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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ĠNSAN ĠNDOLAMĠN -2, 3- DĠOKSĠJENAZ (ĠDO) GENĠNĠN ELAM-1 

PROMOTORU KONTROLÜNDE KLONLANMASI VE EKSPRESYONU 

 

Mehmet KARAÇAY 
Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Figen ERSOY 

 

İkinci Danışman: Prof. Dr. H. Barbaros ORAL (Uludağ Üniversitesi) 

 

Ġmmünolojik   tolerans,   antijen   ile   karĢılaĢan   lenfositlerin   yanıtsız   kalması   olarak 

tanımlanmıĢtır. Ġmmün sistem bazı patolojik durumlarda ve immün toleransın kırılması 

sonucunda, öz antijenlerine karĢı duyarlı hale gelerek, kendi doku antijenlerine karĢı 

reaksiyona geçmektedir. Böylece immün tolerans bozularak otoimmün  hastalıklar 

ortaya çıkmaktadır. Otoimmün hastalıkların görülme sıklığı toplum genelinde %1-2 

oranındadır. Birçok otoimmün hastalıkta triptofan aminoasit katabolizmasıyla ilgili 

teoriler ortaya atılmıĢtır. Triptofan aminoasit katabolizmasının baĢlangıç ve hız 

sınırlayıcı  adımını  gerçekleĢtiren  Ġndolamin  2,  3-dioksijenaz  (IDO),  hücre  içi  bir 

enzimdir. IDO kullanımı sonucunda T hücre aktivasyonu baskılanırken, triptofanın 

katabolik ürünü olan kinürinin ve türevleri, serbest oksijen radikalleri gibi moleküller T 

hücre proliferasyonunu ve yaĢamlarını düzenlerler. Endotel Lökosit Adezyon Molekülü- 

1 (ELAM-1) lökositlerin enflamasyonlu dokulara göçünde yer alan bir molekülüdür. 

Normal koĢullar altında endotel hücrelerde düĢük düzeylerde eksprese edilir. Ayrıca 

endotel hücre kültürlerinde IL-1 (Interlökin-1) ve TNF (Tümör Nekroz Faktör) gibi 

sitokinler tarafından 4-6 saat gibi kısa bir sürede uyarılabilir. Bu tez çalıĢmasının amacı 

ELAM-1 promotor kontrolünde klonlanan IDO geninin sadece enflamasyon koĢulları 

altında ekspresyonunu sağlamaktır. Bu amaçla hazırlanan plazmit memeli hücre hattı 

olan HeLa hücrelerine aktarılmıĢ ve sitokinler aracılığı ile uyarılarak IDO aktivasyonu 

gözlemlenmiĢtir. IDO ekspresyonu ELISA, qRT-PZR ve Western blot analizleriyle 

gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmanın devamında yapılması planlanan hayvan modelleme 

çalıĢmalarıyla birçok otoimmün hastalığa yeni bir gen tedavi yaklaĢımı olarak kullanılıp 

kullanılmayacağı belirlenecektir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Ġndolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO), ELAM-1 promotor, Gen 

tedavisi, Klonlama, ELISA, qRT-PZR, Western blot analizi 
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ABSTRACT 

 

MSc. Thesis 

 

CLONNING AND EXPRESSION OF HUMAN INDOLAMINE -2, 3 - 

DIOXYGENASE GENE UNDER THE CONTROL OF THE ELAM-1 PROMOTOR 

 

Mehmet KARAÇAY 

Uludağ University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

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, qRT-PCR, Western blotting 

 

2017, x + 91 pages. 
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1.GİRİŞ 

 

 

Ġmmünite,   hastalığa   özellikle   de   enfeksiyon   hastalıklarına   karĢı   direnç   olarak 

tanımlanmıĢtır. Enfeksiyonlara karĢı savunmayı sağlayan hücreler, dokular ve 

moleküllerin   toplamına   immün   sistem   adı   verilir.   Ġmmün   sistemdeki   hücre   ve 

moleküllerin enfeksiyona yol açan mikroorganizmalara karĢı verdikleri düzenli tepkiye 

ise immün yanıt denir. Normal bir immün sistemin önemli özelliklerinden biri, birçok 

mikroba karĢı yanıt oluĢtururken, organizmanın kendi öz antijenlerine karĢı yanıt 

oluĢturmamasıdır (Abbas ve Lichtman 2007). 

 

Doğal bağıĢıklık sistemi, kendine ait olan ve olmayanı ayırt edebilmek için genetik 

olarak kodlanmıĢ reseptörlere sahiptir. Edinsel bağıĢıklık sistemi hücrelerinden B 

hücrelerinin reseptörleri (BHR) ve T hücrelerinin reseptörleri (THR) her bireyde 

karĢılaĢılabilecek epitoplardan habersiz olarak üretilirler. Sonuç olarak BHR ve THR 

kendinden olup olmayanı tanıma özelliğine sahiptir. Öze tepki gösterme yeteneği olan 

hücrelerin tanınması, denetlenmesi ve ortamdan uzaklaĢtırılması için belirli 

mekanizmalar geliĢtirilmiĢtir. Öz antijenlere tepkili hücrelerin etkisiz kılınmasını ve 

ortadan kaldırılmasını sağlayan mekanizmalarda oluĢan düzensizlikler, otoimmüniteye 

yol açabilir (Doan ve ark. 2013). 

 

Otoimmün hastalıklar bilimsel olarak ilk kez 20. yüzyılın baĢlarında Paul Ehrlich 

tarafından “ototoksik dehĢet (horror autotoxicus)’’ olarak tanımlanmıĢtır. Ehrlich deney 

hayvanları üzerinde yaptığı çalıĢmalarda bazı antikorların organizmanın kendi 

dokularına zarar verdiklerini, bazılarının ise bu zarar verici etkileri önleyecek çeĢitli 

mekanizmalar  gerçekleĢtirdiklerini  belirtmiĢtir  (Addams 1996). 

 

Bu mekanizmaların baĢarısızlığı sonucunda immün sistem elemanları bireyin kendi 

hücre ve dokularına saldırarak çeĢitli hastalıklara sebep olurlar. Bu hastalıklara 

otoimmün hastalıklar denilmektedir (Abbas ve Lichtman 2007). 
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Romatoid artrit, Multipl skleroz, Tip I Diyabet Mellitus, Sistemik lupus eritematozus, 

Psöriazis, Hoshimoto’s Sendromu, Sjögren’s Sendromu, Crohn Hastalığı ve Grave’s 

hastalığı bilinen otoimmün hastalıklardır (Murphy 2012). 

Bu hastalıklar tüm dünyada yaygın olmamalarına rağmen, batı ülkelerinde görülme  

oranı yaklaĢık olarak %5’tir (Murphy 2012). Otoimmünite farklı mekanizmalar 

aracılığıyla geliĢmektedir, henüz tanımlanmamıĢ pek çok çevresel ve genetik faktörler 

ile meydana geldiği düĢünülmektedir (Doan ve ark. 2013). 

 

Bu tez çalıĢmasındaki amaç, otoimmün hastalıkların geliĢmesinde rolü olduğu bilinen 

triptofan metabolizmasını hedefleyerek, triptofan aminoasit oranında bir artıĢ 

gözlenmesi ve buna bağlı olarak eklemlerde meydana gelen enflamasyonu azaltmaya 

yönelik hedef gen tedavisi uygulanması için hedef genin uygun zamanda ifade edileceği 

vektörün hazırlanmasıdır. 

 

Bu tedavi sayesinde immün hemostaziyi sağlayarak hastalığın oluĢum aĢamasında 

baskılanmasını ve ileride yapılması planlanan hayvan modelleme çalıĢmalarına 

yardımcı olabilecek veriler elde edilmesi beklenmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. İmmünolojik Tolerans 

 

 

Ġmmünolojik   tolerans,   antijen   ile   karĢılaĢan   lenfositlerin   yanıtsız   kalması   olarak 

tanımlanmıĢtır. Spesifik bir antijen lenfositlerle karĢılaĢtığında aktive olarak immün 

yanıt oluĢumuna yol açabilir ya da hücrelerde inaktive edilerek ortadan kaldırılabilir bu 

da toleransa neden olur. Bazı durumlarda ise antijene özgül lenfositler bu iki durum 

dıĢında kalarak antijeni yok sayarlar ve antijene karĢı herhangi bir yanıt geliĢtirmezler. 

Aynı antijenin farklı formları immün yanıtı indükler ya da tolere edebilir. Antijenler, 

toleransı tetiklerse tolerojenler olarak adlandırılırlar. Bu tolerojenik antijenler 

immünojenlerden ayırt edilerek immüniteyi oluĢtururlar. 

 

Normal bireyler öz antijenlerine karĢı tolerans gösterirler, çünkü lenfositler, öz 

antijenlere özgündürler. Tüm bireylerde benzer antijen reseptör gen segmentleri 

kalıtımsaldır, yeniden Ģekillendirilir ve lenfositlerde öncü hücrelerden kaynaklanarak 

eksprese edilirler. Reseptörlerin özgüllüğü, rekombine olmuĢ genler tarafından rastgele 

kodlanır. Bireyde neyin yabancı, neyin öz olduğundan etkilenmez (Abbas ve ark. 2015). 

 

Özgün immün ve otoimmün yanıtlar aynı bileĢenleri içerirler. Bu bileĢenleri içeren 

antijenler, etkileĢtikleri aileler ve hücre alt grupları aracılığıyla antijen sunan hücreler 

tarafından immün yanıt oluĢtururlar. T lenfositler, B lenfositler, haberci moleküller, 

sitokinler, kemokinler ve reseptörleri, sinyaller ve kosimülatör molekülleri, hücre 

yüzeylerinde bulunur. Fonksiyonel açıdan önemli birçok hücre farklılaĢmıĢ kümeler 

Ģeklinde hücre yüzeyleri ve reseptörleri ile terminolojik olarak Cluster of Differentiation 

(CD) adı verilen kimliklerle tanımlanmıĢ ve karakterize edilmiĢtir (Van Parijs ve Abbas 

1998). 

 

Tolerans ilk olarak CD4 T hücrelerinde tanımlanmıĢ olup, protein yapılı antijenlerin 

çoğunda immün yanıt geliĢtirdiği bilinmektedir. Bu hücreler öz antijenlere yanıt 

oluĢturmazlarsa, hücresel ve humoral immüniteye karĢı oluĢturdukları yanıt engellenmiĢ 

olacaktır. Bunun aksine yardımcı T hücrelerindeki toleransın kaybolması durumunda öz 
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antijene T hücre aracılı saldırı ya da öz proteinlere karĢı otoantikor yapımı sonucunda 

otoimmünite gerçekleĢebilir (Abbas ve Lichtman 2007). 

 

2.1.1. T Hücre Toleransı 

 

2.1.1.1. T Hücrelerinde Santral Tolerans 

 

 

T hücre toleransının baĢlıca mekanizması timusta öz reaktif T hücrelerinin silinmesidir. 

OlgunlaĢmamıĢ T hücreler kemik iliğiden timusa göç ettikleri yerde, bu peptidlerden 

türetilerek Majör Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibilty Complex, 

MHC) moleküllerine bağlanmaları teĢvik edilir (Delves ve Roitt 2000). 

 

DüĢük afiniteli T hücre reseptörleri, peptid-MHC kompleksinden sinyal alamadıklarında 

spontan bir Ģekilde apoptoz önlenir ve bu yüzden hücreler timüs içerisinde ölürler. T 

hücreleri yüksek afinite ile bu komplekslere bağlanırsa, yine apoptoza maruz kalırlar.  

Bu aĢama negatif seçilim olarak adlandırılır. 

 

Eğer T hücre reseptörleri, bu komplekslere düĢük seviyede bağlanma afinitesine 

sahipse, timusta olgunlaĢır ve perifere göç eder. Bu aĢama ise pozitif seçilim olarak 

adlandırılır. Santral tolerans indüklenmesi için otoantijenlerin timus içerisinde 

bulunması ve T hücrelerine tanıtılması gerekmektedir (Vafiadis ve ark. 1997, Klein ve 

ark. 2000). 

 

Tüm öz antijenler timus içerisinde oluĢturulmazlar. Bu sebeple gerekli durumlarda 

periferal mekanizmalar T hücre toleransına katılır (Kitze ve ark. 1988). 
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Şekil 2.1. T hücrelerinde santral tolerans indüklenmesinin Ģematik gösterimi (Kamradt 

ve Mitchison 2001). 

 

 

 

2.1.1.2. T Hücrelerinde Periferal Tolerans 

 

 

Periferik tolerans, timusta bulunmayan ve öz antijenlere karĢı, T hücre yanıtının 

önlenmesini sağlayan bir yedek mekanizmadır. Periferik toleransta olgun T hücresi 

periferde öz antijenleri tanıdığında gerçekleĢir. Bunun sonucunda iĢlevsel olarak 

yanıtsızlık, ölüm ya da düzenleyici T hücreler tarafından öze tepkili  lenfositler 

baskılanır (Abbas ve ark. 2015). 

 

Anerji (İşlevsel Yanıtsızlık Durumu) 

 

 

T hücrelerinin aktivasyonunu sağlamak için iki uyarıya ihtiyaç vardır. THR’leri ASH 

(Antijen  sunan  hücre)   yüzeyinde  uygun   bir   MHC  sınıf   I   ya   da   MHC  sınıf  II 
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proteinlerine bağlanarak T hücre aktivasyonu için gerekli olan birinci sinyali oluĢturur. 

T hücreleri aktivasyona devam edebilmek için ASH’lerden ikinci sinyali almak 

zorundadır.  Ġkinci  sinyalin  alınmaması  durumunda  naif  T  hücreleri,  T  hücre  büyüme 

faktörü olan IL-2 sentezleyemediğinden inaktif hale gelir ve bu durum da anerji olarak 

tanımlanır (Doan ve ark. 2013). Ayrıca anerjide yaygın olarak görülen bazı anerjik T 

hücreleri IL-10 sentezlemeleri sonucunda T hücre aktivasyonunu baskılarlar (Buer ve 

ark. 1998). 

 

Bazı durumlarda öz antijenle karĢılaĢan T hücreleri CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte- 

associated protein 4) ifade eden bir molekül sentezler. Bu molekül B7 molekülüne 

yüksek afinite ile bağlanma kapasitesine sahip olup, T hücresine cevap engelleyici bir 

sinyal gönderir. ASH yüzeyinde öz antijenle karĢılaĢan T hücresi CTLA4 ile B7 

molekülünü birbirine bağlayıp T hücre inaktivasyonuna sebep olur. 

 

CTLA4 molekülü ile ilgili yapılan son çalıĢmalarda, CTLA4’ün öze tepkili T 

hücrelerinin kontrol altında tutulmasını sağladığı görülmüĢ aynı zamanda birçok 

otoimmün hastalık modelinin geliĢmesinde önemli bir role sahip olduğu 

düĢünülmektedir  (Abbas 2007). 

 

Silinme 

 

 

EĢ uyaran olmadan gerçekleĢen antijen sunumunda öncül T hücrelerinin sadece 

bozulması değil aynı zamanda apoptoz yolağını tetikleyerek ortamdan yok edilmesi 

silinme olarak adlandırılır (Akkaraju ve ark. 1997). Periferal mekanizmanın silinmesiyle 

sonuçlanan diğer bir mekanizma ise aktive edilmiĢ tüm T hücrelerindeki büyüme 

faktörü yoksunluğudur (Förster ve ark. 1995). 

 

T hücre ölümü Fas (CD95) ve onun ligandını içeren (FasL) yolak aracılığıyla 

gerçekleĢir. Fas pozitif hücrelerde Fas reseptörü apoptozu indükler (Suda T ve ark. 

1993). T hücrelerinde eksprese olan hem Fas hem de FasL aktivasyonu, bu iki 

molekülün etkileĢimi sonucunda apoptoza sebep olur (Dhein ve ark. 1995). 
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Bu mekanizmanın önemi Fas yoksunu birkaç hastada gösterilmiĢtir. Fas ve FasL 

genlerinde oluĢan mutasyonlarda lenfosit birikimi sonucu otoimmün hastalık oluĢtuğu 

gözlenmiĢtir. Bu hastalıklar Lenfoproliferatif hastalık olarak tanımlanmıĢtır (Fisher ve 

ark. 1995). Bu hastalık apoptozun oluĢumu esnasında meydana gelen eksiklikten ve 

karmaĢık  otoimmüniteden  kaynaklanmaktadır. 

 

Ġleri sürülen diğer mekanizma ise, daha önceden mikroorganizmalarla uyarılmıĢ T 

hücreleri doğal immün yanıt sırasında oluĢturdukları anti-apoptotik moleküllerin bunu 

engellemesiyle ve uyaran öz antijenler ise anti-apoptotik moleküller oluĢmadan hücre 

apoptoza gitmektedir. Bu mekanizmada Fas ölüm yolağı herhangi bir görev 

üstlenmemiĢtir  (Abbas 2007). 

 

İmmün Baskılama 

 

 

Öz antijenlerle karĢılaĢan öze tepkili T lenfositleri düzenleyici hücrelere farklılaĢabilir 

ya da otoimmün yanıt oluĢturacak hücrelere karĢı bir immün baskılama 

gerçekleĢtirebilir. Düzenleyici hücrelere bakıldığında, geneli CD4
+ 

hücre tipindedir ve 

yüksek seviyede IL-2 sitokinin alfa zincirini barındırır. Diğer düzenleyiciler hücreler ise 

IL-10 ve TGF-β makrofaj ve lenfositlerin aktive edilmesini durduran sitokinler üretir 

(Abbas 2007). 

 
CD4

+ 
CD25

+ 
T hücreleri birçok antijen sunan hücre ile uyarılmıĢ T hücre aktivitesini 

azaltarak enflamatuvar otoimmün hastalıkların oluĢmasını engellemiĢtir. Otoimmün 

yanıtlarda öz antijenlere karĢı oluĢturulan yanıtlar genelde Th1 (T yardımcı hücresi  1) 

/Th2 (T yardımcı hücresi 2) dengesine bağlıdır (Doan ve ark. 2013). 
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Şekil 2.2. Periferik T hücre toleransının Ģematik olarak gösterimi (Kamradt ve 

Mitchison 2001). 

 

 

2.1.2. B Hücre Toleransı 

 

 

T lenfositlerden farklı olarak otoantikor yapımını engelleyerek tolerans oluĢumunu 

gerçekleĢtiren hücrelerdir. Santral ve perferik B hücre toleransı olarak iki farklı 

mekanizma ile gerçekleĢir. 

 

 

2.1.2.1. Santral B Hücre Toleransı 

 

 

Santral B hücre toleransında B hücreler, T hücrelerden farklı olarak kemik iliğinden 

farklılaĢırlar. Henüz olgunlaĢmamıĢ B hücreler kemik iliğinde öz antijenlere yüksek 

afinite ile bağlanırsa negatif seçilim yoluyla apoptoz ile ortamdan uzaklaĢtırılır ya da 
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otoimmüniteyi engellemek için diğer bir mekanizma olan reseptörlerin özgüllüğünü 

değiĢtirerek yeniden düzenlenmelerini sağlar (Pillai ve ark. 2011). 

Kemik iliğinde öz antijenleri tanıyan olgunlaĢmamıĢ B hücreleri Rag genlerini yeniden 

eksprese ederek immünoglobulin G hafif zincir oluĢumunu düzenler. Daha önceden 

oluĢturulan hafif zincir, yeni oluĢturulan hafif zincir ile birleĢerek öz antijenlere spesifik 

olmayan yeni bir reseptör oluĢturur. Bu da reseptör düzenleme olarak adlandırılır 

(Mauri ve Bosma 2012). 

 

2.1.2.2. Periferal B Hücre Toleransı 

 

 

Periferik B hücre toleransı, kemik iliğini terk eden B hücrelerin periferde öz antijenlerle 

karĢılaĢması sonucunda o antijene karĢı herhangi bir yanıt oluĢturmaması durumudur. 

Periferik B hücre toleransı, anerji ve olgun B hücrelerinin klonal delesyonunu içeren 

birkaç mekanizmayı barındırır. B hücrelerinin periferde aktivasyonu ancak ve ancak Th 

hücrelerinin yardımı ile gerçekleĢir. Th yardımı olmadan B hücreler periferde öz antijen 

ile karĢılaĢırsa anerjik hale gelir (Nemazee 2000). 

 

Anerjik haldeki B hücreler lenfoid foliküllerden uzaklaĢabilir. Bu durumda hücreler 

yaĢamsal sinyalleri alamadıkları için ölürler (Abbas 2015). 

 

2.2. Otoimmünite 

 
BağıĢıklık sisteminin en önemli özelliklerinden biri normal Ģartlar altında öz ve öz 

olmayan molekülleri birbirinden rahatlıkla ayırabilmesidir. Bu Ģekilde kendi öz 

moleküllerine karĢı herhangi bir tepki oluĢturmaz (Ruacan 1999). 

 

BağıĢıklık sisteminin en temel görevi organizmayı enfeksiyonlardan korumak için 

yabancı olan ajanları tanıyıp yok etmesidir. Sistemin olgunlaĢması sırasında da 

organizmanın kendi dokularına reaksiyon veren hücreler ortamdan ayıklanır. Böylece 

hücreler organizmanın kendi hücrelerine toleranslı hale gelmiĢ olur. Otoimmünite kendi 

hücrelerine tepki gösteren antikor ve bağıĢıklık sistemi hücrelerini kapsayan doğal bir 

fenomendir. Otoimmün hastalıkların geliĢiminde genetik faktörler, çevresel faktörler ve 

enfeksiyon faktörü birlikte etkilidir (Smith ve Germolec 1999). 
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2.3. Otoimmuniteyi Etkileyen Faktörler 

 

 

Otoimmün hastalıkların geliĢimi, genetik ve çevresel faktörlerin birlikte etkisi ile olur. 

Birçok otoimmün hastalığın poligenik olduğu düĢünülmektedir. 

