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OZET
PLAGL2’nin CRISPR/Cas9 Yontemiyle Susturuldugu HaCaT Keratinosit Hiicre
Hattimin Karakterizasyonu

Di1s ¢evreye karsi koruyucu bir bariyer gorevi goren ¢ok katmanli epidermisin ana
hiicresi keratinositlerdir. Epidermisin olusumu ve yenilenmesi p63 transkripsiyon faktorii
tarafindan koordine edilen keratinosit farklilagmasiyla gergeklesir. Keratinosit
farklilasmasinda 6nemli bir rolii olan RIPK4’iin isleyis mekanizmasma yonelik
caligmalarimizda, insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi RIPK4’lin yem olarak kullanildig:
biiyiik 6lcek maya-ikili hibrit yontemiyle taranmis ve RIPK4’{in, bir transkripsiyon faktorii
olan PLAGL?2 ile etkilestigi bulunmustur. Bu etkilesim hem kii¢iik 6l¢ek maya-ikili hibritle
tekrar mayada hem de farkli protein-protein etkilesim yontemleriyle insan hiicre hatlarinda
dogrulanmigtir. PLAGL2’nin RIPK4 ile etkilesimi ve RIPK4’e benzer sekilde,
ekspresyonunun p63 tarafindan diizenlenmesi, RIPK4 gibi PLAGL2’nin de keratinositlerde
bir rolii oldugu hipotezini ortaya ¢ikarmistir. Bugiine degin yapilan ¢alismalar daha ziyade
PLAGL2’nin karsinogezdeki roliinii tanimlamaya yonelik olmustur. Literatiirde
PLAGL2’nin keratinositlerdeki roliinii gésteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu baglamda
tez calisgmamizla amacglanan PLAGL2 nin keratinositlerdeki temel hiicresel fonksiyonlar
tizerinde bir rolii olup olmadigini arastirmaktir. Bu amaca yonelik ilk asamada PLAGL2’nin
ekspresyonu, HaCaT keratinosit hiicre hattinda CRISPR/Cas9n sistemiyle susturuldu.
Sonrasinda, olusturulan PLAGL2 knock-out hiicreler morfoloji, biiyiime hizi, hiicre
dongiisii, hiicre hareketi ve hiicre Oliimii gibi temel hiicresel fonksiyonlar agisindan
incelendi. Ayrica bu hiicrelerde, PLAGL2 tarafindan diizenlendigi farkli hiicrelerde
gosterilmis olan Wnt/B-katenin sinyal yolagi iletimi de arastirildi. Sonug¢ olarak,
PLAGL2’nin susturulmasi keratinositlerde hiicre dongiisii lizerinde herhangi bir degisime
neden olmazken, hiicre 6liimii ve hareketinde belirgin bir artisa neden oldugu goriildii.
Hiicreler morfolojik olarak incelendiginde hiicre biiytikliiglinlin ve hiicre hareketiyle iliskili
filopod yapilarinin arttig1 goriildii. Bunlara ilaveten, Wnt/B-katenin sinyal yolag: etkinligi
PLAGL2 knock-out hiicrelerde kontrole kiyasla azalma gosterdi. Sonuglarimiz,

PLAGL2’nin deri gelisiminde bir roliiniin olabilecegine dair ipuclar1 vermektedir.

Anahtar Sozciikler: CRISPR/Cas9n, Epidermal gelisim, Gen susturma, HaCaT, PLAGL2
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ABSTRACT
Characterization of the HaCaT Keratinocyte Cell Line in which PLAGL? is Silenced
by the CRISPR/Cas9 Method

Keratinocytes are the main cell of the multilayered epidermis, which acts as a
protective barrier against the external environment. The p63 transcription factor coordinates
keratinocyte differentiation, which results in the formation and regeneration of the
epidermis. RIPK4 is a protein which has an important role in keratinocyte differentiation. In
our previous studies in order to identify the mechanism of RIPK4 function in this process,
we screened human keratinocyte cDNA library using RIPK4 as a bait with large scale yeast-
two hybrid method and found transcription factor PLAGL2 as a RIPK4 interacting partner.
This interaction has been confirmed both in yeast with a small-scale yeast-two hybrid assay
and in human cell lines with different protein-protein interaction methods. Interaction
between RIPK4 and PLAGL?2 and transcriptional regulation of PLAGL2 by p63 similar to
RIPKA4, revealed the hypothesis that PLAGL2, like RIPK4, has a role in keratinocytes. The
studies so far have mainly focused on defining the role of PLAGL?2 in carcinogenesis. There
is no study in the literature showing the role of PLAGL2 in keratinocytes. In this context,
our thesis aims to investigate whether PLAGL2 has a role in basic cellular functions in
keratinocytes. For this purpose as a first step, PLAGL?2 expression was silenced in the HaCaT
keratinocyte cell line by using CRISPR/Cas9n gene editing system. Afterwards, PLAGL?2
knock-out cells were analyzed in terms of basic cellular functions including morphology,
growth rate, cell cycle, migration and cell death. We also investigated the WNT/B-catenin
signaling pathway in these cells, which has been demonstrated to be controlled by PLAGL2
in different cell types. In conclusion, silencing of PLAGL?2 did not cause any change in the
cell cycle in keratinocytes, but increased cell death and cell migration significantly.
Morphological examination of knock-out cells revealed increased cell size and cell migration
associated filopod structures. In addition, WNT/B-catenin signaling pathway activity was
down-regulated in PLAGL?2 knock-out cells compared to control. Our results provide clues

that PLAGL2 may have a role in skin development.

Keywords: CRISPR/Cas9n, Epidermal development, Gene knock-out, HaCaT, PLAGL2
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1. GIRIS ve AMAC

Derinin en dis tabakasini olusturan ve ¢ok katmanli yassi epitel bir doku olan
epidermis, dis ¢cevreye karsi koruyucu bir bariyer gorevi goriir. Bu bariyerin devamliligi igin
epidermisin siirekli olarak yenilenmesi gerekir. Epidermisin olusumu ve yenilenmesi bazal
katmanda bulunan keratinosit kok hiicreleriyle saglanir. Bu kok hiicreler, bir alt katman olan
dermisten gelen sinyaller dogrultusunda bdliiniir. Boliinen yavru kok hiicreler arasindan
bazal katmandan ayrilip yukar1 dogru hareket edenler yolculuklar1 esnasinda farklilagarak
derinin farkli katmanlarini olusturur (1). Epidermal ya da keratinosit farklilagsmasi birgok
farkli genin, epidermisin farkli katmanlarinda, dogru zamanda ve miktarda ifade edilmesiyle
diizenlenen karmasik bir siirectir. Keratinositlerin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve Oliimii
arasinda “epidermal homeostazis” olarak adlandirilan hassas bir denge vardir (2, 3).
Epidermal homeostazisin bozulmasi anomalilere ve hastaliklara neden olur (4). Bu nedenle,
epidermal homeostazis siirecinde diizenleyici rolii olan proteinlerin fonksiyonlarmin
arasgtirtlmasi, derinin de icinde bulundugu epidermal kaynakli gelisimsel ve patolojik
hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi, sonrasinda bu hastaliklara kars1 tani
ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine saglayacagi katkidan otiirti olduk¢a 6nemlidir.

Hikayemizin baslangici niteliginde olan Anabilim dalimizdaki ilk ¢alisma, siddetli
ektodermal gelisim bozukluguyla karakterize otozomal resesif bir hastalik olan Bartsocas
Papas Sendromu (BPS) ile (OMIM-263650), keratinosit farklilasmasinda rolii bilinen
reseptOr etkilesimli serin/treonin protein kinaz 4’tin (RIPK4) iliskilendirilmesine yonelik
olmustur. S6z konusu calismada, genetik haritalama analiziyle RIPK4 proteinin kinaz
domainindeki BPS’e neden olan patojenik varyasyonlar belirlenmis ve bu varyasyonlarin
proteinin kinaz aktivitesini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (5).

Epidermal farklilasma ve homeostazis siirecinde kritik bir rolii oldugu sonrasinda da
farkli calismalarla gosterilen RIPK4’{in epidermal farklilagsmadaki roliiniin mekanizmasinin
anlasilmasina yonelik anabilim dalimiz biinyesinde tez danigmanim Dog. Dr. Tuba
DINCER’in vyiiriittiigii Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenen 9749 No’lu bir proje kapsaminda (KTU BAP 9749), RIPK4
proteinin kinaz domaini yem olarak kullanilarak insan keratinosit cDNA kiitiiphanesinin
tarandig1 bliylik 6lgekli maya ikili-hibrit calismasi gergeklestirilmis, epidermisin bazal
tabaka markorii olan KRT14 ve bir transkripsiyon faktorii olan PLAGL2 nin de arasinda
bulundugu 16 adet farkli proteinin RIPK4’le etkilestigi 6n verisine ulasilmistir. Maya ikili-

hibrit taramasindan elde edilen etkilesim verilerini dogrulamak amaciyla bolimiimiizde



gerceklesen yiiksek lisans ve doktora tez caligsmalari kapsaminda RIPK4-KRT14 (6) ve
RIPK4-PLAGL2 (7) etkilesimleri memeli hiicrelerinde detayli olarak analiz edilmis ve
dogrulanmistir. KRT14’iin RIPK4’le etkilesiminin detayli olarak arastirildigi doktora tez
caligmas1t yayima dontstiirilmiistir (8). Dogrulanan RIPK4-PLAGL2 etkilesimini
fonksiyonel olarak anlamlandirmak adina, ilk etapta literatiirde daha evvel deri gelisimi ve
farklilagsmasiyla higbir sekilde baglantis1 gosterilmemis olan PLAGL2’nin epidermal
farklilasmasindaki roliiniin arastirilmasina yonelik adim atilmis ve bu kapsamda Dog. Dr.
Tuba DINCER’in yiiriitiiciiliigiinde 118Z124 No’lu  “PLAGL2’nin  Epidermal
Farklilasmadaki Rolii” basliklh TUBITAK 1001 projesi gerceklestirilmistir. S6z konusu
proje kapsaminda hem RIPK4 hem de PLAGLZ2’nin yok edildigi ve fazladan {iretildigi
keratinosit hiicrelerinde, epidermal farklilagsma siirecinde gen ekspresyonu analiz edilmistir.
Tez calismamiz, bahse konu TUBITAK projesinin {iciincii is paketi olan PLAGL2
ekspresyonunun CRISPR/Cas9n ile susturulmasina yonelik kismini icermekle birlikte
calismamizda ilave olarak PLAGL2 nin knock-out edildigi hiicrelerin hiicre morfolojisi ve
fonksiyonlar1 agisindan analiz edilmesi yer almaktadir.

Bu baglamda tez calismamizla amaclanan daha evvel keratinositlerde fonksiyonu
arastirilmamis PLAGL2 transkripsiyon faktoriinlin keratinosit hiicrelerinde (HaCaT)
susturulmasinin hiicre tizerindeki etkilerini analiz etmektir. Bu amaca yonelik hedeflerimiz
ise PLAGL2’nin CRISPR/Cas9n teknigiyle kalict olarak susturulmasi ve olusan PLAGL?2
knock-out keratinosit hiicre hattinin hiicre morfolojisi, boliinme hizi, hiicre dongiisii, hiicre
Oliimii, hiicre hareketi ve hiicre sinyali acisindan incelenerek arastirilmasidir. Calismamiz
sonucunda elde edilen bulgular PLAGL2’nin keratinosit hiicre hattindaki fonksiyonu
tizerine Onemli ipuglart vererek PLAGL2’nin epidermal farklilagma ve homeostazisi

tizerindeki roliine 151k tutacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri

Dis ¢evreye kars1 koruyucu bir bariyer olusturarak patojenlere, mekanik ve kimyasal
travmalara, UV 1s181na kars1 koruma saglayan, viicudun su ve 1s1 dengelerini diizenleyen,
deri, insan viicudunun en biiyiikk orgamidir (9). Mezodermden koken alan dermis ve
hipodermis, ektodermden kdken alan epidermisden olusur. Derinin en alt katman1 dermisin
altinda bulunan hipodermistir. Hipodermis, yogun bir yag katmanin yani sira dermise de
uzanan kil folikiilleri, duyu ndéronlar1 ve kan damarlari igerir. Epidermisle subkutan adiposit
tabaka arasinda yerlesik dermis, derinin en kalin tabakasidir. Dermis; elastin ve kolajen
fiberlerini, fibroblastlari, kil folikiillerini, yag bezlerini, kan damarlarini, bagisiklik
sisteminin fagositik hiicrelerini ve dokunma, sicak-soguk ve agr1 gibi spesifik uyaranlara
cevap veren duyu noronlarii biinyesinde bulundurur. Bu sayede dermis deriye elastiklik
kazandirir, viicudun 1sisin1 kontrol eder, deriyi nemli tutar, distan gelen uyarilarin
algilanmasini ve patojenlere karsi korunmayi saglar. Derinin, koruyucu fiziksel bariyer
Ozelligi alttan yukar1 dogru siralanan bazal, spinoz, graniiler ve korneosit tabakalardan
olusan ¢ok katmanli epidermisle saglanir. Epidermis ayni1 zamanda derinin yenilenmesi ve

cilt renginin olusmasindan da sorumludur (9-12).
2.2. Epidermis ve Keratinosit Farklilasmasi

Yassi epitel hiicrelerin olusturdugu ¢ok katmanli yapiya sahip olan epidermis memeli
derisinin en dis ylizeyini olusmaktadir. Epidermis, viicudun sivi kaybini 6nlemesinin yani
sira, disaridan gelen her tiirlii cevresel stres ve patojene karsi koruyucu bir bariyer gorevi
goriir (9). Derideki bariyerin embriyogenez sirasinda diizgiin bir sekilde olusturulmasi ve
homeostazisi sirasinda korunmasi sagkalim i¢in ¢ok onemlidir. Epidermis, dis etkenlere
maruz kalip yiprandigi igin siirekli olarak kendini yenilemesi gerekir. Epidermisin kendini
yenilemesi, en alt bazal katmanda bulunan keratinosit kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagmasi ile miimkiindiir. Dermis katmanindan gelen sinyallere cevap veren bu kok
hiicreler, asimetrik hiicre boliinmesine ugrayarak yavru kok hiicrelere ve smirli boliinme
kapasitesine sahip gecici cogalan hiicrelere doniistir (Sekil 1A). Yavru kok hiicreler bazal
membrandaki kok hiicre havuzunu olustururken, gegici ¢ogalan hiicreler bazal membranda
birkag hiicre boliinmesi daha gegirerek hiicre dongiisiinden ayrilir ve yukariya dogru hareket

ederek farklilasmaya baslarlar (Sekil 1B) (13).



A) Asimetrik hiicre boliinmesi
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Bu sekil Blanpain'den moditiye edilerek hazirlanmistir.

Sekil 1. Epidermisin yenilenmesi sirasinda asimetrik kok hiicre boliinmesi. A) Boliinme
sonrasinda olusan hiicre tipleri. B) Boliinme ve farklilasma yonii (Blanpain’den,
13).

Epidermisin %90°1 keratinositlerden olusurken bu katmanda ayrica epidermise 6zel
melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri de bulunur (14). Bazal katmanda
yerlesik melanosit hiicreleri melanin pigmenti {reterek cildi ultraviyole 1sinlarinin
zararlarindan korur ve derinin renk tonunu belirler (15). Dermisten gelen sinir uglariyla
etkilesen Merkel hiicreleri dokunma duyusundan sorumludur. Langerhans hiicreleri
makrofajlarin epidermiste yerlesik tipleridir ve patojenleri yok etme ve kazanilmis bagisiklik

sistemini aktiflestirmekten sorumludur (Sekil 2) (12).
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Bu sekil Moreci'den modifive edilerek hazirlanmistir.

Sekil 2. Epidermisi olusturan katmanlar ve hiicre icerigi (Moreci’den,12)

Epidermisin en altinda bulunan ve boliinme 6zelligiyle 6ne ¢ikan keratinosit onciil
hiicrelerinin olusturdugu bazal katmani asagidan yukar1 dogru sirasiyla spinoz tabaka,
graniiler tabaka ve farklilagsmasini tamamlamis, ¢ekirdegi olmayan o6lii korneosit tabaka
izler. Bazal tabakanin iizerindeki bu katmanlarin tamami supra-bazal katman olarak da ifade
edilir. Bu katmanlardaki hiicreler farkli morfolojik 6zelliklere ve biyokimyasal iceriklere
sahiptir. Bazal tabakadaki kok hiicreler birbirlerine dezmozom ve adherens baglantilariyla,
bazal membrana ise hemidezmozom ve fokal adezyon baglantilariyla tutunurlar. Bu
baglantilarla hiicreler siitun bicimde tek sira halinde bazal membrana dizilirler (13).
Dezmozomlar, Desmoglein 3 araciligiyla hiicre i¢i keratinleri birbirine baglayarak mekanik
biitlinliigii saglarken, adherens baglantilar E-kaderin-katenin etkilesimleri araciligiyla
kavsak noktalarin1 aktin hiicre iskeletine baglayarak hiicre-hiicre baglantilarin1 olusturur.
Hiicre-hiicre dis1 matriks baglantilarindan sorumlu hemidezmozomlar integrin a6-B4
araciligiyla sitoplazmadaki keratinleri hiicre dis1 matrikse baglarken, fokal adezyonlar
integrin B1 araciligryla hiicre ici aktin iskeletini hiicre dis1 matrikse baglar. Ozellikle integrin
araciligiyla hiicreye hiicre dis1 matriks iizerinden iletilen sinyaller, bazal kok hiicrelerin
proliferatif aktivitesinin siirdiiriilmesi ve polaritelerinin olusturulmasi icin gereklidir (12).
Bazal laminaya yerlesik hiicreler, keratin 5 ve 14’1 ifade ederler. Farklilagsma bagladiginda
bazal hiicreler integrin temelli adezyonlarini ve proliferatif 6zelliklerini kaybederek spinoz

katmana geg¢is yapar. Spinoz katmanda keratin 5 ve 14 ekspresyonu azalmaya baglarken,



diger bir keratin ¢ifti olan keratin 1 ve 10 ekspresyonu artar. Ayrica artan hiicre-hiicre
baglantilarindan dolay1 spinoz katmandaki keratinosit hiicreleri yassi ve genis bir goriinim
alir. Spinoz katmanin st kisimlarindaki keratinositler involukrin ve transglutaminaz
enzimini eksprese etmeye baslar. involukrin ve transglutaminaz keratinosit farklilasmasinin
sonraki agsamalarinda epidermisin en iist katmaninda sivi gegirmez bariyer gorevi goren
korneosit hiicre zarinin olusumuna katki saglar. Spinoz katmanda, daha 6nceden olusmus
olan dezmozomal hiicre-hiicre baglantilar1 epidermal bariyer olusumunda son derece 6nemli
olan siki baglantilar ile desteklenir. Siki baglantilar hiicrelerin daha yassi bir yap1
olusturmasini saglarken hiicrelere igten disa bariyer fonksiyonu kazandirarak sivi kaybinin
Onlenmesini saglar. Spinoz tabakanin {istiindeki graniiler tabakadaki keratinosit hiicrelerde
bu tabakaya ismini veren filagrince zengin keratohyalin graniilleri ve ¢ift katmanli lipid
igeren lamellar graniiller bulunur. Bu katmanda hiicreler glutamin ve lizince zengin lorikrin
ve involukrin proteinlerini iiretirler. Farklilasmanin son asamasi keratinositlerin ¢ekirdegini
kaybetmesi ve igerdigi capraz protein ve lipit baglantilariyla bariyer oOzelligi artmis
kornifikasyon denilen 6lii korneositlere doniisme stirecidir (16). Korneositlere 6zgii bu 6liim,
graniiler katmanla korneositler arasinda tiretilen deriye 6zgii bir kaspaz olan kaspaz 14’iin
aktivasyonuyla tetiklenir. Kalsiyumun hiicre i¢ine akisiyla aktive olan transglutaminazlar
lorikrin ve involukrin proteinlerinin glutamin ve lizin kalintilarindan ¢apraz baglar
olusturulmasin1 saglar. Capraz baglantilar kuran bu proteinler korneosit katmana 6zgii
plazma zarmin sitoplazmik kismina yerleserek korneosit zarinin olusmasina katkida
bulunurlar (17). Bu esnada keratohyalin graniillerinden salgilanan filagrin, keratin
filamanlarina baglanarak aggregatlar olusturur ve korneodezmosomlarin yapilanmasini
saglayarak korneositleri birbirine baglar. Ayrica, filagrin korneosit zarimmin %80 nini
olusturan lorikrine capraz baglanarak korneosit zarinin stabilize olmasina katkida bulunur.
Farklilagmanin son asamasinda lamellar graniillerdeki lipitler korneositlerin disina salinarak
tugla etrafindaki harg gibi korneositleri sarar, boylece son katmanin bariyer 6zelligi saglanir.
Olii korneositlerin dokiilmesiyle alttan farklilasarak gelen yeni keratinositlere yer agilir.
Bazal tabakadaki keratinositlerin korneositlere farklilasma siiresi iki-lic hafta kadar siirer

(Sekil 3) (16).
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Sekil 3. Keratinosit farklilagsmas1 boyunca meydana gelen degisimler (Moreci’den,12)

2.3. Epidermal Homeostazi

Epidermal farklilagma ya da keratinosit farklilasma siireci farkli genlerin farkli
kombinasyonla, farkli katmanlarda ifade edilmesini ve diizenlenmesini gerektiren karmagik
bir siirectir. Epidermisin yenilenmesi esnasinda keratinositlerin ¢ogalmasi, farklilagsmalari
ve Olimii arasinda ‘“epidermal homeostasis” olarak bilinen hassas bir denge vardir.
Homeostazinin bozulmasi ciddi deri ve epidermal gelisim bozukluklarina bagli konjenital

anomalilerle sonuglanir (4, 13).

Epidermal homeostazi; WNT, TGF-B/Smad, NOTCH, NF-xp, Hedgehog ve
PI3BK/mTOR sinyal yolaklar1 gibi gelisimde Onemli olan g¢esitli yolaklar tarafindan
diizenlenir (18-24). Epidermal homeostaziyi diizenleyen sinyal yolaklar1 tiimor baskilayici
p53 ailesinin bir iiyesi olan epidermal farklilagmanin temel diizenleyicisi transkripsiyon
faktor p63 (TP63) tizerinde kesisirler (25-27). p63, gelisim boyunca epidermal farklilagma
programini koordine ettigi gibi olgun epidermiste bazal katmanda sinirl1 kalarak 6nciil kok
hiicrelerin hiicre-yilizey adezyon baglantilarin1 diizenler, onlar1 apoptozdan korur ve
devamliliklarini saglar (Sekil 3) (28-31). Epitelyal kok hiicrelerin kok hiicre devamliliginin
saglanmasinda p63°tin  WNT/B-katenin, NOTCH ve Hedgehog sinyal yolaklarini

diizenleyerek siireci kontrol ettigi gdsterilmistir (32).



Epidermal farklilagmay1 diizenleyen transkripsiyon faktdr p63’lin birbirinden farkli
kirpilma (splicing) formlar1 vardir. Bunlardan ilki trans-aktivasyon domainine sahip olan
TAp63 formudur. Digerleri ise kirpilma sonrasi alternatif trans-aktivasyon domaini
olusabilecegi gosterilen ANp63a, B, y formlaridir. Bu formlardan ANp63a izoformu
epidermal gelisimin erken asamasinda ekspres olan ve olgun epidermisin proliferatif 6zellige
sahip bazal tabakasinda bulunan baskin p63 formudur (33, 34). p63’lin knock-out edildigi
transgenik farelerin, kafa ve ylizlerinde meydana gelen anormalliklerin yani1 sira epidermisin
neredeyse olusamadigi, kollarin gelisemedigi ve siddetli gelisimsel kusurlar1 olan farelerin

dogumu takiben 6ldiigii gosterilmistir (Resim 1) (35).

B)

&’ p65

Resim 1. p63” farenin fenotipi. A) p63 yabanil tip. B) p63” mutant fare (Mills’den, 35)

Homeostatik dengede kritik rolii olan p63’iin lizerinde meydana gelen varyasyonlar
nedeniyle, insanlarda da epitel iliskili yapilarin siddetle etkilendigi ektodermal displazi,
yarik dudak/damak anomalileri ve el, ayak malformasyonlarina neden oldugu farkli klinik

vakalar bildirilmistir (36-41).

Epidermal farklilagsma stirecini koordine eden p63’iin etkilesimde bulundugu agin
tanimlanmas1 amaciyla p63 tarafindan kontrol edilen hedef genler ve diizenleyici elementler
belirlenerek tiim genomda p63’lin baglandig1 konsensiis DNA dizileri ve bu dizilere sahip
genler arastirilmistir (42). p63°iin gen diizenleyici elemanlarina baglandig1 gosterilen genler
arasinda ciddi epidermal gelisim bozukluklariyla karakterize Bartsocas Papas Sendromuyla
(OMIM: 263650) iligkilendirilen RIPK4 geni de bulunmaktadir. p63’iin RIPK4’iin

promotoriine baglanarak ekspresyonunu aktive ettigi in-vivo kosularda da gosterilmistir (43).



2.4. Ektodermal Gelisim Bozukluklari: Bartsocas Papas Sendromu

Klinik ve genetik agidan heterojen olan pterygium sendromlart (PS), popliteal
pterygium (dirsek ve dizlerde agsi yap1) ve ektodermal yapisal anomalilerle karakterize nadir
goriilen konjenital bozukluklardir. Bu sendromlarin arasinda en iyi bilineni otozomal
dominant olan Popliteal Pterygium Sendromudur (PPS) (44). PS’nin otozomal dominant
formu olan PPS’den daha siddetli fenotip gdsteren otozomal resesif Sliimciil Bartsocas-
Papas sendromu (BPS), PS’nin yani sira agizda telsi bantlar, yapisik goz kapagi, yarik
damak/dudak ve oral boslukta darlik, el/ayak parmaklari arasinda perde, kol/bacak
anomalileri, kas, kirpik ve tirnak eksikligi ile karakterize edilmistir. BPS vakalarinin ¢ogu

ya dogum Oncesi donemde ya da yenidogan doneminde dlmektedir (45-54).

2010 yilinda Tibbi Biyoloji Anabilim Dalimiz bilinyesinde Bartsocas Papas
sendromuna sahip ailelerde yapilan genetik haritalama analizleri sonucunda RIPK4

Bartsocas Papas sendromuyla iliskilendirilmistir (Resim 2) (5).

Resim 2. RIPK4 homozigot varyasyona sahip BPS hastalarinin klinik karakterizasyonu. A-
B) Popliteal pterygium fenotipi sergileyen birinci aileye ait hasta birey. C-D)
Popliteal pterygium fenotipi sergileyen ikinci aileye ait hasta birey (Kalay’dan, 5)

RIPK4 iizerinde dordii bolimiimiizde olmak iizere toplam 12 farkli varyasyon
ektodermal gelisim anomalileriyle karakterize sendromlar ile iligkilendirilmistir (55). RIPK4
proteinin kinaz domaini {izerinde alt1, linker bdlgesinde bir ve ankirin domaini iizerinde bir

adet olmak iizere toplamda on varyasyon BPS ile iliskilendirilmistir (5, 43, 44, 55). Bunlara



ilaveten, RIPK4’lin kinaz domaininde bulunan iki adet patojenik varyasyon AEC (OMIM:
106260) ve CHAND (OMIM: 214350) sendromlari ile iliskilendirilmistir. CHAND ve AEC
sendromlar1 BPS’ye gore olduk¢a hafif seyrederken yapisik goz kapagi, dislerle ilgili
anomaliler ve malformasyonlar, sa¢ olusumunda yetersizlikler (seyrek/kirilgan/olusmama)

gibi ektodermal displazi grubu fenotiplere neden olur (Sekil 4) (56-58).

Bartsocas-Papas Sendromu (BPS)

p.Thr184lle
p-Asp161His

p-Ile121Asn p-Arg260ThrfsX14

p-1le81Asn

p-Ser376X

734 784

1 p-Gly163Asp | 1 p.Glu284LysI

AEC-Like CHAND
Sendromu Sendromu

Il Gripp etal. 2013
B Gollasch al. 2014,Buse et al. 2017
[ Leslie et al. 2015
= Busaetal 2017 Serin/Treonince
I Dinger et al. 2021 zengin ara bolge

Ankirin Domain

I Kalay et al. 2012 - Kinaz Domain
W Mitchel et al. 2012
[E—

Sekil 4. RIPK4 iizerindeki varyasyonlar ve iligkilendirildigi semptomlarin sematik gosterimi
(Dinger’den, 55)

2.5. RIPK4 ve Keratinosit Farklilasmasindaki Rolii

Epidermal farklilagmanin ana regiilatorii p63’iin hedefi olan RIPK4, ilk kez 2000
yilinda Protein kinaz C delta’nin yem olarak kullanildig1 bir maya ikili-hibrit ¢aligmasi
sonucunda tanimlanmis ve bu etkilesimden dolay1 PKC delta-interacting protein kinaz (DIK)
olarak adlandirilmistir (59). Maya ikili-hibrit taramasiin yapildig1 baska bir ¢alismada
DIK'in farkli bir PKC izoformu olan PKCp ile etkilestigi gosterilmis ve bu etkilesime bagh
olarak PKK-iligkili kinaz olarak isimlendirilmistir (60). Hemen takibinde Meylan ve ark.
2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligma ile bu proteinin reseptorle etkilesen protein kinaz (RIP)
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ailesi iiyelerinden biri oldugu gosterilmis ve RIP4 olarak adlandirilmistir (61). Bundan

sonraki bir¢ok ¢alismada RIPK4 olarak ifade edilmistir.

RIPK4, 87 kDa molekiiler agirliginda ve 784 amino asitten olusan bir proteindir.
Amino (N-term) ucunda ser/thr kinaz domaini bulunurken karboksil ucunda (C-term) 11 adet
ankirin tekrar1 bulunur. Bu bolgeler arasinda ise ser/thr kalintilar1 bakimindan zengin bir ara

bolgeye (linker) sahiptir (Sekil 4) (62).

RIPK4’iin in-vivo fonksiyonunu belirlemeye yonelik yapilan bir ¢calismada RIPK4
knock-out farelerde (RIPK47") BPS fenotipine benzer 6zellikler goriilmiistiir. Bu farelerde
siddetli deri kusurlarinin oldugu, yabanil tip farelerle kiyaslandiginda derilerin kivrimsi
yapilarinin olduke¢a azaldigi, kuyrugun kisaldig: ve arka bacaklarin viicutla birlestigi, burun,
agiz, 0zofagus, aniis gibi viicut deliklerinin olusmadig1r goézlenmistir. Olusamayan oral
bosluklardan dolay1r RIPK4” farelerin nefes alamayip dogum sonrasi kisa bir siire i¢inde

oldiikleri rapor edilmistir (Resim 3) (63, 64).

Resim 3. RIPK4’ farenin fenotipi. A) RIPK4 yabanil tip. B) RIPK4” mutant fare
(Holland’dan, 63)

RIPK4’iin ozellikle deri gelisimindeki roliiniin arastirildigi farkli caligmalarda,
RIPK4” farelerin derisinde keratinosit farklilasmasinin gerceklesmedigi, alt katmanlara ait
farklilasma belirteci KRT14’{in iist katmanlarda daha fazla ifade edildigi, spinoz tabakada
ifade edilen K1 proteinin tiim katmanlarda ifade edildigi, graniilar tabaka markorii olan
involukrin’in (IVL) beklenenden daha alt katmanlarda goriildiigii, normalde hi¢ ifade
edilmeyen K6 proteinin ifadesinin katmanlar arasinda dagildigi, bunlardan 6tiirii spiniiler ve
graniilar katmanlarin kalinlasti§i, ¢ok katli yass1 keratinize epitel tabakasindaki

korneositlerin ¢ekirdeklerini tutmaya devam ederek parakeratotik olarak adlandirilan
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fenotipe neden oldugu gosterilmistir. Bu durum keratinositlerin asir1 proliferasyonundan

ziyade keratinosit farklilasma mekanizmasindaki bozukluklar ile agiklanmistir (Resim 4)
(65, 66).

Farklilasma markorleri
l 1

! ;
¥ K14 K1 Involucrin K6
9] g o5 7 R e
E i fﬂemmﬁ’?\"‘% B e gy v L
E ' “/ : '.'f 3 )
o -
e d—-‘ ,,__‘I)_.,:.—_ - = | — < |

RIPK4 -

Resim 4. RIPK4"" ve RIPK4”" fare deri karsilastirmalar1 (Rountree’den, 64)

Ayrica, RIPK4’iin 6zellikle keratinosit farklilagma tizerindeki etkisini detayl1 olarak
incelemek amaciyla RIPK4’iin sadece keratinositlerde susturuldugu kondisyonel RIPK4
knock-out fareler (RIPK4*%0) olusturulmustur. Bu farelerin derisinde yapilan detayl
analizler sonucunda graniiler tabakada yer alan ve koruyucu bariyer gorevi i¢in gerekli olan
hiicre-hiicre siki baglantilarin ve korneositlere 6zgiil lipid yapilanmasinin bozuldugu bundan
dolay1 derinin igten-diga bariyer 6zeliginin kayboldugu gosterilmistir (66). Ayrica, RIPK4
knock-out farelerde, embriyogenez sirasinda gelismekte olan epidermisin iizerini alttan
gelen keratinositler farklilasip korneositlere doniisene kadar gecici olarak kaplayan ince
tabakal1 peridermin kaybolmadigi, supra-bazal katmanda bulunan hiicrelerde, hiicre-hiicre
yan (lateral) baglantilarda bulunan E-kaderin proteininin bu konumdan ayrilip hiicre
yiizeyine (apikal) yerlestigi gosterilmistir (Resim 5). RIPK4” farelerin deri hiicrelerinde
goriilen anormal E-kaderin yerlesiminin epitel fiizyona neden olarak fare ve insanda RIPK4

eksikliginde meydana gelen, viicut bosluklarimin yapismasi ve pterygium olusumuyla
iligkilendirilmistir (65, 66).

12



E12.5 E13.5 El14.5 E15.5

DNA
10 |.|1n

Bu resim De Groote'den modifiyve edilerek hazirlanmugtir.
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Resim 5. RIPK4" farelerin deri gelisiminde E-kaderin ve Keratin 17 proteinlerinin
yerlesimi. Kirmizi: E-kaderin, hiicre-hiicre baglantis1 markorii. Yesil: Keratin
17, periderm markorii (De Groote’den, 65)

RIPK4’iin fonksiyonunu tanimlamak tizere etkilesimde oldugu diger proteinler
arastirilmistir. Bugiine degin yapilan ¢calismalarda RIPK4’iin KRT14 (8), IRF6 (67), DVL2
(68), PKCd ve B (60), PKP1 (69), IL-6 (70), IKKo/IKKp (71), MEKK2 ve 3 (72), STAT3
(73), A20 (74), SCFB-TrCP (75) ve clAP1/2 (76) proteinleri ile etkilestigi gosterilmistir.

Gelisim biyolojisinde farkli sinyal yolaklar1 olduk¢a hassas bir diizenleme ile
organizmanin gelisimini kontrol eder. RIPK4’iin etkilesim partnerlerinden KRT14 ve
IRF6’nin epidermal farklilasmanin diizenlenmesinde rol aldigi gosterilmistir (8, 67).
RIPK4’tin A20 ve DVL2 proteinleri ile etkilesime girerek epidermal farklilagma ve
homeostazdaki rolii bilinen Wnt/B-katenin sinyal yolagin1 sirasiyla negatif ve pozitif olarak
etkilemesi, bu yolaktaki diizenleyici roliine isaret etmektedir (68, 74). Dahas1 RIPK4’iin
PKC-B, MEKK2/3, cIAP1/2, IKKo/IKKP ve TRAF proteinleriyle etkilesime girerek, NF-
kP yolagmi aktive ettigi gosterilmistir (61, 68, 71, 76, 77). RIPK4, PKP1 ile etkileserek
MAPK yolagin1 baskilamaktadir (69). RIPK4’iin kendisiyle etkilesime girerek kinaz
domaini araciligiyla kendisini fosforilledigi gdsterilmistir (61, 75). Fosforillenmis RIPK4’iin

ubikiitin ligaz olarak bilinen SCFBTP

ile etkilesimde bulunmasi, keratinosit hiicre hareketi
ve iskeletinin diizenlenmesi ile iligkilendirilmistir (75). Yara iyilesme siirecinde TNF, IL-1
ve TGFP gibi sitokinler RIPK4’iin ifadesini baskilamaktadir (61). Bununla birlikte,

RIPK4’iin TGF-P sinyal yolagin1 baskiladigi1 grubumuz tarafindan gosterilmistir (78).

RIPK4’lin etkilesimde bulundugu diger proteinlerin belirlenmesi ve epidermal
farklilagmadaki roliiniin molekiiler seviyede anlagilmasina katki saglamak adina Anabilim

Dalimiz 8gretim iiyesi Dog. Dr. Tuba DINCER tarafindan RIPK4’iin kinaz domaininin yem
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olarak kullanildig1 biiytik 6l¢ekli maya ikili-hibrit yaklagimi ile insan keratinosit kiitiiphanesi

taranmis ve 16 adet farkli proteinin RIPK4 ile etkilestigi bulunmustur (yaymlanmamis verti).

Maya ikili-hibrit sonucunda RIPK4’le en iyi etkilesim skorunu bir ¢inko parmak
transkripsiyon faktorii olan Pleomorfik Adenom Gen Benzeri 2 (PLAGL2) vermistir. i1k kez
boliimiimiizde maya ikili-hibrit yontemiyle gosterilen RIPK4-PLAGL2 etkilesimi (Sekil
5A) (yayinlanmamais veri), boliimiimiizde gerceklestirilen bir yiiksek lisans tezi kapsaminda
insan embriyonik bobrek hiicresi olan HEK293 hiicre hattinda ve insan keratinosit hiicre
hatt1 olan HaCaT’larda farkli protein etkilesim yaklagimlarindan olan immiinopresipitasyon
ve immiinofloresan yontemleriyle arastirllmig ve iki proteinin fazladan iiretildikleri
HEK293 hiicrelerinde ve endojen olarak bulunduklar1 keratinositlerde 6zgiil olarak
etkilestikleri dogrulanmistir (Sekil 5B). Ilave olarak RIPK4’iin PLAGL?2 ile kinaz domaini
tizerinden etkilestigi ve kinaz aktivitesinin etkilesim i¢in 6nemli oldugu bulunmustur (7). Bu
bulgular, PLAGL2’nin de RIPK4 gibi epidermal farklilagmada rolii olabilecegini ve

aralarindaki etkilesimin siirecin diizenlemesinde 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.

A)
Ser/ThrKinase AAAAAAAAAAA
RIPK4 N N N DN NN INININININN, -C
—r Domain KEKKKKKKKKKEK
AAL 22 283 437 734 784
¥
Bait - __ -’_”EOIQCgiOn
- 77> Prey
f A \
PLAGL2 N~HIHI“I“IHIH—C
AA 1 68 238 341 387 496
784
N lmcracuon
I
A
f \
AA 1 246 496

Sekil 5. Mayada ve HEK293 hiicrelerinde RIPK4-PLAGL?2 etkilesiminin sematik olarak
gosterilmesi. A) Biiylik olgekli maya ikili-hibrit taramasi sonucunda elde edilen
etkilesimin semasi. ANK: Ankirin domain, ZnF: Cinko parmak domain. (RIPK4’{in
1-283. amino asitleri arasindaki kinaz domaini igeren bolgeyle, PLAGL2’nin 341-
496. amino asitleri arasindaki trans-aktivator domainini igeren bolgesi
etkilesmistir). B) HEK293 hiicrelerinde immiinopresipitasyon sonucu bulunan
etkilesimin semas1 (RIPK4’lin kinaz domainini igeren N-terminal bdlgesiyle,
PLAGL2’nin C-terminal bolgesi etkilesmistir).
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2.6. Pleomorfik Adenom Gen (PLAG) Ailesi

Okaryotik canlilarda, transkripsiyon asamasi ¢esitli elemanlar tarafindan diizenlenir.
Bu diizenleme iki sekilde gergeklesir. Birincisi trans-etkili olarak isimlendirilen
transkripsiyon faktorleri ile gerceklestirilirken, digeri cis-etkili olarak tanimlanan DNA
tizerindeki; promotdr, enhancer (arttirici), silencer (susturucu) gibi diizenleyici bolgeler
arasindaki etkilesim ile saglanir. Bu etkilesim aktivatorler, represorler (baskilayicilar) ve

transkripsiyon faktorleri gibi gesitli regiilator proteinler araciligiyla olur (79).

