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Ozet

CART (Kokain ve Amfetamin ile Regule Edilen Transkript) yeme ve 6dul mekanizmalarinda, ilag
bagimlihgi, stres, kardiovaskiler aktiviteler ve kemik yenilenmesinde gérev alan dnemli
nérohormon/modulatérlerden biridir. Ayrica, néronlarin koruyucu etkileri 6ne sirilerek ndéronlarda
baskalasmayi saglama Ozellikleri de goésterilmektedir. CART peptidleri beyinde, hipofizde, adrenal
bezlerde, pankreasta ve bagirsakta ylksek miktarlarda sentezlenmektedir. Bu o6nemli fizyolojik
fonksiyonlara sahip olmasina ragmen CART reseptdr ya da reseptorleri henliz belirlenememistir.

CART peptidinin; CART-l (55-102) ve CART-lIl (62-102) olmak uUzere iki aktif formu
bulunmaktadir. Bu aktif peptitler pek ¢cok néronda c-Fos seviyelerini arttirarak sinyal yolaklarini indiklerler.
Hipofizden alinmis hucre hatlarinda CART; buyidme faktorlerini, hormonlari ve nérotransmiterleri aktive
etmekten sorumlu ERK (extraseltiler sinyalle reglle edilen kinaz) aktivitesini uyarmaktadir. ERK1 ve 2’nin
aktiflesmesini indikleyen CART'In etkisi; bogmaca toksini, genistein ve U0126 gibi MEK (MAPK/ERK
kinaz) inhibitérleri tarafindan bloke edilmekte ve MEK1 ve 2 kinazlari da bu olusuma katiimaktadir.
Bdylece, fosfo-ERK olusumu engellenmesiyle, CART sinyalinin Gi/Go reseptori katihmiyla gerceklestigi
distnllmektedir. Elektrokimyasal calismalar sonucunda CART etkisinin G proteine baglanan reseptorleri
(GPCR) icerdigi duslinllse de, deneysel analizlerin yetersizliginden reseptorler tam olarak
tanimlanamamigstir. Bugline kadar yapilan arastirmalarda CART reseptoriinin GPCR oldugu; 6zellikle,
Gi/Go kenetli bir reseptér oldugu disunilmektedir.

Bu calismamizda, CART peptidinin baglandi§i reseptor ya da reseptorleri tespit etmek icin CART
peptidine cevap veren hiicre hatlarinda mRNA seviyesi en ylksek olan ve henlz liganti bulunmamis en
yuksek ifadeli 10 GPCR geni tespit edilmistir. Hipotezimiz CART peptidine duyarli hiicreler ile duyarsiz
hiicreler arasinda farkli ifade edilen GPCR lardan bir ya da birden fazlasinin CART ile etkileserek
ERK1 ve 2 sinyal yolaklarini indiiklemesidir. Hipotezimizi test etmek icin, calismamizda izleyecegdimiz
iki ana yol bulunmaktadir:

1. CART’a duyarh ve CART’a duyarsiz hiicre hatlarindan elde edilmis olan mikrodizi verilerinin
analizi ile CART a duyarli hiicre hatlarinda farkli ifade edilen GPCR genlerinin tespiti,

2. Es zamanl (g-RT) PCR ile bu genlerdeki ekspresyonu iki hiicre hattinda kargilastirmali olarak
incelemek.

Deneylerimizi gerceklestirmek icin, CART reseptdrini bulundurdudu bilinen fare hipofizi epitelyal
tumor hucre hatti AtT-20 ile CART reseptdrunu bulundurmadigi bilinen N2a (fare ndroblastoma) hicre
hatti aday genlerin incelemesi igin kullaniimigtir.

Sonug olarak, mikrodizi veri analizi ile uyusan q-RT-PCR sonugclari CART reseptoru icin
aradigimiz uygun aday genler olarak segilmistir. ilerleyen calismalarda, bu aday genlerin N2a hiicre
hattina klonlanmasiyla, bu gen triinlerinin CART resept6ru olup olmadiklari arastirilabilecektir. CART
reseptorlerinin tayinine yonelik bu ¢alismamiz; CART fonksiyonlarinin hiicresel mekanizmalarina agiklik
getirecegdi gibi CART baglantili fonksiyonlara yonelik ilag gelistirme arastirmalarina 11k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: CART peptidi, reseptdr, ERK fosforilasyonu, AtT-20 hicre hatti, N2a hicre hatti



Abstract

Cocaine and amphetamine regulated transcript (CART) peptides are neurotransmitters and
endocrine factors in the nervous system and periphery. CART codes for a neuropeptide hormone with a
number of biological roles which are important for the mammalian physiology such as the controlling
feeding behavior, drug reward, bone remodeling, sensory processing, neuroendocrine function, stress
anxiety, cardiovascular function, gastrointestinal motility and development. In hypothalamus, behavioral
and drug studies showed that CART can suppress the feeding behavior. Also, they have neuroprotective
properties, and promote the survival and differentiation of neurons in vitro, CART peptides appear early in
the development of the CNS and other tissues suggesting a role in the development of specific regions of
the brain, GI tract, pancreas and ovary. Although CART peptide plays very important roles and has
important physiological functions, CART receptor/s has not been identified yet.

There are two forms of the CART peptide: CART-I (55-102) and CART-Il (61-102). These active
forms cause an increase in c-Fos levels in a variety of neurons. Because of the observed effects of CART
peptide on differentiation and development, CART 55-102 effects are examined to alter the MAPK
cascade and the phosphorylation state of ERK1 and 2. ERKs are known to be activated by a variety of
growth factors, hormones and neurotransmitters, and it is found that CART peptide stimulation strongly
regulates ERK activity in pituitary-derived cell lines. The CART effect is blocked by inhibitors such as
U0126, genistein and pertussis toxin, indicating the involvement of the upstream kinases, MEK1 and 2.
Therefore, the involvement of a Gi/Go coupled GPCR in CART signaling is considered as possibility.
Previous electrophysiological studies suggested that the effects of CART may involve G-proteins, but
concrete biochemical evidence for a G-protein-mediated pathway activated by CART has been lacking;
the CART receptor is a GPCR that is been showed, and specifically one that is coupled to Gi/Go.

In this study, microarrays to measure the mRNA levels of a comprehensive profile of non-
chemosensory orphan GPCRs and over a hundred GPCR signaling related gene products were used to
choose top 10 candidate genes among them by analyzing the microarray data. Our hypothesis is that
between the CART responsive cell lines and CART nonresponsive cell lines, one or more of differentially
expressed GPCR genes induce ERK1 and 2 signaling pathways by interaction. In this project we follow
two approaches in order to test our hypothesis:

1. Identifying the candidate genes by microarray data analysis of CART responsive and
nonresponsive cell lines to find the differentially expressed ones.

2. Validate the expressions of candidate genes in comparison of CART responsive and
nonresponsive cell lines by g-RT-PCR.

In order to carry on our experiment with CART receptor candidate genes, we used mouse pituitary
epithelial-like tumor cell line AtT-20 which includes CART receptor and mouse neuroblastoma cell line
N2a which is not housing the CART receptor.

The results obtained from this presented study allow us to narrow down the candidate genes for
CART peptide receptor. In further studies, by cloning these candidate genes to N2a cell line, candidate
gene products can be investigated if they are the receptors of CART peptide. Results of this project
helped us identify CART receptor candidates and which could be used in future studies to identify
unknown CART functions, CART related pathways and related drug design investigations.

Keywords: CART peptide, receptor, ERK phosphorylation, AtT-20 cell line, N2a cell line



Proje ana metni
Giris

Kokain ve Amfetamin ile Regiile Edilen Transkript

Kokain bagimlihgi Uzerinde yapilan cgalismalar sirasinda, Oregon'daki bir arastirma ekibi kokainin
hayvanlarda bir mRNA dizeyinde artisa neden oldugunu buldu (Douglass et al, 1995). Bu mRNA Grin,
"kokain ve amfetamin ile regiile olan transkript (CART)" olarak adlandirildi. Bu mesajci RNA hayvanlara
enjekte edildiginde kokain ve amfetamine benzer etkilere neden olmustur. Fakat kokainle birlikte enjekte
edildiginde CART, kokain ve amfetamin etkisini bloke etmistir.

Arastirmalar CART peptidinin, sadece beyinde degil viicutta da bol miktarda bulundugunu géstermistir. Bu
nedenle; ilag bagimhligi, endokrin kontrol, besleme, stres ve daha birgok dnemli yolaga etkisi oldugu
dusundlmektedir. 1998 yilinda, hipotalamik CART’In anoreksijenik etkiye neden oldugunun ortaya
cilkmasiyla birlikte, CART peptidi arastirmalar igin giincel bir konu haline geldi.

ilerleyen calismalar CART'In; beslenme davranisi kontrolu, ilag 6dil mekanizmasi, kemik modellenmesi,
duyu algisi, stres ve anksiyete, kardiyovaskiler fonksiyon, gastrointestinal motilite ve gelisim
modulasyonu gibi biyolojik g¢esitli mekanizmalar énemli rol oynayan énemli bir néropeptid oldugunu
gOstermistir.

Onemli bir néropeptid olmasina ragmen, CART’In baglandidi reseptér ya da calisma mekanizmasi tespit
edilememisgtir.

1.1.1. CART Peptidi Geni

insanda CART peptidi CARTPT geni tarafindan kodlanir. CARTPT geni 5. kromozom (izerinde, yaklasik
iki kb’lik bir genomik DNA kesimi tzerinde yer alir. Transkript 900 nikleotid uzunlugundadir ve 3 farkl
ekzon icermektedir (Kuhar et al., 2002).



