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- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun
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- baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

- atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu iiniversite veya baska bir {iniversitede bagka

bir tez ¢caligsmasi olarak sunmadigimi beyan ederim.
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ONAY
Gokhan NAS tarafindan hazirlanan “BAS-BOYUN KANSERLERINDE,
ING1 SPLICING  VARYANTLARININ  (P24ING1 VE  P33INGI)
KARSINOGENEZ VE METASTAZDAKI ROLLERININ INCELENMESI” baglikli
bu calisma, .....cccceiiiiiiennne tarihinde yapilan savunma smavi sonucunda
(oybirligi/oycoklugu) ile basarili bulunarak jiirimiz tarafindan tibbi genetik dalinda

yuksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.



ONSOZz

Akademisyenlik yolu, fonksiyonunu en iyi sekilde eda etmek isteyen bir
proteine benzer. Once, DNA da kodlanmis bir gen olarak uygun zemin ve sartlarda
aciga ¢ikmayi bekler. Yol ¢ok uzun ve mesakkatlidir. Transkripsiyon ile mRNA’ya
doniismesi, RNA splicing ile fazlaliklarindan kurtulmasi, modifikasyonlar ile
kendisini sindirebilecek etmenlerden korunmasi, translasyon ile protein yapiya
birinmesi, chaperone proteinler yardimiyla ii¢ boyutlu fonksiyonel bir hale
dontismesi gerekir. Hiicrede en hayati fonksiyonlarda gorev almaya hazir bu protein
tek basina da bir anlam ifade edemez. Ancak, hiicre icerisindeki diger proteinlerin

yardimi ve destegiyle hayat bulur ve fonksiyonunu eda edebilir.

Akademisyen olma yolundaki en 6nemli basamak olan Yuksek Lisans
egitimimde bana uygun zemin ve sartlar1 saglayan, bilgi, birikim ve tecriibeleriyle
destek olan tez danigmanim, Tibbi Genetik Anabilim Dali Baskan1 Saymn Dog. Dr.
Esra GUNDUZ’e, caliskanlign ve akademik kariyeriyle kendisini 6rnek almaktan
gurur duydugum Sayin Prof. Dr. Mehmet GUNDUZ’e, laboratuar caligmalarinda
kendisinden ¢ok sey Ogrendigim Yrd. Dog¢. Dr. Muradiye ACAR’a, bilimsel
katkilartyla her zaman yanimda olan Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndaki hocalarima

ve yardimlarini esirgemeyen boliimdeki herkese tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez projemin gergeklesmesinde her tiirlii laboratuvar imkanlarini saglayan
Turgut Ozal Universitesi’ne ve verdigi maddi destekle yiiksek lisans egitimime
biiyiik katkis1 olan TUBITAK-BIDEB-2210 programina ve 110S424 proje
numarasiyla calismayr destekleyen TUBITAK Arastirma Destek Programlar
Baskanligi’na (ARDEB) tesekkiir ederim.

Tiim yasamim boyunca benden hi¢cbir maddi manevi destegini esirgemeyen,

her zaman yanimda olan aileme de tesekkiir ederim.



OZET

Bu tezin amaci, Bas ve Boyun Skuaméz Hicreli Karsinomda (HNSCC),
tiimor baskilayic1 genlerden, Inhibitor of Growth (ING) gen ailesinin bir elemani
olan ING1 genine ait iki farkli varyantin (p33ING1 ve p24ING1) etkinligini
arastirmaktir. Bu amacla, HNSCC ye ait primer (74A) ve metastatik (74B) iki farkli
hiicre hattinda, rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen varyantlar transfekte
edilerek gen ifadelerinin olusmasi saglanmigtir. Olusan gen ifadelerinin, hiicreler
tizerindeki etkinligi, XCELLigence sistemi ve yara deneyleri ile gercek zamanli

olarak 6l¢iilmiis, kontrol gruplari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Kontrol gruplari ile yapilan kiyaslamalar sonucunda p33ING1 varyantinin
primer timorll hiicre hatlarinda proliferasyonu %88,7 oraninda, metastatik hiicre
hatlarinda proliferasyonu %92 oraninda azalttigi, p24ING1 varyantinin ise primer
tiimdrli hiicre hatlarinda proliferasyonu %83.4 oraninda, metastatik hiicre hatlarinda
proliferasyonu %@84.1 oraninda azalttif1 tespit edilmistir. Bu hiicre hatlarinin
migrasyon kabiliyetleri incelendiginde ise, %54 oraninda azalma oldugu

gorilmiustir.

ING gen ailesinin hiicre i¢i mekanizmalarda rol aldig1 ve tiimor baskilayic
diger genler ile ortak veya onlardan bagimsiz olarak hiicre proliferasyonunu
etkiledigi diistinlilmektedir. Literatiirde ING1 varyantlarinin, 6zellikle p24INGI
varyantinin, HNSCC de proliferasyon ve migrasyondaki roliine ait veriler kisith
olmasina karsin, bu ¢alisma ile, ING1 genine ait iki varyantin primer ve metastatik
kanser hiicre hatlar1 iizerindeki anti-proliferatif etkisi gosterilmis, potansiyel bir

terapotik ajan olabilecegi diistintilmiistiir.

*Bu ¢calisma TUBITAK (Proje No: 110S424) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Sozcukler 1. KANSER 2. HNSCC, 3. ING1, 4. Rekombinant DNA

Teknolojisi, 5. Bioteknoloji



ABSTRACT

The aim of this thesis is to reveal the activity of two splicing variants
(p33INGL1 and p24ING1) of ING1 gene, which is the member of Inhibitor of Growth
(ING) gene family, in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC). For this
purpose, variants that obtained by recombinant DNA technology, transfected into
primer (74A) and metastatic (74B) cell lines which belongs to HNSCC and gene
expression is provided. The effects of gene expressions on cell lines quantified in
real time by XCELLigence system and observed by wound healing experiments.

Results were evaluated in comparison with control groups.

As a result of the comparisons with the control groups, p33ING1 variant
reduces proliferation by 88.7% in primer cell line and reduces proliferation by 92%
in its metastatic cell line. Besides, it is revealed that p24ING1 variant reduces
proliferation by 83.4% in primer cell line and reduces proliferation by 84.1% in its
metastatic cell line. When the migration ability of these cell lines examined, was

found to decrease by 54%.

ING gene family is thought to be involved in the intracellular mechanisms
and affect cell proliferation by collaborating with other tumor suppressor genes or
independently way. Although, in the literature, the data about the role of ING1
variants (especially p24ING1) in the proliferation and migration on HNSCC is
limited, this study revealed anti-proliferative affects of two splicing variants of ING1
gene, on primary and metastatic HNSCC cell lines and is thought to be a potential
therapeutic agent.

*This study was supported by TUBITAK (Project Number: 1105424)

Key Words 1. CANCER 2. HNSCC, 3. ING1, 4. Recombinant DNA Technology,
5. Biotechnology
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1. GIRIS VE AMAC

Bas ve Boyun Skuaméz Hiicreli Karsinoma (Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma (HNSCC)) oral kavitede, orofarenks, larenks ve hipofarenkste ortaya
cikan insidansi ile diinya genelinde en sik goriilen altincit kanser tiiridir [1].
Karsinojenlere maruz kalma, tiitin ve alkol kullanimi, insan papilloma virisu
(HPV)’nin yiiksek riskli tipleri ile enfeksiyon ve genetik yatkinlik onemli risk
faktorleri arasinda gosterilmektedir [2]. HNSCC olan hastalarda prognoz buyiik
oOl¢iide kanserin evresi ile koreledir. Tiimdriin biiyiikliigi, lenf diigiimii metastaz1 ve
diger doku ve organlara metastaz kanserin evresinin belirlenmesinde etkilidir. Erken
evre tumorlerde tedavi, cerrahi yontemler ve radyoterapi ile gergeklestirilir ve olumlu
bir prognoz vardr. Ileri tiimorlerde baslica tedavi, cerrahi ile kombine post operatif
radyoterapi ile gergeklestirilmektedir. Son yillarda organ koruma protokollerinin de
etkisiyle cerrahi ile kombine kemoradyoterapi de uygulanmaktadir. Hedefe yonelik
ilaclarda tedavide ©nemli rol almakta, Ozellikle Epidermal Blylme Faktori

Reseptorii (EGFR)’a 6zgii antikorlar radyoterapi ile kombine kullanilmaktadir.

Gelisen cerrahi ve terapotik yontemler organ koruma protokollerinin de
etkisiyle hastalarin yasam kalitesinde olumlu yonde bir etki yapmasina karsilik,
hayatta kalma oraninda anlamli bir degisme gozlenmemistir. Bunda hastaligin
niiksetmesi ve metastaz kabiliyeti onemli bir faktordiir. Dolayisiyla molekiiler
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis HNSCC’de molekiiler yolaklarin ortaya
cikarilmasi, hastaligin karsinogenezinin aydinlanmasina ve yeni, hedefe yonelik

terapotik stratejilerin ortaya ¢ikmasini saglayacaktir.



