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Son c¢aligmalar, uzun kodlamayan RNA'larin (IncRNA'lar) ¢esitli hastaliklarda 6nemli rol
oynadigimi ortaya ¢ikarmustir. MIR100HG ilk olarak bir insan transkriptom analizinde
noronal hiicrelerde asir1 ekspresyon yoluyla tanimlanmustir. Biyoinformatik ve ekspresyon
calismalari, MIR100HG"nin néroblastoma, 160semi, meme kanseri dahil olmak {izere insan
kanserlerinde bir tiimor promoteri olarak roliinii ortaya g¢ikarmistir. Ancak literatiirde
MIR100HG geninin hepatoseliiler karsinomdaki (HCC) roliine iliskin smrli bilgi
bulunmaktadir. Bu tez c¢aligmasi normoksik ve hipoksik kosullar altinda, farkli
hepatoselliiller kanser hiicre hatlarinda MIR100HG'nin ekspresyon seviyelerinin
aragtirilmas1 amaglanmistir. Bu amagla epitel hiicre hatlar1 (Hep3B ve HUH-7), mezengimal
hiicre hatlar1 (SNU-398 ve SNU-475) ve saglikli bir karaciger modeli (Clone-9) se¢ilmistir.
Hipoksik bir ortam olusturmak igin kobalt kloriir kullanilmistir. Ger¢ek Zamanli PCR
analizleri, spesifik MIR1I00HG primerleri kullanilarak yapilmistir. Tez calismasinin
sonucunda, normoksik ve hipoksik kosullar altinda MIR100HG'nin en yiiksek Hep3B hiicre
hattinda eksprese edildigi, bu sonucu SNU-398 hiicre hattinin takip ettigini gosterilmistir.
Hipoksi olusumu, HIF-1a ifadesinin  mRNA ve protein seviyelerine bakilarak
dogrulanmigtir. MIR100HG promotorunun transkripsiyonel regiilasyonu bes farkli
uzunlukta promotor parcasinin Hep3B hiicrelerine gegici transfeksiyonu ile hipoksik ve
normoksik kosullar altinda arastirilmistir. Transfeksiyon sonucunda, en aktif promotor
pargalarinin  -397/+231, -815/+231 ve -1031/4231 oldugu ve hipoksik kosullarda
aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Hep3B hiicrelerinde hipoksik sartlar altinda HIF-
lo’nin MIR100HG promotorunda bulunan HRE bélgelerine fonksiyonel olarak baglandig:
kromatin immunopresipitasyonu (ChlP) analiziyle dogrulanmistir. MIR100HG geninin
hiicrelerin karakterizasyonu i¢in Onemli ve gerekli oldugu, Clone-9 hiicrelerinde
MIR100HG ifadesinin susturulmasi ve overekspresyonunun neden oldugu sonuglar ilk kez
bu tez calismasinda belirlenmistir. Overekpresyon ve susturma deneyleri sonrasinda
gercgeklestirilen Real Time analizi, MTT, Koloni Formasyon, Cizik Testi ve Matrijel
deneyleri ile Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG nin hiicre sagkalimi, proliferasyonu, gogii
gibi hiicresel siireglerde rol oynadigi kanitlanmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen verilerin,
daha ileri kanser arastirmalarinda, aragtirmacilara yol gosterecegi ongdriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: MIR100HG, HIF-1a, Hipoksi, Hep3B, SNU-398, Clone-9,
Susturma, Overekspresyon
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ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF MIR100HG, AN IMPORTANT
LncRNA, IN HEPATOCELLULAR CANCER
MSC THESIS
AYLIN TURKOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, JUNE - 2024

Recent studies have revealed the significant role of long non-coding RNAs (IncCRNAS) in
various diseases. MIR100HG was initially identified through its over-expression in neuronal
cells in a human transcriptome analysis. Bioinformatics and expression studies have
elucidated the role of MIR100HG as a tumor promoter in human cancers including
neuroblastoma, leukemia, and breast cancer. However, limited information exists in the
literature regarding the role of the MIR100HG gene in hepatocellular carcinoma (HCC).
This thesis aims to investigate the expression levels of MIR100HG in different
hepatocellular cancer cell lines under normoxic and hypoxic conditions. Epithelial cell lines
(Hep3B and HUH-7), mesenchymal cell lines (SNU-398 and SNU-475), and a healthy liver
model (Clone-9) were selected for this purpose. Cobalt chloride was used to induce a
hypoxic environment. Real-time PCR analyses were performed using specific MIR100HG
primers. The results of the thesis study showed that MIR100HG was most highly expressed
in the Hep3B cell line under both normoxic and hypoxic conditions, followed by the SNU-
398 cell line. Hypoxia induction was confirmed by examining the mRNA and protein levels
of HIF-1a. The transcriptional regulation of the MIR100HG promoter was investigated
under hypoxic and normoxic conditions through the transient transfection of five different
lengths of promoter fragments into Hep3B cells. The most active promoter fragments were
found to be -397/+231, -815/+231, and -1031/+231, with increased activity observed under
hypoxic conditions. The functional binding of HIF-1a to the HRE regions of the MIR100HG
promoter in Hep3B cells under hypoxic conditions was confirmed by chromatin
immunoprecipitation (ChIP) analysis. The importance and necessity of MIR100HG in cell
characterization were determined for the first time in this thesis study through the silencing
and over-expression of MIR100HG in Clone-9 cells. Real-time analysis, MTT assay, colony
formation assay, scratch assay, and Matrigel assay performed after over-expression and
silencing experiments demonstrated the role of MIR100HG in cellular processes such as cell
survival, proliferation, and migration in Clone-9 cells. It is anticipated that the data obtained
in this thesis will guide researchers in further cancer research.

KEYWORDS: MIR100HG, HIF-1la, Hypoxia, Hep3B, SNU-398, Clone-9, Silencing,
Over-expression
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file:///C:/Users/Anka/Desktop/AYLİN%20TEZ%2007.07.2024.docx%23_Toc171274654
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file:///C:/Users/Anka/Desktop/AYLİN%20TEZ%2007.07.2024.docx%23_Toc171274663
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file:///C:/Users/Anka/Desktop/AYLİN%20TEZ%2007.07.2024.docx%23_Toc171274718
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1. GIRIS

1.1 Hepatoselliiler Kanser (HCC)

Memeli viicudunun en biiyiik organi karaciger, bir¢ok karmagik fonksiyona sahiptir. Viicut
homeostazinda gorev alir, siizme islevinin yan sira, cogu besin maddesini, toksik atiklari,
ilaglart ve alkolii metabolize eder, hem dis kaynakli hem de igsel toksik materyalleri
notralize eder ve uzaklastirmaya yardimer olur, doku iiretimi ve onariminda gorev alir,
bagirsagin besin maddelerini emmesine yardimci olur, kan pihtilagsmasi i¢in gereken

pihtilasma faktorlerinin tiretiminde rol oynar [1, 2].

Ingiltere Kanser Arastirma Dernegine gore Hepatoselliler Karsinom (HCC),
Kolanjiyosarkom (Safra Kanali Kanseri (CCA)), Fibrolamellar Karsinom (FLC),
Hepatoblastom (HBL) ve Karaciger Anjiyosarkomu olmak tizere bes tiir primer karaciger
kanseri vardir. Hepatoselliiler karsinom (HCC), tiim primer karaciger kanserlerinin yaklasik
%80’ini olusturan 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur [3]. Amerikan Kanser Dernegi’ne
gore diinya ¢apinda, her yil bir milyona yakin insanda karaciger kanseri teshis edilmektedir
ve her yil yaklasik 700.000 kisinin 6liimii ile sonug¢lanmaktadir [2]. GLOBOCAN 2018
istatistiklerine gore karaciger kanseri, diinya tlizerinde altinci en yaygin goriilen kanser tiirti
ve kanser nedeniyle 6liimlerin dordiincii en yaygin sebebidir. Karaciger kanserinin goriilme
siklig1 ve 6liim orani erkeklerde kadinlara kiyasla daha yiiksektir. Diinya Saglik Orgiitii'niin
tahminlerine gore, 2030 yilinda karaciger kanserinden 1 milyondan fazla olim
beklenmektedir. HCC’nin baslangic1 ve ilerlemesi ¢ok basamakli bir siire¢ olarak kabul
edilir. Birgok molekiiler temelli faktor hepatoselliiler kanserde tiimorlerin hizla biiyiimesine

neden olur [4, 5].

Karaciger kanseri tedavisi, birka¢ faktore bagli olarak degisebilir, hastanin genel saglik
durumu, kanserin evresi ve yayilma durumu gibi faktorler tedavi seciminde belirleyicidir.
Hepatoselliiler kanserde kullanilan kisith tedavi yontemleri ve ilaglar Tablo 1.1°de

Ozetlenmistir [6, 7, 8].



Tablo 1.1: Hepatoselliiler kanserde kullanilan tedavi yontemleri.

HCC’de Kullanilan Tedavi Yontemleri

Hedefe
Tedaviler

Sorafenib (Nexavar)

Lenvalerol (Lenvima)

Regorafenib

Immunoterapi

Pembrolizumab

Yonelik Belirli genetik mutasyonlara dayali olarak kanser hiicrelerini hedefleyen

ilaglarin kullanimina dayanan bir yontemdir.

engellemeye yardimci olabilir.

(Stivarga)  Ilerlemis HCC tedavisinde kullanilan hedefe yonelik ilagtir.

kanserinin tedavisinde yeni bir yaklasimdur.

(Keytruda) hiicrelerine kars1 harekete gegirir.

Nivolumab (Opdivo) Immiinoterapide kullamlan HCC ilacidir. Bagisiklik sistemini kanser
hiicrelerine kars1 harekete gegirir.

Radyoterapi fleri HCC tedavisinde kullanilabilir. Yiiksek enerjili 1sinlar kullanilarak
kanser hiicrelerini hedefler ve 6ldiirmeye yardimci olabilir. Ancak bazen
karacigerin normal dokularina zarar verebilir.

Kemoterapi Kanser hiicrelerinin biiyimesini ve ¢ogalmasini engellemeyi amaglar.

Radyoembolizasyon

(SIRT)

Radyofrekans Ablasyon

(RFA)

Semptomatik Tedavi

Cerrahi Miidahale

Karaciger kanseri tedavisinde sistemik kemoterapi (tiim viicuda yayilan)
veya arteriyel kemoterapi (dogrudan karaciger arterine ila¢ verilmesi)

kullanilabilir.

kullanilabilir.

tedavisinde siklikla kullanilir.

i¢in kullanilan yaklagimlardir.

olabilir.

FDA onayli, hedefe yonelik ilagtir. Téimor biiylimesini ve yayilmasini

FDA onayli, hedefe yonelik ilagtir. Tiimdr biiylimesini yavaslatabilir.

Bagisiklik sisteminin kanserle savasmasini tesvik eden ilaglar
kullanilarak kanser hiicrelerinin yok edilmesini amaglar. Karaciger

Immiinoterapide kullamlan HCC ilacidir. Bagisiklik sistemini kanser

Radyoaktif partikiillerin  kanser hiicrelerine dogrudan
edilmesiyle yapilan bir tedavi yontemidir. Karaciger kanserinde
metastatik lezyonlar kiigliltmek veya semptomlar1 hafifletmek i¢in

Kanserli dokuyu yiiksek 1stya maruz birakarak yok etmeyi amaglayan
minimal invaziv bir cerrahi prosediirdiir. Kiiciik boyuttaki tiimorlerin
Agrn yonetimi, beslenme destegi ve diger semptomlarin hafifletilmesi
Tiimort ¢ikarmak igin cerrahi operasyonlar, kanserin evresine bagli

olarak bir segenek olabilir. Karaciger nakli, ileri evre kanserlerde veya
karacigerin bilyiik bir boliimiinii etkileyen tiimorlerde bir segenek



Hepatoselliiler kanserin insidansinin her gegen yil hizla artmasi ve kisith tedavi yontemleri
sebebiyle yeni biyobelirteclere duyulan ihtiyag her gegen giin artmaktadir. Hedefe yonelik

tedaviler ve molekiiler calismalar biiylik 6nem arz etmektedir.

1.2 Kodlanmayan RNA (Non-coding RNA; ncRNA)

Okaryot genomu, biyolojik siiregleri diizenlemek i¢in hem haberci RNA’lar1 (mRNA), hem
de kodlamayan RNA’lar1 (ncRNA) siirekli olarak transkribe eder. DNA ile protein
tirtinlerinin arasindaki arabulucular olarak gorev yapan mRNA’larin aksine, ncRNA’lar
dogrudan RNA formunda fizyolojik ve patolojik siireglere katilirlar [9]. Genomdaki
transkripsiyon siireci, uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA), microRNA’lar (miRNA),
enhansir RNA’lar (eRNA) ve antisense RNA’lar (aRNA) gibi ¢esitli alt tiplere sahip
kodlamayan RNA’lar (ncRNA) tarafindan diizenlenmektedir [10].

ncRNA’lar protein kodlamayan RNA molekiilleri olarak tanimlanir. Onceden sadece
transkripsiyonel giiriiltii olarak diistiniiliirken, simdilerde fonksiyonlarinin tanimlanmasi ile
Oonemleri ortaya konmus ve ilgi odagi haline gelmislerdir. ncRNA’lar; gen ifadesi ve
kromatin yapisinin 6nemli diizenleyicileri olarak kabul edilmektedir. Hiicre i¢inde cesitli
islevlere sahiptirler. Protein sentezlemek yerine, hiicresel siiregleri diizenlemek veya kontrol
etmek icin kullanilirlar. Epigenetik ve transkripsiyonel diizenlemeyi modiile eder, yapisal ve
organizasyonel roller oynarlar. Ayrica, hiicre dongiisii, gelisimi, apoptoz ve metastaz da
dahil olmak {izere tiimér olusum siireglerinde onemlidirler [10, 11, 12]. ncRNA’lar
bliytikliikleri 200 baz ve lizeri olan uzun kodlamayan RNA’lar ve 200 bazdan kii¢iik olan
microRNA’lar olmak {izere iki ana sinifa ayrilirlar. Bu smiflarda daha sonra alt gruplara

ayrilabilir [13]. ncRNA ¢esitlerinden bazilar1 ve 6zellikleri Tablo 1.2’de verilmistir.



Tablo 1.2: ncRNA Cesitleri ve Ozellikleri.

ncRNA Tiirleri Ozellikleri
MiRNA Genellikle 21 ila 25 niikleotid uzunlugunda olan ve gen
(MicroRNA)

ifadesini diizenleyen ncRNA'lardir. mRNA'lar1 hedef alarak

translasyonlarini engelleyebilirler veya mRNA'y1 yikabilirler.

Bu sekilde hiicredeki gen ifadesini kontrol ederler.

SIRNA Susturucu olarak bilinen, 20-24 niikleotid uzunlugunda olan

(Smallinterfering RNA) i ik RNA’lardir.  Genellikle ift iplikcikli RNA'dan
tiretilirler ve gen ifadesini baskilayarak viriislere ve
transpozonlara karst savunma saglarlar. mRNA'larin
yikilmasina veya translasyonlarinin engellenmesine yol
agarlar.

IncRNA Genellikle 200 niikleotidin iizerinde uzunluga sahip olan bu

(Long non-coding RNA) RNA molekiilleri, cesitli hiicresel stireglerde diizenleyici

roller istlenirler. Gen ifadesini modiile edebilir, kromatin

yapilarin1 degistirebilir veya hiicresel sinyal iletimine

katilabilirler.

CircRNA Lineer RNA molekiillerine benzemekle birlikte uclari
(Circular RNA) birleserek dairesel bir yap1 olustururlar. miRNA baglama ve
rekabetci endojen RNA'lar gibi diizenleyici islevlere sahip
olabilirler.

pPiRNA Gonad hiicrelerinde bulunan 26-31 niikleotid uzunlugunda
(Piwi-interacting RNA) kiiciik kodlamayan RNA molekiillerinin en biiytlik sinifidir.
RNA-protein kompleksleri olustururlar. Transpozonlar gibi
genomik elementlerin epigenetik ve transkripsiyon sonrasi
gen aktivitesini baskilayarak genom stabilitesini korurlar.
SnoRNA Niikleolusta bulunan ve rRNA'nin modifikasyonu ve
(Small nucleolar RNA) islenmesi gibi gorevleri olan RNA molekiilleridir.

SNRNA Sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan ve splicing gibi 6nemli

(Small nuclear RNA) hiicresel siire¢leri diizenleyen RNA molekiilleridir.

Yapilan calismalar, IncRNA’larin, miRNA’larla etkilesime girebilecegini ve insan

kanserlerinde rol oynayabilecegini gostermistir. Artan kanitlar, farkli ncRNA’lar arasindaki



karmagsik etkilesimlerin ve bu etkilesimlerin kanserdeki rollerinin daha fazla aydinlatiimaya

ihtiya¢ duydugunu gostermistir.

1.3 Uzun kodlanmayan RNA’lar (Non-coding RNA; IncRNA)

ncRNA’larin bir ¢esidi olan IncRNA’lar; biiyiikliikleri genelde 200 baz ve flizeri olan
(bazilar1 binlerce baz olabilir), protein kodlama kapasitesine sahip olmayan uzun RNA
molekiilleridir. Insan genomundaki tanimlanan IncRNA'larin sayis1 zamanla énemli 6lciide
artmis olup, tahminler 7.000 ila 23.000 arasinda degismektedir ve protein kodlayan gen
sayisint asmasi beklenmektedir. LncRNA'lar, RNA polimeraz Il veya Il tarafindan
genomun herhangi bir bolgesinde transkribe edilir ve poliadenillestirilmis veya

poliadenillestirilmemis olabilirler [14].

Islevsel olarak gesitlilik gosterirler ve genellikle ¢esitli hiicresel siireglerde diizenleyici
rollere sahiptirler. Protein kodlama kapasiteleri olmadigindan, protein sentezine katilmazlar
ancak; RNA, DNA ve proteinlere baglanarak RNA-RNA, RNA-DNA, RNA-Protein
komplekslerini olusturarak gen ifadesinin farkli basamaklarinda transkripsiyonu,
translasyonu ve mRNA kararliligin1 diizenlerler [10, 15]. Bunun yani sira, ¢esitli tiplerde
bulunarak kromatin yapisin1 modifiye etme, hiicre dongiisii diizenleme, hiicre farklilasmast,
hiicre sinyalizasyonu gibi islevlere de sahip olabilirler [16]. Bazilar1 ¢ekirdekte bulunurken,
bazilar1 sitoplazmada yer almaktadir. Bu degisken lokalizasyonlar, IncRNA’larin hangi
isleve sahip olacagini ve hedeflerini belirler. En yaygin bilinen islevi gen diizenlemedir. Baz1
IncRNA’lar transkripsiyonel diizenleme yoluyla DNA’y1 etkilerken, digerleri post-
transkripsiyonel diizenleme yoluyla mRNA’larin stabilitesini ve c¢evirisini etkileyebilir.
Kromatin modifikasyonlarini1 diizenleyerek epigenetik kontrollerde rol alir; 6rnegin histon
deastilazlar1 veya metiltransferazlar1 rediikte ederek gen ifadesini etkileyebilirler.

Transkriptom profilleri dokuya 6zgii ifadeye sahiptir [17, 18].

Yapilan caligmalar sonucunda, kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndral dejeneratif
hastaliklar ve metabolik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde énemli bir rol
oynayabilecegi bulunmustur. Genetik agidan, IncRNA'lar 5 kategoride siniflandirilmaktadir
(Tablo 1.3) [19].



Tablo 1.3: IncRNA’larin Genetik Siniflandirmasi.

IncRNA Tiirleri

Ozellikleri

Intergenik IncRNA'lar

intronik IncRNA'lar

Iki yénlii InNcRNA'lar

Anlamsal IncRNA'lar

Antisens IncRNA'lar

Ayr transkripsiyon birimlerine sahip protein kodlayan
genlerden ayri olan IncRNA'lardir. Bir tanim, protein kodlayan
genlerden 5 kb uzakta olmasini gerektirir.

Bir protein kodlayan genin intronundan baslayan ve ekzonlar1
ortlismeden sona eren IncRNA'lardir.

Bir protein kodlayan genin promotdriinden iki yonlii sekilde
baglayan transkriptlerdir; iki yonliiliigii olusturan kesin mesafe
siir1 tanimlanmamistir, ancak genellikle birkag yliz baz ¢ifti
icinde yer alir.

Dizilerinin bir protein kodlayan genin anlamli ipligine denk
geldigi IncRNA'lardir.

Bir protein kodlayan genin iginde veya 3' ucundan baslayan,
protein kodlayan genlerin kars1 yoniinde transkripte edilen ve

en az bir kodlayan ekzon ile ortiisen transkriptlerdir.

>

=t TR T TR

D Sense

E Antisense

I Coding genes I Noncoding genes

Sekil 1.1: LncRNA'larin bes genel kategorisinin sematik sekilde gosterilmesi [14].
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Hiicre patolojisinin ve fizyolojisinin dnemli diizenleyicileri olan IncRNA’lar, hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde yeni potansiyel hedefler olarak degerlendirilirler [20]. Artan kanitlar,
anormal olarak ifade edilen IncRNA'larin, kanserojenez ve malign tiimor gelisimine
proteinlere baglanarak veya diger kisa diizenleyici RNA'lar1 modiile ederek katildigini
gostermektedir [21]. IncRNA’larin islevleri ve molekiiler mekanizmalar1 halen aktif olarak

calisilan konulardir ve bu alandaki ¢alismalar her gegen giin artarak devam etmektedir.

1.4 microRNA (miRNA) Genleri

MicroRNA’lar (miRNA’lar), hedef genlerin ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak
diizenleyen, yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kisa kodlamayan RNA’lardir. Gen
ekspresyonu diizenlemesini, genlerin haberci RNA (mRNA) stabilitesini azaltarak veya
mRNA c¢evirisini baskilayarak gerceklestirirler. miRNA’lar, olgun miRNA’nin 5’ ucunda
bulunan yaklagik olarak 7 niikleotid uzunlugunda olan dizisi ile mRNA’nin 3’ ¢evrilmemis
bolgesi (3’-UTR) arasinda komplementer baglanma yoluyla hedeflerini tanirlar. Bir miRNA
birden fazla mRNA’y1 hedef alabilir ve bir mRNA birden fazla miRNA’nin baglanma
bolgesini igerebilir (Sekil 1.2) [22].

miRNA’larin biyosentezi (Sekil 1.3), miRNA genlerinin RNA Polimeraz II/III aracili
transkripsiyonu ile baslar ve bunun sonucunda primer miRNA (pri-miRNA) transkriptleri
olusur [23]. Olusan transkriptler Drosha ve DGCRS igeren niikleer mikroprosesor kompleksi
tarafindan islenerek oncii miRNA’lar (pre-miRNA) olusturulur. Pre-miRNA’lar Ran-GTP
bagiml protein, Exportin 5 (Exp 5) iizerine yliklenir ve sitoplazmaya tasinir. Biyosentezin
tamamlanmasi i¢in Dicer tarafindan daha fazla isleme olay1 ve miRNA’nin Argonaute (Ago)

icerisine yiiklenmesi gereklidir [22].
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Sekil 1.2: MiR-99 ailesi iiyelerinin ekspresyonunun diizenlenmesi [22].
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Sekil 1.3: miRNA’larin biyosentezinin sematik gosterimi.



MIRNA genleri genellikle genom iizerinde kiimeler halinde diizenlenir. Bir kiimedeki
mMiRNA’lar ayn1 yonde transkribe edilir ve bir transkripsiyon {initesi tarafindan kesintiye
ugramazlar. Artan kanitlar, kiimelesmis miRNA’lar arasinda islevsel bir iligki oldugunu
desteklemektedir; kiime {yeleri, hedefler {izerindeki etkilerini is birligi yaparak
giiclendirmektedir. Ayni kiimenin tiyeleri bazen zit rolleri de yerine getirebilirler; 6rnegin,
Let-7c Akut Myeloid Losemi (AML) hiicrelerini farklilagsmaya tesvik ederken, ayni kiimede
yer alan miR-125b-1 hematopoetik kok hiicrelerin  kendini yenileme &zelligini
kolaylagtirmasi. MiRNA’lar ile timor olusumunun tesvik edilmesi veya baskilanmasi
tizerine rollerini karakterize etmek i¢in kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Bunlar sirasiyla
onkogenik miRNA'lar (onkomiR'ler) ve timor baskilayict miRNA'lar (TSmiR'ler)
araciligiyla gerceklestirilir [22].

1.5 MIR100HG Geni ve Kanserlerdeki Rolii

Yeni kesfedilen bir uzun kodlamayan RNA (IncRNA) olan MIR100HG (Linc-NeD-125)
geni, 11. Kromozom iizerinde q24.1 lokusunda yer almaktadir (Sekil 1.4). 3. intronunda 3
adet kiimelenmis miRNA genine ev sahipligi yapar. Bu miRNA genleri miR-100, Let-7a-2
ve miR-125b-1 genleridir (Sekil 1.5) [22]. ismini intronunda barindirdig1 miR-100 geninden
almistir. intronunda miRNA genleri tasiyan tek I'CRNA MIR100HG degildir, IncRNA’larin

bir kisminda bu durum yaygin olarak goriilmektedir [24].

Chromosome 11 - NC_000011.10

[121929063 ¢ [ 122451599 p

LOCI10120944 HIR100HG
RNUG-256F HIR1 2561 RHNU4ATRCLOP
MIRLET7A2 RNU4ATRCSP
BLID
HIR10S2&
HIR1®0

Sekil 1.4: 11. Kromozom iizerinde bulunan MIR100HG nin genomik baglami (NCBI).

miR-100 s5gkb Let-7a-2 47 kb  miR-125b-1

-
-
-

Sekil 1.5: MIR100HG geninin i¢erdigi miRNA genleri [22].



Son yillarda, uzun kodlanmayan RNA mir-100-let-7a-2-mir-125b-1 kiime genlerinin ev
sahibi olarak da bilinen MIR100HG, kanserlerde yeni ve kritik bir diizenleyici olarak
tanimlanmistir. MIR100HG, c¢esitli kanserlerde diizensizlesir ve onkogenik veya timor
baskilayici bir rol oynar, bu da bir¢ok tiimor hiicre biyolojisi siirecine ve kanserle iliskili
yollara katilir [25, 26]. Bir¢ok calisma, MIR100HG'nin diizensizlesmis ifadesinin kotii
prognoz ve klinikopatolojik 6zelliklerle belirgin sekilde iliskili oldugunu gostermistir [27,
28, 29]. MIR100HG ekspresyonunun prognostik 6nemi, meme kanseri, mesane kanseri,
serviks kanseri, osteosarkom ve hepatoselliiler karsinom gibi kanser tiirlerinde arastirilmigtir

ve asagida kisaca yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir.

Christodoulou ve arkadaslar1 (2010), miR-100/let-7a/miR-125b-1 kiimesini, kordalilarin
protostom ve deuterostom alt kategorilerinde bulmus ve bu kiimelenmenin doku kimligini

olusturmak i¢in 6nemli oldugunu belirtmistir [22].

2014 yilinda MIR100HG ile ilgili yapilan c¢alismalar baslamig, Akut megakaryoblastik
16semi hiicre hatlarinda ve hastalarda ilk defa MIR100HG nin fazla miktarda ifade oldugu,
MIR100HG ifadesinin susturulmasinin AMKL hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini
engelledigi rapor edilmistir [30].

2015 yilinda, MIR100HG geni yeni bir sitoplazmik néronal uyaran uzun kodlamayan RNA
(IncRNA) olarak tanimlamistir ve néron hiicrelerinin farklilagmasini saglayan retinoik asit
uyarmmindan etkilenmedigi, MIR100HG’nin aksine intron i¢inde bulunan miR-125b-1’in
aktive oldugu belirlenmistir [31].

2016 yilinda yapilan calisma ile servikal kanserli hastalarda RNA-seq datalar1 analiz edilerek
MIR100HG nin artan ifadesi ortaya konulmustur [32].

2017 yilinda, noron farklilasmasinda rolii olmayan MIR100HG nin medullablastomada
onkogen IncRNA oldugu ilk olarak 6ne stiriilmiistiir. Ayrica, MIR100HG’ nin miRNA’larin
hedefe ulagmasini engelleyen bir ceRNA (miRNA siingeri) oldugu gosterilmistir. Beyin
timori hiicrelerinde, G4 medullablastoma tiimor siiriiciileri olarak tanimlanan CDK6,
MYCN, SNCAIP ve KDMG6A genlerinin ekspresyonu ve degradasyonuna neden olan

miR’ler tanimlanmugtir [33].
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2018’de kolorektal kanser ve bas-boyun squamaoz kanserinde yapilan bir caligma,
MIR100HG genine ait iki miRNA geninin (miR-100 ve miR-125b-1) Cetuximab ilacina
direngte artmis oldugunu gostermistir [17, 34]. Baska bir ¢alisma ile pankreas duktal
karsinomlu hasta dokularinda MIR100HG ifadesinin arttigi ve TGF-f indiiklenmis
MIR100HG’nin pankreas kanserinde ekspresyonunun artmis oldugu belirlenmistir [35].
Bunun yani sira MIR100HG genindeki intronik kodlama bdlgesinin, proapoptotik bir
molekiil olarak, kaspaz bagimli mitokondriyal sinyal yolunu kullanarak apoptozu
indiikledigi belirlenmistir. Gergeklestirilen ChlP-seq ¢alismalari ile TGF-f’nin uyarilmasi
durumunda SMAD2 ve 3’iin MIR100HG promotoruna direkt olarak baglandig1r ve
MIR100HG ifadesini arttirdigini gosterilmistir [35]. Yine bu yilda yapilan diger bir caligma
ile osteosarkom hiicrelerinde MIR100HG’ nin hiicre siklusunda farkli asamalarinda rol
oynadig1 ve bir RNA-binding protein (RBP’s) olan HuR ile baglandig1 gosterilmistir [36,
37]. Yapilan baska bir ¢alismada Triple negatif meme kanserinde (TNBC), MIR100HG ’nin
proto-onkogen olarak davrandigi ve MIR100HG susturma ¢aligmalar1 sonucunda ise meme
kanseri hiicrelerinde ifadesinde azalma gerceklesirken, p27 geninin artmasina neden oldugu
belirlenmistir. Bunu da MIR100HG nin p27 geninin 5’-UTR’sine direkt baglanarak DNA-
RNA yapisini olusturarak yaptigi kanitlanmistir. MIR100HG nin DNA’ya baglanarak yap1
olusturdugu bu calisma ile ilk kez kanitlanmistir [15, 19]. 2018’de gergeklestirilen
biyoinformatik bir ¢aligma ile MIR100HG nin gastrik kanserlerde ifadesinin artmis oldugu
ve gastrik kanserlerde ceRNA rolii oynayabilecegi teorik olarak gosterilmistir [38]. Baska
bir caligmada, Cancer Atlas data setlerindeki 364 Hepatoselliiler kanser hastasinin IncRNA
ekspresyonu analiz edilmis ve MIR100HG ninde i¢inde oldugu HCC iliskili dort potansiyel
IncRNA tanimlanmistir, MIR100HG nin susturulmasi ve koloni formasyon testi yapilarak

fonksiyonel analizleri kisitli sekilde gerceklestirilmistir [19].

2019°da, iki akciger kanseri mikrodizi veri Setinde mikrodizi gen ekspresyon analizi
gerceklestirilmistir ve MIR100HG ekspresyonunun tiimér dokularinda normal akciger
dokularina kiyasla azaldigi bulunmustur [42]. Bununla birlikte, MIR100HG'nin normal
dokularla karsilastirildiginda, kas invaziv mesane kanserinde asagi regiile edildigi

gozlemlenmistir [40].

MIR100HG nin gastrik kanserli hastalarda ve gastrik kanserli hiicre hatlarinda asir1 ifade
oldugu iki bagimsiz aragtirma grubu tarafindan gdosterilmistir. Ayrica MIR100HG’nin

susturulmasinin hiicre migrasyonu ve hiicre sayisini azalttigt kanitlanmistir [40, 41].
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Kolorektal kanser hasta dokularinda yaptiklar1 ¢alisma ile, MIR100HG ifadesinin fazla
oldugu ve arttigi durumlarda hiicre metastazini arttirdigini ve in vivo deneyler ile
MIR100HG susturulmasinin farelerde metastazi azalttig1 gosterilmistir [42]. Osteosarkom
tizerinde yapilan ¢alisma ile MIR100HG ifadesinin osteosarkom hiicrelerinde artmis oldugu
ve susturulmast durumunda hiicre proliferasyonunu azalttigi ve apoptozu baslattig
bulunmustur. Ayn1 zamanda yapilan ChIP deneyi ile ELK-1 transkripsiyon faktoriiniin
MIR100HG promotoruna baglandigi gosterilmistir. MIR100HG susturma calismalarinda
Hippo sinyal yolundaki LATS1 ve LATS2’nin epigenetik olarak transkripsiyonel
regiilasyona katildig1 bulunmustur. [43, 44].

2020 yilinda, mide kanseri dokularinda yapilan ¢alismada MIR100HG kanserli dokularda,
kanserli olmayan dokulara kiyasla daha yiiksek bir ifadeye sahip oldugu ve mide kanserli
hastalarda pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Bu kanitlar, MIR100HG'min mide
kanserinin klinik prognozu tlizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu 6ne siirdii ve MIR100HG

ifadesine miidahalenin klinik tedavide potansiyel bir hedef olabilecegini diigiindiirmiistiir

[41].

2021 yilinda, MIR100HG’nin hepatoselliiler karsinomda miR-146b-5p/Chromobox 6 ile
olan iligkisi hasta dokularinda ve dort farklt HCC hiicre hattinda (Hep3B, HepG2, SK-HEP1
ve HUH-7) ekpresyon analizi ve siRNA ile susturma ¢alismalar1 sonucunda gergeklestirilen
MTT, scratch, koloni formasyon testleriyle dogrulanmistir. Calismalar sonucunda
biyoinformatik analizler ile MIR100HG nin HCC’de 1 adet miRNA (miR-146b-5p) ve 1
gen (CBX6) ile iliskisi belirlenmistir [18, 27].

2022 yilinda transkriptom dizileme yoOntemiyle ortaya c¢ikan verilere gére, MIR100HG;
mesane kanseri hiicrelerinin ilerlemesini etkilemek i¢in miR-142-5p'yi hedefleyerek CALD1

gen ekspresyonunu diizenlemektedir [45].
Gelecekte, MIR100HG'nin kanserlerdeki roliiniin aydinliga kavusmasiyla; kanser tanisi,

prognozu ve tedavisinde MIRI00HG'yi hedefleyen yaklagimlarin uygulanmasi
beklenmektedir.
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Sekil 1.6: Cesitli insan kanserlerinde MIR100HG'nin bilinen bir¢ok diizenleyici
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yollarina etkisinin sematik gosterimi [24].
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MIR100HG insan gen ifadesinin ana diizenleyicisi olarak kanitlanmigtir. Birikmis kanatlar,
MIR100HG'nin 16semi, bas ve boyun karsinomu, meme karsinomu, pankreatik duktal
adenokarsinom, osteosarkom, mide kanseri, kolorektal kanser, hepatoselliiler karsinom gibi
birgok malign tiimorde yiikseldigini gostermistir ve akciger kanseri, papiller tiroid kanseri
ve servikal kanser gibi birkac tiimorde diisiik seviyede oldugu bulunmusgtur. MIR100HG,

beyin tiimorii ve mesane kanserinde yiikselmis veya diismiis durumdadir [27].

MIR100HG'nin diizenleyici mekanizmalar1 ¢ok karmasiktir ve birgok adimi igerir.
MIR100HG, genellikle Wnt/B-katenin, ERK/MAPK, TGF-, YAP-Hippo ve diger sinyal
yolaklar1 araciligiyla hastaliklarin ortaya ¢ikisini ve gelisimini diizenler [46, 47, 48, 49, 50,
51, 52]. MIR100HG, proliferasyon, hiicre dongiisii, apoptoz, migrasyon ve invazyon,
metastaz, ilag¢ direnci ve EMT dahil olmak {izere ¢esitli timdr hiicre biyolojisi siireglerinde
onkogenik veya baskilayici bir rol oynamistir [25, 53]. Aym1 zamanda, MIR100HG'nin
diizensiz ifadesi, kotli prognoz ve tiimor biiyiikliigli, lenf nodu metastazi, uzak metastaz,
prognoz ve kemoterapi direnci gibi klinik ozelliklerle belirgin sekilde iliskilidir [54].
Dolayistyla, MIR 100HG"'nin umut vadeden bir hastalik tan1 ve prognoz biyobelirteci ya da
yeni bir tedavi hedefi olarak hizmet etmesi beklenmektedir. MIR100HG tizerine ¢alismalar
heniiz baslangi¢ asamasindadir ve bir¢ok temel konunun daha detayli sekilde ele alinmasi

gerekmektedir [24, 35, 39, 43].

1.6 Hipoksi

Timor mikro gevresinde kanser hiicreleri anormal seviyede ¢ogalma, anjiyogenez, metastaz
ve ilag direncliligi gibi 6zellikler gosterirler. Bu 6zellikleri nedeniyle hizli sekilde ¢ogalma
egilimi, kanin ortamda azalmasina ve dolayisiyla oksijen miktarinin diismesine sebep olur.
Kati tiimor ortamlar1 bu nedenle hipoksiktir ve hipoksi ortam, daha agresif, metastaz

potansiyeli yiiksek hiicre gruplarini olusturur [55].

Hipoksik sartlar, kanser hiicresinin yasamaya adaptasyonu i¢in zorunludur. Timor
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in mikro ¢evresel stresine sagladigi molekiiler uyum hipoksi
indiiklenebilir faktorlerinin (HIF-1o ve HIF-2a) stabilizasyonu yoluyla gergeklesir. Yapilan
calismalar ekspresyonlarindaki degisiklikler ile ncRNA’larin, hipokside kanser olusumu ve
ilerlemesine katkida bulundugunu ve tiimoér mikro ¢evresinde dnemli roller oynadiginm
gostermistir [13].  Hipoksik sartlar altinda hiicreler; programlanmis hiicre olimi

mekanizmasina direng gosterir ve ayni zamanda hiicrelerin epitelden mezensimal karaktere
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gecis (EMT), anjiyogenez, hareketlilik, invaziv ve metastatik 6zellikleri hizlanmaktadir
[55].

Hipoksi ortamda tiimor hiicresinde 6nemli transkriptomik degisiklikler gergeklesir ve farkli
hiicresel yolaklar aktive olmakta ya da devre dis1 kalmaktadir. Hipokside, Hipoksi
Indiiklenebilir Faktor 1 (HIF-1a) ve Hipoksi Indiiklenebilir Faktor 11 (HIF-2a) énemli rol
oynayarak hipoksik cevabin olugsmasinda énemlidir. Oksijene duyarli HIF-1a/ HIF-2a. ile
stirekli sentezlenen ve hazir halde olan HIF-13 (ARNT) alt {initesinden olusur [56]. Diisiik
oksijen kosullarinda HIF yolag: aktive olur. Normal oksijen kosullarinda HIF-1o/ HIF-2a
stirekli olarak degrede veya diisiik ekspresyon seviyesindedir. Normal oksijen kosullarinda
HIF-1a/ HIF-2a’nin hidroksilasyonundan Prolin-4-hidroksilaz (PHD) sorumludur, diisiik
oksijen varliginda calismazlar. Von Hippel-Lindau (VHL) HIF-1a/ HIF-20' y1 tanir ve
baglanir, bu da HIF-1a ve HIF-2a 'nin hizli bir sekilde proteazomal par¢alanmasina yol agar,
boylece tiimor hiicrelerini bagisiklik gozetimine duyarli hale getirir [57, 58]. Hipoksik
kosullarinda aktiflesen HIF-1o/ HIF-2a, pargalanmadan korunur, ¢ekirdege taginarak HIF1-
B ile dimerize olur ve genlerin promotorlarinda bulunan HRE (Hipoksik Yanit Elementleri)
bolgelerine baglanirlar. Hedefledikleri genleri aktiflestirerek hipoksik ¢evrede farkli gen
regiilasyonlara sebep olurlar [59]. Hipoksi mekanizmasi Sekil 1.8’de gosterilmistir. HIF-1a
ayrica, bagisiklik hiicrelerinin gozetiminden kaginmay1 saglar, Nitrik Oksit (NO) sinyalini
bozarak MIC (Microbial Cell Surface Components) dokiilmesine neden olur. HIF-1a-
GAL3ST1-sulfatid sinyal ekseni, tiimor hiicre-pihtilagsma baglanmasini artirarak bagisiklik
kacisin1 tesvik eder. HIF-la ayrica fagositozdan kacist tesvik etmek igin CDA47
ekspresyonunu diizenler ve tiimdr anjiyogenezini vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) ekspresyonunun artirilmasiyla tesvik eder, bu da metastazi miimkiin kilarak
bagisiklik kagisini kolaylastirir [57]. HIF-lo mekanizmasiin gorevleri, Sekil 1.9°da

Ozetlenmistir.
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Sekil 1.9: Normoksi ve Hipoksi sartlarda HIF-1o mekanizmasi [57].
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Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda HIF-1a ve hipoksik ortamin prostat, akciger,
meme kanserleri ve diger malignant tiimor tiplerinde metastaz ve timor anjiyogenezini

arttirdig1 bildirilmistir [60].

Hipoksik kosullar altinda HIF-1a, kanser hiicrelerinin invaziv yeteneklerini artirmak i¢in
Sonic Hedgehog sinyal yolunu diizenler, Farklilagsmigs Embriyonik Kondrosit Geni 2 (DEC2)
'ni transkripsiyonel diizeyde yukari regiile eder ve bu da HIF-1a aktivasyonunu tesvik ederek
kanser hiicresinin metabolik programlamasini, anjiyogenezini ve invazivligini artirir.
Hipoksiye bagli HIF-1o/2a, B-katenin, Wnt ve Notch sinyallemesini artirarak EMT'yi tesvik
eder, bu da kanser hiicresi hayatta kalimini, metastazin1 ve immiin kagis1 indiikler. EMT,
PD-L1'in ekspresyonunu artirarak tiimor hiicrelerinin immiin hiicreler tarafindan taninma ve
saldiridan kagmasini  kolaylastirmaktadir. HIF-1a/20’nin  bir diger hedef geni ise
ZMYND®8’dir ve meme timoriiniin gelismesini arttirir, kanser hiicrelerinin Sliimiinti
azaltarak kanser metastazini tesvik eder. GAS6/AXL genleri HIF-1o/2a tarafindan aktive
edilir ve diizenlenir. HIF-1a’nin asir1 ekspresyonu, CD24 iiretimini tesvik ederek timor
bliylimesi ve metastazina sebep olur. HIF-20, Kok Hiicre Faktori (SCF) geninin

ekspresyonunu yukari regiile ederek anjiyogenezi ve metastazi tesvik eder. [25, 53, 56].
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Sekil 1.10: HIF-1a ve HIF-2a’nin kanserde rolii [57].
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1.7 Hipoksi ve INcCRNA

Artan g¢aligmalar, IncRNA'larin tiimoér ilerlemesinin her asamasinda belirleyici roller
oynadigimmi ve proliferasyon, gé¢ ve invazyon gibi olumsuz davranislari tesvik ettigini
gostermektedir [57]. miR-31 INcCRNA geni, agizda skuamdz hiicreli karsinomda asiri
ekspresyon gosterir ve bir HIF-1a koaktivatorii olarak hareket ederek HIF-1a hedef genlerini

indiikler ve tiimor gelisimine katkida bulunurlar [61].

Osteosarkom (OS) hiicrelerinde, HIF-1a, promotor bolgeye baglanarak IncRNA FOXD?2
yanit1 karsisindaki karsilikli zincir RNA 1 (FOXD2-AS1)'in asir1 ekspresyonunu aracilik
eder. FOXD2-AS1, Enhancer of Zeste 2 Polikompleks Baskilayict Kompleks 2 alt birimi
(EZH2)'yi ¢ekerek Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 1A (CDKN1A) ekspresyonunu inhibe
ederek tiimor ilerlemesini hizlandirir. NEAT-1, meme kanseri hiicrelerinde hipoksik
kosullarda regiile olan IncRNA’lardan bir tanesidir. MALAT-1 IncRNA’s1da meme kanseri
hiicrelerinde metastaz, anjiyogenez ve hiicre dongiisiinii arttirmaktadir. H-19 IncRNA’sinin
hepatoselliiler karsinom hiicreleri ve mesane kanseri hiicrelerinde hipoksik sartlarda up-
regiile olarak HIF-lo araciligi ile metastaz ve anjiyogenezi etkiledigi belirlenmistir.
Hipoksik kosullarda regiile olan bir diger IncRNA Linc-ROR’dur ve hepatoselliiler kanserde
hiicre-hiicre etkilesimini etkileyerek hipoksik kosullarda hiicre canliligini arttirmakta oldugu
tespit edilmistir. LNnCRNA-LET’in ise kolorektal kanser, hepatoselliiler kanser, akciger

kanseri ve mesane kanseri hiicrelerinde down-regiile oldugu belirlenmistir [13].
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Sekil 1.11: Hipoksi ve IncRNA iliskisi [57].

1.8 Hipoksi Olusturma Teknikleri

1.8.1  Kimyasal indiikleme ile Hipoksi Olusturma Teknikleri

Kobalt kloriir (CoClz), Dimetiloksaloglisin (DMOG) ve Deferoksamin (DFO), HIF-1a'nin
stabilizasyonunu saglayan en etkili hipoksik taklit¢iler olarak tanimlanmistir. Bu kimyasal
ajanlar, Prolin Hidroksilazlarin (PHD) aktivitesini  engelleyerek  HIF-la'nin
hidroksilasyonunu bozar, bu da onun stabilizasyonunu ve birikmesini saglar (Sekil 1.12).
Ayni1 zamanda, ubikitine bagimli 26S proteazomal bozunma yolagini inhibe ederler. DMOG,
enzimatik aktiviteyi engellemek icin 2-oksoglutaratin (PHD'lerin yardimei substrati) bir
analogu olarak hareket eder. DFO ise PHD aktivitesinde 6nemli bir rol oynayan Fe+2'yi
selator olarak baglar. Fe+2 eksikligi, PHD'lerin inhibisyonuna yol acar ve HIF-la
birikiminde ve aktivitesinde artisa neden olur. DMOG ve DFO'nun aksine, Kobalt kloriir
daha gii¢lii bir HIF-1a ve HIF-2a stabilizasyonu saglar. Bu nedenle, Kobalt kloriir, HIF-1a
ve HIF-2a faktorleri tarafindan modiile edilen genetik yamit caligmalarinda ve

laboratuvarimizda yaygin olarak kullanilan bir kimyasal hipoksi indiikleyici ajandir [62, 63].
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Sekil 1.12: Kobalt klortir ile kimyasal indiiklenmis hipoksi olusturma mekanizmasinin
sematik gdsterimi.