No. Exon/Intron Start End Start End  Length Sequence

Phase Phase
5 upstream
sequence
1 ENSE00001306358 71,014,990 71,015,279 - 0 290 A
G GATGEAGAGCTCCCRCRTRAGRCT RCTRCCCCTCCTRRECECCECCCTRE
TGCTGATGCTACCTCIGITGRGETACCCRT GLCCAGRAGRACGCCGAGCTCCAGCCCCRAG
CCCTGRACATCTACTCTGCCAT GRAT GAT GCCTCCCACGAGRAGRAGCTR
[ntron 1-2 71,015,280 71,015,706 427 gLCOOtattoocetoyCtCtogact. vuvrnrers caggctccgaagegotatattacan
2 ENSE00001083530 71,015,707 71,015,790 0 0 a4 ATCGAAGCGCTGCARGAAGTCTTGAAGARGCTCARGAGTARACGTGTTCCCATCTIATGAG
BAGRAGTATGECCARGTCCCCATG
ntron 2-3 71015791 71.016.334 54 gtaaggttiotgutcactceottict. s, atgaccacacattitottotttcas
3 ENSE00003474230 71,016,335 71,016,675 0 - | TGTERCGCCERTRARCAGTCTRCAGT CAGEARAREGECARGEATCAGEARCCTCTRTRAC
TGETCCCCRAGRAACCTCCTRCARTTCCTTCCTCCT GARRT GCTTAT GARGRGECET
TCTCCTCCATACATCCCCATCCCTCTACTTTCCCCAGAGRACCACACCTTCCTCCCTGRA
CARRRRTARRACARCACATTAGRTCITA
TAAGTGACACAAAT TGARGCAT GTACARAT TATACATARTARAGT GTTTTTARTARTTGC
3 downstream Catagtgcactoctotiiicatataartaatiiaantolacatortiaa. e ...
Sequence

Sekil 1 insandaki CARTPT geninin Ensembl’dan alinan intron-ekzon gériniimii

129 amino asit (aa) uzunlugundaki uzun formlu (u) peptid ve 116 aa uzunlugunda kisa formlu (k) olmak
Uzere iki formu vardir. Fare (f) ve sicandakine (s) benzer olarak, CARTPT geni insanda ikinci ekzonun 39
nukletiti kaybetmesiyle iki alternatif CART peptidi meydana getirir: SUCART-116 aa si¢an, hayvan ve
insanda bulunmakta; muCART-129 aa ki bu peptid sadece fare ve sigan tirlerinde bulunmaktadir.

1.1.2. CART Peptidi Yapisi

Post-translasyon sonucu CART iki aktif biyolojik peptide forma donusir: CART 55-102 (CART 1) ve CART
61-102 (CART II).

10 20 30 40 50 &0
MESSEVRLLP LLGAALLIML PLLGTREQED AELQPRALDI YSAVDDASHE KELIEALQEV

70 ] 90 100 110
LEELESKRVE IYEEKYGQVE MCDRGEQCAV RKGARIGELC DCPRGISCNS FLLECL

Sekil 2 CART peptidi amino asit dizilimi

CART turler igerisinde muhafaza edilir. Kodlama bélgesi, si¢gan ve fare arasinda % 98 benzerlik sergiler.
Bu korunum peptidin Gglincul yapisinin korundugunu ve distlfir baglarinin bunu stabilize edilebildigini
gOstermektedir (Thim et al., 2001).



Kristallesme c¢alismalari CART’in, iki anti-paralel 8 yapragi ve Ug¢ disulfit bagina sahip oldugunu
gostermektedir (Sekil 3).

Sekil 3 Ug boyutlu CART yapisi

1.1.3. Peptidin Doku Dagilimi

CART,; beyinde mezolimbik dopamin sistemi (VTA ve Nac), hipotalamusta, hipofizde, arka beyinde, ¢esitli
doku adaciklarinda, sempatik pregangliyonik néronlarda ve mide-bagirsak sisteminde, adrenal bezleri ve
cesitli miyentrik néronlarin gekirdekleride sentezlenir.

1.1.4. CART Peptidinin Biyolojik Etkileri
1.1.4.1. Enerji Homeostasisindeki Yeri

Arkuat cekirdeginde iki ¢esit néronal hiicre bulunur: AQRP/NPY ve POMC/CART néronlari. AgRP, agouti
ile iligkili protein; NPY ise néropeptiddir. Bu noéropeptitler, enerji tiketimini azaltarak gida alimini tesvik
eder. Ote yandan, proopiomelanocortin, POMC ve CART gida alimini inhibe ederek ve enerji tiiketimi
arttiran néropeptidlerdir. insilin ve leptin POMC/CART néronlari uyarirken, AGRP/NPY néronlarini ise
inhibe eder. Ayni sekilde, AQRP/NPY aktivasyonu daha diguk insulin ve leptin salgilanmasina neden olur.
Ayni zamanda mide de salgilanan girelin de, AQRP/NPY néronlarini aktive eden etkide bulunmaktadir. Bu
nedenle, ghrelin gida aliminda bir uyarici (Sekil 4) gibi rol oynar. Plazmadaki girelin diizeyi, yemekten
Once artmakta sonrasinda ise sonra disus gostermektedir (Cummings et al., 2001).
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Sekil 4 Enerji Homeostasisi

Burada, Ghsr biylime hormonu sekretagog reseptdrd, lepr leptin reseptdrt, Mc3r/Mc4r 3/4, melanokortin
reseptord olup, Y1r ise néropeptid Y 1 reseptordir.

1.1.4.2. Kemik Yapisindaki Yeri

Kemik yeniden vyapilanmasi iskelet adaptasyonun zamanla olusmasiyla gegen surectir. Yetiskin
bireylerde, kemik olusturan osteoblastlarin ve kemik erimesi ile ilgili osteoklastlar kemigin kitle dengesini
korumak igin birbirleri ile etkilesir. Bu hucrelerin diizenlemeleri olduk¢a karmasiktir. Mevcut ¢alismalar
néronal yollar vasitasiyla diizenlendigini oldugunu gdstermektedir. Ornegin Leptin, sempatik yoldaki
osteoblast reseptorlerine yollanan sinyaller, hipotalamus tarafindan stimule edilir. Leptin enerji
homostasisinin yollari ile iliskili oldugundan, CART ve serotoninin sungerimsi kemik olusumunu
dizenleyen beyin sapi ve hipotalamus ile etkilesimde oldugdu tespit edilmistir (Driessler & Baldock, 2010).
Ayni sekilde, NPY vicut agirhd: ve kemik kitlesi ile koordine iskelet capindaki osteoblast aktivitesinin
modiule edilmesi icin hipotalamik Y2r ile etkilesimde hareket eder.

CART genel olarak hipotalamusta, pankreas ve bdbrek Ustl bezlerinde etki gosterdiginden, CART nakavt
farelerinde de goruldugu gibi periferik organlardaki CART azalmalari, CART peptidinin kemik emiliminin
potansiyel bir regulatéri olabilecegini dusindurtmektedir. Tutarli olarak, bu hayvanlarda kemik
resorpsiyonundaki artisa bagli olarak osteoporoz gbézlenmektedir. Ayrica, CAR- eksik farenin yabanil tip
farelere kiyasla kemikteki RANKL seviyeleri daha yuksektir. Kemik Uzerindeki CART etki merkezi,
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CART’In meydana getirdigi degisiklikler icin yerel bir mekanizma oldugunu disindirmektedir (Driessler &
Baldock, 2010).

1.1.4.3. Stres Miidahalesindeki Yeri

Organizmanin homeostasisini rahatsiz eden her cesit tehdit stres faktorli olarak adlandiriimakta ve
tehditlere kargi organizma tarafindan olusturulan tepkilere tepkisi denilmektedir. Stres tepkisi néronal ve
ndéroendokrin yollari olugturur. Hipotalamo-hipofiz yolu bu yollar arasinda 6nde gelen bir role sahiptir
(Pacak & Palkovits, 2001). Ancak, hipotalamo-hipofiz kontrolinin énemli rolu yaninda onu kesen HPA
ekseni de stres yanitinda 6nemli bir role sahiptir. Bu kapsamda, HPA eksenindeki 6énemli miktardaki
CART peptidi salgilanmasi bu yolaga 6ncilik eden énemli bir rol oynadigini disiindirmektedir (Pogun et
al., 2006).

Stres tepkisi, yeme bozukluklari ve psikostimulan eylemler arasinda gugli bir iliski vardir. Stres,
uyusturucu bagimhhginin en énemli etkenlerinden biridir. Stres-uyusturucu iligkisi, glukokortikoide maruz
dopaminerjik néronlarin artan duyarlihindan kaynaklanmaktadir (Piazza & Le Moal, 1998).

Uyusturucu bagimhilarinin normal bireylere gére daha aktif HPA eksenin olmasi HAP ekseni aktivasyonu
ve CRF duzeyleri arasinda dogru orantil bir iliski olmasindan kaynaklanir (Goeders, 2003).

CART gen aktivasyonu; hipotalamus, hipofiz tarafindan, CART peptid sentezi ve salgilanmasi ise
glukokortikoidler tarafindan duzenlenir. Kandaki CART seviyelerindeki degisim, HPA eksenindeki etkinlik
ve glukokortikoidler arasindaki etkilesimden kaynaklanabilir (Pogun et al, 2006). CART molekiler
yolaklarinin mekanizmasi bilinmedikge, bu agik¢a anlasilamaz.

1.1.5. CART Kaynakl Sinyal Yolaklari

CART yolad! ve akis asagdinin hangi reseptdr ya da reseptdrler ile etkilesime gecerek baglatildigina dair
¢ok az bilgi bulunmaktadir (Zhang, Han ve Xu, 2012).

CART | ve Il peptidlerinin pek ¢ok néronda c-Fos seviyelerinde artisa neden oldugu bilinmektedir. CART
peptidinin, farklilasma ve gelisim Uzerinde g6zlenen etkileri dolayisiyla, CART 55-102 formu bu MAPK
yolaginda ya da herhangi ERK 1 ve 2 fosforilasyonunda bir degisiklige neden olup olmadigi test edilmistir.
Burada s6zu gecen ERK'ler blyime faktorleri, hormonlar ve nérotransmiterleri aktiflestiren proteinlerdir.
Calismalar sonucunda CART peptidinin hipofiz kaynakh in vitro hiicre hatlarinda in ERK aktivitesini
dizenledigi tespit edilmistir. CART etkisi; U0126 (yapay ve yuksek olcide secici MAPK/ERK inhibitora),
genistein ve pertussis toksin (PTX) gibi inhibitorler tarafindan bloke edilebilir. Bu inhibisyon MEK1&2
kinazlarinin katihmini gostermektedir. Bu nedenle, CART sinyalinin GPCR'larin Gi/Go alt Unitesinin
uyarimiyla iletildigi disuntlmektedir.

