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OZET

BAZI §iTOKiNLER.iN C/EBP& GENiNiN TRANSKRIPSIiYONEL
REGULASYONU UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

) Serpil UGRAS
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilimdah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismani : Do¢ Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir, 2007

C/EBP’ler (CCAAT/enhancer binding proteins) C-terminus’da tiim
iiyelerinde korunmus bir bazik 16sin fermuar domaini igeren transkripsiyon
faktor ailesidir.  Bu domain bir DNA baglanma ve dimerizasyon motifi
olusturmaktadir. Ailenin alt1 farkl iiyesi, C/EBPa, C/EBP, C/EBPy, C/EBPS,
C/EBPe, ve  C/EBP{ olmak iizere, izole edilmis ve karekterizasyonu
yapilmistir.

C/EBP aile iiyelerinden biri olan C/EBPo hemen hemen her dokuda
ekspre edilmesine ragmen seviyeleri farklilik gdstermektedir. Ornegin C/EBPS
bobrek ve testislerde fazlaca ekspre olmaktadir. Insan C/EBPS genis bir agik
okuma dizisine sahip olan bir eksondan ibarettir. C/EBPS 269 a.a.’ten olusan
bir protein sifrelemektedir. C/EBPS doku veya hiicre tipine spesifik tarzda
regiile edilmektedir. C/EBPS interlokin-1 ( IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve
timor nekrosis faktor-o (TNF-a) gibi inflamasyonel uyaricilar tarafindan
regiile edilmektedir.

C/EBPS doku hasarlari, enfeksiyon, inflamasyon ve akut faz cevapta,
hiicre proliferasyonunda, hiicrelerde enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde
ve meme epitel hiicrelerinin apoptosisde dnemli rol oynamaktadir. C/EBPd
gen haritas1 8. (8p11.1-p11.2) kromozomdadir. Ve insan kanserlerinin ¢ogu
kromozom 8p’de var olan mutasyonlar sebebiyle olmaktadir. Bu sebepledir ki
C/EBPS son galismalarda bir tiimor baskilayici gen olarak tanimlanmistir.
Fakat cok sayida dokulara spesifik genlerin ekspresyonlarmi kontrol eden
C/EBP&’nin regiilasyonu konusundaki bilgi olduk¢a sinirhdir.

Bu caligmada, insan C/EBP6 geninin transkripsiyonel regiilasyonunu
aydmlatmayr amacgladik. Bu amagla liisiferaz vektoriine klonlanmig olan
C/EBPS promoteri insan hepatoma hiicre hatti olan Hep3B hiicrelerine
kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile aktarildi. Gegici transfeksiyon
uygulamasi sonrasinda, C/EBPS promoterinin bazal aktivietsi lusiferaz aktivite
tayini ile belirlendi. Daha sonra IL-6, TNF-0, TGF-B, IFN-y ve IL-1 gibi
bircok sitokinin C/EBPS promoterinin regiilasyonuna olan etkileri saptandu.
Genin regiilasyonunda etkileri belirlenen sitokinlerin konsantrasyon ve zaman
bagli analizleri yapildi. Ayrica C/EBPS nin mRNA seviyesinde ekspresyon
analizleri RT-PCR ¢alismalari ile belirlendi.

Anahtar kelimeler; C/EBP, C/EBPS, Inflamasyon, Sitokinler, Transkripsiyon
faktorleri



ABSTRACT

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

Serpil UGRAS
Balikesir University, Institute of Science,
Department of Biology

(MSc. Thesis / Supervisor : Assoc. Prof.Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir-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/EBPa, C/EBPS, C/EBPy, C/EBPf, C/EBPg, C/EBPC.

As one of the C/EBP family members, C/EBPJ are almost ubiquitously
expressed in every tissues, but with varying levels. C/EBP§ expression is
most abundant in kidney and testis. The human C/EBP¢ turned out to be one-
exon gene with a large open reading frame encoding a protein of 269 amino
acid. C/EBPJ can also be up-regulated in a tissue or cell type-specific manner.
C/EBP9, 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-o (TNF-a).

C/EBPS 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/EBP& 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/EBPS identified
as a tumour supressor gene. However, the knowledge of the regulation of
C/EBPS 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/EBPS gene. In this purpose, C/EBPo 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/EBPS promoter was determined by luciferase activity.
Afterwords, for the determination of cytokine mediated regulation of the
C/EBPo gene, several cytokines, namely IL-6, TNF-alfa, TGF-beta, I[FN-gama
and IL-1 were used and the effect of cytokines on the C/EBPS gene
investigated. For the cytokines which have an effect on C/EBPJ gene,
concentration, time analysis were completed. Futhermore, the expression levels
of C/EBPd mRNAs were also determined with RT-PCR analysis.

Key words; C/EBP, C/EBPS, Cytokines, Inflammation, Transcription Factor.
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1. GIRIS

Prokaryot ve Okaryot hiicreler metabolik faaliyetlerini ¢esitli
mekanizmalar araciligi ile diizenlemektedir.  Diizenleyici mekanizmalar,
etkilerini genelde gen faaliyeti lizerinde gostermektedir. Bilindigi gibi,
prokaryotlarda birgok gen operon adi verilen birimlerde kiimelenmistir.
Operonlardaki genlerin ekspresyonlarmin diizenlenmesi, aktivatdr proteinler
tarafindan aktiflestirmek, repressor proteinler tarafindan ise inhibe edilmek
suretiyle saglanmaktadir [1].  Ancak okaryot kromozomlar1 prokaryot
kromozomlarma gore hem daha biiyiik bir yapiya hem de daha yiiksek bir
yapisal organizasyon derecesine sahiptir. Maya, meyve sinegi ve insan
genomu, Escherichia coli genomuna gore sirayla 4, 40 ve 1000 misli daha fazla
DNA icermektedir. Bu fazlalik okaryotlara, prokaryotlarda bulunmayan
potansiyeller kazandirdigi gibi bunlardaki replikasyon ve gen faaliyeti

olaylarma da yeni boyutlar getirmistir [2].

Okaryot hiicrelerde varolan genlerin ekspresyonlarinmn diizenlenmesi
karmagik regiilasyon sistemleri tarafindan saglanmaktadir. Okaryotik
organizmalarda gen ekspresyonunun farkli sekillerde diizenlenmesi, hiicresel
farklilagmanin ve her tiirli hiicresel islevin odak noktasini olusturmaktadir.
Cok hiicreli organizmalar farkli hiicre tiplerinde ayni DNA icermelerine
ragmen, gen regiilasyonu sayesinde her hiicrenin tipine 6zgii farkli genlerin
ekspresyonu saglanabilmektedir [3]. Ozetlemek gerekirse, organizma gen
regiilasyonu sayesinde, belirli bir hiicre tipinde belirli bir gen takimini, farkli
hiicre tiplerinde ise diger farkli gen takimini galistirabilme yetenegine sahiptir.
Cok hiicreli organizmalarda gen regiilasyonu, genomun 6zgiin kisimlarmi
etkin hale gegiren, diger genleri baskilayan kontrol mekanizmalar: ile

aciklanmaktadir [4].
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Cok hiicreli organizmalarda gen ekspresyonu alt1 farkli asamada
kontrol edilmektedir (Sekil 1.1). Bu asamalar swrasiyla; transkripsiyonel
kontrol, transkripsiyon sonrasi kontrol, sitoplazmaya aktarim kontrolii, mRNA
kararlig1, translasyonel kontrol ve protein {irlinlerinin translasyon sonrasi
degisiklikleri esnasindaki kontroldiir [4]. Bu kontrol asamalarindan en baskin
(6nemli) olani, hiicrelerde mutlak gerekli olan ve maksimum enerji tasarrufu
acisindan da onem teskil eden; transkripsiyonel asamada yapilan kontrol
asamasidir [5]. Kisaca, genin ekspre olup olmayacagma dair karar verilen

kontrol agamasi1 olarak agiklanabilir.

el
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| TRANSHRIFSIYON FAKTORLER] |

T.koentrel TRANSKRIPSITON Dimerlesme diizenlenmesi,
agamas

DNA baglanma aktivitesi veya

trans aktivasyon potansiyeli

gibi ligand baglanmasi,

Zhontrol i e
asamasi kofaktor ile etkilesim, post-

translasyonal modifikasyon,

mRHA AKTERINI Lkontrol
agamas

mRNA
( CEKIRDEGE AKTARIM J
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agamas

( FROTEIN EOZULMAS] I

TRANELASYON ’
Skentral J
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agamas

PROTEIN
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Sekil 1.1. Gen ekspresyonu ve gen ekspresyonunun kontrol mekanizmalarinin

sematik gdsterimi [5]
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1.1. Transkipsiyonel Regiilasyon

Okaryotlarda gen ekpresyonun baslangic asamasi, genin diizenleyici
dizisi olan promotdr dizisine RNA polimeraz II enziminin baglanmasi ve
ardindan transkripsiyonun baslamasi seklinde gerceklesmektedir. ~ Ancak
prokaryotlarda oldugu gibi okaryotlarda DNA yalin halde degildir, histon
proteinleri gibi spesifik birtakim proteinler sayesinde paketlenmis sekilde,
kromatin yapisinda, bulunmaktadir [4,5]. Bu sebeple polimeraz enzimlerinin
bu bolgeyi tanimasi, baglanmasi ve sonrasinda transkripsiyon hizinin
diizenlenmesi gibi olaylar basit mekanizmalar ile saglanmas1 miimkiin degildir.
Polimeraz enziminin transkripsiyonu baslatmak amaciyla, ilgili genin ilgili
bdlgesine baglanabilmesi, genellikle transkripsiyon baglangi¢ bolgesinin yukari
kisminda bulunan diizenleyici DNA dizileri (cis-acting elements) ile bag
yapabilen birtakim spesifik proteinler (trans-acting elements) arasindaki

etkilesime baglhdir [6-10].

Diizenleyici DNA dizileri; (i).Bazal promotdr elementleri; baslangi¢
noktasinin tanimlanmasinda ve transkripsiyonun bazal seviyede minimum
oranda devam etmesinde kritik rol oynarlar [11]. (ii). Yukar1 bolge diizenleyici
elementler [12]. (iii). Arttiricilar; promotor aktivitesini arttirict dizilerdir [13].
(iv). Baskilayicilar; enhansirlara benzer tarzda islev goriirler fakat
transkripsiyonu baskilayici dizilerdir [14]. (v).Lokus kontrol bolgeleri, bir¢cok
geni igeren lokusun ekspresyonunu diizenleyici dizilerdir [15]. Bu gibi
diizenleyici DNA dizileri transkripsiyonun diizenlenmesinden sorumludurlar.
Yalniz bu diziler transkripsiyonun diizenlenmesinde yeterli degildir. Yapilan
calismalarda RNA polimerazin kendisinin bir parcast olmayan ancak
transkripsiyonun baglamasini kontrol etmek icin gerekli olan proteinlerin
varlig1 saptanmistir. Transkripsiyon faktorleri (¢rans-acting elements) olarak
bilinen bu proteinler, promotor {lizerinde son derece 6zgiin bicimde bir araya
gelerek RNA polimerazin promotorii tanimasini ve baglanmasini saglayan bir

platform olustururlar [4].
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Bazal transkripsiyonun baglayabilmesi i¢in, 6ncelikle TFIID kompleksi
kendi alt birimi olan TBP aracilig1 ile TATA kutusuna baglanir. TFIID, TBP
ve TAF adi verilen ilave faktorlerden olusur. TBP ve TFIID transkripsiyon
faktorlerinin diger birimleri yaklasik 20 baz ¢iftlik bir DNA bolgesine baglanir.
TFIID, aktivator proteinlerin baglanmasi ile ortaya ¢ikan konformasyonel
degisiklikler sonucu TFIIA ve TFIIB gibi ilave faktorlerin baglanmasini
saglarlar. Daha sonra RNA polimeraz II ve TFIIF gibi ilave faktorler yapiya
eklenir ve bunu TFIIE, TFIIH ve TFIIJ gibi faktorlerin baglanmasi takip eder.
Son basamak promotoriin temizlenmesi adi verilen RNA polimerazin TATA
kutusunu terk ettigi ve DNA transkripsiyonunun asagi tarafta bazal seviyede

ilerledigi basamaktir [4] (Sekil 1.2).

DA TATA KUTUSU . i

RMA Palymerass 11

RMNA Pobymerase 11

Sekil 1.2. Bazal transkripsiyonun baslangi¢ asamasi ve genel transkirpsiyon

faktorlerinin yardimiyla RNA polimerazin promotore baglanma agamasi [16].
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Bir genin ekspresyon {iiriinii olan transkripsiyon faktorii, aynt anda
birden fazla ve farkli genin ekspresyonundan sorumlu olabilmektedir. Bunun
yani sira regiilasyonundan sorumlu oldugu bazi genlerin, ekspresyonlarini
pozitif yonde regiile ederken, diger genlerin ekspresyonlarmi negatif yonde
etkileyebilmektedir (sekil 1.3). Ornegin C/EBP igerisinde incelenen C/EBP-(,
C/EBP’lerin bir inhibitorii diger genlerin ise direk aktivatorii gibi davranir

(1.3.’de belirtilmistir).

0 Tonskuipsiyen faktir

C pemi gahar
-i- ....{.}.- ..Q..- fl;:j:j;fm ...{.5..-
v v v v
QO D ) &
protedn A proted protein C protein E

Sekil 1.3. Transkripsiyon faktorlerinin, diger genlerin regiilasyonuna olan

etkisinin sematik olarak gosterimi

Gen faaliyetlerinin kontroliinde rol oynayan transkripsiyon faktdrlerinin
aktifligi allosterik degisimler ve tersinir kovalent etkilesimler ile kontrol
edilmektedir. Bu proteinler DNA’y1 biiyiik dl¢iide diger proteinleri tanidiklari
gibi tanimaktadirlar. Bunlar Oncelikle etkilesecekleri yiizey ile uygunluk
gosteren bir iiglincilil yap1 olusturmakta ve daha sonra genis bir yiizeyde cok
sayida kimyasal etkilesimi saglayabilecek yakmlikta bir mesafeye
ulagmaktadirlar [17,18]. Protein ve DNA’nin birbirini tanimasi, bir proteinin

diger proteini tanimasinda oldugu gibi hidrojen baglari, iyonik ve hidrofob
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etkilesimler araciligi ile olmaktadir [19]. Protein ve DNA arasindaki
etkilesimin spesifikliginin aydinlatilmasi, biliyiik Olgiide X 1sm1 kirinimi
calismalar1 ile ¢oziimlenmistir. Bu c¢alismalar, proteinlerin DNA’y1 ortak
yapisal motifler araciligi ile tanidiklarmmi ve bu tanimada simetrik bir
uygunlugun da s6z konusu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. DNA’ya baglanan
proteinleri kodlayan genlerin biiyiik c¢ogunlugu klonlanmis ve bunlarin

ozellikleri tanimlanabilmistir.

Transkripsiyon faktorleri, DNA baglanma domainlerinin yapilar1 temel
alinarak siniflandirilmistir [20-22]. Gerek prokaryotlar gerekse dkaryotlarda
transkripsiyonu diizenleyen proteinlerde saptanan ortak yapisal motifler
sarmal-doniig-sarmal motifi, homeo kutusu motifi, ¢inko parmak motifi, bazik
16sin fermuar motifi ve sarmal-ilmek-sarmal motifi, gibi bir¢ok iiyesi mevcut
olan smiflar ve daha karakteristik olan tam anlamiyla tanimlanamamais; sarmal-
kiris-sarmal vs. olmak iizere farkli siniflar altinda toplanabilmistir [3].
Transkripsiyon faktorleri DNA baglanma bolgesi disindada birden ¢ok sayida
aktivasyon bolgesi icerebilmektedir [23,24]. Bu sayede enhansir, silensir ve

diger transkripsiyon faktorleri ile etkilesebilmektedir.

1.2. Bazik Losin Fermuar Motifi (bZIP)

DNA’ya baglanmayr saglayan 16sin fermuar1 motifinin varhgy,
memelilerdeki ¢esitli onkogen iirtinleri (FOS, MYC, JUN) ile mayada bulunan
ve DNA dizisini 6zgiin bir sekilde taniyan bir proteinin (GCN4) a.a. dizi
benzerliklerinin karsilastirilmasi sirasinda ortaya ¢ikarilmistir [25,26]. Bu dizi
karsilagtirma calismalar1 sonucunda C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding
Protein) olarak tanimlanan bir protein saptanmistir. Sican karacierinden elde
edilen bu protein 1siya dayanikh bir ¢ekirdek proteinidir. C/EBP’ yi kodlayan
genin klonlanip dizi analizi ile C/EBP geninin DNA’ya baglanan bdlgesinde
tespit edilen a.a. dizisinin FOS, MYC ve JUN gibi onkogen proteinler ile bir
benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir [27,28] ( Cizelge 1.1).
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Cizelge 1.1. Transkripsiyon faktorlerinden olan bZIP ailesinin ¢gogu tiyesinde

korunan 16sin agisindan zengin bdlgenin amino asit dizilerinin karsilagtiriimasi

[5]

CEBP LTSDNDRLRKRVEQLSRELDTLRGI
JUINB LEDKVKTLKAENAGLSSAAGLLREDQ
JUIN LEEKVKTLKAQNSELASTANMLREDQ
GCN4 LEDKVEELLSKNYHLEHEVARLKKL
FOS LQAETDQLEDEKSALQTEIANLLKE
FRA LQAETDKLEDEKSGLQREIIELQKDQ
C-MYC VQAEEQKLISEEDLLRKRREQLKHK
N-MYC LQAEEHQLLLEKEKLQARQQQLLKEK
IIMYC LVGAEKKMATEKRQLRCRQQQLQKR

C/EBP’nin DNA’ya baglanan bolgesinin yaklasik yarisina esit olan ve
35 a.a. iceren kisminda, yedi a.a.’de bir tekrarlanan 16sin a.a. bulunmaktadir.
Bu yapida, diizenli bir dizilis gosteren art1 yiiklii a.a.’de fazla miktarda
bulunmaktadir. Bu zit yiikli a.a.’ler heliksteki ciftlerin meydana gelisini
saglamaktadir (Sekil 1.4). Bu 6zelliklerin timii FOS, MYC, JUN ve GCN4
proteinleri i¢in de gecerlidir. Heliksin ¢ift olusturma yetenegi, heliksin
kararhiligma katkida bulunmaktadir. Diizenleyici proteinlerde saptanan bu
yapiy1 keratinlerde, laminlerde ve miyozinin agir zincirinin kuyrugundaki
dordiinciil yapida da gormek miimkiindiir [27]. Bu benzerlik, bu smif
polipeptidlerin 16sin tekrar heliksi ile dimerlesebilecekleri varsayimina neden
olmustur. Daha sonra C/EBP ve C/EBP ile ayn1 grupta bulunan proteinlerin i¢

yiizey dimerlesmesinin 16sine bagli oldugu anlasilmistir.

Bununla beraber, 16sin fermuari, C/EBP’nin DNA ile diziye 6zgii tarzda
etkilesimi i¢in ihtiya¢ duyulan tek faktor degildir. Caligmalar 16sin tekrarinm
amino ucuna dogru yerlesmis 30 a.a. igeren bir parcasinin, proteinin DNA’ya
baglanmas1 swrasinda degismeden kaldigini ortaya cikarmistir [29]. Bu

parcadaki a.a.’lerin ¢ogu bazik karakterli olup, C/EBP’nin 35 a.a.’lik
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bolgesindeki bazik a.a.’ler ile yliksek derecede benzerlik gostermektedir.
Boylece heliksler aras1 dimerlesme iki alt birimdeki bazik karakterli bolgelerin
yardimi ve 16sin fermuar1 tarafindan gercgeklestirilmekte ve bu yolla protein
DNA’ya baglanmaktadir. Ornegin FOS proteini DNA’ya yalniz basina
baglanamadig1 halde JUN ile birlestigi zaman baglanabilmektedir. Bu durum
FOS/JUN  birlegsmesinin, bunlarm yapilarindaki 16sin  fermuar1 ile

gergeklestigini gostermektedir [24].

