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ELEKTROFORETIK HAREKETLILIK KAYMA YONTEMI iLE
TRANSKRIPSIYON FAKTOR-PROMOTOR ETKILESIMININ BELIRLENMESI
Ceyda Caliskan, Tip Fakiiltesi, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
AD. Temel Tip Bilimleri Binas: 3. Kat 35340 Balgova-izmir

OZET

DNA’da var olan bilginin kullanimi ve diizenlenmesi proteinler ile iligki
icerisindedir. DNA’ya baglanan proteinler organizmada transkripsiyon, paketlenme, DNA
tipk1 yapim (replikasyon) ve DNA onarimi gibi siireclerin her basamaginda énemli role
sahiptir. Protein-DNA arasinda kurulan bagin dogasini anlamak, genetik isleyisi ¢6zmek
acisindan biiyiik 6neme sahiptir.

DNA-protein etkilesiminin tanimlanmasinda DNasel footprinting, nitroseliiloz
filtreleme, ChIP yontemleri uygulanmaktadir. Elektroforetik hareketlilik kayma yontemi
(Electrophoretic mobility shift assay/EMSA) protein-niikleik asit etkilesimlerinin
belirlenmesinde kullanilan hizli ve duyarli bir yontemdir. EMSA radyoaktif temelli bir
yontem olmakla birlikte, radyoaktif olmayan isaretleme yOntemleriyle de
kullanilabilmektedir.

Tez calismasinda, DNA-protein iligkisinin tanimlanmasinda siklikla kullanilan bir
yontem olan EMSA’y1 laboratuvar kosullarimizda radyoaktif olmayan isaretleme ile
optimize etmeyi amagladik. Wnt5b, Fzd4, Fzd5 ve Fzd7 genleri ¢alismamizda model
olarak kullanildi. Bu genlere ait promotor bolgelerine baglanan transkripsiyon faktorleri
biyoinformatik yontemlerle belirlendi. Dort gene de, ortak baglandigi hipopetik olarak
gosterilen Tli¢ transkripsiyon faktorii ile c¢alisildi. Bunlar; “genomatix genom ¢oziimleme
yazilim1” kullanilarak belirlenen Sp1, Egr-1, KLFS transkripsiyon faktorleridir.

Yapilan ¢alismalar sonrasinda radyoaktif olmayan EMSA yontemi, laboratuvar
kosullarinda optimize edilmistir. EMSA’nin ileriki ¢aligmalar icin bir arag olarak

kullanilmas1 planlanmaktadir.

Anahtar Sozciik: EMSA, protein-DNA etkilesimi, Sp1 transkripsiyon faktorii



DETERMINING TRANSCRIPTION FACTOR-PROMOTER INTERACTION BY
ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY

ABSTRACT

The organization and use of information on the DNA molecules is closely related with
protein binding. DNA binding proteins have important roles in all steps of DNA packaging,
transcription, replication and repair. Understanding the nature of DNA-protein interactions are
important for analyzing genetic processes.

DNasel foot printing, nitrocellulose filter binding and ChIP methods are used for direct
detection of DNA-protein interactions. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) is a fast
and sensitive method for determination of nucleic acids-DNA interactions. Although EMSA
is a radioactive method, it can also be used with non-radioactive labeling.

In our work, we tried to optimize a non-radioactive based EMSA method in our
laboratory. Wnt5b, Fzd4, Fzd5 and Fzd7 gene promoters were used in our work. The
transcription factors which bind to promoter regions of these genes were determined with
bioinformatics methods. We worked with three transcription factors which bind to all of the
four gene promoters. These are the Spl, Egr-1 and KLF transcription factors which were
determined by Genomatics genome analyzing software.

We optimized the non-radioactive EMSA method for our laboratory and we plan to use

this method for our future projects to explore DNA-Protein interactions.

Key Words: EMSA, protein-DNA interaction, Sp1 transcription factor



1.GiRiS VE AMAC

Bir¢ok niikleer mekanizma 6zgiil DNA-protein etkilesimlerini igerir. Transkripsiyon
faktor-DNA etkilesiminin aciga ¢ikarilmasi, transkripsiyonel kontrol i¢in hangi regiilatorlerin
gerekli oldugu ve gene 6zgiil transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel regiilasyonu nasil
organize ettiginin anlagilmasi ag¢isindan Onemlidir. Protein-DNA  etkilesimlerinin
belirlenmesinde Elektroforetik hareketlilik kayma yontemi (Electrophoretic mobility shift
assay/EMSA) efektif olarak kullanilmaktadir. EMSA, bir diger protein-DNA etkilesimini
belirleyici yontem olan DNasel footprinting yontemine goére uygulama agisindan kolaylik
saglamaktadir. Az miktarda malzeme, diisik konsantrasyonda protein ve DNA ile 6zgiil
olarak etkilesimleri belirlemek miimkiindiir. EMSA, proteinlerin baglanma motiflerinin ve
baglanma kosullarinin farkliligi, kofaktdr ihtiyact gostermesi gibi sebeplerden Otiirii her
protein-DNA etkilesimi i¢in ayr1 ayr1 optimizasyon yapilmasini gerektirmektedir.

Wnt yolagi, son yillarda arastirmalarin yogunlastigi, cesitli hastalik ve gelisim
modellerinde hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve kutuplasmay1 diizenledigi belirlenen bir sinyal
iletim yolagidir.

Wnt sinyal ileti yolag1 ve apoptoz arasindaki iligkinin agiklanmasina yonelik yapilan
caligmalarda, bu yolakta yer alan bazi proteinlerin ekspresyonunun artti§i gosterilmistir
(TUBITAK yayinlanmamis veri). Ancak belirtilen Wnt proteinleri ile etkilesim kurarak
ekspresyon diizeyini artiran transkripsiyon faktorleri hala bir arastirma konusudur.
Ekspresyon diizeyi arttig1 belirlenmis proteinlerden birisi de Wnt5Sb’dir. Hangi yolak yada
yolaklarin Wnt5b ekspresyonunu uyardig1 arastirmaya devam edilen bir konudur. Bu konu
kapsaminda Wnt5b’nin promotor bolgesi ile iligskili 6zel transkripsiyon faktorlerinin
tanimlanmasi 6nemlidir. Onerilen tez projesinde, EMSA y&ntemi kullamilarak hipotetik olarak
tanimlanmig (farkli veri bankalar1 ve programlar araciliiyla) transkripsiyon faktdrlerinden
Spl, Egrl ve KIfS’in Wnt5b promotoriine baglanip baglanmadiginin test edilmesi
amaclanmaktadir.

EMSA’da biitiin proteinlerin baglanmalarint belirlemek i¢in ¢alisan tek bir protokol
bulunmamaktadir. Aday gene 0zgiil transkripsiyon faktorleri: Spl, Egr-1, KIf5’in hedef
oligoniikleotidlere baglanma kosullarnin EMSA kullanilarak tek tek optimize edilmesi

planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1 DNA Yapisi ve Paketlenme

DNA’nin kimyasal yapist temel olarak, bes karbonlu seker, fosfat ve niikleik asit
bazlarindan olusur. DNA’daki sekerin, ikinci karbon atomuna bagl tek bir hidrojen atomu
oldugu i¢in deoksiriboz olarak adlandirilir. Niikleik asit bazlari, sekerin birinci karbon
atomuna glikozidik bagla baglanir. Seker ve niikleik asit bazindan olusan bu yapiya niikleozid
denir. Niikleozidin yapisindaki sekerin besinci karbon atomuna, fosfodiester bagiyla bir fosfat
eklenince, seker, fosfat ve niikleik asit bazindan olusan bu yeni yapi, niikleotid olarak

adlandirilir (Sekil.1) (1).

0F|>o CH2 0.

O §H H3

Fosfat H\u/
OH H
Deoksiriboz

Sekil.1 DNA’nin niikleotid yapis1 (2)

DNA’da bulunan niikleik asit bazlari, aromatik heterosiklik bilesik yapisindaki cift
halkal1 iki piirin [adenin (A:Adenine), guanin (G:Guanine) | ve tek halkali 2 pirimidinden
[timin (T:Thymine), sitozin (C:Cytosine) | olusur. Adenin daima timinle, guanin ise daima
sitozin ile eslesir (3).

DNA, sarmal sekilde diizenlenmis, iki poliniikleotid zincirden olusur. iplikler birbirine
anti paraleldir. Iki niikleotid, niikleik asit bazlar1 arasinda kurulan hidrojen baglariyla bir
arada tutulur. G-C arasinda ii¢ hidrojen bagi kurulurken, A-T arasinda iki hidrojen bagi
kurulur (1).

Fosfodiester bagi bir deoksiribozun 5’ ucunu, ona komsu diger sekerin 3’ ucuna

baglar. Bu nedenle ipligin sentezi 5’-3” yoniinde saglanabilir (Sekil.2) (1).
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Sekil.2 DNA’nin molekiiler yapisi (4)

Paketlenmemis DNA, hiicrede kararsizdir ve DNA’y1 parcalayan niikleazlara karsi
savunmasizdir. Paketlenmis DNA, daha kararli bir yap1 olusturur. Okaryot hiicrelerin DNA’s1,
bu DNA’y1 ¢ekirdek icinde diizenli sekilde paketleyen bazik proteinlere (histonlara) sikica
baghdir (1,5). Bes tip histon tanimlanmistir: H1, H2A, H2B, H3, H4. DNA, histon
proteinleriyle paketlenir. Bu yapiya niikleozom denir. Niikkleozom yapisinda H2A, H2B, H3,
H4 histonlarinin iki kopyasi bulunur. 147 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA sekiz histon proteinin
etrafin1 ¢cevrelemektedir. Histon proteinlerinin amino kuyruklar1 niikkleozom yapisinin digina
dogru uzanir. Histonlar, amino kuyruklarindan c¢esitli modifikasyonlara ugrar. Histonlarin
kimyasal yapisinda, modifikasyonlar yoluyla gergeklesen degisiklikler, niikkleozomun dinamik

yapida olmasini saglar (1,6).
2.2 Okaryotik Gen Regiilasyonu

DNA’da kodlanmig genetik bilginin islevsel olabilmesi igin RNA’ya transkribe
edilmesi (yazilmasi) gerekir. Kalitimin fonksiyonel ve fiziksel birimi gen olarak adlandirilir.
Genler, proteinler ve RNA i¢in bilgiyi barindirir. Biyolojik stireglerin genelinde birgok
proteinin is birligine dayanan bir kontrol ve diizenlenme s6z konusudur. Transkripsiyon

isleminde DNA kalibindan bir genin transkribe edilmesi RNA polimeraz ad1 verilen enzim ve



ozellesmis proteinlerin varligr ile gerceklesir. Transkripsiyon siirecinde baglangig
(inisiyasyon), uzama (elongasyon), sonlanim (terminasyon) olarak devam eden seri islemlerle
RNA sentezi gerceklesir (6).

Transkripsiyonun baglamasi icin RNA polimerazin promotdr olarak adlandirilan DNA
dizisi ile etkilegsmesi gerekmektedir. Promotdr bolge transkripsiyon baglama bolgesinin yukari
yoniinde bulunur. Bu bolge tiirler arasinda korunmus 6zel DNA dizileri barindirir (6).

Okaryotlarda transkripsiyonda rol alan ii¢ tip RNA polimeraz vardir, mRNA’larin
sentezinden RNA polimeraz II soruludur. Okaryotlarda RNA polimeraz, transkripsiyonu
baslatabilmek icin pek cok proteine gereksinim duymaktadir. Bu proteinler genel (bazal)
transkripsiyon faktorleri ve gene 6zgiil transkripsiyon faktorleri olmak iizere ikiye ayrilir.
Genel transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonun baglamasi ve ilerlemesinden sorumludur.
TFUA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH genel transkripsiyon faktorleridir. Gene 6zgiil
transkripsiyon faktorleri, gen ekspresyon kontroliinden sorumlu proteinler olarak
gruplandirilmistir.

RNA polimeraz [I’nin promotor bdlgeye baglanmasinda, pek ¢cok dkaryotta korunmus
TATA kutusu olarak adlandirilan TATAAA dizisinin varligi 6nemlidir. TATA kutusu
transkripsiyon baglama noktasinin 25 ile 30 niikleotid yukarisinda bulunur (6). TATA kutusu,
transkripsiyonun baglamasinda o6nemli olan TATA baglayan protein (TATA binding
protein/TBP) icin baglanma bolgesini olusturur. Bu bolge oOkaryotlarda yiliksek oranda
korunmus olmakla beraber, TATA kutusu barindirmayan gen promotorleri de bulunmaktadir
(7). Bu tip genlerde promotdr bolge ile iligkili iic DNA elementi daha bulunmaktadir. Bunlar
TFIIB tanima bolgesi (BRE), inisiyator (inr), downstream promotdr eleman (DPE)’dir (7).

2.2.1 Genel (Bazal) Transkripsiyon Faktorleri (GTF:General transcription factors)

Genel transkripsiyon faktorleri (GTF), RNA polimeraz II'nin promotore 6zgiil olarak
baglanmas1 igin gereklidir. GTF belirli bir sirayla promotor bolgeye baglanarak, RNA
polimeraz II’nin promotdér bolgeye baglanmasi saglanmis olur. Promotdér bolgede, GTF ve
RNA polimeraz II’den olusan bu yapi, 6n baslangi¢c (pre-inisiyasyon) kompleksi olarak
adlandinlir. On baslangic kompleksinin olusumundaki ilk basamak TFIID’nin TATA
kutusuna baglanmasidir. TFIID ¢ok sayida alt birimden olusur. TFIID’nin TATA kutusuna
baglanan birimi TATA’ya baglanan protein (TBP:TATA Binding Protein), kompleksteki
diger alt birimler TBP iliskili faktorler =~ (TAF:TATA Associated Factor) olarak
tanimlanmistir. TBP-DNA kompleksi diger GTF’lerin ve RNA polimeraz II’'nin bu bolgeye



toplanmasi i¢in uygun konfigiirasyonu saglar. TFIID nin baglanmasini TFIIB’nin eklenmesi
izler. TFIIB, RNA polimeraz II’nin TFIIF ile birlikte TBP-TFIIB kompleksine baglanmasini
saglar. RNA polimeraz II promotore katildiktan sonra TFIIE ile TFIIH sirayla komplekse
katilir. THIIH’nin alt bilesenleri li¢ enzimatik aktiviteye sahiptir; DNA-bagimli ATPaz,
ATP-bagimli helikaz, karboksil kuyruk domain (CTD:Carboxyl tail domain) kinaz.
TFIIH nin, insanda, XPB/ERCC3 ve XPD/ERCC2 olarak adlandirilan iki alt birimi helikaz
aktivitesine sahiptir. Promotor bolgedeki DNA ¢ift ipliginin acilmasi enerji gerektirir ve bu
TFIIH nin helikaz aktivitesi ile gerceklesir. RNA polimeraz II'nin biiylik alt birimi kuyruk
olarak uzayan CTD’ye sahiptir. TFIIH’nin sahip oldugu CTD kinaz aktivitesi, RNA
polimerazin CTD’ini fosforillemesiyle RNA polimeraz II baslangic kompleksinden kurtulur
ve transkripsiyon siireci baglamis olur (Sekil.3) (5-7).
PATRL AR AT TLAM AR AL R AL SR A

TATAA
I TFIID'nin baglanmasi

RNA polimeraz I'nin ve
TFIIF'nin baglanmasi

Sekil.3 Transkripsiyon kompleksinin olusumu (6)
2.2.2 Gene Ozgiil Transkripsiyon Faktiorleri (GSTF:Gene specific transcription factor)

Okaryotlarda binlerce protein kodlayan gen bulunmaktadir. Transkribe edilen genlerin
miktar ve kompozisyonu hiicre dongiisii, hiicre tipi, fizyolojik ve cevresel etkilere yanit olarak

degisim gostermektedir (8). Bu genlerin her birisinin 6zgiil transkripsiyonel kontrol programi



bulunmaktadir. Bu programlarin 6zgiilliigii, hedef genlerin promotor bdlgesine ve diizenleyici
dizilerine (giiclendirici, sessizlestirici) baglanan gen 06zgiil transkripsiyon faktorleriyle
saglanir. Gen 0zgiil transkripsiyon faktorleri, genetik bilgi ile transkripsiyon sistemi
arasindaki ara birim gibi islev gosterir (9).
2.2.3 Gene ozgiil transkripsiyon faktorlerinin ozellikleri

Gene 0Ozgiil transkripsiyon faktorleri (GSTF:Gene specific transcription factors)
modiiller seklinde organize olmustur. Tipik bir GSTF, en az bir tane aktivasyon ve/veya
represyon modiilii ile DNA baglanma modiiliinden olusur. Buna ek olarak bircok GSTF,
homo- veya heterodimer seklinde diizenlenir. Bu diizenlenim dimerizasyon modiilii tarafindan

saglanir. Baz1 transkripsiyon faktorleri yardimei bir molekiiliin baglanmasi ile aktivitesinin

diizenlenmesini saglayan regiilator modiile de sahiptir (Sekil.4) (9).

Dimerizasyon Aktivasyon Regilator c
modull modalu modl

Sekil.4. Tipik bir gene 6zgiil transkripsiyon faktoriiniin yapisi (9)

DNA
badlanma
moduili

GSTF’lerin, DNA ile 6zgiil etkilesim kurmasimi saglayan cesitli DNA baglanma
motifleri tanimlanmistir. Tanimlanmig ilk DNA baglanma modiilii, sarmal-dongii-sarmal
(Helix turn helix) motifine sahiptir. Daha sonraki ¢alismalar ile ¢inko parmak (Zinc finger),
homeodomain, 16sin fermuar (Leucine zipper), sarmal ilmek sarmal gibi (Helix loop helix)
DNA baglanma motifleri de bulunmustur. GSTF’ler DNA’ya daha ¢ok majér oluktan
baglanirlar. Cilinkii DNA bazlar1 major olukta, kendilerini GSTF aminoasitlerine daha iyi
sunarlar (5). Minor olukta hidrojen bagi vericileri ve alicilart daha az degiskendir. Major
olukta DNA bazlarinin taninmasinda en sik kullanilan protein yapisal elementi alfa sarmal
yapilardir. Alfa sarmal yapi, DNA iskeletine paralel konumdaki ekseniyle major oluga
girdiginde, maksimum sayida DNA baziyla etkilesim kurabilir. Bazlarin taninmasi igin bir
protein kodu yoktur. Protein yan zincirlerinin esnek olusu, protein katlanmasinin gesitliligi,
protein yiizeyini DNA’nin belirli dizilerine kimyasal olarak uyumlu hale getirir (10).
Aktivasyon modiilii ¢cogu proteinde 3 tip aminoasit bakimindan zengindir; (i) Asidik

aktivasyon domaini, (ii), Glutamin zengin domainler, (iii) Prolince zengin bolgeler. Bu durum



genel bir siiflandirma olup, farkl tipte aminoasitler ile transkripsiyonel aktivasyonu uyaran
proteinler de belirlenmistir (9).