Onceki elektrofizyolojik galismalar CART etkisinin G - proteinleri igerdigini 6nermistir. Bununla birlikte, yine
pek c¢ok kanit bir G protein vasitasiyla uyari iletiminin gergeklestigini gosterse de, ayrintih bilgiye
ulasilamamistir. Ayrica, CART reseptor veya reseptorlerinin spesifik olarak Gi/Go baglanmig biri GPCR
oldugu disunlmustir, ¢inkd CART | de voltaja bagimli hicrelerde Ca sinyalini inhibe etmistir (Kuhar et
al., 2005).

ERK ilgili yolakla iligkiyi bulmak amaciyla, birgok hicre tipleri CARTIn yuksek dizeyde ERK
fosforilasyonuna (PERK) neden olup olmadidi incelenmistir. HEK293, PC12, N2a, ve CATH.a hicre
hatlari bu amagcla incelenmistir. Sadece hipofizden tiretiimis olan AtT20 ve GH3 hicre hatlari anlamli



yanitlar vermistir (Dominguez, Lakatos, ve Kuhar, 2002), (Kuhar et al., 2005). PERK seviyeleri zaman
tutularak western blot ile test edilmis ve sonuglar PERK diizeylerinde 6nemli Olglide artisa neden
oldugunu ortaya koymustur (Kuhar et al., 2005 ).



Genel bilgiler

GPCRIarin kapsaml profili ve ilgili gen Gritnleri hakkinda yapilan mikrodizi calismasinda, mRNA seviyeleri
analiz edilmistir. CART peptidine ait olabilecek aday genler de bu calismadan elde edilen verinin analiziyle
gerceklestiriimistir. Calismada; HEK293, AtT-20, BV2 ve N18 olmak Uzere doért hiicre hattindan elde
edilen érnekler kullaniimigtir. Daha 6nce belirtildidi gibi, CART peptidi AtT-20, GH3 ve farkllagmig PC12
hicre hatlarinda PERK seviyelerinde bir artisa neden olurken; N2a, HEK293 gibi hicre hatlarinda ise
bdyle bir artisa sebep olmamistir.

Sunulan bu galismada hipotezimiz; CART peptidinin ona yanit veren hiicre hatlariyla; bir etkiye neden
olmadigi hiicre hatlari karsilastirilarak, peptidin bir ya da daha fazla GPCR ile etkilesime gecerek PERK
seviyelerinde bir artisa neden olmasi ve ERK1 & 2 sinyalleme yolaginda artisa neden olmasi dolayisiyla
bu hicrelerde reseptdrinin bulunmasi, CART reseptdr ya da resptorlerinin mRNAlarinin bu hiicrelerde
yaygin olarak bulunurken, yanit vermeyen hticre hatlarinda ise eksprese olmadigidir. Bu GPCR gen veya
genleri, CART reseptoriine ait olabilir. Bu hipotezi test etmek igin, aday genler Atwood et al.’in
galismasinda verilen mikro-dizi verileri analiz ile belirlenmistir. Yanit vermeyen hicre hatlarina kiyasla
CART’a yanit veren hiicre hatlarinda farkli olarak eksprese edilen genler, mikro-dizi verisinden secilmistir.
Aday genlerin ifadeleri q -RT-PCR ile dogrulanmistir.

Farklilasmis PC12 ve AtT-20 hiicre hatlari, Kuhar ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilien calismada
bulundugu lzere, ERK seviyelerini artirdi§i igin, AtT-20 CART cevap veren hiicre hatti olarak, N2a hiicre
hatti da yanit vermeyen hiicre hatti olarak kullaniimistir. Bu sunulan ¢alismada elde edilen sonuglar CART
peptid reseptdru icin sunulan aday genler olabilecektir.



Gereg ve Yontem

2.1. Mikroarray Veri Analizi

Mikrodizi verilerinin analizi icin web tabanh sinirli sayida program bulunmaktadir. Bu programlarin pek
cogu ise Affymetrix gibi en yaygin olarak kullanilan mikrodizi verilerini analiz etmek igin tasarlanmistir.
Glnumuizde siklikla kullanilmakta olan 4 farkh firmaya ait mikrozdizi platformu; Affymetrix, Illumina,
Agilent, ve Nimblegen’dir. Bunlardan, Affymetrix, lllumina ve Agilent igin yazilmig pek ¢ok sayida analiz
programi bulunmaktadir. Bu ¢alismada analizi yapilacak olan veriler Nimblegen platformuna ait olup bu
platforma ait verileri analiz etmek igin Ucretsiz bir analiz yazilimi bulunmadidindan, veri analizi igin
asagida anlatilacak olan basamaklar izlenmistir.

Veri seti GEO (gen ekspresyon omnibus veritabani)-NCBI web sitesinden alinmistir. Veri setinin GEO
katilim numarasi GSE25901, Sekil 5'te gosterilmistir.

Series GSE25901 Query DataSets for GSE25901

Status Public on Feb 01, 2011

Title Expression of G protein-coupled receptors and related proteins in HEK293,
ALT20, BVZ2, and N18 cell lines as revealed by microarray analysis

Organisms Homo sapiens; Mus musculus

Experiment type  Expression profiling by array

summary This SuperSeries is composed of the SubSeries listed below.

Overall design Refer to individual Series

Citation(s) Atwood BE, Lopez 1, Wager-Miller 1, Mackie K et al. Expression of G protein-

coupled receptors and related proteins in HEK293, AtT20, BVZ, and N18 cell
lines as revealed by microarray analysis. BMC Genomics 2011 Jan 7;12:14.
PMID: 21214938

Submission date  Dec 07, 2010

Last update date Dec 27, 2012

Contact name Jacqueline Lopez

E-mail jacqueline.ann.lopez@gmail.com
Phone 574-631-7875

Organization name University of Notre Dame
Department Biology

Lab Pfrender Laboratory

Street address 112 Galvin Life Science Center
City Motre Dame

State/province Indiana

ZIP/Postal code 45556

Country UsA

Sekil 5 GEO GSE25901

NimbleGen 4x72k igin tasarlanmis platformlar GPL11059 ve GPL11289, sirasiyla Mus musculus ve
insandan elde dilen érnekler i¢in tasarlanmistir. Sekil 6'da gorulen figirin in alt kisminda gosterildigi gibi,
ek icerige gore indirilir.
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Platforms (2) GPL11059 NimbleGen Mus musculus MMS8 Expression Array (4x72k)
GPL11289 Nimblegen Homo sapiens HG18 Expression Array 4x7 2k (All
Probes)
Samples (1&) G5MGE35464 ALT201
HMore... GSME35465 AtT20 2
GSEME35460 AtT20 3

This SuperSeries is composed of the following SubSeries:

GSEZ25886 Analysis of mRNA levels of GPCR and GPCR-related signaling proteins in 3 mouse
cell lines: AtT20, BVZ and N18&

GSE25824 Analysis of mRNA levels of GPCR and GPCR-related signaling proteins in the
HEK293 cell line

Relations
BioProject PRINA135767

Analyze with GEO2R

Download family Format

SOFT formatted family file(s) SOFT

MINIML formatted family file(s) MINIML

Series Matrix File(s) T=T
Supplementary file Size Download File type/resource

GSEZ25901_RAW.tar 74.6 Mb (http)(custom) TAR (of PAIR)

Sekil 6 GEO GSE25901 veri serisinin devami

Veri serisi “.gz” uzantih oldugundan, dosyalari gorintilemek igcin NCBI sunucusunun altinda bulunan
GEO2R programi kullaniimistir. 12 6rnek grup bulunmaktadir. ilgilendigimiz AtT-20 hiicre hattindaki
Ornekler mavi, N2a hiicre hattina ait érnekler ise pembe ile isaretlenmistir.

GEO accession  GSE24901 Set | Expression of G protein-coupled receptors and related proteins in HEK293, AT20, BU2, and N18 celllines as revealed by microamray
analysis
Platform R
v Samples » Define groups Selected 8 out of 12 samples
Colums v | St
Group Accession ¥ Tile # Source name + Cellline # Celltype s
ati20 (8MA35454 AtT201 Immortzlized cel ling AIT20 AT20 normal
ati20 (8MG35455 AT202 Immortzlized cel ling AIT20 AT20 normal
ati20 (8MG35456 AT203 Immortzlized cel ling AIT20 AT20 normal
ati20 (8MG35467 AT204 Immortzlized cel ling AIT20 AT20 normal
(8MG35458 B21 Immortalized cel line B2 B2 normal
(8MG35459 BI22 Immortalized cel line B2 B2 normal
(8MG35470 Bi23 Immortalized cel line B2 B2 normal
GaNGIZ4T1 BI24 Immortalized cel line BV2 B2 normal
n2a (aMA35472 N1g 1 Immortalized cel fing N18 18 normal
nla GSNG3s4T3 182 Immortalized cel ine N1& 113 normal
n2a (aMG35474 N1g3 Immortalized cel fing N18 18 normal
n2a (8MG35475 N1g4 Immortalized cel fing N18 18 normal

Sekil 7 GEO2R'da bulunan GPL11059 Platformunun Veri Temsil Sekli

Mikroarray verileri, Ulusal Kanser Enstitist Biyometrik Arastirma Subesi tarafindan gelistirilen bir analiz
programi olan "BRB ArrayTools Versiyon 4.3.0" ile analiz edilmistir.
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Veriyi ylklemek icin Excel dosyasinda goriinen “ArrayTools” sekmesinin “genel kullanim” fonksiyonu
kullaniimigtir. BRB ArrayTools kurulumundan sonra Excel iginde bir eklenti olarak gorinur. Bu program,
muikemmel bir bicimde GDS dosyalari analiz eder. GDS veri setleri kirate edilmis veriler oldugundan,
GDS dosyalarindan her tirl bilgiye ulasilabilinir. Ancak, GSE veri setleri kullanicilar tarafindan génderilen
veri setleri oldugundan veriyi analiz edecek yeterli bilgi dosyaya eklenmemistir. Bu nedenle, "genel bigim
aktarimi" Sekil 13'te oldugu gibi kullanilir:

deneme.xlsx - Microsoft Excel ticari olmayan kullanim
— Girig Ekle Sayfa Dazeni Formdller Veri Gozden Gegir Garandm Eklentiler
ArrayTools

Getting started »

Import data 4 Data import wizard
= Graphies ? General format importer
i Lnhis wizard NCEI GEO archive
bl Llustering ' Affymetrix Gene 1.0 ST Array Importer 1 4 K L M
i Class comparison b
- Prediction »
B Suryival analysis »
A Quantitative trait analysis »

Time course analysis
Methylation tools »

Re-filter, normalize and subset the data

| Plugins »
ji Utilities r
b Support 2
7 Manuals 3
7 License and version information »
15

16

Sekil 8 BRB ArrayTools Ekran Goriintiisu

NCBI GEO ile parcalar hainde indirilen dosyalar Sekil 9'da gorulebilecedi gibi yuklenmistir.