HOOC COOH

Cm > ™ > NH

Sekil.1.4. iki bZIP proteinin dimerizasyon ve DNA baglanma modeli [16]

H,N =

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

C/EBP proteinleri ilk olarak Steve McKnight’in laboratuarinda sican
karaciger hiicre niikleusunda 1siya dayanikli bir ¢ekirdek trans aktivator

proteini olarak tanimlanmig ve C/EBP geni 1988 yilinda klonlanmigtir [30,31].

C/EBP’lerin DNA baglanma ve dimerizasyon domaininin bazik 16sin
fermuar1 (basic-leucine zipper, bZIP) motifi modelinde oldugu yapilan detayli
calismalarla tespit edilmistir [32-34]. 1992 yilinda C/EBP ailesinin diger bes
iiyesi tanimlanmis ve {lyelerinin tliimiinde karboksil ucunda bZIP domain

bolgenin varligi kanitlanmistir [35-37]. Alt1 farkli C/EBP geni birbirinden
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bagimsiz laboratuarlarda, farkli zamanlarda klonlanarak karakterize edilmis ve
farkli isimler ile adlandirilmiglardir [35-37] (Cizelge 1.2).

1996 yilinda Cao ve arkadaslar1 isimlendirmede meydana gelebilecek
kargasay1 onleyebilmek amaciyla sistematik bir isimlendirme olusturmuslardir
[38]. Yunan alfabesini kullanarak C/EBP-a, -B, -v, -9, -&, ve —( olarak C/EBP

ailesinin alt1 iyesini isimlendirmislerdir [39].

Genellikle C/EBPa; yag doku, karaciger, akciger, bagirsak, adrenal bez,
periferal-kan hiicreleri ve plesantata, C/EBPp; karaciger, bagirsak, akciger,
yag doku, dalak, bobrek ve myelomonositik hiicrelerde, C/EBPS; yag doku,
akciger, bagirsak C/EBPy ve C/EBP(C tim organ ve dokularda, C/EBPg;
myeloit ve lenfoit hiicrelerde yiiksek seviyelerde ekspre edilmektedirler [40-

45].

Cizelge 1.2. C/EBP transkripsiyon faktor ailesinin tiyelerinin isimlendirilmesi

[16].
Gen Alternatif Isimler Kaynak
Sigan, fare, insan,
tavuk, sigir, balik,
C/EBPa. C/EBP, RcC/EBP-1
Xenopus laevis, Rana
catesbeiana
Sigan, fare, insan,
NEF-IL6, IL-6DBP, LAP, CRP2, tavuk, sigir, balik,
C/EBPp .
NF-M, AGP/EBP, ApC/EBP Xenopus laevis,
Aplysia
Sigan, fare, insan,
C/EBPy Ig/EBP-1
tavuk, balik,
Sigan, fare, insan,
NF 'IL6B, CRP3, CELF, tavuk, sigir, ovine,
C/EBP6
RcC/EBP2 balik, Rana
catesbeiana
Sigan, fare, insan,
C/EBPs CRP-1 ,
ovine, balik
Fare, sigan, insan,
C/EBP( CHOP-10, GADD153
hamster
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Tim C/EBP isoformlarinin %90’dan daha yiiksek bir oranda 55-65
aminoasit igeren karboksil ucta bZIP (bazik-16sin fermuar) domain icerdigi
tanimlanmistir [46]. C/EBP ailesinde tanimlanan bu domain, 16sin fermuar
yapist ilk kez, sican karacigeri hiicresine ait bir ¢ekirdek proteininde 35 a.a.’lik
bir dizi olarak saptanmistir. Bu dizide dort 16sin a.a. birbirlerinden yedi a.a. ile
ayrilmistir ve bu bdlgenin iki yaninda bazik a.a.’lar bulunmaktadir. Ldsin
a.a.’larinin bulundugu bélge bir sarmal yap1 olusturur ve sarmallarin her bir
doniislinde 16sin ¢iktilarr goriiliir. Bu sekilde iki molekiil bir araya gelince,
16sinler bir fermuar gibi birlesirler, baska bir deyisle iki molekiil, 16sin
fermuarlar ile bir arada tutulur. Dimer yapisinda, fermuar kisma komsu olan
iki bazik a-sarmal bdlgesi bulunur. Bu bdlge DNA’daki fosfat gruplarina ve
0zgiin bazlara baglanarak dimerin DNA iizerinde bir makas gibi goériinmesine
neden olur [4] (sekil 1.5). Baska bir degisle; bazik a.a.’larca zengin DNA
baglanma bolgesinden ibaret olan bu domain 16sin fermuari olarak adlandirilan
bir dimerizasyon motifi olusturmaktadir [14]. C/EBP proteinlerinin hedef
genin transkripsiyonel diizenlenmesinde dimerik formlarmin aktif oldugu
saptanmistir [47]. C/EBP’lerin DNA’ya baglanabilmesi i¢in dimerizasyonun
onceden olusturulmas1 gerekmektedir, bazik bdlge tarafindan yapilan

dimerizasyon a-helix yapis1 olarak kabul edilir [48,49].

Sekil 1.5. C/EBP’lerin DNA baglanma ve dimerizasyon motifi [50]
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C/EBP’lerin DNA’ya spesifik bir sekilde baglanabilmesi bazik bdlge
icerisindeki a.a. dizisi tarafindan belirlenir [51]. bZIP domainin yiiksek
korunmuslugu sebebiyle; C/EBP-( bunun disinda tutulmak kosulu ile farkli
C/EBP proteinleri aile i¢i (diger grup tyeleri ile) kombinasyonlar ile
heterodimerleri olusturabilmektedir [52]. C/EBP-{ prolin bdlgesinde a-heliks
yapisini bozucu iki prolin rezidiisii tasimasi sebebiyle hari¢ tutulmaktadir [53].
C/EBP-{ diger C/EBP’ler ile dimerizasyon yapsa da hedef genin C/EBP tanima
bdlgesine baglanamayan bir heterodimer olusur [53]. Bu nedenle C/EBP-(,
C/EBP’lerin bir inhibitorii diger genlerin ise direk aktivatorii gibi davranir.
C/EBP {iyelerinin tiimiinde DNA- baglanma bdlgesi tam anlamiyla korunmus
olmasmna ragmen iiyeler arasinda yapisal homoloji smirhdir [54]. C/EBP
proteinlerinin N-terminus bdlgeleri tiimiinde, tam anlamiyla korunmus ii¢ kisa
dizi disinda, %20 den daha az benzerlik gdsterebilmektedir [55]. Bu ii¢
korunmusg dizi aktivasyon domainini ifade eder transkripsiyonu uyarict ve

bazal transkripsiyon bilesenlerinin bir par¢asidir [53,55] (sekil 1.6).

N-terminal domain Barik Bilge  Lisin fermuar:

MH -

Transaktivasyon Domain DMNA-baglanma  Dimerizasyon
Motifi i
Pozitif ve negatif regiilasyon alt Mgt
domainleri

Sekil 1.6. C/EBP proteinlerinin yapisal domainlerinin sematize edilmesi [55]

Yapilan ¢aligmalarda C/EBP izoformlar1 hem mRNA, hem de protein
seviyesinde farkli doku ve hiicrelerde tanimlanmustir [56]. Farkli tekniklerin
kullanilmasi, tiirden tiire varolan farkliliklar, ya da dokuya 6zel post-
transkripsiyonel  diizenlenme  mekanizmalarinin = farkliligt  sebebiyle

birbirlerinden oldukga farkli sonuglar elde edilmistir.
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C/EBP ailesinin iglevi detayli bir sekilde arastirildiginda; hiicre bliyiime
ve farklilagsmasmin kontrolii, bagisiklik ve enfeksiyon siirecinde, cesitli
hastaliklara karsi verilen hiicresel cevabin olusturulmasi gibi bir¢cok hiicresel

fonksiyonun diizenlenmesinden sorumlu olduklar1 bulunmustur [36].

1.3.1. C/EBP Ailesinin Fonksiyonel Ozellikleri

Hiicre kiiltiirii temelli model sistemler kullanilarak, C/EBP ailesinin
hedef genlerinin promotdr bolgelerinin analizi, C/EBP ekspresyonlarmin
indiiklenmesi ve inhibe edilmesi gibi yapilan farkli ¢aligmalarda, C/EBP
ailesinin islevi hakkinda yeterli olmasa da epeyce bilgi saglanmistir. C/EBP
proteinlerinin tanimlanmig temel fonksiyonlari; hiicresel farklilagma, bagisiklik
ve enfeksiyon siirecinde cesitli hastaliklara karsi verilen hiicresel cevabin
olusturulmas: karaciger yenilenmesi, hiicresel metabolizma, hiicreler arasi

iletisim gibi 6nemli yasamsal fonksiyonlardir [36].

C/EBP’lerin ekspresyon seviyeleri; fizyolojik ve patofizyolojik
sartlarda sitokinler, mitojenler, hormonlar, besleyiciler ve hiicresel strese neden
olan ajanlar tarafindan diizenlenmektedir. C/EBP’lerin  ekspresyon
seviyelerinin diizenlenme mekanizmalari, miktari, tiirden tiire, hiicreden

hiicreye ve dokudan dokuya gore degismektedir [57].

Son on yil igerisinde yapilan c¢aligmalarda; hiicrelerde poliferasyon,
farklilagma, apoptosis, metabolizmanin kontrolii ve spesifik genlerin
regiilasyonu gibi islevlerin siirdiiriilmesinde C/EBP’lerin ¢ok 6nemli bir yeri

oldugunu gosterilmistir.

Kanser, C/EBP aile iiyelerinden insan kanserleri ile ilgili ilk bilgi
CHOP (C/EBP() sayesinde tanimlanmistir. Insan mixoid liposarkomada %100
karakteristik bir translokasyon mevcuttur [t(12;16)(q(13;p11))]. Bu

translokasyon sonucunda, tiimdr patolojisinde incelenen TLS-CHOP flizyon
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protein olusmaktadir [58]. Boylece CHOP un dogrudan mixoid liposarkoma

kanser tiirtinde etkili oldugu saptanmustir.

Sonraki c¢aligmalar, diger C/EBP’lerinde farkli kanser tiirleri ile
baglantili oldugunu gostermistir. Akut myeloid 16semi (AML) hastalarinda
C/EBPa geninde fonksiyonel kayiba neden olan mutasyon %7 (10/150)
oraninda tespit edilmis [59]. Akciger kanser tiirlerinde C/EBPa gen
ekspresyonu %43 (23/53)’de azalmistir [60]. C/EBPB geninin tek niikleotid
degisimi sonucunda olusan mutasyon, KC122 insan kronik myelojenus 16semi

hiicre hattinda tanimlanmistir [61].

Apoptosis, C/EBP transkripsiyon faktorleri ailesi igerisinde incelenen
CHOP (C/EBPC ) myeloblastic 10semi hiicrelerinde p53 bagimli olmaksizin
apoptosise neden olmaktadir. Buna ilaveten Bcl-2 transkripsiyon faktdriiniin
bu siireci geciktirdigi saptanmistir. Bu sayede p53 geninin inaktif oldugu

tiimorlere karsi, CHOP’a bagimli yeni stratejiler gelistirilebilecektir [62].

Hiicresel  proliferasyon, karaciger proliferasyonu, C/EBPf’nin
ekpresyon seviyesinin artmasi ile iligkilendirilmistir. C/EBPf geni icermeyen
fare kullanilarak, karacigerin bir kismmin uzaklastirilmasi temeline dayanan
deneyde, karaciger hiicrelerinde, bu siire¢ boyunca normal bir proliferasyon

gozlenmemistir [63]

Hiicresel farklilagma, yag doku farklilagsmasi hakkinda bilgi edinmek
amactyla bircok hiicre kiiltiir model sistemleri kullanilmis, C/EBP
izoformlarmin 6zellikle C/EBPa’nin yag doku farklilasmasinda 6nemli rolii
oldugu kanitlanmistir. Yag doku farklilasmasinin erken sathalarinda, C/EBPo
ve C/EBPP adipojenik hormonlara cevap olarak yiiksek seviyelerde ekspre
olmaktadir, farklilagsmanin son evrelerinde ise C/EBPa ekspresyonu

artmaktayken, C/EBPJ ve C/EBPJ ekspresyon seviyesi azalmaktadir [64].
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C/EBP izoformlari, kemik iligi hiicrelerin, bagirsak epitel hiicrelerin,
meme epitel hiicrelerin, ovaryum folikiil ve akcigerde tip II alveolar hiicrelerin

farklilasmasindan birinci derecede sorumludurlar [65].

Metabolizmanmin kontrolii, C/EBPa’dan yoksun farelerin dogumdan
hemen sonra hipoglisemi, glikojen sentazin ekspresyonunun azalmasina
bagimli olarak oldiikleri tanimlanmistir. Bu farelerin karacigerlerinde glikojen
sentez, glukoneojenesis ve bilirubin detoksifikation gibi bircok genin
ekpresyon seviyesi azalmakta, buna bagh diizensizlikler meydana gelerek

Oliimler gbzlenmektedir [66].

Dokulara spesifik gen ekspresyonlarmmin kontrolii, transkripsiyonel
seviyede diizenlenir ve bu agsamada bir¢cok transkripsiyon faktorii devreye
girerek genlerin ekspresyonlarini diizenlemektedir. Enfeksiyon, stres ve diger
patolojik sartlarda viicudun savunma mekanizmalarindan biri olan APR (acute-
phase response) esnasinda karacigerde, bircok genin ekspresyonunda, C/EBP

izoformlarinin 6nemli oranda etkin oldugu saptanmistir [67,68].

Inflamasyon, C/EBPa, C/EBPB, ve C/EBP§ olmak iizere iic C/EBP
iiyesinin  ekspresyonu lipopolisakkarit, ve sitokinlerin ¢ogunu igeren

inflamasyonel ajanlar tarafindan regiile edilmektedir [69,70].

C/EBP’lerin yukarida bahsedilen fonksiyonlar1 g6z oniine alindiginda,
yasam i¢in biiyiik 6nem tasidiklar1 goriilmektedir. Bu sebepledir ki, C/EBP
genlerinin ekspresyonlarmin dilizenlenme mekanizmasinin aydinlatilmasi
yalnizca bilgimizin artmasi ile kalmayacak, C/EBP gen ekspresyonu ile
iliskilendirilen =~ hastaliklarda ~ yeni  terapdtik ~ miidahale  hedefleri
tammlanabilecektir. ~ Ornegin; tipl ve tip2 diyabetleri pankreatik p-
hiicrelerinde, C/EBP-{ tarafindan baskilanabilmesi hedeflenmektedir [71,72].

C/EBP genlerinde varolan mutasyonlarin bir takim hastaliklara sebep

oldugu tanimlanmistir [73,74]. Bu sebeple C/EBP ailesi iizerinde yapilan

caligmalar; onkoloji, diyabet, haemotopoesis gibi hastaliklarin tedavisinde
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ortaya ¢ikan sorularin cevabini 6nemli Slgiide verebilmektedir ve yine bu
caligmalar sayesinde bu tiir hastaliklarin tedavisinde yeni terapotik stratejilerin

gelistirilmesi saglanacaktur.

Calismalar, C/EBP’lerin spesifik sinyaller tarafindan transkripsiyon
sonras1 diizenlenme ve transkripsiyonel mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasmi
saglamistir. Farkli organizmalarin, farkli doku ve hiicrelerinde, C/EBP
ekspresyonlarinin diizenlenme esaslarinin farkli oldugu yapilan ¢aligmalarla
aciga cikarilmigtir. Sonu¢ olarak in vitro’da hedef gen promotorlerinde
bulunan tanima dizilerine farkli C/EBP {iyeleri baglanmakta oldugu ve bu
sekilde hedef genin ekspresyonunu diizenledigi yapilan c¢alismalarda
gozlenmistir. Fakat in vitro c¢aligmalar in vivo’yu tam anlamiyla
karsilamayabilir, yani C/EBP’lerin bu alanlara olan ilgileri in vivo ¢aligmalarda

degisebilecegi akillardan ¢ikarilmamalidir.

1.3.2. C/EBPa

C/EBPa ilk olarak sican karaciger niikleusunda istya dayanikli bir
cekirdek proteini olarak tanimlandi. Herpes simpleks virlis timidin kinaz
geninin promotdr bolgesindeki CCAAT elementi ve bir¢ok tlimor viriislerinin
enhancer bolgeleri ile baglant1 kurabilen bir proteindir [75]. C/EBPa geni fare
7. kromozomda, sigcan 1. kromozomda ve insan 19. kromozomda (ql3.2)
lokalize olmustur [76]. C/EBPa mRNA; karaciger, yag doku, bobrek ve
akciger de bol miktarda bulunurken, diger dokularda daha diisiik miktarda
bulunmaktadir [38].  Ozellikle hiicresel farklilasma esnasmmda C/EBPa
ekspresyon seviyesi maksimum oranda artmaktadwr [77]. C/EBPa’nin
ekspresyon seviyesi bircok hiicre dis1 uyaricilar tarafindan diizenlenmektedir

[78].
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1.3.3. C/EBPB

C/EBPp geni insan, tavuk, kemirgen, Xenopus laevis ve Aplysia’dan
klonlanarak karakterize edilmistir [79]. Sigir C/EBPJ geni 2. kromozomda
lokalize olmus iken, insan C/EBP geni 20.kromozomda (q12-q13.1) lokalize
olmustur [80]. C/EBPB mRNA; karaciger, akciger, bobrek, dalak ve bagirsak
gibi bir¢ok farkli dokuda ekspre edilmektedir [81].

C/EBPB hepatositlerin genlerin ekspresyonunu, hem direkt hem de
sitokine bagimli olarak saglamaktadir [82]. C/EBPP makrofajlarda, ovarian
luteal cells ve meme epitel hiicrelerinde gen ekspresyonlarinin

diizenlenmesinde sorumlu oldugu tanimlanmistir [83].

1.3.4. C/EBPy

C/EBPy fare, sigan, insan ve tavuktan klonlanmistir [84]. C/EBPy geni
hemen hemen her doku ve organda ekspre olmasma ragmen, ekspresyon
seviyesi farkliliklar gostermektedir. Bazi dokularda ekspresyon seviyesi 20 kat
fazla olabilmektedir. B hiicrelerinde ekspresyon seviyesi maksimumdur [85].
C/EBPy proteini biitiin bir bZIP domain igermektedir, ancak diger C/EBP
izoformlarinda var olan aktivasyon domaini icermemektedir. C/EBPy, C/EBP
aktivatdrleri sayesinde genlerin ekspresyonlarmin diizenlenmesinde 6nemli rol

oynayabilmektedir [86].

1.3.5. C/EBP¢

C/EBPs sican, insan ve koyundan klonlanmustir. iki ekson ve arasmda
bir intron i¢ermektedir [87]. Insan 14(q11.2) kromozomunda lokalize

olmustur. Dalak, lenf bezleri, timus, periferal kan I6kositleri ve kemik iligi gibi

kan hiicreleri orjinli ve immiin sistem dokularinda ekspre edilmektedir [88].
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1.3.6. C/EBP

C/EBP( ilk olarak hamster’dan klonlanmigtir. DNA’ya hasar vermesi
sebebi ile GADDI153 (growth arrest and DNA damage inducible) olarak
isimlendirilmistir [89]. Gen bes ekzondan olusur. C/EBP izoformlar1 arasinda
yalmizca C/EBPg ile C/EBP( intron i¢ermektedir. insan 12.(12q13.1-q13.2)
kromozomda lokalize olmustur [90]. C/EBP{ mRNA yetiskin dokularin
cogunda bulunmaktadir ve U.V. 1gmlari, DNA hasarlarinda, DNA hasar veren
ajanlara maruz kalindiginda meydana gelen hiicresel stres gibi durumlarda
ekspresyon seviyesi artmaktadir [91]. C/EBP( hiicre biiylimesinin kontrolii ve

apoptosiden sorumlu oldugu tespit edilmistir.

1.3.7. C/EBP%

C/EBPS, NF-IL6f, CRP3 veya CELF gibi farkli isimlerle bilinmektedir
[92,93]. C/EBPS geni fare, sigcan, insan, amfibi gibi birbirinden farkli bir¢ok
tiirden klonlanlanarak karakterize edilmistir [94]. insan C/EBPS geni intron

icermeksizin, genig bir a¢cik okuma dizisine sahip olan bir eksondan ibarettir.

C/EBP3 proteini 269 a.a. den olusmus ve 28.5 kDA agirligindadir [95].

