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OZET

NonO/p54™™ PROMOTORUNUN KLONLANMASI VE FONKSIYONEL
ANALIZI
YUKSEK LiSANS TEZi
SEVGI BAYSAL
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(ES DANISMAN: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, MAYIS 2016

NonO/p54™ (Non-POU domain igeren octamer baglanma protein),
insanlarda NONO geni olarak kodlanan bir proteindir ve SFPQ, SPI1 ve androjen
reseptorleri ile etkilesimi  gdsterilmisti.  Son zamanlarda NonO/p54™nin
paraspeckles olarak adlandirilan yeni bir niikleer domainin bileseni oldugu
belirtilmistir. Paraspeckles memeli hiicrelerinin interkromatin bolgesinde bulunan alt
niikleer govdelerin nispeten yeni bir sinifidir. Boylece paraspeckles ve onun
bilesenleri farklilagsma, viral enfeksiyon ve stres cevaplar1 dahil olmak iizere bir¢ok
hiicresel islemler sirasinda gen ekspresyonunun kontroliinde bir role sahiptir. Ayrica
NonO/p54nrb transkripsiyonun baslamasinda, RNA islenmesinde, transkripsiyonun
uzamasi, sonlanmasi dahil olmak iizere nukleus igerisinde g¢esitli islemlere
katilmaktadir. Bununla birlikte NonO/p54mb’nin transkripsiyonel regiilasyonu
hakkinda smirli bilgi bulunmaktadir. Calismamizda prostat kanser modeli (PC3) ve
normal endotel hiicrelerinde bu genin hipoksik regiilasyonu analiz edilmistir. ilk
olarak on farkli hiicre hattinda (Hela, HUVEC, HT-29, MCF-7, PC3, Dul45, Hep3B,
Panc, Saos, Mg63) NonO/p54mb’nin ekspresyon profili belirlenmistir. Kimyasal
olarak CoCl; ile uyarilmis hipoksik model kullanilmistir. Hipoksiya sqRT-PCR
kullanilarak HIF-la mRNA seviyeleri ile dogrulanmistir. mRNA seviyesindeki
NonO/p54™ gen ekspresyonu, protein ve transkripsiyonel aktivite seviyeleri analiz
edilmistir. NonO/p54nrb farkli promotor pargalari (P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3:
-336/+529, P4: -159/+529) pMetLuc lusiferaz vektor igerisine klonlanmistir. Bazal
promotor aktivitesi gegici tranfeksiyon deneyleri ile belirlenmistir. Pargalarin bazal
aktivitesi 48 saatteki hipoksiyada artmustir. NonO/p54™ mRNA ve protein seviyeleri
72 saatteki hipoksiya tarafindan uyarilmigtir. Buna ek olarak EMSA ile promotordaki
olas1 HIF-1a baglanma bolgesi (+471/+529 bg) gosterilmek igin galisilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: NonO/p54™, Regulasyon, Hipoksi, PC3 hiicre hatti,
HUVEC hiicre hatti.



ABSTRACT

CLONING OF THE HUMAN NonO/p54"™® PROMOTOR AND FUNCTIONAL
ANALYSIS
MSC THESIS
SEVGI BAYSAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, MAY 2016

NonO/p54™ (Non-POU domain-containing octamer-binding protein) is a
protein that in humans is encoded by the NONO gene and has been shown to interact
with SFPQ, SPI1 and Androgen receptor. NonO/p54™ was recently shown to be a
component of a novel nuclear domain termed paraspeckle. Paraspeckles are a
relatively new class of subnuclear bodies found in the interchromatin space of
mammalian cells. Paraspeckles and their components may ultimately have a role in
controlling gene expression during many cellular processes including differentiation,
viral infection, and stress responses. Additionaly, NonO/p54™ participate in
numerous processes within the nucleus, including transcription initiation, RNA
processing, transcription elongation, and termination. However there is limited
information about the transcriptional regulation of NonO/p54™. We analyzed the
hypoxic regulation of this gene in prostate cancer model (PC3) and normal
endothelial cells (HUVEC). Fisrtly, we determined the expression profile of
NonO/p54™ in ten different cell lines (Hela, HUVEC, HT-29, MCF-7, PC3, Du145,
Hep3B, Panc, Saos, Mg63). We used chemically induced hypoxic model using
CoCl2. Hypoxia was confirmed by HIFla mRNA level using sqRT-PCR. We
analyzed NonO/p54™ gene expression at mMRNA, protein and transcriptional activity
level. We cloned different NonO/p54™ promoter constructs (P1: -730/+529, P2: -
516/+529, P3: -336/+529, P4: -159/+529) into pMetLuc lusiferase vector. Basal
promotor activity were determined by transient transfection assays. Basal activity of
constructs increased in hypoxia at 48 h. NonO/p54™ mRNA and protein levels were
induced by hypoxia at 72 h. Additionaly, we tried to show the possible HIF-1a
binding site (+471/+529 bp) in the promoter with EMSA.

KEYWORDS: NonO/p54™™, Regulation, Hypoxia, PC3 cell line, HUVEC cell line.
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1. GIRIS

1.1  Hipoksiya

Memelilerde ATP sentezi sirasinda oksijenin bir elektron alicisi olarak gorev
yaptig1 oksidatif fosforilasyon olay1 dahil olmak {izere hiicresel yapinin temel
metabolik faaliyetleri i¢in oksijen gereklidir [1]. Doku oksijenizasyonunun normal

degerin altina diismesi hipoksiya olarak tanimlanir [2].

Hipoksiya 6zellikle kat1 tiimorlerde oldukea karsilasilan bir durumdur. Timor
hiicreleri oksijeni yeterli miktarda alamadiginda hiicre Oliimiine gitmeden cesitli

genetik farkliliklar meydana getirerek hipoksik kosula adapte olmaktadir [3].

Hipoksiyanin, c¢esitli tiimor tiplerinde radyo yada kemoterapotik tedavi
direncinin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Pek cok klinik arastirmalar
tiimdriin hipoksik oldugunu ve hipoksiyanin yiikselmesiyle tiimor capinin arttigini
gostermektedir. Hipoksik tiimor hiicrelerinin, apoptoza ve diger hiicre olim
sinyallerine duyarliliginin azalmasi ile bolgesel ve sistemik olarak agresif olabilir ve
anjiyoogenez, proliferasyon ve sistemik metastaz kapasitesini destekleyen

sinyalizasyonu arttirabilmektedir [2].

Programlanmis bir hiicre 6lim mekanizmas1 olan apoptozis zararli hiicreleri
ortadan kaldirmaktadir. Pek ¢ok dokunun diizgiin gelisiminde 6nemli rol oynar ayn
zamanda yetiskinlerde organ fonksiyonunun gelisimi igin kritiktir. Apoptozis
cogunlukla bir¢ok hiicre disi ve hiicre i¢i sinyal molekiilleri yada fizyolojik ve
patalojik indiikleyiciler araciligiyla baslayabilmektedir. Hiicreler yogun hipoksi yada
anoksi (oksijen eksikligi) sirasinda hipoksiya ile indiiklenmis ve mutasyona ugramis

hiicrelerin birikmesini dnlemek igin apoptoza baslar [4].

Hipoksiyadaki molekiiller mekanizmanin genetik cevab1 icin eritropoez
(alyuvar olusumu) olusumunu ve kanda oksijen tagima kapasitesini diizenleyen bir
bliylime faktoriinii kodlayan (eritropoietin) EPO geni icin kapsamli arastirmalar

yapilmistir. EPO i¢in yapilan ¢aligmalarda ve daha sonraki hipoksik arastirmalarda
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hipoksiyada HIF-1a’nin (hipoksiya ile indiiklenen faktor I) homeostatik yanitlarin
aktivitesinde genel bir roliiniin oldugu anlasilmistir. Transkripsiyon faktorii olan
HIF-1o’nin DNA {izerindeki HRE (hipoksi cevap elementi) bolgesine baglandigi ve
bu sekilde hipoksiyaya cevap vererek gen ekspresyonunda 6nemli bir role sahip

oldugu gosterilmistir [1-3].

1.1.1 HIF-1o (Hipoksiya ile Indiiklenen Faktor 1)

Ik olarak 1992 yilinda HIF-la’nin hipoksik kosulda EPO’nun 3’ hipoksi
cevap elementi olan HRE bolgesine baglanan bir transkripsiyon faktorii oldugu

tanimlanmustir. Bu sekilde eritropoietinin artmasina cevap oldugu belirtilmistir [3].

Heterodimerik yapida olan HIF1 iki alt iiniteden meydana gelmektedir
(120kDA o- alt tinitesi, 91-94 kDA B-alt iinitesi). Bu iki alt {initesinde bHLH (basic-
helix-loop-helix) ve PAS (PER-ARNT-SIM) bélgeleri bulunmaktadir [3].

HIF-1 oksijen kaynagi yetersiz hiicrelerde bir transkripsiyon faktorii olarak
indiiklenir. Konstitiitif olarak baglanan HIF-a (HIF-1a, -20, ve -3a) bir heterodimer
olusturan hiicrelerde HIF-1f ifadesi gerceklesir. HIF-1a ayni zamanda normoksik
kosullar altinda da iiretilir. Ancak bir proteolitik enzim kompleksi 26S proteozom

tarafindan degrede edildigi i¢in fonksiyonu goriilmemektedir [5].

1.1.2 HIF-10’min Parcalanmasi

Bir tiimor baskilayici protein olan Von Hippel Lindau (VHL) E3 ubikiitin
protein kompleksinin bir pargasidir [3]. Normoksik kosullarda HIF-1o kararsiz
haldedir. Kararsiz yapidaki bu protein prolin hidroksilazlar (PHD) tarafindan O,
alfa-KG, Fe'? gibi faktorlerinde etkisiyle iki prolin P402 ve P564 rezidiisii
aracilifiyla hidroksillenir. Bu hidroksillenme olay1r yeterli oksijene ihtiyag

duymaktadir. Normoksik kosulda hidroksillenen HIF-1a ‘y1 VHL protein yakalar [6].

Bununla beraber ARD-1 asetiltransferaz enzimi ile lizin-532’nin asetilayonu
gerceklesir. Bu durum HIF-lo’nin degredasyon hizini arttirir. Ortamdaki Oksijen
yeterliligi ile FIH-1 (Factor inhibiting HIF-1) asparjin-803 rezidiisiinii
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hidroksillemesiyle normalde transkripsiyonel aktivasyonu i¢in gerekli olan
p300/CBP koaktivatorlerinin baglanmasint engeller. Bu sekilde HIF-la’nin
normoksik kosullarda birikimi saglanamaz ve VHL/ HIF-1a kompleksi araciligiyla

proteolitik enzim kompleksinde (proteozom) pargalanir (Sekil 1.1) [3].

Degredasyon Ubikiitilasyon

Sl €
o) &“""'
o© CORCIC,

PHD1-3| ARD1 PHD1-3 FIH-1

Normoksik

P402 K532 P564 N8o3

bHLH EAS TAD-N TAD-C

Hipoksik

Transkripsiyonel
aktivasyon

Sekil 1.1: Normoksik kosullarda HIF-1a.’nin degredasyonu [3].

1.1.3 HIF-1¢’nin Diizenlenmesi

HIF-1a’nin hipoksiyada degrede olmasi pek miimkiin degildir CBP (CREB 1-
baglayici protein) /p300 gibi histon asetilasyon enzimlerine baglanirlar yada HIF-1f3
ile bir heterodimer olusturmak Ttizere nukleus igerisine go¢ ederler. Olusan
kompleksler HRE (5'-ACGTG-3'") olarak adlandirilan cevap elementine baglanirlar.
HIF-1a’ nin Asp-803 DNA iizerinde ¢esitli genlerin transkripsiyonunu arttirici
HRE’ye histon asetiltransferaz aktivitesiyle molekiiler kompleks CBP/p300’iin
baglanmasini kapsamaktadir. HIF-1a , trombosit tiirevli biliylime faktorii VEGF’in
ekspresyonunu indiikler ve zamanla oksijen ortamini iyilestirir ve anjiyogenezi

arttirir [5].

HIF-1a oksijen yetersizliginden dolayr prolin hidroksilazlar tarafindan
hidroksilasyonu saglanamaz kararli halde kalarak aktiflesir ve sitozolde birikmeye

baslar. Daha sonra ¢ekirdek i¢ine girerek heterodimerik yapi olusturur. HIF-1a,
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hipoksik kosulda ifade edilen genlerin promotor bolgelerindeki yaklasik 50 baz
ciftlik hipoksi cevap elementi olan HRE bdlgesine baglanir. Bu sekilde hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatir (Sekil 1.2) [6].

Normoksi Hipoksi
Prolil-hidroksilaz (aktif) Prolil-hidroksilazlar (inaktif)

!

[ HIF-1o birikimi+ HIF-1f baglanmasi ]

l

DNA baglanma bélgesinin taninmasi

mm .

Ubikiitilasyon-proteozome

E

HIF-1 Parcalanmasi

Sekil 1.2: Hipoksik ve normoksik kosuldaki HIF-1a. [3].

1.1.4 Hiicre Kiiltiiriinde Hipoksik Kosul Olusturulmasi

1.1.4.1 Kimyasal Hipoksi

Hiicre kiiltiiriinde hipoksik kosul olusturmak i¢in kullanilan yontemlerden biri
kimyasal kullanimidir. Kobalt kloriir (CoCl,) ve demir selatorii deforoksamin (DFO)
yaygin olarak kullanilan hipoksiyayr taklit eden ajanlardir. Literatiirde bu iki

kimyasalin kullanimina yonelik ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.



1.1.4.1.1 DFO (Desferrin Oksamine-Demir Selator Madde) ile Hipoksik
Kosul

Demir homeostazi normal hiice metabolizmasi i¢in ¢ok onemlidir ve onun
eksikligi ya da fazlalig1 bir¢ok hastalik durumlar ile iliskilidir. Elde edilen sonuglara
gore demir, hayvanlarda adenokarsinoma, kolorektal tiimorler, hepatomalar, meme
tiimorleri, mezotelyom, renal tiibiiler hiicreli karsinom ve sarkomlar gibi kanserlerin
patogenezinde rol oynayan kanserojen yada kofaktorler olarak bilinmektedir.
Hemokromatozise (demir birikimi) maruz hastalarda viicuttaki demir seviyelerinin
demir emilimi ve orta derecede evelasyonunun artmasiyla karakterize edilmistir.
Cesitli maligniteler i¢in belirgin derecede duyarliligr artmistir. Kanser gelisimi yada
ilerlemesinde demirin patojenik rolii 6nemli Sl¢iide bilinmemektedir. Demir selator
maddeleri in vitro, in vivo ve klinik ¢alismalarda kayda deger 6nemli anti timor
aktivitelere sahiptir. NB4 and U937 16semi hiicrelerinde DFO’nun 25 uM’dan fazlasi
mitokondriyal AWm ¢okiisii ve kaspaz-3 aktivasyonunu igermesiyle apoptazise
gecmesine neden oldugu gosterilmistir. DFO ayrica HIF-1a protein stabilizayonu ile
hipoksi mimetik etkisi g6z Oniine alindiginda bu iki l6semi hiicrelerinde diger
hipoksi mimetik ajan CoCl, etkisi aragtirilmistir. 50 pM’dan fazla CoCl;
konsantrasyonu Mitokondri yolagi araciligiyla kaspaz 3 aktivasyonu araciligiyla

apoptozise maruz hiicrelere neden oldugu gosterilmistir [4].

HIF-1a ‘nin proteozomal degradasyonu igin hidroksillenmesi gerekmektedir,
DFO prolin hidroksilazlar1 inhibe eder. Prolin hidroksilazlarin inhibe olmasi bu
stireci durdurmakta ve HIF-la’nin birikimine sebep olmaktadir. DFO, HIF-1a
proteininin birikimini uyararak parcalanmasina engel olmaktadir. Deforoksamin ilaci
son konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde hesaplanarak hiicrelere uygulanmaktadir.

Bu ilaglarin deneylerde pekcok kez agilarak kullanimi miimkiin olup ekonomik ve
kolaydir [7].

Ancak DFO kullaniminda hiicreye 6zgii olarak dikkat edilmesi gereken
noktalar vardir. Literatiir incelendiginde goriilmektedirki aktive edilmis T lenfosit,
HL-60 hiicreleri, insan 16semi hiicre hattit CCRF-CEM, Kaposi sarkoma hiicreleri,
ndroblastoma hiicreleri ve diger hiicrelerde apoptosisi tesvik ettigi gosterilmistir.
Akut miyeloid 16semi (AML) hiicreleri iizerinde hipoksiyay: taklit eden CoCl, ve

DFO maddelerinin apoptozu baslatici etkisini arastirmislardir. Her iki kimyasalinda
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hem mitokondriyal yolak ile bagimli hemde HIF-1a ile bagimsiz mekanizmalar ile
16semi hiicrelerinde apoptosisi tesvik ettigi anlasilmistir. Ozellikle bu calismada
16semi hiicrelerinde HIF-1 yolunu kullandigi gosterilmistir. Bu yolda NO (Nitric
oxide) tizerinden apoptozize gotiirmektedir. NO L-argininde, NO sentaz sentezlenen
kiiciik bir molekiildiir 6zellikle fizyolojik ve patofizyolojik yollarda farkli roller
tistlenebilmektedir [4].

11411 CoCl, ile Hipoksik Kosul

Hiicrelere belirli konsantrasyonda kobalt (II) kloriir (CoCly) uygulanarak
kimyasal olarak oksijen seviyesi diigiiriilmektedir. Sekil 1.3’de gosterildigi gibi
CoCl, ortamdaki prolin hidroksilazlara baglanir. Bu sekilde prolin hidroksilaz
enziminin  etkinligini durdurur ve HIF-1la’y1r hidroksillemesini  engeller.
Hidroksilasyon olmadigi igin timor baskilayict protein VHL, HIF-1la’ya
baglanamaz. HIF-1a hiicrede degrede olmadan aktif hale gelerek birikir ve hedef
genlerin transkripsiyonu igin promotorlarda bulunan HRE (hipoksi cevap elementi)

bolgesine baglanir [8].

0,

HIF hydroxylas HIF-o. 02
Fe2+ P564 HIF hydroxylase HIF-0.
) Co2+, Ps64
| c”

Fe2+

Proteasome

Sekil 1.3: CoCl, ile hipoksik kosul mekanizmasi [8].



1.1.4.2 Fiziksel Hipoksi

1.1.4.2.1 Inkiibator ile Hipoksik Kosul Olusturulmasi

Inkiibatér ile hipoksik kosul olusturulmasinda inkiibatdrdeki oksijen ayari
degistirilerek istenilen sartlar saglanabilmektedir. Hiicre kiiltiirtinde kullanilan
inkiibatorler normal hiicre biiylitme kosullar1 i¢in en altta su haznesi bulunarak
iceriSinin nem oran1 ayarlanmakta ve sicaklik 37°C olup ortam %5 CO;
icermektedir. Nemin saglanabilmesi i¢in su haznesine steril otoklavlanmis su

konularak bu kosullar hiicreler i¢in uygun hale getirilir [9].

Gelistirilen oksijene ayarli inkiibatorler kullanilarak hiicrelere 6zgii olarak
istenilen oksijen kosullarini olusturmak miimkiindiir. Oksijen yetersizliligi yani
hipoksik kosullar i¢in oksijen seviyesi %1-5 oraninda ayarlanarak hiicreleri hipoksik
kosula maruz birakmak mimkiindir. Ancak bu inkiibator sistemleri oldukca
maliyetli olup ayn1 anda baska bir arastiricinin deney yapmasini da engellediginden

hipoksik ¢aligsmalari zorlastirmakta ¢ogu laboratuvarda tercih edilmemektedir [9].

Literatiirde farkli hiicrelerde inkiibator ile fiziksel hipoksik kosul
olusturulurken farkli uygulamalar goriilebilir. Ornegin yapilan bir ¢alismada insan
kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hiicre dizileri olan H1299, A549 ve PC14 uygun
kosullarda biiyiitiilerek fiziksel hipoksik kosul olusturumustur. Bunun igin modiiler
inkiibator chamber kullanilmis ve hiicreler 7 dakika boyunca %1 O, %5 CO, ve

%94 N, gaz karisimina maruz birakilarak hipoksik kosul olusturulmustur [10].

Bir diger inkiibator bazli hipoksik kosul ise inkiibatoriin icinde Sekil 1.4°de
gosterildigi gibi kapali haznede olusturulmaktadir. Well plakalarinda belirli bir
miktara ulagsmis hiicreler normoksik kosul i¢in %21 hipoksik kosul igin %1 O, olacak
sekilde dengelenir. 16x16 in¢ boyutunda sisebilen hazneye konulmustur. Hava
gecirmez plastik torba alt kdselerine baglanmis iki gaz baglanti noktalar: ile hazir
hale getirilmistir. Bir cam plaka kiiltiir kaplarina desteklik saglamak igin igerisine
yerlestirilir. Otaklavlanmis su ile 1slatilmis slinger haznenin igine yerlestirilir. Kilif
gaz baglatist araciligiyla yavagca vakumlanir ve yalitilmig bir alan olusturmak igin
kapatilir. Hazne maksimum kapasitenin hemen hemen %80 dolulukta olacak sekilde

belirlenmis gaz ile, A baglanti noktasindan doldurulur. Gaz ¢ikisi olan B baglanti
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noktas1 bir kelepge ile kontrol edilir. Sizdirmayacak sekilde baglanti noktalarina
bakilarak kelepgeleri ile kapatilir ve hazne 37 C°’de inkiibasyona birakilir. Atmosfer
basincini izlemek i¢in monametre kullanilmistir. Hipoksik kosul i¢in oksijenin gazi
N ile dengelenir ve %5 CO, kullanilmaktadir. Gaz doldurulmasi sirasinda gaz akisi
2psi tek kademeli regiilator ile kontrol edilmektedir. Hazne kapasitesinin %80’
doldurulur ve iki baglanti noktasi tamamen kapatilir. Belirli zaman araliklarinda

bakilmak i¢in 37°’ye yerlestirilir [9].

Sekil 1.4: Kapali haznede hipoksik kosul [9].

1.2 Okaryotik Cekirdek Yapisi

Okaryotik hiicre ¢ekirdegi hiicrenin tiim fonksiyonlarmin denetlendigi
merkezdir. Organizmanin yasam sifresi ¢ekirdekte bulunan ve genetik kodu tagiyan
DNA molekiiliinde saklidir. Hiicre c¢ekirdegi, oOzellikle kompleks okaryotlarda
yiksek derecede organize olmus bir yapidir. Nikleer organizasyon gen
ekspresyonunun kontrolii igin biiyiimeyi, gelismeyi ve hiicre proliferasyonunu

etkileyerek genom siirerliligi ile baglantilidir [11-12].

Hiicre ¢ekirdeginin biiylik ve kompleks halde olan i¢ organizasyonu hala tam
olarak karakterize edilememistir. Ancak niikleer organizasyonun bir 6zelligi olarak

spesifik niikleik asitler ve niikleer proteinler iceren birbirinden ayri subniikleer



govdelerin varligr artik bilinmektedir. En ¢ok interkromatin bdlgede bulunan bu
subniikleer govdeler, Cajal bolge, PML govdeleri ve paraspeckles, niikleer speckles

icermekte olup splicing faktor agisindan zengindir [13].

1.3 Paraspeckles

Paraspeckles nispeten yeni tanimlanmis alt niikleer govdelerdir (Sekil 1.5).
Memeli hiicre cekirdeginin interkromatin boslugunda bulunan riboniikleoprotein

govdeleridir [12].

nucleus
paraspeckles

nucleolus

Sekil 1.5: Hela hiicresindeki paraspeckles govdeleri [14].

Bugiine kadar paraspeckles sadece memeli hiicre ¢ekirdeginde agikca
goriilmiistiir. Memeli doku ve hiicreler icerisinde fare ve insan hiicre hatti ve
dokularimin biiyiikk ¢ogunlugu incelenmis transforme edilmis, primer hiicre hatlari,
embriyonik fibroblastlar ve tiimorijenik biyopside dahil olmak {izere paraspeckles
icermektedir. Ilging bir sekilde simdiye kadar memeli hiicre tipi olan insan
embriyonik kok hiicrelerinin (hESC) paraspeckles yapisi igermedigi rapor edilmistir
[13].

Paraspeckles proteinler PSPC1, PS4NRB/NONO yada PSF/SFPQ ‘yi iceren
memeli DBHS (Drosophila melanogaster behavior, human splicing) protein ailesinin

bir liyesidir. Cekirdek i¢i odaklarinda birlikte lokalizasyonu ile tanimlanmistir. Bu ti¢
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protein iki (RRM) RNA baglanma motifi ve karboksil ucu sarilmis sarmal domain

dahilinde %50 sekans benzerligine sahiptir [12].

Cekirdek paraspeckles protein bilesenlerinin ortaloglart diger omurgali
omurgasiz tiirlerde de bulunmaktadir. Ancak paraspeckles olusumu igin gerekli olan
protein kodlamayan RNA (ncRNA) NEAT1 memelilere 6zgilidiir. Bir paraspeckles
yapisi ¢ekirdek speckles yapisina dayanan interkromatin alan igerisinde NEAT1 gen

lokusuna yakindir [13].

1.3.1 Paraspeckles Bilesenleri

Paraspeckles proteinlerinin ¢ogu; DBHS protein ailesinin {yeleri, ¢esitli
transkripsiyon faktorleri, cotranskripsiyonel splicing faktoér ve 3> RNA bdlme faktorii
dahil olmak tizere Pol II transkripsiyonu ya da RNA islenmesi siirecinde rollere

sahiptir (Tablo 1.1) [13].

Farkli smiflara ait iki tane spesifik paraspeckles RNA bileseni vardir. Ctn
paraspeckles igerisinde diizenlenmistir ve RNA niikleer tutunmasi ile gen
ekspresyonunun kontroliinde yer almaktadir. Bol olarak bulunan niikleer ncRNA,
NEATL ise olusum ve korunum igin gerekli olan yapisal bir paraspeckles bilesenidir
(2010, Archa H. Fox). Paraspeckles yapisini zenginlestiren protein ve RNA

bilesenleri ile beraber paraspeckles olusumu Sekil 1.6’da verilmistir [13].
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Nucleolus

proteins |

Other
" | I-RNA

Sekil 1.6: Paraspeckles olusumu [13].

Tablo 1.1: Paraspeckles Bilesenleri [13].

Isim Diger Aciklama Paraspeckles
Isimleri Lokalizasyon
Referansi
P54NRB NONO, DBHS: Hela Fox ve
NMT55, | hiicrelerinde arkadaslar1 2002
NRB54 | Paraspeckles
biitiinliigi i¢in
gereklidir.
PSF SFPQ DBHS: Hela Prasanth ve
hiicrelerinde arkadaslar1 2005
Paraspeckles
Z biitiinliigii i¢in
= gereklidir.

o PSPC1 PSP1 DBHS Fox ed al. 2002
E CoAA” PSP2, Transkripsiyonel/splic | Fox ed al. 2002
RBM14, | ing coregiilator

SIP,
SYTIP1
CFIM68 CPSF6, | Boliinme faktorti. Dettwiler ve
HRBRII- | Ayrica Nukleer arkadaslar1 2004
4 specklesda bulundu.
SOX9’ SRA Gelisimsel Hata ve
transkripsiyon faktorii | arkadagslar1 2008
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Tablo 1.1: (Devamu).

_ Wilm tiimor, Rivera
WX timor arkadaslaari
baskilayici 2009
WT1(+KTS)a WAGR Wilm tiimor, Dutton ve
paraspeckles ile | arkadaslari
kismi 2006
colokalizasyonu
BCL11AY | CTIPL, Zinc finger Liu ve
ZNF856 transkripsiyon | arkadaslari
faktorii 2006
RNA Pol 11 Ayni zamanda | Xie ve
ktomatin ve arkadaslari
niikleer 2006
speckles ile
baglantili
oldugu
bulundu.
NEAT1 Men &/B, Memelilerde Clemson ve
VINC-1 paraspeckles arkadaslari
biitlinliigii igin | 2009 ;
gereken uzun Sunwoo et al
kodlamayan 2009 ; Sasaki
< RNA bulundu. | ve arkadaslar
pza 2009
o Ctn Fareile Prasanth ve
spesifik, mCat2 | arkadaslari
lokusundan 2005
alternatif
transkript
tretilmistir.

Hela hiicrelerinde yiiksek derecede ifade olan iki DBHS proteininin
(P54NRB/NONO ve PSF/ SFPQ) her ikisinin knockdown olmasi paraspeckles
yapisinin kaybina yol agmaktadir. Bunun aksine Hela hiicrelerinde daha az bulunan
ve bir DBHS protein ailesi iiyesi PSPC1’in knocdown olmasinin paraspeckles
yapisini etkilemedigi goriilmiistiir. BOylece yiiksek derecede ifade olan DBHS
protein dimerleri paraspeckle yapisal biitlinliigiiniin merkezini olusturmaktadir.
Bunlarin her ikisinin de DNA ve RNA’ya baglandigi gosterilmis olup ve farkli
kompleksler iginde birlikte purifiye edilmistir. DBHS protein ailesinin fonksiyonlari
oldukca genistir. Bu fonksiyonlar RNA

transkripsiyon ve islenmesinin,

12



transkripsiyonun baslanmasi, koaktivasyonu, korepresyonu, konsititiitif ve alternatif

splicing ve transkripsiyonel sonladirmayi i¢eren birgok 6zelligi kapsamaktadir [12].

Paraspeckles, DBHS proteinleri ve NEAT1 RNA arasindaki etkilesimler
araciligiyla olugsmaktadir. Paraspeckles olusumu NEAT1 transkript tiretimi ile baslar.
Daha sonra DBHS poteinleri ile kompleks olustururlar. NEAT1 RNA-DBHS protein
komplekslerinin birden fazla kopyasi olusur. Paraspeckles iginde DBHS paraspeckles
proteinleri dinamik bir yap1 iskeleti olusturur. Niikleoplazmadaki DBHS
proteinlerinin havuzu ile degisim olabilir. DBHS proteinlerinin oligomerizasyon
egilimi oldugu bilinmektedir ayn1 zamanda muhtemelen paraspeckles yapisal kafesi
icin hemde NEATI1 ncRNA’sindaki RNA-RNA intramolekiiler etkilesimleri igin
katki saglamaktadir. NEAT1 RNA iiretimi olmadan paraspeckles olusamamaktadir.
Tiim RNA Pol II transkripsiyonu inhibe edildiginde yada NEAT1 ifadesi olmayan
hiicre tiplerinde paraspeckles yapist gozlemlenememistir. Paraspeckles ve bunlarin
bilesenleri farklilasma, viral enfeksiyon, stres yanitlar1 dahil olmak iizere bir ¢ok

hiicresel islem sirasinda gen ekspresyonunun kontroliinde farkli rollere sahiptir [13].