GSTF’ler promotoriin proksimalinde yer alan “upstream activating sequence/upstream
repressing sequence” (UAS/URS) olarak adlandirilan diizenleyici dizilere baglanirlar. Bu
bolgelerde diger diizenleyici proteinlerin [gli¢lendirici (enhancer), sessizlestirici (silencer),
baskilayict (represor)] baglanabilecegi diziler de bulunmaktadir (11). GSTF’ler i¢in tanima
bolgeleri kiimeler halinde bulunur. GSTF’ler DNA’ya diisiik ozgiilliikle, zayif baglarla
(hidrojen baglari, van der Waals baglar1 gibi) baglanir. Fakat transkripsiyonun tam kontroli,
GSTF’lerin DNA’ya baglandigindan daha yiiksek derecede bir oOzgilliige ihtiyag
duymaktadir. Bu o0zgiilliik cis-etkili elementlere, trans-etkili proteinlerin baglanmasiyla
saglanmaktir. Baglanma dizisinin uzunlugu, DNA baglanma domainin konformasyonuna,
boyutuna, tanima motiflerinin sayisina, diger DNA baglanan proteinlerle heterodimer
olusturmasina veya oligomerik etkilesim kurmasina baglidir (10).

Okaryotik transkripsiyon, GSTF’lerden, kromatin diizenleyicilerine, GTF’lerden, GTF
diizenleyicilerine ¢ok sayida proteinle kontrol edilmektedir. Bu proteinlerin ortak gorevi,
isleyisi kismen anlasilmis cevresel sinyallerin etkisiyle, ilgili genlerin ekspresyonunu
saglamaktir. Transkripsiyonel aktivasyonun isleyisine iliskin en yaygin goriis, bircok gene
0zgiil diizenleyicinin, hiicresel uyaranlara yanit olarak hedef DNA motifine baglanmasidir.
Kromatin yapisina ulasilmasi i¢in transkripsiyonel koaktivatorleri bir araya getirirler; GTF ve
RNA Pol II’den olusan baslangi¢ dncesi kompleksin toplanmasini kolaylastirirlar. (11).

GSTF’lerin gen ekspresyonunun kontroliinde nasil organize oldugu temel sorulardan
biridir. Bu karmasik ag1 basit¢e tanimlamak igin altt motif tanimlanmaistir;

1- Kendi kendini diizenleme motifi: Egr-1’in kendi genine baglanarak kendi kendini
regiile etmesi otoregiilasyon motifine drnektir (Sekil.5a)

2- Tek girdi motifi (Sekil.5b).

3- Geri besleme halkast (Sekil.5c).

4- Coklu girdi motifi: Coklu girdi motifi, farkli kosullar altinda bir takim sinyal
yolaklarini biitiinleyerek bir dizi genin ekspresyonunu koordine eder (Sekil.5b).

5- Coklu bilesen halkast (Sekil.Se).

6- Diizenleyici zincir (Sekil.5f).



a) Kendi kendini diizenleme b) Tek girdi motifi ¢) Geri besleme motifi
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d) Coklu girdi motifi e) Coklu bilesen halkasi motifi
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Sekil.5. a) Kendi kendini diizenleme motifi b) Tek girdi motifi ¢) Geri besleme halkas1 d)
Coklu bilesen halkasi e) Coklu bilesen halkasi f) Diizenleyici zincir motifi

(Diizenleyici proteinler oval ile, genler dikdortgen ile gosterilmistir. Kesintisiz oklar bir aktivatoriin gen

promotdriine baglandigimi, kesintili oklar genlerin, gene 6zgiil diizenleyici kodladiginm belirtmektedir) (11)

Diizenleyici zincir motifinden yola ¢ikilarak “emirler zinciri (Chain of command)”
olarak adlandirilan hiyerarsik iletisim ag1 (network) modeli tanimlanmistir. Bu kaskadin
basinda bulunan diizenleyici protein, c¢esitli i¢ ve dis uyaranlarin varliginda hangi grup
genlerin ifade edilecegine karar verir.

GSTF’ler genellikle ¢coklu proteinlerden olusan ailelerin iiyeleridir. Tanimlanmis ¢ok
sayida transkripsiyon faktorii protein ailesi bulunmaktadir. Her bir protein ailesinin iiyesi
birbirine ¢ok yakin veya birbirine es DNA baglanma oOzelligine sahiptir; ancak {iiyeler
birbirinden farkli aktivasyon fonksiyonlarma sahiptir. Bu durum her bir transkripsiyon faktorii
ailesinin, iyelerinin fonksiyonel Ozelliklerinin anlagilmas1 Oniinde biiyiikk zorluk

olusturmaktadir (9).
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2.3 Baglanma Motifleri
2.3.1 Sarmal Dongii Sarmal Motifi (HTH: Helix turn helix)

Sarmal dongii sarmal motifi bir grup prokaryotik baskilayici proteinde tanimlanmais ilk
DNA baglanma motifidir. Bu yap1r kisa bir aminoasit zinciri ile birbirine eklenen iki alfa
sarmaldan olusur. Aradaki zincir belirli bir doniis agis1 saglar (5). Motifin amino ucunu igeren
sarmal, tanima sarmal1 olarak adlandirilir ve bu sarmal DNA’nin majoér oluguna girer. Motif
ile DNA arasindaki baglanma, DNA bazlariyla, sarmalin aminoasit yan zinciri arasinda

hidrojen bag1 olusumuyla gerceklesir (Sekil.6) (7).

Sekil.6. a) Sarmal dongii sarmal motifi ile DNA’ya baglanan dimerik protein b) Sarmal

dongii sarmal motifi detay1 (12)
2.3.2 Cinko parmak baglanma motifi (Zinc finger binding motif)

Cinko parmak motifi 1985 yilinda Miler, McLachlan ve Klug tarafindan
tanimlanmistir. Cinko parmak motifi transkripsiyon faktorleri arasinda en yaygin goriilen
baglanma motifidir (13). Cinko atomu, sistein ve histidin rezidiileri ile etkileserek DNA
baglanma domainin biitiinliigiiniin korunmas: i¢in gerekli yapisal gorevi saglar. Her bir
parmak, birbirine antiparalel, bir alfa sarmal ile iki beta tabakasi arasina sikismis tek bir
cinko iyonuyla baglanir (Sekil.7) (14). Cinko, alfa sarmaldaki (a-helix) iki histidin rezidiisii
ve P tabakasindaki iki sistein rezidiisii ile koordine edilir. Cinko atomunun, DNA ile
etkilesimde rolii bulunmamaktadir. DNA, major oluga yerlesen bazik aminoasitler i¢eren alfa
sarmal ile taninir. Motifin DNA’ya baglanmasi i¢cin minimal iki ¢inko parmak gerekir. Her bir

parmak ii¢-dort baz cifti ile 6zgiil olarak etkilesir (14). Bir diger ¢inko parmak ailesi, ¢inko
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iyonunun dort sistein aminoasidi arasinda koordine edildigi gruptur. Bu motife sahip

proteinler alfa sarmal ile DNA’nin major oluguna homodimer veya heterodimer olusturarak

baglanirlar.

Sekil.7. a) Cys,His, tipi ¢inko parmak motifi (15) b) Ug¢ ¢inko parmak motifi ile DNA
baglanma (16)

2.3.3 Losin fermuar motifi (Leucine Zipper)

Losin fermuar motifi, DNA’ya baglanan yiizeyleri ve dimerizasyonu tek yapisal bir
birimde birlestirir. iki uzun a-sarmali DNA’y1 sikica kavrayan kiskag benzeri yap1 olusturur
ve a-heliksler ile DNA’nin major oluguna, birbirine yarim dongii uzaklikta eklenir. DNA ile
motif arasindaki baglanma ozgiilliigii diger motiflerde oldugu gibi a-heliks tizerindeki
aminoasit zincirleri ve major oluktaki baz ciftleri arasindaki baglanti ile gerceklesir (7).
Motifin DNA ile etkilesim kuran kismi arjinin ve lizince zengindir. Boylece DNA ve motif
arasinda, DNA dizisinden bagimsiz, DNA’nin seker/fosfat iskeletine baglanan non-spesifik

etkilesim kurulur (Sekil.8) (17).

Sekil.8. Losin fermuar baglanma motifi (16)
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2.3.4 Sarmal halka sarmal motifi (Helix loop helix)

Bu domaini igeren transkipsiyon faktorleri dimeriktir ve her bir motif, bir ilmekle
birbirine baglanmis iki alfa sarmaldan olusur. Sarmallardan biri daha kiicliktiir, ilmegin
esnekligine bagl olarak diger sarmala ters yonde katlanarak dimerizasyonun gerceklesmesine
olanak saglar. Uzun olan sarmal ise DNA baglanma bolgeleri igerir. Karboksil ucundaki
hidrofobik rezidiiler dimerizasyona imkan tanir. Alfa sarmal monomerler, DNA’nin biiyiik

oluguna katilir (Sekil.9) (7).

Sekil.9. a) Sarmal ilmek sarmal motifi detay1 (18) b) Sarmal ilmek sarmal baglanma motifi

(19)
2.4 Ozgiilliik proteini (Specifity protein 1/Sp1) Transkripsiyon Faktorii:

Sp1 proteini Sp/XKLF protein ailesinin iiyelerinden biridir. Sp/XKLF transkripsiyon
faktori aile tiyeleri karboksil terminaline yakin, 81 amino asitten olusan kor bir DNA
baglanma domaini barindirirlar. Bu kisim korunmus ii¢ adet ¢inko parmak motifi igerir.
Birinci ve ikinci ¢inko parmak motifi tiim iiyelerde korunmustur. Ancak bazi iiyelerde ii¢lincii
parmakta kritik lizin amino asidi 16sin ile yer degistirmistir. Bu 6zellige sahip iiyeler tek
amino asid degisimiyle farkli bolgeleri tanima 6zelligi kazanir (20).

Sp/XKLF ailesi ii¢ alt gruba ayrilir: (i) Sp transkripsiyon faktorleri; (ii) yakin
akrabalar1 BTEB1 (Basic Transcription Element Binding protein 1), TIEG1 (TGFp-inducible
early genel/Egr-1/Early growth response element-1/Erken gelisim yanit elementi-1), TIEG2
ve (iii) Kriippel benzeri faktorler (Kriippel like factors/XKLF). Son zamanlarda BTEB2,
GBF/ZF9 (Zinc finger protein 9), ZNF271 ve AP-2rep proteinlerini iceren yeni bir alt ailesi
daha tanimlanmistir (Sekil.10) (20).
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Sekil.10. Sp/XKLF transkripsiyon faktorlerinin filogenetik agaci (20)

Sp transkripsiyon faktorii alt grubunda dort Sp proteini tanimlanmistir; Spl, Sp2,
Sp3, Sp4 (20). Spl, Sp3 ve Sp4 proteinlerinin ¢inko parmak motifinde DNA ile temasini
saglayan amino asitler yliksek oranda korunmustur. Bu nedenle Sp3 ve Sp4, Spl baglanma
bolgelerini taniyabilir; ancak Sp2 ¢inko parmak yapisindaki kritik histidin amino asidinin
16sin ile yer degistirmesi nedeniyle Spl baglanma bdlgelerini tantyamamaktadir (20). Spl,

Sp3 ve Sp4 yapisal olarak birbirine Sp2’den daha yakindir (Sekil.11) (21).

o -K—YK—- - EG~DWR-~ 3 ¥ Ko A-P- (- GV-NRS—

- -——-K-YR-5-EG-EWR F-K——-A-P-K-SH-DRC—

- T===-K-YK-5-EG-EWR~Af = ~X-F=-~A~P-K-NH-DRC-Sz====il

® Rgkkgks * K K ak ik & tEE 4 k& :,awnwa—;w

Sekil.11. Memeli Sp/XKLF ailesi iiyelerinin ¢inko parmak domainlerinin protein dizisi

uyusmast (20)
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Spl geni 12q13.1 de yerlesiktir ve 7652 baz cifti (b¢) uzunlugundadir (22). Spl
proteini 785 amino asit uzunlugundadir ve yaklasik 81 kDa molekiil agirligindadir (23). Spl,
RNA polimeraz II ile iliskisi tanimlanmis ilk memeli gene 6zgiil transkripsiyon faktoriidiir
(24). Ayn1 zamanda ilk kez klonlanan transkripsiyon faktorlerinden biridir (25). Guanince
zengin diziler, GGGGCGGGG motifine sahiptir ve GC kutular1 olarak adlandirilirlar. Bu
kutular bir¢ok genin ekspresyonunda gerekli cis-etkili elementlerdir (20). DNasel footprinting
deneyleri, Sp1’in GC kutusuna baglandigin1 gostermistir. Spl baglanma bolgesi promotdrde
transkripsiyon baslama bolgesinin 70-110 baz ¢ifti yukarisinda bulunur (26).

Spl proteini niikleusta yerlesim  gosterir (22). Cok sayida promotdér bolgeye
baglanarak gen ekspresyonlarini aktive eder (27). “Spl baglanma boélgeleri” bir ¢ok
housekeeping genin promotdriinde bulunur (26). TATA kutusu icermeyen promotorler igin
bazal transkripsiyon faktorii gibi islev gosteren bir transkripsiyonel aktivatordiir (28).

Spl proteini fosforilasyon, sumoyilasyon, asetilasyon, glikozilasyon gibi post
translasyonel modifikasyonlar ile regiile ve stabilize edilmektedir (Sekil.12). Spl’in
fosforilasyonu Sp1’in DNA’ya baglanmasi ve transkripsiyonel aktivasyonunu etkilemektedir.

Glikozilasyonu ise niikleer lokalizasyon i¢in 6nemlidir (27).

Fosforilasyon

oA VN

Sp1 Ser 5or Sor Thi Thr Thr Sor The Ser The Thr
p 59 10 13 278 355 453 641 66 670 BH] 739
M — —_C
e - = s i -
InF1 InF2 InF3

Asetilasyon Sumolasyon Ubikitilasyon Glikozilasyon

Sekil.12. Sp1 geninde posttranslasyonel modifikasyonlar (27)

Amino terminal bolgesinde iki adet glutamin zengin bolgeye, serin/treonin zengin
bolge i¢ ice gecmis bir komguluk gosterir (21) ve bu bolge transkripsiyonel aktivasyon i¢in
gereklidir (29). Karboksil terminalinde 3 adet sirali tekrarli Cys,His, ¢inko parmak motifi
icerir ve 5'- GGG GCG GGG -3' konsensus dizisine 6zgiil olarak baglanir (Sekil.13) (25).
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Sekil.13. a) Spltranskripsiyon faktoriinlin transkripsiyonel aktivite ve DNA-baglanma
bolgesi aktivitesi, b) Spl’in c¢inko parmak baglanma motifini igeren primer ve sekonder

yapist (30)

Spl’in farkli siniftan niikleer proteinler ile heterotipik intraksiyonlar olusturabildigi
belirtilmistir (21). Buna ornek olarak mediatér kompleks yapisinda bulunan TAF110,
TAF130, TAFS55 koaktivatorleri {izerinden bazal transkripsiyon faktorlerini hedef promotore
yonlendirip transkripsiyonu aktive etmesi gosterilebilir (31). iki adet glutamin zengin
aktivasyon bolgesiyle ve koaktivatorlerin varliginda TBP nin karboksil terminaline baglanir
(32). Bu ornekler Spl’in promotor ve uzak diizenleyici elementler arasinda ilmekleme
mekanizmasi1 (looping mechanism) ile interaksiyon kurdugunu akla getirmektedir (25). Sp1
ile etkilesim kuran diger proteinlere Ornek olarak retinoblastoma iliskili protein pl107,
transkripsiyon faktorii YY1 veya E2F gosterilebilir.

Spl proteini, p300, histon deasetilazlar (HDAC:histon deacetylase) gibi kromatin
modifiye edici faktorler yoluyla kromatin yeniden diizenlemesiyle iliskilendirilmistir (27). In
vitro Sp-1 iliskili transkripsiyon, CRSP (Cofactor required for Spl activation/Spl
aktivasyonu i¢in gerekli koaktivator) olarak adlandirilan bir koaktivator kompleksi ile
uyarilmaktadir (21).

Spl hiicre dongiisii, apoptoz, DNA hasar1, bagisik yanit olusumu, farklilagma gibi
cesitli hiicresel siireglerin regiilasyonunda gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir (33,34).
Bu ozelliklerinden otiirii Sp1 iiretemeyen bir hiicrenin yasama sansi ¢ok azdir (20). Spl™ fare

embriyonik kok hiicreleriyle (ES:Embriyonic Stem cells) yapilan calismalar bu proteinin
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yasamsal énemini ortaya koymustur. Sp1™~ ES’ ler ilk basta normal biiyiime karakteristikleri
gdstermis ve embriyonik hiicrelere farklilagabilirken, Spl1”~ embriyolarin gelisimin onuncu
giiniinden sonra oldiigii saptanmistir. Bu deney Spl yetersizliginin otonom hiicre eksikligi
yarattigin1 ve gelisimin 10.cu giiniinden sonra farenin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugunu
ortaya koymustur (20). Spl” fenotipine sahip farelerde MeCP2 (Metil-CpG baglanan
protein/Methylcytosine-binding protein) protein miktarinda 10 kat diisiis gozlenmistir.
MeCP2 eksprese edemeyen fare hiicreleri dokulara 6zellesemeden embriyogenezin erken
evrelerinde 6lmiislerdir. Bu durum MeCP2’nin hiicrelerin farklilasmasi i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir (20,21,25). Tiim ornekler Spl’in hayatta kalim siirecinde kritik bir 6neme
sahip oldugunu gostermektedir. Spl aynm1 zamanda c-myc ile beraber insan telomeraz ters
transkriptaz geninde (HTERT:Human telomerase reverse transcriptase) transkripsiyonu aktive

eder (35).
2.5 Kriippel Benzeri (Kriippel like factors/KLFs) Transkripsiyon Faktorii 5:

Okaryotik Kriippel benzeri faktorlerin (KLFs) DNA baglanma béolgesi, Drosophila
embriyonik patern diizenleyicisi Kriippel proteini ile homoloji gdstermektedir. Okaryotlardaki
adlandirma bu homolojiye dayanmaktadir. Sp/XKLF ailesine dahildir. KLF’nin bagindaki
“X” ifadesi, faktdriin major ekspresyon bolgesini tanimlamaktadir. Ornegin eritroid hiicre
hattinda eksprese olan EKLF (Erithroid/EKLF), akciger hiicrelerinde eksprese olan
(Akciger/Lung/LKLF) gibi (20). KLF ailesinin ilk kez klonlanan ve karakterize edilen geni,
Klfl/eritroid kriippel benzeri faktér (EKLF)’diir (36). Giiniimiizde 17 adet KIf geni
tanimlanmistir (K1f1-K1f17) (37).