C/EBPS geninin kromozomal lokasyonunu tanimlamak amaciyla
flouresans in situ hibridizasyon (fish) ile ayn1 zamanda metafaz sathasinda R-
bantlama teknigi yapilmistir [96,97]. Iki teknik karsilastirilarak insan C/EBPS
geninin 8. kromozomda (8p11.1-p11.2.) bulundugu saptanmustir.  Insan
C/EBPS geni fare C/EBPJ geni ile %80 niikleotid seviyesinde, %85 a.a.
seviyesinde benzerlik gdsterirken, sigan C/EBPS geni ile %75 niikleotid ve

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

C/EBPS hemen hemen her dokuda ekspre olmasina ragmen dokular

arasinda seviyesel farkliliklar gostermektedir. Yag dokusu, dalak, akciger ve
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bobrekte C/EBPS mRNA yiiksek seviyede ekspre olmaktayken, beyin ve
karacigerde ekspresyon seviyesi daha diisiiktiir [99]. C/EBPS ekspresyon

seviyesi Ozellikle bobrek ve testislerde ise maksimum seviyeye ulagmaktadir
[98].

1.3.7.1. C/EBPS Geninin Fonksiyonel Ozelligi

C/EBPd’nin, meme epitel hiicrelerinin  apoptosisinde, hiicre
proliferasyonunda, yag doku farklilagmasinda, enerji metabolizmasmin
diizenlenmesinde ve hepatositlerde akut faza cevapta 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. C/EBPS gen haritas1 8. kromozomdadir. Insan kanserlerinin
cogu kromozom 8p’de var olan mutasyonlar sebebiyle olmaktadir. Bu
sebepledir ki C/EBPS son calismalarda bir tiimor baskilayici gen olarak
tanimlanmaktadir [ 100].

Inflamasyon, doku yaralanmalari, travma, enfeksiyon ve doku
hasarlarinin daha da artmasi ve onarim mekanizmalarinin aktive edilmesi gibi
durumlar1 kapsayan fiziksel bir cevaptir. Yasamsal agidan 6nem arz eden
boylesi bir siirecte, C/EBPS karaciger basta olmak iizere, cesitli birgok organ
veya dokuda inflamasyon esnasinda, gerekli gen ekspresyonlarinm

regiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir [101].

Hiicresel farklilasma, C/EBPS farkli dokularda ve hiicrelerde farkli
mekanizmalarda ekspre olmaktadir. Iskelet gelisimi ve yag doku
farklilagsmasinda C/EBPS geni ekspresyonu glukokortikoidler tarafindan
arttirilmaktadir ve bu sayede farklilasma esnasinda etkin hale gecerek

hiicrelerin farklilasmasinda gérev yapmaktadir [102,103].

Apoptosis, C/EBPS meme doku epitel hiicrelerinde apoptosis ve Go

stirecinde onemli rol oymaktadir [104].
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Proliferasyon, C/EBPS birgok hiicre hattinda da biiylimeyi diizenleyici
olarak gorev yapmaktadir. M1 myeloid 16semi hiicrelerinde biiyiimenin
durdurulmasinda 6nemli bir role sahiptir. 2005 yilinda Koeffler ve arkadaslar1
C/EBPS ekpresyonunun, BCR-ABL (bcr-abl, kronik myeloid 16semi sebebiyle
onkojenik flizyon proteini) iceren l6semi hiicrelerinde myeloid farklilasma ve
biliylimenin durmasi esnasinda, arttigini géstermislerdir [105]. Boylece kronik
myeloid l6semi hastalarinda C/EBPS, Onemli bir terapdtik potansiyel

olusturmaktadir.

Kanser, C/EBPS insan 8pl1.1-p11.2 kromozomda lokalize olmaktadir
[103]. Yapilan kanser ¢aligmalarinda, insan kanserlerinin genellikle
8. kromozomun kisa kolunda (8p)’de mutasyonlarin sebep oldugunu
saptanmustir [100]. Buradan anlasilacagi gibi, C/EBPJ geni insan kanserleri ile
dogrudan ilgili bulunmustur. Bu nedenle, kanser arastirmalarinda C/EBP9 geni
yogun olarak ¢alisilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda C/EBPS
ozellikle; prostat kanseri ve meme kanserinde dogrudan iliskili oldugu
saptanmistir. Bunun yani sira meme kanserini baskilayic1 gen olarak aday
gosterilmis ve James deWille tarafindan 20040329041 nolu patent alinarak
desteklemistir [106].

Kotii huylu meme kanseri, gelismis meme epitel hiicrelerinde C/EBPS
ekspresyonu biiylik Olglide azalmaktadwr [107].  SSCP (single strand
conformation polymorphism) analizi ile 97 insan meme kanseri hastasinda
genomik DNA’da ve 16 hiicre hatti kullanilarak tek eksondan ibaret olan
C/EBPS geninde var olabilecek mutasyonlar taranmistir. Ve bu calismanin
sonucunda, 9/16 insan meme kanser hiicre hattinda kromozom 8p kayibi
kanitlanmistir [108].  Tanimlanan mutasyonlar C/EBPS geninin yiiksek
derecede korunmus bdlgesinde var oldugu gosterilmistir [106]. Bu sayede
C/EBPS meme epitel hiicrelerinde bir tiimdr baskilayict gen olarak gorev

yiiklenmistir.
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Prostat kanseri, Amerika’da kansere bagl erkek oliimlerine, akciger
kanserinden sonra prostat kanseri onciilik eder. Oliimlere neden olan bu
onemli kanser tiiriinlin sebebi tam olarak aydmnlatilmamis olsa da,
mekanizmasina dair ¢calismalar yapilmis ve C/EBPS ile biiyiik oranda iligkili
oldugu tespit edilmistir [109]. Bcl-2’nin  androjen bagimli prostat
kanserlerinde, apoptosisi engelleyerek kanseri tetikledigi, androjene bagimsiz
prostat kanserlerinde ise etkili olmadig1 tespit edilmistir [110]. Yine androjen
bagimli kanserlerde %30-35, androjen bagimsiz kanserlerde ise %70 oraninda
p53 geninin mutasyonunun sebep oldugu bulunmustur. C/EBPS geninin
androjen tarafindan kontrol edildigi tespit edilmis ve buna bagli olarak ta
androjen bagimli kanser hiicre hatlarinda caligmalar stirdiiriilmiistiir. Sonug
olarak, C/EBPO ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tanimlanmistir.
C/EBPS ekspresyon seviyesinin arttirilmasi yoniinde yapilabilecek caligmalar
prostat kanser tedavilerinde etkili bir yontem olabilecegi diisliniilmektedir

[111].

Alzheimer hastaligi patolojisinde, C/EBP’ler diizenleyici faktor olarak
incelenmektedir [112]. Alzheimer hastalarinda yapilan ¢alismalarda C/EBPS
beyin bolgesinde kronik inflamasyonun uzun siire devam ettirilmesinde anahtar
rol oynamaktadwr. Buna ilave olarak, C/EBP’lerin enerji metabolizmasi
yolaklarinda onemli rolleri oldugu bilinmekte, alzheimer hasta beyinlerinde
farkli enerji gereksinimleri dolayisiyla, beyin hiicrelerinde C/EBPS
ekspresyonu artabilmektedir [113].

Embriyonik gelisim, Xenopus laevis’de, larval epitel doku apoptotik
hiicre oliimleri ve yetiskin epitel primordiadan temel alan yetiskin tip
epitelyumun yerlesmesi sebebiyle ortadan kaybolur [114]. Bu sekilde meydana
gelen Xenopus laevis metamorfozu esnasinda, C/EBPS larval epitel dokunun
yetiskin epitel dokuya doniismesinde diizenleyici faktor olarak tespit edilmistir

[115].

Sinir sistemi, C/EBPS sinir sisteminde ¢ok fazla miktarda ekspre

edilmektedir. Hippokampal néronlarinda C/EBPS ekspresyonu Ca™ ve cAMP
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tarafindan arttirilmaktadir [116]. Hippokampal néronlarin uzun siireli hafiza
stirecinde anahtar rol oynadiklar1 bilinmektedir ve dolayisiyla C/EBP3’nin

uzun siireli hafiza siirecinde 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir [117].

Go ve C/EBP/S, hiicre siklusu G1, S, G2 ve M olmak tizere dort fakli
evrede incelenmektedir. Bunlardan S ve M evresinde genetik materyalin
kopyasmin olusturulmasi, diger hiicre bilesenlerin iki katmna c¢ikarilmasi
temeline dayanmaktadir. G1 ve G2 ise basarili bir S ve M fazinin gegmesi i¢in
hazirlik sathasidir. Hiicreler proliferasyon sonrasinda bir karar vererek hiicre
siklusundan ¢ikar ve Go evreye girer ve bu sayede hiicre boliinmesi durdurulur.
Yetiskin hiicrelerin ¢ogu Go fazinda bulunmaktadir. Go fazinin diizenlenmesi
hakkinda az bilgi bulunmaktadir. Go fazinin aydmlatilmasi i¢in ¢aligmalar
hizla siirdiiriilmektedir. Go fazina giren hiicrelerin biyokimyasal ve biyolojik
aktiviteleri artmaktadir [118]. Meme epitel hiicrelerinde Go fazinda C/EBPo
ekspresyonu hizla artmaktadir [119]. Diger hiicre hatlarinda ise Go fazinda

C/EBPS ekspresyonunun artmasi sdz konusu degildir.

1.3.7.2. C/EBPS Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonu

C/EBPS ekspresyonu, immiin ve enfeksiyon siirecine cevap veren
sitokinler ; IL-1(interlokin -1), IL-6 (interlokin -6) TNF-o (timdr necrosis
faktor-alfa) oksidatif stres elementleri ve diger akut faz proteinleri tarafindan

diizenlenmektedir [120, 121, 122, 123].

Inflamasyon; doku yaralanmalari, travma, enfeksiyon ve doku hasarlar:
gibi silireclerin siddetlenmemesi ve onarim mekanizmalariin aktive edilmesi
gibi durumlar1 kapsayan fiziksel bir cevaptir.  Inflamasyonun erken
sathalarinda ¢ogu organda, APR (acute-phase response) olarak bilinen,
metabolik ve katabolik degisimler meydana gelir. APR o6zellikle akcigerden
sentezlenen bir¢cok serum akut faz proteinlerinin degisimleri ile karakterize

edilmistir. APR meydana geldikten kisa bir silire sonra bir¢cok akut faz
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proteinlerinin serumdaki konsantrasyonu 1000 kat kadar artmistir [124]. So6z
konusu bu durumda C/EBPS konsantrasyonunda akut faz proteinleri kadar
arttigr  yapilan c¢aligmalarda tespit edilmistir. Akut faz genlerinin
hepatositlerdeki aktivasyonu IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-y, gibi sitokinleri de
iceren bir¢ok inflamasyon sinyalleri tarafindan tetiklenir [125]. Bu sitokinler
akut faz genlerinin aktivasyonundan dogrudan sorumlu olabildikleri gibi bu
sitokinlerin 6nce C/EBP’lerin ekspresyonunu arttirdigi ve ekspre edilen bu
C/EBP’lerinde akut faz proteinlerini dolayli yoldan aktive ettii tespit
edilmistir [126].

C/EBPS gen promotdriinin 3 proksimal bélgesinde, temelde
osteogenesis i¢in gerekli olan, Runt domain faktériin (RunX2) baglanma
bdlgesini tagimaktadir. C/EBPS promotdr aktivitesi, Runx2 baglanma dizisinin
mutasyonu veya osteoblast icerisinde Runx2 antisense ekspresyon plazmitinin

co-transfeksiyonu ile azalmaktadir [127].

Biiyiimesi durmus meme epitel hiicrelerinde ve meme bezlerinde
STAT-3, C/EBP&’nin promotodr bolgesinde var olan tanima dizisine baglanarak

C/EBP&’nin transkripsiyonuna sebep olmaktadir.[128]

Hepotositlerde akut faza cevap(APR) esnasinda, IL-6 bagli C/EBPJ
transkripsiyonu i¢in STAT-3 baglanma bdlgesine ihtiya¢ vardir [129]. APR
esnasinda STAT-3 bagimli C/EBPS ekspresyon seviyesi uzunca bir periyot
devam etmesine ragmen, STAT-3 iin aktivitesi gegici olmaktadir [130].
C/EBP&’nin ekspresyon seviyesinin uzun olmasi otoaktivasyon sayesindedir
[131] Fare, sigan ve koyun C/EBPS promotdriinde yapilan analizler
otoregiilasyonun tiirden tiire farkli mekanizmalar ile yiiriitiildigi gibi sasirtic
sonuclar elde edilmistir [131]. Yapilan otoregiilasyon ¢alismalarinda C/EBPo
promotdr bolgesinin yukar1 bolgesinin 6kb yukarisinda otoregiilasyon
gozlenmistir, fakat genin 3’ ucunda iki C/EBP tanima bolgesine ihtiyag
duymaktadir [132]. Buna karsi, fare ve koyun C/EBPS geninin 5° ucu
otoaktivasyon i¢in yeterlidir [133]. Koyun promotoriinde ise varsayilan C/EBP
tanima dizisi icermemektedir [131]. Dolayisiyla insan C/EBPS insan C/EBPa
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genine benzeyebilmekte, bu durum indirekt oto regiilasyona sebep

olabilmektedir [134].

C/EBPS mRNA karaciger rejenerasyonu sirasindada ekspre olmaktadir
[135]. C/EBPs ve C/EBPP, pre-adiposit hiicre hatt1 farklilagsmalarmin ilk
evresinde cAMP-arttirict ajanlar1 ve glukokortikoidlere cevap olarak ekspre

edilmektedirler.

Glukokortikoid, akciger gelisimi ve olgunlagsmasi esnasinda da 6nemli
rol oynamaktadir. Molekiiler mekanizmasini aydinlatilmak amaciyla yapilan
caligmalarda glukokortikoidin ekspresyonlarindan sorumlu oldugu iki enzim,
salgt proteini CCSP (Clara cell secretory protein; inflamasyon esnasinda
akcigerin korunmasinda 6nem teskil eden ve clara hiicrelerinden salinan bir
proteindir.) ve detoksifikasyondan sorumlu bulunan P450 geni tarafindan
kodlanan CYP2B1 enzimi tanimlanmis. Ve tanimlanan bu enzimlerin
ekspresyonunda C/EBPS geninin ilgisi oldugu saptanmistir. Glukokortikoid
muamelesinden sonra akciger epitelyumunda C/EBP&’nmn ekspresyon
seviyesinin arttig1 gézlenmis ve C/EBP6 CCSP’nin ekspresyonunu diizenledigi

tespit edilmistir [136].

Fare C/EBPO, promotdriiniin proksimal ucunda SP1 ve STAT3
baglanma dizileri bulunmaktadir. Protein lizat analizlerinde aktif
(fosforlanmig) STAT3’iin Go fazinda meme epitel hiicrelerinde Onemli
derecede arttig1 gézlenmis buna baglh olarak da C/EBPS ekspresyon seviyesi
artmstir [137].

C/EBP’lerin  islev  gorebilmesinde fosforilasyon onemli rol
oynamaktadir. C/EBPS transaktivasyon potansiyelinin, hepatositlerde hiicresel
fosfataz inhibitorleri (sodyum orthovanadate ve okadiac asit gibi) ile muamele

edildiginde arttig1 gdzlenmistir [138].
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1.4. Transfeksiyon

Transfeksiyon kisaca, DNA gibi yabanci bir molekiiliin dkaryot hiicre
icerisine aktarilmasidir. Gen ekspresyonunun kontrolii, gen ekspresyonunu
diizenleyici faktorlerin caligma mekanizmalarmin aydinlatilmasi ve bu amacla
mutasyonel analizler, bu elementlerin biyokimyasal karakterizasyonu gibi,
birgok genetik arastirmada kullanilan giiglii bir yontemdir. Temelde kararli
transfeksiyon ve gecici transfeksiyon olmak tiizere iki farkli transfeksiyon

teknigi kullanilmaktadir.

1.4.1. Gegici Transfeksiyon

DNA okaryot hiicre igerisine aktarildiktan sonra gegici olarak ekspre
olur. Hiicre igerisine aktarilan DNA hiicre genomuna entegre olmaksizin
sitoplazmada serbest olarak kalir. Kendi kendine ekspre olabilen DNA
sayesinde, ilgilenilen genin ¢ok sayida kopyas1 elde edilir, diger yandan ekspre
edilen proteinin yiiksek seviyede eldesi miimkiin olur. Transfeksiyon sonrast,
DNA hiicre igerisine aktarildiktan 24-96 saat igerisinde analiz edilmelidir.
Stiper kivrimli plazmit DNA kullanilmas1 gegici transfeksiyonun etkisini

arttrrmaktadir [139].

1.4.2. Kararh Transfeksiyon

Kalici transfeksiyon tekniginde ise transfekte edilen DNA kromozomal
DNA'’ya integre olur. Dogrusal plazmit kullanilmasi kararli transfeksiyonun
etkisinin maksimum olmasint saglar. Markerlar kullanilarak transfeksiyon
sonuclari analiz edilir. Aminoglikozid fosfotransferaz (APH; neoR gene) ya da
higromisin B fosfotransferaz (HPH) genlerini kodlayan markerler siklikla
kullanilmaktadir [139].
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1.4.3. Transfeksiyon Metotlan

Bircok transfeksiyon metodu bulunmaktadwr. Bunlardan, DEAE-
dextran metodu, kalsiyum-fosfat metodu, elektroporasyon metodu, ve lipozom-
temelli transfeksiyon metotlar1 en sik kullanilan metotlardir. Her bir metodun

kendine 0zgii avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

1.4.3.1. Kalsiyum Fosfat Presipitasyon Yontemi

Kalsiyum fosfat presipitasyon yontemi 1973 yilinda Graham ve Van der
Eb tarafindan tanimlanmistir [140]. Transfeksiyon calismalarinda en fazla
kullanilan yontem haline gelmistir. Yontemin temelinde, DNA’nmn negatif
yiikli fosfat gruplarma kalsiyum iyonlarmin baglanmasi ve ardindan fosfat
icerikli karisgimin yavasga eklenerek kalsiyum iyonlarma iyonik olarak
baglanmas1 yatmaktadir. Bu asamadan sonra bir kristal kompleks olusur ve bir
stire sonra gozle aywrt edilebilecek presipitasyon olusur. Presipitasyonun
yogunlugu ile transfeksiyonun etkisi dogru orantilidir. Presipitasyon sonucu
olusan kristal kompleksler hiicre yiizeyine atak yapar ve endositoz sayesinde

hiicre igerisine absorbe edilir.

Kalsiyum fosfat presipitasyon yontemi; (i). Gegici ve kararli
tansfeksiyon uygulamalart i¢in uygundur. (ii). Bu transfeksiyon yOntemi
birbirinden farkl bir¢ok hiicre tipi i¢in uygundur. Etkinligi muhakkaktir ki her
hiicre tipi i¢in birbirinden farklidir. (iii). Presipitasyonun biiytlikligii ve kalitesi
transfeksiyonun etkisi ile dogrudan etkilidir. (vi). Manual olarak uygulanabilen

ucuz, kolay ve etkili bir yontemdir.
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Sekil 1.7. Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Metodu

1.4.3.2. DEAE-Dekstran Yontemi

Dietilaminoetil dekstran, polikatyon olup DNA'y1 elektrostatik olarak
baglamaktadir. Kalsiyum-fosfat presipitasyon metodunda oldugu gibi hiicreler
tarafindan DNA hiicre igerisine almir. Bu kalsiyum fosfat yonteminin degisik
bir seklidir [141].

1.4.3.3. Elektroporasyon Y ontemi

Elektroporasyon ile gen transferi, kiiltiirdeki hiicrelere bir elektrik akimi

uygulanarak ortamda varolan DNA'nin bu akimla hiicre i¢ine ge¢cmesi saglanir.
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Bu elektriksel akim hiicre membraninda DNA'nin gegisine izin verecek bazi

bozukluklar olusturur. Bu yontem gegici ekspresyon saglar [140].