1.3.2 DBHS Protein Ailesi

DBHS proteinlerinin paraspecklesin yapisal biitiinliigiinde énemli rolii oldugu
anlagilmistir. DBHS aile iiyesi proteinlerin ¢ift ve tek sarmalli DNA ve RNA’ya
baglandig1 gosterilmistir. Ayrica ¢ok sayida farkli komplekslerle etkilesime sahip

olan multifonksiyonel niikleer proteinlerdir [13].

Paraspecklesin ¢ekirdek protein bilesenleri olan DBHS protein ailesinin
memelilerde ii¢ iiyesi vardir. Bunlar PSF/SFPQ, NonO/p54™ ve PSPC1’dir. Bu
proteinlerin memeli hiicrelerinde paraspeckles olarak niikleoplazma igerisinde

lokalize oldugu gosterilmistir [13].

Sekil 1.7°de belirtildigi gibi bu ii¢ protein amino terminal RNA baglayici
motif ve bir karboksil sarmal bobin domaini icerisinde %50 sekans benzerligine

sahiptir [13].
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DBHS ailesi iivelerinde korunmus bdalge

Protein-protein etkilesimi

v l 7

P54NRB NOPS .[Sam‘al bobin I—
domain
PSF -
—_— _[Sarmal blobm I
domain

T domain T

Paraspeckles icin hedeflenen PSPC1°in
minimal bélgesi

Sekil 1.7: DBHS protein ailesi domain yapisi ve paraspeckles biyolojisinde iliskili olan bolgeler.
RRM: RNA tanima motifi, PSPC1: Paraspeckles protein 1, PSF: poliprimidin bélgeye baglanan
splicing faktor , PS4NRB: 54 kDA Niikleer RNA baglanma protein [13].

1.3.2.1 PSPC1 (Paraspeckle protein 1)

PSPCI1 ilk defa proteomik g¢aligmalarinda tanimlanmig ve dinamik yapisi
niikleolar baglantis1 kesfedilmisitir. Hiicrelerde RNA Polimeraz 1l transkripsiyonunu
inhibisyonu ile PSPCI1 periniikleer baslik yapilart smirlanmigtir.  PSPCI1’in
periniikleer zenginlestirici olmasi hiicre bollinmesini takiben transkripsiyonu
baslamamis olan yeni boliinmiis hiicrelerde gosterilmistir. Bu nedenle PSPCI1
transkirpsiyonel olarak aktif hiicrelerde ve aktif halde transkribe Pol II genleri

olmayan hiicrelerde periniikleer baslik olarak paraspeckles i¢inde bulunur [13].

PSPC1 ve NonO/p54”’b’nin sekans benzerligi ve sarmal bobin domainleri
araciligiyla etkilesimi olasidir. Bu domainler sayesinde PSF’ninde etkilesimi
bulunmaktadir. Protein-protein etkilesimleri ile birlikte RNA baglanma domainleri
de paraspeckles icin hedeflenecek DBHS aile iiyeleri i¢in gereklidir. PSPCI1’in
minimal pargasi sarmal bobin domainlerine ek olarak en az bir tanima motifi (RRM)
icermektedir. RNA tanima motifi (RRM) PSPCI1 i¢in transkripsiyonun
inhibisyonunda periniikleer bashik olusumu i¢in hedeflenmesinde gerekmektedir.

DBHS aile igerisinde PSPC1’de farkli olarak paraspeckles i¢in hedeflenecek
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RRM’lerin 6zgiinligii farklilik gostermektedir. Paraspecles icin hedeflenecek
RRM’lerin herhangi birisi kullanilabilir. PSF’nin yalnizca ikinci RRM’si alt niikleer
odaklara hedeflenmesinde yeterlidir. PSPC1 g¢ogunlukla paraspeckles igin marker
olarak kullanilmaktadir [13].

PSPC1 ve NONO DBHS proteinlerinin multidomain korunmus bdélgesinin
heterodimer kristal yapist tanimlanmistir. Drosophila behavior/human splicing
ailesinin proteinleri memelilerde NONO, SFPQ ve PSPC1, omurgasizlarda NONA
ve Hrp65°’dir. DBHS proteinleri baskin olarak ¢ekirdektedir ve transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel gen regiilator fonksiyonlarinin yani sira DNA onariminda yer
almaktadir [15].

1.3.2.2 PSF/SFPQ [PTB (Poliprimidin Bolgesine Baglanan Protein) ile
Iliskili Splicing Faktor]

Splicing faktdr prolin ve glutamin bakimindan zengin (SFPQ), yaygin olarak
poliprimidin  bolgesine baglanan protein ile iliskili splicing faktor olarak
bilinmektedir. PSF’ nin baglanma ortagi non-POU domain iceren oktamer baglanma
proteini  (NonO/p54™) ile olduk¢a fazla bulunan multifonksiyonel niikleer
proteinlerdir. SFPQ/PSF N ucu glisin bakimindan zengin domain, prolin/glutamin
bakimindan zengin iki RNA tanima motifi (RRM) ve iki niikleer lokalizasyon
sinyalleri ile C-terminal bdlge icermektedir. NonO/p54™, SFPQ/PSF nin C terminali
ile homologtur ve SFPQ/PSF ile iligkili oldugu gosterilmistir. SFPQ ve NONO
spliceosomun ve splicing ile baglantili komplekslerde yapilan proteomik
calismalarda tespit edilmistir. SFPQ / PSF’nin yoklugunda spliceosom formasyonu
ciddi bir sekilde bozulmaktadir. Bunun aksine NONO spliceosom ya da splicing
diizenegi i¢in gerekli degildir. Ancak US snRNA ve 5’-splice bolgesi gibi
spliceosomun 6nemli bilesenleri ile etkilesime girdigi gosterilmistir. NONO’nun in-
vitro splicing islevini arttirdigi gosterilmistir. Bu kompleks transkripsiyon ve splicing
birlikteligine uyumlu olarak RNAPII’'nin C-terminali ile etkilesime girer. Ayrica
NONO hem splicing hemde transkripsiyon faktorleri ile 5’splice bdlgelerine
baglanir. Bununla birlikte SFPQ/NONO hatali mRNA’lar1 se¢imli olarak niikleer
bolgede tutma yaparak ¢ok c¢esitli diizenleyici rollerde de gorev almaktadir [16].
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1.3.2.3 NonO/p54"™

NonO/p54nrb non-POU domain iceren oktamer baglayici proteidir. ilk olarak
1993 yilinda Dong ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada; Hela hiicrelerinden
saflastirilmis NonO/p54™ proteini iki RNA tanima motifi (RRM) iceren 54 kDa
molekiiler agirliga sahip, 471 aa’lik bir polipeptit kodladig: belirtilmistir. Ayrica
insan splicing faktor (PSF) ile %71 sekans benzerligine sahip oldugu belirtilmistir
[17].

Memeli hiicre ¢ekirdeginin interkromatin bélgesinde bulunur. iki RNA
tanima motifi (RRM) igeren bir RNA baglanma molekiiliidiir. Non-POU domain
iceren oktamer baglama proteini olup (C-ucu araciligiyla) ¢ift iplikli DNA, (N-ucu
araciligiyla) tek iplikli DNA ya da RNA’ya baglanirlar [18].

X kromozomunun q13.1 bélgesinde bulunan NonO/p54™ geni, 13 ekzon 11
introna sahiptir (Sekil 1.8). NonO/p54™ geninin, 2. ve 16. kromozomlarda da
pseudogenleri bulunmaktadir. Veri tabaninda, P54; NMTS55; NRB54; P54NRB;
PPP1R114 olarak isimlendirilmektedir [18].

Kromozom X-NC 000023.11

[71215212 [71315879 p
l

GIBl —» ZMYM3 — NONQ —————>
LOC105373247 —> ITGB1BP2l —>

LOC100131556 <—

Sekil 1.8: NonO/p54™’nin X kromozomu iizerindeki lokasyonu [18].

DBHS proteinleri aile {iyesi olan NonO/p54nrb ile ¢cok fonksiyonlu olarak
transkripsiyonel regiilasyon, MRNA splicing, cekirdekte tutunma ve ¢ekirdek igi
govde formasyonunu igeren ¢ok sayida niikleer islemlerde yer almaktadir. Buna ek
olarak NonO/p54™ intrasisternal A parcaciklar gibi DNA elementlerine baglanarak
onlarin cevap elementi olarak diger transkripsiyon faktdrlerinin baglanmasini tegvik
ettigi bilinmektedir. Poliprimidin bolgesine baglanan protein ile iliskili splicing

faktdr PSF/ NonO/p54™ heterodimeri tiroid hormon reseptorii, androjen hormon
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reseptOrii dahil olmak {izere ¢ok sayida niikleer reseptorlerin (NR) transkripsiyonel
aktivitesini diizenlemektedir. Bu heterodimerik kompleks, niikleer matriks yap1
proteini matrin 3’e baglanarak hyperedited RNA'larin niikleer birikimini arttirir ve
ayni zamanda topoizomeraz 1 aktivitesini uyarir. NonO/p54™ ve paraspeckles
protein 1’in (PSPC1) heterodimeri RNA’ya bagh sekilde paraspeckles olarak
hedeflendigi godsterilmistir.  NonO/p54™ cAMP cevap elementine baglanan
proteinlerin (CREB) hedef genlerinin cyclic AMP (cAMP) ile bagh aktivasyonu icin

gerekli oldugu in- vivo olarak gosterilmistir [19].

1.4  Multifonksiyonel NonO/p54™®

1.4.1 NonO/p54™™ nin Splicing Mekanizmasindaki Gorevi

Splicing ve transkripsiyon baglantili protein PSF ve NonO/p54mb’nin RNA
polimeraz II’ye karboksil u¢ domaininden (CTD) baglandigin1 gosterilmistir.
Okaryotik RNA polimeraz II’ nin en biiyiik alt {initesi olan karboksil u¢ domaini
(CTD), pre-mRNA islenme basamaklarimi yiiriitir. Pre-mRNA islenmesinde
fonksiyon goren CTD’ye baglanan insan hiicrelerindeki proteinleri tanimlamak i¢in
aragtiricilar fare CTD ekspre eden bakteri hiicreleri ile afinite kromotogrofisi
yapmuslardir. HeLa hiicre ekstraktlarinda splicing ve transkripsiyon baglantili faktor
olan PSF ve NonO/p54™, CTD matriksi igeren kolona baglanmistir. Hem hypo-
hemde hyper- fosforillenmis CTD matriksi bu iki proteini benzer segicilikte
baglamustir. PSF ve NonO/p54™, holoenzim formu olan pol Il hyper fosforile
edilmis CTD matriksinden birlikte saflastirllmistir. PSF ve NonO/p54nrb’nin
belirlenmesi pol II’ye bagh transkripsiyonun baslama basamaklar1 ve pol II’ye baglh
transkripsiyonun uzama evresinde her ikisinde de RNA islenmesi olaylar1 arasinda
bir baglanti sagladifi diisiiniilmektedir. PSF ve NonO/p54™ transkripsiyonun
baslama ve uzama fazlar1 hemde pre-mRNA islem komponentleri ve pol II CTD
arasinda dogrudan bir fiziksel baglant1 saglayabildigi yapilan ¢alismada Onerilmistir
[20].
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SnRNP’ler splicing isleminin iki katalitik basamaginda ve spliceosom
diizenegi i¢inde dnemli rol oynarlar. Baslangic olarak maya U5 snRNP ile baglantili
ikinci basamak splicing factor Prp18’e karsi olusturulmus bir antikor ile c¢apraz
reaksiyona giren bir protein belirlenmistir. NonO/p54nrb RRM’yi kapsayan 320
aminoasitlik bir bolge iizerinde PSF’ye %71 6zdes oldugu gosterilmistir. PSF’de
oldugu gibi NonO/p54™ ile seleksiyon yada PSF- NonO/p54™ nin birlesimi U5
SnRNA stem 1b’nin 3’ tarafi ile uyumlu dizileri vermistir. Analizler her iki proteinin
spliceosom ve U4/U6.U5 {iglii-snRNP ile iliskili oldugunu gostermistir [21].

Pre-mRNA 3’ islenmesi ve transkripsiyon sonlanmasini kolaylagtirmak i¢in
XRN2’in  giiglendirilmesinde  NonO/p54™/PSF  fonksiyonlarmin yer aldigi
gosterilmistir [22].

pre-mRNA splicing faktorler olarak non-POU domain igeren, octomer
baglayici protein NonO/p54nrb ve PTB ile iliskili splicing faktér (PSF) ve steroid
reseptor koreseptorler olarak belirlenmistir. NonO/p54™ ve PSF her ikisi protein
fosfotaz 1’e (PP1) konsensus baglanma RVxF motifleri icerir, PP1’in NonO/p54anO
ve PSF’in fosforilasyon durumunu ve gen transkripsiyonundaki fonksiyonu regiile
ettigi diisiiniilmektedir. NonO/p54™ ve PSF’nin RNA splicing aktiviteleri ve
transkripsiyonel es baskilanmasindaki degisiklikler U1 A ve U2AF gibi RNA splicing
faktorler ile ve Sin3A ve histon deasetilaz 1 gibi transkripsiyonel esbaskilamasi
tarafindan NonO/p54nrb ve PSF’nin protein etkilesimlerindeki degisiklikler ile iligkili
oldugu gdsterilmistir. NonO/p54™ ve PSF’nin fosforilasyon durumu ve fonksiyonu
NonO/p54™ nin RNA tanima domaini i¢indeki RVXF motifine bagli oldugu
gosterilmistir [23].

Multifonksiyonel RNA baglanma proteinleri NonO/p54™ ve PSF U snRNA
disar1 uyarici faktorler oldugunu géstermektedir. Major spliceosomal U1, U2, U4 ve
U5 gibi snRNA’ lar m7G-cap yapisint kazandirmakta ve RNA polimeraz II ile
cekirdekte transkribe edilmektedir. U snRNA disa aktarim kompleksi olusturan ve
m7G-cap proksimal bolgede toplanan dort faktor nuklear cap baglanma kompleksi
(CBC), RNA’ nin disar1 aktarimi i¢in fosforillenmis adaptér (PHAX), aktarim
reseptoric CRM1 ve RanGTP’ dir. E.coli ¢ de iiretilen rekombinant NonO/p54™®
proteini sadece RNA substratlar1 i¢in PHAX ile gliglenmesi uyarilmistir. HNE (Hela
hiicre ekstrakti) kontrol bdlgesinde karsilastirilabilir konsantrasyonlara HNE

konckdown igin NonO/p54™ ve PSF rekombinant proteinleri eklenerek tam olarak
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PHAX ile gliglenme aktivitesi geri yliklenmistir. Bu sonuglar gii¢lii bir sekilde
NonO/p54™ ve PSF’ nin HNE’ deki major PHAX gii¢lendirme aktivitesini tesvik
ettigi onerilmistir. NonO/p54™ ve PSF RNA / CBC kompleksi olusumunu tesvik
etmemis fakat RNA/CBC kompleksi icin PHAX’ 1n giiglenmesini tesvik etmistir.
GST pulldown deneyleri ile kanitlandigi iizere PSF ve NonO/p54™ RNA’ dan
bagimsiz bir sekilde PHAX ile etkilesmistir [24].

14.2 Farkh Genlerin Transkripsiyonel Regiilasyonunda
NonO/p54™™nin Gérevi

Bir protoonkogene olan Spi-1/PU.1 Ets-baglantili transkripsiyon faktorleridir
ve eritrolosemide miktar1 oldukga artmaktadir. Afinite kromotografisinde Spi-1/PU.1
kompleksine baglanan ve 15aa’lik (LEMEMEAARHEHQVM) nuclear RNA
baglanma proteini olan NonO/p54™ ortaya ¢ikarilmustir [25].

Timor hiicrelerinde IAP’ lar (fare intrasisternal A parcaciklar1) aktif bir
sekilde ifade olur. Bu elementler ekstrakromozomal viral DNA’nin aktif bir sekilde
sentezlenmesi i¢in konak¢1 genomunda yeni bolgelere entegrasyon ile transpoze ve
insersiyonel mutajenler olarak davranirlar. PYS-2 hiicrelerinde (parietal endoderm
hiicre hatt1) aktif ve F9 hiicrelerinde (fare embriyonel karsinom hiicre hatti) inaktif
olan TAP proximal enhancer (IPE) elementi tanimlanmistir. IPE PYS-2 hiicrelerinde
ekspre olan 60kDA’luk bir proteine etkili bir sekilde baglanir fakat F9 hiicrelerinde
karsilik gelen protein etkili degildir. Bu calismada sigir timus bezinden 60kDa IPEB
saflagtirilarak, cDNA fragmenti klonlanmis ve bu proteinin fare Nono ve human
NonO/p54™*nin bir homologu oldugunu gosterilmistir. NonO/p54™ sirasiyla N ve
C terminal yarisinda DNA baglanma ve aktivasyon domainleri ile IPE’ye baglanan

4nrb’

transkripsiyon aktivatoriidiir. F9 hiicrelerinde NonO/p54 ™ ’nin aktivitesinin eksikligi

etkisi olmayan DNA baglanma domaininden kaynaklandigi gosterilmistir [26].

FGF-2 ekspresyonunu arttirici hemde sigan lenfoma hiicrelerinde yeni FGF
cevap veren NonO/p54™ olarak prolaktini Gnermisler. Prolaktin (PRL)
osmoregulasyon, iireme, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi dahil omurgalilardaki
fizyolojik proseslerin ¢ok genis bir spektrumunu diizenler. PRL in-vivo olarak

normal T hiicre fonksiyonunu devam ettirmekte T hiicre farklilasmasin
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diizenlemekte ve T hiicre ¢ogalmasi icin gereklidir. PRL ayni zamanda lenfosit
biiylimesini uyarmak i¢in interlokinler ile uyum iginde hareket eder. Rat Nb2 node
lenfoma hiicre hattinda yiiksek affiniteli PRL reseptorleri ifade olurlar. Yasama ve
cogalma icin laktojenik hormonlar1 gerektirirler. PRL ve FGF-2 tarafindan PNR
ekspresyonunun regiilasyonu RT-PCR ve Northern analizi ile dogrulanmistir.
GENBANK veritabaninin BLAST aramasi PNR agik okuma g¢ergevesi tarafindan
kodlanan bir aminoasit sekansinin ribonuclear protein (RBP) motifleri ve bir DNA
baglanma domaini ile karakterize edilmis bir grup genler ile 6nemli homolojiye sahip
oldugu gosterilmistir. Bunlar Drosophila NonA/BJC, human polipirimidin bolgesine
baglanan protein (PTB) ile birlesmis splicing faktér (PSF), non-POU-domain igeren

octomer baglanma proteini (NonO) ve human NonO homologu NonO/p54mb’

yi
kapsamaktadir. PRL ve FGF ile uyarilabilir RNA ve DNA baglanma proteinlerinin
yiiksek derecede korunmus PSF/NonO ailesinin yeni bir iiyesi olarak bu calismada

belirlenmistir [27].

insan androjen reseptdrde aktive olmus fonksiyon 1 i¢cin NonO/p54™™® nin
transkripsiyonel ko-aktivatorii olarak gorev yaptigini gostermislerdir. Androjen
reseptorlii (AR) N- ve C-terminal domainlerine eslestirilmis olan iki transaktivasyon
domainine sahip ve sirasiyla aktivasyon fonksiyonu-1 (AF-1) ve AF-2 olarak
belirlenmistir. HEK293 hiicrelerinden (insan embriyonik bobrek hiicre hatt1) AF-1 ile
etkilesen proteinleri tanimaya yonelik kiitle parmak izi ile tespit analizi yapilmistir.
Saflastirilmis AF-1 bolgesi ile etkilesen proteinler, nuclear RNA baglanma proteini
NonO/p54mb, poliprimidin bdlgesine baglanma proteini ile iliskili splicing faktor
PSF, mRNA splicing islemine katilmis oldugu varsayilan paraspeckle protein 1,
PSP1 ve PSP2 icerdigi bulunmustur. NonO/p54™ ve AR A/B domaini arasindaki
fiziksel etkilesimi yansitan AR AF-1 fonksiyonunda NonO/p54™yi arttirici

fonksiyonu onerilmistir [28].

pp32’nin androjen bagimli transkripSiyonu arttirdigini ve retinoblastoma
proteininin bu aktiviteyi regiile ettigini bulmuslardir. Afinite kromotografisi ve kiitle
spektroskopi deneyleri ile pp32-retinoblastoma protein kompleksi iiyesi proteinler
olarak PSF ve NonO/p54mb’yi tespit etmislerdir. Bu proteinler niikleer reseptor-

diizenlenen transkripsiyon ve splicing islemlerini diizenlemektedirler [29].
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Parkinson hastaliginda yiiksek 6l¢iide korunan DJ-1 genini en sik mutasyona
ugramis genlerden biri olarak belirlemislerdir. DJ-1 ve NonO/p54mb, PSF tarafindan
uyarilmis apoptozu veya oksidatif stresi onler. Cekirdek proteinleri NonO/p54nrb ve
PSF’nin dopaminerjik sinir hiicrelerinde DJ-1’in major baglanma ortaklari oldugu

gosterilmistir [30].

Dong ve arkadaslar1 2007 yilinda, AR (androjen reseptorii) koaktivator ve
koreseptorlerin  bir dinamik degisimi yoluyla gen transkripsiyonunu module
etmektedir. PTB ile iliskili splicing faktor (PSF) ve NonO/p54mb’nin sinerjik olarak
ligand bagimsiz yolda androjen reseptorleri ile protein kompleksleri olusturdugu ve

transkripsiyonu inhibe ettigi rapor edilmistir [31].

2007 yilinda L. Amelio ve arkadaslari, TORC koaktivatorleri
(transkripsiyonel koaktivator) cAMP sinyal yolagmin bilesenleri ile ¢aligmislardir.
NonO/p54™nin in-vivo CREB hedef genlerinin cAMP’ye bagli aktivasyonu i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir [32].

Total Jurkat T hiicre lizatlarindaki (Jurkat hiicreleri (insan T lenfosit hiicre
hatt1) cisplatin ile uyarilmis apoptozisin modifiye edilmis proteinlerini belirlemek
amactyla kantitatif proteom analizi gerceklestirilmistir. Apoptozis ile modifiye
edilmis proteinlerin tanimlanan 26’sinin 8’1 en az bir RNA baglanma motifi
icermektedir. Belirlenen 54 kDA’luk niikleer RNA baglanma proteini
NonO/p54™nin  kaspaz (apoptaz sirasinda gorev alan sistein-proteaz grubu
enzimler) bsliinme yerleri NonO/p54™ nin NOPS domaini icerisinde bir iki RNA
baglanma motifi ve bir (DQLD(231) ‘in (downward arrow)D) C-terminalinde
lokalize oldugu gdésterilmistir [33].

T hiicrelerinde bir pro-enflamatuar sitokin tiimor nekroz faktor (TNF)
tretiminin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu calisma
ARFE’lere (AU-zengin elementler) sahip olan TNF icin mRNA’lara baglanan ve
Mnk’ler i¢in yeni bir substrat olarak PSF tanimlanir. PSF ve NonO/p54mb,
sitokinlerin erken genleri yada enflamasyonda rol oynayan diger proteinleri kodlayan
ARE igeren mRNA’ lara yerlesmis bir ¢cok oligoriboniikleotitlere baglanmaktadir.

Mnk (MAP kinaz sinyali ile biitiinlesen kinazlar) aracilikli fosforilasyon canh
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hiicrelerdeki mRNA’ ya TNF’ ye gore PSF’ nin baglanmasimin arttigini
gostermektedir. PSF’ nin Mnk ile katalizlenmis fosforilasyonu PSF NonO/p54mb’ye
baglanmasinin modiilasyonu ile spesifik mRNA’ larin durumunu belirledigi

diistiniilmektedir [34].

Retinol baglanma proteini (RBP4) periferal dokulara dolasimda retinolii tasir.
Ilging bir sekilde kromatinin yapisal bilesenleri HMGA1 (insanlarda yiiksek
mobiliteye sahip HMG-1 / HMG-Y grup proteinleridir) proteinleri i¢in baglanma
bolgesi bilinen AT agisindan zengin motifin indiiksiyonu ic¢in gerekli upstream
elementin bir kag¢ kopyasmi icerdigi gosterilmistir. Coklu bolgelere sinerjistik
baglanmas1 tizerine HMGA1’ ler kromatini ortaya ¢ikararak ve multiple
transkripsiyon faktorlerinin islevlerini Kkolaylastirarak: Rbp4” {in cAMP ile
indiiksiyonunu uyarirlar. NonO/p54mb, polipirimidin yoluna baglanan protein ile
iligkili splicing faktor PSF ve steroidojenik faktor 1 (SF1) baglantili ya da karaciger
reseptor homologu 1 (LRH-1) ile iligkili olarak bu etkilesimlerde yer alan proteinler

arasinda tanimlanmistir [35].

Rivera ve arkadaglari tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada Wilms
tiimdrleri ile calisilmigtir. Wilms tiimorler, en sik goriilen ¢cocuk bobrek kanseri olup
bobrege spesifik kok hiicre popiilasyonundan kdken alan pluripotent bir tiimordiir.
Wilms tiimoriinde inaktif olan WTX bir tiimor baskilayict gen kodlar ve sitoplazmik
B-catenin (CTNNBI1) degredasyonunun arttirilmasi yoluyla WNT sinyalinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Paraspeckles olarak bilinen nuclear yapilarinin bir markeri
NonO/p54nrb ve WTX arasinda tam lokalizasyonu gozlenmistir. WTX paraspeckle
marker NonO/p54™ ile co-lokalizasyonu ve farkli subnuclear yapilarda mevecut

oldugu ve transkripsiyonel regiilasyonda rol oynadigi gosterilmistir [36].

RNA splicing faktdr NonO/p54™ PR (progesteron reseptdrii)’ hin
transkripsiyonel aktivitesini baskiladigini gdstermistir. NonO/p54nrb’nin baskilayici
fonksiyonu PSF’nin varhigmmin bagimsizligi ile PR i¢in mSin3A kompleksinin
giiclenmesine aracilik etmektedir. Bu c¢alisma dogum ile iligkili Gjal (Gap
baglantilar1 alfa-1 proteini) geninin represyonu gebelik doneminde PR’ i
bastirmakta miyometrial NonO/p54nrb ekspresyonunda azalma oldugunu

gostermektedir [37].
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Es dogrusal bir transkripsiyonu RA multilinaj farklilagmas1 indiikleyen NT2-
D1 teratokarsinom hiicre hattinda ¢agaltilabilmektedir. HoxB (Homeobox gen aile
tiyesi transkripsiyon faktorii) regiilator Prepl ile baglantisi olan retinoik asit (RA) ile
uyaritlmis HoxB transkripsiyonundaki aktin polimerizasyonunun rolii analiz
edilmistir. RA muamelesi “elongating” RNAP Il, Prepl, beta-actin, ve N-WASP’nin
yamsira yardimer NonO/p54™ ve PSF splicing bilesenlerinden olusan bir
kompleksin HOXB geni enhacer1 i¢in giiglenmesine neden oldugu gosterilmistir
[38].

NonO/p54™nin  ¢cAMP yolagimin transkripsiyonel aktivasyonunda ve
sirkadyen ritim kontroliinde yer alan multifonksiyonel bir protein oldugu da
gosterilmistir [39].

Major disk proteini Rodoksinin ekspresyonunu module eden ve RER’ e
baglanan NonO/p54™ ve NonO/p54™ ile etkilesen ii¢ protein tanimlanmustir.
Proksimal promotora NRL ve CRX’i kapsayan spesifik transkripsiyon faktorleri
baglanir, rodopsin enhacer bolgesi (RER) rodopsinin in-vivo olarak hassas ve yiiksek

seviyedeki ekspresyonu igin haberci olarak katkida bulunmaktadir [40].

1.4.3 NonO/p54™™- HIV

2003 yilinda Zolotukhin ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismalarinda
NonO/p54nrb ve PSF’nin trans-acting faktorler olarak HIV-1’in p37gag bolgesindeki
INS’ye baglandiklar1 gosterilmistir. Ayrica HIV molekiiler klonlari tarafindan
iiretilen INS (inosine containing RNAs) iceren mRNA’lar1 spesifik olarak down
regiile ettigi bulunmustir. Bu durum gag-pol (HIV icin grup spesifik antigen/ viral
enzimler) ve env (zarf proteini) ekspresyonlarmin kaybina yol agmistir sonug olarak
virus tiretimi olmamigtir. PSF, HIV-1 igin post-transkripsiyonel regiilasyonu yoneten
anahtar faktordir. Bu c¢alisma ile HIV-1 replikasyonunda yeni bir mRNA
diizenlenme mekanizmas1 olarak PSF’ yi gostermistir. HIV-1’in p37gag’daki

nrb

lokalize olmus INS (regiltor element) ‘ye dogrudan baglanan NonO/p54™" ve
PSF’nin trans hareketli faktorler olarak baglandigi gosterilmistir [41].
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1.44 NonO/p54™™ —Topoizomeraz |

2009 yilinda Hwang ve arkadagslar tarafindan GAPDH ve NonO/p54™
arasindaki iliski ¢alisilmistir. GAPDH ¢oklu fonksiyona sahip bir glikolitik enzimdir.
NonO/p54mb’nin C-terminali hidrojen peroksidazin dozuna bagh bir sekilde sitozol
icinde GAPDH’ e baglanir. Bu ¢alismada H,O;’¢ hiicresel maruz kalma ile tetiklenen
NonO/p54™, PSF ve GAPDH’ den olusan protein kompleksinin topoizomeraz |
aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir [42].

1.45 NonO/p54™ Kanser ile iliskisi

Aragtiricilar 2001 yilinda insan meme tiimorlerinde ekspresyonu azalan yeni
bir protein karakterize edilmistir. nmt55/p54nrb olarak tanimlanan bu proteinin
meme tiimorlerinde azalmis ekspresyonun sebebinin ne oldugu bu c¢alismada
arastirllmistir. Arastiricilar proteinin degismis farkli formlarinin bulunmasinin mi
yoksa mRNA seviyesinde farkli bir regiilasyona ugramasinin mi bu azalmaya sebep
oldugunu ortaya cikartmak istemislerdir. Ostrojen reseptdrii pozitif (+ER) meme
tiimorlerinde nmt55/p54ntb mRNA transkriptlerinin degisik seviyelerde ekspre
edildigi ve Ostrojen reseptorii negatif (ER-) meme tiimorlerinde diisiik ekspresyonu
gosterilmistir.  Northern blot analizleri ve ribonuclease protection analizleri
gostermistirki azalmis nmt55/p54nrb protein miktar1 ER- (6strojen reseptor negatif)
meme tiimorlerde transkripsiyonel regiilasyondan dolayr degildir. nmt55/p54nrb
farkli izoformlar1 ekspre edildigi western blot ve immunohistokimya calismalar ile
gosterilmeye  calisilmistir.  Bu  izoformlarin  aminoterminal domainlerinde
degisiklikler ve modifikasyonlar igerdigi Onerilmistir. Insan meme tiimdrlerinde
nmt55/p54nrb proteinin post transkripsiyonel seviyede kontrol edildigi onerilmistir.
Bu regiilasyon ER- tiimorlerde ekspresyonunun azalmasina ancak ER+ tliimdorlerde
amino terminal wuglar1 farkli izoformlarin ekspresyonuna sebep olmaktadir.
Arastiricilar  nmt55/pS4nrb’nin - RNA  baglanma ve pre-mRNA islenmesi ile
potansiyel iligkisinin normal hiicre biiyiimesi ve fonksiyonlari i¢in gerekli oldugunu;
proteinin kayb1 yada degisikliginin tiimor biiylimesi yada ilerlemesine katki

sagladigini 6nermisglerdir [43].

