEBI'Blast:Nucleotide Sequence (B79 [etters) - Windows Internet Explorer

@:«;, w [ 2 hetpuiblast.ncbi.nim. b, gov/Blast.cqi ] [#2][ %] [$Wnebi

Dosya Digen Gordndm  SkKulanlarlar — Araglar — Yardm

5 Sk Kullanilanlar =E](Ed | = NCET Blast:hucleatide Se... 3¢ | 52 Nucleatide - Mus musculus la... | \\" Primer3 Cutput (primer3_res. .. | |

Graphic Summary

Distribution of 4 Blast Hits on the Query Sequence &

|Muuse-uverlu show defline and scores. click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
G u e v —
1 | | 1 | |
0 150 300 450 600 750

Descriptions
Legend for links to other resources: EI UniGene E GEOQ E Gene E Structure I.'EI IMap Viewer

Sequences producing significant alignments:

Gsee Teet e iMoot Ldle mem Uk

Transcripts

NM 146006.1 | Mus musculus lanosterol synthase (Lss), mANA 1624 1624 100% 0.0 iGN U E G M

i es [show first]

T 038500.7 Mus musculus chremesome 10 genemic centig, strain CS7EL/E) 1524 1524 100% 0.0 100%

NT 039508.1 Mus musculus chromosome 10 gencmic contig, strain 128/SvEvTac 1624 1624 100% 0.0 100%

W _001030416.1 | Mus musculus chromosome 10 genomic contia, alternate assembly 1524 1624 100% 0.0 100%

o | I (2]

Sekil 3.20. cDNA probu icin yapilan blastlama sonucu
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3.6. RNA-izolasyonu

cDNA kiitliphanesi olusturmak i¢in, genin cinsine gore fare embriyosu veya yavru
farelerden 6dnce mRNA saflastirildi; revers transkriptaz enzimi ve diger kimyasallar
vasitast ile cDNA kiitiiphanesi elde edildi. Fare beyni (PO) ve 14,5 giinlik fare
embriyosundan RNAzol kiti ile izole edilen total RNA, cDNA kiitiiphanesi

uretilmesinde kullanildi.

Hazirlanmig olan dokudan 1,5 ml’lik bir ependorf tiipiine 40 mg alindi. Sirast ile su

islemler yapildi:

1. Tipiin icindeki doku tizerine 800 ul RNAzol B eklendi ve tamamen homojenize
oluncaya kadar karistirildi. Karigtirma isleminden sonra 80 pl kloroform eklenerek 20 s

karistiricida karistirildi, daha sonra 5 dakika buz iginde bekletildi.

2. Bekleme isleminin ardindan 15 dakika 4°C’de 15.000 rpm’de santrifiij edildi ve
siipernatant atild1 ve 1 ml %75’lik etanol ile tekrar ¢okelek ¢oziilerek 5 dakika 4°C’de
15.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant tekrar atilarak ¢okelek 5 dakika vakum
kurutucusunda kurutuldu. Daha sonra 87 pl DEPC su ile 60°C 10 dakika bekletilerek

¢Oziildii.

3. Bu islemin ardindan 99 pl su ve 1 ul hazirladigimiz ¢ozeltiden alinip 260 nm’de

konsantrasyon 0l¢iildii ve hesaplama asagidaki sekilde yapildi.

ug = Osz,o x310

4. Konsantrasyona bakildiktan sonra DNase kullanilarak ortamdaki DNA’lar parcalandi.

Bunun i¢in asagidaki karisim hazirlandu.
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RNA ekstrakti 86 ul
10x PCR2 tamponu 10 pl
RNase inhibitorii 2 ul
DNase I (RNase’s1z) 2 ul

5. Hazirlanan karisim 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. 150 ul DEPC’li su ve 250 pl
PIC (fenol: kloroform: izoamil alkol: 25:24:1 seklinde) alindi ve 30 dakika bekletilen
karisim iizerine eklendi. 5 dakika 4°C’de 15.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
baska bir tiipe alinip 250 pl kloroform eklendi. Tekrardan 5 dakika 4°C’de 15.000
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant yine baska bir tiipe aktarildi ve 750 pl etanol ile
6,25 ul 3 M sodyum asetat eklendi. 30 dakika 4°C’de 15.000 rpm’de santrifiij edildi ve
stipernatant atildi. 1ml etanol ¢okelek iizerine eklendi ve 5 dakika 4°C’de 15.000
rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve vakum kurutucusunda 10 dakika kurutuldu.
Son olarakta ul’de 0,5 pg olacak sekilde hesaplama yapildi ve bulunan miktarda
DEPC’li su alinarak 60°C’de 10 dakika bekletilerek ¢6ziildii ve kullanilincaya kadar -
80°C’de saklandi.

3.7. cDNA Kiitiiphanesi Hazirlanmasi (RT PCR)

ThermoScript' VRT-PCR sistemi ile ¢cDNA sentezlendi. Bunun i¢in iki karisim

hazirlandi.

Karigim 1:

Oligo(dT)-Primer : 3 pl

RNA 26 ul (0,5ug/ul)
DEPC-su 221 ul

Yukaridaki miktarlar alindi ve PCR tiiptine konup 65°C’de 5 dakika bekletildi.
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Karisim 2 (Her bir cDNA stoku igin):

5x cDNA sentez tamponu (vortex) 212l
0, M DTT :3ul
RNaseOut™ (40 U/ pl) 3 ul
DEPC-su 23l
10 mM dNTP-Mix 26l

ThermoScript'VRT (15 U/ ul Polimeraz): 3 pl

Karisim 1’de hazirlanan tiip iizerine karisim 2 eklendi ve vortekslendi. Karigtirma
islemini takiben 60 dakika 50°C’de ve daha sonra 85°C’de 5 dakika PCR cihazi i¢inde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 1 pl RNaseH ilave edildi. PCR cihazida 20 dakika
37°C’de bekletilerek reaksiyon durduruldu. Hazirlanan iiriin -80°C’de saklandi.

3.8. Spesifik Genler I¢in cDNA Problarimin Hazirlanmasi

Bolim 3.5’de anlatildig1 sekilde tespit edilen primerlerden, forward primerine T7
promotor sekanst (GCGTAATACGACTCACTATAGGG) ve revers primerine SP6
promotor sekansi (GCGATTTAGGTGACACTATAG) 5’ uglarmna eklendi ve siparisg
edildi (Krieg and Melton 1987).

Yukaridaki 6rnekte lanosterol sentaz geni icin primer dizilimleri asagidaki gibidir:

T7 promotor- Left (forward) primer (43 baz):

GCGTAATACGACTCACTATAGGG TCCTGTGCCATCAGCTACAC

SP6 promotor Right (revers) primer (41 baz):

GCGATTTAGGTGACACTATAG AGGCCAGAAGATGACATTGG
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cDNA kiitiiphaneleri ve her gen icin spesifik primerler (T7 promotor- forward primer,
SP6 promotor-revers primer) kullanilarak, PCR cihazinda ilgili cDNA’lar ¢ogaltildi.
Boylece klonlamaya gerek duymadan; PCR islemi sonunda ¢ogaltilan cDNA problari
ile daha sonraki sathada direkt olarak, antisens mRNA iiretilebildi. PCR isleminden
sonra agaroz jel elektroforeziyle genin sentezlenip sentezlenmedigi kontrol edildi. Sirasi

ile yapilan islemler asagida gosterilmistir.

PCR PROGRAMI

LID 105°C WAIT AUTO

1) PAUSE PRESS ENTER
2) T=94°C 2 dakika

3) PAUSE PRESS ENTER
4) T=94°C 25 saniye

5) T=57°C 25 saniye

6) T=72°C 1.15 dakika

7) GOTO 4 REP 35

8) T=72°C 9 dakika

9) HOLD 4°C ENTER

Reaksiyon i¢in kiigiik eppendorf PCR (200 pl) tiipti kullanildi. PCR isleminde ilk 6nce
PCR cihazinin kapak sicakligi 105°C’ye ayarlandi; daha sonra calisilan reaksiyon
karisiminin denatiirasyonu i¢in 2 dk 95°C’de bekletildi. Bu islemin ardindan 35 kez
tekrarlanacak olan reaksiyon islemlerine gegildi. Burada birinci olarak 94°C’de 25 sn
denatiirasyon, 57°C’de 25 sn primerin yapismasi ve 72°C’de 1.15 dakika ¢cDNA’nin

uzamasi yapildi. Bu islemlerden sonra son basamak olan 72°C’de 9 dk bekletildi.
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Cizelge 3.2 Belirli bir cDNA i¢in yapilan PCR reaksiyon karisima;

H,O 14 pl
10x Tampon 2,5 ul
Q (enhancer) Sul
dNTP’ler (2mM, roche) 0,5 ul
Primer for. (10 pmol/ pl) 1 ul
Primer rev. (10 pmol/ pl) 1 ul
Template (RT-{irlinii) 1 ul
Enzim Tag-Polimeraz 0,2 pl

Hazirlanan bu karisim (Cizelge 3.2) yukarida yapilan PCR programi ¢alistirilarak PCR
cihazina yerlestirildi. PCR islemi bittikten sonra agaroz jel (%1°lik) elektroforeziyle
genin sentezlenip sentezlenmedigine bakildi. Elektroforez isleminden sonra DNA
konsantrasyonunu bulmak i¢in asagidaki formiil kullanildi. cDNA problar1 bu sekilde
sentezlenip kontroliide yapildiktan sonra antisens mRNA hazirlanmasi i¢in -20°C’ye

kaldirildi.

DNA konsantrasyonu (pug/mL)= Aseox seyrelme faktoriix 50

3.9. Antisens mRNA Uretimi

Hazirlanan ¢cDNA problar1 iizerinde sirasi ile asagidaki islemler yapildi. Hazirlanan

karisim 37°C’de 4-5 saat inkiibasyona birakildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Antisens mRNA {iretimi i¢in ependorf tiipline yapilan pipetlemeler

SP6 RNA polimeraz 1l
RNAsin 1 pul
Dig RNA labeling mix, 10x 2ul
Tampon 10x 2 ul
DNA 2 ul
DEPC- su 12 pl

Daha sonra DNase ile muamele edilerek DNA’nin sindirilmesi saglandi. Bu amagla
Cizelge 3.4’e gore karisim hazirlandi ve bir 6nceki basamakta hazirlanip reaksiyon igin
inkiibasyona birakilan karigim iizerine eklendi. Bu sekilde reaksiyon durdurularak

ortamda kalan cDNA’nin DNase ile parcalanmasi saglandi.