1.8.2  Fiziksel Hipoksi Olusturma Teknikleri

Fiziksel hipoksik ortam olusturmak i¢in kullanilan teknikler; modiiler inkiibatorler
kullanilarak %1 O2, %5 CO2 ve %94 N2 gibi belirli gaz karigimlart ile diisik oksijen
seviyeleri saglanabilir, nitrojen infiizyonu yontemi ile Yiiksek basingli sivi nitrojen
tanklarindan gelen nitrojenin, ortamdaki oksijen ile verimli bir sekilde yer degistirmesiyle
hipoksik ortam saglanabilir veya 6zel tasarlanmis hipoksi istasyonlar1 kullanilarak, oksijen
seviyesi, karbon dioksit seviyesi, sicaklik ve bagil nem gibi ¢evresel faktorler hassas bir
sekilde ayarlanarak hipoksi olusturulabilir [64]. Bu teknikler, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

hipoksik kosullarin fiziksel olarak, giivenilir bir sekilde olusturulmasina olanak saglar.
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2. TEZ CALISMASININ AMACI VE KAPSAMI

Uzun kodlanmayan RNA’lar (LncRNA’lar) kanser hiicreleri icerisinde farkli basamaklarda
gorev almaktadir. LncRNA’larin epigenetik regiilasyon, RNA splaysin1 diizenlemek,
genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu saglamak, hiicre i¢cinde proteinlerle etkilesimlerde
bulunarak protein aktivitesini kontrol etmek, protein kararliligini arttirmak gibi gorevleri
olduklart bildirilmistir. MIR100HG simdiye kadar yapilan ¢aligmalarla ¢ok sayida cesitli
kanser tiplerinde c¢alisilmis, kanser gelisiminde tiimor promotdrii olarak rol oynadig: ¢esitli
ekspresyon calismalar1 ve biyoinformatik analizlerle kanitlanmistir. Ancak, hepatoselliiler
kanser hakkinda literatiirde yer alan mevcut ¢alismalar sinirlidir. Bu tez ¢alismasinda son
yillarda ilgi odagi haline gelen 6nemli bir IncRNA olan MIR100HG’nin hepatoselliiler

kanserde transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi hedeflenmistir.

MIR100HG geninin insan hepatoselliiler kanser (Hep3B ve SNU-398) ve saglikli karaciger
hiicre modeli (Clone-9) hiicrelerindeki rolii incelenmistir. Hepatoselliiler kanserde
MIR100HG geninin normoksi ve hipoksi sartlardaki transkripsyonel regiilasyonu konusunda
literatiirde bilgi bulunmamaktadir. HCC’de MIR100HG’ nin hipoksik durumlarda
fonksiyonel analizleri bu tez calismasi ile ilk defa gergeklestirilmistir. Literatiirde
MIR100HG’nin susturulmasinin metastatik potansiyele etkisi (susturulmasi sonrasi
invazyon ve hiicre Olimii) arastirilmistir. Ancak bu tezde yapilan calismalarda, daha
kapsamli bir hiicresel analiz gergeklestirilmistir (MTT, koloni formasyon, yaralanma,
migrasyon—invazyon). Ayni zamanda susturma c¢alismalarii  dogrulamak i¢in

overekspresyon ¢alismalar1 da yapilmstir.

Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar iki genel basamak altinda toplanabilir.

Bu basamaklar1 6zetleyen akis diyagrami Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Birinci basamakta, MIRI100HG geninin transkripsiyonel regiilasyonu c¢alismalari

yapilmistir.

1. MIR100HG Geninin ekspresyon ¢alismalar1 yapilmigtir. Bu amaca uygun olarak
asagidaki caligmalar gergeklestirilmistir.

v" MIR100HG geninin biyoinformatik analizleri yapilmistir.

v Varyant se¢imi yapilmustir ve ¢alismalar Varyant 1 ile gergeklestirilmistir.
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v" Varyant 1 mRNA transkripti tizerinden, forward ve reverse ekspresyon primerleri
tasarlanmastir.

v' Ekspresyon primerleri kullanilarak farkli hepatoselliiler kanser hiicre hatlarinda
(Hep3B, Huh-7, SNU-398, SNU-475) ve saglikli karaciger hiicre hattinda mRNA
diizeyinde MIR100HG ekspresyonunu belirlemek i¢in Real-Time PCR analizi
yapilmigtir.

v Ana model, yan model ve saglikli model segilmistir.

2. Hiicre hatlarinda kimyasal indiiklenmis hipoksik modelin olusturulmasi ¢aligsmalari
yapilmistir. Bu kapsamda asagidaki ¢alismalar gergeklestirilmistir.

v" Hepatoselliiler kanser hiicre hatlarinda (Hep3B, SNU-398) ve saglikli karaciger
hiicre hattinda (Clone-9) kimyasal indiiklenmis hipoksi modeli olusturmak i¢in farkli
konsantrasyonlarda kobalt kloriir uygulamasi yapilarak MTT testi ile hipoksi
olusumu i¢in gereken konsantrasyon belirlenmistir.

v" Belirlenen konsantrasyonda kobalt kloriir uygulanan hiicrelerde Real-Time PCR ile
mRNA diizeyinde hipoksi olusumu dogrulanmustir.

v' Belirlenen konsantrasyonda kobalt kloriir uygulanan hiicrelerde Western Blot, IFC

ve EMSA ile protein diizeyinde hipoksi olusumu dogrulanmistir.

3. MIR100HG geni promotor ¢aligsmalart yapilmistir. Bu amaca uygun olarak asagidaki

calismalar gerceklestirilmistir.

v" MIR100HG Promotorunun biyoinformatik analizi yapilmustir.

v" MIR100HG Promotor primerleri tasarlanmustir.

v" MIR100HG Promotorunun ¢ogaltilmasi ve pGEM-T Easy vektoriine PCR tabanli
klonlamasi gergeklestirilmistir.

v' MIR100HG geni 5’ delesyon mutantlari olusturulmus ve pMetLuc vektoriine alt
klonlama gergeklestirilmistir.

v Sanger dizileme ile klonlama dogrulanmustir.

v Klonlanan promotor pargalari, biiyiik 6l¢ekte liretilmistir.

4. MIR100HG geninin transkripsiyonel regiilasyonunun belirlenmesi ¢aligmalari

yapilmistir. Bu amaca uygun olarak asagidaki ¢calismalar gergeklestirilmistir.

4.1. MIR100HG geninin bazal aktivitesinin belirlenmesi ¢aligmalar1 yapilmustir.
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v’ Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon yontemi kullanilarak Hep3B hiicrelerinde gegici
transfeksiyon yapilmustir.

v" Lusiferaz/SEAP aktivitesinin olgiilmesi ile normoksi bazal aktivite belirlenmistir.

4.2. Hipoksinin  transkripsiyonel aktiviteye etkisinin belirlenmesi ¢aligmalar

gergeklestirilmistir.

v' Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon yontemi kullanilarak Hep3B hiicrelerinde gegici
transfeksiyon yapilmistir.

v Kimyasal indiiklenmis hipoksi olusturulmustur.

v" Lusiferaz/SEAP aktivitesinin dl¢iilmesi ile hipoksi bazal aktivite belirlenmistir.

5. Hipoksik kosullarda MIR100HG geninin DNA-Protein etkilesimlerinin belirlenmesi
caligmalar1  yapilmistir. Bu amaca wuygun olarak asagidaki caligmalar
gerceklestirilmistir.

v" MIR100HG promotorunda HRE Baglanma bdlgelerinin biyoinformatik analizi
gerceklestirilmistir.

v ChlIP primerlerinin tasarlanmasi ve PCR ile kontrolii gergeklestirilmistir.

ChIP deneyi ile DNA saflastirilmistir.

v' ChIP ile saflastirilan DNA’nin, Real-Time PCR analizi ile MIR100HG

<\

promotorunda ~ HRE  baglanma  bolgelerinin  varliginin  belirlenmesi

gerceklestirilmistir.

Ikinci basamakta, MIR100HG geninin, Clone-9 hiicrelerinde hiicresel etkilerinin

belirlenmesi i¢in susturma ve overekspresyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

6.1 Clone-9 hiicrelerinde MIR1I00OHG geninin susturulmasi ile molekiiler ve hiicresel
diizeyde karakterizasyon yapilmigtir. Bu amaca uygun olarak asagidaki caligsmalar

gerceklestirilmistir.

v MIR100HG genlerini hedef alan shRNA oligolari pLKO.1-TRC vektoriine
klonlanmustir.

v" Kontrol olarak kullanilan pLKO.1-SCR ve pLKO.1-TRC vektoriindeki MIR100HG
SshRNA oligolar1 Clone-9 hiicrelerine kalici transfeksiyon ile aktarilmistir.

v Deneyler hem normoksi hem de hipoksi sartlarda gergeklestirilmistir.
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v

v

MIR100HG geninin susturulmasi mRNA diizeyinde Real-Time PCR ile
belirlenmistir.

Clone-9 hiicre hattindaki MIR100HG geninin susturulmasinin hiicrelerin canliligina
etkisi MTT testi, go¢ etme yetenegine etkisi Cizik testi, koloni olusturma yetenegine
etkisi Koloni-Formasyon testi ve migrasyon-invazyon kabiliyetine etkisi Matrijel

testi ile normoksi ve hipoksi ortamda arastirilmistir.

6.2 Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifade ¢alismalari gergeklestirilerek molekiiler ve

hiicresel diizeyde karakterizasyon yapilmistir. Bu amaca uygun olarak asagidaki ¢caligmalar

gerceklestirilmistir.

v

v
v

pcDNA3.1 Bos vektdr ve pcDNA3.1-MIR100HG overekspresyon vektorii Clone-9
hiicrelerine gegici transfeksiyon ile aktarilmistir.

Deneyler hem normoksi hem hipoksi sartlarda gergeklestirilmistir.

MIR100HG geninin overekspresyonu mRNA diizeyinde Real-Time PCR ile
belirlenmistir.

Clone-9 hiicre hattindaki MIR100HG overekspresyonunun hiicrelerin canliligina
etkisi MTT testi, goc etme yetenegine etkisi Cizik testi, koloni olusturma yetenegine
etkisi Koloni-Formasyon testi ve migrasyon-invazyon kabiliyetine etkisi Matrijel

testi ile normoksi ve hipoksi ortamda arastirilmastir.
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HEPATOSELLULER KANSERDE ONEMLI BIR LNCRNA OLAN MIR1I0OOHG'NIN TRANSKRIPSiYONEL REGULASYONU

Clone-9 Hucrelerinde MIRIOOHG Geninin

MIR1I00OHG Geninin Transkripsiyonel Regllasyonu s honks : :
Hucresel Etkilerin Belirlenmesi

MIRIOOHG Geni | HicreHatlannda | 516046 Geni MIRIOOHG Geninin Hipoksik
Ekspresyon kit iy Promotor Transkripsiyonel Kogullarda MIRIOOHG Geninin MIR10OHG Geninin Asiri

indiklenmi = i ; : :
aligmalari : 4 . 0 DNA-Protein rulmasi ifade Edil
Vired Hipoksik Modelin SaMTOnan Etkilesimlerinin SUSHEURSE ace SCTasS

Olugturulmasi Belirlenmesi

MIRIOOHG MIRIOOHG
:r'l‘;&"";z:::‘ Kobalt Klorir Promotorunun MIRIOOHG
Konsantrasyon Biyoinformatik Promotorunda
Tasarlanmasi ve Belirlemesi Analizleri HRE B Normoksi Hipoksi Normoksi Hipoksi
Biyoinformatik MTT ve Real-Time aglanma
Analizi Analizi 86"*""'"
Promotor Bélgesinin Biyo ""
MIRIOOHG Cogaltilmasi ve Kalsiyum-Fosfat MIRIOOHG shRNA’larinin
GEM-T Eas Presipitasyonu ile i
Ekspresyon Hipoksik Modelin pVektBrﬁney Gegici Transfeksiyon Tg;v:&g%:,: :(To‘::f:r?":“, mﬁw
Primerlerinin PCR Olugturulmasi Klonlanmasi ChiP
ile Kontrolu ve Dogrulanmasi Primerlerinin
Tasarlanmasi ve
ARIOONG Lq_sife_raz AI}tivitesinin PCRile Kontroli MIRI0OHG pLKO.1-TCR
e 21 29 5, Delesyon Olgulmesi ve Bazal shRNA'nin Turbofect ile 0 "nm"""’m'"..' "m'""‘
Spresyonunun 2 . Mutantlarinin Aktivitenin Belirlenmesi Kalici Transfeksiyonu
Farkli Hicrelerde Olugturulmasi ve )
mRNA Diizeyinde pMetLuc Vektérine ChiPDeneyl
Belirlenmesi Klonlanmasi
Kimyasal indiiklenmig Susturmanin MTT Testi
Real- Hipoksi Olugturulmasi ChIP Deneyiile Real-Time PCR ile mRNA
Ana Modelin Time Western . § DNA'nin Dizeyinde Dogrulanmasi
(Hep3B) PCR Blot Sanger Dizileme ile Saflagtinimasi
Belirlenmesi Dogrulama Koloni Formasyon Testi
Hipoksinin
Transkripsiyonel Real-Time PCR MTT Testi
IFC Aktiviteye Etkisinin Analizi ile
Yan Modelin Klonlanan Promotor Belirlenmesi MIRI00HG Gizik Testi
(SNU-398) Pargalarinin Bayik Promotorunda . .
Belirlenmesi EMSA Olgekte Uretilmesi HRE Baglanma Koloni Formasyon Testi
Bolgelerinin
Lusiferaz Aktivitesinin Varhiginin Matrijel
Igilmesi
Saglikli Modelin gERmes Belirlenmesi Gizik Testi
(Clone-9)
Belirlenmesi

Matrijel

Sekil 2.1:Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar1 6zetleyen is-akis diyagrami.
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3. MATERYAL-YONTEM

3.1 Materyaller
3.1.1 Kullamlan Materyaller

Tablo 3.1: Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri

firmalar.
Kullamlan Madde Tedarik Edilen Firma
Fetal Bovine Serum Gibco
Dulbeccos’s Modified Eagle Medium EuroClone
RPMI 1640 Medium EuroClone
PBS (Phosphate Buffer Saline) VWE Life Science
Penisilin-Streptomisin Soliisyon HyQ
Antibiyotik-Antimiyotik Soliisyon Gibco
Puromycin Sigma Aldrich
Protamine Siilfat Sigma Aldrich
Tripan Mavisi Sigma Aldrich
Tris Base Sigma Aldrich
CaCl, (Kalsiyum Kloriir) Sigma Aldrich

DMSO (Dimetil Siilfoksit)
Turbofect™ Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

0.22 um, 0.45 pm Filtre Sartorious

15 mL ve 50 mL Santrifiij Tipii IsoLab

100 mm’lik Kiiltiir Petrisi EuroClone
6,12, 24, 48 ve 96 Kuyulu Hiicre Plakasi Jetbiofil

1,5 mL/2 mL Ependorf IsoLab
Tripsin EDTA Sigma Aldrich
Serolojik Pipet Sarstedt
Pastor Pipeti IsoLab
Kristal Viyole Carlo Erba
CoCl; (Kobalt Kloriir) Fluka

HEPES Sigma Aldrich
Matrijel Geltrex

Ready to Glow Secreted Luciferase
SEAP ve Lusiferaz Substratlar:

Takara Clontech

Takara Clontech
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Tablo 3.2: RNA tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri firmalar.

Kullanilan Madde

Tedarik Edilen Firma

innuPREP RNA Mini Kit 2.0
DEPC (Diethylpyrocarbonate)
Formaldehit (%699)

Formaldehit (%637)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Real-Q Plus 2X Master Mix

96 Kuyucuklu Plaka Seal

Reverse Transkriptaz (RevertAid)
Ribolock Inhibitérii

5X Reaksiyon Tamponu

OligodT

Deoksiniikleotid (ANTPmix) Karisimi
2X RNA Yiikleme Boyasi

Anlytik-jena

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma Aldrich
Ampligon

Thermo Fisher Sientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Tablo 3.3: DNA tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri firmalar.

Kullanilan Madde

Tedarik Edilen Firma

Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/mL)
10X Taq DNA Polimeraz Tamponu
MgCI2 (25 mM)

Agaroz

Etidyum Bromiir (Et-Br)

1 kb DNA Ladder

6X Yiikleme Boyasi

Tris Base, Borik Asit, EDTA
NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit
NucleoBond Xtra Midi Plus Kit
Jelden Geri Kazamim Kiti

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Macharey-Nagel
Macharey-Nagel
Thermo Scientific
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Tablo 3.4: Protein tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri

firmalar.
Kullamlan Madde Tedarik Edilen Firma
Tris, Borik Asit, EDTA Sigma Aldrich
Amonyum Persiilfat Merck
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
Beta-Actin Mouse mAb Santa Cruz
m-1gGk BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma Aldrich
Proteaz Inhibitor Tabletleri Roche
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) Merck
APS (Amonyum Persiilfat) Merck
4X Laemli Ornek Tamponu BoRad
EDTA, SDS, Glisin, Nacl Sigma Aldrich
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
PVDF Membrani Millipore
PierceTM ECL Thermo Fisher Scientific
Hif-1a Mouse Monoklonal Antikor Biointech
Etanol Merck
Metanol Merck
Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry milk) Santa Cruz
Tween-20 Thermo Fisher Scientific
izopropanol Merck

3.1.2 Kullamilan Cihazlar

Tez calismasi esnasinda kullanilan cihazlar ve iiretici firmalar Tablo 3.5’te belirtilmistir.
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Tablo 3.5: Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve Uretici firmalar.

Kullanilan Cihaz

Uretici Firma

Laminar Air Flow

CO’li inkiibator

Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu
-80 °C Buzdolabi

Buzdolab1 (+4 °C /-20 °C)
Mikrodalga Firin

Buz Makinesi

pH Metre

Su Banyosu

Ultrasonik Su Banyosu
Vorteks

Isitmah Manyetik Karistiric
Isitic1 Blok

Hassas Terazi

Otoklav

Etiiv

Sogutmah Santrifiij

Mikro Santrifiij

Horizonal Calkalayici

Saf Su Cihaz

UV Goriintiileme Cihazi
UVP Jel Goriintiilleme Sistemi
Otomatik Pipetler

Elektrikli Pipet Pompasi
DNA Elektroforez Sistemi
RNA Elektroforez Sistemi
SDS Page Aparatlar

Tank- Blot Sistemi

PCR Cihaz1

Real Time PCR Cihazi (Light-Cycler 480)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Luminometre (Luminoskan TM Microplate)

Telstar Bio 11 / ispanya
Bioair

Nikon / Japonya

Nikon / Japonya
Argelik / Tirkiye
Argelik / Tirkiye
Hoshizaki / Japonya
Hanna / ABD
Elektromag / Tiirkiye
PlusLab

Velp Scientifica / Italya
Velp Scientifica / italya
Major Science
Sartorious / Almanya
Hirayama / Japonya
WTB / Almanya
Sigma / Almanya
Thermo / ABD

GFL / Almanya

Human Corporation
Vilber Lourmat
BioSpectrum

Thermo, Eppendorf
IsoLab

Minicell Primo

Apelex / Ingiltere
BioRad

BioRad

Techne Progene / Ingiltere
Roche Life Science
Thermo Scientific / ABD
Thermo Scientific / ABD
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3.1.3 Kullanilan Vektor Sistemleri

Tablo 3.6: Tez ¢aligmalarinda kullanilan vektorler, kullanim amaglari, biiyiikliikleri ve

temin edilen firma adu.

Vektoriin Adi Kullanim Biiyiikliik Temin Edilen
Amaci Firmanin Adi
pGEM-T® Easy Klonlama 3015 bp Promega
pMetLuc Reporter Transfeksiyon 4090 bp Clontech Laboratories
pMetLuc Kontrol Transfeksiyon 4624 bp Clontech Laboratories
pSEAP-2 Kontrol Transfeksiyon 5.1 kb Clontech Laboratories
pLKO.1-TRC Sh-RNA 7032 bp Addgene
pLKO.1-SCR Sh-RNA 7064 bp Addgene
pMD2.G Transdiiksiyon 5824 bp Addgene
PsPAX2 Transdiiksiyon 10703 bp Addgene
pcDNA3.1 Overekspresyon 5428 bp Invitrogen
Xmnl 2009 1
T7
Scal 1890 Nael 2707 Aoal 1 ‘11 start
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
e | &
st
Amp'
PGEM®-TEasy  /acZ ; g‘;’é'” 28
Vector EcoRI | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
Bstzl | 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI [118 &
Nsil 131 g
1
T sps g

Sekil 3.1: pPGEM-T®Easy vektor haritasinin sematik gosterimi.
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MCS |

| Bglll Sall
| Xhol  Sacll
| Sacl Apal
\ Hindlll BamHlI
| EcoRl Agel
| Pstl
/ Secreted Notl
Metrd |
// Luc‘lm?e 79
pMetLuc- ,
l Reporter r

4624 bp

Kan/
Neo

Sekil 3.3: pMetLuc Kontrol vektor haritasinin gematik gosterimi.
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(1-41) MCS
(4949) (245-264)

BamH|
(481)

SEAP

pSEAP2-Control
Amp' 5.1kb

SV4a0

svao P4 Xbal

pUC enhancer (1794)
ori

BamH|
TB = Transcription blocker (2302)

Sall
(2308)

Asel
(3623)

Sekil 3.4: pSEAP2-Kontrol vektor haritasinin sematik gosterimi.

Xho | (7024)
cPPT
Xhol (6834)
EcoRl (6823) hPGK pronoter
Age | (6817)
Hurren U6 Pramoter PURO (827-1128)
Xhol (6548)
RRE Pwvu Il (1217)
HIVsin3 LTR (1254-1490)
g9ag
o pLKO.1 nostuffer
HIV-1 RNA peckaging sigrel _Jr e o et
5LTR
RSV(4734-4964) Pvu Il (1993)
F10RI (2038-2468)
3 praoter
LACZ praoter
Pvu Il (4506)
PUC Origin (3771-4386)
AMPresistance (2839-3645)

Sekil 3.5: pLKO.1 TRC (Plasmid #10878) vektor haritasinin sematik gosterimi.
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shRNA
Construct

U6 | cPPT

hPGK

PuroR

sin 3'LTR

2 pLKO.1 puro
JHR 11 with shRNA construct

7,091 bp

AmpR

Sekil 3.6: pLKO.1 SCR (Plasmid #1864) vektor haritasinin sematik gosterimi.

Bam 111 (2)
Neo 1(21)
Sty 1(21)
Bam 111 (33)
Spe 1(176)
Nde 1(411)
CMV
Sna Bl (517)
Neo 1(537)
Sty 1(537)
Sac 1(745)
| Asp 718 (848)
) Kpn 1(852)
Sac 1(858)
Bam 111 (860)

Sca T1(5383)

Not 1(3882)
Spe 1(3875)

Sty 1(3396) 4
2 \# l\

beta-globin intror
LEco R1(1416)

beta-globin pA Cla 1(1430)
Sty 1(3204) Nde 1(1967)
Eco R1(3087) Neo 1(2046)
Sty 1(2046)
VSV-G

Pst 1(2239)
Asp 718 (2459)
Kpn 1(2463)
Nde 1(2584)

Sekil 3.7: pMD2.G (Plasmid #12259) vektor haritasinin sematik gosterimi.
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Amp Sall (2)

BamHI (8711) Spel (19)
SV40 ori CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184)

H SnaBI (360)
pA ) / ‘ ~.  CApro

Ndel (7927) TATA
Ndel (7920) +
Ndel (7860) SD
Xbal (7707) CAintron
Asp 718 (7701) { ‘ps7P5X2 Xbal (1624)
BamH1(7367) - 10703 bp SA
dEnv (TatRev) . EcoRI (1720)
RRE  \ Clal (1822)
dVpu \k’ Pstl (2410)
Sall (6136) N Spel (2498)
EcoRI (6094) Gag
EVpr Pro
Pstl (3834)
Swal (4707)
Pol

Asp 718 (4817)
Asp 718 (5145)

Sekil 3.8: psPAX2 (Plasmid #12260) vektor haritasinin sematik gosterimi.

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

PUC ori

Sekil 3.9: pcDNA3.1 vektor haritasinin sematik gosterimi.
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3.2  Yontem
3.2.1 Klonlama Teknikleri
3.2.1.1 Hep3B Hiicrelerinden Genomik DNA izole Edilmesi

Tablo 3.7: Hep3B hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu gergeklestirilirken kullanilan

cozeltiler ve hazirlanisi.

Cozelti Icerik

Proteinaz K (10 mg/mL) 0.01 g Proteinaz K, 1 mL dH>0O ile ¢oziiliir.
-20 C’de muhafaza edilir.

Sature Amonyum Asetat (NHsAc) 74 g NHiAc, dH20 ile 100 mL’ye tamamlanir.
Manyetik karigtiricida 40 °C’de ¢oziliir. 0.22
uM’lik filtreden gegirilir. +4 °C’de saklanir.

Niiklei Lizis Buffer 10 mM Tris-base, 400 mM NaCl, 2 mM Na.EDTA
(pH: 8.2). Otoklavlanir. +4 °C’de saklanir.

100 mm kiiltiir kabinda %80-90 doluluga ulasan Hep3B hiicreleri, Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
ile kiiltir kabmin yiizeyinden kaldirildi. Tripsin-EDTA miktariin iki kati seklinde %10
FBS’li medyum eklenerek 1.000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildi. Medyum dokiilerek
uzaklastirildr ve pelet lizerine 250 puL niiklei lizis tamponu, 20 uL %10 SDS ve 20 pL
proteinaz K eklenerek siispanse edildi. Yavasga alt-iist edilerek karistirildi. 10 dakika, 72
°C’ye 1sit1lmis su banyosunda inkiibe edildi. 175 pL amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek 30
saniye boyunca galkalandi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 20
dakika, 4.500 rpm’de santrifiij yapildi. Olusan siipernatant, steril bir ependorfa alindi. Alinan
slipernatant miktarinin 2 kati miktarda %96’lik etanol eklendi. Ependorf yavasca alt-iist
edilerek alkol ile drnegin karigmasi saglandi. Bu asamada DNA’nin belirdigi gozlendi. 10
dakika, 3.000 rpm’de santrifiijlendikten sonra pelet tizerine 250 puL %75’lik etanol eklenerek
DNA yikama islemi gergeklestirildi. 13.500 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra
olusan pelet (DNA), temiz bir pegete lizerine konuldu ve acik havada kurumasi beklendi. Bu
asamada etanoliin iyice uzaklasmasi gerekir, aksi taktirde saf bir DNA elde edilemez. lyice
kurutulduktan sonra pelet tizerine 100 pL dH20 eklenerek pipetaj ile DNA ¢oziildii.
DNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrede belirlendi. Elde edilen genomik DNA, -20

°C’de sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere muhafaza edildi.
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3.2.1.2 DNA Miktarmn Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

izole edilen DNA’nin miktarinin tespit edilmesi ve safligmin tayini icin Thermo Multiskan
Go pDrop™ Plate Reader kullanilmistir. Bunun igin DNA 6rneginden 2 pL ve kor olarak 2
uL dH20 konularak DNA’nin 260 ve 280 nm absorbanslar1 6lgtildii. A260/A2s0 oranindan
DNA saflig1 belirlendi. DNA derisimi hesaplanirken asagida verilen formiil kullanilmigtir:

DNA derigimi (pg/mL) = A2eo x 50 pg/mL x (L0mm/0.49mm)

3.2.1.3 Agaroz Jel Elektroforezinde DNA’nin Gériintiilenmesi

Tablo 3.8: Agaroz jel elektroforezi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi.

Cozelti Hazirlamisi
5X TBE Tamponu 54.51 g Tris-base (Ma: 121.14), 27.82 g Borik Asit (Ma: 61.83)
ve 3.72 g Na-EDTA (Ma:372.24) tartilir. (pH: 8) Otoklavlanir.

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

1 kb DNA Ladder 50 pL 1 kb DNA Ladder, 50 uL. DNA yiikleme boyasi ve 200

(BioLabs, N3200L) pL dH20 ile hazirlanir. -20 °C’de muhafaza edilir.

%1’lik Agaroz Jel 1 g Agaroz tartilir. 100 mL 0.5X TBE igerisinde ¢oziiliir.
Mikrodalgada kaynatilip 40-45 °C’ye sogutulur. 2.5 pL Et-Br
eklenir. Kasete taraklar yerlestirildikten sonra dokiiliir.

%0,8’lik Agaroz Jel 0.8 g Agaroz tartilir. 100 mL 0.5X TBE igerisinde ¢oziiliir.
Mikrodalgada kaynatilip 40-45 °C’ye sogutulur. 2.5 pL Et-Br
eklenir. Kasete taraklar yerlestirildikten sonra dokiiliir.

Etidyum Bromiir 10 mg/mL olacak sekilde steril dH.O ile hazirlanir. Isik

Stok Soliisyonu (10 gecirmeyen bir sisede +4 °C’de saklanir.

mg/mL)

DNA’nin jelde goriintiilenmesi amaciyla %0.8’lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla, 0.8 g
agaroz tartildi, 100 mL 0.5X TBE tamponu igerisinde ¢oziildii. Mikrodalga firinda 1-2
dakika kaynatildi. 40-45 °C’ye sogutulduktan sonra 2.5 puL Et-Br (son konsantrasyon 0.5
ng/mL) soliisyonu eklendi. Jel karisimi hafifce calkalandi. Onceden hazirlanan agaroz jel
elektroforez aparatina jel dokiildi. Oda sicakliginda jelin polimerlesmesi beklendi. Jel

polimerlestikten sonra, taraklar ¢ikarildi. Jel, elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin igi,
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yiiritme tamponu; 0.5X TBE ile dolduruldu. Ornekler, yiikleme boyasi ile karigtirilarak
boyandi. Hava kabarciklarinin 6nlenmesi i¢in 6rneklerin bulundugu tiiplere 13.500 rpm’de
10 saniye santrifiij yapildi. Ornekler jele yiiklendi. 40 dakika, 90 V’ta yiiriitiilerek UV jel
goriintiileme sisteminde goriintiilendi ve degerlendirildi. Klonlama ve diger ¢alismalarda
gerceklestirilen PCR denemeleri de aynmi sekilde agaroz jel elektroforezi kullanilarak

yiiriitiildi.

3.2.1.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Cogaltilan bolgeye 6zel olarak tasarlanmis ve 100 pmol/uL’ye sulandirilmis olan ileri ve
geri primerler 1’er pL, 2 uL 25 mM MgClz, 5 puL 10X Taq Buffer (KCI), 1 uL dNTP mix
(10mM), 0.5 puL 5 U/uL Taq Polimeraz Enzimi (Thermo), 1 uL DNA (250-500 ng) PCR
tiiptine miktar1 ¢cok olandan, az olana dogru eklendi ve karisim hazirlandi. Son hacim 50

uL’ye dH20 ile tamamlandi. Kullanilan PCR déngii sartlart Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9: PCR dongii sartlar.

Segment Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
Denatiirasyon 1 94 4 Dakika
94 45 Saniye
Baglanma 35 55 45 Saniye
72 45 Saniye
Uzama 1 72 10 Dakika

3.2.1.5 Jelden DNA’y1 Geri Saflastirma

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin olusturdugu bantlar kesilerek agirligt
onceden belirlenen steril 2 mL ependorf tiiplerine aktarildi. Kesilen jel ependorfa
konulduktan sonra, hassas terazide tartildi. Jelden geri kazanimlar1 gergeklestirmek igin
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) kullanildi. Kitin igerisinde bulunan
baglanma tamponu, onerilen miktarda (100 mg jel igin 100 uL baglanma tamponu) olacak
sekilde eklendi. Tipler, jelin eritilmesi amaciyla 55-60 °C sicak su banyosunda inkiibe
edildi. Jeller tamamen eritildikten sonra, soliisyonun 700 pL’si (Kolon hacmi) kolona
yiiklendi. 1 dakika 13.500 rpm’de santrifiij yapilarak kolondan gegirildi. Bu islem erimis jel-
baglanma tamponundan olusan soliisyon tamamen kolondan gecirilene dek tekrarlandi.

Toplama tiipiinde biriken siiziintii uzaklastirildi. Ayn1 kolona, kit i¢eriginde bulunan yikama
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tamponundan 500 pL eklendi. 1 dakika 13.500 rpm’de santrifiijlenerek siiziintii
uzaklagtirildi. Yikama soliisyonu igerisinde, DNA safsizligina neden olabilecek etanol
bulunmaktadir. Soliisyonun ve igerdigi etanoliin, kolon membranina tutunan DNA
orneginden iyice uzaklastirilmasi i¢in son santrifiij 2 defa daha hicbir sey eklenmeden
tekrarlandi. Kolon temiz bir 1.5 mL’lik ependorfa yerlestirildi. DNA 6rneginin kolon
membranindan serbest birakilmasi ve eliisyon alinmasi igin 6nceden 1sitilmis steril dH20
kolonun igerisinde bulunan membran iizerine 50 puL eklendi. 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Jelden geri kazanimi

gerceklestirilen eliiant, etiketlenerek -20 “C’de ileriki ¢alismalar i¢in muhafaza edildi.

3.2.1.6 Ligasyon

Jelden geri kazanimlar1 gerceklestirilen promotor konstraktlariin 3 u¢ kisminda Taq
polimeraz enzimi tarafindan eklenen Adenin bazi1 bulunmasi nedeniyle, lineer bir vektor olan
ve 3’ ucunda Timin kuyrugu barindiran pGEM-T Easy (Promega) vektoriine klonlama
islemi, ligasyon aracilig1 ile gerceklestirildi (T:A klonlama stratejisi). PCR iirlinlerinin
pPGEM-T Easy vektorii ile ligasyonu i¢in PCR tiipii igerisine, 10X ligasyon tamponundan 2
uL (1X), 50 ng/uL pGEM-T Easy vektoriinden 1 pL, yaklasik 1000 ng/uL jelden geri
kazanimi yapilan DNA (16 uL) ve 3U/uL’lik T4 DNA Ligaz enziminden 1 pL eklendi.

Enzim eklendikten sonra, malzemelerin iyice karistirilmas1 amaciyla pipetaj yapildi.

Alt klonlama i¢in, pMetLuc (Clontech) vektoriine ligasyon islemi, spesifik enzimlerle
kesilmis ve jelden geri saflastirilmis DNA’lar miktarlar1 degistirilerek, 30 puL son hacimde,
10X ligasyon tamponundan 3 uL (1X), pMetLuc vektoriinden 10 pL, 2 U/ uL’lik T4 DNA
Ligaz enziminden 1 pL gergeklestirildi.

Ligasyonlar, gece boyu 16 °C’de inkiibasyona birakildi.

3.2.1.7 Kanamisinli veya Ampisilinli, Luria Broth ve Agar Petrilerinin Hazirlanmasi
LB Agar, iiretici firma tarafindan onerilen prosediire uygun sekilde tartilip dH20 ile son
hacme tamamlanip ¢6ziilerek hazirlandi. 20 dakika, 121 °C’de otoklavlanarak steril hale
getirilip, yaklasik 50 °C’ye getirildikten sonra igerisine, 50 mg/mL kanamisin stogundan,
son konsantrasyonu 30 pg/mL veya 100 mg/mL ampisilin stogundan 100 mg/mL olacak
sekilde eklendi. Kopiirtmeden yavasca karigtirildiktan sonra, bek alevi etrafinda petri

kaplarina dokiilerek polimerlesmesi beklendi. Sterilizasyonu korumak amaciyla petriler
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parafilmlendi. Petrilerin igerisine eklenen antibiyotiklerin 1siktan etkilenmemesi i¢in

aliminyum folyo ile sarildiktan sonra petriler, +4 °C buzdolabina ters ¢evrilerek yerlestirildi.

Luria Broth tiretici firmanin 6nerdigi sekilde tartilip, dH20 ile 1L’ye tamamlanip ¢oziilene
dek calkalandi. 20 dakika, 121 °C’de otoklavlanarak steril hale getirildi. Ardindan,
parafilmlenerek +4 °C’de saklandi.

3.2.1.8 DH5a Hiicrelerinin Kompetant Hale Getirilmesi ve Kontrolii

DH5aq, laboratuvarda sik olarak kullanilan bir E. Coli susudur. Klonlamada yaygin olarak
kullanilma nedenleri olarak; Tasidig1 Lac Z geni sayesinde mavi/beyaz koloni taramasina
olanak tanir, RecAl (Rekombinasyon ve DNA onarimi i¢in gerekli olan DNA’ya bagimli
ATPaz’daki mutasyon) mutasyonu nedeni ile yiiksek kesici ug stabilitesine sahiptir, endA
(Endoniikleaz I mutasyonu) mutasyonu nedeniyle yiiksek DNA verimi ve kalitesi sunar,
yiiksek doniisiim verimliligine sahiptir, kalsiyum kloriir (CaClz) yontemi kullanilarak alict

hale kolayca getirilebilmesi sayilabilir.

Klonlamada kullanilacak DH5a hiicreleri, antibiyotik icermeyen 10 mL LB siv1 besiyerine
tek koloni ekim yontemiyle ekildi ve 37 “°C’de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin,
antibiyotik icermeyen 100 mL taze LB sivi besiyeri icerisine, 5 mL 6n kiiltlir inokiile
edilerek, gece boyunca 37 °C galkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Spektrofotometrede
optik yogunluk o6l¢iimii yapildi. ODe00=0.5-0.6 degerleri arasina ulastiginda, bakteri
stispansiyonu +4 °C’de 5.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant pipetle alinarak
baslangi¢ hacminin yaris1 kadar olacak sekilde 0.5M CaCl: soliisyonu ile nazik¢e ¢6ziildii.
Buz iizerinde 25 dakika inkiibe edildikten sonra, 5.000 rpm’de +4 “C’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant uzaklastirildi. Baslangi¢ hacminin 1/10’u olacak sekilde 0.5M CaCl:
eklenerek pelet nazikce ¢oziildii. 1-4 saat buz tlizerinde sessiz bir ortamda bekletildi. Daha
sonra esit hacimde %40°lik steril gliserol ile karigtirilarak buz {izerinde 6nceden sogutulmus

olan ependorflara 200’er pL’lik alikotlar yapildi. -80 °C’de saklandi.

3.2.1.8.1 Kompetan Hiicrelerin Etkinliginin Belirlenmesi

Hazirlanan DHS5a kompetan hiicrelerinin etkinliinin belirlenmesi amaciyla kontrol
transformasyonu yapildi. Bu amagla; 0.1 ng, 1 ng ve 10 ng olacak sekilde farkl
konsantrasyonda hazirlanan kontrol vektorleri Bolim 3.2.1.9’da anlatildig1 sekilde

kompetan hiicrelerine transforme edildi. 1-4 saat 37 “C’de calkalamali inkiibatorde inkiibe
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edildi. Transformasyon kiiltiirii 1.5 mL’lik ependorfa alindi. 5.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Pelet 100 pL LB Broth ile ¢ozelerek petriye
damla damla eklendi ve tek kullanimlik steril 6ze yardimiyla yayildi. Petriler ters bir sekilde
37 °C inkiibatore yerlestirilip gece boyu inkiibe edildi. Gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi
ve ertesi giin petrilerde olusan koloniler sayildi. Asagida verilen formiil kullanilarak,

hazirlanan DH5a kompetan hiicrelerinin etkinligi hesaplandi:

Saytilan Koloni Sayist (CFU) X 1x 1000
Petriye ekilen kontrol DNA konsantrasyonu ug

Kompetan Etkinligi =

3.2.1.9 Transformasyon

Hazirlanip -80 °C’de muhafaza edilen DH50 kompetan hiicreleri, ¢ikarilip eriyik hale gelene
dek buz iizerinde inkiibe edildi. Hiicrelerin lizerine 5 pL ligasyon 6rnegi yavasca eklendi. 40
dakika buz tizerinde, 2 dakika 6nceden 42 °C’ye ayarlanmis su banyosunda sonrasinda tekrar
buz tizerinde 2 dakika olacak sekilde ligasyon {irlinii eklenen kompetan hiicrelerine
gecirgenliklerini arttirmak icin (porlarin agilip-kapanmasini saglamak) 1s1 soku uygulandi.
Bek alevi yaninda, 6nceden 15 mL’lik falkona 800 puL olacak sekilde bdliinen ve 37 °C’ye
1sitilan LB Broth igerisine kompetan hiicreler eklendi. 45°’lik agiyla ve falkonun agzi hafif
acik olacak sekilde calkalamali inkiibatore yerlestirildi; oksijen girisi ve oksijen ile temas
edilen ylizeyin arttirllmasi amaciyla a¢1 6nemlidir. 1-4 saat kadar 37 ‘C’de calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Transformasyon kiiltiirii 1.5 mL’lik ependorfa alindi. 5.000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Pelet 100 uL LB Broth ile
¢oOziilerek petriye damla damla eklendi ve tek kullanimlik steril 6ze yardimiyla yayildi.
Petriler ters bir sekilde 37 °C inkiibatore yerlestirilip gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin
gozlenen kolonilerin rekombinant olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, segilen koloniler
tek koloni ekim yontemiyle ekilerek biiyiitiildii. Biiytitiilen kolonilerden izole edilen plazmit
DNA’lar, restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesildi ve jel elektroforezinde

goriintiilemesi gergeklestirildi.

3.2.1.10 Gliserol Stok Hazirlanmasi

30 pug/mL Kanamisin veya 100 mg/mL Ampisilin antibiyotigi iceren LB sivi besiyeri
icerisine tek koloni ekimi gergeklestirilerek On kiiltiir hazirlandi. Bek alevi yaninda
ependorflara 6n kiiltiir ile esit hacimde steril %40°lik gliserol eklenerek elde edilen gliserol
stoklar -80 °C’ye kaldirildu.
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3.2.1.11 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kontrol Kesimi

Kesim islemleri icin pGEM-T Easy vektoriin, promotor DNA pargalarinin ve pMetLuc
vektoriin kesim bolgelerine dikkat edilerek en uygun restriksiyon enzimleri olan Xhol ve
HindIII enzimleri segildi (Bakiniz Ek C). Restriksiyon enzimlerinin ¢alisabilmesi igin her

iki enzime de uygun olan tamponun belirlenmesi, www.thermoscientificbio.com adresinden

gerceklestirilmistir.

Son hacmi 50 pL olacak sekilde, 1 pg DNA/Plazmit, FastDigest (Thermo) Xhol ve Hindlll
enzimleri 1U/uL, 5 pL 10X FastDigest Green Buffer (Thermo) karigimi hazirlandi. Karigim
dH20 ile 50 pL’ye tamamlandi. Kesim islemi 37 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilerek
gerceklestirildi.

Siire sonunda, kesim ornekleri boya ile karistirilarak jele yiiklenmis, %1°lik Agaroz jel
elektroforezinde 90 V’ta 40 dakika yiritilmistir. UV gorlintileme cihazinda
goriintiilendikten sonra dogru biiyiiklikte banta sahip oldugu disiiniilen Ornekler,
klonlamalarin dogrulanmasi amaciyla dizi analizine gonderilmistir. Dizileme Sonuglari

Bioedit 7.2 Programi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.1.12 Kiiciik Olgekli Plazmid izolasyonu

Izole edilecek plazmidi iceren bakteri stoklarindan 10 mL’lik 6n kiiltiir hazirlandi.
Hazirlanan kiiltiir 5 dakika, 10.000 rpm’de santrifiijlendi. Ust kissmda bulunan siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi. Bakteri pelletinden Miniprep Kit (NucleoSpin Plasmid DNA
Purification, Macherey-Nagel) protokoliinde belirtilen islem basamaklari uygulanarak
izolasyon gerceklestirildi. On kiiltiirden elde edilen pelet kit icerisinde bulunan 250 pL
Resiispansiyon tamponunda ¢6ziildi. 250 pL Lizis tamponu eklenerek viskoz ve siimiiksii
bir yapmin olusmasi saglandi. 350 uL noétralizasyon tamponu eklenerek 13.500 rpm’de 5
dakika santrifiij yapildi ve siipernatant dikkatlice kolona aktarildi. 13.500 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Bu islem siipernatant bitinceye dek tekrar edildi. Kolona 500 pL yikama
tamponu eklendi. 1 dakika 13.500 rpm’de santrifiij yapildi. Yikama bir kez daha tekrarlandi.
Etanol kalintilarini uzaklastirmak amaciyla kolon bos olarak santrifiijlendi. Kolon temiz bir
ependorfa alindi. 40 pL dnceden 1sitilmis dH20 eklenerek eliisyon alindi. Izole edilen
plazmidin, spektrofotometrik miktar1 belirlendi ve ornekler agaroz jel elektroforezinde

goriintiilendi.
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3.2.1.13  Biiyiik Olgekli (Midi Prep) Plazmid izolasyonu

Transfeksiyon caligsmalarinda endotoksinlerden uzaklastirilmis ve yiiksek konsantrasyonda
plazmit DNA’nin saflastiriimasinda kullanilan biiytik 6l¢ekli plazmit izolasyonu stratejisi
kullanildi. Midi prep Kit (NucleoBond® Xtra Midi Plus, Macherey-Nagel) protokoliinde
belirtilen islem basamaklart uygulanarak izolasyon gerceklestirildi. Spektrofotometrik
miktar belirlendi ve agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Elde edilen biyiik dlgekli

plazmid izolasyonlar1 sonraki ¢alismalarda kullanilmak amacryla -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.14 MIR100HG Geni sh-RNA Oligolarnin pLKO.1-TRC Vektoriine
Klonlanmasi

MIR100HG geninin ifadesinin baskilanmasinin hiicreler iizerindeki etkilerini incelemek

amaciyla proje kapsaminda Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli

karaciger hiicresi) hiicre hatlarinda MIR100HG genini susturma ¢aligsmalar1 gerceklestirildi.

Bu tez kapsaminda, Clone-9 hiicre hattinda gergeklestirilen deneyler yapilmistir. Bu amagla

MIR100HG geni pLKO.1-TRC vektorii igerisine Addgene protokoliine gore klonlanacaktir.

Prosediir i¢in uygulanmasi gereken adimlar asagida verilmistir.

3.2.1.14.1 MIR100HG Genine Ait sh-RNA Oligolarimin Belirlenmesi

Oncelikle MIR100HG genindeki optimal 21-mer hedeflerini belirleme calismalar
Whitehead Biyomedikal Arastirma Enstitiisti'stiniin sunmus oldugu siRNA Sec¢im Programi
kullanilarak  (http://sirna.wi.mit.edu/siRNA_search.cgi?tasto=243146683)  yapilmistir.
MIR100HG genine ozgii shRNA oligolarinin belirlenmesi i¢in BLAST analizleri

gerceklestirilmistir. Dort sh-RNA oligo belirlenmis ve siparis edilmistir. Belirlenen sh-RNA
oligo primerleri Tablo 3.10’da belirtilmistir.
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Tablo 3.10: MIR100HG genine 6zgii tasarlanan sh-RNA oligolar ve dizileri.

