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OZET

INSAN PSMD4 PROMOTORUNUN KLONLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
GIZEM GULER
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD.DOGC.DR SUMEYYE A.TURKOGLU)
(ES DANISMAN: PROF.DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, ARALIK - 2015

26S proteazom islevini yitirmis proteinlerin yikiminda gorevli hiicresel bir
yapidir. PSMD4 geni 26S proteazomun yap1 birimi olan 19S diizenleyici yap1
biriminde gorev yapmaktadir. PSMD4 geni (26S proteazom non ATPase subunit
S5A) 3 protein kodlamaktadir. Bunlardan S5A; yapisinda bulunan poliubikitin
baglanma domaini sayesinde hiicresel islevini yitirmis proteinlerin yikimindan
sorumludur. ASF intestinal sivi tasima diizenlenmesinde islevli kolera toksini ile
indiiklenen bir salgilanmis proteindir. Angiosidin proteini ise birgok tiimor ve
endotel hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade olmaktadir. Bu protein anjiogenez ve
timor blyumesini engellemektedir.

Literatiirde cok islevli protein ifadesi saglayan bir gen olan PSMD4
hakkindaki bilgiler oldukg¢a sinirlidir. Tez ¢alismasi kapsaminda PSMD4 geninin
transkripsiyonel duzeydeki regilasyonu ve hipoksik ile kosul iliskisi
aydinlatilmaya calisilmistir.

Calisma kapsaminda ilk olarak Hep3B, PC-3, DU-145, MCF7, HT-29,
HUVEC, MG-63, Saos-2, PANC, HelLa hiicre hatlarinda PSMD4’iin mRNA ve
PC-3, HUVEC, Saos-2 ve Hep3B hiicre hatlarinda protein ifadesi belirlenmistir.
Daha sonra PSMD4 -617/+65, 261/+65 ve -85/+65 promotor bolgeleri pMetLuc
lusiferaz haberci vektor sistemine klonlanmigtir. Bazal aktiviteleri gegici
transfeksiyon analizleri ile belirlenmistir. Bazal aktivitesi en yuksek promotor
pargasi -85/+65 b¢ oldugu goriilmiistiir. Hipoksik kosullar altinda tiim promotor
pargalarinin aktif oldugu gézlenmistir. Ancak en aktif yine en kigik ( -85/+65)
promotor parcasinin oldugu goriilmistiir. Hipoksik kosullardaki degisimler
MRNA, protein ve transkripsiyonel aktivite diizeyinde PC-3 ve HUVEC hiicre
hattinda belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: PSMD4, S5a, ASF, Hipoksiya.



ABSTRACT

CLONING AND CHARACTERIZATION
OF THE HUMAN PSMD4 PROMOTOR
MSC THESIS
GIZEM GULER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR. SUMEYYE A.TURKOGLU )
(CO-SUPERVISOR: PROF.DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, DECEMBER 2015

26S proteasome is a cellular structure employed in degradation of the
proteins that lost their functions. PSMD4 gene serve in 26S proteasome structure
which 19S regulatory subunit. PSMD4 (26S proteazom non ATPase subunit S5A)
encodes 3 proteins. One of these, S5a is the polyubiquitin binding subunit of the
26S proteasome and destroy protein. ASF; is a plasma-bound protein known to
inhibit cholera toxin-induced intestinal fluid secretion in rats. Angiocidin is a
protein over-expressed in many different solid tumors. This protein inhibits
angiogenesis and tumor growth.

PSMD4 gene is a multifunctionally expressed protein but there is a limited
information about the regulation of this gene in the literature. The main focus of
our study is transcriptional regulation of PSMD4 gene and explaining its
relationship with the hypoxic conditions.

By this study, firstly; mRNA and protein exspressions of PSMD4 gene
were determined in Hep3B, PC-3, DU-145, MCF7, HT-29, HUVEC, MG-63,
Saos-2, PANC, Hela cell lines.

Different PSMD4 promoter contructs (-617/+65, 261/+65 and -85/+65)
were cloned in pMetLuc lusiferase vector. Basal transcriptional activity was
determined by transient transfection assays. -85/+65 bp PSMD4 promoter contruct
had high basal activity. All promoter fragments were active under hypoxic
conditions. The most active fragment was -85/+65 bp PSMD4 promoter in
hypoxic conditions. PSMD4 protein, mMRNA and transcriptional activity levels
were determined under hypoxic and normal conditions in HUVEC and PC-3 cell
line.

KEYWORDS: PSMD4, S5a, ASF, Hypoxia.
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1. GIRIS

Hicrede bulunan bircok proteinin goérevini tamamladiktan sonra yikilmasi
gerekmektedir. Yasam Omriinii tamamladigi halde yikilmayan protein, hicrede
birgok hasara sebep olmaktadir. Okaryotik hiicrelerde proteini yikan birkag yolak
bulunur. Onemli bir yikim yolagi, zarla cevrili asidik icerigi hidrolitik enzimlerle
dolu bir organel olan lizozom tarafindan gerceklestirilen yikimdir. Lizozomal yikim
daha cok otofaji adi verilen bir olay olan hiicrenin yaslanmis veya bozulmus
organellerine kars1 ve hiicre tarafindan alinan hiicre disi proteinlere yonelik olarak

caligir [1].

Bir diger protein yikim yolu proteazom araciligiyla olur. Prokaryot ve tkaryot
hiicrelerde bulunan protein yikiminda asil gorevli molekiil proteazomlar’dir. Tipik
bir memeli hiicresinde yaklasik 30.000 adet bulunur. Proteazomlar yaklasik 50
protein alt biriminden olusan kiitlesi 2-2.4 x 108 Da olan ¢ok biiyiik makromolekiiler
makinelerdir [1]. Proteazom ¢ok alt Gniteli enzim kompleksidir. Hiicre dongisunin
ilerlemesinde ve apoptosis proteinlerinin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. Bu

nedenle kanser tedavisi i¢in 6nemli bir hedef haline gelmistir [2].

11 Proteazomun Kesfi

Ubikitin proteazom sisteminin kesfinden Once, hiicrelerdeki protein
yikiminin, igerisinde asidik ve proteaz dolu membrana bagl lizozom organeli ile
oldugu diistiniilmekteydi. Hiicrelerdeki eksojen ve yash proteinler yada zarar gormiis
proteinlerin yikilmasinda lizozom organelinin gorevli oldugu biliniyordu [1]. Fakat
1977 yilinda Alfred Goldberg retikulositlerde ATP bagimli protein yikimini ¢alismis
ve lizozom eksikligi olan ikinci bir hiicre i¢i parcalanma mekanizmasi nermistir.
[3]. 1978 wyilinda farkli protein =zincirlerinin birlesmesiyle olusan proteazlar
kesfedilmistir. [4]. Daha sonraki ¢aligmalarda histon proteinlerdeki agiklanamayan
kovalent modifikasyonlar belirlenmistir. Bu degisim histon proteindeki lizin amino

asiti ve ubikitin proteinin C-terminal’de bulunan glisin amino asitleri arasinda


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfred_Goldberg&action=edit&redlink=1

olmaktadir. Ancak fonksiyonu tam olarak agiklanamamistir [5]. Sonraki ¢alismalarda
proteolitik yikimla iligkili proteinler kesfedilmistir. Avram Hershko ve Aaron
Ciechanover 1970’lerin sonu 1980’lerin basinda ubikitin proteazom sistemi kesfi
caligmalarina baglamistir. ATP-bagimli proteolitik kompleks 26S proteazom
kesfedilmistir [6-7]. Bu alandaki kesifleri onlara 2004 yilinda kimya dalinda Nobel

odiiliinti kazandirmistir [8].

Memelilerde bulunan 26S proteazomun alt Unitelerinden biri olan 19S
diizenleyici bolgede PSMD4 proteini yer almaktadir. Poliubikitinlenen proteinlerin
yikimindan sorumludur. PSMD4 proteinlerin yikimi disinda diger baska hiicresel
proseslerde gorev aldigi gosterilmistir. Calismamiz kapsaminda bu proteinin

regiilasyonu arastirilmistir.

1.2 Proteazomun Yapis1 ve Organizasyonu

Proteazom, biyuk protein yapilardan olusan molekiillerdir. Bu yapilar,
okaryot canlilarda, arkealarda ve cogu bakteri tiiriinde yer almaktadir. Okaryot yapili
canlilarda bu yapilar ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunur. Proteazomlarin genel
gorevi, hasar gérmiis veya ise yaramayan proteinleri, proteoliz adi verilen ve peptit
baglarmi kirarak c¢alisan bir enzim aracilifiyla viicuttan atmaktir. Proteazomlar,
hlcrelerin baglanamamig proteinleri atmasini ve 6zellesmis proteinlerin derisiminin

kontrol edilmesini saglayan biiyiik bir sistemin pargalaridir [9].

Proteazom alt bilesenleri siklikla Svedberg sedimentasyonu ile adlandirilir.
En 6zel olarak memelilerde bulunan sitozolik 26S proteazom’dur. Yaklagik 2000
kDa’dur. 26S proteazom merkezi 20S kor partikiilii ve iki adet 19S diizenleyici alt
tinite icermektedir. 20S alt iinitesinin iki ucu agiktir ve yikilmak i¢in proteinler bu
bolgeden girer. 20S’in her iki ucuna bagli 19S diizenleyici alt tiniteleri ATPase aktif
bolge ve ubikitin baglandig1 bolge icermektedir. Bu yap1 proteinleri poliubikitinler ve
katalitik kor 20S partikiline iletir. Alternatif alt Gnite 11S dlzenleyici partikil 20S
kor partikiile tipki 19S gibi baglanir. 11S partikiil virlis enfeksiyonu sonrasinda

iretilen yabanc1 proteinlerin yikiminda rol oynar [10].
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Sekil 1.1: Proteazomun yapisi [12].

1.2.1  20S Kor Partikuli

Basit organizmalarda ve Okaryotik canlilarin proteazomlarinda 20S Kkor
partikil bulunmaktadir. Ancak bazi farkliliklar bulunmaktadir. Genel olarak 20S
partikiiliin yapisi ise silindiriktir. Bu yap1 4 halkadan olugmakta ve her halka 7 alt
birimden meydana gelmektedir. Her halka a-B-B-a sekansi ile diizenlenmistir. o
halkalar sadece a igerir iken B halkalar sadece B-alt birimi igeren yaklagik 700 kDa
biiyiikliigiinde kiitlelerdir [11].

Substrat erigsimi i¢ proteolik kisim o halkalar1 tarafindan diizenlenirken
prolitik aktivite B-alt birimlerde yer alir. Arke formunda 20S partikulinde; o
halkalar1 bir tip o alt {initesi icermesinin yan1 sira - halkalar1 sadece bir tip B alt

unitesi bulunmaktadir [12-13].

Modern Okaryotlarda 20S kor partiktli 7 farkli a ve 7 farkli B alt Unite
icermektedir. Proteolitik aktivite; sadece 3B (B1, B2, B5) alt biriminde yer almaktadir.
Okaryotik canlilarda 20S kor partikiile farkli regiilatdr partikiiller baglanabilir.

Ancak bu durum arkeler gibi basit canlilarda gerceklesmemektedir [14].



1.2.2  19S Duzenleyici Partikul

19S diizenleyici bolge; yaklasik 700 kDa biiytikliigiindedir. En az bilinen 19
farkli bilinen alt {inite icermektedir. 19S partikil 20S kor partikuliin alt Gnitelerine
baglanmaktadir. 20S kor proteazoma baglanan 19S aktiflesir. Okaryotlarda 9 temel
proteinden 6’st AAA protein ailesinin ATPase alt Unitesidir. 19S dlzenleyici
bolgenin 6 alt Unitesi (Rptl-Rpt6) ATPase aktivitesi gosterir. Rpt alt {inite formlar1
hekzamerik halkadir ve proteazomun alfa halkalarmma baglanir. 19S diizenleyici
bolgenin diger alt Uniteleri Rpn kapak benzeri yapida formlar1 vardir. Substratlar
tanima ve baglanmayr (Rpnl0 ve Rpnl3) saglar. Arke gibi basit formlarda ise
ATPase aktivitesini PAN (Proteazom aktive eden niikleotit) adi1 verilen proteazom
aktifleyici niikleotitler saglar [15]. PAN proteini 6 ayni niikleotitden olusan yaklasik
650 kDa buyukluktedir. Substrat yikimi1 ATP bagimsiz ger¢eklesmektedir [16].

1.2.3  11S Duzenleyici Partikalt

Immiin proteazom olarak adlandirilan 118 diizenleyici IFN-Y, TNF-q, yada
lipopolisakkaritler tarafindan indiiklenmektedir. 11S kompleks 9 nm ylikseklikte ve 6
nm capindadir. 2-3 nm ¢apindaki merkezi kanal ¢ok onemli proteazomal aktivitesine
sahiptir 11S dizenleyici protein PA28 (Proteazom aktivator) yada REG (Proteazom
aktivator duzenleyici) olarakta adlandirilmaktadir. 11S  diizenleyici protein
proteazom alt Uniteleriyle birlikte induklenmektedir. Simdiye kadar bilinen 3 farkli
11S alt iinitesi bilinmektedir. Bunlar PA28a, PA28B ve PA28Y’dir. PA28a ve
PA28B birlikte immun dokularinda sitoplazmada bulunur. PA28Y hiicrenin
cekirdeginde bulunur. Bu alt uniteler 6’li ve 7°li farkli formlar meydana
getirebilmektedir. Sadece PA28Y alt bileseni 7°1i ayn1 form olusturabilir. PA28Y;
20S kompleksin B2 alt Unitesinin prolitik aktivitesini yikseltir, ancak B1 ve B5 alt

unitelerinin aktivitelerini %50 oraninda engellemektedir [17-20].



13 Proteazom Cesitleri

Eski prokaryotik formlarda sadece merkezi silindirik 20S kor partikili
bulunmaktadir. Modern Okaryotik formlar; Immiin proteazom, Hibrit proteazom ve

26S proteazom’dur [21].

Immiin proteazomda 20S kor proteazoma ek olarak 11S regilator kapaklar
baglidir. Ana gorevi hidrofobik C-termini ile kisa oligo peptidler iiretimidir. CD8" T
hiicreleri tarafindan bilinmeyen antijenlerin taninmasi sonrasi hiicreler yikilir.
Yapisal proteazom olarak gorev yapan immiin proteazom sadece ATP bagimsiz yolla
substratlar1 yikabilir. Yapisal 20S kor partikiilii proteolitik alt Uniteleri (1, B2, B5)
gibi indiiklenen formlar (if1, if2, iB5) proteazomal yikim sirasinda kullanilmaktadir
[22].

Hibrit proteazomda 20S kor partlkile, 19S ve 11S regulator kompleks
baglidir. Protein yikimi ATP bagimli ve ATP bagimsiz gerceklesebilir. Calisma
prensibi hala acik degildir [22].

26S proteazomda ise 20S kor proteazoma bagli 19S regiilator kompleks
bulunmaktadir. Yapilarin diizeni 19S-20S-19S olarak siralanmaktadir. 26S
proteazom dkaryot canlilara spesifiktir [23].