Kriippel benzeri faktor ailesi proliferasyon, hematopoezis, adipogenez, kok hiicre
onarimi, apoptoz, somatik hiicre yeniden programlanmasi, diferansiyasyon ve gelismeyi de
iceren pek ¢ok biyolojik siirecte rol oynar. Bu ailenin karakteristik 6zelligi transkripsiyonu
baskilayan yada aktive eden GC’ce zengin, CACCC motifi olan DNA dizilerine baglanan 3
Kriippel benzeri ¢inko parmaginin olmasidir. Birinci ve ikinci ¢inko parmaklar 23 rezidi
icerirken T{g¢iincii ¢inko parmak 21 rezidiiye sahiptir. Bu parmaklar proteinin karboksi
terminalinde lokalizedir ve promotordeki GC zengin dizilere veya CACCC elementlerine
KLF’nin baglanmasini saglar (37). Amino terminali aktivasyon/represyon domainine sahiptir.
Bu domain, gen aktivasyonu, baskilanmasi, protein-protein interaksiyonlarinda gorevlidir

(Sekil.14) (37).
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Sekil.14. KLF proteininin sematik gosterimi (37)

KLF, cesitli kanserlerde somatik mutasyonlar, heterozigozite kaybi veya promotor
hipermetilasyonu yoluyla transkripsiyonel sessizlestirme seklinde deregiile edilir. Ornegin
kolorektal kanserde Klf4’lin heterozigozite kaybi gdsterdigi bulunmustur (38). Bir ¢ok
calisma KLF’nin hiicre regiilasyonunda pozitif diizenleyici oldugunu gostermektedir. Klf4
(Gut enriched-GKLF) ve KIf6 (Ubiquitius/UKLF) tiimor baskilayici gibi islev gosterir. (38).
KIf5 (Intestinal enriched-IKLF) ise hiicre proliferasyonundan sorumlu bulunmustur (36).

KIf5 454 aminoasit (a.a.) uzunlugundadir. KIf5, epitel dokularda, mide, deri, akciger,
uterus ve testisde daha yiiksek oranda eksprese edilmektedir. KIf5’in kolon kanserinde ve K-
Ras onkogenik mutasyonunu igeren primer tiimorlerde ekspresyonu artmaktadir. Sirasiyla
onkogenik H-Ras ve K-Ras igeren fare fibroblastlarinda ve bagirsak epitel hiicrelerinde, K15
artmaktadir. Onkogenik H-Ras ve K-Ras, KIf5’i Egr-1 iizerinden MAPK (Mitojen aktive
edilmis protein kinaz/Mitojen activated protein kinase) yolag: ile aktive etmektedir (36).
KIf5, hiicre dongiisiinii ilerleten siklin D1, siklin B1, Cdc2 genlerini aktive etmektedir. Bu
veriler bir arada degerlendirildigine KIf5’in proproliferatif ozellikte oldugu sonucuna
varilabilir (36). KIf5, Wnt sinyal yolaginda etkin Wntl’in downstream hedefidir (39). Wnt
sinyal yolagi, B-katenin bagimsiz yolak iizerinden KIf5’i aktive etmektedir. Wntl’in hem in
vivo hem de in vitro asir1 ekspresyonu, protein kinaz C yolaginin (PKC) kismi kontrolii

altinda KIf5 ekspresyonunu artirmaktadir (36).

2.6 Egr-1 Transkripsiyon Faktorii [Early Growth Response Factor-1/Erken Gelisim
Yamt Faktorii-1/(Zif268, Krox24, TIS8)]:

Egr-1 geni erken cevap genleri grubuna dahildir. NGFI-A (Nevre growth factor-1 A),
Krox24, zif268, TIS8 olarak da adlandirilir. Egr-1 proteini kodlayan Egr-1 geni 5q3.1
kromozomal lokalizasyonunda bulunmaktadir. Egr-1 proteini yaklasik 58 kDa molekiil
agirhgindadir, 543 amino asit uzunlugundadir. Egr-1 transkripsiyon faktorli, niikleer
lokalizasyon sinyali, iki aktivator bolge ve bir baskilayict bolge igerir (40). Niikleer bir
proteindir ve transkripsiyonel diizenleyici olarak islev gosterir. Pek ¢ok biiylime regiile edici

genin, GCG(G/T)GGGCG igeren promotdr sekansina 6zgiil olarak baglanir (41). Egr-1’in
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DNA baglanma bdlgesi olan karboksil ucu C,H, ailesine iiye olan ii¢ ¢inko parmak motifi

icerir. Her bir ¢inko parmagin alfa helikal yapist DNA’nin major olugu ile uyumludur ve bu

yap1 proteinin DNA’y1 milkemmel sekilde sarmasini saglar. Cinko parmaklarin her biri dort

baz cifti ile eslesir. Birinci ¢inko parmak baglanma motifinin 3’ dogrultusuyla, ii¢iincii ¢inko

parmak 5’ dogrultusuyla iligkilidir (Sekil.15) (14).
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Sekil.15. a) Egr-1 ¢inko parmak baglanma motifi (42) b) Egr-1 ¢inko parmak baglanma dizisi

(14)

Egr-1’in aktivasyon domaini ile DNA baglanma domaini arasinda NGFI-A 1 ve 2

(NAB1/Nerve growth factor-I A-binding protein-1 ve NAB2) kofaktorlerinin baglanabilecegi
inhibitér (durdurucu) domain bulunur (Sekil.16). NAB 1 ve NAB 2, Egr-1’in biyolojik

aktivitesini engeller (43). Bu baskilayici aktiviteye ait molekiiler mekanizma bilinmese de,

NAB proteinleri ile Egr-1 arasindaki iligkinin daha 6nce tanimlanan negatif geri besleme

halkas1 motifi ile uyumlu oldugu goriilmektedir (43).
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Sekil.16. Egr-1 transkripsiyon faktoriiniin modiiler yapisi (43)
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Egr-1, bliylime faktorleri, hormonlar, mitojenler, norotransmitterler, stres uyaranlari
gibi ¢evresel sinyaller ile eksprese olmaktadir. Ayrica norit olusumu, yaralarin iyilesmesi,
bliylime kontrolii, makrofaj farklilasmasi, apoptoz siirecinde de etkindir (43). Egr-1
hematopoietik kok hiicre yerlesimi ve proliferasyonunu kontrol etmektedir (44). Egr-1, cogu
hiicrede mitojenik uyaranlar ve hiicresel strese yanit olarak sentezlenmektedir. Hiicre
oliimiinde bas rollerdedir (43).

1998 yilinda Liu ve arkadaslar1 tarafindan Egr-1 ‘pro-apoptotik protein’ olarak
tamimlanmistir. Egr-1’in apoptotik sinyal yolaginda aktif rol oynadigina iliskin ii¢ durum
bulunmaktadir:

1) p53 timoér baskilayict promotdriine dogrudan baglanarak, bu proteinin
sentezlenmesini saglamast,

2) Noronal apoptozdan sorumlu c-Jun transkripsiyon faktoriine baglanarak bu
proteinin proapoptotik aktivitesini artirmast,

3) PTEN genini aktive etmesidir (43).

Egr-1, hiicre 6liimiinii diizenlemektedir. Egr-1’in pro-apoptotik aktivitesi hiicre tipine
ve sitotoksik uyarana baghdir. p53, p300, RelA, Spl, c-Jun, PTEN (45) ile direkt etkilesim
kurmaktadir. Boylece hiicrede apoptotik yolaklari regiile eden aktivatorlerin ekspresyonunu
saglar (43). Egr-1’in KLF5 promotdriinde baglanma bolgesi bulunur. Aktive ettigi genlerin
driinleri hiicre farklilagmasi ve mitogenezi i¢in gereklidir. Egr-1 geni, Spl transkripsiyon
faktorl i¢in baglanma bdlgesi igerir. Spl, Egr-1 gen ekspresyonunu aktive etmektedir (46).
Egr-1 ayn1 zamanda kendi genine baglanarak kendi geninin transkripsiyonunu downregiile
etmektedir (46). Bu durum gene 0zgiil transkripsiyonel diizenleyicilerin gen ekspresyonu
kontrolii i¢in tanimlanan “kendi kendini diizenleme motifi” ile uyumludur.

Egr-1 geni hem tiimor baskilayicit hem de tiimor promotori olarak iglev gosterir (47).
Pek cok insan tiimor hiicre hatti ¢ok az Egr-1 eksprese eder veya hi¢ Egr-1 eksprese
etmemektedir. Bu durum Egr-1’in apoptoz iizerindeki etkisini dogrulamaktadir. Meme
kanseri, fibrosarkoma, glioblastoma gibi kanser tiirlerinde Egr-1 tiimor baskilayici gen olarak
tanimlanmistir. Son c¢alismalarla prostat kanseri gelisimindeki rolii de ortaya konulmustur.
Egr-1 geni inaktive fare embriyo fibroblast hiicreleri senesence (yaslanma) donemini gegerek
Oliimsiiz, biiylime oOzelligi kazanmiglardir (47). EMSA (Electrophoretic mobility shift
assay/Elektroforetik hareketlilik kayma yontemi) ve ChIP (Chromatin
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immunoprecipitation/Kromatin immiin ¢oktiirmesi) gibi yontemler p53’iin Egr-1’in direkt

hedefi oldugunu gostermistir (47).

2.7 Bir Yontem Olarak Elektroforetik Hareketlilik Kayma Yontemi (Electrophoretic
mobility shift assay/ EMSA)

Birgok niikleer mekanizma 6zgiil DNA-protein etkilesimlerini igerir. Transkripsiyon
faktor-DNA  etkilesiminin  agiga ¢ikarilmasi, transkripsiyonel kontrol i¢in hangi
diizenleyicilerin gerekli oldugu ve GSTF lerin nasil bir uyum i¢inde ¢alisarak transkripsiyonel
sinyalleri olusturdugunun anlasilmasi agisindan 6nemlidir.

Jel reterdasyon yontemi olarak da bilinen, EMSA basit, etkili, ve protein-niikleik asit
etkilesimlerini belirlemek i¢in siklikla kullanilan duyarli bir yontemdir. EMSA yontemi,
proteinlerin baglandigi niikleik asitlerin karakterizasyonu i¢in altin standarttir (48).

EMSA yontemi E.coli laktoz represoriiniin baglandigt DNA bolgesi ile etkilesiminin
kinetik ¢oziimlemelerinin belirlenmesinde ilk kez Fried ve Crothers (1981)/Garner ve Revzin
tarafindan gelistirilmistir (49).

Kurulan reaksiyonun basitligi, duyarliligi ve yontemin kantitatif 6zellikte olmasi
aragtirmacilarin  transkripsiyon/gen regiilasyonu c¢aligmalarinda bu yontemi siklikla
kullanmalarini saglamigtir. Kullanim kolayligi 10™"® mol DNA’nin bile yiiksek duyarlilikla
belirlenmesine olanak saglar (50). Protein-DNA kompleksleri, bulunduklar1 soliisyon i¢indeki
durumuna gore elektroforez sirasinda jelde daha kararli bulunmaktadir, bu 6zgiil jel kararlilig
Cann tarafindan 1989 yilinda “Caging” olarak tanimlanmistir. Ciinkii poliakrilamid jel
matriksi, protein-DNA kompleksinin ayrigmasini (dissosiye olmasini) engeller (51).

EMSA sadece gen regiilasyonu c¢oziimlemelerinde degil, ayni zamanda DNA
replikasyonu, onarimi ve rekombinasyonu ¢alismalarinda da kullanilmaktadir (52). Kalitatif
amagcla kullanimda yararli olabilecegi gibi kantitatif ve kinetik ¢éziimlemelerde de kullanima
uygundur. EMSA yonteminin yliksek duyarlilifi protein veya DNA sitokiyometrisinin
(Stoichiometry) belirlenmesine olanak saglar (50).

Protein-DNA kompleksi, proteine baglanmayan serbest DNA’dan daha biiyiik boyutta
oldugu i¢in olusan kompleks, denatiire edici olmayan poliakrilamid jelde ikinci bir bant
seklinde goriilebilen kayma yapar (50). Yontem, bu 6zelligi kullanarak protein ve DNA’nin
Ozgiil etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Giinlimiizde bu yontem DNA’ya
baglanan proteinlerin saflastirilmasi, proteinin baglandig: stipheli DNA dizisinin belirlenmesi,

reaksiyon bilesenlerinin belirlenmesi gibi amagclarla rutin olarak kullanilmaktadir. Ayni
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zamanda proteinlerin baglanma bolgelerinin belirlenmesinde altin standart kabul edilmektedir
(48). EMSA ile karsilasilabilecek en biiyiik giigliik farkli protein-DNA etkilesimleri ic¢in
farkli kosullarin denenmesi siirecinde yasanmaktadir. Her bilesenin ayr1 ayr

degerlendirilmesi gerektigi i¢in optimizasyon siireci uzun stirmektedir.
2.7.1 Yontemin prensipleri

EMSA yontemi, proteinlerin, farklt boyut, molekiiler agirlik ve yiikte olmasina baglh
olarak denatiire edici olmayan jel matriksinde farkli elektroforetik hareketlilik olusturmasi
temeline dayanir (50). DNA-protein kompleksi olustugunda DNA’ya baglanmis protein, jelde
serbest DNA’dan karakteristik olarak daha yavas ilerleyerek goriintiilenebilen bir kayma

yapmasina olanak saglar (Sekil.17) (52).
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Sekil.17. EMSA yo6nteminin sematik gosterimi (53)

EMSA yontemi genellikle 20-70 baz c¢ifti araliginda kisa oligoniikleotidlerin
kullanomma uygundur (50). Birden c¢ok baglanma bdlgesi bulunan multi protein
komplekslerinin baglanma bolgelerinin belirlenmesinde 100-500 bp araliginda daha uzun
DNA fragmentleri de kullanilabilir. Cift iplik oligoniikleotidler ile daha verimli sonuglar elde
edilmektedir (54). GSTF’lerin baglanacagi hedef diziyi igeren DNA iplikleri birbirinin
eslenigi olmalidir (50). EMSA yonteminde DNA’nin belirlenmesi amaciyla geleneksel olarak
DNA problarinin 3' ucu Klenow fragmenti ve [y->*P] dNTP kullanilarak **P ile isaretlenir. 5'
ucu ise [y-**P]dNTP ve T4 poliniikleotid kinaz kullanilarak radyoaktif olarak isaretlenebilir.
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Radyoaktivitenin saglik lizerine etkileri {izerine bu isaretleme yontemine alternatif olarak
hapten (biotin, digoksigenin) veya florasan (Cs) boyalarla radyoaktif olmayan isaretleme de
uygulanmaktadir. Hapten ile isaretlenmis DNA problar streptavidin, anti-DIG antikorlar1 gibi
sekonder deteksiyon icerikleri ile belirlenebilir (54).

Genellikle bir proteinin, DNA dizisinde baglanabildigi birden fazla dizi oldugunda
0zgill olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in isaretlenmemis yarismact DNA dizileri
kullanilir. Bu amagla sonike edilmis Salmon sperm DNA’s1, poly dI/dC, dana timiisii DNA’s1,
E. Coli DNA’s1 gibi diziye 6zgiil olmayan yarismact DNA kullanilir (50). Poly dA/dT
ozellikle GC zengin DNA dizilerinin kullanildig1 baglanma reaksiyonlarinda 6zgiil olmayan
protein baglanmalarmi engellemek amaciyla kullanilmaktadir (54). Isaretlenmemis DNA, ya
isaretlenmis DNA ile 6zdes diziden olusur yada proteinin hedef baglanma bdlgesiyle ortak
diziye sahip olmalidir. Poly dI/dC niikleik asit polimerinin tavsiye edilen miktar1 50pg/ml’dir.
Eger hedef DNA dizisi TATATGTA gibi bir motife sahipse poly(dA-dT) yerine poly(dG-dC)
sentetik polimeri kullanilmas1 daha uygun bir se¢im olur (55).

DNA’ya baglanacak protein olarak tiim hiicre lizati, ham niikleer ekstrakt veya doku
ekstrakti kullanilabilir veya piirifiye edilmis, rekombinant proteinler tercih edilebilir (50).

Iyonik direng, baglanma tamponunun pH’si, iyonik olmayan deterjanlarin varhg,
gliserol, tasiyici proteinler (BSA gibi), divalent katyonlarin varhigi/yoklugu, kullanilan
DNA’nin konsantrasyonu, baglanma reaksiyonunun sicakligi ve siiresi protein/DNA
kompleksinin 6zgiilliigiinii ve direncini etkilemektedir. Diigiik iyonik giice sahip tamponlar
daha az 1s1 olusturur ve makro molekiil tarafindan taginan akim fraksiyonunu artirarak gocii
hizlandirir. Bu 6zelliginden 6tiirii elektroforez sirasinda EMSA deneylerinde bu tiir tamponlar
kullanilir. Protein-DNA kompleksini belirlemek i¢in denatiire edici olmayan (SDS i¢ermeyen)
TBE-poliakrilamid jel veya daha uzun DNA fragmentlerini yiiriitmek i¢in TAE-agaroz jel
kullanilmaktadir. Jel boyunca serbest niikleik asidin gocili ile en kiigiik por ¢apr yarisma
halinde oldugu icin poliakrilamid jel kullanilmasi optimum ¢oziniirliik saglar (52). Jel
yiizdesi, hedef DNA’nin uzunluguna, proteinin molekiiler agirligina ve yikiine baghdir.
Poliakrilamid jel konsantrasyonu genel olarak % 4 ile 8 arasinda degismektedir. Agaroz jel
icin de % 0.7-1.2’lik jel kullanilmaktadir (54). Baglanma reaksiyonu gergeklestirilmeden dnce
jelin 6n yiirtitmesinin yapilmasi 6rneklerin kuyucuklarda takili kalmamasi, diizgiin yiirtimesi

acisindan onemlidir.
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Gliserol veya sukroz genellikle proteinleri kararli kilmak ve ayni zamanda
protein/DNA etkilesimlerinin stabilize olmasim1 gili¢lendirmek amaciyla kullanilmaktadir.
Ancak gliseroliin yliksek konsantrasyonda kullanilmasi, yliksek viskozitesinden otiirii goriintii
alindiginda vertikal diizlemde arka plan olusumuna neden olmaktadir (54). Protein
¢cozlinlrliglinii  saglamada iyonik olmayan deterjanlarin kullanimmin o6nemli oldugu
belirlenmistir. Protein niikleer ekstraktan kullanilacak ise proteinin yapisinin korunmasi i¢in
proteaz, niikleaz, fosfataz inhibitorleri de baglanma reaksiyonuna eklenebilir. Orneklerin
yiirlimesini takip ederken bromofenol mavisi kullanilmaktadir.

