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TGF-B’NIN NONO/P54NRB GEN IFADESINE ETKISININ BELIRLENMESI
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BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI
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BALIKESIR, OCAK - 2020

p54nrb/NONO, PSPC1 ve PSF/SFPQ olmak (zere memeli DBHS (Drosophila
melanogaster behavior, human splicing) protein ailesinin dyeleridir. Bu proteinler
subniikleer bolgede birlikte bulunmaktadirlar. p54nrb/NONO gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, DNA sentezi ve onarim islemleri de dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik
islemlerde yer almaktadir. Baglangigta bir RNA baglayici protein olarak tanimlanan
pS4nrb/NONO cift sarmalli DNA, tek sarmalli DNA ve RNA ile etkilesime girer ve gen
transkripsiyonu, RNA splicing ve homolog olmayan DNA wu¢ birlestirme tamir
mekanizmasinin bircok asamasinda yer alir. Gen transkripsiyonundaki, RNA islemedeki
ve DNA onarimindaki rolleri nedeniyle, p54nrb/NONO kanser ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Bu tez ¢alismasinda insan hepatoselliiler karsinom modeli Hep3B hiicre
hattinda TGF-f aracili p54nrb/NONO gen regiilasyonunun belirlenmesi amaclandi. Tez
calismasi sonucunda TGF-f sitokin uyarimi ile p54nrb/NONO ekspresyonunun mRNA ve
protein seviyesinde arttigi1 qRT-PZR ve Western Blot analizleriyle belirlendi. Bu analizlere
gore mRNA seviyesinde TGF-B sitokini uygulandiktan 48 saat sonra kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yaklasik 12 kat, protein seviyesinde TGF-f sitokini uygulandiktan 6
saat sonra yaklasik 1.7 kat artis oldugu belirlendi. Yolak inhibisyon deneyleri ile hem
MRNA hem de protein seviyesinde p54nrb/NONO geninin SMAD-bagimsiz TGF-J sinyal
yolagin1 kullandig1 gosterildi. Ayrica, TGF-f’nin p54nrb/NONO transkrpsiyonel
aktivitesini en buyuk konstrakt P1(-730/+529)’de arttirdigi belirlendi. Hep3B hiicre
hattinda TGF-f’nin SMAD-bagimsiz yoldan MAP2K1, PI3K, JNK, SMAD3 ve NFKB
sinyal yolaklarin1 kullanarak p54nrb/NONO transkripsiyonel aktivitesini diizenledigi
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: p54nrb/NONO, TGF-B, Hepatoselliiler Karsinom (HCC).

Bilim Kod / Kodlar1: 20606-20610 Sayfa Sayis1: 99



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF TGF-B ON THE EXPRESSION OF
NONO/P54 NRB GENE IN HEPATO-CELL

MSC THESIS
SALIiHA DERYA KESKIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, JANUARY - 2020

p54nrb/NONO, PSPC1 and PSF/SFPQ are members of the mammalian DBHS (Drosophila
melanogaster behavior, human splicing) protein family. These proteins coexist in the
subnuclear region. p54nrb/NONO is involved in a variety of biological processes including
regulation of gene expression, DNA synthesis and repair processes. p54nrb/NONO,
originally defined as an RNA binding protein, interacts with double-stranded DNA, single-
stranded DNA and RNA, and takes place in several stages of gene transcription, RNA
splicing and non-homologous end joining DNA repair mechanism. Due to their role in gene
transcription, RNA processing and DNA repair, p54nrb/NONO is involved in cancer
progression. In this thesis, it was aimed to determine TGF-p mediated p54nrb / NONO
gene regulation in Hep3B cell line in the human hepatocellular carcinoma model. As a
result of the thesis, it was determined that the expression of p54nrb/NONO by TGF-f
cytokine stimulation was increased at mMRNA and protein levels by qRT-PZR and Western
Blot analyzes, respectively. According to these analyzes, it was determined that there was
a 12-fold increase in the level of MRNA compared to the control group 48 hours after the
TGF-B cytokine treatment, and a 1.7-fold increase in the protein level 6 hours after the
TGF-B cytokine was added. Pathway inhibition experiments demonstrated that the
p54nrb/NONO gene uses the SMAD-independent TGF-f signaling pathway at both the
MRNA and protein levels. In addition, it was determined that TGF-B increased
p54nrb/NONO transcriptional activity for the largest construct P1 (-730/+529). It was
determined that TGF-B regulates p54nrb/NONO transcriptional activity by using
MAP2K1, PI3K, JNK, SMAD3 and NFkB signaling pathways from the SMAD-
independent pathway in the Hep3B cell line.

KEYWORDS: p54nrb/NONO, TGF-B, Hepatocellular carcinoma (HCC).
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1. GIRIS

Karaciger kanseri, diinya ¢apinda en sik teshis edilen kanserlerden biridir. Yapilan
caligmalara ragmen, bu tiimdrler siklikla ileri evrede saptanmakta ve karaciger kanserini
diinya capinda en oliimcil tgiincii kanser haline getirmektedir [1]. En 6nemli primer
karaciger kanseri tiirleri hepatoselluler karsinom (HCC) ve intrahepatik kolanjiokarsinom
(ICC) 'dir. HCC siklikla kronik alkol kullanimi, viral hepatit veya alkolsiiz steatohepatitin
neden oldugu kronik karaciger hastaligidir [2, 3]. HCC'nin baslamasi ve ilerlemesinin ¢ok
sayida gen igeren genetik mutasyonlarin birikmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir
[4].

HCC tedavisi ile ilgili &nemli bir konu kemo-direngtir: ilerlemis hepatoseliiler karsinomali
hastalar igin etkili bir konvansiyonel sistemik kemoterapi yoktur, bu zamana kadar kot
prognoz ile sonuglanmistir [5]. Nukleer Zenginlestirilmis Bol Transkript 1 (NEAT1),
nikleer paraspeckles'te lokalize oldugu, ¢esitli kanser tiirlerinde kemo-direnci arttirdig
gosterilmistir [6]. Paraspeck'larin kritik bir bilesenini temsil eden NEAT1 ile paraspeckle
proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonunun HCC'de diizenlenmis olup olmadigi merak
edilmis ve gesitli analizler sonucuda PSPC1, NONO ve RBM14 ekspresyonu sonucu
transkriptlerin ifadesinin HCC'de 6nemli olglide arttigin1 ve (¢ paraspeckle proteininin

hepsinin transkript varyantlari i¢in zayif prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir [6].

HCC'ye potansiyel olarak dahil olan genler, 17p13.1 kromozomu Uzerindeki p53 genini
icerir [7-9]. HCC'nin gelisimi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, farklilasma, motilite, soy
ozgiilliigii ve normal kok hiicre homeostazinda kritik bir rol oynayan TGF-f sinyal
yolundaki degisiklikler ile de iligkilidir [10]. TGF-B sinyali, hedef gen ekspresyonunu
aktive etmek veya baskilamak ic¢in transkripsiyon faktorleri ve koaktivatorler veya
korepresorler ile isbirligi yapar. Hiicresel icerige bagl olarak, TGF-f sinyalinin HCC'de
Gift roli vardir. p53 saglam oldugunda tiimorijenezin erken evrelerinde, TGF-f sinyalleri,
esas olarak hiicre dongiisii durmasi ve apoptozda yer alan genlerin ekspresyonunu uyaran
timor baskilayict roliinii Ustlenir. Tiimor ilerlemesinin sonraki asamalarinda veya p53
mutasyona ugradiginda, TGF-B sinyali, hiicre dongiisii durmasi ve apoptotik genlerin
ekspresyonunda bir azalma ve epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) ile iliskili genlerin
ekspresyonunda bir artig ile timor tesvik edici hale gelir [11] . HCC'nin temel etken
genlerinin ve kullandig1r sinyal yolaklarinin belirlenmesi, erken teshis ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde kritik 6neme sahiptir.



1.1 Sitokinler

Sitokinler, hiicreler tarafindan serbest birakilan kiiclik salgilanmis proteinlerdir, hiicreler
arasindaki etkilesimler ve iletisim iizerinde belirli bir etkiye sahiptir. Sitokin en sik
kullanilan adidir; diger adlar1 arasinda lenfokin (lenfositler tarafindan tiretilen sitokinler),
monokin (monositler tarafindan iiretilen sitokinler), kemokin (kemotaktik etkinlige sahip
sitokinler) ve interlokin (bir 16kosit tarafindan iiretilen ve diger 16kositler iizerinde tesirli
sitokinler) bulunur. Calismalar sonucunda yedi adet sitokin reseptorii ailesi kesfedilmistir:
G-protein bagl reseptorler, transforme edici biiyiime faktorii f (TGF-B) reseptorleri, Tip |
sitokin reseptorleri, Tip Il sitokin reseptdrleri, immunoglobulin stiper ailesi reseptorleri,
timor nekroz faktorii (TNF) reseptorleri ve yakin zamanda tanimlanan IL-17 reseptorleri
[12].

Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere (otokrin etki), yakindaki hiicrelere (parakrin
etki) veya bazi durumlarda uzak hiicrelere (endokrin etki) etki edebilir [13]. Sitokin agini
tanimlamak i¢in en uygun terim "pleiotropik" tir: sitokinler hiicre ¢cogalmasi, kemotaksis,
farklilagsma, iltithaplanma, patojenlerin ortadan kaldirilmasi ve hiicre oliimii gibi ¢esitli
baglamlarda biyolojik sonuglari tetikleyen, siklikla ortiisen hiicre tipleri tarafindan iiretilir
ve caligir [14]. Sitokinler, immin sistemin gelisiminde, konak savunmasinda ve timor
immiinolojisinde karmasik rol oynamaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde sitokin

kaynakli immiinoterapinin gelistirilmesi oldukca 6nemlidir.

1.1.1 Transforme edici buyime faktori-p (TGF-p)

Transforme edici biylme faktori- (TGF-p), embriyonik gelisim, hiicresel homeostazin
korunmasi, anjiyogenez ve bagisiklik diizenleme gibi baglamsal bir tarzda genis bir
biyolojik silire¢ aralifina aracilik eden veya diizenleyen, yaygin olarak ifade edilen
pleiotropik [15] bir sitokindir [16]. Hiicresel homeostazin korunmasinda yaygin ve merkezi
roliiyle tutarli olarak, TGF-f sinyalinin inhibisyonu, normal homeostatik stireclerin ve daha
sonra karsinojenezin bozulmasiyla sonuglanir, bu ylzden TGF-f sitokini bir timor
baskilayici olarak tanimlanir. Bununla birlikte, karsinogenez baslatildiginda, TGF-f sinyal
yolu, kanser olusumunu ilerletmek igin islev goriir. Kanser baslangici ve ilerlemesi
sirasinda TGF-B sinyal yolunun bu iki-islevli fonksiyonunu, hem ayni yolun bu farkli
etkileri nasil etkiledigini hem de terap6tik amaglar i¢in bu yolun nasil hedeflendigini ayirt

etmek karmagiktir [16].



1.1.2 TGF-p Super Ailesi

1.1.2.1 TGF-p Siiper Ailesi Yapisal Ozellikleri

TGF-p ailesinin ¢esitli iiyeleri, baslangicta, bir amino-terminal sinyal dizisine ve degisen
boyutta bir pro-domaine sahip daha buyuk oncti molekiller olarak sentezlenir. Bu 6nci
protein genellikle 110-140 amino asitlik olgun karboksi terminal segmenti salinmasi i¢in
bir dibazik veya RXXR bolgesinden kirilir. Aktif sinyal molekiilii, bu karboksi terminalinin
hetero veya homodimerlerinden olusur [17]. Bu kompleksin proteoliz veya diisiik pH ile
aktivasyonu, TGF- alt sinifi molekiillerin aktivitesi i¢in 6nemli bir fizyolojik diizenleyici
olabilir.

Olgun bolge ¢ok fazla korunmustur. Olgun bolgedeki yedi sistein rezidisu, aile Gyelerinin
neredeyse degismezidir. TGF-B2'nin yakin zamandaki kristalografi g¢alismalari, bu
sisteinlerin altisinin sistin diiglimii adi1 verilen sert bir yapi1 olusturmak icin grup
olusturdugunu gostermistir [18, 19]. Digiim, iki disiilfit bagiyla bir arada tutulan sekiz
iiyeli bir halkadan ve halkanin ortasindan gecen {igiincii bir disiilfit bagindan olusur. Her
monomerdeki bir sistein rezidusu, iki monomeri bir dimere baglayan ek bir distilfit bag
olusturur. Bu sisteinler GDF-3 ve GDF-9 olarak adlandirilan iki TGF-B ailesi tiyesinde
eksiktir. Bu disiilfiir baginin yoklugunda dimer olusumunu tesvik edebilen iki monomer alt
birimi arasinda birgok hidrofobik baglant1 vardir. Dimerin genel yapisi sasirtici bir sekilde
aciktir ve merkezinde birka¢ su molekiilii igerir [19]. Amino-terminal bolgesi hem uzunluk
hem de sekans bakimindan biiylik 6l¢iide degisir. Bu bolge, TGF-B2'de, monomerin geri
kalanina ek bir disiilfit kopriisii ile baglanan bir helezon olusturur. Bu koprii, ailenin diger

iiyelerinin ¢ogunda eksiktir ve karsilik gelen amino-terminal uzantisinin yapisi

bilinmemektedir [20].

TGF-B1, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmede TGF-p2'den 100 kat daha
guclidar [21]. Kristalografi ¢alismalari, TGF-B siiper ailesinin tiyeleri ile sinir biiyiime
faktori (NGF) Gyeleri ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) iiyeleri arasinda
beklenmeyen bir benzerlik oldugu ortaya konulmustur [22]. NGF ve PDGF monomerleri,
TGF-B ile <% 10 amino asit dizisi benzerligi gosterir. Bununla birlikte, bu faktorlerin tumi
sistein diiglimii motifini igerir ve monomerlerin ¢ekirdeklerinin ii¢ boyutlu yapilan
neredeyse aynidir. Bu benzerlikler, her {i¢ biliylime faktorii ailesinin de ortak bir atadan
geldigini gostermektedir. Bu ata, denatiirasyon ve pH'in asir1 uglarina karsi ozellikle

direncli olabilir, bu da cesitli hiicre dis1 ortamlarda hayatta kalabilecek diger sinyal
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molekiillerinin daha sonra ¢esitlendirilmesi icin uygun bir temel saglar. Ilging bir sekilde,
monomer alt birimleri arasindaki etkilesimler, alt birimlerin farkli yiizleri, farkli
yonelimleri ve farkli simetri eksenlerini igeren TGF- B, NGF ve PDGF'nin aktif
sinyallesme dimerleri tamamen farklidir [22]. Bu farkliliklar, TGF-B, NGF ve PDGF
ailelerinin reseptor etkilesimlerinin (ve muhtemelen fonksiyonlarinin) ayr1 ayr1 gelistigini
gostermektedir. Bu nedenle, sistin diigiimii siiper-ailesindeki ortak {iyeliklerine ragmen,

gruplar1 ayri olarak diistinmek hala faydalidir [22].

1.1.2.2 TGF-B Siiper Ailesi Uyeleri

1.1.2.2.1 TGF-g Alt Ailesi

TGF-B 1'e, TGF-p siiper ailesinin diger iiyelerinden ¢ok daha benzer olan en az dort gen
bulunmustur. Bu molekiiller baslangicta TGF-B2, -B3, -4 ve -5 olarak adlandirilmistir,
ancak bu genler farkli tiirdeki organizmalarda bulunmaktadir [23]. TGF-B molekiillerinin

cogu, farkli organizmalarda niteliksel olarak benzer aktivitelere sahiptir [17].

1.1.2.2.2 Activin Alt Ailesi

Aktivinler, A veya B (ayni1 zamanda inhibin f A (Inh B A) ve inhibe B B (Inh 8 B)) olarak
da adlandirilan iki alt birimin homo- veya heterodimerleridir. Bu alt birimler, TGF- 8 siiper
ailesinin diger iiyelerine nazaran birbirleriyle ¢ok daha yakindan iliskilidir. A ve B alt
birimleri, inhibin a (Inha) ad1 verilen bagka bir alt birim ile dimerler olusturabilir. Bu alt
birim ¢ok daha uzak bir sekilde iliskilidir ve herhangi bir alt gruba ait degildir. Inhibinler
ve aktivinler bircok sistem (zerinde ters biyolojik etkiye sahiptir. Farkli ortaklarla
dimerlesmenin TGF- aile tliyelerinin faaliyetlerini bilytlik 6l¢iide nasil degistirebilecegine

dair drnektirler [24].

1.1.2.2.3 Decapentaplegic (dpp) Alt Ailesi

Drosophila decapentaplegic (dpp) geni, Drosophila'nin gelisiminin birkag¢ farkli
asamasinda 6nemli bir rol oynar. DPP geninin iki memeli homologu, cilt altina veya kaslara
implante edildiginde ektopik kemik ve kikirdak olusumunu indiikleyebilecek faktorlerin
saflastirilmasi sirasinda bulundu [25]. Memeli faktorleri (kemik morfogenetik proteinleri
2 ve 4 (BMP2 ve BMP4)), molekiiliin olgun sinyallesme bolgesinde birbirlerine % -90,
DPP'ye % 75 oraninda 6zdestir. Sinek ve memeli genleri arasindaki benzerlik fonksiyonel

seviyeye kadar uzanir. iInsan BMP4 dizileri, Drosophila'daki DPP mutasyonlarinin neden



oldugu dorsoventral eksen kusurlarini kurtarabilir [26]. Tersine, DPP proteininin

saflastirilmis implantlari, memelilerde kemik ve kikirdak meydana getirebilir [26].

1.1.2.2.4 60A Alt Ailesi

Bu grup, tek bir Drosophila geni ve kemik formasyonu olusumuna neden olan aktiviteye
sahip bir dizi memeli homologu igerir. Drosophila geni, sineklerde TGF-f homologlari i¢in
yapilan spesifik bir arastirmada izole edilmistir [27]. Kromozomal harita konumundan sonra
60A olarak adlandirilmistir, ancak normal islevi heniiz bilinmemektedir. Bu alt grubun dort
memeli lyesi ya kemikle indiiklenen materyalin yiiksek oranda saflastirilmis preparatlarinda
kesfedildi ya da ailenin diger iiyelerine homolojisi ile izole edildi: BMP5 [28], Vgr-1 veya
BMP6 [29] [28] ,BMP7 veya osteojenik protein 1 (OP-1) [28] [30]; ve osteojenik protein 2
(OP-2) veya BMP8 [31].

1.1.2.2.5 DVR Grubu
DPP ve 60A alt gruplari, TGF- B ya da aktivinlerden daha yakindan iliskilidir ve DVR olarak
adlandirilan daha biiyiikk bir molekiil koleksiyonunun parcasi olarak sik sik birlikte

gruplandirilmistir (DPP ve Vgl iligkili) [32].

Growth differentiation factor 1 (Biiyiime farklilasma faktérii 1) GDF-1, TGF-B siiper
ailesinin ek memeli {iyeleri i¢in yapilan bir ¢alisma sonucu sirasinda izole edimistir.
Oncelikle sinir sisteminde ifade edilir ve siradis1 bir bisistronik mesajla kodlanir [33]. GDF-
1 transkriptindeki biiytik ve ayrik a¢ik okuma gergevesi, ¢oklu transmembran bolgelere sahip
oldugu tahmin edilen bir proteini kodlar. Bu agik okuma cercevesi, fareler ve insanlar
arasinda biiyiik olglide korunmustur ve hem maya hem de Caenorhabditis elegans'ta

homologlari rapor edilmistir [34, 35].

GDF-3/Vgr-2 DVR grubunun bu iiyesi diger aile iiyelerine homolojisi ile de izole edildi.
Vor ile iliskili gen 2 (Vgr2) veya biiyiime farklilasma faktoru 3 (GDF-3) olarak bagimsiz bir
sekilde izole eden iki grup tarafindan adlandirilmistir [36, 37]. DVR ailesinde Onceden
bilinen dizi gruplarindan herhangi birine agik¢a atanamamasina ragmen, en ¢ok Vgr-1,
BMP2, BMP6 ve GDF-1 ile benzerlik gostermektedir. GDF-3/Vgr-2 protein urtinii,  TGF-
B st ailesindeki normalde olgun bdlgede bulunan yedi sistein rezidusinden birini
bulundurmayan molekullerden biridir. Eksik sistein rezidlsi normalde iki monomer alt

birimini bir dimere baglayan zincirler arasi distilfit bagini1 olugturmaktadir. Bu baglantinin
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normal dimer olusumu igin gerekli olup olmadigi da agik degildir. GDF-3/Vgr-2 geni,
embriyonik gelisim sirasinda iskelet dokusunun ossifiye edilmesinde [36] ve yetiskinlerde

timus, dalak, kemik iligi ve adipoz dokusunda ifade edilir [37].

Dorsalin A gelismekte olan chick sinir sisteminde ifade edilen TGF-$ ailesi Uyelerini
arastirmak i¢in yapilan ¢alismada gelismekte olan ndral tupunin dorsal tarafinda ifade edilen
bir molekiil olarak tanimladi [20]. Bu molekul, dorsovental eksen boyunca noral olusumda
onemli bir rol oynadigin1 gosteren iki in vitro aktiviteye sahiptir. Noral kret hiicrelerinin
biliylimesini arttirir (normalde noral tlipiin dorsal tarafindan go¢ eder) ve motor néron
hiicrelerinin olusumunu engeller (normalde omuriligin sadece ventral tarafinda bulunurlar).
Sinir sistemi digindaki olasi rolleri heniiz agiklanmamistir, ancak BMP molekdlleri gibi,

dorsalin, kemik iligi hiicre hatlar1 tarafindan alkalin fosfataz tiretimini uyaracaktir [38].

Nodal gen, farelerde erken bir embriyonik olddrici fenotipe neden olan bir retroviral
insersiyon bolgesinde tanimlanmistir [39]. Genin Ongoérulen Grind, DVR ve activin alt
gruplar1 ile yaklasik olarak aynmidir ve DVR smifinin smirlarinin tanimlanmasindaki

zorluklara iyi bir 6rnek teskil eder [39].

1.1.2.2.6 lraksak Genler

Miillerian inhibe edici madde (MIS) ve Inha alt birimi, TGF-p stiper ailesindeki diger tiyeler
ile uzaktan iliskilidir [17]. Yakin zamanda iki ek 1raksak aile tiyesi bulundu. GDF'9 geni,
ilave aile tiyelerini saptamak igin yapilan PZR ile izole edildi [37]. GDF3/Vgr2 geni gibi,
onun 6ngorilen protein Urini de monomerleri bir dimer icine kovalent olarak baglamasi
ongorulen sistein rezidiisinden yoksundur. Genin transkriptleri sadece yetiskin hayvanlarin

yumurtaliklarinda ifade edilmektedir [38].

