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OZET

Isitme kayb1 ve sagirlik diinya capinda en az 278 milyon insam etkileyen kiiresel
bir sorundur. Bu insanlarin yaklasik olarak iigte ikisi gelismis tilkelerde yasamaktadir. Bu
tilkelerde uygulanan yeni dogan goriintiileme programlari her 1000 c¢ocuktan 1,33-
1,86'sinda konjenital isitme kaybinin oldugunu gostermektedir. Isitme kayiplar1 dogustan
veya sonradan kazanilmis olabilir. Genetik nedenler, dogustan isitme kayiplarinin yaklasik
%50-60’1m1 olusturmaktadir. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %30’una baska

klinik bulgular eslik etmekte olup bu olgular sendromik igitme kaybi olarak adlandirilir.

I¢ kulakta isitme ve denge organlarinin hi¢ gelismedigi (tiim labirentin aplazisi-
Michel aplazisi), kiigiik aurikula (mikrosi) ve kiigiik disler (mikrodonti)’in otozomal resesif
olarak kalitildig1 yeni bir sendrom 2007 yilinda tanimlanmig (OMIM 610706, LAMM
(Labirent Aplazisine bagli dogustan isitme kaybi, Mikrosi ve Mikrodonti)) ve bu otozomal
resesif sendroma neden olan homozigot mutasyonlarin Fibroblast Biiylime Faktorii 3
(FGF3) geninde oldugu gosterilmistir (Tekin 2007). FGF3 geni tarafindan kodlanan FGF3
proteini hiicre digina salinan ve embriyonik donemde ifade edilen bir proteindir. Bu tez
calismasinda FGF3 geninde onceden tanimlanan p.L6P ve p.S156P mutasyonlarinin
proteinin hiicre disina atilmasii nasil etkiledigi arastirilmistir. FGF3 genindeki bu iki
mutasyon bolgeye 6zgl mutagenez ile olusturulup, mutant proteinler memeli hiicre
kulttriinde ifade ettirildikten sonra normal ve mutant FGF3 proteinlerinin hicre igindeki
lokalizasyonu ve miktarlar1 analiz edilmis ve mutant proteinlerin hem lokasyon hem de

miktarlarinin farklilagtigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: FGF3, mutasyon, sinyal peptid, bélgeye 6zgli mutagenez



ABSTRACT

Hearing loss and deafness are global issues that affect at least 278 million people
worlwide. Two third of these people live in developed countries (Tucci vd 2010).
Screening of newborns for hearing loss in these countries have shown that congenital
hearing loss affects 1,33-1,86 of 1000 children. Hearing loss can occur congenitally or
postnatally. Genetic causes account for approximately %50-60 of congenital hearing loss.
Approximately 30% of the genetically caused hearing loss is accompanied by other clinical

findings and these cases are referred to as syndromic hearing loss (Nance 2003).

A new autosomal recessive syndrome with type | microtia (shortening of auricles),
microdontia, and profound congenital deafness associated with a complete labyrinth
aplasia have been discovered in 2007 (OMIM 610706, LAMM (Deafness with
Labyrinthine Aplasia, Microtia, and Microdontia, (Tekin vd 2007)) and it has also been
shown that homozygous mutations causing this autosomal recessive syndrome are in the
fibroblast growth factor 3 (FGF3) gene (Tekin vd 2008). FGF3 protein, which is encoded
by FGF3 gene, is a secreted protein that is expressed at the embryonic stage. In this study,
the in vitro effects of two previously identified missense mutations, p.L6P and p.S156P, on
secretion of this protein were investigated. After these two mutations were mimiced by
site-directed mutagenesis, mutant proteins have subsequently been expressed in cell
culture, normal and mutant FGF3 proteins are analyzed for determining the intracellular
localization and the quantification. As a result, in contrast to the normal protein, it was
found that there have been differences for localization and quantification in mutant FGF3

proteins.

Key Words: FGF3, mutation, signal peptide, site-directed mutagenesis
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1. GIRIS

Isitme kayb1 ve sagirlik diinya capinda en az 278 milyon insam etkileyen kiiresel
bir sorundur. Bu insanlarin yaklasik olarak iigte ikisi gelismis iilkelerde yasamaktadir
(Tucci et al. 2010). Bu iilkelerde uygulanan yeni dogan goriintiileme programlari her 1000
cocuktan 1,33-1,86 'sinda kongenital isitme kaybinin oldugunu gostermektedir. Etiyolojik
olarak heterojen bir durum olan isitme kaybinin bilinen bir¢ok genetik ve cevresel etkenleri
bulunmaktadir. Genetik etkenler, kongenital isitme kayiplarinin en az yarisindan sorumlu
olmakla birlikte, kaliimin cesidine gore ve sendromik isitme kaybinin spesifik bir
biciminin teshisine izin veren Kkarakteristik klinik ozelliklerin varligima gore
siniflandirilabilir. Isitme kaybiyla alakali 120'den fazla bagimsiz genin tanimlanmast,
isitme patofizyolojisine derin bir bakis a¢is1 saglamistir (Nance 2003). Diger yandan isitme
kaybina neden olan baz1 6nemli ¢evresel faktorler, erken dogum, dogum 6ncesi ve dogum
sonras1 gecirilen enfeksiyonlar (kizamik¢ik veya sitomegalovirus gibi), beyin travmasi,
beyin zarmin orta tabakasiyla en i¢ tabakasinin arasinda kalan subaraknoid bdlgedeki

kanama ve farmokolojik ototoksisite olarak gortlebilmektedir (Morton and Nance 2006).

Sendromik olan ve sendromik olmayan seklinde smiflandirilan genetik kokenli
isitme kayiplarinin, yaklasik olarak %50-60'1 cocukluk déneminde olugmakta olup (Morton
and Nance 2006), 400'den fazla sendromun birinde goriilen vakalarin %20'si ila %30'u
arast i¢ Kulakta ¢oklu yapisal bozukluklarin goriildiigi farklilik gosteren isitme kayiplartyla
iligskilendirilebilmektedir (Bamiou vd 2000; Mafong vd 2002).

Isitme kayiplar1 bireylerin cevreleriyle iletisim kopukluguna dayali psikolojik
problemlere neden olabilmekte ve dolayisiyla saglikli kisisel gelisimlerine engel teskil
edebilmektedir. Hastalarin yasam kalitelerini bilyiik dl¢iide diisiiren isitme kayiplarinin
blyuk bir bélimine i¢ kulaktaki yapilarin hi¢ gelismemesi veya az gelismesi neden

olabilmektedir.

I¢ kulakta isitme ve denge organlarinin hi¢ gelismedigi (tiim labirentin aplazisi-
Michel aplazisi), kiigiik aurikula (mikrosi) ve kiigiik disler (mikrodonti)’in otozomal resesif
olarak kalitildigi yeni bir sendrom Mustafa Tekin ve c¢alisma ekibi tarafindan
tanimlanmistir (OMIM 610706, LAMM (Labirent Aplazisine bagli dogustan isitme kayb,
Mikrosi ve Mikrodonti, (Tekin et al. 2007)). Bu sendroma ait klinik bulgular1 tasiyan

1



hastalarda dogustan duyusal sagirlik, tip 1 mikrosi (kiigiik ve ice dogru kivrilan kulak
kepgesi), mikrodonti (kigik ve genis aralikli disler) gibi baslica {i¢ fenotipik etki
goriilmiistiir (Sekil 2.1.1, (Tekin et al. 2007)). Bu fenotipik bulgulara sahip toplam 13 hasta
birbiriyle akraba olmayan bes aileden gelmektedir. Bu otozomal resesif sendroma neden
olan homozigot mutasyonlarin Fibroblast Biiylime Faktorii 3 (FGF3) geninde oldugu da
tespitr edilmistir (Tekin et al. 2008). Bu hastalarda FGF3 geninde bes farkli mutasyon
tamimlanmustir. Hlcre proliferasyonunun, hiicre migrasyonunun ve embriyonik dénemde
hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan FGF3 geninde meydana gelen
farkli mutasyonlar ilgili tim ailelerde goriilen LAMM sendromuna neden olmaktadir.
Gelisim evresinde kritik gorevleri tistlenen FGF3 geni tarafindan kodlanan FGF3 proteini,

hiicre disina salinan ve embriyonik donemde ifade edilen bir proteindir.

---.e-s- ..-!-.'r oﬂu! "“"'

Sekil 2.1.1: Sendromdan etkilenen hastalarin klinik fotograflari.

Hastalarda tip 1 mikrosi ve mikrodonti ve yasla birlikte belirginlesen uzun yiiz fenotipi goriilmektedir.

Bu ¢alismada, FGF3 geninde tanimlanan, LAMM sendorumda gorilen fenotipe
yol acan iki adet yanlis anlam mutasyonunun (p.L6P ve p.S156P), FGF3 proteininin hiicre
disina salinimindaki etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, p.Ser156Pro ve
p.Leu6Pro mutasyonlarinin proteinin islevi iizerine olan in vitro etkileri analiz edilmistir.
p.L6P mutasyonu proteinin sinyal peptid dizisi i¢ginde bulunmaktadir; sinyal peptidin islevi

proteinin endoplazmik retikuluma gitmesi ve burada olgun peptid olusurken uygun



noktanin kesilmesinin saglanmasidir, bu da in vitro ortamda test edilebilir bir model teskil
SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) programi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil

etmektedir. p.L6P ~mutasyonunun sinyal peptid Gzerindeki etkisi
2.1.2). Bu degerlendirmede mutant proteinde sinyal peptid 6zelliklerinin azalabilecegi ve
boylece olgun protein ayrilma noktasinin degisebilecegi Ongorilmektedir (Tekin et al.

2008).

SignalP-NN prediction (euk networks): wild type FGF3
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Sekil 2.1.2: p.L6P mutasyonunun FGF3 proteininin sinyal peptid bolgesi tzerindeki
etkisi.

Yabanil tip ve mutant proteinler FASTA formatinda ‘neural networks’ ve ‘hidden Markow’ modellerinde
SignalP 3.0 programinda incelenmistir. Bu sekilde yalnizca ‘neural networks’ modeli gosterilmektedir. S-
score her amino asit igin ayr1 ayr1 hesaplanmakta ve yiiksek skorlar amino asitin sinyal peptid dizisine ait
oldugunu gostermektedir. C-score olgun proteinin sinyal peptidden ayrildigi yeri gostermektedir. Y-max ise
C-score ve S-score’un birlikte degerlendirildigi bir ayrilma noktasi 6ngérii degeridir. S-mean S-score

ortalamasidir. D-score ise S-mean ve Y-max’in ortalamasidir (Tekin et al. 2008).

FGF3 proteinindeki p.S156P mutasyonu ise genin tglnci ekzonunda (c.466T >C),

proteinin karboksi terminaline yakin bélgesinde bulunmaktadir. Prolin aminoasidinin
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proteinlerin ikincil yapisinda dirsek olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Ayrica, 156.
kodondaki Serin aminoasidi evrimsel olarak yiiksek bir oranda korunmaktadir (Sekil 2.1.3,
(Tekin et al. 2007)). Dolayistyla bu boélgedeki p.S156P mutasyonunun proteinin ikincil

yapisinda degisiklige yol agmasi olasidir.

156

Homo sapiens: GCPSAERLWYVVEIVNGKGRPRRG
Fan troglodytes: COPSAEKLWYVEARVNGKGREFRRG
Macaca mulatta: OPSAERLWYVEIVNGKGRPRRG
Mus musculus: QPGAQRPWYVEIVNGKGRPRRG
Rattus norvegicus: CPGAQCQRPWYVEAVNGKGRPRRG
Canis familians: QOPSAERLWYVEIVNGKGRPRRG
Bos taurus: OPSAERLWYVEAVNGKGRPRRG
Monodelphis domestica: K A S A ERL WY VElRl NGKGRPRRG
Gallus gallus: KASAERLWYVEHIVNGKGRPRRG
Xenopus tropicalis: KASAERLWYVHEIIl NGKGRPRRG
Henopus laevis: KASAERLWYVEVNGKGRPRRG
Dranio rerio: RASSKROWY VEll NGKGRPRRG
Takifugu rubripes: RASVKROWY VERIl NGKGRPRRG
Gasterosteus aculeatus: R A S A K ROWY VEI NGKGRPRRG
Oryzias latipes: RASTEKLWYVHEI NGKGRPRRG

Sekil 2.1.3: FGF3 proteini protein-protein BLAST sonucu. 156. kodondaki serin

aminoasidi bir¢cok organizmada korunmustur.

TUBITAK tarafindan 108S067 proje numarasi ile desteklenen bu tez g¢alismasi
kapsaminda, FGF3 genindeki yukarida bahsedilen iki mutasyon bolgeye 6zgi mutagenez
yapilarak olusturulmus, normal ve mutant proteinler memeli hicre kultiriinde ektopik
olarak ifade ettirilmis, ardindan normal ve mutant FGF3 proteinlerinin hicre icindeki
lokalizasyonu/akibeti ve yine ektopik olarak ifade ettirilen FGFR2 reseptort ile
interaksiyonlart incelenmigtir. LAMM sendromuna yol agan FGF3 mutasyonlarinin in
vitro etkilerinin analizi sonucu, bu sendromun olusum mekanizmasmin aydinlatilmasi

hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Isitme kayiplar1 ¢ok cesitli smiflandirmalara tabi tutulsalar da bunlarin iginde en
onde gelen siiflama isitme kaybinin yerlestigi bolgeye gore yapilan siniflamadir. Isitme
kaybin1 yaratan hastalik dis ve orta kulakta yerlesmisse (kepce anomalileri, dis kulak
yolunun olusmadig1 durumlar, kulak zari hastaliklari, orta kulak kemikgiklerinin g¢esitli
hastaliklar1) buna sesin i¢ kulaga iletilmesinde sorun oldugu i¢in "iletim tipi igitme
kayb1 ad1" verilir. I¢ kulak ve/veya isitme sinirinin etkilendigi dogumsal veya sonradan
meydana gelen hastaliklarda, kulagin sesi algilamasinda bozukluk oldugu
igin alic1 (sensorinoral) tip isitme kaybi olusur. Dogumsal igitme kayiplarinin genellikle i¢
kulak kokenli oldugu, sonradan meydana gelen isitme kayiplarinin ise hem i¢ kulak hem
igitme siniri veya ayri ayri her birini tutabilmektedir. Dogumsal isitme kayiplarinda i¢
kulak kokenli olma olasiligi ¢ok yiliksek oldugu i¢in tam tedavi olasiligr diisiiktiir. Buna
karsilik, yetiskinlerde sonradan edinilen hastaliklara bagli olarak gelisen isitme Kaybinin

tedavi edilebilme olasilig1 daha yuksektir.

Genetik ve ¢evresel etkenlerin de neden olabildigi isitme kaybinin kaynag1 degisik
sekillerde kendini gosterebilir. Bunlardan, dogustan itibaren mevcut olan isitme kayiplari
tim igitme kayiplarinin yaklasik %50-60’1n1 olustururken, genetik etkenlere dayali isitme
kayiplarinin  %70-80i sendromik olmayan isitme kaybi olabilmektedir. Sendromik

olmayan isitme kayiplarinin %80°1 ise otozomal resesif isitme kayiplaridir (Nance 2003).

2.1. Kulagin Yapis1 ve Isitme

Isitme ve denge islevlerini goren kulak, dis kulak (auris externa), orta kulak (auris

media), i¢ kulak (auris interna) olmak {izere ii¢ boliimden olusmaktadir (Sekil 2.1.1).

Dis kulak, kulak kepgesi ve dis kulak kanalindan meydana gelir. Kulak kepgesi
tarafindan toplanan ses dalgalari, dis isitme kanalindan gegirerek kulak zarina (timpanik

zara) iletilir. Kulak zar1 bu ses dalgalarini hava ile dolu olan orta kulaga iletir.



Fasiyal sinir (VII)
Stapes'in kolu Stapes'in tabani (oval pencere)
Lateral semisirkler kanal gikintisi Vestibil

Inkus (6rs Semisirkuler kanallar, ampulla, utrikul
Tegmen timpani

Malleus (gekic; bas bollimi)
Epitimpanik ¢cikinti

Fasiyal sinir (VII)
Vestibuler sinir

Koklear sinir

Kulak kepcesi | Y4
'l Ig ses deligi

(meatus acusticus Internus)

Ses-denge siniri
(Vestibulokoklear; VIII)

N
Dis kulak yolu Helikotrema Nazofarinks
Sc. vesitbuli

Koklea
Lonel KOKLEA

Kulak zari
Timpanik bosluk

Promantor
Yuvarlak (koklear) pencere

Eustachi borusu setinant

Not: Oklar, ses dalgalarinin yonunu gostermektedir

Sekil 2.1.1: Kulagin anatomik yapisi.

(http://www.baskent.edu.tr/~scanan/sesweb/kulak.htm)

Orta kulak, dis kulak yolundan kulak zar ile ayrilir. I¢i havayla dolu olan bir
bosluk yapisina sahip orta kulak, geniz ile arasinda bir irtibat saglayan Gstaki borusunu
icerir. Orta kulakta bulunan sirasiyla, ¢eki¢c (malleus), ors (inkus), 6zengi (stapes) adi
verilen (¢ isitme kemikgigi, bir ses iletim zinciri olusturmaktadir. Orta kulak, igerdigi bu
yapilarin da katkisiyla kulak zarina gelen sesleri toplayip i¢ kulagin oval penceresine iletir.
Kulak zarinda olusan ses titresimleri, izengi kemigine iletilir. Bu titresimler nedeniyle ice
ve disa dogru hareketler olusturan oval pencere bu hareketleri i¢ kulagin sivi ortamina
tasir. Boylece ses dalgalari dis kulaktan itibaren orta kulaga ve daha sonra da i¢ kulak
stvilarina iletilmektedir. Gelen titresimler isitme siniri yoluyla beyindeki isitme merkezine

taginir.

I¢ kulak, salyangoz seklinde bir yapisi olan ve i¢ kulak sivilarini ve tiiy hiicrelerini
iceren koklea ve denge organi olan vestibiilden olusmaktadir. Yetiskin i¢ kulagi yapisal
olarak son derece karmasiktir, embriyonik olarak otik plaktan koken almaktadir. Noral

krest kokenli sekretuvar epitelyumun melanosit hiicreleri ve ganglianin Schwann hiicreleri



disinda, birincil eferent néronlarda dahil olmak iizere i¢ kulagin biitiin hiicresel bilesenleri
otik plak kaynakhidir (D'Amico-Martel and Noden 1983; Rubel and Fritzsch 2002).
Kraniyal plaklar ise, noral katmanin disinda kalan 6zellesmis ektoderm bdolgeler olup,
bitiin kraniyal duyusal organlara ve bas bolgesinin periferal sinir sistemine katkida

bulunurlar.

I¢ kulak gelisiminin, plak indiiksiyonunun ve vezikiil olusumunun erken evreleri
stiresince FGF3'lin fare, tavuk ve zebra baligi gibi farkli omurgalilarda yiiksek oranda
korunmus bir rol oynadigi bilinmektedir (Brown vd 2003). Farede gelisen arka beyinde
otik plak indiksiyonundan 6nce ve otik plak indiiksiyonu sirasinda FGF3 ifadesi, i¢ kulak
olusum uyaricisi olarak rol oynadigini gostermistir (Wilkinson vd 1988). Yakin zamanda
yapilan arastirmalarda, farede Fgf3’/Fgfl0” mutantlarinda otik vezikiil olusumun
gerceklesmedigi veya sadece mikrovezikiil olustugu gosterilmekle beraber, bu cifte
mutantlarin otik plaklarinda, FGF3'Un FGF10 ile birlikte otik marker genlerinin
yonlendirilmesi i¢in varhi@inin gerektigi bilinmektedir (Alvarez vd 2003; Wright and
Mansour 2003).

FGF3'iin otik morfogenezin baslamasindaki fonksiyonunu gdsteren modelde de
goriildiigi gibi (Sekil 2.1.2), otik vezikilin molekuler modeli ve morfogenezi WNT
sinyalleriyle baslar. Fgf3, vezikiil gelisiminin ilk morfolojik isareti olarak bilinen EDS
indiksiyonunu baglatan Gbx2 seviyesinin korunmasina saglamaktadir. Buna ek olarak,
Fgf3, otik Hmx3'Un medyal yayilmasini, arka beyin Wnt3a'nin ise ventral yayilmasini
engellemektedir (Hatch vd 2007).

Ozet olarak, fibroblast bilyiime faktorleri embriyonik gelisim sirasinda birgok hiicre
farklilagsmasinda rol almakla beraber isitme mekanizmasinin iletim yolundaki en 6nemli

adimlarindan biri olan i¢ kulagin olusumunda ¢ok dnemli bir rol Gstlenmektedir.
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Sekil 2.1.2: Otik morfogenezin baslangicinda FGF3 fonksiyonunu gosteren model.

