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OZET

Keceli HG. Periodontitise yatkinlikta rol oynadig1 diisiiniilen RSPO4 genine ait putatif bir
diizenleyici bélgenin gen ifadesini hizlandirici etkisinin gosterilmesi. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023

Periodontitis genetik, ¢evresel ve hayat tarz1 faktorlerinin bir arada rol oynadig, dise 6zgii destek
yapilarin yikimiyla karakterize kompleks hastaliklardan birisidir. Patogenezi ve yatkinligi ile
iliskili genetik mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. RSPO4 6zellikle tirnak ve
ekstremite gelisimi ile iliskili mekanizmalarda roliiniin yani sira kemik olusumu ve olgun iskelette
gorev alan bir gendir. Porphyromonas gingivalis (major periodontopatojen) kaynakli oral
enfeksiyona direng gosteren spesifik fare hatlarinda RNA dizi analizi sonucu RSPO4 ifadesinin
arttigin1 gdsteren bulgular RSPO4 gen regiilasyonunun periodontal yikima direngte rol oynadigin
diisiindiirmiistiir. Genom boyu iligkilendirme c¢alismalari, ENCODE verileri ve c¢esitli hiicre
tiplerinde ChIP-dizileme analizleri; RSPO4’iin 3°’UTR bdlgesinde yer alan, transkripsiyon faktorii
baglanma bdlgeleri olan, H3K4Mel ve H3K27Ac histon modifikasyonlarina ve DNAz I asir1
duyarliligma sahip, giiclii linkage disequilibrium degeri gdsteren tek niikleotit polimorfizmleri
goriilen bir haplotip blogun asagi yoniinde gen ifadesini hizlandirici etkisi oldugunu
diistindiirmiistiir. Bu bilgiler 15181nda ilgili kromozom boélgesinin periodontitis etiyolojisinde islevi
olan diizenleyici elemanlar igerdigi diisiiniilmiistiir. Arastirmanin amaci bu putatif diizenleyici
elemanlarin gen ifadesini hizlandirdigint dogrulamaktir. Bu amagcla putatif gen ifadesini
diizenleyen bolge amplifiye edilip DNA dizi analizi ile dogrulanmus, firefly luciferase reporter
vektorii (pgl4.24) igerisine klonlanip ardindan kompetan bakteriler igerisinde yiiksek diizeyde
ifadesi saglandiktan sonra RSPO4'lin giicli bir sekilde ifade edildigi SaOs-2 hiicrelerine
transfeksiyonu gergeklestirilmis ve putatif dizinin promotdr aktivitesine olan etkisi lusiferaz assay
ile incelenmistir. Inceleme sonucunda dizinin promotér aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. Mevcut
sonuglar incelenen bolgenin gen ifadesini azaltici (repressor) bir bolge oldugunu ortaya
koymustur.

Anahtar kelimeler: Periodontitis, R-spondin, RSPO4



viii

ABSTRACT

Keceli HG. Demonstration of the enhancing effect of a putative regulatory region regarding
the RSPO4 gene carrying a potential role in the susceptibility to periodontitis. Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences, Medical Biology Master Thesis, Ankara,
2023. Periodontitis is one of the complex diseases characterized by the destruction of tooth-
specific supporting structures in which genetic, environmental and lifestyle factors play a role, and
the genetic mechanisms associated with its pathogenesis and susceptibility have not yet been fully
elucidated. RSPO4 is a gene that is involved in bone formation and mature skeleton, as well as has
role in mechanisms related to nail and extremity development. Findings showing increased RSPO4
expression as a result of RNA-seq in specific mouse lines resistant to Porphyromonas gingivalis
(major periodontopathogen) infection suggested that RSPO4 gene regulation plays a role in
resistance to periodontal destruction. According to the genome-wide association studies,
ENCODE data and ChIP-seq analyses in various cell types; a haplotype block located in the 3'UTR
region of RSPO4, which has transcription factor binding sites, H3K4Mel and H3K27Ac histone
modifications, DNAse I hypersensitivity, and single nucleotide polymorphisms showing strong
linkage disequilibrium suggested that the downstream gene expression of a haplotype block is a
putative enhancer region. Accordingly, it was thought that the relevant chromosome region
containing regulatory elements that have a function in the etiology of periodontitis. The aim of the
study is to confirm that these putative regulatory elements enhance gene expression. For this
purpose, the region was amplified and confirmed by DNA sequencing, cloned into the firefly
luciferase reporter vector pgl4.24, and then transfected into cells where RSPO4 was strongly
expressed after it was expressed at a high level in competent bacteria, and the effect of the putative
sequence on the promoter activity was carried out. The effect was examined with the luciferase
assay. As a result, it was determined that the sequence decreased the promoter activity revealing
that the region is a repressor region.

Keywords: Periodontitis, R-spondin, RSPO4
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1. GIRIS

Periodontitis alveol kemigi, sement ve periodontal ligament gibi dise 0zgii ¢evreleyici
yapilarin yikimina yol agan bir hastaliktir. Periodontitis; genetik, ¢evresel ve hayat tarzi
faktorlerinin bir arada rol oynadigr kompleks hastaliklardan olup genetik yatkinliga sahip her
bireyde hastalik geligmeyebilir. Ancak bazi bireyler heniiz gen¢ yasta periodontitis fenotipine
sahip olabilir (agresif periodontitis) ve bu bireylerde genetik yatkinligin varligina siklikla isaret
edilmektedir. Genetik acidan periodontitiste tek bir genetik degisken giiclii bir etki ile agiga
cikmamakta, erken yasta baslayan hastalik tablosu genellikle ¢esitli risk alellerinin 6zgiil
kombinasyonlarini tasimaktadir. Farkli hastalik fenotipleri arasindaki sinirlar belirgin bir farklilik
gostermemekle birlikte bu fenotipler baz1 ortak risk alellerine ve varyasyonlara sahiptir. Hastalik
siddeti bireysel genotip ile tarif edilebilmekte ve ¢ok siddetli vaka ornekleri yatkinlik alellerini
daha yiiksek siklikta tagimakta iken orta siddette fenotipe sahip hastalarda ¢evresel ve hayat tarzi
faktorleri daha 6nemli rol oynamaktadir. Genel olarak bu risk alelleri yaygin, orta diizeyde yikim
gOsteren ve gec yasta ortaya ¢ikan periodontitis formlarinda (kronik periodontitis) goriilmektedir.
Homojen etnik zemine sahip genis vaka Orneklerini bulabilmekteki zorluklar periodontitisin
genetik risk lokuslarinin belirlenmesi siirecini yavaslatmaktadir. Sonug olarak ¢ok sayidaki aday
gen analizi ¢alismasina ragmen istatistiksel iligki kanitlar1 heniiz yetersizdir ve genom diizeyinde
iliski ¢alismalar ile ancak GLT6D1, DEFAIA3, SIGLECS, NPY, PF4/PPBP/CXCLS5, ANRIL,
CAMTAI/VAMP3 ve PLG gibi baz1 genlerdeki varyasyonlar periodontitis i¢in gergek genetik
yatkinlik faktorii olarak kabul edilebilmektedir (1).

Gingival dokulardaki inflamasyon (gingivitis) periodontitis gelisimi i¢in 6n kosuldur (2,3).
Ancak bazi bireylerdeki gingivitis, periodontitise doniismez (4,5). Hastalik patogenezi ve
yatkinligin anlasilmasi agisindan oldukga ilgi ¢ekici olmasina karsin bu doniisiimiin hangi
bireylerde olabildigi heniiz bilinmemektedir. Ayrica ayn1 bireydeki bazi bdlgeler periodontitise
doniislirken bazilar1 yillarca gingivitis olarak stabil kalmaktadir. Bu durum hastaligin bolgeye 6zgii
olma ozelligini (site-specificity) tanimlamaktadir. Ancak hangi bélgelerin hastaliga doniisiip
hangilerinin direng gosterdigi ile iliskili mekanizmalar heniiz aydinlatilamamistir. Yakin tarihli bir
aragtirmada bir grup spesifik fare hatt1 (recombinant inbred lines) alt1 hafta siireyle olusturulan
major bir periodontopatojen (Porphyromonas gingivalis) kaynakli oral enfeksiyona direng
gosterirken diger hatlarda belirgin kemik kayb1 gézlenmistir (6). Arastirmada periodontal dokular

kullanilarak yapilan RNA-dizi analizi sonucunda direngli farelerde bakteriyel enfeksiyona yanit



olarak RSPO4 ifadesinin artti1 goriilmiistiir. Spekiilatif olmakla birlikte bu bulgular RSPO4 gen
reglilasyonunun  P.gingivalis kaynakli periodontal yikima direngte rol oynadigim
diisiindiirmektedir. Mevcut bilgiler RSPO4’iin osteogenezde rolii bulundugunu ve canonical Wnt
sinyal aktivatorii oldugunu dogrulamaktadir (7-9). Ayrica evre III-IV, C dereceli periodontitisli
bireylerde gergeklestirilen bir genom boyu iligkilendirme ¢alismast sonuclart RSPO4’iin
periodontitiste roli oldugunu diistindiirmiistiir (10).

RSPO4’iin genetik diizenleyici bolgesi ile ilgili olarak 896 vaka ve 7.104 kontrol bireyi ile
gerceklestirilen genom boyu iliskilendirme ¢aligmasinin sonuglart RSPO4’{in 3°’UTR bolgesindeki
bir haplotip blogun asag1 yoniinde agresif periodontitis ile iligkili oldugunu gostermistir (p=0,002;
OR=1,3; 95% giliven araligi=1,1-1,57). ENCODE verileri ile birlestirildiginde iliskilendirme
bolgesinde putatif bir hizlandirict bolgesine rastlanmistir. Cesitli hiicre tiplerinde ChIP-dizileme
analizi sonucunda tespit edilmis olan transkripsiyon faktorii baglanma bdolgelerinin, DNAz I asir
duyarliligr gosteren agik kromatin bolgelerinin varligi, ile H3K4Mel ve H3K27Ac histon
modifikasyonlarinin  varligi bu bdlgenin gen ifadesini hizlandirict bir dizi oldugunu
diistindiirmistiir (11,12). Ayrica belirtilen olas1 diizenleyici bolgede giiglii LD degerine sahip tek
niikleotit polimorfizm bolgelerinin de bulunmasi bu fikri desteklemektedir.

Bu bilgiler 15181nda gergeklestirilen tez ¢alismasinin hipotezi; “RSPO4 geninin 3’ yoniinde
etiketlenen, periodontitis ile iliskili varyantlarin yer aldigi putatif bir diizenleyici bolge, gen
ifadesini hizlandirict etki gosterir” seklindedir. Calismanin amaci ise RSPO4 genine yakin
konumlanmis olan putatif bir diizenleyici bdlgenin, gen ifadesini hizlandirict roliinii

dogrulamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum disleri ¢evreleyen ve destekleyen dokularin genel adidir ve periodontal
ligament, alveol kemigi, sement ve disetinden olusur (13). Bu dort yap1 fonksiyonel, biyokimyasal
ve anatomik acidan tek bir doku gibi iglev goriir ve digleri destekler (14). Diseti, disin kokiinii ve
icerisinde yer aldig1 alveol kemigini sikica kaplayan mukozadir. Alveol kemigi, ¢ene kemiginin
dis koklerini ¢evreleyen kismidir. Periodontal ligament, alveol kemiginin i¢ yiizeyi ile dis kokiiniin
dis ylizeyi arasinda yer alarak dislerin alveol kemigine tutunmasini saglayan; hiicre, lifler, vaskiiler

ve noral yapilardan olusan bir bag dokusudur (13). Sement ise dis kokiinii 6rten, mezenkimal

kokenli, avaskiiler kalsifiye dokudur (15).

2.2. Periodontal Hastaliklar

Saglikli periodonsiyum; giil kurusu pembe renkte, fibrotik kivamli, kanamasiz ve
ylizeyinde yer yer piirtiiklii alanlara sahip bir diseti ve destek kaybi, cep ve alveoler kemik
rezorbsiyonu goriilmeyen periodontal kosullar tarif etmektedir. Bagka bir ifade ile periodontal
saglik, klinik olarak inflamasyon ve destek kaybinin olusmadig1 ya da tedavi edilerek giderildigi
durumdur. Diinya genelinde en sik goriilen bulasicit olmayan iltihabi hastaliklar olarak bilinen
inflamatuar periodontal hastaliklar ise bu homeostazinin bozuldugu, aktif olarak mikrobiyal dental
biyofilm tarafindan baslatilip bircok sistemik ve lokal faktoriin hazirlayict ve ilerletici faktor
olarak rol oynadig1 hastaliklardir (16).

Periodontal hastaliklar ve durumlar Amerikan Periodontoloji Akademisi (American
Academy of Periodontology, AAP) ile Avrupa Periodontoloji Federasyonu (European Federation
of Periodontology, EFP) arasinda saglanan ortak goriis sonucunda 2017 yilinda olusturulan

asagidaki siniflandirma igerisinde yer almaktadir (17).

Periodontal Hastaliklar ve Durumlar
1. Periodontal saglik, gingival hastaliklar ve durumlar
- Gingival saglk

- Gingivitis (biyofilm tarafindan indiiklenen)



- Gingival hastaliklar (biyofilm tarafindan indiiklenmeyen)
2. Periodontitis

- Periodontitis

- Nekrotizan periodontal hastaliklar

- Sistemik bir hastaligin bulgusu olarak periodontitis

3. Periodonsiyumu etkileyen diger durumlar

- Periodontal destek dokular: etkileyen sistemik hastaliklar ve durumlar
- Periodontal abseler ve endodontik-periodontal lezyonlar
- Mukogingival deformiteler ve durumlar

- Travmatik okluzal kuvvetler

- Dis ve protez iliskili faktorler

Inflamatuar periodontal hastaliklar temel olarak gingivitis ve periodontitistir. Gingivitis
digeti diizeyinde sinirhi kalan ve periodontal destek kaybina yol agmayan, geri doniisiimlii bir
inflamasyon tablosudur. Karakteristik klinik bulgular1 disetinde eritem, 6dem, kanama ve form
degisikligidir (18). Periodontitis ise inflamasyon sonucu disi destekleyen yapilarin yikima ugradig:
periodontal hastaliktir. Periodontitis biyofilm (mikroorganizmalarin dis yiizeyine yapiskan bir
matris aracilifiyla tutunup kolonize olarak meydana getirdigi karmagsik sistem) ve bu biyofilme
konak tarafindan inflamatuar medyatorler araciligiyla verilen yanit araciligiyla olugsmaktadir (19).
Olusan inflamasyon sonucunda diseti, alveol kemigi ve periodontal ligamente ait bag dokularinda
yikim meydana gelirken alveol kemigi ve sementin mineral fazinda da rezorbsiyon olusmaktadir
(20). Periodontitisin klinik bulgular1 gingivitisteki kanama, 6dem ve eritem bulgularina ek olarak
periodontal destek kaybi, kemik rezorbsiyonu ve patolojik cep olusumudur. Agr1 genellikle azdir
veya goriilmemektedir. Periodontitisin ilerlemesi sonucu olusan dis kayiplari ¢igneme
fonksiyonunda bozulmaya ve estetik problemlere neden olmaktadir. Periodontitis hayat kalitesini

onemli olgiide bozarak sosyal problemlere sebep olurken tedavi maliyetleri de sosyo-ekonomik



ylikii artirmaktadir (16). Yapilan arastirmalar periodontitis ile sistemik saglik arasinda yakin iligki
oldugunu ve periodontitisin bagta diyabet olmak iizere kardiyovaskiiler problemler, romatizmal
hastaliklar, nérolojik problemler, gastrointestinal sorunlar gibi bir¢ok sistemik problemin hem
komplikasyonlar1 arasinda yer aldigin1 hem de etiyolojisinde rol oynadigin1 géstermektedir (20).
Periodontal saglik ile gingivitis arasindaki gegis tamamen geri donebilir iken periodontitis olugmus

bir hasta ancak stabil duruma doniisebilmektedir (21) (Sekil 2.1).