Cizelge 3.4. DNase karisiminin hazirlanmasi

DNase I (10 U/ pl) 0,1 ul
0,3 M MgCl 0,08 pl
H,0 0,82 ul

Karisim 37°C’ de 15 dakika inkiibasyonda birakildiktan sonra RNA ¢oktiirmesi yapildi.
RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in asagidaki islemler uygulandi;

a) Ortama 72 pl 4 M NH4CH3COO katildi. Daha sonra 470 pl -80°C’de %100 etil alkol
katildi.

b) Bir gece -20°C’de veya 30 dakika -80°C’de bekletildi.

¢) 20 dakika 13000 rpm’de santrifiij (sogukta) edildi. Santrifiijun ardindan siipernatant
atildi. Cokelek iizerine asagidaki pipetleme yapildi.
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d) 640 pl %70’1ik etil alkol (-20°C) katildi. 20 dakika 13000 rpm’de santrifiij (sogukta)
edildi. Tekrardan siipernatant atildi. Cokelek 22 pul DEPC’li su ile ¢oziildii.

e) Cozeltiden 1 pl alindi, 100 pl destile su ile seyreltilerek 260 nm’de absorbans dl¢iildii
ve RNA miktarina bakildi. Hesaplamalar1 asagidaki formiile gore yapildi. Bu islemde

seyrelme faktorii 40°dir.

RNA konsantrasyonu (pg/ml)= Ajeox seyrelme faktoriix 40

Konsantrasyon 6lgme isleminden sonra 2 pl alindi ve agaroz jel elektroforezi (%1°lik)
uygulandi. Jelde yiiriitmeden 6nce 6 dakika 70°C’de bekletildi ve daha sonra 2 dakika
buz i¢ine alindi. Bu islemi takiben jele yiiklenerek yiiriitiildii.

3.10. In situ Hibridizasyon (ISH) Yonteminin Uygulanmasi

Bu metot, antisens mRNA problar1 kullanilarak; bir¢ok asamadan olusan bir prosediir
olan, ISH yontemi ile mRNA’larin hazirlanan dokularla reaksiyona sokulmasiyla
ekspresyonlarin gosterilmesi islemidir. ISH bircok asamadan olusmaktadir. Bunlari

genel olarak siralayacak olursak;

1. Orneklerin hazirlanmasi ve dokunun fiksasyonu,

2. On hibridizasyon islemi, problarin ilavesi ve hibridizasyon islemi,

3. Son hibridizasyon islemi ve spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi, slaytlarin
bir seri c¢ozeltiden gegirilerek fikse edilmesi ve {iizerlerinin lamelle kapatilmasi,
orneklerin mikroskopta incelenip uygun olanlar taranarak genel kullanim icin internet

ortamina aktarilmasi.
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Slaytlarin sandvi¢ seklinde hazirlanmasinda kullanilan 6zel camlar bir gece 180°C
sicakliktaki firinda bekletildi. Kullanilan biitlin ¢zeltilerin biiyiik bir kism1 otoklavlandi
veya Ozel sekillerde hazirlandi. RNA’lar1 korumak i¢in DEPC’li su kullanildi ve
boylece RNase’a karst korundu. 14,5 giinliikk fare embriyosu fareden alindiktan sonra
OCT (optimal freezing medium) i¢ine gomiildii. Bu amagla 6zel alasimli kablar
kullanildi. Bu 6zel kablar i¢ine konulduktan sonra ani dondurmayla dondurulan embriyo
-70°C sakland1 (Herzig et al. 2001). Mikroton cihazi kullanilarak lamlar iizerine 14,5
giinliik fare embriyolar1 20 um kesitler halinde yayildi. Alinan kesitler sekil 3.21°deki
gibidir.
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Sekil 3.21. 14,5 giinliik fare embriyosundaki bazi organ ve yapilarin yerlerinin
gosterilmesi

In situ hibridizasyon yaparken kullanilan cihazlar degisik sekillerde dizayn edilmistir.
Bunlardan bir tanesi de Tecan Genesis ISH uygun platformudur. Bahsedilen cihaz, Sekil
3.22’deki goriiniimiinden de anlasilacag gibi, 2x48’lik 6zel bolmeden olusur (ayn1 anda

96 slayt (Sekil 3.23) kullanilabilir); 6n hibridizasyon, hibridizasyon, son hibridizasyon
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ve prob ilavesi islemleri otomatik sekilde yapilir. Cihaz Gemini adli bilgisayar programi

ile kontrol edilir.

B A

Sekil 3.22. Tecan Genesis platformu; in situ hibridizasyon yapmaya uygun sekli (A) Genesis
RSP 150 platformu, (B) iki 6zel kaptan olusur. Kaplarin her birisi 6 bdlme igerir, her bir
bolmede 8 tane slayt yerlestirilecek kisim vardir.

Solusyon birakilan bélge

On tarafa konan Kiskaglar

Sekil 3.23. Slaytlarin hazirlanma sekli (sandvig); slayt resminde slayt ile kullanilan cam
arasindaki bosluk 80 um ve slaytin aldig1 toplam hacim ise 400 pL’dir.
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Slaytlar hazirlanip cihaza yerlestirildi ve sirasi ile asagidaki igslemler yapildi. Her bir gen
icin 4-6 slayt kullanildi. Her slayta 4 embriyo aktarildi. Boylece her bir gen igin 2432
fotograf elde edildi.

Cizelge 3.5. In situ hibridizasyon islemlerinin basamaklar halinde gosterilmesi

1. Giin:

Tekrar sayis1 | Hacim | Zaman Kullanilan Cozelti Sicaklik
5 300 ul |5dk %0,6 H,O, in MeOH 24°C
7 300 ul |5dk PBS 1
2 300 ul |5 dk 0,2 M HCI
4 300 ul |5dk PBS
1 400 pl |5dk Proteinase K
2 300 ul |10 dk Proteinase K
7 300 ul |5dk PBS
1 300 ul |10 dk %4 PFA
7 300 ul |5dk PBS
2 300 ul |15 dk Hyb-Mix 64°C
1 5h Prob ekleme set 64°C
2. Giin:

Tekrar sayis1 | Hacim | Zaman Kullanilan Cozelti Sicakhik
5 300 ul |5dk 5x SSC 62°C
5 350 ul |10 dk Formamide I

5 350 ul |12 dk Formamide II

3 300 ul |8 dk 0,1 x SSC v

1 300 ul |8 dk 0,1 x SSC 25°C
4 300 ul |5dk NTE 1

6 300 ul |5dk 20 mM iodoacetamide

4 300 ul |5dk NTE 2

2 300 ul |5dk TNT 1

6 300 ul |5dk %4 sheep serum

4 200 pl |5dk TNT 2 v
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Cizelge 3.5. (devam)

Tekrar sayis1 | Hacim | Zaman Kullanilan Cozelti Sicakhik
2 200 ul |5dk TNB blocking tamponu 1
2 200 pl |5dk TNT 3

2 300 ul |5dk Maleate yikama tamponu 1
2 350 ul |10 dk Blocking tamponu

2 300 ul |5dk Maleate yikama tamponu 2
2 250 ul |5dk TNT 4

2 200 ul |5dk TMN 1

4 200 ul |5dk TNT 5

4 300 ul |10 dk TNB blocking tamponu 2
2 350 ul |30 dk AntiDIG-POD (1:600)

6 200 ul |5dk TNT 6

1 250 ul |30 dk Tyramide-biotin

6 250 pl |5dk Maleate yikama tamponu 3
2 200 pul |5dk TMN 2

3 200 pul |13 dk BCIP/NBT

4 400 pl |5dk H,O

1 300 ul NTE 3

2 200 pl |10 dk %4 PFA+ %1 G/A

4 400 pl H,0,

A. Yikama ve 6n hibridizasyon islemleri;

1. ik basamakta slaytlarin list kismindan 5 kez 5’er dakika 9%0,6 H,O, (hidrojen
peroksit) ilave edilmis CH;0OH (metanol) uygulandi ve daha sonra 8 kez %0,05 tween
iceren 1xPBS ile yikandi.

2. Yikamadan sonra 2 kez 4’er dakika %0,05 tween i¢eren 0,2M’lik HCI ile muamele
edildi. Tekrar 4 kez %0,05 tween iceren 1xPBS ile yikandi.
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3. Bu islemden sonra 2 kez 10 dakika 1xPK (proteinaz K) tamponu i¢inde hazirlanmis
PK (proteinaz K) uygulandi. Burada proteinaz K’nin konsantrasyonu dokunun tiiriine

gore ayarlandi. 8 kez %0,05 tween iceren 1xPBS ile yikandi.

4. Slaytlar 1 kez 10 dakika %0,05 tween igeren %4 PFA ile muamele edildi ve 8 kez
%0,05 tween iceren 1xPBS ile yikandi. Bu asama hem RNA’nin yerini bulmasi i¢in
hem de hiicre yapisinin korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Capraz baglanmadan dolay1

RNA’nin dokuya ulasilabilirligine dikkat edilmelidir.

5. Hazirlik agsamasinin son kisminda 2 kez 15’er dakika Hyb-Mix (ISH tamponu) ile

muamele edilerek on hibridizasyon yapildi.

B. Hibridizasyon islemi; Bu sirada slaytlar 62°C’de 4,5 saat bekletildi. Bunun i¢in her
bir slayt mililitresinde 300 ng prob iceren 300 pl Hyb-Mix ile muamele edildi.

C. Spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi; Prob ile muamele gormiis slaytta
bulunan doku tizerine ¢esitli soliisyonlar uygulandi ve bundan sonra da renklendirmeden
once cesitli spesifik reaktifler eklenip renklendirme c¢ozeltisi ile renklendirildi. Bu
sekilde slaytin arka planinda ortaya ¢ikan spesifik olmayan ekspresyonlarin

onlenmesine caligildi (Cizelge 3.5).

1. 5 kez 6’sar dakika 5x SCC ile yikandi. Daha sonra 5 kez 12’ser dakika formamid I
cozeltisi ile yikand1 ve ardina 5’er kez 10’er dakika formamid II ¢ozeltisi ve 4 kez 8’er
dakika 0,1xSSC ile yikandi. Bunlarin 3 tanesi 64°C’de ve 1 tanesi de 25°C’de olmak

tizere yapildi.

2. Yukaridaki iglemlerden sonra 4 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren 1xNTE ile
yikandi ve 6 kez 5’er dakika iodo asetamid ile yikandi. Bu basamak ¢ok 6nemlidir;
doku tizerinde bulunan enzimler ve bazi protein rezidiilerinin aktiviteleri azaltilir veya

tamamen bloke edilir.
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3. 4 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren 1XNTE ile yikanip, 2 kez 5’er dakika %0,05
tween iceren 1XTNT ile de yikandi ve %4 oraninda sheep serum iceren ¢ozelti 6 kez

5’er dakika uygulandi.

4. 4 kez 5’er dakika 9%0,05 tween iceren 1xTNT ile yikandi ve daha sonra TNB
blocking ¢ozeltisi ile 2 kez 5’er dakika yikandi. Bu basamakta spesifik olmayan
baglanmalar giderildi. Ardindan tekrar 2 kez 5 dakika %0,05 tween igeren 1xTNT ile de
yikandi.

