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OZET

PROSTAT KANSERI HUCRE HATTINDA NonO/p54"° GENININ YBX1
TRANSKRIiPSiYON FAKTORU iLE REGULASYONU
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MERVE ERCEVAHIR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BIYOLQJi VE (}_ENETIK ANABILIM DALI
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BALIKESIR, SUBAT - 2021

Insanlarda kromozom 1°de 1p34.2 lokasyonunda bulunan YBX1 (Y Box Binding Protein-
1) hem DNA hem de RNA baglanma proteinidir. Prostat karsinomasinda artmis YBX1
seviyeleri tanimlanmistir. NonO/p54™ (Non-POU Domain-Containing Octamer-Binding
Protein), insanlarda kromozom X’te NONO geni olarak kodlanan multifonksiyonel bir
proteindir ve ¢ogu kanser tipinde artmis ekspresyonu tespit edilmistir. Prostat kanseri, her
yil yaklasik 1.600.000 vaka ve 366.000 oliimle diinya capinda erkeklerde en yaygin
gorilen kanser tipidir. Erkeklerde malignite ile kansere bagl 6liimlerin ikinci 6nde gelen
nedenidir. Hipoksi agresif bir fenotip ile iliskili prostat karsinogenezinde kilit dnciildiir.
Grubumuz 6grencilerinden Sevgi Baysal tarafindan 2016 yilinda tamamlanan yiiksek
lisans ¢alismasinda NonO/p54™™ prostat kanserinde hipoksik kosullarda yiiksek ifade
oldugu gosterilmistir. Calismamda prostat kanseri hiicre hatti1 olan PC-3 hicrelerinde hem
normal hem de hipoksik kosullarda NonO/p54™ geninin YBX1 transkripsiyon faktorii
tarafindan hedef almip alinmadigi ve hipoksi ile regiile olup olmadigi arastirilmistir.
Hipoksik kosullar i¢in PC-3 hiicre hattinda CoCl: ile kimyasal hipoksi olusturulmus ve bu
kosullar HIF-lo. mRNA seviyesinin Real Time PCR analiziyle dogrulanmistir. Tez
calismamiz kapsaminda PC-3 hiicre hattinda YBX1’in NonO/p54™™ promotor pargalar
tizerindeki transkripsiyonel aktiviteye olan etkisi ve ayrica etkinin mRNA ve protein
seviyeleri de incelenmistir. Sonu¢ olarak ¢alismamizda YBX1’> in NonO/p54™®
transkripsiyonel aktivitesine, mMRNA ve protein seviyesine indikleyici etkisi hipoksik
kosullarda 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: YBX1, NonO/p54™™, prostat kanseri, hipoksi, western blot.
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ABSTRACT

REGULATION OF NonO/p54" GENE WITH YBX1 TRANSCRIPTION FACTOR
IN PROSTATE CANCER CELL LINE
MSC THESIS
MERVE ERCEVAHIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
BALIKESIR, FEBRUARY - 2021

YBX1 (Y Box Binding Protein-1), located at the 1p34.2 location on chromosome 1 in
humans, is both DNA and RNA binding protein. Increased YBX1 levels have been
described in prostate carcinoma. NonO/p54™ (Non-POU Domain Containing Octamer-
Binding Protein) is multifunctional protein encoded as the NONO gene on chromosome X
in humans, and its increased expression has been detected in most types of cancer. Prostate
cancer is the most common type of cancer in men worldwide, with approximately
1,600,000 cases and 366,000 deaths each year. Hypoxia is critical in prostate
carcinogenesis associated with an aggressive phenotype. In the postgraduate study
completed by Sevgi Baysal, one of our group's students, in 2016, it was shown that
NonO/p54™® prostate cancer has high expression in hypoxic conditions. In my study, it was
investigated whether the NonO/p54™ gene is targeted by the YBX1 transcription factor
and regulated by hypoxia in PC-3, which is a prostate cancer cell line, in both normal and
hypoxic conditions. For hypoxic conditions, chemical hypoxia was induced by CoCl; in
the PC-3 and these conditions were confirmed by Real Time PCR analysis of the HIF-1a
mRNA level. Within the scope of our thesis study, the effect of YBX1 on the NonO/p54"™®
promoter fragments on transcriptional activity in the PC-3, as well as the mRNA and
protein levels of the effect were investigated. As a result, in our study, the inducing effect
of YBX1 on NonO/p54™ transcriptional activity, mRNA and protein level was determined
in 24, 48 and 72 hours under hypoxic conditions.

KEYWORDS: YBX1, NonO/p54™™, prostate cancer, hypoxia, western blot.
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1. GIRIS

1.1 Y Box Binding Protein-1 (NUkleaza Duyarh Element Baglayici1 Protein-1/Y-
Kutusu Transkripsiyon Faktori-1 (YBX1))

Insanlarda kromozom 1” de 1p34.2 lokasyonunda bulunan YBX1 geniyle kodlanan Y Box

Binding Protein-1, Nikleaza Duyarli Element Baglayict Protein-1/Y-Kutusu

Transkripsiyon Faktori-1 isimleriyle de anilir (Sekil 1.1). YBX1 geni; nazal epitelyum,

kemik iligi stromal hiicrelerinde ve testislerde asir1 eksprese edilir. Ayrica pankreas, beyin,

bagirsak, adrenal bez, yag gibi pek ¢ok diger dokuda ifadesi mimkdiindir (Sekil 1.2) [1].
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Sekil 1.1: Kromozom 1’ de YBX1 lokalizasyonu [2].
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Sekil 1.2: YBX1’ in ¢esitli dokularda ifade profilleri [1].

Sekans analizi ¢alismalari, insan YBX1’ in yaklasik 19 kb genomik DNA’ y1 kapsadigini
ve sekiz ekzon igerdigini ortaya koymustur (Sekil 1.3) [3].
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Sekil 1.3: YBX1’ in genomik organizasyonu [4].

Bu gen, genis niikleik asit baglama 6zelliklerine sahip, yiiksek dl¢lide korunmus bir cold

shock domain proteinini kodlar [1]. Cold shock domain, 1- 5 ekzonlar tarafindan kodlanir

[5].

YBX1 ii¢ domainden olusur: Pozitif ve negatif yiiklii amino asit kiimelerini igceren N-
terminal A/P (ala/pro zengin) domaini; CSD (cold shock domaini) ve CTD (C-terminal
domaini). Bilinen bazi molekiiler partnerleri ve etkilesimlerinin yerleri Sekil 1.4 teki

gibidir. CTD domainde gosterilen ok, proteasomal boliinme bdlgelerini isaret eder.
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Sekil 1.4: YBX1 yapist [6].

A/P domaini ile Actin, pS3 gibi 6nemli genler etkilesebilmekteyken; Cold shock domainde
Akt kinaz aracili ser102 rezidiisiinde gerceklesen fosforilasyonlar araciligiyla spesifik
DNA/RNA baglanma mekanizmalar1 aktive olur. C-terminal domainde, spesifik olmayan
DNA/RNA baglanmalar1 gozlenirken; genelde hedef sinyal igerikli alanlar teskil eder [6].

YBX1, hem bir DNA hem de RNA baglanma proteini olarak islev goriirken;
transkripsiyon ve translasyon, pre-mRNA ekleme, DNA onarimi ve mRNA paketlemesinin



duzenlenmesi dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicresel islemde rol oynar [1]. Bu
mekanizmalar1 da fosforilasyon, ubikiitilasyon, asetilasyon ve metilasyon reaksiyonlariyla

regule eder [7].

YBX1 ayn1 zamanda mRNP (haberci ribonukleoprotein) komplekslerinin bir bilesenidir ve
mikroRNA iglemede bir role sahip olabilir. Klasik olmayan yollardan
salgilanabilmekteyken, hiicre dis1 bir mitojen olarak islev gorebilir. Anormal ekspresyonu
ise; cesitli dokularda kanser proliferasyonu ile iliskilidir. Bu gen, belirli kanserlerde koti
sonu¢ ve ilag direnci icin bir prognostik belirteg olabilir. Bu genin psddogeni ¢oklu

kromozomlarda bulunur [1].

YBX1’ in asir1 ifadesi, insan malign hastaliklarinin bir belirtecidir. Ornegin, pankreatik
adenokarsinom, metastatik prostat karsinomasi, yumurtalik karsinomasi, medulloblastom
ve malign melanomda artmigs YBX1 mRNA seviyeleri tanimlanmistir. Sonugta YBX1,

cesitli kanserlerin ¢ok sayida habis fenotipinde rol oynadigi bilinen bir proteindir [8].

1.1.1 YBXTY’ in Baz1 Transkripsiyonel Etkilesimleri

CTCF (CCTC-Baglanma Faktorii), yuksek oranda korunmus ve hemen hemen her dokuda
ifade edilen birden fazla DNA bdolgesi spesifisitesine sahip bir ZF (¢inko parmak)
transkripsiyonel faktoriidiir. Promotor aktivasyonu veya baskilanmasi gibi diizenleyici
mekanizmalarin gerceklestirilmesi i¢in degisen hedef dizilere baglanabilir. Transkripsiyon,
replikasyon ve RNA isleminde rol oynadigi bilinen YBX1, ¢ok fonksiyonlu Y-kutusu
DNA/RNA baglayict faktor olarak tanimlanmigtir. In vivo CTCF ve YBX1
komplekslerinin olustugu goézlenmistir. Tek basina YBX1 ekspresyonunun higbir etkisi
olmamasina ragmen, CTCEF ile birlikte regilasyon, CTCF-odakli c-myc transkripsiyonel
baskisinin belirgin bir sekilde artmasina neden olmustur. Tiimor olusumu hem CTCF hem
de YBX1’ i igerir. Aym1 zamanda CTCF, c-myc onkogeninin disregiilasyonuna sebep olur.
Ote yandan, YBX1 ekspresyonu ile meme kanseri, kolorektal karsinom, yumurtalik seroz
adenokarsinom da dahil olmak tiizere bir¢ok tiimdrde malign fenotip gelisimi arasinda bir
korelasyon kurulmustur. Birlikte ele alindiginda, bu veriler, deregiile ve/veya anormal

CTCF/YBXI etkilesimlerinin, timor gelisiminde rol oynadigini diisiindiirmektedir [9].

HNRNP (heterojen nukleer ribonikleoprotein) pargaciklarinin bir bileseni olan hnRNP K

ile YBX1’ in fonksiyonel olarak benzer proteinler olduguna dair bir¢ok gosterge vardir.



Hiicre tipine ve hiicre i¢i ortam spesifitesine bagl olmak kaydiyla poliprimidin bakimindan

zengin DNA motifleri ile birlikte regiilasyonlari ortaya konmustur [10].

Okaryotik YBX1; DNA onarimi, hiicre proliferasyonu ve transkripsiyon ve translasyon
kontrolleri dahil olmak iizere cesitli biyolojik islemlerde islev goriir. Insan YBX1’ in
pleiotropik (bir genin birden fazla farkli islev gosterebilmesi) fonksiyonlarda nasil rol
oynadigina dair daha fazla bilgi edinmek i¢in, hibrit taramalar kullanilmistir. Sonuglar
YBX1’ in, IRP2 (demir dlizenleyici protein 2)’ nin regiilatorii oldugunu gostermistir. Hem
in vitro baglanma hem de ko- immunopresipitasyon analizleri, ylksek konsantrasyonda

demir varliginda YBX1 ve IRP2’ nin dogrudan etkilesimini gostermistir [11].

YBX1; transkripsiyon, RNA ekleme, translasyon, DNA onarimi, ila¢ direnci ve stres
yanitlar1 gibi ¢ok ¢esitli hiicresel olaylara katilir. HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus-
1) replikasyonunda da YBX1’ in varsayilan fonksiyonlar1 arastirilmistir. Proviral DNA
transfeksiyonu ile birlikte YBX1’ in asir1 ekspresyonu veya yikimi kullanilarak yapilan
fonksiyonel analizler, YBX1’ in viriis tiretimini arttirdigini gostermistir. 36 kDa proteini
olan YBX1” in viral transkripsiyonu uyararak HIV-1 {iretimini diizenledigi bulunmustur.
Ayrica virionlarn iiretimine katilimi i¢in gereken YBX1’ in 1 ila 324 amino asitlerinden

spesifik bir bolge belirlenmistir [12].

YBX1 MajSAT (uydu) RNA’ ya baglanan bir protein olarak tanimlanmistir. MajSAT
RNA, stres kosullar1 altinda YBX1’ in niikleer translokasyonunu inhibe eder; boylece
DNA hasar onarim iglevini azaltir. YBX1” in indiiklenmis ekspresyonu anormal fenotipleri
onemli Olglide azaltir. Bu bulgular, kanser gelisiminin erken safhasinda, uydu
transkriptlerinin, onkojenik sureclerde 6nemli olabilecek YBX1 disfonksiyonunu

indikleyerek "intrinsik mutajenler” olarak hareket edebilecegini gostermektedir [13].

mtDNA (mitokondriyal genom)’ nin korunmasi, uygun hiicresel fonksiyon icin gereklidir.
MtDNA’ da hasar ve mutasyon birikimi hastaliklara, kansere ve yaslanmaya yol agar. DNA
baz uyumsuzlugu onarimindaki eksiklikler (MMR), DNA mikrosatellit instabilitesi,
mutasyon birikimi ve kanser ile iliskilidir. Insan mitokondrilerinde MMR proteinleri ve
fonksiyonu heniiz saptanmamigtir. Bir caligmada YBX1 mitokondriyal uyumsuzlugu
baglayan bir protein olmak iizere aday olarak belirlenmistir. Bu protein, insan

hiicrelerindeki mitokondriye lokalize olur ve HeLa mitokondriyal ekstraktlarinda saptanan



uyumsuzluk aktivitesine dnemli dl¢iide katkida bulunur. Ayrica, hiicrelerde YBX1 yikimi
mitokondriyal DNA mutajenezini arttirir. Sonuglar, insan mitokondrilerinin, muhtemelen
uyumsuzluk tanima adimlarinda YBX1’ in katildig1 fonksiyonel bir MMR onarim yolu

igerdigini gostermektedir [14].

IFN-gama (interferon gama), sinif II MHC (major histo-uyumluluk kompleksi) genlerinin
en giiclii indiikleyicisidir. Bu indiiksiyona, sinif I MHC genlerinin promotor bolgesindeki
tic DNA elemani aracilik eder. Bu DNA elemanlarindan biri olan vy, ters bir CCAAT
kutusu igerir. Daha 6nce tanimlanmis YBX1 geninin, smif || MHC promotortunin IFN-
gama indiiksiyonunu ve ayrica promotoriinde bir y elementi igeren li (invariant chain)

genini baskilayabildigine dair kanitlar sunulmustur [15].

YBX1 hiicre tipine bagl bir sekilde salgilanir. YBX1’ in lokalizasyonu IL-6 (pleiotropik
sitokin interlokin-6)’ nin tretimini etkiler. Makrofajlarda ve dendritik hiicrelerde yapilan
caligmalarla, YBX1 aracili IL-6 mRNA (retiminin hicre tipine bagli oldugu ve YBX1’ in
diferansiyel lokalizasyon paternleri ile siki bir sekilde diizenlendigi ortaya konmustur.
Sonugta, YBX1’ in makrofajlardaki hucre ici IL-6 mRNA seviyelerini negatif olarak
diizenledigi, makrofajlardaki hiicre i¢i IL-6 mMRNA seviyelerini kontrol etmek igin aktif
olarak hiicre dist bosluga sitosolik IL-6 mRNA salgiladigi goézlenirken; dendritik
hucrelerde 1L-6 mRNA stabilizasyonunu da sagladigi rapor edilmistir [16].

MMP (matriks metalloproteinaz)’ ler; gelisme, doku yeniden modellenmesi ve patojenik
hastalik durumlarinda hiicresel istila sirasinda hiicre dis1 matriksin bozunmasini uygulayan
anahtar enzimlerdir. MMP-13, metastatik kanser ve artrit patogenezinde énemli rollere
sahiptir. YBX1, MMP-13 transaktivasyonunun yeni bir baskilayicisi olarak tanimlanmustir.
YBX1, in vitro olarak DNA affinite kromatografisinde, MMP-13 promotoru igindeki AP-1
(Aktivator Protein-1) DNA sekansina baglanir. Kromatin immiinopresipitasyon deneyleri,
YBX1’ in canli hiicrelerdeki MMP-13 gen promotorine AP-1 bolgesini iceren kisma
baglandigini gosterir. YBX1, AP-1 sahasinda tiimér promotoriiniin neden oldugu MMP-13

promotor transaktivasyonunu baskilar [17].

YBX1’ in agir1 ekspresyonu; EGFR, HER-2 ve CDC6 dahil olmak {izere ¢esitli genlerin
transkripsiyonunu aktive eder, boylece YBX1 hiicre proliferasyonunu destekler. Ayrica,

daha 6nce YBX1’ in, siklin D1 transkripsiyonunu aktive ettigi ve pl6 transkripsiyonunu



baskiladigi, boylece G1/S faz hiicre dongiisii gecisini destekledigi gosterilmistir. TKO
hicrelerde YBX1 susturulmasmin siklin D1 mRNA diizeylerini diisiirdiigi de ortaya
konmustur. Ilging bir sekilde, YBX1’ in susturulmasi bu hiicrelerde pl6 mRNA
seviyelerini etkilememistir. ' YBX1’ in susturulmasi, hiicreler G1 faz1 tutuklama
kapasitesini kaybetmesine ragmen TKO hiicre ¢ogalmasint durdururken; bu da YBX1’ in
Gl fazina ek olarak diger hiicre dongiisii fazlarmmin diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir. HCT116 hiicrelerinde YBX1’ in susturulmasi G2/M fazi durmasina neden

olmustur; bu da YBX1’ in G2/M fazini pozitif olarak diizenledigini agiklamaktadir [18].

YBXI1, p53 tiimdr baskilayici proteini ile etkilesime girer. YBX1’ in niikleer lokalizasyonu
icin transkripsiyonel olarak aktif p53 gereklidir. Eldeki veriler, YBX1’ in, p53’ {in hiicre
6limune neden olma yetenegini inhibe ettigini; ancak p53’ iin hiicre dongiistiniin durmasi
icin gerekli olan kinaz p21’ i kodlama yetenegine miidahale etmedigini gostermektedir.
Ayrica niikleer YBX1’ in, p53’ iin stres aktivasyonundan sonra normal meme epitel
hicrelerinde Bax proteini seviyesini arttirmada basarisizlikla iliskili oldugu da ortaya
koyulmustur. Birlikte ele alindiginda bulgular, YBX1’ in, ila¢ direnci ve tiimor prognozu

ile korelasyon saglayan p53 aktivitesini se¢ici olarak degistirdigini gostermektedir [19].

YBX1, Keratinosit farklilasmasinda ANp63a aracili regile olur. Yiiksek ANp63a
seviyeleri, ubikutine bagimli proteolizi azaltarak ¢ekirdekte YBX1 stabilizasyonunu saglar.
Cekirdekte YBX1 birikimi de ANp63a ekspresyonunu arttirir. Ancak; diisiik ANp63a
seviyelerinde; keratinosit farklilasma esnasinda YBX1 proteolizi artar, bu durum da YBX1
protein seviyelerinin azalmasina sebep olur. Arastirmacilar sonugta; ANp63a’ nin YBX1
ile fiziksel etkilesime girdigini ve ANp63a’ nm mitotik anlamda aktif HaCat
keratinositlerinde apoptoza neden oldugunu gosterirken; YBX1 susturmanin da mitotik

olarak aktif hicreleri apoptoza goturdiigiinii de aydinlatmislardir [20].

YBX1, transkripsiyonel ve translasyonel diizenleme yoluyla ila¢ direnci, hiicre
proliferasyonu ve metastaz ile iliskili ¢oklu fonksiyonlara sahiptir. YBX1’ in artan
ekspresyonu, timor biiylimesi ve agresifligi ile yakindan iligkilidir. YBX1 protein
diizeyleri pl16 tiimor baskilayic1 genin ekspresyon seviyeleri ile ters korelasyon gosterir.
Kromatin immiinopresipitasyon deneyleri, YBX1’ in pl16 promotoru ile dogrudan iliskili

oldugunu gostermistir. Tiim bulgular, YBX1’ in dogrudan pl6 transkripsiyonuna



baglandigini ve baskiladigini, daha sonra hiicre biiyiimesinin tesvik edilmesine ve hiicresel

yaslanmanin 6nlenmesine neden oldugunu ortaya koymustur [21].