 

2.3.1. Genetik Faktörler 

 
Ġnsan  ve  benzer  soylu  canlılar  üzerine  yapılan  çalıĢmalarda  MHC  moleküllerinin 

otoimmün hastalıklara yatkın olmayla iliĢkisi açıkça belirtilmiĢtir. Özellikle tek yumurta 

ikizleri üzerinde yapılan çalıĢmalarda, ikizlerden biri o hastalığı taĢıyorsa, ikiz kardeĢin 

diğerinin o hastalığı taĢıma oranı toplum frekansında beklenenden daha fazladır (Abbas 

2007). Birçok otoimmün hastalık sınıf I ve sınıf II HLA molekülü ile bağlantılıdır  

(Klein ve Sato 2000). Bu nedenle HLA allelleri otoimmün hastalıklara yatkınlığın 

tahmin edilmesinde kullanılan en önemli yapılardır (Alarcon- Riquelme ve ark. 2005). 

Lymphoproliferative sendromu ve otoimmün polyglandular (APECED) sendromu gibi 

bazı hastalıklar ise tek gen mutasyonundan kaynaklanmaktadır (Encinas ve Kuchroo 

2000). 

 

2.3.2. Çevresel Faktörler 

 

 

Çevresel faktörlerin farklı sebepleri otoimmün hastalıkların geliĢmesinde önemli bir 

role sahiptir (Alarcon-Riquelme ve Alarcon-Segovia 2005). Bireylerde hastalık tipleri 

ise ailesel eğilimlerle ortaya çıkmaktadır. Birçok enfeksiyon ajanı, kimyasallar, ilaç ve 

aĢılar çevresel faktör sebepleridir (Schoenfeld ve Potter 2002). 

 

 Hormonlar: Birçok otoimmün hastalık kadınlarda daha yaygın olarak 

görülmektedir. Bunun en önemli sebebi cinsiyet hormonlarının immün sistem 

hücreleri üzerine direkt etkisidir. 

 

 Toksik metallere maruz kalma: Cıva, kadmiyum, kurĢun, alüminyum ve nikel 

gibi ağır metallere maruz kalan bireylerde otoimmün hastalıkların görülme 

olasılığı yüksektir. 
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 Kimyasal toksinler: Endüstriyel kimyasallar, pestisitler, bazı ev temizleme 

ürünleri ve saç boyalarının kullanımının otoimmün hastalıklarla  bağlantılı 

olduğu düĢünülmektedir. 

 

 Aşılama ve bağışıklama: Yapılan son çalıĢmalarda Ģarbon gibi bazı aĢıların 

otoimmüniteyi tetiklediği gözlenmektedir. 

 

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

hastalıkların Mg element eksikliğinden kaynaklanan hasarlardır. 

 

 Enfeksiyonlar: Özgün olmayan poliklonal B hücre aktivasyonunu baĢlatan 

Epstein-Barr virüsleri ya da bazı mikroorganizmaların antijenleri moleküler 

olarak birbirine benzediği için otoimmün aktivasyonu baĢlatabilir. Bu olay 

Molecular Mimicry olarak adlandırılır. Genetik olarak duyarlı olan bireylere 

uygulanan enfeksiyon aracılığı ile de otoimmünite aktif hale getirilebilir. 

Romatoid artrit gibi hastalıklarda kollajen ile indüklenen hastalık modeli 

oluĢturulabilmektedir. Adjuvant adı verilen ajan yardımıyla ise hastalık 

Ģiddetlendirilebilmektedir. 

 

 Sigara kullanımı: Tütün ürünlerinin kullanımı en önemli çevresel faktörlerden 

biridir. Sigara kullanımı özellikle Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastalığı 

ile iliĢkilidir. Ayrıca sigara kullanan hastalarda Romatoid artrit prevalansı 

oldukça yüksektir. Sigara kullanımı özellikle HLA-DR alleli üzerine etki ederek 

bu risk faktörünü 21 kat arttırmaktadır. Bunun yanında doku hasarına,  

apoptozun artması, serbest radikal ve metalloproteinlerin salınımının artması ve 

lenfositlerin Fas ekspresyonunun artmasına neden olur. Sigara içmek ayrıca 

fibrinojen seviyesini arttırarak lökositozu indükler ve C-reaktif proteinini ile 

intraselüler adezyon molekülü I (ICAM-1) ve ELAM-1 seviyesini yükseltir 

(Shoenfeld ve ark. 2008). 
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2.4. Otoimmün Hastalıklar 

 

 

Hücresel ve humoral immün yanıt mekanizmaları otoimmün sistemin dengede 

tutulmasında önemli bir rol üstlenmektedir. T ve B hücresel tolerans mekanizmaları 

organizmanın kendine ait olan ile olmayanı ayırma yeteneğine sahiptir. Bu 

mekanizmalarda meydana gelen kusurlar otoimmün dengenin bozulmasına ve 

hastalıkların ortaya çıkmasına neden olur. 

 

Ġnsan   genom   analizleri   sonucunda   çoğu   otoimmün   hastalığın   kalıtımsal   olduğu 

belirlenmiĢtir. Kromozomlardaki sitokin, sitokin reseptörleri ve immünregülatör 

moleküllerin gen bölgeleri bu analizler sonucu tanımlanmıĢtır (Becker ve ark. 1998). 

Ayrıca sıçan, fare gibi organizmalar üzerine yapılan hayvan modelleme çalıĢmalarında 

Romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus hastalıklarıyla iliĢkili genler 

tanımlanmıĢtır (Morel ve ark. 1999). 

 

Otoimmün hastalıklara sebep olan immün yanıtlar çok farklı molekül, hücre ve dokuları 

barındırır. Hedef antijenlerin birçok dokuya ulaĢması olasıdır. Bazı hastalıklar ise tek 

bir organ ya da dokuya özgüldür (Doan ve ark. 2013). 

 

Bu nedenle otoimmün hastalıklar iki grup altında incelenmektedir. 

 

 

2.4.1. Organ Spesifik Otoimmün Hastalıklar 

 

 

Bu tip otoimmün hastalıklar direkt organ ya da doku üzerine etki ederek hücre lizizine 

ve enflamasyona sebep olurlar (Çizelge 2.1.). 
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Çizelge 2.1. Organ spesifik otoimmün hastalıklar ve hedef organları 
 

 
 

Organ Spesifik Otoimmün Hastalıklar Hedef Organ 

 
Otoimmün Hemolitik Anemi 

Adisson Hastalığı 

Goodpasture Sendromu 

Ġnsüline Bağlı Diyabetes Mellitus 

Myastenia Gravis 

Otoimmün Ensefalomiyolit 

Hashimo  Tiroiti 

Otoimmün Trombositopeni 

Pernisiyöz Anemi 

Poststreptokokal Glomerülonefrit 

Graves Hastalığı 

 
Eritrosit 

Böbreküstü bezi 

Böbrek, Akciğer 

Pankreas 

Kaslar 

Santral Sinir Sistemi 

Tiroid Bezi 

Trombosit 

Eritrosit 

Böbrek 

Tiroit 

 

 
2.4.2. Sistemik Otoimmün Hastalıklar 

 

 

Sistemik otoimmün hastalıklarda hedef antijenlere karĢı oluĢturulan yanıt, sadece doku 

ve organ düzeyinde kalmayıp, birden fazla organı etkileyebilir. Bu tür hastalıklarda 

hiperaktif T ve B hücrelerinin immün düzenlenmesinde genel bir kusur olduğu 

düĢünülmektir. Yaygın doku hasarı mevcut olup, otoantikorlar ya da immün kompleks 

hücrelerin tamamı hem hücre aracılı immün yanıtlara hem de direkt olarak hücre 

hasarına neden olabilir. Sistemik Lupus Eritematozus, Multiple Skleroz, Sjögren 

Sendromu, Skleroderma, Ankilozan Spondilit ve Romatoid Artrit otoimmün hastalıklara 

örnektir. 
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2.5. Model Otoimmün Hastalık Olarak Romatoid Artrit 

 

 

Romatoid artrit, birçok eklemde sinoviyal dokuları hedef alan kronik enflamatuvar bir 

hastalıktır. RA sinoviyal dokusunda, fibroblast benzeri sinoviyositler, T ve B hücreleri, 

plazma hücreleri, dentritik hücreler, makrofajlar, nötrofiller, mast hücreleri ve doğal 

öldürücü hücrelerden oluĢur (ġekil 2.3.) (Tak ve Bresnihan 2000). 

 
 

 
 

Şekil 2.3. Romatoid artrit sinoviyal doku hücreleri 

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

 

 

 
Romatoid artrit’in toplumda görülme oranı yaklaĢık %1’dir. Birçok otoimmün 

hastalıkta olduğu gibi kadınlarda daha sık görülmektedir. Kadınlarda daha sık 

görülmesinde cinsiyet hormonları önemli rol oynamaktadır. Batı ülkelerde görülme 

sıklığı daha fazladır (Emery ve Salmon 1995). Görülme yaĢı ortalama 25-50 arasında 

olup, her yaĢta görülebilir. Bu hastalıkta eklem kapsüllerinde enflamasyon, sinoviyal 

hücrelerde ödem ve fibrozis görülür (Feldmann 1996).  Ġlerleyen RA hastalarında eklem 

yerlerinde  tahribat  ve  yeniden  kaynaĢma  görülür.  Ayrıca  RA  subkutanöz   nodüler 

http://www.medscape.org/viewarticle/464118_3)
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lezyonlara ve akciğer, perikard, plevra ve sklerada enflamasyona sebep olabilir (Prete  

ve ark. 2011). 

 

2.6. Triptofan Metabolizması ve İndolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) 

 

 

Ġndolamin 2, 3-dioksijenaz (IDO) esansiyel bir aminoasit olan triptofanın ekstra hepatik 

dokularda yıkımına yol açan, kinürinin yolağının ilk ve hız sınırlayıcı enzimidir. IDO 

adaptif immün sistemde daha önce evrimsel olarak atasal genlerde kodlanmıĢ ve bunun 

yanı sıra immün dengenin sağlanmasında da anahtar bir role sahiptir (Mellor ve Munn 

2004). 

 

IDO hücre içerisinde sürekli ya da indüklenebilir yolla plasenta, akciğer, kalın ve ince 

bağırsaklar, dalak, karaciğer, mide ve beyinde ifade edilir. IDO miyeloid bağlantılı 

hücrelerde (DCs, monositler, makrofajlar ve eozinofiller), epitelyal hücreler, 

fibroblastlar, vasküler düz kas hücreleri ve de bazı tümör hücre hatlarında IFN-γ 

aracılığı ile indüklenebilir (Grohmann 2003, Mellor ve Munn 2004, Takikawa 2004, 

Thomas ve Stocker 1999). 

 

IDO ilk olarak maternal-fetal toleransa sağladığı katkı ile tanımlanmıĢtır (Munn 1998). 

IDO'nun insan reprodüksiyonunda çok önemli bir role sahip olması IDO-bağımlı 

metabolik yolağın çok basit ve evrimsel olarak korunmuĢ bir immün tolerans 

mekanizmasının parçası olduğunu ortaya koymuĢtur. IDO geni eksik homozigot 

farelerde yapılan çalıĢmalar, merkezi ve homeostatik immün toleransta IDO'nun bir rolü 

olduğunu gösterir (Mellor 2003). Buna karĢılık, yapılan çeĢitli çalıĢmalar IDO'nun 

edinilmiĢ periferik toleransa da belirgin olarak katkıda bulunduğunu ortaya koymuĢtur 

(Gurtner 2003, Hayashi 2004, Kwidzinski 2005, Beutelspacher 2006). 

 

ĠDO, HEM proteini gibi prostetik grup tabanlı monomerik protein içerir. Ġnsan ve farede 

8. Kromozom üzerinde 10 ekzona sahiptir ve üzerinde yaklaĢık 15 kbç’lık bölgesinden 

lokalize olup bu bölgeden kodlanır (Mellor ve Munn 2004). 
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Ġnsan  ĠDO  cDNA’sı  403  aminoasit  kodlar  ve  yaklaĢık  45  kDa’luk  moleküler  ağırlığa 

sahiptir (Sugimoto ve ark. 2006). 

 

2.7. L-Triptofan’ın Kinürinin Metabolik Yolu 

 

 

Triptofan aminoasit katabolizmasındaki ilk adım olan IDO, triptofanın kinürinine 

yıkımını sağlar (ġekil 2.4.). IDO’nun immün sistemin düzenlenmesinde önemli bir rolü 

olduğu açıklayan iki temel düĢünce bulunmaktır (Moffett ve Namboodiri 2003). 

Bunlardan birincisi IDO tüketim teorisidir. 

 

Dokuların mikro çevresinden ve kültür sıvılarından yapılan analizler sonucu triptofanın 

IDO yoluyla azaltılması T hücre proliferasyonunu azaltırken apoptoza sebep olmaktadır 

(Munn  1998  ve  Mellor  2003).  Ġkinci  temel  düĢünce  ise  triptofan  kullanım  teorisidir. 

Kinürinin yolağı aracılığıyla sağlanan triptofan degredasyonu sonucunda açığa çıkan 

bazı metabolitlerin T hücre apoptozuna sebep olarak immün baskılanmanın sağlandığını 

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

 

 

 

Şekil 2.4. Memelilerde L-Triptofan metabolizmasının Kinürinin yolağı (Grohmann 

2003, Mellor ve Munn 2004, Thomas ve Stocker 1999). 



17  

2.8. Selektinler 

 
Selektinler geniĢ bir veri alanına sahip memeli hücrelerinde bulunan reseptör aileleridir. 

Lökositlerin vasküler endotelyal hücre adezyonuna yol açan, birbirleri arasında 

etkileĢim içinde olan ve birbirinden bağımsız karbonhidrat bağlayıcı, nötrofil 

ekstravazyonuna sebep olan trombosit bağlayıcı moleküllerdir (Hallman 1991, 

Lawrence 1991, Luscinskas 1989, Watson 1991). 

 

Selektin molekülleri hücre dıĢı kalsiyum bağlama yeteneğine sahip olup lektin 

bükümleri içeren tek zincirli glikoproteinlerdir (Abbas 2007). Selektinler, Lökosit 

adezyon molekülü (L-selektin), P-selektin (trombositler ve aktive endotelyum üzerinde 

gösterilen adezyon molekülü) ve Endotelyal lökosit adezyon molekül-1 (E-selektin) 

(ELAM-1) olmak üzere üç farklı tiptedir. 

 

2.8.1. L-Selektin (SELL) 

 

 

L-selektin, hücre yüzey elamanı olan bu selektin, selektin ailesinin ‘’homing’’ reseptörü 

olarak bilinir. Bu molekül çoklu domainlere sahiptir. Birinci domaini lektin 

homoloğudur, ikinci domaini epidermal büyüme faktörü taĢır ve diğer iki domain ise C3 

ve C4 bağlanma proteinlerini içerir (Entrezgene). 

 

L-selektin lenfositlerin periferik lenfoid dokulara endotelyel venüller aracılığıyla 

girmesini sağlayan bir homing reseptör gibi davranır. Mevcut endotelyal hücreler 

üzerindeki ligandlar L-selektin eksprese eden lenfositlere bağlanarak, kanda lenfosit 

dolaĢımını yavaĢlatıp periferik bir lenfoid organa giriĢi kolaylaĢtırır (Robbins ve ark. 

1998). 

 

2.8.2. P-Selektin(SELP) 

 

 

P-selektin, bir hücre adezyon molekülü olup, aktive edilmiĢ endotelyal hücre 

yüzeylerinde bulunur (McEver 1989). P-selektin, magakaryositler ve endotelyal 

hücrelerde yapısal olarak eksprese edilir (Pan ve ark. 1998). P- selektin ekspresyonu iki 

farklı  mekanizma  ile  aktive  edilir.  Ġlk  mekanizmada  P-  selektin  sentezi  trombin  gibi 
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agonistler ile granüllerden plazma zarına doğru hızlıca yer değiĢtirir (Hattori ve ark. 

1989).  Ġkinci  mekanizma  ise  P-selektin’in  mRNA  ve  protein  seviyesini  arttırmak  için 

enflamasyona sebep olacak TNF-α, LPS ya da IL-4 gibi ajanlar ile uyarılmasıdır. P- 

selektin enflamasyon sırasında lökositlerin hasarlı bölgeye doğru toplanmasında önemli 

bir role sahiptir. Enflamasyon sırasında endotelyal hücreleri histamin ve trombin gibi 

moleküler tarafından aktive eder ve böylece P- selektin hücre içi bölgeden endotelyal 

hücre yüzeyine yönelir (Cleator ve ark. 2006). 

 

2.8.3. Endotel Lökosit Adezyon Molekülü- 1 (ELAM-1) 

 

 

Ġmmün   sistem   hücrelerinin   aktivasyonu,   dolaĢımı   ve   enflamatuvar   bölgeye   göçü 

ELAM-1, hücrelerarası adezyon molekülü-1 (ICAM-1) ve vasküler hücre adezyon 

molekülü (VCAM-1) gibi endotelde ifade edilen adezyon molekülleri ile sağlanır 

(McMurray 1996, Mojcik ve Shevach 1997). 

 

Vasküler endotel, dolaĢımdaki lökositlerin enflamasyon bölgelerine toplanması için 

sitokinler ve hücre yüzey reseptörleri arasında etkileĢimi sağlayan bir ara yüz görevi 

görmektedir. Enflamatuvar hücre göçünün artmasına, endotel büyüme faktörlerinin 

sinoviyal dokudaki neovaskülarizasyonu uyarmasına da katkıda bulunur (Paeleolog 

1996, Brenchley 2001). 

 

ELAM-1 115 kDa'luk bir glikoprotein olup, TNF ve IL-1 gibi proinflamatuvar 

sitokinlere yanıt olarak erken dönemde ifade edilen bir adezyon molekülüdür (Pober 

1986,  Wellicome  1990).  Ġnsan  ELAM-1  molekülünün  promoter  bölgesi  dört  adet 

düzenleyici domaine sahiptir (ġekil 2.5.). Bunlardan ilki bir NF-κB bağlanma bölgesi 

(pozisyon -94ile -85 arası), ikincisi aktive edici transkripsiyon faktör-2 (ATF-2) (aynı 

zamanda NF-ELAM-1 olarak da bilinir; pozisyon -155 ile -147 arası), üçüncü domain 

yüksek hareketli grup protein I (HMG-I(Y)), NF-κB bağlanma bölgesi (p50/p65 

pozisyon -140 ile -137 arası), dördüncü domain ise NF-κB bağlanma bölgesi (p65/p50 

pozisyon -129 ile -120 arası) (Whelan 1991, Hooft van Huijsduijnen 1993, Collins 

1995). NF-κB sitokin ile indüklenen ELAM-1 transkripsiyonunu düzenlemek için 

gereklidir,   fakat   tek  baĢına   yeterli  değildir   (Whelan  1991).   ELAM-1   promotor 
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bölgesinde yer alan diğer bağlanma bölgeleri de önem taĢımaktadır (Hooft van 

Huijsduijnen 1993, Collins 1995). 

 
 

 

Şekil 2.5. ELAM-1 promotor sekansı ve NF- κB bağlanma bölgeleri 

NF- κB bağlanma bölgeleri Ģekil üzerinde ifade edilmiĢtir. TATA kutusu ve CAAT 

sekansı altı çizili olarak gösterilmiĢtir (Oral 1997). 

 

 

2.9. Gen Tedavisi ve Gen Transfer Yöntemleri 

 

 

Gen tedavisi ilk defa 1970’li yıllarda RNA retrovirüsleriyle çalıĢan Martine Cline 

tarafından ileri sürülmüĢtür (Baltimore 1970). 1980 yılında Cline retroviral tabanlı 

vektör kullanarak etkin gen transferi gerçekleĢtirmiĢtir (Watson 1981). 1982 yılında ise 

insanlarda ilk gen tedavi uygulaması talasemi hastalığı için yapılmıĢtır (Wade 1981). 
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Gen terapisi bazı hastalıkların ve bozuklukların engellenmesi veya tedavisi için eksik 

genlerin yerine konması, hatalı olarak veya fazla çalıĢan genlerin susturulması ve bazı 

genlerin iĢlevlerinin değiĢtirilmesi amacıyla genetik maddelerin hücrelere aktarılmasını 

kapsar (Haritha ve ark. 2012). 

 

Genetik materyallerin hücre içerisine iki Ģekilde transferi mümkündür. Bunlardan ilki 

biyolojik yol olan hücreye replikasyon yapamayan rekombinant virüsler yoluyla ve 

ikincisi ise fiziksel ya da kimyasal yöntemlerle genetik materyalin hücre içerisine 

aktarımıdır. 

 

2.9.1. Biyolojik Yöntemler 

 

 

Biyolojik yöntem uygulamaları rekombinant virüs tabanlı vektörler kullanılarak 

gerçekleĢtirilir. Lenti virüs, adeno virüs, adeno-assosiye virüs, herpes virüs ve retro 

virüsler yaygın Ģekilde kullanılan viral vektörlerdir. Bu virüslerin hastalık yapıcı 

özellikleri yok edilerek klonlanmak istenen tedavi edici rekombinant genler, belirli 

restriksiyon enzimlerinin yardımıyla istenilen bölgeye klonlanır. Viral vektörleri  

memeli hücrelerinde eksprese ettirmek için paketleyici hücre hatlarına transfer etmek 

gerekir. Paketleyici hücre hattında oluĢturulan virüs kapsitleri tekrardan izole edilerek, 

istenilen hücre hattına nakledilebilir. Retroviral vektörlerde gen tedavisinde ise iki farklı 

vektör kullanılır. Ġlk vektör tedavi edici geni taĢırken diğer vektör ise retro virüsün üç 

temel gen bölgesini bulundurur (Clark ve Pazdernik 2012). 