~
General Format Importer ‘il

This General Format Importer will allow you to specify the file type, data type, and structure of
your files. Flease note your files must be tab-delimited text files. For other file types, please use
the Data Import Wizard and other importers.

File type:

" Arrays are saved in separate files stored in one folder.
Explain More

" Arrays are saved in a horizontally aligned file.

Mext Cancel ‘

Sekil 9 Veri Yiukleme Sekmesi

Sekil 10’da gorulecegi Uzere AtT-20 hicre hattindan gelen dort set ve N2a hiicre hattindan gelen 4 setle
birlikte 8 grup yuklenmistir. Sekil 11°de goruldigu Uzere bu érneklere ait log2 verileri secilmigtir.
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-
General Format Importer LSO |

In the separate files format, expression data for each array should be stored in a separate file, and
all files should be stored in one data folder.

— Folder inil P ion data files:

Folder C:\Users\merve\Desktop\GDS25901\log j Browse |
Reset | Back | Next | Cancel |

Microsoft Excel ﬁ

There are & expression data files in your folder.

Is this correct?

) Evet Hayir |

Sekil 10 BRB ArrayTools ver yiklemesi sirasinda dosya sayisi

General Format Importer ﬂ

Platform:

& pual-channels data. " Single-channel data. Explain Man|

Back |

Next | Cancel |

Sekil 11 BRB ArrayTools Kanal Tercihi

Sekil 11'de goéruldugu Gzere NimbleGen dizi platformu bilgilerinden dogru platform 6zelligini segmek igin
"Cift - kanal veri" sini tercih ettik.

General Format Importer ﬁ

Dual-ch: Is data:
" The expression data contains Red and Green intensities.

 The expression data contains ratios, but no Red and Green intensities.

[¥ iThe ratios are already log2 transformed. i

Sekil 12 Cift Kanall veri igin ekspresyon sec¢imi

Sekil 12'deki ¢ift kanal veri bilgilerinde gérildugu Gzere, "log2 dénisima yapilmistir' segenegi ile devam
edilir, cinki GEO2R’dan alinan veriler zaten log2 transformasyonu yapilmis verilerdir.
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9 General Farmat Importer ﬂ

] — Please select the header line that identifies the columns:
| IMAGE_ID GEME_EXPR_OFTION  SEQ_ID PROBE_ID POSITION X Y j
— First data line:
I 250443401 _X4_U01_Musculus_532 BLOCK1 NM_001001130 MM_001001130P00930 930 j

— File format: dual channels LogRatios

Unigue ID (Probeset, I Col 4: PROBE_ID j
Well, or Spot ID):

LogRatios : j
Col 4: PROBE_ID o
Spot Flag (optional): | Col 5: POSITION
Col 6: X
Col 7Y
Spot Size (optional): | Col 8: MATCH_INDEX
Col 9: SEQ_URL
Print-Tip Group 0 Z{pm) -
(optional): Lol

Explain More |

Reset | Back | Mext | Exit |

Sekil 13 Verilerin Excel dosyasina yuklenirken kolon secimi

Baslik satir sekmesi gdsteren siitun kimligi olarak segilmistir. ilk olarak veri hatti ikinci satirdaki hat olarak
ayarlanir, ¢inkl baslik satir ikinci sirada goérindr. Sonra, log-orani “Log2 degerleri’ (Sekil 13) olarak
ayarlanmigtir.

Data Import Wizard u

— Please specify the location of your gene identifiers:

@ The identifiers are stored alongside the expression data. " The identifiers are stored in a separate file.

Jro -]

— Please select your Gene identifiers file:
Header
File: | ;I Browse line #: E

[ Please select the available gene identifiers:

g;ﬁuﬂg"ztﬂgg?” or | Col 4: PROBE_ID -|  Entrezid: | col3: sEQ_ -
arcem, ey | E| Zommorm | -]
IEZDEEERDS | | GenBank Accession: | =
Gene Symbol: I j Map Location: I j
microRNA ID: | j

r Annotate the project with these gene ids, instead of using Organisms: I—Ll
the data from SOURCE database.

Besetl Back | Mext | Exit | ExulainMoral
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Data Import Wizard

[V I do not have an experiment descriptor file. Please create a template with just array ids.:

xpDescFile.xls j
Back | Next | Exit | Explain Morel

’7 Experiment descriptor file:

Sekil 14 BRB ArrayTools’un Gen Tanimlayici Opsiyonlari

Daha sonra, gen tanimlayicilar ayarlanir. Saglanan veriler, RefSeq gen kimlikleri kullanilarak, tasarlanmis
kimliklerine ait prob isimleriyle eslesirler. Burada, Sekil 14, baska bir segcenek bulunmadigindan Prob
kimlikleri sutunlardan "EnterezID" olarak ayarlanir. Yine verilerin kirate edilmemis olmamasi, gen
isimlerinin ID olarak kalmasina neden olmustur. Bu ylzden verilerin ek agiklamasi sonra saglanacaktir.
Aciklama elle yapilamayacagindan program dizinin kimlikleri ile bir sablon olusturulmustur (Sekil 15) .

Refilter, normalize and subset the data

_ 2. Normalization 3. Gene filters

Background adjustment is performed before the intensity filtering and the averaging of replicate

|»

=
spots is done on filtered data.
M| T ol badar
- Intensity Filter: - Spot Flag Filter:

[~ spot Size Filter:

¥ \Average the replicate spots within an array.

™ Use a commen reference design.

Ok I Cancel Reset Help
-

Sekil 15 Spot filtre segenegi
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Veriler BRB ArrayTools ile NCBI'nin internet sitesi Uzerinden dogrulandiktan sonra, verilerin
normallestirmesi, harmanlanmasi ve siraya koyulmasi ardindan da istatistiksel énemine gore filtreden

gecirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, istenen gen filtrelerini uygulamak ve verileri normallestirmek igin
Sekil 16 ve 17°deki adimlar izlenmistir.

Verileri saglayan deneyi yapan ekip tarafindan yogunluk optimizasyonu yapildigindan, bu segenek icin bir
herhangi bir secenegdi isaretlemek gerekmemektedir. Veriyi normallestirmek amaciyla ginlugu Sekil
16’daki tim dizideki verileri kullanarak medyan hesaplamasi segenegi isaretlenmistir.

istatistiksel 6nemini artirmak amaciyla "Gen Filtresi" secenegine gelindiginde, logaritma orani varyasyonu
Sekil 17°de goéruldiugu gibi % 90 tzerine ¢ekilmigtir.

Refilter, normalize and subset the data &J

1. Spot fiters | [[Z0NGMMBlzatoRY 3. Gene fiters

Alog base 2 transformation is applied to the data before the arrays are normalized.

|»

W { Normalize (center) each array:,
(% Using median over entire array " Using median with print-tip group
" Using lowess smoather ¢ Using Lowess with print-tip group
" Using median over housekeeping genes:
(0] (o] (@
(ol

[~ Truncate large intensity ratios (and inverse ratios):

OK Cancel Reset Help ‘

Sekil 16 Normalizasyon Segenegi
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1921 hiAd

113/NM 001002453

Refilter, normalize and subset the data M

N
1. Spot filters | 2. Mormalization |_ =

Gene filters are used to exdude corresponding spots for an entire gene from all arrays.

— EXCLUDE a gene under any of the ing
¥ Minimum Fold-Change:

Lessthan | 20 % of expression data values have at least a

L3 -fold change in either direction from the gene's median value.

¥ Log-Ratio Variation:

% whose variance is in the bottom Bl th percentile

£ Prates

¥ Percent Missing: exceeds: | 50 %

OK I Cancel | Reset | Help |

Sekil 17 Gen Filtresi Secenegi

DOGRU

11001490 nngG

HdrH

Dl
Experiment descrptors | Gene annotations / Fikered log ratio / Gene dentfers  Savfa %)
|

Sekil 18 Gen Iisimlendirmesi Sekmesi
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Analiz tamamlandiktan sonra, sekil 18'de gorildigu Uzere Excel dosyasinda 4 sayfa belirir: "Deney
tanimlayicilar", "Gen isimlendirmesi", "Filtrelenmis logaritma orani", ve "Gen tanimlayicilar". ilk veri
sayfasinda, deney tanimlayicilari vardir. Filtre uygulanmadan o6nce veri setinde yaklasik 72000 gen
bulunmaktayd. istatiksel 6neme gére verilerin filtrelemesinden sonra, 1512 gen mevcut veri seti olarak
elde edilmigtir. Genlerin isimlendiriimesiyle ilgili olarak, veri dosyasi ilk elde edildiginde Sekil 19'daki gibi
sadece prob ID’leri ve sekans bilgileri vardi. Gen isimlendirmesi yapabiimek amaciyla Sekil 20’°de
goruldiagu Uzere, WEBGESTALT (WEB-tabanh gen seti analiz araci) web sayfasi gen isimlerine erismek
icin kullanildi.