DNA -protein kompleksi jel elektroforeziyle yiiriitiildiikten sonra, kompleksin pozitif
yiiklii naylon membrana transferinin gergeklestirilmesi gereklidir. Radyoaktif yontem diginda,
DNA’y1 isaretlemede kullandigimiz biotinin, kemoliiminesans deteksiyonu sirasinda
gerceklestirilecek yikama asamalarinda membrandan DNA’y1 kaybetmemek adina UV 15181
ile proteinlerin naylon membrana ¢apraz baglamasi (UV crosslink) gerekir.

Olusan protein-DNA kompleksinin 6zgilliigiinii belirlemede o proteine 6zgii antikor
kullanilarak ‘Siiper Shift’ adi verilen protein:antikor kompleksine ait ikinci bir 6zgiil bant elde
edilerek baglanmanin dogru gergeklestigi belirlenebilir (54). Fakat EMSA’da protein dogal
formda, denature edilmeden kullanildig1 i¢in kullanilacak antikor western blottan farkli olarak
proteinin denature olmayan formunu taniyacak 6zellikte olmalidir.

EMSA, kisa oligoniikleotidlerden, daha uzun DNA dizilerine, tek iplik veya cift iplik
DNA dizilerinin kullanimma uygundur. Oligopeptidlerden, transkripsiyon faktorlerine farkli
boyuttaki proteinlerin baglanma bolgeleri hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Belirtilen
avantajlarmin  disinda  yontemin sinirliliklart da  bulunmaktadir. Ornekler elektroforez
sirasinda kimyasal dengede bulunamazlar; protein-niikleik asid kompleksinin kararligi pek
cok degiskene bagldir; kullanilan proteinlerin dogru sekilde molekiiler agirligi belirlenemez.
Proteinin baglanma dizisi hakkinda direkt bilgi edinilemez. EMSA nin yetersiz kaldig1 bu gibi

durumlarda alternatifleri kullanilir (48).
2.7.2 EMSA yonteminin alternatifleri

EMSA yontemine alternatif olarak protein-DNA etkilesiminin belirlenmesinde en ¢ok
nitroseliiler filtreleme — baglanma yontemi ve DNase I footprinting yontemi kullanilir. Bu
yontemlerin diginda southwestern blotting, ChIP, metilasyon korunmasi, metilasyon

interferansi, bildirici vektor (reporter assay) de kullanilmaktadir (48).
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Nitroseliiloz filtreleme yontemi, DNA ile etkilesim kuran proteinlerin nitroseliiloz
membrana baglanmasi temeline dayanir (56). Nitroseliiloz filtreleme islemi ile ¢ok uzun
niikleik asitlerle (6rn; lambda faji1:48kb) islem yapilabilir. Fakat filtreleme islemi sirasinda tek
iplik niikleik asitler de yakalanabilir. Bu da baglanma sinyalini baskilayarak, arka plan
olusumuna neden olabilir. Hazirlanan 6rnekte birden fazla DNA baglanan proteinin olmasi
filtreleme-baglanma analizlerini yaniltabilir. Birden fazla DNA baglanan proteinin oldugu,
niikleer lizat gibi karigimlarin kullanilmas1 agisindan EMSA yontemi daha avantajlidir (48).

Footprinting yontemi ¢esitli niikleaz ve kimyasallar ile proteinin baglandigt DNA
dizisinin 6zgiil olarak belirlenmesini saglar. Tek bir niikleik aside baglanan birden fazla
proteinin ¢oziimlenmesini saglar. Footprinting yonteminde, kimyasal islemler sirasinda
niikleik asidlere baglanan radyoizotoplarin yapilar1 bozulabileceginden baglanmanin
belirlenmesi EMSA’ya gore daha az duyarlidir. Bazi proteinler DNA dizisine 6zgiil olmadan
baglanir, bu da baglanma bdlgesine iligkin footprinting yoOnteminin ¢dziimleyebilecegi
belirgin bir iz saglamaz. Bu durumda EMSA yonteminin kullanilmasi elde edilen baglanma

sinyallerinin daha kolay yorumlanmasini saglar (48).
2.8 Wnt Sinyal iletimi

Glinlimiizde pek ¢ok sinyal yolagr tanimlanmigtir. Bunlardan birisi de doku
homeostasisi, hilicre hareketi (motilitesi), hiicre adhezyonu, proliferasyonu, hiicre gocii,
apoptoz gibi hiicrede c¢ok cesitli ve temel biyolojik siireclerin isleyisinde dnemli rolii bulunan
Wnat sinyal iletimidir (57). Ik olarak p-katenin sinyal yolagi olarak tanmimlanan Wnt sinyal
yolagi, Caenorphabditis elegans, Drosophila, Xenopus, zebra baligi, tavuk, fare ve insanda
yiiksek oranda korunmustur.

Whnt sinyal iletimi insan deri, kan, bagirsak ve beyin hiicrelerini de igeren c¢ok gesitli
kok hiicre sistemlerini regiile etmektedir. Ayn1 zamanda Wnt sinyal yolaginin kontroliindeki
hatalarin ¢esitli hiicre dizilerinde tiimor olusumuna neden oldugu ve bunun bir sonucu olarak
kolon, hepatosellular karsinoma, 16semi, melanomaninda aralarinda bulundugu pek ¢ok insan
kanseri ile iliskilendirildigi bilinmektedir (57).

Wnt yolaginin ismi Drosophila (meyve sinegi) Wingless geni ile fare Int-1 geninden
tiretilmistir (58). 1982°de farede goglis kanseri ¢aligmalarinda, ilk Wnt proteinin
bulunusundan bu yana omurgalilarda 19 Wnt geni belirlendi (59). Bu genler 12 alt ailede
toplanabilir. Evrimsel siirecte, ¢ok hiicrelilerde Wnt genleri, 650 milyon yildir korunmaktadir

(60).
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Wnt proteinlerinin, Wnt/B-katenin, Wnt/Kalsiyum (Wnt/Ca*), Wnt/Jun-Amino
terminal kinaz (JNK) olmak iizere 3 yolagi aktive ettigi bilinmektedir (61).

B-katenin bagimli yolak tek bir dogrusal ileti bicimiyken, B-katenin bagimsiz yolaklar
¢oklu dallanma gosterir. Bu yolaklardan birisi hiicre igi Ca?" diizeylerini kontrol eden ve B-
katenin yolaginin antagonisti gibi islev goren Wnt/Ca?" yolagidir. Digeri ise kiiciik GTPaz’lar
ve JNK yolagi iizerinden hiicre iskeleti yeniden yapilanmasi ve aktin polimerizasyonunu

uyaran Wnt/JNK yolagidir (Sekil.18) (62).

Sekil.18. (a) Wnt/ B-katenin yolagi, (b) Wnt/Kalsiyum yolagi, (c) Wnt/Jun-Amino terminal
kinaz (JNK) yolagi (63).

2.8.1 B-katenin Yolagi (Kanonikal)

B-katenin yolaginda gerceklesen olay, sitozolik B-katenin proteinin sitoplazmik
birikimi sonrasinda niikleer gegisi olarak tanimlanir (64).

Wnt proteinleri, genel olarak 350 aminoasit uzunlugunda, yaklasik 40kDa molekiiler
agirhiginda, sisteince zengin, hiicreler arasi alana salinan hidrofobik karakterli proteinlerdir
(65, 66). Wnt proteinlerinin hiicreler arasi alana salindiktan sonra hiicre i¢i sinyal iletim
yolagini aktive edebilmesi i¢in Frizzled (Fz) transmembran proteinlerinden biri ile etkilesmesi
gerekmektedir. Bu iliski LRP-5/6 (Diisiik Dansiteli Lipoprotein Reseptor iliskili Protein 5/6-
Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6) ko-reseptorleri ile giiclendirilmektedir.
Wnt ligand1 Fz ve LRP reseptorlerine baglandiktan sonra Dishevelled ve Axin proteinleri
membrana yonelirler. Yikim kompleksinin ana bileseni Axin membranda tutuldugu i¢in B-
katenin yikimdan kurtulur. B-katenin sitoplazmada birikir ve niikleusa hedef genlerini regiile

etmek iizere transloke olur (67). Wnt ligand1 eksikliginde sitoplazmada [-katenin
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konsantrasyonu diigiik tutulur (63). Eger Wnt reseptorler ile etkilesemezse B-katenin Axin ve
Adenomatous poliposis coli (APC) tarafindan sitoplazmada tutulur. Axin, kazein kinazla
(Casein kinasela/CK1a) ve glikojen sentez kinaz 3 (Glycogen synthase kinase-33/GSK3)
icin iskele gorevi goriir. B-katenin, GSK3f ve CKla tarafindan fosforillenir ve ubikitinasyon

yolu ile yikilir (67).
2.8.1.1 Wnt/ p-Katenin Yolag1 Hedef Genleri

Wnt/ B-Katenin yolaginin 80’den fazla hedef genin regiilasyonuyla baglantili oldugu
bulunmustur. Bu ikilinin ekspresyonu ve aktivitesi kok hiicre ve progenitdr hiicrelerin kendi
kendini yenilemesi, hiicre proliferasyonu, hiicre kaderinin belirlenmesi gibi siiregleri kontrol
etmektedir. Bu acidan bakildiginda hiicrede dengenin saglanmasi ag¢isindan Wnt/ -Katenin

kompleksinin biiylik dnemi vardir (68).
2.8.2 p-Katenin Bagimsiz Yolaklar (Kanonikal olmayan/Non canonical)

15 yil once PB-katenin bagimsiz Wnt yolagi, embriyonik gastrulasyonda hiicre
hareketini kontrol eden yolak olarak tanimlanmistir. B-katenin bagimsiz Wnt yolagi, diger

sinyal yolaklariyla da ¢akisan ii¢ mekanizma oldugu i¢in parca parca agiklanabilmistir (69).
2.8.2.1 Wnt/Kalsiyum yolagi

WntSa veya Wntll mRNA’lar1 zebra baligi embriyolarma enjekte edildiginde
blastodiski ¢evreleyen kalsiyum gecisiminde iki kat artis olmasi kalsiyumun Wnt yolaginda
ikinci mesajct oldugunu diisiindlirmiistiir. Ayn1 zamanda Zebra bali§1 embriyolarinin sigan
Frizzled 2 (Rfz-2) ile ektopik ekspresyonu, hiicre ici kalsiyum salinimmi Wnt5a ko-
ekspresyonu ile artirmaktadir (69). Bu bilgiler, kalsiyumun Wnt5a veya diger benzer ligandlar
ille Wnt sinyal yolaginda kalsiyum gecisinin frizzled reseptorleri araciligr ile
gerceklesmesinde rolii oldugunu kanitlamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum salinimi heterotrimerik
G proteinleri, fosfotidil inozitol dongiisiiniin aktivasyonu ve ligand etkilesimine baglidir.
Ayn1 zamanda Wnt/Cat++ yolaginin nemo benzeri kinazi aktivasyonu (NLK), TCF
transkripsiyon faktorlerini fosforiller boylece klasik Wnt yolagi inhibe olur (63).

Hiicre i¢i kalsiyum salimimi viicut yapisi O6zellesmesi igin gereklidir. Kalsiyum
sinyalizasyonu yetiskin kaslarinda yavas kas fiberlerinin olusumu ile iliskilidir (69).

Wnt/Ca++ yolaginda 6zgiil Wnt ve frizzled homologlar kalsiyum/kalmodulin bagiml
kinaz II (CamKII) and protein kinaz C (PKC)’1 aktive etmektedir.

27



Whnt proteinlerinin Frizzled transmembran proteinlerine baglanmasiyla fosfolipaz C ve
fosfodiesteraz mobilizasyonunu takiben heterotrimerik G-proteinleri aktive olur. Bu, cGMP
seviyelerinde diisiis, intraseliller Ca®* miktarinda artig, protein kinaz C aktivasyonu ile
sonlanir. Bu degisimler sonucu aktive olan metabolik yolaklar veya tam olarak genler
bilinmemektedir. Ama NF-AT’in gerekli oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda Wnt/Ca*

yolaginin bazi noktalarda beta-Katenin yolaginin antagonisti oldugu one siiriilmektedir (62).
2.8.2.2 Wnt/JNK yolag: (Planar cell polarity)

PCP yolagi ilk kez Oncopeltus fasciatus ve Drosophila melanogaster’de
tanimlanmistir. Drosophila’da PCP’deki mutasyonlar bilesik gézde ve/veya kutikular yapida
organizasyon bozukluklarina neden olmaktadir. Drosophila’nin kanadindaki duyu killarinda
karakteristik proksimal-distal oryantasyonun disinda dalgali ve farkli yonlenmeler alan bir
yap1 olugmasina neden olmaktadir. Daha sonra sineklerdeki anormal yapilanmaya sebep olan
PCP ile diizlemsel kutuplagma ile iligkili genlerin evrimsel siiregte omurgalilarda da
korunmus oldugu bulunmustur (70). Omurgalilarda i¢ kulak sterosillerin farklilasmasi ve
oryantasyonuna katkida bulunur, gastrulasyon sirasinda mezoderm ve ektodermin yayilmasini
yonlendirir.

PCP/Fz sinyal yolagimin ¢ekirdek komponentleri hiicrede kutuplagsmay1 saglamak i¢in
etkilesirler. Cekirdek komponentleri membran gegen proteinler Frizzled (Fz), Flamingo
(FMI), Strabismus (STBM), Dishevelled (DSH), Diego (DGO), Prickle (PK) sitoplazmik
proteinlerdir ancak PCP sinyalizasyonu sirasinda membranla etkilesim gosterir. Bazi ¢ekirdek
bilesenlerinin digerinin aktivitesini engelledigi gézlenmistir (70).

PCP yolagi, kiiciik GTPazlar, Rho ve Rac ile aktin sitoiskeletindeki degisiklikleri
organize eder (62).

PCP yolagmin aktivasyonu apikal-basal sinirda dikey aksis boyunca belirli epitel
dokularda kutuplagmayi tanimlar.

Hiicre kutuplagsmasmin basinda DGO, diversin, DSH, STBM, PK, Fz hiicrenin
apikalinde toplanmis durumdadir. Fz ve DSH bir kompleks gibi hareket ederek hiicrenin
distaline go¢ eder. Diego, FzZ/DSH’1n distal yerlesimi icin pozitif diizenleyici islevi gosterir
(62). In vitroda Fz karboksilik kuyrugu DSH’1n PDZ domaini ile etkilesime girer. Fz, DSH’1
hiicre membranina salar. iki G-proteini Rho ve Rak birbirinden bagimsiz olarak aktive olur.
STBM, PK’nin membrana salinimini saglar. PK, STBM-PK kompleksinin protein kompleksi
halinde agregat olusturmasini saglar. PK, DSH ile etkileserek hiicre kiiltiirinde DSH’1n
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membran lokalizasyonunda azalmaya neden olur. In vivo yiiksek PK konsantrasyonu DSH’1
inhibe eder. D. melanogaster’de DGO’nun Fz/PCP yolaginda pozitif etkisi vardir. DGO, PK
ile DSH’a baglanmada yarigmaya girebilir ve PK’nin Fz/PCP yolagindaki inhibisyonu
iizerinde antagonist etki gosterebilir (Sekil.19) (70).
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Sekil.19. B-Katenin bagimsiz yolakta Fz/ PCP c¢ekirdek bilesenleri arasindaki etkilesimler
(6).
2.9 Apoptoz —Wnt Sinyali iligkisi

Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii), organizmanin hayatta kalim siirecinde kritik
oneme sahiptir. Apoptoz, yiiksek Okaryotlarin timiinde korunmustur (71). Apoptoz ve Wnt
sinyal iletisi daha ¢ok Wnt/B-katenin yolag: ile ilgili ¢calismalar ile iliskilendirilmistir. Fare
meme tlimor viriisiince indiiklenen fare meme tiimdrlerinde Wnt-1’in bir proto-onkogen gibi
aktive oldugu bilinmektedir (58). Chen ve ark. kemoterdpatik ilaglar (vincristine, vinblastine)
ile wuyarilmis hiicrelerde, Wnt-1’in sitokrom-c salinimimi engelleyerek, kaspaz-9
aktivasyonunu artirdigini ortaya koymuslardir. Wnt-1 eksprese eden hiicrelerin apoptoz
iligkili kanser tedavisine kars1 direngli oldugunu bildirmislerdir (72). Bir diger calismada da
Wnt sinyal yolaginin apoptozu engelleyerek NF-«xf’yi aktive edip veya GSK-3p’y1 inaktive
ederek hayatta kalimi artirdigini ortaya koymustur (71).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Tez calismasinda kullandigimiz GSTF’ler i¢in, DNA baglanma dizilerinin hipotetik
olarak belirlenmesinde, Genomatix firmasinin, Matinspector/MatBase modiilii kullanildi.
Matinspector programi, transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir (73). Matinspector yazilimiyla, gen adi veya ID numaras: girilerek ilgili
promotor bdlgeye ulasilabilecegi gibi kendi promotor dizimizi de FASTA formatinda
kullanabilmemize de olanak saglar. MatBase, verisini girdigimiz promotor bolgeyle iliskili
yapida ve/veya fonksiyonel olarak iligkili transkripsiyon faktorlerinin (TF:Transcription
factor) gruplandirilmasini saglar, sonuglar grafiklerle sunulur. MatBase, TF’lerin baglanma
bolgelerine, pozisyonel agirlik matrislerine, baglanma bolgesi dizisi ve domainlerine, literatiir
referanslarina erisilebilen online iiyelik sistemi ile kullanilan bir yazilimdir.