—) —)
Saghk Gingivitis —) Periodontitis Stabil durum

—

|

Sekil 2.1. Periodontal saglik-hastalik doniistimii

Periodontal hastaliin tiiriiniin yan1 sira hastalifa ait yayginlik, evre (siddet) ve derece
(ilerleme hizi1) bilgileri ile tani siireci tamamlanmaktadir (Tablo 2.1). Yayginlik etkilenen dis
sayisini temsil eden bir terimdir. Buna gore yayginlik tayin edilirken etkilenen dis sayisinin toplam
dis sayisia orani %30’dan fazla ise genel, %30’dan az ise lokal ifadesi kullanilmaktadir. Baz1
olgularda periodontal hastalik 6zellikle gen¢ yaslarda spesifik disleri etkileyebilmektedir. Bu
dislerin cogunlukla birinci keser disler ve/veya birinci molar disler olmasi sebebiyle yayginlik i¢in
ticiincii bir ifade de molar-keser tutulumudur. Periodontal hastaligin evresi hastaligin ne oranda
ilerlediginin bir gostergesidir ve tiimor evrelemesi ile benzer bir mantiga sahiptir. Buna gore evre
I periodontitiste hastaligin gingivitisten ve periodontitise heniiz doniistiigii asamadir ve periodontal
destek kaybinin erken asamalarini temsil etmektedir. Evreler ilerledik¢e hem destek kaybi hem de
kaybedilen dis sayist artmaktadir. Periodontitis derecesi ise hastaligin ilerleme hizinin
gostergesidir. Bes yillik periyotta olusan periodontal destek kaybinin dlgiilmesi veya hastalikta
olusan kemik rezorbsiyon miktarmin hastanin yasina boliinmesi ile hesaplanmaktadir. Risk
faktorlerinin hastaligin ilerleme hizini artiracagi gergeginden hareketle periodontitis derecesi,
kontrol altinda olmayan diyabet ve giinde 10 adetten fazla sigara kullanim1 varliginda artmaktadir

(Tablo 2.1) (22,23).



Tablo 2.1. Periodontitis yayginligi, evresi ve derecesi

1- Lokal (<%30)
Yayginhk Genel (>%30)
Molar-keser tutulumu
2-Evre Evre Evre II Evre 111 Evre IV
(Baslangig) (Orta) (Siddetli | (Siddetli +
+ dis dentisyon
kaybi) kaybi)
1-2 mm 3-4 mm > Smm > Smm
destek destek destek destek
kayb1 kayb1 kayb1 kayb1
<%]I15 %15-33 >%33 kemik kaybi1
kemik kemik
kayb1 kayb1
Dis kayb1 yok <4 dis > 5 dis
kayb1 kayb1
3-Derece Derece A | Derece B | Derece C
(vavas) (orta) (hizly)
Son 5 yilda Son 5 Son 5
kemik yilda yilda
kayb1 yok <2mm >2mm
kemik kemik
kayb1 kayb1
Kemik Kemik Kemik
kayb1/yas | kaybi/ kayb1 /
<0.25 yas = yas >1
0.25-1
Fazla Biyofilm Az
biyofilm-az ile biyofilm-
yikim uyumlu fazla
yikim yikim
- <10 >10
sigara/giin | sigara/giin
HbA1c<7 | HbA1c>7




2.3. inflamatuar Periodontal Hastaliklarin Olusum Mekanizmasi
Inflamatuar periodontal hastaliklar temel olarak dental biyofilm ile ona kars: gelisen konak
yanit1 ve bu etkilesimin modiilasyonunda rol oynayan genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisi sonucu

ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 2.2) (24).

Davranigsal Risk Faktorlerinin Yoklugu Davranigsal Risk Faktérlerinin Varligi
Cevresel Risk Faktorlerin Yoklugu Cevresel Risk Faktorlerinin Varligt
DAMP
Sagliga fomelemen Orantili Baslangig Antikorlar Gzl i —
Katkisi < P /'\§a'mast| : Konak Antikorlar "
Olan PMN Disbiyozisi ¢ummssm  vyani aem
Biyofilm  (mm— (Quorum  PMN ++ PMN +44 —
(Simbiyozis) Sensing) ] TDOS
TveB Plazma
Hicreleri Huicreleri
Antijenler Antijenler
i Sitokinler
Dicik o Enflamasyon mm—) ¢ nflamasyon — o
. U§l:l. DNA’s . Durumunun . LPS Durumunun LPS Prostanoidler
Biyokiitle  mmm) Yiiksek —)
Akut Iy - Kronik —) MMP
P : Biyokutle Viriilans —
fMLP ez o] Faktérlei Coztlmesi Gingipain Oksidatif
_ Stres
Genetik Risk Faktorlerinin Yoklugu Genetik Risk Faktorlerinin Varligt

Epigenetik Etkilerin Belirgin Oldugu |

Epigenetik Etkilerin Belirgin Olmadig1

Sekil 2.2. Periodontal hastaliklarin gelisim mekanizmasi (PMN, polimorfoniikleer hiicreler; fMLP,
N-formil-metil-16sin-fenilalanin yiizey reseptorii; LPS, lipopolisakkarit; DOS, diseti olugu stvisi;

MMP, matriks metalloproteaz)

2.3.1. Dental Biyofilm

Gingivitis ve periodontitis dis yilizeyine tutunan biyofilm igerisinde yer alan
mikroorganizmalar tarafindan baslatilmakta ve siirdiiriilmektedir (19). Mikrobiyal biyofilm bir
kiside yaklasik 150 tiir icerirken giiniimiize kadar insan dental biyofilminden 800'e yakin farkli tiir
izole edilmistir (25). Periodontitis baglangicina neden olan tiirlerin hangisi/hangileri olabilecegi
sorusunun yaniti hala gizemini korusa da (26, 27) gram-negatif anaerobik bakteriler, spiroketler
ve hatta virlislerin hastalik tablosundan sorumlu patojenler arasinda oldugu; Porphyromonas
gingivalis, Tannerella  forsythia, Treponema  denticola  ve  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans gibi bakterilerin agresif periodontal hastalik formlar ile iliskili oldugu



belirtilmektedir (28,29). Ancak giiniimiizde higbir patojenin kendi basina hastaligin nedeni
olmadig1 ve bunun yerine disbiyoz (mikrobiyal biyofilm dengesizligi) durumunun ‘patojenik birim'
oldugu ve yukarida adi gegen organizmalarin ise anahtar (keystone) patojen olduklar1 kabul
edilmektedir (30,31). Dolayistyla son donemde periodontal tedavi yaklasiminda hastaliga 6zgii bir
veya birkag spesifik patojenin eliminasyonu yerine biyofilm igeriginin ve dengesinin hedefli bir

sekilde degistirildigi stratejiler 6n plana ¢ikmaktadir (27).

2.3.2. Konak Yamti

Konak yaniti periodontal hastalikta dokuda meydana gelen yikimin esas belirleyicisi
olmakla birlikte biyofilm varliginda homeostaziyi siirdiirme islevine de sahiptir. Bu baglamda
gingivitiste goriilen T-hiicre yaniti konagin plak biyofilmi ile dengede oldugu varsayilan
homeostatik yaniti temsil ederken bu dengenin bozuldugu durumda (disbiyoz) hastalik ilerleyip
periodontitise doniismektedir. Periodontitis lezyonuna B hiicreleri ve plazma hiicreleri hakimdir
ve basta IL-1 ile timor nekroz faktdr-o olmak iizere B hiicresi sitokinlerinin kontrolsiiz iiretimi;
bag dokusu yikimi, destek kaybi ve kemik rezorbsiyonu ile sonug¢lanmaktadir (32).

Gingivitisteki T-hiicre yanitindan periodontitiste baskin olan B-hiicre/plazma hiicresi
yanitina doniisiim Thl ve Th2 hiicreleri arasindaki dengenin bozulmasinin bir sonucudur (33).
Buna ek olarak M1 ve M2 makrofajlar1 arasindaki denge de periodontitisteki yikim ve yapimin bir
arada goriildiigii kronik inflamasyon siirecini yansitan bir belirtegtir (34). Gerek Th1-Th2 gerekse
M1-M2 makrofaj dengesinin korunmasi ve kontrolii ise polimorfoniikleer (PMN) hiicre yaniti ile
saglanmaktadir (35). Esas olarak mikrobiyal biyofilme kars1 gelisen PMN hiicre aktivitesi genetik,
dogal immiin yanit ve spesifik olarak da antijen sunucu hiicrelerin davranisi ile yonlendirilir (36).
PMN hiicre yanitindaki bozulma periodontal hastaligin ilerlemesi ile sonu¢lanmaktadir (37).
Diseti, kemik ve periodontal ligamentin bag dokusunda meydana gelen bu olaylar ve 6zellikle
PMN hiicre yanit1 disetinin cep igerisinde yer alan epitel bariyerinin de bozulmasina yol
acmaktadir. Epitelin bariyer gorevinde kritik fonksiyona sahip olan IL-17 ve NET (neutrophil
extracellular traps) molekiillerinin yapimindaki azalma epitelin hem biitiinliigiinii hem de
yenilenme siirecini bozarak mikroorganizma invazyonunu kolaylastirmaktadir (38). Otoimmiinite
periodontitisteki kronik inflamasyonda kritik rolii olan bir diger mekanizmadir. Ornegin kolajen

fragmanlar1 ile zarar gormiis hiicrelerin proteazla sindirilme siireci fibroblast fagositozunu da



artirarak dokuda kolajen kaybina yol agmaktadir (39). Bu siire¢ regulatér T hiicre-natural killer T

hiicre dengesinin bozulmasi ile gerceklesmektedir (40).

2.3.3. Sistemik ve Cevresel Faktorler

Sistemik ve ¢evresel faktorler konagin periodontitise verdigi cevabi degistirebilmektedir.
Bu degisim periodontitisin yayginligi, siddeti, ilerleme hizi ve tedaviye yaniti iizerinden
gerceklesmektedir. Diyabet ve tiitiin kullanimi1 basta olmak iizere obesite ve beslenme, yas,
osteoporoz, stres, menstruasyon, hamilelik, HIV/AIDS gibi faktorler ile kontraseptif,
antikonviilzan, immiinsiipresan ve antihipertansif ilaglar periodontal problemin hazirlayicilar:
arasinda yer almaktadir (41). Bu faktorler icerisinde diyabet ve sigara kullaniminin etkisi diger

risk faktorlerinden daha barizdir.

2.3.4. Genetik Faktorler

Periodontal hastalikta biyofilmdeki patojenler, immiin sistem ile sistemik ve cevresel
faktorler arasindaki kompleks etkilesime ait birgok olay genetik faktorler tarafindan
diizenlenmektedir. Genler immiin reseptdrlere ve bakteriyel suslara spesifik birgok molekiilii
kodlamalarinin yan1 sira inflamatuar olaylara aracilik eden sinyal transdiiksiyon yolaklarinda yer
alan molekiilleri kodlayarak inflamatuar yanitin yogunlugunu diizenlemektedir (42). Biyofilmde
yer alan organizmalar da gen transferi ve mutasyonlar araciligiyla biyofilmdeki sayilarini,
oranlarin1 ve karakteristiklerini degistirebilmektedir (43). Sistemik ve ¢evresel faktorlerin etkisi
altinda yasin ilerlemesi ile degisim gosterebilen konak immiin yanit1 gibi genetik faktorler de yas
ilerledik¢e epigenetik etkiler ve somatik mutasyonlar ile degisim gostermektedir (44).

Genetik-periodontitis iligkisini inceleyen, ikiz ¢aligsmalarinin 6n plana ¢iktig1 aragtirmalar
oncelikli olarak hastaligin kalitimmna odaklanmustir. Orne@in erken baslayan periodontitis
olgularinin goriilme riski dizigotik ikizlere kiyasla monozigotik ikizlerde iki kattan daha fazla
bulunmustur (45). Nitekim erken baslayan periodontitis tanisi esnasindaki ortalama yas farki
monozigotik ikiz ¢iftlerinde 0,9 yil iken dizigotik ikiz ¢iftlerinde 5,4 yildir. Baska bir popiilasyon
temelli ikiz ¢aligmasinda, yavas ilerleyen periodontitis formundaki kalitim incelenmis ve destek
kayb1 acisindan monozigotik ve dizigotik ikizler benzer iken periodontal hastaligin siddeti ve

yaygiligr agisindan monozigotik ikizlerin benzerligi ¢ok daha yiiksek bulunmustur (46). Bu
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aragtirmalarda yas, cinsiyet, sigara kullanim1 gibi diger sistemik ve c¢evresel faktorlerin etkileri
sabit tutuldugunda %50 civarinda kalitim derecesi oldugu saptanmuistir.

Genetik acidan periodontitis kompleks hastalik olarak tamimlanmaktadir. Insan
genomunun dizilenmesinden bu yana on milyonlarca ortak niikleotit polimorfizmini igeren genetik
varyantlarin haritalar olusturularak kompleks hastaliklarin anlagilmasinda belirgin diizeyde yol
alimmigtir (47-50). Periodontitise yatkinlik ve siddetli periodontal yikimla iliskilendirilmis ¢ok
sayida genetik varyant bulunmaktadir (51). Bu varyantlarin saptanmasinda 15 yi1l dncesine kadar
en sik kullanilan strateji aday gen iliskilendirme ¢aligsmalari idi. Bu calismalarda mevcut molekiiler
mekanizma ve hastalik etiyolojisindeki olas1 rolii bilgilerine gore secilen gene ait 6n hipotez
kurulup bu genin yatkinlik ve riskteki etkisi ile sahip oldugu fonksiyonel varyant(lar)
incelenmekteydi (52). Aday gen analizlerinin interldkinler, toll-like reseptor aileleri ve matriks
metalloproteinazlar gibi kazanilmis ve adaptif immiinite ile ilgili mekanizmalara odaklandig:
goriilmektedir (53). Bu yaklasimin en biiyiik limitasyonu hastalikta rolii olabilecek yiizlerce olasi
genin, fonksiyonlar1 bilinmedigi i¢in ve/veya hastalikla iliskili yolaklarda gorev aldig1 heniiz tespit
edilmedigi i¢in secilmemesidir. Ayrica periodontitis ve benzeri kompleks hastaliklarda
popiilasyonlar igerisindeki dogal heterojenite nedeniyle ¢cok genis vaka-kontrol gruplarina ihtiyag
duyulmaktadir. Oysa yapilmis bir¢ok aday gen analizi ¢alismasinda incelenen ortak belirteclerin /
hastaliga yol acan genetik varyantlarin olasilik orani (odds ratio-OR) 1,3 ve altinda kalmaktadir
(54-57). Halbuki OR’si 1,3 ve mindr allel frekans1 %20 olan bir varyanti incelemek i¢in %80 giice
sahip minimum vaka ve kontrol drneklem biiyiikligii 1000’er kisiyi bulmaktadir (58). Bu da
gecmiste yapilan bir¢ok aday gen analizi caligmasinin yeterli 6rneklem biiytikliigline ulagsmadigini
gostermektedir. Bu limitasyonlar nedeniyle periodontal risk varyantlarina yonelik ¢aligsmalarda
kapsamli, 6n hipotez icermeyen ve genomun tamamini dikkate alan bir varyant inceleme yaklagimi
olan genom boyu iligkilendirme ¢alismasi yontemleri kullanilmaya baslanmistir (59). Genom boyu
iliskilendirme caligsmalar1 daha genis 6rneklem biiyiikliigiinii inceleyebilme imkani sunmaktadir.
Ayrica aday gen analizi ile yalniz bir veya birkag varyantin oldugu bolge incelenirken genom boyu
iliskilendirme ile bir haplotip blogundaki tiim varyantlar bir arada incelenebilmektedir. Nitekim
bu alandaki genom boyu iliskilendirme ¢alismalari, aday gen analizlerinden farkli sonuglar ortaya
koymustur. Ornegin 2010 yilinda yayinlanan bu alandaki ilk genom boyu iliskilendirme galismasi
makalesinde periodontal hastalikla ilgili mekanizmalarda heniiz ad1 gegmemis olan GLT6D1 geni

agresif yikimla karakterize periodontitis ile iliskili bulunmustur (60). Devam eden genom boyu
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iliskilendirme c¢alismalarinda ise DEFAIA3, SIGLECS5, NPY, PF4/PPBP/CXCLS5, ANRIL,
CAMTAI/VAMP3 ve PLG gibi baz1 genlerdeki varyasyonlar periodontitis i¢in gergek genetik
yatkinlik faktorii olarak tespit edilmistir (1).