20S Proteazom Immiin Hibrit 268
Proteazom Proteazom Proteazom

Sekil 1.2:Proteazom Cesitleri [22].



14 26S Proteazom

26S proteazom, normal metabolik sartlar altinda kisa Omiirlii proteinlerin
yikimindan sorumlu ATP-bagimli multi-katalitik hlcre ici bir proteazdir. Ayrica,
uzun Omiirlii proteinlerin yikimi, bazi proteinlerin islenmesi (bazi transkripsiyon
faktorleri) ve antijen sunumunda gorevlidir. Mekanizmasi en iyi sekilde ¢alisilmis

sadece Okaryotlarda bulunan proteazom’dur. [24].

Silindirik sekilde bulunan 20S kor partikil bdlgesine ek olarak bu merkeze
her iki ucundan da bagli 19S regiilator baglik bulunmaktadir. 16-18 alt birimden
olusan 19S bashiginda, 6 alt birim protein substratlarinin katlarin1 agmak ve onlari
proteazomun i¢ haznesine secgici olarak nakletmek igin gerekli enerjiyi saglamak
tizere ATP’yi hidroliz ederler. Proteazomal 20S katalitik bolge, alt1 adet proteolitik
aktif bolgenin yaklasik 1.7 nm c¢apindaki figinin i¢ haznesine dogru baktigi iki i¢
halkadan ve substrat girisini kontrol eden iki dis halkadan olusmustur [24].

e

\ 26S PROTEAZOM
20S KOMPLEKS

P

198 DUZENLEYICi
PARTIKUL

20S KOMPLEKS

Sekil 1.3: 26S Proteazomun Yapisi [65].



1.5  Ubikitinasyon ve Protein Yikim

Ubikitin molekiilii anormal bir hiicrenin malign hiicreye doniistimiiyle ilgili
hicre ici sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve transkripsiyonun
diizenlenmesi gibi bircok molekiiler homeostatik mekanizmaya katilir. Ubikitin, 76
aminoasitlik kii¢iik bir peptid olup hedef substratlara E1 (ubikitin aktiflestirici
enzim), E2 (ubikitin konjuge edici enzimler) ve E3 (ubikitin ligaz) denen 3 enzimin
sirastyla etkinlesmesi ile baglanan ve onlar1 proteozom adli subseliiler organele hedef

gosteren bir molekildir [25]

Proteazomlar gorevini tamamlamis proteinleri yikmakla gorevlidir. Yikilacak
proteinlerin yikilmayacaklardan ayirt edilmesi gerekmektedir. Bu problemi ¢dzmek
amactyla ubikitinler yikilacak proteinlere baglanarak isaretlenir. 26S proteazomun
19S regiilator bashigi ubikitin igaretli proteinleri taniyarak katlarini agar ve onlari

yikim i¢in proteazoma gonderir [1].

Ubikitinle isaretleme siirecinde ise; ubikitin aktive eden enzim (E1), ATP
iceren bir reaksiyonla yikilacak proteine ubikitin eklenmesi gerceklestirir. Ubikitin
konjugasyon enzimi olan (E2) ubikitin molekulini sisteine aktarir. E2’ye bagh
ubikitin karboksil ucuyla hedef proteindeki lizinin yan zincirindeki amino grubuna
izopeptit bagiyla ubikitin—protein ligaz (E3) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
baglanir. Bunu takip eden ligaz reaksiyonlar1 yeni ubikitini bir 6nceki ubikitinin
lizin-48 ‘ine ekleyerek ubikitinlerden olusmus lineer polimeri yaparak hedef proteini

poliubikitin ile modifiye edilmis bir proteine ¢evirir [1].
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Sekil 1.4: Ubikitin yolag: [12].

1.5.1  Ubikitin Bagimsiz Protein Yikim

Birgok protein proteazomda yikim 6ncesi ubikitinlenmesine ragmen, bu genel
kuralda bazi istisnalar bulunmaktadir. Ozellikle proteinlerin post translasyonel
islenmesinde proteazom normal rol oynamaktadir. Proteazom aktivasyonuna en
biiyiik 6rnek p50’den p105 isleyerek Nf-kf (Nukleer Faktor Kappa B) yolaginin
aktiflestirilmesidir [26]. Bazi proteinlerin yapilandirilmamis boélgeleri nedeniyle
kararsiz oldugu ve bu yiizden de ubikitin olmadan yikildig1 6ne siiriilmiistiir [27].
Yapisal olarak, anormal yanlis katlanmis veya yiiksek oranda oksidize olmus
proteinlerde, hiicresel stres kosullari altinda da ubikitin bagimsiz ve 19S bagimsiz

bozunmaya maruz kalmaktadir [28].

1.5.2  Ubikitin-Proteazom Yolagimmin Kanserdeki Rolu

Kanser; Normal olmayan hiicrelerin ¢ogalmasi ve olgunlagsmasidir. Viicudun
diger fonksiyonlarindaki biitiinliigiin kaybolmasi ile karakterize olan bir hastaliktir.

Kanserde temel sorun hiicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir [29].
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Kanser hiicreleri toplanarak tiimorleri olustururlar, tiimérler normal dokularin
icine sizabilir yada tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklari tiimorden
ayrilirsa, kan yada lenf dolagimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler.
Timor kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin viicudun diger
bolgelerine yayilmasi olaymma metastaz adi verilir. Metastaz olay1r anjiyogeneze
bagimli olarak gergeklesmektedir. Bir timor hucresinin metastaz yapabilmesi icin
damar igerisine girebilmesi, dolasimda yasamini siirdiirebilmesi, hedef organda
damar disina ¢ikabilmesi, organ stromasina yerlesebilmesi ve burada anjiyogenezi

uyarabilmesi gereklidir [29-31].

Kanser gelisiminden sorumlu pek¢ok gen bulunmaktadir. Bu genleri kisaca
gruplarsak; onkogenler, timor supresor ve apoptosiz iligkili genler, hiicre dongiisii
kontrol genleri, hicre adezyonu ve hareketinde gorev alan genler, ekstraseliler
matriksi bozan enzimler ve anjiogenik faktorlerdir [29].

Ubikitin proteazom yolaginda gorev alan; E3 ubikitin ligazlarin ¢esitli araci
molekdllerle birlikte kanser gelisimde rolli bulunmaktadir. Araci molekiller
icerdikleri protein domainlerine gore smiflandirilmaktadir. Bu domainler HECT,
RING, SCF, ECV ve Cul4-tipi domainlerdir. Bu domainlerin kanser gelisimde iliskili
oldugu tiimor baskilayict ve onkogen tirtinleri ise TbetaR1, Smad 1, Smad 2, Smad 4,
Smad5, Smad 7, p53, RB, p27, EGFR, beta-catenin, IkB, Wee 1, Period, c-Myc, c-
Myb, Cyclin E, ¢c-Jun, Notch, mTOR olarak siralanabilir [25].

Bir proteinin ubikitin-proteazom yolagi araciligi ile yikilmasi iki asamayla
baslar: Birinci asama, hedef substratin ubikitin zincirlerine kovalent olarak
tutunmasidir. Ubikitin ile yikilacak proteinlerin birlesimi; hucre siklusu kontrold,
DNA tamirini, ribozom benzeri organellerin biyosentezini, MHC smf 1 antijen
sunumu ve enflamatuvar yanitini, hiicre ylizey proteinlerinin endositozu, iyon
kanallarinin modiilasyonunu, noronal aglarin morfojenezini, Nf-kP'ye bagimli
sinyalleme kaskadlari, transkripsiyon faktorlerinin dizenlenmesini, uzun sireli
hafiza ve biyoritmin olusumunu, apoptoz, farklilasma, stres yanitini ve protein
kalitesinin kontrollinu iceren bir¢ok hiicre i¢i isleme katilir. Ubikitin-proteazom
yolagindaki ikinci asama ise ubikitine eklenen proteinin, ubikitini serbest birakacak
sekilde yikimidir [25].



Ubikitin sisteminin bazi N-myc, c-fos, c-jun, Src ve EGFR gibi kanseri
uyaran biliylime faktorlerinin reseptorlerini hedef aldigi hatta dogrudan timor

baskilayici proteinlerin ¢calismasinda gorev almaktadir [25].

1.5.2.1 Ras Aracihig1 ile Kanserlesmeye EtKisi

RAS (Regulator GTPases) genleri insan kanserlerinde en ¢cok mutasyona
ugrayan genler arasindadir. RAS sinyal yolagi, Tirozin Kinaz Reseptorleri (RTK) ile
iliskilidir. RAS geni etkinleserek transkripsiyonunu harekete gecirecek olan protein
kinazlar1 c-RAF'tan MEK'e (Mitojen aktivite eden kinaz); MEK'ten MAP/ERK'e
(Ekstraseliler sinyal diizenleyici kinazlar) etkinlestirir. Ras, Raf't hem direkt hem de
dolayli olarak etkinlestirir. Rafin tersiyer yapisi saperonlarla stabilize edilir. Bir
saperon olan Hsp 90 (is1-sok proteini 90)'1 baglayan Geldanamisin, onun hedef
proteinin katlanmasinda araci roliinii bozmaktadir. Hucrelere Geldanamisin
uygulandiginda Raf- 1 proteinlerinin birikimi gdzlenmistir. Raf-1 proteinlerininde bu

artis ubikitinlenmelerini ve yikimlarini uyarmistir [25].

1.5.2.2 TGF-B ile liskili Kanserlesme

TGF-B (Transforme Edici Blylme Faktori Beta) hem normal hem de
transforme olmus memeli hiicrelerinde c¢esitli hiicresel yanitlarda rol alan bir
sitokindir. Smad'lar, TGF-B' nin biyolojik etkilerini gostermesine araci hiicre igi
molekillerdir. TGF-B reseptorii  fosforlanirsa Smad 3 ¢ekirdege gider ve
transkripsiyonel diizenlemeye katilir. Smad 3 ile etkinlestirilen TGF-3, ubikitin-
proteazom yolag ile yikilir. Smad'larda olusan herhangi bir genetik defekt, ubikitin

proteazom yolag ile yikimlarina sebep olmaktadir [25].
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1.5.2.3 Nf-kB Etkinliginin Ubikitin-Proteazom Yolag ile Dizenlenmesi

Nf-kB (Nukleer Faktor Kappa Beta); sitokinler, kemokinler, biyime
faktorleri, hicre-adezyon molekulleri ve yiizey reseptorleri benzeri molekdlleri
kodlayan genlerin diizenlenmesinde gorevli bir transkripsiyon faktoridur. Bu yizden

bagisiklik yanitina, enflamasyona ve apoptoza etkin olarak katilmaktadir [25].

Nf-kB iki alt birimden olusmaktadir. Alt birimlerin etkinligi proteozom
araciligiyla diizenlenir ve ¢aligsmak i¢in proteolize ihtiya¢ duyar. Nf-kf'nin etkinligi,
IKB ile engellenmektedir. Nf-kp; IKP ile inaktif hale gelmektedir. Nf-kp'nin
etkinlesmesi i¢in inhibitor kB (1K) ubikitinlenerek yikilmaktadir [25].

1.5.2.4 TNF-a ve Ubikitin Proteazom Yolag1 Arasindaki Iliski

TNF-o (Timor Nekroze Edici Faktor); enflamasyona, enfeksiyona ve hasara
yanit olarak iretilen ve ateste, akut-faz tepkimelerinde, hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinda ve apoptozda goérev alan bir sitokindir. TNF-o’nin uyarildigi yolakta
IKB'nin fosforlanarak, IKB'nin proteozomal yikimiyla sonuglanir ve Nf-KB'nin

inhibisyonu ortadan kalkar [25].

1.5.2.5 Tiimor Baskilayic1 Gen Olan p53’iin Diizenlenmesinde Ubikitin

Proteazom Yolaginin Etkinligi

p53; DNA hasarina ve 1si-sokuna, hipoksi ve hiperoksiye, onkogenler -
replikasyon-mikrotibul inhibitorleri gibi toksinlere ve diger stres ¢esitlerine yanit
olarak hiicre siklusu ilerlemesini bloke etmekten, biiylimeyi baskilamaktan veya
apoptozu baglatmaktan sorumlu bir ¢ekirdek proteinidir. MDM2 ve HSP70 gibi
proteinler araciligiyla p53 bloke edilerek ubikitinlenerek proteazomda yikilmaktadir
[25].
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1.5.2.6 Tla¢ Direnci ve Ubikitin Proteazom Yolag:

Insan tiimérlerinde cokca ifade edilen ve tiimér direnciyle iliskisi kurulan
POH1 (Proteazom 26S subunit non-ATPase 14) adli proteinin amino asit dizisi, 26S
proteozomun S12/p40 alt birimiyle anlamli derecede benzemektedir. POH1, AP-1
transkripsiyon faktoriini up-reglle eder ve bunun sonucunda c¢oklu-ila¢ direnci
gelisir. Proteozom/Ap-1(aktivator protein 1) aracili direncin, akut miyeloid 16seminin

bir alt tlriinde kot prognoza katilabilecegi gosterilmistir [25].

1.5.3  26S Proteazomun Kanserle iliskisi

1.5.3.1 Hiicre Déngust Kontroli

Hicre siklusunda bulunan kontrol noktalari1 G1/S, G2/M ve M/G1 gecis
noktalarinda bulunmaktadir. Dongii sirasinda meydana gelen hasar bu kontrol
noktalarinda fark edilerek tamir edildiginde dongiiniin devam edilmesi saglanir.
Ancak kanser gibi durumlarda kontrol noktalar: islevsiz kalmaktadir. Bunun sebebi
ise kontrol noktalarinda etkili bazi genlerin mutasyona ugramasidir. Bu genler ise
sunlardir; cdc2, cdc37, pRB, siklin A, siklin B, sekurin, Pdslp, Siklin D1 ve E’dir.
Yikimlari ise 26S proteazomda gerceklesmektedir [25].

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi spesifik siklinler tarafindan aktiflestirilen siklin
bagimli kinazlar (CDKs) tarafindan kontrol edilir. Mitotik siklinler hiicre i¢inde kisa
yasam siiresine sahip proteinlerden biri gibi sadece birka¢ dakika yasam siiresine
sahiptir. CDK-siklin kompleksi olustuktan sonra gorevli siklin poliubikitinlenir ve
proteazom tarafindan yikilir. Bu dongii hiicre dongiisiiniin yapilandirilmasini
saglamaktadir. Ozellikle, mitoz ¢ikisini diizenleyici bilesen siklin B proteazom-
bagimli ayrigsmayr gerektirir [32]. Omurgali hiicrelerinde erken mitoz dongiisiinde

kontrol noktas1 “S evresi” olmadan da bu ayrismalar gerceklesebilir [33].

Erken hucre dongust kontrol noktasi 6rnegin Gi fazi1 ve S fazi arasinda ki

sonraki asamalarin kisitlanmasi agiklamasi ile bu noktada E3 ubikitin ligaz anafaz
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yonetici kompleksi (APC) tarafindan ubikitinlenen siklin A’y1 proteazom igerisine

tasiyarak burada yikilmasini saglamaktadir [34].