Primer Dizisi (5°-3°)
422 Baslangi¢ Pozisyonu icin | 5 CCGG—AAGACTGAAGAGACTGCTATA—CTCGAG—
(M1) Forward Oligo TATAGCAGTCTCTTCAGTCAA—TTTTTG 3

422 Baslangi¢c Pozisyonu i¢in | 5 AATTCAAAAA—AAGACTGAAGAGACTGCTATA—
(M1) Reverse Oligo CTCGAG—TATAGCAGTCTCTTCAGTCAA 3

968 Baslangi¢ Pozisyonu i¢in | 5 CCGG—AAATCACTGCTTCTAAAGAGT—CTCGAG—
(M2) Forward Oligo ACTCTTTAGAAGCAGTGAAAA—TTTTTG 3

968 Baslangi¢ Pozisyonu igin | 5 AATTCAAAAA—AAATCACTGCTTCTAAAGAGT—
(M2) Reverse Oligo CTCGAG—ACTCTTTAGAAGCAGTGAAAA 3'

1830 Baglangic Pozisyonu |5  CCGG—AAGTTTATCAGCATTTCAGAC—CTCGAG—
icin (M3) Forward Oligo GTCTGAAATGCTGATAAACTT—TTTTTG 3

1830 Baslangic Pozisyonu | 5 AATTCAAAAA—AAGTTTATCAGCATTTCAGAC—
iin (M3) Reverse Oligo CTCGAG—GTCTGAAATGCTGATAAACTT 3'

2907 Baslangic Pozisyonu |5 ~ CCGG—AAAGTGTGACTTTGTTGACAT—CTCGAG—
icin (M4) Forward Oligo ATGTCAACAAAGTCACACTTT—TTTTTG 3

2907 Baslangic Pozisyonu | 5' AATTCAAAAA _AAAGTGTGACTTTGTTGACAT —
icin (M4) Reverse Oligo CTCGAG— ATGTCAACAAAGTCACACTTT 3

3.2.1.14.2 Sh-RNA Oligolarin Birlestirilmesi (Annealing)

Siparis edilen oligolar, dH20 igerisinde 20 uM olacak sekilde sulandirilarak yeniden
stispanse edildi. Ardindan 5’ser uL. Forward ve Reverse Oligo, 5 uL. 10X NEB tamponu-2,
bir PCR tiipiine eklenerek, son hacim 35 pL dH20 ile tamamland: ve birlestirme reaksiyonu
kuruldu. Kurulan reaksiyon, 4 dakika 95 °C’de inkiibe edildi. Ardindan 10 dakika 70 °C’de
inkiibe edilerek birkag saat oda sicakliginda yavasca sogutuldu. Bu islem sonunda sh-RNA

oligolarinin birlestirilmesi saglandi.

3.2.1.14.3 pLKO.1-TRC Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

Birlestirme basamagindan sonra, pLKO.1-TRC klonlama vektoriiniin hazirlanmasi i¢in
tireticinin Onerdigi sekilde Agel ve EcoRI enzimleri ile kesim gerceklestirildi. Kesim
reaksiyonu i¢in 6 pL pLKO.1-TRC klonlama vektorii, 5 uL 10X NEB Buffer-1, 1 uL Agel
enzimi, 1 uL EcoRI enzimi eklenerek bir karisim hazirlandi. Karigimin son hacmi 50 plL ye
dH20 ile tamamlanarak kesim reaksiyonu kurulmustur. Kurulan reaksiyon 37 °C’de iki saat

inkiibe edildi. Reaksiyon iiriinii, agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi. Biri 7 kb, biri 1,9
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kb olmak {iizere iki bant gozlendi. 7 kb’de goriintiilenen bantlar kesilerek, GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific) ile geri kazanildi. Spektrofotometrede 260 nm’de

absorbans Ol¢iilerek DNA miktar1 belirlenmistir.

3.21.144 pLKO.1I-TRC Vektorii ve MIRI00HG sh-RNA Oligolarinin
Birlestirilmesi
Klonlama i¢in hazirlanan MIR100HG shRNA oligolar1 ve pLKO.1-TRC Vektori ile
ligasyon reaksiyonu kurulmustur ve kompetant hiicrelerine transformasyon
gergeklestirilmistir. 2 pL. annealing ve 1 uL pLKO.1-TRC vektorii, 2 uL 10X NEB T4
ligasyon tamponu, 1 U/uL T4 DNA Ligaz enzimi, 14 puL dH20 eklenerek 16 °C’de bir gece
inkiibe edilerek ligasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen ligasyon {irliniiniin 5 pL’si DH5a
kompetan hiicrelerine transforme edilmistir ve ampisilin igeren petriye, tek koloni yontemi
ile ekilmistir, 37 °C’de gece boyu ters olarak etiivde bekletilmistir ve koloni olusumu
gozlenmistir. pLKO.1-TRC vektoriine klonlanan MIR100HG genine 6zgii shRNA oligo
kolonileri ve NucleoSpin Plasmid DNA Purification (Macherey-Nagel) kitinin 6nerdigi
sekilde plazmid DNA izolasyonu kiiciik miktarda gergeklestirilmistir. DNA miktar1

spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak gerceklestirilmistir.

3.2.1.145 pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlamanin Kontrolii

Plazmit izolasyon kitinin (NucleoSpin Plasmid DNA Purification, Macherey-Nagel)
onerdigi sekilde izolasyon gerceklestirildikten sonra plazmidler, EcoRI1 ve Ncol restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim kurulmustur. 1 pg izole edilen miniprep DNA, 2 pL 10x
NEB tamponu, 0.8’er uL. Ncol ve EcoRlI restriksiyon endoniikleaz enzimi ve dH20 eklenerek
reaksiyonun son hacmi 50 pL’ye tamamlanmistir ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edilerek
reaksiyon gergeklestirilmistir. Kesim {irlinleri agaroz jel elektroforezine yiiklenerek
goriintiilenmis ve rekombinant kolonilerde, 2 kb ve 5 kb’de iki bant goézlenmistir.
Goriintiilenen sonuglarin marker ile karsilagtirilmasindan sonra dogru boyutta oldugu tespit
edilen bantlara sahip 6rnekler, klonlamanin dogrulanmasi i¢in dizi analizine génderilmistir.

Dizileme sonuglar1 Bioedit 7.2 Programi kullanilarak analiz edilmistir.

44



3.2.1.15 MIR100HG-pcDNA3.1 (Asin1 ifade) Vektorlerinin Hazirlanmasi

Icerisine MIR100HG geni klonlanan pcDNA3.1-LincNed125-1y (MIR100HG) vektdrii; Dr.
Elisa Caffarelli, CNR, Molekiiler Biyoloji ve Patoloji Enstitiisii, Roma, Italya’dan plazmid
halinde temin edilmistir. Plazmid, transformasyon ile DH5a hiicrelerine verilmistir,
ardindan ampisilinli LB agar besiyerine yayilarak, petriler 37 °C etiiv de ters bir sekilde gece
boyu inkiibe edilmistir ve koloni olusumu gozlenmistir. Elde edilen kolonilerden ampisilinli
LB brotha ekim yapilmistir ve gliserol stoklari hazirlanarak -80 °C’de stoklanmustir.
MIR100HG asir1 ifade deneylerinde kontrol olarak gen igermeyen pcDNA3.1 (Invitrogen)

vektori kullanilmustir.

pcDNA3.1-

Linc-NeD125

| Linc-NeD125

+1

rlosLSp I’L” l“;a S l‘i:lo +2652 .

l--—---- ------ - --—--e-- q{ Linc-125
+2652 e

r—--w--& ------ R T 1 mLlinc-125

Sekil 3.10: pcDNA3.1-LincNed125-1y (MIR100HG) vektorii; Dr. Elisa Caffarelli [33].

PcDNAS3.1-LincNed125- 1y asir1 ifade vektorii ve kontrol olarak kullanilan gen icermeyen
pcDNA3.1 vektorii (Invitrogen) -80 “C’de muhafaza edilen gliserol stoklarindan, ampisilinli
LB agara tek koloni yontemi kullanilarak ekim yapildi. Petriler 37 “C’de ters bir sekilde gece
boyu inkiibe edildi ve koloni olusumu gozlendi. Plazmidlerin transfeksiyon ile hiicrelere
aktarilmasi i¢in plazmid DNA’larin yiiksek konsantrasyonda olmalar1 gerekmektedir. Bu
nedenle, tek koloni ekimi yapilan vektorlerden, 1°er koloni segilerek ampisilinli LB brotha
ekildi ve 37 "C’de gece boyu calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Kiiltiirlerden biiyiik
hacimde plazmid izolasyonu, iireticinin 6nerdigi sekilde (NucleoBond® Xtra Midi Plus,
Macherey-Nagel) ve vyiiksek saflikta gergeklestirildi. Hazirlanan midiprep plazmid

izolasyonlar1 ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.
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3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.2.2.1 Steril Calisma Alaninin Olusturulmasi

Hiicre kiiltiiri calismalar1 Oncesinde, diizenli olarak haftalik hiicre kiltlirii temizligi
gerceklestirildi. Laboratuvar yiizeylerinin temizligi ve dezenfeksiyonu icin ¢amasir suyu
kullanildi. Bu, viriisler, bakteriler, mantarlar ve sporlar iizerinde etkili bir temizlik saglar.

Mikroorganizmalarin inaktivasyonunu saglamak amaciyla %70'lik alkol de kullanildi.

Genis spektrumlu bir dezenfektan olan Virkon, laboratuvar yiizeyleri ve ekipmanlarin
dezenfeksiyonunu saglamak i¢in kullanildi. Temizlik dirlinleri, {retici firmalarin
protokollerine uygun olarak ve belirtilen yonergeler dogrultusunda kullanildi. Bu adimlar,

laboratuvar ortaminin hijyenini ve ¢aligma kosullarinin glivenligini saglamak i¢in 6nemlidir.

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan cihazlarin ve yiizeylerin steril edilmesi amaciyla laboratuvar
UV 15181 ve Laminar Flow kabininin UV 15181 kullanildi. Calisma sirasinda kullanilan

malzemeler %70 alkol ile silinerek kabin i¢ine alindi.

RNA c¢alismalarinda ise, %70’lik alkol ile %1°lik DEPC'li su kullanilarak sterilizasyon ve
RNaz enziminin etkisiz hale getirilmesi saglandi. Bu 6nlem, RNA'nin dogru analiz edilmesi
icin kritiktir. Ayrica, calisma sirasinda nitril eldivenler tek kullanimlik olarak diizenli
araliklarla degistirilerek kullanildi. Bu yontemler, kontaminasyon riskini azaltmakta ve

deney sonuglarinin giivenilirligini artirmaktadir.

3.2.2.2 EKipmanlarin Sterilizasyonu

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan falkonlar ve hiicre biiyiitme petrileri ticari olarak steril edilmis
sekilde satin alindi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan ependorflar, soliisyon siseleri,
pipet uclari, 1stya dayanikli tamponlar ve soliisyonlar 121 °C yiiksek sicaklik ve basing
altinda otoklavlanarak steril edildi. Otoklav sonrasinda malzemeler etiive yerlestirilerek 80
°C’de kurutuldu. Istya dayanikli olmayan ¢6zeltilerin sterilizasyon islemi i¢in Laminar Flow

kabininde 0.22 um’lik filtreden gegirme islemi uygulanmistir.
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3.2.2.3 Cahsmada Kullanilan Hiicre Soylari

Calismada kullanilan epitelyal hiicre hatti Hep3B (Insan Hepatoselliiler Karsinomu),
ATCC’den elde edilmistir. Calismada kullanilan mezensimal benzeri hiicre hattt SNU-398
(Pleomorfik Hepatoselliiler Karsinom) Prof. Dr. Mehmet Oztiirk, Tinaz Tepe Universitesi
Galen Arastirma Merkezi/ izmir ’den temin edilmistir. Calismada karsilastirmalarda
kullanilacak olan Clone-9 (Saglikli Karaciger Hiicre Hatt1) Prof. Dr. Ayse Tansu Koparal,
Anadolu Universitesi’nden saglanmustir (Sekil 3.11-3.13).

Hep3B Hep3B
10X 20X
Cok Yogun Cok yogun

Sekil 3.11: Hep3B Hiicre Hatt.

SNU-398 SNU-398 SNU-398
10X 20X 20X

Cok Yogun Cok yogun Az Yogun

Sekil 3.12: SNU-398 Hiicre Hatti.

Clone-9 Clone-9 Clone-9
10X 20X 20X

Cok Yogun Cok yogun Az Yogun

Sekil 3.13: Clone-9 Hiicre Hatt.
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Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi i¢in Fetal Bovine Serum (FBS)
kullanildi. FBS, ticari olarak EuroClone firmasindan temin edildi. -20 "°C’de muhafaza edilen
ana stok, kullanimdan bir gece 6nce gece boyu +4 °C buzdolabinda ¢oziilmesi saglandi.
Ardindan ¢o6ziinen FBS, inaktive edilmek {izere 56 "C’de yarim saat boyunca sicak su
banyosunda 1s1 ile islem gordii. Yarim saat siiresince 10’ar dakika ara ile calkalanarak
inaktivasyon islemi saglandi. inaktivasyonu saglanan FBS, steril Laminar flow kabini
icerisinde steril 50 mL’lik falkonlara paylastirilarak alikotlandi ve ileriki c¢aligmalarda
kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirildu.

Hep3B hiicrelerinin biiylitiilmesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan tam besiyeri, DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Gibco) icerisine %10 FBS eklenerek hazirlandi.
SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve ¢ogalmasi igin gerekli olan tam besiyeri
ise RPMI (RPMI 1640 Medium, Euro-Clone) igerisine %10 FBS eklenerek hazirlandi.
FBS/medyum karisimlarma 100X penisilin-streptomisin antibiyotik ana stogundan, son

konsantrasyon 1X olacak sekilde eklendi.

3.2.2.5 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Malzemelerin Hazirlanmasi
PBS: Ticari olarak temin edilen PBS tabletlerinin her biri, 100 mL deiyonize su i¢inde Sigma
tiretici firma tarafindan 6nerilen talimatlara uygun olarak hazirlandi. 121 °C’de otoklavlandi.

+4 °C’de sakland:.

Tripsin EDTA: 1X PBS ¢ozeltisi igerisine, 0.53 mM EDTA ve %0.25 (w/v) Tripsin (Sigma)
ilavesiyle hazirlanan ¢6zelti, steril laminar flow kabini iginde, 0.22 pm filtre kullanilarak
sterilize edildi. Sterilize edilen ¢bzelti, steril 50 mL falkonlara boliindii ve sonraki deneyler

icin -20 “C'de saklandi. Kullanilmadan 6nce +4 °C’ye ¢ikarildi.

Tripan Mavisi: Tripan mavisi, hiicre sayimlari i¢in 0.4 g tartildi ve 1X PBS ¢ozeltisinde
kaynatilarak ¢6ziindii. Cozelti oda sicakliginda sogutuldu ve ardindan 1X PBS ile 100 mL'lik
son hacme tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti, hiicreleri boyamak i¢in kullanilmak {izere oda

sicakliginda saklandi.
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%1 Kiristal Viyole: 0.5 g kristal viyole (Carlo Erba) tartildi ve 10 mL saf metanol igine
aktarildi. Daha sonra dH2O eklenerek toplam hacim 50 mL'ye tamamlandi. Cozelti

calkalanarak homojen hale getirildi ve oda sicakliginda saklandi.

3.2.2.6 Donmus Halde Saklanan Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiiriin Baslatilmasi

Cryoviyal tiip iginde -80 “C’de muhafaza edilen Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicreleri 37
°C su banyosunda yavas bir sekilde ¢oziilerek %10 FBS eklenerek hazirlanmig medyum
icerisine aktarildi. Ardindan hiicre-medyum karisimi 1.000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenerek, canli olan hiicreler pellet haline getirildi bdylece dondurma islemi
esnasinda kullanilan DMSO kalintilar1 ve 06li hiicreler siipernatant kisminda kalarak
uzaklastirildi. Hiicre peleti 2 mL taze medyum ile ¢oziilerek, igerisinde 8 mL %10 FCS’li
medyum igceren 100 mm steril petri kaplarina ekim yapildi. Petrilere hiicre soyunun ismi,
pasaj numarasi ve tarih yazilarak etiketlendi. Hiicre petrileri, hiicrelerin tutunmasi ve

biiyiitiilmesi i¢in %5 COz2 igeren inkiibatérde 37 °C’de bekletildi.

3.2.2.7 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Petri yilizeyinin %80-90’m1 dolduran hiicreler, Laminar Flow igerisinde besiyerinden
uzaklastirildi. Steril 1X PBS soliisyonu ile yikanarak 6lii hiicreler, medyum kalintilar1 ve
istenmeyen metabolitler uzaklastirildi. Ardindan, yiizeye yapisik halde bulunan Hep3B,
SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinin petri yiizeyinden enzimatik aktivite ile ayrilmasi igin 2
mL Bolim 3.2.2.5’te hazirlanan Tripsin-EDTA eklendi. Enzimin islevini yerine
getirebilmesi igin 37 °C inkiibatorde 2-3 dakika kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin yiizeyden ayrildigr goriildii. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin toplanmasi ve Tripsin
enziminin inaktivasyonu igin Tripsin-EDTA soliisyonunun iki kat1 miktarda hazirlanan %10
FBS’li medyum petriye ilave edilerek karigmasi saglandi. Hiicreler 15 mL’lik falkon
igerisine steril pastor pipeti yardimiyla alinarak 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
Falkonlar, santrifiij sonrasinda %70’lik alkol ile silinerek sterilizasyonu saglandi ve Laminar
Flow icerine alindi. Santrifiij sonrasinda olusan pelete dikkat edilerek {ist kisimdaki sivi
kisim dokiilerek uzaklastirildi. Pelet; 6 mL taze %10 FBS’1li medyum ile ¢6ziilerek 2’ser mL
olacak sekilde 3 petri kabina esit hacimde boliindii. Petri kaplarinin total hacmi, 8 mL taze
%10 FBS’li medyum ile 10 mL’ye tamamlandi. Petri kaplarinin iizerine hiicre soyunun ismi,
pasaj sayisi, tarih ve isim yazilarak etiketleme yapildi. Bu islemin sonunda hiicrelerin

bulundugu petriler, 37 °C’de, %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
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3.2.2.8 Canl Hiicrelerin Belirlenmesi (Tripan Mavi Boyamasi) ve Hiicre Sayim

Tez kapsaminda gerceklestirilen hiicre kiiltiirii deneylerinin optimize sartlarda yapilabilmesi
ve yeterli miktarda hiicreyi alabilmek amaciyla saglikli durumda olan ve yeterli doluluga
ulasan hiicrelerin, tripan mavisi ile boyanip, hiicre sayim lami (Thoma Lamu, Sekil 3.14) ile
hiicre sayim1 yapilarak esit sekilde boliinmesi gerekmektedir. Bu amagla canli ve olii
hiicrelerin tespiti ve hiicrelerin sayillmasi amaciyla tripan mavi boyamas yontemi kullanildi.
Tripsin enzimi ile kaldirilan hiicreler 5 dakika 1.000 rpm’de santrifiijlenerek pelet haline
getirildi. Daha sonra pelet 5 mL taze %10 FBS’li medyum ile homojen hale getirilerek, elde
edilen homojen hiicre siispansiyonundan pastor pipeti ile 1 mL alindi. Steril ependorf
icerisinde 1 mL siispansiyonda bulunan hiicre sayist belirlendi. Bu amagla, tripan mavi
boyasi ile hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda karistirildi. Bu islem sonucunda 6lii hiicreler,
membranlarinda segici gegirgenlik 6zelligi bulunmadigi i¢in boyayi i¢ine alarak mavi renge
boyanmis olacaktir, canli olan hiicreler ise boyanmayacaktir. Hazirlanan hiicre
siispansiyonu-boya Kkarisimindan 10 pL  almarak Thoma lamma koyuldu. Inverted
mikroskopta, beyaz hiicreler sayilarak mL’deki canli hiicre sayisi hesaplandi. Asagida

verilen formiil ile siispansiyonun i¢erdigi hiicre sayisi belirlenerek deneyler kurulmustur.

1 mL siispanse hiicrenin toplam sayist:

Toplam canl1 hiicre sayis1 / mL = Thoma lami1 sayim sonucu x 2 x 10*

Sekil 3.14: Thoma Lamu.
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3.2.2.9 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Boliim 3.2.2.7°de anlatildig: gibi tripsinizasyonla kaldirildi ve santrifiij islemi ile
¢oktiiriilerek pelet haline getirildi. Pelete dikkat edilerek sivi kisim tamamen uzaklastirildi.
Pelet tizerine 900 uL FBS eklenerek ¢6ziildii. Hiicre stispansiyonuna, -80 °C de hiicrelerin
0Smoz basincindan korunmasi ve kademeli donmasi i¢in 100 pL. DMSO eklenerek yavasca
alt-iist edildi. Hazirlanan karigim, steril pastor pipeti ile cryoviyal tiipe aktarildi. Tiiplerin
lizerine hiicre soyunun ismi, pasaj sayisi, tarih ve isim yazilarak etiketleme yapildi.

Parafilmlenerek -80 °C buzdolabina kaldirildi.

3.2.2.10 Hiicre Soylari ile Deney Kurulmasi

Hiicreler, saglikli bir sekilde biiyiitiiliip pasaj 2 ve lizerine ulastiklarinda ve petri kaplarinda
yeterli doluluga ulastiklarinda deneyler kuruldu. Deneylerin kurulmasi igin gereken hiicre
sayimi bolim 3.2.2.8’de agiklandigr sekilde gergeklestirildi. %10 FBS’li medyum igeren
ortamda, her deney i¢in uygun olarak secilen plakalara, gerekli miktarda hiicre paylastirild.
Plaka kuyucuk sayisina gore paylastirilmasi gereken hiicre sayilart agagida Tablo 3.11°de

verilmistir.

Tablo 3.11: Plaka tiplerine gore paylastirilmasi gereken kuyu basina hiicre sayilar1 ve son

hacim.

Plaka Tipi Hiicre Sayisi Hacim
6-Kuyucuklu Plaka 500.000 Hiicre/Kuyu 2mL
12-Kuyucuklu Plaka 250.000 Hiicre/Kuyu 1mL
24-Kuyucuklu Plaka 125.000 Hiicre/Kuyu 500 uL
48-Kuyucuklu Plaka 60.000 Hiicre/Kuyu 250 uL
96-Kuyucuklu Plaka 50.000 Hiicre/Kuyu 200 uL

3.2.2.11 Kimyasal Indiiklenmis Hipoksi Olusturulmas: ve Dogrulanmasi

CoCl2 kimyasal indiikleme ile dort farkli karaciger kanseri modelinde (Hep3B, SNU-398,
SNU-475, Huh-7) ve bir saghkli karaciger hiicre modelinde (Clone-9) hipoksi ortam
olusturuldu. Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicreleri igin, hiicrelere belirli zamanlarda (1, 3,
6, 24 ve 48 saat) 300 uM CoCl2 uygulamasi yapildi. Proje kapsaminda belirlenen diger
karaciger kanser hiicreleri olan Huh-7 ve SNU-475 hiicrelerinde 600 uM CoCl2 uygulandi.
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RNA peleti almak i¢in hiicreler, tripsinizasyonla kaldirilip, ¢oktiiriildii. Hipoksik kosullarin
dogrulanmasi icin mRNA diizeyinde HIF-1a ifadesini belirlemek amaciyla Real-Time PCR
analizi, protein diizeyinde HIF-1a ifadesini belirlemek amaciyla EMSA, Western Blot ve
IFC teknikleri kullanildu.

3.2.2.11.1 Kimyasal Hipoksi Olusturmak icin Kobalt Kloriir Soliisyonunun
Hazirlanmasi

Deneylerde kimyasal hipoksi olusturmak i¢in kullanilacak olan kobalt kloriir (CoClz, Cobalt
(11) Chloride Hexahydrate, Ma:237.93 g/mol, Fluka™), 25 mM ana stok olacak sekilde
hesaplanarak tartildi, dH20 ile ¢oziilerek hazirlandi. Hiicre ¢aligmalarinda kullanilacagi igin
sterilizasyon saglamak amaciyla 0.22 um’lik filtreden gegirildi. Steril ependorflara alikot
edilerek oda sicakliginda muhafaza edildi. Uygulamalar sirasinda, 300 uM konsantrasyona
diliie edilerek kullanildu.

3.2.2.12 Sitotoksisite Deneyleri (MTT)

Kantitatif ~ kolorimetrik  bir  teknik olan MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolyum Bromiir) metodu canli hiicrelerin Tetrazolium tuzu olan sar1 renkli
MTT’yi, mor renkli formazana doniistiirmesi prensibine dayanmaktadir ve hiicrelerin
proliferasyon, canlilik ve sitotoksik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir
(Sekil 3.15). Hiicreler her kuyucukta 10.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara paylastirildi. Gece boyu 37 ‘C’de %5 COz2’li ortamda inkiibe edilen hiicreler
tutunduktan sonra kimyasal hipoksi indiiklemek i¢in hazirlanan CoClz uygulandi ve hiicrede
bir sitotoksik etkisi olup olmadig arastirildi. Bunun i¢in hiicrelere farkli dozlarda (150-300-
600 uM) CoCl2 uygulamas: yapildi. Uygulamadan sonra 24, 48 ve 72 saatlerde, son
konsantrasyon 0.5 mg/mL olacak sekilde MTT stok soliisyonu eklendi. 37 °C’de, %5 CO2
iceren ortamda yaklagik 4 saat inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerde morarma gézlemlendi.
Inkiibasyondan sonra medyum uzaklastirildi. Hazirlanan 0.004 M HCI igeren izopropanol
soliisyonu ile pipetaj yapilarak ¢oziildii. Spektrofotometre ile 550 nm dalga boyunda
absorbans alindi. Sonuglar Graphpad Prism programinda analiz edilerek grafiklendirildi.

Kullanilan ¢ozeltiler ve nasil hazirlandiklar1 Tablo 3.12 ‘de verilmistir.
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Tablo 3.12: MTT’de kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanislari.

Cozeltinin Ada Hazirlamisi

5 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde, 25 mL steril PBS
MTT soliisyonu icinde ¢oziindiirtliir. Cozelti, 0.22 pm'lik filtre kullanilarak
steril edilir. Steril ependorflara alikotlanir. -20 °C’de

muhafaza edilir.

0.004 M HCl iceren 500 mL izopropanol (2- Propanol) son hacim icerisine 166.6

Izopropanol uL HCI eklenir. Oda sicakliginda muhafaza edilir.
- =\ NADH NAD* =\
N-N N~-NH
A A e s, AN A NS,
|I “l \ \’ : ".' \\ h
AN f N,»_//// CH': & ] ‘-_/// CH3
CH, CH,
MTT Formazan

Sekil 3.15: MTT metodu sirasinda gergeklesen kimyasal degisim.

3.2.2.13 Cizik Testi

Hiicrelerin yara kapanmasini izlemek igin, tripsinizasyonla kaldirilip, sayilarak 5 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 6’11 plakalara paylastirilan hiicreler, tiim ylizeye tutunup, ylizey
kaplanana kadar %5 COz2 igeren 37 °C ortamda inkiibe edildi. Tiim kuyulara standart olacak
sekilde beyaz pipet ucuyla art1 sekli gizilerek hiicreler arasi bir bosluk olusturuldu. Cizik
atildiktan sonra kalkan hiicrelerin uzaklastirilmasi1 amaciyla hiicreler 1 kez PBS ile yikandi
ve ardindan taze %10 FBS’li medyum eklenerek son hacim tamamlandi. Hipoksi
olusturulacak kuyulara, 300 uM CoCl2 uygulamasi taze medyum eklendikten sonra
yapilarak kimyasal hipoksi olusturuldu. Cizik olusturulduktan sonra ilk uygulama stiresi 0.
Saat fotograflanarak kaydedildi. Ardindan hiicrelerin mikro-go¢ oraninin hesaplanmasi i¢in

3, 6, 24, 48. saatlerde hiicreler fotograflandirilip boslugun kapanmasi kontrol hiicreleri ile
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karsilastirildi. Sonuglar Image J programi ve MRI Yara lyilestirme Araci kullamilarak analiz
edilip Graphpad Prism programiyla grafiklendirildi.

3.2.2.14 Koloni Formasyon

Hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip sayildiktan sonra, 6 kuyucuklu plakalara optimizasyon
deneyleri ile belirlenen sayida; 5 x 102 hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirild1 ve gece boyu
37 °C de %5 CO:z iceren ortamda inkiibe edildi. Sonraki giin hipoksi uygulanacak kuyulara
300 puM son konsantrasyonda CoCl: ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturuldu. 6
kuyucuklu plakalar %5 CO2 i¢eren inkiibatérde 37 °C de inkiibe edildi. Hiicreler, biiyiimeleri
mikroskopla gozlemlenerek 10 giin biiyiitiildi. 10. Giiniin sonunda kolonileri gézlemlemek
icin kuyucuklarda bulunan medyum uzaklastirildi. Steril PBS soliisyonu ile 3 kez yikandi.
Ardindan her bir kuyuya hiicreleri fikse etmek amaciyla 500 pL %80 metanol eklendi. 6
kuyucuklu plakalarin kapag kapatilarak buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
fiksatif uzaklastirildiktan sonra, 3 kez steril PBS ile yikama tekrarlandi. Boliim 3.2.2.5°te
anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan %1°lik kristal viyole boyasindan 100 pL eklenerek 5
dakika oda sicakliginda 6 kuyucuklu plakalar inkiibe edildi. Siirenin sonunda boya giderilene
dek saf su ile yikama yapildi. G6zlenen koloniler, beyaz bir arka plan iizerine konularak
fotograflandirildi. Image J programina ait bir hiicre sayaci eklentisi olan Cell Counter
programi kullanilarak kolonilerin sayimi gergeklestirildi. Graphpad Prism programinda

analiz yapilarak sonuglar grafiklendirildi.

3.2.2.15 Matrijel
Tiimor hiicrelerinin ekstraselliller matrikse dogru invazyonlar1 ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Matrijel yontemi, in vitro sistemlerde malignant ve normal hiicrelerin

invazyonunu ¢aligmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Deneyde, Turbofect™ Reagent ile 24 saat asirt MIR100HG ifadesi saglanan Clone-9
hiicreleri ile bos vektor transfekte edilmis olan kontrol Clone-9 hiicreleri ve MIR100HG
ifadesi baskilanan pLKO.1-TRC-shRNA hiicreleri ve kontrol olarak kullanilan pLKO.1-
SCR Clone-9 hiicreleri matrijel deneyine baslamadan once iki kez PBS ile yikanarak hiicre
gecisini arttirmak amaciyla deneye baslamadan 20 saat énce FBS’siz antibiyotikli RPMI
medyuma alind1. Hiicreler, FBS i¢cermeyen medyumda gece boyu 37 °C’de, %5 COz2 igeren
ortamda inkiibe edildi.
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Ertesi giin kullanilacak tiim malzemeler, tiipler ve soliisyonlar -20 “C’ye sogutuldu. +4 °C’ye
getirilen matrijel (Geltrex™) buz iizerine alindi. Kullanim 6ncesinde, soguk PBS ile 4 kat
diliie edildi. Matrijel deneylerinde 6zel 24 kuyucuklu plakalar kullanildi. Plaka {izerinde 8
um por biiytikliigiine sahip 12 insert bulunmaktadir. Matrijel deneyi kurulurken izlenecek

adimlar sirastyla su sekildedir (Sekil 3.16);

1. Insertler steril bir cimbiz yardimu ile kenardaki bos kuyularin igerisine aktarilir,

2. Insertlerin yerlestirilecegi orta kisimdaki 12 kuyuya %10 FBS’li RPMI 650 uL
olacak sekilde eklenir.

3. Cimbiz yardimu ile kenardaki kuyulara yerlestirilen insertlere soguk PBS ile 4 kat
diliie edilerek hazirlanan matrijel soliisyonundan 100 pL eklenir.

4. Matrijel, sogukta sivi, oda sicakliginda kati hale gecen bir soliisyondur. Katilasarak
insertlerde gecisin saglanacagi porlar1 olusturur. Bu nedenle, matrijelin katilasmasi
i¢in 24 kuyucuklu plaka, %5 COz2 igeren ortamda 37 °C’de, yaklasik bir saat inkiibe
edilir. Siire sonunda insertler, hiicreler i¢in hazir hale gelir.

5. Matrijelin katilagsmasi beklenirken, hiicreler tripsinizasyonla kaldirilir. Santrifiij
sonrasinda FBS icermeyen RPMI ile hiicreler siispanse hale getirilir ve mL’deki
hiicre say1s1 sayilir. Insertlere paylastirilmak iizere 100 pL’de 150.000 hiicre olacak
sekilde hiicre-medyum karigimlar1 hazirlanir.

6. Katilasan matrijellerin iizerinde bulunan PBS’li s1v1 kisim pipet yardimiyla nazikce
cekilerek uzaklastirilir ve 100 uL hiicre-medyum karisimlari 2 tekrarli olacak sekilde
insertlere aktarilir. Ardindan insertler ctmbiz yardimu ile orta kisimda bulunan FBS’li
medyum igeren kuyulara dikkatlice yerlestirilir.

7. 24 saat %5 COz2 igeren ortamda 37 “C’de inkiibe edilir.

Negatif kontrol olarak; Matrijel igermeyen (serumsuz ortam) ancak hiicre eklenen kuyular,

pozitif kontrol olarak; FBS’li ancak hiicre eklenmeyen kuyular hazirlanir.

3.2.2.15.1 Matrijel Sonuclarinin Goériintiilenmesi ve Analizi

24 saat sonra hem insertler hem de alict kuyular steril 1X PBS ile yikandi. Burada
membranlarin  kurumasina izin verilmemelidir. Go¢memig/istila etmemis hiicrelerin
insertlerden uzaklastirilmast pamuklu cubuk yardimiyla nazikce yapildi. Insert igeren

kuyucuklara fiksasyon igin %4 Formaldehit eklenerek ve 15 dakika boyunca oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Hiicre atiklarini, baglanmamis hiicreleri ve fazla formaldehiti
uzaklastirmak i¢in membranin hem iistii hem de alt1 steril 1X PBS ile iki kez yikand. Insert
iceren her bir kuyuya %0.2 kristal viyole boyasi eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kuyular, boyay1 uzaklastirmak icin 1X PBS ile iyice yikandi. Her bir 6rnek
icin, 10X objektif mercek altinda birden fazla alan fotograflandirildi. Hiicre sayilari Image J
programu ile belirlendi. Her bir 6rnek i¢in, birden fazla alandan gelen hiicre sayilarinin

ortalamasi alinarak sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi.

N\
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e °

FCS'siz medyumdaki
hiicre siispansiyonu

insertlerin konulacagi insert igerisine, PBS ile Katilasan matrijel Insertler, alt kisminda
kuyularin alt kismina, 4 kat dile edilerek izerinde bulunan PBS, FCS'li medyum igeren
FCS'li medyum taze olarak pipet ile nazikge kuyulara bir cimbiz

eklenir. hazirlanmis Matrijel cekilerek uzaklastirilir. yardimi ile yerlestirilir.

sollisyonu eklenir.

FCS'siz Medyumdaki Hiicreler FCS'siz ortamdan, Gogmemis hicreler e Gog eden hiicre sayisi
Hiicre Siispansiyonu FCS'li ortama dogru Transwell bir pamuklu gubuk tespit edilir.
Membrana go¢ eder. yardimi ile temizlenir
® e o
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Sabitleme ve boyama 10X biiyiitmede her kuyucuk Gog eden hiicre
islemleri sonrasinda go¢ icin en az 10 farkli alan sayilarina gore
eden hiicreler mikroskop fotograflanarak go¢ eden Graphpad Prism

hiicrelerin sayisi belirlenir ve

oftalarmasy alinie programi kullanilarak

ile goriintdlenir.
grafik gizilir.

Sekil 3.16: Matrijel deneyinde uygulanan basamaklar.
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3.2.2.16  Transkripsiyonel Aktivite Cahsmalar
3.2.2.16.1 Bazal Aktivitenin Belirlenmesi icin Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Gegici
Transfeksiyon

MIR100HG genine ait 5° ucu kisaltilarak olusturulmus promotor pargalarinin normoksik ve
hipoksik kosullarda bazal aktivitesini belirlemek icin yapilan kalsiyum-fosfat gecici
transfeksiyon deneyleri icin tripsinizasyonla kaldirilan ve sayilan Hep3B hiicrelerinin mL’de
bulunan canli hiicre sayilar1 belirlendi (B6liim 3.2.2.8). Ardindan 48 kuyucuklu plakalara
60.000 kuyu/hiicre olacak sekilde paylastirildi. Inkiibasyon i¢in 37 °C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde gece boyu tutuldu. Sonrasinda Tablo 3.14’te verilen transfeksiyon i¢in gerekli
malzemeler oda sicakligina getirildi. 48 kuyucuklu plakadaki her bir kuyu 128.75 pL son
hacimde i¢in HEPES igeren ¢ozelti B igerisinde pastor pipeti ile presipitasyonu arttirmak
amaciyla hava kabarcig1 yapilirken, 128.75 pL son hacimde DNA ve CaCl2 karigiminin
bulundugu ¢ozelti A pastor pipeti yardimiyla damla damla eklenerek karistirildi (Karisim
son hacmi 257.5 uL/kuyu). Bu islemde plazmid DNA’s1 Ca®* ile gevrilidir. A ve B
cozeltisinin karigimi, presipitasyonun saglanmasi amaciyla bir saat oda sicakliinda,
Laminar Flow igerisinde hi¢ hareket ettirilmeden inkiibe edilir. Bu siire sonunda
presipitasyon gozle gozlemlenebilir hale gelir ve bulutumsu bir goriinlime sahiptir.
Transfekte edilecek hiicrelere, hazirlanan DNA-Kalsiyum presipitasyonlar1 hafifce
pipetajlanip damla damla 48 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna karisim 257.5 uL olacak
sekilde uygulandi. Plaka hafifce sallanarak karistmin dagilmasi saglandi. 6 saat 37 °C’de %5
CO2’li inkiibatorde inkiibe edildikten sonra transfeksiyon medyumu uzaklastirildi. Kuyular
PBS ile transfeksiyon medyumundan arindirildi ve yerine taze %10 FBS’li medyum ilave
edildi. Plaka islem sonrasi gece boyu inkiibe edilmek iizere inkiibatore kaldirildi. Ayrica
MIR100HG promotor parcalariyla birlikte pSEAP-Control vektorii, pMetLuc-Control
Vektorii ve pMetLuc2-Reporter Vektorii normalizasyon amaciyla kalsiyum-fosfat
yontemiyle transfekte edildi (Tablo 3.15). 48 ve 72. saatlerde transfekte edilmis hiicre
medyumlar1 elde edildi. Promotor aktivitesi, Lusiferaz ve SEAP aktivitesine bakilarak
belirlendi. Hipoksik kosul olusturmak i¢in transfeksiyondan 24 saat sonra Hep3B hiicre hatti
icin 300 uM olacak sekilde CoCl2 uygulamasi yapildi.

57



Tablo 3.13: Kalsiyum-fosfat gecici transfeksiyon deneylerinde kullanilan ¢ozeltiler ve

icerikleri.
Cozelti Icerigi Marka
2 M CaCl, 14.7 g tartilir, 50 mL’ye dH-O ile tamamlanmir. Otoklav J.T Baker

yapilir. 0.22 pm’lik filtreden gegcirilir. -20 "C’de saklanur.
2X HEPES- 1.6 g NaCl, 0.04 g Na;HPOs4, 1.3 g Hepes tartilarak 100 Sigma
Buffered Saline mL’ye dH;O ile tamamlanir. Otoklavlanir, 0.22 pm’lik

(pH: 7.05-7.12) filtreden gegirilir. -20 “C’de saklanur.

Tablo 3.14: Kalsiyum-fosfat gecici transfeksiyon yonteminde hazirlanan ¢dzeltilerin

bilesenleri ve miktarlari.

Malzemeler 6 Kuyucuklu Plaka 48 Kuyucuklu Plaka
Cozelti A DNA 2 ug 0.5 ug
2M CaCl» 60 pL 15 uL
SEAP 0.5ug 0.125 pg
dH20 515 pL’ye tamamlanir.  128.75 pL’ye tamamlanur.
Cozelti B 2X HEPES 500 pL 125 pL
100X POg4 15 puL 15 uL
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Tablo 3.15: Bazal aktivite igin gerceklestirilen kalsiyum-fosfat gecici transfeksiyon

deneylerinde kullanilan vektdrler ve kullanim amaglari.

Vektor Kullanim Amaci

pPSEAP-Control Vektorii (5.1 kb) Normalizasyon amagli  kullanilmaktadir.
Elde edilen Lusiferaz/SEAP degerlerine
oranlanarak Relative Lusiferaz aktivitesi
elde edilir.

pMetLuc-Control (4624 bp) Vektor Hiicrelerde transfeksiyonun genel
durumunun belirlenmesi igin pozitif kontrol
olarak kullanilir. Giiglii viral promotor ile
ifade olur.

pMetLuc2-Reporter Vektor (4250 bp) Promotor pargasi igermez, negatif kontrol
olarak kullanilir.

3.2.2.16.2 Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Ol¢iimii

MIR100HG genine ait 5’ ucu kisaltilarak olusturulmus promotor konstraktlarinin normoksi
ve hipoksi kosullarda bazal aktivitesinin ve hipoksik durumdaki regiilasyonunun
belirlenmesi amaciyla Dual-Core Lusiferaz Reporter Assay Kit'™ (Clontech) igerisinde
temin edilen 10X substrat tamponu, 1:10 oraninda reaksiyon tamponu ile sulandirilarak
kullanildi. 384 kuyucuklu plakaya elde edilen transfeksiyon medyumundan 9 uL koyuldu ve
1 pL 1X Substrat/Reaksiyon tamponundan eklenerek ve sonuglar hizlica luminometrede

sleiildii,

SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) aktivitesinin 6l¢limii i¢in ise Oncelikle 96 kuyucuklu
plakalara 5 uL elde edilen transfeksiyon medyumundan eklendi. 5X diliisyon tamponu dH20
ile 1X’e seyreltildi ve 15 uL 6rneklerin iizerine ilave edildi. Plaka su gegirmemesi igin
parafilmlendi, karanlik ortam saglamak amaciyla aliiminyum folyo ile sarilarak 65 “C’ye
ayarlanan su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 2-3 dakika buzda bekletildi ve
oda sicakligina ulagmasi beklendi. Oda sicakligina gelmis olan 6rneklere, SEAP substrat
soliisyonu 20 uL eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda plaka

Luminometre cihazinda okutuldu. Sonuglar, Graphpad Prism programi ile degerlendirildi.
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3.2.2.17 MIR100HG Genini Susturma Cahsmalar:

RNA susturma, ilgilenilen genlerin islev kaybinin etkilerini arastirmak icin gerceklestirilen
yaygin bir yontemdir. Memeli hiicrelerinde, RNA interferansi (RNAi) veya RNA susturma,
gecici siRNA transfeksiyonu veya stabil shRNA sistemleri ile saglanabilir. sShRNA’nin
verimli bir sekilde iletilmesi i¢in ¢esitli vektdr sistemleri kullanilir. Lentiviral vektorler,

shRNA’nin stabil ve uzun vadeli ekspresyonu i¢in verimli bir dagitim sistemi sunar.

3.2.2.17.1 HEK293-T

HEK?293-T, insan embriyonik bobrek hiicreleri transforme edilerek iiretilmistir. Transforme
edilen hiicreler, fetiis hiicrelerinden elde edilmistir. Lentiviral vektor iiretimi amaciyla en
yaygin tercih edilen HEK293 hiicre ¢esidi; HEK293-T dir. HEK293-T hiicreleri (Sekil
3.17), SV40 olarak adlandirilan, biiyiik T-antijeni tasimaktadir. Bu antijen, amplifikasyon
kolaylig1 saglamaktadir. Bu sistem gegici transfeksiyon ile ekspresyon seviyelerini ciddi

sekilde arttirmaktadir. Transfeksiyon kolayligi, bu hiicrelerin en dikkat ¢ekici 6zelligidir.

HEK?293-T hiicreleri Prof. Dr. Dilek Balik, Yildiz Teknik Universitesi’'nden elde edildi.
%80-90 doluluga ulasan HEK293-T hiicreleri, tripsinizasyonla kaldirilip sayildi ve 4 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara boliindii. Kuyularin son hacmi antibiyotik
icermeyen %10 FBS’li medyum ile 2 mL’ye tamamlandi. Hiicreler tutunmasi i¢in gece boyu
37 *C’de %5 COz2 igeren inkiibatorde inkiibe edilerek biiyiitiildii.

HEK293-T HEK293-T HEK293-T
10X 20X 20X

Cok Yogun Cok yogun Az Yodun

Sekil 3.17: HEK293-T hiicrelerinin mikroskop goriintiileri.
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3.2.2.17.2 MIR100HG Geninin Susturma Cahsmalar: icin Turbofect Reagent™ ile
Gerg¢eklestirilen Kalici Transfeksiyon
MIR100HG geninin hiicrelerde ifadesinin baskilanmasini incelemek amaciyla proje
kapsaminda Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger
hiicresi) hiicre hatlarinda MIR100HG genini susturma calismalar1 gerceklestirildi. Bu tez
kapsaminda, Clone-9 hiicre hattinda gerceklestirilen deneyler yapilmistir. MIR100HG
ifadesinin baskilanmasin1 gerceklestirmek amaciyla HEK293-T hiicreleri biiyiitiild.
Tripsinizasyonla kaldirillan HEK293-T hiicreleri, sayilip 4 x 10° hiicre olacak sekilde
antibiyotiksiz medyum eklenerek 6 kuyucuklu plakalara esit sekilde paylastirildi. %5 CO2
iceren ortamda 37 °‘C’de gece boyu inkiibe edilen ve tutunan hiicrelere ertesi giin
transfeksiyon islemi TurboFect Reagent™ ile gerceklestirildi. Tablo 3.16°da
transfeksiyonda kullanilan bilesenler ve miktarlar1 verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra
yarim saat oda sicakliginda presipitasyon i¢in inkiibe edildi. 6 kuyucuklu plakalarda bulunan
HEK293-T hiicrelerine 400 puL son hacimde damla damla karisim uygulandi. 48 saat %5
COz2 igeren inkiibatorde 37 °C ‘de inkiibe edilen hiicrelerden, 48. Saat sonunda medyumlar
cekilerek 15 mL’lik steril falkona alindi. Hiicrelere taze %10 FBS’li 2 mL medyum
eklenerek 72. Saate kadar inkiibasyona devam edildi. 72 saat sonunda tekrar medyumlar
cekilerek 48. Saat medyumlar: ile birlestirildi. 1.000 rpm’de 5 dakika santriflij yapildi.
Medyumlar, diger bilesenleri ve hiicreleri uzaklastirip, viriisleri elde edebilmek igin 0.45
um’lik filtreden gecirildi. Filtreden gecirilen transfeksiyon medyumlar1 400’er uL olacak

sekilde steril ependorflara alikotlandi ve -80 “C’de uzun siire saklanmak tizere kaldirildi.

Tablo 3.16: TurboFect Reagent™ ile gergeklestirilen kalici transfeksiyon bilesenlerinin 6

kuyucuklu plaka i¢in kuyu basina gereken miktarlari.

