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OZET

HEPATOSELLULER KANSERDE MIR1OOHG'NIN KLF7 TRANSKRIPSiYON
FAKTORU iLE REGULASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
RUMEYSA ALACAM
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, HAZIRAN-2024

MIR100HG geni, insanda 11. kromozomun q kolunda lokalize olan bir IncRNA’dir. MIR100HG,
cesitli kanserlerde anormal olarak ifade edilir ve tiimdr hiicre biyolojisi ile kanserle baglantili
birgok yolakta yer alarak onkojenik ya da tiimor baskilayici bir rol iistlenir. Literatiirde hakkinda
¢ok az c¢alisma bulunan MIR100HG geni kolorektal kanserde, larengeal skuamdéz hicreli
karsinomada, mide kanserinde ve hepatoselliler karsinomada ifade olan bir gendir.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda MIR100HG nin KLF7 transkripsiyon faktorii tarafindan
transkripsiyonel regiilasyonu aydimlatilmistir. insan MIR100HG promotor bolgesine ait
kisaltilarak hazirlanan 5 farkli delesyon konstrakti (1244 bg -1013/+231, 1046 bg -815/+231, 909
b¢ -678/+231, 628 bg -397/+231 ve 419 bg¢ -188/+231) klonlanmistir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, bu konstraktlardan 1046 bg¢ (-815/+231) ve 909 b¢ (-678/+231) promotor
konstraktlariin klonlanmasi gergeklestirilmistir. Gegici transfeskiyon deneylerinde, insan
hepatoselliler karsinoma hiicre modelinde (Hep3B) tim promotor konstraktarinin aktif oldugu
ve 628 bg (-397/+231), 1046 bg (-815/+231) ve 1244 bg (-1013/+231) promotor pargalarinin en
yiiksek bazal aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda MIR100HG nin promotor bolgesinde olast KLF7
baglanma bolgelerini icerdigi tespit edilmistir. Promotor pargalarinin KLF7 transkripsiyon
faktoru ile kotransfeksiyonu MIR100HG’nin transkripsiyonel seviyesini arttirmistir. Ayrica
KLF7’nin overekspresyonunun, MIR100HG nin ifadesini mRNA dizeyinde normoksik ve
hipoksik kosullarda arttirdigi qRT-PCR ile gosterilmistir. Kromatin Immiinopresipitasyonu
(ChIP) analizi ile KLF’nin MIR100HG promotorunda fonksiyonel olarak farkli baglanma
bolgeleri oldugu dogrulanmigtir. KLF7’nin overekspresyonunun dogrulanmasi, normoksik ve
hipoksik kosullarda, mMRNA duzeyinde gRT-PCR, MTT, Koloni Formasyon, Scratch
(Migrasyon) ve IFC deneyleri ile gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Hepatoselliiller Karsinoma, INcRNA, MIR100HG, KLF7

Bilim Kod / Kodlar1 : 20606, 20610 Sayfa Sayisi : 107



ABSTRACT

REGULATION OF MIR100HG BY KLF7 TRANSCRIPTION FACTOR IN
HEPATOCELLULAR CARCINOMA
MSC THESIS
RUMEYSA ALACAM
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, JUNE - 2024

The MIR100HG gene, located on the g arm of chromosome 11 in humans, is a long non-coding
RNA (IncRNA). MIR100HG is abnormally expressed in various cancers and plays an oncogenic
or tumor-suppressive role by participating in multiple pathways associated with tumor cell
biology and cancer. Although there are few studies on MIR100HG in the literature, it is a gene
expressed in colorectal cancer, laryngeal squamous cell carcinoma, gastric cancer, and
hepatocellular carcinoma.

In this thesis, the transcriptional regulation of MIR100HG by the KLF7 transcription factor has
been elucidated. Five different deletion constructs of the human MIR100HG promoter region
(1244 bp -1013/+231, 1046 bp -815/+231, 909 bp -678/+231, 628 bp -397/+231, and 419 bp -
188/+231) were prepared and cloned. Among these, the cloning of the 1046 bp (-815/+231) and
909 bp (-678/+231) promoter constructs was accomplished within this thesis study. In transient
transfection experiments using the human hepatocellular carcinoma cell model (Hep3B), it was
determined that all promoter constructs were active, and the promoter fragments of 628 bp (-
397/+231), 1046 bp (-815/+231), and 1244 bp (-1013/+231) showed the highest basal activity.

Bioinformatic analyses identified potential KLF7 binding sites within the MIR100HG promoter
region. Co-transfection of promoter fragments with the KLF7 transcription factor increased the
transcriptional level of MIR100HG. Additionally, gRT-PCR demonstrated that KLF7
overexpression increased MIR100HG expression at the mRNA level under both normoxic and
hypoxic conditions. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis confirmed that KLF7
functionally binds to different regions of the MIR100HG promoter. The validation of KLF7
overexpression, under normoxic and hypoxic conditions, was shown at the mRNA level through
gRT-PCR, MTT, colony formation, scratch (migration), and IFC assays.

KEYWORDS: Hepatocellular Carcinoma, IncRNA, MIR100HG, KLF7

Science Code / Codes : 20606, 20610 Page Number : 107

i



ICINDEKILER

Sayfa
(@ 74 = OO OO OO U TR U O R UETEPRRR i
ABSTRACT L i
ICINDEKILER ..ottt n s an st iii
SEKIL LISTES. ...ttt ettt ettt et et et et aseseseranns Vi
TABLO LISTESI ......coooiiiiiiiie s viii
SEMBOL LISTESI ..........coooiiiiiiiiiiiiiinssssss s ix
ONSOZ ...ttt Xi
Lo GIRIS ..ottt ettt ettt ettt 1
1.1 Hepatoselltler Karsinoma (HCC) .......coiiiiiiiicieese e 1
1.2 Uzun Kodlanmayan RNA’lar (INCRNA’LAT) .....cceiiiiiiiiiiiecee e 2
1.2.1 Kanser ve LNCRINAIAL ...o..oiiiiiiie ettt s 3
1.2.2 MIRLOOHG GBNI..vuviniiiiiiieieie ettt bttt n e anis 7
1.3 Transkripsiyon Faktorleri ile Gen RegUlasyOnu ..........ccocvviiiiiiniiiiieiec s 8
1.3.1 TranskripSiyonel AKLIVASYON ........c.ccoviiiiiiiieie et 9
1.3.2 Transkripsiyonel Baskilama............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e 11
1.3.3 Kruppel Benzeri FaKtOrler (KLF) .......oovoiiicecece e 12
1.3.4 Kruppel-Benzeri FaKtOr 7 (KLF 7) ...oooiiieeee e 13
2. TEZIN AMACL ........cooiiiiiiiiiicieese s 15
3. MATERYAL VE METOD ...t 18
S I MATERYALLER ..o s 18
3.1.1 Kullanilan Makine ve TeGhizZat ..........c..coiiuiiiiiiiiiiieiiee e 18
3.1.2 Kullanilan Kimyasallar ...........ccoccoiiiiiiiiiiii e 19
3.1.3 Calismada Kullanilan HUCre SOYU.......ooiiiiiiiiiiiiicie e 25
32 METOD ..ot 25
3.2.1 Kullanilan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve Sterilizasyonu.........cccccocevvvviiciiciinnn . 25
3.2.2 MIR100HG Promotor Klonlama Calismalart ...........cccceevveeiiieniiinniiie e 26
3.2.2.1 Biyoinformatik Analizler ve Primer Tasarimi.........ccccoocevoiiiiiniinien e 26
3.2.2.2 Genomik DNA IZOIaSYONU..........co.ieviireviiiiiiiicieisecee et 26
3.2.2.3 MIR100HG Promotor Primerleri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)................. 27
3.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi ve Agaroz Jelden DNA’nin Saflastirilmasi................. 28
3.2.2.5 Bakteriyel Kat1 ve S1vi Besiyerlerinin Hazirlanmasi..........ccocoooiiiiiiiicncic e 29
3.2.2.6 DHS5a Hiicre Soyunun Kompetent Hiicre Haline Getirilmesi ...........ccocovvveiiiiiiicnnnn, 30
3.2. 2.7 LAASYOM ...ttt 30
3.2.2.8 TranS OIMASYON ......ceiuiiiiiiiiii it 31
3.2.2.9 Gliserol Stok Hazirlanmast ..........c.oocviiiiiiiiiiiiceece e 32
3.2.2.10 Restriksiyon Endoniikleaz Kesim ..........cccociiiiiiiiiiiiiiiiiice e 32
3.2.2.11 Kiigiik Olgekli Plazmit DNA IZOIaSYONU .......ceveveveverereieeeieieieeieeeieeeie e, 33
3.2.2.12 Orta Olgekli Plazmit DNA 1Z0laSyonU...........cccouviviiriveiiiereieeesicre s 34
3.2.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Teknikler ..o, 35
3.2.3.1 Besiyerinin Hazirlanmast ..........ccoeiiiiiiiiiiiiiie e 35
3.2.3.2 Kullanilacak Kimyasal Malzemelerin Hazirlig1 ..........cccocooviiiiiiiee 35
3.2.3.3 Hiicre Kiiltiirliniin Baglatilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmast ...........ccccceevieinnnee. 36

iii



3.2.3.4 Canli Hiicrelerin Belirlenmesi V& SQYIMI ......cccvveiiiieiiieiiiiesniee s 37

3.2.3.5 Gegici Transfeksiyon CaliSmalart .........c.coceeiiiiiiiiiiiiie e 38
3.2.3.6 Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi ............ccoocvvviiiiiiiiiis 41
3.2.3.7 Hipoksi Modeli OIUSTUIMA..........ceiiiiiiiiiiiiciiee e 42
3.2.3.8 MTT DENEYI...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 42
3.2.3.9 Koloni FOrmasyon DENeYi..........ccciiiiiieiiiiiiiiciiiie e 43
3.2.3.10 Scratch (Migrasyon) DENEYI ........ccuuiiiiuiiiiiiieiiiiieiiieesiie e siae e sne e e sine e 43
3.2.3.11 immiinofloresan (IFC) DENEYi ..........ceviuiriiriveriiriresireissesesesseessse s ses e sensens 44
3.2.4 RNA CalISIMALATT .....uviiiiiiiiice e e e e e e et e e e e st e e e s aaa e e e e e nrnee e e snraneeaan 45
3.2.4.1 Hiicreden RNA ELIAESI.......ccouiiiiiiiiiiiiiiicscee e 45
3.2.4.2 RNAMIN MIKEAr TAYINT c.vviiiiiiiiiiie it sinesssnessisessnseeens 46
3.2.4.3 RNA Agaroz Jel EIEKtrOfOr€Z1 ......ccviviiieiiiiiiicicc e 46
3.2.4.4 CDINA SENLEZI.....eiiieeiiieeiee ettt ettt et e et e b e e bt e s ae e beeabe e e ne e nnneenns 47
3.2.4.5 cDNA Kalitesinin KONtroll.........cceoiiiiiieiiiiisieiie e 48
3.2.4.6 Real Time PCR (QRT-PCR)) ......coiiiiiiiiiiiie e s 49
3.2.5 Kromatin Immuno Presipitasyonu (ChIP) DeNeyi...........cccoeeuererererererreeresrsesssensesenens 51
3.2.5.1 Hiicrelerin Fiksasyonu ve Kromatin Parcalanmast ...........ccccoooeiiiiiiiiiinniiniee e 53
3.2.5.2 Antikor ile IMMUNOPIESIPItASYON ........cvcvievieieeiieecieieee et 53
3.2.5.3 Capraz Baglarin COZUIMEST .....cooviiiiiiiiiiiieiieeiie e 54
3.2.5.4 Saflagtirtlmis DNA ELAEST ....cccuviiiiiiiiiiiiiiie e 54
4. BULGULAR ........ooiiiii e 56
4.1 MIR100HG Promotor Parcalarinin Klonlama Calismalari...........ccccoceviiiiiniinniniinnnnns 56
4.1.1 MIR100HG Genine Ait Promotor Bolgesinin Biyoinformatik Analizi ............c.cccoeeeee. 56
4.1.2 909 bg (-678/+231) ve 1046 bg (-815/+231) Promotor Pargalarinin T:A Stratejisi

ile pGEMT-Easy Vektore Klonlanmasi..........cccccovvviiiiiiiiciiiiiiic e 58
4.1.3 909 bg (-678/+231) ve 1046 bg (-815/+231) Promotor Parcalarinin

pMetLuc-reporter Vektore Alt Klonlanmast ........cccccveviiiiiiiiiiiiiiiieeccee 61
4.1.4 MIR100HG Genine Ait Promotor Pargalarinin Kalsiyum-Fosfat Yontemi

ile Gegici TransfekSIYONU......c.ciiiiiiiiiiiic 64
4.1.5 MIR100HG Genine Ait Promotor Par¢alarinin KLF7 Transkripsiyon

Faktorii ile Ko-TransfekSiyonu .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiice e 65
4.2 KLF7 Geninin Hep3B Hiicrelerinde Asirt EKSpresyonu...........cccocoevviicniiic e 66

4.2.1 KLF7 Geninin Asir1 ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde mRNA Diizeyinde Belirlenmesi .66
4.2.2 KLF7 Geninin Asir1 Ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicre Proliferasyonu

Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile BElirlenmesi...........cccccoveveirireveiineiricrssieieessennn, 71
4.2.3 KLF7 Geninin Asir1 Ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicrelerin Koloni

Olusturma Yetenegi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi ............coovvvevevcveirieverienennenen, 72
4.2.4 KLF7 Geninin Asir1 Ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicre Migrasyonuna

Etkisinin BelIrlenmesi........c.coviiiiiiiiiiiiiicc e 75
4.2.5 KLF7 Geninin Asir1 Ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Protein Diizeyinde

TFC ile BelITI@NmMESI .....ccvviiiiiiiiciiic e 78
4.2.6 KLF7 Asirt Ekspresyonu Sonucunda Spesifik KLF7 Antikoru ile ChIP Deneyi ........... 82
5. SONUQC VE TARTISMA .....oooiiiiiiiii e 84
6. KAYNAKLAR (IEEE) ..ottt 88
ERLER . 100
EK A: 909 bg (-678/+231) Promotor Konstraktina Ait Dizi Analizi Sonucu.............ccveueee. 101



EK B: 1046 b¢ (-815/+231) Promotor Konstraktina Ait Dizi Analizi Sonucu...................... 103
EK C: Transkripsiyon Faktorlerinin MIR100HG Promotoruna Olas1 Baglanma Bolgeleri.. 105
OZGECMIS ..ottt ettt ettt et et et et et et et et et et et et et et et etetarananas 107



SEKIL LISTESI

Sekil 1.1:
Sekil 1.2:
Sekil 1.3:
Sekil 1.4:
Sekil 1.5:
Sekil 1.6:
Sekil 2.1:

Sekil 3.1:
Sekil 3.2:
Sekil 3.3:
Sekil 3.4:
Sekil 3.5:
Sekil 4.1:
Sekil 4.2:

Sekil 4.3:

Sekil 4.4:

Sekil 4.5:

Sekil 4.6:

Sekil 4.7:

Sekil 4.8:

Sekil 4.9:

Sekil 4.10:

Sekil 4.11:

Sayfa
LncRNA’1arin fonksiyonlari.........cuveiiiiiiiiiiiieiiie i 3
LncRNA’larin normal ve anormal eKSpresyonu..........c.ecvevvieeiieiiisieneeieseeseeeees 5
Kanser fenotiplerinde INCRNA’IAr.........ccooiiiiiiiiiiii e 6
MIR100HG geninin sematik gOSTETIMI ......eoviivieriiiiiiieiiiie e 7
Transkripsiyonel aKtIVASYOMN ......ccuviiiiieiiiieiiiie e 10
Transkripsiyonel baskilama...........ccccciviiiiiiiiiiice 11
Tez caligmasi kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar1 6zetleyen akis
4T 2T o4 221 101 PSP PPPPRPPPR 17
PGEM-T Easy vektoriin sematik gOSterimi.......ccvveererriiieiieiiiesie e 22
pMetLuc Kontrol vektoriin gematik gOSterimi.........c.covrverveiriiieenieninieseeiesenes 23
pMetLuc Reporter vektoriin sematik gOStEITMI ..ovvvvevivveeiiiieiiiie e e s 23
Seap-2 Kontrol vektoriin sematik gOSTETIMI ....cvvevvrverieeiiiiciieesee e 24
Calismada kullanilan Hep3B hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii (20X).............. 25
MIR100HG promotor bolgesi i¢erisinden tasarlanan primerlerin promotor
UZEIINAE ZOSTEIIMI vevuinniiiiiiiieiie et e et et et e e et et et e eneteeneeneenneaneennrenenns 57
M: 1 kb Marker, 1-8: MIR100HG 909 bg, 9-16: 1046 bg¢ promotor parcalarinin
PCR amplifikasyonu agaroz jel elektroforez gorintlisil .......oeeuvevnvineennrennennnennen. 59

M: 1 kb Marker, 1: 909 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 909 bg
1. Koloniye ait kesilmemis plazmit, 3: 909 b¢ 2. Koloni Xhol/HindIII kontrol

kesimi, 4: 909 bg 2. koloniye ait kesilmemis plazmit jel goriintiisti ...........cc....... 60
M: 1 kb Marker, 1: 1046 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 1046 bg
1. koloniye ait kesilmemis plazmit jel gOrintliisti ....ccuveuuvenieneiniiiiiiiiiiiiieieennes 60

M: 100 b¢ Marker 1,2,3,4: MIR100HG 909 bg, 5,6,7,8: 1046 b¢ promotor
parcalarinin ve 9, 10, 11, 12: pMetLuc vektoriin Xhol/HindIII

restriksiyon endontiikleaz kesim jel gOrintlisii........ceevuuveinniiiinniiiiniiiiiinniiinnnnen. 61
M: 100 b¢ Marker, 1: 909 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 909 bg

2. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 3: 909 bg 3. Koloni Xhol/HindIII

kontrol kesimi, 4: 909 bg 4. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 5: 909 bg

5. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 6: 909 bg 6. koloni Xhol/HindIII

kontrol kesimi jel goriintiisi.......... rerereeennnen 02
M: 500 b¢ Marker, 1: 1046 bg 1 kolom XhoI/HdeH kontrol kesnm

2: 1046 bg 1. koloniye ait kesilmemis plazmit, 3. 1046 b¢ 2. Koloni

Xhol/HindIII kontrol kesimi, 4: 1046 bg 2. koloniye ait kesilmemis

plazmit jel GOTUNTUSTL «evuvvnrenniinriiiiei ettt e e e e e eeeneeneenes 63
pMetLuc vektorii igerisine klonlanmig MIR100HG promotor

konstraktlarinin sematik gOSTETIMI ..vuuvunvenrenniinriniiieiieieeieeee e eeeeieeieeeeennens 64
MIR100HG promotor kontrastraktlarina (P1, P2, P3, P4 ve P5) ait

LUC/SEAP deZerlerms  ...cuniiniiiiiiieie ettt e 65
KLF7 transkripsiyon faktoriiniin, MIR100HG promotor kontrastraktlarinin

(P1, P2, P3, P4 ve P5) transkripsiyonel aktivitesi lizerine etkisi .........cc..ccuueenneen. 66
Normoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde

KLF7 geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degigimi.........ccceeevueennennnnen. 67

Vi



Sekil 4.12:
Sekil 4.13:
Sekil 4.14:
Sekil 4.15:
Sekil 4.16:
Sekil 4.17:
Sekil 4.18:
Sekil 4.19:
Sekil 4.20:
Sekil 4.21:
Sekil 4.22:
Sekil 4.23:
Sekil 4.24:
Sekil 4.25:
Sekil 4.26:
Sekil 4.27:
Sekil 4.28:
Sekil 4.29:
Sekil 4.30:
Sekil 4.31:

Sekil 4.32:

Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde

KLF7 geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degigimi..........cceeeevunieennnnees
Normoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde

MIR100HG geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi
Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde
MIR100HG geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi
Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde
HIF-1a ekspresyonunun mRNA diizeyindeki degisimi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda
zamana bagli hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT analizi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda
zamana bagli hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT analizi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda
koloni formasyon goriintiileri
KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin
koloni olusturmasi tizerindeki etkisi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda
koloni formasyon gdriintiileri
KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin
koloni olusturmasi tizerindeki etkisi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda
migrasyon deneyi goriintiileri
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda
yara iyilesmesi ve hiicre gociine etkisi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda
migrasyon deneyi goriintiileri
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 genin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda
yara iyilesmesi ve hiicre gogiine etkisi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, normoksik kosullarda
KLF7 antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, normoksik kosullarda
KLF7 antikoru ile antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin agir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda
KLF7 antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin agir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda
KLF7 antikoru ile antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin agir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda
HIFla antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri
Hep3B hiicrelerinde, KLF7 asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda HIF 1o
antikoru ile antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi
KLF7 antikorunun KLF7 agir1 ifadesine bagli ChIP deneyi analizi................coc....

.......................................................................

...........................................................

..........................................

.............................

..........................................

.............................

.........................................

......................................

vii



TABLO LISTESI

Tablo 3.1:
Tablo 3.2:
Tablo 3.3:
Tablo 3.4:
Tablo 3.5:
Tablo 3.6:
Tablo 3.7:
Tablo 3.8:
Tablo 3.9:

Tablo 3.10:
Tablo 3.11:
Tablo 3.12:
Tablo 3.13:
Tablo 3.14:
Tablo 3.15:
Tablo 3.16:
Tablo 3.17:
Tablo 3.18:
Tablo 3.19:
Tablo 3.20:
Tablo 3.21:

Tablo 4.1:

Sayfa
Kullanilan cihazlar ve markast .......c..ooeuiiiiiiiiiiiiiiiii e, 18
Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan kimyasallar..........c...cooeeieiiiiiininneen. 19
RNA ¢alismalarinda kullanilan bilesenler..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 20
DNA caligsmalarinda kullanilan bilesenler ............ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen. 20
Klonlama ¢alismalarinda kullanilan veKtorler ..........oeevveviineeiiieiiiniieeeieeeieeenn. 22
Transformasyon calismalarinda kullanilan bakteri susu ve genotipi.........c.......... 24
Transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan bilesenler ...........ccccceviiiiiiiiiiiiinnnnnene. 24
MIR100HG promotor PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ........................ 27
PCR reaksiyon KOSUIlart .......couuveuiieiiiiiiiiiie et 28
Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler...........oeeeueeiiiiiiiiiiiiiiinninnnne.. 28
Restriksiyon endoniikleaz kesiminde kullanilan bilesenler ve miktarlari ............. 33
Transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar ve igerikleri...................... 38
Formaldehit-agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlarin hazirlanist ......... 47
RT reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve reaksiyon basamaklari...................... 48
HB-2-M genine ait primer dizZilerl. .....veeeeneieiiiiiiiiiieieiir e eee e 48
HB3-2-M PCR reaksiyon KOSullart..........ccuuvieiniiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiicciiecceneeeeee. 49
HB3-2-M PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ...........cccceviiveiiiiniiniinennnennns 49
Calismada kullanilan ekspresyon primerleri..........eeuuevieruiriiiniiiiiiiiiiiiieinnnnenne. 50
Real Time PCR bileSenleri.. .. cuueieiiniiiiieiiieiiee ettt e e ee e e 50
Real Time PCR reaksiyon Kosullart...........ceeeuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiccciiiceeeen. 51
ChIP qRT-PCR’1nda kullanilan MIR100HG ChIP primerleri ve dizileri .............. 55
MIRT00HG promotor primerleri........cocoveiviiiieiiieiie e 58

viii



SEMBOL LISTESI

ATP
ADP
be

3

bk.
cDNA
ChlP
Ct
CTCF
dk.
DAPI
DEPC
dH20
DMSO
DMEM
DNA
dNTP
EDTA
Et-Br
FA
FBS

g

HCC
HEPES
IFC
IPTG
Kb
KLF7
L
LacZ
LB
LncRNA
M

ML

Mg

MM

mg

mL
mM
MRNA
MTT
MW
NaAc

: Adenozin Tri-Fosfat (Adenosine Triphosphate)
: Adenozin Di-Fosfat (Adenosine Diphosphate)
: Baz gifti

: Beta

: Bakiniz

: Komplementer DNA

: Kromatin immiinopresipitasyon (Chromatin Immunoprecipitation)
: Cycle threshold

- Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresansi

: Dakika

: 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

: Dietil pirokarbonat

: Distile su

: Dimetil stlfoksit

: Dulbecco’s Modified Eagles Medium

: Deoksiribonikleik asit

: Deoksiribontikleosit trifosfat

: Etilendiaminetetraasetik asit

: Etidyum Bromr

: Formaldehit

: Fetal Bovine Serum

: Gram

: Hepatoselliler karsinoma

: N-2-Hidroksietilpiperazin-N-2-etansilfonik asit
: Immiinofloresan

: Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside

: Kilobaz

: Kruppel-like Factor 7

- Litre

: B-galactosidase geni

- Luria Broth

: Uzun kodlanmayan RNA

: Molar

. Mikrolitre

: Mikrogram

: Mikromolar

: Miligram

- Mililitre

: Milimolar

: Mesajc1 RNA (Messenger RNA)

: 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
: Molekiiler agirlik

: Sodyum Asetat



ng
nm
oD
PBS
PCR
PIC
RNA
RNaz
rpm

SEAP
TF

uv
X-gal
% (VIV)
% (W/v)

- Nanogram

- Nanometre

: Optik Densite

: Phosphate Buffered Salin

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: On- Baslatma Kompleksi

: Ribonukleik asit

: Ribonukleaz

: Dakikadaki doniis sayis1 (Rounds per minute

: Reverse Transkriptaz

: Salinan alkalin fosfataz (Secreted alkaline phosphatase)
: Transkripsiyon faktoru

: Ultraviyole

: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside
: Hacimce ylzde

: Hacimde kdtlece ylzde



ONSOZz

Calismalarim sirasinda ogretilerinden azami derecede istifade ettigim ve 6gretilerinin hayatima
kattig1 &nemi asla unutmayacagim saygideger danismanim Prof. Dr. Feray KOCKAR’a,
caligmalarim siiresince deneyimlerini esirgemeyen degerli hocalarim Dog. Dr. Esra TOKAY’a,
Dr. Ogr. Uyesi Nelin HACIOGLU’na ve Ars. Gor. Serhad ONAT a tesekkiir ederim.