24



Miyamoto ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢aligmada; RNF43,
kolorektal kanserinde overekspresyonu olan bir onkojenik RING finger proteini
tanimlanmistir. RNF43 e baglanma partneri olarak heterodimer NonO/p54™ ve PSF
tamimlanmistir, ko-immiinopresipitasyon deneyi ile in-vivo fiziksel etkilesimi

dogrulanmustir [44].

Normal insan melanositlerinde bulunmayan fakat kotii huylu melanomada
giiclii ekspresyonu olan melanoma ilerleyisini diizenleyen en Onemli anahtar
molekiillerden biri melanoma inhibitdr aktivitesi (MIA) proteinidir. Saglikli
melanositlerde NonO/p54™ protein ekspresyonu olmadig saptanabilmistir. Bunun
aksine insan primer tiimor hiicreleri ve metastatik melanomalarin doku o6rnekleri
niiklear NonO/p54nrb giiclii ekspresyon gostermektedir. Transkripsiyonel seviye
iizerinde regiile edilen doku ve melanoma hiicrelerinde NonO/p54™ ekspresyonunun
inhibisyonunu diislindiiren lusiferaz raportér gen deneyleri, normal insan
melanositleri ile karsilastirildiginda melanoma hiicre hatlarinda NonO/p54anO giiclii

promotor aktivitesi ortaya ¢gikarmistir [45].

Tliimor ekstraktlarinda artmis DNA baglanma aktivitesi anlamli olarak
lenfatik hastaliklar, metastaz ve sagkalim ile korelasyonu bulunmustur. U2AF65 (U2
snRNP’nin 65kDa’luk altiinitesi olan yardimci faktoriidiir) ekspresyonu normal ve
timor nuklear ekstraktlarmin her ikisinde de ekspresyonu NonO/p54nrb ile dnemli
oOlgiide iliskilidir fakat tiimor hiicre ¢ekirdeklerinde U2AF65 ve PSFE’ nin fonksiyonel
acidan essiz bir gostergesi olarak sadece tiimor hiicrelerinde PSF ile ekspresyonu

oldugu gosterilmistir [46].

Aort diseksiyonunda (AD) kolajen tiretimi ile fibrozisi iceren ekstraseluler

4nrb,

matriksteki degisiklikler karakterize edilmistir. Son caligmalar NonO/p5 nin yara

onarimi, kondrogenezis ve fibroz kilif stabilitesi gibi durumlarda kollejen olusumu

ve fibrozisde yer aldigini gostermektedir. NonO/p54nrb’

nin kollojen olusumu igin
temel oldugu 6n goriilmekte bu nedenle fonksiyonel kollojenin olusumu i¢in temel
olan dogrudan yada dolayl1 olarak TNFa kaynakli P4Hal (insan prolil 4 hidroksilaz
alt linitesi alfa 1) bastirilmasim kritik olarak modiile etmek icin bir regiilatér olarak

davrandig1 yapilan ¢alismada onerilmektedir. Bu ¢alismada AD (Aort diseksiyonu)
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hasta ve kontrollerinin her ikisinin aortic duvarlarindaki NonO/p54nrb ekspresyonu
arastirtlmis ve AD hastalarinin aort duvarlarindaki dereceli fibrozis ve her ikisinde de
artmis kollojen birikimi ve NonO/p54nrb ekspresyonun azalmasi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski gézlenmistir [47].

1.5  NonO/p54™™ Promotor Yapisi

2013 yilinda Schmid ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada; sigan, fare,
kdpek, inek, Rhesus macaque, sempanze ve insandan NonO/p54™ promotor
bolgesinin yiiksek derecede korunmus sekansi icin (http://ecrbrowser.dcode.org)
ECR tarayici araci kullanilaraka in silico analizi yapilmistir. Program ile plesentali
iiyeler arasinda son derece korunmus olan NonO/p54™ geninin 5° ucunun hemen
yukarisinda yaklagik olarak 1600bp’ lik bir bolge tespit edilmistir. Promotor
calismalari i¢in pGL4.10 lusiferaz ekspresyon vektorii icerisine farede ATG protein
baslangi¢ kodonuna yakin 9160 bg ile 7461 bg’ den ve 8436 ile 6833 bg’ den
insandaki mesafesi korunmus bolge alt klonlanmistir. Fonksiyonel promotor
analizleri NonO/p54™  transkripsiyonunun aktivasyonu i¢cin MIA’ya (melanoma
inhibitor aktivitesi)’ ya aracilik eden YBXI (Y kutu baglanma proteini 1)
transkripsiyon faktorii tammlanmustir. Sonug olarak insan ve fare NonO/p54™
promotor kontsraktlar1 giliclii bir sekilde korunmus ve bunlarin aktivitesi MIA

tarafindan modiile edildigi gosterilmistir [48].

Melanoma inhibitdr aktivitesi (MIA)/kikirdak tiirevi olan retinoik aside
duyarli bir protein olan CD-RAP, koti huylu melanoma hiicrelerinin yani sira
kondrositlerden de salgilanir. MIA/CD-RAP ekspresyonu kikirdak spesifik tip II
kollojenin ekspresyonu i¢in ve kikirdak gelisimi sirasinda marker agrekan
kondrojenik farklilasmasinin ekspresyonu ile koreledir. Bu ¢alisma MIA/CD-RAP
molekiiler sinyalizasyonu anlamak ve kondrojenizdeki hedef genleri belirlemek i¢in
bir model sistem olarak MIA/CDRAP tarafindan regiilasyonu olan NonO/p54™ nin
analizi lizerinde yogunlagmistir. Melanoma hiicrelerinde bu ¢aligma ile uyumlu
olarak NonO/p54™ promotor aktivitesinin MIA/CD-RAP’ a baghi olarak
modiilasyonu korunmus 42b¢’ lik bir DNA elementi tarafindan kontrol edildigi
saptanmistir. Bu iki farkli hiicre tipi ¢ok ilging bir sekilde ortak mekanizmayi
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paylagmaktadir. Bu MIA/CDRAP’ a maruz kaldiktan sonra korunmus regiilasyonun
kamti olarak goriilebilir. NonO/p54™ promotorunun MIA/CD-RAP  bagli
diizenleyici bolgesindeki YBX1’ in 6nemi kondrosit sisteminde teyit edilmektedir.
Bununla birlikte simdiye kadar YBX1’ in kikirdak gelismesinde yada kondrosit
farklilasmasinda bir rol oynadigi bilinmemekteydi. Promotor bdlgeye YBX1’in
baglanmasiyla uyumlu olarak kondrosit farklilagmasi sirasinda YBX1’ in
aktivasyonunu dogrulayan S102 fosforilasyonu ile YBX1’ in MIA/CD-RAP bagh
aktivasyonu ac¢iga kavusmustur. Transkripsiyon faktéri YBX1, MIA/CD-RAP
tarafindan aktiflestirilmis ve kondrojenez sirasinda MIA/CD-RAP’ 1n aktivitesinin
icyiiziinii anlamayi saglayan NonO/p54™ promotorun aktivasyonu icin gerekli

oldugunu gostermistir [49].

1.6 Cahsmamizin Amaci

Hiicre c¢ekirdeginde bir paraspeckles proteini olarak gorev alan
NonO/p54”'b’nin molekiiler diizeyde ¢ok c¢esitli fonksiyonlarimin  oldugu
bilinmektedir. Literatiirde yapilan g¢aligmalar transkripsiyonel seviye tizerindeki
regiilator gorevlerinin oldukc¢a zengin oldugunu gostermektedir. Bu sekilde bircok
farkli protein ve DNA bolgesiyle etkilesimi ve regiile ettigi genlerin 6zellikle
kanserle baglantili genler olmasi oldukca ilgi ¢ekicidir. Ornegin yakin zamanda
yapilan ¢aligmalarda gii¢lii upregiile olan NonO/p54nrb protein seviyeleri belirlenmis
malign melanomada NonO/p54™ promotor aktivitesinin arttigi gozlenmistir. MIA
(melanoma inhibitér aktivitesi) eksikligi bulunan HMB2 melanoma hiicre sistemi
analizi NonO/p54”rb’nin giiclii downregiilasyonu saptanmistir. Suanki c¢aligmalar
sonucunda MIA araciligt ile NonO/p54nrb’nin regiilasyonunun diizenlendigi
saptanmistir. Melanoma hiicre hattinda NonO/p54nrb proteininin knockdown olmasi
diisiik proliferasyon oranlarina ve migrasyon potansiyelinde giiclii bir azalmaya yol
acmaktadir. Bu bulgular timdér olusumunun ilk basamaginda yada metastazda
NonO/p54”rb icin 6nemli bir rol oynamaktadir. Melanoma hiicre hatlarinda primer
tiimor, metastaz ve melanoma doku drnekleri NonO/p54™ mRNA ifadesi belirlenmis
ve NonO/p54”rb’nin tim melanom hiicre hatti ve doku Orneklerinde normal
hiicrelerle karsilastirildiginda ekspresyon ve protein seviyesinde artisin oldugu

gosterilmistir [49-45].
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Kanserlesme siirecinde transkripsiyonel olarak mRNA modifikasyon
islemlerini dogrudan yada dolayli olarak etkilemektedir. Ancak multifonksiyonel bir
protein olan NonO/p54™ nin cesitli kanser hiicrelerindeki ifadesinin nasil oldugu
hiicresel islevde nasil gorev aldigi tam olarak bilinmemektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda kanserlesme siiresince hem bu genin nasil regiile edildigi hemde diger

genler ile etkilesiminin nasil oldugu sorusuna cevap aranmaktadir.

Bu tez galismasi kapsaminda bu sorulara cevap olusturmak igin ilk olarak
NonO/p54™ “nin farkli kanser hiicrelerindeki iiretiminin nasil oldugu arastirilmustir.
Cogu gen hiicreye spesifik olarak regiile edilmektedir. Bu baglamda farkli kanser

hiicrelerinde seviyesinin durumunun incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Ayrica kanserlesme siirecinde hipoksik mikrocevre kanserin ilerlemesi ve
yayilimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Segilen hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik
kosullarda bu genin ifadesinin degisip degismedigi de onemlidir. Kansere katki
saglamakta midir?

Genin hipoksiyaya olan cevabi farkli basamaklarda kontrol edilmistir. Bu
amagla oncelikli olarak NonO/p54™ promotorunun klonlanmast ve farkh
uzunluklarda promotor delesyon mutantlarinin olusturulmasi hedeflenmistir.
Promotor parcalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri hipoksik ortamdaki
aktiviteleri ile kargilastirilmistir. Transkripsiyonel aktiviteden sonra NonO/p54™®
mRNA ve protein seviyeside normoksik ve hipoksik kosullarda karsilastirilmistir.

Son olarak da elde edilen hipoksik cevabin teyidi i¢in promotor bolgede
biyoinformatik olarak yapilan analizler sonucu tespit edilen HRE ( Hipoksikya
response element) bolgelerine gergekten HIFlo’nin baglanip baglanmadigi EMSA

teknigi ile test edilmistir.
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Bu amaglar dogrultusunda ¢alismamizin kapsami olusturulmus asagidaki sekilde

maddeler halinde siralanmistir.

1. ilk olarak mRNA ve protein diizeyinde NonO/p54™ geninin g¢esitli kanser
hiicrelerindeki ifadesinin nasil oldugu calisilmistir. (Farkli kanser hiicre
hatlarinda en yliksek ifadenin tespiti)

2. Secilen hiicreler olan saglikli epitel hiicre (HUVEC) ve Prostat kanseri (PC3)
hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosuldaki mMRNA ve protein seviyesinin
nasil oldugu gosterilmistir. (Normal hiicre ile kanser hiicresinin hipoksiyaya
cevabinin gozlenmesi ve bu kosullarda NonO/p54™ seviyesinin mRNA ve
protein seviyesinde tespiti)

3. NonO/p54™ geninin promotor dizisinin  biyoinformatik analizi ve
NonO/p54™ promotor bdlgenin klonlanmasi (-730/+529 Bélge). Farkli
uzunluklarda NonO/p54™ promotor delesyon mutantlarinin klonlanmasi ve
bazal transkripsiyonel aktivitelerinin karsilastirilmasi yapilmigtir. (Promotor
parcalarinin bazal transkripsiyonel aktivitelerinin normal kosullarda tespiti)

4. Klonlanan promotor parcalarinin PC3 hiicrelerine transfeksiyonu ve PC3
hiicrelerinin hipoksik ve normoksik kosuldaki promotor aktivitelerinin tespiti
yapilmistir. (Promotor pargalarinin normal ve hipoksik kosullara olan
cevabinin tespiti)

5. NonO/p54™ promotor bélgesinde, hipoksi cevap elementi olan HRE
bolgesinin olast baglanma bolgesi analiz edildi ve bu bolgeye HIFla’nin
gergekten baglanip baglanmadigt EMSA (DNA-protein etkilesim teknigi) ile
gosterildi. (Olas1 baglanma bolgesinin fonksiyonel analizi ve gercekten

baglanip baglanmadiginin tespiti)
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Cahsmada Kullanilan Gerecler

Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz ismi Model

+4°C ve -20°C Buzdolabi Arcelik, Ttrkiye

Buz Makinasi Fioccethetti Frigoriferi Scientifici, italya
CO ’li inkiibator Nuair, ABD

Calkalamah Inkiibator Shel-Lab, ABD

DNA Elektroforezi Minicell Primo

Etiiv WTB, Germany, Niive, Tiirkiye
Hassas Terazi Sartorius, Almanya

Isitmali manyetik karistirici Velp Scientifica, Ispanya
Inverted Mikroskop Nikon, Japonya

Jel Goriintiileme UVP, ingiltere

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ispanya
Luminometre Thermo, ABD

Mikro santrifiij Thermo, ABD

Otoklav Hirayama, Japonya

Otomatik pipetler Finnpipette

PZR Biolab, Thermo

Ph metre WTW, Almanya

Qubit Invitrogen

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)
Santrifiij Sigma laborzentrifugen, Germany
Sicak su banyosu Consort, ingiltere
Spektrofotometre Bio-Tek

-80°C ultralow freezer Sanyo, Japonya

Vorteks Elektromag, Tiirkiye
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Tablo 2.2: Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Uretici

Agaroz Prona
Amonyum Asetat Merck
Amonyum persiilfat Merck
Ampicilin Sigma
Beta-merkaptoetanol Sigma
Borik asit Merck
B-actin antikor Sigma
CoCl, Sigma
CaCl, Sigma
DMEM Sigma
DMSO Merck
EDTA Riedel
Etidyum Bromiir Sigma
Ethanol Sigma
FCS (Fetal Sigir Serumu) Sigma
Gliserol Merck
Goat-anti mouse sekonder antikor Sigma
Goat-anti rabbit sekonder antikor Abcam
Kanamisin Invitrogen
LB-Broth Sigma
LB-Agar Sigma
Liisiferaz Clontech
MTT Clontech
MgCl, Fermentas
NaCl Sigma

NonO/p54™ monoklonal antikor

Thermo (Katalog No: PA5-27408)

Page ruler plus prestained protein ladder
(26619)

Thermo

Pierce ECL (Western Blotting Substrat) Thermo
Proteinaz K Fermentas
PVDF Membran Millipore
PBS ( Fosfat tamponu tabletleri) Sigma
Sigir Serum Albumini (BSA) Sigma
Seap Clontech
TEMED Sigma
Tris Base Sigma
Tripan mavi soliisyonu Sigma
Tripsin Sigma
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Tablo 2.3: Calismada kullanilan kitler.

Kitler Uretici

DNA Jel Ekstraksiyon Kit Thermo
GeneJET ' RNA Purification Kit Fermentas
LightShift® Chemiluminescent EMSA Thermo Scientific
Kit

Lipofectamin 2000 Reagent Invitrogen

Nylon Membran Thermo Scientific
p-GEM-T Easy Vektor Sistemi Promega
pMetluc Haberci ve Kontrol vektorii ~ Clontech

Plasmid Mini Prep Kit Fermentas
Plasmid Maxi Prep Kit Fermentas
SYBR® Green PZR Master Mix ve Roche

Gradiend su

Ready-To-Glow Secreted Luciferase Clontech
Reporter Assay Kit

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri  Fermentas

T4 DNA Ligaz Enzim ve Buffer Fermentas

2.2  Cahsma Alaninin ve Kullamilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Yiiksek sicakliga dayanikli pipet uclari, ependorflar, bakteri kiiltlir ortami ve
tim cam malzemeler uygun etiketleme yapilarak 121°C’de 20 dakika (1,02 atm
basingta) otoklavda steril edildi. Hiicre kiiltiirii laboratuvart her hafta diizenli olarak
vitkon ve alkol igeren sivilarla temizlendi. Calismaya baslamadan 6nce laminar
flowun UV lambasi agilarak ortamin sterilizasyonu saglandi. Hiicre Kiiltiirii ve kiiltiir
dis1 laboratuvarlarda kullanilan ¢alisma alanmi1 ve tiim pipetmenler %70’lik alkol ile

temizlendi.
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2.3 NonO/p54™™® Ekspresyon Cahsmalar:

2.3.1 NonO/ p54nrb Geninin Biyoinformatik Analizi ve Primer Tasarim

NonO/p54™ geninin tiim niikleotit dizisi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

sayfasindan bulundu [Gen Bankasi no: NC 000023]. Ekspresyon c¢alismalar1 i¢in
NonO/p54nrb geninin Homo sapiens non-POU domain containing, octamer-binding
(NONO), transcript variant 4, mRNA dizisine bakilarak ileri ve geri primer dizayni
yapildi. Hairpin olusumu, Tm degerlerinin hesaplanmasi, %G-C igeriginin bulunmasi
gibi degiskenler Oligo Analyzer 3.0 programi kullanilarak hesaplandi. (http:// www.
idtdna. Com /analyzer/ Applications/OligoAnalyzer). Molekiiler biyolojide
housekeeping genleri tipik olarak temel hiicre fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in
gerekli olan esas genlerdir. Normal ve patofizyolojik kosullarda organizmanin tiim
hiicrelerinde ifade edilir. Bu amagla human beta mikroglobulin ileri geri primerleri

de calismalarda kullanilmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: NonO/p54™ ve H-B-2 ekspresyon primer dizisi.

NonO/p54™™ Ekspresyon Primeri

Ileri Primer 5’-ATATGCCACTCCGTGGAAAG-3’ Tm: 54.8°C

Geri Primer 5’-GAAGGAGCCTTCACTGCATC-3> Tm: 55.9°C

H-B-2 Microglobulin Ekspresyon Primeri

Ileri Primer 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3> Tm: 60°C

Geri Primer 5’-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3" Tm: 60°C
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2.3.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.3.2.1 Hiicre Hatlar

Tablo 2.5: Calismada kullanilan hiicre hatlar.

Hiicre Hatlan Temini
Hela (Servikal karsinom) Cardiff Universitesi
Huvec (Endotel hiicre) Ayse Begiim Tekinay

HT-29 (Insan kolon karsinom)

Prof.Dr. Ismet D. Giirhan (Ege
Universitesi)

MCF-7 (Insan meme karsinom)

Prof.Dr. Ismet D. Giirhan (Ege
Universitesi)

PC3 (Insan prostat karsinom)

Dog¢.Dr. Kemal Korkmaz (Ege
Universitesi)

DU-145 (Insan prostat karsinom)

Dog¢.Dr. Kemal Korkmaz (Ege
Universitesi)

Hep3B (Insan karaciger karsinom)

Cardiff Universitesi (Dr. Ramji)

Ponc (Insan pankreas karsinom)

Dog¢.Dr. Kemal Ergin (Adnan
Menderes Universitesi)

Saos-2 (insan kemik karsinom)

Cardiff Universitesi ( Dr. Kenneth
Brown)

Mg-63 (insan kemik karsinom)

Cardiff Universitesi ( Dr. Kenneth
Brown)

2.3.2.2 FCS (Fetal Sigir

Hazirlanmasi

Serum) Inaktivasyonu ve

Medyumun

Inaktivasyon igin soguk zincir ile gelen stok serum ilk olarak +4°C’lik buz
dolabinda bir gece tutuldu. Tamamen ¢6ziinmiis olan FCS 37°C’de 15 dakika
bekletildi. Daha sonra 56°C’de 35 dakika bekletildi. Bekleme siiresi boyunca 10
dakika ara ile stok serum alt {ist edilerek galkaland:. Inaktivasyonu tamamlanan FCS,
0,22 um’ lik filtrelerden gegirilerek 50 ml’ lik falkon tiiplere alikot edildi. Hiicre

kiiltiirii calismalarinda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

Hiicre hatlarinin  besi ortamini  olusturmak i¢in ilk olarak DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) medyumu temin edildi. Daha sonra DMEM
igerisine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FCS ilave edildi. Hiicrelerin rutin

biiyiitiilmesinde ve deneyler sirasinda bu medyum kullanildi.
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2.3.2.3 Hiicre Hatlarinin Biiyiitiilmesi

Ilk olarak %10 FCS iceren medyum hazirlandi. -80°C’de saklanan ilgili hiicre
hatt1 ¢ikarilarak ¢Oziinmesi saglandi. Coziinen hiicre hatti Sml %10’luk FCS’ li
medyum iceren falkona alinarak karigmasi saglandi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi lstte kalan s1v1 kisim dikkatlice uzaklatirildi. Hiicre pelleti 1
ml %10’luk FCS’li medyumda ¢oziildii. 75cm® lik flask igerisine 14 ml taze
hazirlanmis %10 FCS iceren medyumdan koyuldu. 1ml iginde ¢Oziilmiis hiicre
pelletide dikkatli bir sekilde flask icerisine eklenerek 15 ml’ lik hacim saglandi.
Etiketleme yapilarak %5 CO; igeren 37°C’lik inkiibatdrde biiytitiildii.

Belirli zaman araliklarinda mikroskopta bakilarak hiicrelerin biiytimesi takip
edildi. Hiicreler flask yiizeyinde yaklastk  %80-90 oraninda bir doluluga
ulastiklarinda pasajlama yapildi. Pasajlama i¢in ilk olarak flask i¢cindeki medyum
tamamen uzaklastirildi. Yiizeye tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in 3 ml Tripsin-EDTA
ile muamele edilerek 2-3 dakika inkiibatoriin icerisinde bekletildi. Flask yiizeyinden
tamamen kalkan hiicreler i¢in Sml %10’luk FCS’ li medyum eklendi. Falkon
icerisine alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim dikkatlice
uzaklastirildi ve hiicre pelleti 2ml %10’ luk FCS’ 1i medyum igerisinde tamamen
¢oziildii. Igerisinde 14 ml taze %10’ luk FCS’li medyum bulunan 75cm?’lik iki ayr1
flaska 1ml olarak hiicre pelleti boliistiiriildii. Bu sekilde ilgili hiicre hatlar1 15ml’lik
%10 FCS’li medyum igerisinde haftada 1 defa rutin pasajlama yapilarak biiytitiildii.

2.3.2.4 Hiicre Sayimi

RNA izolasyonu, hipoksik kosulun olusturulmasi, MTT testi ve transfeksiyon
caligmalari i¢in 1lgili hiicre hatlarinin biiyiitiilmesinden sonra canli hiicrelerin sayimi
yapildi. Bunun i¢in toplam hiicre siispansiyonunun milimetresindeki hiicre sayisini
hesaplarken, iizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0,1 mm derinligi olan ve
boylelikle toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.1) lami1 kullanildu.
Canl1 ve oli hiicreleri ayirt etmek icin 10 pl hiicre siispansiyonundan alindi. Esit
hacimde trypan blue 1:1 dilusyon oraninda karistirildi ve 3-5 dakika oda sicakliginda

inkiibe edildi. Pipetaj yapilarak tamamen homojen hale getirildi. Toma lamina
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aktarilarak mikroskopta canli hiicrelerin sayimi yapildi. Olii hiicreler mavi

boyanirken canli hiicrelerin boyanmadigi gozlendi ve bu sekilde sayim tamamlandi.
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Sekil 2.1: Hemositometri.

25 kiigiik kareye ayrilmis alanda hiicre sayimi yapildiktan sonra asagidaki

formiile gore toplam hiicre sayis1 hesaplandi.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*

2.3.2.5 Hiicre Soylarinin Deney Kaplarina Alinmasi ve Hipoksik Kosul

Olusturulmasi

Belli zaman araliklarinda (24, 48, 72 saat) ve hipoksik normoksik kosullarda
RNA ve protein hiicre pelleti almak i¢in plate out yapildi. Bunun igin 75 cm® lik
flasklarda biiyiitiilen hiicreler pasaj 3’e geldiklerinde hiicre sayimi yapildi. 25cm® lik
flasklara %10 FCS’ li DMEM igeren ortamda her flaska 2.000.000 hiicre olacak
sekilde hiicreler yayild1 ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda hipoksik
ortam olusturulacak flasklara son konsantrasyonu 150 uM olacak sekilde CoCl;

eklenerek kimyasal olarak hipoksik ortam olusturuldu.
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Normoksik ortam ig¢in hiicrelere herhangi bir kimyasal uygulanmadi.
Hipoksik ve normoksik kosullar altinda inkiibe edilen hiicreler 24, 48 ve 72 saat
zaman araliklar1 sonunda Tripsin EDTA ile kaldirilarak pelletler alindi. Bu sekilde
RNA ve protein izolasyonu i¢in hipoksik ve normoksik kosullarda hiicre pelleti

olusturuldu ve -80°C’lik dolaba kaldirildi.

MTT deneyi i¢in biiyiitiilen hiicreler trypan blue uygulamasi ile hiicre sayimi
yapildiktan sonra belli zaman araliklarinda (24, 48, 72 saat) ve hipoksik normoksik
kosul altinda sonu¢ almak i¢in ayr1 ayr1 96 well plakalara her kuyuya 50.000 hiicre
olacak sekilde hesaplanarak %10 FCS’li DMEM icerisinde hiicreler dagitildi.
Hipoksik icin ayrilan kuyulara son konsantrasyonu 150 uM olacak sekilde CoCl,
eklendi. Belirlenen zaman dilimleri sonunda MTT testi uygulandi (MTT testi Boliim
2.3.5 bkz).

Transfeksiyon ¢aligmasi igin hiicre sayimindan sonra 12 well plakalara her
kuyuya 250.000 hiicre olacak sekilde %10 FCS’ li DMEM ortaminda hiicreler
yayildi. 24 saat sonra transfeksiyon deneyi kuruldu. Transfeksiyondan 2 saat sonra
24, 48 ve 72 saat hipoksik plakalarmma 150 uM olacak sekilde CoCl, uygulandi ve
plakalar inkiibatore kaldirildi. Medyumlar toplanarak o&lglimler gergeklestirildi
(Lusiferaz aktivite deneyleri bkz. Boliim 2.4.15).

2.3.2.6 Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Hiicre sayimi sonucunda artan hiicreler yada kullanilmayacak hiicreler -80°C
derin dondurucuya konuldu. Bunun igin flask ic¢indeki medyum tamamen
uzaklastirtldi. 3 ml Tripsin-EDTA eklenerek tripsinizasyon gergeklestirildi. Hiicreler
yiizeyden tamamen kalkinca 5 ml %10 FCS’li medyum eklenerek falkona alindi.
1000 rpmde 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kismi1 uzaklastirildi. Hiicre pelleti
I ml %10 DMSO igeren FCS igerisinde dikkatlice ¢oziildii. Daha sonra onceden
etiketlenmis cryovial tiiplere konularak -80°C ‘lik dolaba kaldirildi.
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2.3.3 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in daha onceden -80°C ‘lik dolaba kaldirilan hiicre
pelletleri buz kalib1 iizerinde ¢6ziildii. Fermentas RNA izolasyon kiti kullanilarak
RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen RNA’lar -80°C ‘lik derin dondurucuda
muhafaza edildi.

2.3.3.1 RNA Miktar Tayini

RNA miktar tayininde kuvartz kiivete kor dlgiimii i¢in 200 pL dH,O, RNA
ornekleri i¢in 195 pL. dH,O ve iizerine 5 plL 6rnek eklendi. RNA miktarma ve
kirlilige bakilmak i¢in 260nm ve 280nm’ de Ol¢iim yapildi. Daha sonra absorbans

degeri ve kirlilik durumu hesaplandi.

RNA miktari: A260 x Sulandirma Katsayis1 x 40 ng/pl
Saflik: A260/A280

2.3.3.2 RNA Jel Elektroforezi

Kullanilacak cam malzemeler ilk olarak % 0.1 DEPC’ li su igerisinde 12 saat
tutuldu. Daha sonra otoklav yapildi. Elektroforez tanki %0.5 lik SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) ¢ozeltisi ile muamele edildi. Arkasindan steril su ile yikandi. En son
saf ethanol ile muamele edildi ve pegete tizerinde kurutuldu. Kuruduktan sonra tank
1X FA jel tamponu ile dolduruldu. 100ml’ lik erlen igine 5 ml 10X FA jel tamponu
koyuldu ve igerisine 0.5 gr agaroz ilave edildi. Depc’ li su ile hacmi 50 ml’ ye
tamamlandi. Mikrodalgada tamamen homojen hale gelene kadar kaynatildi ve belli
bir oranda sogumasi beklendi. Soguduktan sonra tizerine 900 ul formaldehit ve 1 pl
etidyum bromiir ilave edildi, hafifce ¢alkalandi. Hacmi 50 ml olan kasete uygun
tarak yerlestirildi. RNA jeli dikkatlice kasete dokiildii. 2X yiikleme boyas1 3 pl ve 5
pul RNA ornegi 65°C’de bekletildi ve buzda sogutuldu. RNA jeli donduktan sona
tarak ¢ikarildi ve RNA 6rnekler kuyulara yiiklendi (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6: RNA jel elektroforezi igin soliisyonlar.