1.1. Bas Boyun Kanserleri

1.1.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Bas ve Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinom (HNSCC) her yil yaklasik 650.000
yeni kanser vakasi ve 350.000 hastanin 6liimiiyle sonuglanan, tiim kanser vakalariin
%6’sim1 olusturan, en sik goriilen altinct kanser tirtdiir [3]. Oral kavite kanseri en
cok Melanezya, merkezi-giiney Asya, bati-guiney Avrupa, giney Afrika iken,
Larenks kanseri en ¢ok dogu-guney Avrupa, guney Amerika ve bati Asya da
gorulmektedir [3].

Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) veri tabanina gore
HNSCC’nin tiim evreleri baz alindiginda 5-yillik sag kalim orant %60 olarak
belirtilmistir. T0ttn ve alkol tiiketimi, tim HNSCC’1i hastalarin %75’inde goriildiigi
ve karsinogenezde sinerjistik etki yaptigi belirtilmistir [4]. Hi¢ sigara igmemis
kisilerde, yiiksek alkol tiiketiminin, glinde {i¢ veya daha fazla, yilksek HNSCC ile
iligkisi saptanmistir. Alkol ve tiitiinii metabolize eden enzimlerdeki polimorfizmlerin
HNSCC de riski arttirdig gosterilmistir. [5, 6]. Dumansiz tiitiiniin ve betel tiitiiniiniin
oral kavite kanserinde risk olusturdugu iyi bilinmektedir [7]. Sebze ve meyve
tilketimi diigitk HNSCC riski ile iliskilendirilmistir [8]. HNSCC de ailesel kalitimin
da etkili oldugu diistiniilmektedir [9]. Ayrica, kalitsal polipozis olmayan kolorektal
kanser, Fi-Fraumeni sendromu, Fanconi anemisi ve Ataksitelejiektazi gibi kansere
duyarli sendromlarin da HNSCC riskini arttirdigi bulunmustur [10, 11].

HPV, ozellikle tip 16 ve daha az oranla tip 18, HNSCC igin tanimlanmis
nedensel bir faktordur [12]. HNSCC hastalarinin %25’inde HPV genomik DNA’s1
bulunmaktadir [13]. HPV ve HNSCC arasindaki iliski bademcik kanserinde en ¢ok,
orofarenks kanseri igin orta derecede ve en zayif oral kavite ve larinks kanserinde
gorilmektedir [14]. In-situ hibridizasyon yontemi ile orofaringeal kanserlerde
%72’ye varan oranlarda HPV16 genomik DNA’s1 tespit edilmistir [12]. HPV ile
iligkili HNSCC daha c¢ok sigara ve alkol kullanmayan, bagisiklik sistemi
baskilanmamus, farklilasmanin az oldugu, bazaloid histolojinin goriildiigii bireylerde
bulunmaktadir. Yiiksek riskli onkojenik HPV tipleri (HPV16, HPV18) karsinojenik
etkilerini timor slpresor proteinlerden olan p53 ve Rb’yi inaktiflestiren E6 ve E7



viral proteinleri araciligiyla gostermektedirler [15]. HPV-pozitif ve HPV-negatif
timdrlerde gen ifade profilleri ve kromozomal bozukluklar yoniinden farkliliklar:
ortaya konmustur [16]. HPV pozitifligi HNSCC igin olumlu bir prognostik faktordiir.
HPV pozitif timorler kemoterapi ve radyoterapiye daha iyi yanit vermekte ve HPV-
negatif tiimorlere nazaran timor spesifik antijenlere karsit bagisiklik sistemi daha
duyarlidir. Bu nedenle HPV durumu HNSCC’nin prospektif klinik ¢alismalarda

dikkate alinmas1 gereken dnemli bir biomarker’dir [17].

1.1.2. Patogenez

HNSCC gelisiminde tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonuna yada proto-
onkogenlerin aktivasyonuna neden olan bir¢ok genetik degisiklik vardir. Molekiiler
teknikler yardimiyla pre-malign ve invaziv lezyonlarda genetik ve epigenetik
degisiklikler saptanarak HNSCC’nin karsinogenezi igin bir ilerleme modeli
olusturulmaya ¢alisilmistir [18-20]. HNSCC’de %90 oraninda telomeraz
aktivitesinin tekrar aktif hale geldigi [21], ayrica %70-80 oraninda 9p21 delesyonu
yaygin olarak gorilmektedir [22]. HNSCC’nin erken evrelerinde homozigot
delesyon, nokta mutasyon ya da promotor hipermetilasyonu sonucu aktivitesini
kaybeden p16 ve 3p delesyonu gorulebilmektedir [19]. TP53 nokta mutasyonlari ve
17p’de goriilen heterezigotluk kaybi (Loss of Heterozygosity-LOH) HNSCC’li
hastalarin  %50’sinden fazlasinda saptanmistir [23]. 11ql13 ve siklin D1 asir
amplifikasyonu da HNSCC’de tespit edilmis, bu durum agresif timor davranisi ile
iligkilendirilmistir [24, 25].

ErbB blyime faktoru reseptor tirozin kinaz ailesine ait EGFR, HNSCC
calismalarinda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu reseptdre baglanan ligandlar
homodimer olusumuna ya da ErbB ailesinin diger elemanlar1 ile heterodimer
olusumuna neden olur. Olusan kompleksler, reseptore bagli tirozin kinaz yolaklarinm
aktiflestirerek hiicre proliferasyonu, apoptoz ve anjiyogenez de etkili olan yolaklari
tetikler. EGFR protein ifadesinin %90 oraninda HNSCC’de goriildigii [26] asir
ifadesinin ise, HNSCC de kotii prognoza sebebiyet verdigi bircok retrospektif



caligma ile gosterilmistir [27]. Bu reseptorii hedefleyen ajanlar terapdtik amaglh
kullanilmaktadir.

Anjiogenez, kanserin biiylimesi ve metastazi i¢in gerekli olup, bir¢ok endojen
proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktor tarafindan kontrol edilmektedir.
Anjiyogenezde bilinen en O6nemli faktorlerden biri, Vaskiler Endotelyal Blyume
Faktori (VEGF) ve reseptorleridir [28]. VEGF seviyesi HNSCC’de artmakta ve
prognostik 6nem arz etmektedir [29]. Antianjiyogenik tedavi stratejileri genis ¢apli
olarak solid tiimorlerde incelenmis ve HNSCC tedavisinde de degerlendirme altina
alinmistir.

HNSCC’de malign hiicreler bagisiklik sistemini kendi faydalarina kullanarak
ya da inhibe ederek bagisiklik sisteminden kagarlar. HNSCC’li hastalarda periferik
kanda CD3+, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde azalma goriilmiis, bu azalmanin opere

edilen ve iyilesen hastalarda dahi senelerce devam ettigi gézlenmistir [30].

1.2.Tam ve Evreleme

Bas ve Boyun kanserinde belirtilerin ve semptomlarin erken fark edilmesi
erken tani i¢in onem arz etmektedir. Oral kavite boslugu kanseri i¢in ylksek riskli
bolgelerde gorsel muayene ile popllasyon taramasi haricinde higbir kanitlanmig
tarama yontemi mevcut degildir [31]. Taniyr dogrulamak i¢in her zaman siipheli
malign lezyonlarin biyopsisi alinmast ve uzmanlar tarafindan degerlendirilmesi
gerekmektedir. HNSCC’nin histolojik ¢esitleri nadirdir ve verriik6z, bazaloid, 1gsi
hicreli ve adenoskuamdéz karsinomu icerir. Az diferansiye veya farklilasmamis bas
ve boyun karsinomlart HNSCC’ye benzer bir sekilde degerlendirilmektedir.
Tedavinin belirlenmesinde dogru evreleme en oOnemli faktordiir. Bas ve boyun
cerrah1 tarafindan muayene, BT veya MR, ya da her ikisi ile boyun goriintiisii alinip
radyolojik degerlendirme yapilarak hastaligin evresine karar verilir. Lokal boyuna
lenf nodu metastaz1 diginda en sik uzak metastaz akcigerlerde, sonrasinda karaciger
ve kemiklerde goriilmektedir. Ozellikle ileri evre HNSCC hastalarinda akciger

goriintiisii rutin olarak alinarak akciger metastatik kanserinin varlig: degerlendirilir.



[18F]floro-2-deoksiglukoz ile PET taramasi 6zellikle nodal ve uzak metastaz
tespiti i¢in kullanilmaktadir [32]. Kombine kullanilacak PET ve CT goriintiileri tani

i¢in sinerjistik bir etki yapmaktadir [33].

1.3.Tedavi

HNSCC’de tedavi, hastaligin evresine gore farklilik gostermektedir. Tedavi
yontemi olarak cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, gen terapisi ve bunlarla kombine
yeni tedavi ajanlar1 kullanilabilmektedir.

