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MIR100HG, kanser biyolojisinde 6nemli etkileri olan uzun kodlamayan bir RNA
(IncRNA) olup, ¢esitli kanser tiirlerinde yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir. Bu
tez kapsaminda, MIR100HG'nin asir1 ekspresyonu ve baskilanmasinin normoksik ve
hipoksik kosullardaki hiicresel etkileri, MIR100HG’nin SP1 tarafindan transkripsiyonel
aktivitesinin belirlenmesi ve MIR100HG promotorunda SP1 baglanma bolgelerinin ChIP
deneyi ile dogrulanmasi, SP1‘in normoksik ve hipoksik kosullarda hiicresel ve molekiiler
etkilerinin belirlenmesi amaclanmaktadir. Hep3B hiicrelerinde MIR100HG'nin agir1
ekspresyonu ve kalici baskilanmast mRNA seviyesinde dogrulanmistir. Normoksik ve
hipoksik kosullarda, MIR100HG'nin asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonunu, hiicre
gbclinii, koloni olusturma yetenegini ve invazyon yetenegini arttirdigi gosterilmistir.
Aynmi sekilde korele olarak MIR100HG shRNA ile lentiviral tabanli kalici olarak
ifadesinin baskilanmasi normoksik ve hipoksik kosullarda, hiicre proliferasyonunu,
hiicre goclinli, koloni olusturma yetenegini ve invazyon yetenegini azalttigi
gosterilmistir. MIR100HG promotorunda biyoinformatik olarak ¢ok sayida baglanma
bolgeleri bulunan SP1 transkripsiyon faktoriinin MIRI100HG  transkripsiyonel
regiilasyonuna etkileri de incelenmistir. SP1 asir1 ifadesinin 5° kisaltilarak olusturulmus
MIR100HG promotor pargalarinin aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Ayni artis mRNA
diizeyinde qRT-PCR ile dogrulanmistir. DNA-protein etkilesim deneyi olan ChIP ile SP1
transkripsiyon faktoriiniin -260/+56 bolgelerine baglandigi belirlenmistir.  Hep3B
hiicrelerinde SP1’in asir1 ekspresyonu ve kalici baskilanmasi, normoksik ve hipoksik
kosullarda molekiiler ve hiicresel diizeyde analiz edilmistir. SP1’in asir1 ekspresyonu ve
baskilanmast mRNA ve protein diizeyinde dogrulanmistir. SP1 asir1 ifadesinde ve kalici
baskilanmasinda metastik genlerin ekspresyon seviyelerine etkileri mRNA diizeyinde
belirlenmistir. SP1 asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonunu, hiicre gogiinii, koloni
olusturma yetenegini azalttigi bulunmustur. Bu sonuglara korele olarak SP1 sShRNA ile
lentiviral tabanli kalic1 olarak ifadesinin baskilanmas1 normoksik ve hipoksik kosullarda,
hiicre proliferasyonunu, hiicre gociinii, koloni olusturma yeteneginini arttirdigi
gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: MIR100HG, SP1, Hep3B, IncRNA
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ABSTRACT

REGULATION OF MIR100HG BY SP1 TRANSCRIPTION FACTOR IN
HEPATOCELLULAR CANCER
MSC THESIS
SEVIN AVSAR KOC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, DECEMBER - 2024

MIR100HG is a long non-coding RNA (IncRNA) with significant effects in cancer biology,
shown to be highly expressed in various cancer types. This thesis investigates the cellular
effects of MIR100HG overexpression and suppression under normoxic and hypoxic
conditions, the transcriptional activation of MIR100HG by SP1, and SP1 binding sites within
the MIR100HG promoter using ChiIP assays. The cellular and molecular effects of SP1 under
normoxic and hypoxic conditions were also examined. In Hep3B cells, overexpression and
stable suppression of MIR100HG were confirmed at the mRNA level. Under normoxic and
hypoxic conditions, MIR100HG overexpression enhanced cell proliferation, migration,
colony formation, and invasion potential. Conversely, lentiviral-based suppression of
MIR100HG via shRNA reduced these capabilities under both conditions. SP1, a
transcription factor with multiple binding sites in the MIR100HG promoter, was shown to
regulate MIR100HG transcription. SP1 overexpression increased the activity of truncated
promoter fragments, confirmed at the mRNA level via qRT-PCR. ChIP assays demonstrated
SP1 binding to the -260/+56 promoter region. In Hep3B cells, SP1 overexpression and
suppression were analyzed under normoxic and hypoxic conditions. Both were confirmed at
MRNA and protein levels. SP1 overexpression decreased cell proliferation, migration, and
colony formation, while stable suppression via shRNA increased these activities. SP1’s
effects on metastatic gene expression were assessed at the mRNA level.

KEYWORDS: MIR100HG, SP1, Hep3B, IncRNA
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1. GIRIS

1.1 Hepatoselliiler Kanser

Hepatoselliiler karsinom (HCC), karaciger kanserinin en yaygin bi¢cimi olmasi ve tiim
karaciger kanseri vakalarinin yaklasik %90'im1 olusturmasi nedeniyle dnemli bir kiiresel
saglik sorunudur. HCC ile iliskili insidans ve 6liim oranlar1 endise vericidir; HCC diinya

capinda altinci en yaygin kanser ve kanserle iliskili 6liimlerin dérdiincii onde gelen nedenidir

[1] [2]

Hepatosit karsinomu (HCC), hem genetik hem de ¢evresel faktorleri igeren ¢ok faktorlii bir
etiyoloji ile karakterize karmasik bir malignitedir. HCC gelisiminin altinda yatan
mekanizmalar karmasiktir ve kronik inflamasyon, genetik mutasyonlar ve sinyal
yollarindaki degisiklikler dahil olmak iizere bir dizi biyolojik siireci igerir. Kronik viral
enfeksiyonlar, 6zellikle hepatit B viriisiit (HBV) ve hepatit C viriisii (HCV), HCC i¢in en
onemli risk faktorleri arasindadir ve karaciger sirozuna ve ardindan gelen karsinogeneze

yol agar [3].

Genellikle bu viral enfeksiyonlar tarafindan daha da kétiilestirilen karacigerdeki kronik
inflamasyonun rolii, onkojenik yollarin aktivasyonu ve anjiyogenezin tesviki gibi
mekanizmalar yoluyla tiimor gelisimine elverisli bir mikro ortama katkida bulunur [4].

Tiimorle iligkili makrofajlar (TAM'lar) da HCC'deki tiimor mikrogevresine dnemli 6l¢iide
katkida bulunur. Polarizasyonlar1 timor biiylimesini ve metastazi etkileyebilir ve HCC'deki
bagisiklik ortaminin énemini vurgular [5]. HCC hiicreleri ile bagigiklik sistemi arasindaki
etkilesim karmasiktir ve ¢esitli sitokinler ve bagisiklik hiicreleri tiimor ilerlemesinde ve
tedaviye yanitta 6nemli roller oynar [6]. Bu etkilesimleri anlamak, etkili immiinoterapotik
stratejiler gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir. Dahasi, son yillarda HCC'de uzun kodlamayan
RNA'larin (IncRNA'lar) rolii dikkat ¢ekmistir. Bu molekiiller gen ekspresyonunu
diizenleyebilir ve HCC'de tiimor olusumu, metastaz ve kemoterapi direnci ile baglantilidir.
Ornegin, IncRNA MKLN1-AS'nin miR-654-3p icin molekiiler bir siinger gorevi gorerek
HCC ilerlemesini destekledigi ve boylece hepatoma kaynakli biiyitime faktoriiniin ifadesini

artirdig1 gosterilmistir [7].

HCC'nin yoOnetimi, 6zellikle yiiksek tekrarlama oranlar1 ve geleneksel tedavilere karsi

direnci nedeniyle zorlu olmaya devam etmektedir. Cerrahi miidahale ve karaciger nakli,



erken evre HCC i¢in birincil segeneklerdir; ancak, hastalarin yalnizca az bir kismi bu

miidahaleler i¢in uygundur [8].

Son arastirmalar giderek artan bir sekilde HCC patogenezinde uzun kodlamayan RNA'larin
(IncRNA'lar) roliine odaklanmistir ve HCC'nin baglamasi ve ilerlemesinde rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir ve bu da onlar1 potansiyel biyobelirtegler ve terapotik hedefler haline getirir.
LncRNA'larin HCC'ye katkida bulundugu temel mekanizmalardan biri, mikroRNA'lar
(miRNA'lar) ve diger diizenleyici molekiillerle etkilesimleridir. Ornegin, IncRNA
CRNDE'nin miR-217/MAPKI1 ekseni tizerinden HCC hiicre ¢ogalmasini ve invazyonunu
destekledigi gosterilmistir ve bu, timdr olusumunda IncRNA-miRNA etkilesimlerinin
onemini vurgulamaktadir [9]. Timdr biyolojisindeki rollerine ek olarak, IncRNA'lar HCC'de
geleneksel tedavilere karsi direng gelisiminde de rol oynamustir. Ornegin, IncRNA-POIR'nin
miR-182-5p'yi siingerlestirerek sorafenib duyarliligini baskiladigi, boylece EMT'yi tesvik

ettigi ve tiimor agresifliginin artirdigr gosterilmistir [10].

Genel olarak, ortaya ¢ikan kanitlar IncRNA'larin HCC'nin patogenezinde, ilerlemesinde ve
tedavi direncinde 6nemli roller oynadigin1 gostermektedir. Gen ekspresyonunu diizenleme,
miRNA'larla etkilesime girme ve tiimor mikro ¢evresini etkileme yetenekleri, onlart HCC

biyolojisinde 6nemli mekanizmalar olarak konumlandirilmaktadir.

1.2 Kodlanmayan RNA (Non-coding RNA; ncRNA)

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), proteinlere doniismeyen ancak gen diizenlemesi,
hiicresel sinyalleme ve hastalik ilerlemesi dahil olmak iizere gesitli biyolojik siireclerde
onemli roller oynayan dnemli ve cesitli bir RNA molekiilii sinifin1 temsil eder. ncRNA'larin
siniflandirmasi, uzunluklarma ve islevsel Ozelliklerine goére genel olarak kategorize
edilebilir. Uzunluklarina gore, kiigilk kodlamayan RNA'lar (sncRNA'lar) ve uzun
kodlamayan RNA'lardir (IncRNA'lar) [11] [12].

Kiiciik kodlamayan RNA'lar tipik olarak 18 ila 200 niikleotid uzunlugundadir ve birkag iyi
caligilmis alt sinifi igerir. Bunlar arasinda, mikroRNA'lar (miRNA'lar) belki de en taninmis
olanlardir. miRNA'lar yaklasik 22 niikleotid uzunlugundadir ve oncelikle hedef haberci
RNA'lar (mRNA'lar) izerindeki tamamlayici dizilere baglanarak mRNA bozunumuna veya

translasyonel baskilamaya yol agarak islev goriir [13] [14] [15].



Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), 200 niikleotidden daha uzun ncRNA'lar olarak
tanimlanir. Kromatin yeniden sekillenmesi, transkripsiyonel diizenleme ve transkripsiyon

sonrast isleme dahil olmak {izere ¢esitli islevlere sahip olduklar1 bilinmektedir [16].

ncRNA'lar ile tiimér mikro g¢evresi arasindaki etkilesim, yeni tedavi stratejilerine dair
ongoriiler saglayabileceginden aktif bir arastirma alanidir. Kanser ilerlemesindeki rollerine
ek olarak, ncRNA'lar ila¢ direncinde de rol oynarlar. Belirli IncRNA'larin ve miRNA'larin

ifadesi kemoterapiye ve hedefli tedavilere karsi direng gelisimi ile iliskilendirilmistir.

Kodlamayan RNA'larin siniflandirmasi, uzunluklarina, yapilarina ve islevsel rollerine gore
kategorize edilebilen ¢ok ¢esitli RNA molekiillerini kapsar. ncRNA'larin ¢esitli islevlerine
yonelik devam eden arastirmalar, ozellikle kanserde gen diizenlemesinde, hiicresel
siireclerde ve hastalik mekanizmalarinda kritik rollerini ortaya koymaya devam etmektedir.
Bu siniflandirmalar1 ve bunlarin etkilerini anlamak, ¢esitli hastaliklarda ncRNA'lar1 hedef

alan yeni terapotik stratejiler gelistirmek i¢cin 6nemli olacaktir.

1.3 Uzun kodlanmayan RNA’lar (IncRNA)

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), uzunlugu 200 niikleotidi asan ve protein
kodlamayan bir RNA molekiilii sinifidir. Son yillarda, 6zellikle kanser biyolojisinde olmak
tizere cesitli biyolojik siireclerdeki onemli rolleri nedeniyle 6nemli ilgi gormiistiir.
LncRNA'lar, kromatin yeniden sekillenmesi, transkripsiyonel diizenleme ve transkripsiyon
sonrast modifikasyonlar dahil olmak {izere birden fazla diizeyde gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynar. Diizensizlikleri, ¢esitli kanserlerin baglatilmasi ve ilerlemesinde
rol oynamistir ve bu da onlar1 aragtirma ve potansiyel terapotik miidahaleler i¢in onemli
hedefler haline getirmistir. LncRNA'larin kanserdeki birincil islevlerinden biri, gesitli
mekanizmalar aracilifiyla gen ifadesini modiile etme yetenekleridir. Ornegin, IncRNA'lar,
kromatin degistiren kompleksleri belirli genomik bolgelere ¢eken ve boylece yakindaki

genlerin transkripsiyonel aktivitesini etkileyerek hareket edebilir [17] [18].

Ek olarak, IncRNA'lar tuzak gorevi gorebilir, transkripsiyon faktorlerini veya
mikroRNA'lar1 bloke edebilir, bu da bunlarin bulunabilirligini ve aktivitesini degistirerek
gen ifadesini daha da etkiler [19]. IncRNA UCA1'in miR-204 ile rekabet ederek kolorektal
kanserde hiicre ¢ogalmasini ve kemoterapiye direnci tesvik ettigi ve bdylece onkojenik

faktorlerin ifadesini artirdigi gosterilmistir [20]. Benzer sekilde, IncRNA GASS5 lenfatik



metastazda rol oynamustir ve kolon kanserinin duyarliligi ve ilerlemesi ile iligkilidir [21]. Bu
bulgular IncRNA'larin kanser teshisi ve prognozu i¢in biyobelirte¢ olarak potansiyelini
vurgulamaktadir, ¢linkii ifade profilleri tiimor gelisimini yonlendiren altta yatan molekiiler
mekanizmalar1 yansitabilir. Dahasi, IncRNA'lar kanser metastazinda kritik bir siire¢ olan
epitel-mezenkimal gegiste (EMT) yer alir. Ornegin, IncRNA ATB'nin bir timér baskilayict
gen olan E-kadherini baskiladigi ve boylece hepatoselliiler karsinomun ilerlemesini

kolaylastirdig1 gosterilmistir [22].

LncRNA'larin kanserdeki klinik 6nemi, hasta sonuclariyla olan iligkileriyle daha da
desteklenmektedir. Ornegin, IncRNA NEAT1'in yiiksek ifade diizeyleri kolorektal kanser
hastalarinda kotii prognozla iliskilendirilmistir ve bu da prognostik bir biyobelirteg¢ olarak
potansiyelini gostermektedir [23]. Bu iliskiler, IncRNA'larin yalnizca kanser biyolojisinde
islevsel roller oynamadigini, ayn1 zamanda hastalik ilerlemesi ve tedavi yanitinin degerli
gostergeleri olarak da hizmet ettigini gostermektedir. Tiimor olusumundaki rollerine ek
olarak, IncRNA'lar kanser metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynarlar. Onemli
metabolik enzimlerin ve tasiyicilarin  ifadesini diizenleyerek metabolik yollari
etkileyebilirler. Ornegin, IncRNA MORT'un prostat karsinomunda glikoz alimimi
baskiladig1 gosterilmistir ve bu, IncRNA'lar ile kanser hiicrelerindeki metabolik yeniden
programlama arasindaki etkilesimi vurgulamaktadir [24]. Bu metabolik diizenleme, hizla
cogalan tiimor hiicrelerinin artan enerji taleplerini desteklemek i¢in cok 6nemlidir. Kanserde
IncRNA'lar1 hedeflemenin terapotik potansiyeli aktif arastirma alanidir. Spesifik ifade
kaliplart ve islevsel rolleri goz oOniine alindiginda, IncRNA'lar kisisellestirilmis kanser
tedavisi i¢in yeni terapotik hedefler veya biyobelirtegler olarak hizmet edebilir. RNA
interferansi, antisens oligoniikleotidler ve IncRNA islevini engelleyen kii¢iik molekiiller gibi
stratejiler, IncRNA aktivitesini modiile etmek ve kanser ilerlemesi iizerindeki etkilerini

degerlendirmek i¢in arastirilmaktadir [25].

Sonug olarak, IncRNA'lar kanser biyolojisi i¢in 6nemli etkileri olan ¢esitli ve dinamik bir
diizenleyici molekiil sinifin1 temsil eder. Gen ifadesini modiile etme, hiicresel siiregleri
etkileme ve klinik sonugclarla iliski kurma yetenekleri, kanser mekanizmalarin1 anlama ve
yeni terapotik stratejiler gelistirmedeki onemlerini vurgular. LncRNA'larin iglevsel rollerine
yonelik devam eden arastirmalar, tiimor olusumuna katkilarini ve kanser tedavisi i¢in hedef

olarak potansiyellerini anlamamizi artiracaktir.



1.4 MIR100HG Geni ve Kanserlerdeki Rolii

Kromozom 11g24.1'de bulunan uzun kodlamayan bir RNA (IncRNA) olan MIR100HG,
timor olusumu, metastaz ve ilag direncindeki c¢ok yonlii rolleri nedeniyle kanser
arastirmalarinda 6nemli ilgi goérmiistiir. Baslangigta bir polisistronik miRNA konak geni
olarak tanimlanan MIR100HG, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi cesitli hiicresel
stireglerde kritik roller oynayan miR-100, let-7a-2 ve miR-125b-1 dahil olmak tizere 3
mikroRNA kodlar [26].
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Sekil 1.1: 11. Kromozom iizerinde bulunan MIR100HG nin genomik baglami (NCBI).
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MIR100HG'nin ekspresyonu, akut megakaryoblastik 16semi (AMKL), tiglii negatif meme
kanseri (TNBC) ve kolorektal kanser (CRC) dahil olmak {izere ¢esitli malignitelerde belirgin
sekilde yukar1 diizenlenir ve bu da onkojenik faktor olarak potansiyelini gosterir [28] [29]
[30].

Calismalar ~ MIR100HG'nin  baskilanmasinin =~ AMKL  hiicrelerinde  apoptozu
indiikleyebilecegini ve hiicre sagkalimi ve ¢ogalmasindaki roliinii vurguladigini géstermistir
[31]. Akut megakaryoblastik 16semide, MIR100HG ekspresyonu 6nemli dlglide yiikselir ve
baskilanmasi 16semik hiicre biiyltimesini bozar, bu da terapotik miidahale i¢in bir hedef

olarak potansiyelini gosterir [32] [33].

TNBC’de MIR100HG, oOnemli onkogenlerin ve sinyal yollarinin ekspresyonunu
diizenleyerek hiicre cogalmasini ve gdciinii tesvik eder. Ornegin, artan timor agresifligi ile
iliskili olan OTX1'in yukar regiilasyonunda rol oynamstir [34]. TNBC'de bu IncRNA'nin
diizensizligi, MIR100HG'yi hedeflemenin tiimdr biiylimesini ve metastazi engellemek i¢in

uygulanabilir bir terapdtik strateji olabilecegini diistindiirmektedir [35] [36].

MIR100HG nin tiimdr olusumunu, gé¢ii ve invazyonu ayni anda baskilarken EMT'yi tesvik
etmedeki rolii ¢esitli ¢alismalarda vurgulanmistir. Ornegin, Chen ve arkadaslart miR -100'iin
meme epitel hiicrelerinde EMT'yi indiikledigini gostererek, ifadesinin kanser hiicrelerinin
invaziv potansiyeliyle karmasik bir sekilde baglantili oldugunu One stirmiistiir [37].
EMT'nin altinda yatan mekanizmalar, TGF- ve Wnt sinyallemesi dahil olmak iizere ¢esitli
sinyal yollarini igeren ¢ok faktorliidiir. TGF-f yolu, CRC dahil olmak {izere ¢esitli
kanserlerde EMT'yi indiiklemedeki rolii nedeniyle dzellikle dikkat cekicidir. Ornegin, Yuan
ve arkadaslari, TGF-B'nin Smad2/3, Wnt veya Src yollarin1 modiile eden 1 (CTHRCI1)
iceren kolajen ti¢lii sarmal tekrarini uyarabilecegini ve boylece EMT'yi giiglendirip kanser

metastazini kolaylastirabilecegini bildirmistir [38].

MIR100HG, onkojenik Ozelliklerine ek olarak cesitli kanserlerde ilag direnciyle
iliskilendirilmistir. Ornegin, kolorektal kanserde setuksimab direnci baglaminda,
MIR100HG, terapétik dirence katkida bulundugu bilinen Wnt/B-katenin sinyallemesinin
modiilasyonunda rol oynamustir [39]. Bu, MIR100HG'nin ila¢ yanitim1 etkiledigi
mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi ihtiyacini vurgulamaktadir, ¢iinkii bu IncRNA'y1

hedeflemek mevcut tedavilerin etkinligini artirabilir. MIR100HG'nin ifadesi farkli kanser



tiplerinde tekdiize degildir; tiimér mikrogevresine ve spesifik maligniteye bagli olarak
degisen ifade seviyeleri sergiler. Ornegin, TNBC ve AMKL'de asir1 ifade edilirken, ifadesi
diger baglamlarda asag: diizenlenebilir ve bu da karmasik bir diizenleyici durum oldugunu

diistindiirmektedir [40] [41] [42].

MIR100HG' nin etkilerini gosterdigi diger bir mekanizma, genellikle rekabet eden bir
endojen RNA (ceRNA) olarak islevini igerir. miRNA'lar1 siingerlestirerek hedef
mRNA'larin baskilanmasini hafifletebilir ve bdylece onkojenik yollar1 tesvik edebilir.
Ornegin, mide kanserinde, MIR100HG'nin hnRNPA2B1 proteini ile etkilesime girdigi,
TCF7L2 mRNA'sin1 stabilize ettigi ve bagisiklik kagis mekanizmalarini kolaylagtirdig:
gosterilmistir [43]. Bu ceRNA aktivitesi, tiimor ilerlemesi igin kritik olan gen ekspresyon
aglarin1  diizenlemede MIR100HG'nin o6nemini vurgular. Dahasi, MIR100HG'nin
diizensizligi cesitli kanserlerde zayif prognozla iliskilendirilmistir. Ornegin mesane
kanserinde, yiiksek MIR100HG ekspresyon seviyeleri agresif tiimoér davranist ve azalmis

hasta sagkalimu ile iliskilidir [44].

LncRNA'nin hem transkripsiyonel hem de transkripsiyonel sonrasi mekanizmalari
diizenleme yetenegi, kanser biyolojisinde diizenleyici bir molekiil olarak ¢ok yonliiliiglinii
vurgular. Onkojenik islevlerine ek olarak, MIR100HG belirli baglamlarda potansiyel timdor
baskilayici rolleri i¢in de incelenmistir. MIR100HG de dahil olmak iizere IncRNA'larin ikili
dogasi, etkileri hiicresel baglama ve belirli miRNA ortaklarinin varligina bagl olarak
degisebildiginden, bunlarin kesinlikle onkojenik veya tiimoér baskilayict olarak
siiflandirilmasini karmasiklagtirir [30]. Bu karmasiklik, 6zellikle bu diizenleyici aglar
kullanan hedefli tedavilerin gelistirilmesinde IncRNA biyolojisinin ayrintili bir sekilde
anlagilmasini gerektirir. Arastirma ayrica kanser tedavisinde MIR100HG'yi hedeflemenin
terapotik etkilerine odaklanmistir. ilag direncini aracilik etmedeki rolii goz &niine
alindiginda, MIR100HG'yi veya iligkili miRNA'larin1 inhibe etmeyi amaglayan stratejiler,
kolorektal kanserde setuksimab gibi mevcut tedavilerin etkinligini artirabilir [45] [46].

1.5 MIR100HG ve HCC

MIR100HG, yaygin bir karaciger kanseri tiirii olan hepatoselliiler karsinomun (HCC)
ilerlemesinde 6nemli bir gen olarak ortaya ¢ikmistir. MIR100HG ekspresyonu, komsu tiimor
dis1 dokulara kiyasla HCC dokularinda belirgin sekilde yiiksektir ve bu da bu malignitede
onkogen olarak potansiyel roliinii gostermektedir [47] [48]. MIRLOOHG'nin genellikle HCC



dokularinda yukar1 diizenlendigini ve bunun ké&tii prognoz ve ileri tiimor evreleriyle iligkili
oldugunu gostermistir. Ornegin, calismalar yiiksek MIR100HG ekspresyon seviyelerinin
HCC hiicrelerinde artan hiicre ¢ogalmasi ve invazyon yetenekleriyle iligkili oldugunu ve

bunun bir onkogen olarak roliinii 6ne siirdiigiinii géstermistir [49].

MIR100HG'nin 6zellikle miR-146b-5p olmak iizere mikroRNA'larla etkilesimi yoluyla
HCC ilerlemesine katkida bulundugunu gostermistir. MIR 100HG'nin agag1 regiilasyonunun
HCC hiicre proliferasyonunu zayiflattig1 ve apoptozu destekledigi gosterilmistir ve bu da

kanser hiicrelerinin  hayatta kalmasini = siirdirmede O6nemli bir rol oynadigin

diistindiirmektedir [47] [48].

LncRNA bunu tiimdr baskilayict miRNA'lar1 siingerlestirerek ve bdylece onkojenik
yollardaki inhibe edici etkilerini hafifleterek basarir. Ozellikle, MIR100HG, asag
diizenlendiginde HCC hiicrelerinin hayatta kalmasin1 ve ¢ogalmasini artiran iyi bilinen bir
timor baskilayict olan miR-34a'nin diizenlenmesinde rol oynar [50]. MIR100HG ve
miRNA'lar arasindaki iligki, HCC ilerlemesinde yer alan temel sinyal yollarinin
modiilasyonuna kadar uzanir. Ornegin, MIR100HG ve miR-122 arasindaki etkilesim, miR-
122'nin karaciger metabolizmasinda ve tiimor baskilanmasinda kritik bir rol oynadigi bilinen

cesitli caligmalarda vurgulanmistir [51].

HCC'de miR-122'nin asag1 diizenlenmesi, hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini
destekleyen hedef genlerin yukar1 diizenlenmesine izin vererek timdr gelisimini
kolaylastirir. Bu dinamik, HCC yo6netiminde terapotik bir strateji olarak MIR100HG ve
iligkili miRNA'larin1 hedeflemenin potansiyelini géstermektedir. MIR10OHG'nin HCC'deki
rolii, miRNA'larla etkilesimleriyle sinirli degildir; ayrica cesitli onkogenlerin ve tiimor
baskilayicilarin ifadesini de etkiler. Ornegin, ¢alismalar MIR100HG'nin, HCC hiicre
saldirganligin1 tesvik etmede rol oynayan FGF16 ifadesini modiile edebilecegini

gostermistir [49].

Sonug olarak, MIR100HG, kanser biyolojisi alaninda kritik bir gendir ve birden fazla
malignitede onkogen olarak iglev goriir. Hiicre cogalmasini, gogiinii ve ila¢ direncini tesvik
etmedeki rolleri ve prognostik bir biyobelirte¢ olarak potansiyeli, onu gelecekteki
arastirmalar i¢in odak noktast haline getirir. MIR100HG ve iligkili miRNA'larin1 iceren

karmagik diizenleyici aglar1 anlamak, ¢esitli kanserlerde hasta sonuglarinmi iyilestirmeyi



amaglayan yeni tedavi stratejilerinin oniinii agabilir. MIR100HG, hepatoselliiler karsinom
baglaminda kritik bir IncRNA'dir ve proliferasyon, invazyon ve ilag direnci dahil olmak
lizere tiimdr biyolojisinin ¢esitli yonlerini etkiler. HCC dokularindaki yiiksek ifadesi ve zayif
prognozla iliskisi, terapdtik bir hedef ve prognostik biyobelirteg olarak potansiyelini

vurgular.

1.6 SP1 Trankripsiyon Faktorii

Spesifiklik Proteini 1 olarak bilinen SP1 transkripsiyon faktorii, hiicre ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve apoptozis dahil olmak iizere c¢esitli biyolojik siireclerde yer alan gen
ifadesinin kritik bir diizenleyicisidir. SP1, hedef genlerin promotor bélgelerindeki GC
acisindan zengin motiflere baglanma ve bdylece bunlarin transkripsiyonel aktivitesini
etkileme yetenegi ile karakterize edilir. Bu transkripsiyon faktorii insan dokularinda yaygin
olarak ifade edilir ve akciger, meme, mide ve pankreas kanserleri dahil olmak iizere ¢ok

sayida kanserin patogenezinde 6nemli bir rol oynar [52] [53] [54] [55].
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Sekil 1.3: SP1’in yapisi [54].

