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C/EBP’ler (CCAAT/enhancer binding proteins) C-terminus’da tüm
üyelerinde korunmuş bir bazik lösin fermuar domaini içeren transkripsiyon
faktör ailesidir.   Bu domain bir DNA bağlanma ve dimerizasyon motifi
oluşturmaktadır.  Ailenin altı farklı üyesi, C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPγ, C/EBPδ,
C/EBPε, ve  C/EBPζ olmak üzere, izole edilmiş ve karekterizasyonu
yapılmıştır.

C/EBP aile üyelerinden biri olan C/EBPδ hemen hemen her dokuda
ekspre edilmesine rağmen seviyeleri farklılık göstermektedir.  Örneğin C/EBPδ
böbrek ve testislerde fazlaca   ekspre olmaktadır.  İnsan C/EBPδ geniş bir açık
okuma dizisine sahip olan bir eksondan ibarettir.  C/EBPd 269 a.a.’ten oluşan
bir protein şifrelemektedir.  C/EBPδ doku veya hücre tipine spesifik tarzda
regüle  edilmektedir.   C/EBPδ interlökin-1  (  IL-1),  interlökin-6   (IL-6)   ve
tümör nekrosis faktör-α (TNF-α) gibi inflamasyonel uyarıcılar tarafından
regüle edilmektedir.

C/EBPδ doku hasarları, enfeksiyon, inflamasyon ve akut faz cevapta,
hücre proliferasyonunda, hücrelerde enerji metabolizmasının düzenlenmesinde
ve meme epitel hücrelerinin apoptosisde önemli rol oynamaktadır.  C/EBPδ
gen haritası 8. (8p11.1-p11.2) kromozomdadır.  Ve insan kanserlerinin çoğu
kromozom 8p’de var olan mutasyonlar  sebebiyle olmaktadır.  Bu sebepledir ki
C/EBPδ son çalışmalarda bir tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanmıştır.
Fakat çok sayıda dokulara spesifik genlerin ekspresyonlarını kontrol eden
C/EBPδ’nın regülasyonu konusundaki bilgi oldukça sınırlıdır.

Bu çalışmada, insan C/EBPδ geninin transkripsiyonel regülasyonunu
aydınlatmayı amaçladık. Bu amaçla lüsiferaz vektörüne klonlanmış olan
C/EBPδ promoteri insan hepatoma hücre hattı olan Hep3B hücrelerine
kalsiyum fosfat transfeksiyon yöntemi ile aktarıldı. Geçici transfeksiyon
uygulaması sonrasında, C/EBPδ promoterinin bazal aktivietsi lusiferaz aktivite
tayini ile belirlendi.  Daha sonra IL-6, TNF-α, TGF-β, IFN-γ  ve IL-1 gibi
birçok sitokinin  C/EBPδ promoterinin regülasyonuna olan etkileri saptandı.
Genin regülasyonunda etkileri belirlenen sitokinlerin konsantrasyon ve zaman
bağlı analizleri yapıldı.  Ayrıca C/EBPδ nın mRNA seviyesinde ekspresyon
analizleri RT-PCR çalışmaları ile belirlendi.

Anahtar kelimeler; C/EBP, C/EBPδ, İnflamasyon, Sitokinler, Transkripsiyon
faktörleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME CYTOKINES EFFECTS IN
TRANSCRIPTION REGULATION OF HUMAN C/EBPδ GENE

Serpil UĞRAŞ
Balıkesir University, Institute of Science,

 Department of  Biology

(MSc. Thesis / Supervisor : Assoc. Prof.Dr. Feray KÖÇKAR)
Balıkesir-Turkey, 2007

CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) are a family of
transcription factors that all contain a highly conserved, basic leucine zipper
domain at the C-terminus. The domain consists of DNA binding and
dimerization motif.  The six members of the family have been isolated and
characterized as C/EBPα, C/EBPδ, C/EBPγ, C/EBPβ, C/EBPε, C/EBPζ.

As one of the C/EBP family members,  C/EBPδ are almost ubiquitously
expressed  in every tissues, but with varying levels.  C/EBPδ expression is
most abundant in kidney and testis.  The human C/EBPδ turned out to be one-
exon gene with a large open reading frame encoding a protein of  269 amino
acid.  C/EBPδ can also be up-regulated in a tissue or cell type-specific manner.
C/EBPδ, is well known to regulate or co-regulate a wide range of inflammatory
mediators and mechanisms in the periphery, including interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor-α (TNF-α).

C/EBPδ also plays a role in acute-phase response in injury, infection
and inflammation, cell proliferation, energy metabolism regulation and
mammary  epithelial  cell  apoptosis.   The  human  C/EBPδ gene  maps  on
chromosome 8 (8p11.1-p11.2).  Alterations in chromosome 8p are common in
human cancers.  Accordingly in recent reports, alterations of C/EBPδ identified
as a tumour supressor gene.  However, the knowledge of the regulation of
C/EBPδ that control the transcriptional regulation of a number of  tissue
specific genes is very limited.

In this study, we aimed to elucidate the trancriptional regulation of the
human C/EBPδ gene.  In this purpose, C/EBPδ promoter in a luciferase vector
was  transfected  in  to  human  hepatoma  cell  line  (Hep3B)  with  calcium
phosphate transfection method. Upon the transient transfection, the basal
activity of the C/EBPδ promoter was determined by luciferase activity.
Afterwords,  for  the  determination  of  cytokine  mediated  regulation  of  the
C/EBPδ gene, several cytokines, namely IL-6, TNF-alfa, TGF-beta, IFN-gama
and IL-1 were used and the effect of cytokines on the C/EBPδ gene
investigated. For the cytokines which have an effect on C/EBPδ gene,
concentration, time analysis were completed. Futhermore, the expression levels
of C/EBPδ mRNAs were also determined with RT-PCR analysis.

Key words; C/EBP, C/EBPδ, Cytokines, Inflammation, Transcription Factor.
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ÖNSÖZ
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1. GİRİŞ

Prokaryot ve ökaryot hücreler metabolik faaliyetlerini çeşitli

mekanizmalar aracılığı ile düzenlemektedir.  Düzenleyici mekanizmalar,

etkilerini genelde gen faaliyeti üzerinde göstermektedir.  Bilindiği gibi,

prokaryotlarda birçok gen operon adı verilen birimlerde kümelenmiştir.

Operonlardaki genlerin ekspresyonlarının düzenlenmesi, aktivatör proteinler

tarafından aktifleştirmek, repressör proteinler tarafından ise inhibe edilmek

suretiyle sağlanmaktadır [1].  Ancak ökaryot kromozomları prokaryot

kromozomlarına göre hem daha büyük bir yapıya hem de daha yüksek bir

yapısal organizasyon derecesine sahiptir.  Maya, meyve sineği ve insan

genomu, Escherichia coli genomuna göre sırayla 4, 40 ve 1000 misli daha fazla

DNA içermektedir.  Bu fazlalık ökaryotlara, prokaryotlarda bulunmayan

potansiyeller kazandırdığı gibi bunlardaki replikasyon ve gen faaliyeti

olaylarına da yeni boyutlar getirmiştir [2].

Ökaryot hücrelerde varolan genlerin ekspresyonlarının düzenlenmesi

karmaşık regülasyon sistemleri tarafından sağlanmaktadır.  Ökaryotik

organizmalarda gen ekspresyonunun farklı şekillerde düzenlenmesi, hücresel

farklılaşmanın ve her türlü hücresel işlevin odak noktasını oluşturmaktadır.

Çok hücreli organizmalar farklı hücre tiplerinde aynı DNA içermelerine

rağmen, gen regülasyonu sayesinde her hücrenin tipine özgü farklı genlerin

ekspresyonu sağlanabilmektedir [3].  Özetlemek gerekirse, organizma gen

regülasyonu sayesinde, belirli bir hücre tipinde belirli bir gen takımını, farklı

hücre tiplerinde ise diğer farklı gen takımını çalıştırabilme yeteneğine sahiptir.

Çok hücreli organizmalarda  gen regülasyonu, genomun özgün kısımlarını

etkin hale geçiren, diğer genleri baskılayan kontrol mekanizmaları ile

açıklanmaktadır [4].
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Çok hücreli organizmalarda gen ekspresyonu  altı farklı aşamada

kontrol edilmektedir (Şekil 1.1).  Bu aşamalar sırasıyla; transkripsiyonel

kontrol, transkripsiyon sonrası kontrol, sitoplazmaya aktarım kontrolü, mRNA

kararlığı, translasyonel kontrol ve protein ürünlerinin translasyon sonrası

değişiklikleri esnasındaki kontroldür [4].  Bu kontrol aşamalarından en baskın

(önemli) olanı, hücrelerde mutlak gerekli olan ve maksimum enerji tasarrufu

açısından da önem teşkil eden; transkripsiyonel aşamada yapılan kontrol

aşamasıdır [5].  Kısaca, genin ekspre olup olmayacağına dair karar verilen

kontrol aşaması olarak açıklanabilir.

Şekil 1.1. Gen ekspresyonu ve gen ekspresyonunun kontrol mekanizmalarının

şematik gösterimi [5]

Dimerleşme düzenlenmesi,

DNA bağlanma aktivitesi veya

trans aktivasyon potansiyeli

gibi ligand bağlanması,

kofaktör ile etkileşim, post-

translasyonal modifikasyon,
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1.1. Transkipsiyonel Regülasyon

Ökaryotlarda gen ekpresyonun başlangıç aşaması, genin düzenleyici

dizisi olan promotör dizisine RNA polimeraz II enziminin bağlanması ve

ardından transkripsiyonun başlaması şeklinde gerçekleşmektedir.  Ancak

prokaryotlarda olduğu gibi ökaryotlarda DNA yalın halde değildir, histon

proteinleri gibi spesifik birtakım proteinler sayesinde paketlenmiş şekilde,

kromatin yapısında, bulunmaktadır [4,5].  Bu sebeple polimeraz enzimlerinin

bu bölgeyi tanıması, bağlanması ve sonrasında transkripsiyon hızının

düzenlenmesi gibi olaylar basit mekanizmalar ile sağlanması mümkün değildir.

Polimeraz enziminin transkripsiyonu başlatmak amacıyla, ilgili genin ilgili

bölgesine bağlanabilmesi, genellikle transkripsiyon başlangıç bölgesinin yukarı

kısmında bulunan düzenleyici DNA dizileri (cis-acting elements)  ile  bağ

yapabilen birtakım spesifik proteinler (trans-acting elements) arasındaki

etkileşime bağlıdır [6-10].

Düzenleyici DNA dizileri; (i).Bazal promotör elementleri; başlangıç

noktasının tanımlanmasında ve transkripsiyonun bazal seviyede minimum

oranda devam etmesinde kritik rol oynarlar [11]. (ii).Yukarı bölge düzenleyici

elementler [12].  (iii). Arttırıcılar; promotör aktivitesini arttırıcı dizilerdir [13].

(iv). Baskılayıcılar; enhansırlara benzer tarzda işlev görürler fakat

transkripsiyonu baskılayıcı dizilerdir [14]. (v).Lokus kontrol bölgeleri, birçok

geni içeren lokusun ekspresyonunu düzenleyici dizilerdir [15]. Bu gibi

düzenleyici DNA dizileri transkripsiyonun düzenlenmesinden sorumludurlar.

Yalnız bu diziler transkripsiyonun düzenlenmesinde yeterli değildir.  Yapılan

çalışmalarda RNA polimerazın kendisinin bir parçası olmayan ancak

transkripsiyonun başlamasını kontrol etmek için gerekli olan proteinlerin

varlığı saptanmıştır.  Transkripsiyon faktörleri (trans-acting elements) olarak

bilinen bu proteinler, promotör üzerinde son derece özgün biçimde bir araya

gelerek RNA polimerazın promotörü tanımasını ve bağlanmasını sağlayan bir

platform oluştururlar [4].
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Bazal transkripsiyonun başlayabilmesi için, öncelikle TFIID kompleksi

kendi alt birimi olan TBP aracılığı ile TATA kutusuna bağlanır.  TFIID, TBP

ve  TAF  adı verilen  ilave  faktörlerden  oluşur.   TBP  ve  TFIID  transkripsiyon

faktörlerinin diğer birimleri yaklaşık 20 baz çiftlik bir DNA bölgesine bağlanır.

TFIID, aktivatör proteinlerin bağlanması ile ortaya çıkan konformasyonel

değişiklikler sonucu TFIIA ve TFIIB gibi ilave faktörlerin bağlanmasını

sağlarlar.  Daha sonra RNA polimeraz II ve TFIIF gibi ilave faktörler yapıya

eklenir ve bunu TFIIE, TFIIH ve TFIIJ gibi faktörlerin bağlanması takip eder.

Son basamak promotörün temizlenmesi adı verilen RNA polimerazın TATA

kutusunu terk ettiği ve DNA transkripsiyonunun aşağı tarafta bazal seviyede

ilerlediği basamaktır [4] (Şekil 1.2).

Şekil 1.2. Bazal transkripsiyonun başlangıç aşaması ve genel transkirpsiyon

faktörlerinin yardımıyla RNA polimerazın promotöre bağlanma aşaması [16].
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Bir genin ekspresyon ürünü olan transkripsiyon faktörü, aynı anda

birden fazla ve farklı genin ekspresyonundan sorumlu olabilmektedir.  Bunun

yanı sıra regülasyonundan sorumlu olduğu bazı genlerin, ekspresyonlarını

pozitif yönde regüle ederken, diğer genlerin ekspresyonlarını negatif yönde

etkileyebilmektedir (şekil 1.3).  Örneğin  C/EBP içerisinde incelenen C/EBP-ζ,

C/EBP’lerin bir inhibitörü diğer genlerin ise direk aktivatörü gibi davranır

(1.3.’de belirtilmiştir).

Şekil 1.3. Transkripsiyon faktörlerinin, diğer genlerin regülasyonuna olan

etkisinin şematik olarak gösterimi

Gen faaliyetlerinin kontrolünde rol oynayan transkripsiyon faktörlerinin

aktifliği allosterik değişimler ve tersinir kovalent etkileşimler ile kontrol

edilmektedir.  Bu proteinler DNA’yı büyük ölçüde diğer proteinleri tanıdıkları

gibi tanımaktadırlar.  Bunlar öncelikle etkileşecekleri yüzey ile uygunluk

gösteren bir üçüncül yapı oluşturmakta ve daha sonra geniş bir yüzeyde çok

sayıda kimyasal etkileşimi sağlayabilecek yakınlıkta bir mesafeye

ulaşmaktadırlar [17,18]. Protein ve DNA’nın birbirini tanıması, bir proteinin

diğer proteini tanımasında olduğu gibi hidrojen bağları, iyonik ve hidrofob
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etkileşimler aracılığı ile olmaktadır [19].  Protein ve DNA arasındaki

etkileşimin spesifikliğinin aydınlatılması, büyük ölçüde X ışını kırınımı

çalışmaları ile çözümlenmiştir.  Bu çalışmalar, proteinlerin DNA’yı ortak

yapısal motifler aracılığı ile tanıdıklarını ve bu tanımada simetrik bir

uygunluğun da söz konusu olduğunu ortaya çıkarmıştır.  DNA’ya bağlanan

proteinleri kodlayan genlerin büyük çoğunluğu klonlanmış ve bunların

özellikleri tanımlanabilmiştir.

Transkripsiyon faktörleri, DNA bağlanma domainlerinin yapıları temel

alınarak sınıflandırılmıştır [20-22].  Gerek prokaryotlar gerekse ökaryotlarda

transkripsiyonu düzenleyen proteinlerde saptanan ortak yapısal motifler

sarmal-dönüş-sarmal motifi, homeo kutusu motifi, çinko parmak motifi, bazik

lösin fermuar motifi ve sarmal-ilmek-sarmal motifi, gibi birçok üyesi mevcut

olan sınıflar ve daha karakteristik olan tam anlamıyla tanımlanamamış; sarmal-

kiriş-sarmal vs. olmak üzere farklı sınıflar altında toplanabilmiştir [3].

Transkripsiyon faktörleri DNA bağlanma bölgesi dışındada birden çok sayıda

aktivasyon bölgesi içerebilmektedir [23,24].  Bu sayede enhansır, silensır ve

diğer transkripsiyon faktörleri ile etkileşebilmektedir.

1.2. Bazik Lösin Fermuar Motifi (bZIP)

DNA’ya bağlanmayı sağlayan lösin fermuarı motifinin varlığı,

memelilerdeki çeşitli onkogen ürünleri (FOS, MYC, JUN) ile mayada bulunan

ve DNA dizisini özgün bir şekilde tanıyan bir proteinin (GCN4) a.a. dizi

benzerliklerinin karşılaştırılması sırasında ortaya çıkarılmıştır [25,26].  Bu dizi

karşılaştırma çalışmaları sonucunda C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding

Protein) olarak tanımlanan bir protein saptanmıştır.  Sıçan karaciğerinden elde

edilen bu protein ısıya dayanıklı bir çekirdek proteinidir.  C/EBP’ yi kodlayan

genin klonlanıp dizi analizi ile C/EBP geninin DNA’ya bağlanan bölgesinde

tespit edilen a.a. dizisinin FOS, MYC ve JUN gibi onkogen proteinler ile bir

benzerlik gösterdiği ortaya çıkarılmıştır [27,28] ( Çizelge 1.1).
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Çizelge 1.1. Transkripsiyon faktörlerinden olan bZIP ailesinin çoğu üyesinde

korunan lösin açısından zengin bölgenin amino asit dizilerinin karşılaştırılması

[5]

C/EBP L T S D N D R L R K R V E Q L S R E L D T L R G I F R Q L

JUNB L E D K V K T L K A E N A G L S S A A G L L R E Q V A Q L

JUN L E E K V K T L K A Q N S E L A S T A N M L R E Q V A Q L

GCN4 L E D K V E E L L S K N Y H L E H E V A R L K K L V G E R

FOS L Q A E T D Q L E D E K S A L Q T E I A N L L K E K E K L

FRA L Q A E T D K L E D E K S G L Q R E I I E L Q K Q K E R L

C-MYC V Q A E E Q K L I S E E D L L R K R R E Q L K H K L E Q L

N-MYC L Q A E E H Q L L L E K E K L Q A R Q Q Q L L K K I E H A

I-MYC L V G A E K K M A T E K R Q L R C R Q Q Q L Q K R I A Y L

C/EBP’nin DNA’ya bağlanan bölgesinin yaklaşık yarısına eşit olan ve

35 a.a. içeren kısmında, yedi a.a.’de bir tekrarlanan lösin a.a. bulunmaktadır.

Bu yapıda, düzenli bir diziliş gösteren artı yüklü a.a.’de fazla miktarda

bulunmaktadır.  Bu zıt yüklü a.a.’ler heliksteki çiftlerin meydana gelişini

sağlamaktadır  (Şekil  1.4).   Bu  özelliklerin  tümü  FOS,  MYC,  JUN  ve  GCN4

proteinleri için de geçerlidir.  Heliksin çift oluşturma yeteneği, heliksin

kararlılığına katkıda bulunmaktadır.  Düzenleyici proteinlerde saptanan bu

yapıyı keratinlerde, laminlerde ve miyozinin ağır zincirinin kuyruğundaki

dördüncül yapıda da görmek mümkündür [27].  Bu benzerlik, bu sınıf

polipeptidlerin lösin tekrar heliksi ile dimerleşebilecekleri varsayımına neden

olmuştur.  Daha sonra C/EBP ve C/EBP ile aynı grupta bulunan proteinlerin iç

yüzey dimerleşmesinin lösine bağlı olduğu anlaşılmıştır.

Bununla beraber, lösin fermuarı, C/EBP’nin DNA ile diziye özgü tarzda

etkileşimi için ihtiyaç duyulan tek faktör değildir.  Çalışmalar lösin tekrarının

amino ucuna doğru yerleşmiş 30 a.a. içeren bir parçasının, proteinin DNA’ya

bağlanması sırasında değişmeden kaldığını ortaya çıkarmıştır [29].  Bu

parçadaki a.a.’lerin çoğu bazik karakterli olup, C/EBP’nin 35 a.a.’lik
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bölgesindeki bazik a.a.’ler ile yüksek derecede benzerlik göstermektedir.

Böylece heliksler arası dimerleşme iki alt birimdeki bazik karakterli bölgelerin

yardımı ve lösin fermuarı tarafından gerçekleştirilmekte ve bu yolla protein

DNA’ya bağlanmaktadır.  Örneğin FOS proteini DNA’ya yalnız başına

bağlanamadığı halde JUN ile birleştiği zaman bağlanabilmektedir. Bu durum

FOS/JUN birleşmesinin, bunların yapılarındaki lösin fermuarı ile

gerçekleştiğini göstermektedir [24].

