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(mmiinolojik tolerans, antijen ile karGilaGan lenfositlerin yanitsiz kalmasi olarak
tammlannGtr. Gmmiin sistem bazi patolojik durumlarda ve immiin toleransin kirilmasi
sonucunda, 6z antijenlerine karGi1 duyarli hale gelerek, kendi doku antijenlerine karGi
reaksiyona gecmektedir. Boylece immiin tolerans bozularak otoimmiin hastaliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Otoimmiin hastaliklarin goriilme sikligi toplum genelinde %1-2
oranindadir. Bir¢ok otoimmiin hastalikta triptofan aminoasit katabolizmasiyla ilgili
teoriler ortaya atilmiGtir. Triptofan aminoasit katabolizmasinin baGlangic ve hiz
sinirlayict admini gergekleGtiren (ndolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO), hiicre igi bir
enzimdir. IDO kullanimi sonucunda T hiicre aktivasyonu baskilanirken, triptofanin
katabolik {irlinii olan kiniirinin ve tlirevleri, serbest oksijen radikalleri gibi molekiiller T
hiicre proliferasyonunu ve yaGamlarini diizenlerler. Endotel Lokosit Adezyon Molekiilii-
1 (ELAM-1) Iokositlerin enflamasyonlu dokulara goglinde yer alan bir molekiiliidiir.
Normal koGullar altinda endotel hiicrelerde diiGiik diizeylerde eksprese edilir. Ayrica
endotel hiicre kiiltiirlerinde IL-1 (Interlokin-1) ve TNF (Timor Nekroz Faktor) gibi
sitokinler tarafindan 4-6 saat gibi kisa bir siirede uyarilabilir. Bu tez caliGmasinin amaci
ELAM-1 promotor kontroliinde klonlanan IDO geninin sadece enflamasyon koGullari
altinda ekspresyonunu saglamaktir. Bu amacla hazirlanan plazmit memeli hiicre hatti
olan HeLa hiicrelerine aktarilmiG ve sitokinler araciligi ile uyarilarak IDO aktivasyonu
gozlemlenmiGtir. IDO ekspresyonu ELISA, qRT-PZR ve Western blot analizleriyle
gosterilmiGtir. Bu ¢aliGmanin devaminda yapilmasi planlanan hayvan modelleme
caliGmalariyla bir¢ok otoimmiin hastaliga yeni bir gen tedavi yaklaGimi olarak kullanilip
kullanilmayacag belirlenecektir.

Anahtar Kelimeler: Gndolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO), ELAM-1 promotor, Gen
tedavisi, Klonlama, ELISA, gRT-PZR, Western blot analizi

2017, x + 91 sayfa.



ABSTRACT
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CLONNING AND EXPRESSION OF HUMAN INDOLAMINE -2, 3 -
DIOXYGENASE GENE UNDER THE CONTROL OF THE ELAM-1 PROMOTOR

Mehmet KARACAY
Uludag University
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Department of Molecular Biology and Genetic

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Figen ERSOY
Second Supervisor: Prof. Dr. H. Barbaros ORAL (Uludag University)

Immunological tolerance is defined as the unresponsiveness of lymphocytes facing with
antigen. In some pathological conditions and as a result of breaking of the
immunological tolerance, the immune system becomes susceptible to its own antigens
and undergoes a reaction against its own tissue antigens. Thus, immunological tolerance
Is impaired and autoimmune diseases arise. The prevalence of autoimmune diseases is
1-2% in the general population. In many autoimmune diseases there are theories about
the tryptophan amino acid catabolism. Indolamine 2, 3-dioxygenase (IDO) is an
intracellular enzyme that initiates and rate-limits the catabolism of tryptophan amino
acid. As a result of IDO usage T cell activation is repressed while catabolic products of
tryptophan such as kynurenine, kynurenine derivatives and free oxygen radicals,
regulate T cell proliferation and survival. Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1
(ELAM-1) is a molecule which is involved in the migration of leukocytes to
inflammatory tissues. Under normal conditions it is expressed at low levels in
endothelial cells. It can also be stimulated with cytokines such as IL-1 (Interleukin-I
beta) and TNF (Tumor Necrosis Factor) in endothelial cell cultures in a short time as 4-
6 hours. The aim of this thesis is to provide expression of the IDO gene, which is cloned
under ELAM-1 promoter control, during only inflammatory conditions. The plasmid
that is prepared for this purpose was transferred to mammalian cell line HeLa and IDO
activation was observed by stimulation with cytokines. Expression of IDO was shown
by ELISA, qRT-PCR and Western blot analysis. The animal modeling studies that will
be carried out in the future, will determine if we can use it as a new gene therapy
approach to many autoimmune diseases or not.

Key Words: Indolamine 2, 3-dioxygenase (IDO), ELAM-1 promotor, Gene therapy,
Clonning, ELISA, gRT-PCR, Western blotting

2017, x + 91 pages.
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1.GIRIS

(mmiinite, hastaliga o&zellikle de enfeksiyon hastaliklarma karGi direng olarak
tanimlanmiGtir. Enfeksiyonlara karGi savunmayi saglayan hiicreler, dokular ve
molekiillerin toplamma immiin sistem adi verilir. (mmiin sistemdeki hiicre ve
molekiillerin enfeksiyona yol agan mikroorganizmalara karGi verdikleri diizenli tepkiye
ise immiin yanit denir. Normal bir immiin sistemin dnemli 6zelliklerinden biri, bircok
mikroba karGi yanit oluGtururken, organizmanin kendi 6z antijenlerine karGi yanit

oluGturmamasidir (Abbas ve Lichtman 2007).

Dogal bagiGiklik sistemi, kendine ait olan ve olmayani ayirt edebilmek i¢in genetik
olarak kodlanmi(G reseptorlere sahiptir. Edinsel bagiGiklik sistemi hiicrelerinden B
hiicrelerinin reseptorleri (BHR) ve T hiicrelerinin reseptorleri (THR) her bireyde
karGilaGilabilecek epitoplardan habersiz olarak {iretilirler. Sonug¢ olarak BHR ve THR
kendinden olup olmayani tanima 6zelligine sahiptir. Oze tepki gdsterme yetenegi olan
hiicrelerin taninmasi, denetlenmesi ve ortamdan uzaklaGtirilmas: ic¢in  belirli
mekanizmalar geliGtirilmiGtir. Oz antijenlere tepkili hiicrelerin etkisiz kilmmasimi ve
ortadan kaldirilmasini saglayan mekanizmalarda oluGan diizensizlikler, otoimmiiniteye

yol agabilir (Doan ve ark. 2013).

Otoimmiin hastaliklar bilimsel olarak ilk kez 20. ylizyilin baGlarinda Paul Ehrlich
tarafindan “ototoksik dehGet (horror autotoxicus)’’ olarak tanimlanmiGtir. Ehrlich deney
hayvanlar1 Tlzerinde yaptigi c¢aliGmalarda bazi antikorlarin organizmanin kendi
dokularina zarar verdiklerini, bazilarinin ise bu zarar verici etkileri 6nleyecek ¢eGitli

mekanizmalar ger¢ekleGtirdiklerini belirtmiGtir (Addams 1996).

Bu mekanizmalarin baGarisizligi sonucunda immiin sistem elemanlar1 bireyin kendi
hiicre ve dokularina saldirarak ¢eGitli hastaliklara sebep olurlar. Bu hastaliklara

otoimmiin hastaliklar denilmektedir (Abbas ve Lichtman 2007).



Romatoid artrit, Multipl skleroz, Tip | Diyabet Mellitus, Sistemik lupus eritematozus,
Psoriazis, Hoshimoto’s Sendromu, Sjogren’s Sendromu, Crohn Hastaligi ve Grave’s
hastalig1 bilinen otoimmiin hastaliklardir (Murphy 2012).

Bu hastaliklar tim diinyada yaygin olmamalarina ragmen, bati iilkelerinde goriilme
oran1 yaklaGik olarak %5’tir (Murphy 2012). Otoimmiinite farkli mekanizmalar
araciligiyla geliGmektedir, heniiz tanimlanmamiG pek ¢ok cevresel ve genetik faktorler

ile meydana geldigi diiGiiniilmektedir (Doan ve ark. 2013).

Bu tez ¢caliGmasindaki amag, otoimmiin hastaliklarin geliGmesinde rolii oldugu bilinen
triptofan metabolizmasin1 hedefleyerek, triptofan aminoasit oraninda bir artiG
gozlenmesi ve buna bagli olarak eklemlerde meydana gelen enflamasyonu azaltmaya
yonelik hedef gen tedavisi uygulanmasi i¢in hedef genin uygun zamanda ifade edilecegi

vektorun hazirlanmasidir.

Bu tedavi sayesinde immiin hemostaziyi saglayarak hastaligin oluGum aGamasinda
baskilanmasmi ve ileride yapilmasi planlanan hayvan modelleme c¢aliGmalarina

yardimei olabilecek veriler elde edilmesi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. immiinolojik Tolerans

(mmiinolojik tolerans, antijen ile karGilaGan lenfositlerin yanitsiz kalmasi olarak
tanimlanmiGtir. Spesifik bir antijen lenfositlerle karGilaGtiginda aktive olarak immiin
yanit oluGumuna yol agabilir ya da hiicrelerde inaktive edilerek ortadan kaldirilabilir bu
da toleransa neden olur. Bazi durumlarda ise antijene 6zgiil lenfositler bu iki durum
diGinda kalarak antijeni yok sayarlar ve antijene karGi herhangi bir yanit geliGtirmezler.
Ayni antijenin farkli formlar1 immiin yanit1 indiikler ya da tolere edebilir. Antijenler,
tolerans1 tetiklerse tolerojenler olarak adlandirilirlar. Bu tolerojenik antijenler

immiinojenlerden ayirt edilerek immiiniteyi oluGtururlar.

Normal bireyler 6z antijenlerine karGi tolerans gosterirler, ¢iinkii lenfositler, 6z
antijenlere Ozgiindiirler. Tim bireylerde benzer antijen reseptér gen segmentleri
kalitimsaldir, yeniden Gekillendirilir ve lenfositlerde oncii hiicrelerden kaynaklanarak
eksprese edilirler. Reseptorlerin 6zgiilliigii, rekombine olmuG genler tarafindan rastgele

kodlanir. Bireyde neyin yabanci, neyin 6z oldugundan etkilenmez (Abbas ve ark. 2015).

Ozgiin immiin ve otoimmiin yamitlar aym bileGenleri igerirler. Bu bileGenleri iceren
antijenler, etkileGtikleri aileler ve hiicre alt gruplari araciligiyla antijen sunan hiicreler
tarafindan immiin yanit oluGtururlar. T lenfositler, B lenfositler, haberci molekiiller,
sitokinler, kemokinler ve reseptdrleri, sinyaller ve kosimiilator molekiilleri, hiicre
yiizeylerinde bulunur. Fonksiyonel a¢idan énemli bir¢ok hiicre farklilaGmiG kiimeler
Geklinde hiicre ylizeyleri ve reseptorleri ile terminolojik olarak Cluster of Differentiation
(CD) adi verilen kimliklerle tanimlannmiG ve karakterize edilmiGtir (Van Parijs ve Abbas
1998).

Tolerans ilk olarak CD4 T hiicrelerinde tanimlanmiGG olup, protein yapili antijenlerin
cogunda immiin yanit geliGtirdigi bilinmektedir. Bu hiicreler 6z antijenlere yanit
oluGturmazlarsa, hiicresel ve humoral immiiniteye karGi oluGturduklar1 yanitengellenmiG

olacaktir. Bunun aksine yardimci T hiicrelerindeki toleransin kaybolmasi durumunda 6z



antijene T hiicre aracil1 saldir1 ya da 6z proteinlere karGi otoantikor yapimi sonucunda

otoimmiinite ger¢ekleGebilir (Abbas ve Lichtman 2007).

2.1.1. T Hiicre Toleransi

2.1.1.1. T Hiicrelerinde Santral Tolerans

T hiicre toleransinin baGlica mekanizmasi timusta 6z reaktif T hiicrelerinin silinmesidir.
OlgunlaGmamiG T hiicreler kemik iligiden timusa go¢ ettikleri yerde, bu peptidlerden
tiretilerek Major Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibilty Complex,
MHC) molekiillerine baglanmalari teGvik edilir (Delves ve Roitt 2000).

DuGiik afiniteli T hiicre reseptorleri, peptid-MHC kompleksinden sinyal alamadiklarinda
spontan bir Gekilde apoptoz Onlenir ve bu yiizden hiicreler timiis igerisinde Sliirler. T
hiicreleri yiiksek afinite ile bu komplekslere baglanirsa, yine apoptoza maruz kalirlar.

Bu aGama negatif secilim olarak adlandirilir.

Eger T hiicre reseptorleri, bu komplekslere diiGiik seviyede baglanma afinitesine
sahipse, timusta olgunlaGir ve perifere go¢ eder. Bu aGama ise pozitif se¢ilim olarak
adlandirilir. Santral tolerans indiiklenmesi i¢in otoantijenlerin timus igerisinde

bulunmasi ve T hiicrelerine tanitilmasi gerekmektedir (Vafiadis ve ark. 1997, Klein ve
ark. 2000).

Tiim 0z antijenler timus igerisinde oluGturulmazlar. Bu sebeple gerekli durumlarda

periferal mekanizmalar T hiicre toleransina katilir (Kitze ve ark. 1988).



Sekil 2.1. T hiicrelerinde santral tolerans indiikklenmesinin Gematik gosterimi (Kamradt
ve Mitchison 2001).

2.1.1.2. T Hiicrelerinde Periferal Tolerans

Periferik tolerans, timusta bulunmayan ve 6z antijenlere karGi, T hiicre yanitinin
Onlenmesini saglayan bir yedek mekanizmadir. Periferik toleransta olgun T hiicresi
periferde 6z antijenleri tanidiginda gergekleGir. Bunun sonucunda iGlevsel olarak
yanitsizlik, 6lim ya da diizenleyici T hiicreler tarafindan 6ze tepkili lenfositler

baskilanir (Abbas ve ark. 2015).

Anerji (Islevsel Yanitsizhk Durumu)

T hiicrelerinin aktivasyonunu saglamak icin iki uyariya ihtiya¢ vardir. THR’lert ASH

(Antijen sunan hiicre) yiizeyinde uygun bir MHC smif I ya da MHC smif |l



proteinlerine baglanarak T hiicre aktivasyonu i¢in gerekli olan birinci sinyali oluGturur.
T hiicreleri aktivasyona devam edebilmek i¢cin ASH’lerden ikinci sinyali almak
zorundadir. (kinci sinyalin alinmamas1 durumunda naif T hiicreleri, T hiicre biiyiime
faktorii olan IL-2 sentezleyemediginden inaktif hale gelir ve bu durum da anerji olarak
tanimlanir (Doan ve ark. 2013). Ayrica anerjide yaygin olarak goriilen bazi anerjik T

hiicreleri IL-10 sentezlemeleri sonucunda T hiicre aktivasyonunu baskilarlar (Buer ve

ark. 1998).

Bazi durumlarda 6z antijenle karGilaGan T hiicreleri CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) ifade eden bir molekiil sentezler. Bu molekiil B7 molekiiliine
yiiksek afinite ile baglanma kapasitesine sahip olup, T hiicresine cevap engelleyici bir
sinyal gonderir. ASH yiizeyinde 6z antijenle karGilaGan T hiicresi CTLA4 ile B7

molekiiliinii birbirine baglayip T hiicre inaktivasyonuna sebep olur.

CTLA4 molekiilii ile ilgili yapilan son c¢aliGmalarda, CTLA4’lin 6ze tepkili T
hiicrelerinin kontrol altinda tutulmasini sagladigi gorilmiG ayni zamanda birgok
otoimmiin hastalik modelinin geliGmesinde o6nemli bir role sahip oldugu

diiGliniilmektedir (Abbas 2007).

Silinme

EG uyaran olmadan gercekleGen antijen sunumunda onciil T hiicrelerinin sadece
bozulmasi degil ayn1 zamanda apoptoz yolagim tetikleyerek ortamdan yok edilmesi
silinme olarak adlandirilir (Akkaraju ve ark. 1997). Periferal mekanizmanin silinmesiyle
sonuglanan diger bir mekanizma ise aktive edilmiG tiim T hiicrelerindeki biiyiime

faktorii yoksunlugudur (Forster ve ark. 1995).

T hiicre o6limii Fas (CD95) ve onun ligandim1 igeren (FasL) yolak araciligiyla
gercekleGir. Fas pozitif hiicrelerde Fas reseptorii apoptozu indiikler (Suda T ve ark.
1993). T hiicrelerinde eksprese olan hem Fas hem de FasL aktivasyonu, bu iki

molekiiliin etkileGimi sonucunda apoptoza sebep olur (Dhein ve ark. 1995).



Bu mekanizmanin 6nemi Fas yoksunu birka¢ hastada gosterilmiGtir. Fas ve FasL
genlerinde oluGan mutasyonlarda lenfosit birikimi sonucu otoimmiin hastalik oluGtugu
gozlenmiGtir. Bu hastaliklar Lenfoproliferatif hastalik olarak tanimlanmiGtir (Fisher ve
ark. 1995). Bu hastalik apoptozun oluGumu esnasinda meydana gelen eksiklikten ve

karmaGik otoimmiiniteden kaynaklanmaktadir.

Gleri siiriilen diger mekanizma ise, daha 6nceden mikroorganizmalarla uyarilmuG T
hiicreleri dogal immiin yanit sirasinda oluGturduklar anti-apoptotik molekiillerin bunu
engellemesiyle ve uyaran 6z antijenler ise anti-apoptotik molekiiller oluGmadan hiicre
apoptoza gitmektedir. Bu mekanizmada Fas Olim yolagi herhangi bir gorev

tistlenmemiGtir (Abbas 2007).

Immiin Baskilama

Oz antijenlerle karGilaGan 6ze tepkili T lenfositleri diizenleyici hiicrelere farklilaGabilir
ya da otoimmiin yanit oluGturacak hiicrelere karGi bir immiin baskilama
gercekleGtirebilir. Diizenleyici hiicrelere bakildiginda, geneli CD4" hiicre tipindedir ve
yiiksek seviyede IL-2 sitokinin alfa zincirini barindirir. Diger diizenleyiciler hiicreler ise
IL-10 ve TGF-B makrofaj ve lenfositlerin aktive edilmesini durduran sitokinler {retir
(Abbas 2007).

CD4" CD25" T hiicreleri birgok antijen sunan hiicre ile uyarilmuG T hiicre aktivitesini
azaltarak enflamatuvar otoimmiin hastaliklarin oluGmasini engellemiGtir. Otoimmiin
yanitlarda 6z antijenlere karG1 oluGturulan yanitlar genelde Thl (T yardimci hiicresi 1)

/Th2 (T yardimc1 hiicresi 2) dengesine baglidir (Doan ve ark. 2013).
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Sekil 2.2. Periferik T hiicre toleransinin Gematik olarak gosterimi (Kamradt ve
Mitchison 2001).

2.1.2. B Hiicre Toleransi

T lenfositlerden farkli olarak otoantikor yapimini engelleyerek tolerans oluGumunu

gercekleGtiren hiicrelerdir. Santral ve perferik B hiicre toleransi olarak iki farklh

mekanizma ile gergekleGir.

2.1.2.1. Santral B Hiicre Toleransi

Santral B hiicre toleransinda B hiicreler, T hiicrelerden farkli olarak kemik iliginden

farklilaGirlar. Heniiz olgunlaGmamiG B hiicreler kemik iliginde 6z antijenlere yiiksek

afinite ile baglanirsa negatif secilim yoluyla apoptoz ile ortamdan uzaklaGtirilir ya da



otoimmiiniteyi engellemek i¢in diger bir mekanizma olan reseptorlerin 6zgiilliiglinii
degiGtirerek yeniden diizenlenmelerini saglar (Pillai ve ark. 2011).

Kemik iliginde 6z antijenleri taniyan olgunlaGmamiG B hiicreleri Rag genlerini yeniden
eksprese ederek immiinoglobulin G hafif zincir oluGumunu diizenler. Daha 6nceden
oluGturulan hafif zincir, yeni oluGturulan hafif zincir ile birleGerek 6z antijenlere spesifik
olmayan yeni bir reseptor oluGturur. Bu da reseptor diizenleme olarak adlandirilir

(Mauri ve Bosma 2012).

2.1.2.2. Periferal B Hiicre Toleransi

Periferik B hiicre toleransi, kemik iligini terk eden B hiicrelerin periferde 6z antijenlerle
karGilaGmasi sonucunda o antijene karGi herhangi bir yanit oluGturmamasi durumudur.
Periferik B hiicre toleransi, anerji ve olgun B hiicrelerinin klonal delesyonunu iceren
birka¢ mekanizmay1 barindirir. B hiicrelerinin periferde aktivasyonu ancak ve ancak Th
hiicrelerinin yardimu ile ger¢ekleGir. Th yardimi olmadan B hiicreler periferde 6z antijen

ilekarGilaGirsa anerjik hale gelir (Nemazee 2000).

Anerjik haldeki B hiicreler lenfoid folikiillerden uzaklaGabilir. Bu durumda hiicreler

yaGamsal sinyalleri alamadiklar i¢in 6liirler (Abbas 2015).

2.2. Otoimmiinite

BagiGiklik sisteminin en onemli 6zelliklerinden biri normal Gartlar altinda 6z ve 6z
olmayan molekiilleri birbirinden rahatlikla ayirabilmesidir. Bu Gekilde kendi 6z

molekiillerine karGi1 herhangi bir tepki oluGturmaz (Ruacan 1999).

BagiGiklik sisteminin en temel gorevi organizmayi enfeksiyonlardan korumak ig¢in
yabanci olan ajanlar1 taniyip yok etmesidir. Sistemin olgunlaGmasi sirasinda da
organizmanin kendi dokularina reaksiyon veren hiicreler ortamdan ayiklanir. Boylece
hiicreler organizmanin kendi hiicrelerine toleransli hale gelmiG olur. Otoimmiinite kendi
hiicrelerine tepki gosteren antikor ve bagiGiklik sistemi hiicrelerini kapsayan dogal bir
fenomendir. Otoimmiin hastaliklarin geliGiminde genetik faktorler, ¢cevresel faktorler ve

enfeksiyon faktorii birlikte etkilidir (Smith ve Germolec 1999).



2.3. Otoimmuniteyi Etkileyen Faktorler

Otoimmiin hastaliklarin geliGimi, genetik ve gevresel faktorlerin birlikte etkisi ile olur.

Bir¢ok otoimmiin hastaligin poligenik oldugu diiGiiniilmektedir.
2.3.1. Genetik Faktorler

(nsan ve benzer soylu canlilar iizerine yapilan caliGmalarda MHC molekiillerinin
otoimmiin hastaliklara yatkin olmayla iliGkisi agik¢a belirtilmiGtir. Ozellikle tek yumurta
ikizleri izerinde yapilan ¢aliGmalarda, ikizlerden biri o hastaligi taGiyorsa, ikiz kardeGin
digerinin o hastalig1 taGima orani toplum frekansinda beklenenden daha fazladir (Abbas
2007). Bir¢ok otoimmiin hastalik sinif I ve siif II HLA molekiilii ile baglantilidir
(Klein ve Sato 2000). Bu nedenle HLA allelleri otoimmiin hastaliklara yatkinligin
tahmin edilmesinde kullanilan en 6nemli yapilardir (Alarcon- Riquelme ve ark. 2005).
Lymphoproliferative sendromu ve otoimmiin polyglandular (APECED) sendromu gibi

baz1 hastaliklar ise tek gen mutasyonundan kaynaklanmaktadir (Encinas ve Kuchroo

2000).