Yiksek lisans stirecimde 2210-A Yurt i¢i Genel Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda beni
destekleyen TUBITAK Bilim Insan1 Destek Programlari Baskanlhigi’na (BIDEB) tesekkiir
ederim.

Bu tez ¢alismasin1 tamamlama sirecimde, daima yanimda olup, dostluguyle bu tez ¢alismasini
sadece akademik bir basar1 degil ayn1 zamanda kiymetli ve paha bicilemez anilarla dolu degerli
bir dénem haline getiren, sahip oldugu 1sikla beni korkularimdan ve kaygilarimdan armndirip
daima yoluma 151k olan sevgili dostum Riimeysa VAPUR ONDUL’e tesekkiir eder, saglik ve
mutlulugun hep yaninda olmasini dilerim.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim siiresince bana sadece arkadas degil ayn1 zamanda yoldas da
olan, iyi kotii her animda elimi birakmayip sefkatli ve olgun yiiregiyle beni cesaretlendiren,
karsima ¢ikan zorluklarla miicadele edebilmem icin bana ihtiyacim olan giicii veren sevgili
dostum Munise AKBABA ’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Attigim adimlarda beni daima destekleyen, 1yi giinlerde mutlulugumu paylasirken zor giinlerimde
gii¢ verip ellerimi simsiki tutan, maddi manevi biitiin zorluklari birbirimize olan inancimiz ve
sevgimizle astigimiz, yanimda olmasinin bana verdigi huzur ve giivenle her zorlugun iistesinden
gelmemi saglayan, hayat arkadagim, sevgili esim Ahmet Faruk ALACAM’a, sonsuz destekleri
icin dedem Necip MUMCU ve anneannem Ayse MUMCU’ya, benim icin hem yol gosterici bir
abla hem de sevgi dolu bir teyze olan Deniz MUMCU’ya, yiksek lisans surecimin guzelliklerini
ve zorluklarin1 benimle paylasan, bana her zaman destek olan ikinci ailem; basta annem Dog. Dr.
Sema MUMCU ALACAM’a, babam Riza ALACAM’a ve abim Ali Tarik Alagam’a yiirekten
tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca hiizniimii de nesemi de kalplerinde tasiyan, bana varliklariyla gii¢ verip attigim
her adimda yanimda olan kardeslerim Yasemin SAHIN, Eda SAHIN ve ikiz kardesim Haci
Mehmethan SAHIN e ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tez calismasini; egitim hayatim boyunca attigim her adimda kosulsuz desteklerini
esirgemeyen, emek vermenin ve egitimin kiymetini bilip beni bu motivasyon ve bilingle

yetistiren, yaptiklar1 fedakarliklar ve bana olan inanglart ile her zaman ileriye adim atmami
saglayan, sevgili annem Zehra SAHIN ve sevgili babam Zeki SAHIN e ithaf ediyorum.

Balikesir, 2024 Rumeysa ALACAM

X1



1. GIRIS

1.1 Hepatoselliiler Karsinoma (HCC)

En yaygin goriilen primer karaciger kanseri olan Hepatoselliiler karsinom (HCC), kiiresel olarak
kansere bagli 6liimler arasinda en iist sirada yer alir. Hepatit B ve C siroz gelisimi i¢in bagimsiz
risk faktorleri iken siroz ise HCC’nin ortaya ¢ikmasinda en énemli risk faktorii olmaya devam
etmektedir [1]. Hepatit D (HDV) koinfeksiyonu, metabolik unsurlar (obezite, insiilin direnci, Tip
IT diyabet veya alkole bagli olmayan HCC'deki dislipidemi) ve toksin ya da cevresel faktorler
(6rnegin alkol veya sigara kullanim1) HCC igin diger risk faktorleri arasinda sayilabilir [2].
Karaciger rezeksiyonu ve nakli i¢in erken evre HCC hastalar tercih edilmektedir ve bu yaklagim
hastalara %70-80 oraninda 5 yillik sagkalim sunar [3]. Hepatoselliiler karsinomun ileri evre
hastalar1 i¢in ise kemoterapi, immiinoterapi ve onkolitik viriislerle tedavi planlanmaktadir. Ancak

ileri evre HCC hastalarinda uygulanan tedaviler yiiksek 6liim oranlar1 ile sonuglanmaktadir [4].

Kanser heterojenligi, dinamik olarak genetik, epigenetik ve hiicresel mikrocevre faktorlerinden
etkilenir [5]. Dolayisiyla, HCC'nin olusumu ve gelisiminde hem genetik hem de epigenetik
faktorlerin etkili oldugu gozlemlenmistir. Ancak, HCC olusumunda sadece mutasyonlar yeterli
degildir, yasam tarzi ve beslenme aligkanliklarinin da HCC mekanizmasini dogrudan etkiledigi
bilinmektedir [6]. Ozellikle, HCC'de gériilen bazi epigenetik degisiklikler arasinda DNA
metilasyon paternlerinde bozulma, histon modifikasyonlar1 ve mikroRNA (miRNA)

diizenlemesindeki anormallikler yer alir [7].

DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu kontrol eden metil gruplarinin eklenmesiyle gergeklesir.

HCC'de genellikle tiimor baskilayict genlerde hipermetilasyon ve genom genelinde
hipometilasyon goriiliir [8]. DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar (DNMT ler) araciliiyla
Sitozin bazindan sonra Guanin bazinin geldigi CpG adalarinda meydana gelir [9]. Metilasyon
CpG yogunlugunun diisiik oldugu veya tekrarlayan DNA bolgelerinde gergeklesir [10]. HCC
(hepatoselliiler karsinom) gelisimine neden olan ¢esitli timor baskilayici genler ve DNA onarim
genleri arasinda RIZ1, SOCS3, E-cadherin, GSTPI1, p73, RASSF1A, SOCSI1, Hintl ve RB1
genleri yer almaktadir. Bu genler genellikle hipermetilasyona maruz kalarak islevlerini
kaybederler ve bu siireg, hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica, bu genler hiicre
dongiisti kontrolii, DNA tamiri ve sitokin sinyalizasyonu gibi farkli biyolojik siireclerde kritik

gorevler iistlenir. Ozellikle, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasini saglayan hiicre
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proliferasyonu, hiicrelerin biiyiime ve boliinme siireglerini yoneten hiicre dongiisii kontrolii,
DNA'min hasar gordiigiinde onarilmasmi saglayan DNA tamiri ve bagisiklik sistemi
sinyalizasyonunu diizenleyen sitokin sinyalizasyonu gibi siireglerde 6nemli islevler iistlenirler.

[11].

Histon modifikasyonlari; HCC gelisiminde ve progresyonunda énemli bir rol oynar. Ozellikle

asetilasyon, metilasyon ve ubiquitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar HCC'deki gen
ekspresyonunu etkileyerek kanserle iligkili yolaklar1 diizenler. Histon modifikasyonlari, kromatin
diizenleyicilerin ve transkripsiyon faktorlerinin bir araya gelmesini etkileyebildigi gibi, efektor

proteinleri de siirece dahil ederek asagi yonlii sinyal yollarini dolayli olarak aktive edebilir [12].

mikroRNA’lar (miRNA); HCC gelisiminde, epigenetik faktorler arasinda 6nemli bir role sahiptir.

miRNA biyosentezinde ve disa aktariminda meydana gelen bozukluklar, miRNA ekspresyonunda
genel bir diizensizlige yol agarak insan HCC'sinde de goriilen anormalliklere neden olabilir.
Ormegin; tiimdr baskilayict miRNA’larm ifadesi (miR-15a/16-1, miR-122, miR-199a/b-3p) HCC
gelisiminde tekrarli olarak baskilanirken "oncomiR" olarak bilinen ve kanser gelisimini
destekleyen miRNA'larin ifadesi ise (miR-21, miR-221, miR-222 gibi) HCC gelisiminde artis
gosterir [8].

1.2 Uzun Kodlanmayan RNA’lar (IncRNA’lar)

Protein kodlayan genlerin bir bileseni olan IncRNA'lar, ¢esitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerin
diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir [13]. IncRNA'lar, 200 niikleotidden daha uzun transkript
uzunluguna sahip RNA molekiilleridir ve mRNA’nin aksine baglama ve bitis kodonlar1 yoktur.
Bu sebeple protein kodlayamazlar. Ancak epigenetik, transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
seviyelerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alirlar (bk. Sekil 1.1). LncRNA’lar;
RNA, DNA ve proteinlerle etkilesime girip RNA-RNA, RNA-DNA ve RNA-protein
kompleksleri olusturarak cesitli islevler iistlenirler. Bu kompleksler araciligiyla IncRNA’lar gen

ekspresyonunu ve kromatin yapisini birden fazla mekanizma ile diizenleyebilirler [14]:

Tuzak etkisi ile IncRNA’lar, RNA ve proteinlere baglanarak onlarin islevlerini modifiye edebilir

veya engelleyebilirler,



Iskelet etkisi ile IncRNA'lar, kromatin yapisinin diizenlenmesi ve gen ekspresyonunun kontrolii
icin bir "iskelet" islevi gorerek, DNA ve ilgili proteinler arasinda kopriiler kurar ve sinyal yollarini

organize edebilirler,

Transkripsiyon sonrasi etki ile de LncRNA’lar, transkripsiyonla iliskili bolgeleri bloke etmek

amaciyla RNA dimerleri olusturabilir. Bu siireg, protein kodlayan genlerin translasyonunu,

stabilitesini ve boliinmesini diizenleyerek gen ekspresyonunu kontrol eder [15].

* Bazal transkripsiyonun

diizenlenmesi
* Gen spesifik regiilasyonu

| Gen N\
transkripsiyonunun
diizenlenmesi
Splicing Genetik Imprinting
Translasyon Telomerik
siRNA aracili Gen kqdlanmayan RNA’lar
Regiilasyonu Transkripsiyon Epigenetik .XIST ve X kromozom
SOnrasi diizenlemeler inaktivasyonu
diizenlemeler

Sekil 1.1: LncRNA’larin fonksiyonlar1 [15].

1.2.1 Kanser ve LncRNA’lar

Kodlanan genom tiim gen dizilerinin sadece %?2'sinden azini olusturdugu i¢in, kodlanmayan
genomdaki mutasyonlarin ¢ogu kanser fenotipine yol agar [16]. RNA, DNA'dan transkribe edilir
ve DNA ile protein iiretimi arasinda bir koprii islevi goriir. RNA, kodlanan RNA (mRNA) ve
kodlanmayan RNA (ncRNA) olarak iki ana siifa ayrilir [17]. Son zamanlarda, yiliksek verimli
dizileme teknolojisinin ilerlemesi ile bir¢ok kodlanmayan RNA (ncRNA) kesfedilmistir ve
ncRNA’larin farkli kanser tiirlerinde onkogen ve tiimor baskilayici gen islevi gorerek diizensiz

sekilde ifade edildigi gosterilmistir [18, 19].



Kodlanmayan genomdaki mutasyonlar, insan kanserinin temel nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir [20]. LncRNA'lar protein kodlayici gen dizilerine sahip olmasalar da onemli
biyolojik siireclerde diizenleyici RNA'lar olarak islev gorebilirler. IncRNA’lar, mRNA'ya benzer
bicimde, RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir, baslik eklenir, poliadenile edilir ve kesilerek
olgun hale getirilir [21].

LncRNA'lar, proteinlerle belirli etkilesimler kurabilen karmasik ii¢ boyutlu yapilara katlanarak
baz eslesmesi ile RNA veya DNA molekiilleriyle etkilesime girerek DNA, protein ve RNA'dan
olusan islevsel bir ag olusturabilirler [18]. LncrRNA’larin islevleri hiicre igerisinde bulunduklari

konumlara gore degisiklik gosterir.

Cekirdekte bulunan IncRNA’lar; epigenetik ve transkripsiyon diizeyinde gen diizenlenmesine

katilarak; histon modifikasyonlari, DNA metilasyonunun kontrolii, kromatin modifikasyonlari,
transkripsiyon faktorleriyle is birligi ve ¢ekirdek igerisindeki proteinlerle etkilesim kurma gibi

stireglerde islev goriirler [22-26].

Sitoplazmada bulunan IncRNA’lar ise transkripsiyon sonrasi ve translasyonel diizeylerde gen

diizenlemesine katilarak; sitoplazmanin igerisindeki proteinlerle etkilesim kurma, mRNA
metabolizmasinin diizenlenmesi, endojen rekabet¢i RNA (ceRNA) olarak mikroRNA ile

etkilesim kurma gibi siireglerde islev goriirler [27-29].

Dolayisiyla IncRNA'lar, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda, viicutta diger doku ve organlara
yayllmasinda (metastaz), cevre dokulara saldirmasinda (invazyon) ve tedaviye karsi direng
gelistirmesinde 6nemli roller iistlenir. Gen diizenlenmesini farkli seviyelerde kontrol ederek,
kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini tesvik eden ya da ilag tedavisine yanitlarini

degistiren ¢esitli biyolojik siireclerde yer alirlar [18].
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Sekil 1.2: LncRNA’larin normal ve anormal ekspresyonu [30].

LncRNA’larin  ¢ogu, kemokin ve hormonal sinyal yolaklarinda yer alan genlerin
diizenlenmesinde gorev alir [31]. T hiicreli akut lenfoblastik l6semide, Notch1 onkogeni, IncRNA
LUNAR1'in insiilin benzeri biiylime faktorii 1 reseptoriiniin ekspresyonunu arttirarak biiyiimeyi
tesvik etmesine neden olur [32]. Prostat kanserinde ise androjen sinyallesmesi, dogrudan
androjen reseptOriiyle etkilesime giren veya androjen reseptdr baskilayicilarmi engelleyen
IncRNA'larin islevine dayanir ve bu IncRNA'lar, prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesinde

onemli bir rol oynar [33, 34].

LncRNA'larin timor baskilayici ve biiyiimeyi engelleyici yolaklarin diizenlenmesinde 6nemli
rolleri vardir [35, 36]. LncRNA transkripsiyonu, farkli hiicre dongiisii kosullarinda ve yaslanma
sirasinda aktif olarak diizenlenir [16]. Ornegin IncRNA’larin bir kism1, p1 SINK4b, pl 6INK4a ve
pl4ARF'yi kodlayan CDKN2A/CDKN2B bolgesindeki ana tiimor baskilayict genlerin
ekspresyonunu diizenler. Kodlamayan antisens transkript pl15-AS ise pl15INK4b genini
heterokromatin olusturarak baskilar ve 16semik hiicrelerde yliksek p15-AS ekspresyonu diisiik
p15INK4b seviyesiyle iliskilendirilir [37].

Tiimor hiicrelerinin sec¢ici avantaji, telomer bakimina, besin stresi toleransina ve bazi kanserlerde

farklilasmamis tiimodr hiicrelerinin korunmasina baglidir. Ornegin; IncRNA Growth arrest
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specific 5 (Gas5), hiicrelerin besin eksikligi veya biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi sonrasinda
durdurulan hiicrelerde indiiklenir [16]. Gas5, glukokortikoid reseptoriiniin (GR) DNA baglanma
bolgesine tutunarak bir yaniltma faktorii gibi davranir ve glukokortikoid ile iligkili genlerin
ifadesini engeller [38, 39]. GR'nin bu sekilde bloke edilmesi, hiicrelerin apoptoz inhibitdrii 2'nin
ekspresyonunu azaltarak normal hiicrelerde stres kosullar1 altinda apoptozu artirir [39]. Ancak,
insan meme kanseri hiicrelerinde Gas5'in baskilanmasi ise, besin bakimindan fakir olan tiimor

mikrogevresinde meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasina yardimci olur [40].

LncRNA'lar, kanser teshisi ve tedavisinde, dnemli potansiyellere sahip unsurlar olarak kabul
edilmektedir [41]. Farkli kanser tiirlerinde IncRNA'larin genis yelpazede ekspresyon seviyelerine
sahip olmasi, tiimorlere 6zgii olmalar1 ve viicut sivilarinda (plazma ve idrar) stabil olarak

bulunabilmeleri, bu molekiilleri kanser tan1 ve tedavisi i¢cin 0nemli bir ara¢ haline getirir [42].
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Sekil 1.3: Kanser fenotiplerinde IncRNA’lar [16].



1.2.2 MIR100HG Geni

MIR100HG geni, insanda 11. kromozomun q kolunda lokalize olan bir IncRNA’dir. MIR100HG;
3. intronunda let-7a-2, miR-125b-1 ve miR-100 olmak iizere 3 adet miRNA igermektedir (Sekil
1.4) [43]. MIR100HG geni; ismini intronunda bulunan miR-100’ den koken almistir ve bu yiizden
bu gen, MIR100-konak¢1 geni (MIR100HG; MIR100HostingGene) olarak isimlendirilmistir.
Ayni zamanda Linc-NeD-125 olarak da adlandirilmaktadir. MIR100HG geni 4 ekzondan olusur
ve 23 transkripte sahiptir [44]. MIR100HG, miRNA 0&nciisii olarak gorev yapmasinin yani sira,
ndronal farklilagmay1 6zel olarak uyarmasi, primatlarda evrimsel olarak korunmus olmasi ve
farklilasma sinyalleri altinda bir araya getirilmis, stabil bir molekiil olarak birikmesi gibi
ozellikleriyle de igsel islevlere sahip olabilecegini gosterir [45]. MIR100HG, insan transkriptomu
analizinde ilk kez tespit edilmis, noral kok hiicrelerin néronal farklilagmasinda ve mezenkimal
kok hiicrelerin kaderini belirlemede kritik bir rol oynadigi belirlenmis, ardindan da ¢esitli malign

tiimorlerde tanimlanmistir [46-52].

Intron 1 Intron 2 Intron 3
mir100 Let7a2 miR-125b1
MIR100HG
11q24.1

Sekil 1.4: MIR100HG geninin sematik gosterimi.

MIR100HG, ¢esitli kanserlerde anormal olarak ifade edilir ve tiimor hiicre biyolojisi ile kanserle
baglantili bir¢ok yolakta yer alarak onkojenik ya da tiimor baskilayict bir rol distlenir.
MIR100HG'in anormal ifadesi kotii prognoz ve klinikopatolojik 6zelliklerle yakindan iligkilidir
[53]. Ornegin; kolorektal kanserde, MIR100HG ekspresyonunun artmasi tiimoriin yayilma hizini
artirir ve hastalifin seyrini kotiilestirir [54]. Larengeal skuamdéz hiicreli karsinomada ise
MIR100HGin yiiksek ifadesi, miR-204-5p'min baskilanmasi yoluyla kanserin ilerlemesine
katkida bulunur [55]. MIR100HG nin artan ifadesi hepatoselliiler karsinomun (HCC) gelisimi ile
de iligkilendirilmistir. MIR10OHG nin baskilanmasi, HCC hiicrelerinin biiylime, hareket ve



yayillma yeteneklerini azaltmaktadir [56]. Ayrica, MIR100HG'nin baskilanmasi, mide kanseri
hiicrelerinde ¢ogalmanin énlenmesine yardimci olur, bu da bu RNA molekiiliiniin potansiyel bir

tedavi hedefi olabilecegini gostermektedir [57].

MIR100HG, ¢esitli kanser tiirlerinde birgok sinyal yolaklarinda rol oynamaktadir.
MIR100HG'min sinyal yolaklarindaki roliine iliskin olarak, B-katenin/TCF4 MIR100HG nin
promotoruna baglanabilmektedir. Kolorektal kanser oérneklerinde, MIR100HG HDAC6 ve j-
katenin ile negatif korelasyon gosterir. B-katenin ifadesinin artmasi, MIR100HG ifadesini ve
H3K27Ac yogunlugunu azaltmaktadir [58]. MIR100HG, TGF- yolaklarin1 diizenleyerek rahim
agz1 kanserinde lenf nodu metastazinda (LNM) da kritik bir rol oynamaktadir [51].
MIR10HG’ nin ytiksek ifadesi, TGF-B yolaklarinin bozulmasmin neden oldugu servikal
displazinin malign progresyonunu tesvik etmektedir. Bu baglamda, MIR100HG erken evre rahim
agz1 kanserinde LNM'nin TGF-f yolaklar1 araciligiyla diizenlenmesinde olduk¢a etkin bir
faktordiir [52]. Pankreas kanseri hiicrelerinde ise TGFp, MIR100HG transkripsiyonunu tesvik
etmektedir [59]. Ancak TGFf’nin etkisiyle MIR100HG nin igerdigi li¢ adet miRNA’dan yalnizca
miR-125b ve miR-100’{in ifadeleri artarken, miR-let-7a-2’nin ifadesinde artis gdzlenmemistir
[60]. Buradan yola ¢ikarak, MIR100HG’ nin transkripsiyonel aktivitesinin sinyal yolaklar

tarafindan farkl sekillerde diizenlendigi sGylenebilir.

1.3 Transkripsiyon Faktorleri ile Gen Regiilasyonu

Okaryotlarda, transkripsiyon, transkripsiyon faktérlerinin (TF'ler) genom iizerindeki diizenleyici
elementlere baglanmasinin ardindan, RNA polimeraz II’nin kodlayict DNA dizisini okuyarak
komplementer mRNAn iiretildigi stirekli olmayan bir siiregtir [61]. Transkripsiyon faktorleri
(TF'ler), DNA diziliminin anlagilmasindaki ilk adim olan genomu dogrudan yorumlar [62].
Transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu, "ana diizenleyici" ve "secici genler" olarak iglev goriir, hiicre
tirlerini ve gelisimsel Oriintiilemeyi belirleyen siirecler {iizerinde kontrol saglar [63].

Transkripsiyon faktorleri, hiicre farklilagmasini tesvik edebilir [64].

Transkripsiyon faktorleri (TF'ler), DNA’nin kodlanmayan spesifik bolgelerine baglanarak
genlerin transkripsiyonunu aktive edip veya baskilayarak gen ifadesinde temel bir rol oynarlar.
TF baglanma bolgeleri (TFBS'ler) bazi kisa DNA dizilerinden olugurlar ve bu diziler uzun siireli

evrim siirecinde nispeten korunmuslardir [65]. Son yillarda, yiiksek verimli dizi ¢éziimleme



teknolojisinin, 6zellikle de Kromatin Immiinopresipitasyon dizilimi (ChIP-seq) teknolojisinin
hizla gelismesi, gen diizenlenmesine dair yeni bilgiler saglayan genis miktarda TF-DNA

baglanma verisinin elde edilmesini saglamistir [66].

1.3.1 Transkripsiyonel Aktivasyon

RNA polimerazlar, ¢oklu protein kompleksleridir ve transkripsiyonu baslatmak i¢in promotoru
tantyacak genel transkripsiyon faktorleriyle birlikte calisirlar [67]. RNA polimeraz II i¢in genel
transkripsiyon faktorleri (GFT ler), TFIIA, -B, -D, -E, -F ve -H olarak tanimlanmistir [68]. TFIIB,
TFIID ve TFIH transkripsiyon faktoleri transkripsiyonun baglatilabilmesi icin aktivator
proteinler ile etkilesime girerler (bk. Sekil 1.5). Ancak transkripsiyonun etkin bir sekilde
baslatilabilmesi i¢cin RNA polimeraz II ile dogrudan etkileserek holoenzim kompleksinin
olusumuna yardimci olan mediatdr proteinlere de ihtiya¢ vardir [67]. Mediator proteinler; genin
aktivasyonu ya da baskilanmasi i¢in enhancer (artirici) ve operator bolgelerden gelen bilgileri
promotorlara entegre eder ve aktarir. Bu proteinler, dogrudan RNA polimeraz II iizerinden islev
goriir ve promotor bagimli transkripsiyonu modiile ederek etkinligini diizenler [69]. Genel
Transkripsiyon Faktorleri (GTF'ler), promotor iizerinde bir araya gelerek On-Baslatma
Kompleksi'ni (PIC) olustururlar [70]. TFIID, promotorun taninmasindan sorumludur ve bu
tanima siireci; On-Baslatma Kompleksi’nin (PIC) TATA-kutusu baglayic1 protein (TBP) alt
biriminin TATA kutusuyla ve TBP ile iligkili faktorlerin ise (TAF'lar) yan sekanslarla etkilesim
kurmasiyla saglanir [71, 72]. TBP'nin TATA kutusu DNA's1 etrafinda olusturdugu kivrim, TFIIB
ile etkilesime gecerek promotorun RNA polimeraz II’nin {izerine dogru konumlanmasini saglar
[73, 74]. TFIIH ise, promotorun baslangic noktasindaki c¢ift sarmalli yapiyr acarak,
transkripsiyonun baslatilmasini saglayan ATP bagimli helikazlari igerir [75].



Enhancer

TATA Kutusu

PIC Olusumu: -

p IIF - .
n-R--e- k. By
- \’ a4 4
TBP TFIID 1B IIA RN;\/POI Il PIC -

Sekil 1.5: Transkripsiyonel aktivasyon [76].
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1.3.2 Transkripsiyonel Baskilama

Transkripsiyonel baskilayicilar, RNA polimerazin promotorlara baglanmasini engelleyecek
sekilde iglev goren proteinlerdir. Ancak bazi baskilayicilar, RNA polimerazin promotorlara
baglanmasina miidahale etmeyerek, transkripsiyon siirecinin ilerlemesine engel olurlar ve bu da
transkripsiyonun baslamasini onler [77]. Transkripsiyonel baskilama; genel baskilama veya gene

0zgii baskilama olmak iizere iki sekilde gerceklesir:

Genel baskilama; RNA polimeraz 1I'ye veya On-Baslatma Kompleksi’'ne (PIC’e) ait bir

bilesenin bir protein ya da kompleks tarafindan bloke edilerek veya degistirilerek etkisiz hale
getirilmesiyle gergeklesir. Bu bilesen kullanilamaz hale gelir ve transkripsiyon siirecinin

ilerlemesi engellenir [70].