Bilesenler Miktarlar
pMD2.G (Zarf Plazmidi) 300 ng
PsPAX2 (Paketleme Plazmidi) 700 ng
pLKO.1-shRNA 1400 ng
TurboFect Reagent™ 6 uL
Medyum (RPMI) 400 pL’ye tamamlanur.
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3.2.2.17.3 Lentiviral Sivinin Uygulanmasi (Transdiiksiyon)

Clone-9 hiicre hattinda MIRI00HG geninin ifadesinin baskilanmasini gergeklestirmek
amaciyla biiyiitiilen Clone-9 hiicreleri tripsinizasyonla kaldirilip sayilarak 5 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara boliindii. Kuyularin son hacmi %10 FBS’1i
antibiyotiksiz RPMI ile 2 mL’ye tamamlandi ve hiicreler tutunmalari i¢in gece boyu %5 CO2
iceren inkiibatorde 37 °C’de bekletildi. Hiicreler tutunduktan sonra, hiicre medyumlari
uzaklastirildi. PBS ile nazikge bir kez yikandi. %10 FBS’li DMEM igerisine transfeksiyon
etkinliginin arttirllmasi amaciyla 8 pg Protamin siilfat (Ana stok: 25 mg/mL) eklenerek taze
medyum hazirland1 ve iyice karistirildiktan sonra hiicrelerin medyumlari, taze protamin
stilfatli medyum ile degistirildi. Taze medyum iizerine, -80 °C’de saklanan ve oda sicakligina
getirilen lentiviral sivilar, 400 puL /kuyu olacak sekilde damla damla eklendi. Plaka hafifge
calkalanarak lentiviral stvinin dagilmasi saglandi. Ardindan hiicreler 48 saat %5 COz2 igeren

inkibatorde 37 °C’de inkube edildi.

3.2.2.17.4 Promisin Uygulamasi ve Uygun Promisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Hiicre medyumlar1 protamin siilfatli medyum ile degistirildikten 48 saat sonra ilk promisin
uygulamast hem kontrol hem de deney gruplarina yapildi. Her promisin uygulamasi
yapilmadan once, hiicrelerin medyumlar1 uzaklastirilip PBS ile yikandiktan sonra taze
medyum ile degistirildi. Kontrol grubunda bulunan tiim hiicrelerin 6liimii gerceklesene
kadar promisin uygulamasina kontrollii sekilde devam edildi. Promisin uygulamalari, 5
mg/mL olan anastoktan, 0.5 mg/mL olacak sekilde sulandirilarak yapildi. 48 saatte bir doz

hatirlatmasi gerceklestirildi.

3.2.2.17.5 Tek Koloni Secimi

Kontrol hiicrelerinin tamami 6ldiikten ve doz hatirlatmalari yapildiktan sonra, 6 kuyucuklu
plakada bulunan hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip sayildi ve tek koloni se¢imi i¢gin 96
kuyucuklu plakalara boliindii (Tablo 3.17). Bu asamada son kuyucuklara tek koloninin
diistiriilmesi hedeflendi. Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara boliiniip tutunmalar1 beklendikten
sonra kontrollii bir sekilde promisin uygulamasi yapildi. 96 kuyucuklu plakadaki hiicreler,

tek koloni se¢imi i¢in biiytitiildii.
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Tablo 3.17: 96 kuyucuklu plakaya béliinen hiicrelerin soldan saga dogru kuyulara eklenen

hiicre sayilari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

3.2.2.17.6 Tek Koloni Se¢ciminin Dogrulanmasi

Tek koloni se¢imi gerceklestirildikten sonra susmus oldugundan siiphelenilen tek koloni
once 6 kuyucuklu plakaya alinarak biiyiitiildii. Ardindan 100 mm’lik kiiltiir kabina alinarak
pasajlandi ve hiicreyi kaybetmemek icin Stok yapildi. Ardindan segilen tek kolonide
MIR100HG ifadesinin baskilandigini dogrulamak amaciyla, biiytitiilen sh-RNA hiicresinden
mRNA izolasyonu yapildi (B6liim 3.2.3.1).

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirildi (Boliim 3.2.3.4). Ardindan
cDNA’lar kullanilarak, Real-Time PCR ile mRNA seviyesinde dogrulama ¢aligmalari igin
reaksiyon 5 pl Master Mix, 1 ul DNA, 10 ng/ul’lik ileri ve geri primer stogundan 0.5’er ul
ve 3 ul dH20 kullanilarak 10 pl son hacimde gergeklestirildi. Her bir cDNA en az tig tekrarli
olarak MIR100HG ve internal kontrol olarak GAPDH primerleri ile calisildi (Bolim
3.2.3.6).

Sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi. Belirlenen Ct degerlerinin ortalama degeri
hesaplandi, internal kontrol geninin belirlenen Ct ortalama degerinden, ilgilenilen genin
belirlenen Ct ortalama degeri ¢ikarildi. Bulunan degerin, 2’nin issii olacak sekilde kuvveti
hesaplandi. Bu asamada MIR100HG ye spesifik ekspresyon primerleri kullanilarak Roche
Light Cycler 480 cihaz1 ile PCR gergeklestirildi. Sonuglar GraphPad Prism programi ile

analiz edildi.

3.2.2.18 MIR100HG Geninin Overekspresyon Calismalari

MIR100HG geninin hiicrelerde asir1 ifadesini incelemek amaciyla proje kapsaminda Hep3B
(ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger hiicresi) hiicre hatlarinda
MIR100HG overekspresyon c¢alismalari gerceklestirildi. Bu tez kapsaminda, Clone-9
hiicre hattinda gerceklestirilen deneyler yapilmistir. pcDNA3.1 vektoriine klonlanmig
halde bulunan MIR100HG geninin ve kontrol olarak kullanilacak olan bos pcDNA3.1

vektoriiniin Clone-9 hiicre hattina transfeksiyonunun gergeklestirilmesi igin 100 mm kiiltiir
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kabinda bulunan %80-90 doluluga ulasmis Clone-9 hiicreleri i¢in, transfekte edilecek
DNA’lar olan MIR100HG-pcDNA3.1 vektorii ve kontrol olarak kullanilacak olan bos
pcDNA3.1 vektori 10 pg olacak sekilde hazirlandi. Uzerine her bir tiip igin 24 pL
TurboFect Reagent™ (Thermo) eklenerek dikkatlice karistirildi. Karisim son hacmi 2 mL’ye
RPMI ile tamamlandi. Yarim saat oda sicakliginda Laminar Flow igerisinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 presipitasyon gdézlemlendi. Kiiltiir kabinda bulunan Clone-9 hiicrelerine
2 mL son hacimde TurboFect Reagent™/DNA karisimindan damla damla eklendi. 37 °C’de
%5 COz2 iceren ortamda 1 gece inkiibe edildikten sonra hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip
sayild1 ve Clone-9 hiicre hattina ait overekspresyon deneyleri kuruldu. Hipoksik ortam
olusturulacak kuyulara CoCl2 uygulamasi, hiicreler tutunduktan sonra 300 puM olacak

sekilde uygulandi.

Tablo 3.18: TurboFect™ ile gergeklestirilen transfeksiyon ¢alismalari igin gerekli

bilesenlerin miktarlari.

Kiiltiir Kabi DNA  TurboFect Reagent™ Medyum (RPMI)
6 Kuyucuklu Plaka 2 g 6 uL 400 pL’ye tamamlanir.
100 mm Kiiltiir Kabi1 10 pg 24 uL 2 mL’ye tamamlanir.

3.2.3 RNA Tabanh Teknikler

3.2.3.1 Hiicrelerden RNA izolasyonu

Hiicrelerden mRNA diizeyinde gen ifadesini belirleme ¢aligmalart yapilmigtir. Bunun igin
hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi. 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenip pellet haline
getirildi. GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak hiicrelerden
RNA izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen RNA’lar -80 °C buzdolabinda muhafaza
edildi.

3.2.3.2 RNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Elde edilen RNA’larin, miktarlarinin tespit edilmesi ve safliklarinin tayini i¢in Thermo
MultiskanGo uDrop™ Plate Reader cihazinda absorbans dlgiimii gerceklestirildi. Bunun
icin her bir RNA 6rneginden 2 pL alindi ve kor olarak kullanilmak tizere 2 pL. dH20

konularak RNA orneklerinin 260 ve 280 nm absorbanslari Ol¢iildii. Azeo/A280 orani
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hesaplanarak RNA saflig1 tespit edildi. Izole edilen RNA nin konsantrasyonu hesaplanirken

asagida verilen formiil kullanilmistir:
RNA derisimi (pg/ml) = A260 x 40 pg/ml x (10mm/0.49mm)

3.2.3.3 RNA Jel Elektroforezi

Tablo 3.19: RNA jel elektroforezinde kullanilan tamponlar ve hazirlanisi.

Tamponun Adi Hazirlanisi
0.2 M MOPS (pH:7.0)
FA Jel Tamponu 0.05 M EDTA (pH: 8.0)
0.01 M NaAc (pH: 7.0)
DEPC’li suile 1L’ye tamamlanir.
100 mL 10X FA jel tamponu (1X)
FA Tank Tamponu

900 uL %37°lik 12.3 M Formaldehit
DEPC’li suile 1L ye tamamlamr.

Izole edilen total RNA’da degredasyon veya bozulma olup olmadigini, saf bir RNA izole
edilip edilemediginin tespiti i¢in RNA Jel elektroforezi gergeklestirildi. izole edilen
RNA’lar, RNaz enzimlerinin etkilerine karst ¢ok savunmasiz oldugundan kullanilan
malzemelerden, tank sisteminden ve tampon ve jel hazirlarken kullanilacak sudan, RNaz
enzimi uzaklastirildi. Tiim malzemeler 6nce, %0.1 DEPC (Diethyl Pyrocarbonate) iceren
suda 12 saat bekletildi, ardindan %0,5’lik SDS kullanilarak steril hale getirildi. SDS, gii¢lii
bir yiizey aktif maddedir, yiiksek miktarda lipid barindiran RNaz enzimlerini etkisiz hale
getirir ve protein yapilarin1 bozar. RNaz icermeyen %0.1°lik DEPC’li su ile malzemeler
durulanir. DEPC, RNaz enzimlerini inaktive etme kabiliyetine sahip bir bilesiktir. DEPC’li
su, RNaz aktivitesini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in kullanilir. Malzemeler, saf
etanolden gegirilerek, RNaz enzimlerinin inaktive edilmesi saglanir. Malzemeler etiivde
kurutularak etanoliin iyice uzaklastirllmasi saglanir. Bu kurutma islemi, RNaz enziminin

aktivitesini tamamen ortadan kaldirir.

0.5 g agaroz tartilarak 5 mL 10X FA jel tamponu igerisine eklendi. DEPC igeren su ile 50
mL son hacme tamamlanan RNA jeli, mikrodalgada kaynatildiktan sonra 50 "C’ye kadar
sogutuldu. Uygun sicakliga gelen RNA jeli igerisine 0.9 mL %37’lik (12.3 M) formaldehit
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ve 10 mg/mL Et-Br stok soliisyonundan 1 pL eklenerek karistirildi. Elektroforez kasetine,

taraklar takilarak, hazirlanan jel dokiildii. RNA jelinin polimerlesmesi i¢in oda sicakliginda
beklendi.

RNA oOrneklerinin yiiklemeye hazirlanmasi igin; 3 L RNA 6rnegi, RNA boyast ile 1:1
oraninda boyandi. Boyanan 6rnekler 6nce 10 dakika 70 °C’de denatiire edildi, ardindan buz
tizerinde 10 dakika inkiibe edildi ve jele yiiklemeye hazir hale getirildi. Jele yiiklenen
ornekler 1X FA tamponu icerisinde kontrollii bir sekilde 80 V’ta 30 dakika yiirtitiildi. UV

jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi ve degerlendirildi.

3.2.3.4 cDNA sentezi
Izole edilip 6l¢iimii yapilan RNA’lar kullanilarak cDNA sentezi yapildi. 1 pg RNA’dan
cDNA sentezi, Thermo cDNA sentez kiti kullanilarak iki basamakli olarak gergeklestirildi.

Asagida Tablo 3.20°de cDNA sentezi i¢in gereken malzemeler ve kosullar verilmistir.

Tablo 3.20: cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Bilesenleri Son Konsantrasyonlari
RNA Kalib1 1nug
dH20 X uL
OligodT Primer 1 ulL
Son Hacim (V) 12.5 uL
65°C’de 5 dakika
5X Reaksiyon Tamponu 1X
dNTP Mix 20 U/ulL
Ribolock RNaz Inhibitérii 1mM
Reverse Transkriptaz 10 U/uL
Son Hacim (V) 20 uL
42°C’de 60 dakika

70 °C’de 10 dakika
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Hazirlanan ¢cDNA’lar daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere etiketlenerek -20 "C’de

muhafaza edildi.

3.2.3.5 Semi Quantitative (Sq) RT-PCR

Hazirlanan yeni cDNA’larin kontrolii i¢in kullanilan bu PCR tekniginde, MIR100HG genine
spesifik olan ekspresyon primerleri ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. 50 pL’lik total
hacimde 1 uL. cDNA, 2 uL MgClz, 5 pL 1X KCI Reaksiyon Tamponu, 5 U/mL Taq
polimeraz enzimi, ANTP karisimi ve 100 ng/uL. MIR100HG spesifik ekspresyon primerleri
eklenerek gergeklestirildi. Son hacim 50 pL’ye dH20 ile tamamlandi. Uygun dongi
sartlarinda PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon kosullar1 asagida Tablo 3.21°de
verildi. Normalizasyon amagli olarak ayn1 reaksiyon, Humanbeta-2 primerleri kullanilarak

ayn1 dongii sartlarinda gergeklestirildi.

Tablo 3.21: Semi-Quantitative (Sq) RT-PCR Dongti Sartlari.

Sicaklik Siire Déngii
94 C 4 Dakika 1 dongii
94C 30 Saniye

55C 30 Saniye 35 Dongii
72C 30 Saniye

72C 10 Dakika 1 Dongii

3.2.3.6 Real Time PCR

Real-Time PCR reaksiyonu, 5 uL. SYBR Green PCR Master Mix, 1 puL elde edilen cDNA,
seyreltme sonucu elde edilen 100 pmol/uL’lik ileri ve geri primer stogundan 0.5’er uL ve 3
uL dH20 kullanilarak 10 pLL son hacimde gergeklestirildi. Buna gore, her bir cDNA en az
ic tekrarli olacak sekilde ilgilenilen gen ve internal kontrol gen primerleri kullanilarak
calistlmigtir. Real-Time PCR Tablo 3.22°de verilen kosullarda gergeklestirilmistir. Real-
Time PCR ’da kullanilan primerler Tablo 3.23’te verilmistir.
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Sonuglar Livak metoduna gore analiz edildi. Belirlenen Ct degerlerinin ortalama degeri
hesaplandi, internal kontrol geninin belirlenen Ct ortalama degerinden, ilgilenilen genin
belirlenen Ct ortalama degeri ¢ikarildi. Bulunan degerin, 2’nin iissii olacak sekilde kuvveti
hesaplandi. Kontrol grubu kendine boliinerek 1’in kati seklinde sonuclar elde edildi. Bu

degerler ile siitun grafigi ¢izildi. Roche Light Cycler 480 cihazi kullanilarak Real-Time PCR

gerceklestirildi.
Tablo 3.22: Real Time PCR Dongii Sartlari.
Segment Sicakhk Siire Dongii
On Inkiibasyon 95C 10 Dakika 1 dongii
95C 30 Saniye
55C 30 Saniye 35 Dongii
Amplifikasyon y onetl
72C 30 Saniye
95C 5 Saniye 1 Dongii
Erime Egrisi )
65C 1 Dakika
Sogutma 40C 30 Saniye 1 Dongii

68



Tablo 3.23: Tiim PCR’larda ve Real-Time PCR’da kullanilan primerler ve dizileri.

Primer Adi Dizisi
MIR100HG_exp_Forward 5> AACTTGGCTTCCTCGCTTCT 3’
MIR100HG_exp_Reverse 5’ TGG CTC ATG AAA ATC TAGATGT 3’
HB-2 Forward 5 -TTT CTG GCC TGG AGG CTATC- 3’
HB-2 Reverse 5°-CATGTCTCG ATCCCACTT AACT-3’
GAPDH Forward 5’-CTG GAG AAA CCT GCC AAG TAT G-3°
GAPDH Reverse 5’- GGT GGA AGA ATG GGA GTT GCT-3’
HIF-1a Forward 5’-CCA CCT ATGACCTGCTTG GT -3’
HIF-1a Reverse 5’ -TGT CCTGTG GAC TTG TCC -3’

3.2.4 Protein Tabanh Teknikler

3.2.4.1 Western Blot Teknigi Kullanilarak Proteinlerin Belirlenmesi

Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger hiicresi) hiicre
hatlarinda hipoksik ortam olusumunun protein seviyesinde dogrulanmasi amaciyla Western
blot teknigi gergeklestirildi. Western blot tekniginin temel basamaklar1 6zetle Tablo 3.24°te

verilmigtir. Bu teknikte kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.25°te verilmistir.
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Tablo 3.24: Western-blot tekniginin temel basamaklari.

Western-blot Yonteminin Basamaklari

Protein Ekstraksiyonu:

. Protein Aywrma:

Transfer Islemi:

Bloklama:

. Antikor Inkiibasyonu:

Sinyal Tespiti:

Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinden
Hipoksi ve Normoksi olarak RIPA tamponu ile
protein ektraklarinin ¢ikarilmasi saglandi. Bu
adimda,  hedef  proteinlerin, istenmeyen
bilesenlerden ayrilmasi saglanir.

Proteinlerin ~ boyutlarina  gore  ayrilmasini
saglamak amaciyla Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemi gergeklestirildi.
Boyutlarina gore ayrilan proteinlerin, jel
iizerinden PVDF membrana aktarilmasi islemidir.
Hedef proteinlerin tespiti igin proteinlerin,
antikorlarla reaksiyona girebilecegi bir yiizeyin
olusturulmasini saglamak amaciyla yapilir.
Istenmeyen baglanmalarin  6nline gegmek Ve
antikorlarin hedef proteinlere spesifik olarak
baglanmasini saglamak amactyla yapilir.

Hedef proteinleri belirlemek ve antikorlar
araciligiyla bu proteinlere spesifik  olarak
baglanmay1 gergeklestirmek i¢in yapilir.
Sekonder antikorun ve substratin baglanmasiyla
birlikte hedef proteinlerin varliginin  ve

biiylikligiiniin tespit edildigi adimdir.
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Tablo 3.25: Western Blot ¢ozeltileri ve hazirlanma yontemleri.

Cozelti

Hazirlamis1

RIPA

Tamponu

Bradford
Reaktifi

Ayirma  (Alt)

Jel Tamponu

Yigma (Ust) Jel

Tamponu

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

%10 (w/v) SDS
Cozeltisi
Yiiriitme
Tamponu (1X)
Transfer

Tamponu

10X Stok TBS
(Tris-Buffered

Saline)

10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
%0.1 (w/v) Sodyum Deoksikolat, %0.1 (w/v) SDS ve %1 (v/v) Triton
X-100 igeren RIPA tamponu, proteaz inhibitorii eklenerek son hacmi
tamamlandiktan sonra 15 mL'lik falkonlara bdliiniir. -20 °C'de
saklanir.

0.1 g Coomassie Brilliant Blue (G-250), manyetik Kkarigtirici
kullanilarak 50 mL %95'lik etil alkol i¢inde ¢6ziindiiriildii. Daha sonra
homojen bir karisim elde etmek icin %85 (w/v) fosforik asit eklenerek
karistirildi. Son hacim, dH20O ile 1 L'ye tamamlanarak ¢ozelti, 151k
gecirmeyen bir siseye aktarildi ve karanlik bir ortamda iki kez filtre
kagidindan gegirildi. +4 °C'de saklanir.

18.17 g Tris-base ve 0.4 g SDS, 80 mL dH20 i¢inde ¢oziindiirildi.
Daha sonra pH degeri 8.8'e ayarlanarak son hacim 100 mL'ye
tamamlandi. +4 “C'de saklandi.

%4 (w/v) SDS ve 0.5 M Tris-base igeren bir ¢dzelti hazirlandi. Bunun
icin 6 g Tris-base ve 0.4 g SDS, 80 mL dH-0 igerisinde ¢oziindiiriildii.
pH degeri 6,8’e ayarland1 ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. +4
°C’de saklandu.

30.3 g Tris-base (0.25 M) ve 144.4 g Glisin (1.92 M) 700 mL dH2O
icinde ¢Oziindiirtildi. Cozeltinin pH degeri 8,3’e ayarlanarak son
hacim 1 L’ye tamamlandi.

10 g SDS dH20 iginde ¢oziindiiriilerek son hacim 100 mL’ye
tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

100 mL 10X Yiiriitme stok tamponuna 10 mL %10 (w/v) SDS ¢ozeltisi
eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlandi.

100 mL 10X yiiriitme stok tampon, 200 mL metanol ile karigtirilarak
son hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlandi ve 500 uL %10 (w/v) SDS
eklendi. Cozelti -20 °C’ye sogutularak kullanima hazir hale getirildi.
0.2 M Tris-base ve 1.5 M NaCl igeren bir ¢6zelti hazirlandi. Bunun
icin, 24.22 g Tris-base ve 87.66 g NaCl yaklasik 700 mL dH>0O
icerisinde ¢oziilerek pH degeri 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve son

hacim 1 L’ye tamamlandi. +4 °C’de saklandi.
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Tablo 3.25 (devam)

1X TBST 100 mL 10X Stok TBS c¢ozeltisine 1 mL Tween-20 eklenerek

Cozeltisi karistirildi. Son hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlandi ve +4 °C’de
saklandi.

Bloklama %5 (W/v) Yagsiz siit tozu igeren 1X TBST ¢ozeltisi hazirlandi. 50 mL

Tamponu 1X TBST ¢ozeltisi igerisine 2.5 g yagsiz siit tozu eklenerek homojen

bir karisim elde edildi. +4 “C’de saklandi.
Ponceau Boyas1 Ponceau-S’in 0.1 g tartildi, %5 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi iginde 100 mL
olarak ¢oziildii.
Jelden Boya Hacimce; %5 Metanol, %7,5 asetik asit ve %87,5 dH,0 olacak sekilde
Giderici Cozelti hazirlandi.
Jel Boyama Comassie Brillant Blue (G-250) 0.1 g tartildi, 50 mL methanol
Cozeltisi igerisinde ¢oziilene dek g¢alkalandi. Ardindan karisima 10 mL asetik
asit eklenerek homojen ¢ozelti elde edildi. dH2O kullanilarak

¢ozeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3.24.11 RIPA Tamponu Kullamlarak Hiicrelerin Lizisi ve Proteinlerin
Ekstraksiyonu
Protein ekstraksiyonu oncesinde, protein ekstraktlarinin aktarilacagi ependorf tiipleri
sogutulmak tizere etiketlenerek buz iizerinde bekletildi. Hep3B, SNU-398 ve Clone-9
hiicrelerinden 100 mm’lik bir kiiltiir kaplarindan normoksi ve 300 uM CoCl2 uygulanan 100
mm kiiltiir kaplarindan hipoksi protein izolasyonu yapildi. CoClz uygulandiktan 24 saat
sonra kiiltiir kaplarindan medyum atildi. Daha sonra hiicreler iki defa soguk 1X PBS ile
yikanarak istenmeyen kalintilarin uzaklastirilmasit saglandi. Ardindan buz iizerine
cikarilarak eritilen RIPA tamponu her bir petri kabina 360 pL olacak sekilde eklendi. RIPA
tamponu eklendikten sonra hiicreler buz iizerinde 5 dakika inkiibe edildi, siire boyunca arada
bir “8” cizilerek yavasca karistirildi. Kaziyict %70 alkol ile steril edildikten sonra, kaziyici
ile hiicreler yiizeyden ayrilarak mekanik olarak pargalandi. Kazinan hiicreler, pipet
yardimiyla Onceden sogutulmus ve etiketlenmis ependorflara aktarildi. Daha iyi lizis
saglamak amaciyla protein ekstraktlarina sonikasyon islemi uygulandi. Buz ile doldurulmus
sonikasyon cihazinda 2 dakika sonikasyon, 2 dakika buz iizerinde inkiibasyon yapildi ve bu
islem 3 kez tekrarlandi. Siire sonunda 6rnekler buzla dolu bir kaba alinarak yatay ¢alkalayici

tizerinde 15 dakika boyunca calkalanarak inkiibe edildi. 15 dakika +4 °C sogutmali
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santrifiijde 13.500 rpm’de santrifiijlendi. Hiicre atiklar1 pelet haline gelerek dibe ¢oktii.
llgilendigimiz proteini iceren Siipernatant pelete degmeden dikkatli bir sekilde soguk
ependorflara alindi. Orneklerin igerdigi protein miktarlari, Bradford yontemi ile belirlendi

ve ornekler ileriki deneylerde kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.4.1.2 Bradford Teknigi Kullanilarak Protein Miktarmmin Belirlenmesi

Protein miktarinin tespiti; Bovine Serum Albumin (BSA) standart ¢ozeltilerinden olusan
farkli konsantrasyonlara sahip (100-1000 pg/mL) olarak hazirlanan bir seri kullanilarak
gerceklestirildi ve standart egri olusturuldu. Standart egri, 6rnek igerisinde bilinmeyen
protein miktarinin tespiti amaciyla kullanilan bir referans degerdir. Farkli konsantrasyondaki
standart BSA ¢ozeltileri 3 tekrarli sekilde 6l¢iimiin gergeklestirilecegi 96 kuyucuklu plakaya
5 uL eklendi. Degerleri normalize etmek i¢in kor olarak 5 uL dH20 kullanildi. Kuyucuk
basina 250 uL Bradford reaktifi ilave edilerek pipetajlandi. Karanlik ortamda 10 dakika
inkiibe edildi. Absorbans Sl¢iimii 595 nm’de spektrofotometre cihazinda yapildi. Standart
BSA ¢ozeltilerindeki protein miktarlart kullanilarak, standart bir egri olusturuldu (Sekil
3.18). Elde edilen proteinlerin miktarlarinin belirlenmesi igin, 595 nm absorbans degerleri
ve standart egriden elde edilen Bradford Denklemi kullanilarak protein miktarlar: tespit
edildi. Bu sekilde orneklerin protein miktar tayinleri dogrudan absorbans degerleri ile

belirlenerek dogru ve hassas bir sekilde tespit edildi.

BRADFORD EGRISi

y = 0,0005x + 0,0317
R?=0,9904

Absorbans (595 nm)
e o o o o
[ N w D (9]

o

0 200 400 600 800 1000 1200
ug/mL

Sekil 3.18: Bradford egrisi ve denklemi.
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3.24.1.3 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), protein 6rneklerinin dikey yonde elektrik
akimiyla sahip olduklart molekiil agirliklarina gére ayrilmasi ilkesine dayanan bir tekniktir.
SDS-PAGE tekniginde kullanilacak olan malzemeler ve Bio-Rad sistem aparatlari saf su ile
yikanarak %70’lik alkol ile temizlendi. Temizlenen camlar, aparatlara yerlestirilip, jel

dokme stantlarna takildi.

Kesintili sekilde; ayirma jeli iizerine, yigma jeli dokiilerek jel hazirlandi. ilk olarak
proteinleri biiyiikliiklerine gore ayirmak i¢in %10 poliakrilamid ayirma jeli Tablo 3.26’da
belirtildigi gibi hazirlanarak iist kisimda 2-3 cm bosluk birakacak sekilde cam plakalarin
arasina pastor pipeti ile hizlica dokiildii. Jel, dokiiliir dokiilmez tizerine %90’lik izopropanol
(veya dH20) eklenerek diiz sekilde polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra
%90’lik izopropanol (veya dH20) kurutma kagidi yardimiyla ¢ekilerek uzaklastirildi. %4
poliakrilamid y1gma jeli (Tablo 3.26) hazirland1 ve hizlica hava kabarcig1 kalmamasi i¢in bir
kisim tagirilarak dokiildii. Camlar arasina uygun biiyiikliikte tarak konulduktan sonra jellerin
polimerlesmesi i¢in oda sicakliginda beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar kuyulari
bozmadan dikkatlice ¢ikarilip aparata dengeli bir sekilde 1X yiiriitme tamponu ile dolu olan
elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler yiiklenmeden 6nce kuyular 1X yiiriitme tamponu

ile yikand1 ve camlarin aras1 da yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

Deneyde, spektrofotometrik olarak en az protein igerdigi belirlenen 6rnegin, 20 uL. miktar
baz alinarak diger orneklerde esit sekilde hesaplandi ve boylece tim orneklerin protein
miktarlarinin standardizasyonu saglandi. Her bir 6rnek takibine yapabilmek amaciyla 5 pL
yiikleme boyast ile karistirilarak boyandi. Yiikleme boyasi hazirlamak amaciyla ticari olarak
satin alian 4X Laemli 6rnek tamponu (90 uL) ve B-Merkaptoetanol (10 uL) karistirildi.
Orneklerin son hacmi 25 pL’ye yigma jel tamponu kullanilarak tamamlandi. Ornekler,
proteinler denatiirasyonu amaciyla 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Yigma jelinin ilk
kuyusuna proteinlerin molekiiler agirliklarini tespit etmek amaciyla PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo) biiyiikliik belirtecinden 5 pL yiiklendi. Diger kuyulara 25 uL
protein 6rnegi yiiklendi. Jel yiikklemesi tamamlandiktan sonra, serbest mA’da 80 V’ta 3,5-4
saat elektrik akiminda ornekler yiiriitiildii. Yavas yiiriitme; proteinlerin dengeli ve diizgiin

bir sekilde yiiriimesini saglamak i¢in énemlidir.
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Tablo 3.26: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler Ayirma Jeli Yigma Jeli
(%10 Poliakrilamid) (%4 Poliakrilamid)

Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2.5mL 2.5mL
Yigma (Ust) Jel Tamponu - -
Akrilamid/Bisakrilamid (%640) 2.5mL 625 uL
dH20 5SmL 3.05 mL

%010 (w/v) APS 100 pL 50 uL
TEMED 10 uL SuL

3.24.14 Proteinlerin SDS-PAGE Jelinden PVDF Western Blot Membranina
Transferi
Proteinlerin SDS-PAGE jellerinden PVDF (MiliporeTM) membranina transfer islemi, Bio-
Rad Trans Blot sistemi kullanilarak yapildi. SDS-PAGE’te yiiriitiildiikten sonra, jel
dengelenmesi icin 5 dakika soguk transfer tamponu koyulan bir kap igerisinde bekletildi.
Camlar aparat yardimiyla ayrildi, iist kismindan kesilerek iist jel uzaklastirildi. Soguk
transfer tamponunda bekletilerek transfer aparati, Whatman 3 MM kagidi ve siingerlerle
birlikte transfer siireci i¢in hazir hale getirildi. Aktiflestirilmek iizere 8 x 6 cm boyutlarinda
kesilmis olan PVDF membran, membranin aktif yiizeyi asagiya bakacak sekilde bir kap
igerisinde metanolde 2 dakika bekletildi. Daha sonra, soguk transfer tamponuna aktarilan
membran, yine 2 dakika bekletildi. Transfer kasetinin (-) kutbundan baslayarak "stinger-3
filtre kagidi-jel-membran-3 filtre kagidi-siinger" olacak sekilde katmanlar yerlestirildi,
silindirik aparat ile katmanlarin {izerinden gegirilerek transfer etkinligini diisiirecek hava
kabarciklari ortadan kaldirildi (Sekil 3.19). Transfer kaseti, negatif kutuptan pozitif kutba
dogru kapatilarak igerisinde soguk transfer tamponu bulunan tanka yerlestirildi. Transfer

islemi gece boyunca +4 “C’de, serbest voltaj, 35 mA olacak sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 3.19: Western-blot: transfer islemi sirasinda hazirlanan katmanlar.

3.2.4.1.5 Proteinlerin Antikorlarla Etkilesiminin immiinoblot Teknigi ile Tespiti

Protein transferi sonrasinda PVDF membranda, spesifik olmayan baglanmalarin
engellenmesi ve dogru bir sinyal elde etmek amaciyla transferden alinan membrana
bloklandi. Bu amagla membran aktif yiizeyi yukar1 bakacak sekilde temiz bir kap igerisine
alindiktan sonra hazirlanan 20 mL bloklama tamponu (Tablo 3.25) eklenerek yaklasik bir
buguk saat horizontal ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda membran
1X TBST soliisyonu ile ti¢ kez 5 dakika boyunca horizontal ¢alkalayicida yikandi. Tekrarli
yikama adimlari, istenmeyen bilesiklerin ve spesifik olmayan baglantilarin
uzaklastirilmasini saglamak ve ayni1 zamanda antikorlarin hedef proteinlere baglanmasina
katki saglamak amaciyla gergeklestirildi. Membran, HIF-1a ve B-aktin protein bantlarini
goriintiilemek amaciyla uygun noktalardan kesilip, membranlar ayr1 sekilde primer
antikorlarla muamele edildi. Antikor olarak bloklama tamponunda seyreltilerek 1/3000
oraninda hazirlanan HIF-1a ve 1/5000 oraninda hazirlanan B-aktin antikorlar: kullanild.
Membran +4 °C’de bir gece boyunca doner hareketli ¢alkalayicida inkiibe edildikten sonra
membran li¢ kez 5’er dakika 1X TBST tamponu igerisinde yikama iglemi gergeklestirildi.
Daha sonra membranlar, sekonder antikorlarla (1/10.000 oraninda Mouse [-aktin ve
(1/5000) Mouse HIF-1a antikoru) oda sicakliginda 1 saat doner ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Siirenin dolmasinin ardindan membranlar ii¢ kez, 5’er dakika TBST tamponu igerisinde

yikandi ve goriintiilendi.
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3.24.1.6 Protein Bantlarinin Gorsellestirilmesi ve Analiz Edilmesi

Spesifik antikorlarla isaretlenen proteinlerin tespiti i¢in (Pierce™) ECL Western Blot
substrati1 kullanildi. ECL substrati, membranda bulunan primer/sekonder antikor baglantilar
ile isaretlenmis proteinlere sekonder antikorlar tarafindan baglanarak 151k emisyonu saglar.
Bu sekilde hedeflenen proteinlerin varligi ve yogunlugu goriintiilendi. UVP BioSpectrum™
goriintiileme sistemi, olusan 151k emisyonunu algilayarak goriintii olusturdu ve fotograflama
islemi cihaz yardimiyla gergeklestirildi. Protein bantlarinin fotograflarinin analizi i¢in Image
J programi kullanildi. Bu analizde, normoksi ve hipoksi gruplarinda bulunan protein bantlar
Olgiilerek yogunluk degerleri elde edildi. Ayrica, normalizasyon amaciyla -aktin proteini
de incelendi. HIF-1a ve B-aktin analiz sonuglari, iki proteinin ayni protein ornegindeki
oranlar1 hesaplanarak GraphPad Prism programinda grafiklendirildi. Bu degerler, protein

ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi ve istatistiksel analizler i¢in kullanildi.

3.2.4.2 IFC (Immiinofloresans) Deneyi

Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger hiicresi) hiicre
hatlarinda hipoksik ortam olusumunun protein seviyesinde dogrulanmasi amaciyla
immiinofloresans deneyi gergeklestirildi. Deneyde kullanilacak olan 6zel yuvarlak cam
lameller herhangi bir kontaminasyon olmamasi i¢in 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmeden
once alkol ile steril edildi ve UV’de bekletildi. Ardindan tripsinizasyonla kaldirilan Hep3B,
SNU-398 ve Clone-9 hiicreleri Thoma laminda sayilarak, 24 kuyucuklu plakalara 125 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Steril cam lameller yerlestirildi. Bir gece %5 CO2’1i
ortamda 37 °C’de inkiibe edildi. Hipoksik ortam olusturulacak kuyulara hiicreler
tutunduktan sonra kimyasal hipoksi uygulamasi igin 300 uM CoCl2 uygulamasi yapildi. Bu
uygulamadan 24 saat sonra medyum uzaklastirildi. Kuyucuklar PBS ile 2 defa yikandu.
Fiksasyon igin hiicreler PBS iginde ¢oziinmiis %4’liikk Paraformaldehit ¢ozeltisinde oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. Fiksatif %4 PFA uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara ii¢
defa PBS yikamasi yapildi. Ardindan kuyucuklardaki hiicrelere boyanin ¢ekirdege
girebilmesi i¢in por agmak amaciyla %0.1 (k/h) Triton X-100 ihtiva eden PBS eklendi. 5
dakika bekletildikten sonra tekrar yikama islemi gerceklestirildi. Istenmeyen olasi
baglanmalar olmamasi ig¢in %10 oraninda BSA igeren PBS ile seyreltilerek hazirlanan 1/100
oraninda HIF-1a Primer Antikoru (HIF-1a Monoclonal Antibody, MA1-16504, Invitrogen)
uygulandi. Primer antikor igeren hiicreler, gece boyu karanlik ve nemli bir ortama sahip
kutuya dikkatlice konuldu, +4 °C’de inkiibe edildi. 16 saat sonunda primer antikor

uzaklastirildi. 3 kez 5 dakika boyunca PBS ile kuyucuklar yikandi. Kullanilan primer
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antikora uygun olarak segilen Alexa Flour 488 Antimouse sekonder antikor (Yesil renk
verir) %1 BSA iceren PBS ile 1/100 kat seyreltildi. Bu basamaktan sonra uygulamalara 151k
gecirmeyen, karanlik ortamda devam edildi. Nemli ortam olusturulan kabin igerisinde oda
sicakliginda ve karanlikta 1 saat siiresinde inkiibe edildi. Siire sonunda kuyulara PBS ile 5
dakikalik 3 tekrarli yikama yapildi. Hiicre zarindan gecip ¢ekirdegi boyayan bir floresan
boya ¢esidi olan DAPI soliisyonu (4’°,6-diamin-2-fenilindol) hiicrelere 1 pg/mL olacak
sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler PBS ile yikandi. Goriintiillemede kullanmak iizere
lamlarin {izerine ticari olarak satin alinan ve uzun siirelerde floresan 1s1manin kaybolmasini
engelleyen Antifade tamponundan bir damla pastor pipeti yardimiyla damlatildi. Plakalarin
icerisine yerlestirilmis olan yuvarlak lameller 1sitilmis igne ucu yardimiyla dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi. Bu islemden 6nce %70 alkol ile silinerek steril hale getirilen lamlarin
lizerine hiicre ylizeyinin tampon ile birlesmesini saglayacak sekilde ters bir bicimde

kapatildi.

Immiinofloresan deneyinin gériintiilemeleri Nicon Eclipse E600 ile yapildi. DP2-BSW
programu ile yakalanan goriintiiler Image J programi ile analiz edildi. Sonug¢lar Graphpad

Prism programinda grafiklendirildi.

3.25 DNA-Protein Etkilesim Teknikleri
Hep3B (ana model) hiicre hattinda hipoksik ortam olusumunun DNA-protein etkilesim
teknikleri ile dogrulanmasi amaciyla EMSA ve ChIP deneyleri gerceklestirilmistir.

3.2.5.1 EMSA Teknigi
3.25.1.1 Niikleer Ekstrakt Hazirlanmasi
EMSA teknigi uygulamasinda ilk asama niikleer ekstrakt hazirlama islemidir. Bu agsamada

kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.27°de verildigi gibidir.
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Tablo 3.27: Hep3B hiicrelerinden niikleer ekstrakt hazirlarken kullanilan ¢ozeltiler ve

icerigi.

Tampon Adi Icerigi
TEN Tamponu 40 mM Tris-HCI (pH: 7.5), 1 mM EDTA, 150 mM NaCl

A Tamponu 10 mM HEPES (pH: 7.9), 10 mM KClI, 1.5 mM MgCly, 0.5
mM PMSF, 0.5 mM DTT, Proteaz Inhibitér Kokteyli (Roche)

C Tamponu 20 mM HEPES (pH: 7.9), 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl, 0.2
mM EDTA, %25 Gliserol, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF
Proteaz Inhibitér Kokteyli (Roche)

100 mm petri kabi igerisinde %95 doluluga ulasan Hep3B hiicrelerine hipoksi ortam
olusturmak igin 300 uM CoCl2 uygulamasi yapildi. Normoksi Hep3B hiicreleri ve hipoksi
ortam olugmasi i¢in 6 Saat %5 COz igeren ortamda 37 °C’de inkiibe edilen hipoksi Hep3B
hiicreleri, medyumlar1 dokiilerek 2 mL buzda sogutulmus PBS ile iki kere yikandi. 2 mL
TEN tamponu ile hiicreler kaplandi, 5 dakika buz tlizerinde inkiibe edildi. Hiicreler kaziyici
yardimiyla petri yilizeyinden kazinarak pipet ile 2 ependorfa 1’er mL olacak sekilde esit
olarak paylastirildi. 13.000 rpm’de 1 dakika +4 °C’de santrifijjlendi. Ust kisim
uzaklastirilarak pelet, soguk PBS’ten 1 mL eklenerek ile yikandi. 13.000 rpm’de 5 dakika
+4 °C sogutmal1 santrifiijde santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Pelet tizerine 37.5 pL A
tamponu eklenerek pelet siispanse hale getirildi ve 15 dakika buzda inkiibe edildi. Insiilin
ignesi yardimiyla 6rnek lizis edildi. Lizat 13.000 rpm’de 20 saniye +4 °C’de santrifiijlendi
ve slipernatant uzaklastirildi. Pelet {izerine 40 puL. C tamponu eklenerek homojen hale
getirilene kadar pipetaj yapildi ve siispanse edildi. 30 dakika buz {izerinde inkiibe edildi.
13.000 rpm’de 5 dakika soguk santrifiijlendi. Ust kisim, pelete degmemeye 6zen gosterilerek
temiz bir ependorfa alindi. Protein miktar1 Bradford reaktifi kullanilarak o6l¢iildii. Her bir
tiipte 4000 ng olacak sekilde niikleer ekstraktlar alikot edildi. Ileriki deneylere kadar -80

°C’de muhafaza edildi.
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3.2.5.1.2 EMSA Reaksiyonu

EMSA reaksiyonunda kullanilan kitler, icerigi ve iretici firmalar Tablo 3.28’de verilmistir.

Tablo 3.28: EMSA’da kullanilan kitler, igerikleri ve iiretici firma.

Malzemenin Ad1 Icerigi Uretici

Firma

Kemiluminesans EMSA kit 10X Baglanma Tamponu, PolidldC, Thermo
(LightShift®Chemiluminescent %50 Gliserol, 1M KCI, 100 mM Scientific
EMSA Kit)™ MgClz, 200 mM EDTA (pH: 8.0), 5X

Yiikleme Tamponu

Pierce Biotin 3° Ucu DNA 5XTdT Reaksiyon Tamponu, Terminal Pierce
Etiketleme Kiti™ Deoksiniikleotidil Transferase (TdT),
Biotin-11-UTP

Kemiluminesans Niikleik Asit Stabilized  Streptavidin-Horseradish Thermo
Tamma Kiti (Chemiluminecent Peroksidaz Konjugat, Kemiluminesans Scientific
Niicleic Acid Detection Substrat, Luminol/Enhancer Soliisyon,
Module)™ Stable Peroksit Soliisyonu, Bloklama

Tamponu, 4X Yikama Tamponu,

Substrat Dengeleme Tamponu

3.25.1.3 Oligolarin Etiketlenmesi

Kit igeriginde bulunan TdT enzimi reaksiyon tamponu ile 2 U/mL olacak sekilde
sulandirildi. 5X Reaksiyon tamponundan son konsantrasyonlar1 1X, 1 uM oligo 100 nM, 5
uM Biotin 11-UTP 0,5 uM, 2 U/uL dilie edilmis TdT enzimi 0.2 U/uL son hacim 50 pL
olacak sekilde reaksiyon kuruldu. 37 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra 0.2 M EDTA (pH:
8.0) eklenerek reaksiyon durduruldu. Kloroform-izoamil alkol (24:1) tamponu reaksiyondan
TdT enzimini uzaklagtirma amaciyla 50 uL eklendi. 2 dakika santrifiijlendikten sonra iki faz
olustu. Ust faz dikkatlice pipetle temiz bir ependorfa aktarildi. Etiketlenmis prob -20 °C’de

saklandi.
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3.25.1.4 Oligolarin Baglanmasi

Cift zincirli oligo parcalar1 olusturmak iizere, oligolarin baglanmasi islemi yapildi. 1 pmol/
uL olacak sekilde sulandirilmis olan ileri ve geri oligolardan esit miktarda alinip reaksiyon
95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Primerler oda sicaklifinda sogumaya birakildi. Oda

sicakligina gelen primerler, -20 °C’de saklandi.

3.25.1.5 Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

Poliakrilamid Jel, deneyden bir giin 6nce hazirlanarak +4 °C’ye kaldirildi. Deneyden once,
0.5X TBE tamponu igerisine jeller yerlestirilerek bos sekilde 1 saat 90 V’ta yiiritiildii.
Poliakrilamid jel hazirlama i¢in gereken malzemeler ve miktarlar1 asagida Tablo 3.29°da

verildigi gibidir.

Tablo 3.29: Poliakrilamid jel hazirlama igin gereken malzemeler ve miktarlari.

Malzeme Miktar
5X TBE 600 uL
%40 Poliakrilamid 900 uL
%50 Gliserol 300 uL
TEMED 600 puL
%10 APS 600 pL
dH2.0 3mL
Son Hacim 6 mL

3.25.1.6 Baglanma Reaksiyonlarinin Kurulmasi

Tablo 3.30°da verildigi gibi Hep3B Normoksi ve Hep3B Hipoksi niikleer ekstrakti i¢eren
baglanma reaksiyonlar1 kuruldu. Reaksiyon spesifikligini belirlemek i¢in yarisma ve
supershift deneyleri kuruldu. Reaksiyon 10 dakika buz tizerinde, 40 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra kit icerisinde bulunan yiikleme boyasindan 5 pL koyularak boyandi.
Ornekler poliakrilamid jele yiiklenerek 100 V’ta yiiriitiildii.
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Tablo 3.30: EMSA Baglanma reaksiyonlarinda kullanilan malzemeler ve miktarlar.

Malzemeler Miktarlar:
10X Baglanma Tamponu 2 uL (1X)
1 ug/pL dIldC 1ulL
1M KClI 1uL
100 mM MgClI 1uL
Niikleer Ekstrakt (Hep3B Normoksi ve Hep3B Hipoksi) X uL (4 ug)
1 pmol/uL Biotinle Etiketlenmis Oligolar (Sicak Prob) 1uL

Yarisma Deneylerinde Kullanilan Etiketlenmemis Spesifik 5 uL (500 kat)
Transkripsiyon Faktorlerine Ait Oligolar (Soguk Prob)

Supershift Baglanmalar i¢in Antikor X uL (1/400-800)
dH20 X uL
Toplam Hacim 20 uL

3.25.1.7 Jelin Membrana Transferi ve Crosslink Asamasi

8 X 10 cm biyukligindeki naylon membran, jel biiyiikliigiinde kesilerek 0.5X TBE
icerisinde 10 dakika bekletildi ve -10 °C’ye sogutulmus olan 0.5X TBE igerisinde 90 V
akimda 2 saat siiresince yiiriitiilerek transfer islemi gerceklestirildi. Transferden sonrasinda
membranlar, kuru kalmayacak sekilde tampon ile 1slatilarak stre¢ film ile sarildi ve 15 dakika
boyunca UV altinda bekletilerek Crosslink (Orneklerin Membrana Sabitlenmesi) islemi

gerceklestirildi.

3.25.1.8 Membranin Gériintiilenmesi

Membran ilk olarak kitin iceriginde bulunan 20 mL bloklama tamponunda 15 dakika
horizonal galkalayici iizerinde karigtirilarak bekletildi. Bloklama tamponu igerisine 66.7 L.
Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate antikoru eklendi ve 15 dakika siiresinde
horizonal calkalayici tizerinde calkalama islemi gercgeklestirildi. Membran, Kit iginde yer
alan 1X yikama tamponu ile dort defa yikanmasinin ardindan 15 mL substrat dengeleme
tamponu igerisinde 5 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi. Biotin ile isaretlenmis olan DNA

ornegi, ECL soliisyonu ile muamele edilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
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3.2.5.2 Kromatin Immuno Presipitasyonu (ChiIP)

Hipoksik kosullarda MIR100HG geni promotorunda bulunan DNA-Protein etkilesimlerinin
belirlenmesi amaciyla Hep3B hiicreleri ile Kromatin immuno Presipitasyonu (ChIP) Deneyi
gerceklestirildi. ChIP teknigi, proteinlerin genom tizerindeki baglanma bolgelerinin tespiti

amaciyla siklikla kullanilan molekiiler biyoloji prosediirdiir (Tablo 3.31).