Ghal tirevli ndrotropik biyume faktori (GDNF), dopaminerjik néronlarin hayatta kalma ve
orta beyinden farklilasmasini destekleme yetenegine dayanarak izole edilmistir [40]. Faktor,
TGF-B siiper ailesinin diger iiyelerinde bulunan yedi diizenli aralikli sistein modelini
paylasir, ancak ailenin diger liyeleriyle <% 25 amino asit benzerligi vardir. Orta beyin
dopaminerjik noronlar, Parkinson hastaliginda kaybedilen baslica noéron smifidir.
Dopaminerjik noronlarin klinik dnemi muhtemelen bu faktériin in vitro ve in vivo etkileri

lizerine gelecekteki arastirmalarin ¢ogunu tesvik edecektir [38].



1.1.3 TGF -p Ligandlar: ve Reseptorleri

TGF-p sitokin ailesi, alt1 konvansiyonel sistein rezidusi ile karakterize edilir, insanda 42,
sineklerde 9, kurtcuklarda 6 acik okuma cercevesi kodlanir [41]. Iki alt aile icerir, TGF-
B/Activin/Nodal alt ailesi ve BMP (kemik morfogenetik proteini)/GDF (buyume ve
farklilagsma faktorii) / MIS (Mdllerian inhibe edici madde) alt ailesi, sekans benzerligi ve

aktive ettikleri spesifik sinyal yollar1 ile tanimlanmaktadirlar [42].

Her ne kadar ¢esitli TGF- ligandlar1 olduke¢a farkl hiicresel tepkiler ortaya ¢ikarsalar da,
hepsi ortak bir dizi ve yapisal 6zelliklere sahiptir. Bir TGF-f sitokinin aktif formu, ¢ogu
durumda bir alt-birim disulfit képrasu ile daha da guclendirilen hidrofobik etkilesimlerle
stabilize edilmis bir dimerdir. Her bir monomer, "sistein diigiimii" olarak bilinen siki bir yap1
olusturan ii¢ korunmus distlfir bag ile Kkilitlenmis birkag uzatilmis tel icerir [43].
Ligandlarin dimerik diizenlemesi, iki tip I ve iki tip II reseptorlii bir kompleksin olusumunu
Onerir. Reseptorlere ligand erisimi, kolektif olarak ligand tuzaklar olarak bilinen genis bir
protein ailesi tarafindan diizenlenir. Noggin-BMP7 kompleksinin kristal yapis1 ligand tuzagi
Noggin'in, tip I ve tip I BMP reseptorleri ile etkilesime girmesi i¢in gerekli yiizeyleri bloke
ederek BMP7'yi inhibe ettigini ortaya koymaktadir [44]. Insan genomundaki reseptor
serin/treonin kinaz ailesi, TGF-f sinyallemesine ayrilmig 12 {iyeden (7 tip I ve 5 tip II
reseptor) olusur [30]. Reseptor serin/treonin kinazlarin her iki tipi, sirayla bir N-terminal
hiicre dis1 ligand baglanma domaini, bir transmembran bdlge ve bir C-terminal serin/treonin
kinaz domaini halinde diizenlenmis yaklasik 500 amino asitten olusur. Tip | BMP
reseptoriiniin hiicre dis1 ligand baglanma alaninin genel yapilar1 [45] ve ayrica Activin igin
tip 11 reseptorleri [46] ve TGF-B [47], benzer bir i¢ parmak toksin katlama sergilerler, her
parmak bir cift anti-paralel B seridinden olusur. Tip | reseptorler, N-terminal kinaz
domaininde GS alani ad1 verilen karakteristik bir SGSGSG sekansi igerir. Tip | reseptorinin
aktivasyonu, GS alaninin tip II reseptorii tarafindan fosforilasyonunu igerir; bu nedenle aktif

bir reseptor sinyal kompleksi, ligand'a bagl her iki reseptor tipini de igerir [42].

1.1.3.1 Reseptorlere Ligand Baglanma Mekanizmasi

Biri BMP alt ailesinin iiyeleri ve digeri TGF-B ve Activinler tarafindan temsil edilen, ligand-
reseptor etkilesiminin iki farkli modu vardir. BMP2 ve -4 gibi BMP ligandlari, tip I BMP
reseptorlerinin hiicre dig1 ligand baglama alanlari i¢in yiiksek bir afinite ve tip II reseptorleri
icin diistik bir afinite sergiler. Tip | reseptor-ligand kompleksi, tip 1l reseptoru icin daha

yiiksek bir baglanma afinitesine sahiptir [45]. Bu etkilesimler agirlikli olarak hidrofobiktir,
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BMPR-IA Phe85'in kilit bir rolii vardir. Phe85, ALK harig tim tip | reseptorlerinde benzer
bir rezidu ile korunur, dimerik BMP2'de hidrofobik cebi olusturan tiim rezidiler, diger tiim
TGF-B ligandlarinda da biiyiik 6l¢lide korunmustur. Bu, hidrofobik cep baglanmasinin,
TGF-B ligandlar1 ve tip I reseptorleri arasindaki etkilesimler igin gerekli oldugunu
gOstermektedir [45].

BMP'lerin aksine, TGF-B ve Activin tip II reseptorleri igin yiliksek afinite gosterir ve izole
tip | reseptorleri ile etkilesime girmez [ 4 8] . Bu durumda, ligand ilk 6nce tip Il
reseptoriiniin ektodomainine siki bir sekilde baglanir; bu baglanma, tip I reseptoriiniin alt
kiime eklemesini saglar, ligand dimer ve dort reseptor molekiilii iceren biiyiik bir ligand
reseptor kompleksi olusturur [49]. Her ne kadar tip I reseptorleri ve bunlarla iliskili ligandlar
arasindaki etkilesimler tiim TGF-f ailesi iiyeleri i¢in korunmus gibi goriinse de, tip II
reseptorlerinin farkl alt gruplar1 ve ligandlar1 arasindaki bag i¢in 6nemli farkliliklar vardir
[49, 50]. Activin tip II reseptorii, genis bir 6zgilliige sahiptir ve hem Activin hem de
BMP ligandlarina baglanabilir. TRII ile karsilastirildiginda, Activin tip II reseptoriiniin
(ActRII) ektodomaini, BMP7 [51] veya Activin A ile birlikte kristal yapisinda belgelendigi
gibi oldukga farkli bir ligand baglama epitopu igerir [52]. Dizi analizi, MIS ve AMHR-II'nin,
tip II reseptorlerine ligand baglanmasindaki karmasikligi daha da vurgulayan {iciincii bir
essiz baglama ara yiiziinii olusturdugunu gostermektedir. Bu gozlemler, reseptér kompleksi
diizeneginin farkli modlarini tanimlamakta ve tip 1l reseptorlerinin reseptor sinyal kompleksi
diizenegi ig¢in spesifikligin belirlenmesinde daha oOnemli bir rol oynadig1 fikrini

desteklemektedir [42].

Allosterik modelde, ligandin tip II reseptoriine baglanmasi, ligandin tip I reseptorii igin
baglanma epitopunun ac¢iga ¢ikmasina neden olan bir konformasyonel degisikligi
indiiklemek i¢in gereklidir. Bu modele gore, TRIl'ye bagli TGF-B3, biiylik bir

konformasyonel degisim gecirmektedir [49].

Kooperatif (isbirlik¢i) modelde, tip | reseptdriinin ektodomaini, tip 1l reseptor-ligand
kompleksinin olusumuna dayanan bir yiizey ile etkilesime girmektedir [49]. Bununla
birlikte, ActRII-BMP7'nin yapisi, BMPRIA-BMP2 kompleksi ile birlikte [45], BMP7-
ActRIIm BMPRIA kompleksi i¢in bir modelin molekiiler yapisina izin vermektedir [51]. Bu
modelde, tip I ve tip Il reseptorlerinin ektodomainleri dogrudan temas etmez; ancak bu iKi

reseptor, BMP7 ligandina kooperatif olarak baglanir. Bu yiizden, bu isbirlikgilik
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muhtemelen allosterik bir etkiden kaynaklanmaktadir [51].

1.14 TGF-p Sinyalisazyonu

1.141 R-SMAD-Bagimh Sinyal Yolag

R-SMAD'ler, karboksi terminal fosforilasyonu ile reseptor aracili aktivasyon iizerine
¢ekirdege go¢ eden ve transkripsiyon faktorleri olarak islev goren, yaklasik 50 kDa
bilyiikliigiinde proteinlerdir. Iki R-SMAD grubu, yapisal ve fonksiyonel homolojiye
dayanarak ayirt edilebilir: bir grup SMADI, SMADS ve SMAD9'dan (SMADS olarak da
bilinir) ve bir grup SMAD2 ve SMAD3'den olusur [53]. Reseptor tip | aktivasyonu
uzerinden, bu R-SMAD'ler, C-terminal SXS motiflerindeki iki serin aminoasitlerinden
dogrudan fosforile edilir. Spesifik ALK'lar spesifik SMAD'leri fosforile eder: ALK1, 2, 3 ve
6, SMADI, 5 ve 9’u fosforile ederken, ALK4, 5 ve 7, SMAD2 ve SMAD?3"ii fosforile eder.
Bu fosforilasyon, R-SMAD'lerin SMAD4 ile komplekslesmesini kolaylastirir. Bu kompleks
niikleer giris ve birikimi tesvik eder. Cekirdegin icinde, bu SMAD kompleksi, diisiik afiniteli
olmasina ragmen dogrudan DNA'ya baglanir ve DNA ile yiiksek afiniteli etkilesimler i¢in
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglar. SMAD komplekslerinin DNA'ya
baglandig1 yer, DNA dizisinde bulunan karakteristik SMAD baglayici motiflere baglidir,
SMAD3/4 ve SMADI1/5/9 komplekslerine gore farklilik gosterir (6rnegin SMAD2/3/4
kompleksi icin GTCTAGAC [54] ve SMAD1/5/9/4 kompleksi icin GCCGCGC’dir) [55].
Ayrica, SMADIar ve DNA arasindaki baglant1 ana diizenleyici transkripsiyon faktorlerin
varligi ile diizenlenir [56]. Ana diizenleyiciler dokuya gore degisir ve kondrosit fenotipinin
onemli bir ana diizenleyicisi, 6rnegin kollajen tip II promotorunda SMAD3/4 ile yakindan
etkilesime giren SRY-box9'dur (SOX9) [57]. R-SMAD sinyallemesinin iki énemli hedef
geni, inhibitor-SMAD'lardir (I-SMAD): SMAD6 ve SMAD?7 [58, 59]. Bu I-SMAD'ler, R-
SMAD DNA baglanmasini inhibe eder, SMAD4 ve R-SMAD'ler arasinda kompleks
olusumunu inhibe eder, C-terminal R-SMAD fosforilasyonunu inhibe eder, reseptor
fosforilasyonunu ve bozulmasini indiikler. Boylece R-SMAD sinyalinin inhibittrleri olarak
gbrev yapmis olurlar. Bu sekilde, SMADG6 baskin olarak SMAD1/5/9'u baskilar ve SMAD7
baskin olarak SMAD2/3 sinyallesmesini baskilar. Her iki I-SMAD, hicrelere R-SMAD
sinyalini etkisiz hale getirmek i¢in 6nemli bir negatif geri-besleme (feedback) mekanizmasi
saglar [60].



1.1.4.2 SMAD-Bagimsiz Sinyal Yolag

TGF-B ailesi iiyeleri R-SMAD'dan bagimsiz yollar1 da aktive edebilir. TGF-f ile aktive olan
kinaz 1 (TAK1) ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz 1 ve 2 (ERK1/2, MAPK3/1 olarak
da bilinir) mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklari iizerinden sinyal verir. Bu
yollar TGF-B ailesi sinyalleri igin 6zel degildir, diger bir¢ok biiylime faktorii ve sitokinlerin
de onemli sinyal aracidir. MAPK'lerin TGF ailesi iiyeleri tarafindan aktivasyonunda,
reseptor aktivitesini yolak aktivasyonuna koprilemek icin adaptor proteinlere ihtiyag vardir.
Ornegin ERK aktivasyonu i¢in SHC adaptor protein 1 (SHC1) e [61] ve TAK1 aktivasyonu
icin tumor nekrozis faktor (TNF) reseptor iliskili faktor 6 (TRAF6)’ya ihtiyag vardir [62,
63]. Reseptor aracili SHC1 fosforilasyonu, GRB2/SOS, RAS, RAF ve MAP2K1 iizerinden
bir MAPK sinyal kaskadii tetikler, bu da ERK1/2'nin aktivasyonuna neden olur [61].
TRAFG6 farkl: sekilde aktive edilir: reseptor tip I/ tip I kompleks olusumu iizerine, TRAF6
oligomerizasyonu ve otomatik ubikiitinlesme olur. Poli- ubikiitinlesme yoluyla TAKI1 ve
TGF-p ile aktive olan kinaz 1/MAP3K7 baglayici protein 1 (TAB1) arasinda kompleks
olusumunun tetiklenmesi, TAKI1 otofosforilasyonunu ve aktiflesmesini saglar [63].
Alternatif olarak, TAK1, BMP (ve TGF-B) reseptorleri ile etkileserek stabilize edilen E3
ubikutin-protein ligaz XIAP (TAB1 ile kompleks halinde) ile aktive edilebilir [64, 65].
Nihayetinde, MAPK sinyalinin TGF-f ailesi tiyeleri tarafindan aktivasyonu, Jun proto-
onkojen (c-JUN), MYC proto-onkojen (c-MYC) gibi transkripsiyon faktorlerini module
ederek dogrudan gen ekspresyonunu diizenleyen JNK ve p38 kinazlarinin aktivasyonuyla

sonuglanir [66].

1.1.5 TGF-p’min Tiimordeki Rolii

TGF-p ¢esitli timorlerde asir1 eksprese edilir ve sinyal yolu tiimérlerde dnemli bir rol oynar
[67]. TGF-B tiimor olusumunda gesitli fonksiyonlari kontrol eder ve hem tiimor baskilayict
hem de aktivator olarak gorev yapar. Tiimor biiylimesinin erken evresinde, baskilayici olarak
TGF-B, hiicre proliferasyonunu inhibe etmek i¢in hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden
olan ve hiicre apoptozunu etkileyen siklin bagimli kinaz (CDK) baski faktorlerinin ifadesini
indiikleyebilir. Tersine, ilerlemis tiimorde, aktiflestirici olarak TGF-siklin ve antitimor

immiin tepkilerini bloke ederek tiimor biiyiimesini, istilasin1 ve metastazi destekler [68].

1.1.5.1 Tumor Baskilayier Olarak TGF-$
TGF-p birgok erken evredeki tiimdrde tiimor baskilayici rol oynar ve hiicre proliferasyonunu

ve apoptozu dizenler [69]. G1 faz hiicre dongiisii durmasini tesvik ederek hiicre biiylimesini
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inhibe etmek icin sitostatik genleri aktive edebilir. Ornegin, TGF-B, pl5ink4b veya p21
ekspresyonunu indlkleyerek siklin kompleksi proteinlerini inhibe eder [70]. Baska bir
calisma NFAT'm bir transkripsiyon faktorii oldugunu ve ilerleyici etkilere neden olan
timori baskilayabilecegini gostermektedir. TGF-B sinyal yolu, NFAT fosforilasyonu ve
¢ekirdege translokasyonla sonuglanacak sekilde hiicre bolinme donglsunu aktive eder.
Sonra NFAT, CDK2, CDK4 ve siklin E gibi bazi elementleri diizenleyerek timor gelisimini
tesvik etmek icin Smad? ile etkilesime girer [71]. Ek olarak, TGF-B, TGF-f indiiklenebilir
erken yanit geni, 6liim-iliskili protein kinaz, inositol-5-fosfataz, GADD45[’da dahil olmak
tizere proapoptotik proteinlerin indiikksiyonuyla da baglantilidir [16, 70]. Ayrica, TGF- 'nin
Bax ve Bcl-2 arasindaki etkilesimi diizenleyebilecegi ve erken tlmorlerde kaspaz 3'Uin

efektoriinii aktive edebilecegi bulunmustur [72].

1.1.5.2 Tumor Aktivator Olarak TGF-

1.1.5.2.1 TGF-p immiin izlemeden Kagisa Neden Olur

Immunomodiilasyon ile ilgili olarak, TGF-B, immiin supresyonu diizenlemede anahtar islevi
olan pleiotropik bir sitokindir [73]. TGF-B, makrofajlari, NK (dogal 6ldiiriicii) hlicrelerini,

CD4" yardimer T hiicrelerini ve CD8™ sitotoksik T hiicrelerini dogrudan inhibe eder ve

ayrica, Thl/Th2 dengesi ile immunosupresif diizenleyici T hiicrelerini upregule eder [74-76].
TGF-B'nin asir1 ekspresyonunun, T hiicresi dislanmasini indiikleyen ve diisiik kolorektal
kanserde diisiik Thl hiicre-efektor fenotipinin alinmasini bloke eden birincil bir immdin
kacirma mekanizmasini temsil ettigi kanitlandi. TGF-B'nin basarili bir sekilde baskilanmast,
timor bagisiklik siirveyansini arttirmada faydali olacaktir, bu da metastazin azalmasi ile
sonuglanir [77, 78]. TGF-B'nin sitotoksik T lenfositlerin aracilik ettigi timor sitotoksisitesine
yanit vermek i¢in perforin, granim A, granim B, Fas ligand ve interferon ekspresyonunu

acik¢a inhibe ettigi ortaya konulmustur [79].

Chen ve arkadaglar1 (2015), TGF-f insan PC3 ve DU145 hiicrelerinde insan l6kosit antijen
siift I antijenlerinin (HLA) downregiilasyonunu indiikledigini ve sitotoksik T hiicresi
kaynakli prostat kanseri hiicrelerinin pargalanmasin1 bastirdigin1  gostermistir. HLA-I
ekspresyonunun, timoér immin tepkisinde azaldigi ve boylece, tiimor hiicrelerin immiin
slirveyanstan kagmasina neden olarak kanserin ilerlemesini tesvik ettigi belirlenmistir [80].
Bu nedenle, bu sonuglar, immunostpresif bir molekil olarak TGF-fB'nin immiin yaniti
dogrudan baskiladigini ve ileri insan tiimor hiicrelerinde énemli bir unsur oldugunu ortaya
koymustur [81].
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1.1.5.2.2 TGF-p Anjiyogenezi Tesvik Eder

Anjiyogenez, invazyon ve metastaz icin faydalidir, ¢linkii kan damarlar1 hiicrelerin
biiyiimesi i¢in gereken besinleri saglayabilir [82]. TGF-B ekspresyonu, ilerlemis timor
anjiyogenezi icin ¢ok onemlidir [83]. TSP-4, anjiyogenezde rol oynayan, hiicre disina
salgilanan matris proteinidir. Muppala ve arkadaslar1 (2017) proanjiyogenik TSP-4'lin
upregulasyonunu ve TSP-4'ln endotel hucreleri Gzerindeki segici etkilerinin kanser hicresi
cogalmasini inhibe etmesine ragmen, TGF-f’nin timor biiylimesini tesvik etmek igin
elverigli oldugunu buldular. Timor ile iliskili fibroblastlarin (TAF'ler) kompleks
etkilesimlerini gosteren veriler, meme kanserinde tiimor damarlanmasini desteklemistir.
TGF-B, perisit-endotel iligkisini artirarak tiimor anjiyogenezini arttirdigi bulunmustur [84].
Ek olarak, Hui ve arkadaslari, TGF-p/Smad sinyalini bloke etmek igin arsenik trioksit
kullandiginda anjiyogenik yeteneklerin zayifladigini, miRNA-155 ekspresyonunun arttigini
gostermislerdir, boylece TGF-B/Smad sinyalinin prostat kanserinde anti-anjiyogenezde
inhibe oldugunu bulmuslardir [85]. Bu bulgular, TGF-f'nin anjiyogenezi dogrudan
destekledigi, boylece tUmor hiicrelerini, tiimoriin sonraki agsamasinda viicuttan daha fazla

beslenmesini sagladigini ve daha sonra metastazi destekledigini gostermektedir [85].

1.1.5.2.3 TGF-p Epitelyal-Mezenkimal Gegisi Destekler

Kanser kaynakli invazyon ve epitelyal-mezenkimal gegis ile indiiklenen metastaz igin ¢ok
sayida arastirma ¢alismasi yapilmistir [86]. EMT'nin hiicre polaritesini degistirebilecegi ve
E-kaderin gibi yapigsma proteinlerini kaybedebilecegi kanitlanmistir, bdylece hiicre invazyon
ve metastatik yetenek gibi malignant dzelliklere sahip olur [87]. Cok sayida deney, TGF-
B'nin, Snaill, Slug, Zebl1/2, Twist, B-katenin ve Foxc2 gibi EMT ile iliskili transkripsiyon
faktorlerini diizenledigini gostermistir [88-91]. TGF-B yolaklarinin siki-baglanti kaybindan
ve kismi E-kaderin kaybindan ve Smad sinyallemesine dayanan mezenkimal fenotipe tam
bir E-kaderin kaybindan ve doniisiimiinden sorumlu oldugunu gésterilmistir. Ornegin, Fuxe,
Vincent ve Garcia de Herreros (2010), TGF-B ve kok hiicre arasindaki baglantinin
timorlerde EMT'ye yol agabilecegini gostermislerdir. Bu 6zellikler, TGF-B'nin gesitli ileri

timorlerde timor baskilayici roli saglayabildigini gostermektedir [92].

1.2  Paraspeckle
Paraspecklar, memeli hiicre c¢ekirdeginin interkromatin  boslugunda  bulunan
riboniikleoproteinlerdir. Bu yapilar, farklilasmis hiicrelerde belirli genlerin ekspresyonunun

kontrol edilmesini RNA'nin niikleer tutulmasiyla saglar. Cekirdek paraspeckle proteinleri
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(PSF/ SFPQ, p54nrb/NONO ve PSPC1 (paraspeckle proteini 1)), DBHS (Drosophila
melanogaster behavior, human splicing) ailesinin Gyeleridir. Bu proteinler, uzun protein
kodlamayan RNA NEAT]1 ile birlikte, paraspeckles olusturmak ve biitlinliikklerini korumak
icin birlesirler [93].