Gene ozgii baskilama ise; bir gene 6zgii baskilayici veya ko-baskilayicinin, belirli bir genin veya

genler grubunun transkripsiyonunu yonlendirmesiyle meydana gelir. Bu baskilayicilar, aktivator
veya ko-aktivatorlerin promotor bolgesindeki iglevlerini 6nleyerek ya da transkripsiyonu tegvik
edici etkilerini dengeleyerek islev goriirler. Ayrica, baskilayicilar kromatin yeniden diizenleme
proteinleri ile veya On-Baglatma Kompleksi'nin (PIC) bilesenleriyle etkilesime girerek genin

ifade edilmesini engelleyebilirler [70, 78].

falale ] Transkripsiyon

I =
ona LR LU UL LR

Enhancer

RNA Pol |l

Baskilayici

-
ona UL

Enhancer |

Transkripsiyon
Sekil 1.6: Transkripsiyonel baskilama [77].
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1.3.3 Kruppel Benzeri Faktorler (KLF)

Kruppel-benzeri faktor (KLF) ailesi, ¢inko parmak transkripsiyon faktorlerinden olusan bir grup
olup farklilasma, ¢ogalma, gé¢ ve apoptoz gibi farkli hiicresel siireclere katki saglar [79]. KLF
ailesi, 17 transkripsiyon faktoriinden olusur. Bu ailenin iiyeleri DNA, RNA ve proteinlere
baglanarak transkripsiyonun aktivasyonunun ve baskilanmasinin diizenlemesinde rol alirlar [80].
KLF proteinleri belirlendikleri veya yiiksek diizeyde ifade edildikleri dokulara gore
isimlendirilmistir. Ornegin eritroid KLF (EKLF ya da KLF1), akciger KLF (LKLF ya da KLF2)
ve bagirsak KLF (GKLF/EZF ya da KLF4) olarak bilinirler [81-83].

Kruppel benzeri faktorler (KLF), bir¢ok genin ekspresyonunu artirarak ve/veya baskilayarak bir
dizi gelisimsel olayin ve hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol alirlar [84]. Bu siireclere kan
olusumu, iskelet ve diiz kas gelisimi, glikoneogenez, retinal ndranal rejenerasyon ve yenidogan
akciger gelisimi gibi biyolojik silirecler Ornek verilebilir [85-89]. Ayrica Kruppel benzeri
faktorlerin (KLF), anti-enflamasyon, anti-fibrozis ve anti-tromboz gibi bir¢ok savunma

mekanizmasinda 6nemli islevleri vardir [90-92].

KLF'lerin DNA baglanma bolgest, ii¢ adet Cys2/His2 (C2H2) tipi ¢cinko parmak iceren C-terminal
bolgesinde bulunmaktadir ve her bir ¢inko parmagi, amino asitler tarafindan dortgen seklinde
koordine edilmis bir ¢cinko atomu igerir [93]. KLF'lerin ifadesi, CCAT1 gibi uzun kodlanmayan
RNA'lar (IncRNA) ve miR-181a gibi mikroRNA'lar (miRNA) tarafindan diizenlenir [94, 95].
Ancak, bu uzun kodlanmayan RNA'larin (IncRNA’larin) ifade diizeyleri degistirilerek KLF’lerin
ifadesi azaltilabilir [96].

Kruppel benzeri faktorler (KLF'ler) birgok kanser ile iligkilidir [97, 98]. KLF'ler kanser
olusumuna katilan hiicre alt1 proteinlerin ifadesini diizenleyebilirler [99]. Ancak KLF'ler ile
kanser arasindaki iliski olduk¢a karmagiktir. Ornegin; bir KLF {iyesi, farkli kanser tiirlerinde
tamamen zit etkilere sahip olabilirken, farkli KLF iiyelerinin ayni kanser tiirii i¢inde farkli roller
istlendigi goriilebilir [100-102]. KLF'lerin bir¢ok kanser tiiriinde sahip olduklar1 kritik roller
sebebiyle simvastatin, sisplatin ve morfin gibi ilaglar kanser tedavisinde KLF ifadesini

diizenlemek i¢in kullanilmistir [103-105].
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1.3.4 Kruppel-Benzeri Faktor 7 (KLF 7)

KLF7, KLFI'in DNA gen dizisine komplementer olan dejeneratif oligoniikleotitler kullanilarak,
1998 yilinda insan vaskiiler endotelyal hiicrelerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
klonlanmustir [106]. Insanlarda KLF7'yi kodlayan DNA dizisi, 2. kromozomun uzun (q) kolunda
(2933.3) bulunmaktadir ve KLF7'nin 2. intronunda bulunan tek niikleotid polimorfizmi (SNP,
rs2302870), Japon niifusunda Tip 2 Diyabet gelisimi ile iliskilendirilmistir [107]. Ayrica Koroner
Arter Hastaligi (KAH) belirte¢ genlerinin promotorlarinda trombosit tlirevli biiylime faktori
(PDGF), plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), interlokin-10 (IL-10), IL-12A, matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9), leptin (LEP), miyeloperoksidaz (MPO), HSP27 ve HSP60 dahil
olmak iizere birgok KLF7 baglanma bolgesi icermektedir [108].

Insan KLF7 geni, birden fazla transkripti kopyalar ve farkli boyutlarda en az 4 cesit protein
sentezler [109]. KLF7 geninin sentezledigi en biiylik protein 302 amino asit iceren bir
transkripsiyon faktoriidiir [106]. KLF7'nin transkripsiyonel diizenleme bdlgesi N-terminal’de,
DNA baglanma bolgesi ise C-terminal’de bulunmaktadir [109]. KLF7'nin transkripsiyon
diizenleme bolgesinde; asidik amino asit bolgesi (aa 1-47) ve serin zengini hidrofobik bolge (aa
76-211) olmak tizere iki islevsel alt bolge bulunur. KLF7'nin transkripsiyon diizenleme
bolgesinde korunmus bir 16sin zinciri de (aa 59—-119) yer almaktadir ve bu yapi, KLF7'nin ko-

faktorii olarak islev goren MOKA ile protein etkilesiminde rol oynar [110].

KLF7’nin akciger kanserinde, gastrik kanserde ve hepatoselliiler karsinomada ifade diizeyindeki
degisiklikler kanser gelisimiyle iliskilidir. KLF7'min baskilanmasi gastirik kanser hiicre
metastazini inhibe ederken KLF7'nin ifadesinin artmasi ise gastrik kanser hiicrelerinin
cogalmasim1 ve yayilmasmi tesvik eder [111]. KLF7'min metilasyonunun diffiiz gastrik

adenokarsinom ile de giiclii bir iliskisi vardir [112].

Akciger kanserlerinin bir ¢esidi olan NSCLC en yaygin akciger kanseri tiirli olarak bilinir ve
toplam vakalarin en az dortte {igiinii olusturur [113]. Bagimsiz bir prognostik faktdr olan,
KLF7'nin asir1 ifadesi, sadece kanser hiicrelerinin metastazini tesvik etmekle kalmaz, ayni
zamanda akciger adenokarsinomunda timér boyutunu da artirir [97]. KLF7'nin asir
ekspresyonu, NSCLC'nin niiksetmesine ve metastazina sebep olan 6nemli bir risk faktoriidiir

[114].
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HMGBI, non-histon kromatin ile iligkili bir protein olarak, karaciger iltihaplanmasi ve hasar1
sirasinda immiin hiicreler tarafindan aktif olarak veya nekrotik hiicreler tarafindan ise pasif olarak
salgilanabilir [115]. Karaciger iltihaplanmasi1 sirasinda salgilanan HMGB1 proteini, HCC’nin
baslatilmasi, ilerlemesi ve metastazini ¢esitli mekanizmalarla destekler [116-118]. Ekstraseliiler
HMGBI1, HCC hiicrelerinde TLR4/RAGE-PI3K-AKT-NF-kB yolu ile KLF7’nin ifadesinin
artmasini tetikler. Dolayisiyla KLF7, HMGBI aracili HCC ilerlemesinde ve metastazinda kritik
bir rol oynamaktadir [119]. Ayrica, KLF7, hepatoselliiler karsinoma ve tiimor metastazi
baslangici ile iliskilendirilen VPS35 proteininin asir1 ifadesini tesvik etmektedir. KLF7 ifade
diizeyinin artmastyla VPS35'in ifade diizeyi de ylikselir ve HCC’nin ilerlemesini hizlandiran (-

katenin aktivasyonu gerceklesir [120].
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2. TEZIN AMACI

En yaygin goriilen primer karaciger kanseri olan Hepatoselliiler karsinom (HCC), kiiresel olarak
kansere bagli dliimler arasinda en iist sirada yer alir ve hastaligin gelisiminde hem genetik hem
de epigenetik faktorler etkin rol oynamaktadir. IncRNA'lar ise bu etkin faktorlerden biri olarak;
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda, viicutta diger doku ve organlara yayilmasinda (metastaz),
cevre dokulara invazyonunda ve tedaviye karsi direng gelistirmesinde 6nemli roller iistlenir. Bir
IncRNA olan MIR100HG geni ise gesitli kanserlerde anormal olarak ifade edilir ve timor hiicre
biyolojisi ile kanserle baglantili bir¢ok yolakta yer alarak onkojenik ya da tiimor baskilayici bir
rol iistlenir. insan HCC hiicre hatlarindaki (MHCC97L, SMCC-7721, HuH-7 ve MHCC97H) ve
bir saglikli karaciger hiicre hattindaki (LO2) MIR100HG ekpsreyonu karsilastirildiginda, tiim
HCC hiicre hatlarinda saglikli karaciger hiicrelerine kiyasla onemli bir artis oldugu

gbzlemlenmistir [121].

Insan KLF7 geni, birden fazla transkripti kopyalayan, farkli boyutlarda en az 4 cesit protein
sentezleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. KLF7’nin hepatoselliiler karsinomada ifade

diizeyindeki degisiklikler kanser gelisiminde etkin bir rol oynamaktadir [119, 120].

Bu tez ¢alismasinda MIR100HG geninin insan hepatoselliiler karsinomundaki (Hep3B) rolii ve
MIRI100HG geninin KLF7 transkripsiyon faktorii tarafindan transkripsiyonel regiilasyonuna
aciklik getirmek hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismasi siiresince yapilan caligmalar Sekil 2.1°de bulunan akis diyagraminda

ozetlenmistir ve iki basamak altinda toplanabilir.

Birinci basamakta insan MIR100HG geninin promotor bdlgesinin klonlanmast ve klonlanan

parcalarin transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla;

e MIRIOOHG genine ait promotor konstraktlar1 T:A klonlama stratejisi ile pGEMT-Easy
vektore klonlandi.

e pGEMT-Easy vektore klonlanan promotor konstraktlar: restriksyion endoniikelaz kesimi ile
vektoriin icerisinden cikarilarak pMetLuc Reporter vektore alt klonlama yapildi.

e pMetLuc Reporter vektdre klonlanan konstraktlar, bazal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in

gecici transfeksiyon ile Hep3B hiicrelerine aktarildi.
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Ikinci basamakta ise insan MIR100HG geninin KLF7 transkripsiyon faktorii tarafindan

transkripsiyonel regiilasyonunun belirlenmesi amaglanmastir. Bu amag¢ dogrultusunda;

Hep3B hiicrelerinde KLF7 transkripsiyon faktoriiniin normoksik ve hipoksik kosullarda asir1
ekspresyonu (overekspresyonu) mRNA diizeyinde, MTT testi, Koloni formasyon deneyi,
Scratch (Migrasyon) testi ve IFC deneyi ile dogrulandi.

Hep3B hiicrelerinde KLF7 transkripsiyon faktoriiniin normoksik ve hipoksik kosullarda asir1
ekspresyonu dogrulandiktan sonra, KLF7 transkripsiyon faktoriiniin MIR100HG geninin
tizerindeki etkisi mRNA diizeyinde belirlendi.

KLF7 transkripsiyon faktoriinin MIR100HG promotor konstraklarinin bazal aktiviteleri
iizerindeki etkisini belirleyebilmek amaciyla, promotor konstraktlarinin ve KLF7 plazmitinin
Hep3B hiicrelerine ko-transfeksiyonu yapildi.

KLF7 transkripsiyon faktoriiniin MIR100HG promotorundaki muhtemel baglanma
bolgelerini belirleyebilmek igin Kromatin Immunopresipitasyon (ChIP) deneyi yapildi.
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Hepatoselliiler Kanserde MIR100HG ’nin KLF7

Transkripsiyon Faktorii Tarafindan Regiilasyonu

MIR100HG Promotor MIR100HG’nin KLF7
Konstraktlarimin Bazal Transkripsiyon Faktori
Aktivitesinin Belirlenmesi Tarafindan Regiilasyonu
[ Genomik DNA izolasyonu ] KLF7’nin MIR100HG
Promotoruna Baglanma

Motiflerinin Biyoinformatik
Olarak Belirlenmesi

l

KLF7’nin Over ]

PCR Amplifikasyonu ile
MIR100HG Promotor
parcalarinin Cogaltilmasi

l

|
J

Ekspresyonu

Stratejisi ile pPGEMT-Easy Over Ekspresyonun Over Ekspresyonun
Vektore Klonlanmasi Dogrulanmasi

l

[ MIR100HG Promotor

MIR100HG de ifadesinin

Belirlenmesi
—(_mrNa |
-
(e

r

—»[ Koloni Formasyon ] — | Ko-transfeksiyon ]

.

konstraktlarinin pMetLuc
Vektoriine Alt Klonlanmasi

l

Sanger Dizileme ile
Dogrulama

—> [ Scratch Testi ] L, CHIP
Deneyleri
1 L (e

Gecici Transfeksiyon ve
Haberci Deneylerin
Yapilmasi

Sekil 2.1: Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneysel caligmalar1 6zetleyen akis diyagramai.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Makine ve Techizat
Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan cihazlar ve markasi Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar ve markasi.

KULLANILAN CiHAZ MARKASI
Saf Su Cihazi Human Corporation
PCR Cihaz Techne Progene / Ingiltere
Real Time PCR Cihaz1 (Light-Cycler 480) Roche Life Science
Sonikasyon Cihazi PlusLab
%5 CO; Inkiibatér Nuaire / ABD
Laminar Kabin Telstar Bio I / Ispanya
Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu N ikon/ Japonya
Etlv WTB / Almanya
UV Gorintileme Sistemi Vilber Lourmat
Santrifij Thermo / ABD
Otoklav Hirayama / Japonya
Sogutmali Santrifiij Sigma / Almanya
Buzdolab1 (+4 °C / -20°C), Mikrodalga Arcelik / Turkiye
Elektroforez Sistemi Minicell Primo
Manyetik Karistirict Velp Scientifica
Isitmal1 Su Banyosu Elektromag / Turkiye
Hassas Terazi Sartorius / Almanya
-80°C Dondurcu Nikon / Japonya
Yatay Calkalayici GFL / Almanya
pH Metre Hanna / ABD
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Tez caligmasi esnasinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri ticari firmalar Tablo 3.2,

Tablo 3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5, Tablo 3.6 ve Tablo 3.7’de sunulmustur.

Tablo 3.2: Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar.

KULLANILAN MADDE TEMIN EDILEN FIRMA
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco
DMEM EuroClone
RPMI Medium EuroClone
PBS (Phosphate Buffered Saline) VWR Life Science
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma
MTT Sigma
HCL, izopropanol Sigma
Paraformaldehit Sigma
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) Sigma
Antifade Reagent Prolong Invitrogen
Metanol, Kristal Viyole Sigma
Tripan Mavisi Sigma
CaCl; (Kalsiyum Klordir) Sigma
DMSO (Dimetil stlfoksit) Thermo Scientific
Tripsin-EDTA Sigma
15 mL ve 50 mL Falkon IsoLab
10 ml ve 25 ml Serolojik pipetler IsoLab
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Tablo 3.2: (devam)

KULLANILAN MADDE TEMIN EDILEN FiRMA
KLF7 Mouse Monoklonal Antikor Santa Cruz
m-1gGK BP-HRP (Sekonder Santa Cruz
Antikor)
100 mm’lik petri kab1 IsoLab
Antibiyotik-Antimikotik Sollsyon .
(100X) Gibco

Tablo 3.3: RNA ¢alismalarinda kullanilan bilesenler.

BILESEN TEMIN EDIiLEN FiIRMA
Oligo dT Thermo Scientific
Ribolock Inhibitdrii Thermo Scientific
5X Reaksiyon Tamponu Thermo Scientific
innuPREB RNA Kiti analytik-jena
DEPC (Diethylpyrocarbonate) Sigma
SYBR® Green PCR Master .
Sigma
Karisimi
Reverse Transkriptaz Thermo Scientific

Tablo 3.4: DNA ¢alismalarinda kullanilan bilesenler.

BiLESEN TEMIN EDILEN FIRMA
T4 DNA ligaz Thermo Scientific
Ligaz Tamponu Thermo Scientific
Restriksiyon Endonikleazlar (Xhol,

Hindll1) Thermo Scientific
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Tablo 3.4: (devam)

BILESEN

TEMIN EDILEN FIRMA

Tris Base
Etidyum Bromdr (EtBr)
FastDigest Tampon
Ampisilin
Kanamisin
LB broth
Agar
Miniprep Izolasyon Kiti
Midiprep Izolasyon Kiti
Proteinaz K
Sodyum Klorir (NaCl)
EDTA

Agaroz

Genelet Gel Extraction™ Kiti

1 kb DNA Ladder, 6X Yiukleme

Boyasi
MgCl;

Tag Tamponu (10X)

dNTP Karisimi

Taq DNA Polimeraz Enzimi

Sodyum asetat (NaAc)

Sigma
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Sigma

Sigma

Miller

Caisson
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Sigma

Sigma

Sigma

BIOMAX
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Sigma




Tablo 3.5: Klonlama ¢alismalarinda kullanilan vektorler.

VEKTOR TEMIN EDILEN FIRMA
pGEMTeasy Promega
pMetLuc Kontrol Clontech Laboratories
pMetLuc Reporter Clontech Laboratories
Seap-2 Kontrol Clontech Laboratories
Xmnl 2009
174
Scal 1890 Nael 2707 / oy e
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol %
BstZI
Amp' - Notl | 43
pGEM®-T Easy lacz L Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZ| 4
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI [118 §
Nsil 127 g
141 E
T sps <

Sekil 3.1: pGEM-T Easy vektoriin sematik gosterimi.
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Secreted

pMetLuc- ﬁ%’ff«tﬁa

control uchierase
4624 bp Not|

Kan/ (1293)

Neo

Sekil 3.2: pMetLuc Kontrol vektdriin sematik gdsterimi.

MCS |
\ Bglll  Sall
| Xhol Sacll
| Sacl Apal

| Hindlll BamHlI
| EcoRl Agel

'lPstI

Secreted
Metridia \1. ‘J”
Luciterase . cEry

[ pMetLuc-
Reporter 1
4090 bp

Kan'/ .
Neo

Sekil 3.3: pMetLuc Reporter vektoriin sematik gosterimi.
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BamH |
(481)

pSEAP2-Control
Amp' 51kb

Asel —

oUC SV&0 poly A

nnan
ot enhancer

Sekil 3.4: Seap-2 Kontrol vektoriin sematik gdsterimi.

Tablo 3.6: Transformasyon ¢aligmalarinda kullanilan bakteri susu ve genotipi.

BAKTERI SUSLARI GENOTIP
DlacZz AM15 A(lacZY A-argF) U169
DH5- o recAl endAl hsdR17(rK-mK+) supE44

thi-1 gryA96 relAl

Tablo 3.7: Transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan bilesenler.

BiLESEN TEMIN EDIiLEN FIRMA
Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase Takara Clontech
TurboFect™ Transfection Reagent Thermo Scientific
CaClz, Na2HPO4, NacCl, Sigma
SEAP ve Lusiferaz Substratlari Takara Clontech
HEPES Sigma
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3.1.3 Calismada Kullanilan Hiicre Soyu

Tez calismasinda karaciger kanseri hiicre hatt1 olan Hep3B hiicreleri kullanildi.

Sekil 3.5: Calismada kullanilan Hep3B hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii (20X).

3.2 METOD
3.2.1 Kullanilan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve Sterilizasyonu

Her deney asamasinda, ¢aligma alani titizlikle %70 alkol ile dezenfekte edilmis, kullanilan tiim
plastik ve cam malzemeler 6zenle steril edilmistir. Istya dayanikli tamponlar ve ¢ozeltiler, pipet
uclari, eppendorf tiipleri, PCR tiipleri ve bakteri kiiltiir ortamlar1 121°C'de 20 dakika
otoklavlanmis ve ardindan 80°C'de 24 saat etiivde bekletilmistir. Istya duyarl ¢ozeltiler ise 0.22
um'lik filtreler kullanilarak sterilize edilmistir. RNA ¢alismalari sirasinda RNaz enzimini inaktive
etmek i¢in %0.1 DEPC'li su kullanilmis ve tiim islemler sirasinda tek kullanimlik nitril eldivenler

tercih edilmistir.

Laboratuvarin rutin temizligi i¢in camasir suyu, %70 alkol ve Virkon gibi dezenfektanlar
kullanilarak haftalik temizlik yapilmistir. Bu temizleyiciler, laboratuvar ylizeyleri ve ekipmanlari
iizerindeki bakteri, virlis, mantar ve sporlar1 etkili bir sekilde inaktive etmek icin seg¢ilmistir.
Laboratuvarin havasi ve calisma alani, haftalik olarak Ultra Viyole (UV) 15181 kullanilarak
sterilize edilmis, laminar flow kabin i¢i UV lambasi ile de i¢ sterilizasyon saglanmistir. Hiicre

kiiltiirli ¢aligmalarina baglamadan once, ¢alisma ortaminin %70 alkol ile temizlenmesi ve laminar
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flow ile hava sterilizasyon cihazinin siirekli ¢alistirilmas1 ve odanin diistik sicaklikta tutulmasi

sayesinde mikrobiyal gelisim Onlenmistir.

3.2.2 MIR100HG Promotor Klonlama Calismalari
3.2.2.1 Biyoinformatik Analizler ve Primer Tasarimi

MIR100HG geninin promotor bolgesinin klonlanmasi amaciyla ilk olarak MIR100HG genine ait

olas1 promotor bolgesi https://www.ncbi.nlm.nih.gov adresinde bulunan verilerden yararlanilarak

belirlendi. Belirlenen muhtemel promotor bolgesinden 5 adet ileri ve 1 adet geri primer olacak
sekilde 6 adet primer tasarlandi. Tasarlanmis primerlerin spesifik olup olmadigini kontrol etmek

amaciyla https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresinde Blast analizi yapildi. Tasarlanan

primerlerin %GC oranini belirleyebilmek i¢in https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss _needle/

adresi, restriksiyon haritasin1 belirleyebilmek icin ise Restriksiyon mapper version 3 programi
kullanildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapabilmek i¢in, pGEMT-Easy vektori
kesmeyen ancak pMetLuc vektoriin kesim bolgeleri i¢erisinde bulunan enzimlerin segilmesine
dikkat edildi ve ¢alismada kullanilacak restriksiyon enzimleri Xhol ve HindIIl enzimleri olarak
belirlendi. Belirlenen enzimlerin dizileri primerlerin u¢ kisimlarina eklendi. MIR100HG
promotorunda transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin belirlenmesinde PROMO TF search

programi kullanildi [122].

3.2.2.2 Genomik DNA izolasyonu

Hiicrelerdeki genomik DNA’y1 izole etmek amaciyla, hiicre pelletleri hazirlanarak 1.5 mL'lik
ependorf tiiplerine alind1. Uzerlerine 1 mL dH»O eklenip 5 dakika boyunca calkalandi. Ardindan,
13500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelletlerine 20 pL
%10 SDS, 20 pL proteinaz K ve 250 pL Niiklei Lizis tamponu eklenip 5 dakika boyunca
calkalanarak homojenize edildi ve 72°C su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast, tiiplere
175 pL doymus amonyum asetat eklenerek 3-5 kez ¢alkalanip oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. 13500 rpm'de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant temiz bir tiipe alindi. Siipernatanta,
hacminin iki kat1 saf etanol eklenip ¢alkalandi. DNA’nin ¢okelmesi i¢in 13000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirilip, 250 uL %75 etanol ile yikandi ve tekrar 13000 rpm'de
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10 dakika santrifiij edildi. Ependorflarin igerisindeki DNA ¢okeltisinden etanoliin tamamen
uzaklasmasi i¢in ependorflar hava ortaminda kurumaya birakildi. Kurutma islemi sonrasinda 50
pL dH>O eklenerek DNA pelletinin tamami ¢6ziildii. Elde edilen genomik DNA’nin
konsantrasyonunu ve safligini belirleyebilmek amaciyla Ol¢iim yapildi. Genomik DNA'nin
konsantrasyonu ve safligi, uDrop™ Plate Cihaz1 kullanilarak, 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda &l¢iim yapilarak belirlendi. Ol¢iim sonucunda DNA saflig1 ve konsantrasyonu asagida

verilen formiiller ile belirlendi. Elde edilen genomik DNA -20°C’de muhafaza edildi.
Saflik = A260 / A280

DNA Miktari (ng/ pL) = A260 x 50 ng/uL x (10 mm/0,49 mm) 3.1

3.2.2.3 MIR100HG Promotor Primerleri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tasarlanan MIR100HG promotdr primerleri primerleri (bk. Tablo 4.1) ve hazirlanan genomik
DNA kullanilarak hedeflenen dizilerin amplifikasyonu amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari sirasiyla Tablo 3.8 ve

Tablo 3.9’da belirtilmistir.

Tablo 3.8: MIR100HG promotor PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesenler Miktar
Ileri Primer (100 pmol/pL) 1L
Geri Primer (100 pmol/uL) 1L
MgCl2 (25 mM) 2 uL
Taq Tamponu (10X) 5uL
Genomik DNA (250 ng/uL) 1L
dNTP karisim (10mM) 1puL
dH20 38.5 uL
Taq Polimeraz (5 U/uL) 0.5 uL
Total Hacim 50 pL
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Tablo 3.9: PCR reaksiyon kosullari.