 

Viral vektörler aracılığıyla gerçekleĢtirilen gen tedavisinde ekspresyon seviyesi oldukça 

yüksektir. Fakat genomda geliĢi güzel bölgelere entegre olabileceği gibi iĢlevsel 

bölgelerde delesyona da sebep olabilir. Bu nedenle viral vektörlerle çalıĢmak oldukça 

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

 

 

Gen tedavisinde çıplak gen parçasının doğrudan hücreye transfer edildiği yöntemlerdir. 

Bunlar; elektroporasyon, gen tabancası, lipozom ya da polimerler aracılığıyla 

gerçekleĢtirilir. 

 

Elektroporasyon yönteminde yüksek elektrik akımına bırakılan hücrelerde, hücre 

zarlarında geçici porlar oluĢturularak istenilen genetik materyalin geçiĢi sağlanır. 

 

Gen tabancası aracılığıyla aktarımda ise, altın parçacıklarla örtülen DNA partiküllerine 

hız kazandırılarak gerçekleĢtirilir. Hücre zarını hızla delen DNA parçacığı sitoplazma 

içine girerek oradan çekirdeğe ulaĢır (Patil ve ark. 2012). 

 

Lipozomlar, hücre zarının yapısını andıran fosfolipit yapılı, amfipatik ve veziküler 

özellik gösteren yapılardır (Duve ve ark. 1998). Yapılarında bulundurdukları hidrofilik 

ve hidrofobik özelliklerden dolayı moleküllerin taĢınmalarında önemli rol oynarlar. 

Lipozom yapıları ilk kez 1968 yılında Sessa Wiessman tarafından ileri sürülmüĢtür. 

Lipozomların diğer biyolojik ajanlardan daha güvenli olduğu bilinmektedir. Lipozomlar 

aracılığıyla taĢınan hormon, enzim, ilaç ve nükleik asitlerin salınımları daha yavaĢ 

gerçekleĢmekte fakat salınım süresinin oldukça uzun olduğu görülmektedir (Bangham 

ve ark. 1965). Lipozomlar baĢta tıp, biyomühendislik, gıda ve kozmetik sanayide yaygın 

olarak kullanıldığı görülmektedir. 

 

Yapılan son çalıĢmalarda lipozomlar kanser ve benzeri genetik temelli hastalıkların 

tedavisinde önemli rol oynamaktadır. Eksik genlerin istenilen bölgeye nakledilmesi, 

yanlıĢ eksprese olan genlerin susturulması ya da yeniden düzenlemesi gibi gen tedavi 

yöntemlerinde viral ajanların aksine oldukça güvenli, toksik olmayan ve hedefe yönelik 

aktarım gerçekleĢtiren yapılardır (Nicolau ve Cudd 1989). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

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

downstream kısmına klonlanması 

 

Ticari olarak hIDO geni pCMV/hygro vektörü içinde (Sino Biological) temin edilmiĢtir 

(ġekil 3.1.). Bu vektörden CMV promotor bölgesi restriksiyon enzimleri kullanılarak 

çıkartılmıĢ ve ELAM-1 promoter bölgesi bu bölgeye klonlanmıĢtır. ELAM-1 promotor 

bölgesi restriksiyon enzimleri içerecek Ģekilde tasarlanan primerler ile çoğaltılarak 

öncelikli olarak pGEM-T Easy vektörüne (ġekil 3.2.) TA klonlaması ile klonlanmıĢtır. 

Vektöre klonlanan ve restriksiyon enzim bölgeleri içeren ELAM-1 promoter bölgesi 

daha sonra bu vektörden kesilerek çıkartılmıĢ ve pCMV/hygro vektöründen CMV 

promotor bölgesinin yerine klonlanmıĢtır (ġekil 3.3.). 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.1. pCMV/ hygro vektörü ve sekans referans noktaları 

(http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL). 

http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL)
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hIDO geni Kozak sekansından hemen sonra bulunan MCS bölgesine klonlanmıĢ olarak 

temin edilmiĢtir. 

 
 

 

Şekil 3.2. pGEM-T Easy vektörü ve sekans referans noktaları 

(http://www.xenbase.org/reagents/vectorAction.do?method=displayVectorSummary&v 

ectorId=8716564). 

http://www.xenbase.org/reagents/vectorAction.do?method=displayVectorSummary&amp;v
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Şekil 3.3. pELAM-1pro./hIDO vektörü ve sekans referans noktaları 

(http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL). 

 

 

pCMV/hygro vektöründeki CMV promotoru yerine ELAM-1 promotoru klonlanmıĢtır. 

 

 

 

3.1.1. ELAM-1 promotor bölgesinin çoğaltılması 

 

 

200 µL steril PZR tüpünün içerisinde 1X Q5 Tampon çözeltisi (2 mM MgCl2, New 

England Biolabs), 200 µM dNTP KarıĢımı), 0.02 U/µL Q5 High Fidelity DNA 

polymeraz, 0,5 µM ileri primer (MLuI-F-Elam-1- 

5’ACGCGTATGCATGTAGACTATGGATGA 3’), 0.5 µM geri primer  (SacI-R-Elam- 

1 5’ GAGCTCTCTCTCAGGTGGGTATCAC 3’) ve steril distile su son hacim 25 µL 

olacak  Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. 

http://www.sinobiological.com/BRCA1-cDNA-Clone-g-18849.htmL)
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PZR döngü koĢulları: 98 C 30 saniye baĢlangıç denatürasyonu, 35 döngü; 98 C’de 10 

saniye, 61 C’de 30 saniye ve 72 C’de 30 saniye yapıldıktan sonra en son 2 dakika   72 

C’de tutularak tamamlanmıĢtır. PCR ürünleri %1 agaroz jelde görüntülenmiĢtir. 

 

 
3.1.2. ELAM-1 promotor bölgesi amplifikasyonunun 3’ ucuna A takılması 

 

 

Kesilen bantlar jel temizleme kiti (OIAGEN) kullanılarak, üretici firmanın tavsiye ettiği 

Ģekilde jelden ayrıldıktan sonra TA klonlanması için ELAM-1 promotor bölgesi 

amplifikasyonunun 3’ ucuna A takılarak klonlama yapmak üzere kullanılmıĢtır. 

Kesilen jel parçası tartılarak, 3 birim tampon QG 1 birim jele eklenmiĢtir 

(100mg~100μL). Tüp 10 dk 50 °C’de inkübe edilmiĢtir (jel tamamen çözünene  kadar). 

1 birim izopropanol eklenerek karıĢtırılmıĢtır. DNA’nın bağlanması için, örnekler 

QIAquick kolonuna yüklenmiĢ ve 1 dk 13 000 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. AkıĢkan 

kısım atılarak, QIAquick kolon tekrar aynı toplama tüplerinin içine yerleĢtirilmiĢtir. 

0,5 mL tampon QG, QIAquick tampona eklenerek 1 dk 13 000 rpm’de santrifüj 

edilmiĢtir. Yıkamak için, 0,75 mL tampon PE QIAquick kolona eklenmiĢ ve 13 000 

rpm’de 1 dk santrifüj yapılmıĢtır. AkıĢkan kısım atılarak, QIAquick kolon 1 dk daha 13 

000 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. QIAquick kolon 1,5 mL’lik temiz mikrosantrifüj 

tüplerine yerleĢtirilmiĢ ve DNA’yı ayrıĢtırmak için 50 μL elüsyon tamponu (EB), 

QIAquickmembran’ın ortasına eklenerek 1 dk santrifüj yapılmıĢtır. 200 µL steril PZR 

tüpünün içerisinde 4000 ng temizlenmiĢ ELAM-1 promotor bölgesi amplifikasyonunun, 

1X PZR Tampon çözeltisi (75 mM Tris-HCl 25
o
C’de pH 8.8, 20  mM  (NH4)2SO4, 

0.01% (v/v) Tween20), 0.2 mM dATP KarıĢımı (New EnglandBiolabs), 1,5 mM MgCl2 

(New England Biolabs), 1 ünite Taq DNA polymeraz (New England Biolabs) steril 

distile su son hacim 20 µL olacak Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. 30 dakika 72 C’de tutularak 

reaksiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1.3. pGEM-T Easy vektörüne bantların klonlanması 

 

 

Agaroz jelden izole edilen ve 3’ ucuna A takılan bantlar pGEM-T Easy (Promega) 

vektörüne klonlanmıĢtır. 3,75 µL (750 ng) çözünmüĢ DNA, 12,5 ng pGEM-T Easy 

vektörü (Promega), 1X Ligaz Tampon çözeltisi (Promega) ve 100 ünite T4 DNA  Ligaz 
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enzimi (Promega) son hacim 10 µL olacak Ģekilde PZR tüpüne konulmuĢtur. KarıĢım 

gece boyunca 4°C de (yaklaĢık 18 saat) inkübe edilmiĢtir. 

 

3.1.4. E. coli kompetan hücrelere ligasyon ürününün aktarılması 

 

 

E. coli DH5-α kompetan hücrelerine (New England Biolabs) klonlanmıĢ DNA parçası 

içeren pGEM-T Easy vektörü üretecinin tavsiye ettiği Ģekilde aktarılmıĢtır. Steril 2 mL 

tüpe 5 µL ligasyon ürünü ve 50 µL E. coli DH5-α kompetan hücre eklenmiĢtir. KarıĢım 

30 dakika buzda bekletildikten sonra 42 °C 30 saniye ısı Ģoku uygulamıĢtır. 5 dakika 

buzda bekletildikten sonra hücrelerin üzerine 300 mL LB sıvı besiyeri eklenerek 37 °C 

‘de 60 dakika boyunca çalkalanarak çoğaltılan hücreler LB agar (ampisilin ve IPTG 

içeren) besiyerine ekilerek gece boyunca 37 °C’de çoğalmaları sağlanmıĢtır. 

Transformasyon, hücrelerin ampisilin içeren (LB ampisilin 100 g/mL) ortamda 

çoğaltılması ve X-Gal (80 g/mL) kimyasalının substurat olarak kullanımı    IPTG (100 

g/mL) ile aktive edilen β Galaktosidaz aktivitesi sebebiyle mavi kolonilerin oluĢması 

ile kontrol edilmiĢtir. Beyaz koloniler seçilerek hücrelerden plazmit izolasyonu 

yapılmıĢtır. 

 

3.1.5. Plazmit izolasyonu 

 

 

Plazmitler QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanılarak üretici firmanın tavsiye 

ettiği Ģekilde izole edilmiĢtir. 

 

2 mL bakteri kültürü alınıp 5 dk 15 000 rpm’de santrifüj edilerek toplanmıĢtır. Santrifüj 

sonrası üstte kalan sıvı dökülerek, tüp ters düz edilmiĢ ve fazlalık oluĢturan maddeleri 

uzaklaĢtırmak için kağıt havlu ile kurutulmuĢtur. Tüpe tampon P1 (250 μL) eklenerek 

ve hücre peleti vorteks yapılarak tamamen akıcı hale getirilmiĢtir. Tampon P2 (250 μL) 

eklenerek ve tüp dört kere yavaĢça ters düz edilerek karıĢtırılmıĢ, yaklaĢık 5 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. Örneklere N3 solüsyonu (350 μL) eklenerek, dört kez 

ters düz edilerek karıĢtırılmıĢtır. Örnek tüpler 10 dk 15 000 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. 

Lizat temizlenerek üstteki faz dönme kolonuna transfer edilmiĢ ve oda sıcaklığında 1 dk 

15 000 rpm’de santrifüj yapılmıĢtır. 
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Santrifüjden sonra, toplama tüpündeki alt faz atılarak toplama tüpü geri çıkartılmıĢtır. 

750 μL Kolon Yıkama solüsyon tamponu PE dönme kolonuna eklenerek oda 

sıcaklığında 1 dk 15 000 rpm’de santrifüj yapılmıĢtır. AkıĢkan kısım atılarak toplama 

tüpüne tekrar yerleĢtirilmiĢ ve 1 dk daha santrifüj yapılarak kalan yıkama tamponu 

tamamen uzaklaĢtırılmıĢtır. Dönme kolonu içeriği 1,5 mL yeni steril bir tüpe aktarılmıĢ, 

plazmit DNA’sı 50 μL tampon EB (Elüsyon tamponu) eklenerek ve 1 dk 15 000 rpm’de 

santrifüj yapılarak ayrıĢtırılmıĢtır. Ġzole edilen plazmit DNA’sı -20 °C’de saklanmıĢtır. 

 

3.1.6. İzole edilen plazmitlerin görüntülenmesi 

 

 

DNA’nın plazmit DNA’sına entegre olduğunu göstermek için plazmit DNA’sı izole 

edildikten sonra EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmiĢ beklenen boydaki bantlar tespit 

edilmiĢtir. 1 µg plazmit DNA’sı, 1X NEB 2.1 Tampon Çözeltisi (New England 

Biolabs), 10 Ünite EcoRI restriksiyon enzimi (New England Biolabs) ve PZR suyu son 

hacim 50 µL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. KarıĢım 37    °C’de 1 saat bekletilmiĢ, 65 

°C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapılmıĢ ve örnekler %1 agaroz jelde 

yürütülmüĢtür. 

 

3.1.7. ELAM-1 promotor bölgesinin pGEM-T Easy vektöründen kesilerek 

çıkartılması 

 

pGEM-T Easy vektörüne klonlanmıĢ olan ELAM-1 promotor öncelikle restriksiyon 

enzimi içeren primerler kullanılarak çoğaltılıp, klonlandıkları için bu enzimler ile 

kesilerek pCMV/hIDO vektörüne aktarılmaları sağlanmıĢtır. pGEM-T Easy plazmit 

DNA’sı izole edildikten sonra MLuI ve SacI restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢ beklenen 

boydaki bantlar tespit edilmiĢtir. 8 µg plazmit DNA’sı, 1X NE Tampon Çözeltisi 2.1 

(New England Biolabs), 10 Ünite MLuI ve 10 Ünite SacI restriksiyon enzimleri (New 

England Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 µL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. KarıĢım 

37 °C’de 1 saat bekletilmiĢ, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapılmıĢ ve 

örnekler %1 agaroz jelde yürütülmüĢtür. 



28  

3.1.8. CMV promotor bölgesinin pCMV/hIDO hygro vektöründen kesilerek 

çıkartılması 

 

Klonlama yapılması için aynı enzimler ile pCMV/hIDO hygro vektöründen CMV 

promotor bölgesi çıkartılmıĢtır. 8 µg plazmit DNA’sı, 1X NE Tampon Çözeltisi (New 

England Biolabs), 1 Ünite MLuI ve 1 Ünite SacI restriksiyon enzimleri (New England 

Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 µL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. KarıĢım 37 °C’de 

3 saat bekletilmiĢ, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapılmıĢ ve örnekler %1 

agaroz jelde yürütülmüĢtür. 

 

3.1.9. ELAM-1 promotor bölgesinin pCMV/hIDO hygro plazmitine klonlanması 

 

 

2 µL jelden temizlenmiĢ plazmit DNA’sı (pCMV/hIDO), 6 µL jelden temizlenmiĢ 

klonlanacak gen parçası (ELAM-1 promotor bölgesi), 1X NE Tampon Çözeltisi (MBI 

Fermentas), 100 Ünite DNA ligaz (MBI Fermentas), son hacim 10 µL olacak Ģekilde 

hazırlanmıĢtır. KarıĢım 4 °C’de gece boyunca bekletilmiĢ ve ertesi gün kompetan E. 

coli DH5-α (New England Biolabs) hücrelerine aktarılmıĢtır. 

 

3.1.10. E. coli kompetan hücrelere ligasyon ürününün aktarılması 

 

 

E. coli DH5-α kompetan hücrelerine (New England Biolabs), klonlanmıĢ ELAM-1 

promotoru içeren pCMV/hIDO hygro vektörü aktarılmıĢtır. Steril 2 mL tüpe 5 µL 

ligasyon ürünü ve 50 µL E. coli DH5-α kompetan hücre eklenmiĢtir. KarıĢım 30 dakika 

buzda bekletildikten sonra 42 °C 30 saniye ısı Ģoku uygulamıĢtır. Hücrelerin üzerine 

300 mL LB sıvı besiyeri eklenerek 37 °C’de 60 dakika büyütülen hücreler 5 dakika 

buzda bekletildikten sonra LB agar (ampisilin) besiyerine ekilerek gece boyunca 37 

°C’de  büyümüĢtür.  Transformasyon,  hücrelerin  ampisilin  içeren  (LB  ampisilin 100 

g/mL) ortamda büyümesi ile kontrol edilmiĢtir. Çoğaltılan koloniler seçilerek 

hücrelerden plazmit izolasyonu yapılmıĢtır. 
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3.1.11. Plazmit izolasyonu 

 

 

Plazmitler, bölüm 3.1.6’da anlatıldığı gibi QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) 

kullanılarak üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde izole edilmiĢtir. 

 

3.1.12. İzole edilen plazmitlerin görüntülenmesi 

 

 

DNA’nın plazmit DNA’sına entegre olduğunu göstermek için plazmit DNA’sı izole 

edildikten sonra MLuI ve SacI restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢ beklenen boydaki 

bantlar tespit edilmiĢtir. 10 µg plazmit DNA’sı, 1X NE Tampon Çözeltisi 2.1 (New 

England Biolabs), 10 Ünite MLuI ve 10 Ünite SacI restriksiyon enzimleri (New England 

Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50 µL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. KarıĢım 37 °C’de 

3 saat bekletilmiĢ, 80 °C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu yapılmıĢ ve örnekler %1 

agaroz jelde yürütülmüĢtür. 

 

Kesim sonrasında beklenen boyda bant tespit edilen plazmitlerden 3 adedi 5’ 

AGATCTCCCGATCCCCTATG3’  ve  5’CTAGCCAGCTTGGGTCTCC3’  primerleri 

kullanılarak ABI prism-310 Genetic Analyzer kullanılarak sekanslatılmıĢtır. 

 

 

3.1.13. E. coli kompetan hücrelere ticari ve klonlanmış plazmitlerin aktarılması 

 

 

E. coli DH5-α kompetan hücrelerine (New England Biolabs), bölüm 3.1.11 de  

anlatıldığı gibi klonlanmıĢ DNA parçası içeren pELAM-1pro./hIDO vektörü, kontrol 

plazmitleri pCMV/βgal, pCAT/ELAM-1pro., pCAT/kontrol ve ticari olarak satın alınan 

pCMV/hIDO hygro vektörleri aktarılmıĢtır. Ġzole edilen plazmitlerin konsantrasyonları 

nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific) kullanılarak ölçülmüĢtür. 

 

Hücre kültürüne transferleri sağlanacak plazmitlere bol miktarda ihtiyaç duyulacağı için 

kompetan hücrelerin stoklanması sağlanmıĢtır. Stok hücre için 500 µL hücre üzerine 

500 µL gliserol eklenerek pipetleme yapılmıĢ ve Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Ġmmonoloji Anabilim Dalı’nda bulunan -80 °C’deki dondurucuda saklanmıĢtır. 
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3.1.14. Hücre kültürüne aktarmak üzere Midi-Prep plazmitlerin hazırlanması 

 

 

-80 °C’deki dondurucuda saklanan hücre stoklarından 150 mL LB ampisilin içeren E. 

coli besiyerine ekim yapılmıĢtır. Besiyeri çalkalamalı inkübatörde 200 rpm 37 °C 

sıcaklıkta 16 saat bekletilerek hücrelerin üremesi sağlanmıĢtır. 

 

Üreyen hücrelerden izolasyon iĢlemi ‘’HiSpeed Plasmid Midi Kit (QIAGEN)’’ üretici 

firmasının tavsiye ettiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

50 mL steril falkon tüp içerisinde hücrelerin çöktürme iĢlemi 3 kez tekrarlanarak 6000 g 

devirde 4 ºC sıcaklıkta 15 dk olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Çöken hücre pelleti 

üzerine 6 mL P1 tampon eklenerek hücreler akıcı hale gelene kadar pipetleme 

yapılmıĢtır. 6 mL P2 tamponu eklenerek falkon tüp 5 kez ters düz edilmiĢ ve oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletilmiĢtir. Önceden soğutulmuĢ 6 mL P3 tamponu eklenerek 5 

kez ters düz edilmiĢ ve mavi renkteki solüsyonun beyaz renge dönmesi sağlanmıĢtır. 

Falkon tüp içerisindeki tamponlar filtreli kartuĢ içerisine dökülerek 10 dakika 

bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon esnasında diğer bir filtre olan ‘’HiSpeed Tip’’ içerisine 4 mL 

QBT tamponu eklenerek filtre ıslatılmıĢtır. Ġnkübasyon tamamlandıktan sonra Ģırınganın 

deklanĢörü takılarak lizat ‘’HiSpeed Tip’’ içerisine filtre edilmiĢtir. Lizat filtreden 

tamamen geçtikten sonra 20 mL QC tamponu ile yıkanmıĢtır. Filtrede tutulan DNA 5 

mL QF tamponu eklenerek 15 mL’lik falkon tüp içerisine alınmıĢtır. 3,5 mL 

izopropanol eklenerek karıĢtırılmıĢ ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 

Ġnkübasyon esnasında 20 mL’lik Ģırınganın ucuna ‘’QIAprecipitator’’ takılmıĢtır. DNA 

örnekleri 20 mL Ģırınga içerisine aktarılmıĢ ve deklanĢöre kuvvetli bir Ģekilde basılarak 

DNA örneklerinin ‘’QIAprecipitator’’ içerisine geçiĢi sağlanmıĢtır. ‘’QIAprecipitator’’ 

içerisindeki DNA, 2 mL %70’lik etanol ile yıkanmıĢtır. 5 mL’lik Ģırınga ucuna takılan 

‘’QIAprecipitator’’ üzerine 1 mL EB (Elüsyon tamponu-endotoxin free) eklenerek filtre 

içerisindeki DNA steril ependorf tüp içerisine alınmıĢtır. Nanodrop spektrofotometre ile 

konsantrasyonları ölçülerek daha sonra uygun hücre hatlarına aktarılmak üzere - 20 ºC 

dondurucuda saklanmıĢtır. 
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3.2. Hücre Kültürü 

 

 

3.2.1. Hücre materyali 

 

 

ÇalıĢmada kullanılan HeLa (CCL-2) (Ġnsan servikal kanser) hücreleri American Type 

Culture Collection (ATCC)’den temin edilmiĢtir. ÇalıĢmalar sadece laboratuvar 

koĢullarında  yapılmıĢtır. 