10X FA Jel Tamponu FA Jel Yiiriitme Tamponu
1M MOPS (asitsiz) ph: 7, 0,2 M EDTA | 100ml 10X FA jel tamponu, 20ml
ph: 8, 0,05 M NaAc, 0,01 M ph: 7 %37’lik (12,3M) formaldehit, 880 ml

DEPC’li su ile 1 litreye tamamlandi.

2.3.3.3 cDNA Sentezi

RNA izolasyonu ve miktar tayini yapildiktan sonra cDNA sentezi i¢in RNA
orneklerinden 1ug/mL alinacak sekilde hesaplama yapildi. Iki basamaktan olusan
cDNA sentezinin birinci basamagi 1pg/mL kalip RNA, 1uL OligodT primeri (200
pmol) eklendi ve son hacmi 12.5uL olacak sekilde dH2O ile tamamlandi. 65°C’de 5
dakika PCR cihazinda inkiibe edildi. Ikinci basamakta o6rnek basmna 4 pL 5X
reaksiyon buffer, Ribolock inhibitorden 20 pulL, dNTP 2uL ve 1 puL Revers
Transkriptaz enzimi eklenecegi i¢in drnek sayisina gore hesaplama yapilarak bir mix
tiipii olusturuldu. PCR cihazindan alinan tiiplerin her birine bu karigimdan 7.5 pL
ilave edildi bu sekilde 20 pL toplam hacim elde edildi. Daha sonra ikinci basamagi
tamamlamak i¢in 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 10 dakika PCR cihazinda inkiibe
edildi. RT-PCR teknigi ile cDNA sentezi yapildiktan sonra tiipler etiketlenerek -
20°C’ lik buzdolabinda muhafaza edildi.

2.3.3.4 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Calismasi

Elde edilen cDNA orneklerinin kontrolii i¢in ilk olarak HB2 ekspresyon
primerleri ile PCR kuruldu (Tablo 2.7). Daha sonra insan NonO/p54™ geni icin
tasarlanan spesifik primerler ile PCR ¢alismasi gergeklestirildi (Tablo 2.8). Bu iKi
PCR ¢alismasinda bir tiip i¢in: 1uL cDNA, 10X Taq Buffer, 2 mM MgCl,, 0.2mM
dNTP 1uL, 1ug ileri ve geri primer 1uL, Fermentas Taq polimeraz 1ul, 36.5uL
dH,0 eklenerek 50uL’ lik son hacim olusturuldu.
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Tablo 2.7: HB2 primerleri i¢in PCR kosullari.

1 94°C 2 dakika 1 dongii
94°C 60 saniye

2 60°C 30 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye

3 72°C 5 dakika 1 dongii

Tablo 2.8: NonO/p54™ igin PCR kosullari.

1 94°C 5 dakika 1 dongii
94°C 30 saniye

2 50.5°C 30 saniye 35 dongii
72°C 30 saniye

3 72°C 5 dakika 1 dongii

2.3.4 Real Time PCR

Real time PCR calismasinda hipoksik ve normoksik kosullar altinda
NonO/p54™ ve HIF-1a ekspresyonu incelendi. Bu sebeple ilk olarak HIF-1la
ekspresyon primeri tasarlandi (Tablo 2.9). Bu ¢alismada 1 pL cDNA, 5 pL SYBR"
Green PCR Master mix, 0.5 uL ileri ve geri primer ve 3 uL dH,O eklenerek 96
kuyulu plakalara 10 puL son hacimde yiiklendi. Bu yiikleme sartlarinda her cDNA
ornegi icin li¢ tekrar ayn1 zamanda internal kontrol i¢in HB2 primerleriyle de iki
tekrar yapildi. Uygun kosullar altinda Real time PCR calistirilarak sonuglar livak
metoduna gore analiz edildi (Tablo 2.10).

NonO/ p54nrb yada HIF-1a igin ii¢ tekrarli Ct degerinin ortalamasi alindi. Ayni
sekilde internal kontroliinde ortalamasi alindi. internal (HB2) kontrol geninin
ortalama degerinden elde edilen ilgili genin ortalama degeri ¢ikarildi. Yeni ¢ikan
degerin 2’ nin iissii olacak sekilde kuvveti alindi. Kontrol gurubu kendine boliindii ve
1 sayist elde edildi. Daha sonra ilgili zaman araliginda calisilan deney grubu ayni
zaman araliginda calisilan kontrol grubuna boliindii. Bunun sonucunda 1° in kati

seklinde degerler elde edildi ve siitun grafigi olusturuldu.
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Tablo 2.9: HIF-1a ekspresyon primeri.

[leri Primer 5’-CCACCTATGACCTGCTTGGT- 3" TM: 56.9 °C

Geri Primer 5’-TGTCCTGTGGTGACTTGTCC-3> TM: 56.9 °C

Tablo 2.10: Real time PCR kosullari.

Sicaklik Siire
95°C 10 dakika 1 dongii
95°C 10 saniye
55°C 10 saniye 35 dongii
72°C 15 saniye
95°C 5 saniye 1 dongii
65°C 1 dakika
235 MTT

MTT testi ile bir hiicre popiilasyonundaki canli hiicrelerin oranina bakilarak
kantitatif 6l¢iim yapildi. Bu testte 96 well plakalardaki hiicrelere son konsantrasyonu
0,5 mg/ml olan sar1 renkli MTT boyasinin verildi. Canli hiicrelerin tetrazolium tuzu
olan MTT’yi formazan kristallerine doniistiirmesi gozlendi (Sekil 2.2). MTT
boyasinin, mitokondri yapis1 bozulmayan canli hiicrelerde tetrazolium halkasininin
parcalamasiyla koyu mavi renk olusturarak formazan iiriiniine doniistiigii gozlendi.
Hiicrelere MTT boyasi verildikten sonra 4 saat boyunca 37 °C % 5’lik CO; i¢eren
ortamda inkiibe edildi. 4 saatin sonunda medyum uzaklastirildi ve 0.004 HCL igeren
izoproponol ile formazan kristalleri ¢oziildi. Spektrofotometride 550nm dalga
boyunda absorbansi alindi. Sonuglar kontrol grubundan elde edilen absorbans

degerleri ile karsilastirildi.

41



N Reduction Ry —N
R, - R M
Mo o R
| \// ; Hf Y
N=N N=N
r
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 2.2: MTT metodu ile olusan kimyasal degisim.

2.4 NonO/p54™™ Promotorunun Klonlamasi

2.4.1 NonO/p54™ Promotor Pargalarmn Olusturulmasi

Insan NonO/p54nrb geninin promotor kismimin klonlanmasi amaciyla, genin
tim niikleotit dizisi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) sayfasindan bulundu [Gen
Bankasi no: NC_000023] ve bu dizi tizerinden promotorun 1259 (-730/+529) baz
ciftlik kismindan promotor parcalari olusturuldu. Bu 1259 baz ¢iftlik promotor dizisi
tizerinden farkli uzunluklarda ayr1 promotor parcalar1 belirlendi (Sekil 2.3). Dort ayri
promotor pargasi olusturmak amaciyla hepsi icin ortak bir reverse (Geri) primeri ve
dort ayr1 forward (ileri) primeri tasarlandi (Tablo 2.11). Uygun restriksiyon kesim
bolgelerinin eklenmesi, Tm degeri, % G-C orani ve hairpin olusumu gibi degiskenler
hesaplandi. Tasarlanan primerler veri tabaninda bulunan DNA sekanslari ile BLAST
yapilarak NonO/p54nrb geni ile en yiliksek benzerlikte oldugu saptandi. Primer

dizayn i¢in www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov, , www.idtdna.com,

adresleri kullanilda.
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Sekil 2.3: NonO/p54™ promotor pargalarimin temsili diyagramu.

Tablo 2.11: NonO/p54™ promotor primer bilgileri.

NonO/p54™ primer Bilgileri Uriin Tm
Biiyiikliig
i
P1 fleri | 5- CTCGAG AGGTTCTCAGTTGCATTAGT - | 26bg 54°C
Primer | 3” (Xho I kesim noktasi)
P2 Tleri | S>CTCGAGATCAATTGATCCTTGTAGTCCTT | 31bg 56°C
Primer | GG-3’ (Xho I kesim noktasi)
P3 1leri | 5-CTCGAGATAGTGATGTTTGGACTGCTA- | 27bg 53°C
primer | 3’ (Xho I kesim noktasi)
P4 Tleri | 5-CTCGAGCAGGAGAAGCATCTAGAAAT- | 26bg 53°C
Primer | 3” (Xho I kesim noktas1)
Geri 5’-AAGCTTTCTACCGACTGGTATCTCCT-3" | 26bg 53°C
Primer | (HIND III kesim noktas1)
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24.2 Cahsmada Kullanilan Bakteri Soylari

Klonlama ¢aligmasinda transformasyon i¢in Tablo 2.12°de belirtilen bakteri

soylarina ait kompetant hiicreler kullanildi.

Tablo 2.12: Calismada kullanilan kompetant hiicreler.

E.Coli XL1-blue (endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl
lac gInV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclq
A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+))

E.Coli DH5a (SupE44A lacU169 (@80 LacZ AM15)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1rl
Al)

2.4.3 Cahsmada Kullanilan Vektorler

NonO/p54nrb promotor klonlama c¢alismalarinda pGEM-T Easy vektorii ve
PMET-Luc Reporter vektorii kullanildi. PCR ile ¢ogaltilan promotor pargalar1 T:A
klonlamasi yapilarak ilk olarak pGEM-T Easy vektoriine klonland: (Sekil 2.4). Daha
sonra promotor parcalar1 lusiferaz geni tagiyan fakat promotor bolgesi icermeyen
PMET-Luc Reporter vektdriine klonland: (Sekil 2.5). Okaryotik ekspresyon vektorii
olan pMET-Luc Reporter vektoriine klonlanmasi sonucunda transfeksiyon
gerceklestirildi. Promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivasyonunun anlasilmasi
icin lusifeaz geninin ifadesi 6l¢iildii. Bunun i¢in Seap kontrol vektorii ayn1 zamanda

PMET-Luc Reporter kontrol vektorii kullanildi.
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2.44 Kandan Genomik DNA izolasyonu

EDTA’l tiipteki kan 6rneginden 400 pl alinarak 1,5ml’lik eppendorflara
aktarildi. Uzerine 1ml distile su ilave edilerek 5 dakika ¢alkalandi. 3500 rpm’de 10
dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 sivi kisim atildi ve kirmizi renk gidene
kadar bu islem tekrarlandi (3 defa). Siipernatant atildiktan sonra pellet {izerine 250 pl
niiklei lizis tamponu, 20 pl %10’luk SDS ve 20 pl proteinaz K eklendi ve alt iist
edildi. Bu sekilde 72°C su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra {izerine 175 pl
doymus amonyum asetat eklendi. Alt iist edilip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
4500 rpm’de 20 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kismi temiz bir eppendorfa
alinarak tizerine 2 kat1 oraninda absolu etanol eklendi. Eppendorf alt tist edilerek bu
asamada DNA’nin belirmesi gozlendi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak
DNA c¢oktiiriildii. Siipernatant kisim uzaklastirilip pellet lizerine 250 pl %75°lik
etanol eklendi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kisim
uzaklagtirilip pegete iizerine eppendorf ters ¢evirilerek birakildi. Bu sekilde DNA’ nin
kurutulmas: saglandi. Kurutulan DNA pelleti 100 pl distile suda ¢oziildii.
Etiketlenerek -20°C dondurucuya kaldirildi.

245 Kompetant Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E.coli hiicreleri LB agar petrilerine ekim yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Ertesi giin s1v1 besi yerine tek koloni ekimi yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 250 ml steril erlene steril 100 ml LB besiyeri konularak
ve bu besiyerine hazirlanan onkiiltiirden 5 ml aktarildi ve 37°C’de ¢alkalamal
etlivde inkiibasyona birakildi. Belirli zaman araliklarinda absorbansina bakilarak
ODggo’nin 0,5 ile 0,6 arasinda olmasi beklendi. OD miktar1 bu iki deger arasina
geldiginde kiiltiir buza alindi. Bakteri siispansiyonu 3000 rpm de 5 dakika 4°C’de
santrifiij yapildi. Siipernatant pipetle alinarak baslangi¢ hacminin yaris1 0,1 M CaCl;
solusyonundan eklenerek, nazikge pipetaj yapilarak pelletin ¢oziinmesi saglandi, 25
dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Tekrar 3000 rpmde 4°C’de 5 dakika santrifii]
yapildi. Siipernatant uzaklastirilarak baslangi¢ hacminin 1/10’u 0,1 M CaCl, ile
tekrar pellet ¢oziildii. 1-4 saat arasinda buz iizerinde bekletildi. Daha sonra esit

hacimde %40 steril gliserol ilave edilerek karistirildi. Buz iizerinde bekletilen
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eppendorflara 100 pL ya da 200 pL olacak sekilde alikot yapild1 ve etiketlenerek -
80°C dondurucuda saklandi.

2.4.6 Promotor Parc¢alarinin Cogaltilmasi

NonO/p54™ promotor parcalari PCR teknigi ile ¢ogaltildi. Bunun igin
hazirlanan genomik DNA ve spesifik primerler kullanilarak her bir promotor bolgesi
icin Tm ve MgCl, optimizasyonu yapildi. Optimizasyon sonucunda 4 ayr1 promotor
parcasin 1mM MgCl, ve 54°C sicaklikta optimum c¢alistig1 gozlendi. Yaklasik 200ng
kalip DNA, son konsantrasyonu 100ng/pul olacak sekilde spesifik primerler alindi.
Fermentas 1X Tamponu (50mM KCL, 10mM Tris-HCL, Ph 9.0, %1 (v/v) Triton X-
100), 200 mM dNTP, ImM MgCI; ve 2,5 Unite Taq DNA polimeraz kullanildi. Bu

kosullar altinda her bir promotor par¢asi uygun dongii kosullarinda ¢ogaltildi.

2.4.7 Agaroz Jel Elektroforezi ve DNA Piirifikasyonu

Agaroz jeli i¢in 0,5 X TBE kullanildi ve tamamen homojen hale getirildi.
Daha sonra son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan etidyum bromiir ilave edildi. Agoroz
jelleri %0,8 ve %1°lik olarak hazirlandi. Goriintiilenecek PCR iiriinlerine brom fenol
mavi boyast eklendi. 1kb DNA marker1 kullanildi. PCR f{irtinleri 90 voltluk elektrik
akiminda yaklasik 30 dakika yiiriitiildii. Goriintiileme cihazinda DNA 6rneklerinin
fotograflar ¢ekildi.

5X TBE hazirlanist: 27,5g Borik asit, 54g Tris Baz tartildi.20 ml 0,5 M
EDTA eklendi pH 8,00’e ayarlandi ve dH,O ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.
0,5X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stok soliisyonundan 100 ml alinarak dH,0 ile 1

litreye tamamlanarak otoklavlandi.

Cogaltilan DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde jelden kesilerek alindi.
DNA jel ekstraksiyon kiti (Thermo) kullanilarak jelden geri kazanildi. Geri kazanilan
DNA’nin az bir bdliimii agaroz jelde tekrar vyiiriitiilerek kontroli yapildi.
Spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda absorbans alinarak DNA miktar1
ve kirlilige bakildu.
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2.4.8 T:A Klonlama

T:A klonlama prosediiriin 6nerdigi sekilde jelden geri kazanilan NonO/p54nrb
promotor pargalarinin Tablo 2.13°de belirtilen kosullar altinda pGEM-T Easy

vektoriine (Promega) ligasyonu gergeklestirildi.

Tablo 2.13: pGEM-T Easy vektorii ligasyon kogullari.

PGEM-T Easy Vektorii Ligasyon
Kosullari

2X Rabip Ligasyon Buffer 10 pl

T4 DNA Ligaz 2 pl

pGem T easy vektor 2 pl

insert 6 pl

Toplam 20 pl hacimde, 1 gece boyunca
4°C’de ligasyona birakilir

2.4.9 Ligasyon Uriiniiniin Kompetant Hiicrelerine Transformasyonu

200 pl kompetant hiicresi icerisine 5 pl ligasyon triinii eklendi. 40 dakika
boyunca buz iizerinde bekletildi. 42°C’de iki dakika bekletilerek 1s1 soku yapildi.
Daha sonra 2 dakika buz iizerinde bekletildi. Uzerine 800 ul antibiyotiksiz LB ilave
edildi. Bir saat boyunca 37°C’de 200 rpm ¢alkalamali etlivde inkiibe edildi.
Inkiibasyonu yapilan plazmitler santrifiijli ve santrifiijsiiz olarak ©nceden
hazirlanmis ve iizerine Xgal ve IPTG substratlar1 eklenmis ampisilinli LB agar
petrilerine ekimi yapildi. Bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edilerek mavi beyaz

koloni olusumu goézlendi.
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2.4.10 Kiigiik Olcekli (Mini-Prep) Plazmit DNA izolasyonu

PGEM-T-Easy vektoriine klonlanan NonO/p54nrb promotor pargalar1 icin
secilen beyaz kolonilerlerden Fermentas Miniprep DNA isolation kit protokoliine

uygun olarak kii¢iik miktarda plazmid DNA izolasyonu yapildi.

2.4.11 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kontrol Kesimi

Promotor pargalart i¢in primer tasarimi sirasinda eklenen kesim bdlgelerine
uygun olarak ilgili restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile izole edilen plazmid
DNA’lar kontrol kesimine birakildi. iki farkli restriksiyon enzimi kullanilacaginda

her iki enzim i¢in uygun ortak tampon www.thermoscientifichio.com adresinden

bakilarak secildi. Bu sekilde uygun kosullar altinda 6nerilen tamponlar ile toplam 50
ul hacimde 37°C sicaklikta yaklasik 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasmnda

kesim iirlinleri agaroz jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilendi.

2.4.12 Dizi Analizi

Her biri farkli baz biiyiikliigiine sahip promotor parcalarinin kontrol kesimi agaroz jel
tizerinde dogru bolgede goriintiilenmis olsada klonlamanin tamamen dogrulanmasi
dizi analizi sonucu ile gergeklesti. Bunun i¢in rekombinant oldugu diisiiniilen
plazmid DNA’dan 30 ng/ul ve ilgili promotor primerleri ile dizileme igin ODTU-
TEKNOKENT-REFGEN’e gonderildi.

2.4.13 pMet-Luc Vektoriine Alt Klonlama

Dizilemesi dogrulanan pGEM-T Easy vektorii i¢indeki promotor parcalari
uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek jelden geri kazanildi. Ayni sekilde alt
klonlama i¢in bos pMet-Luc vektorii de uygun enzimlerle kesilerek dogrusal hale
getirildi. Bu sekilde pGEM-T Easy vektoriinden kesilen ilgili promotor parcasiyla
lineer hale gelmis pMet-Luc vektorii ligasyona birakildi (Tablo 2.14). Daha sonra

ligasyon firtinlerinin kompetant hiicreleri igerisine transformasyonu gergeklestirildi.
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Transformasyon triinleri kanamisinli LB agar {izerine yayilarak bir gece 37 °C’de

inkiibe edildi ve koloni olusumu gozlendi.

Tablo 2.14: pMet-Luc Vektor Ligasyon Kosullari.

pMet-Luc Vektor Ligasyon
Kosullar

12pl insert

5 ul pMet-Luc Vektor

2 pl Ligaz Buffer

1ul T4 DNA Ligaz enzimi

Toplam 20 pl hacimde, 1 gece
boyunca 4°C’de ligasyona birakilir

2.4.14 Cok Kopyah Plazmid DNA izolasyonu (Maxiprep)

Gegici transfeksiyon deneyleri i¢in yiiksek kopyali plazmid DNA elde edildi.
Bu amagla her bir promotor parcasi i¢in alt klonlama yapilan ve koloni olusumu
gbzlenen triinlerden Fermentas Maxiprep Kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu

gergeklestirildi. Bu sayede yiiksek saflik ve yogunlukta DNA elde edilmis oldu.

2.4.15 Lipofectamine 2000 Reagent ile Gegici Transfeksiyon

Daha 6nceden bahsedildigi gibi gegici transfeksiyon deneyi kurulmadan 6nce
ilgili hiicre soylar1 12 kuyulu plakalara her kuyuda 250.000 hiicre olacak sekilde
paylastirildi ve belirlenen kuyulara kimyasal hipoksi yapildi. Transfeksiyonu
yapilacak yiiksek kopyali plazmid DNA’dan her kuyuya 1 pg alinacak sekilde
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hazirlandi. Lipofectamine 6zgii optimum medyumu her kuyu i¢in 75 pl olarak alindi

ve hazirlanan DNA molekiili ile karistirildi.

2.4.15.1 Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Transfeksiyon sonuclari igin 24, 48 ve 72 saat sonunda hiicre medyumlar1
alindi. 10X lusiferaz substrat soliisyonu hazirlanarak reaksiyon tamponu ile 1X’e
sulandirildi. 384 kuyulu plakalara 9 pl  hiicre medyumu eklendi. 1X

substrat/reaksiyon tamponundan 1 pl kullanilarak sonuglar luminometrede 6lgiildii.

10X substrat ¢ozeltisi: Kit icerisindeki liyofilize substrat esit hacimdeki

substrat buffer ile ¢oziildii.

1X substrat/reaksiyon tampon: 1/10 oraninda kullanilacakkadar miktar 10X

substrat ¢ozeltisi, reaksiyon tampon ile sulandirildi. Her 6l¢tim i¢in 5 pl kullanildi.

2.4.15.2 Salinan Alkalin Fosfataz Aktivitesinin Ol¢iimii

96 kuyulu plakalara 24, 48, 72 saat sonuglarindan 25 pl hiicre kiiltiir
medyumu eklendi. 5X diliisyon tampon 1X’e ddH,O diliie edildi. 1X dillisyon
tamponundan 75 pL alinarak eklendi. Plaka alimiinyum folyo ile sarilarak 65°C’de
30 dakika tutuldu. Daha sonra 3 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra oda
sicakligina getirildi. Kuyulara 40 pl SEAP substrat ¢ozeltisinden eklenerek oda

sicakliginda 30 dakika bekletildi. Bekleme sonrasi sonuglar luminometrede 6l¢iildii.

1X Diliisyon tamponu: Kit igerisindeki 5X diliisyon tamponundan ¢aligmada
kullanilacak hacim kadar1 1X’¢ ddH,O ile sulandirildi. Her 6rnek igin 75 pL
kullanildi.
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25 Western Blot

2.5.1 RIPA Buffer ile Protein Ekstraktimin Hazirlanmasi

-80°C ’de protein ekstraksiyonu i¢in saklanan ilgili hiicre pelletleri ¢ikarilarak
buz tizerinde erimesi saglandi. Hiicre pelletleri lizerine 100 ul RIPA buffer (Tablo
2.15) ilave edildi. 40 dakika buz iizerinde bekletildi. Bekleme siiresi boyunca 10
dakikada bir pipetaj yapildi. +4°C’de sogutmali santrifiijde 1200 g’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda supernatant kisimlar1 bu iizerinde daha oOnceden sogutulmus

ependorflara alindi. Ornekler -80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 2.15: RIPA Buffer Soliisyonunun Igerigi.

RIPA Buffer Hazirlanisi

10 mM TrisCl (ph: 8) 500 pl

%0,1 SDS 10 ml

%1 Triton X100 500 pl

%0,1 Sodyum deoxycholate 0,05 gr

140 mM NaCl 7ml

1 mM EDTA 100 pl

1 mM EGTA 500 pl

Proteaz Inhibitorii 2 tablet

2.5.2 Protein Miktar Tayini

Invitrogen Qubit kullanilarak protein miktar tayini yapildi. Bir protein 6rnegi
icin 199 ul Qubit Reagent Buffer ve 1 ul boya olacak sekilde 6rnek sayisi kadar
hesaplanarak karigimi yapildi. Bu calisma reaksiyonundan 199 pl ve protein

orneginden 1 pl almarak 10 saniye vorteks yapildi. Oda sicakliginda 15 dakika
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bekletildikten sonra Qubitte Ol¢iildii. Protein miktarinin hesaplanmasi i¢in 6l¢iim

sonucu elde edilen deger 200 (seyreltme katsayisi) ile garpildi.

2.5.3 SDS PAGE

Gereken cam malzemeler ve elektroforez aparatlari %70’lik ethanol ve saf su
ile temizlendi. ilk olarak ayirma jeli hazirlandi. Ayirma jeli dikkatlice camin en iist
kisminda yaklasik 3 cm bosluk kalacak sekilde dikkatlice dokiildii (Tablo 2.16). Alt
jel (y1igma jeli) dokiildiikten sonra hava kabarcigi olusmamasi igin %90’lik
izopropanol eklendi. Yaklagik 45 dakika beklenerek ayirma jelinin tamamen
dondugundan emin olundu. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra iizerine dokiilen
izopropanol kurutma kagidi ile ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra yigma jeli
hazirland1 ve poimerize olan alt jelin iizerine dokiildii. Ust jel dokiildiikten sonra
hemen tarak yerlestirildi. Yigma jelide tamamen donduktan sonra tarak dikkatlice
¢ikarildi ve kuyu olusumu gozlendi. Kuyular iginde kalan jel kalintilar1 pipetaj

yapilarak temizlendi.

Tablo 2.16: %10Ayirma jeli.

%10 Ayirma Jeli

Lower Buffer 2.5 mi

Acrilamid: Bisakrilamid (37:5:1) 2.5

ml

ddeO 5 ml

%10 (W/v)APS 100 pl

TEMED 10 pl
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Tablo 2.17: %5 Yi1gma jeli.

%S5 Yigma Jeli

Upper Buffer 2.5 ml

Acrilamid: Bisakrilamid (37:5:1) 1,25

ml

ddH0 6,25 ml

%10 (W/v)APS 50ul

TEMED 5 pl

Miktar tayini yapilan protein lizatlarindan 50 pg olacak sekilde hesaplanarak
ependorfa alindi. Uzerine 2X yiikleme boyasindan 7,5 ul ve kalani son hacmi 30 pl
olacak sekilde Laemli buffer ile tamamlandi. Hazirlanan bu karisim 95°C’de 5
dakika tutularak denatiirasyonu gerceklesti. Jelin ilk kuyusuna 5 pl Prestained
Protein Ladder yiiklendi. Daha sonra her bir 6rnek sirasiyla 30 pl son hacimde
kuyulara yiiklendi. Orneklerin yiiriitiilmesi i¢in yiiriitme tanki  %0,1 SDS (w/v)
iceren 1X Running Buffer soliisyonu ile dolduruldu. Yiiriitme isleme i¢in ilk olarak

90 V akimda 15 dakika daha sonra 120 V akimda yaklagik bir buguk saat yiiriitiildi.
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Tablo 2.18: Western ¢aligmasinda kullanilan soliiyonlar.

SOLUSYON ICERIGI

0.125 M Tris-HCI(pH:6.8), %4 (w/v)
SDS, %10 (v/v) Gliserol, %10 (v/v)

-2-Mercaptoetanol

Laemli Buffer

Bromophenol Blue Solusyonu | %0.05 (w/v) bromophenol blue

distile su i¢inde

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu | 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0,1
(Running Buffer) (w/v) SDS

Western Blot Transfer Cozeltisi | 25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20
(v/v) Metanol

10X TBS (Tris Buffered Saline) | 10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH:

7.4
(10X TBS otoklavlanmuis)
SDS PAGE Lower Jel 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10 (w/v)
SDS
SDS PAGE Upper Jel 1 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 (w/v)
SDS

2.5.4 Proteinlerin Membrana Transferi

Transfer agamast i¢in PDVF membran kullanildi. Sirasiyla stinger-krutma
kagidi-jel-membran-kurutma kagidi-siinger diizenegi hazirlanarak transfer sandivig
modeli olusturuldu. Bu sirada membran ve kurutma kagitlarinin aynm1 boyutlarda
olmasina dikkat edildi. PDVF membran1 1 dakika methanolde tutulduktan sonra
transfer buffera alindiktan sonra sandivi¢ modeli olusturuldu. Bu sekide transfer
tankina yerlestirildi. Transfer tanki onceden sogutulmus olan transfer tamponu ile

dolduruldu. Bir gece boyunce 15 V akimda +4°C’de birakilarak transfer edildi.
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2.5.5 Bloklama ve Antikor Uygulamasi

Transferden alinan membranlar 20 ml bloklama soliisyonu ile muamele
edildi. Bloklama soliisyonu %0,1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS’ye %5 siit tozu
karistirtlarak hazirlandi. Membran tizerine bloklama soliisyonu dokiilerek oda
sicakliginda horizontal calkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda bloklama
soliisyonu alinarak membran 3 kere %0,1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS ile 5 dakika
arayla yikandi. Membrana 1/500 NonO/p54nrb ve normalizasyon i¢in 1/5000 beta
actin olarak iki farkli antikor uygulandi. Bunun i¢in membran primer antikor ile
yaklasik bir buguk saat muamele edildi. Ug defa yikandiktan sonra sekonder antikor

ile 1 saat inkibe edildi.

2.5.6 UVP Goriintillenme Sistemi

Membranlar Pierce ECL substrati hazirlanarak (Reagent A ve B) ile 2 sakika

muamele edildi. UVP sisteminde goriintiileme yapildi.

26 EMSA

2.6.1 Niikleer Ekstrakt Hazirlanisi

Hiicre kiltiirinde 75 cm?lik flasklarda biiyiitiilen ilgili hiicre hattt %95
doluluga eristikten sonra 10 ml PBS ile 2 kere yikandi. Hiicreler buz iizerinde 3 ml
Ten buffer ile muamele edildi. Flasktaki hiicreler kaziyici yardimiyla kaldirildi ve iki
ependorfa esit olarak paylastirildi. +4°C sogutmali santrifiijde 14.000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirild: pellet 1,5 ml soguk PBS ile yikand: ve
+4°C soguk santrifiijde 5 dakika santrifiij edildi. Insiilin ignesi yardimiyla 50 pl A
tamponu igerisinde pellet lizis edildi. +4°C sogutmali santrifiijde 14.000 rpm’de 20

saniye santriflij yapildi.
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Olusan pellet 60 pl C tampon igerisinde silispanse hale getirildi. Buz lizerinde
30 dakika bekletildi. +4°C sogutmali santrifiijde 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Qubit kullanilarak protein miktar tayini yapildi. Elde edilen niikleer
ekstraktlar ependorflara 10 pl alikot edildi ve -80°C’de saklandi (Tablo 2.20).

Tablo 2.19: Niikleer Ekstrakt i¢in gereken soliisyonlarin hazirlanigi.

