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OZET

Doktora Tezi

FARE GENOMUNDA BULUNAN GLUTAMAT METABOLIZMASI
GENLERININ ¢cDNA'LARININ URETIiLMESI VE IN SIiTU

HiBRIDIiZASYONU ILE GEN EKSPRESYON ANALIiZI
Murat CANKAYA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Glnilimiizde canliya ait genlerin ¢ogunlugunun sekanslarinin bulunmasi, bir¢ok soruyu da
beraberinde getirmistir. Bunlardan biri de canli genomunda bulunan genlerin
fonksiyonlarini nasil gosterdikleridir. Coklu bilesenleri ihtiva eden diizenleyici metabolik
agin anlasilmast i¢in her bir bilesenin ekspresyon zamaninin ayrintilt bir sekilde
bilinmesi ile ileri bir derecede gelismesine sebep oldugunu gdstermistir. Genlerin
ekspresyon yeri ve zamanini belirlenmesi igin farkli teknikler gelistirilmistir. Bunlardan yaygin
olarak kullanilanlardan bir tanesi in situ hibridizasyon’dur. In situ hibridizasyon gen
ekspresyonu igin giiglii bir tekniktir ve organizma ve organlar bulunan hiicreler lizerinde yapilan
gen ekspresyonlarinda yiiksek ¢oziintirliikte bilgi saglar.

Bu ¢alismada glutamat metabolizmasinda gorev alan enzim genlerinden Nagk, Gnpnatl,
Gfptl, Ppat, Nadsynl, Qars, Cad, Cpsl, Gls, Gls2, Glul, Eprs, Ears2, Aldh4al, Glud1, Gotl,
Got2, Gpt2, Gptl, Aldh5al, Gsr, Gss, Gelm, Gele, Gadl, Gad2, Abat ve Gmps secildi. Bu
enzim genleri icin spesifik primerler yapildi. Daha sonra bu spesifik primerler
kullanilarak spesifik cDNA kaliplar1 hazirlandi. cDNA kaliplar: ile antisens mRNA’lar
tiretildi. Bu antisens mRNA’lar kullanilarak;12.5, 14.5 ve 15.5 giinliik fare embriyolar1
ve yetigkin fare beyni (P56) lizerinde in situ hibridizasyon yapildi. Ekspresyon sonuglari
otomatik bir mikroskopta incelenerek degerlendirmeler yapildi ve internet ortamina
aktarildi.

2008, 99 sayfa

Anahtar Kelimeler: /» situ hibridizasyon, nRNA, cDNA



ABSTRACT

Doctora Thesis

c¢DNA’S PRODUCTION OF GLUTAMATE METABOLISM GENES IN MOUSE
GENOME AND ANALYSIS OF GEN EXPRESSION BY IN SITU HY BRIDIZATION

Murat CANKAYA

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

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Nowadays, sequences analysis of numerous genes which contain different organism has been
identified. These results led to arise various questions. One of these, how genes which expressed
living genome exhibits functions. Many examples demonstrate that an understanding of
regulatory networks consisting of multiple components is significantly advanced by a detailed
knowledge of the spatiotemporal expression pattern of each of the components. Investigation of
expression time and place of genes has been developed different techniques. One of the
common using techniques is in situ hybridization. In sifu hybridization (ISH) is one of the
powerful methods for gene expression, and provides high-resolution information on gene
expression in cells where is located in the organs and organisms

In this study, gene of enzymes that have function in glutamate metabolism (Nagk, Gnpnatl,
Gfptl, Ppat, Nadsynl, Qars, Cad, Cpsl, Gls, Gls2, Glul, Eprs, Ears2, Aldh4al, Gludl1, Gotl,
Got2, Gpt2, Gptl, AldhS5al, Gsr, Gss, Gelm, Gele, Gadl, Gad2, Abat and Gmps) was selected.
Specific primers were arranged for these enzymes. Then specific cDNA templates were
prepared with these specific primers. Antisense mRNAs was produced with specific cDNA
templates. /n situ hybridization which was used these antisense mRNAs on 12.5, 14.5, 15.5 days
mouse embryos and adult mouse brain (P56) was made. Automated microscopic scanning of

gene expression data were investigate and these results were transferred in internet

2008, 99 pages
Keywords: /n situ hybridization, nRNA, cDNA
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1. GIRIS

1.1 Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu, canlilarda bulunan DNA’nin i¢erdigi genetik bilginin kullanilmasidir.
Gen molekiiler manada, fonksiyonel bir {iriin; rRNA (ribozomal RNA), tRNA (transfer
RNA) ve polipeptit sentezini kodlanmasinda rol alan DNA dizisi olarak tanimlanabilir.

Normal hiicrelerde genetik bilginin akis1

Transkripsiyon_ Translasyog p

DNA RNA rotein

yoniindedir.

Canlilarda, mRNA’dan proteinlerin sentezlenmesi basamagi yani transkripsiyon genetik
ifadenin denetlenmesi ve diizenlenmesindeki en 6nemli basamaktir. Tek veya cok
hiicreli canlilarda her proteine ihtiyaglar farkli diizeydedir. Ayni canlida bulunan
hiicrelerden bir kismi belirli proteine ihtiya¢ duyarken digerlerinin ayni proteine ihtiyaci
yoktur. Bu mekanizma genetik seviyede diizenlenme ile olur bu da DNA diizeyinde
ilgili genin baskilanip veya aktif hale gelmesi ile saglanir (Klug ef al. 2002; Turner et
al. 2004; Lewin 2004).

RNA polimeraz tarafindan RNA sentezlenirken, RNA polimerazin sigma alt birimleri
direkt olarak genin promotor bolgesine baglanir. RNA polimeraz reaksiyona baslamasi
i¢cin niikleosit trifosfatlara ihtiya¢ vardir. RNA polimeraz DNA polimerazlar gibi bir
kaliba ihtiyact duymazlar. RNA polimerazin baglanmasinda cesitli faktorler vardir.
Bunlar DNA’daki konsensus dizilerdir ki cesitli genlere RNA polimerazin etkin
baglanmasini saglayan dizilerdir. Baska bir faktor ise gen ifadesi diizeyinde Onemli
degisikliklere neden olan RNA polimerazin farkli promotorlara baglanmasindaki
farkliliklardir. Promotor dizisindeki farkliliga bagli olan bu baglanma farklilig
promotor giicii olarak tanimlanir (Klug ef al. 2002; Turner et al. 2004; Lewin 2004).



Prokaryotlarda transkripsiyonun diizenlenme mekanizmasi "operon" modeliyle
aciklanirken, ¢ok hiicreli dkaryotlarda ¢cok daha karmasik ve bir¢ok faktoriin rol aldigi
bir olaydir. Aslinda bir gen yapisi, transkripsiyonunu diizenleyen "transkripsiyon
elementlerini (TE)" de i¢ginde bulundurur. Promoterler, RNA polimerazlari baglayan ve
transkripsiyonun baglangi¢ noktasini belirleyen; transkripsiyon elementleri ise,
transkripsiyon faktorleri (TF) adi verilen ¢esitli proteinleri baglayarak transkripsiyon
hizim1 diizenleyen DNA {izerindeki dizilislerdir. TE'ler 6karyotik protein genlerinde +1
noktasindan 6nce, mRNA kodlayan dizilislerinden sonra ve hatta bu dizilislerin i¢indeki
intronlar da bile yer alabilir. Bazen TE, promoter bdlgeden binlerce baz otede
bulunabilir ve daha baska genlerin kontroliinde de rol oynayabilir. TE'ler; baz1 hormon
ve sinyallere cevabin (HRE-hormone response element), transkripsiyonun
hizlandirilmasinin (enhancers) ve yavaslatilip, baskilanmasinin (silencers, repressors)
diizenlendigi DNA bolgeleri olarak siniflandirilabilir. Bu bélgelere, hormon-reseptor
komplekslerinin de aralarinda bulundugu, birbirinden farkli yapida olan ve farkl
sekillerde aktiflestirilen yiizlerce ¢esit transkripsiyon faktorlerinden bir veya birkagi
baglanarak, okaryotik genetik ekspresyonu diizenler (Klug et al. 2002; Turner et al.
2004; Lewin 2004).

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 agikliga kavusturulan ilk operon E.coli'deki laktoz operonudur
(lac operon). E.coli, karbon kaynagi olarak laktozu kullanabilir. Bu sekerin
metabolizmasinda rol alan en 6nemli enzim, laktozu galaktoz ve glukoza hidrolizleyen
B-galaktozidaz’dir. Laktozlu bir ortamda yasayan bir E.coli hiicresi bu enzimden
binlerce molekiil ihtiva eder. Karbon kaynagi olarak gliserol veya glukoz gibi baska
bilesikleri kullanan bakterilerde B-galaktozidaz molekiillerinin sayis1 ¢ok daha azdir.
Yani B-galaktozidaz indiiklenebilir bir enzimdir. Bu enzim ile birlikte, ayn1 gen
tarafindan galaktosit permeaz ve tiyogalaktosit transasetilaz enzimleri de sentezlenir.

Permeaz, laktozun bakteri hiicresi membranindan geg¢isini saglayan bir transport proteini



iken, transasetilaz farkli bir fonksiyona sahiptir (Klug et al. 2002; Turner et al. 2004;
Lewin 2004).

E.coli’de bu enzimlerin fizyolojik indiikleyicisi olarak laktozun transglikasyonu ile
olusan allolaktoz gdrev yapmaktadir. Bu bilesigin olusumu indiiksiyon 6ncesi hiicrede
mevcut olan az miktarda B-galaktozidaz molekiilleri tarafindan katalizlenmektedir.
Yapilan ¢aligmalar izopropiltiyogalaktosid (IPTG) gibi metabolize olmayan bazi
bilesiklerin de indiikleyici oldugunu goéstermistir. S6z konusu olan laktoz operonunun
genetik elemanlarini bir regiilator (diizenleyici) gen, bir operatdr gen ve bir seri yapisal
genler olusturmaktadir. Regiilator gen, operator genle etkilesebilen ve protein yapisinda
molekiil olan bir represdr meydana getirir. Operator gen kontrol ettigi yapisal genlerin
bitisiginde bulunur. Represér proteinin operatdr gene baglanmasi sonucu yapisal
genlerin transkripsiyonu engellenir. Operatdr gen ve beraberindeki yapisal genlere bir
arada operon adi verilir. Ayrica RNA polimerazin baglanmasi iginde bir promoter
bolgesi vardir. IPGT gibi indiikleyici bilesikler represdre baglanarak onun operator
genle etkilesmesini Onler. Bu durumda da yapisal genler sozii edilen ii¢ enzimi
sifreleyen bir mRNA molekiiliine ¢evrilir (Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002;
Lehninger et al. 2005; Keha et al. 2005).

Prokaryotlaradaki baska bir operon ise TRP (triptofan operonu)’dur Bu operon triptofan
sentezini yapan bes yapisal geni sifreler. Bes enzimin kodlamasinda kullanilan
transkript, bir tane promotor (Pyp) ve bir operon (Oyp) bolgesi kullanilarak sentezlenir.
Operon, trp promotor ve trp operator yerlerine bagli olarak sentezlenen 7 kb transkripti
yapan tek transkripsiyon iinitesini sifreler. Triptofan i¢in degisen gereksinime
bakterilerin hizla yanit vermelerini saglayan bu transkripsiyon tarzinin RNA {iriinii ¢ok

kararsizdir.
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protein aktivite kazanamaz ve transkripsiyon baslar. (c) Triptofan varken baskilayici
proteine triptofan baglanarak operon bolgesine bu kompleks baglanarak transkripsiyon
engellenir. Trp operon gen iiriinli olan trp baskilayici, 6zellikle trp operonun operator
bolgesi ile etkilesime girer. Trp baskilayicist baglanma bdlgesini olusturan simetrik

operatdr sekansi, -21 ve +3 bazlar1 arasinda #rp promotor sekansi ile ortiisiir. Oz



baglanma bolgesi 18 bp’lik bir palindromdur. TRP baskilayicisina triptofan baglanir ve
sadece triptofan ile kompleks yaptigindan operatdre baglanabilir. Ortamda triptofan
yoksa represor proteine baglanip konformasyonu degistirecek triptofan olmadigindan
operator bolgeye baglanamaz. Represor proteinin operator bolgeye baglanamamasindan
dolay1 yapisal genler sifrelenerek sonugta triptofan sentezinden sorumlu 5 enzim
sentezlenmis olur. Okaryotlarda ise durum prokaryotlardan tamamen farklidir.
Okaryotlar organel yapilarini barindirdiklarindan transkripsiyon ve translasyon hiicrenin
farkl1 bolgelerinde olur. Ama bu iki olay ayni zamanda olmaz. Ancak prokaryotlarda
organel olmadigindan transkripsiyon ve translasyon ayni yerde ve es zamanli
gerceklesir. Genlerin diizenlenmseinde prokaryotlar ile 6karyotlar arasindaki en 6nemli
0zelliklerden birisi de okaryotlar ekzonlarla birlikte intronlar1 da icermeleridir (Klug et

al. 2002; Turner et al. 2004; Lewin 2004).

1.2. Gen Ekspresyon Analizi

Cok hiicreli bir canlida bulunan biitiin hiicreler ayn1 genetik metaryeli icerir. Ancak
biitiin hiicrelerin ve o canli i¢in yasamin degisik evrelerinde ihtiyaglar1 farkh
oldugundan igerdikleri genetik bilginin sadece kendi durumlarina uygun olan kismini
kullanirlar. Yani karacigerde piruvattan glukoz sentezlenirken, beyin ve kaslarda bu
tiretilen glukoz kullanilir. Bagka bir 6rnek ise yetisme ¢aginda olan bir ¢gocukta biiylime
ile ilgili genler kendi mRNAlar ile proteinlerin sentezlenmesini saglarken yetigkin bir
canlida bu genler baskilanmaktadir (Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002; Lehninger et
al. 2005; Keha et al. 2005).

Gen ekspresyonu; Northern analizi, Rnaz koruma 06l¢timleri, gen arrayleri, RNA in situ
hibridizasyonu, DNA ile yapilan southern blot ile protein seviyesinde yapilan Western
blot ve immunohistokimya gibi metodlar1 ihtiva eden ¢ok c¢esitli tekniklerle
incelenebilir. Bir genin ne zaman, nerede ve ne kadar ekspresyona ugramasi,
transkripsiyonal ve translasyonal regiildssyona, mRNA ile protein transferine ve gen
tirtinlerinin yarilanma omiirlerine baglidir. Genis bir genom skalas lizerinde ekspresyon

haritalarin1 belirlemek i¢in teknolojiler gelistirmek i¢in cok gayretler sarfedilmektedir.



En yaygin bir teknolojik metot mikroarraylardir; bu metotta DNA’lar1 temsil eden
binlerce genler inert bir ylizey lizerinde noktalar halinde dizilirler (Klug et al. 2002,
Turner et al. 2004; Lewin 2004).

RNA in situ hibridizasyonu sistematik olarak 1980’lerin ortasindan itibaren
kullanilmaktadir. Bu metodun temel prensibi basittir; dokular veya dokularin bir kismu,
isaretlenmis sentetik DNA veya isaretlenmis antisens RNA problar ile muamele edilir.
Doku igerisindeki mevcut sens mRNA, prob ile hibridizasyona ugrar; daha sonra
otoradyografi veya immunohistokimya gibi belirleme reaksiyonlart ile transkriptin doku
ve selliiler lokalizasyonu ortaya ¢ikarilir. RNA in situ hibridizasyonu i¢in ¢alisilacak
dokunun veya canlinin bilytikliigli cok 6nemlidir. Bunun i¢in eger kullanilacak 6rnek
biiylik ise parcalanarak veya kesilerek incelenebilir. Ayrica incelenecek canli i¢inde her
bir embriyonik evrede veya dokularda da calisilabilir. Buradaki amag arastirma ne
lizerine yapilacaksa ona gore kullanilacak kesitler ayarlamir. Ornegin, genelde fare
embriyosu veya farenin belirli kisimlarindan (fare beyni veya bobrek gibi) RNA in situ

hibridizasyon yapilabilir (Klug ef al. 2002; Turner et al. 2004; Lewin 2004).

Antikorlar, doku Orneklerinde proteinleri lokalize ve karakterize etmede
kullanilmaktadir. Prensip olarak proteinlerin antikor lokalizasyonu, RNA in situ
hibridizasyonuna tercih edilir; ¢linkii 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 kistmdan 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 farkliliklarina ek olarak temporal farkliliklar da vardir. Ritmik genler olan mPerl
ve mPer2, 24 saatlik bir ritimle yiiksek bir ekspresyonla bir periyodik harita i¢erisinde
ekspresyona ugrarlar. Bu siklik ekspresyon, karsilik gelen proteinlerde de gozlenir;
ancak protein pik ekspresyonu yaklasik 6 saathik bir fark ile mRNA’ya kiyasla
gecikmelidir. Bu yilizden spatiotemporal mRNA ile protein ekspresyon haritalari

arasinda farkli durumlar bulunmaktadir ve mRNA’ya dayali ekspresyon datalari



yorumlandiginda bu durum akilda tutulmalidir. Buna karsilik, bir hiicredeki 6zel bir
transkriptin varlhigi, karsilik gelen proteini sentezlemek i¢in potansiyelin var oldugunun
bilinmesi gerektigini vurgulamak gerekir (Klug et al. 2002; Turner et al. 2004; Lewin
2004).

Proteinlerden cok transkriptlere odaklanmamiz gereken kayda deger pratik sebepler
vardir. Antikor olusturmak hem zaman israfi hem de pahalidir. Ideal olarak dogru
posttranslasyonal modifikasyonlu olan protein, immunizasyon icin kullaniimak
zorundadir ve ayrica hayvanlar antiserum tiretimi i¢in gereklidir. Bununla birlikte
antikorlar igerisinde sadece bir fraksiyon, immunohistokimyasal lokalizasyon prosediirii
i¢cin uygundur. Antikorun bu teknik zorluklarma karsilik, RNA problarmin kullanim
cok kolaydir. Kismi gen sekansi bilindiginde, bunlar hemen in vitro reaksiyonlarla
basitce ve ucuz olarak sentezlenebilir. /n sifu hibridizasyon ve proteinlerin
immunolokalizasyonu birgok biyolojik alanda olaganiistii bilgiler saglar. Ornegin
normal ve mutant embriyonlarda gen ekspresyon harita analizleri, embriyonik
gelismenin biitiin sathalarini ortaya ¢ikarmaktadir. Aymi sekilde bir¢ok bilesen ihtiva
eden diizenleyici metabolik agin anlasilmasi i¢in, herbir komponentin ekspresyon
zamaninin ayrintili bir sekilde bilinmesi 6nemli bir avantaj saglar (Albrecht et al. 1998;
Gassen et al. 1999; Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002; Lehninger et al. 2005; Keha et
al. 2005).

Bir¢ok bilesen ihtiva eden diizenleyici metabolik agin anlasilmasi icin, herbir
komponentin ekspresyon zamaninin ayrintili bir sekilde bilinmesi 6énemli bir avantaj
saglar. Gen ekspresyon oOrnekleri, RNA in situ hibridizasyonu ile kolaylikla
belirlenebilir (Albrecht 1998). Gen ekspresyonu ile hastaliklarin patogenezinin daha
ileri derecede anlagilmasina ve yeni tedavi imkanlarinin gelistirilmesine c¢ok biiyiik
katkilar1 olacaktir. Ornegin Down sendromu olarak bilinen trisomi 21 ile ilgili
calismada, kromozom 21 (insan) genlerinin tiim bilgilerinin ekspresyon ile
aciklanmasinda biitiin veya kismi doku pargalarinda RNA in situ hibridizasyonu
kullanilmigtir. Risomi 21 fenotiplerinin etkilerini igeren belli dokularin ekspresyonu

gozlenmistir (buradaki dokular merkezi sinir sistemi, kalp ve ayaklardir). Down



sendromunun patojenetik mekanizmas1 ve genetik fonksiyonunun agiklanmasi
dogrultusunda insan kromozomunun tamaminin ekspresyon atlasinin ¢oziilmesi ¢ok

onemli bir adimdir (Reymond ef al. 2002).

1.3. Gen Klonlama

Gen klonlama giinlimiizde bir¢ok proteinin elde edilmesi bu proteinlerin
sifrelenmesinde kullanilan genlerin bagimsiz olarak kopyalanmasinda kullanilmaktadir.
Bu elde edilen DNA’larda rekombinant DNA teknolojisi kullanilmaktadir. Bu teknoloji
ile hormonlar, pihtilagsma faktorleri, yiyeceklerin korunmasini saglayan enzimler ve
asilar tretilebilmektedir. Ayrica DNA’larin sekanslanmasi ile de protein sekanslarinin
elde edilmesi, mutasyonlarin tanimlamasi, gen tedavisi ve benzeri birgok alanda
yardimci olmaktadir. Bu teknoloji bakteri ve viriislerle yapilan ¢aligmalarda gelistirilen
genetik tekniklerle kullanilmaktadir. Normal olarak birgok organizma proteinlerinin
veya diger bilesenlerinin incelenmesi, bu bilesenlerin az bulunmasinda dolay1 oldukga
zordur. Ayrica bu protein veya bilesenlerin hiicre i¢inde sentezlenmesinde kullanilan
genlerden bir veya iki kopya bulunmasindan dolayr klonlama giliniimiizde kullanilan

onemli bir tekniktir (Klug ef al. 2002; Turner et al. 2004; Lewin 2004).