1.4.3.4. Biolistik (Gen Tabancas1) Yontemi

Parca bombardimani ya da gen tabancas1 olarak da adlandirilan balistik
DNA enjeksiyonu, ilk olarak bitkilere gen nakli yapmak amaciyla
gelistirilmigtir. Bu ilk uygulamalarindan sonra, bazi degisiklikler yapilarak
memeli hiicrelerine gen nakli amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Genetik
materyal DNA kapli mikroprojektille hiicre duvari igine atesleyen 6zel bir gen
tabancas1 yardimi ile olur. Hiicreye hi¢ bir zarar vermeden membrandan
gegme Ozelligi olan genellikle yaklasik 1-3uM ¢apindaki altin veya tungsten
pargalaridir. Tedavi edici geni tagiyan plazmit DNA's1 ile kaplanir, sonra da bu
parcaciklara hiz kazandiwrilarak, hiicre zarmi delip, iceri girmeleri saglanir

[141].

1.4.3.5. Liposom Temelli Gen Aktarim

Lipozomlar, hiicre membran1 analogu fosfolipid yapili ¢ift kath
mikroskobik vezikiillerdir. Benzer yapilarindan dolay1 hiicreye girip igerigini
bosaltabilirler. DNA'y1 iclerine alma mekanizmalarina gore iki guruba
ayrilirlar:  Katyonik lipozomlar ve pH-duyarli lipozomlar. Birinci gurup
lipozomlar art1 yiiklii olduklarindan, eksi yiiklii olan DNA ile dayanikli bir
kompleks olustururlar. Ikinci grup lipozomlarsa negatif yiiklii olduklarmdan

DNA ile bir kompleks olusturmaz, ama iclerinde tasirlar [141].

1.4.3.6. Viriislere Dayalh Gen Aktarim

Genetik materyalin konak hiicreye viral vektor yardimi ile sokulmasina
transdiiksiyon denir. En sik kullanilan viral vektorler adenovirus, herpes

simpleks virilis ve retrovirustiir. Cogalmalar1 engellenen viriisler verildiginden

41



enfekte olan hiicreyi patlatip diger hiicrelere gecemezler.(replication-deficient
virus) Giiniimiizde yapilan arastirmalarda, virlislerin hastaliga yol acan gen
parcalarinin  yerine, hastalar1 1iyilestirme amaciyla rekombinant genler
yerlestirilmektedir. Bu sekilde degistirilmis viriisler hiicreye girmek icin kendi
yontemlerini kullanirlar ve genomlarinin ekspresyonu sonucu, genin kodladigi
protein iiretilmeye baslanir. Ote yandan, viriisiin kendisini ¢ogaltmak igin
ihtiya¢ duydugu genler, tedavi edici genlerle degistirilmis oldugundan, viriis
cogalip hiicreyi patlatamaz. Bunun yerine, hiicrede virlisiin tasidig1 hastaligi
diizeltici genin ekspresyonu olur, genin kodladig1 protein (yani ilag) tiretilir ve

genetik bozukluk nedeniyle liretilemeyen proteinin yerini alir.

Ancak her vektoriin kendine 6zgii dezavantajlar1 vardir: Bolinmeyen
hiicreleri enfekte edememek (retroviriis), olumsuz immiinolojik etkiler
(adenoviriis), sitotoksik etkiler (herpesviriis) ve kisitli yabanci genetik materyal
tastyabilme kapasitesi (adeno-iligkili viriis).  Ideal bir vektdrde aranan
ozellikler yiiksek titraj, kolay tasarlanabilme, integre olabilme yetenegi ve gen
transkripsiyonunun kontrol edilebiliyor olmasmin yaninda, immiinolojik

etkilerin olmamasidir [141].

1.5. Sitokinler

Sitokinler hiicresel bilyiime, inflamasyon, immiinite, doku onarimi, ve
hemotopoez gibi onemli biyolojik olaylarda rol oynayan, diisiik molekiil
agirlikl glikoproteinlerdir [142,143]. Cesitli uyarilara kars1 cevap olarak 6zel
hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisim etkilerler.
Belli bir sitokin ¢esitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat ayni
biyolojik etkiyi gosterebilir.  Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir.
Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar. So6yle ki; belli hiicreler tarafindan
kana veya cesitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger bolgelerindeki
hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize olmus etkiler

gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre
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iizerine etkisi) ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin

yakindaki komsu hiicreye etkisi) etkilerdir [144].

Sitokinler konusunda son 15 yilda biiyiik gelismeler saglanmistir. Sitokinlerin
etkileri ve islevleri hakkindaki bilgiler siirekli yenilenerek, her gegen giin farkl

bir boyut kazanmaktadir [145].

Sitokinlerin tanimlanmasi1 ve karakterize edilmesi gesitli isimlendirme
ve siniflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu siniflandirma sitokinler
arasindaki fonksiyonel benzerliklere, etki mekanizmalarmma dayanmaktadir.
Sitokinler baglica su ana gruplara ayrimaktadir: (i). Biiylime faktorleri
(Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Platelet orijinli bliylime faktorii, PDGF;
insiilin benzeri biiylime faktorii-1, IGF-1; Iniisilin benzeri bliylime faktorii-2,
IGF-2; Sinir biiylime faktorii, NGF; Asidik fibroblast bliylime faktori, aFGF;
Bazik fibroblast biliylime faktorii, bFGF; Neurolokin, Amfiregulin; Hepatosit
biiylime faktorii, HGF v.b. (ii). Lenfokinler (interlokin-1a, IL-103; IL-2; IL-3;
IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-8; 1L-9;10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15) (iii).
Koloni stimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni stimiile eden faktor,
GM-CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Losemi inhibitor
faktor, LIF) (iv). Transforme edici biiylime faktorleri (TGF-a; TGF-B) (v).
Timor nekroz faktorleri (TNF-o; TNF-B) (vi). Interferonlar (IFN-o; IFN-f;
IFN-y).

Cizelge 1.3. insanda var olan bazi sitokinler molekiiler biiyiikliikleri,

salindiklar1 hiicreler ve gorevleri

Sitokin Mol.Ag.(kD) | Kaynagi Aktivitesi

interlokinler

T/B lenfosit

Makrofaj, farklilagmasi,
IL-1a, B 17,5
T/Blenfositleri, APC immiiniteyi
arttirma
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TH1 ve biiyiik graniillii

T/B ve NK

IL-2 15,5 lenfositlerinin
lenfositler .
gelisme faktorii
Makrofajlar, T Hemopoetik
IL-3 14-28 .
lenfositler gelisme faktori
T/B lenfositlerinin
IL-4 20 TH2 lenfositler )
gelisme faktorii
B Lenfosit ve
IL-5 18 TH2 lenfositler eozinofil
stimiilasyonu
IL-6 22-3 TH2 lenfositler Inflamasyon
Lenfosit geligme
IL-7 25 Stromal hiicre
faktorii
Notrofil ve T
Makrofajlar, T _
IL-8 8,8 lenfosit
lenfositler _
kemotaksisi
T lenfosit
IL-9 T lenfositler )
proliferasyonu
Sitokin sentez
IL-10 TH2 lenfositler
inhibitorii
IL-11 fibroblast Hemopoetik etkili
IL-12 makrofajlar Hemopoetik etkili
IL-13 AKTIF T lenfositlerl Hemopoetik etkili
Miyeloid gelisme
G-CSF 18-22 Monosit, fibroblast
faktorii
makrofaj gelisme
M-CSF 70-90 Monosit, fibroblast
faktorii
TH1,TH2,Lenfositler, Monomiyelotik
GM-CSF 14-35 . .
monositler gelisme faktori
IFN-a 18-20 16kositler Antiviral etki
T lenfositler,
IFN-B 25 Antiviral etki

makrofajlar
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IFN-y 20-25 TH1 Lenfositleri, NK immiinomodiilator
Inflamasyon,
TNF-a 17 TH1 Lenfositleri o
tiimorisidal
TNF-B 18 TH1 Lenfositleri tiimorisidal
Makrofajlar,T )
TGF-B 25 ) Immiinosiipresyon
lenfositler

Sitokinler hiicre boliinmesi ve farklilagmasinin kontrolii, hematopoez ve
bagisiklik sisteminin regiilasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik formasyonu ve
hiicresel metabolizmanm degistirilmesi  gibi  biyolojik olaylarda rol
oynamaktadir. Onlarin en Onemli etkilerinden biri hiicre bdliinmesi
farklilagmasi iizerinedir. Normal hiicreler belli faktorler tarafindan gonderilen
spesifik sinyaller sonucu boliiniir.  Bu faktorler biiyiime faktorleri ve
sitokinlerdir. ~ Biiylime faktorleri hiicre bdoliinmesi iizerinde pozitif etki
gosterirken, bazi sitokinlerin hiicre bdliinmesini engelleyici etkileri
bilinmektedir. Belli bir hiicrenin ylizeyinde mevcut olan reseptorler bu
hiicrenin hangi faktorlere cevap verecegini belirlerler. Son yillarda bu
faktorlerin hiicre boliinmesi lizerinde pozitif ve negatif etki mekanizmalar1

yogun bir sekilde arastirilmaktadir.

Dolayisiyla  sitokinlerin ~ hiicre  boliinmesi  lizerindeki  etki
mekanizmalarinin  bilinmesi, kontrolsiiz hiicre bolilnmesi olarak bilinen
kanserin tedavisinde gelistirilecek yOntemlere 151k tutmakta ve kanserin

immiino-terapisinde sitokinlerin kullanimin1 giderek arttrmaktadir.
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1.6. Amag

C/EBPS geni meme kanseri ve prostat kanserinde birinci derecede
sorumlu bulunmus, dyle ki meme kanserinde tiimor baskilayici gene aday
olarak gosterilmistir. Bunun yani sira, C/EBPS doku hasarlari, enfeksiyon,
inflamasyon ve akut faz cevapta, hiicre proliferasyonunda ve apoptosisde
onemli rol oynamaktadir. Bunlara ilaveten C/EBPS adipoz, hepatosit, kan
hiicrelerinin ve osteoblast hiicrelerin farklilagsmasinda ve bir¢ok ¢esitli dokuda,
dokulara spesifik genlerin regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Fakat
boylesi yasamsal gorevleri tstlenmis bulunan C/EBP&’nin transkripsiyonel
regiilasyonu konusundaki bilgi olduk¢a sinirhidir. Bu g¢alisma, C/EBP&’nin
transkripsiyonel regiilasyonunu aydinlatarak, literatiirdeki boslugu doldurmay1

amagclamaktadir.

C/EBP$ geninin transkripsiyonel regiilasyonun aydinlatilmasi amaciyla,
1739bg¢ biiylikliigiindeki insan C/EBPJ geninin promotdriiniin pLUC vektoriine
klonlanlanmis olarak Dr.Dipak Ramji (Cardiff, Ingiltere)’den elde edilmistir.
Dizi analizleri ile promotdriiniin tiim detayli biyoinformatik analizi elde
edilmistir. Promotoriin transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
gecici transfeksiyon caligmalar1 ve mRNA’daki artisin belirlenebilmesi i¢inde
RT-PCR caligmalar1 yapilacaktir.

Bu cergevede yukarida hedeflenen amaca gore, planlanan ¢aligmanin

basamaklar1 asagidaki sekilde 6zetlenmektedir;

(1). Elde edilen, insan C/EBPo promotoriinii tasiyan plazmit restriksiyon
endoniikleazlar1 sayesinde, plazmit haritasinda belirlenmis noktalardan
kesilerek C/EBPS promotoriiniin daha kiigiik dizileri elde edilecek, bdylece

transkripsiyonel regiilasyondan sorumlu dizilerin tespiti miimkiin olacaktir.

46



(i)). Gegici transfeksiyon caligmalarimizda kullanilmak {izere i¢ farkl
biiyiikliikte C/EBPS promotoriinii tasiyan plazmit vektoriinlin kullanilmasi
hedeflenmektedir. Bunlar; 1739b¢  biiyiikliigiindeki  biitin =~ C/EBPd
promotoriinii tastyan pLUC vektdrii (Dr. Dipak Ramji’den temin edilmistir),
181bp biiyiikliigiindeki C/EBPS promotorii tasiyan pGL2 vektorii (Dog.Dr.
Feray KOCKAR tarafindan hazirlanmistir ), ayrica bu DNA dizilerinin
ortasinda 760bp biiyiikliiglindeki C/EBPS promotdr plazmitininde ayrica

hazirlanmas1 planlanmaktadir.

(ii1). Farkli biiytikliikteki C/EBPS promotor plasmidleri farkli transfeksiyon
stratejileri  kullanilarak, = Hep3B  hiicrelerine  transfekte edilecektir.
Transfeksiyon verimlili§inin artmasi igin yiiksek kalitede safliga sahip plazmit
DNA’lar maksi prep yontemi ile hazirlanacaktir. Promotdriin bazal aktivitesi
lusiferaz aktivitesi ve beta- galaktosidaz aktivitesinin Olciimi ile tespit

edilecektir.

(iv). Gegici transfeksiyon caligmasinin ardindan sitokinlerin C/EBPo
promotoriiniin regiilasyonuna olan etkisinin belirlenmesi amaciyla IL-6, TNF-
a, [L-1, TGF-B ve IFN-y sitokinleri, 1000U, 500U, 100U ve 10U olmak tizere
farkl1 konsantrasyonlarda uygulanacak ve sitokin uygulanmasindan 6saat,
24saat, 48saat ve 72saat inkiibasyon siireleri sonrasinda C/EBPS promotor

aktivitesine olan etkileri saptanacaktur.
(v). Sitokinlerin etkileri lusiferaz aktivite analizleri ile belirlenmesinin

ardindan C/EBPd mRNA seviyesindeki ekspresyon analizi RT-PCR ¢aligmalar1

ile belirlenecektir.

47



2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldricht’den

temin edilmistir. Molekiiler biyoloji materyalleri, transfeksiyon ve RT-PCR

calismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler Promega, New England

Biolabs ve Fermentas firmalarindan temin edilmistir.

Hiicre kultira

calismalarinda kullanillan DMEM ve FCS, HyClone ve Biological Industries

firmalarindan temin edilmistir.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Cizelge 2.1. Calismada Kullanilan Laboratuar Geregleri

Kullanilan Gerec

Modeli

-80°C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

CO» inkiibatorii

Nuair

Laminar Air Flow

TelstarBIOII, Ispanya

Luminometre Thermo, Almanya

Inverted Mikroskop Nikon

Horizantal Calkalayic1 GFL, Almanya

Buzdolabi Arcelik, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA

Etiv WTB, German, Niive, Tiirkiye

Buz Makinesi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Elektroforez

Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1

Sartorious, Almanya

Isitmali Manyetik Karistiric

Velp Scientifica, ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya
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Thermocycler

Techne Progene,Ingiltere

pH Metre

WTW, Almanya

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

MikroSantrifiij

Sigma Laborzentrifugen, Germany

Santrifiij

Hettich Zentrifugen, Germany

Elektroforez i¢cin Gli¢ Kaynagi

Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu

Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamali etiiv

GFL , Almanya

Isiticili blok

FALC, Italya

Hassas Terazi

Sartorius

UV visible Spektrofotometreler

Heios a (Unicam), Metro Lab,

Vorteks

Elektromag, Tiirkiye

2.1.3. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatti

Calismalarimizda, Prof. Dr. Mehmet OZTURK (Bilkent, Ankara)’den

temin edilen karaciger hiicre hatt1 (Hep3B) kullanild1.

2.1.4. Bakteriyel Soylar

Klonlama ve stok amag¢li DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al) E.coli soyu kullanild.

2.1.5. Cahismada Kullanilan Plazmitler

Calismada ti¢ farkli plazmit kullanildi. Caligmada kullandigimiz pGL2

plazmit vektorii, beta galaktosidaz plazmit vektorii ve pozitif kontrol amacl

kullandigimiz RSV plazmit vektorii Promega firmasindan temin edildi.

Plazmit haritalar1 sirastyla, Sekil 2.1, Sekil 2.2 ve Sekil 2.3° de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. PGL2 plazmit vektor haritasi [146]

Miad 111414

SW40 Prormictar
and Enhancar

EcoR | 6815

pSV-p-Galactosidase
Veclar

(6820bg)

EcoR | 3701

BarrH | 4151
Sall 4163
Pstl 4173

FIIEVARE 34

Sekil 2.2. RSV plazmit vektor haritasi [146]

puUC19

Eeo R1(232)

Miu 1(256)

RSV prom

Eco R1(541)

Xho 1(635)
Sac 1(642)
Ham 1 1(929)
REV

puUC19+Amp R
Sea | (2681)

Sekil 2.3. Beta-galaktosidaz plazmit vektor haritasi [146]
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2.2. Metot

2.2.1 Cam-Plastik Malzemenin ve Doku Kiiltiirii Odasinin

Sterilizasyonu

Istya dayanikli malzemeler, pipet uglari, eppendorflar, santrifiij tiipleri,
soliisyonlar, kiiltlir ortamlar1 ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1,02 atm

basingta) otoklavda steril edildi.

Doku kiiltiirii odast her hafta periyodik olarak %1lik virkon ¢ozeltisi ve
ardindan %70 lik alkol c¢ozeltisi ile temizlendi. Doku kiiltiirii odas1
kullanilmadigr  zamanlarda, UV lamba kullanilarak oda havasmin
sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat dnce Laminar
Air Flow agilarak ¢aligma ortaminin sterilizasyonu saglandi.

2.2.2. Mikrobiyolojik Metotlar

2.2.2.1. E.coli i¢in Bakteriyel Kiiltiir Ortamlar:

E.coli i¢in gerekli kiiltlir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanilmistir.
Toz halinde temin edilen bakteriyel medyumlar {iiretici firmanin belirttigi
sekilde hazirlanarak ddH,O ile hazirlanarak otoklav edildi.

2.2.2.2. Antibiyotik Hazirlanmasi

Kiiltiirlerde kullanilan Ampicillin stoklart 100mg/mL olacak tarzda
steril ddH,O ile hazirlandi. 0.22 pm filtreler kullanilarak steril edildi.
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2.2.2.3. On Kiiltiir Hazirlanmasi

LB-agar’a tek koloni olacak sekilde ekilen bakteri kolonilerinden tek
bir koloni 6nce, son konsantrasyonu 10ug/mL olan ampisilin icerikli LB

ortamina asilandi. 37°C’ de ¢alkalayici inkiibatorde 16-18 saat inkiibe edildi.

2.2.2.4. Bakteri Stoklarimin Korunmasi

Ilgili bakteri soylar1 ve plazmit soylar1 6n kiiltiirle iiretildikten sonra
%30’luk steril gliserolle son konsantrasyonu % 15 olacak sekilde sulandirildi.
Direkt olarak

—80°C dondurucu igerisine alinarak muhafaza edildi.

2.2.2.5. Transformasyon I¢in Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

E.coli’nin DH5a soyunu kompetent hale getirmek i¢in tek koloni olarak
ekildigi LB-Agar iizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C’
de bir gece boyunca iiretildi. Bundan alinan SmL 6rnek, i¢inde 100mL taze LB
olan 500mL’lik erlene koyuldu ve 37°C’ de yaklasik 2-3 saat ODg=0,4"e
ulagincaya kadar biiyiitiildi. Bu asamada kiiltlir, 5 dakika buzda bekletildi.
Kiiltiir, falkonlara alinarak +4°C’ de 5 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi.
Supernetant atild1 ve 25mL soguk 0,1M CaCl, konuldu ve yavasga karistirildi
2 dakika buzda bekletildi. +4°C’ de 10dk. 3000 rpm’ de santrifiijlendi. 10mL
soguk 0,IM CaCl,’de 1-4 saat bekletildi. 10mL steril %40 gliserol eklenerek
hafifce karistirildi. Onceden buz iizerinde bekletilmis 1.5mL’lik ependorflara
boliinerek -80°C” de muhafaza edildi [3].
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2.2.2.6. Transformasyon

-80°C’ de saklanan kompetent hiicreler alind1 ve 30-60 dakika siireyle
buzda bekletildi. Ependorfa 200pL. kompetent hiicreden alind1 ve iizerine 50-
100ng plazmit DNA koyuldu. Dikkatlice karistirilarak 40 dakika buzda
bekletildi. Is1 soku i¢cin 42°C’ de 90 saniye su banyosu icerisinde tutuldu ve
hemen buza alinarak burada da 2 dakika bekletildi. Onceden 37°C 1sitilmis
800uL LB, DNA-kompetant hiicre karigimi tizerine eklendi. 37°C’ de
calkalayict etiivde 1-1,5 saat inkiibe edildi. Bu kiiltlirtin 100 pL’si alinarak
taze hazirlanmig, 100 pg/mL ampisilin igeren LB-agar petrisine damlatildi ve
oze ile tek koloni tarzinda ekim yapildi. Petrideki kolonilerin durumuna

bakarak transformasyon etkinligi saptandi [3].