APC (Adenomatous polyposis coli) proteini ve SCF (Skpl/Cull/F-box)
protein kompleksi siklin yikiminda ve kontrol noktalarinda iki anahtar
diizenleyicidir. SCF kendisi ubikitinlenen adaptor proteindir ve APC tarafindan

duzenlenir. SCF aktivasyonunu ise Skp2 G1-S gecisi 6ncesi 6nler [35].

19S partikiiliiniin bilesenleri kendi diizenleyici rollerine sahiptir. Gankyrin
onkoproteindir ve 198 partikiiliin alt bilesenlerinden biridir. Bu protein siklin bagimli
kinaz CDK4 sikica baglanir ve ubikitin ligaz MDM2 afinitesi ile p53’iin
ubikutinlenerek taninmasinda 6nemli bir rol oynar. 26S proteazomun bir bileseni
p28% (Gankyrin)’dir. Bu bir saperon olarak gorev yapar Gankyrin anti-apoptotiktir.
Hepatocelliiler karsinoma (karaciger kanseri)’de gorev yapan bir onkogendir.
p28’°nin karaciger kanser hiicresinde asir1 ifadesi Hif (Hipoksiya’ya bagli faktor)
aktivitesini arttirmaktadir [36]

1.5.3.2 Apoptoz

Ic ve dis sinyaller apoptoz ya da bir diger ismiyle programlanmis hiicre
Olimunin indiiklenmesine neden olabilir. Hiicre bilesenlerin ortaya ¢ikmasina sebep
olan parcalanma kaspaz adi verilen 6zel bir proteaz tarafindan gerceklestirilmektedir.
Fakat proteazom apoptotik siirecte ayrica dnemli ve cesitli roller oynamaktadir.
Proteazomun bu siiregteki islevi hem protein ubikitinasyonundaki artis ile hem de

E1, E2 ve E3 enzimleri apoptoz sirasindaki siiresiyi daha iyi gostermektedir [37-39].

Apoptoz sirasinda; niikleusa yerlesen proteazom apoptozun karakteristlik dis
membrandaki baloncuklarina transloke oldugu gozlenmistir [40]. Proteazom
inhibisyonu farkli hiicre tiplerinde apoptoz indiiklendiginde farkli etkilere sahiptir.
Calismalarda goriilen proteazom bir¢ok hicre tipinde pro-apoptotik streci
engellemesine ragmen apoptozis icin gerekli degildir. Biiyliyen hiicre dongiisii
proteinlerinin yikimini1 apoptoz sirasinda diizenlemektedir [41]. Bazi hiicre
hatlarinda, 6zellikle hareketsiz ve farklilasmis hiicrelerden olusan primer Kulturler

timositler ve ndronlar gibi, proteazom inhibitorleri ile maruz birakildiginda

13



hiicrelerin apoptoza gegisi engellenmektedir. Bu etki mekanizmasi acik degildir fakat
pasif durumdaki spesifik hiicreler yada pro-apoptotik kinaz JNK’nin (Jun amino-
terminal kinaz) farkli aktivitesinin sonucu olabilecegi disiiniilmektedir. Hizlica
bolunen hiicrelerde apoptozu indikleyen proteazom inhibitorlerinin bortezomid ve
salinosporamide ~ A’nin  yetenegi; yeni gelisen birkag kemoterapi de

yararlanilmaktadir [42].

1.5.3.3 Huicre Stresine Cevabi

Hiicresel stresin sebepleri; enfeksiyon, 1s1 soku yada oksidatif stresdir. Stresin
artmasina bagli olarak yanlis katlanmis yada katlanmamig proteinler tanimlanarak
proteazom yikiminda hedef haline gelmesi artmaktadir. Hsp27 ve Hsp90 shaperon
proteinler siire¢ i¢cinde dogrudan katilime1 olmasalarda her ikiside ubikitin proteazom
sisteminin aktivitesinin artmasinda sorumludur [43]. Diger yandan Hsp70 yanlis
katlanmig proteinlerin proteazomda yikiminda CHIP (ko-saperon) adi verilen E3
ubikitin ligaz ile birlikte proteinlerin ylizeylerine baglanarak hidrofik yapilara maruz

kalir [44].

Aynt mekanizma proteazom sistemi yoluyla oksidatif zarar gormiis
proteinlerin yikimini yonetmek i¢inde bulunmaktadir. Ozellikle; cekirdekte bulunan
proteazomlar PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) tarafindan diizenlenir ve aktif olarak

uygun olmayan sekilde okside olmus histonlarin yikimda sorumludurlar [45].

Okside olmus proteinler sik sik hiicrelerde genis sekilsiz agregatlar halinde
bulunur. Bu proteinler direk olarak 20S kor partikil ve 19S dizenleyici partikiilde
yikilir. ATP hidrolizi ve ubikitinle isaretlenmesine gerek yoktur [46]. Fakat ylksek
seviyedeki oksidatif zarar protein fragmentleri arasinda kros-linking derecesine ve
proteolize direncli agregatlara baglidir. Bir¢ok sayida ve biiytikliikteki yiliksek okside
olmus agregatlar yaslanmayla iliskilidir [47].
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1.5.3.4 immiin Sistemdeki Gorevi

Immiin sistem fonksiyonlarinda proteazom basit rol oynar fakat kritik bir roli
vardir. MHC simif 1 antijenlerin islenmesinden 26S proteazom sorumludur. MHC
molekiilleri, T hiicrelerinin protein yapidaki antijenleri tanimasinda rol oynar.
Proteinlerin proteazom tarafindan yikim igin ubikitin takilarak hedeflenmektedir.
Tumorlerde MHC sinif 1 (Major histocompatibility kompleks sinif 1) ile taniml
peptid sunumunun modifiye oldugunu gézlenmistir. Bu yuzden ubikitin proteazom
yolagi aracili yikimda degisiklikler meydana gelmistir. T hicreleri tarafindan
taninabilir antijen islenmesi ve fark edilmesinde yetersiz kalan tlmor hdcreleri,
bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmeyecekleri igin segici bir avantaja sahip
olmaktadir [25].

Onemli doku uyumlu kompleks (MHC) peptiti antijen yiizeyinde bulunan
hiicrelerde goriilmektedir. Bu peptitler; proteazomla yikilan proteinleri iiretir. Yapici
olarak proteazom tarafindan ifadelerine ragmen bu siirecte yer alan protein
bilesenleri 6zellesmistir. Proteinlerin ekspresyonu inteferon gamma tarafindan
indiklenmektedir. Birincil iretilen peptitler biyiikligii optimaldir ve MHC’ye
baglanir. Bu proteinlerin ekspresyonu hastalik sirasinda 11S diizenleyici partikiil
indiiklenmesiyle yiikselir ve MHC ligandlarin iiretiminin diizenlenmesinde biyolojik
rolii bilinmektedir. MHC smif 1 giiglii ligand baglayicilar ligandin C-terminal ucuna
baglidir. Peptitler hidrojen baglar1 ile baglanir. MHC yiizeyindeki bu yapiya “B
pocket” ad1 verilmektedir. Birgok MHC sinif 1 allelleri hidrofobik C-terminal amino
asitlerini tercih eder ve immunoproteazom kompleksinin C-terminali hidrofobik
yapidadir [48].

Proteazom aktivitesine iltihapli ve otoimmiin hastaliklarinda rastlanmaktadir.
Genel roli ise Nf-kB aktivasyonu, anti-apoptotik ve proinflamator sitokin
ekspresyonu diizenlemektir. Proteazom aktivitesi seviyesinin yikselmesi hastalik
aktivitesi ile koreledir [49]. Ayrica proteazom virionlara baglanarak proteolizi
yOneten hiicre igi antikor icermektedir. Bu yolakda, TRIM21 (u¢li motif ailesinin bir
uyesi) imminoglobiilin-G’ye baglanarak direk proteazomlarda yikilmasini saglar
[50].
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1.6  26S Proteazom Inhibitorleri

Proteazom inhibitorleri hucre kultiriinde hiicre dongusi proteinlerinin
bliylime oncesinde yikimini diizenleyip bozarak apoptozun indiiklendigi durumlarda
anti-timor etkilidir  [51]. Ancak tumér hicrelerinde apoptozun indiklenmesi

secicidir. Insan denemelerinde ve hayvan modellerinde etkili oldugu kanitlanmistir.

Lactacystin  dogal olarak Streptomyces bacteria’dan sentezlenerek
tretilmistir. Bu ilk peptitik proteazom inhibitoriidiir. Biyokimya ve hiicre biyoloji
aragtirmalarinda ¢ok sik kullanilmaktadir. Lactacystin; proteazomun alt unitesi amino
terminal threonin katalitik [ alt Unitelerini kovalent olarak modifiye etmektedir.
Ozellikle proteazomun 5 alt Gnitesinin  kimotripsin benzeri aktivitesinden
sorumludur [52-53].

Bortezomib; Millennium Pharmaceuticals tarafindan kesfedilen bir
molekiildiir. Velcade adi altinda pazarlanmaktadir. ilk proteazom inhibitdrleri
hakkinda yapilan klinik arasgtirmalarda kemoterapi ajan1 gibi kullanilmuistir [54].
Bortezomib; multiple myeloma’ya uygulanarak kullamlmaktadir [55]. Ozellikle;
multiple myeloma kan serumunda proteazom seviyesinin yiikseldigi gézlenmektedir
[56]. Hayvan c¢aligmalarinda ise pankreas kanserinde klinik olarak onemli belirtiler

goOstermektedir [57,58].

Klinik 6ncesi ve klinik sonrasi ¢aligmalarda bortezomib’in etkinligi diger B
hiicreleriyle iligkili kanserlere uygulandiginda incelenmeye baslanmistir [59]. Klinik
sonuglar B-huicreli akut lenfoblastik 16seminin tedavisinde kemoterapi ile proteazom
inhibitorinin birlikte kullanilmasini onermektedir [60]. Proteazom inhibitérleri
glukokorticoid’e  dayanikli 16semi hiicrelerinin oldugu bazi1 tip Kkiiltiirleri

oldurebilmektedir [61].

Ritonavir molekiilii, Norvir adi1 altinda pazarlanmaktadir. Proteazom
inhibitorii  olarak  gelistirilmistir. HIV  enfeksiyonu hedeflemek amaciyla
kullanilmaktadir. Hayvan modeli ¢alismalarinda ritonavir; beyin tiimorii hiicrelerinin

bliylimesinde inhibitor etkisi bulunmaktadir [62].
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Proteazom inhibitdrleri ayrica hayvan modellerinde, otoimmiin hastaliklarin

tedavisinde umut verici oldugu gosterilmistir [63].

1.7  26S Proteazome Non-ATPase Regulatory Subunit4 (PSMD4)

PSMD4 geni insan genomunda kromozom 1’in q kolunun 21.3 bolgesinde
yer almaktadir. Bu gen 26S proteazomun alt tnitesi olan 19S diizenleyici partikilde
bulunan proteini  kodlamaktadir. Poliubikitinlenen proteinlerin  yikimindan

sorumludur [64].

Literatiirde bir¢ok adlar1 bulunmaktadir. Bunlar; 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit4 (PSMD4), Angiocidin (Angiosidin), RPN10 homolog,
Antisecretory factor 1, Sba/antisekretory faktor 1, Multiubikitin chain binding

protein, 26s proteasome regulatory subunit 5°dir [64].

PSMD4 geninin kodladig1 3 protein bulunmaktadir. Bu proteinler S5a, ASF
ve Angiosidin’dir. Data analizi yapildiginda S5a ve ASF proteinlerinin amino asit
dizilimleri aymidir. Ancak angiosidin proteini bu iki proteinden karboksil ucunda
bulunan fazla 3 amino asit ile farklilik gostermektedir. Amino asit dizilimdeki bu
farklilik genel yapisinda degisiklige sebep olmamaktadir. Ancak S5a ve ASF
proteinlerinin amino asit dizilimleri tamamen ayni iken islevleri birbirinden olduk¢a
farklidir. Angiosidin ve S5a arasindaki farkliliga ragmen genel islevleri konusunda

benzerliklere rastlanmigtir [65].

1.7.1  S5a Proteini

Sha; 26s proteazom enzim kompleksinin internal polidbikitin tanima alt
birimidir. Proteazom enzim kompleksini baglar. Hedef proteinlerin yikimi igin sinyal

yollar. Politbikitinlenmis proteinlerin yikimindan sorumludur [66].

S5a’nin  genel gorevi ubikitinlenmis proteinlerin yikimindan sorumlu
olmasina ragmen son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kanserlesme siirecinde etkili

oldugu goriilmiistiir. Ozellikle angiosidin ve S5a’nin benzer amino asit dizilimi,
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angiosidin’in S5a’ya benzer poliubikitinlesme siiresindeki islevi sebebiyle

aragtiricilari S5a ve kanser arasindaki iligkiyi arastirmaya yonlendirmistir [67].

2014 yilinda Wang ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada hiicre ylizeyinde
bulunan 6liim reseptorleri adi verilen DR6’lar S5a’nin ubikitin etkilesim motifi olan
UIM’ler ile etkilesime gegmektedir. Serbest halde kalan S5a seviyesine bagli olarak
hlcrelerin farklilasmas1 artip azalmaktadir. S5a proteindeki artis Nf-kp yolagini
aktiflestirmistir [67].

Apoptoz c¢ok hicreli organizmalardan meydana gelen programlanmis hiicre
Olumundn bir surecidir. Apoptotik hiicre fagositik hiicreler tarafindan 6zel olarak
taninir, yutulur ve apoptotik huicre bozulur. Akut myeloma kanser tipinde yapilan
caligmalarda angiosidin ve S5a’nin bu hiicrelerin fagositik hiicreler gibi

farklilasmasina sebep oldugu gozlenmistir [68].

c-myb’nin THP-1 farklilagsmas1 sirasinda 6nemli rol oynadigi gozlenmistir.
C-myb; PMA ile muameleden sonra, THP-1 farklilagsmasini aracilik eden bir anahtar
bir molekildir. Bircok downstream molekullerin ekspresyonun diizenleyerek THP-1
farklilasmasini  yonetir [69]. Daha onceki arastirmalarda c-myb’nin hcrelerin
stabilitesini korudugu gozlenmistir. Onun regiilasyonun diismesi bazi hiicrelerin
farklilasmasina sebep oldugu goriilmiistiir [70]. YUksek ekspresyonu ise monosit
farklilagmasin1 bloke eder. Nf-kB yolagi aktive edildiginde WT1 ekspresyonu
artmaktadir. WTL1; c-myb’nin promotoriine baglanmaktadir [71]. T ve B hicre
hattinda c-myb ekspresyonu durdugu goézlenmistir. Hlcrelere S5a muamelesinden
sonra, WT1 THP-1 hiicrelerinin farklilasmasini tesvik ettigini kanitlamistir. Ayrica,

c-myb transkripsiyonunu bastirildigi gosterilmistir [72].

P53; E3 ligaz proteini Mdm2 (Fare ift dakika 2 homolog) ile ubikitinlenerek
26S proteazomda yikilmakta oldugu bilinmektedir. 2013 yilinda Sparks ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada p53’un yikimina ubikitin reseptor S5a
etkilidir. S5a aktivitesi siRNA ile susturuldugunda p53 proteini birikimi goriilmiistiir.