Klonlama; spesifik bir genin veya ilgilenilen bir sekansi bulunduran genoma ait bir
fragmentin, uygun kosullarda kendiliginden replike olabilen, vektorlerlere bu yabanci
DNA parcalarinin transfer edilmesi ile sekansin ¢ogaltilmasi islemidir. Bu elde edilen
yeni DNA’ya da rekombinat DNA denir, ¢linkii rekombinat DNA, dogal olarak bir
arada bulunmasi miimkiin olmayan DNA molekiillerinin birlestirilmesi ile elde edilen
yeni kombinasyondur. Klonlamada dikkat edilmesi gereken belli kurallar ve yapilar
vardir. Bular sira ile asagidaki gibi agiklanabilir. Klonlanacak DNA’nin elde edilmesi,
bircok metodla DNA izole edilmektedir. Bu metodlardan baslicasi cDNA’dan veya
genomik DNA dan PCR yolu ile istenilen parcay1 elde edilmesidir. Elde edilen bu DNA
enzimlerle reaksiyona birakilarak istenilen fragmentler elde edilir (Klug et al. 2002;

Turner et al. 2004; Lewin 2004).



Enzimler; klonlamada bir¢ok enzim tiirii kullanilmaktadir. Bu enzimleri belli gorevlere
ayrilmaktadirlar. Bunlarin en basinda restriksiyon enzimleri gelmektedir. Yabanci DNA
fragmentlerinin bir plazmid vektor icine transferinde dsDNA’nin (gift zincirli DNA)
kesilmesi bu enzimlerle olur ve bunlar elimizde bulunan DNA dizilimini belli yerlerden
yapiskan uclu veya kiit uglu olarak keserler. Bu kesme islemini fosfo diester baglari
lizerinde yaparlar. Genelde bakterilerden izole edilen restriksiyon enzimleri DNA
molekiillerini 6zgiil dizilimlerinden taniyip keserler. Restriksiyon enzimi denilmesinin
sebebi bakteriye giren yabanct DNA’lar1 parcalayarak enfeksiyonlar: dnlemeleri veya
azaltmalarindan dolayr bu ismi almislardir. Ikinci olarak kullanilan enzimler ise
polimerazlardir; bunlar ise istenilen DNA dizilimine yeni niikleotidler ekleyerek
polimerlesmeyi yaparlar. Ugiincii grup ise ligazlardir. Bu enzim grubu ise lineer halde
bulunan dizilimde bulunan fosfat ve OH gruplarin1 fosfo diester bagi ile baglar; bu
enzimlerin disinda niikleazlar ile u¢ degistiricilerde vardir (Klug ef al. 2002; Turner et

al. 2004; Lewin 2004).

Vektorler; oncelikle vektorler klonlanacak DNA parcalarin tasiyicilaridir. Elde edilen
DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesiyle direkt bakteriye transfer edilemezler.
Bunun i¢in bu DNA’nin bir vektor ile birlestirildikten sonra hiicreye transfer edilebilir.
Ama bir DNA molekiiliiniin vektor olarak islev yapabilmesi i¢in kendisini ve tasidigi
DNA molekiiliinii bagimsiz olarak g¢ogalta bilmelidir. Vektor iizerinde restriksiyon
enzimlerinin tek bir noktadan kestigi bir¢ok enzim olmalidir. Kolaylikla izole edilebilir
olmalidir. Belli markirlara kars1 ayirt edebilme yetenegine sahip olmalidir. Genelde
konak hiicresi olarak da E.coli kullanilmaktadir. Burada DNA fragmenti ilk olarak
sentezlenip analizi yapilir. Ancak mayalar ile de biiylik fragmentler ¢alisilabilmektedir.
Klonlamada kullanilan ii¢ ¢esit vektdr vardir. Ik basta gelen plazmid vektorleridir.
Plazmidler ekstrakromozomal ve halkasaldirlar. Plazmitlerle kiiciik DNA fragmentleri
klonlanabilmektedir. Plazmid vektorleri bir tane antibiyotige direnclilik saglayan gen
icermelidirler ve replikasyonun bagladig1 yer olan orijin bdlgesini ile beraber klonlama
bolgesini de icermelidir. Bu klonlama bolgesi restriksiyon endoniikleazlarca kesilen
bolgeleri igerirler. Mini preparasyon ile plazmidler saflastirilabilir. ikinci olarak

bakteriyofajlar gelir. Bakteriyofaj ile E.coli’nin infeksiyona ve sonradan dizisi
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klonlanan DNA fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilabilir. Dogrusal 48.5 kb bir
genomunun Onemsiz kisimlart 23 kb kadar yabanci DNA ile yer degistirilebilir; lineer
viriis DNA’laridir ve ¢ogalmalar1 sonunda plaklar olustururlar. Uglarda 12 bp olusan
yapiskan cos (yapiskan) bolgeleri igerirler. Bu bolgeler asimetriktir. Cos uglart DNA’ya
hiicrede halkasal olmasina imkan tanir. Genomum merkez bdlgesinin biiyiik bir kismi
litik (replike olabilen) infeksiyon icin gerekli degildir ve farkli bir DNA fragmenti ile
yer degistirilebilir. Lamda fajlart DNA c¢alismalarinda ¢ok siklikla kullanilmaktadirlar
ve tiimii tanimlanmis, tiim genom haritast ¢ikarilmis ve niikleotid dizisi belirtilmistir.
Lamda yer degistirme vektoriinii klonlama yapmak icin faj DNA’s1, restriksiyon enzimi
ile iic pargaya boliiniir. Ardina klonlamak istenilen yabanci DNA ile birlestirilip,
ligasyon yapildiktan sonra olusan rekombinant DNA bakteriye transfer edilir. Son
olarakta kozmitler, YAC (maya yapay kromozom)’lar ve BAC (bakteriyel yapay
kromozom)’lar vektorleridir. Bu vektorlerden kozmitler 30.45 kb, YAC’lar 1mb ve
BAC’lar ise 350 kb kadarlik bir fragmenti iglerine alabilirler. Kozmitler E.coli
hiicrelerinin infeksiyonundan sonra plazmitler gibi replike ve sirkiilariize olan, 1 cos
bolgeleri ile baglanmis biiyilk DNA fragmentlerini paketlemek icin 1 paketleme sistemi
kullanilir. Baz1 kozmid vektorler iki tane cos boélgesine sahiptir (Klug et al. 2002;

Turner et al. 2004; Lewin 2004).

1.4. Glutamat metabolizmasi

Glutamik asit dogada en ¢ok bulunan amino asitlerdendir. insan ve farede esansiyel
degildir. Bu amino asit karboksil grubu, amino grubu hidrojene ilaveten R grubu olarak
fizyolojik pH’da negatif ytklii bir grup (COO ) ihtiva eder. Bundan dolay1 da asidiktir
ve fizyolojik pH’da amino asitler negatif yiiklii olduklarindan asit isimleri yerine anyon
isimleri ile anilirlar. Glutamatin R grubu olan karboksil {izerinden amid tiirevleri ise
yiiksiiz olup, NH;" iyonunun tasmnmasinda rol alir. Glutamin sentaz enzimi ile glutamat
glutamine doniislir. Viicutta sentezlenen amino asitlerin hepsi glikoliz yolu, sitrat
dongiisii ve pentoz fosfat yolundaki ara lriinlerden sentezlenirler; azot bu yollara
glutamat veya glutamin vasitasiyla girer. Glutamat, o-ketoglutarat ve amonyaktan

glutamat dehidrogenaz enzimi ile veya a-ketoglutarat ve bir bagska amino asitten
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aminotransferaz (transaminaz) enzimi ile sentezlenir. Glutamat canlilarda birgok farkl
metabolizma iginde yer almaktadir (Lodish ef al. 2001, Klug ef al. 2002, Lehninger et
al. 2005, Keha et al. 2005).

Amino asitlerin transaminasyon reaksiyonu; bir amino asidin amino grubunun bir keto
aside tasinmasi olayidir. Transaminasyon reaksiyonlarinin ¢ogunda reaksiyona giren
substrat ciftlerindeki substratlardan biri o-ketoglutarattir ki bu; reaksiyon sonunda
glutamata doniislir. Transaminasyon reaksiyonlari; prostetik grubu piridoksal fosfat
(PLP) olan transaminazlar (aminotransferazlar) tarafindan katalizlenirler. Bir
transaminasyon reaksiyonunu katalizleyen transaminaz; substrat ¢ifti olarak belirlenmis
amino asit ve a-ketoasit icin spesifiktir ki glutamattan amino grubunun piriivata
transferiyle alanin olusmasini katalizleyen alanin aminotransferaz Onemli bir
transaminazdir. Transaminasyon reaksiyonlari reversibildir; denge sabiti 1°dir;

reaksiyon hizi enzim ve substrat konsantrasyonuna baglidir.

aminotransferaz
Alanin + a-ketoglutarat =e============= Piruvat + Glutamat

Alanin transaminaz (Alt), (glutamate piruvat transaminaz (Gpt)) vb enzimler tarafindan
katalizlenen reaksiyon sonucunda olusan {iriinlerden glutamat, deaminasyon reaksiyonu
icin bir glutamat havuzunda toplanir. Amino asitlerin deaminasyon reaksiyonu, amino
asitlerdeki amino grubunun amonyak seklinde ayrilmasi olayidir. Amino asitlerin
deaminasyonu, oksidatif veya oksidatif olmayan sekillerde olabilir. Glutamatin oksidatif

deaminasyonu, karaciger hiicreleri ve biitiin doku hiicrelerinde mitokondriyal bir enzim

+ +

olan ve koenzim olarak NAD veya NADP gerektiren glutamat dehidrogenaz
tarafindan katalizlenir; reaksiyon sonunda amonyak aciga c¢ikarken o-ketoglutarat
olusur. Glutamat dehidrogenaz, kompleks ve allosterik bir enzimdir; ATP, GTP ve
NADH tarafindan inhibe edilir; ADP tarafindan aktive edilir (Lodish et al. 2001; Klug
et al. 2002; Lehninger et al. 2005; Keha et al. 2005).
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Diger bir amino transferaz amino asitlerin amino grububunun uzaklastirlmasinda gérev
alan Aspartat aminotarnsferaz (Ast) diger ad1 ile glutamat-okzalasetat transaminaz (Got)

enzimidir agagidaki gibi reaksiyonu katalizler,

aminotransferaz
Glutamat + a-ketoglutarat —============m== Okzalasetat + Aspartat

Bu reaksiyonun katalizledigi reaksiyon diger aminotransferazlardan farkli olarak
glutamat olusumu yoniinde degil de aspartat olusumu yoniindedir. Bu enzimin
katalizorliigiinde amino asit katabolizmasi sirasinda amino gruplarini glutamattan
okzalasetata transfer eder ve olusan aspartat bir azot kaynagi olarak iire dongiisiine girer

(Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002; Lehninger et al. 2005; Keha et al. 2005).

Glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptitdir. Glutatyon, biitlin
hiicrelerde yiiksek miktarlarda bulunur ve bir redoks tampon tiirli olarak diisiiniilebilir.
Glutatyon, gerek prokaryot gerekse Okaryot hiicrelerde, hiicre igi serbest siilthidril
gruplarinin biiyiik bir boliimiinii olusturan ve en 6nemli (protein yapisinda olmayan)
tiyoldiir. Okside ve rediikte olmak iizere iki formda bulunur. Glutatyon, hiicrede ATP
gerektiren iki ardigik reaksiyon ile sentezlenir. Bu reaksiyonlari (y-glutamil sistein
sentetaz (y-GSS) ve glutatyon sentaz (GS)) enzimleri katalizler. indirgenmis glutatyon
enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona (GSSG) doniisiir.
Glutatyan yapisinda bulunan — SH gruplan ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine
kars1 hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi
metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gorevlerinden
bazilar1 sunlardir: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iirlinlerinin inaktivasyonu,
hemoglobin ve sperktrin gibi membran proteinleri ve g¢esitli enzim proteinlerinin tiyol
gruplarinin korunmasi, DNA ve protein sentezi, aminoasit transportu. Indirgenmis
glutatyon antioksidatif reaksiyonlarda 6nemli goérevler yaptigi i¢in oksidasyona sebep
olan serbest radikaller ile reaktif oksijen iiriinlerinin ve de metabolizmadaki rollerinin
bilinmesi gerekir (Mistra et al. 1998, Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002; Lehninger et
al. 2005; Keha et al. 2005).
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Glutatyon hayvansal dokularda amino asitlerin hiicre i¢i taginmasinda gorev alir. Burada
y-glutamat transferaz enzimi katalizorliigiinde amino asit glutatyona baglanir ve tasima

islemi bittikten sonra sitozolde bulunan belli enzimlerce tekrardan aktif hale getirilir.

Amino asitlerin en biiylik kisminin amino gruplari, en sonunda transaminasyon sonucu
a-ketoglutarata tasimir ve glutamat olusur. Sitozolde olusan glutamat, sitozolden
mitokondriye tasmir. Glutamat, mitokondride glutamat dehidrogenaz tarafindan
katalizlenen oksidatif deaminasyona ugrar ve bdylece amonyak olusur. Amonyak,
hayvansal dokular i¢in oldukca toksiktir. Hayvanlarin cogunda amonyak, ekstrahepatik
dokulardan kana ve oradan da karaciger ve bobreklere gonderilmeden once nontoksik
bilesik haline doniistiiriiliir. Amonyagin organlar arasinda taginmasi isinde glutamin
onemli rol oynar. Beyin dahil bir¢ok dokuda amonyak, glutamin sentetaz etkisiyle
glutamat ile kombine olarak glutamin olusturur. Glutamin, nontoksik ndtral bir
bilesiktir; hiicre membranlarindan kolayca gegebilir. Glutamin, ¢ogu kara hayvaninda
kan i¢inde karacigere taginir. Glutamin, amonyagin baslica transport seklidir ve kanda
diger amino asitlerden daha yiliksek konsantrasyonda bulunur. Glutamin, amino
gruplarinin taginmasindaki roliine ek olarak biyosentetik reaksiyonlarin bir grubunda bir
amino grubu kaynagi olarak islev goriir. Amonyagin kaslardan karaciere tasinmasi,
alanin ile olur. Amino asitlerin yakit olarak yikildig: kaslarda ve baz1 diger dokularda
amino gruplari, transaminasyon vasitasiyla glutamatta toplanir; glutamatin amino
gruplart da alanin aminotransferaz (Alt, Gpt) etkisiyle kasta glikoliz sonucu olusan
piriivata aktarilir ve alanin olusur, alanin de kana gecerek karacigere tasinir.
Karacigerde alaninin amino gruplar1 alanin aminotransferaz (Alt, Gpt) etkisiyle a-
ketoglutarata tasimnir ve glutamat olusurken alanin de tekrar piriivata donstir.
Karacigerde piriivat glukoza doniisiir, glukoz kan i¢inde kasa taginir, kasta glukoz
piriivata doniisiir, piriivat da alanine doniisiir ve bdylece glukoz-alanin dongiisii olarak
tanimlanan dongli tamamlanmis olur. Glutamat farede bu reaksiyonlarla birlikte
siiksinat sentezinde, NAD" ve guanin monofosfat sentezi gibi farkl1 reaksiyonlarda da
kullanilmaktadir (Lodish et al. 2001; Klug et al. 2002; Lehninger et al. 2005; Keha et
al. 2005).
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Glutamat beyindeki tiim sinapslarin yaklasik %40’inda bulunur ve asil uyarici
(eksitator) norotransmitterdir. Kan beyin engelini gegemez, ndronlarda hiicre
metabolizmasinin  bir pargast olarak glukozdan sentezlenir. Sinaps araligina
saliverilmesinin ardindan daha ¢ok astrositler tarafinda geri alinir ve glutamine ¢evrilir.
Glutamin aktif bir tasinma siireciyle ndronlara aktarilir. Orada glutaminaz enzimi
tarafindan tekrar glutamata gevrilerek keseciklerde depolanir. Glutamat sinaps sonrasi
noron ve daha az olarak sinaps Oncesi ndron tarafindan da alinir. Bir kismi da sinaps
araligindan diflizyonla uzaklasir (Mistra et al. 1998, Lodish et al. 2001; Klug et al.
2002; Lehninger et al. 2005; Keha et al. 2005).
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2. KAYNAK OZETLERI

Hayatin gizemini arkasinda genin yani DNA dizilimlerinin sakli olma sebebi elbette
canlilar i¢in hayatin devamini saglamasi acisinda ¢ok Onemli olan tiim proteinlerin
sentezlenmesinde kalip rolii oynamasidir (David et al. 2005). Ancak hiicre 6liimii, hiicre
cogalmasi, hiicre farklilasmasi gibi canli i¢in temel olaylarin genler tarafindan
sentezlenen proteinler tarafindan kontrol edildigi bilinmesine ragmen bu olaylarin
bircogu tam olarak aydinlatilmamis olmast bu alani ¢ok daha ilging yapmaktadir.
Gegmis yillarda yapilmis olan pek ¢ok projede temel amag hiicre davraniglarinin nasil
oldugudur. Bu calismalarin yapilmasinda genlerin nerede ve ne zaman ekspresyon
olduklarinin bilinmesi gerekir. Gen ekspresyonlarini belirlemede pek c¢ok teknik
kullanilmaktadir. Ornek verilecek olursa Chip teknolojisi, mikroarrayler veya in situ
hibridizasyon teknigidir. Bunlar i¢inde in situ hibridizasyon teknigi en énemlilerinden
bir tanesidir. Ciinkii bu teknik ile gen ekspresyonlarmmin hangi hiicrede oldugu cok
yiiksek bir duyarlilikla tespit edilmektedir (Niehrs et al. 1999, Friedman et al. 2007,
Visel et al. 2007 ).

Insan gelisiminin ve insanlarda ortaya cikan hastaliklar1 incelenmesinde fare temel
genetik model organizmadir (Archibald 2000). Ciinkii insanda meydana gelen hemen
hemen biitiin metabolik olaylar farede olmaktadir. Ornegin glikoliz, TCA devri, yag
asidi parcalanmasi ve sentezi, kolesterol sentezi ve amino asitlerin bir kisminin sentezi
gibi. Amino asitlerden glutamat da insanda oldugu gibi farede de sentezlenmektedir,
yani esansiyel degildir (genome.jp). Glutamat (Glu) proteinleri olusturan 20
aminoasitten biri olup, polar ve asidik bir aminoasittir. Fizyolojik pH'da negatif yiikli
olup glukogenik bir amino asittir (Keha er al. 2005). Glutamat insanda oldugu gibi
farede TCA devri, glutatyon sentezi, glutamin sentezi ve gama amino biitirik asit gibi
farkl1 hiicresel olaylarda fonksiyon gériir. Ornegin glutamat metabolizmasinda farede
toplam 28 tane gen oldugu bulunmustur. Bu genlerin hepsi ayni tip reaksiyonu degil de
gruplar halinde farkli reaksiyonlarin sentezlenmesinde gorev yapan enzimlere kaliplik

yapmaktadir (genome.jp). Sirasi ile bunlar1 inceleyecek olursak.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Polar&action=edit&redlink=1

16

Birinci olarak glutatyonun sentezinde gorev alan enzimler hakkinda yapilmis olan
calismalar: incelersek; oncelikle glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisinden olusan
bir tripeptitdir. Glutatyon, biitiin hiicrelerde yiliksek miktarlarda bulunur ve bir redoks
tampon tiiri olarak diisiiniilebilir. Glutatyonun sentezinde 3 tane enzim gorev
yapmaktadir (David et al. 2005; Keha et al. 2005). Bunlar iginde birinci basamagi
glutamat sistein ligaz, diizenleyici alt birim (Gelm) ve glutamat sisteyin ligaz, katalitik
alt birim (Gclc) enzimlerinden olusan iki tane izoenzim tarafindan katalizlenmektedir ve
bu basamak kontrol edici basamaktir (Yang et al. 2002). Geriye kalan iki enzim ise
glutatyon sentetaz (Gss; EC:6.3.2.3) ve glutatyon rediiktaz (Gsr; EC:1.8.1.7 )’dan
olusmaktadir. Bunlar ile ilgili ¢aligmalar1 inceledigimizde; Gelc il ilgili yapilmis olan
northern blot ¢calismalarindan birincisinde Gele’nin 13.5 (Gunes et al. 1998) giinliik fare
embriyosunda diger c¢aligmada ise 12.5 ve 16.5 (Thompson et al. 2000) giinliik fare
embriyolarinda ekspresyon oldugu bulunmustur. Glutatyon sentetaz enzimi ekspresyonu
ile ilgili literatiirde rastlanan tek ¢alismada 14.5 giinliik fare embriyosundaki ekspresyon
oldugu verilmektdir (Visel et al. 2007). Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi
reaksiyonun bilinen en 6nemli hedeflerinden biri hiicre ortamindaki GSH / GSSG
oraninit korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde yaklasik 500/1°dir. Bu oranin daha
diisiik oldugu eritrosit hiicreleri hemoliz olmaktadir (Keha er al. 2005). Glutatyon
rediiktaz’in fare retinasinin gelisimi iizerine yapilan bir ¢aligmada ekspresyonlarina
bakilmis ve sirast ile 12, 14, 16, 18 giinliik fare embriyolar: ile posnatal (P0/1, P2/3,
P4/5, P6/7, P8/10), yetiskin ve merkezi sinir sitemin (P6) incelemistir. Burada ¢ikan
sonuglarda elde edilen veriler; Gsr’nin 12 ve 14 giinliik fare embriyolarinda néronsal
retinal epitelyumda, 16 giinliik fare embriyosunda néronsal retina’nin niiklear
tabakasinda ekspreyon oldugu, 18 giinliik fare embriyosunda noronsal retinal niiklear
tabaka ve disinda, P0/1, P2/3, P4/5’da dis niiklear tabakada, P6/7, P8/10°da i¢ niiklear
tabaka ve retinada, yetiskinde farede i¢ ve dis niiklear tabakada ve merkezi sinir
siteminde ise beyin boslugu bolgelerinde ekspresyon oldugu verilmistir (Blackshaw et

al. 2004).