2.2.2.7. Diisiik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Miniprep DNA izolasyonu i¢in Miniprep DNA isolation kit (Qiagen)
kullanild1.  Kit protokoliine gore, son konsantrasyonu 100 pg/mL ampisilin
iceren 5 ml LB besiyerine transformasyon gergeklesmis olan tek koloni ekim
yapild1 ve bir gece 37°C galkalamali etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir 8000 rpm’ de
3dk santrifiij yapildi ve bakteri pelletine protokole uygun sekilde yapilan
islemlerden sonra DNA elde edildi.

2.2.2.8. Yiiksek Olcekli Plazmit DNA izolasyonu (Maksiprep)

Biiylik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA
izolasyonu icin endo-free maxi prep kit (Qiagen) kullanildi. Kit protokoliine
gore, uygun konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 2-5 mL LB besiyeri
igerisine tek koloni ekimi yapilir. 37°C de 8 saat 250 rpm’de ¢alkalamali
etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda baslangi¢ kiiltiirii 1/500-1/1000 arasinda
secici antibiyotik iceren LB medyumda seyreltildi. Yiiksek kopyal1 plazmitler
icin 100 ml medyum, diisiik kopyali olanlar i¢in 250 ml medyum kullanildi.
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37°C de 12-16 saat 250 rpm’de inkiibe edilerek bakterilerin biiylimesi beklendi.
Bakteriler yeterli yogunluga ulagtiktan sonra 4°C” de 6000 rpm’ de 15dk
santrifiij yapilarak protokoliin diger basamaklar1 uygun sekilde gergeklestirildi.
Sonugta yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edildi. Son asamada elde
edilen DNA spektrofotometrede dlciilerek 2.2.4.2.°de anlatildig1 gibi miktar ve
kalite tayini yapildi. Transfeksiyon caligmalarinda kullanilmak iizere, izole

edilen DNA -20°C’de saklanda.

2.2.3. Hiicre Kiiltiirii Metotlarn

2.2.3.1. Hiicre Kiiltiir Ortami

Calismalarimizda DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) hiicre
kiiltir medyumu olarak kullanildi. DMEM igerisine; penisilin son
konsantrasyonu 100iinite/mL, streptomisin son konsantrasyonu 10pg/mL, L-
glutamine son konsantrasyonu 0,2mM ve FCS (Fetal Calf Serum) son
konsantrasyon %10 olacak sekilde tiim bilesenler 0,22pum steril filtreden

gecirildikten sonra eklendi.

2.2.3.2. FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) ilk kullanim 6ncesi 56 °C de 1 saat 1s1 ile
inaktive edildi ve 0,22 um steril filtreden ge¢irildikten sonra, medyum igerisine
%10 konsantrasyonda olacak sekilde kullanildi. Stok FCS -20°C de saklandi.

2.2.3.3. PBS Hazirlanmasi

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

Saline) 100mL ddH,O/tablet olacak sekilde hazilandi ve otoklavlandiktan

sonra kullanildi.
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2.2.3.4. Hiicrelerin S1vi Azotta Saklanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yilizeyi %80-90 oraninda kapladiklarinda i¢inde
bulunduklar1 medyum uzaklastirildi. Hiicreler iki kez steril PBS ile yikandi ve
25cm” flasklar i¢in 1ml, 75cm® flasklar i¢in 2ml tripsin-EDTA ile 1-3dk
tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrildiktan sonra {izerlerine tripsinin
parcalayict etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla medyum eklendi ve
1000rpm de 5dk santrifiij yapilarak hiicreler c¢oktiiriildii.  Siipernatant
uzaklagtirildi, pellet %10 DMSO igeren FCS ile hizli bir sekilde ¢6ziildii ve -
196°C siv1 azota dayanikli cryovial tiiplerine koyularak etiketlendi. Oncelikle -
80°C derin dondurucuya konuldu, dereceli olarak sicakligm diismesi

saglandiktan sonra s1v1 azot igerisinde uzun siireli olarak saklandi.

2.2.3.5. Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Uzun siire sivi azot igerisinde saklanan hiicre hatlarmin biiylitiilmesi
icin sv1 azot tankindan ¢ikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna
alind1 ve hizlica ¢oziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10 FCS iceren
medyuma alinarak %5 CO, inkiibatoriinde biiylimeye birakildi.

2.2.3.6. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 75cm” flasklarda %10 FCS igerikli 15mL medyum igerisinde
CO; (%S5) inkiibatoriinde biiyiitiildii. Haftada 2 kez rutin pasaj yapildi

55



2.2.3.7. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyden %80-90 oraninda kapladiklarinda
icinde bulunduklar1 medyum uzaklastirildi. Hiicreler iki kez steril PBS ile
yikandi ve 25cm” flasklar i¢in 1mL, 75cm” flasklar i¢in 2mL tripsin-EDTA ile
1-3dk tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yilizeyden ayrildiktan sonra iizerlerine
tripsinin parcalayici etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla medyum eklendi
ve 1000rpm de 5dk santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi
ve pellet %10 oraninda FCS iceren 5-10mL DMEM igerisinde ¢oziilerek 10-
15 mL DMEM igeren flasklara ekim yapildi.  Hiicre icerikli flasklar
etiketlenerek 37°C, %5 CO, iceren inkiibatore koyularak biiyiimeye birakildi.

2.2.3.8. Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve

Hiicre Sayimi

Deneylerimizde gerekli olan toplam hiicre silispansiyonunun
mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in; lizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis,
1mm’ alan1, 0,1mm derinligi olan ve bdylelikle toplam hacmin hesaplanabildigi
hemositometre lam1 (Sekil 2.4) kullanildi. Canli ve 6li hiicreleri ayirt etmek
amaciyla 10pL hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan blue(1:1dilisyon
oraninda ) ile 3-5dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Trypan blue sayesinde 6lii
hiicreler mavi boyanwrken, canli hiicreler boyanmazlar. Ve daha sonra
mikroskop yardimiyla canli hiicrelerin sayimlar1 yapildi.  Siispansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi.
Toplam canli hiicre sayis1 /mL = hemositometre sayim sonucu x seyreltme

katsayis1 x 10°*

Sekil 2.4. Hemositometre laminin sematik goriiniimii
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2.2.4. DNA ile Tlgili Teknikler

2.2.4.1. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA Kesimi

Restriksiyon endoniikleazlar1 sayesinde plazmit haritasindaki kesim
noktalar1 dikkate alinarak plazmit DNA istenilen biiylikliikte ikili enzim
sistemi kullanilarak kesildi. Kesim stratejisi olarak; 2.2.2.8’de anlatildig1 gibi
maksi prep islemi ile elde edilen, kesilmesi planlanan plazmit DNA 6rneginden
Sul, kesiminde wuygun olarak tespit edilen restriksiyon enziminden
1uL(20000i/mL) ve son konsantrasyon 1X olacak sekilde tampon ve dH,O
eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi sonuglarin
degerlendirilmesi amaciyla, 2.2.4.2.2°da anlatildig1 gibi %0,8’lik agaroz jele

yiiklenerek UV goriintiileme sisteminde sonuglar degerlendirildi.

2.2.4.2. Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilen DNA ornekleri jel
elektroforezinde goriintiilendi ve istenilen biiyiikliikteki bantlarin yeri tespit
edilerek UV transilluminator sayesinde agaroz jelden kesildi. DNA jel
ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak istenilen DNA parcasi jelden kazanildi.
Son olarak kazanilan DNA’nin  kiiciik bir kism1 tekrar jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Jelden kazanilan DNA’nin. miktar ve safligmin kontrolii i¢in

260nm ve 280nm dalga boyundaki absorbanslar1 alind1.

2.2.4.3. Ligasyon

Restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesim ve jelden DNA piirifikasyonu
sonrasinda, klonlanacak olan DNA par¢asindan 15puL. ve ayni restriksiyon
enzimi ile kesilmis vektdrden 2pL, toplam hacim 20uL olacak sekilde 1XT4
DNA ligaz tamponu ve 1uL T4 DNA Ligaz (1000U/mL) enzimi, 24 saat

+4°C’de inkiibe edildi. Ligasyon sonrasnda hazirlanan plazmit. 2.2.2.5°de
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anlatildigr gibi kompetent edilmis DHS5oa kompetent hiicreleri igerisine
2.2.2.6°da belirtildigi gibi transforme edildi. Ertesi giin elde edilen beyaz
koloniler degerlendirilerek rekombinant plamitlerin  analizi  yapildi

Restriksiyon kesimi ile rekombinant olup olmadiklar1 dogrulandi.

2.2.4.2. DNA Miktan ve Kalitesinin Ol¢iilmesi

2.2.4.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Konsantrasyonunun belirlenmesi istenen plazmit DNA, 1:200 oraninda
dH,O ile sulandirild1 ve kuvartz kiivetler kullanilarak 260nm’de DNA’nin UV
absorbsiyonu okundu. Asagida belirtilen formil kullanilarak DNA
konsantrasyonu hesaplandi. Ayni1 zamanda elde edilen DNA nin saflifida
OD»60/ODyg¢ orani elde edilerek 6grenildi [147]

50pg/mL x ODg6p x Seyreltme Faktorii = mL/pg

2.2.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

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

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
IM Tris-borate 0,045M
0.5M EDTA (pH 8) 0,001M

Cizelge 2.3. 6x DNA Yiikleme Tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
%99 Brophenol Blue 0.25% (w/v) bromphenol blue,
%99 Ficol 15% (w/v)
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Goriintiilenmesi gereken DNA Ornekleri agaroz jel elektroforezinde
yiriitiildii. Agaroz jel, DNA’nin biiylikliigiine gore farkli konsantrasyonlarda
hazirlandi. 0,5xTBE’de (gizelge 2.2) hazirlanan %0.7-2 olarak kaynatilarak
hazirlanan agaroz jelleri, 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, son
konsantrasyonu 0,5pug/mL olacak tarzda etidyum bromid eklendi. Agaroz jel
aparatlarina dokiildii ve polimerize oluncaya kadar beklendi. DNA 6rnekleri
yiikleme tamponuyla (¢gizelge 2.5) karistirilarak agaroz jele yiliklendi. Agaroz
jelleri 80 Voltta yiiriitiildi. Tampon jelin %’linii gecene kadar beklendi.
Elektroforez sonucu UV illuminator kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen

jel dijital goriintiileme sistemi kullanilarak degerlendirildi.

2.2.5. Gegici Transfeksiyon Deneyleri

Doku kiiltiiriinde yiiriittiiglimiiz tiim deneyler steril sartlarda laminar air
flow altinda yapildi. Gegici transfeksiyon c¢alismalarinda insan karaciger hiicre
hatt1 olan Hep3B hiicreleri kullanildi (Sekil2.5). Transfeksiyon deneylerinin

optimizasyon asmasinda ii¢ farkli yonetem kullanildi.

Sekil 2.5. Hep3B hiicrelerinin faz kontrast mikroskobu ile

goriintiilenmesi
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2.2.5.1. Kalsiyum Fosfat Yonetmi ile Gecici Transfeksiyon

Cizelge 2.4. 2X HBS transfeksiyon tamponu

Kimyasal Madde Miktar
HEPES 10g/L
NaCl 16g/L

pH = 7,05-7,12’ye ayarland1. Hazirlanan ¢6zelti dnce otaklavlandi ve sonra
0.22 pm filtreler kullanilarak steril edildi. 1,5mL’lik eppendorflara bdliinerek -
20° C’de saklandh.

Cizelge 2.5. 100XPO, transfeksiyon tamponu

Kimyasal Madde Konsantrasyon
NazHPO4 70mM
NaH2P04 70mM

Hazirlanan ¢ozelti 6nce otaklavlandi ve sonra 0.22 um filtreler kullanilarak
steril edildi. Hazirlanan ¢6zelti 1,5mL’lik eppendorflara boliinerek -20° C’de

sakland.

Cizelge 2.6. Kalsiyum fosfat presipitasyon transfeksiyon yontemi tamponu 1

Kimyasal Madde Miktar
CaCl, 14,7¢g
ddH,O 50mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti 6nce otaklavlandi ve sonra 0.22 pm filtreler kullanilarak

steril edildi. 1,5mL lik eppendorflara boliinerek +4° C’de saklandi.

Transfeksiyon c¢aligmalar1 alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda siirdiiriildii.

Oncelikle deneyde kullanilmasi planlanan hiicreler, bulunduklar: yiizeyi %80-
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90 oraninda kapladiklarinda icinde bulunduklari medyum uzaklagtirildi.
Hiicreler 2.2.3.3.”de anlatildig1 gibi hazirlanan steril PBS ile iki kez yikandi ve
tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra
tizerlerine serum igerikli medyum eklendi ve 1000°’rpm de 5dk santrifiij ile
hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi, pellet %10 oraninda FCS
iceren yaklasik Sml medyumda ¢oziildii. Her bir kuyuya, 2.2.3.8.’de anlatildig1
gibi sayim yapilarak 250.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ve her kuyu
son hacim 2mL olacak sekilde %10 FCS igerikli medyum ile tamamlandi.
Ekimden 24 saat sonra transfeksiyon gerceklestirildi. Tek bir kuyu igin; bir
falkon igerinde 500uL 2XHBS ( Cizelge 2.4.) 15uL 100XPO4 (Cizelge 2.5.)
hazirlandi. Bir ependorfta 60uL CaCl, ve 2ug DNA son hacim 440uL olacak
sekilde dH,O ile tamamlandi. Daha sonra DNA igerikli ¢ozelti falkonda
hazirlamis oldugumuz diger ¢ozelti igerisine damlatilmak kosulu ile aktarildi
ve yaklasik 30dk presipitasyon gozlenene kadar transfeksiyon tamponu inkiibe
edildi. Daha sonra alt1 kuyulu kiiltlir kabinin bir kuyusuna medyum, {izerine
hazirladigimiz 1000uL ¢ozelti damlatilarak aktarildi. Transfeksiyondan 16saat
sonra transfeksiyon soliisyonu igerikli medyum hiicrelerden uzaklastirildi
PBS ile iki kez yikandi. Ve ardindan 2000mL/kuyu olacak sekilde %10 FCS
icerikli yeni hazirlanmis medyum ile tamamlandi. Bir gece inkiibasyona
birakildi. Istenilen inkiibasyon siiresi sonrasinda lusiferaz ve beta galaktosidaz

aktivite tayinleri ile transfeksiyon etkinligi saptandi.

2.2.5.2. Fugene Hd Kit ile Geg¢ici Transfeksiyon

Fugene ticari olarak temin edilen, DNA ile kompleks olusturabilme
yetenegine sahip bir c¢ozeltidir. Fugune hd kit ile gegici trasnfeksiyon
calismalar1 alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda siirdiiriildii. Oncelikle deneyde
kullanilmast planlanan hiicreler, bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda
kapladiklarinda i¢inde bulunduklart medyum uzaklastirildi. Hiicreler
2.2.3.3.’de anlatildig1 gibi hazirlanan steril PBS ile iki kez yikand:1 ve tripsin-
EDTA ile tripsinizasyon yapildi.  Hiicreler yilizeyden ayrildiktan sonra

tizerlerine serum igerikli medyum eklendi ve 1000 rpm de 5dk santrifiij ile
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hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi, pellet %10 oraninda FCS
iceren yaklasik Sml medyumda ¢6ziildii. Her bir kuyuya, 2.2.3.8.’de anlatildig1
gibi sayim yapilarak 300.000 hiicre ekimi yapildi. Her kuyu son hacim 2mL
olacak sekilde %10 FCS igerikli medyum ile tamamlandi. Ekimden 24saat
sonra hiicrelerin igerinde bulundugu medyum uzaklastirildi. PBS ile iki kez
yikandiktan sonra, serum ve antibiyotik igermeyen taze medyum hiicrelerin
iizerine eklendi. Ve transfekte edilecek olan 1pug DNA i¢in 3uL fugene olacak
sekilde transfeksiyon tamponu hazirlandi. Medyum iizerine damlatilimak
kosulu ile transfeksiyon soliisyonu aktarildi. Istenilen inkiibasyon siiresi
sonrasinda lusiferaz ve beta galaktosidaz aktivite tayinleri ile transfeksiyon

etkinligi saptandu.

2.2.5.3. Modifiye Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Gegici Transfeksiyon

Cizelge 2.7. Kalsiyum Fosfat Presipitasyon Transfeksiyon Yontemi Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

HEPES 1.3g

NaCl 1.6g

Na,HPO, 0.04g

ddH,O 100mL’ye tamamlanir.

pH = 7,05-7,12’ye ayarland1. Hazirlanan ¢6zelti dnce otaklavlandi ve sonra
0.22 pm filitreler kullanilarak steril edildi. 1,5mL lik eppendorflara bolinerek
-20° C’de sakland.

Modifiye kalsiyum fosfat yontemi ile gecici transfeksiyon ¢aligmalari
12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda siirdiiriildii. Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi
%80-90 oraninda kapladiklarinda i¢inde bulunduklar1 medyum uzaklastirildi
Hiicreler 2.2.3.3.de anlatildig1 gibi hazirlanan steril PBS ile iki kez yikand1 ve
tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra

tizerlerine tripsinin parcalayict etkisinin ortadan kaldirilmast amaciyla serum
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icerikli medyum eklendi ve 1000rpm’de 5dk santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet %10 oraninda FCS igeren yaklagik 5Sml
medyumda ¢6ziildii. Siispansiyondaki canli hiicre sayisini belirlemek amaciyla
trypan blue exclusion 2.2.3.8.”de anlatildig1 gibi yapildi. Ve canli hiicre sayis1
belirlendi. Canli hiicre sayist belirlendikten sonra 12 kuyucuklu kiiltiir kab1
icin hiicre sayis1 250.000 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Daha
sonra her kuyu i¢in son hacim 1000mL olacak sekilde %10 FCS igerikli

medyum ile tamamlandi. Hiicreler bir gece inkiibasyona birakildi.

Hiicreler 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 24saat sonra
transfeksiyon deneyi yapildi. 1pg DNA, 5pg CaCl, (Cizelge 2.6) ve son hacim
45mL olacak sekilde dH,O ile tamamlanarak hazirlanan birinci soliisyon,
45mL (gizelge 2.7) ikinci soliisyon iizerine yavasca damlatildi. Hazirlanan
cozeltiler yaklasik 30dk, presipitasyon gozlenene kadar inkiibe edildi ve daha
sonra hiicre-medyum igerikli 12 kuyulu kiiltiir kabinin bir kuyusuna, toplam
hacim 90mL olacak sekilde, damlatilarak aktarildi. Transfeksiyondan 6s sonra
transfeksiyon soliisyonu igerikli medyum hiicrelerden uzaklastirildi. PBS ile
iki kez yikandi. Ve ardindan 1000mL/kuyu olacak sekilde %10 FCS igerikli
yeni hazirlanmig medyum ile tamamlandi. Bir gece inkiibasyona birakildi
[139]. Eger sitokin uygulanacaksa sitokinler 1000U, 500U, 100U, 10U olacak
sekilde ve her bir {inite i¢in ii¢ tekrar olmak kosulu ile direkt medyum iizerine
eklendi. Sitokin muamelesinin 6s, 24s, 48s ve 72s’lik inkiibasyon siireleri
sonrasinda hiicreler ekstrakte edildi ve elde edilen ektraktlar (lizatlar)
kullanilarak, lusiferaz ve beta galaktosidaz aktivite tayinleri ile transfeksiyon

etkinligi saptandi.

U¢ farkli transfeksiyon calismasinda, mutlaka negatif kontrol olarak
kullanilacak, transfeksiyon yapilmayan bir kuyu calisildi. Bunun yani sira
mutlaka bir kuyu, pozitif kontrol amaciyla, maksimum tranfeksiyon ozelligi
olan RSV plazmiti ¢caligmada kullanilan yontem ile tranfekte edildi. Negatif ve
pozitif kontrol c¢aligmalar1 sayesinde transfeksiyon etkinlikleri mukayese
edilebildi. Tim c¢aligmalarimizda kullandigimiz diger ortak parametre ise

transfekte edilen insan C/EBPS promotdr plazmiti ile beta galaktosidaz
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plazmitinin birlikte transfekte edilmesiydi, boylece sonuglar gdreceli olarak

degerlendirilebildi.