Aragtirmalar, SP1l'in cesitli malignitelerde genellikle asir1 ifade edildigini ve tiimor
ilerlemesi ve kotii prognozla iliskili oldugunu gostermistir. Ornegin, SP1'in yiiksek
seviyeleri, vaskiiler endotelyal biiytime faktoriiniin (VEGF) ifadesini diizenledigi mide
kanserinde artan anjiyogenez, invazyon ve metastaz ile iligkilendirilmistir [55] [56].
Gliomada SP1'in asir1 ekspresyonu, timor hiicresi istilasin1 kolaylastiran gelismis matris
metalloproteinaz (MMP) aktivitesiyle de iliskilendirilmistir [57] [58]. Calismalar SP1'in
pankreas kanseri hiicrelerinde epitel-mezenkimal gecisi (EMT) desteklemek i¢in TGF-f3
sinyal yolu gibi diger onkojenik yollarla etkilesime girebilecegini ve bdylece goc

kabiliyetlerini artirabilecegini gostermektedir [59] [60].



SP1'in kanser ilerlemesine katkida bulundugu 6nemli mekanizmalardan biri, epitelden
mezenkimale gecis (EMT) ile iliskili genlerin diizenlenmesidir. Ornegin, akciger kanserinde
SP1'in vimentin ve diger EMT belirteglerinin ifadesini artirarak hiicre gocilinii ve
invazyonunu tesvik ettigi gosterilmistir [60]. Bu gegis kanser metastazi i¢in ¢ok 6nemlidir,
clinkii epitel hiicrelerinin mezenkimal 6zellikler edinmesine izin vererek birincil tiimorden
ayrilmalarini ve ardindan gevre dokulara yayilmalarimi kolaylastirir [61]. SP1'in NF-kB ve
HIF-1a gibi diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi, agresif kanser fenotiplerini tegvik

etmedeki roliinii daha da giiclendirir [62] [63].

SP1'in kanserdeki rolii ¢ok yonliidiir, ¢linkii yalnizca onkogenlerin ekspresyonunu
diizenlemekle kalmaz, ayn1 zamanda tiimor baskilayict genlerin ekspresyonunu da modiile
eder. Ornegin, SP1'in normalde kanser ilerlemesini engelleyen belirli mikroRNA'larin
ekspresyonunu baskiladigr ve bdylece tiimoOr biiylimesini ve metastazi kolaylastirdigi

gosterilmistir [64].

Ek olarak, SP1'in gesitli yardimci faktorler ve c-Myc ve E1AF gibi diger transkripsiyon
faktorleriyle etkilesimi, diizenleyici agimi daha da karmasik hale getirerek kanser

hiicrelerinin transkripsiyonel durumunu etkiler [65] [66].

Akciger kanserinde, SP1, CD44 ve ¢esitli matris metalloproteinazlar dahil olmak tizere hiicre
sagkalimi ve c¢ogalmasiyla iligkili genlerin diizenlenmesinde rol oynamustir [67] [68].
Transkripsiyon faktoriiniin aktivitesi, transkripsiyonel yeteneklerini artirabilen veya
engelleyebilen fosforilasyon ve asetilasyon dahil olmak iizere translasyon sonrasi

modifikasyonlar tarafindan modiile edilir [69] [70].

SP1'in epigenetik diizenlenmesi de kanser biyolojisinde kritik bir faktordiir. SP1 hedef
genlerinin promotdr bolgelerindeki CpG  bdlgelerinin - metilasyonu, baglanma ve
transkripsiyonel aktivitesini inhibe edebilir ve timor olusumunu destekleyen degismis gen

ifadesi profillerine yol agabilir [71].

SP1'in kanserdeki rolii, mikroRNA'larla geri bildirim dongiilerindeki katilimiyla daha da
karmasik hale gelir. Ornegin, SP1, sirayla kendi ifadesini modiile eden belirli
mikroRNA'larin ifadesini diizenleyerek, tiimor biliyiimesini tesvik edebilen veya

engelleyebilen bir diizenleyici ag olusturabilir [72]. Bu etkilesim, SP1'in kanserdeki islevinin
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karmagikligin1 vurgular ve terapotik stratejilerde SP1'i ve diizenleyici aglarin1 hedefleme
potansiyelini vurgular. Terapotik olarak, SP1 kanser tedavisi i¢in umut verici bir hedef
olarak ortaya ¢cikmigtir. Mitramisin A gibi inhibitorlerin SP1 aktivitesini etkili bir sekilde
azalttigi, klinik 6ncesi modellerde tiimor biiylimesinin azalmasina ve kemoterapiye karsi
duyarliligin artmasina yol actigi gosterilmistir [73]. Bu yaklasim, SP1'in pankreas ve
yumurtalik kanserleri gibi agresif fenotipleri yonlendirdigi bilinen kanserlerde o6zellikle

onemlidir [74].

SP1 transkripsiyon faktorii, timor olusumuna ve metastaza katkida bulunan c¢ok cesitli
stirecleri etkileyen kanser biyolojisinde dnemli bir gendir. Diger proteinler ve sinyal
yollariyla karmasik etkilesimler yoluyla gen ifadesini diizenleme yetenegi, g¢esitli
malignitelerde hem bir biyobelirteg hem de terapotik bir hedef olarak 6nemini vurgular.
SP1'in aktivitesini ve tiimor mikrogevresindeki etkilesimlerini yOneten mekanizmalar
lizerine devam eden arastirmalar, islevini diizenlemeyi amaglayan etkili kanser tedavileri

gelistirmek icin olduk¢a 6nemlidir.

1.7 SP1 Trankripsiyon Faktorii ve Hepatoselliiller Kanser (HCC)

SP1 transkripsiyon faktorii, en yaygin birincil karaciger kanseri tiirli olan hepatoselliiler
karsinomun (HCC) gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. SP1, gesitli genlerin
promotdrlerindeki GC acisindan zengin motiflere baglanma ve bdylece ifadelerini
diizenleme yetenegi ile bilinir. HCC baglaminda, SP1 genellikle asir1 ifade edilir ve bu,

agresif timor davranisi ve zayif hasta prognozu ile iliskilendirilmistir [75] [76].

SP1'in HCC'yi etkiledigi kritik mekanizmalardan biri, hiicre ¢ogalmasi ve sag kaliminda rol
oynayan genlerin diizenlenmesidir. Ornegin, ¢alismalar SP1'in anjiyogenez igin ¢ok 6nemli
olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) dahil olmak {izere gesitli onkogenlerin ve
biiylime faktorlerinin ifadesini artirabildigini gostermistir [77]. SP1 tarafindan VEGF'nin
yukar1 diizenlenmesi, yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik ederek tiimor biiylimesini

kolaylastirir ve boylece tiimore gerekli besinleri ve oksijeni saglar [75] [76].
SP1’in, hiicre dis1 matris bilesenlerini parcalayan ve tiimor invazyonunu ve metastazini

tesvik eden enzimler olan matris metalloproteinazlarin (MMP'ler) diizenlenmesinde rol

oynar [78].
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SP1, HCC ilerlemesi igin gerekli olan gesitli sinyal yollartyla etkilesime girer. Ornegin,
hepatit B virlisi X proteininin SP1 aktivitesini artirabilecegi ve bunun da hepatoma
hiicrelerini bagigiklik saldirilarindan koruyan genlerin ekspresyonunun artmasina yol
acabilecegi gosterilmistir [79]. Bu etkilesim, viral faktorlerin timor gelisimini desteklemek
icin konak transkripsiyonel programlarini diizenlemedeki roliinii vurgular. SP1'in PI13K/Akt
sinyal yolundaki katilimi, HCC'de tiimér olusumuna ve kemoterapiye dirence katkida

bulundugu bir mekanizma olarak tanimlanmistir [80].

Son arastirmalar, SP1'in HCC'de kritik roller oynayan spesifik IncRNA'larin ifadesini
modiile edebilecegini gdstermistir. Ornegin, IncRNA CRNDE'nin SP1 tarafindan
diizenlendigi ve PDKI1 sinyal yolunun modiilasyonu yoluyla HCC'nin ilerlemesine katkida
bulundugu gosterilmistir [81]. Bu etkilesim, SP1'in IncRNA ekspresyonunun 6nemli bir
diizenleyicisi olarak nasil davrandigini ve bunun da HCC'deki 6nemli onkojenik yollar1 nasil
etkiledigini gostermektedir. Dahasi, onkojenik 6zellikleriyle bilinen IncRNA HULC de SP1
tarafindan diizenlenir ve bu da SP1'in etkisinin HCC'de yer alan birden fazla IncRNA'ya

kadar uzandigin1 gostermektedir [82].

Rekabet eden endojen RNA (ceRNA) hipotezi, HCC'deki SP1-IncRNA etkilesimlerinin
islevsel ¢ikarimlarimi daha da agikliga kavusturmaktadir. LncRNA'lar, mikroRNA'lar
(miRNA'lar) i¢in siinger gorevi gorerek hedef mRNA'larin ekspresyonunu diizenleyebilir.
Ornegin, IncRNA UCA1, HCC hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii etkileyen miRNA-
124'in diizenlenmesinde rol oynamaktadir [83]. Bu ceRNA agi, SP1 aracili IncRNA
ekspresyonunun dolayli olarak miRNA'larin ve hedef mRNA'larinin bulunabilirligini
etkileyebilecegi ve dolayisiyla tiimor davranisini etkileyebilecegi karmasik diizenleyici
mekanizmalar1 vurgulamaktadir. Ek olarak, MALAT1 ve NEAT1 gibi IncRNA'lar, ifadeleri
SP1 tarafindan diizenlenerek HCC ilerlemesinde 6nemli oyuncular olarak tanimlanmustir.
MALAT!'in HCC hiicrelerinin invaziv yeteneklerini artirdigi gosterilirken, NEATI1
hipoksik bir mikrogevrede hiicre biiylimesini siirdirmede rol oynar [84] [85]. Bu
IncRNA'larin SP1 tarafindan diizenlenmesi, yalnizca transkripsiyon faktoriiniin HCC'deki
roliinii vurgulamakla kalmaz, ayn1 zamanda tiimor bilylimesini ve metastazi engellemek icin
kullanilabilecek potansiyel terapotik hedeflere de isaret eder. SP1 ve INCRNA'lar arasindaki
etkilesim, HCC gelisimi icin kritik olan sinyal yollarinin modiilasyonuna da uzanir. Ornegin,
IncRNA DGCRS5'in Wnt sinyal yolunu inaktive ederek HCC ilerlemesini baskiladig:
bildirilmigtir ve SP1 bu IncRNA'nin temel diizenleyicisidir [86]. Bu bulgu, HCC'de
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onkojenik sinyal yollarm1 bozmak icin SP1-IncRNA etkilesimlerini hedeflemenin

potansiyelini vurgular [87].

SP1'in HCC'deki ekspresyonu, aktivitesini tesvik edebilen veya inhibe edebilen
mikroRNA'lar tarafindan da diizenlenir. Ornegin, miR-138'in SP1'i hedef alarak HCC
hiicrelerinin ¢gogalmasini ve istila etmesini azalttig1 gosterilmistir [88]. Benzer sekilde, miR-
363-3p, HCC'de SP1'in negatif bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir ve bu diizenleyici
aglarin dengesinin normal hiicresel islevleri siirdiirmek ve tiimor olusumunu 6nlemek i¢in
¢ok 6nemli oldugunu goéstermektedir [89]. SP1, tiimor biiylimesini ve istilasini tesvik
etmedeki roliine ek olarak, HCC'de kanser kok hiicre 6zelliklerinin diizenlenmesiyle de
iligkilendirilmistir. Arastirmalar, SP1'in HCC hiicrelerinin kok hiicreligini siirdiirmede rol
oynadigim1 gostermektedir; bu, geleneksel tedavilere karsi artan diren¢ ve daha yiiksek
tekrarlama olasilig1 ile iligkilidir [90]. Bu iliski, HCC i¢in etkili terapdtik stratejiler
gelistirmede SP1 ve onun alt yollarin1 hedeflemenin 6nemini vurgular. Terapotik olarak,
SP1'i hedeflemek HCC tedavisi i¢in imit verici bir yaklasim sunar. SP1 inhibitdrlerinin
timor billylimesini azaltma ve mevcut terapilerin etkinligini artirma potansiyeli
gosterilmistir. Ornegin, kuersetin'in SP1 aktivitesini baskiladigi ve HCC hiicrelerinin
cogalmasinin azalmasina yol ac¢tig1 gosterilmistir [91]. SP1 inhibitorlerinin gelistirilmesi,
ozellikle ileri hastalig1 olan HCC'li hastalarda tedavi sonuglarini iyilestirmek igin yeni bir
yol saglayabilir. SP1 transkripsiyon faktoriiniin hepatoselliiler karsinomun patogenezinde
onemli bir rolii vardir. Asir1 ekspresyonu, gelismis tiimor biiylimesi, invazyon ve tedaviye
direng ile iligkilidir. SP1'i igeren karmasik diizenleyici aglari, mikroRNA'lar ve sinyal
yollartyla etkilesimlerini anlamak, HCC ile etkili bir sekilde miicadele edebilen hedefli

terapiler gelistirmek icin 6nemlidir.

1.8 Hipoksi

Azalmig oksijen bulunabilirligi ile karakterize bir durum olan hipoksi, kanser ilerlemesinde
ve metastazinda onemli bir rol oynar. Hipoksik tiimor mikrocevresi (TME), birgok kati
timoriin ortak bir 6zelligidir ve tlimoér malignitesine katkida bulunan gesitli hiicresel
stirecleri etkiler. Bu mikrogevre yalnizca pasif bir zemin degildir, ayn1 zamanda biiyiime,
invazyon ve tedavilere diren¢ dahil olmak tizere tiimor davranisini aktif olarak sekillendirir.
Hipoksi ve kanser hiicreleri arasindaki etkilesim karmagiktir ve tiimoriin hayatta kalmasini
ve ilerlemesini kolaylagtiran ¢ok sayida sinyal yolu ve hiicresel adaptasyonu igerir.

Hipoksinin kanseri etkiledigi birincil mekanizmalardan biri, 6zellikle HIF-1o olmak {izere
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hipoksiye bagli faktorlerin (HIF'ler) aktivasyonudur. Bu transkripsiyon faktorii diisiik
oksijen kosullar1 altinda stabilize edilir ve anjiyogenez, metabolizma ve hiicre hayatta
kalmasinda yer alan genlerin ifadesini diizenler [92] [93]. Ornegin, HIF-1a, anjiyogenez
icin ¢ok 6nemli olan vaskiiler endotel biiyiime faktoriiniin (VEGF) ekspresyonunu tesvik

ederek tlimoriin kan tedarikini artirir ve hipoksik kosullarda biiytimesini kolaylastirir [94].

HIF-1a ayrica metabolik yollar1 diizenleyerek, oksijen varliginda bile kanser hiicrelerini
glikolize dogru kaydirir; bu fenomene Warburg etkisi denir [95] [96]. Bu metabolik yeniden
programlama yalnizca hizli tiimér biiyiimesini desteklemekle kalmaz, ayni zamanda
kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak {izere geleneksel tedavilere karsi direng gelisimine

de katkida bulunur [96].

Hipoksik TME ayrica, tiimorler i¢inde kendi kendini yenileme yetenegine sahip ve siklikla
metastaz ve tekrarlama ile iliskili olan bir hiicre alt popiilasyonu olan kanser kok hiicrelerinin
(CSC'ler) ortaya ¢ikmasini da tesvik eder [97]. Hipoksinin, CSC 6zelliklerini destekleyen
spesifik sinyal yollarini aktive ederek meme ve kolorektal kanserler de dahil olmak iizere
cesitli kanser tiplerinin kok hiicre dzelliklerini artirdign gdsterilmistir [97] [98]. Ornegin,
meme kanserinde hipoksi kaynakli sinyalleme, kok hiicre belirteclerinin yukari
regiilasyonuna yol acabilir ve bu hiicrelerin invaziv potansiyelini artirabilir [99]. Bu
fenomen, etkili kanser tedavilerinin gelistirilmesinde hipoksik kosullar1 hedeflemenin
O6nemini vurgular. Tiimor biiylimesini ve kok hiicreligini desteklemeye ek olarak, hipoksik
mikrogevre tiimorlerin bagisiklik ortamini 6nemli Olclide etkiler. Hipoksinin, tiimoriin
bagisiklik sisteminden kagmasin1 kolaylagtiran immiinosiipresif kosullar1 artirdigi
bilinmektedir [100] [101]. Ornegin, hipoksik tiimor hiicreleri, dogal oldiiriicii (NK)
hiicrelerin ve T lenfositlerin islevini inhibe eden faktorler salgilayabilir ve bdylece timor

karsit1 bagisiklik tepkisini azaltabilir [102].

Hipoksi, tiimorlerin bagisiklik tarafindan kagmasina daha fazla katkida bulunan miyeloid
kokenli baskilayict hiicreler (MDSC'ler) ve diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) gibi
immiinosiipresif hiicrelerin toplanmasini artirabilir [103] [104]. Bu immiinosiipresif
mikrogevre, yalnizca immiinoterapilerin etkinligini karmasiklastirmakla kalmaz, aym
zamanda hipoksik tiimérlerin tedavisinde 6nemli zorluklar da olusturur. Hipoksinin kanser
ilerlemesindeki rolii, hiicre dis1 matris (ECM) ve tiimor-stromal etkilesimler iizerindeki

etkisine de yansir. Hipoksi, ECM'nin bilesimini ve mekanik 6zelliklerini degistirerek tiimor
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biiyiimesi ve metastaz igin destekleyici bir nis olusturabilir [98] [105]. Ornegin, hipoksik
kosullar, ECM'yi yeniden sekillendirerek timoér invazyonunu kolaylastiran matris

metalloproteinazlarin (MMP'ler) ekspresyonunu artirabilir [106].

HCC'de hipoksi kaynakl etkileri aracilik eden uzun kodlamayan RNA'larin (IncRNA'lar)
rolii dikkat c¢ekmistir. LncRNA'lar, gen ifadesinin diizenlenmesi, sinyal yollarinin
modiilasyonu ve hipoksik kosullar altinda EMT ve metastazin tesviki dahil olmak {izere
cesitli siireclerde rol oynamustir [107] [108]. Ornegin, IncRNA NEAT1'in miR-199a-
3p/UCK2 eksenini diizenleyerek HCC biiyiimesini siirdiirdiigti ve hipoksik TME'de ¢alisan

karmasik diizenleyici aglar1 vurguladigi gosterilmistir [109].

Hipoksik tiimor mikrogevresi, tiimor biiylimesini, metastaz1 ve tedavi direncini etkileyen
kanser biyolojisinin kritik bir belirleyicisidir. Hipoksinin kanser ilerlemesindeki ¢ok yonlii
rollerini anlamak, tiimdr biyolojisinin bu zorlu yoniinii etkili bir sekilde hedefleyebilen
yenilikgi terapdtik stratejiler gelistirmek icin 6nemlidir. Gelecekteki arastirmalar, hipoksik
TME i¢indeki karmasik etkilesimleri aydinlatmaya ve bu kosullar1 terapdtik fayda igin

manipiile etmeye yonelik yeni yaklagimlar1 kesfetmeye devam etmelidir.
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Sekil 1.4: Normoksik ve hipoksik kosullarda HIF-1a aktivitesinin diizenlenmesi [110].
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2. TEZ CALISMASININ AMACI VE KAPSAMI

LncRNA’lar son yillarda, ozellikle kanser biyolojisinde olmak fiizere ¢esitli biyolojik
stireclerdeki onemli rolleri nedeniyle ilgi gérmiistiir. LncRNA'larin diizensizlikleri, ¢esitli
kanserlerin baglatilmasi1 ve ilerlemesinde rol oynamistir ve bu da onlar1 arastirma ve
potansiyel terapotik miidahaleler icin onemli hedefler haline getirmistir. LncRNA'larin
kanserdeki birincil islevlerinden biri, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla gen ifadesini modiile
etme yetenekleridir. MIR100HG, simdiye kadar yapilan arastirmalarda farkli kanser
tirlerinde incelenmis ve tiimor olusumunda promotorunun rolii , ekspresyon analizleri ve
biyoinformatik caligsmalarla gosterilmistir. Ancak hepatoselliiler kanserle ilgili mevcut
literatlir olduk¢a smirhdir. Bu tez kapsaminda, son donemde onemli bir IncRNA olan
MIR100HG'nin hepatoselliiler kanserde SP1 transkripsiyon faktorii ile regiilasyonun
arastirilmasi amacglanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen ¢caligsmalar {i¢ genel
basamak altinda toplanabilir. Bu basamaklar1 6zetleyen akis diyagrami Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Birinci basamakta, Hep3B hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullar altinda
MIR100HG geninin asir1 ifadesi ve kalici susturulmasi ile molekiiler ve hiicresel analizi
gerceklestirilmistir.

P Oncelikle MIR100HG asir1 ifadesi icin MIR100HG-pcDNAZ3.1 plazmiti transfekte
edilmistir.

P Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda asir1 ifade mRNA seviyesinde
dogrulanmustir.

P Hep3B hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin etkilerini tespit etmek igin hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre proliferasyonuna etkisi icin MTT, go¢
etme yetenegini tespit etmek icin ¢izik testi, koloni olusturma kapasitesini belirlemek
icin koloni formasyon ve migrasyon-invazyon tespiti i¢in matrijel deneyleri
yapilmistir.

P Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda MIR100HG geni Hep3B hiicrelerinde
kalic1 olarak susturulmustur ve mRNA seviyesinde dogrulanmistir.

P Hep3B hiicrelerinde MIR100HG susturulmasimnin etkilerini tespit etmek igin hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre proliferasyonuna etkisi icin MTT, goc¢

etme yetenegini tespit etmek icin ¢izik testi, koloni olusturma kapasitesini belirlemek
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icin koloni formasyon ve migrasyon-invazyon tespiti i¢in matrijel deneyleri

yapilmigtir.

P Flow sitometre deneylerinde susturulmus hiicrelerde apoptoz gdsterilmesi igin
Annexin V deneyi gerceklestirilmistir. Bu deneylerde ana modelimiz Hep3B
yaninda, saglikli karaciger epitel modeli Clone-9 ve mezensimal benzeri

karaciger kanser modeli SNU-398 de gergeklestirilmistir.

ikinci basamakta, MIR100HG geninin promotor parcalarimin pMetLuc vektdriine
klonlanmas1 ve SP1 transkripsiyon faktorii ile Hep3B hiicrelerine transfekte edilerek
transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi gergeklestirilmistir.

» MIR100HG promotor pargalart PCR ile ¢ogaltilmistir ve pGEM-T Easy
vektoriine klonlanmustir.

P pGEM-T Easy vektoriine klonlu promotor parcalari pMetLuc vektdriine alt
klonlanmustir.

P pMetLuc vektdriine klonlanan MIR100HG promotor pargalari ile ekspresyon
vektoriine klonlu olan SP1 transkripsiyon faktorii Hep3B hiicrelerine kalsiyum-
fosfat gecici transfeksiyon yontemi ile transfekte edilmistir ve lusiferaz aktiveleri
Olgtilmiistiir.

P SP1 Trankripsiyon faktdriiniin  MIRI00OHG promotoruna baglandigim
dogrulamak ChIP deneyi yapilmustir.

Uciincii basamakta, Hep3B hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullar altinda SP1
transkripsiyon faktoriiniin asir1 ifadesi ve kalici susturulmasi ile molekiiler ve hiicresel
analizi gergeklestirilmistir.
P Oncelikle SP1 asir1 ifadesi igin SP1 ekspresyon plazmiti transfekte edilmistir.
P Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda asir1 ifade mRNA seviyesinde
dogrulanmustir.
P Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1
ifadesi protein seviyesinde dogrulanmustir.
P Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifade edildiginde metastatik genlerinde mRNA
seviyesinde etkilerini belirlemek igin e-kaderin ve vimentin seviyeleri tespit

edilmistir.
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Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifadesinin etkilerini tespit etmek i¢in hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre proliferasyonuna etkisi i¢gin MTT,
gb¢ etme yetenegini tespit etmek i¢in ¢izik testi, koloni olusturma kapasitesini
belirlemek i¢in koloni formasyon deneyleri yapilmistir.

SP1 transkripsiyon faktoriiniin susturma c¢alismalar1 i¢in Oncelikle SP1
shRNA’larinin pLKO.1 vektoriine klonlanmasi geceklestirilmistir.

Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin kalic1 olarak susturulmasi
hem normoksik hem de mRNA seviyesinde dogrulanmustir.

Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinde SP1
susturulmasi protein seviyesinde dogrulanmustir.

Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesi kalici olarak baskilandiginda metastatik
genlerinde mRNA seviyesinde etkilerini belirlemek i¢in e-kaderin ve vimentin
seviyeleri tespit edilmistir.

Hep3B hiicrelerinde SP1 susturulmasinin etkilerini tespit etmek i¢in hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicre proliferasyonuna etkisi icin MTT,

gb¢ etme yetenegini tespit etmek i¢in ¢izik testi, koloni olusturma kapasitesini

belirlemek i¢in koloni formasyon deneyleri yapilmstir.

Sekil 2.1: Tez is akis diyagramu.
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3. MATERYAL-YONTEM

3.1 Materyaller
3.1.1 Kullanilan Materyaller

Tablo 3.1: Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri
firmalar.

Kullanilan Madde

Tedarik Edilen Firma

Fetal Bovine Serum

Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
RPMI 1640 Medium

PBS (Phosphate Buffer Saline)
Penisilin-Streptomisin Soliisyon
Antibiyotik-Antimiyotik Soliisyon
Puromycin

Protamine Siilfat

Tripan Mavisi

Tris Base

CaCl; (Kalsiyum Kloriir)

DMSO (Dimetil Siilfoksit)
Turbofect™ Transfection Reagent
0.22 pm, 0.45 pm Filtre

15 mL ve 50 mL Santrifiij Tiipii
100 mm’lik Kiiltiir Petrisi

6, 12, 24, 48 ve 96 Kuyulu Hiicre Plakasi
1,5 mL/2 mL Ependorf

Tripsin EDTA

Serolojik Pipet

Pastor Pipeti

Kristal Viyole

CoCl; (Kobalt Kloriir)

HEPES

Matrijel

SEAP ve Lusiferaz Substratlan

Gibco

EuroClone
EuroClone

VVWE Life Science
HyQ

Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sartorious

IsoLab

EuroClone
Jetbiofil

IsoLab

Sigma Aldrich
Sarstedt

IsoLab

Carlo Erba

Fluka

Sigma Aldrich
Geltrex

Takara Clontech
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Tablo 3.2: RNA tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri firmalar.

Kullanilan Madde

Tedarik Edilen Firma

innuPREP RNA Mini Kit 2.0
DEPC (Diethylpyrocarbonate)
Formaldehit (%99)

Formaldehit (%37)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Real-Q Plus 2X Master Mix

96 Kuyucuklu Plaka Seal

Reverse Transkriptaz (RevertAid)
Ribolock Inhibitorii

5X Reaksiyon Tamponu

OligodT

Deoksiniikleotid (ANTPmix) Karisimi
2X RNA Yiikleme Boyasi

Anlytik-jena

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma Aldrich
Ampligon

Thermo Fisher Sientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Tablo 3.3: DNA tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri firmalar.

Kullanilan Madde

Tedarik Edilen Firma

Tag DNA Polimeraz Enzimi (5 U/mL)
10X Taqg DNA Polimeraz Tamponu
MgClI2 (25 mM)

Agaroz

Etidyum Bromiir (Et-Br)

1 kb DNA Ladder

6X Yiikleme Boyasi

Tris Base, Borik Asit, EDTA

NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit
NucleoBond Xtra Midi Plus Kit

Jelden Geri Kazanim Kiti

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich
Macharey-Nagel
Macharey-Nagel
Thermo Scientific
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Tablo 3.4: Protein tabanli ¢alismalarda kullanilan materyaller ve tedarik edildikleri

firmalar.
Kullamilan Madde Tedarik Edilen Firma
Tris, Borik Asit, EDTA Sigma Aldrich
Amonyum Persiilfat Merck
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
Beta-Actin Mouse mAb Santa Cruz
m-1gGk BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma Aldrich
Proteaz inhibitor Tabletleri Roche
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) Merck
APS (Amonyum Persiilfat) Merck
4X Laemli Ornek Tamponu BoRad
EDTA, SDS, Glisin, Nacl Sigma Aldrich
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
PVDF Membram Millipore
PierceTM ECL Thermo Fisher Scientific
Hif-1a Mouse Monoklonal Antikor Biointech
Etanol Merck
Metanol Merck
Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz
Tween-20 Thermo Fisher Scientific
Izopropanol Merck
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.5: Tez galigsmasinda kullanilan cihazlar ve iiretici firmalari.

Kullanilan Cihaz

Uretici Firma

Laminar Air Flow
CO2’li inkiibator

inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu

-80 °C Buzdolab1

Buz Makinesi

pH Metre

Su Banyosu
Ultrasonik Su Banyosu
Vorteks

Isitmali Manyetik Karistirici
Hassas Terazi

Otoklav

Etiiv

Sogutmali Santrifiij
Mikro Santrifiij
Horizonal Calkalayici

UV Goriintiilleme Cihazi

UVP Jel Goriintiileme Sistemi

Otomatik Pipetler
DNA Elektroforez Sistemi

Telstar Bio I / ispanya
Bioair

Nikon / Japonya

Nikon / Japonya
Hoshizaki / Japonya
Hanna / ABD
Elektromag / Tiirkiye
PlusLab

Velp Scientifica / italya
Velp Scientifica / Italya
Sartorious / Almanya
Hirayama / Japonya
WTB / Almanya

Sigma / Almanya
Thermo / ABD

GFL / Almanya

Vilber Lourmat
BioSpectrum

Thermo, Eppendorf

Minicell Primo

RNA Elektroforez Sistemi Apelex / Ingiltere

SDS Page Aparatlari BioRad

Tank- Blot Sistemi BioRad

PCR Cihaz1 Techne Progene / Ingiltere
Real Time PCR Cihaz1 (Light-Cycler 480) Roche Life Science

Thermo Scientific / ABD

Luminometre (Luminoskan TM Microplate)  Thermo Scientific / ABD

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Spektrofotometre Multiskango
uDropTM Plate Thermo Scientific /ABD
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3.1.3 Kullanilan Vektor Sistemleri

Xmnl 2009

174 1 start

Scal 1890 Nael 2707 Apal | 14

. Aatll 20

f1 ori Sphl 26

BstZI| 31

| &

st

Amp' . Notl | 43

pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49

Vector EcoRl | 52

(3015bp)

Spel 64

EcoRl 70

Notl 77

BstZI 7T

Pstl 88

ori Sall 90

Ndel 97

Sacl 109

BstXI 118

Nsil 127

141

T spe

Sekil 3.1: pPGEM-T®Easy vektor haritasinin sematik gosterimi.