HNSCC hastalariin yaklasik {igte birine 1. veya 2. evre tanis1 konmaktadir.
Tedavi amact ile bu hastalara genel olarak cerrahi veya radyoterapi uygulanmaktadir.
Evre 1 de bulunan hastalarin %90’1 ve Evre 2 de bulunan hastalarin %70’1 cerrahi ve
radyoterapi ile basarili bir sekilde tedavi edilebilmektedir. Tiimoriin lokalizasyonu da
tedavi seklinde belirleyici rol oynamaktadir.

Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi ileri evre hastaliktaki (Evre 3, Evre 4)
temel tedavi araclaridir. Bu asamadaki hastalarda kemoterapi ve radyoterapinin es
zamanli uygulanmasi (kemoradyoterapi) halen kullanilan bir tedavi aracidir.
Kemoradyoterapi’nin sadece kemoterapi veya radyoterapiden daha etkili oldugu
klinik 6ncesi ve faz 3 klinik denemelerinde gosterilmistir [34]. Kemoradyoterapide
Cisplatin, fluorouracil gibi kemoterapdtik ajanlar radyoterapi ile birlikte
kullanilmaktadir. Ayrica Cetuximab gibi belli bir reseptore veya yolagi hedef alan

terapotik ajanlar radyokemoterapi ile birlikte kullanilabilmektedir.

1.4.TUmor Stpresor Genler

TUmOor supresor genler (TSG) hucre proliferasyonu, apoptoz, hiicre déngisa,
DNA replikasyonu ve tamiri ile segregasyonun hatasiz gerceklesmesini kontrol
altinda tutan genlerdir.

Timor siipressor genlerin hiicre {izerindeki etkileri genetik degisiklikler

sonrasinda farklilik gosterebilir. Resesif karakter gosterdiklerinden her iki allelde de



degisiklik (¢ift vurus - two hit) olmasi durumunda TSG’ler timduyle inaktive olur ve
hiicre iizerindeki fonksiyonlar1 ortadan kalkar. Inaktivasyon sonrasinda hiicre
tizerindeki kisitlayict etkilerinin kaybolmasina bagli olarak kanser gelisimi gozlenir.
Bas boyun kanserinin gelismesinde de tiimor siipresor genler biiyiikk rol

oynamaktadir.

1.5.0nkogenler

Kanser genellikle DNA hasari, hiicre dongiisii tutulmalar1 ve apoptozu igeren
hiicresel sinyal yolaklarimi1 diizenleyen molekiillerin degisiklige ugramasiyla ortaya
cikmaktadir. Bag ve boyun kanserinde, p53 tiimor baskilayici gendeki mutasyonlar,
siklin-bagimli kinaz inhibitorii pl 6INK4a’nin inaktivasyonu, siklin D1 ve EGFR’1n
asirt ifadelenmesi sik goriilen degisikliklerdir. Bu molekiiller, timor baskilayici

genlerin veya aktif onkogenlerin rinleridirler.

1.6. ING1 Ailesi Genlerin Yapi ve Fonksiyonlari

ING tlimor stipresor gen ailesinin ilk tyesi olan ING1 cDNA diizeyinde ilk defa
1999 yilinda tanimlanmistir. [35]. Bu genin bilinen en 6énemli timor stpresor gen
olan p53 ile ortak olarak hareket ettigi ve birinin yoklugunda digerinin yeterince
caligmadigi gosterilmistir [36]. Bu da ING1 geninin 6nemini daha da artirmistir.
Giindiiz ve arkadaglar1 diinyada ilk defa bu genin ekzon-intron genom yapisini ve
dizilerini, promoter alanlarini ve splicing varyantlarini ortaya koymakla beraber bas-
boyun kanserlerinde timore spesifik mutasyonlar ve allelik delesyon oldugunu
bularak tumor supresor gen olarak fonksiyonu oldugunu gostermislerdir [37]. Ayrica
bu genlerin bas boyun kanserlerindeki rolleri ile ilgili diinyadaki ¢aligmalarin biiyiik
bir kismi1 yine Gindiiz ve arkadaslar1 tarafindan yaymlanmistir [37-47]. INGL1 ile
birlikte ginumuze kadar ING ailesine ait 5 ayr1 gen tanimlanmistir [43, 46]. Bu
aileden ING3 2002 yilinda tanimlanmigtir [38]. 2000 yilinda ING1’in splicing



varyantlar1 tanimlanmis ve bu gene ait arastirmalar 6n plana ¢ikmustir. Ilerleyen
zamanlarda bu splicing varyantlarinin degisik kanser tiirlerinde mRNA ekspresyonu
ile ilgili calismalar yapilmistir [48-56]. Bu ¢alismalar farkli kanser tiirlerinde ve
splicing varyantlarin doku ekspresyon farkliligi tizerine yapilan ¢alismalardir. Ancak,
yapilan bu c¢alismalar sonucunda varyantlarla ilgili yeterince bilgi sahibi
olunamamuistir. Ayrica protein diizeyindeki ¢aligmalarda da mevcut antikorlarin bu
varyantlarin ayrimi yapilamamis ve sadece p33INGI varyantini igermistir [57-60].
Her ne kadar bu protein diizeyindeki caligmalar varyantlara spesifik bir ayrim
getirmese de ilging bir sekilde p33INGI1’in karsinogenez sirecinde nikleer-
sitoplazmik translokasyona ugradigi gosterilmis ve bu bulgularin prognostik etki
yapabilecegi belirtilmistir. Takip eden donemde bu genle ilgili hiicre diizeyinde diger
bazi kanserlerde de rolii oldugunu disiindiiren ¢alismalar yayinlanmistir. Ancak
splicing varyantlar1 ve bunlarin fonksiyonlari, kanserlesme ve metastazdaki rolleri ile
ilgili literatiirde az sayida yaym bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarin hepsi farkli kanser
tirlerinde ve fonksiyonel galisma olarak da biri hari¢ [61] tiim splicing varyantlar
icermemektedir [60-64]. Ayrica ING gen ailesinin yaymlanan smirh sayida

prognostik kullanimu ile ilgili yayinlar mevcuttur [41, 65].



2. MATERYAL VE METOD

2.1.DNA izolasyonu:
Kimyasallar
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, cat. No. K1820-01)
10X PBS (Lonza, 51226), %90-%100 etanol
Ekipmanlar
Is1 blogu (Techne, Dri-Block DB-2D)
Microsantriftj (Hitachi, VWR, Himac CT 15 RE)
1,6 ml Microsantrifiij tipleri (Neptune, 3745.S.X)
Spektrofotometre (Shimadzo Corporation, biospec-nano)
Protokol

Su banyosu veya 1sitic1 blok 55 © C ye ayarlandi.

60 likpetridishlere ekilmis hiicrelerin %90 konfliient olmasi beklendi.
Uzerindeki besi yeri atildi.

5 ml 1xPBS ile iki defa yikanda.

20 pl Proteinase K eklendi.

o a k~ wnF

20 pl RNase A eklendi, kisaca vortekslenerek (Hiicre hatlari i¢in; petri

kabin1 sallayarak) iyice karismasi saglandi. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe

edildi.

7. 200 pl Genomic Lysis/Binding Buffer eklenerek vorteks yapildi (Hiicre
hatlar1 i¢in; petri kabinin dibi kazilarak homojenizasyon saglandi).

8. 55°C’ de 10dk inkiibe edildi.

9. 200 pl %90-100 ethanol eklenip 5 sn vorteks yapildi. (Hiicre hatlar1 igin;
petri kabindaki solusyonmicropipet yardimi ile homojenize edildi).

10. Lizat, spin kolona aktarildi.

11. 10.000 g de 1 dk 25°C de santrifiij edildi.
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12. Toplama tiipii degistirildi.

13. Spin kolona 500 pl Wash Buffer 1 konuldu.

14. 10.000 g de 1 dk25°C santrifijj edilerek toplama tiipii degistirildi.

15. Spin kolona 500 ul’lik Wash Buffer 2 eklendi.

16. 13.000 rpm de 3 dk 25 °C santrifiij edildi.

17. Spin kolon 1.6 mI’lik steril microsantrifiij tiipiine aktarildi.

18. 100 pl Genomik Elution Buffer spin kolonun tam ortasina eklendi.

19. Oda sicakliginda 1 dk inkube edildi.

20. 13.000 rpm de 1 dk25°C de santriftij edildi.