2.2.5.4. Hiicre Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Sitokin muamelesinin 6s, 24s, 48s ve 72s inkiibasyon siiresinin
dolmasiyla birlikte kuyucuklardan medyum uzaklastirildi. Her kuyu iki kez
PBS ile yikand1 ve 150 pL 1XRLB (Reporter Lysis Buffer) ilave edilerek 5dk
horizantal ¢alkalayicida bekletildi. Daha sonra 1s1 soku i¢in yarim saat -80 °C
dondurucuda inkiibe edildi. Siire sonunda 37°C su banyosunda hizlica
coziinmeleri saglandi. Daha sonra hiicre kaziyicist ile her bir kuyu kazinarak
ependorflara alindi. 15 saniye vorteks yapildi, ardindan 30 saniye 13000
rpm’de santrifiij yapilarak siipernatant ayri1 bir ependorfa alindi ve hemen
aktiviteleri okundu. Daha sonra kullamlmak amaciyla kalan lizatlar -80 °C

dondurucuda sakland..

2.2.5.5. Gegici Transfeksiyon Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Gegici transfeksiyon caligmalar: iki farkli sistemde analiz edildi. Elde
edilen iki farkli sonu¢ normalize edilerek gercek transfeksiyon aktivitesi

belirlendi.

2.2.5.5.1. Lusiferaz Aktivite Tayini

2.2.5.4°de belirtildigi gibi hazirlanan lizattan 20pL lumiinometre
cihazina 6zel 96 kuyucuklu kabin her bir kuyusuna eklendi. Oda sicakligina
getirilen lusiferin substrati cihaza yerlestirerek varolan programda (her kuyuya
100pL  substrat enjeksiyonu yapildl) lLimunometrik Olglimiin  yapilmasi

saglandi.
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2.2.5.5.2. Beta-Galaktosidaz Aktivite Tayini

Cizelge 2.8. 2X Assay Buffer

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
Na,HPO, 120mM

NaH,PO, 80mM
B-Merkaptoetanol 100mM

ONPG 1,33mg/pL

MgCl, 2mM

Hazirlanan soliisyon -20 ° C’de sakland:.

2.2.5.4.°de belirtildigi gibi hazirlanan lizattan 50uL spektrofotometre
cihazina 6zel 96 kuyucuklu kabin her bir kuyusuna eklendi. Lizatin iizerine 50
uL Cizelge 2.8’ de anlatidig1 gibi hazilanan 2X assay buffer eklendi. 37°C’ ye
ayarlanan etlivde en az yarim saat ( maksimum 3 saat) inkiibasyona birakild1
Kuyularda gozle aywrt edilebilen bir renk degisimi (sar1 renk olusumu)
olustugunda 100pL 1M Na,CO; eklenerek reaksiyonun durmasi saglandi.

420nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak sonuglar degerlendirildi.

2.2.6. RNA Tle ilgili Teknikler

2.2.6.1. RT-PCR c¢ahsmalan

C/EBPd’nin  mRNA seviyesinde ekspresyon analizleri RT-PCR
calismalari ile belirlendi. Bu amagla transfeksiyon yapmaksizin, Hep3B hiicre
hatt1 genomunda var olan C/EBPS geninin ekspresyon analizleri kullanildi.

Sitokinlerin, C/EBP& geninin ekspresyonuna olan etkisi dnce RT-PCR ve
ardindan PCR calismasi yapilarak belirlendi.
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RT-PCR’da kullanilmak iizere total RNA izolasyonu yapildi. Oncelikle
kullanilmast planlanan hiicreler, bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda
kapladiklarinda iginde bulunduklar1 medyum uzaklastirildi. Hiicreler iki kez
steril 2.2.3.3.de anlatildig1 gibi hazirlanan PBS ile yikand1 ve tripsin-EDTA ile
tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrildiktan sonra iizerine serum
icerikli medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5dk santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet %10 oraninda FCS igeren yaklagik 5Sml
medyumda ¢6ziildii. Siispansiyondaki canli hiicre sayisini belirlemek amaciyla
trypan blue exclusion 2.2.3.8.’de anlatildig1 gibi yapildi. Ve canli hiicre sayis1
belirlendi ve 1500.000 hiicre/flask olacak sekilde ekim yapildi (25cm’® flask
kullanild1).  Her flask toplam hacim 6mL olacak sekilde DMEM ile
tamamlandi. RNeasy mini kit (Qiagen)’ te belirtildigi iizere RNA izolasyonu
icin en az 3000000 hiicre gerektirmesi sebebiyle her inkiibasyon siiresi i¢in iki
flask kullanildi. 6s, 24s, 48s ve 72s, inkiibasyon siireleri i¢in ayr1 8 flask deney
(sitokin uygulanan) grubu ve 8 flask kontrol (sitokin uygulanmayan) grubu
hazirlandi. Ekimden 24s sonra sitokin deney gruplarina tatbik edildi. Sitokin
iinitesi olarak her sitokin i¢in transfeksiyon deneylerinde tespit edilen
maksimum ekpresyona neden olan iinite tercih edildi. Sitokin uygulanmasindan
6s, 24s, 48s ve 72s sonrasinda RNeasy mini kit (Qiagen) kullanilarak RNA

izolasyonu yapildi.

2.2.6.1.1. Total RNA izolasyonu

RNeasy mini kit kullamlarak RNA izolasyonu yapildi.  Oncelikle
hiicrelerin iginde bulundugu medyum uzaklastirildi. PBS kullanilarak hiicreler
2 kez yikandi.  Tripsin-EDTA kullanilarak hiicreler tripsinize edildi.
500rpm’de 5dk. santrifiij yapilarak hiicreler ¢oktiiriildii. Medyum tamamen
uzaklastirildi.  1000uL RLT buffer ve 10uL B-merkaptoetanol icerikli
¢ozeltiden 350uL ¢oktiiriilen hiicrelerin lizerine eklenerek hiicreler liziz edildi.
Daha sonra, kitteki protokol aynen wuygulanarak RNA izolasyonu

gerceklestirildi. RNA izolasyonu sonrasmmda miktar ve kalitesinin tayini
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amaciyla 6rnekler formaldehit agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve UV

absorbsiyonu ile okundu.

2.2.6.1.2. RNA Miktan ve Kalitesinin Olciilmesi

2.2.6.1.2.1. Spektrofotometrik Yontemler

RNA, 1:200 oraninda dH,O ile sulandirildi ve kuvartz kiivetler
kullanilarak 260 nm’de RNA’nin UV absorbsiyonu okundu. Asagida belirtilen
formiil kullanilarak RNA konsantrasyonu hesaplandi. Ayni zamanda elde
edilen RNA’nin safligida ODy60/OD2g¢ orani elde edilerek dgrenildi.

40pg/mL x ODagp x Seyreltme Faktorii = mL / pg

2.2.6.1.2.2. Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Cizelge 2.9. 10X FA Jel Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

HOPS 41.9gr

Na-acetate 3H,O 6.8gr

EDTA(0.5M) 20 mL

dH,O 1000 mL tamamlanir

pH =7.0 olacak sekilde hazirlanan tampon oda sicakliginda muhafaza edildi.

Cizelge 2.10. RNA Jelde Yiiritme Tamponu

Kimyasal Madde Miktar
10XFA 50mL
Formaldehit 20mL
DEPC 1i H,O 450mL

Hazirlanan tampon oda sicakliginda muhafaza edilir.
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Cizelge 2.11. RNaz Icermeyen dH,0

Kimyasal Madde Miktar
DEPC 100pL
dH,O 100mL

Hazirlanan tampon otavlandi ve daha sonra 37°C’de bir gece inkiibasyona

birakildi. Tampon +4°C’de muhafaza edildi

Goriintiilenmesi  gereken RNA Ornekleri formaldehit agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. 0,5gr agaroz, SmL 10XFA tamponu RNase free
H,O ile 50mL ye tamamlandi. Hazirlanan %1°lik jel kaynatildiktan sonra
50°C’ye kadar sogutuldu. Son konsantrasyonu 0,5ug/mL olacak tarzda
etidyum bromid ve %37 lik 900uL formaldehit eklendi. Agaroz jel
aparatlaria dokildii ve polimerize oluncaya kadar beklendi. DNA Ornekleri
yiikleme tamponuyla karistirilarak agaroz jele yiiklenerek, 80 voltta ytirtitildi.

Elde edilen jel dijital goriintiileme sistemi kullanilarak degerlendirildi.

2.2.6.1.3. RT-PCR

2.2.6.1.1.°de anlatildig1 gibi izole edilen RNA Ornekleri kullanilarak
RNA’dan revers transkriptaz enzimi ve diger parametreler sayesinde yapilan
RT-PCR  yapild1 Cizelge 2.12. ve 2.13.’de belirtilen miktar ve
konsantrasyonlarda ~ RT-PCR i¢in gerekli parametreler eklenerek total

RNA’dan cDNA elde edildi.
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Cizelge 2.12. RT-PCR Birinci Asama

RT-PCR Miktar ve Son
Icerik Konsantrasyon
RNA 06rnegi 650ug

oligodt 2uL(70uM)
dNTP 2uL(25mM)
dH,O ...uL

Toplam hacim 20pL

70°C de 10dk inkiibe edilir.Ornekler buz iizerine

alinarak hemen diger asamaya gegilir.

Cizelge 2.13. RT-PCR ikinci Asama

RT-PCR
Icerik

Miktar ve Son

Konsantrasyon

RNaz inhibitor

2uL (40i/uL)

RT enzim 2uL(200i/uL)
5X Buffer 8uL

dH,O 8uL

Toplam hacim 20pL

42°C de 50dk inkiibe edildi.
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2.2.6.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RT-PCR sonucunda elde edilen cDNA’dan insan C/EBPJ geninin
cogaltilmas1 amaciyla PCR reaksiyonlar1 yapildi. PCR reaksiyonlar1 50uL’lik

toplam hacimde, asagida Cizelge 2.14° de belirtilen miktarlarin ilavesi ile

gerceklestirildi.
Cizelge 2.14. PCR Icerigi

PCR I¢erik Miktar ve Son Konsantrasyon
Tampon 10x SuL (1x)
dNTP IuL (100mM)
Forward primer IuL (100uM)
Reverse primer IuL (100uM)
cDNA 1uL (650ng/ul)
MgCl, 2uL (1 Mm)
Taq DNA polmeraz | 0,5uL (5U/uL)
dH,O 38,5uL
Toplam 50uL

Cizelge 2.15. PCR Kosullar1

Segment Dongii Sayisi Sicakhk Siire

1 1 94°C 2 dakika
94°C 30 saniye

2 35 60°C 30 saniye
72°C 30 saniye

1 1 72°C 5 dakika
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2.2.7. Sonuclarin Istatistiksel olarak analiz edilmesi
Tiim istatistiki analiz ¢aligmalari, Minitabl4 (Annova analizi

kullanilmistir) versiyonu kullanilarak yapildi.  P<0.001 olarak saptanan

degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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3. BULGULAR

3.1. iC/EBP6 Promotoriiniin Bioinformatik Analizi

iC/EBPS geninin transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatiimasi
amaciyla 1739b¢ biyiikliigiindeki iC/EBPS promotdrii pLUC  vektoriine
klonlanmig ve dizi analizleri yapilmis olarak Dr. Dipak Ramji’den temin
edilmistir.  Restriksiyon haritast Sekil 3.1°de gosterilmektedir.  1739bg
iC/EBPS promotor plazmitinin dogrulanmasi amaciyla, Pstl ve HindIIl
restriksiyon endoniikleazlar1 ile 2.2.4.1°de anlatildig1 gibi kesim yapilmis ve
restriksiyon endoniikleazlar1 ile yapilan kesim sonucunun agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

BamHI Xbal Sall Pstl ¢ Sacll

— HindlIl
BarnHI HindIII Pvull Nhel Clal BglII Neol Xbal
Luciferase
/

pLuc
48 kb
ColElori

Sekil 3.1. pLUC vektoriiniin restriksiyon haritasi
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Patl Hind 11

|

pLUC 1739kg insan C/EEPdelta promotori lusiferaz gen

pLUC

1kb Marker

10000bg

2500bg
2000bg
1500bg
1000bg
750bg
500bg
250bg

1739b¢
C/EBP&
Promotor

Sekil 3.2. 1739b¢ pLUC ekspresyon plazmitinin, HindIII / PstI restriksiyon

enzimleri ile yapilmis kesimin agaroz jel elektroforez goriintiisii

1739b¢  iC/EBPS promotériiniin  dizi analizi Ingiltere LARK
teknoloji’de otomatik dizi analizine gonderilmis ve plazmit klonunun
restriksiyon kesimi ile dogrulanmasi yapilmistir. Buna gore Sekil 3.3’de.
muhtemel transkripsiyon baglangi¢ noktasi ve muhtemel TATA kutusu
gosterilmistir. Muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma motifleri ise
WEB bazli bir program olan TRANSFAC programi kullanilarak belirlenmistir.
Bunlardan 6nemli olanlarmin bazilar1 direkt promotdr iizerinde baglanma
yOniine gore gosterilmistir. Kisa bir 0zet teskil etmesi agisindan bazi énemli
muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri de Cizelge.3.1°de ayrica

belirtilmistir.

73




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

+1 CREB
-52 CGCCCCGCCC CGACTCCGGC ACCGCGGGgiG CGCCCCGGAG CCGCCCCGAG CCTTCCCGGG GCGCaGeeect TCTCAGTTCC TCCCCGGGGC

ADRI1
-142 CCCCTCCCCG GCCCTGGGGA CCCCCAGCCC  ACGTTGCAGG AGGGTGCCCG CGCTGCTGCT CCCTCCCCAGG CCCGGGCCGG CCTGCGCTGC

NF-kap
-232 GCTGCTGGGA ATGACACTCC CTCTGCCAGC ACTCCAGGGC CTTCTCTTCT TCCTGTTTGT GGGCTTGGAA CCTCCTCGCT CCTCGGGGTT
STAT

-322 GGGAGTGAAA TCAAAACCAG GACTTGGCCG CAGCGCGCGC GTCCCAGGCC GGCTCCTGTC GCCGGAGGGC GGGGGGTGGA GACCCGTGGG
SP1
-412 AGAGGACCCG CGCGTCCAAG GACGCCCCCC GACCGTGGGC ACGCGCGTGA GGCCCTCGCC CCGCGCCTCC ACCGTGGGAC CAGATGCGGG

-502 AAGAGGCGTG GGGGACCAGA CGTGGGGACA GCGGCGGCCT GGCAGGCGGG GAGGGCTGCC CGCACCGCAC TCGGGCGCCT CGGGGAATCC

—_—
AP-2
-592 GGGCCGGTTC TCGCTGCTCT CCTCGGAGGT CCCGGGTCCG GCCGGCCCTG GGGGTCGAGG CCCAGAGACG CGGCTGCTGC GTCCTGGCCG

-682 AAAGGCCGAC GGGACGCTGT CGCCAAAAGC AGAGCAGATG GGGGAGACGC GGTCACGACA CCGCGTCCTC CGCCGGCTCC TCGAGGTGCG

GATA-2
=772 GGCTCTCCGG CCGGACGCTA CTCCCCGACC CCGCAGACCC GGGCGTCCGC CGCCAGCTCC CGCGCCCGCG TTTCTTCCAG GTCTACGGAA

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

<

GATA-2 C/EBP

-952 CCTAAAGTAG TGGGTCCTTT TTGGGAAACA GGTAAGATCT ACCAGTAGCT ATAGCAGGGT GCAGATGGGC CTCACTCACG ATGGGGTTAC

<

STAT

75



-1042 ATCCCGGTAG ACCCATCGCA CACTGAAAAT GTCTTAAGTA AGAATGGGCT TTGTCATGTG TCCTGCAATT TGAGGCAGGC ATTTCTGGTC

USF
-1132 AGACCCATTT ATTATTTTAA ATTAAAAATA TGGTTTTTTT CAGCCGAGCA CAGTGGCTCA TGCCGGTAAT CCCAGCATTT TGGGAGGCTG

-1222 AGGTGGGCGG ATCACTTGAG GTCAGGAGTT TGAAACCAGC CTGGTCAACA TGGTGAAACC CATTTCTACT AAAAATACAA AAATGTAAGC
CREB
-1312 TCAAGGCGTA GGTGGCGTGC GCCTGTAATC CCAGCTACTC GGGAGGCTGA GGCAGGAGAA TCGCTTGAAC CCGGGAGGCG GAGGTTGCAG
-1402 TGAGCCGAGA TCGTTCCATT GCACTCCAGC CTGGGCGACA GAGCGAGACT CCATCTCAAA AAAAAAATTG AGATGGGATC TCACAATATT
TATA
-1492 GTCCAGGCTG GTTTCAAACT CCTGGGCTTA AGAGATTCGC CGGCCTCAGC CTCCCAAAGT GCTGGGATTA CAGGCGTGAG CCACCATGTC

-1582 GGGCCCAAAT CCATTAAATC ACTATCGCTA GTCACACCTG CTCCATGTCG AGTCTCTITCC TGCGCAGGCC TCTCACCAGA TCTGCGTCGG

-1672 AACACCAAGC TCTACTAACT GCTGTGCAGT TTCTGCAGGT CGACTCTAGA GGATCCCCGG GTACCGAG

Sekil 3.3. insan C/EBPS promotoriinde var olan muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma bélgeleri
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Cizelge 3.1. Transkripsiyon faktorlerinin insan C/EBPS promotorii tizerinde var olan

baglanma bdolgeleri

Transkripsiyon Baglandig:

faktorleri Lokasyon nokta sayisi

CREB -39, -1239 2

C/EBP -925 1

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

ADRI1 -54, -39,-99, -89,-107,-137,-167,-155,-205, 20
-179,-442,-474,-482,-509,-268,-314,-320, -392,
-1389, -1430

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

GATA-1 -490, -713,-889,-1017,-1027,-1055-1455,- 10
1471,-1601,-1625,

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

STAT -968 1

3.2. Gegici Transfeksiyon Stratejisi

Gegici transfeksiyon deneylerinde model hiicre olarak insan hepatoma
hiicreleri olan Hep3B hiicreleri kulllamildi. Bu hiicreler Prof. Dr. Mehmet OZTURK
(Bilkent, Ankara)’ten temin edildi. C/EBP genlerinin oldukca iyi ekspre olduklar1
bir model olmas1 ve pek cok transkripsiyonel regiilasyonda kullanilmas: sebebiyle,
calismalarimizda Hep3B hiicre hatt1 tercih edildi [5]. iC/EBPS transkripsiyonel
aktivitesinin belirlenmesinde lusiferaz assay sistemi kullanildi. ~ Bu sisteme gore
promotdr fragmentleri lusiferaz geninin 6n kismina klonlandi ve ardindan hiicre i¢ine
2.2.5.3.’de anlatildig1 gibi transfekte edildi. Bu dogrultuda promotor aktivitesi ile
lusiferaz enzim aktivitesi dogru orantili olmaktadir. Bu sebeple elde edilen lusiferaz
aktiviteleri degerlendirilmis ve dolayisiyla promotdr aktivitesi belirlenebilmistir.
Ancak gecici transfeksiyon deneylerinde sartlarm optimumlugunu smamak amaciyla
farkli bir ekspresyon plasmidi ve farkli bir sistem olan beta galaktosidaz sistemi de

kullanilmigtir. Kullanilan beta galaktosidaz sistemi sonucunda beta-galaktosidaz
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aktivitesi belirlenmistir. Boylece, elde edilen lusiferaz ve beta galaktosidaz
aktiviteleri oranlanarak goreceli olarak lusiferaz sonuglar1 degerlendirilebilmistir

(Sekil 3.4).