Gelisen arka beyinin ve otik vezikiiliin, otik morfogenezin baslangicinin semasi. Model su anda var olan
yaymlamis bulgularla, 6nceden yayinlanmis bulgularin biitiinlestirilmis halidir. Otik vezikilin molekiler
paterni ve morfogenezi, koyu maviyle gosterilen Wnt3a ve Wntl ifadesiyle, WNT sinyalleri ile
baglamaktadir. Bu sinyal Wnt2 ve DIx5' i minimum seviyede tutan ve EDS baglangicinin disariya dorsal
gelisimini saglayan otik Gbx2'yi induklemektedir. r5-6 bolgesinde induklenen Fgf3 ve Mafb(Kr), Gbx2'nin
ve bu genin etkiledigi genlerin ifadelerinin idamesine hizmet etmektedir fakat ventral otik genlere (Pax2 ve
Otx2) dogrudan bir etkisi olmamaktadir. Ayrica, Fgf3 otik Hmx3'ln mediyal yayilmasini, arkabeyin
Wnt3a'nin ventral yayilmasini engellemektedir. Pax2 ve Otx2'nin indiklenmesi yoluyla SHH'nin ventral otik

olusumundaki rolii gésterilmistir (Hatch et al. 2007).

2.2. Fibroblast Buyume Faktorleri

Cok hiicreli organizmalarin gelisimi sirasinda gesitli sinyal yolaklar1 yiiksek bir
kordinasyonla aktive olmaktadirlar. Fibroblast biyume faktorleri (FGFs), kemik
morfojenik proteinleri (BMPs), WNT ve Hedgehog gibi salinan sinyal molekiilleri, yakin
veya uzak bolgedeki hiicreler arast olaylarn etkileyerek gelisimde biiylik rol
oynamaktadirlar (Logan and Nusse 2004; Mikels and Nusse 2006). Fibroblast biuyiume

faktorleri ¢ogunlukla biyolojik etkilerini hiicre zarindaki tirozin kinaz FGF reseptorlerine



(FGFRIar) baglanarak gosteren ¢ok cesitli biyolojik aktiviteye sahip polipeptid buylime
faktorleridir. FGF sinyal iletim sistemi, farklilagma, hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu
da icine alan birgok gelisimsel siiregte gereklidir (Ornitz and Itoh 2001; Itoh and Ornitz
2004; Thisse and Thisse 2005).

Butlin FGF'ler, yapisal benzerlik tasir ve heparine yuksek afinite gosterirler. FGF
proteinleri, ¢ immanoglobulin benzeri bélgesi, bir heparin baplanma dizisi olan tirozin

kinaz reseptorlerine (FGFR) baglanarak ve onlar1 aktive ederek fonksiyon gosterirler.

IIk ayristirilan FGF1 ve FGF2’nin fibroblastlarm in vitro ortamda biyiimesini
sagladig1 goriildiigii icin bu isim verilmistir. Insanda simdiye kadar 22 farkli FGF
tamimlanmis (FGF 15 hari¢) ve FGF1-23 arasinda isimlendirilmistir (Itoh 2007). FGF
proteinlerinin boyu yaklasik 150-250 aminoasit arasindadir ve bunun yaklasik 120

aminoasitlik kismi tim FGF’lerde birbirine benzer.

FGF proteinleri, biiyiilk ¢ogunlugu amino ucunda kesilebilen bir sinyal peptide
sahip, salinan proteinlerdir. Bu dizi olgunlagsmak iizere proteinin endoplazmik retikuluma
girmesini saglamaktadir. Ancak, kesilmeyen iki pargali sinyal dizisine sahip olan FGFO9,
FGF16 ve FGF20 proteinleri de salinan proteinlerdir (Miyakawa vd 1999; Revest vd
2000). Ayrica, FGF1, FGF2, FGF11-FGF14 hidrofobik amino ucu dizisi olmayan ve tipik
olarak salinan FGF'lerin disinda kalan proteinlerdir. FGF1 ve FGF2 hasar gormiis
hicrelerden veya endoplazmik retikulum-Golgi yolagindan bagimsiz olan bir ekzositotik
mekanizmadan salimiyor olabilir (Mignatti vd 1992). FGF11-FGF14 ise hicre icinde
fonksiyonel olan fakat salinmayan proteinlerdir (Goldfarb 2005).

FGF proteinleri etkilerini hiicre zarinda bulunan dort adet (FGFR1-4) tirozin kinaz
reseptor Uzerinden gosterirler. Bu reseptorler, hiicre diginda kalan kisimlarinda, FGF’lere
baglanan bolgelerinde, ¢ adet immanoglobulin (1, 11 ve I11) bdlgesi, bir heparin baglanma
dizisi, bir transmembran bolgesi ve hiicre ici bir tirozin kinaz bolgesi icerirler (Sekil 2.2.1).
FGFR1-FGFR3 genleri, mRNA'nn alternatif kirpilmasi sonucu iki 6zgiin ekzondan birini
kullanarak, iki farkli imminoglobulin benzeri yap1 (Illb, Illc) olustururlar.
Immiinoglobulin benzeri yap: III, ligand baglanma o6zgiilliigiinii belirleyen 6nemli bir
belirleyici faktérdir. Bu yapilarin alternatif kirpilmasi sonucu farkli FGF’lere farkli

egilimle baglanan ve farkli dokularda ekspresyonu olan sekiz adet izoform iiretilir. Boylece

9



FGF ve FGFR’ler embriyonik gelisim sirasinda ¢ok farkli bolgelerde ¢ok farkli islevleri
olan biiyiik bir grup olarak ¢alisirlar (Itoh 2007).

Extracellular space
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Sekil 2.2.1: FGF reseptorleri ve FGF sinyal iletim yolagi.

FGFR'ler 3 imminoglobulin bolgesi (Igl, Igll, IgIll) tasiyan modiiler proteinlerdir. Igl ve IgIl bir asidik
bolge tarafindan ayrilir (AD). Igll bir heparin baglanma bolgesi tasir (HBD). IgIIl bolgesini, 6zgilin bir
transmembran (TM), bir jukstamembran (JD) ve bir interkinaz tarafindan ayrilmis bir kinaz bdlgesi (KD)
takip eder. Heparin sllfat proteoglikana bagli FGF ligandlart FGFR'nin Igll, Iglll'ine baglanir. Bunun
sonucunda dimerizasyona ugradiktan sonra spesifik tirozin rezidiilerinin fosforilasyona ugrayarak
transaktivasyonu gergeklesir. iki ana sinyal iletim yolag1 fosfolipaz C-y (PLCy) ve Ras/MAP kinazdir. PLCy
'nin SH2 bolgesi fosforilasyona ugramis olan reseptdriin Y766 bolgesiyle iletisime girer. Aktivasyona
ugramig PLCy, fosfaditil-inositol-4,5-difosfat (PIP2)" inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)'a ve diasilgliserol (DAG)'e
hidrolize eder. IP3, Ca®* agiga ¢ikarirken, DAG, protein kinaz C-8 (PKC3)'y1 aktive eder. Aktive olan PKCS,
Raf'1 S338 bolgesini fosforile ederek aktive eder ve asagi dogru sinyal iletim yolagimi Ras'tan bagimsiz bir

bigimde uyarir. Ana iletim yolagi, yanagma proteini olan (docking protein) FRS2a'min 407-433 bolgesindeki
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aminoasit rezidileriyle iletisimini kapsar. Bu protein, birgok tirozin kinaz rezidiilarinin fosforilasyonu ile
aktive olur ve ardindan Ras'm aktivasyonunda niikleotit deigisim faktorii olan Sos'a bagli Grb2 ile iletisime
girip aktive eder. Aktive olmus Ras, MAP kinaz ERK'in fosforilasyonundan sorumlu olan MEK'i uyaran
Raf1 aktive eder. Bu son aktive olan boliim, hiicre gekirdegine transloke olur ve FGF hedef genlerini aktive
eden Ets ailesinin spesifik transkripsiyon faktorlerini fosforile eder (Thisse and Thisse 2005). P:

fosforilasyon.

FGF3 geni ilk kez bir protoonkogen olarak klonlanmistir (Dickson,1984). Fare
embriyolarinda fgf3 mRNA’s1 erken donemde arka beyinde otik vezikiilin hemen
yakinlarinda ve faringeal poslarda gosterilmistir (Wilkinson,1988). Daha biiyiik
embriyolarda ve yenidoganlarda fgf3 ekspresyonu serebellum, retina, disler ve i¢ kulakta
gosterilmesine ragmen eriskin dokularinda gosterilememistir (Wilkinson,1988). fgf3’{in i¢
kulak gelisiminde 6nemli bir gorevi oldugu zebra baligi, kurbaga, tavuk ve farelerde
gosterilmistir (Schimmang,2007). Ancak bugiine kadar yapilan iki fare ‘knockout’
modelinde otik vezikul induksiyonunun olabildigi ve ¢ok agir i¢ kulak anomalilerinin

gelismedigi de gosterilmistir (Mansour,1993, Alvarez,2003).

Insan FGF3 geni 11q13 bolgesinde bulunur. Ug eksondan olusan 1548 bazlik
transkript 239 amino asit kodlar. Ilk 17 aminoasit sinyal peptid bdlgesini, geriye kalan
aminoasitler ise olgun peptidi olusturur. FGF3, etkisini FGFR2 reseptoriiniin b ve ¢
izoformlarina baglanarak gosterir (Mohammadi, 2005). Ancak, FGFR2b iizerinden
etkisinin ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir (Ornitz,1996).

Fare Fgf3 proteininin translasyon sonrasi klasik yolak olan endoplazmik retikulum-
golgi ve sekresyon ile parakrin olarak reseptor iizerinden etki etmesi disinda bir baska
yolaga girebilecegi de gosterilmistir. Bu yolak proteinin yapisindaki niikleer sinyal
ozelligindeki amino asitler aracilifiyla 6zellikle niikleusa gitmesidir. Bu yolaga giren
Fgf3’tin  hiicre  ¢ogalmasini  durdurdugu  gosterilmistir  (Antoine,1997,2005,
Kiefer,1991,1993,1994,1995, Mathieu,1995). Fare Fgf3 proteininde sinyal dizisinin

cikarilmasi proteinin tamamiyla niikleusa lokalize olmasina neden olmustur (Acland,1990).

FGF3 geninde insan hastaligina neden olan bes ‘germline’ mutasyon bildirilmistir
(Tekin,2007; Tekin,2008). Iki yanlis anlam mutasyondan birisi, p.L6P, sekresyon sinyali
bolgesindedir. p.S156P ise FGF’lerde korunmus ve benzer olan ‘core’ bdlgesinde
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lokalizedir. Fare Fgf3 geninde niikleer lokalizasyon sinyali oldugu gosterilen bolgelerde

mutasyon tanimlanmamustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Genel Reaktifler

Genel laboratuvar kimyasallari, Sigma Chemical Co. (St Louis, ABD) Sigma
Chemical Co. (St.Louis, ABD), Merck (Darmstadt, Almanya) ve AppliChem (Darmstadt,
Almanya) iirtinleri kullanilmistir. Kitler Roche (Almanya) ve Invitrogen (ABD)’den temin

edilmistir.

3.1.2. Nukleik Asitler ve Proteinler

Bu ¢aligmada DNA molekiiler agirlik tespiti i¢in 1kb DNA ladder ve 100 bp DNA
ladder belirtecleri (New England Biolabs, USA) kullanilmistir. Protein boyutu belirtecleri

olarak Bio-Rad, Invitrogen ve Fermentas (SM1811)’tan saglanmuistir.

3.1.3. Oligonukleotidler

PCR reaksiyonlarinda kullanilan oligoniikleotidler Metabion firmasindan OPC veya

HPLC purifiye olarak temin edilmistir.

3.1.4. Enzimler

Restriksiyon endoniikleazlar MBI Fermentas ve Promega’dan; Taq polimerazlar,
MBI Fermentas, Finnzymes, Invitrogen, Promega'dan; T4 DNA Ligaz New England
Biolabs'tan temin edilmistir. Reverse Transcriptaz, DNaz I, Roche'tan, DNA dizi
analizinde kullanilan enzim karisimi olan Genome Lab DTCS Quick Start Mix Beckman

Coulter firmasindan saglanmustir.

3.1.5. Kullanilan antikorlar

Calisma siiresince kullanilan tiim Western Blot ve immiin floresan asamasinda

kullanilan antikorlar ve kullanim diliisyonlari ¢izelge 3.1.1°de 6zetlenmistir:
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Kullanilan Antikorlar | Katalog no Western Immunfloresan | Abs/Ems
Blot (nm)
FGF3 Abcam ab10830 | 1:1000 1:500
FGFR2 Abcam ab10648 | 1:1000 1:500
Calnexin Abcam ab22595 1:100
B-actin-HRP Abcam ab49900 | 1:5000
Anti-GFP Cell Signaling 1:1000
2956S
Anti Mouse HRP BioRad 170-5047 | 1:5000
Anti Rabbit HRP BioRad 170-5046 | 1:5000
Alexa Fluor 488 Invitrogen - 1:1000 495/519
(goat anti-mouse) A11001
Alexa Fluor 568 Invitrogen - 1:1000 578/603
(goat anti-rabbit) A11011
Alexa Fluor 594 Invitrogen - 1:1000 590/617
(goat anti-rabbit) A11012
Toto-3-iodide Invitrogen T3604 | - 2 uM 642/660

Cizelge 3.1.1: Kullanilan antikorlar ve kullanim diliisyonlari.

3.1.6. Primerler ve Amplifikasyon Bélgeleri

Klonlamalarda, mutagenezde, ve PCR'da gen bolgelerine spesifik primerler Primer3

(Rozen and Skaletsky 2000) ve primer.exe programi kullanilarak tasarlanmistir. Gen

bolgelerine spesifik primer dizilerinin 6zgilinligii blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

kullanilarak kontrol edilmistir.

DNA dizi analizinde kullanilan T3, T7 ve BGH primer dizileri Cizelge 3.1.2'de

verilmistir. FGFR2 cDNAs1 igin tasarlanan klonlama primerleri Cizelge 3.1.3 'de, FGFR2

cDNA dizisi ve tasarlanan klonlama primerlerinin bu dizideki komplementer oldugu

bolgeler ise Sekil 3.1.1 'de gosterilmektedir.

14



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/�

Bolgeye 0zgli mutagenez ile L6P mutasyonunu olusturmak i¢in tasarlanan primer
seti Cizelge 3.1.4'de, S156P mutasyonunu olusturmak igin tasarlanan primer seti ise
Cizelge 3.1.5'te gosterilmektedir. L6P mutagenezi asamasi sirasinda kullanilan, mutasyon
bolgelerini ve kesim bélgelerini iceren primerlerin pcDNA3.1.FGF3 plazmid dizisindeki
konumu Sekil 3.1.2'de S156P i¢in bu bolgeler Sekil 3.1.3'te belirtilmektedir.

Primer (Metabion) | Primer Dizisi (5’-3")

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
BGH ACTAGAAGGCACAGTCGAGG

Cizelge 3.1.2: DNA dizi analizinde kullamlan T3, T7 ve BGH primerleri.

Primer (Metabion) | Primer Dizisi (5’-37)

Fgfr2 Hindlll F aattaagcttgccgccacCATGGTCAGCTGGGGTCGTTTC
Fgfr2 Xhol R aatgctagactcgagTCATGTTTTAACACGCCGTTT
Cizelge 3.1.3: FGFR2 ¢cDNA’s1 icin tasarlanan klonlama primerleri.

5'- aattaagettgccgccaccATGGTCAGCTGGGGTCGTTTC -3/

ACGTCCACATGGAGATATGGAAGAGGACCGGGGATTGGIACCGT CCATGGTCAGCTGGGGTCGTTTCATCTGC
CTGGTCGTGGTCACCATGGCAACCTTGTCCCTGGCCC CCCTCCINTCAGTTTAGTTGAGGATACCACATTAGAG

CCARAGAAGAGCCACCAACCAAATACCRAARTCT LG = = TGCGCCAGGGGAGTCGCTAGAG
GTGCGCTGCCTGTTGARAGATGCCGCCGTGA! Hindill WY Kozak GCACTTGGGGCCCARCRATAGG
ACAGTGCTTATTGGGGAGTACTTGCAGATAR] kesim FC dizisi CGGCCTCTATGCTTGTACTGCC
AGTAGGACTGTAGACAGTGAAACTTGGTACT bolgesi FGi CATCTCATCCGGAGATGATGAG
GATGACACCGATGGTGCGGAAGATTTTGTCA [ARCAACARGAGAGCACCATACTGGACCAACACA

GAARAGATGGARAAGCGGCTCCATGCTGTGCCTGCGGCCARACACTGTCAAGTTTCGCTGCCCAGCCGGGGGGAAC
CCAATGCCARACCATGCGGTGGCTGRARAARACGGGAAGGAGTTTAAGCAGGAGCATCGCATTGGAGGCTACAAGGTA
CGARAACCAGCACTGGAGCCTCATTATGGARAGTGTGGTCCCATCTGACAAGGGAAATTATACCTGTGTAGTGGAG
AATGAATACGGGTCCATCAATCACACGTACCACCTGGATGTTGTGGAGCGATCGCCTCACCGGCCCATCCTCCARA
GCCGGACTGCCGGCAANATGCCTCCACAGTGGTCGGAGGAGACGTAGAGTTTGTCTGCAAGGTTTACAGTGATGCC
CAGCCCCACATCCAGTGGATCAAGCACGTGGARAAAGAACGGCAGTARATACGGGCCCGACGGGCTGCCCTACCTC
AAGGTTCTCAAGGCCGCCGGTGTTAACACCACGGACAAAGAGATTGAGGTTCTCTATATTCGGAATGTAARCTTTT
GAGGACGCTGGGGAATATACGTGCTTGGCGGGTAATTCTATTGGGATATCCTTTCACTCTGCATGGTTGACAGTT
CTGCCAGCGCCTGGAAGAGAAAAGGAGATTACAGCTTCCCCAGACTACCTGGAGATAGCCATTTACTGCATAGGG
GTCTTCTTAATCGCCTGTATGGTGGTAACAGTCATCCTGTGCCGAATGAAGAACACGACCAAGAAGCCAGACTTC
AGCAGCCAGCCGGCTGTGCACAAGCTGACCAAACGTATCCCCCTGCGGAGACAGGTAACAGTTTCGGCTGAGTCC
AGCTCCTCCATGARACTCCAACACCCCGCTGGTGAGGATAACAACACGCCTCTCTTCAACGGCAGACACCCCCATG
CTGGCAGGGGTCTCCGAGTATGAACTTCCAGAGGACCCAARATGGGAGTTTCCAAGAGATAAGCTGACACTGGGC
AAGCCCCTGGGAGRAAGGTTGCTTTGGGCAAGTGGTCATGGCGGAAGCAGTGGGAATTGACARAGACAAGCCCAAG
GAGGCGGTCACCGTGGCCGTGAAGATGTTGAAAGATGATGCCACAGAGARAGACCTTTCTGATCTGGTGTCAGAG
ATGGAGATGATGAAGATGATTGGGAAACACAAGAATATCATAAATCTTCTTGGAGCCTGCACACAGGATGGGCCT
CTCTATGTCATAGTTGAGTATGCCTCTAAAGGCAACCTCCGAGAATACCTCCGAGCCCGGAGGCCACCCGGGATG
GAGTACTCCTATGACATTAACCGTGTTCCTGAGGAGCAGATGACCTTCAAGGACTTGGTGTCATGCACCTACCAG
CTGGCCAGAGGCATGGAGTACTTGGCTTCCCAARAAATGTATTCATCGAGATTTAGCAGCCAGAAATGTTTTGGTA
ACAGAAAACAATGTGATGAARATAGCAGACTTTGGACTCGCCAGAGATATCAACAATATAGACTATTACAARARRLG
ACCACCAATGGGCGGCTTCCAGTCAAGTGGATGGCTCCAGAAGCCCTGTTTGATAGAGTATACACTCATCAGAGT
GATGTCTGGTCCTTCGGGGTGTTAATGTGGGAGATCTT( Xhol kesim FGCTCGCCCTACCCAGGGATTCCCGTG
GAGGAACTTTTTAAGCTGCTGAAGGAAGGACACAGAAT(H % R FCCAACTGCACCAACGAACTGTACATG
ATGATGAGGGACTGTTGGCATGCAGTGCCCTCCCAGAGH bOlgES'I PAGCAGTTGGTAGAAGACTTGGATCGA
ATTCTCACTCTCACAACCAATGAGGAATACTTGGACCTCAGCLAACCTCTCGAACAGTATTCACCTAGTTACCCT
GACACAAGAAGTTCTTGTTCTTCAGGAGATGATTCTGTTTTYICTCCAGACCCCATGCCTTACGAACCATGCCTT
CCTCAGTATCCACACATARACGGCAGTGTTAAAACATGRAATGACTGTGTCTGCCTGTCCCCARACRAGGACAGCAC

3’-AAACGGCAGTGTTAAAACATGActcgagtctagcatt-5’

Sekil 3.1.1: FGFR2 cDNA dizisi ve tasarlanan klonlama primerlerinin dizideki

baglanma bolgeleri.
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pcDNAS.1.FGF3.L6P

Primerl | 5-ATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAAC-3'
(endojen kesim bolgesi olan Sacl’1 igeriyor)
Primer2 | 5-~AGGCTGAGCAGTAGCGGCCAGATTA-3'
(Komplementer dizi, mutasyon bdélgesini iceriyor)
Primer3 | 5-GGCCTAATCTGGCCGCTACTGCTCA-3'
(mutasyon bolgesini igeriyor)

Primer4 | 5-GTTCATGGCCAGGTACCGCCC-3'

