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Ozet: 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz/A™* izomeraz (3B-HSD) plasental steroidogenesiz’de kilit enzim olarak
kabul edilir. Steroid hormonlarin olusumu igin, pregnenolon A5 ve A4 sentez yollarinda kullanilan 3f-
hidroksisteroid dehidrogenaz/A>* izomeraz (3p-HSD)’a ihtiyag duyar. Calismanin amaci, hedef genin, bir
okaryon vektor iizerinde klonlanmasiyla prob elde edilmesi ve in situ hibridizasyonda kullanilabilirliginin goste-
rilmesidir. Bu amagla total RNA izolasyonundan sonra RT-PCR yapildi. DNA bantlar1 agaroz jelden ayrilarak
saflagtirildi. 3HSD-DNA’larin E.coli susuna transformasyonu tamamlandiktan sonra 3BHSD insert igeren vek-
torden Ncol ve Notl restriksiyon enzimleriyle kesildi. DIG-isaretli cRNA’larin transkripsiyonu sonrasinda in situ
hibridizasyon yapildi. Spesifik boyanmalar tek nukleuslu trofoblast hiicrelerinde gozlenirken negatif kontrol
grubunda boyanma gozlenmedi. Sonug olarak bir 6karyon vector iizerinde, hedef gen klonlanarak steroidogenik
enzimlerin belirlenmesinde kullanilmak iizere, in situ hibridizasyon teknigi i¢in oldukca spesifik prob’lar elde
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: 33-HSD, plasenta, in situ hibridizasyon.

A Key Enzyme in Placental Steroidogenesis: Detection of 3p-Hydroxysteroid
Dehydrogenase/A>* isomerase (3-HSD)’1n With Cloned Probes on Eukaryotic Vector

Abstract: 3p-hydroxysteroid dehydrogenase/A’* isomerase (3p-HSD) is a key enzyme in placental
steroidogenesis. To form steroid hormones, pregnenolone requires enzymes 3pB-
hydroxysteroiddehydrogenase/A** isomerase (3p-HSD), which belongs to the A5 and A4 steroidogenic path-
ways. The created probes will help to identify the molecular basis of enzymes which play a role in steroidogene-
sis. Therefore, the objective of this study was to develop probes with cloning the target gene on a eukaryotic
vector. Total RNA was isolated and RT-PCR was performed. DNA bands were extracted from agarose gel and
purified. 3HSD-DNAs were transformed on E.coli strain. Vector containing 3BHSD insert were digested with
the restriction enzymes Ncol and Nodl. In vitro transcription of the DIG-labelled cRNA was carried out by using
DIG-RNA labelling mix. In situ hybridization was carried out with the probes. Specific staining was observed in
uninucleated trophoblast cells where as negative control was negative. In conclusion, specific probes were gen-
erated with cloning the target gene on a eukaryote vector, whic are sitable for detection of steroidogenic enzymes
with in situ hybridization.
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Giris

3B-hidroksisteroid dehidrogenaz/A™*
izomeraz (3f-HSD) steroid hormon sentezinde
kilit enzim olarak kabul edilir ve **"* disilerde
reprodiiktif fonksiyonlar1 kontrol eden, cinsiyet
karakterini belirleyen progesteron ve Ostrojen
gibi hormonlarin sentezinde ¢ok Onemli rol
tistlenmektedir .

Steroid hormon sentezi, kolesteroliin si-
toplazmada P450scc’in  (P450 side chain
cleveage enzyme) enzim reaksiyonuyla baglar
ve prekiirsor madde olarak acgiga ¢ikan
pregnenolon, endoplazmik retikulumda bulunan
enzimlerin reaksiyonlariyla steroid hormonlara
doniisiir™'°. A4 sentez yolunda pregnenolon
3B-HSD enzimiyle progesterona cevrilir. Diger
taraftan A5 sentez yolunda ise P450c17a (17a-
Hydroxylase C17/20 lyase) pregnenolone’u
dehydroepiandrosteron (DHEA)’ cevirirken, 3f3-
HSD ise DHEAu androstenedion’a ¢evirir.

Inek plasentasinda yapilan c¢alismalara
gore 3B-HSD enzim aktivitesi karunkel’e gore
kotiledonlarda daha yiiksek bulunmustur.
Kotiledonda gebeligin 7. ayinda yapilan aktivite
6l¢timii 150,6 + 5,8 pmol /mg"’yken, 8. gebelik
ayinda aniden diismektedir''.

Steroidogeneziste dnemli rol oynayan en-
zimlerin hiicresel lokalizasyonlar1 ve steroid
hormonlarin nasil kontrol edildigine ait bilgi
edinmek énemlidir®. Son yillarda yapilan cals-
malarda antikor tretimine onem verilse de, do-
ku spesifik antikorlarin iretilmesi, ¢alismalar
icin yetmemektedir. Doku bazinda ilgili
RNA’larin belirlenmesi i¢in ticari hazirlanan
bazi prob’lar sonu¢ vermemektedir.