Ancak Mdm?2 yikimi yolaginda S5a proteinin gérev almadigi goriilmistiir [73].

Lewitzki ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptigi caligmada; S5a’nin geni olan
PSMD4’iin (26S proteasom Subunit S5A) (-1200/+348) promotor bolgesini
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klonlamislardir. Promotora baglanan transkripsiyon faktorlerini incelemisler ve
WNT yolaginda gorevli Tct/Lefl transkripsiyon faktoriiniin baglanmasinin oldukga
dikkat g¢ekici oldugu goriilmiistiir. Promotore baglanan diger faktorlerin ise; p53 ve
Hifla (-71/-51) oldugunu protein c¢alismalar1 ile gostermislerdir. Ayrica bu
calismada; B-catenin/Lefl yolaginda PSMD4’lin yeni bir gen olabilecegi hipotezi
ortaya konulmustur [74].

Src (Proto onkogen tirozin protein) familyasina ait Kinazlar, hicre
farklilagsmasinda ¢ok sayida hiicresel siireclere katilir. STAT3 transkripsiyon
faktorinln aktivasyonu yoluyla Src; antiapoptotik Bcl-XL proteininin ekspresyonuna
neden olur. Src uyarilmasi fosfatidilinositol 3-kinaz (PtdIns3K) / Akt moduli
devreye girer. Antiapoptotik sinyalde bu durum anahtar rol oynar. 2006 yilinda
yapilan c¢alisma; Src tarafindan diizenlenen yeni antiapoptotik hedef genleri
tanimlamak i¢in arastirmalar yapilmistir. Src kinaz inhibitdr PPl duyarli koloniler
taranarak Src inhibitoriine karst en giliglii koloni segilmistir. Bu kolonin S5a’nin
apoptotik aktvitesine bakilmistir. Elde edilen sonuglar gostermistirki; S5a geninin
antiapoptotik aktivitesine Src ve diger antiapoptotik proteinler etkili olmaktadir. Bu
sonug bize; pozitif Src’nin transkripsiyonel seviyede SS5a’yr diizenledigi
gostermektedir. PP1 (Src inhibitori: 4 amino-5-(4-metilfenil)-7-(t-biitil) pirazol[3.,4-
d] pirimidin) tarafindan indiiklenen apoptozisde S5a seviyesindeki azalma
proteazomal degredasyonun inhibisyonun sonucudur. Protein birikimide apoptozis

slirecini kolaylastirmaktadir [74].

1.7.2  ASF (Anti-Sekretory Faktor) Protein

ASF 41 kDa biyiikliigiinde ve plazmaya baglanan bir proteindir. ASF
memelilerin dokularinda sentezlenmektedir. Sitoplazma ve cekirdek icinde 26S

proteazomu baglantili veya serbest bulunabilecegi tespit edilmistir [76].

Antisekretory faktor (ASF) memelilerde plazma ve diger akici dokulardan
salgilanan bir proteindir. Kanitlanmis salgi kesici ve anti-enflamatuar aktivitesi
bulunmaktadir. Immiinohistolojik dagilimi bagisiklik sisteminde rol oynadigim

diistindiirmektedir. Siganlarda kolera toksin kaynaklidir. Bagirsak sivi salgilanmasini
inhibe etmektedir [76].
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1.7.3  Angiosidin

Thrombospondin-1 (TSP-1) bir glikoproteindir. TSP-1; 5 tyeli thrombospin
ailesinin iyesidir. Amino terminal ucunda heparin baglayict domain, prokollagen
domaini, tekrarli tipl domaini ve globular karboksi terminal domainleri
bulunmaktadir. igerdigi farkli domainler sayesinde birgok farkli gorevleri
bulunmaktadir. Baslica islevi tiimor biiyiime mekanizmasindaki gorevidir. Tumorlu

hiicrenin metastas ve ilerleme mekanizmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir [77].

‘ Amino terminal ucu ’ Tip-1 domaini D Tip-3 domaini

. 'fip—Z domaini . Karboksi terminal ucu
O Pro-kollajen domaini

Sekil 1.5: TSP-1 proteini domain yapis1 [77].

Hangi TSP-1 domainin tiimorli hiicrenin metastas1 sirasinda hiicre ile
etkilesimde oldugu merak edilmistir. Bunun {izerine yapilan c¢alismada; TSP-1’in
tekrarlanan bolgesi tip-1’de ki mevcut CSVTCG bdlgesine baglanan peptidler ile
beraber trombosit toplanmasini ve timor hiicre metastasi sirasinda TSP-1'in yapisma
etkilesimlerinde aracilik ettigi sonucuna varilmistir [78]. Bu bilginin tzerine 1993
yilinda Tuszynski ve arkadaslar1 tarafindan; akciger kanserinden TSP-1 proteinin
tekrarlanan domainine baglanan CSVTCG peptiti sefaroz kromotografisi ile izole
edilmistir [79].

2004 yilinda Tuszynski ve ekibi PC-3 (prostat kanseri) cdna kitiuphanesi
kullanilarak CSVTCG peptitini klonlamiglardir. Rekombinant bu proteine
‘ANGIOSIDIN’ adi verilmistir. Protein 41 kilodaltondur. Hem salgilanan hemde
hiicre i¢i bir proteindir. Hiicre i¢i olmasi onun TSP-1 proteini ile iliskilenmesini

saglamaktadir [80].
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1.7.3.1 Angiosidin ve Kanser

Angiosidin’in TSP-1’e baglandigi in vivo sartlarda kanitlanmistir. TSP-1 ile
beraber tumoér buyumesi, anjiogenez, timor invasyonunu durdurmada rol
oynamaktadir. ironik olarak, angiosidin dogal olarak tiimorler tarafindan iiretilen
anjiogenez inhibitoriddr. Tlmorler kendi biiylimelerini baskilar ve anjiogenezis

araciligryla anjiogenezin endojen inhibitortdur. [80]

Yapilan ¢alismalarda angiosidin’in  endotel hiicrelerinde  apoptozu
indikleyerek tumoér buyumesini  ve anjiogenezi engelledigi  goriilmiistiir.
Rekombinant angiosidin’in yapilan data analizi sonucu S5a’ya benzerligi;
poliubikitin bagimli bir protein olan S5a gibi angiosidin’de poliubikitin baglanma
aktivitesinden dolay anti-endotel yetenegi olabilecegi diistiniilmiistiir. Bunun Uzerine
2005 yilinda Tuszynski ve arkadaslarimini yaptigi calismada; HUVE hicreleri
kullanilarak angiosidin’in tahmini poliubikitin baglama bdlgelerinin S5a ile benzerlik
gosterdigini analiz etmek amaciyla mutasyonlar olusturulmustur. Poliubikitin
baglanma bolgesinde mutasyon yapilan angiosidin’in kismen apoptotik yetenegini
kaybettigi goriilmiistiir. Angiosidin HUVE hucrelerinde apoptozu indiklerken
proteazomun ubikitin iligkili sistemi ile ters ¢alismaktadir [65].

2006 yilinda Tuszynski ve ekibi tarafindan HUVEC hicrelerinde SiRNA
kullanilarak  endojen  angiosidin  ekspresyonu  durdurulmustur.  Angiosidin
susturulunca MMP-2 ekspresyonunun diistigii gdzlenmistir. Angiosidin susturulup
ekspresyonu diigiince hiicreler daha yavas biiyliyiip, saldirgan olmuslardir.
Hicrelerde siRNA ile susturuldugunda poliubikitinasyon seviyesi ise ylkselmistir.
Endotel hicrelerde angiosidin; invazyon, adezyon ve anjiogenezde gorev alir. Bu
olayda poliubikitinasyona bagimli proteinin parcalanarak MMP-2 ekspresyonunun

etkilendigi goriilmiistiir.[81]

2006 yilinda Tuszynski ve ekibi angiosidin’in antitimor ve anti-anjiogenik
aktivitesindeki mekanizmasinda integrinler ve angiosidin proteini arasindaki iligkisi
lizerine bir ¢alisma yapmistir. Integrin katiliml1 tiimor hiicre migrasyonu ve metastasi
cok genis arastirilmis ve tartisilmustir. Ozellikle o2B1 integrin bircok timor
hicrelerinde bulunur. Ancak; melanoma, rhabdomysarcoma, hepatocelluler

karsinoma, ovaryum epitelyum karsinoma, meme kanseri ve prostat karsinoma
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normal bir doku ile karsilastirildiginda, integrin ekspresyon seviyesinin timor
dokusunda genellikle daha disik oldugu goriilmiistir. Bu c¢alismada ise;
angiosidin’in tanimlanan 20 amino asitlik bdlgesi a2p1 integrine baglanir ve bu
kompleks angiosidin’in anti-anjiogenik ve antitimor aktivitesini taklit eder. Bu
sonuclara gore angiosidin tiimdr biiylimesini regiile ettigi ve 021 antagonisti oldugu

goriilmiistiir [82].

Karaciger kanseri hastalar1 iizerinde 2006 yilinda klinik bir ¢alisma
yapilmistir. Hasta ve saglikli bireylerin serumlarinda angiosidin  seviyesi
incelenmistir. Eliza testi ile degerlendirilen sonuglarda; hasta bireylerde angiosidin
miktarmin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Angiosidin’in yeni bir timor marker

olabilecegi vurgulanmistir [83].

2007 yilinda Albo ve arkadaslari kolon kanseri {izerinde angiosidinin
inhibitor peptitleri ile arastirma yapmuslardir. Tiimor biiyiimesi ve anjiogenezde
Onemli araci hedef angiosidin’in iki inhibitor peptiti gelistirilmistir. Bu c¢alismada;
insan kolon kanseri drneklerinde angiosidin ekspresyonu incelenmistir ve angiosidin
engelleyici peptitlerin kemoterapik etkinligi arastirilmistir. Primer timorlerde %89
ve % 91 pozitif lenf nodlarinda angiosidin ekspresyonu goriilmektedir. Normal kolon
orneklerin % 94’tinde negatiftir. Normal lenf nodullarinde ise negatiftir yada
Orneklerin % 79’unda zayif bir sekilde pozitiftir. Gelistirilen angiosidinin iki
inhibitdr peptidi tedavi gruplarindaki hayvanlarin kontrol hayvanlari ile
kiyaslandiginda saglik ve i¢ hastalik durumunda bir gelisme gostermektedir. Peptit
biiyiikliigii artirilarak primer tiimdrlere uygulandiginda ise tiimdr hacminin oldukca
kiigildiigli  gortilmistiir. Angiosidinin  ekspresyonu primer tumor peptitlerinin
uygulandig1 farelerde tumoOr yiikii kiyaslandigininda benzer sonuclar gozlenmistir

[84].

2008 yilinda Dimitrov ve arkadaslarinin yaptigi calismada; angiosidinin
antitimor aktivitesi farkli bir yonden incelenmistir. Angiosidin birgok domaini
bulunan anjiogenez ve timoér buyumesinde dnemli bir inhibitér olan bir proteindir.
Birgok domainin olmasi onun anti-anjiyogenik aktivitesi ve hicre matriks iliskisi
gibi bircok mekanizmada etkili olmasina sebeptir. Bu ¢alismada ise diger aktivitesi
olan antitimor yetenegi tizerinde ¢alisilmistir. Angiosidinlerin proinflamator

sitokinlerin salinmasini saglayarak monositleri aktiflestirdigi ve onlarin makrofaj
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benzeri hicreler gibi farklilagmasimi indiikledigi gosterilmistir. THP-1 hicreleri
angiosidin ile indiiklendiginde hiicrelerin adherent ve fagositik oldugu gésterilmistir.

Makrofaj markerlarinin salinimini ve MMP-9 salinim1 hizlandirmistir [85].

Angiosidin uygulanan ve uygulama yapilmayan THP-1 hicrelerinde
mikroarray analizi yapildiginda pl05/p50, pl100/p52 ve relB’nin Nf-kf yolag:
bilesenlerinin up-regiile oldugu goriilmiistiir. Mikroarray datalarinda angiosidinin
kB, p50 ve p65’i fosforilledigi ve cekirdekte p50 ve p65 translokasyonunu
indiikledigi gosterilmistir. Angiosidin’in; Nf-kf, MAPK ve P13K yolaklarinda up-
stream mediatorleri aktive ettigi gorilmistiir. Nf-kp ve MAPK aktivasyonu kiguk
inhibitorler ile engellendiginde THP-1 hiicrelerinde angiosidin aracili sitokin salimi
onlenmektedir. Fakat hiicrelerin yapiskan fenotipi engellenmemektedir. P13K
engellendiginde sitokin salinimi ve yapiskan fenotipte engellenmektedir. Calismada
angiosidinin sitokin salinimiyla monositleri aktiflestirdigi ve onlar1 en az iki yolakta

makrofaj benzeri fenotipe farklilastirdigi sonucuna varilmistir [85].

2008 yilinda Tuszynski ve arkadaslart; angiosidin’in éncil inflamator sitokin
uretimini ve sklerozisde antijen olusumunu arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir. Daha
onceki ¢alismalarda angiosidin anjiogenez ve in-vivo timor blyumesinde dnemli bir
inhibitdr oldugu tanimlanmistir. Kanserdeki roliine ek olarak, son ¢alismalar
angiosidinin bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde énemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu calismada; angiosidin ekspresyonunu ve g¢esitli skleroz
hastalarindaki fonksiyonu tanimlanmaktadir. MS (Multiple sklerosis) hastalarinin
beyin lezyonlarinda angiosidin ve interlokin 7’nin overekspre oldugu gosterilmistir
[85].

Angiosidin monositler, periferal kan T hicreleri ve birincil astrositlere
uygulandiginda cesitli sitokinler ve kemokinler IL-6, IL-7, GM-CSF ve MCP-1
salinimini indiiklenmektedir. Hlcre kulttriinde rekombinat angiosidin; monositlerin
makrofaj benzeri hiicrelere farklilagsmasini1 yonetebilmektedir. Ayrica; bu hiicreler de
MHC smif 1 ve sinif 2 gen ekspresyonuna indiiklemektedir. CD4™ ve CD8" T
lenfositlerini aktive etmektedir. Bunlarla birlikte angiosidin; mononikler fagositik
migrasyonu ve otolog mononukler fagositler tarafindan hiicrelere verilen spesifik T
antijenin hucrelerdeki myelin basit protein peptitlerin IL-2 yanitinin artmasini

indlklemektedir. Ayrica angiosidin ile uyarilan monontiikleer fagositlerde T hucreleri
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ve birincil astrositlerin STAT3 ekspresyonu incelenmistir. Hiicre populasyonunda

STAT3 ekspresyonun angiosidini belirgin olarak uyardigi belirlenmistir [86].

2009 yilinda Albo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada sarkoma hiicrelerinde
angiosidinin rolii arastirilmigtir. Angiosidin ekspresyonun bu hiicrelerde epitelyum
hicrelerine benzer seviyede oldugu gozlenmistir. Ayrica MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunun angiosidin ekspresyonuna bagli artis ve azalis gOsterdigi

incelenmistir [87].