TEN Buffer 40mM Tris-HCI (ph: 7,5) 1ImM
EDTA 150mM NaCl

A Tamponu 10mM HEPES (PH: 7,9), 10Mm
KCIl, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM
PMSF, 0,5 mM DTT, Proteaz
Inhibitér Kokteyli (Roche)

C Tamponu 20mM HEPES (PH: 7,9), 420 Mm
NaCl, 1,5 mM MgCl, 1mM
EDTA, %25 gliserol, 0,5 mM
DTT, 05 mM PMSF Proteaz
Inhibitér Kokteyli (Roche)
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Tablo 2.20: EMSA ¢aligmast i¢in gereken malzemeler.

LightShift® Kemiluminesans EMSA Kit 10X Baglanma Soliisyonu, %50
(Thermo Scientific) Gliserol, Poli dIdC, 100mM MgCl,,
200mM EDTA (Ph: 8) , 1 M KCL, 5X
Yiikleme Tamponu

Pierce Biotin 3’ Ucu DNA Etiketleme  5X TdT Reaksiyon tamponu, Terminal
Kiti™ (Pierce) Deoksintikleotidil Transferase (TdT),
Biotin-11-UTP

Niikleik asit tanima kiti Kemiluminesans Stabilized Streptavidin-Horseradish
(Thermo Scientific) Peroksidaz Konjugat, Kemiluminesans
Substrat, Luminol/Enhancer Soliisyon,
Stable Peroksit Soliisyonu, Bloklama
Tamponu, 4X Yikama tamponu,
Substrat Dengeleme Tamponu

2.6.2 Oligolarin Etiketlenmesi

Etiketleme igin ilk olarak kitin prosediiriine uygun olarak Tdt enzimi 2 U/ml
olacak sekilde reaksiyon tamponu ile sulandirildi. Reaksiyon son hacmi 50ul; 5X
reaksiyon tamponundan son konsantrasyonlari 1X, 1uM oligo 100nM, 5uM Biotin
11-UTP 0.5uM, 2U/uL diliie edilmis TdT enzimi 0,2U/uL olacak sekilde kuruldu.
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda (ph:8) 0,2 M EDTA eklendi.
50ul  kloroform-izoamil alkol (24:1) tamponu reaksiyondan TdT enzimini
uzaklagtirmak igin eklendi. 2 dk santrifiij yapildi ve iist faz yeni ependorfa alindu.

Etiketlenmis prob -20°C’de muhafaza edildi.
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2.6.3 Oligoniikleotidlerin Baglanmasi

Bu asamada etiketlenmis leri ve geri oligolar (1pmol/ pl) esit miktarda almip
¢ift zincirli DNA olusturuldu. Oligolar birlestirilerek ¢ift zincirli hale getirildi. Bu
amacla biyotinli primerlerden son konsantrasyonu 80 fmol/ul olacak sekilde esit
miktarda ahinarak 50 pl’ lik hacim olusturuldu. Daha sonra 95°C’ de 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda primerler oda sicakliginda 1-2 saat bekletilerek sogumasi
saglandi. Biyotinsiz problarda bu asama biyotinli problarin 1000 kat fazlas1 yani
80.000 fmol/ul olacak sekilde hazirlanarak inkiibasyona birakildi. Tiim oligolar -
20°C’de saklanda.

2.6.4 Baglanma Reaksiyonlarinin Kurulmasi

Baglanma reaksiyonlari i¢in 4 pg niikleer ekstrakt, son konsantrasyonu 1X
olacak kosullarda baglanma tamponu, son konsantrasyonu 50 ng/ul poly dl.dC, 5
mM MgClI2, 5 mM KCI, 20fmol biotin etiketli primer ilave edilerek 10 dk buzda
bekletildi. Baglanma reaksiyonlarinin tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda 20 dk
bekletildi.

2.6.5 Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi

EMSA deneyi icin Tablo 2.21°de belirtilen soliisyonlar kullanilarak
poliakrilamid jel dokiildi. Jel hazirlanmadan bir gece oOnce kullanilacak cam
malzemeler saf su icinde bekletildi ve ethanol ile temizlenerek steril hale getirildi.
Tablo 2.22°de belirtilen sekilde poliakrilamid jel hazirlandi ve yiiritme tamponu ile
90 V’luk akimda 1 saat boyunca 6n yliriitme yapildi.

59



Tablo 2.21: EMSA igin Poliakrilamid jel hazirlanig.

SX TBE 600 ul

(0,5X TBE son konsantrasyonu)

%50 Gliserol 50 ul

%40 Poliakrilamid Soliisyonu 0,9 ml

(%6 son konsantrasyon)

TEMED 6 ul

%10 APS 60 pl

(% 0,25 son konsantrasyonu)

4.3 ml eklenerek 6ml son

hacim olusturularak jel
ddH;0 dokiildii.

2.6.6 Proteinlerin Membrana Transferi

Transfer islemi i¢in naylon membran jel biiyiikliiglinde kesildi. 0,5 X TBE
transfer tamponu icerisinde naylon membran, jel, Whatman 3 MM kagit, siinger
pedler 10 dk bekletildi. Daha sonra sirasiyla Whatman kagidi-jel-membran-Whatma
kagidi-stinger konularak hava kabarcigi olusumu engellendi. Bu sekilde kaset
icerisinde sandvi¢ modeli olusturuldu. Onceden sogutulmus olan transfer tamponu
blot tankina alind1 ve hazirlanan kaset tanka eksi ylikii kutup yoniinde yerlestirildi.
Bu sekilde 90 V’luk akimda yaklasik 1,5- 2 saat transfere birakildi. Transfer
isleminden sonra membran hava kabarcigi kalmayacak sekilde stre¢ film ile sarilarak
kross-link reaksiyonu gergeklestirildi. Bunun igin 15 dk UV transilimiinatorde
bekletildi. Bu asamadan sonra membran bloklama tamponu igerisine alinarak oda
sicakliginda 15 dk c¢alkalandi. Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate taze
bloklama tamponu ilave edildi ve 15 dk boyunca calkalandi. Membran 1X yikama
tamponu ile li¢ defa yikandi. Yikama asamasindan sonra 15 ml substrat dengeleme
tamponu eklenerek 5 dk boyunca ¢alkalandi. Membran ECL substrat1 ile muamele

edilerek Fusion FX VILBER LOURMAT cihazinda goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1  NonO/p54™ Farkh Kanser Hiicre Hatlarindaki Ekspresyon

Seviyesinin Belirlenmesi

1) NonO/p54™™ mRNA seviyesindeki
EKkspresyon calismalari

| Bivoinformatik analiz |

v

Ekspersyon primerlerinin tasarlanmasi

Y

Hiicre kiiltiiriinde farkh hiicre hatlarmm
biiyiitiilmesi

v

RNA Izolasyonu ve NonO/p54=t Hp2
primerleri kullamilaralk cDNA sentezi

v

Non(Q/p34™* nin farkh kanser hiicre
hatlarmda mRNA seviyesinin analizi

Sekil 3.1: Caligmanin 1. Basamagina ait akis diyagramu.

Ekspresyon calismalari igin ilk olarak Bolim 2.3.1°de belirtilen sekilde
NonO/p54”rb geninin biyoinformatik analizi yapilmistir. Sekil 3.2°de gosterilen
Homo sapiens non-POU domain containing, octamer-binding (NONO), transcript
variant 4, mRNA dizisi 3. Exon iizerinden belirtilen sartlara uygun olarak ileri ve
geri primer dizayni yapilmistir. Tablo 2-4’de NonO/p54™ ve H-B-2 Microglobulin

ekspresyon primerleri gésterilmistir.
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CAGGCGCAGT
CCICITICCA
TICAGICTTT
CCCITTCCTT
TGCGCRATTRG
CITIGGCATT
AGCTRAACCT
CAGGCARCCGA
GRGGCCGTIGT
GACTATTGAC
TCTITTIGIG
GRARTATGGA
CITGGRBACC

TGGARRGCAG
TCCTCARGTAT
GAGGGCIGTA
CICAGGGRAG

BACCARCATTT
ACTTCCAGAG
CRAGATTIGCAR
TGAGRTGGARAG
GCTGGRGATG
TTTGATIGAGG
RRARCGRALG
GCGGCGGCAG
TGATGCGAGR
RRACRRCAGE
ACCTGCCACT
TGGTCAGGCT
CCGTGCAGCT
AGTGICTAGT
CCCTGGRRRR
AGGGAGTIATG
TGGTATIATIG
AGGGCCIGGG
CGGTTITITIT
CTTACICIGT
CTCCCGGGTT
TCGGCCTCCC
CTTIATCCITA
TCCCCCRATIG
TCCRCRAAGGE
ATGTCCTARA
ATCTTGIGIT
IGIGICTAIG
AGGGTTACTIG
ATGCTGTGCA
TTTTTCTGRA
TTARDRADDR

GCAGGRCTGC
CITICCICIC
CAGICAGTIC
TICCCCCTCC
GTACRRRGCC
CGGCAGCCRR
TGATTGGCAG
GCTCCGICGT
RGCGTCGCCG
CTGRAGRATT
GGARATCTIC
BRGGCAGGCG
CGARCCCTAG

CIGCGTIGIGC
GIGTCCRACG
GICATIGIGG
CCAGCTGCIC

CCICGICCIG
BRGCTGGTTA

CAGCCTGGCT
RAGCAGCAGC

GRAGATGGRAG

CGCCAAGRAG
CRRCTGGARGC
CRARGALGRAD
GRAGCAGGRGA
GGTGCCATGC
RTGATGCCGG
GCTACAATGG
CCIGGAGCTG
TICTCARRAC
GIGTTAGGGA
CTIGGAGGCAG
TTTRATCAGT

GRRACCATGG
ITITITIGIC

CGCCCAGGCT

CRAGCTIGIC

RABRTGCTGG
CACTCCCCCA
ACCTTAGCCC
TCACAGGCAG
GAAGRCATTT
AACTTGCCTC
ARTGTIGCIGT
TATACTGRAG
TTITTTTTTITT
AARTGGAGCE
RARA

TCCGAGCACG
CCTITTICIC
GTTTAGGICT
CCCITTICCIT
TCGCTCITIG
TAGRATCTARA
TTTRAGCTARC
CTCGTTICCG
TTACTCCGARG
TTAGARBACC
CTCCCGACAT
BAGTCTTICAT
CGGRGATTGC

GCTTITGCCIG
RACTGCTGGAR
ATGRTCGAGG
GGARAGCTCT

TGACTGIGGA
TRARABBCCA
CCTTITGAGIA
RGGRCCRAGT
CTGCACGCCA
RACTTCGGAG
TCAGGCAGGR
TGATGCGGCG
TTCGGRTGGG
CCCCTIGCTCC
ATGGAARCTTT
BAGGARTTGG
BRATTTGCCCC
CCITARAAGH
TTCCTITCCAA
AGGGCRAGGG
TCIGIGIGGT
CRARGTGGAT
CATCTIGTITIT
GGAGIGTAGT
CAGGTTGATC
GATTACAGGEG
GCCCCAGAGAR
CATIGCICCA
CGTACATACG
TCTCTTAGAG
CATCTTTITTIC
TCACAGCTIT
GICTIGARCAGT
CATTGGIGTA
GTAATGCAGC

CCTACGCGCG
CICICCTTIC
CTICCTICCGA
TCCCGICICA
TCCCCATCTIG
GRAARRTGGCGE
CRATCGAGRA
GCGGTCGCGC
GAGRTRCCRG
AGGRGRGARG
CACTGRGGRA
TCATARGGAT
CRARBGTGGRG

CCATAGTGCA
RGRRGCCTTT
RAGGCCCTICA
GGRACAGATGC

GCCCATGGRC

GCARTTTCRC

TGRRTRTGCC

GGRCCGCARC

TGAGCRCCRG

GATGGAAGAG
GGARGRGCEC
BCAGCAGGRA
TCAGATGGCT
TGTGCCAGCT
GGGATTIGARCC
GGCRATTGGET
BRACABACGT
RGGACCCTIT
TAGTTAGATC
AGGGGTGGETA
GCATTCCIGA
CCAGTTAGAG
CATTIGCTIG
GGCATGATCT
TTGRACTCCT
GTGARGCCACC

BACTGCCRCA
ITCACTICCCA
GTTCTGTTAT

ATTTTCATTIT

TTGGGTGAGS
ICTIIGRTAGG
AGCTCITAGR
CTGTIGTITIGA
ATCRACCTAT

primer bolgeleri [18].
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CATTTICTCC
CCCCTICCCAC
CCCCCARCCCC
CGCGCCAGGC
TCGTTCACAC
RABRATGATT
CGCCATTTITG
GCTICTTTTCT
TCGGTRGAGG
ACCTTCACCC
GRRATGAGGA
RABGGRTTIG
CTGGACAARTA

CCITCCICIC
CACTIGGICT
CAGCTCCICT
CGCTTGCRCA
GRACTCARGC
CCGCCTCGGGE
TACCCCTIGG
CGGGACGGGA
ATGRAGGCTT
RACGAAGCCG
RBACTATTIGR
GCITTATCCG
TGCCACTCCG

fleri primer

TCCCTITACAG
TCIGIGTTTG
GGRARARGGCA
AGTGARGGCT

TTCGARACCT
GCCAGGTRGAR
TIGITGAGTT
CCTITICCIGCT

Geri primer

CAGTTARGATG
RAGGABCGARAG
RTGCGCIGGA
RTCRAGGRGG
GTCATGCTAA
CTIGCACAACC
AGGCGCCGIG
GGATTCAAGG
ATGGGAGGETG
GGETRCCCCAG
CCRCCRACAR
GGARCTCCIC
CGCCGATACT
TTGGACTAGC
TACCCTGCCT
TTARACAAGT
AGICTICTAAT
CCCATITAATC
CCCcceCCcCccc
CGGCICACIG
GACCTCGTIGR
GTGCCCARCC
TACACCACARR
GGEIGAGARTT
ACCCCATATR
TAGTGTATCT
ACRCCCAGGR
CCTAGTACRA
CTICGCCTATC
TTTGTCTCAT
TAARBATACAT

ATGRAGAGGG
AGCAGCCARCC
RGGCACTCAT
CICGIGAGRA
TGAGRCAGGA
RAGAGGTIGCR
RAGRAGAGAT
GAACCTTCCC
CTATGGGCAT
CTCCTICCAGG
CTGARACGCTT
CTGCATITCAR
RATRAGTTGC
CAGRATTCTA
GTACTACTCT
CRATTICIGIG
GIGACIGTITIG
TTGATCATTC
GAGACGGAGT
CRATCICTIGC
TCTACCCACC
TCACTTGCTT
RRACCADACA
CAGGCRRACG
TTACCCCTTC
TTARARDARD
ATGRCCCTTT
TCTIGGGRAC
TTAGGTAGIC
ATATTTGGAG
TTTRAGCCTT

Sekil 3.2: insan NonO/p54™ mRNA transkripsiyon varyant 4 mRNA NCBI dizisinden belirlenen



(Servikal kanser) (Endotel hiicre) (Kolon kanseri)

(Meme kanseri) (Prostatkanseri) (Prostatkanseri)

(Kemik kanseri)

Sekil 3.3: Farkli kanser hiicre hatlarinin morfolojik goériintiisii.
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Hiicre kiltiirii ortaminda Tablo 2-5’de belirtilmis olan HELA, HUVEC, HT-
29, MCF7, PC3, Dul45, Hep3B, Panc, Saos ve MG63 hiicre hatlariin Sekil 3.3’de
elekton mikroskop goriintiileri gdsterilmistir. Bu hiicre hatlar1 uygun kosullar altinda
hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilmistiir (Boliim 2.3.2 bkz). Flask ylizeyini %80-90 oraninda
kapladiginda en az haftada bir rutin olarak pasajlama yapilmistir. Daha sonra
hiicrelerden RNA pelletleri elde edilmistir. RNA izolasyonu Fermentas RNA
izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. Farkli hiicre hatlarina ait RNA’larin miktar

tayini yapilmis ve RNA’lar -80’de muhafaza edilmistir (Boliim 2.3.3 bkz).

M HUVEC Ht29 MCF7 PC3 M Hep3B Panc Saos Mg63

Sekil 3.4: 10 farkl hiicre hattinin (Hela: Servikal kanser, Huvec: Saglikli endotel hiicre, Ht-29: Kolon
kanseri, MCF7: Meme kanseri, PC3: Prostat kanseri, Dul45: Prostat kanseri, Hep3B: Karaciger
kanseri, Panc: Pankreas kanseri, Saos: Kemik kanseri, Mg63: Kemik kanseri) RNA jel elektroforez
goruntusu.

HELA, HUVEC, HT-29, MCF7, PC3, Dul45, Hep3B, Panc, Saos ve MG63
hiicre hatlarindan izole edilen RNA’lar 1000ng olarak kullanilarak cDNA sentezi
yapilmistir.  Spesifik NonO/p54™ ve H-B-2 Mikroglobulin ekspresyon primerleri
kullanilarak farkli hiicre hatlarindan PCR reaksiyonlari ger¢eklesmistir (bkz. Bolim
2.3.3.3). Cogaltilan bolgelere ait lriinler %1°lik agaroz jelde yiiriitilerek UV

goriintlileme cihazinda goriintiilendi. Sonuglar densitometik olarak analiz edildi.
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Sekil 3.5: NonO/p54™ geninin densitometik analizi, ) NonO/p54™ geni ve H-B-2 kontrol geninin 10
farkli (Hela: Servikal kanser, Huvec: Saglikli endotel hiicre, Ht-29: Kolon kanseri, MCF7: Meme
kanseri, PC3: Prostat kanseri, Dul45: Prostat kanseri, Hep3B: Karaciger kanseri, Panc: Pankreas

kanseri, Saos: Kemik kanseri, Mg63: Kemik kanseri) hiicre hattindaki agaroz jel goriintiisii, b)
NonO/p54™ geninin farkli kanser hiicre hatlarindaki densitometrik analizi.

Densitometrik analiz yapilarak NonO/p54nrb geninin farkli kanser hiicre
hatlarindaki ekspresyon seviyeleri belirlendi. Sekil 3.5’de gosterildigi gibi her bir
kanser hiicre hattinda NonO/p54™ geninin ekspresyon seviyeleri farklilik
gostermektedir. NonO/p54nlrb icin gosterilen bu ekspresyon degisim farkliliklart
cesitli kanser hiicrelerinde NonO/p54nrb regililasyonunun farkli sekilde oldugunu
diisiindiirmiistiir. NonO/p54™ ekspersyon seviyesi icin secilen hiicre hatlarindan en
yiiksek PC3 hiicrelerinde ifade olmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda NonO/p54”rb

icin yapilacak diger ¢caligmalarda PC3 hiicre hatt1 kullanilmasina karar verilmistir.
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3.2 Hipoksik ve Normoksik Kosulda Saghkh Epitel Hiicre (HUVEC)
Hatt1 ve Prostat Kanseri Hiicre (PC3) Hattindaki NonO/p54" ™ nin

MRNA ve protein seviyesinin belirlenmesi

2) PC3 ve Huvec hiicrelerinde hipoksik kosul
olusturulmasi

PC3 ve Huvec hiicrelerine kimyasal hipoksi
uygulanmasi

)

HIF-1o primereleri ile mRNA seviyelerine bakalarak
hipoksik kosulun dogrulanmasi

)

PC3 ve Huvec hiicrelerinde MTT analizi

|

Bu hiicreler ile Real Time PCR teknigi ile
NonO/p54wt mRNA seviyesinin belirlenmesi

|

Western Blot tekmidi ile bu hiicrelerde NonQ/pS4urt
protein seviyesinin belrilenmesi

Sekil 3.6: Calismanin 2. basamagina ait akig diyagramiu.

3.2.1 Hipoksik Kosulun Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

PC3 ve HUVEC hiicreleri kiiltiir ortaminda biiyiitiilerek 25cm? *lik flasklar
icerisine alimmistir. Son konsantrasyonu 150 uM olacak sekilde CoCl, eklenerek
kimyasal sartlarda hipoksik kosul olusturulmustur (Bolim 2.3.25 bkz). Normal
kosullar i¢in ayrilan hiicrelere herhangi bir kimyasal uygulanmamistir. Bu sekilde
hipoksik ve normoksik kosuldaki hiicrelerden 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda
hiicre pelletleri alinmis ve RNA izolasyonu yapilarak RNA miktarlar1 6l¢iilmustiir.
PC3 ve HUVEC hiicrelerinin RNA jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.7 ve Sekil
3.8’de gosterilmistir. Her bir 6rnek i¢in 1pg/mL kalip RNA kullanilarak RT-PCR
teknigi ile cDNA sentezi yapilmistir (bkz. Bolim 2.3.3.3).
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M 24sN 24sH  48sN 48sH 72sN 72sH

Sekil 3.7: PC3 hiicrelerinden hipoksik ve normoksik kosullar altinda 24,48 ve 72 saat araliklarinda
elde edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiisii.

24sN  24sH 48N 48sH 72sN 72sH

. e - o8 S
18S

Sekil 3.8: HUVEC hiicrelerinden hipoksik ve normoksik kosullar altinda 24,48 ve 72 saat
araliklarinda elde edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiisii.

Hipoksiya ile indiiklenebilen faktér 1 (HIF-1o) anjiyogenez, hormon sentezi,
glikoliz ve hiicre canlilig1 ile ilgili genlerin hipoksik aktivasyonu i¢in temel bir
regiilatordiir. Bu amagla ilk olarak HIF-1lo. mRNA seviyelerine bakilarak hipoksik
kosulun olustuguna emin olunmustur. Bunun i¢in Tablo 2-9’da gosterilen HIF-1a
spesifik primerler kullanilmigtir. Elde edilen ¢cDNA’lar ile HIF-1la ileri ve geri
primerleri kullanilarak Real Time PCR kurulmustur (Boliim 2.3.4 bkz). Elde edilen
sonuclar ct degeri Livak metoduna gore degerlendirilmistir. Bu sekilde PC3 (Sekil
3.9) ve HUVEC (Sekil 3.10) hiicreleri igin hipoksik kosulun olusumu HIF-1o’nin

ekspresyon profiline bakilarak dogrulanmistir.
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Kat mRNA

3,5 1 PC3 Hiicre Hattinda Hif-1a Ekspresyonu

2,5 -

15 -

0,5 -

Kontrol N 24 saatH 48 saat H 72 saatH

Sekil 3.9: PC3 hiicrelerinde HIF-1a eksresyonu ile hipoksik kosulun dogrulanmast.

HUVEC Hiicre Hattinda Hif-1a Ekspresyonu

Kontrol N 24 saatH 48 saatH 72 saatH

Sekil 3.10: HUVEC hiicrelerinde HIF-1a eksresyonu ile hipoksik kosulun dogrulanmasi.
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3.22 MTT Analizi ile Hipoksik Kosulun Hiicre Proliferasyonuna

Etkisinin Incelenmesi

Model olarak kullandigimiz hiicreler olan PC3 ve HUVEC hiicrelerinde
hipoksik ve normoksik ortamin hiicre proliferasyonuna etkisinin nasil oldugu MTT
testi ile belirlenmistir. Hiicreler kiiltlir ortaminda biyiitiiliip deney kaplarina
alinmigtir (bkz. Bolim 2.3.2.5). Birgiin sonra 96 kuyulu plakalarin hipoksik
kuyularina hipoksik kosul i¢in son konsantrasyonu 150 uM olacak sekilde CoCl,
uygulanmistir. Normoksik i¢in ayrilan kuyulara higbirsey uygulanmamistir. 96
kuyulu plakadaki PC3 ve HUVEC hiicre hatlart igin 24, 48 ve 72 saat sonrasinda
hiicrelere MTT testi uygulanmistir (bkz. Boliim 2.3.5). Spektrofotometride 550 nm
dalga boyunda absorbansi alinarak sonuglar excelde degerlendirilmistir. Hipoksik
kosullarin hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterilmistir.
PC3 hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli bir etki gozlenmemistir. Ancak

HUVEC hiicrelerinin hipoksik kosullarar duyarli oldugu gézlenmistir.

PC-3 Hiicre Hattinda Hipoksik Kosullarin Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

11l

Kontrol N 24 saatH 48 saat H 72saatH

Absorbans 550 nm
= = N »
i et [#,] (o] en w [7]] e
| 1 1

=]

Sekil 3.11: PC3 hiicrelerinde hipoksik ve normoksik kosulun hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT
analizi ile belirlenmesi.
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HUVEC Hiicre Hattinda Hipoksik Kosullarin
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Kontrol N 24 saatH 48 saatH 72 saatH

Sekil 3.12: Huvec hiicrelerinde hipoksik ve normoksik kosulun hiicre proliferasyonuna etkisinin MTT
analizi ile belirlenmesi.

3.2.3 NonO/p54™ Geninin Hipoksik ve Normoksik Kosullardaki

Ekspresyon Profilinin Belirlenmesi

Sekil 3-5’de gosterildigi gibi PC3 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat araliklarinda
hipoksik kosulun olustugu HIF-1a ifadesine bakilarak dogrulanmasinda sonra PC3
ve HUVEC hiicreleri ile RNA izolasyonu yapmak icin belirli zaman araliklarinda
hiicre pelletleri alinmistir. Hiicreler uygun ortamda hafta bir rutin pasaj yapilarak
bliyiitiilmiis, daha sonra deney kaplarina alinarak hipoksik i¢in ayrilan flasklara son
konsantrasyonu 150 puM olacak sekilde CoCl, uygulanmis ve hipoksik kosul
olusturulmustur (bkz. Boliim 2.3.2 ve 2.3.3). Belirli zaman araliklarinda (24,48 ve 72
saat) hiicre pelletleri alinarak RNA izolasyonu yapildi, RNA miktarlar1 belirlendi ve
ornekler RNA jel elektroforezinde yiiriitiildii. Sonuglar UV goriintiileme cihazinda
goriintiilendi. Belirlenen zaman araliklarinda hipoksik ve normoksik olarak elde
edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi yapildi (bkz. Boliim 2.3.3.3). Elde edilen
¢DNA’lar ile insan NonO/p54™ ve H-B-2 Mikroglobulin igin Tablo 2.4’de belirtilen
spesifik primerler kullanilarak Real Time PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir (bkz.
Bolim 2.3.4). H-B-2 Mikroglobulin normalizasyon amaciyla kullanilmigtir. Elde

edilen cT degerleri Livak metoduna gore degerlendirilmistir.
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35 PC3 Hiicre Hattinda NonO/p54™® Ekspresyonu
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Kat mRNA

Sekil 3.13 : PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ mRNA ekspresyonu.

HUVEC Hiicre Hattinda NonO/p54™® Ekspresyonu
1,6 -
1,4 -
*
12 -
< 1 -
% 098 i
2 0,6 -
0.4 -
0,2 -
0 5 T T T 1
Kontrol N 24 saatH 48 saat H 72 saatH

Sekil 3.14: Huvec hiicrelerinde NonO/p54™ mRNA ekspresyonu.

24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda NonO/p54™ gen ifadesinin PC3 (Sekil 3.13)
ve HUVEC (Sekil 3.14) hiicrelerinde mRNA diizeyinde hipoksik kosullardaki ifadesi
gosterilmistir. PC3 hiicre hattinda hipoksik kosullarda istatistiksel olarak anlamli
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artig tespit edilmistir. HUVEC hiicre hattinda ise 24, 48 ve 72 saat zaman
araliklarinda belirlenen hipoksik kosulun kontrol grubuna gore NonO/p54nrb MRNA

seviyelerinde anlamli bir artig gézlenmemistir.

3.2.4 Hipoksik ve Normoksik Kosullarda NonO/p54anO Protein

Seviyesinin Belirlenmesi

PC3 ve HUVEC hiicreleri uygun kosullarda biiyiitiilip 25 cm?’lik flasklara
alinmistir. Hipoksik i¢in ayrilan flasklara son konsantrasyonu 150 uM olacak sekilde
CoCl, uygulanmustir. 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda hiicre pelletleri alinmigtir
(bkz. Bolim 2.3.2 ve 2.3.3). Tablo 2.15de belirtilen RIPA prosediiriine uygun olarak
protein ekstraktlar1 hazirlanmigitir. Oubit kullanilarak elde edilen proteinlerin miktar
tayini yapilmistir. Daha sonra SDS PAGE jeli hazirlanmigtir (bkz. Bolim 2.5.3).
Protein ekstraktlarindan 50 pg alinacak sekilde hesaplanarak jele yiliklenmistir.
Proteinler jelde yiritildikten sonra transfer asamasi i¢in sandivic modeli
olusturulmustur (bkz. Bolim 2.5.4). Bir gece boyunca +4°C’de proteinlerin PDVF
membranina transferi ger¢eklesmistir. Bloklama soliisyonu hazirlanarak bloklama ve
yikama asamasi yapilmustir. Membrana 1: 500 NonO/p54™ antikoru ve 1:5000
sekonder antikoru uygulanmistir. Daha sonra ayni membrana iizerine 1:10.000 -
aktin antikoru ve sekonder antikor 1: 5000 uygulanarak membran ilizerinde proteinler
isaretlenmistir. UVP goriintliileme sistemi ile fotografi c¢ekilmis ve densitometrik
olarak analiz edilmistir (bkz. Bolim 2.5.5 ve 2.5.6). PC3 (Sekil 3.15) ve HUVEC
(Sekil 3.16) hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat araliklarinda hipoksik ve normoksik
kosullardaki protein seviyeleri belirlenmistir. PC3 hiicrelerinde 24 saatte protein
seviyesinde (Sekil 3.15) NonO/p54™ artis1 gozlenirken, HUVEC (Sekil 3.16)

hiicrelerinde ise 48 saatte artis gdzlenmistir.
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Sekil 3.15: PC3 hiicrelerinde hipoksik ortamda NonO/p54™ protein ekspresyonu.
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Sekil 3.16 : HUVEC hiicrelerinde hipoksik ortamda NonO/p54™ protein ekspresyonu.
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3.3 NonO/p54™® Promotorunun Klonlanmasi

3) NonO/p54™® promotor bélgesini klonlanmasi

NonO/p542t promotor bilgesinin pGEM-T
Easy vektiriine klonlanmasi

Promotor delesyon parcalarinin olusturulmas:

y

NonQ/p542t promotor analizi

|

NonQ/p542t promotor delesyon parcalarmm
pMetluc dkaryotik ekspresyon velktbriine
klonlanmasi

v

| Dizi analizi

Sekil 3.17: Calismanin 3. basamagina ait akis diyagrami.

3.3.1 NonO/p54™  Promotorunun pGEM-T Easy Vektériine

Klonlanmasi

NonO/p54™ geni NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) sayfasindan [Gen Bankasi
no: NC_000023] bulundu. Bu genin 1259 bg¢’lik (-730/+529) promotor bolgesi
belirlenerek ileri ve geri primer tasarimi yapildi. Primerler belirtilen 6zelliklere
bakilarak tasarlandi (bkz. Boliim 2.4.1). Tasarlanan primerler NCBI sayfasindan
Blast yapilarak insan NonO/p54™ genine yiiksek benzerlikte oldugu saptandi. Kan
orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapildi (bkz. Boliim 2.4.4) agaroz jelde
yiiriitiildii (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18 : Kandan genomik DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii (M: Marker 1kb, Kandan
Genomik DNA).