5. 2 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat tamponu ile yikandi ve blocking reaktifi
ile 2 kez 10’ar dakika ardindan da tekrar 2 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren maleat

tamponu ile yikandi.

6. 2 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren 1XTNT tamponu, 2 kez 5’er dakika %0,05
tween igeren ve her 1 ml’sinde 0,5 mg levamizol igeren TMN tamponu slaytlara eklendi

ve 4 kez 5’er dakika 9%0,05 tween igceren 1xTNT tamponu ile yikandi.

7. TNB blocking ¢ozeltisi ile 4 kez 10’ar dakika yikandi ve 2 kez 30’ar dakika % 0,05
tween igeren antiDIG-POD (TNB tamponu i¢inde hazirlands; dilisyon faktorii 600°diir)

ile doku reaksiyona sokuldu.

8. 6 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren 1xXTNT tamponu yikandi ve 1 kez 30 dakika
%0,05 tween igeren Tiamin-Biotin reaktifi ile doku reaksiyona sokuldu. Tiamin-Biotin

reaktifi kendi 6zel soliisyonu ile hazirlandi.

9. 6 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat tamponu ile yikand: ve Neutravidin-
alkalin fosfataz (blocking reaktifinin igine dilisyon faktorii 750 olan Neutravidin-
alkalin fosfataz konarak hazirlandi) reaktifi ile 2 kez 30’ar dakika muamele edildi ve
ardindan tekrar 6 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat tamponu ile yikandi. Bu

islemden sonra 4 kez 5 dakika %0,05 tween iceren 1xTNT tamponu ile yikama yapildi.
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10. 2 kez 5’er dakika her 1 ml’sinde 0,5 mg levamizol igceren TMN tamponu ile yikama
yapildi. 3 kez 13’er dakika renk reaktifi eklendi ve sonra dd H,O ile 4 kez 5’er dakika, 1
kez % 0,05 tween igeren 1x NTE, %1 oraninda glutaraldehit iceren %4 PFA ile de 1 kez
10 dakika yikama yapildi ve son olarak da saf su ile 4 kez yikama yapilarak islemler

bitmis oldu. Bu etaptan sonra slaytlar temizlenerek bir gece kurumaya birakildi.

3.11. Gen Ekspresyon Orneklerinin Degerlendirilmesi

Slaytlar bir gece bekledikten sonra slayt kaplama makinesinde yiizeyleri kaplandi ve
daha sonra slaytlar temizlenerek kurumasi i¢in 37°C’de bir gece bekletildi. Bundan
sonra slaytlar mikroskopta incelendi ve sonra taranarak bilgisayar ortamina alind1 (Sekil
3.24). Bu islem; ilk 6nce slaytlar1 parcalar halinde tarama yapan cihazda taranmasi ve
daha sonra mozaik olusturma programu ile birlestirildi. Ekspresyon i¢in doku iizerinde
olusan mavi noktalara yani renk reaksiyonun sonucunda olusan renge bakildi, kullanilan
reaktiflerden dolayr mavi renk olustugundan ona gore yorum yapildi (Sekil 3.25).
Bilgisayar ortamina aktarilan ¢alismalar detayli sekillerde incelenerek ¢esitli

calismalarda kullanildi ve bununla beraber digere bilim adamlarinin kullanimina agildi

(www.genepaint.org).

|:uu

.

Sekil 3.24. (A): Slayt kaplama makinesi, (B): Slaytlar1 icelemede kullanilan mikroskop,
(C): Slaytlarin taramasinin yapildig1 scanner cihazi
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Sekil 3.25. Genepaint.org sorgu ve sonug sayfasi

* (A) Bolimlerin hazirlandigi kisim (B) Burada segilen gen resmi programi kullanarak biyiitiiliip,
kiiciiltiilerek ilgilenilen kismin incelenmesini saglanir. (C-E) Yetiskin fare beynindeki bazi ekspresyon
ornekleri goriilmektedir. Biyolojik verilere, internetteki yerel sayfalardan ve bu web sayfasindan
ulagilabilir (Discala et al. 1999; Ringwald et al. 2000).
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

Fare genomu ig¢inde bulunan kolesterol ve safra asitleri sentezi genleri
http://www.genome.ad.jp web sayfasindan bakilarak belirlendi. Kolesterol sentezi igin
bu enzim genleri sunlardir: 3-hidroksi—3-metilglutaril-koenzim A reduktaz (Hmgcr),
fosfomevalonat kinaz (Pmvk), mevalonat (difosfo) dekarboksilaz (Mvd), izopentenil-
difosfat delta izomeraz (Idil), geranilgeranil difosfat sentaz 1 (Ggpsl), farnesil difosfat
sentaz (Fdps), farnesil difosfat farnesil transferazl(Fdftl), skualen epoksidaz (Sqle),
lanosterol sentaz (Lss), 24-dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr24), sitokrom P450, 51.aile
(Cyp51), transmembran 7, 2.aile iiyesi (Tm7sf2), sterol-C4-metil oksidaz-like (Sc4mol),
NAD(P) bagli steroid dehidrogenaz-like (Nsdhl), hidroksisteroid (17-beta) dehidrogenaz
7 (Hsd17b7), fenilalkilamin Ca®*" antagonist (emopamil) baglanma proteini (Ebp),
sterol-C5-desaturaz  (fungal ERG3, delta—5-desaturaz) homolog (Sc5d), 7-
dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr7), sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, polipeptid 1
(Cyp27bl). Safra asitleri sentezi i¢in enzim genleri sunlardir: Karboksil ester lipaz
(Cel), lizozomal asit lipaz A (Lipa), sterol O-agiltransferaz 2 (Soat2), sitokrom P450, 7.
aile, alt birim a, polipeptid 1 (Cyp7al), steroid 5 alfa-reduktaz 2 (Srd5a2), sitokrom
P450, 27.aile, alt birim a, polipeptid 1 (Cyp27al), alkol dehidrogenaz 1 (I.sinif) (Adhl),
alkol dehidrogenaz 7 (IV. smif), mu ya da sigma polipeptid (Adh7), alkol dehidrogenaz
5 (III. smif), chi polipeptid (AdhS), aldehit dehidrogenaz 2, mitokondrial (Aldh2),
aldehit dehidrogenaz 3. aile, A2 alt aile (Aldh3a2), aldehit dehidrogenaz 9, alt birim Al
(Aldh9al), alkol dehidrogenaz 1.aile, iiye B1 (Aldhlbl), ¢6zlinmiis tagiyic1 27.aile (yag
asit tastyici), liye 5 (Slc27a5), hidoksiagil-koenzim A dehidrogenaz/3-ketoagil-koenzim
A tiyolaz/enoil-koenzim A hidrotaz (ligfonksiyonlu protein), beta altbirimi (Hadhb),
asetil-koenzim A agciltransferaz 1B (Acaalb). Bu calismada kolesterol sentezi i¢in 19
gen, safra asitleri sentezi i¢in 16 gen i¢in primer dizaynlar1 Boliim 3.5’de aciklandig:
sekilde hazirlandi. Hepsinin primer uzunluklar1 20 baz olacak sekilde yapildi. Cizelge
4.1 ve Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi biitliin genler i¢in hazirlanan spesifik primerler
verilmistir. Right (reverse) primerin 5’ ucuna SP6 (GCGATTTAGGTGACACTATAG)
promotor ile left (forward) primerin 5 ucunda T7
(GCGTAATACGACTCACTATAGGG) promotor takilarak spesifik primerler

hazirlanmis oldu.



Cizelge 4.1. Kolesterol sentezi genleri i¢in primer dizayni sonuglarina ait bilgiler

FW

RW

Probe

LoliD LoliSy LoLi Name Accesion no Position | Position | Lenght T7+FP SP6+RP

68603 Pmvk Fosfomevalonat kinaz NM 026784 25 950 926 gggg%‘?f :GCG%%%EE}?((:}T\AAE%GG (C;[fg :‘gg égf:fgfgc?&TAGA
192156 | Mvd Mevalonat(difosfo) dekarboksilaz NM_138656 38 898 861 AT A CTCACTATAGG | GCOA T I IACGIGACACIATAGA
14593 Geps| Geranilgeranil difosfat sentaz 1 NM_010282 2 984 983 gggg oAt :ﬁ%‘;ggggggggc‘; ggf{fgjﬁé‘ggggég?fgﬁg AGA
110196 | Fdps Famesil difosfat sentaz NM 134469 35 959 925 ggg;r :jfgggg&?/g&c%ﬁécc gggégggf&?gﬁégﬁgﬁé“m
14137 Fdftl Farnesil difosfat famesil transferaz 1 NM_010191 1091 1976 886 ggg&é&gg‘éﬁ%ﬁgﬁﬁ‘gﬁ gﬁgggg:éf&%%‘ég‘;gg“m
20775 Sqle Skualen epoksidaz NM_009270 98 983 886 ggggg{fg :ngACCCTACTATgi‘g‘éGG ﬁgggg:: :{fgggg&‘:{fgg AGA
16987 Lss Lanosterol sentaz NM_ 146006 2132 3009 878 ggggﬁé;%sccciﬁggéggécc gggggg::gfggﬁé:ﬁCTE%TAcA
74754 | Dher24 | 24-dehidrokolesterol rediiktaz NM_053272 2111 2972 862 | A A | A aCaciaTAGT
13121 Cyps1 Sitokrom P450, 51. aile NM_020010 2274 3148 875 ggggﬁggﬁéﬁg&{}%@%ﬁgcc gggi‘TT :::TG&TG(;T‘E%‘}EE‘;‘TAGG
73166 Tm7sf2 | Transmembran 7, 2. aile iiyesi NM 028454 36 948 913 gggggﬁg%%%ﬁgggigié&cc ggg{}gTT :(?STGGT/&‘T%%(%TA‘%TAGA
66234 Scdmol | Sterol-C4-metil oksidaz-like NM_025436 753 1660 908 | G G | A s

15490 | Hsd17b7 | Hidroksisteroid(17-beta) dehidrogenaz 7 | NM_010476 1612 2487 876 | SCOTAATACGACTCACTATAGG | GLOATITAGCTOACACTATAGA

€8



Cizelge 4.1. (devam)