Epidermiste, tabakali epitelin biitiinliigii, progenitor hiicrelerin proliferasyon ve farklilasma
arasindaki dengeyi siirdiirme yetenegine baglidir. Progenitdr hiicrelerin epidermisteki
davraniginin altinda yatan transkripsiyonel yolaklar hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen;
proteomun sekillendirilmesinde hiz sinirlayict bir adim olan mRNA baglayici proteinlerin
posttranskripsiyonel regiilasyonunun rolii tam olarak anlagilamamistir. YBX1’ in,
epidermiste progenitor hicrelerin fonksiyonunun Kritik bir efektorii oldugu bildirilmistir.
YBX1 ekspresyonu in vivo dongiisel keratinosit progenitorleri ile sinirlidir ve genetik
ablasyonu cilt yapisinda kusurlara yol agar. Ayrica YBX1’ in, 3' UTR yoluyla yaslanma ile
iliskili bir sitokin mRNA alt kiimesinin translasyonunu dizenleyerek epidermal progenitor
yaslanmasini negatif olarak kontrol ettigi gosterilmistir. Bu bulgular, YBX1’ i epidermal
homeostazin siirdiiriilmesi igin gereken posttranskripsiyonel bir effektor olarak ortaya

koymaktadir [22].

Kordomalar, koétli prognozu olan ve onaylanmis hedefli tedavisi olmayan nadir kemik
timorleridir. YBX1 tiimor biiyiimesini, istilasin1 ve ilag direncini arttirir. Bununla birlikte,
YBX1’ in kordomadaki rolii belirsizdir. Immiinohistokimya analizleri kullanilarak YBX1’
in normal dokulara kiyasla 32 kordoma dokusunda anlamli sekilde upregiile edildigi
gosterilmistir. Biyolojik fonksiyon ¢alismalart YBX1’ in G1/S faz gecisini hizlandirdigim
ve apoptozu inhibe ettigini gosterir. Daha fazla arastirma; YBX1’ in, kordoma
hucrelerindeki promotériine dogrudan baglanarak EGFR (epidermal blyume faktori
reseptOril) transkripsiyonunu arttirdigini ortaya koymustur. YBX1, p-EGFR, p-AKT ve
hiicre apoptozunu, hiicre dongiisii gecisini ve hiicre istilasin1 etkileyen genlerin protein
ekspresyonunu diizenler. YBX1, kordomada EGFR/AKT yolunu aktive ederken, bu YBX1
kaynakli yiiksek ekspresyonu, ilgili yolak inhibitorleri downregiile etmistir. Bu veriler
YBX1’ in EGFR/AKT yolu yoluyla spinal kordomada tiimor olusumunu ve ilerlemesini
destekledigini gdstermistir. YBX1, kordoma igin prognostik ve dngdriicii bir biyobelirteg

ve rasyonel bir terapotik hedef olarak islev gorebilecektir [23].

YBX1, bir transkripsiyon/translasyon diizenleyici proteindir ve bunun ekspresyonu, kanser
saldirganligr ile iliskilidir. Arastirmacilar, akciger adenokarsinom hiicrelerinde TGF-$1

(Transforme Edici Buyume Faktori-p1) kaynakli EMT (Epitelyal-Mezensimal Gegis)



sirasinda YBX1’ in diizenleyici etkilerini arastirmistir. YBX1’ in azalmasi, E-kaderin
promotor aktivitesini arttirirken; YBX1’ in artmasi, YBX1 seviyesinin EMT ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmistiir. TGF-B1 ile indiiklenen YBX1 ekspresyonu ve TGF-B1,
sitosolik YBX1’ i ¢ekirdege stabilize etmistir. YBX1’ in asir1 ekspresyonu, epitelyal
markorlerin TGF-B1 ile indiiklenen azalisini, mezensimal markdrlerin artigini ve hiicre
goclinii arttirmigtir. Ayrica bu durum, TGF-B1 ile indiiklenen Akt aktivasyonu yoluyla E-
kaderin transkripsiyonel baskilayicilarinin ekspresyonunu arttirmistir. Bu mekanizma ile

EMT indiiklenmistir [24].

CK2a (Protein Kinaz CK2 alfa) ¢oklu malignitelerin gelisiminde rol oynar. YBX1’ in agir1
ifadesi, timor proliferasyonu, ilag direnci ve kotii prognoz ile ilgilidir. Calismalar, hem
CK2a’ nin hem de YBX1’ in PI3K/AKT yolunu diizenleyebildigini gostermistir. Sonuglar,
CK2a ve YBX1’ in birlikte inhibisyonunun, PI3SK/AKT sinyal yolunu inaktive etmede
sinerjistik  etkiler gosterdigini; tiimoér biiylimesi ve migrasyonunda yer alan

mekanizmalardan biri olabilecegini ortaya koymustur [25].

YBXI1 ekspresyonu potansiyel bir onkogen olarak roliine isaret eden ¢esitli kanserlerde
artar. Belirli kosullar altinda, YBX1 ayrica ilag¢ direncinin gelistirilmesinde rol oynayan
MDR1 (Coklu Ilag Direnci 1) geninin ekspresyonunu da tesvik eder. Bu nedenle, YBX1
diizenlemesinin mekanizmasini ve kanser gelisimini tesvik etme iizerindeki asagi yonlii
etkilerini anlamak c¢ok Onemlidir. Son zamanlarda yapilan bazi calismalar YBXI
diizenlemesinin mekanizmalarint vurgulamistir. Kiitle spektrometri analizleri YBX1
fonksiyonunun regiilasyonunda nemli rol oynayan c¢esitli translasyon sonrasi degisiklikler
bildirmistir. Fosforilasyon YBX1’ de en yaygin olarak meydana gelen posttranslasyonel
modifikasyondur. Tanimlanan ilk fosforilasyon bolgesi, YBX1’ in CSD bolgesinde ser102’
dir ve bu ayn1 zamanda YBX1’ de en ¢ok calisilan alandir. Buradaki fosforilasyon, YBX1’
in niikleer translokasyonunu kolaylastirarak ve DNA’ ya baglanmasim arttirarak YBX1

onkojenik yetenegini artirabilir [26].

YBX1, farkli hiicre tiplerinde farkli mekanizmalarda calisabilen ¢ok gorevli bir proteindir.
Hiicre donglisii kontrol noktalarini gegersiz kilar, genomik instabiliteyi destekler,
anjiyogenezi diizenleyebilir, istila ve metastazda rol oynar ve iltihaplanmay1 tesvik eder.
Kanserde kot prognoz ile iliskili oldugu i¢in bir biyobelirte¢ olarak ve yeni bir terapdtik
hedef olarak kabul edilmelidir [27].



1.1.2 YBX1’ in Farkh Kanserler ile iliskisi

INcCRNA (uzun kodlama yapmayan RNA)’ lar gesitli ve temel biyolojik siireclerde rol
oynar. LINCO00312, akciger adenokarsinomu ile iliskilidir. LINC00312° nin YBX1’ e
dogrudan baglanarak akciger kanseri hiicrelerinin go¢iinii ve istilasini ve indiikledigi ortaya
konmustur. YBX1’ in, LINC00312” in 0-2410 niikleotidlik 5' bdlgesi iginde farkl
fragmanlarla iligkili oldugunu da gosterilmistir [28]. Farkli bir IncRNA MIR22HG’ nin
azalan ekspresyonu, akciger kanseri ve kot prognoz ile iliskilidir. MIR22HG, YBX1
proteinini baglar. MIR22HG’ nin susturulmasi YBX1, MET ve p21 onkogenlerinin
disregulasyonu yoluyla akciger kanserlerinde hiicre ¢ogalmasini ve antiapoptozu tesvik
ederek onkojenik bir rol oynamistir [29]. Yine bir IncRNA ¢alismasina gore de; PIK3CD-
AS2, Akciger Adenokarsinomu (LUAD) progresyonunda 6nemli bir regiilatordiir. In vitro
caligmalar, PIK3CD-AS2’ nin, tiimdr baskilayicit p53 sinyalizasyonunu azaltarak LUAD
ilerlemesini destekledigini agiklar. PIK3CD-AS2, YBX1 proteinini bozunmadan koruyarak
p53 sinyalini baskilar. Sonugta; PIK3CD-AS2’ nin, YBX1 ile baglanma ve proteazomal
degredasyondan koruma yoluyla p53 sinyalini inhibe ettigi gosterilmistir [30].

YBXI1 protein seviyeleri cogu meme kanserinde yiikselir ve yiiksek YBX1 seviyeleri ilag
direnci ve zayif klinik sonug ile iligkilendirilmistir. YBX1, RNA metabolizmasinda ve
translasyonunda ek fonksiyonlara sahip; strese duyarli, hiicre dongiisii ayarli bir
transkripsiyon faktoridir. Bir transgenik fare modelinde, insan hemaglutinin etiketli
YBX1’ in, mitotik basarisizlik ve sentrozom amplifikasyonundan kaynaklanan genetik
instabilitenin indiiksiyonu ile dikkat ¢ekici derecede ¢esitli meme karsinomlarini stimle
ettigi gozlenmistir [31]. YBX1; meme kanserinde, ézellikle TNBC (Uclii Negatif Meme
Kanseri) hiicre invazyonuna aracilik etmede Onemli role sahiptir. Proteom kiitle
spektrometri analizleri, hiicre matriksi ve hiicrenin matriks etkilesim proteinlerinin
kanserde kritik rol oynadigini gosterir. YBX1’ in MMP-1 promotdriine baglandigr ve
yuksek ekspresyonu ile hiicre invazyonunu arttirdig1 goézlenmistir. YBX1’ in MMP-1 ve
beta- katenin regiilasyonu ile meme kanseri invazyonuna ve metastazina aracilik ettigi

gosterilmistir [32].

EMT hiicre plastisitesini indiikler ve metastaz1 tesvik eder. Cok fonksiyonlu onkoprotein
YBX1 ve IL-6, tiimor hiicresi metastazt ve EMT’ de iliskilidir. YBX1 ve IL-6 arasindaki
dogrudan etkilesim meme kanseri metastazini diizenler. Meme kanseri hiicre hatlarinda

YBX1’ in agir1 ekspresyonu; IL-6 tretimini indukler bu durum da YBX1 fosforilasyonunu



ve ekspresyonunu arttirir. Sonugta artan hiicre gogii ve istilast dahil olmak lizere EMT
ozellikleri induklenir [33]. Invaziv meme kanseri hiicre hatlarinda metastaza aracilik
etmede YBX1’ in roliinii arastirmak adina yine bir ¢alismada da; YBXI1 proteininin
downregllasyonu, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre gégiinii ve istilasini
inhibe etmistir. Bu hiicre hattinda YBX1 susturulmasinin, CORO1C geni regiilasyonuyla
invaziv potansiyeli inhibe ettigi ortaya koyulmustur [34].

DACHI, kas, noral ve meme dahil olmak tizere gesitli doku tiplerinin kok hcrelerinin
diizenlenmesinde rol oynar. YBX1’ in DACH1’ e baglanmasini incelemek i¢in MDA-MB-
231 hiicreleri kullanilmistir. YBX1’ in karboksil alani, DACHI1’ in karboksil terminaline
baglanir. Olusan fosforilasyon, DACHI1’ in niikleer ve sitoplazmik translokasyonunu
belirler. DACHL hiicresel EMT’ yi inhibe ederken, YBX1’ i indiikler. Meme kanseri
invazifliginin YBX1 indiiksiyonu DACHI1 tarafindan antagonize edilir. Sonucta YBX1 ve
DACH1 ekspresyonu meme kanserinde ters korelasyon gosterir [35].

INcCRNA HOXC-AS3, mide kanseri dokularinda 6nemli olgiide artmaktadir ve hiicre
proliferasyonunu ve gociind in vitro ve in vivo dizenler. Kitle spektrometri analizleri,
YBX1’ in HOXC-AS3 ile etkilestigini tanimlar. Anormal histon modifikasyonu ile aktive
edilmis HOXC-AS3 mide kanseri onkojenezinde énemli rol oynar [36]. circRNA (Dairesel
RNA)’ larin da mide kanseri timor olusumunu diizenledigi Ongoriilmiistiir. CIrcRNA
hsa circ 0008035 mide kanseri dokusunda ve hiicrelerinde asir1 eksprese edilir.
Arastirmacilar, circRNA’ larin islevlerini uygulamak i¢in RNA baglayict protein ile
baglanarak miRNA’ lar1 hedefleyebilecegini gostermektedir. Hsa_circ_0008035, miR-375’
I hedefler. YBX1, hsa_circ_0008035/miR-375" in fonksiyonel proteini olarak islev goriir
[37]. Mide kanserinde YBX1 ekspresyonunu ele alan farkli bir ¢alismada; FOXC-2, mide
karsinomunun olusumu, gelisimi, istilas1 ve metastazi ile iligkilidir. YBX1 ile regiilasyonu
sonucu epitelyal mezensimal gegis siirecini aktiflestirir ve  MMP-2 ekspresyonunu

duzenleyerek kanser hiicrelerinin metastazini tesvik eder [38].

Warburg etkisi olarak da bilinen aerobik glikoliz, kanserin 6nemli bir 6zelligidir. YBX1’ in
mesane kanserinde glikoz metabolizmasinin glikoliz kismina dahil oldugu ortaya
konmustur. YBX1" in glikolizi arttirdig1 gosterilmistir. YBX1, glikolizi kolaylastirmak igin
glikolitik enzimleri dizenleyen c-Myc ve HIF-la (Hypoxia- Inducible Factor 1-alpha)’ nin

ekspresyonunu diizenler [39].
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YBXL1 in vitro ve in vivo karaciger hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik eder. YBX1 ayrica
HCC (Hepatoselliler Karsinom) hiicre gogalmasi, yer degistirmesi ve ilaca karsi direng ile
de iligkilidir. YBX1, HCC hiicre proliferasyonunu, koloni olusumunu tesvik ederek ve

timor olusumunda rol oynayarak Wnt/B-katenin sinyal yolunda yer almistir [40].

Arastirmacilar NPC (Nazofaringeal Karsinom) dokularinda YBX1 ekspresyonunun
arttigini kesfetmislerdir. YBX1 protein seviyeleri, NPC hastalarinda metastaz ile pozitif
korelasyon gostermistir. Ayrica, YBX1’ in ifadesi membran E-kaderin dlzeyleri ile
negatif, Vimentin ekspresyonu ile pozitif korelasyon gostermistir. In vitro olarak, YBX1
ekspresyonu nazofaringeal karsinom hcrelerinin invaziv ve go¢ kabiliyeti ile yakindan
iligkilidir. TGF-B1 muamelesi, CNEL1 hucrelerinde yuksek YBX1 ekspresyonu ile birlikte
EMT’ ye yol agmustir. Bu sekilde TGF-f1/YBX1 sinyallemesinin NPC’ de EMT’ ye

aracilik eden mekanizmalardan biri olabilecegi ortaya koyulmustur [41].

RCC (Renal Hicreli Karsinom), biyiik 6lcude tedavi edilemez kalan 6ltimcul drolojik bir
timordiir. RCC” de YBX1 ve G3BP1 proteinleri etkilesir. YBX1/G3BP1 kompleksi, RCC
hicrelerinde upregiile SPP1 araciligiyla NF-kB sinyal yolagin1 etkinlestirir. RCC
hastalarinda YBX1 ekspresyonu G3BP1 ve SPP1 ile korelasyon gostermektedir [42].

YBX1’ in potansiyel bir NF-xB aktivatorii oldugu ortaya konmustur. Ayrica, kiitle
spektrometri analizi kullanarak YBX1 Uzerinde serl65’ in fosforilasyonunu belirlenmistir.
Birlikte ele alindiginda kolon kanserinde; YBX1’ in NF-xB aktivasyonu ve YBXI1’ in
ser165’ in fosforilasyonu yoluyla bir tiimér promotorii olarak islev gordiigiine dair kanitlar
sunulmustur [43]. Farkli bir c¢alismada da yine, NF-xB aktivasyonunun serl76
rezidiilerinin fosforilasyonu ile saglandig1 kesfedilmistir. Kolon kanserinde serl76 veya
ser165 fosforilasyonunun veya her iki YBX1’ in blokaji ile yeni bir kanser tedavisi

stratejisi saglanabilir [44].

YBX1’ in kolon kanserinde; hiicre proliferasyonu, migrasyonu, apoptozu ve EGFR
ekspresyonunda onemli bir rol oynadigini gosterilmistir. Ayrica apoptoz ve EGFR
ekspresyonunun, RAS/RAF yolaginin mutasyonel durumundan etkilenebildigi ve YBX1
yoluyla kontrol edilebildigi kanitlanmistir [45].
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Pankreas kanseri en agresif kanserlerden biridir. YBX1, pankreas kanseri hucre dizilerinde
ve hasta doku orneklerinde asir1 eksprese edilir. YBX1’ in susturulmasi, in vitro MMP
ekspresyonunun azalmasiyla hiicre istilasin1 onemli Olglide azaltir. Ayrica YBX1
ekspresyonunun, 3' UTR’ ye dogrudan baglanma yoluyla miR-216a tarafindan bastirildig
bulunmustur. miR-216a ve YBX1 ekspresyon seviyeleri pankreas kanseri hiicre hatlarinda
ters korelasyon gostermistir. Ek olarak, miR-216a’ nin ektopik ekspresyonu, hiicre
istilasini in vitro inhibe etmistir. Birlikte ele alindiginda bulgular; YBX1’ in metastatik
davranigsa aracilik etmede 6nemli bir rol oynayabilecegini ve YBX1’ in miR-216a
tarafindan bastirilmasiin pankreas kanserinde tliimér metastazini inhibe etmek i¢in umut
verici bir terapOtik potansiyele sahip olabilecegini diistindiirmektedir [46]. PDAC
(Pankreatik Duktal Adenokarsinom), siklikla ge¢ tan1 ve tedavi nedeniyle en OSliimciil
kanserler arasindadir. Bu nedenle PDAC mekanizmalarinin belirlenmesi ¢ok Onemlidir.
Yiiksek oranda korunmus bir transkripsiyon faktorii olan YBX1’ in PDAC’ de 6nemli
Olgiide fazla eksprese edildigi, kotii prognoz ve azalmis sagkalim ile iliskili oldugu
gosterilmigtir. PDAC  hiicre hatlarinda YBX1; hiicre dongiisii  ilerlemesini,
proliferasyonunu ve GSK3p (Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta) aktivitesi ile hiicre dongustyle

ilgili proteinler siklin D1 ve E1’ in ekspresyonunu diizenlemistir [47].

Clusterin, kanserde genis spektrumlu tedavi direncini veren, stresle aktive edilen bir
saperondur. YBXI1, clusterin ekspresyonunu transkripsiyonel olarak diizenlemek igin
dogrudan CLU promotdr bolgelerine baglanir. Prostat kanseri hiicrelerine bakildiginda;

yuksek seviyelerde ekspresyona sahip YBX1 ve clusterin goriilmektedir [48].

YBX1’ in ERZ2 ve Raf-1 ile proteazomal yol boyunca etkilesime girdigi ve regiile ederken
ERK yolunun YBX1 aktivitesini diizenledigi ortaya cikarilmistir. Ayrica ERK yolu ile
YBX1 arasindaki karsilikli diizenleme ve bu regiilasyonun prognostik 6nemi insan prostat
kanseri dokularinda dogrulanmistir. Eldeki sonuglara gore; EGF, Raf/ERK/RSK sinyalini
uyararak YBX1 fosforilasyonuna neden olur. YBX1 ifadesi Raf/ERK/RSK sinyallemesini
etkilerken, protein stabilitesindeki bir artis yoluyla ERK2 protein seviyelerini kismen
diizenler. Insan prostat kanseri dokularinda YBX1 ve ERK2’ nin protein ekspresyonlarinin

yani sira fosforile YBX1, olumsuz klinikopatolojik parametreler ile iligkilidir [49].

FOXO3a, Forkhead O transkripsiyon faktorlerinin bir iiyesidir. FOXO3a, hiicre dongiisii

kontrol noktalarna katkida bulunan faktorleri indiikler ve gesitli malign tiimorlerde timor
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baskilayici olarak kabul edilir. Prostat kanserinde fonksiyonel rollerini dogrulamak i¢in
FOXO3a ve YBX1 arasindaki iligkiyi inceleyen calismaya gore; hem FOXO3a hem de
YBX1 proteinlerinin ERK sinyallemesi ile fosforillendigi, c¢esitli hiicre hatlarinda
FOXO3a inaktivasyonu ve YBXI1 aktivasyonu gozlendigi; buna gore prostat kanserinde
FOXO3a ve YBX1’ in, ana regiilator ERK yoluyla sirasiyla tiimor baskilayict gen ve
onkogen olarak ters korele roller oynadigi sonuglari ¢ikarilmistir [50].