(Komplementer dizi, endojen kesim bdélgesi olan Kpnl’1 igeriyor)

Cizelge 3.1.4: Bolgeye o6zgii mutagenez ile L6P mutasyonunu olusturmak igin

tasarlanan primer seti.

pcDNAS.1.FGF3.5156P

Primerl | 5-CGGGCGGTACCTGGCCATGAA-3'
(endojen kesim bolgesi olan Kpnl’1 igeriyor)
Primer2 | 5-CCGTTCACAGGCACGTACCACAGTC-3'
(Komplementer dizi, mutasyon bdélgesini iceriyor)
Primer3 | 5-GAGACTGTGGTACGTGCCTGTGAAC-3'
(mutasyon bdlgesini iceriyor)

Primer4 | 5-CTAGACTCGAGCTAGTGCGCACTG-3'

(Komplementer dizi, stop kodon ardina eklenen Xhol kesim

bolgesini iceriyor)

Cizelge 3.1.5: Bolgeye ozgii mutagenez ile S156P mutasyonunu olusturmak igin

tasarlanan primer seti.
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GRACGGAT CGGGAGATCT CCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACARTCT GCTCT GATGCCGCATAGTT ARGCCAGTAT
CTGCTCCCTGCT TGTGT GTTGGAGGT CGCTGAGTAGTGCGCGAGCAARATT TARGC TACRACRAGGCARGGCTTGACCGR
CARTTGCATGARGARTCTGCT TAGGGTTAGGCGTTI TGCGCTGCTT CGCGATGTACGGGCCAGRTATACGCGTTIGACATT
GATTATTGACTAGITAT TAATAGTAATCAAT TACGGGGTCATTAGT TCATAGCCCATATATGGAGTTICCGCGTTACATAR
CITACGGTARATGGCCCGCCT GECTGACCGCCCARCGACCCCCGCCCATTIGACGTCARTAATGACGTATGTICCCATAGT
RARCGCCARTAGGGACTT TCCATIGACGTCAATGGGT GGAGT ATTTACGGTARACTGCCCACTIGGCAGTACATCARGTGT
ATCATATGCCRAGTACGCCCCCTATTGACGT CARTGACGGT AARTGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA

Sacl GGGACT TTCCTACTIGGCAGTACAT CTACGTATIAGTICAT CGCTATTACCATGGT GATGCGEGTITIGGCAGTACATCAR

agcttgccgccaccatg: - -taa
cccgccggagcccggctggcccgcagcqggccctggggcgcggttgcggcgcgacgcggg
cggccgtggcggecgtctacgagcaccttggcggggcgeccceccggogeccgcaagectctactg
cgccacgaagtaccacctccagctgcacccgagcggccgcecgtcaacggcagecctggagaa
cagcgcctacagta gat ac gcaqtgqaggtgggcattgtggccatcaggqq

gg Acaagaggggacgactctatgetteggagea
Lgtggagcggatccacgagctgggcectataatacgtatge b
ctcccggcoctgtaccggacggtgbgtagtacgecctggggcccgeccggcagocccagegecga
gagactgtggtacgtgtctgtgaacggcaagggccggccccgcaggggcttcaagaccecg
ccgcacacagaagtcctccctgttectygccccgegtgectggaccacagggaccacgagat
ggtgcggcagctacagagtgggctgcecccagacccecctggtaagggggtccageccccgacg
gcggcggcagaagcagagcccggataacctgdagccctctcacgttcaggecttcgagact
gggctcccagctggaggccagtgcocgcactage

L6P

FGF3 dizisi

Kpnl

RS TC TAGAGGGCCCGTTTARACCCGCTGATCAGCCTCGACTGT GCCTTCTAG

TTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCT TGACCCTGGARGGTGCCACT CCCACTGTCCTTICCTAAT
ARAATGAGGAARATTGCATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCAT TCTAT TCTGGGGGGT GGGGT GGGGCAGGACAGCARGGGE
GAGGATT GGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAT GCGGT GGGCT CTATGGCTIC TGAGGCGGAAAGAA CCAGC TGGGE
CICTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCT GTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGEGTCTGGTGGTTACGCGCAGCGTIGACCGCTA
CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCT CCTTTCGCTT ICTTCCCTICCTITIC TCGCCACGTTCGCCGGCTT TCCCCGTCAR
GCTCTARATCGGGGGCT CCCT TTAGGGTTCCGATTT AGTGC TTTACGGCACCTCGACCCCARRARACTTGATTAGGGTGA

Sekil 3.1.2: L6P mutagenezi asamasi sirasinda kullanilan, mutasyon boélgelerini ve

kesim bolgelerini iceren primerlerin pcDNA3.1.FGF3 plazmid dizisindeki konumu.

GATTATTGACTAGTITAT TARTAGTARTCAAT TACGGGETCATTAGT TCATAGCCCATATAT GGAGTICCGCGTITACRTAR
CITACGGTARAT GGCCCGCCT GGCTGACCGCCCARCGACCCCCGCCCATTGACGTCARTAATGACGTATGTICCCATAGT
AACGCCAATAGGGACTT TCCATIGACGTCARTGGGT GGAGT ATTTACGGTAARCTGCCCACTIGGCAGTACATCAAGTIGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGT CAATGACGGT ARATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
TGGEACT TICCT ACTIGGCAGTACAT CTACGTATTAGTCAT CGCTATTACCATGGT GRTGCGGTI TTGGCAGTACATCRR
TGGGCGT GGATAGCGET TTGACTCACGGGGATITCCARGTCTCCACCCCATTGACGTCART GGGAGTTIGTTTIGGCACC
ARRRTCRACGGGACTITCCARARTGT CGTARCAACT CCGCCCCATTGACGCARATGGGCGETAGGCGTIGTACGET GGGAG
GICTATATAAGCAGAGCTCTICTGGCTARCTAGRGARACCCACTGCTTACTGGCTTATCGRARATTARTACGACTCACTATAG
GGRGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTARRCTTA

agcttgccgccaccatgggocctaatctggetgotactgetcag

cctgctggagcccggectggeccgecagegggeccctggggecgeggttgeggegegatgeggg
cggccgtggcggcgtctacgagcaccttggcggggcgccccggcgccgcaagetctactg
cgccacgaagtaccacctccagotgcacccgagoggecgogtcaacggcagectggagaa

WO cagcgectacagta agataacggcagtggaggtgggcattgtggccatcagggyg

LN t.c!:ct.t.ct.c*caagaggggacgactctacgcttcggagca

v=| ctacagcgccgag ttgtggagcggatccacgagetgggetataatacgtatge -
1)

ctcccgget ggacggtgtctagtacgcctggggcccgecggcagecccagecgecga
ga 5 JE6 cEEGEgaaE socaagggccggccccgcaggggcttcaagacceg

FGF3 dizisi

Xhol"

GGCCCGITTARACCCGCTGATCAGCCTCGACTIGTGCCTTICTAG
TIGCCAGCCATCTIGTITGTTIGCCCCTCCCCCGIGCCTICCT TGACCCTGGARGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTICCTAAT
AARATGAGGARATTGCATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCAT TCTAT TCTGGGGGGT GGGGT GGGGCAGGACAGCARGGEE
GAGGATT GGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAT GCGGT GGGCT CTATGGCTICTGAGGCGGARAGARCCAGC TGGGE
CICTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCT GTAGCGGCGCATTRAAGCGCGGCGGGTGTGETGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA
CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTITICGCTTITCTICCCTITICCTITCTCGCCACGTTCGCCGGCTTI TCCCCGTCAR
GCTCTARATCGGGGGCTCCCT TTAGGGTTCCGATITAGTGC TTTACGGCACCTCGACCCCARARAACTTIGATTAGGGIGA
TGGITCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT TITICGCCCT TTGACGTITGGAGTICCACGT ICTTITARTAGTGGARC
TCTIGTITCCARACTGGARCAACRCTCARCCCTATCTCGGICTATICTITIGATITATAAGGGATITIGCCGATTITCGGCC

Sekil 3.1.3: S156P mutagenezi asamasi sirasinda kullanilan, mutasyon bélgelerini ve

kesim bolgelerini iceren primerlerin pcDNA3.1.FGF3 plazmid dizisindeki konumu.
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HPRT F 5-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3'

HPRT R S-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3'
FGF3 F 5-ATGGGCCTAATCTGGCTGCTAC-3'
FGF3 F (L6P) 5-ATGGGCCTAATCTGGCCGCTAC -3'

FGF3 R (Kisa Primer) | 5'- CCTGATGGCCACAATGCCCAC -3
FGF3 R (Uzun Primer) | 5- CTAGTGCGCACTGGCCTCCAG -3'
Cizelge 3.1.6: Ektopik FGF3 mRNA tayininde kullanilan primerler

3.1.7. Bakteri Kulttrleri

Bakteri suslar1 - 80 °C'de 30% gliserol iceren LB besiyerinde uzun sureli olarak
saklanmistir. Rekombinant plazmid igeren bakteri kiiltiirleri ayni Ozellikleri igeren
besiyerine ilaveten ilgili antibiyotikte eklenmistir. Kisa siireli olarak bakteri suslari LB

agar petrilerinde +4 °C de saklanmustir.

3.1.8. Plazmidler

3.1.8.1. pcDNA3.1 Memeli ifade Vektorii

FGF3 ve FGFR2yi memeli hiicre sisteminde ifade etmek amaciyla 5428 bg
biiytikligiindeki Sekil 3.1.4'de plazmid haritast goriilen pcDNA3.1 memeli ifade vektori
Invitrogen firmasindan temin edilerek kullanilmistir. pcDNA 3.1 plazmidi ¢cogu memeli
hiicre hattinda yiiksek diizeyde stabil ve replikatif olmayan gecici ekspresyon 6zelligine
sahip olmakla beraber konstitutif protein ifadesi igin kuvvetli CMV promotoru
icermektedir.

Bu vektoriin i¢erdigi ¢oklu klonlama bolgesindeki restriksiyon endonikleaz enzim
kesim bolgeleri kullanilarak Klonlamalar ve mutagenez asamalari, bakteri kilturleri
kullanilarak bu plazmid iizerinde gerceklestirilmis ve daha sonra protein ifadesi igin

memeli hiicre kultirinde Hek293 ve MCF-7 hiicrelerine transfekte edilmistir.
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Sekil 3.1.4: pcDNA3.1 (+) memeli ifade vektoriiniin haritasi

3.1.8.2. pCMV.GFP Plazmidi

Transfeksiyon asamasinda, transfeksiyon verimini analiz etmek icin GFP proteinini
sentezleyen hiicrelerin miktar1 ve GFP protein seviyesi hem floresan inverted mikroskopta
g6z ile hem de GFP antikoru kullanilarak western blot ile tayin edilmistir. Sekil 3.1.5’de
Addgene’den temin edilen pPCMV.GFP plazmidinin haritas1 goriilmektedir.

3.1.8.3. pcDNAS3.1.EGFP Plazmidi

pcDNA3.1.GFP plazmidi de Addgene’den temin edilmis, ancak tranfeksiyon verimi
gozlenmesi i¢in pCMV.GFP plazmidi kullanilmistir.

19



AmpR_promoter CAG_enhancer
CMY_immearly_promoter
CMY Fud orlmer

Nhel 602

BstBI 638
o EcoRT 640
Amplcillic ¥pnl 660
Fspl 3776 SacIIl 663
fpal 668
Smal 669
fgel 677
EGFP_N_prLmer
pBR322_origin
EGFP_C_primer
Wotl 1412
h\.'L-_ W Eagl 1412
_ Mscl 1464
rb_glob_PA_terminator
EBV_rev_primer
SVA0_PA_terminator M13_reverse_primer
Stul 2327 M13_pUC_rev_primer
SVd0pro_F_primer: lac_promoter
SW40_promoter SV40_orlgin

Sekil 3.1.5: pCMV.GFP plazmidinin haritasi

3.1.9. Hiicre Hatlar:

DSMZ ‘den temin edilen insan embriyonik bobrek hiicreleri (Hek293, kat: ACC305)
ve insan meme kanseri htcreleri (MCF-7, kat: ACC 115) %10 fetal bovine serum
(invitrogen) iceren ve 100 U/mL penisilin, 100pug/mL streptomisin eklenms Dulbecco's
Modified Eagles's Medium (DMEM, Hyclone SH30081.01) besiyerinde, gaz yogunlugu
5% CO,, sicakligi 37 °C olan inkibatorde idame ettirilmistir. Kullanilan hiicre hatlarinin
oOzellikleri EK-3’te yer almaktadir.
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3.2. YOntem

3.2.1. Transformasyon

Transformasyon igin E.coli DH5a susu kullanilmistir (Invitrogen). -80° C’ den
alian superkompetan bakteri kultlr( buz Gzerinde ¢ozulmiistiir. Cozuldukten hemen sonra
bakteri kilturlerine 2 pl plazmid DNA’s1 eklenerek hafifce karistirtlip 30 dk buz iistiinde
inkibe edilmistir. Daha sonra bakteriler 42°C’de 90 sn 1s1 sokuna tabi tutulmus ve
ardindan 2 dk buz iistlinde inkiibe edilmistir. Ardindan 950 pl antibiyotik icermeyen LB
besiyeri eklenmis ve 37°C’de 1 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatérde 220 rpm’de inkiibe
edilmistir. 13.000 rpm’de 1 dakika santrifjlenerek, bakteriler 200 ul LB icinde tekrar
¢ozililip plazmidin 6zelliklerine gore gerekli antibiyotigi igeren LB agar petrilere ekilerek

37°C’de 16 saat suresince inkibe edilmistir.

3.2.2. Plazmid DNA Izolasyonu

Plazmid DNA’s1 Roche High Pure Plasmid Isolation Kit ile yapilmistir. Plazmid
DNA's1 kit saglayicisinin talimatlart dogrultusunda izole edilmistir. Plazmid DNA'sim
iceren bakteri kultr( santrifujlenerek coktirildikten sonra pelet RNaz iceren stispansiyon
tamponunda ¢oziilmiis ve elde edilen supernatan kitin sagladigi kolondan gegirilerek
yikanmigtir. Daha sonra 50 pl son hacim icinde kolondan saflagtirilmistir. Bu yontemle
baslangigta kullanilan 3ml bakteri kalturinden yaklasik olarak 150-200 ng/pl plazmid
DNA's1 elde edilmektedir.

Daha blylk miktarda plazmid DNA's1 saflastirilmasi i¢in Qiagen Plasmid Maxi kit
kullanilarak, kit saglayicisinin talimatlart dogrultusunda izole edilmistir. COktirllen
bakteri kiiltiirii, alkalin lizatindan santrifiijlenerek temizlenmis ve plazmid DNA's1 kolonda
kalmasi saglanarak karisim yikanarak ardindan saflastirilmistir. Bu yontemle 200 ml

bakteri kiltiriinden yaklasik olarak 1- 1,5 pug/ul plazmid DNA's1 elde edilmektedir.

3.2.3. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Restriksiyon  endoniikleaz  kesim  reaksiyonlarinda  kullanilan  enzimler

Fermentas'tan ve Promega’dan temin edilmis ve kit saglayicisinin talimatlar
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dogrultusunda kullanilmistir. Kullanilan enzimlerden Hindlll ve Xhol 2 saat boyunca 37
°C'de kesilen hizli yikim (Fastdigest) 6zelligi tasiyan enzimler iken Sac ve Kpnl bu
Ozelligi tasimamakta ve 37 °C'de geceboyu kesilmistir. Kesilecek plazmid DNAsi1, hizli
yikim 6zelligine sahip enzimle ve sahip olmayan enzim birlikte kesildigi durumlarda, 6nce
hizli yikim 6zelligine sahip olmayan enzim ile 37 °C 'de gece boyu, ardindan High Pure
PCR Purification kit (Roche) ile DNA saflastirma islemi uygulandiktan sonra hizli yikim

Ozelligine sahip enzimle kesilmistir.

Kesim reaksiyonlart kurulurken sonraki asamalarda 250ng-1pg araliginda degisen
miktarda ihtiya¢ duyulan DNA kadar kesim reaksiyonuna DNA koyulmus ve 20 pl'lik
reaksiyon basima 1 g DNA'nin {izerine ¢ikilmamistir. Kesim reaksiyonu sonrasi istenilen
kesim bolgelerinden kesilmis DNA ligasyon asamasinda kullanilacaksa High Pure PCR
Purification kit (Roche) ile DNA saflagtirma iglemi gerceklestirilmistir.

3.2.4. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonu New England Biolabs T4 DNA Ligaz (M0202S) ile
gerceklestirilmistir. Yapiskan uglara sahip ilgili enzimlerle kesilmis plazmid DNA's1 ve
aktarilacak DNA sirasiyla 1:3 oraninda DNA sonu molaritesi hesabini takiben reaksiyona
konulmustur. DNA sonlarinin molaritesi asagidaki formiile goére hesaplanmistir. Kit
saglayicisinin talimatlart dogrultusunda hesaplanan miktarlarda DNA miktarlar1 kullanilip
kit reaktifleriyle birlikte hazirlanan reaksiyon oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra ligasyon reaksiyonundan 3l alinarak hig¢ bir isleme tabi tutulmadan,
transforme edilmistir.

DNA uglarinin Molaritesi = [(pg/pl) + (baz ¢ifti X 650 dalton)] X 2 ug

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmentleri, 0,8 - 2% aras1 yogunlugunda degisen agaroz jel ile yatay jel
elektroforeziyle 1xTBE i¢inde ayrigtirtlmistir. Hazirlanacak agaroz jelin yogunluguna gore
gerekli miktarda agaroz alinip tamamen 1xTBE i¢inde tamamen ¢dziilmiistiir. Daha sonra
konsantrasyonu 10 mg/ml olan ethidyum bromur'den 30 ml agaroz jel icin 1 pl, 150 ml

agaroz jel icin 3ul eklenmis ve iyice karigtirllmistir. 2 pl 6x DNA Loading Dye, 10 pl
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DNA drneklerine eklenmis ve her kuyuya bu sekilde yiiklenerek 80 V'ta 1 saat siiresince
yuritulmiistir. 1000 baza kadar olan DNA fragmentlerinin molekiiler agirligini belirlemek
icin New England Biolabs(ABD) 1kb DNA Ladder molekiiler agirlik belirteci
kullanmilmistir (Sekil 3.2.1). Nukleik asitler Gene Genius Bio Imaging System ile

ultraviyole 15181 altinda goriintiilenmistir.

Kilobases Mass (ng) Base Pairs  Mass (ng)
100 42 QU - | 517 45
80 42
6.0 50
50 42 QR 1,200 35
4 = - 1,000 95
- 200 27

30 125 — =00 24

| . NEB 100 bp DNA Ladder
Neb 1kb DNA Ladder Cat# N0467

Sekil 3.2.1: DNA molekiil agirhig: belirtecleri.
1000-1500 baza kadar olan DNA fragmentelerinin molekiiler agirligini belirlemek i¢in kullanilan
NEB 100bp DNA Ladder ve NEB 1kb DNA Ladder molekiiler agirlik belirtecleri.

3.2.6. NUKkleik asit konsantrasyonunun ol¢ilmesi

Izole edilen DNA 6rnekleri NanoDrop ND-1000 spektrofotometre ile 6lgtlmiistiir
(Nanaodrop Technologies, Monthcanin, DE, ABD). DNA’nin safligi degerlendirilirken
A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmakta olup, 260/280 oranimnin ~1.8, A260/

A230 oraninin ise 1.8 — 2.2 olmast DNA’nin saf oldugunun gostergesidir.

3.2.7. Total RNA izolasyonu

Hicre kiltirinde, plazmid ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinden total RNA
izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) ile kit saglayicisinin talimatlar
dogrultusunda yapilmistir. Soguk dPBS ile hicreler kazindiktan sonra, sivi azotta
dondurulan hticre pelletleri tekrar 200 pl soguk PBS iginde ¢oziilmiis ve Lizis ve baglama
tampon eklenerek 15 sn vortekslenmistir. Daha sonra Ornekler kitle gelen kolondan
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gecirilerek, santrifijlenmistir. Ardindan DNAse I eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra kitin sagladigi yikama tamponuyla yikanarak 50 pl son hacim

icinde elue edilmistir. RNA konsantarsyonu nanodrop ile tayin edilmistir.

Total RNA izolasyonu sonrasinda kit ile gelen DNaz'in kullanilmasina ragmen izole
edien RNA o6rneklerinin iginde plazmid DNA kontaminasyonu Onlemek igin total RNA

ornekleri tekrar DNaz | (Roche) ile ek olarak muamele edilmistir.

3.2.8. DNaz I muamelesi ile RNA drneklerinden DNA uzaklastirilmasi

RNA o6rneklerindeki genomik DNA, RNA saflastirilmasi sirasinda kolaylikla
uzaklastirilirken, plazmid DNAsinin bu miktarda DNaz’a dayanikli oldugu ve RNA
ornegini kontamine ettigi gozlenmistir. Bu sebeple plazmid DNA ile kontamine olan RNA
ornekleri, RNaz'siz rekombinant DNaz I (Roche) ile kitteki talimatlar dogrultusunda
muamele edilmistir. 10-50 pg aras1 degisen total RNA 1 pl DNaz | ve 10X inkiibasyon
tamponu kullanilarak 50 pl icinde 37 °C'de 15 dk inkiibe edilmistir. 15 dk inkiibasyon
sonrasinda reaksiyonu durdurmak icin son konsantrasyon 8 mM olacak sekilde reaksiyona
EDTA eklenmis ve 75 °C'de 10 dakika tekrar inkiibe edilmistir. Ayrica yikilan DNA'y1 ve

DNaz I'1 uzaklastirmak igin fenol-kloroform metodu uygulanmustir.