2.3.2. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorlerin farkli sebepleri otoimmiin hastaliklarin geliGmesinde 6nemli bir
role sahiptir (Alarcon-Riquelme ve Alarcon-Segovia 2005). Bireylerde hastalik tipleri
ise ailesel egilimlerle ortaya ¢ikmaktadir. Birgok enfeksiyon ajani, kimyasallar, ila¢ ve

aGilar gevresel faktor sebepleridir (Schoenfeld ve Potter 2002).

e Hormonlar: Birgok otoimmiin hastalik kadinlarda daha yaygm olarak
goriilmektedir. Bunun en 6nemli sebebi cinsiyet hormonlarinin immiin sistem

hiicreleri lizerine direkt etkisidir.

e Toksik metallere maruz kalma: Civa, kadmiyum, kurGun, aliiminyum ve nikel
gibi agir metallere maruz kalan bireylerde otoimmiin hastaliklarin goriilme

olasilig1 ytiksektir.
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Kimyasal toksinler: Endistriyel kimyasallar, pestisitler, bazi ev temizleme
iriinleri ve sa¢ boyalarimin kullaniminin otoimmiin hastaliklarla  baglantili

oldugu diiGiliniilmektedir.

Asilama ve bagisiklama: Yapilan son ¢aliGmalarda Garbon gibi baz1 aGilarin

otoimmiiniteyi tetikledigi gézlenmektedir.

Diyet: Alzheimer, epilepsi, migren, fibromiyalji, kronik yorgunluk gibi

hastaliklarin Mg element eksikliginden kaynaklanan hasarlardir.

Enfeksiyonlar: Ozgiin olmayan poliklonal B hiicre aktivasyonunu baGlatan
Epstein-Barr virlisleri ya da bazi mikroorganizmalarin antijenleri molekiiler
olarak birbirine benzedigi i¢in otoimmiin aktivasyonu baGlatabilir. Bu olay
Molecular Mimicry olarak adlandirilir. Genetik olarak duyarli olan bireylere
uygulanan enfeksiyon araciligi ile de otoimmiinite aktif hale getirilebilir.
Romatoid artrit gibi hastaliklarda kollajen ile indiiklenen hastalik modeli
oluGturulabilmektedir. Adjuvant adi verilen ajan yardimiyla ise hastalik

Giddetlendirilebilmektedir.

Sigara kullanimi: Tiitlin tirtinlerinin kullanimi en 6nemli ¢evresel faktorlerden
biridir. Sigara kullanimi1 6zellikle Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastalig1
ile iliGkilidir. Ayrica sigara kullanan hastalarda Romatoid artrit prevalansi
oldukca ytiksektir. Sigara kullanim1 6zellikle HLA-DR alleli iizerine etki ederek
bu risk faktoriinii 21 kat arttirmaktadir. Bunun yaninda doku hasarina,
apoptozun artmasi, serbest radikal ve metalloproteinlerin saliniminin artmasi ve
lenfositlerin Fas ekspresyonunun artmasina neden olur. Sigara i¢gmek ayrica
fibrinojen seviyesini arttirarak 16kositozu indiikler ve C-reaktif proteinini ile
intraseliiler adezyon molekiili I (ICAM-1) ve ELAM-1 seviyesini yiikseltir
(Shoenfeld ve ark. 2008).
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2.4. Otoimmiin Hastahklar

Hiicresel ve humoral immiin yanit mekanizmalari otoimmiin sistemin dengede
tutulmasinda 6nemli bir rol lstlenmektedir. T ve B hiicresel tolerans mekanizmalari
organizmanin kendine ait olan ile olmayam1 ayirma yetenegine sahiptir. Bu
mekanizmalarda meydana gelen kusurlar otoimmiin dengenin bozulmasina ve

hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

(nsan genom analizleri sonucunda ¢ogu otoimmiin hastaligin kalitimsal oldugu
belirlenmiGtir. Kromozomlardaki sitokin, sitokin reseptorleri ve immiinregiilator
molekiillerin gen bolgeleri bu analizler sonucu tanimlanmiGtir (Becker ve ark. 1998).

Ayrica sigan, fare gibi organizmalar iizerine yapilan hayvan modelleme ¢aliGmalarinda
Romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus hastaliklariyla iliGkili genler

tanimlanmiGtir (Morel ve ark. 1999).

Otoimmiin hastaliklara sebep olan immiin yanitlar ¢ok farkli molekiil, hiicre ve dokular:
barindirir. Hedef antijenlerin bir¢ok dokuya ulaGmasi olasidir. Baz1 hastaliklar ise tek
bir organ ya da dokuya 6zgiildiir (Doan ve ark. 2013).

Bu nedenle otoimmiin hastaliklar iki grup altinda incelenmektedir.

2.4.1. Organ Spesifik Otoimmiin Hastalhiklar

Bu tip otoimmiin hastaliklar direkt organ ya da doku iizerine etki ederek hiicre lizizine

ve enflamasyona sebep olurlar (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Organ spesifik otoimmiin hastaliklar ve hedef organlari

Otoimmiin Ensefalomiyolit
Hashimo Tiroiti

Otoimmiin Trombositopeni
Pernisiydz Anemi
Poststreptokokal Glomeriilonefrit

Graves Hastalig1

Organ Spesifik Otoimmiin Hastalhiklar Hedef Organ
Otoimmiin Hemolitik Anemi Eritrosit
Adisson Hastalig1 Bobrekiistii bezi
Goodpasture Sendromu Bobrek, Akciger
(nsiiline Bagli Diyabetes Mellitus Pankreas
Myastenia Gravis Kaslar

Santral Sinir Sistemi
Tiroid Bezi
Trombosit

Eritrosit
Bobrek
Tiroit

2.4.2. Sistemik Otoimmiin Hastalhklar

Sistemik otoimmiin hastaliklarda hedef antijenlere karGi oluGturulan yanit, sadece doku
ve organ dilizeyinde kalmayip, birden fazla orgam etkileyebilir. Bu tiir hastaliklarda
hiperaktif T ve B hiicrelerinin immiin diizenlenmesinde genel bir kusur oldugu
diiGlintilmektir. Yaygin doku hasart mevcut olup, otoantikorlar ya da immiin kompleks
hiicrelerin tamami1 hem hiicre aracili immiin yanitlara hem de direkt olarak hiicre
hasarina neden olabilir. Sistemik Lupus Eritematozus, Multiple Skleroz, Sjogren

Sendromu, Skleroderma, Ankilozan Spondilit ve Romatoid Artrit otoimmiin hastaliklara

Ornektir.
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2.5. Model Otoimmiin Hastalik Olarak Romatoid Artrit

Romatoid artrit, birgok eklemde sinoviyal dokular1 hedef alan kronik enflamatuvar bir
hastaliktir. RA sinoviyal dokusunda, fibroblast benzeri sinoviyositler, T ve B hiicreleri,
plazma hiicreleri, dentritik hiicreler, makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri ve dogal

oldiiriicti hiicrelerden oluGur (gekil 2.3.) (Tak ve Bresnihan 2000).

Romatoid Faktor (RF)

= Anti-siklik sitrillinlenmis protein
Antijen Sunan o

Hiicreler(ASH)

antikorlar

-B hiicreler
- T hiicreler B hucresi
- Makrofajlar

4 T hiicresi :
AsH | - :
9 .-'.’
immiin Kompleksler
v Kompleman Fiksasyonu
‘ ' st Cakin
: : Ve
I 2 | | S Tk ess Hucre Infiltrasyonu
Metalloproteinazlarin iiretimi ve polimorfoniikleer hiicrelerin, diger efektor
molekiillerinin gocli ile meydana gelen kemik ve kikirdak asinmasi
Eklem Kikirdagi
Sekil 2.3. Romatoid artrit sinoviyal doku hiicreleri

(http://www.medscape.org/viewarticle/464118_3).

Romatoid artrit’in toplumda goriilme orani yaklaGik %]1’dir. Bir¢ok otoimmiin
hastalikta oldugu gibi kadinlarda daha sik goriilmektedir. Kadinlarda daha sik
goriilmesinde cinsiyet hormonlart énemli rol oynamaktadir. Bat1 iilkelerde goriilme
siklig1 daha fazladir (Emery ve Salmon 1995). Goriilme yaGi ortalama 25-50 arasinda
olup, her yaGta goriilebilir. Bu hastalikta eklem kapsiillerinde enflamasyon, sinoviyal
hiicrelerde édem Ve fibrozis goriiliir (Feldmann 1996). Glerleyen RA hastalarinda eklem

yerlerinde tahribat ve yeniden kaynaGma goriiliir. Ayrica RA subkutandz nodiiler
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lezyonlara ve akciger, perikard, plevra ve sklerada enflamasyona sebep olabilir (Prete

ve ark. 2011).

2.6. Triptofan Metabolizmasi ve indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)

tndolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO) esansiyel bir aminoasit olan triptofanin ekstra hepatik
dokularda yikimina yol agan, kiniirinin yolaginin ilk ve hiz simirlayici enzimidir. IDO
adaptif immiin sistemde daha dnce evrimsel olarak atasal genlerde kodlanmiG ve bunun

yani sira immiin dengenin saglanmasinda da anahtar bir role sahiptir (Mellor ve Munn

2004).

IDO hiicre igerisinde siirekli ya da indiiklenebilir yolla plasenta, akciger, kalin ve ince
bagirsaklar, dalak, karaciger, mide ve beyinde ifade edilir. IDO miyeloid baglantili
hiicrelerde (DCs, monositler, makrofajlar ve eozinofiller), epitelyal hiicreler,
fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve de bazi tiimor hiicre hatlarinda IFN-y
aracilig ile indiiklenebilir (Grohmann 2003, Mellor ve Munn 2004, Takikawa 2004,
Thomas ve Stocker 1999).

IDO ilk olarak maternal-fetal toleransa sagladig: katki ile tanimlanmiGtir (Munn 1998).
IDO'nun insan reprodiiksiyonunda ¢ok Onemli bir role sahip olmasi IDO-bagimli
metabolik yolagin ¢ok basit ve evrimsel olarak korunmuG bir immiin tolerans
mekanizmasinin pargasi oldugunu ortaya koymuGtur. IDO geni eksik homozigot
farelerde yapilan ¢caliGmalar, merkezi ve homeostatik immiin toleransta IDO'nun bir roli
oldugunu gosterir (Mellor 2003). Buna karGilik, yapilan ¢eGitli ¢aliGmalar IDO'nun
edinilmiG periferik toleransa da belirgin olarak katkida bulundugunu ortaya koymuGtur
(Gurtner 2003, Hayashi 2004, Kwidzinski 2005, Beutelspacher 2006).

(DO, HEM proteini gibi prostetik grup tabanli monomerik protein igerir. (nsan ve farede

8. Kromozom iizerinde 10 ekzona sahiptir ve iizerinde yaklaGik 15 kbg’lik bolgesinden
lokalize olup bu bdlgeden kodlanir (Mellor ve Munn 2004).
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(nsan (DO cDNA’s1 403 aminoasit kodlar ve yaklaGik 45 kDa’luk molekiiler agirliga
sahiptir (Sugimoto ve ark. 2006).

2.7. L-Triptofan’in Kiniirinin Metabolik Yolu

Triptofan aminoasit katabolizmasindaki ilk adim olan IDO, triptofanin kiniirinine
yikimin saglar (gekil 2.4.). IDO’nun immiin sistemin diizenlenmesinde 6nemli bir roli
oldugu agiklayan iki temel diiGiince bulunmaktir (Moffett ve Namboodiri 2003).

Bunlardan birincisi IDO tiiketim teorisidir.

Dokularin mikro ¢evresinden ve kiiltiir sivilarindan yapilan analizler sonucu triptofanin
IDO yoluyla azaltilmasi T hiicre proliferasyonunu azaltirken apoptoza sebep olmaktadir
(Munn 1998 ve Mellor 2003). (kinci temel diGiince ise triptofan kullanim teorisidir.
Kiniirinin yolag: araciligiyla saglanan triptofan degredasyonu sonucunda agiga cikan
baz1 metabolitlerin T hiicre apoptozuna sebep olarak immiin baskilanmanin saglandigini

ileri siirmtiGlerdir (Fallarino 2002, Frumento 2002, Bauer 2005).

Protein  +—— L.Trp = Serctonin

TDO , 10O

N- Formil Kindirinin

Formidaz Formik asit

[ L-KinGirinin r—. Antranilik asit l
| Kinturinin 3-monooksijenaz Il
Kintcerinaz| | |

3-Hidroksiantranilik asit (3-HAA)

[ Kindirinik asit I

l 3-Hidroksikin{irinin

3-HAA oksjenaz I

Kinolinat fosforibosil- l
Transferaz l
NAD"

Sekil 2.4. Memelilerde L-Triptofan metabolizmasinin Kiniirinin yolagi (Grohmann
2003, Mellor ve Munn 2004, Thomas ve Stocker 1999).
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2.8. Selektinler

Selektinler geniG bir veri alanina sahip memeli hiicrelerinde bulunan reseptor aileleridir.
Lokositlerin  vaskiiler endotelyal hiicre adezyonuna yol agan, birbirleri arasinda
etkileGim i¢inde olan ve birbirinden bagimsiz karbonhidrat baglayici, ndtrofil
ekstravazyonuna sebep olan trombosit baglayici molekiillerdir (Hallman 1991,

Lawrence 1991, Luscinskas 1989, Watson 1991).

Selektin molekdilleri hiicre diG1 kalsiyum baglama yetenegine sahip olup lektin
biikiimleri igeren tek zincirli glikoproteinlerdir (Abbas 2007). Selektinler, Lokosit
adezyon molekiilii (L-selektin), P-selektin (trombositler ve aktive endotelyum {izerinde
gosterilen adezyon molekiilii) ve Endotelyal 16kosit adezyon molekiil-1 (E-selektin)
(ELAM-1) olmak iizere {i¢ farkli tiptedir.

2.8.1. L-Selektin (SELL)

L-selektin, hiicre yiizey elamani olan bu selektin, selektin ailesinin ‘’homing’’ reseptorii
olarak bilinir. Bu molekiil ¢oklu domainlere sahiptir. Birinci domaini lektin
homologudur, ikinci domaini epidermal biiyiime faktorii taGir ve diger iki domain ise C3

ve C4 baglanma proteinlerini igerir (Entrezgene).

L-selektin lenfositlerin periferik lenfoid dokulara endotelyel veniiller aracilifiyla
girmesini saglayan bir homing reseptor gibi davranir. Mevcut endotelyal hiicreler
tizerindeki ligandlar L-selektin eksprese eden lenfositlere baglanarak, kanda lenfosit
dolaGimin1 yavaGlatip periferik bir lenfoid organa giriGi kolaylaGtirir (Robbins ve ark.
1998).

2.8.2. P-Selektin(SELP)

P-selektin, bir hiicre adezyon molekiilii olup, aktive edilmiG endotelyal hiicre
yiizeylerinde bulunur (McEver 1989). P-selektin, magakaryositler ve endotelyal
hiicrelerde yapisal olarak eksprese edilir (Pan ve ark. 1998). P- selektin ekspresyonu iki

farkli mekanizma ile aktive edilir. (lk mekanizmada P- selektin sentezi trombin gibi
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agonistler ile graniillerden plazma zarina dogru hizlica yer degiGtirir (Hattori ve ark.
1989). (kinci mekanizma ise P-selektin’in mRNA ve protein seviyesini arttirmak igin
enflamasyona sebep olacak TNF-a, LPS ya da IL-4 gibi ajanlar ile uyarilmasidir. P-
selektin enflamasyon sirasinda 16kositlerin hasarli bolgeye dogru toplanmasinda 6nemli
bir role sahiptir. Enflamasyon sirasinda endotelyal hiicreleri histamin ve trombin gibi
molekiiler tarafindan aktive eder ve bdylece P- selektin hiicre i¢i bolgeden endotelyal

hiicre yiizeyine yonelir (Cleator ve ark. 2006).

2.8.3. Endotel Lokosit Adezyon Molekiilii- 1 (ELAM-1)

(mmiin sistem hiicrelerinin aktivasyonu, dola(im: ve enflamatuvar bélgeye gocii
ELAM-1, hiicrelerarasi adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon
molekiili (VCAM-1) gibi endotelde ifade edilen adezyon molekiilleri ile saglanir
(McMurray 1996, Mojcik ve Shevach 1997).

Vaskiiler endotel, dolaGimdaki l6kositlerin enflamasyon bdlgelerine toplanmasi igin
sitokinler ve hiicre ylizey reseptorleri arasinda etkileGimi saglayan bir ara yiiz gorevi
gormektedir. Enflamatuvar hiicre gogiiniin artmasina, endotel biiylime faktorlerinin
sinoviyal dokudaki neovaskiilarizasyonu uyarmasina da katkida bulunur (Paeleolog

1996, Brenchley 2001).

ELAM-1 115 kDa'luk bir glikoprotein olup, TNF ve IL-1 gibi proinflamatuvar
sitokinlere yanit olarak erken donemde ifade edilen bir adezyon molekiiliidiir (Pober
1986, Wellicome 1990). (nsan ELAM-1 molekiiliiniin promoter bolgesi dort adet
diizenleyici domaine sahiptir (gekil 2.5.). Bunlardan ilki bir NF-kB baglanma bdlgesi
(pozisyon -94ile -85 arasi), ikincisi aktive edici transkripsiyon faktor-2 (ATF-2) (ayni
zamanda NF-ELAM-1 olarak da bilinir; pozisyon -155 ile -147 arasi), {igiincli domain
yiiksek hareketli grup protein I (HMG-I(Y)), NF-xB baglanma bdolgesi (p50/p65
pozisyon -140 ile -137 arasi), dordiincii domain ise NF-kB baglanma bdlgesi (p65/p50
pozisyon -129 ile -120 aras1) (Whelan 1991, Hooft van Huijsduijnen 1993, Collins
1995). NF-xB sitokin ile indiiklenen ELAM-1 transkripsiyonunu diizenlemek igin
gereklidir, fakat tek baGma yeterli degildir (Whelan 1991). ELAM-1 promotor
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bolgesinde yer alan diger baglanma bolgeleri de 6nem taGimaktadir (Hooft van

Huijsduijnen 1993, Collins 1995).

-401
TGAGAAATTGAAGGTAGTAGACTATGGATGACAAACCTATTCTTGGTTTCC

-350
TTCTGTTTCTGAAATTCTAATTACTACCACAACTACATGAGAGACACTACT

<299
AACAAGCAAAGTTTTACAACTTTTTAAAGACATAGACTTTATGTTATTATA

248
ATTAAAAATCATGCATTTT IGTCATATTAATAAAATTGCATATACGATATA
-198 NF-ELAM-1 (ATF-2)
AAGGCATGGACAAAGGTGAAGTAGCTTCAAGAGACAGAGTTTCTGACATC
<~

=147 NF-ELAM-2

HMG I(Y
ATT G'})’éﬁ‘m"(l’/{AGCATCG"}'SS:ATAT’I‘CCCGGGAAAGGPIDIl lll TTGGATGCCA

-96
NFxB
TTGGGGATTTCCTCTTTACTGGATGTGGACAATATCCTCCTATTATTCACAG
S P DT sy

& -1+l

-36
GAAGCAATCCCTCCTATAAAAGGGCCTCAGCCGAAGTAGTGTTC AGCTGT

G 57
TCTTGGCTGGACTTCACATCAAAACTCCTATACTGACCTGAGACAGAGGGC

+56
AGCAGTGATACCCACCTGAGAGATCCTGTGTTTGAACAACTGCTTCCCAAA

Sekil 2.5. ELAM-1 promotor sekans1 ve NF- kB baglanma bolgeleri
NF- kB baglanma bolgeleri Gekil iizerinde ifade edilmiGtir. TATA kutusu ve CAAT

sekansi alti ¢izili olarak gosterilmiGtir (Oral 1997).

2.9. Gen Tedavisi ve Gen Transfer Yontemleri

Gen tedavisi ilk defa 1970’li yillarda RNA retroviriisleriyle ¢aliGan Martine Cline
tarafindan ileri siiriilmiiGtiir (Baltimore 1970). 1980 yilinda Cline retroviral tabanl
vektor kullanarak etkin gen transferi gercekleGtirmiGtir (Watson 1981). 1982 yilinda ise
insanlarda ilk gen tedavi uygulamasi talasemi hastaligi i¢in yapilmiGtir (Wade 1981).
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Gen terapisi bazi hastaliklarin ve bozukluklarin engellenmesi veya tedavisi i¢in eksik
genlerin yerine konmasi, hatali olarak veya fazla ¢aliGan genlerin susturulmasi ve bazi
genlerin iGlevlerinin degiGtirilmesi amaciyla genetik maddelerin hiicrelere aktarilmasini
kapsar (Haritha ve ark. 2012).

Genetik materyallerin hiicre igerisine iki Gekilde transferi miimkiindiir. Bunlardan ilki
biyolojik yol olan hiicreye replikasyon yapamayan rekombinant viriisler yoluyla ve
ikincisi ise fiziksel ya da kimyasal yontemlerle genetik materyalin hiicre igerisine

aktarimidir.

2.9.1. Biyolojik Yontemler

Biyolojik yontem uygulamalari rekombinant viriis tabanli vektorler kullanilarak
gercekleGtirilir. Lenti viriis, adeno viriis, adeno-assosiye viriis, herpes viriis ve retro
viriisler yaygin Gekilde kullanilan viral vektoérlerdir. Bu viriislerin hastalik yapici
ozellikleri yok edilerek klonlanmak istenen tedavi edici rekombinant genler, belirli
restriksiyon enzimlerinin yardimiyla istenilen bolgeye klonlanir. Viral vektorleri
memeli hiicrelerinde eksprese ettirmek i¢in paketleyici hiicre hatlarina transfer etmek
gerekir. Paketleyici hiicre hattinda oluGturulan viriis kapsitleri tekrardan izole edilerek,
istenilen hiicre hattina nakledilebilir. Retroviral vektorlerde gen tedavisinde ise iki farkli
vektor kullanilir. Glk vektor tedavi edici geni taGirken diger vektor ise retro viriisiin iig

temel gen bolgesini bulundurur (Clark ve Pazdernik 2012).

Viral vektorler araciligiyla gercekleGtirilen gen tedavisinde ekspresyon seviyesi oldukca
yiiksektir. Fakat genomda geliGi gilizel bolgelere entegre olabilecegi gibi iGlevsel
bolgelerde delesyona da sebep olabilir. Bu nedenle viral vektorlerle caliGmak olduk¢a

zordur (Sheridan 2011).
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2.9.2. Fiziksel ve Kimyasal Yontemler

Gen tedavisinde ¢iplak gen parcasinin dogrudan hiicreye transfer edildigi yontemlerdir.
Bunlar; elektroporasyon, gen tabancasi, lipozom ya da polimerler araciligiyla

gergekleGtirilir.

Elektroporasyon yonteminde yiiksek elektrik akimina birakilan hiicrelerde, hiicre

zarlarinda gecici porlar oluGturularak istenilen genetik materyalin gec¢iGi saglanir.

Gen tabancasi araciligiyla aktarimda ise, altin pargaciklarla ortiilen DNA partikiillerine
hiz kazandirilarak gercekleGtirilir. Hiicre zarin1 hizla delen DNA pargacigi sitoplazma

icine girerek oradan ¢ekirdege ulaGir (Patil ve ark. 2012).