Genomatix genom analizor yazilimmin Matinspector programindan yararlanilarak
elimizde bulunan Wnt5b, Fzd4, Fzd5, Fzd7 promotorleri ile etkilesebilecek transkripsiyon
faktorleri hipotetik olarak belirlendi (Sekil.20). Dort genin promotdr bdlgesinde de ortak
olarak baglanma bdlgesi oldugu belirlenen Spl (Spesifty proteinl), Egr-1 (Early Growth
Response Element-1), KLF1 (Kriippel Like Factor) transkripsiyon faktorleri secildi. CLC
sekans gostericisi (CLC sequence viewer ver. 6.1), transkripsiyon faktorlerinin genom
iizerinde baglanma bdlgelerine ulasilmasin1 saglayan biyoinformatik yazilim programidir
(74). CLC sekans gostericisi programi ile transkripsiyon faktorlerinin olasi baglanma
bolgelerini iceren DNA dizileri, promotor bolgede aratildi ve bu dizilerin birbiri iizerine
katlanma yapip yapmadigi OLIGOS 6.0 programi yardimiyla kontrol edildi. Komplementer
tek iplikli oligoniikleotidler biotinle ayr1 ayr1 isaretlendi ve sonrasinda ¢ift iplik olusturacak
sekilde bir araya getirildi. Boylece transkripsiyon faktorleri i¢in sentetik baglanma bolgesi

elde edilmesi amaglandi.
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Sekil.20 Genomatix matinspector programiyla Fz4, Fz5, Fz7 ve Wnt5b promotorlerine ortak

baglanan GSTF’lerin gosterimi

Spl proteinin baglandig1 22 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA dizisi, Egr-1 ve KLF
proteinlerinin baglanma bolgelerine ait 27 baz cifti uzunlugundaki oligoniikleotidler sentetik
olarak sentezlettirildi (Metabion). Bu DNA dizilerine baglandig1 diisiiniilen Spl (Promega,
Uriin Kodu: E6391, Ana stok:215ug/ml) ve Egr-1 (Alexis Biochemicals, Uriin Kodu: ALX-
201-074) rekombinant proteinleri, EMSA calismasinda kullanildi. Ticari olarak elde edilen
saf proteinlerin yanisira K562 hiicre hattindan elde edilen niikleer lizat ile de EMSA
caligmalar1 gerceklestirildi. Tez boyunca izlenen islemler Sekil.21°deki akis semasinda

belirtilmistir.
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Biyoinformatik yontemlerle Fz4, Fz5, Fz7, Wnt5b
promotarlerine baglanan transkripsiyon faktérlerinin belirlenmesi

i

Oligoniikleotidlerin 3' ucunun biotinle isaretlenmesi

Denatiire edici olmayan poliakrilamid jelin hazirlanmasi

v

Baglanma reaksiyonu kurulmasi
Rekombinant protein ile * Niikleer o6ziit ile

\ Jelin on yiiriitmesi

Jel elektroforezi
|

v

Jelden membrana transfer
|

v

DNA'nin membrana ¢apraz baglanmasi

v

Kemoliiminesans deteksiyon
|

v

Otoradyografi ile goriintii elde edilmesi

Sekil.21 Tez galismasi akis semasi
3.1 Arastirmanin Tipi

Uygulanan yontem; protein-DNA iliskisinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.
Tez projemiz protein-DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan EMSA’nin optimize

edilmesini amaglayan deneysel bir yontemdir.
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Deneysel uygulamalar Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali laboratuvarlarinda 2009-2010 arasinda yapilan ¢alismalar ile yiirtitiilmiistir.
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3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Insana yada deney hayvanina ait herhangi bir materyal kullanilmamustir. Ticari olarak
edinilen Spl, Egr-1, KLF transkripsiyon faktorlerinin baglandigi dizileri igeren
oligoniikleotidler, saf Sp1 proteini ve niikleer lizat ile muamele edildi. EMSA yo6ntemi ile bu

proteinlerin hedef oligoniikleotidlere baglanma kosullar1 optimize edildi.
3.4 Calisma Materyali

Calismamizda saf Spl proteini, Egr-1 proteini ile Spl proteinine 6zgiil antikor
kullanildi. Sp1, Egr-1 ve KLF proteinleri i¢in baglanma dizisi barindiran oligoniikleotidler

sentezlettirildi. Niikleer lizatin eldesinde K562 hiicre hatt1 kullanildi.
3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Aragtirmanin degiskeni bulunmamaktadir.
3.6 Veri Toplama Aracglarn
3.6.1 Hiicre Kiiltiirii

Western blot yonteminde kullanilmak iizere hazirlanacak niikleer lizat, Spl proteini
icin pozitif kontrol oldugu bilinen K562 hiicre hattindan elde edildi. K562 hiicre hattinin
kiiltiir kosullar1 agagida agiklanan sekilde yapildi:

Gereg ve Soliisyonlar

1) inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon-Diaphot 200)

2) Pipetor (Greiner Labortechnik 000424NS- 9)

3) 1, 2, 5 ve 10 mI’lik steril pipetler (Falcon serological plastic pipette)
4) 25, 75,125 cm? lik hiicre kiiltiiriine dzel filtreli kapakl kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-one, Kat
No0:690175)

5) CO ,inkiibatorii (Heraeus )

6) Sml’lik siringa

7) RPMI 1640 besi ortami1 (BiochromAG, Kat No: FG 1385)

8) FBS (Fotal Bovin Serum) (Biochrom AG, Kat No:S0115)

9) L-Glutamin (Biochrom AG, Kat.No:K0281)

10) Penisilin /Streptomisin (Biochrom AG, Kat.No:A 2210)

11) Steril ¢caligma kabini (Niive, LN090 )
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Yontem

Kiiltiirde siispanse olarak {ireyen K562 hiicreleri, 2mM konsantrasyonda L-glutamin,

Ipug/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS iceren RPMI 1640

icerisinde tretildi. K562 hiicreleri, slispanse olarak iiredikleri i¢in 1 ml’deki hiicre sayist 1.5 x

10° “da sabitlenerek 2-3 giinde 1/3 oraninda pasajlar1 yapildi.

Tim iglemler, steril calisma kabini igerisinde gerceklestirildi. Hiicrelerin inkiibasyonu,

37°C’de % 5 CO; ‘li etiivde yapildi.

3.6.2 Niikleer Lizat hazirlanmasi

Gereg ve Soliisyonlar

Pipetor

NP-40
Vorteks

L ® XA AR WD~

Sogutmali santrifiij

2 ml’lik ependorf tiip

Manyetik karistirici

10 mI’lik kirmiz1 kapakl tiip
Hiicre kaziyici (Cell Scraper)

Fosfat tuz tamponu (PBS: Phosphate Buffered Saline)

10. Niikleer lizat eldesi i¢in hazirlanan Tampon A (Tablo.1)

11. Niikleer lizat eldesi i¢in hazirlanan Tampon C (Tablo.2)

12. Calisma tamponuna eklenmek iizere proteaz ve fosfataz inhibitiorleri (Tablo.3)

Tablo.1 Hiicre hattindan niikleer lizat eldesi i¢in ¢aligma tamponu hazirlanmasi

Tampon A (50 ml)

Soliisvon Firma Katalog no Konsantrasyon Miktar
Hepes (pH 8.0) Sigma H-0087 1M 500
MgCl1, Sigma M-1028 1M 150pl
KCl Applichem A2939.1000 1M 500ul
DTT invitrogen 12371-019 1M 50ul

Tampon A 50 ml’ye distile su ile tamamlandi. +4°C’ye kaldirildu.
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Tablo.2 Hiicre hattindan niikleer lizat eldesi i¢in ¢alisma tamponu hazirlanmasi

Tampon C (50 ml)

Soliisyon Firma Katalog no Konsantrasyon Milktar
Hepes (pH 8.0} Sigma H-0087 1M 1 ml
Mgf:l2 Sigma M-1028 M 75ul

Gliserol Sigma G-2025 26100 12,5 ml
NaCl Applichem A20942.1000 1M 21 ml
EDTA Applichem A3145.1000 05M 20pu
DTT Invitrogen 12371-019 1M 50

Tampon C 50 ml’ye distile su ile tamamlandi. +4°C’ye kaldirildi.Calisma tamponlari
hazirlandiktan sonra proteaz inhibitorleri taze olarak Tablo.3’te verilen konsantrasyonlarda
eklendi. Protez inhibor kokteil tableti, 7 X “Complete, Mini, EDTA-Free” nin (Roche, Uriin
Kodu: 11 836 170 001) 1X ¢alisma stogunda olabilmesi i¢in 400ul distile suda bir tablet

¢ozdiiriildil.

Tablo.3 Calisma tamponuna eklenen proteaz inhibitorleri

Ana Stok Son Konsantrasvon Miktar
Aprotinin 2mg/ml 100pg/ml 25 ul
Leupeptin 2mg/ml Spg/ml 1,25ul
Miniprep EDTA 25X 1X 20ul
PMSF 100mM 0.5 mM 2.5ul

Proteaz inhibitorleri, Tampon A/ Tampon C i¢in ayr1 ayri1 eklenip her bir ¢alisma
tamponu ile 500 pl’ye tamamlandi. Tiim islemler buz istiinde gergeklestirildi. Hiicreleri

yikamada kullanacagimiz PBS ve tamponlar buz iistiinde bekletildi.
Yontem

1) Hiicre yogunlugu %80 olan bir adet kiiltiir kabindaki 4 ml hiicre, 10 ml’lik kirmiz1
kapakli tiipe alindi. Kiiltiir kabinin yilizeyine yapismis hiicreleri kaldirmak amaciyla
hiicre kaziyici (cell scraper) kullanildi.

2) Ependorf santrifiij, +4°C’ ye sogutuldu. Tiipiin 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijiinden
sonra hiicre ortamini igeren {ist faz uzaklastirildi.

3) Hiicreler 500 pl soguk PBS’le 2500 rpm’de 5 dakika olacak sekilde iki kere yikanda.
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4)

)

6)

7)

Cokelti iizerine taze olarak proteaz inhibitorlerini iceren 500 pl soguk A Tamponu
eklendi, hiicreler resiispanse edildi. Hiicreler 2 ml’lik ependorf tiipline alindi. Tiip
buzda 15 dakika bekletildi.

Son konsantrasyonu % 0.5 olacak sekilde %100 NP-40’dan 2,5 pl, hiicrelerin iizerine
eklendi , 10 saniye kadar hafifce vortekslendi.

+4°C’de 6500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Ust faz atildi. Cokeltinin iizerine 150
ul soguk C Tamponu eklendi. Eppendorf tiipiin i¢ine en kii¢iik boyuttaki manyetik bar
atildi. Beherin i¢ine buz konuldu, buzun i¢inde 2 ml’lik ependorf tiiplin pozisyonu
sabitlendi. Beher, manyetik karistiric1 iizerine yerlestirildi. Manyetik karistirict 30
dakika orta hizda ¢alistirildi.

12000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ust faz alinip bir baska ependorfa
aktarildi, niikleer 6ziit alikatlandi, -80°C’ye kaldirildi.

3.6.2.1 Protein Ol¢iim islemi

BIO-RAD Protein assay, kolorimetrik olarak total protein konsantrasyonu 6l¢iilmesi i¢in

formiile edilmis bir testtir. Konsantrasyonu bilinen standartlarin 595 nm.” de verdigi

absorbanslardan yararlanilarak standart egri grafigi ¢izildi. Bdylece konsantrasyonu

bilinmeyen 6rneklerin verdigi absorbanslarin standart egri grafiginden karsilig1 hesaplanarak,

protein konsantrasyonlari belirlendi.

Gereg ve soliisyonlar

1.
2.
3.
4.

“Dye reagent” /BIO-RAD BCA Protein Assay kiti (Uriin kodu: 500- 0006)
Spektrofotometre kiiveti (Greiner: Uriin kodu: 613101)
Otomatik pipet seti (Eppendorf)

Smg/ml Sigir serum albumin (BSA: Bovine serum albumin)

Yontem

1)

2)

“Dye Reagent” tan 5 ml alinip tizerine 20 ml distile su eklenip BCA hazirlandi. 8 adet
spektrofotometre kiivetine 2’ser ml olacak sekilde konuldu. 5 adet standart, 2 kor ve
ornekler hazirlandi.

Kiivetlerdeki tiim igerikler 1000 pl’lik pipetle kanistirildi. 5 dakika beklenildi.
(Tablo.4).
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Tablo.4 Protein 6l¢limii i¢in standart ve 6rneklerin hazirlanmasi

BCA dH2O BSA (5mg/ml) Protein

Kor 2ml - - -
Kir 2ml - - -
Standartl 2ml 99ul 1yl -
Standart2 2ml 98ul 2ul -
Standart3 2ml 95ul Sul -
Standartd 2ml 0w 10ul -
Standarts 2ml 80ul 20ul -

Ornekl 2ml 98ul - 2ul

Ornel2 2ml 96ul - 4ul

Ornek3 2ml 94ul - 6ul

3.6.2.2 Protein miktar tayini:

Izole edilen niikleer lizatin ii¢ farkli konsantrasyonunun spektrofotometrede (Pharmacia

Biotech Ultraspec 2000) 595 nm.’de absorbanslar1 o6lgiildii. Farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan BSA kullanilarak

konsantrasyonlar1 belirlendi._

Tablo.S Standart ve 6rneklerin spektrofotometre 6l¢iimii ile elde edilen absorbans degerleri

elde edilen standart egri

E}l{_:iim degerleri Abs (595 nm) Milktar
Standart] 0.028 Iul
Standart2 0.054 2pl
Standart3 0.160 Spl
Standart4d 0281 10
Standart3 0571 20p1

Ornek1 0.176 2pl

Ornelc2 0.305 4pl

Ornel3 0.423 6l
3.6.3 Western Blot

yardimi

ile,

orneklerimizin

1) Mini-PROTEAN® 3 Cell (Katalog Numarasi: 165- 3301) cihaz1 kullanilarak SDS

(Sodyum dodesil siilfat) poliakrilamid jel elektroforezleri yapildi.

37



2) Mini Trans-Blot Cell (Katalog No: ) sistemi kullanilarak islak yontem ile SDS

poliakrilamid jelinden PVDF membrana transfer yapildi.

3)
4)

5)

Spesifik antikor (Santa Cruz sc-420) ile blotlama islemi gergeklestirildi.
“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” (Pierce — Katolog n0:34080)

kiti ile deteksiyon yapildu.

“SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate” (Pierce — Katolog no:

34095) kiti ile deteksiyon yapildi.

3.6.3.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS: Sodium dodesyl sulfate) iceren Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Orneklerin yiiriitiilebilmesi i¢in SDS iceren poliakrilamid jel dokiildii.

Gereg ve soliisyonlar

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Mini-PROTEAN® 3 Cell (Katalog Numarasi: 165-3301) yiiriitme cihazi

Gli¢ kaynagi

%10’ luk Ayristirict (resolving) jel ve “Stacking” jel

Yiirtitme Tamponu (BIO-RAD 10 x Tris/Glycine/SDS Buffer, Kat. No. 161-0732)
2X yiikleme tamponu (BIO-RAD, Kat. No. 161-0737)

50 ml.” lik ve 15 ml.” lik tiipler.

Protein isaretleyici (Fermentas, Katalog no: SM0671)

Jelin icerigi

10 ml hacminde %10’luk Ayristirici Jel:

1
2
3.
4
5

6.

. 4,8 ml distile su
. 2,5 ml %40 Akrilamid/Bisakrilamid (29:1) (BIO-RAD Kat. No. 161-0146)

2,5 ml 1,5 M Tris (pH: 8.8)

100 pul %10 SDS (Biological industries, 01-890-1B)

100 pl %10 Amonyum per siilfat (APS: Amonium persulfate) (Applichem,
A2941,0100)

4 ul TEMED (Applichem, A1148,0025)

2 ml hacminde %?2’lik Yiikleme Jeli:

1.
2.

2,2 ml distile su
250 pl %40 Akrilamid/Bisakrilamid (29:1)
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3. 250 ul 1M Tris (pH: 6,8)
4.
5
6

20 pl %10 SDS

. 20 ul %10 APS
. 4 ul TEMED

Yontem:

Jelin Hazirlanmasi

1.

BiO-RAD’a ait western blot camlar1 distile suyla yikamp kurulandiktan sonra ig
yiizeyleri %70 alkol ile iki kez silindi. Ardindan izopropanol (Sigma, Kat. No. [-9516)
ile bir kez silindi. Camlarin arasina kalinlig1 Imm olan spacerlar yerlestirildi. Silinmis
yiizeyler birbirine bakacak sekilde bir araya getirildi. Camlar diizenege yerlestirildi.
Ayristirict jel dokiildiikten sonra polimerizasyona kadar jel iizerine bir miktar
izopropanol eklendi. Jel donduktan sonra aparat yan tutularak izopropanol dokiildii.
Fazlas1 kurutma kagidina emdirildi. Ardindan yiikleme jeli, ayristirict jel iizerine
dokiildii. Tarak bu jel {izerine yerlestirildi.

Jel polimerlestikten sonra tarak cikarildi ve sisteme yeteri kadar yiirlitme tamponu
eklendi. Kuyucuklar bu tampon ile yikanarak kuyucukta kalmis olabilecek akrilamid
uzaklastirildi. Hiicre lizati denatiiran yiikleme tamponu ile karistirilip, 1sitilarak

denatiire edildikten sonra jele yiliklendi.

Ornegin Hazirlanmasi

1.

Ornegin karistirilacagi drnek tamponu hazirlandi. 95 pl Laemmli sample (BIO-RAD,
Kat. No. 161-0737) iizerine 5ul B-merkaptoetanol eklendi. Ornek ile 1:1 oraninda 2X
Laemmli sample bir araya getirildi. Mikro santrifiij tiiplerine 30 ug protein igerecek
konsantrasyonda lizat alindi.

SDS’li 6rnekte disosiyasyonun tam olmasi i¢in 95°C thermal blokta 5 dakika inkiibe
edildi.

Orneklerin Yiiklenmesi

1.

Ornek ince uglu bir pipetle kuyucuga yiiklendi. Ayn1 zamanda jele kontrol amagli 5ul
protein agirlik belirteci (marker) (Fermentas, Katalog no: SM0671) yiiklendi.
120 V’ da protein isaretleyicisinin tamamen agildig1 yere kadar Mini-PROTEAN® 3

Cell cihazinda 1 saat elektroforez gerceklestirildi.
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4.
S.

Yiiriitme islemi sonrasinda jel elektroforez tankindan alinarak, cam plakalardan

ayrild.

Yiikleme jeli kesilip atildi.

PVDF membrana 1slak transfer yapildi.

3.6.3.2 Membrana “Islak” Yontem ile Transfer:

Gerecler ve Soliisyonlar

1) “Mini Trans-Blot Cell’’ 1slak transfer sistemi (BIO-RAD, Katalog Numarasi: 165—
3301)
2) PVDF membran (0.45 um, Applichem, A5243,3030R)

3) Transfer tamponu (BIO-RAD Premixed 10X Tris/Glycine Buffer, 161-0734)
4) Hybond Blotlama kagidi (Amersham Biosciences, RPN6101M)

5) Gii¢ kaynag1

Yontem:

1
2
3.
4

. Jel biiyiikliigiinde PVDF membran ve whatman kagitlar1 kesildi.

. Transfer tamponu ile whatman kagitlari, jel ve siingerler 1slatildi.

Membran 1 dakika metanolde iyice 1slatildi ve distile su ile yikandi.

“Mini Trans-Blot Cell” cihazina asagida belirtilen sirada kagit, membran ve jel

yerlestirildi:

O

O

O

Gerecler:

En alta kalin siinger

2 adet Whatman kagidi

Uzerine membran

Uzerine poliakrilamid jel

Uzerine 2 adet Whatman kagidi

En iste ince siinger kasede yerlestirildi. Membran ve jel arasinda baloncuk
kalmamas1 icin siingerlerin iistiinden pipetle gecildi. 1X Transfer tamponu
kabin icine balik atildi, buz kalib1 yerlestirildi.

300 mA’de 1,5 saat transfer yapildi.

1) 1X TBST (Tris buffered saline — %0,05 Tween 20)

2) Transferi yapilmig membran
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3)
4)
S)
6)

Siit tozu (Applichem, A0830,1000)
Primer antikor (Santa Cruz, sc-2004)
Sekonder antikor (Santa Cruz, sc-2005)
ECL kiti.

Yontem:

1.