Tablo 3.31: ChlIP Prosediirtine ait basamaklar.

ChIP Basamaklar

Hiicrelerin capraz
baglama icin
formaldehit ile
fiksasyonu
Kromatinin

hazirlanmasi

Kromatinin

parcalanmasi

Antikor

Immiinopresipitasyonu

Protein-DNA
baglarinin ters
cevrilmesi ve
proteinlerin ¢oziilmesi
izole edilen DNA’nin
saflastirilmasi ve

analizi

Hep3B hiicreleri, ¢apraz baglayici bir ajan olan formaldehit ile
fikse edilir. Bu adim protein-DNA etkilesimlerini sabitleyerek

hiicrelerin orjinal durumlarini korumasini saglamaktadir.

Fikse edilen hiicrelere, hiicre zarlarmin pargalanmasi ve
¢ekirdeklerinin agilmasi i¢in uygun tamponlar uygulanir. Bu
adim, kromatin komplekslerini agiga ¢ikarir ve protein-DNA
etkilesimleri serbest bir hal alir.

Kromatin genellikle ultrasonikasyon yontemi kullanilarak
uygun biyiikliikteki pargalara ayrilir (yaklasik 200 bg). Bu
islem, DNA pargalarinin istenilen boyut araliginda
pargalanmasini saglar.

HIF-1o proteininin, protein-DNA komplekslerinin segici
olarak c¢ekilmesi igin 1 pg olacak sekilde HIF-1a antikoru
kullanildi. Antikorlar, kromatin ile birleserek hedef protein-
DNA komplekslerine baglanir ve bu komplekslerin
izolasyonuna yardimei olur.

Immunopresipite edilen komplekslerdeki protein-DNA
baglari, sicaklik ve enzimatik sindirim araciligiyla ¢oziiliir. Bu
adim, proteinlerin ayrilmasi vee DNA’nin Serbest hale
getirilebilmesi acisindan 6nem tasir.

Proteinler ¢oziindiikten sonra, Real Time PCR (qRT-PCR)
yontemi ile analizi gergeklestirilip, Graphpad Prism Programi

kullanilarak veriler grafiklestirilmistir.
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ChIP deneyleri, EZChIP™ Milipore kiti kullanilarak {ireticinin Onerdigi sekilde
gerceklestirildi.

3.25.2.1 Kromatin Immunopresipitasyonunda Fiksasyon

100 mm petri kabinda bulunan Hep3B hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda deney
gerceklestirildi. Hipoksik ortam olusturmak amaciyla 300 uM CoCl2 uygulamasi yapildi ve
hiicreler %5 CO?2 igeren ortamda 37 °C’de 6 saat inkiibe edildi. 6 saat bekleme siiresinin
ardindan, ChIP prosediirii uygulanacak olan Hep3B hiicreleri, inkiibatdrden alindi. Hiicre
medyumuna hiicreleri fikse etmek igin %37’lik formaldehitten 366.6 uL eklendi. Oda
sicakliginda horizonal g¢alkalayici kullanilarak 15 dakika boyunca yavasca karigtirilarak
inkiibe edildi. Reaksiyona girmeyen formaldehit kalintilarinin uzaklastirilmasi igin
medyum-formaldehit karigimma 1.3 mL 10X Glisin eklendi. Karisim 5 dakika hafifce
calkalanarak oda sicakliginda inkiibe edildi. Kiiltlir kab1 buz iizerine yerlestirildi. Medyum
bir pipet yardimiyla uzaklastirildi. Kiiltiir kabina, Soguk 1X PBS’ten 1 mL eklenerek
hiicrelerin yikama islemi gergeklestirildi. Yikama, ti¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.
Bu asama sonrasinda hiicreleri kaziyabilmek amaciyla her 1 mL PBS igerisine 3.25 uL
Proteaz Inhibitor Kokteyl II eklendi. Hiicrelerin kazindiktan sonra aktarilacag: ependorf
tiipleri hazirland1 ve buzda sogutuldu. igerisinde 1X Proteaz Inhibitér Kokteyl II bulunan
soguk PBS’ten 2 mL eklendi. Hiicreler, 5 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Kaziyici ile
hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinden kazinarak onceden sogutulmus steril 2 mL’lik ependorf
icerisine aktarildi. Daha sonra 700 x g’de +4 °C’de 8 dakika santrifiijlenerek c¢oktiirme
saglandi. Sonraki basamakta kullanilacak olan Lizis tamponu, her bir petri i¢in gerekli olan
666 pL SDS Lizis Tampona’a 3.3 pL Protease Inhibitor Koktail II ilavesi ile hazirlandi.
Santrifiij ardindan siipernatant atildi. Hiicre peleti, 1X Proteaz Inhibitor Kokteyli II ile
hazirlanan 666 pL SDS Lizis tamponu ile ¢6ziildii. Hiicre lizati, santrifiyj tlipiinlerine 300-
400 pL boliindii. Hiicre lizatinda bulunan ¢apraz bagli DNA’lar1 200-1000 b¢ uzunlugunda
parcalara ayirmak tizere buz ile doldurulmus olan ultrasonik sonikasyon cihazi kullanilarak
5 tekrarli sekilde 10 saniye sonikasyon, 10 saniye buzda inkiibe edildi. Sonikasyon islemi
sonrasinda +4 °C’de, 13.500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve slipernatant 100’er pL
seklinde temiz ependorflara paylastirildi. Her 100 pL’lik siipernatant, 1 x 10° hiicreye esit
hiicre lizat1 igermektedir. Istenirse 5 pL hiicre lizat1 sonikasyon sonrasinda agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilebilir. Elde edilen hiicre lizatlar1 2 ay siiresince -80 °C’de zarar

gormeden muhafaza edilebilir.
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3.25.2.2 Kromatin Immunopresipitasyonunda Capraz Bagh DNA/Protein
Immunopresipitasyonu
Her IP 6rnegine, 600 pL Diliisyon Tamponu ve 3 pL Proteaz Inhibitor Kokteyli II
eklenmelidir. Diliisyon tamponu buz iizerinde sogutulduktan sonra Bolim 3.2.5.2.1°de
hazirlanan ve -80 C’den ¢ikarilan 100 pL hiicre lizati tizerine 600 pL eklendi. 700 puL son
hacimdeki hiicre lizatinin antikor ile muamele islemi 6ncesinde 6n temizleme amaciyla her
bir IP 6rnegi tizerine 42 pul Protein G Agaroz ilave edildi. Protein G Agaroz ile IP, spesifik
olmayan, baglanabilecek protein pargalarindan ayristirildi. Rotasyonlu dondiiriiciide, +4
°C’de, 1 saat inkiibe edildi. 1 dakika, 5000 x g’de santrifiijlendikten sonra Protein G Agaroz
pelet haline getirildi, siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir ependorf tiipiine aktarildu.
Higbir antikor uygulanmamus siipernatanttan %10 Input olacak sekilde 7 pL sonraki
basamaklar i¢in temiz bir ependorf tiipiine ayrilarak, +4 °C’de muhafaza edildi. Ornekler
tizerine uygun antikorlar eklendi (Tablo 3.32). Uygun antikorlar eklendikten sonra +4 °C’de
rotasyonlu calkalayicida gece boyu inkiibe edildi. Antikor/antijen/DNA kompleksi ile
Protein G Agaroz ‘un birlestirilmesi amaciyla ertesi giin i¢in IP’ler iizerine 42 uL Protein G
Agaroz ilave edildi. 1 saat boyunca +4 °‘C’de rotasyonlu ¢alkalayicida inkiibe edildikten
sonra 1 dakika 5000 x g’de santrifii islemi uygulanarak, Protein G Agaroz pelet haline
getirildi. Ardindan siipernatant dikkatli bir sekilde, temiz bir ependorf tiipiine alindi. Pelet
halindeki Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin komplekslerinin yikama islemleri Tablo
3.33’te belirtilen tamponlarla ve belirtilen sayilarda, 700 pL tamponda resiispanse edilerek
gerceklestirildi. Her resiispansiyon sonrasinda, 5000 x g’de 1 dakika santrifiij islemi

yapilarak Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin kompleksi yikamalari tamamlandi.

Tablo 3.32: ChIP prosediiriinde kullanim amacina gore antikorlar ve miktarlar.

Kullanim Amaci Antikor
Pozitif Kontrol Anti-RNA Polimeraz 11 (1 png)
Negatif Kontrol Normal Mouse 1gG (1 png)
Tgilenilen Antikor (Mouse) HIF-1a (Mouse) (1 ng)
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Tablo 3.33: ChIP prosediiriinde kullanilan yikama tamponlar1 ve yikama sayilari.

Tampon Isimleri Yikama Sayisi
Diisiik Tuzlu Yikama Tamponu 1
Yiiksek Tuzlu Yikama Tamponu 1
LiCl iceren Yikama Tamponu 1
TE Tamponu 2

3.25.2.3 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin
Eliisyonu
IP tiipleri i¢in hazirlanan eliisyon tamponuna, her IP igin, 7 uL %20 SDS, 14 uL 1 M
NaHCOs ve 119 pL dH20 karisimi ilave edildi. Bolim 3.2.5.2.2°de ayrilan input {izerine
hazirlanan eliisyon tamponundan 140 pL eklendi ve B6liim 3.2.5.2.4°e kadar oda sicakligina
birakildi. Kromatin/Antikor/Protein G Agaroz kompleksi igeren her IP tiipiine hazirlanan
eliisyon tamponu 70 pL olacak sekilde ilave edildi. Tiipler hafifce karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. 1 dakika 5.000 x g’de santrifiijlenerek, siipernatant temiz
bir ependorf tiipiine aktarildi. Eliisyon tamponu eklendikten sonra oda sicakliginda

inkiibasyon ve santrifiijleme islemleri tekrar edildi.

3.25.2.4 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA  Komplekslerinin
Serbest DNA’ya Cevrilmesi

Boliim 3.2.5.2.3’de hazirlanarak eliisyon tamponu icerisinde oda sicakliginda bekletilen
%10 input ve IP’lere 5.6 uLL 5M NaCl eklenerek gece boyu 65 °C’de sicak su banyosunda
bekletildi. Ertesi giin, tiim orneklere 0.7 pL RNaz A eklenerek 30 dakika 37 °C su
banyosunda tutulduktan sonra RNaz A’nin aktivitesini inaktive etmek amaciyla her 6rnek
tizerine 2.8 uL 0.5M EDTA, 5.6 uL 1M Tris-HCI ve 0.7 uL Proteinaz K karisimi eklendi.
45 °C su banyosunda 1-2 saat stiresince bekletildi.

3.25.25 Kromatin Immunopresipitasyonunda DNA’nin Saflastiriimasi

Her bir IP 6rnegi ve input igin, Kit iceriginde yer alan Spin filtre ve spin filtrelerin
yerlestirilecegi toplama tiipleri hazirlandi. Igerisinde 140 pL 6rnek olan her tiip icerisine 700
uL Bind Reagent A eklenerek giizelce karistirildi. Her 140 uL numune igin, 5 kati miktarda

olacak sekilde Bind Reagent A eklendi. Bu asamada orneklerde presipitasyon olustugu
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gozlemlendi. Presipite olmus 600 pL Numune/Baglama Reaktifi A spin filtreye alinarak 30
saniye 13.500 rpm’de kisa santrifiijlendi. Spin filtre, toplama tiipiinden ayrildi ve toplama
tiptinde bulunan sivi dokiilerek uzaklastirildi. Spin filtre, toplama tiiptine yerlestirildi ve
kalan 600 uL karisim spin filtreye aktarilarak kolondan ge¢irme basamaklar: tekrar edildi.
Toplama tiipiine yerlestirilen spin filtre icerisine 350 pL olacak sekilde kit i¢inde yer alan
Yikama Reaktifi B eklenerek, 30 saniye 13.500 rpm’de kisa santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasinda toplama tiipiinde biriken kisim atilarak spin filtre tekrar toplama tiipiine
yerlestirildi ve bos sekilde santrifiij islemi tekrarlandi. Ardindan Spin Filtre, steril ependorf
tiptine yerlestirildi. Spin filtrenin merkezinde yer alan beyaz membran tizerine, 35 uL
Eliisyon Tamponu C eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 30 saniye
13.500 rpm’de santrifiij yapildi. Spin filtre membranindan serbest hale getirilerek elde edilen
eliat; saflagtirrlan DNA’dir. Saflagtirnlan DNA ile Tablo 3.34’te verilen primerler
kullanilarak Tablo 3.35’te belirtilen kosullarda Real Time PCR’a tabi tutuldu ve HIF-1a
baglanma bdlgelerinin (HRE) tespiti saglandi. Elde edilen saflastirilmis saflastirilan DNA

ornekleri, uzun vadede -20 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.34: ChIP Real Time PCR’inda kullanilan primerlerin lokasyonlari, dizileri ve

biiytikliikleri.
Uriin
Primer Adi1 Lokasyon Primer dizileri (5’-3°) biiyiikliigii
(be)
ChIP 11ileri +51/-155 5’-CAACTCACACAGAGGCTGTTCTT-3’ 206 bg
ChlIP 1 Geri 5’-AACTTCTGCGCTTCCAAAATTCC-3’
ChIP 2 ileri -260/-465 5’-CAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGA-3’ 205 be
ChlIP 2 Geri 5’-CTGCATGGCTTACGCGCTGCAT-3’
ChIP 31leri -748/-941 5 -GATAGGTATCGAGTCTAGATCTG-3’ 193 be
ChlIP 3 Geri 5’-ACGTATGGTTCAGTATAGAGCTG-3’
ChIP 4 ileri -1046/- 5’-CAGGAGAAAACTGGTCATGATGT-3’ 183 be
ChlIP 4 Geri 1229 5’-ATGGCAGAATGAAATAATACGTCA-3’
ChIP 5ileri -4734/- 5’-ATTAGGCGAAGTAAAAACAGAGTGA-3 175 bg
ChIP 5 Geri 4909 5’>-TTCTTCAGAGATCTGCTTACATTC-3’
ChIP 6 ileri -56979/- 5’-GATGAACACCCAGTATTGTTATGA-3’ 128 be
ChIP 6 Geri 57107 5’-GTAAGAAGCTTTTACATTAAGCATG-3’
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Tablo 3.35: ChIP Real Time PCR dongii sartlari.

Segment Sicaklik Siire Dingii
On Inkiibasyon 95C 10 Dakika 1 dongii
95C 30 Saniye
55C 30 Saniye 35 Dongii
Amplifikasyon
72 C 30 Saniye
95C 5 Saniye 1 Dongii
Erime Egrisi _
65 C 1 Dakika
Sogutma 40 C 30 Saniye 1 Dongti

3.25.2.6  Sonuglarin Analiz Edilmesi

Real-time PCR sonuglar1 Microsoft Excel programinda analiz edildi. Analiz i¢in; Input CT
degerlerinden %1 Log degeri ¢ikarilarak diizeltilmis (Adjusted) Input degerleri elde edildi.
Diizeltilmis Input degerlerinden, 6rnek CT’leri ¢ikarilarak delta CT degerleri belirlendi.
Belirlenen degerin 2’nin iissii seklinde kuvveti alindi ve 100 ile ¢arpilip % Input degeri elde
edilerek ortalamasi alindi. % Input negatif kontrol ortalamasina gore, drneklerin % Input
degerleri kat alindi. % Input kat ortalamasi ve standart sapmaya gore Graphpad Prism

Programinda sonuglar grafiklendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Bioinformatik Analizler
411 MIR100HG Geninin Bioinformatik Analizleri ve Varyant Secimi

MIR100HG, uzun kodlanmayan RNA oldugu i¢in biyoinformatik ¢alismalar, ilk olarak
MIR100HG genomunun analizi ile gergeklestirildi. Bunun igin NCBI’dan MIR100HG

genomu ile ilgili arastirma gergeklestirildi. MIR100HG genom uzunlugunun yaklasik

337.000 bp uzunluguna sahip oldugu sonucuna ulasildi. NCBI’da 23 varyant1 oldugu tespit

edildi. Her bir varyantin, MIR100HG genomu iizerinde konumlari, baslangig ve bitis

noktalart NCBI BLAST programu ile tespit edildi, ekzon ve intronlar1 belirlendi. Genom

lizerinde isaretlenerek sematik hale getirildi (EK A). MIR100HG genomu ve varyantlarin

mMRNA transkriptleri BIOEDIT programinda dizi kiyaslama calismalar: ile karsilagtirildi.

Sonrasinda tiim varyantlarin ekzon ve intronlari, MIR100HG genomu iizerinde isaretlenerek

birbirleri ile kiyaslama yapmak amaciyla genom {iizerinde Olg¢eklendirilip gorsellestirildi

(Sekil 4.2).

Varyant 1 (NR 024430.2)

221.722 2220741244681  244.757] 269.689 269.773 ) 334.193 336.831

1 348 ‘345 411 ‘409 493 ‘486 3148

Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4

Sekil 4.1: Varyant 1'in sematik gdsterimi.
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MIR100HG GENOMU (336.831 bp)

0 336.831
Varyant 1 (NR_024430.2)

?

Varyant 2 (NR_137175.1)

Varyant 3 (NR_137176.1)

Varyant 4 (NR_137177.1)

Varyant 5 (NR_137178.1)

;ﬂ

Varyant 6 (NR_137179.1)

;%

Varyant 7 (NR_137180.1)

Varyant 8 (NR_137181.1)

¥

Varyant 9 (NR_137182.1)

!

Varyant 10 (NR_137183.1)

?

Varyant 11 (NR_137184.1)

i

Varyant 12 (NR_137185.1)

?

Varyant 13 (NR_137186.1)

|

Varyant 14 (NR_137187.1)

!

Varyant 15 (NR_137188.1)

?

Varyant 16 (NR_137189.1)

Varyant 17 (NR_137190.1)

Varyant 18 (NR_137191.1)

- . I Varyant 19 (NR_137192.1)
L]

I Varyant 20 (NR_137193.1)

1
I
I
I
i
I

|

|

Varyant 21 (NR_137194.1)

Varyant 22 (NR_137195.1)

Varyant 23 (NR_137196.1)

!

Sekil 4.2: MIR100HG Genomu ve varyantlart.

Genom fizerinde her bir varyantin ekzonlar1 mor kutucuk ile gosterilmistir. Kutucuklar
arasinda bulunan ¢izgiler ise intronlari temsil etmektedir. Biyoinformatik analizler
sonucunda, uzun kodlanmayan RNA olan MIR100HG geni ile yapilacak ileriki ¢aligmalar
icin Varyant 1 (NR_024430.2) secilmistir (Sekil 4.1). Varyant 1, MIR100HG genomu
lizerinde 221.722 bp noktasinda baslayip, 336.831 bp’de sonlanmaktadir. Dort ekzon ve ii¢

introndan olusmaktadir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_024430.2

4.1.2 MIR100HG Ekspresyon Primerlerinin Tasarlanmasi

MIR100HG genine ait Varyant 1’in CDS (mRNA trankript) dizisi lizerinden baslangi¢ ve
bitis kodonlar1 belirlenerek ekzonlar1 isaretlenmistir. MIR100HG geni ekspresyon
calismalar1 i¢in tasarlanan ekspresyon primerleri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Ekspresyon
primerleri tasarlanirken, iki farkli ekzondan segilmesine, 20-25 bp uzunlugunda olmasina,
secilen iki primer arasinda yaklagik 300 bp bulunmasina, G-C bakimindan zengin bdlgeler
olmamasina, Tm degerlerinin yaklasik 50-60 °C olmasina ve NCBI da bulunan BLAST
programi kullanilarak belirlenen primerler ile MIR100HG geni arasinda %100 benzerlik

olmasina dikkat edilmistir (EK B).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

Sekil 4.3:MIR100HG Varyant 1 CDC (mRNA trankript) dizisi, ekzonlar1 ve segilen

ggggageage
cotgtootgt

cgga ca
aactggtttt

stagggotge ggastittgg aagegoagaa

gtttteteet

gtctaagata
gtgtgttgtt

acacttctgg
atttgecctag

cactcactca actgagagat ttotttgttg

aggcetgcagg cgagaaacac agctgatate
cattataaat taaggaggaa tagtaacaaa

aca cacal

catotgadag
aaaattgaga
tgatttgaag

ctecacaggoce
gcaaccagga

agaactcata
atattagect

acctttttea
tgtoteccca

aactatgaag

Tt ttga
gtgcaaggac

ttgaaacaaa

cccocaaatt

aaacagaaaa
atgtgtatte

gtgcagette
actcaataat

ctctgtttgt

tatgettatt

aatgcacttg

sogggtagag getggogaca toagacagac
ggtgcgtatg gotgoagage acacagagkt

caatgatggg
atettttatt
gagettgaag

agaaccaaga
gtetttggac

aact ctt cctcgettct goctcctcaga

aacaagatgg aagcaggttt aaaattttac
tgttecoctttc agectggtoct atagtacccc
aaagactgaa gagactgcta tattgatgga
gaaagtgatc acctgaagac acctcocctctg
tgccactaga actctcagaa caagagacaa

gacatctaga ttttcatgag ccaagaactt
acttaaattec atgtgacatt catttttttc

ggcgsgtgga
ataagaagtt
toctocaggaa
ctetcaagee
ctaagaaaca
toettttecaag
teccttocte

ctagtatgga

tttoaaaatec ccaaattgeca caaatgtgtt

gaaacaaaat
gagtgaccta

aaaataatca

gaatcctaca
cagaataaaa

aatattttaa

aggagaatga tttttagcoca cacatagggt
gtacttttaa aataaagtag tcagaggcta

tggatcttga

ttcaaagggt
ttttttttta

atcaagaaag

tagtaccaca
ctagattota

ttggtcocact tgacactaac caatcgatca
tocagataaaa tcactgettc taaagagttt

aaatctagtt

agaaaaagtt
atcaaaaaca
ctgacttact
gtagaagatt

tggaggagga
tatacatate

atagaaatgt
aaacca El.g ca
tagggaagaa
tagataaatg

aatgaataca

ttgcaaagat aagtaacaga tagagtcagt
aaagatgagt tcaggggagt ttgccatcaa

agttataaaa caggaaaata tgagatgaac
aaaggaa agaaaatgga gttctttagg

agaggataag
gttggcaaaa

cttgagtgat
tggttgtaat

cacatcttgt tgacttaaac ccagacattc

tggaaaagac

tgcacagtca cctoctgtet cteaccccag

agecagctcte
gtattactta

gaattattat

catatttoce

ttoctttaaa gtaagtaagg gtgattggtg

gaactatgat

ttttecatta

acctaataat aattggtatt tattgagttc

acaatatgga
tgttaagecat

tttacatatt

aactcactta

agcctttcaa cagccttgeca aaataggtat

attttacagyg
acattcagta

caatgtcaca

caagaaaact
ttgcagttge

attattacce

gaggtttaag taacttgcocg aagtgccata
aaagctcatg atctatagtg ccaagttgca
ctttttatat tccttgatat ttttccatgg

gatattteat

ttaataatca

tgatagaaty
catttcagac
gtotatgtaa
caatgecoctt
aagatcgaac

toagtagett
tggaaacagt

tattttcaty
ttgttttttt

cctaaaactt ttcagtecttc tgattaaaat
atagaaattyg ggaaaaaaaa tggggaatga
tttttttttt tgcaagactt tgatgagatt

aatcccaaat

tttaatagag
tttggagtgt
ttgocactggt

cattgagaat aaaaaagggg gaggtttaag

tattatccce

tacagggcte
atattgtagt
caaacaatta
tacgotggag
agtttatcag

gttecactttt
toacttgttg

geaataaate taaaggccat aaatttagag

ggcagagtaa gggatggasa ccaggcccote
ctgoccttoc taaattaagt atgcacttea

ctatotgggc

agtaaccagg gagctttgtg cctagtagat

tgacttacag
cagttcacta

atttgataag
tgattetgtt

ctgcacttct

ttggtttccc

acctcaatgt aaaaaatagc tagcaatgaa

tgtcaatggt

tcatccccag

tocaatggtat

taagttattt

aagaatgcat aatgtccaaa gttgtatgtg

gtecagaagt
tatgatgtet

caaattcoctta gttcacctac ataaatcatt

totaacaage

atcttettaa

ccaactttat

tacatgactg
tectecatgta

tttccatagt

geacagtgta tgtttgtaag tgcttctgca
acttatgttt ttaaaaatat tcagtcattt

tecatgtaac

caaatcteat

tettetttte

tgactcaaaa atacttcagc cacagaaage
catccccttt gcatgtggct ggcatttagt

aatatggcca

gctgaataac

ago tet

gtaaatttece
toctgtttta

ataaataaac

acttatggac
acttagctag

agcatgataa
agggtttttt

agaggtttga gacacaattc tttctcaaag
aaacatotaa atgtgtggaa gtatotgata
ctagcattgt cagacttcaa tctcoctcatg
ttgttggcca catctcacat agttetcatt
ttttttttta aagagcagcc aagcacaaag

ttgacatttt

atgtgacttt

gtcatatgtt cctaacccocc aataaaagea

cgaatgttta
cctactataa
taaaactgag
aatgattaat
gagtcagecta
tttgacaatg
getetggeeg
gagtgagtic

tgtgactttg
atgttgocate

aactgtgaa

ekspresyon primerleri.
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Tasarlanan ekspresyon primerlerinin Tm ve annealing degerleri hem manuel olarak hem de

https://www.idtdna.com adresinden Oligo dT Analyzer programi ile analiz edildi. Secilen

primerler, MIR100HG ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmistir.

4.1.3 MIR100HG Ekspresyon Primerlerinin PCR ile Denenmesi

MIR100HG ekspresyon ¢aligmalarinda kullanilacak olan MIR100HG primerlerinin tasarimi
Boliim 4.1.2°de anlatilmigtir. Tasarlanan MIR100HG ekspresyon primerlerinin denenmesi
icin Oncelikle Hep3B hiicrelerine 300 pM CoCl2 uygulandi. 24 saat sonunda, Boliim
3.2.3.1°de anlatildig1 sekilde hipoksi ve normoksi RNA’lar izole edilmistir. Boliim 3.2.3.4°te
anlatildigi sekilde cDNA’lar elde edilmistir. Elde edilen cDNA’lar farkli ng’larda
kullanilarak MIR100HG ekspresyon primerleri ile HB-2 PCR ((Sq) RT- PCR) kuruldu
(Bolim 3.2.3.5). MIR100HG ekspresyon primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR’a ait
dongiiler Tablo 4.1’de verilmistir. PCR iiriinleri, B6liim 3.2.1.3’te anlatildig1 sekilde DNA

agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 4.4).

Tablo 4.1: Ekspresyon primerlerinin kontrolii i¢in gergeklestirilen HB-2 ((Sq) RT-PCR)
dongii sartlar1.

Sicakhik Siire Dongii
94 °C 4 Dakika 1 dongii
94°C 30 Saniye

55°C 30 Saniye 35 Dongii
72 °C 30 Saniye

72 °C 10 Dakika 1 Dongii
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HB2 (+)
HB2 (-)
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5 ul cDNA Normoksi

1 ul cDNA Hipoksi

2 ul cDNA Normoksi

2 ul cDNA Hipoksi

3 ul cDNA Normoksi

3 ul cDNA Hipoksi

5 ul cDNA Hipoksi
10 ul cDNA Normoksi
10 ul cDNA Hipoksi
10 ul cDNA Normoksi
10 ul cDNA Hipoksi

Sekil 4.4: MIR100HG ekspresyon primerlerinin Hep3B normoksi ve hipoksi cDNA’lart ile
kontrolii.

Yapilan PCR sonucunda, tasarlanan MIR100HG primerlerinin kontrolii saglanmustir.

4.1 MIR100HG Geninin Farkh Hiicre Hatlarinda Ekspresyonunu Belirleme
Calismalan
MIR100HG’nin normal oksijen kosullarinda ifadesinin belirlenmesi igin, iki epitelial
(Hep3B ve Huh-7) ve iki mezensimal benzeri (SNU-398 ve SNU-475) hepatoselliiler kanser
ve de saglikli epitelial karaciger hiicresi (Clone-9) Bolim 3.2.2.7°de belirtildigi {izere
biiyiitiilmiistiir. Total RNA izolasyonu (Boliim 3.2.3.1) yapildiktan sonra, cDNA sentezi
(Boliim 3.2.3.4) gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar Boliim 3.2.3.6’da belirtildigi
iizere Real-Time PCR analizine tabi tutulmustur. Normalizasyon amagli insan Humanbeta-
2 mikroglobiilin primerleri kullanilmistir. Sonuglar Bolim 3.2.3.6°’da belirtildigi iizere
degerlendirilmistir. Graphpad Prism programi ile analiz edilip grafiklendirilmistir.
Sonuglara gore MIR100HG ekspresyonunun en yiiksek oldugu hiicre hattt Hep3B hiicre hatti
olarak belirlenmistir. Bu ekspresyon diizeyini SNU-398 hiicreleri takip etmektedir (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5: MIR100HG mRNA ifadesinin farkli hepatoselliiler kanser hiicre hatlarinda ve

saglikli karaciger hiicre hattinda normoksi sartlarda belirlenmesi.

Bu sonuglar dogrultusunda Hep3B hiicre hatti ana model, SNU-398 hiicre hatt1 yan model,

Clone-9 hiicre hatti ise saglikli karaciger hiicre hatt1 olarak secilmistir.

4.2  Hiicre Hatlarinda Kimyasal indiiklenmis Hipoksik Modelin Olusturulmasi
4.2.1 Hipoksik Model Olusturulmasi

MIR100HG’nin hipoksik kosullarda ifadesinin belirlenmesi igin, iki epitelial (Hep3B ve
Huh-7) ve iki mezensimal benzeri (SNU-398 ve SNU-475) hepatoselliiler kanser ve de
saglikli epitelial karaciger hiicresi (Clone-9) Bolim 3.2.2.7°de belirtildigi iizere
biiyiitiilmiistiir. Kimyasal hipoksi olusturmak amaciyla hiicrelere CoCl2 uygulamalari,
Boliim 4.2.2 ve 4.2.3 ‘te anlatildig1 sekilde gergeklestirilen MTT testi ve Real-Time PCR
analizleri sonucunda belirlenen konsantrasyonlara gore uygulanmistir. Asagida hiicrelerin

normoksi ve hipoksi sartlardaki hiicre fotograflar1 10X ve 20X biiyiitmede verilmistir (Sekil
4.6-4.10).
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Hep3B Normoksi Hep3B Normoksi
10X I 20X

Hep3B Hipoksi Hep3B Hipoksi
10X 20X

Sekil 4.6: Epitelial kokenli Hep3B hiicrelerine ait normoksi ve hipoksi ortamda 10X-20X
biiylitmede ¢ekilen mikroskop goriintiileri.
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SNU-398 Normoksi SNU-398 Normoksi
10X ‘ ‘ ) ‘

SNU-398 Hipoksi SNU-398 Hipoksi
10X 20X

Sekil 4.7: Mezensimal kokenli SNU-398 hiicrelerine ait normoksi ve hipoksi ortamda

10X-20X biiyilitmede ¢ekilen mikroskop goriintiileri.
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Clone-9 Normoksi Clone-9 Normoksi

10X 20X
Clone-9 Hipoksi Clone-9 Hipoksi
10X 20X

Sekil 4.8: Saglikli karaciger hiicre hatti1 Clone-9 hiicrelerine ait normoksi ve hipoksi

ortamda 10X-20X biiyiitmede ¢ekilen mikroskop goriintiileri.
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HUH-7 Normoksi HUH-7 Normoksi

10X 20X
HUH-7 Hipoksi HUH-7 Hipoksi
10X 20X

Sekil 4.9: Epitelial kokenli HUH-7 hiicrelerine ait normoksi ve hipoksi ortamda 10X-20X
bliylitmede ¢ekilen mikroskop goriintiileri.
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SNU-475 Normoksi SNU-475 Normoksi
10X 20X

SNU-475 Hipoksi SNU-475 Hipoksi
10X 20X

Sekil 4.10: Mezensimal kokenli SNU-475 hiicrelerine ait normoksi ve hipoksi ortamda
10X-20X biiyilitmede ¢ekilen mikroskop goriintiileri.

4.2.2 Hipoksi Olusumu I¢cin Gereken CoCl, Miktarimin MTT Analizi ile Belirlenmesi
Hipoksi olusumu i¢in gereken CoClz miktarinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak hiicreler
yeterli doluluga ulagana kadar Bolim 3.2.2.7°de anlatildigi sekilde biyiitiilmistiir. Ardindan
hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip Bolim 3.2.2.8’de anlatildigi sekilde sayilarak MTT
deneyi i¢in 10 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara boliinmiis ve iizerine
CoClz, 150, 300 ve 600 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde 24, 48 ve 72 saat
uygulanmistir. Degerlendirme amaclh Boliim 3.2.2.12°de verilen MTT uygulamasi yapilmis

olup, sonuglar % hiicre canlilig1 olarak grafiklendirilmistir.

Hep3B hiicre hattinda uygulanacak olan CoCl2’lin hiicre canlilig1 iizerine etkileri, farkli doz
uygulamalar yapilarak degerlendirilmistir. En yiiksek doz olan 600 pM i¢in 72 saatte bir
toksisite gozlenmistir. Diger tiim uygulamalarin sitotoksik agidan anlamli bir etkisi

gozlenmemistir (Sekil 4.11).
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Hep3B MTT
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Sekil 4.11: Farkli konsantrasyonlarda CoClz uygulamalarinin Hep3B hiicre canliligi

uzerine etkisi.

SNU-398 hiicre hattinda uygulanacak olan CoCl2’iin hiicre canlilig1 iizerine etkileri, farkli
doz uygulamalar yapilarak degerlendirilmistir. Sonug olarak, uygulamalarin tiim dozlar1 ve
tim saat dilimlerine bakildiginda SNU-398 sitotoksik a¢idan anlamli bir etkisi
gozlenmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Farkl1 konsantrasyonlarda CoCl2 uygulamalarinin SNU-398 hiicre canliligi

uzerine etkisi.

Clone-9 hiicre hattinda uygulanacak olan CoCl2’{in hiicre canlilig: tizerine etkileri, farkli doz
uygulamalar1 yapilarak degerlendirilmistir. 600 uM CoClz uygulamasinin tim zaman
dilimlerinde hiicreler igin %50’nin altinda hiicre canliligini etkiledigi belirlenmistir. 150 ve
300 uM CoClz konsantrasyonlarinin ise tiim zaman dilimlerinde istatistiki olarak sitotoksik
acidan anlamli etki gostermedigi tespit edilmistir. Saglikli hiicre modeli olan Clone-9’un

CoCl2 uygulamalart i¢in hassasiyet gosterdigi anlasilmaktadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Farkli konsantrasyonlarda CoCI2 uygulamalariin Clone-9 hiicre canliligi

uzerine etkisi.

423 MIR100HG Geni Ekspresyonunun Hipoksik Kosullar Altinda mRNA
Diizeyinde Belirlenmesi
CoCl2 kimyasal indiiklemesi ile olusan hipoksi durumu ve bu hipoksi durumunda
MIR100HG ve HIF-1a genlerinin ifadesinin belirlenmesi i¢in ilk olarak Hep3B hiicreleri
biiyiitiiliip, yeterli pasaj sayist ve doluluga ulastiktan sonra hiicreler, tripsinizasyonla
kaldirilip Béliim 3.2.2.8°de anlatildign sekilde sayilarak 6 kuyucuklu plakalara 5 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde boliinerek deney kurulmustur. Kontrol kuyusuna karsilagtirma
yapmak i¢in uygulama yapilmamistir. Hipoksi olusturulacak kuyulara belirlenen 300 uM
konsantrasyonunda CoClz uygulanarak, 1s, 3s, 6s, 24s ve 48s zaman araliklarinda hipoksik
durum degerlendirilmistir. Devaminda, Bo6liim 3.2.3.1-4’te anlatildig1 gibi RNA izolasyonu
ve cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar ile Real-Time PCR’da hedeflenen genler
icin (MIR100HG ve HIF1-a) Real-Rime PCR kurulmustur. Normalizasyon amagli Hp-2
primerleri kullanilmistir (Boliim 3.2.3.6). Sonuglar Sekil 4.14°da gosterilmis olup, buna gore
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Hep3B hiicrelerinde hipoksik cevabin HIF1-a mRNA seviyesinde olustugu dogrulanmustir.
Ayn1 zamanda MIR100HG ifadesinin mRNA seviyesinde, tiim zaman dilimlerinde arttig1

ancak en yiiksek cevabin, 24 saat zaman diliminde yaklasik 1700 kat oldugu gosterilmistir.

MIR100HG Hep3B Hipoksi Hep3B HIF-1a
2000 81
*
1800~ *x
— =Gt
3 g
-] —
u‘! 1600 ‘g
< <
Z Z 4
[ 1400— o
~
‘g 400 E
300 4’
x 200{ . X 24
100 * *
1§
i*—*—ﬁ—.—.—l 0

Kontrol 1H 3H 6H 24H 48H Kontrol 1H 3H 6H 24H 48H
Saat Saat

Sekil 4.14: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ve HIF-1a mRNA ifadesi.

CoClz kimyasal indiiklemesi ile olusan hipoksi durumu ve bu hipoksi durumunda
MIR100HG ve HIF-1a genlerinin ifadesinin belirlenmesi i¢in ikinci olarak SNU-398
hiicreleri blyttilip, yeterli pasaj sayist ve doluluga ulastiktan sonra hiicreler,
tripsinizasyonla kaldirilip Bolim 3.2.2.8’de anlatildigi sekilde sayilarak 6 kuyucuklu
plakalara 5 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde béliinerek deney kurulmustur. Kontrol kuyusuna
karsilagtirma yapmak i¢in uygulama yapilmamistir. Hipoksi olusturulacak kuyulara
belirlenen 300 uM konsantrasyonunda CoCl2 uygulanarak, 1s, 3s, 6s ve 24s zaman
araliklarinda hipoksik durum degerlendirilmistir. Devaminda, Boliim 3.2.3.1-4’te anlatildig1
gibi RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar ile Real-Time
PCR’da hedeflenen genler i¢in (MIR100HG ve HIF1-a) Real-Rime PCR kurulmustur.
Normalizasyon amagli HB-2 primerleri kullanilmistir. (Bolim 3.2.3.6). Sonuglar Sekil
4.15’de gosterilmis olup, buna gore SNU-398 hiicrelerinde hipoksi cevabin olustugu tiim
saat dilimlerinde dogrulanmistir. MIR100HG ifadesinin mRNA seviyesindeki tiim saat

dilimlerinde HIF-1a ile korele olacak sekilde artmis oldugu belirlenmistir.
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SNU-398 MIR100HG SNU-398 HIF-1a
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Sekil 4.15: SNU-398 hiicre hattinda MIR100HG ve HIF-1a mRNA ifadesi.

CoCl2 kimyasal indiiklemesi ile olusan hipoksi durumu ve bu hipoksi durumunda
MIR100HG ve HIF-1a genlerinin ifadesinin belirlenmesi igin ikinci olarak Clone-9 hiicreleri
biyiitillip, yeterli pasaj sayisi ve doluluga ulastiktan sonra hiicreler, tripsinizasyonla
kaldirlip Béliim 3.2.2.8°de anlatildig1 sekilde sayilarak 6 kuyucuklu plakalara 5 x 10°
hiicre/kuyu olacak sekilde boliinerek deney kurulmustur. Kontrol kuyusuna karsilagtirma
yapmak i¢in uygulama yapilmamistir. Hipoksi olusturulacak kuyulara belirlenen 300 uM
konsantrasyonunda CoClz uygulanarak, 1s, 3s, 6s, 24s ve 48s zaman araliklarinda hipoksik
durum degerlendirilmistir. Devaminda, Bo6liim 3.2.3.1-4’te anlatildig1 gibi RNA izolasyonu
ve cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar ile Real-Time PCR’da hedeflenen genler
icin (MIR100HG ve HIF1-0) Real-Rime PCR kurulmustur. Normalizasyon amagli GAPDH
primerleri kullanilmistir (B6liim 3.2.3.6). Sonuglar Sekil 4.16 ile gosterilmis olup, buna gore
Clone-9 hiicrelerinde hipoksi cevabin olustugu tiim saat dilimlerinde dogrulanmustir.
MIR100HG ifadesinin mRNA seviyesindeki durumuna bakildiginda 1, 3 ve 24. Saatte artisin

oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.16: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ve HIF-1a mRNA ifadesi.

4.2.4 Hipoksi Olusumunun Protein Diizeyinde Dogrulanmasi

Real Time PCR ile HIF-lo ifadesine bakilarak mRNA diizeyinde hipoksi olusumu
dogrulanmistir. Hipoksi olusumu ayrica Western Blot, IFC ve EMSA deneyleri
gerceklestirilerek protein diizeyinde de Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde

dogrulanmustir.

4.2.4.1 Western Blot

Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger hiicresi) hiicre
hatlarinda hipoksik ortam olusumunun protein seviyesinde dogrulanmasi amaciyla Western
blot yontemi gerceklestirildi. 5 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler 6 kuyucuga sahip
plakalara paylastirilarak %5 COz2 igeren inkiibatérde 37°C’de gece boyu tutunmalari i¢in
bekletildi. Hipoksi olusturulacak kuyulara 300 uM CoCl2 uygulamasi1 gergeklestirildi. 37
°C’de, 24 saat inkiibe edildikten sonra, Boliim 3.2.4.1.1°de belirtildigi sekilde RIPA tamponu
ile 24 saat normoksi ve hipoksi protein ekstraktlari elde edildi ve Bolim 3.2.4.1.2°de
anlatildigi sekilde Bradford ile miktarlar1 belirlendi. Protein ekstraktlart ile Bolim
3.2.4.1.3’te anlatildig1 gibi SDS-PAGE gerceklestirildi. Protein 6rneklerinin molekiil
biiyiikliiklerine gore ayrilmasi saglandiktan sonra Boliim 3.2.4.1.4’te anlatildigi gibi PDVF
membrana transfer islemi yapildi. Daha sonra hipoksi olusumunun protein seviyesinde
kanitlanmas1 amaciyla Boliim 3.2.4.1.5 ‘te belirtildigi sekilde HIF-1a primer ve sekonder
antikoru uygulandi. ECL Western substrati uygulandiktan sonra membranda bulunan protein

bantlari, UVP sisteminde goriintiilendi (Sekil 4.17). Gorlintiilenen bantlar B-aktin antikoru
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ile elde edilen sonuglara gore normalize edilerek, veriler GraphPad programinda

grafiklendirildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17:Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde HIF-1a ifadesinin Western Blot

HIF-1a HIF-1a
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yontemi analizi ve hipoksi olusumunun protein diizeyinde dogrulanmasi.

Bu sekilde, Hep3B (ana model), SNU-398 (yan model) ve Clone-9 (saglikli karaciger
hiicresi) hiicre hatlarinda hipoksi olusumu, protein seviyesinde dogrulanmistir. CoCl2
uygulamasi: yapilmayan normoksi kontrol gruplart ile karsilastirildiginda, hipoksi
olusumunda en ¢ok artis Hep3B hiicrelerinde yaklasik 4 kat olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglar1 SNU-398 yaklasik 2 kat artig, Clone-9 hiicreleri ise yaklasik 0.5 kat artis ile takip

etmektedir.
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4242 1FC

Hipoksi olusumunun protein diizeyinde dogrulanmasi i¢in IFC metodu kullanilmistir. B6lim
3.2.4.2°de anlatildig1 sekilde deney yapilmistir. Hipoksi olusumunun dogrulanmasi Hep3B,
SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Bu deney sonucunda HIF-la’nin
protein diizeyinde dogrulanmasi saglanmistir. Deneye ait elde edilen bulgular Sekil 4.18-

4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.18: Hep3B hiicre hattinda HIF-1a antikoru ile hipoksik kosul olusumunun

DAPI

FITC
CTCF

MERGE

dogrulanmasi.

Hep3B hiicre hatt1 ile yapilan immunofloresan deneyinde normoksi kosullara gore
karsilastirma yapmak ve HIF-1o’nin dogrulanmasini saglamak i¢in kuyucuklara uygulanan
300 uM CoClz sonrasindaki cevap hem floresan mikroskobundaki goriintiisii ile hem de bu
goriintliniin Image J programi ile densitometrik analizi ile gerceklestirilmigtir. Buna gore

Hep3B hiicre hattinda kimyasal olarak indiiklenmis hipoksi kosullarinda HIF-1o’nin cevabi,
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normoksi kosullardan yaklasik 2 kat daha fazla 1s1ma ile artis olarak analiz edilmistir. Bu
sonug, hipoksik kosullarda izledigi yolaklardan dolay1r HIF-lo’ nin arttigini ve kosullarin

olusturuldugunu gostermektedir. Bu artis istatistiki olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.

NORMOKSI HIPOKSI

DAPI

SNU-398
154

* %k %

FITC

MERGE

Sekil 4.19: SNU-398 hiicre hattinda HIF-1a antikoru ile hipoksik kosul olusumunun

dogrulanmasi.

SNU-398 hiicre hatti ile yapilan immunofloresan deneyinde normoksi kosullara gore
karsilagtirma yapmak ve HIF-1o’nin dogrulanmasini saglamak i¢in kuyucuklara uygulanan
300 uM CoCl2 sonrasindaki cevap hem floresan mikroskobundaki goriintiisii ile hem de bu
goriintiinin Image J programi ile densitometrik analizi ile gergeklestirilmistir. Buna gore
SNU-398 hiicre hattinda kimyasal olarak indiiklenmis hipoksi kosullarinda HIF-1a’nin

cevabi, normoksi kosullardan yaklagik 2 kat daha fazla 1s1ma ile artig olarak analiz edilmistir.
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Bu sonug, hipoksik kosullarda izledigi yolaklardan dolayr HIF-1a’nin arttigini ve kosullarin

olusturuldugunu gostermektedir. Bu artis istatistiki olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.

NORMOKSI HiPOKSI

Clone-9
* %k %k %

6_
4
2-

9‘ >

«Gb &

& F

Sekil 4.20: Clone-9 hiicre hattinda HIF-1a antikoru ile hipoksik kosul olusumunun

DAPI

CTCF

FITC

MERGE

dogrulanmasi.