EMT PCa (Prostat Kanseri) metastazinda da 6nemli bir rol oynar. PCa’ da YBXI1 asir1
eksprese edilir ve E-kadherin ile ters korelasyon gosterir. Endojen EMT de, YBX1
ekspresyonunu indikler. Ekspresyonu artan YBX1, tumdrijenik olmayan prostat epitel
hiicrelerinde de mezensimal bir fenotipi indiikler. YBX1 fosforilasyonunu ve EMT

inhibisyonunu gergeklestiren bazi kemoterap6tik ajanlar tanimlanmigtir [51].

PIBK/AKT ve p53 sinyallesmesi ve bazi1 biiytime faktorlerinin YBX1 ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. Ancak ¢ok az bir artis meydana gelir. Hem melanom hiicrelerinde
aktive edilen MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollarinin hem de p53 asir1 ekspresyonunun
YBX1 serl02 fosforilasyonunu arttirdigi, NF-kB sinyallemesinin ise fosforilasyonu
engelledigi belirtilmistir. Melanom hiicrelerinde YBX1’ in asir1 ekspresyonu, translasyon
verimliligini inhibe eder ve bu durumda melanom hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hayatta
kalmast YBXI1 protein ekspresyonunu kisitlayan bir otoregiilatdr bir dongii oldugunu
gosterir [52]. Artan YBX1 ekspresyonu melanom hiicresi tiimor olusumunu arttirir. YBX1
lokalizasyonu agirlikli  olarak sitoplazmiktir ve melanom hicrelerinde ser102
fosforilasyonu ile diizenlenir. YBX1, ser102 fosforilasyonu olmadan melanom hticrelerinin
buylmesi (zerinde uyarici etkiye sahiptir. serl02 defosforile YBX1, melanoma
hiicrelerinin gd¢ potansiyelini arttirirken  YBX1’ in asir1  ekspresyonu, melanom

hicrelerinde EMT benzeri bir kapasitenin elde edilmesini kolaylastirir [53].

Yine, YBX1’ in aktivasyonu yoluyla melanoma gelisiminin tesvik edildigini agiklayan bir
calismaya gore; YBX1, NonO/p54™ geninde transkripsiyonun aktivasyonu igin MIA
(Melanoma Inhibitory Activity) proteinine aracilik eden bir transkripsiyon faktorii olarak
fonksiyonel promotor analizleriyle tanimlanmistir. MIA, malign melanomun ilerlemesi ve
metastazinda dnemli bir isleve sahiptir. NonO/p54™™ nin YBX1’ in aktivasyonu yoluyla
transkripsiyonel seviyede MIA tarafindan diizenlendigi ortaya koyulmustur. Sonugta, insan

NonO/p54™ promotor kontsraktlarmin gii¢lii bir sekilde korundugu ve bunlarin
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aktivitesinin MIA tarafindan regiile edildigi gosterilmistir [54]. Insan NonO/p54™® geni, X
kromozomunun art1 kolunda yer alir ve NonO proteinini kodlar [55]. Bu protein, DBHS

(Drosophila Behaviour/Human Splicing) protein ailesi mensubudur [56].

1.2 Paraspeckles ve DBHS Protein Ailesi

INcRNA molekiilleri, gen regiilasyonundaki en yeni ve en az anlasilan molekiillerden
bazilaridir. Bu nedenle, iyi tanimlanmis RNA ve protein bilesenlerine sahip model
sistemlere ithtiyacimiz vardir. Bu sistem paraspeckles’ tir. Paraspeckles, belirli bir IncRNA
iskelesi etrafinda inga edilen protein agisindan zengin niikleer organellerdir. Yeni kesifler,
bazilar1 genis polimerizasyon icerikli coklu RNA-protein ve protein-protein etkilesimleri

yoluyla paraspeckles’ in nasil olustugunu gostermektedir [57].

Paraspeckles, memeli hiicre ¢ekirdeklerinin interkromatin  boslugunda bulunan

riboniikleoprotein govdeleridir.

-~ cekirdek

Sekil 1.5: HeLa hiicrelerinde paraspeckles yapilar [58].

Bu yapilar, RNA’ nin niikleer tutulumu ile farklilagsmis hiicrelerde belirli genlerin
ekspresyonunun duzenlenmesinde rol oynar. Cekirdek paraspeckles proteinleri
(PSF/SFPQ, NonO/p54™ ve PSPC1 (Paraspeckles Protein-1)) DBHS ailesinin tyeleridir.
Bu proteinler, uzun protein icermeyen RNA NEAT1 (MEN-&/B) ile birlikte paraspeckles
olusturmak ve bitiinliiklerini korumak i¢in birlesir [59]. Sonucgta paraspeckles ve
bilesenleri; farklilagsma, viral enfeksiyon ve stres tepkileri de dahil olmak Uzere birgok

hiicresel islem sirasinda gen ekspresyonunun kontrol edilmesinde rol oynayabilir [60].
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1.2.1 Kanserdeki DBHS Proteinleri

INcRNA NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript-1) niikleer paraspeckles’ in
yapitasidir ve son zamanlarda kanser ve nodrodejeneratif hastaliklar gibi patolojik
durumlarda anormal bir sekilde ifade edildigi i¢in onemli dl¢iide dikkat ¢ekmistir. NEAT1
ve paraspeckles olusumu, cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kaldiktan sonra
hiicrelerde artar ve hiicre metabolizmasinda énemli bir rol oynar. NEAT1, HSF1 (Is1 Soku
Transkripsiyon Faktor-1/Heat Shock Transcription Factor-1)’ in yeni bir hedef genidir ve
1s1 soku tepki yolu SFN (Sulforafan/Sulforaphane) veya yiikseltilmis sicaklik ile aktive
edildiginde upregiile olur. HSF1, NEAT1 promotoriindeki yeni tanimlanan korunmus bir
151 soku elemanina spesifik olarak baglanir. Buna paralel olarak SFN, HSF1’ e bagl bir
mekanizma yoluyla NEAT1 iceren paraspeckles olusumunu baglatir. HSF1, molekiiler
saperonlar1 kodlayanlar da dahil olmak {izere bir dizi genin ekspresyonunu tesvik ederek
proteotoksik strese hiicresel yanitta dnemli bir rol oynar. Bu iligkiler ¢ercevesinde, kanser

ve norodejeneratif bozukluklar gibi insan hastaliklarinda potansiyel olarak énemlidir [61].

DBHS ailesine ait NonO/p54™™ nadiren tek basina islev goren ¢ok fonksiyonlu bir niikleer
proteindir. Ortaya c¢ikan somut kanitlar, bu proteinin, mRNA birlestirme, DNA
denaturasyon-renaturasyon sirecleri, transkripsiyonel dizenleme, kusurlu RNA’ nin
nukleer tutuklamasit mekanizmasi ve DNA onarimini igeren ancak bunlarla smirli olmayan
gen diizenlemesinin hemen hemen her adiminda yer aldigin1 gostermistir. NonO/p54"™™®,
hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi birgok biyolojik siiregte yer alir. NonO/p54™™’ nin
diizensizligi bir¢ok kanser tiiriinde bulunmustur. Bu nedenle yeni bir biyobelirte¢ veya
kanserler icin olast bir terapotik hedef olmasini saglayabilecek onemli bulgular

gosterilmistir [62].

1.2.2 NonO/p54nr®
X kromozomunun q13.1 bolgesinde bulunan NonO/p54™™ geni, 13 ekzon 11 introna

sahiptir (Sekil 1.6). Bu genin, 2. ve 16. kromozomlarda da pseudogenleri bulunmaktadir.
Veri tabanlarinda; P54, NMT55, NRB54, P54NRB olarak isimlendirilmektedir [63].
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Sekil 1.6: X kromozomunda NonO/p54"™ lokalizasyonu [64].



NonO/p54™ proteini ilk olarak 1993 yilinda Cold Springs Harbour Laboratuvarmdaki
aragtirmacilar tarafindan kesfedilmistir. Baglangicta bir RNA baglayict protein olarak
tanimlanmis olmasi nedeniyle, Nuclear RNA- baglayici protein, 54 kDa oldugu igin p54"™
olarak adlandirilmistir. 471 amino asitlik bir polipeptid kodladigi; ayrica PSF (Human
Splicing Factor) ile % 71 sekans benzerligine sahip oldugu belirtilmistir [56]. Sekil 1.7” de
gosterildigi lizere, ifadesi; kalp, beyin, plasenta, akciger, karaciger, iskelet kasi, bobrek ve
pankreasta bulunmustur. Meme tiimor hiicre hattinda da mevcuttur. Yumurtaliklarda da

yaygin ifade gosterir [63].

RPKM

Samples

Sekil 1.7: NonO/p54™™’ nin gesitli dokularda ifade profilleri [63].

Splicing mekanizmasinda, genlerin transkripsiyonel regiilasyonunda, HIV’ in gag

bolgesinde aktivasyon gosterdiginden multifonksiyonel protein 6zelligi gosterir [63].

Yapisal anlamda DBHS ailesinin diger proteinlerinde oldugu gibi, NonO/p54™™ proteini de
nadiren tek basma islev goriir ve cesitli islevleri yerine getirmek i¢in diger DBHS
proteinleri ile homo- ve heterodimerleri olusturur [65]. Bu dimerlerin, bulunduklari

hiicrenin tiirtine 6zgii farkli fonksiyonlara sahip olabilecegi teorilesmistir [66].
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Fonksiyonel anlamda NonO/p54™® ise; bircok niikleer stirecle ilgilenir ve hem DNA hem
de RNA’ ya baglanir [67]. DBHS protein ailesinin tim proteinlerinde oldugu gibi ¢ok

islevli bir niikleer protein olarak tanimlanmaktadir [68].

1.2.3 NonO/p54™™®* nin Farkh Kanserler ile liskisi

ESCC (Ozofagus Yass1 Epitel Hiicreli Karsinom/Esophageal Squamous Cell Carcinoma),
Cin’ deki en yaygin malignitelerden biridir ve mortalite ile iligkilidir. Bununla birlikte,
ESCC tiim6r olusumu ve metastazini kontrol eden molekiler mekanizmalar belirsizligini
korumaktadir. NonO/p54™  downregiilasyonunun, 6zofagus yasst epitel hiicreli
karsinomda biiyiimeyi ve invazyonu baskilayarak apoptozu indiikledigini agiklayan
calismaya gore; NonO/p54™™, Akt ve Erk1/2 sinyal yollarini aktive eder. Bu sekilde ESCC’

nin ¢oklu biyolojik siireglerinde giiglii bir rol oynar ve tiimér olusumunu tesvik eder [69].

Molekiiler hedefleri ve islevleri agik¢a tanimlanmamis RNA baglayici proteinlerin insan
kanserinde birden fazla rolii vardir. Hastalardan elde edilen genomik analizler,
NonO/p54™™> nin akciger kanserinde potansiyel bir onkojenik gen oldugunu ortaya
koymaktadir. NonO/p54™, normal dokulara kiyasla akciger kanseri dokularinda yiiksek
oranda eksprese edilir ve ckspresyonu, akciger kanseri hastalarmin koétii prognozu ile
korele edilmistir. Bir RNA baglayict protein olan NonO/p54™, akciger kanserinde

NAMPT genini diizenleyerek enerji metabolizmasini yonetir [70].

Anormal lipit metabolizmasinin meme kanserinin malign fenotiplerine katkis1 tam olarak
anlasilamamakla birlikte, bu kanser tipinde lipit metabolizmasinin diizensizligi yaygindir.
NonO/p54™, meme kanseri hiicrelerinde lipojenik genlerin  SREBP-l1a aracili
transkripsiyonunu ve lipit iiretimini uyarir. SREBP-la’ ya baglanan NonO/p54™, in vivo
meme tiimorii gelisimi i¢in de kritiktir [71]. Farkli bir calismaya gore yine NonO/p54™®;
post- transkripsiyonel diizeyde SKP2 ve E2F8 RNA ekspresyonunu diizenleyerek meme

kanseri hicre proliferasyonunda kritik bir rol oynar [72].

AS (Alternatif Ekleme/Alternative Splicing) kanser ¢esitliligini ve karmasikligini arttiran
onemli bir adimdir. Son kanitlar, AS’ nin kanserde giderek daha 6nemli bir role sahip
oldugunu vurgular. Bununla birlikte, AS’ nin altinda yatan mekanizmalar ve HCC
diizensizligi anlasilimasi giigtiir. HCC’ 1i hastalarda, RNA baglayici protein NonO/p54™®
ekspresyonunun siklikla arttig1 ve kotii sonuglarla iligkili oldugu bildirilmistir [73].
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pancEts-1, mide kanserinin kotu prognozuyla iliskili bir IncRNA’ dir. Mide kanserinin
ilerlemesi icin bir potansiyel olusturur. pancEts-1, mide kanseri hiicrelerinde NonO/p54"®
proteini ile etkilesime girer. pancEts-1, NonO/p54™ aracili ERG transaktivasyonunu
kolaylastirarak Ets-1 ekspresyonunu diizenler. Ets-1 ekspresyonunun artmasi, mide kanseri

hiicrelerinin timor olusumunun ve agresifliginin arttirilmast ile sonuglanir [74].

LncRNA GAPLINC’ in artan ckspresyonu ile CRC (Kolorektal Kanser/Colorectal
Cancer)’ de artan timor boyutu koreledir. CRC hastalarinda GAPLINC, PSF/
NonO/p54™ ye baglanma yoluyla ve kismen SNAI2 ekspresyonunu uyararak kolorektal

karsinoma istilasin1 destekler [75].

Saglikli melanositlerde NonO/p54™ ekspresyonu olmadigi saptanmustir. MIA, malign
melanomda anahtar proteindir. Tlging bir sekilde, son ¢alismalar MIA” nin bir NonO/p54"™™
regiilatorii oldugunu gostermektedir. Metastatik melanom doku 6rneklerinde MIA aracil

asir1 NonO/p54™™ ekspresyonu gosterilmistir [76].

1.2.4 NonO/p54™® Promotor Yapisi ve Ilgili Gende YBX1 Regiilasyonu

2013 yilinda Schmid ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada; NonO/p54™ promotor
bolgesinin yiiksek derecede korunmus sekansi igin ECR tarayici araci kullanilarak in silico
analizi yapilmustir. Program ile NonO/p54™ geninin 5' ucunun hemen yukarisinda yaklasik
olarak 1600 bp’ lik bir bolge tespit edilmistir. Promotor ¢alismalari i¢in pGL4.10 lusiferaz
ekspresyon vektorii icerisine farede ATG protein baslangic kodonuna yakin 9160 bg ile
7461 bg’ den ve 8436 ile 6833 bg’ den korunmus bolge klonlanmistir. Fonksiyonel
promotor analizleri ile NonO/p54™ transkripsiyonunun aktivasyonu icin MIA” ya aracilik
eden YBX1 transkripsiyon faktorii tanimlanmistir. Sonug olarak insan ve fare NonO/p54™™
promotor kontsraktlar1 giiclii bir sekilde korunmus ve bunlarin aktivitesinin MIA

tarafindan regiile edildigi gosterilmistir [54].

MIA/CD-RAP, kikirdak farklilasmast ve melanoma ilerlemesinde rol oynayan kiigiik bir
proteindir. Yakin zamanda, NonO/p54™™ nin, kondrojenez ve malign melanomay1
ilerletmek icin MIA/CD-RAP kompleksini bir arac1 olarak regiile ettigi ortaya ¢ikmustir.
Kikirdaktaki MIA/CD-RAP molekiiler mekanizmast bugiine kadar ayrtili olarak
tammlanmadig1 i¢in, kondrojenezde NonO/p54™ transkripsiyonunun diizenlenmesi

incelenmistir. Melanoma hiicrelerinde NonO/p54™ promotor aktivitesinin MIA/CD-RAP’
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a bagli olarak korunmus 42 bg¢’ lik bir DNA elementi tarafindan kontrol edildigi
saptanmustir. NonO/p54™™ promotorunun MIA/CD-RAP baglh diizenleyici bolgesindeki
YBX1’ in 6nemi kondrosit sisteminde teyit edilmektedir. YBX1, MIA/CD-RAP’ a bagh

kondrojenezin bir regulatoradar [77].

YBX1’ in asir1 ekspresyonunun kolorektal SW480 ve HT29 kanser hiicrelerinde
kemoterapétik direng olusturdugu gosterilmistir. Onemli olarak, NonO/p54™ veya RALY
susturulmus SW480 ve HT29 kolorektal kanser hiicre hatlari, YBX1’ in asir1
ekspresyonuna ragmen kemoterapétik ajanlara duyarlidir. Sonucta, NonO/p54™™ veya
RALY’ nin YBXI1 proteinini asirt eksprese eden kolorektal kanserlerde onemli olciide

kemoterapotik direnci arttirdigr gosterilmistir [78].

1.3 Hipoksi (Hypoxia)

Hipoksi, viicudun bir bdlgesinin veya tamaminin doku diizeyinde yeterli oksijen
tedarikinden yoksun kaldigi bir durumdur [79]. Hipoksi, tim vicudu etkileyen
genellestirilmis hipoksi ve wviicudun bir bdlgesini etkileyen lokal hipoksi olarak
smiflandirilabilir [80]. Oksijen arzindan tamamen yoksun birakilan hipoksi anoksi olarak
adlandirilir [81].

Fiziksel hipoksi; oksijen ayarli inkiibatorler kullanilarak, hiicrelere 6zgii bir sekilde
istenilen oksijen kosullarinda ayarlanabilir. Oksijen seviyesi % 1-5 oraninda olmak
kaydiyla hiicreleri hipoksik kosula maruz birakmak miimkiindir. Hucre kilturinde
kullanilan inkiibatorler normal hiicre kiiltiir ortam1 i¢in altta su haznesi bulunarak igerisinin

nem orani ayarlanmakta ve sicaklik 37 °C olup, ortam % 5 COz i¢cermelidir [82].

Kimyasal Hipoksi olusturmak tizere uygulanan CoCl, (Kobalt Klor(r) yontemi ise; ucuz ve
hizli olma avantajina sahiptir. Bu iiriin, HIF-1a’ y1 indiikleyerek hipoksiyi taklit eder,
ancak diger genleri de diizenleyebilir. Diger hiicrelerin fonksiyon ve fenotipi lizerindeki
etkilerin kontrol edilerek kullanilmas1 gerekir. Hipoksiyi taklit eden bir baska kimyasal da
DFO (Deferoksamin Mesilat, 100 uM nihai konsantrasyonda kullanilir). Bu kimyasalin
kullanimi, deney hiicrelerinin hipoksik durumunu etkilemeden kiiltiir kaplarinin bir¢ok kez

acilmasina izin verir [83].
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1.3.1 Hipoksinin Kanser Progresyonundaki Rolt ve HIF-1a Regilasyonu

Tiimdr mikrogevresi; birgok farkli hiicre tipi, anormal vaskiiler ag ve immiinsiipresif
sitokinlerden olusan karmasik bir ekosistemdir. Tiimorlerin diizensiz biiylime dinamikleri,
artan oksijen tiiketimine ve dolayisiyla hipoksik kosullara yol agar. Hipoksi, kotii klinik
sonug, artan timor heterojenitesi ve kemoterapiye diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasi

ile iliskilendirilmistir [84].

Kanserdeki metabolik doniisiim bilgimiz son birkag yilda belirgin bir sekilde 1yilesmis olsa
da, hipoksinin ¢ogu hiicresel metabolik yol iizerindeki etkisi hala tam olarak ag¢ik degildir.
Hipoksinin neden oldugu metabolik diizenlenme, metabolik stres sirasinda hiicre ve
dokularin hayatta kalmasina izin verecek sekilde tasarlanmistir. Bazi hastaliklarda doku
fonksiyonunu korumak icin bu degisiklikleri desteklemek gerekir. Bununla birlikte,
hipoksi kanserlerde malign ilerlemeyi tetikler, tedaviye direng ve artan metastatik

potansiyel sayesinde daha diisiik hayatta kalma ile sonuglanir [85].