P1 (-730/+529) bolgesinin gogaltilmasi i¢in uygun PCR kosullar1 olusturuldu
NonO/p54™nin Sekil 2.3°de gdsterilen 1259 b¢’lik P1 (-730/+529) promotor
bolgesi ¢ogaltidi. P1 (-730/+529) bolgesinin ¢ogaltilmasi igin Tablo 2.11°de
belirtilen spesifik primer dizi kullanilarak 4 tiip hazirlanmistir. Pozitif ve negatif
kontroller i¢in Tablo 2.4’de belirtilen spesifik H-B-2 forvard ve reverse primerleri

kullanilmuistir.

Tablo 3.1: NonO/p54™ promotorunun 1259 b¢’lik P1 (-730/+529) bélgesi i¢in optimize edilmis PCR

kosullart.
1 2 3 4 (+) ¢

DNA Sul Sul Sul Sul Sul -
MgCl, 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul 2 ul
Buffer Sul Sul Sul Sul Sul S5ul
dntp 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
NonO/p54™® | 1 pul 1l 1l Tul [1pl 1 pl
P1 Forward

H-B-2F | H-B-2F
NonO/p54™ | 1 pl 1 pl 1 pl Tul |1pl 1 pl
Reverse

H-B-2R | H-B-2R
dH,O 34 ul 34 ul 34 ul 34ul |34l 39 ul
Taq Pol 1 ul 1 pl 1 pl 1 ul 1l 1wl
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P1 (-730/+529) promotor bolgesi i¢in PCR optimizasyonu yapilmistir (bkz.
B6lim 2.4.6). Buna gére 1mM MgCI, ve 54°C sicaklikta Tablo 3.1’de belirtilen
kosullarda PCR kurulmustur. Bu sekilde Tablo 3.2’de belirtilen dongii kosullarinda
P1 promotor bolgesi (-730/+529) ¢ogaltilmistir.

Tablo 3.2: NonO/p54™ promotor bélgesi igin optimize edilmis PCR déngii kosullari.

Nono/p54™™® Sicaklik Siire | Dongii
Promotor PCR | (°C) Sayisi
dongii

kosullar:

Denatiirasyon | 94°C 3dk 1
Denatiirasyon | 94°C 1dk 35
Baglanma 54°C 1dk

Uzama 72°C 1.5dk

Final Uzama 72°C 10dk |1

PCR iiriinleri i¢in agaroz jel hazirlanmistir (bkz. Boliim 2.4.7). Cogaltilan her
tip iki kuyuya yiiklenerek agaroz jel elektroforezinde 90 V’da 35 dakika
yiritilmistir. P1 (-730/+529) bolgesi i¢in ¢ogaltilmis DNA bantlar1 Sekil 3.19°da

gosterilmistir.

M

Sekil 3.19: NonO/p54™ 1259 b¢’lik P1 (-730/+529) promotor bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmis agaroz
jel goriinttisii ( M: 1kb DNA marker).
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Daha sonra bu bantlar jel piirifikasyon kiti ile geri kazanildi. Tablo 2.13’de
gosterilen ligasyon kosullarina uygun olarak ¢ogaltilan 1259 bg’lik P1 (-730/+529)
promotor bolgesi (insert) pGEM-T Easy vektorii ile bir gece ligasyona birakildi.
Transformasyon i¢in kompetant hiicreler hazirlanmistir (bkz. Bolim 2.4.5).
Ligasyon iriiniiniin transformasyonu gerceklestirilmistir (bkz. Bolim 2.4.9). Bir
gece inkiibasyondan sonra mavi beyaz koloni olusumu goézlenmistir. Beyaz koloni
secimi yapilarak Fermentas DNA izolasyon kiti kullanilarak kii¢iik miktarli plazmid
DNA izolasyonu yapilmistir (bkz. Béliim 2.4.10). Izole edilen plazmid DNA’larin
(Sekil 3.20) restriksiyon endoniikleaz enzimleri Xhol ve HindIII kullanilarak kontrol

kesimi yapilmis ve agaroz jelde goriintiilenmistir (bkz. Bolim 2.4.11).

1259 be¢’lik insert

Sekil 3.20: pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 1259 bg¢’lik bolgenin Xhol ve HindIII kontrol kesimi
agaroz jel gorlintiisii ( M: 1kb DNA marker).
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NCBI DIzl 31 TEECCACITATACTTAGTACCTCCCATATTCARCACACCACACATRGGACCTITCCATCR S0
FErer rrrreerrrrrerrrrrree e rr e e rrerrrrrer e e e
NonO/P54™ 4 TEECC-CTTATRGTTAGTAGCTGCCATATTGRACRCAGCRAGRCATAGGACCTTICOCATCR &2
HWCBI Dizt 31 TTECACACACTTCTAT TGARCAGCCCARGTCTAGATCATTIGTGTCCCCACATARGSTCET 150
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrree e e e rrerrrrrer e e e
NonO/P54™= &3 TTECACACACTTCIATTGARCACCCCARGCTCTAGAT CATIGTGTCOCOCACATARCETCET 1
NCBI DIZI 151 GOOCA-TIGEGATRCCCTGCRAC CCTGRGTGTGRATTRATT AR T-GEGRATTRRCARCRC 208
FEEEr trrreerrrrrerrrrrree e re e e rr e verrrreerrren
NonO/P54™= 123 GOCCATTIGEGATACCCTGCARCCCTGACTGTGALT TALTTARTCEECAAT TRACARC R 182
NCBI DIZI 20% RTRCTTATCRARTTGATCCTIGTRAGTCCTIGGTTRAC CRCGEEEE0GEGE0GAETTRAGECR 268
FEPETETE e e e e et e e e e e e v e e e e
NonO/P54™ 183 ATACTTATCARTTGATCCTTGTAGTCCT IGGTT AL CACEGEGE0GEGECEASTTAGECR 242
NCBI DIzl 265 TTACTGAAMCLATELAGETTAGT TRCTGATRGECCT CCTAT GEARTATRCAGTCTGRTCT 328
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrree e e e rrerrrrrer e e e
NonO/P54™ 243 TTACTGARMCLATCLAGETTACT TRMCTGATLGGCCT CCTAT GGARTATACAGTCTGATCT 302
NCBI DIzl 325 AGACECCTACLATATATCCAT GCCAATCATGACACCTETIGARTCTCTCACGTAALTCATE 388
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrree e e e rrerrrrrer e e e

NonO/P54™= 303 RGRGECCTACRATRATATCCRTGECRRATGATGRCROCTEGTIGARTCTCTCRETRRATCATE 362

=]
L]

HCEI Dizt 385 GERAACAATACTGLTGTITIGEACT CCTACCTI TICTGGTI TACCATEGAAATCACGETECTE 448
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrree e e e rrerrrrrer e e e
NenO/ P54 383 GERACARTAGTGATGT TTGEACT GCTRAGETT TTCTGET TRCCATEERARTGAGGETECTE 422

NWCBI DIzl 445 GTTRCRATTCTGTGIRAAT CRCGCRERGOCTARGETRTEATECROCCOCTOCTCCCCOCROC 508
R R RN R R RN R R AR AR NR RN RN
HenO/P54™ 423 GTTRCRATTCTGTGTRAAT CRACGCRGRGCCTARGGTRTEATECACCCOCTOCTCOCCCROC 482
NWCBI Dizi 50% COGTCTGTARCCRATGRCCRRL GRGTTGRCTATTITCRGTTECGTTTCOCGRETRECOCCCRE 568
R R RN R R RN R R AR AR NR RN RN
HenO/P54™ 483 COGICTGTALCCATGACCARR GAGTTGACTATI TCRAGT TEGOGT TTCOCGREGTAGOCCCRGE 542

NWCBI DIZI 565 CRRCRGGRGRRGCATCTRAGRRATATGRTTRARGTATEGECTGTCRGGATGCRAGOCCTRAC 28
FErrrerrrrrrrreererrrrreererrrrreree e reeer e e
HonO/P54™ 543 CAMCACGAGAAGCATCTAGAAATATGATTALCTATCEECTGTCASGATGCAAGCCCTARC €02
NWCBI DIzl 625 RRGGRAGTGTGRALARRGRARCATGECGEEGCATITITTICAGTRGEARARGECOCRARATE  &88
FErrrerrrrrrrreererrrrreererrrrreree e reeer e e
HenO/P54™ 603 AAGGAAGTGTGARMAALACAM CATGECGEEGCATTTTITICAGTAGGARRLGECOCABATC 662

WCBI DIZi €89 TATTOCATTGAATACAATGACATTET TARCTCTTGCT TCTTGCACRGECGOLGTCCRAGEAT 748
FEEEEErrrrr e e et rr e e e e e rrr e e e
NenO/P54™  §63 TATTCCATTGAATACAATGACATTGT TACTCTTGCT TCTTGCACAGGCGCAGT GCREGRC  T22
NWCEI DIZi T45 TECTOCEAGCRCEOCT ACEORCECAT TT TCT CCCCT TCCTCTCCCT CI TICCACT TICCT 808
FEEEEErrrrr e e et rr e e e e e rrr e e e
HenOfPS4™" 723 TECTOCEAGCACGOCTACEOCOGCATTTICTOCOCT ICCTICICOCTCT TTCCACTTTICCT 782
WCBI DIZi 209 CTCCCTTTTTCTCCTCTCCTT TOOCCCTOCCACCACTIGETCITICASTCITICAGTCA  BET
FEEEErrrerrre e e e e ee e e e e e e e
HenO/P54™F 723 CTOCCTTITTICTCCICTCCTT TCOOCCTOOCACCACTT GETCT TICAGTCTTTCAGTCA 242
WCBI DIZi 868 GITCETITAGETCICT CCTTCOEACCCCCACOCOCAGCTOCTCTOCC-TITCCTITICOC 926
LR TR e e e e e e e e
NenQyP54™™ 843 GTTCGTTIAGGTICTCICCTTICGACCCCCACCOCCCAGCTCCICTCCCTTITCCTITICCC 302
NWCEI DIZi 527 CCICCCCCTTICC-TITCOOETCTCACEC-COCACOCGCT TECACAT GCOCATT-ACE 982
PEreerrreer e treeer reerreerrerrr verr o rerreer e
HenOfPS4™" 903 CCICOCCOCTITICTITICOOGGECTCACGEECOCLECOCGCT ICEACATTGOGCATTARGE 562
NCBI DIZi 983 TACRRAGCCTC 993
FEEErrrren
HonOfPS54™F 363 TACARAGCCTC 573

Sekil 3.21 : pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 1259 bg’lik P1 (-730/+529) bolgenin dizileme Blast
N sonucu.

78



1259 bg’lik promotor bolgesinin pPGEM-T Easy vektoriine klonlanmasindan
tamamen emin olmak i¢in dizi analizine gdnderilmistir (bkz. Bolim 2.4.12). P1
(-730/+529) bolgesinin biiylik bir bolimi bu dizilemede okunmustur (Sekil 3.21).
NonO/p54”rb promotorunun klonlamasi ile sonuglanacak olan bu g¢alismanin son

basamagini olusturan dizi analizi sonuglart Boliim 3.3.3’de belirtilmistir.

3.3.2  NonO/p54™ Promotor Delesyon Parg¢alarimin Olusturulmasi

NonO/p54™nin 1259 be’lik promotor bdlgesinden dort ayri promotor
parcasinin olusturulmas: amacglandi. Bu dizi {izerinden en biiylik bolge P1

(-730/+529) olacak sekilde belirli uzunluklarda 3 farkli bolge belirlendi.

Sekil 2.3’de gosterildigi gibi P1 (-730/+529), P2 (-516/+529), P3 (-336/+529)
ve P4 (-159/+529) olarak dort ayri promotor pargast olusturuldu. Biitiin promotor
pargalar1 icin ortak olarak tasarlanan geri primer kullamldi. Ileri primer ise her
promotor pargasi i¢in ayri olarak tasarlandi (bkz. Bolim 2.4.1). NonO/p54mb’nin
olusturulan promotor pargalari i¢in tasarlanan spesifik primerler Tablo 2.11°de

gosterilmistir.

Bu dort ayri pomotor pargalari spesifik primerler ve kalip olarak genomik
DNA kullanilarak PCR teknigi ile c¢ogaltildi (bkz. Bolim 2.4.6 ve 2.4.7). Tablo
3.3’de belirtilen kosullar altinda her bir promotor bolgesinin PCR {irlinleri agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.
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Tablo 3.3: NonO/p54nrb promotorunun 1045 bg’lik P2 (-516/+529) , 865 b¢’lik P3 (-336/+529) ve 688
be’lik P4 (-159/+529) bolgesi i¢in optimize edilmis PCR kosullari.

1 2 3 4 (+) )
DNA Sul Sul Sul S5ul Sul -
MgCl, 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
(AmM)
Buffer Sul 5ul Sul S5ul Sul Sul
dntp 1 ul 1 ul 1 ul 1l 1 ul 1 ul
Forward 1 ul 1 ul 1 ul 1 pl 1 ul 1 ul
H-p-2 F | H-B-2F
Reverse 1 ul 1 ul 1 ul 1 pl 1ul 1ul
H-p-2R | H-B-2R
dH,O 34 ul 34 ul 34 ul 34 ul 34 ul 39 ul
Taq Pol 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul

Sekil 3.22 : NonO/p54nrb 1045 be¢’lik P2 (-516/+529) promotor bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmis agaroz
jel goriinttisii ( M: 1kb DNA marker).
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M

Sekil 3.23: NOﬂO/p54nrb 865 bg’lik P3 (-336/+529) promotor bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmis agaroz
jel goruntiisii ( M: 1kb DNA marker).

Sekil 3.24: NonO/p54™ 688 b¢’lik P4 (-159/+529) promotor bélgesinin PCR ile ¢ogaltilmis agaroz
jel goriintiisii ( M: 1kb DNA marker).

Ayr1 ayri ¢ogaltilan promotor parcalart P1 (Sekil 3.19), P2 (Sekil 3.22), P3
(Sekil 3.23), P4 (Sekil 3.24) jel pirifikasyon kiti kullanilarak jelden geri
kazanilmistir. Tablo 2.13’de belirtilen kosullar altinda diger {i¢ ayr1 promotor pargasi
icin pPGEM-T Easy vektorii ile ligasyon kosullart olusturularak bir gece ligasyona
birakilmigtir. Ampisilin, X-Gal ve IPTG’li petrilerde mavi beyaz koloni olusumu
gozlenerek rekombinant beyaz koloni taranmasi yapilmistir. Segilen beyaz
kolonilerden kiiciik miktarli plazmid DNA izolasyonu yapilmistir (bkz. Bolim
2.4.10). Klonlamanin dogrulanmasi i¢in restriksiyon endoniikleaz enzimleri Xhol ve
HindIIl kullanilarak kontrol kesime birakilip agaroz jelde kesim {irlinleri
yuritilmistir (bkz. Boliim 2.4.11). Her bir promotor pargasinin kontrol kesimi P1 (-
730/+529) Sekil 3.20, P2 (-516/+529) Sekil 3.27, P3 (-336/+529) Sekil 3.26 ve P4 (-
159/+529) Sekil 3.25°de gosterilmistir. Insertler jel piirifikasyon kiti ile jelden geri

kazanilmistir.
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688 b¢’lik insert

Sekil 3.25 : pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 688 bg’lik bolgenin Xhol ve HindIII kontrol kesimi
agaroz jel gorlintiisii ( M: 1kb DNA marker).

865 b¢’lik insert

Sekil 3.26 : pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 865 bg’lik bolgenin Xhol ve HindIII kontrol kesimi
agaroz jel gorlintiisii ( M: 1kb DNA marker).
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1045 b¢’lik insert

Sekil 3.27 : pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 1045 bg’lik bolgenin Xhol ve HindIII kontrol kesimi
agaroz jel gortintiisii ( M: 1kb DNA marker).

Dort ayr1 promotor parcast igin yapilan T:A klonlamanin tamamen

dogrulanmasi i¢in dizi analizine gonderilmistir (bkz Boliim 2.4.12).

3.3.3 NonO/p54™ Promotor Parcalarmin pMetluc Vektoriine Alt

Klonlanmasi

Alt klonlamanin dogru oryantasyonda olabilmesi i¢in promotor parcalar i¢in
spesifik primer dizayni yapilirken belirlenen Xhol ve Hindlll restriksiyon kesim
bolgelerinin pMetluc vektorii icinde geni kesmedigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
T:A klonlamanin dogrulanmasiyla kontrol kesimi yapilan dort ayr1 promotor pargasi
jelden geri kazanimi yapilmistir. Kiiclik Olgekli {ic tiip pMetluc reporter vektor
izolasyonu yapilmistir (bkz. Bolim 2.4.10) . Xhol ve Hindlll enzimleriyle kesimi
yapilarak her tiip iki kuyuya yiiklenerek agaroz jel elektroforezinde yiiriitlilmustiir
(Sekil 3.28). Daha sonra kesilmis pMetluc reporter vektor jelden geri kazanilmistir.
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Sekil 3.28: pMetluc reporter vektoriiniin Xhol ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kontrol kesim
agaroz jel gorlintiisi.

Xhol ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesilmis dort ayr1 promotor pargasi
(insert) ile kesilmis pMetluc reporter vektorii Tablo 2.14°de belirtildigi sekilde bir

gece ligasyona birakilmistir.

Dort ayri ligasyon {irlinii i¢in transformasyon yapilmis bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Kanamisinli petrilerde gdzlenen kolonilerden sivi besiyerine ekim
yapilarak kii¢iik miktarli plazmid DNA izolasyonu yapilmistir (bkz. Boliim 2.4.13 ve
2.4.10). Alt klonlamanin dogrulanmasi i¢in tekrar Xhol ve Hindlll restriksiyon
enzimleri ile kontrol kesimi yapilmistir. Promotor parcalarinin kontrol kesimleri P4
(-159/4529) Sekil 3.29, P3 (-336/+529) Sekil 3.31, P2 (-516/+529) Sekil 3.33, P1 (-
730/+529) Sekil 3.35’de gosterildigi gibi agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmis

farkli baz ¢ifti uzunluktaki promotor parcalari jelde goriintiilenmistir.

Sekil 3.29 : pMetluc reporter vektoriine klonlanan 688 bg¢’lik P4 (-159/+529) promotor bdlgenin Xhol
ve Hindlll ile kontrol kesimi agaroz jel goriintiisii.
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NCBI DIZI 572 CAGGAGARAGCATCTAGAMATATGATTAAGTATGGGETGT CAGGATGCAAGCCCTAACAAG 631

(RN NN NN N NN NN RN RRRNNARRRRRRRRRAEY
NonO/p5 47 1 CAGGAGAAGCATCTAGAAATATGATTAAGTATGGGETGT CAGGATGCAAGCCCTAACAAG 60

NcBI Dizi 632 GAAGTGTGAAAAPAGAAMNCATGGCGEGECATTTT TTTCAGTAGGAMAGGCCAMTCTAT 691

FEREEEEEE R e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e
NonQ/p54™* 61 GAAGTGTGAAAAAAGAAMCATGGCGGGGCATTTT TTTCAGTAGGARMAGGCCARATCTAT 120

NCBI Dizi 682 TCCATTGAATACAATGACATTGTTACTCT TGCTT CTTGCACAGGCGCAGTFCAGRACTGC 751

(RN NN NN N NN NN RN RRRNNARRRRRRRRRAEY
NonO/p34™= 121 TCCATTGAATACAATGACATTGTTACTCTTGCTTCTTGCACAGGCGCAGTGCAGGACTGC 180

NCBI Dizi 752 TCCGAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTTTCCTCTE 811

(RN NN NN N NN NN RN RRRNNARRRRRRRRRAEY
NeonD/p54™* 181 TCCGAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTTTCCTCTC 240

NCBI Dizi 812 CCTTTTTCTCCTCTCCTTTCCCCCTCCCACCACT TGGTCTTTCAGTCT TTCAGTCAGTTC 871

FEREEEEEE R e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e
NonO/p54™® 241 CCTTTTTCTCCTCTCCTTTCCCCCTCCCACCACTTGETCTTTCAGTCTTTCAGTCAGTTC 300

NCBI Dizi 872 GTTTAGGTCTCTCCTTCCGACCCCCACCCCCAGCTCCTCTCCCTTTCCTTTTCCCCCTCC 931
(RN NN NN N NN NN RN RRRNNARRRRRRRRRAEY

NonD/p54™* 301 GTTTAGGTCTCTCCTTCCGACCCCCACCCCCAGCTCCTCTCCCTTTCCTTTTCCCCCTCC 360

NCBI Dizi 932 CCCTTTCCTTTCCCGTCTCACGGCCAGGCOGCT TGCACATGCGCATTAGGTACARAGCC 951

PECEREEEE e e e e bbb e e e e e e e b e e e e el
NonO/p54™* 361 CCCTTTCCTTTCCCGTCTCACGCGCCAGGCCGCT TGCACATGCGCATTAGGTACRAAAGCC 420

NCBI pizi 992 TCGCTCTTTGTCCCCATCTGTCGT TCACACGAACTCAAGCCTTTGGCATTOGGCAGCCAR 1051

PEEEEEEEEREE e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonO/p547* 421 TCGCTCTTTGTCCCCATCTGTCGT TCACACGAMC TCARGCCTTTGGCATTCGGCAGCCAR 480

NCBI DIZi 1052 TAGAATCTAAGARATGGCGGAAAAATGATTCCGCCTCGGGAGCTAANCCTTGATTGGCAG 1111

PEEEEEEEEREE e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonO/p547* 481 TAGAATCTAAGAAATGGCGGAAAAATGAT TCCGCCTCGEGAGCTARACCTTGATTGGCAG 540

NCBI DIZI 1112 TTTAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTTTGTACCCCTTGGCAGGCACCGAGCTCCGTCGT 1171

RN RN RN RN RN R RN RN RN A NRRARRRRARRRRAN
NonO/p54=* 541 TTTAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTTTGTACCCCTTGGCAGGCACCGAGCTCCGTCGT 600

NCBI DIZI 1172 CTCGTTTCCGGCGGTCGCGCGCTC TTTTC TCGGGACGEEAGAGGCCGTGTAGCGTCGCCG 1231

FEEEEREEERE R R e e e e e e ee e e e e e e e e e e v e e e e e e e
NonO/p54™* 6§01 CTCGTTTCCGECGETCGCGOGCTC TTTTC TCEEGACCEEAGAGECOGTGTAGCGTCGCCE 660

NCBI DIzl 1232 TTACTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA 1259

PEEETEEEE e et
NenD/p54*® 661 TTACTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGE 683

Sekil 3.30: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 688 bg’lik P4 (-159/+529) promotor bolgesi
dizileme Blast N sonucu.
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Sekil 3.31: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 865 b¢’lik P3 (-336/+529) promotor bolgenin Xhol
ve Hindlll ile kontrol kesimi agaroz jel goriintiisii.

NCBI DIZI 395 ATAGTGATGTTTGGACTGCTAGGTTTTCTGGTTACCATGGAAATGAGGGTGCTGGTTACA 454

FECEEETERE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
NonO/p54*= 1 ATAGTGATGT TTGGACTGCTAGGTT TTCTGGTTACCATGGARATGAGGGTGCTGGTTACA 60

NCBI DIZI 455 ATTCTGTGTAATCACGCAGAGCCTAAGGTATGATGCACCCCCTCCTCCCCCACCCCGTCT 514

FECEEEEEEE e e e e e e e e e b e e e re e el
NonO/p54™* 61 ATTCTGTGTAATCACGCAGAGCCTAAGGTATGATGCACCCCCTCCTCCCCCACCCCGTCT 120

NCBI DIZI 515 GTAACCATGACCAAAGAGTTGACTATTTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAG 574

FECEEETERE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
NonO/p54**= 121 GTAACCATGACCAAAGAGTTGACTATTTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAG 180

NCBI DIZI 575 GAGAAGCATCTAGAAATATGATTAAGTATGGGGTGTCAGGATGCARGCCCTAACARGGAA 634

FECEEEEEEE e e e e e e e e e b e e e re e el
NonO/p54™= 181 GAGAAGCATC TAGAAATATGATTAAGTATGGGGTGTCAGGATGCAAMGCCCTARCAAGGAA 240

NCBI DIZI 635 GTGTGARAAMAGAAACATGGOGGGGCATTT TTTTCAGTAGGAAAAGGCCARATCTATTCC 694
FECEEEEEEE e e e e e e e e e b e e e re e el
NonOQ/p54™*® 241 GTGTGAARAAAAGAARCATGGCGGGECATTT TTTTCAGTAGGARAAGGCCARATCTATTCC 300

NCBI DIZI 695 ATTGAATACAATGACATTGT TACTCTTGCTTCTTGCACAGGCGCAGTGCAGGACTECTCC 754

FECEEETERE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
NonO/p54*= 301 ATTGAATACAATGACATTGT TACTC TTGCT TCTTGCACAGGCGCAGTGCAGGACTGCTCC 360

Sekil 3.32: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 865 b¢’lik P3 (-336/+529) promoter bolgesi
dizileme Blast N sonucu.
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NCBI Dizi

NonO/p54™=

NCBI Dizi

WonO/p5 4%

NCBI Dizi

WonO/p5 4%

NCBI Dizi

KonO/p5 472

NCBI DiZi

KonO/p5 472

755

36l

815

875

935

995

601

NCBI Dizi 1055

RonO/p5 4=

661

NCBI Dizi 1115

NonO/p5 42==

721

NCBI Dizi 1175

WonD/ph 4522

781

NCBI DIzl 1235

KonO/p54™= 841

GAGCACGCCTACGCGOGCAT TTTCTCCCCT TCCTCTCCCTCTTTCCACT TTCCT CTOCC
PECEETEEEE et e e eer e e b e e e ee e e e e e ey
GAGCACGCCTACGCGOGCAT TTTCTCCCCTCOCTC TCCCTCTTTCCACT TTCCTCTCCCT

TTTTCTCCTCTCCTT TCCCC CTCCCACCAC TTGGTCTTTCAGTCT TTCAGTCAGTTCGT T

PECEETEEEE et e e eer e e b e e e ee e e e e e ey
TTTTCTCCTC TCCTT TCCCC CTCCCACCAC TTGGTCTTTCAGTCT TTCAGTCAGTTCGT T

TAGGTCTCTCCTTCCGACCC CCACCCOCAGCTCCTCTCCC TTTCC TTTTCCCCC TCCCCC
FEREETEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGGTCTCTCCTTCC GACCC CCACCCOCAGCTCCTCTCCC TTTCC TTTTCCCCC TCCCCT

TTTCCTTTCCOGTCT CACGE GOCAGGCCGC TTGCACATGC GCATTAGGT ACAARGCCTCG

FEVREREETE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e |
TTTCCTTTCCCGTCTCACGC GCCAGGCCGC TTGCACATGC GCATTAGGT ACARAGCCTC G

CTCTTTGTCCCCATCTGTCG TTCACACGAACTCAAGCCTT TGGCATTCGGCAGC CAATAG

FEVREREETE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e |
CTCTTTGTCCCCATC TGTCGTTCACACGRACTCARGCCTT TGGCATTCGGCAGC CARTAG

AATCTAAMGAAATGGC GEARAAMATGA TTCCGCCTCGGEAGC TAMMC CTTGATTGGCAGTT T

(RN R N R R RN N RN NN NN RN RN
AATCTAAGAAATGGC GGAAARATGA TTCCGCCTCGGEAGE TAAMC CTTGATTGGCAGTTT

AGCTAANCCAATCGAGARCGCCATTT TETACCCCTT GECAGGCACC GAGC TCOGT CETCT C

(RN R N R R RN N RN NN NN RN RN
AGCTAACCAATCGAGAACGCCATTT TGTACCCCTT GGCAGGCACC GAGC TCCGTCGTCTC

GTTTCCGGCGGTCEC GCGCTCTTTT CTCGG GACGEGAGAGGCCET GTAGCGTCGCCETTA
(RN R N R R RN N RN NN NN RN RN
GTTTCCGGOGGTCECGCGCTCTTTT CTCGG GACGE GAGAG GCCGT GTAGCGTOGCCETTA
CTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA 1259

FEEEEEEEEE R et
CTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA 865

Sekil 3.32 : (Devami).