2.4. RSPO4

RSPO4 geni 44 kb uzunlugundaki bir genomik DNA bolgesinde yer almaktadir. 5
eksondan olusan bu bolge 234 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir (61). RSPO genleri
tarafindan kodlanan R-spondin protein ailesi memelilerde yakin donemde tanimlanmis, genis
ifadeye sahip ve yapisal homolojilerle iliskili ortak organizasyonlar1 paylastigi ongoriilen
insanlarda dort farkli gen tarafindan kodlanmaktadir (62,63). RSPO4’iin bes eksonun her biri ayr1
bir yapisal domaine sahiptir. Ekson 1 tarafindan kodlanan N ucu sinyal peptit dizisi diisiik derecede
korunmusluk gosterirken ekson 2 ve 3 tarafindan kodlanan komsu iki sisteinden zengin furin
benzeri domainleri ile ekson 4’lin kodladig1 bir trombospondin motifi protein aileleri arasinda
belirgin benzerlik gosterir. Ekson 5 tarafindan kodlanan C-terminal bolgesi ise farkli uzunluklarda
olabilir ve ¢ekirdek lokalizasyon sinyali olarak bilinmektedir.

R-spondinler hiicre morfolojisi, proliferasyonu ve migrasyonunu diizenleyen, evrimsel
olarak korunmus Wnt/b-katenin sinyal yolagini aktiflestirmektedir (64-66). Wnt yolagiin uygun
olmayan aktivasyonunun ¢esitli kanserlerle iliskisi gosterilmistir (67). R-spondin aile iyeleri ve
RSPO4 in splice varyantinin intestinal epitel proliferasyonunu artirdig: bilinmektedir (61). Ancak
R-spondin 4’tin Wnt sinyal yolag: iizerindeki kesin islevi heniliz tam olarak bilinmemektedir.
Ailenin yakin tiyesi olan R-spondin-3 ile ilgili bilgilere dayanarak R-spondinlerin Frizzled ailesi
reseptorlerine ve diisiik yogunluklu lipoprotein iligkili reseptér (LRP) 5 ve 6’ya baglanarak
kanonik Wnt ligantlari ile ¢akistigi, bu yol iizerinden b-katenin ve T-hiicre faktorii (TCF)-lenfoid
enhancer factor (LEF) transkripsiyon faktor kompleksi araciligiyla gen aktivasyonu sagladig:
soylenebilir (66). Ote yandan RSPOI ve RSPO4 mutlaka leucine-rich repeat-containing G-protein
coupled receptor (LGR) yolag iizerinden etki gosterirken RSPO2 ve RSPO3’{lin heparan siilfat
proteoglikan (HSPG) alternatif yolagini da kullanabildigi gosterilmistir (68).

R-spondinler trombospondin tip 1 tekrar (TSR-1) i¢eren protein siiper ailesinin iiyeleridir.
Prototip tiyesi trombin ile uyarilmis trombositlerden izole edilmistir ve bu ylizden “trombine
duyarli protein” olarak isimlendirilmistir (69). Daha sonra igerisinde ii¢ tekrara sahip oldugu

trombospondin proteinlerinde de karakterize edilmistir (70). Trombospondin proteinleri; diger
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sitokinleri, bliyltime faktorlerini, membran reseptorlerini ve proteazlari kompleman sisteminde yer
alan properdin, C6, C7, C8A, C8B, C9 gibi ¢esitli proteinler ile mindin, F-spondin ve SCO-
spondin gibi bir veya daha fazla TSR-1 iceren cesitli proteinlerle bir araya getirerek etki
gostermektedir. Dort tip R-spondin proteininin pleiotropik etkileri bulunmaktadir. R-spondin-1
bireyler arasindaki cinsiyet fenotipi gibi en temel farkliliklar1 kontrol etmektedir. RSPOI gen
mutasyonu SRY-bagimsiz XX erkek cinsiyet degisimi ve palmoplantar hiperkeratoz ile deride
skuamoz hiicreli karsinom predispozisyonunu kombine eden oldukca nadir bir sendromun ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Bu tablo fibroblast kaynakli R-spondin-1 stimiilasyonunun
keratinositlerde b-katenin azalmasina yol agmasi ile agiklanmaktadir (71). R-spondin-2
ekstremiteler, akciger ve sa¢ folikiillerinde gelisim i¢in gerekli iken R-spondin-3 plasenta
gelisiminde rol oynamaktadir. Koryoallantoik ara yiizde R-spondin-3 yapimi mevcutken R-
spondin-3 yoklugunda koryoallantoik birlesme normal goriinlimdedir. R-spondin 4°iin en belirgin
fenotipik etkisi tirnak gelisimi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Anonychia congenita el ve ayak
tirnaklariin yoklugu ile karakterize hafif bir klinik bozukluktur ve otozomal resesif gegisli bir
hastalik olarak goriilmektedir. Etkilenmis bireylerde R-spondin-4 proteinini kodlayan gende
homozigot ve birlesik heterozigot mutasyonlar ile islevsel R-spondin-4 proteininin azalmis sentezi
mevcuttur (72-74). Bu mutasyonlarin etkilerini inceleyen bir ¢alismada p.C78Y ve p.C113R
doniisiimleri sekresyon bozukluguna yol agmistir (75). p.Q65R doniisiimii sekresyonu etkilememis
ama R-spondin aktivitesini siddetli bicimde azaltmistir. Anonychia ile kombine brachydactyly
(parmak ve tirnak kisaligi) goriilen hastalarda Wnt yolaginin tirnak gelisimindeki etkisi ayrica
belirtilmistir (76). Differensiyal gen ekspresyonu (ifadesi farklilik gdsteren genler), gen ontolojisi
ve yolak analizleri OCLN, OPTN, KRT7 dahil bir¢ok gen ile birlikte RSPO4’{in erken dogumda
bozulan trofoblast fonksiyonlar1 ile Wnt yolagi {izerinden iliskili oldugunu gostermistir (77).
Viral enfeksiyona yanit olarak insan hiicreleri, bir grup bagisiklik sinyal proteini olan
interferonlar1 serbest birakmaktadir. RSPO4'lin antiviral tedaviye yanitla genom diizeyinde iligkisi
oldugu R-package (tmod) ve gen ontolojisi (GO) gibi zenginlestirilmis gen setleri kullanilarak
bildirilmistir (78). Ek olarak, hiicre dis1 matriks etkilesimlerine ait reaktom ve Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) ile olusturulan zenginlestirilmis gen setleri, hiicre ¢ogalmasini ve
farklilagmasini, hiicre gogiinii ve hiicre yapismasinit iceren mekanizmalarin etkisini
dogrulamaktadir. Bu bilgiler RSPO4'iin inflamasyondaki dogal bagisiklik ve hiicre dis1 matriks

fonksiyonlar1 {izerinden gelisen roliinii ortaya koymaktadir.
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Yukarida belirtilen fonksiyonlarinin yani sira tiim R-spondinlerin iskelet gelisiminde rol
oynadig1 bilinmektedir. Farelerde ekstremite gelisiminin embriyonik tomurcuk evresinde (E10.5)
RSPOI’in ifadesi diiserken parmak kemiklerinin mezenkimal organlarindaki ifadesi daha ileri
evrede (E12.5-E14.5) artmaktadir. RSPO? ifade artis1 bacak gelisimi tomurcuk evresinde (E10.5-
E14.5) apikal ektodermal kret ile iligkilidir (66,79). RSPO2 (-/-) farelerde otopod ve arka bacak
fibula kaybi, parmak tutusunda kayip, 6n ayaklarda carpiklik ve tirnak kayb1 ile sonu¢lanmaktadir.
Yarik damak ve kraniyofasiyal malformasyon da goriilmektedir. Bu fenotip Wnt sinyal iletiminin
azalmasi ile ortaya ¢ikan fenotipe benzerdir (80). RSPO2/RSPO3 (-/-) farelerde bu fenotip daha
siddetli olmaktadir (81). RSPO4 ifadesi, ekstremite gelisimi sirasinda polarizasyon aktivitesi
bolgesinde, 6n ekstremite tomurcugu ve parmak uclarinin en uzak bolgelerinde artmaktadir. Bu
veriler, RSPO2 ve RSPO3'in apikal ektodermal kret korunmasinda ve dolayisiyla ekstremitenin
uzamasinda ve distal yapilarin olusumunda 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
R-spondinlerin tiimii kraniyofasiyal kemiklerde bir miktar ifadeye sahiptir ve RSPO2 delesyonu
malformasyona neden olmaktadir (66,82). Bu da R-spondinlerin intramembrandz kemiklerin
gelisiminde dnemli rol oynadigini diislindiirmektedir.

Sinirli  sayidaki arastirma, olgun iskelette de R-spondinlerin rolii oldugunu
desteklemektedir. Rspol, in vitro olarak fare myoblast hiicre hattinda (C2C12) ve primer murin
kalvarya hiicrelerinde Wnt3A ile sinerji olusturarak osteoblastik farklilagsmay1 (alkalen fosfataz
aktivitesi ve osteokalsin ifadesi) ve osteoprotegerin ifadesini (83) etkilemektedir. Benzer sekilde,
RSPO2 ’nin yiiksek diizeyde ifadesi kemik morfogenik proteini varlifinda osteoblastik hiicre
farklilagsmasini (alkalen fosfataz aktivitesi, mineral boyama ve gen ifadesi) artirmakta ve RSPO?2
baskilanmasi ise Wntll ifade artis1 ile goriilen farklilasmayr baskilamaktadir (84). RSPO1
transkript seviyeleri, farklilagma sirasinda insan primer osteoblastlarinda ve FOB1.19 hiicrelerinde
artmakta ve rekombinant RSPO! uygulamasi, Wnt stabilizasyonunu ve alkalen fosfataz
aktivitesini artirabilmektedir (85). RSPO! seviyeleri, in vitro uyaranlara yanit olarak artmakta ve
rekombinant RSPO1'in sistemik uygulamasi, osteoporotik fenotipe sahip oldugu bilinen ii¢ fare
yaslanma modelinde mineralizasyon oranin1 ve kemik hacmini arttirmistir (86). Farelerde R-
spondin reseptorii olan LGR4'lin silinmesi hem azalmis kemik olusumuna hem de artmis kemik
rezorpsiyonuna bagli olarak azalmis kemik kiitlesine sebep olmaktadir. Bu da periodontal dokular
da dahil olmak iizere tiim viicuttaki olgun kemik idamesinde R-spondinlerin rolii oldugunu

diisiindiirmektedir (87).
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Terapotik bir perspektiften, bir fare artrit modelinin (timdr nekroz faktdr-o’nin yiliksek
diizeyde ifadesi) eklemlerine enjekte edilen rekombinant RSPO1, osteoblast gelisimini uyarirken
osteoklast gelisimini baskilayarak kemik erozyonunu azaltmis ve kikirdak biitiinligiini artirmigtir
(88). Ayrica, osteoartrit hastalarinda RSPO2 mRNA ve protein ifadesi azalmaktadir. RSPO2’nin
yiiksek diizeyde ifadesi kemik morfogenik proteini varliginda osteoblastik hiicre farklilagmasini
(alkalen fosfataz aktivitesi, mineral boyama ve gen ifadesi) arttirirken RSPO2 baskilanmasi ise
Wntl1 ifade artis1 ile goriilen farklilagsmayi1 baskilamaktadir (28). B-katenin stabilizasyonu,
osteoartrit hastalarindan izole edilen hiicrelerde de azalmakta ve rekombinant Rspo2, bu
stabilizasyonu normal seviyelere geri getirebilmektedir (89). Heniiz ileri arastirmalara ihtiyag olsa
da R-spondin ailesi artrit veya periodontal hastaliklar gibi kemik kaybi ile seyreden klinik
durumlarda tedavi potansiyeline sahip osteoanabolik terapdtikler icin umut verici bir hedef
sunmaktadir.

RSPO4’iin periodontal dokular iizerinde etkisi olabilecegine dair en erken bulgular 2007
yilinda fare dis gelisimini mikroarray yontemiyle inceleyen bir arastirmada rapor edilmistir (90).
Arastirmada mRNA in-situ hibridizasyon incelemesinde Rspo4, Papln, Amtn, Gjal ve Maf
transkriptlerinin dis gelisimi ile iliskili oldugu belirtilmistir (90). Yakin tarihli bir aragtirmada ise
bir grup spesifik fare hatti (recombinant inbred lines) 6 hafta siireyle olusturulan major bir
periodontopatojen (Porphyromonas gingivalis) kaynakli oral enfeksiyona direng gosterirken diger
hatlarda belirgin kemik kaybi gdzlenmistir (6). Arastirmada periodontal dokular kullanilarak
yapilan RNA-dizi analizi sonucunda direngli farelerde bakteriyel enfeksiyona yanit olarak RSPO4
ifadesinin arttig1 goriilmiistiir. Spekiilatif olmakla birlikte bu bulgular RSPO4 gen regiilasyonunun
P.gingivalis kaynakli periodontal yikima direncgte rol oynadigimi diisindiirmektedir. Mevcut
bilgiler RSPO4’iin osteogenezde rolii bulundugunu ve canonical Wnt sinyal aktivatorii oldugunu
dogrulamaktadir (7-9). Ayrica evre III-IV, C dereceli periodontitisli bireylerde gergeklestirilen bir
genom boyu iligkilendirme ¢aligmasi sonuclart RSPO4’lin periodontitiste rolii oldugunu
diisiindiirmiistiir (10).

RSPO4’1in genetik diizenleyici bolgesi ile ilgili olarak 896 vaka ve 7.104 kontrol bireyi ile
gerceklestirilen genom boyu iliskilendirme ¢aligmasinin sonuglart RSPO4’{in 3’UTR bolgesindeki
bir haplotip blogun asag1 yoniinde agresif tipteki periodontitis ile iliskili oldugunu gostermistir
(p=0,002; OR=1,3; 95% giiven araligi=1,1-1,57) (91). ENCODE verileri ile entegre edildiginde

iliskilendirme bolgesinde putatif bir hizlandirict bolgesine rastlanmistir. Cesitli hiicre tiplerinde
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ChIP-dizileme analizi sonucunda tespit edilmis olan transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin,
DNAZz I asir1 duyarlilif1 gdsteren agik kromatin bdlgelerinin varligy, ile H3K4Mel ve H3K27Ac
histon modifikasyonlarinin varligi bu bolgenin gen ifadesini hizlandirici bir dizi oldugunu
diistindiirmistiir (11,12). Ayrica belirtilen olas1 diizenleyici bolgede giiglii LD degerine sahip tek
niikleotit polimorfizm bolgelerinin de bulunmasi bu fikri desteklemektedir.

Bu bilgiler 15181nda gergeklestirilen tez ¢alismasinin hipotezi; “RSPO4 geninin 3’ yoniinde
etiketlenen, periodontitis ile iliskili varyantlarin yer aldigi putatif bir diizenleyici bolge, gen
ifadesini hizlandiric1 etki gosterir” seklindedir. Calismanin amaci ise RSPO4 genine yakin
konumlanmis olan putatif bir diizenleyici bdlgenin, gen ifadesini hizlandirict roliinii

dogrulamaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirma Plani
Aragtirma i¢in etik kurul izni gerekmemistir ancak etik kurul izninin gerekmedigine dair
onay almmustir (Ek-1). Tez ¢alismas1 Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
laboratuvar alt yapis1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Teze ait arastirma plani putatif hizlandirict
ve kontrol bolgelerinin amplifikasyonu, reporter gen plazmitine klonlanmasi, osteosarkom hiicre
kiiltiirti, transfeksiyon ve lusiferaz aktivitesinin kantitasyonu asamalarindan olusmaktadir (Sekil

3.1).