 

3.2.2. Donmuş hücrelerden kültür yapılması 

 

 

ATCC’den soğuk zincirle temin edilen dondurulmuĢ hücreler, hücre kültürü 

laboratuvarına getirilmiĢtir. Hücre süspansiyonunun uygun Ģekilde erimesi sağlanmıĢ 

ve 15 mL falkon tüp içerisine 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- 

glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenerek, üzerine çözülen hücre 

süspansiyonu eklenip birkaç kez yavaĢça pipetleme yapılmıĢtır. 

 

Hücrelerin bulunduğu falkon tüp 4 °C’de 6 dk 700 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. 

Biyogüvenlik kabinine alınan falkon tüp içerisindeki hücrelerin besiyeri aspire edilerek 

5 mL taze besiyeri eklenip birkaç kez otomatik pipetle karıĢtırılarak 25 cm
2
’lik steril 

(Orange scientific) flask içerisine alınmıĢtır. Hücreler 37 °C, %5 CO2 içeren etüvde 

bekletilerek  çoğalmaları sağlanmıĢtır. 

 

3.2.3. Hücrelerin pasajlanması 

 
 

25 cm
2 

flask içerisindeki hücreler mikroskopla incelenerek %80 doluluk oranına sahip 

olduğunda biyogüvenlik kabini içerisine alınıp, eski besiyeri aspire edilir. 2 kez 5 mL 

HBSS (Lonza) ile yıkanıp aspire edilir. Hücreleri yüzeyden kaldırmak amacıyla 500 µL 

(Gibco) %0,25 Tripsin-EDTA (1X) eklenmiĢ ve 5 dakika 37 °C, %5 CO2 içeren etüvde 

bekletilmiĢtir. 

 

Mikroskop altında hücrelerin yüzeyden söküldüğü gözlenerek biyogüvenlik kabini 

içerisine alınan hücrelerin üzerine 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- 
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glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) (Lonza) besiyeri eklenerek pipetle birkaç kez 

karıĢtırılıp 75 cm
2 

flask içerisine aktarılıp 37 °C, %5 CO2 içeren etüvde çoğalmaları 

sağlanmıĢtır. 

 

3.2.4. Hücrelerin sayılması 

 

 

Ġçinde bulunan hücrelerin sayısını tespit etmek istediğimiz flask biyogüvenlik kabinine 

alındıktan sonra kapağı açılıp vakum makinesiyle içindeki RPMI 1640 (%10 Fetal 

Bovine Serum, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin) besiyeri flasktan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Flasktaki hücreler 10 mL HBSS (Lonza) ile 2 kere yıkanmıĢtır. 

Hücreleri yüzeyden kaldırmak amacıyla 2 mL (%0,25 Tripsin-EDTA) (1X) eklenmiĢ  

ve 37 °C %5 C02’li etüvde 5 dk bekletilmiĢtir. Etüvden çıkarılmıĢ hücre kültürü ıĢık 

mikroskobunda incelendikten ve hücrelerin yüzeyden kalktığı saptandıktan sonra 

tripsinin reaksiyonunu sonlandırmak amacıyla 10 mL RPMI 1640 (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenmiĢtir. Flask 

içinde 12 mL olan hücre süspansiyonu, 50 mL hacmindeki falkona alınarak hücreleri 

birbirinden ayırmak için birkaç kez pipetaj yapılmıĢtır. Steril ependorf tüpü alınıp içine 

20 µL tripan mavisi (Sigma Aldrich) çözeltisinden ve 20 µL hücre süspansiyonundan 

alınarak pipetleme yapılmıĢ ve 2 dakika ve 37 °C %5 C02 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
Hemositometrenin olukları arasına 10 µL alttan ve 10 µL üstten olmak üzere karıĢım 

pepetlenmiĢtir. IĢık mikroskobunda görülen küçük karelerin etrafındaki büyük kareler 

sayılmıĢ ve aritmetik ortalaması alınarak 2X100000 ile çarpılarak 1 mL’deki toplam 

hücre sayısı bulunmuĢtur (ġekil 3.4). 
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Şekil 3.4. Hemositometrede sayım alanı 

 

 

 

3.3. HeLa hücre hattına pCMV/βgal plazmitinin transfer edilmesi 

 

 

HeLa hücreleri transfeksiyon yeteneklerinin yüksek olması ve IL-1β ile uyarılabilmeleri 

sebebiyle tercih edilmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada dört farklı marka ticari lipozom kullanılmıĢtır. Kontrol plazmiti olarak 

kullanılan pCMV/βgal ile hücrelere 6, 24 ve 48 saatlik transfeksiyonlar firmaların 

önerdiği Ģekilde yapılmıĢ olup ardından X-gal boyama ile hücrelerin transfeksiyon 

yetenekleri belirlenmiĢtir. 

 

Transfeksiyondan   bir   gün   önce   HeLa   (Ġnsan   Servikal   Kanser)   hücrelerinin   flask 

içerisindeki yoğunluklarına bakılmıĢ ve %80 üzeri yoğunluktaki hücreler tripsinle 

muamele edilip falkon tüp içerisine alınmıĢtır. Bunu takiben tripan mavisi ile 

hemositometride sayımları yapılmıĢtır. Transfeksiyon etkinliğini ve toksisitesini 

değerlendirme   deneyleri   için,   transfeksiyon   uygulamasından   bir   gece   önce    24 

kuyucuklu kültür plaklarına 6 x 10
4  

hücre/kuyu yoğunluğunda hücreler kültüre edilmiĢ 

ve 37 °C, %5 CO2’li etüvde bekletilmiĢtir. 

 
 

Etüv içerisinde bir gece bekletilen hücrelerin mikroskop altında durumlarına bakılmıĢ 

ve sağlıklı oldukları tespit edilerek biyogüvenlik kabini içerisine alınmıĢtır. Hücre 

üzerindeki eski besiyeri aspire edilip, her kuyucuğa 500 µL taze RPMI 1640 (%10 Fetal 

sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiĢtir. 
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Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA), XtremeGENE 9 (Roche, USA), FuGENE-HD 

(Promega, USA), Attractene (QIAGEN, Germany) marka lipozomlar üretici firmaların 

tavsiye ettiği Ģekilde kullanılmıĢtır. Her lipozom markası için bir adet 24 kuyucuklu 

plak kullanılmıĢ ve her plak 6, 24 ve 48 saatlik inkübe edilen kuyucuklar ve bir de 

kontrol kuyucuğu olmak üzere toplamda 4 kuyucuk kullanılmıĢtır (ġekil 3.5.). 

 

 

 
 

Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) 

Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat 

FuGENE HD Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat 

XtremeGENE 9 

(Roche) 

Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat 

Attractene 

(Qiagen) 

Kontrol 6 saat 24 saat 48 saat 

 

Şekil 3.5. 24 kuyulu plak üzerinde pCMV/βgal transfeksiyon düzeni 

 

 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) markalı lipozom için kuyucuk baĢına 0,8 µg 

pCMV/βgal plazmiti için 1,5 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanılmıĢtır. 

pCMV/βgal plazmit (101ng/μL) konsantrasyonumuza göre hesaplanan 0,8 μg DNA için 

kuyucuk baĢına 8  μL olarak belirlenmiĢtir. 4 kuyu için 32 µL plazmit DNA’sı ve    

168 μL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir biju tüp içerisinde karıĢtırılıp 

pipetleme yapılarak 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 6 μL Lipofectamin 2000 

(Invitrogen) ve 194 μL OptiMEM besiyeri (1X) (Gibco) ayrı steril bir biju tüp içerisinde 

karıĢtırılıp, pipetleme  yapılarak  5  dakika  oda  sıcaklığında  bekletilmiĢtir.  Ġki  tüp 

içerisindeki DNA, lipozom ve OptiMEM (1X) besiyeri tek bir tüpte karıĢtırılarak oda 

sıcaklığında 15 dakika bekletilerek 500 µL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) eklenmiĢ hücrelere kontrol 

kuyucuğu hariç 100’er µL olacak Ģekilde eklenmiĢtir. Hücreler 6, 24 ve 48 saat olacak 

Ģekilde 37 °C sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 
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XtremeGENE 9 (Roche) markalı lipozom için kuyucuk baĢına 1 µg DNA için 3 µL 

XtremeGENE 9 lipozom kullanılmıĢtır. 30 μL pCMV/βgal plazmiti ve 9 μL 

XtremeGENE 9 lipozom 261 μL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir biju tüp 

içerisinde karıĢtırılıp 20 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 500 µL RPMI 1640 

(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) 

besiyeri eklenmiĢ hücrelere kontrol kuyucuğu hariç, 100’er µL olacak Ģekilde 

eklenmiĢtir. Hücreler 6, 24 ve 48 saat olacak Ģekilde 37 °C sıcaklık ve %5 CO2 içeren 

etüvde bekletilmiĢtir. 

 

FuGENE HD (Promega) markalı lipozom için kuyucuk baĢına 2 µg DNA için 5 µL 

FuGENE HD (Promega) lipozom kullanılmıĢtır. 30 µL pCMV/βgal plazmiti, 15 µL 

FuGENE HD (Promega) lipozom ve 255 µL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir 

biju tüp içerisinde pipetlenerek karıĢması sağlanmıĢ ve oda sıcaklığında 15 dakika 

bekletilmiĢtir. 500 µL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, 

%1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiĢ hücrelere kontrol kuyucuğu hariç 

100’er µL olacak Ģekilde eklenmiĢtir. Hücreler 6, 24 ve 48 saat olacak Ģekilde 37 °C 

sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
Attractene (QIAGEN) markalı lipozom için kuyucuk baĢına 0,4 µg DNA için 1,5 µL 

Attractene (QIAGEN) lipozom kullanılmıĢtır. 12 µL pCMV/βgal plazmiti, 4,5 µL 

Attractene (QIAGEN) lipozom ve 163,5 µL OptiMEM (1X) (Gibco) besiyeri steril bir 

biju tüp içerisinde pipetlenerek oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 500 µL RPMI 1640 

(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) 

besiyeri eklenmiĢ hücrelere kontrol kuyucuğu hariç 60’ar µL olacak Ģekilde eklenmiĢtir. 

Hücreler 6, 24 ve 48 saat olacak Ģekilde 37 °C sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde 

bekletilmiĢtir. 

 

3.3.1. HeLa hücrelerinin fikse edilmesi 

 

 

6 ve 24 saat sonra hücrelerin üzerine 500 µL taze RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri eklenmiĢ ve 48 saat 
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sonra ise tüm hücreler üzerindeki besiyeri, DNA ve lipozom solüsyonları aspire edilerek 

2 kez 500 µL steril PBS (Euroimmun, Germany) ile yıkanmıĢtır. 

 

Hücrelere kuyucuk baĢına 500 µL fiksatif (%0,2 gluteraldehit + %0,2 formamid içeren 

PBS) eklenerek 10 dakika 4 °C bekletilmiĢtir. Fiksatif aspire edildikten sonra 500 µL 

PBS (Euroimmun) ile bir kez yıkanıp aspire edilmiĢtir. 

 

3.3.2. HeLa hücrelerinin X-gal boyaması 

 

 

X-gal solüsyonu [5mM K4Fe(CN) 6, 5 mM K3Fe(CN) 6, 200 μg/mL X-gal içeren N-N- 

dimetilformamid (DMF), 1 M MgCl] olarak hazırlanmıĢtır. 

 

KarıĢım 500 µL olacak Ģekilde hücreler üzerine eklenmiĢ ve 5 saat 37 °C sıcaklıkta ve 

%5  CO2  içeren  etüvde  bekletilmiĢtir.  Ġnkübasyon  sonunda  boyalar  aspire  edilip  1  kez 

500 µL PBS ile yıkanmıĢ ve kuyular inverted mikroskopta incelemek üzere 500 µL PBS 

içerisinde 4 ºC sıcaklıkta saklanmıĢtır. 

 

3.4. ELAM-1 promotor aktivitesinin belirlenmesi 

 

 

3.4.1. pCAT/ELAM-1pro., pCAT/kontrol ve pCMV/βgal plazmitlerinin hücre 

hatlarına transfer edilmesi 

 

ELAM-1 promotor aktivitesini belirlemek için pCAT/ELAM-1pro. plazmiti 

kullanılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak pCAT/kontrol plazmiti ve negatif kontrol olarak 

uygunsuz bir plazmit olan pCMV/βgal kullanılmıĢtır. 6 kuyucuklu plaklara bir gece 

önceden kuyucuk baĢına 2,5x10
5 

HeLa hücresi ekilmiĢtir. Transfeksiyon etkinliklerini 

değerlendirdiğimizde hem toksisite hem de transfeksiyon yüzdesi bakımından 

Lipofectamin 2000 (Invitrogen) markası ile devam edilmesi uygun bulunmuĢtur. 

 

HeLa hücre hattına transfeksiyon için 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baĢına 4 µg 

plazmit DNA’sı ve 7,5 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom kullanılmıĢtır 

(ġekil 3.6.). 
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6 ve 24 saat için iki ayrı plak hazırlanmıĢtır. Toplamda 9 kuyu için hazırlanan 36 µg 

pCAT/ELAM-1pro. plazmiti 4,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak  5  

dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 67,5 µL Lipofectamin 2000 (Invitrogen) lipozom 

4432,5 µL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletilmiĢtir.   Ġki   ayrı   tüpteki   karıĢımlar   tek   tüp   içerisine   alınıp   15   dakika   oda 

sıcaklığında bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- 

glutamin, %1 penisilin ve stresptomisin) besiyeri içeren kuyucukların üzerine uygun 

Ģekilde 1’er mL olarak eklenmiĢtir. 

 

3 kuyu olarak hesaplanan 12 µg pCAT/kontrol plazmiti 1,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco) 

ile tamamlanarak 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 22,5 µL µL Lipofectamin 

2000 (Invitrogen) lipozom 1477,5 µL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5 

dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. Ġki ayrı tüpteki karıĢımlar tek tüp içerisine alınıp 

15 dakika oda sıcaklığında bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri içeren kuyucukların 

üzerine uygun Ģekilde 1’er mL olarak eklenmiĢtir. 

 

3 kuyu olarak hesaplanan 12 µg pCMV/βgal plazmiti 1,5 mL OptiMEM (1x) (Gibco) ile 

tamamlanarak 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. 22,5 µL Lipofectamin 2000 

(Invitrogen) lipozom 1477,5 µL OptiMEM (1x) (Gibco) ile tamamlanarak 5 dakika oda 

sıcaklığında bekletilmiĢtir. Ġki ayrı tüpteki karıĢımlar tek tüp içerisine alınıp 15 dakika 

oda sıcaklığında bekletilerek 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- 

glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri içeren kuyucukların üzerine uygun 

Ģekilde 1’er mL olarak eklenmiĢtir. 24 saat transfeksiyon sonrasında hücre üzerindeki 

besiyeri, DNA ve lipozom örnekleri aspire edilip taze 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 

Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenmiĢtir. 

 

ELAM-1 promotorunu uyarmak için 2 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL 3 ayrı 

konsantrasyonda IL-1β uygulanmıĢtır. 6 saatlik inkübasyonun sonunda, 6 saatlik plak 

içerisindeki besiyeri aspire edilerek 2 mL taze RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sığır 

serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri eklenerek 37 °C 

sıcaklıkta   ve   %5   CO2    içeren   etüvde   bekletilmiĢtir.   24   saatin   sonunda plaklar 
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biyogüvenlik kabini içerisine alınarak besiyerleri aspire edilmiĢ ve 2 kez steril PBS 

(Euroimmun) ile yıkanmıĢtır. Her kuyu hücre kazıyıcı ile 500’er µL PBS (Euroimmun) 

ile 2 kez kazınıp toplamda 1 mL olacak Ģekilde steril tüplere alınarak -80 °C 

dondurucuda saklanmıĢtır. 

 

 

 

pCAT/ELAM-1pro. 

stimüle edilmemiĢ 

pCAT/ELAM-1pro. 
IL-1β 

2 ng/mL 

pCAT/ELAM-1pro. 
IL-1β 

5 ng/mL 

pCAT/ELAM-1pro. 
IL-1β 

10 ng/mL 

 

pCAT/kontrol 
 

pCMV/βgal 

 

Şekil 3.6. ELAM-1 promotor aktivite ölçüm planı 

 

 

 

3.4.2. ELAM-1 promotor aktivasyonunun CAT ELISA yöntemi ile belirlenmesi 

 

 

HeLa hücrelerine transfer edilen plazmitlerdeki CAT (Kloramfenikol Asetil 

Transferaz)’in kantitatif olarak belirlenmesi için CAT ELISA (Enzim Bağlı 

Ġmmünsorbent   Analizi)   (Roche)   kitiyle   üretici   firmanın   tavsiye   ettiği   Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Steril ependorf içerisindeki hücrelerin çözünmesi sağlanarak 4 °C sıcaklıkta 250 g 

devirde 10 dakika döndürülen hücrelerin üst fazı atılır. Her tüpe 500 µL Liziz tamponu 

(1X) eklenerek 30 dakika bekletilmiĢtir. 

 

Antikor kaplı kuyucuklara sırasıyla, baĢta kör örnek (blank) ve daha sonra 

konsantrasyonları sırasıyla 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 yapılarak 6/24 saat IL-1β ile stimüle 
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edilmiĢ hücre lizatlarından 200 µL olacak Ģekilde kuyucuklara eklenmiĢ üzeri kaplama 

kağıdı ile sarılarak bir saat 37 ºC etüv içerisinde bekletilmiĢtir. 

 

Kuyucuk içerisindeki örnekler boĢaltılarak (1X) Yıkama Tamponu, her kuyucuk için 

250 µL olacak Ģekilde pipetlenmiĢ ve 30 saniye çalkamalı etüvde bekletilerek 5 kez 

yıkanmıĢtır.  Kuyucuklar  kurutulduktan  sonra  taze  olarak  hazırlanan  Anti-CAT-DĠG 

solüsyonundan her kuyucuğa 200 µL eklenerek 1 saat 37 ºC etüvde bekletilmiĢtir. 

 

Kuyu içerisindeki solüsyon uzaklaĢtırılarak (1X) Yıkama Tamponu, her kuyucuk    için 

250 µL olacak Ģekilde pipetlenmiĢ 30 saniye çalkamalı etüvde bekletilerek 5 kez 

yıkanmıĢtır.  Kuyucuklar  kurutulduktan  sonra  taze  olarak  hazırlanan  Anti-DĠG-POD 

solüsyonu her kuyucuğa 200 µL olacak Ģekilde eklenerek kaplama kağıdı ile sarılmıĢ ve 

1 saat 37 ºC etüvde bekletilmiĢtir. 

 

Kuyu içerisindeki solüsyon uzaklaĢtırılarak (1X) Yıkama Tamponu, her kuyucuk    için 

250 µL olacak Ģekilde 30 saniye çalkamalı etüvde bekletilerek 5 kez yıkanmıĢtır. 

Kurutma kâğıdına vurularak iyice kurutulan kuyucukların üzerine 200 µL POD substrat 

eklenerek karanlık ortamda, oda sıcaklığında, çalkalayıcı üzerinde 30 dakika 

bekletilmiĢtir. Spektrofotometrenin 450-492 nm dalga boyu aralığında okutularak, 

standart eğriye göre düzey tayini yapılmıĢtır. 

 

3.5. HeLa hücrelerinin pCAT/ELAM-1pro. ve pCMV/hIDO plazmitleriyle eş 

transfeksiyonu 

 

Ġnsan   IDO   ekspresyonunu   yapısal   olarak   sağlayan   CMV   promotor   kontrolündeki 

plazmit ile pCAT/ELAM-1pro. plazmiti kullanılarak eĢ transfeksiyon yapılmıĢtır. EĢ 

transfeksiyonun amacı, pCMV/hIDO plazmiti varlığında CAT ekspresyonunda herhangi 

bir değiĢim olup olmadığını araĢtırmak üzere yapılmıĢtır. Bu deneyde kontrol olarak 

pCMV/hIDO hygro plazmiti yerine pCMV/βgal plazmiti kullanılmıĢtır. Bir gün 

önceden 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baĢına 2x10
5 

HeLa hücresi ekilmiĢtir (ġekil 

3.7.). 
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EĢ transfeksiyonda 2/3’e 1/3 oranında DNA transfeksiyonu yapılmıĢtır. pCAT/ELAM- 

1pro. ve pCMV/hIDO plazmitlerinin transfeksiyonu için Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde yapılmıĢtır. Her kuyucuk için 4 µg 

DNA ve 7,5 µL lipozom kullanılmıĢtır. 4 kuyu için hesaplanan plazmit 

konsantrasyonlarına göre pCAT/ELAM-1pro. plazmitinin 1/3 ‘ü 19,2 µL ve 

pCMV/hIDO plazmitinin 2/3’ü 228 µL olarak alınmıĢ ve 1600 µL (1X) OptiMEM 

(Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Ayrı bir biju tüp içerisinde 1970 µL (1X) 

OptiMEM (Gibco) üzerine 30 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) eklenmiĢ ve 5 dk 

bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde karıĢtırılarak 15 dk 

bekletilmiĢ ve 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 

penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk üzerine 1 mL olacak Ģekilde eklenerek 24 

saat 37 ºC sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
Kontrol olarak pCMV/hIDO plazmiti yerine kullanılacak pCMV/βgal plazmiti için de 

ayrı bir biju tüp içerisinde 1/3 pCAT/ELAM-1pro. ve 2/3 oranında pCMV/βgal 

transfeksiyonu 4 kuyu için hesaplanmıĢtır. pCMV/βgal için 54,4 µL ve pCAT/ELAM- 

1pro. için 19,2 µL plazmitler steril bir biju tüp içerisine alınmıĢ 1927 µL (1X) 

OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Ayrı bir biju tüp içerisinde 

1970 µL (1X) OptiMEM (Gibco) üzerine 30 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

eklenmiĢ ve 5 dk bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde 

karıĢtırılarak 15 dk bekletilmiĢ ve 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır  serumu, 

%1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk üzerine 1 mL olacak 

Ģekilde eklenerek 24 saat 37 ºC sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
Farklı bir plak içerisinde iki ayrı kuyuda biri pCAT/kontrol ve diğeri pCMV/βgal 

plazmitleri ile transfeksiyon yapılmıĢtır. Üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde kuyu 

baĢına 4 µg plazmit için 7,5 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom kullanılmıĢtır. 