Okaryotik genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde gérev alan proteinler grup
halinde calisarak ilgili genin dogru hiicrede, dogru zamanda, ihtiya¢ duyulan miktarda ifade
edilmesini saglarlar (80). Okaryotlarda gen ifadesinin diizenlenmesi icin dis cevreden gelen
sinyaller dogrultusunda RNA polimeraz, regiilator proteinler (transkripsiyon faktorleri)
araciligiyla hedef gen promotoriine, DNA baglanma bolgeleri iizerinden baglanarak
transkripsiyonu gerceklestirir (81). Transkripsiyon faktorleri, DNA baglanma bolgesinden
farkli olarak transkripsiyonu aktive veya inhibe eden bolgeler de igerirler ve buna bagh
olarak transkripsiyon aktivator veya baskilayici olarak adlandirilirlar (82). DNA baglanma
bolgelerini heliks-doniis-heliks, bazik 16sin fermuar ve ¢inko parmak gibi farkli domainler
olustururken, transkripsiyonu aktive eden bolgeleri 30 ile 100 amino asitlik izoldsince,
prolince, glutamince zengin ve asidik motif kisimlardan olusur. Transkripsiyonu inhibe eden
bolgeler ise genellikle protein-protein etkilesimlerinin meydana geldigi bdlgelerdir.
Transkripsiyonu aktive ve inhibe eden bdlgelerde bulunan amino asitler, diger protein ya da
transkripsiyon faktorleriyle veya dogrudan dogruya RNA polimeraz ile etkileserek

transkripsiyonu aktive veya inaktive edebilirler (83, 84).

Pleomorfik adenom (PLAG) ailesi, adini tiikiiriik bezi tiimdrlerinin en yaygin tiirii ve
benign bir epitelyal tiimor olan pleomorfik adenomdan almistir (85). Adenomlar salgi bezi
kokenli benign tiimérlerdir (86). Igerik olarak hem epitel hem de salg1 bezlerinin iginde
bulunan bag doku koékenli miyoepitelyal hiicrelerden olustuklarindan dolay1 pleomorfik
(mixed) olarak adlandirilirlar (87). PLAG ailesi iiyelerinden PLAGI, ilk defa tiikiiriik
bezlerinde tanimlanmistir. Normalde aktif olmayan PLAGI promotdri, t(3;8)(p21;q12)
translokasyonu sonucunda olusan homolog olmayan parca degisimi ile giiclii bir CTNNBI
(B-katenin) promotorii tarafindan kontrol edilmeye baglanir ve bu durum tiimor hiicrelerinde
PLAGI’1n asir1 ifadesine yol acar (88). PLAG1’in karsinogenezde asir1 ifadesi bir onkogen

olarak rol oynadigina isaret ederken normal kosullarda da PLAG1'in, insiilin benzeri biiylime
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faktorii 2 (IGF2)’nin de ig¢inde bulundugu bir dizi biiyiime faktoriiniin ekspresyonunu
diizenleyerek hiicre cogalmasini tesvik ettigi bilinmektedir (89). Ilave olarak, Hensen ve ark.
tarafindan PLAG1 in knock-out edildigi farelerde biiyiime geriligi ve dogurganligin azaldigi
gosterilmistir (90).

PLAG ailesi iiyelerinin kesfi i¢in yapilan bir ¢alismada PLAG! ile yiiksek sekans
homolojisi gdsteren ve N-terminalinde (amine-terminal) CoH» ¢inko parmak motifleri
kodlayan iki yeni cDNA izole edilip karakterize edilmistir. Karakterizasyon sonucunda
proteinlerin farkli kisimlar1 arasinda 6zdeslik/benzerlik oranlar1 belirlenmis ve PLAG1’de
cinko parmak C>H» motiflerini kodlayan diziyle PLAGL1 ve PLAGL2 nin ayn1 bolge i¢in
%70 oraninda 6zdes (identity), yaklasik %80 oraninda da benzerlik (smilarity) oldugu tespit
edilmistir (Sekil 6) (88). Bundan 6tiirii PLAG ailesi yeni liyelerine pleomorfik adenom gen
benzeri 1 (PLAGLT1), pleomorfik adenom gen benzeri 2 (PLAGL2) adi verilmis ve ¢inko
parmak transkripsiyon faktorleri ailesine dahil edilmisti. PLAG1 ve PLAGL2’nin
transkripsiyon aktivasyon kapasiteleri proteinlerin C-terminal (carboxyl-terminal)
bolgeleriyle iliskilendirilmistir (88). Sonraki yillarda PLAG transkripsiyon faktorlerinin
hedef promotdr bolgesinde baglandigr konsensus dizisi GRGGC (N)6 RGGK olarak

tanimlanmistir (91).

133 82 242 472500
PLAGI NH, | i COOH
L .
] 13 463
i 7 g .
70% identity 73% identity 19% identity
82% similarity 83% similarity 26% similarity
1 31 88 248 469 496
?
PLAGL2 NH, iy CooH
70% identity 79% identity 35% identity  79% identity
81% similarity 90% similarity 37% similarity  90% similarity

Sekil 6. PLAGL? ailesi. Tiim iiyelerdeki ¢inko parmak motif bolgesi kirmiziyla belirtilmistir.
(Kas’dan, 88)

PLAG ailesinin bir diger tiyesi olan PLAGL1’in ise, tiimor baskilayici olarak gorev

aldig1 one siirilmiistiir (92-94).
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2.7. PLAGL2 ve Hiicresel Fonksiyonlar:

PLAG gen ailesinin son iiyesi olan PLAGL2 geni genomun 20q11.21 lokasyonunda
bulunur. Bu genin kodladigi PLAGL?2 proteini, N-terminalinde alt1 adet tekrarlayan C,H>
cinko parmak DNA baglanma domaini, C-terminalinde trans-aktivasyon domaini ve bu iki
domain arasinda trans-baskilayici domaini bulunan, 496 amino asitten olusan, 54 kDa
agirhiginda  bir  transkripsiyon  faktoriidir. = PLAGL2’nin  post-translasyonel
modifikasyonunun (PTM) asetilasyon ve sumolasyon aracilifiyla diizenlendigi, trans-
baskilayict veya transaktivator bolgesinin aktivasyonu i¢in PTM’lerin gerekli oldugu
bildirilmigtir (95). Ayrica bu PTM’lere ilave olarak, proteinler {izerindeki PTM’lerin
gosterildigi Phosphosite veri tabaninda PLAGL2’ye ait toplamda 17 adet PTM 6n verisi
bulunmaktadir (96). Bunlardan 15 tanesi PLAGL2’nin transbaskilayici domaini {izerinde,
bir tanesi ¢inko parmak domaini iizerinde ve bir tanesi ise proteinin baglangicinda yer

almaktadir (Sekil 7).

® @ Fosforlasyon
@ Asetilasyon
@ Ubikitnasyon
@ Sumolasyon

Aa 1 68 238 i87 496

Sekil 7. PLAGL2 proteininin yapisi ve PTM’ler. Turkuaz: alt1 adet ¢inko parmak motifi
(ZnF), kirmizi: transbaskilayici bolge, yesil: transaktvator bolgeyi temsil
etmektedir. (Phosphosite, 96)

PLAGL2 neredeyse tiim yetigkin insan dokularinda ifade edilir ve cogunlukla hiicre
cekirdeginde olmakla beraber sitoplazmada da lokalize olur (97, 98).

Bugiine degin, PLAGL?2 tarafindan ekspresyonu aktive edilen genler Tablo 1°de

gosterilmistir.
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Tablo 1. PLAGL?2 tarafindan ekspresyonu aktive edilen genler

Hedef Gen Biyolojik Siirec¢ Referans
RASSF5 Apoptoz indiiklenmesi (99)
BNIP3 Apoptoz indiiklenmesi (100)
NCF2 NADPH aktivitesinin diizenlenmesi (101)
SP-C Apoptoz indiiklenmesi (102)
IGF2 Hiicre proliferasyonu ve apoptoz inhibitorii (103)
Mpl Hematopoietik kok hiicrelerin proliferasyonunu indiiklenmesi (104)
ASCL2 Bagirsak epitel kok hiicre devamliliginin saglanmasi (105)
Wnt6 Whnt Sinyal yolagi (106)
MYCN Hiicre proliferasyonunu indiiklemesi (107)

Protein-protein etkilesimlerinin yer aldigi BioGRID veri tabaninda, PLAGL2’nin

etkilesim agina baktigimizda 60 farkli proteinle etkilestigi dair 6n veriler bulunmaktadir

(Sekil 8) (108).
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Sekil 8. PLAGL2’nin aday etkilesim ortaklar1 (BioGRID, 108)
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PLAGL2’nin aday etkilesim ortaklarindan bazilart WNT sinyal yolagi ve hiicre
iskeleti olusumunda gorevli elemanlarken, cogunlugu hiicre proliferasyonunda rol aldig:
bilinen proteinlerdir (Tablo 2). Bir proteinin fonksiyonunun anlagilmasinda etkilesim
ortaklarinin belirlenmesi o proteinin fonksiyonu hakkinda ipucglari vermektedir (80). Bu
baglamda, PLAGL2’nin etkilesimde oldugu proteinlerin dahil oldugu stire¢cler PLAGL2’nin

de ilgili siireglerde fonksiyonu olabilecegine isaret eder.

Tablo 2. PLAGL2 nin etkilesim ortaklarinin dahil oldugu siiregler

Proteinler  Biyolojik Siirec¢

DVL3 WNT sinyal yolag bileseni
KANK?2 Hiicre iskeleti olusumunda

MAPKI1 MAP kinaz yolag bileseni

MAD2L2 Hiicre proliferasyonu

PAX9 Hiicre proliferasyonu ve apoptoz
PKNI1 Ser/thr protein kinaz reseptorii
NTRK3 Norotrofik tirozin kinaz reseptorii

2.7.1. PLAGL2’nin Kanserdeki Rolii

Yapilan caligmalarda PLAGL2 nin ¢esitli kanser tiirlerinde ifade dilizeyinin arttigi
gosterilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. PLAGL2 nin fazladan ifadesiyle iliskilendirilen kanser tipleri

Hastahk Tipi Referans
Hepatoseliiler karsinom (109-112)
Yumurtalik kanseri (113, 114)
Kolorektal kanser (106, 115-119)
Mide kanseri (120, 121)
Noroblastom (100, 107)
Multipl miyelom (122)
Tiroid kanseri (123)
Meme kanseri (124, 125)
Akciger adenokarsinomu  (126-128)
Glioma (129)
Prostat kanseri (130)
Akut miyeloid l6semi (104)
Mesane kanseri (131)
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PLAGL2’nin normal sartlardaki fonksiyonundan ziyade, daha ¢ok karsinogenezdeki
rolii lizerine ¢aligmalar yapilmistir. PLAGL2’nin karsinogenezde, apoptozu engelleyerek
hiicre ¢ogalmasini arttirdigi, Wnt/B-katenin sinyal yolagi iizerinden epitel-mezensimal
gecisini indiikledigi ve bu sayede hiicre gogiinii arttirarak kanser hiicrelerine metastatik ve
klonojenik oOzellik kazandirdigr gosterilmistir (106, 115, 118, 129, 131, 132). Kanser-
PLAGL2 baglantisin1 destekler bigimde, akciger kanseri hiicrelerinde PLAGL2
ekspresyonunun arttirilmasiyla akciger kanseri kok hiicrelerinin kok hiicre devamliligini

stirdiirdiigii gosterilmistir (127).

PLAGL2’nin hiicresel fonksiyonunun arastirildigi, over ve meme kanseri hiicre
hatlarinda PLAGL2’nin RhoA ve Racl gibi kii¢iik guanazin trifosfatazlarin (GTPase)
aktivitelerinin diizenleyerek aktin sitoiskeletinin organizasyonu araciligiyla hiicre
migrasyonunda rol aldigi gosterilmistir (133). Ayrica, son yillarda yapilan c¢alismalar
karsinogenezle iliskilendirilen PLAGL2 ekspresyonunun siklikla protein kodlamayan kiiciik
mikroRNA’lar (miRNA) ve uzun RNA’lar (IncRNA) tarafindan diizenlendigini
gostermektedir (109, 113, 116, 122, 123, 125, 126, 134, 135).

2.7.2. Normal Kosullarda PLAGL2’nin Rolii

Fizyolojik kosullarda PLAGL2’nin fonksiyonunun arastirilmasina yonelik yapilan
calismalarda hiicre tipine ve kosullarina bagli olarak, PLAGL2 nin apoptozu diizenleyerek
tiimor-siipresor olarak gorev aldigin1 gosteren c¢alismalar mevcuttur. Bir c¢alismada
Balb/c3T3 fibroblast hiicrelerinde PLAGL2’nin pro-apoptotik faktor ~NIP-3’{in
ekspresyonunu arttirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (100). Yang ve ark. tarafindan
akciger epitelyal hiicrelerinde endoplazmik retikulum stres tetikleyici SP-C proteini
iizerinden PLAGL2’nin apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (136). Insan cekirdek
pulposus hiicrelerinde (HNPC) artan apoptozun neden oldugu intervertebral disk
dejenerasyonunun anlagilmasina yonelik bir calismada PLAGL2 nin proapoptotik faktorler
RASSFS5, NIP-3 ve p73’iin ekspresyonunu arttirarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir (99).
Sonu¢ olarak, PLAGL2 pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu saglayarak apoptozu

induklemektedir.

[lave olarak, PLAGL2’nin bagirsaklardan lipit emiliminde (137), inflamatuar yanitin
diizenlenmesinde (138), ndronal kok hiicre devamliliginin saglanmasinda (139, 140) rol

aldigina dair kanitlar bulunmaktadir.
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2.7.3. Hiicre Sinyal Yolaklar1 ve PLAGL2

Yapilan bazi ¢calismalarda PLAGL2’nin EGFR/PI3K/AKT, Hippo ve Wnt/B-katenin
sinyal yolag1 olmak {izere ¢esitli sinyal yolaklarinda rol aldig1 gosterilmistir (110, 120, 141).
Bu yolaklardan en ¢ok Wnt/B-katenin sinyal yolaginda PLAGL2’nin fonksiyonu iizerine

calismalar yapilmstir.
2.7.3.1. PLAGL2 ve Wnt/B-katenin Sinyal Yolagindaki Rolii

Wnt/B-katenin sinyal yolagi, embriyonik gelisim sirasinda hiicre ¢ogalmasini, kok
hiicre farklilasmasini, hiicre gogiinii, polaritesini, noral olusum ve organogenezi diizenleyen
kisacasi hiicre kaderini belirlemede gorev alan evrimsel olarak korunmus bir yolaktir (142-
144). Sinyal yolagin1 aktive eden Wnt ligandlar1 otokrin/parakrin etkili glikoproteinlerdir
(145). Yolak temel olarak hiicre dis1 sinyal molekiilleri olan Wnt proteinleri, transmembran
ylizey reseptorii olan Frizzled (FZD) ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptor-iliskili
membran proteinlerinden olugsmaktadir. Hiicre i¢inde ise Disheveled (Dsh), glikojen sentaz
kinaz-3p (GSK-3pB), Axin, Adenomatdz Polipozis Coli (APC), kazein kinaz 1a (CKla) ve
transkripsiyonel regiilator B-Kateni’ni igeren biiylik bir kompleks tarafindan diizenlenir
(146). Wnt/B-katenin sinyal yolagimin en 6nemli bileseni olan B-katenin’in hiicre-hiicre
adherens baglantilarinda, sentrozomda ve bir transkripsiyon regiilator olarak gorev yaptigi
bilinmektedir. Hiicrede yeni sentezlenen B-katenin, zar-hiicre iskeleti yapisina dahil olarak
E-kaderin ile adherens baglantilarini olusturur. Yeri geldiginde B-katenin, protein kinazlarin
aktivitesi veya E-kaderin’in baskilanmasiyla adherens baglantilarindan serbest birakilir.
Serbest kalan -katenin bir sonraki yikima hazirlanmak i¢in APC ile isaretlenir veya yikim
kompleksi araciligiyla fosforillenerek tamamen yikilir. Isaretleme sitoplazmadaki B-katenin
kararliligimin saglanmasi agisindan oldukga kritiktir. Wnt yolagi aktif oldugunda yikim
kompleksinin aktivitesi engellenir ve sitoplazmik B-katenin seviyesi artar boylece ¢ekirdege
giden B-katenin transkripsiyonel regiilator olarak davranir (147). Sentrozomlarda ise B-
kateninin sentrozom ¢ekirdeginin olusmasi ve sentrozomlarin ayrilmasina 6énemli Slgiide

katkida bulundugu gosterilmistir (148).

Whnt ligand1 yoklugunda sinyal yolagi aktif degilken (OFF); APC ve GSK-3p kinaz
sitoplazmada kompleks seklinde bulunur ve bu komplekste yer alan aktif GSK-3, B-
katenin’i fosforiller ve fosforillenen B-katenin ubikiitinlenerek proteazomlarda yikilir. Bu
kompleksin Axin aracili olusmast (APC/Axin/GSK-3B/CK1a) B-katenin fosforillenmesini

arttirir.  B-katenin pargalanmasi sonucunda Wnt hedef genlerinin transkripsiyonu
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gerceklesmez (Sekil 9B). Wnt varliginda, sinyal yolag: aktifken (ON); Wnt ligandinin FZD
reseptoriine baglanmasit Disheveled’in LRP ko-reseptorii aracili B-katenin’in GSK-3f3
tarafindan fosforillenmesini engeler ve yikim kompleksi dagilir. Fosforillenmeyen B-katenin
parcalanmaz ve sitoplazmada birikir. Biriken p-Katenin ¢ekirdege gecerek T-hiicre
faktorii/lenfoid arttirici  faktor (TCF/LEF) kompleksini hedef gen diizenleyicilerine
yonlendirerek transkripsiyonu aktiflestirir (Sekil 9A) (149, 150).

A) Activated Wnt Signaling Pathway B) Inhibited Wnt Signaling Pathway
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Sekil 9. Wnt/B-katenin sinyal yolagi. A) Yolagin inaktif durumu. B) Yolagin Wnt ligandiyla
aktivasyonu (He’den, 149)

Noral kok hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde Wnt/B-katenin sinyalinin hiicre
farklilasmasini engelleyerek, kok hiicrelerin kok hiicre olarak kalmasi ve ¢ogalmasi icin
gerekli oldugu bildirilmistir (151). Hongwu ve ark. yaptiklari bir calismada PLAGL2 nin,
glioma baslatict hiicre (GIC) ve noral kdok hiicre (NSC) farklilagsmasini giiglii bir sekilde
baskiladigi, kok hiicrelerin farklilagmaya zorlansa bile PLAGL2’yi fazladan iireten
hiicrelerin kendi kendini yenileme (proliferatif) kapasitelerinin arttig1 gosterilmistir (129).
Bahse konu ¢aligmada yapilan transkriptom sonucunda en ¢ok artig gosteren genlerin hiicre
dongiisii, G1/S kontrol noktas1 ve Wnt/B-katenin sinyal yolagi bilesenlerin ait oldugu
belirlenmis, PLAGL2 ekspresyonunun artmasiyla artan proliferatif 6zellik Wnt/B-katenin
sinyal yolag1 bilesenlerinin artmasiyla iligkilendirilmistir. Bu durum, PLAGL2 nin Wnt/B-
katenin sinyal yolagi araciligiyla farklilasmay1 engelleyerek kok hiicre devamliligini

sagladig1 seklinde agiklanmigtir (129).
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Bagirsak epitel kok hiicrelerini iceren organoidlerin kullanildig: farkl: bir calismada
ise PLAGL2’nin fare bagirsak kok hiicre devamliligini destekleyerek koloni olusumunu
arttirdig1  gosterilmistir. S0z konusu c¢alismada yapilan RNA dizileme sonucunda
PLAGL2’nin ekspresyonundaki artisin Wnt/B-katenin sinyal yolagi bilesenlerinden Lgr5 ve
WNT ligandlarinin (Wnt3, Wnt9b, Wnt4, Wntl0a ve Wnt5a) artisiyla korele oldugu
bulunmustur. ilave olarak, ayni calismada PLAGL2’nin WNT sinyalinden bagimsiz
intestinal kript kok hiicre markorii ASCL2’nin ekspresyonunu indiikleyerek kok hiicre

cogalmasini ve hayatta kalmasini destekledigi gosterilmistir (105, 152).

Normal sartlardaki kok hiicre ¢alismalart disinda PLAGL2, kanserde cogunlukla da
kolon kanseri hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolag ile iligkilendirilmistir (118, 153).
Nanpeng ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada PLAGL2’nin kolon kanseri hiicre hatlarinda,
HCT116 ve SW480, Wnt/B-katenin sinyal yolagi ligandi olan Wnt6 geninin promotoriine
baglanarak ekspresyonunu artirdig1 ve bu sekilde yolag: aktiflestirdigi gosterilmistir (106).
Baska bir ¢aligmada ise PLAGL2'nin lenfoma hiicrelerinde ekspresyonunun azaltilmasinin
AXIN2 ve APC ekspresyonunu arttirdigi, f-katenin ekspresyonunu azaltarak Wnt/B-katenin
yolagini baskiladig1 gosterilmistir (154).

Bugiine degin PLAGL2’nin keratinosit hiicrelerindeki fonksiyonuna yonelik bir
calisma literatiirde yer almamaktadir. Sadece, keratinosit farklilasmasinda aktif olarak yer
alan genlerin analiz edildigi yiiksek c¢iktili bir ¢aligmanin destekleyici verileri arasinda
PLAGL2 de yer almaktadir. S6z konusu ¢alismada, insan primer keratinosit hiicrelerinin
farklilasmasi esnasinda RNA polimeraz II’nin baglandigi aktif gen bolgeleri kromatin
immiinopresipitasyon dizileme (ChIP-seq) ile analiz edilmistir ve PLAGL2 nin de aralarinda
bulundugu 7.223 gen belirlenmistir. Bahse konu yayinda, RNA Pol II’'nin PLAGL2’ye 6zgii
gen diizenleyici bolgelere baglanma seviyesinin farklilasmamis bazal keratinosit hiicrelerde
(0. giin) yiiksek iken epidermal farklilasma sirasinda kademeli (2, 4 ve 7. glinler) olarak
azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, bu yaymnda PLAGL2’nin intron 1’1 iizerindeki diizenleyici
bolgesinde, epidermal farklilasma siirecinin kilit transkripsiyon regiilatorii olan p63’iin
baglanma dizisinin oldugu ve bélgenin epigenetik olarak aktif oldugu in slico olarak
gosterilmistir (155). Keratinosit farklilagsmasindaki rolleri iy1 bilinen RIPK4, IRF6, KRT14
ve KRTI0 genlerinin yan1 sira PLAGL2’nin de p63 tarafindan diizenleniyor olmasi

PLAGL2’nin keratinosit farklilagmasinda rol aldigina dair 6nemli ipuglar1 vermektedir.
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Ozetle, RIPK4 ve PLAGL2’nin ayr1 ayri farkli hiicre ve kosullarda Wnt/B-katenin
sinyal yolaginda yer almasi, hiicre iskeletini ve hareketini, hiicre Oliimiinii, hiicre
proliferasyonunu diizenlemesi ve en onemlisi anabilim dalimizda gdsterilen RIPK4’{in,
PLAGL2 ile arasindaki etkilesim 6n-verisi, ayrica RIPK4 gibi PLAGL2’nin de keratinosit
farklilagmas1 esnasinda farklilasmanin ana regiilatorii p63 tarafindan diizenlenmesi bir
transkripsiyon faktorii olan PLAGL2’nin keratinosit-iligkili hiicre fonksiyonlarinda
diizenleyici bir rolii olabilecegine isaret etmektedir. Bir proteinin fonksiyonunu analiz
etmeye yonelik caligmalardaki temel yaklagim ilgilenilen proteinin hiicrede ekspresyonunu
susturarak o proteinin hiicresel siireclerdeki roliinii arastirmaya dayalidir. Dolayisiyla tez
calismast kapsaminda; CRISPR/Cas9n sistemi ile PLAGL2'nin susturuldugu HaCaT
keratinosit hiicre hattinin karakterizasyonunu yaparak PLAGL2'nin fonksiyonunu anlamaya
yonelik verilere ulagilmasi amaglanmistir. Bu amaca yonelik hedeflerimiz ise PLAGL2 nin
CRISPR/Cas9n teknigiyle kalici olarak susturulmasi ve olusan PLAGL2 knock-out
keratinosit hiicre hattinin hiicre morfolojisi, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, hiicre

Oliimii, hiicre hareketi ve hiicre sinyali agisindan incelenerek karakterize edilmesidir.
2.8. Gen Diizenleme Sistemi: CRISPR/Cas9

Bir proteinin fonksiyonunu analiz etmeye yonelik yapilan c¢aligmalardaki temel
yaklasim hedef proteini hiicrede gerek fazladan eksprese ettirerek gerekse ifadesini
durdurarak veya baskilayarak hiicrede gergeklesen degisiklikleri aragtirmaya dayalidir. Gen
ekspresyonunun durdurulmasmma yonelik giincel yaklasimlardan biri CRISPR/Cas9
stratejisidir. CRISPR/Cas9 sistemi arkeler ve bakterilerde kesfedilmis olup bu
organizmalarin virlislere karsit olusturduklari kazanilmis bagisiklik sistemine dayalidir

(156).

Ik olarak 1987 yilinda Escherichia coli K12’de tekrar dizileri olarak kesfedilen bu
sistem, sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarla kiimelenmis diizenli tekrarlar (Short Regularly
Spaced Repeats) olarak adlandirilmistir (157, 158). Daha sonraki bakteri ve arkelerde
yapilan genom c¢alismalariyla bu tekrarli dizi ailesine “diizenli araliklarla yerlesmis kisa
palindromik tekrar kiimesi’’ (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats;
CRISPR) adi verilmistir (159). Yabanci viral DNA'ya kars1 prokaryotlarin sahip oldugu
hafizaya dayal1 bir immun sistem olarak diisiiniilen CRISPR sistemi test edilmis ve viriise
ait spacer’larin (DNA) CRISPR bélgesine dahil oldugu ve bu sayede bakterinin bir sonraki

enfekte olusunda viriise kars1 bagisiklik kazandigi kanitlanmistir. Bu sistemde, onceden
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CRISPR bolgesine eklenen viruse ait DNA (Spacer), bakterinin ayn1 viriis tarafindan tekrar
enfekte edilmesi durumunda bu bolgeden transkripsiyona ugrayarak onciil pre-crRNA’ya
dontsiir, ardindan kirpilir ve tracrRNA (Trans-activating crRNA) ile birlesir. crRNA-
tractrRNA ikilisi (sgRNA: Rehber RNA), Cas9 proteiniyle kompleks olusturarak Cas9’u
sgRNA araciligtyla tekrar enfekte eden viriisiin DNA’sina yonlendirir. Viriis DNA’sina
yonlendirilen Cas9, DNA’da c¢ift zincir kiriklar1 olusturarak bagisiklik kazandirilmis olur

(Sekil 10) (158, 160, 161).
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Bu sekil Ebrahimi'den modifiye edilerek hazirlanmistr.

Sekil 10. Bakteri sisteminde CRISPR tabanli bagisiklik (Ebrahimi’den, 161)

2012 yilinda Jeniffer Doudna ve Emmanuelle Charpentier CRISPR sisteminin
molekiiler mekanizmasini detayli olarak aydinlatmis ve ilk kez insan hiicrelerinde in vitro
CRISPR sistemi kullanarak gen diizenlemesi (editing) yapmistir (162). Bu sistemde Cas9,
rehber RNA’lar (sgRNA) araciligiyla PAM (Patojene ait korunmus dizi) Cas9 tanima dizisi
(NGG) bulunan hedef DNA’ya yonlendirilerek PAM dizisinin ii¢-dort niikleotid
yukarisindan keserek ¢ift sarmal kiriklar1 olusturmaktadir. PAM dizisi Cas9 Endoniikleaz’in
izole edildigi bakteri tiirtine gore degisiklik gosterebilmektedir. NGG dizisi, Staphylococcus
Pyogenes tiirlinden izole edilen Cas9 endoniikleaza aittir. Farkli bakteri tiirlerinden elde

edilen Cas9 varyantlarina ait farkli alternatif PAM dizileri de mevcuttur (163).
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Cas9 endoniikleaz, katalitik aktiviteye sahip HNH ve Ruv C olmak iizere iki farkli
domainden olugsmaktadir. HNH domaini, DNA ile eslenen sgRNA’1n bulundugu zinciri, Ruv
C domaini ise karsi komplementer DNA zincirini ayn1 yerden kesmektedir (Sekil 11A). Cas9
endoniikleazlar’in domainleri modifiye edilmesiyle farkli islevlere sahip Cas9 varyantlari
olusturulmustur. Bu varyantlardan biri de Cas9n (nickase)’dir. Bu varyantta Ruv C domaini
tizerinde mutasyon olusturularak (D10A) RuvC’nin katalitik (kesim) aktivitesi engellenmis
ve yalnizca HNH nin kesim aktivitesi birakilmistir. Bundan 6tiirii Cas9’un aksine Cas9n

DNA’y1 sgRNA’nin baglandigi tek iplikten kesmektedir (Sekil 11B) (164).

A) B)
Normal Cas9 Cas9 nickase (D10A)

Sekil 11. Cas9 endoniikleazlar. A) Normal Cas9. B) Cas9’un varyanti olan Cas9n (Mei’den,
164)

Bakterideki CRISPR/Cas9 sistemi, memeli hiicrelerinde gen diizenleme (editing)
yaklagimi olarak siklikla kullanilmaya baslanmistir. Yapilan bu ¢alismalarin iizerine Jeniffer
Doudna ve Emmanuelle Charpentier 2020 yilinda Nobel Kimya odiiliine layik
goriilmiislerdir (165). Aydinlattiklar1 bu yaklasimin ¢ikis noktasi, diizenleme yapilmasi
istenilen hedef bolgeye rehber RNA (sgRNA) araciligiyla Cas9’un tasinmasi ve DNA’nin
kesilmesiyle olusan ¢ift zincir kiriklarinin homolog olmayan ug birlesmesi (NHEJ) yoluyla
tamir edilmesine dayalidir (166). NHEJ esnasinda olusabilecek niikleotid insersiyon ya da
delesyonlar (INDEL) protein kodlayan ekzonlarda ¢erceve kaymasi mutasyonlariyla
prematiir durdurma kodonlarina neden olacagindan istenilen genin knock-out edilmesini

saglayarak protein olusumunu engeller (Sekil 12) (167, 168).
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Kompleks formasyonu
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Sekil 12. Cift zincir kirig1 olusturan CRISPR/Cas9 sistemi. Cas9 kesim bolgeleri kirmizi
cizgiyle gosterilmistir (AddGene, 168)

Normal Cas9 siteminde gen diizenleme yapilabilmesi i¢in tek sgRNA kullanirken
Cas9’un modifikasyonuyla olusturulan Cas9n sistemi kullanilacagi zaman DNA’nin her iki
sarmalinda da tek kirik olusturmak i¢cin DNA’nin birbirine yakin bolgesine ve aralarindaki
mesafe maksimum 20 baz cifti olacak sekilde zit yonlii olarak yerlesen iki farklh
sgRNA’larin tasarlanmasi ve hedef konaga verilmesi gerekmektedir (Sekil 13). Cas9n i¢in
en optimal sgRNA’lar1 yazilim programlar1 kullanarak belirlemek miimkiindiir. Cas9n’in
kullanilmasinin Cas9’a kars1 avantaji iki farkli sgRNA kullanildigindan hedef dis1 genlerin
(Oft-target) Cas9 endoniikleaz’dan etkilenme olasiligin1 azaltmaktadir (169).
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Sekil 13. Karsilikli tek zincir kirig1 olusturan CRISPR/Cas9n sistemi. Cas9n kesim bolgeleri
sar1 ¢izgiyle gosterilmistir (AddGene, 168)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Kimyasallar

Agar

Agaroz

Akrilamid (29:1) %40

Amonyum persiilfat (APS) ((NH4)2S2053)
Bacto Tripton

Beta merkaptoetanol

Bromofenol mavisi

Coomassie Brilliant Blue R-250
Deoksinukleotit trifosfat (AINTPs)
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Dithiothreitol (DTT) (C4H1002S2)
D(+)Glukoz (CsH1206)

EDTA disodyum dihidrat (Na2EDTA.2H,0)
Etidyum bromid (C12H20N3Br)

Etil alkol (C2HsOH)

Fetal bovine serum (FBS)
Fenilmetilstilfonil florit (PMSF)
Glasiyel asetik asit (C2H40O»)

Gliserol

Glisin

Goat serum (GS)

HEPES (CgH1sN204S)

Hidrojen peroksit (H20.)

Hidroklorik asit (HCI)

Izopropil alkol (C3HsO)

Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl».2H>0)
Kiristal viyolet soliisyonu

Lipofectmax™

Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl>.6H20)
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Merck, 1.016.130.500
Lonza, 50004

Bio-Rad, 161-0146
Sigma, A9164
Conda,1612

Merck, 8.057440.0250
Merck,1.08122.005
Sigma, 112553
Promega, U1420

Sigma, 41640

Thermo scientific, R0O861
Chemcruz, SC-211203A
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637
AppliChem, A 8075,1000
Gibco, 10500064

Sigma, 1741932998611
Merck, 1.00056.2500
Chemcruz, sc29095
Chemcruz, sc29096
Gibco, 16210-064
Sigma, HO887

Sigma, 516813

Merck, 1.00314.2500
Applichem, A3928,0500PE
Merck, 910TA654681
Sigma, HT90132

ABP Bioscience, FP310
Merck, 1.05832



Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa)
Manganez iki klortir tetrahidrat (MnCl2.4H:0)
Matrijel® Basement Membrane Matrix
Metil alkol (C2HsO)

Mitomisin-C (MMC)

Orange G

Oligoniikleotit primer
Orto-Nitrofenil-B-Galaktozit (ONPG)
Paraformaldehit (HO(CH20),H)
Piperazin-1,4-bis(2-etansiilfonik asit) (PIPES)
Polietilenimin hidroklorit (PEI)
Ponceau S

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Potasyum hidroksit (KOH)

Potasyum klortir (KCI)

Proteinaz K

Sakkaroz (Siikroz)

Sephadex®G-50

SigmaFast Proteaz inhibitor karigimi (PI)
Sodyum fosfat dibazik (NaH2PO4)
Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum floriir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum ortovanadat (Naz;VOs)

Sodyum pirofaosfat (NaPPi-NasO7P)
Sodyum karbonat (Na>CO3)

TEMED

Tripsin-EDTA

Tris-Baz (NH2C(CH20H)3)

Tris-HCI (NH2C(CH20H)3 HCI)

Triton X-100
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Merck, 1.058.861.000
Sigma, 221279
Corning, 356234
Merck, 1.06009.2500
Seva, 29805

Sigma, O-1625
Macrogen

Sigma, N1127

Sigma, P6148

Merck, 1.10220.0025
Polysciences, 24765-1
Sigma, 78376

Merck, 022A470871
Sigma, 1310-58-3
Sigma, P5405
Promega, V3021
Merck, 1.07653.1000
Sigma, S5897-25G
Sigma, S8830-20TAB
Sigma, 58282

Sigma, 57907

Merck, 822050
Sigma, S7920

Merck, 1.06462
Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508

Sigma, P8010

Merck, 106392
AppliChem, A1148
Biological Industries,03-052-1B
Sigma, T6791

Sigma, 93363

Sigma, 9002-93-1



Tween 20
Yeast Extract

3.1.2. DNA ve Protein Markirlar

100 bp DNA ladder
Gene ruler 1 kb DNA ladder

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
3.1.3. Antikorlar
3.1.3.1. Primer Antikorlar

Mouse-Anti-p-Actin, monoklonal
Mouse-Anti-FLAG M2, monoklonal
Rabbit-Anti-PLAGL?2, poliklonal

3.1.3.2. Sekonder Antikorlar ve Konjuge Boyalar

Anti-Mouse-Alexa Fluor 488
Anti-Mouse-HRP
Anti-Rabbit-Alexa Fluor 488
Anti-Rabbit-HRP
Phalloidin-iFlour 488

ProLong Gold Antifade mounting media (DAPI)

3.1.4. Besiyeri ve Antibiyotikler
Ampisillin

DMEM (4.5 g/L Glukoz)
Opti-MEM
Penisilin/streptomisin (P/S)

Puromisin
3.1.5. Enzim Kitleri

Bbsl (Bpil) (10 U/uL)

GoTaq® Flexi DNA polimeraz seti (5 U/uL)
T4 DNA Ligaz (400 U/uL)

T4 Poliniikleotid Kinaz (10 U/uL)
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J.T. Baker, 73-74
Merck, VM445253 22

NEB, N3231L
Thermo Scientific, SM0311
Bio-Rad, 1610374

Abcam, ab184220
Sigma-Aldrich, F3165-1MG
Abcam, ab121239

Abcam, ab150117
Bio-Rad, 170-5047
Abcam, ab150061
Bio-Rad, 170-5045
Abcam, ab176753
Thermo scientific, 36935

Sigma, A9518-5G
Thermo, 41966029
GIBCO, 31985-062
Thermo, 1514022
Thermo, A1113803

Thermo, ER1011
Promega, M8305
BioLabs, M2622S
BioLabs, M0201S



3.1.6. Diger Kitler

BCA Protein Assay Kit

Brillant Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
ClarityTM Western ECL Substrat Kit

ClonJET PCR Cloning Kit

Cycle Test Plus DNA Reagent Kit

E.Z.N.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit
E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit

Luciferase Assay System Kit

Mycoplasma Detection Kit

Nucleospin Gel and PCR Clean-Up Kit
NucleoSpin RNA purification Mini Kit
PE-Annexin V apoptosis detection Kit
RapidLyse DNA purification Mini Kit
SSoAdvanced gPCR SYBR Green Supermix Kit
WizScript cDNA Synthesis Kit (Hih Capacity)

3.1.7. Diger Sarf Malzemeler

Cyro-Tiip (2 mL)

Enjektor (5 ve 10 mL)

Falkon tiipler (15 ve 50 mL)

Filtreli pipet uglar1 (10, 200, 1000 pL)
Insiilin ignesi (1 mL)

Kiiltiir flaski (25 cm? T25 ve 75 cm? T75)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)
Nitroseliiloz membran (0.45 pm)
PCR tiipleri (0.1 mL)

Petri kab1 (60 ve 100 mm)

Pipet uclar1 (10, 200, 1000 pL)
Serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL)
Steril pastor pipeti

Siringa ucu filtre (0.2 ve 0.45 um)
Tabak (6, 12, 24 ve 96 kuyucuklu)
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Thermo, 23227

NimaGen, BRD3-100
Bio-Rad, 1705060

Thermo Fisher, K1231

BD Biosciences, 340242
Omegabiotek, D6943-01
Omegabiotek, D6915-03
Promega, E1500

ABM, G238
Macherey-Nagel,740609.50
Macherey-Nagel 740955.50
BD Biosciences, 559763
Macherey-Nagel, 740100.50
Bio-Rad, 172-5270
Wizbio, W2211

Sardest, Almanya
Ayset, Tiirkiye
Isolab, Fransa
Axygene, ABD
Berika, Tiirkiye
Corning, ABD
Eppendorf, Almanya
Bio-Rad, 1620115
Eppendorf, Almanya
Corning, ABD
Axygene, ABD

SPL, Giiney Kore
Isolab, Fransa
Merck, Almanya
Corning, ABD


http://www.bio-rad.com/en-us/sku/1620177-immun-blot-pvdf-membrane-roll-26-cm-x-3-3-m

Transwell membran insert (8.0 um)

Whatman kagidi 3 mm
3.1.8. Kullamlan Cihazlar

Accuri C6 Flow Sitometri

Bulagik makinesi

Buzdolabi (4 °C)

Buz makinesi

ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi
CO’li Etiiv

Calkalayici inkiibator

Derin dondurucu (-20 °C)

Dikey elektroforez ve immiinblot sistemi
Distile su cihazi

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 Volt)
Genetik Analizor

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Jel goriintiileme sistemi

Light Cycler 480 II

Lazer Taramali Konfokal Mikroskop Sistemi

Liiminesans Mikroplate okuyucu
Manyetik karigtirict

Merdaneli karistirict

Mikrodalga firin

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij

NanoDrop 2000 (mikro hacim spekrofotometre)

Orbital karistiric
Otoklav

Pastor firini

pH metre

Sicak su banyosu

Corning, ABD
GE-Healthcares, 3030-861

Becton Dickinson, ABD
Bosch, Almanya

Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
BIO-RAD, ABD
Heraeus, Almanya
GFL, Almanya

Bosch, Almanya
BIORAD, ABD

GFL, Almanya
BIORAD, ABD

ABI 3130, ABD
AHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gel Logic 2000, Kodak
Roche, ABD

Leica DMIS8, Germany
SpectraMax, ABD

IKA, ABD

Stuart, ingiltere

Argelik MD554, Tiirkiye
Hettich, Almanya
Thermo IEC, ABD
Thermo, ABD

Niive SL 350, Tiirkiye
Tutnauer 3150 ELV, italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz

Stuart, Ingiltere



Sinif II steril kabinler Metisafe, Tiirkiye

S1v1 azot tanki Thermo Scientific, ABD
Sogutmali yiiksek devirli santrifiij Eppendorf 5804R, ABD
Sonikator VCX500 Sonics-Vibracell, ABD
Spektrofotometre (96 well) Eppendorf, Almanya
Termomikser Eppendorf, Almanya
Thermal Cycler Gene Amp 9700, ABD
Thermal Cycler Techne TC512, Ingiltere
Vakum pompasi Isolab, Fransa

Vorteks IKA, ABD

Yatay elektroforez diizenegi HU13, Ingiltere

Yiiksek devirli santrifiij Eppendorf 5810, Almanya
Zaman ve hiz ayarl rotator Stuart, Ingiltere

-80 °C dondurucu Thermo Scientific, ABD

3.1.9. Bakteri Suslar

Tiim vektdrlerin ¢ogaltilmasinda Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1bbi

Biyoloji Anabilim Dal1 arsivinden temin edilen DHS5a bakteri susu kullanildi.
3.1.9.1. DHSa Genotipi

F-recAl endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
3.1.10. Kullanilan Vektorler

Genom diizenleme araci olarak kullandigimiz CRISPR/Cas9n sisteminde, gen
ifadesini susturmak i¢in pSPCas9n(BB)2A Puro (PX462) V2.0 vektorii kullanild.
(Addgene, 62987).