Ikinci olarak glutamat’tan glutamin sentezinde rol alan glutamat-amonyak ligaz

(glutamin sentetaz) (Glul) ile glutamin hidrolizleyerek glutamat ve amonyum iyonu elde


http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+6.3.2.3
http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+1.8.1.7

17

edilmesi reaksiyonu katalizleyen glutaminaz (Gls), glutaminaz 2 (Gls2) izoenzimleridir
(David et al. 2005; Keha et al. 2005). Bunlarda Gls bobrek tipi olup bobrek, ince
bagirsagin ¢ikint1 enterosit’leri, bagisiklik sistemindeki hizli boliinen hiicrelerde aktiftir.
Gls2’de sadece karacigerde bulunmaktadir (McCauley et al. 1999). Glutamin sentetaz
(Glul) enzimi iizerinde yapilmis olan mutant fare caligmasinda, bu enzimin eksikliginde
yani bu enzim embriyoda sentezlenmez iken embriyonik evrenin 16.5 giinline kadar
canli olarak kalabildigi ve bundan sonra canlida amino asitler enerjide
kullanildiklarindan ortaya g¢ikan amonyum iyonu zehirleyici etki yaparak canlinin
O0lmesine sebep oldugu bulunmustur. Glutamin sentetaz enzimi ig¢in yapilan
imminohistokimya calismasinda 2 aylik bazi organlar kullanilmis ve bu calisma
sonunda karaciger, ince bagirsak, serabellum ve bobrek korteksinde ekspresyon oldugu
gorlilmiistiir (He et al. 2007). Yapilan baska bir ¢alismada ise 12 ve 14 giinliik fare
embriyolarinda noronsal retinal epiteliyumda, 16 giinliik fare embriyosunda noronsal
retinal’nin niiklear tabakasinda, 18 giinliik fare embriyosunda noronsal retinal niiklear
tabaka ve disinda ekspresyon oldugu belirtilmistir. Posnatal evreler i¢cinde ise P0/1,
P2/3’de dis niiklear tabakada, P6/7°da retinada, yetiskinde farede retinasinda ve P6’da
merkezi sinir siteminde ekspresyon oldugu goriilmiistiir. (Blackshaw et al. 2004).
Ayrica 14.5 giinliik fare embriyosunda {izerindeki bir ¢alismada ise noronsal retinal

epitelyumda ekspresyon oldugu rapor edilmistir (Diaz et al. 2003).

Uciincii  olarak transaminasyon reaksiyonlarmi katalizleyen enzimleri incelersek.
Birincisi, glutamate piruvat transaminaz (Gpt) [alanin transaminaz (Alt)] enzimidir. Bu
enzim iki tane izoenzimi vardir. Bunlar glutamat piruvat transaminaz, ¢oziinlir form
(Gptl) ve glutamat piruvat transaminaz 2 (Gpt2)’dir. Bu enzim karaciger tahribat1 ve
hastaliklarinda belirlemede kullanilan bir enzimdir. Ciinkii karacigerde olan olagandisi
olaylarda bu enzimin miktar: artmaktadir (Jadhao et al. 2004). ikinci transaminasyon
reaksiyonu glutamat-okzalasetat transaminaz (Got) diger adi ile aspartat
aminotarnsferaz (Ast) enzimidir. Bu enzimde iki izoenzimden [glutamat-okzalasetat
transaminaz 1 (Gotl) ve glutamat-okzalasetat transaminaz 2 (Got2)]’den olusur. Gotl
izoenzim tizerinde yapilmis olan in situ hibridizasyon calismasinda 14.5 giinliik fare

embriyosundaki ekspresyonu oldugu goriilmiistiir (Visel et al. 2004). Bununla beraber
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bu Gotl iizerinde yapilmis olan northern blot ¢alismasinda ise bu genin 18 giinliik fare
embriyosu karacigeri ve yeni dogmus fare beyninde ekspresyon oldugu goriilmiistiir
(Lia et al. 1995). Got2’de 12, 14 ve 18 giinlik fare embriyolarinda retinasinda
ekspresyon olmamustir. 16 giinliik fare embriyosunda ndronsal retina’nin niiklear
tabakasinda, P0O/1 dis niiklear tabaka ve retinada, P2/3 ve P4/5 igin ise dis niiklear
tabaka ile i¢ niiklear tabakada ekspresyon olmustur. P6/7 i¢in i¢ niiklear tabaka ve
retinada, yetigkinde farede i¢ ve dis niiklear tabakada ve posnatal 6 ait merkezi sinir
siteminde ile 16 giinliik embriyonik doneminde yaygin olarak ekspresyon olmustur

(Blackshaw et al. 2004).

Dordiincii reaksiyon olarak glutamat dehidrogenaz (Gludl) enzimini verebiliriz. Bu
enzim azot metabolizmasi icin ¢ok Onemlidir ve biitiin organizmalarda bulunarak
glutamatan okzalasetat’ta oksidatif deaminasyon reaksiyonunu katalizler (Smith et al.
2001). Bu enzim iizerinde yapilmis olan in situ hibridizasyon caligmasinda 14.5 giinliik

fare embriyosunda ekspresyon oldugu goriilmiistiir (Visel et al. 2004).

Besinci reaksiyon; glutamik asit dekarboksilaz 1 (Gadl), glutamik asit dekarboksilaz 2
(Gad2) izoenzimleri tarafindan katalizlenen ve glutamattan 4-amino butirat olusumunu
katalizleyen reaksiyon ilk basamaktir. Bundan sonra sirast 4-amino butirat
aminotransferaz (Abat) enzimi katalizorliiglinde 4-amino butirat’den siiksinat
semialdehit sentezlenir. Son basamakta da siiksinat semialdehit, aldehit dehidrogenaz
5’ci aile, Al altailesi (Aldh5al) enzimi katalizorliigiinde stliksinata dontisiir
(genome.jp). Gadl ve Gad2 iizerinde yapilmis birgok ekspresyon c¢alismasi literatiirde
rastlanmaktadir. Bu iki izoenzim c¢ok Onemli bir ndrotransmitter olan gama amino
biitirik asidin sentezlenmesi reaksiyonu katalizlediklerini yukarida belirtilmistir. Bu
enzimlerin molekiil agirliklart bir birinden farkli olmasina karsin amino asit igerikleri de
bir birine benzemektedir. Ikisi de piridoksal fosfat1 prostetik grup olarak
kullanmaktadirlar (Katarova et al. 2000). Bunlar incelersek Gadl {izerinde yapilan in
situ hibridizasyon ¢alismasinda, sirasi ile 8.5 giinliik embriyoda ekspresyon olmamustir.
Ekspresyonu 9.0 giinliik fare embriyosundan itibaren baslamaktadir. 9.0, 9.5, 10.5, 11.5

ve 12.5 giinliik fare embriyolarinda merkezi sinir sistemi, spinal kord da ekspresyon
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olmustur. Ayrica bunlar i¢inde 9 giinliik fare embriyosunda kalp ve 6n ayaklarda, 9.5
giinliik fare embriyosunda kuyruk, cilt, rektum, kalp ve 6n ayaklarda, 10.5 giinliik fare
embriyosunda kalp, 6n ve arka ayaklar, 11.5 giinliik fare embriyosunda 6n ve arka
ayaklar ekspresyona ugramistir (Maddox et al. 2001). Bir baska in situ calismasinda ise
caligmada 10.5, 11.5 ve 12.5 giinliik fare embriyolar1 iizerinde yapilmistir. Bu ¢alismada
Gadl ve Gad2’nin degisik embriyonik dénemlerdeki ekspresyonlari incelenmistir. Bu
calisma sonunda ortaya ¢ikan sonuglarin en basinda kiigiik ekspresyon farkliliklarina
ragmen bu iki izoenzim ekspresyon olduklar1 dokular bir birleri ile nerdeyse aynidir.
Bunlar1 inceleyecek olursak; Gad 1 i¢in 10.5 giinliik fare embriyosu iizerinde yapilmis
olan in situ hibridizasyon c¢alismasinda sinir sistemi, arka beyin, diensefalon’da
ekspresyon olmasina karsin dorsal talamusta ve preoptik alanda ekspresyona
rastlanmamistir. Yine aymi sekilde, telenkefalon’da ekspresyon var iken neokorteks,
hipokampus, rinenkefalon, amigdala, septum ekspresyon goriilmemistir. Orta beyinde
ekspresyon gozlemlenirken orta beyin i¢cinde bulunan inferior ve superior colliculus’da
ekspresyon olmamugtir. 11.5 giinliik fare embriyosuna ait ekspresyonlari
inceledigimizde telenkefalon, sinir sistemi, arka beyin, diensefalon, orta beyin, spinal
kord, nazal epitelyum, olfaktori epitelyum, serebellum’da ekspresyon olmustur. Ancak
bu genel ekspresyon alanlarinin detayma inersek hipotalamik anterior dorsal
niikleuslarda, supraoptic-paraventricular alanda, ventral tegmental alanda da ekspresyon
gozlemlenmemistir. 12.5 gilinliik fare embriyosunu incelersek 6n beyin, telenkefalon,
korpus striatum, pons, hipotalamus, talamus, orta beyin, medula, superior colliculus,
retina lens, nazal epitelyum, olfaktori epitelyum, serebellum, periferal sinir sistemi, bazi
bezler’de ekspresyon olmasina karsin, inferior colliculus, anterior dorsal niikleuslarda,
supraoptic-paraventricular alanda da ekspresyon olmamistir. Gad2 ekspresyon
alanlarina bakacak olursak; 10.5 giinliik fare embriyosunda telenkefalon, sinir sistemi,
orta beyin, arka beyin, spinal kord, diensefalon ve nazal epitelyumda ekspresyon
olurken, ventral hipotalamik alan, serebellum, inferior ve superior colliculus,
neokorteks, hipokampus, rinenkefalon, amigdala, septum ekspresyon olmamistir. 11.5
giinliik fare embriyosunda telenkefalon, diensefalon, orta beyin, spinal kord, olfaktori
epitelyum, nazal epitelyum da ekspresyon olmustur. 12.5 giinliik fare embriyosunu
incelersek 0n beyin, telenkefalon, korpus striatum, pons, hipotalamus, talamus, orta

beyin, medula, superior colliculus, retina lens, nazal epitelium, olfaktori epitelium,
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serebellum, periferal sinir sistemi, kalp, kan damarlari, karaciger, dorsal kok bezleri,
mide bagirsaklar, pankreas’ta ekspresyon olmustur. (Katarova et al. 2000). Yapilan bir
northern blot ¢alismasinda Gadl geninin 10.5, 11.5, 12.5, 13.5, 15.5, 18.5 giinliik fare
embriyolarina ait beyin dokular1 ile posnatal 0 (PO) ve yetiskin beyninde ekspresyon
oldugu goriilmiistiir (Szabo et al. 1994). Gad2 {izerine yapilmis in situ hibridizasyon
calismalarinda inceleyecek olursak; Gad2’nin 6n beyin ve hippokampusta ekspresyon
oldugu rapor edilmektedir (Aguado et al. 2003). 14.5 giinliik fare embriyosun iizerinde
yapilmis olan calismalarda ise 2 farkli prob kullanilmigtir. Bunlarin sonucunda
Gad2’nin merkezi sinir sisteminde, karacigerde, kalp ve bir¢ok dokuda ekspresyon
oldugu bulunmustur (Visel et al. 2004, Visel et al. 2007). 4-amino butirat
aminotransferaz (Abat) enzimi katalizledigi reaksiyon agisindan ¢ok onemlidir. Abat
genin kaliplik yaptigi enzim bir homopolipeptit olup 4-amino butirat’ti suksinat semi
aldehite doniisiim reaksiyonunu katalizler ve bu reaksiyon ¢ift yonliidiir (genome.jp).
Son olaraktan Aldh5al enzimi incelersek; bu enzim siiksinatan siiksinat semialdehit
olusumu ve tersi reaksiyonu katalizleyerek onemli bir ndrotrasmitter olan 4-amino
butirat’tin saglanmasinda rol oynamaktadir. Bu enzimim eksikliginde 4-amino butirat
sentezinde sorunlara neden olacagindan sinir sisteminin normal ¢alismamasina neden

olacaktir (Gupta et al. 2003; Sauer et al. 2007).

Altinct olarak glutamatan L- glutamil tRNA sentezini katalizleyen enzimler iki tanedir
bunlar, glutamil-pirolin-tRNA sentetaz (Eprs) ve glutamil-pirolin-tRNA sentetaz 2
(Ears2). Yedinci olarak aldehit dehidrogenaz 4’cii aile, Al iiyesi (Aldh4al) enzimini
sentezleyen Aldh4al genini incelersek, bu enzim L-1 pirolin — 5 karbolsilazin sentezini
katalizlemektedir. Sekizinci olarak glutamil-tRNA sentetaz (Qars) enzimini sentezleyen
geni incelendiginde bu enzim L-glutamil tRNAGIn sentezini L-glutaminden
gergeklestirir. Dokuzuncu reaksiyon glutamat metabolizmasi i¢in glutamindeki amino
grubunu ksantin 5'-fosfatta aktararak guanin monofosfat olusumunu katalizleyen guanin
monofosfat sentetaz (Gmps)’dir. Onuncu reaksiyon olarakda glutaminde bulunan amino
grubunu deamino- NAD' iizerine aktararak NAD' olusumunu katalizleyen NAD
sentetaz 1 (Nadsynl)’dir. Onbirinci reaksiyon 5-fosfo-beta-D-ribozilamin ve L-

glutamatan L-glutamil amin ve 5-fosfo-alfa-D-riboz 1 di fosfatatin sentezi veya tersi
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yondeki reaksiyonu katalizleyen fosfo ribozil pirofosfat amidotransferaz (Ppat)’dir. Bu

genler hakkinda her hangi bir ekspresyon ¢alismasina rastlanmamaistir (genome.jp).

On ikinci reaksiyon olarak, karbomoil fosfat sentezini katalizleyen iki enzim genini
inceleyecegiz. Bunlardan birincisi karbamoil fosfat sentetaz 1(Cpsl) gendir. Bu gen
tarafindan kodlanan enzim mitokondride bulunur ve iire devrinde amonyak,
karbondioksit, su ve ATP kullanilarak karbomoil fosfat sentezi olusumunu katalizler.
Bu gen ile ilgili yapilmis olan ¢alismalarda ortaya ¢ikan sonuglari incelersek; 15 giinliik
farenin karacigerinde ekspresyon olmaya basladigi ve dogum sonrasi 2 haftalik olana
kadar bu ekspresyondaki gelisme devam ettigi rapor edilmistir. Buradaki amag ortamda
olusan toksik amoyumu iyonunu uzaklagtirmaktir (Shiojiri et al. 1998). Karbomoil
fosfat sentezini katalizleyen ikinci enzim geni de ise karbamoil fosfat sentetaz 2
(Cad)’dir. Bu gende pirimidin halkasi sentezinde goérev yapan ilk ii¢ enzimin
kodlanmasini saglar. Siras1 ile karbomoil fosfat sentezini katalizleyen karbamoil fosfat
sentetaz aktivitesi, ikinci olarak karbomoil fosfati kullanarak karbomoilaspartat
sentezini katalizleyen aspartat transkarbamoilaz aktivitesi ve son olarak da
karbomoilaspartat kullanarak dihidroorotatin sentezlenmesi katalizleyen dihidroorotaz
aktivitesi bulundurur. Bunlar sitozolde bulunurlar. Cad yaptig1 {i¢ reaksiyon sirasi ile

asagidaki tablodanda goriilebilir (genome.jp).

1
Karbamonil
COy+2ATP + H,O+ L-glutamin —— = Karbomoil fosfat +2 ADP+ Pi+glutamat
fosfat senzetaz
2
. aspartat .
Karbomoil fosfat + Aspartat ——=> karbamonil aspartat
transkarbamoilaz
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Karbamonil aspartat Dihidroorotaz . Dihidroorotat + H,O

Ancak bu gen ile ilgili de herhangi bir ekspresyon calismasina literatiirde

rastlanmamustir.

Son reaksiyon ise L-glutaminden N-asetil D-glukozamin sentezlenmesinde glutamin
fruktoz-6-fosfat transaminaz 1 (Gfptl), glukozamin-fosfat N-asetiltransferaz (Gnpnatl)
ve N-asetilglukozamin kinaz (Nagk) genleri kaliplik yapti§i enzimlerine tarafindan
yapilmaktadir. Bu genleri inceledigimizde; Gfptl bu reaksiyonu hekzoamin sentezin
yolunun ilk ve kontrol basamagidir. Bu genin kaliplik yaptig1 enzim glutamin ve fruktoz
6 fosfati kullanarak glukozamin 6 fosfat’a ve glutamine doniistiiriir. Bu gen fare arka
ayak kaslarinda kuvvetli, kalp, beyin, karaciger, akciger, bagirsaklar, dalak ve yag
dokularinda zayif ekspresyon oldugu northern blot analizi ile belirlenmistir (Dehaven et
al. 2001). Bu yolu ikinci reaksiyonu katalizleyen Gnpnatl glukozamin 6 fosfat’in asetil
CoA kullanarak  N-asetil D-glukozamin 6 fosfata doniisim reaksiyonu
katalizlemektedir. Bu gen iizerinde yapilmis olan in situ hibridizaysonda bu genin 12.5
giinlik fare embriyosunda yaygin, 14.5 giinliikte bolgesel olarak, 16.5 giinliik fare
embriyosunda sadece kemiklerde, yeni dogmus fare embriyosunda 6n ayaklarda ancak
ayak kaslar1 hari¢ ekspresyon oldugu goriilmiistir (Boehmelt et al. 2000). Nagk
tarafindan katalizlenen ve N-asetil D-glukozamin 6 fosfat’it N-asetil D-glukozamin’ne
veya tersi yonde olan reaksiyonu ele alirsak, bu gen iizerinde yapilmis olan northernn
blot ¢alismasinda yetiskin fare beyni, dalak ve iskelet kasinda zayif olarak; bobrek,
kalp, karaciger, akciger ve testisler kuvvetli bir sekilde ekspresyon olmustur. Bu
calisma i¢inde incelenen fareye ait embriyonik evrelerden 7 giinliikte cok kuvvetli, diger
bakilan li¢ evrede (11.0, 15.0, 17.0 giinliiklerde) zayif olarak ekspresyon olduklari
gozlemlenmistir (Hinderlich et al. 2000).

Metabolik yollar {izerinde yapilmis olan ekspresyon calismalar liteartiirde oldukca
sinirlidir. Bununla beraber fare dokular1 {izerinde glutamat metabolizmasinin igerdigi

bazi genler iizerine ekspresyon caligmasi yapilmasina ragmen sistematik olarak hepsini



23

igeren detayli bir calisma da yoktur. Bircok c¢alismanin temelini olusturan ekspresyon
analizleri olduk¢a 6nemli olmasi agisindan, farede glutamat metabolizmasi genleri farkli
doku ve evrelerini iceren detayli bir gen ekspresyon ¢alismasinin literatiirde olmamasi
nedeni ile glutamat metabolizmasini igeren tiim genlerin farede ekspresyon ¢alismasi

planlanmustir.



24

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. KullanmilanKimyasal Maddeler

Calismalarda ¢izelge 3.1°de belirtilen maddeler kullanildu.

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- Roche

toluidin tuzu)

Bisbenzimidin Sigma

BMB blocking reagent Roche

Borik asit Merck

Brom fenol mavisi Pharmacia Biotech

DEPC (Dietilpirokarbonat) Sigma

Dnaz I (Rnaz 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, (HCI), 1N ¢ozelti Roth GmbH, 76185 Karlsruhe




25

Cizelge 3.1. (devam)

Hidrojen peroksit (H»0,) Fluka

ISH Tamponu Ambion

Iyotasetamid Sigma

Kalsiyum kloriir Merck

Kb-Ladder NEBiolabs

KH,PO4 Merck

Kloroform Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Ksilonsiyanol Sigma

Levamisole ([(-)-tetramizol hidroklortir) sigma

Maleik asit Fluka

Metanol Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Microscop slides Menzel gldser

Na,HPO, Riedel de Haen

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

Rnaz inhibitorii Roche

RnazZAP 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 Cihazlar:
Elekroforez cihazi

Etiv

Goriintiileme Cihaz1

Hassas Terazi

In Situ Hibridizasyon Cihaz1
Kar Uretme Cihazi
Kiriyostat

Kurutucu cihaz

Magnetik Karistirict
Mikroskoplar

Mikrotom Cihaz1

Otomatik Pipetler

PCR Cihazlar

Gene Amp PCR system 2400

pH metre

Saf su cihaz1

Slayt kaplama cihaz1
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 ¢o6ziilmiis %30 gliserol, %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)

almip 950 ml elga suda ¢oziiliip son hacim 1 It tamamlandi. -20°C’de sakland.

3. 2-Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb) reaktifi: 150 pl gliserol (%100), 150 ul DEPC’l1 su
ve 100 pl 6x loading tamponu konup karistirilde ve ardina 100 pl DNA ladder (1000
ng/ul) almip eklenerek -20°C’de sakland.

4. %1’lik Agaroz Jeli: 1x TBE’den 100 ml alinir {izerine 1 g agaroz konur ve 1,5 dakika

mikro dalga firininda 1sitildi.

5. DEPC (Dietil pirokarbonat)’li su: 1 ml DEPC alind1 1 It dd H»O ilave edilip 4 saat

karistiricida karistirildiktan sonar otoklavlande 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 su (60°C) ¢oziiliip pH 8 ayarlandiktan sonra 1 1t’ye

tamamlandi ve otoklavlandi.

7. 10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO4 ve 2,4 g KH,PO, alinarak dd suda
¢oziliip pH 7,4 ayarlanip son hacim 1 It yapildiktan sonra otoklavlandi.

8. 10xTN: 121,5 g Tris 87,96 g NaCl alinip 950 dd suda ¢oziildii ve pH 7,5 ayarlandi.