Hipoksik mikrogevre, hiicre tiimdrlerini cesitli sekillerde diizenleyen kati tiimoérlerin en
onemli Ozelliklerinden biridir. Hipoksiye bir yanit olarak, kanser hiicrelerinde hiicre
biiyiimesi, metabolizmasi, metastazi ve bagisikliginda yer alan ¢ok sayida hedef gen aktive
edilir. HIF-1, bir heterodimerik DNA baglanma kompleksidir ve yapisal olarak bir oksijene
duyarli HIF-1a alt biriminden ve yapisal olarak eksprese edilen HIF-1B alt birimden
olusur. Hiicreleri bu sekilde, bir transkripsiyon faktorii olarak azalmis oksijen mevcudiyeti

icin adapte eder. HIF-1, tiimor olusumunda rol oynayan birgok geni diizenler [86].

Hipoksi, hem kanser hucrelerini hem de tumoér mikro cevresini etkiler ve kanserin
ilerlemesi ve yayilmasi siirecinde Onemli bir rol oynar. Hipoksi timor
neovaskiilarizasyonunu, metabolizmayi, hiicre hayatta kalmasint ve hiicre Gliimiinii
diizenler. Buna ek olarak, hipoksi EMT benzeri kanser hiicresi gégline ve tedaviye direng
mekanizmalar1 dahil 6zelliklere katkida bulunur. Kanser siire¢lerinin her adimi, HIF, NF-
kB ve MAPK sinyal yolaklarini igeren hipoksiyi aktive eden transkripsiyonel programlar
tarafindan kontrol edilir. Bu mekanizma ile pozitif ve negatif feed-back dongtlerine neden
olan ve hipoksik etkileri artiran veya azaltan karmasik bir hiicre sinyalleme ag1 uyarilir

[87].
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Hipoksi, TGF-B, PI3K/Akt, Wnt ve Jagged/Notch gibi ¢esitli yollara aracilik ederek
karmagik bir mekanizma yoluyla EMT’ yi ve metastazi indiikler. Bu sekilde olusan E-
kaderin ekspresyonunun kaybi invazyon ve metastaza katkida bulunur ve hipoksi aracili
transkripsiyonel baski ile elde edilir. Baglantili olarak, hipoksik ortamin, HIF-lo/VEGF
regiilasyonunun damar biiyiimesini uyararak anjiyogenezde biiyiik bir etkisi vardir. Diisiik
oksijen seviyeleri ayrica ANGPT2, FGF ve HGF dahil olmak iizere diger ikincil faktorler
yoluyla da siireci tesvik edebilir. Hipoksinin neden oldugu metabolik adaptasyonlar
arasinda Warburg etkisi-glikolize metabolik bir gec¢is- ve GLUTI asir1 ekspresyonu
bulunur. Bdylece hipoksinin regiile ettigi bir baska mekanizmanin oksidatif

fosforilasyondan glikolize metabolik gecis oldugu bildirilmistir [88].

Hipoksi ve apoptotik hiicre 6liimii arasindaki baglantinin ele alindig1 bir ¢alismaya gore;
p53 geni, insan kanserlerinde agik ara en sik mutasyon gecirmis gendir. p53-eksik fareler
genellikle ytliksek spontan timor insidansi ile iliskilidir, bu da timor gelisimi sirasinda
gucli p53 inaktivasyonunu gosterir. HIF-la” nin, hipoksiye uyum saglamak i¢in p53 timor
baskilayici protein seviyelerini diizenledigi kanitlanmistir. Ayrica; tersine, pS3 geni de
HIF-la protein seviyelerini negatif olarak diizenleyebilir. Hafif hipoksik kosullar altinda,
hiicreleri apoptoza karsi korumak ve hiicre sagkalimini desteklemek igin p53 protein
seviyeleri azaltilir. Bununla birlikte, siddetli hipoksik, hatta anoksik kosullar altinda, p53
protein seviyeleri stabilize edilir, bdylece HIF-1a transkripsiyonel aktivitesini azaltir ve

apoptotik hiicre 6limu indiiklenir [89].

Hipoksiye yanitta en Onemli transkripsiyonel regiilatér olan HIF-la’ nin, hipoksik gen
ekspresyonunu ve sinyal iletim transdiiksiyon aglarini O6nemli Olclide regiile ettigi
gosterilmistir. Son birkag on yilda, artan sayida ¢aligma, hipoksik timér bolgelerinde
INCRNA’ larin 6nemini ortaya koymustur. Bu HRN (Hipoksiye Yanit Veren NcRNA)’ ler;
transkripsiyonel, posttranskripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde
hipoksik gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok dnemli roller oynar. Ek olarak, 6nemli
bir gen ekspresyon regulatori olarak IncRNA’ lar, HIF-la ekspresyonunun c¢oklu
seviyelerde diizenlenmesinde umut verici roller sergilerler. Kanser tanisinda ve

prognozunda HRN” lerin biyobelirteg olarak kullanilma potansiyeli vardir [90].
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1.3.2 Prostat Kanserinde HIF-1a Regiilasyonu
HIF-1a, prostat kanseri ile yakin bir iliskiye sahiptir. Sadece anjiyogenez, hiicre
cogalmasi/sagkalimi ve glikoz metabolizmasinda degil, ayn1 zamanda prostat kanserinde

p53, p21 ve Notch sinyal iletim yolaklarinda da rol oynar [91].

Bir dizi caligma yeni bir terapdtik hedef olarak Notch yolaginin potansiyelini aragtirmistir.
Notch-1 reseptérii ve jagged-1 ligand, prostat kanserinin metastazi ve ilerlemesinde
anahtar rol alir. Notch-1 veya jagged-1 kodlayan genlerin downregile ekspresyonunun,
prostat kanseri hiicre invazyonunun azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Notch-1 ve
jagged-1" in siRNA (small interfering RNA) ile downregllasyonu, prostat kanseri
hiicrelerinde hiicre biiylimesi, migrasyonu, istilas1 ve apoptoz indiiksiyonunun
inhibisyonuna yol agmistir. Bir ¢alismada, Notch-1 ve jagged-1’ in inhibisyonu; AKT,
MTOR ve NF-kB sinyal yolagi genlerinin aktivasyonuna da neden olmustur. Sonugta;
Notch sinyal yolag: farklilasma, proliferasyon, anjiyogenez, ve apoptozda rol oynar. Notch
reseptorlerinin, ligandlarin ve hedeflerin diizensiz ekspresyonu, prostat kanseri dahil olmak
izere bir¢ok kati tiimorde gozlenir. Hipoksi, prostat tiimdrlerinin ortak bir 6zelligidir, bu
da artan gen instabilitesine ve timor saldirganligina ayrica azalmis tedavi yanitina yol agar.
Notch sinyal yolagmin vaskiiler hiicre metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir ve

hipoksinin neden oldugu faktorlere cevap verir [92].

Prostat kanseri erkeklerde onde gelen malignite ve kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde
gelen nedenidir. Hipoksi agresif bir fenotip ile iligkili prostat karsinogenezinde kilit bir
oncil olarak kabul edilir. HIF-1a hipoksi altinda aktive olan anahtar faktordir ve
anjiyogenez, EMT, metastaz, hayatta kalma, proliferasyon, terapétik direng icin zemin
olusturur. HIF-lo® nin yani sira, kanser hiicrelerinde hipoksik kosullar altinda
PI3K/Akt/mTOR, NADPH Oksidaz (NOX), Wnt/B-katenin ve Hedgehog da dahil olmak
Uzere diger sinyal yolaklari, HIF-1a’ ya bagimli veya bagimsiz biyolojik siireclere katkida
bulunur. Hipoksik kanser hiicreleri, hem lokal hem de uzak tiimdr mikrogevresinde genis
capl degisikliklere neden olur ve son ¢aligsmalar, nanosize vezikiiller olan "eksozomlar" in
hipoksiye bagli tiimor mikrocevresi yeniden sekillenmesine aracilik etmede dnemli roliinii
destekleyen ¢ok sayida kanit saglamistir. Eksozomlarin hipoksik kosullarda neden oldugu
anjiyogenez, EMT, tiimoér olusumu ve stabilitesi bildirilmistir. Sonugta, tumor
mikrocevresinde hipoksik tepkinin elgisi olarak eksozomlar, prostat kanseri ilerlemesini

desteklemistir [93].
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Tilimorler, hiicrelerin etrafindaki mikrogevre ile iletisim kurdugu ve kendi hayatta kalma ve
malignitelerini destekleyen 0Ozellikler gelistirdigi karmasik dokulardir. Hipoksi ve
inflamasyon, hem kanser kok hiicrelerini hem de farklilagsmis timdr hiicrelerini etkileyen
prostat tumoér mikrocevresinin Kilit 6zellikleridir. HIF” ler ve NF-«B, sirastyla hipoksik ve
enflamatuar streslere karsi transkripsiyonel cevabin anahtar diizenleyicileridir ve
aralarindaki karmagik mekanizma yaygin olarak belgelenmistir. Normal prostat dokusunun
blylmesinde ve fonksiyonunda énemli rol oynayan androjen ve &strojen sinyalleri
deregiilasyonlu oldugunda, malign hastaliklarin ayirt edici 6zelliklerinin edinilmesinde
onemli bir role sahiptir. Ayrica, androjen ve Ostrojen reseptorlerinin prostat kanserinde

HIF/NF-«B sinyali ile ag olusturdugu gosterilmistir [94].

1.3.3 HIF-1a ve YBX1 Regiilasyonu

Metastatik yayilim, yiiksek riskli sarkomlar i¢in belirgin olan kanser hastalarinda 6nde
gelen 6liim nedenidir. Onceki arastirmalar, EMT ve epitelyal malignitelerin metastazinda
YBX1 i¢cin énemli roller tanimlamustir. Arastirmacilar klinik verilere dayanarak, YBX1’ in
yuksek riskli sarkomlarda 6nemli bir metastatik devre anahtar1 oldugunu bildirmislerdir.
Veriler, YBX1’ i sarkom hiicrelerinde HIF-1a ekspresyonunun kritik bir regiilatorii olarak
aciklamaktadir. Sekil 1.8 de belirtildigi tizere; YBX1, HIF-1a transkriptlerine dogrudan
baglanir ve ekspresyonunu arttirir. Bu mekanizma, HIF-1a-aracili sarkom hiicresi istilasina

ve gelismis metastatik kapasiteye yol agmaktadir [95].

NOrmoOxia anda Aaypoxia

éﬁ% Tra%tion \ |% Translation
AAAA o —— AAAA
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Os-dependent ¢
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VHL E3 ligase +

Sarcoma invasion
and metastasis

Sekil 1.8: Sarkoma metastazinda HIF ve YBX1 regilasyonu [95].
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1.3.4 HIF-1a ve NonO/p54™™® Regilasyonu

Tiimdrlerdeki hipoksiye adapte olmus kanser hiicreleri, kanserin patolojik ilerlemesine
katkida bulunur. Bu nedenle kanser arastirmalari, kanser hiicrelerinde hipoksi
adaptasyonundan sorumlu molekillerin tanimlanmasina ve hipoksiye uyarlanmis kanser
hiicrelerine karsi etkili yeni bilesiklerin gelistirilmesine odaklanmistir. Dogal deniz {iriinii
furospinosulin-1, kiiltiirlenmis kanser hiicrelerine karsi hipoksi segici biiyiime inhibisyonu
gostermistir ve kesin etki sekli ve molekiiler hedefleri belirsiz kalmasina ragmen in vivo
anti-tmor aktivitesi gostermistir. Sonugta; furospinosulin-1’ in tiimérlerin  hipoksik
bolgelerine karst secici olarak etkili oldugu ve daha once kanser hiicrelerinde hipoksi
adaptasyonunun aracilar1 olarak tanimlanmamis transkripsiyonel regiilatér NonO/p54"™®

ye dogrudan baglandigi kanitlanmistir [96].

1.4 Tez Calismamizin Amaci

Kanser progresyonunda kanser hiicreleri ile onlarin mikrogevresi arasindaki iletisim
onemlidir. Hipoksi 6zellikle solid tiimorlerde oldukga karsilasilan bir durumdur. Timor
hiicreleri oksijeni yeterli miktarda alamadiginda; hiicre 6liimiine gitmeden ¢esitli genetik
farkliliklar meydana getirerek hipoksik kosula adapte olmaktadir. Hipoksinin, ¢esitli timor
tiplerinde radyo ya da kemoterapotik tedavi direncinin  gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir. Pek ¢ok klinik arastirmalar, tiimoriin hipoksik oldugunu ve hipoksinin

artmastyla tiimor capinin da arttigin1 gostermektedir.

YBXI1, genis niikleik asit baglama 6zelliklerine sahip bir transkripsiyon faktordiir. Pek ¢cok
makromolekiil ve genle etkilesimleri mevcuttur. Arastirmacilar tarafindan ayri ayri ele

alindiginda asir1 ekspresyonu pek ¢ok tiimdrijenik hikaye ve kanser tiirtiyle iliskilidir.

X kromozomunun ¢13.1 bélgesinde bulunan NonO/p54™ geni ise; multifonksiyonel olup,
yine bu genin de bir¢ok kanser tipinde farkli ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir.
Akciger kanseri ve meme kanserinde artmus ifade gosterir. Ozellikle malign melanoma ve
hepatoseliiler karsinomda da ispatlanmis yiiksek ifadelere sahipken; prostat kanseriyle de

iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

NonO/p54™ geninin yiiksek ifadesinin aracilik ettigi melanoma gelisimini detaylandiran

caligmaya gore; bu genin transkripsiyonel aktivasyonunu MIA proteini gerceklestirir.
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NonO/p54™, YBX1’ in aktivasyonuyla transkripsiyonel seviyede MIA tarafindan

dizenlenir [54].

MIA/CD-RAP, kondrojenez sureclerinde rol oynayan bir proteindir. Yakin zamanda,
NonO/p54™™> nin, kondrojenezi ilerletmek icin MIA/CD-RAP kompleksini regiile ettigi
aciklanmistir. Yukarida bahsi gecen melanoma gelisimi 6rnegindeki gibi; NonO/p54"™
promotorunun MIA/CD-RAP bagh regiilator bolgesindeki YBX1’ in 6nemi kondrosit
sisteminde teyit edilmektedir. YBX1, MIA/CD-RAP’ a bagli kondrojenezin bir
regulatoradur [77].

Literatiirde NonO/p54™ geni ve YBX1 transkripsiyon faktorii regiilasyonlar1 hakkinda
stnirli sayida bilgi bulunmaktadir. Kanser ile ilgili genlerin hipoksik kosullardaki
regiilasyonunu tespit etmek oldukca dnemlidir. Son yillardaki calismalarla, NonO/p54™
geninin YBX1 transkripsiyon faktori ile regiile edildigi kondrojenez siirecleri ve malign
melanomda gosterilmistir. Ayrica YBX1 ve HIF-1a arasindaki iliski sarkoma hiicrelerinde
gosterilmistir. Daha 6nce danigman hocam tarafindan yiiriitillen Sevgi Baysal tarafindan
tamamlanan yiiksek lisans tezinde HIF-1o” nin NonO/p54™™ ifadesini hipoksi kosullarda
arttirdigt  da  gosterilmistir  [97]. Ancak prostat kanserinde NonO/p54™, YBX1

transkripsiyon faktorii tarafindan regiile edilip edilmedigi gosterilmemistir.

Tiim bu bilgiler 1s183inda calismamiz; PC-3 (Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatti/Human
Prostate Cancer Cell Line) hiicrelerinde, hem normal hem de hipoksik kosullarda
NonO/p54™ geninin YBX1 transkripsiyon faktorii tarafindan hedef alimip almmadig
sorusunu cevaplandirmak tiizere planlanmistir. Calismamizda prostat kanserinde
NonO/p54™ geninin hipoksik ve normoksik kosullarda YBXI tarafindan regiilasyonu;
mRNA seviyesinde, promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesi diizeyinde ve protein

seviyesinde incelenmistir.

Bu amaglar dogrultusunda tez ¢aligmamizin kapsami su sekildedir;

1. YBXI1 genini iceren dkaryotik ekspresyon vektorinin PC-3 hiicrelerine normoksik
ve hipoksik kosullarda transfeksiyonu yapilip ve ektopik ekspresyon Real Time
PCR teknigi ile dogrulanmistir. (Ko-transfeksiyonlarda YBX1 genlerini iceren

vektorlerin kullanimi 6ncesi test edilmesi amaciyla)
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NonO/p54™ promotor bélgesinin 5' ucu sabit tutularak 3' ucundan kisaltilarak
hazirlanan NonO/p54™™® promotor pargalari PC-3 hiicrelerine transfekte edilmistir.
(Bazal transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi amaciyla)

. YBX1 transkripsiyon faktoriinin NonO/p54™ promotor dizisinde baglanma
motifleri bulunmaktadir. YBX1 ekspresyon plazmiti NonO/p54™ promotor
parcalariyla birlikte PC-3 hucrelerine hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
gecici olarak transfekte edilmistir ve lusiferaz aktivitesi olgiilerek NonO/p54"™
promotor aktivitesine olan katkist belirlenmistir. (YBXZ1 transkripsiyon faktorinin
NonO/p54™  transkripsiyonel —aktivitesine olan katkisinin belirlenebilmesi
amaciyla)

Kiiciik 25 cm? flasklara 2 pg YBX1 transkripsiyon faktorii hem normal hem de
hipoksik kosullarda PC-3 hiicrelerine transfekte edilmistir. Transfeksiyondan sonra
hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmistir. Real Time PCR ile NonO/p54™ mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol gruplar ile karsilastirilmasi gergeklestirilmistir.
(YBX1 transkripsiyon faktérinin NonO/p54"™ mRNA diizeyine olan etkilerinin
normal ve hipoksik kosullarda belirlenmesi amaciyla)

Kigciik 25 cm? flasklara 2 pug YBX1 transkripsiyon faktorii hem normal hem de
hipoksik kosullarda PC-3 hiicrelerine transfekte edilmistir. Transfeksiyondan sonra
hicre pelletlerinden protein izolasyonu yapilmistir. Western blot yontemi ile
NonO/p54™™ protein ekspresyon seviyesinin kontrol gruplar ile karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir. (YBX1 transkripsiyon faktoriiniin - NonO/p54™  protein
diizeyine olan etkilerinin normal ve hipoksik kosullarda belirlenmesi amaciyla)

12’ 1i well plate’ e ilgili kuyucuk basina 0,5 pg YBX1 transkripsiyon faktéri hem
normal hem de hipoksik kosullarda PC-3 hiicrelerine transfekte edilmistir.
Transfeksiyondan sonra tiim kuyucuklarda immiinofloresans teknik uygulanmistir.
(YBX1 transkripsiyon faktoriinin NonO/p54™ protein diizeyinde normal ve

hipoksik kosullarda hiicre igi lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla)
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Tez Cahismamizda Kullamlmis Olan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Tim tez c¢alismasi boyunca uygulanan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve DNA, RNA,
promotor ve protein tabanli tekniklerde kullanilmis olan kimyasal maddeler asagida

belirtilen Tablo 2.1” de listelenmistir.

Tablo 2.1: Tez ¢alismamizda kullanilan kimyasal maddeler/kitler.

Ilgili Kimyasal/Kit

Uretici Firma

Agarose Sigma
Akrilamid- Bisakrilamid Merck
Ampicilin Sigma
APS (Amonyum persilfat) Fisher Chemicals
- Merkaptoetanol Merck
B- Actin Antikor Sigma
CaCl; (Kalsiyum Klorid) Sigma
DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma
DMEM F12 EuroClone
DMSO (Dimetil Sulfoksit) Sigma
DNTP Thermo
ECL Kit Thermo
EDTA Merck
Etanol Sigma
Et- Br (Etidyum Bromiir) Sigma
FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
Formaldehid Sigma
RNA izolasyon Kiti Thermo Scientific
Gliserol Merck
Goat anti-mouse IgG-HRP Sigma
Hepes Sigma
MOPS (Asitsiz) Merck
MgCl2 (Magnezyum Klordr) Thermo
Metanol Sigma
NaCl, (Sodyum klorid) Sigma
NaOH (Sodyum hidroksit) Sigma
Oligo DT Thermo
Ribolock RNAase Inhibitor Thermo
PBS Sigma
PVDF Membran Millipore
Page Ruler Prest Thermo
Reverse Transkriptaz Thermo
SDS Sigma
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Tablo 2.1: (devam).

Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz
SYBR® Green Master Mix Ampligon 111
Taq Buffer (5X) Thermo
Taqg Polimeraz Thermo
Tripsin Sigma
Trizma Base Sigma
Tween 20 Sigma
TEMED Sigma
Tripan Blue Sigma
Sekonder Antikor (goat, Abcam
anti-rabbit)
NONO Antikor Thermo
Transfeksiyon Kiti ViaFect™ Transfeksiyon
kit
Lusiferaz-SEAP Kit Takara

2.1.2 Tez Cahismamizda Kullamlmis Olan Arac- Gerecler

Calismada kullanilmis olan arag- gerecler Tablo 2.2” de verilmistir.