Lipozomlar, hiicre zarinin yapisim1 andiran fosfolipit yapili, amfipatik ve vezikiiler
ozellik gosteren yapilardir (Duve ve ark. 1998). Yapilarinda bulundurduklart hidrofilik
ve hidrofobik 6zelliklerden dolayr molekiillerin taGinmalarinda énemli rol oynarlar.
Lipozom yapilar ilk kez 1968 yilinda Sessa Wiessman tarafindan ileri stirilmiiGtiir.
Lipozomlarin diger biyolojik ajanlardan daha giivenli oldugu bilinmektedir. Lipozomlar
aracilifiyla taGinan hormon, enzim, ila¢ ve niikleik asitlerin salinimlar1 daha yavaG
gercekleGmekte fakat salinim siiresinin olduk¢a uzun oldugu goriilmektedir (Bangham
ve ark. 1965). Lipozomlar baGta tip, biyomiihendislik, gida ve kozmetik sanayide yaygin

olarak kullanildig1 goriilmektedir.

Yapilan son ¢aliGmalarda lipozomlar kanser ve benzeri genetik temelli hastaliklarin
tedavisinde Oonemli rol oynamaktadir. Eksik genlerin istenilen bdlgeye nakledilmesi,
yanliG eksprese olan genlerin susturulmasi ya da yeniden diizenlemesi gibi gen tedavi
yontemlerinde viral ajanlarin aksine oldukga giivenli, toksik olmayan ve hedefe yonelik

aktarim gercekleGtiren yapilardir (Nicolau ve Cudd 1989).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Insan IDO (hIDO) geninin ticari olarak elde edilerek ELAM-1 promotor

downstream kismina klonlanmasi

Ticari olarak hIDO geni pCMV/hygro vektori iginde (Sino Biological) temin edilmiGtir
(gekil 3.1.). Bu vektorden CMV promotor bolgesi restriksiyon enzimleri kullanilarak
cikartilmiG ve ELAM-1 promoter bolgesi bu bolgeye klonlanmiGtir. ELAM-1 promotor
bolgesi restriksiyon enzimleri icerecek Gekilde tasarlanan primerler ile c¢ogaltilarak
oncelikli olarak pGEM-T Easy vektoriine (gekil 3.2.) TA klonlamasi ile klonlanmiGtir.
Vektore klonlanan ve restriksiyon enzim bolgeleri igeren ELAM-1 promoter bolgesi
daha sonra bu vektdrden kesilerek c¢ikartilmiG ve pCMV/hygro vektdriinden CMV
promotor bolgesinin yerine klonlanmiGtir (gekil 3.3.).

CMV promoter

Amp{R) /;1 T7 primer

Kozak
"MCS

X ~_— hIDO
Pa . MCS
BGH primer
= pCMV / hygro
5657bp

/SVdO early promoter
s

e

Hygro{R)

Sekil 3.1. pCMV/ hygro vektéori ve  sekans  referans  noktalar
(http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL).
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hIDO geni Kozak sekansindan hemen sonra bulunan MCS bdlgesine klonlanmiG olarak

temin edilmiGtir.

Amn | 2009

Sc3 11880 Nael 2707
1 orl

Amp"
PGEM®-TEasy  (gcz
Vactor T
(3015bp)

ENZBS8RIVIR  HOSNLRBR R

Drop out insert with a single

BstZ 1, EcoR | or Nof | digest.

Sekil 3.2. pGEM-T Easy vektori ve sekans referans  noktalari
(http://www.xenbase.org/reagents/vectorAction.do?method=displayVectorSummary&yv
ectorld=8716564).
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ELAM1 promotor

7 primer

Kozak

\ MCS
~~_ hIDO

» -
« MCS
BGH primer
” pCMV / hygro
5657bp

;/SV40 early promoter

Hygro(R)

Sekil 3.3. pELAM-Ipro./hIDO  vektdrii ve sekans referans noktalari
(http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL).

pCMV/hygro vektoriindeki CMV promotoru yerine ELAM-1 promotoru klonlanmiGtir.

3.1.1. ELAM-1 promotor bélgesinin cogaltilmasi

200 pL steril PZR tiipiiniin igerisinde 1X Q5 Tampon ¢ozeltisi (2 mM MgClz, New
England Biolabs), 200 uM dNTP KarGimi), 0.02 U/uL Q5 High Fidelity DNA
polymeraz, 0,5 uM ileri primer (MLul-F-Elam-1-
5’ACGCGTATGCATGTAGACTATGGATGA 3°), 0.5 uM geri primer (Sacl-R-Elam-
1 5> GAGCTCTCTCTCAGGTGGGTATCAC 3’) ve steril distile su son hacim 25 pL
olacak Gekilde kariGtirilmiGtar.
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PZR dongii koGullari: 98 °C 30 saniye baGlangi¢ denatiirasyonu, 35 dongii; 98 °C’de 10
saniye, 61 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 30 saniye yapildiktan sonra en son 2 dakika 72

°C’de tutularak tamamlanmiGtir. PCR iirlinleri %1 agaroz jelde goriintiilenmiGtir.

3.1.2. ELAM-1 promotor bolgesi amplifikasyonunun 3’ ucuna A takilmasi

Kesilen bantlar jel temizleme kiti (OIAGEN) kullanilarak, {iretici firmanin tavsiye ettigi
Gekilde jelden ayrildiktan sonra TA klonlanmasi i¢cin ELAM-1 promotor bdlgesi
amplifikasyonunun 3’ ucuna A takilarak klonlama yapmak iizere kullanilmiGtir.

Kesilen jel parcasi tartilarak, 3 birim tampon QG 1 birim jele eklenmiGtir
(100mg~100uL). Tiip 10 dk 50 °C’de inkiibe edilmiGtir (jel tamamen ¢dziinene kadar).
1 birim izopropanol eklenerek kariGtirllmiGtir. DNA’nin baglanmasi i¢in, 6rnekler
QIAquick kolonuna yiiklenmiG ve 1 dk 13 000 rpm’de santrifiij edilmiGtir. AkiGkan
kisim atilarak, QIAquick kolon tekrar ayni toplama tiiplerinin igine yerleGtirilmiGtir.
0,5 mL tampon QG, QIAquick tampona eklenerek 1 dk 13 000 rpm’de santrifiij
edilmiGtir. Yikamak i¢in, 0,75 mL tampon PE QIAquick kolona eklenmiG ve 13 000
rpm’de 1 dk santrifiij yapilmiGtir. AkiGkan kisim atilarak, QIAquick kolon 1 dk daha 13
000 rpm’de santrifiij edilmiGtir. QIAquick kolon 1,5 mL’lik temiz mikrosantrifiij
tiiplerine yerleGtirilmiG ve DNA’y1 ayrnGtirmak i¢in 50 pL eliisyon tamponu (EB),
QIAquickmembran’in ortasina eklenerek 1 dk santrifiij yapilmiGtir. 200 pL steril PZR
tiipliniin i¢erisinde 4000 ng temizlenmiG ELAM-1 promotor bolgesi amplifikasyonunun,
1X PZR Tampon ¢ozeltisi (75 mM Tris-HCI 25°C’de pH 8.8, 20 mM (NH4)2SOs,
0.01% (v/v) Tween20), 0.2 mM dATP KariGimi (New EnglandBiolabs), 1,5 mM MgCl;
(New England Biolabs), 1 tinite Tag DNA polymeraz (New England Biolabs) steril
distile su son hacim 20 uL olacak Gekilde kariGtirilmiGtir. 30 dakika 72 °C’de tutularak
reaksiyon gercekleGtirilmiGtir.

3.1.3. pGEM-T Easy vektoriine bantlarin klonlanmasi
Agaroz jelden izole edilen ve 3’ ucuna A takilan bantlar pGEM-T Easy (Promega)

vektoriine klonlanmiGtir. 3,75 pL (750 ng) ¢6ziinmiG DNA, 12,5 ng pGEM-T Easy
vektorii (Promega), 1X Ligaz Tampon ¢ozeltisi (Promega) ve 100 tinite T4 DNA Ligaz
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enzimi (Promega) son hacim 10 puL olacak Gekilde PZR tiipiine konulmuGtur. KariGim

gece boyunca 4°C de (yaklaGik 18 saat) inkiibe edilmiGtir.

3.1.4. E. coli kompetan hiicrelere ligasyon iiriiniiniin aktarilmasi

E. coli DH5-a kompetan hiicrelerine (New England Biolabs) klonlanmiGG DNA pargasi
iceren pGEM-T Easy vektorii iiretecinin tavsiye ettigi Gekilde aktarilmiGtir. Steril 2 mL
tiipe 5 pL ligasyon iiriinii ve 50 uL E. coli DH5-0 kompetan hiicre eklenmiGtir. KariGim
30 dakika buzda bekletildikten sonra 42 °C 30 saniye 1s1 Goku uygulamiGtir. 5 dakika
buzda bekletildikten sonra hiicrelerin iizerine 300 mL LB siv1 besiyeri eklenerek 37 °C
‘de 60 dakika boyunca c¢alkalanarak ¢ogaltilan hiicreler LB agar (ampisilin ve IPTG
iceren) besiyerine ekilerek gece boyunca 37 °C’de c¢ogalmalart saglanmiGtir.
Transformasyon, hiicrelerin ampisilin igeren (LB ampisilin 100 pg/mL) ortamda
cogaltilmasi ve X-Gal (80 pg/mL) kimyasalinin substurat olarak kullanimi  IPTG (100
ug/mL) ile aktive edilen B Galaktosidaz aktivitesi sebebiyle mavi kolonilerin oluGmasi
ile kontrol edilmiGtir. Beyaz koloniler secilerek hiicrelerden plazmit izolasyonu

yapilmiGtir.

3.1.5. Plazmit izolasyonu

Plazmitler QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanilarak {iretici firmanin tavsiye
ettigi Gekilde izole edilmiGtir.

2 mL bakteri kiiltiirti alinip 5 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilerek toplanmiGtir. Santrifiij
sonrasi istte kalan sivi dokiilerek, tiip ters diiz edilmiG ve fazlalik oluGturan maddeleri
uzaklaGtirmak icin kagit havlu ile kurutulmuGtur. Tiipe tampon P1 (250 pL) eklenerek
ve hiicre peleti vorteks yapilarak tamamen akici hale getirilmiGtir. Tampon P2 (250 pL)
eklenerek ve tiip dort kere yavaGea ters diiz edilerek kariGtirllmiG, yaklaGik 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmiGtir. Orneklere N3 soliisyonu (350 pL) eklenerek, dort kez
ters diiz edilerek kariGtirilmiGtir. Ornek tiipler 10 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilmiGtir.
Lizat temizlenerek tistteki faz donme kolonuna transfer edilmiG ve oda sicakliginda 1 dk

15000 rpm’de santrifiij yapilmiGtir.
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Santrifiijden sonra, toplama tiipiindeki alt faz atilarak toplama tiipii geri ¢ikartilmiGtir.
750 pL Kolon Yikama soliisyon tamponu PE dénme kolonuna eklenerek oda
sicakliginda 1 dk 15 000 rpm’de santrifiij yapilmiGtir. AkiGkan kisim atilarak toplama
tiipiine tekrar yerleGtirilmiG ve 1 dk daha santrifiij yapilarak kalan yikama tamponu
tamamen uzaklaGtirilmiGtir. Donme kolonu igerigi 1,5 mL yeni steril bir tiipe aktarilmiG,
plazmit DNA’s1 50 uL tampon EB (Eliisyon tamponu) eklenerek ve 1 dk 15 000 rpm’de
santrifiij yapilarak aynGtirilmiGur. Gzole edilen plazmit DNA’s1 -20 °C’de saklanmiGtir.

3.1.6. Izole edilen plazmitlerin goriintiilenmesi

DNA’nin plazmit DNA’sina entegre oldugunu gostermek i¢in plazmit DNA’s1 izole
edildikten sonra EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmiG beklenen boydaki bantlar tespit
edilmiGtir. 1 pg plazmit DNA’s1, 1X NEB 2.1 Tampon Cozeltisi (New England
Biolabs), 10 Unite EcoRlI restriksiyon enzimi (New England Biolabs) ve PZR suyu son
hacim 50 pL olacak Gekilde hazirlanmiGtir. KariGim 37  °C’de 1 saat bekletilmiG, 65
°C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapilmiG ve oOrnekler %1 agaroz jelde

yuritilmiGtiir.

3.1.7. ELAM-1 promotor bdlgesinin pGEM-T Easy vektoriinden Kesilerek

c¢ikartilmasi

PGEM-T Easy vektoriine klonlanmiGG olan ELAM-1 promotor Oncelikle restriksiyon
enzimi iceren primerler kullanilarak g¢ogaltilip, klonlandiklari i¢in bu enzimler ile
kesilerek pCMV/hIDO vektoriine aktarilmalart saglanmiGtir. pGEM-T Easy plazmit
DNA’s1 izole edildikten sonra MLul ve Sacl restriksiyon enzimleri ile kesilmiG beklenen
boydaki bantlar tespit edilmiGtir. 8 pg plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi 2.1
(New England Biolabs), 10 Unite MLul ve 10 Unite Sacl restriksiyon enzimleri (New
England Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 pL olacak Gekilde hazirlanmiGtir. KariGim
37 °C’de 1 saat bekletilmiG, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapilmiG ve

ornekler %1 agaroz jelde ytirtitilmiaGtiir.
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3.1.8. CMV promotor boélgesinin pCMV/hIDO hygro vektoriinden Kkesilerek

cikartilmasi

Klonlama yapilmasi i¢in ayni enzimler ile pCMV/hIDO hygro vektériinden CMV
promotor bolgesi ¢ikartilmiGtir. 8 pg plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi (New
England Biolabs), 1 Unite MLul ve 1 Unite Sacl restriksiyon enzimleri (New England
Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 uL olacak Gekilde hazirlanmiGtir. KariGim 37 °C’de
3 saat bekletilmiG, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapilmiGG ve ornekler %1
agaroz jelde yuritilmiaGtiir.

3.1.9. ELAM-1 promotor bélgesinin pCMV/hIDO hygro plazmitine klonlanmasi

2 puL jelden temizlenmiG plazmit DNA’s1 (pCMV/hIDO), 6 pL jelden temizlenmiG
klonlanacak gen parcast (ELAM-1 promotor bolgesi), 1X NE Tampon Cozeltisi (MBI
Fermentas), 100 Unite DNA ligaz (MBI Fermentas), son hacim 10 pL olacak Gekilde
hazirlanmiGtir. KariGim 4 °C’de gece boyunca bekletilmiG ve ertesi giin kompetan E.
coli DH5-a (New England Biolabs) hiicrelerine aktarilmiGtir.

3.1.10. E. coli kompetan hiicrelere ligasyon iiriiniiniin aktarilmasi

E. coli DH5-0 kompetan hiicrelerine (New England Biolabs), klonlanmiG ELAM-1
promotoru igeren pCMV/hIDO hygro vektorii aktarilmiGtir. Steril 2 mL tiipe 5 pL
ligasyon {iriinii ve 50 pL E. coli DH5-0 kompetan hiicre eklenmiGtir. KariGim 30 dakika
buzda bekletildikten sonra 42 °C 30 saniye 1s1 Goku uygulamiGtir. Hiicrelerin {izerine
300 mL LB siv1 besiyeri eklenerek 37 °C’de 60 dakika biiyiitiilen hiicreler 5 dakika
buzda bekletildikten sonra LB agar (ampisilin) besiyerine ekilerek gece boyunca 37
°C’de bliylimiiGtiir. Transformasyon, hiicrelerin ampisilin iceren (LB ampisilin 100
ng/mL) ortamda biiylimesi ile kontrol edilmiGtir. Cogaltilan koloniler segilerek

hiicrelerden plazmit izolasyonu yapilmiGtir.
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3.1.11. Plazmit izolasyonu

Plazmitler, boliim 3.1.6°’da anlatildig1r gibi QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

kullanilarak iiretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde izole edilmiGtir.

3.1.12. izole edilen plazmitlerin goriintiilenmesi

DNA’nin plazmit DNA’sina entegre oldugunu gostermek i¢in plazmit DNA’s1 izole
edildikten sonra MLul ve Sacl restriksiyon enzimleri ile kesilmiG beklenen boydaki
bantlar tespit edilmiGtir. 10 pg plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi 2.1 (New
England Biolabs), 10 Unite MLul ve 10 Unite Sacl restriksiyon enzimleri (New England
Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 pL olacak Gekilde hazirlanmiGtir. KariGim 37 °C’de
3 saat bekletilmi(G, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapilmiG ve ornekler %1
agaroz jelde yiiriitilmiaGtiir.

Kesim sonrasinda beklenen boyda bant tespit edilen plazmitlerden 3 adedi 5’
AGATCTCCCGATCCCCTATG3’ ve 5’CTAGCCAGCTTGGGTCTCC3’ primerleri
kullanilarak ABI prism-310 Genetic Analyzer kullanilarak sekanslatilmiGtir.

3.1.13. E. coli kompetan hiicrelere ticari ve klonlanmis plazmitlerin aktarilmasi

E. coli DH5-0 kompetan hiicrelerine (New England Biolabs), bolim 3.1.11 de
anlatildig gibi klonlanmiGG DNA pargasi igeren pELAM-1pro./hIDO vektorii, kontrol
plazmitleri pCMV/Bgal, pPCAT/ELAM-1pro., pCAT/kontrol ve ticari olarak satin alinan
pCMV/hIDO hygro vektorleri aktarilmiGur. (zole edilen plazmitlerin konsantrasyonlar:

nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific) kullanilarak 6l¢ilmiGtiir.

Hiicre kiiltiirline transferleri saglanacak plazmitlere bol miktarda ihtiya¢ duyulacag: i¢in
kompetan hiicrelerin stoklanmasi saglanmiGtir. Stok hiicre i¢in 500 pL hiicre iizerine
500 pL gliserol eklenerek pipetleme yapilmiG ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
(mmonoloji Anabilim Dali’nda bulunan -80 °C’deki dondurucuda saklanmiGtr.
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3.1.14. Hiicre Kkiiltiiriine aktarmak iizere Midi-Prep plazmitlerin hazirlanmasi

-80 °C’deki dondurucuda saklanan hiicre stoklarindan 150 mL LB ampisilin igeren E.
coli besiyerine ekim yapilmiGtir. Besiyeri ¢alkalamali inkiibatorde 200 rpm 37 °C

sicaklikta 16 saat bekletilerek hiicrelerin tiremesi saglanmiGtir.

Ureyen hiicrelerden izolasyon iGlemi ¢’HiSpeed Plasmid Midi Kit (QIAGEN)’’ iiretici

firmasinin tavsiye ettigi Gekilde gercekleGtirilmiGtir.

50 mL steril falkon tiip icerisinde hiicrelerin ¢oktiirme iGlemi 3 kez tekrarlanarak 6000 g
devirde 4 °C sicaklikta 15 dk olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir. Coken hiicre pelleti
tizerine 6 mL P1 tampon eklenerek hiicreler akici hale gelene kadar pipetleme
yaptlmiGtir. 6 mL P2 tamponu eklenerek falkon tiip 5 kez ters diiz edilmiG ve oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmiGtir. Onceden sogutulmuG 6 mL P3 tamponu eklenerek 5
kez ters diiz edilmiGG ve mavi renkteki soliisyonun beyaz renge donmesi saglanmiGtir.
Falkon tiip igerisindeki tamponlar filtreli kartuG igerisine dokiilerek 10 dakika
bekletilmiGtir. (nkiibasyon esnasinda diger bir filtre olan “’HiSpeed Tip’* igerisine 4 mL
QBT tamponu eklenerek filtre 1slatilmiGtir. (nkiibasyon tamamlandiktan sonra Giringanin
deklanGorii takilarak lizat “’HiSpeed Tip’’ icerisine filtre edilmiGtir. Lizat filtreden
tamamen gectikten sonra 20 mL QC tamponu ile yikanmiGtir. Filtrede tutulan DNA 5
mL QF tamponu eklenerek 15 mL’lik falkon tiip igerisine alinmiGtir. 3,5 mL
izopropanol eklenerek kariGtirllmiG ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir.
(nkiibasyon esnasinda 20 mL’lik Giringanin ucuna *’QlAprecipitator’” takilmiGtir. DNA
ornekleri 20 mL Giringa igerisine aktarilmiG ve deklanGore kuvvetli bir Gekilde basilarak
DNA 6rneklerinin “’QIAprecipitator’’ igerisine geci(i saglanmiGtir. ©’QIAprecipitator’
igerisindeki DNA, 2 mL %70’lik etanol ile ytkanmiGtir. 5 mL’lik Giringa ucuna takilan
“’QIAprecipitator’” {izerine 1 mL EB (Eliisyon tamponu-endotoxin free) eklenerek filtre
icerisindeki DNA steril ependorf tiip i¢erisine alinmiGtir. Nanodrop spektrofotometre ile
konsantrasyonlari Ol¢iilerek daha sonra uygun hiicre hatlarina aktarilmak iizere - 20 °C

dondurucuda saklanmiGtir.
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3.2. Hiicre Kiiltiiri
3.2.1. Hiicre materyali

CaliGmada kullanilan HeLa (CCL-2) (Gnsan servikal kanser) hiicreleri American Type
Culture Collection (ATCC)’den temin edilmiGtir. CaliGmalar sadece laboratuvar

koGullarinda yapilmiGtr.

3.2.2. Donmus hiicrelerden kiiltiir yapilmasi

ATCC’den soguk zincirle temin edilen dondurulmuG hiicreler, hiicre kiiltiirii
laboratuvarina getirilmiGtir. Hiicre siispansiyonunun uygun Gekilde erimesi saglanmiG
ve 15 mL falkon tiip igerisine 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-
glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenerek, lizerine ¢oziilen hiicre

siispansiyonu eklenip birka¢ kez yavaGea pipetleme yapilmiGtir.

Hiicrelerin bulundugu falkon tiip 4 °C’de 6 dk 700 rpm’de santrifiij edilmiGtir.
Biyogiivenlik kabinine alinan falkon tiip icerisindeki hiicrelerin besiyeri aspire edilerek
5 mL taze besiyeri eklenip birka¢ kez otomatik pipetle kariGtirilarak 25 cm?lik steril
(Orange scientific) flask igerisine alinmiGtir. Hiicreler 37 °C, %5 CO2 iceren etiivde

bekletilerek ¢ogalmalar1 saglanmiGtir.

3.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

25 cm? flask igerisindeki hiicreler mikroskopla incelenerek %80 doluluk oranima sahip
oldugunda biyogiivenlik kabini igerisine alinip, eski besiyeri aspire edilir. 2 kez 5 mL
HBSS (Lonza) ile yikanip aspire edilir. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 500 pL
(Gibco) %0,25 Tripsin-EDTA (1X) eklenmiG ve 5 dakika 37 °C, %5 CO2igeren etiivde
bekletilmiGtir.

Mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden sokiildiigii gozlenerek biyogiivenlik kabini

igerisine alinan hiicrelerin tizerine 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-
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glutamin, %21 penisilin ve streptomisin) (Lonza) besiyeri eklenerek pipetle birka¢ kez

kanGtirilip 75 cm? flask igerisine aktarilip 37 °C, %5 CO: iceren etlivde ¢ogalmalari

saglanmiGtir.