21. Spin kolon atildi. Nanodrop’da 6lgiim yapildiktan sonra DNA etiketlendi
ve -20 C’de saklandu.

2.2.RNA lizolasyonu:

Kimyasallar
Trizol (Invitrogen, cat. No. 15596-026), 10X PBS (Lonza, 51226)

Adherent Hicreler, Kloroform (Merck, 102431)
2-propanol (Merck, cat. No. 100995), Etanol (Merck, cat. No. 100983)
DEPC water (Invitrogen, 46-2224)

Ekipmanlar
Sinif II BioGuvenlik Kabini

Microsantriftj (Hitachi, VWR, Himac CT 15 RE)

Spektrofotometre (Shimadzo Corporation, biospec-nano)

Protokol

1. Adherent hiicreler Uzerindeki medium’un tamamu ¢ekildi.

2. Hiicreler 1XPBS ile bir kez yikandi.

3. Hucrelerin tizerine 1000 pl Trizol eklendi.

4. Hiicrelerin homojenize par¢alanmasi i¢in pipetaj yapildi ve 1,6 ml lik

microsantrifiij tliplerine aktarildi.

9
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10.

11.
12.

13.
14.

Oda sicakliginda 5 dk inkibe edilir.

200 pl kloroform eklendi ve 2-3 dk sallandi.

12.000 rpm 15 dk 40°C de santrifiij yapildi.

Ustteki seffaf kisim yeni 1,6 ml’lik microsantrifiij tiipe aktarildi.

500 pl 2-propanol eklendi. Sallanarak karistirildi ve oda sicakliginda 10
dk inkbe edildi. 12.000 rpm 10 dk 40°C de santrifiij yapildi.
Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. %75’lik etanolden
1000 pl eklendi. Hafifce sallandi.

12.000 rpm 5 dk40°C’de santrifiij yapilds.

Stipernatant atild1 ve alkoliin uzaklagsmasi i¢in 10-15 dk oda sicakliginda
kapaklar1 agik olarak bekletildi.

40 pl DEPC water eklenerek RNA pipetejla ¢ozuldi.
Spektrofotometrede Ol¢iim yapildiktan sonra RNA etiketlendi ve -
80°C’de sakland.

2.3.cDNASentezi:

Kimyasallar

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, cat. No.
K1621), RNA 6rnegi

Ekipmanlar

Microsantriftj (Hitachi, VWR, Himac CT 15 RE)

1,6 ml Microsantrifiij tlpleri (Neptune, 3745.S.X)

Protokol

A w0 np e

Ornek sayis1 kadar 1,6 m1’lik microsanrifiij tiip ¢ikartildi.
Her tiipe ayr1 ayr1 1l oligo(dT)1s eklendi.
Her bir 6rnek i¢in 1 pg RNA sirastyla microsanrifiij tiplerine eklendi.

Her bir 6rnek i¢in son hacim 12 pl olacak sekilde su eklendi.
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5. Reaksiyon karisimi hazirlanir (Bir reaksiyon i¢in hazirlanacak miktarlar).

5X Reaction Buffer 4ul
Ribolock™RNase Inhibitor(20 u/pl) 1l
10mM DNTP Mix 2ul
RevertAid™ M-MuLV ReverseTranscriptase (200 u/pl) 1pl
Toplam 8ul

6. Hazirlanan karisim 0rnek tiiplerinin tstiine 8ul olacak sekilde dagitildi ve
toplam hacim her 6érnek icin 20 pl oldu.

7. 42°C de 60 dk inkiibasyona birakild.

8. Sonra 70°C de 5 dk bekletildi. Spin attirildu.

9. Elde edilen cDNA’lar etiketlindikten sonra -80°C de muhafaza edildi.

2.4.PCR

Kimyasallar
ThermoPhusion High-Fidelity DNA polymerase kit

Protokol
1. Ornek sayisi kadar, asagidaki protokol kullanilarak master mix hazirlanir.
2. Her bir tlpe 18 ul master mix’den eklenir.
3. Master mix i¢ine 2 ul DNA eklenerek reaksiyona hazir hale getirilir.
a. PCR Kosullar: 35 cycle
i. 98°C 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu

ii. 98°C 30 saniye denatiirasyon

iii. 60°C 30 saniye baglanma

iv. 72°C 30 saniye uzama

v. 72°C 5 dakika son uzama

vi. 4°C muhafaza sicakligt

11



PCR karisimu (bir tup icin)

5x Buffer 4 ul
dNTP 0.4 ul
F primer 0.5ul
R primer 0.5ul
HF polymerase 0.2ul

ddH20 12.4 ul
DNA 2ul

Total 20 ul

2.5.Jel Extraksiyonu:

Kimyasallar

Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. No. 28704), Jel dilimi

Ekipmanlar

Microsantrifiij (Hitachi, VWR, Himac CT 15 RE)

Is1 blogu (Techne, Dri-Block DB-2D)

Spektrofotometre (Shimadzo Corporation, biospec-nano)

1,6 ml Microsantrifiij tipleri (Neptune, 3745.S.X)

Iso-propanol (Meck, cat. No. 100983)

Pipet/Tip

Protokol

1. Kesilen her jel diliminin~40 mg oldugu hassas tart1 6l¢timleri ile

belirlendi.

2. Kesilen jel dilimleri microsantrifiij tiiplerine aktarilarak tizerine 3 hacim
QG buffer eklendi. (1 hacim: 40 mg jel = 40 ul ), konsantrasyonu 2%"’den
blyik agaroz jeller igin 6 hacim QG eklendi.

12




3. Ornekler daha énceden 50 dereceye 1sitilmus 1s1 blogunda 10 dakika
inkiibe edildi. Her iki dakikada bir vortexlendi. Jel parcasinin tamamen
erimesine dikkat edildi.

4. Orneklere bir hacim iso-propanol eklenerek pipetajla iyice karistirildi.

5. Ornekler spin kolonlara aktarilarak, oda sicakliginda, 1 dakika, 13.000
rpm’de santriflyj edildi.

6. Spin kolonlara 750 ul PE buffer eklenerek oda sicakliginda, 1 dakika,
13.000 rpm’de santrifiij edildi. Altta toplanan siv1 atildi.

7. Spin kolonlar oda sicakliginda, 1 dakika, 13.000 rpm’de santrifiij edilerek
PE buffer’dan tamamiyle arindirildu.

8. Kaolonlara 30 ul Elution Buffer eklenerek, oda sicakliginda 4 dakika
inkiibe edilir.

9. Kolonlar temiz microsantrifiij tiiplerine aktarilarak oda sicakliginda, 1
dakika, 13.000 rpm’de santriftj edildi.

10. Elde edilen eliisyonlarin konsantrasyonu olcilerek etiketlendi.

2.6.PCR Purifikasyonu:
Kimyasallar
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, cat. No. 11 732 668 001)
DNA 0Ornegi
Ekipmanlar
Microsantriftj (hitachi, VWR, himac CT 15 RE)
1,6 ml Microsantrifiij tlpleri (Neptune, 3745.S.X)
Protokol

Saflastrilmak istenen 6rnek 100 pl’ye tamamlanir.
Ornek iizerine 500 ul Binding Buffer eklenir

Pipetaj yapilarak iyice karistirilan 6rnek, filtre tiiplerine aktarilir.

A W Dp e

1 dakika 15.000 g’de santrifiij edilir. Altta toplanan s1v1 dokiiliir.
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Filtre tiipiine 500 ul Wash Buffer eklenir.
1 dakika 13.000 g’de santrifiij edilir. Altta toplanan siv1 dokdiliir.
Filtre tiiptine 200 ul Wash Buffer eklenir.
1 dakika 13.000 g’de santrifiij edilir. Altta toplanan s1v1 dokiiliir.

© © N o O

Filtre tiiptine 50 pl Elution Buffer eklenir.

10. 4 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

11. Toplama kabi yerine 1,5 ml’lik microsantrifiij tiipli konur.

12. 1 dakika 13.000 g’de santrifiij edilir.

13. Toplanan sivinin konsantrasyonu ve OD degerleri 6lgiilerek tiip

etiketlenir.

2.7. Agaroz Jel Elektroforezi:

Kimyasallar

6x LoadingDye®, TBEBuffer”

DNA o6rnekleri

Agaroz(Invitrogen, cat. No. 16500-100)
Ethidiumbromide (Merck, 11608.0030)

Ekipmanlar

Mikrodalga firin (Samsung), Parafilm (Parafilm, PM-996)
Makas (Mikro), Pipet/tip

Elektroforez Tank1 (Cleaver, cat. No. MSMIDI7)

Gii¢ kaynagi (VWR, cat. No. 93000-744), U.V. Transilluminator
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Reaktif Hazirlanisi

%6x Loading Dye:

0.0125g Xylene Cyanol (Sigma, cat. No. X4126)

0.0125g Bromophenol Blue (Sigma, cat. No. B8026)

3 ml Glycerol

7 ml ddH20

bTBE Buffer:

108 g Tris Base

55 g Boric Asit

40 ml EDTA pH8.0

1 litreye tamamlanir.

Protokol

O N o g B~ w0 D

9.

(0,8 lik jel icin) 0,8 g agaroz 100 ml TBE buffer icine eklenir.

Karigim homojen olana kadar mikrodalga firinda 1sitilir.