Tablo 2.2: Tez ¢caligmamizda kullanilan arag-gerecler.

Cihaz/Arac-Gereg Ismi Firma/Marka
-80 °C Derin Dondurucu Thermo
Buz Makinesi F. Frigoriferi Scientifici
Hassas Terazi Sartorius
PCR Cihaz1 Bio-rad
Sogutmali Santrifiij Sigma
Santrifij Hettich Zentrifugen
DNA Elektroforez Sistemi Minicell Primo
RNA Elektroforez Sistemi Apelex
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Elektromag
Jel Gorintileme Sistemi Bioimagining Systems
Otomatik Pipetler Thermo
Laminar Air Flow Telstar BIOII
Inverted Mikroskop Nikon
Inkiibator WTB, German, Niive
Is1 Kontrollii Calkalamali GFL
Inkuibator
Manyetik Karistiric Velp Scientifica
Spektrofotometre Thermo
Luminometre Thermo
pH Metre WTW
Vorteks Elektromag
Otoklav Hirayama
gRT-PCR Roche
SDS-PAGE Aparatlar Bio-rad
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2.1.3 Tez Calismamizda Kullanilmis Olan Hiicre Hatti
Bu tez calismasinda kullanilan PC-3 hiicre hatti, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi

Biyomiihendislik Boliimii” nden saglanmustir.

2.2 Metot

2.2.1 Cahsmalarda Kullanilan Alanlarin ve Malzemelerin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan ve yiiksek sicakliga dayanikli mikropipet uglari, PCR tiipleri,
ependorflar, tiim cam malzemeler ve bakteri kiiltlir ortam1 1,02 atm basingl otoklavda 121
°C’ de 20 dakika boyunca steril edildi. Otoklavi ger¢eklesen malzemeler 80 °C sicakliktaki

etlivde kurumaya birakildiktan sonra kullanildi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari ¢alismalarinda; laminar flow ve inkiibator periyodik bir sekilde,
Camagsir Suyu (Sodyum Hipoklorit/NaClO), % 70’ lik Etil alkol ve virkon (Virkon S Genis
Spektrumlu Virusidal Dezenfektan) ile temizlendi. Calismalarin olmadigi zamanlarda
kiiltiir odas1 ve laminar flow UV 1s18ina maruz birakilarak ortamin sterilizasyonu saglandi.
Ayrica RNA tabanli ¢alismalarda yukarida belirtilen temizleme soliisyonlarina ilaveten

ortam ve mikropipetler DEPC (Dietil Pirokarbonat) icerikli su ile temizlendi.

2.2.2 YBX1 ve NonO/p54"™ Genlerinin Biyoinformatik Analizleri ve Cahsmada
Kullamlan Diger Primerler

Grubumuz o6grencilerinden Yagmur Vecide Yesildirek® in 2017 yilinda lisans bitirme

calismasinda yiir(itilen Tibitak 2015/1 D6nem 2209-A Universite Ogrencileri Yurt Ici

Arastirma Projeleri Destek Programi 1919B011500276 numarali proje kapsaminda YBX1

geninin tiim niikleotit dizisi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) sayfasindan bulunmustur [Gen

Bankas1t No: NM_004559.4]. Bu genin 253 bg’ lik bolgesi belirlenip, leri ve geri primer

dizayn1 yapilmustir.

NonO/p54™ geninin tiim niikleotit dizisi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) sayfasindan
bulunmustur [Gen Bankasi No: NC_000023]. Ekspresyon calismalari i¢in NonO/p54™®
geninin transcript variant 4, mRNA dizisine bakilarak ileri ve geri primer dizayni

yapilmustir [97].
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Hairpin olusumu, Tm degerlerinin hesaplanmasi, % G-C igeriginin bulunmasi gibi
degiskenler Oligo Analyzer 3. 0 programi kullanilarak hesaplanmustir. (http:// www.
idtdna. Com /analyzer/ Applications/OligoAnalyzer).

Housekeeping genler; tipik olarak temel hucresel fonksiyonun strdirilmesi igin gerekli
olan kurucu genlerdir ve normal ve patofizyolojik kosullar altinda bir organizmanin tiim
hlcrelerinde eksprese edilirler. Bu genlerin optimizasyonu RT-PCR gibi gen ekspresyon
deneylerinde kullanilmadan o©nce yapilmalidir. Bu dogrultuda HB2 (Human Beta-2

Microglobulin) ekspresyon primerleri de tez ¢alisgmamiz kapsaminda kullanildi (Tablo
2.3).

Tablo 2.3: Tez ¢calismamizda kullanilan ekspresyon primerleri.

Gen Primer Dizi Tm (°C)

Forward Primer:
5'_

GGGACAAGAAGGTCATCGCAACGAA- 76
3!
YBX1
Reverse Primer:
5'-
TGAACTGGAACACCACCAGGACCTG- 8
3!
Forward Primer: 548
5-ATATGCCACTCCGTGGAAAG-3' '
NonO/p54®
Reverse Primer: 559
5'-GAAGGAGCCTTCACTGCATC-3' '
Forward Primer: 60
5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3'
Hp2
Reverse Primer: 60
5'-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3
Forward Primer: 56.9
5'-CCACCTATGACCTGCTTGGT- 3' '
HIF-1a
Reverse Primer: 569

5-TGTCCTGTGGTGACTTGTCC- 3'
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2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Esash Cahismalarda Kullamilan Metotlar
2.2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilacak Malzemelerin Hazirhgi

2.2.3.1.1 FCS (Fetal Calf Serum) ve Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi
Ticari olarak Gibco firmasindan temin edilen FCS’ nin transferi soguk zincirle yapildi.
Stok serumun ilk kullanimdan 6nce +4 °C’ de bir gece boyunca erimesi saglandi. Eritme
isleminin ardindan 37 °C’ de 15 dakika ve 56 °C’ de 35 dakika 1s1 ile inaktive edilerek

kiiciik hacimlere paylastirilip sonraki deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’ de saklandi.

Hiicrelere besiyeri olusturmak tizere; DMEM (Dulbecco’ s Modified Eagles Medium)’ e
son konsantrasyon % 10 olacak sekilde FCS ve son konsantrasyon % 1 olacak sekilde
antibiyotik eklendi. Hiicrelerin rutin biiyiitiilmesinde, pasajlanmasinda ve deneyler

esnasinda bu medyum kullanildu.

2.2.3.1.2 PBS (Phosphate Buffered Saline) ve TE (Tripsin-EDTA)’ nin
Hazirlanmasi

Ticari olarak Sigma firmasindan temin edilen PBS tabletleri, her 100 mL basina 1 tablet

olacak sekilde saf su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ de 20 dakika otoklav yapilip steril

edildikten sonra +4 °C’ de muhafaza edildi.

TE hazirlamak iizere; steril cam malzemeler kullanilarak, % 0,05 Tripsin ve 0,5 mM
EDTA, % 1’ lik PBS igerisinde ¢oziildii. 0,22 um’ lik filtreden gecirilerek sterilizasyon
sagland1 ve -20 °C’ de muhafaza edildi.

2.2.3.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlama Islemi

[k olarak kullanilacak ortam ve malzemelerin sterilizasyonu saglandiktan sonra, Boliim
2.2.3.1.1° de agiklandig1 sekilde medyum hazirlandi. -80 °C derin dondurucuda daha
oncesinde muhafaza edilmis olan hiicreler alinarak, ¢ézlinmesi saglandi. C6zlinen hiicreler
% 10 FCS igerikli 5 ml DMEM’ e alindi, alt {ist edilerek 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij
edilip olusan siipernatant uzaklastirildi. Olusan pellet yine % 10 FCS igerikli DMEM ile
¢oziildii ve son hacim 15 mL olacak sekilde 75 cm?’ lik flasklara ekimi yapildi. Flasklar
isim tarth ve pasaj numaralar yazilarak etiketlenip, % 5 CO2 igerikli ve sicakligi 37 °C

ayarl inkiibatore kaldirildi.
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Hiicrelerin biiyiimesi rutin araliklarla mikroskopta incelendi. Hiicreler bulunduklar flaskin
yuzeyini % 80- 90 oranlarinda doldurduktan sonra, hiicrelerin iginde bulunduklari medyum
uzaklastirildi. Daha sonra PBS ile yikama islemine tabi tutulup PBS de ortamdan
uzaklastirildi. Hiicreleri bulunduklar yiizeyden koparmak amaciyla 25 cm? flasklar igin 1
mL, 75 cm? flasklar icin ise 3 mL TE kullanilarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglandi.
TE’ nin aktivitesini inaktive etmek tizere, kullanilan TE miktarimin iki kati kadar FCS
icerikli DMEM karisimindan eklendi. Hiicreler santrifiij tiiplerine alinarak 1000 rpm’ de 5
dakika sireyle santrifilj edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant ortamdan uzaklastirildi.
Pellet, boliinecek her flask basina FCS igerikli DMEM’ in 2 mL’ sinde ¢6ziilerek; daha
oncesinde igerisine FCS igerikli DMEM’ den 13 mL eklenmis 75 cm?’ lik flasklara almip,
etiketlemesi yapildi. Biiyiimeye birakilmak {izere % 5 CO> igerikli ve sicakligi 37 °C ayarli
inklbatore kaldirildi. Bu teknik ile PC-3 hiicre hatti, haftada ortalama 1- 2 kez pasajlama

islemi yapilarak olusturulup, hiicreler ¢ogaltildu.

2.2.3.3 Canh Hiicrelerin Sayimi

Transfeksiyon islemleri, hipoksik kosulun olusturulmasi ve RNA izolasyonu i¢in ilgili
hiicre hattinin biiytitiilmesinden sonra canli hiicrelerin sayimi yapildi. Bu islem i¢in toplam
hiicre stispansiyonunda mm? basima diisen hiicre sayisim1 hesaplarken; iizeri 25 kiigiik
kareye ayrilmis, 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip olan, bdylelikle toplam hacmin
hesaplanabildigi Thoma Lami kullanildi. 1: 1 oranina uygun bi¢cimde 10 pl hiicre
siispansiyonu ve 10 pl Trypan Blue kanistirildi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
saglandiktan sonra pipetajlama ile homojenizasyon saglandi. Canli hiicrelerin sayimi
Thoma Lamina alintp mikroskopta yapildi. Olii hiicreler Trypan Blue’ yu absorbe edecegi
icin mavi boyanirken, canli hiicreler boyanmadi. Daha sonra kesisim alanindaki karelerde
bulunan hiicreler sayilarak asagidaki formiile gére hesaplamasi yapildi.

Toplam canl1 hiicre sayisi/ml = 2 x Hemositometre (Thoma Lami) sayim sonucu x 10*

2.2.3.4 Tlgili Hiicrelerle Deney Kurulmasi ve Hipoksik Kosulun Saglanmasi

Belli zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat olmak iizere) normoksik ve hipoksik kosullarda
RNA hiicre pelleti almak iizere plate out yapildi. Bunun igin 75 cm? lik flasklarda
biiytitiilen hiicreler minimum pasaj numarast 3’ e geldiklerinde hiicre sayimi yapild.
25cm?’ lik flasklara % 10 FCS igerikli DMEM ortaminda her flaska 2 milyon adet hiicre
olacak sekilde hiicreler yayildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Normoksik kosulu

saglamas1 icin hiicrelere herhangi bir kimyasal uygulanmazken; hipoksik ortami saglamasi
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istenilen flasklara, son konsantrasyonu 150 pM olacak sekilde CoCl2 eklenerek kimyasal
yontemle hipoksik kosul olusturuldu. Istenilen kosullar altinda inkiibe edilen hiicreler 24,
48 ve 72 saat zaman dilimleri sonunda TE ile kaldirilarak RNA izolasyonu yapilmak,
ardindan ilgili ekspresyon primerlerinin optimizasyonunu saglamak Uzere pelletler alindi

ve -80 °C dolaba kaldirildi.

Transfeksiyon deneyleri icin hiicre sayimindan sonra yine 25 cm?’ lik flask basma 2
milyon adet hiicre olacak sekilde % 10 FCS icerikli DMEM ortaminda hiicreler yayildi. 24
saat sonra transfeksiyon deneyi kuruldu. Tim deneysel streclerde transfeksiyonlar,
Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu ve/veya ViaFect ™ Transfeksiyon kiti ile gergeklestirildi.
24, 48 ve 72 saat hipoksik kosulu saglamasi istenilen flasklara, transfeksiyondan 2 saat
sonra 150 uM olacak sekilde CoClz muamele edildi. Istenilen kosullar altinda inkiibe
edilen htcreler 24, 48 ve 72 saat zaman dilimleri sonunda TE ile kaldirilarak RNA
izolasyonu ve protein izolasyonu yapilmak tiizere pelletler alindi ve -80 °C dolaba

kaldirildi.

2.2.3.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Boliim 2.2.3.2° de agiklandig: sekilde flasklara esit oranda paylagtirma asamasina
kadar getirilip, siipernatant kismi uzaklastirildi. Hiicre pelletine FCS ve % 10 DMSO
(Dimethyl Sulfoxide/Dimetil Sdilfoksit) eklenerek, hicreler stispanse hale getirildi.

Cryovial tiiplere koyulup etiketlemesi yapilarak -80 °C’ de muhafaza edildi.

2.2.4 DNA Tabanh Calismalarda Kullanilan Metotlar

2.2.4.1 YBXI1 Plazmit DNA izolasyonu (Maxi Prep.)

Biiyiik miktarlarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu igin
Nucleobond Xtra Midi Plus Plazmit DNA izolasyon kiti kullanildi. Kit protokoliine uygun
sekilde; secici antibiyotik (Ampicillin) icerikli 10 ml LB broth besiyerine uygun bakteri
soyu tek koloni ekim yapildi. 37 °C’ de, 12- 16 saat, 200 rpm ¢alkalamali etiivde inkiibe
edildi. Sonrasinda bu besiyeri, 1/1000 oraninda segici antibiyotik iceren LB medyumda
dilue edilip, yine 12- 16 saat calkalamali etiive birakildi. Bakteriler yeterli yogunluga
ulastiktan sonra kit protokoliiniin basamaklarina uygun sekilde izolasyon gerceklestirilip,

spektrofotometre ol¢timleri yapildi. Sonucta yiiksek saflik ve yogunlukta DNA elde edildi.
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2.2.4.2 DNA Miktarinin Spektrofotometrik Tayini

izole edilen plazmit DNA’ nin miktar1 ve saflig1 260 nm ve 280 nm’ de absorbans alimu ile
hesaplandi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger i¢in, 200 ul dH20, DNA 6l¢timleri icin,
195 ul dH20 ve ilgili plazmit DNA koyuldu. Elde edilen absorbans degerleri ve

safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller kullanildi.

DNA miktar1: A260 x 50 x 40 ng/ul
Saflik: A260 / A280

2.2.4.3 YBX1 Plazmit DNA Kesimi

Ilgili gen bdlgesinin mevcut plazmit DNA’ da varliginin kontroliiniin saglanmasi1 amaciyla
YBX1 plazmit kesimi gerceklestirildi. Bu reaksiyonun gerceklesmesi icin; DNA (YBX1
plazmit), green buffer, dH20O, Hind III ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilirken, tiip
basina son hacim 20 pl olacak sekilde 37 °C’ de 30 dakika inkiibasyon saglandi. Daha

sonra kesim planinin agaroz jel elektroforezinde goriintiisii alinarak kontrol saglandi.

2.2.5 RNA Tabanh Calhismalarda Kullanilan Metotlar

2.2.5.1 Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu Yontemi ile Transfeksiyon Deneyleri

6. veya 7. pasaja gelmis optimal biiyiikliige ulasan hiicreler Trypan Blue kullanilip
hemositometrik olarak sayildi ve 12 adet 25cm?’ lik flaska, flask basina 2 milyon hiicre
olacak sekilde dikkatlice paylastirildi. Homojen olarak antibiyotiksiz besiyerinde bir gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, gerekli stok soliisyon verileri Tablo 2.4° te belirtilen

Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu yontemi ile transfeksiyon gergeklestirildi.

Tablo 2.4: Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu icin gerekli solisyonlar ve icerik bilgileri.

Soliisyon Icerik
14,7 gram CaCly, 50 mL’
ye dH20 ile tamamlandi.
Otoklavi yapilip, +4 °C’ de
saklandi.

CaClz (2mM)

1,6 gram NacCl; 0,04 gram
Na;HPO4 ve 1,3 gram
HEPES 100 mL’ ye dH20
ile tamamlandi. Otoklavi
yapilip, -20 °C’ de saklandi.

2X HEPES (pH: 7,05-
7,12 olmahdir.)
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2.2.5.2 RNA Izolasyonu

Izolasyonun gerceklestirilecegi alan ve izolasyon esnasinda kullanilacak tiim malzemeler
bir Ribonikleaz (RNAse/RNAz) inhibitérii olan DEPC’ li su ile temizlendi. RNA
izolasyonu yapilmak {izere daha dnceden -80 °C dolaba kaldirilan hiicre pelletlerinin buz
kalib1 iizerinde ¢oziilmesi saglanip, pelletler PBS ile yikandi. Bu islemin ardindan RNA
izolasyonu Thermo firmasinin bir Urund olan "GeneJET RNA Purification Kit" ile
protokoliine uygun sekilde gergeklestirildi. Izole edilen RNA miktar1 belirlendikten sonra

ornekler daha sonraki ¢calismalarda kullanilmak tizere -80 °C dolaba kaldirildi.

2.2.5.3 Spektrofotometre ile RNA Miktarinin Hesaplanmasi
Kuvartz kiivetlere kor deger i¢in 200 ul dH20; RNA 6lgtimleri i¢in 195 pl dH20 ve Sul
ilgili RNA o6rnegi koyuldu. Safliklarimin belirlenmesi amaciyla 260 ve 280 nm’ lerde
absorbans Ol¢iimii alinip; miktar tayini ve saflik analizi asagida belirtilen formullere gore
yapild.
RNA miktar:: A260 x Sulandirma Katsayis1 x 40 ng/ul
Saflik: A260 / A280

2.2.5.4 Formaldehit Jel Elektroforezi (RNA Jeli)
Izole edilmis RNA &rneklerinin spektrofotometrik dlciimiiniin  jel elektroforeziyle

kontroliiniin saglanmas1 amaciyla Formaldehit Jel Elektroforezi gerceklestirildi.

Elektroforez tanki ve aparatlar1 jel dokiilmeden once % 0,5’ lik SDS ile yikandiktan sonra
DEPC’ 1i sudan gecirildi. Daha sonra etanol ile yikandiktan sonra pegete iizerinde
kurumaya birakildi. 0,5 gram agarose, 5 ml 10X FA jel tampon ve 50 ml DEPC’ li su
mikrodalgada kaynatildi ve buharlasma bitene kadar sogumaya birakildi. 900 pL
formaldehit ve 1 pL etidyum bromir eklenerek kasete dokildu. Jel donduktan sonra kaset
1XFA jel tamponu ile doldurulan tanka yerlestirildi. 5 pL RNA o6rnegi ve 3 pL 2X
yukleme boyasi 65 °C’ de 3- 5 dakika bekletildi ve buzda sogutulduktan sonra kuyulara
yuklendi. (Tablo 2.5 Formaldehit Jel Elektroforez Cozeltileri).
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Tablo 2.5: Formaldehit jel elektroforez ¢ozeltileri.

Soliisyon Icerik

41,9 gram MOPS(asitsiz);
6.8 gram Na-asetat; H.O;

20 ml 0,5 M EDTA; pH: 7
ve 1 litreye tamamlandi.

10X FA Jel Tamponu

100 ml 10X FA Jel
tamponu, 20 ml % 37’

FA Jel YUrutme |ik(12,3 M) formaldehit,

Tamponu 880 ml DEPC” li su.
1ml DEPC 1L dH20O’ ya
1L DEPC’ i H20 eklendi ve 37 °C’ de 1 gece

bekletildi.