Şekil.1.4. İki bZIP proteinin dimerizasyon ve DNA bağlanma modeli [16]

1.3. C/EBP  (CCAAT / Enhancer -Binding Proteins) Ailesi

C/EBP proteinleri ilk olarak Steve McKnight’ın laboratuarında sıçan

karaciğer hücre nükleusunda ısıya dayanıklı bir çekirdek  trans aktivatör

proteini olarak tanımlanmış ve C/EBP geni 1988 yılında klonlanmıştır [30,31].

C/EBP’lerin DNA bağlanma ve dimerizasyon domaininin bazik lösin

fermuarı (basic-leucine zipper, bZIP) motifi modelinde olduğu yapılan detaylı

çalışmalarla tespit edilmiştir [32-34].  1992 yılında C/EBP ailesinin diğer beş

üyesi tanımlanmış ve üyelerinin tümünde karboksil ucunda bZIP domain

bölgenin varlığı kanıtlanmıştır [35-37].  Altı farklı C/EBP geni birbirinden

NH2H2N
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bağımsız laboratuarlarda, farklı zamanlarda klonlanarak karakterize edilmiş ve

farklı isimler ile adlandırılmışlardır [35-37] (Çizelge 1.2).

1996 yılında Cao ve arkadaşları isimlendirmede meydana gelebilecek

kargaşayı önleyebilmek amacıyla sistematik bir isimlendirme oluşturmuşlardır

[38]. Yunan alfabesini kullanarak C/EBP-α, -β, -γ, -δ, -ε,  ve –ζ olarak C/EBP

ailesinin altı üyesini isimlendirmişlerdir [39].

Genellikle C/EBPα; yağ doku, karaciğer, akciğer, bağırsak, adrenal bez,

periferal-kan hücreleri ve plesantata, C/EBPβ;  karaciğer, bağırsak, akciğer,

yağ doku, dalak, böbrek ve myelomonositik hücrelerde, C/EBPδ; yağ doku,

akciğer, bağırsak C/EBPγ ve C/EBPζ tüm organ ve dokularda, C/EBPε;

myeloit ve lenfoit hücrelerde yüksek seviyelerde ekspre edilmektedirler [40-

45].

Çizelge 1.2. C/EBP transkripsiyon faktör ailesinin üyelerinin isimlendirilmesi

[16].

Gen Alternatif İsimler Kaynak

C/EBPα C/EBP, RcC/EBP-1

Sıçan, fare, insan,

tavuk, sığır, balık,

Xenopus laevis, Rana

catesbeiana

C/EBPβ
NF-IL6, IL-6DBP, LAP, CRP2,

NF-M, AGP/EBP, ApC/EBP

Sıçan, fare, insan,

tavuk, sığır, balık,

Xenopus laevis,

Aplysia

C/EBPγ Ig/EBP-1
Sıçan, fare, insan,

tavuk,  balık,

C/EBPδ
NF-IL6β, CRP3, CELF,

RcC/EBP2

Sıçan, fare, insan,

tavuk, sığır, ovine,

balık, Rana

catesbeiana

C/EBPε CRP-1
Sıçan, fare, insan,

ovine, balık

C/EBPζ CHOP-10, GADD153
Fare, sıçan, insan,

hamster
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Tüm C/EBP isoformlarının %90’dan daha yüksek bir oranda 55-65

aminoasit içeren karboksil uçta bZIP (bazik-lösin fermuar) domain içerdiği

tanımlanmıştır [46].  C/EBP ailesinde tanımlanan bu domain, lösin fermuar

yapısı ilk kez, sıçan karaciğeri hücresine ait bir çekirdek proteininde 35 a.a.’lik

bir dizi olarak saptanmıştır.  Bu dizide dört lösin a.a. birbirlerinden yedi a.a. ile

ayrılmıştır ve bu bölgenin iki yanında bazik a.a.’lar bulunmaktadır.  Lösin

a.a.’larının bulunduğu bölge bir sarmal yapı oluşturur ve sarmalların her bir

dönüşünde lösin çıktıları görülür.  Bu şekilde iki molekül bir araya gelince,

lösinler bir fermuar gibi birleşirler, başka bir deyişle iki molekül, lösin

fermuarları ile bir arada tutulur.  Dimer yapısında, fermuar kısma komşu olan

iki bazik α-sarmal bölgesi bulunur. Bu bölge DNA’daki fosfat gruplarına ve

özgün bazlara bağlanarak dimerin DNA üzerinde bir makas gibi görünmesine

neden olur [4] (şekil 1.5).  Başka bir değişle; bazik a.a.’larca zengin DNA

bağlanma bölgesinden ibaret olan bu domain lösin fermuarı olarak adlandırılan

bir dimerizasyon motifi oluşturmaktadır [14].  C/EBP proteinlerinin hedef

genin transkripsiyonel düzenlenmesinde dimerik formlarının aktif olduğu

saptanmıştır [47].  C/EBP’lerin DNA’ya bağlanabilmesi için dimerizasyonun

önceden oluşturulması gerekmektedir, bazik bölge tarafından yapılan

dimerizasyon α-helix yapısı olarak kabul edilir [48,49].

Şekil 1.5.  C/EBP’lerin DNA bağlanma ve dimerizasyon motifi [50]
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C/EBP’lerin DNA’ya spesifik bir şekilde bağlanabilmesi bazik bölge

içerisindeki a.a. dizisi tarafından belirlenir [51]. bZIP domainin yüksek

korunmuşluğu sebebiyle; C/EBP-ζ bunun dışında tutulmak koşulu ile farklı

C/EBP proteinleri aile içi (diğer grup üyeleri ile) kombinasyonlar ile

heterodimerleri oluşturabilmektedir [52].  C/EBP-ζ prolin bölgesinde α-heliks

yapısını bozucu iki prolin rezidüsü taşıması sebebiyle hariç tutulmaktadır [53].

C/EBP-ζ diğer C/EBP’ler ile dimerizasyon yapsa da hedef genin C/EBP tanıma

bölgesine bağlanamayan bir heterodimer oluşur [53].  Bu nedenle C/EBP-ζ,

C/EBP’lerin bir inhibitörü diğer genlerin ise direk aktivatörü gibi davranır.

C/EBP üyelerinin tümünde DNA- bağlanma bölgesi tam anlamıyla korunmuş

olmasına rağmen üyeler arasında yapısal homoloji sınırlıdır [54].  C/EBP

proteinlerinin N-terminus bölgeleri tümünde, tam anlamıyla korunmuş üç kısa

dizi dışında, %20 den daha az benzerlik gösterebilmektedir [55].  Bu üç

korunmuş dizi aktivasyon domainini ifade eder transkripsiyonu uyarıcı ve

bazal transkripsiyon bileşenlerinin bir parçasıdır [53,55] (şekil 1.6).

Şekil 1.6. C/EBP proteinlerinin yapısal domainlerinin şematize edilmesi [55]

Yapılan çalışmalarda C/EBP izoformları hem mRNA, hem de protein

seviyesinde farklı doku ve hücrelerde tanımlanmıştır [56].  Farklı tekniklerin

kullanılması, türden türe varolan farklılıklar, ya da dokuya özel  post-

transkripsiyonel düzenlenme mekanizmalarının farklılığı sebebiyle

birbirlerinden oldukça farklı sonuçlar elde edilmiştir.

N-terminal domain

Pozitif ve negatif regülasyon alt
domainleri
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C/EBP ailesinin işlevi detaylı bir şekilde araştırıldığında; hücre büyüme

ve farklılaşmasının kontrolü, bağışıklık ve enfeksiyon sürecinde, çeşitli

hastalıklara karşı verilen hücresel cevabın oluşturulması gibi birçok hücresel

fonksiyonun düzenlenmesinden sorumlu oldukları bulunmuştur [36].

1.3.1. C/EBP Ailesinin Fonksiyonel Özellikleri

Hücre kültürü temelli model sistemler kullanılarak, C/EBP ailesinin

hedef genlerinin promotör bölgelerinin analizi, C/EBP ekspresyonlarının

indüklenmesi ve inhibe edilmesi gibi yapılan farklı çalışmalarda, C/EBP

ailesinin işlevi hakkında yeterli olmasa da epeyce bilgi sağlanmıştır. C/EBP

proteinlerinin tanımlanmış temel fonksiyonları; hücresel farklılaşma, bağışıklık

ve enfeksiyon sürecinde çeşitli hastalıklara karşı verilen hücresel cevabın

oluşturulması karaciğer yenilenmesi, hücresel metabolizma, hücreler arası

iletişim gibi önemli yaşamsal fonksiyonlardır [36].

C/EBP’lerin ekspresyon seviyeleri; fizyolojik ve patofizyolojik

şartlarda sitokinler, mitojenler, hormonlar, besleyiciler ve hücresel strese neden

olan ajanlar tarafından düzenlenmektedir.  C/EBP’lerin ekspresyon

seviyelerinin düzenlenme mekanizmaları, miktarı, türden türe, hücreden

hücreye ve dokudan dokuya göre değişmektedir [57].

Son on yıl içerisinde yapılan çalışmalarda; hücrelerde poliferasyon,

farklılaşma, apoptosis, metabolizmanın kontrolü ve spesifik genlerin

regülasyonu gibi işlevlerin sürdürülmesinde C/EBP’lerin çok önemli bir yeri

olduğunu gösterilmiştir.

Kanser, C/EBP aile üyelerinden insan kanserleri ile ilgili ilk bilgi

CHOP (C/EBPζ) sayesinde tanımlanmıştır.  İnsan mixoid liposarkomada %100

karakteristik bir translokasyon mevcuttur [t(12;16)(q(13;p11))].  Bu

translokasyon sonucunda, tümör patolojisinde incelenen TLS-CHOP füzyon
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protein oluşmaktadır [58]. Böylece CHOP’un doğrudan mixoid liposarkoma

kanser türünde etkili olduğu saptanmıştır.

Sonraki çalışmalar, diğer C/EBP’lerinde farklı kanser türleri ile

bağlantılı olduğunu göstermiştir.  Akut myeloid lösemi (AML) hastalarında

C/EBPα geninde fonksiyonel kayıba neden olan mutasyon %7 (10/150)

oranında tespit edilmiş [59]. Akciğer kanser türlerinde C/EBPα gen

ekspresyonu %43 (23/53)’de azalmıştır [60]. C/EBPβ geninin tek nükleotid

değişimi sonucunda oluşan mutasyon, KC122 insan kronik myelojenus lösemi

hücre hattında tanımlanmıştır [61].

Apoptosis, C/EBP transkripsiyon faktörleri ailesi içerisinde incelenen

CHOP (C/EBPζ ) myeloblastic lösemi hücrelerinde p53 bağımlı olmaksızın

apoptosise neden olmaktadır.  Buna ilaveten Bcl-2 transkripsiyon faktörünün

bu süreci geciktirdiği saptanmıştır.  Bu sayede p53 geninin inaktif olduğu

tümörlere karşı, CHOP’a bağımlı yeni stratejiler geliştirilebilecektir [62].

Hücresel proliferasyon, karaciğer proliferasyonu, C/EBPβ’nın

ekpresyon seviyesinin artması ile ilişkilendirilmiştir.  C/EBPβ geni içermeyen

fare kullanılarak, karaciğerin bir kısmının uzaklaştırılması temeline dayanan

deneyde, karaciğer hücrelerinde, bu süreç boyunca normal bir proliferasyon

gözlenmemiştir [63]

Hücresel farklılaşma, yağ doku farklılaşması hakkında bilgi edinmek

amacıyla birçok hücre kültür model sistemleri kullanılmış, C/EBP

izoformlarının özellikle C/EBPα’nın yağ doku farklılaşmasında önemli rolü

olduğu kanıtlanmıştır.  Yağ doku farklılaşmasının erken safhalarında, C/EBPδ

ve C/EBPβ adipojenik hormonlara cevap olarak yüksek seviyelerde ekspre

olmaktadır,  farklılaşmanın son evrelerinde ise C/EBPα ekspresyonu

artmaktayken, C/EBPδ ve C/EBPβ ekspresyon seviyesi azalmaktadır [64].
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C/EBP izoformları, kemik iliği hücrelerin, bağırsak epitel hücrelerin,

meme epitel hücrelerin, ovaryum folikül ve akciğerde tip II alveolar hücrelerin

farklılaşmasından birinci derecede sorumludurlar [65].

Metabolizmanın kontrolü, C/EBPα’dan yoksun farelerin doğumdan

hemen sonra hipoglisemi, glikojen sentazın ekspresyonunun azalmasına

bağımlı olarak öldükleri tanımlanmıştır.  Bu farelerin karaciğerlerinde glikojen

sentez, glukoneojenesis ve bilirubin detoksifikation gibi birçok genin

ekpresyon seviyesi azalmakta, buna bağlı düzensizlikler meydana gelerek

ölümler gözlenmektedir [66].

Dokulara spesifik gen ekspresyonlarının kontrolü, transkripsiyonel

seviyede düzenlenir ve bu aşamada birçok transkripsiyon faktörü devreye

girerek genlerin ekspresyonlarını düzenlemektedir.  Enfeksiyon, stres ve diğer

patolojik şartlarda vücudun savunma mekanizmalarından biri olan APR (acute-

phase response) esnasında karaciğerde, birçok genin ekspresyonunda, C/EBP

izoformlarının önemli oranda etkin olduğu saptanmıştır [67,68].

İnflamasyon, C/EBPα,  C/EBPβ,  ve  C/EBPδ olmak  üzere  üç  C/EBP

üyesinin ekspresyonu lipopolisakkarit, ve sitokinlerin çoğunu içeren

inflamasyonel ajanlar tarafından regüle edilmektedir [69,70].

C/EBP’lerin yukarıda bahsedilen fonksiyonları göz önüne alındığında,

yaşam için büyük önem taşıdıkları görülmektedir.  Bu sebepledir ki, C/EBP

genlerinin ekspresyonlarının düzenlenme mekanizmasının aydınlatılması

yalnızca bilgimizin artması ile kalmayacak, C/EBP gen ekspresyonu ile

ilişkilendirilen hastalıklarda yeni terapötik müdahale hedefleri

tanımlanabilecektir.  Örneğin; tip1 ve tip2 diyabetleri pankreatik β-

hücrelerinde, C/EBP-ζ  tarafından baskılanabilmesi hedeflenmektedir [71,72].

C/EBP genlerinde varolan mutasyonların bir takım hastalıklara sebep

olduğu tanımlanmıştır [73,74]. Bu sebeple C/EBP ailesi üzerinde yapılan

çalışmalar; onkoloji, diyabet, haemotopoesis gibi hastalıkların tedavisinde
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ortaya çıkan soruların cevabını önemli ölçüde verebilmektedir ve yine bu

çalışmalar sayesinde bu tür hastalıkların tedavisinde yeni terapötik stratejilerin

geliştirilmesi sağlanacaktır.

Çalışmalar, C/EBP’lerin spesifik sinyaller tarafından transkripsiyon

sonrası düzenlenme ve transkripsiyonel mekanizmaların ortaya çıkarılmasını

sağlamıştır. Farklı organizmaların, farklı doku ve hücrelerinde, C/EBP

ekspresyonlarının düzenlenme esaslarının farklı olduğu yapılan çalışmalarla

açığa çıkarılmıştır.  Sonuç olarak in vitro’da hedef gen promotörlerinde

bulunan tanıma dizilerine farklı C/EBP üyeleri bağlanmakta olduğu ve bu

şekilde hedef genin ekspresyonunu düzenlediği yapılan çalışmalarda

gözlenmiştir.  Fakat in vitro çalışmalar in vivo’yu tam anlamıyla

karşılamayabilir, yani C/EBP’lerin bu alanlara olan ilgileri in vivo çalışmalarda

değişebileceği akıllardan çıkarılmamalıdır.

1.3.2. C/EBPα

C/EBPα ilk olarak sıçan karaciğer nükleusunda ısıya dayanıklı bir

çekirdek proteini olarak tanımlandı.  Herpes simpleks virüs timidin kinaz

geninin promotör bölgesindeki CCAAT elementi ve birçok tümör virüslerinin

enhancer bölgeleri ile bağlantı kurabilen bir proteindir [75]. C/EBPα geni fare

7. kromozomda, sıçan 1. kromozomda ve insan 19. kromozomda (q13.2)

lokalize olmuştur [76]. C/EBPα mRNA; karaciğer, yağ doku, böbrek ve

akciğer de bol miktarda bulunurken, diğer dokularda daha düşük miktarda

bulunmaktadır [38].  Özellikle hücresel farklılaşma esnasında C/EBPα

ekspresyon seviyesi maksimum oranda artmaktadır [77]. C/EBPα’nın

ekspresyon seviyesi birçok hücre dışı uyarıcılar tarafından düzenlenmektedir

[78].
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1.3.3. C/EBPβ

C/EBPβ geni insan, tavuk, kemirgen, Xenopus laevis ve Aplysia’dan

klonlanarak karakterize edilmiştir [79].  Sığır C/EBPβ geni 2. kromozomda

lokalize olmuş iken, insan C/EBPβ geni 20.kromozomda (q12-q13.1) lokalize

olmuştur [80]. C/EBPβ mRNA; karaciğer, akciğer, böbrek, dalak ve bağırsak

gibi birçok farklı dokuda ekspre edilmektedir [81].

C/EBPβ hepatositlerin genlerin ekspresyonunu, hem direkt hem de

sitokine bağımlı olarak sağlamaktadır [82]. C/EBPβ makrofajlarda, ovarian

luteal cells ve meme epitel hücrelerinde gen ekspresyonlarının

düzenlenmesinde sorumlu olduğu tanımlanmıştır [83].

1.3.4. C/EBPγ

C/EBPγ fare, sıçan, insan ve tavuktan klonlanmıştır [84]. C/EBPγ geni

hemen hemen her doku ve organda ekspre olmasına rağmen, ekspresyon

seviyesi farklılıklar göstermektedir.  Bazı dokularda ekspresyon seviyesi 20 kat

fazla olabilmektedir. B hücrelerinde ekspresyon seviyesi maksimumdur [85].

C/EBPγ proteini bütün bir bZIP domain içermektedir, ancak diğer C/EBP

izoformlarında var olan aktivasyon domaini içermemektedir. C/EBPγ, C/EBP

aktivatörleri sayesinde genlerin ekspresyonlarının düzenlenmesinde önemli rol

oynayabilmektedir [86].

1.3.5. C/EBPε

C/EBPε sıçan, insan ve koyundan klonlanmıştır. İki ekson ve arasında

bir intron içermektedir [87]. İnsan 14(q11.2)  kromozomunda lokalize

olmuştur. Dalak, lenf bezleri, timus, periferal kan lökositleri ve kemik iliği gibi

kan hücreleri orjinli ve immün sistem dokularında ekspre edilmektedir [88].
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1.3.6. C/EBPζ

 C/EBPζ  ilk olarak hamster’dan klonlanmıştır.  DNA’ya hasar vermesi

sebebi ile GADD153 (growth arrest and DNA damage inducible) olarak

isimlendirilmiştir [89]. Gen beş ekzondan oluşur. C/EBP izoformları arasında

yalnızca C/EBPε ile C/EBPζ intron içermektedir. İnsan 12.(12q13.1-q13.2)

kromozomda lokalize olmuştur [90]. C/EBPζ mRNA yetişkin dokuların

çoğunda bulunmaktadır ve U.V. ışınları, DNA hasarlarında, DNA hasar veren

ajanlara maruz kalındığında meydana gelen hücresel stres gibi durumlarda

ekspresyon seviyesi artmaktadır [91]. C/EBPζ  hücre büyümesinin kontrolü ve

apoptosiden sorumlu olduğu tespit edilmiştir.

1.3.7. C/EBPd

C/EBPd, NF-IL6b, CRP3 veya CELF gibi farklı isimlerle bilinmektedir

[92,93].  C/EBPd geni fare, sıçan, insan, amfibi gibi birbirinden farklı birçok

türden klonlanlanarak karakterize edilmiştir [94]. İnsan C/EBPd geni intron

içermeksizin, geniş bir açık okuma dizisine sahip olan bir eksondan ibarettir.

C/EBPd proteini 269 a.a. den oluşmuş ve 28.5 kDA ağırlığındadır [95].

 C/EBPd geninin kromozomal lokasyonunu tanımlamak amacıyla

flouresans in situ hibridizasyon (fısh) ile aynı zamanda metafaz safhasında R-

bantlama tekniği yapılmıştır [96,97].  İki teknik karşılaştırılarak insan C/EBPd

geninin 8. kromozomda (8p11.1-p11.2.) bulunduğu saptanmıştır.  İnsan

C/EBPd geni fare C/EBPd geni ile %80 nükleotid seviyesinde, %85 a.a.

seviyesinde benzerlik gösterirken, sıçan C/EBPd geni ile %75 nükleotid ve

%86 a.a. seviyesinde göstermektedir [98].