3.2.4. Hiicrelerin sayillmasi

(cinde bulunan hiicrelerin sayisini tespit etmek istedigimiz flask biyogiivenlik kabinine
alindiktan sonra kapagi agilip vakum makinesiyle icindeki RPMI 1640 (%10 Fetal
Bovine Serum, %1 L-glutamin, %21 penisilin/streptomisin) besiyeri flasktan
uzaklaGtirilmiGtir. Flasktaki hiicreler 10 mL HBSS (Lonza) ile 2 kere yikanmiGtir.
Hiicreleri yilizeyden kaldirmak amaciyla 2 mL (%0,25 Tripsin-EDTA) (1X) eklenmiG
ve 37 °C %5 CO02’1i etiivde 5 dk bekletilmiGtir. Etlivden ¢ikarilmiG hiicre kiiltiirii 1Gik
mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra
tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sigir
serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenmiGtir. Flask
icinde 12 mL olan hiicre siispansiyonu, 50 mL hacmindeki falkona alinarak hiicreleri
birbirinden ayirmak i¢in birkag kez pipetaj yapilmiGtir. Steril ependorf tiipii alinip i¢ine
20 pL tripan mavisi (Sigma Aldrich) ¢ozeltisinden ve 20 pL hiicre siispansiyonundan

alinarak pipetleme yapilmiG ve 2 dakika ve 37 °C %5 CO0; igeren etiivde bekletilmiGtir.

Hemositometrenin oluklar1 arasina 10 pL alttan ve 10 pL {istten olmak ilizere kariGim
pepetlenmiGtir. IGik mikroskobunda goriilen kiigiik karelerin etrafindaki biiyiik kareler
sayllmiG ve aritmetik ortalamasi alinarak 2X100000 ile ¢arpilarak 1 mL’deki toplam
hiicre sayis1 bulunmuGtur (gekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hemositometrede sayim alani

3.3. HeLa hiicre hattina pCMV/ggal plazmitinin transfer edilmesi

HeLa hiicreleri transfeksiyon yeteneklerinin yiiksek olmasi ve IL-1p ile uyarilabilmeleri

sebebiyle tercih edilmiGtir.

Bu c¢aliGmada dort farkli marka ticari lipozom kullanilmiGtir. Kontrol plazmiti olarak
kullanilan pCMV/Bgal ile hiicrelere 6, 24 ve 48 saatlik transfeksiyonlar firmalarin
onerdigi Gekilde yapilmiGG olup ardindan X-gal boyama ile hiicrelerin transfeksiyon

yetenekleri belirlenmiGtir.

Transfeksiyondan bir giin énce HelLa (Gnsan Servikal Kanser) hiicrelerinin flask
igerisindeki yogunluklarina bakilmiG ve %80 iizeri yogunluktaki hiicreler tripsinle
muamele edilip falkon tiip igerisine alinmiGtir. Bunu takiben tripan mavisi ile
hemositometride sayimlar1 yapilmiGtir. Transfeksiyon etkinligini ve toksisitesini
degerlendirme deneyleri igin, transfeksiyon uygulamasindan bir gece Once 24
kuyucuklu kiiltiir plaklarina 6 x 10* hiicre/kuyu yogunlugunda hiicreler kiiltiire edilmiG
ve 37 °C, %5 CO2’li etiivde bekletilmiGtir.

Etiiv igerisinde bir gece bekletilen hiicrelerin mikroskop altinda durumlarina bakilmiG
ve saglikli olduklar1 tespit edilerek biyogiivenlik kabini igerisine alinmiGtir. Hiicre
tizerindeki eski besiyeri aspire edilip, her kuyucuga 500 uL taze RPMI 1640 (%10 Fetal

sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiGtir.
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Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA), XtremeGENE 9 (Roche, USA), FUGENE-HD
(Promega, USA), Attractene (QIAGEN, Germany) marka lipozomlar iiretici firmalarin
tavsiye ettigi Gekilde kullanilmiGtir. Her lipozom markasi i¢in bir adet 24 kuyucuklu
plak kullanilmiG ve her plak 6, 24 ve 48 saatlik inkiibe edilen kuyucuklar ve bir de
kontrol kuyucugu olmak {izere toplamda 4 kuyucuk kullanilmiGtir (gekil 3.5.).

Lipofectamine Kontrol 6 saat 24 saat | 48 saat
2000 (Invitrogen)
FUGENE HD Kontrol 6 saat 24 saat | 48 saat

XtremeGENE 9 Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat
(Roche)

Attractene Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat

(Qiagen)

Sekil 3.5. 24 kuyulu plak tizerinde pCMV/Bgal transfeksiyon diizeni

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) markali lipozom i¢in kuyucuk baGma 0,8 pg
pCMV/Bgal plazmiti i¢in 1,5 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanilmiGtir.
pCMV/Bgal plazmit (101ng/pL) konsantrasyonumuza gore hesaplanan 0,8 pg DNA i¢in
kuyucuk baGina 8 pL olarak belirlenmiGtir. 4 kuyu i¢in 32 pL plazmit DNA’s1 ve

168 uL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir biju tiip igerisinde kariGtirilip
pipetleme yapilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. 6 uL Lipofectamin 2000
(Invitrogen) ve 194 uLL OptiMEM besiyeri (1X) (Gibco) ayri steril bir biju tiip igerisinde
kariGtirihip,  pipetleme yapilarak 5 dakika oda sicakhiginda bekletilmiGtir. Oki tiip
icerisindeki DNA, lipozom ve OptiMEM (1X) besiyeri tek bir tlipte kariGtirilarak oda
sicakliginda 15 dakika bekletilerek 500 pL. RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir
serumu, %1 L- glutamin, %]1 penisilin ve stresptomisin) eklenmiG hiicrelere kontrol
kuyucugu hari¢ 100’er pL olacak Gekilde eklenmiGtir. Hiicreler 6, 24 ve 48 saat olacak
Gekilde 37 °C sicaklik ve %5 COzigeren etiivde bekletilmiGtir.
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XtremeGENE 9 (Roche) markal1 lipozom i¢in kuyucuk baGina 1 pg DNA i¢in 3 uL
XtremeGENE 9 lipozom kullanilmiGtir. 30 pL pCMV/Bgal plazmiti ve 9 pL
XtremeGENE 9 lipozom 261 uL. OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir biju tiip
icerisinde kariGtirilip 20 dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. 500 uL RPMI 1640
(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin)
besiyeri eklenmiG hiicrelere kontrol kuyucugu harig, 100’er pL olacak Gekilde
eklenmiGtir. Hiicreler 6, 24 ve 48 saat olacak Gekilde 37 °C sicaklik ve %5 COzigceren
etiivde bekletilmiGtir.

FuGENE HD (Promega) markali lipozom i¢in kuyucuk baGma 2 pg DNA i¢in 5 pL
FuGENE HD (Promega) lipozom kullanilmiGtir. 30 pL pCMV/Bgal plazmiti, 15 pL
FuGENE HD (Promega) lipozom ve 255 pL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir
biju tiip icerisinde pipetlenerek kariGmasi saglanmiG ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmiGtir. 500 pL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin,
%1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiG hiicrelere kontrol kuyucugu harig
100’er uL olacak Gekilde eklenmiGtir. Hiicreler 6, 24 ve 48 saat olacak Gekilde 37 °C
sicaklik ve %5 COzigeren etiivde bekletilmiGtir.

Attractene (QIAGEN) markal1 lipozom i¢in kuyucuk baGina 0,4 ng DNA icin 1,5 pL
Attractene (QIAGEN) lipozom kullanilmiGtir. 12 pL pCMV/Bgal plazmiti, 4,5 pL
Attractene (QIAGEN) lipozom ve 163,5 uL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir
biju tiip icerisinde pipetlenerek oda sicakliginda bekletilmiGtir. 500 pL. RPMI 1640
(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin)
besiyeri eklenmiG hiicrelere kontrol kuyucugu hari¢ 60’ar uL olacak Gekilde eklenmiGtir.
Hiicreler 6, 24 ve 48 saat olacak Gekilde 37 °C sicaklik ve %5 CO: iceren etiivde
bekletilmiGtir.

3.3.1. HeLa hiicrelerinin fikse edilmesi

6 ve 24 saat sonra hiicrelerin lizerine 500 pL taze RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiG ve 48 saat
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sonra ise tiim hiicreler iizerindeki besiyeri, DNA ve lipozom soliisyonlar1 aspire edilerek

2 kez 500 pL steril PBS (Euroimmun, Germany) ile yikanmiGtir.

Hiicrelere kuyucuk baGia 500 pL fiksatif (%0,2 gluteraldehit + %0,2 formamid igeren
PBS) eklenerek 10 dakika 4 °C bekletilmiGtir. Fiksatif aspire edildikten sonra 500 uL

PBS (Euroimmun) ile bir kez yikanip aspire edilmiGtir.

3.3.2. HeLa hiicrelerinin X-gal boyamasi

X-gal soliisyonu [SmM K4Fe(CN) 6, 5 mM K3Fe(CN) 6, 200 pg/mL X-gal iceren N-N-
dimetilformamid (DMF), 1 M MgCl] olarak hazirlanmiGtir.

KariGim 500 pL olacak Gekilde hiicreler iizerine eklenmiG ve 5 saat 37 °C sicaklikta ve
%5 CO; igeren etiivde bekletilmiGtir. (nkiibasyon sonunda boyalar aspire edilip 1 kez
500 uL PBS ile yikanm1G ve kuyular inverted mikroskopta incelemek tizere 500 uLL PBS

igerisinde 4 °C sicaklikta saklanmiGtir.

3.4. ELAM-1 promotor aktivitesinin belirlenmesi

341 pCAT/ELAM-1pro., pCAT/kontrol ve pCMV/Bgal plazmitlerinin hiicre

hatlarina transfer edilmesi

ELAM-1 promotor aktivitesini belirlemek i¢cin pCAT/ELAM-1pro. plazmiti
kullanmilmiGtir. Pozitif kontrol olarak pCAT/kontrol plazmiti ve negatif kontrol olarak
uygunsuz bir plazmit olan pCMV/Bgal kullanilmiGtir. 6 kuyucuklu plaklara bir gece
6nceden kuyucuk baGma 2,5x10° HeLa hiicresi ekilmiGtir. Transfeksiyon etkinliklerini
degerlendirdigimizde hem toksisite hem de transfeksiyon yiizdesi bakimindan

Lipofectamin 2000 (Invitrogen) markasi ile devam edilmesi uygun bulunmuGtur.
HeLa hiicre hattina transfeksiyon i¢in 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baGina 4 pg

plazmit DNA’s1 ve 7,5 puL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom kullanilmiGtir
(gekil 3.6.).
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6 ve 24 saat i¢in iki ayr1 plak hazirlanmiGtir. Toplamda 9 kuyu i¢in hazirlanan 36 pg
pCAT/ELAM-1pro. plazmiti 4,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5
dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. 67,5 uL Lipofectamin 2000 (Invitrogen) lipozom
4432,5 uL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5 dakika oda sicakliginda
bekletilmiGtir. (ki ayr tiipteki kanGimlar tek tiip igerisine almip 15 dakika oda
sicakliginda bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-
glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri iceren kuyucuklarin iizerine uygun

Gekilde 1’er mL olarak eklenmiGtir.

3 kuyu olarak hesaplanan 12 pg pCAT/kontrol plazmiti 1,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco)
ile tamamlanarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. 22,5 pL pL Lipofectamin
2000 (Invitrogen) lipozom 1477,5 puL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5
dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. (ki ayr tiipteki kanGimlar tek tiip icerisine alinip
15 dakika oda sicakliginda bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sigir
serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri i¢eren kuyucuklarin

tizerine uygun Gekilde 1’er mL olarak eklenmiGtir.

3 kuyu olarak hesaplanan 12 ng pCMV/Bgal plazmiti 1,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco) ile
tamamlanarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmiGtir. 22,5 pL Lipofectamin 2000
(Invitrogen) lipozom 1477,5 uL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmiGtir. (ki ayr tiipteki kanGimlar tek tiip igerisine alimip 15 dakika
oda sicakliginda bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-
glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri igeren kuyucuklarin {izerine uygun
Gekilde 1’er mL olarak eklenmiGtir. 24 saat transfeksiyon sonrasinda hiicre tizerindeki
besiyeri, DNA ve lipozom 6rnekleri aspire edilip taze 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10

Fetal s1gir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenmiGtir.

ELAM-1 promotorunu uyarmak i¢in 2 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL 3 ayn
konsantrasyonda IL-1B uygulanmiGtir. 6 saatlik inkiibasyonun sonunda, 6 saatlik plak
icerisindeki besiyeri aspire edilerek 2 mL taze RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sigir
serumu, %1 L- glutamin, %21 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenerek 37 °C

sicaklikta ve %5 CO2 iceren etiivde bekletilmiGtir. 24 saatin sonunda plaklar
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biyogiivenlik kabini igerisine alinarak besiyerleri aspire edilmiG ve 2 kez steril PBS
(Euroimmun) ile ytkanmiGtir. Her kuyu hiicre kaziyici ile 500’er uL PBS (Euroimmun)
ile 2 kez kazmip toplamda 1 mL olacak Gekilde steril tiiplere alinarak -80 °C

dondurucuda saklanmiGtir.

pCAT/ELAM-1pro. pCAT/ELAM-1pro. pCAT/ELAM-1pro.
stimiile edilmemiG IL-1P IL-1B
2 ng/mL 5 ng/mL

pCAT/ELAM-1pro.
IL-1B pCAT/kontrol pCMV/Bgal
10 ng/mL

Sekil 3.6. ELAM-1 promotor aktivite 6l¢iim plani

342 ELAM-1 promotor aktivasyonunun CAT ELISA yoéntemi ile belirlenmesi

HeLa hiicrelerine transfer edilen plazmitlerdeki CAT (Kloramfenikol Asetil
Transferaz)’in kantitatif olarak belirlenmesi i¢cin CAT ELISA (Enzim Bagh
(mmiinsorbent Analizi) (Roche) Kitiyle {iretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde

gercekleGtirilmiGtir.

Steril ependorf igerisindeki hiicrelerin ¢oziinmesi saglanarak 4 °C sicaklikta 250 g
devirde 10 dakika dondiiriilen hiicrelerin iist faz1 atilir. Her tiipe 500 pL Liziz tamponu

(1X) eklenerek 30 dakika bekletilmiGtir.

Antikor kapli kuyucuklara sirasiyla, baGta kor oOrnek (blank) ve daha sonra
konsantrasyonlar1 sirasiyla 1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL, 0 olan testin

standart kontrolleri ve daha sonra gen transferi yapilarak 6/24 saat IL-1p ile stimiile
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edilmiG hiicre lizatlarindan 200 pL olacak Gekilde kuyucuklara eklenmiG {izeri kaplama

kagid ile sarilarak bir saat 37 °C etiiv i¢erisinde bekletilmiGtir.

Kuyucuk igerisindeki 6rnekler boGaltilarak (1X) Yikama Tamponu, her kuyucuk i¢in
250 pL olacak Gekilde pipetlenmiG ve 30 saniye ¢alkamali etiivde bekletilerek 5 kez
yikanmiGtir. Kuyucuklar kurutulduktan sonra taze olarak hazirlanan Anti-CAT-D(G

soliisyonundan her kuyucuga 200 pL eklenerek 1 saat 37 °C etiivde bekletilmiGtir.

Kuyu icerisindeki soliisyon uzaklaGtirilarak (1X) Yikama Tamponu, her kuyucuk igin
250 uL olacak Gekilde pipetlenmiG 30 saniye ¢alkamali etiivde bekletilerek 5 kez
yikanmiGtir. Kuyucuklar kurutulduktan sonra taze olarak hazirlanan Anti-D(G-POD
soliisyonu her kuyucuga 200 uL olacak Gekilde eklenerek kaplama kagidi ile sarilmiG ve
1 saat 37 °C etiivde bekletilmiGtir.

Kuyu i¢erisindeki soliisyon uzaklaGtirilarak (1X) Yikama Tamponu, her kuyucuk igin
250 pL olacak Gekilde 30 saniye calkamali etiivde bekletilerek 5 kez yikanmiGtir.
Kurutma kagidina vurularak iyice kurutulan kuyucuklarin tizerine 200 nLL POD substrat
eklenerek karanlik ortamda, oda sicakliginda, calkalayici iizerinde 30 dakika
bekletilmiGtir. Spektrofotometrenin 450-492 nm dalga boyu araliginda okutularak,
standart egriye gore diizey tayini yapilmiGtir.

35 HeLa hiicrelerinin pCAT/ELAM-1pro. ve pCMV/hIDO plazmitleriyle es
transfeksiyonu

(nsan IDO ekspresyonunu Yyapisal olarak saglayan CMV promotor kontroliindeki
plazmit ile pPCAT/ELAM-1pro. plazmiti kullanilarak eG transfeksiyon yapilmiGtir. EG
transfeksiyonun amaci, pPCMV/hIDO plazmiti varliginda CAT ekspresyonunda herhangi
bir degiGim olup olmadigini araGtirmak tlizere yapilmiGtir. Bu deneyde kontrol olarak
pCMV/hIDO hygro plazmiti yerine pCMV/Bgal plazmiti kullanilmiGtir. Bir giin
onceden 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baGina 2x10° Hela hiicresi ekilmiGtir (gekil
3.7).
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EG transfeksiyonda 2/3’e 1/3 oraninda DNA transfeksiyonu yapilmiGtir. pPCAT/ELAM-
lpro. ve pCMV/hIDO plazmitlerinin transfeksiyonu i¢in Lipofectamine 2000
(Invitrogen) tiretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde yapilmiGtir. Her kuyucuk i¢in 4 pg
DNA ve 7,5 upuL lipozom kullamlmiGtir. 4 kuyu i¢in hesaplanan plazmit
konsantrasyonlarina gére pCAT/ELAM-lpro. plazmitinin 1/3 ‘4 19,2 uL ve
pCMV/hIDO plazmitinin 2/3’i 228 uL olarak alinmiG ve 1600 uL (1X) OptiMEM
(Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Ayr bir biju tiip igerisinde 1970 pL (1X)
OptiMEM (Gibco) iizerine 30 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) eklenmiG ve 5 dk
bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit kariGimlari tek bir tiip i¢erisinde kariGtirilarak 15 dk
bekletilmiG ve 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1
penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk {izerine 1 mL olacak Gekilde eklenerek 24

saat 37 °C sicaklikta ve %5 COz igeren etiivde bekletilmiGtir.

Kontrol olarak pCMV/hIDO plazmiti yerine kullanilacak pCMV/Bgal plazmiti i¢in de
ayrt bir biju tlip igerisinde 1/3 pCAT/ELAM-1pro. ve 2/3 oraninda pCMV/Bgal
transfeksiyonu 4 kuyu i¢in hesaplanmiGtir. pCMV/Bgal i¢in 54,4 pL ve pCAT/ELAM-
Ipro. i¢in 19,2 pL plazmitler steril bir biju tiip igerisine alinmuG 1927 pL (1X)
OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Ayr1 bir biju tiip icerisinde
1970 pL (1X) OptiMEM (Gibco) tizerine 30 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
eklenmiG ve 5 dk bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit kariGimlar: tek bir tiip icerisinde
kariGtirilarak 15 dk bekletilmiG ve 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu,
%1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk tizerine 1 mL olacak

Gekilde eklenerek 24 saat 37 °C sicaklikta ve %5 CO- igeren etiivde bekletilmiGtir.

Farkli bir plak icerisinde iki ayr1 kuyuda biri pCAT/kontrol ve digeri pCMV/Bgal
plazmitleri ile transfeksiyon yapilmiGtir. Uretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde kuyu
baGina 4 pg plazmiti¢in 7,5 uL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom kullanilmiGtir.
2 kuyu icin hesaplanan pCAT/kontrol plazmitinden 17 pL alinip 983 pL (1X)
OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. 15 pL Lipofectamine 2000
(Invitrogen) lipozom 985 pL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk
bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit kariGimlari tek bir tiip igerisinde kariGtirilarak 15 dk
bekletilmiG ve 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1
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penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk tizerine 1 mL olacak Gekilde eklenerek 24
saat 37 °C sicaklikta ve %5 CO: igeren etiivde bekletilmiGtir. 2 kuyu i¢in hesaplanan
pCMV/Bgal plazmitinden 40,4 pL almip 960 pL (1X) OptiMEM (Gibco) ile
tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. 15 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom 985
uL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit
kariGimlan tek bir tiip igerisinde kariGtirilarak 15 dk bekletilmiG ve 2 mL RPMI 1640
(Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin)
bulunan kuyucuk iizerine 1 mL olacak Gekilde eklenerek 24 saat 37 °C sicaklikta ve %5
COgzigeren etiivde bekletilmiGtir.

24 saatlik transfeksiyon sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri aspire edilip her kuyucuga
taze 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %2 penisilin
ve streptomisin) besiyeri eklenmiGtir. IL-1f ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL olacak Gekilde
farkli dozlarda stimiile edilmiGtir. 24 saat 37 °C sicaklik ve %5 CO:2 iceren etiivde
bekletilmiGtir. Hiicreler {izerindeki besiyerleri aspire edilip 2 kez PBS (Euroimmun) ile
yikanmiGtir. Her kuyu ikiGer kez 500 pL PBS (Euroimmun) eklenip kaziyicr ile
kazinarak hiicreler steril ependorf tiiplere alinmiG ve daha sonra analiz edilmek tizere -

80 °C dondurucuda saklanmiGtir.

pCMV/hIDO pCMV/ hIDO pCMV/hIDO
pCAT/ELAM-1pro. | pCAT/ELAM-1pro. | pCAT/ELAM-1pro.
Stimiile edilmemiG IL-1P IL-1B
2 ng/mL 5 ng/mL
pCMV/B gal pCMV/B gal pCMV/Bgal
pCAT/ELAM-1pro. | pCAT/ELAM-1pro. | pCAT/ELAM-1pro.
Stimiile edilmemiG IL-1B IL-1P
2 ng/mL 5 ng/mL
pCAT/kontrol pCMV/Bgal

Sekil 3.7. pCAT/ELAM-1-pro. ve pCMV/hIDO plazmitleriyle eG transfeksiyon deney
plani
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36. Es transfeksiyon sonrasi CAT ekspresyonunun ELISA yontemi ile analiz

edilmesi

Boliim 3.4.2°de anlatildig gibi yapilmiGtir.

37. Klonlanan pELAM-1pro./hIDO plazmitinin HeLa hiicrelerine transfer

edilmesi

Bir gece 6nceden 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baGma 2x10° hiicre olacak Gekilde
HeLa hiicreleri ekilmiGtir. Plazmit transferi Lipofectamine 2000 (Invitrogen) marka
lipozom ile liretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde yapilmiGtir (gekil 3.8.). Kuyucuk
baGina 4 pg plazmit ve 7,5 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanilmiGtir.

4 kuyu i¢in hesaplanan 48 pL. pELAM-I1pro./ hIDO plazmiti 1952 pL (1X) OptiMEM
(Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. 30 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
lipozom 1970 pL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir.
Lipozom ve plazmit kariGimlari tek bir tiip igerisinde kariGtirilarak 15 dk bekletilmiGtir.

Pozitif kontrol olarak stirekli ekspresyon saglayan CMV promotoru bulunduran
pCMV/hIDO plazmiti, negatif kontrol olarak ise uygunsuz bir plazmit olan pCMV/pgal
plazmiti kullanilmiGtir. 2 kuyu igin 66 pL. pCMV/hIDO plazmiti 934 uL (1X)
OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Ayr1 bir tiipte 15 pL
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom 985 pL (1X) OptiMEM (Gibco) ile
tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit kariGimlar tek bir tiip igerisinde

kariGtirtlarak 15 dk bekletilmiGtir.