M

814

420

874

480

934

540

994

600

1054

660

1114

720

1174

780

1234

840

Sekil 3.33 : pMetluc reporter vektoriine klonlanan 1045 bg’lik P2 (-516/+529) promotor bolgenin
Xhol ve Hindlll ile kontrol kesimi agaroz jel goriintiisii.
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NCBI DIZI 215 ATCAATTGATCCTT GTAGT CCTTGGTTAACCACG GGG GEEEEGAGT TAGGCATTACTG 274

FEEEErrre e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
NonO/p54™= 1  ATCAATTGATCCTTGTAGTCCTTGGT TAACCACGGGGGCGEGECGAGTTAGGCATTACTG 60

NCBI DIZI 275 ARACAATGAAGGTT AGTTACTGAT AGGCCTCCTATGEAATATACAGTC TGATC TAGAGGE 334

R RN R NN N RN RN RN RN RN R
NonO/p54*= 61  AAACAATGAAGGTTAGTTACTGATAGGCCTCCTATGGAATATACAGTCTGATCTAGAGGC 120

NCBI DIZI 335 CTACAATATATCCATGGCAATGAT GACACCTGTT GAATC TCTCAGTARATCATAGGAACA 394

R RN R NN N RN RN RN RN RN R
WonD/p54™= 121  CTACAATATATCCATGGCAATGATGACACCTGTTGAATCTCTCAGTARATCATAGGAACE 180

NCBI DIzI 395 ATAGTGATGTTTGEACTGC TAGET TTTCT GETTACCATGGARAT GAGGGTGCTGGTTACA 454

R RN R NN N RN RN RN RN RN R
NenO/pf4™= 181  ATAGTGATGTTTGGACTGCTAGGT TTTCTGGTTACCATGGAMAT GAGGGTGCTGGTTACA 240

NCBI DIzl 455 ATTCTGTGTAATCACGCAGAGCCT AAGEGTATGAT GCACCCCCTCCTCOCCCACCCCGTCT 514

R RN R NN N RN RN RN RN RN R
NenD/pfid4™= 241  ATTCTGTGTAATCACGCAGAGCCTAAGGTATGATGCACCCCCTCCTCCCCCACCCCGTCT 300

NCBI DIZI 515 GTAACCATGACCAA AGAGT TGACTATTTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCARCAG 574

(AR RN R R NN NN RN RN N NN RN NRRRRRRRRY
HonO/p5 47 301 GTAACCATGACCAAAGAGTTGACTATT TCAGT TGCGT TTCCCGAGT AGCCCCAGCAACAG 360

NCBI DIZI 575 GAGAAGCATCTAGAAATAT GATTAAGTAT GGGGT GTCAGGATGCAAGCCCTARCAAGGAR 634

(AR RN R R NN NN RN RN N NN RN NRRRRRRRRY
HonO/p5 4™ 361 GAGAAGCATCTAGAAATATGAT TAAGT ATGGGGTGTCAGGAT GCAAGCCCTARCARGGAA. 420

NCBI DIZI 635 GTGT GAMAAAAGIMAACATGECGEGECATT TTTTT CAGTAGGAMA AGGCCARATCTATTCC 694

(AR RN R R NN NN RN RN N NN RN NRRRRRRRRY
NonO/p54°=® 421 GTGTGAAAAMAGAMACATGEC GEEECATTTT TTTCAGTAGGAAMAGGOCAAATCTATTCC 480

NCBI DIZI 695 ATTGAATACAATGACATTGTTACT CTTGC TTCTT GCACAGECGCAGTGCAGGACTGCTCC 754

FECEEEEEERE e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonO/p54*== 481  ATTGAATACAATGACAT TGTTACTCTTGCTTCTTGCACAGGCGCAGTECAGGACTGCTCC 540

NCBI DIzZI 755  GAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTTTCCTCTCCCT 814
FECEEEEEERE e e e e e e e e e e e e e e e e e
HonD/p54™* 541  GAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTTTCCTCTCCCT 600

NCBI DIZI 815 TTTTCTCCTCTCCT TTCCCCCTCC CACCACTTGG TCTTTCAGTC TTTCAGTCAGTTCGTT 874

FECEEEEEERE e e e e e e e e e e e e e e e e e
HonD/p54** 601  TTTTCTCCTCTCCTTTCCCCCTCCCACCACTTGGTCTCTCAGTCTT TCAGTCAGTTCGTT 660

Sekil 3.34: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 1045 bg’lik P2 (-516/+529) promoter bdlgesi
dizileme Blast N sonucu.
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NCBI DIzl

NonQ/p54m==

NCEI Dizi

HonO/p5 4=

NCEI Dizi

HonO/p5 4=

NCEI Dizi

NonO/p5 4=

NCBI Dizi

NonO/p54m=

NCBI Dizi

NonO/p54m=

NCBI Dizi

873

661

935

995

781

1055

1115

a0l

1175

961

1235

NonO/p54™= 1021

Sekil 3.35: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 1259 bg’lik P1 (-730/+529) promotor bélgenin

TAGGTCTCTCCTTCCGACCCCCACCCCCAGCTCC TCTCCCTTTCCTTT TCOCCCTOOCCC

R RN RN N N R N RN RN NN RN R NN
TAGGTCTCTCCTTCCGACC CCCAC CCCCAGCTCC TCTCCCTTTCCTTT TCCCCCTCCCCC

TTTCCTTTCCOGTC TCACGCGCCAGGCCGCTTGC ACATGCGCAT TAGG TACAR AGCCTCG

R RN RN N N R N RN RN NN RN R NN
TTTCCTTTCCCGTC TCACGCGCCAGGCCGCTTGCACATGCGCAT TAGG TACAR AGCCT CG

CTCTTTGTCCCCAT CTGTC GTTCACACGAACTCAAGCCT TTGGCATTC GECAGCCANTAG

FELEEEEEE e et e b e e e b e e e e e e e e e el
CTCTTTGTCCCCAT CTGTC GTTCACACGA ACTCAAGCCT TTGGCATTC GGCAGCCANTAG

AAMTCTAAGAAATGGCGEAAAAATGATTCC GOCTC GGGAGCTARA CCTTGATTGGCAGT TT

R RN RN N N R N RN RN NN RN R NN
ANTCTAAGARATGGCGGAAARATGATTCC GOCTC GEGAGCTARACCTT GATTGGCAGT TT

AGCTAACCAATCGAGAACGCCATT TTGTACCCCT TGECAGFCAC CGAGCTCCGTCETCTC

FEEETEE e e e e e e e e e e et e e b e e e e e
AGCTAACCAATCGAGAACGOCATT TTGTACCCCT TGECAGGCAC CGAGCTCCGTCGTCTC

GTTTCCGEC GETCGCGCGC TCTTT TCTCGGEACGGEAGA GECCE TETAGCGTC GCCGTTA

FEEETEE e e e e e e e e e e et e e b e e e e e
GTTTCCGGCGET CGCGC GCTCT TTTCT COGGACGEEAGAGEC CGTG TAGCGTCGCC GTTA

CTCCGAGGAGATACCAGTC GGTAGA

FEEEEEEEEEEE el
CTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA

1259

1045

Sekil 3.34: (Devam).

o B
[

Xhol ve Hindlll ile kontrol kesimi agaroz jel goriintiisi.
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NCBI DIZI 1 AGGTTCTCAGTTGCATTAGTCATATTTCAATGEC CACTTATAGT TAGTAGCTGCCATATT 60

(NN R RN RN RN RN A RN RRRRRRRRRRRRAEY
NonOQ/pS4™® 1  AGGTTCTCAGT TGCAT TAGTCATATTTCAATGGCCACTTATAGTTAGTAGCTGCCATATT 60

NCBI Dizi 61 GAACACAGCAGACATAGGACCTTTCCATCATTGCACACAGTTCTATTGAACAGCCCARGT 120

(NN R RN RN RN RN A RN RRRRRRRRRRRRAEY
NonQ/pS4™® 61 GAACACAGCAGACATAGGACCTTTCCATCATTGCACACAGTTCTATTGAACAGCCCAAGT 120

NCBI Dizi 121 CTAGATCATTGTGT CCCCACATAAGGTGGTGCCCATTGGGATACCCTGCAACCCTGAGTG 180

(NN R RN RN RN RN A RN RRRRRRRRRRRRAEY
NonO/p54*= 121 CTAGATCATTGTGTCCCCACATAAGGTGGTGCCCATTGEGATACCCTGCAACCCTGAGTG 180

NCBI Dizi 181 TGAATTAATTAATGGGAAT TAACAACACATACTTATCAATTGAT CCTTGTAGTCCTTGGT 240

R RN RN N N R RN RN R R RN RRRN R RN RN
NonO/pH 4™ 181 TGAATTAAT TAATGGGAAT TAACAACACATACTTATCAATTGATCCTTGTAGTCCTTGGT 240

NCBI Dizi 241 TAACCACGGGGGOGGGGCGAGTTAGGCAT TACTGARACAATGAAGGTTAGTTACTGATAG 300

R RN RN N N R RN RN R R RN RRRN R RN RN
NonO/p5 4™ 241 TAAMCCACGGGGGCGGGGCGAGTTAGGCAT TACTGAMACAATGAAGGTTAGTTACTGATAG 300

NCBI Dizi 301 GCCTCCTATGGAATATACAGTCTGATCTAGAGGC CTACAATATATCCATGGCAATGATGA 360

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonD/p54™® 301 GCCTCCTATGGAATATACAGTCTGATCTAGAGGC CTACAATATATCCATGGCAATGATGA 360

NCBI DIzi 361 CACCTGTTGAATCT CTCAGTAMATCATAGGAACAATAGT GATGT TTGGACTGCTAGGTTT 420

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonO/p54™* 361 CACCTGTTGAATCTCTCAGTAAATCATAGGAACAATAGT GATGT TTGGACTGCTAGGTTT 420

NCBI DIZi 421 TCTGGTTACCATGGAAATGAGGGT GCTGETTACAATTCT GTGTAATCACGCAGAGCCTAR 480

(RN R RN R RN R R RN RRR RN
NonO/p54m=®> 421 TCTGGTTACCATGGAAATGAGGGT GCTGETTACAATTCT GTGTAATCACGCAGAGCCTAR 480

NCBI Dizi 481 GGTATGATGCACCCCCTCCTCCCCCACCCCGTCT GTAACCATGACCAAAGAGT TGACTAT 540

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
NonD/p54*=* 481 GGETATGATGCACCCCCTCC TCCCCCACCCCGTCT GTAACCATGACCAAAGAGTTGACTAT 540

NCBI DIzi 541 TTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCOCAGCAACAGGAGAAGCATC TAGAAATAT GATTARG 600

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
WonO/p547* 541 TTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAGGRGARGCATC TAGARATATGATTARG 600

Sekil 3.36: pMetluc reporter vektoriine klonlanan 1259 b¢’lik P1 (-730/+529) promoter bolgesi
dizileme Blast N sonucu.
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NCBI DIZI

NonD/pS 4=

NCBI Dizi

NenO/ph 45

NCBI DIzl

RonO/ph 47==

NCBI DIzl

NonD/pS 4=

NCBI DIzl

NenO/ph 45

NCBI DIzl

RonO/ph 47==

NCBI DIzl

RonO/p5 47

NCBI DIzl

KonO/p5 472

NCBI DIZI

KonO/p5 472

NCBI DIZI

NonQ/p54===

NCBI DIzl

NonQ/p54===

Alt klonlamanmn tamamen dogrulanmasi i¢in dizi analizine gonderilmistir
(bkz. Boliim 2.4.12). Dizi analizi sonuglar1 Bioedit ve NCBI veritabanlarinda kontrol
edilerek dogrulanmistir. pMetluc reporter vektoriine klonlanan NonO/p54™
promotor pargalarinin dizileme sonugalar1 P1 (-730/+529) Sekil 3.36, P2 (-516/+529)
Sekil 3.34, P3 (-336/+529) Sekil 3.32, P4 (-159/+529) Sekil 3.30 ‘da gosterilmistir.

601

601

661

661

781

S01

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

TATGGGGTGTCAGGATGCAAGCCC TAACA AGGAA GTCTGARAMA AGAA ACATG GOGEGGE

(RN R R RN RN RN NN RN NRRRRRRRRRY
TATGGGGTGTCAGGATGCAAGCCC TARCA MGG A GTCTGARAMA AGAA MCATG GOGEEGT

ATTTTTTTCAGTAGGARAN GGCCARATCTATTCCATTGAATACAATGACATTGTTACTCT

R N N R R N R RN NN NN RN R RN RN
ATTTTTTTCAGTAGGAMAAGGCCAAATCT ATTCCATTGAATACAATGACATTGTTACTCT

TGCT TCTTGCACAGGCGCAGTGCAGEACT GETCC GAGCACGCCTACGC GOGCATTTTCTC

R N N R R N R RN NN NN RN R RN RN
TGCT TCTTGCACAG GCGCAGTGCAGGACT GCTCCGAGCACGCCTACGC GCGCATTTTCTC

CCCTTCCTCTCCCTCTTTC CACTT TCCTC TCCCT TTTTC TCCTC TCCT TTCCCCCTCCCA
(RN R R RN RN RN NN RN NRRRRRRRRRY
CCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTT TCCTC TCCCT TTTTC TCCTCTCCT TTCCCOCTCCCA

CCACTTGGT CTTTCAGTCT TTCAGTCAGT TOGTT TAGGT CTCTCCTTC CGACC COCACCC
R N N R R N R RN NN NN RN R RN RN
CCACTTGGTCTTTCAGTCT TTCAGTCAGT TCGTT TAGGT CTCTCCTTCCGACC CCCACCC

CCAGCTCCTCTCCCTTTCC TTTTCCCCCT COCCC TTTCC TTTCCCGTC TCACGOGOCAGG
R N N R R N R RN NN NN RN R RN RN
CCAGCTCCTCTCCCTTTCC TTTTCCCCCT CCCCCTTTCC TTTCCCGTC TCACGCGOCAGS

COGCTTGCACATGC GCATT AGGTACAMAGCCTCGCTCTT TGTCC CCATCTGTC GTTCACK

FEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
COGC TTGCACATGE GCATTAGGTACARAGCCTCGCTCTT TETCC CCATCTGTC GTTCACA

CGAACTCAAGCCTT TGECATTCGE CAGCC ARTAGAATCT ARGAA ATGECGGARARATEAT

FEEEEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e
CGAACTCAAGCCTT TGGCATTCGGCAGCCAATAGAATCT AAGAR ATGGCGGAARRATGAT

TCCGCCTCGGGAGC TARAC CTTGATTGGCAGTTT AGCTAACCAA TCGAGAACGCCATTTT

FEEEEEEEE R e e e e b e e e e e b e e e e e e e e e e
TCCGCCTCGGGAGC TARAC CTTGATTGGC AGTTT AGCTA ACCAA TCGAGARMCGCCATTTT

GTACCCCTT GGCAGGCACC GAGCT CCGTC GTCTC GTTTC CGGCGGTCGCGCGC TCTTTTC
FEEEEETEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
GTACCCCTTGECAGGC ACCGAGCTOCGTCGTCTCGT TTCOGGCGET CGCGOGCTCTTTTC
TCGFEGACGEGAGAGGCOGT GTAGC GTCGC CETTACTCCGAGGAGATAC CAGTC GETAGA

FEEEEETEE e e e e e et e er e e e e e e e e e eeeetd
TCGFEGACGEGAGAGGCOGT GTAGC GTCGC CETTACTCCGAGGAGATAC CAGTC GETAGA

Sekil 3.36 : (Devami).
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3.4  NonO/p54"™  Promotor  Parcalarmn  Transkripsiyonel

Aktivitelerinin Belirlenmesi

4) NonOQ/p54™® Promotor parcalarimn
aktivasyonu

NonQ/p542? promotor parcalarimn PC3
hiicrelerine transfeksiyonu

l

NonQ/p542t promotor parcalarimn bazal
aktivitesinin belirlenmesi

V

Promotor parcalarimin hipoksik kosuldaki
transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi

Sekil 3.37: Calismanin 4. basamagina ait akis diyagramu.

3.4.1 NonO/p54™ Promotor Parcalarimn Transfeksiyonu ve Bazal

Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii ortaminda PC3 hiicre hattt uygun kosullarda biiytitilmiistiir
(bkz. Boliim 2.3.2.3). Transfeksiyon deneyinin kurulmasi i¢in biiyiitiilen hiicrelere
hiicre sayim1 yapilarak 12 well plakalara her kuyuya 250000 hiicre gelecek sekilde
hiicreler hazirlandi ve bir gece inkiibe edildi (bkz. Bolim 2.3.2.4 ve 2.3.2.5).
Promotor parcalarinin miktar optimizasyonunu belirlemek i¢in ilk olarak pMetLuc
vektoriine klonlanmis en biiyiik parga P1 (-730/+529) bolgesini i¢eren ¢ok kopyali
plazmid DNA’dan 0,5 pg, 1 pg ve 2 pg olacak sekilde alinarak Lipofectamin 2000
Reagent kullanilarak promotor pargalari igin miktar optimizasyonu yapildi bkz.
Bolim 2.4.15). 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarindaki sonuglar lusiferaz aktivitesine
bakilarak analiz edildi. Analiz sonucunda {i¢ ayr1 konsantrasyonda da
transfeksiyonun degerlendirilebilecegi belirlendi. Promotor parcalar i¢in en disiik

0,5 ng konsantrasyonun yeterli olacagi tespit edildi (Sekil 3.38).
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NonOQ/p54™® P1 1259 b¢ Promotor Konstragmin

AKktivitesi

25 -
T 20
=
2
=
<5 -
E T 48 saat
E 10 [ B 72 saat
g T
-
g s

0
0.5ng Ing Ing

Sekil 3.38: PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ P1 (-730/+529) promotorunun miktar optimizayonu.

Transfeksiyon i¢in optimizasyon yapildiktan sonra uygun kosullar altinda
PC3 hiicreleri biiyiitiilmiis hiicre sayimi1 yapilmis ve 12 well plakalara her kuyuya
250000 hiicre gelecek sekilde %10 FCS’li medyum igeren ortamda bir gece inkiibe
edilmistir (bkz. Bolim 2.3.2). 24 saat sonunda P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -
336/+529 ve P4: -159/+529 bg (Sekil 3.39) uzunlugundaki promotor pargalari i¢in
0,5 pg almacak sekilde hesaplanmis ve Lipofectamin 2000 Reagent ile
transfeksiyonu gergeklesmistir (bkz. Bolim 2.4.15). 48 ve 72 saat sonunda
kuyulardan medyum 6rnekleri alindi. Lusiferaz gen aktivitelerine bakilarak promotor
parcalarinin aktiviteleri belirlendi (Sekil 3.40). Normalizasyon SEAP aktivitesi
kullanildi.

1

-730

-1
E

-516

-336

3]

-159

E

-730 - 500 -300 +1 +520

Sekil 3.39: NonO/p54™ P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529 promotor
pargalar temsili diyagrami.
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PC3 Hiicre Hattinda NonO/p54™® Promotor

(a) Konstraktlarimin Bazal AKtivitesi
35 -
- 30 -
3
¥
o = bl -
E é 20 48saat
E E 15 4 W 72 saat
= 10 -
= 54 T
0 - - i l
Pl P2 P3 P4
(b) PC3 Hiicre Hattinda Kontrol Grafigi
4 -
= 35
=]
JEOY
- -
E é 25 48saat
=5 2 - m 72saat
=
= P
5 1 !
0,5 -
. - . L ﬁ
pmetluc kontrol bosvektir hiicre

Sekil 3.40: PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ promotor pargalarinin bazal aktivasyonu a) P1:-730/+529,
P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529, b) PC3 hiicrelerinde pmetluc kontrol vektoriiniin
transkripsiyonel aktivitesi, klonlama olmayan pmetluc bos vektor ve transfeksiyon yapilmamis PC3
hiicresi kontrol grafigi.

3.4.2 NonO/p54™ Promotor Parcalarmm Hipoksik Kosuldaki

Transkripsiyonel Aktivitesinin Belirlenmesi

PC3 hiicreleri -80°C’den ¢ikarilarak kiiltiir ortaminda 75 cm? ’lik flasklarda
uygun kosullar altinda biiyiitiildii. flask alanini dolduran hiicreler hafta 1 yada 2 defa
pasajlama yapilarak biiyiitiildii. Transfeksiyon icin pasaj 3’e gelen hiicreler
kullanildi. 75 cm? ’lik flasklardaki PC3 hiicreleri 25 cm?’lik flasklara almarak deney
grubu olusturuldu (bkz. Boliim 2.3.2). Bunun i¢in Toma laminda PC3 hiicre sayimi
yapildi. 12 well plakalara her kuyuya 250000 hiicre gelecek sekide hesaplama
yapilarak hiicreler %10 FCS igeren DMEM igerisinde kuyulara paylastirildi (bkz.
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Boliim 2.3.2.5). Transfeksiyon i¢in 12 well plakalara esit miktarda paylastirilan PC3
hiicreleri bir gece boyunca %5 CO; igeren 37 °C’lik ortamda bir gece inkiibe
edilmistir. Promotor pargalarini transfeksiyonu bir dnceki boliimde bahsedilen miktar
optimizasyonuna gore yapilmistir (bkz. B6lim 3.4.1). Bu sebeple 24 saat sonunda 12
well plakalarda 24, 48 ve 72 saat araliklar1 ayn1 zamandada hipoksik ve normoksik
olusturulacak kuyular belirlenerek transfeksiyon deneyi kurulmustur. Transfeksiyon
icin P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529 bg
uzunlugundaki promotor parcalarindan 0,5 pg alinacak sekilde hesaplanarak
Lipofectamin 2000 Reagent kullanilarak transfeksiyon yapilmistir (bkz. Bolim
2.4.15).

Transfeksiyon deneyi kurulduktan 2 saat sonra Bolim 2.3.2.5°de belirtilen
hipoksik kosul i¢in ayrilan kuyulara son konsantrasyonu 150 pM olacak sekilde
CoCl; eklenerek kimyasal kosullarda hipoksiya olusturuldu ve inkiibasyona birakildi.
Normoksiya i¢in ayrilan kuyulara herhangi bir kimyasal uygulanmamistir. Boylece
Dort ayr1 promotor pargasini igeren pMetluc lusiferaz vektoriiniin PC3 hiicrelerine
gegici transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Promotor pargalariin aktivitesini analiz
etmek i¢in PC3 hiicrelerinde lusiferaz geninin ifadesine bakilmak iizere salinan
lusifeaz sistemi igin belirlenen 48 ve 72 saat zaman araliklarinda hipoksiya ve
normoksiya kuyularindan medyum Ornekleri alimmistir ve luminometride
Ol¢iilmiistiir (bkz. Boliim 2.4.15). PC3 hiicre hattinda hipoksik normoksik kosuldaki
promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivasyonu P1: -730/+529 (Sekil 3.41), P2: -
516/+529 (Sekil 3.42), P3: -336/+529 (Sekil 3.42) ve P4: -159/+529 b¢ (Sekil
3.41)’de gosterilmistir. P4 promotor parcasinin en yiiksek hipoksik cevap
olusturdugu tespit edilmistir.
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PC3 Hiicrelerinde Normoksik ve Hipoksik Kosulun
NonOQ/p54
P1 Promotorundaki EtKisi

[ e~
b ok oy 0 D
1 1 1 J

Normoksia

m Hipoksia

=
|

Relative
Lusiferaz Aktiviteis

(=T S - ]
[ R R

48saat T2saat

Sekil 3.41: PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ P1 promotor bélgesinin (-730/+529) transkripsiyonel
aktivasyonu.

PC3 Hiicrelerinde Normoksik ve Hipoksik Kosulun
NonOQ/p54vh
P2 Promotorundaki EtKisi

a5 4

Normoksia

15 ~ ® Hipolksia

Relative
Lusiferaz Aktivitesi

0 1

48saat T1saat

Sekil 3.42: PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ P2 promotor bélgesinin (-516/+529) transkripsiyonel
aktivasyonu.
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PC3 Hiicrelerinde Normoksik ve Hipoksik Kosulun
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Sekil 3.43: PC3

Relative
Lusiferaz Aktivitesi

NonQ/p54md
P3 Promotorundaki Etkisi

Normoksia

m Hipoksia

48saat T2saat

hiicrelerinde NonO/p54™ P3 promotor bélgesinin (-336/+529) transkripsiyonel
aktivasyonu.

PC3 Hiicrelerinde Normoksik ve Hipoksik Kosulun

NonO/p54™®
P4 Promotorundaki EtKisi
B -
: X
4
3 - Normoksia
m Hipolksia
: T
1
0
48saat T2saat

Sekil 3.44: PC3 hiicrelerinde NonO/p54™ P4 promotor bélgesinin (-159/+529) transkripsiyonel

aktivasyonu.
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3.5 EMSA

3) EMSA Cahsmasi

Non(Q/p54=t ENISA primer dizaym

Hipoksik ve Normoksik PC3IN.Eile
EMBSA deneyinin kurulmasi

Sekil 3.45: Calismanin 5. basamagina ait akis diyagramu.

3.5.1 NonO/p54™ Promotor Dizisine Olasi Transkripsiyon Faktorleri

Baglanma Bolgeleri

Ali Baba 3.1 programi kullanilarak 1259 be¢’lik (-730/+529 bg) NonO/p54anD
promotor bolgesine baglanan olasi transkripsiyon faktorleri baglanma bdlgeleri
analiz edilmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma bdlgeleri en biiyiikk promotor
pargasi lizerinde analiz edilmis olup +471/+529 b¢’lik bolge arasinda olan HIF-1a
transkripsiyon faktoriinlin delesyonlu 4 ayri promotor pargasi iginde ortak bolgeyi

kapsadig belirlenmistir.

NonO/p54™ en bilyilkk P1 (+730/-529) promotor bdlgesi iizerinde
transkripsiyon faktorlerinin olas1 baglanma bolgeleri biyoinformatik olarak analiz
edilmistir (Sekil 3.21). Bolim 3.3.2°de belirtildigi sekilde en biiyiikk P1 promotor
bolgesinden ti¢ ayr1 promotor pargasi olusturulmustur. Bu sekilde P1 (-730/+529), P2
(-516/+529), P3 (-336/+529), P4 (-159/+529) olusturularak temsili diyagrami sekil
3.39°de gosterilmistir (bkz. Bolim 3.4.1). Ayn1 zamanda hipoksiya ile indiiklenen
transkripsiyon faktérii HIF-1o’nin NonO/p54™ promotoruna olasi baglanma bolgesi
+471/+529 be araliginda olup dort promotor pargasinida kapsadigi belirlenmistir
(Sekil 3.46).
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<730 AGGTTCTCAGTTGCATTAGTCATATTITCAATGGCCACTTATAGTTAGTAGCTGCCATATT -670
cFos @—— GR —

NFle— 5
GCN{ — >
AP] —M8M8M8M8>
Oct-l] —m8o—>
669 GAACACAGCAGACATAGGACCTTITCCATCATIGCACACAGTTCTATTGAACAGCCCAAGT -610
> NF-l———>
609 CTAGATCATTGTIGTCCCCACATAAGGTGGTGCCCATTIGGGATACCCTGCAACCCTGAGIG 550
R —0m ——> Octl] —mM—>
NF1l ——> NF-KappaB ——>
MIGI _—> CEBPalp ————>

549 TGAATTAATTAATGGGAATTAACAACACATACTTATCAATTGATCCTTGTAGTCCTIGGT 490
Oct-] ———> GATAl ——mm——>

-489 TAACCACGGGGGCGGGGCGAGTTAGGCATTACTGAAACAATGAAGGTTAGTTACTGATAG 430

USF————> a3 ——> AP-1
HNF-1C
NFATS GATAl
NF-muE] ——>
Krox-20

—
spl —mm8m8 —>
EIFF — S

-129 TATGGGGTGTCAGGATGCAAGCCCTAACAAGGAAGTGTGAAAAAAGAAACATGGCGGGGC -70
_— SRF——>

RAP1
Spl —4mM8¥ —
TBp ——— >
ISGF-3 —M8M8M8™—>
ICSBP________ 5
spl —0—0— 9 — —
MEB-1 —
Hb
<69 ATTTTTTTCAGTAGGAAAAGGCCAAATCTATTCCATTGAATACAATGACATIGTITACTCT -10
—> C/EBPalp ———> GCNY ———>
_ SRF ———> 0dd—
CRE-BP] ———————>
_ CPE_bi —— >
+1
-9 TGCTTCTTGCACAGGCGCAGTGCAGGACTGCTCCGAGCACGCCTACGCGCGCATTITCTC +50
== Spl ——M88 > GR
cEts-1 5
C/EBPalp S

+51 CCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTITCCTCTCCCTTTTTCTCCTCTCCTITCCCCCTCCCA +110
ISGF3———>  Spl

spl———> IRFl —— > Krox-20 ——— >
Spl ———> NFkappa— > Spl— >
C/EBPalp ——> Spl ——
+111 CCACTTGGTCTTTCAGTCTITCAGTCAGTTCGTITTAGGTCTCTCCTTICCGACCCCCACCC +170
= Spl
— Spl
Oct-1
CACCC-bi
GLI3
Spl

Sekil 3.46: NonO/ p54nIrb promotor bolgesinin Ali BABA 3.1 programu ile olas transkripsiyon faktorii
baglanma bolgelerinin analizi.
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+171 CCAGCTCCTCTCCCTTTCCTITTCCCCCTCCCCCTTTCCTTTCCCGTCTCACGCGCCAGG +230
ICSBP ———>  Spl———>  APlaph —————
= PIFlbeta — 5  IRFl——> Spl
e .

spl ———— > Spl —M8M8M—>
—> Krox20 — >

ICSBP GLI3
+231 CCGCTTGCACATGCGCATTAGGTACAAAGCCTCGCTCTITGTCCCCATCTGTCGTTCACA +290
- Spl — 5 GATA
_.>
+291 CGAACTCAAGCCTTITGGCATTCGGCAGCCAATAGAATCTAAGAAATGGCGGAAAAATGAT +3350
CTF ——
CTF-l—— > Spl—
NF] — >
+351 TCCGCCTCGGGAGCTAAACCTTGATTGGCAGTTTAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTIT +410
C/EBPalp —— > C/EBPalp YY1
NF1 5 CEBPalp
AP-2alph S GR —m—
+411 GTACCCCTTGGCAGGCACCGAGCTCCGTCGTICTCGTITTCCGGCGGTCGCGCGCTCTITIC +470
> CREBP] ——mmm—> Spl —M8M8 —
NFl —o 4 5 Oct-l — 5
Ek] ———>
Spl———> SRF >

-429 GCCTCCTATGGAATATACAGICTGATCTAGAGGCCTACAATATATCCATGGCAATGATGA -370
TBP

CREB ——>
El—>

-369 CACCTGTTGAATCTCTCAGTAAATCATAGGAACAATAGTGATGTTITGGACTGCTAGGTTT -310

-309 TCTGGTTACCATGGAAATGAGGGTGCTGGTTACAATTICTGTGTAATCACGCAGAGCCTAA 250
Oct-6 ———> ACE2 —M8M8>
Oct-1A —mM8M >
NFl —>
Spl ———8—>
MyoD —M8M>

-249 GGTATGATGCACCCCCTICCTCCCCCACCCCGTICTGTAACCATGACCAAAGAGTTGACTAT -190
Spl —m—m——— SRF —m——>
Krox20 — 5
Spl

Egrl ———>
dn ¢

Spl —8@8@™—>
-189 TTCAGTTGCGTITTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAGGAGAAGCATCTAGAAATATGATTAAG -130
AP2alph —M8M8M8M8—> MEBl] —4MM—>
RFX? —m8M8M8™—>
Pitla — 5
Spl —m—m—m—8 ——

+471 TCGGGACGGGAGAGGCCGTGTAGCGTCGCCGTTACTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA +529
sl 5 HIF—> spl —mmm88 >

Spl
P

Sekil 3.46: (Devami).

NonO/p54™  promotor bolgesi ¢alismalarimizin énemli bir basamagini
hipoksiya olusturdugu icin HIF baglanma bolgesinin DNA-protein etkilesim
diizeyinde incelenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda EMSA
(Electromobility Shift Assay) deneyi kurulmustur. Ilk olarak NonO/p54""
promotorunun +471/+529 be¢’lik bolgesi lizerinden EMSA deneyi i¢in Tablo 3.4’de

belirtilen forward (ileri) ve reverse (geri) primerleri dizayn edilmistir.
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Tablo 3.4 : Calismada kullanilan EMSA primer dizileri.