$¥ID = PROBE ID from .ndf file

#DESIGN ID =

#PROBE_DESIGN_ID =

#GE\_ACC = GenBank Accession number; NimbleGen SEQ ID
#SEQUENCE = probe sequence

ID DESIGN ID PROBE DESIGN ID GB ACC SEQUENCE

XM 852739P00106 5045 5045 0135 0003 XM 892799 TCTCTGGEAGACAGRATAACCATCACTTGCCAGGCAACTCARGACATTGTTAAGRATTTA

WM 146837P00579 5045 5045 0137 0003 NM 146837 GGCCTGTGGRGATACTT CAATACACGAGTTGTCTGT CTACTTAGTAGCTATGCTGTTTGT

R 028835P02890 5045 5045_0139_0003 NM 028835 AACACAGATGCTGCAACAAGCGECCCTACCATCTGT GCARGGCTCCCCACAAGTARCCAG

WM 008323P00170 5045 5045 0141 0003 MM 008323 ARACAATTCCTCCATCTGCTARAGTATGETGEECEECATACAGTGACTATGATCCCAGGEE

MM 016759P02836 5045 5045 0143 0003 NM 016799 ARGGGACAGCACAGGGCCTITIGCTGTATGIAGATTGGGCAATGTATGCTACCACTGAGC

R 177759P008T77 5045 5045 0145 0003 NM 177799 CITTCCCGGIGCCTGCTGATAATCCCTGACACTGTTIGGAGGARTGCGTCACTTTCTCAR

M 0266B85P01286 5045 5045 0147 0003 NM 036685 TAGRRATTTCCCTGCACGECGCTGRRCCTTCCGCAGCACGAGTGACTTATCTTAGACRACT

HM 001033527P00303 5045 5045 0149 0003 NM 001033527 GGRACCGRTGCGRCACTCARAGTTAACTCGRACACAGCCTGCARACTTCTGGGCTGCAGE
WM 001033768P00120 5045 5045 0151 0003 NM 001033769 TGAGRATTTCTGRATTCTTGACTCTGCTTCCTATCCAGCTATTGCGGAATAAGT TCARCT
HM_019951P01025 5045 5045_0153_0003 MM 019951 TCGITCCICCITACAGTAGGARTGGCACATATTGAGGCGATCATAAGTCTTAACTTITICA

XM 975703P00001 5045 5045 0155 0003 XM 975703 ATGGAGTCAGGRATCCAGTTCGTGGATGAGT CGRARATGACAGTGTITCTGCAGRACTCC

MM 177236P03755 5045 5045 0157 0003 NM 177236 TGGAGAAACCAGAATCCAAGAGTTGCATCCATARCTICATGGCARCACCCGAGTITITGA

WM 145580P01145 5045 5045 0159 0003 MM 145580 AGGTGCTATCTARACTTGGCTGAGTCAGAGT TTGCTGEGGCTTACTACTCCATCAATARR

NM 025605P00449 5045 5045 0161 0003 NM 025605 TCICTEACTTGCAGCAGGT CTCCAGGATAGCTGCGTAT GCCTATAGTGCACTTTCTCAGR

XM _89478TP00291 5045 5045 _0163_0003 XM 894787 ARGCATTTGGAATARTGATARCTACTACAACCCATCTTIGRAAGRGCCGGCTCACRARTCTC

WM 007760P04123 5045 5045 0165 0003 MM 007760 GITTTTGACAGTAGCACAGACCAGACATAGCGGCATAGCTATGTACCAGAGT GTACCAGR

XM 001003382P00151 5045 5045 0167 0003 XM 001003382 ATTCCCTIAATATCRGAICCCAAGCGCACCATTGCICAGGATTATGEAGTCTTARAGRCT
WM 146831P00001 5045 5045 0169 0003 MM 146831 ATGAACAACCAGAGCTGTGTCACTGAGTTCATATTCCTGGGACTTTCACAGAACTCAARR

WM 011070P00090 5045 5045 0171 0003 NM 011070 TRATTGCTGGCTITAAT CGCCTTCGECAGEAACAGRGEEECTTGECTTCCARAGCAGCTG

KM 135479P04329 5045 5045 _0173_0003 XM 135479 GRAGACTGCATATCTAGGCTCTTAGGCAGATGRAARATTTACGTAGTACAGATATTGTARAG

NM 183149P01867 5045 5045 0175 0003 MM 183149 AGCRAAGCTGARGT GCCAGTAMCCATCGTTGTCAAT GRACATT CCRAAGGRTCAGCCCTG

XM _985551P00495 5045 5045_0177_0003 XM 985551 TGTGARAGIGGCTTGCARAATTACGAGCART GTIGCCCTGCTCGRGIATCAGTAGTITIC

WM 023113P01058 5045 5045 0179 0003 MM 023113 AGTGACCARACCCTAAGCGGATTGCCAAGGCTGCGAGCGAGRAAGTCCTGCAACTGCCTCTT

WM 199422P00655 5045 5045 0181 0003 NM 1994332 TGGGCAGRAGACATGECTCCTGCCTICAGT GATACCTTGCTIGRATACC ALTLC

HM 011480P04062 5045 5045 0183 0003 MM 011480 TGTGCACCAGCATAGGCGRAGRATCAGGGCCCATTAGT GAGTAGACTGGGAACCCTGTTT

NM 028357P00134 5045 5045 0185 0003 NM 028357 AGECAGACTGEGATGCCACATTTAGCTCATCCACARAGCTTTGGATACTAT GRGAAGTTG
HM_133355P02559 5045 5045_0187_0003 MM 133355 TGIGITGECCATGGGTARCTATCTCAACGAT GGACAGCCCARGACCARCARGACCACTGE

WM 023440P0006E 5045 5045 0189 0003 MM 023440 TTATCAGCAAGTGCCAGACAAGAGCAGGCCTTGCGTGAGCCCTGTTATCAGCCCCAGAGT

Sekil 19 ilk olarak elde edilen gen prob IDleri
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WebGestalt 2005 yilindan beri sikga kullanilan internet tabanli yazilim aracglarindan biridir. Biyik oOlgekli
genetik transkriptomik ve proteomik calismalardan elde edilen gen listeleri icin, WebGestalt'in son
suriminde 8 organizma ve bu 8 organizmaya ait 201 alt gen tanimlayici setiyle pek ¢ok gesitte veri tabani
ve farkh teknoloji platformunu anlamlandirma firsati sunulmaktadir (Zhan et al., 2013). Verilerin
aciklanmasinda BRB ArrayTools kullanilamadidi igin, WebGestalt web sitesi kullaniimis ve gen
adlandiriimasi islemi tamamlanmistir. Sekil 19°da goérilen ndf uzantih dosya eski surim bir dosya
oldugundan BRB ArrayTools tarafindan islenememistir. Gen listesinin txt formati halindeki dosyasi
weggestalt’a yiklenmis ve Sekil 20°deki dosya elde edilmistir.

User ID information table

Mapped User IDs back
NM_oo1001881][72190

|ENSMUSG00000043391][2510009E07RiK|[RIKEN cDNA 2510009E07 gene

M

001001179[232400

|ENSMUSG00000047228|[BC048546

[[cDNA sequence BCO48546

M

001001882|[269400

|[EnSMUSGD0000028685|[Rtel1

|regulatar of telomere elongation helicase 1

[nra

001001714/227631

|ENSMUSG00000059625][Sohlhl

|spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1

M

001001490/39283

JEnSMUSGO0000044819][0xarl

|loxoglutarate (alpha-ketoglutarate) receptor 1

M

001001446/[226143

|[ENSMUSG00000025197][Cyp2c44

|lcytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 44

M

001001804/384214

|ENSMUSG00000033805|[Ephxa

|[epoxide hydrolase 4

M

001001737]F14758

Jiua |Efoez6

|[zinc finger protein 826

[T

001001152|238620

|ENSMUSGO0000055480]Zfp458

||zm|: finger protein 458

M

001001187][208068

J[EnSMUSGo0000048280|Zfp738

|[zinc finger protein 738

M

001001452|[287514

|[ENSMUSG00000046652|Tas2r143

|[taste receptor, type 2, member 143

[nra

001001318/202380

A [Gmazs9

|[GTPase, very large intarferon inducible 1 pseudogene

M

001001320][109575

JENSMUSGO0000037477][Tbx10

|T-box 10

[N

001001803/k0s128

|ENSMUSGO0000060201][Spink7

||_ser|ne peptidase inhibitor, Kazal type 7 {putative)

M

001001489[15928

|ENSMUSG00000038528][BC021785

[[cDNA sequence BCO21785

M

001001444][75400

JEnsMUSGO0000044249][Defb29

[

001001805/258248

A [oifr576

|[olfactory receptor 576

M

001001332|[100038854|ENSMUSG00000079594][BC117090

[[cDNA sequence BC1179090

INM

001001321|[70484

|[ENSMUSGO0000032114][5Ic35d2

|[solute carrier family 35, member D2

[ra

001001496/ 14089

ENSMUSGO0000055691][Gjas

llaap junction protein, alpha 6

M

001001183207831

J[ENSMUSG00000024168]Tmem204

|transmembrane protein 204

[T

001001883/E22152

JENSMUSGO0000042807]Hecw 2

|[HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2

M

00100132¢/[Fe954

|ENSMUSG00000031024|[5t5

|[suppression of tumarigenicity 5

M

001001451]3e7513

JEnSMUSGO0000058250][Tas2r138

|taste receptor, type 2, member 138

[

001001334]E81350

|ENSMUSG00000027708][BC061194

|[cDNA sequence BCO611294

M

00100132272028

JEnSMUSGO0000014852Adamts13

|[z disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 13

M

001001453|[287515

|[ENSMUSG00000051917]Tas2ri44

|[taste receptor, type 2, member 144

[ra

001001559/E84701

JENSMUSGO0000057321][Dub2a

|[deubiquitinating enzyme 2a

M

001001807][258502

JEnsMUSGO0000054038][0lfr279

|[olfactory receptor 279

[T

001001499|214105

[

|[4732465104Rik|[RIKEN cDNA 4732455104 gene

M

0010014935][#14084

JEnSMUSGO0000044162]Tnip3

|TMFAIPS interacting protein 3

M

001001449|[380878

A [AF067063

|
|
]
|
|
]
|
]
]
|
]
|
|
]
|
]
|[defensin beta 29 |
|
]
|
|
]
|
]
]
|
|
|
|
]
|
]
|

|[cDNA sequence AFO67063

Sekil 20 Webgestalta ylklenen gen IDlerinin isimlendiriimesinin ardindan elde edilen gen listesi
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2.2. Hiicre Kiiltiru

Bu calismada, iki tir hiicre hatti kullaniimistir: Neuro 2a ( N2a ) ve AtT-20

N2a hicre hatti, Mus musculus beyin hicrelerinden tiretilmistir. Bu hicreler yapigkan ndron hicreleridir.
Bu hicre hattinin kiltirinde, “Dulbeco Modifiye Eagle Ortami” (DMEM), fetal sigir serumu (FBS) ve
penisilin/streptomisin igin Tablo 1 'deki bilesen oranlarina gére hazirlanip hiicrelerin blytiimesi esasinda
kullaniimigtir.