CRISPR/Cas9n uygulamasi sonrasinda hedeflenen genin alellerinde INDEL
analizleri i¢in kullanilan JET1.2/blunt klonlama vektérii (Thermo, K1232) CloneJET™ PCR
klonlama kitiyle birlikte geldi.

llave olarak memeli hiicrelerinde fazladan protein iiretimini saglamak ve Wnt sinyal
yolag1 gen aktivasyon analizlerini gerceklestirmek i¢in kullanilan vektorler ve kullanim
amaglar1 Tablo 4’te gosterilmistir. Bu vektorler Karadeniz Teknik Universitesi, Tip

Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 vektdr bankasindan temin edilmistir.
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Tablo 4. Kullanilan dolu, bos ve raportor vektorlere ait bilgiler

Vektor ismi N-ucu Etiket Gen Ad1 Kullanim amaci
p3xFLAG-CMV/DEST FLAG PLAGL2 Protein iiretimi
pcDNA3myc/DEST MYC PLAGL2 Protein {iretimi
p3XxFLAG-CMV/DEST FLAG B-KATENIN Whnt sinyal yolagi pozitif kontrol
p3xFLAG-CMV/DEST FLAG (Bos) Plazmid miktar1 esitleme
pCMVS5- (B-Gal, M718) - Beta-Galactosidase  Sinyal yolagi i¢in normalizasyon
pGL3 B-katenin (pBar) - Luciferase Whnt sinyal yolagi raportor
pGEM Kontrol - - Plazmid DNA dizileme

3.1.11. Kullanilan Hiicre Hatlar

Tez caligmasinda kullanilan 6liimsiiz insan keratinosit hiicre hatti HaCaT (Human
adult skin keratinocytes propagated under low Ca'? addition and elevated Temperature),
Alman Kanser Arastirmalart Merkezi (DKFZ)’den temin edilmistir. HaCaT hiicreleri,
primer keratinosit hiicre hatlar1 i¢in gerekli olan biiylime faktorlerine ihtiya¢ duymadan %10
FBS ve DMEM medyumunda uzun siireli biiylitiilmeye ve ¢ogaltilmaya olanak saglayan,
monoklonal bir keratinosit hiicre hatt1 olup keratinositlerin hiicresel fonksiyonlarina yonelik

calismalarda siklikla model olarak kullanilmaktadir (170-174).

Calismalarimizda gegici protein ekspresyonunda kullanilan Adenoviriis-5’le
transforme edilmis insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 olan HEK293 hiicreleri Amerikan
Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den temin edilmistir. Her iki hiicre i¢in de diizenli
araliklarla mikoplazma testi (ABM) gerceklestirilmis ve hiicrelerde mikoplazma

kontaminasyonu olmadig1 dogrulanmistir.
3.1.12. Cozeltiler, Tampon ve Besiyerleri
3.1.12.1. Bakteri Kiiltiirii icin Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Besiveri (1 L)

800 mL ddH»O igerisinde 10 g tripton, 5 g maya oziitii ve 10 g NaCl (Ma: 58.44
g/mol) ¢oziildii. Cozelti pH’s1 1 N NaOH ile 7’ye ayarlandiktan sonra hacimi 1 L’ye

tamamlandi ve 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildikten sonra oda sicaklandiginda

saklandi.
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Luria Bertani Agar (LBA) Besiveri

200 mL LB s1v1 besiyerine 3 g (%]1.5) agar eklenerek 121 °C’de 20 dakika otoklavda
steril edildi. Otoklavlanan LB agar sicakligi 50-55 °C’ye ayarlanan su banyosunda
sogutulduktan sonra gerektigi durumlarda besiyerine 100 ug/mL ampisilin ilave edilerek 60

veya 100 mm ¢apinda petri kaplarina dagitildi ve 4 °C’de sakland.

Kompetan Bakteri Olusturma Transformasvon Tamponu (TB Buffer)

10 mM PIPES (Ma: 302.37 g/mol), 15 mM CaCl,.2H>0 (Ma:110.98 g/mol), 250 mM
KCI (Ma: 74.55 g/mol), bir miktar su {izerine ilave edildikten sonra KOH c¢ozeltisi
kullanilarak pH 6.7’ye ayarlandi. pH ayarladiktan sonra son hacimde, konsantrasyonu 55
mM olacak sekilde MnCl2.4H>O (Ma: 197.91 g/mol) eklenerek 0.45 pm filtreden gegirildi

ve oda sicakliginda saklandi.

Super Optimal Broth (SOB. 1 1)

800 mL distile su iizerine 20 g Tripton, 5 g yeast extract, 0.5 g NaCI (Ma: 58.44
g/mol) ve 0.186 g KCI (Ma: 74.55 g/mol) eklendi ve pH’1 3 M NaOH (Ma: 39.997 g/mol)
cozeltisiyle 7’ye ayarlandi. Cozeltinin sterilizasyonu i¢in 1.2 atmosfer basingta, 121 “C’de
20 dakika otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra son hacimde konsantrasyonlar1 10 mM
olacak sekilde MgS04.7H,O (Ma: 246.47 g/mol) ve 10 mM MgCL.6H>O (Ma: 203.31
g/mol) eklendi.

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC)

20 mM Glukoz (Ma: 180.16 g/mol) igeren SOB besiyerinde hazirland.
3.1.12.2. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

%10 FBS-DMEM-1X Penisillin/Streptomisin Besiveri (100 mL)

89 mL yiiksek glukoz igeren DMEM besiyerine 10 mL Fetal Bovine serum (FBS) ve
1 mL pen/strep antibiyotik soliisyonu (100 U/mL penisilin-100 U/mL streptomisin)

eklenerek hazirlandi ve 4 °C’de saklanda.

%0.2 FBS-DMEM-1X Penisillin/Streptomisin Besiyeri (100 mL.)
98.8 mL yiiksek glukoz igeren DMEM besiyerine 0.2 mL Fetal Bovine serum (FBS)

ve 1 mL penisilin/streptomisin (P/S) soliisyonu (100 U/mL penisilin-100 U/mL

streptomisin) eklenerek hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.
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PBS Stogu (10X, 1 L)

700 mL ddH>O iizerine 80.06 g NaCl (Ma: 58.44 g/mol), 1.99 g KCI (Ma: 74.56
g/mol), 14.196 Na,HPO4 (Ma: 141.96 g/mol), 2.395 g KH>POs (Ma: 136.09 g/mol)
eklenerek hazirlandi. Cozeltinin pH’s1 1 N HCI kullanilarak 7.4’e ayarlandi. ddH>O ile
¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi ve hazirlanan soliisyon otoklavlanarak oda

sicakliginda saklandi.

PBS Stogu (1X,11L)

900 mL steril ddH>O iizerine, 100 mL 10X PBS stogundan ilave edilerek hazirland1
ve oda sicakliginda saklandi. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilacak olan 1X PBS sinif II steril kabin

icerisinde hazirlandi.

Hiicre Patlatma Soliisyonlari ve Proteaz/Fosfotaz inhibitorler

5 M NaCl (100 mL)

80 ml ddH»O iginde 29.22 g NaCl (Ma: 58.44 g/mol) ¢6ziildii ve son hacim ddH,O

ile 100 mL’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.
10 M NaOH (250 mL)

150 ml ddH»0 iginde 100 g NaOH ¢o6ziildii ve son hacim 250 mL'ye tamamlandi.
1M Tris HCI (200 mL, pH: 7.4)

150 mL ddH>O iginde 24.22 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) ¢oziildii, pH’s1 7.4°e
ayarlandiktan sonra hacim ddH>O ile 200 mL’ ye tamamlandi. Soliisyon 121 °C’de 20 dakika

otoklavda steril edildikten sonra oda sicaklandiginda saklandi.
0.5 M Na;EDTA (100 mL, pH 8.0)

60 mL ddH>O iizerine 16.81 g Na,EDTA (Ma: 336.24 g/mol) eklendi ve 10 M NaOH
ile pH 8’e¢ ayarlanarak ¢ozelti hazirlandi. Son ¢ozelti hacmi ddH>O ile 100 mL’ye

tamamlandi ve otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.
%20 Triton X-100 (10 mL)

8 mL ddH>O {izerine 2 mL Triton X-100 eklendi ve 37 “C’ye ayarli su banyosunda

bekletilerek homojen hale getirildi ve oda sicakliginda saklandi.
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Proteaz Inhibitor karisimi (PI) (10X, 20 mL)

20 mL ddH,O igerisinde iki adet EDTA igermeyen SigmaFast Proteaz Inhibitdr
Kokteyl tableti ¢oziildii ve 1 mL’lik eppendorflara alikotlanan ¢ozelti -20 “C’de stokland.

Sodyum Orthovanadate (NaVan) 200 mM (100X, 100 mL)

80 mL ddH-O iizerine 3.68 g Na3VO4 (Ma: 183.91 g/mol) eklenerek ¢oziildii ve 1 N
HCl ile ¢ozeltinin pH’s1 10’a ayarlandi. HCI kullanimiyla rengi sartya donen ¢ozelti, renksiz
olana kadar yiiksek 1sida, yaklasik 10 dakika, 1sitildi. Sonrasinda oda sicaklifina gelene
kadar bekletildi. pH tekrar kontrol edildi ve 10’ayarlandi. Hacim ddH»O ile 100 mL’ye
tamamlandi. Sonrasinda soliisyon eppendorf tiiplere dagitilarak -20 °C’de muhafaza edildi.
Calisma sirasinda ¢ozelti icerisindeki son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde 100 kat

seyreltildi.
Sodyum Floriir (NaF) 1 M (50X, 100 mL)

90 mL ddH»O iginde 4.2 g NaF (Ma: 41.99 g/mol) c¢oziilerek son hacim 100 mL'ye
ayarlandi. Soliisyon eppendorf dagitilarak -20 ‘C’de muhafaza edildi. Calisma sirasinda

¢oOzelti igerisindeki son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde kullanildi.
Sodyum PyroPhosphate (NaPPi) 50 mM (10X, 100 mL)

Son hacim 100 mL olacak sekilde ddH»O i¢inde 2.22 g NaPPi (Ma: 444.06 g/mol)
coziilerek hazirlanan soliisyon eppendorf tiiplere dagitilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

Caligsma sirasinda ¢ozelti icerisindeki son konsantrasyon 5 mM olacak sekilde kullanildi.

PMSF 100 mM (100X, 10 mL)
10 mL Etanol igerisinde 0.174 g PMSF (Ma: 174.19 g/mol) ¢oziildii. Sonrasinda
cozelti eppendorf tiiplere dagitilarak -20 °C’de muhafaza edildi. Calisma sirasinda ¢ozelti

icerisindeki son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde kullanildu.
TNTE Hiicre Patlatma Tamponu (1X, 10 mL)

TNTE hiicre patlatma ¢ozeltisi, 50 mM Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM NaCl (Ma: 58.44
g/mol), %1 Triton X-100, 1 mM EDTA (pH 8.0), 5 mM NaPPi, EDTA i¢ermeyen-1X
Proteaz inhibitor kokteyli (SIGMA), 20 mM NaF, 2 mM NaVan ve 1| mM PMSF olacak
sekilde ddH»O i¢erisinde hazirlandi.
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Transfeksivon Soliisyonlari

2X HEPES

90 mL distile su icerisinde 0.8 g NaCl (Ma: 58.44 g/mol), 0.027 g NaHPO4.2H,0O
(Ma: 177.99 g/mol) ve 1.2 g HEPES (Ma: 238.3 g/mol) ¢6ziildii ve pH’s1 0.5 N NaOH ile
7.05’e ayarlanarak son hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon ¢ap1 0.2 um olan

steril filtreden suiziilerek alikotlandi ve -20 °C’de muhafaza edildi.
2.5 M CaCl,

100 mL steril ¢ift distile su igeresinde 36.75 g CaCl, (Ma: 147.02 g/mol) ¢oziildii.

0.2 um filtreden gegirilerek hazirlanan soliisyon falkonlar -20 “C’de muhafaza edildi.
3.1.12.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X, 1 L)

700 mL ddH»O iizerine 242 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol), 57.1 mL %100 glasiyal
asetik asit ve pH'st 8.0 olan 100 mL 0.5 M EDTA ¢ozeltisi eklendikten sonra Tris baz
tamamen c¢oziiniinceye kadar manyetik karistiricida karigtirildi. Ardindan, hazirlanan
soliisyonun pH’s1 8.5’e ayarlanarak son hacmi 1000 mL’ye ddH»O ile tamamlandi. Deney
aninda kullanilacak olan g¢aligma soliisyonu 1X olacak sekilde dH>O ile 50 kat seyreltildi.

Hazirlanan stok ve ¢alisma ¢ozeltileri oda sicakliginda muhafaza edildi.

Etidyum Bromiir Soliisyonu (10 mL)

10 mL steril ddH>O igerisine toz haldeki etidyum bromiirden 0.1 g eklenerek

¢oziildii. Isiga duyarli olan etidyum bromiir amber sisede ve oda sicakliginda saklandi.

Orange G DNA Yiikleme Tamponu (10X, 50 mL)

20 g siikroz 40 mL steril ddH>O su igerisinde ¢6ziildii. Ardindan {izerine 0.1 g Orange
G ilave edilerek hacmi steril ddH>O ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.1.12.4. Beta-galaktozidaz Analiz Soliisyonlari

Z tamponu (1 L)

800 mL steril ddH>O tizerine 4.2 g NaH>PO4 (Ma: 119.98 g/mol), 8.52 g Na,HPO4
(Ma: 141.96 g/mol), 0.75 g KCI (Ma: 74.55 g/mol) ve 0.246 g MgS0O4.7H20 (Ma: 246.47
g/mol) eklenerek ¢oziildii. Sonrasinda ¢ozeltinin pH’s1 7’ye ayarlandi ve hacim steril ddH>O

ile 1 L’ye tamamland1 ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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1 M Na:COs3(250 mL)

200 mL steril ddH»O {izerine 26.49 g Na,CO3 (Ma: 105.99 g/mol) eklenerek ¢oziildii

ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
3.1.12.5. SDS-PAGE Céozeltileri

Tris Glisin Tamponu (10X, 1L)

800 mL steril ddH>O {izerine 30.3 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) ve 144 g Glisin
(Ma: 75.07 g/mol) eklenerek ¢6ziildii. Sonrasinda hacim steril ddH>O ile 1 L’ye tamamland1

ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

%10 Sodvum Dodesil Sulfat (SDS) (500 mL)

400 mL steril ddH>O igerisinde 50 g SDS (Ma: 288.37 g/mol) ¢oziildii ve hacmi
ddH>O ile 500 mL’ye tamamlandi oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1X, 1L)

800 mL steril ddH2O, 10X Tris-Glisin tamponundan 100 mL ve %10’luk SDS
¢ozeltisinden 10 mL (son konsantrasyon %0.01) eklenerek son hacim steril ddH>O ile 1 L’ye

tamamlandi.

1.5 M Tris-HCI Ayirma Jeli Tamponu (pH 8.8, 200 mL)

36.33 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) 150 mL steril ddH>0O’da ¢oziilerek pH’s1 8.8’e
ayarlandi. Cozeltinin son hacmi steril ddH»O ile 200 mL’ye tamamlandi ve por ¢ap1 0.2 pym

olan steril filtreden siiziilerek oda sicakliginda muhataza edildi.

0.5 M Tris-HCI Yiikleme Jeli Tamponu (pH 6.8, 100 mL)

80 mL steril ddH>O’da 6.057 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) ¢oziilerek pH 6.8’e
ayarlandi. Ardindan toplam hacim steril ddH2O ile 100 mL’ye tamamland1 ve por ¢ap1 0.2

um olan steril filtreden siiziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

1M Tris-HCI (pH 6.8, 100 mL.)

80 mL steril ddH>O’da 12.114 g Tris base (Ma: 121.14 g/mol) c¢oziilerek pH 6.8’e
ayarlandi. Ardindan toplam hacim steril ddH2O ile 100 mL’ye tamamland1 ve por ¢ap1 0.2

um olan steril filtreden siiziilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.
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%10 Amonyum Persiilfat (APS) (1 mL)

1 mL steril ddH>O’da 100 mg APS (Ma: 228.18 g/mol) ¢6ziildii ve maksimum yedi

giine kadar kullanilmak tizere 4 °C’de muhafaza edildi.

% 40 Akrilamid\Bisakrilamid

% 40 Akrilamid\Bisakrilamid (29:1) soliisyonu kullanildi (Bio-Rad, 161-0146) ve 4
°C’de muhafaza edildi.

SDS-PAGE Yiikleme Tamponu (5X, 10 mL)

5SmL 1 M Tris-HCI (pH: 6.8) tlizerine 10 mL Gliserol, 2 mL steril ddH>O, 2 g SDS
ve 0.002 g bromofenol mavisi eklenerek soliisyon 17 mL hacimde hazirlandi. SDS’in
tamaminin ¢Oziinmesi i¢in manyetik karistiricida 24 saat oda sicakliginda yavasga
karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti steril ddH>O 20 mL’ye tamamlanarak 1’er mL olacak sekilde
alikotlara boéliindii ve -20 “C’de muhafaza edildi. Kullanilmadan 6nce 60 “C’de 10 dakika
sitilarak ¢6zildii ve 1 mL tamponun tizerine 0.5 M olacak sekilde 0.077 g Dithiothreitol
(DTT) ilave edildi. DTT eklenen 1 mL'lik alikotlar da -20 °C’de muhafaza edildi.

3.1.12.6. Immiinoblot Soliisyonlar

SDS-PAGE Transfer Tamponu (1L)

800 mL ddH2O iizerine sirastyla 100 mL 10X Tris-Glisin tamponu ve 100 mL

metanol eklenerek hazirlandi.

%20 TWEEN 20 (100 mL)

80 mL ddH»O’ya 20 mL TWEEN 20 eklendi. Soliisyon homojen hale getirildikten

sonra 4 °C’de muhafaza edildi.

TBS Stogu (10X,1 L, pH 7.6)

24 ¢ Tris HCI (Ma: 157.60 g/mol), 5.6 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) ve 88 g NaCl
(Ma: 58.44 g/mol) birlestirilerek son hacmi ddH>O ile 800 mL’e getirildi. Magnetik
kanistiriciyla karistirilarak kimyasallarin ¢6ziilmesi saglandi. Sonrasinda 12 N HCI ile

sollisyonun pH’s1 7.6’ya ayarlanarak ddH>O ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

TBS-Tween 20 (TBST) (1X., 500 mL)

445 mL ddH»O iizerine 10X TBS ¢ozeltisinden 50 mL eklenerek 1X TBS hazirlandi.

Sonrasinda hazirlanan 1X TBS iizerine son konsantrasyon %0.05 olacak sekilde %20°1ik
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Tween 20 soliisyonundan 1250 pL eklendi. ddH2O ile ¢dzeltinin son hacmi 500 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

Ponceau S Bovasi

90 mL ddH;O f{izerine 0.1 g Ponceau S tartilip koyuldu ve ¢6ziinmesi saglandi.
Ardindan tizerinde 5 mL asetik asit eklenerek son hacim ddH>O ile 100 mL’ye tamamlandi

ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
3.1.12.7. immiinofloresanda Kullanilan Cézeltiler

%4 Paraformaldehit Cozeltisi (PFA)(100 mL, pH 7.2)

80 mL PBS icgerisinde 4 g paraformaldehit (Ma: 30.03 g/mol) manyetik karistirici
yardimiyla 60 °C’de isitilarak ¢eker ocagin altinda karistirildi. Cozlilmenin tamamen
gergeklesmesi i¢in ¢ozeltiye 100 uL 1 N NaOH eklendi. Coziilme gergeklestikten sonra 1 N
HCI ile pH 7.2°e ayarlandi. Sonrasinda son hacim PBS ile 100 mL’e tamamlandi por ¢ap1

0.2 um olan steril filtreden siiziilerek -20 °C’de muhafaza edildi.

Immiinofloresan Bloklama Cozeltisi (%10 Goat Serum, 10 mL)

9 mL PBS igerisine ticari ke¢i serumundan 1 mL ilave edilerek %10’luk 10 mL keci

serumu bloklama ¢6zeltisi hazirlandi.

Immiinofloresan Permeabilizasyon Cozeltisi (%0.2 Triton X 100, 10 mL)

9.9 mL PBS c¢ozeltisi iizerine daha dnceden hazirlanmis olan %20’lik Triton X-

100’den 100 pL eklenerek hazirlandi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Bakteri Kiiltiirii Teknikleri
3.2.1.1. Kompetan Hiicre Hazirlama

Serbest halde bulunan DNA'y1 i¢ine alabilen bakterilere kompetan bakteri ad1 verilir.
Bunun i¢in bakterilerin dncelikle kompetan hale getirilmesi gerekir. Calismamizda E.Coli

suslar1 Inoue yontemiyle kompetan hale getirildi (175).

Oncelikle kullanilacak olan bakteri stogundan antibiyotik icermeyen LB agar
besiyerine bakterilerin ekimi yapilarak, 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde tiim gece
inkiibasyona birakild. inkiibasyonun ardindan kati besiyeri iizerinde biiyiiyen kolonilerden
dikkatli bir sekilde tek bir koloni segildi. Segilen koloni énce 5 mL LB agar siv1 besiyerinde
resiispend edildi ardindan iizerine 35 mL daha siv1 besiyeri eklenerek 37 “C’de tiim gece
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, énceden hazirlanmis olan 125 mL SOC sivi
besiyerine ODgoo degeri 0.2 olacak sekilde biiyiitiilmiis olan bakteri kiiltliriinden ilave
edilerek sicakligi 17 °C’ye ayarlanmig calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.
Biiytime sicakliginin 17 °C’de sabit kalmasi i¢in ortama buz akiileri veya poset icerisinde
buz koyularak sicaklik inkiibasyon boyunca kontrol altinda tutuldu. Aralarda inkiibe edilen
kiiltiirtin  ODsoo degeri Olciildii ve 0.4-0.6 ODsoo degerine ulasincaya kadar kiiltiir
biiyiitiilmeye devam edildi. ODgoo degeri istenilen araliga ulasinca siiper kompetan hiicre
hazirlamak i¢in kiiltiir buz {izerine alinarak 10 dk bekletildi. Ardindan, buz iizerindeki
bakteriler onceden 4 “C’ye getirilmis olan sogutmali santrifiijde 2 500 g’de 10 dk santrifiij
edildi ve bakteriler ¢oktiiriildii. Bakteri peleti, sogutulmus olan 40 mL TB transformasyon
soliisyonu icerisinde resiispend edilerek tekrar buz lizerine alind1 ve 15-20 dk daha bekletildi.
Siire sonunda bakteriler 4 °C’de 2 500 g’de tekrar 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen pelet
soguk 9.3 mL TB transformasyon soliisyonunda resiispend edilerek {izerine son hacimde %7
olacak sekilde 700 uL DMSO eklendi ve 10 dk daha buz iizerinde bekletildi. Hazir hale
getirilmis olan hiicreler 50, 100, 200 puL olacak sekilde eppendorf tiiplere alikotlanarak sivi

nitrojende donduruldu ve ileride kullanilmak iizere -80 “C’ye kaldirildi.
3.2.1.2. E.Coli DH50 Susuna Plazmid Transformasyonu

Ik olarak siiper kompetan DH50. bakteri susu -80 °C’den almarak buz iizerinde
coziinmeleri i¢in bekletildi. Her 6rnek i¢in yeni 1.5 ml mikrosantrifiij tiipleri hazirlanip buz

tizerine alindi. Bu tiiplerin her birine 50 ul kadar E. col/i DH5a koyuldu ve iizerlerine 0.1 ug
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plazmid ekleyip pipetaj yapildi. Ornekler buzda 30 dk bekletilirken her 10 dk’da bir
(toplamda 2 kere) tiiplere parmakla nazik¢e vurulup karigmalar1 saglandi. Siire bitiminde
ornekler onceden hazirlanmis olan 1s1 blogunda 42 °C’de tam 30 saniye bekletilerek 1s1 soku
yapildi ve hemen akabinde tekrar buza alindi. Ornekler buz iizerinde 2 dk bekletildi.
Ardindan 6rnekler oda sicakligina alinip steril laminar kabinde her 6rnege 1 ml LB besiyeri
eklendi. Tiim tliplerin kapaklar1 digsar1 6rnek akmayacak sekilde iyice parafilmle sarilip
calkalamal1 inkiibatoriin zeminine bantlandi. Zemine tutturulan 6rnekler 37 °C’de 1 saat
boyunca 220 rpm hizda inkiibasyona birakildi. Siireninin bitiminde bakteriler 10 000 rpm
hizda 30 saniye santrifiij edildi ve bakteri peleti | mL LB s1v1 besiyeriyle yikandi. Bu yikama
islemi ikinci kez tekrarland1. Ikinci santrifiijden sonra pelet iizerine 50 pL LB besiyeri
eklenerek bakterileri resiispanse edildi ve 100 pg/mL ampisilin igeren LB-Agar petrilere
ekildi. Bakterilerin ekildigi petri tabaklar transforme olan bakterilerin koloni olusturabilmesi

icin 12 ila 16 saat arasinda 37 °C’de inkiibe edildi.
3.2.1.3. Bakteriden Plazmid izolasyonu

Transformasyon isleminden sonra kati agar petride olusan kolonilerden bir tanesi
Ozeyle secilerek 100 pg/mL ampisilin iceren 6 mL LB’ye inokiile edildi. Sonrasinda 37
°C’de calkalayici inkiibatorde 220 rpm’de 14-16 saat arasinda inkiibasyona birakildi.
Plazmid izolasyonu 6ncesinde ¢ogaltilan bakterilerin 600 nm dalga boyunda OD (optical
density) degerinin 2.0-3.0 arasinda olmasina 6zen gosterildi. Bakteri kiiltlirlinden plazmid
izolasyonu i¢in 4-5 mL alinarak plazmidler izole edildi. Bakteriyal kaynakli endotoksinler
memeli hiicrelerine zarar verebilecegi gbz Oniline alindiginda, memeli hiicrelerine
transfeksiyonu yapilacak vektorlerden endotoksinlerin arindirilmasi gereklidir. Bu amacla
endotoksinleri uzaklagtirmaya uygun Plazmid DNA Mini Kiti (Omegabiotek) ile kit

protokoliine uygun olarak asagidaki gibi izolasyon yapildi.

Ik olarak ODgoo degeri 2.0-3.0 arasinda olan bakteri kiiltiiriinden 1 mL alind1 ve 10
000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Bu santrifiij islem bes kez tekrarlandi ve
5 mL toplam kiiltiir hacmi tek eppendorfta pelet olarak toplandi. 250 pL soliisyon I (10
mg/uL RNAse) pelet iizerine eklendi ve pelet restispend edilerek yavasca siit beyazi rengini
alana kadar ¢oziildii. Sonrasinda 6rnek tlizerine 250 pL soliisyon II den eklendi ve temiz lizat
gorene kadar 5 dakikay1 gecmeyecek sekilde tiipler alt iist edildi. Ardindan tiip iizerine 125
puL N3 tamponundan (+4 °C’de sogutulmus) eklendi. Alt-iist edilerek presipitasyon olugmasi
saglandi. Olusan presipitat en yliksek hizda (14 000 g) 10 dk santrifiij edildi. Bu sirada

44



kullanilacak olan filtreli kolanlar 3 M NaOH ile kalibre edildi. 100 pL. 3 M NaOH
eklendikten sonra yiiksek hizda (14 000 g) 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
ornekte iiste kalan siipernatant yeni eppendoraf alinirken hacmi 6l¢iildii. Hacmi 6lgiilen
soliisyona ve ayn1 hacimde ETR tamponu (1:1 oraninda) eklenerek toplam soliisyondan
yaklasik 700 pL alindi ve kalibre edilen filtre kolonlara eklendi. Sonrasinda yiiksek hizda
(14 000 g) 1 dk santrifiij edildi. Tiim soliisyon karisimi kolondan gegirilene kadar bu islem
tekrarlandi. Filtre kolon iizerine ‘ETR Wash’ tamponundan 500 pL eklenerek 1 dk yiiksek
hizda (14 000 g) santrifiij edildi ve altta kalan soliisyon atildi. Sonrasinda kolonlara ‘DNA
Wash’ (%70 etanol igerir) soliisyonundan 700 pL eklenerek ayni hizda (14 000 g) 1 dk
santrifiij edildi. Bu adim bir kez daha tekrarlandi. Iki kez yikama yapildiktan sonra
kolonlarda alkol kalintis1 kalma ihtimaline kars1 tiipler bos bir sekilde yiiksek hizda (14 000
g) 3 dk santrifiij edildi. izolasyonun son asamasinda kitle birlikte gelen ‘Eliisyon’
tamponundan 40-120 pL arasinda eklendi ve yiiksek hizda (14 000 g) 1 dk santrifiij edilerek
izolasyon tamamlanmis oldu. Izole edilen plazmid 6rneklerinden 2 uL alindi ve %0.8’lik
agaroz jele yiiklendi. Yiritme islemi 1X TAE tamponu igerisinde 60 voltta 1 saat
gergeklestirildi. Kontrol edilen plazmidlerin konsantrasyon ve Kkaliteleri nanodropta

oOl¢iilerek kullanilincaya kadar -20 “C’ye kaldirildi.
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Bu proje ¢alismasinda, tez amacina uygun olarak yetigkin immortal insan keratinosit
hiicre hatt1 olan HaCaT hiicreleri ve ek transfeksiyon calismalar1 icin HEK293 hiicreleri
kullanildi. Bu hiicre hatlar1 %1 Penisilin ve Streptomisin antibiyotiklerini (P/S) ve %10 FBS
eklenmis yliksek glukozlu DMEM (4.5 g/L Glukoz) besiyerinde kiiltiire edildi. Kiiltiir islemi
37 °C’de %5 CO: kosullarin1 saglayan nemlendirilmis hiicre kiiltlirii inkiibatoriinde

gergeklestirildi (176).

Kullanmis oldugumuz hiicreler mikoplazma PCR testiyle iiretici firmanin protokolii
dikkate alinarak test edildi. Test sonucunda mikoplazma kontaminasyonu olmadig tespit

edilen hiicreler ¢calismalarda kullanildi.
3.2.2.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreleri ¢6zmeden once ilk olarak %20 FBS ve %1 P/S igeren besiyeri hazirlandi
ve buz iizerine koyuldu. Sivi azot tanki veya -80 °‘C’den c¢ikarilan hiicreler 37 °C su
banyosunda, i¢inde bir miktar bu parcasi kalan kadar hizli bir sekilde ¢6ziildii. Coziilme

isleminin ardindan vial alkolle sterilize edilip kabine sokuldu ve buzda bekletilen besiyeri
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tizerine hiicreler eklenerek 1 200 rpm’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Siire sonunda
siipernatant atild1 ve ayni islem tekrar edildi. Ikinci kez yikama yapilarak ortamdaki DMSO
kalintilar1 tamamen uzaklastirildi. Pelet %20 FBS ve %1 P/S iceren DMEM besiyeri
igerisinde silispanse edilerek hangi boy flasktan donduruldugunu dikkate alarak uygun boy
flaska ekim yapildi. Ertesi giin flastaki besiyeri ortamdan uzaklastirilarak yerine taze

hazirlanmis %10 FBS ve %1 P/S iceren besiyeri eklendi.
3.2.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin ekimin yapildig: flaskin biiylime alaninin %90-95’ini dolduran hiicreler
1/5 oraninda seyreltme iglemi yapilarak her seferinde yeni flaska alindilar. Pasajlama
yapilirken ilk olarak flask icerisindeki besiyeri uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS ile iki kez
yikandi. Flaskin boyutuna gore (T25 flaska 1 mL ve T75 flaska 3 mL) Tripsin/EDTA (T/E)
ilave edilerek 37 "C’de inkiibe edildi. Hiicre-ylizey baglantilar1 kopana kadar hiicreler
(Yabanil tip HaCaT i¢in yaklasik 8-9 dakika, PLAGL?2 knock-out HaCaT hiicreler i¢in 12-
13 dakika, HEK293 i¢in yaklasik 3-4 dakika) inkiibatérde T/E igerisinde bekletildi. Siire
bitiminde ortama enzim aktivitesini durdurmak icin %10 FBS iceren besiyeri veya toplam
hacimde %10 FBS olacak sekilde sadece FBS eklenerek hiicreler steril 15 mL’lik falkon
tiiplere aktarildi. Hemen ardindan 1 200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
slipernatant uzaklastirilarak pelet ilizerine istenilen miktarda %10 FBS igeren besiyeri
koyuldu ve siispanse edildi. Kullanilacak olan flaskin biiyiikliigline gore (T25 i¢in 5 ml ve
T75 igin 12 ml) hiicre besiyeri flaska koyuldu ve 1/5 oraninda hiicre siispansiyonundan

seyreltme yapilarak hiicreler flaska aktarildi.
3.2.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma isleminde kullanilan hiicrelerin biiylime ortami uzaklagtirilarak ilk etapta
hiicreler 1X PBS ile en az iki defa yikandi. Ardindan PBS atilarak hiicrelerin iizerine
kullanilan flaskin biiyiikliigiine gore yeterli miktarda T/E ilave edildi ve hiicrelerin yiizeyle
baglantis1 koparildi. T/E ilavesinden sonra reaksiyonu durdurmak i¢in ortama %10 FBS
iceren medyum eklendi. Sonrasinda tiim hiicre siispansiyonu steril 15 mL’lik falkona
almarak 1 200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Bu sirada hiicrelerin dondurulacagi vidalh
dondurma tiiplerinin (cryo-vial) iizerine gerekli bilgiler yazildi ve buza koyuldu. Satntrifiij
sonrasinda falkon icindeki besiyeri uzaklastirilarak pelet iizerine tekrar %10 FBS iceren
besiyeri koyuldu ve santrifiij islemi tekrarlandi. Falkondaki besiyeri uzaklagtirildiktan sonra

hiicre peleti lizerine antibiyotik icermeyen ve %20 FBS iceren soguk besiyerinden 900 pL
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eklenerek hiicreler siispanse edildi ve buzda bekletilmis olan dondurma tiiplerine alindu.
Hiicreleri iceren dondurma tiipleri buz iizerinde 10 dk bekletildi ve siire sonunda kabin
icerisinde hiicrelerin iizerine 100 pL. DMSO (%10) eklendi. Eklenen DMSO ve hiicre
siispansiyonun iyice karigsmasi adina kapagi kapatilan dondurma tiipii birkag¢ kez yavas bir
sekilde alt-iist edilerek karisim saglandi ve tekrar buza koyularak 10 dk daha buz iizerinde
bekletildi. Siire bitiminde tlipler pamukla sarild1 ve -20 °C’ye kaldirilarak 2-3 saat bekletildi.
Sonrasinda hiicreler -80 °C’de 24 saat tutuldu ardindan da uzun siireli saklanmasi i¢in sivi
nitrojen igeren hiicre saklama tankina transferi gergeklestirildi. Yedekleme esnasinda kisa
siireli kullanilacak olan hiicreler -80 °C’de, daha uzun siirede kullanilacak hiicreler sivi

nitrojene saklandi.
3.2.2.4. Memeli Hiicrelerinin Gecici Transfekte Edilmesine Yonelik Calismalar

Bu tez calismasinda yapilan transfeksiyon yontemi olarak kalsiyum fosfat ve
lipozoma dayali iki farkli yaklasim kullanildi. Lipozom bazli transfeksiyonda ise

Lipofectmax (ABP Bioscience) ve PEI (Polysciences) ajanlarina bagvuruldu (Tablo 5).

Tablo 5. Transfeksiyon caligmalarinda kullanilan lipozom bazli ajanlar ve Onerilen

ajan/DNA miktarlari
Kullanmilan ajan ad Onerilen DNA miktari (ug) Ajan miktar: (uL)
Lipofectmax 1 2
PEI 1 3

Kalsivum Fosfat Yontemi ile Transfeksivon

HaCaT hiicreleri disindaki HEK293 hiicrelerinin transfeksiyonu i¢cin HEPES
tamponu igerisinde, DNA’nin kalsiyum fosfatla presipitat olusturarak endositozla hiicre
icine alinmasi temeline dayanan “Kalsiyum Fosfat Transfeksiyon” yontemine bagvuruldu

(177).

HEK?293 hiicreleri 24 kuyucuklu tabaklar i¢in %60-70 konfluent olacak sekilde, P/S
olmayan medyuma bir giin 6ncesinden ekilerek hazirlandi. 500 pL besiyeri i¢in 0.5 pg vektor
kullanild1. Vektor DNA’s1 apirojen suyla 10 pL’ye tamamlandi. 2.5 M CaClz’den 2.5 uL
alinarak, 500 pL besiyerinde ¢alisma konsantrasyonu 12.5 mM CaCl> olacak sekilde, 12.5
uL apirojen su igerisinde seyreltme yapildi. Final hacim 25 pL olacak sekilde 10 uL DNA-
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su karistmina 15 pL CaClz-su karisimi eklenerek oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona
birakildi. Siire bitiminde DNA-CaCl; karisiminin iizerine yavasg¢a vorteks iizerinde damla
damla 25 pL 2X HEPES eklenerek, toplam hacim 50 pL olacak sekilde ayarlandi.
Hazirlanan 50 uL’lik DNA-CaCl>-HEPES karisimi 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra hiicrelerin lizerine yavas¢a damla damla eklendi ve alt1 kuyucuklu tabak hafifce alt iist
edilerek hiicre kiiltiirli inkiibatoriine kaldirildi. Yaklasik 6 saat sonra hiicrelerin tizerine 10%
FBS ve toplam hacimde %1 P/S olacak sekilde antibiyotik iceren taze besiyeri eklendi.

Transfeksiyon yaklasik 24 saat sonra sonlandirildi.

Lipozom Bazh Kimyasal Ajanlarla Transfeksiyon

Deneyde kullanilacak HaCaT hiicrelerinden 5x10° hiicre sayilarak igerisinde %10
FBS bulunan DMEM besiyeriyle birlikte 60 mm hiicre kiiltiirii tabaklarina ekildi. Ekimi
yapilan hiicreler 37 “C’de %5 COz kosullarinda hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin Lipofectmax (ABP Bioscience) kullanilarak iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda transfeksiyon gerceklestirildi (Tablo 5). Cas9n sistemi kullanilmasindan
dolay1 kirik olusturacak farkli sgRNA igeren PX462 vektorleri ayni hiicreye her birinden
1.75 pg olacak sekilde toplam 3.5 pg DNA ve 7 pL ajan (bir hacim DNA/iki hacim
Lipofectmax) kullanilarak gerceklestirildi. DNA ve ajan ayr1 ayrt 500 pL opti-MEM
medyumunda hazirlandi, ajan karigimi1 DNA karigiminin iizerine eklenip pipet ile dort-bes
kez al-ver yapildi ve oda sicakliginda 15 dakika kabin 15181 kapatilarak inkiibe edildikten
sonra damla damla hiicrelerin iizerine eklendi. Transfekte edilen hiicreler 37 °C’de %5 CO-
kosullarin1 saglayan nemlendirilmis inkiibatorde kiiltiire edildi. Transfeksiyondan 12 saat

sonra medyum %10 FBS ve antibiyotik iceren medyumla degistirildi.