Karigimin igine 3,6 pl etidium bromide eklenir ve jel tanklarina dokiiliir
Istenen biiyiikliikte taraklar yerlestirilerek jel kurumaya birakilir.
Kuruyan jel elektroforez tanki i¢ine alinir.

Orneklerin s1gacagi biiyiikliikte parafilm kesilir.

Her bir 6rnek i¢in 1 pl 6x Loading Dye parafilm {izerinde konur.

5 ul DNA 6rnegi 1 ul Loading Dye ile parafilm iizerinde karistirilarak
agaroz jelde belirlenen kuyucuga yiiklenir.

80 V da 45 dakika ydratuldr.

10. Yuruyen bantlar UV transilluminatorde goruntilenir.
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2.8. Enzim Kesimi:

Kimyasallar

EcoRI (NEB cat. No. R3101S)

BamHI (NEB cat. No. R3136V)

NEBuffer 4 (NEB, enzimler ile birlikte temin edilmektedir.)
Vektor DNA, DNA template (500ng)

Molekiiler sinif su (Thermo Scientific, cat. No. SH30538.01)
Ekipmanlar

inkiibator (Ntive FN400)

200 pl steril tip (Neptune, cat. No. 3423.S.X), Pipet/Tip

Protokol
10X Buffer 4 Sul
EcoRI Enzyme lul
BamHI Tul
DNA 6rnegi (500 ng) Xl
ddH,0 X ul
Toplam 50ul

1. DNA 06rnegi hari¢ diger kimyasallar karistirilarak 6rnek sayisinca master
mix hazirlandi.

Hazirlanan master mix, 200 ul’lik tiiplere esit miktarda dagitildu.

Karigim i¢ine 500 ng DNA &rnegi konularak 37°C’de 60 dk inkiibe edilir.

Kesim isleminin kontrolii elektroforez yontemi ile gerceklestrildi.

o ~ N

Kesilen 6rnekler saflastirma islemi i¢in +4°C’de muhafaza edildi.
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2.9. Plasmid izolasyonu:

Kimyasallar

Svi kiiltiirti yapilmig Bacteri Kolonileri (E.Coli, DH5-alfa susu)

Gene jet midiprep kit (Thermo Scientific, cat. No.K0482)

Ekipmanlar

Santrifuj (Nive, FN 1200)

Falkon tupleri 15ml (Thermo Scientific, Nunccat. No. 339650)

1,6 ml Microsantrifiij tlpleri (Neptune, 3745.S.X), Pipet/tip

Protokol

© © N o

10.
11.

50 ml LB (antibiotik direngli) i¢inde ¢ogaltilan bakteriler 5.000g de 10
dakika santrifiij edildi. Supernatant atildu.

Pellet izerine 2 ml Resuspention Solution koyuldu. Pellet ¢dziilene kadar
vortexlendi.

2 ml Lysis Solution konularak Kibar bir sekilde tiip 4-6 defa ders-diiz
edildi. 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

2 ml Neutralization Solution konularak tiip hemen 5-8 defa ders-diiz
edildi.

0.5 ml Endotoxin Binding Reagent konularak tiip hemen 5-8 defa ders-
diiz edildi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

30 dakika, oda sicakliginda, 5.000 rpm’de tupler santrifuj edildi.
Supernatant temiz 15 ml’lik falkonlara alind.

96% Etanol eklenerek tiipler 5-6 defa ters-diz edildi.

5.5 ml s1v1 kolonlara aktarilarak 2.000 g de 3 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerdeki s1v1 bitene kadar 9. Basamak tekrar edildi.

4 ml Wash Solution | kolonlara eklenerek 3.000 g de 2 dakika santrif(j
edildi.
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2.10.

12. 4 ml Wash Solution 11 kolonlara eklenerek 3.000 g de 2 dakika santrifiij
edildi.

13. 12. Basamak tekrar edildi.

14. 3.000 g de 5 dakika santrifiij edilerek kolon tamamen wash
soliisyonundan arindirildi.

15. Kolon filtresi temiz bir falkon tiipiine aktarilarak {izerine 0.35 ml elution
buffer konuldu.

16. 4 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

17. 5 dakika 3.000 g’de santrifiyj edildi. EIusyon, microsantriftj tuplerine
aktarildi.

18. Eliisyonun konsantrasyonu ve OD degeri Ol¢iilerek etiketlendi.

Ligasyon:

Kimyasallar

T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, cat. No. EL0016)
Vektor DNA (100 ng) (EcoRI-BamHI kesik)

DNA 6rnegi ( 300ng — 500ng) (EcoRI-BamHI kesik)
Molekiiler sinif su (Thermo Scientific, cat. No. SH30538.01)
Ekipmanlar

Thermal Cycler ( Techne, 5000)

200 pl steril tip (Neptune, cat. No. 3423.S.X), Pipet/Tip

Protokol
Vektor DNA (100 ng) Xul
DNA 6rnegi (300ng,500ng) Xul
10X T4 DNAL.igaseBuffer 2ul
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T4 DNALigase Enzim Tl
ddH,0 Xl
Toplam 20ul

1- DNA 06rnegi hari¢ diger kimyasallar karistirilarak 6rnek sayisinca master
mix hazirlandi.

2- Hazirlanan master mix, 200 pl’lik tiiplere esit miktarda dagitildi.

3- Mix igine 300ng veya 500ng DNA 6rnegi konuldu.

4- Thermalcycler’da 22°C de 10 dakika, ardindan 70°C de 5 dakika inkiibe
edildi.

2.11. Transformasyon:

Kimyasallar

Competent Bacteri Kolonileri (E.Coli, DH5-alfa susu), Plasmid DNA
LB-Broth (Sigma, cat. No. L2897), LB-Agar(Lennox, cat. No. 1231.00)
Ekipmanlar

Inkiibator (Niive, EN 032), Is1 blogu (Techne, Dri-Block DB-2D)

Pipet/tip, BunsenBurner, Cam Loop

L B-Broth hazirlanisi

100 ml deionize su igine 2,5 gr LB-Broth eklenir.

Otoklavlanir.

Sogumasi beklenir.

Gerekli ise uygun antibiyotik 25 ug/ml veya 50 ug/ml olacak sekilde karisima

eklenir.

LB-Agar Plate hazirlanisi

100 ml deionize su igine 3,5 gr LB-Agar eklenir.

Otoklavlanir.
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50 - 60°C’ye kadar sogumasi beklenir.

Gerekli ise uygun antibiyotik 25 ug/ml veya 50 ug/ml olacak sekilde karisima
eklenir.

Karisim petri kaplarima Bunsen Burner’in yaninda steril bir sekilde aktarilir.

Kaplar parafilmlenerek +4°C°de muhafaza edilir.
Protokol

1. 50 ul Competent Hiicre -80 °C’den buz iizerine alinarak 5 dakika buzda
¢ozllmesi beklenir.

2. 1ul Plasmid DNA Competent Hiicrelere eklenir ve yavasca pipetaj
yapilarak karistirilir.

3. 45 dakika buz tizerinde inkube edilir.

4. 42°C de 1 dakika heatshock uygulanarak tekrar buz iizerine alimir.

5. Bunsen Burnerin yaninda steril bir sekilde 100 ul s1v1, antibiyotiksiz LB-
Broth, Competent hticrelere eklenerek 1 saat 37°C’de inkdibe edilir.

6. Bakteriler uygun antibiyotikli LB-Agarl platelere, Bunsen Burner’in
yaninda cam loop yardimiyla steril bir sekilde yayilir.

7. 16 saat 37°C’de, kapaklar1 asag1 bakacak sekilde inkiibe edilerek koloni

olusumu go6zlemlenir.

2.12. Bakteri Kilturi:

Kimyasallar

LB-Broth (Sigma, cat. No. L2897), LB-Agar (Lennox, cat. No. 1231.00)

Ekipmanlar

Inkiibator (Niive, EN 032), Steril kiirdan, Bunsen Burner

Protokol
1. LB-Agar platelerde gozlenen tek koloniler kiirdan yardimiyla, Bunsen

Burner’in yaninda steril bir sekilde alinir.

20



2.13.

2. Uygun antibiyotikli, 3 ml LB-Broth iginde eklenir.

3. 8 saat 37°C’de galkalanmas1 saglanarak inkiibe edilir.

4. Cogalan bakterilerden 50-100 ul alinarak 100 — 500 ml LB-Broth bulunan
kaplara aktarilir.

5. Overnight ¢calkalanmasi saglanarak gerekli bakteri popiilasyonu elde
edilir.

DNA Dizileme:

Kimyasallar

ABI 310/3130 DNA dizileme reaktifleri;

5x buffer, Mix3.1 (Bigdye), Sephadex, ddH20

Ekipmanlar

ABI 310/3130 ( Life Technologies), Thermalcycler (Techne, 5000)
Santrifuj (hitachi, VWR, himac CT15RE),

200 pl tiip,

Falkon15 mi

Spin kolon

Protokol

Sekans PCR:

1. Reaksiyon karisimi hazirlanir (Bir 6rnek icin).

Mix3.1 (BigDye) 2 ul
5x Buffer 2 ul
Primer (2 pmol) 2 ul
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H,0 (nuclease free) 2 ul

Toplam 8 ul

2. Her ornek igin 200 pl’lik tiipe karigtmdan 8 pl konur.
3. Ustlerine 2 pl Jel extraksiyonu veya PCR piirifikasyonu yapilmis DNA
ornegi konur.