C/EBPd hemen hemen her dokuda ekspre olmasına rağmen dokular

arasında seviyesel farklılıklar göstermektedir.  Yağ dokusu, dalak, akciğer ve
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böbrekte C/EBPd mRNA yüksek seviyede ekspre olmaktayken, beyin ve

karaciğerde ekspresyon seviyesi daha düşüktür [99].  C/EBPd ekspresyon

seviyesi özellikle böbrek ve testislerde ise maksimum seviyeye ulaşmaktadır

[98].

1.3.7.1. C/EBPd  Geninin Fonksiyonel Özelliği

C/EBPδ’nın, meme epitel hücrelerinin apoptosisinde, hücre

proliferasyonunda, yağ doku farklılaşmasında, enerji metabolizmasının

düzenlenmesinde ve hepatositlerde akut faza cevapta önemli rol oynadığı

bilinmektedir.  C/EBPδ gen haritası 8. kromozomdadır.  İnsan kanserlerinin

çoğu kromozom 8p’de var olan mutasyonlar sebebiyle olmaktadır.  Bu

sebepledir ki C/EBPδ son çalışmalarda bir tümör baskılayıcı gen olarak

tanımlanmaktadır [100].

İnflamasyon, doku yaralanmaları, travma, enfeksiyon ve doku

hasarlarının daha da artması ve onarım mekanizmalarının aktive edilmesi gibi

durumları kapsayan fiziksel bir cevaptır. Yaşamsal açıdan önem arz eden

böylesi bir süreçte,  C/EBPd karaciğer başta olmak üzere, çeşitli birçok organ

veya dokuda inflamasyon esnasında, gerekli gen ekspresyonlarının

regülasyonunda önemli bir rol oynamaktadır [101].

Hücresel farklılaşma, C/EBPd farklı dokularda ve hücrelerde farklı

mekanizmalarda ekspre olmaktadır. İskelet gelişimi ve yağ doku

farklılaşmasında C/EBPd geni ekspresyonu glukokortikoidler tarafından

arttırılmaktadır ve bu sayede farklılaşma esnasında etkin hale geçerek

hücrelerin farklılaşmasında görev yapmaktadır [102,103].

Apoptosis, C/EBPd meme doku epitel hücrelerinde apoptosis ve Go

sürecinde önemli rol oymaktadır [104].
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Proliferasyon, C/EBPd birçok hücre hattında da büyümeyi düzenleyici

olarak görev yapmaktadır. M1 myeloid lösemi hücrelerinde büyümenin

durdurulmasında önemli bir role sahiptir. 2005 yılında Koeffler ve arkadaşları

C/EBPd ekpresyonunun, BCR-ABL (bcr-abl, kronik myeloid lösemi sebebiyle

onkojenik füzyon proteini) içeren lösemi hücrelerinde myeloid farklılaşma ve

büyümenin durması esnasında, arttığını göstermişlerdir [105]. Böylece kronik

myeloid lösemi hastalarında C/EBPd, önemli bir terapötik potansiyel

oluşturmaktadır.

Kanser, C/EBPd insan 8p11.1-p11.2 kromozomda lokalize olmaktadır

[103].  Yapılan kanser çalışmalarında, insan kanserlerinin genellikle

8.kromozomun kısa kolunda (8p)’de mutasyonların sebep olduğunu

saptanmıştır [100].  Buradan anlaşılacağı gibi, C/EBPd geni insan kanserleri ile

doğrudan ilgili bulunmuştur.  Bu nedenle, kanser araştırmalarında C/EBPd geni

yoğun olarak çalışılmaktadır.  Günümüze kadar yapılan çalışmalarda C/EBPd

özellikle; prostat kanseri ve meme kanserinde doğrudan ilişkili olduğu

saptanmıştır. Bunun yanı sıra meme kanserini baskılayıcı gen olarak aday

gösterilmiş ve James deWille tarafından 20040329041 nolu patent alınarak

desteklemiştir [106].

Kötü huylu meme kanseri, gelişmiş meme epitel hücrelerinde C/EBPd

ekspresyonu büyük ölçüde azalmaktadır [107].  SSCP (single strand

conformation polymorphism) analizi ile 97 insan meme kanseri hastasında

genomik DNA’da ve 16 hücre hattı kullanılarak tek eksondan ibaret olan

C/EBPd geninde var olabilecek mutasyonlar taranmıştır.  Ve bu çalışmanın

sonucunda, 9/16 insan meme kanser hücre hattında kromozom 8p kayıbı

kanıtlanmıştır [108].  Tanımlanan mutasyonlar C/EBPδ geninin yüksek

derecede korunmuş bölgesinde var olduğu gösterilmiştir [106]. Bu sayede

C/EBPd meme epitel hücrelerinde bir tümör baskılayıcı gen olarak görev

yüklenmiştir.
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 Prostat kanseri, Amerika’da kansere bağlı erkek ölümlerine, akciğer

kanserinden sonra prostat kanseri öncülük eder.  Ölümlere neden olan bu

önemli kanser türünün sebebi tam olarak aydınlatılmamış olsa da,

mekanizmasına dair çalışmalar yapılmış ve C/EBPd ile büyük oranda ilişkili

olduğu tespit edilmiştir [109].  Bcl-2’nin androjen bağımlı prostat

kanserlerinde, apoptosisi engelleyerek kanseri tetiklediği, androjene bağımsız

prostat kanserlerinde ise etkili olmadığı tespit edilmiştir [110].  Yine androjen

bağımlı kanserlerde %30-35, androjen bağımsız kanserlerde ise %70 oranında

p53 geninin mutasyonunun sebep olduğu bulunmuştur.  C/EBPd geninin

androjen tarafından kontrol edildiği tespit edilmiş ve buna bağlı olarak ta

androjen bağımlı kanser hücre hatlarında çalışmalar sürdürülmüştür. Sonuç

olarak, C/EBPd ekspresyon seviyesinde azalma olduğu tanımlanmıştır.

C/EBPd ekspresyon seviyesinin arttırılması yönünde yapılabilecek çalışmalar

prostat kanser tedavilerinde etkili bir yöntem olabileceği düşünülmektedir

[111].

Alzheimer hastalığı patolojisinde, C/EBP’ler düzenleyici faktör olarak

incelenmektedir [112].  Alzheimer hastalarında yapılan çalışmalarda C/EBPd

beyin bölgesinde kronik inflamasyonun uzun süre devam ettirilmesinde anahtar

rol oynamaktadır. Buna ilave olarak, C/EBP’lerin enerji metabolizması

yolaklarında önemli rolleri olduğu bilinmekte, alzheimer hasta beyinlerinde

farklı enerji gereksinimleri dolayısıyla, beyin hücrelerinde C/EBPd

ekspresyonu artabilmektedir [113].

Embriyonik gelişim, Xenopus laevis’de, larval epitel doku apoptotik

hücre ölümleri ve yetişkin epitel primordiadan temel alan yetişkin tip

epitelyumun yerleşmesi sebebiyle ortadan kaybolur [114].  Bu şekilde meydana

gelen Xenopus laevis metamorfozu esnasında, C/EBPδ larval epitel dokunun

yetişkin epitel dokuya dönüşmesinde düzenleyici faktör olarak tespit edilmiştir

[115].

Sinir sistemi, C/EBPδ sinir sisteminde çok fazla miktarda ekspre

edilmektedir. Hippokampal nöronlarında C/EBPδ ekspresyonu Ca++ ve cAMP
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tarafından arttırılmaktadır [116].  Hippokampal nöronların uzun süreli hafıza

sürecinde anahtar rol oynadıkları bilinmektedir ve dolayısıyla C/EBPδ’nın

uzun süreli hafıza sürecinde önemli rol oynadığı düşünülmektedir [117].

Go ve C/EBPδ,  hücre  siklusu  G1,  S,  G2  ve  M  olmak  üzere  dört  faklı

evrede incelenmektedir. Bunlardan S ve M evresinde genetik materyalin

kopyasının oluşturulması, diğer hücre bileşenlerin iki katına çıkarılması

temeline dayanmaktadır. G1 ve G2 ise başarılı bir S ve M fazının geçmesi için

hazırlık safhasıdır.  Hücreler proliferasyon sonrasında bir karar vererek hücre

siklusundan çıkar ve Go evreye girer ve bu sayede hücre bölünmesi durdurulur.

Yetişkin hücrelerin çoğu Go fazında bulunmaktadır. Go fazının düzenlenmesi

hakkında az bilgi bulunmaktadır.  Go fazının aydınlatılması için çalışmalar

hızla sürdürülmektedir. Go fazına giren hücrelerin biyokimyasal ve biyolojik

aktiviteleri artmaktadır [118]. Meme epitel hücrelerinde Go fazında C/EBPδ

ekspresyonu hızla artmaktadır [119].  Diğer hücre hatlarında ise Go fazında

C/EBPδ ekspresyonunun artması söz konusu değildir.

1.3.7.2. C/EBPd  Geninin Transkripsiyonel Regülasyonu

C/EBPd ekspresyonu,  immün ve enfeksiyon sürecine cevap veren

sitokinler ; IL-1(interlökin -1), IL-6 (interlökin -6) TNF-a (tümör necrosis

faktör-alfa) oksidatif stres elementleri ve diğer akut faz proteinleri tarafından

düzenlenmektedir [120, 121, 122, 123].

İnflamasyon; doku yaralanmaları, travma, enfeksiyon ve doku hasarları

gibi süreçlerin şiddetlenmemesi ve onarım mekanizmalarının aktive edilmesi

gibi durumları kapsayan fiziksel bir cevaptır.  Inflamasyonun erken

safhalarında çoğu organda, APR (acute-phase response) olarak bilinen,

metabolik ve katabolik değişimler meydana gelir.  APR özellikle akciğerden

sentezlenen birçok serum akut faz proteinlerinin değişimleri ile karakterize

edilmiştir. APR meydana geldikten kısa bir süre sonra birçok akut faz
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proteinlerinin serumdaki konsantrasyonu 1000 kat kadar artmıştır [124].  Söz

konusu bu durumda C/EBPd konsantrasyonunda akut faz proteinleri kadar

arttığı yapılan çalışmalarda tespit edilmiştir.  Akut faz genlerinin

hepatositlerdeki aktivasyonu IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-g, gibi sitokinleri de

içeren birçok inflamasyon sinyalleri tarafından tetiklenir [125].  Bu sitokinler

akut faz genlerinin aktivasyonundan doğrudan sorumlu olabildikleri gibi bu

sitokinlerin önce C/EBP’lerin ekspresyonunu arttırdığı ve ekspre edilen bu

C/EBP’lerinde akut faz proteinlerini dolaylı yoldan aktive ettiği tespit

edilmiştir [126].

C/EBPδ gen promotörünün 3’ proksimal bölgesinde, temelde

osteogenesis için gerekli olan, Runt domain faktörün (RunX2) bağlanma

bölgesini taşımaktadır.  C/EBPd promotör aktivitesi, Runx2 bağlanma dizisinin

mutasyonu veya osteoblast içerisinde Runx2 antisense ekspresyon plazmitinin

co-transfeksiyonu ile azalmaktadır [127].

Büyümesi durmuş meme epitel hücrelerinde ve meme bezlerinde

STAT-3, C/EBPδ’nın promotör bölgesinde var olan tanıma dizisine bağlanarak

C/EBPδ’nın transkripsiyonuna sebep olmaktadır.[128]

Hepotositlerde akut faza cevap(APR) esnasında, IL-6 bağlı C/EBPδ

transkripsiyonu için STAT-3 bağlanma bölgesine ihtiyaç vardır [129].  APR

esnasında STAT-3 bağımlı C/EBPδ ekspresyon seviyesi uzunca bir periyot

devam etmesine rağmen, STAT-3 ün aktivitesi geçici olmaktadır [130].

C/EBPδ’nın ekspresyon seviyesinin uzun olması otoaktivasyon sayesindedir

[131]  Fare, sıçan ve koyun C/EBPδ promotöründe yapılan analizler

otoregülasyonun türden türe farklı mekanizmalar ile yürütüldüğü gibi şaşırtıcı

sonuçlar elde edilmiştir [131].  Yapılan otoregülasyon çalışmalarında C/EBPδ

promotör bölgesinin yukarı bölgesinin 6kb yukarısında otoregülasyon

gözlenmiştir, fakat genin 3’ ucunda iki C/EBP tanıma bölgesine ihtiyaç

duymaktadır [132].  Buna karşı, fare ve koyun C/EBPδ geninin 5’ ucu

otoaktivasyon için yeterlidir [133].  Koyun promotöründe ise varsayılan C/EBP

tanıma dizisi içermemektedir [131].  Dolayısıyla insan C/EBPδ insan C/EBPα
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genine benzeyebilmekte, bu durum indirekt oto regülasyona sebep

olabilmektedir [134].

C/EBPδ mRNA karaciğer rejenerasyonu sırasındada ekspre olmaktadır

[135]. C/EBPδ ve C/EBPβ, pre-adiposit hücre hattı farklılaşmalarının ilk

evresinde cAMP-arttırıcı ajanları ve glukokortikoidlere cevap olarak ekspre

edilmektedirler.

Glukokortikoid, akciğer gelişimi ve olgunlaşması esnasında da önemli

rol oynamaktadır.  Moleküler mekanizmasını aydınlatılmak amacıyla yapılan

çalışmalarda glukokortikoidin ekspresyonlarından sorumlu olduğu iki enzim,

salgı proteini CCSP (Clara cell secretory protein; inflamasyon esnasında

akciğerin korunmasında önem teşkil eden ve clara hücrelerinden salınan bir

proteindir.) ve detoksifikasyondan sorumlu bulunan P450 geni tarafından

kodlanan CYP2B1 enzimi tanımlanmış.  Ve tanımlanan bu enzimlerin

ekspresyonunda C/EBPd geninin ilgisi olduğu saptanmıştır.  Glukokortikoid

muamelesinden sonra akciğer epitelyumunda C/EBPd’nın ekspresyon

seviyesinin arttığı gözlenmiş ve C/EBPd CCSP’nin ekspresyonunu düzenlediği

tespit edilmiştir [136].

Fare C/EBPd, promotörünün proksimal ucunda SP1 ve STAT3

bağlanma dizileri bulunmaktadır.  Protein lizat analizlerinde aktif

(fosforlanmış) STAT3’ün Go fazında meme epitel hücrelerinde önemli

derecede arttığı gözlenmiş buna bağlı olarak da C/EBPd ekspresyon seviyesi

artmıştır [137].

C/EBP’lerin işlev görebilmesinde fosforilasyon önemli rol

oynamaktadır.  C/EBPδ transaktivasyon potansiyelinin, hepatositlerde hücresel

fosfataz inhibitörleri (sodyum orthovanadate ve okadiac asit gibi)  ile muamele

edildiğinde arttığı gözlenmiştir [138].
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1.4. Transfeksiyon

Transfeksiyon kısaca, DNA gibi yabancı bir molekülün ökaryot hücre

içerisine aktarılmasıdır.  Gen ekspresyonunun kontrolü, gen ekspresyonunu

düzenleyici faktörlerin çalışma mekanizmalarının aydınlatılması ve bu amaçla

mutasyonel analizler, bu elementlerin biyokimyasal karakterizasyonu gibi,

birçok genetik araştırmada kullanılan güçlü bir yöntemdir.  Temelde kararlı

transfeksiyon ve geçici transfeksiyon olmak üzere iki farklı transfeksiyon

tekniği kullanılmaktadır.

1.4.1. Geçici Transfeksiyon

DNA ökaryot hücre içerisine aktarıldıktan sonra geçici olarak ekspre

olur.  Hücre içerisine aktarılan DNA hücre genomuna entegre olmaksızın

sitoplazmada serbest olarak kalır.  Kendi kendine ekspre olabilen DNA

sayesinde, ilgilenilen genin çok sayıda kopyası elde edilir, diğer yandan ekspre

edilen proteinin yüksek seviyede eldesi mümkün olur.  Transfeksiyon sonrası,

DNA hücre içerisine aktarıldıktan 24-96 saat içerisinde analiz edilmelidir.

Süper kıvrımlı plazmit DNA kullanılması geçici transfeksiyonun etkisini

arttırmaktadır [139].

1.4.2. Kararlı Transfeksiyon

Kalıcı transfeksiyon tekniğinde ise transfekte edilen DNA kromozomal

DNA’ya integre olur. Doğrusal plazmit kullanılması kararlı transfeksiyonun

etkisinin maksimum olmasını sağlar. Markerlar kullanılarak transfeksiyon

sonuçları analiz edilir. Aminoglikozid fosfotransferaz (APH; neoR gene) ya da

higromisin B fosfotransferaz (HPH) genlerini kodlayan markerler sıklıkla

kullanılmaktadır [139].
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1.4.3. Transfeksiyon Metotları

Birçok transfeksiyon metodu bulunmaktadır.  Bunlardan, DEAE-

dextran metodu, kalsiyum-fosfat metodu, elektroporasyon metodu, ve lipozom-

temelli transfeksiyon metotları en sık kullanılan metotlardır.  Her bir metodun

kendine özgü avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır.

1.4.3.1. Kalsiyum Fosfat Presipitasyon Yöntemi

Kalsiyum fosfat presipitasyon yöntemi 1973 yılında Graham ve Van der

Eb tarafından tanımlanmıştır [140].  Transfeksiyon çalışmalarında en fazla

kullanılan yöntem haline gelmiştir. Yöntemin temelinde, DNA’nın negatif

yüklü fosfat gruplarına kalsiyum iyonlarının bağlanması ve ardından fosfat

içerikli karışımın yavaşça eklenerek kalsiyum iyonlarına iyonik olarak

bağlanması yatmaktadır. Bu aşamadan sonra bir kristal kompleks oluşur ve bir

süre sonra gözle ayırt edilebilecek presipitasyon oluşur.  Presipitasyonun

yoğunluğu ile transfeksiyonun etkisi doğru orantılıdır. Presipitasyon sonucu

oluşan kristal kompleksler hücre yüzeyine atak yapar ve endositoz sayesinde

hücre içerisine absorbe edilir.

Kalsiyum fosfat presipitasyon yöntemi; (i). Geçici ve kararlı

tansfeksiyon uygulamaları için uygundur. (ii). Bu transfeksiyon yöntemi

birbirinden farklı birçok hücre tipi için uygundur. Etkinliği muhakkaktır ki her

hücre tipi için birbirinden farklıdır. (iii). Presipitasyonun büyüklüğü ve kalitesi

transfeksiyonun etkisi ile doğrudan etkilidir. (vi). Manual olarak uygulanabilen

ucuz, kolay ve etkili bir yöntemdir.
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Şekil 1.7.  Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Metodu

1.4.3.2. DEAE-Dekstran Yöntemi

Dietilaminoetil dekstran, polikatyon olup DNA'yı elektrostatik olarak

bağlamaktadır. Kalsiyum-fosfat presipitasyon metodunda olduğu gibi hücreler

tarafindan DNA hücre içerisine alınır. Bu kalsiyum fosfat yönteminin değisik

bir seklidir [141].

1.4.3.3. Elektroporasyon Yöntemi

Elektroporasyon ile gen transferi, kültürdeki hücrelere bir elektrik akımı

uygulanarak ortamda varolan DNA'nın bu akımla hücre içine geçmesi sağlanır.
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Bu elektriksel akım hücre membranında DNA'nın geçişine izin verecek bazı

bozukluklar oluşturur. Bu yöntem geçici ekspresyon sağlar [140].

1.4.3.4. Biolistik (Gen Tabancası) Yöntemi

Parça bombardımanı ya da gen tabancası olarak da adlandırılan balistik

DNA enjeksiyonu, ilk olarak bitkilere gen nakli yapmak amacıyla

geliştirilmiştir.  Bu ilk uygulamalarından sonra, bazı değişiklikler yapılarak

memeli hücrelerine gen nakli amacıyla kullanılmaya başlanmıştır.  Genetik

materyal DNA kaplı mikroprojektille hücre duvarı içine ateşleyen özel bir gen

tabancası yardımı ile olur.  Hücreye hiç bir zarar vermeden membrandan

geçme özelliği olan genellikle yaklaşık 1-3μM çapındaki altın veya tungsten

parçalarıdır.  Tedavi edici geni taşıyan plazmit DNA'sı ile kaplanır, sonra da bu

parçacıklara hız kazandırılarak, hücre zarını delip, içeri girmeleri sağlanır

[141].

1.4.3.5. Liposom Temelli Gen Aktarımı

Lipozomlar, hücre membranı analoğu fosfolipid yapılı çift katlı

mikroskobik veziküllerdir.  Benzer yapılarından dolayı hücreye girip içeriğini

boşaltabilirler. DNA'yı içlerine alma mekanizmalarına göre iki guruba

ayrılırlar:  Katyonik lipozomlar ve pH-duyarlı lipozomlar. Birinci gurup

lipozomlar artı yüklü olduklarından, eksi yüklü olan DNA ile dayanıklı bir

kompleks oluştururlar.  İkinci grup lipozomlarsa negatif yüklü olduklarından

DNA ile bir kompleks oluşturmaz, ama içlerinde taşırlar [141].