Kiltiir Medyasi i¢in Kullanilan Final Derisimi
Malzemeler
FBS 10 %
Pen/Strep 1%
DMEM q.S.p.

Tablo 1 N2a Hicreleri icin Hazirlanan Buyime Ortami Bilegenleri
Hucreler 37 °C’ de, % 5 CO2 ve % 95 havadan olusan bir atmosfer ortaminda ¢ogaltiimigtir.

Alt kdltdr islemi igin, % 0.25 (a/h) tripsin - 0.53 mM EDTA c¢ozeltisi hicreleri gikarmak icin kullaniimigtir.
Hucreler 1:6 oraninda bir diger ortama tasinmistir.

Kullanilan ikinci hiicre hatti AtT-20 ise, Mus musculus hipofizinden turetilmis melanom hucrelerdir. Bunlar
kiglk yuvarlak ancak gevsek ve yapisik yapida hlcrelerdir. AtT-20 hicre hatti, F-12K segici ortami, at
serumu, FBS ve penisilin/streptomisin’in Tablo 2'de tarif edildigi UGzere birlestirimesiyle olusturulan
medyayla beslenmigtir.

Kultur Medyasi i¢in Kullanilan Final Derigimi
Malzemeler
Horse Serum 15 %
FBS 25%
Pen/Strep 1%
F-12K Selective Media g.s.p.

Tablo 2 AtT-20 Hucreleri igin Hazirlanan Bliylume Ortami Bilesenleri

Alt kaltir islemi AtT-20 hiicre kimeleri biyime ortami ile dolu baska bir petriye aktariimasiyla
saglanmistir. Bu nedenle, belirli bir alt kultir orani mevcut degildir. Hicreler kiimeler halinde yagamlarini
surdurdlebilmektedir.

% 5 CO2 ve % 95 havadan olugsan atmosferik ortam, 37 °C sicaklikta AtT-20 hdcrelerinin bayimesi igin
gerekli kosullardir.
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2.3. RNA Eldesi

Hiicre hatlarindan RNA elde etmek amaciyla, intron Biyoteknoloji’den alinan “RNA - spinTM Toplam RNA
Ozltleme kiti [ Hicre / Doku igin ] (Kat. No: 17211)” kullaniimistir. N2a hiicre hatti icin, T- 75 flasklarinda
asin kiltirlenmis hiicreden, 0.5 mL’lik 4 tiip elde edilir. Ote yandan, AtT-20 hiicre hattinin RNA eldesi igin,
T-75 flaskindan elde edilen hiicreler sadece bir tiipte toplanir. Daha sonra kit igeriginde yer alan protokol
takip edilir.

2.4. DNase Muamelesi

RNA icindeki genomik DNA’y1 kaldirmak amaciyla “Invitrogen Ambion DNA-free™ (Kat. No: AM1906)” Kit
ile yukarida elde edilen toplam RNA’'ya DNAse muamelesi uygulanir. Kit igcindeki protokol takip edilmistir.

2.5. Toplam RNA i¢in Agaroz Jel Elektroforez

Toplam RNA'lar DNase muamelesinden sonra, % 1'lik agaroz jel iginde yulratilerek bantlar
gorintilenmigtir.

2.6. cDNA sentezi

Q-RT-PCR deneylerinin en 6nemli adimi olan cDNA sentezi igcin Thermo Scientifics'in “RevertAid First
Strand Synthesis Kit (Cat. No: K1622)"i kullaniimistir. Kit icinde bulunan “random hexamer” primerleri tim
RNA molekiillerine ¢arpar hepsinin ¢ogalmasini saglayabildigi igin rastgele prime edilmis bu heksamerler
tercih edilmigtir. Kitin icindeki protokol takip edilmistir.

2.7. Primer Tasarimi

Her iki hicre hattinda da fare turinden tlretilmis oldugu icin primerler, Mus musculus genomu referans
alinarak tasarlanmistir. Kullanilan primerlerin sekanslari Tablo 3’te belirtilmistir.

21



Tablo 3 Primer Sekanslari

Gene Direction Primer Sequence Prqduct
Name size
F5-3 CCCAGCTCATGACCGACTTT
Bail 192
R5- 3 TGGACACATTAGCTGGCAGG
F5-3 CTGCCTGGCCTTGATAACTC
Bai3 164
R5—-3 TCGTGCAGATGCTCTTATTGTG
F5—-3 TTGCCTTGTGATCCTCTTTCCA
Casr 199
R5—- 3 TCATGTAGAGACTGCCCGAGA
F5—3 GAGTGTTAGCGATGCCTTGG
Crhrl 156
R5- 3 GTGCCACAGTGCTGATGAAA
F5—-3 AAGAGAGTCACTTCCCCAGC
Fzd10 159
R5—-3 TGTTTTGCTAGGGAGAGGGG
F5—-3 ATGTCAGCTGCCCCTGGTA
Glp1r 329
R5- 3 AGGTGGATGTAGTTCCTGGT
F5—-3 GCTGGTTTCCATCAAGCAAG
Glp2r 268
R5—-3 GTGTCTGTAGGCCCTTCCTG
F5-3 ATTTGTCCCCACAGCCCAAT
Gprll3 97
R5—3 GACCAGCACTGATTCCCCTT
F5—-3 CTCCCGATTGTCTGTGAGGT
Gprll6 262
R5—3 TGGAGAATTGAAGGTTGAACAATGG
F5—-3 ACCTACTGCTTTCAGGCACC
Gprl33 232
R5—3 TGAGTGCTACACACCTGGAC
F5-3 TCACTACCTGCTTCGCAGTG
Grml 233
R5—3 GCCGTTAGAATTGGCGTTCC
F5—-3 CTTCGGATGGGGTTCTCCAG
Sctr 106
R5—3 CCAGATGGAAGCGTTGGAGT
F5—3 CAAGGTCATCCATGACAACTTTG
GAPDH 496
R5—-3 GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
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2.8. q-RT-PCR

cDNA'lardan 1:10, 1:100 ve 1:1000 oraninda elde edilen (g fakli derisim numunelere bagh RNA varhigini
dogru hesaplamak adina, her iki hiicre hattindan elde edilen 6rnekler i¢in de ayni sekilde hazirlanmigtir.
Elde edilen RNA’nin yaklasik % 20’si ters transkriptaz reaksiyonu sirasinda cDNA'ya donugstaralur. Sekil
21'deki gibi, her 6rnek derisimi bir bos sablon kontrol 6rnegi (NTC) ile birlikte hazirlanmistir.

N2a L0 1100 1:1000
110 110 1107 NTC | 1:1000 1:1000° 1:1000° NTC

1:100  1:100° 1:100" NTC

Sekil 21 g-RT-PCR igin N2a érneklerinin hazirlanmasi

Ana bilesenlerin oldugu karisimi hazirlamak igin, Roche marka FastStart Evrensel SYBR Green Mix (Kat.
No: 04 913 850 001) kullanilmistir. Ana karisimimin bilesenleri Tablo 4 gorildigu tGzere hazirlanmigtir.

Tablo 4 g-RT-PCR Ana Karisiminin Bilesenleri

Bilegenler Kuﬁiarn-:-liajﬁ i\cllj::tar
SYBR green mix 9.7 uL
Nuclease free water 11.3 uL
Forward primer 0.5 L
Reverse primer 0.5 L
Total 22 uL

22 pL olarak hazirlanan ana karigsima 3 pL cDNA ilave edildikten sonra, 25 yL i¢ceren reaksiyon tipleri
QIAGEN cihaza yerlestirilir. Bunun icin iki asamali reaksiyon Tablo 5’teki gibi tasarlanmistir:
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Tablo 5 Q -RT -PCR deneyi igin 2 adimli tepkime kosullari

95 °C 10 min Hold
95 °C 15 sec
40 cycles Annealing
60 °C 45 sec
50°C-99°C Melting
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Bulgular ve tartisma/sonug

3.1. Mikrodizi Veri Analizi Sonuglari

GEO2R’dan alinan en yiiksek ekspresyona sahip 250 gen incelemesinde N18 ve At- T20 hiicre hatlarina
ait veri setlerinin karsilastirimasiyla elde edilen ilk analiz sonucunda, Sekil 22'de gorilen gen profili elde
edilebilmektedir. Ancak GEO2R yazilimi yeni oldugundan bu genler arasinda se¢im yapabilmeyi ya da
analiz sonucunda elde edilen genler arasinda seg¢im yapabilme olanagi saglamamaktadir. “XM_" koduyla
baslayan genler yapay olarak olusturulmus gen kodlaridir. Yuksek kirmizi barlar AtT-20 hucre hattinda
eksprese edilen dort ayri numunedeki geni gostermektedir. Ancak, bu galismada hipotez edilen aday
genler icin detayh analiz BRB Dizi Araglari analizinden sonra ayrintili olarak ortaya konmustur.

Sekil 23'te gorilen mikro-dizi analizi ham sonucu daha sonra Microsoft Excel'in diseyara islevini
kullanarak, genler 6nem sirasina goére segcilip Tablo 7'de oldugu gibi belirlenmistir.

1D adj.P.Val P.Value t B logFC GB_ACC SEQUENCE

FNWM_009022P01390  1.28e-184 1.78e-189 294 422 7.0 NM_009022 TGCAAGCTGGGACAG..
» XM_973193P00843 7.74e-164 2.15e-168 277 74 6.61 XM_972193 TGATCATAAGAGCAC...
¥ NM_010910P01279  9.86e-161 4.11e-165 274 366 6.54 NM_010910 GCTCAGTTTCACCAG..