Putatif Transfeksiyon
hizlandirici . ve luciferaz
bolge ve Reporter gen Osteosarkom aktivitesinin

plazmitine o g :
kontrol Kklonlanmas! tcre kulturd kantitasyonu

bolgesinin
amplifikasyonu

1 2 3 4
Sekil 3.1. Aragtirma plant

3.2 Putatif Hizlandiric1 Test Bolgesinin ve Kontrol Bolgesinin Belirlenmesi

Aragtirmanin konusunu olusturan ve agresif tipteki periodontitis ile iligkili oldugu
gosterilmis olan putatif hizlandiric1 bolge (test bolgesi) RSPO4’iin 3’UTR bdlgesindeki bir
haplotip blogun 3’ yoniinde yer almaktadir. Cesitli hiicre tiplerinde yapilan ChIP-dizileme analizi
sonucunda transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerine sahip olmasi, DNAz I asir1 duyarlilig
gostermesi, acik kromatin bolgelerine sahip olmasi, H3K4Mel ve H3K27Ac histon
modifikasyonlar1 gostermesi, etrafinda giicli LD degerine sahip tek niikleotit polimorfizm
bolgelerinin bulunmasi nedeniyle bu bolge gen ifadesini diizenleyici bir bdlge olarak diistintilmiis

ve incelenmesine karar verilmistir (Sekil 3.2).
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UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)

Mmove | <<< << < > >> >>>|Z00MiN|15x 3x 10x base |ZOOMOUt|15x 3x 10x 100x

multi-region | chr20:924,283-971,282 47,000 bp. [gcnc, chromosome range, search terms, help pages, see examples l go | examples

chr20 (p13) [ pop13 [XPIEN 12. 2 TP 11.23 [ 11.21] INEEIE] 2012 [CTENPIRENE] 20q13.2

J Scale 10 kb} | hg3s
chr20: | 930,000/ 935,000/ 940, oool 945,000/ 950, oool 955,000| 960,000| 965,000| 970,000|
o R Assembly Yatch Sequence Alignment
o Reference Assembly AIternate Haplotype Sequence A[[gnments
ase Wi
N GC Percent |IMMNARIURIOIEFOTE 0T 0 OO ANNACNR OO0 A IlIIH IIIIIIIIIII ] IIIIIII IIIIIIIIIII MOV O AN NN Ot
Your Sequence from Blat Search
YourSeq i

GENCODE V43

¥ coonm—

DNase | Hypersensitivity Peak Clusters from ENCODE (95 cell types)
DNase Clusters | ] 1 1
Transcription Factor ChIP-seq Clusters (340 factors, 129 cell types) from ENCODE 3
GATA1 | 1/3 CTCF [ 26/191
CTCF 61911 g 1 GATA2[1 3 CTCF  2/191
GATA3| 2/3 CTCF || 1/191
CTCF [l 96/191 A M Micpftp mlphh
GATA2[ 1/3s CTCF  4/191
GATA3 | 2/3t
CTCF [l 185/191 ultAp1hbtabpsafMKGSpsGpek
CTCF [l 36/191
JASPAR Transcription Factor Binding Site Database

_| JASPAR 2022 TFBS
NCBI RefSeq Functional Elements
RefSeq Func Elems
4 100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP

Cons 100 Verts

0.5 _ v**'“"“"“‘“”"‘““‘“‘W’”““’v"’v*w‘M*"-rrmvr‘t_*jf‘-"f_'_m‘wm‘v'-“ri‘*fmjfﬁvjwﬁ-"‘vw-'ww‘mﬁm‘mvjww‘“l”w
Sekil 3.2. incelenen bdlgenin 04.07.2023 tarihli UCSC genome browser goriintiisii (Ok; DNAz I
asir1 duyarli putatif diizenleyici bolge)

DNAZz I asir1 duyarliligina sahip olan alani1 tamamen icermesine ve primer tasarlanabilen
bir alan olmasina dikkat edilen putatif dizi chr20:953596-954125 lokalizasyonunda yer alan 530
bp’lik bir bolgeyi kapsamistir (sekil 3.3, test bolgesi) ve niikleotit dizisi su sekildedir;

Test Bolgesi Niikleotit Dizisi (>chr20:953596-954125 = 530 bp)

TGCTATGGGCTGTATATACAGAAATACATCAGTGAGAGTCCTCAGCCCTAAGGCCAT
TGGTCTGAAGAAAAAAGAGAAATTGCAACAAGTGCCATAGCAAACACAGCTGGGA
AATTCACTGATGTAGTTTGGAGGTGTGTCTCTGCTCAAATCATATATTGAAATGTAA
TCTGCAGTGTTGGAGGTAGGGCCTGGTGGGAGGTGATTGGATAATGGAGGAGGATT
TCTTTTTTTATATCTATCAGGAATGCAAAATTAATTTAATAATCGAAAATTACTATAA
TTCACAGACTAAGACAAGAAAAGCCATACGATTCTCTCACCAGTTGCAGAAAAAGC
ATATGATAGAATTAAACATCTTTTTATGATTTTTTAAAATTATACTTTAAATTCTGGG
ATACATGTGCAGAATGTGTAGGTTTGTTACATAGGTATACATGTGCCATGTTGGTTT
GCTGCACCCATCAACT
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Sekil 3.3. Gen ifadesi iizerindeki etkileri incelenen test ve kontrol bolgeleri

DNAZz I asir1 duyarliligi olmayan ya da transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri gibi
diizenleyici elemanlara sahip olmayan bir dizi, negatif kontrol bolgesi olarak se¢ilmistir. Bu bolge
Chr20:947006-947593 bolgesinde yer almakta olup, 535 bp uzunlugundadir (Sekil 3.3, kontrol

bolgesi) ve niikleotit dizisi agagida gosterilmistir.

Kontrol Bolgesi Niikleotit Dizisi (>chr20:947033-947567 = 535 bp)

CTGGGGTCGCCGCCCTCCCCTCCTCCACAGCCCAGGGTTGGGGTGGCGATAGCTTCC
AGATGGGCTTGGCTCTTAGTGGGGCCTTAAATGACTCCCTCTGAGTCCCTGAGAGGT
GGGACTTAGGGCCTCTTCCTTGGTTCTCAACCCCCCTGGCCCTGGGGGATACCTGAG
GTAGCTGGGTTCAGGCCAGGTGACCTTGGGAATGCCAGCCCTGCTCCGAGCCTCAGT
TTCCCCATCTGAGAAACAGGCATTCTCCATCAAGCTGGCTTGGCAGAGCCACTGTGT
CCTGTGATAGCTAAAGAGAAACATGAAGGAGGACCAGGAACCCCCAGGAAAGTAG
GGTTTCTTTGGTTTTATTTTCTTTTTGTATTTACTTTCTGAATGTATAGTACATATCCA
TAGCATAAAATTTCAAAGGTACAAAAGGGGTCATAGGTAACAGTAAGCCTGTCTCC
CACCCCTGCCCTCCAGACACCCAGACCCCTCTTCCCCGAGGCAAAAACCCTGTCACC
AATTTCTTGAGAATCTGCCCAGA

3.3 Primer Tasarim

Putatif bolgenin kodlayan bir bolge degil de diizenleyici bir bolge olmasi ve %70’in
tizerinde GC bazlarindan olugsmasi nedeniyle tasarlanan primerlerin 530-535 bp’lik putatif bolgeyi
genomik DNA igerisinde tarayip spesifik olarak baglanmasi gii¢ olacagi i¢in bu bolgeyi iceren ve

GC bazlarindan goreli daha fakir olan uzun bir DNA dizisinin (1070-2607 bp) amplifikasyonu
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hedeflenmistir. Bu bandin amplifikasyonunu gerceklestirecek primerler sekilde gosterilmistir
(Sekil 3.4 ve 3.5, mavi oklar). Boylece amplifiye edilen uzun bant kalip olarak kullanilip
hedeflenen putatif bolgenin (Sekil 3.4 ve 3.5, sar1 ile isaretli alanlar) ¢ogaltilmasi hedeflenmistir.

Primer tasarimi PrimerBLAST programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

5 (Fwd primer) UZUN BANT (>chr20:935932-938538 = 2607 bp)
—

GGAGCTCAAGCAAAGAAGATATAGATATGTAATTATTATCATTGTTATTACTATTTTTTTCTCATGTAACAGATACATCAAAAAGTAGAAGCCTTCAGGCATGGCTGGATCTAGGGTCTCAAACACTATCACTAGAACTGCTCCATTCTTAGAGAGGCTCTC
AATCTTCCCTGGGCACCCTATAAAAATGCATCCTTCACATAAACTCTTTCTCCTTTTCCCTACTTTGTTTATTCATGCTGCTTTTACTATCTGGCATCATATTCTAAATTTATTTGTTTATCTGTTTGTTGACTGCCTTCTTGTCTTAGCCTATTCAGGTTGGTATAA
CAAATTGTCATGAACTGGGTAGTATATAAACAACAGAAATTTGGGCTGGGCACAGTGGCTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGAGAGGACAAGGCTTGAGGTCACGAGTTTGAGACCAGCCTGGCCAACATGGTGAAACTCTATCTCCACTAGAATAC
AAAAATTAGCCAGGTGTAGTGGTGCACACCTGGGGTCCCAGCTACTTGGGAGGGTGAGGCAGTTGAATGGCTTGAACCCGGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCGAGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCAACTGAGCGAGACTCCATCTCAAA
AAAAAAAATTTAAAAATAAATTTATTTTCACAGTTCTGGAAGCTGGAAAGTCTAAATCAGGTCATGGGTAGATTAGATGCCTACTGAGGGCCTGCTTTCTGGCTCTGGGAGACTTTTAGCTGTGTCTGCATATGGTGGAATGGGTAAGGGGCTGCTCTGG
GGCCTCTTTCATAAGGGCACTAATTCCATTCATGAGGGCTCCACTCCCATGACGTGGTTCCCTCCCAAAGTCCCCACATCCTAACACTATGACATGGGAATTAAGTTTCAACATATAAATGTTGGGAAGACGCAAACATTCAGAACATAGCACTTTCCCATT
AGATTGTOREEATRRGERCTATATCTAAGCCATTCACTTCTATATCCCTGTTGCCCACTATATACCTAGCATACAGTAGGTGCTTAATAAATGTTTGAAAAATGGGTGAATGAAATATTGTACTTTCTAATTCAAGCATTTTCTGAGCACCTACTGTGCACCA
GGGCCTGTGCTATGGGCTGTATATACAGAAATACATCAGTGAGAGTCCTCAGCCCTAAGGCCATTGGTCTGAAGAAAAAAGAGAAATTGCAACAAGTGCCATAGCAAACACAGCTGGGAAATTCACTGATGTAGTTTGGAGGTGTGTCTCTGCTCAAAT
CATATATTGAAATGTAATCTGCAGTGTTGGAGGTAGGGCCTGGTGGGAGGTGATTGGATAATGGAGGAGGATTTCTTTTTTTATATCTATCAGGAATGCAAAATTAATTTAATAATCGAAAATTACTATAATTCACAGACTAAGACAAGAAAAGCCATAC
GATTCTCTCACCAGTTGCAGAAAAAGCATATGATAGAATTAAACATCTTTTTATGATTTTTTAAAATTATACTTTAAATTCTGGGATACATGTGCAGAATGTGTAGGTTTGTTACATAGGTATACATGTGCCATGTTGGTTTGCTGCACCCATCAACTTGTCAT
TTACATTAGGTATTTCTCCTAATGCTATCCCTCCCCCAGCCCCCCACCCCCTGACAGGCCCCAGTGTGTAATGTTCCCCTCCCTGTGTCCATGTGTTCTCATTGTTCAACTCCCACTTATGAGTGAGAACATGTGGTGTTTGGTTTTCTETCCTTGTGATAGTTT
GCTGAGAATGGTGGTTTCCAGCTTCATCCATGTCCCTGCAAAGGACTTGAACTCATCCCTTTTITATGGCTGCATAGTATTCCATGGTGTATATGTGCCACATTTTCTTTATCCAGTCTATTATTGATGGACATTTGGGTTGGTTCCAAGTCTTTGCTATTGTGA
ATAGTGCCACACTAAGCATATGTGTGCATGTGTCTTTATAGTAGCATGATTTATAATCCTTTGGGTATATACTCAGTAATGGGATTGCTGGGTCAAATGGTATTTCTAGTTCTAGATCCTTGAGGATTTGCCACGGTGTCTTCCACAATGGTTGAACTAATTT
ACACCCCCACCAACAGTGTAAAAGCGTTCCTATTTCTCATGGAGGAGGATTTCTAATGAATGGTTTCACACCATCTCCTTGGTACTGTCCCCATGATAGGGAGGGAGTTCTTGTAAAAGCTGGTCATTTAAAAGTGTGAGGCCCCCACCGCCTCTTTCTCTT
GCTCCTGCTTCACCAGGTGATGTGCCTGTTCCCCCTCTGCCTTCCACCAGGATTGGAAACTTCCTGAGACCTCCCCAGAAGCTGATGCCACCATGTTTGCTGTGCAGCCTACAGAACCGTGAGCCAATTAAACCTCTTTTCTTTATAAATGACCCAGTCTCAG
GTATTTCTTTCTGGCAATGCAAGAACAGCCTAACACATTCACCTCCAGCTACTGCAAGCATTCATGGGGATGAGTGAAAGGAAGGAGAGAGGTGGCTGCTGTGTCGAGGGTTTGCTCTACGACAGGATGGTGCACTTGCCACCTCTGGCTCGATCCACAC
ACTAGCCCATTTTACAGATTAGGCATTGGGAACTCAGAGAGGTGAAGTGACTTGACCAAAAGCAAACTCATGGCAGAATGAAGACTGGGACCAGGGAGGCCTAATTCCAAACATTGTGTGTTACCTCCTCTACCACAAGGCCTCTCTTGCCCAAGAGAAA

GAATAAAGTCSAGCI’ AAAGT 37

(Rev primer)

Sekil 3.4. Test bolgesini i¢ceren uzun DNA bandi dizisi ve bu dizinin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan

primerler

Uzun test bandinin (2607 bp) amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerler:
Forward primer: 5> TCTTCCCTGGGCACCCTATAA 3’
Reverse primer: 5° CAAGTGCACCATCCTGTCGT 3’

5’ (Fwd primer) UZUN BANT Ctrl (>chr20:946704-947773 = 1070 bp)

GGCACCTCCAGCCCAAATAATAATAAAGAGACTAGGAGGGATGTTGGGAGATATCAGATGTTGCTCATTGGAGGCTGTACTGAGTGTGCAGAGAGCTTCAGGGAACCTGGAGCTTTGAGAG
GTAAAGGAACGTGCCAACTGGAACTAGAAACCCACTGCCG CCT& CAGCTCTCTGGGCTGTTTCTCCACATGCACCGTGGGGTTGTTCGGGTCCCACTGGGGAGGGTGGCTGGTATGAGGG

TGGCCTGGCCTGGATGTGAAGTGGGATTTCCAAGGCTGGCACTCAGTCCAGAGCACGAGCCTTGATGAGGAACAGATGCACTCACAGTCTGGGGTCGCCGCCCTCCCCTCCTCCACAGLCC
AGGGTTGGGGTGGCGATAGCTTCCAGATGGGCTTGGCTCTTAGTGGGGCCTTAAATGACTCCCTCTGAGTCCCTGAGAGGTGGGACTTAGGGCCTCTTCCTTGGTTCTCAACCCCCCTGGCC
CTGGGGGATACCTGAGGTAGCTGGGTTCAGGCCAGGTGACCTTGGGAATGCCAGCCCTGCTCCGAGCCTCAGTTTCCCCATCTGAGAAACAGGCATTCTCCATCAAGCTGGCTTGGCAGAG
CCACTGTGTCCTGTGATAGCTAAAGAGAAACATGAAGGAGGACCAGGAACCCCCAGGAAAGTAGGGTTTCTTTGGTTTTATTTTCTTTTTGTATTTACTTTCTGAATGTATAGTACATATCCATA
GCATAAAATTTCAAAGGTACAAAAGGGGTCATAGGTAACAGTAAGCCTGTCTCCCACCCCTGCCCTCCAGACACCCAGACCCCTH CTTCCCCGAGGCAAAAAECCT GTCACCAATTTCTTGAGA
ATCTGCCCAGAGATACGGTATGCACACATAGGAATTTTTTACCCAGTGATGACAAACTTCACACACAGTATTTCACACTGTCCTTTTGTTACTTTAACAATACC AGAGATCTTCCTATGTCA

CTCCATAAAGTGCTTCTTTTTTTTTTTIGGATGCTTGGCGAAGATGGTTTCAGAATATTACACAACTTTCAACTGACCAATCAGGATGGGC

3

(Rev primer)

Sekil 3.5. Kontrol bolgesini iceren uzun DNA bandi dizisi ve bu dizinin ¢ogaltilmasi igin

tasarlanan primerler

Uzun kontrol bandinin (1070 bp) amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerler:
Forward primer: 5> GGCACCTCCAGCCCAAATAA 3’
Reverse primer: 5° GCCCATCCTGATTGGTCAGTT 3’
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Kisa bantlarin amplifikasyonunda ise kalip DNA olarak uzun bant amplifikasyonuna ait
PCR fiirtinleri kullanilmigtir. Kisa bantlar1 amplifiye edecek primerler dizinin baslangi¢ bolgesini
tantyacak optimal uzunlukta bir diziden (Sekil 3.6 ve 3.7-mor ile isaretli diziler), secilen Kpnl ve
Nhel kesim enzimlerinin tantyabilecegi 6zgiil dizilerden (Sekil 3.6 ve 3.7-sar1 ile isaretli diziler)

ve flanking dizilerden (Sekil 3.6 ve 3.7, yesil ile isaretli diziler) olusmustur.