2 kuyu için hesaplanan pCAT/kontrol plazmitinden 17 µL alınıp 983 µL (1X)  

OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. 15 µL Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) lipozom 985 µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk 

bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde karıĢtırılarak 15 dk 

bekletilmiĢ ve 2 mL RPMI 1640(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin,  %1 
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penisilin ve streptomisin) bulunan kuyucuk üzerine 1 mL olacak Ģekilde eklenerek 24 

saat 37 ºC sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 2 kuyu için hesaplanan 

pCMV/βgal plazmitinden 40,4 µL alınıp 960 µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile 

tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. 15 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom 985 

µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit 

karıĢımları tek bir tüp içerisinde karıĢtırılarak 15 dk bekletilmiĢ ve 2 mL RPMI 1640 

(Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin)  

bulunan kuyucuk üzerine 1 mL olacak Ģekilde eklenerek 24 saat 37 ºC sıcaklıkta ve %5 

CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
24 saatlik transfeksiyon sonrasında kuyucuklardaki besiyeri aspire edilip her kuyucuğa 

taze 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin 

ve streptomisin) besiyeri eklenmiĢtir. IL-1β ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL olacak Ģekilde 

farklı dozlarda stimüle edilmiĢtir. 24 saat 37 °C sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde 

bekletilmiĢtir. Hücreler üzerindeki besiyerleri aspire edilip 2 kez PBS (Euroimmun) ile 

yıkanmıĢtır. Her kuyu ikiĢer kez 500 µL PBS (Euroimmun) eklenip kazıyıcı ile 

kazınarak hücreler steril ependorf tüplere alınmıĢ ve daha sonra analiz edilmek üzere - 

80 ºC dondurucuda saklanmıĢtır. 

 

 
 

pCMV/hIDO 

pCAT/ELAM-1pro. 

Stimüle edilmemiĢ 

pCMV/ hIDO 

pCAT/ELAM-1pro. 

IL-1β 

2 ng/mL 

pCMV/hIDO 

pCAT/ELAM-1pro. 

IL-1β 

5 ng/mL 

pCMV/β gal 

pCAT/ELAM-1pro. 

Stimüle edilmemiĢ 

pCMV/β gal 

pCAT/ELAM-1pro. 

IL-1β 

2 ng/mL 

pCMV/βgal 

pCAT/ELAM-1pro. 

IL-1β 

5 ng/mL 

pCAT/kontrol pCMV/βgal  

 

Şekil 3.7. pCAT/ELAM-1-pro. ve pCMV/hIDO plazmitleriyle eĢ transfeksiyon deney 

planı 
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3.6. Eş transfeksiyon sonrası CAT ekspresyonunun ELISA yöntemi ile analiz 

edilmesi 

 

Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı gibi yapılmıĢtır. 

 

 

3.7. Klonlanan pELAM-1pro./hIDO plazmitinin HeLa hücrelerine transfer 

edilmesi 

 
Bir gece önceden 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk baĢına 2x10

5 
hücre olacak Ģekilde 

HeLa hücreleri ekilmiĢtir. Plazmit transferi Lipofectamine 2000 (Invitrogen) marka 

lipozom ile üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde yapılmıĢtır (ġekil 3.8.). Kuyucuk 

baĢına 4 µg plazmit ve 7,5 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanılmıĢtır. 

 

4 kuyu için hesaplanan 48 µL pELAM-1pro./ hIDO plazmiti 1952 µL (1X) OptiMEM 

(Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. 30 µL Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

lipozom 1970 µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. 

Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde karıĢtırılarak 15 dk bekletilmiĢtir. 

 

Pozitif kontrol olarak sürekli ekspresyon sağlayan CMV promotoru bulunduran 

pCMV/hIDO plazmiti, negatif kontrol olarak ise uygunsuz bir plazmit olan pCMV/βgal 

plazmiti kullanılmıĢtır. 2 kuyu için 66 µL pCMV/hIDO plazmiti 934 µL (1X) 

OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Ayrı bir tüpte 15 µL 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) lipozom 985 µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile 

tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde 

karıĢtırılarak 15 dk bekletilmiĢtir. 

 

2 kuyu için hesaplanan 23,4 µL pCMV/βgal plazmiti 978 µL (1X) OptiMEM (Gibco)  

ile tamamlanarak 5 dk bekletilmiĢtir. Ayrı bir tüpte 15 µL Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) lipozom 985 µL (1X) OptiMEM (Gibco) ile tamamlanarak 5 dk 

bekletilmiĢtir. Lipozom ve plazmit karıĢımları tek bir tüp içerisinde karıĢtırılarak 15 dk 

bekletilmiĢtir. 
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Örnekler uygun kuyucuklara 2 mL RPMI 1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- 

glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) besiyeri üzerine 1 mL olacak Ģekilde eklenmiĢ 

ve 24 saat 37 ºC sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 
24 saat sonunda kuyucuk içerisindeki besiyerleri aspire edilmiĢ ve 2 mL taze RPMI 

1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) 

besiyeri eklenmiĢ ve eklenen besiyerleri üzerine 2 ayrı doz olan 2 ng/mL ve 5 ng/ mL 

IL-1β ile stimüle edilerek 24 saat 37 ºC sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde bekletilmiĢtir. 

 

 

 

 
 

pELAM-1pro./hIDO 

Stimüle edilmemiĢ 

pELAM-1pro./hIDO 

IL-1β 

2 ng/mL 

pELAM-1pro./hIDO 

5 ng/mL 

pCMV/hIDO 

(pozitif kontrol) 

pCMV/βgal 

(negatif kontrol) 

 
HeLa Hücresi 

 

 
Şekil 3.8. Hela hücrelerine aktarılacak pELAM-1pro./hIDO plazmitinin transfeksiyon 

planı 

 

 

 

24 saat sonra kuyucuklar içerisindeki besiyeri aspire edilerek 2 mL PBS (Euroimmun) 

ile 2 kez yıkanmıĢtır. 2 kez 500 µL PBS (Euroimmun) eklenerek kazıyıcı ile kazınan 

hücreler, steril ependorf tüplere alınarak daha sonra analiz edilmek üzere -80 ºC 

dondurucuda saklanmıĢtır. 

 

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

ekspresyon seviyesinin ELISA ile belirlenmesi 

 

Yöntemde   kullanılan   Sandviç   ELISA   IDO   (Ġnsan   indolamin-2,   3-   dioksijenaz) 

proteininin kantitatif olarak ölçülmesini sağlamaktadır. Cloud-Clone Corp. (USA) 

markalı kit üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde kullanılmıĢtır. -80 ºC’de saklanan 
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hücre örnekleri 3 kez 1’er saat arayla -20 ºC’de dondurulup çözülerek  hücre 

içeriklerinin PBS (Euroimmun)’e geçmesi sağlanmıĢtır. Örnekler +4 ºC soğutmalı 

santrifüjde 10 dk 1500 g’de çöktürülmüĢtür. Çöken hücreler uzaklaĢtırılarak steril 

ependorf içerisine alınan üst faz, testte kullanılmak üzere saklanmıĢtır. Örnekler, kör 

örnek (blank) ve testin standart örnekleri için kuyucuk sayısı belirlenir. Testin toplamda 

yedi farklı konsantrasyonda standart dilüsyonları hazırlanmıĢtır. 

 

Standart solüsyonunun ilk konsantrasyonu 40 ng/mL’dir. Standart solüsyon oda 

sıcaklığında 10 dakika bekletilmiĢ ve ardından ilk pipetlenecek olan konsantrasyona 

seyreltilmiĢtir. Kuyucuklara pipetlenecek olan standartlar sırasıyla 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 solüsyonu 0 ng/mL’dir. Standartlar baĢta olmak üzere, kör örnek (blank) ve 

transfekte edilen hücre lizat örnekleri 100 µL olacak Ģekilde kuyucuklara pipetlenerek 

kaplama kağıdı ile sarılmıĢ 2 saat 37 ºC’deki etüvde bekletilmiĢtir. Kuyucuklardaki tüm 

sıvılar boĢaltılmıĢtır. Bu aĢamada yıkama tamponu ile yıkama yapılmamıĢtır. 

Kuyucuklar içerisine, Detection Reagent A solüsyonu 100 µL olacak Ģekilde 

pipetlenmiĢ kaplama kağıdı ile sarılarak 1 saat 37 ºC’deki etüvde bekletilmiĢtir. 

Ġnkübasyon tamamlandıktan sonra kuyucuklardaki sıvılar boĢaltılarak Yıkama Tamponu 

(1X) ile kuyucuk baĢına 350 µL olacak Ģekilde 1-2 dakika bekletilerek 3 kez 

yıkanmıĢtır. Kuyucuklar dikkatli bir Ģekilde kurutulduktan sonra her kuyucuğa 100 µL 

Detection Reagent B solüsyonu eklenmiĢ ve kaplama kağıdı ile sarılarak 1 saat 37 

ºC’deki etüvde bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon tamamlandıktan sonra kuyucuklardaki sıvılar 

boĢaltılarak Yıkama Tamponu (1X) ile kuyucuk baĢına 350 µL olacak Ģekilde 1-2 

dakika bekletilerek 5 kez yıkanmıĢtır. 

 

Kuyucuklar dikkatli bir Ģekilde kurutulduktan sonra her kuyucuğa 90 µL substrat 

solüsyonu eklenmiĢ kuyucuklardaki renklerin maviye dönüĢtüğü görülmüĢtür. 37 ºC’lik 

etüvde ıĢık görmeyecek Ģekilde 20 dakika bekletilmiĢtir. 30 dk süreyi geçmeden 50 µL 

Stop Solüsyonu tüm kuyucuklara pipetlenerek zaman kaybetmeden 450 nm dalga 

boyunda  spektrofotometrede  okutulmuĢtur. 
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3.7.2. pELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen HeLa hücrelerinden RNA 

izole edilmesi 

 

HeLa hücrelerine bölüm 3.6’da anlatıldığı gibi, pELAM-1pro., pCMV/hIDO ve 

pCMV/βgal plazmitleriyle transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. RNA izolasyonu 

Ez-10 Spin Column Total RNA Minipreps Super Kit (Bio Basic Ġnc., USA) kullanılarak 

üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde uygulanmıĢtır. 

 

1,5 mL’lik steril ependorf tüplerde PBS (Euroimmun) içerisinde bulunan hücreler +4 ºC 

soğutmalı santrifüjde 12 000 rpm’de 5 dk döndürülerek çöktürülmüĢtür. Üst faz olan 

PBS (Euroimmun) uzaklaĢtırılıp çöken hücre pelleti üzerine 350 µL RLT tamponu 

eklenmiĢ ve iyice pipetleme yapılmıĢtır. 5 kez insülin enjektörü yardımıyla hücrelerin 

parçalanması sağlanmıĢtır. RLT tamponu ile eĢit miktarda (350 µL) %70’lik etil alkol 

eklenerek karıĢım pipetlenmiĢ ve kolonlu tüplere aktarılmıĢtır. Kolonlu tüpler 8 000 

rpm’de 1 dk santrifüj edilerek alt faz uzaklaĢtırılmıĢtır. Kolona 500 µL RW tamponu 

eklenerek 8 000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilerek alt faz uzaklaĢtırılmıĢtır. Kolonlu 

tüplere 500 µL RPE tamponu (%70 etil alkol) eklenmiĢ ve 8 000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj yapılarak alt faz uzaklaĢtırılmıĢtır. Etil alkolü tamamen uzaklaĢtırmak için 8 

000 rpm’de boĢ olarak döndürülen tüplerin alt kısımları atılarak kolonlar 1,5 mL’lik 

steril ependorf tüplere yerleĢtirilmiĢtir. Kolon içerisine 30 µL DEPC-Water eklenmiĢ 50 

ºC’lik ısı bloğunda 2 dakika bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda kolonlar 10 000 rpm’de 

1 dakika santrifüj edilerek RNA örnekleri kolondan saflaĢtırılmıĢtır. 

 

3.7.2.1. RNA kalitesinin ve konsantrasyonunun belirlenmesi 

 

 

Ġzole   edilen   RNA   örneklerinin   konsantrasyonları   NanoDrop   ND-2000   (Thermo 

Scientific) spektrofotometre ile 1µL örnek kullanılarak ölçülmüĢtür. RNA’nın kalitesi: 

230/260 ve 260/280 oranı ~1,6- 2,00 olan RNA örnekleri qRT-PZR için kullanılmıĢtır. 

RNA örnekleri -80 C’de saklanmıĢtır. 



46  

3.7.2.2. RNA’dan cDNA sentezi 

 

 

RNA izolasyonları tamamlandıktan sonra cDNA sentezi iĢlemine geçilmiĢtir. Bu 

iĢlemin sağlıklı yapılabilmesi içinde, olası DNA ve protein kalıntıları RNA 

örneklerinden uzaklaĢtırılmıĢtır. Bunun için RNA örneklerinden 10 µg alınarak 10 ünite 

RNAse içermeyen DNaseI ile 20 µL’lik reaksiyon hacminde toplanmıĢ ve 37 C’de 30 

dk tutularak 65 C’de 10 dk ek inkübasyon ile toplam RNA örnekleri DNA’dan 

arındırılmıĢtır. Daha sonra DNAse muamelesi yapılmıĢ olan RNA örnekleri 2,5 M LiCl 

ile -20 C’de inkübe edilerek çökertilmiĢ ve 4 C’de, 15 000 rpm’de 15 dk santrifüj 

yapılarak toplanmıĢtır. Çöken RNA %70’lik etil alkol ile yıkanarak daha önceden 

DEPC ile muamele edilmiĢ olan ddH2O ile çözülmüĢtür. Ġzole edilen RNA örneklerinin 

konsantrasyonları NanoDrop ND-2000 spektrofotometre ile 1µL örnek kullanılarak 

ölçülmüĢtür. 

 

cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermantas) ile üretici 

firmanın tavsiye ettiği Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

DNA’dan arındırılmıĢ olan RNA örneklerinden cDNA sentezlemek için aĢağıdaki 

prosedür takip edilmiĢtir. 

 

200 µL’lik steril PZR tüpüne, 500 ng RNA örneği, 4 µL 5X Reaksiyon Tamponu, 1 µL 

Ribolock RNAaz, 2 µL 10 nM dNTP mix, 1 µL ReverAid M-M Ters Transkriptaz 

enzimi, 1 µL 10 pmol/µL oligo dT eklenmiĢ ve son hacim 20 µL olacak Ģekilde steril su 

ile tamamlanmıĢtır. Reaksiyon 42 ºC de 1 saat ve sonlandırma reaksiyonu için 72 ºC’de 

5 dakika tutulmuĢtur. Tek zincir cDNA örnekleri -20 ºC’de daha sonra qRT-PZR da 

kullanılmak  üzere saklanmıĢtır. 

 

3.7.2.3. HeLa hücrelerindeki IDO geninin transkript seviyelerinin eş zamanlı PZR 

ile analizi 

 

Tek ilk iplik cDNA 1/20 oranda sulandırılarak son konsantrasyonları 50 ng/µL olacak 

Ģekilde ayarlanmıĢtır. HeLa hücrelerine transfekte edilen pELAM-1pro./hIDO geninin 

IL-1β  ile  farklı  dozlarda  uyarılması  sonucu  kontrol  plazmit  ile  transfekte      edilen 
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hücrelere göre transkript seviyelerinin belirlenebilmesi için kantitatif gerçek zamanlı 

PZR  (qRT-PZR) uygulanmıĢtır. 

 

IDO geninin transkript seviyelerini belirlemek için Ġnsan IDO (hIDO-RT) ileri primeri 

5’CAAAGGTCATGGAGATGCC    3’    ve    Ġnsan    ĠDO    (hIDO-RT)    geri    primeri 

5’CCACCAATAGAGAGACCAGG 3’ Ģeklinde tasarlanmıĢtır. qRT-PZR reaksiyonları 

üçer kez tekrarlı olarak yapılmıĢtır. RNA miktarını normalize edebilmek için iki 

referans gen kullanılmıĢtır. EĢ zamanlı PZR için kullanılan primerler: Ġnsan GAPDH 

ileri  primeri  5’  AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT  3’,  Ġnsan  GAPDH  geri  primeri  5’ 

CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 3’, Ġnsan β-actin ileri primeri 

5’AGCCTCGCCTTTGCCGA        3’,        Ġnsan        β-actin        geri        primeri        5’ 

CTGGTGCCTGGGGCG 3’. 

 

Normalizasyon için kullanılan bu iki transkriptin deneysel koĢullar altında sürekli ifade 

edilmektedir (Diss 2008, Liu 2013, Thomas 2007). Her reaksiyon için 3,4 µL ddH2O,  5 

µL cDNA (50 ng/ µL), 0,8 µL 10 pmol/µL ileri ve geri primer kullanılmıĢtır. 10 µL 

SYBR yeĢil karıĢımı 2X (Roche-LightCycler) eklenmiĢtir. PZR döngü koĢulları    95 

°C’de 2 dk, 40 döngü; 95 °C’de 15 sn, 55 °C’de 15 sn ve 72 °C’de 15 saniyedir. 

 

 

Erime eğrisi primerlerin dimer oluĢturup oluĢturmadığını görmek için analiz edilmiĢtir. 

Normalizasyon sonrası genlerin ekspresyonundaki farklılıklar Delta eĢik döngüsü (ΔCT 

-treshold cycle) değerlerine göre kat değiĢimi formülü kullanılarak hesaplanmıĢtır. 
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3.7.2.4. HeLa hücrelerinde hIDO geninin saatli transkripsiyon ölçümleri 

 

 

24 saatlik transkripsiyon analizinde IDO transkriptinin belirgin bir Ģekilde 

saptanmasından sonra genin hangi saat aralığında daha aktif olduğunu saptamak ve 

CMV promotor bölgesinin enflamasyon uyarımından etkilenip etkilenmediğini anlamak 

için HeLa hücre hatlarına bölüm 3.6’da anlatıldığı gibi pELAM-1pro./hIDO, 

pCMV/hIDO ve pCMV/βgal plazmitleriyle transfeksiyon yapılmıĢtır. 24 saatlik 

inkübasyon sonrasında, hücreler üzerindeki solüsyonlar aspire edilerek 2 mL taze RPMI 

1640 (Lonza) (%10 Fetal sığır serumu, %1 L- glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) 

besiyeri eklenmiĢtir. Besiyeri üzerine hücreleri uyarmak için IL-1β’nın 2 ng/mL ve 5 

ng/mL’lik iki farklı dozu kullanılmıĢtır. Hücre uyarım süreleri ise uyarılmamıĢ hücre, 

1/2 saat, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 saat uyarım olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Toplamda 6 farklı plak kullanılmıĢ olup her hücre örneğine 2 ayrı plak için 

transfeksiyon yapılmıĢtır. Transfeksiyon sonrasında hücre içeren plaklar 2 farklı doz 

kullanılarak uyarılmıĢtır. 

 

Hücreler kontrollü Ģekilde toplanıp -80 ºC’de RNA izolasyonu yapmak üzere 

saklanmıĢtır. Toplamda 36 farklı örnek için RNA izolasyonu yapılmıĢtır. Bölüm 3.7’de 

anlatıldığı gibi gerçekleĢtirilmiĢtir. RNA örneklerinin bölüm 3.7.1’de anlatıldığı gibi 

konsantrasyonları belirlenmiĢtir. Örneklerden cDNA sentezi bölüm 3.7.2’de anlatıldığı 

gibi yapılmıĢtır. Sentezlenen tek zincir cDNA’lar gruplandırılarak bölüm 3.7.3’de 

anlatıldığı gibi eĢ zamanlı PZR(qRT-PZR) ile analiz edilmiĢtir. 

 

3.8. Western blot analizi 

 

 

Western blot ya da immün blotlama, protein ekspresyonunu belirlemek amacıyla 

kullanılan tekniklerden biridir. Bu teknikte istenilen (hedef) proteinin varlığı, protein- 

protein hibridizasyonu ile belirlenir. Herhangi bir doku ya da hücreden protein analizi 

yapabilmek için öncelikle proteinleri doğru bir Ģekilde açığa çıkarılması gerekmektedir. 

Açığa çıkarılan proteinlerin SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) yardımıyla 3 boyutlu  

yapısını sağlayan S-S bağları kırılır ve proteinler SDS içeren Poliakrilamid jelde 

yürütülerek moleküler ağırlıklarına göre ayrıĢtırılırlar. 
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Jel içerisinde moleküler ağırlıklarına göre ayrılan bantlar elektrotransfer metodu ile 

nitroselüloz membrana aktarılır. Membrana aktıralan proteinlerden hedef proteine 

spesifik birinci antikor ve daha sonra birinci antikorun yapısına uygun ve enzim ilave 

edilmiĢ olan ikinci antikor ile muamele edilir. 

 

Membrandaki spesifik proteini görüntülemek için ise antikora bağlı bulunan enzimin 

substuratı ortama eklenerek hedef proteinin görüntülenmesi sağlanmıĢ olur. 

 

SDS-PAGE Western blot yönteminde iki farklı konsantrasyonda jel kullanılır. 