4. Pozitif kontrol olarak PGEM vektorii kullanilir. Bu mix ayr1 bir tiipte

hazirlanir.
Mix3.1 2 ul
5x buffer 2 ul
M13 primer 2 ul
H,O (nuclease free) 2ul
PGEM 2l
Toplam 10 pl

5. Ornekler termal cycler’in igine konur.

6. PCR kosullart;

96°C de 1 dakika initial denaturation

96°C de 15 saniye denaturation

50°C de 15 saniye annealing 25 Cycle
60°C de 4 dakika extention

No final extention

7. PCR baglatilir.
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Sephadex Kolonlarin Hazirlamisi:

15 ml’lik Falkon tiipii icinde 1 gr Sephadex 14 ml MiliQ icinde iyice
¢OzUndr.

Icindeki maddenin porlu yapiya ulasmasi i¢in en az 1 saat +4°C°de
bekletilir. Ara sira ¢alkalanir.

Kolon tiipleri isaretlenerek Sephadex kullanimina hazir hale getirilir.

1 mI’lik tipin ucu kesilir.

Sephadex iyice karistirildiktan sonra pipetaj yapilarak her kolon tiipiine
750 pl konulur.

Kolon tiipleri 4800 rpm’de 3 dakika 4°C’de santrifiij edilir.

Toplama tiiplerindeki su atilir

Toplama tiipii pegeteye vurdurularak i¢indeki sivinin iyice uzaklagmasi

saglanir.

Sekans Orneklerinin Hazirlams::

1.

Ornekler yatay duran Sephadex tabakasmnin tam ortasina degdirilmeden
konulur.

4800 rpm 3 dakika 4°C’de santrifiij edilir.

Toplama kabindaki sivinin hepsi sekans tiiplerine konur. 10 pl’den az
¢ikan orneklerin tistii MilQ ile tamamlanir.

Ustleri Gri sekans tipalari ile kapatilarak okuma islemi i¢in cihaza
yuklenir.

ABI 310 cihazinda her 6rnek 1 saat i¢inde analiz i¢in hazir hale gelir.
(ABI 3130 cihazi i¢in 4 6rnek)
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2.14. XCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analizi

Kimyasallar

Suspend Hucreler, Opti-MEM (Gibco, cat. No. 31985-047)
Ekipmanlar

Sinif 1T BioGiivenlik Kabini, RTCA- DP sistemi (Roche)
E-Plate 16 (Roche), inkiibator (Sanyo, MCO-5AC), Pipet/tip

Protokol

1. Opti-MEM ile suspend edilmis hiicreler 1° ik E-Platelere, her kuyucukta
10.000 hiicre olacak sekilde ekilerek inkiibatore yerlestirilir.

2. Hiicrelerin tutunmasi ve proliferasyonlar1 ger¢ek zamanli olarak izlenir.

3. Logaritmik biiylime fazinin orta béliimiinde transfeksiyon gerceklestirilir.

4. Transfekte edilen hicrelerin proliferasyon egrileri incelenerek,

transfeksiyonun hiicreler lizerindeki etkisi degerlendirilir.

2.15. Migrasyon Assay:

Kimyasallar

Adherent Hucreler (24 well)

High Glukoz DMEM (Gibco, cat. No. 11965-092)

Ekipmanlar

Inverted mikroskop (Leica, DFC295)

24well plate (Thermo Scientific, cat. No. 142475)
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Inkiibator (Sanyo, MCO-5AC)
Protokol

1. Hiicreler Transfekte edildikten 24 saat sonra deney gergeklestirildi.

2. 24 well platelerde1000 pl’lik tip ucu ile kuzey-giiney dogrultusunda yara
acildi.

3. Serolojik pipet yardimi ile besi yeri degistirilerek inverted mikroskopta
yaralarin resimleri ¢ekildi.

4. Hucreler inkibatérde (37°C, 5% CO,) inkiibe edildi.

5. 0,12, 24, 36, 48 saatlerde besi yeri degistirilip tekrar resimler ¢ekilerek
hiicrelerin yaray1 kapatip kapatmadigi kontrol edildi.

2.16. Transfeksiyon:

Kimyasallar

Lipofectamine 2000 (Invitrogen cat. No. 11668-019)
Opti-MEM (Gibco, cat. No. 31985-047),

Adharent Hicreler ( 24 well / 96 well)

DMEM, High Glucose (Gibco, cat. No. 11965-092)
Vektor Plasmid/Raportor Vektor

Ekipmanlar

Class 2 guivenlik kabini, inkiibatér (Sanyo, MCO-5AC)
1,6 ml Microsantrifuj tipleri (Neptune, 3745.S.X)

Su Banyosu (Memmert, WNE 14)

Floresan mikroskop (Leica, DFC295 — ebq100-04)

24well plate (Thermo Scientific, cat. No. 142475)
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2.17.

Protokol (24 well protokolii)*:

1. Hucreler transfeksiyondan bir gun 6nce Opti-MEM ile platelere ekilir.

2. Her bir kuyucuk i¢in 1 pgVektor, 50 pl Opti-MEM iginde seyreltilir.

3. Her bir kuyucuk i¢in 2 ul Lipofectamine 2000, 50 ul Opti-MEM iginde
seyreltilir, 5 dakika oda sicakliinda inkiibe edilir.

4. Seyreltilmis vektor ve Lipofectamin 2000 karisimlari birbirine nazikge

eklenerek karistirilir.

Karisim 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

500 pl Opti-MEM konulmus her kuyucuga, 100 ul bu karigimdan eklenir.

Nazikge karisimin kuyucukta homojen olarak karigsmasi saglanir.

6 saat sonra Opti-MEM besi yeri DMEM besi yeri ile degistirilir.

© © N o o

Transfeksiyon sonuglari 24-48 saat icinde gozlenir.
%96 well plate transfeksiyonu igin firmanin 6nerdigi standart kosul ve

degerler kullanilmistir.

Hucre Kulturi:

Kimyasallar

DMEM, High Glucose (Gibco, cat. No. 11965-092)

FBS (HY- CH30160.02), Penisilin /streptomysin (HY-SV30010)
L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL), Plasmocin (invivogen)
10xPBS, Trypsin-EDTA, Tryphan Blue

Ekipmanlar

Class 2 guivenlik kabini, Inkiibatér (Sanyo, MCO-5AC)

Su Banyosu (Memmert, WNE 14),

25 cm? Flask (Thermo Scientific, Nunc )

75 cm? Flask (Thermo Scientific, Nunc )
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Pipet Tabancasi, Serolojik Pipetler, Hemositometre
Santrifuj (Hettich, Rotina 380 R)

Protokol

Besi Yeri Hazirlanisi:

50 ml FBS, 5 ml penisilin /streptomysin, 4 ml L-Glutamin, 0.5ml Plasmocin

DMEM besi ortamina eklenerek hazirlanir.
Stok Hucrelerin Ekimi:

Su banyosu 37°C’ye ayarlandi.

Stok hiicreler alinarak 37°C’deki 1siticida 2 dakika bekletildi.
Cryovial tiiplerin etrafi alkol ile temizlenip, kapak o sekilde agildi.
9 ml DMEM besi ortam1 konmus flasklara hiicreler ekildi.

Ekilen hiicreler 37°C, %5 CO; iceren inkiibatore kondu.

ok~ w0 N e

Hiicrelerin Pasajlanmasi:

=

Besi ortami bosaltilir.

2. Flask 10 ml 1XPBS ile yikanir.

3. 1,5 ml Trypsin-EDTA eklenip, inkibat6re konulur, 2-4 dk beklenerek
hiicrelerin kalkmas1 saglanir.

4. 5 ml besi ortami eklenir, pipetaj yapilarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarilir.
1100 rpm’de 25°C’de 3dk santrifiij yapilir.

6. Siipernatant atilir ve temiz besi ortami eklenerek istenilen deney kabina

ekim islemi gergeklestirilir.

Hucrelerin Beslenmesi:

%90 hiicre yogunlugu elde edilene kadar,2 giinde bir, kirlenen besi ortami
yenisi ile degistirildi.
Hiicre Sayimu:
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100 ulTryphan Blue, 100 ul hiicre 6rnegi ile karigtirilir.

. Hemositometre yardimi ile toplam hiicre sayisi elde edilir.

. Hemositometrede 5 alan sayild1 ve konsantrasyon asagidaki formiile gore
hesaplandi.