Bu c¢alismada, rekombinant gen teknoloji-
si kullanarak hedef gen bolgelerinin bir bakteri
susunda c¢ogaltilmasi ile hazirlanan 3B-HSD
RNA prob’larmin iretilebilmesi ve in situ
hibridizasyon ¢alismalarinda kullanilabilirligi-
nin gosterilmesi amacglanmigtir.

Materyal ve Metod

Doku érneklerinin toplanmasi ve sak-
lanmasi

Plasentomlar saglikli 3 inekten sezaryen
operasyonu sirasinda c¢ikartildi. Karunkel ve
kotiledon manuel olarak ayrildi ve total RNA
ekstraksiyonunda kullanilmak iizere sivi azotta
sok dondurma yapildiktan sonra -80°C’de sak-
land1. In situ hibridizasyon ¢alismasi i¢in doku-
nun kalan kismi % 4 paraformaldehitte fikse
edilerek saklandi.

Total mRNA izolasyonu

-80°C’de saklanan doku parcalar1 azot
icinde doku tozu haline getirildi. Total mRNA,
Trizol (Invitrogen, Karlsruhe, Almanya) iginde
ile Ultra Turrax T25 (IKA-Werke GmbH and
Co K@, Staufen i. Br., Almanya) ile homojenize
edilen dokulardan elde edildi. 200pul kloroform
eklenerek, 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Toplanan supernatant izopropanol ile
karistirilarak -20°C’de 30 dakika bekletildi ve
14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan
pelet 500u1 70%’1ik etanol ile yikanarak 140000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelet 37°C’de
30 dakika kurutuldu. 50pl otoklavlanmis distile
su eklenerek 70°C’lik su banyosunda 10 dakika
bekletildi. 1.25p] RNaz-Inhibitor (Fermentas)
eklenerek spektrofotometrik dl¢iimle RNA kon-
santrasyonu hesaplandi.

RT-PCR

Uretici firmanin nerisi dogrultusunda 10
ng total RNA ve 8.5 ul RT-soliisyonu hazirlana-
rak cDNA-ssentezi yapildi (GeneAmp RNA
PCR Kit Perkin Elmer, Foster City, CA, USA).
Tek basamakli reverz transkriptaz program kul-
lanildi (8 dakika 21°C’de, 15 dakika 42°C’de, 5
dakika 99°C’de, ve 5 dakika 5 °C’de). Sonraki
asamada 10 pl cDNA ve 40-ul reaksiyon soliis-
yonu kullanilarak PCR yapildi. Reaksiyon so-
lisyonu 1 pl primer-mix (forward ve reverse;
her biri 15 pmol/ul), 0.25 ul Amplitaq Gold
DNA polimeraz (5 U/ul), 2 11 MgCl, (25 mM),
4 pl 10x PCR-buffer (500 mM KCl, 100 mM
Tris-HCl) ve 32.75 ml otoklavlanmig distle su
kullanilarak hazirlandi. Baslangi¢ denaturasyon
i¢cin 95 °C’de 10 dakika ve takibinde 94 °C’de 1
dakika denatiirasyon, 62 °C’de 1 dakika primer
baglanmasi, 72 °C’de 1 dakika uzama igin 39
dongii olacak sekilde PCR programlandi. Son
uzama i¢in 72 °C’de 10 dakika rekasiyonu ile
PCR tamamlandi. 3B-HSD igin spesifik bantlar
ethidium bromid’le boyanmis 1.5%’lik jel
elektroforezden sonra UV altinda goriintiilendi.
Kullanilan spesifik oligonukleotid primerleri
Tablo 1°de verilmektedir.

Agaroz Jel Ekstraksiyonu

DNA bantlari jelden UV 151k altinda kesi-
lerek ayrildi ve QIAEX II @ Gel Extraction Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kiti kullani-
larak  saflastirildi.  Agarozdan  armdirilan
DNA’lar pGEM-T vector (Promega,
Heidelberg, Almanya) ile ligasyon yapildi.