5.

Membran transferden sonra TBST i¢inde 1 kere ¢alkalandi. % 5 siit tozu igeren TBST
icerisinde 1 saat membran blotlandi.

4 °C’ de % 5 Siit tozu, primer antikor (Santa Cruz Sp1(1C6) sc-20) (Diliisyon orani
1:1000) igeren TBST igerisinde bir gece boyunca membranin blotlanmasina devam
edildi.

Membran 5 dakikada bir 6 kez TBST ile yikandi.

%35 oraninda siit tozu ve sekonder antikor (Santa Cruz, Goat-anti Mouse, sc-2005)
iceren TBST icgerisinde iki saat inkiibe edildi.

Membran 5 dakika ara ile 6 kez TBST ile yikandi.

3.6.3.3 Sinyal saptanmasi:

Gerecler:

1) SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific,34080)

2) SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific,
34095)

3) “Exposure Cassette” (Kodak, X-Omatic — Seri no:1482277)

4) Poset dosya

5) Film (Kodak, Biomax Light Film - Katalog no: 8761520 ve Kodak Medical X — ray

Film Katalog no: 8143059)

Yontem:

1.

“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” veya “SuperSignal® West
Femto Maximum Sensitivity Substrate” kitinin peroksit ve enhancer soliisyonlar1 1:1
oraninda karistirildi.

Membran 5 dakika boyunca bu karigim igerisinde inkiibe edildi.

Bir poset dosya igerisine alinip kaset igerisine yerlestirildi.

Kaset icerisine karanlik odada film yerlestirildi.
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5. 1 saniye’den 5 dakika’ ya kadar olan farkli zaman araliklarinda film kaset icerisinde

tutulup, goriintii elde edildi.
3.6.4 DNA’nin 3’ ucunun Biotinle Isaretlenmesi

DNA’nin 3’ ucunun biotinle isaretlenmesi “PIERCE Biotin 3' End Labeling Kit”
(Thermo Scientific/Pierce, Uriin Kodu: 89818) kullanilarak yapildi. Biotin suda ¢oziinebilen
bir vitamindir. Pirimidin halkasinin besinci karbonuna kovalent baglanir. Kit Terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi ile 1-3 biotinli riboniikleotidi (Biotin 11-UTP),
oligoniikleotidin 3'-OH ucuna eklemektedir. Bu yontem oligoniikleotidlerin tek tek igaretlenip
daha sonra ¢ift zincir haline getirilmesi durumunda daha etkili ¢aligmaktadir. Fakat ayni
zamanda 3' ucu cikintili veya kiit uglu ¢ift iplik DNA’larin daha diisiik etkinlikle

isaretlenmesinde de kullanilmaktadir.

Yontem dretici firmanin  belirttigi  sekilde uygulandi. Biotinle isaretlemede
kullanilacak oligoniikleotidlere ait diziler Tablo.6’da gosterilmistir. Spl mutant
oligoniikleotidinin, Sp1 proteininin baglanma kontrolii olarak kullanilmasi amaglandi. Spl

proteinin baglanacagi motifte iki niikleotid bazinda degisiklik yapildi.

Tablo.6 Biotinle isaretlemede kullanilacak oligoniikleotidlere ait DNA dizileri (Kirmizi ile

isaretlenmis kisim Spl proteinin baglanma motifini gdstermektedir. Mutant Sp1 oligoniikleotidinde degistirilen

niikleik asit bazlari kirmiz ile isaretlenmistir)

Primer Dizi bﬁ_‘ﬁr&nﬁ&ﬁ
Spl(F) $ATT CGATCG GGG (GG GGC GAGC ¥ 2
Spl(R) $GCT CGC CCC GOC CCG ATC GAAT ¥ 3
Egr-1(F) 5°CAG GGG CTC TCG GGG GCG GAT AGA GGAT’ 27be
Egr-1(R) 5* TCC TCT ATC CGC CCC CGA GAG CCC CTG 3° 27
KLF (F) 5"GAG CCA GCA GGG AAGGGC TGT GGC ATC3 2The
KLE(E®) 3" GATGCC ACAGCC CTT CCC TGC TGG CTCY 27be
Mutant Spl (F) | ATTCGATC G GTT CGG GGC GAGC 3° -
Mutant $p1 (R) | 5° GCT CGC CCCGAA COG ATC GAAT 3° 220

Gereg ve Soliisyonlar:

1. Ultra saf su
2. Isaretleme i¢in 1pM oligoniikleotidler (Tablo.6)
3. 37°Cs1 blogu (Techne Dri-Block® DB-2D) veya su banyosu
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4. 0.2 M EDTA, pH 8.0

5. Kloroform: izoamilalkol (24:1)

6. Mikrosantrifiij tiipleri ve mikrosantrifiij (Eppendorf, Mini spin)
Kit I¢erigi:

1. 5X TdT reaksiyon tamponu

2. Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)

3. Biotin-11-dUTP

4. Isaretlenmemis Kontrol Oligoniikleotid (5pmol)

5. Biotin-Kontrol Oligoniikleotid

Yontem

1. TdT disindaki tiim kit icerikleri ¢ozdiiriiliip, buz iistiine yerlestirildi. TdT kullanilana
kadar -20°C’de tutuldu.

2. Kullanimdan hemen 6nce stok 20U/ul TdT, 1X TdT reaksiyon tamponu i¢inde 2U/ul
calisma konsantrasyonuna diliie edildi. TdT hemen kullanildi.

3. Isaretleme reaksiyonu Tablo.7’de belirtilen sirada gergeklestirildi. Spmol 3'-OH ucu
olan oligoniikleotidler kullanildi. Reaksiyon igerigi, vortekslenmeden, dikkatlice

karigtirildi.

Tablo.7 Tek iplik oligoniikleotidlerin biotinle isaretleme reaksiyon icerigi

Komponent Hacim Son Konsantrasvon
Saf su 25ul -
5X TdT Reaksivon tamponu 10ul 1X
[saretlenmemis Sul 100nM
oligoniikleotid (1 uN)

Biotin-11-dUTP (5 uM) Sul 0.5uM
Diliie TdT (2U/ pl) Sul 020/l

Toplam Hacim 50ul -

4. Reaksiyon 37 °C’de 1s1 blogunda 30 dakika inkiibe edildi.
5. Her tiipteki reaksiyonu durdurmak i¢in 2.5u1 0.2M EDTA eklendi.
6. TdT’yi uzaklastirmak i¢in her reaksiyona 50ul kloroform:izoamilalkol eklendi. Kisa
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stire vortekslendi, fazlar1 birbirinden ayirmak i¢in maksimum hizda 1-2 dak. santrifiij
yapildi. Ust faz ayr1 ayri tiiplere alind.
7. Iplikler 1:1 oraninda “Thermal Cycler” veya 1s1 blogunda bir araya getirildi.

3.6.5 Isaretlenmis oligoniikleotidlerin bir araya getirilmesi:
Gereg ve soliisyonlar

1. Thermal cycler (Techne, Uriin kodu: TC-3000X)
2. 0.2 ml’lik PCR tiipleri
3. Standart pipet seti

Yontem

Biotinle isaretlenmis ileri ve geri oligoniikleotidler Tablo.8’de belirtilen 1s1 profiline
uyularak, 1:1 oranda bir araya getirildi. Bir araya getirme isleminden sonra biotin isaretli, ¢ift
iplikli DNA alikatland1 ve -20 °C’de stoklandi. Hazirlanan oligoniikleotidler, EMSA

isleminde kullanilmadan 6nce 20fmol/ul’ye diliie edildi.

Tablo.8 Biotinle isaretlenmis tek iplik oligoniikleotidlerin bir araya getirilmesi i¢in kullanilan

1s1 profili

Derece Zaman Dingii
1. Basamak 85 °C 5 Dakika 1 déngii
2. Basamak 95 °C (-1°C/Déngi) 1 Dakika 40 déngi
3. Basamak 55 °C 30 Dakika 1 déngii
4, Basamak 55 °C (-1°C/Déngi) 1 Dakika 20 déngii
5. Basamak 4°C HOLD

3.6.6 EMSA ile niikleik asit-protein hedefinin belirlenmesi

EMSA reaksiyonunda spesifik transkripsiyon faktorii-DNA etkilesiminin kurulmasi
icin “LightShift Chemiluminescent EMSA Kit” (Thermo Scientific/ PIERCE, Uriin Kodu:
20148) kullanildi. Biitiin EMSA deneylerinde, 10X baglanma tamponu, reaksiyon basina 2 pl,
%50 gliserol 1 pl, 100mM MgCl 1ul, %1 NP-40 1 pl kullanildi. Jelin 20 dakika 110V’da 6n

yiirlitmesi yapildi. Yontem, iiretici firmanin belirttigi sekilde uygulandi.
Uygulanacak Prosediir

a) Baglanma reaksiyonlarinin planlanmasi
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b) Jelin hazirlanmasi ve 6n yiiriitmesi
¢) Baglanma reaksiyonunun hazirlanmasi ve gerceklestirilmesi
d) Baglanma reaksiyonunun elektroforezi
e) Baglanma reaksiyonlarinin naylon membrana elektroforetik transferi
f) Transfer edilmis DNA’nin membrana ¢apraz baglanmasi
g) Biotin igaretli DNA’nin kemoluminesan ile belirlenmesi
Kit icerigi:
1. 10X Baglanma tamponu (100mM Tris, 500mM KCI, 10mM DTT; pH 7.5)
2. Biotin-EBNA Kontrol DNA
3. Isaretlenmemis EBNA DNA
4. Epistein-Barr Niikleer Antijen (EBNA) Oziitii
5. Poly(dl.dC)
6. %50 Gliserol
7. %1 NP-40
8. IMKCI
9. 100 mM MgCl,

10. 200 mM EDTA pH 8.0

11. 5X yiikleme tamponu

Gereg ve Soliisyonlar:

AN I N

3' veya 5' ucundan biotin isaretli DNA hedefi

Internal olarak biotin isaretlemesi yapilan problar kullanilmamali

UV cross linker (Stratagene, 254 nm bulb/ 312 nm bulb transilluminator)

Elektroforez aparatlari

Elektroblotter veya kapiller transfer aparati

+ yiiklii naylon membran (Thermo Scientific, Biodyne B Pre Cut Modified, Uriin
Kodu: 77016)

“Power supply” (Thermo, Uriin kodu:EC 250-90)

5X TBE (450mM Tris, 450 mM Borik asit, 10 mM EDTA, ph 8.3) (Applichem,
A4228,5000PE)

X-ray film
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10. Yiiksek kalite blotting kagidi (Hybond Blotting paper-Amersham Biosciences, Uriin
kodu: RPN6101M)

11. Su banyosu

12. Plastik pens

13. 0.5X TBE’de poliakrilamid jel

3.6.6.1 0.5X %6’k poliakrilamid jel hazirlanmasi

Denature edici olmayan %6°lik poliakrilamid jel Tablo.9’da belirtilen miktarlarda

hazirlandi.
Gereg ve Soliisyonlar:

1) Akrilamid /Bisakrilamid soliisyonu (%40, 29:1)
2) Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)

3) TEMED

4) 0.5X TBE (Tris-borik asit-EDTA)

5) Imm’lik Spacer

6) Vertikal elektroforez camlari

7) Thermo Scientific Vertikal elektroforez sistemi (Model P81)

Tablo.9 10 ml hacminde %6°lik Denatiire edici olmayan jel hazirlanmasi

[ Uriin Firma Kat No. Miktar
SX TBE (pH8.3) Applichem A4228 5000 1ml
%040 Acr/Bis Applichem A3757.0250 1.5ml
%499 Gliserol Sigma G-2025 0.5 ml
dH-O 7.00 ml
TEMED Applichem Al148.0025 10 pl
APS Applichem A2941.0100 200

Yontem:

Jelin Hazirlanisi:

1) Jeli dokecegimiz camlar bol distile su ile temizlendi, kurulandi.
2) Camlarin i¢ yiizeyleri % 70’lik etil alkol ile bir kez, izopropanol ile {i¢ kez silindi.
3) Iki cam arasina kalinlig1 Imm olan “Spacer” (aralayici) yerlestirilerek kiskaclar ile

iki cam birbirine tutturuldu.
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4) Akrilamid /Bisakrilamid soliisyonu, %50’lik gliserol , 5X TBE, dH,O Table.9’da
belirtilen miktarlarda bir araya getirildi.

6) Jel dokiilmeden 6nce APS ve TEMED eklendi.

7) 10 mI’lik pipet aracilig ile iki cam arasina hava kabarcig1 olmayacak sekilde

dokiildii ve kuyucuklart olugturan tarak yerlestirildi.

8) Jel donduktan sonra 0.5X TBE’de oda sicakliginda 25 dakika, 100 V’luk akim uygulandi.
Polimerize olmamis akrilamidin uzaklasmasi, jelin her tarafinda 1sinin esit dagilmasi icin 6n

yiiriitme her denemede mutlaka tekrarlandi.
a) Baglanma reaksiyonlarinin planlanmasi

Baglanma reaksiyonlari, liretici firmanin onerdigi sekilde, kontrol-EBNA sistemi
ve test sistemi olmak {izere iki tipte hazirlandi. Kontrol sistemi, iiretici firmanin sagladigi
EBNA 6ziitii ve biotin isaretli EBNA oligoniikleotidi ile gerceklestirildi. Uretici firmanin
belirttigi sekilde EMSA kontrol sisteminin anlasilmast ve kit igeriklerinin c¢alisip
calismadiginin belirlenmesi amaciyla deney kuruldu. Kontrol deneyinde kit igeriginde
bulunan Epistain Barr Niikleer Antijenine (EBNA:Epstein Barr Nuclear Antigen) ait 0ziit
ve bu proteinin baglanma boélgesini iceren 60 baz ¢ifti uzunlugunda oligoniikleotid
kullanildi.  Baglanma motifi 5’-TAGCATATGCTA-3" dizisini  i¢cermektedir.
Oligoniikleotidin 5’ ucu biotin isaretlidir. Reaksiyon icinde DNA’nin son konsantrasyonu
20 fmol’diir. Ayrica biotin isaretli DNA’nin 200 kat1 konsantrasyonda isaretlenmemis
DNA dizisi de kontrol olarak kullanildi. Isaretlenmemis DNA’nin reaksiyondaki son
konsantrasyonu 2 pmol’diir. Uretici firma baglanma reaksiyonu igin inkiibasyon siiresini
oda sicakliginda 20 dakika olarak 6nermistir. Baglanma reaksiyon sisteminin planlanmasi
icin Tablo.10 rehber olarak kullanildi. Deneyde, %6’lik denature edici olmayan jel
kullanildi. Reaksiyon oda sicakliginda kuruldu (21°C), ornekler 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 0.5X TBE’de 20 dakika jelin On yiiriitmesi gergeklestirildi.
Ornekler 100 Voltta, 1saat 15 dakika yiiriitiildii. Orneklere 380 mA’lik akim uygulanarak,
DNA jelden, pozitif yiiklii naylon membrana aktarildi. Naylon membrana yalnizca DNA
baglanabilmektedir. Bu islem 45 dakikada tamamlandi. DNA, UV c¢apraz baglayici ile
naylon membrana baglandi. Kitin igeriginde bulunan kemoliiminesans deteksiyon sistemi
ile biotin streptavidinle isaretlendi. Pozlama (exposure) 3 dakikada alindi. Her bir

baglanma reaksiyonu 20ul olup 20fmol Biotin-EBNA kontrol DNA’s1 icermektedir.
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Tablo.10 Kontrol-EBNA sistemi i¢in baglanma reaksiyonu

Kontrol Reaksivonlar:

Icerik Son Konsantrasyon #1 #2 #3

dH2O - 12l 11l Sul
10 X Baglanma Tamponu 1X 2ul 2ul 2ul
%650 Gliserol %25 Il Tl Il
10 mM MgC12 SmM Il Tul Il
lpg/ul Polydl.dC 50ng/ pl 1pd 1pt 1pd
%ol NP-40 %60.05 1ul 1ul 1ul
[saretlenmemis EBNA DNA 4pmol - - 2ul
EBNA elcstrakt: 1Unit - 1pt 1pd
Biotin EENA Kontrol DNA 20fmol 2ul 2ul 2ul
Toplam Hacim 20u 20u 20u

Test sisteminin planlanmasi ve optimize edilmesi i¢in Tablo.11 rehber olarak

kullanildi. Test sistemi igin:

1. Ozgiil baglanma kosullarinin bilinmedigi durumlar icin minimal reaksiyon
komponentleri (6rn 10X baglanma tamponu ve poly (dI-dC) biotin isaretli hedef DNA,
protein 6ziitii ve test sisteminin isaretlenmemis DNA’s1 ile birlikte) kullanildi.
2. Test sisteminin optimizasyonunda protein-DNA bandinin olusumu KCI, gliserol,
MgCl, ve deterjan gibi diger komponentlerin katilmasi ile giiglendirildi.
3. Poly (dI-dC) 6zgiil olmayan DNA vyarismacisidir. Ozgiil olmayan protein-DNA
etkilesimlerinin engellenmesi amaciyla polydl/dC kullanildi. Test sistemindeki hedef
DNA sekansinin G-C zengin oldugu durumlar i¢in poly(dA-dT), sonike edilmis dana
timiisii DNA’s1, salmon spermi DNA’st veya E.coli DNA’s1 reaksiyon igerigine
eklenebilir.
4. Niikleer 6ziit ve biotin isaretli hedef DNA’nin eklenmesi DNA-protein kompleksinin
ozgilligini etkileyebilir. Baglanma reaksiyonu igerikleri her zaman Tablo.10°da
belirtilen sirada eklendi.

5. Ozgiil olmayan etkilesimlerin iistesinden gelmek icin biotin isaretli DNA’y1

koymadan 6nce kisa bir 6n-inkiibasyon gerceklestirildi.
6. Baglanma kosullar1 21-23 °C’lik oda sicakliginda gergeklestirildi.

7. Optimizasyon i¢in reaksiyon bilesenlerinden yalniz biri degistirildi.
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Tablo.11 Test sistemi i¢in baglanma reaksiyonlari

Kontrol Reaksivonlar:

Icerik Son Konsantrasyon #1 #2 #3
dH20

10 X Baglanma Tamponu 1X 2ul 2ul 2ul
1pg/ul Polydl AC S0ng/ ul 1l Tul Tul

Opsivonel: %350 Gliserol
Opsivonel: %21 NP-40
Opsivonel: 100 mM MgC12
Opsivonel: 1M KCI
Opsivonel: 200mM EDTA

[saretlenmemis DNA 4 pmol - -

Protein ekstrakts Sistem Bagimh

Biotin [saretli DNA 20 fmol

Toplam Hacim - 20ul 20ul 20ul

b) Jelin hazirlanmasi ve on yiiriitmesi

1. 0.5X TBE’de native poliakrilamid jel hazirlandi. Elektroforez tinitesi 0.5X TBE
ile dolduruldu, kuyular dolduruldu ve 30-60 dakika on-yiiriitme gerceklestirildi. 8x8x0.1
cm’ lik jel igin 100 V gerilim uygulandi.