Konsantrasyon (hucre/ml) = (Toplam yasayan hiicre sayisi/5)*Seyreltme
Faktorii*10°

. 96 wellplate’e her well’de 10.000 24 wellplate’de her well’de 40.000

hiicre olacak sekilde hiicreler ekilir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

p33ING1b ve p24ING1c Splicing Varyantlarimin Klonlanmasi: p33ING1b
ve p24INGlc varyantlarinin klonlanabilmesi i¢in primerler dizayn edilmistir.
Primerler dizayn edilirken primerlere restriksiyon enzim kesim noktalari konmus ve
bu noktalarin kullanilacak vektor’lede uyumlu olmasina dikkat edilmistir. Ayrica
primerler tasarlanirken ORF (open reading frame)’in istenilen protein kodon yapisini
olusturmasina dikkat edilmistir. Primerlerin baglanma sicakliklari in Slico ortamda
belirlenmis, insan cDNA Kiitiiphanesi kullanilarak, gradient PCR yontemi ile test
edilmistir. PCR islemi sonucu tahmin edilen dort farkli sicaklikta (62°C, 64°C, 66°C,
68°C) da primerlerin baglandigi, 975 bp uzunlugunda p33ING1b ve 807 bp
uzunlugunda p24INGlc varyantlarinin sentezlendigi ve yeterli miktarda PCR

Uriininiin olustugu gézlenmistir (Sekil 1A).

PCR Urinlerinin Agaroz Jelden Armdirilmasi ve Restriksiyon
Endonikleazlarla Kesilmesi: PCR islemi sonucunda olusan iriinler agaroz jel
elektroforez yontemi ile gorintilendikten sonra jelden arindirma islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 1B). Boylece, primer ve diger reaktifler PCR drlnlerinden
uzaklastirilmistir. Saf olarak elde edilen iki varyanta ait DNA parcalar1 vektorle
rekombine edilmeden o6nce Restriksiyon Endonikleazlar (EcoRI-BamHI) ile
kesilmis, ardindan saflastirma islemi gergeklestirilerek atik pargca ve enzimlerden
izole edilmesi saglanmigtir (Sekil 1B). Ayni sekilde vektor DNA (pcDNAS3.1 HisA)
da aynm1 Restriksiyon Endoniikleazlar ile kesilerek saflastiriimistir (Sekil 1C).
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p33INGlb p24INGlec

A 33ING1b 24INGlec B
P P | 1 1] 1

975bp
807bp

C D . 2z _—>_ _._
I 7 Jae s = exow FERTATEITES

HizA

5.5kb

Sekil 1: Splicing Varyantlarin Sentezi, Enzim Kesimi ve Saflastirilmas1 A) 975 bp uzunlugunda
p33ING1b ve 807 bp uzunlugunda p24INGlc gradient PCR yontemi ile sentezlenmistir. B)
Sentezlenen Urlnler jelden ekstrakte edilerek EcoRl ve BamHI Restriksiyon Endoniikleazlar1 ile
kesilip saflagtirilmigstir. C) Insert’lerin aktarilacagi pcDNA3.1 vektorii de ayni enzimler ile kesilmis ve
saflagtirtlmistir. D) pcDNA3.1 HisA Vaktor haritasi

Ligasyon ve Transformasyon: Kesilen varyant DNA’lar ve vektor, ligasyon
yoluyla birlestirilmis ve olusan vektor plasmid, bakterilerin transformasyona en
uygun susu olan DH5AIlfa susuna transforme edilmistir (Sekil 2A). Transformasyon
sonucunda ampicillin direncli bakteri plate’lerinde beliren tek koloniler secilerek
verifikasyon PCR’1 yapilmistir (Sekil 2B,2C,2D). Bu islem sonucunda p33INGlb
varyantina sahip 6, p24INGlc varyantina sahip 14 farkli pozitif bakteri kolonisi

tespit edilmistir.
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p24INGlc

p33ING1h

' 2 3 415 g 3 '1 2 34 56 7 89 1011 1213 141

Sekil 2: Transformasyon ve Verifikasyon PCR’1. A) Vektér plasmid transformasyonu
gerceklesen bakteriler Ampicillin direngli plate’de ¢ogalmislardir. B) Tek koloniler se¢ilmistir.
C) Verifikasyon PCR’1 ile 975 bp uzunlugunda p33ING1b varyantina sahip 6 pozitif koloni
belirlenmistir. D) Verifikasyon PCR’1 ile 807 bp uzunlugunda p24INGlc varyantina sahip 14

pozitif koloni belirlenmistir.

Pozitif koloniler s1v1 kiiltiire alinmis, siv1 kiiltiirii yapilan bakterilerden vektor
plazmidler izole edilerek Restriksiyon Endonulazlar (EcoRI-BamHI) ile kesilmistir

(Sekil 3A,3B). Vektor ve varyant uzunluklari kontrol edilerek uygun plasmidler

secilmistir.
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pcDNA 3.1 HisA

p33INGlh
LE 2 3 é 5 7 1 . . . .
y . . : Sekil  3:Vektdér  Plasmidlerin
E.5kb ; . L
Her kuyucuga, p33ING1b
varyantina sahip izole edilmis
vektor plasmidler ve enzim kesim
B sonucu sirastyla yiiklenmistir. B)
Her kuyucuga, p24INGlc
peDNA 3.1 HisA varyantina sahip izole edilmis
plI4INGle . . . .
— — - - - y  Vektor plasmidler ve enzim kesim

o

wn

) sonucu sirastyla yliklenmistir.
Skb
07bp —*

)

o un

Plazmidlerin Dogruluk Analizi: Secilen plazmidlerde mutasyonun olup
olmadig1 sekans yontemi ile belirlenmis, her plazmid forward ve reverse bolgeden
sekanslanarak protein kodlayan bdlgenin tim verileri elde edilmistir (Sekil 4A,4B).
Sekans verileri ile NCBI veri tabanindan elde edilen referans dizi, BioEdit programi
ile karsilastirilarak klonlanan varyantlarda mutasyonun olmadigi belirlenmistir (Sekil
4C, 4D)

A p33ING1b B p24ING1c
& p33ING1b D p24ING1c
. :.- x‘.x. 5 -r-';l lll.'in _‘ :;ml .'_:,. - . :‘;.l."."v‘ 3 —— -

Sekil 4. Dizi Analizi ve Multiple Alignment. A) p33ING1b varyantinin dizi analiz sonucu B)
p24INGlc varyantinin dizi analiz sonucu. C) p33INGIb varyantinin referans dizi ile
karsilastirilmasi. D) p24ING1c varyantinin referans dizi ile karsilastirilmas.
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Hicre Hatlarinda p53 Gen Mutasyon Durumu: p53 geninde
mutasyonlarin  biiyilk bir kismi Exon4 ve Exon9 arasinda bulunmaktadir.
Aragtirmada kullanilan primer ve metastatik iki hiicre hatti (UT-SCC 74A, UT-SCC
74B) p53 gen mutasyonu yOniiyle incelenmistir. Exon4 ve Exon9 arasinda yapilan
tiim exon dizileme sonuglarina gore iki hiicre hattinda da bulunan ortak 3 varyasyon
tespit edilmistir (Tablo 1). Bu varyasyonlar exon4 (kodon72), exon6 (kodon193) ve
exon8 (kodon305)’de lokalizedir.

Hucre | Mutasyon Exon | Kodon |WT Mutant | WT | Mutant | Durum
Hatti | Noktasi Kodon | Kodon AA. |AA

T4A 11397 exond 72 CCC CGC Pro Arg C->G
T4A 13844 exon8 | 305 AAG CCG Lys | Pro A->AC
T4A 12598 exon6 | 193 CAT CGT His Arg A->G
74B 11397 exond | 72 CccC CGC Pro | Arg C->G
74B 13844 exon8 | 305 AAG CCG Lys  Pro A->AC
74B 12598 exon6 | 193 CAT CGT His | Arg A->G

Tablo 1: HNSCC Hiicre Hatlarinda p53 Mutasyonlarmin Belirlenmesi. Primer (74A) ve
Metastatik (74B) hiicre hatlarinda p53 mutasyon analizi yapilmis ve her iki hiicre hattinda
homozigot kodon 72, homozigot kodon 193 ve heterozigot kodon 305 mutasyonu gosterilmistir.

Transfeksiyon Optimizasyonu: Olusturulan vektorlerin kimyasal ajanlarla
hiicre igerisine transferi, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu deneylerinden onceki
en Onemli basamaktir. Kullanilan vektoriin safligi, konsantrasyonu, miktari ve
kullanilan ajanlar hiicrelerin farkli reaksiyonlar vermesine neden olmaktadir. Bu
nedenle hiicrelere en etkili ve verimli bir sekilde transferin gerceklestirilmesi ve

hiicre kimyasina da zarar verilmemesi gerekir. Bu amagla farkli Vektor:Kimyasal
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Ajan konsantrasyonlart denenerek en optimize degerler saptanmistir. Verimliligin
belirlenmesinde raportor vektor olarak GFP (Green Flourescen Protein) iceren

pMAX vektorii kullanilmis, 1:3 oraninin en optimal deger oldugu bulunmustur (Sekil

5A, 5B).