Insan NEAT1 geni, iki IncRNA izoform transkriptine, NEAT1 1 ve NEAT1 2'ye
kopyalanir. Sadece NEAT1 1 transkripti poliadenile edilmistir. Paraspeckles olusumu esas
olarak bilesen alimimin iki asamasm igerir. Ilk ise alimda, iki bol paraspeckle proteini,
p54nrb ve PSF, NEAT1 2 transkriptinin i¢ bolgesine baglamir. Ilk ise alim, PSPCI,
NEATI1 1 ve diger paraspeckle proteinlerinin (PSP'ler) ikinci ise alimlarini paraspeckles

olusturmak i¢in tetikler [94](Sekil 1.1).

| NEAT1 gen
—

/ l Transkripsiyon ve RNA igleme
- (A) |
NEAT1_1 NEAT1_2

? Birinci ige alm

(A C'E_'§P‘_3_:D

NEAT1_1 Ikinci ise ahm

Sekil 1.1: Hiicre ¢ekirdeginde paraspeckle olusumu i¢in hipotetik model [94].

Hiicre ¢ekirdegi, Ozellikle karmasik oOkaryotlarda, olduk¢a organize bir yapidir.
Kromozomlar ayrik halde bulunurlar ve gekirdekgik, kajal cisimcigi, paraspeckle ve niikleer
speckle’lar subniikleer yapiyr zenginlestirir [95]. Nukleer organizasyon, genomun
korunmasina ve gen ekspresyonunun kontroliine baglidir ve bdylece biiylimeyi, gelismeyi
ve hiicresel proliferasyonu etkiler. Dahasi, niikleer organizasyonun bozulmasi genellikle
akut promyelositik 16semi hastaliginda subniikleer promyelositik 16semi cisimciklerinin
kaybr1 gibi hastalik durumlar ile iliskilidir [96].
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Paraspeckles nispeten yeni tanimlanmis bir subniikleer yapidir. Bilinen herhangi bir
subniikleer yapinin belirteci ile direkt olarak eslesmeyen niikleer proteinin bulunmasiyla
kesfedilmiglerdir [97]. Bu yapilar paraspeckles olarak adlandirilmistir, ¢iinkii splicing
faktorlerinde zenginlestirilen niikleer speckle'larin yakininda bulunan interkromatin

alaninda gozlenmislerdir [97].

Paraspeckler, memeli ¢ekirdekleriyle sinirlidir ve transforme ve primer hiicre hatlarinda,
embriyonik fibroblastlarda, dokularda ve tumdrijenik biyopsilerde bulunurlar [98-101].
Ayni zamanda paraspeckler dinamik yapilardir; 6rnegin, paraspeckles insan embriyonik kk
hiicrelerinde yoktur, ancak farklilastiktan sonra ortaya ¢ikar [102]. Bu cisimler yaklasik 0,5—
1,0 um boyutundadir ve sayilar1 hem hiicre popiilasyonlari i¢inde hem de hiicre tipine bagh
olarak degismektedir. Ornegin; HeLa hiicrelerine her bir cekirdekte 13—17 paraspeckle
bulunurken, NIH3T3 hiicrelerinin her bir ¢ekirdeginde 5-10 adettir [98, 100, 103].

1.2.1 Nukleer Zenginlestirilmis Bol Transkript 1 (NEAT1)

Global sekans analizi ile insan ve diger memeli genomlarinin, toplam genomun <% 2'sini
olusturan 20.000-25.000 protein kodlayan gen arasinda oldugu bilinmektedir [104, 105],
(Uluslararasi Insan Genomu Siralama Konsorsiyumu, 2004); Memeli transkriptomunun son
arastirmalari, genomun c¢ogunlugunun, kodlayici olmayan RNA'lar (ncRNA'lar) olarak
adlandirilan  protein kodlama kapasitesine sahip olmayan RNA transkriptlerine
kopyalandigini ortaya ¢gikarmistir [L06-108]. Cok sayida ncRNA'nin, hem kodlayici hem de
antisens dogrultuda protein kodlayici genlerin intronlarindan ve protein kodlayici genler

arasindaki genomik bolgelerden kopyalandigi bulunmustur [109].

Genis ncRNA kategorisi, kiigiik ncRNA'lara (sncRNA'lar) ve uzun ncRNA'lara
(IncRNA'lar> 200 bp) boliinerek uzunluga gore siniflandirilmistir. Her ne kadar farkli
sncRNA siniflarinin (6rnegin, mikroRNA'lar, siRNA'lar, piwi-etkilesimli RNA'larin) rolleri
ve kimlikleri, 6nemli ¢aligsmalar nedeniyle iyi anlasilsa da, hiicrede IncRNA'larin ¢esitli

fonksiyonlari bityiik 6l¢tide bilinmemektedir [110-113].
LncRNA'larin giincel ¢caligmalari, IncRNA'larin hiicresel fonksiyonlarinin, gen ekspresyonu

diizenleme, protein komplekslerinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi ve alt hiicre mimarisi gibi

cesitli biyolojik islemlere dahil oldugunu ortaya ¢ikarmistir [109, 110, 114, 115]. Dahasi,
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arastirmalar da IncRNA'larin 6nemli fizyolojik ve patolojik rollere sahip oldugu

gosterilmistir [109].

Tanimlanan IncRNA'larin ¢ogunun, RNA polimeraz II ile kopyalandig1 ortaya ¢ikmistir. Pek
¢ok IncRNA'nin, belirli fonksiyonlara sahip olduklarini gosteren, belirli hiicre tiplerine ve
alt hiicre bdlmelerine spesifik oldugu bulunmustur [109, 110, 114]. insan IncRNA alt hiicre
lokalizasyonunun kapsamli c¢aligmalari, énemli sayida IncRNA'min hiicre cekirdeginde
spesifik olarak lokalize oldugu, niikleer olaylari ve mimariyi diizenledikleri gosterilmistir

[108, 110, 116].

NEAT1 IncRNA'lar, insan kromozomu 11q13.1 Gzerinde ailesel timor sendromu ¢oklu
endokrin neoplazisi (MEN) tip I denilen genetik bir lokustan RNA polimeraz II tarafindan
transkripsiyona tabi tutulur ve iki izoform transkript, 3.7 kb NEAT1 1 (MENg) ve 23-kb
NEAT1 2 (MEN) 'den olusur [117]. NEAT1 RNA izoformlar1 ayn1 promot6rii ve 5’ ucunu
paylasir, ancak farklt RNA isleme mekanizmalar1 tarafindan iiretilen farkli 3’-uglarina
sahiptir. NEAT1 1, bir poli (A) kuyrugu ile kanonik bir RNA transkripti olusturmak i¢in
parcalanir ve poliadene edilir. Buna karsilik, RNase P, birincil NEAT1_2 transkriptinin 3’
ucunda bulunan tRNA benzeri yapiy1 tanir ve poliadenile edilmemis 3'-ucu ile bir RNA

transkripti olusturmak i¢in onu pargalar [101].

NEATI, niikleer cisimlerin biyogenezi ve bakimi, kromatin yeniden modelleme, gen
ekspresyonu diizenleme, stres ve immiin yanitlar, organogenez ve kanser dahil patolojik

hastaliklarin gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir [101].

NEAT1-igeren paraspeckler yakin zamanda p53 yolunun islevine baglanmistir. Adriaens ve
meslektaglari, NEATL'i p53'lin downstream hedef geni olarak tanimladilar ve farmakolojik
olarak tetiklenen veya onkojene bagl replikasyon stresinin NEAT1 ekspresyonunu, fare ve
insan hiicrelerinde p53 aktivasyonuna bagl bir sekilde paraspeckles olusumunu uyardigini
bulmuslardir [118]. Dahasi, ATR sinyalinin NEAT1'e bagli aktivasyonu, p53'Un onkojene
bagli aktivasyonunu zayiflatir. NEAT1 2'nin paraspeckle olusumundaki asil rolii
paraspecklerin fonksiyonel olarak p53 sinyallesmesinin biyolojik yonleriyle baglantilidir
[118].
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Chakravarty ve arkadaslari, potansiyel olarak epigenetik bir mekanizma yoluyla prostat

kanseri genlerinin aktiflestirilmesinde NEAT1'in onkogenik roliinii ortaya koymaktadir

[119].

1.2.2 DBHS Proteinleri

Gilnumuzde, paraspeckle proteinleri, PSPC1, p54nrb/NONO ve PSF/SFPQ olmak (zere
memeli DBHS (Drosophila behavior, human splicing) protein ailesinin uyeleridir.
Subniikleer bolgede birlikte bulunmaktadirlar. DBHS protein ailesinin bu ¢ {iyesi
paraspeckle’rin en iyi ¢alisilmis i¢ protein bilesenleridir. Bu ailenin tiim Gyeleri arasindaki
bildirilen etkilesimler, in vivoda homo veya heterodimer halinde olduklarin1 gostermektedir
[120, 121]. Tki N-ug¢ RNP-tipi RNA tanima motifleri ve bir C-ug coiled-coil domaini iginde
>%50 sekans benzerlikleri vardir. C-ug coiled-coil domaini dimerizasyona aracilik eder
[121].

DBHS proteinleri ¢ekirdek i¢cinde dinamik haldedir: normal kosullar altinda niikleoplazma,
paraspeckles ve ¢ekirdekgik arasinda gegis yaparlar ve RNA Pol Il transkripsiyonu inhibe
edildiginde periniikleolar kapak yapilar1 i¢inde birikirler. HeLa hiicrelerinde yuksek oranda
ifade edilen iki DBHS proteininin (p54nrb/NONO ve PSF/SFPQ) herhangi birinin
baskilanmasinin paraspeckles kaybina neden oldugu gézlemlenmistir. Buna karsilik, HeLa
hiicrelerinde daha az bulunan DBHS proteini PSPC1'in baskilanmasi paraspeckle yapisi
tizerinde etkisi olmamustir [122]. Bu nedenle, yiiksek oranda eksprese edilmis DBHS protein
dimerleri paraspeckle yapisal biitiinliigliniin ¢ekirdegindedir. DBHS ailesini proteinlerinin
cok cesitli fonksiyonlar1 vardir. Hem ¢ift hem de tek iplikli DNA ve RNA'ya baglandiklar
gosterilmistir ve farkli komplekslerde birlikte goérev alirlar [123]. Bu fonksiyonlar,
transkripsiyon baglangic1 [124-126], koaktivasyon [127, 128], transkripsiyon ve RNA
islemesinin birgok yoniinii kapsar. Ayrica, alternatif splicing [129-132] ve transkripsiyonel
sonlandirma da gorevlidirler [133]. Paraspeckle ile ilgili baska bir fonksiyon, PSF/SFPQ ve
p54nrb/NONO'nun RNA'nin niikleer tutunumuna dahil edilmesidir. Adeninden Inozine

hiper-diizenlenmis RNA'nin ¢ekirdekten ayrilmasini 6nlerler [134].

1.2.2.1 Paraspeckle Protein 1 (PSPC1)
Paraspeckle protein 1 (PSPC1) ilk olarak paraspeckle adi verilen belirli niikleer yapida
bulunan yapisal bir protein olarak tanimlandi [97]. PSPCI1, dkaryotlarda en yaygin RNA

splicing domaini olan ve PSPC1'in paraspeckles'a lokalizasyonu i¢in bir 6n kosul olan RNA
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tanima motifinin (RRM) iki kopyasini igerir [135]. Fox ve arkadaslari, PSPC1'in mRNA
splicing diizenlenmesinde rol oynayabilecegini bildirmistir. Ayrica, PSPC1'in androjen

reseptOrl aracili transkripsiyon aktivitesini diizenleyebilecegi one siiriilmistiir [121].

PSPCI'in, huicresel DNA damage response (DDR) (DNA hasar yaniti1) temel aracilari olan
serin/treonin protein kinazlar1 Ataksi Telanjiektazi Mutated (ATM) ve Ataksi Telanjiektazi
ve Rad3 ile iliskili protein (ATR) tarafindan fosforile edilebildigi rapor edilmistir [136-138].
Proteom ¢aligmasinda PSPC1'in sisplatin tedavisi ile indiiklenebilecegi de gosterilmistir.
PSPCZY’in sisplatin kaynakli G1/S fazinda hiicre dongiisiinde durmasi i¢in 6nemlidir, ¢linkii
PSPCL'in susturulmast, hiicrelerin G2/M fazina gegmesine neden olmaktadir [135]. Ayrica,
PSPC1 baskilandiginda apoptotik hiicrelerde de 6nemli bir artis gézlenmistir [135]. Ayni
zamanda PSPC1 yoklugunda mitotik katastrof yoluyla Metil metansilfonat (MMS) kaynakli
apoptoz artmistir [135].

1.2.2.2 PSF/SFPQ ( PTB lIle iliskili Splicing Faktorii)

100 kDa'lik bir polipeptit olan PSF (polipirimidin bdlgesi baglayici proteini (PTB) ile iliskili
splicing faktori) tanimlandi ve PTB ile kompleks igerisinde karakterize edildi [129].
Polipirimidin bolge, bir¢ok okaryotun birgok intronunda bulunan ve 3’-splice bdlgesinin
tanimlanmasi igin birgok faktoriin baglanabilecegi onemli bir bolgedir. Bununla birlikte,
PSF'nin ¢ogu niikleer matriks ile iliskilidir ve PTB'ye bagl degildir [139]. Immiin fliioresan
boyama, hem diffiiz hem de noktasal modellerinde PSF'nin niikleoplazmik dagilimini
goOstermistir [140, 141]. Buradaki niikleoplazmik lokalizasyon, RNA tanima motifi 2 (RRM
2) varhigi ile belirlenir [142]. PSF'nin prolin/glutamin bakimindan zengin N-terminali,

protein-protein etkilesimlerinde yer alabilmektedir [129].

PSF, RNA polimeraz 1l (pol 1) C-terminal domaini (CTD), transkripsiyonel faktorleri,
koregiilatorler ile etkilesime girer ve bazi durumlarda, gen transkripsiyonu bagslatmay1
dizenlemek igin hedeflenen promotorun DNA dizilerine dogrudan baglanir. PSF, bir
yardimci splicing faktorii olarak U1A, U2AF ve bes kiigiik niikleer riboprotein de dahil
olmak Uzere birgok spliceosome bileseni ile kompleksler olusturur. Hem adim | hem de Il
pre-mRNA eklenmesini katalizleyen temel bir RNA splicing faktéridir. Buna ek olarak,
PSF'nin  alternatif RNA  splicing’i  diizenledigi  gosterilmistir.  Ayrica  PSF,
3’polidadienilasyondan, transkripsiyon sonlandirilmasindan ve RNA’nin niikleusta

tutunumundan sorumlu protein komplekslerinde de mevcuttur [139].
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PSF, Saccharomyces cerevisiae splicing faktorii PRP18'e karsi bir antikor ile tanimlanan
p54nrb/NONO ile bir heterodimer olusturur. RNA splicing faktortl olarak klonlanan
p54nrb/NONO, RNA tanima motifi bolgesinde, PSF ile % 71 6zdes amino asidi paylasir.
PSF'ye benzer sekilde p54nrb/NONO, transkripsiyon baslatma, RNA isleme ve DNA tamiri
de dahil olmak iizere birgok niikleer fonksiyona katilir [143].

1.2.2.3 NONO/p54nrb (Non-POU Domain Iceren Oktamer Baglanma Protein)

Saccharomyces cerevisiae splicing faktorii PRP18'in bir insan homologu aranirken, PRP18'e
kars1 antikorlarla giiglii bir sekilde reaksiyona giren bir polipeptit bulundu. Bu polipeptid
western blot deneyi kullanilarak HelLa hiicrelerinden saflastirildi ve NONO/p54nrb
(nukleer-RNA baglanma proteini, 54 kDa) olarak adlandirildi. NONO/p54nrb proteinini
kodlayan cDNA'lar, saflagtirilmis proteinin kismi sekansindan tiiretilmis problarla
klonlandi. Bu ¢cDNA'lar ayn1 kodlama sekanslarina sahiptir, ancak 5'-UTR bdlgesindeki
alternatif splicing’in bir sonucu olarak farklilik gosterir. Bu cDNA’lar iki RN A tanima motifi
(RRM) iceren 471 aminoasitlik polipeptidi kodlar. Insan NONO/p54nrb, ortak bir epitop
(antijen belirleyici) disinda PRP18 maya faktorii ile homolojiye sahip degildir, ancak bunun
yerine her iki RRM'yi iceren bir 320 aa bélgesindeki insan splicing faktori PSF ile % 71
aynidir. Ek olarak, hem NONO/p54nrb hem de PSF, ana homoloji bélgesi disindaki Pro ve
Gln kalintilart bakimindan zengindir. Drosophila normal gérme ve kur yapma sarkisi igin
gerekli olan, no-on-transient A (nonA) geni, tarafindan kodlanan ii¢ tiriinden biri olan
Drosophila puf spesifik protein BJ6, ayn1 320 aa bélgesinde NONO/p54nrb ile % 42 aynidir
[124]. pS4nrb, PSF ve NONA/BJ6 arasindaki g¢arpici homoloji, farkli mRNA splicing
seviyesindeki ¢esitli yolaklarin diizenlenmesinde rol oynayabilecek DBHS domain
(Drosophila behavior, human splicing) adi verilen yeni bir filogenetik olarak korunmus
protein segmentini tanimlar [124]. p54nrb/NONO proteini de, PTB ile iliskili splicing
faktort (PSF) ve paraspeckle protein 1'i (PSPC1) iceren DBHS protein ailesine aittir; bu
proteinler homo veya heterodimerler olusturarak spesifik fonksiyonlar1 yerine getirirler
[144]. non-POU domain iceren oktamer baglayici protein p54nrb/NONO, niikleer hormon
reseptorlerinin RNA prosesini iceren splicing ve transkripsiyonel diizenlenmesinde yer alan

cok islevli bir niikkleer proteindir [144].

Ayrica NONO/p54nrb, CAII antikorlar tarafindan taninan bir polipeptit CA inhibit6r afinite
kromatografisi kullanilarak birkag sican dokusundan saflastirilmistir. Goriiniir 66 kDa kiitle

polipeptidi, amino asit dizilimi ve CA aktivite l¢timleri kullanilarak karakterize edilmistir.
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Onceden klonlanmis ve karakterize edilmis RNA ve DNA baglayici niikleer faktor olan
p54nrb/NONO ile ayn1 oldugu goriilmiistiir. Bakuloviriisde dretilen rekombinant
p54nrb/NONO, CA inhibitor afinite kromatografi matrisine baglandi ve saptanabilir CA
aktivitesi (25 tnite / mg) olarak dlglilmistiir [145].

p54nrb/NONO geni, insanda, X kromozomunun g13.1 bolgesinde bulunur. 11 intron ve 13
ekzon igermektedir. p54nrb/NONO geninin psodogenleri, 2. ve 16. kromozomlarda
bulunmaktadir. Veri tabaninda, P54; NMT55; NRB54; NONO/P54nrb; PPP1R114 olarak
adlandirlmaktadir [146] (Sekil 1.2).

Kromozom X-NC 000023.11

[71215212 [71315879 p
|

GIBl —» ZMYM3 €&— NONOQ ———>
LOC105373247 —> ITGB1BP2 ——>
LOC100131556 €—

Sekil 1.2: p54nrb/NONO’nun X kromozomu Uzerindeki lokasyonu [146].

1.2.2.3.1 NONO/p54nrb Geninin Gorevleri ve Kanserdeki Roli

p54nrb/NONO gen ekspresyonunun diizenlenmesi, DNA sentezi ve onarim islemleri de
dahil olmak tizere gesitli biyolojik islemlerde yer almaktadir [123, 129, 147]. Baslangicta bir
RNA baglayict protein [124] olarak tanimlanan NONO/p54nrb ¢ift sarmalli DNA, tek
sarmalli DNA ve RNA ile etkilesime girer ve gen transkripsiyonu, RNA splicing’i ve
homolog olmayan DNA ug birlestirme (NHEJ) isleminin [132] birgok asamasinda yer alir.
Gen transkripsiyonundaki, RNA islemedeki ve DNA onarimindaki rolleri nedeniyle,
p54nrb/NONO kanser ilerlemesinde rol oynamaktadir. p54nrb/NONO’nun insan kanserinin
baglamasi ve ilerlemesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. p54nrb/NONO protein ekspresyonu,
vaskiler invazyonlar ve mesane kanserlerinin zayif hasta sagkalimi ile giiclii bir sekilde
iliskili oldugu belirlenmistir [148].

p54nrb/NONO’nun asir1 ekspresyonu, insan gobek ven endotel hicrelerinin (HUVEC)
invazyonunu arttirmistir [149]. Papiller renal hiicreli karsinomda p54nrb/NONO ve TFE3
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genlerinin kromozomal translokasyonu siklikla belirlenmistir [150]. Ayrica bazi ¢alismalar
gostermektedir ki pS4nrb/NONO insan ndroblastomu igin bagimsiz bir prognostik faktoérdur
[151].

De novo ve kalitsal X-kromozom hicre adhezyon molekull protokadherin 19 (PCDH19)
mutasyonlar1, ¢ok degiskenli epilepsi, otizm, bilissel gerileme ve davranig problemleri
sendromuna neden olmaktadir. PCDH19 protein etkilesimli bir ortak olarak, ¢ok islevli bir
nikleer paraspeckle proteini olan p54nrb/NONO belirlenmistir. Meme kanseri hiicreleri
kullanilarak PCDH19- p54nrb/NONO kompleksinin ERa aracili gen ekspresyonunun pozitif

bir ko-regiilatorii oldugu gosterilmistir [152].

Progesteron reseptorii (PR) gebeligin olusumunda ve korunmasinda énemli rol oynar.
Cekirdek diizenleyicilerle dinamik etkilesimler yaparak, PR, myometriumun kasilma
aktivitesini artiran ve dogum sancisi baglamasina katkida bulunan genlerin ekspresyonunu
baskilar. p54nrb/NONO progesterondan bagimsiz olarak PR ile dogrudan etkilesime girer.
PSF'nin aksine, p54nrb/NONO, PR protein yikimini arttirmaz ve PR'ye DNA'ya baglanmay1
bloke etmez. Daha ziyade, NONO/p54nrb, N-terminalinden PR-DNA kompleksine N-
terminali boyunca mSin3A'y1 alir ve progesteron-cevap elemani-lusiferaz haberci geninin
PR aracil1 transaktivasyonunu inhibe eder. Dogum sirasindaki p54nrb/NONO’nun azalmis
ifadesi, connexin 43 ifadesi Gizerinde PR aracil1 inhibisyonu baskilamak i¢in hareket edebilir

ve dogum eyleminin baslamasina katkida bulunabilir [153].