2.2.5.5 cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’ lardan konsantrasyonu 1 pg’ a karsilik gelecek hacimlerde almip
Reverse Transkriptaz enzimi araciligiyla cDNA elde edildi. Tepkime asagida belirtilen
Tablo 2.6 kosullarinda gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen cDNA’ nin 1ul” si HB2
ekspresyon primerleriyle gergeklestirilen kontrol PCR’ da kullanilarak ¢cDNA kalitesi

saptandi.
Tablo 2.6: cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri ve kosullar.
Reaksiyon Bilesenleri Son Konsantrasyon
RNA Kalip Zincir 1 pg
dH20 X uL
Oligo dT 200 pmol
Total hacim 12,5 uL
65 °C’ de 5 dakika
5X Reaksiyon Tamponu 1X
dNTP (mix) 1mM
Ribolock RNAz Inhibitorii 20U/ uL
Reverse Transkriptaz 10U /L
Total hacim 20 uL

42 °C’ de 60 dakika
70 °C’ de 10 dakika
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2.2.5.6 PCR (Polymerase Chain Reaction/Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Calismasi ile
cDNA Kontroli

[k olarak; elde edilen cDNA 6rneklerinin kontroliiniin saglanmasi igin 1 uL cDNA ve HB2

ekspresyon primerleri kullanilarak kosullar1 Tablo 2.7’ de gosterilen bir kontrol PCR

kuruldu. Daha sonra insan NonO/p54™™ geni igin tasarlanan spesifik primerler ve YBX1

geni i¢in tasarlanan spesifik primerler ile PCR ¢aligmalar1 gergeklestirildi (Tablo 2.8 ve
Tablo 2.9).

Babhsi gecen her li¢ PCR caligsmasinda tiip basina 1 pL. cDNA, 0,2 mM dNTP, 1 pg forward
ve reverse primerler, Ampligon 111 Tag DNA polimeraz, 10X Taq Buffer ve 2 mM MgCl;
kullanilirken, total hacim 50 pL’ yi verecek miktarda da dH20O eklendi.

Tablo 2.7: HB2 primerleri i¢in PCR kosullari.

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 2 dk 1 dongu
Denattrasyon 94 °C 60 sn
Baglanma 60 °C 30 sn 35 dong
Uzama 72°C 45 sn
Final Uzama 72°C 5 dk 1 dongu

Tablo 2.8: NonO/p54™ primerleri i¢in PCR kosullart.

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 5dk 1 dongu
Denattrasyon 94 °C 30 sn
Baglanma 51°C 30 sn 35 dongi
Uzama 72°C 30 sn
Final Uzama 72°C 5 dk 1 d6ngu

Tablo 2.9: YBX1 primerleri i¢in PCR kosullari.

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 °C 5dk 1 déngl
Denatiirasyon 94 °C 30sn
Baglanma 61 °C 30 sn 35 dong
Uzama 72°C 30 sn
Final Uzama 72°C 5 dk 1 dongl
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2.2.5.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, agarin ana bilesenlerinden olan agaroz matriksinde DNA veya
proteinler gibi karigik bir makromolekiil popiilasyonunu ayirmak tlizere molekiiler biyoloji
ve genetik, biyokimya ve klinik kimyada kullanilan bir jel elektroforez yontemidir. Burada
DNA ve RNA fragmanlar1 uzunluklarma gore ayrilabilir. Bu baglamda % 0,8 Agaroz
icerikli jel hazirlandi. Jel hazirlamak tizere 0,6 gram Agaroz tartilip, 75 mL icerigi ve
hazirlanis1 Tablo 2.10° da gosterilen 0,5X TBE tamponunda mikrodalga firin kullanilarak
¢Oziindiiriiliip homojenize edildi ve sogumaya birakildi. Jel kasete dokiilmeden once
tizerine UV Transilliminator cihazda goriintiileyebilmek icin son konsantrasyon 0,5 ug /
ml olacak miktarda EtBr (Etidyum Bromir/Ethidium bromide) eklendi. Taraklar kasete
yerlestirildikten sonra jel dokiildii ve polimerizasyona birakildi. Polimerlesen jelde
kuyucuk olusumunu saglayan taraklar jelden ¢ikarildi. Jel kaseti elektroforezin yapilacagi
tanka yerlestirilerek, tank 0,5X TBE tamponu ile dolduruldu. Oreklerin kuyulara inmesini
saglamak ve jelde yliriirken takibini yapabilmek amaciyla her birine 6X Loading Dye
koyuldu. Bu islem i¢in 25 pl hacim basina 5 pl boya orani kullanildi. Daha sonra 90 Voltta

40 dakika ytiriitiilerek UV Transillliminatdr cthazda fotograflanmasi yapildi.

Tablo 2.10: Agaroz jel elektroforez ¢ozeltileri.

Soliisyon Icerik
54 gram Tris Base ve 27,5
gram Borik Asit tartilip, 20
5X TBE (pH: 8,00) ml 0,5M EDTA eklendi. pH
8,00’ e ayarlanip, dHO ile
1 litreye tamamlandi.

5X TBE stok tampondan
0,5X TBE 100 ml alinarak tizeri dH20
ile 1 litreye tamamlandi.

2.2.5.8 Real Time PCR

Roche Diagnostic’ in Light Cycler 485 isimli cihazi kullanilarak Real Time PCR
gerceklestirildi. Real Time PCR teknigi; kontrol ve transfeksiyon g¢alismalarindan elde
edilen her bir cDNA ig¢in li¢ tekrara sahip olacak sekilde tasarlandi. Calismada
NonO/p54™, YBX1 ve HIF ekspresyon primerlerinin yani sira HB2 ekspresyon primerleri
de internal kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 2.11” de verilirken; Real

time PCR dongii kosullar1 Tablo 2.12° de gosterilmistir.
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Tablo 2.11: Real time PCR reaksiyon bilesen ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Forward Primer 1 uL
Reverse Primer 1 uL

SYBR® Green Master Mix 5uL
cDNA 1L
dH20 2 uL

Son Hacim 10 uL

Tablo 2.12: Real time PCR dongii kosullari.

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatirasyon 95°C 10 dk 1 déngu
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Baglanma 55°C 10 sn 35 doéngu
Uzama 72°C 15sn
Final Uzama 95°C 5sn 1 déngu
65 °C 1 dk

NonO/p54™™, YBX1 ve HIF igin ii¢ tekrarli Ct degerlerin ortalamasi alind1. Ayrica internal
kontrol HB2 ortalamasi da alindi. HB2 kontrol genin ortalama degerinden elde edilen ilgili
genin ortalama degeri ¢ikarildi. Sonu¢ deger, 2° nin iissii olacak sekilde kuvvet alindi.
Kontrol grup kendine bélindu ve 1 sayisi elde edildi. Daha sonra ilgili zaman araliginda
calisilan deney grubu, ayni zaman araliginda galisilan kontrol grubuna bdliindii. Bunun

sonucunda 1’ in kat1 sekilde degerler elde edildi ve siitun grafigi olusturuldu.

2.2.6 Bazal Transkripsiyonel Aktivite Tayini Tabanh Cahsmalarda Kullanilan
Metotlar

2.2.6.1 Transfeksiyon Deneyleri

6. veya 7. pasaja gelmis optimal biiyiikliige ulasan hiicreler Trypan Blue kullanilip
hemositometrik olarak sayildi ve 12’ li well platelere kuyucuk basina 250 000 hiicre olacak
sekilde dikkatlice paylastirildi. Homojen olarak antibiyotiksiz besiyerinde bir gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, ViaFect ™ Transfeksiyon kiti ile transfeksiyon
gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden yaklagik 2 saat sonra uygun kuyulara hipoksiya
uygulamasi yapildi. Sonrasinda 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde, normoksik/hipoksik
kontrol; YBX1 ve NonO/p54™ promotor konstraktlarin transfekte hiicre medyumlart

olmak {izere 4’ er adet medyum ependorflara alinip -20 dolaba saklandi.
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P1: -730 b | > 1529 be

P2: -516 bg | > +529 be
P3: 336 be | > +529 be
P4: -159 be | > +529 b¢

Sekil 2.1: NonO/p54™ promotor pargalarinin temsili diyagrami.

2.2.6.2 Lusiferaz Aktivite Tayini

Ilgili medyumlar her bir ependorftan 9’ ar pL almarak, 384 well plate kuyucularina
koyuldu. Takara Ready-To-Glow™ Dual Secreted Reporter Assay Kit icerisindeki 10X
Lusiferaz Substrati, kit igerisindeki esit hacimdeki substrat buffer ile ¢oziilerek hazirlanip,
Reaksiyon Tamponu ile 1X’ e diliie edildi. Bir 6rnek i¢in taze hazirlanmis 1X
Substrat/Reaksiyon tamponundan 1 ul kullanildi ve biitiin 6rnekler luminometrede tek tek

hizlica dlgiilerek sonuglar alindi.

2.2.6.3 SEAP (Secreted Alkaline Phosphatase Assay/Salgilanan Alkalin Fosfataz)
Aktivite Tayini

SEAP aktivitesini 6lgmek (izere yine Takara Ready-To-Glow™ Dual Secreted Reporter
Assay Kit, protokoliine uygun sekilde kullamldi. Ilgili medyumlardan 5 pL almarak 384
well plate kuyucuklarina koyuldu. Kit igerisindeki 5X diliisyon tamponu 1X’ e dilue
edilerek kuyucuk basina 15> er pL olacak sekilde eklendi. Plate aliiminyum folyo ile
sarilarak 65 °C’ de 30 dakika; ardindan 2- 3 dakika buzda bekletilip sonrasinda oda
sicakligina alindi. Oda sicakligina gelen kuyucuklara SEAP substrattan 20” ser uL eklendi.
Son olarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan sonucglar luminometre ile

alindi.
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2.2.7 Protein Tabanh Calismalarda Kullanilan Metotlar

2.2.7.1 Transfeksiyon Deneyleri

6. veya 7. pasaja gelmis optimal biiyiikliige ulasan hiicreler Trypan Blue kullanilip
hemositometrik olarak sayildi ve 12 adet 25cm?’ lik flaska, flask basma 2 milyon hiicre
olacak sekilde dikkatlice paylastirildi. Homojen olarak antibiyotiksiz besiyerinde bir gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, ViaFect ™ Transfeksiyon kiti ile transfeksiyon
gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden yaklasik 2 saat sonra uygun kuyulara hipoksiya
uygulamasi yapildi. Sonrasinda 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde, normoksik/hipoksik
kontrol ve YBX1 transfekte hicre pelletleri, daha sonra protein ekstraktlarinin

hazirlanmasi amactyla -80 °C’ lik dolaba koyuldu.

2.2.7.2 RIPA Buffer ile Protein Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

-80 °C’ de protein ekstraksiyonu i¢cin muhafaza edilen; 24, 48 ve 72 saatlik zaman
dilimlerinde, normoksik/hipoksik kontrol ve YBXI transfekte edilmis hiicre pelletleri
cikarilarak buz tizerinde erimesi saglandi. Her birine, igerik bilgisi Tablo 2.13’ te verilen
100 pl RIPA buffer eklendi. 40 dakika buz iizerinde bekletildi. Bekleme siiresi boyunca 10
dakikada bir pipetaj yapildi. +4 °C ayarli sogutmali santrifiijde 1200 g’ de santrifiij edildi.
Bu islemin ardindan siipernatant kisimlar etiketlenmis ve buz iizerinde daha Onceden

sogutulmus ependorflara alind1. Ornekler -80 °C’ de muhafaza edildi.

Tablo 2.13: RIPA buffer soliisyon igerigi.

Madde Miktar
TrisCl (pH: 8) 10 mM, 500 ul
SDS % 0,1’ lik, 10 ml
Triton X 100 % 1’ lik, 500 pl
Sodyum Deoxycholate % 0,1’ lik, 0,05 gram
NaCl 140 mM, 7ml
EDTA 1 mM, 100 pl
EGTA 1 mM, 500 pl
Proteaz Inhibitorii 2 tablet

2.2.7.3 Protein Miktar Tayini

Protein 6rneklerinin 6l¢iimii "BRADFORD" reaktifiyle gergeklestirilmis olup kor kuyuya
5 pL dH20O ve 250 pL bradford koyulurken; 6rnek kuyulara 3 pL protein, 2 puL dH20 ve
250 pL bradford eklenmistir. Olgiim sonuglarma gore, western blot icin 30 pg olacak

sekilde protein miktar1 hesaplamasi yapilmistir.
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2.2.7.4 Western Blot

Bu teknikte kullanilan stok soliisyonlar ve icerik bilgileri asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 2.14: Lower buffer soliisyon igerigi.

Madde Miktar
Tris 19,8 gram
SDS 0,4 gram
dH,0 pH: 8,8’ e ayarlanir; 100

mL’ ye tamamlanir.

Tablo 2.15: Upper buffer sollisyon igerigi.

Madde Miktar
Tris 6,6 gram
SDS 0,4 gram
dH,0 pH: 6,8’ e ayarlanir; 100

mL’ ye tamamlanir.

Tablo 2.16: Ayirma jeli (alt jel) icerigi.

Madde Miktar (2 adet jel icin)
Lower Buffer 2,5mL
Akrilamid- bisakrilamid 2,5mL
dH-0 5mL

%10’ luk APS
(Amonyumpersilfat) 100 pL
TEMED 10 uL

Tablo 2.17: Yigma jeli (iist jel) igerigi.

Madde Miktar (2 adet jel icin)
Upper Buffer 1,25 mL
Akrilamid- bisakrilamid 0,625 mL
dH20 3,07 mL
%10’ luk APS
(Amonyumpersulfat) S0 uL
TEMED 5uL
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Tablo 2.18: 10X Running buffer soliisyon icerigi.

Madde Miktar
Tris 30,3 gram
Glycine 144,4 gram
dH,0 pH: 8,3’ e ayarlanir; 1L ye
tamamlanir.

Tablo 2.19: 1X Running buffer soliisyon igerigi.

Madde Miktar

10X Running Buffer 100 mL
dH20 900 mL

%10’ luk SDS 10 mL

Tablo 2.20: Transfer buffer soliisyon igerigi.

Madde Miktar
10X Running Buffer 200 mL
Methanol 200 mL
dH20 1L’ ye tamamlanir.
%10’ luk SDS 1L icin 500 pL eklenir.

Tablo 2.21: 10X TBS igerigi.

Madde Miktar
Tris (0,2 M) 24,22 gram
NaCl (1,5 M) 87,66 gram
dH,0 pH: 7,5 e ayarlanir; 1L’ ye
tamamlanir.

Tablo 2.22: 1X TBS igerigi.

Madde Miktar
10X TBS 100 mL
dH20 900 mL
Tween 20 1L icin ImL eklenir.
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2.2.7.4.1 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)
SDS-PAGE, Ulrich K. Laemmli tarafindan gelistirilmis 5 ile 250 kDa arasindaki
molekiiler kiitlelere sahip proteinleri ayirmak ic¢in yaygin olarak kullanilan bir
elektroforetik sistemdir. Bu baglamda, gerekli cam malzemeler ve elektroforez
aparatlart saf su, % 70’ lik etanol ve % 90’ lik izopropanol ile steril edildi. Stok
soliisyonlar ise Onceden hazirlanip, otoklavlanarak kullanima hazir hale getirildi.
Ayirma jeli dikkatlice camlarin iist kisimlarinda yaklasik 2,5 cm bosluk kalacak sekilde
dikkatlice dokuldi. Bu esnada hava kabarcigi olusumu gézlenmemesi i¢in % 90’ ik
izopropanol eklendi. Yaklagik 30 dakika beklenerek ayirma jelinin tamamen
dondugundan emin olundu. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra iizerine dokiilen
izopropanol kurutma kagidi ile ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra yigma jeli
hazirland1 ve polimerize olan alt jelin iizerine dékiildii. Ust jel dokiildiikten sonra
hemen kuyucuk olusumunu saglayan taraklar yerlestirildi. Yigma jeli de tamamen
donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve kuyu olusumu gézlendi. Hazirlanan jeller

tank i¢ine yerlestirildi.

Miktarlar1 hesaplanan proteinler 22,5 pl hacimde alindi. Protein 6rnegi basina 900 pl
4X Sample Laemmli Buffer’ a 100 pl B- merkapto etanol oranli karisim hazirlandi. Bu
karistmdan 7,5 pl alinarak proteinlere eklendi ve son hacim 30 pl olacak sekilde
tamamlandi. Ornekler proteinler 5 dakika 95 °C’ de denatiire edilerek hazirlandi. Ilk
kuyuya 5 ul PageRuler Prestained Protein Ladder, diger kuyulara ise proteinler
sirastyla yiiklendi. Orneklerin yiiriitiilmesi igin tank, hazirlanisi Tablo 2.19° da
gosterilen 1X Running Buffer soliisyonu ile jel sayis1 ve 1X Running Buffer oranina
dikkat edilerek dolduruldu. Ornekler gii¢ kaynag: ile 90 V akimda yaklasik iki saat

yuratalda.

2.2.7.4.2 Proteinlerin Membrana Transferi

Her transfer islemi i¢in taze hazirlanmig olmasi gerekli olan Transfer buffer, Tablo
2.20° de belirtildigi sekilde hazirlandi ve kullanimdan o6nce -20 °C’ de bir siire
bekletildi. Aralarinda jeller bulunan camlar, transfer aparatlari, siingerler ve uygun
boyutlarda kesilerek hazirlanmig kurutma kagitlar1 transfer tamponda yaklagik 10
dakika boyunca bekletildi. Transfer asamasi i¢in PDVF (0,45 pm Milipore) membran

kullanildi. Ayrica bu membran, soguk methanolde 1 dakika tutulduktan sonra transfer
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buffera alinarak transfer sistemi i¢in hazirlandi. Cam levhalar arasindaki jel ¢ikartilds;
yigma jeli kesilerek uzaklastirildi. Daha sonra, transfer kaset arasina sirasiyla
siingerler, kurutma kagitlari, jel, membran, tekrar kurutma kagitlar1 ve siingerler
yerlestirilmek suretiyle sandvi¢ hazirlandi. Bu esnada hava kabarcigi olusmamasina
dikkat edildi. Son olarak, transfer kaset, soguk transfer tamponu ile doldurulmus olan
Bio- Rad Trans Blot sistemine yerlestirildi ve 15 voltluk akim ile +4 °C’ de bir gece

boyunca proteinlerin membrana transferi saglandi.

2.2.7.4.3 Protein Orneklerinin Tespiti ve Goriuntuleme

Transfer sisteminden ¢ikarilan membranlar; oncelikle oda sicakliginda horizontal
calkalayicida 1 saat boyunca 20 mL hacimli, 1:20 oraninda yagsiz siit tozu ve 1X TBS’
ten olusan Blocking Buffer ile muamele edildi. 1 saatin sonunda bu sollsyon
uzaklastirilarak, 3 kez 5” er dakika Tablo 2.22° de icerik bilgisi verilen 1X TBS ile
yikandi. Sonrasnda NonO/p54™ primer antikoru ile yine horizontal calkalayic
aracilifiyla 1 gece +4 °C’ de muamele edildi. Yine 5° er dakikalik 1X TBS ile
yikamalara tabi tutuldu. Daha sonra da NonO/p54™ sekonder antikoru ile horizontal
calkalayici araciligiyla yine en az 1 saat muamele edildi. Son olarak da 1’e 1 oraninda
Reagent A ve B ile hazirlanan Pierce ECL (Thermo marka) substrat soliisyonuna en az

3 dakika tabi tutularak goriintii alma islemleri gergeklestirildi.

Membranlar, Strip Buffer ile muamele sonrasinda Blocking Buffer ile horizontal
calkalayicida 1 saat boyunca bloklamaya alindi. Daha sonra 5’ er dakikalik 1X TBS ile
yikamalara tabi tutuldu. Sonrasinda normalizasyon icin; Beta actin primer antikoru ile
horizontal ¢alkalayici araciliiyla 1 gece muamele edildi. Yine 5’ er dakikalik 1X TBS
ile yikamalara tabi tutuldu. Daha sonra da Beta actin sekonder antikoru ile horizontal
calkalayici araciligiyla yine en az 1 saat muamele edildi. Son olarak da 1’e 1 oraninda
Reagent A ve B ile hazirlanan Pierce ECL (Thermo marka) substrat soliisyonuna en az

3 dakika tabi tutularak goriintii alma islemleri gerceklestirildi.

2.2.7.5 Immiinofloresans Teknik ile NonO/p54™™® Proteininin Hiicre icinde
Lokalizasyonunun Belirlenmesi
Immiinofloresans teknik uygulamak iizere 12’ 1i well plate kullanildi ve her kuyucuga
0zel yuvarlak lameller yerlestirildi. Kuyucuk basma 250.000 hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi saglandi ve son hacim antibiyotiksiz, % 10 FCS igerikli DMEM ile 1 mL’
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ye tamamlanip uygun hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi
gun, ilgili kuyucuklara CoCl> ile hipoksik kosul uygulamalari ve ViaFect ™
Transfeksiyon kiti ile 0,5 pg YBXI1 transfeksiyonlar1 gergeklestirildi.