. . . . FW RW Probe
LoliD LoliSy LoLi Name Accesion no 0 . T7+FP SP6+RP
Position | Position | Lenght
235293 Sesd Sterol-C5-desaturaz (fungal ERG3, NM 172769 629 1570 ™ GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAGA
delta-5-desaturaz) homolog - GTGGACGGCTTCCTTCAGAGTC GTAAGGTGCCTCTGTATAG
7-dehidrokolesterol GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAGT
13360 Dher? rediiktaz NM_007856 1202 2196 995 GAGCTGTTCTTCAATGGACGAC TATCTAGACAGAATAGATG
Sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAGA
13115 Cyp27b1 NM_010009 1423 2360 938 GACGGAGCTGCATCGGGAGAC AGAACCAAGGTAGCGGAGG

polipeptid 1

¥8



Cizelge 4.2. Safra asitleri sentezi genleri i¢in primer dizayni sonuglarina ait bilgiler

. . . . FwW RW Probe
LoliD LoliSy LoLi Name Accesion no o o T7+FP SP6+RP
Position | Position | Lenght
. . GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
12613 Cel Karboksil ester lipaz NM_009885 492 1379 888 GGTGTTGGACCCTTGGGTTTCC | TGGAGGTCATCAGCATGGTC
. . - GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
16889 Lipl Lizozomal asit lipaz A NM_021460 579 1546 968 GGAAGGCTGCACCATAGGTTTC TGCACAGCACATATGCACCG
. GCGTAATACGACTCACTATAG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
223920 Soat2 Sterol O-agiltransferaz 2 NM_ 146064 333 1248 916 GGACCCAAGAGTTACACCCTGG | AGGTGCGGTAGTAGTTGGAG
Sitokrom P450, 7. aile, a alt aile, GCGTAATACGACTCACTATAG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
13122 Cyp7al polipeptid 1 NM_007824 88 1008 921 GGATTGCTGTGGTAGTGAGCTG | ATTCACTTCTTCAGAGGCTG
. GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
94224 Srd5a2 Steroid 5 alfa-reduktaz 2 NM_ 053188 61 799 739 GGAGCAGCTACCAGCTGTGAAC | TTGAGGTAGAACCTGTGGTG
Sitokrom P450, 27. aile, a alt ailesi, GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
104086 Cyp27al polipeptid 1 NM_024264 3 72 968 GGTGGATAGGGCTCATAGTCTC | TCTGGCCCAGTTTCCTGTAG
. GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
11522 Adhl Alkol dehidrogenaz 1 (1. sinif) NM_007409 493 1295 803 GGACTTTATCAGCACCAGCACC AAGAGCAAAGATTAAGGCTG
Alkol dehidrogenaz 7 (IV. sinif), mu ya GCGTAATACGACTCACTATAG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
11529 Adh7 da sigma polipeptid NM_009626 954 1853 900 | GGATGGTTGATGCCCTCTCATC | ATCTCCAGACATGGCTGTGC
Alkol dehidrogenaz 5 (IIL. sinif), chi GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
11532 AdhS polipeptid NM_007410 367 1483 o7 GGTGTGAACACTGCCAAGGTGG TCGGCTATTCTAAACCCATG
. . . . GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
11669 Aldh2 Aldehit dehidrogenaz 2, mitokondrial NM_ 009656 670 1606 937 GGATTGGCGGATCTCATTGAAC TCCAAAGATCTCCTCCTTGG
. . . . GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
11671 Aldh3a2 Aldehit dehidrogenaz 3. aile, A2 altaile | NM_007437 1989 2868 880 GGAACTGCAGGTGGGTATGTCC ATTGCTATAACCGGCCAATG
. . . GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
56752 Aldh9al Aldehit dehidrogenaz 9, A1 alt aile NM_019993 379 1382 1004 GGAGACCATCAACAACGGGAAG | TGGATGTCCCTGGTGAAGAC
o I GCGTAATACGACTCACTATAG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
72535 Aldhlbl Aldehit dehidrogenaz 1.aile, iiye B1 NM_028270 1350 2196 847 GGTCTTCATCAAACCCACAGTC TTGTCCAACTGTGTCCATTG
Cozlinmils tastyic: 27.aile (yag asit GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG
26459 Sle27a5 tastyicy), iiye 5 NM_009512 1370 2231 862 GGTGGGAATTCTACGGATCCAC ACCCGGACAACTTTGTGAAG
Hidoksiagil-koenzimA
dehidrogenaz/ 3ketoagilkoenzimAtiyola GCGTAATACGACTCACTATAG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
231086 | Hadhb Z/enoil-koenzimA . NM_145558 321 1444 924 | GGTGTTGAGTTAATGTCTGATG | TAAGCTTCCACAATCATAGC
hidrotaz(iigfonksiyonluprotein), beta
altbirimi
235674 Acaalb Asetil-koenzim A agiltransferaz 1B NM_146230 579 1490 912 GCGTAATACGACTCACTATAG GCGATTTAGGTGACACTATAG

GGATGGGAATATTTCTTCCCGC

ATTAAAGTGCTGTGACACAC

S8
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4.1. Spesifik Genler icin cDNA Problarinin Agaroz Elektroforez Sonuclar:

Primer dizaynindan sonra spesifik cDNA problar1 yapilarak bunlardan spesifik antisens
mRNAlar iiretildi. Biitlin tiretilen cDNA kaliplarinda reverse primerin 5’ ucunda SP6
ve antisens mRNA kullanildi. Bu amagcla antisens mRNA iiretiminde SP6 polimerazdan
yararlanildi. Sekil 4.1 ve sekil 4.2°’de ¢alisilan genlere ait cDNA problariin jelde
yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen jel fotograflar verilmistir. Elektroforez islemlerinde
10 kb’lik DNA marker1 kullanildi. Bu problar iiretildikten sonra -80°C’ye birakildi.
Kolesterol ve safra asitleri sentezi i¢in ayrica 14,5 gilinlik fare embriyosu alinarak
medium i¢ine gomiildii ve daha sonra kroyostat kesim cihazi ile bu doku i¢in kesitler

hazirlandi1. Hazirlanan bu dokular ISH’da kullanilmak iizere -80°C’ye birakildi.

4 56 7 &9 W11 13 141 1617 18 19
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Sekil 4.1. Kolesterol sentezi icin spesifik genler icin yapilan ¢cDNA problarina ait
agaroz elektroforezi sonucu

*1.) Hmger 2.) Ggps1 3.) Pmvk 4.) Fdps 5.) Idil 6.) Mvd 7.) Fdftl 8.) Tm7sf2 9.) Nsdhl 10.) Sc4mol 11.)
Sqle 12.) Cyp51 13.) Dher24 14.) Lss 15.) Hsd17b7 16.) Ebp 17.) Dher7 18.) Sc5d 19.) Cyp27bl



87

=
-
[
—
.
 —

Sekil 4.2. Safra asitleri sentezi i¢in spesifik genler icin yapilan cDNA problarina ait

agaroz elektroforezi sonucu
*1.)Cel 2.) Soat2 3.) Adh7 4.) Cyp7al 5.) Aldh3a2 6.) Adhl 7.) Hadhb 8.) Lipa 9.) Srd5a2 10.) Aldh9al
11.) Cyp27al 12.) Aldh2 13.) Acaalb 14.) Slc27a5 15.) Aldh1bl 16.) Adh5

4.2. In situ Hibridizasyon Sonuclar

Spesifik cDNA problari kullanilarak bunlardan B6liim 3.9°da anlatildig: sekilde spesifik
antisens mRNA’lar1 {retildi. Biitlin antisens mRNA problarinin iiretilmesinde SP6
polimerazi kullanildi. Cilinkii biitiin tretilen ¢cDNA kaliplarinda reverse primerin 5’
ucunda SP6 bulunmaktadir ve in sifu hibridizasyon iglemi i¢in antisens mRNA

hazirlanmaktadir.

Kolesterol ve safra asitleri sentezi genleri i¢in 14,5 giinliik fare embriyosu ekspresyon
yorumlar1 ve ekspresyon c¢aligmalart sonucu http://www.genepaint.org/ web sayfasina
aktarilmistir. Calistigimiz kolesterol ve safra asitleri sentezi i¢in tiim genlerden sadece
5’er gene ait fotograflar verilmistir (Sekil 4.3-Sekil 4.12). Diger ¢alisilan genlere ait

ekspresyon sonuclarina ulagilabilecek kod numaralar1 Cizelge 4.3—4.4’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. Sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, polipeptid 1 (Cyp27bl) geninin 14,5 giinliik fare
embriyosu iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen
sonuglar
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Sekil 4.4. Mevalonat (difosfo) dekarboksilaz (Mvd) geninin 14,5 giinliik fare embriyosu
iizerinde farkli kesimlerde yapilan in sifu hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.5. Farnesil difosfat farnesil transferazl (Fdftl) geninin 14,5 giinlik fare embriyosu
iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon iglemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.6. Skualen epoksidaz (Sqle) geninin 14,5 giinliik fare embriyosu {iizerinde farkli
kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.7. 24-dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr24) geninin 14,5 giinliik fare embriyosu iizerinde
farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.8. Sitokrom P450, 7. aile, alt birim a, polipeptid 1 (Cyp7al) geninin 14,5 giinliik fare
embriyosu iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen
sonuglar
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Sekil 4.9. Asetil-koenzim A agiltransferaz 1B (Acaalb) geninin 14,5 giinlik fare embriyosu
iizerinde farkl kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.10. Hidroksiagil-koenzim A dehidrogenaz/3-ketoagil-koenzim A tiyolaz/enoil-koenzim
A hidrotaz (tigfonksiyonlu protein), beta altbirimi (Hadhb) geninin 14,5 giinliik fare embriyosu
iizerinde farkli kesimlerde yapilan in sifu hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.11. Aldehit dehidrogenaz 9, alt birim A1 (Aldh9al) geninin 14,5 giinliik fare embriyosu
iizerinde farkli kesimlerde yapilan in sifu hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar
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Sekil 4.12. Alkol dehidrogenaz 7 (IV. sinif), sigma polipeptid (Adh7) geninin 14,5 giinliik fare
embriyosu tlizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen
sonuglar
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Cizelge 4.3. Kolesterol sentezi genleri i¢cin 14,5 giinliik fare embriyosu dénemindeki
ekspresyon yorumlari ve ekspresyon c¢alismalar: sonucu http://www.genepaint.org/ web
sayfasina aktarilan gen ekspresyon fotograflarina ulasilabilinecek kod numaralari