Meme kanserinde lipid metabolizmasinin diizensizligi siktir. Bununla birlikte, altta yatan
mekanizmalar belirsiz kalir ve anormal lipit metabolizmasinin meme kanserinin malign
fenotiplerine  katkisi az anlasilmistir.  Yapilan ¢alismalarla  nikleer protein
p54(nrb)/NONO'nun, insan hastalarinda normal dokulara kiyasla meme kanseri dokularinda
yuksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir. p54(nrb)/NONO'nun meme kanserindeki
islevlerini belirlemek i¢in, bir biyokimyasal tarama yapilmistir ve lipit biyosentezinde yer
alan genler igin bir ana aktivator olan SREBP-1a, p54(nrb) 'nin yeni bir etkilesimli proteini
olarak tanimlanmistir. Insan meme kanseri dokularinda, p54nrb/NONO ve SREBP-1a
proteinlerinin seviyeleri birbirleriyle pozitif korele oldugu gosterilmistir. Biyokimyasal
analizler, p54(nrb)/NONO'nun korunmus Y267 rezidlisi SREBP-lanin niikleer formuna
baglanmas: igin gerekli oldugunu géstermistir. Ilging bir sekilde, niikleer SREBP-1a'ya
baglanan p54nrb/NONO, niikleer SREBP-1a protein stabilitesinde bir artisa neden oldugu
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belirlenmistir. Sonug¢ olarak, p54nrb/NONO, meme kanseri hicrelerinde SREBP-1 ile
uyarilmis lipojenik genlerin ve lipit {iretiminin transkripsiyonunu uyardigi, ayrica hem
p54nrb/NONO hem de SREBP-1a in vitro meme kanseri hiicre biiyiimesi i¢in gerekli oldugu
bulunmustur. p54(nrb)/NONO'nun ¢ekirdekteki SREBP-1a'nin yeni bir diizenleyicisi oldugu
belirlenmistir [154].

p54nrb/NONO glukokortikoid dretimi igin gerekli bir gen olan CYP17Al'in
transkripsiyonunu diizenleyen bir protein kompleksinin bileseni olarak tanimlanmuistir.
H295R insan adrenokortikal hiicrelerinde p54nrb/NONO ekspresyonunun susturulmasinin
hicrelerin hicre ici CAMP uretimini ve daha sonra adrenokortikotropin hormonu (ACTH)
uyarimina yanit olarak kortizol biyosentezini arttirma kabiliyetini azalttigin1 gosterilmistir.
Ilging bir sekilde PDE2A, PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4D ve PDE11A dahil
fosfodiesteraz (PDE) izoformlarinin ifadesi, p54nrb/NONO susturulmus hiicrelerde
indiiklendigi gosterilmistir. Ayrica, p54nrb/NONO igin, eksoribonlikleaz XRN2 ile PDE
transkriptlerinin etkilesimi kolaylastirarak PDE transkriptlerinin stabilitesini diizenlemede
bir rol oynadigi tanimlanmistir. p54nrb/NONO'nun, PDE transkriptlerinin splicing’ini ve
parcalanmasini diizenleyerek cAMP'ye bagli sinyallemeyi ve nihayetinde cAMP ile uyarilan

glukokortikoid biyosentezini diizenledigi rapor edilmistir [155].

Intrasisternal A partikiilleri gibi DNA elementlerine baglanmaya ek olarak,
p54nrtb/NONO'nun diger transkripsiyon faktorlerinin cevap elementlerine baglanmasini
tesvik ettigi de bilinmektedir [126]. Polipirimidin kanal baglayici protein ile iliskili splicing
faktor (PSF)-p54nrb/NONO heterodimeri, tiroid hormon reseptorii [156] ve androjen
reseptorii dahil olmak Uzere birkac nikleer reseptoriin (NR) transkripsiyonel aktivitesini
diizenler [157]. Bu heterodimerik kompleks ayrica, i¢ niikleer matriks yapisal protein matrin
3'e baglanarak asir1 Adeninden Inozine hiperedite olan RNA'larin niikleer tutunumunu tesvik

eder [134, 158] ve topoizomeraz I aktivitesini uyarir [159].

Fare embriyosunun implantasyon oOncesi gelisimi sirasinda niikleer organizasyon,
kromatinin yeniden programlanmasi igin gerekli ozellikleri gosterir [160]. Bunlar histon
modifikasyonlari, niikleer yeniden konumlandirma ve spesifik genlerin aktivasyonu ile
iligkili kromatinin yeniden diizenlenmesidir. Bu asamalar sirasinda metiltransferaz
CARM1'in (histon koaktivator iligkili arginin metiltransferaz 1) heterojen aktivitesi, histon

H3R26'in (histon H3 arjinin 26 metilasyonu) farkli metilasyonuna yol acar. CARMI1'in
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fare embriyosundaki 2-4 hiicreli evreye gecisinde niikleer graniiller iginde biriktigi ve
cogunun paraspeckle’lara karsilik geldigi gosterilmistir. Paraspeckle bileseni NEAT1 ve
ortagr p54nrb/NONO, CARML1'in paraspeckle’lar ile iligkisi ve H3R26 metilasyonu igin
gereklidir. CARMI1 ayrica paraspeckle organizasyonunu da etkiler. NEAT1 veya
p54nrb/NONO’nun tikenmesi 16 ila 32 hiicreli asamada embriyonun gelismemesi ile

sonuglanir [161].

Spermatogenez ve saglikl testis gelisimi, erkek tireme fonksiyonu i¢in 6n kosuldur. Testis
sertoli hucrelerinde 6nemli bir reseptor olan Androjen reseptori (AR) androjen spesifik
cevapta rol oynar ve disfonksiyonu anormal sperm gelisimine neden olarak erkek kisirligina
neden olur. p54nrb/NONO (Non-POU Domain Igeren Oktamer Baglanma Protein), AR'nin
transkripsiyonunu arttirmak i¢in bir koaktivator gorevi goriirken AR, testis sertoli
hicrelerinde p54nrb/NONO tarafindan diizenlenebilir. LncRNA'lar hemen hemen her
spermatogenez basamaginda rol oynarlar. Ek olarak, p54nrb/NONO'nun, bir AR
koaktivatorii olarak prostat kanseri hiicrelerinde AR transkripsiyonunu arttirdigi
gosterilmistir [162]. Fare testis sertoli hucrelerinde, DBHS ailesi proteinleri AR'nin
kompleksler halinde fonksiyonel aktivasyon bolgesi, androjen tepki elemanlar1 igeren
plazmidlerin lusiferaz analizi, DBHS ailesi proteinlerinin AR transkripsiyonunu artirabildigi
goOsterilmistir. DBHS ailesi proteininin bir tyesi olarak p54nrb/NONO'nun testis sertoli

hiicrelerinde AR'yi diizenleyebilecegi tahmin edilebilir [162].

Meme kanseri vakalar1 klinikopatolojik ve immiinohistokimyasal incelendiginde,
p54nrb/NONO'nun meme kanseri hastalar1 i¢in 6nemli bir bagimsiz prognostik faktor
oldugunu gosterilmistir. Ozellikle, siRNA aracili p54nrb/NONO baskilanmasi, hem hormon
duyarli MCF-7 hem de hormona direngli MB-MDA-231 meme kanseri hucrelerinin
cogalmasimi  biiyiik Olglide azalttigi  gosterilmistir.  p54nrb/NONO'nun,  hicre
proliferasyonuna bagl genlerin MRNA'ya baglanarak meme kanseri proliferasyonu i¢in kilit
bir dlizenleyici oldugu ve ilerlemis hastalik i¢in potansiyel yeni bir teshis ve tedavi hedefi

olabilecegini gosterilmistir [163].

Aort diseksiyonu (AD), kollajen iiretimi ile fibroz da dahil olmak iizere hiicre dis1 matristeki
degisiklikler ile karakterize edilir. AD'li hastalar anlamli derecede azalmis pS4nrb/NONO
ekspresyonu sergilemistir. p54nrb/NONO ve kollajen arasindaki anlamli korelasyonunun,

p54nrb/NONO'nun kolajen olusumunda rol oynadig1 gosterilmistir [164].
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p54nrb/NONO’nun ayrica PSF ile bir kompleks olusturdugu ve DNA ¢ift iplikgikli tamir
mekanizmasinda homolog olmayan ug birlestirme isleminde goérev aldigi gosterilmistir

[165].

TUmor nekroz faktore bagli apoptozu indiikleyen ligand tarafindan baslatilan apoptoz
sirasinda, PTB'nin etkilesime girdigi RNA splicing proteinlerinin (PSF/SFPQ) karakter
iceriginde bir degisiklik vardir. PTB ve baglanma ortaklarinin hicresel dizeylerini tek tek
veya birlikte kullanarak degistirmenin, bu islemi hizlandiran PTB, YBXI1, PSF ve
p54nrb/NONO’nun artmis ifadesi ile apoptoz hizlarmi dogrudan degistirmek icin yeterli
oldugunu gosterilmistir [166].

TNF-o , timér hicreleri gibi birkag hiicre tipinde apoptozu uyarirken, endotel hiicreleri
TNF-a kaynakli hiicre 6liimiine direnglidir. RNA baglayici protein p54nrb/NONO ve 14-3-
3 protein HS1'in TNF-o tarafindan indiiklenen ekspresyonu endotel hiicrelerinin TNF-a
aracilt hiicre korumasina katkida bulunabilir. Bu genlerin farkli deneysel ortamlarda hiicre

sagkalim1 ve hiicre dongiisii kontroliinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir [167].

p54nrb/NONO ayrica RNA splicing ile iliskilidir. Ornegin, U5 short hairpain RNA'ya
(shRNA) baglanarak pre-mRNA ile etkilesime girer ve transkripsiyon/splicing
komplekslerinde bulunan 5 'splicing bélgesine baglanir [124, 130, 168-171].

Jurkat T hiicrelerinde p54nrb/NONO ekspresyonunun baskilanmasi arttirilmis HIV-1 gag
MRNA ekspresyonu ve Gag protein sentezi, viral gen ekspresyonu ve RNA
dizenlenmesinin, p54nrb/NONO  knockdown (KD) hiicrelerinde artmis HIV-1

replikasyonuna neden olan olaylar oldugu gosterilmistir [172].

RA (Romatoid artritte) hastalarinin sinovyal dokularinda p54nrb/NONO ifadesinin belirgin
sekilde arttig1 gosterilmistir. Fonksiyonel ¢alisma, p54nrb/NONO’nun, IL-1, IL-2, IL-6, IL-
8 ve TNF-o dahil enflamatuar faktorlerin seviyelerini arttirabilecegi gosterilmistir.
p54nrb/NONO’nun agir1 ifadesinin, NFxB'nin 6nemli bir alt birimi olan P65'in protein
seviyelerini indiikleyebilecegi bulunmustur. Buna karsilik, p54nrb/NONO’nun RNAI

tarafindan pargalanmasi, NFkB ifadesini 6nemli 6lgiide azaltmistir [173].
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Malign melanom, melanositlerden veya melanositlerden gelisen hiicrelerden kaynaklanan
bir neoplazmi temsil eder [174]. Melanom inhibe edici aktivitenin (MIA), malign
melanomun ilerlemesinde énemli bir rol oynadig1 ve erken tiimor olusumu asamalarinda
melanomla iligkili molekiilleri ve yolaklar1 etkiledigi gosterilmistir. p54nrb/NONO
promotdriinde MIA'ya bagimli aktivasyon i¢in gerekli ve yeterli bir derece korunmus bir
bolge tespit edilmistir [175]. MIA'min  p54nrb/NONO'nun diizenleyicisi oldugu
gosterilmistir. p54nrb/NONO'nun sirastyla normal insan melanositleri veya normal cilt ile
karsilastirildiginda hem melanom hiicre hattinda hem de melanom dokusu 6rneklerinin
cekirdeginde giiclii bir sekilde eksprese edildigi ve lokalize oldugu gosterilmistir [176]. Ayni
zamanda kondrositlerdeki son ¢alismalar MIA'nin p54nrb/NONO'mun transkripsiyonunu
diizenleyebildigini [177] ve p54nrb'nin modifikasyon mRNA ekspresyonunda énemli bir rol

oynadigini gostermektedir [178].

Ozofagus skuaméz hiicreli karsinom (ESCC), Cin'deki en yaygin malignitelerden biridir ve
yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilidir. RNA splicing faktori p54nrb/NONO'nun ESCC
bliyiimesi, apoptoz ve istilanin O6nemli bir diizenleyicisi oldugunu bildirilmistir.
P54nrb/NONO protein seviyeleri, ESCC'de, komsu iyi huylu 6zofagus skuaméz epiteli ile
karsilagtirildiginda c¢arpict bir sekilde artis oldugu gozlemlenmistir. Coklu ESCC hiicre
modellerini kullanilarak, siRNA ile p54nrb/NONO'nun baskilanmasi sonucunda ESCC
hlicrelerinin proliferasyonu, istilas1 ve apoptosisi 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gosterilmistir

[179] .
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2. TEZIN AMACI

Bu tez caligmasinda Oncelikli olarak p54nrb/NONO geninde TGF-f sitokininin, insan
hepatoseliiler karsinom hiicre hattinda (Hep3B) mRNA ve protein seviyesinde meydana
getirdigi degisikliklerin belirlenmesi ve ardindan 6zel hiicre igi sinyal yolak inhibitorleri
kullanilarak p54nrb/NONO geninde TGF-f sitokini baglantili hiicre i¢i sinyal yolaklarinin,
insan hepatoselller karsinom hiicre hattinda (Hep3B) mRNA, protein ve transkripsiyonel
aktivitesindeki seviyelerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Bu dogrultuda tasarlanan tez kapsam plani Sekil 2.1’de verilmistir. Bu plana gore;

I. TGF-B sitokininin, p54nrb/NONO geninin mRNA seviyesine etkisinin belirlenmesi
amaci ile insan hepatoseluler karsinom modeli olan Hep3B hiicre hattinda sqRT-PZR ve
RT-PZR metodunun uygulanmasi ile belirlenmesi

ii. TGF-B sitokininin, p54nrb/NONOgeninin protein seviyesine etkisinin western blot
tahlili ile gozlimlenmesi
iili. TGF-B sitokininin, insan hepatoselller karsinom modeli olan Hep3B hiicre hattinda
p54nrb/NONOgenindeki transkripsiyonel etkinlikteki seviyenin belirlenmesi
iv. p54nrb/NONOgenine ait klonlanmis olan promotor pargalarinin Hep3B hiicresine gegici
transfeksiyon yontemi ile aktarilarak transkripsiyonel etkinligin belirlenmesi
V. Hep3B hiicre hattinda p54nrb/NONOgeninin TGF-f sitokini baglantili hangi hiicre igi
sinyal yolaklarini kullandiginin mRNA seviyesinde RT-PZR metodu ile belirlenmesi
vi. Hep3B hiicre hattinda p54nrb/NONOgeninin TGF-f sitokini baglantili hangi hiicre igi
sinyal yolaklarini kullandiginin protein seviyesinde western blot tahlili ile belirlenmesi
vii. TGF-B sitokini varhiginda p54nrb/NONOpromotor pargalarinin transkripsiyonel

aktivitesine etki eden hiicre igi sinyal yolaklarinin belirlenmesi
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TGF-p aracili NonO/P54™ Geninin
F Transkripsiyonel Regiilasyonu

TGF- ligkli NonO/P341™ ifadesiin TG likiiYolak Anal \

Sekil 2.1: Tez kapsamini 6zetleyen diyagram.
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Deney Calismalarinda Kullanilan Kimyasal ve Laboratuvar Malzemeleri
Deney c¢aligmasinin Oncesinde kullanilacak olan kimyasal malzemelerin gilivenlik
protokolleri incelenmis, sagligi tehditeden unsurlar goz 6niinde bulundurularak hazirliklar
gerceklestirilmistir. Deney siiresince kullanilan kimyasal ve laboratuvar malzemeleri Tablo

3.1,3.2ve 3.3’de gOsterilmistir.

Tablo 3.1: Kimyasal ve laboratuvar malzemeleri listesi.

Hiicre Kiiltiirii Deney Calismalarinda Kullamlan Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum Gibco, Euroclone
Fetal Sigir-Buzagi Serumu (FBS-FCS) Gibco
Fosfat Tamponlu Tuzlu su (PBS) Tableti VWR Amresco

Penisilin-Streptomisin Soliisyon HyQ
Antibiyotik-Antimiyotik Sollsyon Gibco

Si1gir Serum Albiimini (BSA) Sigma

Dimetil stlfoksit (DMSO) Merck (Sigma-Aldrich)
Tripan Blue Soliisyonu Sigma

Tris Base Sigma

Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich

25-75 cm? hiicre kiiltiirii sisesi Sarstedt, Germany
6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi SPL Life Sciences
3 mL Steril yar1 saydam Pastor Pipeti IsoLab
10-25 mL Tek Kullanimlik Cam Pipet Sarstedt, Germany
Steril Filtre (Filtropur) 0.20 uM Sarstedt, Germany
Steril 15-50 mL Falkon IsoLab
Ependorf IsoLab
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Tablo 3.1 (devami)

Sitokin ve Yolak Inhibisyon Deneyleri icin Kullanilan Malzemeler

TransformingGrowthFactorbeta (TGF-p) PeproTech

MAP2K 1 Inhibitérii (MEKI) Cell Signaling

PI3K Inhibitdrii (Wortmannin) Cell Signaling

JNK Inhibitérii (SP600125) Santa Cruz Biyoteknoloji
p38 MAPK Inhibitsrii (PD169316) Sigma

SMAD3 Inhibitorii (SIS3) Santa Cruz Biyoteknoloji
NFkB Inhibitorii Santa Cruz Biyoteknoloji

RNA Eldesi ve Kontrolii icin Kullanilan Malzemeler

Dietil pirokarbonat (DEPC) Sigma

2 X RNA yiikleme boyasi Thermo scientific
GeneJET RNA Pirifikasyon Kit Thermo scientific
Steril Insiilin Enjektori Bd Micro-Fine
Agaroz Sigma, Prona
%99 Formaldehit Sigma

2-Beta Merkaptoetanol Merck

MOPS Sigma
Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma

NaAc Sigma

%37’lik (12.3M) Formaldehit Fluka

Sodyum Dodesil Stlfat (SDS) Sigma Aldrich
Etidyum bromdar (Et-Br) Fisher BioReagent
Etanol Merck

DNA Eldesi ve Kontrolii icin Kullanilan Malzemeler

Oligo dT Thermo scientific
Deoksintikleotid(dNTPmix) mix soliisyon NEB

RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi  Thermo scientific
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Tablo 3.1 (devami)

DNA Eldesi ve Kontrolii i¢in Kullamlan Malzemeler

5X Reaksiyon Tamponu
RiboLock RNaz Inhibitor

Tag DNA Polimeraz (rekombinant)
10X Taq Tamponu (NH4)2S04
MgCl.

Agaroz

GeneRuler 1 kb DNA belirtec

1 kb DNA belirtec

Jel Yiikleme Boyasi, Mor (6X)
6X DNA Yiikleme Boyasi

RealQ Plus 2X Master Mix
Beyaz, 96 kuyulu plaka

96 kuyulu plaka jelatini
NucleoBond® Xtra Midi Plus kit

Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
Sigma, Prona
Fermantas

NEB

NEB

Thermo scientific
Ampligon
LightCycler480
Thermo scientific

Macharey-Nagel

Western Blot Analizi (DNA-Protein) Calismalari icin Kullanilan Malzemeler

4x Laemmli Ornek Tamponu (4XLSB)
Protein Belirteci (Rainbow Marker)
PVDF Membran 0.45 um

Akrilamid Bis-Akrilamid (37.5:1)
Akrilamid Bis-Akrilamid (19:1)
Amonyum Persilfat (APS)

%90’ 11k Izopropanol

2-Beta Merkaptoetanol

TEMED (1,2-bis- (dimetilamino) etan)
SDS (Sodyum dodesil silfat)

2-Beta Merkaptoetanol

TWEEN® 20

Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry Milk)
NonO/p54™ Monoklonal Antikor

Bio-Rad
Thermo scientific
Millipore

Sigma

Sigma

Fisher Scientific
Merck

Merck

Bio-Rad

Sigma

Sigma

Sigma

Santa Cruz

Thermo scientific
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Tablo 3.1 (devami)

Western Blot Analizi (DNA-Protein) Calismalari i¢in Kullanilan Malzemeler

NONO Poliklonal Antikor
Monoklonal Anti-Beta-Aktin Antikor
beta-Actin Mouse mAb

HRP m-IgGk BP (Beta-aktin Antikor)
goat anti-rabbit 1IgG-HRP

Pierce ™ ECL

Invitrogen

Sigma

Cell Signaling

Santa Cruz Biyoteknoloji
Santa Cruz Biyoteknoloji

Thermo Scientific

Transkripsiyonel Etkinligin Belirlemesi fle Tlgili Calismalarda Kullanilan

Malzemeler

HEPES

SEAP ve Lusiferaz Substratlari
Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase
Reporter Assay

CaCl;

Restriksiyon Endonukleaz

Sigma
Takara Clontech

Takara Clontech

Sigma

Thermo Scientific ™ FastDigest™

3.1.2 Deney Calismalarinda Kullanilan Laboratuvar Cihazlar:

Deneysel islemler gerceklestirilirken ¢esitli cihazlardan yararlanilmistir. Cihazlarin gerekli

periyodik temizlikleri yapilmistir. Kullanilan laboratuvar cihazlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari.

Calhismada kullanilan laboratuvar cihazlari

Laminar Flow Kabin (Hava filtreli)
CO2’li inkiibator

-80 ° C Derin Dondurucu

+4 ve -20 Buzdolab1

Inverted Mikroskop

Su Banyosu

Ultrasonik su banyosu

Isitic1 Blok

Santrifiij (15 mI’lik Falkona uygun)

TelStar BIOII, Ispanya
Nuaire, ABD

Wise Cryo

Arcelik, Turkiye
Nikon, Japonya
PolyScience

PlusLab

Major Science

Nuve
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Tablo 3.2 (devami)

Cahismada kullanilan laboratuvar cihazlari

Sogutmali Mikro Santrifiij
Vorteks

Isiticili Manyetik Karistiric

Masa Tipi pH metre

Inkiibatdr (Sterilizasyon igin)
Otoklav

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (DNA-RNA)
Tank Blot Sistemi

PZR Thermocycler

Light- Cycler 480 Real-Time PCR
uDrop™ Plate

Spektrofotometre

Qubit® 2.0

UVP Jel Goriintileme Sistemi
SDS-PAGE Araglari

UV Gorintileme sistemi

Otomatik Pipet

Elektronik Pipet Kontrol6rii

Doner Hareketli (Rotating) Calkalayici
Hassas terazi

Mikrodalga firin

Buz Makinasi

Ultra Saf Su Cihazi1 (Zeneer Power 1)

Hanil Science

Velp Scientfica

Heidolph

Hanna

Memmert

HMC HIRAMAYA

Thermo Scientific

Bio-Rad

Thermo

Roche Life Science

Thermo Fisher Scientific, Multiskango
Thermo Fisher Scientific, Multiskango
Thermo Fisher Scientific, Invitrogen
BioSpectrum

Bio-Rad

Vilber Lourmat

Thermo, Eppendorf, Finnpipette
IsoLab

Thermo Scientific
Sartorius

Arcelik, Turkiye
Hoshizaki, Japonya

Human Corporation
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3.2  Metot

3.2.1 Laboratuvar Ortamimin ve Malzemelerinin Sterilizasyonu

Gerekli cam malzemelerin, pipet uglarinin, ¢esitli soliisyonlarin, ¢alisma sirasinda giyilen
onliklerin sterilizasyonu 121°C’de 20 dakika otoklav cihazinda ve devaminda 80°C’lik
etiivde saglandi. Calisma alam1 ve gerekli arag¢ gerecler Biokon A dezenfektani ve %70°lik
Etil alkol ile muameleden sonra kurulanarak streil edildi. Ultraviyole lamba ile bakteri, virus,
mantar ve diger mikroorganizmalart UV 1sinlarina maruz birakarak dldiiren dezenfeksiyon
sistemi kullanildi. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda havadan kaynaklanan kirleticileri dnlemek
amacli HEPA Filtre cihazi kullanildi. Ortam periyodik olarak virkonlu su ve Sodyum
Hipoklorit ile steril edildi.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar
Hiicre kiiltiirii ortam1 ¢alismada yer alan hiicre soyu ve kurulacak olan deneyin 6zelligi

dikkate alinarak laboratuvar protokollerine uygun sekilde gerceklestirildi.