3. giin, hiicresel yogunlugun % 80- 90 oranina ulastig1 kuyucuklardan medyum gekilip,
hiicreler 2 kez PBS ile yikama islemine tabi tutuldu. Her kuyucuga % 4’ lik
paraformaldehit ¢ozeltisi eklenerek 15 dk boyunca fiksasyon saglandi. Bu igerik pipetle
cekilerek atildi ve PBS ile hiicreler ii¢ kez yikandi. Hiicrelere, ilgili proteinin hiicre
zarinda bulunmama ihtimaline karsin, antikorlarin hiicre i¢ine gecebilmesi icin hiicre
zarlarinin porlarini genisletmek iizere PBS i¢inde hazirlanmig % 0.3’ liikk Triton X-100
muamelesi yapildi, 5 dk inkiibe edildi. Siire sonunda Triton X-100" @i uzaklagtirmak

tizere PBS ile 2 kez yikama islemi yapildi.

Istenmeyen spesifik baglanmalar1 engellemek iizere ise; hiicrelere % 10 BSA igeren
PBS’ den 100 puL eklendi ve yarim saat oda 1sisinda bekletildi. Bloklama basamaginin
sonunda hiicreler 2 kez 5’ er dk boyunca PBS ile yikanarak bloklama soliisyonu

uzaklagtirildu.

Primer antikor muamelesi, 1/100 oraninda % 1 BSA igeren PBS serum ile diliie edilmis
100 pL NonO/p54™ primer antikor eklenerek gerceklestirildi ve 60 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Stirenin sonunda primer antikor kuyulardan uzaklastirilip ve

kuyular 3’er kez PBS ile yikand.

Bu basamaktan sonraki asamalar karanlik ortamda gergeklestirilmis olup, floroform
konjugat sekonder antikor 1/100 oraninda olacak sekilde % 1 BSA iceren PBS ile
hazirland1 ve her kuyuya 200 pL eklenerek 1 saat karanlik ortamda inkiibe edildi.
Sonrasinda sekonder antikor kuyulardan cekilip ve 3’ er kez PBS ile yikandi. Her
kuyuya 1 pg/mL DAPI (4',6- diamidino-2-fenilindol) eklenerek hticrelerin gekirdek
boyamasi yapildi. 15- 20 saniye beklendikten sonra PBS eklenerek ortam sulandirildi.
Lamlara yuvarlak lameller kapatilmadan once floresans sinyalin zamanla solmasini
engelleyen “Mounting Medyum (Antifade soliisyon)” damlatildi. Daha sonra yuvarlak
lameller pens yardimiyla cikartilip ters g¢evrilerek lam iizerine koyulup 4 kenar1 oje

yardimuiyla sabitlendi.
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Balikesir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’ ne ait laboratuvarda
bulunan floresans atagmanli “Nikon DS-RI2” marka mikroskop floresans

goriintiilemelerinde kullanildi.
Mikroskop ile elde edilen goriintiiler “Image J” programi kullanilarak densitometrik
olarak analiz edildi. Belirli sayidaki hiicrenin ¢evresi sinirlandirilarak belli degerler

elde edildi. Floresans hiicre 1is1mas1 verilen formiil dogrultusunda hesaplandi;

Total hiicre floresans 1s1masi= Tiim yogunluk- (Hiicre alan1 x arka plan degeri)
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3. BULGULAR

3.1 NonO/p54"™ Geni ve YBX1 Transkripsiyon Faktorinin Biyoinformatik
Analizleri

NonO/p54™ promotér bélgesinde MIA proteine bagl regiilasyonu insan ve farede

korunmustur. -7079 ile -7037 arasi 42 bp’ lik bir DNA elementi, MIA ile artan

NonO/p54™™ promotér aktivitesinde kritik rol oynar. NonO/p54™ promotorunda MIA

iliskili transkripsiyon baglanma bolgesinin tanimlanmasi Gene2Promoter programi

(www.genomatix.de) kullamlarak gerceklestirildi. Ilgili promotor bolgede ATG baslangic

kodonuna goére -7075 ile -7070 bp’ yi kapsayan bolge MIA’ ya bagli aktivasyondan
sorumludur. Program analizi sonrasinda gen regiilasyonunu fosforilasyonlar kanaliyla

diizenleyen YBX1 transkripsiyon faktori i¢in varsayilan baglanma bolgesi belirlendi.

Sekil 3.1” de, ¢alisgmamizda kullanilan, B6lim 2.2.6.1° de temsili diyagramina yer verilen
NonO/p54™ promotor dizide, MIA aracili YBXI1 baglanma bolgesi lokalizasyonu
mevcuttur. Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’ te ise; c¢alismamizda kullandigimiz diger promotor

konstraktlarda da ilgili baglanma bolgesinin gésterimine yer verilmistir.

P1

-730 bg +1 +529 b¢

Sekil 3.1: Tez calismamizda kullanilan insan NonO/p54™™® promotor bélgede (P1 (-730 /
+529)) MIA aracili YBX1 baglanma bdlgesinin isaretlendigi temsili diyagram.
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CATCATTICCCACTITACCTAACCAATCCAGAACCCCATTTITCTACCCCT

-516 b +1 4529 be

Sekil 3.2: Tez calismamizda kullanilan insan NonO/p54™ promotor konstraktta (P2 (-516
/ +529)) MIA aracili YBX1 baglanma bolgesinin isaretlendigi temsili diyagram.

CCITCGATTCCCACGTITAGCTAACCAATCGAGAACGC
CATTITGTACCCCT

-336 bg +1

Sekil 3.3: Tez calismamizda kullanilan insan NonO/p54™ promotor konstraktta (P3 (-336
/ +529)) MIA aracili YBX1 baglanma bolgesinin isaretlendigi temsili diyagram.

P4

CAOTCGATICGCAGTITAGCTAACCAATCCAGAACCCCATTTTIGTACCCCT |

-159 be¢ +1 529 be

Sekil 3.4: Tez calismamizda kullanilan insan NonO/p54™™® promotor konstraktta (P4 (-159
/ +529)) MIA aracili YBX1 baglanma bolgesinin isaretlendigi temsili diyagram.
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Boliim 2.2.2° de bahsedildigi lizere, YBX1 mRNA nukleotid dizisi verilen Sekil 3.5 te,

tasarlanan ileri ve geri ekspresyon primerlerinin gosterimi mevcuttur.

1 attctegeta gttcgatcgg tagcocgggagc ggagagocgga ccocccagagag ccocctgagocag
61 cccoccaccgoc gocgoccggec tagttaccat cacaccccgg gaggagcoccgce agoctgocogea
121 gcecggoccca gtcaccatca ccgocaaccat gagcagcocgag gcoccgagaccc agcagocgoco
181 cgccgcoccccocc cccgcoccgoccc ccgocctcag cgocgccgac accaagcocccg gcactacggg
241 cagcggcgca gggagcocggtg goccgggogg coctcacatcg goggogocctg coggogGGGA

ILERI PRIMER l

301 CAAGARAGGTC A
& atgacaccaa ggaagatgta tttgtacacc agactgocat

421 maagaagaat aaccccagga agtaccttog cagtgtagga gatggagaga ctgtggagtt
4831 tgatgttgtt gaaggagaaa a

GERI PRIMER

Sekil 3.5: Tez calismamizda kullanilan YBX1 mRNA dizisi ve ifade analizlerinde
kullanilan primer bolgeleri. (Ekzonlar farkli renkler ile gosterilmistir. 1. Ekzon: agik gri, 2.



Ekzon: mavi, 3. Ekzon: koyu gri, 4. Ekzon: turkuaz, 5. Ekzon: deniz mavisi, 6. Ekzon:
lacivert, 7. Ekzon: mor ve 8. Ekzon: pembe; ileri ve geri ekspresyon primer dizileri koyu

blylk harfler ile alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.)

Mevcut NonO/p54™™ ve YBX1 ekspresyon primerlerinin optimizasyonunu saglamak
amaciyla, BOlum 2.2.3.2” de aciklandigi iizere PC-3 hucreleri buyutuldu. Bolim 2.2.3.4° te
belirtilen sekilde normoksik ve hipoksik kontrol gruplardan olusan deney kurulduktan
sonra, ilgili hiicre pelletlerinden Boliim 2.2.5.2° de detaylandirilan kit protokolii ile uygun
ortamda RNA izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon sonrasinda Bolim 2.2.5.3° te
belirtildigi sekilde RNA miktarlar1 hesaplanip, Boliim 2.2.5.5° te aciklandig1 tizere CDNA
eldesi saglandi. Boliim 2.2.5.6° da aciklanan HB2 ekspresyon primerleriyle gergeklestirilen
kontrol PCR’ 11le cDNA kalitesi belirlenip, sonrasinda kosullar: sirastyla Tablo 2.8 ve 2.9°
da verilen NonO/p54™ ve YBX1 ekspresyon primerlerinin optimizasyon PCR’ lar
gerceklestirildi. ilgili PCR iiriinlerinin Boliim 2.2.5.7° de bahsi gecen agaroz jel
elektroforezi uygulamasi sonucunda ilgili goriintiilemelerin (Sekil 3.6 ve 3.7) yapilmasiyla

tamamlandi.

v
v
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AXX
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x A A

v

N\
:

BN d “NNEIAD
£ D 5
X XXX

¥
N AN
v Vi

Z RO rmrarker

Hp2 HP2 NK 1 2 3 4 5 6 M
NK PK

-~ -
vy

Sekil 3.6: NonO/p54™™ ve HB2 ekspresyon primerleri kullanilarak kurulan PCR
urunlerinin agaroz jel elektroforezi gorintist. (HB2 NK: HB2 Primerleri ile Olusturulmus
Negatif Kontrol, HB2 PK: HB2 Primerleri ile Olusturulmus Pozitif Kontrol, NK: NonO /
p54™ Primerleri ile Olusturulmus Negatif Kontrol, 1: PC- 3 hiicresi 72H Hipoksik Kosul
c¢DNA” s1, 2: PC- 3 hiicresi 72H Normoksik Kosul cDNA’ s1, 3: PC- 3 hiicresi 48H
Hipoksik Kosul cDNA’ si1, 4: PC- 3 hiicresi 48H Normoksik Kosul cDNA’ s1, 5: PC- 3
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hiicresi 24H Hipoksik Kosul cDNA” s1, 6: PC- 3 hiicresi 24H Normoksik Kosul cDNA” s,
M: Marker)

I RO rmarker

Hp2 Hp2
NK PK

NK 1 2 3 4

h
(=)

M

Sekil 3.7: YBX1 ve HB2 ekspresyon primerleri kullanilarak kurulan PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi goruntist. (HB2 NK: HB2 Primerleri ile Olusturulmus Negatif
Kontrol, HB2 PK: HB2 Primerleri ile Olusturulmus Pozitif Kontrol, NK: YBX1 Primerleri
ile Olusturulmus Negatif Kontrol, 1: PC- 3 hiicresi 72H Hipoksik Kosul cDNA’ s1, 2: PC-
3 hiicresi 72H Normoksik Kosul cDNA’ s1, 3: PC- 3 hiicresi 48H Hipoksik Kosul cDNA’
s1, 4: PC- 3 hiicresi 48H Normoksik Kosul cDNA’ s1, 5: PC- 3 hiicresi 24H Hipoksik Kosul
c¢DNA” s1, 6: PC- 3 hiicresi 24H Normoksik Kosul cDNA’ s1, M: Marker)

3.2 YBX1’ in NonO/p54™™® Geninin mRNA Seviyesindeki Ekspresyonunu Belirleme
Calismalan

NonO/p54™ geninin PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda YBXI
transfeksiyonu gerceklestirildiginde meydana gelecek olan mRNA seviyesindeki
ekspresyonu belirlemek amaciyla, Bolim 2.2.3.2° de agiklandigi tizere PC-3 hicreleri
blyiitiildii. Boliim 2.2.5.1° de belirtilen sekilde transfeksiyon deneyi kurulduktan sonra,
ilgili hiicre pelletlerinden Bolim 2.2.5.2° de detaylandirilan kit protokolii ile uygun
ortamda RNA izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon sonrasinda Bolim 2.2.5.3° te
belirtildigi sekilde RNA miktarlar1 hesaplanip, RNA kalitesini gozlemleyebilmek adina
Bolim 2.2.5.4> te detaylandirildigi sekilde formaldehit jel elektroforezi (RNA jel
elektroforezi) yapildi (Sekil 3.8). Herhangi bir degredasyon saptanmayan RNA’ lardan
Boliim 2.2.5.5° te acgiklandig1 lizere cDNA eldesi saglandi. Ardindan Boliim 2.2.5.6° da
aciklanan HB2 ekspresyon primerleriyle gerceklestirilen kontrol PCR’ 1 ile cDNA kalitesi
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belirleme prosediirii, ilgili PCR iirlinlerinin Boliim 2.2.5.7° de bahsi gegen agaroz jel

elektroforezi uygulamasi sonucunda ilgili gorintilemenin (Sekil 3.9) yapilmasiyla
tamamlandi.

1 2 3 + S 6 M

Sekil 3.8: RNA jel elektroforez gorintusi. (1: PC-3 hiicresi 72H Hipoksik mRNA” s1, 2:
PC-3 hiicresi 72H Normoksik mRNA’ s1, 3: PC-3 hiicresi 48H Hipoksik mRNA’ s1, 4: PC-
3 hiicresi 48H Normoksik mRNA’ s1, 5: PC-3 hiicresi 24H Hipoksik mRNA’ s1, 6: PC-3
hiicresi 24H Normoksik mRNA’ s1, M: RNA Marker)

T kD rmarker

Sekil 3.9: HB2 ekspresyon primerleri kullanilarak kurulan kontrol PCR iiriinlerinin agaroz
jel elektroforezi goruntisi. (M: Marker, NK: Negatif Kontrol, 1: Bosluk, 2: 72H YBX1
transfekte edilmis hipoksik kosul cDNA’ s1, 3: 72H YBX1 transfekte edilmis normoksik
kosul cDNA” s1, 4: 72H hipoksik kosul cDNA’ s1, 5: 72H normoksik kosul cDNA’ s, 6:
48H YBXI1 transfekte edilmis hipoksik kosul cDNA’ s1, 7: 48H YBXI transfekte edilmis

normoksik kosul cDNA’ s1, 8: 48H hipoksik kosul cDNA’ s1, 9: 48H normoksik kosul
cDNA’ s1)



Daha sonra elde edilen ¢cDNA’ lar kullanilarak Bolim 2.2.5.8° de aciklandigi sekilde
NonO/p54™, YBX1, HIF ve HB2 ekspresyon primerleri ile uygun kosullar1 Tablo 2.12” de
verilen Real Time PCR uygulamasina gidildi. Bu uygulama ile hem YBX1 transkripsiyon
faktoriinin hem de hipoksinin NonO/p54™ mRNA seviyesi lzerindeki etkisinin analizi
gerceklestirildi. Elde edilen ¢T degerler Livak metodu ile degerlendirildi. Sekil 3.10° da
gosterildigi tizere oncelikle, HIF-lo. mRNA seviyeleri normal ve hipoksik kosullarda
karsilastiritlmis ve hipoksik kosul dogrulanmustir. Sekil 3.11” de, YBX1 mRNA seviyeleri
incelendiginde, PC-3 hiicrelerinde ektopik ifade etkisi ortaya koyulmustur. NonO/p54"™
MRNA seviyeleri incelendiginde ise; hipoksik kosullarda arttigi yeniden teyit edilmistir.
Normoksik ve hipoksik kosullarda YBX1’ in NonO/p54"™®’ nin mRNA seviyesini PC-3
hiicrelerinde arttirdigi bulunmustur. YBX1’ in NonO/p54™> nin mRNA seviyesi
Uzerindeki indtikleyici etkisi hipoksik kosullarda daha giigliidiir (Sekil 3.12).

PC-3 Huicrelerinde HIF1-a mRNA ifadesi
14 . *
12
10 J
<( *
g * - .
g 6 . m48
X 4] . o72
2
o | | |
Normoksik  Hipoksik  Normoksik  Hipoksik
Kontrol Kontrol YBX1 YBX1

Sekil 3.10: Kontrol ve YBX1 transfekte PC-3 huicrelerinde HIF-1a eksresyonu ile hipoksik

kosullarin dogrulanmas.
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PC-3 Hiicrelerinde YBX1 mRNA ifadesi
6 -
5 4
<4
&
£ 3 1
T
X 2
1 4
0 o
Kontrol 48s YBX1 72s YBX1
Sekil 3.11: PC-3 hiicre hattinda YBX1’ in ektopik ifadesi.
PC-3 Hiicrelerinde NonO/p54"™ mRNA ifadesi
35 -
30 - *
25 - *
<ZE I
r 20 A * *
S 15 - * |48
¥ @72
10 +
5 1 *
0 - L] L] - L] L]
Normoksik  Hipoksik ~ Normoksik  Hipoksik
Kontrol Kontrol YBX1 YBX1

Sekil 3.12: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda YBX1’ in NonO/p54™®

MRNA seviyesine etkisi.
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3.3 NonO/p54"™° nin Transkripsiyonel Aktivite Calismalar1

3.3.1 YBXI1 Plazmit izolasyonu

Transfeksiyon deneylerine gecmeden 6nce, Boliim 2.2.4.1° de detaylandirilan maxi-prep
YBX1 plazmit izolasyonu ilgili kitle gerceklestirilip, Bolim 2.2.4.2” de bahsedildigi gibi
yapilan spektrofotometrik 6lgclimler sonucunda 389 ve 375 ng/pL plazmit elde edildi.
Tablo 3.1” de plan1 verilen ilgili Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle Bolim 2.2.4.3° te
detaylandirildig1 tizere kontrol kesimi yapildi ve goriintiilendi. Kesime tabi tutulmamis

elusyonlar da, 5: 1 oraninda DNA/6X loading dye karigimi ile jele yiiklendi (Sekil 3.13).

Tablo 3.1: YBX1 plazmit DNA kesim planu.

Bilesen Miktar
DNA 5uL
Green Buffer 2 uL
Hind 11 1L
Xho | 1uL
dH20 11 L
Total Hacim 20 pL

% TogMlor™ LE 60 Agwose (#R0491)

Sekil 3.13: Kesime tabi tutulmus ve kesime tabi tutulmamis YBX1 plazmit DNA jel
elektroforez goruntisi. (1: 375 ng plazmit DNA 2. Eliisyon (Kesilmemis), 2: 375 ng
plazmit DNA 2. Eliisyon (Kesilmis), 3: 375 ng plazmit DNA 1. Eliisyon (Kesilmemis), 4:
375 ng plazmit DNA 1. Eliisyon (Kesilmis), 5: 389 ng plazmit DNA 2. Eliisyon
(Kesilmemis), 6: 389 ng plazmit DNA 2. Elusyon (Kesilmis), 7: 389 ng plazmit DNA 1.
Eliisyon (Kesilmemis), 8: 389 ng plazmit DNA 1. Eliisyon (Kesilmig) M: 100 bp marker)
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3.3.2 NonO/p54"™® Promotor Konstraktlarinin Restriksiyon Endoniikleaz Kontrol
Kesimi

Bazal aktivite tayini icin gerceklestirilen calismalarda, laboratuvarimizda daha Once

Uzman Biyolog Sevgi Baysal tarafindan pMet Luc Reporter vektoriine alt klonlanmasi

gerceklestirilen 4 adet NonO/p54™™ promotor konstrakti Tablo 3.2° de plani verilen ilgili

Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle kontrol kesime tabi tutulup, goriintiilenmis ve bu

goriintli Sekil 3.14° te verilmistir.

Tablo 3.2: NonO/p54™ pomotor konstraktlarinin kesim plani.