MCS |
| Bglll Sall
| Xhol Sacll
| Sacl Apal

| Hindlll BamHI
| EcoRl Agel

| Pstl

pMetluc- ~.
Reporter *
4090 bp /

~

Sekil 3.2: pMetLuc Reporter vektor haritasinin sematik gdsterimi.
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/ Smal
/ Secreted H38)
| pMetLuc- Wetidia
{ Control Luciferase
: 4624 bp ‘ ,;(gtl

Kan;’ / {1283
Neo g /
/

Sekil 3.3: pMetLuc Kontrol vektor haritasinin sematik gosterimi.

MCS
Notl (1-41) MCS
{4949) (245-264)

BamH|
(481)

SEAP

pSEAP2-Control
: 5.1 kb

Amp

SV40

Iy A
svag 7 Xbal
plC enhancer (1794)

ari

Asel
(3623)

BamH|
TB = Transcription blocker (2302)

Sall
(2308)

Sekil 3.4: pSEAP2-Kontrol vektor haritasinin sematik gdsterimi.
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shRNA
Construct

U6 |CPPT

hPGK

PuroR

1\ sin 3'LTR

pLKO.1 puro

SR with shRNA construct
i 7,091 bp

AmpR

Sekil 3.5: pLKO.1 vektor haritasinin sematik gosterimi.

Bam 111 (2)
Nco 1(21)
Sty 1(21)
Bam 111 (33)
Spe 1(176)
Nde 1(411)
CMV
Sna Bl (517)
Nco 1(537)
Sty 1(537)
Sac T (745)
Asp 718 (848)
\ Kpn 1(852)
Sac 1(858)
Bam 111 (860)
beta-globin intror
\Eco R1(1416)
Cla 1(1430)

Sca 1(5383)

Not 1(3882)
Spe 1(3875)

Sty 1(3396) \V\##

beta-globin pA

Sty 1(3204) Nde 1(1967)
Eco R1(3087) \ Neo 1(2046)
Sty 1(2046)
VSV-G

Pst 1(2239)
Asp 718 (2459)
Kpn 1(2463)
Nde 1(2584)

Sekil 3.6: pMD2.G vektor haritasinin sematik gosterimi.
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(8)
A

SnaB |
60)

41
341} Nhe | (592)

Ecod7 Nl (597)
Age |l (501)
Ecob <[ voivA
PEE;: Et; C1 BsiG | (1323)

Kan'/

MCS
(1330-1417)

Miu | (1642)

Dra lll (1872)
Stul
(2577)

Sekil 3.7: pEGFP-C1 vektdr haritasinin sematik gosterimi.

Amp Sall (2)
BamHI (8711) Spel (19)
SV40 ori CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184) H’f” SnaBI (360)
pA // l/\\\ CApro
Ndel (1927) . SRR N TATA
Ndel (7920) +1
Ndel (7860) SD
Xbal (7707) CAintron
Asp 718 (7701) I-%Ezgxgp Xbal (1624)
BamH]I (7367) SA
dEnv (TatRev) EcoR1 (1720)
RRE \ Clal (1822)
dVpu

Pstl (2410)
Sall (6136) N Spel (2498)
EcoRl1 (6094) Gag
EVpr Pro
Pstl (3834)
Swal (4707)
Pol
Asp 718 (4817)
Asp 718 (5145)

Sekil 3.8: psPAX2 vektor haritasinin sematik gdsterimi.
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pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Sekil 3.9: pcDNA3.1 vektor haritasinin sematik gosterimi.

3.1 Yontem

3.2.1 Calismada Kullanilan Malzemelerin ve Ortamin Sterilizasyonu

Deneyde kullanilan malzemeler, uygun sterilizasyon kosullarina titizlikle dikkat edilerek
hazirlanmustir. Isiya dayanikli pipet uglari, ependorf tiipleri ve diger laboratuvar geregleri,
otoklav cihazinda 121 °Cde 20 dakika boyunca otoklavlanarak sterilize edildi.
Otoklavlanmas1 miimkiin olmayan ¢ozeltiler ise 0.22 pm'lik filtre ile sterilizasyon islemine
tabi tutuldu. Hiicre kiiltiirii laboratuvari ise %70 etil alkol ve camasir suyu ve kapsamli bir
sekilde temizlendi. Calismaya baslamadan 6nce, laboratuvar ve laminar akis kabini yaklagik
30 dakika boyunca UV 15181 ile sterilize edildi. Laminar akis kabinine alinan tiim
malzemeler, %70 etil alkol ile silinerek kabine yerlestirildi. Ayrica, RNA ¢aligmalari
sirasinda RNaz kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla, ortam ve malzemeler %0,1 DEPC'li

su ile steril edildi.

3.2.2 Bakteri Calismalarinda Kullanilan Teknikler

3.2.2.1 Siv1 ve Kat1 Besiyerinin Olusturulmasi

Kati besiyeri i¢in LB (Luria Broth) agar kullanildi. Uretici firmanin énerdigi miktardaki LB
agar dH, O'da ¢o6ziildii ve sterilizasyon amaciyla 121°C'de 20 dakika boyunca otoklavlandi.
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Besiyerinin yaklasik 50-55 °C'ye kadar sogumasi beklendikten sonra, bek alevi yaninda son
konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ampisilin veya 30 pg/mL olacak sekilde
kanamisin ilave edilerek karigtirildi. LB agar karigimi steril petri kaplarina dokiildi ve
polimerlesip katilasmasi beklendi. Son olarak, petriler parafilm ile sarilds, ters ¢evrildi ve +4

°C'de 151k almayacak sekilde muhafaza edildi.

Sivi besiyeri olarak LB (Luria Broth) kullanildi. Uretici firmanin 1 litre i¢in dnerdigi
miktardaki LB, dH, O'da ¢ozildii ve 121°C'de 20 dakika boyunca otoklavlandi.
Sterilizasyonun ardindan, hazirlanan sivi besiyeri +4 °C'de muhafaza edildi. Kullanim
oncesinde, son konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ampisilin veya 30 pg/mL olacak

sekilde kanamisin ilave edildi.

3.2.2.2 DHS5a Hiicrelerinin Kompetant Hale Getirilmesi ve Kontrolii

Kompetan hiicre hazirligi i¢in, -80°C’de saklanan gliserol stokundan alinan DH5a susu, kati
besiyerine ekilerek 37°C’de yaklasik 16 saat inkiibe edildi. Buradan segilen tek bir koloni,
10 mL LB siv1 besiyerine inokiile edilip gece boyunca ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi.
Ertesi gilin, bu 6n kiiltiir, hacminin en az li¢ kat1 olan 100 mL LB si1v1 besiyerine transfer
edilerek 37°C’de ¢alkalamali inkiibatore yerlestirildi. Bilylime siiresince periyodik olarak
ODeoo Ol¢iimleri yapildi ve hiicrelerin optik yogunlugunun 0.6-0.8 araligina ulagmasi
beklendi. Bu asamada, hiicre siispansiyonu steril kosullarda 50 mL’lik Falcon tiiplerine
boliinerek, 4°C’de 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pellete, baslangic hacminin yarisi kadar 0.1 M CaCl, c¢ozeltisi eklenerek ¢oziildii ve
stispansiyon buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Daha sonra tekrar santrifiij edilip siipernatant
uzaklastirildi. Pellete, baslangic hacminin 1/10’u kadar 0.1 M CaCl, c¢ozeltisi eklenerek
¢Oziildii ve bu siispansiyon buz iizerinde 4 saat bekletildi. Ardindan, siispansiyona esit
hacimde %40°lik soguk gliserol eklenerek iyice karistirildi. Elde edilen karisim, 1.5 mL’lik
tiiplere 200 pL olacak sekilde boliinerek -80°C’de saklandi. Bu yontem, hiicrelerin ytiksek

transformasyon verimliligi i¢cin uygun hale getirilmesini saglamaktadir.

3.2.2.3 Kompetent Hiicrenin Etkinliginin Belirlenmesi
Klonlama ¢aligmalarinda kullanilmak iizere hazirlanan kompetan hiicreler, transformasyon
etkinligi bilinen ¢ok kopyali halkasal plazmitler ile, sirasiyla 10 ng, 1 ng ve 0,1 ng

diliisyonlarda transforme edildi. Transformasyon sonrasi, seg¢ici antibiyotik iceren petri
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kaplarinda olusan koloniler sayildi. Transformasyon etkinligi 10° -10® cfu/ug olan

kompetan hiicreler bu calismalarda kullanilda.

3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanmasi

Ilgili antibiyotige direngli kolonilerden segilen bakteriler, ayn1 antibiyotigi igeren 10 mL LB
besiyerine ekildi ve 37 °Cdeki ¢alkalamali etlivde bir gece boyunca inkiibe edildi. Hazirlanan
oOn kiiltiir, belirtilen kosullarda ¢cogaltildiktan sonra bek alevi yaninda etiketlenmis eppendorf
tiiplerine esit hacimlerde paylastirildi. Tiiplere %30'luk steril gliserol eklenerek olusturulan

bakteri slispansiyonlari, uzun vadeli muhafaza amaciyla -80 °Cde saklandi.

3.2.3 DNA Calismalari ile lgili Metotlar

3.2.3.1 Hep3B Hiicrelerinden Genomik DNA izole Edilmesi

%80-90 doluluga ulasan 100 mm'lik kiiltiir kabindaki Hep3B hiicreleri, Tripsin-EDTA
cozeltisi kullanilarak kiiltiir kabinin yilizeyinden dikkatlice kaldirildi. Tripsin-EDTA'nin iki
kati hacminde %10 FBS igeren biiylime medyumu eklendi ve hiicreler 1.000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ustteki medyum dikkatlice uzaklastirildiktan sonra,
pelet tizerine 250 pL niiklei lizis tamponu, 20 pL %10 SDS ve 20 pL proteinaz K eklenmis
ve homojenizasyonu saglamak amaciyla yavasca alt-list edilerek karistirildi. Bu karigim, 72
°C'ye 1s1tilmig su banyosunda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Ardindan, 175 pl. amonyum
asetat ¢Ozeltisi eklendi ve 30 saniye boyunca ¢alkalanarak karistirildi. Karisim oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra, 13.500 rpm’de 30 dakika siireyle santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant, ependorf tiipline alinip ve lizerine siipernatant hacminin iki
kat1 %100 etanol eklendi. Tiip, yavasg¢a alt-iist edilerek alkol ile 6rnegin iyice karismasi
saglandi. Karigim, 13.500 rpm'de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Pelet iizerine 250 pL
%75'lik etanol eklenerek DNA yikama islemi gergeklestirildi, ardindan 13.500 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA peleti, temiz bir pecete iizerine yerlestirildi ve
etanoliin tamamen buharlagmasi i¢in oda sicakliginda kurumaya birakildi. Etanol tamamen
uzaklastirildiktan sonra, pelet tizerine 100 uL. dH20 eklendi ve DNA ¢6zdiiriilerek pipetaj
yapildi. DNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrik analizle belirlendi ve elde edilen
genomik DNA, -20 °C’de saklanarak sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere muhafaza
edildi.

29



3.2.3.2 DNA Miktar Tayini

izole edilmis DNA'nin miktarin1 ve safligim belirlemek amaciyla, DNA 6rneklerinden 2
uL'lik alindi ve ayrica kontrol (kor) Ol¢iimii i¢in 2 pL deiyonize su (dH20) uDropTM
plakaya eklendi. Spektrofotometrik analizler, 260-280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerleri kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri, DNA miktar1 ve
saflig1 belirlemek i¢in kullanildi.

3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Cogaltilacak bolgeye 0zgii olarak tasarlanmis ve 100 pmol/uL konsantrasyona sahip ileri ve
geri primerler, her biri 1 pL olacak sekilde eklendi; 2 uL 25 mM MgCl2, 5 pL 10X Taq
Buffer (KCI), 1 uL dNTP mix (10 mM), 0.5 uLL 5 U/uL Taq Polimeraz Enzimi (Thermo) ve
1 uL DNA (250-500 ng) PCR tiipiine eklendi. Bu bilesenler, miktari fazla olan bilesenden
daha az olan bilesene dogru sirayla eklendi ve karisim hazirlandi. Son hacim, dH20 ile 50

uL'ye tamamlanda.

Tablo 3.6: PCR dongii sartlari.

Segment Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
Denatiirasyon 1 94 4 Dakika
94 45 Saniye
Baglanma 35 55 45 Saniye
72 45 Saniye
Uzama 1 72 10 Dakika

3.2.3.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA'nin jel lizerinde gorsellestirilmesi amaciyla %1'lik bir agaroz jel hazirlandi. %1’lik jel
hazirhigr i¢in, 100 mL 0.5X TBE tamponunda 1 g agaroz tartildi, tamponda ¢ozildi ve
kaynatildi. Agaroz jel, yaklasik 45-50 °C'ye sogutuldu ve sonrasinda etidyum bromiir (Et-
Br) eklenerek final konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde homojen bir karisim elde
edildi. Taraklarin Onceden yerlestirildigi elektroforez kasetine jel dokildd, jel
polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarildi ve kaset, 0.5X TBE tamponu ile dolu elektroforez
tankina yerlestirildi. Tk kuyucuga 1 kb DNA biiyiikliik belirteci (marker) eklendi, sonraki
kuyulara ise 6X yiikleme boyasi ile karistirilmis 6rnekler yiiklendi. Elektroforez, 90 volt

akiminda 45 dakika siireyle gerceklestirildi. Jel, UV goriintiileme sistemi kullanilarak
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gorsellestirildi ve fotograflandi. DNA agaroz jel elektroforezi g¢alismasinda kullanilan

¢ozeltiler Tablo 3.8'de belirtilmistir.

Tablo 3.7: DNA Agaroz Jel Elektroforezi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler.

Cozelti Hazirlamisi
5X TBE Tamponu 54.51 g Tris-base (Ma: 121.14), 27.82 g Borik Asit (Ma: 61.83)
ve 3.72 g Na-EDTA (Ma:372.24) tartilir. (pH: 8) Otoklavlanr.

Oda sicakliginda muhafaza edilir.

1 kb DNA Ladder 50 pL 1 kb DNA Ladder, 50 uL. DNA yiikleme boyas1 ve 200

(BioLabs, N3200L) pL dH20 ile hazirlanir. -20 °C’de muhafaza edilir.

%1’lik Agaroz Jel 1 g Agaroz tartilir. 100 mL 0.5X TBE igerisinde ¢0ziiliir.
Mikrodalgada kaynatilip 40-45 °C’ye sogutulur. 2.5 uL Et-Br
eklenir. Kasete taraklar yerlestirildikten sonra dokiiliir.

%0,8’lik Agaroz Jel 0.8 g Agaroz tartilir. 100 mL 0.5X TBE igerisinde ¢oziiliir.
Mikrodalgada kaynatilip 40-45 °C’ye sogutulur. 2.5 pL Et-Br
eklenir. Kasete taraklar yerlestirildikten sonra dokiiliir.

Etidyum Bromiir 10 mg/mL olacak sekilde steril dH20 ile hazirlanir. Isik

Stok Soliisyonu (10 gecirmeyen bir sisede +4 °C’de saklanir.

mg/mL)

3.2.3.5 Agaroz Jelden DNA’min Geri Kazanimi

PCR fiiriinlerinden DNA'nin agaroz jel elektroforezi sonrasi geri kazanimi, GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific) kullanilarak gerceklestirildi. Jel bantlari, 6nceden
tartilmis steril 2 mL ependorf tiiplerine alindi ve agirliklart hassas terazide belirlendi. Her
100 mg jel icin 100 pL baglanma tamponu eklenerek tiipler 55-60 °C sicakliktaki su
banyosunda tamamen eriyene kadar inkiibe edildi. Eriyen jel ¢ozeltisinin 700 pL’lik hacmi,
santrifiij kolonuna yiiklendi ve 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem, tiim
karisim kolondan gegirilene kadar tekrarlandi. Toplama tiiplinde biriken sivi1 atilarak, kolona
500 pL yikama tamponu eklendi ve ayni hizda tekrar santrifiij edildi. Yikama islemi
sonrasinda, kolon membraninda kalan etanolii uzaklastirmak ic¢in son bir kez, ek sivi
eklenmeden santrifiij islemi uygulandi. DNA'nin eliisyonu i¢in kolon, temiz bir 1.5 mL

ependorf tiipiline yerlestirildi. Kolona, 6nceden 1sitilmig 50 pL steril dH20 eklendi. Ardindan
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13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Elde edilen DNA iceren eliiant, etiketlenerek -20
°C’de saklandu.

3.2.3.6 Restriksiyon Endoniikleaz Reaksiyonu

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin hedef bdlgelerini tasiyan plazmidler {izerinde
restriksiyon endoniikleaz kesimleri gerceklestirildi. Kullanilan enzim miktarinin,
reaksiyonun toplam hacminin %10'unu agsmamasina 6zen gosterildi. Kesim reaksiyonlari,
tretici firmalar tarafindan belirtilen optimum sicaklik ve inkiibasyon siirelerine gore
gerceklestirildi. Ayrica, iki farkli endoniikleaz ile ayni anda kesim yapilmasi gerekiyorsa, bu
enzimlerin optimum caligsabilecegi ortak tamponlar tercih edildi. Kesim tiriinleri agaroz UV

151k altinda goriintiilendi.

3.2.3.7 Ligasyon

Klonlanacak istenen DNA (insert) ile lineer vektoriin birbirine baglanmasini saglamak
amaciyla ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Ligasyon 16°C'de gece boyunca inkiibe
edildi. Ligasyon iiriinleri daha sonra kompetent hiicrelere transforme edilerek rekombinant

koloniler tespit edildi.

3.2.3.8 Transformasyon

-80 °C’de muhafaza edilen DH5a kompetan hiicreler, ¢ikarilip buz lizerinde eriyene kadar
inkiibe edildi. Hiicrelerin tizerine 5 pL ligasyon {iriinii eklendi ve 40 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edildi. Siirenin sonunda, dnceden 42 °C'ye ayarlanmis su banyosunda 2
dakika, ardindan buz iizerinde 2 dakika olacak sekilde kompetan hiicrelere 1s1 soku
uygulandi. Bek alevi yaninda, 800 uLL LB Broth igeren 15 mL’lik Falcon tiiplerine kompetan
hiicreler eklendi. Tiipler, 45°C lik bir agiyla, agzi hafif agik birakilarak g¢alkalamali
inkiibatore yerlestirildi; bu agi, oksijen girisi ve ylizey temasini arttirmak amaciyla
onemlidir. Hiicreler, 1-4 saat siireyle 37 °C’de c¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edildi.
Transformasyon kiiltiirli, 1.5 mL'lik eppendorf tiiplerine alind1 ve 5 dakika boyunca 5.000
rpm’de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pelet, 100 uL LB broth ile ¢6ziildii,
ardindan petri kaplarina damla damla eklendi ve steril 6ze yardimiyla yayildi. Petriler ters

cevrilerek 37 °C’deki inkiibatore yerlestirildi ve gece boyu inkiibe edildi.
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3.2.3.9 Kiiciik Olgekli Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in bakteri stoklarindan 10 mL'lik bir 6n kiltiir hazirlandi ve 10.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant dikkatlice
uzaklastirildi. Elde edilen bakteri pelletinden plazmitin izole edilmesi, Miniprep Kit
(NucleoSpin Plasmid DNA Purification, Macherey-Nagel) protokolii dogrultusunda
gerceklestirildi. Izolasyon islemi igin pellet, kitin sagladigi 250 upL resiispansiyon
tamponunda homojenize edildi. Ardindan 250 uL lizis tamponu eklendi, karigimin viskoz
ve jelimsi bir yap1 almasi saglandi. Lizisin ardindan, 350 pL nétralizasyon tamponu eklenip,
13.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre kalintilar1 ayristirildi. Elde edilen berrak
slipernatant, kolon igerisine aktarilip, 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem, tiim
stipernatantin kolondan ge¢mesi i¢in tekrarlandi. Kolon, sirastyla 500 pL yikama
tamponuyla iki kez yikanarak her defasinda 1 dakika boyunca 13.500 rpm’de santrifiij edildi.
Etanol kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in kolon bos bir sekilde tekrar santrifiij edildi. Son
olarak, kolon temiz bir ependorf tiipiine transfer edilip, 50 pL Onceden 1sitilmig dH20
eklendi. 1 dakika bekletildikten sonra, 13.500 rpm’de santrifiij edilerek plazmit DNA’s1 eliie
edildi. Izole edilen plazmidin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik ydntemle

Olgiilerek belirlendi.

3.2.3.10 Biiyiik Olcekli Plazmit izolasyonu

Transfeksiyon deneylerinde, endotoksinlerin uzaklastirildigi ve yiiksek konsantrasyonlu
plazmit DNA elde etmek i¢in biiyiik 6lcekli plazmit izolasyon yontemi kullanild. izolasyon
islemi, Midi Prep Kit (NucleoBond® Xtra Midi Plus, Macherey-Nagel) protokoliine uygun
olarak gerceklestirildi. Plazmid DNA’nin miktar1 spektrofotometrik olarak belirlendi ve
agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Elde edilen biiylik 6lgekli plazmit 6rnekleri,

ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak i¢in -20 °C’de saklandi.

3.2.3.11 shRNA Klonlama Teknigi

Genlerin susturulmasi amaciyla hedef genlere 6zgii shRNA oligomeri tasarlandi. Bu tasarim,
Whitehead Biyomedikal Arastirma Enstitiisii’niin (http://sirna.wi.mit.edu/) siRNA se¢im
programi kullanilarak gerceklestirildi. Oligomerler, klonlanacak vektér olan pLKO.1-
TRC’ye uygun olarak, iiretici firma tarafindan onerilen (Addgene) sekilde tasarlanmistir.
Temin edilen ileri ve geri oligomerler, annealing reaksiyonu ile birlestirildi. Oligomerlerin
klonlanacagi pLKO.1-TRC vektoriine EcoRI ve Agel restriksiyon enzimleri ile kesim

yapildi ve kesim friinleri agaroz jel elektroforezi kullanilarak ayristirildi ve elde edildi.
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Klonlamaya hazir hale gelen shRNA oligomerleri ve lineer pLKO.1-TRC vektorii ile
ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Ligasyon friinleri ile kompetent hiicrelere
transformasyon yapildi ve segici besiyerinde koloni olusumu goézlemlendi. Olusan
kolonilerden plazmid izolasyonu yapilarak EcoRI ve Ncol restriksiyon enzimleri ile kontrol
kesimi gergeklestirildi. Kesim tirlinleri agaroz jel elektroforezi ile incelenerek klonlamanin

dogrulugu tespit edildi ve dizi analizi ile dogruland.

3.2.4 Hiicre Kiiltiirii ile Tlgili Teknikler

3.2.4.1 Besiyeri Serumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlinde hiicre biiylimesini desteklemek amaciyla Fetal Calf Serum (FCS)
kullanildi. Ticari olarak temin edilen FCS, soguk zincirle tasmip -20°Cde muhafaza edildi
Stok FCS, ilk kullanim 6ncesinde +4°Cde bir gece boyunca ¢oziildii ve 55°Cde 30 dakika
siireyle 1sitilarak inaktive edildi. Inaktive edilen FCS, steril 50 mL'lik falkonlara bdliinerek

-20°Cde sakland1 ve kullanima hazir hale getirildi.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltlirti ¢alismalarinda besiyeri ortami olarak DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) kullanilmistir. Ticari olarak temin edilen DMEM, +4°Cde saklanmistir. Calismada
kullanilan Hep3B hiicre hatt1 i¢in, besiyeri olarak hacimce %10 FCS igeren DMEM tercih
edilmistir. Antibiyotik kullanimina ihtiyag duyuldugunda, 100X penisilin-Streptomisin

sollisyonundan, son konsantrasyonu 1X olacak sekilde ekleme yapilmustir.
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3.2.4.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tablo 3.8: Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas.

Cozelti Hazirlams1

PBS Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu i¢in, Sigma iiretici
firmasindan ticari olarak temin edilen PBS tabletleri kullanilarak
dreticinin Onerdigi sekilde hazirlandi. PBS tabletlerin her biri
prosediire uygun olacak sekilde 100 mL dH20 (deiyonize su)
icerisinde ¢oziildii. Cozelti daha sonra 121 °C’de otoklavlanarak
sterilizasyon islemi gergeklestirildi. Elde edilen steril PBS ¢ozeltisi +4
°C’de saklandi.

Tripsin EDTA X PBS igerisine 0,53 mM EDTA ve %0,25 (w/v) Tripsin (Sigma)
eklenerek ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti, steril laminar flow
kabini i¢inde, 0,22 um’lik filtre kullanilarak sterilize edildi. Sterilize
edilen ¢ozelti steril 50 mL’lik falkonlara paylastirildi ve sonraki
caligmalarda kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi. Kullanim
oncesinde ¢oziinmesi i¢in +4 °C’ye ¢ikarildi.

%1 Kristal 0,5 g kristal viyole (Carlo Erba) tartildi. 10 mL saf metanol igerisine

Viyole aktarildi. dH20 ile 50 mL son hacime tamamlandi. Calkalanarak

¢oziildi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.2.4.4 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

-80 °C’de saklanan Hep3B hiicreleri, 37 °C su banyosunda kontrollii bir sekilde ¢oziildii ve
%10 FCS ile hazirlanmis medyum igerisine aktarildi. Hiicre-medyum karisimi, 1.000 rpm'de
5 dakika santrifiijlendi, boylece canli hiicreler pellet halinde toplanirken, dondurma islemi
sirasinda kullanilan DMSO kalintilar1 ve 6li hiicreler siipernatantta kaldi ve uzaklastirildi.
Hiicre pelletleri 2 mL taze medyum ile ¢oziildi, igerisinde 8 mL %10 FCS i¢eren medyum
bulunan 100 mm'lik steril petri kaplarina ekildi. Petri kaplari, hiicre soyunun adi, pasaj
numarasi ve tarih bilgileriyle etiketlendi. Hiicrelerin tutunup biiyiimesi i¢in petri kaplar1 %5

CO:z2 igeren inkiibatérde 37 °C'de inkiibe edildi.

3.2.4.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicreler inverted mikroskop altinda diizenli araliklarla incelendi ve petri ylizeyinin %80-90

oraninda kaplanmasi durumunda pasajlama islemine gecildi. Oncelikle petrideki besiyeri

35



uzaklastirildr ve hiicreler iki kez IX PBS ile yikandi. Hiicrelerin tutunduklar1 yiizeyden
ayrilmalarii saglamak amaciyla petriye uygun miktarda Tripsin-EDTA (TE) eklendi ve
petri inkiibatore kondu. Hiicrelerin ylizeyden tamamen ayrilmasiyla birlikte kullanilan
TE'nin iki kat1 hacminde besiyeri eklendi ve tripsin inaktive edildi. Hiicre siispansiyonu steril
falkona aktarild1 ve 1.000 rpm'de bes dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan
sonra geriye kalan hiicre pelleti besiyerinde silispansiyon haline getirildi. Hiicre
sispansiyonu 3-4 petri arasinda esit olarak dagitildi ve petri tam besiyeri ile son hacme

tamamlandi. Ardindan petriler %5 CO, iceren 37°C’deki inkiibatore yerlestirildi.

3.2.4.6 Hiicre Canliliginin ve Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirti deneylerinde, optimize sartlarda calisabilmek ve yeterli miktarda hiicre elde
edebilmek amaciyla saglikli ve yeterli doluluga ulagmis hiicreler tripan mavisi ile boyandi
ve hiicre sayim lami kullanilarak hiicre sayimi yapildi, ardindan hiicrelerin esit olarak
boliinmesi saglandi. Bu siiregte canli ve 6lii hiicrelerin ayrimint yapmak ve hiicre sayisini
belirlemek amaciyla tripan mavi boyama yontemi tercih edildi. Tripsin-Edta ile yiizeyden
ayrilan hiicreler, 5 dakika boyunca 1.000 rpm'de santrifiijlenip pelet haline getirildi. Pelet, 5
mL taze %10 FBS'li medyum ile homojenlestirilerek, bu homojen hiicre siispansiyonundan
pastor pipeti yardimiyla 1 mL 6rnek alind1. Steril ependorf i¢erisinde bulunan bu 1 mL hiicre
stispansiyonundaki hiicre miktar1 hesaplandi. Bu hesaplama sirasinda, hiicre siispansiyonu
tripan mavi boyasi ile 1:1 oraninda karistirildi. Olii hiicreler, membranlarindaki segici
gecirgenlik kayb1 nedeniyle boyay1 absorbe ederek mavi renge donerken, canli hiicreler
boyasiz kald1. Elde edilen hiicre siispansiyonu-boya karisimindan 10 pL’lik bir 6rnek alinip
Thoma lamina yerlestirildi. Beyaz hiicreler inverted mikroskop altinda sayilarak mL basina

diisen canli hiicre miktar1 hesaplandi. Belirlenen hiicre sayisi ile deneyler olusturuldu.