Lipozom Bazhh Kimyasal Ajanlarla Ters (Reverse) Transfeksivon

Yiiksek transfeksiyon verimine ihtiya¢ duydugumuz kosullarda siispanse edilen
hiicrelerin DNA/RNA ile temasimi arttirarak transfeksiyon veriminin yiikseltilmesini
hedefleyen ters transfeksiyon yontemine basvuruldu (178, 179). Bu yaklasimda, ilk olarak
hiicreler siispanse edildi ve 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarinda 2x10° hiicre olacak
sekilde seyreltildi. Bu calisma esnasinda lipozom bazli kimyasal ajanlardan daha verimli
oldugunu goézlemledigimiz PEI (Polysciences) ajam1 kullanilarak transfeksiyon yapildi.
DNA ve ajan karisimlar1 0.35 pg plazmid DNA ve 1.05 uL PEI ajan olacak sekilde kullanildi
(Tablo 5). DNA ve ajan ayr1 ayr1 25 pL opti-MEM medyumunda hazirlandi, ajan karigimi

DNA karisiminin iizerine eklenip pipet ile dort-bes kez al-ver yapilarak karistirildi ve oda
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sicakliginda 15 dakika kabin 15181 kapatilarak inkiibe edildi. Sonrasinda 24 kuyucuklu
tabagin ortasina eklendi. Ardindan 2x10° hiicre iceren, antibiyotik icermeyen 450 uL %10
FBS-DIMEM besiyeri, 24 kuyucuklu tabakta bulunan ajan ve DNA karisiminin iizerine
ekledi. Hiicreler eklendikten sonra, eklenen hiicrelerin 24 kuyucukla tabagin ortasinda
toplanmasini 6nlemek i¢in tabaga alttan ¢ok nazik bir sekilde parmak uclariyla vurulurken
(titresim hareketi gibi) bu esnada tabak hafif sag-sol ve asagi-yukari hareket ettirildi.
Sonrasinda hiicreler 37 *C’de %5 CO2 nemlendirilmis inkiibatorde 14-16 saat kiiltiire edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerinden besiyeri cekilerek antibiyotik iceren taze %10
FBS-DMEM besiyeri ilave edildi sonrasinda 8-12 saat daha inkiibasyona birakilarak,

transfeksiyondan 24 saat sonra deney analizler i¢in sonlandirildi.
3.2.3. Protein Analiz Yontemlerine Dayah Teknikler
3.2.3.1. Orneklerden Protein izolasyonu

Protein analizi 6ncesinde -80 “C’den alinan peletler buz iizerine alinarak, her bir
ornege hiicre sayisina bagli olarak 100-250 pL arasinda TNTE patlatma soliisyonu (lizis
tamponu) ilave edildi ve buzda 20 dk calkalanarak inkiibasyona birakildi. Oldukc¢a yapiskan
yapiya sahip genomik DNA’nin parcalanmasini saglayarak protein eldesinin verimini
artirmak ve proteine yonelik uygulamalari, esit hacim alinmasi, jele yiiklenmesi gibi
kolaylastirmak i¢in buz igerisinde %50 genlikte (amplitude) {i¢ dongii sonikasyon (5 saniye
pulse, 20 saniye bekleme) yapildi. Sonikasyonun hemen ardinda 6rnekler 4 “C’de 15 000
g’de 15 dk santrifiij edildi ve silipernatantlar temiz eppendorf tiiplere alindi. Hiicre
lizatlarindaki protein konsantrasyonlar1 ilk olarak BCA protein miktar1 belirleme kiti
(Thermo) kullanilarak belirlendi. Sonrasinda 6rneklerden esit miktarda protein alindi ve
SDS-PAGE jeline yiiklendi. PLAGL2 ve housekeeping B-aktin proteinlerini goriintiilemek

icin immiinoblot analizleri gergeklestirildi.
3.2.3.2. BCA Kiti Kullanilarak Protein Miktar1 Tayini

Orneklerdeki protein miktarmi 6lgmek igcin BCA protein kantitasyon kiti (Thermo)
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildi. Bazi durumlarda ¢ok yogun hiicre
(>1x10%) kullanilarak lizat elde edilmisse, lizatin bir miktar1 ilk olarak 1:5 veya 1:3 oraninda
lizis tamponu ile seyreltildi. Cok yogun hiicre kullanilmamaissa lizatlar seyreltilmeden direk
kullanild1 ve buz lizerine alind1. O sirada, kitle birlikte gelen Bovine Serum albumin (BSA,

2 mg/mL) kullanilarak Tablo 6’da belirtildigi sekliyle seri diliisyonlar yapildi.
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Tablo 6. BSA standard1 kullanilarak seri diliisyon hazirlanmasi

Tiip No Standartlar Hazirlamisi

1 Blank Sadece Lizis Tamponu (35 pL)
2 2 mg/mL BSA 70 -

3 1 mg/mL BSA (Tiip 2)’den 35 uL 35 pL Lizis tamponu
4 0.5 mg/mL BSA (Tiip 3)’den 35 uL 35 pL Lizis tamponu
5 0.25 mg/mL BSA (Tiip 4)’den 35 uL 35 pLLizis tamponu
6 0.125 mg/mL BSA (Tiip 5)’den 35 uL 35 pL Lizis tamponu

Calisma soliisyonu kitle birlikte gelen 50 birim reaktif A, 1 birim reaktif B ile
karistirilarak hazirlandi ve berrak yesil bir soliisyon elde edilene kadar karisim vortekslendi
ve karanlikta bekletildi. Her bir BSA standardi (1-6 tiipler) ve ornekler ii¢ replika olacak
sekilde 96 kuyucuklu tabaklara 10 pL yiiklendi. Tiim 6rneklerin {izerine hazirlanmis olan
calisma boyasindan 200 pL ilave edildi. Mikroplate {izeri aliiminyum folyo ile kapatildi ve
37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda &rnekler spekrofotometrede
(Eppendorf) 562 nm dalga boyunda ol¢iildii. Standartlardan elde edilen degerlerle
absorbans-konsantrasyon grafigi ¢izildi. Standard egri denklemi kullanilarak orneklerin

protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.2.3.3. immiinoblot Yontemi

SDS-PAGE Yapilmasi

SDS-PAGE Jel Elektroforez CamLarinin Hazirlanmasi

Poliakrilamid jelin dokiilmesi i¢in tasarlanmig 1 mm’lik kisa ve uzun camlar ilk 6nce
distile su ile yikadi, sonrasinda %70’lik etanol ile toz parcasi kalmayacak sekilde temizlendi.
Temizlenen camlar jel standina yerlestirildikten sonra jel ddkmeden hemen once distile su

eklenerek stant zemininde herhangi bir sizma olup olmadigi kontrol edildi.
SDS-PAGE Aywrma ve Yiikleme Jelleriinin Hazirlanmasi

llgilenilen proteinin molekiil agirligina bakilarak SDS-PAGE ayirma jeli igerigine
gore karisim hazirlandi (Tablo 7) ve jel dokiiliirken 1 mm’lik camlar kullanildi. Hazirlanan
karigim camin {ist siniriin 1.5-2 cm altina denk gelecek sekilde dokiildii. Ardindan dokiilen
jelin lizerine hem havayla temasi dnlemek hem de diiz bir sekilde polimerize olmasini

saglamak i¢in yaklasik 1-2 mL soguk izopropil alkol eklendi. Jelin polimerlesmesi i¢in
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yaklasik 1 saat oda sicakliginda beklendi. Jel polilmerlesince tizerindeki alkol dokiilerek,

jelin iist kismi bir iki kez distile su ile yikandi ve alkol uzaklastirildi.

Sonrasinda Tablo 7°deki igerikler kullanilarak %35 konsantrasyonda yiikleme jeli
karigimi hazirlandi (Tablo 7) ve ayirma jelinin iizerine dikkatli bir sekilde dokiildii. Kullanim
durumuna gore 1 mm 10 veya 15°1i taraklar %70’lik etanol ile temizlenerek camlar
arasindaki ayirma jeli karisiminin igerisine yerlestirildi. Yiikleme jelinin polimerizasyonu
icin yaklagik 1 saat beklendi. Siire sonunda jeller suyla 1slatilmis kagit pegeteyle kaplanarak
hava almayacak sekilde stre¢ film ile sarild1 ve +4 “C’ye kaldirildi. Hazirlanan SDS-PAGE

jeller en az 1 giin boyunca +4 °C’de bekletildikten sonra kullanildi.

Tablo 7. %7.5’lik ayirma ve %5°lik yiikleme jeli igerigi

Icerik (1X) %7.5 (1 mm) %S (1 mm)
ddH,O 2.73 mL 1.57 mL
Acrylamid karigimi (%40) 0.94 mL 0.25 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 mL -

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 - 0.625 mL
%10 SDS 0.05 mL 0.025 mL
%10 APS* 0.05 mL 0.025 mL
TEMED 5 uL 1.5 pL
Toplam 5 mL 2.5 mL

* Taze hazirlanmalidir.

SDS-PAGE Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE c¢aligmalarina baglamadan 6nce nihai konsantrasyon 1X olacak sekilde
protein ylikleme boyasi hiicre lizatlarina ilave edilerek (Boya: Lizat; 1:4), dnceden 99 °C’ye
getirilmis termal blokta 5 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminin ardindan lizatlar oda
sicakliginda 14 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sirasinda daha Onceden
hazirlanilan poliakrilamid jelin taraklar ¢ikartilarak jelin kuyular1 distile suyla temizlendi
ve jel elektroforez ylikleme standinda yerlestirildi. Sonrasinda, yiikleme standina ve dikey
elektroforez tankina 1X SDS-PAGE yiirlitme tamponu koyularak, yiikleme standi tanka
yerlestirildi. Eger bir jel yiiriitiilecekse, tanka iki jel i¢cin gerekli olan seviye ¢izgisinin
yarisina kadar yiiriitme tamponu eklendi. Ornek yiikleme sirasinda birinci kuyuya protein
markirdan (Bio-Rad) 2-3 puL, jelin kuyu sayisina gore 15 ve 10 tarakl kuyular i¢in sirasiyla
20 ve 40 uL’yi asmayacak sekilde ornekler jele yiiklendi. Jel ilk etapta 75 voltta 15 dakika
sonrasinda 100 voltta 90-100 dakika yiiriitiildii.
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immiinoblotlama

Calismada, analiz edilecek ornekler SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra 1slak blotlama yontemiyle nitroseliilloz membrana aktarildi. Yontemi uygularken ilk
etapta SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitillen jel, yiiriitme sonrasinda elektroforez
tankindan ¢ikarildi ve distile birka¢ defa suyla arindirildi. BioRAD sistemine ait spatula
yardimuiyla kiigiik ve biiylik cam dikkatli bir sekilde birbirinden ayrildi. Ayirma yapilirken
jelin kiiciik camda kalmasina o6zen gosterildi ve jelin ylikleme kismi spatulayla
uzaklastirilarak 5-10 dakika 1X transfer tamponda dengelendi. Jel boyutuna goére kesilen
0.45 um nitroseliilloz membran da 1X transfer tampon icerisine alind1 ve 5-10 dakika 1slatild1
(PVDF membran ise metanol i¢inde 1 dakika aktive edildi ve sonrasinda 5-10 dakika 1X
transfer tamponda dengelendi). Onceden hazirlanmis ve 4 °C’de bekletilmis olan soguk 500
mL 1X transfer tamponundan bir miktar kaba koyuldu. Ardindan igerisinde jel boyutundan
biraz daha biiyiik kesilmis dort adet 3 mm Whatman kagid1 ve elektroforez sistemine ait olan
iki adet siinger yatak islatildi. Blotlama asamasina gegilirken blotlama kasetinin siyah
ylizeyine ilk olarak 1X transfer tamponunda 1slatilmis slinger yatak ve yatagin iizerine bir
adet 1slatilmis Whatman kagidi1 koyuldu. Ikinci 1slatilmis olan Whatman kagidi kiiciik cam
tizerinde birakilan jelin ilizerine tam ortalayacak sekilde yerlestirildi. Whatman kagid altta
kalacak sekilde ters gevrilerek kiigiik cam jelden ayrildi ve Whatman kagidi {izerine jel
gecirilmis oldu. Sonrasinda iizerinde jel bulunan ikinci Whatman kagidi, kaset {izerinde
bulunan birinci 1slatilmis Whatman kagidinin iizerine yerlestirildi. Ardinidan 1X transfer
tamponunda 1slatilmis olan nitroseliiloz membran jelin iizerine dikkatli bir sekilde
yerlestirildi ve hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Membran yerlestirildikten sonra,
membran tizerine iki adet 1slatilmis Whatman kagid1 sirasiyla koyuldu ve her bir Whatman
koyulurken ‘roller’ aparati ile hava kabarciklar1 olugsmugsa giderildi. Son olarak iki
Whatman kagidi iizerine 1slatilmis olan diger siinger yatak yerlestirilerek blotlama kaseti
kapatildi. Blotlama kaseti transfer tankinda siyah renkle belirtilmis katot, kirmiziyla
belirtilmis anot kismiyla ortiisecek sekilde tank icine alindi. Transfer islemi 100 voltta 75
dakikada gerceklestirildi. Aktarim sonrasinda membran distile su igerisine alindi. Bir-iki kez
yikandiktan sonra lizerine membrani tam kaplayacak sekilde Poncue S boyasi ilave edildi.
Membrandaki proteinler goriiniinceye kadar boya bekletildi. Ardindan boya, tekrar kabina
koyuldu. Protein bantlar1 ortaya c¢ikinca membranda hava kabarcigi ya da transferden
kaynakli bir sorun olup olmadigi kontrol edildi ve membran harici bir kamera ile

fotograflandi. Kontrol sonrasinda boyali membranda orneklerin bulundugu yiizey kursun
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kalemle isaretlenerek %0.05 Tween 20 iceren TBS (1X TBST) tamponuna aktarilarak bir iki
kez yikandi. Yikanan membran iizerine oda sicakliginda 1 saat bekletilmek tizere bloklama
soliisyonundan yaklasik 5 mL eklendi ve calkalayicida inkiibe edildi. Bir saatin sonunda
bloklama soliisyonu uzaklastirilarak primer antikoru igeren soliisyon iiretici firmanin
Onerileri dogrultusunda hazirlandi ve membran {iizerine eklendi. Belirlenen inkiibasyon
stiresinin ardindan membran yikanarak hazirlanan sekonder antikorlarla oda sicakliinda 1
saat inkiibasyona birakildi. Ardindan membran iizerindeki sekonder antikor soliisyonu
uzaklastirilip calkalayicida bes kez beser dakika 1X TBST ile yikandi (Tablo 8). Son
asamada membran, proteinleri goriintiilemek tizere HRP substrati iceren Western ECL (Bio-
Rad) kitiyle muamele edildi ve ChemiDoc MP goriintilleme sistemiyle (Bio-Rad)

goriintiilendi.

Tablo 8. immunblotlama kosullar1

Jel konsantrasyonu
Membran tipi
Bloklama

Primer antikorlar

Primer antikor
inkiibasyonu
Yikama

Sekonder antikorlar

Sekonder antikor
inkiibasyonu

Yikama
Goriintiilleme

%7.5

Nitroseliiloz (0.45 um)

%S5 yagsiz siit tozu iceren 1X TBST ile oda sicakliginda 1 saat
Rabbit Anti-PLAGL2 1:7500

Mouse Anti-FLAG 1:5000

Mouse B-aktin 1:5000

1X TBST iginde 4 "C’de 12-16 saat
1X TBST ile 5X 5 dakika

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP

Goat Anti-Mouse IgG-HRP

%2.5 yagsiz siit tozu iceren 1X TBST iginde 1:5000 oraninda
oda sicakliginda 1 saat

1X TBST ile 5X 5 dakika ardindan, 1X TBS ile 1X 3 dakika
700 pL Clarity Western ECL Substrate (1:1 oranda Luminol
Enhancer+Peroksit, 3 dakika)

3.2.4. DNA Temelli Teknikler
3.2.4.1. CRISPR/Cas9n Sisteminin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda PLAGL2’nin ekspresyonunu tamamen engellemek icin gilincel
genom diizenleme araglarindan biri olan CRISPR/Cas9n sistemi kullanildi. Sistemin

hazirlanmas1 ve uygulanmasi i¢in Ran ve ark. izledigi yaklasimlar modifiye edildi. Cas9n
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sistemi, sgRNA’nin ve Cas9n’un birlikte ifadesini saglayan pSPCas9n(BB)2A Puro
(PX462) V2 vektori kullanilarak uygulandi. Cas9 sisteminden farkli olarak bu sistemde
Cas9’un genomda hedef dis1 bolgelere (off-target) yonlendiginde INDEL olusturma riskini
belirgin derecede azaltan Cas9 nickase [Cas9n; Cas9 (D10A)] yer almaktadir. Bu sistemin
uygulanmasi i¢in birbirine yakin iki farkl1 sgRNA tasarlanip ayni konaga verilmesi gerekir

(169).

CRISPR/Cas9n Sisteminde Kullanilacak Olan PX462 Vektoriine Ait Bilgiler

CRISPR/Cas9n sisteminde kullanilacak olan rekombinant  vektoriin

pSPCas9n(BB)2A Puro (PX462) genom haritast Sekil 14’te gosterilmistir (180).

RNA scaffold

I I
249 60 280

Sekil 14. PX462 vektoriine ait genom haritas1 ve sgRNA’larin klonlanacagi Bbsl (Bpil)
bolgesi. Enzim tanima bolgesi mavi kutularla kesim bolgesi kirmizi gizgiler ile
gosterilmistir (Addgene, 180).

Rehber RNA (sgRNA) Tasarlanmasi

CRISPR/Cas9 sisteminin en can alic1 noktasi, diizenlenmesi istenilen genin hedef
lokusuna yonlendirilmek tizere kullanilan sgRNA’larin se¢imidir. sgRNA’larin tasarimi i¢in
bircok farkli algoritmanin kullanildig1 web tabanli programlar bulunmaktadir (181). Bu tez
caligmasinda kullanilan sgRNA c¢iftleri Benchling biyoinformatik araci kullanilarak
arastirildi (182). Optimum parametre olarak on-target skoru 60’1n iizerinde olan ve off-target
skoru da 50’nin tizerinde olan sgRNAlar secildi, hedef dis1 (off-target) analizler ise CCTOP
(183) web arayiizii kullanilarak yapildi. Calismamizda Cas9n ekspres eden CRISPR sistemi

kullanilacagindan PLAGL?2 genini alt ve iist zincirden 20 bp mesafeden kesen iki farkli
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sgRNA belirlendi. Ayrica, kontrol olarak, genomda higbir yeri hedeflemeyen (scramble) ve
daha evvel bir calismada kontrol olarak kullanildigi raporlanan sgRNA dizisi kullanildi
(184).

PX462 Vektoriiniin Linearize Edilmesi

pSPCas9n (BB)2A Puro (PX462) V2 vektoriine sgRNA’larin klonlanmasi igin
vektor lizerinde bulunan Bbsl restriksiyon enzim kesim bolgesinden kesilerek linearize hale
getirildi. 1 pg DNA’y1 kesmek icin 10 U enzim kullanildi. Kesim reaksiyonu asagidaki
kosullara gore 37 °C’de 4 saatte gerceklestirildi (Tablo 9).

Tablo 9. BbsI enzimi kesim reaksiyon kosullar

Reaksiyon Icerigi 1X
Plazmid DNA (PX462, 100 ng/uL) 25 uL
BbsI (10 U/uL) 2.5 uL
10X Tampon G 5uL
Apirojen su 17.5 pL
Toplam 50 uL

PX462 Vektoriiniin Kesimi Sonrasi Temizlenmesi

PX462 vektoriinlin Bbsl ile kesilmesinin ardindan kesim tirtinleri MN PCR Clean-
up kitiyle protokole uygun bir sekilde saflastirildi. Saflagtirma yapilirken kesimi yapilmig
olan vektor tiriinlerine son hacim 100 pL olacak sekilde apirojen su ilavesi yapildi ve aym
ornek iizerine kit icerisinde gelen NTI soliisyonundan 200 pL ilave edildi. Uriin ve NT1
soliisyon karisiminin tamamu (yaklasik 300 puL) kitle birlikte gelen kristal kolon igerisine
aktarildi ve 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Ardindan altta kalan soliisyon atilarak
kolon tizerine tekrar kit igerisindeki diger bir soliisyon olan NT3’ten 700 pL ilave edilerek
santrifiij islemi tekrarlandi. Santrifiij bittikten sonra kolon membranindaki etanol kalintisini
uzaklastirmak icin kolon bos bir sekilde 11 000 g’de 2 dakika daha santrifiij edildi.
Sonrasinda kolon steril yeni bir eppendorf tiip lizerine alind1 ve membranin tam ortasina kitle
birlikte gelen DNA eliisyon tamponundan (NE) 60 pL ilave edilerek tiip ve kolon ikilisi
santrifiij cihazina koyuldu. iki-ii¢ dakika cihaz igerisinde oda sicakliginda bekledikten sonra

kolonlar 11 000 g’de 60 saniye santriflij edildi ve iirlinler saflagtirilmis oldu. Ardindan
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eppendorf tlipteki saflastirilan iiriinler reaksiyon ortamina 10X DNA yiikleme tamponu
eklenerek %0.6’11ik agaroz jele yiiklendi ve 1X TAE tamponu kullanilarak 80 voltta 1 saat
yuritildi.

Oligolarmin Hazirlanmasi

Tasarlan sgRNA’larin 5°OH ucu tercihe gore fosforile edilmis veya edilmemis halde
tiretici firmadan siparis edilebilmektedir. sgRNA tek zincire yonelik tasarlanir (forward,
iler1) ancak siparis edilirken, kars1 eslenik zincire de karsilik gelecek sekilde (reverse, geri)
primer siparis edilir. Bu karsilikli zincirlerin hidrojen bagi olusturarak ¢ift zincir hale

getirilmesi islemine oligomerizasyon denir.

flgili vektdére sgRNA’larm klonlanabilmesi igin, sgRNA’larin ¢ift zincir hale
getirilmesi i¢in oligomerize edilmesi gerekmektedir. Siparis ettigimiz sgRNA’larin 5’OH
uclan fosforile olmadig1 icin oligomerizasyon oncesinde sgRNA’larin 5° OH uglart T4
poliniikleotid kinaz (BioLabs) ile fosforile edildi. Fosforilasyon i¢in ornekler ilk etapta 37
°C’de 30 dakika ardindan oligomerizasyon i¢in 95 °C’de 5 dakika ve 25 °C’de 5 dakika
olacak sekilde PCR makinesi (Techne) kullanilarak inkiibe edildi. Fosforilasyon ve

oligomerizasyon i¢in gerceklestirilen reaksiyon icerigi Tablo 10°da belirtilmistir.

Tablo 10. sgRNA’larin fosforillenme ve oligomerizasyonu i¢in hazirlanan reaksiyon

Reaksiyon Icerigi 1X
Ileri oligo (10 pmol/uL) 1 uL
Geri oligo (10 pmol/uL) 1 ul
T4 poliniikleotid kinaz (10 U/uL) 1 ul
T4 poliniikleotid kinaz tamponu (10X) 1 pL
Apirojen su 6 uL
Toplam 10 uL

Hazirlanan ssRNA Oligolarinin PX462 Vektoriine Klonlanmasi

Olusturulan oligomerlerin (Oligo 1, 2 ve kontrol) Bbsl ile kesilmis olan PX462’ye
klonlanmasi i¢in T4 DNA Ligaz (BioLabs) enzimi kullanildi.
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Klonlama esnasinda reaksiyon iiretici firmanin onerileri dogrultusunda asagidaki
sekilde kuruldu (Tablo 11). Reaksiyon oda sicakliginda 15 dakika ardindan 65 °C’de 10
dakika inkiibe edilerek gergeklestirildi.

Tablo 11. Oligomerlerin PX462 vektoriine klonlama reaksiyon kosullar

Reaksiyon I¢cerigi 1X
Oligomer 1 uL
Bbsl ile kesilmis PX462 (100 ng/uL) 1 uL
T4 DNA Ligaz (400 U/uL) 0.5 puL
T4 DNA Ligaz tampon (10X) 1 uL
Apirojen su 6.5 uL
Toplam 10 uL

Sonrasinda ligasyon iiriintin 5 uL’si E.coli DHS5a susuna transforme edildi. Secilen
bakteri kolonilerinden E.Z.N.A. Endo-free® mini prep kit (Omegabiotek) ile izole edilen
plazmidlerde sgRNA oligomerlerinin yerlesimi hem Bbsl enzim kesimiyle hem de Sanger

dizileme yontemiyle kontrol edildi.

Tiim Calismalarda Kullanilan Primerlerin Listesi

Tablo 12. Kullanilan tiim primerlerin listesi

Primer no Primer dizisi (5’-3°) Primer ad1
Pr. 1055 CTTACCGCACTCAGAGCAG PLAGL2_403_R
Pr. 1222 GTCCCAGCAACACACACTG Involuctin-F
Pr. 1223  TTGGCTGTTTCATTTGCTCC Involucrin-R
Pr. 1654 TGCATTGCAAGCCTTTACCA PLAGL2_Ex3_DNA_check F
Pr. 1656 CAATGCACCGCACAATGGC PLAGL2_RTPCR_F
Pr. 1657 AACAATCTCTTCACCGCGCTC PLAGL2_RTPCR_R
Pr. 1664 CATGTTCGTCATGGGTGTGAAC GAPDH HouseKeeping F
Pr. 1665 GACTGTGGTCATGAGTCCTTCC GAPDH HouseKeeping R
Pr. 1697 GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC U6-Fwd primer
Pr.1701 CACAACCAGAGCAGAGACCA PLAGL2 Cas9n_Ex3 pl RP11-274J2.1 CHECK F
Pr.1702 GCTTCTTCTCCTTGGCACTG PLAGL2 Cas9n_Ex3 pl RP11-274J2.1 CHECK R
Pr. 1703 AGATTCCTCGGGACATTGGG PLAGL2 Cas9n_Ex3 p2 TREML2 CHECK F
Pr.1704 GCCTCTCCCAAGACTGAAGT PLAGL2 Cas9n_Ex3 p2 TREML2 CHECK R

57



Yukaridaki tabloda (Tablo 12) kullanilan primerlerin ana stoklar1 Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 -80 °C stogunda 100 pmol ve 10 pmol olacak sekilde sirasiyla stok ve ¢aligma
konsantrasyonlarinda hazirlanarak saklandi ve deney esnasinda, 10 pmol konsantrasyonu

olan primer kullanildi.

sgRNA’larin Yerlestirildigi PX462 Vektoriiniin Sanger Yontemiyle Dizilenmesi

Calismada kullanilan oligolarin klonlandig1 vektorler, dizileme reaksiyonlarinda
referans plazmidi olarak kullandigimiz pGEM (Nimagen) plazmidiyle birlikte %0.6’lik
agaroz jelde 80 voltta 1X TAE tamponu igerisinde 1 saat yiiriitiildii. Dizileme reaksiyonunda
kullanilacak kalip plazmid miktari, pPGEM plazmid miktarina gore ayarlandi gore ayarlandi.
Dizileme reaksiyonu, Tablo 12’de belirtilen dizileme primerleri (ileri, Pr. 1697) kullanilarak
gergeklestirildi. Dongiisel dizileme reaksiyonu, Brillant Dye Terminatér v3.1 Cycle
Sequencing kitinin (NimaGen) onerdigi sekilde, Applied Biosystems 9700 Thermocycler
cihazinda agagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi (Tablo 13).

Tablo 13. PX462 vektoriiniin Sanger dizileme reaksiyon igerigi ve kosullar1

Dizileme Reaksiyon I¢erigi 1X

Brillant Boyas1 0.75 uL

Tampon (5X) 1.625 puL

Ileri ya da geri primer (10 pmol/uL) 0.5 uL

Kalip DNA - uL

Apirojen su - uL

Toplam 10 uL

Déongiisel Dizileme Reaksiyon Kosullar: Sicakhik Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 °C 45 saniye
Denatiirasyon 96 °C 10 saniye
Baglanma 50°C 5 saniye }28 Dongii
Sentez 60°C 2 dakika
Bekleme 10°C ®©

Dizileme Reaksivonu Sonrasi Orneklerin Sephadex G50 ile Temizlenmesi

Ik olarak 1 g SephadexG-50 tartilarak 13 ml apirojen suda ¢dziildii ve minimum 30
dakika +4 “C’de sogutuldu. Silika membran iceren spin kolon tiipler (Macherey Nagel) 2
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mL’lik toplama tiipleri icerisine koyuldu. Kristal kolon tiiplere yaklasik 602 pL sephadexG-
50 eklendi. Sephadex G50 alinirken ucu makasla kesilmis pipet ucu kullanildi. Sonrasinda
kolonlar 800 g’de 2 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tiip igerisindeki alta kalan sivi
uzaklastirildi ve kolon tiipler 1.5 ml’lik etiketlenmis eppendorf tiiplerin icerisine dikkatlice
koyuldu. Sanger dizileme reaksiyonu sonucunda olusan PCR iirlinleri kristal kolon
icerisindeki SephadexG-50nin tam ortasina pipet ucunu dolgu maddesine degdirmeden 10
uL ilave edilerek 750 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan alttaki tirtinlerin tamami dizi
analizi ABI 3130 genetik analizor cihazinin 96 kuyucuklu tabagina yiiklenerek dizilendi.

Dizileme sonrasinda sonuglar ‘Chromas 2.32’ programu ile analiz edildi.
3.2.4.2. CRISPR/Cas9n Sisteminin Uygulanmasi

Seleksivon icin Antibivotik Dozlarinin Belirlenmesi

HaCaT hiicrelerinde PX462 vektoriiniin transfeksiyon sonrasinda secilimde
kullanacagimiz Puromisin’in hiicreleri 6ldiiren en diisiik dozunun belirlenmesi ¢alismalart
gergeklestirdi. Bu amagla alt1 kuyucuklu tabagim her kuyusunda yaklasik 3x10° hiicre olacak
sekilde HaCaT hiicreleri ekildi. Ertesi giin, yaklasik %40-50 doluluk oraninda olan hiicrelere
0.2,0.3,0.4, 0.6 ve 1 ug/mL Puromisin i¢eren besiyeri verildi. Puromisin hazirlanirken ilk
olarak stoktan DIMEM ile 1/10 seyreltildi ve ardindan ilgili konsantrasyonlarda hazirlandi.
Sonrasinda 72 saat boyunca 24 saatte bir Puromisin (Thermo) i¢eren besiyeri tazelenerek

hiicreler gozlemlendi ve 151k mikroskobunda Nikon fotograf makinesiyle goriintii alindu.

CRISPR/Cas9n Uygulamasi Sonrasi Monoklonal Hiicre Secimi

HaCaT hiicrelerine iki farkli sgRNA’larin yerlestirildigi, PX462 vektorleri
lipofectmax (ABP Bioscience) ajaniyla transfekte edildikten 24 saat sonra hiicreler tripsinize
edilerek yiizeyden kaldirildi. Siispanse hiicreler 1/10, 1/20, 1/40 oranlarinda seyreltilerek her
diliisyondan ii¢ adet olmak iizere toplamda dokuz adet 10 cm? lik tabaklara seyreltilerek
boliindii. Hiicrelerin ylizeye tutundugundan emin olunduktan sonra, yaklasik 6-8 saat, uygun
dozu oOnceden belirlenen Puromisin (Thermo) (Bkz. Alt baslik 4.1.5) besiyeri ortamina
eklenerek secilim baglatildi. Ayni islemler kontrol (scramble) sgRNA igeren PX462
vektoriiniin transfeksiyonu i¢in de yapildi. Her giin besiyeri ortami Puromisin igeren taze
yeni besiyeri ile degistirildi. 72 saat sonunda Puromisin i¢eren besiyeri ortamdan ¢ekildi ve
%10 FBS ve %1 P/S igeren besiyeri ortama eklendi. Biiyliime ortami her {i¢ giinde bir temiz
besiyeri ile degistirildi ve koloni olusumu gézlemlendi. Koloni se¢iminde antibiyotigin

etkinligini dogrulamak i¢in transfekte edilmemis HaCaT hiicreleri kullanildi. Koloniler
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ortaya c¢iktiktan sonra kontrol sgRNA’larin ekspres edildigi tabaktan ve PLAGL2’yi
hedefleyen sgRNA’larin transfekte edildigi tabaklardan sar1 pipet uglarinin pipete takilan
sert kistmlarini keserek elde ettigimiz sar1 halkalar kullanilarak koloniler se¢ildi. Otoklavda
steril edilmis ve pastdr firmminda kurutulmus halkalar doku kiiltiirii kabini igerisinde
kolonilerin etrafina dikkatlice yerlestirildiler. Halkalarin igerisine 50 pL Tripsi/EDTA
konuldu ve inkiibatorde 37 °C’de HaCaT hiicrelerin ylizeyden ayrilis siiresi dikkate alinarak
9-10 dakika bekletildi. Sonrasinda, Tripsin/EDTA’y1 inhibe etmek i¢in halka i¢ine 10 puL
FBS ilave edildi. Ardindan hiicreler alind1 ve 500 pL 10% FBS ve 1% P/S iceren besi yerini
onceden ekledigimiz 24 kuyucuklu tabaklara transfer edildi. ilk olarak 24 kuyucuklu
tabaklarda biiyiitiilen klonlar sirasiyla, alt1 kuyucuklu tabaklara, 25 cm? ‘lik flaska ve son
olarak 75 cm? flaska alinarak bol miktarda hiicre elde edildi. Secilen klonlar dondurularak -
80 °C’de ve s1v1 nitrojende saklandi. DNA, RNA ve protein analizleri igin yaklasik 1x10°
hiicre tiiplere dagitildi. Hiicreler 1X PBS ile iki kez yikand1 ve elde edilen hiicre peleti sivi

nitrojende dondurularak -80 “C’ye transfer edildi.
3.2.4.3. Uygulanan CRISPR/Cas9n Sisteminin INDEL Analizleri (On-Target)

Orneklerden DNA izolasyonu

CRISPR/Cas9n uygulanan HaCaT klonlarindan elde edilen hiicrelerden, MN
RapidLyse kitiyle (Macherey-Nagel) iiretici firmanin onerileri dikkate alinarak DNA
izolasyonu yapildi. Izolasyona baslarken -80 °C’ye daha énceden sayilip kaldirilan yaklasik
1x10° hiicre igeren pelet tiipii ¢ikarilarak buza alindi ve peletin iizerine kitle birlikte gelen
RLY tamponundan 150 pL ilave edildi. Sonrasinda pelet ve tampon karisimi kit i¢erisindeki
2 mL’lik tlipe aktarildi. Aktarilan karisim 0.2 mm siringadan koplirtmeden bes kez gegirildi.
Sonrasinda karigim {izerine 10 pL proteinaz K enzimi ilave edilerek 56 “C’de maksimum
hizda (1 400 rpm) 1s1 blogunda ¢alkalanarak 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
tiip lzerine kit icerisindeki RLB tamponundan 440 pL ilave edildi ve yavasca pipetaj
yapilarak karigtirildi. Kitle birlikte gelen DNA RapidLyse kolonu igerisine tiim karisim
eklenerek 11 000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan yikama asamalari i¢in
DNA’nin baglandig1 kolon yeni bir tiipe (2 mL) alind1 ve lizerine kit igerisindeki RLW
tamponundan 500 pL eklenerek 11 000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Altta kalan soliisyon
atilarak yikama islemi aynen tekrarlandi. Iki kez yikama islemi yapildiktan sonra kolon bos
bir sekilde santrifiij cihazina yerlestirildi ve 11 000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Son

asamaya gecilirken verimi arttirmak adina kolon ve RLE eliisyon tamponu 60 °C etiivde 15
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dakika 1s1tildi. Isitilan filtre kolon 1.5 mL’lik DNaz/RNaz olmayan eppendorf tiipe alinarak
filtrenin tam ortasia 60 "C’de 1sitilmig 100 uL. RLE tamponundan dikkatli bir sekilde ilave
edildi. Dort dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra filtre kolon 11 000 g’de 1 dk
santrifiij yapildi. Izolasyonu yapilan DNA’larin konsantrasyonu ve kalitesi nanodrop

(Thermo) cihaziyla 6l¢iildii ve -20 °C’ye kaldirildi.

izole Edilen DNA Orneklerinden Hedef Bolgenin PCR ile Cogaltilmasi

Elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonu ve kalitesi nanodrop cihaziyla
olgiildiikten sonra PLAGL2 nin hedeflenen bolgesi Tablo 12°de belirtilen primerler (Ileri,
Pr. 1055-Geri, Pr. 1654) ve Taq Polimeraz enzimiyle (Promega) Tablo 14’teki kosullar
kullanilarak PCR yontemiyle c¢ogaltildi. Negatif kontrol olarak kalip DNA yerine su
kullanildi. Amplifikasyon sonrasi PCR f{iriinlerinden %2’lik agaroz jele 2 pL yiiklenip 1X
TAE tamponu kullanilarak 100 Bp DNA markiriyla (NEB) birlikte 100 voltta 1 saat
yiriitiildi. Siire sonunda yiiriitiilmiis olan PCR f{iriinleri kodak jel (Gel Logic) goriintiileme

sistemi kullanilarak goriintiilendi.

Tablo 14. Taq Polimeraz PCR igerigi ve reaksiyon kosullar1

Taq Pol. PCR Reaksiyon I¢erigi 1X

PCR mix tamponu (5X) 5uL

Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0.1 uL

Ileri primer (10 pmol/uL) 0.6 uL

Geri primer (10 pmol/uL) 0.6 uL

dNTP karigimi (10 mM) 0.1 uL

MgCL (25 mM) 1.5 uL

Kalip DNA - uL

Apirojen su - uL

Toplam 25 ulL
Dongiisel Taq Pol. Reaksiyon Kosullari Sicaklik  Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 6 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 58°C 40 saniye } 35 Dongii
Sentez 72°C 30 saniye
Son sentez 72°C 6 dakika
Bekleme 10 °C 00
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CloneJET PCR Klonlama Kiti Kullanarak PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

Monoklonal hiicre secilimin ardindan segilen her bir klondaki PLAGL?2 hedef bolgesi
PCR ile cogaltilip, elde edilen PCR iirlinleri PCR temizleme kiti (Macherey-Nagel)
kullanilarak saflastirildi ve Sanger dizileme yontemiyle dizilendi. Dizileme sonrasinda hedef
bolgede meydana gelen heterozigot veya bilesik heterezigot varyasyonlardan dolayr INDEL
analizi yapilamayan Orneklerde her iki alelinin analizi i¢in PCR {irlinleri pJET1.2/blunt
vektoriine (Thermo Fisher) klonlandi. Taq Polimeraz (Promega) enzimi ile ¢ogaltilan PCR
tirtinlerinin 3° ucunda dA (Deoksiadenozin) uzantisininolmasindan dolayi ilk olarak blunt
(kiit ug) reaksiyonu kurularak 70 °C’de 5 dakika dA uzantisikiit uca doniistiiriildii (Tablo
15).

Tablo 15. CloneJET PCR klonlama kiti kiit u¢ reaksiyon kosullari

Blunt Reaksiyon Karisimi 1X
Reaksiyon tamponu (2X) 5uL
Saflastirilmig PCR {iriinii (8 ng/uL) 1 uL
DNA Blunting Enzyme 0.5 uL
Apirojen su 2.5 uL
Toplam 9uL

Sonrasinda drnekler hemen buz iizerine alind1 ve ligaz reaksiyonu kuruldu. Oncelikle
0.5 uL pJET1.2/blunt vektorii (50 ng/uL) ve 0.5 uL T4 DNA Ligaz (5 U/uL) kullanilarak
bir karisim hazirlandi. Bu karisimdan, buz iizerindeki Tablo 15°te belirtilen kiit u¢ reaksiyon
karigiminin iizerine 1 pL eklendi. Hafif vortekslenerek oda sicaklifinda 10 dakika ligasyona
birakildi. Siire sonunda 10 pL ligasyon karistminin 5 pL’si 50 pL DHS5a hiicrelerine
transforme edildi ve Ampisilin igeren LB agar petride biiyiitiildii. Her bir 6rnege ait PCR
tirlinlerini igeren transforme edilmis DHS5a petrilerinden steril kabin (Metisafe) igerisinde
dorder koloni secildi. Koloniler 10 pL apirojen suda ¢oziildi ve kit icerigindeki vektore 6zel
tasarlanmig primerlerle Taq Polimeraz (Promega) ile Tablo 14’te belirtilen kosullar

kullanilarak koloni PCR gerg¢eklestirildi. Kosullarda sadece baglanma sicakligi 60 °C olarak

degistirildi. Ardindan, her bir klon i¢in dort koloni-PCR iiriinlinden ikisi secgilerek once

SephadexG-50 boncuklardan gecirildi sonrasinda triinler kantitatif 100 bp DNA markirla
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(NEB) birlikte %2’lik agaroz jelde 1X TAE tamponu igerisinde 40 dakika yiiriitiilerek
goriintiilendi ve kalip DNA miktar1 belirledi. Kalip miktar1 belirlenmesinden sonra kitle

birlikte gelen vektore ait ileri primer ile Sanger yontemiyle dizilendi.

3.2.4.4. Tasarlanan sgRNA’larin Olas1 Hedef Disi Genler Uzerindeki Etkilerinin
Analizleri (Off-Target)

CRISPR/Cas9n sisteminde her ne kadar hedef dis1 etkinligi azaltmak i¢in karsiliklt
tek kirik olusturacak olan sgRNA’lar kullanilsa da Ran ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada
Cas9n sisteminde hedef-dis1 (off-target) aktivitenin 50 ile 1 000 kat arasinda azaldig1, ancak
tamamen engellenmedigi gosterilmistir (177). Bu nedenle elde ettigimiz klonlarda, on-target
disinda ayrica olast hedef dis1 varyasyonlar da analiz edildi.

Secilen sgRNA’larin hedef dis1 analizlerinin yapilmasi i¢in ilk olarak sgRNA’lari
iceren hedef bolge dizisi CCTOP (193) biyoinformatik araci tizerinde ilgili alana kopyalandi.
Ardindan kullanilan CRISPR/Cas9n sistemine gore gerekli diizenlemeler yapilip analiz
baslatildi. Analiz sonucunda PLAGL? igin seg¢ilen sgRNA dizileri analiz sonuglari igerisinde
aratilarak bulundu ve web arayiizii tarafindan tiim genomda yonlenme ihtimali olan 20 genle
birlikte listelendi. Belirlenen bu 20 gen genomdaki yerlesimlerine (ekzonik, intronik, genler
aras1) ve hedef diziden farkli olan baz sayilarina (mismatch, MM) gore program tarafindan

siraland.