Mg
Lusiferin + ATP + O, » Oksilusiferin +AMP + CO, + 1s1ma

Lusiferaz

luciferin

Sekil 3.4. Lusiferaz reaksiyonu ve reaksiyonun sematik gosterimi

Transkripsiyonel aktiviteyi tam olarak aydinlatabilmek, transkripsiyonel
aktivitenin maksimum gerceklesebilecegi bolgeleri tespit etmek ve transkripsiyonel
kontroliin C/EBPJ i¢in en 6nemli transkripsiyon faktorlerinin baglanma motiflerini
icerdigi bolgelerin tespit etmek icin kisaltilarak yapilan promotdr delesyonlari
olusturuldu. Ilk promotdr delesyon plasmiti Dr. Feray KOCKAR tarafindan PCR’a
dayal strateji ile gerceklestirildi. Buna gore yliksek giivenirlilikte bir enzim olan
Herculkase (Strategene) ile cogaltilmig promotdr pargast pGL2 Basic lusiferaz
vektoriine klonlandi. 181bg iC/EBPS promotor plazmiti, Sacl ve HindIII restriksiyon
endoniikleazlari ile 2.2.4.2° de anlatildig1 gibi kesim yapilarak dogrulandi (Sekil 3.5).
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Sacl HindIIT

| |

PCL2 PGLE
181bp insan C/EBPdelta Lusiferar pen

10000bg

1500bg

1000bg
750bg
500bg

250bg 181b¢ iC/EBPdelta

pormotor

Sekil 3.5. 181bg iC/EBP delta promotdr plazmitinin restriksiyon endoniikleazlari ile

kesim stratejisi ve agaroz jel elektroforez goriintiisii

3.3. Kisaltilarak Hazirlanan 760b¢ C/EBP6 Promotor Plazmiti

Calismada, 1739b¢ ve 181b¢ promotdr biiyiikliiklerinin ortasinda bir diziyi
temsil eden iciincii bir promotdr delesyonu, restriksiyon haritalamasi sonucunda
hazirlandi.  Oncelikle 1739bg biiyiikliigiindeki insan C/EBPS promotdr plazmiti ve
pGL2 basic lusiferaz vektorii, plazmit haritasindaki kesim noktalar1 dikkate alinarak
2.2.4.1.’de anlatildig1 gibi Xhol (NEB) ve HindIIl (NEB) enzimleri ile kesildi.
2.2.4.2.°de anlatildig1 gibi 760b¢ C/EBPS promotér dizisi ve pGL2 plazmiti jelden
geri kazanildi. 2.2.4.3.de anlatildig1 gibi iki DNA 6rnegi ligasyona tabi tutularak
760b¢ uzunlugundaki C/EBPS promotorii pGL2 plazmitine klonlandi. Daha sonra
kompetent DHS5a hiicrelerine 2.2.2.6.’da belirtildigi gibi transforme edildi. Hiicreler

79




beta galaktosidaz geni tagimamasi sebebiyle mavi beyaz seleksiyon yapilamamistir.
Bu sebeple, rekombinant plasmitlerin tespiti i¢in olas1 ii¢ ayr1 koloni incelemeye
alindi. 2.2.2.7.°de anlatildig1 gibi diisiik 6lcekli plazmit DNA izolasyonu (miniprep)
izolasyonu yapildi. Daha sonra elde edilen 760bg iC/EBPJ promotor plazmiti, Xhol
ve HindlIII restriksiyon endoniikleazlar1 ile 2.2.4.2° de anlatildig1 gibi tekrar kesim
yapilarak dogrulandi (Sekil3.5).

Kesim

Xho Hind 111
! l

PLI.": 1'?39];.—; C/EBPdelta prnmnta:r lusiferaz gen ]ILUG
1 Klonlama
PGL2 T60bp  insan C/EBPdelta promotér | Lusiferaz gen PGL2

10000bg

1500bg
1000bg
750bg

760bg iC/EBPS

promotor
500bg
250bg

Sekil 3.6. 760b¢ iC/EBP delta promotdr plazmitinin kisaltilarak hazirlanma stratejisi

ve restriksiyon enzimleri ile kesimin agaroz jel elektroforez goriintiisii

80




1739b¢ iC/EBPS promotér plazmiti, 181b¢ iC/EBPo promotdr plazmiti ve
760b¢ iC/EBPS promotdr plazmiti elde edilmesinin ardindan ve 2.2.2.8.°de
anlatildig1 gibi transfesksiyon yapilabilecek diizeyde temiz ve bol miktarda DNA
eldesi i¢in yiiksek Ol¢ekli plazmit DNA izolasyonu (maksiprep) yapildi. Elde edilen
DNA miktar ve kalitesi 2.2.4.2.’de anlatildig1 gibi tespit edilmistir.

3.4. Gegici Transfeksiyon Deneylerinin Optimizasyonu

Transfeksiyon deneylerinin optimizasyon asamasinda ii¢ farkli strateji
kullanildi. Transfeksiyon deneylerinin ilk denemesinde 2.2.5.1.’de belirtildigi gibi
kalsiyum fosfat yOntemi kullanildi. Ancak lusiferaz dlglimlerinin siirekli diisiik
cikmasi sebebiyle (Sekil 3.7) farkl bir transfeksiyon metodu kullanildi. Ticari bir
sistem olan 2.2.5.2.”de belirtildigi gibi Fugune Hd kit sistemi denendi. Ol¢iimlerin
ilk caligmaya gore daha diisiik ¢ikmasi nedeniyle (Sekil 3.8) iiciincii bir transfeksiyon
yontemi belirlendi. 2.2.5.3.’de belirtildigi gibi farkli bir kalsiyum fosfat yontemi
denendi. Bu ydntem kullanilan kalsiyum yonteminin modifikasyonu ile elde edildi.
Transfeksiyon aktivitesinin diger metotlara oranla 10 kat artmasi nedeniyle bu

yontem sonraki tiim transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilmistir (Sekil 3.9.).

Transfeksiyon ¢aligmalar1 2.2.5.3.’de anlatildig1 gibi modifiye kalsiyum fosfat
presipitasyon yontemi ile gerceklestirildi. Promotér plazmiti sonuglarin
normalizasyonunda kullanilmak {izere, beta-galaktosidaz plazmiti ile birlikte
transfekte edildi. Her transfeksiyon c¢alismasinda, negatif kontrol olarak
kullanacagimiz transfeksiyon yapilmayan ve pozitif kontrol olarak kullanacagimiz
RSV plazmiti transfekte edilen iki kuyu mutlaka ¢alisildi. Negatif ve pozitif kontrol

calismalari sayesinde transfeksiyon etkinlikleri mukayese edilebildi.
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Sekil 3.7. Kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile bazal aktivitenin
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Sekil 3.9. Modifiye kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile bazal aktivitenin

belirlenmesi
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3.5. Bazal Promotor Aktivitelerin Belirlenmesi

Hazirlamis oldugumuz ii¢ farkli ekspresyon plazmiti i¢in Oncelikle bazal
aktivite tayini yapildl. 1pg, 2ug ve 4pg olmak tizere hazirlamis oldugumuz her bir
promotdr plazmiti igin ii¢ farkli konsantrasyonda transfeksiyon uygulamasi yapildi.
Transfeksiyondan 24s sonra transfeksiyon etkinligi 2.2.5.5.1.’de anlatidig1 gibi
lusiferaz aktivitesi ve 2.2.5.5.2.°de anlatildig1 gibi beta-galaktosidaz aktivitesi

belirlenerek saptandi.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6

0,4 I |
0,2

lpg 2pg 4pg lpg 2pg 4pg lpg 2pg 4pg
1739b¢  1739bg 1739 bg 760 bg 760 bg 760 bg 181 bg 181 bg 181 bg

lusiferaz aktivite

nk.

Sekil 3.10. Modifiye kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile ti¢ farkl

promotdr plazmitinin bazal lusiferaz aktivitesi

3.6. Farkh Sitokin Uygulamalan

Transfeksiyon isleminden 24s sonra sitokin uygulamasi yapildi. IL-1, TNF-
o, IFN-y, TGF-B, ve IL-6 olmak iizere bes farkli sitokin 1000U olacak sekilde
uygulandi. Sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s ve 72s sonra lusiferaz ve beta
galaktosidaz aktiviteleri belirlenerek sitokinlerin bazal aktiviteye olan etkileri
saptand1. Daha sonraki ¢aligmalarda ise etkinligi saptanan her bir sitokin i¢in 1000U,
500U, 100U ve 10U olacak sekilde dort farkli konsantrasyonda sitokin muamelesi
yapildi.
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3.7. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

181bg’lik promotor fragmentinin transfeksiyonu sonrasinda, uygulanan
TGF- sitokini ile farkli konsantrasyonlarda ve zaman araliklarinda yapilan analizler
sonucunda, Ozellikle 48s ve 72s’lik zaman dilimlerinde 1000U, 500U ve 100U
konsantrasyonlarmm iC/EBPS geninin transkripsiyonel regiilasyonunu arttirdigi
goriilmektedir.  Ayni durumun 1739b¢ ve 760bg¢’lik daha biiyiik promotorlerde
ozellikle 48s ve 72s zaman araliklarnda goriilmektedir. Bu sonuglar, TGF-3
sitokininin Ozellikle ilk 181b¢’da bulunan cis acting element yardimiyla C/EBPS
geninin transkripsiyonel regiilasyonunu arttirdig1 6nerilebilir (Sekil 3.11, Sekil 3.12

ve Sekil 3.13).

TNF-a sitokinin ayni konsantrasyon ve inkiibasyon araliklarinda 6s’te 181bg
ve 760bg icin onemli olmadig: istatistiksel olarak goriilmektedir. Fakat 1739bg’lik
promotdr fragmentinin 6s inkiibasyon siiresi sonucunda tiim konsantrasyon
araliklarinda, transkripsiyonel aktivitenin negatif olarak regiile oldugu goriilmektedir.
24s’lik zaman aralifinda tiim promotdr pargalarinda istatistiki agidan Onemli
olabilecek fark yaratmadigi gibi, 48s ve 72s’te hem 181bg, hem de 760bg
biitikliiglindeki promotdr {izerinde pozitif yonde transkripsiyonel bir artis sagladigi
goriilmektedir. 1739b¢’lik promotdr fragmentinde istatistiki agidan herhangi bir
onemli fark bulunmadigi tespit edilmistir.  Hatta 72s’lik inkiibasyon siiresi
sonucunda transkripsiyonel aktiviteyi azaltma gibi bir egilim gostermistir (Sekil 3.14,

Sekil 3.15 ve Sekil 3.16).

IFN-y sitokininin post transkripsiyonel sonrasinda, farkli konsantrasyonlarda
ve farkli inkiibasyon araliklarinda sitokin uygulamalar1 herhangi bir istatistiksel
olarak anlamli kabul edilebilecek farklilik yaratmadigi tespit edilmistir (Sekil 3.16,
Sekil 3.17, Sekil 3.19 ).

IL-1, 181b¢ C/EBPS promotoriiniin transfeksiyon sonrasinda uygulanan IL-1

sitokini 6s, 24s, 48s ve 72s inkiibasyon araliklarinda tiim konsantrasyonlarda bir etki
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olusturmadigi gozlenmektedir. 760b¢’lik promotdr parcast i¢in, 6s, 24s ve 48s
zaman araliklarinda istatistiki olarak anlamli bir etki olusturmadigi gézlenmektedir.
72s inkiibasyon sonucunda ise bir aktivite azalmasina rastlanmaktadir. 1739bg¢’lik
promotdr parcasida IL-1 sitokinine karsit herhangi bir cevap olusturmadigi
gozlenmektedir. Sadece 72s inkiibasyon sonucunda pek ¢ok dozda istatistiki olarak

bir artig goriilmektedir (Sekil 3.20, Sekil 3.21 ve Sekil 3.22).
IL-6 sitokininde Ozellikle 6s’te bir pozitif regiilasyon var olmasina ragmen

diger zaman araliklarinda bu artig goriilmemektedir (Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil
3.25).
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Sekil 3.11. TGF-f sitokininin, 181bg¢ biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.

Istatistiki olarak onemli
olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.12. TGF-f sitokininin, 760bg biiyiikliigiindeki C/EBPJ promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi. . W istatistiki olarak dnemli
olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.13. TGF-p sitokininin, 1739bg¢ bilyiikliigiindeki C/EBPS promotor plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi. % istatistiki olarak dnemli

olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.14. TNF-a sitokininin, 181bg biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi, .

olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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6saat Inkiibasyon 24saat Inkiibasyon 48saat Inkiibasyon 72saat Inkiibasyon

Sekil 3.15-TNF-a sitokininin, 760bg biiyiikliigiindeki C/EBPS promotor plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi. istatistiki olarak dnemli

olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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6saat Inkiibasyon 24saat Inkiibasyon 48saat Inkiibasyon 72saat Inkiibasyon

Sekil 3.16 TNF-a sitokininin, 1739bg biyiikligiindeki C/EBPS promotor plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi, . ¥ istatistiki olarak

onemli olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmigtir.
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Sekil 3.17.IFNy sitokininin, 181bg¢ biiyiikliigiindeki C/EBPJ promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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6saat Inkiibasyon 24saat Inkiibasyon 48saat Inkiibasyon 72saat Inkiibasyon

Sekil 3.18 IFN-0 sitokininin, 760bg biiyiikliigiindeki C/EBPJ promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 3.19 IFN-3 sitokininin, 1739b¢ biiyiikligiindeki C/EBPS promotor plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi, . 4 istatistiki olarak 6nemli
olan p<0.001 degerlerini belirtmek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.20. IL-1 sitokininin, 181bg biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi.
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Sekil 3.21 IL-1 sitokininin, 760bg biiytlikliiglindeki C/EBPJ promotér plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 3.22 IL-1 sitokininin, 1739b¢ biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 3.23. IL-6 sitokininin, 181bg biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Sekil 3.24 IL-6 sitokininin, 760bg biiylikliiglindeki C/EBPJ promotoér plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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Lusiferaz Aktivite
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6saat Inkiibasyon 24saat Inkiibasyon 48saat Inkiibasyon 72saat Inkiibasyon

Sekil 3.25 IL-6 sitokininin, 1739b¢ biiyiikliigiindeki C/EBPS promotdr plazmitinin ekspresyonuna olan etkisi
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3.6. RT-PCR Cahsmalan

C/EBP&’nin mRNA seviyesindeki ekspresyon analizi RT-PCR ¢alismalar1 ile
belirlendi.  RT-PCR c¢alismalarinda, transfeksiyon uygulamasi yapilmaksizin
sitokinlerin Hep3B hiicre hatt1 genomunda var olan C/EBPS geninin ekspresyonuna
olan etkisi aydinlatilmaya ¢alisildi. RT-PCR ¢alismasinin ardindan ise PCR yapilarak
C/EBP9 geni amplifiye edildi. 2.2.6.1.°de anlatildig1 gibi kurulan RT-PCR deneyinin
ardindan sitokin muamelesi (tiim sitokinler 500U olacak sekilde uygulanmistir)
yapildi. Sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s ve 72s sonra RNA izolasyonu yapildi
ve 2.2.6.1.2.°de anlatildig1 gibi RNA miktar ve kalitesi saptandi. Temsili olarak RT-
PCR calismalarinda kullanilmak iizere, IL-1 sitokini muamelesi sonrasinda elde
edilen total RNA Ornekleri Sekil 3.26°da belirtilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri
RT-PCR ¢alismasinda kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza edildi.

28S RNA
1. Eliisyon -’HB"’EHE i
18S RNA

2. Eliisyon

Sekil 3.26. 500U IL-1sitokini uygulandiktan sonra yapilan RNA izolasyonunun
agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1. RNA Low range marker, 2-9. Farkli zaman

araliklarinda elde edilmig RNA 6rnekleri.

RT-PCR c¢alismasinda kullanilacak RNA 6rneklerinin ayni miktarda olmasina
dikkat edilerek cizelge 2.12°de belirtilen sartlarda RT-PCR ilk asamas1 yapildi ve
ardindan 2.13’de belirtilen ikinci asamaya gegildi. RT-PCR sonrasi elde edilen
cDNA ornekleri PCR galismasinda kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.
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3.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Cahsmalar

PCR c¢aligmasinda, C/EBPS geni i¢in dizayn edilmis primerler kullanilarak
yaklagik 200b¢’lik C/EBPS geni okuma ¢ercevesinde amplifiye edildi. Cizelge 3.2°de
PCR c¢aligmalarinda kullanilan primerlerin dizisi, Tm degeri ve uzunluklar1
belirtilmistir. ilk PCR calismasinda farkli konsantrasyonlarda MgCl, ve cDNA
uygulanarak PCR optimize edildi (Sekil 3.27).

PCR ¢aligmalarinda her hiicrede ayni seviyede ekspre olma 6zelligine sahip
GAPDH (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) geni PCR etkinliginin Ol¢iimiine
olanak vermesi sebebiyle pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Bu sebeple GAPDH

icin 6zel dizayn edilmis primerler kullanilarak amplifiye edilmistir.

Cizelge 3.2. PCR c¢aligmalarinda kullanilan primerlerin dizisi, Tm degeri ve

uzunluklar1
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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Sekil 3.27. PCR optimizasyon galigmasinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1- 4mM MgCl,, 2uL
¢DNA, 2- 3mM MgCl,, 2uL. ¢DNA, 3- 2mM MgCl,, 2uL ¢cDNA, 4-1mM MgCl, 2uL cDNA, 5-
4mM MgCl,, 1uL cDNA, 6- 3mM MgCl,, 1uL ¢cDNA, 7- 2mM MgCl,, 1uL cDNA, 8- ImM MgCl,,
1uL cDNA, 9-1kb marker,

C/EBPS geninin amplifiye edilmesinde en uygun sartlarin saptanabilmesi i¢in
elde edilen RNA oOrneklerinden yalnizca biri kullanilarak farkli kosullar altinda PCR
caligmas1 yapildi.  Degistirilen parametreler, MgCl, konsantrasyonu ve cDNA
miktari iken, diger tiim parametreler sabit tutuldu. 2.2.6.4.1.’de anlatilan PCR igerigi
ve PCR sartlar1 kullanild1.  Sekil 3.27°de gosterildigi gibi 4. ve 8. drneklerde tek bir
bant seklinde C/EBPS geni amplifiye edilebildi béylece PCR c¢alismalar1 i¢in en
uygun kosullar saptanmis oldu. Bundan sonraki PCR ¢alismalar1 1mM MgCl, ve
1uL cDNA olmak tizere Cizelge 2.14’deki parametreler kullanilarak yapildi.
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Sekil 3.28. IL-1 sitokini uygulanmasi sonucu, C/EBPS mRNA seviyesindeki ekspresyon analizinin
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust 1- 1 kb marker 2- 6s ink kontrol grubu, 3- 6s ink kontrol grubu
icin GAPDH, 4- 6s ink deney grubu, 5- 6s ink deney grubu i¢cin GAPDH, 6- 24s ink kontrol grubu, 7-
24s ink kontrol grubu i¢in GAPDH, 8- 24s ink deney grubu, 9- 24s ink deney grubu i¢in GAPDH, Alt
1-1kb marker 2- 48s ink kontrol grubu, 3- 48s ink kontrol grubu i¢in GAPDH, 4- 48s ink deney grubu,
5- 48h ink deney grubu i¢cin GAPDH, 6- 72s ink kontrol grubu, 7- 72s ink kontrol grubu i¢in GAPDH,
8- 72s ink deney grubu, 9- 72h ink deney grubu i¢in GAPDH (Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan
hiicreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hiicreleri temsil etmektedir.)

500U IL-1 sitokini uygulanan Hep3B hiicreleri, sitokin muamelesinden 6s,
24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR
ve PCR caligmalarima tabi tutulmustur. Sekil 3.28’de gbzlendigi gibi 6s inkiibasyon
sonrasinda kontrol ve deney gruplar1 arasinda ekspresyon seviyesinde bir fark
gozlenmemektedir. 24s, 48s ve 72s inkiibasyon siirelerinde ise deney (sitokin
uygulanan) gruplar1 kontrol (sitokin uygulanmayan) gruplar1 ile kiyaslandigida bir
artisgin  oldugu gozlenmektedir.  Yapilan GAPDH amplifikasyonu ile birlikte

densitometrik analiz yapilarak bu sonuclarin dogulanmasi gerekmektedir.
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Sekil 3.29. IL-6 sitokini uygulanmasi sonucu, C/EBPS mRNA seviyesindeki ekspresyon analizinin
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust ;1- 24s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 2- 24s ink. deney grubu
C/EBP9, 3- 24s ink. kontrol grubu i¢in GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink. deney grubu
icin GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu icin GAPDH, 8- 6s ink. kontrol grubu,
Alt; 1- 72s ink. deney grubu i¢cin GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol grubu i¢in
GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 6- 48h ink. deney grubu, 7-
48h ink. kontrol grubu i¢in GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker, (Kontrol Grubu; sitokin
uygulanmayan hiicreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hiicreleri temsil etmektedir.)