Gen Aksesyon E14,5 ISH i¢in
No . . M kod Ekspresyon sonuclari (E14,5)
simgesi numarasi
numaralari
Merkezi sinir sistemi, bagirsaklar, karaciger, sirt
1 Hmgcr NM_008255 MH2604 kast1 ve bir¢ok dokuda yaygin ve kuvvetli olarak
ekspresyon olmustur.
Sinir sistemi, kafatas1 bezi, karaciger, bobrek,
2 Pmvk NM 026784 MH2608 spinal kordda zayif ancak belirgin bir ekspresyon
olmustur.
3 Mvd NM_ 138656 MH2584 Zayif olarak tiim dokularda ekspresyon olmustur.
Merkezi sinir sistemi, bagirsaklar, karaciger, sirt
4 Idil NM_145360 MH2583 kasi, bobrek, adrenal bezinde ekspresyon
olmustur.
5 Ggpsl NM 010282 MH2376 Her yerde zayif ve yaygin bir ekspresyon vardir.
6 Fdps NM 134469 MH2913 Yaygin ve genel olarak tiim dokularda
- ekspresyon olmustur.
Merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial
7 Fdftl NM 010191 MH2909 bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak
ekspresyon olmustur.
3 Sqle NM 009270 MH2783 Yaygin ve genel olarak tiim dokularda
- ekspresyon olmustur.
Olfactori soganci, bagirsaklar, merkezi sinir
9 Lss NM_ 146006 MH2915 sistemi, karaciger ve cranial bezinde kuvvetli,
diger yerlerde zayif olarak ekspresyon olmustur.
10 | Dher24 NM 053272 ME2898 Yaygin ve kuvvetli olarak tiim dokularda
- ekspresyon olmustur.
11 | Cypsi NM 020010 ME2907 Yaygin ve kuvvetli olarak tiim dokularda
- ekspresyon olmustur.
Merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial
12 | Tm7sf2 NM_028454 MH2918 bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak
ekspresyon olmustur.
Adrenal bezi, retina, merkezi sinir sistemi,
13 | Scamol NM 025436 MH2917 karaf:lger, bobrek, orta 1.<ule.1}<, yiiz kikirdaklari ve
- cranial bezinde kuvvetli, diger yerlerde zayif
olarak ekspresyon olmustur.
Adrenal bezi, olfactori sogancigi, spinal kord,
14 | Nsdhl NM 010941 MH2911 karaciger ve cranial bezinde kuvvetli diger
yerlerde zayif olarak ekspresyon olmustur.
15 | Hed17b7 NM 010476 MH2919 Medulla, adrenal bezinde kuvvetli, diger
- dokularda zay1f ekspresyon olmustur.
16 | Ebp NM 007898 MH2387 Kg}mmgf:r ve yliz klkl'rdak dokusunda kuvvetli
- diger yerlerde zayif bir ekspresyon vardir.
Merkezi sinir sistemi ve karaciger basta olmak
17 | Sc5d NM_172769 MH2391 iizere dokularin ¢ogunda zay1f olarak ekspresyon
olmustur.
18 | Dher7 NM_007856 MH2386 Adrenal bezi, bobrek, karacigerle beraber birgok
dokuda ekspresyon olmustur.
19 | Cyp27bl NM_010009 MH2871 Ekspresyon olmadi.
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Cizelge 4.4. Safra asitleri sentezi genleri i¢in 14,5 giinliik fare embriyosu dénemindeki
ekspresyon yorumlari ve ekspresyon c¢alismalar: sonucu http://www.genepaint.org/ web
sayfasina aktarilan gen ekspresyon fotograflarina ulasilabilinecek kod numaralari

Gen Aksesyon E14,5 ISH
No . . M icin kod Ekspresyon sonuclar1 (E14,5)
simgesi numarasi
numaralari
1 Cel NM 009885 | MI2774 Pankreas ve spinal kordda ekspresyon
- olmustur.
) Lipa NM 021460 | MI2838 Karaciger ve kroid pleksusda ekspresyon
- olmustur.
3 Soat2 NM 146064 | MH2782 Karaciger, akciger ve adrenal bezinde
- ekspresyon olmustur.
4 Cyp7al NM 007824 | MH2785 Ekspresyon olmadi.
5 Srd5a2 NM 053188 | MH2912 Yumurtalikta ekspresyon olmustur.
6 Cyp27al | NM 024264 | MH2776 Zayif ve yaygin bir ekspresyon vardir.
Merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial
7 Adhl NM 007409 | MH1744 bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak
ekspresyon olmusgtur.
Yaygin ve genel olarak tiim dokularda
8 Adh7 NM_009626 | MH2849 kuvvetli bir sekilde ekspresyon olmustur.
On beyin, orta beyin, pons, medulla,
karaciger, akciger, spinal kord, timus,
? Adh3 NM_007410 | MH2541 pankreas, bobrek, adrenal bezi, cild ve
bagirsaklarda ekspresyon olmustur.
Merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial
10 | Aldh2 NM_009656 | MH1764 bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak
ekspresyon olmustur.
Adrenal bezi, retina, merkezi sinir sistemi,
11 | Aldn3a2 | NM 007437 | MH1700 karamggr, bobrek, orta kulgk, Xuzklklrdaklarl
- ve cranial bezinde kuvvetli, diger yerlerde
zay1f olarak ekspresyon olmustur.
Kaslar, akciger, bobrek, bagirsaklar ve sinir
12 | Aldh9al | NM 019993 | MH2600 sisteminde ¢ok daha belirgin olmak tizere
tiim dokularda ekspresyon olmustur.
13 | Aldhibl | NM 028270 | ME2289 Medulla, adrenal bezinde kuvvetli, diger
- dokularda zayif ekspresyon olmustur.
14 | Slc27a5 | NM 009512 | MH2031 Ekspresyon olmadi.
15 | Hadhb NM 145558 | MI2837 Kavramger, on korteks, bobrek, yiiz kaslari,
- bagirsaklarda ekspresyon olmustur.
16 | Acaalb NM 146230 | MH2539 Zay1f olarak akciger, karaciger ve sinir

sisteminde ekspresyon olmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolesterol; dkaryotik membranlarin sentezi i¢in gerekli olmasi, steroid hormonlarinin,
D vitamininin ve safra asitlerinin tiiretildikleri baslangic maddesi olmasi ve kolesterol
biyosentez yolundaki ara iriinlerin de, bircok maddenin sentezinde kullanilmasi
nedeniyle metabolizma i¢in ¢ok donemli bir role sahiptir. Hidrofilik kolesterol tiirevleri
olan safra asitleri ise; kolesteroliin, lipitlerin ve yagda c¢oziinen vitaminlerin
absorpsiyonunda gorev almaktadir. Kolesterol ve safra asitleri sentezinde yer alan
enzimlerin genleri ile ilgili olarak RNase koruma o6l¢iimii (RNase protection assay,
RPA), RT- PCR, in situ hibridizasyon, Northern blot analizi, protein seviyesinde
yapilan Western blot ve immunohistokimya gibi yontemlerin kullanildigr pek cok
caligma literatiirde yer almaktadir (Champe and Harvey 1994; Kiifrevioglu 2003;
Romualdi ef al. 2003; Tiemann et al.2004; Nelson and Cox 2005).

Kolesterol ve safra asitleri metabolizmas1 sentezinde yer alan bu tez kapsaminda
calisilan genler i¢in 14,5 gilinliikk fare embriyonik donemi ekspresyon yorumlari ve
ekspresyon c¢alismalar1 sonucu http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilan gen

ekspresyon fotograflarina ulasilabilinecek kod numaralar1 Cizelge 4.3-4.4’de verilmistir.

Kolesterol sentezi genleri i¢in yapilan ekspresyon analizleri incelendiginde;

3-hidroksi—3-metilglutaril-koenzim A reduktaz (Hmgcr) ile ilgili yapilmis olan
caligmalarda; RNase koruma oOl¢limii (RNase protection assay, RPA) yontemi
kullanilarak gelisim donemi siiresince fare beyin, karaciger ve bdbreginde bu genin
ekspresyonu arastirilmistir. Beyinde dogumdan onceki 5 giinliik (-5) ve dogumdan
sonra 5 gilinlik donemler arasinda yetigkin fareye gore bu genin ekspresyonunun daha
kuvvetli olarak gozlendigi, karacigerde ise -5 giinliik donemde diger donemlere gore
daha fazla ekspresyona ugradigi belirlenirken, bobreklerde donemler arasinda cok
onemli bir degisiklik gozlemlenmedigi belirtilmistir (Hanaka et al. 2000). In situ
hibridizasyon yontemiyle yapilan baska bir calismada Hmgcr geninin farede (E)10,5—
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14,5 giinliik embriyonik gelisme donemlerindeki ekspresyon profillerine bakilmistir.
Hmgecr geninin 10,5 giinliikte dorsal kok bezleri ve sinir bezlerinde kuvvetli ekspresyon;
12,5 giinliikte 6n ve arka ayaklarda ekspresyon; sonraki gelisme donemlerinde (13,5—
14,5) interdigital (parmakarasi) bolgelere dogru ekspresyon; 13,5 giinliikte sa¢ ve biyik
folikiillerinde ekspresyon gorildiigli rapor edilmektedir (Marijanovic et al. 2003).
Cizelge 4-3’den goriildiigii gibi, 14,5 giinliik fare embriyosunda merkezi sinir sistemi,
bagirsaklar, karaciger, sirt kast ve bir¢ok dokuda yaygin ve kuvvetli olarak ekspresyon

oldugu tespit edildi.

Mevalonat kinaz (Mvk) geni i¢in Visel ef al. (2004) ve grubu tarafindan yapilan in situ
hibridizasyon calismasinda 14,5 giinliikk fare embriyosunda her yerde zayif ve yaygin

olarak ekspresyona ugradig1 goriilmiistir.

Fosfomevalonat kinaz (Pmvk) ile ilgili yapilan bir calismada RT-PCR analizi ve
microarray yontemi kullanilarak faredeki four-cell, morula ve blastosist embriyonik
donemlerinde gen ekspresyon profilleri karsilastirilmistir ve c¢alismanin sonucunda
Pmvk enzimi geninin mRNA ekspresyonunun blastosist (BL) doneminde diger iki
doneme gore daha yiiksek seviyede oldugu belirtilmistir (Cui et al. 2007). Bizim ISH
sonuglarimiza gore; sinir sistemi, kafatas1 bezi, karaciger, bobrek, spinal kordda zayif

ancak belirgin bir ekspresyon oldugu goriildii.

Mevalonat (difosfo) dekarboksilaz (Mvd) enziminin ekspresyonu hakkinda herhangi bir
detayli ¢caligmaya literatiirde rastlanmadi. Elde ettigimiz bulgulara gore ise zayif olarak

tiim dokularda ekspresyon oldugu tespit edildi.

Izopentenil-difosfat deltaizomeraz (Idil) geninin hemen her yerde ekspresyona ugradig
belirtilmistir (Breitling et al. 2003). Bunun disinda literatiirde ekspresyonla ilgili
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bizim sonug¢larimizi inceledigimizde bu
sonuclarla ortiismekle beraber merkezi sinir sistemi, bagirsaklar, karaciger, sirt kasi

bobrek ve adrenal bezinde de ekspresyon oldugu goriildii.
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Geranilgeranil difosfat sentaz 1 (Ggpsl; EC:2.5.1.1) enziminin insan da kalpte yliksek
seviyede; dalak, testis, beyin, plasenta, karaciger, akciger, iskelet kasi, bobrek ve
pankreasta da kismi olarak ekspresyona ugradigi belirtilmistir (Zhao et al. 2000).
Western Blot analizi yapilmis olan bagka bir ¢aligmada farede beyin dalak, akciger,
testis ve bobreklerde kuvvetli ekspresyon; iskelet kasi ve kalpte orta seviyede
ekspresyon; karacigerde zayif ekspresyon oldugu rapor edilmistir (Vicent et al. 2000).
Ancak bizim ISH sonuglarimizda ise her yerde zayif ve yaygin bir ekspresyon oldugu

gbzlemlendi.