2 kuyu i¢in hesaplanan 23,4 uL pCMV/Bgal plazmiti 978 pL (1X) OptiMEM (Gibco)
ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiGtir. Ayr1 bir tiipte 15 pL Lipofectamine 2000
(Invitrogen) lipozom 985 pL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk
bekletilmiGtir. Lipozom ve plazmit kariGimlar1 tek bir tiip icerisinde kariGtirilarak 15 dk
bekletilmiGtir.
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Ornekler uygun kuyucuklara 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L-
glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri tizerine 1 mL olacak Gekilde eklenmiG

ve 24 saat 37 °C sicaklik ve %5 COz igeren etiivde bekletilmiGtir.

24 saat sonunda kuyucuk igerisindeki besiyerleri aspire edilmiG ve 2 mL taze RPMI
1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin)
besiyeri eklenmiG ve eklenen besiyerleri {lizerine 2 ayri doz olan 2 ng/mL ve 5 ng/ mL
IL-1B ile stimiile edilerek 24 saat 37 °C sicaklik ve %5 CO; igeren etiivde bekletilmiGtir.

pELAM-1pro./hIDO | pELAM-1pro./hIDO | pELAM-1pro./hIDO

Stimiile edilmemiG IL-1B 5 ng/mL
2 ng/mL
pCMV/hIDO pCMV/Bgal
(pozitif kontrol) (negatif kontrol) HeLa Hiicresi

Sekil 3.8. Hela hiicrelerine aktarilacak pELAM-1pro./hIDO plazmitinin transfeksiyon
planm

24 saat sonra kuyucuklar igerisindeki besiyeri aspire edilerek 2 mL PBS (Euroimmun)
ile 2 kez yitkanmiGtir. 2 kez 500 uL PBS (Euroimmun) eklenerek kaziyicr ile kazinan
hiicreler, steril ependorf tliplere alinarak daha sonra analiz edilmek iizere -80 °C

dondurucuda saklanmiGtir.

3.7.1. pELAM-1pro./hIDO ile transfekte edilen HeLa hiicrelerindeki IDO

ekspresyon seviyesinin ELISA ile belirlenmesi
Yontemde kullanilan Sandvi¢ ELISA 1DO (Gnsan indolamin-2, 3- dioksijenaz)

proteininin kantitatif olarak oOl¢iilmesini saglamaktadir. Cloud-Clone Corp. (USA)

markal1 kit iiretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde kullanilmiGtir. -80 °C’de saklanan
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hiicre oOrnekleri 3 kez 1’er saat arayla -20 °C’de dondurulup c¢oziilerek hiicre
iceriklerinin PBS (Euroimmun)’e geg¢mesi saglanmiGtir. Ornekler +4 °C sogutmali
santrifiijde 10 dk 1500 g’de ¢oktiriilmiiGtiir. Coken hiicreler uzaklaGtirilarak steril
ependorf icerisine alinan iist faz, testte kullanilmak iizere saklanmiGtir. Ornekler, kor
ornek (blank) ve testin standart 6rnekleri i¢in kuyucuk sayis1 belirlenir. Testin toplamda

yedi farkli konsantrasyonda standart diliisyonlar1 hazirlanmiGtir.

Standart soliisyonunun ilk konsantrasyonu 40 ng/mL’dir. Standart soliisyon oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmiG ve ardindan ilk pipetlenecek olan konsantrasyona
seyreltilmiGtir. Kuyucuklara pipetlenecek olan standartlar sirasiyla 20 ng/mL, 10 ng/mL,
5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1,25 ng/mL, 0,625 ng/mL, 0,312 ng/mL ve son olarak standart
seyreltme soliisyonu 0 ng/mL’dir. Standartlar baGta olmak {izere, kor 6rnek (blank) ve
transfekte edilen hiicre lizat 6rnekleri 100 puL olacak Gekilde kuyucuklara pipetlenerek
kaplama kagidi ile sarilmiG 2 saat 37 °C’deki etiivde bekletilmiGtir. Kuyucuklardaki tiim
stvilar boGaltilmiGtir. Bu aGGamada yikama tamponu ile yikama yapilmamiGtir.
Kuyucuklar igerisine, Detection Reagent A soliisyonu 100 pL olacak Gekilde
pipetlenmiG kaplama kagidi ile sarilarak 1 saat 37 °C’deki etiivde bekletilmiGtir.
(nkiibasyon tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki sivilar boGaltilarak Yikama Tamponu
(1X) ile kuyucuk baGia 350 pL olacak Gekilde 1-2 dakika bekletilerek 3 kez
yikanmiGtir. Kuyucuklar dikkatli bir Gekilde kurutulduktan sonra her kuyucuga 100 pL
Detection Reagent B soliisyonu eklenmiGG ve kaplama kagidi ile sarilarak 1 saat 37
°C’deki etiivde bekletilmiGtir. (nkiibasyon tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki sivilar
boGaltilarak Yikama Tamponu (1X) ile kuyucuk baGina 350 pL olacak Gekilde 1-2
dakika bekletilerek 5 kez yikanmiGtir.

Kuyucuklar dikkatli bir Gekilde kurutulduktan sonra her kuyucuga 90 pL substrat
soliisyonu eklenmiG kuyucuklardaki renklerin maviye dontiGtiigii gorillmiiGtiir. 37 °C’lik
etiivde 1Gik gormeyecek Gekilde 20 dakika bekletilmiGtir. 30 dk siireyi gegmeden 50 pL
Stop Soliisyonu tiim kuyucuklara pipetlenerek zaman kaybetmeden 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrede okutulmuGtur.
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3.7.2. pPELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen HeLa hiicrelerinden RNA

izole edilmesi

HeLa hiicrelerine boliim 3.6’da anlatildigi gibi, pELAM-1pro.,, pCMV/hIDO ve
pCMV/Bgal plazmitleriyle transfeksiyon iGlemi gercekleGtirilmiGtir. RNA izolasyonu
Ez-10 Spin Column Total RNA Minipreps Super Kit (Bio Basic (nc., USA) kullanilarak

iretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde uygulanmiGtir.

1,5 mL’lik steril ependorf tiiplerde PBS (Euroimmun) igerisinde bulunan hiicreler +4 °C
sogutmali santrifiijde 12 000 rpm’de 5 dk déndiiriilerek ¢oktiiriilmiiGtiir. Ust faz olan
PBS (Euroimmun) uzaklaGtirilip ¢oken hiicre pelleti tizerine 350 pL RLT tamponu
eklenmiG ve iyice pipetleme yapilmiGtir. 5 kez insiilin enjektorii yardimiyla hiicrelerin
parcalanmasi saglanmiGtir. RLT tamponu ile eGit miktarda (350 pL) %70’lik etil alkol
eklenerek kariGim pipetlenmiG ve kolonlu tiiplere aktarilmiGtir. Kolonlu tiipler 8 000
rpm’de 1 dk santriflyj edilerek alt faz uzaklaGtirilmiGtir. Kolona 500 pL RW tamponu
eklenerek 8 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek alt faz uzaklaGtirilmiGtir. Kolonlu
tiiplere 500 uL RPE tamponu (%70 etil alkol) eklenmiG ve 8 000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilarak alt faz uzaklaGtirllmiGtir. Etil alkolii tamamen uzaklaGtirmak i¢in 8
000 rpm’de boG olarak dondiiriilen tiiplerin alt kisimlar1 atilarak kolonlar 1,5 mL’lik
steril ependorf tiiplere yerleGtirilmiGtir. Kolon igerisine 30 pL DEPC-Water eklenmiG 50
°C’lik 1s1 blogunda 2 dakika bekletilmiGtir. (nkiibasyon sonunda kolonlar 10 000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilerek RNA 6rnekleri kolondan saflaGtirilmiGtir.

3.7.2.1. RNA kalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi
(zole edilen RNA &rneklerinin  konsantrasyonlar: NanoDrop ND-2000 (Thermo
Scientific) spektrofotometre ile 1puL 6rnek kullanilarak Sl¢iilmiiGtiir. RNA’nin kalitesi:

230/260 ve 260/280 orani ~1,6- 2,00 olan RNA 6rnekleri qRT-PZR i¢in kullanilmiGtur.
RNA o6rnekleri -80 °C’de saklanmiGtir.

45



3.7.2.2. RNA’dan ¢cDNA sentezi

RNA izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra ¢cDNA sentezi iGlemine gecilmiGtir. Bu
iGlemin saglikli yapilabilmesi iginde, olast DNA ve protein kalintilar1 RNA
orneklerinden uzaklaGtirilmiGtir. Bunun i¢in RNA 6rneklerinden 10 pg alinarak 10 {inite
RNAse icermeyen DNasel ile 20 uL’lik reaksiyon hacminde toplanmiG ve 37 °C’de 30
dk tutularak 65 °C’de 10 dk ¢k inkiibasyon ile toplam RNA o6rnekleri DNA’dan
arindirilmiGtir. Daha sonra DNAse muamelesi yapilmiG olan RNA 6rnekleri 2,5 M LiCl
ile -20 °C’de inkiibe edilerek ¢okertilmiG ve 4 °C’de, 15 000 rpm’de 15 dk santrifiij
yapilarak toplanmiGtir. Coken RNA %70’lik etil alkol ile yikanarak daha Onceden
DEPC ile muamele edilmi¢ olan ddH.0 ile ¢oziilmiiGtiir. (zole edilen RNA érneklerinin
konsantrasyonlart NanoDrop ND-2000 spektrofotometre ile 1puL 6rnek kullanilarak

OlctilmiiGtiir.

cDNA sentezi RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermantas) ile iiretici
firmanin tavsiye ettigi Gekilde gergekleGtirilmiGtir.

DNA’dan arindirilmiG olan RNA o6rneklerinden cDNA sentezlemek icin aGagidaki
prosediir takip edilmiGtir.

200 puL’lik steril PZR tiiptine, 500 ng RNA 6rnegi, 4 uL 5X Reaksiyon Tamponu, 1 pL
Ribolock RNAaz, 2 pL 10 nM dNTP mix, 1 pL ReverAid M-M Ters Transkriptaz
enzimi, 1 pL 10 pmol/uL oligo dT eklenmiG ve son hacim 20 pL olacak Gekilde steril su
ile tamamlanmiGtir. Reaksiyon 42 °C de 1 saat ve sonlandirma reaksiyonu i¢in 72 °C’de
5 dakika tutulmuGtur. Tek zincir cDNA 6rnekleri -20 °C’de daha sonra qRT-PZR da

kullanilmak {izere saklanmiGtir.

3.7.2.3. HeLa hiicrelerindeki IDO geninin transkript seviyelerinin es zamanh PZR

ile analizi
Tek ilk iplik cDNA 1/20 oranda sulandirilarak son konsantrasyonlar1 50 ng/uL olacak

Gekilde ayarlanmiGtir. HeLa hiicrelerine transfekte edilen pELAM-1pro./hIDO geninin

IL-1PB ile farkli dozlarda uyarilmasi sonucu kontrol plazmit ile transfekte  edilen

46



hiicrelere gore transkript seviyelerinin belirlenebilmesi icin kantitatif ger¢cek zamanli

PZR (QRT-PZR) uygulanmiGtir.

IDO geninin transkript seviyelerini belirlemek igin (nsan 1IDO (hIDO-RT) ileri primeri
5’CAAAGGTCATGGAGATGCC 3’ ve (nsan (DO (hIDO-RT) geri primeri
5’CCACCAATAGAGAGACCAGG 3’ Geklinde tasarlanmiGtir. qRT-PZR reaksiyonlari
ticer kez tekrarli olarak yapilmiGtir. RNA miktarini normalize edebilmek ig¢in iki
referans gen kullanilmiGtir. EG zamanli PZR igin kullanilan primerler: Gnsan GAPDH
ileri primeri 5° AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT 3, (nsan GAPDH geri primeri 5°
CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 3, Gnsan B-actin ileri primeri
5’AGCCTCGCCTTTGCCGA 3, (nsan B-actin geri primeri 5’
CTGGTGCCTGGGGCG 3°.

Normalizasyon i¢in kullanilan bu iki transkriptin deneysel koGullar altinda siirekli ifade
edilmektedir (Diss 2008, Liu 2013, Thomas 2007). Her reaksiyon i¢in 3,4 uL. ddH2O, 5
uL ¢cDNA (50 ng/ pL), 0,8 pL 10 pmol/puL ileri ve geri primer kullanilmiGtir. 10 pL
SYBR yeGil kariGimi 2X (Roche-LightCycler) eklenmiGtir. PZR dongii koGullart 95
°C’de 2 dk, 40 dongii; 95 °C’de 15 sn, 55 °C’de 15 sn ve 72 °C’de 15 saniyedir.

Erime egrisi primerlerin dimer oluGturup oluGturmadigini gérmek i¢in analiz edilmiGtir.

Normalizasyon sonrasi genlerin ekspresyonundaki farkliliklar Delta eGik dongiisii (ACT

-treshold cycle) degerlerine gore kat degiGimi formiilii kullanilarak hesaplanmiGtir.

2_";l:p Referans gen ( kontrol- droek)

Kat degisimi =
Z_U:p Tlgili zen (kontrol- Groek)
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3.7.2.4. HeLa hiicrelerinde hIDO geninin saatli transkripsiyon él¢iimleri

24 saatlik transkripsiyon analizinde IDO transkriptinin belirgin bir Gekilde
saptanmasindan sonra genin hangi saat araliginda daha aktif oldugunu saptamak ve
CMYV promotor bolgesinin enflamasyon uyarimindan etkilenip etkilenmedigini anlamak
icin HeLa hiicre hatlarma bolim 3.6’da anlatildigi gibi pELAM-1pro./hiDO,
pCMV/hIDO ve pCMV/Bgal plazmitleriyle transfeksiyon yapilmiGtir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda, hiicreler iizerindeki soliisyonlar aspire edilerek 2 mL taze RPMI
1640 (Lonza) (%10 Fetal sigir serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin)
besiyeri eklenmiGtir. Besiyeri lizerine hiicreleri uyarmak i¢in IL-1p’nin 2 ng/mL ve 5
ng/mL’lik iki farkli dozu kullanilmiGtir. Hiicre uyarim siireleri ise uyarilmamiG hiicre,
1/2 saat, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 saat uyarim olacak Gekilde gergekleGtirilmiGtir.
Toplamda 6 farkli plak kullanilmiG olup her hiicre O6rnegine 2 ayr1 plak igin
transfeksiyon yapilmiGtir. Transfeksiyon sonrasinda hiicre iceren plaklar 2 farkli doz

kullanilarak uyarilmiGtir.

Hiicreler kontrollii Gekilde toplanip -80 °C’de RNA izolasyonu yapmak iizere
saklanmiGtir. Toplamda 36 farkli 6rnek igin RNA izolasyonu yapilmiGtir. Boliim 3.7°de
anlatildig gibi gergekleGtirilmiGtir. RNA 6rneklerinin boliim 3.7.1°de anlatildigi gibi
konsantrasyonlar1 belitlenmiGtir. Orneklerden cDNA sentezi boliim 3.7.2°de anlatildig:
gibi yapilmiGtir. Sentezlenen tek zincir ¢cDNA’lar gruplandirilarak boliim 3.7.3°de
anlatildigi gibi eG zamanli PZR(QRT-PZR) ile analiz edilmiGtir.

3.8. Western blot analizi

Western blot ya da immiin blotlama, protein ekspresyonunu belirlemek amaciyla
kullanilan tekniklerden biridir. Bu teknikte istenilen (hedef) proteinin varligi, protein-
protein hibridizasyonu ile belirlenir. Herhangi bir doku ya da hiicreden protein analizi
yapabilmek icin dncelikle proteinleri dogru bir Gekilde aciga ¢ikarilmas: gerekmektedir.
Ac¢iga cikarilan proteinlerin SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) yardimiyla 3 boyutlu
yapisini saglayan S-S baglari kirilir ve proteinler SDS iceren Poliakrilamid jelde

yiiriitiilerek molekiiler agirliklarina gore ayriGtirilirlar.
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Jel igerisinde molekiiler agirliklarina gore ayrilan bantlar elektrotransfer metodu ile
nitroselilloz membrana aktarilir. Membrana aktiralan proteinlerden hedef proteine
spesifik birinci antikor ve daha sonra birinci antikorun yapisina uygun ve enzim ilave

edilmiG olan ikinci antikor ile muamele edilir.

Membrandaki spesifik proteini goriintiillemek i¢in ise antikora bagli bulunan enzimin

substurati ortama eklenerek hedef proteinin goriintiilenmesi saglanmiG olur.

SDS-PAGE Western blot yonteminde iki farkli konsantrasyonda jel kullanilir.
Bunlardan ilki olan toplayici jel hafif asidiktir (pH: 6,8) ve akrilamid konsantrasyonu
diiGiiktiir. (kinci jel ise ayirict jel olarak adlandirilir ve baziktir (pH: 8,8). Ayirici jelde
Poliakrilamid orani yiiksek olup jel gozenekleri daha dardir. Bu nedenle de proteinlerin

agirliklarina gore ayirimi daha kolay gergekleGtirilir.

SDS-PAGE metodu ile ayrilan proteinler dncelikli olarak 1s1 ile denatiire edilir. Bunun
yant sira Sodyum Dodesil Siilfat anyonik bir deterjan oldugu igin denatiire olan
proteinlere baglanip onlar1 negatif yiikler ve boylece proteinler jelde katottan anoda
dogru hareket ederler. Blotlama iGGleminden sonra goriintiilemenin olabilmesi igin

kemiluminesans yonteminden faydalanilir.

HeLa hiicreleri boliim 3.6’da anlatildig: gibi transfeksiyon iGlemi gergekleGtirilmiG ve

bunu takiben protein izolasyonu yapilmiGtir.

3.8.1. Protein izolasyonu

3 mL liziz tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) i¢in
30 uL 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30uL 100mM sodyum ortovanadat
(Santa Cruz, CA, USA), 45 pL proteaz inhibitér kokteyl (Santa Cruz, CA, USA)

eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Protein izolasyonunu gercekleGtirmek i¢in 15 mL’lik falkonlara toplanan hiicreler

tizerine 5 mL soguk PBS ekleyip +4 °C 1000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
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siipernatant kism1 uzaklaGtirlmiGtir. Onceden hazirlanan liziz tamponu falkonlardaki
hiicrelere 0,5 mL olacak Gekilde eklenmiG ve pipetaj yapilarak hiicreler 1,5 mL’lik
ependorf tiiplere aktarilmiGtir. 30 dakika buz {izerinde bekletilen hiicreler 10 dakikada
bir insiilin enjektorii yardimiyla par¢alanmiGtir. 30 dakikanin ardindan ependorf tiipler
+4 °C 10 000 g’de 10 dakika santrifiij edilmiGtir. Siipernatant kisimlar yeni steril

ependorf tiiplere alinarak protein miktarlari tayin edilmiGtir.

3.8.2. Proteinlerin BCA yontemi ile konsantrasyonlarinin belirlenmesi

3.8.2.1. BSA standartlarinin hazirlanmasi

BSA ile protein miktarlarini tayin edebilmek icin sigir serum albiimin (BSA) proteinin
farkl1 konsantrasyonlar1 ultrasaf ddH20 ile hazirlanarak bir standart egri grafigi
¢izilmiGtir. (Bicinchoninic Acid Kit ,Sigma, St. Louis, MO; Bovine Serum Albumin
Standardi, Amresco, Solon, OH, USA). Konsantrasyonlar sirasiyla 0,2- 0,4- 0,6- 0,8- 1
mg/mL olacak Gekilde hazirlanmiGtir.

3.8.2.2. BCA dl¢iimii

BCA (Biginkoninik asit) protein miktar tayininde kullanilan BCA ¢o6zeltisine bakar

stilfat eklendiginde tepkime sonucunda yeGil bir renk oluGmaktadir. Bu ¢6zelti {izerine
protein eklediginde ise, peptit baglar ile etkileGimi sonucu oluGan tepkimede Cu*”

iyonlar1 Cu” iyonlarina doniiGmektedir. Tepkime sonucunda yeGil renk mor renge

doniiGmektedir.

Olgiim icin gerekli olan BCA (Biginkoninik Asit) kiti (Thermo Scientific) ve 96
kuyucuklu plak ( Orange Scientific) tarafindan saglanmiGtir. Oncelikli olarak kuyulara
sirastyla 0, 20, 40, 60, 80 ve 100’er mL standart soliisyon eklenmiGtir.

Konsantrasyonlar1 bilinmeyen protein ornekleri ise 6l¢iimlerdeki hatalar1 6nlemek igin

ddH2O ile 10 kat seyreltilmiGtir. Sirasiyla 6nce standartlar ve daha sonra protein

ornekleri 10 pL olacak Gekilde kuyulara pipetlenmiG ve ardindan 200 uL ¢aliGma
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soliisyonu (Working Reagent) 6rneklerin iizerine eklenerek 20 dakika oda sicakliginda
birakilmiGtir. Siire bitiminin ardindan oluGan degiGim spektrofotometrede (FLASHScan
S12, Jena, Almanya) 562 nm dalga boyunda degerlendirilmiGtir.

Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30mL Running
buffer, 570 mL ultra saf H20 ile tamamlanarak hazirlanmiGtir

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, Invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, Invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, CA, USA)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad, CA, USA)

%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, CA,
USA),

10X pH: 7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20): Tris base 24,23 g (Scharlau,
Barcelona, Spain) NaCl (Merck, Darmstadt, Germany) 80,06 g ve 5 mL Tween20
(Dako, CA, USA) 1L ultrasaf H20 eklenerek ¢6zilmuGtiir.

Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK)
Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA)

3.8.3. Proteinlerin SDS-PAGE jeline yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Ornekler daha énce BCA ydntemiyle belirlenen total protein konsantrasyonuna gére 35
ug olacak Gekilde sabitlenmiGtir. Sample Buffer ve Reducing agent 1X olacak Gekilde
0,5 mL’lik tiiplere pipetlenmiGtir. Tiipler 95 °C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek
proteinlerin lineer hale gelmesi saglanmiGtir. Bu sirada jel, elektroforez tankina

yerleGtirilmiGG ve SDS Running buffer tankin {ist sinirina kadar doldurulmuGtur.

Kullanilan hazir jel tizerindeki koruyucu sivi dikkatli bir Gekilde dokilmiG ve
kuyucuklarin igerisindeki hava pipet yardimiyla uzaklaGtirilmiGtir. SDS Running buffer
igerisine 500 pL antioksidant eklenmiGtir. Prestained Markorden (Cell Signaling) 5 pL

ve Ornekler hesaplanan miktardaki hacimlerde dikkatli bir Gekilde kuyulara
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yiikklenmiGtir. Yiikleme iGlemi tamamlandiktan sonra protein degredasyonunu 6nlemek

icin tank +4 °C’de 150V’de 60 dakika yiirttilmiiGtiir.

3.8.4. Proteinlerin membrana transfer edilmesi

Transfer iGleminde I-Blot jel transfer cihazi (Invitrogen, CA, USA) kullanilmiGtir. Anot
(+) bakir en tste gelecek Gekilde, jel, ddH2O ile slatilmiG filtre kagidi, katot (-) bakir ve
siinger olacak Gekilde sirastyla yerleGtirilmiGtir. Uretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde 7
dk boyunca jelden membrana transfer iGlemi gercekleGtirilmiGtir.

3.8.5. GAPDH proteinlerinin belirlenmesi

3.8.5.1. Membran bloklama

GAPDH i¢in Oncelikli olarak %5’lik siit (Cell Signaling) ¢ozeltisi hazirlanarak 1 saat
oda sicakliginda g¢alkalayici ile inkiibe edilmiGtir. Bir saatin sonunda membran TBS-T
ile 3’er kez 5 dakika yikanmiGtir

3.8.5.2. Birincil antikor

GAPDH antikoru (Cell signalling) 1:1000 olacak Gekilde %5’lik BSA ¢ozeltisinde
hazirlanmiGtir. +4 °C’de 18 saat ¢alkalayicida inkiibe edilmiG ve siire sonunda TBS-T ile
3’er kez 5 dakika yikanmiGtir.