Son hacim 1 It’ye tamamlandiktan sonra otoklavlandi.
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9. TNB (%0,5’1ik bloking reaktifi): 1 x TN ¢ozeltisinden 100 ml alinip i¢ine yiizdesi
%0,5 olacak sekilde blocking reaktifi konur ve 1 saat 60°C’de karistirici tizerinde
karigtirildi, daha sonara oda sicakliina getirildikten sonra pH 8,0 ayarlandi ve 50’mllik

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 ayarlands, stoklar halinde -20°C’de sakland.

11. 2xPK (Proteninaz K Tamponu): 1 litre icin 100mM Tris (12,1 g), 10mM EDTA
(3,72 g) alinip 950 ml otoklavlanmig dd suda ¢oziiliip daha sonra pH 8,0 ayarlanarak

oda sicakliginda saklanda.

12. 20x SSC: 1 It 20x SSC hazirlamak icin 175,3 g NaCl, 88,2 g Na sitrat-trisodyum
sitrat dihidrat alinip 950 ml dd suda coziilir pH 7,0 ayarlandiktan sonra 1 It hacme

tamamlandi1 ve otoklavlandi.

13. Maleat Tamponu: 1 It maleat tamponu hazirlamak icin 8,765 g NaCl, 16 g maleik

asit alinir 950 ml elga suda ¢oziiliir pH: 7,5 ayarlandiktan sonra 1 It hacim tamamlandi.

14. %10’luk Tween: 100 ml %10’luk tween hazirlamak icin 10 g tween tartilir {izerine
90 g otoklavlanmis dd su konarak ¢oziilerek hazirlandi. Renk reaktifi, TMN, Hyb mix
reaktifleri haricindeki in situ hibridizasyon sirasinda kullanilan biitiin reaktiflere son

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

15. %50’lik Formamid I: 1 1t bu c6zeltiden hazirlamak i¢in 100 ml 20x SSC, 500 ml

formamid ve 400ml’de otoklavlanmig dd su alind1 ve karistirilarak hazirlandi.

16. %50’lik Formamid II:1 It bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢in 50 ml 20x SSC, 500 ml

formamid ve 450ml’de otoklavlanmis dd su alind1 ve karistirilarak hazirlandi.
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17. 0,2 M HCI: 100 ml bu ¢6zeltiden hazirlamak i¢in 1 M’lik HCI’den 20 ml alind1 ve

hacim otoklavlanmis dd su ile 100 ml tamamlandi.

18. %4’lik PFA: 200 ml bu tampondan hazirlamak i¢in 180 ml otoklavlanmis dd su, 0,4
ml NaOH alindi1 ve 60°C kadar 1sitildi. Bu sicakliga gelindiginde 12 g PFA konarak
¢ozildi ve 0,6 ml HCI, 20 ml 10xPBS konur karistiricida karistirildiktan sonra
kullanilincaya kadar +4°C de sakland.

19. 4 M’lik Amonyum Asetat: 100 ml bu ¢6zeltiden hazirlamak i¢in 31,12 g amonyum
asetat alind1 ve 70 ml ¢6ziiliip son hacim dd su ile 100 ml tamamlanarak otoklavlandi ve

-20°C’de saklandi.

20. %4’lik Sheep serum: 250 ml bu ¢ozeltiden hazirlamak i¢cin IXTNT ¢ozeltisinden
240 ml alindive bu ¢ozelti i¢inde 10 ml’de sheep serum alinarak karistirildi ve daha

sonra filitreden gegirildi.

21. Renklendirme cozeltisi: 200 ml hazirlamak i¢in O6nceden hazirlanmis TMN
cozeltisini ilk once filtreden gecirilip ardina ¢ozeltinin her 1 ml’sinde 0,5 mg levamizol
[(-)-tetramizol hidrokloriir] olacak sekilde 100 mg bu maddeden alindi. Coziiliir ve 1 ml
NBT (Nitroblue tetrazolium klorid) (Sul/ml), 0,75 ml BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indolil-
fosfate,4-toluidine tuzu) (3,75ul/ml) seklinde ilaveler yapildiktan sonra hemen
kullanildi.

22. Blocking reaktifi (maleat tamponu icinde): bu hazirladigimiz ¢ozeltide blocking
reaktifinin konsantrasyonu %1°dir. 100 ml maleat tamponu alind1 ve i¢ine 1 g blocking
reaktifi koyup 1,5 saat 100°C’de karistiric1 iizerinde karistirdiktan sonra 4°C’de

saklandi. Kullanilacagi zaman filtreden gegirilerek kullanildi.
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3.4. Glutamat Metabolizmasi icin Gen Se¢imi

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda 28 genin ekspresyon analizi fareler lizerinde yapildi. Fare
genomu i¢inde bulunan glutamat metabolizmasi 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 acildi. Bu sayfadan ilgili metabolik yol se¢ildi. Database’de bulunan biitiin
organizmalara ait ortak pathway goriindii. Daha sonra “Pathway menii”’den “Mus
musculus (mouse)” secildi, “Go” tusuna basildi. Fareye ait genler yesil kutucuklar
icinde ekranda goriildii. Calisma kapsamina alinan metabolik yollar Sekil 3. 1’de

verildi.


http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html
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Sekil 3.1. Glutamat metabolizmasi ve iligkili 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 glutatyon rediiktaz1 geni (Gsr) i¢in yapilan islemler verilmistir.

3.5.1. ¢cDNA Probu Yapilacak Gen Sekansina Ulasilmasi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfast acildi, “Search” karsisina “Nucleotide”
secildi, “for” karsisina arastirilacak genin Accession number’t (NM_010344) yazildi ve
“daha sonra “go” tusuna basildi (Sekil 3.2). Sekil 3.3’de sorgu sonucu goriilebilir.
Burada aradigimiz gen karsimiza ¢ikdi. NM 010344 {izerine tiklandi ve bu genin
cDNA’sina ulasildi (Sekil 3.4 ve 3.5). Bu sekans kopyalandi ve Mus musculus
database’a karsi blastlandi.

/= NCBI HomePage - Windows Internet Explorer

@@ ~ | = hetpsi v, ncbi.nim.nib.gavi

Dosya Diizen Gérdndm Sk Kulanlanlar — Araglar  Yardim

~|[*#2][ %] [nebi

i e [T-gNCB[HnmePage

l I -8 deh - b savfa - ) araglar T
o~
Ll National Center for Biotechnology Information
<> NCBI National Library of Medicine MNational Institutes of Health
PubMed All Da BLAST OMIM Books TaxBrowser Structure
for |[NM_010344 |
SITE MAP » What does NCBIl do? Hot Spots
Resource Guide Established in 1988 as a national resource for *» Assembly Archive
About NCBI molecular biology information, NCBI creates R
An]fitrmu;ﬁm o public databases, conducts research in ni“-"swrs of
computational biology, develops software orthalogous graups
tools for analyzing genome data, and >
disseminates biomedical information - allfor CDHEZESEE"’ b
the better understanding of molecular enes & Lisease,
MNCBI Handbook
processes affecting human health and
disease. More about NCBI... » Electronic PCR
Primer-BLAST » Entrez Home
The new Primer-BLAST service designs more » Entrez Tools
effective and gene-specific PCR primers. The
tool combines Primer 3 primer design with a » Gene expression
specificity check provided by a specialized omnibus (GEQ)
BLAST search. For more information, see » Human genome
7BLAST MNews. resources
structur
taxonomy » Influenza Virus
Resource
Genomic biology PubMed Central
o me » Map Viewer o]
%100 T

*s Baslat

~oaE

¢~ NCBI Home... B mic

&P Internst

% B0 0w

Sekil 3.2. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfasi. “Search” karsisina “Nucleotide” se¢ildi,
“for” karsisina arastirilacak genin Accession number’t (NM_010344) yazildi ve “daha sonra

“g0” tusuna basildi.
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* Nucleotide Result - Windows Internet Explorer
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Dosya Diizen  Gérdndm  SkKulanlanlar — Araglar — Yardim
* L [Y-;Nuclantide Result ] I Ep v E) - deh - |k sayfa - 0 Avaclar -
~
Xies ; My NCBI
e S Nucleotide [Sianinl [Reaister
ubled n e n -
Search | Nucleatids ~ | for [MM_010344 I[ G0 ][ clear | Save Scarch
r Limits T Preview/Index T History T Clipboard T Details 1
Found 1 nucleotide sequence. Nucleotide [1]
Display |Surnrnary Vl Show |20 VHSUrl by VHSendtD B
All: 1 ] Bacteria: 0 | RefSeq: 1 \ mMRNA: 1 m
This search in Gene shows .1 result. Recent Activity
Gsr (Mus musculus): glutathione reductase Tumoff  Clear
Chromosome 8, 8 18.0 cM, NC_000074.5 ( 34763709 . 34808633)
Gene ID: 14782; Other Aliases: AI325518, DBErd238e, Gr-1, Gr1; Other Designations: Q, NM_010344 1) Mucleotide
B Gsr glutathione reductase [Mus musculus]
[01: NM 010344 Reports Links
Mus musculus ghitathione reductase (Gsr), mRINA QU HM_010344 (1) Gene
gil 160298212 |ref]NM_010344 4|[160298212]
Write to the Help Desk
MCBI| NLW | MIH
Department of Health & Human Services
Privacy Statement | Freedom of Information Act | Disclaimer n
s
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—
T .
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™ & B0 00

Sekil 3.3. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web sayfasindan bulunan mus musculus

glutatyon rediiktaz1 geni (Gsr) i¢in sorgu sonucu.

/= NCBI Sequence Viewer v2.0 - Windows Internet Explorer

(= = [ = Rttpzijvwes. nctl.nim.rih. govfentrezjviswer froirdb=nuccoresid=16025621 2 | [#2][ %] [nebi |2~
Dosya Duzsn  Gérundm  Skkulamilanlar — Araglar  rardim
= - »
= . > - B < -
* L [echB[sEquencevuewarvzn ] I - B e - [k Sayfa - F Araclar
~
XEC5 My NCBI 1
~ - -
o L
—~ NCBI 'qJ’q‘ g S Nucleotide (Sianinl Reaister
P £ |
Search Mucleotide | for
])isplay‘GEﬂBanK V|Shuw\5 VISendlU V| Hide: [ ] sequence [] allbutgene. CDS and mRNA features
Range: from |h8gm \m |end | [ Reverse d strand [v]sTS [“]Exon
[11: WM 010344, Reports Mus musculus ghit. [gi160298212] Links
Comment Features Sequence
LOoCUs NM_010344 2692 bp RN linear RCD 12-0OCT-2008
DEFINTTION Mus musculus glutathione reductase (Gsr), mRNAL.
ACCESSION NM 010344
VERSICN NM_010344.4 GI:160298212
KEYWORDS
SOURCE Mus musculus (house mouse)
ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomir
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi: Muroidea; Muridae: Murinae:; Mus.
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Sekil 3.4. Mus musculus glutatyon rediiktazl (Gsr) geninin sekansinin oldugu sayfanin

ust tarafi.
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ttgotttgge
atggatgaat
coccaaggtgg
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satgtgaass
acgasatgog
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gtcaceotgeo
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Sekil 3.5. Mus musculus glutatyon rediiktazl (Gsr) geninin sekansinin oldugu sayfanin

alt tarafi.

3.5.2. ¢cDNA Probu Yapilacak Gen Sekansinin Blastlanmasi

Gen sekansinin blastlanmasinin amaci, aranilan genin diger genlerle homolojisinin

arastirllmas1 ve diger genlerle en az homoloji gosteren kismindan cDNA probu

tiretilmesinin saglanmasidir. Bu yapildig: takdirde hemen isin basinda diger bir¢ok

genin interferansi giderilmis olur.

Blastlama i¢in http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web sayfasina girildi (Sekil
3.6). “Nucleotide blast” tusuna basildi. Sekil 3.7°daki web sayfas1 acildi. Sekil 3.5°de

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

Database: Mouse genomic+ transcript

Optimize for: Highly similar sequences (megablast)
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secildi. “BLAST” tusuna basilarak sorgu baslatildi. Daha sonra homolojinin olup

olmadig anlasildi (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

=] [#2] [3¢] [Lve Search

Recent Results ~ Saved Strategies | Help

» NCEI BLAST Home
BLAST finds regions of similarity between bi

ogical sequences. more.

Learmn more about how to use the new BLAST design

BLAST Assembled Genomes

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

2 Human o Oryza sativa o Gallus gallus

8 Mouse B Bos taurus 8 Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

8 Arabidopsis thaliana L o

Drosophila melanogaster Apis mellifera
Basic BLAST
Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast
Algorithms: blastn, megablast. discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

protein blast
L L Algorithms: blastp. psi-blast, phi-blast

blastx

Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn

Search translated nucleotide database using a protein query

News

BLAST report
improvements

A new version of the BLAST
report features better
organization, download links.
and collapsible sections.
2008-05-12 11:05:00

More BLAST news..

Tip of the Day

Using Tree View to Examine
Relationships Between
sequences.

The new Tree View option on
the NCBI Web BLAST service
presents a dendrogram or tree
display that clusters sequences
according to their distances.
from the query sequence. This
display is helpful for recognizing
the presence of aberrant or
unusual sequences or
potentially natural groupings of
related sequences such as
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Sekil 3.6. Blastlamanin yapildigi web sayfasinin girisi.“Nucleotide blast” tusuna

basilirak islem baglatildi.

Search nucleotide databases using a nucleotide query - Wi

dows Internet Explors

J ~ | &) retpusiblast . ncbi.nim.rih. goviBlast . caiPPAGE—NUClectide sEPROGRAM=blastneMEGABLAST—oreBLAST_PROGRAMS=megaBl ~ | | 2| [ | [cooale
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Dosya Dizen  Géronom Sk kullarilanlar — araclar  Yardim

P ofr [ @8 Nucleotids BLAST: Ssarch nucleotids databases using ... ] I
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= |k Sapfa - {F araglar -

Gtatctotgo

2581 QLTTQLLLTT CCCLTLTTQL CLTULTLLTT atgaaasctg Ctocaaattt
ttgaaattca
| 2641 ctgcattgtc ttataaaatt Tattacgaac Caaaaasaaa aaaaaaaaaa aa

Or, upload file I

<

|(Gézat. | &

Job Title |

Enter a descriptive title for your BLAST search @)

[ Blast 2 sequences

Choose Search Set

Database & Human genomic + transcript

) Mouse genomic + transcript
Entrez Query ‘
Optional

 Others (nr etc. )

| Human genomic plus transeript (Human G+T) ~

Enter an Entrez query to limit search @)

Program Selection
i iy @ Highly similar sequences (megablast)
& More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
& Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &)

Search database Human G+Tusing Megablast (Optimize for highly similar sequences)

P Algorithm parameters

[ show resuits in a new window

<

&

€D Irternet
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Sekil 3.7. Blastlamanin yapildigi web sayfasinin agilmig hali
“BLAST” tusuna basildi.

. 11gili yerler dolduruldu ve
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{= NCBI Blast:Mucleotide Sequence (2692 letters) - Windows Internet Explorern
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Dosya Dozen Gordndm  Skkdllanilanlar  Araclar Yardim

W R I@NCBI Blast: Mucleotide Sequence (2692 letters) ] - e - |5 Savfa - O Araglar -
<, BLAST
Ay

Home Recent Results Saved Strategies Help

" NCBIi BLAST/ blastn suitel Formatting Results - JTKGZZEGO1R

Edit and Resubmit Save Search Strategies t-Formatting options  >Download

Nucleotide Sequence (2692 letters)

Query ID Icl|28174 Database Name dbindex/10090/allcontig_and_rna
Description MNone Description mouse build 27 RNA, reference and alternate
Molecule type nucleic acid assemblies
Query Length 2692 Program BLASTN 2.2.19+ P Citation

Other reports: >Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [House mouse genome view]

¥ Graphic Summary

Distribution of 29 Blast Hits on the Query Sequence g

|Mnuse—ﬂvertn show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores
<40 40-50 5080 80-200 >=200
G ey | —
I 1 1 [l [l 1
o] 500 1000 1500 2000 2500
<
Eitti Internet
@
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Sekil 3.8. Mus musculus glutatyon rediiktazl (Gsr) geni i¢in yapilan blastlama

sonucunun Ust tarafi.

/= NCBI Blast:Nucleotide Sequence (2692 letters) - Windows Internet Explorer

IS

~ | &] hetpuiblast. ncbinim.nih.gov/Blast cgi = [#2] [>¢] [5o0gie |2~

Dosya Diuzen GorGnom  SkKullamlanlar  Araclar  Yardim

@l

- |k sayfa - & araglar -
¥ Descriptions e
Legend for links to other resources: M unigene 3 ceo [ Gene B structure [ Map Viewer

o e [gNCB[BIast:Nu(\EDtldESEquente(ZﬁQZ\etters) ] I -

Sequences producing significant alignments:
{Click headers to sort columns)

Accession Description | S‘:::(e :{';
Transcripts
NM 010344.3 Mus musculus glutathione reductase 1 (Gsr), mRNA 961 a49¢
XM _904332.3 PREDICTED: Mus musculus similar to glutathione reductase 1 (LOCE30729), mRNA ﬁss ‘35:
Genomic sequences [show first]
NT _039457.7 Mus musculus chromosome 8 genomic contig, strain C57BL/6] 882 502
NW 001030896.1 Mus musculus chromosome & genomic contig, alternate assembly (based on Celera assembly) 585 37¢
MW 001035169.1 Mus musculus chromosome X genomic contig, alternate assembly (based on Celera assembly) 68 36
NT 039702.5 Mus musculus chromosome X genomic contig, strain C57BL/6] 68 36

w Alignments Select All Get selected sequences Distance tree of results

S lref|nm 01034 I mus musculus glutathione reductase 1 (Ger), mRNA

Score = 4961 bits (2686), Expect = 0.0
Identities = 2691/26%3 (29%), Gaps = 1/2693 (0%)
Strand=Plus/Plus

&

Internet

Sekil 3.9. Mus musculus glutatyon rediiktazl (Gsr) 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 yapilmaliddi. Bunun igin Sekil 3.6’e gore 0-1100 arasindaki bolgede, bu
bolgenin tamamina karsilik olarak diger genlerle homolojinin daha az bulundugu
anlagilmaktaddi. Bu yilizden bu bolge iginde spesifik cDNA probunun hazirlanmasi
idealdir ve bu bolge secilmistir (Sekil 3.10). 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 ayarlanmalidi. Ornek olarak, in situ hibridizasyon yontemiyle gen

ekspresyon analizi igin cDNA probu, yaklagik 1000 niikleotid uzunlugunda olmalidir.

500 niikleotidin altindaki problarla sonug¢ alinmasi ¢ok zordur.

/= NCBI Sequence Viewer v2.0 - Windows Internet Explorer |Z”E”z|
6@: - |$j Rtz s, ncbi.nm . rih. goventres viewsr Frgizdb=nuccoregid=16029821 2 V| 2| X ‘n(hl ‘ 2
Dosya Diizen  Gorindm Sk Kulamlanlar — Araglar  Yardim
o I%NCBI Sequence Viewer v2,0 l_l @ M g;q = [k Sayfa - Q} Araglar - ?
SIS 2439..2665 b

/gene="Gsx"
/gene_synonym="Grl"
/gene_synonym="Gr-1"
/gene_synonym="ATI325518"
/gene_synonym="DSErtd23se"
f/standard name="RH1Z26625"
fdb_xref="UniSTS:167555"
polyh site 2672
/gene="Gsr"
/gene_synonym="Grl"
/gene_synonym="Gr-1"
/gene_synonym="ATI325518"
/gene synonym="DEErtd23g8e"

ORIGIN

gtttagttgg

tcatttogge

aagtgcootg

ggaaacaaaa

cctegggege

gcatggcoget

cgogogogot

cotettoett

gogocggogga g

gogtgaatgt tg

tcatgocacga t

tcatcaagca

taaccaagtc

ccacggtgga

gocgtgooccac

atggobbott © o

ttgctgtgga gatcgog atcctoto

ggcatgataa = aattttgatt ttccaactgc accg —

tggagaatge OJtgttgaagt toacacaggt tCaaggaagta aaaaagacat
1141 catcaggcct ggagctccaa grggtgactt cocgrtgcctgg Taggaagccc accacgacca
1201 tgattccaga tgttgactgc ctgobotggg ccattggacg ggacccaaat totaagggoc
1261 tgaatcrgaa taaagtgggc attcagacgg atgaaaaggg ccacatccta gragacgaat

<
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Sekil 3.10. Mus musculus glutatyon rediiktazl (Gsr) geni igin, diger genlerle en az homolojinin

oldugu ve baz siralamasinda 0-1100 arasindaki bolgeden segilen cDNA pargasi.
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3.5.3. ¢cDNA Probu i¢in Primer Dizaym

Primer dizaym1 i¢in http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi web
sayfasina girildi. Sekil 3.10’da kopyalanan gen sekansi, kaynak sekans kutusuna

yapistirildi ve asagidaki bilgiler girildi (Sekil 3.11):
Sequence ID: NM 010344

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 3.12 ve Sekil 3.13).
Primer se¢iminde bu yoOntem i¢in, primerin A veya T ile baglamasi G ve C ile
sonlanmasi idealdir. Yine 4 veya daha fazla niikleotidin pespese gelmesi nonspesifik
baglanmaya yol acabilir. Bundan kacinilmalidir. 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): ATCTCAGTCCGTTCTTTAAG
Right (revers) primer (20 baz): TTATCATGCCTGATCATAAG

Son kontrol olarak iki islem yapildi:

a) Secilen her iki primer i¢in ayri ayri1 olarak, baska genlerle homolojinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla blastlama yapildi. Bu islem aynen bolim 3.5.2°de

aciklandigr gibi uygulanir. Sonuglar Sekil 3.14-3.15°de verildi.
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b) Left ve right primerlerin baslangic noktalar1 belirlendi. cDNA probu olan bu bolge
secilerek blastland1 (Sekil 3.16) ve diger genlerle homoloji olup olmadig: belirlendi (18-
1030 nolu bazlar) (Sekil 3.17).