1.4.3.6. Virüslere Dayalı Gen Aktarımı

Genetik materyalin konak hücreye viral vektör yardımı ile sokulmasına

transdüksiyon denir. En sık kullanılan viral vektörler adenovirus, herpes

simpleks virüs ve retrovirustür.  Çoğalmaları engellenen virüsler verildiğinden
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enfekte olan hücreyi patlatıp diğer hücrelere geçemezler.(replication-deficient

virus)  Günümüzde yapılan araştırmalarda, virüslerin hastalığa yol açan gen

parçalarının yerine, hastaları iyileştirme amacıyla rekombinant genler

yerleştirilmektedir.  Bu şekilde değiştirilmiş virüsler hücreye girmek için kendi

yöntemlerini kullanırlar ve genomlarının ekspresyonu sonucu, genin kodladığı

protein üretilmeye başlanır.  Öte yandan, virüsün kendisini çoğaltmak için

ihtiyaç duyduğu genler, tedavi edici genlerle değiştirilmiş olduğundan, virüs

çoğalıp hücreyi patlatamaz.  Bunun yerine, hücrede virüsün taşıdığı hastalığı

düzeltici genin ekspresyonu olur, genin kodladığı protein (yani ilaç) üretilir ve

genetik bozukluk nedeniyle üretilemeyen proteinin yerini alır.

Ancak her vektörün kendine özgü dezavantajları vardır: Bölünmeyen

hücreleri enfekte edememek (retrovirüs), olumsuz immünolojik etkiler

(adenovirüs), sitotoksik etkiler (herpesvirüs) ve kısıtlı yabancı genetik materyal

taşıyabilme kapasitesi (adeno-ilişkili virüs).  İdeal bir vektörde aranan

özellikler yüksek titraj, kolay tasarlanabilme, integre olabilme yeteneği ve gen

transkripsiyonunun kontrol edilebiliyor olmasının yanında, immünolojik

etkilerin olmamasıdır [141].

1.5. Sitokinler

Sitokinler hücresel büyüme, inflamasyon, immünite, doku onarımı, ve

hemotopoez gibi önemli biyolojik olaylarda rol oynayan, düşük molekül

ağırlıklı glikoproteinlerdir [142,143].  Çeşitli uyarılara karşı cevap olarak özel

hücreler tarafından salgılanır ve hedeflenen hücrelerin davranışını etkilerler.

Belli bir sitokin çeşitli hücreler tarafından farklı dokularda salgılanır fakat aynı

biyolojik etkiyi gösterebilir.  Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir.

Bazıları klasik hormon gibi davranırlar.  Şöyle ki; belli hücreler tarafından

kana veya çeşitli hücresel sıvılara salgılanıp vücudun diğer bölgelerindeki

hücresel reseptörlerine bağlanırlar. Diğer sitokinler daha lokalize olmuş etkiler

gösterirler.  Bunlar otokrin (bir hücre tarafından salgılanan sitokinin aynı hücre
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üzerine etkisi) ve parakrin (belli bir hücre tarafından salgılanan sitokinin

yakındaki komşu hücreye etkisi) etkilerdir [144].

Sitokinler konusunda son 15 yılda büyük gelişmeler sağlanmıştır.  Sitokinlerin

etkileri ve işlevleri hakkındaki bilgiler sürekli yenilenerek, her geçen gün farklı

bir boyut kazanmaktadır [145].

Sitokinlerin tanımlanması ve karakterize edilmesi çeşitli isimlendirme

ve sınıflandırma sistemine göre yapılmıştır.  Bu sınıflandırma sitokinler

arasındaki fonksiyonel benzerliklere, etki mekanizmalarına dayanmaktadır.

Sitokinler başlıca şu ana gruplara ayrılmaktadır:  (i). Büyüme faktörleri

(Epidermal büyüme faktörü, EGF; Platelet orijinli büyüme faktörü, PDGF;

insülin benzeri büyüme faktörü-1, IGF-1; Inüsilin benzeri büyüme faktörü-2,

IGF-2; Sinir büyüme faktörü, NGF; Asidik fibroblast büyüme faktörü, aFGF;

Bazik fibroblast büyüme faktörü, bFGF; Neurolökin; Amfiregulin; Hepatosit

büyüme faktörü, HGF v.b. (ii). Lenfokinler (interlökin-1a, IL-1b; IL-2; IL-3;

IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; IL-9;10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15) (iii).

Koloni stimüle eden faktörler (Granülosit/makrofaj koloni stimüle eden faktör,

GM-CSF; Granülosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Lösemi inhibitör

faktör, LIF) (iv). Transforme edici büyüme faktörleri (TGF-a; TGF-b) (v).

Tümör  nekroz  faktörleri  (TNF-α;  TNF-b)  (vi). Interferonlar (IFN-a; IFN-b;

IFN-g).

Çizelge 1.3. İnsanda var olan bazı sitokinler moleküler büyüklükleri,

salındıkları hücreler ve görevleri

Sitokin Mol.Ağ.(kD) Kaynağı Aktivitesi

İnterlökinler

IL-1α, β 17,5
Makrofaj,

T/Blenfositleri, APC

T/B lenfosit

farklılaşması,

immüniteyi

arttırma
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IL-2 15,5
TH1 ve büyük granüllü

lenfositler

T/B ve NK

lenfositlerinin

gelişme faktörü

IL-3 14-28
Makrofajlar, T

lenfositler

Hemopoetik

gelişme faktörü

IL-4 20 TH2 lenfositler
T/B  lenfositlerinin

gelişme faktörü

IL-5 18 TH2 lenfositler

B Lenfosit ve

eozinofil

stimülasyonu

IL-6 22-3 TH2 lenfositler İnflamasyon

IL-7 25 Stromal hücre
Lenfosit gelişme

faktörü

IL-8 8,8
Makrofajlar,T

lenfositler

Nötrofil ve T

lenfosit

kemotaksisi

IL-9 T lenfositler
T lenfosit

proliferasyonu

IL-10 TH2 lenfositler
Sitokin sentez

inhibitörü

IL-11 fibroblast Hemopoetik etkili

IL-12 makrofajlar Hemopoetik etkili

IL-13 AKTİF T lenfositlerİ Hemopoetik etkili

G-CSF 18-22 Monosit,fibroblast
Miyeloid gelişme

faktörü

M-CSF 70-90 Monosit,fibroblast
makrofaj gelişme

faktörü

GM-CSF 14-35
TH1,TH2,Lenfositler,

monositler

Monomiyelotik

gelişme faktörü

IFN-α 18-20 lökositler Antiviral etki

IFN-β 25
T lenfositler,

makrofajlar
Antiviral etki
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IFN-γ 20-25 TH1 Lenfositleri,NK immünomodülatör

TNF-α 17 TH1 Lenfositleri
İnflamasyon,

tümörisidal

TNF-β 18 TH1 Lenfositleri tümörisidal

TGF-β 25
Makrofajlar,T

lenfositler
İmmünosüpresyon

Sitokinler hücre bölünmesi ve farklılaşmasının kontrolü, hematopoez ve

bağışıklık sisteminin regülasyonu, yaraların iyileşmesi, kemik formasyonu ve

hücresel metabolizmanın değiştirilmesi gibi biyolojik olaylarda rol

oynamaktadır. Onların en önemli etkilerinden biri hücre bölünmesi

farklılaşması üzerinedir.  Normal hücreler belli faktörler tarafından gönderilen

spesifik sinyaller sonucu bölünür.  Bu faktörler büyüme faktörleri ve

sitokinlerdir.  Büyüme faktörleri hücre bölünmesi üzerinde pozitif etki

gösterirken, bazı sitokinlerin hücre bölünmesini engelleyici etkileri

bilinmektedir.  Belli bir hücrenin yüzeyinde mevcut olan reseptörler bu

hücrenin hangi faktörlere cevap vereceğini belirlerler.  Son yıllarda bu

faktörlerin hücre bölünmesi üzerinde pozitif ve negatif etki mekanizmaları

yoğun bir şekilde araştırılmaktadır.

Dolayısıyla sitokinlerin hücre bölünmesi üzerindeki etki

mekanizmalarının bilinmesi, kontrolsüz hücre bölünmesi olarak bilinen

kanserin tedavisinde geliştirilecek yöntemlere ışık tutmakta ve kanserin

immüno-terapisinde sitokinlerin kullanımını giderek arttırmaktadır.
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1.6. Amaç

C/EBPδ geni meme kanseri ve prostat kanserinde birinci derecede

sorumlu bulunmuş, öyle ki meme kanserinde tümör baskılayıcı gene aday

olarak gösterilmiştir.  Bunun yanı sıra, C/EBPδ doku hasarları, enfeksiyon,

inflamasyon ve akut faz cevapta, hücre proliferasyonunda ve apoptosisde

önemli rol oynamaktadır.  Bunlara ilaveten C/EBPδ adipoz, hepatosit, kan

hücrelerinin ve osteoblast hücrelerin farklılaşmasında ve birçok çeşitli dokuda,

dokulara spesifik genlerin regülasyonunda önemli rol oynamaktadır.  Fakat

böylesi yaşamsal görevleri üstlenmiş bulunan C/EBPδ’nın transkripsiyonel

regülasyonu konusundaki bilgi oldukça sınırlıdır.  Bu çalışma, C/EBPδ’nın

transkripsiyonel regülasyonunu aydınlatarak, literatürdeki boşluğu doldurmayı

amaçlamaktadır.

C/EBPδ geninin transkripsiyonel regülasyonun aydınlatılması amacıyla,

1739bç büyüklüğündeki insan C/EBPδ geninin promotörünün pLUC vektörüne

klonlanlanmış olarak Dr.Dipak Ramji (Cardiff, İngiltere)’den elde edilmiştir.

Dizi analizleri ile promotörünün tüm detaylı biyoinformatik analizi elde

edilmiştir. Promotörün transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi amacıyla

geçici transfeksiyon çalışmaları ve mRNA’daki artışın belirlenebilmesi içinde

RT-PCR çalışmaları yapılacaktır.

Bu çerçevede yukarıda hedeflenen amaca göre, planlanan çalışmanın

basamakları aşağıdaki şekilde özetlenmektedir;

(i). Elde edilen, insan C/EBPδ promotörünü taşıyan plazmit restriksiyon

endonükleazları sayesinde, plazmit haritasında belirlenmiş noktalardan

kesilerek C/EBPδ promotörünün daha küçük dizileri elde edilecek, böylece

transkripsiyonel regülasyondan sorumlu dizilerin tespiti mümkün olacaktır.
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(ii). Geçici transfeksiyon çalışmalarımızda kullanılmak üzere üç farklı

büyüklükte C/EBPδ promotörünü taşıyan plazmit vektörünün kullanılması

hedeflenmektedir.  Bunlar; 1739bç büyüklüğündeki bütün C/EBPδ

promotörünü taşıyan pLUC vektörü (Dr. Dipak Ramji’den temin edilmiştir),

181bp büyüklüğündeki  C/EBPδ promotörü taşıyan pGL2 vektörü (Doç.Dr.

Feray KÖÇKAR tarafından hazırlanmıştır ),  ayrıca bu DNA dizilerinin

ortasında 760bp büyüklüğündeki C/EBPδ promotör plazmitininde ayrıca

hazırlanması planlanmaktadır.

(iii). Farklı büyüklükteki C/EBPδ promotör plasmidleri farklı transfeksiyon

stratejileri kullanılarak, Hep3B hücrelerine transfekte edilecektir.

Transfeksiyon verimliliğinin artması için yüksek kalitede saflığa sahip plazmit

DNA’lar maksi prep yöntemi ile hazırlanacaktır. Promotörün bazal aktivitesi

lusiferaz aktivitesi ve beta- galaktosidaz aktivitesinin ölçümü ile tespit

edilecektir.

(iv). Geçici transfeksiyon çalışmasının ardından sitokinlerin C/EBPδ

promotörünün regülasyonuna olan etkisinin belirlenmesi amacıyla IL-6, TNF-

α, IL-1, TGF-β ve IFN-γ sitokinleri, 1000U, 500U, 100U ve 10U olmak üzere

farklı konsantrasyonlarda uygulanacak ve sitokin uygulanmasından 6saat,

24saat, 48saat ve 72saat inkübasyon süreleri sonrasında C/EBPδ promotör

aktivitesine olan etkileri saptanacaktır.

 (v). Sitokinlerin etkileri lusiferaz aktivite analizleri ile belirlenmesinin

ardından C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon analizi RT-PCR çalışmaları

ile belirlenecektir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar

Çalışmada kullanılan tüm kimyasallar Merck ve Sigma Aldricht’den

temin edilmiştir.  Moleküler biyoloji materyalleri, transfeksiyon ve RT-PCR

çalışmalarında kullanılan kimyasallar ve enzimler Promega, New England

Biolabs ve Fermentas firmalarından temin edilmiştir.  Hücre kültürü

çalışmalarında kullanılan DMEM ve FCS, HyClone ve Biological Industries

firmalarından temin edilmiştir.

2.1.2. Çalışmada Kullanılan Laboratuvar Gereçleri

Çizelge 2.1. Çalışmada Kullanılan Laboratuar Gereçleri

Kullanılan Gereç Modeli

-80°C ultralow freezer Sanyo, Japonya

CO2 inkübatörü Nuair

Laminar Air Flow TelstarBIOII, İspanya

Luminometre Thermo, Almanya

İnverted Mikroskop Nikon

Horizantal Çalkalayıcı GFL, Almanya

Buzdolabı Arçelik,Türkiye

Çalkalamalı İnkübatör Shel-Lab, USA

Etüv WTB, German, Nüve, Türkiye

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, İtalya

Elektroforez Apelex, İngiltere

Elektronik Tartı Sartorious, Almanya

Isıtmalı Manyetik Karıştırıcı Velp Scientifica, İspanya

Otoklav Hirayama, Japonya
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Thermocycler Techne Progene,İngiltere

pH Metre WTW, Almanya

Saf su cihazı Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

MikroSantrifüj Sigma Laborzentrifugen, Germany

Santrifüj Hettich Zentrifugen, Germany

Elektroforez için Güç Kaynağı Consort, İngiltere

Sıcak su banyosu Elektro-mag, Türkiye

Isı kontrollü Çalkalamalı etüv GFL , Almanya

Isıtıcılı blok FALC, İtalya

Hassas Terazi Sartorius

UV visible Spektrofotometreler Heios a (Unicam), Metro Lab,

Vorteks Elektromag,Türkiye

2.1.3. Çalışmada Kullanılan Hücre Hattı

Çalışmalarımızda, Prof. Dr. Mehmet ÖZTÜRK (Bilkent, Ankara)’den

temin edilen karaciğer hücre hattı (Hep3B) kullanıldı.

2.1.4. Bakteriyel Soylar

Klonlama ve stok amaçlı DH5α (SupE44Δ lacU169 (Φ80 LacZ ΔM15)

hsdR17recA1 endA1 gyrA96 thr-1 rl A1) E.coli soyu kullanıldı.

2.1.5. Çalışmada Kullanılan Plazmitler

Çalışmada üç farklı plazmit kullanıldı.  Çalışmada kullandığımız pGL2

plazmit vektörü, beta galaktosidaz plazmit vektörü ve pozitif kontrol amaçlı

kullandığımız RSV plazmit vektörü Promega firmasından temin edildi.

Plazmit haritaları sırasıyla, Şekil 2.1, Şekil 2.2 ve Şekil 2.3’ de gösterilmiştir.
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Şekil 2.1. PGL2 plazmit vektör haritası [146]

Şekil 2.2. RSV plazmit vektör haritası [146]

Şekil 2.3. Beta-galaktosidaz plazmit vektör haritası [146]
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2.2. Metot

2.2.1 Cam-Plastik Malzemenin ve Doku Kültürü Odasının

Sterilizasyonu

Isıya dayanıklı malzemeler, pipet uçları, eppendorflar, santrifüj tüpleri,

solüsyonlar, kültür ortamları ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1,02 atm

basınçta) otoklavda steril edildi.

Doku kültürü odası her hafta periyodik olarak %1lik virkon çözeltisi ve

ardından %70 lik alkol çözeltisi ile temizlendi.  Doku kültürü odası

kullanılmadığı zamanlarda, UV lamba kullanılarak oda havasının

sterilizasyonu sağlandı.  Çalışmaya başlamadan en az yarım saat önce Laminar

Air Flow açılarak çalışma ortamının sterilizasyonu sağlandı.

2.2.2. Mikrobiyolojik Metotlar

2.2.2.1. E.coli için Bakteriyel Kültür Ortamları

E.coli için gerekli kültür ortamı olarak LB ve LB-agar kullanılmıştır.

Toz halinde temin edilen bakteriyel medyumlar üretici firmanın belirttiği

şekilde hazırlanarak ddH2O ile hazırlanarak otoklav edildi.

2.2.2.2. Antibiyotik Hazırlanması

Kültürlerde kullanılan Ampicillin stokları 100mg/mL olacak tarzda

steril ddH2O ile hazırlandı. 0.22 μm filtreler kullanılarak steril edildi.
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2.2.2.3. Ön Kültür Hazırlanması

LB-agar’a tek koloni olacak şekilde ekilen bakteri kolonilerinden tek

bir koloni önce, son konsantrasyonu 10mg/mL olan ampisilin içerikli LB

ortamına aşılandı.  37°C’ de çalkalayıcı inkübatörde 16-18 saat inkübe edildi.

2.2.2.4. Bakteri Stoklarının Korunması

İlgili bakteri soyları ve plazmit soyları ön kültürle üretildikten sonra

%30’luk steril gliserolle son konsantrasyonu % 15 olacak şekilde sulandırıldı.

Direkt olarak

–80°C dondurucu içerisine alınarak muhafaza edildi.

2.2.2.5. Transformasyon İçin Kompetent Hücre Hazırlanması

E.coli’nin DH5α soyunu kompetent hale getirmek için tek koloni olarak

ekildiği LB-Agar üzerinden tek bir koloni alındı, LB ortamına ekilerek 37°C’

de bir gece boyunca üretildi. Bundan alınan 5mL örnek, içinde 100mL taze LB

olan 500mL’lik erlene koyuldu ve 37°C’ de yaklaşık 2-3 saat OD600=0,4’e

ulaşıncaya kadar büyütüldü.  Bu aşamada kültür, 5 dakika buzda bekletildi.

Kültür, falkonlara alınarak +4°C’ de 5 dakika 3000 rpm’de santrifüjlendi.

Supernetant atıldı ve 25mL soğuk 0,1M CaCl2 konuldu ve yavaşça karıştırıldı.

2 dakika buzda bekletildi.  +4°C’ de 10dk. 3000 rpm’ de santrifüjlendi. 10mL

soğuk 0,1M CaCl2’de 1-4 saat bekletildi. 10mL steril %40 gliserol eklenerek

hafifçe karıştırıldı.  Önceden buz üzerinde bekletilmiş 1.5mL’lik ependorflara

bölünerek -80°C’ de muhafaza edildi [3].
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2.2.2.6. Transformasyon

-80°C’ de saklanan kompetent hücreler  alındı ve 30-60 dakika süreyle

buzda bekletildi. Ependorfa 200mL kompetent hücreden alındı ve üzerine 50-

100ng plazmit DNA koyuldu.  Dikkatlice karıştırılarak 40 dakika buzda

bekletildi. Isı şoku için 42°C’ de 90 saniye su banyosu içerisinde tutuldu ve

hemen buza alınarak burada da 2 dakika bekletildi.  Önceden 37°C ısıtılmış

800mL LB, DNA-kompetant hücre karışımı üzerine eklendi.  37°C’ de

çalkalayıcı etüvde 1-1,5 saat inkübe edildi.  Bu kültürün 100 mL’si alınarak

taze hazırlanmış, 100 mg/mL ampisilin içeren LB-agar petrisine damlatıldı ve

öze ile tek koloni tarzında ekim yapıldı.  Petrideki kolonilerin durumuna

bakarak transformasyon etkinliği saptandı [3].

2.2.2.7. Düşük Ölçekli Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Miniprep DNA izolasyonu için Miniprep DNA isolation kit (Qiagen)

kullanıldı.  Kit protokolüne göre, son konsantrasyonu 100 µg/mL ampisilin

içeren 5 ml LB besiyerine transformasyon gerçekleşmiş olan tek koloni ekim

yapıldı ve bir gece 37oC çalkalamalı etüvde inkübe edildi. Kültür 8000 rpm’ de

3dk santrifüj yapıldı ve bakteri pelletine protokole uygun şekilde yapılan

işlemlerden sonra DNA elde edildi.