3.8.5.3. ikincil antikor

GAPDH igin Anti-Rabbit (Cell signalling) 1:2000 oraninda %5’lik siit ¢ozeltisinde

hazirlanmiG ve 60 dakika boyunca inkiibe edilmiGtir. Siire sonunda TBS-T ile 3’er kez 5

dakika ytkanmiGtir.
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3.8.5.4. Goriintiileme

Goriintiileme 1Gleminde membranin {lizerini kaplayacak kadar Luminita Forte (Fisher
Scientific) HRP substurati igceren soliisyon eklenmiG ve 30 saniye oda sicakliginda
inkiibe edilmiGtir. Kemiluminesans sinyalini goriintiilemek i¢in Fusion FX-7 (Vilber
Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilmiGtir. Membran iizerindeki proteinlere 6zgii

antikorlarin baglanmasiyla goriintiileme ger¢ekleGmiGtir.

3.8.6. IDO (Indolamin 2,3 dioksijenaz) proteininin belirlenmesi

3.8.6.1. GAPDH birincil ve ikincil antikorlarin membrandan uzaklastirilmasi

Birincil ve ikinci antikorlart membrandan uzaklaGtirmak i¢in Stripping Tamponu (Cell

Signalling, USA) iiretici firmanin tavsiye ettigi Gekilde kullanilmiGtir.

TBS-T ile yikanan membranin iistiinii kaplayacak Gekilde stripping tamponu eklenir,
aliminyum folyo ile iizeri kapatilarak 50 °C’de 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
bekletilir. (nkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membran 6 kez 5’er
dakikabekletilerek TBS-T ile yikanmiGtur.

3.8.6.2. Bloklama

IDO antikorunu uygulamadan 6nce TBS-T icerisinde %5’lik yagsiz siit tozu (Cell
Signaling, USA) c¢ozeltisi hazirlanarak membrani kaplayacak Gekilde eklenmiG ve
calkalayicida 60 dakika inkiibe edilmiGtir. (nkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 3
kez 5’er dakika TBS-T ile yikanmiGtir.

3.8.6.3. Birincil antikor

(DO antikoru (Cell Signaling, USA), 1:1000 oraninda %5 BSA c¢ozeltisi igerisinde

hazirlanarak +4 °C’de 18 saat calkalayicida inkiibe edilmiGtir. (nkiibasyon
tamamlandiktan sonra 3 kez 5’er dakika TBS-T ile yikanmiGtir.
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3.8.6.4. ikincil antikor

IDO i¢in Anti-Rabbit (Cell Signaling,USA) 1:2000 oraninda %5 BSA c¢ozeltisinde
hazirlanarak ¢alkalayicida 60 dakika inkiibe edilmiG ve siire sonunda 3 kez 5’er dakika

TBS-T ile yikanmiGtur.

3.8.6.5. Goriintiileme

Goriintilleme iGleminde membranin tizerini kaplayacak kadar Luminita Forte (Fisher
Scientific) HRP substurati i¢eren soliisyon eklenmiG ve 30 saniye oda sicakliginda
inkiibe edilmiGtir. Kemiluminesans sinyalini goriintiilemek i¢in Fusion FX-7 (Vilber
Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilmiGtir. Membran iizerindeki proteinlere 6zgii

antikorlarin baglanmasiyla goriintiileme gercekleGmiGtir.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Reaksiyon Sonuglari

ELAM-1 promotor bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanmiG olan primerler kullanilarak
(Boliim 3.2.) PZR gergekleGtirilmiG ve genler ticari olarak satin alinan plazmitten kismi
olarak ¢ogaltilmiGtir. ELAM-1 promotor bdlgesi i¢in beklenilen par¢a boyu 483 bg’dir.
Cogaltma sonuglari, etidyum bromiir ile boyanmiG %]1’lik agaroz jelinde tespit

edilmiGtir (gekil 4.1.).

bp
3,000

2,000
1,500

1,000
800
700
600
500
400

300

200

Sekil 4.1. ELAM-1 promotor amplifikasyonlar1 %1 lik agaroz jel goriintiisii
M: Molekiiler agirlik markdorii (100bp marker, Axygen), 1-4 nolu kuyucuklar: ELAM-1
amplifikasyonlar1 (483bg), 5 nolu kuyucuk: Negatif kontrol

Kesilen bantlar jel temizleme kiti (QIAGEN) kullanilarak jelden ayrildiktan sonra TA
klonlanmasi i¢in ELAM-1 promotor bolgesi amplifikasyonunun 3’ ucuna A takilarak

klonlama yapmak {izere kullanilmiGtir.
4.2. ELAM-1 promotor bolgesinin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi
3’ ucuna A takilan ELAM-1 promotor bolgesi pGEM-T Easy (Promega) vektoriine

(gekil 3.1.3) DNA ligaz kullanilarak klonlanmiGtir. Klonlama sonrasinda ligasyon tirtinii

kompetan E. coli hiicrelerine aktarilarak, transforme olmuG hiicreler ampisilin igeren
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(LB ampisilin 50 pg/mL) ortamda biiyiitilerek ve rekombinant vektér ise f3
Galaktosidaz aktivitesi kullanilarak secilmiGtir. B Galaktosidaz aktivitesi gostermeyen

beyaz koloniler segilerek plazmit izolasyonu igin kullanilmiGtir (gekil 4.2).

Sekil 4.2. LB ampisilin agar goriintiisii

Plazmitler QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanilarak izole edildikten sonra
ELAM-1 promotor bdlgesinin plazmit DNA’sina entegre oldugunu gostermek icin
plazmit DNA’s1 izole edildikten sonra Sacl ve MLul restriksiyon enzimleri ile
kesilmiGtir. Beklenen boydaki bantlar (483 bg) %1°lik agaroz jelde tespit edilmiGtir
(gekil 4.3.).
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Sekil 4.3. ELAM-1 promotor Sacl ve MLul restriksiyon kesimi
M: Molekiiler agirlik markorii (100bp marker, Axygen), 1 ve 3 nolu kuyucuklar ELAM-
1 promotoru

1 ve 3 numarali hiicrelerden izole edilen plazmitlerdeki klonlanan par¢a boylart ELAM-
1 promotor sekansinin bilyiikligiine uygun oldugu igin bu plazmitler kullanilarak

klonlama iGlemlerine devam edilmiGtir.

4.3. ELAM-1 promotor bélgesinin pGEM-T Easy vektoriinden ve CMV promotor
bolgesinin pCMV/hIDO vektoriinden kesilerek ¢cikarilmasi

PGEMT-Easy vektoriine klonlanmiG olan ELAM-1 promotor 6ncelikle MLul ve Sacl
restriksiyon enzimi igeren primerler kullanilarak cogaltilip klonlandiklari igin bu
enzimler ile kesilerek pCMV/hIDO vektoriine aktarilmalar1 saglanmiGtir. Klonlama
yapilmasi i¢in ayni enzimler ile pCMV/hIDO vektoriinden CMV promotor bolgesi
cikartilmiGtir (gekil 4.4.).
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Sekil 4.4. pGEM-T Easy rekombinantlarinin ve pCMV/hIDO vektoriiniin MLul ve Sacl
enzimleri ile kesimi sonrasinda 1% agaroz jelde goriintiisii

M1: Molekiiler agirlik markorii (100bp DNA ladder, Axygen) 1 -4 nolu kuyucuklar:
pGEM-T Easy/pELAM-1pro (483bg), 5-6 nolu kuyucuklar pCMV/hIDO (CMV
promotor bolgesi 590bg), M2: Molekiiler agirlik markorii (1kb DNA ladder, Axygen).

Klonlanma i¢in kullanilan pCMV/hIDO vektoriiniin restriksiyon haritast gekil 3.1°de
gosterilmektedir. MLul ve Sacl enzimleri kullanilarak kesim sonucunda CMV siirekli
ekspresyon promotoru (590bg) ¢ikartilarak yerine ELAM-1 promotor bolgesi (483 bg)
klonlanmiGtir. Bu Gekilde hIDO geni ELAM-1 promotor aktivitesi altinda segici olarak

eksprese olacak Gekilde hazirlanmiGtir.

4.4. ELAM-1 promotor bolgesi ile pCMV/hIDO plazmitlerinin birlestirilmesi

Jelden temizlenmiG plazmit DNA’s1 (pCMV/hIDO) ile jelden temizlenmiG klonlanacak
gen (ELAM-1 promotor) bélgesi ligasyon ile birleGtirilerek, E. coli DH5a (New
England Biolabs) kompetan hiicrelerine aktarilmiGtir. LB agar (ampisilin) besiyerine
ekilerek gece boyunca 37 °C’de biiyiimiiGtiir. Transformasyon, hiicrelerin ampisilin
iceren (LB ampisilin 100 pg/mL) ortamda ¢ogaltilmasi ile kontrol edilmiGtir. Cogalan
koloniler segilerek hiicrelerden QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) ile plazmit
izolasyonu yapilmiGtir. ELAM-1 promotor bdlgesinin plazmit DNA’sina  entegre
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oldugunu gostermek icin plazmit DNA’s1 izole edildikten sonra MLul ve Sacl

restriksiyon enzimleri ile kesilmiG beklenen boydaki bantlar tespit edilmiGtir (gekil 4.5.).
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Sekil 4.5. pCMV/hIDO ve pELAM-Ipro./hIDO rekombinantlarinin MLul ve Sacl
kesimi sonrasinda %1 agaroz jelde goriintiisii

M1: Molekiiler agirlik markorti (100bg ladder, Axygen), 1 nolu kuyucuk: pCMV/hIDO
plazmiti (590 bg CMV promotor bolgesi), 2-3-4-6-7 nolu kuyucuklar:
pCMV/hIDO/ELAM-1 plazmitleri (ELAM-1 promotor bdlgesi 483 bg), 5 nolu kuyucuk
pGEMT-Easy/ ELAM-1 plazmiti (ELAM-1 promotor bolgesi 483 bg). M2: Molekiiler
agirlik markorii (1 kb ladder, Axygen).

Kesim sonrasinda beklenen boyda bant tespit edilen plazmitlerden 3 adedi 5’
AGATCTCCCGATCCCCTATG3’ ve S’CTAGCCAGCTTGGGTCTCC3’ primerleri
kullanilarak ABI prism-310 Genetic Analyzer kullanilarak sekanslatilmiGtir.

4.5. ELAM-1 promotor bdélgesinin niikleotid sekansi hizalamalar:

Sekanslarin dogrulugunun tespit etmek i¢in Gen Bankast ELAM-1 promotor bdlgesinin
niikleotid sekanslar1 kullanilarak NCBI Blast ile taranmiGtir (gekil 4.6).

Sekanslama sonrasinda elde edilen niikleotidlerin hizalanmasi ile klonlanan parganin

tamamen dogru sekansta (%100 ayni1) oldugu NCBI/BLAST ile gosterilmiGtir.
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BlDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens selectin E (endothelial adhesion molecule 1) (SELE) gene, complete cds
Sequence ID: gblAF540378.1] Length: 14019 Number of Matches: 1

Range 1: 1144 to 1605 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
554 bits(462) 0.0 462/462(100%) 0/462(0%) Plus/Plus

Query 209 GTAGRCTATGEAT GACR R CCTATICTIGETITCCTICTIGTTICTGRARTICTARTTIACT
PERTEEET e ey e b ee e b e e e e et e ey el

R
o
o

Skjct 1144 GIAGACTATIGGATGACARARCCIATICITGGITICCIICTIGITICIGARATICTAATIACT 1203

Query 265 ACCACRRCTACRATGAGAGRCACTACTARCARGCARRGITITACRACTTITIARAGACATR 328
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1204 ACCACARCTACATGAGAGRCACTRACTAACARGCARAGTITITACRACTITITIRAAAGACATA 1263

Query 329 GRCTTIATGITATIATARTTARARATCATGCATTITIGICATATTAATARRATIGCATAT 388
PERTTERT ey e e b ee e e e b et e e el

Sbjct 1264 GACTTIATGITATIATAATTARARATCATGCATITITIGICATATTAATARRRTIGCATAT 1323

Query 389 ACGATATARAGGCATGGACRRAGGTGAAGTAGCITCARGAGACAGRAGIITCTIGACATCAT 448

PELETEI R e e e e e b e e e e e el
Sbjct 1324 CGATATARRGGCATGGACRARGGTGAAGTAGCTTCRAAGAGRACAGAGTITCIGACATCAT 1383

Query 4439 IGTAATTITAAGCATCGTGGATATICCCGGEARAGTTITTIGEATGCCATTGGGGATITCC 508
PEETREETE e et e bbb ee e e e e e e e e e el
Sbjct 1384 TGTAATTITARGCATCGTGGATATICCCGGGARAAGTTITIGGATGCCATTGGGGATITCOC 1443

Query 509 ICITTACTGGATGTGGACRATATCCTCCTATTATTCACAGGRAAGCRATCCCTCCTATARR 568
PEELTEETE e e e e e b e e b et e e el
Sbjct 1444 TCITTACTGGATGIGGACRATATCCTCCTATTATTCACAGGRAGCRATCCCTCCTATARA 1503

o
[~
(=5}

Query 569 RGEEC
1
T
GEGC

Sbjct 1504 &

CTCRGCCGRAGTAGTGITCAGCTGTITCTTIGECTGACTTCACATCARRRACTCCTAT
PELETELT R e e e e e et e e e e e
CTCRGCCGRAGTAGTGITCAGCTGTITCTTGECTGACTTCACATCARRRACTCCTAT

[
i
=
o

Query @25  ACTGACCTGAGRCRAGRGGCAGCRGTGATACCCRCCTGRGRGR 470
PLETREETE LR E et e et
Sbjct 1564 CIGRCCTGAGRCAGRGGCAGCAGTGATACCCACCTGRAGAGR 14605

[BDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens selectin E (SELE), RefSeqGene on chromosome 1
Sequence 1D: (efilNG_ 012124 1| Lenoth: 18440 Number of Matches: 1

Range 1: 4617 to 5078 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
854 bits(462) 0.0 462/462(100%) 0/462(0%) Plus/Plus

Query 209 GTAGRCTATGGATGACRRRCCTATICTIGGTITCCTICTGIITICTGARATICTRATTACT 268
PEVTERT TP e e b e e b e e e e v e e e e e el
Sbjct 4617 GIAGACTATGGATGACARACCTATTICTIGSTITICCTICTGTTIICTGRARTTCTRATTACT 4474

Query 26%  ACCRCRRCTACRATGRAGAGRCACTACTRARCAAGCARARGITITACRACTTTITARRGRCATL 3
PECTERTER P e e e b e b e e ey e e e e e el
Sbjct 44877 ACCACRACTACATGRAGAGACACTACTARCRAAGCRRAGTTITACRACTTTTITAZAGRCATZ 4

Query 329 GRCTTTATGTTATTATAATTARRARTCATGCATTITTIGTCATATTARTRARATTGCATAT 3588
PEVTEET R e e e by e e e e e e e e e el
Skjct 4737 GACTTIATGITATIATARITAARARTCATGCATTITTIGICATATIARTRARRTITGCATAT 4734

fuery 38%  RCGRTATARLGGCATGGACRRRGGTGRRGTAGCTTCRAGRGACRGRGTTTICTGACRATCRAT 448
PEVTERTER e e e b e e e e e e e e e e e e el
Sbkjct 4797 RCGATATARAGGCATGGACARAGGTGARGTAGCTTCRAGRGRCAGAGTITICTGRACATCAT 4854

Query 443 IGIAATITIARGCATCGTGEATATICCOGEGARAGTTITIGEATGCCATIGGGEATIICC 508
FELEPTTEEE e e e e e e b e e e e et
Sbjct 4857 TGIRATTITARGCATCGIGGATATTCCOGGGRRAGTITTITGSGATGCCATIGEGEATTICC 4514

Query 509 ACTGGATGIGGACAATATCCTICCTATTIATTCACAGGRAAGCAATCCCICCTATRARR 568
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Skjct 4917 ITTACTGGATGTIGEACRATATCCTCCTATTATTCACAGGRARGCRRTCCCTCCTATARE 45974

Query 569  AGGGCCTCAGCCGARGTAGTGITCAGCTIGITCTIGGCTGACTTCACATCARALACTCOCTAT 428
PEVTERTERE e e b b e e e e e e e e e el

Sbjct 45877 AGGECCTCAGCCGARGTAGTIGITCAGCIGITCITGECTGACTICACATCARRACTCCTIAT 5034

Query 629  ACTGRCCTGAGRCAGRGGCAGCAGTGATACCCACCTGRGRGR 470
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 5037 ACTGACCTGAGACAGRGGCAGCAGTGATACCCACCTGAGAGR 5078

Sekil 4.6. Dizi analizi sonrasinda elde edilen sekanslarin NCBI/BLAST programa ile
hizalanmasi.

60



4.6. HeLa Hiicrelerine Gen Transfeksiyon Etkinliginin Saptanmasi

24 kuyucuklu plaklara kontrol, 6, 24 ve 48 saat inkiibasyon olacak Gekilde tasarlanmiG
ve pCMV/Bgal plazmiti ile transfekte edilmiGtir. Transfekte edilen HeLa hiicreleri daha
sonra fikse edilerek X-gal boyamasi yapilmiG ve inverted 1Gik mikroskobuyla
goriintiilenmiGtir. Ticari olarak 4 farkli transfeksiyon ajani ile gercekleGtirilen
transfeksiyon iGGlemindeki amag transfeksiyonun etkinliginin en yiiksek ve toksisitenin

en diiGiik oldugu lipozom markasini belirlemektir.

Kontrol

24 saat 48 saat

Sekil 4.7. Transfeksiyon ve boyama sonrast Hela hiicrelerinin goriintisii (1)
Lipofectamine 2000, (2) Fugene HD, (3) X-treme GENE 9 (Roche) (4) Attractene
(Qiagen) (Deney seti 3 tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).
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Farkli firmalardan temin edilen transfeksiyon ajanlarinin, transfeksiyon etkinliklerinin
saptanmasi i¢in firmalarin Onerdikleri Gekilde HeLa hiicrelerine transfeksiyonlari
gercekleGtirilmiGtir. Belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda X-gal boyama ile 1Gik

mikroskopunda 20X biiyiitmeli objektif ile incelenerek fotograflanmiGtir.

Bu deneylere paralel olarak MTT testi ile hiicre 6liim orami1 ve lipofeksiyona bagl
toksisite oranlarina da bakilmasi amacglanmiGG olsa da, bu durum mikroskobik
incelemede net olarak goézlenebildigi i¢in kullanilmamiGtir. En fazla etkinlik ve en
diGiik toksisite gosteren transfeksiyon ajani Lipofectamine 2000’in tim deneylerde

kullanilmasina karar verilmiGtir.

4.7. ELAM-1 promotor aktivitesinin CAT ELISA Sonuglari

HeLa hiicrelerinin ve pCAT/ELAM-lpro. plazmitinin indiiklenebilirliginin ve
kullanilan IL-1f’nin etkin olup olmadigina yonelik olarak pCAT/ELAM-1pro. ile
transfekte edilen hiicreler farkli dozlarda IL-1B (2 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL) ile 6
veya 24 saat siire ile uyarildi. Pozitif kontrol olarak CAT geninin yapisal olarak
transkripsiyonuna neden olan CMV promotora sahip pCAT/kontrol (CMV promotor
kontroliinde), negatif kontrol olarak CAT geni yerine baGka bir roportér gene sahip olan

pCMV/Bgal (uygunsuz plazmit) kullanildi.

CAT diizeylerinin 6l¢timii i¢in ticari CAT ELISA testi uygulandi. ELAM-1 promotor
aktivitesinin 6 saat i¢cinde uygulanan tiim dozlarda uyarilabildigi, ancak muhtemel
kiimiilatif etkiye de bagli olarak 24 saatte daha belirgin olarak aktive oldugu
gosterilirken, uyarilmamiG hiicrelerde herhangi bir CAT ekspresyonu artiGi

gozlenmemiGtir.
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Sekil 4.8. pPCAT/ELAM-1pro. transfeksiyonu sonrasit CAT ELISA aktivite sonucu
HeLa hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir plaklarma 2,5 x 10°/kuyu olarak dagitilarak bir gece
(yaklaGik 18 saat) kiiltiire edildi. Bir kisim kuyudaki hiicreler pPCAT/ELAM-1pro. ile
transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak, bir kisim kuyudaki pCAT/kontrol, negatif
kontrol olarak ise pPCMV/Bgal (uygunsuz plazmit) ile transfekte edildi. (Deney seti 4
tekrarl olacak Gekilde gergekleGtirilmiGtir).

4.8. Es Transfeksiyon Sonuclari

IDO ekspresyonu yapisal olarak saglayan CMV promotor kontroliindeki plazmit ile
pCAT/ELAM-1pro. plazmiti IDO’nun ELAM-1 promotor indiiklenebilirligi {izerine
baskilayic1 6zelligi olup olmadigini anlamak icin HeLa hiicrelerine eG transfekte
edilmiGtir. Bu deneylerde kontrol olarak pCMV/Bgal (pCMV/hIDO yerine)

kullanilmiGtir.
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CAT diizeylerinin diger deneylerdekine gore diiGiik bulunmasinin nedeni pCAT/ELAM-
Ipro. plazmit konsantrasyonunun, eG-transfeksiyon caliGmasi yapilmasi nedeniyle
optimal konsantrasyondan 3 kat diiGiik olarak kullanilmasmma baglanmiGtir. EG
transfeksiyon analizi sonrasinda ELAM-1 promotorunun IDO iizerinde baskilayici bir
etkisi olmagi, bunun aksine IDO’yu aktive edici 6zellik gosterdigi belirgin bir Gekilde

gorilmektedir.
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Sekil 4.9. pCAT/ELAM-1pro. ve pCMV/hIDO e transfeksiyonu sonucu CAT aktivitesi
HeLa hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir plaklara 2.5 x 105/kuyu olarak dagitilarak bir gece
(yaklaGik 18 saat) kiiltiire edildi. Bir kisim kuyudaki hiicreler pELAM-1.pro/CAT +
pCMV/IDO veya pCMYV ile sirasiyla (1:2) oraninda kariGtirilarak eG-transfekte edildi.
Pozitif kontrol olarak, bir kistm kuyudaki pCAT/kontrol, negatif kontrol olarak ise
pCMV/Bgal (uygunsuz plazmit) ile transfekte edildi. (Deney seti 3 tekrarlt olacak
Gekilde gercekleGtirilmiGtir).
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4.9. pPELAM-1pro./hIDO Transfeksiyonu sonrasi ELISA Sonuclari

Hiicreler transfeksiyon sonrasi IL-1f ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL’lik dozlarda uyarilmiGtir.
U.S (stimiile olmayan) hiicrelere ELAM-1/hIDO transfer edilmiG fakat hiicreler
uyarilmamiGtir. Hiicrelere pozitif kontrol olarak pCMV/hIDO ve negatif kontrol olarak
pCMV/Bgal plazmitleri aktarilmiGtir.