Bu iki kontrol beraberce yapilabilir. Bagka genlerle homoloji géstermedigi anlasilirsa bu
primerler emniyetle kullanilabilir. Sekil 3.17°den goriilecegi gibi bu cDNA probu i¢in
aranilan gene ait blastlama sonucu vardir. Oldukg¢a giizel bir sonug¢ olarak

goriinmektedir. Nitekim cDNA prob iiretimi de sorunsuz yapilmustir.

/= Primer3 Input 0.4.0 (primer3-web/htdocsfinput-040.htm) - Windows Internet Explorer

@.\_ 3~ | @] httpffrado.wimit.edufcai-binjprimer 3fprimer3 v cqi | [42][x] | [[2]-

Dosya Dizen  Gérundm  SkKulsnlanlar  Araglar  Yardim

= . »
v < [@PrimarS Input 0.4.0 {primer3-web/htdocs/input-040.h, ., ] I - B o v |sk Sayfa - ) Araglar

i
P . 3 Prmer3plus interface More primer/oligo tools disclaimer | Primer3 Home
T1mer (3. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence. Old (0.3.0) interface cautions FAQ/Wili
Paste 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 library): | NONE v
781 ccacggtoga agtcaatggg asasagtita cogotccaca catcctgatt gocacaggag ~
241 gcgtgocccac agttoctcac gagagocaga toccaggoge cagectggog atcaccagtg
901 atggettott tcagetggag gacttgocca gocgoagegt catcgtgogyg gocgggtaca
961 ttgctgtgga gatcgogggc atcctotctg coctgggctc caagacatct cttatgatca
1021 ggcatgataa ggtactgaga aattttgatt cCactcatcag ttocaactgs accgaggaac
1081 tggagaatgc cOUCOTOTAg -
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):
I Pick Primers } I Reset Form ]
Sequence Id- A string to identify vour output.
Tarmete: |:| 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.
~aees ATCT[CCCC]TCAT.. 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 [B51-1000 ‘
Numher To Retirn (A Nax 3' Stabilitv 19 0 bl
€D Internst il v

:» Baslat i R e ; 5 B 106 erl.. | Y Araghrma buigul... /2 primerz npot 0. TR & IO 1043

Sekil 3.11. Primer belirlemek i¢in kullanilan site: Gen sekansi yukaridaki kutucuga
yapistirildi. Genin kisa adi, istenen cDNA boyutu, primer biiytikliigii vb. bilgiler girildi.



40

esults.cgi 0.4.0 modified for WI) - Windows Internet Explors

G_.?: + | &] nttpuifrodo.wi.mit.edujcqi-binjprimer 3jprimer’_results.cai =) [#2] [<¢] [Go0gie |E2E

Dosya Diizen  Gérin

im SikcKullamlanlar Araclar Yardim

w [(éprimera Output (primer3_results,cai 0.4,0 modified Fo... ] I - e v sk Savfa - ) Ararler -
~
Primer3 Quitput
TWARNING: Numbers in input sequence were deleted.
PRIMER PICKING RESULTS FOR Gsx
No mispriming library specified
Using l-based Ssquence posSitions
oLIGO start _len tm cc: __any 31 seg
LEFT PRIMER €7 20 59.36 50.00 4£.00 2.00 COOCCACTCCACTCATTATE
RIGHT PRIMER 976 20 59.83 50.00 4.00 2.00 gegatctccacageoaatgta
SEQUENCE SIZE: 1100
INCLUDED REGION SIZE: 1100
PRODUCT SIZE: 210, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 2.00
1 grtragrtggcagercc ianga e irT R ct tCcCToTatggatcacaaaaaa
&1 tcattteggocactocactcatiattecageotittittetteiteattttacgagtace
P e e
121 aagtgccctgaaagogoaaagtaggttaaggoctgcaggastcogasaagctagougtag
181 ggaaacaaaaccTgCacgTToTCgecctCgUtccacgcgctgcogugcggugacaguuec
241 cctcgooegogotgottagteacggegacgotocaccecgetoccggcgegeacttosge
301 gCatggcgCtUctgccoCUUgcyctUgUcytEgUcycEUcoCCgagcctycagcaggcag
~

€D Internet o100 -
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Sekil 3.12. Primer olusturma programinin buldugu primerlerin baz siralarinin {st tarafi

ve forward primerin secilen kismi.

¢= Primer3 Output (primer3,_results.cgi 0.4.0 modified for WI) - Windows Internet Explorer

5\;\” | heepsiroda.wi.mit edufcai-binjprimer 3iprimer3_results.cgi =) [£2] [] [secge

Dosya Diizen Gérdndm Sk Kulanlanlar — Araglar  Yardim

* L [@Primeﬂ Sutput (primers_results.cai 0.4.0 modified fo. .. ] I - dmh - (i Savfa - 1 Araglar +

721 taaccaagtcrcacatagaaaTtTatccacggcTtatgcaacattcgcagarggtecteggc

781 ccacggrTggaagTcaatgggaasaaagritaccgotoccacacatcctgattgccacagyag

841 goghbgoccacagttccotcacgagagccagatcccaggcgccagoctggggatcaccagty

901 atggcttottbcagotggaggacttgoccagocgcagogtocatogtgggggccgggtaca

<<<<

ttgctgtggagatogogggoatcoctototgococtgggotccaagacacc

1021 ggcatgat

Floctactgagaaattttgattcactcatcagttccaactgcaccgagoaac

1081 tggagaatgcCgUCQTOgay

KEYS (in order of precedence):
>>>>>> left primer
<<g<ds right primer

ADDITIONAL OLIGOS

start len tm Jct any 3' se
1 LEFT PRIMER 118 20 59.74 55.00 4.00 Z2.00 gTaACCaagTgCCCTOa&2QC b

RIGHT PRIMER 978 20 59.83 50.00 4.00 2.00 gcocgatctcoccacagoaatgta
PRODUCT SIZE: 261, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

2 LEFT PRIMER &7 z0 53.96 50.00 4.00 2.00 cggccactccactocattatt
RIGHT FRIMER ERS-] zo0 €0.48 50.00 §.00 3.00 TCCagCTLgaaagaagccatc
PRODUCT SIZE: 853, PAIR ANY CCMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

€D Irrernet

B agfa ¢

Sekil 3.13. Primer olusturma programinin buldugu primerlerin baz siralariin alt tarafi

ve revers primerin se¢ilen kismi.
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Sekil 3.15. Left (forward) primerin blastlama sonucunda ortaya ¢ikan ve ilgili primerlerle
homolojisi olan genler. Query: verilen primerin baz sirasi, Sbjt: Homoloji gosteren genin ilgili

bolgesi.



67. + [ &] httpiblast.ncti.nim.nih. gov/Blast.cgi

W o I@NCBIBlast:Nuc\eutudeSEquen:e(zuletters) ] I tGi- 8

42

dows Internet Explorer

Dosya Dizen GorGndm  Skkullanlanlar — Araglar  Yardim

BLAST

Home  RecentResults Saved Strategies  Help Sign In] [R 4

NCBI BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - JTNCS2MC015

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

Edit and Resubmit Save Search Strategies >Formatting options ~ »Download

Nucleotide Sequence (20 letters)

Query ID  Icl|1974
Description None
Molecule type nucleic acid
Query Length 20

Database Name dbindex/10090/allcontig_and_rna
Description mouse build 37 RNA, reference and alternate ass:
Program BLASTN 2.2.19+ & Citation

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

Designing or Testing PCR Primers? Try your search in Primer-BLAST. | GoJ

v Gra Summa
Distribution of 3392 Blast Hits on the Query Sequence &
|Mnuse-nvertn show defline and scores, click to show alignments |
Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200

Query
[ 1 I 1 1
0 4 a8 12 16 20

<
6 Internet
-4 Baglat : DD o0 | Materyal ve yén... T 1. ] e ™ & DO 126

#= NCBI Blasi:Nucleotide Sequence (20 leiters) - Windows Internet Explorer

6“ ~ | &1 hetpigiblast. nebi nim.nih. gev Blast i | [#2][x] | [|2]-

Dosya Duzen Goronam  Skkulanlanlsr  Araglar  Yardm

T < [@NCB[ Blast:Mucleatide Sequence (20 letters) ] I - B d=h - [k sayfa - {0 Avaglar -
NT 0395 Mus musculus chromosome 11 genomic contig, strain ©57BL/6] 28.2 593 100% 50 100% ~
NT 039280 Mus musculus chromesome 4 genomic contig, strain CS7BL/E 282 250 100% so0 100% =]
NW 001030408.1  Mus musculus chromosome 10 genomic contig, alternate assembly 3 734 100% 198 100%
MW 001030731.1 Mus musculus chromosome 3 genomic contig, alternate assembly 3

48.6 80% 785 100%

Designing or Testing PCR Primers? Try your search in Primer-BLAST. |_GoJ

v Alignments

Get selected sequences Distance tree of results

| m PREDICTED: Mus musculus similar to glutathione reductase 1 (LOC630729),
TRNA
Length=2236

GENE ID: 630728 LOC630728 | similar to Glutathione reductase, mitochondrial
pzecuzsor (GR) (GRass) [Mus musculus]

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.013
Identities = 20/20 (100%), Gaps = 0/20 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 TTATCATGCCTGATCATAAG 20

PITrnrrrrenerrnnnnni
Sbjct 5890 TTATCATGCCTGATCATAAG 571

AT 2us musculus glutathione reductase 1 (Gsr), mRNA

Score = 40.1 bits (20). Expect = 0.013

&P Internet F 26100~

Sekil 3.17. Right (revers) 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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Sekil 3.19. cDNA probu i¢in yapilan blastlama sonucu.
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3.6. RNA-izolasyonu

cDNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in, genin cinsine gore fare embriyosu veya yavru
farelerden 6nce mRNA saflastirildi; revers transkriptaz enzimi ve diger kimyasallar
vasitast ile cDNA kiitiiphanesi elde edildi. Fare beyni (PO, P7, P56) ve fare
embriyosundan (E12.5, E14.5, E15.5) RNAzol kiti ile izole edilen total RNA, cDNA

kiitiiphanesi tiretilmesinde kullanildi.

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

islemler yapildi.

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

karistiricida karistirildi, ardina 5 dakika buz iginde bekletildi.

2. Bekleme isleminin ardindan 15 dakika 4°C’de maksimum hizda santrifiij edildi ve
siipernatant atildi ve 1 ml %75’lik etanol ile tekrardan ¢dkelek ¢oziildii ve 5 dakika
4°C’de maksimum hizda santrifiij edildi. Siipernatant tekrardan atilarak cokelek 5
dakika vakum kurutucusunda kurutuldu. Ardina 87 pl DEPC su ile 60°C 10 dakika
bekletilerek ¢oziildii.

3. Bu islemin ardina 99 pul su ve 1 pl hazirladigimiz ¢ozeltiden aldi 260 nm’de

konsantrasyonunu 6l¢iildii ve hesaplama asagidaki sekilde yapildi.

Ug = OD2(,0 x310

4. Konsantrasyona bakildiktan sonra DNaz kullanilarak ortamdaki DNA’lar par¢alandi.

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

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

3.7. cDNA Kiitiiphanesi Hazirlanmasi (RT PCR)

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

hazirlandi.

Karigim 1:

Oligo(dT)-Primer: 3 pl
RNA : 6 ul (0,5png/ul)
DEPC-su ;o 21yl

Yukaridaki miktarlar alind1 ve PCR tiipiine konur 65°C’de 5 dakika bekletildi.
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Karisim 2 (Her bir cDNA stoku i¢in).

5x cDNA sentez tamponu (vortex): 12 ul
0,IMDTT : 3ul
RnaseOut™ (40 U/ul) : 3 pul
DEPC-su : 3ul
10 mM dNTP-Mix : 6 ul

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

Karisim 1°’de hazirlanan tiip iizerine karisim 2 eklendi ve vortekslendi. Karistirma
isleminin ardiadan 60 dakika 50°C’de ve daha sonra 85°C 5 dakika PCR cihazi icinde
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 anlatildig1r sekilde tespit edilen primerlerden, forward primerine T7
promotor sekanst (GCGTAATACGACTCACTATAGGG) ve revers primerine SP6
promotor sekanst (GCGATTTAGGTGACACTATAG) 5’ uglarma eklendi ve siparisg
verildi (Krieg, 1987).

Yukaridaki 6rnekte glutatyon rediiktaz1 geni i¢in primer dizilimleri asagidaki gibidir:

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

GCGTAATACGACTCACTATAGGG ATCTCAGTCCGTTCTTTAAG

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

GCGATTTAGGTGACACTATAG TTATCATGCCTGATCATAAG
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cDNA kiitiiphaneleri ve her gen icin spesifik primerler (T7 promoter- forward primer,
SP6 promoter-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 agsagida 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 (200uL) tiipti kullanildi. PCR islemi ise ilk dnce
PCR cihazinin kapak sicakligi 105°C ayarlandi; daha sonra calisilan reaksiyon karigimin
denatiirasyonu i¢in 2 dk 95°C bekletildi. Bu islemin ardindan 35 kez tekrarlanacak olan
reaksiyon islemlerine gecildi. Burada birinci olarak 94°C 25 sn denatiirasyon, 57°C 25
sn primerin yapismasi ve 72°C 1.15 dakika ¢cDNA’nin uzamasi yapildi. Bu islemlerin

ardina son basamak olan 72°C’de 9 dk bekletildi
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Cizelge 3.2 Belirli bir cDNA i¢in yapilan PCR reaksiyon karisimu;

H,O 14uL
10x Tampon 2,5uL
Q (enhancer) SuLl
dNTP’ler (2mM,roche) 0,5uL
Primer for. (10 pmol/ uL) IuL
Primer rev. (10 pmol/ pL) lul
Template (RT-irtinii) 1uL
Enzim Tag-Polimeraz 0,2uL

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

kaldirildu.
DNA konsantrasyonu (pug/mL)= Asgsoxseyrelme faktoriix50
3.9. Antisens mRNA Uretimi

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

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

SP6 RNA polimeraz Tl
RNAsin Ll
Dig RNA labeling mix, 10x 2ul
Tampon 10x 2ul
DNA 2ul
DEPC- su 12ul

Daha sonra DNase ile muamele edilerek DNA’nin sindirilmesini saglandi. Bu amagla
asagida hazirlanan karigimdan alinarak bir 6nceki basamakta hazirlanan reaksiyon igin
inkiibasyona birakilan karisim ftzerine ekledir. Bu sekilde reaksiyonu durdurarak

ortamda kalan cDNA’y1 DNase ile par¢alanmasi saglandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Dnase karisimin hazirlanmasi

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

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

a ) Ortama 72 pL. 4 M NH4CH;COO katildi. Daha sonra 470 pL -80°C’de %100 etil
alkol katildir.

b ) Bir gece -20°C’de veya 30 dakika -80°C’de bekletildi.
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¢ ) 20 dakika 13000 rpm’de santrifiij (sogukta) edildi. Santrifiijun ardindan siipernatant
atildi. Cokelek tizerine asagidaki pipetleme yapildi.

d) 640 ul %70’lik etil alkol (-20°C) katild1. 20 dakika 13000 rpm’de santrifiij (Sogukta)
edildi. Tekrardan siipernatant atildi. Cokelek 22 ul DEPC’li su ile ¢oziildii.

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

islemde seyrelme faktorii 50°dir.
RNA konsantrasyonu (ug/ml)= Aeoxseyrelme faktoriix40

Konsantrasyon 6l¢gme isleminden sonra 2 pl alinir ve agaroz jel elektroforezi (%1°lik)
uygulanir. Jelde yliriitmeden 6nce 6 dakika 70°C’de bekletildi ve ardia 2 dakika buz

icine alindi. Bu islemin ardina jele yiiklenerek yiiriitiildii.

3.10. In situ Hibridizasyon (ISH) Yénteminin Uygulanmasi

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

genel olarak siralayacak olursak;

1. Orneklerin hazirlanmasi ve dokunu fiksasyonu,

2. On hibridizasyon iglemi, problarm ilavesi ve hibridizasyon islemi,

3. Son hibridizasyon iglemi ve spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi, slaytlarin
bir seri ¢ozeltiden gegirilerek fikse edilmesi ve iizerlerinin lamelle kapatilmas,
orneklerin mikroskopta incelenip uygun olanlar taranarak genel kullanim i¢in internet

ortamina aktarilmasi.

Slaytlarin sandvi¢ seklinde hazirlanmasinda kullanilan 6zel camlar bir gece 180°C
sicakliktaki firinda bekletildi. Kullanilan biitiin ¢6zeltiler biiyiik bir kismi otoklavlandi
veya Ozel sekillerde hazirlandi. RNA’lar1 korumak i¢in DEPC’li su kullanildi ve
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boylece Rnaz karsi korundu. 12.5, 14.5, 15.5 giinliik fare embriyosu ve yetiskin fare
beyni (P56) 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 saklandi (Herzig 2001). Mikroton cihazi
kullanilarak lamlar lizerine 12.5, 14.5, 15.5 giinliik fare embriyosu ve yetiskin fare

beyni (P56) 20 um kesitler halinde yayildi. Alinan kesitler sekil 3.20°deki gibidir.
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Sekil 3.20. 14.5 giinliikk fare embriyosundaki bazi organ ve yapilarin yerlerinin

| Piriform

4

gosterilmesi

In situ hibridizasyon yaparken kullanilan cihazlar degisik sekillerde dizayn edildi.
Bunlardan bir tanesi de Tecan Genesis ISH uygun platformudur. Bahsedilen cihaz, Sekil
3.21°deki goriiniimiinden de anlasilacag gibi, 2x48’lik 6zel bolmeden olusur (ayn1 anda
96 slayt (Sekil 3.22) kullanilabilir); 6n hibridizasyon, hibridizasyon, son hibridizasyon
ve prob ilavesi islemleri otomatik sekilde yapildir. Cihaz Gemini adli bilgisayar

programi ile kontrol edildi.
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Sekil 3.21. 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.

Strip Solusyon Birakilan
Slayt

———

Sn Tarata Konan

|
m Kiskaclar

Sekil 3.22. Slaytlarin hazirlanma sekli (sandvig); slayt resminde slayt ile kullanilan cam

arasindaki bosluk 80 um ve slaytin aldig1 toplam hacim ise 400 pL’dir.

Slaytlar hazirlanip cihaza yerlestirildi ve sirasi ile asagidaki islemler yapildi. Herbir gen
icin 4-6 slayt kullanildi. Her slayta 4 embriyo veya P56 beyin aktarildi. Boylece herbir
gen i¢in 24-32 fotograf elde edildi.
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Cizelge 3.5. In situ hibridizasyon islemlerinin basamaklar halinde gosterilmesi

Giin:
Tekrar sayis1 | Hacim Zaman Kullamilan Cozelti Sicakhk
5 300uL 5dk %0,6 H,0, in MeOH 24°C
7 300uL S5dk PBS 1
2 300uL 5dk 0,2 M HCl
4 300uL 5dk PBS
1 400uL S5dk proteinase K
2 300puL 10dk proteinase K
7 300uL 5dk PBS
1 300uL 10dk %4 PFA
7 300uL 5dk PBS
2 300puL 15dk | hyb-mix 641C
1 Prob ekleme set 64°C
2. Giin
Tekrar sayis1 | Hacim | Zaman Kullanmilan Cozelti Sicakhik
5 300uL | 5dk [5x SSC 62°C
5 350pL 10dk |formamide I
5 350uL 12dk | formamide IT
3 300pL 8dk 0,1 xSSC
1 300uL | 8dk |0,1xSSC 25°C
4 300pL 5dk  |NTE1
6 300uL 5dk 20 mM iodoacetamide
4 300pL 5dk  [NTE2
2 300pL 5dk |TNT 1
6 300uL 5dk | %4 sheep serum
4 200puL 5dk |[TNT 2
2 200uL 5dk | TNB blocking tamponu 1
2 200pL 5dk  |TNT3 v
2 300pL 5dk | maleate yikama tamponu 1
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Cizelge 3.5. (devam)

2 350uL | 10dk |Blocking tamponu

2 300uL 5dk | maleate yikama tamponu 2
2 250uL 5dk |TNT 4

2 200puL 5dk  |TMN 1

4 200pL 5dk |TNTS

4 300pL | 10dk | TNB blocking tamponu 2
2 350uL | 30dk |antiDIG-POD (1:600)

6 200pL 5dk |TNT6

1 250uL | 30dk |tyramide-biotin

6 250uL 5dk | maleate yikama tamponu 3
2 200pL 5dk | TMN 2

3 200uL | 13dk |BCIP/NBT

4 400pL 5dk |HxO

1 300uL NTE 3

2 200uL | 10dk |%4 PFA+ %1 G/A v
4 400uL H,0 2

A. Yikama ve 6n hibridizasyon islemleri;

1. Ik basamakta slaytlarin iist kismindan 5 kez 5’er dakika %0,6 H,O, (hidrojen
peroksit) ilave edilmis CH3;OH (methanol) uygulanir ve ardina 8 kez %0,05 tween
iceren 1xPBS ile yikandi.

2. Yikamadan sonra 2 kez 4’er dakika %0,05 tween iceren 0,2M’lik HCI ile muamaele
edildi. Tekrar 4 kez 90,05 tween iceren 1xPBS ile yikandi.

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 yikandu.



55

4. Slaytlar 1 kez 10 dakika %0,05 tween igeren %4 PFA ile muamele edildi ve 8 kez
%0,05 tween igeren 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 asamasinin son kisminda 2 kez 15’er dakika Hyb-Mix (ISH tamponu) ile

muamele edilerek 6n hibridizasyon yapildi.