3.2.4.7 Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢aligmalarda tekrar kullanilabilmesi i¢in hiicre soylar1 dondurularak saklandi.
Bolim 3.2.4.5'te hiicrelerin pasajlanma siireci detaylandirildigl iizere, saglikli sekilde
biiyliylip petri yiizeyinin %80-90 oraninda kaplanmis olan hiicrelerin besiyeri uzaklagtirildi.
Ardindan hiicreler iki kez 1 X PBS ile yikanarak, TE eklenerek yiizeyden ayrildilar.
Tripsinin inaktive edilmesinin ardindan, hiicre slispansiyonu 1.000 rpm'de bes dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve kalan pellet 1 mL %10 (v/v)
DMSO igeren FCS ile siispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu etiketlenmis cryovial

tiipe aktarild1 ve -80°C'de dondurularak muhafaza edildi.
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3.2.4.8 Kimyasal Indiiklenmis Hipoksi Olusturulmasi

Deneylerde kimyasal hipoksi olusturmak i¢in kullanilan kobalt kloriir (CoCl, , Cobalt (1)
Chloride Hexahydrate, Ma: 237.93 g/mol, Fluka™), 25 mM ana stok ¢ozeltisi hazirlanacak
sekilde hesaplanarak tartildi ve dH, O ile ¢oziildii. Cozeltinin steril olmasi saglanmak
amactyla 0.22 pm’lik filtreden gecirildi. Ependorf tiiplerine bdliinerek oda sicakliginda
saklandi. Hep3B hiicrelerinde, 300 uM konsantrasyonun da kullanildu.

3.2.4.9 Transkripsiyonel Aktivite Caliymalari

3.2.4.9.1 Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Gecici Transfeksiyon

MIR100HG genine ait 5’ ucu kisaltilarak olusturulmus promotor pargalari SP1 transkrisiyon
faktorti ile transfekte edildi. Tripsinizasyon yontemiyle siispansiyona alinan Hep3B
hiicrelerinin canli hiicre sayilart mL basina hesaplandi. Hiicreler 48 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 60.000 hiicre olacak sekilde dagitildi ve %5 CO, igeren 37 °C’lik bir inkiibatérde
gece boyunca bekletildi. MIR100HG promotor pargalariyla birlikte pSEAP-Control vektorii
normalizasyon amaciyla transfekte edildi. pMetLuc-Control Vektorii (Pozitif Kontrol) ve
pMetLuc2-Reporter Vektori (Negatif Kontrol) transfeksiyonunun verimliligini 6l¢mek igin
transfekte edildi.

Tablo 3.9: Gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan vektorler ve kullanim amaglari.

Vektor Kullanim Amaci

pPSEAP-Control Vektorii (5.1 kb) Normalizasyon amaciyla kullanilmaktadir.
Elde edilen Luciferaz/SEAP degerleri
oranlanarak bagil lusiferaz aktivitesi
hesaplanir.

pMetLuc-Control (4624 bp) Vektor Hiicrelerde transfeksiyon etkinliginin genel
durumunu degerlendirmek icin pozitif
kontrol olarak kullanilir ve giiglii bir viral
promotor araciligiyla ifade edilir.

pMetLuc2-Reporter Vektor (4250 bp) Promotor bolgesi icermediginden negatif

kontrol amagl kullanilir.

37



48 kuyucuklu plakadaki her kuyucuk i¢in, DNA ve CaCl, karisimi igeren ¢ozelti A pastor
pipeti yardimiyla yavagga damlatilarak ¢ozelti B’ye eklendi; karisimin son hacmi her
kuyucuk i¢in 257.5 uL olarak ayarlandi. Cozeltilerin bu karigimi, ¢okelmenin gergeklesmesi
icin oda sicakliginda ve laminar akis kabininde 40 dakika bekletildi. Hazirlanan DNA-
kalsiyum ¢okeltileri, transfekte edilecek hiicrelerin bulundugu her bir kuyucuga, toplam
hacmi 257.5 puL olacak sekilde hafifce pipetajlanarak yavasga eklendi. Karisimin plakada
esit sekilde dagilmasi1 amaciyla plaka hafifce sallandi.

Tablo 3.10: Kalsiyum-fosfat gegici transfeksiyon yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin
bilesenleri ve miktarlari.

Malzemeler 6 Kuyucuklu Plaka 48 Kuyucuklu Plaka
Cozelti A DNA 2 ug 0.5ug
2M CaCl2 60 uL 15 uL
SEAP 0.5ug 0.125 pug
dH20 515 pL’ye tamamlanir.  128.75 pL’ye tamamlanir.
Cozelti B 2X HEPES 500 pL 125 pL
100X PO4 15 uL 3,75 uL

6 saat boyunca %5 CO, igeren 37 °C’deki inkiibatérde bekletilen plakalardan, bu siire
sonunda transfeksiyon medyumu uzaklastirildi. Kuyucuklar PBS ile yikanip transfeksiyon
medyumundan temizlendi, ardindan %10 FBS iceren taze medyum eklendi. Transfekte
edilen hiicrelerden 48 ve 72. saatlerde medyumlar toplandi. Promotor aktivitesi, lusiferaz ve

SEAP aktivitesi Ol¢timleri ile belirlendi.

3.2.4.9.2 Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Ol¢iimii

MIR100HG genine ait 5’ ucu kisaltilmis promotor konstraktlarinin normoksik kosullarda ve
SP1 transkripsiyon faktoriiyle birlikte transfekte edilmesinden sonra transkripsiyonel
aktiviteyi belirlemek i¢in Dual-Core Luciferase Reporter Assay Kit™ (Clontech) kullanildu.
Bu igslemde kit icerisinde sunulan 10X substrat tamponu, 1:10 oraninda reaksiyon tamponu
ile seyreltilerek hazirlandi. Elde edilen transfeksiyon medyumundan 9 pL, ardindan 1 pL
1 X Substrat/Reaksiyon tamponu ilave edilerek sonuglar hizla luminometrede 6l¢iildii. SEAP

(Salinan Alkalin Fosfataz) aktivitesi Ol¢limleri i¢in, 96 kuyucuklu plakalarin her bir
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kuyucuguna 5 pL transfeksiyon medyumu eklendi. 5X diliisyon tamponu, dH, O ile 1X’e
seyreltilip 15 pL 6rneklerin {izerine eklendi. Plakanin sivi kaybini 6nlemek i¢in parafilm ile
kapatild1 ve karanlik kosullar saglanmasi amaciyla aliiminyum folyo ile sarilarak 65°C’de
su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, 5 dakika buzda bekletilen
plaka oda sicakligina ulasana kadar bekletildi. Oda sicakligina ulasan 6rneklere 20 uL SEAP
substrat soliisyonu ilave edilerek 30 dakika daha inkiibe edildi. Siirenin sonunda plaka
Luminometre cihazinda okunarak oOl¢timler alindi. Elde edilen veriler GraphPad Prism

programinda analiz edildi.

3.2.4.10 Lentiviral tabanh Susturma Calismalar:
Tez galismasi kapsaminda SP1 ve MIR100HG geni stabil ShRNA sistemi ile kalict olarak

susturuldu.

3.2.4.10.1 HEK293-T

HEK293-T hiicreleri, insan embriyonik bobrek hiicrelerinden doniistiiriilerek elde edilmistir.
Dontistim, fetlis kaynakli hiicrelerle gerceklestirilmistir. Lentiviral vektor liretiminde en
yaygin kullanilan HEK293 hiicre tiiri HEK293-T'dir. Bu hiicreler, biiyiikk T-antijenini
tastyan SV40 ile modifiye edilmistir ve bu antijen, hiicrelerin amplifikasyonunu
kolaylastirir. Sistem, gecici transfeksiyon ile ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirir.
Transfeksiyon kolayligi, bu hiicrelerin en belirgin 6zelliklerinden biridir.

HEK?293-T hiicreleri, Prof. Dr. Dilek Balik Y1ldiz Teknik Universitesi'nden temin edilmistir.
%80-90 yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyon islemi ile ayrilarak sayilmis ve 6
kuyucuklu plakalar iizerine 4 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde dagitilmistir. Son hacmi 2 mL
olacak bi¢imde, antibiyotik igermeyen %10 FBS'li besiyeri ile tamamlanmistir. Hiicreler,
yapigmalarini saglamak amaciyla, 37 “C'de %5 CO2 oranina sahip inkiibatorde gece boyunca

inkiibe edilerek kiiltiire alinmustir.

39



HEK29G-T

Sekil 3.10: HEK293-T hiicrelerinin mikroskop goriintiileri.

3.2.4.10.2 Ticari Transfeksiyon Reaktifi ile Lentiviral Plazmitlerin Transfeksiyonu

Transfeksiyondan Once ticari transfeksiyon reaktifleri, plazmitler ve DMEM oda sicakligina
getirildi. Uygun oranlarda plazmit (Tablo 3.12) ve DMEM eklenip en son Transfeksiyon
Reaktifi (TurboFect™) eklenerek hafifce karistirildi. Transfeksiyon reaktifi ve DNA
karigimi 20 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra hiicrelerin {izerine damla damla
eklendi. Kiiltiir kab1 hafifge sallanip karisimin esit dagilmasi saglandiktan sonra 37 °C'deki
%35 CO02 igeren inkiibatore kaldirildi. 48. Saat sonunda medyumlar ¢ekildi 15 mL’lik steril
falkona alindi. Hiicrelere taze %10 FBS’li 2 mL medyum eklendi. 72. Saate kadar
inkiibasyona devam edildi. 72 saat sonunda tekrar medyumlar ¢ekilerek 48. Saat medyumlari
ile birlestirildi. 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Medyumlar 0.45 um’lik filtreden
gecirildi. Filtreden gegirilen transfeksiyon medyumlart 500’er pL olacak sekilde steril

ependorflara alikotlandi ve -80 °C’de saklanmak iizere kaldirildi.

Tablo 3.11: TurboFect Reagent™ ile gergeklestirilen gegici transfeksiyon bilesenlerinin 6
kuyucuklu plaka i¢in kuyu basina gereken miktarlart.

Bilesenler Miktarlar
pMD2.G (Zarf Plazmidi) 300 ng
psPAX2 (Paketleme Plazmidi) 700 ng
pLKO.1-shRNA 1400 ng
TurboFect Reagent™ 6 uL
Medyum 400 pL’ye tamamlanir.
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3.2.4.10.3 Hep3B Hiicrelerine Lentiviral Trandiiksiyon

Hep3B hiicrelerinde kalici susturma ¢alismalar1 gerceklestirmek amaciyla biiyiitiilen Hep3B
hiicreleri tripsinizasyonla kaldirilip sayilarak 4 x 105 hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara boliindii. Kuyularin son hacmi %10 FBS’li antibiyotiksiz DMEM ile 2 mL’ye
tamamlandi ve hiicreler tutunmalar1 i¢in gece boyu %5 CO2 igeren inkiibatorde 37 °C’de
bekletildi. Hiicreler tutunduktan sonra, hiicre medyumlar1 uzaklastirildi. PBS ile yikandi.
%10 FBS’li DMEM igerisine 8 pg Protamin siilfat (Ana stok: 25 mg/mL) eklenerek taze
medyum hazirland1 ve iyice karistirildiktan sonra hiicrelerin medyumlari, taze protamin
siilfatlt medyum ile degistirildi. Taze medyum iizerine, -80 “C’de saklanan ve oda sicakligina
getirilen lentiviral sivilar, 600 pL /kuyu olacak sekilde damla damla eklendi. Plaka hafifce
calkalanarak lentiviral sivinin dagilmasi saglandi. Ardindan hiicreler %5 CO2 igeren

inktubatorde 37 °C’de inkube edildi.

3.2.4.10.4 Promisin Uygulanmasi

Hiicre medyumlar1 protamin siilfatli medyum ile degistirildikten 48 saat sonra ilk promisin
uygulamasi hem kontrol hem de deney gruplarina yapildi. Her promisin uygulamasi
yapilmadan 6nce, hiicrelerin medyumlar1 uzaklastirtlip PBS ile yikandiktan sonra yeni
medyum ile degistirildi. Kontrol grubunda bulunan tiim hiicrelerin 6limii gerceklesene
kadar promisin uygulamasina kontrollii sekilde devam edildi. Hep3B hiicreleri i¢in optimize

edilen 2 ug Promisin miktar1 uygulandi ve 48 saatte bir doz hatirlatmas1 yapildi.

3.2.4.10.5 Tek Koloni Secilmesi ve Biiyiitiilmesi

Doz hatirlatmalar1 yapildiktan sonra, 6 kuyucuklu plakada bulunan hiicreler tripsinizasyonla
kaldirilip sayildi ve tek koloni se¢imi i¢in 96 kuyucuklu plakalara boliindii Bu asamada son
kuyucuklara tek koloninin diisiiriilmesi hedeflendi. Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara
boliiniip tutunmalar1 beklendikten sonra belli araliklarla promisin doz hatirlatmalari yapildi.
96 kuyucuklu plakadaki hiicreler, tek koloni se¢imi i¢in biiyiitiildii. Daha sonra muhtemel
susmus olan tek koloniler 6nce 6 kuyucuklu plakaya alinarak biiyiitiildii. Ardindan 100

mm’lik kiiltiir kabina alinarak pasajlandi ve stok yapildi.
3.2.4.11 Overekspresyon Calismalari

MIR100HG geni ve SP1 transkripsiyon faktoriinin Hep3B hiicelerinde asir1 ifadesini

incelemek amaciyla tez calismasi kapsaminda overekspresyon ¢alismalar1 gergeklestirildi.
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3.2.4.11.1 Ticari Transfeksiyon Reaktifi ile Gegici Transfeksiyon

Hep3B hiicrelerinde gegici transfeksiyonunun gerceklestirilmesi i¢cin 100 mm kiiltiir kabinda
bulunan %80-90 doluluga ulasmis Hep3B hiicrelerine kontrol grubu i¢in bos pcDNA3.1
vektorii transfekte edildi. igersine MIR100HG geni klonlanan pcDNA3.1-LincNed125
(MIR100HG) vektorii; Dr. Elisa Caffarelli, CNR, Molekiiler Biyoloji ve Patoloji Enstitiisi,
Roma, Italya’dan plazmit halinde temin edilmistir. SP1 asir1 ifade ¢alismalar1 i¢in bos pGFP-
C1 vektori, SP1 asir1 ifadesi i¢in ekpresyon vektoriine klonlu SP1 plazmiti transfekte edildi.
Uzerine her bir tiip icin 30 pL TurboFect Reagent™ (Thermo) eklenerek dikkatlice
karistirildi. Karigim son hacmi 2 mL’ye DMEM ile tamamlandi. 20 dakika oda sicakliginda
laminar akis igerisinde inkiibe edildi. Kiiltiir kabinda bulunan Hep3B hiicrelerine 2 mL son
hacimde TurboFect Reagent™/DNA karisimindan damla damla eklendi. 37 °C’ de %5 COz2
igeren ortamda 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip sayildi ve

Hep3B hiicre hattina ait overekspresyon deneyleri kuruldu.

Tablo 3.12: TurboFect™ ile gergeklestirilen transfeksiyon ¢aligmalari igin gerekli
bilesenlerin miktarlari.

Kiiltiir Kabi DNA  TurboFect Reagent™ Medyum (RPMI)
6 Kuyucuklu Plaka 2 g 6 uL 400 puL’ye tamamlanir.
100 mm Kiiltiir Kab1 10 ug 24 uL 2 mL’ye tamamlanur.

3.2.4.12 MIR100HG ve SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hiicresel Karakterizasyonu
Icin Yapilan Hiicresel Cahsmalar

3.2.4.12.1 Sitotoksisite Deneyi (MTT)

Deney planlar1 kapsaminda MTT testi, MIRIOOHG nin asir1 ekspresyonu saglanan
hiicrelerde ve MIR100HG nin susturuldugu hiicrelerde gergeklestirilmistir. Ayrica SP1
transkripsiyon faktoriiniin karakterizasyonu caligsmalari i¢cin hem SP1 asir1 ekspre edilmis
hiicrelerde hem de SP1 transkripsiyon faktorii susturulmus hiicre grubunda MTT testi

gerceklestirilmistir.
Hiicre canliliginin, proliferasyonunun ve sitotoksisitesinin bir gdstergesi olarak hiicresel
metabolik aktiviteyi dlgmek amactyla MTT testi uygulandi. Bu kolorimetrik yontem, sari

renkli tetrazolium tuzunun (MTT) canli hiicrelerin metabolik aktivitesi tarafindan mor renkli
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formazan kristallerine indirgenmesi prensibine dayanir. MTT testinde kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 3.14’te sunulmustur.

Tablo 3.13: MTT’de kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari.

Cozeltinin Ad1 Hazirlamis1

5 mg/mL konsantrasyon i¢in 25 mL steril PBS ile ¢oziiliir.
MTT soliisyonu Cozelti, 0.22 um filtre ile sterilize edilir, steril ependorflara

bolinir ve -20 °C’de saklanir.

0.004 M HCl iceren 500 mL izopropanol (2- Propanol) son hacim igerisine 166.6
izopropanol uL HCI eklenir. Oda sicakliginda muhafaza edilir.

Hedeflenen deneyler kapsaminda hem susturma c¢alismalarinda hem de overekspresyon
calismalarinda Hep3B hiicreleri her kuyucukta 10.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara dagitildi. Gece boyunca 37 °C ve %5 CO, iceren ortamda inkiibe
edilen hiicreler, tutunduktan sonra bir kismina kimyasal hipoksi olusturmak amaciyla
CoCl; uygulandi. Uygulama sonrasi 24, 48 ve 72 saatlerde, son konsantrasyonu 0.5 mg/mL
olacak sekilde MTT soliisyonu eklendi ve 37 °C ve %5 CO, igeren ortamda yaklasik 4 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde morarma gozlemlendi. Ardindan,
medyum uzaklastirildi. 0.004 M HCI igeren izopropanol soliisyonu ile pipetaj yapilarak
¢Oziildii. Absorbans ol¢iimleri, 550 nm dalga boyunda spektrofotometre ile alindi. Elde

edilen sonuclar, GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi.

3.2.4.12.2 Cizik Testi

Deney planlar1 kapsaminda ¢izik testi, MIR100HG’nin asir1 ekspresyonu saglanan
hiicrelerde ve MIR100HG’ nin susturuldugu hiicrelerde gergeklestirilmistir. Ayrica SP1
transkripsiyon faktoriiniin karakterizasyonu caligsmalari i¢cin hem SP1 asir1 ekspre edilmis
hiicrelerde hem de SP1 transkripsiyon faktorii susturulmus hiicre grubunda ¢izik testi

gerceklestirilmistir.
Hiicrelerin yara kapanmasini izlemek amaciyla, tripsinizasyon ile ayristirilan ve sayilan

hiicreler, 5 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6’11 plakalara yerlestirildi. Hiicreler, tiim yiizeyi
kaplayana kadar %5 CO, igeren 37 °C ortamda inkiibe edildi. Ttim kuyulara, standart olarak
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beyaz pipet ucu ile art1 seklinde ¢izikler yapilarak hiicreler arasi ¢izik olusturuldu. Cizik
olusturulduktan sonra, 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in hiicreler bir kez PBS ile yikandi
ve taze %10 FBS igeren medyum eklenerek son hacme tamamlandi. Hipoksi olusturulacak
kuyulara, taze medyum eklenmesinin ardindan 300 uM CoCl, uygulandi. Cizik olusturulma
stiresi olan 0. saatte fotograflar ¢ekilerek kayit altina alindi. Hiicrelerin mikro-gé¢ oraninin
hesaplanmasi icin 3, 6, 24 ve 48. saatlerde fotograflar ¢ekilerek boslugun kapanma siireci
kontrol hiicreleri ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar, Image J programi ve kullanilarak

analiz edildi ve GraphPad Prism programi ile grafiklendirildi.

3.2.4.12.3 Koloni Formasyon Deneyi

Deney planlar1 kapsaminda koloni formasyon deneyi, MIR100HG nin asir1 ekspresyonu
saglanan hiicrelerde ve MIR100HG nin susturuldugu hiicrelerde gerceklestirilmistir. Ayrica
SP1 transkripsiyon faktoriiniin karakterizasyonu g¢alismalar1 i¢cin hem SP1 asir1 ekspre
edilmis hiicrelerde hem de SP1 transkripsiyon faktorii susturulmus hiicre grubunda koloni

formasyon deneyi gerc¢eklestirilmistir.

Hiicreler tripsinizasyon yontemiyle kaldirildiktan sonra, sayilarak 6 kuyucuklu plakalara
belirlenen sayida (1 x 10* hiicre/kuyu) paylastirildi ve gece boyunca 37 “C ve %5 CO,

iceren ortamda inkiibe edildi. Ertesi giin, hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM son
konsantrasyonda CoCl, ilave edilerek kimyasal hipoksi uygulandi. Plakalar, %5 CO,

iceren inkiibatérde 37 “C’de inkiibe edilmeye devam edildi. Hiicreler mikroskopla izlenerek
14 giin boyunca biiyiitiildii. 14. giiniin sonunda, kolonilerin gdzlemlenebilmesi i¢in medyum
uzaklastirildi ve plakalar steril PBS ile 3 kez yikandi. Ardindan, her bir kuyucukta hiicreleri
fikse etmek amaciyla 500 pL %80 metanol eklendi. Plakalar buz iizerinde 30 dakika inkiibe
edildi. Fiksatif uzaklastirildiktan sonra, plakalar tekrar 3 kez steril PBS ile yikandi. %1'lik
kristal viyole ¢ozeltisinden 100 pL eklenerek plakalar 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda, fazla boya saf su ile temizlendi. Beliren koloniler beyaz bir arka plan
lizerine yerlestirilerek fotograflandi. Kolonilerin sayimi, Cell Counter programi Kullanilarak

gerceklestirildi ve sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi.

3.2.4.12.4 Matrijel
Deney planlar1 kapsaminda koloni formasyon deneyi, MIR100HG’ nin asir1 ekspresyonu
saglanan hiicrelerde ve MIRI0O0HG nin susturuldugu hiicrelerde gerceklestirilmistir.

Deneyde, Turbofect™ Reagent ile 24 saat boyunca asir1t MIRIOOHG ifadesi saglanmig
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Hep3B hiicreleri, bos vektor transfekte edilmis kontrol Hep3B hiicreleri, MIR100HG ifadesi
baskilanmis pLKO.1-MIR100H-shRNA hiicreleri ve pLKO.1-SCR Hep3B hiicreleri,
matrijel deneyine baglamadan once iki kez PBS ile yikanarak hiicre gecisini artirmak
amaciyla deneyden 20 saat 6nce FBS’siz antibiyotikli DMEM medyum eklendi. Hiicreler,
FBS i¢ermeyen medyumda gece boyunca %5 CO, igeren ortamda 37 °C’de inkiibe edildi.
Ertesi giin, kullanilacak tiim malzemeler, tiipler ve ¢ozeltiler -20 °C’de sogutuldu. Matrijel
(Geltrex™) bir gece boyunca +4 °C’ye eritildikten sonra buz tizerinde bekletildi ve kullanim
oncesinde soguk PBS ile 4 kat diliie edildi. Matrijel deneylerinde 6zel 24 kuyucuklu plakalar
kullanildi; her plaka iizerinde 8 um por biiyiikliigiine sahip 12 insert bulunur.

Steril bir cimbiz yardimiyla insertler, plakanin kenarindaki bos kuyulara aktarildi. Daha
sonra, insertlerin yerlestirilecegi orta kisimdaki 12 kuyuya %10 FBS igeren DMEM
medyumu eklendi ve her bir kuyuya 650 uL ilave edildi. Cimbiz kullanilarak insertlerin
tizerine, soguk PBS ile dort kat diliie edilmis matrijel soliisyonundan 100 pL eklendi. Bu
islem sonrasinda matrijelin katilagmasi icin insertler %5 CO, iceren ortamda, 37 °C’de
yaklagik bir saat boyunca inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda insertler, hiicreler icin

kullanilmaya hazir hale getirildi.

Matrijelin katilagmasi beklenirken, hiicreler tripsinizasyon yontemiyle ayristirildi. Santrifiyj
1slemi sonrasi hiicreler, FBS icermeyen DMEM medyumu kullanilarak siispansiyon haline
getirildi ve mililitre basina hiicre sayis1 belirlendi. Insertlere dagitilmak tizere, her 100 uL.’de

150.000 hiicre igerecek sekilde hiicre-medyum karigimlar1 hazirlandi.

Katilagan matrijellerin {izerindeki PBS’li s1v1 pipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi ve
her bir insertin iizerine 100 puL hiicre-medyum karigimi aktarildi. Insertler daha sonra
dikkatlice, orta kistmdaki %10 FBS i¢ceren medyum bulunan kuyulara yerlestirildi. Deney,
24 saat boyunca %5 CO, igeren ortamda, 37 °C’de inkiibe edildi.

Negatif kontrol olarak, matrijel icermeyen ve yalnizca serumsuz ortamda bulunan ancak
hiicre eklenmeyen kuyular hazirlandi. Pozitif kontrol olarak ise, FBS iceren fakat hiicre

eklenmeyen kuyular olusturuldu.

24 saat sonra, hem insertler hem de alic1 kuyular steril 1X PBS ile yikandi; membranlarin

kurumasina izin verilmemesi saglandi. Go¢memis veya istilact hiicreler, pamuklu ¢ubuk
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kullanilarak nazikg¢e uzaklastirildi. Insertlere fiksasyon i¢in %4 formaldehit eklendi ve 15
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Formaldehit ve baglanmamis hiicrelerin
temizlenmesi i¢in membranin hem iistii hem de alt1 steril 1X PBS ile iki kez yikandi.
Ardindan, her bir kuyuya %0.2 kristal viyole boyas1 eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Boya, X PBS ile iyice temizlendi. Her bir 6rnek, 10X objektif mercegi altinda
cesitli alanlardan fotograflandi. Hiicre sayilar1 Image J programi ile belirlendi ve her bir
ornekteki hiicre sayilarinin ortalamasi alinarak sonuglar GraphPad Prism programinda analiz

edilip grafiklendirildi.

3.2.4.12.5 Flow Sitometri

Flow sitometre deneyin de MIR100HG susturulmus hiicrelerde apoptoz gosterilmesi i¢in
Annexin V deneyi gergeklestirilmistir. Bu deneylerde ana modelimiz Hep3B hiicre hattinin
yaninda, saglikli karaciger epitel modeli Clone-9 ve Mezengimal benzeri karaciger kanser
modeli SNU-398 de gergeklestirilmistir. Bu amagla oncelikle 6 kuyulu plakalara (500,000
hiicre/well) olacak sekilde MIR100HG ifadesi baskilanmus hiicreler ve kontrol grubu olarak
SCR hiicreleri boliindi. Hiicrelerin 1 gece boyunca yiizeye tutunmasi ve %80-90 doluluga
ulagmasi saglandi. Daha sonra hiicreler PBS ile bir kez yikandi. Ardindan, hiicreler Tripsin-
Edta ile kaldirildi, sonrasinda hiicreler 15 mL’lik falkona alinarak ¢oktiiriildii. Daha sonra
PBS ile pellet tekrar ¢oziilerek tekrar santrifiij yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. %1 BSA
iceren PBS icinde Annexin ¢oziilerek 100 puL her 6rnek icin eklendi. 2 dakika karanlikta
bekletildi. Bu siispanse hiicre 6rnekleri Guava EasyCyte™ flow sitometri cihazinda analiz
edildi.

3.2.5 RNA Tabanh Teknikler

3.2.5.1 RNA izolasyonu

mRNA diizeyinde gen ekspresyonunu belirlemek amaciyla hiicreler iizerinde g¢aligmalar
yiriitiildi. Bu amagla, hiicreler tripsinizasyon yontemi ile kaldirildi ve ardindan 1.000 rpm
hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edilerek pellet elde edildi. Hiicrelerden RNA izolasyonu,
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak gerceklestirildi ve
izole edilen RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.5.2 RNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi
Elde edilen RNA’larin miktarini belirlemek ve safligin1 degerlendirmek amaciyla, Thermo

MultiskanGo pDrop™ Plate Reader cihazinda absorbans ol¢iimii yapildi. Her bir RNA
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orneginden 2 pL alinarak o6lgtim yapildi ve kor degeri igin 2 uL dH, O eklendi. RNA
orneklerinin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri dlgiiliip, A260/A280

orani hesaplanarak RNA saflig1 belirlendi. izole edilen RNA nin konsantrasyonu belirlendi

3.2.5.3 cDNA sentezi

Izole edilip &lgiimleri yapilan RNA 6rneklerinden cDNA sentezi gerceklestirildi. 1 pg
RNA’dan iki agsamali cDNA sentezi, Thermo ¢cDNA sentez kiti kullanilarak yapildi. Tablo
3.15°de, cDNA sentezi i¢in gerekli materyaller ve uygulanan kosullar verilmistir. Hazirlanan

cDNAlar, ilerleyen ¢alismalar icin etiketlenip -20 °C’de saklanmustir.