Bolum Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
1 ! 9 °C 5 dk.
94 °C 45 sn.
2 3 58°C 45 sn.
72°C 45 sn.
3 L 72°C 10 dk

3.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi ve Agaroz Jelden DNA’nin Saflastirilmasi

Agaroz jel dokme islemi i¢in, 100 mL 0.5X TBE tamponunun icerisinde 1 gram agaroz ¢oziilerek
homojen bir karisim elde edilene kadar mikrodalga firinda kaynatildi. Cozelti 50°C'ye
soguduktan sonra, igine 0.5 pg/mL Etidyum-Bromiir (Et-Br) eklendi. Bu karigim, taraklar
yerlestirilmis elektroforez kasetine dokiilerek jelin donmasi beklendi. Jel donduktan sonra,
elektroforez tankina yerlestirildi ve 0.5X TBE tamponu ile dolduruldu. Ornekler 6X &rnek
yikleme boyasi ile karistirilip agaroz jele yiiklendi. Elektroforez, 90 voltluk bir gerilim altinda
40 dakika boyunca calistirilarak Orneklerin ayrigsmasi saglandi. Ayrisan jel UV 1sik altinda

incelenip fotograflandi. Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan c¢ozeltiler Tablo 3.10'da

listelenmistir.
Tablo 3.10: Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.
Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi
20 mL 0,5 M EDTA , 54 g Tris Base ve 27,5 g Borik Asit 1 L dH20
5SX TBE Tamponu

igerisinde ¢oziildi. pH 8,00 ayarlandi ve otoklavlanarak kullanildi.

o Konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde hazirlandi ve 151k
Et-Br Stok Cozelti ' o o
gecirmeyen bir sisede +4°C’de muhafaza edildi.

1 kb DNA Marker 1:1 oraninda Yiikleme boyasi ve dH20 karistirilarak hazirlandi.
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Agaroz jelden geri kazanilmak istenilen DNA bantlar1 UV 1s18a uzun siire maruz birakilmadan
ince bir jel hacmi elde edecek sekilde kesildi. Kesilen DNA bantlar1 6ncesinde bos agirliklari
tartilmis olan ependorflarin igerisine alind1 ve hassas terazide dolu agirlik belirlendi. Kesilen
DNA bantlarinin net agirligint belirleyebilmek amaciyla ependorfun bos agirligi dolu
agirhgindan cikarildi. Jelden DNAnin saflastirilmasi GeneJet Gel Extraction™ kitinin dnerdigi
sekilde yapildi. Ependorfun igerisinde bulunan DNA bantlarinin {izerine hacimce 1:1 Baglama
Tamponu eklendi. Onceden 60°C’ye 1sitilan su banyosunun igerisinde koyuldu ve 10 dakika
inkiibasyon stiresince jelin tiim miktarinin erimesi saglandi. Eriyen karisimin igerisinden 700 puL
alinarak kit igeriginde bulunan saflastirma kolonunun tizerine eklenerek 13500 rpm’de 1 dakika
santrifiijjlendi. Siizlintli atildi ve kolon tekrar toplama tiipline konuldu. Bu basamak, jel-baglama
tamponu karisimi bitene kadar tekrarlanmigtir. Karisimin tamami kolondan gegirildikten sonra,
kolon 700 pL yikama tamponu ile yikandi ve 13.500 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon
altindaki siiziintii dokiildii ve kolon 13.500 rpm'de 2 dakika bos olarak santrifiij edildi. Ardindan,
kolonun ortasina 50 pL dH20 eklenerek oda sicakliginda 2 dakika bekletildi ve 13.500 rpm'de 1
dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra kolondaki DNA c¢alismalarda kullanilmak {izere

hazirlanmis oldu.

3.2.2.5 Bakteriyel Kat1 ve Siv1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Luria Broth (LB), s1v1 besiyeri olarak temin edilen firmanin belirledigi oranlarda dH>2O igerisinde
coziilerek hazirlandi. Sterilize edilmek amaciyla 121°C'de 20 dakika otoklavlandi. Sogutulduktan
sonra kullanima hazir hale getirildi. LB Agar ise kat1 besiyeri olarak, temin edilen firmanin
belirledigi oranlarda dH»O igerisinde ¢bziilerek hazirlandi. 1 Sterilize edilmek amaciyla 121°C'de
20 dakika otoklavlandi. Otoklav sonrasinda sicakligi 50°C’ye diisen karisimin igerisine, 50
pg/mL Kanamisin veya 100 pg/mL Ampisilin stogu eklendi. Karigim, kdpiirmeyi engelleyecek
sekilde karistirildi ve ardindan bek alevi yaninda petri kaplarina dokiilerek polimerlesmeye
birakildi. Petriler, parafilm ile kapland1 ve ters cevrilerek 1sik almayacak sekilde +4°C'de

stoklandu.
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3.2.2.6 DH5a Hiicre Soyunun Kompetent Hiicre Haline Getirilmesi

Kompetent hiicreler, 6zellikle molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi ¢alismalarinda
kullanilan, DNA alimma agik, yani transformasyona uygun hale getirilmis hiicrelerdir.
Kompetent hiicreler, genetik materyalin hiicreye kolayca alinmasini saglayan yapilariyla, gen
klonlama caligmalarinda kritik bir rol oynar. MIR100HG geninin promotorunun klonlanmasi
amaciyla, antibiyotik igermeyen LB agar petri kaplarinda DH5a hiicreleri tek koloni olusturacak
sekilde ekildi ve 37 °C'de bir gece boyunca inkiibasyon yapildi. Ertesi giin, petri kabindan tek bir
koloni seg¢ildi ve 10 mL LB s1v1 besiyerine ekilerek 37 °C'de ¢alkalamali inkiibatérde bir gece
(16 saat) boyunca inkiibasyon yapildi. Bir gece inkiibasyon sonrasinda, 100 mL LB besiyerinin
icerisine, inkiibatdrden alinan kiiltiirden 5 ml eklendi. Kiiltiiriin biiyliyiip ¢ogalmas1 amaciyla 37
°C'de calkalayici inkiibatorde inkiibe edildi ve OD600 degeri 0.5/0.6 arasinda olana kadar belirli
araliklarla absorbans oOl¢timleri yapildi. OD600 degeri istenen araliga ulastiginda, bakteri
stispansiyonu 50 mL’lik falkon tiiplerine bolistiiriildii ve 4 °C'de 6000 rpm’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant dokiildii ve baslangi¢c hacminin yaris1 kadar 0.5
M CaCl; solusyonu eklendi. Hafif hareketlerle pipetaj yapilarak 0.5 M CaCl, igerisinde hiicre
pelleti ¢oziildii ve homojen olmasi saglandiktan sonra 25 dakika buz iizerinde inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyonun bitiminde 4 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant dokiildii ve
pelletin {lizerine baslangi¢c hacminin 1/10’u kadar 0.5 M CacCl; eklendi. Nazik¢e pipetaj yaparak
hiicre pelleti ¢oziildii ve homojen olmasi saglandiktan sonra 1-4 saat arasinda buz iistiinde
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler ependorflara paylastirild: ve iizerlerine 1:1
oraninda % 40’lik steril gliserol ilave edildi. Ependorflar etiketlenerek -80 °C buzdolabinda

saklandi.

3.2.2.7 Ligasyon

Ligasyon i¢in iki vektor sistemi kullanilmistir: pGEM-T Easy ve pMetLuc-reporter. pGEM-T
Easy vektorii, T:A klonlama stratejisiyle DNA fragmanlarinin kolayca klonlanmasini saglayan bir
vektordiir. Bu strateji, PCR amplifikasyonu ile elde edilen DNA iiriinlerini vektore hizli ve etkili

bir sekilde klonlamak i¢in kullanilir. pGEM-T Easy vektor agagida belirtilen 6zelliklere sahiptir;

30



e T uzantisi: Vektor klonlama bolgesinde (MCS) 3'-uglarinda tekli T (timidin) uzantilari
icerir. Bu uzantilar, PCR ile amplifiye edilen DNA {iriinlerine, Taq Polimeraz’in eklemis
oldugu A (adenin) uzantilar1 ile kolayca eslesebilir.

e Multiple Cloning Site (MCS): Vektoriin klonlama bdlgesi (MCS) ayrica ¢oklu
restriksiyon bdlgelerini igerir ve bu sayede klonlanan DNA'nin dogrulanmasi ve
cikarilmasi icin ¢esitli restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilmasina olanak tanir.

e LacZ Raporlayict Gen: MCS, LacZa geni i¢inde yer alir, bu da klonlamanin dogrulanmasi
icin mavi-beyaz tarama yapmay1 miimkiin kilar.

Jelden saflastirilan, MIR100HG promotor parcalariin klonlanmasi amaciyla son hacim 20 pL
olacak sekilde ligasyon kuruldu. Steril PCR tiiplerinin icerisine jelden kazanilmig olan 100 ng/pL
DNA ‘dan 15 pL, 2 pL 1X T4 DNA Ligaz tamponu, 50 ng/uL pGEM-T Easy vektorden 2 pL ve
1 U/uL T4 DNA ligaz enziminden | pL eklendi ve reaksiyon tiipii 16 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakildi. MIR100HG promotor pargalarinin, bazal aktivitesinin belirlenmesi ve haberci gen
vektorli olan pMetLuc’a alt klonlama yapmak i¢in pGEM-T Easy vektorden restriksiyon
endoniikleazlarla kesilen promotdr fragmentleri ile ligasyon kuruldu. Steril PCR tiiplerinin
icerisine son hacim 20 pL olacak sekilde; MIR100HG promotor fragmenti (insert), pMetLuc
vektori, 2 pL 1X T4 DNA Ligaz tamponu, 1 U/uL T4 DNA ligaz enziminden 1 pL eklendi ve 16
°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen ligasyon iiriinii, DH50,

kompetent hiicrelerine transforme edildi.

3.2.2.8 Transformasyon

Her bir promotor konstrakti i¢in ligasyon reaksiyonu kuruldu. -80 °C’de stoklanan DH5a
kompetent hiicreleri ¢ikarillarak buza konuldu ve c¢oziinmesi beklendi. Coziinmesi saglanan
kompetent hiicrelerin igerisine 5 uL ligasyon iiriinii eklendi ve ligasyon-hiicre karisimi 40 dakika
boyunca buzda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler, 42 °C'de su banyosunda 2 dakika boyunca 1s1
sokuna maruz birakildi. Sonra 2 dakika boyunca buzda bekletildi. Siire sonunda hiicrelere,
onceden 37 °C'ye 1sitilmig 800 pL LB medyum eklendi ve 2 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatorde
37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitmesine yakin pGEM-T Easy vektor ile kurulan
ligasyon {riiniiniin transformasyonu sonrasinda, Mavi-Beyaz koloni se¢imi yapabilmek

amaciyla, oda 1sisina gelmis Ampisilinli petrilerin tizerine sirastyla, 40 pL. 40 mg/mL X-gal ve
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40 pL 100 mg/mL IPTG eklenerek &ze ile petri yiizeyine yayildi. Inkiibasyon bitiminde
transformasyon tirtinii 5000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi ve pellet 100 uL LB medyum ile ¢6ziilerek
0ze petri yiizeyine yayildi. Petriler, 37 °C'deki inkiibatorde 15 dakika boyunca diiz bir sekilde
bekletildikten sonra ters ¢evrilerek kolonilerin biiyiitiilmesi amaciyla 16-24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inokiilasyonun ardindan, olusan kolonilerin rekombinant olup olmadigin1 belirlemek i¢in
petri yilizeyinden segilen beyaz kolonilerden plazmitler izole edildi. Elde edilen plazmitlere,
restriksiyon endoniikleaz kesimi yapilarak rekombinant koloniler belirlendi. pMetLuc vektor ile
yapilan ligasyon reaksiyonlart boliim igerisinde tarif edildigi sekilde DHS5a kompetent
hiicrelerine transforme edildi. pMetLuc vektor icin segici antibiyotik Kanamisin oldugu i¢in
transformasyon kiiltiirlerinin ekimi kanamisinli petrilere yapildi. Secilen kolonilerin rekombinant
olup olmadigini belirlemek i¢in, petri yiizeyinden alinan kolonilerden izole edilen plazmidler

restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek analiz edildi.

3.2.2.9 Gliserol Stok Hazirlanmasi

100 pg/mL Ampisilin veya 50 pg/mL Kanamisin ilavesi yapilan 10 mL LB medyum igerisine
petriden 6ze ile secilen secilen bir koloninin ekildi ve 37°C’de ¢alkalamal1 inkiibatorde 16 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda, bek alevinin yaninda, hazirlanan %40’lik steril
gliserol c¢ozeltisinden ve on kiiltiirden esit hacimde alinarak 2 mL’lik ependorflara eklendi.

Ependorflarin iizerine gerekli etiketlemeler yapildiktan sonra -80°C’ye kaldirildi

3.2.2.10 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Transformasyon sonrasinda petri yiizeyinden secilen kolonilerden izole edilen plazmitin
rekombinant olup olmadigimi belirleyebilmek ve pGEM-T Easy vektor igerisine klonlanmig
promotor konstraktlarii vektérden ¢ikarip, pMetLuc vektore alt klonlama yapabilmek igin
restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi. Reaksiyon esnasinda kullanilan malzemeler ve

reaksiyon kosullar1 Tablo 3.11°de verilmistir.
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Tablo 3.11: Restriksiyon endoniikleaz kesiminde kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
Plazmit DNA 1ug
Xhol (1U/pL) 1pL
HindIIl (1U/uL) 1pL
Fast Diegest 10X Green Buffer 5uL
Total Hacim 50 puL

37°C’de 60 dakika inkiibasyon yapildi.

3.2.2.11 Kiigiik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu

Kiiciik o6lgekli plazmit DNA izolasyonu igin transformasyon sonrasi secilen tek koloni,
antibiyotik iceren 10 mL LB medyumuna ekildi ve 37°C’de c¢alkalayici inkiibatorde 16 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibatdrden alinan kiiltiir, 10.000 g’de, +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve pellet iizerine 250 pL Al reslispansiyon tamponu eklenerek
¢ozdiiriildii. Uzerine 250 pL A2 lizis tamponu eklenip karisim maviye donene kadar karistirilara
oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon yapildi. Lizis islemi sonrast 300 pLL A3 nétralizasyon
tamponu eklendi ve 13.500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatanttan 700 pL alinarak
kolona eklendi ve 13.500 rpm’de 1 dakika santriflij yapildi. Siiziintii dokiildii ve kolon tekrar
toplama tiipiine yerlestirildi. Bu basamak siipernatant bitene kadar tekrarlandi. Ardindan kolona
500 pL AW yikama tamponu eklendi ve 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Siiziinti
dokiildii, kolona 600 puL yikama tamponu A4 eklendi. 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip
stizlintii dokiildii ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilerek 13.500 rpm’de 2 dakika bos
santriflij yapildi. Son olarak kolon iizerine 50 pL. dH20 eklenip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi. 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip kolondaki DNA ¢alismalarda kullanilmak iizere
hazir hale getirildi.
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3.2.2.12 Orta Olgekli Plazmit DNA izolasyonu

Kiigtik 6lgekli plazmit izolasyonlar1 yapilan ve restriksiyon endoniikleaz kesim ile rekombinant
olarak belirlenen koloniler, rekombinant olup olmadiklarinin dogurlanmasi amaciyla BM labosis
dizi analizi firmasina gonderildi. Rekombinant oldugu dogrulanan kolonilerin biiyiik miktarda ve
gecici transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilabilecek saflikta elde edilebilmesi amaciyla
Macherey-Nagel NucleoBond Xtra EF Plasmid Purification orta dlgekli plazmit izolasyon kiti
kullanildi. Transformasyon sonrasinda tek koloni se¢imi yapildi ve segici antibiyotik eklenmis 10
mL LB medyuma ekimi yapilarak 37°C’de calkalayici inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda inkiibatérden alman kiiltiir 1/500-1/1000 arasinda secici antibiyotik
(Kanamisin/ Ampisilin) ithtiva eden 100 mL LB besiyerinin i¢ine eklendi ve 37°C’de calkalayici
inkiibatorde 16 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan OD600°de 0.5 ile 0.6
arasina ulastiginda kiltiir 50 mL’lik falkonlara paylastirildi ve 5000 rpm’de +4°C’de 5 dakika
santriflij yapildi. Santrifiij sonrasinda pelletin tizerine 8 mL RES-EF tamponu eklendi ve pelletin
coziilmesi saglandi. Ardindan karisimin {lizerine 8 mL Lys-EF, lizis tamponu eklendi ve rengi
maviye donene kadar alt iist edildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu esnada
kit iceriginde bulunan Niikleobond Xtra Column ve filtre 50 mL’lik bir falkonun igerisine
yerlestirildi ve 15 mL EQU-EF tamponu kullanilarak filtrenin 1slanmas1 saglandi. Inkiibasyon
stiresi biten karigimin igerisine 8 mL NEU-EF nétralizasyon tamponu eklendi ve karigimin rengi
maviden beyaza donene dek alt iist yapildiktan sonra 5 dakika buzda bekletildi. Siire bitiminde
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve slipernatant pellete degmeden dikkatlice 1slatilmig
filtrenin lizerine eklendi. Filtrenin altinda kalan siizlintii atildi1 ve filtrenin lizerine 5 mL FIL-EF,
1. yikama tamponu eklendi. Yikama tamponu tamamen siiziildiikten sonra altta kalan siiziintii
atildi ve kolonun igerisindeki filtre ¢ikarildi. Filtresiz kolona 35 mL ENDO-EF, 2. yikama
tamponu eklendi ve siiziilmesi beklendi. Kolonun altindaki siiziintii atildiktan sonra kolona 15
mL WASH-EF, 3. yikama tamponu eklenerek siiziilmesi beklendi. Kolon temiz bir falkona alind1
ve lizerine 50°C’ye 1sitilmis 5 mL ELU-EF, eliisyon tamponu eklendi. Kolondan siiziilen 5 mL
ellisyon, 3,5 mL izopropanol ile karistirildiktan sonra ucuna finalizor takilmis enjektore aktarildi
ve yavas kuvvet uygulayarak karisim finalizérden gecirildi. Sonrasinda sirasiyla finalizér ve
piston cikarildi. Finalizor enjektore tekrar takildiktan sonra enjektoriin igerisine 2 mL Endotoksin
Free Etanol eklendi ve piston ile yavas kuvvet uygulayarak finalizorden gecisi saglandi.

Enjektorden sirasiyla finalizor ve piston ¢ikarildiktan sonra finalizor tekrardan takildi ve piston
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ile kuru enjektorden hava c¢ikisi saglandi. Etanol uzaklasana kadar bu basamak tekrar edildi.
Etanol tamamen uzaklastiktan sonra finalizér 1 mL’lik enjektorlere takildi ve 600 uL dH,O
eklenerek eliisyon alindi. Elde edilen plazmit DNA’nin konsantrasyonunu ve safligini
belirleyebilmek amaciyla Boliim 3.2.2.2°de tarif edildigi sekilde dlgiim alindi. Olgiim sonrasinda
konsantrasyonu ve safligi belirlenen plazmit DNA ge¢ici transfeksiyon c¢alismalarinda

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

3.2.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Teknikler
3.2.3.1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Hep3B hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilmak tizere ticari olarak Fetal Bovine Serum (FBS) temin
edildi. FBS, ana stok olarak -20°C'de muhafaza edildi. Kullanim 6ncesinde, FBS gece boyunca
+4°C'de buzdolabinda ¢oziiliip, ardindan 56°C'de 1 saat boyunca isitilarak inaktive edildi.
Inaktivasyon sonrasinda kontaminasyon riskini minimize etmek i¢in laminar flow kabini i¢inde

50 mL'lik steril falkon tiiplere boliistiiriildii ve -20°C'de saklanmaya devam edildi.

Hiicre kiiltiirli i¢in gerekli olan medyum ortami, Hep3B hiicreleri i¢in %10 FBS igeren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle's Medium, Gibco) ortami kullanilarak hazirlandi. %10 FBS igeren
DMEM karisiminin igerisine gerek duyulan sartlarda son konsantrasyonu 1X olacak sekilde
100X penisilin-streptomisin antibiyotik stok c¢ozeltisinden antibiyotik eklenerek hiicrelerin

biliyiimesi i¢in uygun medyum ortami hazir hale getirildi.

3.2.3.2 Kullanilacak Kimyasal Malzemelerin Hazirhg:

PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Phosphate buffered saline (PBS) tamponunun hazirlanmasinda Sigma firmasi tarafindan tiretilen
PBS tabletleri kullanildi. Her bir tablet, 100 mL deiyonize su (dH20) i¢inde tamamen ¢oziilene
kadar karigtirildi. Cozeltinin sterilizasyonu, 121°C'de 20 dakika boyunca otoklavlanarak
gergeklestirildi. Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra, steril PBS ¢6zeltisi 50 mL'lik steril
falkon tiiplerine dikkatlice boliistiiriildii. Bu tiipler, kontaminasyon riskini minimize etmek i¢in
laminar flow kabini i¢inde hazirlandi. Hazirlanan PBS tamponu, +4°C'de saklanarak deneylerde

kullanilmak tizere hazir hale getirildi.
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Tripan Mavisi Boyasinin Hazirlanmasi

Tripan mavisi ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.4 g tripan mavisi kullanildi. 1X PBS (phosphate-
buffered saline) ¢ozeltisi i¢ine 0,4 g tripan mavisi eklendi ve tamamen ¢dziinmesi i¢in kaynatildi.
Tripan mavisi tamamen ¢oziindiikten sonra, ¢ozelti oda sicakligina kadar sogutuldu. Sogutulan
cozeltinin lizerine 1X PBS eklenerek toplam hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Boylece, %0,4 (w/v)
konsantrasyonda tripan mavisi ¢ozeltisi elde edilmis oldu. Hazirlanan bu boya ¢ozeltisi, hiicre
boyama islemlerinde kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edilerek kullanima hazir hale

getirildi.

Tripsin-EDTA (TE) Tamponunun Hazirlanmasi

Tripsin-EDTA ¢0zeltisini hazirlamak amaciyla 0.5 mM EDTA ve %0.05 oraninda Tripsin
kullanild:. Ik adim olarak, 0.5 mM EDTA ve %0.05 Tripsin hassas terazide gerekli oranlarda
tartildi ve 1X steril PBS (phosphate-buffered saline) ¢ozeltisi icinde ¢oziilerek homojen bir
karisim elde edildi. Hazirlanan bu karigim, sterilizasyon amactyla 0.22 pm gozenek ¢apina sahip
filtrelerden gegcirildi. Filtreleme islemi tamamlandiktan sonra, sterilize edilmis c¢ozelti,
kontaminasyon riskini minimize etmek i¢in laminar flow kabini i¢cinde 50 mL'lik steril falkon

tiiplerine paylastirildi.

Cozeltinin uzun siireli saklanmasi i¢in, hazirlanan tiipler -20°C'de muhataza edildi. C6zeltinin
kullanima hazir hale getirilmesi i¢in, ¢alismalardan 6nce +4°C'de buzdolabinda ¢6zdiirtildii.

Kullanim sonrasinda ise ¢6zelti, stabilitesini korumasi amaciyla tekrar +4°C'de saklandi.

3.2.3.3 Hiicre Kiiltiiriiniin Baslatilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Ependorflar igerisinde -80°C'de saklanan hiicreler, biiyiitiilmeleri amaciyla oda sicakliginda
cozdiiriildii ve %10 FBS'li medyum igerisine alindi. Cozdiiriilen hiicreler, 1000 rpm'de 5 dakika
stireyle santrifiij edilerek ¢okeltileri elde edildi. Bu islem sonucunda olusan hiicre pelletinin zarar
gormemesi i¢in siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Hiicre pelletleri, 3 mL taze besiyeri ile
¢oziildii ve her biri esit miktarda {i¢ petri kabina boliistiiriildii. Petriler, %10 FBS i¢eren medyum
ile 10 mL'ye tamamlanarak, lizerlerine pasaj numarast ve gerekli bilgiler yazilarak etiketlendi.

Hiicreler, 37°C'de %5 CO» ortaminda biiylimeleri i¢in inkiibasyona birakildi.
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Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda, petri yiizeyinde %80-%90 yogunluga ulasan hiicrelerin
medyumlar1 uzaklastirildi ve hiicreler steril PBS ile yikandi. Ardindan, hiicreleri yiizeyden
ayirmak i¢in 2 mL Tripsin-EDTA eklendi ve yaklasik 3 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin ayrildig:
gozlemlendiginde, Tripsin-EDTA’nin etkisi %10 FBS igeren medyum eklenerek durduruldu.
Karisim, 15 mL'lik falkon tiiplere aktarildi ve yeniden 1000 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda, falkonlar %70’lik alkol ile sterilize edilerek laminar flow kabinine
alind1 ve medyum uzaklagtirildi. Hiicre pelletleri, 3 mL taze besiyeri ile ¢oziildii. Cozeltiden 1
mL alinarak yeni petrilere ekildi ve lizerlerine pasajlama bilgileri yazilarak etiketlendi. Hiicreler,

37°C’de %5 COz ortaminda inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin dondurulmasi sirasinda, elde edilen hiicre pelletlerinin tizerine 900 uL FBS eklenerek
tamamen c¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 100 puL DMSO eklenerek karisim olusturuldu.
Karigim, ependorf tiiplere aktarildi ve gerekli etiketlemeler yapildiktan sonra -80°C'de muhafaza
edildi.

Hiicre kiiltiirii ¢caligsmalarinda, Hep3B hiicrelerinin biiytitiilmesi i¢in %10 FBS iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle's Medium, Gibco) medyum kullanildi.