(Fwd-antisense zincire baglanan primer) Nhe | recognition site
—— . " _
o TAAGCA GCTAGC GCCTGTGCTATGGGCTGTATAT HEDEF Bolge (KISA BANT) (>chr20:953596-954125 = 530 bp)

TTCTGAGCACCTACTGTGCACCAGG BECTGIGEIATGGGOIGIATALACAGAAATACATCAGTGAGAGTCCTCAGCCCTAAGGCCATTGGTCTGAAGAAAAAAGAGAAATTGCAACAAGTGCCATAGCAA
ACACAGCTGGGAAATTCACTGATGTAGTTTGGAGGTGTGTCTCTGCTCAAATCATATATTGAAATGTAATCTGCAGTGTTGGAGGTAGGGCCTGGTGGGAGGTGATTGGATAATGGAGGAGGATTTCTTTT
TTTATATCTATCAGGAATGCAAAATTAATTTAATAATCGAAAAT TACTATAAT TCACAGACTAAGACAAGAAAAGCCATACGATTCTCTCACCAGTTGCAGAAAAAGCATATGATAGAAT TAAACATCTTTTTAT
GATTTTTTAAAATTATACTTTAAATTCTGGGATACATGTGCAGAATGTGTAGGTTTGTTACATAGGTATACATGTGCCATGTTGGTTTG G OACCCATCARGITGIGAT TTACATTAGGTATTTCTCCTAATG

. P GACTGGGTAGTTGARCAGIGGTACC TGCTTA 3
Baglanma balgesi (5 bp) o . | e
Diziye yapilan ilaveler (30ar bp) (Rev-sense zincire baglanan primer-reverse komplementer)
Leader sequence Kpn | recognition site

Sekil 3.6. Test dizisi ve tasarlanan primerler

Nhe | recognition site
(Fwd-antisense zincire baglanan primer)

—
5 5'-CAGGCTAGCEGTGGCGATAGCTTCCAGATS!
CTGGGGTCGCCGCCCTCCCCTCCTCCACAGCCCAGGGTTGGEBIGEEEATAGEITEEAGATGGGCTTGGCTCTTAGTGGGGCCTTAAATGACTCCCTCTGAGTCCCTGAGAGGTGGGAC
TTAGGGCCTCTTCCTTGGTTCTCAACCCCCCTGGCCCTGGGGGATACCTGAGGTAGCTGGGTTCAGGCCAGGTGACCTTGGGAATGCCAGCCCTGCTCCGAGCCTCAGTTTCCCCATCTG
AGAAACAGGCATTCTCCATCAAGCTGGCTTGGCAGAGCCACTGTGTCCTGTGATAGCTAAAGAGAAACATGAAGGAGGACCAGGAACCCCCAGGAAAGTAGGGTTTCTTTGGTTTTATT
TTCTTTTTGTATTTACTTTCTGAATGTATAGTACATATCCATAGCATAAAAT TTCAAAGGTACAAAAGGGGTCATAGGTAACAGTAAGCCTGTCTCCCACCCCTGCCCTCCAGACACCCAGACC
CCTCTTCCECEAGGOARARACEETGICACCAATTTCTTGAGAATCTGCCCAGA

7 GECTCCRTTTTTGGGACABTICCATGGTCT- 5 3 KISA BANT (Hedef Ctrl Bdlgesi) (>chr20:947033-947567 = 534 bp)
D ]
(Rev-sense zincire baglanan primer-reverse komplementer) Baglanma bélgesi (5 bp)
Kpn | recognition site Diziye yapilan ilaveler (30ar bp)
Leader sequence

Sekil 3.7. Kontrol bolge dizisi ve tasarlanan primerler

Kisa test bandinin (530 bp) amplifikasyonu icin tasarlanan primerler:
Forward primer: 5> TAAGCAGCTAGCGCCTGTGCTATGGGCTGTATAT 3’
Reverse primer: 5 TGCTTAGGTACCTGACAAGTTGATGGGTGCAG 3°

Kisa kontrol bandinin (534 bp) amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerler:
Forward primer: 5> CAGGCTAGCGGTGGCGATAGCTTCCAGAT 3°
Reverse primer: 5> TCTGGTACCTGACAGGGTTTTTGCCTCGG 3°
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3.4 PCR Amplifikasyonu

Tez ¢aligmasinda genomik DNA 6rnegi olarak ticari olarak satin alinmis Centre d'Etude
du Polymorphism Humain (CEPH) DNA 06rnegi (ThermoFisher, Cat. No: 403062) kullanilmastir.
chr20:953596.954125 lokalizasyonunda yer alan 530 bp’lik putatif dizi (test) ve chr20:947033-
947567 lokalizasyonunda yer alan 534 bp’lik kontrol dizisi kodlayan bdlgeler degil de diizenleyici
bir bolgeler olmalart ve %70’in iizerinde GC bazlarindan olusmalar1 sebebiyle tasarlanan
primerlerin bu bolgeleri genomik DNA igerisinde tarayip spesifik olarak baglanmasi gii¢ olacagi
icin once bu bolgeleri iceren daha uzun bir DNA dizisini amplifiye edebilecek primerler
tasarlanmigtir. Boylece amplifiye edilen uzun bantlar igerisinden hedeflenen putatif bolgenin ve
kontrol bdlgesinin ¢ogaltilmasinin miimkiin olacag: diisiiniilmiistiir. Bu amagla test ve kontrol
bolgelerine gerek uzun gerek spesifik kisa bantlar uygun sense ve antisense primerler tasarlanip

genomik DNA’dan Tablo 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°deki PCR reaksiyonlariyla ¢ogaltilmistir.

Tablo 3.1. Putatif hizlandirici bolgeyi iceren uzun bandin PCR kosullar1

RXN (50 pl) ) Uzun test
2X PrimeStarGC Buffer Mg plus) | 1X 1X

2.5 mM dNTPs 0,2 mM 0,2 mM
10 uM Fwd Primer (uzun-test) I uM I uM
10 uM Rev Primer (uzun-test) 1 uM 1 uM
Template DNA - 200 ng
PrimeStarHS Polymerase 3U 3U
Nuclease-Free Water 50 ul’ye tamamland1 | 50 pl’ye tamamlandi
98°C 1dk

98°C 10sn

60°C 10sn x35

72°C 3 dk

72°C 5dk

4C o



Tablo 3.2. Kontrol bolgesini iceren uzun bandin PCR kosulari

RXN (25 pnl) ) Uzun kontrol

10X DreamTaq Buffer 1X 1X

10 mM dNTPs 0,2 mM 0,2 mM

10 uM Fwd Primer (uzun-kontrol) | 1 uM 1 uM

10 uM Rev Primer (uzun-kontrol) | 1 uM 1 uM

Template DNA - 200 ng

DreamTaq DNA Polymerase 2,5U 2,5U

Nuclease-Free Water 50 pul’ye tamamland1 | 50 pl’ye tamamlandi

95C 2dk

95°C 30 sn

55°C 30sn x35
72°C 60 sn

72°C 10 dk

4°C o

Tablo 3.3. Putatif hizlandirici bolgeye ait kisa bandin PCR kosullari

RXN (50 pl) ) Kisa test
10X PFU Reaction Buffer 1X 1X
10 mM dNTPs 0,2 mM 0,2 mM
10 uM Fwd Primer (kisa-test) | 1 uM 1 uM
10 uM Rev Primer (kisa-test) | 1 uM I uM
Template DNA - 200 ng
PFU DNA Polymerase 2,5U 2,5U
Nuclease-Free Water 50 pul’ye tamamland1 | 50 pl’ye tamamlandi

95°C 2dk

95°C 1dk

54°C 30 sn x35

72°C 1dk

72°C 5dk

4C o

22
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Tablo 3.4. Putatif hizlandiric1 bolgeye ait kisa bandin PCR kosullari

RXN (25 pl) -) Kisa kontrol
DreamTaq Buffer 1X 1X
10 mM dNTPs 0,2 mM 0,2 mM
10 uM Fwd Primer (kisa-kontrol) | 1 uM 1 uM
10 uM Rev Primer (kisa-kontrol) | 1 uM 1 uM
Template DNA - 200 ng
DreamTaq Polymerase 2,5U 2,5U
DMSO (%1) 2 ul 2 ul
Nuclease-Free Water 25 pl’ye tamamlandr | 25 pul’ye tamamlandi
95°C 2dk
95°C 30 sn
55°C 30sn X35
72°C 60 sn
72°C 10dk
4°C

PCR reaksiyonlar1 sonrasi elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforez yontemiyle asagidaki
kosullarda yiiriitilmiistiir;
1-%2’1ik jel hazirlamak i¢in agaroz; 1X Tris Asetat EDTA ile ¢0zililmiis, polimerlesmenin
gerceklesebilmesi i¢in yaklasik 5 dk mikrodalga firinda kaynatilmis ve sonrasinda 60°C’ye
sogutulmustur.
2-Jelde yiirlitmeyi gorebilmek i¢in iizerine 3-4 pl EtBr eklenmistir.
3-Cozelti hizlica karistirilarak jel tankina dokiilmiis ve jellesme i¢in yaklasik 30 dk. beklenmistir.
Jel dokiilmeden once 6rnek yiikleme kuyucuklart olusturmak icin tank igine elektroforez taragi
yerlestirilmistir.
4-Jel onceden 1X Tris Asetat EDTA ile dolu elektroforez tankina alinmis ve tankta jeli 4-5 mm
iizerini Ortecek kadar ¢ozelti olmasina dikkat edilmistir.
5-Tanktaki jel kuyucuklarina ornekler ile DNA ladder yiiklendikten sonra eletroforez kapag:
kapatilip 90-120V°da 30 dk yiiriitilmustiir.
6- Yiiriitme sonrast jel UV 1sik altinda goriintiilenmis ve entegre bilgisayar ile fotografi

kaydedilmistir.



3.5 Elde Edilen Amplikonlarin Dizi Analizi ile Dogrulanmasi
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Test ve kontrol bolgelerine ait bantlarin niikleotit dizileri DNA dizi analizi ile kontrol

edilmistir. Bunun i¢in DNA 6rnekleri asagidaki reaksiyon kosullari ile hazirlanmis ve termal siklus

cihazi ile Tablo 3.5’de belirtilen kosullarda amplifiye edilip saflastirilmistir;

Tablo 3.5. DNA dizi analizi 6ncesi amplifikasyon PCR kosullari

RXN (10 pl) Test Fwd | Test Rev Kontrol Kontrol
Fwd Rev
Sequencing Buffer 5X 5X 5X 5X
BigDye Terminator v3.1 | 0.5 pl 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Primer 3.3 pmol/l | 3.3 pmol/l 3.3 pmol/l 3.3 pmol/l
Template DNA 200 ng 200 ng 200 ng 200 ng
Nuclease-Free Water 10 ulye |10 ul’ye | 10 ul’ye | 10 ul’ye
tamamland1 | tamamland1 tamamland1 | tamamlandi

94°C  5dk

94°C 15sn

50°C 15sn x25

60°C 4 dk

60°C 1dk

4°C o

Daha sonra 6rnekler 96 kuyucuklu plakaya aktarilip tizeri seffaf bant ile kapatilmis ve plaka

kapiller elektroforez cihazindaki bolmesine yerlestirilerek cihaz kapillerlerinde yiiriitiilmiistir.

Cihazdan dizi analiz sonuglar1 alinip incelenmistir.

3.6 PCR Uriinlerinin Saflastirllmasi

Uygulanan deneylerde PCR iiriinlerinin klonlama oncesi kompetan bakterilerde yiiksek

diizeyde kopyalanmasi amaglanmistir. Bunun ic¢in deney protokoliinde klonlanmasi hedeflenen

putatif test bolgesi ile kontrol bdlgesine ait PCR 6rneklerinin igerisinde yer alan kisa primer,

dNTPler, enzimler, tam amplifiye edilememis DNA’lar ve tuzlar1 gidermek i¢in Orneklerin

saflagtirilmast iglemine gecilmistir. Saflastirma sirasinda DNA konsantrasyonunun azalacagi

ongoriilerek saflagtirma oOncesi PCR ornekleri kendi iglerinde birlestirilerek daha yiiksek
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miktarlara ulagilmistir. Saflastirma i¢in Qiagen DNA purification kiti kullanilmistir. Tavsiye edilen
protokole gore;

1. Bir hacim PCR reaksiyonuna 5 hacim Buffer PB eklenmis ve karistirilmistir.

2. DNA'y1 baglamak i¢in 6rnekler QIAquick kolonu + 2 ml'lik toplama tiipline aktarilmis ve
17.900g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

3. Kolondan gegen kisim atildiktan sonra kolona 750 pl Buffer PE eklenmis ve 17.900g’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

5. Kalan yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in 17.900g’de 1 dk bos santrifiij edilmistir

6. Sonrasinda her bir kolon temiz bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

7. DNA'y1 ayirmak i¢in, 36 pl Buffer EB eklenip 17.900g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

3.7 Putatif Test ve Kontrol Bolgelerinin Reporter Gen Plazmitine Klonlanmasi

Test ve kontrol DNA’larinin klonlama siirecine ait 6zet gdsterim Sekil 3.8’deki gibidir.

Foreign DNA

region of interest

gene for Plasmid §

antibiotic

. Restriction
resistance

/ \ - Sticky ends™
v ybnchzatxon
+ DNA ligase
Recombinant
DNA
DNA inseruon

Bactcna Bactenal Bactenia platted on medium
cell hromosome + antibiotic
Clnn.mg ‘ | - 7A7|
“\" ‘ ) Only bacteria containing
- recombinant DNA grow
—_—
Clnne DNA
http:/ fwww.accessexcellence.org/ purification
AB/GG/plasmid.html - Og

Sekil 3.8. Klonlama siirecine ait 6zet gosterim
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3.7.1 Reporter Gen Plazmiti Secimi

Putatif hizlandiric1 dizinin ve kontrol dizisinin [lusiferaz ifadesine olan etkisini
inceleyebilmek icin amplifiye edilen DNA’larin reporter gen plazmitine klonlanmasi
planlanmistir. RSPO4’{in asag1 yoniinde yer alan dizinin promotor bolgeyi dogrudan aktiflestirerek
bir gen diizenleyici etkisi olusturup olusturmadigini aragtirmak icin kullanilan Firefly lusiferaz

reporter vektorii (pgl4.24 (promega)) Sekil 3.9°da gdsterilmistir.