1779 ng/ul (P1) 4630 ng/ul (P2) 1143 ng/ul (P3) 318 ng/ul (P4)
DNA: 3 ul DNA: 1 pul DNA: 3 ul DNA: 5 ul
Green Buffer: 2 ul Green Buffer: 2 ul Green Buffer: 2yl Green Buffer: 2 pl
Hind 111: 1 pl Hind 11: 1 pl Hind 111: 1 pl Hind 111: 1 pl
Xho I: 1 pul Xho I: 1 pl Xho I: 1 pul Xho I: 1 pul
dH20: 13 pl dH20: 15 pl dH20: 13 pl dH.0: 11 pl

Total Hacim: 20 pl Total Hacim: 20yl Total Hacim: 20 ul ~ Total Hacim: 20 pl

Sekil 3.14: Kesime tabi tutulmus NonO/p54™ pomotor konstraktlarinin DNA jel
elektroforez goruntisu. (1: P1 (-730/+529) plazmit DNA, 2: P2 (-516/+529) plazmit DNA,
3: P4 (-159/+529) plazmit DNA, 4: P3 (-336/+529) plazmit DNA, M: 1 kb marker)

3.3.3 Lusiferaz-SEAP Aktivite Tayini

flgili NonO/p54™™ promotor konstraktlar1 (Sekil 2.1), Boliim 2.2.6.1° de detaylandirilan
protokol kapsaminda 0,5 pg konsantrasyonda olacak sekilde; 6te yandan transfeksiyon
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basarisinin normalizasyonunu saglayan pSeap2-Kontrol vektor de 0,5 pg konsantrasyona
sahip olacak sekilde, hipoksik ve normoksik kosullarin uygulandigi 2 adet 12” 1i well plate
lere kuyucuk basina 250.000 hiicre olacak miktarda paylastirilan PC-3 hicrelerine
transfekte edildi. 48 ve 72 saat dilimleri seklinde belirlenen inkiibasyon siirelerinin
sonunda transfeksiyon medyumunlarindan eppendorflara 500° er pL alinarak Boliim
2.2.6.2° de belirtildigi gibi lusiferaz aktivitesi ve Boliim 2.2.6.3° te belirtigi gibi SEAP
aktivitesi 6l¢iildii. Olgiim sonuglarinda elde edilen Lusiferaz degerler, SEAP degerlerine
bolunerek aktivasyon tayini belirlenip, sonuclar asagidaki grafiklerle (Sekil 3.15, 3.16,
3.17 ve 3.18) ortaya koyulmustur.

YBX1 transkripsiyon faktériniin NonO/p54™ promotor konstraktlarma etkisinin
belirlenmesi igin ise; Boliim 2.2.6.1° de aciklandig iizere, ilgili transfeksiyon sureglerine
ek olarak, 0,5 pg konsantrasyonlu YBX1 transfeksiyonu da yine hipoksik ve normoksik
kosullarin uygulandigr 2 adet 12’ li well plate lere kuyucuk bagina 250.000 hiicre olacak
miktarda paylastirilan PC-3 hiicrelerine uygulandi. 48 ve 72 saat dilimleri seklinde
belirlenen inklbasyon sirelerinin sonunda transfeksiyon medyumunlarindan eppendorflara
500’ er pL alinarak Bolim 2.2.6.2° de belirtildigi gibi lusiferaz aktivitesi ve Bolim
2.2.6.3’ te belirtigi gibi SEAP aktivitesi dl¢iildii. Ol¢iim sonuglarinda elde edilen Lusiferaz
degerler, SEAP degerlerine bolunerek lusiferaz aktivitesi normalize edilmistir. P1
promotor pargasinda hipoksik kosullarda aktivite artis1 48 ve 72 saatlerde teyit edilmistir.
YBX1’ in P1 promotor parcasi tlizerindeki etkisi incelendiginde ise 72 saatte hipoksik
kosullardaki aktivitesini indikleyici etkisi goriilmistir (Sekil 3.15). P2 promotor
parcasinda hipoksik kosullarda aktivite artis1 48 ve 72 saatlerde teyit edilmistir. YBX1’ in
P2 promotor pargasi iizerindeki etkisi incelendiginde hem 48 hem de 72 saatte hipoksik
kosullardaki aktivitesini indlkleyici etkisinin daha glgclii oldugu goriilmustiir (Sekil 3.16).
YBX1’ in P3 promotor parcasi iizerindeki etkisi incelendiginde hem 48 hem de 72 saatte
hipoksik kosullardaki aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir (Sekil 3.17). YBX1’ in P4
promotor pargasi lizerindeki etkisi incelendiginde ise, 48 saatte hipoksik kosullardaki

aktivitesinin en yuksek indlkleyici etki oldugu goriilmektedir (Sekil 3.18).
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PC-3 Hicrelerinde Kontrol ve YBX1 Transfekte
Gruplarin Normoksik ve Hipoksik Kosullarda
NonO/p54"® P1 Promotorunda EtKisi
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Sekil 3.15: PC-3 hiicrelerinde YBX1 transfekte edilmis ve edilmemis gruplarda
NonO/p54™ P1 promotor bélgesinin (-730/+529) transkripsiyonel aktivitesi.

PC-3 Hucrelerinde Kontrol ve YBX1 Transfekte
Gruplarin Normoksik ve Hipoksik Kosullarda
NonO/p54n® P2 Promotorunda EtKisi
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Relative Lusiferaz Aktivite

Sekil 3.16: PC-3 hiicrelerinde YBX1 transfekte edilmis ve edilmemis gruplarda
NonO/p54™ P2 promotor bélgesinin (-516/+529) transkripsiyonel aktivitesi.
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PC-3 Hicrelerinde Kontrol ve YBX1 Transfekte
Gruplarin Normoksik ve Hipoksik Kosullarda
NonO/p54"® P3 Promotorunda EtKisi
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Sekil 3.17: PC-3 hiicrelerinde YBX1 transfekte edilmis ve edilmemis gruplarda
NonO/p54™ P3 promotor bélgesinin (-336/+529) transkripsiyonel aktivitesi.

PC-3 Hucrelerinde Kontrol ve YBX1 Transfekte
Gruplarin Normoksik ve Hipoksik Kosullarda
NonO/p54"® P4 Promotorunda EtKisi
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Kontrol Kontrol YBX1 YBX1

Sekil 3.18: PC-3 hiicrelerinde YBX1 transfekte edilmis ve edilmemis gruplarda
NonO/p54™ P4 promotor bolgesinin (-159/+529) transkripsiyonel aktivitesi.
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3.4 YBX1’ in NonO/p54™™® Geninin Protein Seviyesindeki Ekspresyonunu Belirleme
Cahismalan
3.4.1 YBX1T’ in NonO/p54"™® Geninin Protein Seviyesindeki Ekspresyonunu Western
Blot Yontemiyle Belirleme Calismalari

NonO/p54™ geninin PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda YBXI
transfeksiyonu gerceklestirildiginde meydana gelecek olan protein seviyesindeki
ekspresyonu belirlemek amaciyla, Bolim 2.2.3.2° de a¢iklandigi tizere PC-3 hcreleri
blyiitiiliip, Boliim 2.2.7.1° de detaylandirildigi gibi transfeksiyon deneyleri gergeklestirildi.
Sonrasinda ilgili protein ekstraktlar1 Boliim 2.2.7.2° de agiklandig1 sekilde, icerik detay1
Tablo 2.13° te verilen RIPA buffer ile hazirlandi. Her grup igin protein miktar1 30 ug
olacak sekilde hesaplanan protein ekstraktlar Boliim 2.2.7.4.1° de detaylandirilan SDS-
PAGE sistemde yliriitiildii. Bu siirecin ardindan, Boliim 2.2.7.4.2” deki sekilde membrana
transferi saglanan proteinler, bloklanip sirastyla NonO/p54™ primer ve sekonder
antikorlariyla ve Beta actin primer ve sekonder antikorlariyla ayr1 ayri muamelesi yapilip
goriintii alma islemine ge¢ildi. (Sekil 3.19, 3.20 ve 3.21). Western blot sonuglari
incelendiginde 6zellikle YBX1 transfekte edilen hipoksik kosullarda 72 saatte NonO/p54™®
protein seviyesinde artis tespit edilmistir (Sekil 3.21).
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24H 24H 24H 24H
Kontrol Kontrol YBX1 YBXI1
Normok. Hipok. Normok. Hipok.

Nono/p54™" [ T —
Y

B-actin

12 -
1.15
11

1.05 -

Kat Protein

0.95

ﬂ.g T T T
24s N 24sH 245 N YBX1 245 H YBX1

Sekil 3.19: PC-3 hiicre hattinda NonO/p54™™ protein seviyesinin 24 saatte belirlenmesi.
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48H 48H 48H 48H
Kontrol Kontrol YBX1 YBXI1
Normok. Hipok. Normok. Hipok.

Non0/p54™ [N
B-actin e v o S

12 -

115 -
1.1 1
1.05 -
1 -
095 -
08 - . . . :

48sN 48sH 43sNYBX1 438sH YBX1

Kat Protein

Sekil 3.20: PC-3 hiicre hattinda NonO/p54™™ protein seviyesinin 48 saatte belirlenmesi.
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72H 72H 72H 72H
Kontrol Kontrol YBX1 YBXI1
Normok. Hipok. Normok. Hipok.

Non0/p54™® — e S S

B-actin —— RIS o S

18 -
16
14 -
1.2

0.8
0.6
0.4 -
0.2

Kat Protein

72sN 72sH 72sNYBX1  72sH YBX1

Sekil 3.21: PC-3 hiicre hattinda NonO/p54™™ protein seviyesinin 72 saatte belirlenmesi.

3.4.2 YBX1I’ in NonO/p54"™® Geninin Protein Seviyesindeki Ekspresyonunu
Immiinofloresans Teknik ile Belirleme Calismalari

Immiinofloresans teknik ile NonO/p54™ proteininin hiicre icinde lokalizasyonunun
belirlenmesi amaciyla Bolim 2.2.7.5” te agiklandig1 iizere PC-3 hiicreleri 12” li well plate’
e uygun miktarlarda ekilip; ertesi giin hipoksi uygulamasi ve transfeksiyon basamaklari
gerceklestirildi. 3. Giin ise yine Bolim 2.2.7.5” te detayl bir sekilde agiklandigi iizere
immunofloresans teknik uygulandi. Elde edilen preperatlar floresan mikroskobu ile
goruntulendi (Sekil 3.22, 3.23, 3.24 ve 3.25). Normoksik kosullara kiyasla, hipoksik
kosullarda NonO/p54™ protein seviyesi artarken (Sekil 3.22 ve 3.23); transfeksiyon
gerceklestirilmemis gruplara kiyasla, YBX1 transfeksiyonu gerceklestirilmis gruplarda
yine NonO/p54™® protein seviyesinin artmis oldugu belirlendi (Sekil 3.23 ve 3.25).
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PC- 3 Normoksiva Kontrol Grup Hiicreleri

Sekil 3.22: Immiinofloresans teknik uygulamasi sonucu alman normoksik kontrol grup

mikroskop goruntileri.
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PC- 3 Hipoksiyva Kontrol Grup Hiicreleri

Sekil 3.23: Immiinofloresans teknik uygulamasi sonucu alinan hipoksik kontrol grup

mikroskop gorunttleri.
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PC- 3 Normoksiya YBX1 Transfekte Edilmis Grup Hiicreleri

Sekil 3.24: Immiinofloresans teknik uygulamasi sonucu alinan normoksik YBX1

transfekte grup mikroskop gortntleri.
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PC- 3 Hipoksiva YBX1 Transfekte Edilmis Grup Hiicreleri

Sekil 3.25: Immiinofloresans teknik uygulamasi sonucu alinan hipoksik YBX1 transfekte

grup mikroskop gortntuleri.
Normoksik kosullara kiyasla, hipoksik kosullarda NonO/p54™ protein seviyesi artarken;

transfeksiyon gerceklestirilmemis gruplara kiyasla, YBXI1 transfeksiyonu gergeklestirilmis

gruplarda yine ilgili protein seviyesinin artmis oldugu belirlendi.
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4. TARTISMA-SONUC

YBX1 pekcok dokuda yiiksek oranda eksprese olan bir proteindir. Hem bir DNA hem de
RNA baglanma proteini olarak islev goriirken; transkripsiyon ve translasyon, pre-mRNA
ekleme, DNA onarimi ve mRNA paketlemesinin diizenlenmesi gibi lizere ¢ok sayida
hiicresel islemde rol oynayarak multifonksiyonel 6zellik kazanir [1]. Bu mekanizmalar1 da
ubikitilasyon, asetilasyon ve metilasyon reaksiyonlariyla gerceklestirirken, gen

regiilasyonunda daha ¢ok fosforilasyon reaksiyonlarina tabi olur [7].

Daha oOnce yapilmis ¢alismalarla; pankreatik adenokarsinom, metastatik prostat
karsinomasi, yumurtalik karsinomasi, medulloblastom ve malign melanomda artmis YBX1
MRNA seviyeleri gosterildiginden, insan malign hastaliklarinin bir belirteci olabilecegi

diistiniilmektedir [8].

NonO/p54™™ geni ise; kalp, beyin, plasenta, akciger, karaciger, iskelet kasi, bobrek,
pankreas ve pek c¢ok dokuda yaygin ifade gosterir [63]. Coklu nikleer streclerle
ilgilenirken, hem DNA hem de RNA’ ya baglanarak c¢ok islevli bir protein olarak

tanimlanmaktadir [68].

Yakin zamanda, NonO/p54™ nin, kondrojenezi ilerletmek icin MIA/CD-RAP
kompleksini regiile ettigi agiklanmigtir. Bu mekanizmay1 gergeklestirmek tizere MIA/CD-
RAP’ in YBX1’ in regiilator bolgesine baglanmasi kritiktir. YBX1, MIA/CD-RAP’ a bagh
kondrojenezin bir regulatorudir [77]. Yapilan arastirmalarla ¢ogu kanser tipinde artmis
NonO/p54™™ ekspresyonu tespit edilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde artmis ekspresyon
gosterilmisken [97]; metastatik melanoma 6rnekleri de NonO/p54"™ giiclii ekspresyonunu
gostermektedir.  Fonksiyonel promotor analizleri ile YBX1’ i, NonO/p54™®
transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in MIA proteine aracilik eden transkripsiyon faktorii

olarak tanimlanmistir [54].

Literatiirde NonO/p54™ geni ve YBXI1 transkripsiyon faktorii regiilasyonlar1 hakkinda
siirli sayida bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle YBX1 ve NonO/p54™ regiilasyonunun
aydinlatilmas1  kritiktir. Son yillardaki ¢alismalarla, NonO/p54™ geninin YBX1
transkripsiyon faktorii ile regiile edildigi kondrojenez siirecleri ve malign melanomda

gosterilmistir. Ancak prostat kanserinde bu genin ilgili transkripsiyon faktorii ile nasil

70



regule edildigine dair veriler mevcut degildir. Tiimor mikrogevresi; birgok farkli hiicre tipi,
anormal vaskiiler ag ve immiinsiipresif sitokinlerden olusan karmasik bir ekosistemdir.
Tlmorlerin diizensiz biiyiime dinamikleri, artan oksijen tiikketimine ve dolayisiyla hipoksik
kosullara yol agar. Hipoksi, kotii klinik sonug, artan tiimor heterojenitesi ve kemoterapiye
diren¢ mekanizmalarinin ortaya c¢ikmasi ile iliskilendirilmistir [84]. Prostat kanseri
erkeklerde malignite ile kansere bagli Sliimlerin ikinci onde gelen nedenidir. Hipoksi
agresif bir fenotip ile iliskili prostat karsinogenezinde kilit dncul olarak kabul edilir [93].
Kanser iliskili genlerin hipoksik kosullardaki regiilasyonunu tespit etmek de olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Literatirde prostat kanserinde kot sonu¢ ve Kkoti prognozla

iligkilendirilebilecek HIF-1a regiilasyonlar ile ilgili calismalar da oldukc¢a az sayidadir.

Bu baglamda ¢alismamizda prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC-3 hiicrelerinde hem normal
hem de hipoksik kosullarda NonO/p54"™ geninin YBX1 transkripsiyon faktérii tarafindan
hedef alinip alinmadigi arastirilmigtir. Tez c¢alismamiz kapsaminda, transkripsiyonel
reglilasyon mekanizmalarini baz alan simirl sayidaki ¢alismayla bazi yonleri aydinlatilan
s6z konusu genlerin PC-3 hiicre hattinda bazal aktivite, mMRNA ve protein diizeylerinde

transkripsiyonel regllasyonu incelenmistir.

Ik olarak PC-3 hiicreleri buyutiltp, gerekli pasajlamalar yapilarak deney kurulmasi icin
hazir hale getirilmistir. 12 adet kiigiik 25 cm?’ lik flaska, flask basina 2 milyon adet hiicre
esit olarak paylastirilmistir. Daha sonra ilgili flasklara 5 pg YBX1 transfeksiyonu
gerceklestirilip, deneylerimiz kapsaminda CoCl: ile olusturulan kimyasal hipoksik kosullar
HIF-1ao mRNA seviyesinin Real Time PCR analiziyle dogrulanmigtir. PC-3 huicrelerinde
YBX1 mRNA seviyeleri incelendiginde, ektopik ifade profilleri ortaya koyulmustur.
NonO/p54™ seviyeleri incelendiginde ise; hipoksik kosullardaki artis yeniden teyit
edilirken, normoksik ve hipoksik kosullarda YBX1’ in NonO/p54™™®’ nin mRNA seviyesini
PC-3 hiicre hattinda arttirdig1 belirlenmistir. YBX’ in NonO/p54™ nin mRNA seviyesi
uzerindeki indukleyici ifadesinin hipoksik kosullarda daha giiglii oldugu ortaya

koyulmustur.

Bazal aktivite tayini ¢aligmalar1 kapsaminda ise; 4 adet 12’ li well plate’ e deney kurulmasi
icin hazir hale gelen PC-3 hicreleri kuyucuk basina 250 000 hiicre olacak sekilde
paylastirilmistir. Daha sonra ilgili kuyucuklara 0,5° er pg NonO/p54™ promotor
konstraktlar: ve YBX1 gegici transfeksiyonu ile 150 uM CoCl, muamelesi gergeklestirilip
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48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde kuyucuklardan alinan medyumlar araciligi ile her bir
promotor parcasinin aktivitesi tayin edilmistir. Her bir promotor konstraktta (Sekil 4.1)
hipoksik kosullarda aktivite artis1 48 ve 72 saatlerde teyit edilirken, P4 promotor pargasi
Uzerindeki transkripsiyonel aktivitenin etkisi dikkate alindiginda 48 saatlik dilimde

hipoksik kosullardaki aktivitenin en yiksek indikleyici etki oldugu goriilmektedir.

: MIA dizisi [CCTTGATTGGCAGTTITAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTITTGTACCCCT]

* : Y box dizisi [CCAAT]

Sekil 4.1: Tez ¢alismamizda kullanilan NonO/p54™ promotor konstraktlarda YBX1
transkripsiyon faktoriiniin olasi baglanma dizisi MIA ve Y-box bolgelerinin basit

diyagramda gosterimi.

Protein seviyesindeki analizler icin western blot ve IFC analizlerinde 6zellikle 72 saatlik
zaman dilimlerinde YBX1 transfekte edilen hipoksik kosul gruplarinda NonO/p54™®

protein seviyesinde artis rapor edilmistir.

Tiim calismamin sonucunda elde edilen verilerde, YBX1’ in NonO/p54™ geni ile
ekpresyonunu, mRNA, protein ve bazal aktivite seviyesinde 24, 48 ve 72 saatlik zaman
dilimlerinde normoksik ve hipoksik kosullarda artigin1 indiikledigi belirlenmistir. Ayrica

immiinofloresans teknik ile kontrol ve deney gruplarinda yine normoksik ve hipoksik
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kosullarda ilgili hiicrelerde NonO/p54™™ protein lokalizasyonu da ilk kez ortaya
koyulmustur.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez Prostat kanseri hiicre hatti olan PC-3 hiicrelerinde
normal ve hipoksik kosullarda YBX1’ in NonO/p54™ geninin regiilasyonuna katkisi
incelenmistir. Calismamiz kapsaminda YBXI1 NonO/p54™™° nin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bu etki hipoksik kosullarda oldukg¢a gii¢lii bulunmustur. Sonug olarak elde
ettigimiz veriler literatiire prostat kanserinin regiilasyonu hakkinda yeni bilgiler sunmustur.

Daha sonra yapilacak ¢alismalar i¢in yonlendirici olacagi kanaatindeyiz.
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Sekil A.1: Fermentas 1 kb DNA marker.
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Sekil A.2: Thermo Scientific 100 bp DNA marker.
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Sekil B.1: pGEM™-T Easy vektor haritas1 (Promega).
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Sekil B.2: pcDNA3.1 vektor haritasi (Invitrogen Life Technologies).
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Sekil B.3: pMetLuc-Reporter vektor haritasi (Clontech).
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Sekil B.4: SEAP-2 kontrol vektor haritasi.
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