3.2.9. Fenol-Kloroform Yontemi

50 ul hacimde olan DNaz I ile muamele edilmis reaksiyonlara 40 ul sirasiyla 3:1
oraninda fenol/kloroform eklenmis ve 30 sn vortekslenmistir. Daha sonra 10 dk buz
ustiinde bekletilen érnekler +4 °C'de 5 dk son hizda (21.000 g) santrifiijlenmis ve (st faz
temiz bir tiipe aktarilmistir. Sonraki agama olan etanol presipitasyonunda 5 pl 3M NaOAc
ve 200 pl %2100 etanol eklenmis ve iyice karistirilmistir. Ardindan gece boyu -80 °C'de
bekletilen 6rnekler 10 dk +4 °C' de RNA'y1 ¢6ktiirmek igin santrifiijlenmistir. Supernatan
RNA pelletini oynatmadan dikkatlice uzaklastirilmis ve pellet 0,5 ml %70 etanol (DEPC
ile muamele edilmis su i¢inde) ile yikanmistir. Ardindan tekrar 5 dk son hizda
santrifiijlenmis, etanol uzaklastirilmis ve DEPC ile muamele edilmis 10-20 pl suda

coziilerek RNA konsantrasyonu tayin edilmistir.
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3.2.10. RT-PCR ile cDNA sentezi

Yapilan RNA izolasyonu ve DNA kontaminasyonunun uzaklastirilmasindan sonra
cDNA sentezi Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) ile kit talimatlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. 1ug total RNA, 1 pl (50 pmol/pl) oligo(dT) primer ile
13 ul'ye ddH,0 ile tamamlanmistir. Daha sonra 65 °C 'de 10 dk inkiibe edilerek RNA
ikincil yapilarinin denatiirasyonu saglanmistir. Transkriptaz reaksiyon tamponundan 4 pl,
RNase inhibitérinden 0,5 ul, 10mM dNTP'den 2 pl ve reverse transcriptaz enziminden de
0,5 pl eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmigtir ve 55 °C'de 30 dk, ardindan 85 °C'de
inaktivasyon i¢in 5 dk inkiibe edilmistir. 20 pl hacimde sentezlenen cDNA PCR sirasinda
kolay pipetaj yapilabilmesi igin 100 pl'ye su ile seyreltilerek -20 °C'de saklanmustir.

3.2.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu

Amplifiye edilecek kalip DNA'lar materyal kisminda belirtilen enzimlerle
saglayicilarin talimatlar1 dogrultusunda PCR reaksiyonda kullanilmistir. Mutagenez
asamasinda ve cDNA kalibindan yapilan PCR asamasinda Phusion (Finnzymes) polimeraz
enzimiyle gerceklestirilen reaksiyonlarda, son konsantrasyonlari, Phusion Tamponu 1X,
dNTP her biri 200 uM, her bir primer 0,5 uM, Phusion DNA polimeraz 0,03 unite/pl
olacak sekilde ve kalip DNA olarak da plazmid DNA's1 10 ng, seyreltilmis cDNA ise 4 pl
kullanilmistir. Diger asamalarda kullanilan PCR enzimlerinde, GoTaq (Promega) icin yine
ayni konsantrasyonlarda, Taq Polimeraz (Fermentas) enzimi icinse 25 pl son hacim iginde;
10X enzim tamponundan 2,5 pl, MgCl; 'den 1 pl, dNTP'den 1 ul, Taq polimeraz'dan 1 pl,
50 pM olan her bir primerden 0,5 pl eklenerek reaksiyon kurulmustur. PCR
programlarinda, baslangi¢ denatiirasyonu 95-98 °C 2-5 dk, denatlrasyon 95-98 °C 10-30
sn, baglanma 55-62 °C 30 sn, uzama 72 °C 30-120 sn, son uzama 72-73 °C 5 dk
araliklarinda degisen parametreler, deneylerdeki istenilen kosullara gore kullanilmis ve
reaksiyonlar genelde 35 siklusta gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlar1 Peltier Thermal
Cycler (DNA Engine) 1s1 dongii cihazinda gergeklestirilmistir. PCR {irlinleri analizi yapilan
DNA bandinin biiyiikliigiine gore 0,8-2% arasinda degisen agaroz jelde yliriitilmiistiir.
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3.2.12. PCR Urunu Saflastirllmasi

DNA Pdrifikasyonu High Pure PCR Product Purification Kiti (Roche) ile yapilmis
ve kit saglayicisinin talimatlar1 dogrultusunda uygulanmistir. 100 pl'ye tamamlanan PCR
trliniine kitin DNA baglayict tamponu eklenerek Kitle gelen kolonlardan gegirilerek
DNA'nin kite baglanmasi saglanmis ve daha sonra yikama tamponlariyla yikanan DNA

son olarak santrifujlenerek 50 pl hacim iginde temiz bir tiip iginde toplanmustir.

3.2.13. Agaroz Jelden DNA Saflastirilmasi

Agaroz jelden DNA purifiye ederken High Pure PCR Product Purification Kiti
(Roche) kullanilmis ve kit saglayicisinin talimatlar1 uygulanmistir. PCR reaksiyonu 0,8-2%
yogunlugunda agaroz jelde yliriitiilmiistiir. Daha sonra etanol ile temizlenmis bir bistiiri
kullanilarak ilgili DNA bandi jelden kesilerek Onceden darasi alinmis temiz bir tiipe
aktarilmistir. Bu asamada UV 15181 altinda kesilen jel miktar1 minimumda tutulmustur.
Tekrar agirligi olgiilen jelin agirhigina bagli olarak Kitle gelen DNA baglayici tampon
eklenmis ve 15-30 sn boyunca vortekslenmistir. Daha sonra slspansiyon 10 dakika
boyunca 56 °C'de inkiibe edilmistir (her 2-3 dakikada tiip kisaca vortekslenmistir). Agaroz
jel tamamen ¢ozildikten sonra her 100 mg jel icin 150 pl isopropanol eklenmis ve iyice
vortekslenmistir. Kolona aktarilan soliisyon 30-60 sn boyunca 13.000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Daha sonra yikama tamponlar1 eklenerek tekrar kolondan gegirildikten

sonra 50 pl son hacim iginde DNA elde edilmistir.

3.2.14. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi yapilacak tiim DNA fragmentleri i¢in optimize edilen kosullarda
hedef bolgeler amplifiye edilmisve High Pure PCR Purification (Roche) kiti kullanilarak
kit saglayicisinin talimatlar1 dogrultusunda saflastiriimistir. Daha sonra Cizelge 3.2.1'deki
reaksiyon kosullarinda ve asagida belirtilen PCR kosullarinda 6rnekler DNA dizi analizi
icin ¢ogaltilmigtir. Plazmid DNA'sinin DNA dizi analizi yapilirken reaktifler eklenmeden
once plazmid DNA'sina 96 °C'de 3 dk On denatiirasyon yapilmig ve hemen buz (stlne

alinmustir.
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Reaktif Miktar
Genome Lab DTCS Quick Start Mix (§707019) | 4 ul

Primer (1,6 pmol/ pul) 1wl
Betain (5M) 2 ul
DNA 3ul
Toplam hacim 10 ul

Cizelge 3.2.1: DNA dizi analizi reaksiyonu

PCR Kosullari:

96°C’de 20 sn

67°C’de 20 sn 30 dongu
60°C’de 4 dk

Elde edilen PCR iiriinleri kisa siire santrifiijlenerek 1,5 ml'lik tiiplere alinmistir. 1 pl
125 mM pH:8 EDTA'dan konulmustur. PCR Urunleri EDTA konulan tuplere eklenmistir. 3
M pH: 5,2 olan Naasetat'tan 1ul eklenmis ve tupler hafifce vortekslenmistir. -20 °C'de
saklanan 100% etanol'den tiplere 35ul eklenmis ve tekrar vortekslenmistir. Tlpler 15 dk
oda sicakliginda bekletilmistir. Tupler +4 °C'de 14.000 rpm'de 20 dk santrifijlenmis ve
supernatan atilmistir. 130 pl %70 soguk etanol tlplere eklenerek tupler bir kere ters yiiz
edilmistir. +4 °C'de 10 dk boyunca 14.000 rpm'de tekrar santrifiijlenmistir. Santrifj
sonrasinda alkol uzaklastirilmistir. Yikama tekrarlandiktan sonra vakumlu santriifiijde 10
dk boyunca alkol iyice uzaklastirilmistir. Orneklerin Gizerine 20ul formamid (Amersham
Biosciences 324838) eklenerek iyice ¢oziilmesi saglanmig ve Ornekler Beckman Sample
Plate’e konulmustur. Her bir 6rnegin tizerine 1 damla mineral yag (Beckman Coulter
S505019) damlatilarak plate sekans cihazina (Beckman Coulter CEQ8000 Genetic
Analysis System) yiklenmistir.

3.2.15. Bolgeye Ozgu Mutagenez Yontemi

Calismada bolgeye Ozgii mutagenez olusturmak igin klasik mutagenez sistemi

kullanilmistir. Bu sistem, Sekil 3.2.2°’de de gosterildigi gibi dort adet primerle yapilan iig
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adet PCR reaksiyonundan olusmaktadir. Birinci ve ikinci primerler ile olusturulan PCR1
tirtinii ve t¢ilincii dordiincii primerler ile olusturulan PCR2 iiriinii birlestirilerek birinci ve
dordincu primerler ile son Urlin olan PCR3 reaksiyonu olusturulmustur. PCR3 reaksiyonu
sonucu elde edilen DNA fragmenti istenilen bolgede elde edilmek istenen mutasyonu

icermektedir.

Istenilen mutasyon olusturulduktan sonra bu DNA fragmenti endojen kesim
bolgeleri ve sonradan eklenmis bazi kesim bolgelerinden pcDNA3.1.FGF3 vektoriine
tekrar aktarilmigtir. Cizelge 3.1.4 ve Cizelge 3.1.5°te sirasiyla L6P ve S156P
mutasyonlarin1  olusturmak icin pcDNA3.1.FGF3 plazmid dizisinde endojen olarak
bulunan ve sonradan eklenmek iizere tasarlanmis restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgelerini iceren primerler gosterilmektedir. Sekil 3.1.2 ve Sekil 3.1.3’te bu primerlerin

pcDNA3.1.FGF3 plazmid dizisi lizerindeki baglanma bdlgeleri goriilmektedir.

P3
P1 A
R S—— -
P4 . .
P2 PCR1: P1 + P2 primerleri
b1 PCR2: P3 + P4 primerleri
_— PCR3: PCR1 ve PCR2 urunleri + P1 + P4
— - -
P2 primerleri
P3 P2 ve P3 mutajenik primerlerdir.
—_—
Son olarak elde edilen PCR3 drini
P4 istenilen mutajenik bolgeyi icermektedir.
mutasyon bolgesi
P1 l’
*_
P4

Sekil 3.2.2: Klasik mutagenez sisteminin temel adimlari.

Her bir mutasyon icin tasarlanan dorder primer ile Pfu DNA Polimeraz
(Finnzymes, Phusion DNA polymerase) kullanilarak PCR1, PCR2 ve PCR3 iiriinleri
olusturulmustur. Mutagenez sirasinda kullanilan tim PCR parametreleri Cizelge 3.2.2°te

verilmistir.



PCR1 PCR2 | Sire | PCR1 PCR2 | Sire | PCR3 | PCR3 | Sire

P1+P2 P3+P4 P1+P2 P3+P4 P1+P4 | P1+P4

(L6P) (L6P) (S156P) | (S156P) (L6P) | (S156P)
[k Denatiirasyon 98 °C 98 °C 2’ 98 °C 98 °C 2’ 98 °C 98 °C 2’
Denattirasyon 98 °C 98 °C 10 | 98°C 98 °C 10 | 98°C 98 °C 10~
Baglanma 55°C 55°C 30’ | 55°C 55°C 30 | 55°C 55°C 30 :§"
sicakligt 8
Uzama 72°C 72°C 30 | 72°C 72°C 30 | 72°C 72°C 45" 2
Son Uzama 72°C 72°C 5 72°C 72°C 5’ 72°C 72°C 5’

Cizelge 3.2.2: Klasik mutagenez asamasinda kullanilan PCR parametleri.

3.2.16. Hiicre Hatlarinin idamesi ve Pasajlanmasi

37°C, 5% CO; inkibatoriinde inkibe edilen hicreler 151k mikroskobu ile hergiin
kontrol edilerek pasajlama igin gerekli yogunluga ulasip ulagsmadigi teyit edilmistir.

Hiicreler gerekli yogunluga ulastiginda, tripsinlenerek sayildiktan sonra pasajlanmaistir.
3.2.17. Hiicre Hatlarinin Transfeksiyonu

Hiicre hatlar1 Fugene HD Transfection Reagent (Roche) ile kit saglayicisinin
talimatlar1 dogrultusunda transfekte edilmistir. 9,6 cm? alana sahip 6 kuyulu petriler icin
3ml DMEM kullanilmistir. Her bir ml basina 1 pg plazmid DNA's1 80 pl ddH,O iginde
slue edilmis, 6 kuyulu petriler icin de 3 pg plazmid DNA'st 240 pl ddH,O iginde
sulandirilmistir ve 5-6 kere pipetlenerek iyice karistirtlmistir. Ardindan 1:4 oraninda
sirastyla plazmid DNA's1 (ug) ve Fugene reaktifi (ul) (3 pg plazmid DNA'st: 12 pl
Fugene) karistirilmigve 15 kere yavasca pipetlenmistir. 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilerek katyonik lipid komplekslerinin plazmid DNA'sina baglanmasi saglanmistir. Bu
asamada pasajlanan hiicrelerden 1,2 - 1,35 x10° sayida Hek293 hiicresi her bir kuyuya
eklenmis ve Ustlerine plazmid DNA's1-Fugene karigimi eklenmistir ve plazmid DNA'sinin
homojen olarak yayilmasi i¢in son bir kez besiyeriyle birlikte hiicreler pipetlenerek

karigtirilmistir. Daha sonra inkiibatdre alinan hiicreler 24-72 saat arasi inkiibe edilmistir.
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3.2.18. immiin Floresan Boyama

3.2.18.1. Kullanilan soliisyonlar

4% _Paraformaldehit: Immiinfloresan deneyinde fiksasyon asamasinda kullanilan

paraformaldehit taze bir sekilde laminar kabin i¢inde bir gece dnceden hazirlanmistir. 4%

paraformaldehit, PBS icinde geceboyu berrak hale gelene kadar 60°C ‘de karigtirilmustir.

Permebilizasyon Tamponu: 10 ml PBS’in i¢gine, 50ml iginde hazirlanan 1.47 gr sodyum

sitrat’tan 340 pl ve 10pl TritonX-100 deterjan1 eklenmistir.

3.2.18.2. immiin Floresan Protokolii

Hucrelerin transfeksiyon icin inklibasyon sureleri tamamlandiktan sonra ii¢ kere
dPBS ile yikanip, ardindan gece boyu hazirlanan 4% PFA hiicrelerin {izerine eklenmis ve
oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelere

permeabilization buffer eklenerek 5 dakika +4°C’de bekletilmistir.

Blocking agsamasi, PBS-T (0.1% Tween 20 iceren) icinde 5% BSA (Bovine Serum
Albumin) ile 20 dakika siiresince oda sicaklifinda yapilmistir. Daha sonra PBS-T
igerisinde hazirlanan 1% BSA ile primer antikorlar hazirlanip her bir lamel iizerine
eklenerek +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. FGF3 (abcam, cat: ab10830, 1.2 mg/ml)
ve FGFR2 (abcam, cat: ab10648, 1.0 mg/ml) antikoru 1:500 diliisyonunda, kalneksin
(abcam, cat: ab22595) antikoruysa 1:100 dillisyonunda kullanilmustir.

Birincil antikorlarin inkiibasyonu sonrasinda hiicreler bir kere PBS-T ile
yikandiktan sonra tekrar 3 kere 5 dakika boyunca oda sicakliinda calkalamali olarak
yikanmistir. Yikama asamasi bittiginde yine 1% BSA iceren PBS-T ile ikincil antikorlar
hazirlanmistir. Alexa Fluor 488, 594 ve 568 boyalar1 (invitrogen) 1:1000 diliisyonunda,
¢ekirdek boyasi olan TOTO-3 (invitrogen) ise 1-5 uM konsantrasyonunda kullanilmigtir.
Tiim lameller iizerine ikincil antikorlar eklenmis ve karanlik ortamda oda sicakliginda 2

saat boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonras: hiicreler yine bir kere PBS-T ile yikandiktan sonra, 3 defa 5
dakika boyunca oda sicaklifinda c¢alkalamali olarak yikanmistir. Sonrasinda lameller,
TOTO-3 boyasi kullanilmayanlar ProLongGold Antifade with DAPI mounting media
(Invitrogen), TOTO-3 ¢ekirdek boyasi kullanilanlar iginse DAPI boyasi igermeyen
ProLongGold Antifade (Invitrogen) ile lam iizerine kapatilip koseleri tirnak cilasi ile
sabitlenmistir. 24 saat oda sicakliginda kuru ve karanlik bir ortamda bekletildikten sonra

lamellerin biitiin kenarlar1 tirnak cilasi ile kapatilip +4°C’de karanlik ortamda saklanmaistir.

Goruntuler Zeiss LSM510 konfokal mikroskop sistemi ile Argon 488, He-Ne 543 ve
He-Ne 633 lazerleri kullanilarak elde edilmis ve LSM Image Browser yazilimi ile de
islenmistir. Alexa Fluor 488 boyas1 Argon 488 lazer ile, Alexa Fluor 568 ve 594 boyalari
He-Ne 543 lazeri ile ve Toto-3- iodide’da He-Ne 633 lazeriyle goriintiilenmistir. Alinan
her goriintedeki sinyalin, otofloresan kaynakli olmayip sadece antikor boyamasi kaynakli
oldugunu dogrulamak i¢in, 6ncelikle hi¢bir antikorla mualeme edilmemis hiicrelerde, tiim
lazerler igin otofloresan sinyali alinmayan seviyede lazer gii¢leri ve detektor degerleri
ayarlanmistir. Ardindan, bu degerler ile -transfekte edilmis ve edilmemis- hiicrelerde
birincil antikor kullanilmadan sadece ikincil antikor kullanilarak tiim lazerlerde sinyal
alinmadig1 dogrulanmistir. Eger az da olsa sinyal gozlenmis ise, lazer gcleri ve detektor
degerleri sinyal alinmayan seviyeye ¢ekilerek bu degerler de kaydedilmistir. Ve son olarak,
en az iki sinyal alinacak goriintillerde, bu sinyallerin diger lazerler tarafindan
uyartlmadigindan emin olmak icin, tim antikorlar tum lazerlerle analiz edilerek sadece
kendi dalgaboyu araliginda 1s1ma yaptig1 noktalarda lazer giicleri ve detektdr seviyeleri
kaydedilmistir.

Bu kontroller yapildiktan sonra, kaydedilen lazer gii¢leri ve detektor degerleriyle, her
sinyalin kendinden kaynakli oldugu bilinerek gerekli tiim 6rneklerin goriintiileri alinmigtir

40x biiylitmede alinmistir.
3.2.19. Western Blot (immiinblotlama)
3.2.19.1. Protein Miktar Tayini (Bradford Assay)
Roche Lysis M kullanilarak hiicre lizatlar1 hazirlandiktan sonra, protein

konsantrasyonu Bradford testi ile tayin edilmistir. BSA (Sigma) mikrosantriflj tlpUnan

icinde tartilarak 1 mg/ml BSA stok soliisyonu bir tlipte hazirlanmistir. Ardindan gerekli
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temiz tiipler asagidaki 6rnekte oldugu gibi hazirlanmis ve asagidaki miktarlarda BSA ve

Olgiilecek proteinler eklenmistir (

Cizelge 3.2.3).
BSA konsantrasyonu Eklenen BSA miktari Su miktari
(stok: 1,0 pug/ml)
0,5 pg/ml 0,5 ul 99,5 ul
1 pg/mi 1l 99 ul
2,5 pg/ml 2,5ul 97,5 ul
5 pg/ml 5ul 95 ul
10 pg/mi 10 ul 90 ul
20 pg/mi 20 pl 80 ul

Cizelge 3.2.3: Protein 6rneklerinin Bradford testi ile konsantrasyon tayini

Gerekli miktarlarda otoklavlanmis ddH,O ve +4 °C’de saklanan Bradford dye 1X
(Bio-Rad)’ten 15°lik konik tiiplere alinmistir. Proteinleri igeren hiicre lizatlarinin
supernatanlarindan 5 pl ilgili mikrosantrifij tuplerine konulur ve Gzerine 95 pl ddH,0O
eklenmistir. Tam mikrosantriftj tuplerine 900 pl Bradford Dye 1X eklenir ve kisaca
vortekslenmistir. Ornekler ve referanslar 5> oda sicakliginda bekletilmis ve
spektrofotometre’de konsantrasyon &lgiimii yapilmustir. Orneklerdeki protein miktarlar:
ODsgs nm'de kor protein miktarlart kullanilarak Bio-Rad Smart Spec 3000 cihazinda

OlcUImiistir.