GEEZ5301/NM_010910P01273

o = o
——
————

GEMBISAEE ——
—

GSMESS472
GSME35473
GSME35474 B
GSME3S47S b
GSME35464
GEME3I54E5
GSME35467

M1g AT20

expression value

PNM_145629P01944 116152 6.46e-157 267 348 6.37 NM_143629 GATGACAAGCACAATA..
FNM_133729P01279  2.78e-141 1.93e-145 257 kvl 6.13 NM_133729 CTGTTTGTCTATGATA. .
P NM_026286P00304  1.12e-131 9.30e-136 248 209 592 NM_026286 TATCAACCGCCAMAT...
FNWM_010910P00926  3.3%e-123 3.30e-127 24 278 573 NM_010910 AGCCGCTTCACCGT...

Sekil 22 GEO2R’da top 250 gen listesinden 6rnek
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Disolay the data GSM635464 GSMB354 GSME354 GSM6354 GSM6E354 |Rank Mean T-test Fold
g_p_\; _250443A01 65_25044 66 25044 67 25044 72_25044 Change

1 |UniguelD T4 wa nn1 W aans v anns v lanaa v sand - = =L -
_2 |NM_175642.4 515733888 5.21E+08 -L.1E+09 4.96E+08 3.81E+08 1 455125 B.50250E-19 4.5513
_ 3 |XM_134865P01343 515643136 4.95E+08 4.45E+08 5.1E+08 2.49E+08 2 415125 B.50250E-19 41513
_4 |XM_138105P00228 515633536 5.06E+08 4.22E+08 4.92E+08 1.95E+08 3 3.234854 B.50250E-19 3.2349
5 |NM_177218P01390 515515392 5.17E+08 -9.9E+08 4.91E+08 -1.2E+09 4 2.334854 8.12325E-19 2.3349
_ 6 |NM_030024P00173 515461248 4.87E+08 -9.9E+08 4.68E+08 2.66E+08 5 2.231258 4.40700E-19 2.2313
_ 7 |NM_001029837P03556 | 515438848 -9.2E+08 A4.54E+08 5.13E+08 3.65E+08 6 2.134112 4.11820E-19 2.1341
_ 8 |NM_011475P00397 51536606560 5.13E+08 -9.9E+08 5.16E+08 -1E+09 7 2.030975 6.41347E-19 2.0310
9 |XM_901555P01106 515143808 4.91E+08 -9.9E+08 5.09E+08 -1.1E+09 8 1.994854 6.34789E-19 1.9549
10 |NM_003026P00742 515123456 5.04E+08 4.25E+08 -1.1E+09 1.8E+08 9 1.594854 4.50250E-20 1.9549
(11 |NM_013654P00285 515075968 5.21E+08 4.49E+08 -9.2E+08 3.56E+08 10 1.936755 4.50250E-19 1.9368
(12 |NM_007812P01723 515038464 5.21E+08 4.54E+08 -9.2E+08 -1.1E+09 11 1.934854 7.50250E-19 1.9349
(13 | XM_125475P04733 514510336 4.99e+03 4.54E+08 5.02E+08 2.65E+08 12 1.932485 6.50250E-19 1.9325
(14 |NM_023849P02447 514276352 5.15E+08 4.54E+08 5.13E+08 -1.6E+08 13 1.916792 5.04570E-19 1.9168
(15 | XM_839395P00424 514115072 5.19E+08 4.39E+08 4.01E+08 -1.2E+08 14 1.911585 2.50250E-19 1.9116
(16 | XM_205276P04133 514074624 -9.2E+08 4.53E+08 -9.3E+08 2.71E+08 15 1.903877 2.50250E-19 1.9039
(17 |NM_053217P02356 514068224 5.21E+08 4.54E+08 5.19E+08 3.87E+08 16 1.900877 2.50250E-19 1.5009
18 |NM_193422P00470 513745408 5.21E+08 4.54E+08 5.14E+08 3.89E+08 17 1.894854 2.50250E-19 1.8549
19 | XM_488314P00236 513670784 5.17E+08 4.54E+08 5.19E+08 3.89E+08 18 1.890695 2.50250E-19 1.8907
20 |NM_175485P06491 513590016  5.1E+08 4.23E+08 5.16E+08 3.206E+08 19 1.890129 2.50250E-19 1.8901
21 | XM_486268P05198 513438576 5.03E+08 4.19E+08 4.61E+08  2.9E+08 20 1.884854 2.50250E-19 1.8849
22 |NM_023814P01904 513396730 5.21E+08 4.54E+08 5.12E+08 -1.1E+09 21 1.881345 2.50250E-19 1.8813
23 |NM_007988P03016 513310720 5.21E+08 4.54E+08 5.19E+08 3.54E+08 22 1.880347 2.50250E-19 1.8803
24 | XM_148862P00054 513168384 5.02E+08 4.13E+08 5.07E+08 3.42E+08 23 1.880046 2.50250E-19 1.8800
25 |NM_172454P01022 512354112 5.21E+08 4.51E+08 5.15E+08 -1.1E+09 24 1.879835 2.50250E-19 1.8798

Sekil 24'te, N18 hicre hattiyla kiyaslandiginda farkli olarak eksprese edilen genler, orta diyagonalin
altinda kalan AtT-20 hiicre hatti tarafinda oldugu gorilmektedir. BRB ArrayTools analizi neticesinde
olusturulan dagihm ¢izim grafigi detayli sonuglar vermistir. Her bir nokta bir geni temsil etmektedir. Yine
tiklandiginda genlerin bilgilerine

Sekil 24'teki

Sekil 23 BRB ArrayTools Veri Analizi Sonucunda Elde Edilen Ham Veri

ornekte gorilebilecegi

Uzere bu noktalarin Uzeri

ulasilabilmektedir. Mikrodizi veri analizi tamamlandiktan sonra segilen genler agagidaki gibidir:

T e e
Reset

X aas AtT-20cell

Plot --

Gene Information

Unique ID | Clone ID

NM_175642| ()

10

Accession
QB80ZFs

Symbol
Bai3

v Yaxs Ni8cell v
Please nght-click on the plot to explore more.

Enterez ID

377

X axis
12817

Sekil 24 Serpme Cizim Grafigi
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Tablo 6 Nihai Gen Listesi

Bai3 | ENSMUSGO00000033569 _ Brain-specific
angiogenesis inhibitor 3
Glp2r | ENSMUSG0000004992¢ | Clucagon-like peptide 2
receptor
Fzd10 | ENSMUSGO00000081683 | ' nzZled homolog 10
(Drosophila)
Gprlle | ENSMUSG00000056492 G protein-coupled
receptor 116
Bail | ENSMUSGO00000034730 _ Brain-specific
angiogenesis inhibitor 1
Gpri33 | ENSMUSG00000044017 G protein-coupled
receptor 133
Gpril3 | ENSMUSG00000067642 G protein-coupled
receptor 113
Glpir | ENSMUSG00000024027 | Clucagon-like peptide 1
receptor
Sctr ENSMUSG00000026387 Secretin receptor
Casr ENSMUSGO00000051980 | Calcium-sensing receptor
Crhrl | ENSMUSGO00000018634 | Corticotropin releasing
hormone receptor 1
Grml | ENSMUSG00000019828 Glutamate receptor,
metabotropic 1

Mikrodizi analizinin son agsamasi olarak elde edilen genlerin hangi yolaklarla iligki olugunu tespit etmek
amaciyla yine web tabanh bir yazilim olan KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Yolak

Analizi kullaniimigtir. Sekil 25’'de gorulecegi tzere iki iligkili yolak bulunmustur:

» Noroaktif ligand-reseptor etkilesimi (Sekil 26)

* Uzun sureli depresyon (Sekil 27)
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en ioinfoanderbiftedu/webgestalt/ntdocsffinal KEGG fle_1376927252hm

Mirimum: 2

User data and parameters: User data; textireallpload.tit, Organism; mmusculus, 1d Type: gene_symbal, Ref Set: entrezgene, Significance Level: Top10, Statistics Test: Hypergeometnic, |

IThis table lists the enriched KEGE pathways, number of Entrez IDs i yaur user data set for the pathway, the comespanding Entrez I0s, and the statistcs for the enichment of the pathwz
statistce column lsts the number of reference genes in the categary (C), number of genes in the gene set and also in the categary (0], expected number in the category (E), Ratio of ennc
value from hypergeometric test (rawe), and p value adjusted by the multiple test adjustment (adjP). Finally, the pathway name is inked to KEGG where the user ids are highlighted, the nt
gene ids s fnked to a table with information about the user ids, and the Entrez 105 are inked to Entrez Gene

\Neuma[twe ligand-receptor mteraction

[5 14815 12921 14532 319209 138%

HC=277;0=5;E=0.06;R=87.04‘,rawP=1.87e-09,‘adJP=3.74e-09

\Long-term depression

o s 12921

HC=72‘,O=2‘,E=U.01‘,R=133.94‘,rawP=1.00e-04;ade=1.0Ue-04

Sekil 25 KEGG yolak analizi sonucunda ortaya ¢ikan iki iligkili yolak
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Sekil 27 Uzun sireli depresyon

3.2. g-RT-PCR Sonuglari

g-RT-PCR deneylerinin verimlilik hesaplari Rotor-Gene Q Serisi Yazilimi tarafindan gergeklestirilmigstir.

Standart egri lizerinde ifade edilen R? bir g-RT-PCR reaksiyonundaki degiskenlik oranini tarif eder. R?
degeri 1 ulastiginda, reaksiyon degiskenleri azalir ve bu daha iyi bir reaksiyon elde edildigi anlamina gelir.

Ct degeri déngudeki esik degeridir, floresan miktarindaki tespit edilebilir artigtir.

Erime egrileri olarak, Tm degerleri, olusturulan DNA 8rneginin uzunluguna baghdir. Farkh sicaklhklardaki
farkli grafik zirveleri, farkli DNA 6rneklerini gbstermektedir.

Livak ve Schmittgen calismasinda tarif edildigi gibi; nispi degisikliklerin hesaplamak amaciyla, 2-24Ct
formula kullanilir (2001).