B. Hibridizasyon islemi; Bu sirada slaytlar 62°C’de 4,5 saat bekletilir. Bunun i¢in her
bir slayt mililitresinde 300ng prob iceren 300ul hyb mix ile muamele edildi.

C. Spesifik olmayan baglanmalarin giderilmesi; Prob ile muamele gérmiis slaytta
bulunan doku iizerine ¢esitli solusyonlar wuygulandi ve bundan sonar da
renklendirmeden Once ¢esitli spesifik reaktifler eklenip ardina renklendirme ¢ozeltisi ile
renklendirildi. Bu sekilde slaytin arka planinda ortaya ¢ikan spesifik olmayan
ekspresyonlarin 6nlemeye c¢alisildi (Cizelge 3.5).

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

tizere yapildi.

2. Yukaridaki islemlerin ardina 4 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren 1xNTE yikandi
ve 6 kez 5’er dakika iodo asetamid ile yikanir bu basamak ¢ok dnemlidir; doku tizerinde

bulunan enzimler ve bazi protein rezidiilerinin aktiviteleri azaltir veya tamamen bloke

edildi.

3. 4 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren 1XNTE yikanip ardina 2 kez 5’er dakika %0,05
tween iceren 1xTNT ilede yikandi ve %4 oraninda sheep serum iceren ¢ozelti 6 kez 5’er

dakika uygulandi.
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4. 4 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren 1XTNT ilede yikandi ve ardina TNB blocking
cozeltisi ile 2 kez 5’er dakika yikandi. Bu basamakta spesifik olmayan baglanmalar

giderildi. Ardina tekrardan 2 kez 5 dakika %0,05 tween iceren 1XTNT ilede yikandi.

5. 2 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat tamponu ile yikandi ve blocking reaktifi
ile 2 kez 10’ar dakika ardinada tekrardan 2 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat

tamponu ile yikandi.

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

eklendi ve 4 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren IXTNT tamponu 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 hazirlandi; dilisyon faktorii 600°diir.)

ile doku reaksiyona sokuldu.

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

reaktifi kendi 6zel solusyon ile hazirlandu.

9. 6 kez 5’er dakika %0,05 tween igeren maleat tamponu ile yikandi 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
ardina tekrardan 6 kez 5’er dakika %0,05 tween iceren maleat tamponu ile yikandi. Bu

islemin ardina 4 kez 5 dakika %0,05 tween igeren IXTNT tamponu yikama yapildi.

10. 2 kez 5’er dakika her 1 ml’sinde 0,5 mg levamizol iceren TMN tamponu yikama
yapilir. 3 kez 13’er dakika renk reaktifi eklendi ve sonra dd su ile 4 kez 5’er dakika, 1
kez 90,05 tween igeren 1x NTE, %1 oraninda glutaraldehit iceren %4 PFA’lede 1 kez
10 dakika yikama yapilir ve son olarakda saf su ile 4 kez yikama yapilarak islemler

bitmis olur. Bu etaptan sonra slaytlar temizlenerek bir gece kurumaya birakilir.
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3.11. Gen Ekspresyon Orneklerinin Degerlendirilmesi

Slaytlar bir gece bekledikten sonra slayt kaplama makinasinda yiizeyleri kaplandi ve
daha sonra slaytlar temizlenerek kurumasi i¢in 37°C’de bir gece bekletildi. Bundan
sonra slaytlar mikroskopta incelenir sonra taranarak bilgisayar ortamina alindi (Sekil
3.23). Bu islem; ilk once 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 3.24).
Bilgisayar ortamima aktarilan ¢alismalar detayli sekillerde incelenerek ¢esitli
calismalarda kullanildi ve bununla beraber digere bilim adamlarinin kullanimina acildi

(Wwww.genepaint.org).

Sekil 3.23. (A): Slayt kaplama makinesi, (B): Slaytlar1 icelemede kullanilan mikroskop,

(C): Slaytlarin taramasinin yapildig1 scanner cihazi.


http://www.genepaint.org/
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Sekil 3.24. Genepaint.org sorgu ve sonug sayfasi

* (A) Bolimlerin hazirladigi kisim (B), Burada segilen gen resmi programi kullanarak biiyiitiiliip,

kiigiilterek ilgilenilen kismin incelenmesini saglarnir. (C-E). Yetiskin fare beynindeki bazi ekspresyon

ornekleri goriilmektedir. Biolojik verilere, internetdeki 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 i¢inde bulunan glutamat metabolizmasi genleri http://www.genome.ad.jp

web sayfasindan bakilarak belirlendi. Bu enzim genleri sunlardir: N-asetilglukozamin
kinaz (Nagk), glukozamin-fosfat N-asetiltransferaz (Gnpnatl), glutamin fruktoz-6-fosfat
transaminaz 1 (Gfptl), fosfo ribozil pirofosfat amidotransferaz (Ppat), NAD sentetaz 1
(Nadsynl), glutamil-tRNA sentetaz (Qars), karbamoil fosfat sentetaz 2 aspartat
transkarbamoilaz, dihidroorotaz (Cad), karbamoil fosfat sentetaz 1(Cpsl), glutaminaz
(Gls), glutaminaz 2 (karaciger, mitokondrial) (Gls2), glutamat-amonyak ligaz (glutamin
sentetaz) (Glul), glutamil-pirolin-tRNA sentetaz (Eprs), glutamil-pirolin-tRNA sentetaz
2 (Ears2), aldehit dehidrogenaz 4°cii aile, A1 tiyesi (Aldh4al), glutamat dehidrogenaz 1
(Gludl), glutamat okzalasetat transaminaz 1, ¢oziiniir (Gotl), glutamat okzalasetat
transaminaz 2, mitokondrial (Got2), glutamat piruvat transaminaz (alanin transaminaz)
2 (Gpt2), glutamat piruvat transaminaz 1, ¢oziiniir (Gptl), aldehit dehidrogenaz 5°ci
aile, Al altailesi (Aldh5al), glutatyon reduktaz 1 (Gsr), glutatyon sentetaz (Gss),
glutamat sistein ligaz, modifiye alt iinite (Gclm), glutamat-sistein ligaz, katalitik alt
tinite (Gele), glutamik asit dekarboksilaz 1 (Gadl), glutamik asit dekarboksilaz 2
(Gad2), 4-amino butirat aminotransferaz (Abat), guanin monofosfat sentetaz (Gmps).
Bu calismada calisilacak olan bu enzim genlerin 11(Cizelge 4.2.) tanesi i¢in primer
dizayn1 ile 14.5 giinliik fare embryosundaki in sifu hibridizasyonlar1 daha Onceki
caligmalarda yapilmistir. Bu nedenle geriye kalan 17 enzim geni i¢in primer dizaynlari
materyal metodda agiklandig1 sekilde spesifik primerleri hazirlandi. Hepsinin primer
uzunluklar1 20 baz olacak sekilde yapildi. Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi biitiin genler
i¢cin hazirlanan spesifik primerler verilmistir. Right (reverse) primerin 5’ ucuna SP6
(GCGATTTAGGTGACACTATAG) promoter ile left (forward) primerin 5° ucunda T7
(GCGTAATACGACTCACTATAGGG) promoter takilarak spesifik  primerler

hazirlanmig oldu.


http://www.genome.ad.jp/

Cizelge 4.1.Yeni calisilan glutamat metabolizmasi genleri i¢in primer dizayni sonuglarina ait bilgiler.

LoliD | LoliSy LoLi Name A“:(f"’“ P:; i‘:ilon Pol:i‘glon lf’erl;’gblft T7+FP Sp6+RP
Glukozamin-fosfat N- | NM 019 793 1617 395 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
54342 | Gnpnatl | asetiltransferaz 425 GACTGTGGTGTGCCAGTGTGT TGATCATGGTGGTACATGCC
Glutamin fruktoz-6-fosfat | NM_ 013 605 1661 1057 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14583 | Giptl transaminaz 1 528 GTGCCAAGCTCGTCAAGTACA TTTGCGTCTCTCTTGCATGG
Fosfo ribozil pirofosfat | XM 973 2675 3618 944 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
231327 | Ppat amidotransferaz 973 GCTGTCGTTCATACACTTAG AATGCCAATCCGCCTGTGTC
NM_030 1433 2327 395 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
78914 | Nadsynl | NAD sentetaz 1 221 GTGAGCATCGACACTGCTGTG TAACTAAGATCTGGTCAGGC
NM- 14 363 850 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
97541 | Qars Glutamil-tRNA sentetaz 133794 GTACTCCAGATTCGCTAGCGC TTGATGGCTTTGGCGTGTCC
Karbamoil fosfat sentetaz 2 | NM_023 203 1184 892 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
69719 | Cad aspartat transkarbamoilaz 525 GTAGTGCTAACGTATCCTCTC TCCATATCTGAAGGGCCGGC
XM 129 3663 4589 927 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
227231 | Cpsl Karbamoil fosfat sentetaz 769 GAGTAGAGATGGACGCTGTTG TCCACAGTGCGAGATTTCTG
Glutaminaz 2 (karaciger, | NM_001 207 981 775 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
216456 | Gls2 mitokondrial 033264 GAGCACTCGGATCATGACGCC TTCTCTGACTTGAATGTGGC
NM_029 3954 1032 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
107508 | Eprs Glutamil-pirolin-tRNA sentetaz | 735 2923 GACAGTACAAGTCGCTGACAG ACCATCACACCGATGGTTCG
Glutamat-amonyak ligaz | NM_008 1141 2143 1003 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14645 | Glul (glutamin sentetaz) 131 GAAGACCGTCGGCCTTCTGCC ACAGGTGGTGGCAAGCAGTG
Glutamil-pirolin-tRNA sentetaz | NM_026 46 1045 1000 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
67417 | Ears2 2 140 GTGCTGGCCGAGCCGCACGTG TGGCAGGTGATCCGCGTCAG
Aldehit dehidrogenaz 4’cii aile, | NM 175 100 1057 958 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
212647 | Aldh4al | Al iiyesi 438 GAGCTGCGCAAGACTGTTAAG AGCGTGGGAAGGTACGGAAC
Glutamat piruvat transaminaz | NM 173 2551 3533 083 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
108682 | Gpt2 (alanin transaminaz) 2 866 GATCTGCGGACAGCATCCTAT AGGAGGCGGAAGAACTGATG
Aldehit dehidrogenaz 5°ci aile, | NM_172 1540 1079 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
214579 | AldhSal | Al altailesi 532 462 GAGGACGACCTTGCCAAGATC TTCATTCACACCGACCATGC

60



Cizelge 4.1. (devam)

GCGTAATACGACTCACTATAGG

GCGATTTAGGTGACACTATAG

61

14782 | Gsr Glutatyon reduktaz 1 NM 010344 | 8 10301 1013 | & T CTCAGTCCGTTCTTTAAG TTATCATGCCTGATCATAAG
Glutamat-sistein ligaz, katalitik 209 1292 1084 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14629 | Gcle alt {inite NM 010295 GATGGAGGCGATGTTCTTGAG ACCTCCATTGGTCGGAACTC
1786 986 GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
268860 | Abat 4-amino butirat aminotransferaz | NM 172961 801 GTGCTTAGCGACCACACACTC ACAAGCCTGAACCAATGAGC
Cizelge 4.2. Onceden ¢alisilan glutamat metabolizmasi genleri i¢in primer dizayni sonuglarina ait bilgiler
FW
LoliD LoliSy LoLi Name Accesion no | Positio R.VY Probe T7+FP Sp6+RP
i Position | Lenght
. C GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
56174 Nagk N-asetilglukozamin kinaz NM_ 019542 134 389 255 G CCCACGCGTCCGGCGGGAGC AGCCTTCTGTTTGGCCCTGT
. GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAC(
14660 | Gls | Glutaminaz XM_129846 | 2166 | 2600 | 435 | G CGCACACGACAAATCTGAGT | CAGACATTTGACAGCAGGA
. GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14661 Glud Glutamat dehidrogenaz NM_008133 19 872 854 GAGCCAGACAAGCACAGCCGC TGCTGGCATAGGTGTCAGCG
Glutamat oksalasetat GCGTAATACGACTCACTATAGGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14718 | Gotl 1 hsaminaz 1, sitozolik NM_010324 | 66 947 882 | ATCAGTCTTTGCCCAGGTTC TTGGACCAGGTGATTCGTAC
Glutamat oksalasetat GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14719 1 Got2 | hsaminaz 2, mitokondrial NM_010325 | 39 2383 1 2344 | GTCACTGTCCTCACCTTTTAG GGTCTATAGTAATTTTATTG
Glutamat piruvat transaminaz 1, GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
76282 | Gptl | i NM_182805 | 1 255 235 | G CCCACGCGTCCGGTGCC CTGCTCCAGCTCCAAGGCAC
GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14854 Gss Glutatyon sentetez NM_008180 432 1353 922 G AAGCCCTGAAACAGATCGAG ACATGCTTGTTCATCACCAG
Glutatmat sistein ligaz modifiye GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14630 | Gelm | it birim NM_008129 1 37 10021 966 | GAAGCACTTTCTCGGGTGAGG | AGGCAGTCAAATCTGGTGGC
. . . GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14415 Gadl Glutamik asit dekarboksilaz 1 NM_008077 3 552 549 G TGGCCTCGAGCCAGATTCGG TCTTAGCTGGAAGCAGATCT
. . . GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
14417 Gad2 Glutamik asit dekarboksilaz 2 NM_008078 114 2643 2530 G CCTGACTGGAACATACAAAC CCTTTTCACTGTACCCCAG
. GCGTAATACGACTCACTATAGG | GCGATTTAGGTGACACTATAG
229363 Gmps Guanin monofosfat sentetaz XM 130877 853 2240 1388 G AAAGTGTTGGTTTTACTCAG CCTCAACAAAGCATTTATTA
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1. Spesifik Genler icin ¢cDNA Problarinin ve Spesifik Antisens mRNA’larinin

Agaroz Elektroforez Sonuclari

Primer dizaynindan sonra spesifik cDNA problar1 yapilarak bunlardan spesifik antisens
mRNA’lar1 iiretildi. Biitlin iiretilen cDNA kaliplarinda reverse primerin 5’ ucunda SP6
ve antisens mRNA kullanildi. Bu amagla antisens mRNA {iretiminde SP6 polimerazdan
yararlanildi. Sekil 4.1. ve sekil 4.2°de calisilan genlere ait cDNA problarinin ve antisens
mRNA {iriinlerinin jelde yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen jel fotograflar1 verilmistir.
Elektroforez islemlerinde 10 kb’lik DNA marker1 kullanildi. Bu problar iiretildikten
sonra -80°C’ye birakildi. Glutamat metabolizmast icin ayrica 12.5, 14.5, 15.5 giinliik
fare embriyolar1 ve yetiski fare beyni (P56) alinarak medium i¢ine gdmiildii ve daha
sonra kroyostat kesim cihazi ile bu tli¢ degisik doku i¢in kesitler hazirlandi. Hazirlanan

bu dokular ISH’da kullanilmak iizere -80°C’ye birakildu.

910 11 12 13 14 15 16 17
.-——_—--_ — -

=
- -|
=
—
-
4

Sekil 4.1. Spesifik genler i¢in yapilan cDNA problarina ait agaroz elektroforezi sonucu

*1.)Gnpnatl 2.) Gfptl 3.) Ppat 4.) Ears2 5.) Nadsyn1 6.) Gelc 7.) Qars 8.) Gls2 9.) Eprs 10.) Glul 11.)
Aldh5al 12.)Gsr 13.) Gpt2 14.) Aldh4al 15.) Cad 16.)Abat 17.) Cpsl
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Sekil 4.2. Spesifik genler i¢in yapilan antiens mRNA’larina yani hazirlanan mRNA problarina
ait agaroz elektroforez sonucu. Burada ilk fotografta 12 tane i¢in goriilmektedir. Digerleri i¢inde

ayni1 sonuglar elde edildi.

4.1. In situ Hibridizasyon Sonuclar

Spesifik cDNA problari kullanilarak bunlardan Boliim 3.9°da anlatildig: sekilde spesifik
antisens mRNA’lar1 retildi. Biitlin antisens mRNA problarinin iretilmesinde SP6
polimerazi kullanildi. Ciinkii biitiin iretilen cDNA kaliplarinda reverse primerin 5’
ucunda SP6 bulunmaktadir ve in situ hibridizasyon islemi i¢in antisens mRNA

hazirlanmaktadir.

Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 12.5 giinliik, 14.5 giinliik ve 15.5 giinliik
fare embriyolar ile postnatal 56 giin beyin donemindeki ekspresyon yorumlar1 ve
ekspresyon caligsmalar1 sonucu http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilmistir.
Calistigimiz tiim genlerden sadece 3 genin tiim evrelerine ait fotograflar verilmistir
(Sekil 4.3-Sekil 4.14). Diger calisilan genlerin tiim evgrelerine ait ekspresyon

sonuglarina ulasilabilinecek kod numaralar1 Cizelge 3.2-3.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Glutamil-prolil-tRNA sentetaz (Eprs) geninin 12.5 giinliik fare embriyosu lizerinde

farkli kesimlerde yapilan in sifu hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.
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Sekil 4.4. Glutamil-prolil-tRNA sentetaz (Eprs) geninin 14.5 giinliik fare embriyosu lizerinde

farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.
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Sekil 4.5. Glutamil-prolil-tRNA sentetaz (Eprs) geninin 15.5 giinliik fare embriyosu lizerinde

farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.
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Sekil 4.6. Glutamil-prolil-tRNA sentetaz (Eprs) geninin P56 yetiskin fare beyni iizerinde farkli

kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.
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Sekil 4.7. Karbamoil-fosfat sentetaz 2, aspartat transkarbamilaz (Cad) geninin 12.5 giinliik fare
embriyosu iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon iglemlerinde elde edilen

sonuglar.
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Sekil 4.8. Karbamoil-fosfat sentetaz 2, aspartat transkarbamilaz (Cad) geninin 14.5 giinliik fare
embriyosu iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon iglemlerinde elde edilen

sonugclar.
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Sekil 4.9. Karbamoil-fosfat sentetaz 2, aspartat transkarbamilaz (Cad) geninin 15.5 giinliik fare
embriyosu iizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon iglemlerinde elde edilen

sonuglar,
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Sekil 4.10. Karbamoil-fosfat sentetaz 2, aspartat transkarbamilaz (Cad) geninin P56 yetiskin

fare beyni lizerinde farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon iglemlerinde elde edilen

sonuglar.
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Sekil 4.11. NAD sentetaz 1 (Nadsynl) geninin 12.5 giinliik fare embriyosu iizerinde

farkl1 kesimlerde yapilan in sifu hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.


http://zoom.gwdg.de/fif=035/MH00002701_00002B.fpx&init=0.0,0.0,1.0,1.0&rect=0.0,0.0,1.0,1.0&wid=501&hei=753&vtrx=1&lng=en_US&enablePastMaxZoom=OFF&zFactor=100&page=genepaint.html&obj=uv,1.0�
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Sekil 4.12. NAD sentetaz 1 (Nadsynl) geninin 14.5 giinliik fare embriyosu iizerinde

farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar


http://zoom.gwdg.de/fif=029/MH00002499_00001B.fpx&init=0.0,0.0,1.0,1.0&rect=0.0,0.0,1.0,1.0&wid=501&hei=767&vtrx=1&lng=en_US&enablePastMaxZoom=OFF&zFactor=100&page=genepaint.html&obj=uv,1.0�
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Sekil 4.13. NAD sentetaz 1 (Nadsynl) geninin 15.5 giinliik fare embriyosu iizerinde

farkli kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonuglar.


http://zoom.gwdg.de/fif=035/MH00002729_00001B.fpx&init=0.0,0.0,1.0,1.0&rect=0.0,0.0,1.0,1.0&wid=501&hei=713&vtrx=1&lng=en_US&enablePastMaxZoom=OFF&zFactor=100&page=genepaint.html&obj=uv,1.0�
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Sekil 4.14 NAD sentetaz 1 (Nadsynl) geninin P56 yetiskin fare beyni lizerinde farkli

kesimlerde yapilan in situ hibridizasyon islemlerinde elde edilen sonugclar.


http://zoom.gwdg.de/fif=035/MH00002688_00014B.fpx&init=0.0,0.0,1.0,1.0&rect=0.0,0.0,1.0,1.0&wid=801&hei=422&vtrx=1&lng=en_US&enablePastMaxZoom=OFF&zFactor=100&page=genepaint.html&obj=uv,1.0�
http://zoom.gwdg.de/fif=035/MH00002688_00017B.fpx&init=0.0,0.0,1.0,1.0&rect=0.0,0.0,1.0,1.0&wid=801&hei=369&vtrx=1&lng=en_US&enablePastMaxZoom=OFF&zFactor=100&page=genepaint.html&obj=uv,1.0�

76

Cizelge 4.3. Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 12.5 giinliik fare embriyosu

donemindeki

http://www.genepaint.org/

ekspresyon

yorumlari

ve

ekspresyon

caligmalar1  sonucu

web sayfasina aktarilan gen ekspresyon fotograflarina

ulasilabilinecek kod numaralari.