Tablo 1. RT-PCR’da kullanilan ve 38-HSD
icin spesifik primer listesi
(EUROGENTEC S.A.), Belcika

Table 1. Primers used in RT-PCR for detec-
tion of mRNA specific for 38-HSD
(EUROGENTEC S.A.), Belgium

5 ... CTT-GCT-GTA-TGG-GTA-TGG-AG............... 3 (3R-HSD rev)

5 CTG-CTG-GGA-GGA-GAC-ATT-C.......ccve. 3’ (3 B -HSD for)

Ekspresyon Vektore 3HSD ¢cDNA’nin
Transformasyonu

100ul XL1-Blue Escherichia coli susuna
1.7ul B-Merkaptoethanol eklenerek 10 dakika
buzda inkiibe edildi. 10pl DNA XL1-Blue
Escherichia coli susuna transforme edilerek
(Stratagene, Amsterdam, Hollanda) 30 dakika
buzda, 45 saniye 42°C’de ve tekrar 2 dakika
buzda inkiibe edildi. 0.9 ml LB-Medium karisgi-
ma eklendi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. 100 ul
transformasyon soliisyonu LB-ampicilin agar
plaklarina ekildi. Her bir plak 40ul IPTG ve 40
X-gal icerecek sekilde hazirland1 ve plaklar
37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Transforme edi-
len plazmidler beyaz koloni olarak topland: ve
45 ml LB-Medium icinde bir gece boyunca
37°C’de inkiibe edildi. Plazmidlerin saflastiril-
masinda Promega PureYield™ kiti kullanildi
(Promega GmbH Mannheim, Almanya).

3B-HSD igeren vektorler restriksiyon en-
zimleri Ncol (antisense cRNA) ve Notl (sense
cRNA) (New England Biolabs, Frankfurt, Al-
manya) ile kesildi. DIG-RNA isaretli karigim
(Boehringer Mannheim) RNA-polymerazlar1 T7
ve SP6 kullanilarak DIG-isaretli ¢cRNA’m in
vitro transkripsiyonu ile tamamlandi. T7 RNA-
polimeraz bagl problar negatif kontrol grubu
olarak, SP6 RNA-polimeraz bagli problar ise
pozitif kontrol grubu degerlendirmesinde kulla-
nild.

In Situ Hybridization

Spum  kesitler  (Menzel  Glaeser,
Braunschweig, Almanya) 10 dakika ksilen ve
dereceli alkol serisinden gegirilerek parafinden
temizlendi. Dokular proteinaz K (20 pg/ml) ile
30 dakika 37°C’de inkiibe edildikten sonra, 4%
paraformaldehyde icinde 10 dakika post-
fiksasyon yapildi. 20%’lik glycerol icinde
30 dakika boyunca pre-hibridizasyon yapildi.
Kesitler DIG-isaretli sense (T7) ve antisense
(SP6) cRNA problari ile inkiibe edildi. Her ikisi

de 1:100 oraninda olacak sekilde, 50% deionize
formamid, 10% dekstran sulfat, 2x SSC, 1x
Denhardt’s soliisyonu, 10 pg/ml salmon sperm
DNA and 10 pg/ml yeast t-RNA hibridizayon
soliisyonu i¢inde hazirlandi. Hibridizasyon
37°C’de bir gece boyunca yapildi. Post-
hibridizasyon yikamalarindan sonra doku 6rnek-
leri bir gece boyunca 4°C’de alkalin fosfataz ile
konjuge anti-DIG Fab-antikor (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Almanya) ile inkiibe
edildi. Boyama NBT/BCIP (KPL, MD, USA)
ile tamamlandi.

Bulgular

Calismada kullanilan 294 kb biiyiikli-
giindeki primer’lar RT-PCR ile basarili bir se-
kilde elde edilmis ve agaroz jelde goriintiilen-
migtir. Kullanilan yontem ile 3-HSD DNA’s1
E.Coli susuna transformasyonu gerc¢eklestirilmis
ve olusan kolonilerden restriksiyon enzimler
araciligiyla hedef DNA basartyla kesilerek 3[3-
HSD prob RNA’lar iiretilmistir (Sekil 1).

In situ hibridazyon’da kullanilan bu
prob’larla plasentada tek nukleuslu trofoblast
hiicrelerinde spesifik boyanmalar gdzlenirken
(Sekil 2), T7 RNA-polimeraz bagli problarla
yapilan negatif kontrol gruplarinda ise boyanma
gbzlemlenmemistir.
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Sekil 1:

E.Coli susundan restriksiyon enzimleriyle kesi-
len hedef genin agaroz jelde gériintiisii
Fig I:

Visualisation of the target gene on agarose gel
after digestion of restriction enzymes from
E.Coli strain
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Sekil 2:

Inek plasentasinda 3BHSD 'nin in situ
hibridizasyonla boyanma alanlart
Fig 2:

Stained cells with 3fHSD after in stu
hybridization on bovine placenta

Tartisma ve Sonug¢

3B-HSD igin spesifik RNA prob’lar ba-
sartyla iiretilmistir. Okaryon bir vektdrde hedef
gen bolgesinin klonlanmasi esasina dayanan
teknik, steroidogenesis mekanizmasinda dnemli
bir enzim olan 3B-HSD’nin belirlenmesinde
oldukca giivenilir bir metot olacagi diisiiniil-
mektedir.
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