Farnesil difosfat sentaz (Fdps) geni hakkinda herhangi bir literatiire rastlanmamaistir.

Elde ettigimiz bulgulara gore tiim dokularda yaygin ve genel olarak ekspresyon tespit

edildi.

Farnesil difosfat farnesil transferaz 1 (Fdftl) ile ilgili literatiirde herhangi bir ekspresyon
calismasina rastlanmamistir. ISH sonuglarimizi inceledigimizde merkezi sinir sistemi,
karaciger ve cranial bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu

goriildii.

Skualen epoksidaz (Sqle) hakkinda literatiirde ekspresyonla ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bizim sonuglarimizda ise yaygin ve genel olarak tiim dokularda

ekspresyon gozlemlendi.

Literatiirde lanosterol sentaz (Lss) i¢in yapilan in situ hibridizasyon ¢alismasinda farede
14,5 giinliik embriyonik dénemde merkezi sinir sistemi, karaciger, adrenal gland, spinal
kord ve dorsal kok bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak ekspresyona ugradigi
belirtilmistir (Visel et al. 2004). Bu gen i¢in yapilan bagka bir calismada ise 14,5 giinliik
embriyonik donemde spinal kord, merkezi sinir sistemi, over, dorsal kdk bezi ve
karacigerde orta seviyede, diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu; 10,5 giinliik
embriyonik donemde ise beyin, goz, dorsal kok bezi ve kalpte ekspresyona ugradigi

rapor edilmistir (Reymond et al. 2002). Elde ettigimiz bulgulara gore olfactori
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sogancigl, bagirsaklar, merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial bezinde kuvvetli, diger

yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu tespit edildi.

24-dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr24) geninin ekspresyonunun mutant farelerle
yapilan bir caligmada elde edilen sonuglardan normal cilt gelisimi i¢in ¢ok Onemli
oldugu belirtilmistir (Mirza et al. 2006). Bunun disinda literatiirde ekspresyonla ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Cizelge 4-3’den goriildiigii gibi Dhcr24 geninin

yaygin ve kuvvetli olarak tiim dokularda ekspresyon gosterdigi belirlendi.

Sitokrom P450, 51.aile (Cyp51) enzimi i¢in RT- PCR yontemi kullanilarak yapilan
calismada E7, E11, E15 ve E17 olmak tlizere dort farkli embriyonik gelisme donemi ile
karaciger, akciger, kalp, dalak, iskelet kaslari, testis ve bobregin de yer aldigi 8 farkh
yetiskin fare dokusu i¢in ekspresyon profilleri incelenmis ve bu genin dort gelisme
doneminin her birinde ve ¢alisilan biitiin fare dokularinda ekspresyona ugradigi
belirtilmistir (Choudhary et al. 2003). Bizim ISH sonuclarimizda ise tiim dokularda

yaygin ve kuvvetli olarak ekspresyon oldugu goriildii.

Transmembran 7, 2.aile liyesi (Tm7sf2) i¢in yapilmis olan Northern blot ¢alismasinda
yetigskin insan kalp, beyin, pankreas, akciger, karaciger, iskelet kasi ve bobreklerde
degisik seviyelerde ekspresyon oldugu; plasenta, dalak, timus, bagirsaklarda ekspresyon
olmadig1 goriilmiistiir (Lemmens et al. 1998). Yaptigimiz ¢aligmalar incelendiginde
merkezi sinir sistemi, karaciger ve cranial bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak

ekspresyon oldugu tespit edildi.

Sterol-C4-metil oksidaz-like (Sc4mol) geni hakkinda herhangi bir literatiire
rastlanmamistir. Cizelge 4-3’den goriildiigii gibi bizim sonug¢larimizda ise adrenal bezi,
retina, merkezi sinir sistemi, karaciger, bobrek, orta kulak, yiiz kikirdaklar1 ve cranial

bezinde kuvvetli, diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu belirlendi.
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NAD(P) bagl steroid dehidrogenaz-like (Nsdhl) geninin farede gestasyon siiresince
embriyo gelisiminde ekspresyona ugradigi, 16,5 giinliikk embriyonik gelisme doneminde
kuvvetli ekspresyona ugradigi Northern blot analizi yontemi kullanilarak belirlenmistir
(Caldas et al. 2005). Bu gen i¢in in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan bagka bir
calismada Nsdhl geninin farede (E)10,5-14,5 gilinlik embriyonik gelisme
donemlerindeki ekspresyon profilleri karsilastirilmis ve 11,5 giinliikkte 10,5 giinliige
gore dorsal kok bezinde daha fazla ekspresyona ugradigi gozlemlenmistir (Marijanovic
et al. 2003). In situ hibridizasyon sonuglarimizda ise adrenal bezi, olfactori sogancigi,
spinal kord, karaciger ve cranial bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak ekspresyon

oldugu tespit edildi.

Hidroksisteroid (17-beta) dehidrogenaz 7 (Hsd17b7) enzimi incelendiginde; in situ
hibridizasyon yontemiyle yapilan bir ¢aligmada Hsd17b7 geninin farede (E)10,5-14,5
glinliik embriyonik gelisme donemlerindeki ekspresyon profilleri arastirilmistir.
Hsd17b7 geni 10,5 giinliikte dorsal kok bezleri ve sinir bezlerinde kuvvetli ekspresyon,
12,5 giinliikkte 6n ve arka ayaklarda ekspresyon, sonraki gelisme donemlerinde (13,5—
14,5) interdigital (parmaklararasi) bolgelere dogru ekspresyon, 13,5 giinliikte de sag ve
biyik folikiillerinde ekspresyon goriildiigii belirtilmistir (Marijanovic et al. 2003). Elde
ettigimiz bulgular incelendiginde medulla, adrenal bezinde kuvvetli, diger dokularda

zay1f ekspresyon oldugu goriildii.

Fenilalkilamin Ca®" antagonist (emopamil) baglanma proteini (Ebp) enzim geninin
memelilerde ¢ogu dokuda ekspresyona ugradigi, Ozellikle karacigerde kuvvetli
ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Silve et al. 1996). Bizim in situ hibridizasyon
sonuclarimizda ise bu sonuglarda oldugu gibi karacigerde ve ayrica yiiz kikirdak

dokusunda kuvvetli diger yerlerde zayif bir ekspresyon oldugu goriildii.

Sterol-C5-desaturaz (fungal ERG3, delta—5-desaturaz) homolog (Sc5d) enzimi hakkinda
literatiirde ekspresyonla ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. ISH
sonuclarimizda merkezi sinir sistemi ve karaciger basta olmak tizere dokularin cogunda

zay1f olarak ekspresyon oldugu tespit edildi.
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7-dehidrokolesterol rediiktaz (Dhcr7) geninin insanda en fazla ekspresyona bobrek iistii
bezi, karaciger, testis ve beyin dokularinda ugradigi belirtilmistir (Correa-Cerro and
Porter 2005). Dher7 igin in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan bir ¢alismada Dhcr7
geninin farede (E)10,5-14,5 gilinlik embriyonik gelisme donemlerindeki ekspresyon
profilleri karsilagtirildiginda dorsal kok bezlerinde 11,5 giinliikte 10,5 giinliige gore
daha fazla ekspresyon oldugu goriilmiistiir. (Marijanovic et al. 2003). Elde ettigimiz
bulgulara gore adrenal bezi, bobrek, karacigerle beraber bir¢ok dokuda ekspresyon

oldugu goriildi.

Sitokrom P450, 27. aile, b alt ailesi, polipeptid 1(Cyp27b1) geni ile ilgili RT-PCR
yontemi kullanilarak farede hem yetiskin dokularinda hem de dort farkli embriyonik
donemdeki (E7, El1, E15, E17) ekspresyon profillerinin incelendigi c¢alismada
Cyp27bl geninin sadece E7 embriyonik gelisme doneminde, yetigkin fare dokularinda
da bobrek ve testislerde ekspresyona ugradigi rapor edilmistir (Choudhary et al. 2003).
Bizim yaptigimiz ¢aligmalar incelendiginde 14,5 giinliik fare embriyosunda ekspresyon

gbzlemlenmedi.

Safra asitleri sentezi genleri i¢in ekspresyon analizleri incelendiginde;

Karboksil ester lipaz (Cel) geni i¢in Northern blot analizi ile farede yapilan bir
calismada Cel geninin pankreasta siirekli, siit bezlerinde de hamilelik siiresince 6zellikle
hamilelik doneminin 14. giiniinde olmak {izere iki dokuda ekspresyona ugradig: rapor
edilmektedir. (Kannius-Janson et al. 1998). Cizelge 4-4’den goriildiigii gibi yaptigimiz
calismalar incelendiginde bu ¢alisma ile paralel bir sekilde pankreas ve ayrica spinal

kordda ekspresyon oldugu tespit edildi.

Lizozomal asit lipaz A (Lipa) geni icin yapilmis olan ekspresyon analizleri
incelendiginde 11-16 giinliikk fare embriyosunda in situ hibridizasyon yontemiyle
yapilan ¢alismada Lipa geninin kalp, over, testis, tlikiiriik bezi, dil, seminal gland gibi
cogu dokuda zayif ekspresyona ugradigi, hepatositler, dalak ve timus hiicrelerinde

kuvvetli ekspresyona ugradigi, cok daha kuvvetli ekspresyonun bagirsak, adrenal
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korteks, pankreas, bobrek epitelyum hiicrelerinde gorildiigii belirtilmistir. Ayrica
belirgin seviyede ekspresyonun 12 giinliikk fare embriyosunda kroid pleksusun
epitelyum hiicrelerinde; 14 giinliikte karaciger ve akcigerde; 16 giinliikte bagirsak ve
bobrekte goriildiigii rapor edilmistir (Du et al. 1996). Calismamizda ortaya ¢ikan
ekspresyon sonuglarinda benzer sekilde karaciger ve kroid pleksusda ekspresyon oldu.

Bu nedenle bu calismalarla ortiismektedir.