500U IL-6 sitokini uygulanan Hep3B hiicreleri, sitokin muamelesinden 6s,
24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR
ve PCR caligmalarima tabi tutulmustur. Sekil 3.29°da gdzlendigi gibi 6s, 24s ve 48s
sonrasinda kontrol gruplar1 (sitokin uygulanmayan) ile deney (sitokin uygulanan)
gruplar1 kiyaslandiginda C/EBPS geninin ekpresyon seviyesinde dikkat ¢ekici bir
artisin oldugu gozlenmektedir. 72s inkiibasyon siiresi sonrasinda ise deney ve
kontrol gruplar1 goz oOniine alindiginda ekspresyon seviyesinde dikkat cekici bir

degisim olmadig1 gdzlenmektedir.
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Sekil 3.30. TGF-B sitokini uygulanmasi sonucu, C/EBP§ mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust ;1- 24s ink. deney grubu icin GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPS, 3- 24s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu icin GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu icin GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h ink. kontrol grubu i¢in GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hiicreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hiicreleri temsil
etmektedir.)

500U TGF-P sitokini uygulanan Hep3B hiicreleri, sitokin muamelesinden 6s,
24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR
ve PCR c¢alismalarmna tabi tutulmustur. Sekil 3.30°da goézlendigi gibi tiim
inkiibasyon siireleri i¢in kontrol ve deney gruplar1 arasmda biiyiik bir fark
gozlenmemektedir.  Ancak densitometrik analiz sonucunda anlamli bir sonug

alabilecegimiz kanisindayiz.
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Sekil 3.31. IFN-y sitokini uygulanmasi sonucu, C/EBPS mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust ;1- 24s ink. deney grubu icin GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPS, 3- 24s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu i¢cin GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu icin GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu i¢cin GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h ink. kontrol grubu i¢in GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hiicreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hiicreleri temsil
etmektedir.)

500U IFN-y sitokini uygulanan Hep3B hiicreleri, sitokin muamelesinden 6s,
24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR
ve PCR ¢aligmalarina tabi tutulmustur. Sekil 3.31°de gozlendigi gibi 6s inkiibasyon
siiresi sonucunda deney ve kontrol gruplar1 dikkate alindiginda C/EBPJ geninin
ekspresyon seviyesinde dikkat ¢ekici bir artigin varligi gozlenmektedir. 24s, 48s ve
72 s inkiibasyon deney ve kontrol gruplari dikkate alindiginda ise tam aksine
C/EBPS geninin ekpresyon seviyesinde bir azalisin varligi bantlarin parlakligmin

kiyaslanmasi sonucunda gozlenmektedir.
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Sekil 3.32. TNF-a sitokini uygulanmasi sonucu, C/EBP§ mRNA seviyesindeki ekspresyon
analizinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust ;1- 24s ink. deney grubu icin GAPDH, 2- 24s ink.
deney grubu C/EBPS, 3- 24s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, , 4- 24s ink. kontrol grubu, 5- 6s ink.
deney grubu icin GAPDH, 6- 6s ink. deney grubu, 7- 6s ink. kontrol grubu i¢cin GAPDH, 8- 6s ink.
kontrol grubu, Alt; 1- 72s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 2- 72h ink. deney grubu, 3- 72h ink. kontrol
grubu i¢cin GAPDH, 4- 72s ink. kontrol grubu, 5- 48s ink. deney grubu i¢in GAPDH, 6- 48h ink.
deney grubu, 7- 48h ink. kontrol grubu i¢in GAPDH, 8- 48s ink. kontrol grubu, 9-1kb marker,
(Kontrol Grubu; sitokin uygulanmayan hiicreler, Deney Grubu; sitokin uygulanan hiicreleri temsil
etmektedir.)

500U TNF-a sitokini uygulanan Hep3B hiicreleri, sitokin muamelesinden 6s,
24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR
ve PCR caligmalarma tabi tutulmustur. Sekil 3.31°de gozlendigi gibi, 6s inkiibasyon
stiresi sonucunda C/EBPS geninin ekpresyon seviyesinde bir degisim
gbézlenmemistir.  24s inkiibasyon sonrasinda ise C/EBPS geninin ekpresyon
seviyesinde bir artigin oldugu, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonucunda ise tam

aksine C/EBPJ geninin ekpresyon seviyesinde bir azalma s6z konusudur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Hiicre kiiltiirii temelli model sistemler kullanilarak, C/EBP ailesinin hedef
genlerinin, promotdr bolgelerinin analizi, C/EBP ekspresyonlarinin indiiklenmesi ve
inhibe edilmesi gibi yapilan farkli ¢aligmalarda, C/EBP ailesinin islevi hakkinda
yeterli olmasa da epeyce bilgi saglanmistir. C/EBP proteinlerinin tanimlanmis temel
fonksiyonlart; hiicresel farklilagma, bagisiklik ve enfeksiyon siirecinde ¢esitli
hastaliklara karsi verilen hiicresel cevabin olusturulmasi karaciger yenilenmesi,
hiicresel metabolizma, hiicreler arasi iletisim gibi dnemli yasamsal fonksiyonlardir
[36]. Bunlarm yani sira, son on yil igerisinde yapilan caligmalarda; hiicrelerde
poliferasyon, farklilasma, apoptosis, metabolizmanin kontrolii ve spesifik genlerin
regiilasyonu gibi iglevlerin siirdiiriilmesinde C/EBP’lerin ¢ok onemli bir yeri

oldugunu gosterilmistir.

C/EBP&’nin, meme  epitel  hiicrelerinin  apoptosisinde,  hiicre
proliferasyonunda, yag doku farklilasmasinda, enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde ve hepatositlerde akut faza cevapta Onemli rol oynadigi
bilinmektedir. C/EBP§ gen haritas: 8. kromozomdadir. Insan kanserlerinin ¢ogu
kromozom 8p’de var olan mutasyonlar sebebiyle olmaktadir [100]. Bu sebepledir ki
C/EBPS son ¢alismalarda bir tiimdr baskilayic1 gen olarak tanimlanmaktadir.
Bunlara ilave olarak C/EBPJ geninin, alzheimer hastaligi patolojisinde, prostat
kanseri, apoptosiz, hiicresel farklilasma ve embriyonik gelisim gibi Onemli

fonksiyonlara sahip oldugu yapilan ¢caligmalarda gdsterilmistir [101-119].

Inflamasyon; doku yaralanmalari, travma, infeksiyon ve doku hasarlarinin
dahada artmamasit ve onarim mekanizmalarmin aktive edilmesi gibi durumlari
kapsayan fiziksel bir cevaptir. Inflamasyonun erken sathalarinda ¢ogu organda, APR
(acute-phase response) olarak bilinen, metabolik ve katabolik degisimler meydana
gelir. APR ozellikle akcigerden sentezlenen bir¢cok serum akut faz proteinlerinin
degisimleri ile karekterize edilmistir. APR meydana geldikten kisa bir siire sonra
bircok akut faz proteinlerininin serumdaki konsantrasyonu 1000 kat kadar
artmistir[124]. S6z konusu bu durumda C/EBP6 konsantrasyonunda akut faz

proteinleri kadar arttig1 yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir. Akut faz genlerinin
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hepatositlerdeki aktivasyonu IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-y, gibi sitokinleride iceren
bir¢ok inflamasyon sinyalleri tarafindan tetiklenmektedir [125]. Bu sitokinler akut
faz genlerinin aktivasyonundan dogrudan sorumlu olabildikleri gibi bu sitokinlerin
once C/EBP’lerin ekpresyonunu arttirdigi ve ekspre edilen bu C/EBP’lerinde akut
faz proteinlerini dolayli yoldan aktive ettigi tespit edilmistir [126].

Hepotositlerde akut faza cevap (APR) esnasinda, IL-6 baghh C/EBPo
transkripsiyonu i¢cin STAT-3 baglanma bolgesine ihtiya¢ vardir [129]. APR
esnasinda STAT-3 bagimli C/EBPS ekspresyon seviyesi uzunca bir periyot devam
etmesine ragmen, STAT-3 iin aktivitesi gegici olmaktadir [130]. C/EBP&’nin
ekspresyon seviyesi uzun olmasi otoaktivasyon sayesindedir [131]. Fare, sican ve
koyun C/EBPS promotoriinde yapilan analizler otoregiilasyonun tiirden tiire farkli
mekanizmalar ile yiiriitiildiigi gibi sasirtict sonuglar elde edilmistir [131]. Yapilan
otoregiilasyon caligmalarinda C/EBPS promotér bdlgesinin yukar:t bdlgesinin 6kb
yukarisinda otoregiilasyon gozlenmistir, fakat genin 3’ ucunda iki C/EBP tanima
bolgesine ihtiya¢ duymaktadir [132]. Buna karsi, fare ve koyun C/EBPo geninin 5’
ucu otoaktivasyon i¢in yeterlidir 133]. Koyun promotdriinde ise varsayilan C/EBP
tanima dizisi icermemektedir [131]. Dolayistyla insan C/EBP3 insan C/EBPa genine

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

Prostat kanser hiicre hatt1 olan LNCaP ile yapilan ¢alismalarda IL-6
sitokininin C/EBPS geninin ekpresyonuna olan etkisi arastirilmis ve C/EBPS
promotoriinde, STAT transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesinin varligi
mutasyonel c¢aligmalarla tespit edilmistir. Bazi sitokinlerin, C/EBP’lerin
transkripsiyonel regiilasyonuna olan etkisi bir model {izerinde agiklamak gerekirse;
Sekil 4.1°de goriildiigi gibi IL-1, IL-6, ve TNFa sitokinleri karaciger hiicre zarinda
var olan ve her sitokin i¢in spesifik olan reseptdrlere tutunarak hiicre i¢i sinyal
iletimini baslatirlar. IL-6 sitokini STAT-JAK kinaz yolagini aktive ederek C/EBPJ
promotdriinde var olan STAT baglanma bdlgesine STAT transkripsiyon faktoriiniin

baglanmasini tetikler ve buna bagl olarak C/EBP6 ekpresyonu arttirilmaktadir.
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Bu caligmanin amaci, insan C/EBPS geninin transkripsiyonel aktivitesi
konusunda var olan bilgilerin iizerine, biraz daha bilgi eklemektir. ~C/EBPJ
promotori 1739b¢’lik kismi 760b¢ ve 181bg¢ olmak lizere 5° delesyon caligmalart
yapilmis ve ardindan bazal promotdr aktivitesi belirlenmeye ¢aligsilmigtir. Bu amagcla
elde edilen 5’ delesyon mutant promotdr pargalar1 gecici transfeksiyon caligmalarina
tabi tutulmustur. Gegici transfeksiyon calismalarinda hiicre modeli olarak insan
hepatoma hiicre hatt1 (Hep3B) kullanilmistir. Bu hiicre hattinin se¢ilmesinin nedeni
C/EBP genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmas1 amaglh ¢ok sayida
calismada kullaniliyor olmasidir [5]. Gegici transfeksiyon caligmalarinda, 3 metot
denenmis, relatif lusiferaz aktivitesi en iyi tespit edilen kalsiyum fosfat transfeksiyon

metodu transfeksiyon yontemi olarak belirlenmistir.

Bazal lusiferaz aktiviteleri 181 bg¢’lik en kiiglik promotdriin aktivitesinin
transkripsiyonel aktivite i¢in yeterli olmasina ragmen transkripsiyonel aktivitenin
1739b¢’lik  kismma kadar c¢ikan bolgenin daha yiliksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Buda bize transkripsiyonel aktivitenin diizenlenmsi i¢in promotdriin

yukar1 bolgelerinin de 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Caligmalarimizda C/EBPS geninin transkripsiyonel aktivitesinin sitokinler
tarafindan ne sekilde etkide bulundugunu arastirmak amaciyla, IL-6, IL-1 ,TNF-q,
IFN-y ve TGF-B sitokinleri uygulanmistir. Bu sayede sitokinlerin C/EBPS geninin
ekspresyonuna olan etkileri aydinlatilmaya ¢aligilmistir. Bunun i¢in farkli C/EBPS
promotdr fragmentleri transfekte edilerek, farkli sitokinler farkli konsantrasyonda ve

farkli zaman araliklarinda uygulanmaistir.

Buna gore sitokinlerin farkli promotér fragmentlerini farkli bir sekilde kontrol

ettigi belirlenmistir (¢izelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Istatistiksel olarak degerlendirilen verilerin sematik olarak

(1)

gosterimi; (| ) transkripsiyonel aktivitenin azaldigini, transkripsiyonel

aktivitenin arttigini, ( — )  transkripsiyonel aktivitenin degismedigini
gostermektedir.
sitokinler 181bg pr?motér 760bg pr?motér 1739b¢ promotor
fragmenti fragmenti fragmenti
1000U IL-1 S 72s ink. 72s inkiibasyon
500U IL-1 L 72s ink. L
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 S 24s,48s ink. 24s ink.
1000U TNF-a .72s ink. 6s ink. 48s ink.
500U TNF-a 48s ink 6s ink —
100U TNF-a L L _
10U TNF-a - - -
1000U IL-6 L 6s ink. 6s ink
500U IL-6 - - 6s ink
100U IL-6 —_— 6s ink. e
10U IL-6 L 6s ink. _
1000U IFN-y S — 6s,72s ink
500U IFN-y L _ L
100U IFN-y S - -
10U IFN-y L _ 48s ink.

113




Gegici transfeksiyon ve ardindan sitokin uygulamalar1 sonucunda, TGF-f3
sitokini C/EBPo transkripsiyonel regiilasyonunda en etkili sitokin olarak
belirlenmistir. Farkli konsantrasyonda muamele edilen TGF-f sitokininin
muamelesinden 24s, 48s ve 72s inkiibasyon siireleri sonucunda, C/EBPS geninin
ekspresyonunda biiylik oranda bir artisin oldugunu tespit edilmistir. Ancak sitokin
muamelesinden 6s inkiibasyon siiresi sonrasinda ekspresyon seviyesinde bir etki
tespit edilememistir. Yine TGF-f  sitokininin uygulanan 10U, 100U
konsantrasyonlari, 1000U ve 500U’lik konsantrasyonlara kiyaslandiginda
regiilasyona olan etkilerinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Bu gibi ¢aligmalarda
oncelikle gen regiilasyonuna etkili olabilecek en uygun konsantrasyonun tespiti

gerekmekte ve ardindan sitokinin etki siiresinin belirlenmesi gerekmektedir.

Calismada kullanilan diger sitokin olan IL-6’in 6 saatlik zaman diliminde
trasnkripsiyonel regiilasyonu arttirdigi (¢izelge 4.2.) tespit edilmistir. Diger zaman
araliklarinda belirgin bir artis istatistiki olarak tespit edilmemistir. IL-6’nin insan
prostat kanser hiicre hatti olan LNCaP hiicrelerinde, Go fazinda C/EBPS pozitif
yonde regiile ettigi diger ¢aligmalarda belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda IL-6’nin
regiilasyonunun tam olarak belirlenmesi i¢in farkli zaman araliklarinda
inkiibasyonunun genisletilmesi gerekmektedir. Sitokin uygulamalarmda uygulanan
doz kadar, farkli zaman araliklarininda regiilasyonuna olabilecek etkisinin

gbzlenmesi i¢in gereklidir.

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, farkli zaman araliklarinda ve dozlarda
uygulanan sitokinlerin C/EBP6  ekspresyonu farkli  sekillerde etkiledigi
goriilmektedir. Bu sonuglar standart sapmalarinin dikkate alindig istatistiki analizle

degerlendirilmigtir.

Calismalarimizda sitokinlerin Hep3B hiicrelerinde var olan C/EBPJ geninin
transkripsiyonuna olan etkisinin arastirilmasi amaciyla, Hep3B hiicreleri iizerine
belirlenen dozajlarda sitokin uygulanan hiicreler, sitokin muamelesinden 6s, 24s, 48s
ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda sirasiyla; RNA izolasyonu, RT-PCR ve PCR
caligmalarna tabi tutulmustur. Bu ¢alismalar sayesinde Hep3B hiicreleri genomunda

var olan C/EBPS genin ekpresyonundaki degisimler saptanmustir.  Sitokinlerin
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C/EBPo genin ekpresyonuna olan etkileri, transfeksiyon caligmalarina oranla daha

net gozlenmistir.

IFN-y sitokini uygulanan hiicrelerde, 6s inkiibasyon siiresi sonucunda deney
ve kontrol gruplari dikkate alindiginda C/EBPS geninin ekspresyon seviyesinde
dikkat ¢ekici bir artigin varligi gozlenmektedir. 24s, 48s ve 72 s inkiibasyon deney
ve kontrol gruplar1 dikkate alindiginda ise tam aksine C/EBPS geninin ekpresyon
seviyesinde bir azaligm varligi bantlarin parlakliginin kiyaslanmasi sonucunda

gozlenmektedir.

IL-1 sitokini uygulanan hiicrelerde, 6s inkiibasyon sonrasinda kontrol ve
deney gruplar1 arasinda ekspresyon seviyesinde bir fark gdzlenmemektedir. 24s, 48s
ve 72s inkiibasyon siireleri sonrasinda ise deney (sitokin uygulanan) gruplari, kontrol
(sitokin uygulanmayan) gruplar1 ile kiyaslandiginda bir artisin  oldugu

gozlenmektedir.

IL-6 sitokini uygulanan hiicrelerde, 6s, 24s ve 48s sonrasinda kontrol (sitokin
uygulanmayan) gruplar1 ile deney (sitokin uygulanan) gruplar1 kiyaslandiginda
C/EBPS geninin ekspresyon seviyesinde dikkat c¢ekici bir artisin  oldugu
gozlenmektedir. 72s inkiibasyon siiresinin sonrasinda ise ekspresyon seviyesinde
farklilk  olmadigi deney ve kontrol gruplarmin olusturdugu bantlarin

parlakliklarindan anlamak miimkiin olmustur.

TNF-a sitokini uygulanan hiicrelerde, 6s inkiibasyon siiresi sonucunda
C/EBPJ geninin ekpresyon seviyesinde bir degisim gozlenmemistir. 24s inkiibasyon
sonrasinda ise C/EBPJ geninin ekspresyon seviyesinde bir artisin oldugu, 48s ve 72s
inkiibasyon siiresi sonucunda ise tam aksine C/EBPJ geninin ekspresyon seviyesinde

bir azalma s6z konusudur.

TGF-B sitokini uygulanan hiicrelerde, tiim inkiibasyon siireleri i¢in kontrol ve

deney gruplari arasinda biiyiik bir fark gozlenmemektedir.
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Yapilan tiim RT-PCR calismalarinda, elde edilen bantlarin yogunlugunun
degerlendirilmesi i¢in GAPDH, kontrol (sitokin uygulanmayan) ve deney (sitokin
uygulanan) gruplarmin bir arada kiyaslanabilmesine olanak veren densitometrik

analizin yapilmas1 gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada insan C/EBPO geninin transkripsiyonel
regililasyonunun belirlenmesi amaciyla; farkli sitokinlerin C/EBPS gen promotoriine
olan etkileri gecici transfeksiyon c¢alismalar ile aydinlatilmaya calisilmistir. Ayni
zamanda bu sitokinlerin Hep3B hiicre genomunda var olan C/EBPS geninin
ekspresyonuna olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla da RT-PCR ¢aligmalari

yapilarak mRNA diizeyinde belirlenmistir.

Tibbi a¢idan Onem teskil eden bdylesi genlerin regiilasyon ¢aligmalari
sayesinde bir ¢ok hastalik igin yeni terdpatik stratejiler gelistirilebilecektir. Ornegin;
C/EBPS geninin ekpresyon seviyesindeki azalmaya bagli olabilecek bazi
hastaliklarin tedavilerinde, ¢caliymamizda tespit ettigimiz konsantrasyonlarda TGF-[3

sitokini uygulamasi kullanilabilecektir.
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