2.2.2.8. Yüksek Ölçekli Plazmit DNA İzolasyonu (Maksiprep)

Büyük miktarda ve transfekte edilebilecek saflıkta plazmit DNA

izolasyonu için endo-free maxi prep kit (Qiagen) kullanıldı.  Kit protokolüne

göre, uygun konsantrasyonda seçici antibiyotik içeren 2-5 mL LB besiyeri

içerisine tek koloni ekimi yapılır. 37oC de 8 saat 250 rpm’de çalkalamalı

etüvde inkübe edildi.  Süre sonunda başlangıç kültürü 1/500-1/1000 arasında

seçici antibiyotik içeren LB medyumda seyreltildi. Yüksek kopyalı plazmitler

için 100 ml medyum, düşük kopyalı olanlar için 250 ml medyum kullanıldı.
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37oC de 12-16 saat 250 rpm’de inkübe edilerek bakterilerin büyümesi beklendi.

Bakteriler yeterli yoğunluğa ulaştıktan sonra 4oC’ de 6000 rpm’ de 15dk

santrifüj yapılarak protokolün diğer basamakları uygun şekilde gerçekleştirildi.

Sonuçta yüksek saflıkta ve yoğunlukta DNA elde edildi.  Son aşamada elde

edilen DNA spektrofotometrede ölçülerek 2.2.4.2.’de anlatıldığı gibi miktar ve

kalite tayini yapıldı.  Transfeksiyon çalışmalarında kullanılmak üzere, izole

edilen DNA -20°C’de saklandı.

2.2.3. Hücre  Kültürü Metotları

            2.2.3.1. Hücre Kültür Ortamı

Çalışmalarımızda DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) hücre

kültür medyumu olarak kullanıldı.  DMEM içerisine; penisilin son

konsantrasyonu 100ünite/mL, streptomisin son konsantrasyonu 10μg/mL, L-

glutamine son konsantrasyonu 0,2mM ve FCS (Fetal Calf Serum) son

konsantrasyon %10 olacak şekilde tüm bileşenler 0,22μm steril filtreden

geçirildikten sonra eklendi.

2.2.3.2. FCS Hazırlanması

FCS (Fetal Calf Serum) ilk kullanım öncesi 56 0C de 1 saat ısı ile

inaktive edildi ve 0,22 μm steril filtreden geçirildikten sonra, medyum içerisine

%10 konsantrasyonda olacak şekilde kullanıldı.  Stok FCS -200C de saklandı.

2.2.3.3. PBS Hazırlanması

Tablet şeklinde temin edilen PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered

Saline) 100mL ddH2O/tablet olacak şekilde hazılandı ve otoklavlandıktan

sonra kullanıldı.
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2.2.3.4. Hücrelerin Sıvı Azotta Saklanması

Hücreler bulundukları yüzeyi %80-90 oranında kapladıklarında içinde

bulundukları medyum uzaklaştırıldı.  Hücreler iki kez steril PBS ile yıkandı ve

25cm2 flasklar için 1ml, 75cm2 flasklar için 2ml tripsin-EDTA ile 1-3dk

tripsinizasyon yapıldı.  Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra üzerlerine tripsinin

parçalayıcı etkisinin ortadan kaldırılması amacıyla medyum eklendi ve

1000rpm de 5dk santrifüj yapılarak hücreler çöktürüldü.  Süpernatant

uzaklaştırıldı, pellet  %10 DMSO içeren FCS ile hızlı bir şekilde  çözüldü ve -

1960C sıvı azota dayanıklı cryovial tüplerine koyularak etiketlendi.  Öncelikle -

800C derin dondurucuya konuldu, dereceli olarak sıcaklığın düşmesi

sağlandıktan sonra sıvı azot içerisinde uzun süreli olarak saklandı.

2.2.3.5. Hücre Soyunun Başlatılması

Uzun süre sıvı azot içerisinde saklanan hücre hatlarının büyütülmesi

için sıvı azot tankından çıkarılan hücreler 370C sıcaklığındaki su banyosuna

alındı ve hızlıca çözünmeleri sağlandı. Çözünen hücreler %10 FCS içeren

medyuma alınarak %5 CO2 inkübatöründe büyümeye bırakıldı.

2.2.3.6. Hücrelerin Büyütülmesi

Hücreler 75cm2 flasklarda %10 FCS içerikli 15mL medyum içerisinde

CO2 (%5) inkübatöründe büyütüldü.  Haftada 2 kez rutin pasaj yapıldı.



56

2.2.3.7. Hücrelerin Pasajlanması

 Hücreler bulundukları yüzeyden %80-90 oranında kapladıklarında

içinde bulundukları medyum uzaklaştırıldı.  Hücreler iki kez steril PBS ile

yıkandı ve 25cm2 flasklar için 1mL, 75cm2 flasklar için 2mL tripsin-EDTA ile

1-3dk tripsinizasyon yapıldı. Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra üzerlerine

tripsinin parçalayıcı etkisinin ortadan kaldırılması amacıyla medyum eklendi

ve 1000rpm de 5dk santrifüj ile hücreler çöktürüldü.  Süpernatant uzaklaştırıldı

ve pellet  %10 oranında FCS içeren 5-10mL DMEM içerisinde çözülerek 10-

15 mL  DMEM içeren flasklara ekim yapıldı.  Hücre içerikli flasklar

etiketlenerek 37OC, %5 CO2 içeren inkübatöre koyularak büyümeye bırakıldı.

2.2.3.8. Canlı Hücrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve

Hücre Sayımı

Deneylerimizde gerekli olan toplam hücre süspansiyonunun

mililitresindeki hücre sayısını hesaplamak için; üzeri 25 küçük kareye ayrılmış,

1mm2 alanı, 0,1mm derinliği olan ve böylelikle toplam hacmin hesaplanabildiği

hemositometre lamı (Şekil 2.4) kullanıldı.  Canlı ve ölü hücreleri ayırt etmek

amacıyla 10μL hücre süspansiyonu eşit hacimde trypan blue(1:1dilisyon

oranında ) ile 3-5dk oda sıcaklığında inkübe edildi.  Trypan blue sayesinde ölü

hücreler mavi boyanırken, canlı hücreler boyanmazlar.  Ve daha sonra

mikroskop yardımıyla canlı hücrelerin sayımları yapıldı.  Süspansiyonun

mililitresindeki toplam hücre sayısı aşağıdaki formül ile hesaplandı.

Toplam canlı hücre sayısı /mL = hemositometre sayım sonucu x seyreltme

katsayısı x 104

Şekil  2.4. Hemositometre lamının şematik görünümü
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2.2.4. DNA ile İlgili Teknikler

2.2.4.1. Restriksiyon Endonükleaz Enzimleri ile DNA  Kesimi

Restriksiyon endonükleazları sayesinde plazmit haritasındaki kesim

noktaları dikkate alınarak plazmit DNA istenilen büyüklükte ikili enzim

sistemi kullanılarak kesildi.  Kesim stratejisi olarak; 2.2.2.8’de anlat ıldığı gibi

maksi prep işlemi ile elde edilen, kesilmesi planlanan plazmit DNA örneğinden

5µL, kesiminde uygun olarak tespit edilen restriksiyon enziminden

1µL(20000ü/mL) ve son konsantrasyon 1X olacak şekilde tampon ve dH2O

eklenerek 370C’de 2 saat inkübe edildi.  İnkübasyon sonrası sonuçların

değerlendirilmesi amacıyla, 2.2.4.2.2’da anlatıldığı gibi %0,8’lik agaroz jele

yüklenerek UV görüntüleme sisteminde sonuçlar değerlendirildi.

2.2.4.2. Agaroz Jelden DNA Pürifikasyonu

Restriksiyon endonükleaz enzimleri ile kesilen DNA örnekleri jel

elektroforezinde görüntülendi ve istenilen büyüklükteki bantların yeri tespit

edilerek UV transilluminator sayesinde agaroz jelden kesildi. DNA jel

ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanılarak istenilen DNA parçası jelden  kazanıldı.

Son olarak kazanılan DNA’nın  küçük bir kısmı tekrar jelde yürütülerek

kontrol edildi.  Jelden kazanılan DNA’nın. miktar ve saflığının kontrolü için

260nm ve 280nm dalga boyundaki absorbansları alındı.

2.2.4.3. Ligasyon

Restriksiyon endonükleazları ile kesim ve jelden DNA pürifikasyonu

sonrasında, klonlanacak olan DNA parçasından 15µL ve aynı restriksiyon

enzimi ile kesilmiş vektörden 2µL, toplam hacim 20µL olacak şekilde 1XT4

DNA ligaz tamponu ve 1µL T4 DNA Ligaz (1000U/mL) enzimi, 24 saat

+40C’de inkübe edildi.  Ligasyon sonrasında hazırlanan plazmit. 2.2.2.5’de
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anlatıldığı gibi kompetent edilmiş DH5α kompetent hücreleri içerisine

2.2.2.6’da belirtildiği  gibi transforme edildi.  Ertesi gün elde edilen beyaz

koloniler değerlendirilerek rekombinant plamitlerin analizi yapıldı.

Restriksiyon kesimi ile rekombinant olup olmadıkları doğrulandı.

2.2.4.2. DNA Miktarı ve Kalitesinin Ölçülmesi

2.2.4.2.1. Spektrofotometrik Yöntemler

Konsantrasyonunun belirlenmesi istenen plazmit DNA, 1:200 oranında

dH2O ile sulandırıldı ve kuvartz küvetler kullanılarak 260nm’de DNA’nın UV

absorbsiyonu okundu. Aşağıda belirtilen formül kullanılarak DNA

konsantrasyonu hesaplandı.  Aynı zamanda elde edilen DNA nın saflığıda

OD260/OD280 oranı elde edilerek öğrenildi [147]

50mg/mL x OD260 x Seyreltme Faktörü = mL/µg

2.2.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Yöntemi

Çizelge 2.2 (0,5)xTBE (Tris-Borate) Tampon

Stok solüsyon Son Konsantrasyon

1M Tris-borate 0,045M

0.5M EDTA (pH 8) 0,001M

Çizelge 2.3. 6x DNA Yükleme Tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon

%99 Brophenol Blue 0.25% (w/v) bromphenol blue,

%99 Ficol 15% (w/v)
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Görüntülenmesi gereken DNA örnekleri agaroz jel elektroforezinde

yürütüldü.  Agaroz jel, DNA’nın büyüklüğüne göre farklı konsantrasyonlarda

hazırlandı.  0,5xTBE’de (çizelge 2.2) hazırlanan %0.7-2 olarak kaynatılarak

hazırlanan agaroz jelleri, 50°C’ye kadar soğutulduktan sonra, son

konsantrasyonu 0,5mg/mL olacak tarzda etidyum bromid eklendi.  Agaroz jel

aparatlarına döküldü ve polimerize oluncaya kadar beklendi.  DNA örnekleri

yükleme tamponuyla (çizelge 2.5) karıştırılarak agaroz jele yüklendi.  Agaroz

jelleri 80 Voltta yürütüldü.  Tampon jelin ¾’ünü geçene kadar beklendi.

Elektroforez sonucu UV illuminator kullanılarak değerlendirildi. Elde edilen

jel dijital görüntüleme sistemi kullanılarak değerlendirildi.

2.2.5. Geçici Transfeksiyon Deneyleri

Doku kültüründe yürüttüğümüz tüm deneyler steril şartlarda laminar air

flow altında yapıldı.  Geçici transfeksiyon çalışmalarında insan karaciğer hücre

hattı olan Hep3B hücreleri kullanıldı (Şekil2.5).  Transfeksiyon deneylerinin

optimizasyon aşmasında üç farklı yönetem kullanıldı.

Şekil 2.5. Hep3B hücrelerinin faz kontrast mikroskobu ile

görüntülenmesi
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2.2.5.1.  Kalsiyum Fosfat Yönetmi ile Geçici Transfeksiyon

Çizelge 2.4. 2X HBS transfeksiyon tamponu

Kimyasal Madde Miktar

HEPES 10g/L

NaCl 16g/L

pH = 7,05-7,12’ye ayarlandı. Hazırlanan çözelti önce otaklavlandı ve sonra

0.22 μm filtreler kullanılarak steril edildi. 1,5mL’lik eppendorflara bölünerek -

20o C’de saklandı.

Çizelge 2.5. 100XPO4 transfeksiyon tamponu

Kimyasal Madde Konsantrasyon

Na2HPO4 70mM

NaH2PO4 70mM

Hazırlanan çözelti önce otaklavlandı ve sonra 0.22 μm filtreler kullanılarak

steril edildi. Hazırlanan çözelti 1,5mL’lik eppendorflara bölünerek -20o C’de

saklandı.

Çizelge 2.6. Kalsiyum fosfat presipitasyon transfeksiyon yöntemi tamponu ıı

Kimyasal Madde Miktar

CaCl2 14,7g

ddH2O 50mL’ye tamamlandı.

Hazırlanan çözelti önce otaklavlandı ve  sonra 0.22 μm filtreler kullanılarak

steril edildi.  1,5mL lik eppendorflara bölünerek +4o C’de saklandı.

Transfeksiyon çalışmaları altı kuyucuklu kültür kaplarında sürdürüldü.

Öncelikle deneyde kullanılması planlanan hücreler, bulundukları yüzeyi %80-
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90 oranında kapladıklarında içinde bulundukları medyum uzaklaştırıldı.

Hücreler 2.2.3.3.’de anlatıldığı gibi hazırlanan steril PBS ile iki kez yıkandı ve

tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapıldı.  Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra

üzerlerine serum içerikli medyum eklendi ve 1000’rpm de 5dk santrifüj ile

hücreler çöktürüldü.  Süpernatant uzaklaştırıldı, pellet  %10 oranında FCS

içeren yaklaşık 5ml medyumda çözüldü.  Her bir kuyuya, 2.2.3.8.’de anlatıldığı

gibi sayım yapılarak 250.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Ve her kuyu

son hacim 2mL olacak şekilde %10 FCS içerikli medyum ile tamamlandı.

Ekimden 24 saat sonra transfeksiyon gerçekleştirildi.  Tek bir kuyu için; bir

falkon içerinde 500µL 2XHBS ( Çizelge 2.4.) 15µL 100XPO4 (Çizelge 2.5.)

hazırlandı.  Bir ependorfta 60µL CaCl2 ve 2µg DNA son hacim 440µL olacak

şekilde dH2O ile tamamlandı.  Daha sonra DNA içerikli çözelti  falkonda

hazırlamış olduğumuz diğer çözelti içerisine damlatılmak koşulu ile aktarıldı

ve yaklaşık 30dk presipitasyon gözlenene kadar transfeksiyon tamponu inkübe

edildi. Daha sonra altı kuyulu kültür kabının bir kuyusuna medyum, üzerine

hazırladığımız 1000µL çözelti damlatılarak aktarıldı.  Transfeksiyondan 16saat

sonra transfeksiyon solüsyonu içerikli medyum hücrelerden uzaklaştırıldı.

PBS ile iki kez yıkandı. Ve ardından 2000mL/kuyu olacak şekilde %10 FCS

içerikli yeni hazırlanmış medyum ile tamamlandı.  Bir gece inkübasyona

bırakıldı. İstenilen inkübasyon süresi sonrasında lusiferaz ve beta galaktosidaz

aktivite tayinleri ile transfeksiyon etkinliği saptandı.

2.2.5.2. Fugene Hd  Kit ile Geçici Transfeksiyon

Fugene ticari olarak temin edilen, DNA ile kompleks oluşturabilme

yeteneğine sahip bir çözeltidir. Fugune hd kit ile geçici trasnfeksiyon

çalışmaları altı kuyucuklu kültür kaplarında sürdürüldü.  Öncelikle deneyde

kullanılması planlanan hücreler, bulundukları yüzeyi %80-90 oranında

kapladıklarında içinde bulundukları medyum uzaklaştırıldı.  Hücreler

2.2.3.3.’de anlatıldığı gibi hazırlanan steril PBS ile iki kez yıkandı ve tripsin-

EDTA ile tripsinizasyon yapıldı.  Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra

üzerlerine serum içerikli medyum eklendi ve 1000 rpm de 5dk santrifüj ile



62

hücreler çöktürüldü.  Süpernatant uzaklaştırıldı, pellet  %10 oranında FCS

içeren yaklaşık 5ml medyumda çözüldü.  Her bir kuyuya, 2.2.3.8.’de anlatıldığı

gibi sayım yapılarak 300.000 hücre ekimi yapıldı.  Her kuyu son hacim 2mL

olacak şekilde %10 FCS içerikli medyum ile tamamlandı. Ekimden 24saat

sonra hücrelerin içerinde bulunduğu medyum uzaklaştırıldı. PBS ile iki kez

yıkandıktan sonra, serum ve antibiyotik içermeyen taze medyum hücrelerin

üzerine eklendi.  Ve transfekte edilecek olan 1µg DNA için 3µL fugene olacak

şekilde transfeksiyon tamponu hazırlandı. Medyum üzerine damlatılmak

koşulu ile transfeksiyon solüsyonu aktarıldı.  İstenilen inkübasyon süresi

sonrasında lusiferaz ve beta galaktosidaz aktivite tayinleri ile transfeksiyon

etkinliği saptandı.

2.2.5.3. Modifiye Kalsiyum Fosfat Yöntemi ile Geçici Transfeksiyon

Çizelge 2.7. Kalsiyum Fosfat Presipitasyon Transfeksiyon Yöntemi Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

HEPES 1.3g

NaCl 1.6g

Na2HPO4 0.04g

ddH2O 100mL’ye tamamlanır.

pH = 7,05-7,12’ye ayarlandı. Hazırlanan çözelti önce otaklavlandı ve sonra

0.22 μm filitreler kullanılarak steril edildi.  1,5mL lik eppendorflara bölünerek

-20o C’de saklandı.

Modifiye kalsiyum fosfat yöntemi ile geçici transfeksiyon çalışmaları

12 kuyucuklu kültür kaplarında sürdürüldü.  Hücreler bulundukları yüzeyi

%80-90 oranında kapladıklarında içinde bulundukları medyum uzaklaştırıldı.

Hücreler 2.2.3.3.de anlatıldığı gibi hazırlanan steril PBS ile iki kez yıkandı ve

tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapıldı.  Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra

üzerlerine tripsinin parçalayıcı etkisinin ortadan kaldırılması amacıyla serum
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içerikli medyum eklendi ve 1000rpm’de 5dk santrifüj ile hücreler çöktürüldü.

Süpernatant uzaklaştırıldı, pellet  %10 oranında FCS içeren yaklaşık 5ml

medyumda çözüldü.  Süspansiyondaki canlı hücre sayısını belirlemek amacıyla

trypan blue exclusion 2.2.3.8.’de anlatıldığı gibi yapıldı.  Ve canlı hücre sayısı

belirlendi.  Canlı hücre sayısı belirlendikten sonra 12 kuyucuklu kültür kabı

için hücre sayısı 250.000 hücre/kuyu olacak şekilde hücre ekimi yapıldı.  Daha

sonra her kuyu için son hacim 1000mL olacak şekilde %10 FCS içerikli

medyum ile tamamlandı.  Hücreler bir gece inkübasyona bırakıldı.

Hücreler 12 kuyucuklu kültür kaplarına ekildikten 24saat sonra

transfeksiyon deneyi yapıldı.  1μg DNA, 5μg CaCl2 (Çizelge 2.6) ve son hacim

45mL olacak şekilde dH2O ile tamamlanarak hazırlanan birinci solüsyon,

45mL (çizelge 2.7) ikinci solüsyon üzerine yavaşça damlatıldı.  Hazırlanan

çözeltiler yaklaşık 30dk, presipitasyon gözlenene kadar inkübe edildi ve daha

sonra hücre–medyum içerikli 12 kuyulu kültür kabının bir kuyusuna, toplam

hacim 90mL olacak şekilde, damlatılarak aktarıldı. Transfeksiyondan 6s sonra

transfeksiyon solüsyonu içerikli medyum hücrelerden uzaklaştırıldı.  PBS ile

iki kez yıkandı. Ve ardından 1000mL/kuyu olacak şekilde %10 FCS içerikli

yeni hazırlanmış medyum ile tamamlandı.  Bir gece inkübasyona bırakıldı

[139].  Eğer sitokin uygulanacaksa sitokinler 1000U, 500U, 100U, 10U olacak

şekilde ve her bir ünite için üç tekrar olmak koşulu ile direkt medyum üzerine

eklendi.  Sitokin muamelesinin 6s, 24s, 48s ve 72s’lik inkübasyon süreleri

sonrasında hücreler ekstrakte edildi ve elde edilen ektraktlar (lizatlar)

kullanılarak, lusiferaz ve beta galaktosidaz aktivite tayinleri ile transfeksiyon

etkinliği saptandı.