2009 yilinda ise Tuszynski ve ekibi angiosidin’in tTagase-2 (doku
transglutaminas)’a  epitelyum hiicrelerinde baglandigi  gosteren  c¢alismalar
yapmislardir. Integrin 021 ve THP-1’e baglanarak angiosidin’in antitimér ve timor
yayilmasini engelleme yeteneginin tTagase baglanarakta gergeklestirdigi deneyler ile

kanitlanmistir [88].

2011 yilinda Tuszynski ve ekibi tarafindan meme kanseri hiicrelerine
angiosidin uygulanarak ekspresyonu ve hiicrelere sebep oldugu degismeler
gozlenmistir. EGFR ve Nf-kB yolaklarin1 aktive ettigi goriilmiistiir. Ayrica; bu
yolaklart up-regile eden sorumlu genlerinde angiosidin varliginda regilasyonu

arttig1 incelenmistir [89].

2012 yilinda ise Koch ve arkadaglari; serviks kanseri hicrelerine angiosidin
uygulandiginda GINS1, PAK2, DTL, AURKA, PRKDC, NEK2 ve CEP55

genlerinin expresyonunun arttigint mikroarray calismalarinda gézlemislerdir [90].

2013 yilinda Sun X. ve arkadaglari angiosidin artismnin HepG2 hiicre
proliferasyonuna etkisini merak etmislerdir. Calismada iki tip karaciger kanser hiicre
tipi kullanilmistir. Bunlar; HepG2 ve SMMC-7221"dir. Calismada kullanilan iki tip
karaciger kanseri hiicresinde yiiksek seviyede angiosidin gozlenmistir. Angiosidin
proteini {iretimi HepG2 hiicrelerinde siRNA’lar tarafindan belirgin sekilde
azaltilmistir. SIRNA-angiosidin HepG2 hiicrelerine transfekte edildigi zaman, bu
hiicrelerin kontrol hiicrelerine kiyasla ¢ok yavas proliferasyon aktivitesi gostermistir.
Karaciger hiicrelerinde angiosidin susturuldugunda proliferasyon aktivitesi

azaltmaktadir. Diger karaciger kanseri hiicre hattinda da ayn1 sonucglar gézlenmistir

[91].
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1.8 Hipoksi

Hipoksi; Oz oranmin azalmasidir. Hipoksiyaya cevap olarak hiicreler bu
duruma adapte olabilmek i¢in anjiyogenez, eritrosit liretimi, hiicre hayatta kalmasi ve
metobolizmayr kapsayan genlerin transkripsiyon seviyelerini degistirirler. Bu

kosullarda HIF-1 ve HIF-2 aktive olur.[92]

HIF-1o. (hipoksi-indikli faktér 1 alfa) bir basit helix yuvarlak PAS
(Per/Arnt/Sim) transkripsiyon faktordir. Hipoksik kosullar altinda partner faktor ile
dimerize olmaktadir. Temel-helix-loop-helix/PAS protein Arnt, hedef genlerin
hipoksi-duyarli elemanlar1 tanimak igindir. HIF-1 iki alt {initeden olugsmaktadir; HIF-
la ve HIF-1B. HIF-1a, O2le regiile olan domain igermektedir. Normal kosullarda
HIF-1a alt tinitesi prolin hidroksilazlar tarafindan hidroksillenmektedir. Oz bagimli
degredasyon domaininde korunmus 2 prolin residiisii bulunmaktadir. Niikleusta HIF-
1B ile dimerlesir ve spesifik HREs (Hipoksi Response Elements) baglanir. Yaklasik
olarak tiim genlerin %2.6’s1 HIF-1 aktivasyonu ile regiile oldugu bilinmektedir [92-
94].

1.8.1 Kimyasal Hipoksi

Prolin hidroksilazlar oksijenin yeterli oldugu durumlarda HIF-1a’e
baglanarak aktivitesini durdurur. Gorevini yapamayan HIF proteini proteazomlarda
yikilir [84]. Ancak O yetersizliginin oldugu durumlarda prolin hidroksilazlar HIF-
la’ya baglanamaz. CoClz’de kimyasal yolla Oz yetersiz bir ortam saglar. Prolin
hidroksilazlar HIF-1a’ya baglanmaz ve protein aktif hale geger. Oksijen yetersizligi
seviyesine ulasarak, hipoksi ile regile olan genlerin transkripsiyonlarini etkiler [95-
96].
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Sekil 1.6: HIF-1a’nin ¢calisma prensibi [31].

1.8.2  Hipoksi ve Proteasom iliskisi

HIF-la ¢ok kisa hayat dongiisiine sahip bir proteindir. Islevini
gerceklestirdikten sonra eski haline dénmesi birkag dakika araligindadir [97]. HIF-1a.
fonksiyonu ve protein seviyesi hipoksik ortamda artmaktadir [98-100]. Ancak 26S
proteazom inhibitorlerinin HIF-1a protein seviyesine etkisi bilinmemektedir. Genis
spesifitedeki inhibitor, LLnL ve yuksek spesifitedeki lactasistin metaboliti, klasto-
lactasistin B-lakton, normal kosullar altinda HIF-1 a birikimine sebep olmaktadir. Bu
gozlemler ile anlasilmaktadir ki; benzer proteazom inhibitérleri normoksik
hucrelerde HIF-1azArnt kompleksinin DNA baglama aktivitesini indlklemektedir.
DNA baglanma aktivitesinin yiikseltilmis seviyesi Ozellikle HIF-lo protein
seviyesinin yikselmesine sebep olur. Cinkl Arnt seviyesinde proteazom inhibitorleri
varliginda bir degisiklik gézlenmemistir. HIF-1azArnt kompleksinin DNA baglanma
aktivitesine ragmen proteazom inhibisyonu kosullar1 altindan indiiklenme
gorulmektedir [101]. Bu tepki, hipoksi yanit elementi bagimli bildirici gen ifadesi
harekete ile iliskili degildir. HIF-1a fonksiyonel olmayan formun birikmis oldugu
diisinulmektedir. HIF-loa’nin yikimi poliubikitinasyon ile miimkiindiir. Yapilan
caligmalarda proteazomu engelleyici yapilarin varliginda yikim durmaktadir. Ayrica;
HIF-1a’nin normoksik kosullarda multiubikitinlenmesinin biiyilk 6nemi vardir.

Glnkl  26S proteazomda hedeflenen butin proteinlerin  ubikitinlenmedigi
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gosterilmistir. Proteazom ubikitin bagka bozunma sinyalleri taniyarak kisa omiirlii
proteinlerin secici olarak c¢ikarilmasima daha genel bir fonksiyona sahip olabilir
[102]. Ilgingtir ki proteazom inhibitorleri ile es zamanlh olarak hipoksiyay: taklit
eden bir madde hiicrelere maruz birakildiginda ubikitin bagli HIF-1 a'nin belirgin
bicimde azaltilmadigr goriilmiistiir. HIF-la seviyesi normoksik kosullara karsi
hipoksik ortamlarda proteazom inhibitorii varliginda seviyesi artmaktadir. Proteazom
yolaginda HIF-1a protein seviyesinin diizenlenmesi PEST sekans motif kapsayan C-
terminal yapisindaki protein tarafindan diizenlenmektedir [103]. Ilgingtir ki; HIF-
lo’nin ayn1 bolgesi; HIF-1a N-terminal transaktivasyon domaininde barinmaktadir
ve bu bélge HIF-1a fonksiyonun regiilasyonunda rol oynamaktadir [104-105]. Bu
nedenle, HIF-1 o'nin C terminalinin fonksiyonel yapisindaki 401 ve 603 amino

asitler arasinda oksijen bagimli yikimla tanimli domain bulunmaktadir [106].

1.9 Cahisma Amacimiz

Literatiir ¢alismalarimiz sirasinda 26S proteazomun hiicredeki ubikitin
proteazom yolagi isbirligi ile hiicrede c¢esitli mekanizmalarda gorev aldig
incelenmistir. 26S proteazomda gorevli olan PSMD4 geninin lirettigi proteinler olan
S5a ve Angiosidin proteinlerin kanserle iliskisi hakkinda birgok ¢aligmalar
yapilmistir. Ancak PSMD4 geninin regiilasyonu hakkinda calismalar ¢ok azdir. Bu
konudaki tek bilgi 2007 yilinda Levitzki ve ekibinin yaptig1 ¢aligmadir. Bu ¢alismada
PSMD4 promotorun (-1200/+348) bolgesi klonlanlanmis ve bu bolgenin anti-
apoptotik aktivitesi arastirilmistir. Bazi transkripsiyon faktorlerinin bu bdlgeye
baglanmalar1 incelenmistir. Ayrica bu ¢aligmada HIF-1a transkripsiyon faktorinin

PSMD4 promotoriine baglandig1 sadece biyoinformatik olarak gosterilmistir.

Bu calisma kapsaminda literatlirde regiilasyonu konusunda sinirli bilgiler
bulunan PSMD4 promotoriniin hipoksik ve normoksik kosullarda transkripsiyonel
seviyesine, PSMD4 geninin  mRNA ve protein seviyesindeki degisikligi
arastirllmistir. Oncelikli olarak PSMD4 geninin farkli kanser hiicre hatlarmdaki
ekspresyon profili incelenmistir. Daha sonra secilen iki modelde hipoksik calismalar

yiirlitiilmistiir. Calismaya ait ayrintili basamaklari su sekilde siralayabiliriz;
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Farkli hiicre hatlarinda PSMD4 geninin mRNA ve protein ifadesi
aragtirilmistir. (Farkli kanser hiicre hatlarindaki ekspresyon seviyesini
incelemek amaciyla)

Yiiksek ekspresyon gosterdigi iki farkli hiicre hattinda Normoksik ve
Hipoksik ortamda PSMD4 geninin mRNA ve protein ekspresyonu
incelenmistir.  (Hipoksik  kosullardaki ~ degisim  seviyesini
gosterebilmek amaciyla)

PSMD4 geninin promotor bolgesi klonlanmis ve farkli delesyon
mutantlart olusturulmustur. (PSMD4 geninin bazal transkripsiyonel
aktivitesini ve aktiviteden sorumlu asil bolgeyi gérebilmek amaciyla)

Klonlanan PSMD4 promotor pargalart gegici transfeksiyon
yontemiyle hiicrelere verilerek normal kosullarda ve hipoksik
kosullarda aktivitesi ilk kez tarafimizca incelenmistir. (PSMD4
geninin transkripsiyonel seviyede hipoksik kosullara olan cevabim
gorebilmek amaciyla)

PSMD4 genini ekspresyon vektoriine klonlanmistir. (Daha sonraki
caligmalarimizda planladigimiz kalici transfeksiyon deneylerinde

kullanabilmek amaciyla)
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H PSMD4 GENININ KLONLANMASI ve EKSPRESY ON CALISMALARI
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismalarda kullanilan tiim kimyasallar molekiler biyoloji icin uygun
saflikta ve sterilliktedir. Molekiler biyoloji materyalleri, lUsiferaz sisteminde
kullanilan kimyasallar , RT- PZR c¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler
Biochrom, Sigma, Merck, Fermentas, Thermo Scientific, Promega firmalarindan

temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismalarda kullamlan kimyasallar.

Kimyasallar Uretici
DMEM Sigma
FCS Sigma
EDTA Riedel
CoCl2 Sigma
Amonyum Asetat Merck
Proteinaz K Fermantas
Tris Base Sigma
NaCl Sigma
SDS Sigma
Beta-merkaptoetanol Sigma
TEMED Sigma
MgCl2 Fermantas
Gliserol Merck
DMSO Merck
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Tablo 2.1: (Devam).

Kanamisin Invitrogen

LB-Agar Sigma

Borik asit Merck

Lusiferaz Clontech

MTT Clontech

Lipofectamin 2000 Reagent Invitrogen

p-aktin Antikor Sigma

2.1.2  Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Geregcleri

Tablo 2.2: Cahsmada kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar Model

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ispanya

-80 °C ultralow freezer Sanyo, Japonya

Buzdolab1 Arcelik, Tirkiye

Etav WTB, Germany, Nive, Turkiye



Tablo 2.2: (Devam).

Otoklav Hirayama, Japonya

Sicak su banyosu Consort, ingiltere

Vorteks Elektromag, Turkiye

96 kuyulu plaka okuyucu Bio-Tek
spektrofotometre

Luminometre Thermo

UV Gel Goruntileme Quantum-Capt

Mikro santrifaj Thermo

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Bakteri Soyu

Calisma sirasinda transformasyon igin E.coli XL1-blue (endAl gyrA96(nalR)
thi-1 recAl relAl lac gIlnV44 F'[ ::Tnl0 proAB+ laclq A(lacZ)M15] hsdR17(rK-
mK+)) ve E.coli DH5a (SupE44A lacU169 (80 LacZ AM15) hsdR17recAl endAl
gyrA96 thr-1 rl A1) bakteri soylar1 kullanildi.
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2.1.4  Cahsmada Kullanilan Hiicre Soylari

Bu calismada kullanilan Insan karaciger karsinomu (Hep-3B) hiicre hatti
Cardiff Universitesinden Dr. Ramji'den saglandi. insan prostat karsinom hiicreleri
(DU-145, PC-3) ve Insan meme karsinom hiicreleri (MCF7) Ege Universitesi
Biyomiihendislik Bélumuinden Dr. Kemal Sami Korkmaz dan sagland:. Insan kemik
karsinom hiicre hatlarn (MG-63 ve Saos-2) Cardiff Universitesi’nden Dr.
Kennent’den saglandi. Insan kolon karsinom (HT-29) hiicre hatti Ankara Sap
Enstitiisii’'nde, Hiicre Bankas1 sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlari
Organizasyonu iiyesi olan Hayvan Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu’ndan (HUKUK)
sagland1. Insan pankreas hiicre hatti (PANC) Adnan Mendres Universitesi Dog.Dr

Kemal Ergin’den saglandi.

2.1.5 Cahsmada Kullanilan Vektorler

Klonlama g¢alismalarinda pGEM-T Easy vektori ve pMET-Luc Reporter
vektori kullanilmigtir. Bu sebepten ¢oglatilan PZR iiriinleri ilk olarak T.A klonlama

amaciyla pGEM-T Easy vektoriine klonlanmustir.

PMET-Luc Reporter vektorii promoter icermez ancak lusiferaz geni
bulunmaktadir. Icerdigi bu gen sayesinde bu vektére klonlanan gen ile beraber

hiicreye verildiginde lusiferaz geni ile aktivitesi belirlenmektedir.

PMET-Luc kontrol vektéri ve SEAP kontrol vektorleri transfeksiyon

caligmasinin basarisini kontrol etmek ic¢in kullanilmaktadir.

pcDNA 3.3 TOPO ekspresyon vektorii PSMD4 geninin klonlanmas1 amaciyla
kullanilmistir. Bu vektore klonlama sonrasinda plazmit hiicrelere kalici transfeksiyon

yapilarak incelemeler yapilmasi1 amaglanmuistir.
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2.2 Metod

221 Cahsmada Kullamlan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar, santrifj
tlpleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121°C’de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda

steril edildi.