3.2.3.4 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Sayimi

Tripsinizasyon sonrasinda hiicreler 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islemin ardindan
olusan hiicre pelletleri, 5 mL taze medyum igerisinde ¢oziilerek homojen bir hiicre siispansiyonu
elde edilmesi saglandi. Bu hiicre siispansiyonundan 1 mL alinarak tripan mavisi ile 1:1 oraninda
karistirildi ve hiicre canliligi kontrol edildi. Karigtmdan alinan 10 pL'lik bir 6rnek, Thoma lanu
iizerine yiiklendi ve tripan mavisi ile boyanmis hiicreler mikroskop altinda sayildi. Hiicre sayim
sonuglart not edilerek, deneylerde kullanilacak hiicre miktarinin dogru bir sekilde
belirlenebilmesi i¢in ortalama deger alind1 ve ortalama hiicre sayis1 x 2 x 10%, formiilii yardimiyla
1 mililitredeki hiicre sayis1 hesaplandi. Hiicrelerin esit kosullarda deneylere katilmasi saglanarak,
sonuglarin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi artirildi. Bu standart hiicre hazirlama ve sayim

prosediirii, hiicre deneylerinin diizenli ve kontrollii bir sekilde yiiriitiilmesine olanak tanidi.
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3.2.3.5 Gegici Transfeksiyon Calismalari

Tablo 3.12: Transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve i¢erikleri.

Cozelti

Bilesimi ve Hazirlanisi

2.5 M CaCl, (MW: 147.01)

Homojen bir CaCl, ¢ozeltisi hazirlamak
icin 36,75 gram CaCl, 100 mL deiyonize
su icinde cozuldi. Bu ¢ozelti, tamamen
homojen hale gelene kadar karistirildi.
Elde edilen ¢ozelti, kontaminasyon riskini
ortadan kaldirmak amaciyla 0.22 um’lik
filtre  kullanilarak  sterilize  edildi.
Sterilizasyon isleminin ardindan, laminar
flow kabininde c¢alisilarak, dikkatlice
eppendorf tiiplere boliistiiriildii. Bu tiipler,
uzun siireli kullannm ve bozulmanin
onlenmesi icin  -20°C'de  muhafaza
edilerek sakland.

2X HEPES (2X HeBS)
- 50 mM HEPES (MW:238.3)
-280 mM NaCl (MW:58.44)

- 1,5 mM Na;HPO4 (MW:141.96)

(pH 7.05-7.12)

Yaklagik 90 mL deiyonize suya 1,19
gram HEPES, 1,63 gram NaCl ve 0,02
gram Na:HPO4 eklenerek homojen bir
cozelti elde edildi. Bu karisimin pH'i,
7,05'e ayarlandi. Cozeltinin hacmi,
deiyonize su eklenerek 100 mL'ye
tamamlandi. Sterilizasyon islemi igin,
hazirlanan ¢ozelti, 0,22 pum'lik filtre ile
stiziilerek sterilizasyon saglandi.
Sterilize edilen c¢ozelti, laminar flow
kabininde dikkatlice eppendorf tlplere
boliistiiriildi. Bu eppendorf tiipler,
¢ozeltinin uzun stre korunabilmesi igin -
20°C'de saklanda.

100X Fosfat (PO4) Tampon

70 mM NazPO4 ve 70 mM NH2PO4 1:1
oraninda karigtirilarak 100 mL deiyonize
su icerisinde ¢Oziildli. Sonrasinda, steril
¢Ozelti, laminar flow kabin icerisinde
eppendorf tiiplere paylastirildi ve -
20°C'de saklandi.
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Tablo 3.12: (devam)

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi

Buytk Olcekli plazmit izolasyon Kkiti
SEAP kullanilarak  hazirlandi ve -20°C'de
saklandi.

Kit icerisindeki 10X liisiferaz substrati,
reaksiyon tamponu ile 1X konsantrasyona
Ready to glow Dual Secreted Reporter  seyreltildi. Ayni sekilde, kitin igeriginde
Assay Kiti™ bulunan 5X dilusyon tamponu da 1X
konsantrasyona seyreltilerek kullanima

hazir hale getirildi.

MIR100HG genine ait promotor konstraktlarinin bazal aktivitelerini belirlemek amaciyla, Hep3B
hiicreleri 48 kuyulu plaklara 6x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Hiicreler, 37°C ve %5 CO»
ortaminda inkiibasyona birakildi. Her bir promotor pargasi i¢in dort tekrar yapildi. Bu amagla,
her promotor pargasi igin ayr1 ayri1 olmak iizere 250 pL HEPES ve 7.2 pL PO4, 15 mL'lik 1.
falkona alindi. 15 mL'lik 2. falkona ise 4 pL Seap (500 ng/uL), 30 uL CaCly (2.5 M), 8 uL
MIR100HG promotor plazmid DNA (500 ng/uL) ve 215.2 pL steril dH2O eklenerek iki falkonun
hacmi esitlendi. HEPES iceren 2. falkonun igerisinde hava kabarciklar1 olusturulurken, DNA
iceren 1. falkondaki karisim, 2. Falkonun igerisine yavas¢a eklendi. Karisim, presipitasyonun
gerceklesmesi icin oda sicakliginda, laminar flow kabininde bir saat bekletildi. DNA-CaCl,
kompleksleri homojen hale getirildikten sonra, her bir kuyuya 128.6 puL olacak sekilde hiicrelerin
iizerine dagitildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra, hiicrelerin medyumu dokiildii ve kuyular steril
PBS ile yikandi. Hiicrelerin lizerine yeni hazirlanmis %10 FBS’li medyum eklendi ve plakalar
37°C’de %5 CO: ortaminda inkiibasyona birakildi. Transfeksiyonun 48. ve 72. saatlerinde,
kuyulardan 100 pLL medyum alinip ependorflara konuldu. Ependorflar, etiketlendikten sonra,
lusiferaz ve SEAP aktiviteleri dlciilene kadar -20°C'de saklandi.

Hep3B hiicrelerinde; KLF7 geninin, MIR100HG genine ait promotor pargalar1 iizerindeki
transkripsiyonel etkisini belirleyebilmek i¢in kotransfeksiyon yapildi. Hep3B hiicreleri 48 kuyulu
plaklara 6x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Hiicreler, 37°C ve %5 CO, ortaminda

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, transfeksiyon yapmak igin gerekli malzemeler
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(bk. Tablo 3.12) oda sicakligina getirildi. Her bir konstrakt i¢in 4 tekrar yapilmis olup bu amag
dogrultusunda her bir promotor pargasi i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere 250 uLL HEPES ve 7.2 uL PO4
15 mL’lik 1. falkonun igerisine alindi. 15 mL’lik 2. falkonun igerisine ise 4 pL Seap (500 ng/uL),
30 uL CaCl2 (2.5 M), 8 uL MIR100HG promotor plazmid DNA (500 ng/uL), 4 uL KLF7 plazmid
DNA (1000 ng/uL) ve son olarak 211.2 uL steril deiyonize su eklenerek iki falkonun son hacmi
esitlendi. HEPES igeren 2. falkonun icerisinde hava kabarciklar1 olusturulurken, DNA iceren 1.
falkondaki karisim, 2. Falkonun igerisine yavas¢a eklendi Karisim, presipitasyonun
gerceklesmesi icin oda sicakliginda, laminar flow kabin igerisinde 1 saat bekletildi. DNA-CaCl»
kompleksleri homojen hale getirildikten sonra, her bir kuyuya 128.6 pL olacak sekilde hiicrelerin
iizerine dagitildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra, hiicrelerin medyumu dokiildii ve kuyular steril
PBS ile yikandi. Hiicrelerin iizerine yeni hazirlanmis %10 FBS’li medyum eklendi ve plakalar
37°C’de %5 CO ortaminda inkiibasyona birakildi. Transfeksiyonun 48. ve 72. saatlerinde,
kuyulardan 100 pL medyum alinip ependorflara konuldu. Ependorflar, etiketlendikten sonra,
lusiferaz ve SEAP aktiviteleri Olglilene kadar -20°C'de saklandi.

KLF7 geninin Hep3B hiicrelerinde asir1 ifadesini degerlendirmek ve pEGFP-C1 vektoriine
klonlanmig KLF7 geninin gegcici transfeksiyonu i¢in TurboFect™ kiti kullanildi. Hem kontrol
grubu hem de deney grubu igin 1’er adet 100 mm petri kabina, 1x10% hiicre/petri olacak sekilde
Hep3B hiicreleri ekildi. Hiicreler 37°C’de %5 CO» ortaminda bir gece inkiibasyona birakildi.
Kontrol grubu icin, Hep3B hiicrelerine bos vektér pEGFP-C1 plazmidi transfekte edildi.
Serumsuz DMEM ortamina son hacim 2 mL olacak sekilde 10 pg KLF7 plazmid DNA (1000
ng/uL) eklendi. DNA-DMEM karisiminin igerisine 30 pL transfeksiyon reaktifi eklendi ve
nazikce karigmasi saglandi. Bu karisim, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda, transfeksiyon reaktifi-DNA karisim1 yavasca hiicrelerin lizerine eklendi. Petri kaplari
hafif dairesel hareketlerle sallanarak transfeksiyon iiriiniin petri igerisinde homojen dagilmasi
saglandi. Petriler 37°C’de %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakildi. Transfeksiyonun 24.
saatinde hiicreler, Tripsin-EDTA soliisyonu ile yilizeyden kaldirildi ve sayildi. Bu hiicreler, MTT,
Koloni  Formasyon, Scratch  (Migrasyon), Immiinofloresan  (IFC),  Kromatin

Immiinopresipitasyonu (ChIP) ve RNA deneylerinde kullanilmak iizere hazirland.
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3.2.3.6 Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi

MIR100HG genine ait promotor pargalarinin ve KLF7 geninin bu promotor pargalar iizerindeki
transkripsiyonel aktivitesini belirleyebilmek amaciyla Bolim 3.2.3.5’te tarif edilen sekilde
CaCl-PO4 presipitasyonu ile gecici transfeksiyon yapildi. Transfeksiyonun etkinligini
belirleyebilmek amaciyla protomotor pargalarinin klonlandigi pMetLuc-Reporter, pSEAP2-
kontrol ve pMetLuc-kontrol vektorleri de hiicrelere transfekte edildi. pMetluc-Reporter vektor
promotor icermeyen bos bir vektordiir ve caligmada negatif kontrol olarak kullanildi. pSEAP2-
kontrol vektorii icerdigi viral promotor bolgesi sayesinde transfeksiyon sonucunda yiiksek
Alkalen-Fosfataz aktivesi verir ve calismada normalizasyon amaciyla kullanildi. pMetLuc-
kontrol vektoriiniin de icerdigi viral promotor bolgesi sayesinde yliksek aktivite gdsterir bu

sebeple calismada pozitif kontrol amaciyla kullanildi.

Lusiferaz aktivitesinin dl¢iimii QUANTI-luc™ Gold kitinin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi.
Lusiferaz aktivitesini belirlemek amaciyla 384 kuyucuklu plakaya transfeksiyonun 48. ve 72.
saatlerinde alinan medyumdan 20 pL eklendi ve tlizerine 10 pL Lusiferaz reaktifi eklenerek hizli

bir sekilde luminometrede dl¢iim alindi. Olgiim sonuglari analiz yapmak amaciyla not edildi.

SEAP aktivitesinin 6l¢iimii Ready-To-Glow™ Dual Secreted Reporter Assay kitinin dnerdigi
sekilde gergeklestirildi. Kit igerigindeki 5X diliisyon tamponunun hacmi uygun oranlarda dH,O
eklenerek son hacim 1X olacak sekilde hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara transfeksiyonun 48.
ve 72. saatlerinde alinan medyumdan 5 pL konuldu ve iizerine 15 pL 1X dillisyon tamponu
eklendi. Plaka parafilm ile sarild1 ve iizeri aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra su banyosunda
65°C’de 30 dakika inkiibasyon yapildi. Ardindan 2-3 dakika buzda sonrasinda da 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Kuyularin tizerine 20 pLL SEAP substrat soliisyonu eklendi ve
30 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda luminometrede 6lgiim
alindi. Her bir 6rnek i¢in elde edilen Lusiferaz aktivitesi verileri Seap aktivitesi verilerine
oranlanarak relatif Lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi saglandi. Sonug¢lar GraphPad programinda

grafiklendirildi.

41



3.2.3.7 Hipoksi Modeli Olusturma

Hipoksi (diisiik oksijen kosullar1), tiimor mikrositesinde yaygin bir durumdur ve kanser
hiicrelerinin adaptasyonunu, metastazini ve terapotik direncini etkiler. Kobalt kloriir kullanarak
hipoksik kosullar olusturmak, kanser hiicrelerinin oksijen eksikligine nasil tepki verdigini
incelemek i¢in yaygin bir yontemdir. Kobalt kloriir, hiicrelerde Hipoksi Indiiklenebilir Faktor 1-
alfa (HIF-1a) proteinini stabilize eder. Normal oksijen kosullarinda, HIF-1a prolyl hidroksilaz
enzimleri tarafindan hidroksillenerek yikima ugrar. Ancak kobalt kloriir, bu enzimlerin
aktivitesini inhibe ederek HIF-1a'nin yikimini engeller. Stabilize olan HIF-1a, hiicre ¢ekirdegine
gecerek Hipoksi Yanit Elementleri (HRE'ler) igeren genlerin ekspresyonunu artirir. Boylece
hiicreler, oksijen eksikligine adapte olarak hayatta kalma ve biiylime stratejileri gelistirir.
KLF7’nin overekspresyon ¢alismalarinda, Hep3B hiicrelerinde hipoksik kosullar1 stimiile etmek
ve overekspresyonun hipoksik kosullardaki etksini belirleyebilmek amaciyla, 300 uM Kobalt
klortir (CoCly), uygulamasi yapildi.

3.2.3.8 MTT Deneyi

MTT testi, hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilan renkli bir testtir.
Bu test, ozellikle hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda toksikoloji ve kanser arastirmalari gibi birgok
alanda yaygin olarak kullanilir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
ad1 verilen bir tetrazolyum tuzu igerir. Bu tuz, canli hiicrelerin mitokondrilerindeki enzimler
tarafindan sar1 renkten mor renge doniisen formazan kristallerine indirgenir. Hep3B hiicrelerinde
KLF7 geninin asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla MTT
testi kullanildi. Transfeksiyon isleminin 24. saatinde hiicreler, her kuyucukta 2x10* hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in 37°C’de %5 CO»
ortaminda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 6. saatinde, hiicreleri hipoksik kosullara maruz
birakmak icin son konsantrasyonu 300 uM olan CoCl; eklendi. Bu islemden 24, 48 ve 72 saat
sonra, kuyucuklara 0.5 mg/ml MTT ¢ozeltisi ilave edildi. MTT c¢ozeltisi eklendikten sonra, plaka
37°C’de %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakildi ve 4 saat boyunca bekletildi. Siire sonunda,
kuyucuklardaki medyum tamamen uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek igin
0.004 M HCI igeren izopropanol eklendi. Olusan formazan kristalleri tamamen c¢oziildiikten

sonra, 550 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimleri yapildi ve elde edilen sonuglar kontrol
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hiicreleri ile karsilastirildi. Hiicre canliligl, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi ve veriler

GraphPad yazilimi ile analiz edilerek grafikler olusturuldu.

Ornek hiicrelerin absorbansi

Hiicre canlilig1 (%) = x 100 (3.2)

Kontrol hiicrelerin absorbansi

3.2.3.9 Koloni Formasyon Deneyi

Koloni formasyon deneyi, genellikle bir genin asir1 ifadesinin veya genetik manipiilasyonun bir
hiicre hatt1 {izerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilir. Bu deney, hiicrelerin klonal
biliylimesini ve ¢ogalma yetenegini test etmek amaciyla tasarlanmistir. Koloni formasyon deneyi,
hiicrelerin sag kalimi, proliferasyonu ve bir hiicreden baslayarak koloniler olusturma kapasitesini
Olcer. KLF7 geninin asir1 ifadesinin, Hep3B hiicrelerinin biiylime ve sag kalimi i{izerindeki
etkisini belirlemek igin, transfeksiyonun 24. saatinde, her bir kuyuda 1x10> hiicre olacak sekilde
6 kuyucuklu plakalara hiicreler ekildi. Hiicreler 37°C’de %5 COz ortaminda 72 saat inkiibasyona
birakildi. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan, her bir kuyuda TurboFectTM transfeksiyon ajani
kullanilarak gecici transfeksiyon islemi yinelendi ve Onerilen protokole uygun olarak
gerceklestirildi. Transfeksiyonun ardindan, hiicrelerin biiylimesi ve koloni olusturma stiregleri
mikroskop altinda diizenli olarak takip edildi. Deneyin 10. giintinde, kolonileri hipoksik kosullara
maruz birakmak amaciyla son konsantrasyonu 300 uM olan CoCl; eklendi. Bu islemden 24 saat
sonra, plakalardaki medyum uzaklastirildi ve her bir kuyu 3 kez PBS ile yikandi. Yikama
isleminin ardindan, kolonilerin yiizeye sabitlenmesi i¢in kuyulara %80 metanol eklendi ve 30
dakika boyunca bekletildi. Siire sonunda metanol uzaklastirildi ve kuyular tekrar 3 kez PBS ile
yikandi. Daha sonra, koloniler 5 dakika siireyle kristal viyole ile boyandi. Boyama islemi
sonrasinda, kuyular 5 dakikalik araliklarla 3 kez saf su ile yikandi ve koloniler aydinlik bir
ortamda fotograflandi. Koloni sayimi, Image J (NIH) yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Image
J analizinden elde edilen veriler, GraphPad programu ile analiz edilerek sonuglar grafiksel olarak

ifade edildi.

3.2.3.10 Scratch (Migrasyon) Deneyi

Scratch deneyi veya cizik testi, hiicrelerin gd¢ kabiliyetini ve yara iyilesme siireclerini

degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu deney, 6zellikle kanser, yara iyilesmesi ve hiicre
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gbcli lizerine yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilir. KLF7 geninin asir1 ifadesinin,
Hep3B hiicrelerinde, yara iyilesmesi ve hiicre gocli iizerine etkisini belirlemek i¢in
transfeksiyonun 24. saatinde, her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
hiicreler ekildi. Hiicrelerin tiim yiizeyi kaplayarak tek katmanli bir tabaka olusturmasi i¢in
hiicreler, 37°C %5 CO; ortaminda 16 saat inkiibasyona birakild: Inkiibasyon siiresinin sonunda,
her kuyucuk i¢in standart hale getirilmis bir yontem kullanilarak, 10 pL'lik beyaz pipet ucu ile
kuyucuklarin ortasina bir ¢izik atildi. Cizik atma isleminin ardindan, serbest kalan hiicrelerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi ve ardindan %10 FBS iceren
DMEM ortam1 eklendi. Hiicreleri hipoksik kosullara maruz birakmak amaciyla, son
konsantrasyonu 300 uM olacak sekilde CoCl, uygulandi. Plakalar inkiibatore konulmadan 6nce,
kuyucuklar 0. saatte inverted mikroskop altinda goriintiilenip fotograflandi. Hiicre go¢iini ve
¢izigin kapanma siirecini izlemek amaciyla, inkiibasyonun 3., 6., 24. ve 48. saatlerinde
kuyucuklar tekrar inverted mikroskop altinda fotograflandi. Fotograflar, Image J (NIH) yazilimi
kullanilarak analiz edildi ve elde edilen veriler GraphPad yazilimi ile degerlendirilerek grafiksel

olarak ifade edildi. Hiicrelerin go¢ etme oranlari, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

(0. saat cizik alani-ilgili saatin gizik alan1)

Hiicre gogii (%) = x 100 (3.3)

0. saat ¢izik alan1

3.2.3.11 immiinofloresan (IFC) Deneyi

Immiinofloresan (IFC) deneyi, hedef antijenleri hiicrelerde belirlemek i¢in kullanilan antikorlarin
floresan bir boya etiketlendigi antijen-antikor reaksiyonuna dayanan bir tekniktir. KLF7 geninin
asirt ifadesinin, Hep3B hiicrelerinde, spesifik KLF7 antikoru kullanilarak antijen-antikor
etkilesimini belirlemek amaciyla Transfeksiyonun 24. saatinde, 125x10° hiicre, 24 kuyucuklu
plakalara ekildi ve %5 CO2 ortaminda 37°C'de 16 saat inkiibe edildi. Hipoksik kosullar1 simiile
etmek ve HIF-1a yanitin1 degerlendirmek amaciyla i¢in ilgili kuyulara 300 uM CoCl; eklendi ve
hiicreler 6 saat daha inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, medyum uzaklastirild1 ve hiicreler ii¢
kez 1X PBS ile yikandi. Hiicreler, 250 pL %4 (w/v) paraformaldehit ile 15 dakika fiksasyon
yapildiktan sonra tekrar ii¢ kez 1X PBS ile yikandi. Hiicre zarlarin1 gegirgen hale getirmek i¢in
250 puL %0,1 (v/v) Triton X-100 iceren PBS eklendi ve 3 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
hiicreler yine ii¢ kez 1X PBS ile yikandi. Bloklama i¢in, her kuyucuga 200 uL %1 (w/v) BSA
iceren PBS eklendi ve 45 dakika inkiibe edildi. Ardindan, ilgili kuyulara, 150 pL, 1:100 oraninda
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%1 (w/v) BSA iceren PBS icinde seyreltilmis HIF-1a ve KLF7 primer antikorlar1 eklendi ve
hiicreler +4°C'de 16 saat inkiibe edildi. Primer antikorlar uzaklastirildiktan sonra hiicreler ii¢ kez
1X PBS ile yikandi. Sekonder antikor olarak, her kuyucuga 150 pL, 1:100 oraninda %1 (w/v)
BSA igeren PBS i¢inde seyreltilmis Alexa Fluor 488 anti-mouse sekonder antikoru eklendi ve 1
saat inkiibe edildi. Sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra, hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi.
Cekirdek boyamasi i¢in, 1 pg/mL DAPI ¢ozeltisi eklendi ve 1-5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler
tekrar iic kez 1X PBS ile yikandi ve yuvarlak lameller {izerine antifade reaktifi damlatilarak
lamlarin iizerine yerlestirildi. Lameller, saydam oje ile sabitlenip 24 saat kurutuldu. Hazirlanan
preparatlar, floresan mikroskobu altinda 40X ve 100X biiyiitmelerde incelenerek fotografland.
Fotograflar, Image J yazilimi ile analiz edilip GraphPad yazilimi ile degerlendirilerek grafiksel

olarak ifade edildi.

3.2.4 RNA Cahsmalari

RNA molekiilleri, RNaz enzimleri (RNA parcalayan enzimler) tarafindan hizla bozulabilir. Bu
yiizden, RNA calismalarinda RNaz kontaminasyonunu 6nlemek i¢in %0,1 DEPC’li su kullanildi
ve ¢alismalarda kullanilacak tamponlar %0,1 DEPC’li su ile hazirlandi. Hacimce %0,1 DEPC’li
su hazirlamak i¢in 1 L dH2O igerisine 1 mL DEPC (dietil pirokarbonat) eklendi ve ¢ozeltinin
homojen olmasini saglamak i¢in birka¢ dakika karistirildi. Daha sonra DEPC’nin sudaki tiim
RNaz’lar1 inaktive etmesi igin 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda,
DEPC’nin suyla reaksiyona girmesi sonucunda agiga ¢ikan CO: ve etanol gibi ugucu yan liriinleri

uzaklastirmak icin ¢6zelti 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak kullanima hazir hale getirildi.

3.2.4.1 Hiicreden RNA Eldesi

RNA caligmalari, belirli bir genin ifade seviyesini dogrudan dlger. Bir genin mRNA miktari, genin
hiicredeki aktivitesinin ve transkripsiyon seviyesinin bir gostergesi olarak kabul edilir. KLF7
geninin asir1 ifadesinin, Hep3B hiicrelerinde mRNA diizeyindeki etkisini belirleyebilmek
amaciyla transfeksiyonun 24. saatinde 6 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
paylastiritlip 37°C’de %5 CO: ortaminda, inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 6. saatinde
yiizeye tutunmus hiicreleri hipoksik kosullar i¢in uyarmak amaciyla son konsantrasyon 300 uM

olacak sekilde CoCly uygulamasi yapildi ve gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
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kuyulardan medyum uzaklastirild1 ve Boliim 3.2.3.3’te tarif edilen sekilde hiicreler kaldirildi ve
hiicre pelletleri elde edildi.

RNA izolasyonu i¢in -80°C'de saklanan hiicre pelletleri, buz {izerine alindiktan sonra tamamen
coziinene kadar bekletildi. Hiicre pelletlerinin tamamen ¢oziilmesinin ardindan, RNA izolasyon
kiti kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina uyarak total RNA izolasyonu yapildi. Izolasyon
islemi sirasinda, kitin her adimi dikkatlice takip edilerek maksimum RNA verimi elde edilmeye
caligildi. Ozellikle liziz, baglanma, yikama ve eliisyon adimlar;, RNA'nin saf ve yiiksek kaliteli
olmasini saglamak icin titizlikle uygulandi. izolasyon isleminin ardindan elde edilen RNA

ornekleri, bozulmay1 6nlemek ve daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere -80°C'de saklandi.