Hiicre lizatlarindan alinan 6rnekler ELISA yontemi ile analiz edilmiGtir. IL-1f ile farkli
dozlarda uyarilan hiicrelerde IDO aktivitesi negatif kontrole ve uyarilmamiG hiicrelere

gore onemli derecede artmiGtir (gekil 4.10.).
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Sekil 4.10. pELAM-1pro./hIDO transfekte edilen hiicrelerin uyarilma sonras1t ELISA
verileri (Deney seti 3 kez tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).
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4.10. Hela Hiicrelerindeki Transkripsiyon Ol¢iim Sonuclari

24 saatlik transfeksiyon sonrasi 24 saat IL-1f ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL Geklinde uyarilan
hiicreler, pozitif ve negatif kontrollerdeki transkriptlerle beraber incelenmiGtir. Pozitif
kontrol olarak CMV promotor kontroliinde siirekli eksprese olan IDO, negatif kontrol
olan pCMV/Bgal ile kiyaslanmiGtir. ELAM-1 promotor kontroliinde eksprese olan IDO
ise pELAM-1pro./hIDO transfekte edilen fakat stimiile edilmemiG hiicrelerdeki
transkriptlerle kiyaslanmiGtir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. pELAM-1pro./hIDO 24 saatlik transfeksiyon ve stimiilasyon sonrasi
transkripsiyon verileri ( Deney seti 3 tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).

ACT 2ANACT SD
pCMV/hIDO -7,74167 214,03 + 0,747
pELAM-1pro./hIDO IL-1p -1,37333 2,59 +0,375
2 ng/mL
pELAM-1pro./hIDO IL-1p -1,48667 2,8 +0,181
5 ng/mL

pCMV/hIDO transfekte edilen hiicreler, pCMV/Bgal negatif kontrol transfekte edilen
hiicrelerdeki IDO transkriptleriyle karGilaGtirilmiG, pELAM-1pro./hIDO transfekte
edilen hiicreler de IL-1B ile uyarilmamiG hiicrelerle karGilaGtirilarak ekspresyon
degerleri belirlenmiGtir. pPELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerin 24
saatlik uyarilma sonundaki transkript seviyesinde meydana gelebilecek azalmay1 goz
oniinde bulundurarak hiicreler 1/2, 1, 2, 3 ve 4 saat IL-1f ile uyarilmiGtir. Boylece
transkripsiyonun hangi zaman araliginda en iist seviyeye geldigi belirlenmiGtir. ELAM-
1 promotoru enflamasyonun ilk 30 dakikasindan sonra belirgin bir artiG gostermiG ve 1
saatte maksimum seviyeye gelmiGtir. 4 saat sonunda transkripsiyon seviyesi azalmaya

baGlamiGtir.
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Ayrica pCMV/IDO plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerin IL-1B (2 ng/mL ve 5
ng/mL) ile stimiile edildiklerinde IDO transkripsiyonunda 6nemli bir degiGim
gercekleGmemiGtir. Bu durum IL-1p’nin iki farkli dozunun da CMV promotoru tizerinde
etkili olmadig1 anlaGilmiGtir. Negatif kontrol olarak kullanilan pCMV/Bgal plazmiti
transfekte edilen hiicrelerde de IL-1p uyarimi sonrasinda herhangi bir transkripsiyon

artiG1 goriilmemiGtir.

Cizelge 4.2. pELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerin 2 ng/mL ve 5
ng/mL dozlarda IL-1p ile saatli uyarimi1 sonucunda gergekleGen transkripsiyon sonuglari
(Deney 3 tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).

pELAM-1pro./hIDO IL-1p 2ng/mL |pELAM:-1pro./hIDO IL-1p 5 ng/mL

Stimiilasyon Stimiilasyon
Siiresi ACT 2AACT SD Siiresi ACT 2NACT SD

12h| 53 394 [+0240 | 1/2h | -564 | 49,87 | +0,05

1h -5,7 5198 | +£0,250 | 1h -5,59 48,17 +0,210

2h -5,2 36,76 | £0,152 | 2h -5,4 42,22 +0,113

3h | 51 343 |+0321| 3h | -509 | 3406 | £0,170

4 h 4,3 17,9 +0,084 | 4h -4,59 24,08 + 0,400
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Cizelge 4.3. pCMV/hIDO plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerin 2 ng/mL ve 5 ng/mL
dozlarda IL-1B ile saatli uyarimi sonucunda ger¢ekleGen transkripsiyon sonuglari
(Deney 3 tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).

pCMV/hIDO IL-1p 2ng/mL pCMV/hIDO IL-1 5 ng/mL

Stimiilasyon Stimiilasyon
Siiresi ACT 2AACT SD |Siiresi ACT 2ANACT SD

1/2 h 0,43 0,74 +0,082 | 1/2 h 0,27 0,83 +0,119

1h -0,4 1,32 +0,113 1h -0,7 1,62 +0,210

2 h 3,6 0,08 +0,364 | 2h -0,31 1,24 +0,113

3h | 0,75 059 |+0,545| 3nh | -0,29 122 | £0,176

4h 0,69 062 |+0,106 | 4h -0,64 1,56 + 0,400

Cizelge 4.4. pCMV/Bgal plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerin 2 ng/mL ve 5 ng/mL
dozlarda IL-1B ile saatli uyarimi sonucunda ger¢ekleGen transkripsiyon sonuglari
(Deney 3 tekrarli olacak Gekilde gercekleGtirilmiGtir).

pCMV/pgal IL-1p 2ng/mL pCMV/ pgal IL-1p 5 ng/mL

Stimiilasyon Stimiilasyon
Siiresi ACT 2ANACT SD |Siiresi ACT 2ANACT SD

1/2h| 1,58 033 | £0,06 | 1/2h | -033 | 126 | +0,007
1h 17 031 [+0349| 1h | -08 174 | £0,516
2h 07 062 | +0444| 2h | 03 123 | £0303
3h 1,9 027 |+0212| 3h 0.1 093 | 0,212
4 h 15 035 |+0233| 4h | -055 | 146 | 0311
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4.11. Western blot protein analiz sonuclar:

HelLa hiicre hatlarindan elde edilen lizatlarin total protein konsantrasyonlarini

belirlemek i¢in bir standart egri grafigi ¢izilmiGtir (gekil 4.11.).

Konsantrasyon (mg/mL)

0,700 y=0,2836x+0,0127
R?=0,9946

0,500
/ ¢ Konsantrasyon
0,400 (mg/mL)

/ —— Dogrusal

0,200 / (Konsantrasyon
mg/mL
0,100 (mg/mL))

Sekil 4.11. BSA standart egri grafigi

Kuyulara yiiklenecek orneklerin protein konsantrasyonlart 35 pg olacak Gekilde
sabitlenmiG ve grafik formiiliiniin yardimiyla konsantrasyonlar hesaplanmiGtir (Cizelge
4.5.).

Cizelge 4.5. Orneklerin protein konsantrasyonlar: (mg/mL)

Ornekler Konsantrasyon (mg/mL)
PELAM-1pro./hIDO stimiile
. 4,13
edilmeyen
pELAM-1pro./h1DO IL-1p
5,28
2 ng/mL
pELAM-1pro./IDO IL-1B 4,69
5 ng/mL
pCMV/hIDO (pozitif kontrol) 3,44

Bu deney hiicrelere transfer edilen pELAM-1pro./hIDO plazmitindeki ELAM-1

promotor bolgesinin IDO gen ekspresyonu iizerinde ne kadar etkili oldugunu saptamak
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amactyla yapilmiGtir. Uyarilmayan ve 2 farkli dozda IL-1p ile uyarilan hiicrelerdeki
protein seviyeleri kiyaslanmiGtir. Uyarilmayan hiicrelerde IDO geninin aktive
olmadigini, 2 ng/mL’lik dozda ise protein ekspresyonun baGladigi, 5 ng/mL’ lik uyarida
ise 2 ng/mL’lik doz ile karGilaGtirildiginda daha belirgin bir protein ekspresyonu
goriilmektedir. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz pCMV/hIDO aktarilmiG hiicrede ise
CMV yapisal promotor bolgesi herhangi bir uyarim olmadan gergekleGen IDO protein
ekspresyonu bariz bir Gekilde goriilmektedir (gekil 4.12).

— o enaey E—— GAPRE:S7 kil

- _> | IDO 43 kDa

Sekil 4.12. Western blotlama analizi sonucu

1 numaral kuyuda ELAM-1-pro/hIDO stimiile edilmeyen, 2 numarali kuyu ELAM-1-
pro/hIDO IL-1B 2ng/mL, 3 numarali kuyuda ELAM-1-pro/hIDO IL-1f 5ng/mL ve 4
numarali kuyuda pCMV/hIDO transfekte edilen hiicrelerin protein izolasyonu sonrasi
WB bant profilleri.
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5. SONUC

(mmiinolojik tolerans, antijen ile karGilaGan lenfositlerin yanitsiz kalmasi olarak
tamimlanmiGtir. KarGilaGtigi antijene 6zgiil reseptorler taGiyan lenfositler yaaktive olarak
immiin yanitin oluGumuna yol agabilir (Efektér Gmmiin Yanit) ya da fonksiyonel olarak
etkisiz hale getirilir veya oldiiriilerek ortadan kaldirilabilir (Tolerans). Baz1 durumlarda,
ise antijene 0zgiil lenfositler antijeni gérmezden gelerek veya géremeyerek herhangi bir

yanit geliGtirmedikleriigin detolerans geliGebilir.

Normal bireyler kendi (6z) antijenlerine karGi toleranshidir, ¢iinkii lenfositler 6z
antijenlere yanit vermeyecek Geklinde se¢ilmiGlerdir. (Abbas ve ark. 2015). Tolerans ilk
olarak CD4 T hiicrelerinde tanimlanmiG olup bu hiicreler 6z antijenlere yanit
oluGturmazlarsa, hiicresel ve humoral immiiniteye karGi oluGturduklari yanitengellenmiG
olacaktir. Bunun aksine yardimer T hiicrelerindeki toleransin kirilmast durumunda 6z
antijene T hiicre aracili saldir1 ya da 6z proteinlere karGi otoantikor yapimi sonucunda

otoimmiin reaksiyonlar ger¢ekleGebilir (Abbas ve Lichtman 2007).

Ornegin Sistemik otoimmiin bir hastalik olan Romatoid artrit, bir¢ok eklemde sinoviyal
dokular1 hedef alan kronik enflamatuvar bir hastaliktir (Tak ve Bresnihan 2000). Bu
hastalikta kollajen v.b. antijenik yapilara karGi toleransin bozulmasi ve buna bagh
otoimmiin yanitlarin ortaya ¢ikmasi s6z konusudur. Birgok otoimmiin hastalikta oldugu
gibi Romatoid artrit hastalarinda da triptofan katabolizmasindan sorumlu olan
Indolamin 2,3-dioksijenaz’in (IDO) (triptofanin kiniirinine yikimini baGlatan hiicre ici

bir enzim) immiin patogenezde rolii oldugu ortaya konulmuGtur (Mellor ve Munn 2004).

Diger yandan bir¢cok enflamatuvar hastalikta oldugu gibi bu hastalikta da endotel hiicre
aktivasyonu esastir. Endoteldeki bu degiGiklikler aslinda enflamasyonda rol oynayan
l6kositlerin olay bdlgesine gociinii saglamak amaciyla gergekleGtirilir. Burada
aktivasyon en  goOzlenebilir  belirtegleri endotel adezyon  molekiillerinin
ekspresyonlarindaki artiGtir. Bu adezyon molekiillerinden baGlicas1 E-selektin diger
ismiyle Endotel Lokosit Adezyon Molekiilii-1°dir (ELAM-1) (McMurray 1996, Mojcik
ve Shevach 1997). 115 kDa’luk bir glikoprotein olan ELAM1  pro-enflamatuvar
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sitokinler olan TNF ve IL-1 ile uyarildiklarinda erken dénemde (2-6 saat) endotel
tizerinde ifade edilir (Pober ve ark. 1986, Wellicome ve ark. 1990). IDO geni ise, insan
ve farede 8. Kromozom iizerinde 10 ekzona sahiptir ve lizerinde yaklaGik 15 kbg’lik
bolgesinde lokalize olup oradan kodlanir (Mellor ve Munn 2004). (nsan GDO cDNA’s1
403 aminoasit kodlar ve yaklaGik 45 kDa’luk molekiiler agirliga sahiptir (Stocker 1999).

Bu caliGmadaki amag Indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) geninin indiiklenebilir ELAM-1
promotor kontrolii altinda ekspresyonunu saglamaktir. Boylece ELAM-1 promotoru
altindaki IDO geninin sadece enflamasyon durumunda eksprese olup terapotik etkisini

gosterebilecegi diGiinilmiiGtiir.

CaliGmamizda oncelikle HeLa hiicrelerine klonlanan plazmidin transfeksiyonunu
gercekleGtirmek igin dort farkli ticari lipozom markasi denenmiGtir. Analizler sonucunda
en etkili ve toksik olmayan lipozom markasinin Lipofectamine 2000™ oldugu

gosterilmiGtir.

Klonlamadan 6nce ELAM-1 promotorunun indiiklenebilirligini test etmek icin
pCAT/ELAM-I1pro. plazmit ekspresyonu gozlenmiGtir. IL-1p’nin etkin dozlart ise 2
ng/mL ve 5 ng/mL olarak gdsterilmiGtir.

IDO’nun ELAM-1 promotorun iizerine muhtemel bir baskilayici etkisi olup olmadigini
test etmek icin IDO ekspresyonunu yapisal olarak saglayan CMV promotor
kontroliindeki plazmit pCMV/hIDO ile pCAT/ELAM-1pro. plazmiti HeLa hiicrelerine
eG-transfekte edilmiGtir. Bu deney sonucunda IDO’nun ELAM-1 promotor etkisini
baskilayict yonde bir etkisinin olmadigi, aksine bir miktar artiGa yol agtig1r ortaya

konmuGtur.

Ardindan ELAM-1 promotoru kontroliinde eksprese edilen IDO plazmitinin yapimina
gecilmiGtir. ELAM-1 promotoru uygun restriksiyon bolgeleri igeren primerler ile
pCAT/ELAM-1pro. plazmidinden ¢ogaltilarak TA klonlamayla pGEMT-Easy
vektoriine yerleGtirilmiG ve E. coli’ye transforme edilmiGtir. X-gal igeren besiyerindeki

beyaz koloniler secilerek bu kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmiG ve  ayni
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek uygun olabilecegi diiGiiniilen koloniler belirlenmiGtir.
pCMV/hIDO vektoriindeki CMV promotoru ayni enzimlerle kesilerek ¢ikarilmiG ve
kolonilerden kesilen ELAM-1 promotoru T4 ligaz enzimi yardimiyla CMV
promotorunun yerine yapiGtirtlmiGtir. Transfomasyon ile pELAM-1pro./hIDO plazmiti
aktarilan E. coli hiicreleri besiyerinde g¢ogaltilarak plazmit izolasyonu yapilmiGtir.
Ardindan, plazmite klonlanmiG DNA fragmaninin T7 ve BGH pCMV/hygro vektor
primerleriyle ¢ift yonlii sekans analizi yapilmiGtir. Sekans sonuglari Gen Bankasi
ELAM-1 promotoruna ait sekans verileri kullanilarak NCBI (Blast) ile hizalanmiGtir.

Sekans sonuglarinin en giivenilir oldugu klondan bol miktarda plazmit elde edilmiGtir.

PELAM-1pro./hIDO plazmidi Lipofectamin 2000™ gen aktarim iiriinii ile 24 saatlik
transfeksiyonu gergekleGtirildikten sonra 24 saat IL-1 (2 ng/mL ve 5 ng/mL) dozlar1 ile
stimiile edilerek ELISA yontemi ile analiz edilmiGtir. Analiz sonucunda 5 ng/mL’lik
dozun IDO ekspresyonunu en belirgin Gekilde aktive ettigi gézlenmiGtir. Bunun yaninda
IDO transkripsiyonunu gozlemlemek i¢in ayni siire igerisinde inkiibe edilip, ayni
dozlarla uyarilan hiicrelerden RNA izolasyonu gercekleGtirilmiG ve ters transkripsiyon
ile izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gercekleGtirilmiGtir. Kantitatif olarak qRT-
PZR ile olciilen degerler ii¢ tekrarli olarak gercekleGtirilmiGG ve housekeeping genlerle
normalize edilmiGtir. 24 saatlik stimiilasyon sonucunda 5 ng/mL dozda uyarilan
hiicrelerde, transkripsiyonun uyarilmayan hiicrelerle kiyaslandiginda daha belirgin bir
Gekilde arttigr gozlenmiGtir. Fakat beklenenden daha diiGilik degerlerin gozlenmesi
nedeniyle 24 saatlik transfeksiyon sonrasi hiicreler belirli saatlerde IL-1f ile uyarilmiG
ve kantitatif analizleri yeniden ger¢ekleGtirilmiGtir. Ayrica CMV promotorunun IL-
Ip’min  farkli dozlarindan etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in  hiicreler
pCMV/hIDO plazmitiyle transfekte edilerek ayni Gekilde uyarilmiGtir. Saatli
stimiilasyonlar sonucunda, ilk yarim saat ve bir saatlik stimiile edilen hiicrelerde
IDO’nun transkripsiyonu 2 ng/mL ve 5 ng/mL’lik farkli dozlarda digerlerine gore en
yiiksek seviyede gozlenmiGtir. CMV promotorunun IL-1B’den etkilenmedigi deney

sonuclarinda belirgin olarak gézlenmektedir.

IDO’nun protein analizi ise Western blotlama ile gdsterilmiGtir. pPELAM-1pro. vektorii

ile 24 saat transfekte edilen hiicreler, 2 ng/mL ve 5 ng/mL iki farkli dozda IL-1B ile 24
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saat stimiile edilmiGtir. Pozitif kontrol olarak pCMV/hIDO ve negatif kontrol olarak
PELAM-1pro./hIDO plazmiti kullanilm1G fakat IL-1 ile stimiile edilmemiGtir. Yapisal
(constitutive) promotor olan CMYV transfekte edilen hiicrelerde 43 kDa’luk bant belirgin
Gekilde gozlenmiGtir. Sng/mL’lik dozda uyarilan hiicrelerde IDO proteini belirgin bir
Gekilde gozlenirken 2ng/mL’deki bant goriintiisii daha diiGiik diizeyde protein
ekspresyonun oldugunu gostermiGtir. IL-1p ile uyarilmayan hiicrelerde ise herhangi bir

bant gézlemlenmemiGtir. IDO ekspresyonu GAPDH ile normalize edilmiGtir.

Sonug¢ olarak enflamatuvar sitokinlerle indiiklenen insan IDO genini eksprese eden
plazmitin yapimi gercekleGtirilmiG ve iGlevsel oldugu gosterilmiGtir. Bu gen
kombinasyonunu iceren konstriiksiyon bir¢ok otoimmiin ve enflamatuvar hastalik
modellerinde (6zellikle hayvan modelleri) lipozom aracili ve ya viral vektorler aracili

olarak ileri caliGmalarda kullanilabilecektir.
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EKLER

EK 1: Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz pahali bir madde oldugu icin Oncelikle jel dokiim tablasinin boyutlart (jel
kalinlig1 da dikkate alinarak) ol¢iiliir ve hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde
konsantrasyona gore (6rn. %1°1ik), belirlenen hacim i¢in gereken miktar agaroz dikkatli
bir Gekilde tartilir ve erlen icine konur. Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu
(1 hacim 5X TBE {izerine 4 hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak ateG iizerine
almir ve eritilir (3-5 sn kaynamasi yeterlidir). AteGten alinan jel iizerine son
konsantrasyon 0,5 pug/mL olacak Gekilde stok EtBr. soliisyonundan ilave edilir. Jel
sicakligi 45-50 °C’ye (el sicakligl) geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir Gekilde,
hava kabarcig1 oluGturmadan dokiiliir ve yaklaGik 40 dk beklenerek donmasi saglanir.
Jel elektroforez tankina alinir ve iizeri oOrtiilene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir.
Kuyucuk oluGturmak i¢in yerleGtirilen tarak dikkatli bir Gekilde ¢ikartilir. Jel, 6rneklerin

yiiklenmesine ve elektroforeze hazirdir.

2. LB (Leuria Bertani) Besi Ortamm Hazirlanmasi

1 litre i¢in

Yeast extract: 5 gr
Bacto tryptone: 10 gr
NaCl: 10 gr

Yukarida verilen miktarlar 1 litre i¢cindir. Hazirlanacak olan hacim icin gereken miktar
igerik orantilanarak tartilir. Manyetik kariGtirici {izerinde toplam hacimden biraz az saf
su ile ¢oziilir ve pH’s1t NaOH ile 7,5’e ayarlanir. Hacim saf su ile tamamlanir ve
erlenlere (erlen hacminin 1/10’u oraninda) paylaGtirilir. Erlenlerin agzi pamukla sikica
kapatilir ve aliiminyum folyo sarilarak otoklavlanir. Oda sicakliginda uzun siire

saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi olanlar dokiiliir.
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3. LB-Agar Besi Ortami Hazirlanmasi

Hazirlanan sivi besiyerine %1,5 oraninda agar katilir ve aynit Gekilde otoklavlanir.
Kullanilacak petri kutular1 da kagida sarilarak otoklavlanir. Besiyeri steril kabin iginde
petri kutularina paylaGtirilir ve donduktan sonra stre¢ filmle sarilarak +4 °C’de saklanir.
Saklama stiresi iki haftay1 ge¢memelidir. Antibiyotik ilave edilecegi zaman, son
konsantrasyonlar dikkate alinarak besiyeri sicaklig1 yaklaGik 48 °C’ye geldiginde ilave
edilir ve zaman gecirmeden petri kutularina paylaGtirilir. Plaklarin {izerine ilgili bilgiler

yazilarak etiketlenir.
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EK 2: Vektor ve plazmit sekanslari

1. ELAM-1 promotor sekansi

GGAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCAAGCAGTTAAGTTTGTGAACTCTCTTGTGGTGGTCAT
GTCCTTGGTGTCAGTCAAGTATGGGCCAGGTGTTCTTGTCAGTTCTGTTGATACGATTCAGCCGAATCTC
TTCACCACAATTCTTCAGCGTTTTTGGATTCCCAATCTCAAGTTGATCAAAGGTTCTCTTG

2. IDO1 kodlayan sekans insan indolamine 2,3-dioksijenaz (1201 bc)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

ATGGCACACG CTATGGAAAA CTCCTGGACA ATCAGTAAAG AGTACCATAT TGATGAAGAA
GTGGGCTTTG CTCTGCCAAA TCCACAGGAA AATCTACCTG ATTTTTATAATGACTGGATG
TTCATTGCTA AACATCTGCC TGATCTCATA GAGTCTGGCC AGCTTCGAGA AAGAGTTGAG
AAGTTAAACA TGCTCAGCAT TGATCATCTC ACAGACCACA AGTCACAGCG CCTTGCACGT
CTAGTTCTGG GATGCATCAC CATGGCATAT GTGTGGGGCA AAGGTCATGG AGATGTCCGT
AAGGTCTTGC CAAGAAATAT TGCTGTTCCT TACTGCCAAC TCTCCAAGAA ACTGGAACTG
CCTCCTATTT TGGTTTATGC AGACTGTGTC TTGGCAAACT GGAAGAAAAA GGATCCTAAT
AAGCCCCTGA CTTATGAGAA CATGGACGTT TTGTTCTCAT TTCGTGATGG AGACTGCAGT
AAAGGATTCT TCCTGGTCTC TCTATTGGTG GAAATAGCAG CTGCTTCTGC AATCAAAGTA
ATTCCTACTG TATTCAAGGC AATGCAAATG CAAGAACGGG ACACTTTGCT AAAGGCGCTG
TTGGAAATAG CTTCTTGCTT GGAGAAAGCC CTTCAAGTGT TTCACCAAAT CCACGATCAT
GTGAACCCAA AAGCATTTTT CAGTGTTCTT CGCATATATT TGTCTGGCTG GAAAGGCAAC
CCCCAGCTAT CAGACGGTCT GGTGTATGAA GGGTTCTGGG AAGACCCAAA GGAGTTTGCA
GGGGGCAGTG CAGGCCAAAG CAGCGTCTTT CAGTGCTTTG ACGTCCTGCT GGGCATCCAG
CAGACTGCTG GTGGAGGACA TGCTGCTCAG TTCCTCCAGG ACATGAGAAG ATATATGCCA
CCAGCTCACA GGAACTTCCT GTGCTCATTA GAGTCAAATC CCTCAGTCCG TGAGTTTGTC
CTTTCAAAAG GTGATGCTGG CCTGCGGGAA GCTTATGACG CCTGTGTGAA AGCTCTGGTC
TCCCTGAGGA GCTACCATCT GCAAATCGTG ACTAAGTACATCCTGATTCC TGCAAGCCAG
CAGCCAAAGG AGAATAAGAC CTCTGAAGAC CCTTCAAAAC TGGAAGCCAA AGGAACTGGA
GGCACTGATT TAATGAATTT CCTGAAGACT GTAAGAAGTA CAACTGAGAA ATCCCTTTTG
AAGGAAGGTT AA