2. Jelin 6n yiiriitmesi yapilirken baglanma reaksiyonu hazirlandi.
¢) Baglanma reaksiyonunun hazirlanmasi ve gerc¢eklestirilmesi

1. Biitiin reaksiyon igerikleri eritildi ve buz iistiine konuldu. Kullanilana kadar
EBNA oziitii/niikleer 6ziit/saf protein ¢oziilmedi.

2. Kontrol EBNA sistemi/Test sistemi i¢in 20ul’lik baglanma reaksiyonlari
hazirland1 (Tablo 10-11’e gore).

3. Baglanma reaksiyonu oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

4. Her bir 20 pl’lik baglanma reaksiyonuna 5Sul, 5X yilikleme tamponu eklendi.
Birkag kez nazikge pipetaj yapildi. Vorteks veya kuvvetli karistirma yapilmadi.

d) Baglanma reaksiyonunun elektroforezi

1. On yiiriitmesi yapilan jelin akimi kesildi.
2. Kuyulara her bir 6rnekten 20 pl yiiklendi.
3. 8x8x0.2 cm’lik jel i¢in 100v’luk akim uygulandi.
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4. Bromfenol mavisi, jelin 2/3-3/4 oraninda ilerlemelidir. Serbest biotin EBNA
kontrol DNA dubleksinin %6’lik jelde bromfenol mavisinin biraz arkasinda olacak

sekilde gog ettigi gozlendi. Akim kesildi.
e) Baglanma reaksiyonlarinin naylon membrana elektroforetik transferi

1. Naylon membran 0.5X TBE’de 10 dakika kadar iyice 1slatildi.

2. Sandwich hazirlandi. ~10°C’ye kadar sogutulmus 0.5X TBE transfer kabina
eklendi. Sandwich hazirlanirken, Western blotta kullanilan siingerlerin kullanilmamasina
dikkat edildi.

3. 380mA (~100V) 45 dakika transfer yapildi.

4. Membranin kurumasina izin verilmedi.
f) Transfer edilmis DNA’nin membrana ¢apraz baglanmasi

DNA, 120 mJ/cm? UV Crosslinker ile 45 saniyede (254 nm) naylon membrana
capraz baglandi.

g) Biotin isaretli DNA’nin kemoluminesan ile belirlenmesi

8x10 cm’lik membran icin tavsiye edilen; orbital karistiricida tiim bloklayic1 ve
deteksiyon inkiibasyonlar1 yeni kaplarda gerceklestirildi.
1. Bloklama tamponu ve 4X yikama tamponu 37-50 °C su banyosunda eriyene kadar
1s1tildi.
2. Membranin bloklanmasi i¢cim 20 ml bloklama tamponu eklenmeli ve 15 dakika
calkalayicida tutuldu.
3. Konjuge/ Bloklama tampon solusyonunun hazirlanmasi; 66.7ul stabilize edilmis
Streptavidin-HRP, 20 ml Bloklama tamponuna eklendi
4. Membrandan bloklama tamponu dokiiliip konjuge/bloklama solusyonu ile yer

degistirildi. Konjuge/bloklama tampon solusyonunda membran 15 dakika tutuldu.

5. 40 ml 4X yikama tamponuna 120 ml ultrapure su eklenerek 1X’lik yikama soliisyonu
hazirlandi.
6. Membran yeni bir kaba alinir. 1X’lik yikama soliisyonu ile ¢alkalandi.

7. Membran her 5 dakikada bir 4 kere 20 ml 1X yikama soliisyonu ile galkalayicida
tutuldu.
8. Membran yeni bir kaba alindi. 30 ml “Substrat Dengeleme” tamponu eklendi.

Karistiricida 5 dakika boyunca inkiibe edildi.
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9. Substrat calisma soliisyonu; 6 ml “Luminol/Enhancer” solusyona 6 ml “Stable
peroxide” soliisyonu eklenerek hazirlandi.

10. Substrat dengeleme tamponu uzaklastirildi. Membran yeni bir kaba alind1.

11. Substrat ¢alisma soliisyonu membrana aktarildi ve tiim yiizeyi kaplamasi saglandi.
Membran bu soliisyonda 5 dakika ¢alkalayici kullanilmadan bekletildi.

12. Membran ¢alisma soliisyonundan uzaklastirildi. Kagit havlu ile tampon
uzaklastirildi, membranin kurumasina izin verilmedi.

13. Membran, plastik dosya kagidi ile sarildi. Membranda kalmis olabilecek
tamponun fazlasi plastik membrani kaplayan plastik dosyanin iizerinden kagitla gecilerek
emdirildi.

14. Film kasedine yerlestirip 2-5 dakika X-ray filmde tutuldu.
3.7 Arastirma Plani1 ve Takvim

Tez boyunca gerceklestirilen konu secimi, literatiir arastirmasi, optimizasyon,
deneyler, sonuglarin degerlendirilmesi, tez yazimi Tablo.12’de belirtilen siireler iginde

tamamlanmustir.

Tablo.12 Arastirma zaman ¢izelgesi

2009 2010

6|7 |89 |10f11)12]1|2|3 |4 |5 |6
Konu Segimi X
Literatiir Arastrmasi XXX XX XX [X|X|X [X|X
Optimizasvon X [X|X
Denevler X | XXX |X|X
Sonuclarin Degerlendirilmesi XX [X|X
Tez Yazim XX |X|X

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler arastirma takviminde belirtilen silire igerisinde optimize edilip,
tamamlanmistir. Laboratuvar ortaminin sicaklik ve nem gibi degiskenleri sabit tutulamadigi
icin kurulan deneyler, sicaklik ve nem degisimlerinden etkilenmistir. Oda sicaklig1 deney
kurulmadan once Olgiilerek, kurulan tiim deneylerin benzer kosullarda gerceklestirilmesine

dikkat edilmistir.
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3.9 Arastirmanin Simirhhiklar:

Radyoaktif izotoplar ile calisilmaya uygun laboratuvar ortami bulunmamasi,
orneklerin radyoaktif olmayan yontemle isaretlenmesine neden olmustur. Bu durum elde
edilen bant verimliligini diisiirmiistiir. Ticari olarak edinilen rekombinant proteinler bu tip
calisma i¢in uygun olmamaktadir. Kullanilan {iriinlerin yurt disindan getirilmesi siirecindeki
aksamalar planlanan siirecin uzamasina neden olmustur. Ayni zamanda iirlinlerin yiiksek
fiyatli olmasi ve bittiginde yurt disindan gelme siireci goz Oniine alindiginda yapilmasi

planlanan deneme sayis1 sinirlanmaktadir.

52



3.10 Etik Kurul Onay1

FEktedir.
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4. BULGULAR

“Pierce LightShift Chemiluminescent EMSA Kit”in anlasilmas1 ve optimizasyonu i¢in
ti¢ farkl tipte deney kuruldu:

a) Uretici firmanin sagladign EBNA éziitii ve EBNA DNA’s1 ile kontrol sisteminin
denenmesi,

b) Ticari olarak edinilen saf Sp1 proteini ve Egr-1 proteini ile test sisteminin optimize
edilmesi,

¢) K562 hiicre hattindan elde edilen niikleer lizat ile test sisteminin optimize edilmesi
a) Kontrol Sisteminin denenmesi

Serbest EBNA DNA’smin, EBNA proteini ile kompleks olusturarak, jelde serbest
DNA dan geride kaldig1 gozlendi. Isaretlenmemis oligoniikleotidlerin varliginda, isaretlenmis
oligoniikleotidler, -aralarindaki yarismadan dolayi- daha az miktarda protein
baglayabilmektedir. Bu nedenle iigiincii kuyuda EBNA proteinine baglanan igaretli DNA

miktarindaki azalma nedeniyle daha zayif bir sinyal elde ettik.

10X Baflanma Tamponu 2 2 2
%30 Glizerel 1 1 1
100 mh MeCl 1 1 1

1pg/ul Poly (dI/dC) 1 1 1

%1 NP-40 1 1 1
igarstlenmemis EBNA DNA 5 o @
EBNA ekstrakt: - 1 1
Biotin EBNA DNA 2 2 2

EBNA szitii+

EBNA oligoniikleotidi ++—— .—_4_
\_EBNA Gzlti+

Serbest EBNA EBNA oligoniiklectidi+

oligoniikleotidi i ;
g rl - Isaretlenmemis EBNA DNA

Sekil.22 Kontrol sisteminin EBNA 6ziitii ve biotin isaretli EBNA DNA’s1 ile test edilmesi
(%6°lik Denatiire edici olmayan jelde 100V’°da 75 dakika)
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b) Ticari olarak edinilen proteinler ile test sisteminin optimize edilmesi

Oligoniikleotidlerin bir araya getirilmesi: Ana stogu 100 pmol olan biotinle
isaretlenmemis Spl, Egr-1, KLF oligoniikleotidlerinin her biri 1M NaCl, IM Tris pH 7.6,
0.5M EDTA pH 8.0 igeren ¢ozelti ile 1:1 oranda karigtirilarak, bir araya getirildi. Biotinle
isaretlenmemis DNA dizileri femtomol konsantrasyonda etidyum bromiir ile belirlenemedigi
icin ¢ift iplikli dizilerin son konsantrasyonu 1 pmol olacak sekilde bu ¢ozelti igcinde diliie
edildi. Isaretlenmemis ¢ift iplik 1pmol konsantrasyondaki diziler, %6’lik poliakrilamid jelde
yiiriitiildii. Poliakrilamid jel, etidyum bromiir ile boyandu. Ipliklerin bir araya geldigi gdzlendi
(Sekil.23).

B0 baz gifti

DNA marker KLF Spl Qr-i

27 baz gifti
22 baz gifti

Sekil.23 %6’lik denature edici olmayan jelde isaretlenmemis, ¢ift iplik Sp1, Egr-1, KLF’nin
yiirtitiilmesi

Saf Sp1 proteini, 3’ uglar1 isaretlenmis “Spl ¢ift iplik DNA” ile inkiibe edildi. %6’lik
denatiire edici olmayan jel hazirlandi. DNA-Spl protein kompleksine ait goriintii elde

edilemedi (Sekil.24).
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Spl | 3pl+

prrotein
Bh Spl protein - 1t
230 fmol DNA 25p | 2

Serbest Spl DNA

e

Sekil.24 Saf Sp1 proteinin, Spl DNA’s1 ile inkiibe edilmesi (%6°lik jel, 100V, 1 saat)

Bir onceki deneyde, protein-DNA kompleksi elde edilememesi {izerine, baglanma
reaksiyonunda kullanilan protein ve DNA miktarmin artirilmasina karar verildi. Saf Spl
proteinin ve biotin-Spl DNA’sinin baglanma reaksiyonundaki konsantrasyonu iki katina
cikarildi. Baglanma reaksiyonuna MgCl, katilmadi. %6’lik denature edici olmayan jel
kullanildi. Protein-DNA kompleksi elde edilemedi. Kompleks olusumunun protein ve DNA

konsantrasyonunun artisindan etkilenmedigi gézlendi (Sekil.25).

Bh 3pl protein 2t

250 fmol 5pl DNA | 5ul Sul

Serbest Spl DNA
K\

Sekil.25 Baglanma reaksiyonunun saf Sp1 proteininin ve biotin-Spl DNA’nin iki kati
konsantrasyonda, MgCl,’siiz kurulmasi. (%6’lik jel, 100 V, 1 saat)

Baglanma reaksiyonu, test sisteminde oOnerilen 1M KCI ve 200mM EDTA’nin
varliginda ve yoklugunda saf Spl proteini ve biotin-Spl DNA ile kuruldu. %6’lik jel
hazirlandi. Protein-DNA kompleksinin varligi gosterilemedi (Sekil.26).
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107 Baglanma Tamponu

2l

2ul

%230 Gliserol

Lul

I ul

100 mM MeCl

I ul

1pg/pl Poly (dI'dC)

1wl

1l

¥l NP-40

1wl

1 ul

KCl

1ul

EDTA

1ul

Fh §pl protein

A

2w

230 fmol Spl DNA

Jul

Jud

Sl

Serbest DNA '"‘“h ‘ . ‘

Sekil.26 KCl ve EDTA varliginda/yoklugunda biotin-Sp1 DNA ve saf Sp1 proteinini i¢eren

baglanma reaksiyonunun kurulmasi (%6°lik jel, 100 V, 1 saat)

Biotin-Spl DNA, MgCl, varlig1 ve yoklugunda saf Spl proteini ile inkiibe edildi.

MgCl, varliginda DNA-protein kompleksine ait giicli bir bant elde edilirken, MgCl,

kullanilmayan baglanma reaksiyonunda protein-DNA kompleksine ait bandin zayif oldugu

gozlendi. Bu durum Spl proteinin MgCl, varliginda baglanma bolgesine daha giiglii

baglandigini gostermektedir. %8’lik gliserol igermeyen denatiire edici olmayan jel hazirlandi

(Sekil.27).
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10X Binding Buffer

%30 Gliserol
 p—

i

00 mdavect

1pg/pl Poly (dl'dC)

[

%21 NP-40

|
.---Jf--u

Spl protein

04

230 fmol 3p1 DNA

ProteintDNA
kompleksi

Serbest DNA

Sekil.27 MgCl, varliginda ve yoklugunda saf Sp1 proteini ve Biotin-Sp1 DNA ile baglanma
reaksiyonu kurulmasi (%8’lik jel, 60 V, 2 saat)

a bd | e 2

23

23

Biotin-Spl DNA, saf Egr-1 proteini ve saf Spl proteini ile ayr1 ayri inkiibe edildi.
Baglanma reaksiyonu 1M KCIl ve 200mM EDTA ile kuruldu. Oda sicakliginda %6’lik jel

hazirlandi. Ancak protein-DNA dizisine ait bant elde edilemedi (Sekil.28).
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Egt-1 Spl
Protein protein
10X Binding Buff
inding Buffer 2 . )
%630 Gliserol
1 - 1
100 mM MgCl
| - 1
1pg/pl Poly (dI'dC) 1 1
%1 NP-40
1 - 1
Kl
EDTA
Protei
e 2 : 2
230 fmol Spl DNA .
3 5 3

Sekil.28 Biotin isaretli Sp1 oligoniikleotidinin saf Egr-1 ve saf Sp1 proteini ile inkiibe
edilmesi (%6°lik jel, 100 V, 1 saat)

Spl DNA’nin her iki ipliginin biotinle isaretlenmesinin Spl proteinin baglanma
etkinligini diistlirtip diistirmediginin anlasilmasi i¢in Sp1 oligoniikleotidlerinden yalnizca birisi
isaretlendi. Baglanma reaksiyonunda kullanilan DNA konsantrasyonunun iki kati1 kullanildi
(Son konsantrasyon: 50 fmol Spl oligoniikleotidi). %8’lik jel hazirlandi. Protein-DNA
dizisine ait kompleks olugmadi (Sekil.29).
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Spl DNA
Ciftiplik Igaretli Tekiplik izaretli
i’ + o+ == F
Antikor

Serbest DNA

23 fmol 50fmol

Sekil.29 Tek iplik biotinle isaretli 50 fmol Spl DNA nin yiiriitiilmesi (%8’lik jel,100 V, 1

saat)

Baglanma reaksiyonlarinda 6zgiil DNA pargaciklar ile 6zgiil olmayan yarigmacilarin
varligmin etkisini aragtirmak i¢in Polydl/dC icermeyen yeni bir baglanma reaksiyonu
hazirlandi. Protein-DNA dizisi arasinda kurulan kompleksin konsantrasyonu bu yarigmali
durumdan dolayr diisiik oldugu i¢in bant elde edilemedi. Bu durum protein-DNA dizisi
arasinda kurulan bagin 6zgiil oldugunu gostermektedir (Sekil.30-2. kuyu). Bu deneyde,
baglanma reaksiyonuna antikor varligi ile “Supershift” deneyi de eklendi. Spl proteinine
Ozgiil antikor, baglanma reaksiyonuna eklendikten sonra 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Eklenen 6zgiil antikor nedeniyle bu reaksiyonda, antikor olmayan reaksiyona goére ¢ok

zayif bir sinyal elde edildi (Sekil.30-3. kuyu).
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10X Binding Buffer

(]
a3

%30 Gliserol

100 mM MeCl

1pg/ul Poly (dl/dC)

Yol NP-40

Eh Spl protein

230 fmol 5pl DNA

Spl antikor )
Protein-DNA  —
kompleksi

.

Serbest DNA b. -

Sekil.30 Sp1 i¢in, Polydl/dC igermeyen baglanma reaksiyonu kurulmasi, siiper shift denemesi
(%8’lik jel, 60 V, 2 saat)

Yapilan deneylerde 6rnekler jele yiiklenip yliriitme islemi ve membrana transfer islemi
gerceklestirildikten sonra jelde 6rnek kalip kalmadigi kontrol edilmistir. Jel etidyum bromiir
ile boyandiktan sonra, oOzellikle protein igeren baglanma reaksiyonlarmin yiiklendigi
kuyularda DNA’larin takili kaldig1 gézlenmistir. Jelin yiizdesinin DNA’nin kuyularda takil
kalmasina neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle jelin yiizdesi %4 e diistiriilmiistiir.
Ancak %4’liik jelde orneklere ait bantlarin diiz bir hatta ilerlemedigi gbzlenmistir, jelin ince
olmasindan ve yiizdenin disiiriilmesinden otiiri jel ile yapilan islemler gili¢lesmistir

(Sekil.31).
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10X Binding Buffer - | R |
24,30 Gliserol B
100 mM MzCl e R
1pg/pl Poly (dI'dC)
%41 NP-40 el | 2 [
Fh Spl protein - | 04 |04
250 fmol SpI DNA |25 | 25 | 25
Spl antilor - - 1
Protein+DNA
kompleksi :

Serbest DNA

Sekil.31 Sp1 oligoniikleotidi ile kurulan baglanma reaksiyonlarinin %4’liik gliserolsiiz jelde

yiirtitiilmesi (%4’liik jel, 60 V, 96 dakika)

Polydl/dC varliginda ve yoklugunda saf Spl protein ile Spl DNA ile olusan
komplekslerin sonuglarin tekrar edilebilir oldugunun gosterilmesi amaclandi. %8’lik jel
hazirlandi. Yiriitme islemi bir 6nceki deneyden farkli olarak oda sicakligi yerine, +4°C’de
gerceklestirildi. Polydl/dC icermeyen baglanma reaksiyonunda, proteinin, DNA dizisine
baglanmasiyla olusan komplekse ait bant goriintiilendi. Polydl/dC igeren baglanma
reaksiyonunda protein-DNA dizisine ait bandin olusmadig1 gosterildi (Sekil.32).

spl
Polydl/dC A S
Protein = + +
Protein-DNA
kompleksi

Serbest DNA «—

Sekil.32 Polydl/dC varliginda ve yoklugunda baglanma reaksiyonu kurulmasi (%8’lik jel,
+4C’de 100V-40 dakika, 120 V-30 dakika)
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Spl proteinin, Spl DNA’sina baglanmasi ile olustugu diisiiniilen bantlarin
Ozgiilliigiiniin anlasilmas1 agisindan Spl DNA’s1, EBNA 0ziitii ile inkiibe edildi. Buradaki
amacimiz EBNA 0ziitii ile Spl DNA’sinin baglanmayarak daha dnceki deneylerimizde olusan
komplekslerin 6zgiil oldugunun gosterilmesidir. Spl DNA’s1i, EBNA 6ziitii i¢in baglanma
bolgesi igermediginden protein-DNA dizisine ait bant elde edilemedi. KLF1 DNA’s1 ile saf
Spl proteini ile inkiibe edildiginde 6zgiil bir iliski olmadigi icin bant gozlenmedi. Spl
oligoniikleotidi ile Spl proteini arasinda olusan komplekse ait zayif bir bant elde edildi

(Sekil.33).