3.2.19.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Western Blot i¢in hazir jeller -12% poliakrilamid Pierce Protein Gels (Pierce) ve
Novex 4-12% Bis-Tris Gel (NUPAGE, invitrogen)- kullanilmstir.

Novex Tris-Glycine Sample Loading Buffer (2x, Invitrogen) oOrnek yikleme
tamponuna taze olarak %5 beta-merkaptoetanol eklenmis orneklerin iizerine 1x olacak

sekilde eklenmistir. 5 dk 95 °C'de denatiire edilen érnekler, buz iistiine alinmistir. Ornekler
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jele yuklendikten sonra gu¢ kaynagi 80-120V'a ayarlanarak proteinlerin ayrigtirilmasi

saglanmistir.

3.2.19.3. Protein Transferi

Protein transferi kuru transfer sistemi olan iBlot Dry Blotting System (invitrogen)
cihaz1 kullanilarak saglayicinin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. iBlot cihazi agilip
anot boliim alta gelecek sekilde plastik kapla birlikte cihazin haznesine yerlestirildi ve hava
kabarcigi kalmamasi saglanmistir. Daha sonra yartulen jel kisaca distile sudan gegirilip,
anot boliimiin istiine yerlestirilmis ve {izerine distile suda islatilmis iBlot filtre kagidi
konulmustur. Bunun istiine katot bolim yerlestirilerek tekrar cihazla gelen silindir
kullanilarak olusabilen hava kabarciklar1 engellenmistir. Ardindan cihaz kapaginin i¢

kismina ilgili stinger takilarak cihaz program 1'de 7 dakika ¢alistirilmustur.

3.2.19.4. Membrandaki Proteinlerin immiinolojik Olarak Tespiti

Kullanilan Soliisyonlar:

PBS-T (500ml): 10x PBS + %0.5 Tween-20.

Bloklama Sollisyonu (Non-Fat Dry Milk): PBS-T + %S5 yagsiz siit tozu (BioRad)
Tris-HEPES SDS Yirime Tamponu: 1X= 0,1M Tris, 0,AM HEPES, 3mM SDS, pH ~8 +
0,25

Protein transfer edilen membranlar oda sicakliginda +4 °C'de gece boyu bloklama
solisyonu icinde calkalanarak inkiibe edilmistir. Geceboyu cizelge 3.1.1°de belirtilen

diliisyonlarda ilgili antikor ile soguk odada calkalanarak inkiibe edilmistir.

Primer antikorlarin inkiibasyonu sonunda membranlar 4 kere 8 dk boyunca PBS-T
ile yikanmistir. Sonrasinda HRP konjuge ikincil antikorlarla inkiibe edilen membran, tekrar
yikanmig ve Immunstar HRP Luminol/Enhancer ve Peroxide buffer (Bio-Rad) sistemi ile

Kodak Image Station 4000 MM cihazinda goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. pcDNA3.1.FGF3 DNA Dizi Analizi

Calismada daha Onceden klonlanan pcDNA3.1-hFGF3#11 plazmidi kullanilmistir.
Plazmide spesifik T7F ve BGHR primerleri ile (Cizelge 3.1.2) gergeklestirilen DNA dizi

analizi sonuglar1 Sekil 4.1.1 ve Sekil 4.1.3'te gosterilmistir.

Cikan sonuglar Sequencher 4.7 (Gene Codes Corporation) DNA dizi analizi
yaziliminda referans dizi ile karsilastirilarak analiz edilmis ve Genbank’taki FGF3 cDNA
dizisi ile (gi:111599420) yiizde yiiz ayn1 oldugu ve ayrica sirasiyla 5’uca Hindlll enzim
kesim bolgesinin ve baslangi¢ kodonunun 6niine Kozak dizisinin, 3’uca da stop kodonu
takiben Xhol kesim bolgesinin basari ile eklendigi goriilmiistiir. Sekil 4.1.1°de T7 primeri
ile gergeklestirilen DNA dizi analizi sonuglar1 gosterilmektedir, Sekil 4.1.2°de ise
sonuglarin Sequencher 4.7 programiyla yapilan okunan dizinin referans diziyle

karsilastirilmasi gosterilmektedir.

pcDNA3.1’da baglanma bolgesi bulunan BGH R primeri ile de FGF3 dizisinin 3’
ucunun dizi analizi yapilmis ve stop kodonun ardina Xhol kesim bolgesinin eklendigi
gozlenmistir (Sekil 4.1.3). Sekil 4.1.4’de okunan dizinin referans diziyle Sequencher 4.7

programiyla yapilan karsilagtirilmasi gosterilmektedir.

Ozetle, DNA dizi analizi sonucu FGF3 cDNAsinin baslangi¢ ve bitis kodonlarinin
Hindlll ve Xhol kesim bélgeleri bolgeleri arasina klonlanmis oldugu, baslangi¢ kodonu
Oniine kozak sekansiin eklenmis oldugu ve DNA dizi analizi veriminin oldukga yliksek

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.1.1: pcDNA3.1+hFGF3 koloni 11’in T7 primeri ile dizi analizi, kromatogram
ve okunan dizi.

Kirmizi ile isaretli dairede gosterildigi gibi, okunan dizide Hindlll kesim bolgesi ve Kozak dizisi basar1 ile

FGF3 baslangi¢ kodonu dniine eklenmistir.
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GAGTECEAGTTTGTGEAGCGEATCCACGAGCTGGGCTATAATACGTATECCTECCGGCTGTACCGEACGETETCTAAGT

5.1 430 40 450 460
CGCCTGOGGCCCGCCEGCAGCCCAGCGCCGAGAGACTGTGGTACGTET

AEIFGFIL-T7  §-25 GTTTARACTT ARGCTTGCCE CCACCATGGG CCTAKTCTGE — @EJFGFIL=T?  #176 ACCCGAGCGG CCOCOTCAAC GOCAGCCTGO AGAACAGCGE AEIFCFIL-T? #3796 TATAATACOT ATGCCTCOEG GCTETACCOS ACGOGTCTA

Eeges > ATGGG CCTARTCTGE Ergrs #176  ACCCGAGCGG COGOGTCARC GOCAGCCTGS AGAACAGCGC eges #376  TATAATACGT ATGCCTCCCG GCTGTACCGE ACGGTGTCTA
#-25 GTTTARACTT AAGCTTGCCG CCACCATGGG CCTARTCTGS #176  ACCCGAGCGE CCGCGTCARE GGCAGCCTGG AGAACAGCGC #3796 TATAATACGT ATGOCTCCCG GCTGTACCGE ACGETGTCTA
AE)FGFIL-T7  §l6 CTGCTACTGC TCAGCCTGCT GGACCCCGGC TGGCCCGCAG  WEJFGFIL-TT  #216 T T ABIFGF1L-TT 4151
gty #16 CTGCTACTGC TCAGCCTGCT GGAGCCOGGC TGGCCCGCAG  ofElfgfd #216  CTACAGTATT TTGGAGATAA CGGCAGTGOA GETGGGLATT gty #415.1  :GTACGCCTG GGGLCCGCLG GCAGCCCAGE GCCGAGAGAC
#16  CTGCTACTGC TCAGCCTGCT GGAGCCCOGC TOGCCCGLAG #216 CTACAGTATT TTGGAGATAA COGCAGTGGA GETGGOCATT F415.1 AGTACGCCTG GGGCCCGECG GCAGCCCAGE GCCCAGAGAC
EJFEFIL-TT #S6 GGCECOGTTE EFGFLL-TY #26 T E)FGFIL-TT #4585 TOTGGTACGT GTCTGTGAAR COGCAAAGGE CCGCCCCGCA
et #56  CGGGCCCTEG GGCGCOTTG COGCGCOATS COGGLGGLCE  dE@Egrs #2856 GTGGCCATCA GGGGTCTCTT CTCCOGGCOG TACCTGGCCA gtz #455  TGTGETACGT GTCTGTGAA: CGOCAAGGGE CGGCCCCGCA
#56 ECCECOETTE #256 GEGGTETETT #455 TOTGGETACGT GTCTGTGAA COOCARAGOC CCOCCCCBCA
. . .
EIFGFIL-T? #96  TGHCGGCGTC TACGAGCACC TTGGCGGGGC GCCCOGGLGE AEIFGF11-T7  #295 TGAACAAGAG GGGACGACTC TATGCTTCGG AGCACTACAG EITGF11-T7  #494 GGGGCTTCA: TACCCGCCTC CCACAIARAT TCTCCCTGTT
degts #96 TACGAGCACC T drges #295 TGAACAAGAG GGGACGACTC TATGCTTCGG AGCACTACAG Hzges #434  GGGGCTTCAA GACCCGOCGC ACACAGAAGT CCTCCCTGTT
#35 T #296 TGAACAAGAG GGGACGACTC TATGCTTCGG AGCACTACAG #494 GGGGCTTCA: TACCCGCCTC CCACAIAMAT TCTCCCTGIT
MEFEFIL-TT 136 T ACTGOGCCAD AEJFGFLL-T?  #336 CGCCGAGTGE GAGTTTGTGS AGCGGATCCA CGAGCTGGGC
degts #136 CTCT GAAGTACCAL gty #3356 GAGTTTETGH
§136  COCRAGCTCT ACTGCOCCAC GAAGTACCAC CTCCAGCTGC #336 CGLCGAGTGC GAGTTTGTGS AGCGGATCCA CEAGCTGRGE

Sekil 4.1.2: pcDNA3.1+hFGF3 koloni 11’in T7 primeri ile okunan dizinin referans

diziyle karsilastirilmas
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1 |GGCCCTCTAGACTCGAGCTAGTGCGCACTGGCCTCCAGCTGGGAGCCCAGTCTCGRAAGCCTGAACGTGAGAGGGCTCCAGGTTATCCGE

90 | GCTCTGCTTCTGCCGCCGCCGTCGGGEECTGGRCCCCCTTACCAGGGGGTCTGGGCRAGCCCACTCTGTAGCTGCCGCACCATCTCGTGET
179 | CCCTGTGGTCCAGCACGCGGGGCAGGRAACAGGGAGGACTTCTGTGTGCGGCGEGTCTTGRARAGCCCCTGCGGGGCCGGCCCTTGCCGTTC
268 | ACAGACACGTACCACAGTCTCTCGGCGCTGGGCTGCCGGECGEECCCCAGGCGTACTAGACACCGTCCGGTACAGCCGGGAGGCATACGT
357 |ATTATAGCCCAGCTCGTGGATCCGCTCCACARARCTCGCACTCGGCGCTCTAGTGC TCCGARAGCATAGAGTCGTGCCTCTTGTTCCATGE
446 |CCAGGTACCGGCCCGGAGAAGAGACCCCCTGATGEGGCCCACRAATTGCCCACCTTCCAACTGGCCCGTTCATCTTCCARRRAATACCTGE
535 | TAAAGGCCGCCTGTTCCTCCCAGGGCCTGCCCGTTTGARCGCCGGCCCGCTCCGGGGTGCAGCCTGGGRGGTTGGTACTTTCGGTGGCG
624 | CCAGGTARAARGCCTTGECCGGCCECCCGEGEGCGGCCCCCGGEGECARAGGETGCTTCCGTARRACACCCCGCCCCACCGGGCCCGECCCCGT
713 |AATTCCCGGCCGECNARCACGGCGCGCCCCCCARGGGGCCCCOGCTTGGCGEGGECCACCGCCCCGGGGECCCTTCCCGCCAGGGCCTTG
802 |ARCCCCTTTTTCCCCCCCCCCARRATTTARGGCCCCCTTGGTTGGECCGECARAGCCTCTTARGGTTTTAACCCGCCTTCCCCCACCCT
891 | TGGGGGGTCTCCCCACATAT

Sekil 4.1.3: pcDNA3.1+hFGF3 koloni 11’in BGH primeri ile dizi analizi,

kromatogram ve okunan dizi.
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Sekil 4.1.4: pcDNA3.1+hFGF3 kolonill’in BGH primeri ile dizi analizi, okunan

dizinin referans diziyle karsilastirilmasi.

Stop kodonu ve ardina eklenen Xhol kesim bolgesi kirmizi daire igerisine alinmistir
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4.2. FGFR2 cDNA’simin pcDNA3.1 Memeli ifade Vektoriine Aktarilarak

Klonlanmasi

4.2.1. FGFR2 ¢cDNA’simin Amplifikasyonu

Ektopik FGF3 proteinin reseptorii olan FGFR2 proteini ile etkilesimini analiz etmek
amaciyla FGFR2 cDNA’s1 da pcDNAS3.1 memeli ifade vektoriine klonlanmistir. Calismada
Open Biosystem’den temin edilen FGFR2 ¢cDNA’s1 (catalog: MHS1010-7296146, source
id: 5277896, accession: BI457785) kullanilmistir. FGFR2 c¢cDNA’sin1  igeren
pBlueScriptR.FGFR2 plazmidi bakteri gliserol stogu i¢inde E.coli (DH10b) iginde gelmis
olup, bakteri gliserol stogu LB + ampisilin siv1 besiyerinde biiyiitiilmiis ve High Pure

Plazmid DNA isolation kit ile izole edilmistir.

FGFR2 pcDNA3.1 Multiple Cloning Site (MCS) igine yerlestirileceginden
FGFR2’yi de kesmeyen ve bu boélgede bulunan Hindlll ve Xhol enzimleri se¢ilmistir.
pBlueScriptR.FGFR2 plazmidinden FGFR2 ¢cDNA’s1 iki ucuna 6zel enzim kesim bdélgeleri
eklenmis primerler ile Pfu Polimeraz (Promega) kullanilarak amplifiye edilmistir. Ileri
primerin 5’ ucunda sirasiyla Hindlll enzim kesim bdlgesi, Kozak dizisi ve FGFR2’ye
spesifik baslangi¢c kodonu ve diger kodonlar yer almaktadir. Ters primerdeyse FGFR2 stop
kodonunu takiben Xhol enzim kesim bolgesi eklenmistir. Tasarlanan primer dizileri
Cizelge 3.1.3 'de ve 2115 baz cifti (bg) biiyiikliigindeki FGFR2 cDNA dizisi Sekil
3.1.1'de verilmistir.

4.2.2. FGFR2 ¢cDNA’simin pcDNAS3.1 Vektoriine Aktarilmasi

Iki ucuna restriksiyon enzim kesim bolgeleri eklenerek Pfu polimeraz (Promega) ile
amplifiye edilen FGFR2 cDNA’s1 ve pcDNA3.1 plazmidi, Hindlll ve Xhol (MBI,
Fermantas) enzimleri ile 2 saat 37°Cda kesilmis (Cizelge 4.2.1), High Pure PCR
purification kit (Roche) ile 50 pl son hacim iginde saflastirilmis ve %0,8’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 4.2.1). 5. ve 6. kuyulardaki pcDNA3.1 plazmidi ve FGFR2 PCR
urinu, yine High Pure PCR purification kit (Roche) ile %0,8’lik agaroz jelden izole
edilmistir (Sekil 4.2.2).
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Jel izolasyonuyla birlikte, pcDNA3.1 bos plazmid dizisindeki, Hindlll ve Xhol
kesim bolgeleri arasinda yer alan 74 bg’lik fragmentin, elektroforez sirasinda plazmidin
geri kalan kismindan ayrilmasi saglanmistir. Bu sayede, bu fragmentin ligasyon

reaksiyonuna girmesi 6nlenmis ve ligasyon veriminde artis saglanmistir.

FGFR2 PCR | Duration Dongu
[k Denatiirasyon 95°C 2dk -
Denatirasyon 95 °C 10 sn
Baglanma sicaklig1 60 °C 30 sn 35 dongil
Uzama 73°C 30sn
Son Uzama 72°C 5 dk -

Cizelge 4.2.1: FGFR2 klonlama primerleriyle gerceklestirilen PCR reaksiyonunun

programi.

M) 6 ul 1kb Marker (NEB)
5.4Kb 1y150 ng pcDNA3.1,
2.1Kb 9 150 ng pcDNA3.1+HindlIl,
3) 150 ng pcDNA3.1+ Xhol,
4) 150 ng pcDNA3.1+Hindll1+ Xhol,
5) 150 ng pl FGFR2 per driint +Hindl11+Xhol

Sekil 4.2.1: FGFR2 ¢cDNA’sim1 Hindlll ve Xhol enzimleri ile kesildikten sonra alinan

agaroz jel goruntasu.

Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.2.2: Kesilen pcDNA3.1 plazmidinin ve FGFR2 pcr Urindn agaroz jelden
izolasyonu.
1) 6 pl 1kb Marker (NEB), 2)1 pug pcDNA3.1+Hindll1+ Xhol, 3) 1 pg FGFR2+HindlI1+ Xhol,
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Ligasyon sirasinda 3:1 insert:vektor orani kullanilmistir. DNA ug¢ molarite hesabi
sonrasi agaroz jelden izole edilen Hindlll ve Xhol ile kesilmis pcDNA3.1 plazmidinden 50
ng ve FGFR2 PCR iiriintinden 58 ng alinmis ve T4 DNA Ligase ile oda sicakliginda 2 saat
ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Ligasyonun transformasyonunu takiben elde
edilen kolonilerden plazmid DNAs1 izole edilmis ve agaroz jelde kontrol edildikten sonra
250 ng plazmid DNAs1 Hindlll1+Xhol enzimleri ile kesilmis ve yaklasik 125 ng kesilmis
urtnler tekrar agaroz jele yiikklenmistir (Sekil 4.2.3).

M1 2 3456789 1011 121314 15 16 17 18 1920 21 222324 2526 27 28 29

Sekil 4.2.3: FGFR2 ¢DNA’simin ligasyon sonrasi, plazmidlerin Hindlll ve Xhol

enzimleriyle kesilerek kontrold.

M) NEB 1kb marker 10) pcDNA3.1.FGFR2 #3 uncut 20) pcDNA3.1.FGFR2 #8 uncut
1) pcDNA3.1 uncut 11) pcDNA3.1.FGFR2 #3 H/X 21) pcDNA3.1.FGFR2 #8 H/X
2) pcDNA3.1 + Hindlll 12) pcDNA3.1.FGFR2 #4 uncut 22) pcDNA3.1.FGFR2 #9 uncut
3) pcDNA3.1 + Xhol 13) pcDNA3.1.FGFR2 #4 H/X 23) pcDNA3.1.FGFR2 #9 H/X
4) pcDNA3.1 + Hindlll, Xhol 14) pcDNA3.1.FGFR2 #5 uncut 24) pcDNA3.1.FGFR2 #10 uncut
5) FGFR2 + HindlIl, Xhol 15) pcDNA3.1.FGFR2 #5 H/X 25) pcDNA3.1.FGFR2 #10 H/X
6) pcDNA3.1.FGFR2 #1 uncut 16) pcDNA3.1.FGFR2 #6 uncut 26) pcDNA3.1.FGFR2 #11 uncut
7) pcDNA3.1.FGFR2 #1 H/X 17) pcDNA3.1.FGFR2 #6 H/X 27) pcDNA3.1.FGFR2 #11 H/X
8) pcDNA3.1.FGFR2 #2 uncut 18) pcDNA3.1.FGFR2 #7 uncut 28) pcDNA3.1.FGFR2 #12 uncut
9) pcDNA3.1.FGFR2 #2 H/X 19) pcDNA3.1.FGFR2 #7 H/X 29) pcDNA3.1.FGFR2 #12 H/X

Kesilen kolonilerin ¢ogunda Hindlll-Xhol ile kesildiginde 5.4 kb’lik pcDNA3.1 ve 2.1
kb’lik FGFR2 bantlar1 gozlenmis ve bu plazmid DNA’larindan 4., 6. ve 7. koloni DNA

dizi analizi igin segilmislerdir.
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4.2.3. pcDNA3.1.FGFR2 DNA Dizi Analizi

2.1 kb’lik FGFR2 cDNA’sin1 alan koloniler pcDNA3.1 plazmidine spesifik T7F ve
BGHR primerleriyle (Cizelge 3.1.2) iki ugtan sekanslanmistir. Plazmid DNA’lar1 Dye
Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start kit (Beckman Coulter) kullanilarak
sekansa hazirlanmis ve Ornekler Beckman Coulter SEQ8000 cihazinda yiiriitiilmiistiir.
Cikan sonuglar Sequencher 4.7 (Gene Codes Corporation) DNA sekans yaziliminda
referans dizi ile karsilagtirilarak analiz edilmis ve Genbank’taki FGFR2 cDNA dizisiyle
ayni oldugu ve ayrica sirasiyla 5’uca Hindlll enzim kesim bdlgesinin ve baslangig
kodonunun 0Online Kozak dizisinin, 3’uca da Xhol kesim bolgesinin basart ile eklendigi
gorilmistiir. Sekil 4.2.4’te T7 primeri ile gerceklestirilen DNA dizi analizi sonuglari

gosterilmektedir. Sekil 4.2.5’te ise okunan dizinin referans diziyle karsilastiriimasi

gosterilmistir.
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231 | TGCCAACCATGCGGTGGCTGARAARCGGLAAGGAGTTTARGCAGGAGCATCGCAT TGEAGGCTACAAGGTACGARACCAGCACTGGAGCCTCATTATGEARAGTGTGGTCCCATC
346 | TGACARGGGARATTATACCTGTGTGGTGGAGAATGAATACGGGTCCATCAATCACACGTACCACCTGGATGT TGTGGAGCGATCGCCTCACCGGCCCATCCTCCARGCCGGACTG
461 |COGGCRARATGCCTCCACAGT GGTCGGAGGAGACGTAGAGT TTGTCTGCARGGTTTACAGTGATGCCCAGCCCCACATCCAGTGGATCARGCACGTGGARAAGAACGGCAGTARAT
5376 | ACGGGECCCGACGEECTGCCCTACCTCARGGTTCTCARGGCCGCCGETGT TARCACCACGGACARRGAGAT TGAGGT TCTCTATAT TCGGARTGTAACT TTTGAGGACGCTGGGGA
691 | ATATACGTGCTTGGCGGGTAATTCTATTGGGATATCCTTTCACTCTGCATGGT TGACAGTTCTGCCAGCGCCTG

Sekil 4.2.4: pcDNA3.1.FGFR2 koloni 7’nin T7 primeri ile dizi analizi, kromatogram

ve okunan dizi.