3. pCMV/hygro vektor sekansi

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG
CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG
CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC
TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT
GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA
TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC
CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC
ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT
ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA
TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAATGGGCGTGGA TAGCGGTTTG
ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAATGGGAGTTTG TTTTGGCACC
AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG
GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA
CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGG
CCGCCACCAA GCTAAACCCG CTGATCAGCC TCGACTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT
GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG ACCCTGGAAG GTGCCACTCC CACTGTCCTT
TCCTAATAAA ATGAGGAAAT TGCATCGCAT TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCTGGGG
GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCTGGG
GATGCGGTGG GCTCTATGGC TTCTGAGGCG GAAAGAACCA GCTGGGGCTC TAGGGGGTAT
CCCCACGCGC CCTGTAGCGG CGCATTAAGC GCGGCGGGTG TGGTGGTTAC GCGCAGCGTG
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1261 ACCGCTACAC TTGCCAGCGC CCTAGCGCCC GCTCCTTTCG CTTTCTTCCCTTCCTTTCTC
1321 GCCACGTTCG CCGGCTTTCC CCGTCAAGCT CTAAATCGGG GGCTCCCTTT AGGGTTCCGA
1381 TTTAGTGCTT TACGGCACCT CGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCACGTAGT
1441 GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTTTTCGC CCTTTGACGT TGGAGTCCACGTTCTTTAAT
1501 AGTGGACTCT TGTTCCAAAC TGGAACAACA CTCAACCCTA TCTCGGTCTATTCTTTTGAT
1561 TTATAAGGGA TTTTGCCGAT TTCGGCCTAT TGGTTAAAAA ATGAGCTGAT TTAACAAAAA
1621 TTTAACGCGA ATTAATTCTG TGGAATGTGT GTCAGTTAGG GTGTGGAAAG TCCCCAGGCT
1681 CCCCAGCAGG CAGAAGTATG CAAAGCATGC ATCTCAATTA GTCAGCAACC AGGTGTGGAA
1741 AGTCCCCAGG CTCCCCAGCA GGCAGAAGTA TGCAAAGCAT GCATCTCAAT TAGTCAGCAA
1801 CCATAGTCCC GCCCCTAACT CCGCCCATCC CGCCCCTAAC TCCGCCCAGT TCCGCCCATT
1861 CTCCGCCCCA TGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGA GGCCGAGGCC GCCTCTGCCT
1921 CTGAGCTATT CCAGAAGTAG TGAGGAGGCT TTTTTGGAGG CCTAGGCTTT TGCAAAAAGC
1981 TCCCGGGAGC TTGTATATCC ATTTTCGGAT CTGATCAGCA CGTGATGAAA AAGCCTGAAC
2041 TCACCGCGAC GTCTGTCGAG AAGTTTCTGA TCGAAAAGTT CGACAGCGTC TCCGACCTGA
2101 TGCAGCTCTC GGAGGGCGAA GAATCTCGTG CTTTCAGCTT CGATGTAGGA GGGCGTGGAT
2161 ATGTCCTGCG GGTAAATAGC TGCGCCGATG GTTTCTACAA AGATCGTTATGTTTATCGGC
2221 ACTTTGCATC GGCCGCGCTC CCGATTCCGG AAGTGCTTGA CATTGGGGAA TTCAGCGAGA
2281 GCCTGACCTA TTGCATCTCC CGCCGTGCAC AGGGTGTCAC GTTGCAAGAC CTGCCTGAAA
2341 CCGAACTGCC CGCTGTTCTG CAGCCGGTCG CGGAGGCCAT GGATGCGATC GCTGCGGCCG
2401 ATCTTAGCCA GACGAGCGGG TTCGGCCCAT TCGGACCGCA AGGAATCGGT CAATACACTA
2461 CATGGCGTGA TTTCATATGC GCGATTGCTG ATCCCCATGT GTATCACTGG CAAACTGTGA
2521 TGGACGACAC CGTCAGTGCG TCCGTCGCGC AGGCTCTCGA TGAGCTGATG CTTTGGGCCG
2581 AGGACTGCCC CGAAGTCCGG CACCTCGTGC ACGCGGATTT CGGCTCCAAC AATGTCCTGA
2641 CGGACAATGG CCGCATAACA GCGGTCATTG ACTGGAGCGA GGCGATGTTC GGGGATTCCC
2701 AATACGAGGT CGCCAACATC TTCTTCTGGA GGCCGTGGTT GGCTTGTATG GAGCAGCAGA
2761 CGCGCTACTT CGAGCGGAGG CATCCGGAGC TTGCAGGATC GCCGCGGCTC CGGGCGTATA
2821 TGCTCCGCAT TGGTCTTGAC CAACTCTATC AGAGCTTGGT TGACGGCAAT TTCGATGATG
2881 CAGCTTGGGC GCAGGGTCGA TGCGACGCAA TCGTCCGATC CGGAGCCGGG ACTGTCGGGC
2941 GTACACAAAT CGCCCGCAGA AGCGCGGCCG TCTGGACCGA TGGCTGTGTA GAAGTACTCG
3001 CCGATAGTGG AAACCGACGC CCCAGCACTC GTCCGAGGGC AAAGGAATAG CACGTGCTAC
3061 GAGATTTCGA TTCCACCGCC GCCTTCTATG AAAGGTTGGG CTTCGGAATC GTTTTCCGGG
3121 ACGCCGGCTG GATGATCCTC CAGCGCGGGG ATCTCATGCT GGAGTTCTTC GCCCACCCCA
3181 ACTTGTTTAT TGCAGCTTAT AATGGTTACA AATAAAGCAA TAGCATCACAAATTTCACAA
3241 ATAAAGCATT TTTTTCACTG CATTCTAGTT GTGGTTTGTC CAAACTCATC AATGTATCTT
3301 ATCATGTCTG TATACCGTCG ACCTCTAGCT AGAGCTTGGC GTAATCATGG TCATAGCTGT
3361 TTCCTGTGTG AAATTGTTAT CCGCTCACAA TTCCACACAA CATACGAGCC GGAAGCATAA
3421 AGTGTAAAGC CTGGGGTGCC TAATGAGTGA GCTAACTCAC ATTAATTGCG TTGCGCTCAC
3481 TGCCCGCTTT CCAGTCGGGA AACCTGTCGT GCCAGCTGCA TTAATGAATC GGCCAACGCG
3541 CGGGGAGAGG CGGTTTGCGT ATTGGGCGCT CTTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTGC
3601 GCTCGGTCGT TCGGCTGCGG CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT
3661 CCACAGAATC AGGGGATAAC GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG CAAAAGGCCA
3721 GGAACCGTAA AAAGGCCGCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG GCTCCGCCCC CCTGACGAGC
3781 ATCACAAAAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT GGCGAAACCC GACAGGACTATAAAGATACC
3841 AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG
3901 GATACCTGTC CGCCTTTCTC CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCATAGC TCACGCTGTA
3961 GGTATCTCAG TTCGGTGTAG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC GAACCCCCCG
4021 TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC
4081 ACGACTTATC GCCACTGGCA GCAGCCACTG GTAACAGGAT TAGCAGAGCGAGGTATGTAG
4141 GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG AAGTGGTGGC CTAACTACGG CTACACTAGA AGAACAGTAT
4201 TTGGTATCTG CGCTCTGCTG AAGCCAGTTA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT
4261 CCGGCAAACA AACCACCGCT GGTAGCGGTT TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA
4321 GAAAAAAAGG ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA
4381 ACGAAAACTC ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA TGAGATTATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA
4441 TCCTTTTAAATTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT
4501 CTGACAGTTA CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT
4561 CATCCATAGT TGCCTGACTC CCCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT
4621 CTGGCCCCAG TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCAGATTTATCAG
4681 CAATAAACCA GCCAGCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG TCCTGCAACT TTATCCGCCT
4741 CCATCCAGTC TATTAATTGT TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG TAGTTCGCCA GTTAATAGTT
4801 TGCGCAACGT TGTTGCCATT GCTACAGGCA TCGTGGTGTC ACGCTCGTCG TTTGGTATGG
4861 CTTCATTCAG CTCCGGTTCC CAACGATCAA GGCGAGTTAC ATGATCCCCC ATGTTGTGCA
4921 AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA TCGTTGTCAG AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT
4981 TATCACTCAT GGTTATGGCA GCACTGCATA ATTCTCTTAC TGTCATGCCATCCGTAAGAT
5041 GCTTTTCTGT GACTGGTGAG TACTCAACCA AGTCATTCTG AGAATAGTGT ATGCGGCGAC
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5101 CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG TCAATACGGG ATAATACCGC GCCACATAGC AGAACTTTAA
5161 AAGTGCTCAT CATTGGAAAA CGTTCTTCGG GGCGAAAACT CTCAAGGATC TTACCGCTGT
5221 TGAGATCCAG TTCGATGTAA CCCACTCGTG CACCCAACTG ATCTTCAGCATCTTTTACTT
5281 TCACCAGCGT TTCTGGGTGA GCAAAAACAG GAAGGCAAAA TGCCGCAAAA AAGGGAATAA
5341 GGGCGACACG GAAATGTTGA ATACTCATAC TCTTCCTTTT TCAATATTAT TGAAGCATTT
5401 ATCAGGGTTA TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG TATTTAGAAA AATAAACAAA
5461 TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG TGCCACCTGACGTC

4. pCMYV/Bgalaktosidaz plazmit sekansi

gaattcgagcttgcatgectgcaggtcgttacataacttacggtaaatggecegectggcetgaccgeccaacgacececqg
cccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatt
tacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgececctattgacgtcaatgacggtaaa
tggcccgcectggeattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcge
tattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcegtggatageggtttgactcacggggatttccaagtctec
accccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgeecca
ttgacgcaaatgggcggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagcagagcetegtttagtgaaccgtcagatcgectg
gagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagectecggactctagaggatceggtac
tcgaggaactgaaaaaccagaaagttaactggtaagtttagtctttttgtcttttatttcaggtcccggatceggtggtg
gtgcaaatcaaagaactgctcctcagtggatgttgectttacttctaggcectgtacggaagtgttacttctgctctaaaa
gctgeggaattgtacccgeggecgceaattcccggggatcgaaagagectgctaaagcaaaaaagaagtcaccatgtegtt
tactttgaccaacaagaacgtgattttcgttgccggtctgggaggceattggtctggacaccagcaaggagcetgetcaage
gcgatcccgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgcageacatceccct
ttcgccagctggegtaatagcgaagaggeccgeaccgatcgeccttcecaacagttgcgeagectgaatggegaatggeg
ctttgcctggtttccggeaccagaageggtgccggaaagetggetggagtgegatcttcctgaggecgatactgtegteg
tccectcaaactggcagatgcacggttacgatgegeccatctacaccaacgtaacctatcecattacggtcaatcegecg
tttgttcccacggagaatccgacgggttgttactcgetcacatttaatgttgatgaaagetggcetacaggaaggecagac
gcgaattatttttgatggcgttaactcggegtttcatctgtggtgcaacgggegcetgggteggttacggecaggacagte
gtttgccgtctgaatttgacctgagegcatttttacgcgccggagaaaaccgectcgeggtgatggtgctgegttggagt
gacggcagttatctggaagatcaggatatgtggcggatgageggcattttcegtgacgtctegttgctgeataaaccgac
tacacaaatcagcgatttccatgttgccactcgctttaatgatgatttcagecgegctgtactggaggcetgaagttcaga
tgtgcggcegagttgegtgactacctacgggtaacagtttetttatggcagggtgaaacgcaggtcgecageggeaccgeg
cctttcggeggtgaaattatcgatgagegtggtggttatgecgategegtcacactacgtcetgaacgtcgaaaacccgaa
actgtggagcgccgaaatcccgaatctctatcgtgeggtggttgaactgcacaccgecgacggeacgctgattgaageag
aagcctgcgatgtcggtttccgegaggtgcggattgaaaatggtctgetgctgetgaacggcaagecgttgctgattcga
ggcgttaaccgtcacgagcatcatcctctgeatggtcaggtcatggatgagcagacgatggtgcaggatatectgetgat
gaagcagaacaactttaacgccgtgcgctgttcgceattatccgaaccatccgetgtggtacacgetgtgcgaccgetacy
gcctgtatgtggtggatgaagecaatattgaaacccacggceatggtgecaatgaatcgtcetgaccgatgatcegegetgg
ctaccggcgatgagcgaacgegtaacgcgaatggtgcagegegatcgtaatcacecgagtgtgateatctggtegetggg
gaatgaatcaggccacggcgctaatcacgacgegctgtatcgetggatcaaatctgtcgatecttcecgeccggtgeagt
atgaaggcggcggagccgacaccacggccaccgatattatttgcccgatgtacgcgegegtggatgaagaccagecctte
ccggctgtgccgaaatggtecatcaaaaaatggcetttcgetacctggagagacgegeccgetgatectttgegaatacge
ccacgcgatgggtaacagtcttggeggtttcgctaaatactggeaggegtttcgtcagtatcccegtttacagggeggct
tcgtctgggactgggtggatcagtegcetgattaaatatgatgaaaacggcaaccegtggteggettacggeggtgatttt
ggcgatacgccgaacgatcgecagttctgtatgaacggtcetggtetttgcegaccgeacgecgeatccagegcetgacgga
agcaaaacaccagcagcagtttttccagttcegtttatccgggcaaaccatcgaagtgaccagegaatacctgtteegte
atagcgataacgagctcctgeactggatggtggegetggatggtaageegetggcaageggtgaagtgectetggatgte
gctccacaaggtaaacagttgattgaactgcectgaactaccgcagecggagagegecgggcaactctggcetcacagtacy

87



cgtagtgcaaccgaacgcgaccgcatggtcagaagecgggeacatcagegectggeageagtggegtcetggeggaaaac
ctcagtgtgacgcteccecgecgegteccacgecateeegeatctgaccaccagegaaatggatttttgeatcgagetgggt
aataagcgttggcaatttaaccgccagtcaggctttctttcacagatgtggattggcgataaaaaacaactgctgacgec
gctgegegatcagttcacccgtgeaccgetggataacgacattggegtaagtgaagegacccgceattgaccctaacgect
gggtcgaacgctggaaggeggegggccattaccaggcecgaageagegttgttgcagtgcacggcagatacacttgctgat
gcggtgctgattacgaccgctcacgegtggceageatcaggggaaaaccttatttatcagccggaaaacctaccggattga
tggtagtggtcaaatggcgattaccgttgatgttgaagtggcgagegatacaccgeatccggegeggattggectgaact
gccagcetggegeaggtageagagegggtaaactggetcggattagggecgcaagaaaactatcecgacegecttactgee
gectgttttgaccgcetgggatctgecattgtcagacatgtatacceegtacgtettcccgagegaaaacggtctgegcetg
cgggacgcgcgaattgaattatggcccacaccagtggegeggegacttccagttcaacatcageegetacagtcaacage
aactgatggaaaccagccatcgecatctgctgcacgcggaagaaggceacatggetgaatatcgacggtttccatatgggg
attggtggcgacgactcctggageccgtcagtatcggeggaattacagetgagegeeggtegetaccattaccagttggt
ctggtgtcaaaaataataataaccgggcaggccatgtctgeccgtatttcgcgtaaggaaatccattatgtactatttaa
aaaacacaaacttttggatgttcggtttattctttttcttttacttttttatcatgggagcectacttcecgtttttcecg
atttggctacatgacatcaaccatatcagcaaaagtgatacgggtattatttttgccgctatttctctgttctcgctatt
attccaaccgctgtttggtctgctttctgacaaactcggectegactctaggeggecgeggggatccagacatgataaga
tacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattge
tttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaacaacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcaggggg
aggtgtgggaggttttttcggatcctctagagtcgacctgcaggeatgcaagettggegtaatcatggtcatagetgttt
cctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagcecggaagceataaagtgtaaagectggggtgecta
atgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgeccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgecagetgeatt
aatgaatcggccaacgcgcggggagaggeggtttgegtattgggegetcttcegettectegetcactgactegetgege
tcggtcgttcggctgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgc
aggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgcegttgctggegtttttccatagge
tccgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaaccecgacaggactataaagataccag
gcgtttccecctggaagcetecctegtgegetetectgttccgacectgecgettaccggatacctgtecgectttcteee
ttcgggaagcegtggcegctttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttegetccaagetgggct
gtgtgcacgaacccecegttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggtaagacac
gacttatcgccactggcagcagcecactggtaacaggattagcagagecgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaa
gtggtggcctaactacggcetacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgctgaagecagttaccttcggaaaaa
gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggtttttttgtttgcaagcagceagattacgege
agaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagy
gattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaa
gtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgt
tcatccatagttgcctgactccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgcetgcaat
gataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtg
gtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagcetagagtaagtagttcgecagttaatagt
ttgcgcaacgttgttgccattgctacaggeatcgtggtgtcacgcetegtegtttggtatggcttcattcagetecggtte
ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagctecttcggtectcegatcegttgtca
gaagtaagttggccgceagtgttatcactcatggttatggcagceactgeataattctcttactgtcatgccatccgtaaga
tgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgetettgecegge
gtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaac
tctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacceactcgtgcacccaactgatcttcageatcttttact
ttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttg
aatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaat
gtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgceacatttccccgaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattatt
atcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgegegtttcggtgatgacggtgaaaacct
ctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtetgtaageggatgecgggageagacaageccgtcagggegegt
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cagcgggtgttggegggtgtcggggctggcttaactatgcggceatcagageagattgtactgagagtgeaccatatgegg
tgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgeatcaggegecattcgecattcaggetgegceaactgttggga
agggcgatcggtgcgggcectcttcgctattacgccagetggcgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaa
cgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagt

5. pCAT/kontrol plazmiti

tcgcgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagcetcccggagacggtcacagcttgtctgtaageggat
gccgggageagacaageccgtcagggegegtcagegggtgttggegggtgteggggcetggcttaactatgeggceatcaga
gcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgeatcaggegec
attcgccattcaggcetgcgcaactgttgggaagggegateggtgcgggectcettegetattacgecagetggegaaaggg
ggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtgaatt
ccagatctgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgeccctaactccgeccatcecgeccctaactcegececagtte
cgcccattctccgecccatggctgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecegecteggectetgagetattee
agaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaaagcttggegagattttcaggagctaaggaagctaa
aatggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggcatcgtaaagaacattttgaggeatttcagt
cagttgctcaatgtacctataaccagaccgttcagctggatattacggcctttttaaagaccgtaaagaaaaataageac
aagttttatccggcctttattcacattcttgcccgectgatgaatgetcatcecggaattcegtatggcaatgaaagacgg
tgagctggtgatatgggatagtgttcacccttgttacaccgttttccatgagcaaactgaaacgttttcatcgetctgga
gtgaataccacgacgatttccggceagtttctacacatatattcgcaagatgtggegtgttacggtgaaaacctggectat
ttccctaaagggtttattgagaatatgtttttcgtctcagecaatcectgggtgagtttcaccagttttgatttaaacgt
ggccaatatggacaacttcttcgecccegttttcaccatgggcaaatattatacgcaaggcgacaaggtgctgatgeege
tggcgattcaggttcatcatgecgtctgtgatggettecatgtcggeagaatgettaatgaattacaacagtactgegat
gagtggcagggcggggcgtaatttttttaaggcagttattggtgcccttaaacgectggtgctacgectgaataagtgat
aataagcggatgaatggcagaaattcgecggatctttgtgaaggaaccttacttctgtggtgtgacataattggacaaac
tacctacagagatttaaagctctaaggtaaatataaaatttttaagtgtataatgtgttaaactactgattctaattgtt
tgtgtattttagattccaacctatggaactgatgaatgggagcagtggtggaatgectttaatgaggaaaacctgttttg
ctcagaagaaatgccatctagtgatgatgaggcetactgetgactctcaacattctactcctccaaaaaagaagagaaagg
tagaagaccccaaggactttccttcagaattgctaagttttttgagtcatgctgtgtttagtaatagaactcttgettge
tttgctatttacaccacaaaggaaaaagctgcactgctatacaagaaaattatggaaaaatattctgtaacctttataag
taggcataacagttataatcataacatactgttttttcttactccacacaggcatagagtgtctgctattaataactatg
ctcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgccttgactaga
gatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccctgaacctgaaac
ataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaat
ttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggat
ctgaaccatggageggagaatgggeggaactgggcggagttaggggegggatgggeggagttaggggegggactatggt
tgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgetggggagectggggactttccacacctggttgetgacta
attgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagectggggactttccacaccctaactgacacacattccaca
gcagatcctctagagtcgacctgcaggceatgcaagcttggegtaatcatggtcatagetgtttectgtgtgaaattgtta
tccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagcetaactca
cattaattgcgttgcgcetcactgeccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgecagetgcattaatgaatcggecaacge
gcggggagaggceggtttgegtattgggegcetcttecgettectcgetcactgactegetgegceteggtegtteggetgeg
gcgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgag
caaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggctccgeccecctgacgag
catcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccecctggaag
ctcectegtgegetetectgttccgaccetgecgcttaccggatacctgteegecttteteecttcgggaagegtggege
tttctcaatgctcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgcacgaaccecec
gttcagccegaccgctgegcecttatceggtaactategtettgagtccaaccecggtaagacacgacttatcgecactgge
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agcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctaagagttcttgaagtggtggectaactacgg
ctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgat
ccggcaaacaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaag
aagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagatta
tcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttg
gtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgac
tcceegtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecccagtgctgcaatgataccgegagacceacgc
tcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagecggaagggecgagegceagaagtggtectgcaactttatcege
ctccatccagtctattaattgttgccgggaagcetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegcaacgttgttgeca
ttgctacaggcatcgtggtgtcacgctegtegtttggtatggcttcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagtt
acatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetccttcggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagt
gttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtg
agtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggegtcaatacgggataatace
gcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgct
gttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggt
gagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectt
tttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca
aataggggttccgegeacatttccccgaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctata
aaaataggcgtatcacgaggccctttcgtc

6. pPCAT/ELAM-1pro plazmit sekansi
Plazmit dizayn1 Prof. Dr. H. Barbaros ORAL tarafindan tasarlanmiGtir. Bkz. Kaynakga
(Oral H B. 1997).
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