Clone-9 hiicre hatt1 ile yapilan immunofloresan deneyinde normoksi kosullara gore
karsilastirma yapmak ve HIF-1o’nin dogrulanmasini saglamak i¢in kuyucuklara uygulanan
300 uM CoClz sonrasindaki cevap hem floresan mikroskobundaki goriintiisii ile hem de bu
goriintliniin Image J programi ile densitometrik analizi ile gerceklestirilmistir. Buna gore
Clone-9 hiicre hattinda kimyasal olarak indiiklenmis hipoksi kosullarinda HIF-1a’nin
cevabi, normoksi kosullardan yaklagik 2 kat daha fazla 1s1ma ile artis olarak analiz edilmistir.
Bu sonug, hipoksik kosullarda izledigi yolaklardan dolay1r HIF-1o’nin arttigin1 ve kosullarin

olusturuldugunu gostermektedir. Bu artis istatistiki olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4.2.4.1 EMSA

Hipoksi olusumunun protein diizeyinde dogrulanmasi icin son olarak EMSA metodu
kullanilmistir. Boliim 3.2.5.1°de anlatildigi sekilde deney gergeklestirilmistir. HIF-1o’nin
EMSA ile dogrulanmas1 Hep3B hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Bu deney sonucunda HIF-
lo’nin dogrulanmas: saglanmistir. Bir transkripsiyon faktorii olan HIF-lo’nin HRE
bolgesine (Hypoxia Response Element) CoClz uygulamas: ile daha yiiksek afinite ile
baglandig bir kez daha dogrulanmistir. Edilen sonuglar Sekil 4.21°de verilmistir.

1 2 3 4 5
Free Prob +
Niikleer - + + + +
Ekstrakt
Normoksi - + - + +
Hipoksi - - +
Cold Prob - - - + +

X100 X500

Sekil 4.21: Hep3B niikleer ekstrakti kullanilarak yapilan EMSA deneyi ile HIF-1a’nin

dogrulanmasi.
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Hep3B hiicrelerinde kimyasal indiiklenmis hipoksi olusumu protein seviyesinde EMSA

deneyi ile dogrulanmustir.

4.3 MIR100HG Promotor Par¢alarmin Klonlanmasi
4.3.1 MIR100HG Promotorunun Biyoinformatik Analizi ve Promotor Primerlerinin
Tasarlanmasi

MIR100HG geni, 11. Kromozom iizerinde yer almaktadir. MIRIOOHG geninin, uzun
kodlanmayan RNA olmast sebebiyle promotor bolgeyi bulabilmek amaciyla,
MIR100HG’nin kodlanmayan uzun genomu iizerinde varyant 1’in ilk ekzonu tespit edildi
(Sekil 4.22). Promotor bolge olarak varyant 1’in ATG’sinin {ist kismindan yaklasik 1300
bp’lik bir bolge secildi. Primer tasarlama c¢aligmalar1 yapilirken, spesifikligi arttirmak icin
secilecek ortak reverse primerin Varyant 1’in 1. Ekzonundan olmasina ve primer
uzunluklarinin 20-25 niikleotid uzunlugunda olmasina dikkat edilmistir. Primer uzunluklar
24 niikleotid olarak belirlenmistir. Klonlama (Promotor) primerleri tasarlanirken, G-C
bakimindan zengin bolgeler olmamasina, Tm degerlerinin yaklasik 50-60 °C olmasina ve
NCBI da bulunan BLAST programi kullanilarak segilen primerler ile MIR100HG geni
arasinda yiiksek oranda benzerlik olmasina ve farkli bir genle benzerligin daha diisiik oranda
olmasia dikkat edilmistir (EK C). Tiim bu kosullar dikkate alinarak tasarlanan primerler

Sekil 4.23’te isaretlenerek gosterilmistir.
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TATGCTGGETGTGACACAGACAGAGAGACCCAGACCGRAGTCTGCAGGAGARAACTGETCATGATGTCARACGTGEL
GERAACRACCAATAGGCCTAGTGGGATGCTCTCTATTTATCAGCACAGTTACTGGARTCCARACARAGRARCTTTC
CAGARTGACARCCGTGCTCTGCCACTGAACTGTAGGTGAGCATEGTGGTTTGTGACGTATTATTTCATTCTGCCATC
ATARCCAGTTGTGAGATCTT GO T TG TGAARCTARGTTARCTCCATTTTATSGACARAGARA RO TGAGGTGAGAGTAGT
TARARTTGRAGCAT AR AN T A AGTAGCAGAGATAGGTATCGRAGTCTAGATCTGTTGALGCCTAGAGCTTGTTTTGCCACE
TCATATTGTCTCATTGACTCTTCCAGCAGTCCTGEGCARAGEEGAGTCCTTAATTTCAGCAAAACARATCTCAGACCAL
TTTCCACTEGACTCTATTARACTCCACTACCTTTCTGATGTTGETGGCAGCTCTATACTGARCCATACGTGARGAT
rGAACTITGELAT AR AT AN TARAGCTCCATTTGTTAARAAL CCACAGCTACTTCATGAGCTGTTTCTCCATALGCAL
AT AGACACTAC ARG R AT A R A CGAT T A R A R M A C R A A AR AT AR T A A O TARGCAR A AGA RGO T GTATGRACACTCRL
ATGAGGRAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGSGETGEGSTTAGTATALAATGAGACCETGTTCCTCTGS
AGARARGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCACTAAGEGTGEEGAGCAGTATGTETCCAGAGCTCTAGAGGGAC
CoRAAGGCCARGTGTCCACGGTGGCARGRGRAATCCAGGAGACTGGACCATCARGTCTTTTACT CAGAGRCTGGAGA
CCACGCCTTACCTCTCGGARCAGCCOTGTGTGAACCTCCGACTTITATGATACGT TGTGATTGTGATACAGGACTTC
CCATGCAGCGCGTAAGCCATGCAGGOTTATTACTCACRACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGRAG
GRCTGCETCTCCCGERAAGTATTTCCOTGAGRARTTGCRAGAGGACCTCAGTCCTGCARCTCACACAGAGGCTGTTCT
rICGETGECCEEAACCEEACCCCACGCCCTCTGEEGCACATCCCTEGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCA
CCCAGGCACCGTCCCRAACTGGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGEGEGAGCCGCCGEAGEGECAGT
TGGGECTGCGEAATTTTGGAAGCGCAGAAGTT TTCTCCTCCTGTCCTGTAACTGGTTTTCACTCACTCAACTGAGE
GATTTCTTTGTTGCARTGATGEGEGEGTCTARGATRAACACTTCTGGAGSCTGCAGEGCGAGAARCACAGCTGATATCATC
TTTTATTGTGTGTTGTTATTTGCCTAGCATTATARATTARGGAGGRAATAGTARC LEGCTTSGRAAGRCATGCRACR
GOTCACAGECCCCEEETEEAGEGCTGEGCGACATCAGACAGRACAGALACCARGRACAT LEEEECARCCAGGAGGTEC
GTGTGEECTECAGAGCACACAGETAGGTACCCGCARGRGGACAGTCGTGR GCGEATGERGCATTCR
CRRAAGETGETCAGCAGAGRTTARAGGGGARAAGGCAGTGCAGRGER GRGRLMLGLEGERAGE
ASGTCCCRARGGAGCGCARMAGRALR AR AATETTTGCAGGETGTGAT GTGEEAGAGEGEA
GEGTTTGGRALRGTGAATCAGAGACATAAGAGGSTTTGRAGTTGE!
GCAGGAGAGGATGEEAGATTGACACARARGGCTCAGTTGCACAR GTGCCAGARLG
TCRATCTAATCATTCTGGTTGTGTGTCGTATAGCCACRCCCRCT GAARGGALTTCTG
GTCTGAGTETGTTTTCAGGTCCTCTCTGCTCGEGAACTCATSTTTCA:! TTCGEGCTCTTCCR
CAGTCGCTCTAGGTARTGGRAATAGGAGTCAGARATTCCGTGTTCTAGT CTTGCTGGTGRAGRATT
AGCTTARGRLAGGALAT AT CTGAGTTTCCTTT TCCTT TG TC TATAR L AGGRAGATARTAATATATTACTTATGAGT

Sekil 4.22: 11. Kromozomda yer alan MIR100HG genomu {izerinde Varyant 1’e ait ekzon
I’in gosterimi.

CGTATGTCTAGACTATGTCCTGTCTCTGGAGAARAGTGGGAGTGACACTCACTGATCATCCTCAGTACAGGGCATT
GAGCCACACCATTAAGGAGTATTGATTGGCTCCCCCTCTGTGAGAACAGTATGCTGGGTGTGACACAGACAGAGAG
ACCCAGACCGAGTCTGCAGGAGAARAACTGGTCATGATGTCAARCGTGGAGG. FAGGCCTAGTCGGA"
GCTCTCTATTTATCAGCACAGTTACTGGAATCCAAACAAAGARACTTTCCAGAATGACAACCGTGCTCTGCCACTG
AACTGTAGGTGAGCATGTGGTTTGTGACGTATTATTTCATTCTGCCATCATACCAGTTGTGAGATCTTGCTTGTGA
AACCEAGT TAACTCCATTTTATGGACD . AGAAACTGAGGTGAGAGTAGTTAATTGAGCATAAAATAAGTAGCAGAG
ATAGGTATCGR s TGTTGAAGCCTAGAGCTTGTTTTGCCACGTCATATTG ACTCTTCCAGC
AGTCCTGGCAAGGGAGTCCTTAATTTCAGCAAAACAAATCTCAGACCAR CAC

TACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACTGAACCATACGTGAAGATTGAACTTGGAATARAATAATARAGCTC
CATTTGTTAAAAACCACAGCTACTTCATGAGC TACAGTAATAAAGATTAR
AAAACAARACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT TGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACA

GTGATATCTGCCAGGGTGGGTTAGTATAAATGAGACCGTGTTCCTCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTC
TGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGACCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAR
SAGAATCCACCRGACTECACCATCAAGTCTTT T A AGAGACTGGAGACCACGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCT
STGTGAACCTCCGACTITAICATA GATTGTGATACAGGACTTCCCATGCAGCGCGTAAGCCATGCAGGCT
TATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTCCCGRERGTATTTCCCT
G G CCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCAC

CATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTG
CCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGEGGGAGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAGCGCA
GAAGTTTTCTCCTCCTGTCCTGTAACTGGTTTTCACTCACTCAACTGAGAGATTTCTTTGTTGCAATGATGGGGTC
TAAGATAACACTTCTGGAGGCTGCAGGCGAGAAACACAGCTGATATCATCTTTTATTGTGTGTTGTTATTTGCCTA

GCATTAT TTGAAGACATGCACAGCTCACAGGCCCCGGGTGGAGGCTGG
CGACATCAGAC? AGGGGCAACCAGGAGGTGCGTGTGGCTGCAGAGCACACAG

Sekil 4.23: Klonlama (Promotor) Primeri olarak segilen; 6 Forward, 1 Reverse primerin

MIR100HG genomu iizerinde gosterimi.
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Tablo 4.2: Tasarlanan MIR100HG Klonlama (Promotor) Primerleri ve Dizileri.

Primer Dizisi (5°-3°)
Forward Primer 6: (1535 Bg) (-1189/+231) 5’-ACCAATAGGCCTAGTGGGA-3’

Forward Primer 5: (1244 B¢) (-1013/+231) 5’-AAGTTAACTCCATTTTATGGAC-3’
Forward Primer 4: (1046 Bg) (-815/+231) 5’-TTCCACTGGACTCTATTAAAC-3’
Forward Primer 3: (909 Bg) (-678/+231) 5’-TTCTCCATAAGCAACATAGAC-3’
Forward Primer 2: (628 B¢) (-397/+231) 5’-GACTGGACCATCAAGTCTTT -3’
Forward Primer 1: (419 B¢) (-188/+231) 5’>-TTTCCCTGAGAAATTGCAGA -3’

Ortak Reverse Primer: 5-CTTTGTTACTATTCCTCCTTAAT-3’

Promotor bolgesinin amplifikasyonunda kullanilacak olan primerler, kisaltilarak yapilmis
farkli promotor uzunluklarimi ¢ogaltacak sekilde hazirlanmistir. Primerlerin Tm, % GC ve
NCBI Blast analizleri yapilmistir. Haberci vektor sistemine dogru oryantasyonda
klonlamanin yapilabilmesi amaciyla primerlerin 5’ uglarina belirlenen restriksiyon
enzimlerin tanima dizileri eklenmistir. Bu sebeple Oncelikle promotor bolgesine ait
restriksiyon haritas1 Restriction Mapper Version 3 programi kullanilarak hazirlanmistir. Bu
analize gore MIR100HG geninde calisilmasi planlanan 1300 bg’lik bolgeyi kesmedigi tespit
edilen enzimlerden HindIII’e ait tanima dizisi forward primerlere ve Xhol’e ait tanima dizisi
de reverse primere eklendi (EK C). Tasarlanan primer dizilerine ait bilgiler Tablo 4.3’te

verildigi gibidir.
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Tablo 4.3: MIR100HG genine ait tasarlanan ve restriksiyon enzim bolgeleri eklenen

klonlama primerleri, dizi ve Tm sicakliklari.

Primer Dizisi (5°-3°) m
49
Forward Primer 6 5’-ACTCGAGACCAATAGGCCTAGTGGGA-3’ 80
Forward Primer 5 5’-ACTCGAGAAGTTAACTCCATTTTATGGAC-3’ 80
Forward Primer 4 5’-ACTCGAGTTCCACTGGACTCTATTAAAC-3’ 80
Forward Primer 3 5’-ACTCGAGTTCTCCATAAGCAACATAGAC- 3’ 80
Forward Primer 2 5’-ACTCGAGTTTCCCTGAGAAATTGCAGA -3’ 80
Forward Primer 1 5’-ACTCGAGTTTCCCTGAGAAATTGCAGA -3’ 78

Ortak Reverse Primer 5-AAAGCTTCTTTGTTACTATTCCTCCTTAAT-3’ 78

4.3.2 Genomik DNA izolasyonu

MIR100HG promotoru klonlama c¢alismalarinda kullanmak amaciyla Bolim 3.2.1.1°de
belirtilen sekilde Hep3B hiicrelerinden genomik DNA izole edildi. Elde edilen genomik
DNA %0.8’lik agaroz jelinde, DNA Jel Elektroforezi ile goriintiilendi. Spektrofotometrik

olarak konsantrasyonu ve saflig1 belirlendi (Sekil 4.24).

M1

Jfoig e
.
[T

Ulmw.

Wy

L

Sekil 4.24: Hep3B hiicrelerinden elde edilen genomik DNA’nin %0.8’lik Agaroz
jel elektroforez goriintiisii. 1: izole edilen genomik DNA, M: 500bp Marker.
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4.3.3 MIR100HG Promotorunun PCR ile Cogaltilmasi

MIR100HG promotorunun ¢ogaltilmas: ve klonlanmasi igin 6 farkli klonlama (promotor)
primeri tasarlandi (Boliim 4.3.1). Tasarlanan primerlere ait bilgiler Tablo 4.3’te verilmistir.
Bu tez kapsaminda -1013/+231 promotor primeri ve -397/+231 promotor primeri
kullamlarak sirasiyla 1244 b¢’lik ve 628 b¢’lik promotor parcalarimin ¢ogaltilmasi ve

klonlanmasiyla ilgili ¢calismalar ger¢eklestirilmistir.

MIR100HG promotor pargalariin c¢ogaltilmast amaciyla tasarlanan promotor
primerlerinden -1031/+231 ile 1244 bg’lik, -397/+231 ile 628 b¢’lik MIR100HG promotor
parcalar1 PCR ile amplifiye edilmistir.

250 ng gDNA’nin kalip olarak kullanildigit MIR100HG 1244 b¢ promotor par¢asinin PCR
bilesenleri Tablo 4.4’te verilmistir. Primerlerin baglanma sicakligi polimeraz zincir
reaksiyonunun basariyla gerceklesebilmesi i¢in 6nemli etkenlerden bir tanesidir. 4*(G+C) +
2*(A+T) formiiliiyle hesaplanabilir. Baglanma sicakligi belirlemek icin farkli optimizasyon
denemeleri yapilmis, son olarak 55 °C kosulunda ¢alisilmistir. Tiim PCR reaksiyonlarinda,
pozitif kontrol olarak insan B-mikroglobulin primer setleri kullanilmistir. Ayrica her PCR
reaksiyonunda DNA icermeyen negatif kontrol de dahil edilmistir. PCR reaksiyon kosullari
Tablo 4.5 ile verilmistir. PCR reaksiyonu sonrasinda, PCR {irlinleri %1°lik agaroz jelde
yiritiilerek gorintiilenmistir (Sekil 4.25). Cogaltilan PCR f{irtinleri kesilerek Jelden DNA

purifikasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.4: -1013/+231 MIR100HG promotor pargasinin promotor PCR reaksiyon

bilesenleri.
Bilesenler 1244 be¢ (+) Kontrol (- ) Kontrol
gDNA 1 uL 1 uL -
MgCl, 2 uL 2 uL 2 uL
KCI Tampon 5 uL 5 uL 5uL
Forward Primer 1 uL 1 pL 1 uL
Reverse Primer 1 uL 1 uL 1 uL
dNTP 1 uL 1 uL 1 uL
Taq Polimeraz 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL
dH-0 38.5uL 38.5uL 39.5 uL
Toplam hacim 50 uL 50 uL 50 uL

Tablo 4.5: -1013/+231 MIR100HG promotor pargasinin promotor PCR dongii sartlar1.

Sicaklik Siire Déngii
95°C 5 Dakika 1 dongii
95 °C 45 Saniye

55°C 45 Saniye 35 Dongt
72 °C 45 Saniye

72°C 10 Dakika 1 Dongii
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Sekil 4.25: MIR100HG -1013/+231 promotor pargasinin PCR amplifikasyonu agaroz jel
elektroforez goriintiisii. 1-8: 1244 bp biiyiikliglindeki promotor pargasi, M: 250 bp Marker.

Cogaltilan 1244 bg’lik PCR {iriinleri kesilerek Jelden DNA purifikasyonu Boliim 3.2.1.5°te

anlatilan sekilde gergeklestirilmistir.

250 ng gDNA’nin kalip olarak kullanildigi MIR100HG 628 bg¢ promotor par¢asinin PCR
bilesenleri Tablo 4.6’de verilmistir. Primerlerin baglanma sicakligi 55 °C kosulunda
calistlmistir. Tim PCR reaksiyonlarinda, pozitif kontrol olarak insan [B-mikroglobulin
primer setleri kullanilmistir. Ayrica her PCR reaksiyonunda DNA igermeyen negatif kontrol
de dahil edilmistir. PCR reaksiyon kosullar1 Tablo 4.7 ile verilmistir. PCR reaksiyonu
sonrasinda PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiritilerek gorintilenmistir (Sekil 4.26).

Cogaltilan PCR iirtinleri kesilerek Jelden DNA purifikasyonu gergeklestirilmistir.
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Tablo 4.6: -397/+231 MIR100HG promotor pargasinin promotor PCR reaksiyon

bilesenleri.
Bilesenler 628 bg¢ (+) Kontrol (- ) Kontrol
gDNA 1 uL 1 uL -
MgCl, 2 uL 2 uL 2 uL
KCI Tampon 5 uL 5 uL 5uL
Forward Primer 1 puL 1 pL 1 uL
Reverse Primer 1 uL 1 uL 1 uL
dNTP 1 uL 1 uL 1 uL
Taq Polimeraz 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL
dH.0 38.5uL 38.5uL 39.5 uL
Toplam hacim 50 uL 50 uL 50 uL

Tablo 4.7: -397/+231 MIR100HG promotor par¢asinin promotor PCR dongii sartlart.

Sicakhik Siire Déngii
95 °C 5 Dakika 1 dongii
95°C 45 Saniye

55°C 45 Saniye 35 Dongii
72°C 45 Saniye

72°C 10 Dakika 1 Dongii
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Sekil 4.26: MIR100HG -397/+231 promotor parcasinin PCR amplifikasyonu agaroz jel
elektroforez goriintiisii. 1-8: 628 bp biiyiikliiglindeki promotor pargasi, M: 250 bp Marker.

Cogaltilan 628 b¢’lik PCR iiriinleri kesilerek Jelden DNA purifikasyonu Bolim 3.2.1.5°te
belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Jelden geri kazanilan PCR iirlinleri %1’lik DNA jel

elektroforezi yontemi kullanilarak kontrol edilmistir.

4.3.4 Kompetan Hiicrenin Hazirlanmasi ve Etkinliginin Belirlenmesi

Klonlama deneylerinde kullanilacak olan DHS5a kompetan hiicreleri Boliim 3.2.1.9°da
anlatildigr sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan kompetan hiicrelerin kullanilmadan &nce
etkinligini belirleme ¢alismalar1 Boliim 3.2.1.9.1°de anlatildig: sekilde yapilmistir. Sonuglar
Sekil 4.27°de verilmistir. Kompetan hiicre etkinligi; 240 x 10° CFU/ug olarak

hesaplanmuistir.

A

8

Sekil 4.27: Etkinlik kontrolii i¢in sirasiyla 0,1 (A) ug, 1 ug (B) ve 10 pug (C) plazmid

transforme edilen DH5a kompetan hiicrelerinin olusturdugu koloniler.
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435 MIR100HG Geninin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Jelden geri kazanilan ve kontrol edilen -397/+231 ve -1013/+231 promotor pargalar1 ile
pPGEM-T Easy (Promega) vektorii PCR tabanli T:A klonlama stratejisi kullanilarak ligasyon
kurulmustur. Ligasyon bilesenleri Tablo 4.8’da verildigi gibidir. Reaksiyon 16 °C’de 16 saat
olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.

Tablo 4.8: Promotor pargalari ile pGem-T Easy ligasyon reaksiyonu bilesenleri.

Malzemeler 628bp (-397/+231) 1244bp (-1013/+231)
Geri kazanilan DNA 15 uL 15 uL
PGEM-T Easy Vektor 2uL 2uL
T4 DNA Ligaz 1pul 1L
T4 DNA Ligaz Buffer 2 uL 2 uL
Toplam 20 uL 20 uL

Olusturulan -397/+231 ve -1013/4231 promotor parcalar1 ile pPGEM-T Easy vektoriiniin
ligasyon firtinleri, Boliim 3.2.1.8’de hazirlanan DH5a hiicrelerine Boliim 3.2.1.9°da
belirtildigi gibi transforme edilmistir. 2 dk 42 °C su banyosunda, 2 dakika buz {izerinde
inkiibe edildikten sonra ampisilinli petriye transformasyon iiriiniiniin ekimi yapilmigtir.

Rekombinant kolonilerin tespiti i¢in iki 6zellik kullanilmistir:

1) Vektoriin icerdigi ampisilin antibiyotigi ile tespit: Ampisiline direngli olmayan
koloniler yasayamaz. Bdylece petride sadece antibiyotige direng geni tagiyan
koloniler gdzlemlenir.

2) Mavi-Beyaz koloni se¢imi: pMetLuc vektorii LacZ geni tasimaktadir. LacZ geni; B-
galaktozidaz enzimini kodlamaktadir. Ampisilinli petriye eklenen X-Gal, pB-
galaktozidaz enziminin substratidir ve enzim tarafindan parcalandiginda mavi renkli
kolonileri meydana getirir. Eger pGEM-T Easy vektorine MIR100HG promotor
parcalar1 transforme edilebildiyse, LacZ geni bozulur, B-galaktozidaz enzimi
iretilemez ve X-Gal parcalanip mavi renk agiga ¢ikamaz. Sonug¢ olarak Beyaz

rekombinant koloniler tespit edilebilir.

Rekombinant oldugu diisiiniilen beyaz kolonilerin, bek alevi yaninda steril 6ze yardimi ile

Ampisilin antibiyotigi iceren 10 mL LB sivi besiyerine tek koloni ekimi gerceklestirildi. 37
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°C calkalamali inkiibatorde gece boyu inkiibe edildi. Kiiltiirlerden MN NucleoSpin Plasmid
Miniprep kiti kullanilarak Bolim 3.2.1.12°de anlatildigi gibi plazmid izolasyonu yapildi.
Izole edilen plazmid miktarlar1 Boliim 3.2.1.2°deki belirtilen yontem kullanilarak tespit
edildi. Sonrasinda kolonilerin rekombinant tayinleri i¢in Boliim 4.3.1°de belirlenen Xhol ve
HindIII restriksiyon enzimleri ile 37 “C’de 1 saat kesim reaksiyonu kuruldu. Kesim
reaksiyonuna ait bilesenler Tablo 4.9°da verilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda 6rnekler

Boliim 3.2.1.3’te belirtilen sekilde %]1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintillenmistir.

Tablo 4.9: Rekombinant kolonilerin tespiti i¢in kurulan kesim reaksiyon bilesenleri.

Malzemeler (-397/+231)-pGEM-T Easy (-1013/+231)-pGEM-T Easy
Plazmid izolasyonu 1.14 uL 1.28 uL

Xhol 1puL 1uL

HindI11 1uL 1uL

Cut Smart Buffer 4 uL 4 uL

dH.0 32.86 uL 32.72 uL

Toplam 40 uL 40 uL

Elde edilen sonuglara gore kesimi yapilan koloninin -1013/+231 promotor konstragi igin
rekombinant oldugu yani 1244 bg’lik promotor pargasini igerdigi belirlendi (Sekil 4.28).
Kesimi yapilan koloninin -397/+231 promotor konstragi i¢in rekombinant oldugu yani 628

b¢’lik promotor pargasini i¢erdigi belirlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28: MIR100HG -1013/+231 promotor pargasinin pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel goriintiisii. 1: Rekombinant olmayan kesim sonucu. 2:

Rekombinant pGEM-T Easy-[-1013/+231] promotor pargasi. M: 250 bp Marker.

<
=

Base Pairs

Sekil 4.29: MIR100HG -397/+231 promotor parcasinin pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel goriintiisii. 1: Rekombinant pGEM-T Easy-[-

397/+231] promotor pargasi. M: 100 bp Marker.
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PGEM-T Easy vektoriine klonlanan promotor pargalarina ait 628 ve 1244 bg’lik bantlar
kesilerek jelden DNA purifikasyonu Boliim 3.2.1.5’te anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Jelden geri kazanilan promotor parcalar1 %1°lik DNA jel elektroforezi ile kontrol edilmistir

4.3.6 MIR100HG Promotor Parcalarimin pMETIuc Haberci Vektor Sistemine Alt
Klonlamasi
Insan MIR100HG promotorunun transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi igin PCR
teknigi kullanilarak ¢ogaltilan ve pGEM-T Easy’e T:A klonlama stratejisi ile klonlanan
promotor pargalarinin, haberci vektor sistemine alt klonlamasi gergeklestirildi. Haberci
vektor sistemi olarak pMetLuc (Clontech) vektor sistemi secilmistir (Sekil 3.2). Bu sistemin
Ozelligi salinabilir lusiferaz enzimi sentezleyebilmesidir. Maksimum aktif promotor
bolgesinin tespiti i¢in, kisaltilarak hazirlanan promotor parcalarinin ayr1 ayri pMetLuc

vektor sistemine klonlanma iglemi gergeklestirilmistir.

Alt klonlama ¢aligmalari i¢in, pMetLuc vektoriiniin ve pPGEM-T Easy vektoriine klonlanan
MIR100HG promotor pargalarinin gliserol stoklarindan sivi besiyerine ekimi yapilmistir. 16
saat 37 "C’de kiltiir biyiitiildiikten sonra Boliim 3.2.1.12°de anlatildigi sekilde plazmit
izolasyonu yapilmistir. Plazmid konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Bolim 3.2.1.2).
Klonlamaya devam etmek i¢in pMetLuc vektorii ve pGEM-T Easy vektoriine klonlanan
MIR100HG promotor pargalari Xhol ve HindIII enzimleriyle kesilmistir (Sekil 4.30). Kesim
stiresi sonunda Ornekler agaroz jelde yiiriitiildii. Kesim sonrasi olusan bantlar kesilerek
jelden saflagtirilmistir. Ligasyon kosullar1 Tablo 4.10°de belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.
16 saat 16 °C’de bekletilen ligasyon firiinleri ertesi giin DHS5a hiicrelerine transforme
edilmistir. Ertesi giin koloniler rekombinantlarin tespiti i¢in arastirilmistir. Her bir koloni
biiyiitiilmiis, plazmid DNA izolasyonu gerceklestirilmistir (Bolim 3.2.1.12). Xhol ve
HindIII kesimi ile rekombinantlarin tespiti gerceklestirilmistir. Kesim plant Tablo 4.11°de
verildigi sekilde gergeklestirilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda Ornekler Bolim

3.2.1.3’te anlatildig1 sekilde %]1’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

Oncelikle pMetLuc vektédr ve -1013/+231 promotor pargasi tastyan pGEM-T Easy plasmidi
Xhol/HindIII restriksiyon enzimleri ile kesilerek ligasyon igin hazirlanmistir (Sekil 4.30).
Bantlar boliim 3.2.1.5’te anlatildigi iizere jelden geri kazanilmistir. Tablo 4.10°da verildigi

sekilde ligasyon kurulmustur. Ligasyon fliriinleri, transforme edildikten sonra -1013/+231
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promotor pargasi i¢in, 7 koloni rekombinant olasiligi i¢in arastirilmistir. Olast koloniler

icinde 3. ve 4. kolonilerin rekombinant oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31).

1.0% agarose

500bp
DNA Ladder

Sekil 4.30: 1-4: pGEM-T Easy vektoriine klonlamas1 yapilan 1244 bp’lik promotor
parcasinin Xhol/HindIII kesimi, 5-12: pMETLuc vektoriin ligasyon hazirligi i¢in
gergeklestirilen Xhol/HindlIII kesimi DNA jel elektroforez goriintiisii, M: 500 bp Marker.

Tablo 4.10: PmetLuc Vektor ve MIR100HG promotor parcalarinin ligasyon

bilesenleri.
Malzemeler 628bp (-397/+231) 1244bp (-1013/+231)
Geri kazamlan DNA 12 uL 12 uL
PMetLuc Vektor SulL S5uL
T4 DNA Ligaz 1uL 1uL
T4 DNA Ligaz Buffer 2 uL 2 uL
Toplam 20 uL 20 uL
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Tablo 4.11: Rekombinant kolonilerin tespiti amaciyla kurulan kesim reaksiyon bilesenleri.

Malzemeler (-397/+231)-pMetLuc (-1013/+231)-pMetLuc
A3.1 Koloni A2.1. Koloni

Plazmid izolasyonu 1.94 uL 3.54 uL

Xhol 1uL 1uL

HindIII 1puL 1uL

Cut Smart Buffer 4 uL 4 uL

dH20 32.06 uL 32.46 uL
Toplam 40 uL 40 uL

bp

A000
~ 3500
= 3000
-~ 2500

- 2000
- 1500

- 1000

- 500

1.0% agarose

500bp
DNA Ladder

Sekil 4.31: MIR100HG -1013/4231 promotor parcasinin pMetLuc vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel goriintiisii. 3-4: pMetLuc vektore klonlanmis

rekombinant [-1031/+231] promotor pargasi, M: 500 bp Marker.

Ligasyon tiriinlerinin transformasyonu sonrasi -397/+231 promotor pargasi igin, 8 koloni
rekombinant olasilig1 i¢in arastirilmistir. Olasi koloniler i¢ginde 5. koloninin rekombinant
oldugu yani -397/+231 promotor parcasini igerdigi belirlenmistir tespit edilmistir (Sekil
4.32).
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1.0% agarose

500bp
DNA Ladder

Sekil 4.32: MIR100HG -397/+231 promotor pargasinin pMetLuc vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel goriintiisii. 5: pMetLuc vektore klonlanmig

rekombinant [-397/+231] promotor pargasi, M: 500 bp Marker.

4.3.7 Sanger Dizileme ile Dogrulama

Insan MIR100HG promotor bdlgesine ait 5’delesyonlu pargalarin her biri PCR metoduyla
cogaltildigi i¢in, bu sirada olusabilecek mutasyonlarin var olup olmadigini kontrol etmek ve
dizinin, MIR100HG muhtemel promotor bdlgesine ait olup olmadiginin tespiti amaciyla BM
Labosis/Ankara firmasmna rekombinant oldugu disiiniilen plazmitler gonderildi.
Dizilemenin saglanabilmesi amaciyla pMetLuc dizileme primeri ve MIRI00HG igin
tasarlanan spesifik klonlama primerleri gonderilerek okuma gergeklestirilmistir. En biiyiik
MIR100HG promotor parcalar1 ve NCBI data bankasinda bulunan MIR100HG genomik
dizisi NCBI-BLAST programu ile karsilastirildi. Ozgiin olarak MIR100HG geninin
kromozom 11°deki bolgesi ile promotor olarak segilen [-1013/+231] bg bolgesi ile eslestigi

dogrulanmustir.

Tiim promotor konstraktlart ve NCBI daki MIRIOOHG geni ile yapilan ¢oklu hizalama
calismalar1 BIOEDIT programinda gerceklestirilmistir. Promotor konstraktlarinin
dizilerinde PCR’a dayali herhangi bir mutasyon belirlenmemistir. Ancak, 1401.
Pozisyonunda NCBI’da bulunan G- niikleotidinin tiim promotor parcalarinda

bulunmadig tespit edilmistir (Sekil 4.33-4.34).
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330 340 350 360 370 380 390 400

419 be

628 bg

909 bg

1048 bg

1244 bg AAGTTAACTCCATTTT
MIR100HGPROMOTOR GTGGTTTGTGACGTATTATTTCATTCTGCCATCATACCAGT TGTGAGATCTTGCTTGTGAAACTAAGT TAACTCCATTTT

410 420 430 440 450 460 470 480
s o D s Ly s D Lamsss e D Dres Dies lemlnesds smli spels sls s
419 bg
628 bc
909 be
1048 bg
1244 bg ATGGACAAAGAAACTGAGGTGAGAGTAGTTAATTGAGCATAAAATAAGTAGCAGAGATAGGTATCGAGTCTAGATCTGTT
MIR100HGPROMOTOR ATGGACAAAGAAACTGAGGTGAGAGTAGTTAATTGAGCATAAAATAAGTAGCAGAGATAGGTATCGAGTCTAGATCTGTT

490 500 510 520 530 540 550 560
ol Tl Tl e e e e e T T
419 be
628 bg
909 bg
1048 bg
1244 bg GAAGCCTAGAGCTTGTTTTGCCACGTCATATTGTCTCATTGACTCTTCCAGCAGTCCTGGCAAGGGAGTCCTTAATTTCA

MIR100HGPROMOTOR GAAGCCTAGAGCTTGTTTTGCCACGTCATATTGTCTCATTGACTCTTCCAGCAGTCCTGGCAAGGGAGTCCTTAATTTCA

570 580 590 600 610 620 630 640
i ata s | ata o [ ava i | s [wwnms | wova [awnas | e s |wosssn|wsmea| i savwle savs]e sl veas
419 bg
628 bg
909 bg
1048 bg GCAACACAAATCTCAGACCAATTTCCACTGGACTCTATTAAACTCCACTACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACT
1244 bg GCAAAACAAATCTCAGACCAATTTCCACTGGACTCTATTAAACTCCACTACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACT
MIR100HGPROMOTOR GCAAAACAAATCTCAGACCAATTTCCACTGGACTCTATTAAACTCCACTACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACT

650 660 670 680 690 700 710 720
2l o [as o Do v [osonss [ros s [wmmvas | v [wsvss [msen|wamen|n swmolie svsels s v

419 bg

628 bg

909 bg¢ ATGAGCTGTT

1048 bg GAACCATACGTGAAGATTGAACTTGGAATAAAATAATAAAGCTCCATTTGTTAAAAACCACAGCTACTTCATGAGCTGTT
1244 bg GAACCATACGTGAAGATTGAACTTGGAATAAAATAATAAAGCTCCATTTGTTAAAAACCACAGCTACTTCATGAGCTGTT
MIR100HGPROMOTOR GAACCATACGTGAAGATTGAACTTGGAATAAAATAATAAAGCTCCATTTGTTAAAAACCACAGCTACTTCATGAGCTGTT

730 740 750 760 770 780 790 800

419 bg
628 bg
909 bg TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
1048 bg  TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
1244 b¢  TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
MIR100HGPROMOTOR TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT

810 820 830 840 850 860 870 880
Hlitasa s Phsss: s [hoss sts Phinoras hvsorsms Fanoas Psssann Fsnasasa: Fisnorssn Thesamanlinsasssorll ssssnelb ssssailia sxmsalis ssess
419 be
628 bg
909 bg¢ GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGTTAGTATAAATGAGACCGTGTTCC

1048 bg GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGT TAGTATAAATGAGACCGTGTTCC
1244 bg¢ GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGT TAGTATAAATGAGACCGTGTTCC
MIR100HGPROMOTOR GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGT TAGTATAAATGAGACCGTGTTCC

Sekil 4.33: 1244 be, 1048 be, 1048 bg, 909 bg, 628 be ve 419 bg promotor parcalari
kisaltilarak yapilan promotor pargalarinin NCBI MIR 100HG promotoru ile BIOEDIT

programinda ¢oklu hizalamas.
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419 bg
628 bg
909 bg TCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCAC TAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTC TAGAGGGA
1048 bg  TCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCAC TAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGA
1244 b¢  TCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGA
MIR100HGPROMOTOR TCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTCTGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGA

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
lasass [assosm [aoswsms [[aimins [avanss [Sovwmima [lavavass |wvasass: [mnssass. [evasavsn]msssean [ ssvsnb sssvas] v s [os swvs

419 bg

628 bg AGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCA

909 b¢  CCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCA

1048 b¢  CCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCA

1244 b¢  CCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCA
MIR100HGPROMOTOR CCGAAAGGCCAAGTGTCCACGGTGGCAAGAGAATCCAGGAGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCA

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
deeeadeeeadeneadennedonaelocealorailoneiloneilonealonealonealonealeanalenn.
419 bg
628 bg CGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCA
909 b¢ CGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCA
1048 bg¢ CGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCA
1244 bg¢ CGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGAT TGTGATACAGGACTTCCCATGCA
MIR100HGPROMOTOR CGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCTGTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCA

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
| o wsa |[ovaam [ava s avavins (i | sonsn [(avavasi | vssans: | rnsessar |svasacan el ss. srarllassose| o ssmanse s -ss
419 bg
628 b¢  GCGCGTAAGCCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC
909 b¢  GCGCGTAAGCCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC

1048 bg GCGCGTAAGCCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC
1244 bg GCGCGTAAGCCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC
MIR100HGPROMOTOR GCGCGTAAGCCATGCAGGCTTATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTC

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

st | resmaze e |Jesasws [evansms Vavenine |fwmpine | amnass s | evenses e fevamanlie_szawanllie sl agemas]e swevas]

419 bg CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG

628 bg CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG

909 bg CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG

1048 bg CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG

1244 bg CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG
MIR100HGPROMOTOR CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

RPN TIPSO TP ISP PP (SRR [T (TIPS RTARIPIN RCTRUS PUPUPRPYY [Pl ) RSPl R e |

419 bg GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT

628 bg GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT

909 bg¢ GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT

1048 bg GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT

1244 bg GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT
MIR100HGPROMOTOR GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

RIS TP PTPIRTS EPTPR IPTTPIT EPTPIPT [PTP [PSIN IPTTPIP IRTTPIPNN ISR I IRTRTPIPT) PSP [N I |

419 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG  AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

628 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG - AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

909 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

1048 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG  AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

1244 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG - AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG
MIR100HGPROMOTOR GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAA AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

Sekil 4.34: 1244 bg, 1048 bg, 1048 bg, 909 bg, 628 bg ve 419 bg promotor parcalari
kisaltilarak yapilan promotor par¢alarin NCBI MIR100HG promotoru ile BIOEDIT

programinda ¢oklu hizalamasi.

4.3.8 Klonlanan Promotor Parcalarimin Midiprep ile Biiyiik Olgekte izolasyonu ve
Kontrol Kesimi

Rekombinant olan ve Sanger dizileme ile dogrulanan konstraktlar, MIR100HG geninin

bazal aktivitesinin tespiti i¢in gergeklestirilecek olan gegici transfeksiyon ¢aligmalarinda

kullanmak amaciyla biiyiik hacimde izole edilmistir. Bunun i¢in pMetLuc vektore alt
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klonlamasi yapilan [-397/+231] ve [-1013/+231] promotor pargalarinin gliserol stoklarindan
20 mL kanamisinli LB besiyerine ekim yapild: ve kiiltiirler 37 °C’de bir gece ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Sonrasinda 6n kiiltiirler, 200 mL kanamisinli LB besiyeri igerisine
inokiile edildi. ODsoo degeri 2’ye yaklastiginda kiiltiirler buz {izerine alind1 ve liremeleri
durduruldu. 5000 x g’de 15 dakika +4 °C sogutmali santrifiijde santrifiijlenerek pelet elde
edildi. Bu asamadan sonra Boliim 3.2.1.13’te anlatilan sekilde MN Nucleobond® Xtra Midi
Plus Midi Prep kiti kullanilarak -397/+231-pMetLuc ve -1013/+231-pMetLuc
plazmidlerinin izolasyonu saglandi. Elde edilen midiprepler ile kontrol etmek amaci ile
Xhol/Hindlll kesim kuruldu. Kesim reaksiyonu sonucunda ornekler Bolim 3.2.1.3°te

anlatildig: sekilde %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.35).

DNA Mass
(ng/5l) [-188/+231] [-397/+231] [-678/+231] [-815/+231] [-1013/+231]

22 8osas

&

Sekil 4.35: pMetLuc vektore klonlanmis MIR100HG promotor pargalarinin midiprep

kontrol kesim jel goriintiisii.
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4.4 MIR100HG Geninin Bazal Aktivitesini Belirleme Calismalar:

Insan MIR100HG genine ait promotor parcalarmin bazal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla kalsiyum-fosfat gegici transfeksiyonu salinan sistem lusiferaz metodu kullanilarak
gerceklestirildi. Transfeksiyonda kullanilan plazmitler endotoksin igermeyen yiiksek
kalitede plazmit DNA veren kit kullanilarak biiyiik dlgekle Boliim 3.2.1.13’te anlatildig:
sekilde saflastirildi. Saflagtirmasi yapilan tiim konstraktlar igin kontrol kesimleri
Xhol/HindIIl enzimleri ile gerceklestirildi (Sekil 4.35). Kesim reaksiyonu sonucunda
ornekler Bolim 3.2.1.3’te anlatildigi sekilde %]1°lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmistir. Yapilan klonlama sonucunda 5’ delesyonlu 5 adet MIR100HG promotor

parcalari elde edildi. Promotor pargalarma ait konstrakt biyiikliikleri Sekil 4.36°da

gosterildigi gibidir.

-
hac i’ B -1013 pMetLuc
1048 bg

I -815 pMetLuc
909 bg

> -678 pMetLuc
628 bg

- -397 pMetLuc
419 bg

> -188 pMetLuc

Sekil 4.36: 5' Delesyonlu MIR100HG promotor pargalarinin gésterimi.

Transfeksiyon deneyi 48 kuyucuklu plakalarda gerceklestirildi. Kalsiyum-fosfat gecici
transfeksiyon metodu kullanilarak Boliim 3.2.2.16°da belirtildigi gibi transfeksiyon islemi
yapildi. Transfeksiyon analizinde pMetLuc vektoriine klonlanmig halde bulunan promotor
pargalarinin haricinde, transfeksiyon etkinliginin her kuyuda tespiti i¢in normalizator gérevi
goren (0.5 png) SEAP ekspresyon vektorii hiicrelere verildi. Ayrica hiicrelerdeki genel
transfeksiyon durumunun belirlenmesi i¢in giiglii viral promotor ile ifade olan pMetLuc
kontrol plazmidinin de transfeksiyonu gergeklestirildi. Son olarak negatif kontrol olan ve
hi¢cbir promotor pargasini barindirmayan pMetLuc reporter vektorii de transfekte edildi. Tiim
deneyler 3 tekrar olacak sekilde kuruldu. 48. Ve 72. Saatte medyumlar alinarak -20 °C’de
muhafaza edildi. Boliim 3.2.2.16.2°de anlatilan sekilde Lusiferaz ve SEAP aktiviteleri tespit
edildi. Luminometrede olgiilen Lusiferaz degeri SEAP aktivitesine boliinerek Luc/SEAP

degerleri elde edilmistir.
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Yapilan ¢alisma sonucunda Sekil 4.38”de gosterildigi sekilde en yiiksek promotor aktiviteyi
P2: [-815/+231] konstraginin gosterdigi; en diisiik promotor aktivitesine ise P5: [-188/+231]

konstraginin sahip oldugu tespit edilmistir.

1.0

0.8
0.6- i

Luc/SEAP
e
=
%

Sekil 4.37: Transfeksiyon etkinlignin belirlenmesi amaciyla pMetLuc Kontrol ve Reporter

vektorlerinin Lusiferaz/SEAP aktiviteleri.
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0.00-
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Sekil 4.38: MIR100HG geni promotor parcgalarinin bazal aktivitelerinin gosterilmesi.
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4.4.1 MIR100HG Geninin Hipoksik Kosullarda Transkripsiyonel Aktivitesinin
Belirlenmesi

MIR100HG geni promotor parcalarinin hipoksik kosullarda bazal aktivitesinin tespiti,
kalsiyum-fosfat gecici transfeksiyonu salinan sistem lusiferaz metoduyla Boliim 3.2.2.16°da
belirtildigi sekilde gergeklestirildi. Transfeksiyonda kullanilan plazmitler endotoksin
icermeyen yiiksek kalitede plazmit DNA veren kit kullanilarak biiyiik dl¢ekle saflastirildi.
Saflagtirmas1 yapilan tiim konstraktlar icin kontrol kesimleri Xhol/HindIII enzimleri ile
gerceklestirildi (Boliim 4.3.8). Kesim reaksiyonu sonucunda 6rnekler Bolim 3.2.1.3°te

belirtilen sekilde %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenerek kontrolii saglandi.

Tranfeksiyon deneyi 48 kuyucuklu plakalarda 6 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde
gerceklestirildi. Hep3B hiicrelerinin tutunmasinin ardindan kuyucuklara 300 uM CoClz
uygulandi. Kalsiyum fosfat gecici transfeksiyon metodu kullanilarak Bolim 3.2.2.16.1°de
anlatildigr sekilde 48 kuyucuklu plakalarda gergeklestirildi. Kalsiyum-fosfat gecici
transfeksiyon metodu kullanilarak Boliim 3.2.2.16°da belirtildigi gibi transfeksiyon islemi
yapildi. Transfeksiyon analizinde pMetLuc vektoriine klonlanmis halde bulunan promotor
parcalarinin haricinde, transfeksiyon etkinliginin her kuyuda tespiti icin normalizator gorevi
goren (0.5 pg) SEAP ekspresyon vektorii hiicrelere verildi. Ayrica hiicrelerdeki genel
transfeksiyon durumunun belirlenmesi i¢in gii¢lii viral promotor ile ifade olan pMetLuc
kontrol plazmidinin de transfeksiyonu gerceklestirildi. Son olarak negatif kontrol olan ve
higbir promotor pargasini barindirmayan pMetLuc reporter vektorii de transfekte edildi. Tiim
deneyler 3 tekrar olacak sekilde kuruldu. 48. Ve 72. Saatte medyumlar alinarak -20 °C’de
muhafaza edildi. B6liim 3.2.2.16.2°de anlatilan sekilde Lusiferaz ve SEAP aktiviteleri tespit
edildi. Luminometrede olgiilen Lusiferaz degeri SEAP aktivitesine boliinerek Luc/SEAP

degerleri elde edilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda P1: [-1013/+231], P2: [-815/+231] ve P4: [-397/+231] promotor
pargalarinin hipoksi kosullarinda aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: Normoksi ve hipoksi kosullarda MIR100HG promotor konstraktlarina ait
Lusiferaz/SEAP degerleri.