NonO/p54™™ +471/+529 be’lik bolge EMSA primerleri

Forward (ileri) primer (59 bg)

S’TCGGGACGGGAGAGGCCGTGTAGCGTCGCCGTTACTCCGAGGAGATAC
CAGTCGGTAGA 3

Reverse (geri) primer (59 b¢)

3’ AGCCCTGCCCTCTCCGGCACATCGCAGCGGCAATGAGGCTCCTCTATGG
TCAGCCATCT ‘3

Bolim 2.3.2°de belirtildigi gibi hiicre kiiltiir ¢alismalar1 kapsaminda PC3
hiicreleri biyiitiilmiistiir. 75 cm®lik flasklardaki hipoksik (son konsantrasyonu 150
uM olacak sekilde CoCl, uygulanmistir) ve normoksik kosuldaki PC3 hiicrelerinden
Tablo 2.20’de belirtilen soliisyonlar kullanilarak niikleer ekstraktlar hazirlanmistir
(bkz. Bolim 2.6.1). Oligoniikleotitlerin etiketlenmesi asamasi belirtilen kosullar
altinda Tablo 3.6° daki forward ve reverse EMSA primerleri kullanilarak yapilmistir
(bkz. Bolim 2.6.2). Bolim 2.6.3’de belirtildigi gibi etiketlenen oligolar uygun
kosullarda inkiibasyona birakilarak c¢ift zincirli hale getirilmistir. Tablo 2-21’de

belirtilen soliisyonlar kullanilarak EMSA jeli hazirlanmistir.

Gerekli soliisyonlar hazirlanarak PC3 hipoksik ve normoksik niikleer
ekstraktlar ile baglanma reaksiyonu kurulmustur (bkz. Bolim 2.6.4). Poliakrilamid

jele yiiklenerek 90 V ve 400 mA’lik akimda yiiriitiilmiistiir.

Jel biiyiikliigiinde naylon membran kesilerek proteinlerin membrana transferi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 90 V’luk akimda 1,5-2 saat transfere birakilmistir
(bkz. Boliim 2.6.6). Transfer isleminden proteinlerin sabitlenmesi igin (kross-link)
membran stre¢ film ile sarilarak 15 dk UV transilimiinatérde bekletilmistir. Daha
sonra bloklama ve yikama islemleri yapilarak ECL ile muamele edilip, Fusion FX
VILBER LOURMAT cihazinda goriintiilenmistir.

101



DNA protein kompleksi Sekil 3.47°de gosterilmistir. Sekil 3.47 ‘de
incelendigi gibi hipoksik ve normoksik ekstrakta iki kompleks olugmustur (K1 ve
K2). Normoksik niikleer ekstrakta beklenenin aksine komplekler daha giigliidiir. Bu
durum bize normal kosullarda segilen olas1t HIF-1a bolgesine farkli transkripsiyon
faktorlerinin baglandigini diistindiirmiistiir. Gergekten bu bolge incelendiginde ¢ok
saytda SP1 transkripsiyon faktorii olast baglanma bolgesi goriilmiistiir.
Komplekslerin spesifik olup olmadigi 1000 kat biyotinsiz prob kullanilarak test
edildigine (kuyu 2 ve kuyu 4) kompleksler kaybolmustur.

1 2 3 4 3

+ - + - + prob
(+471/+529)

- + + - - Normoksiya NE

- - - + + Hipoksiya NE

- + - + - Biyotinsiz (cold)
prob (1000 kat)

K1

K2

Sekil 3.47 : NonO/p54™ DNA protein kompleks goriintiisii. 1: Free prob, 2: Prob+ N.E (Normoksia),
3: Cold prob + N.E (Normoksia) + Prob, 4: Prob+ N.E (Hipoksiya), 5: Cold prob + N.E (Hipoksiya) +
Prob.

102



Gergekten baglanmanin teyidi i¢in HIF-1a konsensus problari ile yarisma deneyleri
de yapilmistir. Sekil 3.48 incelendiginde yine benzer komplekler olugsmustur. 1000
kat biyotinsiz prob kullanildiginda yine komplekler kaybolmustur. HIF-1a konsensus
probu kullanilarak yapilan yarisma deneyinde 6zellikle hipoksik niikleer ekstrakta
kompleksler tamamen ortadan kaybolmustur (8.kuyu). Bu da bize bu bolgeye
gercekten HIF-1a baglandigini gostermistir.

1 2 3 4 S 6 7 8

+ + - Bos + + - + prob
kuyu (+471/+529)

- + + + - - - Normoksiya

NE
- - - - + + + Hipoksiya NE

- - - + - - + HIF-1a
Konsensus

- - + - - + - Biyotinsiz
(cold) prob
(1000 kat)

Sekil 3.48: HIF-1a konsensiis kullanilarak yapilan EMSA yarisma deneyi. 1: Free prob, 2: prob+ N.E
(Normoksiya), 3 : prob+ N.E (Normoksiya)+ cold pob, 4: Bos kuyu, 5: prob+ N.E (Normoksiya)+
HIF-1a konsensiis, 6: prob+ N.E (Hipoksiya), 7: prob+ N.E (Hipoksiya)+ cold prob, 8 : prob+ N.E

(Hipoksiya)+ HIF-1a konsensiis.
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4. SONUC VE ONERILER

Hiicre, doku yada organlarin oksijen seviyelerindeki degisimlere uyum
saglamalar1 gerekmektedir. Oksijen seviyesinin azalmasi olarak tanimlanan
hipoksiyanin meydana gelmesi oksijensiz solunumun, hiicre boliinmesinin, alyuvar
hiicre tretiminin ve hiicresel sag kalimin artisina sebebiyet vermektedir. Aym
zamanda oksijen seviyesini ayarlamak i¢in anjiyogenezi desteklemektedir. Molekiiler
mekanizmalarla olusan bu gibi durumlarda ifade edilecek c¢esitli genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu i¢in HIF-1 proteinleri hipoksiyanin anahtar

regiilatoridiir [6].

Hipoksi ile yapilan ¢esitli in vitro ¢alismalar bir¢ok hiicre hattinin hipoksik
kosulu algilayarak spesifik bir sekilde cevap olusturdugunu gostermektedir. Hipoksi
ile uyarilmis up-regiillasyonunda EPO (eritropoietin) proteinin oldugu rapor
edilmistir. Ayrica hipoksiya da Epo iiretmeyen g¢esitli hiicre hatlarinda HIF-1’in
varhigi da gosterilmistir [50].

HIF-1 gen ailesinin niikleer HIF-1a alt {initesi hipoksik kosulda sitozolde
yikilmadan kararli hale gelerek fosforillenir ve cekirdek igine gecerek heterodimer
bir kompleks olusturur. Bu sekilde hipoksik kosulda ifade edilen genlerin
transkripsiyonu i¢in promotorlarindaki HRE (hipoksi cevap elemeti) bolgelerine
baglanir. Normoksik kosullarda ise kararsiz haldedir ve VHL proteininin hedefinde
olup proteozomal yikimi gerceklesir. HRE bolgesine baglanamaz. Cesitli insan
kanserlerinde (meme, kolon, akciger, prostat, deri vs.) yapilan immiinohistokimyasal
calismalar HIF-1a protein seviyesinin 1yi huylu tiimdrlerde belirli bir miktarda olup,
koti huylu timoérlerde miktarmin arttigini ve metastazda ¢ok daha yiiksek seviyede

oldugu rapor edilmistir [6].

Prostat kanser olusumu ve ilerlemesi androjenlerin, ¢ogunlukla testesteron
hormonu ve yiiksek potent metabolitleri, Sa-dihidrotestesteronun (DHT) etkisi
altinda gerceklesmektedir. Androjen reseptorii (AR) androjenlere baglanir ve aktive
eder. Androjene baglt AR’nin cekirdekteki hareketiyle ve androjene yanit veren
genlerin promotor bolgesinde spesifik androjen cevap elementine (ARE) baglanarak

sonuclanan transkripsiyonel aktivasyonlardir. Tibbi ve cerrahi olarak kisirlastirma
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androjen ablasyonu (uzaklastirilmasi) androjen seviyelerinin azalmasina ve
beraberinde tiimor biiylimesini engellemektedir. Bununla beraber androjene
dayanikli ya da androjen bagimsiz prostat kanseri olarak ifade edilen kisirhiga
direngli prostat kanseri (CRPC) sonuglar1 androjen deprivasyon tedavisine ragmen
hastalarin ¢ogunda goriiliir. Prostat kanseri ile ilgili 6liim oranlarindaki CRPC
sonuclar1 kacinilmazdir. Hatta diisiik androjen ortaminda CRPC hiicreleri AR {iretir
ve AR bagimli bir sekilde biiyiir. Prostat dokusunda kan akiminin tikanmasindan
dolay1 hipoksiyadaki kisirlasma sonuglar1 ile androjen azalmaktadir. Hipoksiyoda
hipoksiya ile uyarilabilir faktor (HIF-1a) sabit bir sekilde ifade edilmektedir. HIF-1a
normal prostat dokularindan daha yiiksek bir seviyede CRPC hiicrelerinde ifade
edilmektedir [51].

PC-3ML (kemigi hedef alan istilact metastatik prostat kanseri) hiicrelerinde
COX-2 (siklooksijenaz-2) aktivitesinin inhibisyonu ile CoCl, kimyasal hipoksi ile
uyarilabilir (vaskular endotelyal biiylime faktorii) VEGF iiretimini anlamli olarak
baskiladig1 rapor edilmistir. Bu sonuglar hipoksi ile uyarilmis VEGF ifadesinin
potansiyel arabulucusu olarak COX-2 ile iligkisini gostermistir [52].

Yapilan bir ¢alismada spesifik CX3C kemokin CX3CL1 ve ayn1 kdkenden
gelen reseptor CX3CRI1 tiimorlerin gesitli tiplerinin organ metastazinda rol
oynamaktadir. DU145, PC3 ve PC-3M dahil olmak iizere androjen bagimsiz prostat
kanseri hiicrelerinin hipoksiyaya maruz birakilmasiyla CX3CR1 ekspresyonunun
anlaml derecede artis gosterdigi bulunmustur. Prostat kanseri hiicrelerinin artan
migrasyon ve invaziv potansiyali ile baglantis1 olan ve hipoksiya ile regiile edilmis
CX3CRI ekspresyonu i¢in HIF-1 ve NF-kB proteinlerinin gerekliligi ispat edilmistir.
CX3CRL1 sinyali prostat kanserinin adjuvan tedavisinde potansiyel tedavi edici bir

hedef oldugu gosterilmistir [53].

Paraspeckles memeli hiicrelerinin interkromatin boslugunda bulunan ¢ekirdek
ici govdelerin yeni bir siifidir. Paraspeckles uzun protein kodlamayan RNA tiirleri
NEAT1/Men ¢ / B ve DBHS (Drosophila Behavior Insan Splicing) ailesinin
proteinleri (NonO/p54™, PSPC1 ve PSF/SFPQ) arasindaki etkilesimler ile olusan
RNA-protein yapilaridir. Paraspeckles adenozin ile inosin diizenlenmesine tabi
tutulmus olan c¢ift iplikli RNA bolgeleri igceren RNA’nin niikleer tutunmasi

aracilifiyla gen ekspresyonunun kontrolii igin kritiktir. Bu mekanizma paraspeckles
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ve onlarin bilesenleri aracilifiyla farklilasma, viral enfeksiyon ve stres cevaplari
iceren bircok hiicresel islemler sirasinda gen ekspresyonunun Kkontroliinde rol

oynamaktadir [13].

Literatiir c¢alismalarima bakildiginda H295R adenokortikal hiicrelerde
CYPI17A1 gen transkripsiyonunu diizenleyen SF1 (steroidojenik faktér 1), PSF
(poliprimidince zengin bdlgeye baglanna faktor 1) ve mSin3A igeren bir komplekste
NonO/p54nrb bileseni tanimlanmistir. cAMP sinyalindeki rolii ile uyumlu olarak
NonO/p54™, diizenlenmis cAMP cevap elementine baglanan protein 2 (TORC2) ve
RNA polimeraz II'nin cAMP cevap elementine baglanma proteini (CREB) /
Transdiiser iligkisi ile gosterilmistir. NonO/p54nrb cAMP ile uyarilmis retinol
baglayici protein transkripsiyonunu diizenleyen SF1, PSF, LRH 1 (karaciger reseptor
homologu 1) ve yiiksek mobilite grubu proteinleri ile bir multiprotein kompleksine
dahil oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak NonO/p54™ cAMP sinyal akisini
diizenleyen Rasdl’e baglanabilmektedir. Sec¢ilmis PDE (cyclic niikleotit
fosfodiesterazlar) izoformlarinin degredasyonunun kontrol edilmesiyle PDE
ckspresyonunun yeni regiilatorii olarak NonO/p54™ tanimlanmistir. PDE’ler
cAMP’lerin hiicre i¢i sinyal seviyelerinin kontrol edilmesinde ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Boylece c¢AMP bagimli sinyalizasyonu, NonO/p54™ kortizol
biyosentezini etkinlestiren ACTH’m (adrenokortikotropik hormon) ifadesini

diizenlemek i¢in hareket ederler [19].

NonO/p54™ DBHS protein ailesinin bir iiyesidi. RNA baglanma
proteinlerinin bu aile iiyeleri transkripsiyonel aktivasyon/baskilama RNA tutunmasi
RNA splicingden dolay: transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel regiilasyonun her
ikisindede rol oynamaktadir. Onceki ¢alismalar NonO/p54™™® nin p-globin mRNA ve
B-tropomiyosin pre-mRNA’daki intronic primidince zengin sekansina baglandigi
gosterilmistir. NonO/p54nrb pre-mRNA splicingi kolaylastirmak i¢in Pol II’'nin
aktiflestirilmis karboksil u¢ domaini (CTD) ile iliskilidir. Diger c¢alismalar
NonO/p54”'b’nin hem 5’ hem 3’ splice bolgelerinin her ikisinin dahil edildigi ve pre-
mRNA splicing sirasinda intronlarin ¢ikarilmasimi arttirdigl agikliga kavusmustur.
Buna ek olarak NonO/p54™ alternatif RNA splicingi diizenleyen splicing susturucu
sekanslar ile etkilesime girebilir, boylece izoform ve splice varyant ekspresyonunu

kontrol edebilir [19].
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NonO/p54™ her yerde bulunan ifade edilen 55 kD’luk bir proteindir. Orijinal
olarak non-Pou domain igeren oktamer baglanma proteini olarak tanimlanmistir.
Memelilerin interkromatin bolgesinde bulunan ¢ekirdek i¢i govdeler olarak bilinen
paraspeckles olusumunun bir bilesenidir. NonO/p54nrb trankripsiyonel kontrolii,
splicing diizenlenmesi, mRNA 3’ucu formasyonu gibi niikleer siireglerde yer alan
cok fonksiyonlu bir proteindir. Cesitli insan hiicre hatlarinda DNA tamiri,
rekombinasyon ve asir1 diizenlenmis RNA’larin niikleer tutulumunu saglamaktadir.
Baz1 c¢alismalar sonucunda NonO/p54mb’nin farkli dokularda kollojen olusumu ve
fibrozda gergekten yer aldigi gosterilmistir. NonO/p54™ kondrogenezis sirasinda
Sox9’un (kampomelik displazi) Onemli bir transkripsiyonel ortagidir. Col2al

4nrb’

(kollojen tip 2 alfa 1) mRNA’sinin islenmesini NonO/p5 nin asir1 ekspresyonu

uyarir. Bu sebeple NonO/p54mb’nin knock-down olmasi Col2A1 geninin promotor

aktivitesi iizerinde NonO/p54™™

nin uyarict etkisini dnemli 6l¢iide baskilamaktadir.
NonO/p54™ geni knock-out olan farelerde bir yaralanmada kollejen salgilayan
fibroblastlar asir1 cogalmistir fakat kollojen salgist 6nemli Olgiide azalma

4nrb’

gostermistir. Bununla birlikte son ¢aligmalar NonO/p54™ nin cAMP bagimli yolagin

hedef genlerini diizenleyen CREB-TORC kompleksi ile etkilesimi araciligiyla bir

koaktivatdr olarak gdrev yaptigi gosterilmistir. NonO/p54™

nin eksikligi kollajen
tretiminin  cAMP  bagimli baskilanmas1 zayiflatabilir. NonO/p54nrb androjen
reseptOrii ile regiile edilen gen transkripsiyonunun bir baskilayicisi olarak gorev
yapmaktadir. NonO/p54™nin asir1 ekspresyonu doza bagl bir sekilde AR
aktivitesini baskilamaktadir. Boylece androjen AR aracilikli kollajen depolanmasi

NonO/p54mb’nin neden oldugu inhibisyonun kayb ile arttirilmistir [47].

Melanoma inhibitor aktivitesi (MIA) melenom ilerlemesinin 6nemli bir
regiilatorii olarak bilinmektedir. NonO/p54™ promotorunun MIA ile transkripsiyonel
reglilasyonunu analiz etmek i¢in insan ve fare promotorunun yiiksek korunmus bir
bolgesi ¢alisiimistir. NonO/]g)54nrb promotor aktivitesinin modiilasyonu ve insan, fare
promotorunun korunmus bdlgesi dogrulanmistir. Insan ve fare hiicre sistemlerinde
insan promotor pargalarinin i¢ ice gecmis delesyonu NonO/p54nrb promotorunun
aktivasyonu iizerinde MIA’nin major etkisine aracilik eden -7079 ile -7036 bg
arasinda korunmus 42 b¢’lik bolgenin neden oldugu saptanmistir. -7079 ile -7062
arasinda lokalize olan 42 bg¢’lik elementin 5° bdlgesi igin iki protein kompleksinin

dogrudan baglandigi EMSA teknigi ile gosterilmistir. Bununla beraber MIA negatif

107



hiicrelerde DNA baglanma yetenegi azalmistir. MatInspector programi kullanilarak
bu bolgedeki transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri igin arama yapilarak spesifik
iki transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi saptanmistir. Nitekim -7075 ile -7070
b¢’lik bolgelerin mutasyonunu kapsayan protein baglanma yetenegi kalkmis ve MIA
bagimli NonO/p54nrb promotor aktivitesinin neredeyse tamamen kaybina yol
acmistir. Bununla birlikte NFI, PBX1, MEIS1, CEBP/G ve HOXCS transkripsiyon
faktorleri icin mRNA ekspresyon analizi ile ortadan kaldirilabilecegi saptanmustir.
Matlnspector analizi NonO/p54™ promotorunun MIA bagimli regiilator bdlgesinde
YBXI i¢in varsayilan bir baglanma bolgesi ortaya ¢ikmustir. Yapilan caligmalar
sonucunda S102 fosforilasyonu aracilifiyla YBX1’in MIA bagimli aktivasyonu
aciga kavugmustur. ChIP deneyleri kullanarak, MIA nin bagimliliginda NonO/p54anO
promotoruna transkripsiyon faktdrii YBX1’in direkt baglandig1 gosterilmistir. Sonug
olarak NonO/p54™ transkripsiyonunun MIA aktivasyonunun aracist olarak YBX1

tanimlanmustir [49].

Litaretiirde gosterilen ¢esitli ¢alismalar bir paraspeckles proteini olan
NonO/p54”rb ‘nin birgok hiicresel prosesde gorev aldigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda
farkli kanser hiicrelerindeki hedef genlerin transkripsiyonel aktivatorii olarak gorev
almast bizi hipoksik ¢alismalara yoneltmistir. Diisiik oksijen kosullarinda
NonO/p54”'b’nin nasil bir etkisi oldugu bilinmemektedir. Bu amagla ilk olarak
secilen 10 fakli hiicre hattinda (Hela: Servikal kanser, Huvec: Saglikli endotel hiicre,
Ht-29: Kolon kanseri, MCF7: Meme kanseri, PC3: Prostat kanseri, Dul45: Prostat
kanseri, Hep3B: Karaciger kanseri, Panc: Pankreas kanseri, Saos: Kemik kanseri,
Mg63: Kemik kanseri) NonO/p54™nin ekspresyon profili denstometrik analiz
yapilarak gosterilmistir (Sekil 3.4). Ekspresyon profili ¢ikartilan NonO/p54”rb’nin
farkli hiicre hatlarinda ifadesinin degisim gostermesi farkli kanser hiicre hatlarinda
reglilasyonunun farkli sekilde oldugunu anlamamizi saglamaktadir. Bu tez
kapsaminda yapilan diger ¢calismalarda NonO/p54nrb gen ifadesinin en yliksek oldugu
androjen bagimsiz prostat kanseri olan agresif yapidaki PC3 hiicre hattiyla devam
edilmistir. Bununla beraber saglikli HUVEC (insan umbilikal epitelyum hiicresi)

hiicre hattida protein ve mRNA ekspresyon caligmalarinda kullanilmistir.

PC3 ve HUVEC hiicrelerinde CoCl; ile kimyasal hipoksi olusturulmus ayni
zamanda herhangi bir kimyasal kullanilmayan normoksik kosul deney diizenegi

hazirlanmistir. NonO/p54™ etkisine bakilmadan énce hipoksik kosulda ifade edilen
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hipoksiya ile indiiklenebilen faktér 1 (HIF-la)’in Real Time PCR ile mRNA
seviyelerine bakilmistir. PC3 (Sekil 3.9) ve HUVEC (Sekil 3.10) hiicreleri excelde
analiz edilerek 24, 48 ve 72 saat araliklarinda hipoksik kosulda yiliksek HIF-1a
ekspresyon profili gozlenmis ve bu sekilde hipoksik kosul dogrulanmistir (bkz.
Boliim 3.2.1).

Bunun yaninda hipoksik ve normoksik kosulun PC3 (Sekil 3.11) ve HUVEC
(Sekil 3.11) hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi i¢cin MTT analizi
yapilmistir. 24, 48 ve 72 zaman araliklarinda HUVEC hiicrelerinin hipoksik
ortamdan etkilenerek proliferasyonunun azaldigi gézlenmistir. Bunun yaninda PC3
hiicre hattinda kontrol grubuna gore hipoksik kosulun farkli zaman araliklarina

bakildiginda hiicre proliferasyonunu anlamli bir etkisi tespit edilmemistir.

PC3 ve HUVEC hiicreleri i¢in Bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi HB2 ve
NonO/p54™ spesifik primerleri (Tablo 2.4) kullanilarak Real time PCR kurulmustur
cikan ct degerleri analiz edilmistir. PC3 (Sekil 3.13) hiicrelerinde Real time analiz
sonuglar1 24, 48 ve 72 saat zaman araliklainda kontrol grubuna (normoksiya) gore
hipoksik kosullarin  NonO/p54™ ckspresyon seviyelerinde anlamli bir artis
gostermistir.  HUVEC (Sekil 3.14) hiicrelerinde hipoksik kosulun zaman
araliklarindaki NonO/p54™ ekspresyon seviyesinin artigi olmasina ragmen kontrol
grubuna bakildiginda PC3 hiicre hattindaki gibi belirgin bir artis farki
gostermemektedir. NonO/p54™ protein seviyesinin hipoksik kosullarda analizi i¢in
Western blot deneyleri yapilmistir. Sekil 3.15°de PC3 hiicrelerinde hipoksik ve
normoksik kosuldaki protein seviyeleri analiz edilmistir. PC3 hiicrelerinin 24, 48 ve
72 saatlerdeki hipoksik kosulunda NonO/p54™ protein ifadesinin mMRNA
seviyesinde oldugu gibi yiiksek bir artig gosterdigi analiz edilmistir. HUVEC
hiicrelerinde Sekil 3.14 hipoksik kosulda dzellikle son saat araliklarinda NonO/p54™®

protein seviyelerinin yiiksek oldugu analiz edilmistir.

Litaratiirde NonO/p54nrb promotoru i¢in yapilan g¢alismalar dogrultusunda
Alibaba 3.1 programi kullanilarak promotor analizi yapilmistir. NonO/p54nrb
promotorunun 1259 bg’lik bolgesi (-730/+529 bg) tlizerinden promotor delesyonlari
olusturulmustur (Sekil 3.39). Klonlama ve alt klonlama ¢alismalar1 yapilarak dizi
analizine gonderilmistir. Dizileme sonuglarma gore P2 (Sekil 3.31 iizerinde

belirtilmistir) ve P3 (Sekil 3.29 iizerinde belirtilmistir) promotor delesyon
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parcalarinda tek baz bdlgesinde mutasyonu belirlenmistir. Ancak Alibaba 3.1
programi ile olasi transkripsiyon faktorii baglanma bolgesine bakildiginda HIF-1a
baglanma bolgesini etkilemedigi i¢in transfeksiyon ¢alismalarina devam edilmistir.
Bu sekilde her bir promotor pargasininin PC3 hiicrelerine transfeksiyonu
gerceklestir. Promotor pargalarinin bazal aktivitesi belirlenmistir. Sonu¢ olarak
NonO/p54nrb P1: -730/+529 ve P2: -516/+529 promotor pargalarinin bazal
aktivitesinin yiiksek oldugu anlasilmistir (Sekil 3.40). Ayn1 zamanda PC3 hiicrelerine
yapilan gegici transfeksiyonda hipoksik ve normoksik kosul icin her bir promotor
parcasmin aktivitesine bakilmistir. Ozellikle 48 saat zaman araliginda her bir
promotor pargasinin normoksik kosullara gore hipoksiyadaki lusiferaz gen
aktivitesinin arttig1 gozlenmistir (bkz. Bolim 3.4.2). Bu sonuglar bizi hipoksiyada
ifadesi olan HIF-1la transkripsiyon faktoriiniin NonO/p54™ promotoruyla iligkisi
olabilecegine yoneltmistir. Ayni1 zamanda en biiyiik P1: -730/+529 promotor bolgesi
icin yapilan promotor analizinde olast transkripsiyon baglanma bolgelerine
bakildiginda NonO/p54™ promotorunun +471/+529 bg’lik bélgesinde HIF-1a
transkripsiyon faktoriiniin olas1 baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu bolge dort ayri
promotor pargasinda bulunmaktadir (Sekil 3.46). Bu amagla HIF-1a transkripsiyon
faktorii baglanma bolgesi analizi i¢in spesifik primer dizayni yapilarak EMSA
yarisma deneyi kurulmustur. EMSA sonuglar incelendiginde hipoksik kosullardaki
yarigma deneyleri ve 6zellikle HIF-1a konsensus probunun kullanildigi deneyler bize

HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin gergekten bu bolgeye baglandigini sdylemektedir.

Bu calisma kapsaminda ilk kez NonO/p54™ geninin HIF-1a transkripsiyon
faktoriince regiilasyonu calisilmistir. Paraspeckles ve bilesenlerinin farklilagsma, viral
enfeksiyon ve stress cevabi olarak ¢ok sayida hiicresel prosesde gen ekspresyonunu
kontrol ederek fonksiyon gordiigli diistiniilmektedir. Ayrica, Nono/p54nrb cekirdekte
transkripsiyonun  baglamasi, RNA prosesi, transkripsiyonun uzamasi ve
sonlanmasinda goérev aldigi gosterilmistir. Ancak bu genin transkripsiyonel
regiilasyonuna ait literatiirde smurli bilgi bulunmaktadir. NonO/p54™ geninin HIF-
lo. transkripsiyon faktoriince regiilasyonunun aydinlatilmasi sonraki ¢aligmalar igin

temel teskil edecegini diisiinmekteyiz.
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6. EKLER

EK A Kullanilan Biiyiik Belirtecleri

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil A.1: Fermentas 1 kb DNA biiyiikliik belirteci.
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PageRuler™ Plus Prestained
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Sekil A.2: PageRuler Prestained Protein biiytikliik belirteci.

EK A insan NonO/p54™™ Promotor Bolgesi

insan NonO/p54™® Promotor Bolgesini P1 (-730/+529) Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Afllll, Agel, Ajul, Alfl, Alol, Apal, Apall, Arsl, Ascl, Asull, Bael,
BamHI, BbvCl, Bcgl, Bcll, Bdal, Bgll, Bglll, Bpll, BpulOl, BsaAl, BsaBl, Bsp1407I, BspHI, BspMI,
BsrBl, BstXI, BtgZl, Btrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Dralll, Drdl, Eam1105I, Eco47Ill, Eco57I, EcoNI,
EcoRl, EcoRV, Fall, Fsel, Haell, HaelV, Hindlll, Hphl, Kpnl, MauBI, Mboll, Mlul, Nael, Narl,
Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Olil, Pasl, Pfol, Plel, PmacCl, Pmel, Ppil, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl,
Pstl, Pvul, Pvull, Rsrll, Sacll, Sall, SanDlI, Sapl, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal,
SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse8387I, Sspl, Swal, Tagll, Tth111l, Xcml, Xhol, Xholl, Xmnl

insan NonO/p54™® Promotor Bolgesi P1 (730/+529)

AGGTTCTCAGTTGCATTAGTCATATTTCAATGGCCACTTATAGTTAGTAGCTGCCATATTGAACACAG
CAGACATAGGACCTTTCCATCATTGCACACAGTTCTATTGAACAGCCCAAGTCTAGATCATTGTGTCC
CCACATAAGGTGGTGCCCATTGGGATACCCTGCAACCCTGAGTGTGAATTAATTAATGGGAATTAA
CACATACTTATCAATTGATCCTTGTAGTCCTTGGTTAACCACGGGGGCGGGGCGAGTTAGGCATTAC
TGAAACAATGAAGGTTAGTTACTGATAGGCCTCCTATGGAATATACAGTCTGATCTAGAGGCCTACA
ATATATCCATGGCAATGATGACACCTGTTGAATCTCTCAGTAAATCATAGGAACAATAGTGATGTTT
GGACTGCTAGGTTTTCTGGTTACCATGGAAATGAGGGTGCTGGTTACAATTCTGTGTAATCACGCA
GAGCCTAAGGTATGATGCACCCCCTCCTCCCCCACCCCGTCTGTAACCATGACCAAAGAGTTGACTA
TTTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAGGAGAAGCATCTAGAAATATGATTAAGTATGG
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GGTGTCAGGATGCAAGCCCTAACAAGGAAGTGTGAAAAAAGAAACATGGCGGGGCATTTTTTTCA
GTAGGAAAAGGCCAAATCTATTCCATTGAATACAATGACATTGTTACTCTTGCTTCTTGCACAGGCG
CAGTGCAGGACTGCTCCGAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCCTCTCCCTCTTTCCACTTTC
CTCTCCCTTTTTCTCCTCTCCTTTCCCCCTCCCACCACTTGGTCTTTCAGTCTTTCAGTCAGTTCGTTTA
GGTCTCTCCTTCCGACCCCCACCCCCAGCTCCTCTCCCTTTCCTTTTCCCCCTCCCCCTTTCCTTTCCCG
TCTCACGCGCCAGGCCGCTTGCACATGCGCATTAGGTACAAAGCCTCGCTCTTTGTCCCCATCTGTC
GTTCACACGAACTCAAGCCTTTGGCATTCGGCAGCCAATAGAATCTAAGAAATGGCGGAAAAATGA
TTCCGCCTCGGGAGCTAAACCTTGATTGGCAGTTTAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTTTGTACCC
CTTGGCAGGCACCGAGCTCCGTCGTCTCGTTTCCGGCGGTCGCGCGCTCTTTTCTCGGGACGGGAG
AGGCCGTGTAGCGTCGCCGTTACTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA
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