3.2.2.1 Hucre Kultird Malzeme Hazirhg

Hiicre kiltiirii ¢alismalar1 laboratuvar protokolleri dikkate alinarak gerceklestirildi.
Sterilizasyon, kullanilacak malzemelerin 1stya dayanikliliklar1  dikkate alinarak
gergeklestirildi. Otoklav ile steril edilemeyen sivi malzemeler i¢in steril siringa ucu filtreleri

kullanildi.

3.2.2.1.1 Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) Hazirlanmasi
PBS tablet, ambalajinda yer alan kullanim sekline gore hazirlandi. Her bir tablet, 100 ml
steril suda ¢oziindiigiinde 1XPBS elde edilir. Sterilizasyonu 20 dakika 121°C’de otoklav

yapilarak ve steril filtre kullanilarak saglandi. +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.2.1.2 FBS- (Fetal Sigir-Buzag Serumu) Hazilanmasi

Gibco firmasindan temin edilen ana stok kullanimdan Once eritildi, sonrasinda su
banyosunda 55°C*de 30 dakika bekletilerek inaktive edildi ve herhangi bir kontaminasyonun
onlenmesi agisindan 50 mL’lik steril falkonlara paylastirildi. -20 °C’de buzdolabinda bir

sonraki kullanim i¢in saklandi.
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3.2.2.2 Tripsin EDTA (T.E.) Soliisyonu Hazirlanmasi

Deney calismasinda kullanilan hiicre soyunun, bulundugu ortamin yiizeyine yapisik olmasi
durumunda, yiizeyde toplu ve yapisik sekilde bulundugu halden siispanse duruma getirmek
icin %0.25 EDTA’l1 Tripsin soliisyonu kullanildi. Oncesinde 1X PBS soliisyonu distile su
ile hazirlandi. 100 ml 1X PBS soliisyonun igerisine 0.25 gr tripsin, 0.2 gr EDTA eklendi.
Steril filtrelerden gecirilerek 15 mL’lik falkonlara alikot edildi. -20 °C’de buzdolabinda bir

sonraki kullanim i¢in saklandi.

3.2.2.3 Hiicre Besiyeri Ortaminin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri deney c¢alismalarinda Hep3B hiicre hatti i¢in Gibco, high glucose
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kullanildi ve igerisinde L-glutamine bulunup
bulunmama durumuna gdre son konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde eklendi. Sonrasinda
son konsantrasyonlart %10 Fetal Calf Serum (FCS) ve %1 penisilin-streptomisin sollisyonu
icerecek sekilde besiyeri hazir hale getirildi. Kullanilmadan 6nce steril filtreden gegirildi.

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.2.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullamilan Hiicre Hatt
ATTC’den satin alinan Hep3B insan hepatoselller karsinom hicre hattt kullanilmustir.
Hiicre kiiltiirii caligmalari sirasinda elde edilen hiicrenin morfolojik yapisinin mikroskobik

goriintiisii agagida verilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Hep3B, insan hepatoselliler karsinom hiicre hatti (M.B: 40 x 10).
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3.2.25 -80°C ‘de Stoklanan Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Hicreler -80°C derin dondurucudan ¢ikarilir, hizlica 37°C’ye o6nceden ayarlanmis su
banyosunda tamamen eriyene kadar bekletilir. Eriyen hicre %10 FCS +%1 antibiyotik
iceren DMEM ile karistirilir. Karigim pipetaj yapilarak homojen hale getirilir. Sonrasinda
1000 rpm’de 5 dakika hucreler santriftj edilir. Elde edilen pellet temiz %10 FCS +%1
antibiyotik +DMEM (medyum) ile ¢oziildiikten sonra hiicre kiiltiirii sisesine ekim yapilir ve

uygun sekilde siseler etiketlenir. %5 CO> ve 37°C sicakliga sahip inkiibatore kaldirildi.

3.2.2.6 Hucre Soyunun Buyutulmesi

25 cm?’lik flaskta soyu baslatilan hiicre hatt1 genel olarak 75 cm?’lik flasklarda son hacmi
15 mL %10 FCS +%]1 antibiyotik + DMEM igerecek sekilde pasaj yapilarak biiyiitiildii. Her
giin inverted mikroskop altinda morfolojileri, doluluk oranlari incelendi ve besi yeri

ortamlarinin rengi, bulaniklilik durumlar gézlemlendi.

3.2.2.7 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inverted mikroskop altinda incelenen hiicrelerin  %80-90 civarinda doluluklar
gozlemlendigi durumda pasaj islemi yapildi. Flasklardaki medyum uzaklastirildi, pH’1
dengeleyen PBS eklendi (FCS uzaklastirilarak tripsin aktivitesi arttirildi). Adherent hiicrenin
flask yiizeyinden kalkmasi i¢in Tripsin-EDTA eklendi (25cm? igin 1 mL ve 75 cm? igin 3
mL) ve 3-4 dakika inkiibatore kaldirildi. Tripsinizasyonu gdzlemlenen hiicrelere medyum
eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij ile hicreler ¢okturildi. Pellet %10 FCS + %1
antibiyotik + DMEM ile ¢6zlldu, flasklara ekim yapildi. % 5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip
inkiibatore kaldirildi.

3.2.2.8 Canl Hiicrelerin Tripan Mavisi Boyama Ile Belirlenmesi

Deney ¢alismalarinda Tripan Mavi ile canli hiicreler belirlendi. Stispanse duruma getirilmis
hticrelerin toplam hacmini hesaplamak igin 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0.1mm
derinligi olan Thoma lam1 (hemositometre lamz1) (Sekil 3.2) kullanildi. Toplam hiicre pelleti
temiz 10 mL medyum ile ¢ozlldu ve 1 mL’si ependorfa alindi. Bagka bir ependorfa 10 puL
Tripan mavisi eklendi ve daha 6nceden ependorfa ayrilmig olan 1 mL stspanse haldeki
hlcreden 10 pL alinarak tripan mavi boyast igeren ependorfa alindi (1:1 dilusyon oraninda),

3-4 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve pipetaj yapilarak 10 pL Thoma lam1 diizenegine
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aktarildi. Mikroskop altinda hiicreler sayildi ve mavi boyanan hiicreler (610 hlicre) bu sayima

dahil edilmedi.

—

1
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+

1
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<_

Sekil 3.2: Thoma Lam1 (Hemositometre Lami).

1mL sispanse hicrenin toplam sayisi asagidaki yontem ile bulunur:

Toplam canl1 hiicre sayisi/mL = Thoma lanu sayim sonucu x 2 x 10

3.2.29 Hucrelerin -80°C Derin Dondurucuda Saklanmasi

Hiicreler flaski yeteri kadar doldurdugunda (%80-90), flask i¢indeki medyum uzaklastirildi.
PBS ile hiicreler yikandi sonrasinda yiizeye yapisik hiicreler tripsin-EDTA ile flask
yiizeyinden kaldirildi ve flaska medyum eklendi stispanse hale getirildi ve 1000 rpm’de 5
dakika santriftj ile ¢oktiraldi. Pellet ilk olarak PBS solusyonu ile ¢ozildu (medyum
tamamen uzaklastirildi) ve tekrar santrifiij ile ¢oktiiriildii. Siipernatant hi¢ kalmayacak
sekilde otomatik pipet yardimi ile uzakastirildi. Pellet 900 pL FCS ve 100 pL DMSO
sollisyonu ile ¢6ziildii, cryovial tiipe aktarildi ve etiketlendi. -80°C ultra dondurucuda bir

sonraki kullanim i¢in saklandi.

3.2.2.10 Hiicre Kiiltiirii Asamasindaki Deneylerin Tasarimi
Tez kapsaminda calisilacak hiicre soyunun sorunsuz sekilde biiyiidiigiinden emin olundu.
%80-90 doluluk oran1 gézlemlendikten sonra, 3.2.2.8de anlatildig1 gibi hiicre sayimi islemi

gerceklestirildi. Hiicre sayis1 hemositometre formiiliine gore belirlendi.
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Deney igin 25 cm? ‘lik son hacmi 5 mL (5000 pL) medyum iceren ve 2 000.000 hiicre sayisi
kapasiteli flask ya da 6 kuyucuklu son hami 2 mL(2000 pL) medyum igeren ve 500.000
hiicre sayisi1 kapasiteli plaka kullanildi.

Sitokin deneyi i¢in esit sayida hiicre, hiicre kiiltiiri kaplarina paylastirildi. 1 gece % 5 CO-
ve 37°C sicakliga sahip inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin medyum uzaklastirildi ve % 0.1
BSA’li DMEM eklendi ve 1 saatligine inkiibatore koyuldu. 1 saatin sonunda kontrol grubu
harig diger flasklardaki hiicrelere 20 ng/mL TGF-f sitokini uygulandi. 1, 3, 6, 24 ve 48 saatin
sonunda pelletler elde edildi. izolasyon ¢alismalarina hemen baslanilmayacaksa, -80°C derin

dondurucuda muhafaza edildi.

Yolak inhibisyon deneyi igin esit sayida hiicre hiicre kiiltiiri kaplarina paylastirildi. 1 gece
%5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin medyum uzaklastirildi ve
% 0.1 BSA’li DMEM eklendi ve 1 saatligine inkiibatore koyuldu. 1 saatin sonunda kontrol
ve TGF-p sitokin grubu hari¢ geri kalan flasklardaki hiicrelere tez kapsamindaki inhibitérler
(MEKI (10puM) (MAP2K1), wortmannin (1uM) (PI3K inh.), SP600125 (20uM) (JNK inh.),
PD169316 (12.5uM) (p38 MAPK inh.), SIS3 (1uM) (SMAD3), NFKB (5uM) inhibitori)
uygulandi ve 45 dakikaligina inkiibatore kaldirildi. 45 dakika sonunda kontrol grubu hari¢
diger flasklardaki hiicrelere 20 ng/mL TGF-p sitokini uygulandi. 6 saatin sonunda pelletler
elde edildi. izolasyon calismalaria hemen baslanilmayacaksa, -80°C ultra dondurucuda

daha sonra izolasyonu yapilmak iizere saklandi.

3.2.3 RNA Eldesi Asamasindaki Calismalar

RNA ile ilgili deney galismalar1 yapilmadan 6nce Dietil pirokarbonat (DEPC) 11 su ¢ozeltisi
hazirladi. 1000 mL steril otoklavlanmis dH>.O’dan 1 mL otomatik pipet ile ¢ekilip atildi ve
1 mL Dietil pirokarbonat (DEPC) eklendi (% 0.1 DEPC iceren su ). 37°C sicakliga sahip
inkibatorde 12 saat boyunca bekletildi. 12 saatin sonunda 121°C’de 20 dakika otoklav
yapildi. RNA izolasyonu i¢in hazirlanacak tampon ¢ozeltilerin tamami % 0.1 DEPC igeren

steril dH20 ile hazirlandi. RNaz igermeyen ortam saglandi.
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3.2.3.1 RNA izolasyonu

Izolasyon islemi yapilacak ortam ve kullanilan otomatik pipetler dnce % 70 etil alkol igeren
steril su ile daha sonra % 0.1 DEPC’li su igeren soliisyon ile temizlendi. Hep3B hiicre hatti
ile yapilan c¢alismalardan elde edilen pelletler, Thermo Scientific GeneJET RNA
Purification Kit’te yer alan izolasyon basamaklari uygulanarak hiicrelere ait RNA’larin
elisyonlar1 enjeksiyonluk su ile alindi. Verimli bir izolasyon sonucu i¢in liziz basamaginda

steril instilin ignesi kullanildi. RNA 6rnekleri,-80°C ultra dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3.2 uDrop™ Plate Cihazi ile RNA Kantitatif Analizi

RNA’nin konsantrasyon 6l¢iimii uDrop™ Plate Cihazi ile yapildi. pDrop™ plakaya elde
edilen RNA orneginden 2 pL ve kor(blank) olarak; eliisyon alinan steril enjeksiyonluk
dH20’dan 2 pL konuldu. Spektrofotometre cihazina yerlestilen plakadaki RNA &rneklerin
konsantrasyon miktar1 ve saflik belirtme igin 260 nanometre ve 280 nanometre’de
absorbanslar1 alindi. RNA 6rneklerin konsantrasyon miktar1 ve saflik tayini hesaplamasi

asagidaki formiller ile yapildi;
RNA Konsantrasyon miktari = Ao x sulandirma katsayisi x 40 ng/uL,

Saflik = Azso / Azso

3.2.3.3 Formaldehit RNA Jel Elektroforezi

RNA’nin nicel analizinden sonra nitel analizi i¢in formaldehit RNA jel elektroforezi yapildi.
RNA c¢alismalarinda ortammn RNaz igermemesi i¢cin cam malzemeler % 0.1 DEPC’li
dH>0’da 12 saat boyunca bekletildi. 12 saatin sonunda 121°C’de 20 dakika otoklav yapildi.
Agaroz jelin dokiilecegi elektroforez tanki, kaseti ve jel taragi gibi aparatlar % 0.5 SDS
cozeltisi ile muamele edildikten sonra % 0.1 DEPC iceren steril su ile durulandi.

Elektroforez aparatlar1 % 96’11k etanolden gegirildi ve kurumaya birakild.

% 1’lik formaldehit agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 0.5 g agaroz, 10 X FA jel tamponu (Tablo
3.3) ile ¢ozuldi. Streril DEPC’li su ile dnceden muamele edilip 80°C etiivde kurumasi
saglanmis erlen mayer sisesine aktarildi ve lizerine 45 mL % 0.1 DEPC’li sudan eklendi.
Karisim mikrodalga firinda igerisinde partikiiller kaybolana kadar kaynatildi. Sicaklik
50°C’ye kadar diistiigiinde 900 pL. % 37°1ik (12.3M) formaldehit kimyasali eklendi. Hemen
ardindan 1 pL Etidyum bromir (Et-Br) eklendi ve erlen mayer sisesi dikkatlice ¢alkalandi.
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Onceden hazirlanan kaset diizenegine jel dokiildii. Ceker ocakta jelin donmasi beklendi. FA
agaroz jel dondugunda, igerisinde 1 X FA tank tamponu (Tablo 3.4) bulunan jel elektroforezi

tankina yerlestirildi ve kuyucuk olusumu i¢in kasete yerlestirilen tarak ¢ikarildi.

Elde edilen RNA o6rneklerinin jele yuklenmesi igin dncesinde 3 uL RNA 6rneginden PZR
tiipiine paylastirildi ve tizerine 3 pL, 2 X RNA ylikleme boyasi eklendi. Bu karigim 6nceden
70 °C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 10 dakika bekletilerek degredasyonu saglandi. Daha sonra
10 dakika buzda bekletildi. 6 uL olacak sekilde 6rnekler FA agaroz jele yiiklendi. 80 voltta
30 dakika boyunca yiiriitiildii. Sonug UV jel goriintiileme sistemi ile yapildi.

Tablo 3.3: 10 X FA jel tampon ¢ozelti.

FA Jel Tampon Cozelti Stok Sollisyonu Son Konsantrasyon
Etilen diamin tetra asetik
asit (pH:8) 05M 0.05M
Sodyum asetat (NaAc) 1M 0.01M
3-morpholinopropane-1- 1M 0.2 M

sulfonic acid (pH:7)

Tampon ¢ozelti % 0.1 DEPC iceren dH.0O ile hazirlandi. pH:7.0’a ayarlandi. 121°C’de
20 dakika otoklav yapildiktan sonra kullanildi.

Tablo 3.4: 1 X FA tank tampon ¢ozelti.

FA Tank Tampon Cozelti Son Konsantrasyon
10 X FA Jel Tamponu 1X
%37 ’lik (12.3M) Formaldehit 0.25 M

Tampon ¢ozelti % 0.1 DEPC iceren dH20 ile 1000 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 20
dakika otoklav yapildiktan sonra kullanildu.
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3.2.3.4 Reverse Transkriptaz Enzimi ile Komplamenter DNA (cDNA) Eldesi

Reverse transkriptaz enzimi ile kalip RNA’dan sentezlenen DNA elde edildi. Bu islem iki
basamakta gergeklestirildi. Her iki basamakta Tablo 3.5’de verilmistir. Birinci basamakta
Thermo scientific OligodT soliisyonu ile mRNA’nin poly(A) kuyruguna baglanarak ifade
olan RNA, total RNA’dan elde edilmis oldu. Ikinci basamakta Thermo scientific Reverse
Transkriptaz enzimi ile tek zincirli mRNA kalibindan, tek zincirli komplamenter DNA
(cDNA) olusturuldu. -20°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Tablo 3.5: Komplamenter DNA ( cDNA ) reaksiyon bilesenleri ve basamaklari.

Kullanilan Reaksiyon I¢erigi ve Miktar Son Konsantrasyon
Oligo (dT) 1pL

RNA kalib1 1000 ng RNA icin belirlenen X pL
dH20 (Enjeksiyonluk dH20) X

Son hacim 12.5 uL
1.Basamak: PZR cihazinda 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Deoksinukleotid(dNTP)mix (10 mM) 1mM

5 X Reaksiyon Tamponu (1 mL) 1X

RiboLock RNaz Inhibitorii (40 U/ pL) 20 U/ pL

RevertAid Reverse Transkriptaz (200 U/ uL) 10 U/ pL

Toplam hacim 20 pL

2.Basamak: PZR cihazinda 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 10 dakika isleme tabi
tutuldu.

3.2.3.5 cDNA Kontroll icin PZR ve sqRT-PZR

Deney ¢alismasinin bu basamaginda kontrol geni olan HB-2 gen primerleri kullanilarak elde
edilen komplamenter DNA’nin varlig1 ve verimliligi kontrol edildi. Tablo 3.6’de Hp-2
primerleri ile kurulan PZR reaksiyonu ve Tablo 3.7°da PZR dongii sartlar1 gosterilmistir.
PZR isleminin ger¢eklesme durumu pozitif (daha dnceden calistigi belirlenmis cDNA) ve

negatif (Enjeksiyonlu dH>0 ile kontaminasyon durumu) kontrol ile saglandi.
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Tablo 3.6: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR).

Hp-2 PZR Sollsyon Ornek Pozitif Kontrol Negatif
Kontrol

c¢DNA kahib1 1L luL -

10XTagTampon

((NH4)2S04) 5uL 5uL 5uL

(1.25mL)

dNTPmix (10 mM) 1puL 1puL 1L

MgCl2 (25 mM) 4 uL 4 uL 4 uL

Geri HB-2 Primeri 1puL 1puL 1L

Ileri HB-2 Primeri 1L 1L 1L

dH20 36.5 pL 36.5 pL 37.5uL

Taq DNA Polimeraz

(rekombinant) 0.5 pL 0.5 pL 0.5 pL

(5U/pL)

Son Hacim 50 pL 50 pL 50 pL

Komplamenter DNA(cDNA)’nin varligi ve verimliligi kontrol edildikten sonra spesifik
p54nrb/NONO ve HpB-2 ekspresyon primerleri ile sgqRT-PZR kuruldu. Tablo 3.8’da
p54nrb/NONO PZR dongii sartlar1 gosterilmistir. PZR 6rnekleri agaroz jel elektroforezi
yapildiktan sonra UV goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. Elde edilen jel goriintiisiindeki

DNA bantlar1 densitometrik olarak analiz edildi.
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Tablo 3.7: HB-2 PZR dongu sartlari.

Hp-2 PZR Sicaklik °C Zaman Dongii Sayis1
Baglangig 94 °C 5 dakika 1
Denatlirasyonu
Denatlrasyon 95 °C 30 saniye
Baglanma 55 °C 1 dakika

22
Uzama 72 °C 2 dakika
Final Uzama 72 °C 10 dakika 1
Son Bekletme 4°C - -

Tablo 3.8: p54nrb/NONO PZR dongii sartlari.

p54nrb/NONO

P7R Sicaklik °C Zaman Dongii Sayisi
Baslangie 94 °C 3 dakika 1
Denaturasyonu
Denattirasyon 94 °C 1 dakika
Baglanma 55 °C 1 dakika

30
Uzama 72 °C 2 dakika
Final Uzama 72 °C 10 dakika 1
Son Bekletme 4°C 10 dakika 1

3.2.3.6 Kantitatif Real-Time PZR (qQRT-PZR)

Gen ekspresyon analizinin Kantitatif olarak degerlendirilmesi LightCycler® 480 Sistemi
(Roche Life Science) kullanilarak saglandi. HB-2 primerleri mMRNA ekspresyonunun hassas
karsilagtirmalari i¢in kullanildi. p54nrb/NONO ve HB-2 komplamenter DNA ile deneysel
hatay1 ortadan kaldirmak i¢in ii¢ tekrarli sekilde calisildi. 96 kuyulu plakanin tek bir
kuyucuguna yiiklenen son hacim 12.5 pL’dir. Real Time PZR reaksiyon bilesenleri Tablo
3.9’de, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in gereken dongii protokolii Tablo 3.10°de, kullanilan

ekspresyon primerleri Tablo 3.11’de verilmistir.
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Tablo 3.9: Real-Time PZR bilesenleri.

LightCycler® 480 RT-PZR Bilesenleri Hacim Son Kons.
RealQ Plus 2X Master Mix 6,25 pL 1X
Tleri Primer (10 pmol) (NonO) (Hp-2) 0.5 uL 0.1 uM
Geri Primer (10 pmol) (NonO) (HpB-2) 0.5 puL 0.1 uM
Steril dH.O
(Enjeksiyonluk su) 4.25 b )

20 ng

Kalip DNA 1L (1-100 ng)

Tablo 3.10: RT-PZR doéngii degerleri.