Yapilan ¢aligsma sonucunda Sekil 4.39°da gosterildigi sekilde hipoksik kosullarda en yiiksek
promotor aktiviteyi P2: [-815/+231] konstraginin gosterdigi; hipoksik kosullarda en diisiik
promotor aktivitesine ise P5: [-188/+231] konstraginin sahip oldugu bulunmustur.

4.5 MIR100HG Promotorunda Bulunan HIF-1a Baglanma Bélgelerinin ChIP Analizi
ile Belirlenmesi ve Dogrulanmasi
45.1 HRE Baglanma Bolgelerinin Bioinformatik Analizleri ve MIR100HG Genine
Ozgii ChIP Primerlerinin Tasarlanmasi
MIR100HG promotoru lizerinde 4 adet olasi HRE (Hipoksi Response Element) bolgesi
yapilan biyoinformatik ¢aligmalar dogrultusunda tespit edilmistir (PROMO, ALGGEN). Bu
bolgeleri kapsayan ChIP primerleri (Sekil 4.40-4.41) tasarlanmistir. Primerlerin lokasyon,
dizi ve tiriin biyiikliikleri Tablo 4.12°de verilmistir. Tasarlanan primerler PCR ile kontrol
edilmistir (Sekil 4.42).
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'GTGAGETAGRRGGATAGTACTTTTCCARAGT CAGAGGTARTAA R TCTTRAGRAGATETARATCAGCTTGECATC
CoT T GG ARAGTCTT GG T GACTCTAT TT G T CAR T GGATGATRATATCCAGTACTSTTCARTAGARTTTTCTGCAGT
EATEGAA AT AT T CTGTATCTGTAC T CTAATARGETAACCTTTAACCACARAGTGETTITGGAGTACTTRARARTGTE
TCTRAGT T GAT T AL TR TG AT TTAL A T TCATTTAGT T TTARTTARTTTCAATAGCCGCATGTGECTTGGEE
GOTRCCATACTGEACAGTCCAGGATAATAGTGTAGCACAGTGCCCACARTGEGEARGARATCARCARATACTTAT
TGACTGGCAGRATAL A TGRAGRAMGGCARATGARA R AR TAGTGARAACAA L TGARCARACRATGALTARATARLTGR
ATATCTATGTGCCTCACAGGETT G TAT GAAGATCAATGEET TGAACACATGTCTGAGRARCTGTACARGCTGCC
ATTCTAGAGT AL T T AT T TGGA AR TT CAT GG TALA G T GAL TG TTACTARATTATTCGTTGATGGRARATCTAT
AR G TGTAGCATAGA T AT TG TTAT CTTCTTARARCTCARTTTCTCTTGGATT TCAGTTATTTCTTTAGTCARG
CRAGRCGEGTATCAGCAGGAT GRACACCCAGTATTGTTATGAACAT TRACTCCTGAGARTAGCTGTATGCCTAATS

ChIP Frwt Primer
HRE

CCAGTTCTTCTTCTTCC :ACGTTATCi:ACI‘TCI'CTIAT:;.TECT TRATGTALAAGCTTCTTACCCCCGT
ChIP Rev6 Primer

v

YCAGARCTTACGAGRATGTGATTGCARTACTGARCCCTGARCCTAGTTGRAAGTTCAGCRATGACGRGEGTACTGAC
ACATGTARATACTTCTTTCRAACTTGTGATCCCGTGEGEGCTTGCACTAARRGCCTCTCTAGCCCTTTCTCARGACS
T T T CARGEEACCCEECCCTCAGCCATCTTGTCCGETCCTC T CARAT GEGATGAAGTCCAATTAGECGAAGTARD

ChIP Frw5 Primer

-

AL CRGAGTGRARATAGGTTGCATCTCACCCTCTCTCTGGGRARACTGTCCTATGCCTACTCCACCTTRARARGCGR

HRE
bﬁﬂh-: TTITTGIGT G AGAGACAGCACGRAAGTGEECCCCCTGCTCTTTTCAGEGAGEGALTGTAAGCAGAT

i
-

ChIP Rev5 Primer

CTCT ARG A CACTTGECTCAGCARTTTTAGEGCTTGTTGTAATTGECCTGECCTARANGARTTCAGCARGCT
Ap—

-1397 CGTATGTCTAGACTATGTCCTETCTCTGGARARALGTGEEAGTGACACTCACTGATCATC ~1338
-1337 CTCAGTACAGGGCATTGAGOCACACCATTARGGAGTATTEATTGGCTCOCCCTCTGTGAG —1278
-1277 AACAGTATGCTGEGTETGACACAGACACAGAGACCCAGACCGAGTCTGCAGGAGAARACT ~1218
HRE ChIP Frws
—=

-1217 GGTCATGATCTCALNEEGACGARACAACCAATAGECCTAGTGEEATGCTCTCTATITA —1158
e
-1157 TCAGCACAGTTACTGGAATCCARACAARGARACTTTCCAGAATGACAACCGTGCTCTGCC 1098

-1097 RCTGARCTGTAGGTGRGCATGTGGTTTGTGACGTATTATTTCATTCTGCCATCATACCAG —1038
ChIP Rev4

-1037 TTGTGAGATCTIGCTITGTIGARACTARGTTAACTCCATTTTATGGACARLAGRANCTGRAGET ~978

877 GAGEGTEGTTARTTGhGCRTAHARTAAGTAGCAGAG&TAGGTEICGAGTCTRGETCI%TT -918
ChIP Frw3Primer

-217 GERLAGCCTAGLAGCTTGTTITGCCACGTCATATTGTCTCATTGACTCTTCCAGCAGTCCTGE —B38

-857 CRAGGGAGTCCTTAATTTCAGC AL A CARATCTCAGACCAATTTCCACTGGACTCTATTA —758

Sekil 4.40: MIR100HG promotoru iizerinde olast HRE bolgeleri ve ChIP3, ChIP4, ChIP5

ve ChIP6 primerlerinin gdsterimi.
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HRE

=

-797 ALCTCCRCTACCTTTCTGATGTTGGTGECAGCTCTATACTGRACCATHEENEAACATTSE ~738

ChIP Rev3Primer
-737 ACTTGGRATAALATARTARAGCTCCATTTGTTAAARACCACAGCTACTTCATGAGCTGTT -678

-&77 TCTCCATRRGCRRCATAGRCACTACAGTRAATRLAAGATTRAARALLCRAARACARTARTARCC -E£18
-£17 CGTRAGCRARRAGRRCGCTGTATGACACTCARATGRAGGRCGRAGCAGGAGGAGEATCGACAGTGE —538
—-3537 TATCTGCCRGGETGGETTAGTATARATEAGACCETGTTCCTCTGEAGRAAGATACTATTT —4598

-437 GGACATACAGTCTGTTTTCACTRAEGTGGGGAGCAGTRTGTGTCCAGAGCTCTAG%GGGA 438
ChIP Frw2Primer "

—-437 CCGRRRGGCCRAGTGTCCRCGGTGECAAGRAGRATCCAGEAGRCTGEACCATCRAAGTCTTT —378

—-377 TACTCRGRGACTGGAGRCCACGCCTTACCTCTCGGRACAGCCCTGTGTGRRACCTCCGRCT -218

-317 TTATGATACGTTETGATTETGATACAGEACTTCCCATGCAGCGCGTAAGCCATGCAGECT ~258
ChIP Rev2Primer
-257 TATTACTCACACCACACTCACCTGRACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGSACTGCGTCTC —198

-187 CCGGRAAGTATTTCCCTGAGRARTTGCACGRAGEACCTCAGTCCTGCARCTCACRCAGAGECT —138

=

ChIP FrwlPrimer

-137 GTITCTTCGTGECCEGRAACCGGRACCCCACGCCCTCTGEGGCACATCCCTGAGTECGAGCAC =78
—
=77 TCTTCTCTCECCCTCCTCOCACCCAGECRACCGTCCCRARCTGEGCACTGCCTTGCTATGCC -18

=17 CCACATCTCOCACAMGEEEEEAGCCECCEEAGEECACCTGEEECTGOGEAATTTTGEARG +43

+44 CeCAGALGTTTTCTCCTCCTGTCC TG TALCTGGTTTTCACTCACTCARACTGAGAGATTTC +103
ChIP RevlPrimer

+104 TTTGTTGECAATGATGEGETCTAAGATALCACTTCTEEAGECTRCAGGCEAGLAALCACIGC +163

+164 TGATATCATCTTITTATTGTGTGTTGTTATTTGCCTAGCATTATARLTTARGCGAGGAATAE +223

+224 TARCAARG +231

Sekil 4.41: MIR100HG promotoru iizerinde olast HRE bolgeleri ve ChlP1, ChIP2 ve

ChIP3 primerlerinin gdsterimi.
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Tablo 4.12: Tasarlanan ChIP primerlerinin lokasyon, {iriin bityiikliigii ve dizileri.

Primer  Lokasyon Primer dizileri (5’-3”) Uriin
Adi bityiikliigii
(bo)
ChIP1  +51/-155 Forw 5-CAACTCACACAGAGGCTGTTCTT-3’ 206 bg
Rev 5’-AACTTCTGCGCTTCCAAAATTCC-3’
ChiP 2 -260/-465 Forw 5°-CAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGA-3’ 205 bg
Rev 5°-CTGCATGGCTTACGCGCTGCAT-3’
ChlP 3 -748/-941 Forw 5°-GATAGGTATCGAGTCTAGATCTG-3’ 193 be
Rev 5°-ACGTATGGTTCAGTATAGAGCTG-3’
ChiP 4 -1046/- Forw 5’-CAGGAGAAAACTGGTCATGATGT-3’ 183 be
1229 Rev 5°-ATGGCAGAATGAAATAATACGTCA-3’
ChlIP 5 -4734/- Forw 5-ATTAGGCGAAGTAAAAACAGAGTGA-3’ 175 be
4909 Rev 5>-TTCTTCAGAGATCTGCTTACATTC-3’
ChiP 6 -56979/- Forw 5°-GATGAACACCCAGTATTGTTATGA-3’ 128 be
57107 Rev 5°-GTAAGAAGCTTTTACATTAAGCATG-3’
F5 R5 F3 R3 F1 R1
—_— - — - — -«
-4734 -748/-941 +51/-155
F6 R6 175 BG Fa4 R4 193 BG F2 R2 206 BG
— <« — - — <«
-56979 -1046/-1229 -260/-465
128 BG 183 BG 205 BG

M

ChIP 1
Primer

ChIP 2
Primer

ChiIP3 ChiIP 4 ChIP 5

Primer Primer Primer Primer

Sekil 4.42: Tasarlanan ChIP primerlerinin PCR ile kontrolii.
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4.5.2 Kromatin Immiinopresipitasyon (ChIP) Deneyi

ChIP, kromatin immunopresipitasyon analizi olarak bilinir. Transkripsiyon faktorii DNA
baglanmalarini tespit etmek ve gen regiilasyonlarinin aydinlatilmasi basamaklarinda siklikla
kullanilmaktadir. ChIP analizi kimyasal olarak proteinlerin DNA’ya Kroslink olmasi esasina
dayanir. Bolim 3.2.5.2’de anlatilan prosediir dogrultusunda ve Boliim 4.5.1°de tasarlanan
primerler kullanilarak kromatin immunopresipitasyonu (ChIP) deneyi gergeklestirilmistir.
ChIP deneyi sonucunda elde edilen DNA Orneklerinin, Real-time PCR analizi
gerceklestirildi. Elde edilen Ct degerleri %10 inputa gére normalize edilip (B6liim 3.2.5.2.6).
IgG uygulanan negatif kontrole gore kat alindi. GraphPad Prism programinda

grafiklendirildi (Sekil 4.43).

F5 R5 F3 R3 F1 R1
—_ < —_ < —_ <
-4734/-4909 -748/-941 +51/-155
F6 R6 175 BG F4 R4 193 BG F2 R2 206 BG
—_ < —_ -« —_—
-56979/-57107 -1046/-1229 -260/-465
128 BG 183 BG 205 BC
HIF1-a

* % % %

* Xk % %

30 , |

25

20
=15
=
Q.
L 6
°~\°— 4{ =1 p=m l i I | -
o

NK ChIP1 ChIP2 ChIP3 ChIP4 ChIP5 ChiP6

Sekil 4.43: Hep3B hiicrelerinde HIF-1a antikoru kullanilarak gerceklestirilen ChIP

deneyinin analizi.

Deney sonucunda, 300 uM CoCl2 uygulanmis olan Hep3B hiicrelerinde Hipoksi
Indiiklenebilir Element (HRE) bolgeleriyle MIR100HG promotor pargalarinda istatiksel
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olarak baglanmanin gerceklestigi bolgeler; biyoinformatik analizde (Bolim 4.5.1) “Olasi
HRE baglanma bolgeleri” ‘ni iceren ChIP3, ChIP4, ChIP5 ve ChIP6 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda, hipoksi uygulanan Hep3B hiicrelerinde, MIR100HG promotor
parcalarinin her birinde HIF-1a antikoruyla immuno ¢okelme gézlemlendi. Bu ¢okelmenin,
CoCl2 uygulamastyla 6zellikle ChIP3 ve ChIPS promotor bolgelerinde istatiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, HRE baglanma bdlgelerinin MIR100HG
promotorunda ChIP3 ve ChIP5’te olabilecegini diisiindiirmektedir.

4.6 Clone-9 Hiicrelerinde MIR100HG Geninin Hiicresel Etkilerinin Belirlenmesi

4.6.1 MIR100HG Geninin Clone-9 Hiicrelerinde ifade Baskilanmasi Calismalar:

MIR100HG geninin ifade baskilanmasinin hiicrelerde sebep oldugu etkileri incelemek
amaciyla proje kapsaminda Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde susturma ¢alismalar1
gerceklestirildi. Tez kapsaminda Clone-9 hiicre hatlarinda, MIR100HG ifade
baskilanmasinin hiicrelerin karakterizasyonuna olan etkisi incelenmistir. Bu amagla
MIR100HG geni pLKO.1-TRC vektori icerisine Addgene protokoliine gore klonlandi.
Kontrol olarak pLKO.1-SRC vektorii kullanildi. TurboFect™ Reagent ile Clone-9
hiicrelerine  kalict  transfeksiyon gergeklestirildi (Bolim 3.2.2.17.2) Sonrasinda
transdiiksiyon ¢alismalar1 ile sh-RNA kolonileri elde edildi (Bolim 3.2.2.17.5).
Kolonilerden RNA izolasyonu yapilarak Bolim 3.2.3.4’te anlatildig1 sekilde cDNA elde
edildi. Elde edilen cDNA’larin MIR100HG ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR ile analiz
edildi. MIR100HG ifadesi baskilanan koloniler tespit edildi. Caligmalar i¢in MIR100HG
ifadesi en az olan koloni segildi. Segilen koloniler B6liim 3.2.2.7°de bahsedildigi sekilde
bliyiitiildii. Ardindan MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin Clone-9 hiicreleri {izerindeki
hiicre sagkalimi, proliferasyonu, hiicre gogii gibi etkilerini tespit etmek amactyla MTT testi,

Koloni Formasyon, Cizik Testi ve Matrijel deneyleri gergeklestirilmistir.

4.6.1.1 MIR100HG sh-RNA Oligolarinin Tasarlanmasi

MIRI100HG genine 06zgii sh-RNA oligolarinin tasarlanmasi Whitehead Biyomedikal
Aragtirma  Enstitisi’niin  sunmus oldugu siRNA se¢im programi kullanilarak
gerceklestirildi. Program sonuglari, BLAST ile analiz edildi. 4 adet sh-RNA oligo primeri
tasarlanmis ve siparis edilmistir. sh-RNA oligolar1 ¢alisma sirasinda M1, M2, M3 ve M4

olarak isimlendirilmistir.
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4.6.1.2 MIR100HG sh-RNA Oligolarim pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlama
Cahismalan
pLKO.1-TRC klonlama vektoriine, sh-RNA oligolarinin klonlanabilmesi i¢in ilk adim
olarak pLKO.1-TRC vektoriiniin restriksiyon enzimleri ile kesimi gerceklestirildi (Boliim
3.2.1.14.3). Kurulan kesim reaksiyonu 37 °C’de iki saat inkiibe edildi. Kesim sonuglari igin
DNA jel elektroforezi gerceklestirildi. Biri 7 kb, biri 1.9 kb olmak iizere iki bant gdzlemlendi
(Sekil 4.44). 7 kb’de gozlemlenen bantlar jelden kesilerek, GeneJET Gel Ekstraction Kit
(Thermo Scientific) ile geri kazanildi. Spektrofotometrede Slgiilerek safligi ve DNA miktari

belirlendi.

p
DNA Ladder

Sekil 4.44: pLKO.1-TRC klonlama vektoriiniin Agel ve Ecorl restriksiyon enzimleri ile

hazirlanmasi.

shRNA oligolar1 ile 35 pL son hacimde Boliim 3.2.1.14.2°de anlatildig1 sekilde annealing
reaksiyonu kuruldu. 95 °C’de 4 dakika inkiibe edildikten sonra, 70 °C’de 10 dakika inkiibe
edilerek reaksiyon gergeklestirildi. Ardindan oda sicakliginda yavasca sogutuldu. Bu islem
ile sh-RNA oligolarinin birlestirilmesi saglanarak pLKO.1-TRC vektoriine klonlama i¢in
hazir hale getirildi.

Ardindan pLKO.1-TRC vektorii ve MIR100HG sh-RNA oligolari, birlestirme i¢in Boliim
3.2.1.14.4’te anlatildig1 sekilde ligasyona birakildi. Ligasyon friinleri, DHSa kompetan

hiicrelerine Boliim 3.2.1.9°da anlatildig: sekilde transforme edilip, ampisilin iceren LB agar
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tizerine tek koloni yontemiyle ekim yapildi. 37 °C’de gece boyu koloni olusumu i¢in inkiibe
edildikten sonra, ertesi giin gézlenen koloniler taranmak {izere ampisilinli 10 mL LB Broth’a
ekim yapildi. Kiiltiirlerden, NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit kullanilarak kiigiik
Olcekte plazmid izolasyonu yapildi. DNA miktar1 ve saflig1 spektrofotometreyle belirlendi.
MIR100HG sh-RNA oligolarinin pLKO.1-TRC vektoriine klonlamasinin kontroli igin
Boliim 3.2.1.14.5’te anlatildig1 sekilde EcoRI enzimi ile kesim kuruldu. Kesim reaksiyonu
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
Rekombinant kolonilerde 2 kb ve 5 kb’de olmak iizere iki bant gozlendi (Sekil 4.45).

Klonlamanin dogrulanmasi i¢in, 6rnekler dizi analizine gonderildi.

1.0% agarose

500bp
DNA Ladder

Sekil 4.45: Rekombinant M1, M2 ve M4 MIR100HG-sh-RNA-pLKO.1-TRC vektorlerinin

agaroz jel elektroforez goriintiisii, M: 500bp Marker.

Rekombinant olan ve dogrulugu dizileme ile dogrulanan plazmidlerin yiiksek
konsantrasyonda ve biiyiik 6lgekte izolasyonu (Bolim 3.2.1.13) yapildi. Cok kopyali ve
yuksek saflikta izolasyon gergeklestirildi. MIR100HG ifade baskilama g¢alismalar icin
HEK?293-T hiicreleri biiyiitiildii. Tripsinizasyonla kaldirilip antibiyotiksiz medyum igeren 6
kuyucuklu plakalara 4 x 10° hiicre olacak sekilde paylastirildi. Gece boyu 37 °C’de inkiibe
edildikten sonra, izole edilen rekombinant MIR100HG-shRNA igeren plazmidler ile birlikte
pMD2.G (zarf plasmidi) ve psPAX2 (paketleme plazmidi) plazmidlerinin ve ayrica da
kontrol olarak kullanilacak olan pLKO.1-SCR plazmidinin HEK293-T hiicrelerine Boliim-
3.2.2.17.2’de anlatildigr sekilde TurboFect™ Reagent (Thermo) kullanilarak kalict

transfeksiyonu gerceklestirilerek lentiviral sivi1 tiretildi. Ardindan transfeksiyon medyumlari

140



48 ve 72. Saatte toplandi ve 0.45 pM’lik filtreden gegirildi. Clone-9 hiicreleri
tripsinizasyonla kaldirilip sayildi ve 5 X 10° hiicre olacak sekilde transdiiksiyon igin 6
kuyucuklu plakalara paylastirildi. 400 pL lentiviral s1vi uygulandi. 48 saat hiicreler 37 °C’de
%5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Promisin uygulamasi yapilarak susmus kolonilerin
tespit edilmesi saglandi. Elde edilen kolonilerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirildi. MIR100HG ifadesinin kontrolii icin MIR100HG ekspresyon ve GAPDH
primerleri kullanilarak Real-Time PCR yapildi (B6liim 3.2.2.17.5 ve 3.2.2.17.6). Real-Time
PCR sonuglar1 GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirilmistir. Clone-
9 hiicreleri i¢in 10 koloni taramasi yapildi. Real-Time PCR sonuglar1 Sekil 4.46°da verildigi
gibidir. En ¢ok MIR100HG ifadesinin baskilandig1 koloni, M4 (2907 Baslangi¢ Pozisyonu)
5. Koloni olarak tespit edilmistir. Susturma g¢alismalart i¢in MIR100HG-shRNA-pLKO.1-
TRC vektorii igeren Clone-9 M4 5. Koloni hiicreleri ve pLKO.1-SCR vektorii igeren Clone-
9 hiicreleri Bolim 3.2.2.7°de anlatildig1 sekilde pasajlanarak biyiitiilmiistir. Biiytitiilen
hiicreler, yeterli doluluga ulastiginda tripsinizasyonla kaldirilmig, MIR100HG ifadesinin
baskilanmasimin Clone-9 hiicrelerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla ayni petrideki
hiicreler sayilarak mRNA, MTT testi, Koloni Formasyon, Cizik Testi ve Matrijel deneyleri
kurulmugtur. Hiicreler 37 "C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilip tutunduktan sonra,
MIR100HG ifade baskilanmasinin etkilerini hem normoksi hem de hipoksi ortamda

incelemek i¢in hipoksi uygulamasi yapilacak kuyulara 300 uM CoCI2 uygulanmistir.
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Sekil 4.46: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesi baskilanan kolonilerin Real-Time

PCR ile belirlenmesi.

4.6.1.3 MIR100HG Geninin Clone-9 Hiicrelerinde ifade Baskilanmasinin Normoksik
ve Hipoksik Kosullar Altinda mRNA Seviyesinde Dogrulanmasi
MIR100HG geninin Clone-9 hiicrelerinde ifadesinin baskilanmasimin normoksik ve
hipoksik kosullar altinda mRNA seviyesinde Real-Time PCR ile dogrulanmasi igin
tripsinizasyonla kaldirilan hiicrelerden mRNA peleti alindi. Boliim 3.2.3.1°de anlatildig1 gibi
RNA izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen RNA’larm miktarlar1 spektrofotometre ile
belirlenerek cDNA sentezi gerceklestirildi (Boliim 3.2.3.2- Boliim 3.2.3.4). Hazirlanan
cDNA’lar ile Real-Time PCR kuruldu. Normalizasyon i¢in Clone-9 hiicrelerinde GAPDH
ekspresyon primerleri kullanilmistir. Real-Time PCR sonuglari, GraphPad Programi

kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirilmistir (Sekil 4.47).

142



Clone-9 Normoksi Clone-9 Hipoksi Clone-9

MIR100HG MIR100HG Hif1-a
%k %k k
1.6 1.6 40
u 354
1.4+ *okok K 1.4 * kK 30-
124 124 | »
< 1.0 < 1.0- S 25
-

% 08 - 4 0.8 - € 203
€ 0.10 ) E o010y} = 10%
T g © .008- T 0.8
Q 0.08 Q 0.008 N -yl

0.06 0.006 s
0.04 0.004 0.4+
0.024 0.002- 0.2+
0.00- 0.000- 0.0~

‘.OGQ. \o(‘\ X 0‘5’ 6‘3 &6‘. .Q&
= & &
bfy 6(?' \O{\\ -
\“ *_0
»
S

Sekil 4.47: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve

hipoksik kosullarda mRNA seviyesinde dogrulanmasi.

Deney hem hipoksi hem de normoksi ortamda gergeklestirildigi i¢in hipoksi olusumunun
mRNA diizeyinde dogrulanmasi HIF-1a seviyesi analiz edilmis, normoksiye gore yaklagik
35 kat artig gortiilmiistiir. Clone-9 hiicre hattinda kontrol olarak pLKO.1-SCR, deney grubu
olarak segilen M4 sh-RNA-5. Koloni i¢in normokside ve hipokside istatistiki olarak anlamli

olan azalmalar belirlenmistir. Bu iki sonugta susturmanin gerceklestigini kanitlamistir.

4.6.1.4 MIR100HG Geninin ifadesinin Baskilandig1 Clone-9 Hiicrelerinin Normoksik
ve Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi

46141 MTT

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda neden oldugu sitotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in yapilan MTT testi deneyi icin
tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, MTT testi i¢in 96 kuyucuklu plakalara her
kuyuda 10 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 4 tekrarli paylastirildi. 37 °C %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi
icin hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. Boliim
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3.2.2.12°de anlatildig1 sekilde 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri
GraphPad Programinda analiz edildi. Elde edilen verilere gdre, normoksi ve hipoksi
sartlarda kontrolde olan artisa kiyasla, MIR100HG ifadesinin baskilandigi M4 5. Kolonide
istatiksel olarak anlamli bir sonug elde edilerek susturmanin basarili bir sekilde gerceklestigi

dogrulanmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve

normoksik kosullarda MTT analizi.
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4.6.1.4.2 Koloni Formasyon

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda koloni olusturma yetenegine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan koloni formasyon
deneyi i¢in tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, Koloni-Formasyon testi i¢in 6
kuyucuklu plakalara her kuyuda 1 x 103 hiicre/kuyu olacak sekilde 2 tekrarli paylastirildi. 37
°C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda
gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz
uygulandi. Boliim 3.2.2.14’te anlatildig1 sekilde 10 giin 37 °C %35 CO2’li inkiibatorde inkiibe
edilerek biyiitiildii ve 10. Giin sonu¢ alindi. Kuyular fotograflandirildi ve Image J
programinin bir hiicre sayaci eklentisi olan Cell Counter Programi kullanilarak analiz edildi.

Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve

normoksik kosullarda Koloni-Formasyon analizi.
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Clone-9 hiicre hattinda susturmanin dogrulanmasi i¢in yapilan koloni formasyon deneyinde
hiicrelerde hem susturulmanin dogrulanmasi i¢in kullanilan SCR vektorii transdiiksiyonu
sonrasi biiytitiilen hiicreler, hem de elde edilen M4 5. Susturma kolonisine ait biiyiitiilen
hiicrelerle ¢alisilmistir. Buna gore Sekil 4.49°da gosterildigi gibi, normoksik kosullarda
Clone-9 hiicrelerindeki susturma kolonisinin kontrole gore sayisi yaklasik %50 kadar
istatistiki olarak anlamli sekilde azaldig1 tespit edilerek susturma dogrulanmigtir. Hipoksik
kosullarda ise normoksik kosullara benzer sekilde bir azalma goriilmiistiir ve sonuglar

istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

4.6.1.4.3 Cizik Testi

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda hiicre gocii kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢izik testi deneyi
i¢in tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, ¢izik testi icin 6 kuyucuklu plakalara her
kuyuda 75 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde 2 tekrarli paylastirildi. 37 °C %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Plakalardaki her bir kuyuya pipet ucu ile art1 ¢izilmistir. Bir kez
PBS ile yikandiktan sonra taze %10 FBS’li medyum eklenmistir. Deney hem normoksi hem
hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak
sekilde CoCl2 uygulandi. Boliim 3.2.2.13’te anlatildig: sekilde 0. Saatte uygulama yapildig:
anda ve ardindan 3-6-24 ve 48. Saatlerde fotograflandirildi ve Image J programinin bir
eklentisi olan MRI Yara lyilestirme Araci kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad

Prism programinda grafiklendirildi.
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Sekil 4.50: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik

kosullarda Cizik Testi analizi.

Elde edilen verilere gore, normoksi kosullarda yapilan deneyde; susturma sonrast hiicrelerin

kontrol grubuna kiyasla, deney grubunda daha yavas bir kapanma gézlenmistir.
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Sekil 4.51: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik

kosullarda Cizik Testi analizi.

Elde edilen verilere gore, hipoksi kosullarinda ise, normoksi kosullara benzer ancak daha

yavasg bir kapanma gergeklestigi belirlenmistir.
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4.6.1.4.4 Matrijel

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda migrasyon-invazyon yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan matrijel
deneyi igin tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, matrijel deneyi igin 24 kuyucuklu
ve 8 uM insert iceren plakalara 150 x 103 hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Deney hem
normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300
uM olacak sekilde CoClz uygulandi. Boliim 3.2.2.15’te belirtilen prosediirdeki adimlar
izlenerek deney gergeklestirildi. Her kuyuda 10X objektif mercek ile birden fazla alan
fotograflandi. Hiicre sayilar1 Image J programinin hiicre sayaci eklentisi Cell Counter ile
belirlendi. Her bir 6rnek i¢in, birden fazla alandan gelen hiicre sayilarinin ortalamasi

alinarak, sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve

hipoksik kosullarda matrijel analizi.
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Elde edilen verilere gore susturulan MIR100HG genine ait kuyularda, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda hem normoksi hem de hipoksi sartlarda neredeyse tamamen susturmanin

gerceklestirildigi ve istatiksel olarak sonuglarin anlamli oldugu goriilmektedir.

4.6.2 MIR100HG Geninin Clone-9 Hiicrelerinde Asir1 ifade Cahsmalari

MIR100HG geninin asir1 ifade edilmesinin hiicrelerde sebep oldugu etkileri incelemek
amaciyla proje kapsaminda Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde asir1 ifade ¢aligmalari
gerceklestirildi. Tez kapsaminda Clone-9 hiicre hatlarinda, MIR100HG asir1 ifadesinin
hiicrelerin karakterizasyonuna olan etkisi incelenmistir. Bu amacla Bolim 3.2.1.15°te
anlatildigr sekilde pcDNA3.1 vektoriine klonlanmis halde bulunan MIR100HG geninin ve
kontrol olarak kullanilacak olan bos pcDNA3.1 vektoriiniin Clone-9 hiicre hattina
TurboFect™ Reagent ile transfeksiyonu gergeklestirildi (Boliim 3.2.2.18). Bos vektor ve
MIR100HG Overekspre edilen hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak Boliim 3.2.3.4’te
anlatildig1 sekilde ¢cDNA elde edildi. Elde edilen ¢cDNA’larin MIR100HG ekspresyon
seviyeleri Real-Time PCR ile analiz edildi (Bolim 3.2.3.6). Kontrol grubuna kiyasla,
overekspresyon yapilan deney gruplarinda MIR100HG asir1 ifadesi dogrulandi. Ardindan
MIR100HG agir1 ifadesinin Clone-9 hiicreleri {izerindeki hiicre sagkalimi, proliferasyonu,
hiicre gocli gibi etkilerini tespit etmek amaciyla MTT testi, Koloni Formasyon, Cizik Testi

ve Matrijel deneyleri gergeklestirildi.

4.6.2.1 MIR100HG Geninin Clone-9 Hiicrelerinde Asir1 ifadesinin Normoksik ve
Hipoksik Kosullar Altinda mRNA Seviyesinde Dogrulanmasi

MIR100HG geninin Clone-9 hiicrelerinde asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik kosullar
altinda mRNA seviyesinde Real-Time PCR ile dogrulanmasi igin tripsinizasyonla kaldirilan
hiicrelerden mRNA peleti alindi. Boliim 3.2.3.1°de anlatildigi gibi RNA izolasyonu
gerceklestirildi. izole edilen RNA’larin miktarlar1 spektrofotometre ile belirlenerek cDNA
sentezi gergeklestirildi (Boliim 3.2.3.4). Hazirlanan ¢cDNA’lar ile Real-Time PCR kuruldu.
Normalizasyon ig¢in Clone-9 hiicrelerinde GAPDH ekspresyon primerleri kullanilmustir.
Real-Time PCR sonuglari, GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve
grafiklendirilmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik

kosullarda mRNA seviyesinde dogrulanmasi.

Deney hem hipoksi hem de normoksi ortamda gerceklestirildigi i¢in hipoksi olusumunun
mRNA diizeyinde dogrulanmasi HIF-1a seviyesi analiz edilmis, normoksiye gore yaklasik
1 kat artis gorlilmiistiir. Clone-9 hiicre hattinda kontrol olarak kullanilan pcDNA3.1 Bos
vektor overekspre edilmis hiicrelere kiyasla, deney grubu olarak pcDNA3.1-MIR100HG
vektorii overekspre edilen hiicrelerde normokside yaklasik 20 kat ve hipokside yaklasik 9
kat istatistiki olarak anlamli olan artis belirlenmistir. Bu iki sonu¢ ile MIR100HG asir

ifadesinin gergeklestigi mMRNA seviyesinde kanitlanmustir.

4.6.2.2 MIR100HG Geninin Asir1 ifade Edildigi Clone-9 Hiicrelerinin Normoksik ve
Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi

46.221 MTT

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG asirt ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda neden
oldugu sitotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla yapilan MTT testi deneyi igin
tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, MTT testi i¢in 96 kuyucuklu plakalara her
kuyuda 10 x 10% hiicre/kuyu olacak sekilde 4 tekrarli paylastirildi. 37 °C %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi
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icin hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim
3.2.2.12°de anlatildig1 sekilde 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri
GraphPad Programinda analiz edildi. Elde edilen verilere gore, normoksik kosullarda
yapilan 24, 48 ve 72 saatlik deney sonucunda hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna gore,
beklendigi sekilde artis gosterdigi belirlenmistir. Hipoksik kosullarda da ayn1 deney dizaym
aynt saat dilimlerinde yapilmis olup, sonuglar normoksi ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Buna gore hipokside de her saat diliminde kontrol grubuna gore, asir1 ifade

durumunun hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gézlenmektedir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik
kosullarda MTT analizi.
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4.6.2.2.2 Koloni Formasyon

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda koloni
olusturma yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan koloni formasyon deneyi i¢in
tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, Koloni-Formasyon testi i¢in 6 kuyucuklu
plakalara her kuyuda 1 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 2 tekrarli paylastirildi. 37 °C %5
CO2’li inkiibatdrde inkiibe edildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda
gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz
uygulandi. Boliim 3.2.2.14’te anlatildig1 sekilde 10 giin 37 °C %35 CO2’li inkiibatorde inkiibe
edilerek biyiitiildii ve 10. Giin sonug¢ alindi. Kuyular fotograflandirildi ve Image J
programinin bir hiicre sayaci eklentisi olan Cell Counter programi kullanilarak analiz edildi.

Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik

kosullarda Koloni-Formasyon analizi.
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Clone-9 hiicre hattinda overekspresyonun dogrulanmasi i¢in Bos pcDNA3.1 overekspre
edilen hiicreler, hem de pcDNA3.1-MIR100HG overekspre edilen hiicrelerle galisilmistir.
Buna gore kontrol grubuna kiyasla, Sekil 4.55’te gosterildigi gibi, normoksik kosullarda
yapilan overekspresyon sonrasi hiicre sayisinin arttig1 hem fotograflamada hem de analizde
goriilmektedir. Bu artig kontrol grubuna gore 3 Kat artis gostermis ve 200 hiicreden 600
hiicreye ¢ikmistir. Buradan MIR100HG nin asir1 ifadesinin hiicrelerin koloni olusturma
yetenegini anlamli 6l¢iide arttirmis oldugu goriilmektedir. Hipoksik kosullardaki koloni
formasyon sonucuna baktigimiz zaman, kontrol grubuna goére 3 kat artis oldugu

gozlenmistir.

4.6.2.2.3 Cizik Testi

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda hiicre
gocii  kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢izik testi deneyi igin
tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, cizik testi icin 6 kuyucuklu plakalara her
kuyuda 75 x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde 2 tekrarli paylastirildi. 37 °C %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Plakalardaki her bir kuyuya pipet ucu ile art1 ¢izilmistir. Bir kez
PBS ile yikandiktan sonra taze %10 FBS’li medyum eklenmistir. Deney hem normoksi hem
hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak
sekilde CoCl2 uygulandi. B6liim 3.2.2.13’te anlatildig1 sekilde 0. Saatte uygulama yapildigi
anda ve ardindan 3-6-24 ve 48. Saatlerde fotograflandirildi ve Image J programinin bir
eklentisi olan MRI Yara Iyilestirme Araci kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad

Prism programinda grafiklendirildi.
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Sekil 4.56: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik kosullarda Cizik

testi analizi.

Elde edilen verilere gore, normoksi kosullarda yapilan deneyde; overekspresyon sonrasi

hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla, deney grubunda daha hizli bir kapanma gézlenmistir.
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Sekil 4.57: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda Cizik

testi analizi.

Elde edilen verilere gore, hipoksi kosullarinda ise, normoksi kosullara benzer ancak daha

yavas bir kapanma gergeklestigi belirlenmistir.
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4.6.2.24 Matrijel

Clone-9 hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda
migrasyon-invazyon yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan matrijel deneyi i¢in
tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler sayilarak, matrijel deneyi i¢in 24 kuyucuklu ve 8 uM
insert igeren plakalara 150 X 10° hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Deney hem
normoksi hem hipoksi kosullarda ger¢eklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300
uM olacak sekilde CoClz uygulandi. Boliim 3.2.2.15°te belirtilen prosediirdeki adimlar
izlenerek deney gergeklestirildi. Her kuyuda 10X objektif mercek ile birden fazla alan
fotograflandi. Hiicre sayilar1 Image J programinin hiicre sayaci eklentisi Cell Counter ile
belirlendi. Her bir ornek igin, birden fazla alandan gelen hiicre sayilarimin ortalamasi

alinarak, sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58: Clone-9 hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik

kosullarda matrijel analizi.
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Elde edilen verilere gére MIR100HG asir1 ifade edilen kuyularda, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda gd¢ eden hiicre sayisinin normoksik sartlarda yaklasik 2 kat, hipoksik
sartlarda yaklasik 1 kat arttigi goriilmektedir. Asirt ifade durumu Clone-9 hiicre hattinda
MIR100HG geninin ifadesini arttirmistir.
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5.  TARTISMA-SONUC

Karaciger viicutta pek ¢ok karmasik fonksiyona sahiptir [1]. Hepatoselliiler karsinom
(HCC), tim primer karaciger kanserlerinin %80’ini olusturan 6nemli bir kiiresel saglik
sorunudur [3]. Her y1l bir milyona yakin kiside teshis edilen HCC, 700.000’e yakin kiginin
Oliimiiyle sonu¢lanmaktadir [2]. Diinya genelinde altinci en sik goriilen kanser tiirii ve
kansere bagl 6liimlerin dordiincii en yaygin nedenidir [4]. Bir¢ok molekiiler temelli faktor
HCC’de tiimorlerin hizla biiyiimesine ve yayilmasina neden olmaktadir [5]. Kisith tani,
tedavi ve ilaclar bulunmasi nedeniyle yeni biyobelirteglere, hedefe yonelik tedavi ve
molekiiler c¢alismalara duyulan ihtiyag her gecen giin artmaktadir ve biiylik 6nem

tasimaktadir.

ncRNA’lar Onceden transkripsiyonel giiriiltii olarak diistiniiliirken, fonksiyonlarinin
tanimlanmasi ile dnemleri ortaya konulmus olan ve ilgi odagi haline gelmislerdir [ 10]. Hiicre
i¢cinde; hiicre dongiisii, epigenetik ve transkripsiyonel diizenleme, apoptoz ve metastazda
dahil olmak iizere gesitli islevlere sahiptirler. Biiyiikliikleri 200 bazdan biiyiik olan uzun
kodlamayan RNA’lar (IncRNA’lar) ve 200 bazdan kii¢iik olan microRNA’lar olmak tizere
iki grupta incelenirler. Yapilan ¢aligmalar, IncRNA’larin microRNA’larla etkilesime girerek
insan kanserlerinde rol oynayabilecegini gostermislerdir [11, 12]. ncRNA’larin bir ¢esidi
olan IncRNA’lar, islevsel olarak ¢esitlilik gosterir ve ¢esitli hiicresel siireclerde diizenleyici
rol oynarlar [14]. En yaygin bilinen islevleri gen diizenlemedir [17]. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda kanserler ve c¢esitli hastaliklarin gelisiminde ve patogenezinde Onemli rol
oynayabilecekleri bulunmustur [19]. Hiicre patolojisinin ve fizyolojisinin diizenleyicileri
olan IncRNA’lar, hastaliklarin tam1 ve tedavisinde yeni potansiyel hedef olarak

degerlendirilmislerdir [20].

Yeni kesfedilen bir uzun kodlamayan RNA olan MIR100HG geni, kanserlerde yeni ve kritik
bir diizenleyici olarak tanimlanmistir. Cesitli kanserlerde diizensizleserek onkogenik veya
timor baskilayici rol oynar ve birgok kanserle iligskilendirilen yola katilir [26]. Simdiye kadar
yapilan calismalarla ¢ok sayida ¢esitli kanser tiplerinde calisilmig ve insan kanserlerinde
timor promotorii olarak gorev yaptigr biyoinformatik analizler ve gesitli ekspresyon
calismalar1 ile gosterilmistir ancak hepatoselliiler karsinom hakkinda literatiirde yer alan
bilgiler sinirlidir, normoksik ve hipoksik sartlarda MIRI100HG’ nin transkripsiyonel

regiilasyonu hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenlerle tez ¢alismasinda son yillarda
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ilgi odagi haline gelen 6nemli bir uzun kodlamayan RNA olan MIR100HG geninin

transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Bu tez calismasinda gergeklestirilen ¢alismalar iki genel basamak altinda toplanabilir.

Birinci basamakta MIR100HG nin transkripsiyonel regiilasyonu c¢aligmalari yapilmistir.

Ilk olarak MIR100HG geninin ekspresyon belirleme ¢aligmalari igin NCBI’dan MIR100HG
genomu ve varyantlari belirlenerek dizi hizalama c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere se¢ilen MIR100HG geninin transkript varyant
1 (NR _024430.2) mRNA niikleotid dizisi iizerinden ileri ve geri ekspresyon primerleri
tasarlandi. MIR100HG geninin normoksik ve hipoksik sartlardaki ekspresyonunu mRNA
diizeyinde belirlemek i¢in iki tane epiteliyal karakterli hepatoselliiler karsinom hiicre hatti
(Hep3B ve Huh-7), iki tane mezensimal karakterli hepatoselliiler karsinom hiicre hatti
(SNU-398 ve SNU-475), ve bir saglikli karaciger hiicre hatti1 (Clone-9) ile Real-Time PCR
analizi tasarlanan ekspresyon primerleri kullanilarak gergeklestirildi. Caligma sonucunda,
hepatoselliiler kanserde MIRIOOHG geninin normoksi sartlarda dort farkli hiicre hatti
(Hep3B, Huh-7, SNU-398 ve SNU-475) ve saglikli karaciger hiicre modeli (Clone-9)
arasindan en ¢ok Hep3B hiicrelerinde ekspre edildigi, SNU-398, Huh-7, Clone-9 ve SNU-
475 hiicre hatlarinin da bu ekspresyon diizeyini takip ettigi, en yiiksek MIR100HG ifadesine
sahip olan Hep3B hiicre hatt1 ana model, ikinci en yiiksek MIR100HG ifadesine sahip olan
SNU-398 hiicre hatt1 yan model ve Clone-9 hiicreleri saglikli karaciger hiicre modeli olarak
belirlendi. Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 Hiicre hatlar1 iizerinde kimyasal indiiklenmis
hipoksik model olusturularak, hipoksik MIR100HG ekspresyon seviyesi belirlendi. Hep3B,
SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde hipoksi sartlarda MIR100HG geninin ekspresyonunun en
cok Hep3B hiicrelerinde oldugu ve SNU-398 ve Clone-9 hiicre hatlarinin da bu ekspresyon
diizeyini takip ettigi belirlendi.

Literatiirde daha 6nce Ma ve arkadaslar1 (2018) taratindan Cancer Genome Atlas data setleri
tizerinden 364 HCC hastasinin IncRNA ekspresyonu analiz edilerek, MIR100HG nin de
icinde oldugu dort farkli IncRNA tanimlanmistir. Dért HCC hiicre hattinda (MHCC97L,
SMCC-7721, Huh-7, MHCC97H) ve bir saglikli karaciger hiicre hattinda (LO2) MIR100HG
ekspresyon caligmalar1 yapilarak, saglikli karaciger hiicrelerine kiyasla tiim HCC hiicre
modellerinde MIRIOOHG ekspresyonunda artis oldugunu belirlemislerdir [19]. Li ve
arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan diger bir ¢calismada ise, Hep3B, HepG2, SK-HEP1 ve

160



Huh-7 hiicre hatlarinda MIR100HG ekspresyon ¢aligmalart yapilmistir. Hipoksik durumdaki
MIR100HG ekspresyon galigsmalari bu tez ¢alismasi ile ilk kez gergeklestirilmistir [18, 27].

Ikinci olarak, segilen hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarinda (Hep3B ve SNU-398) ve
saglikli karaciger hiicre hattinda (Clone-9), kimyasal indiiklenmis hipoksik model
olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda (150-300-600 pM) kobalt kloriir uygulamasi
yapilarak MTT testi ile kimyasal hipoksik model olusumu igin gereken CoCl2 miktarinin
300 uM oldugu belirlendi.

Real-Time PCR analizleri ile mRNA diizeyinde hipoksik model olusumu i¢in gereken CoCl2
miktarinin 300 uM oldugu dogrulanmistir. Hep3B, SNU-398 ve Clone-9 hiicrelerinde tiim
saatlerde hipoksi olustugu mRNA diizeyinde belirlendi. En iyi hipoksi olusumunun ise
Hep3B’lerde oldugu tespit edildi.

Hiicreler, kimyasal indiiklenmis hipoksi uygulamasi yapildiktan sonra mikroskop ile 10X ve

20X biiyiitmede goriintiilenmis, normoksik ortam ile karsilagtirilmigtir.

Hipoksik modelin olusumu mRNA diizeyinde Real-Time PCR ile dogrulandig: gibi ayni
zamanda protein diizeyinde Western-blot, IFC ve EMSA deneyleri gerceklestirilerek de
dogrulanmistir. Sonug olarak 300 pM CoCl2’nin hiicrelerde basarili bir sekilde hipoksik

kosul olusturdugu dogrulanmstir.

Real-Time analizi sonucunda hipoksi olusumu i¢in uygulanan 300 uM CoCl2’iin Hep3B
hiicrelerinde en iyi 24. Saat, SNU-398 hiicrelerinde 3 ve 24. Saat, Clone-9 hiicrelerinde ise
3. Saatte HIF-1a ifadesinde artisa neden oldugu mRNA diizeyinde tespit edilmistir. Western-
blot sonucunda protein diizeyinde en iyi hipoksi olusumunun 4 kat ile Hep3B hiicrelerinde
oldugu ve bu sonucu SNU-398 hiicrelerinin 2 kat, Clone-9 hiicrelerinin ise 0.5 kat HIF-1a
ifadesinde artig ile takip ettigi belirlenmistir. Yine protein diizeyinde dogrulama igin
gerceklestirilen IFC deneyinin sonucunda ise tiim hiicrelerde hipoksik durumda normoksi
duruma kiyasla 2 kat artig oldugu belirlenmistir. EMSA deneyi sonucunda ise Hep3B

hiicrelerinde hipoksi olusumu protein diizeyinde dogrulanmaistir.