Tablo 3.14: ¢cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Bilesenleri Son Konsantrasyonlari

RNA Kalib1 I pg
dHz20 X uL
OligodT Primer 1 uL
Son Hacim (V) 12.5 uL
65°C’de 5 dakika

5X Reaksiyon Tamponu 1X
dNTP Mix 20 U/uL
Ribolock RNaz Inhibitorii 1 mM
Reverse Transkriptaz 10 U/uL
Son Hacim (V) 20 uL

42°C’de 60 dakika
70 °C°de 10 dakika

3.2.5.4 Real Time PCR

Real-Time PCR reaksiyonu, 6,25 uLL SYBR Green PCR master karisimi, 1 ulL cDNA, 100
pmol/uL’e seyreltilmis ileri ve geri primer stoklarindan 0.5’er pL ve 4,25 pL dH, O
eklenerek toplam 12,5 pL son hacminde gerceklestirildi. Kullanilan primer dizileri Tablo

3.17’de sunulmaktadir. Her bir cDNA 6rnegi, hedeflenen gen ve i¢ kontrol gen primerleriyle,
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en az u¢ tekrarli olacak sekilde yapilsmitir. Real-Time PCR reaksiyonu Tablo 3.16’da
belirtilen kosullar altinda yapildi ve analizlerde Roche Light Cycler 480 cihaz1 kullanildi.
Sonuglar Livak yontemi ile degerlendirildi. Belirlenen Ct degerlerinin ortalamalari
hesaplandi; ilgilenilen genin Ct ortalamasi i¢ kontrol geninin Ct ortalamasindan ¢ikarildi.
Elde edilen bu fark, 2’nin iissii alinarak ifade edildi. Kontrol grubu normalizasyon amaciyla

kendi i¢inde 1 olarak belirlendi ve bu veriler siitun grafiginde gosterildi.

Tablo 3.15: Real Time PCR dongii sartlari.

Sicakhk Siire Déngii
94 C 4 Dakika 1 dongii
94 C 30 Saniye

55C 30 Saniye 35 Dongii
72C 30 Saniye

72C 10 Dakika 1 Déngii

Tablo 3.16: Tiim PCR’larda ve Real-Time PCR’da kullanilan primerler ve dizileri.

Primer Ad1 Dizisi
MIR100HG Forward 5’-AACTTG GCT TCCTCGCTTCT- 3’
MIR100H Reverse 5"-TGG CTC ATG AAAATCTAGATGT-3
HB-2 Forward 5 -TTT CTG GCC TGG AGG CTATC- 3
HB-2 Reverse 5’-CATGTCTCG ATCCCACTTAACT-3
SP1 Forward 5’ - AAA CAT ATC AAAGACCCACCAGAAT -3
SP1 Reverse 5>—ATATTG GTG GTA ATA AGG GCT GAA -3’
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3.2.6 Protein Tabanh Teknikler

Tez kapsaminda hem SP1 ifadesi bastirilmis hiicrelerden hem de SP1 asir1 ifade edilmis

hiicrelerden protein ekstrasksiyonu i¢in hem normoksi hem de hipoksik kosullarda protein

seviyesini belirlemek amaciyla hem Western Blot hem de IFC deneyeleri yapildi.

3.2.6.1 Western Blot Teknigi Kullanilarak Protein Seviyesinin Belirlenmesi

SP1 ifadesi bastirilmis hiicrelerden hem de SP1 agir1 ifade edilmis hiicrelerden protein

ekstrasksiyonu i¢in hem normoksi hem de hipoksik kosullarda protein seviyesini belirlemek

amaciyla hem Western Blot hem de IFC deneyleri yapildi.

Tablo 3.17: Western Blot ¢ozeltileri ve hazirlanma yontemleri.

Cozelti

Hazirlamisi

RIPA
Tamponu

Bradford
Reaktifi

Ayirma  (Alt)
Jel Tamponu

Yigma (Ust) Jel
Tamponu

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

Transfer
Tamponu

10X Stok TBS
(Tris-Buffered
Saline)

10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
%0.1 (w/v) Sodyum Deoksikolat, %0.1 (w/v) SDS ve %1 (v/v) Triton
X-100 igeren RIPA tamponu, proteaz inhibitorii eklenerek son hacmi
tamamlandiktan sonra 15 mL'lik falkonlara boliinir. -20 °C'de
saklanir.

0.1 g Coomassie Brilliant Blue (G-250), manyetik karistirict
kullanilarak 50 mL %95'lik etil alkol i¢inde ¢oziindiiriildii. Daha sonra
homojen bir karisim elde etmek igin %85 (w/v) fosforik asit eklenerek
karistirildi. Son hacim, dH20O ile 1 L'ye tamamlanarak ¢ozelti, 151k
gecirmeyen bir siseye aktarildi ve karanlik bir ortamda iki kez filtre
kagidindan gegirildi. +4 °C'de saklanir.

18.17 g Tris-base ve 0.4 g SDS, 80 mL dH20 iginde ¢oziindiiriildii.
Daha sonra pH degeri 8.8'e ayarlanarak son hacim 100 mL'ye
tamamlandi. +4 °C'de saklandi.

%4 (w/v) SDS ve 0.5 M Tris-base i¢eren bir ¢ozelti hazirlandi. Bunun
icin 6 g Tris-base ve 0.4 g SDS, 80 mL dH20 igerisinde ¢6ziindiiriildi.
pH degeri 6,8’¢ ayarland1 ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. +4
°C’de saklandu.

30.3 g Tris-base (0.25 M) ve 144.4 g Glisin (1.92 M) 700 mL dH-20
iginde ¢oziindiiriildi. Cozeltinin pH degeri 8,3’¢ ayarlanarak son
hacim 1 L’ye tamamlandi.

100 mL 10X yiirlitme stok tampon, 200 mL metanol ile karistirilarak
son hacim dHz0 ile 1 L’ye tamamlandi ve 500 pL %10 (w/v) SDS
eklendi. Cozelti -20 °C’ye sogutularak kullanima hazir hale getirildi.
0.2 M Tris-base ve 1.5 M NaCl igeren bir ¢ozelti hazirlandi. Bunun
icin, 24.22 g Tris-base ve 87.66 g NaCl yaklasik 700 mL dH20
icerisinde ¢oziilerek pH degeri 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve son
hacim 1 L’ye tamamlandi. +4 °C’de saklandu.
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Tablo 3.17: (Devam)

Bloklama %S5 (w/v) Yagsiz siit tozu iceren 1X TBST c¢ozeltisi hazirlandi. 50 mL

Tamponu 1X TBST ¢ozeltisi igerisine 2.5 g yagsiz siit tozu eklenerek homojen
bir karisim elde edildi. +4 °C’de saklandu.

Ponceau Boyas1 Ponceau-S’1in 0.1 g tartildi, %5 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi icinde 100 mL
olarak ¢ozildii.

Jelden Boya Hacimce; %5 Metanol, %7,5 asetik asit ve %87,5 dH20 olacak sekilde

Giderici Cozelti hazirlandi.

Jel Boyama Comassie Brillant Blue (G-250) 0.1 g tartildi, 50 mL methanol

Cozeltisi igerisinde ¢oziilene dek calkalandi. Ardindan karisima 10 mL asetik
asit eklenerek homojen ¢ozelti elde edildi. dH20 kullanilarak

¢ozeltinin son hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

3.2.6.2 RIPA Tamponu Kullanilarak Hiicrelerin Lizisi ve Proteinlerin Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu dncesinde, ekstraktlarin aktarilacagi ependorf tiipleri etiketlenerek
sogutulmak {iizere buz iizerinde bekletildi. Hiicrelerden medyum uzaklastirildi ve iki kez
soguk 1X PBS ile yikandi. RIPA tamponu buz iizerinde eritilip her bir petri kabina 360 uL
olacak sekilde eklendi ve hiicreler bu tamponla buz tizerinde 5 dakika inkiibe edildi. Kaziyici
%70 alkol ile sterilize edilip hiicrelerin yiizeyden mekanik olarak kazinmasi saglandu.
Kazinan hiicreler, 6nceden sogutulmus etiketli ependorflara pipet yardimiyla aktarildi.
Lizisin etkili bir sekilde saglanmasi amaciyla drneklere sonikasyon uygulandi. Sonikasyon
cihazinda buz lizerinde 2 dakika sonikasyona maruz birakilan 6rnekler, ardindan 2 dakika
buzda bekletildi; bu dongii toplamda 3 kez tekrarlandi. Islem sonunda, 4 °C sogutmali
santrifiijde 13.500 rpm'de 15 dakika santrifiij edilen 6rneklerin hiicresel atiklari pelet halinde
dibe ¢oktii. Protein iceren siipernatant ise dikkatle alinip temiz, soguk ependorflara aktarildi.
Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle 6lgiildii ve ilerideki deneylerde kullanilmak {izere

ornekler -80 °C'de saklandh.

3.2.6.3 Bradford Teknigi Kullamlarak Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in, farkli konsantrasyonlarda (100-1000 pg/mL) hazirlanan
Bovine Serum Albumin (BSA) standart ¢ozeltileri kullanilarak bir standart egri olusturuldu.
Standart egri, 6rneklerdeki bilinmeyen protein miktarini1 hesaplamada referans degeri olarak

kullanilmaktadir. Farkli konsantrasyonlardaki standart BSA ¢o6zeltilerinden 5 pL, her biri {i¢
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tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya eklendi. Olgiimlerde kor deger olarak 5 pL
dH, O kullanilarak degerlerin normalize edilmesi saglandi. Her kuyucuga 250 pL Bradford
reaktifi ilave edilip pipetleme ile karistirildi, ardindan ¢ozeltiler karanlik ortamda 10 dakika
inkiibe edildi. Absorbans degerleri, spektrofotometre cihazinda 595 nm’de 6l¢iildii.

Standart BSA ¢ozeltilerinden elde edilen veriler dogrultusunda Sekil 3.11'de gosterilen bir
standart egri olusturuldu. Orneklerdeki protein miktarlari, 595 nm absorbans degerleri ve

standart egriye dayali Bradford Denklemi kullanilarak hesaplandi.

BRADFORD EGRISI
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Sekil 3.11: Bradford egrisi ve denklemi.

3.2.6.4 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), protein 6rneklerinin dikey yonde elektrik
akimi altinda molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglayan bir tekniktir. SDS-PAGE

tekniginde kullanilacak malzemeler ve Bio-Rad sistem aparatlar saf su ile yikandi, ardindan

%70’1ik alkol ile dezenfekte edildi.

Kesintili sistemle hazirlanan jelde, 6nce ayirma jeli dokiildii ve ardindan iizerine yigma jel
eklendi. Proteinlerin biiyiikliikklerine gore ayrigmalarin1 saglamak amaciyla %10
poliakrilamid ayirma jeli, Tablo 3.19'da belirtilen sekilde hazirlandi1 ve cam plakalar arasina
2-3 cm bosluk kalacak bigimde pastor pipeti ile dokiildii. Ayirma jelinin tizerine %90°lik
izopropanol eklenerek diiz bir polimerlesme saglanmasi beklendi. Jel polimerlestikten sonra
izopropanol, kurutma kagidiyla uzaklastirildi. Ardindan %4 poliakrilamid yigma jeli
hazirlanarak dokiildii. Camlar arasina uygun boyutta tarak yerlestirildi ve jelin

polimerlesmesi i¢in oda sicakliginda beklenildi. Jel polimerlesince taraklar, kuyulara zarar
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vermeden dikkatlice ¢ikarilarak jel aparati dengeli bir sekilde 1X yiiriitme tamponu ile dolu

elektroforez tankina yerlestirildi.

Deneyde, en diisiik protein miktarina sahip drnek referans alinarak bu miktara gore diger
orneklerde gerekli hesaplamalar yapildi ve protein miktarlar esitlenecek sekilde standardize
edildi. Her bir 6rnege 5 pL yiikleme boyasi ilave edildi. Yiikleme boyasi, ticari olarak temin
edilen 4X Laemmli 6rnek tamponu (90 pL) ile B-merkaptoetanol (10 pL) karigtirilarak
hazirlandi. Orneklerin toplam hacmi, yigma jel tamponu kullanilarak 25 pL’ye tamamlandi.
Proteinlerin denatiire olmasi i¢in 6rnekler 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Yigma jelinin ilk
kuyusuna, molekiiler agirlik tayini i¢in 5 pL PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Thermo) yiiklenirken, diger kuyulara 25 pL protein 6rnegi yerlestirildi. Yiikleme isleminin
ardindan, jel serbest miliamper degerinde ve 80 V’ta yaklasik 3.5-4 saat siireyle elektrik

akiminda yiirtitildi.

Tablo 3.18: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve miktarlart.

Bilesenler Ayirma Jeli Yigma Jeli
(%10 Poliakrilamid) (%4 Poliakrilamid)

Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2.5mL -

Yigma (Ust) Jel Tamponu - 2.5mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) 2.5mL 625 uL
dH20 5mL 3.05 mL

%010 (w/v) APS 100 uL 50 uL
TEMED 10 uL S5uL

3.2.6.5 Proteinlerin SDS-PAGE Jelinden PVDF Western Blot Membranina Transferi

Proteinlerin SDS-PAGE jellerinden PVDF (MiliporeTM) membrana transferi, Bio-Rad
Trans Blot sistemi ile yapildi. SDS-PAGE’te yiiriitiilen jel, transfer dncesinde dengelenmesi
amaciyla soguk transfer tamponu igeren bir kapta 5 dakika bekletildi. Aparat yardimiyla
camlar birbirinden ayrildi ve tist kisim kesilerek iist jel atildi. Jel soguk transfer tamponunda
bekletildi, bu siiregte transfer i¢in gerekli olan Whatman 3 MM kagidi ve siingerler de
hazirlandi. Aktiflestirilmesi gereken PVDF membran, 8 x 6 cm boyutlarinda kesilmis ve
aktif yilizeyi asag1 bakacak sekilde bir kapta 2 dakika boyunca metanol iginde bekletildi

Ardindan, membran soguk transfer tamponuna alind1 ve burada da 2 dakika bekletildi.
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Transfer kasetinde (-) kutuptan baslayarak "siinger-3 filtre kagidi-jel-membran-3 filtre
kagidi-siinger" sirasiyla katmanlar olusturulmus ve katmanlarin {izerine silindirik aparat
gegirilerek transfer siirecini bozabilecek hava kabarciklart uzaklastirildi. Transfer kaseti,
negatif kutuptan pozitif kutuba dogru kapatilarak soguk transfer tamponu bulunan tanka
yerlestirildi. Transfer islemi, serbest voltaj ve 35 mA akim ile gece boyunca +4 “C'de

gerceklestirildi.

3.2.6.6 Proteinlerin Antikorlarla Etkilesiminin immiinoblot Teknigi ile Tespiti

Protein transferinin ardindan, PVDF membran iizerinde spesifik olmayan baglanmalarin
Onlenmesi i¢in bloklama islemi yapildi. Bu amacla, membran aktif ylizeyi yukar1 bakacak
sekilde temiz bir kaba alindi ve {izerine 20 mL bloklama tamponu (Tablo 3.25) eklendi.
Yaklasik bir buguk saat boyunca oda sicakliginda, horizontal ¢alkalayicida inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda membran, 1X TBST soliisyonu ile ii¢ kez, her defasinda 5 dakika siireyle

horizontal ¢alkalayicida yikandi.

SP1 ve B-aktin protein bantlarini goriintiilemek amaciyla membran uygun noktalardan
kesilerek her bir parga ilgili primer antikorla muamele edildi. Bloklama tamponunda 1/400
oraninda seyreltilmis SP1 antikoru ve 1/5000 oraninda seyreltilmis p-aktin antikoru
kullanildi. Membran pargalari, 4 “C’de bir gece boyunca doner ¢alkalayicida inkiibasyona
alindi, ardindan 1X TBST tamponunda ii¢ kez 5’er dakika yikandi. Sonraki asamada,
sekonder antikorlarla (Mouse B-aktin i¢in 1/10.000, Rabbit SP1 i¢in 1/10.000 oraninda
seyreltilmis) oda sicakliginda bir saat boyunca donen c¢alkalayicida inkiibe edildi. Siire
tamamlaninca membranlar ii¢ kez, her defasinda 5 dakika TBST tamponunda yikandi ve

goriintiileme 1slemi gergeklestirildi.

3.2.6.7 Goriintiileme ve Analiz

Proteinlerin saptanmasi amaciyla, belirli antikorlarla etiketlenen proteinler i¢in (Pierce™)
ECL Western Blot substrat1 kullanilarak goriintiilendi. ECL substrati, membranda primer ve
sekonder antikorlarla etiketlenen proteinlere baglanarak 1s1ik yayilmasina yol agti; boylece
hedef proteinlerin varligi ve yogunlugu gorsel olarak tespit edildi. Fusion FX goriintiileme
sistemi tarafindan algilanan bu 151k emisyonu ile goriintii olusturulup, fotograf kaydi cihaz
yardimiyla alindi. Protein bantlarinin fotograf analizi i¢in Image J yazilimi kullanilarak,

protein bantlarinin yogunluk degerleri belirlendi. Ayrica, B-aktin proteini normalizasyon
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referanst olarak incelendi. SP1 ve B-aktin analiz sonuclari, ayn1 6rnekteki iki proteinin

oranlar dikkate alinarak GraphPad Prism yaziliminda grafiklerle ifade edildi.

3.2.6.8 Iimmiinofloresan (IFC) Deneyi

Bu deney kapsaminda, Hep3B hiicrelerinde SP1 overekspre edilmis hiicreler, SP1
susturulmus hiicreler ve kontrol gruplari arasinda antijen-antikor kompleksinin floresan
mikroskopta goriintiilenmesi hedeflendi. Her bir kuyucuga 125x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde, steril yuvarlak lameller yerlestirildi ve 24 kuyucuklu plaka iizerine hiicreler eklendi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi amactyla plaka, bir gece 37°C ve %5 CO, igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. 24 saat sonra, hiicrelerden tam besiyeri ¢ikarild1 ve hiicreler iki kez 1X PBS
ile yikanarak temizlendi. Fiksasyon i¢in hiicrelere 250 uL %4 paraformaldehit ¢ozeltisi
eklenip oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Ardindan fiksatif ortam uzaklastirilarak
hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi. Hiicre zarlarimi gegirgenlestirmek i¢in %0.1 Triton X-
100 iceren 250 puL PBS eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi, ardindan
hiicreler iki kez 1X PBS ile yikandi. Bloklama amaciyla %1 BSA igeren 250 pL PBS
eklenerek hiicreler oda sicakliginda bir saat bekletildi, sonrasinda iki kez 1X PBS ile 5

dakika siireyle yikandi.

Daha sonra, 100 pL primer antikor (1/200 oraninda %1 BSA iceren PBS ile seyreltilmig SP1
antikoru) eklenerek, nemlendirilmis bir kutuda 4°C'de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
primer antikor ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 1 X PBS ile 5 dakika yikandi. Kalan
islemler oda sicakliginda ve karanlik ortamda yiiriitildii. Sekonder antikor olarak 1/400
oraninda %1 BSA ile seyreltilmis Alexa Fluor™ 488 anti-rabbit antikoru (100 uL)
kullanilarak nemli bir ortamda bir saat inkiibe edildi. Sekonder antikor ¢ikarildiktan sonra
hiicreler li¢c kez 1X PBS ile 5 dakika siireyle yikandi. Yikamanin ardindan 300 nM DAPI
¢oOzeltisi eklenerek hiicreler 1-5 dakika karanlik ortamda bekletildi ve ardindan {i¢ kez 1X
PBS ile yikama islemi uygulandi. Mikroskop incelemesi i¢in yuvarlak lameller dikkatlice
kuyucuklardan ¢ikarildi ve floresan sinyallerin korunmasi amaciyla antifade reaktifi
damlatilmis lamlar iizerine ters g¢evrilerek kapatildi. Lamellerin kenarlar1 saydam oje ile
sabitlenip karanlik bir ortamda oda sicakliginda 24 saat kurumaya birakildi. Hazirlanan
preparatlar floresan mikroskop kullanilarak gozlemlendi ve fotograflandi. Floresan

goriintiiler ImagelJ programi ile analiz edilerek degerlendirildi.
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3.2.7 DNA-Protein Etkilesim Teknigi (ChIP)
Hep3B hiicre hattinda SP1 transkripsiyon faktotinin MIR100HG promotoruna

baglanmasinin dogrulanmasi amaciyla ChIP deneyi yapilmustir.

3.2.7.1 Kromatin immunopresipitasyonunda Fiksasyon

MIR100HG geni promotorunda bulunan SP1 transkripsiyon faktoriiniin DNA-Protein
etkilesimlerinin  belirlenmesi amaciyla Hep3B hiicreleri ile Kromatin Immuno
Presipitasyonu (ChIP) Deneyi gergeklestirildi. Hep3B hiicreleri, 100 mm petri kabinda
yeterli yogunluga ulastiktan sonra deney i¢in hazirlandi. Hiicreler tutunduktan sonra SP1-
ekspresyon plazmiti boliim 3.2.4.11.1°de anlatildigi sekilde SP1 asir1 ifadesini saglamak igin
transfekte edildi. 24 saat sonra a ChlP deneyi i¢in hazirlik yapildi. Hiicrelerin fikse edilmesi
i¢cin hiicre kiiltiir ortamina %37'lik formaldehit ¢ozeltisinden 366.6 puL eklendi ve oda
sicakliginda yatay calkalayicida 15 dakika karistirilarak inkiibe edildi. Reaksiyona girmemis
formaldehit kalintilarin1 uzaklagtirmak amaciyla karisima 1.3 mL 10X Glisin eklendi ve oda
sicakliginda hafifce calkalanarak 5 dakika inkiibe edildi. Hiicre kiiltiir kab1 buz iizerine
yerlestirildi ve soguk 1X PBS ile ii¢ kez yikandi. Yikama islemi sonrasi, her I mL PBS
icerisine 3.25 uL Proteaz Inhibitor Kokteyl II eklenerek hiicreleri kazima asamasina gegildi.
Hiicrelerin toplanacagi ependorf tiipler buzda sogutuldu ve igerisine soguk, proteaz
inhibitérli PBS’den 2 mL eklendi. Hiicreler buzda 5 dakika bekletildi ve kaziyict ile
toplandiktan sonra dnceden sogutulmus steril 2 mL’lik ependorflara aktarildi. Hiicreler, +4
°C’de 700 x g’de 8 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Lizis tamponu, her bir petri kab1
i¢in 666 uL SDS Lizis Tamponu ve 3.3 pL Proteaz Inhibitér Kokteyl II ile hazirlandu.
Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklagtirildi, hiicre pelleti SDS lizis tamponu ile ¢6ziildi ve

300-400 pL’lik kisimlar halinde santrifiij tiiplerine boliindii.

3.2.7.2 Kromatin Immunopresipitasyonunda Capraz Bagh DNA/Protein
Immunopresipitasyonu

Her bir IP &rnegine 600 puL sogutulmus Diliisyon Tamponu ve 3 pL Proteaz Inhibitor
Kokteyli II eklendi. Diliisyon tamponu buz iizerinde sogutulduktan sonra, -80 °C’de
muhafaza edilen 100 pL hiicre lizat1 izerine 600 pL Diliisyon Tamponu ilave edilerek son
hacim 700 pL'ye ulastirildi. Bu karisim, antikor uygulanmadan 6nce 6n temizleme igin 42
uL Protein G Agaroz ile muamele edildi ve spesifik olmayan proteinlerin uzaklastirilmasi
saglandi. Karisim, 4 °C’de rotasyonlu dondiiriiciide 1 saat inkiibe edildi. Ardindan 5000 X
g’de 1 dakika santrifiij yapilarak Protein G Agaroz pelet olarak ¢oktiiriildii, siipernatant yeni
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bir ependorf tiipiine dikkatlice aktarildi. Antikorsuz siipernatanttan %10 input olacak sekilde
7 uL ayrilarak sonraki basamaklar i¢in +4 °C’de saklandi. Siipernatant {izerine uygun
antikorlar eklendi (Tablo 3.20). Antikor eklendikten sonra karisim, 4 °C’de rotasyonlu
calkalayicida gece boyunca inkiibe edildi. Antikor/antijen/DNA kompleksini Protein G
Agaroz ile birlestirmek igin ertesi giin, her IP 6rnegine 42 uL Protein G Agaroz eklendi ve
+4 °C’de 1 saat rotasyonlu calkalayicida inkiibe edildi. Pelet haline getirilen Protein G
Agaroz, 5000 x g’de 1 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii ve siipernatant dikkatlice yeni bir
tiipe aktarildi. Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin kompleksleri, Tablo 3.21°de belirtilen
tamponlarla yikanip 700 pL tamponda resiispanse edildi. Her yikama sonrasi, 5000 x g’de 1
dakika santrifiij islemiyle Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin komplekslerinin yikama

islemi tamamland.

Tablo 3.19: ChIP prosediiriinde kullanim amacina gore antikorlar ve miktarlari.

Kullanim Amaci Antikor
Pozitif Kontrol Anti-RNA Polimeraz Il (1 ng)
Negatif Kontrol Normal Mouse 1gG (1 png)
Ilgilenilen Antikor (Mouse) SP1 (Rabbit) (1 ng)

Tablo 3.20: ChIP prosediiriinde kullanilan yikama tamponlar1 ve yikama sayilari.

Tampon Isimleri Yikama Sayisi
Diisiik Tuzlu Yikama Tamponu 1
Yiiksek Tuzlu Yikama Tamponu 1
LiCl Iceren Yikama Tamponu 1
TE Tamponu 2

3.2.7.3 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Eliisyonu
Her IP tiipii i¢in hazirlanan eliisyon tamponu, 7 pL. %20 SDS, 14 uL 1 M NaHCO3 ve 119
uL dH20 igerecek sekilde hazirlandi. Ayrilan input 6rnegine 140 pL eliisyon tamponu
eklenip, Boliim 3.2.7.4'e kadar oda sicakliginda bekletildi. Kromatin/Antikor/Protein G
Agaroz kompleksi iceren her IP tiipiine 70 pL eliisyon tamponu eklenerek, tiipler hafifce
karistirildi ve oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda, tiipler 5000 x g'de 1
dakika santrifiij edilerek siipernatant temiz tiiplere aktarildi. Eliisyon tamponu eklenmesi ve

inkiibasyon-santrifiij islemleri bir kez daha tekrarlandi.
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3.2.7.4 Kromatin immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Serbest
DNA’ya Cevrilmesi

Boliim 3.2.7.3’te hazirlanan %10 input ve IP Orneklerine, her birine 5.6 pL. SM NaCl
eklenerek, ornekler 65 °C’de sicak su banyosunda gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin,
her 6rnege 0.7 pL RNaz A ilave edilip, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. RNaz A’nin etkisiz
hale getirilmesi i¢in, her 6rnege 2.8 pL 0.5M EDTA, 5.6 pL 1M Tris-HCI ve 0.7 pL
Proteinaz K iceren bir karisim eklendi. Bu islem ardindan 6rnekler, 45 °C’de 1-2 saat siireyle

su banyosunda bekletildi.

3.2.7.5 Kromatin Immunoprisipitasyonunda DNA’nin Saflastirilmasi

Her IP 6rnegi ve input igin kitin sundugu spin filtreler ve toplama tiipleri hazirlandi. I¢inde
140 pL 6rnek bulunan her tiipe, 700 pL Bind Reagent A eklenip iyice karistirildi (her 140
uL ornek icin 5 kat1 Bind Reagent A eklenmis oldu). Bu asamada 6rneklerde presipitasyon
olustugu gozlendi. Presipite olmus 600 pL. Numune/Baglama Reaktifi A karisimi spin
filtreye aktarilarak 13.500 rpm’de 30 saniye santrifiijlendi. Spin filtre toplama tiipiinden
alind1 ve tiipteki s1v1 uzaklastirildi. Spin filtre toplama tiipiine geri yerlestirilip kalan 600 puL

karisim filtreye alind1 ve kolondan gegirme islemi tekrarlandi.

Filtre iizerine kit i¢indeki Yikama Reaktifi B’den 350 pL eklendi, ardindan 13.500 rpm’de
30 saniye santrifiij edildi. Toplama tiiptinde biriken kisim atilarak spin filtre bos sekilde bir
kez daha santrifiijlendi. Steril bir ependorf tiipe alinan spin filtrenin beyaz membran kismina
35 pL Eliisyon Tamponu C eklendi, oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve ardindan 13.500
rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Spin filtre membranindan elde edilen eliiat saflagtirilmis
DNA olup, Tablo 3.22’deki primerlerle Tablo 3.23’teki kosullarda Real Time PCR’a tabi
tutuldu. Bu islem SP1 baglanma bdlgelerinin tespitini sagladi. Elde edilen saf DNA, uzun

stireli saklama i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.21: ChIP Real Time PCR’1inda kullanilan primerlerin lokasyonlari, dizileri ve

biiyiikliikleri.

Primer Ad1

Primer dizileri (5°-3’)

ChIP 1 ileri
ChIP 1 Geri
ChIP 2 ileri
ChIP 2 Geri

5’-CAACTCACACAGAGGCTGTTCTT-3’
5’-AACTTCTGCGCTTCCAAAATTCC-3’

5’-CAGTATGTGTCCAGAGCTCTAGA-3’
5’-CTGCATGGCTTACGCGCTGCAT-3’

Tablo 3.22: ChIP Real Time PCR dongii sartlart.

Segment Sicakhik Siire Dongii
On inkiibasyon 95C 10 Dakika 1 dongii
95C 30 Saniye
Amplifikasyon 55C 30 Saniye 35 Dongii
72C 30 Saniye
95C 5 Saniye 1 Dongii
Erime Egrisi
65C 1 Dakika
40C 30 Saniye 1 Dongii

Sogutma

3.2.7.6 Sonuclarin Analiz Edilmesi

Real-time PCR sonuglar1 Microsoft Excel’de analiz edildi. Analiz sirasinda, Input CT

degerlerinden %1 Log degeri cikarilarak diizeltilmis (Adjusted) Input degerleri hesaplandi.