Bunlardan ilki olan toplayıcı jel hafif asidiktir (pH: 6,8) ve akrilamid konsantrasyonu 

düĢüktür. Ġkinci jel ise ayırıcı jel olarak adlandırılır ve baziktir (pH: 8,8). Ayırıcı jelde 

Poliakrilamid oranı yüksek olup jel gözenekleri daha dardır. Bu nedenle de proteinlerin 

ağırlıklarına göre ayırımı daha kolay gerçekleĢtirilir. 

 

SDS-PAGE metodu ile ayrılan proteinler öncelikli olarak ısı ile denatüre edilir. Bunun 

yanı sıra Sodyum Dodesil Sülfat anyonik bir deterjan olduğu için denatüre olan 

proteinlere bağlanıp onları negatif yükler ve böylece proteinler jelde katottan anoda 

doğru hareket ederler. Blotlama iĢleminden sonra görüntülemenin olabilmesi için 

kemiluminesans yönteminden faydalanılır. 

 

HeLa hücreleri bölüm 3.6’da anlatıldığı gibi transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve 

bunu takiben protein izolasyonu yapılmıĢtır. 

 

3.8.1. Protein izolasyonu 

 

 

3 mL liziz tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) için 

30 µL 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30µL 100mM sodyum ortovanadat 

(Santa Cruz, CA, USA), 45 µL proteaz inhibitör kokteyl (Santa Cruz, CA, USA) 

eklendi. Solüsyon karanlıkta hazırlandı. 

 

Protein izolasyonunu gerçekleĢtirmek için 15 mL’lik falkonlara toplanan hücreler 

üzerine 5 mL soğuk PBS ekleyip +4 C 1000 g’de santrifüj edildi. Santrifüj   sonrasında 
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süpernatant kısmı uzaklaĢtırılmıĢtır. Önceden hazırlanan liziz tamponu falkonlardaki 

hücrelere 0,5 mL olacak Ģekilde eklenmiĢ ve pipetaj yapılarak hücreler 1,5 mL’lik 

ependorf tüplere aktarılmıĢtır. 30 dakika buz üzerinde bekletilen hücreler 10 dakikada 

bir insülin enjektörü yardımıyla parçalanmıĢtır. 30 dakikanın ardından ependorf   tüpler 

+4 C 10 000 g’de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant kısımlar yeni steril 

ependorf tüplere alınarak protein miktarları tayin edilmiĢtir. 

 

3.8.2. Proteinlerin BCA yöntemi ile konsantrasyonlarının belirlenmesi 

 

 

3.8.2.1. BSA standartlarının hazırlanması 

 

 

BSA ile protein miktarlarını tayin edebilmek için sığır serum albümin (BSA) proteinin 

farklı konsantrasyonları ultrasaf ddH2O ile hazırlanarak bir standart eğri grafiği 

çizilmiĢtir. (Bicinchoninic Acid Kit ,Sigma, St. Louis, MO; Bovine Serum Albumin 

Standardı, Amresco, Solon, OH, USA). Konsantrasyonlar sırasıyla 0,2- 0,4- 0,6- 0,8- 1 

mg/mL olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 

3.8.2.2. BCA ölçümü 

 

 

BCA (Biçinkoninik asit) protein miktar tayininde kullanılan BCA çözeltisine  bakır 

sülfat eklendiğinde tepkime sonucunda yeĢil bir renk oluĢmaktadır. Bu çözelti üzerine 

protein eklediğinde ise, peptit bağları ile etkileĢimi sonucu oluĢan tepkimede Cu
++ 

iyonları Cu
+ 

iyonlarına dönüĢmektedir. Tepkime sonucunda yeĢil renk mor renge 

dönüĢmektedir. 

 

Ölçüm için gerekli olan BCA (Biçinkoninik Asit) kiti (Thermo Scientific) ve 96 

kuyucuklu plak ( Orange Scientific) tarafından sağlanmıĢtır. Öncelikli olarak kuyulara 

sırasıyla 0, 20, 40, 60, 80 ve 100’er mL standart solüsyon eklenmiĢtir. 

 

Konsantrasyonları bilinmeyen protein örnekleri ise ölçümlerdeki hataları önlemek için 

ddH2O ile 10 kat seyreltilmiĢtir. Sırasıyla önce standartlar ve daha sonra protein 

örnekleri 10 µL olacak Ģekilde kuyulara pipetlenmiĢ ve ardından 200 µL çalıĢma 
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solüsyonu (Working Reagent) örneklerin üzerine eklenerek 20 dakika oda sıcaklığında 

bırakılmıĢtır. Süre bitiminin ardından oluĢan değiĢim spektrofotometrede (FLASHScan 

S12, Jena, Almanya) 562 nm dalga boyunda değerlendirilmiĢtir. 

 

Çözeltiler 

 

 

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30mL Running 

buffer, 570 mL ultra saf H2O ile tamamlanarak hazırlanmıĢtır 

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 H2O eklenerek çözülmüĢtür. 

Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK) 

Phototope
®
-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA) 

 
3.8.3. Proteinlerin SDS-PAGE jeline yüklenmesi ve yürütülmesi 

 

 

Örnekler daha önce BCA yöntemiyle belirlenen total protein konsantrasyonuna göre  35 

µg olacak Ģekilde sabitlenmiĢtir. Sample Buffer ve Reducing agent 1X olacak Ģekilde 

0,5 mL’lik tüplere pipetlenmiĢtir. Tüpler 95 ºC’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek 

proteinlerin lineer hale gelmesi sağlanmıĢtır. Bu sırada jel, elektroforez tankına 

yerleĢtirilmiĢ ve SDS Running buffer tankın üst sınırına kadar doldurulmuĢtur. 

 

Kullanılan hazır jel üzerindeki koruyucu sıvı dikkatli bir Ģekilde dökülmüĢ ve 

kuyucukların içerisindeki hava pipet yardımıyla uzaklaĢtırılmıĢtır. SDS Running buffer 

içerisine 500 µL antioksidant eklenmiĢtir. Prestained Markörden (Cell Signaling) 5 µL 

ve   örnekler   hesaplanan   miktardaki   hacimlerde   dikkatli   bir   Ģekilde       kuyulara 
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yüklenmiĢtir. Yükleme iĢlemi tamamlandıktan sonra protein degredasyonunu önlemek 

için tank +4 ºC’de 150V’de 60 dakika yürütülmüĢtür. 

 

3.8.4. Proteinlerin membrana transfer edilmesi 

 

 

Transfer iĢleminde I-Blot jel transfer cihazı (Invitrogen, CA, USA) kullanılmıĢtır. Anot 

(+) bakır en üste gelecek Ģekilde, jel, ddH2O ile ıslatılmıĢ filtre kağıdı, katot (-) bakır ve 

sünger olacak Ģekilde sırasıyla yerleĢtirilmiĢtir. Üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde 7 

dk boyunca jelden membrana transfer iĢlemi  gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.8.5. GAPDH proteinlerinin belirlenmesi 

 

 

3.8.5.1. Membran bloklama 

 

 

GAPDH için öncelikli olarak %5’lik süt (Cell Signaling) çözeltisi hazırlanarak 1 saat 

oda sıcaklığında çalkalayıcı ile inkübe edilmiĢtir. Bir saatin sonunda membran TBS-T 

ile 3’er kez 5 dakika yıkanmıĢtır 

 

3.8.5.2. Birincil antikor 

 

 

GAPDH antikoru (Cell signalling) 1:1000 olacak Ģekilde %5’lik BSA çözeltisinde 

hazırlanmıĢtır. +4 ºC’de 18 saat çalkalayıcıda inkübe edilmiĢ ve süre sonunda TBS-T ile 

3’er kez 5 dakika yıkanmıĢtır. 

 

3.8.5.3. İkincil antikor 

 

 

GAPDH için Anti-Rabbit (Cell signalling) 1:2000 oranında %5’lik süt çözeltisinde 

hazırlanmıĢ ve 60 dakika boyunca inkübe edilmiĢtir. Süre sonunda TBS-T ile 3’er kez 5 

dakika yıkanmıĢtır. 
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3.8.5.4. Görüntüleme 

 

 

Görüntüleme iĢleminde membranın üzerini kaplayacak kadar Luminita Forte (Fisher 

Scientific) HRP substuratı içeren solüsyon eklenmiĢ ve 30 saniye oda sıcaklığında 

inkübe edilmiĢtir. Kemiluminesans sinyalini görüntülemek için Fusion FX-7 (Vilber 

Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılmıĢtır. Membran üzerindeki proteinlere özgü 

antikorların  bağlanmasıyla  görüntüleme gerçekleĢmiĢtir. 

 

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

 

 

3.8.6.1. GAPDH birincil ve ikincil antikorların membrandan uzaklaştırılması 

 

 

Birincil ve ikinci antikorları membrandan uzaklaĢtırmak için Stripping Tamponu (Cell 

Signalling, USA) üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde kullanılmıĢtır. 

 

TBS-T ile yıkanan membranın üstünü kaplayacak Ģekilde stripping tamponu eklenir, 

alüminyum folyo ile üzeri kapatılarak 50 ºC’de 150 rpm’de çalkalamalı inkübatörde 

bekletilir.  Ġnkübasyon  süresi  tamamlandıktan  sonra  nitroselüloz  membran  6  kez   5’er 

dakika bekletilerek TBS-T ile yıkanmıĢtır. 

 

3.8.6.2. Bloklama 

 

 

IDO antikorunu uygulamadan önce TBS-T içerisinde %5’lik yağsız süt tozu (Cell 

Signaling, USA) çözeltisi hazırlanarak membranı kaplayacak Ģekilde eklenmiĢ ve 

çalkalayıcıda  60  dakika  inkübe  edilmiĢtir.  Ġnkübasyon  süresi  tamamlandıktan  sonra  3 

kez 5’er dakika TBS-T ile yıkanmıĢtır. 

 

3.8.6.3. Birincil antikor 

 

 

ĠDO  antikoru  (Cell  Signaling,  USA),  1:1000  oranında  %5  BSA  çözeltisi  içerisinde 

hazırlanarak    +4    ºC’de    18    saat    çalkalayıcıda    inkübe    edilmiĢtir.    Ġnkübasyon 

tamamlandıktan sonra 3 kez 5’er dakika TBS-T ile yıkanmıĢtır. 
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3.8.6.4. İkincil antikor 

 

 

IDO için Anti-Rabbit (Cell Signaling,USA) 1:2000 oranında %5 BSA çözeltisinde 

hazırlanarak çalkalayıcıda 60 dakika inkübe edilmiĢ ve süre sonunda 3 kez 5’er dakika 

TBS-T ile yıkanmıĢtır. 

 

3.8.6.5. Görüntüleme 

 

 

Görüntüleme iĢleminde membranın üzerini kaplayacak kadar Luminita Forte (Fisher 

Scientific) HRP substuratı içeren solüsyon eklenmiĢ ve 30 saniye oda sıcaklığında 

inkübe edilmiĢtir. Kemiluminesans sinyalini görüntülemek için Fusion FX-7 (Vilber 

Lourmat, Torcy, France) cihazı kullanılmıĢtır. Membran üzerindeki proteinlere özgü 

antikorların  bağlanmasıyla  görüntüleme gerçekleĢmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. PZR Reaksiyon Sonuçları 

 

 

ELAM-1 promotor bölgesinin çoğaltılması için hazırlanmıĢ olan primerler kullanılarak 

(Bölüm 3.2.) PZR gerçekleĢtirilmiĢ ve genler ticari olarak satın alınan plazmitten kısmi 

olarak çoğaltılmıĢtır. ELAM-1 promotor bölgesi için beklenilen parça boyu 483 bç’dir. 

Çoğaltma sonuçları, etidyum bromür ile boyanmıĢ %1’lik agaroz jelinde tespit 

edilmiĢtir (ġekil 4.1.). 

 
 

 

Şekil 4.1.  ELAM-1 promotor amplifikasyonları %1 lik agaroz jel görüntüsü 

M: Moleküler ağırlık markörü (100bp marker, Axygen), 1-4 nolu kuyucuklar: ELAM-1 

amplifikasyonları (483bç), 5 nolu kuyucuk: Negatif kontrol 

 

 

Kesilen bantlar jel temizleme kiti (QIAGEN) kullanılarak jelden ayrıldıktan sonra TA 

klonlanması için ELAM-1 promotor bölgesi amplifikasyonunun 3’ ucuna A takılarak 

klonlama yapmak üzere kullanılmıĢtır. 

 

4.2. ELAM-1 promotor bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne klonlanması 

 

 

3’ ucuna A takılan ELAM-1 promotor bölgesi pGEM-T Easy (Promega) vektörüne 

(ġekil 3.1.3) DNA ligaz kullanılarak klonlanmıĢtır. Klonlama sonrasında ligasyon ürünü 

kompetan E. coli hücrelerine aktarılarak, transforme olmuĢ hücreler ampisilin içeren 
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(LB ampisilin 50 g/mL) ortamda büyütülerek ve rekombinant vektör ise β 

Galaktosidaz aktivitesi kullanılarak seçilmiĢtir. β Galaktosidaz aktivitesi göstermeyen 

beyaz koloniler seçilerek plazmit izolasyonu için kullanılmıĢtır (ġekil 4.2). 

 
 

 

Şekil 4.2. LB ampisilin agar görüntüsü 

 

 

Plazmitler QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) kullanılarak izole edildikten sonra 

ELAM-1 promotor bölgesinin plazmit DNA’sına entegre olduğunu göstermek için 

plazmit DNA’sı izole edildikten sonra SacI ve MLuI restriksiyon enzimleri ile 

kesilmiĢtir. Beklenen boydaki bantlar (483 bç) %1’lik agaroz jelde tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.3.). 
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Şekil 4.3. ELAM-1 promotor SacI ve MLuI restriksiyon kesimi 

M: Moleküler ağırlık markörü (100bp marker, Axygen), 1 ve 3 nolu kuyucuklar ELAM- 

1 promotoru 

 

 

 

1 ve 3 numaralı hücrelerden izole edilen plazmitlerdeki klonlanan parça boyları ELAM- 

1 promotor sekansının büyüklüğüne uygun olduğu için bu plazmitler kullanılarak 

klonlama iĢlemlerine devam edilmiĢtir. 

 

4.3. ELAM-1 promotor bölgesinin pGEM-T Easy vektöründen ve CMV promotor 

bölgesinin pCMV/hIDO vektöründen kesilerek çıkarılması 

 

pGEMT-Easy vektörüne klonlanmıĢ olan ELAM-1 promotor öncelikle MLuI ve SacI 

restriksiyon enzimi içeren primerler kullanılarak çoğaltılıp klonlandıkları için bu 

enzimler ile kesilerek pCMV/hIDO vektörüne aktarılmaları sağlanmıĢtır. Klonlama 

yapılması için aynı enzimler ile pCMV/hIDO vektöründen CMV promotor bölgesi 

çıkartılmıĢtır (ġekil 4.4.). 
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Şekil 4.4. pGEM-T Easy rekombinantlarının ve pCMV/hIDO vektörünün MLuI ve SacI 

enzimleri ile kesimi sonrasında 1% agaroz jelde görüntüsü 

M1: Moleküler ağırlık markörü (100bp DNA ladder, Axygen) 1 -4 nolu kuyucuklar: 

pGEM-T Easy/pELAM-1pro (483bç), 5-6 nolu kuyucuklar pCMV/hIDO (CMV 

promotor bölgesi 590bç), M2: Moleküler ağırlık markörü (1kb DNA ladder, Axygen). 

 

 

Klonlanma için kullanılan pCMV/hIDO vektörünün restriksiyon haritası ġekil 3.1’de 

gösterilmektedir. MLuI ve SacI enzimleri kullanılarak kesim sonucunda CMV sürekli 

ekspresyon promotoru (590bç) çıkartılarak yerine ELAM-1 promotor bölgesi (483 bç) 

klonlanmıĢtır. Bu Ģekilde hIDO geni ELAM-1 promotor aktivitesi altında seçici olarak 

eksprese olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 

4.4. ELAM-1 promotor bölgesi ile pCMV/hIDO plazmitlerinin birleştirilmesi 

 

 

Jelden temizlenmiĢ plazmit DNA’sı (pCMV/hIDO) ile jelden temizlenmiĢ klonlanacak 

gen (ELAM-1 promotor) bölgesi ligasyon ile birleĢtirilerek, E. coli DH5α (New 

England Biolabs) kompetan hücrelerine aktarılmıĢtır. LB agar (ampisilin) besiyerine 

ekilerek gece boyunca 37 °C’de büyümüĢtür. Transformasyon, hücrelerin ampisilin 

içeren (LB ampisilin 100 g/mL) ortamda çoğaltılması ile kontrol edilmiĢtir. Çoğalan 

koloniler seçilerek hücrelerden QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) ile plazmit 

izolasyonu   yapılmıĢtır.  ELAM-1  promotor  bölgesinin  plazmit  DNA’sına     entegre 
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olduğunu göstermek için plazmit DNA’sı izole edildikten sonra MLuI ve SacI 

restriksiyon enzimleri ile kesilmiĢ beklenen boydaki bantlar tespit edilmiĢtir (ġekil 4.5.). 

 

 

 
 

Şekil 4.5. pCMV/hIDO ve pELAM-1pro./hIDO rekombinantlarının MLuI ve SacI 

kesimi sonrasında %1 agaroz jelde görüntüsü 

M1: Moleküler ağırlık markörü (100bç ladder, Axygen), 1 nolu kuyucuk: pCMV/hIDO 

plazmiti (590 bç CMV promotor bölgesi), 2-3-4-6-7 nolu kuyucuklar: 

pCMV/hIDO/ELAM-1 plazmitleri (ELAM-1 promotor bölgesi 483 bç), 5 nolu kuyucuk 

pGEMT-Easy/ ELAM-1 plazmiti (ELAM-1 promotor bölgesi 483 bç). M2: Moleküler 

ağırlık markörü (1 kb ladder, Axygen). 

 

 

 

Kesim sonrasında beklenen boyda bant tespit edilen plazmitlerden 3 adedi 5’ 

AGATCTCCCGATCCCCTATG3’  ve  5’CTAGCCAGCTTGGGTCTCC3’  primerleri 

kullanılarak ABI prism-310 Genetic Analyzer kullanılarak sekanslatılmıĢtır. 

 

 

4.5. ELAM-1 promotor bölgesinin nükleotid sekansı hizalamaları 

 

 

Sekansların doğruluğunun tespit etmek için Gen Bankası ELAM-1 promotor bölgesinin 

nükleotid sekansları kullanılarak NCBI Blast ile taranmıĢtır (ġekil 4.6). 

 

Sekanslama sonrasında elde edilen nükleotidlerin hizalanması ile klonlanan parçanın 

tamamen doğru sekansta (%100 aynı) olduğu NCBI/BLAST ile gösterilmiĢtir. 

M1 M1  1 2 3 4 5 6 7 M2 M2 
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Şekil 4.6. Dizi analizi sonrasında elde edilen sekansların NCBI/BLAST programı ile 

hizalanması. 
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4.6. HeLa Hücrelerine Gen Transfeksiyon Etkinliğinin Saptanması 

 

 

24 kuyucuklu plaklara kontrol, 6, 24 ve 48 saat inkübasyon olacak Ģekilde tasarlanmıĢ 

ve pCMV/βgal plazmiti ile transfekte edilmiĢtir. Transfekte edilen HeLa hücreleri daha 

sonra fikse edilerek X-gal boyaması yapılmıĢ ve inverted ıĢık mikroskobuyla 

görüntülenmiĢtir. Ticari olarak 4 farklı transfeksiyon ajanı ile gerçekleĢtirilen 

transfeksiyon iĢlemindeki amaç transfeksiyonun etkinliğinin en yüksek ve toksisitenin 

en düĢük olduğu lipozom markasını belirlemektir. 

 

 

 

Şekil 4.7. Transfeksiyon ve boyama sonrası HeLa hücrelerinin görüntüsü (1) 

Lipofectamine 2000, (2) Fugene HD, (3) X-treme GENE 9 (Roche) (4) Attractene 

(Qiagen) (Deney seti 3 tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
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Farklı firmalardan temin edilen transfeksiyon ajanlarının, transfeksiyon etkinliklerinin 

saptanması için firmaların önerdikleri Ģekilde HeLa hücrelerine transfeksiyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Belirlenen inkübasyon süreleri sonunda X-gal boyama ile ıĢık 

mikroskopunda 20X büyütmeli objektif ile incelenerek fotoğraflanmıĢtır. 

 

Bu deneylere paralel olarak MTT testi ile hücre ölüm oranı ve lipofeksiyona bağlı 

toksisite oranlarına da bakılması amaçlanmıĢ olsa da, bu durum mikroskobik 

incelemede net olarak gözlenebildiği için kullanılmamıĢtır. En fazla etkinlik ve en 

düĢük toksisite gösteren transfeksiyon ajanı Lipofectamine 2000’in tüm deneylerde 

kullanılmasına  karar verilmiĢtir. 

 

4.7. ELAM-1 promotor aktivitesinin CAT ELISA Sonuçları 

 

 

HeLa hücrelerinin ve pCAT/ELAM-1pro. plazmitinin indüklenebilirliğinin ve  

kullanılan IL-1β’nın etkin olup olmadığına yönelik olarak pCAT/ELAM-1pro. ile 

transfekte edilen hücreler farklı dozlarda IL-1β (2 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL) ile 6 

veya 24 saat süre ile uyarıldı. Pozitif kontrol olarak CAT geninin yapısal olarak 

transkripsiyonuna neden olan CMV promotora sahip pCAT/kontrol (CMV promotor 

kontrolünde), negatif kontrol olarak CAT geni yerine baĢka bir röportör gene sahip olan 

pCMV/βgal (uygunsuz plazmit) kullanıldı. 