PLAGL? igin tasarlanan sgRNA’larin olasi hedef dis1 bolgelere denk gelen genler
analiz edilirken listelenen hedefler arasinda genlerin ekzon bolgesine denk gelenler ve
sgRNA ile arasinda baz farklilig1 bir-dort arasi olanlar dikkate alindi. Bu kapsamda segilen
olas1 hedef-dis1 genler secildikten sonra sgRNA’larin bu genlerde INDEL’lere neden olup
olmadig1 incelendi. Primer 3 (185) web araci kullanilarak sgRNA’nin hedefleyebilecegi
olas1 bolgeyi i¢ine alacak sekilde ileri ve geri primerler tasarlandi. Tablo 12’de belirtilen
primerler (ileri, Pr. 1701-Geri, Pr. 1702 ve Ileri, Pr. 1703-Geri, Pr. 1704) ve Taq Polimeraz
(Promega) ile Tablo 14’te belirtilen kosullar kullanilarak PCR reaksiyonu kuruldu. Uriinler
100 bp DNA markirla birlikte (NEB) %2’lik agaroz jelde 1X TAE tamponu igerisinde 40

dakika yiirtitiilerek goriintiilendi.

Ardindan PCR iirtinleri PCR-Clean up kiti (Macherey-Nagel) kullanarak temizlendi.
Sonrasinda SephadexG-50 boncuklardan gegirilerek tekrar %2°lik agaroz jelde 100 bp DNA
markirla (NEB) birlikte 40 dakika 100 voltta yiiriitiildii ve kullanilacak olan kalip DNA
miktar1 belirlendi. Ayni ileri primerler kullanilarak (ileri, Pr. 1701 ve Ileri, Pr. 1703) Sanger
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dizileme reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon sonucunda hedef-disi genlerde meydana gelen

INDEL’ler Sanger dizilemeyle analiz edildi.
3.2.5. RNA Temelli Teknikler

3.2.5.1. Knock-out Klonlarda PLAGL?2 ve involukrin ifadesinin Kantitatif Real Time
PCR (qRT-PCR) Yontemi ile mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

CRISPR/Cas9n uygulanan hiicrelerde PLAGL?2 ve ileri farklilagsma markorii olan
Involukrin ekspresyonunu mRNA diizeyinde belirlemek iizere ilk olarak -80 °C’de saklanan
hiicre peletlerinden RNA izolasyonu yapildi. Izolasyonun ardindan RNA 6rnekleri cDNA’ya
donistiirtildii. cDNA 6rnekleri SYBR Green kiti (Bio-Rad) kullanilarak qRT-PCR ile analiz
edildi. Reaksiyon sonunda PLAGL2 ve Involukrin mRNA seviyesi standart egri metodu

kullanilarak hesaplandi.

Orneklerden RNA izolasyonu

Orneklerden RNA izolasyonu MN RNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel)
kullanilarak iiretici firmanin onerileri dogrultusunda belirtilen sekilde gergeklestirildi. ilk
olarak hiicre peleti lizerine 350 uLL RA1 tamponu ve 3.5 pL B-merkaptoetanol ilave edildi
ve kuvvetlice vortekslendi. Hiicrelerin homojenizasyonu i¢in lizat ii¢ kez 0.9 mm uca sahip
5 mL’lik enjektorden, sonrasinda 1 mL’lik insiilin ignesinden kopilirmemesine dikkat
edilerek li¢ kez gecirildi. Ardindan 350 uL lizat filtre edilmek iizere kit i¢indeki violet ring
kolonuna aktarildi ve 2 mL’lik toplama tiipiinde 11 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda filtre atild1 ve lizat iizerine 350 pL %70 DEPC ile muamele edilmis
suyla hazirlanmis etanol soliisyonu eklendi ve 10 kez pipetle yavasca al-ver yapildi. Lizat
tekrar kitle birlikte gelen light blue ring kolonuna aktarild1 ve iki-ii¢ kez al-ver yapildi
sonrasinda tekrar 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan soliisyon atildi.
Santrifuj sonunda ayni kolona 350 uL MDB tamponu eklendi ve 11 000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Altta kalan soliisyon tekar atildi. Bu sirada 90 pL rDNaz reaksiyon tamponu
ve 10 pL sulandirilmig rDNaz birlestirilerek DNaz reaksiyon karisimi hazirlandi. rDNaz
vortekslemeye hassas oldugundan hafifce vurularak karistirildi. 100 pL’nin 95 pL’si direk
kolondaki membranin ortasina koyuldu ve 1s1 blogunda 30 °C’de 17 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kolon iizerine 200 L. RAW2 tamponu ilave edilerek 11 000 g’de 20
saniye santrifiij edildi. Sonrasinda kolon 2 mL’lik yeni toplama tiipiine alindi. Ayn1 kolon
tizerine 600 pL RA3 tamponu eklendi 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve toplama
tiiptindeki soliisyon atildi. Ayn1 kolon iizerine tekrar 250 uL RA3 tamponu eklendi 11 000
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g’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon kitle birlikte gelen 1.5 mL niikleaz olmayan toplama
tiipii lizerine yerlestirildi. Kolon iizerine 60 nL. RNazdan arindirilmis kitle birlikte gelen su
eklenerek 11 000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve RNA eliisyonu gerceklestirildi. Eliisyonun
ardindan RNA konsantrasyonu ve kalitesi nanodropta 6l¢iildii ve %1°lik agaroz jele 2 pLL

yiiklenerek 1X TAE tamponu igerisinde 60 voltta 1 saat ytiriitiilerek goriintiilendi.

cDNA Sentezinin Gerceklestirilmesi

Elde edilen RNA o6rneklerinden WizScript cDNA sentez kiti (Wizbio) kullanilarak
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda asagidaki reaksiyon igerigi ve kosullarda cDNA

sentezlendi (Tablo 16).

Tablo 16. WizScript cDNA sentez kiti igerigi ve reaksiyon kosullari

cDNA Reaksiyon Icerigi 1X
Reaksiyon tamponu (10X) 2 uL
dNTP karigimi (20X, 2.5 mM) 1 uL
Random Hexamer (50 pM) 2 uL
WizScript RTaz (200 U/uL) 1 uL
RNaz inhibitdr (40 U/uL) 0.5 uL
RNaz olmayan su 3.5uL
Kalip RNA (50 ng/uL) 10 uL
Toplam 20 uL
RTaz. Reaksiyon Kosullar:
Sicakhik Siire
25°C 10 dakika
37°C 120 dakika \J> 1 dongii
85°C 5 dakika

4°C Stiresiz

qRT-PCR ile PLAGL?2 ve Involukrin mRNA Ekspresyonunun Belirlenmesi

Izolasyonu yapilmis olan RNA  &rneklerindeki mRNA’nmn  c¢cDNA'ya
doniistiiriilmesinin ardindan, PLAGL2 ve Involukrin mRNA seviyesi SYBR Green kiti (Bio-
Rad) kullanilarak (Tablo 17) belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Reaksiyonda Tablo 12°de
belirtilen PLAGL?2 (1leri, Pr. 1656 ve Geri, Pr. 1657), Involukrin (ileri Pr. 1222 ve Geri Pr.
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1223) ve ornekler aras1 farki normalizasyon i¢in kullanilacak olan housekeeping GAPDH

genine ait (ileri, Pr. 1664 ve Geri, Pr. 1665) primerler kullanildi.

PLAGL2 ve Involukrin genlerinin ekspresyon analizi icin standart egriye dayali
kantitatif q-PCR metoduna basvuruldu (186). Standart egri olusturmak i¢in scramble
(kontrol) hiicrelerinden elde edilmis olan ¢cDNA, PLAGL2, Involukrin ve GAPDH igin
standart egri olugturmak tizere 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 ng/uL olacak sekilde apirojen su
ile seyreltildi ve Tablo 17’de ‘reaksiyon igerigi’ dikkate alinarak 96 kuyucuklu tabaga
koyuldu. Ayrica, analizleri yapilacak olan scramble (kontrol) ve PLAGL2 knock-out
klonlardan elde edilen cDNA 6rnekleri 1/10 seyreltilerek 4 pL farkli kuyucuklara eklendi.
PLAGL?2, Involukrin ve GAPDH primer setleri igin Tablo 17°de belirtilen kosullarda ayr
ayr reaksiyon karisimlar1 hazirlandi ve ¢cDNA igeren kuyucuklara eklendi. 96 kuyucuklu
tabak Light Cycler (Roche) cihazina yerlestirilerek ‘dongiisel reaksiyon kosullarinda’ gercek
zamanli PCR (Real-Time PCR) ger¢eklestirildi (Tablo 17).

Tablo 17. SSoAdvanced qPCR SYBR Green kit icerigi ve reaksiyon kosullar

SYBR Reaksiyon Icerigi 1X

SSo siiper karigim (2X) 5 uL

Ileri primer (10 pmol/uL) 0.2 uL

Geri primer (10 pmol/uL) 0.2 uL

Kalip cDNA (1:10) 4 uL

Apirojen su 0.6 uL

Toplam 10 uL

Dongiisel Reaksiyon Kosullari Sicakhik Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 30 saniye
Denatiirasyon 95°C 10 saniye
Baglanma ve uzama 60°C 30 saniye } 40 Dongt

Melting curve -

(Cihazin kendi melting-curve ayar1 kullanildi)

Reaksiyon bittikten sonra PLAGL2, Involukrin ve GAPDH igin standart egriler
cizmek tiizere, farkli konsantrasyonlardaki standart cDNA’lardan elde edilen Ct degerleri Y

eksenine, cDNA miktarlarinin logaritmik degerleri de X eksenine yerlestirilerek linear egri
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¢izildi. Linear egrinin formiilii, y=mx-+c (M: egim, C: sabit), belirlendi. Scramble (kontrol)
ve PLAGL2 knock-out klonlara ait Ct degerleri PLAGL2, Involukrin ve GAPDH igin
olusturulan formiile Y degeri olarak eklendi ve orneklerdeki PLAGL2, Involukrin ve
GAPDH konsantrasyonlar1 belirlendi. Ardindan, PLAGL?2 knock-out klonlarda ve kontrol
hiicrelerdeki PLAGL2 ve Involukrin ekspresyon degerleri GAPDH ekspresyon degerlerine
boliinerek normalize edildi ve PLAGL2 knock-out klonlardaki PLAGL2 ve Involukrin

ekspresyonu kontrol hiicrelerle kiyaslandi.
3.2.6. Hiicre Karakterizasyon Calismalari
3.2.6.1. Hiicre Morfolojisinin Incelenmesi

Hiicre Morfolojisinin Isik Mikroskobu ile incelenmesi

Alt1 kuyucuklu tabaklarda uygun biiylime kosullarinda biiyiitiilen ve yaklasik %80-
90’lik doluluk oranmma ulasan PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin, 151k
mikroskobunda goriintiilenmesi i¢in hiicrelerin iizerindeki besiyeri ortamdan ¢ekilerek 1X
PBS ile iki kez yikandi. Yikamanin ardindan tekrar 1X PBS igerisinde Nikon fotograf

makinesi iceren ‘inverted mikroskop’ ile hiicreler goriintiilendi.

Hiicre Morfolojisinin Immiinofloresan ile Incelenmesi

Immiinofloresan Deneylerinde Kullanilacak Lamellerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan lameller boliimiimiizde kullanilan lazer taramali
konfokal mikroskobuna (Leica) 6zel olarak satin alindi. Lamellerin sterilizasyon asamast
adim adim gergeklestirildi. Ilk olarak lamellerden toz ve partikiillerin uzaklastirilmas icin
0.1 N HCI ile lameller 1-1.5 saat calkalayicida yikandi. Asitle yikama bittikten sonra
lameller bir iki kez dH>O ile arindirildi ve ardindan 1-1.5 saat dH»O ile calkalayici
kullanilarak yavas bir sekilde yikamaya birakildi. Son adimda otoklavlanmis dH20’dan ii¢
dort kez gecirilen lameller en sonda %70’lik alkol soliisyonu ile temizlenerek Class II Steril
kabinde kurutuldu. Kuruyan lamellerin deneyde kullanilirken hiicre ekilen yiizeyleri
karistirtlmamasi icin sag alt koselerine simetrisi olmayan rakamlar yazildi ve 2 saat Class 11

Steril kabin igerisindeki UV kullanilarak sterilize edildi.
Immiinofloresan Yontemi

PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin morfolojisini analiz etmek iizere

kullandigimiz immiinofloresan yonteminde (-aktin ile hiicre iskeleti, F-aktin ile hiicre
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hareketinden sorumlu filopodlar incelendi. Hiicre i¢indeki her bir aktinin farkli hiicresel
fonksiyonlar1 oldugu bilinmekte olup B-aktin yapisal biitiinliigiin korunmasinda gorev
alirken (hiicre iskeleti ve hiicre sinir1) diger bir izoformu olan F-aktin ise hiicre hareketi
sirasinda monomer olarak bulunan ADP bagli G-aktinin polimerize olmus formudur (187-
191). Calismamizda B-aktin yapisi, B-aktin antikoru, F-aktin yapisiysa Phalloidin (Abcam)
konjuge boyas1 kullanilarak gériintiilendi. Immiinofloresan deneyinde kullanacagimiz asitle
yikanmig lameller ilk olarak alti kuyucuklu tabaklara yerlestirildi ve iizerlerine istenilen
doluluk oranma gore analizi yapilacak hiicre siispansiyonundan eklendi. Kuyucuk
icerisindeki lamellerin orta kisminda hiicrelerin toplanmamasina dikkat edilerek ekimi
yapilmis olan hiicreler inkiibatorde biiylimeye birakildi. Hiicreler ekildikten yaklasik 24 saat
sonra immiinofloresan deneyi baslatildi. Ilk olarak kuyulardaki besiyere uzaklastirilarak
hiicreler iki kez oda sicakligindaki 1X PBS ile yikandi. -20 °C’ye kaldirilmis %4’liik
Paraformaldehit fiksasyon soliisyonu oda sicakliginda eritilerek kuyular icerisindeki
lamleller tizerine 1.5 mL eklendi ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda hiicreler fikse edildi.
Fiksasyonun ardindan fiksatifi uzaklastirmak adina lameller bes kez 1X PPS ile 3’er dakika
boyunca yikandi. Hiicre membran yapisinda porlar olusturmak ig¢in, kuyu igerisindeki
lameller iizerine 6nceden taze hazirlanmis %0.2 Triton X-100 igeren permeabilizasyon
soliisyonundan 1.5 mL ilave edilerek 5-6 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Permeabilizasyon bittikten sonra, kuyular lizerine yaklasik 2-3 mL 1X PPS eklenerek bes
kez 3’er dakika boyunca lameller yikandi ve permeabilizasyon soliisyonu uzaklagtirildi.
Yikama bittikten sonra lameller lizerindeki PBS atilarak, kuyulara %10 ke¢i serumu igeren
1.5 mL bloklama soliisyonu eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Calismada
kullanilacak olan primer ve sekonder antikorlar Tablo 18’de belirtilen oranda bloklama
soliisyonuyla diltie edildi. Diliie edilmis primer antikordan yaklagik 101 pL parafilm {izerine
damlatildi. Ardindan kuyulardaki lameller pens yardimiyla ¢ok dikkatli bir sekilde alinarak
lamellerin hiicre bulunan yiizeyleri antikora temas edecek sekilde ters cevrilerek antikor
damlatilan parafilm {izerine kapatild1 ve 1slak kagit mendillerle nemin saglandigi kapal1 bir
kutuda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, baglanmayan primer antikoru uzaklastirmak
i¢in hiicre bulunan yiizeyleri iist tarafta olacak sekilde lameller tekrar kuyulara yerlestirilerek
bes kez 2-3 mL 1X PPS ile 3-4 dakika boyunca yikandi. Yikama bittikten sonra ayn1 sekilde
sekonder antikorlarda primer antikorlar gibi hazirlandi ve hiicrelere uygulandi. Kullanilan
sekonder antikorlar florokrom konjuge boya icerdiginden 6tiirii, primer antikordan farkli

olarak, uygulanan tiim islemler sirasinda alt1 kuyucuklu tabak aliiminyum folyoya sarilarak
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ornekler 1s1ktan korundu. Sonrasinda, kapatma soliisyonu olan DAPI ajanindan lamin st
kismina bir damla damlatilarak hiicrelerin bulundugu lamelin yiizeyi kapatma soliisyonuyla
temas edecek sekilde iizerine yerlestirildi ve oda sicakliginda, karanlik bir ortamda tiim gece
kapatma soliisyonuyla inkiibe edildi. Ardindan, hazirlanan preparat kurumanin olmamasi
icin saydam ojeyle etrafi sabitlendi. Oje kuruduktan sonra lazer taramali konfokal
mikroskobunda (Leica DMI8) DAPI boyasi icin, 405 nm ve Alexa Fluor® 488 floresan

boyasi i¢in 488 nm lazer kaynagi se¢ilerek analiz edildi.

Tablo 18. Immiinofloresan kosullar

Fiksasyon %4 Paraformaldehit oda sicakliginda 10 dakika
Permeabilizasyon 9%0.2 Triton-X-100 (1X PBS i¢inde) oda sicakliginda 5 dakika
Bloklama %10 Goat Serum (1X PBS i¢inde) oda sicakliginda 1 saat
Primer antikor Mouse Anti-p-aktin 1:500

Primer antikor

inkiibasyonu Bloklama soliisyonunda hazirlanir. 4 °C’de 16 saat
Yikama 1X PBS ile bes kez

Sekonder antikor Goat-Anti-Mouse [gG H&L (AF488) 1:750

Sekonder antikor

inkiibasyonu Oda sicakliginda bloklama soliisyonunda 1 saat

Yikama 1X PBS ile bes kez

Kapatma Soliisyonu Antifade Mounting Media DAPI

F-aktin’in floresan goriintiilemesi i¢in kullanilan Phalloidin konjuge boyasi (Abcam)
uygulamasinda, normal immiinofloresan yontemindeki primer antikor ilavesinin oldugu
basamaga kadarki siire¢ ayni sekilde uygulandi. Kullanilacak olan phalloidin konjuge boyast

Tablo 19°da 6nerilen dilisyonda hazirlandu.

Tablo 19. Phalloidin ajani ile yapilan immiinofloresan kosullar1

Fiksasyon %4 Paraformaldehit oda sicakliginda 10 dakika
Permeabilizasyon %0.2 Triton-X-100 (1X PBS i¢inde) oda sicakliginda 5 dakika
Bloklama %35 BSA (1X PBS i¢inde) oda sicakliginda 1 saat

Konjuge boya Phalloidin 1:1000

Ajan inkiibasyonu %1 BSA igerisinde oda sicakliginda 1 saat

Yikama 1X PBS ile bes kez

Kapatma Soliisyonu Antifade Mounting Media DAPI
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Ajan ile muamele icin parafilm tizerine 80-100 puL hazirlanmis soliisyondan eklendi
ve lameller ajan iizerine kapatilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kuyular bes kez 1X
PPS ile 3’er dakika boyunca yikandi. Sonrasinda, kapatma soliisyonu olan DAPI ajanindan
lamin iist kismina bir damla damlatilarak hiicrelerin bulundugu lamelin yilizeyi kapatma
sollisyonuyla temas edecek sekilde iizerine yerlestirildi ve oda sicakliginda, karanlik bir
ortamda tiim gece kapatma soliisyonuyla inkiibe edildi. Ardindan, hazirlanan preparat
kurumanin olmamasi i¢in saydam ojeyle etrafi sabitlendi. Oje kuruduktan sonra lazer

taramal1 konfokal mikroskobunda (Leica) 488 nm lazer kaynagi segilerek analiz edildi.

Flow Sitometrisi Cihazi Kullanilarak Hiicrelerin Biivyiikliigiiniin Belirlenmesi

Morfolojik analizler kapsaminda ¢alismada kullanilan hiicrelerin biiytikliiglinii analiz
etmek i¢in, flow sitometrisi cihazina bagvuruldu. Bu kapsamda ilk olarak hiicreler tripsinize
edilerek toplandi ve 1X PBS ile iki kez yikandi. Sonrasinda flow sitometrisi cihazinin FSCA
(Forward-scatter) ve SSCA (Side-scatter) kanallarinda sayildi. FSCA kanali (x-ekseni)
hiicrelerin  biiyiikliglinii belirlerken, SSCA kanali (y-ekseni) graniil yapisina gore
siniflandirir. Bu ¢ergevede, hiicre popiilasyonunun x-ekseninde saga dogru kaymasi hiicre
bliytikliigli artisim gosterirken, y-ekseninde yukar1 dogru kaymasi hiicre i¢i graniiletenin
arttiginn belirtir (192-194). PLAGL2 knock-out ve kontrol drnekleri igin toplam 1.5x10%
hiicre sayildi. Sayim sonunda SSCA-FSCA grafiklerinde hiicre popiilasyonun yogun oldugu

bolgeler belirlendi ve kontrole gore biiyiikliigii ve graniiletesi degisen hiicreler analiz edildi.
3.2.6.2. Hiicrelerin ikilenme Zamanmin (Doubling Time) Belirlenmesi

Hiicrelerin proliferatif 6zelliklerinin (ikilenme zamaninin) belirlenmesi i¢in kiiltiire
edilen PLAGL?2 knock-out ve kontrol hiicreleri ilk olarak tripsinize edilerek toplandi ve flow
sitometri cihazinda hiicre sayimi yapildi. Tiim hiicreler icin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
say1lmak iizere dort adet T75 flaska, her bir flaskta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Ekimin yapildig1 hiicre sayisi say1 (5x10°) 0. saat degeri olarak kabul edildi. Her 24 saatte
bir flasktaki hiicreler tripsinize edilerek sayildi ve bu isleme 96 saate kadar devam edildi.
Belirlenen hiicre sayilar1 ve inkiibasyon siireleri goz ontine alinarak biiylime egrileri ¢izildi
ve ikilenme zamanlar1 belirlendi. Hiicre ikilenme zamaninin hesaplanmasi igin ‘cell

doubling time calculator’ (195) programi kullanildi.
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3.2.6.3. Hiicre Dongiisii Analizlerinin Yapilmasi

Calismada kullanilan PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii
analizi, icerigi Tablo 20’de belirtilen Cycle Test Plus DNA Reagent kiti (BD Biosciences)
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Bu analizde niikleik
asitlere baglanip floresan 1s1ma yapabilen propidyum iyodiir (PI) aracigiyla hiicrelerde
bulunan DNA igerigi (2n veya 4n) belirlenir. GO/G1 (2n), S (2n~4n) ve G2/M (4n) hiicre
dongiisii fazlarinda farkli dagilim gosteren DNA igerigi, DNA’ya baglanan PI boyasiyla
paralel floresan 1s1ma verir. Bu 1s1imaya sahip hiicreler flow sitometrisi cihazinda FL2-A
kanalindan gegerken saptanir ve cihaza ait programla analiz edilerek hiicre dongiisii (G0/G1,
S ve G2/M) ylizdeleri hesaplanir (196). Tablo 20’de kitte kullanilan soliisyonlar, igerikleri

ve kullanim amaglar1 belirtilmistir.

Tablo 20. Cycle Test Plus hiicre dongiisii analizi kit igerigi

Soliisyonlar Soliisyon icerigi Kullanim amaci
Tampon soliisyonu Sodyum sitrat, sukroz Hiicre soliisyonlarmin toplanmasi ve
ve dimetil stilfoksit dondurulmasinda kullanilir.
Soliisyon A Tripsin Hiicre membraninda porlar acarak PI boyasinin

hiicre i¢ine girmesini saglar.

Soliisyon B Tripsin inhibitorii ve Tripsin inhibitorii: Tripsini inhibe eder.

RNase RNase: Hiicre icindeki RNA’nin pargalanmasini

saglar, boylece PI sadece DNA’ya baglanir

Soliisyon C Propidium iodide (PT) Niikleik asitlere baglanip floresan 1s1ma yapan
kimyasal ajan.

Deneye baglamadan once kit igerisinde yer alan soliisyon A ve soliisyon B oda
sicakligina getirildi. Hiicre ikilenme zamani deneyinde 72. saatte sayilmak iizere kaldirilan
ve %70-80 yogunluga sahip hiicreler (Bkz Alt Baslik: 3.2.6.2) hiicre dongiisii analizlerinde
de kullanild1. Siire sonunda kaldirilip sayilan hiicreler 1X PBS ile iki-ii¢ kez yikandi. 1 mL
siispansiyonda 5x10° hiicre olacak sekilde ayarlanan hiicrelerin iizerine kitle gelen tampon
soliisyonundan 2.5 mL eklenerek hiicreler siispanse hale getirildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra hiicreler iizerindeki slipernatant atildi. Ayni
ornekler tizerine 500 uL tampon soliisyonu ilave edilerek pelet siispanse haline getirildi ve

eppendorf tiiplere koyularak tekrar 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
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sonrasinda siipernatant tekrar atilarak eppendorf tiiplere 125 uL A soliisyonu eklendi ve
yavagca pipetaj yapilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Siire bitiminde A soliisyonu
bulunan eppendorf tiipler iizerine 100 uLL B soliisyon eklenerek yavasga pipetaj yapildi ve
tekrar 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Son asamada A ve B soliisyonu bulunan
eppendorf tiiplere 100 uLL C soliisyonu karanlik ortamda ilave edilerek 6rnekler buz {izerine
alind1 ve 10 dakika inkiibe edildi. Cycle Test Plus kiti kullanilarak boyanan hiicrelerin hiicre
dongiisii analizleri flow sitometri BD Accuri C6 Plus cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi ve

popiilasyon yiizdesi ModFit LT yazilimi ile belirlendi.
3.2.6.4. Hiicre Oliimii Analizlerinin Yapilmasi

Calismada hiicre oliimii analizlerinin tespitinde apoptoz ve nekrotik hiicrelerin
belirlenmesini  saglayan “Annexin V/7-AAD (7-amino-aktinomisin D)” kiti (BD
Biosciences) kullanildi. Florokrom isaretli Annexin V, kalsiyuma-bagli bir sekilde
fosfatidilserine baglanip 151ma yapabilen hiicre i¢i proteinlerin annexin ailesinin bir iiyesidir.
Fosfatidilserin normalde saglikli hiicrelerde plazma membraninin sadece hiicre i¢ kisminda
bulunur, ancak erken apoptoz sirasinda membran asimetrisi kaybolur ve fosfatidilserin
membranin digar1 bakan kismina transfer olur (197). Bundan o6tiirii apoptotik hiicrelerin
yilizeyinde bulunan fosfatidilserine baglanan Annexin V flow sitometri cihazinda FL2-A
(yesil floresan) kanalindan gecerken i1sima verir. DNA ile etkileserek floresan 1sima
yapabilen 7-AAD ise (198) erken apoptotik hiicrelerde membran biitiinliigii bozulmadig1 i¢in
membran1 gegemez ve DNA’ya baglanamaz. Ge¢ evre apoptotik hiicrelerde, membran
biitlinliigii bozuldugundan dolay1 7-AAD c¢ekirdege gecerek DNA'ya baglanir ve flow
sitometri cihazinda FL3-A (kirmiz1 floresan) kanalindan gegerken 1s1ma verir (199). Tiim bu
1s1malara (kirmizi ve yesil) sahip hiicreler tek tek flow sitometri cihazi tarafindan saptanarak
gruplandirilir. Canli hiicrelerden erken apoptotik hiicrelerin ayirimi yapilabilmesi i¢in 7-
AAD, gec¢ apoptotik hiicrelerden nekrotik hiicrelerin ayirimi yapilabilmesi i¢in Annexin V

ile hiicrelerin boyanmasi gerekir.

Analizi yapilacak olan PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicreleri, altt kuyucuklu
tabaklara kontrol hiicreleri i¢in her kuyuda yaklasik 4x10° hiicre, PLAGL2 knock-out
hiicreleri igin 5x10° olacak sekilde eklenerek normal biiyiime ortaminda (%10 FBS) 37 °C’de
%5 CO> igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ortamdaki apoptotik
hiicreleri iceren siipernatantlar topland1 ve sayimi yapilan 5x10° hiicre siispansiyonun

tizerine eklendi. Ardindan hiicreler ¢oktiiriildii ve pelet soguk 1X PBS ile iki kez yikandi.
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Yikamalarin ardindan hiicre kit i¢eriginde bulunan 1 mL “1X Annexin binding buffer” ile
siispanse edilerek, eppendorf tliplere her bir hiicre 6rneginden 100 pL alindi. Bu hiicre
orneklerine 2.5 pL Annexin V ve 2.5 uLL 7-AAD floresan konjuge ajanlar ilave edilerek
yaklasik 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda, 6rneklere 150 pL 1X Anneksin baglama tamponu ilave edilerek 1 saat

icerisinde flow sitometri cihazinda analiz edild.i.

Analiz sonucunda Annexin V ve 7-AAD negatif hiicre popiilasyonlar1 saglikli olarak
nitelendirildi. Annexin V pozitif ve 7-AAD negatif popiilasyonlar erken apoptotik hiicreleri
temsil ederken, Annexin V ve 7-AAD pozitif hiicreler ge¢ apoptotik hiicreler olarak
degerlendirildi (200, 201). Popiilasyondaki toplam apoptotik hiicre oran1 ise erken ve geg

apoptotik hiicre oranlarinin toplanmasiyla elde edildi.
3.2.6.5. Hiicre Hareketi Analizlerinin Yapilmasi

In vitro Yara lvilesme Analizi (Wound-Healing)

Calismada kullanilan PLAGL?2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin hareket 6zellikleri,
in vitro yara-iyilesme analizi ile incelendi. Bu analizde, tamamen hiicrelerle dolu olan tek
katman bir ylizeyde yara benzeri ¢izik olusturularak, hiicrelerin bu boslugu kapatma siireleri
hesaplanmaktadir. Hiicre gog¢iinii ve hiicre-hiicre etkilesimini analiz etmeyi hedefleyen bir

yontemdir (202).

Calismamizda ilk olarak PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicreleri altt kuyucuklu
hiicre kiiltiirii tabaklarina %90-95 konfluent olacak sekilde ekildi. Ekilen hiicreler %100
konfluent olunca, yaklasik 12-16 saat sonra, hiicreler steril sar1 u¢ (200 pL) kullanilarak
cetvel yardimiyla hem yatay hem de dikey art1 sekli olusturacak sekilde ¢izildi. Ardindan
1X PBS ile iki-ii¢ kez yikandi. Fotograflanacak alanlara isaretler koyuldu ve 0. saat i¢in bu
isaretli alanlarin fotograflar1 optik mikroskoba bagli (Nikon) dijital kamera kullanilarak
cekildi. Sonrasinda tekrar hiicrelerin lizerine %10 FBS iceren biiyiime medyumu ilave
edilerek 37 °C’de %5 CO: igeren etiivde inkiibasyona birakildi. 24., 48. ve 72. saatler i¢in
de aynmi sekilde isaretli alanlardan fotograflar alindi. Fotograf ¢ekimi sirasinda hiicre
medyumu uzaklastirilarak ortama 1X PBS ilave edildi. Hiicrelerin migrasyonuna bagl
olarak hiicrelerle doldurulan boslugun sinirlar1 Image J goriintli analiz yazilimi kullanilarak

cizildi ve hiicrelerin go¢ hizi, kapanmis (iyilesmis) alan yilizdesi dikkate alinarak belirlendi.

73



%10 FBS biiylime ortaminda hiicre hareketi analizi i¢in ilave kondisyon olarak
hiicreler ¢izik olusturmadan iki saat dncesinde 10 pg/mL Mitomisin C’ye (MMC) maruz
birakildi (78). MMC, hiicrelerin boslugu doldurmasi esnasinda hiicre boliinmesini dislamak
ve yalnizca hiicre gociiniin siirecteki etkisini analiz etmek amaciyla kullanildi. Mitomisin C
anti-timor aktivitesine sahip kemoterapik bir ajan olup DNA bazlar1 arasinda ¢apraz bag
olusturarak replikasyonu engeller ve etkisini hiicre bdliinmesini durdurarak gosterir (203,

204).

Transwell Migrasvon Analizleri

Transwell migrasyon analiz yOntemi, hiicrelerin bir kemo-atraktana (kemokinler,
biyoaktif lipitler veya biiylime faktorleri) yonelik kemotaktik hareket kapasitesini dl¢gmeye
dayanir. Biiylime faktorlerini igeren FBS kemo-atraktan olarak kullanilabilir. Bu yontemde
24 kuyucuklu tabaklara koyulmak {izere tasarlanan insertlerin alt taban kisimi hiicrelerin
gecgebilecegi porlardan olusur. Hiicreler bu insertlerin igerisine diisiik kemo-atraktan (0.2 %
FBS) iceren besiyeriyle birlikte koyulur. Insertin yerlestirilecegi 24 kuyucuklu tabaklarin
icerisineyse yiiksek oranda kemo-atraktan (10% FBS) igeren besiyeri koyulur. Insert 24
kuyucuklu tabaklara yerlestirilir. Insertin iistiinde %0.2 FBS iceren besiyerinde bulunan
hiicrelerin insertin alt tabaninda bulunan porlar gegerek yiliksek besine dogru hareket etme
kapasiteleri incelenir. Hareket ederek porlardan gegen hiicreler insertin taban kisminin dis
tarafinda konumlanir. Deney sonunda bu hiicreler boyanarak analiz edilir. Cok sayida

hiicrenin boyanmas hiicrelerin hareket kabiliyetiyle korelasyon gosterir (205).

Yara-cizik analizinden sonra PLAGL?2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin migratif
ozellikleri transwell insertler kullanilarak da analiz edildi. Migrasyon yontemi igin
kullanilacak olan insertler, 24 kuyucuklu tabaklara pens yardimi ile yerlestirildi ve
insertlerin i¢ine %0.2 FBS iceren 200 pL besiyeri eklendi. Ardindan insertlerin yerlesik
oldugu kuyucuklarin icine %10 FBS iceren 500 pL besiyeri eklendi. Tripsinize edilen
hiicrelerin 1X PBS ile yikand1 ve %0.2 FBS igeren 200 uL besiyerinin icinde 1x10° hiicre
homojen bir sekilde insertlere dikkatlice eklendi. Ardindan hiicreler 37 °C’de %5 COz igeren
etiivde 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sona erdiginde 6ncelikle insertlerin i¢indeki,
ardindan kuyucuklarin icindeki besiyeri uzaklastirildi. Insertler pens yardimiyla
kuyucuklardan ¢ikarildi. Go¢ eden hiicreler insertin dis kisminda kaldig1 igin, insertin i¢
kismu steril bir pamuklu gubukla dikkatli bir sekilde temizlendi. Insertler pens yardimiyla
kuyucuklara tekrar yerlestirildikten sonra kuyucuklarin i¢ine 300 pL soguk metanol eklendi
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ve 20 dakika fiksasyona birakildi. Fiksasyonu takiben kuyucuklarin igindeki metanol
uzaklastirildi ve kuyucuklara 200 pL kristal viyolet (%0.1) eklenerek 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Boyama asamasi sona erince, insertler pens yardimiyla dikkatlice alind1 ve distile
su dolu bir beherin igerisine batirilarak yikandi. Ardindan temiz bir pegetenin {izerine,
insertlerin alt kisimlan istte kalacak sekilde yerlestirildi ve yaklagik 1-2 saat kurumaya
birakildi. Kuruyan insertler pens yardimiyla alinarak 24 kuyucuklu tabagin temiz
kuyucuklaria yerlestirildi ve entegre kameral1 invert 151k mikroskobu (Nikon) araciligiyla

fotograflandi.

Yara iyilesme deneyiyle benzer sekilde hiicre ¢cogalmasini dislamak adina deney bir
defada 6nceden serum agligi ¢ektirilen hiicreler kullanilarak gergeklestirildi. Bu deneyin tek
farki hiicrelerin 24 saat %0.2 FBS iceren biiyiime ortaminda a¢ birakilmasiyd: ve ardindan

benzer sekilde transwell migrasyon analizi gergeklestirildi.

Koloni Olusturma Analizleri

Bazi ¢aligmalarda onkogenik 6zelligi gosterilen PLAGL2’nin (105) koloni olusturma
kapasitesini incelemek tizere PLAGLZ2 knock-out ve kontrol hiicreleri klonojenik formasyon
analiziyle incelendi. Bu analizde harekete dayali koloni olusturma veya coklu hiicre
boliinmesine dayali ¢ogalma kapasitesi incelenir (206, 207). Bu baglamda c¢alismada
kullanilacak hiicreler ilk olarak tripsinize edilip sayildiktan sonra ve 2 mL besiyeri igeren
alt: kuyucuklu tabaklara her kuyuda yaklasik 2x10? hiicre olacak sekilde eklendi. Ardindan
hiicreler 37 "C’de %35 CO; igeren etiivde 14 giin inkiibasyona birakildi. Her ii¢ giinde bir
biliylime ortami taze medyum ile degistirildi. Siire bitiminin ardindan hiicrelerin {izerindeki
besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler soguk 1X PBS ile yikandi. Daha sonra, %4
paraformaldehit fiksatif soliisyonuyla 20 dakika boyunca fiksasyon gerceklestirildi.
Fiksasyon siiresi tamamlaninca hiicrelerin iizerindeki soliisyon uzaklastirildi ve 1X PBS ile
bir kez yikandi. Yikamanin ardindan kuyucuklara kristal viyolet (%0.1) boyasi ilave edildi
ve hiicreler 20 dakika boyunca boyada bekletildi. Boyama siiresi sona erince hiicrelerin
tizerindeki boya uzaklastirild1 ve hiicreler distile su ile boya kalintilar1 temizlenene kadar
yikand1. Yikama islemlerinin ardindan koloniler harici bir kamera ile fotograflandi1 ve Image

J programi kullanilarak 1 mm?’den biiyiik koloni say1s1 analiz edildi.
3.2.6.6. Hiicre Sinyal Yolagi Analizi: Wnt/pB-katenin Sinyal Yolag:

Bagirsak epitel kok hiicrelerinde ve noronal kok hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal

yolaginda fonksiyonu gosterilmis olan PLAGL2’nin (129, 152) calismamizda HaCaT
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hiicrelerinde yolak tizerine etkisi WNT-duyarlt promotore sahip lusiferaz raportdr vektor
pGL3-BARL (pBAR) (208) kullanilarak analiz edildi. Analizler esnasinda PLAGL?2 knock-
out ve kontrol hiicrelerinde lusiferaz raportér vektoriiniin yan sira farkli 6rnekler arasinda
transfeksiyon verim farkindan kaynaklanan raportor ekspresyonunu normalize etmek icin
Beta-galaktosidaz eksprese eden pCMV-B-Gal (B-Gal) vektorii de kullanildi (209). ilave
olarak PLAGL?2 proteinini fazladan ekspres etmek icin gereken deney kosulunda dnceki
caligmalarimizda olusturulmus PLAGL?2’yi fazladan ekspres eden memeli hiicre ekspresyon
vektorii de (pDEST-3x-Flag-PLAGL2) deneye dahil edildi. Ayrica Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin hiicre i¢i sinyal kaskadiin transkripsiyon faktorii f-katenin (pDEST-3x-Flag-
Beta-Katenin) hiicrelerde fazladan ekspres edilerek sinyal yolaginin hiicre i¢i pozitif
kontrolii olarak kullanildi (210, 211). Her kondisyon i¢in toplam 0.35 pg vektor kullanildi.
Kondisyonlar asagidaki tabloda detayl1 bir sekilde gosterilmistir (Tablo 21). Ek olarak bir
kondisyonda, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin PLAGL2 tarafindan aktiflestirilip
aktiflestirilmedigini belirlemek i¢in (PLAGL2 nin pozitif kontrolii) HEK293 hiicrelerinde
PLAGL2’yi fazladan ekspres eden (pDEST-3x-Flag-PLAGL2) vektorii kalsiyum fosfat

yontemiyle transfekte edilerek Wnt/B-katenin sinyal yolagi analizi gergeklestirildi.

Tablo 21. Wnt/B-katenin sinyal yolagi analizi i¢in uygulanan kondisyonlar, igerik ve vektor

miktarlar
Kondisyonlar Icerikler (Vektorler) Vektor Miktarlar: (ng)
1 pBar + B-Gal +Bos Flag pBar: 0.125
2 pBar+Flag-PLAGL2+ B-Gal+ Bos Flag B-Gal: 0.075
3 pBar+Flag-p-katenin+ B-Gal+ Bos Flag Flag-PLAGL2: 0.075
4 pBar+Flag-PLAGL2+ Flag-p-katenin+ B-Gal Flag-B-katenin: 0.075

PLAGL2 knock-out hiicrelerine vektorlerin transfeksiyonu esnasinda PEI ajani,
tarafimizdan optimize edildigi haliyle, kullanild1 ve transfeksiyon verimini artiran ters
(reverse) transfeksiyon stratejisi uygulandi. Lusiferaz raportor kit (Promega) ile verilen 5X
hiicre lizis tamponu 1X olacak sekilde sterile dH»O ile seyreltildi. Ters transfeksiyondan ve
kalsiyum fosfat yontemiyle transfeksiyondan 24 saat sonra 1X PBS ile yikanan hiicrelerin
tizerine 1X hiicre lizis tamponundan 72 pL eklendi ve buz iizerinde 20 dakika calkalanarak

hiicreler patlatildi.
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Bu deney esnasinda kantitatif Ol¢lime olanak saglayan farkli kosullardaki
transfeksiyon verimi f-galaktosidaz’in subtrati olan o-nitrophenyl B-D-galactopyranoside
(ONPG, 4 mg/mL) kullanilarak belirlendi (212). Bu amagla her 6rnek i¢in ayrilan hiicre
lizatindan 10 pL alinip {istiine 120 pL substrat tampon (substrat tampon igerigi; 100 uL Z
tamponu, 0.27 pL B-merkaptoetanol, 20 pL. ONPG) eklendi. Ornekler aliiminyum folyo ile
kaplanarak 37 °C’de 10-15 dakika inkiibe edildi. B-galaktosidaz varligina bagli olarak
giderek sar1 renge donen reaksiyonu durdurmak i¢in 50 L. 1 M Na>COs ortama ilave edildi,
enzim aktivitesiyle orantili sar1 renk yogunlugu spektrofotometrede (Eppendorf) 420 nm’de

okunarak B-galaktosidaz aktivitesi kantite edildi.