3.2.4.2 RNA'nin Miktar Tayini

RNA izolasyonu sonrasinda, RNA oOrneklerinin safligin1 ve konsantrasyonlarmi belirlemek
amaciyla uDrop™ Plate Cihazi kullanildi. Bu amag¢ dogrultusunda, 260 nm ve 280 nm’de 6l¢iim

alind1. Olgiim sonucunda RNA saflig1 ve konsantrasyonu asagida verilen formiiller ile belirlendi.
Saﬂlk = A260 /Azg()

RNA Miktar1 (ng/ pL) = A260 x (10 mm/0,49 mm) x 40 ng/uL (3.4)

3.2.4.3 RNA Agaroz Jel Elektroforezi

RNA molekiilleri hassastir ve bozulmaya yatkindir. Formaldehit-agaroz jel elektroforezi,
RNA'ni biitiinliiglinti koruyarak RNA molekiillerinin denatiirasyonunu ve elektroforez sirasinda
dogrusal bir sekilde hareket etmesini saglar. Bu sayede, RNA'nin ¢esitli uzunluklardaki molekiiler
agirliklarinin net bir sekilde ayrilabilmesi, elde edilen total RNA’da herhangi bir bozulma olup
olmadigin1 ve RNA’nin safligin1 degerlendirmek amaciyla formaldehit agaroz jeli hazirlandi.
Deney esnasinda RNaz (Riboniikleaz) kontaminasyonunu dnlemek amaciyla tiim malzemeler
sterilize edildi. Elektroforez tanki ve aparatlari, %0.5 (w/v) SDS ¢ozeltisi ile yikandi, ardindan
%0,1'lik DEPC’1i su ile duruland:1 ve saf etanol ile isleme tabi tutularak etiivde kurutuldu. Cam
malzemeler ise %0.1 DEPC’li suda 12 saat bekletilip otoklavlandi. Sterilizasyon islemi sonrasi
jel hazirlamak igin, 0.5 g agaroz 5 mL 10X FA tamponu i¢inde ¢dziiliip, son hacim %0.1 DEPC’li

su ile 50 mL'ye tamamlandi. Homojen bir ¢6zeltinin elde edilmesi i¢in karisim mikrodalgada
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kaynatildi. Cozelti 50°C'ye sogutulup, 900 pL %37 (12.3 M) formaldehit eklenerek karistirildi.
KarisimA, 0.5 pg/mL Etidyum-Bromiir (Et-Br) eklendi ve jel elektroforez kasetine dokiildii. Jel
polimerlestikten sonra, elektroforez tanki 0.25 M formaldehit igeren 1X FA tamponu ile
dolduruldu. Ornekler, 2X 6rnek yiikleme boyast ile karistirilip 70°C'de 10 dakika denatiire edildi.
Denatiire edilen 6rnekler buz iizerinde sogutulduktan sonra, elektroforez islemi 90 voltluk bir
gerilim altinda 40 dakika boyunca gergeklestirildi. Ayrisma tamamlandiktan sonra jel, UV 151k

altinda goriintiilenerek bant profilleri fotograflandi.

Tablo 3.13: Formaldehit-agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlarin hazirlanis.

Tampon Bilesimi ve Hazirlanisi

20 mL 0.5 M'lik EDTA (pH 8.0) ¢ozeltisi, 41.9 g

10X FA
MOPS (MW: 209.26) ve 6.8 g NaAc (MW:
-0.05 M NaAc 136.08) DEPC’li su icinde ¢oziildii. DEPC’li su
-0.2 M MOPS ialavesi yapilarak hacim 1 L *ye tamamlandi ve pH

7.0'ye ayarlandi. Oda sicakliginda ve karanlik bir

-0.01 M EDTA (pH 7.0)
ortamda saklanda.

0 3 F
0.25 M FA iceren 1X FA 20 mL %37’1ik (12.3 M) FA ve 100 mL 10X FA

tamponu FA kanigtirllarak toplam hacim 1 L
olacak sekilde %0.1°lik DEPC’li su ilavesi yapildi.

3.2.4.4 cDNA Sentezi

Izole edilen RNA'larin miktar1 ve kalitesi, spektrofotometrik dlgiimler ve agaroz jel elektroforezi
ile belirlendikten sonra, uygun nitelikteki RNA ornekleri Reverse Transkripsiyon (RT)
reaksiyonuna tabi tutuldu. Her 6rnekten 1 pg RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Sentez
sonrasinda cDNA’lar, qRT-PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. RT reaksiyonunda

kullanilan bilesenler reaksiyon basamaklar1 Tablo 3.14’te verilmistir.
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Tablo 3.14: RT reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve reaksiyon basamaklari.

Bilesenler Miktarlarn
Oligo-dT (5 pg/mL) 1 uL

RNA Kalib1 1 pL

dH20 Son hacim 12.5 pL

65°C’de 5 dakika inkiibasyon yapildi.

10 mM dNTP mix 2 uL
Reverse Transkriptaz (200 U/ pL) 1L
Reaksiyon Tamponu (5x) 4 uL
RiboLock RNaz Inhbitér (20 U/ L) 0.5 uL
Total hacim 20 pL

42°C’de 60 dakika ve 72°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3.2.4.5 ¢cDNA Kalitesinin Kontrolii

Sentezlenen cDNA'larin kalitesini degerlendirmek icin, Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonu
ile elde edilen cDNA'lar ve insan beta-2-mikroglobulin (HB-2-M) genine ait ekspresyon
primerleri kullanilarak (bk. Tablo 3.15) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gerceklestirildi. PCR
tamamlandiktan sonra, cDNA'lar agaroz jel elektroforezi yontemi ile analiz edildi. Bu islem,
Bolim 3.2.2.4'te detaylandirildig1 sekilde yapildi. Jel, UV 1sik altinda goriintiilenerek
fotograflandi. Kullanilan reaksiyon kosullar1 ve bilesenler, Tablo 3.16 ve Tablo 3.17'de sirasiyla

verilmistir.

Tablo 3.15: HB-2-M genine ait primer dizileri.

Primer Niikleotid Dizisi (5’-3°)
HR-2-M Tleri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
HR-2-M Geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT
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Tablo 3.16: HB3-2-M PCR reaksiyon kosullari.

Boliim Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
1 1 94 °C 2 dk
94 °C 1 dk

2 30 58 °C 30 sn
72°C 30 sn

3 1 72 °C 10 dk

Tablo 3.17: HB-2-M PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesenler Miktar
Ileri Primer (100 pmol/uL) 1uL
Geri Primer (100 pmol/pL) 1L
MgCl2 (25 mM) 2 uL
Taq Tamponu (10X) 5uL
cDNA 1L
dNTP karigim (10mM) 1L
dH20 38.5 uL
Taq Polimeraz (5 U/uL) 0.5 puL
Total Hacim 50 pL

3.2.4.6 Real Time PCR (qRT-PCR)

Calismada kullanilan genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyelerini gercek zamanli olarak
belirleyebilmek i¢in Real Time PCR yapildi. Oncelikle, sentezlenen her cDNA 6rnegi icin, her
bir gen i¢in en az ii¢ teknik tekrar olacak sekilde deney planlamasi yapildi. Calismada
MIR100HG, KLF7 ve HIF-la genlerinin ekspresyon primerleri kullanildi. Bu genlerin
ekspresyon seviyelerinin normalize edilmesi amaciyla HB-2-M (Beta-2-Mikroglobulin) genine
ait ekspresyon primerleri de kullanildi. HB-2-M, hiicre i¢cindeki genel RNA seviyelerinin kontrolii
icin referans gen olarak gorev yapar ve sonuglarin karsilastirilabilir olmasini saglar. Real Time
PCR reaksiyonlari, Tablo 3.19°da belirtilen bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlandi. Bu karisim,
her bir kuyucuga, optik okumada parazitlere neden olmamasi i¢in hava kabarcigi olusmamasina

dikkat edilerek eklendi. Calismada elde edilen her bir cDNA o6rneginden 1 pL kullanilarak,
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toplamda 1 pg cDNA’ya karsilik gelen miktar kullanildi. Real Time PCR reaksiyonu,
LightCycler® 480 cihazinda gergeklestirildi. Tablo 3.20°de belirtilen kosullar altinda, cDNA

ornekleri amplifiye edildi. Bu kosullar, denatiirasyon, baglanma ve uzama adimlarini i¢eren

termal dongiileri kapsamaktadir.

Tablo 3.18: Calismada kullanilan ekspresyon primerleri.

Primer Ad1 Niikleotid Dizisi (5’- 3 )
HR-2-M fileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
HR-2-M Geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT
HIF-1a ileri CCACCTATGACCTGCTTGGT
HIF-1a Geri TGTCCTGTGGACTTGTCC
MIR100HG ileri AACTTGGCTTCCTCGCTTCT

MIR100HG Geri ACATCTAGATTTTCATGAGCCA

KLF7 Ileri TGGCTAGTTATAGTATATATTCCA

KLF7 Geri AGAGAGCAAGATGTCCACTG

Tablo 3.19: Real Time PCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar (uL)
Ileri Primer (10 pmol/pL) 1 uL
Geri Primer (10 pmol/uL) 1 uL
Master Mix Green 6,25 uL.
cDNA 1 uL
dH20 4,25 uL
Toplam hacim 12.5 uL
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Tablo 3.20: Real Time PCR reaksiyon kosullari.

Boliim Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
Denatiirasyon 1 95°C 10 dk.
95°C 30,
Amplifikasyon 40 35°C 30s.
72°C 30s.
Uzama 1 95°C 5s.
65 °C 1 dk.
Sogutma 1 40°C 30s.

Elde edilen sonuglar Livak Metoduna gore analiz edildi. Her gen i¢in en az ii¢ tekrarla calisilan
Ct degerlerinin ortalamasi alind1 ve normalizatér gen olan HB-2-M'in Ct ortalamasindan
cikarildi. Sonuglar, 2 tabaninda logaritmik olarak hesaplandi. Kontrol grubu sonuglari "1" birim
olarak kabul edildi ve deney gruplari bu referansa gore degerlendirildi. Verilerin kat degerleri,

GraphPad programinda grafik haline getirildi.

3.2.5 Kromatin immuno Presipitasyonu (ChIP) Deneyi

Kromatin Immiinopresipitasyon (ChIP) deneyi, DNA ile birlikte hangi proteinlerin (genellikle

transkripsiyon faktorleri veya histonlar gibi) iligkili oldugunu belirlemek i¢in kullanilan gii¢lii bir

molekiiler biyoloji teknigidir. ChIP, protein-DNA etkilesimlerini in vivo olarak, yani hiicrenin
dogal durumundayken analiz etmeye olanak tanir. ChIP deneyi asagida belirtilen temel adimlari
igerir;

1. Hep3B hiicrelerinin fikse edilmesi: Formaldehit, hiicrelerdeki proteinlerin DNA'ya baglh
hallerini korumak i¢in kullanilir. Bu kimyasal, protein-DNA etkilesimlerini stabilize etmek
amaciyla ¢apraz baglar (cross-link) olusturur. Bu capraz baglar, proteinlerin ve DNA'nin
birbirine sik1 sikiya bagl kalmasini saglayarak, sonraki analiz asamalarinda bu etkilesimlerin

korunmasini ve incelenmesini miimkiin kilar.
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2. Kromatin parcalanmasi: Fikse edilmis hiicreler, sonikasyon yontemi kullanilarak kromatin
parcalarina ayrilir. Bu yontemde, hiicreler yiliksek frekanslh ses dalgalarina maruz birakilir.
Bu ses dalgalari, hiicre zarlarini ve niikleer zarlar1 pargalayarak DNA'nin serbest kalmasini
saglar. Ayn1 zamanda, sonikasyon, DNA'y1 daha kiiclik fargmentler halinde pargalar. Bu
kiiciik DNA pargalari, proteinlerle olan etkilesimlerinin daha ayrintili incelenebilmesine

olanak tanir.

3. Antikor ile immiinopresipitasyon: KLF7 proteinine bagli DNA parcalarini segici olarak izole
edebilmek i¢in 2 pg KLF7 antikoru kullanilmistir. Bu antikorlar, kromatinle etkilesime
girerek hedef protein-DNA komplekslerine baglanir. Bu baglanma islemi, spesifik protein-
DNA komplekslerinin diger kromatin bilesenlerinden ayrilmasimni ve izole edilmesini

mimkin kilar.

4. Capraz Baglarin Coziilmesi ve DNA Eldesi: immiinopresipitasyon isleminin ardindan,
komplekslerin i¢indeki protein-DNA ¢apraz baglarini ¢6zmek i¢in hem 1s1 hem de enzimatik
sindirim yontemleri uygulanir. ilk asamada, numuneler belirli bir siire ve sicaklikta inkiibe
edilerek protein-DNA kompleksleri arasindaki ¢apraz baglar gevsetilir ve bu baglar kismen
kirihir. Bu islem, 1s1 uygulamasiyla proteinlerin ve DNA'nin daha sonra ayrigmasini
kolaylastirir. Is1 uygulamasinin ardindan, numunelere proteaz enzimleri eklenir. Proteazlar,
proteinleri sindirerek onlart DNA'dan ayirir. Bu enzimatik sindirim siireci, proteinlerin peptid
baglarin1 parcalayarak serbest DNA molekiillerinin elde edilmesini saglar. Boylece,
proteinlerden tamamen arindirilmis DNA izole edilir. Bu izolasyon adimi, DNA'nin saf ve

analiz i¢in uygun bir formda elde edilmesini saglar.

5. Saflastirilan DNA’nin Analizi: Izole edilen DNA &rnekleri, Boliim 3.2.4.6°da belirtilen
sekilde qRT-PCR ile detayli olarak incelendi. Analiz sonuglari, GraphPad yazilim
kullanilarak gorsellestirildi ve grafiksel olarak ifade edildi.

ChIP protokoliiniin adimlari EZChIP™ Milipore kitinin 6nerdigi prosediire uygun sekilde
gergeklestirildi.
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3.2.5.1 Hiicrelerin Fiksasyonu ve Kromatin Parcalanmasi

Hep3B hiicreleri, 100 mm'lik bir kiiltiir kabinda 10 mL biiyiime ortami i¢inde %80-90 doluluk
oranina ulastiginda, Boliim 3.2.3.5'te agiklanan yontemle TurboFectTM transfeksiyon reaktifi
kullanilarak 10 pg KLF7 plazmidi ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra ChIP
protokolii baslatildi. Hiicre medyumuna 366,6 pL %37 formaldehit eklendi ve hiicreler oda
sicakliginda yatay calkalayicida 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan, 1.3 mL 10X Glisin eklenerek
formaldehit uzaklastirildi ve hiicreler 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler buz iizerine alindi ve
medyum pipetle uzaklastirildi. Hiicreler ii¢ kez 10 mL 1X PBS ile yikandi. Sonrasinda, hiicreleri
yiizeyden kazimak i¢in 2 mL 1X PBS i¢ine 6.5 puL Proteaz Inhibitér Kokteyl II eklendi. Hiicreler
kazinarak sogutulmus ependorf tiiplerine aktarild1 ve 4°C'de 700 g'de 8 dakika santrifiij edilerek
pellet elde edildi. Santrifiijleme sirasinda, 3.3 pL Proteaz Inhibitor Kokteyli II, 666 uL SDS Lizis
Tamponu igine eklendi ve lizis tamponu hazirlandi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, hiicre
pelletleri 666 pL. SDS Lizis Tamponu i¢inde ¢oziildii ve karisim santrifiij tiiplerine paylastirildi.
Capraz bagli DNA'y1 pargalamak i¢in hiicre lizatlar1 ultrasonik sonikasyon cihazinda bes kez 10
saniye sonikasyon ve 10 saniye buzda bekletme ile isleme tabi tutuldu. Sonikasyon sonrasi,
lizatlar 4°C'de 13,500 g'de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatant 100 pL'lik alikotlar halinde
santriflij tiiplerine dagitildi. Bu asamadan sonra santrifiij tiiplerine paylastirilan hiicre lizatlar1 en

fazla 2 ay olacak sekilde -80°C’de 2 aya kadar saklanabilmektedir.

3.2.5.2 Antikor ile Immiinopresipitasyon

Her immiinopresipitasyon (IP) 6rnegine 3 uL Proteaz Inhibitdr Kokteyli II ve 600 pL Diliisyon
Tamponu eklendi ve karisim buzda tutuldu. 600 pL Diliisyon Tamponu, 100 pL hiicre lizati
iizerine eklenerek toplam 700 pL hacim elde edildi. IP 6rnekleri, KLF7 antikoru (1 pg), negatif
kontrol olarak Normal Mouse-IgG (1 pg) ve pozitif kontrol olarak Anti-RNA Polimeraz II (1 pg)
icerecek sekilde hazirlandi. Antikor eklenmeden dnce, non-spesifik proteinleri uzaklastirmak i¢in
her IP Ornegine 42 puL Protein G Agaroz eklendi ve 4°C'de 1 saat rotasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyon tamamlandiginda, numuneler 5000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant yeni
bir tiipe aktarildi. Antikor eklenmemis siipernatanttan 7 pL (%10 input) ayrildi. Yaklasik 700 pL
slipernatant orneklerine uygun antikorlar eklendi ve gece boyunca 4°C'de rotasyona birakildi.

Sonrasinda, antijen/antikor/DNA kompleksinin baglanmasi i¢in 42 pL Protein G Agaroz eklendi
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ve 1 saat 4°C'de rotasyona tabi tutuldu. Numuneler tekrar 5000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant ayr1 bir tlipe alindi. Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin kompleksi iceren drnekler,
700 pL soguk tamponda siispansiyon haline getirilip yikandi. Yikama adimlar1 Tablo 3.22°de
belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

3.2.5.3 Capraz Baglarin Coziilmesi

Her bir IP tiipii icin, 14 pL 1 M NaHCO3, 119 pL steril distile su ve 7 uL %20 SDS ile Eliisyon
Tamponu hazirlandi. B6liim 3.2.5.2°de alinan input tiiplerine 140 pL Eliisyon Tamponu eklendi
ve oda sicakliginda bekletildi. 70 pL Eliisyon Tamponu, antikor/agaroz kompleksi i¢eren tiiplere
eklenip hafifce calkalandi ve 15 dakika oda sicakligma inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun
ardindan tiipler 5000 g’de 1 dakika santrifiij edilip siipernatant yeni bir tiipe aktarildi. Bu islem
tekrar edilerek agaroz pelletleri topland1 ve +4°C’de saklandi.

IP ve eliisyon tamponu eklenmis %10 input tiiplerine 5.6 puL. 5 M NaCl ilave edilerek DNA'nin
capraz baglarii ¢6zmek i¢in gece boyunca 65°C'de bekletildi. Bu islem, DNA ve proteinler
arasindaki baglar1 kirarak, DNA'nin serbest hale gelmesini sagladi. Ardindan, DNA ve RNA
hibritlerini ve serbest RNA molekiillerini pargalamak i¢in her tiipe 0.7 pL RNase eklendi ve 30
dakika boyunca 37°C'de inkiibe edildi. RNase A’y1 inaktiflestirmek i¢in her bir tiipe 0.7 pL
Proteinaz K, 2.8 uL. 0.5 M EDTA ve 5.6 uL 1 M Tris-HCIl eklenerek, karigim 45°C'de 1sitilmis su
banyosunda 1-2 saat bekletildi. Bu adimlar, proteinlerin tamamen sindirilmesini ve saf DNA'nin

elde edilmesini saglad1.

3.2.5.4 Saflastirilmis DNA Eldesi

Her bir tiipte bulunan 140 pL DNA numunesine 700 pL Bind Reagent "A" eklenerek karistirildi
ve DNA presipitasyonu gozlemlendi. Karistmdan 600 pL alinarak toplama tlipiindeki kolona
aktarildi ve 3.500 g'de 30 saniye santrifiij yapildi. Kolon ¢ikarildi, tiipteki siiziintii atild1 ve kolon
tekrar yerine yerlestirildi. Ayn1 islem kalan 600 pL icin tekrarlandi. Ardindan, kolona Yikama
Reaktifi "B"’den 350 uL eklendi ve 13.500 g'de 30 saniye santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki
stiziintii dokiilerek, kolon tekrar tiipe yerlestirildi ve 13.500 g'de 30 saniye santrifiij yapildi. Kolon
temiz bir toplama tiipline alindi, 35 puL Eliisyon Tamponu "C" eklendi ve 5 dakika oda
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sicakliginda bekletildi. Daha sonra, 13.500 g'de 30 saniye santrifiij yapilarak saflastirilmis DNA

elde edildi. Tablo 3.21'de verilen primerler ve Boliim 3.2.4.6'da agiklanan kosullar dogrultusunda

Real Time PCR yapilarak saflagtirilmis DNA analiz edildi.

Tablo 3.21: ChlP qRT-PCR’1inda kullanilan MIR100HG ChIP primerleri ve dizileri.

Primer Adi Niikleotid Dizisi (5°-3”) Lokasyon Uriin Biiyiikliigii

ChIP ILERi1 CAACTCACACAGAGGCTGTTCTT

. +51/-155 206 bg
ChIP GERI1  AACTTCTGCGCTTCCAAAATTCC
ChIP ILERi2 CAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGA

, -260/-465 205 bg
ChIP GERI2 CTGCATGGCTTACGCGCTGCAT
ChIP ILERIi3 GATAGGTATCGAGTCTAGATCTG

. -748/-941 193 bg
ChIP GERI3  ACGTATGGTTCAGTATAGAGCTG
ChIP ILERi4 CAGGAGAAAACTGGTCATGATGT

-1046/-1229 183 bg

ChIP GERI 4

ATGGCAGAATGAAATAATACGTCA
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4. BULGULAR

4.1 MIR100HG Promotor Parcalarinin Klonlama Calismalari
4.1.1 MIR100HG Genine Ait Promotor Bolgesinin Biyoinformatik Analizi

Insan MIR100HG geni, 11. kromozomun uzun (q) kolunda lokalize olan bir IncRNA’dir ve NCBI
veri tabaninda kaydedilmis 23 varyant1 bulunmaktadir. MIRIO0OHG genine ait promotor

bolgesinin analizi Bolim 3.2.2.1°de bahsedildigi lizere https://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi

kullanilarak NR 024430.2 kodlu diger 22 varyant1 da igerisinde barindiran varyant 1 iizerinden
gerceklestirildi. MIR100HG geni uzun kodlanmayan RNA oldugu i¢in baslama kodonu (ATG)
icermemektedir bu amacla promotor bolgesi, 1. ekzonun 6n kismindan yaklasik olarak 1500 bg
geri gidilerek secildi. Ilgili gen bolgesinin restriksiyon haritalamas: yapilarak, pGEMT-Easy
vektorii kesmeyen ancak pMetLuc vektoriin kesim bolgeleri igerisinde bulunan enzimlerin
secilmesine dikkat edildi ve ¢aligmada kullanilacak restriksiyon enzimleri Xhol ve HindIII
enzimleri olarak belirlendi. Klonlanmak istenilen konstraktlarin vektoriin igerisine 5°-3” yonde
diiz bir sekilde girmesi amaciyla pMetLuc vektor haritasinda klonlama bdolgesi igerisinde list
kisimda yer alan Xhol enzimi gen dizisi, ileri primerlerin basina, alt kisimda yer HindIII enzimi
gen dizisi ise ortak geri primerin basma eklendi. Ortak geri primerin 1. ekzon igerisinden
tasarlanmasina dikkat edildi. Belirlenen promotor bdlgesinden 5 adet ileri primer ve 1 adet de
ortak geri primer tasarlandi. Tasarlanan primerlerin spesifikligini ve klonlama c¢alismalarinda
kullanilabilirligini test amaciyla Boliim 3.2.2.1°de bahsedildigi iizere primerlerin sa¢ tokasi,
%GC oran1 ve NCBI BLAST analizleri yapildi. Sekil 4.1’de MIR100HG geni varyant 1
icerisinden segilen primerler dizi lizerinde gdsterilmistir. Tasarlanan primerlerin 5’ uglarina ilgili

restriksiyon enzim dizisi eklenerek Tablo 4.1°de verilmistir.

1244 be (-1013/4231) ve 628 bg (-397/+231) promotor konstraktlarinin klonlama ¢alismalari
Aylin TURKOGLU, 419 bg (-188/+231) promotor konstraktinin klonlama calismalar1 ise Sevin
AVSAR KOC tarafindan yapildi. Bu tez ¢alismasi kapsaminda; MIR100HG genine ait 909 bg (-
678/+231) ve 1046 bg (-815/+231) promotor konstraktlarinin dncelikle pPGEMT-Easy vektore T:A

klonlanmasi ve sonrasinda da pMetLuc vektore alt klonlanmas1 yapildi.
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CETAT T T AGACTATGTCCT GT CT C T GEAGRAR AGT GEEACT EACACTCACT GATCATCCTCA
GIACAGGEC AT TGRAGCCACACCATTARGEAGTATTGATTGGCTCCCCCTICT T GAGALCAGTAT
GCTEEET T GACACAGRCAGACAGA T CCAGACCEAGT CTGCAGEACARA LT GETCATGAT ST
AR A CGTGEACERL AR T TAGGCCTAGT GEEAT GCTCICTATTTAT CAGCRCAGTTACTGS
ARTCCRARCR ARG AL CTTTCCAGA LT EACARCCRT GCTCTGOCACT GARCT GTAGET GAGIAT
GG IT T GACGTATTAT T TCAT T CT GCCATCATACCAGT TETGAGRATCTTGCTTGT GARRCT

1244 bg  -1013/+231
AAGTTAACTCCATTTTATGGACARACARACTEAGET GAGAGTAST TARTTGAGCATARALT A LG

TAGCAGAGATAGETATCEAGT CTAGAT CT T TGAAGCCTAGAGETTGTITTTGCCACGTCATATT

IO AT TR T T T CAG AT CC TG ARG AT CCTTAAT TTCAGCARARCRARTCT A
1048 bg  -B15/+231

ACCAATTTCCACTGGACTCTAT TAAAC TCCACTACCTTTCTGAT T TEETGECRAGITCTATACT

AL AT AT AL G T TR CT TR TR L A TAR TR A L T CATT T GTTARAL R CCACRGT
008 bg -BTE4231
TARCTTCATGAGCTCTTTCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTALTAARGATTARARALCEAT

ACANTRATARCCETARGC AR NG A GCTGTATGACACTCARATGAGGAGEAGEAGEAGEAGEAT
ERCAGTGATATCTGCCAGGET GEEI TAGTATAA A TGAGACCET I TCCICTGEAGARLGATACT
ATTTGEACATACAGTCTGTTT TCACTARGET GREGRGCAGTATGT GTCCAGRGEIT CTAGRAGEGR

628 bs -387/+231
COGRARGECCARGTGTCCACGET GECARGRGRA T CCAGRAGACTGEACCATCAAGTCTTTTACT

CAGRGRCTGEAGACCACGCCT TACCTCTCGGRAACAGCCCTGTGT GAACCTCCGACTTTATGATA
CETTGIGATTGT GATACAGEACTTCCCAT GCAGCGCGTARGCCAT GCAGECTTATTACT CACHT
CACRCTCACCTGRACCCAGRGRCCT CCAGECACT GAGEACT GCET CTCCCGEALGTATTTCCCT

19 bs -188/+231
GAGAAATTGCAGA GG CCTCASTCC TG AR CTCACRCAGAGECTGITCTTCET GGCCEEAACCS

O A GO CT GG ACAT CCCTGAGT GEGAGCACTCTTCTCTCEOCCTCCT COCRICT
™* 1 Elzon Baslanzicn

AGGCACCET CCCARCTEEECACT GCCTIGCTAT GOCCCACATCTCCCACRAGREGEERGICECT
FEAGEECAGCTGEEGCT GOGERATT TTGGRAGCGCAGRAGT TTICTCCTCCTGTCCTGTARCTS
T T AT AT AN TGAGAGAT TTCT TTGT TRCAAT GATGEGET CTAAGATARCACTTCTS
FAGECTGCAGGCRR AN RO G T A TATCATCTTTTATTGTGT GTTGITATTTGCCTAGCAT

Oreak Geri Primer = +231
TATRAATTAAGGAGGAATAGTAACAAAGL SCTTCARGRCATGCRCAGITCACA: :CCCGGGTq

EAGECTGECEACATCAGRC AR CRGRACCRRGACATCTGAGEEECARACCAGEAGET GCGTGIGE

CTGCAGAGCRCACRG

Sekil 4.1: MIR100HG promotor bdlgesi igerisinden tasarlanan primerlerin promotor {izerinde
gosterimi.
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Tablo 4.1: MIR100HG promotor primerleri.