Üç farklı transfeksiyon çalışmasında, mutlaka negatif kontrol olarak

kullanılacak, transfeksiyon yapılmayan bir kuyu çalışıldı.  Bunun yanı sıra

mutlaka bir kuyu, pozitif kontrol amacıyla, maksimum tranfeksiyon özelliği

olan RSV plazmiti çalışmada kullanılan yöntem ile tranfekte edildi.  Negatif ve

pozitif kontrol çalışmaları sayesinde transfeksiyon etkinlikleri mukayese

edilebildi. Tüm çalışmalarımızda kullandığımız diğer ortak parametre ise

transfekte edilen insan C/EBPd promotör plazmiti ile beta galaktosidaz



64

plazmitinin birlikte transfekte edilmesiydi, böylece sonuçlar göreceli olarak

değerlendirilebildi.

2.2.5.4. Hücre Ekstraktlarının Hazırlanması

Sitokin muamelesinin 6s, 24s, 48s ve 72s inkübasyon süresinin

dolmasıyla birlikte kuyucuklardan medyum uzaklaştırıldı.  Her kuyu iki kez

PBS ile yıkandı ve 150 µL 1XRLB (Reporter Lysis Buffer) ilave edilerek 5dk

horizantal çalkalayıcıda bekletildi.  Daha sonra ısı şoku için yarım saat -80 OC

dondurucuda inkübe edildi.  Süre sonunda 37OC su banyosunda hızlıca

çözünmeleri sağlandı. Daha sonra hücre kazıyıcısı ile her bir kuyu kazınarak

ependorflara alındı. 15 saniye vorteks yapıldı, ardından 30 saniye 13000

rpm’de santrifüj yapılarak süpernatant ayrı bir ependorfa alındı ve hemen

aktiviteleri okundu.  Daha sonra kullanılmak amacıyla kalan lizatlar -80 OC

dondurucuda saklandı.

2.2.5.5. Geçici Transfeksiyon Sonuçlarının Değerlendirilmesi

Geçici transfeksiyon çalışmaları iki farklı sistemde analiz edildi.  Elde

edilen iki farklı sonuç normalize edilerek gerçek transfeksiyon aktivitesi

belirlendi.

2.2.5.5.1. Lusiferaz Aktivite Tayini

2.2.5.4.’de belirtildiği gibi hazırlanan lizattan 20μL lumünometre

cihazına özel 96 kuyucuklu kabın her bir kuyusuna eklendi.  Oda sıcaklığına

getirilen lusiferin substratı cihaza yerleştirerek varolan programda (her kuyuya

100µL substrat enjeksiyonu yapıldı) lümunometrik ölçümün yapılması

sağlandı.
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2.2.5.5.2. Beta-Galaktosidaz Aktivite Tayini

Çizelge 2.8. 2X Assay Buffer

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon

Na2HPO4 120mM

NaH2PO4 80mM

Β-Merkaptoetanol 100mM

ONPG 1,33mg/μL

MgCl2 2mM

Hazırlanan solüsyon -20 o C’de saklandı.

2.2.5.4.’de belirtildiği gibi hazırlanan lizattan 50μL spektrofotometre

cihazına özel 96 kuyucuklu kabın her bir kuyusuna eklendi.  Lizatın üzerine 50

μL Çizelge 2.8’ de anlatıdığı gibi hazılanan 2X assay buffer eklendi.  37OC’ ye

ayarlanan etüvde en az yarım saat ( maksimum 3 saat) inkübasyona bırakıldı.

Kuyularda  gözle ayırt edilebilen bir renk değişimi (sarı renk oluşumu)

oluştuğunda 100μL 1M Na2CO3 eklenerek reaksiyonun durması sağlandı.

420nm’de spektrofotometrik ölçüm yapılarak sonuçlar değerlendirildi.

2.2.6. RNA İle İlgili Teknikler

2.2.6.1. RT-PCR çalışmaları

C/EBPδ’nın mRNA seviyesinde ekspresyon analizleri RT-PCR

çalışmaları ile belirlendi.  Bu amaçla transfeksiyon yapmaksızın, Hep3B hücre

hattı genomunda var olan C/EBPδ geninin ekspresyon analizleri kullanıldı.

Sitokinlerin,   C/EBPδ geninin  ekspresyonuna  olan  etkisi  önce  RT-PCR  ve

ardından PCR çalışması yapılarak belirlendi.
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RT-PCR’da kullanılmak üzere total RNA izolasyonu yapıldı.  Öncelikle

kullanılması planlanan hücreler, bulundukları yüzeyi %80-90 oranında

kapladıklarında içinde bulundukları medyum uzaklaştırıldı.  Hücreler iki kez

steril 2.2.3.3.de anlatıldığı gibi hazırlanan PBS ile yıkandı ve tripsin-EDTA ile

tripsinizasyon yapıldı.  Hücreler yüzeyden ayrıldıktan sonra üzerine serum

içerikli medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5dk santrifüj ile hücreler çöktürüldü.

Süpernatant uzaklaştırıldı, pellet  %10 oranında FCS içeren yaklaşık 5ml

medyumda çözüldü.  Süspansiyondaki canlı hücre sayısını belirlemek amacıyla

trypan blue exclusion 2.2.3.8.’de anlatıldığı gibi yapıldı.  Ve canlı hücre sayısı

belirlendi ve 1500.000 hücre/flask olacak şekilde ekim yapıldı (25cm2 flask

kullanıldı).  Her flask toplam hacim 6mL olacak şekilde DMEM ile

tamamlandı. RNeasy mini kit (Qiagen)’ te belirtildiği üzere RNA izolasyonu

için en az 3000000 hücre gerektirmesi sebebiyle her inkübasyon süresi için iki

flask kullanıldı.  6s, 24s, 48s ve 72s, inkübasyon süreleri için ayrı 8 flask deney

(sitokin uygulanan) grubu ve 8 flask kontrol (sitokin uygulanmayan) grubu

hazırlandı. Ekimden 24s sonra sitokin deney gruplarına tatbik edildi.   Sitokin

ünitesi olarak her sitokin için transfeksiyon deneylerinde tespit edilen

maksimum ekpresyona neden olan ünite tercih edildi. Sitokin uygulanmasından

6s, 24s, 48s ve 72s sonrasında RNeasy mini kit (Qiagen) kullanılarak RNA

izolasyonu yapıldı.

2.2.6.1.1. Total RNA İzolasyonu

RNeasy mini kit kullanılarak RNA izolasyonu yapıldı.  Öncelikle

hücrelerin içinde bulunduğu medyum uzaklaştırıldı.  PBS kullanılarak hücreler

2 kez yıkandı.  Tripsin-EDTA kullanılarak hücreler tripsinize edildi.

500rpm’de 5dk. santrifüj yapılarak hücreler çöktürüldü.  Medyum tamamen

uzaklaştırıldı. 1000μL RLT buffer ve 10μL β-merkaptoetanol içerikli

çözeltiden 350μL çöktürülen hücrelerin üzerine eklenerek hücreler liziz edildi.

Daha sonra, kitteki protokol aynen uygulanarak RNA izolasyonu

gerçekleştirildi.  RNA izolasyonu sonrasında miktar ve kalitesinin tayini
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amacıyla örnekler formaldehit agaroz jel elektroforezinde görüntülendi ve UV

absorbsiyonu ile okundu.

2.2.6.1.2. RNA Miktarı ve Kalitesinin Ölçülmesi

2.2.6.1.2.1. Spektrofotometrik Yöntemler

RNA, 1:200 oranında dH2O ile sulandırıldı ve kuvartz küvetler

kullanılarak 260 nm’de RNA’nın UV absorbsiyonu okundu. Aşağıda belirtilen

formül kullanılarak RNA konsantrasyonu hesaplandı. Aynı zamanda elde

edilen RNA’nın saflığıda OD260/OD280 oranı elde edilerek öğrenildi.

40mg/mL x OD260 x Seyreltme Faktörü = mL / µg

2.2.6.1.2.2. Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Çizelge 2.9. 10X FA Jel Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

HOPS 41.9gr

Na-acetate 3H2O 6.8gr

EDTA(0.5M) 20 mL

dH2O 1000 mL tamamlanır

pH =7.0 olacak şekilde hazırlanan tampon oda sıcaklığında muhafaza edildi.

Çizelge 2.10. RNA Jelde Yürütme Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

10XFA 50mL

Formaldehit 20mL

DEPC li H2O 450mL

Hazırlanan tampon oda sıcaklığında muhafaza edilir.
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Çizelge 2.11. RNaz İçermeyen dH2O

Kimyasal Madde Miktar

DEPC 100μL

dH2O 100mL

Hazırlanan tampon otavlandı ve daha sonra 37oC’de bir gece inkübasyona

bırakıldı. Tampon +4oC’de muhafaza edildi

Görüntülenmesi gereken RNA örnekleri formaldehit agaroz jel

elektroforezinde yürütüldü.  0,5gr agaroz, 5mL 10XFA tamponu RNase free

H2O ile 50mL ye tamamlandı.  Hazırlanan %1’lik jel kaynatıldıktan sonra

50°C’ye kadar soğutuldu.  Son konsantrasyonu 0,5mg/mL olacak tarzda

etidyum bromid ve %37’ lik 900μL formaldehit eklendi. Agaroz jel

aparatlarına döküldü ve polimerize oluncaya kadar beklendi.  DNA örnekleri

yükleme tamponuyla karıştırılarak agaroz jele yüklenerek, 80 voltta yürütüldü.

Elde edilen jel dijital görüntüleme sistemi kullanılarak değerlendirildi.

2.2.6.1.3. RT-PCR

2.2.6.1.1.’de anlatıldığı gibi izole edilen RNA örnekleri kullanılarak

RNA’dan revers transkriptaz enzimi ve diğer parametreler sayesinde yapılan

RT-PCR yapıldı.  Çizelge 2.12. ve 2.13.’de belirtilen miktar ve

konsantrasyonlarda  RT-PCR için gerekli parametreler eklenerek total

RNA’dan cDNA elde edildi.
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Çizelge 2.12. RT-PCR Birinci Aşama

RT-PCR

İçerik

Miktar ve Son

Konsantrasyon

RNA örneği 650mg

oligodt 2mL(70µM)

dNTP 2mL(25mM)

dH2O …mL

Toplam hacim 20mL

700C de 10dk inkübe edilir.Örnekler buz üzerine

alınarak hemen diğer aşamaya geçilir.

Çizelge 2.13. RT-PCR İkinci Aşama

RT-PCR

İçerik

Miktar ve Son

Konsantrasyon

RNaz inhibitör 2mL (40ü/mL)

RT enzim 2mL(200ü/mL)

5X Buffer 8mL

dH2O 8mL

Toplam hacim 20mL

420C de 50dk inkübe edildi.
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2.2.6.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RT-PCR  sonucunda  elde  edilen  cDNA’dan  insan  C/EBPδ geninin

çoğaltılması amacıyla PCR reaksiyonları yapıldı.  PCR reaksiyonları 50mL’lik

toplam hacimde, aşağıda Çizelge 2.14’ de belirtilen miktarların ilavesi ile

gerçekleştirildi.

Çizelge 2.14. PCR İçeriği

PCR İçerik Miktar ve Son Konsantrasyon

Tampon 10x 5mL (1x)

dNTP 1mL (100mM)

Forward primer 1mL (100mM)

Reverse primer 1mL (100mM)

cDNA 1mL (650ng/ml)

MgCl2 2mL (1 Mm)

Taq DNA polmeraz 0,5mL (5U/mL)

dH2O 38,5mL

Toplam 50mL

Çizelge 2.15. PCR Koşulları

Segment Döngü Sayısı Sıcaklık Süre

1 1 940C 2 dakika

940C 30 saniye

600C 30 saniye2 35

720C 30 saniye

1 1 720C 5 dakika
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2.2.7.  Sonuçların İstatistiksel olarak analiz edilmesi

Tüm istatistiki analiz çalışmaları, Minitab14 (Annova analizi

kullanılmıştır) versiyonu kullanılarak yapıldı.  P<0.001 olarak saptanan

değerler istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur.
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3. BULGULAR

3.1. iC/EBPδ Promotörünün Bioinformatik Analizi

iC/EBPδ geninin transkripsiyonel regülasyonunun aydınlatılması

amacıyla 1739bç büyüklüğündeki iC/EBPδ promotörü pLUC vektörüne

klonlanmış ve dizi analizleri yapılmış olarak Dr. Dipak Ramji’den temin

edilmiştir.  Restriksiyon haritası Şekil 3.1’de gösterilmektedir.  1739bç

iC/EBPδ promotör plazmitinin doğrulanması amacıyla, PstI ve HindIII

restriksiyon endonükleazları ile 2.2.4.1’de anlatıldığı gibi kesim yapılmış ve

restriksiyon endonükleazları ile yapılan kesim sonucunun agaroz jel

elektroforez görüntüsü Şekil 3.2.’de gösterilmiştir.

Şekil 3.1.  pLUC vektörünün restriksiyon haritası
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Şekil 3.2.  1739bç  pLUC ekspresyon plazmitinin, HindIII / PstI restriksiyon

enzimleri ile yapılmış kesimin agaroz jel elektroforez görüntüsü

1739bç iC/EBPd promotörünün dizi analizi İngiltere LARK

teknoloji’de otomatik dizi analizine gönderilmiş ve plazmit klonunun

restriksiyon kesimi ile doğrulanması yapılmıştır.  Buna göre Şekil 3.3’de.

muhtemel transkripsiyon başlangıç noktası ve muhtemel TATA kutusu

gösterilmiştir. Muhtemel transkripsiyon faktörlerinin bağlanma motifleri ise

WEB bazlı bir program olan TRANSFAC programı kullanılarak belirlenmiştir.

Bunlardan önemli olanlarının bazıları direkt promotör üzerinde bağlanma

yönüne göre gösterilmiştir.  Kısa bir özet teşkil etmesi açısından bazı önemli

muhtemel transkripsiyon faktörü bağlanma bölgeleri de Çizelge.3.1’de ayrıca

belirtilmiştir.

1739bç
 C/EBPd
Promotör
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    2500bç
    2000bç
   1500bç
  1000bç
    750bç
    500bç
    250bç

1kb Marker
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+40GGCGGCGTCG   GGCCGGGCTC   TGCGTCCAAG  CGAGGCTGTC  ACCTCGCTGG GCCCAGCCCC  GCCGCCTTTT  CTAGCCCCGG CTGACGTGCA-51

-52 CGCCCCGCCC  CGACTCCGGC    ACCGCGGGGG CGCCCCGGAG  CCGCCCCGAG  CCTTCCCGGG  GCGCGCCCCC  TCTCAGTTCC  TCCCCGGGGC

-142 CCCCTCCCCG  GCCCTGGGGA   CCCCCAGCCC      ACGTTGCAGG   AGGGTGCCCG  CGCTGCTGCT  CCCTCCCCGG CCCGGGCCGG CCTGCGCTGC

-232 GCTGCTGGGA ATGACACTCC     CTCTGCCAGC    ACTCCAGGGC  CTTCTCTTCT    TCCTGTTTGT   GGGCTTGGAA  CCTCCTCGCT CCTCGGGGTT

-322 GGGAGTGAAA  TCAAAACCAG  GACTTGGCCG     CAGCGCGCGC  GTCCCAGGCC GGCTCCTGTC  GCCGGAGGGC GGGGGGTGGA GACCCGTGGG

-412 AGAGGACCCG  CGCGTCCAAG   GACGCCCCCC   GACCGTGGGC  ACGCGCGTGA  GGCCCTCGCC CCGCGCCTCC  ACCGTGGGAC  CAGATGCGGG

-502 AAGAGGCGTG  GGGGACCAGA  CGTGGGGACA  GCGGCGGCCT GGCAGGCGGG   GAGGGCTGCC  CGCACCGCAC  TCGGGCGCCT CGGGGAATCC

-592 GGGCCGGTTC  TCGCTGCTCT   CCTCGGAGGT   CCCGGGTCCG     GCCGGCCCTG  GGGGTCGAGG  CCCAGAGACG CGGCTGCTGC  GTCCTGGCCG

-682 AAAGGCCGAC  GGGACGCTGT   CGCCAAAAGC  AGAGCAGATG  GGGGAGACGC GGTCACGACA  CCGCGTCCTC  CGCCGGCTCC  TCGAGGTGCG

-772 GGCTCTCCGG    CCGGACGCTA   CTCCCCGACC  CCGCAGACCC  GGGCGTCCGC  CGCCAGCTCC  CGCGCCCGCG  TTTCTTCCAG    GTCTACGGAA

-862 GCAGTGCCAT   CGTG TGGCGG  CATCTTGCGT  TAGACCTGTT     TTTAGTTCCA   GGCTCTTTCC   CTGTTAAATA  TTCCAAAAAA   GTGCCTTGAA

-952  CCTAAAGTAG  TGGGTCCTTT TTGGGAAACA  GGTAAGATCT   ACCAGTAGCT  ATAGCAGGGT  GCAGATGGGC CTCACTCACG   ATGGGGTTAC

CREB

      ADR1

STAT

       NF-kap

           SP1

       AP-2

    GATA-2

    C/EBP

        STAT

  +1

    C/EBP
GATA-2
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-1042 ATCCCGGTAG  ACCCATCGCA CACTGAAAAT  GTCTTAAGTA   AGAATGGGCT   TTGTCATGTG   TCCTGCAATT  TGAGGCAGGC    ATTTCTGGTC

-1132 AGACCCATTT  ATTATTTTAA    ATTAAAAATA TGGTTTTTTT  CAGCCGAGCA   CAGTGGCTCA  TGCCGGTAAT   CCCAGCATTT    TGGGAGGCTG

-1222 AGGTGGGCGG  ATCACTTGAG GTCAGGAGTT  TGAAACCAGC   CTGGTCAACA  TGGTGAAACC  CATTTCTACT  AAAAATACAA  AAATGTAAGC

-1312 TCAAGGCGTA  GGTGGCGTGC GCCTGTAATC  CCAGCTACTC   GGGAGGCTGA GGCAGGAGAA TCGCTTGAAC   CCGGGAGGCG  GAGGTTGCAG

-1402 TGAGCCGAGA TCGTTCCATT GCACTCCAGC  CTGGGCGACA   GAGCGAGACT   CCATCTCAAA  AAAAAAATTG   AGATGGGATC  TCACAATATT

-1492 GTCCAGGCTG  GTTTCAAACT   CCTGGGCTTA   AGAGATTCGC  CGGCCTCAGC  CTCCCAAAGT   GCTGGGATTA  CAGGCGTGAG CCACCATGTC

-1582 GGGCCCAAAT  CCATTAAATC   ACTATCGCTA   GTCACACCTG    CTCCATGTCG   AGTCTCTTCC  TGCGCAGGCC  TCTCACCAGA TCTGCGTCGG

-1672 AACACCAAGC   TCTACTAACT  GCTGTGCAGT    TTCTGCAGGT    CGACTCTAGA   GGATCCCCGG   GTACCGAG

Şekil 3.3. İnsan C/EBPd promotöründe var olan muhtemel transkripsiyon faktörlerinin bağlanma bölgeleri

   USF

      CREB

      TATA
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Çizelge 3.1. Transkripsiyon faktörlerinin insan C/EBPd promotörü üzerinde  var olan

bağlanma bölgeleri
Transkripsiyon

faktörleri
Lokasyon

Bağlandığı

nokta sayısı

CREB -39,   -1239 2

C/EBP -925 1

SP1 -20, -54, -28, -383 4

ADR1 -54, -39,-99, -89,-107,-137,-167,-155,-205,

-179,-442,-474,-482,-509,-268,-314,-320, -392,

-1389, -1430

20

NF-kap -155,-165,-1676,-1685 4

GATA-1 -490, -713,-889,-1017,-1027,-1055-1455,-

1471,-1601,-1625,

10

AP-2 -129,-392,-431,-576 4

STAT -968 1

3.2. Geçici Transfeksiyon Stratejisi

Geçici transfeksiyon deneylerinde model hücre olarak insan hepatoma

hücreleri olan Hep3B hücreleri kulllanıldı.  Bu hücreler Prof. Dr. Mehmet ÖZTÜRK

(Bilkent, Ankara)’ten temin edildi.  C/EBP genlerinin oldukça iyi ekspre oldukları

bir model olması ve pek çok  transkripsiyonel regülasyonda kullanılması sebebiyle,

çalışmalarımızda  Hep3B  hücre  hattı tercih  edildi  [5].   iC/EBPd transkripsiyonel

aktivitesinin belirlenmesinde lusiferaz assay sistemi kullanıldı.    Bu sisteme göre

promotör fragmentleri lusiferaz geninin ön kısmına klonlandı ve ardından hücre içine

2.2.5.3.’de anlatıldığı gibi transfekte edildi.   Bu doğrultuda promotör aktivitesi ile

lusiferaz enzim aktivitesi doğru orantılı olmaktadır.  Bu sebeple elde edilen lusiferaz

aktiviteleri değerlendirilmiş ve dolayısıyla promotör aktivitesi belirlenebilmiştir.