 

CAT düzeylerinin ölçümü için ticari CAT ELISA testi uygulandı. ELAM-1 promotor 

aktivitesinin 6 saat içinde uygulanan tüm dozlarda uyarılabildiği, ancak muhtemel 

kümülatif etkiye de bağlı olarak 24 saatte daha belirgin olarak aktive olduğu 

gösterilirken, uyarılmamıĢ hücrelerde herhangi bir CAT ekspresyonu artıĢı 

gözlenmemiĢtir. 
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Şekil 4.8. pCAT/ELAM-1pro. transfeksiyonu sonrası CAT ELISA aktivite sonucu 

HeLa hücreleri 6 kuyulu kültür plaklarına 2,5 x 10
5
/kuyu olarak dağıtılarak bir gece 

(yaklaĢık 18 saat) kültüre edildi. Bir kısım kuyudaki hücreler pCAT/ELAM-1pro. ile 

transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak, bir kısım kuyudaki pCAT/kontrol, negatif 

kontrol olarak ise pCMV/βgal (uygunsuz plazmit) ile transfekte edildi. (Deney seti 4 

tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
 

 

 

4.8. Eş Transfeksiyon Sonuçları 

 

 

IDO ekspresyonu yapısal olarak sağlayan CMV promotor kontrolündeki plazmit ile 

pCAT/ELAM-1pro. plazmiti IDO’nun ELAM-1 promotor indüklenebilirliği üzerine 

baskılayıcı özelliği olup olmadığını anlamak için HeLa hücrelerine eĢ transfekte 

edilmiĢtir. Bu deneylerde kontrol olarak pCMV/βgal (pCMV/hIDO yerine) 

kullanılmıĢtır. 
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CAT düzeylerinin diğer deneylerdekine göre düĢük bulunmasının nedeni pCAT/ELAM- 

1pro. plazmit konsantrasyonunun, eĢ-transfeksiyon çalıĢması yapılması nedeniyle 

optimal konsantrasyondan 3 kat düĢük olarak kullanılmasına bağlanmıĢtır. EĢ 

transfeksiyon analizi sonrasında ELAM-1 promotorunun IDO üzerinde baskılayıcı bir 

etkisi olmağı, bunun aksine IDO’yu aktive edici özellik gösterdiği belirgin bir Ģekilde 

görülmektedir. 

 

 

 

 
+pCMV/ßgal 

+pCMV/IDO 
 
 
 
 

 

1,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 4.9. pCAT/ELAM-1pro. ve pCMV/hIDO eĢ transfeksiyonu sonucu CAT aktivitesi 

HeLa hücreleri 6 kuyulu kültür plaklarına 2.5 x 105/kuyu olarak dağıtılarak bir gece 

(yaklaĢık 18 saat) kültüre edildi. Bir kısım kuyudaki hücreler pELAM-1.pro/CAT + 

pCMV/IDO veya pCMV ile sırasıyla (1:2) oranında karıĢtırılarak eĢ-transfekte edildi. 

Pozitif kontrol olarak, bir kısım kuyudaki pCAT/kontrol, negatif kontrol olarak ise 

pCMV/βgal (uygunsuz plazmit) ile transfekte edildi. (Deney seti 3 tekrarlı olacak 

Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
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4.9. pELAM-1pro./hIDO Transfeksiyonu sonrası ELISA Sonuçları 

 

 

Hücreler transfeksiyon sonrası IL-1β ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL’lik dozlarda uyarılmıĢtır. 

U.S (stimüle olmayan) hücrelere ELAM-1/hIDO transfer edilmiĢ fakat hücreler 

uyarılmamıĢtır. Hücrelere pozitif kontrol olarak pCMV/hIDO ve negatif kontrol olarak 

pCMV/βgal  plazmitleri aktarılmıĢtır. 

 

Hücre lizatlarından alınan örnekler ELISA yöntemi ile analiz edilmiĢtir. IL-1β ile farklı 

dozlarda uyarılan hücrelerde IDO aktivitesi negatif kontrole ve uyarılmamıĢ hücrelere 

göre önemli derecede artmıĢtır (ġekil 4.10.). 
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4.10. Hela Hücrelerindeki Transkripsiyon Ölçüm Sonuçları 

 

 

24 saatlik transfeksiyon sonrası 24 saat IL-1β ile 2 ng/mL ve 5 ng/mL Ģeklinde uyarılan 

hücreler, pozitif ve negatif kontrollerdeki transkriptlerle beraber incelenmiĢtir. Pozitif 

kontrol olarak CMV promotor kontrolünde sürekli eksprese olan IDO, negatif kontrol 

olan pCMV/βgal ile kıyaslanmıĢtır. ELAM-1 promotor kontrolünde eksprese olan IDO 

ise pELAM-1pro./hIDO transfekte edilen fakat stimüle edilmemiĢ hücrelerdeki 

transkriptlerle kıyaslanmıĢtır (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1. pELAM-1pro./hIDO 24 saatlik transfeksiyon ve stimülasyon sonrası 

transkripsiyon verileri ( Deney seti 3 tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
 

 
 Δ CT 2^ Δ CT SD 

pCMV/hIDO -7,74167 214,03 ± 0,747 

pELAM-1pro./hIDO IL-1β 

2 ng/mL 

-1,37333 2,59 ± 0,375 

pELAM-1pro./hIDO IL-1β 

5 ng/mL 

-1,48667 2,8 ± 0,181 

 

 

 

pCMV/hIDO transfekte edilen hücreler, pCMV/βgal negatif kontrol transfekte edilen 

hücrelerdeki IDO transkriptleriyle karĢılaĢtırılmıĢ, pELAM-1pro./hIDO transfekte 

edilen hücreler de IL-1β ile uyarılmamıĢ hücrelerle karĢılaĢtırılarak ekspresyon 

değerleri belirlenmiĢtir. pELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen hücrelerin 24 

saatlik uyarılma sonundaki transkript seviyesinde meydana gelebilecek azalmayı göz 

önünde bulundurarak hücreler 1/2, 1, 2, 3 ve 4 saat IL-1β ile uyarılmıĢtır. Böylece 

transkripsiyonun hangi zaman aralığında en üst seviyeye geldiği belirlenmiĢtir. ELAM- 

1 promotoru enflamasyonun ilk 30 dakikasından sonra belirgin bir artıĢ göstermiĢ ve 1 

saatte maksimum seviyeye gelmiĢtir. 4 saat sonunda transkripsiyon seviyesi azalmaya 

baĢlamıĢtır. 
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Ayrıca pCMV/IDO plazmiti ile transfekte edilen hücrelerin IL-1β (2 ng/mL ve 5  

ng/mL) ile stimüle edildiklerinde IDO transkripsiyonunda önemli bir değiĢim 

gerçekleĢmemiĢtir. Bu durum IL-1β’nın iki farklı dozunun da CMV promotoru üzerinde 

etkili olmadığı anlaĢılmıĢtır. Negatif kontrol olarak kullanılan pCMV/βgal plazmiti 

transfekte edilen hücrelerde de IL-1β uyarımı sonrasında herhangi bir transkripsiyon 

artıĢı görülmemiĢtir. 

 

Çizelge 4.2. pELAM-1pro./hIDO plazmiti ile transfekte edilen hücrelerin 2 ng/mL ve 5 

ng/mL dozlarda IL-1β ile saatli uyarımı sonucunda gerçekleĢen transkripsiyon sonuçları 

(Deney 3 tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
 
 

pELAM-1pro./hIDO IL-1β 2ng/mL pELAM-1pro./hIDO IL-1β 5 ng/mL 

Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 
Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 

1/2 h -5,3 39,4 ± 0,240 1/2 h -5,64 49,87 ± 0,05 

1 h -5,7 51,98 ± 0,250 1 h -5,59 48,17 ± 0,210 

2 h -5,2 36,76 ± 0,152 2 h -5,4 42,22 ± 0,113 

3 h -5,1 34,3 ± 0,321 3 h -5,09 34,06 ± 0,170 

4 h 4,3 17,9 ± 0,084 4 h -4,59 24,08 ± 0,400 
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Çizelge 4.3. pCMV/hIDO plazmiti ile transfekte edilen hücrelerin 2 ng/mL ve 5 ng/mL 

dozlarda IL-1β ile saatli uyarımı sonucunda gerçekleĢen transkripsiyon sonuçları 

(Deney 3 tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
 

 

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

Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 
Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 

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

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

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

3 h 0,75 0,59 ± 0,545 3 h -0,29 1,22 ± 0,176 

4 h 0,69 0,62 ± 0,106 4 h -0,64 1,56 ± 0,400 

 

 

Çizelge 4.4. pCMV/βgal plazmiti ile transfekte edilen hücrelerin 2 ng/mL ve 5 ng/mL 

dozlarda IL-1β ile saatli uyarımı sonucunda gerçekleĢen transkripsiyon sonuçları 

(Deney 3 tekrarlı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir). 
 
 

pCMV/βgal  IL-1β 2ng/mL pCMV/ βgal  IL-1β 5 ng/mL 

Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 
Stimülasyon 

Süresi Δ CT 2^ Δ CT SD 

1/2 h 1,58 0,33 ± 0,06 1/2 h -0,33 1,26 ± 0,007 

1 h 1,7 0,31 ± 0,349 1 h -0,8 1,74 ± 0,516 

2 h 0,7 0,62 ± 0,444 2 h -0,3 1,23 ± 0,303 

3 h 1,9 0,27 ± 0,212 3 h 0,1 0,93 ± 0,212 

4 h 1,5 0,35 ± 0,233 4 h -0,55 1,46 ± 0,311 
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4.11. Western blot protein analiz sonuçları 

 

 

HeLa hücre hatlarından elde edilen lizatların total protein konsantrasyonlarını  

belirlemek için bir standart eğri grafiği çizilmiĢtir (ġekil 4.11.). 

 
 

 

Şekil 4.11.  BSA standart eğri grafiği 

 

Kuyulara yüklenecek örneklerin protein konsantrasyonları 35 µg olacak Ģekilde 

sabitlenmiĢ ve grafik formülünün yardımıyla konsantrasyonlar hesaplanmıĢtır (Çizelge 

4.5.). 

 

Çizelge 4.5. Örneklerin protein konsantrasyonları (mg/mL) 
 

 

Örnekler Konsantrasyon (mg/mL) 

pELAM-1pro./hIDO stimüle 

edilmeyen 
4,13 

pELAM-1pro./hIDO IL-1β 
2 ng/mL 

5,28 

pELAM-1pro./IDO IL-1β 

5 ng/mL 
4,69 

pCMV/hIDO (pozitif kontrol) 3,44 

 
 

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

promotor bölgesinin IDO gen ekspresyonu üzerinde ne kadar etkili olduğunu   saptamak 
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amacıyla yapılmıĢtır. Uyarılmayan ve 2 farklı dozda IL-1β ile uyarılan hücrelerdeki 

protein seviyeleri kıyaslanmıĢtır. Uyarılmayan hücrelerde IDO geninin aktive 

olmadığını, 2 ng/mL’lik dozda ise protein ekspresyonun baĢladığı, 5 ng/mL’ lik uyarıda 

ise 2 ng/mL’lik doz ile karĢılaĢtırıldığında daha belirgin bir protein ekspresyonu 

görülmektedir. Pozitif kontrol olarak kullandığımız pCMV/hIDO aktarılmıĢ hücrede ise 

CMV yapısal promotor bölgesi herhangi bir uyarım olmadan gerçekleĢen IDO protein 

ekspresyonu bariz bir Ģekilde görülmektedir (ġekil 4.12). 

 

Şekil 4.12. Western blotlama analizi sonucu 

1 numaralı kuyuda ELAM-1-pro/hIDO stimüle edilmeyen, 2 numaralı kuyu ELAM-1- 

pro/hIDO IL-1β 2ng/mL, 3 numaralı kuyuda ELAM-1-pro/hIDO IL-1β 5ng/mL ve 4 

numaralı kuyuda pCMV/hIDO transfekte edilen hücrelerin protein izolasyonu sonrası 

WB bant profilleri. 
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5. SONUÇ 

 

 

Ġmmünolojik   tolerans,   antijen   ile   karĢılaĢan   lenfositlerin   yanıtsız   kalması   olarak 

tanımlanmıĢtır. KarĢılaĢtığı antijene özgül reseptörler taĢıyan lenfositler ya aktive olarak 

immün yanıtın oluĢumuna yol açabilir (Efektör Ġmmün Yanıt) ya da fonksiyonel olarak 

etkisiz hale getirilir veya öldürülerek ortadan kaldırılabilir (Tolerans). Bazı durumlarda, 

ise antijene özgül lenfositler antijeni görmezden gelerek veya göremeyerek herhangi bir 

yanıt geliĢtirmedikleri için de tolerans geliĢebilir. 

 

Normal bireyler kendi (öz) antijenlerine karĢı toleranslıdır, çünkü lenfositler öz 

antijenlere yanıt vermeyecek Ģeklinde seçilmiĢlerdir. (Abbas ve ark. 2015). Tolerans ilk 

olarak CD4 T hücrelerinde tanımlanmıĢ olup bu hücreler öz antijenlere yanıt 

oluĢturmazlarsa, hücresel ve humoral immüniteye karĢı oluĢturdukları yanıt engellenmiĢ 

olacaktır. Bunun aksine yardımcı T hücrelerindeki toleransın kırılması durumunda öz 

antijene T hücre aracılı saldırı ya da öz proteinlere karĢı otoantikor yapımı sonucunda 

otoimmün reaksiyonlar gerçekleĢebilir (Abbas ve Lichtman 2007). 

 

Örneğin Sistemik otoimmün bir hastalık olan Romatoid artrit, birçok eklemde sinoviyal 

dokuları hedef alan kronik enflamatuvar bir hastalıktır (Tak ve Bresnihan 2000). Bu 

hastalıkta kollajen v.b. antijenik yapılara karĢı toleransın bozulması ve buna bağlı 

otoimmün yanıtların ortaya çıkması söz konusudur. Birçok otoimmün hastalıkta olduğu 

gibi Romatoid artrit hastalarında da triptofan katabolizmasından sorumlu olan 

Indolamin 2,3-dioksijenaz’ın (IDO) (triptofanın kinürinine yıkımını baĢlatan hücre içi 

bir enzim) immün patogenezde rolü olduğu ortaya konulmuĢtur (Mellor ve Munn 2004). 

 

Diğer yandan birçok enflamatuvar hastalıkta olduğu gibi bu hastalıkta da endotel hücre 

aktivasyonu esastır. Endoteldeki bu değiĢiklikler aslında enflamasyonda rol oynayan 

lökositlerin olay bölgesine göçünü sağlamak amacıyla gerçekleĢtirilir. Burada 

aktivasyon en gözlenebilir belirteçleri endotel adezyon moleküllerinin 

ekspresyonlarındaki artıĢtır. Bu adezyon moleküllerinden baĢlıcası E-selektin diğer 

ismiyle Endotel Lökosit Adezyon Molekülü-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 uyarıldıklarında erken dönemde (2-6 saat) endotel 

üzerinde ifade edilir (Pober ve ark. 1986, Wellicome ve ark. 1990). IDO geni ise, insan 

ve farede 8. Kromozom üzerinde 10 ekzona sahiptir ve üzerinde yaklaĢık 15 kbç’lık 

bölgesinde lokalize olup oradan kodlanır (Mellor ve Munn 2004). Ġnsan ĠDO cDNA’sı 

403 aminoasit kodlar ve yaklaĢık 45 kDa’luk moleküler ağırlığa sahiptir (Stocker 1999). 

 

Bu çalıĢmadaki amaç Indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) geninin indüklenebilir ELAM-1 

promotor kontrolü altında ekspresyonunu sağlamaktır. Böylece ELAM-1 promotoru 

altındaki IDO geninin sadece enflamasyon durumunda eksprese olup terapötik etkisini 

gösterebileceği düĢünülmüĢtür. 

 

ÇalıĢmamızda öncelikle HeLa hücrelerine klonlanan plazmidin transfeksiyonunu 

gerçekleĢtirmek için dört farklı ticari lipozom markası denenmiĢtir. Analizler sonucunda 

en etkili ve toksik olmayan lipozom markasının Lipofectamine 2000
TM 

olduğu 

gösterilmiĢtir. 

 

Klonlamadan önce ELAM-1 promotorunun indüklenebilirliğini test etmek için 

pCAT/ELAM-1pro. plazmit ekspresyonu gözlenmiĢtir. IL-1β’nın etkin dozları ise 2 

ng/mL ve 5 ng/mL olarak gösterilmiĢtir. 

 

IDO’nun ELAM-1 promotorun üzerine muhtemel bir baskılayıcı etkisi olup olmadığını 

test etmek için IDO ekspresyonunu yapısal olarak sağlayan CMV promotor 

kontrolündeki plazmit pCMV/hIDO ile pCAT/ELAM-1pro. plazmiti HeLa hücrelerine 

eĢ-transfekte edilmiĢtir. Bu deney sonucunda IDO’nun ELAM-1 promotor etkisini 

baskılayıcı yönde bir etkisinin olmadığı, aksine bir miktar artıĢa yol açtığı ortaya 

konmuĢtur. 

 

Ardından ELAM-1 promotoru kontrolünde eksprese edilen IDO plazmitinin yapımına 

geçilmiĢtir. ELAM-1 promotoru uygun restriksiyon bölgeleri içeren primerler ile 

pCAT/ELAM-1pro. plazmidinden çoğaltılarak TA klonlamayla pGEMT-Easy  

vektörüne yerleĢtirilmiĢ ve E. coli’ye transforme edilmiĢtir. X-gal içeren besiyerindeki 

beyaz  koloniler  seçilerek  bu  kolonilerden  plazmit   izolasyonu   yapılmıĢ  ve      aynı 
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek uygun olabileceği düĢünülen koloniler belirlenmiĢtir. 

pCMV/hIDO vektöründeki CMV promotoru aynı enzimlerle kesilerek çıkarılmıĢ ve 

kolonilerden kesilen ELAM-1 promotoru T4 ligaz enzimi yardımıyla CMV 

promotorunun yerine yapıĢtırılmıĢtır. Transfomasyon ile pELAM-1pro./hIDO plazmiti 

aktarılan E. coli hücreleri besiyerinde çoğaltılarak plazmit izolasyonu yapılmıĢtır. 

Ardından, plazmite klonlanmıĢ DNA fragmanının T7 ve BGH pCMV/hygro vektör 

primerleriyle çift yönlü sekans analizi yapılmıĢtır. Sekans sonuçları Gen Bankası 

ELAM-1 promotoruna ait sekans verileri kullanılarak NCBI (Blast) ile hizalanmıĢtır. 

Sekans sonuçlarının en güvenilir olduğu klondan bol miktarda plazmit elde edilmiĢtir. 

 
pELAM-1pro./hIDO plazmidi Lipofectamin 2000

TM 
gen aktarım ürünü ile 24 saatlik 

transfeksiyonu gerçekleĢtirildikten sonra 24 saat IL-1β (2 ng/mL ve 5 ng/mL) dozları ile 

stimüle edilerek ELISA yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Analiz sonucunda 5 ng/mL’lik 

dozun IDO ekspresyonunu en belirgin Ģekilde aktive ettiği gözlenmiĢtir. Bunun yanında 

IDO transkripsiyonunu gözlemlemek için aynı süre içerisinde inkübe edilip, aynı 

dozlarla uyarılan hücrelerden RNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢ ve ters transkripsiyon 

ile izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Kantitatif olarak qRT- 

PZR ile ölçülen değerler üç tekrarlı olarak gerçekleĢtirilmiĢ ve housekeeping genlerle 

normalize edilmiĢtir. 24 saatlik stimülasyon sonucunda 5 ng/mL dozda uyarılan 

hücrelerde, transkripsiyonun uyarılmayan hücrelerle kıyaslandığında daha belirgin bir 

Ģekilde arttığı gözlenmiĢtir. Fakat beklenenden daha düĢük değerlerin gözlenmesi 

nedeniyle 24 saatlik transfeksiyon sonrası hücreler belirli saatlerde IL-1β ile uyarılmıĢ 

ve kantitatif analizleri yeniden gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca CMV promotorunun IL- 

1β’nın farklı dozlarından etkilenip etkilenmediğini belirlemek için  hücreler 

pCMV/hIDO plazmitiyle transfekte edilerek aynı Ģekilde uyarılmıĢtır. Saatli 

stimülasyonlar sonucunda, ilk yarım saat ve bir saatlik stimüle edilen hücrelerde 

IDO’nun transkripsiyonu 2 ng/mL ve 5 ng/mL’lik farklı dozlarda diğerlerine göre en 

yüksek seviyede gözlenmiĢtir. CMV promotorunun IL-1β’den etkilenmediği deney 

sonuçlarında belirgin olarak gözlenmektedir. 

 

IDO’nun protein analizi ise Western blotlama ile gösterilmiĢtir. pELAM-1pro. vektörü 

ile 24 saat transfekte edilen hücreler, 2 ng/mL ve 5 ng/mL iki farklı dozda IL-1β   ile 24 
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saat stimüle edilmiĢtir. Pozitif kontrol olarak pCMV/hIDO ve negatif kontrol olarak 

pELAM-1pro./hIDO plazmiti kullanılmıĢ fakat IL-1β ile stimüle edilmemiĢtir. Yapısal 

(constitutive) promotor olan CMV transfekte edilen hücrelerde 43 kDa’luk bant belirgin 

Ģekilde gözlenmiĢtir. 5ng/mL’lik dozda uyarılan hücrelerde IDO proteini belirgin bir 

Ģekilde gözlenirken 2ng/mL’deki bant görüntüsü daha düĢük düzeyde protein 

ekspresyonun olduğunu göstermiĢtir. IL-1β ile uyarılmayan hücrelerde ise herhangi bir 

bant gözlemlenmemiĢtir. IDO ekspresyonu GAPDH ile normalize edilmiĢtir. 