Synthsatic poly(A) signal/
transcriptional pause site
— (for background reduction)
f

'| !A.:CGU 15

| [|Kent 19

~ [|EcolCRI | 24

[ |sacl 26

= . Nhel 28
2195 Sal pGL4.24[/uc2P/minP] Bt 22
2189(BamHl [ ) Vector \ [xhal 34
o (4411bp) ‘ ?] \ |EcoRV | 42

SV40 late / \|Bglll 47
poly(A) signal / . {Hindl 66

|
Minimal promoter
EcoRl 1791

Sekil 3.9. Aragtirmada kullanilan Firefly lusiferaz reporter vektoriiniin yapist

3.7.2 Enzim Kesimi Reaksiyonu ve Ligasyon

Saflastirma sonras1 Orneklerin DNA konsantrasyonlart o6l¢iilmiis ve enzim kesimi
reaksiyonuna aktarilmistir. Kesilen DNA fragmanlarinin klonlanacagi plazmit pgL 4.24 Dr. Arne
Schafer (Charite University of Medicine-Berlin)’den temin edilmistir. Distile su igeren ortamda
test ve kontrol DNA ornekleri, plazmit DNA, 10X Cut Smart enzim kesim tampon soliisyonu,
Kpb-HF kesim enzimi ve Nhe-HF kesim enzimi kullanilarak ve gece boyu inkiibasyon yoluyla

Tablo 3.6’daki reaksiyon kosullarinda enzim kesim reaksiyonu gerceklestirilmistir.



Tablo 3.6. Enzim kesim reaksiyonu kosullar1

RXN (40 pl) Test (25 ng/nl) | Kontrol (25 ng/pnl) | Vektor (484 ng/nl)
Template DNA 200 ng 200 ng 8000 ng
CutSmart 10X 10X 10X
Kpnl-HF (NEB #R3142) 1U 11U 2U
Nhel-HF (NEB #R3131) 1U 1U 2U
Nuclease-Free Water 40 ul’ye 40 ul’ye 40 ul’ye
tamamlandi tamamlandi tamamlandi

37°C’de gece boyu inkiibasyon
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Enzim kesimi sonrasi bir kez daha purifikasyon yapildiktan sonra elde edilen uygun insert

ve vektdr DNA’larin konsantrasyonlart Nanodrop cihazinda 6l¢iiliip devaminda ligasyon

reaksiyonu (oda sicakliginda 2 saat veya 16°C’de gece boyu inkiibasyonu) ile bir araya

getirilmistir. Ligasyon {iriiniinii kullanarak Tablo 3.7’deki protokole uygun olarak kompetan

bakterilerin transformasyonlar1 yapilmistir.

Tablo 3.7. Ligasyon reaksiyonu kosullar

RXN (20 pl) ) Test (1:7) Kontrol (1:7)

T4 DNA ligase buffer (NEB) | 10X 10X 10X

Vector DNA 50 ng 50 ng 50 ng

Insert DNA (test/ctrl) - 350 ng 350 ng

T4 DNA ligase (NEB) 2,5U 2,5U 2,5U

Nuclease-Free Water 20 ul’ye 20 ul’ye 20 ul’ye
tamamlandi | tamamlandi | tamamlandi

18°C’de gece boyu inkiibasyon

Elde edilen plazmitlerin, ilgilen bolgeyi tasiyip tasimadigini kontrol etmek amaciyla bos

vektorli 3 noktadan kesen ancak ilgilenen dizide kesim bolgesi olmayan bir tip II restriksiyon

endoniikleaz olan Avr II enzimi kontrol kesimleri i¢in secilmis ve Tablo 3.8’deki kosullarda enzim

kesim reaksiyonu olusturulmustur. Devaminda bos vektdr ile klonlama yapilan vektorler

arasindaki boyut farki jel elektroforezde ytirtitiilerek belirlenmistir.
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Tablo 3.8. Klonlama basarisinin testi i¢cin enzim kesimi reaksiyonu kosullar1
RXN Bos T1 T2 T3 T4 C1 C2 C3 C4
(20 pul) Vektor (343 (435
(484 ng/pl) ng/pl)
ng/pl)
Template | 2400 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng 2000 ng
DNA
CutSmart | 10X 10X 10X 10X 10X 10X 10X 10X 10X
(NEB)
Avr 11| 1U 1u 1u 1u 1u 1u 1U 1U 1u
(NEB
#R0174)
N-Free 20 plye | 20 pl'ye | 20 pl’ye | 20 pl’ye | 20 pl’ye | 20 pl’ye | 20 upl’ye | 20 pl’ye | 20 pl’ye
Water tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan | tamamlan
di di di di di di di di di

Klonlama sonucu elde edilen DNA’lar Tablo 3.9°daki reaksiyon kosullarinda

gerceklestirilen DNA dizi analizi ile de dogrulanmustir;

Tablo 3.9. Klonlama basarisinin testi i¢in dizi analizi reaksiyonu kosullari

RXN (10 pb) Test Fwd Test Rev Kontrol Fwd Kontrol Rev
Sequencing Buffer 5X 5X 5X 5X
BigDye Terminator v3.1 | 0.5 pl 0.5l 0.5l 0.5l
Primer 3.3 pmol/l 3.3 pmol/l 3.3 pmol/l 3.3 pmol/l
Template DNA 800 ng 800 ng 800 ng 800 ng
Nuclease-Free Water 10 ul’ye tamamland: | 10 pl’ye tamamland: | 10 pl’ye tamamland: 10 pl’ye tamamlandi

94°C 5dk

94°C 15sn

50°C 15sn x25

60°C 4 dk

60°C 1dk

4C o
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3.7.3 Transformasyon

Ligasyon iiriinlerinin miktarin1 ¢ogaltmak ve gelecekte planlanacak hiicreye transfeksiyon
deneylerinde kullanabilmek i¢in transformasyon deneyleri ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in yiiksek
transformasyon etkinligi olan recAl, endAl, lacZAMI1S5 knockout DHS5a E.coli susu
kullanilmistir. Stoktan alinan 20ul’lik kompetan bakteri sollisyonu ¢oziiliip iizerine hacmin %5 ini
geemeyecek kadar (her bir tiip i¢in 0.7 pl) ligasyon {iriinii eklenmistir. Ligasyon iiriinii eklenmeden
once 5 dk buz tizerinde inkiibe edilmistir. Elde edilen karisim 37°C’ye alinmis olan bakteri kiiltiir
petrileri iizerine boncuklarla yayilarak eklenmis ve 5 dk 37°C’lik inkiibatorde bekletilmistir.
Sonrasinda ters g¢evrilip 16 saat siireyle bekletilmistir. Siire sonunda petrilerdeki koloni sayilari
incelenmistir.

Inkiibasyon sonras1 biiyiiyen koloniler icerisinden, diger kolonilerden uzak olan, koloni
morfolojisi diizenli olan ve satellite olusturmamus, test ve kontrol petrilerine ait dorder koloni pipet
ucuyla alinarak 2 ml LB soliisyonu + 1x karbenisilin (37°C’de yar1 6mrii daha uzun oldugu igin
ampisilin yerine tercih edilmistir) iceren 15°lik falkonlara alinmis ve 16 saat siireyle calkalamali
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 falkon tiiplerdeki soliisyonlarm bulanik renkte olup

olmadigi izlenmistir.

3.7.4 Mini-prep ile Kompetan Bakterilerden DNA izolasyonu

Klonlama deneyleri sonrasinda 6rnekler 2 ml’lik tiiplere alinmig, bir kismina yaklasik 500
ul gliserol eklenerek -80°C’de depolanirken digerleri kompetan bakterilerden DNA izolasyonu
amaciyla mini-prep protokoliine alinmistir. Mini-prep i¢in Wiz Prep Plazmid DNA Kit
kullanilmistir. Tavsiye edilen protokole gore;
1- Bakterilerin dibe ¢okmesi i¢in 6rnekler 7900g’de 5 dk santrifiij edilmis ve iistte kalan tabaka
atilmagtir.
2- Uzerine 200 pl Buffer PD1 eklenmis ve vortekslenerek pellet soliisyon icerisinde dagitilmistir.
3- Ortamu asidik hale getirip lizisin saglanmasi i¢in {izerine 200 pul Buffer PD2 eklenmis ve tiim
DNA tampon ile temas etsin diye 10 kez alt-iist yapilmis, 1 dk beklenmistir.
4- Ortami notralize edip lizisi durdurmak i¢in tizerine 300 ul Buffer PD3 eklenmis ve tim DNA
tampon ile temas etsin diye 10 kez ters yiiz edilmistir.

5- Pelleti soliisyondan ayirmak i¢in 13000g’de 10 dk santrifiij edilmistir.
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6- Ustte kalan tabaka kolona alinarak 13000g’de 1 dk santrifiij edilmis ve kolondan gegen kisim
atilmagtir.

7- Uzerine 600 pl etanol iceren Wash Buffer eklenmis ve 13000g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Bu
islem iki kez tekrarlanmistir.

8- Etanolii uzaklagtirmak i¢in kolondan gecen kisim atilip 13000g’de 1 dk bos santrifiij edilmistir.
9- Alttaki hazne atilip kolonlar 2 mI’lik tiipler {izerine alinmis ve {izerine 50 ul eliisyon tamponu
eklenerek 3 dk beklenmistir.

10- 13000g’de 1 dk santrifiij edilmis ve kolon atildiktan sonra Nanodrop cihazinda DNA

konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.

3.7.5 Midi-prep ile DNA Konsantrasyonunun Artirilmasi

Mini-prep sonrasi elde edilen DNA konsantrasyonlar: transfeksiyon deneyleri i¢in diisiik
miktarda kalabilir diisiincesiyle kompetan bakteriler i¢erisinde yer alan ve LB’de ¢ogaltilmis olan
DNA o6rnekleri bu kez midi-prep ile saflastirilmistir. Bunun i¢in Zymo Midi-Prep Kiti ile asagidaki
protokol uygulanmigtir:
1. LB'deki 50 mI’lik bakteri kiiltiirii 6rnekleri, hiicre peletini ¢oktiiriip toplamak i¢in 3.400g’de 10

dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan kisim atilmistir.

2. Uzerine 8 ml ZymoPURE P1 soliisyonu (kirmizi) eklenmis ve pipetlenip vortekslenerek

toplanmustir.

3. Uzerine 8 ml ZymoPURE P2 (mavi) soliisyonu eklenip alt iist yapilarak karistirilmis ve 2-3 dk
siireyle, hiicreler tamamen lizise ugrayip soliisyon berrak, mor ve viskdz hale gelene kadar oda

sicakliginda beklenmistir.

4. Uzerine 8 ml ZymoPURE P3 (sar1) eklenmis ve soliisyon sar1 renge gelene kadar (5-6 kez) ters

cevrilerek karigtirtlmigtir. Sar1 renk goriiliince ndtralizasyonun tamamlandigi varsayilmistir.

5. ZymoPURE Syringe Filter-X’in altina Luer Lock takilarak hazirlanmis ve lizat iizerine eklenip

cokelti yiizeye ¢ikana kadar (5-8 dk) beklenmistir.

6. Siringanin altindaki Luer Lock ¢ikarilmis ve 50 ml’lik bir rezervuar tiipe yerlestirilmistir.

Sonrasinda 20 ml lizat siringadan bir kerede ve kesintisiz gececek sekilde soliisyon gonderilmistir.

7. Uzerine 8 ml ZymoPURE Binding Buffer eklenmis ve tiip 8 kez alt iist edilerek karistirilmistir.
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8. Zymo-Spin V-PS Kolon ve destekleyici pargalari lizerindeki rezervuar ¢ikarilip Reservoir-X ve

Zymo-Spin V-PS Kolon birlestirilip 50 mI’lik tiipe yerlestirilmistir.

9. Reservoir-X/Zymo-Spin V-PS Kolon Kombinasyonuna 10 ml’lik lizat karigim1 eklenip 500g’de
2 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda 50 ml’lik tiip bosaltilip eldeki tiim lizat bitene kadar bu islem

tekrarlanmustir.

9. 5 ml ZymoPURE Wash-1, Zymo-Spin V-PS Kolon Kombinasyonuna eklenmis, 500g’de 2 dk

santrifiij edilmis ve kolondan gegen kisim atilmistir.

10. Kolon kombinasyonuna bu kez 5 ml ZymoPURE Wash-2 eklenip 500g’de 2 dk santrifiij

edilmistir.

11. Reservoir-X, Zymo-Spin V-PS Kolon Sisteminden ¢ikarilip atilmis ve kalan sistem bir toplama
tiipline yerlestirilip kalan yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in 16,000g’de 1 dk santrifiij

edilmistir.

12. Zymo-Spin V-PS Kolonu 1.5 ml’lik tiipe yerlestirilip iizerine 200 pl ZymoPURE Elution
Buffer eklenmis, oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmis ve 16,000g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Midi-prep sonras1 Nanodrop cihazi ile DNA konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir.

3.8 Osteosarkom Hiicre Kiiltiirii

Ilgilenilen bélgenin 6nemli transkripsiyon faktorlerini igermesi ve giiclii RSPO4 ifadesine
sahip olmasi nedeniyle luminesens 1simasinin degisecegi diisiiniildiigiinden deneyde Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Kezban Ulubayram’dan temin edilen
SaOs-2 insan osteosarkom hiicre hatti (ATCC, HTB-85) kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kabina
ekimi esnasinda McCoy 5A hiicre kiiltiir ortami, %10 Fetal Bovine Serum, %1 L-Glutamin, %1
Penisilin-Streptomisin  kullanilmig ve 37°C’de %5 CO: kosullarindaki inkiibatorde idame

edilmistir.

3.9 Transfeksiyon
DNA o6rnekleri SaOs-2 hiicrelerine Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajani kullanilarak

transfekte edilmistir. Transfeksiyonun yapilmadigi bir grup hiicre de negatif kontrol olarak



32

kullanilmistir. Transfeksiyon deneyi iki biyolojik ve {i¢ teknik tekrar hazirlanarak Sekil 3.10’deki

plana gore gerceklestirilmistir.

e TeleleTele

OO0 OC

Sekil 3.10. Transfeksiyon deney plani

Transfeksiyon oncesi hiicreler 24 kuyucuklu plakalara aktarildiktan sonra 24 saat beklenip
hiicrelerin kuyucuk tabaninda %70-90 oraninda konfluent olmalar1 saglanmistir. Hiicreler
hazirlandiktan sonra transfeksiyon i¢in gerekli islemler laminar flow kabini altinda
gerceklestirilmistir. Bunun icin 6nce Lipofectamine, Opti-MEM mediumu igerisinde diliie
edilmigtir (25 pl medium i¢in 0,75 pl Lipofectamine 3000). Transfekte edilecek DNA 6rnegi de
Opti-MEM igerisinde diliie edilip (50 pl medium ig¢in 1 pg DNA) iizerine P3000 Reagent
eklenmistir. Uciincii asamada ise Opti-MEM igerisinde dilile edilen Lipofectamine ve DNA
ornekleri esit oranda bir araya getirilmistir (25 pl diliie lipofectamine ile 25 pl dilie DNA).
Orneklere DNA konsantrasyonlarmin %10’u kadar yesil fluoresan proteini (GFP) eklenerek
transfeksiyonun 1s1k mikroskobunda da takibi hedeflenmistir. Oda sicakliginda 15 dk’lik
inkiibasyonu takiben 50 ul’lik DNA-lipofectamine karisimi kuyucuklardaki hiicrelere verilmis ve
plakalar 37°C’de 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler fluoresan mikroskop
altinda incelenip transfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir. Transfeksiyon sonrasi 48. saatte

hiicreler lizis tamponu ile toplanmis ve toplanan lizatlar -80°C’de dondurulmustur.