3.2.1. Bai 3 geni i¢in sonuglar

Sekil 28°'deki numuneler, Bai3 geni i¢in kantitasyon grafigi ve erime egrisi renk temsil edilmektedir.
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HID |Name |T5l|:|e |
1| n2a-baid Standard
2| n2a-bail Standard
B :reabaz Standard
B ¢ n2abaiz Standard
5| n2a-baid Standard
| E Standard
B e NTC
8 nZa-gapdh Standard
- 9 n2a-gapdh Standard
- 10| n2a-gapdh Standard
- 11 n2a-gapdh Standard
- 12 nda-gapdh Standard
13 nZa-gapdh Standard
14| ntc HTC
15 att20-baid Standard
16| att20-baid Standard
17| att20-bail Standard
18 att20-baid Standard
13| att20-bail Standard
| Standard
T NTC
I 22] stt20-gapdh Standard
B 23] st20gapdh Standard
B 24 a20gapdh Standard
B 5 =i20gapdh Standard
B 5 =t20gapdh Standard
B =7 st20gapdh Standard
28| ntc HTC

Sekil 28 Orneklerin renk anlamlari

N2a hiicre hattindan alinan 6érnekler ve NTC 6rneklerinden gelen florasan miktari sinyalleri 10 siklus
icinde sifira ulasirken, AtT-20 hicre hattindan alinan érneklerdeki florasan miktari sinyalleri bir nokataya

kadar artis gostermis ve sabitlenmistir (Sekil 29).

2 5 10 18 20 35 40
Cycle

12
Threshold

Worm. Fiuoro,

Sekil 29 Bai3 geninin kantitasyon grafigi

Sekil 30’da goriilen Bai3 geninin erime egrisinde, iki adet tepe noktasi gézlenmistir. ilk zirve 78° etrafinda,
AtT-20 Bai3 numunelerine aittir. Bu tek benzersiz tepe vardir tim AtT-20 orneklerinden orantili olarak
Uretilmis Bai3’e ait bir Grlin oldugu anlamina gelmektedir. N2a ve AtT-20 hilcre dizilerinin her ikisinden de
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elde edilen tim numuneler 87° civarinda ikinci bir tepeye ulagsmistir. GAPDH geni, bu tek benzersiz trlin
icin uygun sicakliktir ve yine tepenin tek olmasi trlnin tek bir tane oldugu anlamina gelmektedir.

100

Sekil 30 Erime Egrisi Grafigi

Bai3 gen icin standart egri ornek ciftleri, konsantrasyonlar vasitasiyla birbirine yakin oldugunu
gostermektedir. Sekil 31°de gorilecegdi Gizere, konsantrasyon seyreltileri basarili bir R degeri vermistir. Bu
deger, Pearson katsayisi, verilerin bir gizgi lzerinde ne kadar iyi dagildigini veya egrinin ne kadar iyi
dagildigini goésteren degerdir. Degeri 1’e yaklastik¢a, veriler egriye daha iyi oturmus demektir. Burada, R
degeri 0,9778290 oldugunu goérlyoruz. Bu seyreltmelerin basaril bir sekilde yapildigini géstermektedir.
Bu g-RT-PCR calistirmalarinin igin etkili sdylemek amaciyla, verim degeri egimi ( -3,6 , -3,3 ) araliginda
olmalidir, (% 90-100). Verim mikemmel vadede % 100 ise,10 kat seyreltme durumunda, CT degerleri
nedeniyle her degisim igin 2-kat degisime gosterecek ve egim 3,3 degerle birbirinden ayrilacaktir. Egim -
3,6 altinda ise, o PCR deneyinin zayif etkinlige sahip oldugu disunulebilir. Bu deneyde edim -6,35
¢ikmistir, yani standart egrinin egimi bu q - RT - PCR ¢alismasi igin verimliligin distk oldugu anlamina
gelir. Ayni zamanda, 0,43 yani E degeri olarak da belirtilir. Bu verimliliin % 43 oldugu anlamina
gelmektedir. Bu hassasiyet gosteren durumlarda, oldukga yiliksek miktarda ¢ogaltan kopyalarin kalitesinin
dismesi nedeniyle olabilir. Muhtemelen sapmaya neden olan bir alt u¢ deger bulunmaktadir. Eger bu
deger g6z ardi edilirse, daha verimli standart edri elde edilebilir.

BIF S T Cycling A.Green (Page 1):
L e T P ERCETPRPEPRPLES B ECLRTTEEEEEEE SERERERRE R=0,88290

T D S S s A RA2=0,96609
el Tl O A | m=s5,385
EYE S [ .| B=8D,111

. S ___.| Efficiency=043

CT

= i =i
10% 1§ 10%° 1d 107
Concentration

Sekil 31 Bai3 genin standart egri grafigi
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Sekil 32°de, agaroz jel elektroforezi sonucunda Bai3 gen drlnleri gérilmektedir. Numunelerin yukleme
bilgileri Tablo 8 bulunmaktadir. Agaroz jel elektroforez sonuglarina goére, iki ayri bantlari gérmekteyiz.
Dustuk kitleye sahip bant 150 cizgisi lizerinde ve bliylk ktleye sahip riin ise 500bp c¢izgisi civarindadir.
Bai3 159bp-irin verirken, GAPDH geni igin tasarlanan primerler 496bp-uriin vermelidir. Sonuglar teorik
bilgiyle miikemmel olarak értismektedir.

L 123 45678L123456 78L

Sekil 32 Agaroz Jel Gorintisu

Tablo 7 Agaroz Jele Yiiklenen Orneklerin Sirlamasi

Product
Sample Number Sample Name Length (bp)

1 1:10 dilution AtT-20 GAPDH product ~ 500
2 1:100 dilution AtT-20 GAPDH product ~ 500
3 1:1000 dilution AtT-20 GAPDH product ~ 500
4 NTC of AtT-20 GAPDH product -

5 1:10 dilution AtT-20 Bai3 product ~150
6 1:100 dilution AtT-20 Bai3 product ~150
7 1:1000 dilution AtT-20 Bai3 product ~150
8 NTC of AtT-20 Bai3 product -

1 1:10 dilution N2a GAPDH product ~ 500
2 1:100 dilution N2a GAPDH product ~ 500
3 1:1000 dilution N2a GAPDH product ~ 500
4 NTC of N2a GAPDH product -

5 1:10 dilution N2a Bai3 product ~150
6’ 1:100 dilution N2a Bai3 product ~150
7 1:1000 dilution N2a Bai3 product ~150
8 NTC of N2a Bai3 product -
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3.2.2. Segilmis Gen ifadelerindeki Kath Degigim

Kath degisim grafigi "GraphPad Version 6.02" lzerinden yapilandiriimistir. GAPDH geni goreceli gen
ekspresyonu hesaplamalar ic¢in kullaniimigtir. 12 genin kath degisimi karsilastinildiginda; Bail, CaSR,
Fzd10, Glplr, Glp2r, Gprll6, Gprl33, Grm1l ve Sctr genlerinin mikrodizi veri analizine uygun olarak AtT-
20 hicre hattinda farkli olarak ifade edildigi gézlenmistir. Sekil 33'de kirmizi yildizla vurgulanan genlerden
Bai3, Crhrl ve Gprll3 beklendigi gibi sonuclar vermemistir. Bai3 ve Crhr1 genleri N2a ve AtT-20 hiicre
hatlarinin her ikisinde de eksprese edilmistir. Ote yandan, Gpr113, ilging bir sekilde N2a hiicre hattinda
ifade edilirken, AtT-20 hlicre hattinda eksprese edilmemistir.

* [ AT-20
o 1
Y B3 N2a
=4
g
o
=
o
[
1-
ol | Gl &l &
e‘$ 0‘5& o"é 5‘0

* x

Gene Name

Sekil 33 Segili Genlerdeki Katl Degisim Grafigi (mean + SEM from N2a cell line and AtT-20 cell line
per gene group, p < 0.001)

Mikrodizi verileri ilk alindidinda veri setinde yaklasik olarak 72000 GPCR ve GPCR ilgili iligkili gen
bulunmaktaydi. Mikrodizi verileri kati deliller olarak kabul edilemeyeceginden, saglama g-RT-PCR
deneyleriyle gergeklestiriimistir.

Mikro-dizi ¢alismada kullanilan hicre hatti olan N18 fare néroblastom ve sigan glioma melez bir hiicre
hattidir. Ancak, g¢alismalarda ortaya kondugu tzere CART yanit vermeyen hicre hatti N2a ve HEK293
hicre hatlandir. Ancak hicrelerin yine fare genomu icermesi durumu olumlu kilmistir. Bu calismayi
gerceklestirmek ve hicre hatlar arasinda bir karsilastirma yapabilmek icin, elde edilen mRNA’larin bir
organizmadan elde edilmis olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, Mus musculus N2a ve AtT-20 hiicre hatlari
tretiimesi nedeniyle kullaniimistir. HEK293 hicre hatti, CART’a yanit vermeyen hicre hatti olmakla
beraber, insandan turetilmisti. Bu nedenle, uygun bir karsilastirma icin AtT-20 hlcre hattina uygun

degildi.

Sonug olarak, mikrodizi verilerinden farkh sonuglar verdigi belirlenen G¢ gen Bai3, Crhrl ve Gprll3
CART’In reseptor adayl olmak igin uygun degildir. Fakat kalan 9 gen CART reseptori adayr olmaya
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devam etmektedir. Ayrica, bu aday genler yolak analizinde CART ile iliskili yolaklarda bulunmaktadir. Bu
da CART reseptori olma ihtimallerini giclendirmektedir.
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Ekler

Sekil E1 Casr geninin kantitasyon grafigi
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Sekil E2 Erime Egrisi Grafigi Casr
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Sekil E3 Crhrl geninin kantitasyon grafigi
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Sekil E4 Erime Egrisi Grafigi Crhrl
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Sekil E6 Erime Egrisi Grafigi Fzd10
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Sekil E7Glplr geninin kantitasyon grafigi
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Sekil E8 Erime Egrisi Grafigi Glplr
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Sekil E10 Erime Egrisi Grafigi Glp2r
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Morm. Fluoro.
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Sekil E12 Erime Egrisi Grafigi Gprl113
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Sekil E13 Gprll6 geninin kantitasyon grafigi

40

35
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Sekil E15 Gprl33 geninin kantitasyon grafigi
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Sekil E16 Erime Egrisi Grafigi Gprl133

45



Narm. Flugra.
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Sekil E18 Erime Egrisi Grafigi Grm1
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Horm. Fluero,
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Sekil E19 Sctr geninin kantitasyon grafigi

Sekil E20 Erime Egrisi Grafigi Sctr
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Proje Ozet Bilgi Formu, sonug raporunun son sayfasi olarak eklenmelidir.
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