Primer Ad1

Niikleotid Dizisi (5’- 3 )

Uriin Biiyiikliigii ve
Lokasyon

MIR100HG fleri 1
MIR100HG {leri 2
MIR100HG fileri 3
MIR100HG fleri 4
MIR100HG {leri 5
MIR100HG Geri

ACTCGAGAAGTTAACTCCATTTTATGGAC
ACTCGAGTTCCACTGGACTCTATTAAAC
ACTCGAGTTCTCCATAAGCAACATAGAC
ACTCGAGTTTCCCTGAGAAATTGCAGA
ACTCGAGTTTCCCTGAGAAATTGCAGA
AAAGCTTCTTTGTTACTATTCCTCCTTAAT

1244 bg -1013/4231
1046 b¢ -815/+231

909b¢  -678/+231
628 b¢  -397/+231
419b¢  -188 /+231

4.1.2 909 b¢ (-678/+231) ve 1046 b¢ (-815/+231) Promotor Parcalarinin T:A Stratejisi ile
pGEMT-Easy Vektore Klonlanmasi

MIR100HG genine ait 909 bg¢ ve 1046 bg promotor bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla Bolim
3.2.2.3’te belirtilen sekilde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kuruldu. PCR esnasinda

cogalmasi istenilen bolgeler i¢in kalip olarak Genomik DNA kullanildi ancak tekrarli denemelere

ragmen reaksiyon sonucunda amplifikasyon elde edilemedi. Bu sebeple 909 bg ve 1046 bg

promotor bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla Genomik DNA yerine, pGEMT-Easy vektore

klonlanmis 1244 bg promotor pargasina ait plazmit DNA (pGEMT-Easy-1244 bg) kalip olarak
kullanildi. Konsantrasyonu 250 ng/uL olan pGEMT-Easy-1244 b¢ plazmit DNA’dan 1 pL alindi

ve Tablo 3.8’de verilen PCR bilesenleri ile Tablo 3.9’da verilen reaksiyon kosullarinda PCR

gerceklestirildi. Sekil 4.2°de 909 bg ve 1046 bg¢ promotor bdlgelerini cogaltmak amaciyla kurulan

PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii verilmistir.
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M. 3 4 5 6 78‘910-11-12>‘131741516(+)(-)
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Sekil 4.2: M: 1 kb Marker, 1-8: MIR100HG 909 bg, 9-16: 1046 b¢ promotor pargalarinin PCR
amplifikasyonu agaroz jel elektroforez goriintiisii.

PCR ile ¢ogaltilan 909 bg ve 1046 bg promotor bolgeleri (bk. Sekil 4.2) agaroz jel elektroforezi
sonrasinda Boliim 3.2.2.4°te tarif edilen sekilde jelden saflastirildi. Saflagtirma sonrasinda elde
edilen 909 b¢ ve 1046 b¢ promotor bdlgelerine ait DNA fragmentleri ve pGEMT-Easy vektor ile
Boliim 3.2.2.7°de anlatilan sekilde ligasyon reaksiyonu yapildi. Ligasyon iiriinii Boliim 3.2.2.8’de
anlatilan sekilde DH5a kompetent hiicrelerine transforme edildi. pGEM-T Easy vektor ile
kurulan ligasyon tirlinlerinin transformasyonu sonrasinda, Mavi-Beyaz koloni se¢imi yapabilmek
amacityla, oda 1sisia gelmis Ampisilinli petrilerin iizerine sirasiyla, 40 pL 40 mg/mL X-GAL ve
40 pL 100 mg/mL IPTG eklenerek 6ze ile petri yiizeyine yayildi. X-GAL laktoz analogudur ve
IPTG B-galaktozidaz enziminin uyaricisidir. Klonlanmak istenilen promotor pargalari, pGEM-T
Easy vektoriin klonlama bolgesinde bulunan LacZ geninin igerisine girmediyse B-galaktozidaz
IPTG uyaris1 ile X-GAL’1 parcalar ve rekombinant olmayan koloniler mavi renk verir. Eger
klonlanmak istenilen promotor parcalari, LacZ geni igerisine girdiyse LacZ tarafindan B-
galaktozidaz salgilanamaz ve rekombinant koloniler beyaz renkte goriinli. Bu amagcla
transformasyon sonrasinda petri yiizeyinden beyaz koloni se¢imi yapildi ve 100 pg/mL ampisilin
eklenmis 10 mL LB besiyerine ekimi yapilarak 37°C’de calkalamali inkiibatorde 16 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda Boliim 3.2.2.11°de anlatilan sekilde beyaz
kolonilerden elde edilen 6n kiiltiirlerden kiiciik 6lgekli plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit
izolasyonu sonrasinda secilen beyaz kolonilerin rekombinant olup olmadigint dogrulamak
amaciyla Bolim 3.2.2.10°da anlatilan sekilde Xhol/HindIII enzimleri restriksiyon endoniikleaz

kesimi yapildi ve kesim iiriinleri ile Boliim 3.2.2.4’te tarif edilen sekilde agaroz jel elektroforezi
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yapildi. Sekil 4.3’te 909 bg ve Sekil 4.4’te 1046 bg promotor pargalarinin pPGEM-T Easy vektore

klonlanmasinin restriksiyon endoniikleazlarla (Xhol/HindIII) kontrol kesimi agaroz jel goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 4.3: M: 1 kb Marker, 1: 909 b¢ 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 909 bg 1.
koloniye ait kesilmemis plazmit, 3: 909 bg 2. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 4: 909 bg 2.
koloniye ait kesilmemis plazmit jel goriintiisii.
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Sekil 4.4: M: 1 kb Marker, 1: 1046 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 1046 bg 1.
koloniye ait kesilmemis plazmit jel goriintiisii.

MIR100HG genine ait 909 bg (-678/+231) (bk. Sekil 4.3) ve 1046 bg (-815/+231) (bk. Sekil 4.4)

promotor parcalarmin pGEM-T Easy vektore klonlanmasi restriksiyon endoniikleazlar
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(Xhol/HindIII) ile kesimleri sonucunda dogrulanmistir. Rekombinant oldugu dogrulanan
kolonilerden Boliim 3.2.2.9’da belirtilen sekilde gliserol stok hazirlandi ve -80°C’de muhafaza
edildi.

4.1.3 909 b¢ (-678/+231) ve 1046 b¢ (-815/+231) Promotor Parcalarinin pMetLuc-reporter
Vektore Alt Klonlanmasi

pGEM-T Easy vektore klonlanan 909 bg¢ ve 1046 bg¢ promotor pargalarini pGEM-T Easy
vektoriin igerisinden ¢ikarmak ve pMetLuc vektorii lineer hale getirmek i¢in B6liim 3.2.2.10°da
anlatilan sekilde restriksiyon endontikelazlarla (Xhol/HindIII) kesim reaksiyonu kuruldu. Boliim
3.2.2.4°te tarif edilen sekilde agaroz jel elektroforezi yapildi. Sekil 4.5’te 909 bg, 1046 bg
promotor parcalarinin ve alt klonlama yapmak amaciyla pMetLuc vektore ait restriksiyon

endoniikelaz (Xhol/HindIII) kesimi agaroz jel goriintiisli verilmistir.

i 2 3.4 M.&5.6 7 8 9 101112

Sekil 4.5: M: 100 b¢ Marker 1,2,3,4: MIR100HG 909 bg, 5,6,7,8: 1046 b¢ promotor
pargalarinin ve 9, 10, 11, 12: pMetLuc vektoriin Xhol/HindIII restriksiyon endoniikleaz kesim
jel goriintiisti.

Restriksiyon endoniikleazlarla (Xhol/HindIII) kesimi yapilan 909 b¢ ve 1046 bg promotor
parcalarina ve pMetLuc vektore ait bantlar Bolim 3.2.2.4°te tarif edilen sekilde jelden
saflagtirildi. Saflastirma sonrasinda elde edilen 909 bg ve 1046 bg¢ promotor bolgelerine ait DNA
fragmentleri ve pMetLuc vektor ile Boliim 3.2.2.7°de anlatilan sekilde ligasyon reaksiyonu
yapildi. Ligasyon iriinii Boliim 3.2.2.8’de anlatilan sekilde DHS5a kompetent hiicrelerine
transforme edildi. pMetLuc-reporter vektor ile kurulan ligasyon iiriinlerinin transformasyonu

sonrasinda, petri ylizeyinden beyaz koloni se¢imi yapildi ve 50 ug/mL kanamisin eklenmis 10
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mL LB besiyerine ekimi yapilarak 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde 16 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon Béliim 3.2.2.11°de anlatilan sekilde beyaz kolonilerden elde edilen 6n
kiiltiirlerden kiiciik 6lgekli plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit izolasyonu sonrasinda secilen
beyaz kolonilerin rekombinant olup olmadigini dogrulamak amaciyla Bolim 3.2.2.10°da
anlatilan sekilde Xhol/HindIII enzimleri restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi ve kesim
iirlinleri ile Boliim 3.2.2.4 te tarif edilen sekilde agaroz jel elektroforezi yapildi. Sekil 4.6’da 909
b¢ ve Sekil 4.7°de 1046 bg¢ promotor pargalarinin pMetLuc vektore alt klonlanmasinin

restriksiyon endoniikleazlarla (Xhol/HindIII) kontrol kesimi agaroz jel goriintiisii verilmistir.

M2, 30 S
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Sekil 4.6: M: 100 b¢ Marker, 1: 909 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 909 bg 2.
koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 3: 909 b¢ 3. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 4: 909 b¢
4. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 5: 909 b¢ 5. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 6: 909

bg 6. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi jel goriintiisii.
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Sekil 4.7: M: 500 b¢ Marker, 1: 1046 bg 1. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 2: 1046 bg 1.
koloniye ait kesilmemis plazmit, 3. 1046 bg 2. koloni Xhol/HindIII kontrol kesimi, 4: 1046 bg
2. koloniye ait kesilmemis plazmit jel goriintiisii.

MIR100HG genine ait 909 bg (-678/+231) (bk. Sekil 4.6) ve 1046 bg (-815/4231) (bk. Sekil 4.7)
promotor pargalarinin pMetLuc vektore alt klonlanmas1 ¢alismalarinda her iki konstrakt i¢in de
taranan koloniler arasinda restriksiyon endoniikleazlar (Xhol/HindIII) ile kesimleri sonucunda
rekombinant koloniler tespit edilmistir. Tespit edilen kolonilerin rekombinant koloniler
oldugunun dogrulanmasi i¢in plazmitler BM Labosis firmasma dizi analizine gonderildi.
Dizilemeden gelen sonuglar Bioedit programinda hizaland1 ve MIR100HG dizisiyle NCBI Blast
yapilarak 909 bg (-678/4+231) ve 1046 bg (-815/4+231) promotor pargalarinin pMetLuc vektore alt
klonlanmas1 dogruland1 (bk. EK A ve EK B). Rekombinant oldugu dogrulanan kolonilerden
Bolim 3.2.2.9’da belirtilen sekilde gliserol stok hazirlandi ve -80°C’de muhafaza edildi.
Hazirlanan stoklardan gegici transfeksiyon c¢alismalarinda kullanmak amaciyla Bolim
3.2.2.12°de tarif edilen sekilde orta Slgekli plazmit izolasyonu yapildiktan sonra plazmitler

restriksiyon endoniikelaz kesimi ile tekrardan dogrulandi ve -20°C’de muhafaza edildi.
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4.1.4 MIR100HG Genine Ait Promotor Parc¢alarinin Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Gegici

Transfeksiyonu

MIR100HG genine ait 1244 bg (-1013/+231), 1046 bg (-815/+231), 909 bg (-678/+231), 628 bg
(-397/4231) ve 419 bg (-188/+231) promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla Boliim 3.2.3.5’te belirtilen sekilde Kalsiyum-Fosfat yontemi ile gegici transfeksiyonu
yapildi. Transfeksiyonun 48. ve 72. Saatlerinde kuyulardan 100’er pL medyum c¢ekilerek
ependorflara alindi ve transfeksiyon etkinligini belirleyebilmek amaciyla Bolim 3.2.3.6’da
belirtilen sekilde luminometrede Lusiferaz-Seap 6l¢iimleri yapildi. Her bir 6rnek icin elde edilen
Lusiferaz aktivitesi verileri Seap aktivitesi verilerine oranlanarak (Luc/SEAP) relatif Lusiferaz
aktivitesinin belirlenmesi saglandi. Sonuglar GraphPad programinda grafiklendirildi ve
MIR100HG promotor kontrastraktlarina ait Luc/SEAP degerleri analiz edildiginde 628 bg, 1046
be ve 1244 bg promotor parcalarinin bazal aktivitelerinde anlamli bir artis oldugu tespit edildi

(bk. Sekil 4.9).

— | =231

-1013 pMetl ue

|-Eiﬁ- pMetLuc
| -&67T8 pMetLuc
-3197 * FM et uc

-188 | — pMetLuc

Sekil 4.8: pMetLuc vektorii icerisine klonlanmis MIR100HG promotor konstraktlarinin sematik
gosterimi.
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RELATIF LUSIFERAZ AKTIVITESI

Sekil 4.9: MIR100HG promotor kontrastraktlarina (P1, P2, P3, P4 ve P5) ait Luc/SEAP
degerleri (p degeri < 0,05 (*) ve < 0,01(**) ile gosterildi).

4.1.5 MIR100HG Genine Ait Promotor Parcalarinin KLF7 Transkripsiyon Faktorii ile

Ko-Transfeksiyonu

KLF7 transkripsiyon faktorii pPEGFP-C1 ekspresyon vektoriine Sevin AVSAR KOC tarafindan
klonlanmigtir. KLF7 transkripsiyon faktoriiniin, MIR100HG genine ait 1244 bg (-1013/+231),
1046 bg (-815/+231), 909 bg (-678/+231), 628 bg (-397/+231) ve 419 b (-188/+231) promotor
parcalarina olan etkisinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle Boliim 3.2.3.5’te belirtilen sekilde
Kalsiyum-Fosfat yontemi ile ekspresyon vektort ile birlikte ko-transfeksiyonu gerceklestirildi ve
promotor parcalarmin transkripsiyonel aktivitesini belirlemek amaciyla Transfeksiyonun 48. ve
72. Saatlerinde kuyulardan 100’er pL medyum cekilerek ependorflara alind1 ve transfeksiyon
etkinligini belirleyebilmek amaciyla Bolim 3.2.3.6’da belirtilen sekilde luminometrede
Lusiferaz-Seap ol¢iimleri yapildi. Her bir 6rnek icin elde edilen Lusiferaz aktivitesi verileri Seap
aktivitesi verilerine oranlanarak (Luc/SEAP) relatif Lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi saglandi.
Sonuglar GraphPad programinda grafiklendirildi (bk. Sekil 4.10). Normoksik kosullarda
MIR100HG promotor pargalarinin bazal aktiviteleri, KLF7 transkripsiyon faktoriine ait

transkripsiyonel aktivite ile karsilastirildi ve KLF7 transkripsiyon faktoriiniin transfekte
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edilmesinin MIR100HG 909 bg (-678/+231), 628 bg (-397/+231) ve 419 bg (-188/+231) promotor

parcalarinin bazal aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 tespit edildi.

P1: -1013/+231 :_' =3 NORMOKSI
mm KLF7
P2: -815/+231 =
P3: -678/+231 B
P4: -397/+231 B o+
B kx

P5: -188/+231

/s L

I T 7L T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.2 03 04 05

RELATIF LUSIFERAZ AKTIVITESI

Sekil 4.10: KLF7 transkripsiyon faktoriiniin, MIR100HG promotor kontrastraktlarinin (P1, P2,
P3, P4 ve P5) transkripsiyonel aktivitesi iizerine etkisi (p degeri < 0,01(**) ile gosterildi).

KLF transkripsiyon faktorlerinin baglanma motifi -CACCC- olarak tanimlanmistir. MIR100HG
promotorunda +231/-1397 bg¢’lik bdlgesinde, 4 adet potansiyel baglanma bdlgesi bulunmustur
(bk. EK C). MIRIOOHG promotorunda Transkripsiyon faktorii baglanma bdlgelerinin
belirlenmesinde PROMO TF search programi kullanilmistir [122].

4.2 KLF7 Geninin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 Ekspresyonu
4.2.1 KLF7 Geninin Asir1 ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

KLF7 geninin agir1 ifadesinin Hep3B hiicrelerinde mRNA diizeyindeki etkisini belirlemek i¢in
Bolim 3.2.3.5’te tarif edildigi lizere Hep3B hiicrelerine, kontrol grubu olarak bos pEGFP-C1
vektori, deney grubu olarak da pEGFP-C1 vektorii igerisine klonlanmis olan KLF7 plazmitinin
transfeksiyonu gergeklestirildi. Transfeksiyonun 24. saatinde, 6 kuyucuklu plakalara 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde dagitilip, 37°C sicaklikta ve %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun 6. saatinde, hiicrelere son konsantrasyonu 300 pM olacak sekilde CoCl, uygulandi
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ve gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin, kuyulardan medyum uzaklastirildi ve Boliim 3.2.3.3’te
aciklanan sekilde hiicreler toplanarak pellet elde edildi. Hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu,
Boliim 3.2.4.1°de belirtildigi gibi yapildi. RNA'nin konsantrasyonu ve safligi belirlendikten
sonra, Boliim 3.2.4.4’te tarif edilen RT reaksiyonu ile cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA'larin kalitesi kontrol edildi. Kaliteli cDNA'lar kullanilarak, Boliim 3.2.4.6’da belirtilen
KLF7 ve MIR100HG genlerine 6zgii ekspresyon primerleri ile Real-Time PCR kuruldu. Ayni
zamanda bu cDNA’larla hipoksik kosul olusumunu dogrulamak amaciyla HIF1la ekspresyon
primerleri ve normalizasyon amaciyla da HB-2-M ekspresyon primerleri de ¢alisildi. Real-Time
PCR kullanilacak her cDNA i¢in en az 3 tekrar olacak sekilde kuruldu. Real-Time PCR sonuglari,
Livak yontemi kullanilarak degerlendirildi ve elde edilen veriler GraphPad programu ile grafik

haline getirildi.

Hep3B 24sa

%k k*k

Kat KLF7 mRNA
(o]
o
o

Kontrol +KLF7

Sekil 4.11: Normoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde KLF7 geninin
ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi (p degeri < 0,001(***) ile gdsterildi).
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Hep3b 24sa Hipoksi
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Sekil 4.12: Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde KLF7 geninin
ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi (p degeri < 0,0001(****) ile gosterildi).

KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde KLF7 geninin mRNA diizeyindeki degisim kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak, KLF7 transfekte edilmis gruplarin normoksik
kosullarda (bk. Sekil 4.11) mRNA seviyesinde yaklasik olarak 1400 kat, hipoksik kosullarda (bk.
Sekil 4.12) ise mRNA seviyesinde yaklasik olarak 5000 kat daha fazla ekspresyon artisi

belirlendi.

Hep3B 24sa
skok ok

Kat MIR100HG mRNA
I\
I

0_
Kontrol +KLF7

Sekil 4.13: Normoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde MIR100HG
geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi (p degeri < 0,001(***) ile gdsterildi).
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Hep3b 24sa Hipoksi
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Sekil 4.14: Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde MIR100HG
geninin ekspresyonunun mRNA diizeyinde degisimi (p degeri < 0,0001(****) ile gosterildi).

KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde MIR100HG geninin mRNA diizeyindeki degisim
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak, KLF7 transfekte edilmis gruplarin
normoksik kosullarda (bk. Sekil 4.13) mRNA seviyesinde yaklasik olarak 3 kat, hipoksik
kosullarda (bk. Sekil 4.14) ise mRNA seviyesinde yaklasik olarak 8 kat daha fazla ekspresyon
artis1 belirlendi.

69



Hep3B 24sa

20
% %k %k k

15
<
Z
14
E 104 B3 Normoksi
L S5) mm Hipoksi
= -
T
X

Kontrol Kontrol +KLF7 +KLF7

Sekil 4.15: Hipoksik kosullarda KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde HIF-1a
ekspresyonunun mRNA diizeyindeki degisimi ile (p degeri < 0,0001(****) ile gosterildi).

Hipoksik kosullarda, KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde HIF-la ekspresyonunun
mRNA diizeyindeki degisimi, normoksik kosullara gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak,
kontrol gruplarinin mRNA seviyesinde yaklasik olarak 2,5 kat, KLF7 transfekte edilmis gruplarin
mRNA seviyesinde ise yaklasik olarak 16 kat daha fazla ekspresyon artis1 belirlendi (bk. Sekil
4.15) Bu sonuglardan yola ¢ikarak hipoksik kosul olusumu dogrulandi.
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4.2.2 KLF7 Geninin Asir1 ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicre Proliferasyonu
Uzerindeki Etkisinin MTT Testi ile Belirlenmesi

KLF7 geninin asir1 ifadesinin Hep3B hiicrelerinde hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisini
belirlemek i¢cin MTT testi yapildi. Bu amagla Bolim 3.2.3.5°te tarif edildigi iizere Hep3B
hiicrelerine, kontrol grubu olarak bos pEGFP-C1 vektorii, deney grubu olarak da pEGFP-C1
vektorii igerisine klonlanmis olan KLF7 plazmitinin transfeksiyonu gerceklestirildi.
Transfeksiyonun 24. saatinde, hiicreler MTT testi igin 96 kuyucuklu plakalara 2x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde da ve 37°C %5 CO» ortaminda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 6. saatinde,
hiicrelere 300 uM CoCl; uygulandi ve normoksik ile hipoksik kosullar i¢in dort tekrarli ¢aligild.
Uygulamanin 24., 48. ve 72. saatlerinde MTT analizi, Bolim 3.2.3.8’de belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Sonuglar GraphPad programu ile grafiklendirildi.
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Sekil 4.16: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda zamana
bagl hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT analizi (p degeri < 0,01(**) ile gosterildi).

71



Hep3B Hipoksi
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Sekil 4.17: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda zamana
bagl hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT analizi (p degeri < 0,01(**) ile gosterildi).

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°deki grafiklere gore, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda KLF7 geninin
transfekte edildigi gruplarda hem normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre canliliginda

istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.

4.2.3 KLF7 Geninin Asir1 ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicrelerin Koloni Olusturma

Yetenegi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

KLF7 geninin asir1 ifadesinin Hep3B hiicrelerinin koloni olusturma yetenegi iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla Koloni Formasyon deneyi yapildi. Bolim 3.2.3.5'te tarif edildigi gibi,
kontrol grubuna bos pEGFP-C1 vektorii ve deney grubuna pEGFP-C1 vektoriine klonlanmig
KLF7 plazmidi transfekte edildi. Transfeksiyonun 24. saatinde, hiicrelerin normoksik ve hipoksik
kosullar altinda koloni olusturma yeteneklerini degerlendirmek amaciyla 6 kuyucuklu plakalara
1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde dagitildi ve 37°C %5 CO; ortaminda 72 saat inkiibe edildi. 72
saat sonra, TurboFect™ transfeksiyon ajani kullanilarak gegici transfeksiyon islemi yinelendi.

Hiicreler mikroskop ile takip edilerek, 10. giliniin sonunda kolonileri hipoksik kosullar i¢in
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uyarmak amactyla 300 uM CoCl» uygulandi. 24 saat sonra, Koloni Formasyon deneyi Boliim
3.2.3.9'da aciklanan sekilde gerceklestirildi. Kolonilerin sayimi Image J (NIH) programi ile
yapildi ve sonuglar GraphPad programu ile grafiklendirildi.

Kontrol

+KLF7

NORMOKSI

Sekil 4.18: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda koloni
formasyon goriintiileri.
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Sekil 4.19: KLF7 geninin agir1 ifadesinin normoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin koloni
olusturmasi tizerindeki etkisi (p degeri <0,0001(****) ile gosterildi).
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Sekil 4.20: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda koloni
formasyon goriintiileri.
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Sekil 4.21: KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin koloni
olusturmasi iizerindeki etkisi (p degeri <0,0001(****) ile gosterildi).