Sicakhik °C Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ o .
inkiibasyonu 95 °C 15.01 saniye 1
Amplifikasyon 95-55-72 °C 30-30-30 saniye 40
Erime egrisi 95-65-97 °C 55 -1 dk —Sdrekli 1
Sogutma 40 °C 30 saniye 1

Tablo 3.11: Tez kapsaminda kullanilan ekspresyon primerleri.

Tez kapsaminda kullanilan ekspresyon primerleri

NonO/p54"™ fleri P. 5’-AACGAGAGCAGCCACCCAGA-3’
NonO/p54"™ Geri P. 3’-CTGTCTCATTAGCATGACCT-5’
Hp-2 Ileri Primeri 5’-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’
HpB-2 Geri Primeri 3’-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-5’
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3.2.3.7 Kantitatif RT-PZR’mn Sonu¢ Coziimlemesi

Nicel bir gen ekspresyon deneyi olan RT- PZR cihazlarindan saglanan CT (esik dongiisii)
degerleri, Microsoft Excel elektronik tablo programina aktarildi (Livak metodu) [180].
p54nrb/NONO gen ekspresyon seviyesinin analizi, ayn1 baslangi¢ kosullarini saglamak
icinHp-2 internal kontrol geni ve standart malzeme olan kontrol grubu ekspresyon seviyeleri
kullanilarak saglandi ve ii¢ tekrarli calisildi. pS4nrb/NONO Ct sayisal degerleri, Hp-2
internal kontrol genin Ct sayisal ortalamasindan ¢ikarildi. Degerin 2 tabanindaki kuvveti ve
bu kuvvet degerlerinin ortalamasi alindi. Standart malzeme olan kontrol grubu degerleri
kendisine boliinerek ‘1’ birim olarak kabul edildi. Deney grubu degerleri, kontrol grubu
degerine boliindii ve 1’in kat1 seklinde neticeler elde edildi. Sayisal analizler MiniTab (One
Way ANOVA) ile ¢ozimlendi. p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.2.4 DNA ile ilgili Metodlar

3.2.4.1 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Komplamenter DNA’nin kontrolii igin HB-2 primerleri ile kurulan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ornekleri agaroz jel elektroforezi yapildiktan sonra UV gériintiileme

sistemi ile gorlntulendi.

Jel elektroforezi igin ilk olarak 5 X TBE (Tris-Borate-EDTA) tampon ¢6zeltisi (Tablo 3.11)
hazilandi. 5 X TBE tampon ¢ozelti 0.5 X TBE’ye seyreltilerek kullanildi. %1°lik agaroz jel
icin 0.75 g agaroz, 75 mL 0.5 X TBE (Tablo 3.12) tampon ¢ozeltisi ile ¢ozildikte sonra
mikrodalga firinda partikiilleri kaybolana kadar kaynatildi. Erlen mayer sisesi icersindeki
karisim ¢eker ocakta 50 °C’ye diistiikten sonra igerisine 3 UL Etidyum bromir (Et-Br)
(Fisher BioReagent) eklendi. Onceden ayarlanmis jel elektroforez kasetine tarak
yerlestirildikten sonra jel dokildu. Agaroz jel donduktan sonra igerisinde 0.5 X TBE tampon
cozeltisi bulunan tanka yerlestirildi. Jel Elektroforezi sistemi hazirlandiktan sonra Hp-2 PZR
ornekleri 6 X DNA yiikleme boyas: ile belirlenen oranda boyandi. Boyanan ornekler
otomatik pipet yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. DNA 6rneklerinin molekiiler agirliklari,
jele yiiklenen 1 kb DNA belirtec ile belirlendi. 90 voltda 45 dakika yuratilerek, UV jel

goriintileme sisteminde gorintilendi.
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Tablo 3.12: Agaroz jel elektroforezi deney kimyasallari.

Agaroz jel elektroforezi deney kimyasallar:

54g Tris Base (Sigma), 27.5g Borik asit
(Sigma), 20 mL 0.5M’lik EDTA (pH:8)
tartildi. 1 L steril dH2O ile manyetik

5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)

karistiricida ¢ozildii. pH’1 8.0’e ayarlandi.
121°C’de 20 dakika otoklav yapildu.

1L 0.5X TBE i¢in 100 mL 5X TBE, meziirle
Olculdi ve Uzeri 900 mL steril dH.O ile
tamamlandi. 121°C’de 20 dakika otoklav

0.5X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)

yapildi.
1 pL belirteg, 1 uL 6X yiikleme boyasi, 4 uL
1 kb DNA Belirtec (NEB) enjeksiyonluk dH20 ependorf icerisinde

karistirildi. -20°C’de buzdolabinda saklandi.

3.2.4.1 Restriksiyon Endonikleaz Kesim

Restriksiyon endoniikleaz enzim ile gerceklestirilen kesim isleminde son hacim 40 pL
olacak sekilde; 1000 ng DNA’nin uygun endonukleaz ile kesimi i¢in 1 Unite enzim ve 1X
konsantrasyonda tampon kullanildi. Thermo Scientific™ firmasina ait FastDigest™

restriksiyon kesim iirtinleri kullanildi.

3.2.4.2 Biuyiik Olgekli Plazmid DNA izolasyonu

p54nrb/NONOgenine ait 4 farkli promotor pargasi1 P1 (-730/+529), P2(-516/+529), P3 (-
336/+529), P4 (-159/+529)’in transfeksiyon etkinligini genel olarak belirlenmesi i¢in pozitif
kontrol olarak pMetLuc Kontrol vektori kullanildi (Sekil 3.3). Transfeksiyonel
caligmalarinin normalizasyonu igin pPSEAP2 kontrol vektorii kullanildi (Sekil 3.4).
P54nrb/NONOgenine ait 4 farkli promotor pargasinin bazal aktivitelerinin belirlenmesi igin
pMetLuc Reporter vektorl kullanildi (Sekil 3.5).

pMetLuc Kontrol, pMetLuc Reporter ve  SEAP kontrol vektorlerinin gliserol stoklari -

80°C’den ¢ikarild1 ve buz iizerinde erimesi beklendi. Ilgili antibiyotigi barindiran; sirastyla
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pMetLuc Kontrol ve pMetLuc Reporter vektori icin kanamisin, SEAP kontrol vektori igin
ampisilin iceren LB agarlara 6rneklerden 100 uL alinarak ekim yapildi ve 37°C sicakliga
sahip inkiibatore kaldirildi. Ertesi sabah tek koloniler gézlemlendi ve petriler +4°C’de
muhafaza edildi. Daha sonra ilgili antibiyotigi barindiran 5 mL LB Broth’a tek kolonilerden
steril 6ze yardimi ile ekim gergeklestirildi. 37°C sicakliga sahip c¢alkalamali inkiibatore
kaldirildi. Ertesi glin 6n kiiltiirlerden yeterli miktarda gliserol stok yapilarak -80°C’de
muhafaza edildi ve On kiiltiirlerin bir kismi yine ilgili antibiyotigi igeren 100 mL LB Broth’a
alinarak Erlenmayer siselerinde biiyiik hacme gecildi. 37°C sicakliga sahip calkalamali
inkiibatore kaldirildi. Bir sonraki giin Macharey-Nagel marka NucleoBond® Xtra Plus kit
kullanilarak plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Bolim 3.2.3.2 ‘de ifade edildigi sekilde bu
sefer DNA konsantrasyonunu saptamak i¢in pDrop™ Plate cihazi ile 260 nm’de absorbans
degerleri belirlendi. Kullanilacak plazmid miktar1 ’DNA Konsantrasyon miktart = (A2eo X

sulandirma katsayisi X 50 ng/ul) >’ formiilii ile hesaplandi.
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Sekil 3.5: pMetLuc Reporter vektdrl haritast.

3.2.5 Western Blot Protein Analizi Deney Basamaklar

Western blot laboratuvar teknigi, hiicrelerden ekstrakte edilen birgok proteinden, ayirt
edilmek istenen spesifik proteini ayirmak ve tanimlamak i¢in kullanilan bir tekniktir. Teknik,
bu gorevi yerine getirmek i¢in ti¢ element kullanir: (1) biiyiikliigiine gore ayirma, (2) kati bir
destege aktarma ve (3) hedef proteini gorsellestirmek i¢in uygun bir birincil ve ikincil antikor

kullanarak isaretleme [181].

3.2.5.1 RIPA (Radioimmunoprecipitation assay ) Lizis ve Ekstraksiyon

Hiicre kiiltiirii deney ¢alismalarinda elde edilen pelletler zorunda kalinmadig: siirece -80°C
derin dondurucuya kaldirilmadan direkt protein molekillini elde etmek icin RIPA lizis ve
ekstraksiyon tamponu ile ¢ozildu. RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponunun hazirlanigi Tablo
3.13’de verilmistir. Protein izolasyonu, hiicre pelletlerinde kalan medyumu uzaklagtirmak
icin 500 pL PBS ile ¢oziilmesiyle basladi ve 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi,
stipernatant atildi. Medyumdan arinan hiicrelerin iizerine 250 pL RIPA tamponu eklendi ve
coziildi (Akiskanlik durumu gozlemlendi). Daha sonra ultrasonik su banyosunda (buz ile
sogutulmus) 2.30 saniye (%50 giic) lizize devam edildi. RIPA tamponu ile ¢dziilen pelletler
15 dakika buzda g¢alkalanarak bekletildi. 15 dakikanin sonunda 14.000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edildi. Stipernatant dikkatlice buzda bekletilmis, yeniden etiketleme yapilmis steril
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ependorflara alindi. Protein izolasyonu isleminin her asamasinin buz iizerinde olmasina

dikkat edildi.

Tablo 3.13: RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponu malzemeleri.

Son Konsantrasyon

1mM EGTA (Etilen glikol tetraasetik asit)
(500 pL)
140 mM NaCl
(7 mL)
10 mM Tris Cl pH:8 (Trizma® base)
(500 pL)
%1 Triton x100
(500 pL)
%0.1 SDS (Sodyum dodesil sulfat)
(10 mL)
%0.1 Sodyum deoksikolat
(0.05 gram)
1mM EDTA (Etilendiamintetraasetik asit)
(100 pL)

+ Proteaz inhibitori (2 tablet)

Tampon ¢ozelti hazirlandiktan sonra 15 mL’lik steril falkonlara paylastirildi. -20°C’de
buzdolabinda muhafaza edildi.

3.25.2 Qubit® 2.0 Fluorometer ve Bradford Yontemi ile Protein Miktar
Cozimlemesi
Tez kapsaminda, ilk protein konsantrasyon 6lcimi asamasinda Qubit® 2.0 Florometre
cihazi ve Qubit Protein Assay Kit’i kullanildi. Miktar tayini yapilacak iiriin sayisi kadar steril
PZR tlpUnan icerisine 199 uL Qubit® Protein Tamponu ve 1 pL Qubit® Protein Reaktifi
eklendi. Vorteks iglemi ile karistirildi. Karisim igerisinden 1 pL ¢ekilip atildi. 1 pL izole
edilen protein 6rneginden konuldu. Vorteks edildi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Qubit® 2.0 Florometre cihazinda protein analizi béliimii secildi. Ol¢iim cihazinda ‘ug/mL’
cinsinden sonug alindi. Bu rakam (A) sulandirma katsayisi1 (Ax200=B) ile ¢arpildiktan sonra
¢ikan sonug (B) her 6rnegin 50.000 pg/mL kadar protein i¢cermesi i¢in bu say1 ile boliindii
(50.000 pg/mL /B = C pL). Elde edilen deger miktarinda protein 6rnegi yiiklemesi yapildi.

Ornekler -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi. Tez kapsaminda, ikinci protein
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konsantrasyon Olgumi asamasinda Bradford protein yontemi kullanildi. Yontemde
kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3.14’de verilmistir. Bu islemin gerceklestirilebilmesi
icin ‘Bradford standart egrisi’ grafigi baz alinarak Bradford konsantrasyon 0lgimi denklemi
olusturuldu. Stok ¢ozelti (BSA), steril dH2O ve reaktif (boya) kullanilarak kalibrasyon
ornekleri hazirlandiktan sonra 10 dakika karanlik ortamda bekletildi. 96 kuyulu plakanin her
bir kuyusuna 250 pL eklendi ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda 6l¢iim
yapildi. Degerler ile Bradford standart egrisi olusturuldu. Grafik sonucunda bulunan
denkleme gore hesaplama yapildi. 1uL‘deki protein konsantrasyonu miligram cinsinden
bulundu. Ol¢iim sonucu kadar protein yiiklemesi yapildi. Ornekler -80°C derin dondurucuda
muhafaza edildi. Tez kapsaminda kullanilan Bradford Standart Egrisi Sekil 3.6’da

verilmistir.

Bradford Standart Egrisi

0.8
B
S 0.6- y = 0,0008x - 0,0016
8 R2=0,9976
0
2 0.4-
©
2
2
f 0.2
<<

0.0 T 1 1

0 500 1000 1500

Hg/mL

Sekil 3.6: Bradford standart egrisi.
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Tablo 3.14: Bradford yontemi kimyasal malzemeler.

Reaktifin hazirlanmasi Standart egri icin Stok BSA ¢ozeltisi
(1L Grun eldesi icin) hazirlanmasi (1L Urin eldesi igin)
100 mL % 95’lik Fosforik asit 0.1g BSA (S1g1r serum albiimini)

50 mL % 95°1ik Etanol

Olg CoomaSS|e B“”lant Blue 100 mL Ste“l dHZO ||e QOZUIUI’ +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilir.

Kimyasal malzemeler steril dH.O ile
1L’ye tamamlanir. Karanlik ortamda oda
sicakliginda muhafaza edildi.

3.2.5.3 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE )

Deney calismalarina stok soliisyonlarin hazirlanmasi ve SDS-PAGE jel dokme aparatlarinin
sterilizasyonu ile baglandi. SDS-PAGE jel d6kme aparatlarindan cam plakalar, jel taraklari,
cam sikistirma mandallari, elektroforez tanki; ilk dnce %70’lik etil alkol soliisyonuyla
muamele edildi. Daha sonra steril saf su ile durulandi ve kagit havlu ile kurulandi. Aparatlar
uygun sekilde monte edildi ve jel dokmeye hazir hale getirildi. Ilk énce y1gma jeli hazirlandi
ve cam plakalarin arasina belli miktarda otomatik pipet yardimiyla enjekte edildi. SDS
poliakrilamid jelin diizlenmesi igin %90’lik izopropanol veya steril dH>O kullanildi. Jel
polimerlestikten sonra jeli diizlemek i¢in konulan maddeler kurutma kagidi (filtre kagidi) ile
uzaklastirildi. Ikinci olarak ayirma jeli dokiildii ve hizlica uygun mm’deki kuyucuk
olusturacak jel taragi cam plakalarin arasina yerlestirildi. Jel 1X Yiirlitme tamponu
icerisinde, +4°C buzdolabinda muhafaza edildi. Tablo 3.15’de SDS-PAGE jel malzemeleri

verilmistir.

Konsantrasyonu 6lculen, hepsi 50.000 pg/mL protein icerecek sekilde hesaplanan protein
orneklerinden gereken miktar, buzda bekletilmis yeni ependorfa aktarildi. Bu protein
orneginin tizerine 5 ul, 4X Laemmli protein 6rnegi tamponu (4XLSB) ve 2-Beta merkapto
etanol karisimindan eklendi. Daha sonra son hacmi 30 uL’ye tamamlayacak sekilde upper

tampon sollisyonu eklendi. Bu karigimlar denatiirasyon iglemi i¢in 95°C sicak su banyosunda
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5 dakika bekletildi. Oncesinde elektroforez tankinin igerisine, SDS poliakrilamid jeller tank
aparatina sabitlenip konuldu. Ilk kuyuya 5 upL protein belirteci (Rainbow Marker)
yuklendikten sonra 25-30 uL protein 6rnekleri yiiklendi. Elektroforez tankinda ilk 6nce cam
plakalar arasina, drnekler yiiklendikten sonra tankin dis kismina, igerisinde % 0.1 oraninda
SDS igeren 1X yurutme tamponu eklendi. 90 V akimda protein belirteci belirgin sekilde
acilana kadar (~2-2.5 saat) ydrutildi. Tablo 3.16’da SDS-PAGE islemi asamasinda

kullanilan kimyasal malzemeler verilmistir.

Tablo 3.15: SDS-PAGE jel malzemeleri.

(2 jel igin) Yigma Jeli %10’luk Ayirma Jeli
Tampon 1.25 mL (Ust Tamponu) 2.5 mL (Alt Tamponu)
Akrilamid-Bisakrilamid  0.625 mL 2.5mL
(37,5:1)/ (19:1)
ddH:0 3.07 mL 5mL
%10 APS 50 uL 100 uL
TEMED 5uL 10 uL

Tablo 3.16: SDS-PAGE islemi asamasinda kullanilan kimyasal malzemeler.

Kullanilan Soliisyon Icerigin Hazirlanmasi
6.6 g Tris, 0.4 g SDS hassas terazide tartildi.

pH:6.8’¢ ayarlanarak ultra steril dH2O ile 0,1 L’ye

Ust tamponu
tamamlandi. +4°C buzdolabinda muhafaza edildi.

19.8 g Tris, 0.4 g SDS hassas terazide tartildi.

Alt tamponu pH:8.8’e ayarlanarak ultra steril dH2O ile 0.1 L’ye

tamamlandi. +4°C buzdolabinda muhafaza edildi.
900 puL 4XLSB i¢in 100 pL 2-Beta Merkaptoetanol

Yiikleme boyas: Kullanildi. Miktar 6rnek sayisina gére ayarlandi.
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Tablo 3.16 (devamni)

Kullamilan Soliisyon

I¢erigin Hazirlanmasi

Coomassie Brillant Mavi R-
250 Boya (Poliakrilamid Jel
boyama c¢ozeltisi)

10X Yuritme tamponu

1X Yurutme tamponu

%10 SDS ¢ozeltisi

Transfer tamponu

10X TBS tampon sollisyonu

1X TBS-(%60,1) Tween20

tampon soltsyonu

Bloklama tampon soltisyonu

0.25 g Coomassie Brillant Blue 250, 0.1L %95°1ik
Etanol, % 10 Asetik Asit karisimi hazirlandi. Oda

sicakliginda muhafaza edildi.

30.3 g Tris, 144.4 g Glisin tartildi. pH:8.3’e
ayarlanarak ultra steril dH-O ile 1 L’ye tamamlandi.
+4°C buzdolabinda muhataza edildi.

100 mL 10X ydritme tamponu, 900 mL ultra steril
dH,0 ile 1 L’ye tamamlandi. Igerisine 10 mL
%10’luk  SDS  ¢o6zeltisinden eklendi. Oda
sicakliginda muhafaza edildi.

10 g SDS hassas terazide tartildi. Uzerine 100 mL
dH2O eklendi. Oda

muhafaza edildi.

ultra steril sicakliginda
100 mL 10X ydrutme tamponu ile 200 mL metanol;
ultra steril dH20 ile 1L’ye tamamlandu. igerisine 500
uL %10 SDS soliisyonu eklendi.

-20°C buzdolabinda sogutuldu. (Taze hazirlanir.)
24.22 g Tris, 87.6 g NaCl hassas terazide tartildi.
pH:7.5’¢ ayarlanarak ultra steril dH2O ile 1000
mL’ye tamamlandi. +4°C buzdolabinda muhafaza
edildi.

100 mL10XTBS tamponu, 900 mL ultra steril dH20
ile 1 L’ye tamamlandi. Igerisine 1 mL tween20
maddesi eklendi. +4°C buzdolabinda en fazla bir
hafta muhafaza edildi.

20 mL 1XTBS-tween20 sollisyonuna 1 g yagsiz siit
tozu eklendi. +4°C buzdolabinda en fazla bir hafta

muhafaza edildi.
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3.2.5.4 PVDF Western Blot Membranina Proteinlerin Transferi

Western blot isleminde, SDS-poliakrilamid jelde yuratilen protein orneklerinin difuze
olmamasi i¢in hizli sekilde PVDF (poliviniliden difloriir) membrana transfer islemine devam
edildi. Yiiriitme islemi devam ederken transfer tamponu (Tablo 3.16) taze sekilde hazirland:
ve sogumasi i¢in buzdolabina konuldu. Transfer isleminde kullanilcak PVDF membranlar
(8.5x5.2 cm) jele uygun ebatlarda kesilip, kullanima hazir hale getirildi. Sandvig
hazirlamada kullanilacak olan Thermo Scientific ™ Pierce ™ western kurutma filtresi
kagitlar1 ve transfer slingerleri soguk transfer tamponu igerisinde bekletildi. 1X yiiriitme
tamponunda yiiriitiilesi biten cam plakalar arasindaki SDS-poliakrilamid jeller soguk
transfer tamponunun igerisinde en az 5 dakika bekletildi. Protein érneklerinin, Poliviniliden
floriir (PVDF) membrana adsorbe olma sansinmi en iist diizeye ¢ikarmak i¢in, 1 dakika
boyunca soguk metanolde transferden 6nce membranlar 1slatildi. Daha sonra en az 5 dakika
soguk transfer tamponunda bekletildi. Cam plakalar arasindaki soguk transfer tamponunda
bekletilen jeller dikkatli bir sekildi cam plakalardan ayrildi. Sirasiyla siinger, 1 adet kurutma
filtresi kagidi, PVDF membran (aktif yizey Ustte),SDS-poliakrilamid jel, 1 adet kurutma
filtresi kagidi ve en son sunger transfer kasetinin igerisine yerlestirilerek transfer sandvig
sistemi olusturuldu. Sandvi¢ transfer tankina yerlestirildi ve igerisine soguk transfer
tamponundan 1000 mLkadar eklendi. +4°C’de (buzdolabinda) 15 V akimda 1 gece boyunca

transfere birakildi.