Doku Kiiltiirii Laboratuvar her hafta periyodik olarak virkon igceren sivilarla
temizlendi. Calismaya baslanmadan Once en az yarim saat UV lamba agilarak

ortamin sterilizasyonu saglandi
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2.2.2 Klonlama

2.2.2.1 Primer Tasarimi

Primer tasarimi i¢in www.ncbi.nlm.nih.gov, www.idtdna.com adreslerinden
yararlanildi. Tasarlanan primerlerin Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina, %
G-C oranina ve sa¢ tokasi yapist olusturmamasina dikkat edildi. Primerler gen
bankasinda bulunan DNA sekansi ile BLAST yapilarak insan PSMD4 genine

benzerligi kontrol edildi.

2.2.2.2 Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in EDTA’I1 tiipte bulunan kandan 500 pL
alinarak ependorflara konuldu. Uzerine 1ml distile su ilave edildi. Ependorflar 5
dakika alt tist edilerek galkalanir. Ardindan 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Islem sonrasinda iist kisim atilarak yine 1ml distile su ilave edildi ve 5 dakika alt iist
edildi. Santrifiij islemi tekrarlandi. Ust kistm atildi. Pellet {izerine tablo 2.3’de
belirtilen niklei lizis tamponundan 250 uL, %10 luk SDS’ten 20 puL ve 20 pL
proteinaz K ilave edilerek alt Ust edilerek ¢alkalandi. Daha sonra 72°C su
banyosunda 10 dakika inkube edildi, siire sonunda 175 pLL doymus amonyum asetat
eklenerek calkalandr ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 4500 rpm’de 20 dakika
santrifiij sonunda {iist kisim temiz bir eppendorfa alinarak tlizerine 2 kat1 oraninda
absolu etanol eklendi. Eppendorf alt iist edilerek DNA’nin belirmesi gozlendi ve
13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢o6kmesi saglandi. Ust kisim
uzaklastirildi ve ¢okelti tizerine 250 uL. %75 etanol ilave edilerek tekrar 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve tist kisim atilarak DNA havada kurutuldu. Son
olarak 250 pL distile suda DNA ¢ozilerek -20 dondurucuda saklandi.
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Tablo 2.3: Kandan genomik DNA izolasyon cozeltileri.

Solisyon

Icerigi

Proteinaz K

Sature Amonyum Asetat (NH4Ac)

Nuklei Lizis Tamponu

Proteinaz-K son konsantrasyon 10 mg/ml
olacak sekilde hazirlandi (1 ml dH2O’da
0,01 g). -20°C’de sakland:.

749  NHsAc, dH2O ile 100ml’ye
tamamlandi. Magnetik karistiricida yaklagik
40°C’de ¢oziildii. Filtrasyon ile steril edildi.
+4 °C’de saklandi.

10 mM Tris Base, 400mM NacCl,

2mM NaEDTA. pH 8,2 distile H20 ile
istenen miktara tamamlandi. +4°C’de
saklandi.

2.2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR reaksiyonlar1 50 pL hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng

DNA, her bir primer son konsantrasyonu 100ng/ul, 1X Tampon (Fermentas) (50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir dNTP ve 2,5
Unite Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl> konsantrasyonu (1 mM, 2

mM ve 4 mM) ise her bir PZR reaksiyonu igin optimize edildi. PZR programi, dongi

sayis1 primerlere ve kullanilan kalip dna’ya bagli olarak degisiklik gostermistir. PZR

sonuglart agaroz jelde goriintiilendi ve istenilen bantlar jelden geri kazanildi.

2.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi. 90 volt elektrik akimindan 45

dakika ornekler yiratilda. Elektoforez tamponu olarak 0,5 X TBE tercih edildi.

Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave

edildi. DNA’y1 goriintiilemek amaciyla 6rneklere brom fenol mavi boyasi eklendi.

Klonlama ¢alismalarinda kullanilan agaroz jelin son konstrasyonu % 0,8 ve %2’ dir.
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Ekspresyon profili goriintiilemek amaciyla kullanilan agaroz jellerin son
konsantrasyonu ise %1’dir. Elektroforezde ayrilan DNA parcalarimin biiytikliigliniin
belirlenmesi icin 1 kb DNA ladder ve 100 kb DNA ladder ile karsilastirildi.

Elektroforez sonuglar1 goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi.

Tablo 2-4: Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri.

Sollisyon Icerigi

5X TBE (pH:8,00) 54g Tris Baz, 27,5g Borik Asit tartilir. 20 ml
0,5M EDTA pH 8,00 eklendi ve dH20 ile 1
litreye tamamdi.

0,5X TBE 5X TBE stok tampondan 100ml aliarak
uzeri dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

2.2.2.5 Agaroz Jelden DNA Pirifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek
alindi ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific) kullanilarak DNA eliie
edildi. Jelden kazanilan DNA’nin kii¢iik bir kismi1 tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol
edildi. DNA miktar1 ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki

absorbanslari alindi.

2.2.2.6 DNA Miktar Tayini

Izole edilen plazmitlerin miktarlari ve safliklari 260nm ve 280 nm’de
absorbanslarinimn 6l¢limii ile hesaplandi. Bu amagla kuvartz kuvetlere kor deger igin

200 puL dH20, DNA olgtimleri igin 195 uL dH20 ve ilgili 6rnekten 5 uL konuldu.

Elde edilen absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi igin
asagidaki formiiller kullanilmigtir.

DNA miktar1 = Azeo x Sulandirma Katsayisi x 50 ng/uLL

Saflik = Axso / Azso
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2.2.2.7 PZR Uriinlerinin T:A Klonlanmasi

Taq polimeraz kullanilarak elde edilen PZR dUrlnleri pGEM-T vektoriine
protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamas1 yapildi (Promega). Buna gore 20 uL
toplam hacim olacak sekilde, 2 pL. pGEM-T vektor, 6 pL insert DNA (jelden
kazanilan PZR iirtinii), 10 uL T4 ligaz tamponu ve 2 pL T4 DNA ligaz +4°C’de bir
gece inkiibe edildi. Ligasyon sonuglar1 E.coli XL1blue ve DHS50 kompetent
hiicrelerine transforme edildi. Transformantlarin se¢imi mavi-beyaz koloni
yontemine gore yapildi. Bunun i¢in ampicillin igeren LB agar besiyerlerine 100 pL

IPTG (100 mM stok) ve 20 uL X-Gal (stok 50 mg/ml) yayildu.

2.2.3  Transformasyon

2.2.3.1 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kompetant hale getirilecek E.coli huicreleri LB agar iceren petrilerde tek
koloni diisecek sekilde ekim yapildi. Petriler 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi
glin 15 ml LB s1v1 besiyerine tek koloni ekim yapildi ve 37°C’de ¢alkalamali etiivde
bir gece inklbe edildi. 250 ml steril erlene 100 ml LB besiyeri konularak ve bu
besiyerine onkultirden 5 ml inokile edildi. 37°C’de ¢alkalamali etiivde inkiibasyona
birakildi ve belirli zaman araliklarinda absorbans alinarak ODsoo’nin 0,5 ile 0,6
arasinda olmasi beklendi. OD miktar1 istenilen seviyeye geldiginde kiiltiir buza
alindi. Bakteri siispansiyonu 3000 rpm de 5 dakika 4°C’de santrifiij yapildi.
Siipernatant pipetle alinarak baslangi¢c hacminin yaris1t 0,1 M CaCl, solusyonundan
eklenerek, nazikge pipetaj yapilarak pelletin ¢oziinmesi saglandi, 25 dakika buz
Uzerinde inkube edildi. Tekrar 3000 rpmde 4°C’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant uzaklastirilarak baslangi¢ hacminin 1/10’u 0,1 M CaCl; ile tekrar pellet
cOzlldu. 1-4 saat arasinda buz iizerinde bekletildi. Daha sonra esit hacimde %40
steril gliserol ilave edilerek karistirildi. Buz iizerinde bekletilen eppendorflara 100
uL ya da 200 pL olacak sekilde alikot yapildi ve etiketlenerek -80°C dondurucuda

saklandi.
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Tablo 2.4: Kompetan Hiicre i¢in Kullamlan Cozeltiler.

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
1 M CaCl: 100 mM
%99 Gliserol %40

2.2.3.2 Kompetant Hiicrenin Etkinliginin Hesaplanmasi

Transformasyon etkinligi bilinen 0,1 ng halkasal plazmit hazirlanan
kompetant hiicrelere kontrol transformasyonu yapildi. Ayrica 0,1 ng plazmit 10 ve
100 kat sulandirilarak hazirlanan diger kompetant hiicrelere transformasyon yapilir.
100 pL kompetant hiicreye 900 uL LB-Broth eklenir. 100 pL transformasyon uriini
antibiyotik igeren petrilere yayilir. Petriler 37°C inkiibatérde bir gece birakildi.
Sonrasinda petrilerde olusan koloniler sayildi. Asagidaki formiile gore kompetant
hiicre etkinligi hesaplandi.

petrideki koloni sayis1 (cfu) “ 1x 10°
petriye ekilen kontrol DNA konsantrasyonu ng

2.2.3.3 Vektorin Kompetent Hicreye Transformasyonu

Transformasyon icin, 200 pL kompetent hiicreye 5 uL plazmit ilave edilerek
buz (zerinde 40 dakika bekletildi. Sire sonunda 42°C’de 90 saniye 1s1 soku
uygulandi. Transformasyon iiriinii tekrar buza konularak 90 saniye bekletildi. Siire
sonunda 800 pL LB ilave edilerek 37°C’de ¢alkalamali etiivde 1 saat inkiibe edildi.
Stire sonunda hiicrelerden 200 pL ampisilin igeren LB agar besiyerine yayildi.
Ayrica hiicreler ependorflara alinarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pellet
200 pL LB’de ¢oziildl, ampisilin iceren LB agar besiyerine yayildi. Santrifiijlii ve
Santrifiijsiiz transformasyon triinlerinin yayildigi LB agar besiyerleri 37°C ‘de bir

gece inkibe edildi.
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2.2.4  Plazmit DNA izolasyonu

2.2.4.1 Kiigiik Olgekli Plazmit DNA Izolasyonu

Miniprep DNA izolasyonu icin Miniprep DNA isolation kit (Thermo
Scientific) kullanildi. Kit protokoliine gore, son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin
iceren 15 ml LB besiyerine transformasyon gerceklesmis olan tek koloni ekim
yapildi ve bir gece 37°C ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Kultir 3000 rpm 10
dakika santrifiij yapildi ve bakteri pelletine protokole uygun sekilde yapilan

islemlerden sonra DNA eliie edildi.

2.2.4.2 Biiyiik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu

Biiyiik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin Maxi Prep Kit (Thermo Scientific) kullanildi. Kit protokoliine gére, uygun
konsantrasyonda secici antibiyotik iceren 10 ml LB besiyeri icerisine tek koloni ekim
yapildi. 37°C de 8 saat 250 rpm de ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda
baslangi¢ kiiltiirii 1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik iceren LB medyumda
dilue edildi. Yiksek kopyali plazmitler i¢in 100 ml medyum, diisiik kopyali olanlar
icin 250 ml medyum kullanildi. 37°C de 12-16 saat 250 rpm’de inkiibe edilirek
bakterilerin buyimesi beklendi. Bakterilerin yeterli OD seviyesine ulastiktan sonra
4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilarak protokoliin diger basamaklari
uygun sekilde gerceklestirildi. Sonugta yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde
edildi.

2.25 DNA’min Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilerek

Kontrol Edilmesi

Kullanilmak istenilen restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile Onerilen
tamponlar kullanilarak 50 pL toplam hacimde 37°C’de en az 2 saat inkiibe edilerek
kesim yapildi. Eger kesim stratejisinde iki farkli enzim kullanilacak ise
‘www.thermoscientifichio.com’ adresini  kullanilarak enzimlerin ayn1 anda
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caligabilecegi ortak tamponlar kullanildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile

gorintilenerek degerlendirildi.

2.2.6  Dizi Analizi

Kontrol kesimle rekombinant oldugu fikrine emin oldugumuz plazmit en az
30 ng/ul olacak sekilde hazirlandi. Klonlamak istenilen genin ilgili primerleri ile
beraber ODTU-TEKNOKENT /REFGEN ‘e dizileme i¢in yollandi.

Dizileme sonuglar1 NCBI databankta bulunan niikleotitleri ile kontrol edilerek

analiz sonuglandi.

2.2.7  pMet-Luc Vektorine Alt Klonlama

pGEM-T Easy vektoriine klonlanan genin plazmit izolasyonu Urind uygun
enzimler ile kesildi. Agaroz jel elektroforezine kesimler yiklendi. istenilen bélgede
ki klonlama iirlinii jelden geri kazanildi. Klonlama {iriinii kesmek i¢in kullanilan
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile bos pMet-Luc vektoriide kesilerek lineer hale
getirildi.

2uL T4 DNA Ligaz, 6 L T4 DNA Ligaz Buffer , 2 pL lineer hale getirilmis
pMet-Luc vektori ve 10 pL insert +4°C’de ligasyona birakildi. Bolim 2.2.3.3’de
belirtildigi sekilde transformasyon yapildi

43



2.2.8 Hucre Kulturu Teknikleri

2.2.8.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilcak Malzemelerin Hazirhg:

2.2.8.1.1 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20°C’de saklandi ve tasinmasi soguk zincirle
yapildi. Stok serum ilk kullanimdan Once +4°C bir gece buzlarinin ¢dziinmesi
saglandi. Daha sonra 37°C’de 15 dakika ve 56°C’de 35 dakika 1s1 ile inaktive edildi
ve tekrar -20°C de saklandi.

2.2.8.1.2 Hucre Kiltiri Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
icine FCS son konsantrasyonu %10 olacak sekilde ilave edilmistir. Tiim bilesenler

0,22 pm steril filtreden stizulerek steril edildi.

2.2.8.2 Calismada Kullamlan Hiicre Soylari

Calismada kullanilan hiicre hatlar1t HUVEC (Human Vein Endothelial Cell-
Insan Gébek Kordonu Epitel Hiicresi), HT-29 (Human Colon Carsinoma- insan
Kolon Kanseri), Hep-3B (Human Hepatocellular Carcinoma- insan Karaciger
Kanseri), PANC (Human Pancreatic Carcinoma- Insan Pankreas Kanseri), PC-3
(Human Prostate Cancer cell line- Insan prostat kanseri hiicre hatt1), DU-145
(Human Prostate Cancer cell line- Insan prostat kanseri hiicre hatt1), MCF7 (Human
Breast cancer line- Insan meme kanseri hiicre hatti), HeLa (Human cervikal cancer-
Insan serviks kanseri), MG-63 ve Saos-2 (Human Osteosarkoma cell line- insan

osteosarkom hiicre hatt1) hiicreleri kullanilmistir.
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2.2.8.3 Hiicre Soyunun Baslatilmasi, Biiyiitiilmesi ve Dondurulmasi

Uzun donemde -80°C’de saklanan hiicre hatlarinin biyitllmesi igin -
80°C’den ¢ikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna alindi ve hizlica
¢Oziinmeleri saglandi. Cozilinen hiicreler Sml %10’luk FCS igeren medyuma alindi,
alt iist edildi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi,
oOlusan pellet medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve
37°C, %5 COz iceren inklbatore konuldu.