Lizattaki lusiferaz aktivitesi (firefly luciferase) lusiferaz assay kit sistemi (Promega)
kullanilarak luminometre (SpectraMax) cihazinda 570 nm’de olgiildii. 20 pL lizat igin
cithazin 25 pL lusiferaz substratini enjekte etmesi ayarlandi ve enjeksiyondan hemen sonra
okuma alind1 (213). Son olarak vektorler araciligiyla fazladan iirettirilen Flag etiketli
PLAGL2 ve Beta-Katenin’in ekspres olduklarin1 dogrulamak i¢in 6rneklerden alinan 20 pL
lizat SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve immiinoblot yontemiyle Flag antikoru (Sigma-Aldrich)
kullanarak analiz edildi (Bkz Alt Baslik 3.2.3.3).

3.2.7. istatistiksel Analizler

Yapilan tiim deneyler, iicerli olarak farkli zamanlarda en az {i¢ bagimsiz ¢aligma
olarak gergeklestirildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 8.0.1
programi ile yapildi. Iki grup arasindaki farklari karsilastirmak igin Student's t (two-tailed)
testi kullanildi. Cesitli gruplar arasindaki farkliliklar two-way ANOVA karsilagtirma testi
kullanilarak analiz edildi. Verileri tanimlamak i¢in ortalamalar ve standart sapmalar

kullanildi (SD). P degerinin 0.05'ten kii¢lik olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CRISPR/Cas9n Sisteminin Hazirlanmasi, Uygulanmasi ve Analiz Edilmesi

Bu c¢alismada PLAGL2 geninin tamamen susturuldugu keratinosit hiicre hatti
olusturulup, temel hiicresel fonksiyonlarinin karakterize edilmesi amaglandi. Bu amaca

yonelik yeni nesil genom diizenleme sistemi olan CRISPR/Cas9n sistemine bagvuruldu
(169).

4.1.1. Rehber RNA (sgRNA) Tasarlanmasi

Bu kapsamda birgok farkli algoritmanin kullanildigi web tabanli programlar on-
target ve off-target degerleri acisindan incelendi ve sgRNA’lar Benchling programi
kullanilarak tasarlandi. Tasarladigimiz sgRNA’larin on-target ve off-target skorlar1 Tablo
22’de verilmistir. Off-target etkisini azaltmak veya on-target etkisini arttirmak tizere iki
sgRNA kullanilmasi sgRNA secimini sinirlayabilmektedir. Bunun sonucunda daha diisiik
off-target veya on-target skoru olan sgRNA’lar se¢ilmek durumunda kalinabilmektedir. Bu

nedenle iki set olarak sec¢ilen sgRNA’larin off-target skorlar1 50°nin ya da on-target skorlari

60’1 altinda olabilir. CRISPR uygulamasi esnasinda, Benchling {izerinde PLAGLZ2’ye 6zgiil
tasarlanan sgRNA’lar ve deneye dahil edilen scramble sgRNA dizisi Tablo 22’de

gosterilmektedir.

Tablo 22. Benchling biyoinformatik araci kullanilarak PLAGL2 hedef lokasyonunda elde
edilen sgRNA dizileri ve skorlari

sgRNA Ad1 sgRNA Dizisi On-target  Off-target PAM Dizisi
PLAGL2 Cas9n_sgRNA1 TTCACCGCAAGGACCATCTG 71.2 41.3 CGG
PLAGL2 Cas9n sgRNA2 TCACAGTACATACACTGGTG 66.2 41.5 TGG
Scramble sgRNA GTATTACTGATATTGGTGGG - - -

Ayrica, Tablo 22°de belirtilen gRNA’larin PX462 vektoriindeki Bbsl enzim kesim
bolgesine klonlanabilmesi i¢in oligoniikleotidler tasarlanirken uglarina ilave olarak Bbsl
kesim enzimi i¢in uygun olan niikleotidler eklendi (Tablo 23). Bbsl tanima dizilerinin alti

¢izilmis ve koyu renkle gosterilmistir.
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Tablo 23. PLAGL? igin tasarlanan komplementer sgRNA’larin ve scramble’n ileri-geri

oligolari
sgRNA Ad1 Oligo Dizisi 5'—»3'
sgRNA 1 ileri oligo CACCGTCACAGTACATACACTGGTG
sgRNA 1 geri oligo AAACCACCAGTGTATGTACTGTGAC
sgRNA 2 ileri oligo CACCGTTCACCGCAAGGACCATCTG
sgRNA 2 geri oligo AAACCAGATGGTCCTTGCGGTGAAC
Scramble ileri oligo CACCGTATTACTGATATTGGTGGG
Scramble geri oligo AAACCCCACCAATATCAGTAATAC

PLAGL? ii¢ ekzondan olusan bir gen olup protein kodlamaya 2. ekzonunun
ortalarindan baglar ve proteinin ¢ogunlugu ekzon ii¢ tarafindan kodlanir. Bu nedenle
biyoinformatik araglar iizerinde sgRNA tasarlamasi yapilirken, hedef bolge olarak
PLAGL2’nin N-terminal kismina yerlesik ¢inko parmak motifini kodlayan ekzon {i¢’iin

baslangi¢ kismi se¢ildi (Sekil 15).

Hleri primer

TAACTGGTTtggtattgeatigeaagectttaccatggtitttatatetagtttectgttaatggacacetttggttgtecagtCATCCCTTETGATCTCCCCTCTTTCTGCTTTCTCCCCTATCCCCTGTCTCTACCCCCAG

ATTGACCAAaccataacgtaacgtteggaaatggtaccaaaaatatagatecaaaggacaattacetgtggaaaccaacaggtcaGTAGGCAACACTAGAGGGCAGAAAGACGAAAGAGGGCATAGGGGACAGAGATGGGGGTC

PLAGLZ

T T T T T T T
8,840 9,960 9,980 10, 000 190,020 19, 040 10, 0¢

sgRNA 1 PAM
[GCCACATGGCCACCCACTCAGCCCAGAAACCC EAC?AGTGTATGTACTGTGATAAGATGTTTCACCECAAGGACCATC GCGGAACCATCTGCAGACCCATGATCCTAACAAAGAGGCCCTCCACTGCTCTGAGTGCGGTAAGAA
CGTGTACCGGTGGGTGAGTCGGGTCTTTGGGE GGTCAEATACATGACACTATTCTACAAAGTGGEGTTCETGGTQEACGECTTGGTAGAEGTETGC—GTAETAGGATTGTTTCTCEC—C—GAGGTGAEGAGACTCACECCATTCT T
sgRNA 2

P%| Geri primer

PLAGI2TRZON 3
PLAGL?

Sekil 15. PLAGL?2 ekzon 3 iizerindeki CRISPR/Cas9n hedef bolgesi. (Mavi: Hedef bolgeyi
PCR ile ¢ogaltmada ve Sanger dizilemede kullanilan primerler, kirmizi:
sgRNA’lar, sar1: PAM dizileri, yesil: Cas9n kesim bolgesi)

4.1.2. PX462 Vektoriiniin Hazirlanmasi

PX462 vektori bakteride cogaltildiktan sonra endotoksin igermeyen Mini Prep kiti
ile izole edildi. Uretici firmanm oOnerileri dogrultusunda sgRNA’larin  vektdre
klonlanabilmesi i¢in PX462 vektorii Bbsl enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi linearize vektor,

temizlendi ve agaroz jelde goriintiilendi (Resim 6).
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1: Markur (1kb)
2: Kesilmemis PX462
3: Bbsl ile kesilmis PX462
_- 4: Kesildikten sonra temizlenmis PX462

Bp
106

) =

HHH

[ CHH =

251

Resim 6. PX462 vektoriiniin Bbsl enzimiyle kesiminin
goriintiilenmesi

%0.6’likk agaroz jelde

4.1.3. sgRNA’lardan Oligo Olusturulmasi

Bbsl enzimiyle kesim yapildiktan sonra PX462’de olusan yapiskan uclara (Sekil
16A) sgRNA’larin klonlama islemi gerceklestirildi. Bu amagla ilk olarak, PLAGL?2 igin
tasarlanan komplementer sgRNA’larin (oligo 1 ve oligo 2) ve scramble (negatif kontrol)
ileri-geri oligolar1 T4 poliniikleotid kinaz varliginda 1sitilip oda sicakligina getirilerek ¢ift
zincir hale getirildi. T4 poliniikleotid kinaz ile ¢ift sarmal oligomerlerin 5’ uglarinda
vektorde bulunan 3’OH ile fosfodiester bag olusturmasi i¢in fosfat grubu eklenmis oldu.
Boylelikle Bbsl ile kesilmis PX462’ye klonlamaya uygun Bbsl komplementer uglara sahip
cift sarmal oligomerler olusturuldu (Sekil 16B).

A)

chimeric gulde BNA scaffold

-_'_'_'._f-.l'.'_'_ '_'_"_"._'_'_'_-_'_-_ﬁ'-_ﬁ_ﬁﬁ_.__fffjjf.._"-'-g

B)

CACCCGTTCACCGCAAGGACCATCTG
Y OLOO00LLIOLOO LYY DrEET

CACCGTCACAGT ACATACACTGGTG
OLOLOY LOLY LOLOY IO Y IIEEE

CACCGTATTACTGATATTIGGTGGG
I LV Y LOVOLYIVY IOV I00IeeE

sgRINA 1 ilen oliga
spRNA 1 gerioliga

sgBMNA 2 ilen oligo
sgBMA I geri oligo

Scramble ileni ohgo
Seramble gen oligo

}- PLAGL2 Oligo ]

}-PL."LGLJ Ohiga 2

\IJ> Seramble Oligo

Sekil 16. Kesimi yapilmis olan PX462 ve oligolar. A) PX462 vektorii iizerinde BbsI kesimi
sonrasi olusan yapiskan uglar. B) PLAGL2 ve scramble i¢in olusturulan Bbsl

komplementer uglara sahip oligomerler.
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4.1.4. Hazirlanan Oligolarin PX462 Vektoriine Klonlanmasi

Olusturulan oligolar (Oligo 1, 2 ve kontrol) Bbsl ile kesilmis olan PX462’ye
klonlandiktan sonra ligasyon iirlinii £.coli DH5a susuna transforme edildi, secilen bakteri
kolonilerinden (Resim 7) mini-prep ile izole edilen vektorlerde sgRNA oligomerlerinin

yerlesimi hem Bbsl enzim kesimiyle hem de Sanger dizileme yontemiyle kontrol edildi.

Resim 7. Oligo 1 ve 2’yi igeren PX462’nin DHS5a hiicresine transformasyonundan sonra
olusan koloniler (sol oligo 1, sag oligo 2).

Vektoriin Bbsl kesim bolgesine oligomerin girmesi vektor iizerindeki Bbsl enzim
baglanma bolgesinin kaybolmasina neden olmaktadir. Bu durumda oligomerin girmedigi
vektoriin Bbsl ile kesilmesi beklenirken oligomerin girdigi vektdrde kesim gergeklesmez.
Bu bilgiden yola ¢ikilarak transforme edilen DH5a’dan oligo bir ve iki i¢in dort koloni,
kontrol i¢in iki koloni secildi. Bakterilerden izole edilen vektér Bbsl enzimi ile kesildi.
Deney i¢ kontrolii olarak kesim yapilmamis vektor kullanildi. Kesim reaksiyonu sonucu
tirtinler agaroz jelde goriintiilendikten sonra oligo 1 i¢in klon 1 (C1), 2 (C2) ve 3’iin (C3),
oligo 2 i¢in klon 1 (C1), 2 (C2) ve 4’iin (C4), kontrol oligo i¢inse her iki klon (C1 ve C2)

igerisine oligolarin yerlesmis oldugu goriildii (Resim 8).

Oligo 1 (sgRNA 1) Oligo 2 (sgRNA 2)

Scramble oligo

ey

EClgE2T  CIEN

M: Markir (1kb)

1: Kesilmemis PX462

2: Bbsl ile kesilmis PX462

C: Koloniler (Kendi iginde kesilmis, kesilmemis olarak yiiklendi)

Resim 8. Bbsl enzimi ile kesilen klonlarin analizi
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Kesim reaksiyonu sonrasinda Bbsl enzimi ile kesilmedigi gosterilen klonlar icin bir
sonraki dogrulama asamasina gegildi. Igerisine oligomer yerlesmis oldugu diisiiniilen oligo
1, 2 ve kontrol klonlarindan C1 segilip PX462 vektoriine ait U6 primeri (lleri, Pr. 1697)
kullanilarak dizilendi. Klonlama dogrulanarak sgRNA’larin baz diziliminde herhangi bir
degisiklik olmadig goriildii (Sekil 17). Dogrulanan klonlar ¢ogaltilarak transfeksiyon igin

gerekli olan vektorler hazir hale getirildi.

PLAGL2 sgRNA 1

g0 a10 240 280
Hesm W omeom @OFEEEEEE W EEEEEE S e ew BEEEEE EEE R e NN WA

|'1-rH"f' I ﬁ ﬂl"n l" i y 1|
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" L M if n"- | |".', iy M
i L e

Scramble_sgRNA

St:ramble

Sekil 17. Oligolarin klonlandig1 PX462’nin, Bbsl ile kesilmeyen (C1) klonlarina ait Sanger
dizileme sonuglar1 (Kirmizi1 oklar sgRNA’larin dizisini gostermektedir.)

4.1.5. Seleksiyon icin Antibiyotik Dozunun Belirlenmesi

CRISPR/Cas9n sistemini uygulamak i¢in kullandigimiz PX462 vektorii Puromisin
direng geni icerdiginden (Sekil 14) HaCaT hiicrelerinde secilimin saglanmasi adina
hiicrelerin tamamin1 6ldiiren en diisiik dozunun belirlenmesi ¢aligmalar1 gergeklestirildi. Bu

amagla altt kuyucuklu tabagin her kuyusunda hiicreler ekildi ve ertesi giin, hiicrelere
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belirlenen dozlarda Puromisin igeren besiyeri verildi ve 72 saat boyunca 24 saatte bir

hiicrelerin fotograflari ¢ekildi.

Yapilan ¢alisma sonucunda hiicrelerin tamamimi 6ldiiren dozun 1 pg/mL ve
sgRNA’lar1 igeren PX462 vektoriiniin hiicrede tutulumunu saglamak i¢in gereken zamanin

ise 72 saat oldugunu belirlendi (Resim 9).

Puromisin konsantrasyonu

Kontrol 0.2 ug/mL 0.3 pg/mL 0.4 pg/mL 0.6 pg/mL 1 ug/mL

Zaman
48 saat 24 saat

72 saat

Resim 9. HaCaT hiicrelerinde uygun Puromisin dozunun belirlenmesi

4.1.6. PLAGL2’ye Ait sgRNA’lar1 Iceren PX462 Vektoriinin HaCaT Hiicrelerine

Transfeksiyonu ve Monoklonal Hiicre Secimi

PLAGL2’nin knock-out edilmesi i¢in tasarlanan iki sgRNA’nin klonlandigi
vektorler HaCaT hiicrelerine Lipofectmax ajanmi ile transfekte edildi. Transfeksiyon
sonrasinda hiicreler belirlenen Puromisin dozunda (1 pg/mL) 72 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda hiicreler seyreltilerek monoklonal hiicre secilimi yapildi. Koloniler ortaya
ciktiktan sonra scramble tabagindan iki adet, PLAGL2 sgRNA’larin transfekte edildigi
transfeksiyon tabaklarindan toplam 50 adet monoklonal oldugu diisiiniilen koloni segildi.

(Resim 10).



Resim 10. CRISPR/Cas9n uygulama sonrast monoklonal hiicre se¢ilimi

4.1.7. CRISPR/Cas9n Sisteminin Uygulandig1 Klonlarin INDEL Analizlerinin

Gerg¢eklestirilmesi (On-Target)

PLAGL2’nin knock-out edilmesi i¢in uygulanan CRISPR/Cas9n sisteminin hedef

lokasyonda meydana getirdigi varyasyonlar1 analiz etmek amaciyla hedef bolgede INDEL

analizleri gergeklestirildi. Bu dogrultuda, PLAGL2 i¢in se¢ilen klonlardan elde edilen
hiicrelerden genomik DNA izole edildi ve Cas9n’nin hedeflendigi bolge (Sekil 15)’de
belirtilen primerler kullanilarak (Pr. 1654 ileri- Pr. 1055 geri) PCR ile ¢ogaltildi (Resim 11).

1000

00

300

100

M Markar (100 Bp)
. Scramble

‘Klon 1 (C1)
:Klon 16 (C16)

: Klon 48 (C48)
cKlon 4 (C4)

- Klon 35 (C335)
cKlon 3(C3)

St = R W R T S I

Resim 11. Hedef bolgenin PCR ile analizi

Sonrasinda PCR firiinleri ayni ileri primer kullanilarak (Pr. 1654 ileri) Sanger

dizileme yontemiyle analiz edildi. Varyasyonlarin analiz edilemedigi heterozigot ve bilesik

heterozigot durumlarinda (Sekil 18) PCR firiinleri pJET1.2/blunt vektoriine klonlandi ve

aleller ayr1 ayn dizilendi.
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Heterozigot Bélge

WK

EV\Jﬁ\ ?qwdﬁ

Sekil 18. PLAGL?2 hedef Cas9n kesim bdlgesinde meydana gelen heterozigot degisimin

Sanger dizileme yOntemiyle gosterilmesi

INDEL analizleri i¢in 50 klonun 33°ii Sanger yontemi ile dizilendi. Her iki alelinde
de farkli INDEL’lerin (heterozigot veya bilesik heterozigot) belirlendigi klonlarda (C1, C3,
C4, C16, C35, C48) INDEL’lerin alel bazinda belirlenmesi i¢in elde edilen PCR fiiriinleri
pJET1.2/blunt vektoriine iiretici firmanin onerileri dogrultusunda yerlestirilerek kompetan
DH5a hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonrasinda her bir klondan dorder
koloni secildi ve kolonilerde bulanan aleller, vektdre ait ileri-geri primerlerle koloni PCR
yapilarak ¢ogaltildi (Resim 12). Her klona ait dort koloninden ikiser tane secilip yine ayni
ileri primerle dizilenerek alel bazli INDEL analizler yapildi.

B M Bl C3 C4
TR0 - -
200 ---- e N e e — [ —
100 —

M Cl& C35 C48
1000 Hees
S00|-—

LB N B ] L _ & & _§ _J LN X N ]

100

M: Marlar (100 Bb)
N: Negatif kontrol

C: Klonlar

P: Pozitif kontrol
{(Kite dzel PCR iirinii)

Resim 12. Heterozigotluk gosteren klonlarda alellerinin koloni PCR ile analizi

Sonug olarak, C1’de 1 ve 4., C4’te 2 ve 3., Cl6’da 1 ve 2., C35’te 1 ve 2., C48’de 1
ve 3. kuyu PCR firiinleri secilerek vektore ait ileri primer ile Sanger yontemi ile dizilendi.

INDEL analizleri Tablo 24’te gosterilmektedir. Dizileme analizleri sonrasinda Klon 1
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(C1)’de agaroz jelde goriintiilenen yaklasik 150 baz ¢iftlik beklenmeyen fragmanin (Resim
12, kuyu 2 ve 3) primer dimer’inin vektore girmesinden kaynaklandigi goriildii. Klon 3
(C3)’de ise ¢ farklr alel tespit edildi. Bu sonug¢ klon se¢imi esnasinda baska bir klonun
secilen klona karistigin1 gostermektedir. Bundan dolay1 Klon 3 (C3) sonraki analizlere dahil

edilmedi.

Tablo 24. PLAGL2 igin CRISPR/Cas9n uygulamasi sonucunda secilen klonlara ait
varyasyonlarin alel bazli analiz sonuglari

Klon Varyasyon Gosterimi (cDNA ve Protein)
Alel 1 ¢.292-325delCACCAGTGTATGTACTGTGATAAGATGTTTCACC p.His98AlafsX64
¢l Alel 2 ¢.308-335delGTGATAAGATGTTTCACCGCAAGGACCA p.Cys103PhefsX61
Alel 1 ¢.318-346dellnsAAGATGTGTTTCACCG p-Met106llefsX62
4 Alel 2 ¢.302-312delTGTACTGTGAT p-Met101LysfsX16
Alel1 ¢.316-330delATGTTTCACCGCAAG p-MFHRK106-110del
cle Alel 2 INDEL YOK -
Alel 1 ¢.314-331dellInsTGATA p-Lys105MetfsX63
35 Alel 2 ¢.324-335delCCGCAAGGACCA p.RKDH109-112del
Alel1 ¢.297-312delGTGTATGTACTGTGAT p.Cys100ArgfsX68
C48 Alel 2 ¢.326-333dellnsTGTGT p.His109Leu f5X1

Biyoinformatik araglar kullanilarak analiz edilen klon 1’e ait alellerde INDEL’lerin
PLAGL2 proteinini ¢inko parmak DNA baglanma domainin ortasinda, klon 48’e ait
alellerde basinda ve ortasinda sonlandirdig1 goriildii. Analizler esnasinda izlenen siire¢ C1
icin Sekil 19 ve 20°de C48 icin Sekil 21 ve 22°de detayli olarak aciklandi. Segilen bu iki
klon PLAGL?2 knock-out klon 1 (PLAGL2 KO C1) ve PLAGL?2 knock-out klon 48 (PLAGL?2
KO (C48) olarak adlandirild1 ve sonraki ¢alismalarda bu iki klon kullanildi. Ayrica negatif

kontrol (Scramble) tabagindan secilen kontrol hiicresi de Scramble olarak adlandirildi.
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A) PLAGL2 B) pM1 23 11‘4
Ekzonl Ekzon2 .~ Ekzon3 { 2
, SR/ TGA | 5001 — 3
5 —t— ] __3 o=
i SERNA | 100
C) PAM sgRNA 2 sgRN

: Markir (100Bp)
: Scramble
:PLAGL2KO C1
: Negatif kontrol

Al PAM

Scramble Alel 1

ey

llu-.-.--.-.n--ll-
Cac

G

.-II-_-IIIIIII
A G cac

gt il

I
J
------ ----------- -..--- -- R ---..--- -

PLAGL2 KO CI
Alel_1

PAM

‘1'/\" \/\’VW\ /WW M

N\/\/\/\M

Scramble Alel 2

-mew/\m I

D) Baglama kodonu Son niikleotid sayis
Scramble CCACATTTTTCACCAGCGTCCCCCCCTGGATTCAAGATGCAAGCAGGAGGAGGAA 60
Cl1 Alel 1 CCACATTTTTCACCAGCGTCCCCCCCTGEAT TCAAGATGCAAGCAGGAGGAGGAA 60
C1 Alel 2 m CCACATTTTTCACCAGCGTCCCCCCCTGRAT TCAGATECARAGCAGGAGGAGGAL 60
Scramble CTCACAGCCTCCCGCARCCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCCTCAGCTGCACTGTGGCA 229
Cl Alel 1 CTCACAGCCTCCCGCAACCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCC TCAGCTGCACTGTGGCA 229
C] Alel 2 CTCA(.&G((T(((C(AA((AGAGCAGAGAC(ATAT&G(TG(CCTCAGCTC(ACTGTGG(»Q 229
s NSRS RRR AR INDEL
Scramble CAGARACCCCACCAGTGTATGTACTGTGATAAGATGTTTCACCGCAAGGACCATCTGLGE 342
Cl Alel 1 CAGARACCC - - mmmm e mem e mmm e mmm e GCAAGGACCATCTGCGG 3R e 34bp delesyon
C1 Alel2 CAGAAACCCCACCAGTGTATGTACT - - - m e mme e TCTGCGG 314 mmmmt 28bp delesyon
Durdurma kodonu

Scramble GTCTTCACGTCTGGCCTGAGTAGCACCACCCTGCCTCGTTTCCATCAAGCATTCCAGTAG] 1491
Cl Alel 1 TETGCCTGCAGACCTTTEAGAGTACCCAGGLCCTGE TAGAGCACKTGA] - - - - ------ 483

TGTGCCTGCAGACCTTTGAGAGTACCCAGGCCCTGCTAGAGCACTGA] - ===~ ~~=--~~ 489

e
Prematiir durdurma
kodunu
E)

C1 Alel 1 €.292-325delCACCAGTGTATGTACTGTGATAAGATGTTTCACC
Cl Alel 2 ¢.308-335delGTGATAAGATGTTTCACCGCAAGGACCA

Sekil 19. C1°de PLAGL2 nin CRISPR/Cas9n yontemiyle knock-out

edilmesinin DNA ve

RNA diizeyinde sematik olarak gdsterilmesi. A) PLAGL2 hedef geni iizerinde

sgRNA’larin konumlandirilmasi: mavi ekzon, mor intron,
B) PLAGL2 CRISPR/Cas9n hedef bolgesinin PCR

yesil kodlayan bolge.
ile cogaltilmasi. C)

PLAGL2’nin knock-out edilmesinin DNA {izerinde (alel 1 ve alel 2), scramble ile
karsilagtirilarak Sanger dizileme yontemiyle gosterilmesi. sgRNA 1, sgRNA 2 ve
PAM dizisi gen iizerinde alt1 ¢izili olarak vurgulanmistir. D) Her iki alelde
meydana gelen INDEL’lerin mRNA {izerine yansimasi. Baslama, durdurma ve

alellerde c¢erceve kaymasi sonucu olusan prematiir
gosterilmigtir. E) cDNA iizerindeki varyasyon gosterimi.
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A) Scramble MTTFFTSVPPWIQDAKQEEEVGWKLVPRPRGREAESQVKCQCEISGTPFSNGEKLRPHSL PQPEQRPYSCPQLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQK PHQCMYCDKMFHRKDHLRNHLQTH

C1 Alel 1 MTTFFTSVPPWIQDAKQEEEVGHKLVPRPRGREAESQUKCQCE ISGTPFSNGEKLRPHS L PQPEQRPYSCPOLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQKPAR TICGTICRPMILTKRPSTALS
C1 Alel 2 MTTFFTSVPPWIQDAKQEEEVGWKL VPRPRGREAESQUKCQCEISGTPFSNGEKLRPHSL POPEQRPYSCPQLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQKPHOCMYFCGTICRPMILTKRPSTA
Scramble DPNKEALHCSECGKNYNTKLGYRRHLAMHAASSGDLSCKVCLQTFESTOAL LEHLKAHSR RVAGGAKEKKHPCDHCDRRF YTRKDVRRHLVHTGRKDF LCQYCAQRFGRKDHLTRHVKK
Cl Alel 1 AVRITIRSWATGATHPCMLPAAVTSAARCACRPLRVPRPC. — [ () AA -~ - m s s e
C1 Alel 2 LSAVRITIRSHATGATHPCHLPARVTSAARCACRPLRVPRPC.— ] 2 A A = -r - wmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmemmmmmmcmmmmmcmescoemmmmmeeeeee
S Cranlble SHSQELLKIKTEPVDMLGLLSCSSTVSVKEE LSPVLCMASRDVMGTKAFPGMLPMGMYGA HIPTMPSTGVPHSLVHNTLPMGMSYPLESSPISSPAQLPPKYQLGSTSYLPDKLPKVEVD
Cl Alel 1

Cl Alel 2

Scramble SFLAELPGSLSLSSAEPQPASPQPAAAAAL LDEALLAKSPANLSEALCAANVDFSHLLGFLPLNLPPCNPPGATGGLVMGYSQAEAQPLLTTLQAQPQDSPGAGGPLNFGPLHSLPPVFT
CLAJEL ],  crmmerrmmcio et s st s b fn S dm e e £ S s S e s s i i o i e e e o S e i
O] ALEL2 e ool
Scramble SGLSSTTLPRFHOARQ — 496 AA

ClAlell

ClAlel2 e

B
) PLAGL2tiim domainler E=————

1 68 238 387 196

Sekil 20. C1°’de PLAGL2’nin CRISPR/Cas9n yontemiyle knock-out edilmesinin protein
diizeyinde sematik olarak gdsterilmesi. A) Scramble ile C1’e ait her iki alelden
elde edilen amino asit degisimlerinin karsilastirilmasi. Ortak olan amino asitlerin
alt1 ¢izgiyle vurgulanmigtir. Alel 1, 160. amino asitte Alel 2, 162. amino asitte
sonlanmistir. B) PLAGL?2 ait tiim domainlerin konumu. DNA baglanma domaini
mavi ile temsili olarak gosterilmistir. Klon 1 (C1)’e ait her iki alelde mutant
proteinin ifadesi DNA baglanma domainin ortalarinda sonlanmustir.
Varyasyonlarin protein iizerine yansimasi sekil iistiinde gosterilmistir.
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Alel 1

E) C48 Alel 1
C48 Alel 2

A) PLAGL2 B) M1 23 viMarkir (1008p)

. ¢ 1 : Scramble

Ekzon1 Ekzon 2 CRNA2 F;i(\zon 3 = ! 2« PLAGL2 KO C48

5 ; ?— s e .. 3 :Negatif kontrol
sgRNA 1 100=1 S—
) PAM sgRNA 2 sgRNA 1| PAM
s Py il
’\ ] v
.'w-l I.I-Ilwllll'..l._-iﬂl -

i :i" i ﬂ Ia
PLAGL2KO C48 | ﬁ_f'\‘;‘@ VY ./\I H\{\NJV\“
_ L . ¥ S _. h A IE J :‘

nnnnn c G ATAAG ATGTTTCK G"nn"GRC:Cn cCIG G & AAC
‘,
I
| i
!
) . filn
PLAGL2KOC48 | ) fn A rw5 \ m it I il
ViA \ | i1
Alel 2 Vi ’-J\ /\ \\\ f" ! } A |
b LA X I\I.J‘\.\_.i'.‘
srssmssissrzssasssszas Ramacammecacaa an ,:.
A CCCCACCARAGBGIGTATGETACTGSE TG ATAAG ATSETTT c < T°C A CTGC GG C CAT
Baslama kodonu Son niikleotid sayist
D) Scramble CCACATTTTTCACCAGCGTCCCCCCCTGOATTCAAGATGCAAGCAGGAGEAGBAS ()
C48 Alel 1 ATORCCACATITTTCACCARCATCCCCCCCTOATTCAMGATGCANAGOAGEAGGACGAA 60
C48 Alel2  IATGRCCACATTTTTCACCASCGTCCCCCCCTGRATTCAAGATGCARAGEAGAGRAGEA 6]
Scramble CTCACAGCCTCCCGCAACCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCCTCAGCTGCACTGTGRCA 229
C48 Alel 1 CTCACAGCCTCCCGCAACCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCCTCAGCTGCACTETGECA 220
C48 Alcl 2 CTCACAGCCTCCCGCAACCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCCTCAGCTGCACTGTGGCA 229
.............................................. MDA
INDEL
Scramble CAGAAACCCCACCAGTGTATGTACTGTGATAAGATGTTTCACCGCAAGGACCATCTGEGE 342
C48 Alel ] CAGAAACCCCACCA -------nnnnomnev AAGATGTTTCACCECAAGEACCATCTGLGG 326 =mmmmp 16bP delesyon
C48 Alel 2 CAGARACCCCACCAGTCTATGTACTGTGATAAGATGT TTCACCTATGAY- - ~----- - 330 memm 3bp delesyon, durdurma
Prematir durdurma kodonu ile birlikte
Durdurma kodonu ~ ©bp insersiyon
Scramble GTCTTCACGTCTGECCTGAGTAGCACCACCCTGCCTCGTTTCCATCAAGCATTCCAQTAG] 1491
C48 A%e% 1 raceraeasaceTTTRAGASTACCCAGGCCCTAATAG] 501
Alel2 e Pt i R
C48 Prematiir durdurma
kodunu

- -::-(._ ul ;,::53:! -------
PAM sgRNA 2

|

Scramble Alel 2 ‘i [\/\/\/\ M /\, \A{\ m{\/\[\} "/\ f N\WV\M fnV )\ ,'[HMV\/\/\/\.W

¢.297-312delGTGTATGTACTGTGAT
¢.326-333delinsTGTGAT

Sekil 21. C48°de PLAGL2 nin CRISPR/Cas9n yontemiyle knock-out edilmesinin DNA ve
RNA diizeyinde sematik olarak gosterilmesi. A) PLAGL2 hedef geni iizerinde
sgRNA’larin konumlandirilmasi: mavi ekzon, mor intron, yesil kodlayan bolge.
B) PLAGL2 CRISPR/Cas9n hedef bolgesinin PCR ile c¢ogaltilmasi. C)
PLAGL2’nin knock-out edilmesinin DNA {izerinde (alel 1 ve alel 2), scramble ile
karsilastirilarak Sanger dizileme yontemiyle gosterilmesi. sgRNA 1, sgRNA 2 ve
PAM dizisi gen iizerinde alt1 ¢izili olarak vurgulanmigtir. D) Her iki alelde
meydana gelen INDEL’lerin mRNA iizerine yansimasi. Baglama, durdurma ve

alellerde c¢ergeve kaymasi

sonucu olusan prematiir durdurma kodonu

gosterilmistir. E) cDNA iizerindeki varyasyon gosterimi.
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A) Scramble MTTFFTSVPPWIQDAKQEEEVGWKLVPRPRGREAESQUKCQCE ISGTPFSNGEKLRPHSL PQPEQRPYSCPQLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQKPHQCHYCDKMFHRKDHLRNHLQTH
C48 Alel 1 MTTEFTSVPPWIQDAKQEEEVGHKLVPRPRGREAESQUKCQCE TSGTPFSNGEKLRPHSL PQPEQRPYSCPQLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQKPHQRCFTARTICGTICRPMILTKR
C48 Alel 2 MTTFFTSVPPWIQDAKQEEEVGHKLVPRPRGREAESQVKCQCE ISGTPFSNGEKLRPHSL PQPEQRPYSCPQLHCGKAFASKYKLYRHMATHSAQKPHQCMYCDRMFHL— ] (0 A A

Scramble  ------ e S R S e I
C48 Alel 1 PSTALSAVRITIRSWATGATHPCHLPAAVT SAARCACRPLRVPRPC — 1 G0 AA - < oo I

T N S

Scramble SHSQELLKIKTEPVDMLGLLSCSSTVSVKEELSPVLCMASRDVMGTKAFPGMLPMGMYGA HIPTMPSTGVPHS LVHNTLPMGMSYPLESSPISSPAQLPPKYQLGS TSYLPDKLPKVEVD

CAB ALl 1 o e
CAB ATl 2. wimmesnlamstiins Co el e Sl e D e e e O

Scramble SFLAELPGSLSLSSAEPQPASPQPAAAAAL LOEAL LAKSPANL SEALCAANVDFSHLLGFLPLNLPPCHPPGATGGLVMGYSQAEAQPLL T TLQAQPQDSPGAGGPLNFGPLHSLPPVET

Ca8 Alel |
CABALBLD  —rieeornmrememmnton s e lmmsiaemmsi e b ittt e o

Scramble  sassumiare —496 AA
Ca8 Alel2 oo

.Cys100ArgfsX68
C48 Alel 2 (pHis109LewsX1) C48 Alel 1 (p.Cys rg/sX68)

B)

PLAGL2 tiim domainler ==
1 68 238 387 496

DINA Binding

Sekil 22. C48°’de PLAGL2 nin CRISPR/Cas9n yontemiyle knock-out edilmesinin protein
diizeyinde sematik olarak gosterilmesi. A) Scramble ile C48’¢e ait her iki alelden
elde edilen amino asit degisimlerinin karsilastirilmasi. Ortak olan amino asitlerin
alt1 ¢izgiyle vurgulanmistir. Alel 1, 166. amino asitte Alel 2, 109. amino asitte
sonlanmistir. B) PLAGL2 ait tiim domainlerin konumu. DNA baglanma domaini
mavi ile temsili olarak gosterilmistir. Klon 48 (C48) ’e ait alellerde mutant
proteinin ifadesi alel 1’de DNA baglanma domainin ortalarinda, alel 2°de DNA
baglanma domainin baglarinda sonlanmigtir. Varyasyonlarin protein iizerine
yansimasi sekil tistlinde gosterilmistir.

4.1.8. CRISPR/Cas9n Sistemi Icin Tasarlanan sgRNA’larin Secilen Klonlarda Hedef
Dis1 Analizlerinin Gergeklestirilmesi (Off-Target)

Bu kapsamda Benchling biyoinformatik araci kullanilarak tasarlanan ve PLAGL2’nin
sessizlestirilmesinde kullanilan sgRNA 1 ve 2 i¢in hedef-dis1t analizleri, CCTop
biyoinformatik web arayiizii (193) kullanilarak gergeklestirildi. Hedef dis1 analiz sonucunda
sgRNA 1 ve 2’nin hedeflenme ihtimalinin oldugu genlerin ilk 20 tanesi siralandi. Bu genler
arasinda secim yapilirken sgRNA 1 i¢in hedef-dis1 olma ihtimali en yiiksek gen RPI1-
274J2.1 (ekzonda bir baz degisim olan) ve sgRNA 2 i¢in TREML?2 geni (ekzonda dort baz
degisim olan) dizileme analizlerini ger¢eklestirmek iizere sec¢ildi. Se¢im yapilirken hedef
dis1 ihtimali olan bolgelerin, dncelikle ekzonik bdlge olmasi sonrasindaysa hedefle farkinin
en diisiik Mis-match’e (MM) sahip olmasi tercih edildi. Bu dogrultuda, sgRNA 1 i¢in
ekzonik bolgeye sahip ii¢ farkli gen arasindan bir Mis-match’e sahip RP11-274J2.1 (Sekil
23A), sgRNA 2 iginse ekzonik bolgeye sahip iki farkli gen arasindan dért Mis-match’e sahip
TREML2’nin (Sekil 23B), hedef dis1 gen adaylar1 olarak diisiiniilerek INDEL analizlerini

gerceklestirmek tizere secildi.
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A) Legend for off-target site positon: E = @xenic: | = intronic; - = intergenic

Coordinates strand | MM target_seq PAM | distance gene name gene id
chr20:32197601-32197623 1] CGG |0 EPLAGL2 ENSG00000126003
chr3:12840570-12840592 4 GGG |0 E[RPL32 ENSG00000144713
chr3:129397468-129397490 - 4 GGG [120 1|SNORATB ENSG00000207088
i |chrd:84244318-84244340 + 1 CGE |0 ERP11-274]2.1 ENSG00000214980
chr5:883489-883511 + 4 0 E BRD9 ENSG00000028310
chr3:149665149-149665171 + 4 30181 |- |[ARHGEF37 ENSG00000183111
chr9:119530853-119530875 + 4 6728 |- [RP11-295D22.1 ENSG00000260970
chr8:141578526-141578548 3 59789 |- |AC138647.1 ENSG00000226490
chrd 54252-74354274 4 14100 |- |CTD-2275D24.1  [ENSG00000251041
chrl:156260000-156260022 4 429 1|SMG3 ENSG00000198952
chr5:33964884-33964906 4 868 T|SLC45A2 ENSG0000164175
chr6:166755179-166755201 4 2326 | I [RPS6KA2 ENSG00000071242
chr]5:31903503-31903525 - 3 24778 |- |SNORAIS ENSG00000206849
chr8:100483234-100483256 + 4 G 81 1|KB-1615E4.2 ENSG00000253666
chr20:1043 0435499 4 G] 24 I |SLX4IP ENSG0000149346
chr8:56069028-56069050 4 TG] 498 I RPS20 ENSGQ0000008988
chrl11:32249948 4 TG] 4376 |1 |THEMTP ENSG00000227160
chr17:77885925-778859: 4 TG] AGG |1838 |- [FLI45079 ENSG00000204283
chrl:118231331-118231353 + 4 TG GGG |33019 |- RNAS3SP56 ENSG00000222209
chrl5:75138148-75138170 + 4 G GGG |16482 |- |SCARNA20 ENSG00000252722

B) Legend for off-target site positon: E = exonic: | = intronic; - = intergenic

Coordinates strand | MM target seq PAM | distance gene name gene id
Jchr20:32197632-32197654 + 0 |TCACAGTA[CATACACTGGTG GGG |0 E|PLAGL2 ENSG00000126003
-88259394 + 4 |ACBATGTT [CATA AGCG [62066 |I|MMPI6 ENSG00000156103
78589 + 4 |TACCATTT [CATACACTGGTG AECG (17965 |I|SNORDTR ENSG00000212378
20698429 - 4 |TCAGTTTC [CATA G TGE (11996 |-|AC087499.8 ENSG00000264874

2061-178572083 + 4 AEG [NA - [NA INA

546046-22546068 - 4 AGG (40397 |-|RPS4XPI8 ENSG00000239490
- 4 Cee (T4 I [AKIRIN2 ENSG00000135334
- 4 TGG (3021 I|[FAMI3B ENSG00000031003
+ 4 GGG .|10688 |I|RYR2 ENSG00000198626
chr4:1304130-1304152 - 3 AECG  [4161 I [(MAEA ENSG00000090316
W chr6-41191519-41191541 - 4 GGG |0 E|TREML2 ENSG00000112195
chrl:22216407-22216429 - 4 AGG  [49810 |- |MIR4418 ENSG00000266564
+ 4 TGG [0 E|ISPD ENSG00000214960
chr4:181743573-181743595 + 4 AGG (76424 |-|RP11-340E162  |ENSG00000251336
chr4 5950-47225972 - 4 GGG |64481 |I|GABRBI ENSG00000163288
chr2:106045024-106045046 - 3 AECE (18200 |-|C2orf40 ENSG00000119147
chrl12:30624160-30624182 + 3 AGCG [4806 | -|TPOS8 ENSG00000133704
chrl1-83364173-83364195 - 3 TGG (22793 |I|H19 3 ENSG00000274004
chrl:241530107-241530129 + 4 AGG  [2005 - [KMO ENSG00000117009
chr10:54881765-54881787 + 4 |TCATAGTC [AARTAGACTGGTG] GGG |12643 |I[RP11-264A111 |[ENSG00000236958

Sekil 23. Tasarlanan sgRNA 1 ve 2’nin hedef disinda gitme ihtimali olan genlerin listesi. A)
sgRNA 1. B) sgRNA 2. Analizi yapilacak olan genler kirmizi ok ile gosterilmistir.
Hedef dizinin genomdaki konumu, kirmizi harf ile gosterilen E: ekzonik, sar1 harf
ile gosterilen I: intronik, yesil ile gosterilen ise intergenik olarak belirtilmistir.
sgRNA'larin gitme ihtimali olan hedef dizilerde PLAGL2’ye 6zgii sgRNA
dizilerinden farkli olarak degisen bazlar (MM) kirmizi punto belirtilmistir.