3.2.5.5 PVDF Membran Bloklama ve Antikorlama Islemi

Transfer islemi tamamlanmis PVDF membranlar steril pens yardimi ile sandvigten ayrildi.
50 mL’lik steril falkon igerisine PVDF membran yerlestirildi. Uzerine 5-10 mL 1XTBS-
Tween20 sollisyonu (Tablo 3.20) eklendi ve 5 dakika doner hareketli ¢alkalayicida yikandi.
Bu islem yapilirken; jelde yiiriitilen protein Orneklerinin PVDF membrana transferi ve
yiriitme isleminin kontrolii igin SDS-poliakrilamid jel, 5 dakika Coomassie Brillant Mavi
R-250 boyasi ile boyand: ve 5 dakika sonunda Coomassie Brillant Mavi R-250 boyasi
tamamen aritilana kadar su ile jel yikandi ve islemin gidisati kontrol edildi.1XTBS-
Tween20 soliisyonu ile yikanmasi biten PVDF membran, daha sonra antikorlarin spesifik
olmayan bir sekilde membrana baglanmasini Onlemek i¢in 1-1.5 saat arasinda 20
mLbloklama tampon solusyonu (Tablo 3.20) ile doner hareketli calkalayicida ¢alkalandi. Bu
islemin ardindan {i¢ kere 5’er dakika 1XTBS-Tween20 ile membran yikandi. PVDF
membran, tez kapsaminda ilgilenilen proteinin secici olarak tespit edilmesi icin ilk olarak,
1/1000 oraninda P54nrb/NONO®birincil antikoru ile +4°C*de 1 gece inkube edildi ve islem
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sonunda ii¢ kere 5’er dakika 1XTBS-Tween20 ile yikand:. ikinci olarak membran, 1/5000
oraninda hazirlanan floresan etiketli sekonder antikor ile 1-1.5 saat ink(be edildi ve ardindan
ti¢ kere 5’er dakika 1XTBS-Tween20 ile yikandi.

Western blot sonuglarini analiz edebilmek i¢in membran 1/1000 oraninda Beta-aktin birincil
antikoru (normalizator olarak) ile +4°C<de 1 gece inkibe edildi ve islem sonunda ug kere
5’er dakika 1XTBS-Tween20 ile yikandi. Daha sonra 1/5000 oranda hazirlanan sekonder
antikor ile 1-1.5 saat inkiibe edildi ve ardindan ii¢ kere 5’er dakika 1XTBS-Tween20 ile
yikandi.

3.25.6 UVP Western Blot PVDF Membran Gorunttleme Sistemi

Spesifik antikorlar ile inkiibe edilen protein Orneklerinin transfer edildigi PVDF
membranlar, yabanturpu peroksidaz (HRP) substrati1 olan ECL (gelismis kemiliiminesans)
soliisyonu ile 1 dakika karanlik ortamda bekletildi. UVP BioSpectrum gorlintiuleme sistemi

ile goriinttlendi.

3.2.5.7 ImageJ ile Western Blot Kantitatif Analizi

PVDF membranda elde edilen protein bantlarinin goreceli (kesin deger yok) analizi imagel
goriintiileme programi ile dansitometrik olarak degerlendirildi. Sayisal degerlendirme;
deney grubunun, standart deney malzemesi kontrol grubu ve B-Aktin proteini ile
karsilastirilmasi ile saglandi (normolizasyon). Sayisal analizler MiniTab (One Way
ANOVA) ile gergeklestirildi. p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.2.6 Transkripsiyonel Etkinligin Belirlenmesi ile Ilgili Calismalar

3.2.6.1 Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu (Coktirme) ile Gegici Transfeksiyon

Tez kapsamindaki Hep3B hiicreleri 3.2.2°de ifade edildigi gibi deney ¢alismalarina uygun
sekilde biiyiitiildii ve deney kurmak igin yeterli doluluk oranma ulasildi. Ik giin
gerceklestirilecek transfeksiyon asamast i¢in 12 kuyulu plakanin 6 adet kuyusunun her birine
250.000 hiicre (pMetLuc Kontrol vektor, pMetLuc Reporter vektor ve pSEAP2 kontrol
vektor icin) ve 4 adet 25 cm?’lik flask basina 2.000.000 hiicre (promotor parcasi grubu icin)
diisecek sekilde paylastirildi. Bir gece %5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip inkiibatore kaldirildu.
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Ikinci giin 12 kuyulu plaka icin son hacim 45 pL ve 25 cm?’lik flask i¢in 315 pL olacak
sekilde 2 M CaCl, soliisyonu Hep3B hiicrelerine transfekte edilecek DNA (p54nrb/NONO
promotor pargalari) ile karistirildi. Bu karisima sirasiyla 45 plL ve 315 pL, 2X HEPES
soliisyonundan pastor pipet ile baloncuk olusturarak damla damla eklendi. Bu karigim hig
hareket ettirilmeden 1 saat boyunca beklendi ve ¢okelti olusumu incelendi. Bu karigim plaka
ve flaska damla damla eklendi. 24 saatligine %5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip inklbatore
kaldirildi.

Ugtincii giin flaskta bulunan hiicreler ile tekrar deney kurularak 96 kuyulu plakanin her bir
kuyusuna 200 pL hacimde 30.000 hiicre paylastirildi ve %5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip
inkiibatore kaldirildi. Besinci giin hiicrelerin DMEM’leri atilarak; her bir kuyu PBS ile
yikanarak, 200’er uL % 0.1 BSA’li DMEM eklendi ve 1 saat inkiibatore kaldirildi. Bir saat
sonunda tez kapsamindaki hiicre i¢i sinyal yolak inhibitérleri belirlenen hacimde uygulanip;
45 dakika inkibatore kaldirildi. 45 dakika sonunda kuyu bagina 20 ng/mL olacak sekilde
TGF-p sitokini uygulandi ve 6 saat %5 CO2 ve 37°C sicakliga sahip inkiibatore kaldirildi. 6
saatin sonunda kuyulardaki medyumlardan 100 pL o6rnek gekildi ve etiketli ependorflara
aktarildi. -20°C’de muhafaza edildi. SEAP ve Lusiferaz etkinligi luminometre cihazi ile

slculdu.

Tablo 3.17: Kalsiyum Fosfat presipitasyonu ile gegici transfeksiyon i¢in kullanilan

solusyonlar.
Kullamilan I¢erigin Hazirlanmasi
Solisyon
2 M CaCl 14.7 g CaCl; tartildi ve 50 mL’ye distile dH20 ile tamamlandi.
2 121°C’de 20 dakika otoklav yapildi ve filtre edildi. +4°C’de
muhafaza edildi.
2X HEPES 1.6 g NaCl, 0.04 g Na2HPO4, 1.3 g HEPES, 100 mL distile dH-O ile

tamamlandi. pH 7.05 — 7.12 olmalidir. Otoklav yapild: ve filtre edildi.
-20°C’de sakland.
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3.2.6.2 Sahnan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Olguilmesi

-20°C’de muhafaza edilen 6rneklerin Lusiferaz etkinliginin luminometre cihazi ile dlgiilmesi
icin ilk olarak buz iizerinde erimesi saglandi. Bu sirada Takara Clontech marka 10X
Lusiferaz Substrati 1X olacak sekilde sulandirildi. Hicre kaltirinde elde edilen
transfeksiyon medyumlarindan 9 pL ¢ekilerek 384 kuyulu plakanin her bir kuyucuguna
paylastirildi ve tlizerine 1 pL 1X Substrat/Reaksiyon tamponu eklendi. Plaka luminometre

cihazina yerlestirildi ve 6l¢tim alindi. Bu iglemler hizli bir sekilde gerceklestirildi.

3.2.6.3 SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) Aktivitesinin Olciimii

SEAP aktivitesinin luminometre cihazi ile 6lgiilmesi igin ilk olarak buz iizerinde erimesi
sagland1. Ilk olarak hiicre kiiltiiriinde elde edilen transfeksiyon medyumlarindan 5 pL
cekilerek 384 kuyulu plakanin her bir kuyucuguna paylastirildi ve iizerine 15 pL Takara
Clontech marka 1X Diltisyon tamponundan eklendi. 384 kuyucuklu plaka altiminyum folya
ile higbir yeri agik kalmayacak sekilde sarildi. Plaka, 65°C’ye getirilmis su banyosunda 30
dakika bekletildikten sonra 2-3 dakikaligina buz {izerine konularak oda sicakligina getirildi.
Oda 1sisindaki SEAP substrat soliisyonundan her bir kuyucuga 20uL eklendi ve yine oda
isisinda 30 dakika bekletildikten sonra Plaka luminometre cihazina yerlestirildi ve 6lgim
alindi. Bu islemler hizli bir sekilde gerceklestirildi. Elde edilen sayisal veriler Excel
Programinda degerlendirildi. Sayisal analizler MiniTab (One Way ANOVA) ile
gerceklestirildi. p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

56



4. BULGULAR

4.1  TGF-B Sitokininin p54nrb/NONO Geni Uzerindeki EtKisi

4.1.1 TGF-p Sitokininin p54nrb/NONO Geni Uzerindeki Etkisinin  mRNA
Seviyesinde Belirlenmesi

TGF-p sitokininin p54nrb/NONO geni tizerindeki etkisinin mRNA seviyesinde belirlenmesi
icin yapilan ¢alismalarda oncelikli olarak Bolim 3.2.2.6 ‘da ifade edildigi sekilde Hep3B
insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 biiyiitiildi. Sonrasinda Bolum 3.2.2.10°da ifade
edildigi sekilde tez kapsaminda planlandig1 gibi deney kuruldu ve kontrol, 1, 3,6 , 24 ve 48.
saat hiicre pelletleri alindi. Bolim 3.2.3.1°de ifade edildigi sekilde elde edilen hiicre
pelletlerinden RNA izolasyonu yapildi ve izole edilen RNA’larin kalitesinin kontrolii B61Um
3.2.3.3’de anlatildig1 gibi RNA jel elektroforezi ile belirlendi (Sekil 4.1). RNA’nin deneysel
caligmalarin devaminda kullanilabilmesi i¢in kalitesi kontrol edildikten sonra 3.2.3.2°de
anlatildig1 sekilde miktar tayini yapildi. Daha sonra 3.2.3.4’de ifade edildigi sekilde
komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirildi. Elde edilen ¢cDNA’lar referans
(normalizatdr) gen olan HB-2 gen primerleri kullanilarak 3.2.3.5’de ifade edildigi sekilde
kontrol PZR’1 kuruldu ve elde edilen PZR 6rnekleri 3.2.4.1°de ifade edildigi sekilde DNA
agaroz jel elektroforezi yapildi ve UV jel goruntuleme sisteminde goriintiilendi (Sekil 4.2).

Kontrol PZR’in amaci elde edilen cDNA ‘nin kullanilabilirliginin belirlenmesidir.

Sekil 4.1: TGF-f sitokini uygulanmis Hep3B hiicre hatt1 pelletlerinden elde edilen RNA
orneklerinin RNA agaroz jel elektroforezi goruntisu.

1:Kontrol grubu 2: 1. saat grubu 3: 3. saat grubu 4: 6. saat grubu 5: 24. saat grubu 6: 48.
saat grubu
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Sekil 4.2: cDNA kontroli igin HB-2 primerleri ile gergeklestirilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) agaroz jel elektroforezi goruntisu.

M: 1 kb DNA belirteci. 1: Kontrol grubu 2: 1. saat grubu 3: 3. saat grubu 4: 6. saat grubu
5: 24. saat grubu 6: 48. saat grubu 7: Pozitif kontrol grubu 8: Negatif kontrol grubu.

Komplementer DNA Kkontrolii gergeklestirildikten sonra Bolim 3.2.3.5°de ifade edildigi
sekilde spesifik p54nrb/NONO ve Hp-2 ekspresyon primerleri ile SQRT-PZR kuruldu. sqRT-
PZR ornekleri Bolim 3.2.4.1°de ifade edildigi sekilde DNA agaroz jel elektroforezi
yapildiktan sonra UV goriintiileme sistemi ile goruntilendi (Sekil 4.3 (a)). Elde edilen DNA
bantlarinin  goreceli (kesin deger yok) analizi Image] goriintileme programi ile
dansitometrik olarak degerlendirildi. Sayisal degerlendirme; deney grubunun, standart deney
malzemesi kontrol grubu ve HB-2 ile karsilastirilmasi ile saglandi (normolizasyon).
Dansitometrik analiz ile p54nrb/NONO geninin Hep3B hiicre hattinda TGF-f sitokini ile
muamelesi sonucunda mRNA ifadesinde artis gozlemlendi. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda p54nrb/NONO geninin Hep3B hiicre hattinda TGF-f sitokini ile en fazla
48 saatte artis oldugu belirlendi (Sekil 4.3(b)).
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Sekil 4.3: (a) sqRT-PZR o6rneklerinin agaroz jel gorintisi. (b) Hep3B hiicre hattindaki
p54nrb/NONO ekspresyon seviyesi.

Semikantitatif Reverse Transkriptaz PZR’dan sonra elde edilen komplamanter DNA
(cDNA) ornekleri ile Bolim 3.2.3.6°de ifade edildigi sekilde kantitatif Real Time PZR
(QRT-PZR) islemi gerceklestirildi. p54nrb/NONO ve HB-2 gen ekspresyon primerleri ile
gergeklestirilen Real Time PZR’in sayisal sonu¢ ¢oziimlemesi Bolim 3.2.3.7°de ifade
edildigi sekilde gerceklestirildi. TGF-p sitokinin p54nrb/NONO geni lizerinde Hep3B hiicre
hattinda zamana bagli etkisi arastirildiginda mRNA ifadesinin arttig1 belirlendi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda TGF-f sitokinin en fazla 6 ve 48. saatte p54nrb/NONO genine
mRNA ekspreyon seviyesinde etki ettigi gézlemlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: qRT-PZR ile elde edilen TGF-p sitokini uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki
ekspresyon seviyesi.

(*p=<0.05-0.01 araligindaki deger, **p<0.01“den kii¢iik deger)

4.1.2 TGF-p Sitokininin p54nrb/NONO Geni Uzerindeki Etkisinin Protein
Seviyesinde Belirlenmesi

TGF-p sitokininin p54nrb/NONO geni tzerindeki etkisinin protein seviyesinde belirlenmesi
i¢in yapilan ¢alismalarda 6ncelikli olarak Boliim 3.2.2.6 ‘da anlatildig1 sekilde Hep3B hiicre
soyu biyuttldu. Daha sonra Boliim 3.2.2.10°da anlatildig1 gibi tez kapsaminda planlandigi
sekilde deney kuruldu ve kontrol, 1, 3 ,6, 24 ve 48. saat hiicre pelletleri alindi. Hiicre kiiltiirii
deney caligmalarinda elde edilen pelletler Boliim 3.2.5’de anlatildig1 sekilde Western Blot
Protein Analizi Deney Basamaklarina tabi tutuldu. Boliim 3.2.5.6°da anlatildig: sekilde UVP
Western Blot PVDF Membran Goriintiileme Sistemi ile elde edilen protein bantlar
gorintilendi (Sekil 4.5). Daha sonra Boliim 3.2.5.7’da anlatildig1 sekilde Imagel ile Western
Blot kantitatif analizi yapildi. Sonug olarak TGF-f sitokini uygulanan Hep3B hiicrelerinde
p54nrb/NONO protein ifadesinin zamana bagl olarak 6. saate kadar arttig1 ve sonrasinda
kademeli olarak diistiigi gozlemlendi. BOylece TGF-f sitokinin p54nrb/NONO protein
ifadesine en fazla 6. saatte etkili oldugu gorildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: TGF-p sitokini uygulanmig Hep3B hiicre hattinin PVDF membran goriintiisii.
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Sekil 4.6: TGF- sitokini uygulanmig Hep3B hiicre hattindaki protein ekspresyon
seviyesinin ImageJ ile Western Blot kantitatif analizi.
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4.2 Insan p54nrb/NONO Genine Ait Promotorun Islevsel Analizi

4.2.1 Tranfeksiyonda Kullamlacak p54nrb/NONO Promotor Parcalarinin Kontrol
Kesimi

p54nrb/NONO geninin klonlama ¢alismalar1 Sevgi BAYSAL tarafindan gerceklestirilmistir
[182].

Calismanin bu basamaginda p54nrb/NONO promotorundan eksiltilerek olusturulmus 4
farkli promotor pargast P1(-730/+529), P2(-516/+529), P3(-336/+529), P4 (-159/+529)’lin
biiytik 6lgekli plazmit DNA izolasyonu 6rneklerinin ilk olarak spektrofotometre cihazinda
konsantrasyon miktar1 ve saflik tayini igin 260 nm ve 280 nm’de absorbanslari alindi. Kesim
islemi i¢in kullanilacak plazmid miktar1 “’DNA Konsantrasyon miktar1 = (A260 x
sulandirma degeri x 50 ng/ul) /1000*’, formiilii ile hesaplandi ( Absorbansin ‘1’ degeri 1
cm3’liik kiivette 50 pg/mL miktarinda ¢ift zincirli DNA’y1 temsil eder).

DNA konsantrasyon hesabindan sonra uygun restriksiyon endoniikleazlar olan
Thermo Scientific™  firmasina ait FastDigest™ Xhol ve HindIIl enzimleri ile
p54nrb/NONO geni promotor pargalarinin kesimi gergeklestirildi. Kontrol kesiminin
dogrulanmasi i¢in 6rnekler 6X DNA yiikleme boyasi ile boyandi. Daha sonra p54nrb/NONO
promotor pargalar1 90 voltta, 1 saat boyunca DNA agaroz jel elektroforezi ile yiruttlerek,

UV goruntuleme sisteminde goériintilendi.

p54nrb/NONO promotorundan eksiltilerek olusturulmus 4 farkli promotor pargasi P1(-730/
529), P2(-516/ 529), P3(-336/ 529), P4(-159/ 529), Thermo Scientific firmasmna ait
GeneRuler 1 kb DNA belirte¢ ile promotor konstraktlarinin baz ¢ifti boyutlar1 UV

goruntuleme sistemi ile gortuntiilenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: pMET Iuc repoter vektorine klonlanan p54nrb/NONO promotor bélgesi
kontrol kesimi agaroz jel goéruntusa.

1: 1259 be P1(-730/+529), 2: 1045 bg P2(-516/+529), 3: 865 be P3(-336/+529), 4: 688 be
P4(-159/+529) 5: 1 kb DNA Ladder, NEB.

4.2.2 Hep3B Hicrelerinde Kalsiyum-Fosfat  Presipitasyonu  Ile  Gegici
Transfeksiyonun Salinan Sistem Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda belirlenen Hep3B hiicreleri ile gegici transfeksiyon deneyleri, kalsiyum-
fosfat presipitasyonu yontemi ile gergeklestirildi. i1k olarak gecigi transfeksiyon isleminin
Hep3B hiicre hattinda c¢alistiginin belirlenmesi icin pMetLuc kontrol vektori ve pMetLuc
reporter vektori Bolim 3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde kalsiyum-fosfat presipitasyonu
yontemi ile hiucrelere transfekte edildi. Viral promotor bulunduran pMetLuc kontrol vektor
transfeksiyonda yuksek aktivite gosterdigi ig¢in pozitif kontrol olarak islev goriir. Bu
caligmada pMetLuc reporter vektorii, promotor parcasi tasimayan (bos) vektordiir ve negatif
kontrol olarak islev goriir. Lusiferaz enzim etkinligini 6lgmek igin Takara Clontech Ready-
To-Glow™ Secreted Luciferase Reporter Assay kiti kullanildi. Luminoskan Ascent marka
luminometre cihazi ile Boliim 3.2.6.2°de anlatildigi sekilde 6lgiilen Lusiferaz aktivitesi,
Bolum 3.2.6.3’de anlatilan Salinan Alkalin Fosfataz aktivitesi 6l¢timii kantitatif degerlerine
oranlanarak sonuglandirildi. Hep3B hiicre hattina transfeksiyonu gerceklestirilen kontrol

gruplarimin degerleri sonucunda Sekil 4.8’de transfeksiyonun calistigi belirlendi.
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Sekil 4.8: pMetLuc Kontrol vektori ve pMetLuc reporter (haberci) vektorl transfeksiyon
etkinligi.

p54nrb/NONO promotorundan eksiltilerek olusturulmus 4 farkli promotor pargast P1(-
730/+529), P2(-516/+529), P3(-336/+529), P4(-159/+529)’lin her biri tez kapsaminda
belirlenen hiicre modeli olan Hep3B hiicresine transfeksiyonu gergeklestirilerek
p54nrb/NONO promotorunun bazal aktiviteleri bagil olarak karsilastirildi. Gegici
transfeksiyon isleminde p54nrb/NONO promotor pargalar1 25 cm?’lik flask i¢in 10 pg kadar
kullanildi. Gegici transfeksiyon islemi Boliim 3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde gerceklestirildi.
Bagil yolla degerlendirilen transfeksiyon aktivitesinin analizi i¢in 12 kuyulu plakada
calisildl ve 5 pg SEAP vektorii transfekte edildi. Viral promotora sahip olan SEAP vektoru
yuksek alkalen-fosfotaz aktivitesi gosteren bir vektordur. Lusiferaz aktivitesine ait degerler
SEAP degerleri ile normalize edildi. Bolim 3.2.6.1°de anlatildigi sekilde 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardan 100 pL medyum alinarak, lusiferaz ve SEAP

etkinlikleri Bolim 3.2.6.2 ve 3.2.6.3’de anlatildig1 sekilde 6lgiildii.
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Hep3B hiicre hattinda gerceklestirilen gegici transfeksiyon ¢aligmalarinda biitiin lusiferaz
aktiviteleri degerlendirildiginde 688 bg’lik P4(-159/+529) p54nrb/NONO promotor

pargasinin en yiiksek aktiviteye sahip promotor pargasi oldugu belirlendi (Sekil 4.9).

730 43 -130/+529 bazal
516 ﬂ -516/+529 bazal

.336% -336/+529 bazal
159 —I—E 45944529 bazal

—

N

I T 1 J 1
LU Houa 0.000 0005 0010 0015  0.020

Lusiferaz Aktivitesi

Sekil 4.9: Hep3B hiicre hattinda p54nrb/NONO genine ait promotor pargalarinin
karsilastirmal1 bazal aktiviteleri.
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4.2.3 TGF-B Sitokininin p54nrb/NONO Promotor Parcalarina Etkisinin Belirlenmesi
TGF-B sitokininin p54nrb/NONO promotor pargalarinin aktivitelerine etkisinin belirlenmesi
icin Bolum 3.2.6’da anlatildigi sekilde islem basamaklar1 gergeklestirildi. Elde edilen
degerler sonucunda TGF-f sitokininin dort farkli p54nrb/NONO promotor parg¢asindan 1259
be’lik P1(-730/+529) p54nrb/NONO promotor pargasina etki ettigi ve promotor aktivitesini
arttirdigr belirlendi. Sonu¢ olarak TGF-B sitokinin p54nrb/NONO promotor pargalarini
farkl1 sekilde regiile ettigi saptand1 (Sekil 4.10).

0.020- BN Bazal

T = TGF-B
0.015=

*
-
0.010-
0.005+
0.000- |ﬂ 1 T

T
-159/+529  -336/+529 -516/+529 -730/+529

Lusiferaz Aktivitesi

Sekil 4.10: p54nrb/NONO genine ait promotor pargalarina TGF-f sitokini etkisi.