Bu diizeltilmis Input degerlerinden 6rnek CT degerleri ¢ikarilarak delta CT (ACT) degerleri

belirlendi. Bu ACT degerlerinin 2 tabaninda iissli alinarak, sonuglar 100 ile ¢arpilarak %

Input degerleri elde edildi ve bu degerlerin ortalamalari alindi. Orneklerin % Input degerleri,

negatif kontroliin % Input ortalamasina gore kat olarak ifade edildi. Elde edilen % Input kat

ortalamalar1 ve standart sapma degerleri kullanilarak, sonuclar GraphPad Prism programinda

grafikle gosterildi [111].
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4, BULGULAR

4.1 Hep3B Hiicrelerinde MIR100HG’nin Normoksik ve Hipoksik kosullarda Hiicresel
ve Molekiiler Analizi

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG nin normoksik ve hipoksik kosullardaki hiicresel ve
molekiiler etkilerini analiz etmek amaciyla, MIRIOOHG’ nin agir1 ifade edilmesi ve
baskilanmasi gergeklestirilmis; mRNA diizeyinde dogrulanan hiicrelerde MTT, ¢izik testi,

koloni formasyon, matrijel ve flow sitometri deneyleri uygulanmustir. (Sekil 4.1)

MIRIOOHG nin Asgiri ifadesinin MIRI00HG Susturulmasinin
— mRNA Seviyesinde — mRNA Seviyesinde
Dogrulanmasi Dogrulanmasi
— MTT - MTT
= Gizik Testi = Gizik Testi
[~ Koloni Formasyon — Koloni Formasyon
—— Matrijel N— Matrijel
~— Flow Sitometri

Sekil 4.1: Hep3B hiicrelerinde MIR100HG nin normoksik ve hipoksik kosullarda hiicresel
ve molekiiler analizi akis diyagrami.

4.1.1. MIR100HG Geninin Hep3B Hiicrelerinde Ifade Baskilanmas1 Calismalar
MIR100HG geninin baskilanma galismalar1 i¢in Aylin Tiirkoglu tarafindan klonlanan
shRNA’lar kullanilmigtir. Klonlama g¢alismalarinda kullanilan primerler Tablo 4.1 ‘de

verilmistir.
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Tablo 4.1: MIR100HG genine 6zgii tasarlanan sh-RNA oligolar1 ve dizileri.

Primer

Dizisi (5°-3)

422 Baslangi¢ Pozisyonu icin
(M1) Forward Oligo

422 Baslangi¢c Pozisyonu i¢in
(M1) Reverse Oligo

968 Baslangic Pozisyonu icin
(M2) Forward Oligo

968 Baslangic Pozisyonu icin
(M2) Reverse Oligo

1830 Baslangic Pozisyonu
icin (M3) Forward Oligo
1830 Baslangic Pozisyonu
icin (M3) Reverse Oligo

2907 Baslangic Pozisyonu
icin (M4) Forward Oligo
2907 Baslangic Pozisyonu
icin (M4) Reverse Oligo

5' CCGG—AAGACTGAAGAGACTGCTATA—CTCGAG—
TATAGCAGTCTCTTCAGTCAA—TTTTTG 3

5' AATTCAAAAA—AAGACTGAAGAGACTGCTATA—
CTCGAG—TATAGCAGTCTCTTCAGTCAA 3

5' CCGG—AAATCACTGCTTCTAAAGAGT—CTCGAG—
ACTCTTTAGAAGCAGTGAAAA—TTTTTG 3

5 AATTCAAAAA—AAATCACTGCTTCTAAAGAGT—
CTCGAG—ACTCTTTAGAAGCAGTGAAAA 3

5' CCGG—AAGTTTATCAGCATTTCAGAC—CTCGAG—
GTCTGAAATGCTGATAAACTT—TTTTTG 3

5 AATTCAAAAA—AAGTTTATCAGCATTTCAGAC—
CTCGAG—GTCTGAAATGCTGATAAACTT 3'

5 CCGG—AAAGTGTGACTTTGTTGACAT—CTCGAG—
ATGTCAACAAAGTCACACTTT—TTTTTG 3

5 AATTCAAAAA—AAAGTGTGACTTTGTTGACAT—
CTCGAG— ATGTCAACAAAGTCACACTTT 3

Rekombinant

olan ve dogrulugu dizileme

ile dogrulanan plazmitlerin yiiksek

konsantrasyonda ve biiyiik 6lgekte izolasyonu (Boliim 3.2.3.8) yapildi. MIR100HG ifadesini
baskilama caligmalar1 i¢in HEK293-T hiicrelerine Bolim 3.2.4.10.2°de anlatildig1 gibi
gecici transfeksiyon yapildi. Hep3B hiicrelerine Bolim 3.2.4.10.3‘de anlatildig1 gibi
trandiiksiyon yapildi. Belirli araliklarla promisin uygulamasi yapildi ve tek koloni secildi
(Béliim 3.2.4.10.5). Ug koloninin MIR100HG RNA ekspresyonu belirlendi. Hep3B
hiicreleri i¢in koloni taramasi yapildi ve MIR100HG ekspresyon primerleri ile RNA
seviyesinde susmus olan hiicreler belirlendi. (Sekil 4.2). Buna gére M2 3. Koloni susturma
calismalarinda kullanilmak {izere sec¢ildi. Susturma c¢alismalarinda kullanilmak {izere

Hep3B MIR100HG-shRNA, ve SCR-shRNA hiicreleri Boliim 3.2.4.5’de anlatildig: sekilde

pasajlanarak biiyiitiildli ve hiicre stoklar1 yapildi.
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Sekil 4.2: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesi baskilanan kolonilerin Real-Time
PCR ile belirlenmesi.

4.1.1.1 MIR100HG Geninin Hep3B Hiicrelerinde Ifade Baskilanmasinin Normoksik ve
Hipoksik Kosullar Altinda Ekspresyon Seviyesinin Dogrulanmasi

Elde edilen kolonilerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. MIR100HG
ifadesinin kontrolii icin MIR100HG ekspresyon ve HB2 primerleri kullanilarak Real-Time
PCR yapild1 (Bolim 3.2.5.2 ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglar1 GraphPad Programi
kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirildi. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve
hipoksik kosullarda ekspresyon seviyesinin dogrulanmast.
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Deneyler hem hipoksik hem de normoksik kosullar altinda ortamda gergeklestirildigi i¢in
hipoksi olusumunun mRNA diizeyinde dogrulanmas: amaciyla HIF-1a seviyesi analiz
edildi, normoksiye gore yaklasik 3 kat artis gortildii. Hep3B hiicre hattinda kontrol olarak
kullanilan SCR-shRNA grubuna gore, MIR100HG-shRNA hem normokside hem de

hipokside istatistiki olarak anlamli olan azalmalar belirlenmistir.

4.1.1.2 MIR100HG Geninin Ifadesinin Baskilandigi Hep3B Hiicrelerinde Normoksik
ve Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi

41121MTT

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi amciyla MTT testi deneyi
gerceklestirildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi icin
hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. B6liim 3.2.4.12.1°de
anlatildigr sekilde 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri GraphPad
Programinda analiz edildi. Elde edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda SCR
grubuna gore, MIRI00OHG-shRNA hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun azaldigi ve

istatiksel olarak anlamli bir sonug elde edildigi gosterilmistir.

Hep3B Normoksi Hep3B Hipoksi
ko %k %k %k %k
2.5+ 2.0
g = SCR * *K m SCR
o 204 E** BN MIR100HGShRNA o | T B MIR100HG-shRNA
8 8
@ 1.5 @
3 § 107
o 1.0+ o
2 3
< 0.5 < 0.5
0.0 0.0-
24 sa 48 sa 72sa 24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.4: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve
normoksik kosullarda MTT analizi.

4.1.1.2.2 Koloni Formasyon
Hep3B hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda koloni olusturma yetenegine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan koloni formasyon

deneyi yapilmistir. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi igin
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hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCl12 uygulandi. Boliim 3.2.4.12.3’te
anlatildigr sekilde 14 giin 37 °C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilerek biiyiitiildii ve 14.
Gilin sonu¢ alindi. Kuyular fotograflandirildi ve Image J programimin bir hiicre sayaci
eklentisi olan Cell Counter Programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism
programinda grafiklendirildi. Elde edilen verilere gore, normoksik ve hipoksik sartlarda
SCR grubuna gore, MIR100HG-shRNA hiicrelerinde koloni olusturma kapasitesinin

azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve
normoksik kosullarda Koloni Formasyon analizi.
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4.1.1.2.3 Cizik Testi

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda hiicre gogii kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢izik testi deneyi
yapildi. (Boliim 3.2.4.12.2) Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi
icin hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim
3.2.4.12.2 *de anlatildig1 sekilde 0. Saatte uygulama yapildig1 anda ve ardindan 3-6-24 ve
48. Saatlerde fotograflandirildi ve Image J programmin bir eklentisi olan MRI Yara
fyilestirme Aract kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism programinda

grafiklendirildi.

0.Saat 3. Saal 6. Saat 24. Saat 48. Saat
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MIR100HG-shRNA

NORMOKSi
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|—‘ * &k

mm SCH
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50
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0 sa 3 sa G sa 24 sa 4Bsa

Sekil 4.6: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik
kosullarda Cizik Testi analizi.
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Sekil 4.7: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik
kosullarda Cizik Testi analizi.

Elde edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda SCR grubuna gére, MIR100HG-
shRNA hiicrelerinde daha yavag bir kapanma oldugu ve istatiksel olarak anlamli bir sonug

elde edildigi gosterilmistir.

4.1.1.2.4 Matrijel

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
sartlarda migrasyon-invazyon yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.4.12.4°
de anlatildig1 sekilde matrijel deneyi yapildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda
gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz
uygulandi. Hiicre sayilar1 Image J programimin hiicre sayaci eklentisi Cell Counter ile
belirlendi. Her bir 6rnek i¢in, birden fazla alandan gelen hiicre sayilarinin ortalamasi

alinarak, sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip grafiklendirildi.
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Sekil 4.8: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin normoksik
kosullarda matrijel analizi.

MIR100HG-shRNA
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Sekil 4.9: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG ifadesinin baskilanmasinin hipoksik
kosullarda matrijel analizi.
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4.1.1.2.5 Flow Sitometri

Flow sitometre deneylerinde MIR100HG susturulmus hiicrelerde apoptoz gosterilmesi i¢in
Annexin V deneyi gergeklestirilmistir. Bu deneylerde ana modelimiz Hep3B hiicre hattinin
yaninda, saglikli karaciger epitel modeli Clone-9 ve Mezensimal benzeri karaciger kanser
modeli SNU-398 de gergeklestirilmistir. Hiicreler tripsinizasyonla kaldirilip 2 kez PBS ile
yikanip medyum uzaklastirilmistir. Daha sonra Bolim 3.2.4.12.5” de anlatildig1 gibi flow
sitometri deneyi yapilmistir. Sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip
grafiklendirilmistir (Sekil 4.10). Hep3B hiicrelerinde normoksik kosullarda, SCR grubuna
kiyasla MIR100HG ifadesi baskilanan hiicrelerde erken apoptoz egilimi artmistir. Hipoksik
kosullarda ise bu hiicrelerde ge¢ apoptoz egilimi, erken apoptoza kiyasla daha belirgin bir
sekilde artmistir. SNU-398 hiicrelerinde normoksik kosullarda, MIRI100HG ifadesi
baskilanan hiicrelerde hem erken apoptoz hem de gec¢ apoptoz egiliminde bir artig
gbzlenmistir. Hipoksik kosullarda ise bu artis 6zellikle erken apoptozda daha belirgin
olmustur. Clone-9 hiicrelerinde normoksik kosullarda, MIR100HG ifadesi baskilanan

hiicrelerde ge¢ apoptoz egilimi artarken, hipoksik kosullarda bu egilim erken apoptoza

yonelmistir.
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Sekil 4.10: MIR100HG ifadesi baskilanmig Hep3B, SNU 398 ve Clone-9 hiicrelerinde
annexin 5 boyamasinin flow sitometre analizi.
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4.1.2 MIR100HG Geninin Hep3B Hiicrelerinde Asiri ifade Cahsmalan

Tez kapsaminda Hep3B hiicre hattinda, MIRI00HG asir1 ifadesinin hiicrelerin
karakterizasyonuna olan etkisi incelenmistir. Bu amagla Bolim 3.2.4.11.1°de anlatildig
sekilde pcDNA3.1 vektoriine klonlanmis halde bulunan MIR100HG geninin ve kontrol
olarak kullanilacak olan bos pcDNA3.1 vektoriiniin Hep3B hiicre hattina TurboFect™
Reagent ile transfeksiyonu gergeklestirildi. Bos vektor ve MIR100HG asir1 ifade edilen
hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi (B6lim 3.2.5.1). B6lim 3.2.5.3’te anlatildig: sekilde
cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’larin MIR100HG ekspresyon seviyeleri Real-Time
PCR ile analiz edildi (Bolim 3.2.5.4). Kontrol grubuna kiyasla, overekspresyon yapilan
deney gruplarinda MIR100HG asir1 ifadesi dogrulandi. Ardindan MIR100HG asir1
ifadesinin Hep3B hiicreleri iizerindeki, proliferasyonu, koloni olugturma kapasitesi, hiicre
gbocli ve migrasyon invazyon gibi etkilerini tespit etmek amaciyla MTT testi, Koloni

Formasyon, Cizik Testi ve Matrijel deneyleri gerceklestirildi.

4.1.2.1 MIR100HG Geninin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 ifadesinin Normoksik ve
Hipoksik Kosullar Altinda Ekspresyon Seviyesinin Dogrulanmasi

MIR100HG geninin Hep3B hiicrelerinde asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik kosullar
altinda ekspresyon seviyesinin belirlenmess ig¢in boliim de anlatildigr gibi Real-Time PCR
yapildi. Real-Time PCR sonuglari, GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve
grafiklendirilmistir (Sekil 4.11). Deney hem hipoksik hem de normoksik ortamda
gerceklestirildigi i¢in hipoksi olusumunun mRNA diizeyinde dogrulanmasi i¢in HIF-1a
seviyesi analiz edildi ve normoksiye gore yaklasik 3 kat artis goriilmiistiir. Hep3B hiicre
hattinda kontrol grubuna gore, pcDNA3.1-MIR100HG vektorii overekspre edilen hiicrelerde
normokside yaklasik 5 kat ve hipokside yaklasik 6 kat istatistiki olarak anlamli olan artis

belirlenmistir.
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Sekil 4.12: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik
kosullarda ekspresyon seviyesinin dogrulanmasi.

4.1.2.2 MIR100HG Geninin Asir1 ifade Edildigi Hep3B Hiicrelerinin Normoksik ve
Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi

41221MTT

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda neden
oldugu hiicre proliferasyonuna etkilerini belirlenmek amaciyla MTT testi deneyi yapildi
(Boliim 3.2.4.12.1). Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi icin
hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoClz uygulandi. Boliim 3.2.4.12.1°de
anlatildig1 sekilde 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri GraphPad
Programinda analiz edildi. FElde edilen verilere gére hem normoksik hem de hipoksik
kosullarda yapilan 24, 48 ve 72 saatlik deney sonucunda MIR100HG asir1 ifade edildiginde
hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna gore anlamli sekilde artis gosterdigi belirlenmistir.

(Sekil 4.12).
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Sekil 4.13: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik
kosullarda MTT analizi.

4.1.2.2.2 Koloni Formasyon

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda koloni
olusturma yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan koloni formasyon deneyi
yapildi (Boliim 3.2.4.12.3). Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi
icin hipoksi uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCI2 uygulandi. 14. Giin kuyular
fotograflandirildi ve Image J programimin bir hiicre sayaci eklentisi olan Cell Counter
Programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi
(Sekil 4.13). Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifade edildiginde hem normoksik hem
de hipoksik kosullarda koloni olusturma yeteneginin kontrol grubuna gore anlamli ol¢iide

artmis oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.14: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik
kosullarda Koloni-Formasyon analizi.

4.1.2.2.3 Cizik Testi

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda hiicre gogii
kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla ¢izik testi deneyi yapildi (Boliim 3.2.4.12.2).
Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak
kuyulara 300 uM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim 3.2.4.12.2°de anlatildig1 sekilde
0. Saatte uygulama yapildigi anda ve ardindan 3-6-24 ve 48. Saatlerde fotograflandirildi ve
Image J programinin bir eklentisi olan MRI Yara Iyilestirme Arac1 kullamlarak analiz edildi.
Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi. Elde edilen verilere gore,
normoksik kosullarda MIR100HG asir1 ifade edilmis hiicrelerde alanin kontrol grubuna gore
daha hizli kapanig1 gosterilmistir. Hipoksi kosullarinda ise, normoksi kosullara benzer ancak

daha yavas bir kapanma gergeklestigi belirlenmistir.
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Sekil 4.15: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin normoksik kosullarda Cizik
testi analizi.
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Sekil 4.16: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda Cizik
testi analizi.

4.1.2.2.4 Matrijel

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG agir1 ifadesinin  normoksik ve hipoksik sartlarda
migrasyon-invazyon yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan matrijel deneyi
yapildi. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi i¢in hipoksi
uygulanacak kuyulara 300 puM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim 3.2.4.12.4’te
belirtilen prosediirdeki adimlar izlenerek deney gerceklestirildi. Her kuyuda 10X objektif
mercek ile birden fazla alan fotograflandi. Hiicre sayilar1 Image J programinin hiicre sayaci
eklentisi Cell Counter ile belirlendi. Her bir 6rnek igin, birden fazla alandan gelen hiicre
sayilarinin ortalamasi alinarak, sonuglar GraphPad Prism programinda analiz edilip

grafiklendirildi. Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifade edildiginde hem normoksik
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hem de hipoksik kosullarda invazyon yeteneginin kontrol grubuna goére anlamli Slgiide

artmis oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.18: Hep3B hiicre hattinda MIR100HG asir1 ifadesinin hipoksik matrijel analizi.
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4.1.2.2.5 MIR100HG Asin1 ifade Edilmis ve Baskilanmus Hiicrelerde Hiicre ici
Yolaklarin Western Blot Teknigiyle Belirlenmesi

MIR100HG ifadesi baskilanmig ve MIR100HG asir1 ifade edilmis Hep3B hiicrelerinde
yolaklarin protein seviyesininin dogrulanmasi amaciyla Western blot yoOntemi
gerceklestirildi. 5 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler 6 kuyucuga sahip plakalara
paylastirilarak %5 COz2 igeren inkiibatorde 37°C’de gece boyu tutunmalart i¢in bekletildi.
37 °C’de, 24 saat inkiibe edildikten sonra, Boliim 3.2.6.2°de belirtildigi sekilde RIPA
tamponu ile protein ekstraktlar1 elde edildi ve Boliim 3.2.6.3’te anlatildig1 sekilde Bradford
ile miktarlar1 belirlendi. Protein ekstraktlari ile B6liim 3.2.6.4°te anlatildig1 gibi SDS-PAGE
gerceklestirildi. Protein orneklerinin molekiil biiyiikliiklerine gére ayrilmasi saglandiktan
sonra Boliim 3.2.6.5’te anlatildig1 gibi PDVF membrana transfer islemi yapildi. Daha sonra
p38, SAPK, AKT, STAT fosfosuz ve fosfolu antikorlarla 1/1000 oraninda antikorlama
yapildi. ECL Western substrat1 uygulandiktan sonra membranda bulunan protein bantlari,
Fusion FX sisteminde goriintiilendi. Goriintiilenen bantlar $-aktin antikoru ile elde edilen
sonuglara gore normalize edilerek, veriler GraphPad programinda grafiklendirildi (Sekil
4.18). Hep3B hiicrelerinde MIR100HG ifadesi baskilandiginda, p38 ve AKT hiicre igi sinyal
yolaklarinda SCR grubuna kiyasla belirgin bir azalma goriilmiis ve fosforillenmis AKT
yolagindaki protein bandinin tamamen kayboldugu tespit edilmistir. Buna karsin,
MIR100HG'nin asir1 ifade edilmesi, p38 ve AKT yolaklarinda kontrol grubuna gore belirgin
bir artisa yol agmustir.
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Sekil 4.19: Hep3B hiicre hattinda, MIR100HG asir1 ifade edilmis ve baskilanmis
hiicrelerde hiicre i¢i sinyal iletim yolunda gorev yapmasi muhtemel molekiillerin ve
fosforillenmemis ve fosforillenmis protein ifadelerine ait western blot goriintiisii.
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4.2 MIR100HG Geninin SP1 Transkripsiyon Faktorii Tarafindan Transkripsiyonel
Regiilasyonu

Hep3B hiicrelerinde MIR100HG nin SP1 transkripsiyon faktorii tarafindan regiilasyonunu
tespit etmek amaciyla oncelikle MIR100HG promotor parcalari pMetLuc vektoriiriine
klonlamigtir. MIR100HG promotor parcalart ve ekspresyon vektoriine klonlu SPI
transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi  i¢in birlikte transfekte edilmistir. SP1’in
MIR100HG promotoruna baglanmasinin dogrulanmasi i¢in ChIP deneyi yapilmistir. (Sekil
4.19)

IRIOOHG ile

MIR1I00HG Promotorunun PCR MIRIOOHG Promotor Pargalar
ile Cogaltiimasi ile SP1'in Kotransfeksiyonu
pGEM-T Easy Vektorine ChIP Deneyi

Klonlanmasi

pMetLuc vekroiine
Klonlanmasi

Sanger Dizileme ile
Dogrulanmasi

Sekil 4.20: MIR100HG Geninin SP1 Transkripsiyon Faktorii Tarafindan Transkripsiyonel
Regiilasyonunun akis diyagrama.

4.2.1 Genomik DNA izolasyonu

MIR100HG promotorunu klonlama g¢alismalarinda kullanmak amaciyla Boliim 3.2.3.1°de
belirtilen sekilde Hep3B hiicrelerinden genomik DNA izole edildi. Elde edilen genomik
DNA 9%0.8’lik agaroz jelinde, DNA Jel Elektroforezi ile goriintiilendi. Spektrofotometrik
olarak konsantrasyonu ve saflig1 belirlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21: Hep3B hiicrelerinden izole edilen genomik DNA’nin %0.8’lik Agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

4.2.2 MIR100HG Promotor Parc¢alarimin Klonlanmasi

Promotor bolgesinin amplifikasyonu icin kullanilacak primerler, ¢esitli uzunluklardaki
promotor dizilerini ¢ogaltacak sekilde tasarlandi. Primerlerin erime sicakliklar1 (Tm), GC
icerigi (%) ve dizilerinin 6zgilliigiinii saglamak amaciyla NCBI Blast analizleri
gerceklestirildi. Haberci vektor sistemine uygun oryantasyonda klonlama saglanmasi igin
primerlerin 5' uclarina belirli restriksiyon enzimlerinin tanima dizileri eklendi. Bu amacla
promotor bolgesine ait restriksiyon haritas1 olusturulurken Restriction Mapper Version 3
programi kullanildi. Yapilan analiz sonucunda, MIR100HG geninde ¢alisiimasi planlanan
1300 baz giftlik bolgeyi kesmeyen enzimler belirlendi; bu dogrultuda, HindIII tanima dizisi
forward primerlere, Xhol tanima dizisi ise reverse primere eklendi. Tasarlanan primer

dizileri ve 6zelliklerine dair detaylar Tablo 4.2°de sunulmaktadir.

Tablo 4.2: MIR100HG genine ait tasarlanan ve restriksiyon enzim bdolgeleri eklenen
promotor klonlama primerleri.

Primer Dizisi (5°-3’)
Forward Primer 5: (-1013/+231) 5’-AAGTTAACTCCATTTTATGGAC-3’
Forward Primer 4: (-815/+231) 5’-TTCCACTGGACTCTATTAAAC-3’
Forward Primer 3: (-678/+231) 5’-TTCTCCATAAGCAACATAGAC-3’
Forward Primer 2: (-397/+231) 5’-GACTGGACCATCAAGTCTTT -3’
Forward Primer 1: (-188/+231) 5’-TTTCCCTGAGAAATTGCAGA -3’
Ortak Reverse Primer: 5’-CTTTGTTACTATTCCTCCTTAAT-3’
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4.2.3 MIR100HG Promotorunun PCR ile Cogaltilmasi

MIR100HG promotorunun ¢ogaltilmas: ve klonlanmasi igin 5 farkli klonlama (promotor)

primeri tasarlandi. Bu tez kapsaminda -188/+231 promotor primerinin ¢ogaltilmasi ve

klonlanmasiyla ilgili ¢alismalar gerceklestirilmistir. -397/+231, -1013/+231 Aylin

Tiirkoglu tarafindan ve -678/+231, -815/+231 Riimeysa Alagcam tarafindan klonlanmustir.

250 ng gDNA’nin kalip olarak kullanildigi MIR100HG 419 bg¢ promotor par¢asinin PCR

bilesenleri Tablo 4.3’de verilmistir. Tiim PCR reaksiyonlarinda, pozitif kontrol olarak insan

B-mikroglobulin primer setleri kullanilmistir. Ayrica her PCR reaksiyonunda DNA

icermeyen negatif kontrol de dahil edilmistir. PCR reaksiyon kosullar1 Tablo 4.4’de

verilmistir. PCR reaksiyonu sonrasinda, PCR iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek

goriintiilenmistir (Sekil 4.21). Cogaltilan PCR f{iriinleri kesilerek Jelden DNA purifikasyonu

gerceklestirilmistir (Boliim 3.2.3.5).

Tablo 4.3: -188/+231 MIR100HG promotor pargasinin promotor PCR reaksiyon

bilesenleri.
Bilesenler 419 bg (+) Kontrol (- ) Kontrol
gDNA 1 uL 1 pulL -
MgCl; 2 ul 2 uL 2 uL
KCI Tampon 5uL 5uL 5uL
Forward Primer 1 pL 1 uL 1 uL
Reverse Primer 1 pL 1 uL 1 uL
dNTP 1 uL 1 uL 1 uL
Taq Polimeraz 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL
dH-20 38.5 uL 38.5uL 39.5uL
Toplam hacim 50 pL 50 uL 50 uL

Tablo 4.4: -188/+231 MIR100HG promotor pargasinin promotor PCR dongii sartlari.

Sicakhik Siire Dongii
95°C 5 Dakika 1 dongii
95°C 45 Saniye

55°C 45 Saniye 35 Dongii
72°C 45 Saniye

72°C 10 Dakika 1 Dongii
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Sekil 4.22: MIR100HG -188+231 promotor parcasinin PCR amplifikasyonu agaroz jel
elektroforez goriintiisii. 1-2: 419 bp biiyiikligiindeki promotor pargasi, 3: Pozitif kontrol 4:
Negatif kontrol M: 250 bp Marker.

4.2.4 MIR100HG Geninin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Jelden geri kazanilan ve kontrol edilen -188/+231 promotor pargasi ile pGEM-T Easy
(Promega) vektorii PCR tabanli T:A klonlama stratejisi kullanilarak ligasyon kurulmustur.
Ligasyon bilesenleri Tablo 4.5°de verildigi gibidir. Reaksiyon 16 “C’de 16 saat olacak
sekilde gergeklestirilmistir.

Tablo 4.5: Promotor pargasi ile pGem-T Easy vektoriiniin ligasyon reaksiyonu bilesenleri.

Malzemeler 419 bg (-188/+231)
Geri kazamilan DNA 15 puL
PGEM-T Easy Vektor 2uL
T4 DNA Ligaz 1pL
T4 DNA Ligaz Buffer 2 uL
Toplam 20 uL

Olusturulan -188/+231 promotor pargasi ile pPGEM-T Easy vektoriiniin ligasyon iiriinleri,
Boliim 3.2.3.6°da belirtildigi gibi transforme edilmistir. Ampisilinli petrilere X-Gal ve IPTG
eklenmistir, transformasyon iriinlinin ekimi yapilmistir. Mavi-Beyaz koloni seg¢imi
stratejisiyle rekombinant oldugu diisiiniilen beyaz kolonilerin, bek alevi yaninda steril 6ze
yardimi ile Ampisilin antibiyotigi igeren 10 mL LB sivi besiyerine tek koloni ekimi
gerceklestirilmistir. Sivi kiiltiirlerden MN NucleoSpin Plasmid Miniprep kiti kullanilarak
Bolim 3.2.3.7°de anlatildigr gibi plazmit izolasyonu yapilmistir. Bolim 3.2.3.2° de
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anlatildigr gibi plazmit miktarlar1 tespit edilmistir. Daha sonra rekombinant kolonileri
belirlemek i¢in Boliim 3.2.3.6’da anlatildigi sekilde Xhol ve Hindll1 restriksiyon enzimleri
ile 37 °C’de 1 saat kesim reaksiyonu kurulmustur. Kesim reaksiyonuna ait bilesenler Tablo
4.5’de verilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda 6rnekler Boliim 3.2.3.4’de belirtilen sekilde
%1’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. PGEM-T Easy vektoriine klonlanan
promotor pargalarina ait 419 bg’lik bantlar kesilerek jelden DNA purifikasyonu Bolim
3.2.3.4’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

Tablo 4.6: Rekombinant kolonilerin tespiti i¢in kurulan kesim reaksiyon bilesenleri.

Malzemeler (-188/+231)-pGEM-T Easy
Plazmid Izolasyonu 1pg
Xhol 1puL
Hindlll 1uL
Cut Smart Buffer 5uL
Toplam Hacim 50 uL

Sekil 4.23: MIR100HG -188/+231 promotor parcasinin pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel goriintiisii. M: 1kb (250 b¢) Biiytikliik Belirteci, 1:
Koloni 1 -188/+231 Xhol/Hindlll kesimi 2: Koloni 2 -188/+231 Xhol/HindIll kesimi.