E12.5 ISH
Aksesyon icin kod | Ekspresyon sonuclar

No Gen simgesi | numarasi numaralann | (E12.5)

1 Gnpnatl NM 019425 2665 Ekspresyon olmadi.

2 Giptl NM 013528 2695 Ekspresyon olmadi.

3 Ppat XM 973973 2702 Ekspresyon olmadi.

4 Nadsynl NM 030221 2701 Ekspresyon olmadi.
Yaygin ve genel olarak
tim dokularda

5 Qars NM-133794 2673 ekspresyon oldu.
Karacigerde zayif bir

6 Cad NM 023525 2658 ekspresyon vardir.
Bagirsaklar ve
karacigerde ekspresyon

7 Cpsl XM 129769 2693 oldu.

8 Gls2 NM 001033264 | 2663 Ekspresyon olmadi.
Yaygin ve genel olarak
tim dokularda

9 Glul NM 008131 2664 ekspresyon oldu.
Karaciger, kaslar, sinir
sisteminde  ekspresyon

10 Eprs NM 029735 2659 oldu.

11 Ears2 NM 026140 2653 Ekspresyon olmadi.
Karacigerde ekspresyon

12 Aldh4al NM 175438 2656 oldu.

Arka beyin bosluklarinin
ylizeyinde ve spinal

13 Gpt2 NM 173866 2700 kordda ekspresyon oldu.
Zayif ve yaygin bir

14 Aldh5al NM 172532 2657 ekspresyon goriildii.

15 Gsr NM 010344 2668 Ekspresyon olmadi.
Yaygin ve genel olarak
tim dokularda

16 Gele NM 010295 2661 ekspresyon oldu.
Merkezi sinir sistemi,
karaciger, bagisaklarda

17 Abat NM 172961 2654 ekspresyon oldu.
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Yaygin ve genel olarak

tim dokularda
18 Gmps XM 130877 2698 ekspresyon oldu.
Zayif olarak merkezi
sinir sisteminde
ekspresyon oldugu
19 Gls NM 129846 2696 goriildii.
Glud Karacigerde cok kuvvetli

ve belirgin olarak diger
dokularda da  zayif

olarak ekspresyon
20 NM 008133 2697 oldugu goriildii.
Karaciger, akciger,

dorsal  kok  bezleri,
bobrek  ve  timusda
21 Gotl NM 010324 2666 ekspresyon oldu.

Karaciger, dorsal kok
bezleri basta  olmak
lizere yaygin bir
ekspresyon oldugu
22 Got2 NM 010325 2667 goriildii.

23 Gptl NM 182805 2699 Ekspresyon olmada.

Yaygin ve zayif olarak
ekspresyon oldugu
24 Gss NM 008180 2669 goriildii.

Karacigerde ekspresyon
25 Gcelm NM 008129 2662 oldugu goriildii.

Yaygin ve genel olarak
tim dokularda
26 Gadl NM 008077 2660 ekspresyon oldu.

Sinir sisteminde
27 Gad2 XM 123772 2694 ekspresyon oldu.

Yaygin ve zayif olarak
ekspresyon oldugu
28 Nagk NM 019542 2671 goriildii.
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Cizelge 4.4. Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 14.5 giinliik fare embriyosu
donemindeki  ekspresyon  yorumlar1 ve  ekspresyon = ¢alismalar1  sonucu

http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilan gen ekspresyon fotograflarina

ulasilabilinecek kod numaralari.

E145 ISH
Gen Aksesyon icin kod | Ekspresyon sonuclar
No simgesi numarasi numaralan | (E14.5)
Karaciger, akciger, bobrek
ve bagirsaklarda
1 Gnpnatl NM 019425 MH2495 ekspresyon oldu.

Akciger, bobrek, kaslar,
spinal kord, kemikler ve
pankreasta ekspresyon
2 Giptl NM 013528 MH2496 oldu.

Karaciger, akciger, bobrek
ve timusta ekspresyon
Ppat XM 973973 MH2501 oldu.

w9

4 Nadsynl NM 030221 MH2499 Ekspresyon olmadi.

Yaygin ve genel olarak
tim dokularda ekspresyon
5 Qars NM-133794 MH2488 oldu.

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon

6 Cad NM 023525 MH2485 oldu.

Bagirsaklar ve karacigerde
7 Cpsl XM 129769 MH2453 ekspresyon oldu.
8 Gls2 NM 001033264 | MH2535 Ekspresyon olmadi.

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
9 Glul NM 008131 MH2497 oldu.

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon

10 Eprs NM 029735 MH2486 oldu.

11 Ears2 NM 026140 MH2520 Ekspresyon olmadi.
Karaciger, bobrek, spinal
kord ve timusta

12 Aldh4al NM 175438 MH2521 ekspresyon oldu.

Beyin bosluklarinda

13 Gpt2 NM 173866 MH2522 ekspresyon oldu.

Yaygin ve genel olarak
tim dokularda ekspresyon
14 Aldh5al NM 172532 MH2515 oldu.

15 Gsr NM 010344 MH2523 Ekspresyon olmadi.
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16 Gcle NM 010295 MH2514

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
oldu.

17 Abat NM 172961 MH2518

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
oldu.

18 Gmps XM 130877 MH207

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
oldu.

19 Gls NM 129846 MH733

Sinir sistemi, retina, nazal
epiteliumda  ekspresyon
oldu.

20 Glud NM 008133 MHZ&32

Kaslar, karaciger,
bobrekde ¢ok daha
belirgin olmak iizere tiim
dokularda ekspresyon
oldu

21 Gotl NM 010324 MHI1269

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
oldu.

22 Got2 NM 010325 EH2482

Yaygin ve genel olarak
tim dokularda ekspresyon
oldu.

23 Gpt!l NM 182805 EH1971

Zayif olarak yaygin ve
genel olarak tim
dokularda ekspresyon
oldu.

24 Gss NM 008180 MHI1613

Karaciger, bagirsaklar
daha  belirgin  olarak
ekspresyon oldu.

25 Gcelm NM 008129 MH1296

Karacigerde ekspresyon
oldu.

26 Gadl NM 008077 EG1070

Yaygin ve genel olarak
tiim dokularda ekspresyon
oldu.

27 Gad2 XM 123772 MH448

Sinir sisteminde
ekspresyon oldu.

28 Nagk NM 019542 EH1978

Yaygin ve zayif olarak
tim dokularda ekspresyon
oldu.
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Cizelge 4.5. Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 15.5 giinliik fare embriyosu
donemindeki  ekspresyon  yorumlar1 ve  ekspresyon = ¢alismalar1  sonucu

http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilan gen ekspresyon fotograflarina

ulasilabilinecek kod numaralari.

E15.5 ISH
icin kod
Gen Aksesyon numarala | Ekspresyon sonuclan
No simgesi numarasi r1 (E15.5)
Karaciger, akciger, bobrek ve
1 Gnpnatl NM 019425 2721 bagirsaklarda ekspresyon oldu.

Akciger, bobrek, kaslar, spinal
kord, kemikler ve pankreasta

2 Giptl NM 013528 2715 ekspresyon oldu.

Karaciger, akciger, bobrek ve
3 Ppat XM 973973 2732 timusta ekspresyon oldu.
4 Nadsynl NM 030221 2729 Ekspresyon olmadi.

Yaygin ve genel olarak tiim
5 Qars NM-133794 2733 dokularda ekspresyon oldu.

Yaygin olarak tiim dokularda
ekspresyon  oldu.  Ancak
karaciger, bobrek ve kaslarda

6 Cad NM 023525 2708 daha kuvvetli ekspresyon oldu.
Bagirsaklar ve karacigerde
7 Cpsl XM 129769 2709 ekspresyon oldu.
8 Gls2 NM 001033264 | 2717 Ekspresyon olmada.
Yaygin ve genel olarak tiim
9 Glul NM 008131 2719 dokularda ekspresyon oldu.
Yaygin ve kuvvetli olarak tiim
10 Eprs NM 029735 2710 dokularda ekspresyon oldu.
11 Ears2 NM 026140 2703 Ekspresyon olmadi.

Karaciger, sirt kasi, bobrek,
spinal kord ve timusta

12 Aldh4al NM 175438 2706 ekspresyon oldu.

Beyin bosluklarinda
13 Gpt2 NM 173866 2725 ekspresyon oldu.

Yaygin ve genel olarak tiim
14 Aldh5al NM 172532 2707 dokularda ekspresyon oldu.
15 Gsr NM 010344 2726 Ekspresyon olmadi.

Yaygin ve genel olarak tiim
16 Gcle NM 010295 2713 dokularda ekspresyon oldu.
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17 Abat NM 172961

2704

Yaygin ve genel olarak tiim
dokularda ekspresyon oldu.

18 Gmps XM 130877

2720

Yaygin ve kuvvetli olarak tiim
dokularda ekspresyon oldu.

19 Gls NM 129846

2716

Sinir  sistemi,retina, nazal
epiteliumda ekspresyon oldu.

Glud

20 NM 008133

2718

Kaslar, karaciger, bdbrekde
cok daha belirgin olmak iizere
tim dokularda ekspresyon
oldu

21 Gotl NM 010324

2722

Yaygin ve genel olarak tiim
dokularda ekspresyon oldu.

22 Got2 NM 010325

2723

Yaygin ve genel olarak tiim
dokularda ekspresyon oldu.

23 Gptl NM 182805

2724

Zayif olarak yaygin ve genel
olarak tim dokularda
ekspresyon oldu.

24 Gss NM 008180

2727

Karaciger, bagirsaklar daha
belirgin olarak ekspresyon
oldu.

25 Gelm NM 008129

2714

Karaciger ekspresyon oldu.

26 Gadl NM 008077

2711

Yaygin ve genel olarak tiim
dokularda ekspresyon oldu.

27 Gad2 XM 123772

2712

Sinir sisteminde ekspresyon
oldu.

28 Nagk NM 019542

2730

Zayif olarak tiim dokularda
ekspresyon oldu.
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Cizelge 4.6. Glutamat metabolizmasinin biitlin genleri i¢in postnatal fare beyninde

(P56)

glinlik fare embriyosu donemindeki ekspresyon yorumlari ve ekspresyon

caligmalar1 sonucu http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilan gen ekspresyon

fotograflarina ulasilabilinecek kod numaralari.

No

Gen
simgesi

Aksesyon
numarasi

P56 ISH icin kod
numaralari

Ekspresyon sonuclar
(P56)

Gnpnatl

NM 019425

2680

Serebelum ve olfactori
soganciginda baskin
olarak yaygin ancak
zayif olaraak ekspresyon
oldu.

Giptl

NM 013528

2674

Yaygin ve kuvvetli bir
ekspresyon vardir.

Ppat

XM 973973

2691

Zayif ve yaygin bir
ekspresyon oldugu
goriildii

Nadsynl

NM 030221

2688

Cerebelum, korteks,
olfactory soganciginda
belirgin olmak {izere
yaygin ve genel bir
ekspresyon vardir.

Qars

NM-133794

2692

Yaygin ve kuvvetli bir
ekspresyon vardir.

Cad

NM 023525

2646

Cerebelum, korteks,
olfactory  soganciginda
ekspresyon oldu.

Cpsl

XM 129769

2647

Zayif ve yaygin bir
ekspresyon oldugu
goriildi

Gls2

NM 001033264

2676

Yaygin bir ekspresyon
vardir.

Glul

NM 008131

2678

Yaygin ve kuvvetli bir
ekspresyon vardir.

10

Eprs

NM 029735

2648

Pons, medula,
cerebelum, korteks,
olfactory  soganciginda
ekspresyon oldu.

11

Ears2

NM 026140

2641

Zayif ve yaygm bir
ekspresyon oldugu
goriildii
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&3

12

Aldh4al

NM 175438

2644

Cerebelum, korteks, olfaktori
sogancigl, talamusda daha
belirgin olarak tiim beyinde
ekspresyon oldu.

13

Gpt2

NM_ 173866

2684

Zayif  ve yaygin bir
ekspresyonla beraber
kortekste, serebellumda
ekspresyon oldugu goriildii

14

Aldh5al

NM 172532

2645

Kuvvetli ve yaygmm bir
ekspresyon oldugu goriildii.

15

Gsr

NM 010344

2685

Yaygin bir ekspresyon vardir.

16

Gcele

NM 010295

2651

Yaygin bir ekspresyon vardir.

17

Abat

NM 172961

2642

Yaygin bir ekspresyon vardir.

18

Gmps

XM 130877

2679

Kuvvetli ve yaygm bir
ekspresyon oldugu goriildii.

19

Gls

NM 129846

2734

Kuvvetli ve yaygin bir
ekspresyonla beraber
korteksde, serebellumda
ekspresyon oldugu goriildii

20

Glud

NM 008133

2677

Talamus,  hipotalamus  ve
serebellum basta olmak iizere
kuvvetli ve yaygm  bir
ekspresyon oldugu belirlendi.

21

Gotl

NM 010324

2681

Olfaktori sogancigi, talamus,
hipotalamus ve serebellum
basta olmak iizere kuvvetli ve
yaygin bir ekspresyon oldugu
belirlendi.

22

Got2

NM 010325

2682

Olfaktori sogancigi, talamus,
hipotalamus ve serebellum
basta olmak iizere kuvvetli ve
yaygin bir ekspresyon oldugu
belirlendi.

23

Gptl

NM 182805

2683

Zayif  ve yaygin bir
ekspresyonla beraber
kortekste, serebellumda
ekspresyon oldugu goriildii.

24

Gss

NM_008180

2686

Yaygin bir ekspresyon vardir.
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Beyin  bosluk  ylizeyleri,
korteks,  serebelum  basta
olmak iizere yaygin bir

25 Gelm NM 008129 2652 ekspresyon gozlenmistir.
Kuvvetli ve yaygm bir

26 Gadl NM 008077 2649 ekspresyon oldugu goriildii.
Kan damarlarinda, talamusta,
serebelumda belirgi olamakla
beraber dokularda da

27 Gad2 XM 123772 2650 ekspresyon oldugu goriildii.

28 | Nagk NM 019542 2689 Yaygin bir ekspresyon vardir.




5. TARTISMA ve SONUC

85

Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 12.5, 14.5, 15.5 giinliik fare embriyonik

donemleri ve postnatal fare beyninde (P56) ekspresyon yorumlari ve ekspresyon

calismalar1 sonucu http://www.genepaint.org/ web sayfasina aktarilan gen ekspresyon

fotograflarina ulasilabilinecek kod numaralar1 Cizelge 4.2-4.5’de verilmistir. Bu genler

icin 12.5, 14.5, 15.5 giinliik fare embriyonik donemleri ve postnatal fare beyninde (P56)

ekspresyon yorumlar1 karsilastirmasi Cizelge 5.1°de yapilmistir. Buna goére bir kisim

genlerin farkli evrelerde farkli ekspresyona ugradigi anlagilmaktadir.

Cizelge 5.1 Glutamat metabolizmasinin biitiin genleri i¢in 12,5, 14,5, 15,5 ginliikk fare

embriyonik donemleri ve postnatal fare beyninde (P56) ekspresyon yorumlari karsilastirmasi.

ENZIM ADI VE
GEN SIMGESI E12.5 E14.5 E15.5 P56
Yaygin  ve | Yaygin  ve | Yaygin  ve
genel olarak | genel olarak | genel olarak
tim tim tum
Glutamat-sistein ligaz, | dokularda dokularda dokularda Yaygin  bir
katalittk  alt {inite | ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Gcle) olmusdu. oldu. oldu. vardir.
Beyin bosluk
ylizeyleri,
korteks,
serebelum
basta olmak
uzere yaygin
Glutamat sistein ligaz, | Karacigerde | Karacigerde | Karacigerde | bir
modifiye alt {inite | ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Gelm) oldu. oldu. oldu. gbzlenmistir.
Karaciger, Karaciger,
Yaygin  ve | bagirsaklar bagirsaklar
zayif olarak | daha belirgi | daha belirgi
ekspresyon olarak olarak Yaygin  bir
Glutatyon sentetaz | oldugu ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Gss) gorildii. oldu. oldu. vardir.
Yaygin  bir
Glutatyon reduktaz 1 | Ekspresyon | Ekspresyon Ekspresyon ekspresyon
(Gsr) olmadi. olmadi. olmadi. vardir.
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Yaygin  ve | Yaygin  ve | Yaygin  ve
genel olarak | genel olarak | genel olarak
tim tim tim Yaygin ve
Glutamat-amonyak dokularda dokularda dokularda kuvvetli  bir
ligaz (glutamin | ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
sentetaz) (Glul) oldu. oldu. oldu. vardir
Kuvvetli ve
yaygin bir
ekspresyonla
Zayif olarak beraber
merkezi sinir | Sinir sistemi, | Sinir sistemi, | kortekste,
sisteminde retina, nazal | retina, nazal | serebelumda
ekspresyon epitelyumda | epitelyumda | ekspresyon
oldugu ekspresyon ekspresyon oldugu
Glutaminaz (Gls) gorildii. oldu. oldu. gorildii
Glutaminaz 2 Yaygin  bir
(karaciger, Ekspresyon | Ekspresyon Ekspresyon ekspresyon
mitokondrial) (Gls2) olmadi. olmadi. olmadi. vardir.
Olfaktori
sogancigi,
talamus,
Karaciger, hipotalamus
akciger, ve serebelum
dorsal  kok | Yaygin  ve | Yaygin  ve | basta olmak
bezleri, genel olarak | genel olarak | iizere kuvvetli
bobrek, tim tim ve yaygin bir
Glutamat okzalasetat | timusda dokularda dokularda ekspresyon
transaminaz 1, ¢oziinilir | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gotl) oldu. oldu. oldu. belirlendi.
Olfaktori
sogancigl,
Karaciger, talamus  ve
dorsal  kok serebelum
bezleri basta | Yaygin  ve | Yaygin  ve | basta olmak
olmak iizere | genel olarak | genel olarak | iizere kuvvetli
yaygin  bir | tim tim ve yaygin bir
Glutamat okzalasetat | ekspresyon dokularda dokularda ekspresyon
transaminaz 2, | oldugu ekspresyon ekspresyon oldugu
mitokondrial (Got2) goriildii. oldu. oldu. belirlendi
Zayif olarak | Zayif olarak | Zayif ve
tim tim yaygin bir
Glutamat piruvat dokularda dokularda ekspresyon
transaminaz 1, ¢oziinilir | Ekspresyon | ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gptl) olmadi. oldu. oldu. goriildii.
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Zayif ve
yaygin bir
ekspresyonla
Arka beyin beraber
bosluklarinin kortekste,
Glutamat  piruvat | ylizeyinde ve | Beyin Beyin serebelumda
transaminaz (alanin | spinal kord da | bosluklarinda | bosluklarinda | ekspresyon
transaminaz) 2 | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gpt2) oldu. oldu. oldu. gorildii
Karacigerde Kaslar, Talamus,
cok kuvvetli ve | Kaslar, karaciger, hipotalamus
belirgin olarak | karaciger, bobrekte cok | ve serebelum
diger bobrekte c¢ok | daha belirgin | basta olmak
dokularda da | daha belirgin | olmak iizere | {izere kuvvetli
zayif  olarak | olmak iizere | tiim ve yaygin bir
Glutamat ekspresyon tiim dokularda | dokularda ekspresyon
dehidrogenaz 1 | oldugu ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gludl) gorildii. oldu oldu belirlendi
Yaygin  ve
Yaygin ve | Yaygin ve | genel olarak | Kuvvetli ve
genel  olarak | genel olarak | tiim yaygin bir
Glutamik asit | tim dokularda | tiim dokularda | dokularda ekspresyon
dekarboksilaz 1 | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gadl) oldu. oldu. oldu. goriildii.
Kan
damarlar1 ve
talamusla
beraber tiim
Sinir Sinir Sinir dokular  da
Glutamik asit | sisteminde sisteminde sisteminde ekspresyon
dekarboksilaz 2 | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Gad2) oldu. oldu. oldu. goriildii.
Merkez  sinir Yaygm  ve
sistemi, Yaygin ve | genel olarak
karaciger, genel olarak | tiim
4-amino butirat | bagisaklar da | tim dokularda | dokularda Yaygin  bir
aminotransferaz ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Abat) oldu. oldu. oldu. vardir.
Yaygin  ve
Yaygin ve | genel olarak | Kuvvetli ve
Aldehit Zayif ve | genel olarak | tiim yaygin bir
dehidrogenaz  5’ci | yaygin bir | tim dokularda | dokularda ekspresyon
aile, Al altailesi | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Aldh5al) gorildii. oldu. oldu. goriildii.
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Pons, medula,

Yaygin  ve | serebelum,
Karaciger, Yaygin ve | kuvvetli korteks,
kaslar,  sinir | genel olarak | olarak  tiim | olfactory
Glutamil-pirolin- sistemi tiim dokularda | dokularda soganciginda
tRNA sentetaz | ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Eprs) oldu. oldu. oldu. oldu.
Zayif ve
yaygin bir
Glutamil-pirolin- ekspresyon
tRNA sentetaz 2 | Ekspresyon Ekspresyon Ekspresyon oldugu
(Ears2) olmadi. olmadi. olmadi. goriildii.
serebelum,
korteks,
olfaktori
Karaciger, soganct,
Karaciger, sirt kasi, talamusta
bobrek, spinal bobrek, daha belirgin
Aldehit kord ve spinal kord olarak tiim
dehidrogenaz 4’cii Karacigerde timusta ve timusta beyinde
aile, A1 tliyesi ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Aldh4al) oldu. oldu. oldu. oldu.
Yaygin ve
Yaygin ve Yaygin ve genel olarak
genel olarak genel olarak tim Yaygin ve
tiim dokularda | tiim dokularda | dokularda kuvvetli bir
Glutamil-tRNA ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
sentetaz (Qars) oldu. oldu. oldu. vardir.
Yaygin ve
Yaygin ve Yaygin ve kuvvetli Kuvvetli ve
genel olarak genel olarak olarak tiim yaygin bir
tiim dokularda | tiim dokularda | dokularda ekspresyon
Guanin monofosfat ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
sentetaz (Gmps) oldu. oldu. oldu. gorildil.
Serebelum ve
korteks te
belirgin
olmak iizere
yaygin ve
genel bir
NAD sentetaz 1 Ekspresyon Ekspresyon Ekspresyon ekspresyon
(Nadsynl) olmadi. olmada. olmadi. vardir.
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Karaciger, Karaciger,
akciger, akciger, Zayif ve
Fosfo ribozil bobrek ve | bobrek ve | yaygin bir
pirofosfat timusta timusta ekspresyon
amidotransferaz Ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
(Ppat) olmadi. oldu. oldu. goriildii
Bagirsaklar Zayif ve
Bagirsaklar ve | Bagirsaklar ve | ve yaygin  bir
karacigerde karacigerde karacigerde ekspresyon
Karbamoil fosfat | ekspresyon ekspresyon ekspresyon oldugu
sentetaz 1(Cpsl) oldu. oldu. oldu. gorildii
Yaygin serebelum,
Yaygin ve | olarak  tiim | korteks,
Karbamoil fosfat | Karacigerde genel olarak | dokularda olfactory
sentetaz2  aspartat | zayif bir | tiim dokularda | ekspresyon sogancigl
transkarbamoilaz, ekspresyon ekspresyon oldu. ekspresyon
(Cad) vardir. oldu. oldu.
Akciger, Akciger,
bobrek, bobrek,
kemikler ve | kemikler ve | Yaygin = ve
Glutamin fruktoz-6- pankreasta pankreasta kuvvetli  bir
fosfat transaminaz 1 | Ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Gfptl) olmadi. oldu. oldu. vardir.
Serebelum ve
olfactori
Karaciger, Karaciger, soganciginda
akciger, akciger, baskin olarak
bobrek ve | bobrek ve | yaygin ancak
Glukozamin-fosfat bagirsaklarda | bagirsaklarda | zayif olarak
N-asetiltransferaz Ekspresyon ekspresyon ekspresyon ekspresyon
(Gnpnatl) olmadi. oldu. oldu. oldu.
Yaygin ve | Yaygin ve | Zayif olarak
zayif  olarak | zayif  olarak | tim
ekspresyon tiim dokularda | dokularda Yaygin  bir
N-asetilglukozamin | oldugu ekspresyon ekspresyon ekspresyon
kinaz (Nagk gorildii. oldu. oldu. vardir.