Hiicreler bulunduklar1 ylizeyi kaplayinca igerisindeki medyum uzaklastirildi.
Hucreler 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca
5 ml medyum eklendi. Falkonlara alinarak 1000 rpm 'de 5 dakika santrifiij ile
hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirildi, pellet 2 ml medyum ile ¢oziildii.
Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, icerisinde % 10 FCS iceren DMEM

medyumu igerisinde haftada 1 kez rutin pasaj yapilarak tiretildi.

Kullanilmayacak hiicreler dondurmak i¢in medyum uzaklastirildi. Hiicreler 3
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve falkona alindi. 1000 rpm 'de 5 dakika santrifuj ile hiicreler ¢okturuldu.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet 1 ml % 10 DMSO igeren FCS ile dikkatlice

¢ozuldu, cryovial tlplerine konuldu ve etiketlenerek 80°C’deki dolaba konuldu.

2.2.8.4 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre

Sayimm

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplamak icin
lizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, Imm? alan, 0,1 mm derinligi olan ve bdylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.6) lami kullanildi.
Flasklardan kaldirilan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 10 ml %10
FCS iceren medyumda ¢oziilerek. Canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek igin 10 pL hiicre
slispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1 dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda
sicakliginda  inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi boyanirken canli hiicreler

boyanmamistir. Boyanmayan hiicreler sayilmstir.
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Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille
bulunur.

Toplam canl1 hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*

T
| 4
I

I mm

i - I mm

!

Sekil 2.6: Hemositometri.

2.2.85MTT Testi

96 kuyulu plakalara her biri kuyuya 50.000 hiicre olacak sekilde hiicreler
paylastirildi. 20 pL MTT solusyonu herbir kuyuya uygulanmis ve hiicrelerin MTT’yi
metabolize etmeleri icin 37°C’de 4 saat beklenmistir. Medyum uzaklastirilmistir.
0,004M HCI igeren isopropanol uygulanarak olusan Formazan kristalleri MTT
solusyonu ile pipetaj yardimiyla ¢oziildii ve hicrelerin 550 nm dalga boyunda

absorbans degerleri alinmistir.

2.2.9  Transfeksiyon Calhismalar

2.2.9.1 Deney Duzenin Kurulmasi

Hucreler 2 adet 12 kuyulu plakalara transfeksiyondan 24 saat énce hicreler
kuyu bagina 250.000 olacak sekilde yayildi. Hiicrelere transfeksiyon islemi

uygulandi. Plakalardan birini transfeksiyon uygulamasindan 2 saat sonra her kuyuya
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son konstrasyonu 150 uM olacak sekilde CoClz uygulandi. 24, 48 ve 72 saat sonra
medyumlar alindi. Alinan 6rnekler -20°C medyumlar saklandi.

CoCl; HIF-1la’ya normal oksijen kosullarinda inhibe eden prolin
hidroksilazlara baglanarak onlarmn aktivitesini durdurur. Bodylece HIF-1a
hidroksillenmez ve aktif hale gecer. Aktif hale gecen HIF-1a oksijen
yetersizligindeki seviyesine ulasir ve hipoksi ile regiile olan diger genlerin

transkripsiyonlarini etkiler.

2.2.9.2 Lipofectamine 2000 Reagent Kullamlarak Gegici Transfeksiyon

12 kuyulu plakalara transfeksiyondan 24 saat once hicreler 250.000
hiicre/kuyu olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek edilecek DNA kuyu basina 1
png olacak sekilde hazirlandi. Lipofectamin transfeksiyon ajant 6zgii optimem
medyum her kuyu basina 75 uL olacak sekilde hesaplandi ve DNA ile bir karisim
hazirlandi. Bagka bir ependorfta optimem medyum 75 plL/kuyu ve 2,5 pL/kuyu
iceren karisim hazirlandi. Bu iki karisim daha sonra bir araya getirilerek 5 dakika oda
sicakligindan inkiibasyona birakildi. Bu karisim her kuyuya 125 pL olacak sekilde

damla damla eklendi.

2.2.9.3 Lusiferaz Aktivitesinin Olguilmesi

12 kuyulu plakalara transfekte edilen promoter pargalarinin bulundugu
medyumlardan 24, 48 ve 72 saat sonunda hiicre medyumu alindi. Sonuclarin
okunmasi igin; 384 kuyulu plakalara 9 pL hicre kiltird medyumu eklendi. 10X
Lusiferaz substrat solusyonu hazirlandi. Kullanmak iizere Reaksiyon tamponu ile
1X’e sulandirildi. Bir 6rnek i¢in taze hazirlanmis 1XSubstrat/Reaksiyon tamponundan 1

uL kullanildi. Sonuglar luminometrede 6l¢ildu.
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Tablo 2.5: Lusiferaz Aktivite Olgiim Cozeltileri.

Solusyon

Icerigi

10 X Substrat Cozeltisi

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu

Kit icerisindeki liyofilize substrat
esit hacimdeki substrat buffer ile
¢ozalda.

1/10 oraninda kullanilacak kadar
miktar 10X substrat ¢0zeltisi,
reaksiyon tampon ile sulandirildi.
Her 6l¢lim i¢in 5 pL kullanildi.

2.2.9.4 SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) Aktivitesinin Ol¢iimii

12 kuyulu plakalara yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik

sonuglari i¢in alinan 25 pL hicre kiltard medyumu 96 kuyulu plakalara eklendi. 5X
diliisyon tamponu 1X’e ddH20 diliie edildi. 75 uL 1 X Dillisyon tampon 6rneklere
eklendi ve plaka alimiinyum folya ile sarilarak 65°C’de 30 dakika bekletildi. 2-3
dakika buzda bekletildi ve daha sonra oda sicakligina getirildi. Oda sicakligina
getirilmis olan SEAP substrat ¢ozeltisinden 40 pL eklendi ve Ornekler oda

sicakliginda 30 dakika bekletildi. Islem sonunda sonuglar luminometrede dl¢iildii.

Tablo 2.6: SEAP Aktivite Olgiim Cozeltileri.

Solusyon

Icerigi

1X Dilusyon Tamponu

Kit icerisindeki 5X  dilusyon
tamponundan calismada
kullanilacak hacim kadar1 1X’e
ddH20 ile sulandirildi. Her ornek
icin 75 pL kullanildi.
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2.2.10 RNA ile ilgili Teknikler

2.2.10.1 Deney Duzenin Kurulmasi

25 cm? flasklara hiicreler 2.000.000 olacak sekilde yayildi. Hipoksik ortam
olusturmak istedigimiz flasklara son konsantrasyon 150 puM olacak sekilde CoCl>
uygulandi. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi. Hiicreler
10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenilerek olusturulan pelletler RNA izolasyonu igin -
80°C kaldirildi.

2.2.10.2 Hiicre Pelleterinden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin pellet halinde -80°C dondurucuda saklanan érnekler buz
Uzerinde ¢0ziildii. Thermo Scientific RNA izolasyonu kiti kullanilarak pelletlerden

izolasyon yapildi. Elde edilen RNA’lar -80°C dondurucuda uzun dénemde saklandi.

2.2.10.3 RNA Jel Elektroforezi

Elektroforez tanki ve aparatlari jel dokiilmeden once %0,5’lik SDS ile
yikandiktan sonra DEPC’li sudan gegirildi. Daha sonra etonal ile yikandiktan sonra
pecete Uzerinde kurumaya birakildi. 0,59 agaroz, 5 ml 10XFA jel tampon ve 50ml
DEPC’li su ile karistirildi. Bu karisim mikrodalgada kaynatildi ve buharlagma bitene
kadar sogumaya birakildi. 900 pL formaldehit ve 1 pL etidyum bromiir eklenerek
kasete dokildd. Jel donduktan sonra kaset 1XFA jel tamponu ile doldurulan tanka
yerlestirildi. 5 pL RNA ornegi ve 3 puL 2X yiikleme boyasi 65°C’de 3-5 dakika

bekletildi ve buzda sogutulduktan sonra kuyulara ytklendi.
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Tablo 2.7: Formaldehit Jel Elektroforez Cozeltileri.

Soliisyon Icerigi
4199 MOPS (asitsiz), 6,8 g Na-
10XFA Jel Tamponu asetat.3H20, 20 ml 0,5M EDTA pH 7,00

ve 1 litreye tamamlandi.

100 ml 10XFA Jel tamponu, 20 ml
FA Jel YUritme Tamponu %37’lik (12,3M) formaldehit, 880 ml
DEPC’li su.

2.2.10.4 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA’larm miktarlar1 ve safliklarmin tayini i¢in 260 nm ve 280
nm’de absorbanslar1 alindi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger icin 200 pL
dH20, RNA o6lgiimleri i¢in 195 pLL dH20 ve 5 pL ilgili RNA konuldu. Elde edilen
absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller
kullanildi.

RNA miktar1 = A260 x Sulandirma Katsayist x 40 ng/uL

Safhik = A260/A280

2.2.10.5 Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonlar: (RT-
PZR)

RT-PZR iki ayr1 basamakta kullanildi. Birinci basamakta Reverse-
Transkriptaz (RT) kullanilarak cDNA sentezlenmesi gerceklestirildi, ikinci
basamakta ise gene spesifik primerler ile ilk basamakta elde edilen cDNA
kullanilarak ilgili gen bdlgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

(PZR) gergeklestirildi.
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2.2.10.5.1 cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’larin miktarlart 2.2.8.3°de belirtildigi lizere hesaplandi.
1000 ng RNA olacak sekilde alinmasi1 gereken miktar belirlendi. 1uL Oligo dT
eklenerek ddH20 ile 12,5 pL tamamlanilarak. 65°C’de 5 dakika PZR cihazinda
inklibe edildi. Her bir ornek igin 4 pL Buffer RT, 2 pL dNTP, 1 pL Revers
Transkriptaz ve 0,5 puL Ribolock Inhibitdrden olusan karisim hazirlandi. Bu
karistmdan her bir tiipe 7,5 uL paylastirildi. Ornekler 42°C 1 saat ve 72°C 10 dakika

PZR cihazinda inkibe edildi.

2.2.10.5.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Insan 26S Proteasom subunit S5A (PSMD4) ve Human globulin 2

primerlerinin optimize edilen PZR kosullar1 asagidaki gibidir.

Tablo 2.8: PSMD4 ve HB2 primerlerin PZR Kosullari.

1 94°C 5 dakika 1 dongu
2 94°C 45 saniye
56°C 45 saniye Her bir primer igin
dongii sayis1 30 , 25
72°C 20 dakika olarak
degismektedir.
3 72°C 10 dakika 1 dongu
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Tablo 2.9: PSMD4 ve HB2 Primerlerin PZR Bilesenlerin Miktarlari.

Bilesenler PSMD4 | Hp2 Pozitif Negatif
(Son Konstrasyon) Kontrol Kontrol
cDNA 1L 1L 1L
10X Taq Buffer SuL SuL SpuL SpuL
MgCl2 (2 mM) 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL
dNTP (0,2 mM) 1L 1L 1L 1L
Forward primer (1 ng) 1pL 1pL 1puL 1puL
Reverse Primer (1 ng) 1puL 1puL 1uL 1uL
Taq polimeraz 1puL 1pL 1pL 1puL
(Fermentas)
dH20 36,5uL | 36,5puL | 36,5puL 37,5 uL
Son hacim 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
2.2.10.6 Gerc¢ek Zamanh PZR (Real Time PZR)

Her deney seti igin 3 tekrarli olarak asagida Bioneer gergek zamanli PZR kiti
kullanilarak belirtilen kosullarda gergek zamanli PZR yapildi. 96 kuyulu plakalara
belirtilen solusyonlar belirtilen miktarda konuldu. Kuyularda hava kabarcig
olmamasina dikkat edildi. Plaka film ile kapatilarak Rosche Real Time PZR cihazina
konuldu. Elde edilen Ct degerleri 6ncelikli olarak 3 tekrarli galisildigr i¢in her deney
grubu i¢in elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol
olmast hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi
alinmigtir. Daha sonra kontrol genimiz olan Human-B-mikroglobilin 2 geninin Ct
degerleri ile bulunan Ct degerinin formiilii agagidaki gibidir;

Cth-p-2—Ctpsmps = ACt

Hedef ct degeri = 2-2Ct
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Tablo 2.10: Gergek Zamanh PZR Ddéngiileri.

BILESENLER MIKTAR
cDNA 1L
Primer-Forward 0,5 pL
Primer-Reverse 0,5 uL
dH20 3uL
Master Mix S5uL
Son Hacim 10 uL

Tablo 2.11: Ger¢ek zamanh PZR Kosullar:.

Sicakhik Sure Dongu
94°C 3dk 1
94°C 45 sn 35
56°C 45 sn
720C 45 sn
72°C 5dk 1
Erime Egrisi Analizi 1

2.2.11 Protein Teknikleri

22111 Deney Diuzenin Kurulmasi

6 cukurlu platelere kuyu basina 500.000 hiicre olacak sekilde hiicreler yayildi.
Hipoksik ortam olusturulmak istenen kuyulara son konstrasyonu 150 uM olacak
sekilde CoCl2 uygulandi. Uygulama yapilmayan ve CoCl, uygulanan kuyulardan
hicreler 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonra tripsin kullanilarak kaldirildi. 1000 rpm’de 5
dakika cokturulerek pelletler -80°C kaldirilda.
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22112 RIPA Tamponu Kullamlarak Protein Ekstraklarin

Hazirlanmasi

Tablo 2.12: Ripa Tampon Cézeltisinin Igerigi.

Bilesenler (Son Konstrasyon) Alinacak miktar
10 mM TrisCl (pH:8) 500 pL
%1 Triton X100 500 pL
% 0,1 SDS 10 ml
% 0,1 Sodyum deoxycholate 0,05 gr
1 mM EDTA 100 pL
1mM EGTA 500 pL

140 mM NaCl 7ml

Proteaz Inhibitorii 2 tablet

Pellet halinde -80°C dondurucuda saklanan deney ornekleri buz (zerine
alinarak erimesi saglanir. Herbir 6rnek igin 100 uL Ripa Buffer eklenir. 45 dakika
boyunca 10 dakika siire arayla pipetaj yapilir. +4°C sogutmali santrifiijde 12000 g’de
10 dakika santrifiij yapildi. Supernatant sogutulmus ependorfa almir. Ornekler -80°C

dondurucuda saklanda.
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2.2.11.3 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarmin hesaplanmasi i¢in Qubit (Invitrogen) kullanildi. Ornek
basina 199 pL Qubit Reagent Protein Buffer ve 1 puL boyasindan eklenerek bir
karisim olusturuldu. Bu karigimdan 199 pL ve 1 uL protein 6rnegin konularak 10

saniye vorteks yapilir. 15 dakika oda sicakliginda beklenerek cihazda 6l¢iim alinir.

Protein Miktar1 = Cihazda okunan deger X 200 (Seyreltme Katsayisi)

22114 SDS PAGE

Tablo 2.13: Western Blot Cozeltileri.