Sterol O-agciltransferaz (Soat2)’nin ekspresyonun bagirsak ve karaciger ile sinirli oldugu
yapilan bir ¢alismada belirtilmistir (Buhman et al. 2000). Soat2’nin RT-PCR
yontemiyle yapilan bagka bir calismasinda cesitli fare dokularindaki analizinde
karaciger, kiigiik bagirsak ve embriyo karacigerinde yiiksek ekspresyona sahip oldugu
tespit edilmistir. Yine ayni ¢aligmada yapilan Northern blot analizi ile de karaciger ve
kiigiik bagirsakta ekspresyona ugradigi belirtilmistir (Cases et al. 1998). Elde ettigimiz
verilere gore ise bu genin bu ¢alismalarla benzer sekilde karacigerde, ayrica akciger ve

adrenal bezinde de ekspresyona ugradigi tespit edildi.

Steroid 5 alfa-reduktaz 2 (Srd5a2) geni ile ilgili literatiirde herhangi bir ekspresyon
calismasina rastlanmadi. Bizim sonuc¢larimizda ise yumurtalikta ekspresyon oldugu

goriildil.

7o-hidroksilaz (Sitokrom P450, 7. aile, a alt aile, polipeptid 1, Cyp7al) ekspresyonu
hakkinda herhangi bir detayli c¢alismaya da literatiirde rastlanmamistir. Bizim

sonuclarimizda ise 14,5 giinliik fare embriyosunda ekspresyon gézlemlenmedi.

Sitokrom P450, 27. aile, a alt ailesi, polipeptid 1 (Cyp27al) enzimi i¢in RT- PCR
yontemi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada 7, 11, 15 ve 17 giinliik olmak {izere dort
farkli embriyonik gelisme donemi; karaciger, akciger, kalp, dalak, iskelet kaslari, testis
ve bobregin de yer aldigi 8 fakli yetiskin fare dokusu icin ekspresyon profilleri
incelenmistir. Cyp27al enzim geninin ise sadece E7 embriyonik gelisme doneminde
ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Choudhary et al. 2003). Cizelge 4-4’den
goriildiigii gibi zayif ve yaygin bir ekspresyon oldugu belirlendi.
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Alkol dehidrogenaz 1 (I. sinif) (Adhl) i¢in yapilmis olan yetiskin ve embriyonik farede
in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan ekspresyon analizleri incelendiginde; 8,5 ve 9,5
giinlik embriyoda ekspresyon goriilmemistir. 10,5 ve 11,5 ginliikte primitive
bobreklerde, 6n ve arka ayaklarda (forelimb-hindlimb) giiclii ekspresyon; 12,5 giinliikte
servikal prevertebral de; 13,5 giinliikte para vertebral kas hiicrelerinde; 14,5 gilinliikte
sonraki gelisme donemlerinde kahverengi yag dokusu olacak olan latero servikal
mezenkim bdlgesinde ekspresyon tespit edilmistir. Adhl transkriptinin fetal i¢
organlarin ¢ogunda ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Akcigerde 11,5 giinliik gibi
erken bir donemde baslayan ekspresyonun 13,5-15,5 giinliik donemlerde ¢ok kuvvetli
bir sekilde devam ettigi belirlenmistir. 15,5-16,5 gilinliik donemlerde fetal gut
epitelyumda kuvvetli ekspresyon; bagirsak villuslarinda ekspresyon tespit edilmis ancak
mide epitelyumunda ve ince bagirsakta ekspresyonun gerceklesmedigi tespit edilmistir.
14,5-16,5 giinlilk donemlerde uriner bladder (mesane) epitelyumunda; 12,5 giinliikte
adrenal glandda ¢ok yogun ekspresyon belirlenmistir. Fetal gelisim donemi boyunca
medulla hiicrelerinde, 16,5 giinliikte bdbrek tubiillerinde, 15,5-16,5 giinliikte
karacigerde ¢ok zayif ekspresyon belirlenmistir. Yetigkin farede mide, bagirsak, bobrek
Ozellikle bazi1 nefronlarda daha kuvvetli bir sekilde, kuvvetli seviyede gonadlarda,
karaciger ve adrenal glandda ekspresyon belirlenmistir. Akcigerlerde fetal gelisim
dénemi boyunca giiclii ekspresyon olmasina karsin yetiskin akcigerinde ¢ok zayif bir
ekspresyon belirlenmistir (Vonesch ef al. 1994). RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan
baska bir ¢alismada ise yetiskin fare karacigerinde Adhl geninin ekspresyona ugradigi
tespit edilmistir (Rout and Armant 2002). Oligonukleotid in situ hibridizasyon yontemi
kullanilarak yapilan c¢alismada da farede Adhl’in gastrik mukoza, rektum, mide ve
gastrik salg1 bezinde ekspresyonu belirlenmistir (Westerlund et al. 2007). Northern blot
analizi yontemi kullanilarak 14 fakli yetiskin fare dokusunda yapilan ¢alismada Adhl
icin karaciger, bagirsak ve gozde yiiksek ekspresyon; bobrek, over ve uterusta orta
seviyede ekspresyon; spinal kord, timus, kalp, mide mukozasi, cilt ve testislerde diisiik
seviyede ekspresyon goriiliirken; beyin ve dalakta ise ekspresyon goriilmemistir
(Zgombic-Knight et al. 1995). Radyoaktif oligoniikleotid in situ hibridizasyon yontemi
kullanilarak yetiskin ve embriyo donemindeki (E9,5-E19,5) farede Adhlgeninin
ekspresyon calismalar1 yapilmistir. Bu calismanin sonucunda Adhl 13,5 giinliikte

adrenal gland da; 15,5 giinliikte karaciger ve bagirsakta; 19,5 giinliikte olfaktori
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epitelyumda; ayn1 zamanda adrenal korteks de kuvvetli ve yaygin bir ekspresyon
gostermistir. Yetigkin farede ise olfaktori epitelyumda ekspresyon belirlenirken,
epidermisde ise ekspresyon goriilmemistir (Westerlund et al. 2005). Fare embriyo ve
yetiskin dokularinda yapilan bagka bir in situ hibridizasyon g¢aligmasinda ise Adhl
geninin embriyoda bagirsak, tiriner sistem, adrenal gland, konjunktival kese, epidermis,
nazal epitelyum ve akcigerde; yetiskin farede uterus, bobrek, bagirsak, adrenal korteks,
testis ve karacigerde ekspresyona ugradigi belirlenmistir (Ang et al. 1996). Yapilan bir
calismada embriyonik ve yetiskin fare adrenal gland (bobrekiistii bezi) bolgesinde in
situ hibridizasyon yontemiyle Adh genlerinin ekspresyon c¢alismalar1 yapilmistir. Adhl
geninin 16,5 giinliik embriyonik gelisme doneminde adrenal gland ve hemen yaninda
bulunan bobrek tiibiillerinde; yetiskin farede ise sadece adrenal glandda ekspresyona
ugradigr belirtilmistir (Haselbeck et al. 1997). Farede Adhl geni i¢in yapilan
immunohistokimya c¢alismasinda su sonuclar elde edilmistir: 11,5 ve 12,5 giinliik
embriyonik gelisme doneminde Adhl adrenal hiicrelerinde kuvvetli ve yaygin bir
sekilde ekspresyon gostermistir. Bu donemlerde Adhl geni bu hiicrelerin yani sira
bobrek hiicrelerinde de ekspresyona ugramistir. 14,5, 15,5 vel6,5 giinliik embriyonik
gelisme donemlerinde adrenal gland da ekspresyon goriilmiistiir (Haselbeck and Duester
1998). RNA in situ hibridizasyon yontemiyle farede 12,5 ve 15,5 giinliikk embriyonik
gelisme donemleri ve P75 postnatal donemde yapilan ¢calismada Adhl geni i¢in ureterde
12,5 giinliikte zayif, 15,5 giinliikte kuvvetli ekspresyon, ayni zamanda bladderde
(mesane) kuvvetli ekspresyon goriilmiistiir (Mitchell et al. 2006). In situ hibridizasyon
yontemiyle 14,5 giinliikk farede yapilan bagka bir calismada Adhl’in adrenal gland,
akciger mezenkimi ve nazal epitelyumda ekspresyona ugradigi tespit edilmistir
(Cankaya et al. 2007). Adh1’in Cankaya et al. (2007) ve grubu tarafindan yapilan 14,5
giinlik fare embriyosu sonucu g¢aligmalarimizda kullanildi ve bu ¢alismada merkezi
sinir sistemi, karaciger ve cranial bezinde kuvvetli diger yerlerde zayif olarak

ekspresyon oldugu tespit edilmistir.

Alkol dehidrogenaz 7 (IV. sinif), sigma polipeptid (Adh7) enzimi incelendiginde; RT-
PCR yontemi kullanilarak yapilan bir ¢calismada yetiskin fare karacigerinde Adh7’nin
ekspresyonu belirlenirken beyinde tespit edilmemistir (Rout and Armant 2002).
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Northern blot analizi yontemi kullanilarak 14 fakli yetigskin fare dokusunda yapilan
calismada ise Adh7 i¢in yiiksek seviyede mide mukozasinda; orta seviyede goz, timus,
cilt, overde; ¢ok diisiik seviyede de beyin, spinal kord, dalak, kalp, bobrek ve testislerde
ekspresyon belirlenmistir. Farede Adh7 i¢in in situ hibridizasyon ¢aligmasi yapilarak
over, cilt, timiis, goz ve midede yiiksek seviyede ekspresyon gosterdigi belirlenmistir
(Zgombic-Knight et al. 1995). In situ hibridizasyon yontemiyle yapilan bagka bir
calismada fare embriyo ve yetiskin dokularindaki Adh izoenzimlerinin ekspresyon
calismasi yapilmis ve Adh7 geninin embriyoda adrenal gland, nazal epithelyumda;
yetigkin farede 6zafagus epitelyum hiicrelerinde, epididim, testis, adrenal korteks ve
midede ekspresyona ugradigi belirlenmistir. Ayrica Adh7’nin, 10,5, 11,5, 14,5, 16,5
giinliilk embriyo doneminde ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Ang et al. 1996).
Yapilan baska bir ¢aligmada ise embriyonik ve yetigkin fare adrenal gland (bobrekiistii
bezi) bolgesinde in situ hibridizasyon yontemiyle Adh genlerinin ekspresyon caligmalari
yapilmistir. Adh7 geninin 16,5 giinliilk embriyonik gelisme déneminde ve yetiskin
farede adrenal glandda ekspresyonu goriiliirken, bobrek tiibiillerinde ekspresyonu
goriilmemistir  (Haselbeck et al. 1997). Farede Adh7 geni igin yapilan
imminohistokimya ¢alismasinda da 11,5 ve 12,5 giinliik embriyonik gelisme doneminde
adrenal hiicrelerinde zayif ekspresyon gosterdigi belirtilmistir (Haselbeck and Duester
1998). Radyoaktif oligoniikleotid in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak yetigkin ve
embriyo donemindeki (E9,5-E19,5) Adh7 enzim geni icin yapilan ekspresyon
calismalarinda Adh7 geninin 15,5 giinliikte olfaktori epitelyumda; 19,5 giinliikte adrenal
gland, olfaktori epitelyum, konjunktival epitelyum, epidermis ve sag folikiillerinde; orta
seviyede de korteks hiicrelerinde ekspresyona ugradigi goriilmiistiir. Yetiskin farede de
olfaktori epitelyumda ve epidermisde zayif ekspresyon rapor edilmistir (Westerlund et
al. 2005). Yaptigimiz caligmalar incelendiginde, yaygin ve genel olarak tiim dokularda

kuvvetli bir sekilde ekspresyon oldugu tespit edildi.