Hedef dis1 analizler i¢in segilen genlerin ekzonlarindaki hedef diziyi (Off target
sgRNA 1 ve 2) icine alan bolgeye 6zel primer tasarlandi (Sekil 24). RP11-274J2.1 igin (ileri
Pr. 1701-Geri Pr. 1702), TREML? igin (Ileri Pr. 1703- Geri Pr. 1704) primerler kullanilarak
hedef bolge PCR ile ¢ogaltild1 ve ayni ileri primerler kullanilarak Sanger dizilemeyle analiz

edildi.
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ileri primer
A} AGCTGAGGCCTCACAGCCTCCCACAACCAGAGCAGAGACCATATAGCTGCCGTCAGCTGCACTGTEGCGAGTCTTTTGCT TCCAAATACAAGC TG T ATAGGCACATGGCCACCCACTCAGCCCAGARACCCACCAGTGTATGTACTGTGATA
TCGACTCCGGAGTGTCGRAGGGTGTTEGTCTCGTCTCTRGTATATCGACGGCAGTCACETGACACCGLT CAGAAAACGAAGGT TTATGT TCGACATATCCGTGTACCCGTGEGTGAGTCGRGTCTTTGGGTGETCACATACATGACACTAT

RP11-27412.1 EKZON
RP11-27412.1

Off target sgRNA 1 [PAM
AGGTGTTTCACCGCAAGGATCATCT GCGGAACCATCTGCAGACCCATGACCCTAACAAAGAGGCCCTCCGCTGCTCTGAGT GCGETAAGAAT TACAATACGAAGCTGGGCCACCGGCGCCACCTGGCCATGCATGCTGCCAGCAGCGGTGAC
TCCACAAAGTGGCGTTCCTAC-TEFACECCTTGGTAGACGTCTC—GGTAETGGEATTGTTTCTCCGEGAGGCGACGAC—ACTCACGCCATTETTAATGTTATGETTEG-‘-CCCGGTGGCCC—CGGTGGACCGGTACGTACGAEGGTCGTEGCCACTG

RP11-274]2.1 EKZON
RPI1-27412:1

CTCAGCTGCAAGGTGTGCCTGCAGACCTTTGAGAGTACCCAGGCCCTGCTAGAGCACCTGAAGGGCCACTCACGCCGGGTAGCAGGCAGTGCCAAGGAGAAGAAGCACCCCTGTGACCACTGCGACCGGLGGTTCTA
GAGTCGACGTTCCACACGGACGTCTGGAAACTCTCATGGGTCCGGGACGATCTCGTGGACTTCCCEGTGAGTGCGGCCCATCGTCCGTCACGGTTCCTCTTCTTCGTGGGGACACTGGTGACGCTGGCCGCCAAGAT

RP11:274]2.1 EKZON Cerl primer

RPIL27412.1

Geri Erimer
B) crancacecTeTao6CT6CAGRGTCACCETETCECARG
CGATTCTCGGAGACCCGACGTCCCAGTCGGAGAGGGTTCTGACT

GCAGAGGCTGGACTTGGGECTCTCTCCCCCAGCTTCTACACCTGGGCTCCAAGTCTGAGTTCCCACAGGGGACCCAGCAGCCTCCAGGAAGTCCATACCCTGGGE
ACGTCTCCGACCTGAACCCCGAGAGAGGGGGTCGAAGATGTGGACCCGAGGTTCAGACTCAAGGGTGTCCCCTGGGTCGTCGGAGGTCCTTCAGGTATGGGACCCE

TREML2 EKZON 5
TREML2
Off target sgRNA 2 lPDAM
TGGCTGAGACCTTGGCTCTGTATGGAGGCTGCTCACCCCACAGACACTGGTGGGGAGACCATGGCTCAGAGGAAGGGTGGAGCAACCCTCCTCCTACCCCTCAGGATAGAGAGAGAAGACACACTTGGGACACAGTGAAGACAGTAACTTGG
ACEGAETCTGGAACCGAGACATACCTECGACGAOTGCGGTGTCTGTGA%I:ACCCCTCTGGT-\CEGAGTCTCCTTCCCACCTCG?TGGGAGGAGGATGCGGAGT(CT—'-TCTC'-‘CTCTTETGTGTGAACCETGTGTC;ETTCTGE‘CATTG;\AEC
TREML2EKZON 5
TREMLY
AACTGACCACGGCCTGGAGGACTGGCCCAGGCAGGGOGACAGGGAAAATGGAGCCCAAGTAGCCTCTGGC CAGGGACCCAATGTCCCGAGGAATCTGECTCCCACCCACTGACTCAGGGCTCAGACTCAGCCTCTATTGTCCAGAGEACTGE

TTGACTGGTGCCGGACCTCCTGACCGGGTCCGTCCCCCTGTCCCTTTTACCTCGGGT TCATCGGAGACCGGTCCCTGEGTTACAGGGLTCL GACGGAGGGTGGGTGACTGAGTCCCGAGTCTGAGTCGGAGATAACAGGTCTCGTGACT

Tleri primer
TREML2 EKZON §
TREML2

Sekil 24. Hedef dis1 analizler i¢in secilen dizilerin genler iizerindeki lokasyonu ve tasarlanan
primerler. A) sgRNA 1 i¢in segilen RP11-274J2.1 geni B) sgRNA 2 i¢in secilen
TREML?2 geni (Mavi: Hedef bolgeyi PCR ile ¢ogaltmada ve Sanger dizilemede
kullanilan primerler, kirmizi: olas1 hedef diziler, sari: PAM dizileri, yesil: Cas9n
kesim bolgesi).

Hedef disina yonlenme ihtimali olan diziyi iceren bdlgeyi ¢ogaltmak amaciyla
yapilan PCR sonucunda (Resim 13A), RP11-274J2.1. ve TREML?2 genlerine ait PCR
tiriinleri yine ayni ileri primerler kullanilarak Sanger dizileme ile analiz edildi. PLAGL?2
knock-out C1 ve C48 klonlarinda yapilan dizileme analizi sonucunda hem RP11-274J2.1.
hem de TREMLZ2 nin hedeflenme olasilig1 olan dizisinde herhangi bir degisimin olmadigi
goriildii (Resim 13B ve C). Boylelikle PLAGL?2 igin sectigimiz sgRNA’larla uyguladigimiz
CRISPR/CasOn sisteminin yonlenme ve ekspresyonlarini susturma olasiliklarinin yiiksek

oldugu iki geni etkilemedigi gdsterilmis olundu.
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M: Markar (100 Ep)
CRPI-27402.1 Seramble
TRPJI-2T4I21CL
CRFP11-274J2.1 CAB
CRPII-27472 1 WNegatif kontrol
: TREML? Scramble

cTREML2 C1

c TREMI2 C48

: TREME 2 Negatif kontrol

[ TR I NI SN T B

oo

Off-target 5gR‘hh 1 PAM

- [l _
P Ty O T 1 Y Y PO I PO Y TN Y I
Scramble _ l. oy .|I|: al Ii""',| I ulI [ l.-.-. 1
Alel 1 ve 2 w:-.rqu _!' .-I—:'."'wlr.-l.-'lu!ql |'. ia 1:'{."' Ir!| -.-Inlwlo |I|I +Ii ll Ii;rlnlrflul'n r|lu - ...- rlrulr.-ln'lr""'- In'l ! I"-'-

B)

rP11-274720 M ae s T
pLacL2koct |\ [l M AU T
Alel 1 wve 2 Vs :":u_"J'i_*.—. o :';.I-u"-l‘.‘l'q". iw ."'_" "n ¥ .In o ..I L ey AR as v -iqjhl e |‘.-‘I1. dl.-!._" SERLED '._".L-'u

INDEL Yok pan

RPI1-27472.] o .ll M M Tl ey e _
pLAGL2Ko Cas || ] LB L fana] il

I
IRy LR R 1Y ||Il||:_ I LA | !
Alel 1 ve 2 R |+l|_".—lu_l: 5w ."._"."."-_-!u HHJ'- i :'-|+'bll'l'-!'| edews .-.n--r'"-" ..‘..'-'.'E"rl'._l' Hihw

pan Off-target sgRINA 2

) rrEMz2

Scramble
Alel 1 ve 2

TREML2
PLAGL2 KO C1 G

Alel 1 ve 2 i ....u - -.1. iy -r. .'I_' : l.... e .'.I.'.I.I'n. I-I- -Iq.l .-.'u - | ses -'i -'u (s

TREML? »
PLAGL2KO €48 VIV VLl PV b gl
AIEI 1 Ve 3 " -I-'I-. RN -'I'-'- -'. '.".::-. T '-.-'I- [(E T} -'I -: ‘..'- -:'-: BRIl W

Resim 13. PLAGL?2 knock-out klonlarda hedef dis1 analizler i¢in segilen RP11-274J2 ve
TREML?2 genlerinin hedef bdlgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve INDEL
analizleri. A) PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisi. B) RP11-274J2
hedef bolgesine ait Sanger dizileme sonuglari. C) TREML?2 hedef bolgesine ait
Sanger dizileme sonuglari.
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4.2. Secilen Klonlarda PLAGL2 Ekspresyonundaki Degisimin Kantitatif Real Time
PCR (qRT-PCR) Yéntemi ile Incelenmesi

PLAGL?’nin susturuldugu DNA diizeyinde gosterilen klonlarda (C1 ve C48)
PLAGL?2 gen ifadesinin mRNA seviyesindeki kantitatif degisimi analiz etmek amaciyla
qRT-PCR yontemine bagvuruldu. Bu amagla, ilk olarak 6rneklerden Macherey-Nagel (MN)
RNA izolasyon kiti kullanarak iiretici firmanin onerileri dogrultusunda toplam RNA izole

edildi (Resim 14).

1: Scrmble
2: PLAGL2KOCl1
3: PLAGL2 KO C48

28 S— :
18 S—

58—

Resim 14. PLAGL?2 knock-out C1 ve C48 klonlarindan RNA izolasyonu

Elde edilen RNA oOrneklerinden Wizscript cDNA sentez kiti kullanilarak iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda cDNA’lar olusturuldu ve qRT-PCR reaksiyonu SYBR
Green kosullar1 dikkate alinarak kuruldu. PLAGL2 (ileri, Pr. 1656-Geri, Pr. 1657) ve
normalizasyonda kullanilacak olan housekeeping GAPDH (ileri Pr. 1664-Geri, Pr. 1665)
genine ait primerler olast genomik DNA kaynakli ¢cogalmayr tamamen dislamak adina

ekzon-ekzon baglantisindan secildi (Sekil 25).
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CCGCTCGOGCEGETEL A
CCGGCCC

Lol LIl

CCGACCGCCGCCACTA

o

TACCGGGCTGGCGECGETGA

A CCCLCACCCLCCCCTOr CCCGAGCE
CGCGGCACCGLCCCCTCCACGACCCGAGC

o o
GCGCCGTGGCG

-‘:L-JC\.\-_.\C LC-\.-\.-C“-GC-

PLAGL2
PLAGL2 EKZON 1
COOCeT

COACCETOAR
GCAGCGTGGGG CCCTTTGCCATTAG

COTCGCACCCCEEE Al ACCTCGCCTACCCCTCCGAAAGAGTTATTGTACCGGGAAACGETAATC
Geri primer
PLAGL2 PLAGL2
40 PLAGL2 EKZONT PLAGL2 EKZON 2

ileri primer

COCA

ATGGGTGTGAA(ICATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAGAT CATCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCAT

GCAGTACCCACACTTGGTACTCTTCATACTGTTGTCGGAGTTCTAGTAGTCGTTACGEAGGACGTGGTGETTGACGAATCGTGEGEACCGGTTCCAGTAGRT,

GAPDH 1
; GAPDH EKZON 6 GAPDH EKZON 7

GACAACTTTGGTATCGTGGAAGCACTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTCCCACCCAGAAGACTETGCATGGCCCCTCCGGCAAACTGTGECGTCATGECCGCGEGECTCTCCAGAACATCATCCCT

CAQGTACGGTAGTGACGETGGGTCTTCTGACACCTACCGOGGAGGCCCTTTGACACCGCACTACCGGCGCCCCGAGAGGTCTTGTAGTAGGE

CTGTTGAAACCATAGCACCT

Geri primer

GAPDH
GAPDH EKZON 7 i GAPDH EKZON 8

Sekil 25. qRT-PCR’da kullanilacak olan primerlerin gen iizerinde konumlandirilmasi. A)
PLAGL?2 (116 bp’lik iiriin) ileri ve geri primeri. B) GAPDH (148 bp’lik {iriin) ileri

ve geri primerleri.

Yapilan qRT-PCR reaksiyonu sonucunda PLAGL2 ve GAPDH genlerinin miktari

standart egriye dayal kantitatif qRT-PCR metodu ile hesaplandi (196). Bu metod i¢in

PLAGL?2 ve GAPDH primerleri kullanilarak Ct degerlerine kars1 log cDNA miktar1 olacak

sekilde standart grafikleri ¢izildi. Standart egrilerinden egim degerleri PLAGL2 ve GAPDH

icin sirastyla -2.93 ve -3.08 olarak bulundu (Sekil 26).

PLAGL2 GAPDH
32 28 1
v=-2.8366x+ 32,339 v=-3,0827x+27.959
s 30 1 T 261
:gﬂ )%D
a o
e e
U 28 - © g
26 T T T 1
H T T T 1
0 0.3 1 13 2 0 05 1 13 2
Log Input (cDNA) Log Input{cDNA)

Sekil 26. PLAGL2 ve GAPDH standart egrileri
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Deneyde elde edilen egimlere denk gelen amplifikasyon verimi ‘Esitlik 1° denklemi
kullanilarak PLAGL2 ve GAPDH igin sirastyla %119 ve %111 olarak hesaplandi. Egim
degeri icin -2.92 ile -3.92 arasinda, egim verimi i¢inse %100 + 20 kabul edilebilir bir aralik
olarak belirtilmistir (214).

Amplifikasyon verimi (%) = (10(-1/¢&m) _ 1) (Esitlik 1)

Standart egri cizilerek hesaplanan kantitatif karsilagtirma sonucunda PLAGL?2
ekspresyonunda kontrole kiyasla klon 1 (C1)’de yaklasik %20, klon 48 (C48)’de yaklasik
%9’luk anlaml1 bir azalma oldugu goriildii (Sekil 27).

L&+

0.5=

Gareccli PEAGELZ2 mRENA sevivesi

0.0

[t (FQ'
2 ol
< v

Sekil 27. CRISPR/Cas9n uygulamasi sonrasi secilen C1 ve C48 klonlarinda PLAGL?2
mRNA seviyesi. *p<0.05

CRISPR gen knock-out sisteminde asil hedef bir geni protein seviyesinde susturmak
oldugu icin, bir sonraki asamada PLAGL?2 knock-out klonlarda PLAGL2 protein seviyesi

immiinoblot yontemiyle analizi edildi.

4.3. PLAGL2’nin HaCaT Klonlarinda Knock-out Edildiginin Immiinoblot ile

Dogrulanmasi
4.3.1. Hiicrelerden Protein Lizati Eldesi ve Protein Miktar1 Tayini

INDEL’lerin analizi sonucunda PLAGL2 proteinin erken sonlandigi DNA ve
mRNA diizeyinde teorik olarak gosterilen C1 ve C48 klonlarinda, PLAGL2 ekspresyonunu

protein seviyesinde gdstermek amaciyla immiinoblot analizi gerceklestirildi. Bu hedefe
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yonelik ilk olarak kontrol, PLAGL2 knock-out C1 ve C48 klonlarindan protein lizat1 elde
edildi. Ayrica, endojen PLAGL2 proteininin goriintiilenmesi esnasinda daha evvel Myc- ve
Flag- etiketleriyle fiizyon olarak HEK293 hiicrelerinde gegici fazladan ifade ettirilen etiketli
PLAGL2 proteinin oldugu lizat da goriintiileme esnasinda kolaylik saglamasi agisindan
pozitif kontrol olarak deneye eklendi (Resim 15B). Protein miktart BCA kiti kullanilarak

kantite edildi ve jele esit miktarda protein yiiklendi.
4.3.2. SDS-PAGE Elektroforezi ve Inmunoblot Analizi

PLAGL2 ekspresyonu PLAGL2’ye 6zgii antikor kullanilarak %7.5’lik SDS/PAGE
jelinde analiz edildi (Resim 15A). Scramble sgRNA’nin kullanildigi hiicrede PLAGL2
ekspres olurken, C1 ve C48 klonlarinda ekspresyon goriilmedi. Pozitif kontrol olarak
kullandigimiz Myc etiketli (~1.2 kDa) ve 3xFlag etiketli (~3 kDa) PLAGL2, bekledigimiz
tizere endojen PLAGL2’nin ¢ok az gerisinde yiiriidii (Resim 15B). Proteinin her 6nek icin

jele esit miktarda yiiklendigi housekeeping protein olan B-aktin ile gosterildi.

A) B)
5 -
kDa 1 = 3 4 . 1 Scramble
' . - 2:PLAGLZ KO C1
PLAGL2 e O PLAGL2
i — — — | | | - 3: PLAGL2 KO C4§
Anti-PLAGL? Ant-PLAGL2 4: Myc-PLAGLZ2
o 5 Flag-PLAGL?2
Beta-Altin —| e — —— - - -
Anti-Beta-Aktin Anti-Beta-Aktin

Resim 15. PLAGL?2 knock-out klonlarda PLAGL2’nin immiinoblot ile analizi A) Kontrol,
PLAGL?2 knock-out C1 ve C48 klonlarinda PLAGL2 (54 kDa) ifadesi. PLAGL2
kirmiz1 ok ile gosterilmistir. B) Pozitif kontrol olarak HEK?293 hiicrelerinde
gecici fazladan ifade ettirilen Myc ve Flag etiketli PLAGL2.

PLAGL2 ekspresyonunun yok edildigi protein seviyesinde kanitlanan PLAGL2
knock-out klonlarda CRISPR/Cas9n sisteminin amacina ulastigi gosterilmis oldu. Elde
edilen bu klonlar bir sonraki karakterizasyon calismalari i¢in 6nce ¢ogaltildi sonra kisa
vadede kullanilmak {izere -80 °C’de uzun vadede kullanilmak iizere sivi nitrojende

dondurularak saklandi.
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4.4. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Morfolojisinin incelenmesi

PLAGL2 nin knock-out edildigi dogrulandiktan sonra klonlar 6ncelikle morfolojik
acidan incelendi. Bu c¢alismalar kapsaminda hiicreler ilk olarak 1sik mikroskobu altinda
analiz edildi. Sonrasinda hiicre kompartmanlarin1 analiz edilmesine olanak saglayan

immiinofloresan yontemiyle konfokal mikroskobunda incelendi.

4.4.1. Isikk Mikroskobu Altinda PLAGL2 Knock-out Hiicrelerinin Morfolojisinin

Incelenmesi

Uygun biiytime kosullarinda ¢ogaltilan ve yaklasik %80-90’lik doluluk oranina
ulasan PLAGL?2 knock-out hiicreler Canon fotograf makinesi baglantili ‘inverted mikroskop’
ile goriintiilendi. Analizi sonrasinda PLAGL?2 knock-out hiicrelerin kontrole kiyasla boyut

olarak belirgin bir sekilde daha biiyiik oldugu gézlemlendi (Resim 16).

Mikroskop bitviitme giiciy

X 10X

Scramble _|

PLAGL2Z KO C1

PLAGLI KO C48

—

Resim 16. PLAGL2 knock-out ve kontrol hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki goriinimi.
Olgek ¢ubugu: 25 um.
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4.4.2. Konfokal Mikroskobu ile PLAGL2 Knock-out Hiicrelerinin Morfolojisinin

incelenmesi

Isik mikroskopisine dayali gozlemlerimiz PLAGL2 knock-out hiicrelerin kontrole
kiyasla daha biiyiik oldugunu gosterdi. Bu gozlemimizin ardindan, hiicre sinirlarin1 daha
detayl1 bir sekilde incelemek adina hiicrelerde hiicre sekil ve sinirlarinin belirlenmesinde
siklikla kullanilan beta-aktin proteini (188) immiinofloresan yontemiyle B-aktin antikoru
kullanilarak konfokal mikroskopta analiz edildi. Isik mikroskopuyla ortlisiir sekilde
konfokal mikroskop analiz sonucunda PLAGLZ2 knock-out hiicrelerinin hiicre boyutunun

belirgin sekilde daha biiyiik oldugu goriildii (Resim 17 ve Ek 2).

DAPI Beta-Aktin Merge

PLAGL2 KO (1 Seramble

PLAGL2KO C48

Resim 17. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde Beta-aktin ile hiicre iskeleti organizasyonunun
analizi. DAPI: Mavi, Alexa Flour 488: Yesil. Olcek cubugu: 20 pm.
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4.4.3. Akas Sitometrisi ile PLAGL2 Knock-out Hiicrelerinin Morfolojisinin Incelenmesi

Isik ve konfokal mikroskobunda yiizeye tutunan hiicreler lizerinde gerceklestirilen
morfolojik incelemelerin ardindan PLAGLZ2 knock-out hiicrelerde gozlemledigimiz hiicre
boyutundaki artisin ylizeye tutunma sekline mi yoksa boyuttaki artisa m1 bagl oldugunu
belirlemek ve boyuttu artis olmast durumunda bunu kanitlamak iizere hiicreler akis
sitometrisi cithazinda analiz edildi. Ayrica hiicrelerin graniilite dl¢limii de gerceklestirildi

(Sekil 28).

Akis sitometrisinden elde edilen sonug, yiizeye yapisik hiicrelerde gdzlemledigimiz
mikroskop analizleri ile Ortiisiir sekilde PLAGL?2 knock-out HaCaT hiicrelerin hiicre-ylizey
etkilesiminden bagimsiz olarak boyutlarinin x-ekseninde (FSCA) saga ve graniiliitelerinin

y-ekseninde (SSCA) yukar1 kiimiilatif olarak kaydig1 goriildii (Sekil 28).

F 3

2 <1 w0

o ™ b=
ol E £ S
=t o - — Scramble © - - Scramble < - - Scramble
= —PLAGL2KOC1 — PLAGL2 KO C48
—
< Lq La <L 5
< | |82 3 S o3
S| 8EA 82 23
v - o a
»n G . -

= T T T = T T T = T T T

1] 5,000,000 10,000,000 16777215 0 5,000,000 10,000,000 16,777,215 0 5,000,000 10,000,000 16,777 215
FSC-A FSC-A FSC-A
>
FSCA-Biytiklik

Sekil 28. PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin biiyiikliik ve graniilitelerinin akis sitometrisi ile
analizi. Kirmizi halka Scramble, yesil halkalar PLAGL2 KO hiicre
popiilasyonunun yogunlastigi bolgeyi temsil etmektedir.

4.5. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin ikilenme Zamannin Analizi

PLAGL2 knock-out hiicrelerin proliferatif ozelliklerini belirlemek amaciyla
hiicrelerin boliinerek sayilarini iki katina ¢ikardiklari zaman (ikilenme zamani: doubling
time) analiz edildi. Hiicrelerin ikilenme zamaninin belirlenmesi i¢in 0, 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde akis sitometrisi kullanilarak hiicre sayimi1 yapildi ve biiylime egrileri ¢izildi (Sekil
29A). Elde edilen veriler dogrultusunda ikilenme zamani1 kontrol hiicrelerinde 24.14 saatken,

PLAGL? knock-out hiicrelerde sirasiyla; 27.24 ve 27.55 saat olarak belirlendi (Sekil 29B).
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Sekil 29. PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin hiicre proliferasyon (ikiye katlanma) analizleri.
A) Hiicrelerin biiylime egrileri, kontrol: kirmizi, PLAGL2 knock-out C1: yesil,
PLAGL2 knock-out C48: mavi. B) ikiye katlanma zamanlar1. *p < 0.05

4.6. PLAGL?2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Hiicre Dongiisii Analizi

PLAGL2’nin knock-out edilmesinin, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi iizerine etkisini
belirlenmek amaciyla PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin kontrol ile karsilagtirilarak normal
kosullarda (%10 FBS) hiicre dongiisii analizi gergeklestirildi. Normal kosullardaki analiz
i¢in, 'hiicre ikilenme zamanlarinin analizi sirasinda 72. saatte toplanan ve hiicre yogunlugu
%70-80 arasinda olan hiicreler kullanildi. Sonrasinda PI ile boyanan hiicreler akis sitometrisi

kullanilarak BD Accuri C6 Plus ve ModFit LT™ yazilimlariyla analiz edildi (Sekil 30).

A Scramble PLAGL2 KO Cl PLAGL2 KO C48
s G0/G1 g G0/G1 s G0/G1
- g ] 8]
w ] g— ]
= 2] GO/G1: %40.0 GO/G1: %50.5 g1 GO/G1: %49.3
= E‘" - S: %43.4 Th S %425 1 S :9%42.9
5| 2 G2M : %7.6 5§ G2M : %7.0 el G2M : %7.8
; § 7
;):(:-l’( i
] & 2
£ " ] < G2/M
. :\ i | . S
! | L
] =0 250 [ 25
-
FL2A DNA icerigi (PI)

Sekil 30. PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin hiicre dongiisii analizleri
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PLAGL2 knock-out hiicrelerde hiicre dongiisiiniin PI boyama yontemi ile analiz
edilmesinin ardindan, hiicre dongiisii fazlarindaki degisimler istatistiksel olarak analiz
edildi. PLAGL2 knock-out hiicrelerin hiicre dongiisii fazlarindaki yigiliminda kontrole

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi (Sekil 31).

Gl -

A Scrambla
A PLAGLIEOCL
= PLAGLYIEQ C48

=
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1
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Sekil 31. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde hiicre dongiisii fazlarinin istatistiksel analizi

4.7. PLAGL?2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Hiicre Oliimii Analizi

Hiicre 6liimii analizi Annexin V/7-AAD boyama yontemi ile flow sitometrik olarak
analiz edildi. Kontrol ve PLAGLZ2 knock-out hiicrelerine yonelik hiicre 6liim analizleri

esnasinda toplam apoptotik hiicre ylizdesi erken ve gec¢ apoptotik hiicre popiilasyonlarinin

toplami olarak degerlendirildi.

Normal besiyerinde biiyiitiilen hiicrelere yonelik hiicre 6liimii analiz sonuglarinda
kontrol hiicrelerine kiyasla, PLAGL2 knock-out hiicrelerinde apoptotik hiicre
popiilasyonunda sirasiyla yaklasik 2.6 ve 2.8 kat artis tespit edildi. Ayrica, bu hiicrelerde

nekrotik hiicre ylizdesinde kontrole kiyasla yaklasik 1.5 kat anlamli bir azalma goriildi
(Sekil 32).
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Sekil 32. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde hiicre 6liimii (apoptoz) analizi (Mavi: canli, siyah:
nekrotik, yesil: erken apoptotik, kirmizi: geg apoptotik hiicre popiilasyonunu temsil
etmektedir.)

Hiicre oliimii analiz deneyinde PLAGL?2 knock-out hiicrelerde hiicre 6liimiindeki
artis istatistiksel olarak analiz edildi. Kontrole kiyasla hiicrelerdeki apoptotik hiicre

Olimiunin artmasinin ve nekrotik hiicre 6limiiniin azalmasinin istatistiksel olarak da anlamli

oldugu belirlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde hiicre 6liimiiniin istatistiksel analizi. A) Apoptotik
hiicre popiilasyonu. B) Nekrotik hiicre popiilasyonu. *p < 0.05
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4.8. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerde Involukrin Ekspresyonu Analizi

PLAGL?2 knock-out hiicrelerin keratinosit farklilagma seviyesini daha ileriye tasiyip
tasimadigimi belirlemek amaciyla hiicrelerde ileri farklilasma markérii Involukrin mRNA
ekspresyonu analiz edildi. -3.02 egim (Ek 1) ve %114 verimle, kontrole kiyasla PLAGL2
knock-out hiicrelerinde Involukrin ekspresyon seviyesinde yaklasik 2 katlik anlamli bir artis

tespit edildi (Sekil 34).

Goreceli Involukrin mRNA
seviyesi

Sekil 34. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde /nvolukrin mRNA seviyesi. *p < 0.05

4.9. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Hiicre Hareketi Analizlerinin Yapilmasi
4.9.1. Yara lyilesmesi Analizleri (Wound-Healing)

PLAGL2 nin keratinosit hiicrelerinde hiicre migrasyonuna etkisinin olup olmadigin
incelemek i¢in PLAGL2’nin knock-out edildigi hiicrelerde in vitro yara iyilesmesi modeli
caligmalar1 gerceklestirildi. Bu modelde hiicrelerin tiim yiizeyini kapladig1 bir hiicre kiiltiiri
tabaginda sonradan olusturulan yara benzeri boslugun hiicreler tarafindan doldurulma hiz1

oOl¢iiliir. Bu hiz, zaman ag¢isindan yaranin kapanma orani olarak ifade edilir.

Bu analiz %10 FBS iceren normal biiylime kosullarinda gergeklestirildi. Ayrica,
analiz esnasinda boslugun doldurulmasinda hiicre boliinmesini olabildigince dislamak ve
yalnizca hiicre gociiniin siirecteki etkisini analiz etmek igin hiicreler DNA sentezini

engelleyerek hiicre boliinmesini durduran Mitomisin C’ye (MMC) maruz birakildi.

Yapilan hiicre hareketi analizleri sonucunda normal biiyiime ortaminda ve MMC

yoklugunda PLAGL2 knock-out hiicrelerinin 24. saatteki goriintiilerinde yara alaninin
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neredeyse tamaminin hizla kapandigir goriildii. Kontrol hiicrelerin boslugun tamamini
kapatmasi ise 72 saati buldu (Resim 18A). Benzer durum hiicre boliinmesinin durduruldugu
MMC varliginda da goriildii ve PLAGL?2 knock-out hiicrelerde yaranin kapanmasi 72 saatte
tamamlanirken, kontrol hiicrelerde yaranin kapanmasi i¢in 72 saat yeterli gelmedi (Resim

18B).

0. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Scramble _
PLAGL2 KO §
Cl
=
PLAGL2 KO
C48
48. Saat
0
PLAGL2 KO %
Cl
=
PLAGL2 KO|
C48 ‘

Resim 18. PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin in vitro yara iyilesmesi ile hiicre go¢ hizinin
analizi. A) MMC yoklugunda. B) MMC varliginda.

Normal biiyiime ortaminda (%10 FBS) MMC varliginda ve yoklugunda keratinosit
hiicrelerinde PLAGL2’nin, hiicrelerin migrasyon kapasitesi tizerinde olusturdugu etkiyi

kantite etmek icin ¢ekilen fotograflar iizerinde Image J programi kullanilarak bos alanlar
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hesaplandi. Hiicrelerin migrasyon kapasiteleri, kapali alan yilizdesi dikkate alinarak

belirlendi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildi.

Yapilan analizler sonucunda PLAGL2 knock-out hiicrelerde MMC yoklugunda 24 ve
48. saatlerde ve MMC varliginda 24, 48 ve 72 saatlere yonelik yapilan analizlerde kontrole
kiyasla kapanma hizindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. (Sekil 35).

MMC (+)

B Seramble
77 | PLAGL2ZKOCl1
| M@ PLAGL2KO C48

B3 Scramble
PLAGLZ KO C1
PLAGLZ2Z KO C48

Yara kapanma (%)
Yara kapanma (%)

Al
72 saat

24 saat 438 saat

Sekil 35. PLAGL?2 knock-out hiicrelerinin in vitro yara kapanma analizleri. *p < 0.05

4.9.2. Transwell Migrasyon Analizleri

PLAGL?2 knock-out hiicrelerin hiicre go¢ hizina dayali yara iyilesmesi analizlerinin
yapilmasinin ardindan farkli bir hiicre migrasyon analizi olan transwell migrasyon analizi
gerceklestirildi. {1k olarak deney normal kosullarda biiyiitiilen hiicrelerle gerceklestirildi. Bu
hiicrelerin %0.2 FBS eklenmis besiyeri iceren transwell insert bolmesinden kemo-atraktan
gorevi goren %10 FBS igeren besiyeri bélmesine gogii analiz edildi. Ayrica, in vitro yara
iyilesme analizinde kullanilan yaklagima benzer olarak, hiicre gogiinde hiicre
proliferasyonunun etkisine sinirlama getirmek icin hiicreler transwell inserte konulmadan

once 24 saat boyunca %0.2 FBS iceren medyumda bekletildiler.

Yapilan analizler sonucunda transwell inserte konulmadan evvel %10 FBS ve %0.2
FBS iceren biliyiime ortaminda bekletilen PLAGL?2 knock-out hiicrelerin inserte konulduktan
24 ve 48 saat sonrasinda yapilan migrasyon analizlerinde kontrol hiicrelere kiyasla

migrasyon kapasitesinin belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit edildi. (Resim 19).
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Resim 19. PLAGL?2 knock-out hﬁcrelerinig aclik durumunda ve normal kosularda 24 ve 48
saatlik transwell migrasyonu. Olgek ¢ubugu 200 pm.

4.10. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Koloni Olusturma Analizinin

Yapilmasi

PLAGL?2 knock-out hiicrelerin harekete ve ¢oklu hiicre boliinmesine dayali cogalma
Ozelliklerindeki degisimin belirlenebilmesi i¢in ayrica koloni olusturma analizi
gergeklestirildi. PLAGL2 knock-out hiicreleri alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklarina ekildi
ve normal biiylime ortaminda 14 giin sonunda olusturduklari koloniler gézlemlendi (Resim

20A).
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Yapilan analiz sonucunda, PLAGL2 knock-out hiicrelerin kontrole kiyasla daha
biiyiik koloniler olusturdugu gozlemlendi. Koloni biiyiikliigii dikkate alinarak, 1 mm?’den
bliyiik kolonilerin sayildig1 tabaklarda PLAGL?2 knock-out hiicrelerin olusturdugu koloni
sayisinin kontrole kiyasla sirasiyla 4.51 ve 4.77 kat artti§1 ve bu artisin istatiksel olarak

anlamli oldugu goriildii (Resim 20B).

A} Beramble PLAGLI KO Cl PLAGL2KOC4g B

Kolomiler > 1 mum?®

Resim 20. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde koloni formasyon analizleri. A) Alt1 kuyucuklu
tabak icerisinde olusan koloniler. B) 1 mm?’den biiyiik koloni sayilarinin
istatistiksel analizi. *p < 0.05

4.11. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Filopodia Formasyon Analizinin

Yapilmasi

Filopodlar, go¢ eden hiicrelerde goriilen sitoplazmik bir hiicre uzantisi (yalanci ayak)
olup ipliksi yapilardir. Bu yapilar, F-aktin mikroflamentlerin bir araya gelmesiyle olusur.
Hiicre hareketinden sorumlu olan filopod yapilari, hareket kazanma 6zelligiyle 6ne ¢ikan
PLAGL?2 knock-out hiicrelerde analiz edildi. F-aktinleri taniyan falloidin ajaniyla boyanan

hiicreler immiinofloresan yontemiyle goriintiilendi.

Yapilan analiz sonucunda PLAGL2 knock-out hiicrelerde hareketten sorumlu filopod
yapilanmasinin dikkat ¢ekici bir sekilde arttig1 ve boylarinin uzadigr goriildii (Resim 21 ve

Ek 3).
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Resim 21. PLAGL2 knock-out hiicrelerde falloidin ile filopodia organizasyonunun
gosterilmesi. DAPI: Mavi (¢ekirdek), Alexa Flour 488: Yesil (F-aktin). Olcek
cubugu: 25 pum.

4.12. PLAGL2 Knock-out HaCaT Hiicrelerinin Wnt/pB-katenin Sinyal Yolag1 Analizi

PLAGL2’nin keratinosit hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki roliini
incelemek icin PLAGL2 knock-out hiicrelerde WNT yolagina 6zgii lusiferaz raportor sistemi
kullanilarak WNT sinyal yolag1 analiz edildi. Deneyde yolak analizi i¢in gereken plazmidler,
daha evvel HaCaT hiicrelerinde yiiksek transfeksiyon verimi elde ettigimiz PEI ajani
kullanilarak hiicrelere aktarildi.

Deney sonucunda PLAGL2 knock-out hiicrelerinin transfekte olmadiklar
gozlemlendi (Sekil 36A). Bunun iizerine, transfeksiyon verimini artirmak amaciyla
hiicrelerin siispanse hale getirilerek transfeksiyonun gergeklestirildigi ters (reverse)
transfeksiyon yontemiyle, transfeksiyon gerceklestirildi. Transfeksiyon veriminin
kantitasyonu i¢in hiicreler WNT raportdr plazmidinin yaninda p-galaktozidaz iireten

plazmid ile de transfekte edildi. Ters transfeksiyon uygulamasiyla PLAGL2 knock-out
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hiicrelerinin, kontrole kiyasla transfeksiyon verimi yaklagik bes kat daha diisiik olsa da analiz

icin yeterli plazmid transfekte edilebildi (Sekil 36B).

A) Normal transfeksivon B) Ters (Reverse) transfeksivon
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Sekil 36. PLAGL2 knock-out hiicrelerde transfeksiyon verim analizleri. A) Normal
transfeksiyon sonuglari. B) Ters transfeksiyon sonuglari. *p < 0.05

Transfeksiyon sonrasinda lusiferaz aktivitesi liiminesans mikroplate okuyucu
cihazinda okundu, O6rnekler arasindaki farkli transfeksiyon verimi, dlgiilen B-galaktozidaz
aktivitesiyle normalize edildi. Yapilan Wnt/B-katenin sinyal yolagi analizi sonucunda,
PLAGL2 knock-out hiicrelerde kontrole kiyasla lusiferaz aktivitesinde anlamli bir azalma

oldugu goriildii (Sekil 36).

-
- 15007 %" Scramble
8 + Z2 PLAGL2KOC1
= =2 PLAGL2 KO C48
£ 1000-
[~
[
g
S 500+ —1
=
]
0

pBar (Kontrol)

Sekil 37. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolagi analizi. *p < 0.05
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PLAGL2’nin Wnt/B-katenin sinyal yolag: tizerindeki etkisini aydinlatmak iizere
PLAGL?2 knock-out hiicrelerde PLAGL2’nin ektopik ekspresyonunun gerceklestirilerek
yolak tizerindeki telafi edici etkisi incelendi. Buna ilave olarak, yolagin ana transkripsiyon
faktori olan Beta-katenin ile PLAGL2'min birlikte ektopik eskpresyonunun etkisi de
degerlendirildi. Knock-out hiicrelerde PLAGL2 nin ektopik ekspresyonu kontrol grubuna
gore yolak lizerinde anlamli bir sinyal artisina neden oldu. Beklenildigi tizere ektopik Beta-
katenin ekspresyonu WNT sinyalini arttirdi. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde Beta-katenin ve
PLAGL2/Beta-katenin ikilisinin birlikte ekspresyonlari sinyali daha da arttirdi (Resim 22A).
Lusiferaz raportdr analiz deneylerinde PLAGL2 ve Beta-katenin proteinlerinin ektopik
ekspresyonlari immiinoblot ile dogrulandi (Resim 22B). Ayrica PLAGL2’nin fazladan
ekspres edilmesinin HEK293 hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktiflestirdigi
gosterilen diger bir kondisyon da deneye pozitif kontrol olarak dahil edildi (Resim 22C).