3.10 Lusiferaz Aktivasyonunun Kantitasyonu
Lusiferaz igeren plazmitler (Firefly) ve internal kontrol olarak da Renilla kontrol
plazmitleri (Renilla reniformis lusiferaz (pRL-TK))’ nin transfeksiyonu gerceklestirildikten sonra

lusiferaz  deneyi Dual Reporter Assay sistemi (Promega, WI, USA) kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Dual Reporter Assay’in baglangicinda hiicreler pasif lizis tamponu eklenerek
hiicre lizatlar1 elde edilmis ve ardindan lizatlar ilizerine ilk olarak Luciferase Assay Reagent II
(LAR 1) eklenerek stabil bir luminesens sinyali olugturulmustur. Bu sinyal Mg?* varliginda Firefly
plazmitindeki lusiferaz enziminin hiicredeki lusiferin substratin1 kullanmasi sonucunda foton
emisyonunun artmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu sinyalin 6l¢iimiinii takiben ayni 6rnekler iizerine
Stop & Glo. Reagent eklenerek Renilla reniformis lusiferaz i¢in stabil sinyal elde edilmis ve
luminometrede (Spectramax iD3 multi-mode microplate reader, Molecular Devices, LLC, CA,
USA) olgiilmiistiir. Renilla reniformis lusiferaz ise hiicredeki coelenterazine substratini
coelenteramide doniistiirdiiglinde foton emisyonu artmakta ve 1sima vermektedir (Sekil 3.11).
Deneyler en az ii¢ teknik tekrarli iki biyolojik olarak bagimsiz deney seklinde gergeklestirilmistir.
Deney sonucunda ger¢eklesen biyoluminesens 1sima degerinin yiiksek ya da diisiik olmasina gore

putatif diizenleyici dizinin gen ifadesini hizlandiric1 veya repressor etkisi oldugu belirlenmistir.

Recombinant Firefly _
HO COOH Luciferase ) o
_— )
ﬁw +ATP+0, . \QHT +AMP+PP+CO,+Light

Beetle Luciferin Oxyluciferin

+0, Luciferase +CO,+Light

%0

Coelenterazine Coelenteramide

xZ2 2. °

Sekil 3.11. Firefly ve Renilla Lusiferazlar tarafindan katalize edilen reaksiyonlar

3.11 Verilerin Analizi

Verilerin degerlendirilmesinde istatistik programi olarak /BM Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) yazilimi kullanilmistir. Bonferroni diizeltmeli ANOVA veya eslesmemis
veriler i¢in student t test kullanilmigtir. 0,05'ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Putatif Hizlandirici Test ve Kontrol Bolgelerinin PCR Amplifikasyonu
Yo6ntem boliimiinde belirtilen reaksiyonlar sonucunda test ve kontrol dizilerini i¢eren uzun
DNA bantlarmin PCR amplifikasyonlari elektroforez goriintiileri ile dogrulanmistir (Sekil 4.1 ve
4.2).

---3000 bp
---2500 bp

Sekil 4.1. 2607 bp uzunlugunda oldugu bilinen ve putatif test bolgesini iceren uzun bandin PCR

sonrasi elektroforez goriintiisii

---1000 bp

Sekil 4.2. 1070 bp uzunlugunda oldugu bilinen ve kontrol bolgesini i¢eren uzun bandin PCR

sonrasi elektroforez goriintiisii
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Uygun primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR amplifikasyon reaksiyonu sonucunda
putatif bolge ve kontrol bdlgesi ile uzunlugu uyumlu olan bantlara sahip sonucu elektroforez ile

dogrulanan dorder adet PCR {iriinii (T1, T2, T3, T4 ve K1, K2, K3, K4) elde edilmistir (Sekil 4.3
ve 4.4).

(-) KT1  KT2 KT3  KT4

---500 bp

---100 bp

Sekil 4.3. 530 bp uzunlugunda oldugu bilinen, putatif test dizisine ait PCR iiriiniiniin elektroforez

goruntiisu

(-) KK1  KK2 KK3  KK4

---500 bp

Sekil 4.4. 534 bp uzunlugunda oldugu bilinen, kontrol dizisine ait PCR iirliniiniin elektroforez

goruntiisu



36

4.2 PCR Uriinlerinin Reporter Gen Plazmitine Klonlanmasi

Saflastirma sonrasi test drnegi icin 25 ng/ul, kontrol 6rnegi i¢in 50 ng/ul konsantrasyonda
DNA elde edilmistir. Bu Orneklerin enzim kesimi yapilarak klonlamada kullanimina karar
verilmistir. Kesilen DNA fragmanlariin klonlanacagi plazmit pgL 4.24 Dr. Arne Schafer (Charite
University of Medicine-Berlin)’den temin edilmistir. Kpnl ve Nhel restriksiyon enzimleri
kullanilarak gece boyu inkiibasyon yoluyla gerceklestirilen enzim kesim reaksiyonu sonrasi
ornekler bir kez daha saflagtirillip DNA konsantrasyonlari 6l¢iilmiis ve test 6rnegi i¢in 25 ng/pl,
kontrol 6rnegi icin 26 ng/ul ve vektdr i¢in 38 ng/ul konsantrasyonlar tespit edilmistir. Bu
orneklerle ligasyon deneylerine gegilmistir. T4 ligaz protokolii ile 16°C’de gece boyu
inkiibasyonla gerceklestirilen ligasyon tirlinii kompetan bakteri iceren petrilere yayilip 16 saatlik

inkiibasyon sonrasi petrilerde koloni formasyonlar1 gézlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Kompetan bakterilere transformasyon sonrasi koloni olusumu

Test ve kontrol petrilerinden alinip LB soliisyonu + karbenisilin ile 16 saat siireyle inkiibe
edilen tiim falkonlardaki soliisyonlarin bulanik renkte oldugu gdzlenmistir. Klonlama deneyleri
sonrasinda mini-prep yontemiyle izole edilen test drneginde 343 ng/ul, kontrol 6rneginde 435
ng/ul DNA konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir. izole edilen DNA 6rneklerinden klonlama

stirecinin dogrulanmasi amaciyla Avr II enzimiyle uygulanan enzim kesimi islemi reaksiyonu
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sonunda klonlamanin oldugu 6rneklerde enzim DNA’y1 bos vektorde toplam 2500-2600 bp
biiytikliikte li¢ fragmana ayrirken diger gruplarda toplam fragman biiyiikliglintiin 3000-3100 bp
civarinda oldugu goriilerek incelenen ¢embersel DNA’lara klonlamanin gergeklestigi

dogrulanmistir (Sekil 4.6).

BosV T1 T2 T3 T4 KL K2 K3 K&

---2000 bp
---1500 bp

---1000 bp
---750 bp

Sekil 4.6. Izole edilen DNA’lardan klonlamanm dogrulanmasi icin yapilan enzim kesimi

reaksiyonunun jel elektroforez goriintiisii

Ayrica orneklerden DNA dizi analizi de yapilmis ve klonlanan bdlgelerdeki dizilerin
klonlanmasi hedeflenen fragmanlara ait referans dizilerle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Tiim bu
bulgular incelenen test ve kontrol DNA dizilerinin reporter gen plazmitine basari ile klonlandigini
gostermistir. Proje kapsaminda klonlanan bdolgelerin yer aldigr alanlar 6zet olarak Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Reporter gen plazmitine klonlamasi tamamlanan test ve kontrol bolgeleri

Mini-prep sonrasi test drneginde elde edilen 343 ng/ul ve kontrol 6rneginde elde edilen
435 ng/ul DNA konsantrasyonlar: transfeksiyon deneyleri i¢in diisiik miktarda kalacagi icin
kompetan bakteriler igerisinde yer alan ve LB’de ¢ogaltilmis olan DNA 6rnekleri bu kez midi-
prep ile saflastirilmis ve test ve kontrol 6rnekleri i¢cin 753 ng/ul ve 812 ng/ul konsantrasyonda

DNA elde edilmistir.

4.3 Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon
Ekimi yapilan SaOs-2 osteosarkom hiicrelerinin kabin tabanina tutundugu ve ¢ogaldig1 151k
mikroskobu ile dogrulanmistir (Sekil 4.8). Transfeksiyon dncesi 24-kuyucuklu kiiltiir kaplarinin

her bir kuyucugu i¢in hiicrelerin %70-90 arasinda yogunluga ulastig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.8. Ekim sonrasi kiiltiir kabina tutunan SaOs-2 hiicreleri

SaOs-2 hiicrelerine Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajan1 kullanilarak yapilan
transfeksiyonun 151k mikroskobu altinda incelenen etkinligi hem test hem de kontrol 6rnekleri i¢in

%40 civarinda bulunmustur (Sekil 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.10. Kontrol plazmitine ait hiicre ve transfeksiyon etkinligi goriintiisii
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Yapilan tiim biyolojik ve teknik tekrarlarda hem transfeksiyon DNA igeriginin 1/10’unu
iceren renilla hem de 9/10’unu igeren firefly luciferaz aktiviteleri tespit edilmistir. Gegici
transfeksiyon ile yapilan bu ¢aligmada kontrol ve test bolgeleri hem birbirlerine hem de deneysel

kontrol olan renilla’ya oranlandig1 i¢in bu transfeksiyon etkinligi yeterli bulunmustur.

4.4 Lusiferaz Aktivasyonunun Kantitasyonu

Lusiferaz igeren plazmitler (Firefly) ve Renilla internal kontrol plazmitleri (Renilla
reniformis lusiferaz (pRL-TK))’nin transfeksiyonu sonrasi Dual Reporter Assay sistemi
kullanilarak gerceklestirilen lusiferaz aktivasyon deneyi sonucunda putatif test bolgesindeki 1g1ma
miktar1 (relative luminesans unit) kontrol bolgesine gore yaklasik %2 oraninda daha az dl¢lilmiistiir

(Tablo 4.1, Sekil 4.11).

Tablo 4.1. Test ve kontrol gruplarina ait lusiferaz aktivitesi sonuglari

Rolatif luminesens Firefly/Renilla Oran1 | Firefly/Renilla Oram (Ort.)
Test 1-1 Al 546780

Test 1-2 A2 7350690 5930690
Test 1-3 A3 4973580

Kontrol 1-1 A4 16656190

Kontrol 1-2 AS 13786470 14185080
Kontrol 1-3 A6 12112580

Test 2-1 B1 7289040

Test 2-2 B2 5834950 6622490
Test 2-3 B3 6743470

Kontrol 2-1 B4 10218980

Kontrol 2-2 B5 11108950 11543620
Kontrol 2-3 B6 13302930




41

RSPO4 Test vs Ctrl (n=3)

1 1
* %k *
0.57
0.42 |

Test Ctrl
**: p=0,002 *: p=0,003

P
- [N]

o
)

o
s

Rolatif Luminesens (Firefly/Renilla)

(=]

Sekil 4.11. Test ve kontrol gruplarina ait lusiferaz aktivitesi sonuglari (turuncu ve gri renkler farkl

biyolojik tekrarlar1 temsil etmektedir)
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5. TARTISMA

Genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan diizenlenen, immunoinflamatuar bir hastalik olan
periodontitise yatkinlikta rolii oldugu gosterilen GLT6DI, DEFAIA3, SIGLECS, NPY,
PF4/PPBP/CXCLS5, ANRIL, CAMTAI/VAMP3 ve PLG gibi ¢ok sayida gene ait varyant mevcut
iken periodontitise direng ile iliskili oldugu ifade edilen MMP20, PAPLN, FBN2, CALBI ve
RSPO4 gibi genlerde yalnizca birkag adet varyant bulunmaktadir (6). Varyanta sahip bu genlerden
MMP20’nin kodladigt Mmp20 proteini periodontal dokularda Timp-2 ile birlikte kollagen
yikimint azaltip agrekan gibi bag dokusuna ait proteoglikanlarin olusumunu arttirarak doku
kaybini baskilamaktadir (92) ve artmis ifadesi ile azalmis periodontal yikim arasindaki iligkiyi
gosteren bir aday gen analizi ¢alismasi da mevcuttur (93). FBN2 tarafindan kodlanan fibrillin-2
proteini ise elastik lif olusumunda gorev almakta ve azalmis FBN2 ifadesi fibrillin-2’nin Mmp-2
tarafindan enzimatik yikimini artirmaktadir (94). CALB] ise disler asir1 kuvvete maruz kaldiginda
dis cevresindeki epitelyal hiicrelerdeki calbindin proteininin olusumunu arttirarak periodontal
yikimi azaltmaya calismaktadir (95). RSPO4’iin ise periodontal hastalikla iligkisini aciklayan
kisitlt bilgi mevcuttur. 2007 yilinda fare dis gelisimini mikroarray yontemiyle inceleyen bir
aragtirmada Rspo4 transkriptlerinin dis gelisimi ile iliskili oldugu ve dolayisiyla Rspo4’iin
periodontal dokular iizerinde etkisi olabilecegine dair en erken bulgular rapor edilmis (90) ve 11
yil sonra yayinlanan bir tim ekzom dizileme ¢alismasi da bu bulguyu desteklemistir (96). Her ne
kadar dis gelisiminde hem Wnt hem de beta-catenin yolaklar1 gdrevli olsa da beta-catenin
lokalizasyonunun Rspo4’den farkli olmas1 nedeniyle dis gelisimi sirasinda olusan hiicre-hiicre
etkilesiminin dental papilla-i¢ dental epitel sinirinda rolii oldugunu diislindiirmiistiir (97,98).
Ancak bu rolii genin susturulmasi/aktiflestirilmesi yoluyla veya baska bir mekanizmayla
aciklayacak herhangi bir arastirma heniiz yapilmamistir. 2021 yilinda de Coo ve ark (10) evre
III/IV C dereceli periodontitise sahip Ispanyol popiilasyonda yaptiklar1 genom boyu iliskilendirme
caligmasinda, igerisinde RSPO4’{in de yer aldig1 yedi gendeki (CNTN2, FBXO44, APIM?2, RSPO4,
KRIl, BPIFB]I ve INMT) varyasyonlarin periodontitise yatkinlikta rol oynadigini ortaya
koymustur. Bu sonu¢ RSPO4 gen regiilasyonunun P.gingivalis kaynakli periodontal yikima
direncte rol oynadigini diisiindiiren ¢alismanin (6) sonuglarindan farkli gériinmektedir. Bunun
sebebi genin hastaligin aktif veya pasif donemlerinde degisen ifadesi ile ilgili olabilir. Ayrica de
Coo ve ark (10)’nin yaptig1 Sekans Kernel Asosiasyon Testi analizi sonuglart RSPO4’{in

periodontitisle olas1 iligkisine ait olasilik diizeyinin multiple-test correction diizeyinin altinda
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kaldigin1 gostermistir. Tiim bu bilgiler 1s18inda RSPO4’iin periodontal hastaliga yatkinlikta veya
direng {izerinde rolii oldugu barizdir ancak hangi yonde etkisi oldugu heniiz kanitlanamamstir ve
roliiniin aydinlatilmasi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir. Literatiirde RSPO4 genine ait
diizenleyici bolge olarak tarif edilmis ve ¢alisilmig bir DNA dizisi bulunmamaktadir. Dolayisiyla
mevcut arastirmada segilen bdlge bu agidan 6zgiin degere sahiptir. Her ne kadar RSPO4 geninin
yakinlarinda bu genin regiilasyonundan sorumlu olabilecek bagka bdlgeler bulunsa da bu
bolgelerden bazilar arastirmada calisilan bolge kadar yiiksek DNaz I asir1 duyarliligi olmamasi
veya periodontal hastalikta rol potansiyeli diigiik genlere yakin olmasi nedeniyle adi gegen bdlge
putatif bir diizenleyici olarak seg¢ilmistir.

Arastirma sonunda periodontal hastaliga direngte rolii oldugu diisiiniilen RSPO4 geni
izerinde diizenleyici rolii oldugu diisiiniilen DNaz I agir1 duyarli bélgenin repressor etkisi oldugu
bulunmustur. Ilgili bdlgede var olan tek niikleotit polimorfizmleri bu bélgenin gen ifadesi
tizerindeki etkisi acisindan kritik 6neme sahiptir. 1000Genome tek niikleotit varyasyon listesi
referans alindiginda ilgili putatif bolge igerisindeki rs142452567, rs559800918, rs575220304,
rs111622683, rs369397354, rs369397354, rs59792907, rs531275, rs531356, rs528516028,
rs188848390, rs565098743 lokalizasyonlarinda tek niikleotit polimorfizmleri oldugu tespit
edilmistir. Ancak bu polimorfizmlerin bir¢ogu ile ilgili aragtirma sonucu bulunmadiginin yani sira
ClinVar ile yapilan fenotipik etki degerlendirmesinde herhangi bir hastalik ya da klinik durumla
iligkilendirilmis bir polimorfizm de bulunamamistir. Dolayisiyla in vitro mutagenez ile
varyasyonlarin  olusturuldugu fonksiyonel analizler ve vaka kontrol c¢aligmalar1 bu
polimorfizmlerin ilgili bdlgenin gen ifadesi {izerindeki etkilerinin anlagilmasina yardimci
olacaktir.