Alkol dehidrogenaz 4 (II. sinif), pi polipeptid (Adh4) ile yapilmis olan oligonukleotid in
situ hibridizasyon c¢aligmasinda farede dil epitelyumu, 6zafagus ve midede gastrik
mukozada ekspresyon oldugu belirtilmigtir (Westerlund et al. 2007). Farede yapilan

baska bir in situ hibridizasyon ¢alismasinda 6,5-8,5 giinliikk embriyonik gelisme
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donemindeki ekspresyon profilleri karsilastirilmis ve Adh4 enziminin 6,5 giinliikte
ekspresyona ugramadigi, 7,5 giinliikkte primitif mezoderm, 8,5 giinliikte primitif
mezoderm ve granial (kafatasi) mezenkimde ekspresyona ugradigi belirtilmistir (Ang
and Duester 1997). Adh4 ile yapilmis olan diger bir in sifu hibridizasyon ¢aligmasinda
da 14,5 giinliik fare embriyosunda olfactori sogancigi, bagirsaklar, merkezi sinir sistemi,
karaciger ve cranial bezinde kuvvetli, diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu

goriilmiistiir (Visel et al. 2004).

Alkol dehidrogenaz 5 (III. smif), chi polipeptid (AdhS) enzimi incelendiginde, in situ
hibridizasyon yontemiyle fare embriyo ve yetiskin dokularinda yapilan ekspresyon
calismasinda Adh5’in embriyo ve yetiskin fare dokularinda diisiik seviyede, 10,5, 11,5,
14,5, 16,5 giinliik embriyo doneminde ekspresyona ugradigi rapor edilmistir (Ang et al.
1996). Radyoaktif oligoniikleotid i situ hibridizasyon yontemi kullanilarak yetigkin ve
embriyo donemindeki (E9,5-E19,5) farede Adh5 geni i¢in yapilan ekspresyon
calismasinda 13,5 giinliik donemde zayif ve her yerde yaygin ekspresyon gosterdigi
tespit edilmigtir (Westerlund et al. 2005). Calismamizda ortaya ¢ikan ekspresyon
sonuclarinda ise On beyin, orta beyin, pons, medulla, karaciger, akciger, spinal kord,
timus, pankreas, bobrek, adrenal bezi, cilt ve bagirsaklarda ekspresyona ugradigi tespit

edildi.

Aldehit dehidrogenaz 2, mitokondrial (Aldh2) enzimi i¢in Northern blot analizi ile
yapilan ¢aligmada farede karacigerde yiiksek seviyede, bobrekte diisiik seviyede oldugu
belirtilmistir (Chang and Yoshida 1994). Aldh2 geni i¢in RT-PCR yo6ntemi kullanilarak
yapilan diger bir caligmada ise yetiskin fare karacigerinde ekspresyona ugradigi rapor
edilmektedir (Rout and Armant 2002). Elde edilen bulgular incelendiginde bu genin
karaciger ile beraber merkezi sinir sistemi ve cranial bezinde kuvvetli diger yerlerde

zayif olarak ekspresyona ugradigi tespit edildi.

Aldehit dehidrogenaz 3. aile, A2 alt aile (Aldh3a2) geni i¢in yapilmis olan ekspresyon
analizleri incelendiginde, RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada yetigkin fare

karacigerinde ve beyinde korneal Aldh (Aldh3) geninin ekspresyona ugradigi tespit
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edilmistir (Rout and Armant 2002). Calismamizda ortaya ¢ikan ekspresyon sonuglarinda
ise adrenal bezi, retina, merkezi sinir sistemi, karaciger, bobrek, orta kulak, yiiz
kikirdaklar1 ve cranial bezinde kuvvetli, diger yerlerde zayif olarak ekspresyon oldugu

goriildil.

Aldehit dehidrogenaz 9, Al alt aile (Aldh9al) i¢in bu enzimin aktivitesinin insanda
karaciger, adrenal gland ve bobreklerde ¢ogunlukta oldugu, bu gen icin yapilmis olan
Northern blot ¢alismasinda da karaciger, bobrek, iskelet kasi, kalp, beyin, pankreas,
akciger, plasentada ekspresyon oldugu rapor edilmistir (Vaz et al. 2000). ISH
sonuglarimizi inceledigimizde kaslar, akciger, bobrek, bagirsaklar ve sinir sisteminde
cok daha belirgin olmak tizere tiim dokularda ekspresyon oldugu goriildii. Goriildiigi

gibi sonuglar bu ¢aligmayla ortlismektedir.

Alkol dehidrogenaz 1.aile, iiye B1 (Aldh1b1) geni i¢in radyoaktif oligoniikleotid in situ
hibridizasyon yontemi kullanilarak yetiskin ve embriyo donemindeki (E9,5-E19,5)
farede yapilan caligmada Aldhl geninin mezensefalik (orta beyine ait) dopamin ndéron
hiicrelerinde kuvvetli ekspresyona ugradig: rapor edilmektedir (Westerlund et al. 2005).
RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan baska bir calismada da yetigkin fare
karacigerinde; Aldhl geninin ekspresyona ugradigi tespit edilmistir (Rout and Armant
2002). Elde edilen verilere gore medulla, adrenal bezinde kuvvetli, diger dokularda

zay1f ekspresyon oldugu goriildii.

Visel et al. (2004) ve grubu tarafindan aldehit dehidrogenaz 7.aile, iye Al (Aldh7al)
geninin RNA in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan analizinde 14,5 giinliik fare
embriyosunda yaygin ve kuvvetli olarak tiim dokularda ekspresyona ugradigi

belirtilmistir.

Cozlinmiis tasiyict 27.aile (yag asit tasiyici), iiye 5 (Slc27a5) icin yapilmis olan
ekspresyon analizleri incelendiginde; Western blot teknigi kullanilarak yapilan bir
calismada E18,5 ve yetiskin fare de FATP ailesi iiyelerinin ekspresyonlarina bakilmis

ve bu protein ailesinin bir liyesi olan FATPS5/SIc27a5 geninin her iki evrede de
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ekspresyon gostermedigi belirtilmistir (Schmuth ez al. 2005). RT-PCR yontemi
kullanilarak 10,5-18,5 giinliik fare embriyosunda yapilan baska bir calismada ise
FATP5/SIc27a5 geninin ekspresyona ugramadigi rapor edilmistir (Schaiff et al. 2007).
Bizim sonuglarimizda da ayni sekilde ekspresyonun olmadigi tespit edildi ve bu sonug

yapilmis olan ¢aligmalar ile ortiismektedir.

Hidoksiagil-koenzim A dehidrogenaz/3-ketoacil-koenzim A tiyolaz/enoil-koenzim A
hidrotaz (licfonksiyonlu protein), beta altbirimi (Hadhb) geni hakkinda her hangi bir
literatlire rastlanmamistir. ISH sonuglarimizda ise karaciger, 6n korteks, bobrek, yiiz

kaslari, bagirsaklarda ekspresyon oldugu goriildii.

Asetil-koenzim A agciltransferaz 1B (Acaalb) literatiirde ekspresyonla ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. ISH sonuglarimizi inceledigimizde zayif olarak akciger,

karaciger ve sinir sisteminde ekspresyon oldugu tespit edildi.

Asetil-koenzim A agiltransferaz 2 (mitokondrial 3-oksoacil-koenzimA tiyolaz) (Acaa2),
geninin RNA in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan analizinde 14,5 giinliik fare
embriyosunda merkezi sinir sistemi, mide, karaciger, 6zafagus, kroid pleksusda c¢ok
daha belirgin olmak {izere tiim dokularda ekspresyona ugradigi belirtilmistir (Visel et

al.2004).

Visel et al. (2004) ve grubu tarafindan retinol dehidrogenaz 14 (Rdh14; EC:1.1.1.-])
geninin RNA in situ hibridizasyon yontemiyle yapilan analizinde 14,5 giinliik fare

embriyosunda ekspresyona ugramadig goriilmiistiir (Visel ef al.2004).

Tinol dehidrogenaz 13 (Rdh13; EC:1.1.1.-]) geni ile yapilmis olan in situ hibridizasyon
calismasinda 14,5 giinliik fare embriyosunda merkezi sinir sistemi, dorsal kok bezi ve

cranial bezinde ekspresyon oldugu tespit edilmistir (Visel ef al.2004).
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Sonug olarak; bu tez kapsaminda asagidaki bulgular elde edilmistir:

1. Kolesterol ve safra asitleri metabolizmasi sentezinde gorev alan bazi enzimlere ait

genler gen bankasindan bulunarak, bu genler i¢in spesifik primerleri dizayn edildi.

2. Bu primerler ile cDNA problar1 ve bu problar ile antisens mRNA’lar iiretildi.

3. In situ hibridizasyon teknigi ile bu genler igin ekspresyon analizi yapildi.

4. Ekspresyon sonugclar1 taranarak bilgisayar ortamina (www.genpaint.org) aktarildi.

5. 14,5 giinliik fare embriyosunda bulunan kolesterol ve safra asitleri metabolizmasi
sentezinde yer alan bazi enzim genlerinin mRNA diizeyinde nerede ekspresyon

olduklar tespit edildi.

6. Kolesterol sentezinde yer alan Mvd, Fdps, Fdftl, Sqle, Sc4mol, Sc5d genleri; safra
asitleri sentezinde yer alan Srd5a2, Cyp7al, Hadhb, Acaalb genlerinin ekspresyonlari
hakkinda literatiirde detayli bir ¢alismaya rastlanmadi ve bu genlerin 14,5 giinliik fare
embriyo dokularinda in situ hibridizasyon c¢alismalar1 ilk kez tarafimizdan

gergeklestirildi.

7. Kolesterol sentezinde yer alan Hmgcr, Pmvk, Ggpsl, Lss, Cyp51, Tm7sf2, Hsd17b7,
Ebp, Dher7 genleri ve safra asitleri sentezinde yer alan Cel, Lipa, Soat2, Cyp27al,
Adhl, Adh7, AdhS, Aldh2, Aldh3a2, Aldh9al, Slc27a5 genlerinin ekspresyon sonuglari

literatiirde yer alan ekspresyon ¢aligmalari ile ortlismektedir.
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