Sonug olarak, Western blot ve IFC analizi ile hipoksi durumunda tiim hiicre hatlarinda
(Hep3B, SNU-398, Clone-9) HIF-1a protein seviyesinde artis oldugu belirlendi. mRNA
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diizeyinde yapilan Real-time sonuglar ile protein diizeyinde yapilan Western blot ve IFC
sonuglar1 birbirine koreledir ve MTT ile belirlenen 300 uM kobalt kloriir uygulamasinin

hipoksi olusumunu saglayabilecegi sonucunu dogrulamaktadir.

Yapilan EMSA deneyinde de hipoksi durumunda HIF-la DNA-protein kompleksinin
olustugu belirlendi. Tez kapsaminda gerceklestirilen tiim deneylerde hiicre hatlarinda
kimyasal indiiklenmis hipoksik ortam olusumu igin belirlenen 300 uM konsantrasyonda

CoClz uygulamasi yapilmistir.

Ucgiincii olarak MIR100HG geni promotor calismalari gerceklestirilmistir. Bu amagcla
oncelikle MIR100HG promotorunun biyoinformatik analizi yapilarak belirlenen varyant
I’in ilk ekzonunu da igerecek sekilde promotor klonlama primerleri dizayn edildi.
Restriksiyon haritalamasi ile geni kesen ve kesmeyen enzimler belirlendi. Vektoriin kesim
bolgesinde bulunan ancak MIR100HG genini kesmeyen enzimlerin tanima dizileri okuma
cergevesini kaydirmayacak sekilde ileri ve geri klonlama primerlerine yerlestirildi.
MIR100HG geni 628 bp e 1244 bp’lik promotor pargalart (-397/+231 ve -1013/+231) PCR
ile ¢ogaltildi. Cogaltilan pargalarin pGEM-T Easy vektoriine klonlamas1 PCR tabanlhi T:A
klonlama stratejisi kullanilarak gerceklestirildi. Ardindan pGEM-T Easy-MIR100HG
promotor pargalari restriksiyon enzimleri ile kesilerek 5 delesyon mutantlari olusturuldu ve
pMetLuc vektoriine 1244 bp’lik P1: [-1013/+231] konstraginin ve 628 bp’lik P2: [-
397/+231] konstraginin alt klonlamas: gergeklestirildi. Klonlamanin dogrulugu dizi analizi
ile teyit edildi. Klonlanan MIR100HG promotor pargalari transfeksiyon ¢aligmalarinda

kullanilmak amaciyla biiyiik 6l¢ekte tiretildi ve izole edildi.

Dordiincii olarak MIR100HG geninin, normoksik ortamdaki bazal aktivitesi ve hipoksik
ortamdaki transkripsiyonel regiilasyonunu belirleme ¢alismalar1 gergeklestirildi. Bu amacla
MIR100HG promotor konstraklarmin (P1-P2-P3-P4-P5), Hep3B hiicrelerine kalsiyum-
fosfat presipitasyonu yontemi kullanilarak gegici transfeksiyonu yapildi. Ardindan 48 ve 72.
Saat medyumlar1 toplanarak Luc/SEAP aktivitesinin 6l¢iimii gergeklestirilerek MIR100HG
geninin normoksik bazal aktivitesi belirlendi. P2: [-815/+231] (1046 bp) konstraginin en
yiiksek bazal aktiviteye, P5: [-188/+231] (419 bp) konstraginin ise en diisiik bazal aktiviteye
sahip oldugu belirlendi.
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Hep3B hiicrelerinde 300 uM CoCl2 uygulamas1 yapilarak hipoksik durum olusturuldu. 48
ve 72. Saatlerde medyumlar toplanarak Luc/SEAP aktivitesinin 6l¢iimii gerceklestirilerek
hipoksik ortamda transkripsiyonel regiilasyon belirlendi. Hipoksi durumdaki MIR100HG
transkripsiyonel regiilasyonunun P1:[1013/+231] (1244 bp), P2: [-815/+231] (1046 bp) ve
P4: [-397/4231] (628 bp) promotor parcalarinda arttig1 ve en yiiksek aktiviteye P2: [-
815/+231] (1046 bp) promotor pargasinin , en diisiik aktiviteye ise P5: [-188/+231] (419 bp)
promotor parcasinin sahip oldugu belirlendi. Bu tez calismasi ile MIR100HG geni

promotorunun hipoksik transkripsiyonel regiilasyonu ilk kez belirlenmistir.

Besinci olarak hipoksik kosullarda MIR100HG geninin DNA-Protein etkilesimlerinin
belirlenmesi c¢aligmalar1 gerceklestirildi. Bu amaca gore ilk olarak MIR100HG
promotorunda olas1 Hipoksik Yanit Elementi (HRE) baglanma bélgelerinin biyoinformatik
analizi PROMO/ALGGEN programi kullanilarak gerceklestirildi. MIR100HG geninin 1300
bp’lik promotoru lizerinde dort olast HRE bolgesi tespit edildi. ChIP primerleri tasarlanirken
HRE bolgelerini igermesine dikkat edilerek alt1 farkli ileri ve geri ChIP primeri dizayn edildi.
Buna gore ChIP3, ChlP4, ChIP5 ve ChIP6 primerleri olast HRE baglanma bdlgelerini
icermekteydi. 300 uM hipoksi uygulanan Hep3B hiicrelerinde yapilan ChIP deneyi
sonucunda, MIRI100HG promotor pargalarinin her birinde HIF-1a antikoruyla
immunopresipitasyon gézlemlendi. Bu ¢okelmenin, CoCl2 uygulamasiyla 6zellikle ChIP3
ve ChIPS promotor bolgelerinde istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Bu sonuglar,
HRE baglanma bolgelerinin MIR100HG promotorunda ChIP3 ve ChIP5’te olabilecegini

gostermistir.

Daha 6nce Bevilacqua ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada noronlara spesifik bir
trankripsiyon faktoriiniin Neuronal Activators Early Growth Response-2 (EGR-2)’nin
MIR100HG promotoruna baglandigini ChIP deneyi ile gostermislerdir. Sonrasinda, 2018
yilinda Ottaivani ve arkadaslari, TGF-f indiiklenmis MIR100HG’nin pankreas kanseri
hiicrelerinde upregiile oldugunu, TGF-f uyarilmast durumunda SMAD2 ve 3’iin
MIR100HG promotoruna direkt olarak baglandigint ve MIR100HG RNA’sin1 arttirdigin
ChIP deneyi ile gostermislerdir. Ayn1 zamanda osteosarkom tizerinde yapilan ChIP deneyi
ile ELK-1 transkripsiyon faktoriiniin MIR100HG promotoruna baglandigi gosterilmistir. Bu
tez kapsaminda gergeklestirilen hipoksik durumda, MIRI100HG promotoruna HRE

baglanma bolgelerinin ChIP deneyi ile belirlenmesi ilk kez literatiire kazandirilmistir.
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Son olarak, MIR100HG geninin Clone-9 hiicrelerinde hiicresel etkilerinin belirlenmesi igin
susturma ve overekspresyon caligsmalari yapilmistir. Literatiirde Hepatoselliiler karsinomda
MIR100HG nin hiicreler iizerindeki etkilerini aydinlatmak i¢in gergeklestirilen ¢caligmalar
mevcuttur ancak ¢ok sinirlidir (MTT, Scratch ve Invazyon testleri). Bu tez ¢alismasinda
hiicreler tizerindeki fonksiyonel analizler Real-Time PCR, MTT, Scratch, Koloni formasyon
ve Matrijel deneyleri ile daha detayli bir sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica susturmanin
dogrulanmasi igin overekspresyon deneyleri yapilmistir. Tiim deneyler hem normoksi hem
de ilk kez hipoksi sartlarda gerceklestirilerek daha kapsamli bir hiicresel etki belirleme

calismas1 gergeklestirilmistir.

Ik olarak MIR100HG genini hedef alan shRNA oligolar1 pLKO.1-TRC vektdriine
klonlanmistir. Kontrol olarak kullanilan pLKO.1-SCR ve pLKO.1-TRC vektoriindeki
MIR100HG shRNA oligolari, Clone-9 hiicrelerine kalic1 transfeksiyon ile aktarilmistir ve
kalict olarak MIR100HG geni susturulmus Clone-9 shRNA kolonisi Real-Time PCR ile
mRNA diizeyinde analiz edilerek M4 5. Koloni olarak belirlenmistir. Tiim susturma
deneyleri hem normoksi hem de hipoksi ortamda gerceklestirilmistir. Clone-9 hiicre
hattindaki MIR100HG geninin susturulmasinin hiicrelerin canliligina etkisi MTT testi ile,
gb¢ etme yetenegindeki etkisi Cizik testi ile, Koloni olusturma yetenegine etkisi Koloni-
Formasyon testi ile ve migrasyon-invazyon kabiliyetine etkisi Matrijel testi ile normoksik

ve hipoksik sartlarda arastirilmistir.

Deneyler sonucunda;

1) Real-Time PCR ile elde edilen sonuglara gére, mRNA diizeyinde Clone-9 hiicre
hattinda kontrol olarak kullanilan pLKO.1-SCR’ye gore, deney grubu olarak secilen
M4 sh-RNA-5. Koloni i¢gin normokside ve hipokside istatistiki olarak anlamli olan
azalmalar belirlenmistir. Bu iki sonugta susturmanin gergeklestigini kanitlamigtir.

2) MTT testinden elde edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda kontrolde
olan artisa kiyasla, MIR100HG ifadesinin baskilandigi M4 5. Kolonide istatiksel
olarak anlamli bir sonug elde edilerek susturmanin basarili bir sekilde gerceklestigi
dogrulanmustir.

3) Koloni formasyon testinden elde edilen sonuglara gore, Clone-9 hiicrelerindeki
susturma kolonisinin kontrole gore sayisit yaklasik %50 kadar istatistiki olarak

anlamli sekilde azaldig tespit edilerek susturma dogrulanmistir. Hipoksik kosullarda
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ise normoksik kosullara benzer sekilde bir azalma goriilmiistiir ve sonuglar istatistiki
olarak anlamli bulunmustur.

4) Cizik testinden elde edilen verilere goére, normoksi kosullarda yapilan deneyde;
susturma sonrasi hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla, deney grubunda daha yavas bir
sekilde kapandigi gozlenmistir. Hipoksi kosullarinda ise, normoksi kosullara benzer
ancak daha yavas bir sekilde kapanmanin gergeklestigi belirlenmistir.

5) Matrijel testinden elde edilen verilere gore, susturulan MIR100HG genine ait
kuyularda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda hem normoksi hem de hipoksi sartlarda
neredeyse tamamen susturmanin gerceklestirildigi ve istatiksel olarak sonuglarin

anlamli oldugu gortilmektedir.

Ikinci olarak MIR100HG asir1 ifade calismalar1 gergeklestirilerek molekiiler ve hiicresel
diizeyde karakterizasyon yapildi. Bu amaca uygun olarak pcDNA3.1 bos vektor ve
pcDNAS.1-MIR100HG overekspresyon vektorii Clone-9 hiicrelerine gegici transfeksiyon
ile aktarilmistir. Tim overekspresyon deneyleri hem normoksi hem de hipoksi ortamda
gerceklestirilmistir. Clone-9 hiicre hattindaki MIR100HG geninin asir1 ifadesinin
dogrulanmasi i¢cin mRNA diizeyinde Real-Time analizi, MIR100HG nin asir1 ifadesinin
Clone-9 hiicrelerinin canliligina etkisi MTT testi ile, gd¢ etme yetenegindeki etkisi Cizik
testi ile, Koloni olusturma yetenegine etkisi Koloni-Formasyon testi ile ve migrasyon-

invazyon kabiliyetine etkisi Matrijel testi ile normoksik ve hipoksik sartlarda arastirilmistir.

Deneyler sonucunda;

1) Real-Time PCR ile elde edilen sonuglara gore, mRNA diizeyinde Clone-9 hiicre
hattinda kontrol olarak kullanilan pcDNA3.1 Bos vektér overekspre edilmis
hiicrelere kiyasla, deney grubu olarak pcDNA3.1-MIR100HG vektorii overekspre
edilen hiicrelerde normokside yaklagik 20 kat ve hipokside yaklasik 9 kat istatistiki
olarak anlamli olan artis belirlenmistir. Bu iki sonugta MIR100HG asir1 ifadesinin
gergeklestigini kanitlamistir.

2) MTT testinden elde edilen verilere gore, normoksik kosullarda hiicre
proliferasyonunun kontrol grubuna gore, tiim saatlerde beklendigi sekilde artig
gosterdigi belirlenmistir. Hipoksik kosullarda da ayni deney dizayni ayni saat

dilimlerinde yapilmis olup, sonuglar normoksi ile pozitif korelasyon géstermektedir.
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Buna gore hipokside de her saat diliminde kontrol grubuna goére, asir1 ifade
durumunun hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gézlenmektedir.

3) Koloni formasyon testinden elde edilen sonuglara gore, Clone-9 hiicrelerindeki
kontrol grubuna kiyasla, normoksik kosullarda yapilan overekspresyon sonrast hiicre
sayisinin artt1ig1 hem fotograflamada hem de analizde goriilmektedir. Bu artis kontrol
grubuna gore 3 Kat artig gostermis ve 200 hiicreden 600 hiicreye ¢ikmistir. Buradan
MIR100HG’nin asirt ifadesinin hiicrelerin koloni olusturma yetenegini anlamli
Olclide arttirmis oldugu goriilmektedir. Hipoksik kosullardaki koloni formasyon
sonucunda ise, kontrol grubuna gore 3 Kat artis oldugu gozlenmistir.

4) Cizik testinden elde edilen verilere gore, normoksi kosullarda yapilan deneyde;
overekspresyon sonrasi hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla, deney grubunda daha
hizl1 bir kapanma gézlenmistir. Hipoksi kosullarinda ise, normoksi kosullara benzer
ancak daha yavag bir kapanma gerceklestigi belirlenmistir.

5) Matrijel testinden elde edilen verilere gore, MIR100HG asir1 ifade durumu Clone-9
hiicre hattinda MIR100HG geninin ifadesini arttirmustir. Overekspre edilen
MIR100HG genine ait kuyularda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
overekspresyonun gerceklestirildigi kuyularda go¢ eden hiicre sayis1 normokside
1000 hiicreden 2000’e, hipokside yaklasik 1000°den 1500°e ¢ikmustir ve istatiksel

olarak sonuglarin anlamli oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bu tez ¢calismasinda MIR100HG ifadesinin en ¢ok Hep3B hiicrelerinde ekspre
edildigi, SNU-398, Clone-9, Huh-7 ve SNU-475’inde bu ekspresyon diizeyini takip ettigi
belirlendi. Kimyasal hipoksik model olusumu i¢in gereken CoCl2 miktarinin 300 uM oldugu
MTT testleri ile belirlendi ve Real-Time analizleri ile dogrulandi. Protein seviyesinde
hipoksik model olusumunun dogrulanmas: Western-blot, IFC ve EMSA deneyleri ile
gerceklestirildi. MIR100HG promotorunun transkripsiyonel regililasyonunu belirleme
calismalar1 i¢in promotor konstraktlarindan -1013/+231 ve -387/+231 pargalarinin once
PGEM-T Easy vektore PCR tabanli, ardindan pMetLuc haberci vektor sistemine alt
klonlamas1 yapildi. Sanger dizileme ile klonlamalar dogrulandi. Klonlanan promotor
pargalar1 ile Hep3B hiicrelerinde gergeklestirilen transfeksiyon analizleri ile MIR100HG
geninin, normoksik bazal aktivite ve hipoksik durumdaki MIR100HG transkripsiyonel
regiilasyonu belirlendi. hipoksik kosullarda, MIR100HG promotorunda Hipoksik Yanit
Elementi (HRE) baglanma boélgeleri ChIP deneyi ile belirlendi. Son olarak; Clone-9

hiicrelerindeki MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hiicre proliferasyonunu, migrasyon-
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invazyonunu, koloni olusumunu ve go¢ yetenegini azalttigi belirlendi. Ayrica Clone-9
hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonunu, migrasyon-invazyonunu,

koloni olusumunu ve go¢ yetenegini arttirdigi tespit edildi.

Sonug olarak; yapilan tiim bu c¢alismalar neticesinde, yeni kesfedilen ve 6énemli bir uzun
kodlanmayan RNA olan MIR100HG geninin hepatoselliiler kanserde siinger islevi gordiigi,
hepatoselliiler kanser icin MIR100HG genini hedef alan tani ve tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesine bu tez ile katki saglanacagi diistilmektedir.
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EK B: Ekspresyon Primerlerinin Tasarlanmasi.

Home sapiens mir-100-1-7¢-2-mir-1250-1 cluster host gene (MIR1D0HG), Irsnscriot vasant 1, long non-codl _Homo saglens 40.1 40 100% §10.010 100.00% 3129  NRO244302
WWWWWMW 401 40y 100% JO.O10 100.00% 3026 NR1I7IEI]
Home sa0ens mi 100451 /3:2 mir 12501 clsterhost 960 (VIRIOIHG) Fepseres vanant 8, leng oncod Homa saiens. 401 401\ 1008/ 0010 00008 308 1821
o WWW(WIWW Homassplens 302 302 75% 92 100.00% 4197 NM 0532773
Home sapiens chioride intraceiular channel & (CLICE), transcriot vatiant 1, mRNS Homossgiens 302 302 75% 92 100.00% 4251  NM_001317009.2
Home sapiens shess (amily member O (SHISAS). Lenscried vatiael 1. mBNA Homo ssgiens 302 302 75% 92 100.00% 6749 MM 0011452043
EREDICTED: Homo sapiens shise (arnily member 9 (SHISAD), ranscriol vadiant X1 mMBNA Homossgiens 302 302 75% 92 100.00% 3766 XM COS2S55393
Homs saplens synagtotsomn 17 (SY 11 7). ranserpt variant 3. mANA Homosaglens 282 282 /0% 36 T0000% 2947 NM ODIE0N.Z
Home sapiens nuclear factor of activated T cells 2 (NFATCZ), transcript variant 3 mANA Homosapiens 282 282 70% 36 100.00% Jaan NML_001736021.3
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Sekil B.1: MIR100HG Forward Ekspresyon Primerinin BLAST Analizi.
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Homo sepiens mir-100-191-70-2-mir- 12501 clyster host gens (MIR100HG), transcriot varkant 1, Iong norcodl.. Homo sapiens 401 40 100% J0.010 10000% 3129  NR.O244302
Hemo sagises mif-100-te1-7 o 2-mi-1 2501 clyster host gees (MIR100HG), tranacriot varkant 12 long nono . Home sapiens 401 400 100% J0.010 10000% 2996  NRII7IAS'
Homo sapiens mit-100-et-78-2-mir- 12501 clugter host gers (MIR100HG), transcriot variant 10, leng nen-co.. Homo sapiens  40.1 40§ 100% §0.010 10000% 3017  NRI37IA3'
temo sapisns mif-100-4e1-7- 2:mie-1250-1 clyster host gens (MIR100HG), UssafuprensmvdStamaOntudtueaamuene™=+or1 40§ 100% J 0.010 100005 3293  NR137192°
Home sepins mir-100-401-72-2.mir-1250-1 cluster host gens (MIR1I0HE), tranmcdeledandssanonadietionadoaionssddd 4011 100% | 0010 10000% 3026  NRII7IAL
Home sapiens mir-100-1e1-75-2-mir-1250-1 cluster host gens (MIR100HG). transcript variant 9 long nor-codi . Homo sapiens 401 40111 0,010 10000% 3108 NR37E2T

h@@@ﬂ@ﬂ@@@ﬂ@ﬂ@ﬂ@@ﬂﬂ@ﬂﬂ@

Homo sepiens mir-100-1e1-74-2.mir- 1250 1 clyster host gens (MIR100HG) transcript varkant 6 long noc-codi.. Homo sapiens 401 401 0010 10000% 3083  NRI3TI7OC
PREDICTED: Hama saplens collec-coll domaln containing 1444 (CCDC1444), transcrpt variant X1, MANA  Homa saplens 342 342 % D5 10000%  SIR3 XM _0244510451
Heme sapians ublousin spacific peptidade 32 psaudagens 3 (USP3I2P]). ron coding RNA Homosaplens 342 342 B5% 059 10000% 4456  NR4607S.
Homosapiens 342 342 B85% 059 10000% 3901  NROO3190.2
Home sapena salute camer famiy.]1Z memaer 2 (SLE1242). ransenpt vanant 3, nan-coging ANS Homasaniens 302 302 /%% B2 10000 6940 NR 46202
Homo sapiens solute carner family 12 member 2 (SLC12A7), transenpt vanant 2, mANA Homo saplens 307 302 75% %2 10000% 6824 NIML_O01 2564612
Heme sapkns solute carrar famiy 12 membar 2 (SLC12A2), ranscnpd vadant 1. mANA Homosaplens 302 302 75% 92 10000% 6874  NMLDDI0463
PRECICTED: Homa saplens sciute carrer family 12 member 2 (SLC1242), transcript variant X2, mANS Homo sapiens 302 302 75% 62 100.00% 5930 XM_011543588.2
EHESICIED: Homa saniens seluie samer familv 12 member 2 (SLCI24A2) tmnscont @pant X1 msc BNA - Homosapiens 302 302 /%% 92 10000% 6909 XK O01/422140
Home sapiens G proteincoupled receptor 107 (GPR1CY), transenpt vanant 2, mANA Hamo saplens 2327 548 70 346 100.00% a784h NNL_OO1136888.2
Heme sapens S orolencaupied cecepior 107 (GPR107). iranssnpl vanaol 3, mSNA Homozapiens 282 545 J0% 36 10000% 67 NM 209005
Heme sapens G proteincoupled receptar 167 (GPR1C7), transcopt vanant 1. mANA Homo sapiens 282 548 0% 36 100.00% 6873 NM_OD1136857.2
Home s3uens accocalyan like 2 (PO0XLZ), maNS Homozagiens 232 282 SN 36 10000 21/ NMOIL204
PRECICTED: Homa sapiens uncharacienzed LOCT08371468 (LOC1DS371468), noRNA Homo saplens 282 282 0% 30 100.00% 1734 XK, ‘J?Eﬂsl

Sekil B.2: MIR100HG Reverse Ekspresyon Primerinin BLAST Analizi.
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EK C: Promotor Primerlerinin Tasarlanmasi.

CGTATGTCTAGACTATGTCCTGTCTCTGGAGAAAAGTGGGAGTGACACTCACTGATCATCCTCAGTACAGGGCATT
GAGCCACACCATTAAGGAGTATTGATTGGCTCCCCCTCTGTGAGAACAGTATGCTGGGTGTGACACAGACAGAGAG
ACCCAGACCGAGTCTGCAGGAGAARACTGGTCATGATGTCAAACGTGGAGGAAACAACCAATAGGCCTAGTGGGAT
GCTCTCTATTTATCAGCACAGTTACTGGAATCCARACARAGAAACTTTCCAGAATGACAACCGTGCTCTGCCACTG
AACTGTAGGTGAGCATGTGGTTTGTGACGTATTATTTCATTCTGCCATCATACCAGTTGTGAGATCTTGCTTGTGA
AACTAAGTTAACTCCATTTTATGGACA A AGAAACTGAGGTGAGAGTAGTTAATTGAGCATAAAATAAGTAGCAGAG
ATAGGTATCGAGTCTAGATCTGTTGAAGCCTAGAGCTTGTTTTGCCACGTCATATTGTCTCATTGACTCTTCCAGC
AGTCCTGGCAAGGGAGTCCTTAATTTCAGCAARACAAATCTCAGACCAATITCCACTGGACTCTATTAAACT CCAC
TACCTTTCTGATGTTGGTGGCAGCTCTATACTGAACCATACGTGAAGATTGAACTTGGAATARAATAATAAAGCTC
CATTTGTTAAAAACCACAGCTACTTCATGAGCTG TSN . C T2 CAGTAATARAGATTAA
ARAACAARACAATAATAACCGTAAGCARAAGAAGCTGTATGACACTCARATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACA
GTGATATCTGCCAGGGTGGGTTAGTATAAATGAGACCGTGTTCCTCTGGAGAAAGATACTATTTGGACATACAGTC
TGTTTTCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGAGGGACCGARAGGCCARGTGTCCACGGTGGCAR
GAGAATCCAGGAGACTGGACCATCAAGTCTTTTACTCAGAGACTGGAGACCACGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCT
GTGTGAACCTCCGACTTTATGATACGTTGTGATTGTGATACAGGACTTCCCATGCAGCGCGTAAGCCATGCAGGCT
TATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGTCTCCCGGAAGTATTTCCCT
GAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCARCTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCGGACCCCACGCCT
TCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCARCTGGGCACTG
CCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGEGGGAGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAGCGCA
GAAGTTTTCTCCTCCTGTCCTGTAACTGGTTTTCACTCACT CAACTGAGAGATTTCTTTGTTGCAATGATGGGGTC
TAAGATAACACTTCTGGAGGCTGCAGGCGAGARACACAGCTGATATCATCTTTTATTGTGTGTTGT TATTTGCCTA
GCATTATARATTAAGGAGGAATAGTAACAAAG GCTTGARGACATGCACAGCTCACAGGCCCCGEETGGAGGCTGE
CGACATCAGACAGACAGAACCAAGACATCTGAGGGGCAACCAGGAGGTGCGTGTGGCTGCAGAGCACACAG

Sekil C.1: Tasarlanan MIR100HG promotor primerleri.

Welcome to RestrictionMapper - on line restriction mapping the easy way.

Maps sites for restriction enzymes, a.k.a. restriction endonucieases, in DNA sequences. Also does virtual digestion.

Conformation Inciude Sequence Info Menu
« Help !
Circular O || Select Individual Enzymes No non-base letters
Lo Linear ® Numbers and spaces OK
L e sort By Paste Sequence Here
AATTGCAGAGGACCTCAGTCCT =
- Code 1 GCAACTCACACAGAGGCTGTTC
TTCOTGGCCGEAACCEGEACCCC
- Contact 2 ACGCCCTCTGGEGCACATCCCT Map Sites
E— 3 GAGTGCGAGCACTCTTCTCTCG
= || |ccoTecTecoacceasstaces Virtual Digest
. F?p‘intfrﬁ?uiua - All Commercial @ | 1ecenn cT6GECACTGCCTTGE
Regbicionhiomer Filter By NEB only O | |TaTeCCCCACATCTCCCACAAG
GGEGAGCCGCCGGAGGGTAGCT
SRk 2 e e Maximum Cuis 5' overhang GGGGCTGCEGAATTTTEEAAGT
Eiology Resources GCAGAAGTTTTCTCCTCCTGTC
Gl CTGTAACTGGTTTTCACTCACT ~
= Dilution Calculator MEEREESKE gty blunt CAACTGAGAGATTTCT P

Prototypes Only

Name your sequence
All Isoschizomers

Untitled

0®

Sekil C.2: Restriction Mapper Programi ile uygun restriksiyon kesim enzimlerinin

belirlenmesi.
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Restriction Mapper Programu ile tespit edilen, vektorii kesen ancak genimizi kesmeyen
enzimler agsagida verilmistir. Bu enzimlerden promotor klonlama ¢alismalarinda kullanilmak

tizere Xhol ve HindIII enzimleri secilmistir.

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Aflll, Afllll, Agel, Ajul, Alol, Apal,
ApalLl, Arsl, Ascl, Asull, Aval, Avrll, Bael, Ball, BamH]I, Barl, BbvCl, Bcgl, BciVl, Bcll,
Bdal, Bpll, BpulOl, BsePI, Bsgl, Bsml, Bsp14071, BspMI, BsrBI, BsrDlI, BstEll, BtgZl,
Cfr10l, Clal, CspCl, Dralll, Ecil, Eco47I11, Eco571, EcoNlI, EcoRl, Fall, Faul, Fsel, FspAl,
Haell, [§IEI, Hpy99!1, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, Nael, Narl, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll,
Notl, Nrul, Pacl, Pasl, PmaCl, Pmel, Psil, PI-Pspl, PspXIl, Psrl, Pstl, Pvul, Rsrll, Sacll, Sall,
SanDl, Sapl, Scal, P1-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, Smil, SnaBlI, Spel, Sphl,
Srfl, Sse83871, Sspl, Styl, Swal, Tatl, Tsol, TspGWI, Tstl, Vspl, Xcml,

Tablo C. 1: Kesen restriksiyon enzimleri ve kesme pozisyonu.

Name Sequence Site Length Overhang Frequency Cut Positions
BsaAl YACGTR 6 blunt 1 441
BsaBl GATNNNNATC 6 blunt 1 252
Btrl CACGTC 6 blunt 1 296
EcoRV GATATC 6 blunt 1 633
Hindll GTYRAC 6 blunt 1 181
Hpal GTTAAC 6 blunt 1 181
Olil CACNNNNGTG 6 blunt 1 715
PshAl GACNNNNGTC 6 blunt 1 1027
Pvull CAGCTG 6 blunt 1 1208
Stul AGGCCT 6 blunt 1 9
Xmnl GAANNNNTTC 6 blunt 1 1000
Apol RAATTY 6 five_prime 1 1220
BseYl CCCAGC 6 five_prime 1 1208
BspHI TCATGA 6 five_prime 1 501
Cfrl YGGCCR 6 five_prime 1 1061
Drall RGGNCCY 6 five_prime 1 1022
EcoP15I CAGCAG 6 five_prime 1 351
Esp3l CGTCTC 6 five_prime 1 993
Hagal GACGC 5 five_prime 1 975
PpuMI RGGWCCY 7 five_prime 1 1022
SfaNI GCATC 5 five_prime 1 8
Tsp45l GTSAC 5 five_prime 1 119
Tth111l GACNNNGTC 6 five_prime 1 985
Bfil ACTGGG 6 three_prime 1 1160
Bgll GCCNNNNNGGC 6 three_prime 1 927
BstXI CCANNNNNNTGG 6 three_prime 1 794
Btsl GCAGTG 6 three_prime 1 1155
Drdl GACNNNNNNGTC 6 three_prime 1 804
Eam1105I GACNNNNNGTC 6 three_prime 1 699
HaelV GAYNNNNNRTC 6 three_prime 1 718
Mmel TCCRAC 6 three_prime 1 891
Nspl RCATGY 6 three_prime 1 113
PfIMI CCANNNNNTGG 6 three_prime 1 192
Sacl GAGCTC 6 three_prime 1 743
Taul GCSGC 5 three_prime 1 1197
Msll CAYNNNNRTG 6 blunt 2 599, 715
Bccel CCATC 5 five_prime 2 149, 808
Balll AGATCT 6 five_prime 2 158, 264
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaBI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRV.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HindII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HpaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/OliI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PshAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PvuII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XmnI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseYI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BspHI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/CfrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoP15I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Esp3I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HgaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PpuMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfaNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tsp45I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tth111I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BglI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BstXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtsI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DrdI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eam1105I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HaeIV.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MmeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NspI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PflMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MslI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BglII.html

Tablo C. 1 (devam)

Name Sequence Site Length Overhang Frequency Cut Positions
Pfol TCCNGGA 6 five_prime 2 786, 991
Tfil GAWTC 5 five_prime 2 48, 783
Xbal TCTAGA 6 five_prime 2 261, 743

Xholl RGATCY 6 five_prime 2 158, 264
Agsl TTSAA 5 three_prime 2 273, 451
Alfl GCANNNNNNTGC 6 three_prime 2 1144, 1178

BsaXIl ACNNNNNCTCC 6 three_prime 2 973, 1003
BseSl GKGCMC 6 three_prime 2 1093, 1157
Ppil GAACNNNNNCTC 7 three_prime 2 651, 683
Tagll GACCGA 6 three_prime 2 741, 767

TspDTI ATGAA 5 three_prime 2 122, 490

Eco31l GGTCTC 6 five_prime 3 654, 820, 957

Fokl GGATG 5 five_prime 3 30, 634, 1080
Eco57MI CTGRAG 6 three_prime 3 695, 844, 953

Gsul CTGGAG 6 three_prime 3 695, 844, 953
Hphl GGTGA 5 three_prime 3 116, 222, 942
Bbvl GCAGC 5 five_prime 4 432, %21‘71201’
Plel GAGTC 5 five_prime 4 266, 307, 346, 377
Tsel GCWGC 5 five_prime 4 420, 1123’41205'

AlwNI CAGNNNCTG 6 three_prime 4 44,822, 976, 1050

Mboll GAAGA 5 three_prime 4 308, 4151%’51047’

Avall GGWCC 5 five_prime 5 750, 7971’0%‘26’ 1022,

dul GDGCHC 6 three_prime 5 87, 743’111%%3’ 1111,

TspRI CASTG 5 three_prime 5 %, 381’1%‘33’ 981,

. . 327, 638, 786, 952,
EcoRlII CCWGG 5 five_prime 6 969, 1134
. . 249, 281, 685, 717,
Hin4l GAYNNNNNVTC 6 three_prime 6 973, 1005
. . 310, 654, 785, 813,
BsmAl GTCTC 5 five_prime 7 820 957, 993
. 619, 622, 625, 628,
BseRlI GAGGAG 6 three_prime 7 631, 1116, 1235
. 49, 149, 384, 799,
Bsrl ACTGG 5 three_prime 7 827, 1155, 1265
197, 378, 829, 968,
BseMlI CTCAG 5 three_prime 8 998, 1040, 1090,
1271
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/PfoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XbaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AgsI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlfI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseSI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PpiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TaqII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspDTI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco31I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FokI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57MI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/GsuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HphI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PleI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TseI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlwNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MboII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SduI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hin4I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseMII.html
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Sekil C.3: Secilen restriksiyon enzimlerinin rotasyonlarinin vektorler tizerinde

gosterilmesi.

Xhol ¢ [T (71 [ M Ed [ ES

5...CTCGAG...5
3...GAGCTC...5

HindIII e [T &3 M EBX [

5...AAGCTT...3
3...TTCGAA...5

Sekil C.4: Secilen restriksiyon enzimlerine ait tanima dizileri.
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FORWARD 6: (1535 bg) (-1189/+231)

5’-ACTCGAGACCAATAGGCCTAGTGGGA-3’

Genomic sequences

Home sapiens of 11, GRCN3B.p13 Primary Assembly

Homo sapéens chromosome 8. GRCh28.p132 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome X, GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 2. GRCh28.p132 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 4. GRCh28.p132 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 15 genomic patch of type FIX, GRCh38.p13 PATCHES HG2365 PATCH
Homo sapéens chromosome 1. GRCh28.p132 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 3. GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 5. GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapéens chromosome 8. GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapiens chromosome 8. GRCh38.p132 Primary Assembly

Homo sapéens chromosome 10, GRCh38.p13 Primary Assembly

[CHH BB B<B<E<N<N<H<H< <N

Homo sapéens chromosome 12, GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sagiens

382

2.z

2.z

2.z

0.2

0.2

8.2

8.2

28.2

28.2

28.2

28.2

8.2

8.2

627

734

G52

1042

939

56.5

1201

258

635

&8z

535

680

GE4

26%

0%

100%:

2%

4%

100%:

53%

100%:

s8%

s0%

s0%

4%

26%

2%

6.2

6.2

8.2

25

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

84.74%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

100.00%

135086622

145138625

156040825

159345973

242193529

180214555

5500440

243056422

185295550

81538250

170805878

138394717

133797422

133275309

Sekil C.5: MIR100HG Promotor Forward Primeri 6 BLAST sonucu.

Forward 6 Tm:
Tm= (8+4)x2+(8+6)x4=80 °C

FORWARD 5: (1244 bg) (-1013/+231)

5’-ACTCGAGAAGTTAACTCCATTTTATGGAC-3’

Genomic sequences

N

00001110

0O000E.11

MNC

0O0023.11

MNC

000007 14

HC

00000212

MNC

00000412

MNC

MW

021160

0O0001.11

MNC

00000312

HC

00000510

HC

00000512

HC

0O000e.12

HC

0O0010.11

MNC

00001212

MNC

Homo sapiens cf 11, GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens chromosome 3. GRCh38.p13 Primary Assembly
Homo sapiens chromosome 8. GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens chromosome 14, GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.p13 Primary Assembly

Home sapiens chremosome 22, GRCH3E.p13 Primary Assembly

Home sapiens chromosome 4 genomic patch of fype FIX, GRCh28.p12 PATCHES HET05 PATCH

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sagiens

Homo sapiens

Home sapiens chromesome 1. GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens chromosome 2. GRCh38 p13 Primary Assembly
Homo sapiens chromosome 4. GRCh38 p13 Primary Assembly
Homo sapiens chromosome 5. GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens chromosome 8 GRCh38.p13 Primary Assembly

< E<E<B<H<N<N<N<N<N<N<N<]

Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p13 Primary Assembly

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homao sapiens

441
382
382
/.2
Bz
|/z
42
24z
247
247
34z
34z

34z

4322

5205

2852

2876

5453

4230

3807
313@

100%
3%
100%
93%
100%
6%
58%
100%
100%
08%
5%
100%
5%

0.002
014
055
0.55
0.55
0.55

22
22
22
22
22
22

22

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

295.24%

1350868622
185205550
138304717
107043718
20333345
50313463
278100
242058422
242103520
180214555
181538250
145138529

133275308

Sekil C.6: MIR100HG Promotor Forward Primeri 5 BLAST sonucu.

Forward 5 Tm:
Tm= (9+9)x2+(5+6)x4=80 °C
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NC
NG
NG
MC
MC
MC
MY
NC
MNC
MNC
NC
NG

NG

00001110
00000312
000008.12
000014.9
00001510
000022 11
0211520051
000001.11
000002 12
000004 12
00000510
00000811

00001212



FORWARD 4: (1046 bg) (-815/+231)

5’-ACTCGAGTTCCACTGGACTCTATTAAAC-3’

Genomic sequences

Homo sapiens 11, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 421 1776 20% 0.002 100.00% 135086622 MC 000011.10
Homo sapiens chromosome 3 GRCh38 p13 Primary Assambly Homo sapiens 342 2358 100% 20 0524% 108205550 MC 000003 12
Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.013 Primary Assembly Homo sapiens 34.2 1560 96% 20 100.00% 133797422 NC 000010.11
Homo sapiens chromosome 5. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 32.2 2084 96% T8 100.00% 181538250 NC 000005.10
Homo sapiens chromosome 8. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 32.2 1458 100% T8 100.00% 14513856358 NC 000008.11
Homo sapiens chromosome 13, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 32.2 1153 88% T8 100.00% 114364328 NC 000013.11
Homo sapiens chromosome 14, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 322 1076 85% 7.8 100.00% 107043718 MC 0000149

Homo sapiens chromosome 15, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 32.2 902 85% EE:] 100.00% 101981189 NC 00001510
Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 32.2 1282 90% 78 85.00% 383257441 MNC 00001711
Homo sapiens chromosome 1. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 30.2 2222 100% 31 100.00% 248656422 MC 000001.11
Homo sapiens chromosome 2. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 30.2 2672 08% 31 100.00% 242103520 MC 000002.12
Homo sapiens chromosome 7. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 30.2 1215 85% 31 100.00% 1503450723 MC 0O0007.14
Homo sapiens chromosome 8. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens  30.2 1350 100% 31 100.00% 128304717 MC 000000.12

Sekil C.7: MIR100HG Promotor Forward Primeri 4 BLAST sonucu.

Forward 4 Primer Tm:
Tm= (8+8)x2+(4+8)x4=80 °C

FORWARD 2: (628 b¢) (-397/+231)

5-ACTCGAGGACTGGACCATCAAGTCTTT -3’

Genomic sequences

Homo sapiens cf 11, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 401 783 100% 0.020 100.00% 135086822 MC 000011.10
Homo sapiens chromosome 5. GRCh38 p13 Primary Assembly Homo sapiens 342 944  95% 18 100.00% 181538258 M

Homo sapiens chromosome 15, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 342 749 96% 18 100.00% 101921159

Home sapiens chromosome 18, GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 342 383 96% 1.8 82.00% 20273285 MNC 000018.10
Homo sapiens chromosome 3. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 322 1704 08% 7.0 100.00% 108205550 NC 000003.12
Homo sapiens chromosome 8. GRCh38 p13 Primary Assembly Homo sapiens 322 1285 98% 7.0 100.00% 170205878 MC 000008.12
Homo sapiens chromosome 8. GRCh3E p13 Primary Assembly Homo sapiens 322 1022 98% 7.0 100.00% 145138535 MC 000008.11
Homo sapiens chromosome 18, GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens 322 426 06% 7.0 100.00% 58617616 NC 000018.10
Homo sapiens chromosome 1. GRCh38 p13 Primary Assembly Homo sapiens 302 1584 100% 28 100.00% 248956422 NC 000001.11
Homo sapiens chromosome 2, GRCh38 p13 Primary Assembly Homo sapiens 30.2 1580 96% 25 100.00% 242193520 NC 000002.12
Home sapiens chromosome 7. GRCh38 p12 Primary Assembly Homo sapiens 302 726 100% 28 100.00% 158245073 NC 000007.14
Home sapiens chromosome 10, GRCHh38.p12 Primary Assembly Homo sapiens 202 835 08% be-] 94.74% 133707422 MC 00001011
Homo sapiens chromosome 12, GRCHh338.p13 Primary Assembly Homo sapiens 302 777 96% 28 100.00% 133275308 NC 000012.12

Sekil C.8: MIR100HG Promotor Forward Primeri 2 BLAST sonucu.

Forward 2 Primer Tm:
Tm= (7+7)x2+(6+7)x4=80 °C
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FORWARD 1: (419 bg) (-188/+231)

5’-ACTCGAGTTTCCCTGAGAAATTGCAGA -3’

NN NN NN B<H<N<N<N<]

Genomic sequences

Homo sapiens 11, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 3. GRCH38 p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 7. GRCH38 p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 2, GRCH38 p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 4, GRCH38 p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 1. GRCHh38 p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapéens chromosome 5, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapéens chromosome 8, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p13 Frimary Assembly Home sagiens
Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p13 Frimary Assembly Home sagiens
Homo sapiens chromesome 15, GRCh38.p12 Primary Assembly Homo sapiens

401
35.2
35.2
342
342
foreied
2.2
2.2
2.z
2.z
2.z

2.2

2208
4447
2033
5723
305

4504
3555
4236

3016

2501

1281

26%

100%
100%
100%
100%
100%
6%

100%
100%
100%
26%

100%

0.028

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

135088622
185205550
150345073
242193520
180214555
245058422
181538250
170805978
145138535
133797422
133275308

101881188

NC 000011.10
NC 000003.12
NC 00000714
NC 000002.12
NC 000004.12
MC 00000111
MC 000005.10
MC 00000512
NC 00000811
NC 000010.11
MC 00001212

MC 000015.10

Sekil C.9: MIR100HG Promotor Ortak Reverse Primeri BLAST sonucu.

Forward 1 Primer Tm:
Tm= (8+7)x2+(6+6)x4=78 °C

ORTAK REVERSE PRIMER:

5-AAAGCTTCTTTGTTACTATTCCTCCTTAAT-3’

Transeripts

CECECN<E<B<H<N<N<N<N<H<H<H< W<}

Homo sapiens mir-100-lat-73-2-mir-125b-1 cluster host gene (MIR100HG), ipt variant 1. long non- .. Homo sapiens

Homo sapiens mir-100-lat-73-2-mir-125b-1 cluster host gene (MIR100HG), franscript wariant 8 long non- .. Homo sapiens

Homo sapiens mir-100-lat-73-2-mir-126b-1 cluster host gene (MIR100HG), franscript wariant 8_long non- .. Homo sapiens

Homo sapiens leucine rich repeat containing 8 WVRAC subunit D (LRRCED), transcript variant 2. mRNA Homo sa

ns

Homo sapiens leucine rich repeat containing 8 WRAC subunit D (LRRCED), transcript varant 1, mRNA Homao sapiens

PREDICTED: Homo sapiens keucine rich repeat containing 8 WVRAC subunit D (LRRCED). transcript varia. .. Homo sa

ns

PREDICTED: Homo sapiens uncharacterized LOC105378857 (LOC10537085T), ncRNA Homeo sapiens

PREDICTED: Homo sapiens keucine rich repeat containing 8 WRAC subunit D (LRRCED), transcript varia. .. Homeo sa

ns

PREDICTED: Homo sapiens leucine rich repeat containing 8 WVRAC subunit O (LRRCED), transcript varia... Homo sapiens

Homo sapiens tumar protein p53 inducibée nuclear protein 1 (TPS3INF1), transcript variant 2 mRNA Homo sapiens
Homo sapiens WD repeat domain 45 (WDR4S). transcript varant 2, mRNA Homo sapiens
Homo sapiens transmembrane channel lke 5 (TMCS), transcript variant 3. mRMNA Homo sapiens

481
481
481
32z
32z
32z
32z
32z
32z
0.2
30z
0.2
0.2
0.2

0.2

B0%
B0%
B0%
.
53%
53%
53%
53%
53%
a0%
50%
a0%
B0%
B0%

B0%

Ze-04

Ze-04

Ze-04
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3

2.3

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

3128
3028
3108
3837
2850
3148
33
3308
34z8
4804

4833

1808
2578

4827

MR 024430 2
MR 1371811
MR 1371821
MM 0131035
MM 001134479.2
¥M 017001501.2
¥R 0017474401

XM _017001802.1

*M _011541689.1
MM 171825.3

MM 0013680252
MM 001135733.2
MM 001164287.2
MM 024T20.5

MM 015831.4

oooococ0o0oOoOcOeOO0

Genomic sequences

Homo sapiens 11, GRCh3E.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Home sapiens chromosome 5. GRCH3E.512 Primary Assembly Homo sagiens
Homo sapiens chromosome 13, GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 1. GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 3 GRCH38 p12 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome §. GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 7. GRCh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p13 Primany Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p13 Primany Assembly Homo sapiens

Homo sapsens chromosome 3 genomic scafiold. GRCh38.p13 alternate locus group ALT REF LOCTI 1 ... Homo sapiens

Homo sapiens chromosome Y genomic pateh o FIX. GRCh38.p13 PATCHES HG2082 PATCH Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 2. GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens
Homo sapiens chromosome 4. GRCHh38.p13 Primary Assembly Homo sapiens

48.1
382
/.2
24z
247
34z
34z
34z

34z

2.z
2.z

2.z

4103

4307

4521
3378
3333

342

T

5307

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
58%

53%

100%

100%

Sekil C.10: MIR100HG Promotor Ortak Reverse Primeri
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2e-04

0.80
24
24
24
24
24
24
24
23
23

0.2

100.00%
100.00%
100.00%
05.24%
100.00%
100.00%
25.24%
25.24%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

135086622
181538250
114364222
248058422
185205550
170805878
158345873
133787422
133275300
173648
101150
242193520

100214555

NC 000011.10
NC 000005.10
MC 00001311
NC 000001.11
NC 000003 12
MNC 000006.12
MNC 00000714
NC 000010.11
NC 000012.12
MT 187533.1
MWW C08845208.1
MNC 00000212

MNC 000004.12

BLAST sonucu.




Ortak Reverse Primer Tm:
Tm= (7+14)x2+(2+7)x4= 78 °C
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