EBNA
Spl DNA  DNA KLF DNA
SplProteini - + - - - +
EBNA Oziiti - - + + - -

EBNA dziitii +

SplProtein + EBNA DNA

Spl DNA —
kompleksi lJ

A J
Serbest DNA ~ M - -

Sekil.33 Spl DNA’nin EBNA 6ziitii ile muamele edilmesi (%8’lik jel, +4C’de 100V 90
dakika)

Spl DNA’s1, saf Egr-1 proteini ile inkiibe edildi. %8’lik jel hazirlandi. Egr-1 proteini
ve Spl proteini ayni transkripsiyon ailesinden oldugu i¢in baglanma bdlgeleri benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle Egr-1 proteini ile Spl oligoniikleotidi arasinda baglanma

gerceklesti (Sekil.34).
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Spl DNA
Egr-1 Protein  +

-

Protein-DNA*" |
kompleksi

Serbest DNA ._

Sekil.34 Egr-1 proteini ile Spl DNA’simin inkiibe edilmesi (%8’lik jel, +4C’de, 100 V-2saat)
¢) Niikleer lizat ile test sisteminin optimize edilmesi
K562 hiicre hattindan elde edilen niikleer lizat ile kurulan Western Blot goriintiisii

Spl proteinin niikleer lizat i¢inde varligmin belirlenmesi amaciyla Western blot
yapildi. Elde edilen niikleer lizatta Spl proteinin bulundugu belirlendi. Kullanilan Spl
proteinin molekiiler agirlig1 105-110 kDa’dur (Sekil.35).

Protein Spl Proteini
Marker A

170kDa
130 kDa

95 kDa 105 kDa

Sekil.35 K562 hiicre hattindan elde edilen niikleer lizat ile Sp1 proteini i¢gin Western blot

kurulmasi

Saf protein ile hazirlanan baglanma reaksiyonlarinda oldugu gibi niikleer lizat ile
hazirlanan baglanma reaksiyonlarinda da polydl/dC varligi/yoklugu denendi. Polydl/dC
iceren baglanma reaksiyonunda protein-DNA dizisine ait bant elde edilemedi. Polydl/dC’siz
baglanma reaksiyonlarinda BSA’nin soliisyona eklenmesi baglanma etkinligini degistirmedi

(Sekil.36).
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Spl DNA + Niikleer Lizat

Polv dI/dC - - + + -
BSA el o= s &
-
Sp1 DNA + Protein o}~ T 1
Eomplekst
-
Serbest DNA. _] pl DNA

Sekil.36 Niikleer lizat ve Sp1 oligoniikleotidi ile baglanma reaksiyonu hazirlanmasi

Protein-DNA dizisine ait bandin 6zgiilliigliniin anlagilmas1 agisindan baglanma
reaksiyonuna Spl antikoru eklendi. Baglanma reaksiyonu, once niikleer lizat ve antikor
birlikte 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Spl DNA’s1, bu inkiibasyonun sonunda
reaksiyona katildi. Protein+antikorun birlikte inkiibe edilmesi sonucu ortaya ¢ikan kompleks,
DNA’nin baglanma ortamindaki protein konsantrasyonu azaldigi i¢in elde edilen sinyal daha
disiik gozlendi. (Sekil.37-2. kuyu). Diger reaksiyon tiipiinde ise dnce Spl DNA’s1, niikleer
lizat ile inkiibe edildi sonra antikor eklendi (Sekil.37-3. kuyu). Bu kuyuda reaksiyona antikor
katilmasma ragmen ikinci kuyudan daha giiclii sinyal elde edildi. Bu durum, antikorun

reaksiyona eklenme sirasinin baglanma etkinligini degistirdigini gostermektedir.
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Protein - + + +

Antikor = -

DNA+Protein
Kompleksi |

Serbest DNA

Sekil.37 Spl DNA-+niikleer lizat ile antikorun inkiibe edilmesi

Mutant Spl DNA’smin kullanilmasinin protein baglanma etkinligini diisiirerek
kontrol olarak kullanilmasi amaclandi. Spl proteinin baglanma bdlgesi mutant olan
oligoniikleotidler sentezlettirildi (Tablo.6). Normal Spl DNA’st ile niikleer lizat
reaksiyonunda yiiksek 0Ozgiillikle baglanmanin varligi saptanirken, mutant Spl DNA’s1
iceren Ornekte, protein-DNA bandinin daha zayif oldugu gézlendi. Baglanma bolgesindeki iki

niikleotidlik farkin baglanma etkinligini diistirdiigii gosterildi (Sekil.38).

Spl DNA MSpl
Protein - + - +

| [Mutant Spl DNA+
~4  nitklesr lizat

Spl DN A + Protein
kompleksi 1 -

Ozgiil olmayan bant —

L

Sekil.38 Mutant Spl DNA ile niikleer lizattan baglanma reaksiyonu kurulmasi)
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Niikleer lizat, artan konsantrasyonlarda mutant Spl DNA’s1 ile inkiibe edildi. DNA
konsantrasyonu arttikca elde edilen sinyal siddetinin de arttig1 goézlendi. Normal Spl
DNA’nin dort kati1 konsantrasyonda mutant DNA ile baglanma reaksiyonu kurulsa bile sinyal
siddetinin normal Sp1 DNA’sindan daha az oldugu goézlendi (Sekil.39).

Spl DNA  Mutant Spl
Protein - e B B

»

% %
%

Sekil.39 Niikleer lizat ile farkli konsantrasyonlarda mutant Spl ve normal Spl

oligoniikleotidlerinin inkiibe edilmesi

Egr-1 ve KLF1 oligoniikleotidleri niikleer lizat ile inkiibe edildi. %6’lik denatiire edici
olmayan jel hazirland1. Egr-1 oligoniikleotidi ile protein arasinda bant olusumu goézlenmedi.

KLFI ile niikleer lizat arasinda kompleks olustu (Sekil.40).

Egr-1 KLFS

Protein - + +

Sekil.40 Niikleer lizat ile Egr-1 ve KLF1 DNA’sinin inkiibe edilmesi
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5. TARTISMA

Tez calismasinda protein-DNA iligkisinin belirlenmesinde duyarliligi yiiksek bir
yontem olan EMSA, laboratuvar kosullarinda optimize edilmeye calisildi. Bu amacla
biyoinformatik yontemlerle Wnt5b, Fzd4, Fzd5 ve Fzd7 promotorlerine baglanan
transkripsiyon faktorleri belirlendi. Bu dort promotdre ortak olarak baglanan Spl, Egr-1 ve
KLF transkripsiyon faktorleri ¢alismamizda model olusturdu. “LightShift Chemiluminescent
EMSA Kit” kullanilarak Spl, Egr-1, KLF transkripsiyon faktorlerinin hedef dizilere
baglanma kosullar1 optimize edildi.

EMSA’nin yaygin kullaniminda, kullanilan DNA dizilerinin belirlenmesi amacuyla,
radyoaktif izotoplarla isaretlenme islemi uygulanmaktadir. Ancak Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuvar kosullari, radyoaktif izotoplarla ¢calisma
olanag1 saglamadigi i¢in tez calismasinda radyoaktif olmayan bir yontem ile DNA’lar
isaretlendi. DNA’lar, radyoaktif olmayan biotin, digoksigenin gibi haptenlerle
isaretlenebilecegi gibi, florokromlarla da isaretlenmektedir. Uygulama kolayligi agisindan,
giivenilir ve duyarl olusundan 6tiirii DNA’nin biotinle isaretlenmesine karar verildi. Sentetik
olarak sentezlettirilen ve isaretleme tepkimeleri sonrasinda bir araya getirilerek ikili sarmal
yapt olusturan oligoniikleotidler kullanildi. Tanimladigimiz transkripsiyon faktorleri icin
baglanma bolgesini olusturacak oligoniikleotidler Metabion firmasina sentezlettirildi. Her bir
iplik biotin-11 dUTP ile 3’ ucundan isaretlenip, ¢ift iplik olusturacak sekilde bir araya
getirildi. Biotinle isaretleme isleminde kullanilan DNA dizilerinin tek iplik halinde
bulunmasi, isaretleme isleminin daha etkili olmasi agisindan Onemlidir. EMSA kitinde
bulunan kemoliiminesans deteksiyon sistemi ile 20 fmol konsantrasyondaki DNA
goriintiilenmektedir.  Ancak biotinle isaretlemenin, protein-DNA  komplekslerinin
belirlenmesi siirecinde yeterince etkin olmadigi gozlendi. Bunun nedeni radyoaktif
isaretlemenin, radyoaktif olmayan isaretlemeye gore daha duyarli olmasidir (55). DNA,
radyoaktif izotoplarla direkt isaretlendigi icin DNA’ya ait sinyal dogrudan alimmaktadir.
Biotinle isaretlenmis DNA’dan indirekt yoldan sinyal alinabilir. Biotin bagli DNA’dan sinyal
alinabilmesi icin biotinin streptavidin ile isaretlenmesi gerekmektedir. isaretlemede kullanilan
biotin ile bagl oldugu niikleotidin arasindaki bagin uzunlugu énemlidir. Kisa bag, biotinin
streptavidin tarafindan ulasilabilir olmasimi engellemektedir. Biotin 11-dUTP, biotin-16-
dUTP’ye gore bes CH, daha az barindirdigindan daha kisa bir bag olusturmaktadir.

Streptavidinin, proteintDNA+antikordan olusan bir kompleksdeki biotine ulagabilmesi daha
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zor oldugu i¢in, bu kompleksi iceren baglanma reaksiyonlarina ait sinyal siddeti diisiik elde
edildi (55). Ozellikle “Super shift” deneylerimizde isaretleme icin kullanilacak
oligoniikleotidin biotin 16-dUTP olmas1 sinyalin belirlenmesi siirecindeki sorunlarin
cozlimiine katki saglayacagini diistinmekteyiz.

EMSA optimizasyonunda ilk olarak, tiretici firmanimn kit sisteminin anlagilmasi ve
kontrolii i¢in sagladigt EBNA 6ziitii ve Biotin-EBNA kontrol DNA’s1 ile ii¢ farkli reaksiyon
kuruldu. Beklendigi sekilde bu caligmalardan basarili sonuglar elde edildi (Sekil.22). Bu
asamadan sonra ticari olarak elde edilen saf proteinler ile deneyler gerceklestirildi. Bu siiregte
DNA-protein baglanma sinyalinin eldesi noktasinda problemler yasandi. EMSA, ayni anda
bir ¢ok faktdr ve degiskenin etkiledigi bir yontemdir. ideal kosullar hedeflenen protein ve
DNA dizisine gore optimize edilmelidir. DNA-protein baglanmasi i¢in gerekli reaksiyon
iceriginin iyonik dengesi Onemlidir. Ortamdaki divalent katyonlarin varligi/yoklugu,
protein/DNA komplekslerinin olusumu agisindan biiyiik 6nem olusturmaktadir. Bir denemede
MgCl,, baglanma reaksiyonuna eklenmediginde gorintii elde edilemedigi gozlendi
(Sekil.27). Her ne kadar DNA-protein baglanmasinda ortama EDTA eklenmesi 6nerilmekle
birlikte, EDTA’nin selatlayici 6zelliginden 6tiirii  ortamdaki Mg™ iyonlarmi g¢ekerek
baglanmayi giiglestirdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle baglanma reaksiyonu kurarken ortama
EDTA ilavesi yapilmamustir.

Ozellikle hedef DNA bélgesine ginko parmak motif ile baglaniyorsa ortama Zn™
iyonlar1 da eklenmelidir. Bir bagka problem ise jel uygulamasi sirasinda protein-DNA
kompleksinin kuyulara takilmasidir. Kuyulara takilan proteinlerin jele gecisini saglamak
amaciyla 0.1mg/ml konsantrasyonunda tasiyici protein olan BSA kullanilmasi veya baglanma
reaksiyonuna jelin ig¢inde de bulunan TBE’nin katilmasi Onerilmekle beraber, kendi
denememizde BSA veya TBE kullaniminin bu sorunu asmada etkili olmadigi goézlenmistir
(Sekil.36).

Bazi proteinler rediikleyici ortamda caligabilir dolayisiyla DTT konsantrasyonu 1mM
veya daha fazla kullanilmalidir. Hellman ve Fried’in 6nerdigi gibi pek ¢ok uygulamada 6zgiil
olmayan yarigmaci DNA kullanilmasinin 6zgiil olmayan protein/DNA komplekslerinin
olusmasina engel olacagi bildirilmektedir (48). Ancak kendi denemelerimizde Polydl/dC
kullandigimizda belirgin sekilde elde ettigimiz protein/DNA bandim1 kaybederken,
kullanmadigimizda bant elde edebildik (Sekil.36). Ciinkii bizim yaptigimiz deneyler 6nceden
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optimize edilmis kosullarin tekrar1 bi¢iminde oldugu icin, bu eklemeler ideal kosullarin
bozulmasiyla sonuglanmistir.

Protein/DNA kompleksinin elektroforez sirasinda kararliligini saglamanin bir diger
onemli yolu da uygun volt ile yiirlitme isleminin gerceklestirilmesidir. Proteinin denatiire
olmasini engellemek, orneklerin kuyucuklardan gegebilmesini saglamak ve serbest DNA ile
kompleksin birbirinden ayrilmalarini saglamak i¢in o kompleksi birbirinden ayirmayacak
maksimum voltaj belirlenmeli ve en kisa siirede elektroforez islemi gerceklestirilmelidir.
Yaptigimiz denemelerde 120 V yiirlitmenin protein/DNA kompleksi kararliliginin
bozunmadan korundugu gerilim oldugu saptanmustir.

Oda sicakligi, nemlilik gibi kosullar kompleks olusumunu etkilemektedir. Yapilan
caligmalarda Spl i¢in reaksiyonun kurulacagi en uygun oda sicakliginin 20-25 °C arasinda
oldugu belirtilmektedir. Ortam bu sicaklik degerlerinin {istiinde oldugunda veya nemlilik
yiiksek oldugunda baglanma olumsuz etkilenmistir.

Protein/DNA kompleksinin serbest DNA’dan ayrilmasinda jelin yiizdesi énemli yer
tutmaktadir. Kendi denemelerimizde %8’lik jelde bantlarin daha keskin oldugu ancak
kuyudan kimi 6rneklerin jele gecemedigi, %6’lik jelde verimin arttigi, %4-5’lik jellerde ise
jelin ince ve vizkoz yapisindan o6tiirli kolayca yirtildigi i¢in sorun yasanmistir ve orneklerin
tek bir sirada yiirtimedigi gozlenmistir (Sekil.27,31). Ayn1 zamanda hazirlanan jelde gliserol
kullanilmamasina karar verildi, ¢linkii jeldeki gliserol 6rneklerin yiirlimesini yavaslatarak
vertikal alanda yogun arka plan olusumuna neden oldu.

Protein/DNA kompleksinin kuyucukta takili kalmasi protein-DNA kompleksinin
yogunlugundan kaynaklanabilecegi gibi, proteinin sahip oldugu sekonder yap1 da kuyucuktan
gegmeyi engellemis olabilir. Bu problemi asmak i¢cin BSA gibi bir tagiyict protein kullanilip,
jel yiizdesi diisiiriildi, jele uygulanan voltaj artirildi ancak sonugta degisme gozlenmedi.

Orneklerin yiiriimesini kontrol etmek agisindan reaksiyona katilan yiikleme tamponu,
proteinin DNA ile kompleks olusturmasin1 engelleyebileceginden protein igeren tiiplere
yiikkleme tamponu eklenmemelidir. Bos kuyucuklar veya sadece serbest DNA igeren tiiplere
bromfenol mavisi iceren yiikleme tamponu eklenerek DNA’nin jeldeki konumu hakkinda
fikir sahibi olunabilir. Bromofenol mavisinin 70 b¢’lik bir DNA fragmenti ile hemen hemen
aynt hizda hareket ettigi beklendiginden kendi DNA fragmanimizin jeldeki hareketini bu

oOl¢iite gore takip etmemize olanak saglar.
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Calismamizin son asamasinda kullandigimiz niikleer lizat ile 6zgiil DNA dizilerinin
baglanma reaksiyonlar1 sonrasinda elde ettigimiz jel goriintiileri oldukg¢a keskin elde edildi.
Kullanilan niikleer lizattaki protein konsantrasyonunun daha yiliksek olmasinin daha fazla
miktarda 6zgiil DNA-protein kompleksi olusumuna yol actig1 i¢in daha basarili sonuglar elde
ettik.

Spl proteini ve ona 0zgil DNA’y1 iceren baglanma reaksiyonlarina antikor
eklendiginde bandin zay1f sinyal verdigi gézlendi (Sekil.37). Bu durum antikorun reaksiyona
eklenme siras1 ile iligkilidir. Spl proteini, mutant Spl DNA’s1 ile inkiibe edildiginde
proteinin, bu DNA’ya daha diisiik ozgiilliikle baglandigi gozlendi (Sekil.38). Tim bu
sonuglar bir arada ele alindiginda, Spl DNA’s1 ile protein arasinda kurulan komplekslerin

0zgiil oldugu dogrulandi.
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6. SONUC ve ONERILER

EMSA yontemi protein-DNA etkilesiminin belirlenmesinde onerilen bir yontemdir.
Her ne kadar kullaniminda, siklikla radyoaktif isaretli DNA parcacigr kullanilsa da, tez
caligmasinda optimize ettigimiz sekilde radyoaktif olmayan yaklasimla da EMSA ydnteminin
kullanilmas1 miimkiindiir. EMSA yontemini tez ¢alismamizla birlikte radyoaktif olmayan
bigimde laboratuvar kosullarinda optimize ettik. Yontemi ileriki donemlerde, protein-DNA

etkilesimlerinin tanimlanmasinda bir ara¢ olarak kullanmay1 diisiiniiyoruz.
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