A pMAX pMAX pMAX+p33ING1

DNA:Lipofectamine DNA-Lipofectamine DNA:Lipofectamine

ore
1:3 2:3 1:3

DNA:Lipofectamine

x5

DNA:Lipofectamine

1:5

Sekil 5:Transfeksiyon Optimizasyonu. A) Farkli
Vektor:Kimyasal Ajan konsantrasyonlar1 (1:3,
1:5, 2:3, 2:5 ) denenerek en optimal sart
belirlenmistir. B) pmaxGFP Vektor haritasi

pmaxGFP
(3486 bp)

Proliferasyon Assay: Serumsuz ortamda kiltiire edilen primer ve metastatik
hiicre hatlar1, 74A ve 74B, 24. saatte klonlanan iki splicing varyant (p33ING1b ve
p24INGlc) ile transfekte edilmis, XCELLigence sistemi ile hicrelerin

proliferasyonlar1 80 saat boyunca gergek-zamanli olarak incelenmistir. Elde edilen
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verilere gore, transfeksiyon isleminden 16 saat sonra p33ING1b hicrelerin
proliferasyonuna negatif yonde etki etmeye baslayarak hiicrelerin 6liimiine neden
olmustur (Sekil 6A). Yine buna benzer bir etki p24INGlc’de de goriilmektedir.
Transfeksiyon isleminden 18 saat sonra ifadesi artan p24INGlc, hicrelerin
proliferasyonunu durdurarak huicre 6lumiine sebebiyet vermektedir. 54. Saatte besi
yeri degistirilmis, olen hiicreler ortamdan uzaklastirilmig, p33ING1b ve p24INGlc
ile trasfekte edilen hiicre hatlarinda yasayan hiicre sayisinin anlamli bir sekilde

diistiigi gozlemlenmistir (Sekil 6A, 6B).

A 24 saat 40 saat
"""lj----|-_-'-|-_---t----w----:--u----:|---j|"'_1
SE Ty Ny s~ M p33INGIb Transfekte Hicreler
:: : /. p24ING1b Transfekte Hicreler
: T,

......... ROl T i0o. SO SEEVUTON, SOUOUIOR ST N )
x:: "‘ﬁ__:ﬂ e oot | NS FOSSSI RSO . TransfekteOlmayan Hiicreler
Ez& ------ . .Besi Yeri
'320
1.5
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0.5 t
0.0 L e
T i 1 1 1
oo 100 200 w0 400 500 60.0 T0.0 B00
Time (in Hour)
® 748
24 saat 42 saat
T T T T T T T T T
67 i
* * * I p33ING1b Transfekte Hicreler
&7 i : i i i - I.: 3. i
" ! )
R I - p24ING1b Transfekte Hicreler

. Transfekte Olmayan Hiicreler

. Besi Yeri

Cell Index

0.0 100 200 wn 400 50.0 80.0 T0.0 80.0

Time (in Hour)

Sekil 6: Hicre Proliferasyon Analizi. A) xCELLigence sistemi ile ING1 splicing varyantlarinin
primer HNSCC hiicre hattindaki proliferasyonu iizerindeki etkisi gosterilmistir. B) xCELLigence
sistemi ile INGI1 splicing varyantlarinin metastatik HNSCC hiicre hattindaki proliferasyonu
iizerindeki etkisi gdsterilmistir.

3 kopya olarak gergeklestirilen deneyde, verilerin ortalamalari alinarak
grafige yansitilmistir. Deney sonucunda olusan Cell Index’ler karsilastirildiginda

primer HNSCC hiicrelerinde (74A), p33ING1b ile transfekte edilen hicreler kontrol
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hicrelerine kiyasla 8.125 kat, p24INGlc ile transfekte edilen hiicreler ise kontrol
hiicrelerine kiyasla 6 kat daha az ¢ogalmistir. Metastatik HNSCC hiicrelerinde (74B)
ise p33INGL ile transfekte edilen hiicrelerde 12.6 kat, p24ING1c ile transfekte edilen

hlcrelerde 6.3 kat azalma gozlenmistir (Sekil 7).

B85 —

&0 L B p33ING1b Transfekte Hiicreler

5.5 .

50 L p24ING1b Transfekte Hicreler

45 -
2. kb .TransfekteOImayan Hiicreler
il 3 @ Besi Yeri
930 - :
f20 | :

i [ 4383 ;

a5 - i H3

P33 P2 (Emply)
Chemical Compound

89 F

cg B BB 133ING1b Transfekte Hiicreler

s B p24ING1b Transfekte Hticreler
E.}
] i, E o @ Transfekte Olmayan Hiicreler
;: E @ Besi Yeri
E28
[
& E

19

s B R N—

E ALB4
P33 P24 [Empty)
Chemical Compound

Sekil 7: Cell Index Analizi A) xCELLigence sistemi ile ING1 splicing varyantlarinin primer
(74A) HNSCC hiicre hattindaki proliferasyonu iizerindeki etkisi cellindexleri belirlenerek
gosterilmistir. B) xCELLigence sistemi ile INGI splicing varyantlarinin metastatik (74B)
HNSCC hiicre hattindaki proliferasyonu {izerindeki etkisi cell indexleri belirlenerek
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Hucre Migrasyon Analizi: Hucre proliferasyonuna negatif yonde etkisi
gorulen ING proteinlerinin hiicre migrasyonu tiizerindeki etkisi de incelenmistir.
Primer HNSCC hatlarinda (74A) yapilan yara ¢alismasinda p33ING1b ile transfekte

edilen tumor hiicrelerinde %54 oranindaki alanin kapanmadigi, kontrol grubunda ise

48 saat sonunda yaranin tamamen kapandigi gézlenmistir (Sekil 8).

A 74A
24 Saat 48 Saat
p33ING1b
Kontrol
B

74A

Cell Migration Assay

1000000
800000
600000
—@—p33ING1b
400000 P
—&— Kontrol
200000
0
0 24 48

Saat

Alan pm?

Sekil 8: Hiicre Migrasyon Analizi. A) p33INGI varyantt ile transfekte edilen primer HNSCC
hiicre hatlarinda yara agilarak 24. Ve 48. Saatte hiicre migrasyonu gosterilmistir. B) 48 saat
sonunda agik kalan alanlar hesaplanarak deney ve kontrol grubu arasindaki fark sayisal olarak

degerlendirilmistir.

37



Yapilan deneyler sonucunda rekombinant olarak elde edilen ING1 genine ait
iki varyantinin (p33INGl1b, p24INGlc) hiicre proliferasyonuna negatif yonde etki
ederek timor biliyiimesini yavaglattigi, p33ING1 varyantinin primer timorlii hiicre
hatlarinda proliferasyonu %88,7 oraninda, metastatik hiicre hatlarinda proliferasyonu
%092 oraninda azalttigl, p24INGI1 varyantinin ise primer tiimdrli hiicre hatlarinda
proliferasyonu %83.4 oraninda, metastatik hiicre hatlarinda proliferasyonu %384.1
oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Bu hiicre hatlarinin migrasyon kabiliyetleri
incelendiginde ise, %54 oraninda azalma oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, ING1
varyantlarinin (p33ING1b, p24INGlc), HNSCC gelisiminde anti-proliferatif 6zellik
gostermesi agisindan Onemli olmakla birlikte, bu etkiyi hangi mekanizma ile
gerceklesebilecegi  hakkinda da Ongoriiler sunmaktadir. Literatirde ING1
proteinlerinin p53 bagimli veya bagimsiz yollardan hiicre i¢i fonksiyonlara dahil
oldugu belirtilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada kullanilan hiicre hatlarinda p53 genine
ait mutasyon taramasi yapilmis ve hem primer, hem metastatik hiicre hatlarinda 3
farkli noktada (exon4, exon6, exon8) mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin
p53 proteininde fonksiyon bozukluguna sebebiyet verebilecegi diisiiniildiigiinde,
ING1 varyantlarinin p53 den bagimsiz bir yolla hiicre proliferasyonuna etki
edebildigi distiniilmiistiir. Bu durum, yapilabilecek farkli molekiiler ¢aligmalar ile
aydinlatilarak, ING1 proteinin etki mekanizmasinin agiklanmasi yolunda 6nemli bir
adim teskil edebilir. Calismamizin sonucu ayrica, ING1 varyantlarinin potansiyel bir
terapotik ajan olabilecegi potansiyelini ortaya koymustur. Verilerin validasyonunun
farkli molekiiler teknikler (Western Blot vb.) ile yapilarak, in vivo olarak da
etkinliginin gosterilmesi halinde, gen terapilerinde kullanilabilecek alternatif bir ajan

olma potansiyeli de mevcuttur.
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