Ayni sekilde pcDNA3.1’da baglanma bdlgesi bulunan BGHR primeri ile de FGF3

dizisinin 3’ ucunun dizi analizi yapilmis ve stop kodonun ardina Xhol kesim bdlgesinin
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eklendigi gozlenmistir (Sekil 4.2.6). Sekil 4.2.7°te okunan dizinin referans diziyle

Sequencher 4.7 programiyla yapilan karsilastirilmasi verilmektedir.

FGFR2 cDNAsi, basariyla pcDNA3.1 plazmidinin igine klonlanmustir.

=] Contigiooon]

off) TFeERLT
A FGFR2 Ratenns D)

ATGETCAGCIGGGGTICGITICATCIGCCTIGGICGTIGETCACCATGGCRACCTIGICCCTGGCCCGGCCCTICCTITCAGTTITAGTIT
———
FGFR2 dizisi
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ammmm DG T IGAGGATACCAC AT TAGAGCCAGAAGGAGCACCATACTIGGACCAACACAGAARAGATGGAARAGCGGCTICCATGCTIGTIGCCTIGCGGCCAACACTGTICAAGT
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Sekil 4.2.5: pcDNA3.1.FGFR2 koloni 7’nin T7 primeri ile okunan dizinin referans

diziyle karsilastirilmasi.
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—
FGFR2 dizisi

CATGTTTTRACACTGCCGTTTATGTGTGGATACTGAGGARGGCATGGT TCGTARGGCATGGGETCTGCAGRAARRACAGARTCATCTCCTGAAGRAC
116 |AAGRACTTCT TGTGTCAGGGTARCTAGGTGARTACTGT TCGAGAGGTTGGCTGAGGTCCARGTATTCCTCAT TGGT TGTGAGAGTGAGRAT TCGATCCARGTCTTCTACCAACTS
231 |CTTGARCGT TGGTCTCTEEGAGGGCACTGCATGCCARCAGTCCCTCATCATCATGTACAGT TCGT TEGTGCAGT TGGCTGECTTATCCATTCTGTGTCCTTCCTTCAGCAGCTTA
346 |[AARAGTTCCTCCACGGGARTCCCTGEGTAGGGCGAGCCCCCTAARGTGAAGATCTCCCACAT TAACACCCCGRAGGACCAGACATCACTCTGATGAGTGTATACTCTATCAARCA
461 |GGGCTTCTGGAGCCATCCACTTGACTGGAAGCCGCCCATTGGTGGTCTTT T TGTARTAGTCTATATTGTTGATATCTCTGGCGAGTCCARAGTCTGCTATTTTCATCACATTGTT
576 | TTCTGT TACCARRACA T TTCTGGECTGCTARA T CTCGATGARTACAT TT T TGEGARGCCARGTACT CCATGCCTCTGGCCAGC TGETAGGTGCATGACACCAAGTCCTTGARGGTC
691 | ATCTGCTCCTCAGGRACACGGTAMATGTCATAGGRGTACTC

Sekil 4.2.6: pcDNA3.1.FGFR2 koloni 7’nin BGHR primeri ile dizi analizi,

kromatogram ve okunan dizi.

[ Centigivont]
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Sekil 4.2.7: pcDNA3.1.FGFR2 koloni 7’nin BGHR primeri ile okunan dizinin

referans diziyle karsilastirilmasi.
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4.3. Bolgeye Ozgu Mutagenez ile pcDNA3.1.FGF3 Plazmidinde L6P ve S156P

Mutantlarinin Olusturulmasi

FGF3 geninde tanimlanan c¢.17T>C (p.Lue6Pro) ve c¢.466T>C (p.Serl56P)
mutasyonlart (Tekin et al. 2007; Tekin et al. 2008) yabanil tip FGF3’i ifade eden
pcDNA3.1-hFGF3 plazmidinde olusturulmustur. L6P mutasyonu salinan bir protein olan
FGF3’un sinyal peptidinde, S156P ise proteinin karboksi terminaline dogru yer

almaktadir.

L6P mutagenezi icin Cizelge 3.1.4'deki birinci ve ikinci primerler kullanilarak
olusturulan 153 bg biiyiikligiindeki PCRI1 iirlinii ve yine aynm ¢izelgedeki {icilincii ve
dordinci primerler kullanilarak olusturulan 297 bg biiyiikliigiindeki PCR2 iiriinii Roche
PCR purification kiti kullanilarak agaroz jelden izole edilmistir (Sekil 4.3.1). S156P icinde
ayni sekilde Cizelge 3.1.5'te goriilen bu mutagenez i¢in tasarlanan primerler kullanilarak
198 be¢ biiyiikliigiindeki PCR1 ve 282 bg biiyiikliigiindeki PCR2 {iriinii elde edilmistir ve
yine ayni kit ile agaroz jelden izole edilmistir (Sekil 4.3.2). Bu PCR reaksiyonlarda
kullanilan parametreler Cizelge 3.2.2 'de gorulmektedir.

; + 4= 207bg
- «— 297 be

L—ﬁ___l

PCRI1 PCR2 o
(L6P) Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.3.1: L6P mutagenezi icin PCR1 ve PCR2 reaksiyonu ve jel kesimi.
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L 198bg =—>
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PCRI1 PCR2
(S156P)

Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.3.2: S156P mutagenezi icin PCR1 ve PCR2 reaksiyonu ve jel kesimi.

L6P mutagenezi icin, izolasyon sonucu elde edilen PCR1 ve PCR2 iiriinleri kalip
DNA olarak kullanilarak Cizelge 3.1.4'deki birinci ve dérdinci primerler ile 421 bg
uzunlugundaki PCR3 {iriinii elde edilmistir. S156P i¢inde ayni sekilde Cizelge 3.1.5'deki
bu mutagenez igin tasarlanan primerler kullanilarak 453 bg biiyiikligiindeki PCR3 Grin
elde edilmistir (Mutagenez asamasinda kullanilan tiim PCR parametreleri Cizelge 3.2.2'de
gosterilmistir). PCR3 reaksiyonu yine Roche PCR purification kiti kullanilarak agaroz
jelden izole edilmistir (Sekil 4.3.3). Ardindan her iki mutagenez icin elde edilen tum PCR
urtinlerinin agaroz jel elektroforezi ile analizi yapilmistir (Sekil 4.3.4) ve tiim bantlarin

istenilen boyutta oldugu gozlenmistir.

- am

— -

PCR3 (L6P) PCR3 (S156P) Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.3.3: L6P ve S156P mutagenezi icin PCR3 reaksiyonu ve jel kesimi.

46



Kilobases Mass (ng)

100 42
80 42
6.0 50
50 42
40 33

M) 1 kb Ladder (NEB)
1) PCRL, L6P (153 bg)
2) PCR2, L6P (297 bg)
3) PCR3, L6P (421 bg)
e 4) PCRL, S156P (198 bg)
-~ i 5) PCR2, S156P (282 bg)
6) PCR3, S156P (453 bg)

30 125

20 48

— —153bg

Neb 1kb DNA Ladder

(Cat# N3232)

Sekil 4.3.4: Mutagenez PCR urunlerinin jel gérantisu.

L6P mutasyonu olusturulan PCR3 DNA fragmenti agaroz jelden izole edildikten
sonra, iki ucunda Sacl ve Kpnl bdélgelerini iceren 1ug PCR3-L6P ve FGF3 dizisinde bu
bolgelerin endojen olarak bulundugu 1pg pcDNA3.1.FGF3 plazmidi Sacl ve Kpnl
enzimleri ile 37°C’de gece boyu kesilmistir (Sekil 4.3.5).

Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.3.5: pcDNA3.1.FGF3’Un ve L6P PCR3 urunundn Sacl ve Kpnl enzimleri

kullanilarak kesilmesi.
M: NEB 1kb marker, 1) pcDNA3.1.FGF3 + Sacl, Kpnl(1pg), 2) L6P, PCR3 + Sacl, Kpnl(1pg)

47



S156P mutagenezi iginse yine ayni sekilde iki ucunda Kpnl ve Xhol bulunan 1pg
PCR3-S156P ve FGF3 dizisinde Kpnl bdlgesini endojen olarak, Xhol bdlgesini de
klonlamayla birlikte iceren 1ug pcDNA3.1.FGF3 plazmidi dnce Kpnl enzimiyle 37°C’de
gece boyu kesilmistir, daha sonra Roche High Pure Purification kit ile saflagtirilip ardindan
Xhol enzimi ile 37°C’de 2 saat siiresince kesilmistir (Sekil 4.3.6). Kpnl enzimi Fastdigest

enzim olmadigindan dolay1 Xhol ile birlikte 2 saatte kesilememistir.

<— 453bg

Jel kesimi sonrasi

Sekil 4.3.6: pcDNA3.1.FGF3’lin ve S156P PCR3 urdnunin Kpnl ve Xhol enzimleri

kullanilarak kesilmesi.
M: NEB 1kb marker, 1) pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl Xhol (1pg), 2) S156P, PCR3 + Kpnl, Xhol(1pg)

Jelden izole edilen, pcDNA3.1.FGF3 + Sacl+Kpnl, L6P- PCR3 + Sacl+Kpnl ve
pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl +Xhol, S156P, PCR3 + Kpnl+ Xhol ve diger tiim kesim
reaksiyonlari birlikte jel elektroforeziyle analiz edilmistir (Sekil 4.3.7).

Ligasyon asamasinda, DNA uglarinin molaritesi yine asagidaki formiile gore

hesaplanmis olup 3:1 insert:vektor orani kullanilmistir.

DNA uglarinin Molaritesi = [(ug/pl) + (baz cifti X 650 dalton)] X 2 u¢
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M) NEB 1kb marker

1) pcDNA3.1.FGF3 uncut

2) pcDNA3.1.FGF3 + Sacl

3) pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl

4) pcDNA3.1.FGF3 + Sacl, Kpnl
5) PCR3, L6P + Sacl, Kpnl

— —» 421D *TUm drnekler 50ng

M) NEB 1kb marker

—» 5.7kb 6) pcDNA3.1.FGF3 uncut

7) pcDNA3.1.FGF3. S156P + Kpnl

8) pcDNA3.1.FGF3. S156P + Xhol

9) pcDNA3.1.FGF3. S156P + Kpnl, Xhol
10) PCR3, S156P + Kpnl, Xhol

—» 453 be *Tum 6rnekler 50ng

Sekil 4.3.7: pcDNA3.1.FGF3’un ve PCR3 urunlerinin restriksiyon kesim enzimleri

kullanilarak kesilmesi.

Bu hesaplamaya gore, pcDNAS3.1.FGF3.L6P mutasyonunu iceren plazmidi
olusturmak i¢in, agaroz jelden izole edilen Sacl ve Kpnl ile kesilmis pcDNA3.1.FGF3
plazmidinden 50 ng, yine aymi enzimlerle kesilmis olan L6P-PCR3 (rtninden 15 ng
alinmis ve T4 DNA Ligase (New England Biolabs) ile oda sicakliginda 2 saat ligasyon

reaksiyonu gerceklestirilmistir.

pcDNA3.1.FGF3.S156P mutasyonunu iceren plazmidi olusturmak iginse, yine
agaroz jelden izole edilen Kpnl ve Xhol ile kesilmis pcDNA3.1.FGF3 plazmidinden 50 ng,
ve ayni enzimlerle kesilmis olan L6P-PCR3 {iriiniinden 15 ng alinmis ve T4 DNA Ligase

(New England Biolabs) ile oda sicakliginda 2 saat ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Daha sonra, ligasyon karigimlarindan 3 pl alinmis ve E.coli DH50-T1 susuna
transforme edilerek LB+amp besiyerinde geceboyu biiyiimeye birakilmislardir. Ertesi gun,
ligasyon petrilerinden L6P ve S156P mutagenezlerinin herbiri igin altisar olmak {izere
toplam 12 koloni alinmig ve 3 ml LB+amp besiyerinde gece boyu buyuttlerek Plasmid
Isolation kit (Roche) ile plazmid DNA’lar elde edilmistir. Agaroz jelde kontrol edildikten
sonra 250 ng plazmid DNA’lar1 L6P icin, Sacl ve Kpnl, S156 icin Kpnl ve Xhol enzimleri
ile kesilmis ve yaklasik 125 ng kesilmis {irlinler tiim kontrol kesimleri yapilarak tekrar

agaroz jele yiiklenmistir (Sekil 4.3.8 ve Sekil 4.3.9).
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M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Sekil 4.3.8: izole edilen L6P plazmidlerinin kesim enzimleri kullanilarak kontrolii.

M) NEB 1kb marker 10) pcDNA3.1.FGF3.L6P #1 uncut 20) pcDNA3.1.FGF3.L6P #4 H/X
1) pcDNA3.1 uncut 11) pcDNA3.1.FGF3.L6P #1 H/X 21) pcDNA3.1.FGF3.L6P #4 S/K
2) pcDNA3.1 + Hindlll 12) pcDNA3.1.FGF3.L6P #1 S/K 22) pcDNA3.1.FGF3.L6P #5 uncut
3) pcDNA3.1 + Xhol 13) pcDNA3.1.FGF3.L6P #2 uncut 23) pcDNA3.1.FGF3.L6P #5 H/X
4) pcDNA3.1 + Hindlll, Xhol 14) pcDNA3.1.FGF3.L6P #2 H/X 24) pcDNA3.1.FGF3.L6P #5 S/K
5) pcDNA3.1.FGF3 uncut 15) pcDNA3.1.FGF3.L6P #2 S/IK 25) pcDNA3.1.FGF3.L6P #6 uncut
6) pcDNA3.1.FGF3 + Hindlll, Xhol 16) pcDNA3.1.FGF3.L6P #3 uncut 26) pcDNA3.1.FGF3.L6P #6 H/X
7) pcDNA3.1.FGF3 + Sacl 17) pcDNA3.1.FGF3.L6P #3 H/X 27) pcDNA3.1.FGF3.L6P #6 S/K
8) pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl 18) pcDNA3.1.FGF3.L6P #3 S/IK *TUm kontroller ve drnekler 125 ng
9) pcDNA3.1.FGF3 + Sacl, Kpnl 19) pcDNA3.1.FGF3.L6P #4 uncut

Sekil 4.3.8” deki kesimlerde, L6P mutagenezi asamasinda kullanilan Sacl ve Kpnl
enzim kesim bolgelerinin  bulunmasi mutant PCR pargasinin basariyla plazmide
eklendigini, ve Hindlll ve Xhol ile yapilan kontroller ise PcDNAS3.1.FGF3.L6P
plazmidindeki FGF3 dizisinin  varligm1i  mutagenez sonrasinda  siirdiirdiigiinii
gostermektedir. Analizi yapilan 6 koloni de Okla belirtilen 421 b¢’lik L6P-PCR3 bandi ve
5.6 kb’lik pcDNA3.1.FGF3 bandi bulunmaktadir. Bu sonug, mutajenik fragment olan L6P-
PCR3’Un pcDNAS3.1.FGF3 plazmidine basaril1 bir sekilde aktarildiginin gostergesidir. Bu
kolonilerden 1, 3 ve 4 numarali koloni DNA dizi analizinde mutasyonu gostermek (izere

i¢in secilmistir.

Sekil 4.3.9’te pcDNAS3.1.FGF3.S156P plazmidinin mutagenezinin basarili bir
sekilde gergeklestigi benzer sekilde gozterilmektedir. Kpnl ve Xhol fragmenti mutagenez
PCR fiiriiniiniin plazmid i¢ine girdigini géstermektedir. Analizi yapilan 6 koloni de okla
belirtilen 453 b¢’lik S156P-PCR3 bandi ve 5.7 kb’lik pcDNA3.1.FGF3 bulunmaktadir. Bu
sonu¢ da mutajenik fragment olan S156P-PCR3’(n pcDNA3.1.FGF3 plazmidine yine
basaril1 bir sekilde aktarildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3.9: izole edilen S156P plazmidlerinin kesim enzimleri kullamilarak kontrolii.

M) NEB 1kb marker

1) pcDNA3.1 uncut

2) pcDNA3.1 + Hindlll

3) pcDNA3.1 + Xhol

4) pcDNA3.1 + Hindlll, Xhol

5) pcDNA3.1.FGF3 uncut

6) pcDNA3.1.FGF3 + HindlIl, Xhol
7) pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl

8) pcDNA3.1.FGF3 + Xhol

10) pcDNA3.1.FGF3.5156P #1 uncut
11) pcDNA3.1.FGF3.5156P #1 H/X
12) pcDNA3.1.FGF3.5156P #1 K/X
13) pcDNA3.1.FGF3.5156P #2 uncut
14) pcDNA3.1.FGF3.5156P #2 H/X
15) pcDNA3.1.FGF3.5156P #2 K/X
16) pcDNA3.1.FGF3.5156P #3 uncut
17) pcDNA3.1.FGF3.5156P #3 H/X
18) pcDNA3.1.FGF3.5156P #3 K/X

20) pcDNA3.1.FGF3.S156P #4 H/X
21) pcDNA3.1.FGF3.5156P #4 K/X
22) pcDNA3.1.FGF3.5156P #5 uncut
23) pcDNA3.1.FGF3.5156P #5 H/X
24) pcDNA3.1.FGF3.5156P #5 K/X
25) pcDNA3.1.FGF3.5156P #6 uncut
26) pcDNA3.1.FGF3.5156P #6 H/X
27) pcDNA3.1.FGF3.S156P #6 K/X
*TUm kontroller ve 6rnekler 125 ng.

9) pcDNA3.1.FGF3 + Kpnl, Xhol 19) pcDNA3.1.FGF3.S156P #4 uncut

L6P kolonilerinden 1, 3 ve 4 numarali koloniler, S156P kolonilerinden 1, 4 ve 5
numarali koloniler DNA dizi analizinde ger¢eklestirilen mutasyonlar1 dogrulamak Uzere

se¢ilmistir.

421 be’lik L6P-PCR3 fragmenti ve 453 bg’lik fragmenti alan koloniler pcDNA3.1
plazmidinde baglanma bolgesi bulunan T7F ve BGHR primerleriyle (Cizelge 3.1.2) iki
uctan sekanslanmistir. Cikan sonuglar Sequencher 4.7 (Gene Codes Corporation) DNA
sekans yaziliminda referans diziyle karsilastirilarak analiz edilmis ve FGF3 geninde
tanimlanan ¢.17T>C (p.Leu6Pro) ve c.466T>C (p.Serl56Pro) mutasyonlarinin basariyla
pPcDNAS3.1.FGF3 plazmidinde basariyla olusturuldugu goriilmiistiir. Sekil 4.3.10’te L6P
icin T7 primeri ile FGF3 dizisinin 5 ucundan gergeklestirilen DNA dizi analizi sonuglari
okunan dizinin referans pcDNAS3.1 dizisiyle Sequencher 4.7 programiyla yapilan

karsilastiritlmas1 verilmektedir.
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Sekil 4.3.10: pcDNA3.1.FGF3.L6P koloni 4 i¢in T7 primeri ile yapilan DNA dizileme

sonuclari.
Mutagenez bolgesini i¢ceren kodon ve dnceki iki kodon sinirlarla gosterilmektedir. Solda Mutagenez oncesi

sagda mutagenez sonrasi sekans sonuglari gosterilmektedir. Mutagenez bolgesi, ¢.17T>C, okla belirtilmistir.