4.2.5 MIR100HG Promotor Parcalarinin pMETIluc Haberci Vektor Sistemine Alt
Klonlamasi

MIR100HG promotorunun transkripsiyonel aktivitesini belirlemek i¢in PCR teknigi
kullanilarak c¢ogaltilan ve T:A klonlama yontemiyle pGEM-T Easy vektoriine aktarilan

promotdr pargalari, haberci vektor sistemi olan pMetLuc (Clontech) vektoriine alt

81



klonlanmigtir (Sekil 4.23). Bu sistem, salinabilir bir lusiferaz enzimi sentezleyebilme
ozelligine sahiptir. Promotoriin maksimum aktif bolgesini belirlemek amaciyla kisaltilan
promotor pargalari, pMetLuc vektor sistemine ayri ayri1 klonlanarak test edilmistir. Alt
klonlama ¢alismalar1 i¢in, pMetLuc vektorii gliserol stoklarindan sivi besiyerine ekimi
yapilmustir. 16 saat 37 °C’de kiiltiir biiyiitiildiikten sonra Boliim 3.2.3.7°de anlatildig: sekilde
plazmit izolasyonu yapilmistir. Plazmid konsantrasyonlari belirlenmistir (Boliim 3.2.3.2).
Klonlamaya devam etmek i¢in pMetLuc vektorii 3.2.3.6°da anlatildigi gibi kesSilmistir.
Sonrasinda ornekler agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Kesim sonrasi olusan bantlar kesilerek
jelden geri kazanilmistir (Bolim 3.2.3.5). pGEM-T Easy vektoriine klonlanmis ve geri
kazanilmig DNA ile pMetLuc vektorii ile ligasyon kurulmustur. Ligasyon kosullar1 Tablo
4.6°da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. 16 saat 16 °C’de bekletilen ligasyon {irlinleri
ertesi giin DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Boliim 3.2.3.6). Ertesi giin koloniler
rekombinantlarin tespiti i¢in arastirilmistir. Her bir koloni biiyiitiilmiis, plazmit DNA
izolasyonu gergeklestirilmistir (Boliim 3.2.3.7). Xhol ve HindIII kesimi ile rekombinantlarin
tespiti gergeklestirilmistir (Bolim 3.2.3.6). Kesim plan1 Tablo 4.7°de verildigi sekilde
gergeklestirilmistir. Kesim reaksiyonu sonucunda ornekler Bolim 3.2.3.4°te anlatildigi

sekilde %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

Tablo 4.7: PmetLuc vektori ve MIR100HG promotor pargasinin ligasyon bilesenleri.

Malzemeler 419bp
Geri kazanmilan DNA 12 uL
pMetLuc Vektor SuL
T4 DNA Ligaz 1uL
T4 DNA Ligaz Buffer 2 uL
Toplam 20 uL

Tablo 4.8: Rekombinant kolonilerin tespiti amaciyla kurulan kesim reaksiyonu bilesenleri.

Malzemeler (-188/+231)-pMetLuc
Plazmid izolasyonu 1lug
Xhol 1ulL
HindIII 1uL
Cut Smart Buffer 4 uL
Toplam Hacim 50 uL

82



— 1,000
— 0
== 800
00
- 600
-~ 500

— 400

— 300

Sekil 4.24: MIR100HG -188/+231 promotor parcasinin pMetLuc vektoriine
klonlanmasinin kontrol kesimleri jel gortintiisii. M: 1kb (100 bg¢) Biiyiikliik Belirteci, 1:
Koloni 1 -188/+231 Xhol/HindIll kesimi 2: Koloni 2 -188/+231 Xhol/Hindlll kesimi, 3:

Koloni 3 -188/+231 Xhol/Hindlll kesimi 4: Koloni 4 -188/+231 Xhol/HindIIl kesimi.

4.2.6 Sanger Dizileme

Insan MIR100HG promotor bdlgesine ait 5° ug¢ delesyonlu her bir parga PCR ile
cogaltildigindan, bu islem sirasinda olusabilecek mutasyonlar1 kontrol etmek ve dizinin
MIR100HG promotdr bolgesine ait olup olmadigini dogrulamak amaciyla, rekombinant
oldugu diisiiniilen plazmitler BM Labosis/Ankara firmasina gonderilmistir. Dizileme i¢in
pMetLuc dizileme primeri ve MIR100HG igin tasarlanan spesifik klonlama primerleri de
saglanarak okuma yapilmistir. Elde edilen en biiyilk MIR100HG promotor pargalari, NCBI
veri tabanindaki MIRI00HG genomik dizisiyle NCBI-BLAST programi kullanilarak
karsilastirilmis ve kromozom 11'deki [-1013/+231] bg¢ bolgesiyle eslestigi dogrulanmistir.
Tiim promotor konstraktlar1 ve NCBI'daki MIR100HG geni ile yapilan ¢oklu hizalama
islemleri BIOEDIT programinda gerceklestirilmis, dizilerde PCR’a bagli herhangi bir
mutasyon tespit edilmemistir (Sekil 4. 24).
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1048 bg  TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
1244 bg TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
MIR100HGPROMOTOR ~TCTCCATAAGCAACATAGACACTACAGTAATAAAGATTAAAAAACAAAACAATAATAACCGTAAGCAAAAGAAGCTGTAT
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1244 bg GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGT TAGTATAAATGAGACCGTGTTCC
MIR100HGPROMOTOR GACACTCAAATGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAGTGATATCTGCCAGGGTGGGT TAGTATAAATGAGACCGTGTTCC

Sekil 4.25: 1244 bg, 1048 bg, 1048 bg, 909 bg, 628 bg ve 419 bg promotor parcalari
kisaltilarak yapilan promotor pargalarinin NCBI MIR100HG promotoru ile BIOEDIT
programinda ¢oklu hizalamas.
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MIR100HGPROMOTOR CCGGAAGTATTTCCCTGAGAAATTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCAACTCACACAGAGGCTGTTCTTCGTGGCCGGAACCG
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1244 bg GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT
MIR100HGPROMOTOR GACCCCACGCCCTCTGGGGCACATCCCTGAGTGCGAGCACTCTTCTCTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACT
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909 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG

1048 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG
1244 bg GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAAGGGGG - AGCCGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGAAG
MIR100HGPROMOTOR GGGCACTGCCTTGCTATGCCCCACATCTCCCACAA CGCCGGAGGGCAGCTGGGGCTGCGGAATTTTGGARG

Sekil 4.24: (Devam)

4.2.7 Klonlanan Promotor Parcalarimin Midiprep ile Biiyiik Olcekte izolasyonu
Kontrol Kesimi

Rekombinant ve Sanger dizileme ile dogrulanan konstraktlar, MIR100HG geninin bazal
aktivitesini incelemek amaciyla gecici transfeksiyon c¢aligmalarinda kullanilmak iizere
biytik ol¢ekli plazmit izolasyonu yapilmistir. (Bolim 3.2.3.8) Bu amagla, pMetLuc
vektoriine klonlanmig [-188/+231] promotor pargasinin gliserol stoklarindan 20 mL

kanamisinli LB besiyerine ekim yapild:1 ve kiiltiirler, 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde bir
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gece boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda bu 6n kiiltiirler, 200 mL kanamisinli LB besiyerine
aktarildi. ODesoo degeri 2’ye yaklastiginda kiiltiirler buz iizerine alinarak biiylimeleri
durduruldu. Kiiltiirler, 5000 x g’de 15 dakika boyunca +4 °C’de santrifiijlenerek pelet elde
edildi. Bu asamadan sonra, Boliim 3.2.3.8'de belirtilen MN Nucleobond® Xtra Midi Plus
Midi Prep kiti kullanilarak -188/+231-pMetLuc plazmitlerinin izolasyonu gergeklestirildi.
izolasyon sonras1 Béliim 3.2.3.6°da anlatildig: gibi Xhol/HindlIl ile kontrol kesimleri

yapildi ve %1 agaroz jel elektroforez ile kesim iirlinleri goriintiilendi.

DNA Mass
(ng/Spl) [-188/+231] [-397/+231] [-678/+231] [-815/+231] [-1013/+231]

iy Qi L

AL e

725

Saag

&aas

&

Sekil 4.26: pMetLuc vektore klonlanmig MIR100HG promotor pargalarinin midiprep
kontrol kesim jel goriintiisii.

4.2.8 MIR100HG Promotor Parcalan ile Birlikte SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin
Transkripsiyonel Aktivitesinin Belirlenmesi

MIR100HG genine ait promotor pargalari ile birlikte SP1 ekspresyon plazmiti ayni anda
kalsiyum-fosfat gegici transfeksiyon yontemiyle salinabilir lusiferaz yontemi kullanilmistir.
Deneyler 48 kuyucuklu plakalarda yapilmig ve transfeksiyon islemi Bolim 3.2.4.9.1 'de
aciklanan sekilde gercgeklestirilmistir. ~ pMetLuc vektdriine MIR100HG promotor
parcalariyla birlikte ekspresyon vektoriine klonlu SP1 transkripsiyon faktorii klonlanmis
halleri ve her kuyucukta transfeksiyon etkinligini normalize etmek amaciyla 0.5 pg SEAP
ekspresyon vektorii de transfekte edilmistir. Ayrica, genel transfeksiyon etkinligini
degerlendirmek icin giiclii viral promotor tastyan pMetLuc kontrol plazmiti ve negatif

kontrol olarak promotor icermeyen pMetLuc reporter vektorii transfekte edilmistir. Her
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deney ii¢ kez tekrar edilmistir. Medyumlar 48. ve 72. saatlerde toplanarak -20 °C’de
saklanmigtir. Boliim 3.2.4.9.2°de anlatildig1 sekilde, lusiferaz ve SEAP aktiviteleri 6l¢iilmiis,
luminometrede elde edilen lusiferaz degerleri SEAP aktivitesine boliinerek Luc/SEAP

oranlar1 hesaplanmustir.

Luc/SEAP
e
L=
o

Sekil 4.27: Transfeksiyon etkinlignin belirlenmesi amaciyla pMetLuc Kontrol ve Reporter
vektorlerinin Lusiferaz aktiviteleri.

—>[=1]
pMetLuc P1: -1031/4231
pMetLuc P2: -815/+231

pMetLuc P3: 678/+231

R = NORMOKSI
mm SP1

-397 pMetLuc P4: -397/+231

|-1 88 I— pMetLuc P5: -188/+231

DHE

« X%

’ A\
r 5 Ty T—

f ~
00010203 04 05 06
Relatif Lusiferaz Aktivitesi

Sekil 4.28: MIR100HG promotor parcalariyla birlikte SP1 transkripsiyon faktorii
kontransfekte edildiginde Lusiferaz/SEAP degerleri.

Yapilan ¢aligma sonucunda Sekil 4.27°te gosterildigi sekilde MIR100HG promotor pargalari
ile SP1 transkripsiyon faktorii beraber transfekte edildiginde biitiin promotor pargalarinda

trankripsiyonel aktivite artmistir.
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4.2.9 MIR100HG Promotorunda Bulunan SP1 Baglanma Bolgelerinin ChIP Analizi ile
Belirlenmesi ve Dogrulanmasi

MIR100HG promotoru iizerinde bulunmasi muhtemel olan SP1 baglanma bdlgeleri yapilan
biyoinformatik ¢alismalar dogrultusunda tespit edilmistir (Sekil 4.26). Promo PROMO,
ALGGEN internet sitesinde baglanma bolgeleri analiz edilmistir. Buna gore 4 tane SP1, 3
tane SP3 baglanma bolgesi belirlenmistir. Hep3B hiicrelerine Boliim 3.2.4.11.” de anlatildig1
gibi SP1 ekspresyon plazmiti transfekte edilmistir. 24 saat sonunda Bolim 3.2.7.1° de
anlatildig1 gibi fiksasyon islemi yapilmistir. Bolim 3.2.7.2° de anlatildigi gibi uygun
antikorla DNA-Protein etkilesimi olusturulmustur ve Boliim 3.2.7.5’de anlatildigr gibi DNA
saflastirma basamagi gerceklestirilmistir. ChIP deneyi sonucunda elde edilen DNA 6rnekleri
ile Real-time PCR analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen Ct degerleri %10 inputa gore
normalize edilip 1gG uygulanan negatif kontrole gore kat alinmistir. Sonuglar GraphPad

Prism programinda grafiklendirilmistir. (Sekil 4.29)

-557 TATCTGCCAGGGIGGGTTAGTATAAATGAGACCGTIGTITCCICIGGAGAARGATACTATTIT —-488
-487 GGACATACAGTICIGITITCACTAAGGTGGGGAGCAGTATGIGICCAGAGCTCTAGAGGGA 438
—-437 CCGRRAGGCCAAGTGICCACGGIGGCAAGAGRATCCAGGAGACTGGACCATCAAGICTIT -—-378

-377 TACTCAGAGACTGGAGACCACGCCTTACCTCTCGGAACAGCCCIGTGTGAACCTCCGACT 318
Sp1
-317 TTIATGATACGITGTGATTGIGATACAGGACITCCCATGCAGCGCGTRAAGCCATGCAGGCT —258

-25T7 TATTACTCACACCACACTCACCTGGACCCAGAGACCTCCAGGCACTGAGGACTGCGICIC -188

=187 CCGGRAGTATTTICCCIGAGAARTTGCAGAGGACCTCAGTCCTGCARCTCACACAGAGGCT -138
SP3

-137 GI'ICI'ICGIGGCCGGECCGGACCC@CMCCTCTGEGGCACRTCCCT&RGTGCGAGCAC -T78

Sp1 SP3
——
=77 TCITCICTCGCCCTCCTCCCACCCAGGCACCGTCCCAACTGGGCACTGCCTTIGCTATGCC -18

EL. Sp1 Sp1 ﬂs_'&b
=17 CACATCTCCCACALGGGEGGAGCCGCCGLAGGECAGCTGEGGCTGCGGRAATTTTGGARG +43

+44 CGCAGRAGTTITICTCCTCCTGICCTGTAACTGGTITITTICACTCACTCAACTGAGAGATTTIC +103

+104 TTIGIIGCAATGATGGGGICTAAGATARACACTTICTIGGAGGCTGCAGGCGAGARACACAGT +163

+1864 TGATATCATCTITITATTGIGIGITIGITATITGCCTAGCATTATAAATTALGGAGGARTAG +223

Sekil 4.29: MIR100HG promotoru iizerinde olas1 SP1ve SP3 baglanma bdlgeleri.
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Sekil 4.30: Hep3B hiicrelerinde SP1 antikoru kullanilarak gergeklestirilen ChIP deneyinin
analizi.

Deney sonucunda, SP1 ekspresyon plazmiti transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinde
MIR100HG promotororunda SP1 baglanma bolgelerinin istatiksel olarak anlamh
baglanmanin gerceklestigi  gosterilmistir. MIR100HG promotor bolgesinde SP1
baglanmalarinin -260/+56 bolgesinde gosterilmis olmast SP1 transkripsiyon faktdriiniin

MIR100HG regiilasyonunda 6nemli bir transkripsiyon faktorii oldugunu gostermektedir.

4.3 Hep3B Hiicrelerinde SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Normoksik ve Hipoksik
Kosullarda Hiicresel ve Molekiiler Analizi

Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin normoksik ve hipoksik kosullardaki
hiicresel ve molekiiler etkilerini analiz etmek amaciyla SP1’in asir1 ifade edilmesi ve
baskilanmasi gergeklestirilmis; mRNA diizeyinde dogrulanan hiicrelerde MTT, cizik testi
ve koloni formasyon deneyleri yapilmistir. Ayrica, SP1’in asir1 ifade edilmesi ve

baskilanmasi durumunda metastatik genlerin mRNA seviyesindeki etkileri belirlenmistir.

(Sekil 4.30)
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SP1 Agiri ifadesinin mRNA __ SPI-shRNA'larinin pLKO.1
Seviyesinde Dogrulanmasi Vektérune Klonlanmasi
SP1agin ifadesinin metastatik
h— genler Gzerindeki etkisinin - SP1 Susturulmasinin mRNA
mRNA seviyesinde Seviyesinde Dogrul.
belirlenmesi
SP1ifadesinin baskil
\_  SP1Asin ifadesinin Protein tastatik genler Uzerin
Seviyesinde Dogrulanmast N etkisinin mRNA seviyesinde
belirlenmesi
(= MTT SP1Susturulmasinin Protein
Seviyesinde Dogrulanmasi
— Cizik Testi .} MTT
— Koloni Formasyon N Gizik Testi
—

Koloni Formasyon

Sekil 4.31: Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktdriiniin normoksik ve hipoksik
kosullarda hiicresel ve molekiiler analizi akis diyagramu.

4.3.1 Hep3B Hiicrelerinde SP1 ifadesinin Baskilanmasi

4.3.1.1 SP1 shRNA Oligolarinin Tasarlanmasi

SP1 transkripsiyon faktoriine 6zgii sh-RNA Oligolarinin tasarlanmasi i¢in Whitehead
Biyomedikal Arastirma Enstitiisii’nlin sunmus oldugu siRNA se¢im programi kullanilarak
gerceklestirildi. Program sonuglari, BLAST ile analiz edildi. sh-RNA oligo primerleri

tasarlandi ve siparis edildi.

4.3.1.2 SP1 sh-RNA Oligolarimimin pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlanmasi
pLKO.1-TRC klonlama vektoriine, sh-RNA oligolarinin klonlanabilmesi i¢in dncelikle,
pLKO.1-TRC vektoriiniin Agel ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesimi gergeklestirildi
(Bolim 3.2.3.6). Kesim ornekleri DNA jel elektroforezi goriintiilendi. Biri 7 kb, biri 1.9 kb
olmak iizere iki bant gdzlemlendi. (Sekil 4.31). 7 kb’de gézlemlenen bantlar jelden kesilerek,
GeneJET Gel Ekstraction Kit (Thermo Scientific) ile geri kazanildi (Boliim 3.2.3.5).
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500bp
DNA Ladder

Sekil 4.32: pLKO.1-TRC klonlama vektoriiniin Agel ve Ecorl restriksiyon enzimleri ile
hazirlanmasi.

Oligolar 20 uM konsantrasyon olacak sekilde sulandirildi. Ardindan 5 pLL Forward oligo, 5
uL Reverse oligo, 5 uL. 10x NEB tamponu, 35 pL ddH20 eklendi. 95 °C'de 5 dakika inkiibe
edildi. Ardindan birkag saat boyunca yavasca oda sicakligina sogutuldu. Ardindan pLKO.1-
TRC vektorii ve SP1 shRNA oligolart ile Boliim 3.2.3.7°de anlatildig1 sekilde ligasyon
kuruldu. Ligasyon iiriinleri, DH50 kompetan hiicrelerine Bolim 3.2.3.6’da anlatildigi
sekilde transforme edilip, ampisilin igceren LB agar iizerine ekim yapildi. Kiiltiirlerden,
NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit kullanilarak kii¢iik 6l¢ekte plazmid izolasyonu
yapildi (Boliim 3.2.3.7). DNA miktar1 ve safligi spektrofotometreyle belirlendi. SP1 sShRNA
oligolarinin pLKO.1-TRC vektoriine klonlamasinin kontrolii i¢in Boliim 3.2.3.6°da
anlatildig1 sekilde EcoRI ve Ncol enzimi ile kesim kuruldu. Kesim reaksiyonu 37 °C’de 1
saat inkiibe edildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Rekombinant
kolonilerde 2 kb ve 5 kb’de olmak iizere iki bant gozlendi (Sekil 4.32). Klonlamanin

dogrulanmasi i¢in, 6rnekler dizi analizine gonderildi.
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Sekil 4.33: Rekombinant S1, S2 ve S3 SP1-shRNA vektorlerinin agaroz jel elektroforez
goriintiisii, M: 100bp Marker.

Rekombinant olan ve dogrulugu dizileme ile dogrulanan plazmidlerin yiiksek
konsantrasyonda ve biiyiik 6l¢ekte izolasyonu (Boliim 3.2.3.8) yapildi. MIR100HG ifadesini
baskilama caligsmalar1 i¢in HEK293-T hiicrelerine Boliim 3.2.4.10.2°de anlatildig1 gibi
gecici transfeksiyon yapildi. Hep3B hiicrelerine Bolim 3.2.4.10.3°de anlatildigi gibi
trandiiksiyon yapildi. Belirli araliklarla promisin uygulamas: yapildi ve tek koloni secildi
(Boliim 3.2.4.10.5). Hep3B hiicreleri igin koloni taramasi yapildi. Susturma ¢aligmalarinda
kullanilmak tizere Hep3B SP1-shRNA, ve SCR-shRNA hiicreleri Bolim 3.2.4.5’de
anlatildig1 sekilde pasajlanarak biiytitiildii ve hiicre stoklar1 yapild.

4.3.1.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hep3B Hiicrelerinde ifade Baskilanmasinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda mRNA Seviyesinde Dogrulanmasi

Elde edilen kolonilerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi. SP1 ifadesinin
kontrolii i¢in SP1 ekspresyon ve HB2 primerleri kullanilarak Real-Time PCR yapildi (B6liim
3.2.5.2ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglari GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis
ve grafiklendirildi.
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Sekil 4.34: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik
kosullarda mRNA seviyesinde dogrulanmasi.

Deneyler hem hipoksik hem de normoksik kosullar altinda ortamda gerceklestirildigi igin
hipoksi olusumunun mRNA diizeyinde dogrulanmasi amaciyla HIF-1a seviyesi analiz
edildi, normoksiye gore yaklasik 4 kat artis gortildii. Hep3B hiicre hattinda kontrol olarak
kullanilan SCR-shRNA grubuna goére, SP1-shRNA hem normokside hem de hipokside

istatistiki olarak anlamli olan azalmalar belirlenmistir.

4.3.1.4 SP1 Transkripsiyon Faktériiniin Hep3B Hiicrelerinde ifade Baskilanmasinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Alinda MIR100HG ifadesinin Belirlenmesi

SCR ve SP1 ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinde HB2 ve MIR100HG primerleri
kullanilarak Real-Time PCR yapildi (Boliim 3.2.5.2 ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglari
GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirildi. Hep3B hiicrelerinde SP1
ifadesi baskilandiginda MIR100HG ekspresyon seviyesi hem normoksik hem de hipoksik

kosullarda anlaml1 bir sekilde azalmustir.
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Sekil 4.35: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin MIR100HG ifadesinin
normoksik ve hipoksik kosullarda ekspresyon seviyesinin belirlenmesi.

4.3.1.5 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hep3B Hiicrelerinde ifade Baskilanmasiin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinin Western Blot ile
Belirlenmesi

SP1 ifadesi baskilanmig Hep3B hiicrelerinden ve SCR hiicrelerinden normoksik ve hipoksik
ortamlarda protein seviyesininin dogrulanmasi amaciyla Western blot yontemi
gergeklestirildi. 5 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler 6 kuyucuga sahip plakalara
paylastirilarak %5 COz2 igeren inkiibatorde 37°C’de gece boyu tutunmalari igin bekletildi.
Hipoksi olusturulacak kuyulara 300 uM CoClz uygulamasi gergeklestirildi. 37 °C’de, 24 saat
inkiibe edildikten sonra, Boliim 3.2.6.2°de belirtildigi sekilde RIPA tamponu ile protein
ekstraktlar1 elde edildi ve Bolim 3.2.6.3’te anlatildig1 sekilde Bradford ile miktarlari
belirlendi. Protein ekstraktlar1 ile Bolim 3.2.6.4’te anlatildigit gibi SDS-PAGE
gerceklestirildi. Protein orneklerinin molekiil biiyiikliiklerine gére ayrilmasi saglandiktan
sonra Boliim 3.2.6.5’te anlatildig1 gibi PDVF membrana transfer islemi yapildi. Daha sonra
SP1 baskilanmasimin protein seviyesinde kanitlanmasi amaciyla Bolim 3.2.6.6 ‘da
belirtildigi sekilde SP1 primer ve sekonder antikoru uygulandi. ECL Western substrati
uygulandiktan sonra membranda bulunan protein bantlari, Fusion FX sisteminde

goriintiilendi. Goriintiilenen bantlar B-aktin antikoru ile elde edilen sonuglara gore normalize
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edilerek, veriler GraphPad programinda grafiklendirildi. Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesi
baskilandiginda SCR hiicrelerine gore, hem normoksik hem de hipoksik kosullar altinda SP1

protein seviyesinin Western Blot teknigi ile anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.36: SP1 ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin normoksik
kosullarda Western Blot yontemi ile protein seviyesinin belirlenmesi.
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Sekil 4.37: SP1 ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin hipoksik
kosullarda Western Blot yontemi ile protein seviyesinin belirlenmesi.
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4.3.1.6 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hep3B Hiicrelerinde ifade Baskilanmasmin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinin IFC Deneyi ile
Belirlenmesi

SP1 ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinden ve SCR hiicrelerinden normoksik ve hipoksik
ortamlarda protein seviyesininin dogrulanmasi amaciyla IFC deneyi gerceklestirildi (Bolim
3.2.6.7). Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesi baskilandiginda SCR grubuna gore hem
normoksik hem de hipoksik kosullar altinda SP1 protein seviyesinin IFC deneyi ile anlaml

derecede azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.38: Hep3B hiicre hattinda SP1 antikoru ile normoksik kosullarda SP1
baskilanmasinin protein seviyesinde dogrulanmasi.
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Sekil 4.39: Hep3B hiicre hattinda SP1 antikoru ile hipoksik kosullarda SP1
baskilanmasinin protein seviyesinde dogrulanmasi.

4.3.1.7 SP1 Transkripsiyon Faktériiniin ifadesinin Baskilandig1 Hep3B Hiicrelerinde
Normoksik ve Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi
43171MTT

Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik sartlarda hiicre
proliferasyonuna etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT testi deneyi gergeklestirildi. Deney
hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak kuyulara
300 uM olacak sekilde CoClz uygulandi. Boliim 3.2.4.12.1°de anlatildig1 sekilde 24, 48 ve
72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri GraphPad Programinda analiz edildi. Elde
edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda SCR grubuna gore, SP1-shRNA
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun arttig1 ve istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde

edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.40: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve normoksik
kosullarda MTT analizi.

4.3.1.7.2 Koloni Formasyon

Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik sartlarda koloni
olusturma yetenegine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan koloni formasyon deneyi
yapilmustir. Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi
uygulanacak kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. Bolim 3.2.4.12.3’te
anlatildig1 sekilde 14 giin 37 °C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilerek biiyiitiildi ve 14.
Giin sonug¢ alindi. Kuyular fotograflandirildi ve Image J programinin bir hiicre sayaci
eklentisi olan Cell Counter Programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism
programinda grafiklendirildi. Elde edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda SCR
grubuna gore, SP1-shRNA hiicrelerinde koloni olusturma kapasitesinin arttig1 ve istatistiksel

olarak anlamli bir sonug elde edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.41: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve normoksik
kosullarda Koloni Formasyon analizi.

4.3.1.7.3 Cizik Testi

Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin baskilanmasinin normoksik ve hipoksik sartlarda hiicre
gocii kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢izik testi deneyi yapildi. (Bolim
3.2.4.12.2) Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gergeklestirilecegi i¢in hipoksi
uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim 3.2.4.12.2 ’de
anlatildig1 sekilde 0. saatte uygulama yapildigi anda ve ardindan 3-6-24 ve 48. Saatlerde
fotograflandirildi ve Image J programmin bir eklentisi olan MRI Yara lyilestirme Araci

kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi.
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Sekil 4.42: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin normoksik kosullarda
Cizik Testi analizi.
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Sekil 4.43: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasinin hipoksik kosullarda
Cizik Testi analizi.
Elde edilen verilere gore, normoksi ve hipoksi sartlarda SCR grubuna gére, MIR100HG-
shRNA hiicrelerinde daha hizli bir kapanma oldugu ve istatiksel olarak anlamli bir sonug

elde edildigi gosterilmistir.

4.3.1.8 SP1 transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerinde baskilanmasinn,
normoksik ve hipoksik kosullar altinda metastatik genlerin mRNA ifadeleri iizerindeki
etkisinin belirlenmesi

SCR ve SP1 ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinde HB2, e-kaderin ve vimentin primerleri
kullanilarak Real-Time PCR yapildi (Boliim 3.2.5.2 ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglari
GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirildi. Hep3B hiicrelerinde SP1
ifadesi baskilandiginda, hem normoksik kosullarda hem de hipoksik kosullarda e-kaderin
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ifadesi anlamli derecede azalmistir, vimentin ifadesi normoksik kosullarda yaklasik 3 kat

hipokside yaklasik 4 kat anlaml1 derecede arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.44: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasin e-kaderin ifadesinin
normoksik ve hipoksik kosullarda mRNA seviyesinde belirlenmesi.
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Sekil 4.45: Hep3B hiicre hattinda SP1 ifadesinin baskilanmasin vimentin ifadesinin
normoksik ve hipoksik kosullarda mRNA seviyesinde belirlenmesi.
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4.3.2 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 ifade Calismalar

Tez kapsaminda Hep3B hiicre hattinda, SP1 asir1 ifadesinin hiicrelerin karakterizasyonuna
olan etkisi incelenmistir. Bu amagla B6liim 3.2.4.11.1°de anlatildig: sekilde SP1 ekspresyon
vektoriiniin  ve kontrol olarak kullanilacak olan bos pGFP-C1 vektoriiniin Hep3B hiicre
hattina TurboFect™ Reagent ile transfeksiyonu gerceklestirildi. Bos vektér ve SP1
transkripsiyon faktoriinlin asir1 ifade edildigi hiicrelerden RNA izolasyonu yapild1 (B6lim
3.2.5.1). Bolim 3.2.5.3’te anlatildig1 sekilde cDNA elde edildi. Elde edilen cDNA’lar ile
SP1 ve MIR100HG ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR ile analiz edildi (Boliim 3.2.5.4).
Kontrol grubuna kiyasla, overekspresyon yapilan deney gruplarinda SP1 asir1 ifadesi
dogrulandi. Ardindan SP1 asir1 ifadesinin Hep3B hiicreleri iizerindeki, proliferasyonu,
koloni olusturma kapasites ve hiicre gocii gibi etkilerini tespit etmek amaciyla MTT testi,

Koloni Formasyon, Cizik Testi ve Matrijel deneyleri gerceklestirildi.