Periodontal hastaliga yatkinlik veya direncte rolii olan varyantlarin anlagilmasi bu genlerin
ve diizenleyici bolgelerini hastali§in tedavisinde birer potansiyel ila¢ hedefi haline getirmektedir.
Ancak bu konudaki denemeler gerek hastaligin karmasik patofizyolojisi hem de tedavinin es
zamanl predispozan faktor eliminasyonu gerektirmesi nedeniyle sinirlt kalmistir (99). Ancak
RSPO’larin hedef ilag¢ olarak kullanimina iliskin denemeler mevcuttur. RSPO4 ve diger tiim
RSPO’lar Wnt sinyal yolagini aktive etmek icin LGR4-6’n1in ligandlar1 olarak fonksiyon gérmekte
ve ligandlara baglanma sirasinda olusan RSPO-LGR4 kompleksi Wnt reseptorlerini yikima
ugratabilmeleri i¢in ubikiitinleyen iki adet E3 ligaz olan RNF43 ve ZNRF3’iin fonksiyonunu

inhibe etmektedir (8,9,100,101). Bu mekanizma sonucunda daha giiglii Wnt reseptor sinyali
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olusmaktadir (102,103). RSPO-LGRS5 kompleksi ise Wnt sinyalini farkli bir mekanizma ile
artirmakta ve RSPO4 her ne kadar LGRS5’e baglansa da LGRS-aracili Wnt sinyalini
aktiflestirememektedir (104). RSPO’lar ii¢c LGR’ye de yiiksek afinite ile baglandigi i¢in Cui ve
ark (105) LGR ile baglanmanin devamliligini Wnt sinyalini aktiflestirmeden saglayan RSPO
mutant bir proteine ait ila¢ konjiigelerinin LGR ifadesi olan herhangi bir kanser hiicresini hedef
alarak bu hiicrelerin plastisitesini degistirebilecegini gostermistir.

Nitekim R4Fu-p.Q65R peptit yapis1t hem LGR4 hem de LGRS5’it Wnt sinyalini
aktiflestirmeden baglamay1 basarmis ve mutant versiyonu da Wnt sinyali icin LGR4/5’e ihtiyag
duyan RSPO’larin fonksiyonunu kompetitif olarak inhibe etmistir (105). Ayrica LGR4/5 tamamen
bagimli olmayan RSPO2 ve RSPO3’ii kismen bloke etmistir. Bu molekiil ayrica RSPO4-Fu
peptid-ila¢ konjiigeleri ile LGR ifadesi yiiksek olan kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasini inhibe
etmistir. /n vivo ortamda bu peptit yapisi belirgin (%70-80) anti-tiimor etki gostermis ve sagkalimi
arttirmigtir. Her ne kadar periodontitis ¢ok faktorlii ve kompleks bir hastalik olsa da bu bilgiler
RSPO4’iin gelecekte baska varyantlar ile bir arada periodontitis tedavisi i¢in bir ila¢ hedefi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Boyle bir durumda aragtirmamizda gen ifadesini yavaslattig
belirlenen bdlgenin ifadesi baskilanarak RSPO4 ifadesi arttirilabilir. Bu da periodontitise olan
direnci arttirabilir. Ancak yukarida bahsedilen aragtirmalarda R4Fu-Q65R-MMAE veya -DMSA
gibi peptit yapilariin tiimdr eradikasyonunda basarisiz oldugu, tedavi durduruldugunda yiiklenen
molekiillerin farmakokinetigi, yetersiz molekiil konsantrasyonu ve benzeri sebeplerle tiimor
yapilarinin yeniden olustugu g6z ardi edilmemelidir.

Tek hiicre RNA-dizi analizleri tirnaga 6zgii mezenkimal ve epitelyal hiicre aktivitelerinin
RSPO4 (konjenital anonychia i¢in major gen) ve SPINK6 basta olmak tlizere MSXI, TWISTI,
CRABPI, WIFI ve BMPS tarafindan diizenlendigini gostermektedir (106). Onikofibroblastlardaki
lokalizasyonu in-situ RNA hibridizasyonu ile belirlenen RSPO4, MSXI ve WIFI’in LGR6
membran reseptori ile etkileserek Wnt sinyal yolagi aktivasyonu yaptigini teyit etmektedir (106).
Bu bulgular RSPO4’iin pleiotropik etkilerini bu genlerle etkileserek gergeklestirmis olabilecegini
ve mevcut calismadaki putatif bolgenin de RSPO4’e ek olarak bu genlerin ifadelerini
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. LEFI’in RSPO4’lin 3’ yoniinde ve yakin konumunda yer
almas1 da bu diisiinceyi desteklemektedir (106) ancak RSPO4 ile LEFI arasinda bir etkilesim
olduguna dair bir kanit heniiz bulunmamaktadir. RSPO4’lin onikomatrikoma lezyonundaki

fibroblastlarda ve bazal epiteldeki ifadesi yliksek bulunmustur (106). Benzer sekilde periodontal
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dokunun diseti komponenti de ¢ok katli yassi epitel ile yiiksek fibroblastik aktiviteye sahip bir bag
dokusundan olusmaktadir (107). Dolayisiyla tirnak dokusu igin tarif edilen bulgularin diseti
yapisinda da goriilmesi olasidir ancak RSPO4’in diseti epitel ve bag dokusundaki olas1 etkilerinin
incelendigi bir arastirma heniiz mevcut degildir.

Arastirmanun baslangicinda test edilen bolgede var oldugu goriilen H3K4Mel ve
H3K27Ac histon modifikasyonlari, ilgilenen putatif bolgenin hizlandiric1 etkisi oldugunu
diisiindlirmiis ve arastirmanin hipotezi de buna gore kurgulanmistir. Ancak elde edilen lusiferaz
aktivitesi sonuclari ilgili bolgenin repressor aktivitesi oldugunu ortaya koymustur. ilgili bélgeye
ait ¢esitli kanser hiicre hatlarinda gerceklestirilen Chip-dizileme analizleri bu bolgedeki H3K27Ac
modifikasyonunun olas1 bir poised promotér aktivitesini isaret etmektedir (108). Hizlandiric
bolge fonksiyonlarini incelemek i¢in amaca yonelik olarak hem genel hem dizi spesifik
transkripsiyon faktorlerinin (109,110), H3K4mel, H3K27ac, H3.3, H2Az gibi histon
modifikasyonlarmin (111), medyatéor kompleksinin (112,113), kromatin remodeling
komplekslerinin ve kromatin degistirici enzimlerin (114), integrator kompleksinin (115), steroid
reseptOr aktivatorleri gibi transkripsiyon faktdr diizenleyicilerinin (116); niikleazlara olan
hassasiyetin (117); histon post-translasyonel degisimlerini saglayan proteinlerin (118); RNAPII ve
iligskili enzimlerinin (119); RNA eksozom kompleksi, topoizomeraz-1 gibi diger katalitik
enzimlerin (120) ve enhancer RNA gibi kodlamayan RNA’larin analizi (121) gibi ¢ok ¢esitli
analizler kullanilmaktadir. Mevcut ¢alismada putatif bolgenin gercek bir hizlandirict / repressor
bolge oldugunu test etmek i¢in bu Orneklerin kullanildigr deneylerde klonlanmis olan putatif
dizinin promotor aktivitesine olan etkisi lusiferaz assay ile osteosarkom hiicrelerinde incelenmis
ve aranan sorunun yanitini saglamistir. STARR-seq ve UMISTARR-seq yontemleri alternatif
olabilecek gilincel hizlandiric1 aktivitesi testleridir (122). Bu yontemlerde kompleks DNA
kiitiiphaneleri (/llumina adapter flanked candidate fragments) tarayict plasmitin reporter
transkripsiyon {nitesinin 3°’UTR bolgesine klonlanmakta ve hiicrelere transfekte edilmektedir.
Aktif hizlandiricilar reporter tranksriptlerin bir pargasi olarak fonksiyon goriip transkripsiyonlari
sonrasinda bu transkriptler hiicresel mRNA’nin bir pargasi olarak izole edilmekte ve reporter-
spesifik RT primerler ile secici olarak ters transkripsiyonlar1 ger¢eklesmektedir. Bu agamadan
sonra STARR-dizileme yonteminde reporter cDNA’lar iki agamali bir nested-PCR ile reporter
cDNA’lara 6zgiil olarak baglanan primerler kullanilarak selektif olarak amplifiye edilmektedir.

Sonrasinda Illumina indeks primerleri kullanilarak Illumina aday dizileri seq-ready PCR adimi1
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stiresince amplifiye edilip derin sekanslama yapilmaktadir. Daha az kompleks kiitiiphaneler i¢in
kullanilan UMISTARR-seq yonteminde ise reporter mRNA’larinin hassas sayimini yapabilmek
icin amplifikasyon Oncesi 6zel molekiiler belirleyiciler (unique molecular identifiers-UMI)
modifiye Illumina primerlerinin kullanildig: lineer PCR ile verilmekte, bu molekiillere kompetan
reporter cDNA’lar1 isleyebilmek icin reporter spesifik forward primer ile ikinci zincirin sentezi
saglanmakta ve ¢ift iplikli bir reporter DNA elde edilmektedir. UMI tanitlamasi ve amplifikasyonu
gerceklesene kadar baska amplifikasyon gerceklesmemektedir. Derin dizilemede UMI ilk indeks
olarak okunmaktadir. Her iki yontem sonunda yapilan derin dizilemede elde edilen sekans sinyali
direkt ve kantitatif olarak okunmaktadir. Bu iki yontem enhancer aktivitesinin detayli olarak
kantite edilmesi istendiginde tercih edilmektedir.

Mevcut arastirma periodontitise direncte rolii oldugu diisiinillen RSPO4 geninin 3’
yoniinde yer alan bir putatif bolgenin gen ifadesini hizlandiric1 etkisi olup olmadiginin
anlasilmasin1 amaglamistir. Deneyler sonucunda putatif enhancer bolgenin gen ifadesini
yavaglatici (repressor) olarak gorev yaptigr gosterilmistir. Bu sonug ilgili bolgenin gen ifadesini
degistirici etkisini gostererek gelecekte yapilabilecek arastirmalar i¢in 6n bilgi kaynag: olacaktir.
Yapilan ENSEMBL degerlendirmeleri, incelenen bolgenin RSPO4 ifadesi lizerinde cis etkisi
oldugunu teyit etmektedir (123). Ancak bu bolgenin bagka genlerin ifadesini de cis veya trans
diizenleyebilecegi unutulmamalidir. Nitekim yapilan arasgtirmalar RSPO4’iin yiiksek diizeydeki
ifadesinin GLDN ve MUC2]1 genlerinin ifade artisina yol a¢tigin1 ve RSPO4’iin en yakinindaki
(40 kb 3’ yoniinde) etkilesebilecegi genin anjiyogenezde agonistik fonksiyonu olan ANGPT4
oldugunu gostermistir. Nitekim RSPO4 'iin ANGPT4 ile benzer fonksiyona sahip ANGPTL4 ile de
dogrudan bir etkilesimi oldugunu bildirilmistir (10,124). RSPO4’e benzer sekilde ANGPTL4 de
Wnt sinyal antagonisti olarak LRP6 ortak reseptdriine baglanmakta ve Wnt/b-catenin sinyalini
diizenlemektedir (125). Bu baglamda DNaz I asir1 duyarliligi ve varyasyona yatkinligi olan bu
bolgenin basta GLDN, MUC21, ANGPT4 ve ANGPTL4 basta olmak iizere baska genlerin ifadesi
iizerinde de rolii olabilecegi goz Oniinde tutulmali ve hangi gen(ler)in ifadesini diizenledigi
incelenmelidir.

Mevcut aragtirmada gen ifadesini yavaslattigi tespit edilen putatif bolgenin transkripsiyon
faktorii baglanmasi agisindan da incelenmesi genin ve bdlgenin fonksiyonlarinin daha iyi
anlasilmasin1 saglayacaktir. Yapilan aragtirmalarda RSPO4’iin kodlayan bdlgesinin 3 yoniindeki

156056178 bolgesinin GATA transkripsiyon faktoriiniin baglanmasi i¢in fonksiyonel ve putatif
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etken bir varyant oldugu hem GATA2 ve GATA3’lin bu lokasyonda kromatine baglanmasinin
ChIP-Dizileme ile hem de allel-spesifik GATAl ve GATA2’nin baglanmasinin EMSA ile
gosterilmesi sonucu ortaya konmustur (122). GATA transkripsiyon faktorleri genelde ayni motife
([A/T]GATAJA/G]) sahiptirler ve GATA1 ve GATA?2 teorik olarak SNP’li diziye baglanma
egilimindedir. Bu yilizden GATA transkripsiyon baglanmalar1 in-vivo olarak ayirt
edilememektedir. GATA1 primer olarak eritrosit ve trombositlerin gelisimine aracilik ederken
GATA2 kendi yenilenmesinin (self-renewal) devamliligi ile ilgili bircok genin regiilasyonununda
gorev almakta ve kan, lenfatik ve diger dokularin olusumlariyla ilgili sistemlerin fonksiyonlarin
diizenlemektedir (126). Fonksiyonlarinin kaybedilmesi ise hematolojik ve immiinolojik
problemler basta olmak {izere bir¢ok dokuda ciddi problemlere yol agmakta, firsatci
enfeksiyonlara, akciger hasarina ve virus kaynakli kanserlere sebep olmaktadir (127). GATA3
inflamatuar ve hiimoral immiin yanitta ve endotel fonksiyonlarinda bir transkripsiyon faktoriidiir
(128). Putatif bolgede transkripsyon faktorleri haricinde bir epigenetik diizenleyici olan poly comb
repressive complex 2 (PRC2) varligi de mevcuttur. Bu faktor transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasi ve aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynuyor olabilir.

Mevcut aragtirmada gen ifadesini yavaslatici etkisi belirlenen putatif bolgenin ve ifadesini
diizenledigi gen(ler)in aktiflestirildigi/baskilandig1 arastirmalar yapilmasi, bdlge ve genin
fonksiyonlarimin anlasilmasina yardimci olacaktir. Yapilan arastirmalar RSPO4 aktivasyonu ile
HeLa hiicrelerinde RSPO4’iin olas1 partnerlerinin aktivitesinin belirgin sekilde zenginlestigini ve
bu hiicrelerin bir¢ok deney icin gecerli bir model hiicre oldugunu goéstermektedir (123). Ancak
RSPO4 regiilasyonunun her bir hiicrede aktif olarak bulunan, transkripsiyon faktdrleri basta olmak
iizere ve transkripsiyonu diizenleyen diger elemanlar ve diger bir¢ok faktor tarafindan
degistirilebilecegi goz ard1 edilmemelidir. Bu nedenle RSPO4’{in etkilerinin fibroblast, keratinosit,
osteoblast, sementoblast ve benzeri periodontal doku ile iligkili hiicrelerde ¢alisilmasi bahsi gecen

genin periodontal hastalikla iliskisinin daha ayrintili olarak belirlenmesini saglayacaktir.



48

6. SONUC VE ONERILER

Periodontitise direngte rolil oldugu diisliniilen RSPO4 geninin 3’ yoOniinde etiketlenen ve
periodontitis ile iligkili varyantlarin yer aldigi putatif bir diizenleyici bdlgenin gen ifadesini
hizlandiric1 etki gosterdigi hipotezine sahip ¢alismanin sonuglar ilgili bolgenin gen ifadesini
yavaslatici etkisi oldugunu ortaya koymustur. Bu sonug ilgili bolgenin gen ifadesi i¢in giiclii ve
onemli bir diizenleyici bolge oldugunu gostermektedir. Gelecekte gen ifadesinin
aktiflestirildigi/baskilandig1 caligmalarin yani sira ilgili bolgede yer alan transkripsiyon faktorii
baglanma bdolgelerinin, bolgenin RSPO4’lin yani sira diger gen(ler) lizerinde diizenleyici
etkilerinin ve bolgedeki varyasyonlarin etkilerinin incelendigi aragtirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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