Ancak geçici transfeksiyon deneylerinde şartların optimumluğunu sınamak amacıyla

farklı bir ekspresyon plasmidi ve farklı bir sistem olan beta galaktosidaz sistemi de

kullanılmıştır. Kullanılan beta galaktosidaz sistemi sonucunda beta-galaktosidaz
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aktivitesi belirlenmiştir. Böylece, elde edilen lusiferaz ve beta galaktosidaz

aktiviteleri oranlanarak göreceli olarak lusiferaz sonuçları değerlendirilebilmiştir

(Şekil 3.4).

Lusiferin + ATP + O2 Oksilusiferin +AMP + CO2 + ışıma

Şekil 3.4. Lusiferaz reaksiyonu ve reaksiyonun şematik gösterimi

Transkripsiyonel aktiviteyi tam olarak aydınlatabilmek, transkripsiyonel

aktivitenin maksimum gerçekleşebileceği bölgeleri tespit etmek ve transkripsiyonel

kontrolün C/EBPd için en önemli transkripsiyon faktörlerinin bağlanma motiflerini

içerdiği bölgelerin tespit etmek için kısaltılarak yapılan promotör delesyonları

oluşturuldu.  İlk promotör delesyon plasmiti Dr. Feray KÖÇKAR tarafından PCR’a

dayalı strateji ile gerçekleştirildi.  Buna göre yüksek güvenirlilikte bir enzim olan

Herculkase (Strategene) ile çoğaltılmış promotör parçası pGL2 Basic lusiferaz

vektörüne klonlandı.  181bç iC/EBPδ promotör plazmiti, SacI ve HindIII restriksiyon

endonükleazları ile 2.2.4.2’ de anlatıldığı gibi kesim yapılarak doğrulandı (Şekil 3.5).

Lusiferaz

Mg
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Şekil 3.5. 181bç iC/EBP delta promotör plazmitinin restriksiyon endonükleazları ile

kesim stratejisi ve agaroz jel elektroforez görüntüsü

3.3. Kısaltılarak Hazırlanan 760bç C/EBPδ Promotör Plazmiti

Çalışmada, 1739bç ve 181bç promotör büyüklüklerinin ortasında bir diziyi

temsil eden üçüncü bir promotör delesyonu, restriksiyon haritalaması sonucunda

hazırlandı.  Öncelikle 1739bç büyüklüğündeki insan C/EBPδ promotör plazmiti ve

pGL2 basic lusiferaz vektörü, plazmit haritasındaki kesim noktaları dikkate alınarak

2.2.4.1.’de anlatıldığı gibi XhoI (NEB)  ve HindIII (NEB) enzimleri ile  kesildi.

2.2.4.2.’de anlatıldığı gibi 760bç C/EBPδ promotör dizisi ve pGL2 plazmiti jelden

geri kazanıldı. 2.2.4.3.’de anlatıldığı gibi iki DNA örneği ligasyona tabi tutularak

760bç uzunluğundaki C/EBPδ promotörü pGL2 plazmitine klonlandı. Daha sonra

kompetent DH5a hücrelerine 2.2.2.6.’da belirtildiği gibi transforme edildi. Hücreler

181bç iC/EBPdelta
pormotör

10000bç

  1500bç
  1000bç
    750bç
    500bç

    250bç

SacI                        HindIII
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beta galaktosidaz geni taşımaması sebebiyle mavi beyaz seleksiyon yapılamamıştır.

Bu sebeple, rekombinant plasmitlerin tespiti için olası üç ayrı koloni incelemeye

alındı. 2.2.2.7.’de anlatıldığı gibi düşük ölçekli plazmit DNA izolasyonu (miniprep)

izolasyonu yapıldı.  Daha sonra elde edilen 760bç iC/EBPδ promotör plazmiti, XhoI

ve HindIII restriksiyon endonükleazları ile 2.2.4.2’ de anlatıldığı gibi tekrar kesim

yapılarak doğrulandı (Şekil3.5).

Şekil 3.6. 760bç  iC/EBP delta promotör plazmitinin kısaltılarak hazırlanma stratejisi

ve restriksiyon enzimleri ile kesimin agaroz jel elektroforez görüntüsü

Klonlama

760bç iC/EBPd
promotör

Kesim

10000bç

  1500bç
  1000bç
    750bç

    500bç
    250bç
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1739bç iC/EBPδ promotör plazmiti,  181bç iC/EBPδ promotör plazmiti ve

760bç iC/EBPδ promotör plazmiti elde edilmesinin ardından ve 2.2.2.8.’de

anlatıldığı gibi transfesksiyon yapılabilecek düzeyde temiz ve bol miktarda DNA

eldesi için yüksek ölçekli plazmit DNA izolasyonu (maksiprep) yapıldı.  Elde edilen

DNA miktar ve kalitesi 2.2.4.2.’de anlatıldığı gibi tespit edilmiştir.

3.4. Geçici Transfeksiyon Deneylerinin Optimizasyonu

Transfeksiyon deneylerinin optimizasyon aşamasında üç farklı strateji

kullanıldı.  Transfeksiyon deneylerinin ilk denemesinde 2.2.5.1.’de belirtildiği gibi

kalsiyum fosfat  yöntemi kullanıldı.  Ancak lusiferaz ölçümlerinin sürekli düşük

çıkması sebebiyle (Şekil 3.7) farklı bir transfeksiyon metodu kullanıldı.  Ticari bir

sistem olan 2.2.5.2.’de belirtildiği gibi Fugune Hd kit sistemi denendi.  Ölçümlerin

ilk çalışmaya göre daha düşük çıkması nedeniyle (Şekil 3.8) üçüncü bir transfeksiyon

yöntemi belirlendi.  2.2.5.3.’de belirtildiği gibi farklı bir kalsiyum fosfat yöntemi

denendi.  Bu yöntem kullanılan kalsiyum yönteminin modifikasyonu ile elde edildi.

Transfeksiyon aktivitesinin diğer metotlara oranla 10 kat artması nedeniyle bu

yöntem sonraki tüm transfeksiyon çalışmalarında kullanılmıştır (Şekil 3.9.).

Transfeksiyon çalışmaları 2.2.5.3.’de anlatıldığı gibi modifiye kalsiyum fosfat

presipitasyon yöntemi ile gerçekleştirildi. Promotör plazmiti sonuçların

normalizasyonunda kullanılmak üzere, beta-galaktosidaz plazmiti ile birlikte

transfekte edildi.  Her transfeksiyon çalışmasında, negatif kontrol olarak

kullanacağımız transfeksiyon yapılmayan ve pozitif kontrol olarak kullanacağımız

RSV plazmiti transfekte edilen iki kuyu  mutlaka çalışıldı.  Negatif ve pozitif kontrol

çalışmaları sayesinde transfeksiyon etkinlikleri mukayese edilebildi.
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Şekil 3.7.  Kalsiyum fosfat transfeksiyon yöntemi ile bazal aktivitenin

belirlenmesi

Şekil 3.8. Fugune hd kit transfeksiyon çalışması ile bazal aktivitenin

 belirlenmesi

Şekil 3.9. Modifiye kalsiyum fosfat transfeksiyon yöntemi ile bazal aktivitenin

belirlenmesi
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3.5. Bazal Promotör Aktivitelerin Belirlenmesi

Hazırlamış olduğumuz üç farklı ekspresyon plazmiti için öncelikle bazal

aktivite tayini yapıldı.  1μg, 2μg ve 4μg olmak üzere hazırlamış olduğumuz her bir

promotör plazmiti için üç farklı konsantrasyonda transfeksiyon uygulaması yapıldı.

Transfeksiyondan 24s sonra transfeksiyon etkinliği 2.2.5.5.1.’de anlatıdığı gibi

lusiferaz aktivitesi ve 2.2.5.5.2.’de anlatıldığı gibi beta-galaktosidaz aktivitesi

belirlenerek saptandı.

Şekil 3.10.  Modifiye kalsiyum fosfat transfeksiyon yöntemi ile üç farklı

promotör plazmitinin bazal lusiferaz aktivitesi

3.6. Farklı Sitokin Uygulamaları

Transfeksiyon işleminden 24s sonra sitokin uygulaması yapıldı.  IL-1, TNF-

a, IFN-g, TGF-b,  ve  IL-6  olmak  üzere  beş farklı sitokin  1000U  olacak  şekilde

uygulandı.  Sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s ve 72s sonra lusiferaz ve beta

galaktosidaz aktiviteleri belirlenerek sitokinlerin bazal aktiviteye olan etkileri

saptandı.  Daha sonraki çalışmalarda ise etkinliği saptanan her bir sitokin için 1000U,

500U, 100U ve 10U olacak şekilde dört farklı konsantrasyonda sitokin muamelesi

yapıldı.
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3.7. Sonuçların İstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi

181bç’lık promotör fragmentinin transfeksiyonu sonrasında, uygulanan

TGF-b sitokini ile farklı konsantrasyonlarda ve zaman aralıklarında yapılan analizler

sonucunda, özellikle 48s ve 72s’lik zaman dilimlerinde 1000U, 500U ve 100U

konsantrasyonlarının iC/EBPδ geninin transkripsiyonel regülasyonunu arttırdığı

görülmektedir.  Aynı durumun 1739bç ve 760bç’lık daha büyük promotörlerde

özellikle  48s  ve  72s  zaman  aralıklarında  görülmektedir.   Bu  sonuçlar,  TGF-b

sitokininin özellikle ilk 181bç’da bulunan cis acting element yardımıyla C/EBPδ

geninin transkripsiyonel regülasyonunu arttırdığı önerilebilir (Şekil 3.11, Şekil 3.12

ve Şekil 3.13).

TNF-a sitokinin aynı konsantrasyon ve inkübasyon aralıklarında 6s’te 181bç

ve 760bç için önemli olmadığı istatistiksel olarak görülmektedir.  Fakat 1739bç’lık

promotör fragmentinin 6s inkübasyon süresi sonucunda tüm konsantrasyon

aralıklarında, transkripsiyonel aktivitenin negatif olarak regüle olduğu görülmektedir.

24s’lik zaman aralığında tüm promotör parçalarında istatistiki açıdan önemli

olabilecek fark yaratmadığı gibi, 48s ve 72s’te hem 181bç, hem de 760bç

büüklüğündeki promotör üzerinde pozitif yönde transkripsiyonel bir artış sağladığı

görülmektedir.  1739bç’lık promotör fragmentinde istatistiki açıdan herhangi bir

önemli fark bulunmadığı tespit edilmiştir.  Hatta 72s’lik inkübasyon süresi

sonucunda transkripsiyonel aktiviteyi azaltma gibi bir eğilim göstermiştir (Şekil 3.14,

Şekil 3.15 ve Şekil 3.16).

IFN-g sitokininin post transkripsiyonel sonrasında, farklı konsantrasyonlarda

ve farklı inkübasyon aralıklarında sitokin uygulamaları herhangi bir istatistiksel

olarak anlamlı kabul edilebilecek farklılık yaratmadığı tespit edilmiştir (Şekil 3.16,

Şekil 3.17, Şekil 3.19 ).

IL-1, 181bç C/EBPδ promotörünün transfeksiyon sonrasında uygulanan IL-1

sitokini 6s, 24s, 48s ve 72s inkübasyon aralıklarında tüm konsantrasyonlarda bir etki
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oluşturmadığı gözlenmektedir.  760bç’lık promotör parçası için, 6s, 24s ve 48s

zaman aralıklarında istatistiki olarak anlamlı bir etki oluşturmadığı gözlenmektedir.

72s inkübasyon sonucunda ise bir aktivite azalmasına rastlanmaktadır.  1739bç’lık

promotör parçasıda IL-1 sitokinine karşı herhangi bir cevap oluşturmadığı

gözlenmektedir.  Sadece 72s inkübasyon sonucunda pek çok dozda istatistiki olarak

bir artış görülmektedir (Şekil 3.20, Şekil 3.21 ve Şekil 3.22).

IL-6 sitokininde özellikle 6s’te bir pozitif regülasyon var olmasına rağmen

diğer zaman aralıklarında bu artış görülmemektedir (Şekil 3.23, Şekil 3.24, Şekil

3.25 ).
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Şekil 3.11. TGF-b sitokininin, 181bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.       İstatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.

6saat İnkübasyon 24saat İnkübasyon 48saat İnkübasyon 72saat İnkübasyon
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Şekil 3.12. TGF-b sitokininin, 760bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi. .       istatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.

6saat İnkübasyon 24saat İnkübasyon 48saat İnkübasyon 72saat İnkübasyon
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Şekil 3.13. TGF-b sitokininin, 1739bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.       istatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.
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Şekil 3.14. TNF-a sitokininin, 181bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi,  .       istatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.

6saat İnkübasyon 24saat İnkübasyon 48saat İnkübasyon 72saat İnkübasyon



90

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

760bp 1000ü
TNF-a

500ü
TNF-a

100ü
TNF-a

10ü
TNF-a

N.K 760bp 1000ü
TNF-a

500ü
TNF-a

100ü
TNF-a

10ü
TNF-a

N.K 760bp 1000ü
TNF-a

500ü
TNF-a

100ü
TNF-a

10ü
TNF-a

N.K 760bp1000ü
TNF-a

 500ü
TNF-a

100ü
TNF-a

10ü
TNF-a

N.K

Lu
si

fe
ra

z 
A

kt
iv

ite

Şekil 3.15-TNF-a sitokininin, 760bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.       istatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.
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Şekil 3.16 TNF-a  sitokininin, 1739bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi, .       istatistiki olarak
önemli olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.
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Şekil 3.17. IFN-g sitokininin, 200bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi

Şekil 3.16 TNF-alfa  sitokininin, 1750bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi

Şekil 3.17.IFNg   sitokininin, 181bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Şekil 3.18 IFN-d sitokininin, 760bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi

6saat İnkübasyon 72saat İnkübasyon48saat İnkübasyon24saat İnkübasyon
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Şekil 3.19 IFN-d sitokininin, 1739bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi, .       istatistiki olarak önemli
olan p<0.001 değerlerini belirtmek için kullanılmıştır.
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Şekil 3.20. IL-1 sitokininin, 181bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.
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Şekil 3.21 IL-1 sitokininin, 760bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Şekil 3.22 IL-1 sitokininin, 1739bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Şekil 3.23. IL-6 sitokininin, 181bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Şekil 3.24 IL-6 sitokininin, 760bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Şekil 3.25 IL-6 sitokininin, 1739bç büyüklüğündeki  C/EBPd promotör plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi

72saat İnkübasyon48saat İnkübasyon24saat İnkübasyon6saat İnkübasyon
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3.6. RT-PCR Çalışmaları

C/EBPδ’nın mRNA seviyesindeki ekspresyon analizi RT-PCR çalışmaları ile

belirlendi.  RT-PCR çalışmalarında, transfeksiyon uygulaması yapılmaksızın

sitokinlerin Hep3B hücre hattı genomunda var olan C/EBPd geninin ekspresyonuna

olan etkisi aydınlatılmaya çalışıldı. RT-PCR çalışmasının ardından ise PCR yapılarak

C/EBPd geni amplifiye edildi.  2.2.6.1.’de anlatıldığı gibi kurulan RT-PCR deneyinin

ardından sitokin muamelesi (tüm sitokinler 500U olacak şekilde uygulanmıştır)

yapıldı.  Sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s ve 72s sonra RNA izolasyonu yapıldı

ve 2.2.6.1.2.’de anlatıldığı gibi RNA miktar ve kalitesi saptandı. Temsili olarak RT-

PCR çalışmalarında kullanılmak üzere, IL-1 sitokini muamelesi sonrasında elde

edilen total RNA örnekleri Şekil 3.26’da belirtilmiştir.   Elde edilen RNA örnekleri

RT-PCR çalışmasında kullanılmak üzere   -800C’de muhafaza edildi.

.

Şekil 3.26. 500U IL-1sitokini uygulandıktan sonra yapılan RNA izolasyonunun

agaroz jel elektroforez görüntüsü. 1. RNA Low range marker, 2-9. Farklı zaman

aralıklarında elde edilmiş RNA örnekleri.

RT-PCR çalışmasında kullanılacak RNA örneklerinin aynı miktarda olmasına

dikkat edilerek çizelge 2.12’de belirtilen şartlarda RT-PCR ilk aşaması yapıldı ve

ardından 2.13’de belirtilen ikinci aşamaya geçildi.  RT-PCR sonrası elde edilen

cDNA örnekleri PCR çalışmasında kullanılmak üzere -80oC’de saklandı.
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3.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Çalışmaları

 PCR çalışmasında, C/EBPd geni için dizayn edilmiş primerler kullanılarak

yaklaşık 200bç’lik C/EBPd geni okuma çerçevesinde amplifiye edildi. Çizelge 3.2’de

PCR çalışmalarında kullanılan primerlerin dizisi, Tm değeri ve uzunlukları

belirtilmiştir. İlk PCR çalışmasında farklı konsantrasyonlarda MgCl2 ve  cDNA

uygulanarak PCR optimize edildi (Şekil 3.27).

PCR çalışmalarında her hücrede aynı seviyede ekspre olma özelliğine sahip

GAPDH (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) geni PCR etkinliğinin ölçümüne

olanak vermesi sebebiyle pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  Bu sebeple GAPDH

için özel dizayn edilmiş primerler kullanılarak amplifiye edilmiştir.

Çizelge 3.2. PCR çalışmalarında kullanılan primerlerin dizisi, Tm değeri ve

uzunlukları

Primer Uzunluk Tm Dizisi

iC/EBP delta- F 20 62.45 AGAAGTTGGTGGAGCTGTCG

iC/EBP delta -R 20 62.45 GGTATGGGTCGTTGCTGAGT

iGAPDH -F 25 64.58 CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG

iGAPDH -R 23 66.33 AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG
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Şekil 3.27. PCR optimizasyon çalışmasının agaroz jel elektroforez görüntüsü. 1- 4mM MgCl2, 2µL
cDNA, 2- 3mM MgCl2, 2µL cDNA, 3- 2mM MgCl2, 2µL cDNA, 4-1mM MgCl2, 2µL cDNA, 5-
4mM MgCl2, 1µL cDNA, 6- 3mM MgCl2, 1µL cDNA, 7- 2mM MgCl2, 1µL cDNA, 8- 1mM MgCl2,
1µL cDNA, 9-1kb marker,

C/EBPd geninin amplifiye edilmesinde en uygun şartların saptanabilmesi için

elde edilen RNA örneklerinden yalnızca biri kullanılarak farklı koşullar altında PCR

çalışması yapıldı.  Değiştirilen parametreler, MgCl2 konsantrasyonu ve cDNA

miktarı iken, diğer tüm parametreler sabit tutuldu.  2.2.6.4.1.’de anlatılan PCR içeriği

ve PCR şartları kullanıldı.  Şekil 3.27’de gösterildiği gibi 4. ve 8. örneklerde tek bir

bant şeklinde C/EBPd geni amplifiye edilebildi böylece PCR çalışmaları için en

uygun koşullar saptanmış oldu.  Bundan sonraki PCR çalışmaları 1mM MgCl2 ve

1µL cDNA olmak üzere Çizelge 2.14’deki parametreler kullanılarak yapıldı.
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Şekil 3.28. IL-1 sitokini uygulanması sonucu, C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon analizinin
agaroz jel elektroforez görüntüsü. Üst 1- 1 kb marker 2- 6s ink kontrol grubu, 3- 6s ink kontrol grubu
için GAPDH, 4- 6s ink deney grubu, 5- 6s ink deney grubu için GAPDH, 6- 24s ink kontrol grubu, 7-
24s ink kontrol grubu için GAPDH, 8- 24s ink deney grubu, 9- 24s ink deney grubu için GAPDH, Alt
1-1kb marker 2- 48s ink kontrol grubu, 3- 48s ink kontrol grubu için GAPDH, 4- 48s ink deney grubu,
5- 48h ink deney grubu için GAPDH, 6- 72s ink kontrol grubu, 7- 72s ink kontrol grubu için GAPDH,
8- 72s ink deney grubu, 9- 72h ink deney grubu için GAPDH  (Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan
hücreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hücreleri temsil etmektedir.)