4321 SP1 Transkripsiyon Faktoriinin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 ifadesinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda mRNA Seviyesinde Dogrulanmasi

SP1 transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerinde asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik
kosullar altinda mRNA Seviyesinde dogrulamak i¢in boliim de anlatildigr gibi Real-Time
PCR yapildi. Real-Time PCR sonuglari, GraphPad Programi kullanilarak analiz edilmis ve
grafiklendirilmistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.46: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik kosullarda
mRNA seviyesinde dogrulanmasi.
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Deney hem hipoksik hem de normoksik ortamda gergeklestirildigi i¢in hipoksi olusumunun
mRNA diizeyinde dogrulanmast i¢in HIF-1a seviyesi analiz edildi ve normoksiye gore
yaklagik 2 kat artig goriilmiistiir. Hep3B hiicre hattinda kontrol grubuna gore, SP1
ekspresyon vektorii asir1 ifade edilen hiicrelerde normokside yaklasik 35 kat ve hipokside

yaklagik 15 kat anlamli olan artis belirlenmistir.

4.3.2.2 SP1 Transkripsiyon Faktoriinin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 Ifadesinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Alinda MIR100HG ifadesinin Belirlenmesi

SP1 agin1 ifade edilmis Hep3B hiicrelerinde HB2 ve MIR100HG primerleri kullanilarak
Real-Time PCR yapildi (B6liim 3.2.5.2 ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglar1 GraphPad
Programi kullanilarak analiz edilmis ve grafiklendirildi. Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifade
edildiginde MIR100HG ekspresyonu normokside yaklasik 3 kat hipokside yaklasik 5 kat

arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.47: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik kosullarda
MIR100HG ekspresyon seviyesinin belirlenmesi.
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4.3.2.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriinin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 Ifadesinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinin Western Blot ile
Belirlenmesi

SP1 ekspresyon vektorii ve bos pGFP-C1 vektoriiniin Hep3B hiicre hattina TurboFect™
Reagent ile transfeksiyonu gerceklestirildi (Boliim 3.2.4.11.1). SP1 agir1 ifadesinin protein
seviyesinde dogrulanmasi i¢in western blot yapildi. 5 X 10° hiicre/kuyu olacak sekilde
hiicreler 6 kuyucuga sahip plakalara paylastirilarak %5 COz iceren inkiibatérde 37°C’de gece
boyu tutunmalari i¢in bekletildi. Hipoksi olusturulacak kuyulara 300 pM CoCl2 uygulamasi
gerceklestirildi. 37 °C’de, 24 saat inkiibe edildikten sonra, Boliim 3.2.6.2°de belirtildigi
sekilde RIPA tamponu ile protein ekstraktlari elde edildi ve Boliim 3.2.6.3’te anlatildig:
sekilde Bradford ile miktarlar1 belirlendi. Protein ekstraktlar ile Boliim 3.2.6.4°te anlatildig1
gibi SDS-PAGE gergeklestirildi. Protein 6rneklerinin protein biiyiikliiklerine gore ayrilmasi
saglandiktan sonra Boliim 3.2.6.5°te anlatildig1 gibi PDVF membrana transfer islemi yapildi.
Daha sonra SP1 baskilanmasinin protein seviyesinde kanitlanmasi amaciyla Boliim 3.2.6.6
‘da belirtildigi sekilde SP1 primer ve sekonder antikoru uygulandi. ECL Western substrati
uygulandiktan sonra membranda bulunan protein bantlari, Fusion FX sisteminde
goriintiilendi. Goriintiilenen bantlar -aktin antikoru ile elde edilen sonuglara gére normalize

edilerek, veriler GraphPad programinda grafiklendirildi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.48: SP1 asir1 ifade edilen Hep3B hiicrelerinde SP1 ifadesinin normoksik ve
hipoksik kosullarda Western Blot yontemi ile protein seviyesinin belirlenmesi.
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4.3.2.4 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hep3B Hiicrelerinde Asir1 Ifadesinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinin IFC Deneyi ile
Belirlenmesi

SP1 asin1 ifade edilen hiicrelerde ve bos pGFP-C1 hiicrelerinden normoksik ve hipoksik
ortamlarda protein seviyesininin dogrulanmasi amaciyla IFC deneyi gerceklestirildi (Bolim
3.2.6.7)

KONTROL +SP1

Normoksi

FITC

%k ok %k %k
10000

8000

6000

CTCF

4000

2000

Kontrol +SP1

MERGE

DAPI

Sekil 4.49: Hep3B hiicre hattinda SP1 antikoru ile normoksik kosullarda SP1 asir1
ifadesinin protein seviyesinde dogrulanmasi.
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Sekil 4.50: Hep3B hiicre hattinda SP1 antikoru ile hipoksik kosullarda SP1 agir1 ifadesinin
protein seviyesinde dogrulanmasi.

4.3.25 SP1 Transkripsiyon Faktériiniin Asirn1 ifade Edildigi Hep3B Hiicrelerinin
Normoksik ve Hipoksik Kosullarda Hiicresel Karakterizasyonunun Belirlenmesi
43251 MTT Testi

Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda neden oldugu
hiicre proliferasyonuna etkilerini belirlenmek amaciyla MTT testi deneyi yapildi (Boliim
3.2.4.12.1). Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi
uygulanacak kuyulara 300 pM olacak sekilde CoClz uygulandi. Bolim 3.2.4.12.1°de
anlatildig1 sekilde 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan 550 nm absorbans degerleri GraphPad
Programinda analiz edildi. Elde edilen verilere gore hem normoksik hem de hipoksik
kosullarda yapilan 24, 48 ve 72 saatlik deney sonucunda SP1 asir1 ifade edildiginde hiicre

proliferasyonunun kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.51: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik kosullarda
MTT analizi.

4.3.2.5.2 Koloni Formasyon

Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda koloni olusturma
yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan koloni formasyon deneyi yapildi (B6lim
3.2.4.12.3). Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi
uygulanacak kuyulara 300 puM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. 14. Giin kuyular
fotograflandirildi ve Image J programinin bir hiicre sayaci eklentisi olan Cell Counter
Programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi
(Sekil 4.51). Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifade edildiginde hem normoksik hem de
hipoksik kosullarda koloni olusturma yeteneginin kontrol grubuna gore anlamli Slgiide

azaldig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.52: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin hipoksik ve normoksik kosullarda
Koloni-Formasyon analizi.

4.3.2.5.3 Cizik Testi

Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifadesinin normoksik ve hipoksik sartlarda hiicre gogii
kabiliyetine etkisinin belirlenmesi amaciyla ¢izik testi deneyi yapildi (Bolim 3.2.4.12.2).
Deney hem normoksi hem hipoksi kosullarda gerceklestirilecegi i¢in hipoksi uygulanacak
kuyulara 300 uM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. Bolim 3.2.4.12.2°de anlatildig sekilde
0. Saatte uygulama yapildig1 anda ve ardindan 3-6 ve 24. Saatlerde fotograflandirild1 ve
Image J programinin bir eklentisi olan MRI Yara Iyilestirme Araci kullanilarak analiz edildi.
Sonuglar GraphPad Prism programinda grafiklendirildi. Elde edilen verilere gore,
normoksik ve hipoksik kosullarda SP1asir1 ifade edilmis hiicrelerde alanin kontrol grubuna

gore daha yavas kapanigi gosterilmistir.
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Sekil 4.53: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin normoksik kosullarda ¢izik testi
analizi.
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Sekil 4.54: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin hipoksik kosullarda ¢izik testi
analizi.

4.3.2.6 SP1 transkripsiyon faktériiniin Hep3B hiicrelerinde Asir1 ifade Edilmesinin,
normoksik ve hipoksik kosullar altinda metastatik genlerin mRNA ifadeleri iizerindeki
etkisinin belirlenmesi

Kontrol grubu olarak bos pGFP-C1 vektorii ve SP1 asir ifade edilmis Hep3B hiicrelerinde
Hp2, e-kaderin ve vimentin primerleri kullanilarak Real-Time PCR yapildi (B6liim 3.2.5.2
ve 3.2.5.3). Real-Time PCR sonuglari GraphPad Programi kullanilarak analiz edildi ve
grafiklendirildi. Hep3B hiicrelerinde SP1 asir1 ifade edildiginde normoksik kosullarda e-

111



kaderin ifadesi yaklasik 2 kat, hipoksik kosullarda yaklasik 3 kat artmistir. Vimentin ifadesi

hem normokside hem de hipokside anlamli sekilde azalmstir.
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Sekil 4.55: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin e-kaderin ifadesinin normoksik ve
hipoksik kosullarda mRNA seviyesinde belirlenmesi.
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Sekil 4.56: Hep3B hiicre hattinda SP1 asir1 ifadesinin vimentin ifadesinin normoksik ve
hipoksik kosullarda mRNA seviyesinde belirlenmesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Uzun kodlamayan RNA (IncRNA) MIR100HG, 6zellikle hepatoselliiler karsinomda (HCC)
olmak iizere cesitli kanserlerde onemli bir gen olarak ortaya c¢ikmistir. Calismalar,
MIR100HG"nin susturulmasimin HCC hiicrelerinde hiicre canlilifini azaltabilecegini ve
apoptozu artirabilecegini ve boylece tiimor ilerlemesini engelleyebilecegini gostermistir
[47]. Bu IncRNA'nin, ¢ogalma ve apoptoz gibi hiicresel siiregleri diizenlemede 6nemli olan
miR-100, let-7a-2 ve miR-125b dahil olmak tizere gesitli mikroRNA'lar1 diizenledigi ve ayni
zamanda bu genleri intronunda tasidigr bilinmektedir [26] [112]. HCC baglaminda,
MIR100HG'nin ifade diizeyleri tiimor invazyonu ve metastaz dahil olmak iizere klinik

sonuglarla iligkilendirilmistir [113].

Bu tez kapsaminda, MIR100HG'nin asir1 ekspresyonu ve baskilanmasinin normoksik ve
hipoksik kosullardaki hiicresel etkileri, MIR100HG’nin SP1 tarafindan transkripsiyonel
aktivitesinin belirlenmesi ve MIR100HG promotorunda SP1 baglanma bolgelerinin ChIP
deneyi ile dogrulanmasi, SP1 ‘in normoksik ve hipoksik kosullarda hiicresel ve molekiiler

etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Hep3B hiicrelerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullar altinda MIR100HG ifadesinin
baskilanmasi sonrasinda hiicresel etkileri aragtirilmistir. Hep3B hiicrelerinde kalici olarak
MIR100HG ifadesinin baskilanmast mRNA seviyesinde kanitlanmigtir. MIR100HG ifadesi
baskilanmis hiicrelerde MTT testinde hiicre proliferasyonunun tiim saat dilimlerinde hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir.
MIR100HG ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinde hiicre gociiniin kontrol grubuna gore
ciziklerin hem normoksi hem de hipoksi grubunda daha yavas kapandigi gosterilmistir.
MIR100HG ifadesi baskilanmis Hep3B hiicrelerinin koloni olusturma yetenegi kontrol
grubuna hem normoksik hem de hipoksik kosullarda azalmistir. MIR100HG ifadesi
baskilanmis hiicrelerde invazyon yetenegine matrijel deneyi ile bakilmistir ve kontrol
grubuna gore hem normoksik hem de hipoksik kosullarda MIR100HG ifadesi baskilanmig
hiicrelerde invazyon yeteneginin anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir. MIR100HG
baskilanmasinin hiicresel etkilerini belirlemek amaciyla yapilan MTT, ¢izik testi, koloni
formasyon deneyi, matrijel ve flow sitometri deneyleri sonucunda birbiri ile tutarli ve

uyumlu veriler elde edilmistir.
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MIR100HG asir1 ekspresyonunun, birden fazla ¢aligmada tiimor ilerlemesi, metastaz ve kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir. MIRI100HG'™min HCC'deki rolii ¢ok yonlidir ve
mikroRNA'larla ve malignitenin agresif dogasina katkida bulunan gesitli sinyal yollariyla
etkilesimleri igerir. Arastirmalar, MIR100HG'nin normal karaciger dokularina kiyasla HCC
dokularinda yukari1 diizenlendigini gosterilmistir ve bu da kanser ilerlemesi igin bir
biyobelirte¢ olarak potansiyelini gostermektedir [47]. MIR100HG'min, ozellikle
hepatoseliiler karsinom (HCC) dahil olmak iizere kanserlerde, kritik bir diizenleyici olarak
rol oynadig1 ve diizensizliginin onkojenik islevlerle iligkili oldugu belirlenmistir; bu

diizensizlik, hiicre ¢ogalmas1 ve invazyonu gibi ¢esitli kanser siire¢lerini kolaylastirmaktadir

[30].

Hep3B hiicrelerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullarda MIR100HG asir1 ifadesinin
sonrasinda hiicresel etkileri arastirilmistir. Hep3B hiicrelerinde MIR100HG asir1 ifadesi
mRNA seviyesinde kanitlanmistir MIR100HG asir1 ifade edilmis hiicrelerde MTT testinde
hiicre proliferasyonunun tiim saat dilimlerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir. MIR100HG asir1 ifade edilmis hiicrelerde hiicre
gbcliniin, kontrol grubuna gore ¢iziklerin hem normoksi hem de hipoksi grubunda daha hizl
kapandig1 gosterilmistir. MIR100HG asir1 ifade edilmis Hep3B hiicrelerinin koloni
olusturma yetenegi kontrol grubuna gore hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir. MIR100HG asir1 ifadesi edilmis hiicrelerde invazyon
yetenegine matrijel deneyi ile bakilmistir ve kontrol grubuna gore hem normoksik hem de
hipoksik kosullarda MIR100HG agir1 ifade edilmis hiicrelerde invazyon yeteneginin anlaml
sekilde arttig1 gosterilmistir. MIR100HG asir1 ifadesinin hiicresel etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan MTT, ¢izik testi, koloni formasyon deneyi, matrijel ve flow sitometri

deneyleri sonucunda birbiri ile tutarli ve uyumlu veriler elde edilmistir.

MIR100HG"nin kanser biyolojisindeki 6nemli rolii, farkli kanserlerde yapilan ¢alismalarda
vurgulanmistir. Literatiirde, MIR100HG ‘nin Akut megakaryoblastik Losemi hiicre
hatlarinda ve hastalarda (AMKL) fazla miktarda ifade oldugu tanimlanmistir. MIR100HG
susturulmasinin  AMKL hiicre hatlarinda 16semik hiicre biiylimesini engelledigi
rapor edilmistir [32]. Kolorekteal kanserde ve bas-boyun squamaoz kanserlerde
MIR100HG nin iki baglantili miRNA’nin, miR-100 ve miR-125-b, Cetuximab ilacina
direngte artmis oldugu gosterilmistir. miR-100/125b’nin Wnt/B-catenin yolagindaki genleri
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baskiladigin1 bulmuslardir. Ayrica GATA-1 transkripsiyon faktoriini MIR100HG nin
promotoruna baglanarak ifadesini azalttigi gosterilmistir [26]. Kolorektal kanser hasta
dokularinda MIR100HG nin ifadesinin fazla oldugu ve ifadesinin arttigi durumlarda hiicre
metastazin1 arttirdigin1 gdstermislerdir. Ozellikle alt1 farkli kolorektal kanser hiicresi
kullanarak metastaz-invazyon deneyi yapmuslardir. Ayrica in vivo deney sonucunda da
MIR100HG’nin susturulmasinin farede metastaz1 azalttigini  tanimlamislardir  [29].
MIR100HG’nin hasta dokularinda ve osteosarkom hiicrelerinde ifadesinin artmis oldugu
gosterilmistir. MIR100HG nin susturulmasi sonrasinda hiicre proliferasyonunu azalttigi ve
apoptozu baslattigi bulunmustur [114]. MIR100HG’ nin Triple negatif meme kanserinde
(TNBC) protoonkogen olarak davrandigi gosterilmistir. MIR100HG nin susturulmasinin,
meme kanseri hiicrelerini azalmasina ve p27 geninin artmasinda neden oldugu anlasilmistir.
[115]. Dil skuamoz hiicreli karsinoma hiicrelerinde biyoinformatik olarak metastazdan
sorumlu genler arasinda yer almistir [116]. Larangial squamaz kanserinde MIR100HG’nin
ekspresyonunda artis tanimlanmistir. Ayrica genin overekspresyonu migrasyon ve

invazyonu artirmistir [41].

MIR100HG nin ifadesinin baskilanmasi ve hiicresel etkilerinin incelenmesi literatiirde
sinirli sayida calisilmis bir konudur. Bu tez calismasi, MIR100HG’nin susturulmasinin
kanser tedavisinde hedeflenebilecek potansiyel bir strateji olarak degerlendirilebilecegini
ortaya koymaktadir. Ozellikle, bu genin yiiksek ekspresyon seviyelerinin kétii prognozla
iliskilendirilmesi, MIR100HG’yi terapotik miidahale icin degerli bir hedef haline
getirmektedir. Tez kapsaminda yapilan deneyler, MIR100HG nin susturulmasinin
proliferasyon, gog, invazyon ve koloni olusturma gibi kanserle iligkili hiicresel siiregleri
anlaml sekilde baskiladigini gostermistir. Elde edilen sonuglar, literatiirde MIR100HG nin
tedaviye direng ve metastaz artisiyla iligkilendirildigini belirten ¢aligmalarla uyumludur. Bu
bulgular, MIRIOOHG’ nin kanser hiicrelerinin malign Ozelliklerini azaltan bir hedef
olabilecegini desteklemektedir. Tezin birinci is paketinde MIR100HG 'nin asir1 ekspresyonu
ve baskilanmasiin hiicresel etkileri {izerine yapilan deneyler, tutarli ve tamamlayici
sonuclar sunmustur. Bu durum, MIR1I00HG nin kanser biyolojisindeki kritik roliinii ve
tedavi hedefi olarak potansiyelini giiclendirmektedir. Sonu¢ olarak, MIR100HG’nin
susturulmasinin maligniteye karsi etkili bir strateji olabilecegi gosterilmistir. Gelecekteki
calismalar, bu genin molekiiler mekanizmalarinin detaylandirilmasina ve terapdtik

yaklagimlarin gelistirilmesine odaklanmalidir.
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MIR100HG promotorunun transkripsiyonel aktivitesini tespit etmek icin MIR100HG
promotor pargalart pMetLuc vektoriine klonlanmistir. MIR100HG promotorunun SP1
tarafindan regiilasyonunu tespit etmek icin MIR100HG promotor parcalari ile SP1
ekspresyon plazmiti birlikte transfekte edilmis ve sonuglar, yalnizca MIR100HG promotor
pargalarinin transfekte edildigi kontrol grubu ile karsilastirilmistir. MIR100HG promotor
pargalar1 ve SP1 birlikte transfekte edildiginde, kontrol grubuna kiyasla tiim promotor
parcalarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilmistir. MIR100HG promotoruna
SP1 transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini dogrulamak ve DNA-protein etkilesimlerini
belirlemek amaciyla ChIP deneyi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada 6ncelikle, MIR100HG
promotorundaki olas1 SP1 baglanma bolgeleri PROMO/ALGGEN programi kullanilarak
biyoinformatik analizle tespit edilmistir. ChIP primerlerinin tasarimi sirasinda, SP1
baglanma bdlgelerini icermelerine dikkat edilerek iki farkli ileri ve geri ChIP primeri dizayn
edilmistir. Hep3B hiicrelerine SP1 ekspresyon plazmiti transfekte edildikten sonra yapilan
ChIP deneyi sonucunda, MIR100HG promotoruna 6zgii ChIP primerlerinin her birinde SP1
antikoru ile immiinopresipitasyon tespit edilmistir. Bu baglanmanin &zellikle -260/+56

bolgesini igeren primerlerin hedefledigi bolgede en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

MIR100HG promotoruna SP1 transkripsiyon faktdriiniin baglandiginin ChIP deneyi ile
belirlenmesi ilk kez literatiire kazandirilmistir. SP1  transkripsiyon faktoriiniin

MIR100HG yi regiile ettigi ilk olarak bu tez ¢aligmasinda gosterilmistir.

SP1 transkripsiyon faktorii, 6zellikle gen susturulmasi ve kanser ilerlemesi baglaminda, gen
diizenlemesinde 6nemli bir rol oynar. SP1, ¢esitli genlerin GC ag¢isindan zengin promotor
bolgelerine baglanarak transkripsiyonel aktivitelerini etkileme yetenegiyle bilinir. SP1'in bu
cok yonlii rolii, 6zellikle gen susturulmasina yol acabilen DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu gibi mekanizmalar yoluyla hem gen ifadesinin aktivasyonunda hem de

baskilanmasinda yer almasiyla vurgulanmaktadir.

Hep3B hiicrelerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullarda SP1 transkripsiyon
faktoriiniin kalic1 olarak ifadesinin baskilanmasinin sonrasinda hiicresel ve molekiiler
diizeyde etkileri aragtirilmistir. Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin kalict
olarak ifadesinin baskilanmast mRNA ve protein seviyesinde kanitlanmigtir. SP1 ifadesi
baskilanmis hiicrelerde MIR100HG ekspresyon seviyesine bakilmistir ve hem normokside

hem hipokside SP1 azaldiginda MIR100HG’nin de azaldigi gosterilmistir. SP1 ifadesi
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baskilanmis hiicrelerde MTT testinde hiicre proliferasyonunun tiim saat dilimlerinde hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir. SP1 ifadesi
baskilanmis hiicrelerde hiicre gogiiniin, kontrol grubuna gére hem normoksi hem de hipoksi
grubunda daha hizli1 kapandig1 gosterilmistir. SP1 ifadesi baskilanmis hiicrelerde koloni
olusturma yetenegi kontrol grubuna goére hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
anlamli sekilde arttig1 gdsterilmistir. SP1 ifadesi baskilanmis hiicrelerde hiicresel etkilerin
belirlenmesi amaciyla yapilan MTT, cizik testi ve koloni formasyon deneyleri sonuglari

birbirleri ile pozitif korelasyon i¢indedir.

Hep3B hiicrelerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullarda SP1 transkripsiyon
faktoriiniin asir1 ifadesinin sonrasinda hiicresel ve molekiiler diizeyde etkileri aragtirtlmistir.
Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin asirt ifadesi mRNA ve protein
seviyesinde kanitlanmistir. SP1 asir1 ifade edilen hiicrelerde MIR100HG ekspresyon
seviyesine bakilmistir ve hem normokside hem hipokside SP1 ekspresyonu arttiginda
MIR100HG’nin de arttig1 gosterilmistir. SP1 asir1 ifade edilmis hiicrelerde MTT testinde
hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna gore tiim saat dilimlerinde hem normoksik hem de
hipoksik kosullarda anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir. SP1 asir1 ifade edilmis
hiicrelerde hiicre gogiiniin, kontrol grubuna gére hem normoksi hem de hipoksi grubunda
daha yavas kapandig1 gosterilmistir. SP1 agir1 ifade edilmis hiicrelerde koloni olusturma
yetenegi kontrol grubuna gore hem normoksik hem de hipoksik kosullarda anlamli sekilde
azaldig1 gosterilmistir. SP1 asir1 ifade edilmis hiicrelerde hiicresel etkilerin belirlenmesi
amaciyla yapilan MTT, cizik testi ve koloni formasyon deneyleri sonuglart birbirleri ile

pozitif korelasyon i¢indedir.

SP1'in islevinin kritik yonlerinden biri, DNA metilasyonu ile etkilesimidir. Gen
promotorlarindaki CpG adalarmin  metilasyonu, SP1 baglanmasin1 inhibe ederek
transkripsiyonel susturmaya yol agabilir. Ornegin, calismalar akciger kanseri hiicrelerinde
GST-M2 promotorunun hipermetilasyonunun SP1'in baglanmasini 6nledigini ve bunun da
gen ifadesinin azalmasina neden oldugunu gostermistir [117]. Benzer sekilde, SP1'in
CDCAS3 promotoruna baglanmasi, gastrik kanser hiicrelerinde invazyon ve metastazi tesvik
eden DNA metilasyonundan etkilenir [118]. Bu, SP1'in epigenetik modifikasyonlarin gen
ifadesi lizerindeki etkilerini aracilik etmedeki 6nemli roliinii vurgular. SP1'in kendisinin
susturulmasinin hiicresel davranis iizerinde derin etkileri oldugu gosterilmistir. Ornegin,

glioma hiicrelerinde SP1'in susturulmasi, tiimor invazyonu igin ¢ok Onemli olan matris
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metalloproteinazlarinin invazivitesinin azalmasina ve ifadesinin degismesine neden
olmustur [57]. Baska bir ¢alismada, kolorektal karsinom hiicrelerinde SP1'in susturulmasi
telomeraz aktivitesini baskilamig ve apoptozu tesvik etmistir; bu da kanser hiicresi sag
kalimmin siirdiiriilmesindeki roliinii gostermektedir [119]. Bu bulgular, SP1'in yalnizca
cesitli genlerin ifadesini diizenlemekle kalmayip ayn1 zamanda kanser hiicresi ¢ogalmasi ve
sag kaliminda da kritik bir rol oynadigmi gostermektedir. SP1 ile diger transkripsiyon
faktorleri arasindaki etkilesim, diizenleyici roliinii daha da karmasik hale getirmektedir.
Ornegin, SP1 ve p53 arasindaki etkilesimin tiimdr baskilayici genlerin ifadesini diizenledigi,
SP1'in genellikle hiicresel baglama bagli olarak transkripsiyonu artirabilen veya
engelleyebilen bir yardimci diizenleyici olarak hareket ettigi gosterilmistir [120]. Ek olarak,
SPl'in kendisinin diizenlenmesi, DNA'ya baglanma afinitesini ve transkripsiyonel
aktivitesini degistirebilen fosforilasyon ve asetilasyon gibi translasyon sonrasi

modifikasyonlardan etkilenebilir [53].

SP1'in tiimor baskilayici rolii, genellikle diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimleri ve
belirli genlerin diizenlenmesi ile iliskilidir. Ornegin, baz1 arastirmalar, SP1'in belirli tiimor
baskilayici genlerin ekspresyonunu artirabilecegini ve bu sayede tiimor gelisimini inhibe
edebilecegini gostermektedir [121] [122]. Ancak, SP1'in etkileri, hiicre tipine ve mikrogevre
kosullarma bagl olarak degisiklik gosterebilir. Ornegin, bazi kanser tiirlerinde SP1'in
susturulmasi, tiimor hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini artirabilirken, digerlerinde ise

SP1'in aktivasyonu tiimor baskilayict etkiler gosterebilir [123] [124].

SP1'in timor baskilayici rolii tizerine yapilan ¢aligsmalar, bu transkripsiyon faktoriiniin farkli
kanser tiirlerinde nasil islev gordiigiinii anlamak icin énemlidir. Ornegin, bazi arastirmalar,
SP1'in belirli mikroRNA'lar tarafindan diizenlendigini ve bu diizenlemenin kanser
hiicrelerinin biiylimesi ve invazyonu {izerinde etkili oldugunu gostermektedir [64] [125]. Bu
durum, SPl'in hem onkojenik hem de timdr baskilayici oOzellikler gosterebilecegini
desteklemektedir. Ayrica, SP1'in diger transkripsiyon faktorleriyle olan etkilesimleri, kanser

hiicrelerinin davranisini etkileyen karmasik bir ag olusturmaktadir [71] [126].

Sonug olarak, SP1l'in timdr baskilayict veya onkojenik rolii, kanser biyolojisi alaninda
onemli bir arastirma konusudur. SP1'in etkileri, hiicre tipine, mikrogcevre kosullarina ve
genetik arka plana bagli olarak degisiklik gdstermektedir. Bu tez kapsaminda SP1

transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerinde ifadesinin baskilanmasi ile hiicresel ve
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molekiiler diizeyde etkileri tespit edilmistir ve Sp’in tiimor baskilayic1 6zelligi ortaya

cikarilmistir ve literatiire katkida bulunulmustur.

SP1'in hem gen transkripsiyonunun aktivatérii hem de baskilayicist olarak ikili roli 1yi
belgelenmigstir. Onkogenlerin ekspresyonunu artirabilirken ayni anda tiimdr baskilayici
genleri baskilayabilir ve bdylece onkojenik siirece katkida bulunabilir. Ornegin, akciger
kanserinde, SP1'in TAp73y geninin promotoruna baglanarak timor olusumuyla iligkili olan
ekspresyonunu destekledigi gosterilmistir [52]. Belirli kanserler baglaminda, SP1'in asiri
ifadesi tiimor bilyiimesini tesvik eden yollarin aktivasyonu ile iliskilendirilmistir. Ornegin,
pankreas kanserinde, SP1'in hiicre dis1 matris yeniden sekillenmesinde ve timor
invazyonunda rol oynayan matris metalloproteinazlarin (MMP'ler) ifadesini diizenledigi
gosterilmistir [127]. Benzer sekilde, kolorektal kanserde, SP1 hiicre go¢iinii ve invazyonunu
kolaylastiran genlerin 6nemli bir diizenleyicisi olarak tanimlanmis ve kanser hiicrelerinin

metastatik potansiyeline katkida bulunmustur [128] [129].

Bazi durumlarda, SP1, 6zellikle erken evre tiimorlerde veya belirli uyaranlara yanit olarak
bir timor baskilayici olarak islev gorebilir. Bu ikilik, SP1'in kanser biyolojisindeki roliiniin
karmasikligint vurgular ve islevlerinin ayrintili bir sekilde anlagilmasina duyulan ihtiyacin

altin1 ¢izer.
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