=
[Z] Contig[0001]
ﬂ Dverview| Summaw‘ CulMap| Find | ShowChromatograms| F\eAIigner|
4B TT-LeR ARRCTIAAGCTIIGCCGCCACCATGGGCCTIAATCTIGGCMGCTACTGCTICA:GCCIGCTGGAGCCCGGCTIGGCCCGCAGCGGGCCCIGEGGCGCGE
{@W—L-EP-S ACTTAAGCTTIGCCGCCACCATGGGCCTAATCTGGCMGCTACTGCTCA:GCCTGCTGGAGCCCGGCTGGCCCGCAGCGGGCCCIGGEGGCGCGE
{@TLLE\FH IIAAACTTAAGCT'IGCCGCCACCATGGGCCTAATCTGGC CTACTGCTCAAGCCTIGCTGGAGCCCGGCTGGCCCGCAGCGGGCCCIGGGGCGCGE
q@'ﬂ'—S'E\E\P—' AGCTIGCCGCCACCATGGGCCTAATCTIGGCMGCTACTGCTCA: GCCTGCTIGGAGCCCGGCTGGCCCGCAGCGGGCCCIGGEECGCGE
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Sekil 4.3.11: pcDNA3.1.FGF3.L6P koloni 4’Gn T7 primeri ile dizi analizi,

kromatogram ve okunan dizi, ¢.17T>C, mutagenez yapilan bolge.
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pcDNA3.1’da baglanma bolgesi bulunan BGHR primeriyle de FGF3 dizisinin 3’
ucunun dizi analizi sonuglarina gore S156P mutasyonunun da ayni sekilde basarili bir
sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil 4.3.12). Sekil 4.3.13’te S156P icin okunan

dizinin referans pcDNAS3.1 dizisiyle Sequencher 4.7 programiyla yapilan karsilastirilmasi

verilmektedir.
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CcA L .“:‘

CCGGCCCTTGCCOGTT
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Sekil 4.3.12: pcDNA3.1.FGF3.S156P koloni 1 i¢cin BGHR primeri ile yapilan DNA

dizileme sonuclari.

Mutagenez bolgesini i¢eren kodon ve dnceki iki kodon sinirlarla gésterilmektedir. Solda Mutagenez dncesi

sagda mutagenez sonrast sekans sonuclart gosterilmektedir.

belirtilmistir.
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Sekil 4.3.13: pcDNA3.1.FGF3.S156P koloni 1’in BGHR primeri ile dizi analizi,

kromatogram ve okunan dizi, ¢.466T>C, mutagenez yapilan bolge.

4.4. Memeli Hiicre Hatlarimin Normal ve Mutant FGF3 ile Transfeksiyonu,
Ektopik FGF3'in mRNA Tayini

Bu ¢alismada normal ve mutant FGF3 proteinlerinin hiicre igindeki lokalizasyonunu
tayin etmek amaciyla HEK293T (Human Embryonal Kidney) hiicreleri kullanilmistir. Bu
hiicre hattinin se¢ilme nedenlerinin arasinda, benzer caligmalarda siklikla kullanildigindan
dolayr detayli olarak tanmimlanmis olusu, yiiksek yiizde ile transfekte edilebilmesi ve
embriyonik doku kokenli olmasi yer almaktadir. Hiicreler lipid bazli transfeksiyon reaktifi
(Fugene HD, Roche) kullanilarak transfekte edilip ve optimal protein ifadesi icin 24, 48 ve
72. saatlerde analiz edilmistir. Her deney diizeneginde asagidaki transfeksiyonlar

yapilmistir:
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1) Bos transfeksiyon (mock - plazmid icermeyen transfeksiyon)

2) pCMV.GFP transfeksiyonu (transfeksiyon veriminin yizdesini tayin etmek igin
kullanilmistir. Canli hiicrelere uygun dalga boyundaki isikta bakildiginda, bu
plazmidin iirinii olan yesil floresan protein, transfeksiyon verimi ve deney
kosullarinin optimimumlugu hakkinda fikir vermistir)

3) pcDNAS3.1 transfeksiyonu (plazmid transfeksiyonu)

4) pcDNA3.1-hFGF3 transfeksiyonu (ektopik yabanil tip FGF3 geninin ifade
seviyesini ve lokalizasyonunu kontrol etmek i¢in kullanilmistir)

5) pcDNA3.1-hFGF3L6P transfeksiyonu (L6P mutant FGF3 geninin ifade seviyesini
ve lokalizasyonunu kontrol etmek i¢in kullanilmistir)

6) pcDNAS3.1-hFGF3S156P transfeksiyonu (S156P mutant FGF3 geninin ifade

seviyesini ve lokalizasyonunu kontrol etmek i¢in kullanilmistir)

Transfeksiyon ve miteakip analizlerin optimizasyonu i¢in GFP proteini ifade eden
plazmid ile transfeksiyon yapilmis, metod bu hiicre hatti i¢in optimize edilmis ve ardindan

Western Blot analizi yapilarak sonuglar teyid edilmistir.

HEK-293 hiicreleri Fugene HD (Roche) kullanilarak pCMV.GFP plazmidi ile
transfekte edilmistir. Sekil 4.4.1’de A ve B panellerinde HEK293 hiicrelerinin pCMV.GFP
plazmidi ile transfeksiyonunu takiben 48. saatte c¢ekilen fotograflarda da goriildiigi gibi
transfeksiyonun %90 verimle gerceklestigi gozlenmistir. Ayn1 kosullarda MCF-7 meme
kanser hiicre hatt1 ise daha diisiik verimle transfekte edilebilmistir. C panelinde ise 48 saat
sonunda transfekte edilen hicrelerdeki GFP protein ifadesi immunblotlama ile
gosterilmektedir. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler toplanmis, total hiicre lizatlar
hazirlanmis  ve her bir kuyuya 10 pg hiicre lizati yiiklenerek SDS-PAGE
gerceklestirilmistir.  Anti-GFP  (Cell Signaling) antikoru ile MCF-7 ve HEK293
hiicrelerindeki ektopik GFP protein (27 kDa) miktarlar1 gosterilmektedir.

HEK293 hicrelerinde 24. saatte GFP ekspresyonu yiiksek degilken, 48. saatte
sinyal yogunlugu en yiiksek seviyeye ulagsmaktadir, 72. saatte ise GFP proteini hucrelere
toksik geldigi i¢in 6lii hiicre sayisinda artig olmaktadir (Sekil 4.4.2). Bu sonu¢ HEK293

hiicrelerinin daha yiiksek verimle transfekte edildigini géstermektedir.
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Sekil 4.4.1: HEK293 hicrelerinin pCMV.GFP plazmidi ile transfeksiyonu ve

immuinblot sonucu (48hr).

(A) Isik mikroskopu ve GFP protein goriintusi, (B) Floresan filtre gorintusi, (C) Transfekte edilen hiicre
lizatlarinin Anti-GFP antikoru ile Western Blot sonucu 1) MCF-7(mock), 2) MCF-7+pCMVGFP, 3)
HEK293T (mock), 4) HEK293T+pCMVGFP.

pCMV.GFP Birlesik

HEK?293
48hr 24 hr

72hr

Sekil 4.4.2: pCMV.GFP plazmidi ile yapilan transfeksiyon (24, 48 ve 72. saatler)

Transfekte edilen hicrelerdeki normal ve mutant FGF3 mRNAsimi tespit etmek
amaciyla pcDNA3.1.FGF3, pcDNA3.1.FGF3L6P ve pcDNA3.1.FGF3S156P plazmidleri
ile transfekte edilen hiicreler 48. saatte toplanmis ve RNA isolation kit (Roche) ile total
RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonunu takiben 1st strand cDNA sentezi ve PCR
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yapilmistir (Sekil 4.4.3). mRNA tayini sirasinda tiim PCR'larda kullanilan parametreler
Cizelge 4.4.1' de gortlmektedir.

Sicaklik Duration Dongu
Ik Denatiirasyon 98 °C 2 dk -
Denatirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma sicaklig1 58 °C 30 sn 35 dongl
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 72°C 5dk -

Cizelge 4.4.1: HPRT ve FGF3 primerleriyle gerceklestirilen mRNA tayini sirasinda
kullanilan PCR parametreleri.

Bu PCR asamasinda kullanilan primerler Cizelge 3.1.6'de gosterilmekte olup,
FGF3 dizisinin basini ve sonunu kapsamaktadir, ayrica FGF3 dizisinin basindan baslayan
ve 267 bg'lik kisa bir bolgeyi amplifiye eden primerlerde tasarlanmistir (Diiz primerin
baglanma bolgesinde yer alan L6P mutasyonu i¢in gerekli baz degistirilerek bu mutasyona
0zel bir primer de tasarlanmistir). Sekil 4.4.3’te goriildiigii gibi reverse transkriptaz
eklenmeyen oOrneklerde herhangi bir amplifikasyon gozlenmemis, HPRT, FGF3 kisa ve
FGF3 uzun primer ciftleri ile yapilan amplifikasyonlarda hem kontrol plazmid DNAsindan
hem de cDNAlardan beklenen biiyiikliikteki fragmentler ¢ogaltilmistir. Bu sonu¢ normal
ve mutant FGF3 mRNAlarimin pcDNA3.1 plazmidinden ektopik olarak transkribe

oldugunu gostermektedir.
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M12 3 45 6738 M12 345 678 9 10MM 11121314 1516171819 20 M

Sekil 4.4.3: HPRT ve FGF3 primerleriyle gerc¢eklestirilen mRNA miktar tayini.

M) 100 b¢ DNA belirteci (NEB) 1) Kisa primer PCR (-) 11) Uzun primer PCR (-)

1) HPRT PCR (-) 2) pcDNA3.1.FGF3 plazmidi 12) pcDNA3.1.FGF3 plazmidi

2) mock +RT 3) pcDNA3.1.FGF3L6P plazmidi 13) pcDNA3.1.FGF3L6P plazmidi

3) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu -RT 4) mock +RT 14) mock +RT

4) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu +RT 5) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu -RT 15) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu -RT
5) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu -RT 6) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu +RT 16) pcDNA3.1.FGF3 transfeksiyonu +RT

6) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu +RT 7) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu -RT 17) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu -RT

7) pcDNA3.1.FGF3S156P transfeksiyonu -RT ~ 8) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu +RT 18) pcDNA3.1.FGF3L6P transfeksiyonu +RT

8) pcDNA3.1.FGF3S156P transfeksiyonu +RT  9) pcDNA3.1.FGF3S156P transfeksiyonu -RT ~ 19)pcDNA3.1.FGF3S156P transfeksiyonu -RT
10)pcDNA3.1.FGF3S156Ptransfeksiyonu +RT  20)pcDNA3.1.FGF3S156Ptransfeksiyonu +RT

Sol panelde HPRT primerleriyle yapilan mRNA'dan c¢cDNA'ya sentezin kontrolii olarak yapilan PCR
goriilmektedir. Mock plazmid transfeksiyonu yapilmayan, -RT cDNA sentezi sirasinda (plazmid DNA
kontaminasyonunu kontrol etmek igin) Reverse transkriptaz eklenmemis, +RT eklenmis anlamina
gelmektedir. 2,3,12,13 numarali kuyularda ¢cDNA yerine normal ve primer bdlgesinde bulunan mutant

plazmidden primer bolgeleri ¢ogaltilip cDNA'dan amplifikasyon ile kargilagtirilmstir.

4.5. Memeli Hiicre Hatlarimmn Normal ve Mutant FGF3 ile Transfeksiyonu

Sonucu, Ektopik FGF3'Un Protein Miktar1 Tayini

Sekil 4.5.1’de, pcDNA3.1-hFGF3 #11 ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinden
24, 48 ve 72. saatlerde elde edilen total hiicre lizatlar1 hazirlandiktan ve Bradford assay
yapildiktan sonra FGF-3 i¢in gerceklestirilen immiinblotlama sonucu goriilmektedir. Kuyu
basina yiliklenen 10 pg hiicre lizatt SDS-PAGE ile aynstirildiktan sonra anti-FGF3
(Abcam) antikoru ile immiinblotlama gerceklestirilmistir. Bos (mock) transfeksiyon ve
sadece pcDNA3.1 plazmidi ile transfekte edilen drneklerde FGF-3 bandi gézlenmezken,
pcDNA3.1-hFGF3 #11 ile transfekte edilen Orneklerde 24, 48 ve 72. saatlerde gittikge
artan ektopik FGF-3 protein ifadesi (29 kDa) gozlenmektedir. FGF-3 sadece embriyonik
donemde ifade edildigi i¢in eriskin hiicrelerde veya hiicre hatlarinda ifade edilmesi

beklenmemektedir. Buna ek olarak orneklerin esit yiiklendigini dogrulamak icin tim
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ornekler beta-aktin (Abcam-HRP konjuge) antikoru ile de immiinblotlanmig ve 42 kDa’luk

bandin esit yogunluga sahip oldugu g0zlenmistir (alt panel).

= FGF3

— e e e o~ o~ > B-Aktin

Sekil 4.5.1: HEK293 hucrelerinin pcDNA3.1-hFGF3 plazmidi ile transfeksiyonu
sonrasi 24, 48 ve 72. saatlerde elde edilen total hiicre lizatlar: ile gerceklestirilen

immunblotlama sonuglari.

1) HEK293 mock transfeksiyonu 24. saat, 2) HEK293 +pcDNA3.1 24. saat,
3) HEK293+ pcDNA3.1-hFGF3 24. saat, 4) HEK293 +pcDNA3.1 48. saat,
5) HEK293+ pcDNA3.1-hFGF3 48. saat, 6) HEK293 +pcDNA3.1 72. saat,

7) HEK293+ pcDNA3.1-hFGF3 72. saat.

Bolgeye  Ozgli  mutagenezle  olusturulmus  pcDNA3.1.FGF3L6P  ve
pcDNA3.1.FGF3L6P plazmidleriyle yapilan transfeksiyonlar western blot analizi ile
incelendiginde her defasinda L6P 'de 48. saat sonunda elde edilen hiicre lizatlarinda bant
gorilmezken S156P 'de yabanil tip FGF3'ten fazla protein biriktigi gézlenmistir (Sekil

4.5.2). Bu sonuglar biiyiik oranda immiin floresan boyama sonuglariyla da tutarlidir.

1) HEK293+ pcDNA3.1.FGF3.L6P
2) HEK293+ pcDNA3.1.FGF3
FGF3 3) HEK293+ pcDNA3.1.FGF3.5156P

Membran anti-FGF3 ve ardindan b-aktin antikorlar1 ile

m > B-aktin isaretlenmistir.

Sekil 4.5.2: Normal ve mutant FGF3’iin transfeksiyon sonrasi 48. saatte \Western Blot

ile analizi.
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FGFR2 proteini hucrelerde ifade ettirilmek istenildiginde ise transfeksiyon
inkibasyon siresinin 48 saat tutulmasi hiicrelere toksik gelmis ve transfeksiyon sonrasi
analizlere 30-36. saat arasinda baglanmistir. Membran proteini olan FGFR2 Lysis M i¢inde
¢ozlnlr olmayabilir veya FGF3'te olusturulan mutasyonlar da proteinin ¢oztntirligind
etkilemis olabilecegi diistiniilerek farkli deterjan kombinasyonlar1 igeren tamponlar
kullanilmistir ve hiicre pelletleri sonike edilerek FGF3 ve FGFR2 proteinlerinin ifadesi

western blot ile incelenmistir (Sekil 4.5.3).

Transfeksiyon sonrasi 30. saatte toplanan hiicrelerden ilk seti Laemni yikleme
tamponu i¢inde ¢dziilmiis, kaynatilmis ve jele yiiklenmistir. Ikinci set, Chaps tamponu ve
proteaz inhibitorleri, Gglncl set, LysisM ve proteaz inhibitorleri ve doérdinci set de,
proteaz inhibitorii igeren RIPA tamponu i¢inde ¢oziilmiistiir. Lysis M hari¢ tum 6rnekler
sonike edilmis ve stpernatanlar yiiklendikten sonra pellet tekrar ¢oziiliip jele yiikklenmistir.
Sekil 4.5.3’e gore ektopik ifade edilen FGFR2 (110 kDa) ve FGF3 (29 kDa) beklenen
molekiil agirliginda bantlar vermistir, ancak her tamponda ¢6ziilmedikleri de gozlenmistir.
Laemni tamponunda her iki proteini de gorirken, Chaps tamponunda FGFR2 supernatanda
iken, FGF3 pellette gozlenmektedir. Benzer sekilde Lysis M ve RIPA igerisinde
supernatanda hem FGFR2 hem de FGF3 gozlenirken pelette sadece FGF3 gorilmektedir.
Bu jeldeki FGF3 ve FGFR2 proteinleri antikorlar ikinci kez kullanildigindan silik
gozlenmektedir ve ayrica 30 saat sonunda lizatlar hazirlandig: igin protein ifade seviyesi

heniiz maksimum seviyesine ulagamamastir.

60



Sekil 4.5.3: FGF3 ve FGFR2 ile yapilan kotransfeksiyon.

1) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 ug, supernatan, Laemni)
2) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 pg, pellet, Laemni)

3) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 pg, supernatan, Chaps)
4) pcDNAS3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 ug, pellet, Chaps)

5) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 g, supernatan, Lysis-M)
6) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 g, pellet, Lysis-M)

7) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 pg, supernatan, RIPA)
8) pcDNA3.1.FGF3 + pcDNA3.1.FGFR2 (20 pg, pellet, RIPA)

4.6. FGF3 ve FGFR2’nin Lokalizasyon Analizi

Immiinfloresan antikor boyamalart FGFR2 proteini bir siire sonra hiicrelere toksik
geldigi icin transfeksiyondan 30 saat sonra gerceklestirilmistir. FGF3, FGFR2 ve
endoplazmik retikulum proteini olan kalneksin birincil antikorlar1 kullanilmistir. DNA
boyasi olarak kullanilan Toto-3-iodide ise sekonder antikor olarak eklenmistir. Alexa Fluor
488, 568 ve 594 ise kullanilan diger sekonder antikorlardir. Bu antikorlarin 6zellikleri
Cizelge 3.1.1'de verilmistir. Goruntuler, Zeiss LSM510 konfokal mikroskobunda, Argon
488, He-Ne 543 ve He-Ne 633 lazerleri kullanilarak alinmigtir. Alinan her goriintedeki
sinyalin, otofloresan kaynakli olmayip sadece antikor boyamasi kaynakli oldugu yontem

kisminda tanimlandigi gibi kontrol edilmistir.

Endojen olarak FGF3 ve FGFR2 proteinlerini ifade etmeyen HEK293 huicrelerinde
bu iki protein ektopik olarak ifade ettirildiginde FGF3 proteini sitoplazmik, FGFR2
proteini ise membranda aggregatlar halinde gézlenmektedir (Sekil 4.6.1). FGF3 bazi
hicrelerde membranda da gozlenmektedir. Sekil 4.6.2 'de okla isaretli hiicrede FGF3’iin
bir kismi ve FGFR2 membranda beraber lokalize gozlenmektedirler. Sekil 4.6.3'de st
paneldeki yakinlastirilmig gorintide de benzer bir durum gozlenmektedir. Altpaneldeki
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100x objektifle alinan goriintiide noktaciklarin bazilarinin kolokalize, bazilarinin olmadigi
gorulmektedir. Kalneksin Endoplazmik retikuluma spesifik bir proteindir ve boyamalarda
sitoplazmik olarak goriinmektedir. Ektopik ifade edilen FGF3 nin biiyiik kismi sitoplazmik
ve hatta hiicrelerin uzantilarinda gozlenmektedir (Sekil 4.6.4). HEK293 hicreleri
pcDNA3.1.hFGF3.S156P ve pcDNAS3.1.hFGFR2 ile transfekte edildiklerinde mutant
FGF3.S156P’nin en az normal FGF3 kadar kuvvetli sinyal verdigi gozlenmistir. Dikkatli
incelendiginde FGF3’iin tamamiyla sitoplazmik ve normale kiyasla daha az bdlgede
FGFR2 ile kolokalize oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.6.5, Sekil 4.6.6). Sekil 4.6.7 ve Sekil
4.6.8 'te S156Pnin kuvvetli sinyali ve calneksin ile sitoplazmik lokalizasyonda bulundugu
gozlenmektedir. L6P ile yapilan transfeksiyonlarda her seferinde ¢ok az sayida hiicrede ve
daha az seviyede FGF3.L6P goézlemlenmistir (Sekil 4.6.9, Sekil 4.6.10). FGF3.L6P ile
transfekte edilebilen az sayida hiicrede L6Pnin de sitoplazmik oldugu gozlenmekte ve

sinyal peptit kopmadigi i¢in bu mutant proteinin yikildigini diisindiirmektedir.