500U IL-1 sitokini uygulanan Hep3B hücreleri, sitokin muamelesinden 6s,

24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR

ve PCR çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Şekil 3.28’de gözlendiği gibi 6s inkübasyon

sonrasında kontrol ve deney grupları arasında ekspresyon seviyesinde bir fark

gözlenmemektedir.  24s, 48s ve 72s inkübasyon sürelerinde ise deney (sitokin

uygulanan) grupları kontrol (sitokin uygulanmayan) grupları ile kıyaslandığında bir

artışın olduğu gözlenmektedir.  Yapılan GAPDH amplifikasyonu ile birlikte

densitometrik analiz yapılarak bu sonuçların doğulanması gerekmektedir.
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Şekil 3.29. IL-6 sitokini uygulanması sonucu, C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon analizinin
agaroz jel elektroforez görüntüsü. Üst ;1- 24s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 24s ink. deney grubu
C/EBPd, 3- 24s ink. kontrol grubu için GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink. deney grubu
için GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu için GAPDH, 8- 6s ink. kontrol grubu,
Alt; 1- 72s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol grubu için
GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu için GAPDH, 6- 48h ink. deney grubu, 7-
48h ink. kontrol grubu için GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker, (Kontrol Grubu; sitokin
uygulanmayan hücreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hücreleri temsil etmektedir.)

500U IL-6 sitokini uygulanan Hep3B hücreleri, sitokin muamelesinden 6s,

24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR

ve PCR çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Şekil 3.29’da gözlendiği gibi 6s, 24s ve 48s

sonrasında kontrol grupları (sitokin uygulanmayan) ile deney (sitokin uygulanan)

grupları kıyaslandığında C/EBPd geninin ekpresyon seviyesinde dikkat çekici bir

artışın olduğu gözlenmektedir.  72s inkübasyon süresi sonrasında ise deney ve

kontrol grupları göz önüne alındığında ekspresyon seviyesinde dikkat çekici bir

değişim olmadığı gözlenmektedir.
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Şekil 3.30. TGF-b sitokini uygulanması sonucu, C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez görüntüsü. Üst ;1- 24s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPd, 3- 24s ink. kontrol grubu için GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu için GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu için GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu için GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu için GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h  ink.  kontrol  grubu  için  GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hücreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hücreleri temsil
etmektedir.)

500U TGF-b sitokini uygulanan Hep3B hücreleri, sitokin muamelesinden 6s,

24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR

ve PCR çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Şekil 3.30’da gözlendiği gibi  tüm

inkübasyon süreleri için kontrol ve deney grupları arasında büyük bir fark

gözlenmemektedir.  Ancak densitometrik analiz sonucunda anlamlı bir sonuç

alabileceğimiz kanısındayız.
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Şekil 3.31. IFN-g sitokini uygulanması sonucu, C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez görüntüsü. Üst ;1- 24s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPd, 3- 24s ink. kontrol grubu için GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu için GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu için GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu için GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu için GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h  ink.  kontrol  grubu  için  GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hücreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hücreleri temsil
etmektedir.)

500U IFN-g sitokini uygulanan Hep3B hücreleri, sitokin muamelesinden 6s,

24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR

ve PCR çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Şekil 3.31’de gözlendiği gibi 6s inkübasyon

süresi sonucunda deney ve kontrol grupları dikkate alındığında C/EBPd geninin

ekspresyon seviyesinde dikkat çekici bir artışın varlığı gözlenmektedir.  24s, 48s ve

72 s inkübasyon deney ve kontrol grupları dikkate alındığında ise tam aksine

C/EBPd geninin ekpresyon seviyesinde bir azalışın varlığı bantların parlaklığının

kıyaslanması sonucunda gözlenmektedir.
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10000bç

500bç
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Şekil 3.32. TNF-a sitokini uygulanması sonucu, C/EBPδ mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez görüntüsü. Üst ;1- 24s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPd, 3- 24s ink. kontrol grubu için GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu için GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu için GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu için GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu için GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu için GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h  ink.  kontrol  grubu  için  GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hücreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hücreleri temsil
etmektedir.)

500U TNF-a sitokini uygulanan Hep3B hücreleri, sitokin muamelesinden 6s,

24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR

ve PCR çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Şekil 3.31’de gözlendiği gibi, 6s inkübasyon

süresi sonucunda C/EBPd geninin ekpresyon seviyesinde bir değişim

gözlenmemiştir.  24s inkübasyon sonrasında ise C/EBPd geninin ekpresyon

seviyesinde bir artışın olduğu, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonucunda ise tam

aksine C/EBPd geninin ekpresyon seviyesinde bir azalma söz konusudur.
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Hücre kültürü temelli model sistemler kullanılarak, C/EBP ailesinin hedef

genlerinin, promotör bölgelerinin analizi, C/EBP ekspresyonlarının indüklenmesi ve

inhibe edilmesi gibi  yapılan farklı çalışmalarda, C/EBP ailesinin işlevi hakkında

yeterli olmasa da epeyce bilgi sağlanmıştır.  C/EBP proteinlerinin tanımlanmış temel

fonksiyonları; hücresel farklılaşma, bağışıklık ve enfeksiyon sürecinde çeşitli

hastalıklara karşı verilen hücresel cevabın oluşturulması karaciğer yenilenmesi,

hücresel metabolizma, hücreler arası iletişim gibi önemli yaşamsal fonksiyonlardır

[36].  Bunların yanı sıra, son on yıl içerisinde yapılan çalışmalarda; hücrelerde

poliferasyon, farklılaşma, apoptosis, metabolizmanın kontrolü ve spesifik genlerin

regülasyonu gibi işlevlerin sürdürülmesinde C/EBP’lerin çok önemli bir yeri

olduğunu gösterilmiştir.

C/EBPδ’nın, meme epitel hücrelerinin apoptosisinde, hücre

proliferasyonunda, yağ doku farklılaşmasında, enerji metabolizmasının

düzenlenmesinde ve hepatositlerde akut faza cevapta önemli rol oynadığı

bilinmektedir.  C/EBPδ gen haritası 8. kromozomdadır.  İnsan kanserlerinin çoğu

kromozom 8p’de var olan mutasyonlar sebebiyle olmaktadır [100].  Bu sebepledir ki

C/EBPδ son çalışmalarda bir tümör baskılayıcı gen olarak tanımlanmaktadır.

Bunlara ilave olarak C/EBPδ geninin, alzheimer hastalığı patolojisinde, prostat

kanseri, apoptosiz, hücresel farklılaşma ve embriyonik gelişim gibi önemli

fonksiyonlara sahip olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [101-119].

İnflamasyon; doku yaralanmaları, travma, infeksiyon ve doku hasarlarının

dahada artmaması ve onarım mekanizmalarının aktive edilmesi gibi durumları

kapsayan fiziksel bir cevaptır. Inflamasyonun erken safhalarında çoğu organda, APR

(acute-phase response) olarak bilinen, metabolik ve katabolik değişimler meydana

gelir.  APR özellikle akciğerden sentezlenen birçok serum akut faz proteinlerinin

değişimleri ile karekterize edilmiştir. APR meydana geldikten kısa bir süre sonra

birçok akut faz proteinlerininin serumdaki konsantrasyonu 1000 kat kadar

artmıştır[124]. Söz konusu bu durumda C/EBPd konsantrasyonunda akut faz

proteinleri kadar arttığı yapılan çalışmalarda tespit edilmiştir.  Akut faz genlerinin
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hepatositlerdeki aktivasyonu IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-g, gibi sitokinleride içeren

birçok inflamasyon sinyalleri tarafından tetiklenmektedir [125].  Bu sitokinler akut

faz genlerinin aktivasyonundan doğrudan sorumlu olabildikleri gibi bu sitokinlerin

önce C/EBP’lerin ekpresyonunu arttırdığı ve ekspre edilen bu C/EBP’lerinde akut

faz proteinlerini dolaylı yoldan aktive ettiği tespit edilmiştir [126].

Hepotositlerde akut faza cevap (APR) esnasında, IL-6 bağlı C/EBPδ

transkripsiyonu için STAT-3 bağlanma bölgesine ihtiyaç vardır [129].  APR

esnasında STAT-3 bağımlı C/EBPδ ekspresyon seviyesi uzunca bir periyot devam

etmesine rağmen, STAT-3 ün aktivitesi geçici olmaktadır [130].  C/EBPδ’nın

ekspresyon seviyesi uzun olması otoaktivasyon sayesindedir [131].  Fare, sıçan ve

koyun C/EBPδ promotöründe yapılan analizler otoregülasyonun türden türe farklı

mekanizmalar ile yürütüldüğü gibi şaşırtıcı sonuçlar elde edilmiştir [131].  Yapılan

otoregülasyon çalışmalarında C/EBPδ promotör bölgesinin yukarı bölgesinin 6kb

yukarısında otoregülasyon gözlenmiştir, fakat genin 3’ ucunda iki C/EBP tanıma

bölgesine ihtiyaç duymaktadır [132].  Buna karşı, fare ve koyun C/EBPδ geninin 5’

ucu otoaktivasyon için yeterlidir 133].  Koyun promotöründe ise varsayılan C/EBP

tanıma dizisi içermemektedir [131].  Dolayısıyla insan C/EBPδ insan C/EBPα genine

benzeyebilmekte, o da indirek otoregülasyona sebep olabilmektedir [134].

Prostat kanser hücre hattı olan LNCaP ile yapılan çalışmalarda IL-6

sitokininin C/EBPδ geninin ekpresyonuna olan etkisi araştırılmış ve C/EBPδ

promotöründe, STAT transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgesinin varlığı

mutasyonel çalışmalarla tespit edilmiştir.  Bazı sitokinlerin, C/EBP’lerin

transkripsiyonel regülasyonuna olan etkisi bir model üzerinde açıklamak gerekirse;

Şekil 4.1’de görüldüğü gibi IL-1, IL-6, ve TNFa sitokinleri karaciğer hücre zarında

var olan ve her sitokin için spesifik olan reseptörlere tutunarak hücre içi sinyal

iletimini başlatırlar.  IL-6 sitokini STAT–JAK kinaz yolağını aktive ederek C/EBPδ

promotöründe var olan STAT bağlanma bölgesine STAT transkripsiyon faktörünün

bağlanmasını tetikler ve buna bağlı olarak C/EBPδ ekpresyonu arttırılmaktadır.
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Şekil 4.1 Bazı sitokinlerin C/EBP genlerinin ekspresyonlarını düzenleme modeli

[146]

C/EBPδ Geninin ekspresyonu artar

C/EBP-β  ve DNA-bağlanma aktivitesi
C/EBP-δ  ve DNA-bağlanma aktivitesi
C/EBP-α

C/EBPβ Geninin ekspresyonu artar

NF kappa B aktivasyonu

Reseptör

Reseptör

Reseptör

Sifingomyelin
seramid

JAK Kinase tarafından STAT-1
ve STAT-3 fosforilasyonu

MAP Kinase tarafından
C/EBPβ fosforilasyonu

Sinyal
transdüksiyonu

C/EBPβ Geni

CRE benzeri element

Çekirdek

Karaciğer hücresi

C/EBPδ Geni
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Bu çalışmanın amacı, insan C/EBPd geninin transkripsiyonel aktivitesi

konusunda var olan bilgilerin üzerine, biraz daha bilgi eklemektir.  C/EBPd

promotörü 1739bç’lik kısmı 760bç ve 181bç olmak üzere 5’ delesyon çalışmaları

yapılmış ve ardından bazal promotör aktivitesi belirlenmeye çalışılmıştır.  Bu amaçla

elde edilen 5’ delesyon mutant promotör parçaları geçici transfeksiyon çalışmalarına

tabi tutulmuştur.  Geçici transfeksiyon çalışmalarında hücre modeli olarak insan

hepatoma hücre hattı (Hep3B) kullanılmıştır.  Bu hücre hattının seçilmesinin nedeni

C/EBP genlerinin transkripsiyonel regülasyonunun aydınlatılması amaçlı çok sayıda

çalışmada kullanılıyor olmasıdır [5].  Geçici transfeksiyon çalışmalarında, 3 metot

denenmiş, relatif lusiferaz aktivitesi en iyi tespit edilen kalsiyum fosfat transfeksiyon

metodu transfeksiyon yöntemi olarak belirlenmiştir.

Bazal lusiferaz aktiviteleri 181 bç’lık en küçük promotörün aktivitesinin

transkripsiyonel aktivite için yeterli olmasına rağmen transkripsiyonel aktivitenin

1739bç’lık kısmına kadar çıkan bölgenin daha yüksek aktivite gösterdiği

belirlenmiştir.  Buda bize transkripsiyonel aktivitenin düzenlenmsi için promotörün

yukarı bölgelerinin de önemli olduğunu göstermektedir.

Çalışmalarımızda C/EBPδ geninin transkripsiyonel aktivitesinin sitokinler

tarafından ne şekilde etkide bulunduğunu araştırmak amacıyla, IL-6, IL-1 ,TNF-a,

IFN-g ve  TGF-b sitokinleri uygulanmıştır.  Bu sayede sitokinlerin C/EBPδ geninin

ekspresyonuna olan etkileri aydınlatılmaya çalışılmıştır.  Bunun için farklı C/EBPδ

promotör fragmentleri transfekte edilerek, farklı sitokinler farklı konsantrasyonda ve

farklı zaman aralıklarında uygulanmıştır.

Buna göre sitokinlerin farklı promotör fragmentlerini farklı bir şekilde kontrol

ettiği belirlenmiştir (çizelge 4.2).
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Çizelge 4.1. İstatistiksel olarak değerlendirilen verilerin şematik olarak

gösterimi;  (   ) transkripsiyonel aktivitenin azaldığını,  (  )  transkripsiyonel

aktivitenin arttığını,  (      )  transkripsiyonel aktivitenin değişmediğini

göstermektedir.

sitokinler
181bç promotör

fragmenti

760bç promotör

fragmenti

1739bç promotör

fragmenti

1000U  IL-1 72s ink. 72s inkübasyon

500U IL-1 72s ink.

100U IL-1 72s ink.

10U IL-1 72s ink. 72s ink.

1000U  TGF-b 24s,48s,72s ink. 24s,48s,72s ink. 24s,48s,72s ink

500U TGF-b 24s,48s,72s ink 24s,48s,72s ink. 24s,48s,72s ink

100U TGF-b 24s,48s,72s ink 24s,48s,72s ink. 24s,72s ink

10U TGF-b 24s,48s ink. 24s ink.

1000U  TNF-a .72s ink. 6s ink. 48s ink.

500U TNF-a 48s ink 6s ink

100U TNF-a

10U TNF-a

1000U  IL-6 6s ink. 6s ink

500U IL-6 6s ink

100U IL-6 6s ink.

10U IL-6 6s ink.

1000U  IFN-g 6s,72s ink

500U IFN-g

100U IFN-g

10U IFN-g 48s ink.
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Geçici transfeksiyon ve ardından sitokin uygulamaları sonucunda, TGF-b

sitokini C/EBPδ transkripsiyonel regülasyonunda en etkili sitokin olarak

belirlenmiştir.  Farklı konsantrasyonda muamele edilen TGF-b sitokininin

muamelesinden 24s, 48s ve 72s inkübasyon süreleri sonucunda, C/EBPδ geninin

ekspresyonunda büyük oranda bir artışın olduğunu tespit edilmiştir.  Ancak sitokin

muamelesinden 6s inkübasyon süresi sonrasında ekspresyon seviyesinde bir etki

tespit edilememiştir. Yine TGF-b sitokininin uygulanan 10U, 100U

konsantrasyonları, 1000U ve 500U’lik konsantrasyonlara kıyaslandığında

regülasyona olan etkilerinin çok düşük olduğu belirlenmiştir.  Bu gibi çalışmalarda

öncelikle gen regülasyonuna etkili olabilecek en uygun konsantrasyonun tespiti

gerekmekte ve ardından sitokinin etki süresinin belirlenmesi gerekmektedir.

Çalışmada kullanılan diğer sitokin olan IL-6’in 6 saatlik zaman diliminde

trasnkripsiyonel regülasyonu arttırdığı (çizelge 4.2.) tespit edilmiştir.  Diğer zaman

aralıklarında belirgin bir artış istatistiki olarak tespit edilmemiştir.  IL-6’nın insan

prostat kanser hücre hattı olan LNCaP hücrelerinde, Go fazında C/EBPδ pozitif

yönde regüle ettiği diğer çalışmalarda belirlenmiştir.  Bizim çalışmamızda IL-6’nın

regülasyonunun tam olarak belirlenmesi için farklı zaman aralıklarında

inkübasyonunun genişletilmesi gerekmektedir.  Sitokin uygulamalarında uygulanan

doz kadar, farklı zaman aralıklarınında regülasyonuna olabilecek etkisinin

gözlenmesi için gereklidir.

Çizelge 4.2’de görüldüğü gibi, farklı zaman aralıklarında ve dozlarda

uygulanan sitokinlerin C/EBPδ ekspresyonu farklı şekillerde etkilediği

görülmektedir.  Bu sonuçlar standart sapmalarının dikkate alındığı istatistiki analizle

değerlendirilmiştir.

Çalışmalarımızda sitokinlerin Hep3B hücrelerinde var olan C/EBPδ geninin

transkripsiyonuna olan etkisinin araştırılması amacıyla, Hep3B hücreleri üzerine

belirlenen dozajlarda sitokin uygulanan hücreler, sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s

ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında sırasıyla; RNA izolasyonu, RT-PCR ve PCR

çalışmalarına tabi tutulmuştur.  Bu çalışmalar sayesinde Hep3B hücreleri genomunda

var olan C/EBPδ genin ekpresyonundaki değişimler saptanmıştır.  Sitokinlerin
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C/EBPδ genin ekpresyonuna olan etkileri, transfeksiyon çalışmalarına oranla daha

net gözlenmiştir.

IFN-g sitokini uygulanan hücrelerde, 6s inkübasyon süresi sonucunda deney

ve kontrol grupları dikkate alındığında C/EBPd geninin ekspresyon seviyesinde

dikkat çekici bir artışın varlığı gözlenmektedir.  24s, 48s ve 72 s inkübasyon deney

ve kontrol grupları dikkate alındığında ise tam aksine C/EBPd geninin ekpresyon

seviyesinde bir azalışın varlığı bantların parlaklığının kıyaslanması sonucunda

gözlenmektedir.

IL-1 sitokini uygulanan hücrelerde, 6s inkübasyon sonrasında kontrol ve

deney grupları arasında ekspresyon seviyesinde bir fark gözlenmemektedir.  24s, 48s

ve 72s inkübasyon süreleri sonrasında ise deney (sitokin uygulanan) grupları, kontrol

(sitokin uygulanmayan) grupları ile kıyaslandığında bir artışın olduğu

gözlenmektedir.

IL-6 sitokini uygulanan hücrelerde, 6s, 24s ve 48s sonrasında kontrol (sitokin

uygulanmayan)  grupları ile deney (sitokin uygulanan) grupları kıyaslandığında

C/EBPd geninin ekspresyon seviyesinde dikkat çekici bir artışın olduğu

gözlenmektedir.  72s inkübasyon süresinin sonrasında ise ekspresyon seviyesinde

farklılık olmadığı deney ve kontrol gruplarının oluşturduğu bantların

parlaklıklarından anlamak mümkün olmuştur.

TNF-a sitokini uygulanan hücrelerde, 6s inkübasyon süresi sonucunda

C/EBPd geninin ekpresyon seviyesinde bir değişim gözlenmemiştir.  24s inkübasyon

sonrasında ise C/EBPd geninin ekspresyon seviyesinde bir artışın olduğu, 48s ve 72s

inkübasyon süresi sonucunda ise tam aksine C/EBPd geninin ekspresyon seviyesinde

bir azalma söz konusudur.

TGF-b sitokini uygulanan hücrelerde, tüm inkübasyon süreleri için kontrol ve

deney grupları arasında büyük bir fark gözlenmemektedir.
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Yapılan tüm RT-PCR çalışmalarında, elde edilen bantların yoğunluğunun

değerlendirilmesi için GAPDH, kontrol (sitokin uygulanmayan) ve deney (sitokin

uygulanan) gruplarının bir arada kıyaslanabilmesine olanak veren densitometrik

analizin yapılması gerekmektedir.

Sonuç olarak, bu çalışmada insan C/EBPd geninin transkripsiyonel

regülasyonunun belirlenmesi amacıyla; farklı sitokinlerin C/EBPd gen promotörüne

olan etkileri geçici transfeksiyon çalışmaları ile aydınlatılmaya çalışılmıştır.  Aynı

zamanda bu sitokinlerin Hep3B hücre genomunda var olan C/EBPd geninin

ekspresyonuna olan etkilerinin belirlenmesi amacıyla da RT-PCR çalışmaları

yapılarak mRNA düzeyinde belirlenmiştir.

Tıbbi açıdan önem teşkil eden böylesi genlerin regülasyon çalışmaları

sayesinde bir çok hastalık için yeni teröpatik stratejiler geliştirilebilecektir.  Örneğin;

C/EBPδ geninin ekpresyon seviyesindeki azalmaya bağlı olabilecek bazı

hastalıkların tedavilerinde, çalışmamızda tespit ettiğimiz konsantrasyonlarda TGF-b

sitokini uygulaması kullanılabilecektir.
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