Sekil 4.19 ve Sekil 4.21°deki grafiklere gore, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda KLF7 geninin

transfekte edildigi gruplarda hem normoksik hem de hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin

koloni olusturma yeteneginde istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.
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4.2.4 KLF7 Geninin Asir1 ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Hiicre Migrasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

KLF7 geninin agir1 ifadesinin Hep3B hiicrelerinde yara iyilesmesi ve hiicre gogii lizerine etkisini
belirlemek icin Scratch (Migrasyon) deneyi yapildi. Bu amagla Boliim 3.2.3.5°te tarif edildigi
iizere Hep3B hiicrelerine, kontrol grubu olarak bos pEGFP-C1 vektorii, deney grubu olarak da
pEGFP-C1 vektorii igerisine klonlanmis olan KLF7 plazmitinin transfeksiyonu gergeklestirildi.
Transfeksiyonun 24. saatinde, normoksik ve hipoksik kosullar i¢in ayr1 ayr1 6 kuyulu plakalara
kuyu hacmine 5x10° diisecek sekilde hiicreler dagitildi ve 37°C’de %5 CO, ortaminda 16-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, her kuyuya 10 pL’lik beyaz pipet ucu ile ¢izik atildi.
Cizme isleminden sonra, hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi ve %10 FBS iceren DMEM eklendi.
Hipoksik kosullar1 stimiile etmek icin, son konsantrasyonu 300 uM olacak sekilde CoCla
uygulandi. Uygulamanin 0., 3., 6., 24. ve 48. saatlerinde kuyucuklar inverted mikroskop ile
fotograflandi ve ¢izigin kapanmas takip edildi. Fotograflar, Image J (NIH) programu ile analiz

edildi ve sonuglar GraphPad programu ile grafiklendirildi.

KLF7 geninin asir1 ifadesinin, Hep3B hiicrelerinde, normoksik kosullarda kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda, KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarda yara iyilesmesi ve hiicre gogii
yeteneginde artis oldugu gbézlemlendi (bk. Sekil 4.22) ve 48. saatte istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edildi. (bk. Sekil 4.23).

KLF7 geninin asir1 ifadesinin, Hep3B hiicrelerinde, hipoksik kosullarda kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarda yara iyilesmesi ve hiicre gogii
yeteneginde artis oldugu gozlemlendi (bk. Sekil 4.24). Ilave olarak 3., 6, 24. ve 48. saat
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (bk. Sekil 4.25).
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0. saat 3. saat 6. saat 24. saat 48. saat
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Sekil 4.22: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda migrasyon
deneyi goriintiileri.
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Sekil 4.23: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin normoksik kosullarda yara
iyilesmesi ve hiicre gogiine etkisi (p degeri < 0,05(*) ile gdsterildi).

76



0. saat 3. saat 6. saat 24. saat 48. saat
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Sekil 4.24: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda migrasyon
deneyi goriintiileri.
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Sekil 4.25: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 genin asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda yara
iyilesmesi ve hiicre gogiine etkisi (p degeri < 0,001(***) ile gosterildi).
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4.2.5 KLF7 Geninin Asir1 Ifadesinin Hep3B Hiicrelerinde Protein Diizeyinde IFC ile

Belirlenmesi

KLF7 geninin asir1 ifadesinin Hep3B hiicrelerinde, spesifik KLF7 antikoru kullanilarak antijen-
antikor etkilesimini belirlemek amaciyla IFC deneyi yapildi. Bu amagla Boliim 3.2.3.5’te tarif
edildigi lizere Hep3B hiicrelerine, kontrol grubu olarak bos pEGFP-C1 vektorii, deney grubu
olarak da pEGFP-C1 vektorii igerisine klonlanmis olan KLF7 plazmitinin transfeksiyonu
gerceklestirildi. Transfeksiyonun 24. saatinde hiicreler, steril yuvarlak lameller yerlestirilmis 24
kuyucuklu plakaya 125x10* hiicre/kuyu olacak sekilde dagitildi. Hiicreler, %80-90 doluluga
ulagmalar i¢in 37°C ‘de %5 CO- ortaminda 16 saat inkiibe edildi. Ertesi giin, hiicreleri hipoksik
kosullar1 stimiile etmek ve HIF-la yaniti incelemek i¢in 300 uM CoCl; uygulamasi yapildi.
Bolim 3.2.3.11°de tarif edilen sekilde IFC deneyi gerceklestirildi. Deney sonrasinda,
fotograflardaki floresan miktar1 Image J (NIH) programu ile analiz edilip, sonuglar GraphPad

programu ile grafiklendirildi.

KLF7 geninin asir1 ifadesinin, Hep3B hiicrelerinde, normoksik kosullarda (bk. Sekil 4.26 ) KLF7
antikoru uygulandiginda, kontrol grubuna kiyasla KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarin
sinyal yogunlugunda istatistiksel olarak yaklasik 20 kat daha fazla anlamli bir artis belirlendi (bk.
Sekil 4.27).

Hipoksik kosullarda (bk. Sekil 4.28) KLF7 antikoru uygulandiginda da, kontrol grubuna kiyasla
KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarin sinyal yogunlugunda istatistiksel olarak yaklagik 30
kat daha fazla anlamli bir artis belirlendi (bk. Sekil 4.29). Ayni zamanda hipoksik kosullarda
HIFla antikoru uygulandiginda ise (bk. Sekil 4.30) kontrol grubuna kiyasla KLF7 geninin
transfekte edildigi gruplarin sinyal yogunlugunun istatistiksel olarak yaklasik 20 kat daha fazla
anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi ve hipoksik kosul olusumu dogruland: (bk. Sekil 4.31).
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Sekil 4.26: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, normoksik kosullarda KLF7
antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri (100 pm).
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Sekil 4.27: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, normoksik kosullarda KLF7
antikoru ile antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi (p degeri <0,0001(****) ile gosterildi).
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Sekil 4.28: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda KLLF7
antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri (100 pm).
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Sekil 4.29: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda KLF7
antikoru ile antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi (p degeri <0,0001(****) ile gosterildi).
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Sekil 4.30: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 geninin asir1 ifadesinin, hipoksik kosullarda HIF 1 a
antikoru uygulanmis IFC deneyi goriintiileri (100 pm).
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Sekil 4.31: Hep3B hiicrelerinde, KLF7 agir1 ifadesinin hipoksik kosullarda HIF1a antikoru ile
antijen-antikor etkilesiminin belirlenmesi (p degeri <0,0001(****) ile gosterildi).
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4.2.6 KLF7 Asir1 Ekspresyonu Sonucunda Spesifik KLF7 Antikoru ile ChIP Deneyi

MIR100HG promotor bolgesinde KLF7 transkripsiyon faktoriiniin muhtemel baglanma
bolgelerini tespit edebilmek amaciyla Bolim 3.2.5°te anlatildigi tizere ChIP deneyi yapildi. %80-
90 doluluk oranina ulasan Hep3B hiicreleri, 10 ug KLF7 plazmidi ve TurboFect™ transfeksiyon
reaktifi kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyonun 24. saatinde ChIP protokolii baslatilarak
%37 formaldehit ile fiksasyon yapildi. DNA sonikasyon ile kisa fragmentlere parcalanarak hiicre
lizatlar1 elde edildi. Hiicre lizatlari, KLF7 antikoru ile immiinopresipitasyon islemine tabi
tutularak protein-DNA kompleksleri izole edildi. Eliisyon islemi ve DNA saflagtirma adimlari
takip edildi. Real Time PCR ile MIR100HG promotor bdlgesine spesifik primerler kullanilarak
Saflastirilmis DNA analiz edildi.

ChIP deneyi ile elde edilen sonuglar dogrultusunda MI100HG ChIP 1, ChIP 2, ChIP 3 ve ChIP 4
promotor parcalarinin %input oranlari kontrole gore kiyaslandiginda, KLF7 transkripsiyon

faktori ile istatistiksel olarak anlamli bir baglanma oldugu tespit edilmistir (bk. Sekil 4.32).

82



F3 R3 F1 R1
—

<+ —_ <
-748/-941 +51/-155
193 B F2 R2 206 B
50 & € D 4= ¢
-1046/-1229 -260/-465
183 BG 205 BG
KLF7
3K %k >k %k
3% %k %k *k
%K % %k k
|
%K 3k %k k
0=
7- e ——
5-

e N

Relatif Zenginlestirme
(% Input)
o
s

T I
NK ChiP1 ChiP2 ChIP3 ChiIP4

Sekil 4.32: KLF7 antikorunun KLF7 asir1 ifadesine bagli ChIP deneyi analizi (p degeri
<0,0001(****) ile gbsterildi).
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5. SONUC VE TARTISMA

Kanser heterojenligi, dinamik olarak genetik, epigenetik ve hiicresel mikrogevre faktdrlerinden
etkilenir [5]. HCC olusumu molekiiler diizeyde de incelendiginde hem genetik hem de epigenetik
faktorlerin hastaligin gelisiminde etkili faktdrler oldugu goézlemlenmistir. Ozellikle, HCC'de
goriilen baz1 epigenetik degisiklikler arasinda DNA metilasyon paternlerinde bozulma, histon

modifikasyonlar1 ve mikroRNA (miRNA) diizenlemesindeki anormallikler yer alir [7].

IncRNA'larin anormal ekspresyonu ise HCC’nin gelisiminde etkin faktorlerden biri olarak;
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda, viicutta diger doku ve organlara yayilmasinda (metastaz),
cevre dokulara saldirmasinda (invazyon) ve tedaviye karsi direng gelistirmesinde énemli roller

ustlenir.

Insan HCC hiicre hatlarinda bir IncRNA olan MIR100HG geninin artan ekspresyon diizeyi
hastaligin gelisiminde etkin bir faktordiir [121]. Kruppel benzeri faktorler (KLF) ise birgok genin
ekspresyonunu artirarak ve/veya baskilayarak bir dizi gelisimsel olaym ve hiicresel siirecin
diizenlenmesinde rol alirlar [84]. Kruppel benzeri faktorler (KLF) ailesinin bir iiyesi olan KLF7
transkripsiyon faktoriiniin ifade diizeyindeki degisikliklerin de KLF7 nin HCC gelisiminde etkin
bir faktor oldugunu gostermektedir [119, 120]. Literatiirde MIRIOOHG geninin ve KLF7
transkripsiyon faktoriiniin HCC gelisimiyle iligkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur.
Ancak hepatoselliiler karsinomda MIR100HG’nin KLF7 transkrispsiyon faktorii tarafindan

transkrispiyonel regiilasyonuna dair bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinda MIR100HG geninin hepatoselliiler karsinomdaki roliine ve MIR100HG
geninin KLF7 transkripsiyon faktorii tarafindan transkripsiyonel regiilasyonuna agiklik getirmek

hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen ¢calismalar iki basamak altinda toplanabilir. Birinci
basamakta insan MIR100HG geninin promotor bdlgesinin klonlanmasi ve klonlanan parcalarin

transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Tez ¢alismasinin ilk basamaginda MIR100HG geninin detayli biyoinformatik analizi yapilmis
olup gene ait promotor bolgesinden spesifik 5 adet ileri 1 adet de geri primer tasarlandi.
Tasarlanan primerler polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltilarak, PCR iiriinleri ile agaroz jel
elektroforezi yapildi. Agaroz jel elektroforezinden sonra PCR ile ¢ogaltilan promotor

konstraktlart jelden geri kazanilarak T:A klonlama stratejisi ile pGEM-T Easy vektore
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klonlamalar1 gergeklestirildi. pGEM-T Easy vektore klonlanan promotor konstraktlari
restriksiyon endoniiklazlar (Xhol/HindIII) ile kesilerek haberci pMetLuc Reporter vektore alt
klonlamalar1 yapildi. pMetLuc vektore klonlanan MIR100HG promotor pargalarina ait plazmitler
Sanger Dizileme ile analiz edilerek klonlamanin dogrulanmasi saglandi. Klonlamanin
dogrulanmasinin ardindan pMetLuc vektore klonlanan MIR100HG promotor parcalarinin orta
Olcekli plazmit izolasyonlari yapildi. Endotoksinlerden arinan ve miktarca ¢ogaltilan MIR100HG
promotor konstraklar1 gegici transfeksiyon ile Hep3B hiicrelerine aktarildi. MIR100HG promotor
kontrastraktlarina ait Luc/SEAP degerleri analiz edildiginde 628 bg, 1046 bg ve 1244 b¢ promotor
parcalarinin bazal aktivitelerinde anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p < 0,05 ve p <0,01).

Tez calismasinin ikinci basamaginda ise KLF7 geninin Hep3B hiicrelerinde overekspresyonunu
gerceklestirmek igin transfeksiyon c¢aligmast yapildi. Kontrol grubu olarak bos-pEGFP-C1
vektorii, overekspresyon grubu olarak da pEGFP-C1 vektoriine klonlanmis halde bulunan KLF7
geni TurboFect™ transfeksiyon reaktifi kullanilarak gegici transfeksiyonla Hep3B hiicrelerine
aktarildi. Transfeksiyonun 24. Saatinde hiicreler mRNA, MTT, Koloni Formasyon, Scratch
(Migrasyon) ve IFC deneylerini yapmak lizere deney protokollerine uygun sekilde plakalara
paylastirildi ve deneysel protokoller baslatildi.

KLF7 geninin overekspresyonu mRNA diizeyinde Real Time PCR ile dogrulandi:

v' KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde KLF7 geninin mRNA diizeyindeki degisim
kontrol grubuna gore kiyasla, KLF7 transfekte edilmis gruplarin normoksik kosullarda
mRNA seviyesinde yaklagik olarak 1400 kat (p < 0,001), hipoksik kosullarda ise mRNA
seviyesinde yaklasik olarak 5000 kat (p < 0,0001) daha fazla ekspresyon artisi tespit edildi.

v' KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde MIR100HG geninin mRNA diizeyindeki
degisim kontrol grubuyla kiyaslandiginda ise KLF7 transfekte edilmis gruplarin normoksik
kosullarda mRNA seviyesinde yaklasik olarak 3 kat (p < 0,001), hipoksik kosullarda ise
mRNA seviyesinde yaklasik olarak 8 kat (p < 0,0001) daha fazla ekspresyon artis1 tespit
edildi.

v" Hipoksik kosullarda, KLF7 transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde HIF-10 ekspresyonunun
mRNA diizeyindeki degisimi, normoksik kosullara gore kiyaslandiginda, kontrol gruplarinin

mRNA seviyesinde yaklasik olarak 2,5 kat (p < 0,0001), KLF7 transfekte edilmis gruplarin
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mRNA seviyesinde ise yaklasik olarak 16 kat (p < 0,0001) daha fazla ekspresyon artisi

belirlendi ve hipoksik kosul olusumu dogrulandi.

KLF7 transkripsiyon faktoriinin MIR100HG promotor konstraklarinin bazal aktiviteleri
iizerindeki etkisini belirleyebilmek amaciyla, promotor konstraktlarinin ve KLF7 plazmitinin

Hep3B hiicrelerine ko-transfeksiyonu yapildi.

v" Normoksik kosullarda MIR100HG promotor par¢alarinin bazal aktiviteleri, KLF7
transkripsiyon faktoriine ait transkripsiyonel aktivite ile karsilastirildi ve KLF7 transkripsiyon
faktoriiniin transfekte edilmesinin MIR100HG 909 bg (-678/+231), 628 bg (-397/+231) ve 419
be (-188/+231) promotor parcalarinin bazal aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttirdig tespit edildi (p <0,01).

Hep3B hiicre hattindaki KLF7 overeskpresyonunun hiicre canliligina etkisi MTT testi ile

belirlendi. Deneyin 24., 48. ve 72. saatlerinde MTT analizi gerceklestirildi. KLF7 transfekte

edilmis deney grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda KLF7 geninin transfekte edildigi
gruplarda hem normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre canliliginda istatistiksel olarak

anlamli bir arti (p < 0,01) belirlendi.

Hep3B hiicre hattindaki KLF7 overeskpresyonunun hiicrelerin koloni olusturmasi tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla Koloni Formasyon deneyi yapildi. KLF7 transfekte edilmis deney
grubu, kontrol grubuyla kiyaslandiginda KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarda hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinin koloni olusturma yeteneginde

istatistiksel olarak anlamli bir artis (p < 0,0001) belirlendi.

Hep3B hiicre hattindaki KLF7 overeskpresyonunun hiicrelerin {izerindeki yara iyilesmesi ve

hiicre gogii lizerine etkisini belirlemek i¢in Scratch (Migrasyon) deneyi yapildi.

v" Normoksik kosullarda; KLF7 transfekte edilmis deney grubu, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarda yara iyilesmesi ve hiicre gogii
yeteneginde artis oldugu gozlemlendi ve 48. saatte istatistiksel olarak anlamli bir artis
belirlendi (p < 0,05).

v' Hipoksik kosullarda; KLF7 transfekte edilmis deney grubu, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarda yara iyilesmesi ve hiicre gogii
yeteneginde artis oldugu gozlemlendi. Ilave olarak 3., 6, 24. ve 48. saat dilimlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlendi (p < 0,001).
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KLF7 geninin overekspresyonunun Hep3B hiicrelerinde, spesifik KLF7 antikoru kullanilarak

antijen-antikor etkilesimini belirlemek amaciyla IFC deneyi yapildi.

v Normoksik kosullarda, KLF7’nin overekspresyonunun, Hep3B hiicrelerinde, KLF7 antikoru
uygulandiginda, kontrol grubuna kiyasla KLF7 geninin transfekte edildigi gruplarin sinyal
yogunlugunda istatistiksel olarak yaklasik 20 kat (p < 0,0001) daha fazla anlamli bir artig
oldugu goriildi.

v Hipoksik kosullarda, KLF7 antikoru uygulandiginda da, kontrol grubuna kiyasla KLF7
geninin transfekte edildigi gruplarin sinyal yogunlugunda istatistiksel olarak yaklasik 30 kat
(» <0,0001) daha fazla anlaml1 bir artis belirlendi. Ayni1 zamanda hipoksik kosullarda HIF1a
antikoru uygulandiginda ise kontrol grubuna kiyasla KLF7 geninin transfekte edildigi
gruplarin sinyal yogunlugunun istatistiksel olarak yaklasik 20 kat (»p < 0,0001) daha fazla
anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi ve hipoksik kosul olusumu dogruland.

MIRI100HG promotor bdlgesinde KLF7 transkripsiyon faktoriinlin muhtemel baglanma
bolgelerini tespit edebilmek amaciyla ChIP deneyi yapildi. ChIP deneyi ile elde edilen sonuglar
dogrultusunda MI100HG ChIP 1, ChIP 2, ChIP 3 ve ChIP 4 promotor par¢alarinin %input oranlari
kontrole gore kiyaslandiginda, KLF7 transkripsiyon faktorii ile istatistiksel olarak anlamli bir
baglanma oldugu tespit edildi. Bu sonuglar bize KLF7’nin MIR100HG promotorunda baglanma

bolgeleri olabilecegini diislindiirmektedir.

Elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, hepatoselliiler kanserde, KLF7 transkripsiyon faktoriiniin
artan ifadesinin, MIR100HG geninin de ifadesinde artisa neden oldugu bulunmustur. Tez
caligmast kapsaminda bir IncRNA olan MIR100HG geninin KLF7 transkripsiyon faktorii
tarafindan regiile olan bir gen oldugu belirlenmistir. Ancak MIR100HG’ nin hepatoselliiler

karsinomadaki roliiniin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.
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GTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCAC

GTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCAC

TCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTGCCTTGCTATGCC

TCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTGCCTTGCTATGCC

CCACATCTCCCACAAG 686

CCACATCTCCCACAAG 2715

102

550

2579

2639

670

2699



EK B: 1046 bg (-815/+231) Promotor Konstraktina Ait Dizi Analizi Sonucu

1046 bc 15 GGACTCTATTAAACTCCACTACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACTGAACCATAC 73

NCBI 1909 GGACTCTATTAAACTCCACTACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACTGAACCATAC 1968

1046 bc 74 GTGAAGATTGAACTTGGAATAAAATAATAAAGCTCCATTTGTTAAAAACCACAGCTACTT 133

NCBI 1969 GTGAAGATTGAACTTGGAATAAAATAATAAAGCTCCATTTGTTAAAAACCACAGCTACTT 2028

1046 bg 134 CATGAGCTGTTTCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAA 193

NCBI 2029 CATGAGCTGTTTCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAA 2088

1046 be 194 CAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTATGACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAG 253

NCBI 2089 CAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTATGACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAG 2148

1046 bc 254 GATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGTTAGTATAAATGAGACCGTGTTCCTCTGGAGAA 313

NCBI 2149 GATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGTTAGTATAAATGAGACCGTGTTCCTCTGGAGAA 2208

1046 bc 314 AGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAG 373

NCBI 2209 AGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAG 2268

1046 bgc 374 CTCTAGAGGGACCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACC 433

NCBI 2269 CTCTAGAGGGACCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACC 2328

1046 bc 434 ATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCACGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTG 493

NCBI 2329 ATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCACGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTG 2388

1046 bc 494 AACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCAGCGCGTAAG 553

NCBI 2389 AACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCAGCGCGTAAG 2448
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1046 bc 554

NCBI 2449

1046 bc 614

NCBI 2509

1046 bc 674

NCBI 2569

1046 bc 734

NCBI 2629

1046 bc 794

NCBI 2689

CCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAG

CCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAG

GACTGCGTCTCCCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTC

GACTGCGTCTCCCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTC

ACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTG

ACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTG

AGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTGC

AGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTGC

CTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAG 820

CTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAG 2715

104

2508

673

2568

733

2628

2688



EK C: Transkripsiyon Faktorlerinin MIR100HG Promotoruna Olas1 Baglanma Bolgeleri

KLF7
-1397 cGTATGTCTAGACTATGTCCTGTCTCTGGAGA |G GTGACACTCACTGATCATC ~1338
USF-1
Foxo3a
r—t—
-1337 cTCAGTACAGGGCANNACEEEEN 722 ccAGT A HlBGCTCCCCCTCTGTGAG -1278
C\EBPa USF-1 C\EBPa

-1277 AACAGTATGCTGGGTGTGACACAGACAGAGAGACCCAGACCGAGTCTGCAGGAGAAAACT -1218

STAT1 Beta ChIP Frw4
P KLF7
-1217 cercATGATGT - CCAA B Bl r . e A rGC TCTCTATTTA -1158
C\EBPaUSF-1 STAT C\EBPa USF-1

—_—

STAT1 Beta

-1157 TCAGCACAGTTACTCCAATHEE  ~Bll~c2rrACTERCEAGAATGAMccGTGCTCTG| -1098

STAT 4/5 c\EBPa STAT4/5 (\egpa

-1097 [~ cTcTAGGTGAGH T T GACGTATTATTTCATTCTGCCATCATACCAG —~1038
USF-1 USF-1C\EBPa -

ChIP Rev4
Foxo3a

el —
-1037 [BrcacATCBCEETGAAACTAAGTTAACTCCATTTTATGGAMAGARACTGAGGT —-978
C\EBPa C\EBPa C\EBPa
Foxo3a

r——
-977 GAGAGTAGTTAAEAGCATAAAATARGTAGCAGAGATAGGTATCGAGTCTAGATCTG] -918

C\EBPa >
ChlIP Frw3Primer

-917 [@aaceeTacaceTTGT TGN B8 rcTcA 2 cTC GCAGTCCTGG -858

C\EBPa USF C\EBPa  C\EBPa STAT 5
STAT1
Foxo3a
r—l—

-857 [cccacTCcCTTAATTTCAGHEEA~ B~ TCcTCAGACEEETT T cTcTATT2 -798

C\EBPa C\EBPa C\EBPa USF-1

C\EBPa
-797 AACTEEEcTTrcreATGC2GCTCTATACTGAACCATACGTGAAGAE2 -738
USF-1 C\EBPaUSF-1 ChIP Rev3Primer
-737 ACTT TAAAATAATAAAGCTCCATlTTAAA A A TACTTCATGAGCTGTT -678
C\EB STAT C\EBPa USF-1
Foxo3a Foxo3a

el —
-677 TCTCCATAAGHMCATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAA A BlllTAATAACC -618

C\EBPa C\EBPa
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-617

-557

-497

-437

=377

-317

-257

-197

=137

=77

=17

+44

+104

+164

Foxo3a

GTAAGHEARGALGCTGTATGACACTA TGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGA —558

C\EBPa
KLF7

TATCTGCCIMCT TAGTATARATGAGACCGTGEM@BTCTGGAGAAAGATACTATI  -498
USF-1 STAT 4/5

Foxo3a
—— 7
BcacaracacrererrrreacT| G2 GCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGA 438

USF-1 ->
ChIP Frw2Primer

ccGArAGGCHNGTGT I GCEGGAATCCAGGAGACTGGACCATlGTCTTT -378
C\EBPa USF-1 C\EBPa C\EBPa

TACTCAGAGACTGGAC NSO CC TCTC CAGCCCTGTGTGAACCTCCGACT -318
Sp1ve USF-1 STAT4/5

TTATGATACGHTGABTGATACAGGAC CATGCAGCGCGTAAGCCATGCAGGCT -258
C\EBPa NF-kB STAT <
ChIP Rev2Primer

USF-1
TATTACTCACAJllc2CCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC  —-198
STAT3
STAT1 Beta
e —
ccE@MAcTaTEECEcTcAGAAAlcrGcAGGACCTCAGTCCTGIlICTCACACAGAGGCT  -138
C\EBPa
C\EBPa
STAT 3/4/5 STAT 6 >
ChIP Frw1Primer
GTTCHNC cEEMAC coen cBBNBBEEEE T GGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCAC  —78
USF-1 STAT KLF Sp1 ve

I USF-1
pelye - feife | |clclonteldlelivls lehiclelclNeiiclels  [ourViclololERE:
Sp1

USF-1 C\EBPa C\EBPa

Sp1
I I 6 G~ BEEEEEEA c GG A GO TGGGGCTGCECMATTIEAR:  +43
USF-1  USF-1C\EBPa[NF-RE™™, STAT4/5  STAT4/5

QGCAGAAGTTTTCTCCTCCTGTCCTGTAACTGGTTTTCACTCACT-CTGAGAGATTTC +103

—— C\EBPa
ChiP
T T G2 TGGGGTCTAAGATAACACTTCTGGAGGCTGCAGGCGAGAAACACAGC  +163
C\EBPa

TGATATCATCTTTTAETG TGl TT2 TIlBCCTAGCATTATARATTARGG TAG +223
C\EBPa C\EBPa C\EBPa STAT 4/5
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