MCEF-7 hiicrelerinde L6P ve normal FGF3 miktarlar1 asag1 yukar1 ayni ve daha net
noktaciklar halinde g6zlenirken S156P biraz daha difuz gézlenmektedir (Sekil 4.6.11).
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FGFR2 Menge

Sekil 4.6.1: FGF3+FGFR2 kotransfeksiyonu sonucu FGF3,FGFR2 ve DNA boyamalari
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[l FGFR2 Mernge

Sekil 4.6.2: FGF3+FGFR2 kotransfeksiyonu sonucu FGF3,FGFR2 ve DNA boyamalari
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FGFR2 Merge

Sekil 4.6.3: FGF3+FGFR2 kotransfeksiyonu sonucu FGF3,FGFR2 ve DNA boyamalari
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Calnexin Merge

Sekil 4.6.4: FGF3 transfeksiyonu sonras1 FGF3, kalneksin ve DNA boyamalari
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L5 FGFR2

Sekil 4.6.5: FGF3.S156P mutanti ve FGFR2 transfeksiyonu sonrasi FGF3-FGFR2 ve DNA boyamalari
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il 5 FGFR2 Merge

Sekil 4.6.6: FGF3.S156P mutanti ve FGFR2 transfeksiyonu sonrasi FGF3-FGFR2 ve DNA boyamalari
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il Sl Calnexin Merge

Sekil 4.6.7: FGF3.S156P mutanti transfeksiyonu sonrasi FGF3-kalneksin ve DNA boyamalari
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Calnexin Merge

Sekil 4.6.8: FGF3.S156P mutanti transfeksiyonu sonrasi FGF3-kalneksin ve DNA boyamalari
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Calnexin Merge

Sekil 4.6.9: FGF3.L6P mutant1 transfeksiyonu sonras1 FGF3-kalneksin ve DNA boyamalan
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Calnexin Merge

Sekil 4.6.10: FGF3.L6P mutanti transfeksiyonu sonras1 FGF3-kalneksin ve DNA boyamalari
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FGFR2 Merge

FGFR2 Merge

Al FGFR2Z Merge

Sekil 4.6.11: MCF-7 hiicre hattinin FGF3-FGFR2-L6P-S156P transfeksiyonu sonrasi
FGF3-FGFR2 ve DNA boyamalan
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya ¢apinda bir¢ok insani etkileyen ve yasam kalitesini diisiiren isitme kayiplari
dogustan veya sonradan kazanilmis olabildigi gibi dogustan olanlar i¢ kulak nedenli
olabilmektedir. i¢ kulakta isitme ve denge organlarmin hi¢ gelismedigi (tiim labirentin
aplazisi- Michel aplazisi), kiigiik aurikula (mikrosi) ve kiigliik disler (mikrodonti)’in
otozomal resesif olarak kalitildigi Mustafa Tekin ve ¢alisma ekibi tarafindan tanimlanan
sendromda goriilen fenotipe yol acan mutasyonlardan iki adet yanlis anlam mutasyonunun,
hiicre farklilasmasinda ve hiicre gogiinde biiyiikk rol oynayan FGF3 geninde oldugu
gosterilmistir (OMIM 610706, LAMM (Labirent Aplazisine bagli dogustan isitme kaybu,
Mikrosi ve Mikrodonti, (Tekin et al. 2007)). Bu ¢alismada FGF3 geninde tanimlanan L6P
ve S156P mutasyonlarmin LAMM sendromu olusum mekanizmasina olan etkileri
aydinlatilmaya calisilmis ve her iki mutasyon olusturuldugunda da FGF3 protein ifade

P

seviyesinin degistigi gdzlenmistir.

Bu amacla oncelikle pcDNA3.1.hFGF3 plazmidinde klasik mutagenez ydntemi ile
L6P ve S156P mutasyonlar1 olusturulmus ve restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri ve
DNA dizi analiziyle de plazmid dizisinde herhangi bir dizi degisikligine neden olmadan
mutasyonlarin basarili bir sekilde sadece istenilen aminoasitlerde gergeklestirildigi

gosterilmistir.

Embriyonik gelisim sirasinda i¢ kulak olusumuyla beraber bir¢ok hiicre
farklilasmasinda rol alan FGF3, fonksiyonel etki gosterebilmek i¢in hiicre disina
salinmakta ve hiicre membranindaki FGFR2 reseptoriine baglanmaktadir. Bundan dolay1
bir sonraki adim olarak, FGF3 proteinin hedefi olan FGFR2 reseptori ile etkilesimini
incelemek amaciyla, FGFR2 cDNA’s1 pcDNA3.1 igine klonlanmigs ve yine dizinin
biitinligii enzim kesim reaksiyonlariyla, dogrulugu da DNA dizi analizi yontemiyle

kontrol edilmistir.

Sonraki asamada, olusturulan tiim plazmidler ile transfeksiyon deneyleri yapilmis
normal FGF3, mutant FGF3 proteinleri ve FGFR2 protein ifadesi istenilen hiicre hatlarinda
ektopik olarak saglanmistir. Agirlikli olarak deneyler FGF3 ve FGFR2 ifade etmeyen ve
yuksek verimle transfekte edilebilen HEK293 insan embriyonik bobrek hiicre hattinda

gerceklestirilmistir. Bu transfeksiyon sonuclarindan elde edilen hiicre lizatlar1 kullanilarak,
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hem ilgili proteinlerin ifadesini saglayan genlerin mRNA seviyeleri ve hem de
immiinblotlama yontemiyle protein seviyeleri kontrol edilmistir. Genomik veya plazmid
DNA kontaminasyonu olmadigindan emin olunarak ektopik olarak ifade ettirilen normal
ve mutant FGF3 mRNA’lar1 beklenen sekilde gdzlenmistir. Immiinblotlama ydntemi
sonucu, normal FGF3 seviyesi net olarak gozlenirken, her iki mutasyon olusturuldugunda

da FGF3 protein seviyesinin degistigi gozlenmistir; L6P yok denecek kadar azalmis,
S156P artmastir.

Son adimda, immiinfloresan yontemiyle, normal ve mutant FGF3 proteinlerinin ve
FGFR2 proteinlerinin lokalizasyonu anti-FGF3 ve anti-FGFR2 antikorlar1 ve endoplazmik
retikuluma spesifik olan anti-Kalneksin antikoru kullanilarak tespit edilmistir. Zeiss LSM
510 konfokal mikroskobu kullanilarak alinan gdoriintiilerin deegrlendirilmesi sonucunda,
Oncelikle normal FGF3’iin biiyiik ylizdesinin sitoplazmik, bir kisminin da membranda

FGFR2 ile beraber lokalize oldugu gézlenmistir.

S156P mutasyonunun FGF3 proteininin dogru katlanmasi ve reseptorii olan
FGFR2’ye baglanmasi i¢in kritik olabilecegi dngoriilmektedir. Ancak hem immiinblot hem
de antikor boyamasi sonuglarina gére FGF3.S156P proteininin seviyesi normal FGF3’e
gore biraz daha ylksektir, bu da FGF3.S156P’nin salinamadigi ve hiicre i¢inde birikiyor

olabilecegi ihtimalini g6z 6nline getirmektedir.

Bunun disinda, L6P ifadesi ve ifade eden hiicre sayisi normal FGF3’e gore oldukca
azdir, ayrica fazla apoptotik hiicre gbzlenmese de, sinyal peptidinin kesilmeme
ihtimalinden dolay1 dogru katlanamayan FGF3.L6P’nin net olarak agiklayamadigimiz bir
yolla HEK293 hiicre hattinda hemen yikildig1 akillara gelmektedir. Ciinkii her ne kadar
immunoblotta protein tespit edilemese de L6P mRNAsi beklenen buytklikte tespit
edilmistir, yani protein sentezi sirasinda veya sonrasinda bir sorun vardir; sinyal peptit L6P
mutasyonundan dolay1 kesilemedigi i¢in katlanamayan protein yikiliyor olabilir. Ancak
hem L6P hem de S156P mutantlar1 normal FGF3iin aksine agirlikli olarak sitoplazmada

g6zlenmektedirler.

Ektopik olarak ifade edilen FGFR2 ise membranda biiylik aggregatlar seklinde
gbzlenmis olup, ayrica 48 saat sonunda transfekte edilen hiicrelerin biiyiik kismina toksik

geldigi icin FGFR2 kotransfeksiyonlar1 30-36. saatlerde sonlandirilarak analiz edilmistir.
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MCF-7 hucreleri daha az verimle transfekte edilebilmektedirler. L6P mutasyonunda
yine sitoplazmada birikim goézlenmistir, ancak bu deney imminblotlama ile de
tekrarlanmalidir. Pek ¢ok soruyu aydinlatacak ve bu c¢alismaya eklenmesi gereken baska
bir deney ise normal ve mutant FGF3 ve FGFR2’nin immin c¢okturme yolu ile
interaksiyonu  olup  olmadiklarmmin  dogrulanmasidir.  Ayrica  hiicre  kiiltiirii
supernatanlarindan normal ve mutant FGF3 bulunup bulunmadigi yine immiin ¢oktirme

ile kontrol edilmeli ve FGF3iin salinip salinmadigi anlagilmalidir.
Bir diger yol ise FGFR2 yolag tarafindan indiiklenen genlerin hem mRNA'larinin

PCR ile kontrol edilmesi hem de FGFR2 tarafindan etkilenen MAPK’lerin

fosfosrilasyonlarinin analiz edilmesi olabilir.
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EKLER

EK-1: pcDNA3.1.FGF3 Dizisi

>pcDNA3.1.FGF3, 6089 b¢
T7 primer bolgesi sartyla, BGH R primer bolgesi kirmiziyla belirtilmistir.

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTAT
CTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGA
CAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATT
GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAA
CTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAA
TGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACC
AAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAG
GTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAG

HindllI kesim bdlgesi
GGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCT TgccgecaccATGGGCCTAATCTGGCTGCTACTGCTCAGCCTGCT
GGAGCCCGGCTGGCCCGCAGCGGGCCCTGGGGCGCGGTTGCGGCGCGATGCGGGCGGCCGTGGCGGCGTCTACGAGCACCT
TGGCGGGGCGCCCCGGCGCCGCAAGCTCTACTGCGCCACGAAGTACCACCTCCAGCTGCACCCGAGCGGCCGCGTCAACGG
CAGCCTGGAGAACAGCGCCTACAGTATTTTGGAGATAACGGCAGTGGAGGTGGGCATTGTGGCCATCAGGGGTCTCTTCTC
CGGGCGGTACCTGGCCATGAACAAGAGGGGACGACTCTATGCTTCGGAGCACTACAGCGCCGAGTGCGAGTTTGTGGAGCG
GATCCACGAGCTGGGCTATAATACGTATGCCTCCCGGCTGTACCGGACGGTGTCTAGTACGCCTGGGGCCCGCCGGCAGCC
CAGCGCCGAGAGACTGTGGTACGTGTCTGTGAACGGCAAGGGCCGGCCCCGCAGGGGCTTCAAGACCCGCCGCACACAGAA
GTCCTCCCTGTTCCTGCCCCGCGTGCTGGACCACAGGGACCACGAGATGGTGCGGCAGCTACAGAGTGGGCTGCCCAGACC
CCCTGGTAAGGGGGTCCAGCCCCGACGGCGGCGGCAGAAGCAGAGCCCGGATAACCTGGAGCCCTCTCACGTTCAGGCTTC
GAGACTGGGCTCCCAGCTGGAGGCCAGTGCGCACTAGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGH IR
Xhol kesim bdélgesi

ERCHEEEIEIARH 1GCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTG
TCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGG
ACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAA
CCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCG
TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTC
CCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATT
AGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTT
CGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTG
TGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTC
CCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC
CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGA
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GGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGG
AGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC
AGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGT
GTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGA
GGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGA
CTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGC
TGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGC
ACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTT
CGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGT
GGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTAC
CCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCA
GCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCC
AACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGC
TGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTAC
AAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATC
AATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA
AATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGC
TAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGC
CAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGG
CTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATG
TGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGAC
GAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGA
AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCG
CTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCC
GTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCA
GCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGC
TACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCC
GGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAT
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAA
AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGAC
AGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTC
GTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCT
CCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG
TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC
ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC
ATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATG
GTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAG
TCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCG
ATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGG
CAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGC
ATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACA
TTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC
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EK-2: pcDNA3.1.FGFR2 Dizisi

>pcDNAS3.1.FGFR2, 7484 bg
T7 primer bolgesi sariyla, BGH R primer bolgesi kirmiziyla belirtilmistir.

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTAT
CTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGA
CAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATT
GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAA
CTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGT
ATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAA
TGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACC
AAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAG
GTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAG

Hindl1l kesim bolgesi
GGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCT TgeccgecaccATGGTCAGCTGGGGTCGTTTCATCTGCCTGGTCGT

GGTCACCATGGCAACCTTGTCCCTGGCCCGGCCCTCCTTCAGTTTAGTTGAGGATACCACATTAGAGCCAGAAGGAGCACC
ATACTGGACCAACACAGAAAAGATGGAAAAGCGGCTCCATGCTGTGCCTGCGGCCAACACTGTCAAGTTTCGCTGCCCAGC
CGGGGGGAACCCAATGCCAACCATGCGGTGGCTGAAAAACGGGAAGGAGTTTAAGCAGGAGCATCGCATTGGAGGCTACAA
GGTACGAAACCAGCACTGGAGCCTCATTATGGAAAGTGTGGTCCCATCTGACAAGGGAAATTATACCTGTGTAGTGGAGAA
TGAATACGGGTCCATCAATCACACGTACCACCTGGATGTTGTGGAGCGATCGCCTCACCGGCCCATCCTCCAAGCCGGACT
GCCGGCAAATGCCTCCACAGTGGTCGGAGGAGACGTAGAGTTTGTCTGCAAGGTTTACAGTGATGCCCAGCCCCACATCCA
GTGGATCAAGCACGTGGAAAAGAACGGCAGTAAATACGGGCCCGACGGGCTGCCCTACCTCAAGGTTCTCAAGGCCGCCGG
TGTTAACACCACGGACAAAGAGATTGAGGTTCTCTATATTCGGAATGTAACTTTTGAGGACGCTGGGGAATATACGTGCTT
GGCGGGTAATTCTATTGGGATATCCTTTCACTCTGCATGGTTGACAGTTCTGCCAGCGCCTGGAAGAGAAAAGGAGATTAC
AGCTTCCCCAGACTACCTGGAGATAGCCATTTACTGCATAGGGGTCTTCTTAATCGCCTGTATGGTGGTAACAGTCATCCT
GTGCCGAATGAAGAACACGACCAAGAAGCCAGACTTCAGCAGCCAGCCGGCTGTGCACAAGCTGACCAAACGTATCCCCCT
GCGGAGACAGGTTTCGGCTGAGTCCAGCTCCTCCATGAACTCCAACACCCCGCTGGTGAGGATAACAACACGCCTCTCTTC
AACGGCAGACACCCCCATGCTGGCAGGGGTCTCCGAGTATGAACTTCCAGAGGACCCAAAATGGGAGTTTCCAAGAGATAA
GCTGACACTGGGCAAGCCCCTGGGAGAAGGTTGCTTTGGGCAAGTGGTCATGGCGGAAGCAGTGGGAATTGACAAAGACAA
GCCCAAGGAGGCGGTCACCGTGGCCGTGAAGATGTTGAAAGATGATGCCACAGAGAAAGACCTTTCTGATCTGGTGTCAGA
GATGGAGATGATGAAGATGATTGGGAAACACAAGAATATCATAAATCTTCTTGGAGCCTGCACACAGGATGGGCCTCTCT

ATGTCATAGTTGAGTATGCCTCTAAAGGCAACCTCCGAGAATACCTCCGAGCCCGGAGGCCACCCGGGATGGAGTACTCCT
ATGACATTAACCGTGTTCCTGAGGAGCAGATGACCTTCAAGGACTTGGTGTCATGCACCTACCAGCTGGCCAGAGGCATGG
AGTACTTGGCTTCCCAAAAATGTATTCATCGAGATTTAGCAGCCAGAAATGTTTTGGTAACAGAAAACAATGTGATGAAAA
TAGCAGACTTTGGACTCGCCAGAGATATCAACAATATAGACTATTACAAAAAGACCACCAATGGGCGGCTTCCAGTCAAGT
GGATGGCTCCAGAAGCCCTGTTTGATAGAGTATACACTCATCAGAGTGATGTCTGGTCCTTCGGGGTGTTAATGTGGGAGA
TCTTCACTTTAGGGGGCTCGCCCTACCCAGGGATTCCCGTGGAGGAACTTTTTAAGCTGCTGAAGGAAGGACACAGAATGG
ATAAGCCAGCCAACTGCACCAACGAACTGTACATGATGATGAGGGACTGTTGGCATGCAGTGCCCTCCCAGAGACCAACGT
TCAAGCAGTTGGTAGAAGACTTGGATCGAATTCTCACTCTCACAACCAATGAGGAATACTTGGACCTCAGCCAACCTCTCG
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AACAGTATTCACCTAGTTACCCTGACACAAGAAGTTCTTGTTCTTCAGGAGATGATTCTGTTTTTTCTCCAGACCCCATGC

CTTACGAACCATGCCTTCCTCAGTATCCACACATAAACGGCAGTGTTAAAACATGACTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAA
Xhol kesim bdlgesi

ACCCGCTGATCAGEEIEEACICIECEMIEIARH TGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTG
GAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTG
GGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATG
GCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGT
GTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTC
GCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTC
GACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTG
GAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTA
TAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGA
ATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAG
CAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAG
TCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTT
TTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCT
TTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTG
AACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCG
GCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCC
TGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTG
TCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCG
AGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGA
AACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGC
TCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATC
AGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTA
TCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAAT
GACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAAT
CGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTAT
TGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTG
TGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTC
ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTG
GGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCA
GCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTC
GCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGA
TAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCA
TAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATA
CCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCT
CCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGG
CTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACA
CGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAA
GTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAG
AGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAA
AAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTT
GGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATA
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TGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCAT
AGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCG
AGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAAC
TTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGT
TGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAG
GCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGC
CGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGAC
TGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCCAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAA
TACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACC
GCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG
GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCT
TTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACA
AATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC
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EK-3: Kullanilan Hiicre Hatlarinin Ozellikleri

HEK?293 (DSMZ)

Cell line: 293

Cell type: human embryonal kidney
DSMZnno.:  ACC 305
Origin: established from a human primary embryonal kidney transformed by

adenovirus type 5 (Ad 5); classified as risk category 1 according to the
German Central Commission for Biological Safety (ZKBS); cell line
also known as HEK-293 (human embryonic kidney-293)
References:  Graham et al., J Gen Virol 36: 59-72 (1977), PubMed ID 886304
Depositor: Dr. W. Dirks, DSMZ, Braunschweig, Germany

DSMZ Cell Culture Data

Morphology: adherent fibroblastoid cells growing as monolayer

Medium: 85% Dulbecco's MEM + 15% FBS

Subculture:  split confluent culture 1:5 to 1.6 every 2-3 days (without using
trypsin/EDTA, cells can be detached by tapping the flask); seed out at
about 2-3 x 10° cells/25 cm?

Incubation:  at 37 °C with 5-10% CO,

Doubling

_ about 24-30 hours

time:

Harvest: cell harvest of about 40 x 10° cells/175 cm?

Storage: frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 2 x

10°cells/ampoule
DSMZ Scientific Data

Mycoplasma: negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR
assays

Immunology: cytokeratin +, cytokeratin-7 -, cytokeratin-8 +, cytokeratin-17 -,
cytokeratin-18 (+), desmin -, endothel -, EpCAM -, GFAP -,

neurofilament +, vimentin +
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Fingerprint:
Species:

Cytogenetics:

Molec.
Genetics:

Viruses:

multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile
confirmed as human with IEF of AST, LDH

human near-triploid karyotype with 6% polyploidy - 69(64-69)XX?X,
+1, +6, -10, -13, -16, -18, -20, +21, +22, +mar, add(?X)(p22),
inv(1)(p35943), del(1)(p35), i(5p), del(6)(gll), add(8)(g24),
add(13)(p13), add(17)(qter), der(?)t(5;?)(q13;?)

ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV -, HBV -, HCV -,
HHV-8 -, HIV -, HTLV-I/Il -, SMRYV -
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MCE-7

Cell line:
Cell type:
DSMZ no.:
Origin:

References:

Depositor:

MCF-7

human breast adenocarcinoma

ACC 115

established from the pleural effusion of a 69-year-old Caucasian woman
with metastatic mammary carcinoma (after radio- and hormone therapy)
in 1970; cells were described of being positive for cytoplasmic estrogen
receptors and having the capability to form domes

Soule et al.,, J Natl Cancer Inst 51: 1409-1413 (1973), PubMed
ID4357757

obtained from ATCC (HTB 22), Rockville, Maryland, USA

DSMZ Cell Culture Data

Morphology:
Medium:

Subculture:

Incubation:
Doubling
time:
Harvest:

Storage:

epithelial-like cells growing as monolayers

90% RPMI 1640 + 10% FBS + MEM non-essential amino acids + 1
mM sodium pyruvate + 10 pg/ml human insulin

split confluent culture 1:2 to 1:4 every 2-6 days using trypsin/EDTA;
seed out at ca. 0.1-0.2 x 10° cells/cm?

at 37 °C with 5% CO,

ca. 50 hours (range 30-72 hours)

about 50-60 x 10° cells/175 cm?
frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 2 X

10°cells/ampoule

DSMZ Scientific Data

Mycoplasma: negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR

Immunology:

Fingerprint:

assays

cytokeratin +, cytokeratin-7 -, cytokeratin-8 +, cytokeratin-17 -,
cytokeratin-18 +, desmin -, endothel -, EpCAM +, GFAP -
neurofilament -, vimentin -

multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile
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Species:
Cytogenetics:

Molec.
Genetics:
Viruses:

confirmed as human with IEF of AST, MDH

human hypotetraploid karyotype with 8% polyploidy - 86(80-
87)<4n>XX, -X, -X, -1, -1, +6, +7, -9, -10, -10, -12, -13, -13, +14, -17, -
17, -18, -18, -20, -20, -20, -22, +6-8mar, add(X)(g27), add(2)(q35-
37)x1-2, add(5)(p15), del(6)(g25)x1-2, add(7)(pll), add(7)(pl4;hsr),
add(10)(g23), del(11)(g21g23), add(15)(p1l), i(15q), add(16)(g24),
add(19)(g13), add(19)(p13)x1-2 - corresponds to published karyotype

ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV -, HBV -, HCV -,
HHV-8 -, HIV -, HTLV-I/Il -, SMRYV -
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