A) PLAGL2 KO C1 PLAGL2KO C48
?1000- * B2 Kontrol (pBar)
2 500- B Flag-PLAGL2
=4 N - Flag-Beta-katenin
= 600 Flag-PLAGL2 +Flag-Beta-katenin
=
£ -,
S 4007 T
S 2004
-
_
B) 0 )
Kontrol (pBar) L = 50004
Flag-PLAGL2 - F =z B8 Kontrol
Flag-Beta-katenin_- - - - kDa = 40001 B PLAGL2
F100 K
Z 30001
P— — —55 =
S 2000
Anti-FLAG 5
= 1000
-40 3
0_
Anti-Beta- aktin HEK293

Resim 22. PLAGL?2 knock-out HaCaT ve HEK293 hiicrelerinde WNT sinyal yolag1 analizi.
A) PLAGL?2 knock-out hiicrelerde ayr1 ayr1 PLAGL2, Beta-katenin ve PLAGL2-
Beta-katenin proteinlerin ektopik ekspresyonunun lusiferaz analizi sonuglari. B)
Immiinoblot analizi sonuclari. C) HEK293 hiicrelerinde PLAGL2’nin fazladan
ekspres edilmesinin Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktiflestirmesi. *p <0.05
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez caligmamizda, anabilim dalimiz tarafindan varyasyonu BPS ile iligkilendirilmis
olan RIPK4 ile (5) etkilestigi gosterilen PLAGL2’nin (7) keratinositlerdeki roliinti
aydinlatmaya yonelik aragtirmalar gerceklestirildi. Bir genin fonksiyonunun anlagilmasinda
en etkin yaklasimlardan biri, o genin yoklugunda hiicresel fonksiyonlar1 incelemektir.
Giincel bir yaklasim olan CRISPR/Cas9 genom diizenleme sisteminin, istenilen genin
susturulmasinda ve olusturulan knock-out hiicrelerde genin islevini tanimlamada son derece
etkin oldugu literatiirde bir¢cok kez kanitlanmistir (215-218). PLAGL2 nin keratinositlerdeki
fonksiyonunu aydinlatmaya yonelik verilere ulagsmayir amaglayan tez calismamizda

CRISPR/Cas9n sistemiyle PLAGL2 nin susturuldugu HaCaT hiicre hatt1 kullanildi.

CRISPR/Cas9 ¢ok etkili bir gen diizenleme araci olsa da hedef dis1 bolgelerde cift
zincir kiriklari olusturma ihtimali yonteme yonelik ¢gekinceler yaratmistir (219). Bu nedenle,
Cas9’un bir varyant1 olan Cas9n’in genom diizenlemelerinde kullanimi denenmis ve Cas9
ile karsilagtirildiginda hedef disi gen diizenlemeleri 50-1000 kat arasinda azalttigi
gosterilmistir (169). Cas9n, Cas9’un aksine DNA’da tek kirik olusturur. Bundan dolayi,
Cas9n sistemi kullanilirken iki farkli sgRNA tasarlanip konaga verilir. Hedef bolgede ¢ift
zincir kirigr sonucunda INDEL’lerin olusmasi i¢in bu iki sgRNA’nin DNA’da ayni1 anda
ayni yerde olmasi gerekir. sgRNA’lar DNA’da ayni anda aym1 yere geldiginde ¢ift zincir
kirig1 olusur ve NHEJ tamir mekanizmasi devreye girer. sgRNA’larin bir tanesi istenmeyen
farkli bolgelere yonelse (Off-target) bile orada tek zincir kirig1 olusturur ve bu kirigin ¢ift
zincir kiriklarina gore tamir edilmesi daha kolaydir (220). Bunun iizerine CRISPR/Cas9n
aracilt gen diizenleme sistemi, CRISPR/Cas9’un hedef dis1 istenmeyen etkilerini azaltmak
i¢cin kullanilmaya baslanmistir. Bundan 6tiirii, tez ¢alismamizda PLAGL2 genini knock-out
etmek icin CRISPR/Cas9n aracili gen diizenleme sistemini tercih edildi ve bu sisteme 6zgl
iki farkli sgRNA Benchling biyoinformatik araci kullanarak tasarlandi (Tablo 22). Ug
ekzona sahip PLAGL2, protein kodlamaya ekzon 2’den bagladig1 icin ilk olarak ekzon 2’nin
tamamu secilerek sgRNA tasarlamaya calisildi. Ancak, yiiksek “on target” oranina sahip ikili
sgRNA seti bulunsa bile “off-target” riski yiiksek oldugu i¢in bu setler tercih edilmedi. On
target ve off target skorlart en uygun sgRNA setleri PLAGL2 nin {gilincli ekzonunun
baslangic kismindan elde edildi (Sekil 15). Tasarlanan sgRNA’lar PX462 vektoriine
klonland1 ve dizileri dogrulandi (Sekil 17). Ardindan iki farkli sgRNA’nin klonlandig1 bu
iki vektor HaCaT hiicrelerine birlikte transfekte edilerek CRISPR/Cas9n sistemi uygulandi.
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CRISPR/Cas9n uygulamasi sonrasi yapilan INDEL (on-target) analizleri sonucunda,
INDEL’lerin PLAGL2’nin baslangicinda g¢er¢eve kaymasina ve erken STOP kodonunun
olusmasina neden oldugu PLAGL?2 knock-out C1 ve C48 klonlar1 ¢alismalarda kullanilmak
tizere secildi (Sekil 19, 20, 21, 22). Cas9n’in off-target yonlenme riski, Cas9’a kiyasla
oldukca diisiik olsa dahi, vardir. Bunun i¢in olas1 off-target bolgelerin analiz edilmesi gerekir
(221-224). Bundan &tiirii tasarladigimiz iki sgRNA’nin olas1 off-target analizleri CCTOP
web arayiizii lizerinden gergeklestirildi. sgRNA 1 ve 2’nin yonelme ihtimali olan 20 gen

genomda ekzonik, intronik ve intergenik bolgeler olarak program tarafindan listelendi.

Ekzonik bolgeler dikkate alinarak, sgRNA 1 i¢in elde edilen listede programa gore {i¢ gen
(RPL32, RP11-274J2.1 ve BRDY), sgRNA 2 i¢in iki gen (TREML2 ve ISPD) {izerine
yogunlasildi. Bu baglamda, tasarlamis oldugumuz sgRNA 1’den bir baz farkli olan RP/1-
274J2.1 geninin hedef bolgesi, sgRNA 2’den dort baz farkli olan TREML?2 geninin hedef
bolgesi off-target analizleri i¢in se¢ildi (Sekil 23A, B). Olas1 off-target genlerin hedef
bolgelerini igerisine alan primerler kullanilarak hedef bolge PCR ile ¢ogaltildi ve Sanger
yontemiyle dizilendi (Resim 13). Yapilan dizileme analizi sonucunda tasarlamis oldugumuz
sgRNA 1’in RP11-274J2.1 geni iizerinde, sgRNA 2’nin TREML2 geni lizerinde her iki
klonda da (PLAGL2 knock-out C1 ve C48) INDEL olusturmadig1 goriildii. Hedeflenen
bolgede tasarlamis oldugumuz sgRNA’dan yalnizca bir bazlik fark gosteren RP11-274J2.1
‘de INDEL olugmamis olmasi, dort bazlik degisim igeren diger potansiyel off-target genlerin
(RPL32, BRDY, ISPD) olas1 hedef bolgelerinde de INDEL olugsmayacagina isaret ettiginden

bu genler analiz edilmedi.

PLAGL2’nin CRISPR/Cas9n ile knock-out edildigini DNA seviyesinde gosterdikten
sonra, mMRNA seviyesinde de etkisi analiz edildi. PLAGL?2 knock-out C1 ve C48 klonlarinda
gerceklestirdigimiz PLAGL2 ekspresyon analizlerinde kontrole kiyasla sirasiyla %20 ve
%9’luk bir azalma tespit edildi. Uygulama mRNA’y1 az miktarda eksiltti (Sekil 27).
Bulgularimizla benzer sekilde Marcel ve ark. yaptiklart bir ¢aligmada CRISPR/Cas9
sistemiyle HeLa hiicrelerinde bir genin tamamen susturuldugu tek hiicreden olusturulan
klonlarda ilgili genin mRNA'smmin ekspresyonunun kontrole gore her bir klonda farkli
oranlarda azaldigi, tamamen sonlanmadigini gostermistir (225). mRNA biyogenezinde
Okaryotik hiicrelerde mRNA stabilitesi kontrol altinda tutulur ve diizenlenir. Translasyon
sirasinda veya sonrasimnda 5° ucundaki 2,2,7-trimetil guanosin (m’G) sapkasi ve 3’poli-A
kuyrugunun da i¢inde bulundugu pre-mRNA iizerindeki cis-etkili elementler ve mRNA

disindaki trans-etkili faktorler araciligiyla mRNA yikilir (226). Eger mRNA'da herhangi bir
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varyasyon sonucu erken sonlandiran prematiir stop kodonu olusmugsa nonsense-aracilt
bozulma (NMD) mekanizmas1 devreye girer. NMD, ekspresyonu genellikle organizmaya
zararli olan prematiir durdurma kodonuna sahip anormal mRNA'lar1 tespit eden ve ortadan
kaldiran bir gézetim mekanizmasidir (227, 228). mRNA {iizerinde meydana gelen prematiir
durdurma kodonunun mRNA {izerindeki konumu NMD mekanizmasiyla mRNA’nin
yikiminda belirleyici olabilmektedir. Eger olusan prematiir stop kodonu mRNA’nin 5’
ucundan uzak, ortalara veya sonlara yakinsa NMD ile yikimdan kagabilir (229).
Analizlerimiz PLAGL2 knock-out klonlarda PLAGL2 mRNA'sinda olusan prematiir
durdurma kodonlarinin mRNA'nin ortalarina yakin olustugu gosterdi (Sekil 19D, 21D).
PLAGL2 mRNA’simin tamamen yikilmama sebebinin NMD-aracili yikimdan kagmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

CRISPR/Cas9n aracili gen susturma g¢alismalarinda nihai hedef ilgili genin protein
seviyesinde susturulmasidir. Bundan otiirii, PLAGL2 knock-out C1 ve C48 klonlarinda
PLAGL2, protein seviyesinde immiinblot ile analiz edildi. PLAGL2’ye 6zgli primer antikor
kullanarak gerceklestirdigimiz analiz sonucunda kontrol hiicrelerinde PLAGL2 proteini
ekspres olurken PLAGL?2 knock-out C1 ve C48 klonlarinda ekspresyon goriilmedi (Resim
15A). Tiim bu sonuclara baktigimizda HaCaT hiicrelerinde PLAGL?2 genini susturmak i¢in
uygulanan CRISPR/Cas9n sisteminin basarili bir sekilde hedefine ulastigi gosterildi.
Ardindan, PLAGL2 knock-out Cl ve C48 klonlarinda PLAGL2’nin fonksiyonunun

arastirilmasina yonelik ¢alismalara baglandi.

Calismamizda ilk olarak PLAGL?2 knock-out HaCaT hiicrelerinin 151k mikroskobuyla
morfolojileri incelendi. Yapilan analizler sonucunda PLAGL?2 knock-out hiicrelerin kontrol
hiicrelerine kiyasla daha biiylik oldugu gozlemlendi (Resim 16). Bunun {izerine hiicre
sinirlarini daha net belirlemek ic¢in B-aktin primer antikoru kullanilarak immiinofloresan
yontemiyle konfokal mikroskobunda hiicreler analiz edildi. Isik mikroskobundaki sonuglari
destekler sekilde PLAGL2 knock-out hiicrelerde hiicre biyiikliigiiniin  arttig
immunofloresan sonuglariyla da gosterilmis oldu (Resim 17 ve Ek 2). Gergeklestirdigimiz
bu analizlerin sonucundaki boyut artisini dogrulamak amaciyla siispanse hale getirilen
hiicreler akis sitometrisi cihazinda boyut (Forward scatter, FSC-A) ve graniilite (Side-
scatter, SSC-A) ol¢timlerini kullanarak analiz edildi. Akis sitometrisi analizleri sonucunda
PLAGL?2 knock-out hiicrelerde boyut artisi gosteren ve graniiliiteye sahip hiicre
popiilasyonlarinin arttigr goriildii (Sekil 28). Boylelikle hiicre boyutuna yonelik 151k ve
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konfokal mikroskopla gozlemlenen artis, akis sitometri bulgusuyla da desteklenmis oldu.
Yapilan bir ¢caligmada embriyonik kok hiicre markorii OCT4’tin HaCaT keratinositlerde
CRISPR/Cas9 ile knock-out edilmesi sonucu olusan OCT4 knock-out HaCaT klonlarinda
hiicre boyutunda artis goriilmiis ve bu artis OCT4’{in keratinositlerdeki aktin hiicre iskeleti
diizenleyicisi roliiyle bagdastirilmistir (192). BioGRID veri tabaninda PLAGL2’nin aktin
polimerizasyonunu diizenleyerek hiicre iskeleti olusumunda rol oynayan KANK2 ile
etkilestigine dair veri bulunmaktadir (108). Ayrica, PLAGL2 nin noral kok hiicre markdri
oldugu (129) ve hiicre iskeleti dinamiklerini diizenleyici roliiniin bulundugu gosterilmistir
(133). PLAGL2’nin OCT4 knock-out ile benzer fenotip goOstermesi, keratinositlerde
PLAGL2’nin OCTH4 ile iliskilendirilmis benzer roller, hiicre iskeleti diizenleyicisi ve kok

hiicre markdrii olmak gibi, listlendigine yonelik ipuglar1 vermektedir.

Literatiir incelendiginde hiicre biiyiikliigiiniin artmas1 keratinosit-iliskili hiicresel
farklilagsmayla ve senesensle (hiicre yaslanmasi) iliskilendirilmistir (230-233). Literatiirde
senesense girmis ndral kok hiicrelerde PLAGL2’nin ektopik olarak ekspresyonun
artirilmasinin noronlarda senesensle ilgili genleri baskiladigir ve kok hiicre potansiyeliyle
ilgili genleri indiikledigi gosterilmistir (139). Bulgularimizda PLAGL2 knock-out hiicrelerde
hiicre biiyiikliigiiniin belirgin bir sekilde artmasi, PLAGL2 nin, ndral hiicrelerdeki gorevine
benzer sekilde, keratinosit farklilagmasi siirecinde deri kok hiicrelerinin kok hiicre kalmasint
sagladigt ve eksikliginin hiicresel senesens siireclerini tetikleyerek senesensle
iliskilendirilmis biiyiik ve yaygin hiicre fenotipine neden olabilecegini diislindiirtmektedir.
Bu konuya iliskin olarak PLAGL?2 knock-out hiicreler bir senesens markorii olan artmis beta-
galaktosidaz aktivitesi (234, 235) agisindan degerlendirilmis, ancak aktivite goriilmemistir.

leriki siiregte farkli senesens markérleriyle hiicrelerin analiz edilmesi planlanmaktadir.

PLAGL2’nin tiimor hiicrelerinde ve noral kok hiicrelerde proliferasyonu diizenledigi
bilinmektedir (121, 129, 132). Ayrica, hiicre bdliinmesi esnasinda, mitotik 1§ diizenegi
kontrol noktas1 diizenleyicisi MAD2L2 ile etkilestigine dair veri bulunmaktadir (108).
Bundan 6tiirii, PLAGL2 nin, keratinosit hiicre dongiisii ilerlemesi tizerindeki etkisi, HaCaT
hiicrelerinde analiz edildi. Kontrol hiicrelerine kiyasla PLAGLZ2 knock-out hiicrelerde hiicre
dongiisii fazlar1 (GO/G1, S, G2/M) iizerinde anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 30, 31).
Kouwenhoven ve ark.’nin ¢aligmasinin destekleyici ekler kisminda epidermal farklilagma
esnasinda keratinosit kok hiicrelerde ekspresyonu fazla olan genlerin listesinde PLAGL?2 de

yer almaktadir. Bahse konu ¢calismada PLAGL2 nin de i¢ginde bulundugu gen kiimesi ‘hiicre
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proliferasyonunun fazla oldugu keratinositlerde ekspres edilen genler’ olarak
gruplandirilmistir (155). Bu bulgu noral kok hiicrelerin proliferasyonunda etkili olan
PLAGL2’nin keratinosit kok hiicrelerinde de benzer role sahip oldugu hipotezini
giiclendirmektedir. Hiicre dongiisii analizlerimiz sonucunda PLAGL2’nin hiicre dongiisii
tizerindeki etkisini gérememis olmamiz, analizlerimizi deri kok hiicrelerinde degil de
farklilagmis keratinositlerde gerceklestirmis olmamizdan kaynaklandigini

diistindiirtmektedir.

Fonksiyonel calismalarimiz kapsaminda PLAGL2 knock-out hiicrelerde apoptotik
hiicreler Annexin V/7-AAD boyama yoOntemiyle flow sitometrik analiz yaklagimi
kullanilarak analiz edildi. PLAGL?2 knock-out hiicrelerde kontrole kiyasla apoptotik hiicre
ylizdesinde sirasiyla yaklagik 2.6 ve 2.8 kat artig goriildii (Sekil 32, 33A). PLAGL2 nin
apoptoz iizerindeki etkisi hiicre ve kanser tipine gore farklilik gostermekte, baz1 kanser
hiicrelerinde ve hiicre hatlarinda apoptozu artirirken bazilarinda ise azaltmaktadir (99, 100,
131, 236). Keratinositlerde PLAGL2’nin apoptoz iizerinde etkisi ilk kez tez ¢aligmamiz
kapsaminda ¢alisilmis ve sonuglarimiz PLAGL2 nin keratinositlerde apoptozu engelledigini
gostermistir. Noral kok hiicre markorii olarak bilinen PLAGL2’nin keratinositlerde de
benzer sekilde hiicre proliferasyonunu indiiklerken oliimiinii baskiladigi diisiiniilebilir.
Bundan 6tiirii, hiicrelerimizde oldugu gibi PLAGL2’nin yoklugu apoptozu tetikleyebilir.
PLAGL2’nin keratinositlerdeki apoptoz engelleyici roliiniin hangi apoptoz tipi, i¢ (intrinsic)
veya dis (extrinsic) yolak (237) iizerinden gergeklestiginin incelenmesi siirece yonelik

detayl bilgi saglayacaktir.

Nekroz, fiziksel tramvaya dayali hiicrenin membran biitlinliigliniin bozulmasiyla
karakterizedir (238). Hiicre oliimii analizleri esnasinda PLAGL2 knock-out hiicrelerde
nekrotik hiicre ylizdesinde kontrole kiyasla yaklasik 1.5 kat anlamli bir azalma goriildi
(Sekil 32, 33B). Farklilagsma siirecinin en son asamasi olan kornifikasyon esnasinda,
proteinler ve lipitler birbirine c¢apraz baglantilarla baglanarak mekanik ac¢idan direngli,
korneosit zarini olusturur (12). PLAGL2 knock-out hiicrelerin nekroza karst direng
gostermesi bu hiicrelerin keratinosit farklilasma seviyesinin kontrole kiyasla ileride
olduguna, bundan 6tiiri de direncgli korneosit benzeri bir membrana sahip olduguna isaret
etmektedir. PLAGL2 knock-out hiicrelerde farklilasma seviyesi korneosit markdrii olarak
bilinen Involukrin artis1 (Sekil 34) ve graniiliitesi artan hiicre popiilasyonu (Sekil 28) bu

diistincemizi destekler niteliktedir.
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PLAGL?2 knock-out hiicrelerin proliferatif 6zellikleri hiicre dongiisiiniin yaninda
hiicre ikilenme zamanlar1 (doubling-time) hesaplanarak da analiz edildi. Sonu¢ olarak,
ikilenme zamaninin PLAGL2 knock-out hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla 3-3.5 saat
uzadig1r gosterildi (Sekil 29). PLAGL2 yoklugunda uzayan ikilenme zamanimin hiicre
dongiisiine yansimasi beklenirken dongiide bir fark goriilmedi. (Sekil 30, 31). Bu durumun,
PLAGL2 knock-out hiicrelerde gozlemlenen apoptoz artisinin hiicre sayist lizerine

etkisinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Gelisimde hiicre hareketi 6nemli bir yer tutar. Epidermisin olusumunda ise bazal
katmandan ayrilan hiicreler go¢ ederek yukar1 katmanlara ¢ikar. Deride bir yaralanma s6z
konusu oldugunda ve derinin biitiinliigii bozuldugunda keratinositler gé¢ ederek biitiinliigii
yeniden saglarlar (13, 239-241). Bulgularimiz kapsaminda PLAGL2 knock-out hiicrelerinde
yapilan in vitro yara iyilesmesi (Wound-healing) analizleri sonucunda PLAGL2’nin knock-
out edilmesinin keratinosit hiicrelerinde hareket hizin1 arttirdigi goriildii (Resim 18A ve
Sekil 35). Yara boslugunun doldurulmasinda yalnizca hiicre gogiiniin siirecteki etkisini
gostermek adina hiicreler proliferasyonu engelleyen MMC varli§inda da analiz edildi ve
PLAGL?2 knock-out hiicrelerdeki hiicre hareketi artisinin hiicre boliinmesinden bagimsiz
oldugu gosterildi (Resim 18B ve Sekil 35). Daha evvel kanser hiicrelerinde PLAGL2’nin
fazladan ekspresyonunun arttirilmasinin in vitro yara iyilesmesi deneyi ile hiicre hareketini
arttirdig  gosterilmistir (115, 131). Ilave olarak, bu hareketin detay1 incelenmis ve
PLAGL2’nin hareketi diizenlemesinin aktin hiicre iskeleti iizerinden oldugu rapor edilmistir
(133). Ancak, bulgularimiz bu literatiir bilgileriyle Ortiismeyerek PLAGL2’nin
keratinositlerde tam tersine hareketi engelledigini gdsterdi. Bu durum, PLAGL2’nin ya
dogrudan ya da transkripsiyon faktorii olarak ekspresyonunu diizenledigi genler araciligryla

hiicre hareketi iizerinde engelleyici bir roliiniin olabilecegine isaret etmektedir.

Hiicre hareket/goc analizleri kapsaminda PLAGLZ2 knock-out hiicrelerde diger bir
hiicre hareket analiz yaklasimi olan transwell migrasyon analizi gergeklestirildi. /n vitro yara
iyilesmesi sonucunu destekler sekilde yapilan analizlerde PLAGL2’nin knock-out
edilmesinin transwell iizerinden migrasyon kapasitesini belirgin sekilde arttirdigir goriildi

(Resim 19).

Hiicre hareketinden sorumlu lamelipodlar, hiicrelerin 6ncii ucunda bulunan genis,
levha benzeri uzantilardir ve aktin filaman ag1 igerirler. Filopodlar ise lamelipodlardan

bliyiiyen plazma zarinin F-aktinden olusan aktin demetleri (F-aktin; ADP bagh G aktinlerin
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polimerize olmus hali) ile desteklenmis ince ipliksi uzantilaridir. Hiicre hareketi esnasinda
filopod yapilarin olusumu ve geri ¢ekilmesi aktin filamanlarinin yapilanmasi ve ayrigmasi
ile diizenlenir. Hiicreler hareket edecegi zaman filopod organizasyonu artar (242-244)
Calismamizda hareketin arttigim1 gordiigiimiiz PLAGL2 knock-out hiicrelerde filopod
organizasyonunun analizi i¢in hiicreler F-aktin’i tamiyan falloidin konjuge boyasi
kullanilarak konfokal mikroskobunda incelendi. Analiz sonucunda PLAGL?2 knock-out
hiicrelerde filopod yapilarinin belirgin bir sekilde arttig1 ve uzadig goriildii (Resim 21 ve Ek
3). Diger bir¢ok hiicrede oldugu gibi HaCaT hiicrelerinde hareketin artmasiyla filopod
yapilarinin  artti§i  gosterilmistir  (189). PLAGL2’nin meme kanseri hiicrelerinde
ekspresyonunun arttirilmasiyla Racl gibi kiiglik guanazin trifosfatazlarin (GTPase)
aktivitelerini diizenleyerek aktin sitoiskeletinin organizasyonu araciligiyla hiicre
migrasyonunda rol aldig1 gosterilmistir (133). Her ne kadar karsinogenezdeki hiicre hareketi
PLAGL2’nin fazladan ekspresyonuyla artis gdsterse de falloidin boyamasi sonucumuz,
keratinositlerde PLAGL2’nin filopod (F-aktin) yapilanmasini engelledigini gosterdi.
PLAGL?2 knock-out hiicrelerde gordiiglimiiz hareket hizi artis1 ve filopod yapilanmasinin

artmasi birbirini desteklemektedir.

Hiicre hareketi kapsaminda c¢alismalarimizda PLAGL2 knock-out hiicreler koloni
formasyon analiziyle de incelendi. PLAGL2’nin karsinogenezde onkogenik o6zelligiyle
koloni sayisini arttirdigi gosterilmesine ragmen (105, 115) calismamizda keratinosit
hiicrelerinde PLAGL2’nin knock-out edilmesi koloni olusumunu azaltmadi. Buna karsin,
PLAGL2 knock-out hiicrelerde 14 giin sonunda olusan 1 mm?’den biiyiik kolonilerde anlaml1
artis tespit edildi (Resim 20). Biiyiik koloni olusturma durumunu, PLAGL2 knock-out

hiicrelerin morfolojik olarak daha biiyiik olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Literatiir bilgileri ve sonuglarimiz dikkate alindiginda PLAGL2 knock-out hiicrelerin
boyut artis1 gostermesi, hareket hizinin ve hareket iligkili filopod (F-aktin) yapilanmasinin
artmast PLAGL2’nin aktin bazli hiicre iskeletinin dilizenlenmesinde rol aldiginm
gostermektedir. Ayrica, yaptigimiz tiim harekete dayali calismalarimizin sonucu
PLAGL2’nin keratinositlerde hiicre hareketini engelledigini gosterir kanitlar ortaya

koymaktadir.

Mekanosensor adi verilen ¢esitli proteinler hiicre iskeleti araciligryla mekanik
kuvvetleri algilar ve hiicrelere hareket esnasinda ne yapmalar1 gerektigini bildirirler (245,

246). Bir mekanosensor olan PIEZO1’in, noral kok hiicre kaderinin belirlenmesinde ve
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hiicre biiyiikliigiiniin diizenlenmesinde rol aldigt bildirilmekle beraber (247, 248)
keratinositlerde PIEZO1’in knock-out edilmesiyle hem in vitro hem de in vivo yara
tyilesmesinde yara alaninin daha hizli kapanarak hiicre go¢iinii arttirdigi gosterilmistir (249).
PIEZO1 knock-out hiicrelerle benzer fonksiyonlar gosteren PLAGL2 knock-out
hiicrelerimiz, PLAGL2’nin keratinositlerde ayrica mekanosensér olarak gorev

yapabilecegine dair ipucu vermektedir.

Literatiirde, farkl1 hiicre hatlarinda PLAGL2 ve WNT yolagi iliskisine yonelik ¢ok
sayida yayin olmasindan 6tiirii, PLAGL?2 knock-out hiicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolagi
B-katenin duyarli promotdre sahip lusiferaz raportér vektdr kullanilarak analiz edildi.
Analizlerin yapilabilmesi i¢in hiicrelerin ilgili vektorlerle transfekte edilmesi gerekiyordu.
Ancak, ylizeye yapisik olarak biiyiitilen PLAGL2 knock-out hiicreler hicbir sekilde
transfekte edilemedi (Sekil 36A). Transfeksiyon deneyine yonelik deneyimlerimiz
hiicrelerin siispanse edilmesinin transfeksiyon verimini arttirdigin1 gostermisti. Buna
dayanarak, knock-out hiicreler siispanse hale getirilerek transfekte edildi. Bu durumda verim
kontrole kiyasla diisiik olsa da hiicreler analiz edilebildi (Sekil 36B). PLAGL2 knock-out
hiicrelerde transfeksiyon veriminin diisiik olmasi bu hiicrelerde hiicre membran igeriginin
ve yapisinin kontrol hiicrelerden farkli olduguna isaret etmektedir. Hiicre kiiltiirii
calismalarimiz boyunca PLAGL2 knock-out hiicreler Tripsin/EDTA ile ylizeyden
kaldirilirken, kontrol hiicrelerine kiyasla daha uzun siire (yaklasik 5 dakika daha fazla)
Tripsin/EDTA’da bekletilmeye ihtiyag duyulmustur. Bu durumun PLAGL2 knock-out
hiicrelerin  hiicre-ylizey ve hiicre-hiicre siki  baglantilarinin  artmis olmasindan
kaynaklanabilecegini diislindiirtmektedir. Diger taraftan, hiicre 6liim analizlerinde PLAGL?2
knock-out hiicrelerde kontrole kiyasla daha az nekroz goriilmesine (Sekil 33B) yonelik
yorumumuz bu hiicrelerin membran yapilarindan 6tiirii fiziksel hasardan kontrole gére daha
az etkilendigine yonelik olmustur. Bu iki sonu¢ PLAGLZ2 knock-out hiicre membraninin
kontrol hiicrelere kiyasla igerik olarak farkli oldugunu ve bu yapinin hiicreleri mekanik ve

kimyasal etkenlere kars1 direngli kildigin1 destekler niteliktedir.

Hiicre membranindan direkt gegemeyen maddeler fagositoz ve pinositoz olmak iizere
iki farkli endositoz mekanizmayla hiicre i¢ine alinmaktadir (80). Daha evvel, PLAGL2 nin
knock-out edildigi farelerde yapilan ¢alismalarda, PLAGL2 nin, bagirsak gegirgenliginden
sorumlu enterosit hiicrelerinde, hiicre i¢ine lipit tasinmasiyla yakindan iligkili genleri

diizenledigi, boylelikle PLAGL2 nin lipit emiliminde 6nemli bir rol tistlendigi gosterilmistir
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(137). Lipozom bazli ajanlar kullanilarak gerceklestirilen transfeksiyon deneylerinde
DNA’nin hiicre i¢ine alinmasinda endositoz mekanizmasinin aracilik ettigi gosterilmistir
(250). Bu baglamda, PLAGL?2 knock-out hiicrelerde lipozom bazli transfeksiyon veriminin
oldukca diisiik olmast PLAGL2’nin endositoz siirecinin diizenleyici bir bileseni

olabilecegini de isaret etmektedir.

Embriyonik gelisimde ve yetigkin doku homeostazinda Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin kritik bir rolii oldugu bilinmektedir (143, 251-253). Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin derinin de i¢inde bulundugu birgok organda organa 6zgii kok hiicrelerin
proliferasyonunu indiikledigi rapor edilmistir (254, 255). Ayrica, epidermisin bazal
katmanindaki kok hiicrelerin bazal membranla baglantilarin1 koruyarak kok hiicre
kalmalarin1  saglanmasinda Wnt/B-katenin sinyalinin 6nemi gosterilmistir (256),
Calismamizda, PLAGL2 knock-out hiicrelerde ‘B-katenin Lusiferaz Raportér sistemi’
tizerinden Wnt/B-katenin sinyal yolag1 analiz edildi. Sonug¢larimiz hiicrelerde sinyal yolag:
etkinliginin azaldigim gdsterdi (Sekil 37). Sinyaldeki azalmanin 6zgiil olarak PLAGL2’ye
bagli oldugunu dogrulamak adina, PLAGL2 knock-out hiicrelerde, yabanil tip (wt) PLAGL?2
ektopik olarak ftrettirildi. Knock-out hiicrelerde PLAGL2’nin fazladan ekspresyonunun
WNT yolagi etkinligini tekrar arttirdig1 goriildii (Resim 22). Sonuglarimizla ortiisiir sekilde,
literatiirde PLAGL2’nin bagirsak epitelyal kok hiicrelerinde (152) ve kolon kanseri
hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolaginin bilesenlerinin eskpresyonunu diizenleyerek
yolag1 aktive ettigi gosterilmistir (115, 153). Kolon kanseri hiicrelerinde yapilan baska bir
calismada PLAGL2’nin Wnt/B-katenin sinyal yolagi ligandi olan Wnt6 geninin direkt
promotoriine baglanarak ekspresyonunu artirdigi ve yolagi aktiflestirdigi gosterilmistir
(106). Dahasi, PLAGL2’nin Wnt/B-Katenin sinyal yolagi araciligiyla noronal kok
hiicrelerde farklilagsmay1 engelledigi, hiicre ¢ogalmasini aktive ettigi gosterilmistir ve bu
bulgulara bagl olarak PLAGL2 kok hiicre markorii olarak onerilmistir (129, 152). Ayrica,
WNT sinyal yolagimin HaCaT hiicrelerinin sagkalimi i¢in gerekli oldugu, eksikliginde
apoptozun tetiklendigi gosterilmistir (257). Calismamizda PLAGLZ2 knock-out hiicrelerde
Wnt/B-katenin sinyal yolagimin baskilanmasi ve hiicre Oliimiiniin artmasi, bu literatiir
bulgusuyla ortiismektedir. PLAGL2’nin kolon epitelyal ve néronal kok hiicrelerinde Wnt/f-
katenin sinyal yolagini diizenliyor olmasi, bazal katmandaki keratinosit kok hiicrelerinde de
PLAGL2’nin etkin bir sekilde Wnt/B-katenin sinyal yolagin1 diizenleyerek bazal keratinosit

kok hiicrelerin devamliligini destekliyor olabilecegine isaret etmektedir.
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Epidermisin bazal katmanindaki keratinosit kok hiicrelerin devamlilig: icin kritik
olan ANp63’iin Wnt/B-katenin yolagin1 aktive ettigi ve ayn1 yolak tarafindan
transkripsiyonunun aktive oldugu gosterilmistir (33, 258). RIPK4 gibi PLAGL2 nin de
promotor bolgesinde transkripsiyonel olarak aktif p63 baglanma dizisi bulunmaktadir (155).
llave olarak verilerimiz RIPK4 gibi PLAGL2’nin de Wnt/p-katenin sinyal yolagin
diizenledigini gostermektedir. Bu durum, keratinositlerde PLAGL2 ve RIPK4’{in Wnt/f-
katenin sinyal yolagini birlikte diizenlediklerine isaret etmektedir. Kouwenhoven ve ark.
ekspresyon verilerini detayli incelememiz {izerine keratinosit farklilagsmasiyla birlikte
PLAGL?2 ekspresyonu azalirken, RIPK4 ekspresyonunun arttig1 fark edilmistir (155). Bunu
dogrular sekilde PLAGL?2 knock-out hiicrelerimizde ileri farklilasma markérii /nvolukrin’in
ekspresyonu artmistir. Ayrica, daha evvel boliimiimiizde yapilan bir calismada RIPK4’{in
keratinositlerde knock-out edilmesiyle Involukrin ekspresyonu azalmis ve farklilasmis
hiicrelerin keratinosit kok hiicrelere benzer hiicrelere doniistiigii gézlemlenmistir (259). Bu
bulgular PLAGL2’nin farklilagsmay1 engellerken RIPK4’iin farklilasmay1 tetikledigini
dolayisiyla bu iki proteinin farklilagsma siirecinde zit yonde etki ettiine isaret etmektedir.
Yine anabilim dalimizda yapilan bir ¢alismada RIPK4’iin hiicre hareketini diizenledigi
gosterilmistir  (78). Verilerimiz, PLAGL2’nin de hiicre hareketini diizenledigini
gostermektedir. Dolasiyla RIPK4-PLAGL2 etkilesimi hiicre hareketi i¢in de 6nemli olabilir.
Deri olusumu ve yenilenmesinde hiicre hareketi 6nemli bir yer tutmaktadir. RIPK4 ve
PLAGL2 etkilesimi hiicre hareketini diizenleyerek ilgili siirecleri kontrol edebilir.
Bulgularimiz RIPK4-PLAGL?2 etkilesiminin keratinositlerde belirli bir fonksiyonu yerine

getirmek i¢in bir araya geldiklerine isaret etmektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasi kapsaminda PLAGL2’nin ilk kez keratinositlerde
fonksiyonu analiz edilmistir. Calismamizda, PLAGL2 nin keratinosit hiicrelerinde knock-
out edilmesinin hiicre dongiisii ilizerinde bir degisime sebep olmadig goriilmiistiir.
PLAGL2’nin knock-out edilmesi hiicre membran biitiinliiglinii degistirmis, hiicre
biiytlikliigiinde ve hiicre oliimiinde artisa sebep olmustur. /n vitro yara iyilesme deneyi,
transwell deneyi ve hiicrelerin hareketliligin bir gostergesi olan artmis filopodlardan
kaynaklanan kirpi hiicre morfolojisi PLAGL2’nin 6zellikle de keratinosit-iliskili hiicre
hareketini engelledigine dair gii¢lii kanitlar ortaya koymustur. Dahasi, PLAGL2’nin knock-
out edilmesi keratinositlerde kok hiicre devamliliginin saglanmasinda rolii gdsterilen Wnt/f-
katenin sinyal yolagi etkinligini azaltmistir. PLAGL2 ekspresyonunun p63 tarafindan

diizenleniyor olmast ve RIPK4 ile etkilesmesinin yaninda, literatiir bilgileri ve kendi
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bulgularimiz dikkate alindiginda PLAGL2’nin keratinositlerde temel hiicresel aktiviteler
tizerindeki etkisi ortaya konulmus olup, deri olusumu ve yenilenmesi siirecinde de
diizenleyici bir roliinlin olabilecegine dair ilave kanitlar elde edildi. Sonu¢larimizin 6zeti

‘grafiksel 6zet’ olarak Sekil 38’de verilmistir.

Bununla birlikte tez calismamiz sonucu elde edilen 6zgiin veriler, TUBITAK 1001
projemizde tamamlamis oldugumuz PLAGL2 nin knock-out keratinositlerde farklilasmayla
degisen genlerin (RNA-Seq) zenginlestirme analizi sonuglarina fonksiyonel olarak destek
saglar niteliktedir. Verilerimiz, epidermal homeostazinin yer aldig1 her tiirlii doku/organ
gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasina katki saglayacak olup,
deriyle iliskilendirilmis hastaliklara karsi terapotik yaklagimlar gelistirilmesinin Oniinii
acacaktir. Ileride PLAGL2 knock-out hiicrelerle olusturulacak olan ‘¢ip iizerinde deri’ ve ii¢
boyutlu deri organoidleri model olarak kullanilarak keratinosit farklilagsmasi ve keratinosit-
iligkili fonksiyonel siireclerinin arastirilmasi, PLAGL2’nin keratinosit-iligkili hiicresel

stireclerdeki roliinlin aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.

Wild Type PLAGLZ2 Knock-out
HaCaT HaCaT

Y wf
Transition § . ;' .
. ||| . H' . lg

/m

./ Filopodia ' Desmosome @ Nucleus = Tightjunction —~~Membrane Integrity

Morphological Regulation

*Cuboidal cell shape *Cell size 1

*Normal Filopodia formation *Filopodia formation i

*Normal membrane permeabilityy *Membrane permeability |
Functional Regulation

*Normal migration *Migration i

*Normal cell death progression *Cell death 1

*Active WNT signaling *WNT Signaling |

Sekil 38. Grafiksel 6zet
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Ek 1. Involukrin mRNA ekspresyonunda kullanilan primerlerin gen iizerinde

konumlandirilmasi ve standart egrisi
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qRT-PCR'da kullanilacak olan Involukrin primer ¢iftinin gen tizerinde konumlandiniimasy
ve standart egrisi. A) Jnvolukrin (110 bp'lik liriin) ileri ve geri primeri ([nvolwkrin’de sadece
ekzon 2 protein kodlamaktadir). B) Standart egri metodunda kullamilan fvolukrin standart
edrisi
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Ek 2. PLAGL2 Knock-out Hiicrelerinin Biiyiikliigiiniin f-aktin antikoru ile

Immiinofloresan Yéntemiyle incelenmesi

DAPIL Anti-Beta-Aktin Merge

PLAGL2 KO CI1 Scramble

PLAGL2 KO C48

PLAGL? knock-out klonlarda (C1 ve C48) Beta-Alctin 1le hiicre 1skelet1 orgamizasyonunun
gosterilmesi. DAPT- Mavi (Cekirdek), Alexa Flour 488: Yesil (p-Aktin). Olcek cubugu: 100
Lum.
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Ek 3. PLAGL?2 Knock-out Hiicrelerinin Filopodia Formasyonunun Falloidin ajan ile

Immiinofloresan Yéntemiyle incelenmesi

Falloidin

PLAGL2 KO C1 Scramble

PLAGL2 KO C48

PLAGL2? knock-out klonlarda (C1 wve C48) falloidin ile filopodia organizasyonunun
oosterilmesi. DAPI: Mavi (cekirdek), Alexa Flour 488: Yesil (F-aktin). Olcek cubugu: 10

L.
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