(*p<0.05-0.01 araligindaki deger, **p<0.01“den kii¢iik deger)
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4.3  TGF- Sitokini Hiicre ici Sinyal Yolak Inhibitérlerinin p54nrb/NONO Geni
Uzerindeki Etkisi

4.3.1 TGF-B Sitokini Hiicre I¢i Sinyal Yolak Inhibitérlerinin p54nrb/NONO Geni
Uzerindeki Etkisinin mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

TGF-B sitokinin hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorlerinin p54nrb/NONO geni Uzerindeki
etkisinin mRNA seviyesinde belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda dncelikli olarak Boliim
3.2.2.6 ‘da ifade edildigi sekilde Hep3B insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 biiyiitiildii.
Daha sonra Bolim 3.2.2.10°da ifade edildigi gibi tez kapsaminda planlandigi sekilde hiicre
ici sinyal yolak inhibitorleri ile (Aktinomisin-D, siklohekzimid, MEKI, wortmannin,
SP600125 (JNK inh.), PD169316 (p38 MAPK inh.), SIS3 (SMAD3), NFKB inhibitori)
yolak inhibisyon deneyi kuruldu ve 6 saat sonunda htcre pelletleri alindi. Boliim 3.2.3.1°de
ifade edildigi sekilde elde edilen hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu yapildi ve izole edilen
RNA’larin kalitesinin kontrolii Boliim 3.2.3.3’de ifade edildigi gibi RNA jel elektroforezi
ile belirlendi (Sekil 4.11). RNA’nin deneysel ¢alismalarin devaminda kullanilabilmesi i¢in
kalitesi kontrol edildikten sonra 3.2.3.2°de ifade edildigi sekilde miktar tayini yapildi. Daha
sonra 3.2.3.4°de ifade edildigi sekilde CDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar
referans (normalizator) gen olan HB-2 gen primerleri kullanilarak 3.2.3.5’de anlatildigi
sekilde kontrol PZR’1 kuruldu ve elde edilen PZR 6rnekleri 3.2.4.1°de ifade edildigi sekilde
DNA agaroz jel elektroforezi yapildi ve UV jel goriintileme sisteminde goruntulendi ( Sekil
4.12).

Sekil 4.11: Hiicre igi yolak inhibitérleri uygulanmis Hep3B hicrelerinin
RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisu.

1: Kontrol grubu 2: TGF-f grubu 3: Aktinomisin-D grubu 4: Siklohekzimid grubu 5: MEKI
grubu 6: Wortmannin grubu 7: SP600125 grubu 8: PD169316 grubu 9: SIS3 grubu 10:
NFkB grubu.
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Sekil 4.12: cDNA Kontrolii i¢cin HB-2 primerleri ile gergeklestirilen Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) agaroz jel elektroforezi goriintusu.

M: 1 kb DNA belirteci. 1: Kontrol grubu 2: TGF-f grubu 3: Aktinomisin-D grubu 4:
Siklohekzimid grubu 5: MEKI grubu 6: Wortmannin grubu 7: SP600125 grubu 8:
PD169316 grubu 9: SIS3 grubu 10: NFkB grubu 11: Pozitif Kontrol grubu 12: Negatif

kontrol grubu.

Reverse Transkriptaz PZR’indan sonra elde edilen komplamanter DNA (cDNA) 6rnekleri
ile Bolim 3.2.3.6’de ifade edildigi sekilde kantitatif Real Time PZR (qRT-PZR) islemi
gerceklestirildi. p54nrb/NONO ve HB-2 gen ekspresyon primerleri ile gergeklestirilen Real
Time PZR’in degerlendirilmesi BOlUm 3.2.3.7°de ifade edildigi sekilde yapildi. Analiz
sonucunda p54nrb/NONO geninin TGF-B sitokin hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorleri
uygulanan Hep3B hiicre hattindaki mRNA ekspresyon seviyesi ile sadece TGF-B sitokini
uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki mRNA ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda;
wortmannin (PI3K), SIS3 (SMAD3), NFkB inhibitorii ile muamele olmus Hep3B hiicre
hattindaki mRNA ekspresyon seviyesindeki diisiisiin anlamli oldugu istatistiksel analiz
programi olan MiniTab (One Way ANOVA) kullanilarak belirlendi. Bu sonuca bakilarak
p54nrb/NONO geninin TGF-f sitokin hiicre igi sinyal yolagiyla yakindan iliskili oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorleri uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki
p54nrb/NONO mRNA ekspresyon seviyesi.

(*p=<0.05-0.01 araligindaki deger, **p<0.01“den kii¢iik deger)
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4.3.2. TGF-p Sitokini Hiicre I¢i Sinyal Yolak Inhibitérlerinin p54nrb/NONO Geni
Uzerindeki Etkisinin Protein Seviyesinde Belirlenmesi

TGF-B sitokini hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorlerinin p54nrb/NONO geni Uzerindeki
etkisinin protein seviyesinde belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda dncelikli olarak Boliim
3.2.2.6 ‘da anlatildig1 sekilde Hep3B hiicre soyu buyutildi. Daha sonra Bolim 3.2.2.10°da
anlatildig1 gibi tez kapsaminda planlandigi sekilde hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorleri ile
(MEKI, wortmannin (PI3K inh.), SP600125 (JNK inh.), PD169316 (p38 MAPK inh.), SIS3
(SMAD3), NFkB inh.) yolak inhibisyon deneyi kuruldu ve 6 saat sonunda hticre pelletleri
alindi. Hiicre kiiltiirii deney caligmalarinda elde edilen pelletler Bolim 3.2.5°de anlatildig:
sekilde Western Blot Proein Analizi Deney Basamaklarina tabi tutuldu. Boliim 3.2.5.6’da
anlatildig: sekilde UVP Western Blot PVDF Membran Goriintiileme Sistemi ile elde edilen
protein bantlar1 goriintiilendi (Sekil 4.14). Daha sonra Boliim 3.2.5.7°da anlatildig: sekilde
Imagel ile Western Blot kantitatif analizi yapildi. Sonug olarak p54nrb/NONO geninin TGF-
B sitokin hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorleri uygulanan Hep3B hiicre hattindaki protein
ifadesi ile sadece TGF-B sitokini uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki protein ifadesi
karsilastirildiginda; MEKI, wortmannin (PI3K inh.), SP600125 (JNK inh.), PD169316 (p38
MAPK inh.), SIS3 (SMAD3), NFkB inhibitorleri ile muamele olmus Hep3B hiicre
hattindaki protein ifadesinde diisiis gozlemlendi. Bu sonuca bakilarak p54nrb/NONO
geninin TGF-p sitokin hiicre i¢i sinyal yolagiyla yakindan iligkili oldugu belirlendi (Sekil
4.15).

NonO/pS54nrb
(54 kD)

B-Actin
(43 kD)

Sekil 4.14: TGF-f sitokinine ait hiicre i¢i yolak inhibitorleri uygulanmis Hep3B hiicre
hattinin PVDF membran goriintiisii.

1: Kontrol grubu 2: TGF-$ grubu 3: MEKI grubu 4: Wortmannin grubu 5: SP600125 grubu
6: NFKB grubu 7: SIS3 grubu 8: PD169316 grubu.

70



TGF-B (20 ng/uL) Yolak inhibisyon

1.5+
c
S 1.0
2
=
|50.5-
0.0~
N\ > > & Y o % Q
& & @é. S & & F¢F
N S Sl A S
o \& R &° 27 xQ § R
3 X )
Q@Q * Qx Q& && X
x\'& x x™

Sekil 4.15: Hep3B hiicre soyunda hiicre ici sinyal yolak inhibit6rlerinin imageJ
ile western blot kantitatif analizi.

4.3.3. TGF-B Sitokini Yolak Inhibitorlerinin p54nrb/NONO Promotor Parc¢asina
Etkisinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda Hep3B hiicre hattinda TGF-J sitokininin hangi hiicre i¢i sinyal yolaklarini
kullanarak p54nrb/NONO genine ait promotor parg¢asina etki ettiginin belirlenmesi
amaclandi. Bu dogrultuda hiicre i¢i sinyal yolak inhibitérleri olan MEKI (MAP2K1),
wortmannin (PI3K inh.), SP600125 (JNK inh.), PD169316 (p38 MAPK inh.), SIS3
(SMAD?3), NFKB inhibitori kullanildi ve Bolim 3.2.6’da anlatilan deneysel basamaklar
gergeklestirildi. Bunun sonucunda BOlum 4.2.3’de belirtildigi gibi Hep3B hiicre hattinda
gerceklestirilen gegici transfeksiyon ¢alismalarinda biitlin  lusiferaz  aktiviteleri
degerlendirildiginde TGF-B sitokininin 1259 b¢’lik P1(730/+529) pS4nrb/NONO promotor
parcasinin lizerinde etkili oldugu belirlendi. Bu nedenle hicre igi sinyal yolak

inhibitorlerinin etkinligi bu promotor parcasi transfekte edilerek analiz edildi. Analiz
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sonucunda 1259 be’lik P1(-730/+529) p54nrb/NONO promotor parcasinda anlamli sekilde
MAP2K1, PI3K, INK, SMAD3 ve NFkB sinyal yolaklarin inhibisyonu belirlendi ($ekil
4.16).

0.020 | "

0.015+

0.010-

0.005-

Lusiferaz Aktivitesi

0.000~-

Sekil 4.16: TGF-f sitokini yolak inhibitorlerinin 1259b¢’lik P1(-730/+529)
p54nrb/NONO promotor pargasina etkisi.

(*p=<0.05-0.01 araligindaki deger, **p<0.01*“den kiigiik deger)
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5. SONUC VE ONERILER

Gen ekspresyonunun kontroll, proteinler ve nikleik asitler arasindaki dinamik etkilesimi
icerir. Gen regiilasyonu boyunca ¢esitli bilesenleri ve yollar1 diizenlemek ve entegre etmek,
hiicrenin DNA, RNA ve proteini kopriileyebilecek faktorlere ihtiyaci vardir. Kopriileme
proteinlerinin  boyle bir Ornegi, "multifonksiyonel” Drosophila behavior/human
splicing (DBHS) ailesidir [183]. DBHS proteinleri yiiksek oranda korunmus art arda dizili
N-terminal RNA Tanima Motifleri (RRM'ler), bir NonA / paraspeckle alan1 (NOPS) ve bir
C-terminal coiled-coil (sarmal bobin) ile tanimlanir [124]. Insanlarda ailenin ii¢ iiyesi vardir:
splicing faktoru prolin/glutamin bakimindan zengin (SFPQ / PSF), non-POU domain igeren
oktamer baglayici protein (p54nrb/NONO) ve paraspeckle protein bileseni 1 (PSPC1/PSP1).
DBHS proteinleri, niikleoplazmada bulunur ve ¢esitli kosullar altinda kromatin ya da DNA
hasar odaklarina lokalize olmus paraspeckle olarak adlandirilan alt niikleer cisimler iginde
bulunabilir [93, 123, 184]. non-POU domain igeren oktamer baglayici protein
p54nrb/NONO, niikleer hormon reseptorlerinin RNA islenmesi, RNA splicing ve
transkripsiyonel diizenlenmesinde yer alan ¢ok islevli bir niikleer proteindir [144]. Gen
transkripsiyonundaki, RNA islenmesindeki ve DNA onarimindaki rolleri nedeniyle,

p54nrb/NONO kanser baslamasi ve ilerlemesi ile iligkili oldugu gosterilmistir.

Bircok hticre fonksiyonu, sitokin reseptorii siiper ailesinin tiyeleri tarafindan diizenlenir. Bu
reseptorler tarafindan sinyallesme, reseptor kompleksine alinan sinyal proteinlerinin tirozin
fosforilasyonuna baglanan ligand baglayan Janus kinazlar1 (JAK) ile iligkilerine baghdir.
Bunlar arasinda, sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri (STATS), sitokin
tepkilerinin  ¢esitliligine  katkida  bulunan transkripsiyon faktorleri yer alir
[185]. Fonksiyonel c¢alismalar, p54nrb/NONO’nun Interlokin 1, 2, 6, 8 ve TNF-a dahil
enflamatuar faktorlerin seviyelerini arttirabilecegi gosterilmistir. pS4nrb/NONO’nun agir1
ifadesinin,NFxB'nin 6nemli bir alt birimi olan P65'in protein seviyelerini indiikleyebilecegi
bulunmugtur [173]. RNA baglayict protein p54nrb/NONO TNF-atarafindan indiiklenen
ekspresyonu endotel hiicrelerinin TNF-a aracili hiicre korumasina katkida bulunabilecegi

gosterilmistir [167].
Insan p54nrb/NONO geni ile ilgili transkripsiyonel regiilasyon seviyesinde smirli sayida
deneysel calisma mevcuttur. Tez kapsaminda, literatiirde insan hepatoseliiler karsinom hiicre

hattinda (Hep3B), TGF-p sitokini aracili p54nrb/NONO geni transkripsiyonel
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regililasyonuna yonelik bir ¢alismanin bulunmamasindan dolay1 bu eksikligin giderilmesi
amaglanmistir. Bu tez calismasinda Oncelikli olarak p54nrb/NONO geninde TGF-f
sitokininin, insan hepatoseliiler karsinom hiicre hattinda (Hep3B), mRNA ve protein
seviyesinde meydana getirdigi degisikliklerin belirlenmesi, sonrasinda 6zel hicre ici sinyal
yolak inhibitorleri kullanilarak p54nrb/NONO geninde TGF-B sitokini baglantili hiicre i¢i
sinyal yolaklarinin, insan hepatoseliiler karsinom hiicre hattinda (Hep3B) mRNA, protein ve

transkripsiyonel aktivitesindeki seviyelerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Bu hedef dogrultusunda ilk olarak normal oksijen kosullar1 altinda Hep3B hiicre hatti1 uygun
kiiltiir sartlarinda biiyiitiildii ve belli doluluk oranlarina ulastiklarinda pasajlanmak suretiyle
soy devam ettirildi. Deney kurulmasi ig¢in uygun hale getirilen hiicreler 20 ng/mL TGF-§3
sitokini ile muamele edildi. Tez kapsaminda belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda elde
edilen hiicre pelletlerinden mMRNA ve protein seviyesinde, sirasiyla qRT-PZR ve western
blot analizleri yapabilmek i¢in uygun izolasyonlar gerceklestirildi. p54nrb/NONQO geninin
Hep3B hiicre hattinda TGF-B sitokini ile muamelesi sonucunda mRNA ifadesinde artis
g6zlemlendi. Ayni sekilde TGF-f sitokini uygulanan Hep3B hiicrelerinde p54nrb/NONO

protein ifadesinin zamana bagl artis1 gozlemlendi.

p54nrb/NONO, mesane kanseri ve prostat kanserinde upregiile oldugu gosterilmistir [148].
Kicuk olmayan Kkaraciger kanseri hiicresi (NSCLC) ile yapilan bir ¢alismada lusiferaz
aktivitesi olglildiigiinde, p54nrb/NONO promotoru +311/+414 fragmaninda O6nemli bir
diizenleme bolgesi oldugunu gosterilmistir.  p54nrb/NONO promotoru +109/+203
bolgesinin delesyona ugratilmasi, lusiferaz aktivitesinin bir kisminin diismesine neden
oldugu gosterilmistir [186]. Insan p54nrb/NONO genine ait promotorun islevsel analizi, tez
kapsaminda belirlenen Hep3B hiicreleri ile gecici transfeksiyon deneyleri; kalsiyum-fosfat
presipitasyonu yontemi ile gergeklestirildi. p54nrb/NONO geninin klonlama caligmalari
Sevgi BAYSAL tarafindan gergeklestirilmistir [182].

PC3 hiicrelerinde yapilan ¢aligmada promotor konstraktlarinin bazal aktivitesi normoksik ve
hipoksik kosullar altinda belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda p54nrb/NONO P1(-
730/+529) ve P2(-516/+529) promotor pargalarmin bazal aktivitesinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Ayrica transfeksiyondan 48 saat sonra yapilan lusiferaz aktivitesi dl¢timlerine
gore hipoksik kosullarda normaksik kosullara gére promotor aktivitesinin daha yliksek

oldugu gosterilmistir. Hipoksik kosullar altinda promotor aktivitesinin yiliksek olmasi
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promotor dizisinde HIF-la transkripsiyon faktorli baglanma bolgesi olabilecegi
Ongorilmiistiir. Bu 6ngoriic EMSA deneyleri ile dogrulanmistir ve bunun sonucunda

p54nrb/NONO geninin hipoksi ile regiile oldugu belirlenmistir[182].

p54nrb/NONO  promotorundan eksiltilerek olusturulmus 4 farkli promotor parcasi P1(-
730/+529), P2(-516/+529), P3(-336/+529), P4(-159/+529)’in her biri Hep3B hiicresine
transfeksiyonu gergeklestirilerek p54nrb/NONO promotorunun bazal aktiviteleri bagil
olarak karsilastirildi. p54nrb/NONO geni P1(-730/+529), P2(-516/+529), P3(-336/+529),
P4(-159/+529) promotor konstraktlarina ait transkripsiyonel etkinlik hesaplandiginda
Hep3B hiicre hattinda tiim promotor konstraktlar1 aktivite gosterdi. Butln lusiferaz
aktiviteleri degerlendirildiginde 688 bg’lik P4(-159/+529) p54nrb/NONO  promotor
konstraktinin en yuksek aktiviteye sahip promotor konstrakti oldugu belirlendi. PC3 hiicre
hattinda yapilan ¢alisma ve Hep3B hiicre hattinda yaptigimiz ¢alisma karsilastirildiginda
p54nrb/NONO promotor konstraktlarinin farkli bazal aktivite gdstermesinin nedeni dokuya

spesifik transkripsiyonel regilasyon oldugunu gostermektedir.

TGF-p sitokininin p54nrb/NONO promotor konstrakt aktivitelerine etkisinin belirlenmesi
icin ayn1 sekilde gegici transfeksiyon islemi gerceklestirildi. TGF-p sitokininin, dort farkli
p54nrb/NONO promotor konstraktindan 1259 bg¢’lik P1(-730/+529) promotor konstraktina
etki ettigi ve promotor aktivitesini arttirdigr belirlendi. Sonu¢ olarak TGF-B sitokinin

p54nrb/NONO promotor konstraktlarini farkli sekilde regiile ettigi saptandi.

Hiicresel homeostazin korunmasinda yaygin ve merkezi roliiyle tutarli olarak, TGF-f
sinyalinin inhibisyonu, normal homeostatik streclerin ve daha sonra karsinojenezin
bozulmasiyla sonuglanir, bu yizden TGF-p sitokini bir tiimor baskilayici olarak tanimlanir
[16]. TGF-B sitokini hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorlerinin p54nrb/NONO geni tizerindeki
etkisinin belirlenmesi igin tez kapsaminda belirlenen Hep3B hiicre hattinin  uygun kaltar
sartlarinda biiytitiildii ve belli doluluk oranlarina ulastiklarinda pasajlanmak suretiyle soy
devam ettirildi. Deney kurulmasi i¢in uygun hale getirilen hiicreler ile planlanan sekilde
hlcre ici sinyal yolak inhibitorleri uygulandi. Tez kapsaminda belirlenen inkiibasyon siresi
sonunda elde edilen hiicre pelletlerinden mRNA ve protein seviyesinde, sirastyla qRT-PZR
ve western blot analizleri yapabilmek igin uygun izolasyonlar gergeklestirildi. SMAD-
bagisiz TGF-B sinyal yolaginin p54nrb/NONO uzerindeki etkisinin mRNA seviyesinde;
wortmannin (PI3K), SIS3 (SMAD3), NFkB inhibitorii ile muamele olmus Hep3B hiicre
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hattinda diisiis meydana geldi ve bu diisiisiin anlamli oldugu istatistiksel analiz programi
olan MiniTab (One Way ANOVA) kullanilarak belirlendi. Daha sonra sadece TGF-j
sitokini uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki p54nrb/NONO protein ifadesi ile TGF-§3 ve
sinyal yolak inhibitorleri uygulanmis Hep3B hiicre hattindaki p54nrb/NONO protein ifadesi
karsilastirildiginda; MEKI, wortmannin (PI3K inh.), SP600125 (JNK inh.), PD169316 (p38
MAPK inh.), SIS3 (SMAD?3), NFkB inhibitorleri ile muamele olmus Hep3B hiicre

hattindaki protein ifadesinde diisiis gdzlemlendi.

RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolu, karaciger kanserinin gelisiminde ve korunmasinda en
onemli hiicresel sinyallesme basamaklarindan biridir. Bir dizi spesifik fosforilasyon olay1
boyunca, bu yol, epidermal blytime faktori reseptérii (EGFR) gibi instlin benzeri biyime
faktori reseptort (IGFR) gibi vaskiler endotel biyume faktorl reseptori (VEGFR) gibi
ligand baglh tirozin kinaz reseptérlerinden hiicre disi sinyalleri iletir [187]. Bu tez
kapsaminda Hep3B hiicre hattinda transforme edici buyime faktori (TGF-f) niin hangi
hicre ici sinyal yolaklarini kullanarak p54nrb/NONO genine ait promotor konstarktina etki
ettiginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen gecici tranfeksiyon c¢aligmalar1 sonucunda
biitiin lusiferaz aktiviteleri degerlendirildiginde TGF-f sitokininin 1259 b¢’lik P1(730/+529)
p54nrb/NONO promotor konstrakti iizerinde etkili oldugu belirlendi. Bu nedenle hicre igi
sinyal yolak inhibitorlerinin etkinligi bu promotor parcasi transfekte edilerek analiz edildi.
Analiz sonucunda 1259 bg’lik P1(-730/+529) p54nrb/NONO promotor pargasinda anlamli
sekilde MAP2K1, PI3K, JNK, SMAD3 ve NFkB sinyal yolaklarinin inhibisyonu belirlendi.
Bu sonuca bakilarak Hep3B hiicre hattinda p54nrb/NONO geninin TGF-f sitokin hiicre i¢i
sinyal yolagiyla yakindan iligkili oldugu belirlendi.

Bu calisma daha sonra yapilacak olan paraspeckle, sitokin ve promotor calismalarina
onciiliik edebilir. ileride yapilacak olan deneyler dogrultusunda daha derin promotor
analizleri yapilip promotordaki transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgeleri agiga
cikartilabilir. Ayrica in vivo deneyler ile hiicre i¢i sinyal yolak inhibitorleri kullanilarak

kanser aragtirmalarina katkida bulunulabilir.
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EKLER
EK A: DNA ve RNA Buyukluk Belirteci

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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Sekil A. 1: DNA biyiklik belirteci (1kb).
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Sekil A. 2: RNA buyikIik belirteci.
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EK B Protein Buyukluk Belirteci

Blot

Sekil B. 1: Protein blyukluk belirteci.
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