 

Sonuç olarak enflamatuvar sitokinlerle indüklenen insan IDO genini eksprese eden 

plazmitin yapımı gerçekleĢtirilmiĢ ve iĢlevsel olduğu gösterilmiĢtir. Bu gen 

kombinasyonunu içeren konstrüksiyon birçok otoimmün ve enflamatuvar hastalık 

modellerinde (özellikle hayvan modelleri) lipozom aracılı ve ya viral vektörler aracılı 

olarak ileri çalıĢmalarda kullanılabilecektir. 
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EKLER 

 

 

EK 1: Kullanılan Solüsyonlar ve Hazırlanması 

 

 

1. Agaroz Jel Hazırlanması 

 

 

Agaroz pahalı bir madde olduğu için öncelikle jel döküm tablasının boyutları (jel 

kalınlığı da dikkate alınarak) ölçülür ve hacmi belirlenir. Hazırlanmak istenen yüzde 

konsantrasyona göre (örn. %1’lik), belirlenen hacim için gereken miktar agaroz dikkatli 

bir Ģekilde tartılır ve erlen içine konur. Üzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu 

(1 hacim 5X TBE üzerine 4 hacim saf su ilave edilerek hazırlanır) konarak ateĢ üzerine 

alınır ve eritilir (3-5 sn kaynaması yeterlidir). AteĢten alınan jel üzerine son 

konsantrasyon 0,5 μg/mL olacak Ģekilde stok EtBr. solüsyonundan ilave edilir. Jel 

sıcaklığı 45-50 C’ye (el sıcaklığı) geldiğinde hazırlanan jel kabına dikkatli bir Ģekilde, 

hava kabarcığı oluĢturmadan dökülür ve yaklaĢık 40 dk beklenerek donması sağlanır. 

Jel elektroforez tankına alınır ve üzeri örtülene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir. 

Kuyucuk oluĢturmak için yerleĢtirilen tarak dikkatli bir Ģekilde çıkartılır. Jel, örneklerin 

yüklenmesine ve elektroforeze hazırdır. 

 

2. LB (Leuria Bertani) Besi Ortamı Hazırlanması 

 

 

1 litre için 

Yeast extract: 5 gr 

Bacto tryptone: 10 gr 

NaCl: 10 gr 

 

Yukarıda verilen miktarlar 1 litre içindir. Hazırlanacak olan hacim için gereken miktar 

içerik orantılanarak tartılır. Manyetik karıĢtırıcı üzerinde toplam hacimden biraz az saf 

su ile çözülür ve pH’sı NaOH ile 7,5’e ayarlanır. Hacim saf su ile tamamlanır ve 

erlenlere (erlen hacminin 1/10’u oranında) paylaĢtırılır. Erlenlerin ağzı pamukla sıkıca 

kapatılır ve alüminyum folyo sarılarak otoklavlanır. Oda sıcaklığında uzun süre 

saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi olanlar dökülür. 
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3. LB-Agar Besi Ortamı Hazırlanması 

 

 

Hazırlanan sıvı besiyerine %1,5 oranında agar katılır ve aynı Ģekilde otoklavlanır. 

Kullanılacak petri kutuları da kağıda sarılarak otoklavlanır. Besiyeri steril kabin içinde 

petri kutularına paylaĢtırılır ve donduktan sonra streç filmle sarılarak +4 C’de saklanır. 

Saklama süresi iki haftayı geçmemelidir. Antibiyotik ilave edileceği zaman, son 

konsantrasyonlar dikkate alınarak besiyeri sıcaklığı yaklaĢık 48 C’ye geldiğinde ilave 

edilir ve zaman geçirmeden petri kutularına paylaĢtırılır. Plakların üzerine ilgili bilgiler 

yazılarak etiketlenir. 
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EK 2: Vektör ve plazmit sekansları 

 

 

1. ELAM-1 promotor sekansı 

 

 
GGAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCAAGCAGTTAAGTTTGTGAACTCTCTTGTGGTGGTCAT 

GTCCTTGGTGTCAGTCAAGTATGGGCCAGGTGTTCTTGTCAGTTCTGTTGATACGATTCAGCCGAATCTC 

TTCACCACAATTCTTCAGCGTTTTTGGATTCCCAATCTCAAGTTGATCAAAGGTTCTCTTG 

 

 

2. IDO1 kodlayan sekans İnsan indolamine 2,3-dioksijenaz (1201 bç) 

 

 
1 ATGGCACACG CTATGGAAAA CTCCTGGACA ATCAGTAAAG AGTACCATAT TGATGAAGAA 
61 GTGGGCTTTG CTCTGCCAAA TCCACAGGAA AATCTACCTG ATTTTTATAA TGACTGGATG 

121 TTCATTGCTA AACATCTGCC TGATCTCATA GAGTCTGGCC AGCTTCGAGA AAGAGTTGAG 

181 AAGTTAAACA TGCTCAGCAT TGATCATCTC ACAGACCACA AGTCACAGCG CCTTGCACGT 
241 CTAGTTCTGG GATGCATCAC CATGGCATAT GTGTGGGGCA AAGGTCATGG AGATGTCCGT 
301 AAGGTCTTGC CAAGAAATAT TGCTGTTCCT TACTGCCAAC TCTCCAAGAA ACTGGAACTG 

361 CCTCCTATTT TGGTTTATGC AGACTGTGTC TTGGCAAACT GGAAGAAAAA GGATCCTAAT 

421 AAGCCCCTGA CTTATGAGAA CATGGACGTT TTGTTCTCAT TTCGTGATGG AGACTGCAGT 
481 AAAGGATTCT TCCTGGTCTC TCTATTGGTG GAAATAGCAG CTGCTTCTGC AATCAAAGTA 
541 ATTCCTACTG TATTCAAGGC AATGCAAATG CAAGAACGGG ACACTTTGCT AAAGGCGCTG 

601 TTGGAAATAG CTTCTTGCTT GGAGAAAGCC CTTCAAGTGT TTCACCAAAT CCACGATCAT 

661 GTGAACCCAA AAGCATTTTT CAGTGTTCTT CGCATATATT TGTCTGGCTG GAAAGGCAAC 

721 CCCCAGCTAT CAGACGGTCT GGTGTATGAA GGGTTCTGGG AAGACCCAAA GGAGTTTGCA 

781 GGGGGCAGTG CAGGCCAAAG CAGCGTCTTT CAGTGCTTTG ACGTCCTGCT GGGCATCCAG 

841 CAGACTGCTG GTGGAGGACA TGCTGCTCAG TTCCTCCAGG ACATGAGAAG ATATATGCCA 

901 CCAGCTCACA GGAACTTCCT GTGCTCATTA GAGTCAAATC CCTCAGTCCG TGAGTTTGTC 

961 CTTTCAAAAG GTGATGCTGG CCTGCGGGAA GCTTATGACG CCTGTGTGAA AGCTCTGGTC 

1021  TCCCTGAGGA GCTACCATCT GCAAATCGTG ACTAAGTACA TCCTGATTCC TGCAAGCCAG 

1081  CAGCCAAAGG AGAATAAGAC CTCTGAAGAC CCTTCAAAAC TGGAAGCCAA AGGAACTGGA 

1141  GGCACTGATT TAATGAATTT CCTGAAGACT GTAAGAAGTA CAACTGAGAA ATCCCTTTTG 

1201  AAGGAAGGTT AA 

 

 

3. pCMV/hygro vektör sekansı 

 
1 GACGGATCGG GAGATCTCCC GATCCCCTAT GGTGCACTCT CAGTACAATC TGCTCTGATG 

61 CCGCATAGTT AAGCCAGTAT CTGCTCCCTG CTTGTGTGTT GGAGGTCGCT GAGTAGTGCG 

121 CGAGCAAAAT TTAAGCTACA ACAAGGCAAG GCTTGACCGA CAATTGCATG AAGAATCTGC 
181 TTAGGGTTAG GCGTTTTGCG CTGCTTCGCG ATGTACGGGC CAGATATACG CGTTGACATT 

241 GATTATTGAC TAGTTATTAA TAGTAATCAA TTACGGGGTC ATTAGTTCAT AGCCCATATA 

301 TGGAGTTCCG CGTTACATAA CTTACGGTAA ATGGCCCGCC TGGCTGACCG CCCAACGACC 

361 CCCGCCCATT GACGTCAATA ATGACGTATG TTCCCATAGT AACGCCAATA GGGACTTTCC 

421 ATTGACGTCA ATGGGTGGAG TATTTACGGT AAACTGCCCA CTTGGCAGTA CATCAAGTGT 

481 ATCATATGCC AAGTACGCCC CCTATTGACG TCAATGACGG TAAATGGCCC GCCTGGCATT 
541 ATGCCCAGTA CATGACCTTA TGGGACTTTC CTACTTGGCA GTACATCTAC GTATTAGTCA 

601 TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC AGTACATCAA TGGGCGTGGA TAGCGGTTTG 

661 ACTCACGGGG ATTTCCAAGT CTCCACCCCA TTGACGTCAA TGGGAGTTTG TTTTGGCACC 

721 AAAATCAACG GGACTTTCCA AAATGTCGTA ACAACTCCGC CCCATTGACG CAAATGGGCG 

781 GTAGGCGTGT ACGGTGGGAG GTCTATATAA GCAGAGCTCT CTGGCTAACT AGAGAACCCA 

841 CTGCTTACTG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGG 

901 CCGCCACCAA GCTAAACCCG CTGATCAGCC TCGACTGTGC CTTCTAGTTG CCAGCCATCT 

961 GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT GCCTTCCTTG ACCCTGGAAG GTGCCACTCC CACTGTCCTT 

1021  TCCTAATAAA ATGAGGAAAT TGCATCGCAT TGTCTGAGTA GGTGTCATTC TATTCTGGGG 

1081 GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG GATTGGGAAG ACAATAGCAG GCATGCTGGG 

1141 GATGCGGTGG GCTCTATGGC TTCTGAGGCG GAAAGAACCA GCTGGGGCTC TAGGGGGTAT 

1201 CCCCACGCGC CCTGTAGCGG CGCATTAAGC GCGGCGGGTG TGGTGGTTAC GCGCAGCGTG 
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1261 ACCGCTACAC TTGCCAGCGC CCTAGCGCCC GCTCCTTTCG CTTTCTTCCC TTCCTTTCTC 
1321 GCCACGTTCG CCGGCTTTCC CCGTCAAGCT CTAAATCGGG GGCTCCCTTT AGGGTTCCGA 

1381 TTTAGTGCTT TACGGCACCT CGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCACGTAGT 

1441 GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTTTTCGC CCTTTGACGT TGGAGTCCAC GTTCTTTAAT 

1501 AGTGGACTCT TGTTCCAAAC TGGAACAACA CTCAACCCTA TCTCGGTCTA TTCTTTTGAT 
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 TGGCTGACTA ATTTTTTTTA TTTATGCAGA 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 AGATCGTTAT GTTTATCGGC 

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 TAGCATCACA AATTTCACAA 
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 GACAGGACTA TAAAGATACC 
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 TAGCAGAGCG AGGTATGTAG 

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 TCCTTTTAAA TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT 
4501 CTGACAGTTA CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT 

4561 CATCCATAGT TGCCTGACTC CCCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT 

4621 CTGGCCCCAG TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG 

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 TGTCATGCCA TCCGTAAGAT 

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 ATCTTCAGCA TCTTTTACTT 

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 TGCCACCTGA CGTC 

 

 

 

4. pCMV/βgalaktosidaz plazmit sekansı 

 

gaattcgagcttgcatgcctgcaggtcgttacataacttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccg 

cccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatt 

tacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaa 

tggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgc 

tattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctcc 

accccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgcccca 

ttgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctg 

gagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccagcctccggactctagaggatccggtac 

tcgaggaactgaaaaaccagaaagttaactggtaagtttagtctttttgtcttttatttcaggtcccggatccggtggtg 

gtgcaaatcaaagaactgctcctcagtggatgttgcctttacttctaggcctgtacggaagtgttacttctgctctaaaa 

gctgcggaattgtacccgcggccgcaattcccggggatcgaaagagcctgctaaagcaaaaaagaagtcaccatgtcgtt 

tactttgaccaacaagaacgtgattttcgttgccggtctgggaggcattggtctggacaccagcaaggagctgctcaagc 

gcgatcccgtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgccttgcagcacatccccct 

ttcgccagctggcgtaatagcgaagaggcccgcaccgatcgcccttcccaacagttgcgcagcctgaatggcgaatggcg 

ctttgcctggtttccggcaccagaagcggtgccggaaagctggctggagtgcgatcttcctgaggccgatactgtcgtcg 

tcccctcaaactggcagatgcacggttacgatgcgcccatctacaccaacgtaacctatcccattacggtcaatccgccg 

tttgttcccacggagaatccgacgggttgttactcgctcacatttaatgttgatgaaagctggctacaggaaggccagac 

gcgaattatttttgatggcgttaactcggcgtttcatctgtggtgcaacgggcgctgggtcggttacggccaggacagtc 

gtttgccgtctgaatttgacctgagcgcatttttacgcgccggagaaaaccgcctcgcggtgatggtgctgcgttggagt 

gacggcagttatctggaagatcaggatatgtggcggatgagcggcattttccgtgacgtctcgttgctgcataaaccgac 

tacacaaatcagcgatttccatgttgccactcgctttaatgatgatttcagccgcgctgtactggaggctgaagttcaga 

tgtgcggcgagttgcgtgactacctacgggtaacagtttctttatggcagggtgaaacgcaggtcgccagcggcaccgcg 

cctttcggcggtgaaattatcgatgagcgtggtggttatgccgatcgcgtcacactacgtctgaacgtcgaaaacccgaa 

actgtggagcgccgaaatcccgaatctctatcgtgcggtggttgaactgcacaccgccgacggcacgctgattgaagcag 

aagcctgcgatgtcggtttccgcgaggtgcggattgaaaatggtctgctgctgctgaacggcaagccgttgctgattcga 

ggcgttaaccgtcacgagcatcatcctctgcatggtcaggtcatggatgagcagacgatggtgcaggatatcctgctgat 

gaagcagaacaactttaacgccgtgcgctgttcgcattatccgaaccatccgctgtggtacacgctgtgcgaccgctacg 

gcctgtatgtggtggatgaagccaatattgaaacccacggcatggtgccaatgaatcgtctgaccgatgatccgcgctgg 

ctaccggcgatgagcgaacgcgtaacgcgaatggtgcagcgcgatcgtaatcacccgagtgtgatcatctggtcgctggg 

gaatgaatcaggccacggcgctaatcacgacgcgctgtatcgctggatcaaatctgtcgatccttcccgcccggtgcagt 

atgaaggcggcggagccgacaccacggccaccgatattatttgcccgatgtacgcgcgcgtggatgaagaccagcccttc 

ccggctgtgccgaaatggtccatcaaaaaatggctttcgctacctggagagacgcgcccgctgatcctttgcgaatacgc 

ccacgcgatgggtaacagtcttggcggtttcgctaaatactggcaggcgtttcgtcagtatccccgtttacagggcggct 

tcgtctgggactgggtggatcagtcgctgattaaatatgatgaaaacggcaacccgtggtcggcttacggcggtgatttt 

ggcgatacgccgaacgatcgccagttctgtatgaacggtctggtctttgccgaccgcacgccgcatccagcgctgacgga 

agcaaaacaccagcagcagtttttccagttccgtttatccgggcaaaccatcgaagtgaccagcgaatacctgttccgtc 

atagcgataacgagctcctgcactggatggtggcgctggatggtaagccgctggcaagcggtgaagtgcctctggatgtc 

gctccacaaggtaaacagttgattgaactgcctgaactaccgcagccggagagcgccgggcaactctggctcacagtacg 
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cgtagtgcaaccgaacgcgaccgcatggtcagaagccgggcacatcagcgcctggcagcagtggcgtctggcggaaaac 

ctcagtgtgacgctccccgccgcgtcccacgccatcccgcatctgaccaccagcgaaatggatttttgcatcgagctgggt 

aataagcgttggcaatttaaccgccagtcaggctttctttcacagatgtggattggcgataaaaaacaactgctgacgcc 

gctgcgcgatcagttcacccgtgcaccgctggataacgacattggcgtaagtgaagcgacccgcattgaccctaacgcct 

gggtcgaacgctggaaggcggcgggccattaccaggccgaagcagcgttgttgcagtgcacggcagatacacttgctgat 

gcggtgctgattacgaccgctcacgcgtggcagcatcaggggaaaaccttatttatcagccggaaaacctaccggattga 

tggtagtggtcaaatggcgattaccgttgatgttgaagtggcgagcgatacaccgcatccggcgcggattggcctgaact 

gccagctggcgcaggtagcagagcgggtaaactggctcggattagggccgcaagaaaactatcccgaccgccttactgcc 

gcctgttttgaccgctgggatctgccattgtcagacatgtataccccgtacgtcttcccgagcgaaaacggtctgcgctg 

cgggacgcgcgaattgaattatggcccacaccagtggcgcggcgacttccagttcaacatcagccgctacagtcaacagc 

aactgatggaaaccagccatcgccatctgctgcacgcggaagaaggcacatggctgaatatcgacggtttccatatgggg 

attggtggcgacgactcctggagcccgtcagtatcggcggaattacagctgagcgccggtcgctaccattaccagttggt 

ctggtgtcaaaaataataataaccgggcaggccatgtctgcccgtatttcgcgtaaggaaatccattatgtactatttaa 

aaaacacaaacttttggatgttcggtttattctttttcttttacttttttatcatgggagcctacttcccgtttttcccg 

atttggctacatgacatcaaccatatcagcaaaagtgatacgggtattatttttgccgctatttctctgttctcgctatt 

attccaaccgctgtttggtctgctttctgacaaactcggcctcgactctaggcggccgcggggatccagacatgataaga 

tacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgc 

tttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaacaacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcaggggg 

aggtgtgggaggttttttcggatcctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttggcgtaatcatggtcatagctgttt 

cctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgccta 

atgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcatt 

aatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgc 

tcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgc 

aggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggc 

tccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccag 

gcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctccc 

ttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggct 

gtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacac 

gacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaa 

gtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaa 

gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgc 

agaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagg 

gattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaa 

gtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgt 

tcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaat 

gataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtg 

gtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagt 

ttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttc 

ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtca 

gaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaaga 

tgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggc 

gtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaac 

tctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttact 

ttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttg 

aatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaat 

gtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattatt 

atcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacct 

ctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgt 
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cagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcgg 

tgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgccattcgccattcaggctgcgcaactgttggga 

agggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaa 

cgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagt 

 

5. pCAT/kontrol plazmiti 

 

tcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggat 

gccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcaga 

gcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggcgcc 

attcgccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagctggcgaaaggg 

ggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaatt 

ccagatctgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgcccctaactccgcccatcccgcccctaactccgcccagttc 

cgcccattctccgccccatggctgactaattttttttatttatgcagaggccgaggccgcctcggcctctgagctattcc 

agaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaaagcttggcgagattttcaggagctaaggaagctaa 

aatggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggcatcgtaaagaacattttgaggcatttcagt 

cagttgctcaatgtacctataaccagaccgttcagctggatattacggcctttttaaagaccgtaaagaaaaataagcac 

aagttttatccggcctttattcacattcttgcccgcctgatgaatgctcatccggaattccgtatggcaatgaaagacgg 

tgagctggtgatatgggatagtgttcacccttgttacaccgttttccatgagcaaactgaaacgttttcatcgctctgga 

gtgaataccacgacgatttccggcagtttctacacatatattcgcaagatgtggcgtgttacggtgaaaacctggcctat 

ttccctaaagggtttattgagaatatgtttttcgtctcagccaatccctgggtgagtttcaccagttttgatttaaacgt 

ggccaatatggacaacttcttcgcccccgttttcaccatgggcaaatattatacgcaaggcgacaaggtgctgatgccgc 

tggcgattcaggttcatcatgccgtctgtgatggcttccatgtcggcagaatgcttaatgaattacaacagtactgcgat 

gagtggcagggcggggcgtaatttttttaaggcagttattggtgcccttaaacgcctggtgctacgcctgaataagtgat 

aataagcggatgaatggcagaaattcgccggatctttgtgaaggaaccttacttctgtggtgtgacataattggacaaac 

tacctacagagatttaaagctctaaggtaaatataaaatttttaagtgtataatgtgttaaactactgattctaattgtt 

tgtgtattttagattccaacctatggaactgatgaatgggagcagtggtggaatgcctttaatgaggaaaacctgttttg 

ctcagaagaaatgccatctagtgatgatgaggctactgctgactctcaacattctactcctccaaaaaagaagagaaagg 

tagaagaccccaaggactttccttcagaattgctaagttttttgagtcatgctgtgtttagtaatagaactcttgcttgc 

tttgctatttacaccacaaaggaaaaagctgcactgctatacaagaaaattatggaaaaatattctgtaacctttataag 

taggcataacagttataatcataacatactgttttttcttactccacacaggcatagagtgtctgctattaataactatg 

ctcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgccttgactaga 

gatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccctgaacctgaaac 

ataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaat 

ttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggat 

ctgaaccatggagcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggt 

tgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctgacta 

attgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacacacattccaca 

gcagatcctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgtta 

tccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactca 

cattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgc 

gcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcg 

gcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgag 

caaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgag 

catcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaag 

ctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgc 

tttctcaatgctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaacccccc 

gttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggc 
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agcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctaagagttcttgaagtggtggcctaactacgg 

ctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgat 

ccggcaaacaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaag 

aagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagatta 

tcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttg 

gtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgac 

tccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgc 

tcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgc 

ctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgcca 

ttgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagtt 

acatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagt 

gttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtg 

agtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataatacc 

gcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgct 

gttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggt 

gagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctt 

tttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca 

aataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctata 

aaaataggcgtatcacgaggccctttcgtc 

 

6. pCAT/ELAM-1pro plazmit sekansı 

Plazmit dizaynı Prof. Dr. H. Barbaros ORAL tarafından tasarlanmıĢtır. Bkz. Kaynakça 

(Oral H B. 1997). 
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