Cizelge 5.1°de goriildiigli gibi; iki alt birime sahip olan glutamat sisteyin ligaz genin

katalitik olan1 [glutamat sisteyin ligaz, katalitik alt birim (Gclc)] ile ilgili yapilmis olan

literatiir calismalarinda bu genin northern blot teknigi ile ekspresyon analizi yapildig: ve

12.5 giinliik fare embriyosundan ekspresyon ugradigi belirtilmistir (Thompson et al.
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2000). Ayrica 13.5 (Gunes et al. 1998) ve 16 (Thompson et al. 2000) giinliik fare
embriyosunda da ekspresyonlara rastlandigi rapor edilmektedir. Bizim ¢aligmamizda
yer alan diger evreler yani 12.5, 14.5, 15.5gilinlik embriyolar ve yetiskin fare beyni
(P56) sonuglart ise literatiirle paralellik gostermektedir. Bu genin diizenleyici alt
biriminde [glutamat sisteyin ligaz, diizenleyici alt birim (Gclm)] tim embriyonik
donemler incelendiginde karacigerde ve bobrekte ifade edildigi, yetiskin beyinde ise

yaygin ve orta siddette bir ekspresyon oldugu bulundu.

Glutatyon sentetaz (Gss) icin yapilan bir calismada 14.5 giinlik fare embriyosunda
yaygin ve genel bir ekspresyon oldugu rapor edilmistir (Visel et al. 2007). Glutatyon
sentetaz’in (Gss) Visel et al. (2007) ve grubu tarafindan yapilan 14.5 giinliik fare
embriyosu sonucunu ¢alismalarimizda kullanilmis olup diger evrelerde bulunan

sonuc¢larimizin ekspresyon yerleri agisindan tam bir paralellik gosterdigi tespit edildi.

Glutatyon rediiktaz (Gsr) inceledigimizde bu genin géz ve yetiskin farelerde merkezi
sinir sisteminde ekspresyon oldugu belirtilmistir (Blackshaw et al. 2004). Bizim
sonuclarimizda ise literatlir verilerinin aksine embriyonik donemlerde ekspresyona
rastlanmadi. Ancak yetiskin fare beyninde kuvvetli ve yaygin olarak ekspresyon oldugu

bulundu.

Glutamat’tan glutamin sentezinde rol alan glutamat-amonyak ligaz (glutamin sentetaz)
(Glul) ile glutamin hidrolizleyerek glutamat ve amonyum iyonu elde edilmesi
reaksiyonu katalizleyen glutaminaz (Gls), glutaminaz 2 (Gls2) enzimleri (David et al.
2005, Keha et al. 2005) bir izoenzim olup, Glul iizerinde yapilmis olan literatiir
sonuglarinda, bu genin bazi embriyonik ve yetiskin fare retinalarinda (Blackshaw et al.
2004) ekspresyon oldugu belirtilmistir. Bagka bir imminohistokimyasal ¢alismasinda ise
2 aylik bazi fare organlar kullanilmis ve Glul’nun karaciger, ince bagirsak, serabellum
ve bobrek korteksinde ekspresyon oldugu goriilmiistir (He et al. 2007). Bizim
calismamizda ise bu genin retinada ekspresyonu yaninda embriyonik dénemlerde birgcok
dokuda ekspresyon oldugu gozlemlendi. Bununla beraber yetiskin beyninde de yaygin

ve kuvvetli bir sekilde ekspresyon oldugu goriildii.
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Glutaminaz izoenzimlerinin ekspresyonu hakkinda herhangi bir detayli ¢alismaya da
literatlirde rastlanmamistir. Bizim sonuglarimizda ise Gls1 tiim embriyonik donemlerde
bolgesel olarak ekspresyon olurken Gls2 sadece 14.5 giinliik fare embriyosundaki kroid
pleksusta ekspresyonu zayif bir sekilde gozlendi. Beyinde ise iki izoenzimde bazi
kisimlarda kuvvetli olmakla beraber geri kalan kisimlarda yaygin ve zayif olarak

ekspresyon oldugu tespit edildi.

Transaminasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimleri incelersek bu enzimler glutamat
piruvat transaminaz 1 (Gptl) ve glutamat piruvat transaminaz 2 (Gpt2) izoenzimleri ile
glutamat-okzalasetat transaminaz 1 (Gotl) ve glutamat-okzalasetat transaminaz 1
(Got2) izoenzimlerinden olustugu bulunmustur (David et al. 2005; Keha et al. 2005).
Gptl ve Gpt2 hakkinda literatiirde ekspresyonla ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Ancak bizim sonuglarimiz inceledigimizde Gptl 12.5 giinliik fare
embriyosunda ekspresyon olmazken 14.5 ve 15.5 giinliik fare embriyolarinda merkezi
sinir sistemi ile beraber akciger, tiikiiriik bezi ve cilt’de ekspresyon olurken P56 da

yaygin ve orta siddette bir ekspresyon gdzlendi.

Gpt2 ise P56 evresinde kuvvetli ve yaygin, 12.5 giinliikk fare embriyosunda arka beyin
bosluklarinda, 14.5 ve 15.5 giinliikk fare embriyolarinda ise talamusta orta siddete,

medulla ve spinal korda da kuvvetli olarak ekspresyon gosterdi.

Gotl ile yapilmig olan in situ hibridizasyon ¢aligmasinda 14.5 giinlik fare
embriyosundaki ekspresyonu oldugu goriilmiistiir (Visel et al. 2004). Ayrica yapilmis
olan northern blot ¢caligmasinda da 18 giinliik fare embriyosu karacigeri ve yeni dogmus
fare beyninde ekspresyon oldugu rapor edilmistir (Lia ef al. 1995). Biz’de Visel et al.
(2004) ve grubu tarafindan yapilan 14.5 giinliik fare embriyosu sonucunu kullandik ve
bu veriler ile 12.5 ve 15.5 giinliik fare embriyosu ile P56’daki ekspresyon

sonuc¢larimizin hemen hemen ayni oldugunu tespit ettik.

Got2’de 16 giinliik fare embriyosu ile PO/1, P2/3, P4/5 P6/7 postnatal fare evreleri

retinasinda ve posnatal 6 ait merkezi sinir siteminde ile 16 giinlikk embriyonik
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donemlerinde yaygin olarak ekspresyon olmustur (Blackshaw et al. 2004). Bizim
sonuglarimiz bu sonuglarla ortiismekle beraber tiim evrelerde yaygin ve kuvvetli bir

ekspresyon oldugunu gostermistir.

Glutamat dehidrogenaz (Gludl) enzimi incelendiginde, Gludl’in 14.5 giinliik fare
embriyosunda yaygin ve genel bir ekspresyon gosterdigi rapor edilmistir (Visel et al.
2004). Bizim’de 14.5 giinliik fare embriyosu sonucu olarak kullandigimiz bu sonug
calistigimz 12.5 ve 15.5 giinliikk fare embriyolarindaki ekspresyon sonuclari ile

paralellik gosterdi. P56 evresinde ise yaygin ve kuvvetli bir ekspresyon oldugu goriildii.

Ekspresyonlarini incelendigimiz bir diger gen grubu da; glutamat’dan 4-amino butirat
olusumunu katalizleyen glutamik asit dekarboksilaz 1 (Gadl), glutamik asit
dekarboksilaz 2 (Gad2) izoenzimleri, 4-amino butirat’dan siiksinat semialdehit sentezini
katalizleyen-amino butirat aminotransferaz (Abat) ve siiksinat semialdehit c¢ikarak
siiksinatin olusumunu katalizleyen siiksinat semialdehit, aldehit dehidrogenaz 5°ci ailesi
, Al alt ailesi (Aldh5al)’dir. Bu enzimleri katalizledigi tiim reaksiyonlar ¢ift yonliidiir
(genome.jp). Literatiirde Gadl tizerinde yapilan in situ hibridizasyon c¢aligmasinda,
siras1 ile 8.5 giinliik embriyoda ekspresyon olmadigi, ekspresyonu 9.0 giinliik fare
embriyosundan itibaren baslayarak 9.0, 9.5, 10.5, 11.5 ve 12.5 giinlik fare
embriyolarinda merkezi sinir sistemi, spinal kord da ekspresyon oldugu bulunmustur
(Maddox et al. 2001). Baska bir in situ ¢aligmasinda ise ¢alismada 10.5, 11.5 ve 12.5
giinliik fare embriyolar lizerinde yapilmistir. Bu ¢alismada; Gadl igin 10.5 giinliik fare
embriyosu iizerinde yapilmis olan in situ hibridizasyon ¢alismasinda sinir sistemi, arka
beyin, diensefalon’da ekspresyon olmasina karsin dorsal talamusta ve preoptik alanda
ekspresyona rastlanmamustir. Yine ayni sekilde telenkefalon’da ekspresyon var iken
neokorteks, hipokampus, rinenkefalon, amigdala, septum ekspresyon goriilmemistir.
Orta beyinde ekspresyon gozlemlenirken orta beyin i¢inde bulunan inferior ve superior
colliculus’da ekspresyon olmamistir. 11.5 giinliik fare embriyosuna ait ekspresyonlari
inceledigimizde telenkefalon, sinir sistemi, arka beyin, diensefalon, orta beyin, spinal
kord, nazal epitelyum, olfaktori epitelyum, serebellum da ekspresyon olmustur. Ancak

bu genel ekspresyon alanlarinin detayina inersek hipotalamik anterior dorsal
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nukleuslarda, supraoptic-paraventricular alanda, ventral tegmental alanda da ekspresyon
gozlemlenmemistir. 12.5°1 incelersek On beyin, telenkefalon, korpus striatum, pons,
hipotalamus, talamus, orta beyin, medula, superior colliculus, retina, lens, nazal
epitelyum, olfaktori epitelyum, serebellum, periferal sinir sistemi, bazi salgt bezlerin de
ekspresyon olmasina karsin, inferior colliculus, anterior dorsal nukleuslarda, supraoptic-
paraventricular alanda da ekspresyon olmamustir (Katarova et al. 2000).Yapilmis olan
northern blot calismasinda ise Gadl’in 10.5, 11.5, 12.5, 13.5, 15.5, 18.5 giinliik fare
embriyolarina ait beyin dokular1 ile posnatal 0 (PO) ve yetiskin beyninde ekspresyon
oldugu goriilmiistiir (Szabo et al. 1994). Bizim yaptigimiz ¢alismalar incelenirse 12.5
giinliik fare embriyosundaki ekspresyon sonucu Katarova et al.(2000) tarafindan
yapilmis olan calisma ile Ortiigmektedir. Diger evrelerdeki sonuglarda ayni 12.5’deki

sonug ile paralellik gosterdi. P56’da da yaygin ve kuvvetli bir ekspresyon vardi.

Gad2 i¢in yapilmis olan ekspresyon analizleri incelendiginde; 10.5 giinliik fare
embriyosunda telenkefalon, sinir sistemi, orta beyin, arka beyin, spinal kord,
diensefalon ve nazal epitelyumda ekspresyon olurken, ventral hipotalamik alan,
serebellum, inferior ve superior colliculus, neokorteks, hipokampus, rinenkefalon,
amigdala, septum ekspresyon olmamustir. 11.5 giinliik fare embriyosunda telenkefalon,
diensefalon, orta beyin, spinal kord, olfaktori epitelyum, nazal epitelyum da ekspresyon
olmustur. 12.5 giinliik fare embriyosunu incelenirse 6n beyin, telenkefalon, korpus
striatum, pons, hipotalamus, talamus, orta beyin, medula, superior colliculus, retina
lens, nazal epitelium, olfaktori epitelium, serebellum, periferal sinir sistemi, kalp, kan
damarlar1, karaciger, dorsal kok bezleri, mide, bagirsaklar, pankreas’ta ekspresyon
olmustur. (Katarova et al. 2000). Gad2 i¢in yapilmis olan baska bir in situ hibridizasyon
calismasinda ise; Gad 2’nin 6n beyin ve hippokampusta ekspresyon oldugu rapor
edilmektedir (Aguado et al. 2003). Bizimde 14.5 giinliik fare embriyosu sonucu olarak
kullandigimiz baska bir calismada ise Gad2’nin 14.5 gilinliik fare embriyosunda,
merkezi sinir sisteminde, karacigerde, kalp ve bir¢ok dokuda ekspresyon oldugu rapor
edilmistir (Visel et al. 2004; Visel et al. 2007). Bizim sonug¢larimizda ayn sekilde genel
olarak merkezi sinir siteminde ekspresyon oldu. Bu nedenle bu calismalarla

ortiismektedir.
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Abat ve Aldh5al genleri hakkinda her hangi bir literatiire rastlanmamistir. Bizim
sonuglarimizda ise Abat yetigkin fare beyninde yaygin ve kuvvetli diger evrelerde ise
bolgesel olarak ekspresyon olmustur. AldhSal ise P56 ekspresyonu ayni Abat gibi oldu.
12.5 giinliik fare embriyosunda ekspresyona rastlanmadi. Diger iki evrede ise paralel bir

yaygin ve orta siddette ekspresyon gozlemlendi.

Karbomoil fosfat sentezini katalizleyen karbamoil fosfat sentetaz 2 aspartat
transkarbamoilaz, dihidroorotaz (Cad) ve karbamoil fosfat sentetaz 1(Cpsl) genlerini
incelersek; bunlardan birincisi karbomoil fosfat sentetaz 1 (Cpsl) 15 giinliik farenin
karacigerinde ekspresyon olmaya baslar ve dogum sonras1 2 haftalik olana kadar bu
ekspresyondaki gelisme devam ettigi rapor edilmistir (Shiojiri et al. 1998). Bizim
calismamizda ortaya ¢ikan ekspresyon sonuclarinda ise 12.5 giinliik fare embriyosunda
ekspresyona rastlanmaz iken 14.5 ve 15.5 giinliik fare embriyolarinda karacigere,
bagirsaklarda ekspresyon oldugu goriildii. P56°da ise sadece serebellumda ekspresyon
oldugu belirlendi. Cad ile ilgili de herhangi bir ekspresyon calismasina literatiirde
rastlanmamistir. Bizim sonuglarimizda ise 12.5 giinliik fare embriyosunda neokorteks,
hipokambus, karaciger ve bobrekte ekspresyon olurken 14.5 ve 15.5 giinlik fare
embriyolarindaki ekspresyonlarda benzer olmakla beraber dil, dis, tiikiiriik bezi, salgi
bezleri, bagirsaklarda ekspresyon oldu. P56°da ise sadece serebellumda ekspresyon

oldugu goriildii.

L-glutaminden N-asetil D-glukozamin sentezlenmesinde gorev alan glutamin fruktoz-6-
fosfat transaminaz 1 (Gfptl), glukozamin-fosfat N-asetiltransferaz (Gnpnatl) ve N-
asetilglukozamin kinaz (Nagk) enzim genleri incelenirse. Bu genler; literatiirde Gfptl
fare arka ayak kaslarinda kuvvetli, kalp, beyin, karaciger, akciger, bagirsaklar, dalak ve
yag dokularinda zayif ekspresyon oldugu northern blot analizi ile belirlenmistir
(Dehaven et al. 2001). Bizim sonuglarimizda ise 12.5 giinliik fare embriyosunda
ekspresyon olmaz iken 14.5 ve 15.5 giinliik fare embriyolarinda bolgesel olarak

ekspresyon gosterdi. P56’da olafaktori sogancig1 ve hipokampusta ekspresyon gosterdi.
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Gnpnatl {izerinde yapilmis olan in sifu hibridizasyonda ¢alismalarinda, 12.5 fare
embriyosunda yaygin, 14.5 de bolgesel olarak, 16.5 giinliik fare embriyosunda sadece
kemiklerde, yeni dogmus fare embriyosunda 6n ayaklarda ancak ayak kaslari harig¢
ekspresyon oldugu goriilmistiir (Boehmelt et al. 2000). Bizim in situ hibridizasyon
sonuglarimizda ise P56’da sadece serebellumda ekspresyon olurken, 12.5 giinliik fare
embriyosunda literatiiriin aksine ekspresyon gozlemlenmedi. Diger evrelerde ise

bolgesel olarak ekspresyon oldu.

Nagk {iizerinde yapilmig olan northern blot calismasinda yetigkin fare beyni, dalak ve
iskelet kasinda zayif olarak; bobrek, kalp, karaciger, akciger ve testisler kuvvetli bir
sekilde ekspresyon olmustur. Bu ¢alisma iginde incelenen embriyonik evrelerden E7’de
cok kuvvetli, diger bakilan ii¢ evrede (11.0, 15.0, 17.0) zayif olarak ekspresyon
olduklar1 gozlemlenmistir (Hinderlich et al. 2000). Bizim sonuglarimizda ise 12.5de
arka beyinde ekspresyon olmasi ile beraber 14.5, 15.5ve P56’da yaygin ve kuvvetli bir

ekspresyon oldugu goriildii.

Son olarak, glutamat metabolizmas i¢inde ¢ok dnemli reaksiyonlar katalizleyen ancak
literatiirde herhangi bir ekspresyon calismasina rastlanmayan diger genleri incelersek;
glutamatan L- glutamil tRNA sentezini reaksiyonlarini katalizleyen glutamil-pirolin-
tRNA sentetaz (Eprs) ve glutamil-pirolin-tRNA sentetaz 2 (Ears2) genlerinden Ears2
yetiskin beyninde sadece olfaktori sogancigi ve hipokampusta ekspresyon olurken
embriyonik evrelerde her hangi bir ekspresyon gozlemlenmedi. Eprs ise tiim evrelerde
kuvvetli ve yaygin olarak ekspresyon oldugu bulundu. L-1 pirolin — 5 karbolsilazin
sentezini katalizleyen aldehit dehidrogenaz 4°cii aile, Al iiyesi (Aldh4al) genini
bakarsak embriyonik donemlerde karaciger ve bobrekte ekspresyon olurken P56’da orta
siddette ve yaygin olarak ekspresyonuna rastlandi. Glutamil-tRNA sentetaz (Qars)’da
tiim evrelerde kuvvetli bir sekilde ekspresyon oldugu goriildii. Glutamat metabolizmasi
icin de glutamindeki amino grubunu ksantin 5'-fosfatta aktararak guanin monofosfat
olusumunu katalizleyen guanin monofosfat sentetaz (Gmps)’da tiim evrelerde kuvvetli
bir sekilde ekspresyon oldugu belirlendi. Glutaminde bulunan amino grubunu deamino-

NAD" iizerine aktararak NAD" olusumunu katalizleyen NAD sentetaz 1 (Nadsyn1) geni
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embriyonik donemlerde ekspresyon olmazken P56’da ise olfaktori sogancigi,
hipokampus ve serebellumda ekspresyon oldugu goriildii. 5-fosfo-beta-D-ribozilamin ve
L-glutamatan ¢ikarak L-glutamil amin ve 5-fosfo-alfa-D-riboz 1 difosfatat’in sentezi
veya tersi yondeki reaksiyonu katalizleyen fosforibozil pirofosfat amidotransferaz
(Ppat)’da 12.5 giinliik fare embriyosunda ekspresyon olmazken 14.5 ve 15.5 giinliik fare
embriyolarinda ise karaciger, akciger, pankreas, dalak, neokorteks ve kroid pleksus’ta

ekspresyon oldugu belirlendi. P56 ise ekspresyon gozlemlenmedi.

Sonug¢ olarak; bu tez kapsaminda asagidaki bulgular elde edilmistir.

1. Glutamat metabolizmasinda bulunan enzimlere ait izoenzim genleri bulundu ve
bunlar 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 sonuglar1 taranarak bilgisayar ortamina aktarildi.

5.12.5, 14.5, 15,5 giinliik fare embriyolar1 ve yetiskin beyini (P56)’da bulunan glutamat

metabolizmasi genlerinin mRNA diizeyinde nerede ekspresyon olduklari tespit edildi.
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