Solusyon Icerigi
SDS PAGE Alt Jel 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), %10 (w/v) SDS
SDS PAGE Ust Jel 1 M Tris-HCI (pH 6,8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE  Ydiratme 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0,1 (w/v) SDS
Cozeltisi

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

10X TBS 10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 7.4
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Tablo 2.14: SDS PAGE Cozeltileri.

Jel Igerigi %10 Ayirma Jeli %35 Y1gma Jeli
Ust Jel Tamponu 2.5ml
Alt Jel Buffer 2.5ml
Akrilamid:Bisakrilamid 2.5ml 1.25 ml
(37.5:1)
ddH20 5ml 6.25 ml
%10 (W/v) APS 100 uL 50 uL
TEMED 10 pL 5uL

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar su , % 70 etanol ve %90 izopropanol
ile temizlendi. Ilk olarak ayirma jeli tabloda belirtilen sekilde hazirlands, {ist kisimda
3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii. Hava kabarcigi olusmast halinde %90
izopropanol eklenerek giderildi. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu icin beklendi.
Jel polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirilarak ddH2O ile yiizey yikandi.
Kurutma kagidi ile yiizey kurutuldu. Ardindan Yigma jeli dokiildi. Kuyu olusumu
i¢in tarak yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak cikarildi ve
kuyucuklardaki hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi igin yine ince seritler halinde
kesilmis kurutma kagidi kullanildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine
yerlestirildi.

Miktarlar1 hesaplanan proteinlerin 22,5 pL (50 pg) hacimde alindi. Protein
ornegi basina 900 pL 4X Sample Laemli Buffer’a 100 pL p-merkapto etanol
eklenerek bir karigim hazirlandi. Bu karisimdan 7,5 pL alinarak proteinlere eklenerek
son hacim 30 pL olacak sekilde tamamlandi. Ornekler 95°C 5 dakika denatiire
edilerek proteinler hazirland1. Ik kuyuya 5 uL Prestained Protein Ladder yiiklenerek
proteinleri yliklemeye gecildi.

Jelin ydratilmesi icin, 0.1 (w/v) SDS iceren 1X Running Buffer ile tank
doldurularak (orta kisim ve alt kisim) 80 volta yaklasik 90 dakika yiirtitiildii.
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2.2.115 SDS Jelinin Blotlanmasi

Proteinlerin elektroforetik transferi icin Biorad sistemi kullanildi. Proteinlerin
transferi i¢in PVDF membranlar kullanildi. Transfer buffer yukarida belirtildigi
sekilde hazirlandi. -20°C hazirlanan buffer bir siire sogumaya birakildi. Camlarin
arasindaki jel soguk transfer buffer icine birakildi. Transfer sistemi aparatlari,
stingerlerde ayni transfer buffer i¢ine birakildi. Kurutma kagitlar1 ve PVDF membran
jel boyutlarinda kesilerek hazirlandi. Kurutma kagitlarida soguk transfer bufferda
1islatildi. PVDF membran ise soguk metanolde 1 dakika tutulduktan sonra transfer
buffera alinarak transfer sistemi i¢in hazirlandi. cam levhalar arasindaki jel ¢ikartildi
,yigma jeli kesilerek uzaklastirildi. Daha sonra sandwing hazirlandi. Bunun i¢in
transfer kasedi arasina siinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi, siinger
olacak sekilde sandwi¢ hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigr kalmamasina dikkat
edildi. Daha sonra kaset, transfer buffer ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 15

volt akimda 12-18 saat transfer yapildi.

22116 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL bloklama
cozeltisinde (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1 (v/v) Tween20 igceren 1X TBS) 1 saat
horizantal calkalayicida oda sicaklifinda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama
cozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun igin
%0.1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS kullanildi. Membran primer antikor ile 1-1.5
saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra sekonder antikor ile bir saat oda

sicakliginda inkiibasyon yapildi ve goriintiilemeye gecildi.
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2.2.11.7 Sonug¢larin Filme Aktarilmasi

Membranlar 2 dakika ECL sistemi Pierce ECL (Western Blotting Substrate-
Thermo) substratla muamele edildi. Reagent A ve Reagent B ¢6zeltilerinden ayr1 ayri
2 ml alinarak membran lizerine uygulandi. Ardindan karanlik odaya gecilerek
membran filme aktarildi. Membran film tzerinde 10sn, 15 sn, 30 sn ve 60 sn
araliklarla bastirildi. Film yikama makinesine verilerek sonuglar goriinlir hale

getirildi.

2.2.12 istatiksel Analiz

Real Time PZR’da kontrol ve deneysel gruplar cT degerlerine gore standart
sapmalariyla Livak Metotu ile degerlendirildi. Western Blotting sonuglar ise Imaj-j

‘de bantlarin sayisal degerleri belirlendi. Microsoft Excelde sonuglar degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1 Farkh Hiicre Hatlarinda PSMD4 Ekspresyonunun mRNA ve

Protein Dlzeyinde Belirlenmesi

PSMD4 geninin ifade oldugu hiicre hatlar1 konusundaki ¢alismalar oldukga
kisitlidir. Farklr hiicre hatlarindaki ekspresyon analizi i¢in;, HUVEC, Hep-3B, PC-3,
DU-145, PANC, MG-63, MCF7, HT-29, Saos-2, HelLa hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Bu hicreler Bélim 2.2.8.3’de belirtilen sekilde biiyiitillerek Bolum 2.2.10.2°de
belirtilen sekilde total RNA izolasyonu yapilmaistir.

Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilmak i¢gin PSMD4 ekspresyon primer ¢ifti
Bolim 2.2.2.1°de belirtilen sekilde tasarlanmistir. Gen bankasinda NM_002810.2
nolu PSMD4 dizisi incelenerek iki farkli ekzonu icine alacak sekilde ileri ve geri

primerler tasarlanmistir. Bu iki primer ¢ifti 380 baz ¢iftlik (b¢) Urtin vermektedir.

Tablo 3.1:insan PSMD4 genine ait 380 b¢’lik iiriin veren primer ¢ifti.

Primer % G-C ™ Primer dizisi

PSMD4 Ileri % 48 56°C 5’-GAA GGT GGC AAG ATG GTG
Primer TTG GAA A-3°

PSMD4 Geri % 53.8 56°C | 5>-TCCTTC TCATTG TCC TCC ACT
Primer GGG CT-3’

HP2 lleri Primer % 55 52°C | 5>-TTT CTG GCC TGG AGG CTATC-
3’

HB2-Geri Primer | % 47.6 52°C 5’-CAT GTC TCG ATCCCACTT
AAC-3’

PSMD4 geninin farkli hiicre hatlarinda protein ekspresyonu gdsteren ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu amagla PC-3, HUVEC, HT-29, Hep-3B ve Saos-2 hucreleri
Bolim 2.2.8.3°da belirtilen sekilde biiyiitiildi. Hiicreler flask ylizeyini tamamen
doldurdugunda T.E (tripsin-edta) ile pelletler kaldirildi. Pelletlerden Bolim 2.2.11.2
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’da ifade edilen sekilde Ripa Tamponu kullanilarak protein elde edildi. Qubit
cihaziyla absorbanslart 6lgiildii. BoOlim 2.2.11.4’de belirtilen sekilde Western

Blotting yapildi. PSMD4 antikoru ve -aktin antikorlamalar1 yapildi.

3.1.1  Farkh Hiicre Hatlarinda mRNA Seviyesinde PSMD4 Ekspresyon
Profili

Calisilan hiicre hatlar1 hiicre kiiltiiriinde istenilen olgunlaga geldiginde hiicre
pelletleri toplandi. Boliim 2.2.10.2°de anlatildig1 sekilde RNA izolasyonu yapildi.
Ardindan cDNA sentezi i¢in Boliim 2.2.10.5’de bulunan basamaklar uygulandi.

PSMD4 380 bg’lik tiriin veren ileri ve geri primerleri ile hazirlanan cDNA’lar
Tablo 2.9’da bulunan PZR bilesenleri gosteren miktarlarda ve Tablo 2.8’de ki
kosullarda PZR yapildi. PZR firiinleri % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitilerek UV
goriintiileme cihazinda bantlar fotografland1 (Sekil 3.1). Sonuglar imaj-e program ile
densitometik olarak analiz edildi. Bantlara ait densitometrik analiz Tablo 3.2’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 :Farkl hiicre hatlarinda PSMD4 geninin ve HB2 kontrol geninin ekspresyonu agaroz
jel géruntusu.

1,2

PSMD4'iin Hiicre Hatlarindaki Ekspresyon Seviyesi

0,8 -
0,6 |
04 -
02 |

0|

HUVEC HT-28  MCF7 MG63 SaosZ DU 145 PANC - Hela Hep3B

PSMD4/H[32 Microglobulin mRNA

Sekil 3.2:PSMD4 geninin farkl hiicre hatlarinda mRNA ekspresyonun densitometrik analizi.

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi mRNA seviyesinde tiim hiicre hatlarinda genimiz
ekspre olmaktadir. PC-3 hiicre hattinda PSMD4 ifadesi diger hiicre hatlariyla
karsilastirildiginda oldukcga yiksektir. Literatirde PC-3 hiicre hattinda PSMD4 geni
ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu sebeple sonraki analizler igin
model olarak bu hiicre hatt1 se¢ilmistir. HUVEC’de ekspresyonun PC-3 kadar yiksek

olmas1 ve normal bir hiicre hatt1 olmas1 sebebiyle ¢alismaya dahil edilmistir.
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3.1.2  Farkh Hiicre Hatlarinda Protein Seviyesinde PSMD4 Ekspresyon
Profili

Calisilan hiicre hatlar1 hiicre kiiltiirtinde istenilen olgunlaga geldiginde hiicre
pelletleri toplandi. Pelletler Bolum 2.2.11.2°de belirtilen igerikte hazirlanan ripa
tamponu kullanilarak ¢oziildii ve proteinler hazirlandi. Hazirlanan proteinlerin

miktarlart Qubit (Florimetrik miktar tayini) cihazinda dlgiilerek hesaplandi.

Izole edilen protein ekstraklari SDS PAGE’e 50 pg olacak sekilde
yiiklenmistir. 1 gece +4°C’de transfere birakilmistir. Membran PSMD4 antikoru
(1:1000), sekonder antikor (1:5000) uygulanmistir. Sonuglar BOlUm 2.2.11.7°de
belirtilen sekilde proteinler filme aktarilmigtir. (Sekil 3.3). Ayni membranda B-aktin
antikoru (1.10.000) ve sekonder antikor (1:5000) uygulanarak proteinler
isaretlenmistir. Ayn1 membranda isaretlenen PSMD4 ve [(-aktin proteinlerine ait

bantlar densitometrik olarak analiz edilmistir (Sekil 3.4).

PC-3 HUVEC SAOS-2 HEP-3B

Sekil 3.3:Farkl hiicre hatlarinda protein seviyesinde PSMD4 ekspresyonu.

Farklh Hiicre Hatlarinda PSMD4
Proteinin Ekspresyonu
1,2
N
g
< 0,8
“E 0,6
§
o I I
g .
0 0,2
0]
HUVEC SAQS-2 HEP-3B

Sekil 3.4:Farkl hiicre hatlarinda PSMD4 protein ekspresyonun densitometrik analizi.
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PSMD4 geninin farkli hiicre hatlarindaki protein ekspresyonun densitometrik
analiz sonucu Sekil 3.4’de belirtilmistir. Protein ekspresyonunda mRNA
ekspresyonuna benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. PC-3 ve HUVEC hiicre hatlarinda
PSMD4 protein ve mRNA ekspresyonu diger hiicre hatlarina gore yiiksek

bulunmustur.

3.2 Hipoksik Kosullarda insan PSMD4 Geninin mRNA ve Protein

Seviyesinin Belirlenmesi

3.2.1  Hipoksik Kosullarin Olusturulmasi

Hipoksi oksijensiz miktarinin azaldigr ortamdir. Yapilan literatlr
calismalarinda PSMD4 geninin hipoksik ortamda regiilasyonu ile ilgili bilgiye
rastlanmamustir. Tiim hiicre hatlarinda en fazla ifade olan PC-3 ve HUVEC hiicreleri
secilmistir. Bu hiicre hatlarinda kimyasal yollar ile hipoksik ortam olusturulmustur.

PSMD4 geninin hipoksik ortamdaki regiilasyonuda incelenmistir.

Calismamizda hipoksik ortam olusturmak i¢in kimyasal yollar tercih
edilmistir. Kimyasal hipoksi ajani olarak CoCl; kullanilmistir. Calisilan PC-3 ve
HUVEC hucreleri Bolim 2.2.8.3’de ifade edildigi sekilde biyiitilmiistiir. Hiicreler
yeterli olgunluga ulastigindan BOlum 2.2.10.1 ve Bolim 2.2.11.1°de belirtilen
sekilde ayrilan hiicrelere son konstrasyon 150 puM olacak sekilde CoCl:

uygulanmustir.

3.2.1.1 Hipoksik Kosullarin Dogrulanmasi

Calismamizda PC-3 ve HUVEC hiicreleri 25cm? lik flasklarda 2 milyon hiicre
olacak sekilde yayildi. 24 saat sonrasinda hipoksik model olusturmak i¢in 150 uM
son konstrasyonda CoCl; eklenerek hiicreler hipoksik ortam igin uyarildi. Normal
kosullar i¢in hiicrelere higbir sey eklenmemistir. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonrasinda
hiicreler tripsin ile kaldirilarak pelletlerden RNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra

RNA’lardan ¢cDNA sentezlenmistir. CDNA sentezlemek icin BOlum 2.2.10.5de
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belirtilen kosullar kullanilmistir. HIF1-a ve HB2 kontrol primerleri kullanilarak

B6lim 2.2.10.6°da belirtilen sekilde Gergek zamanli PZR yapilarak hipoksik ortamin

olusup olusmadigi kontrol edilmistir.

Tablo 3.2:HIF1e ve HP2 primer ciftlerinin bilgileri.

Primer % G-C ™ Primer dizisi
HIFla ileri Primer % 55 56°C 5’-CCACCTATGACCTGCTTGGT-3 °
HIF1a Geri Primer % 55 56°C 5’>-TGTCCTGTGGTGACTTGTCC-3
HP2 ileri Primer % 55 52°C 5’>-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’
HB2-Geri Primer % 55 52°C | 5’-CATGTCTCGATCCCACTTAAC-3’

Elde edilen cT degerleri Livak metoduna gore degerlendirilmis ve
grafiklendirilmistir (Sekil 3.5-Sekil 3.6).

HIF-1la/HB2
H_O H_O H_D H_O H_O H_O H_O
— [} [¥%] = wl [=n] ~J

[an}

PC-3 Hiicre Hattinda HIF-1a mRNA

Ekspresyonu

Kontrol

1s-H 3s-H 6s-H

Sekil 3.5: PC-3 Hiicre Hattinda Hipoksik Ortamin Dogrulanmasi.
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HUVEC Hiicre Hattinda HIF-1oa mRNA
Ekspresyonu

2,5

1,5

HIF-1a/ HB2

0,5
o L_mim i - i mm i
8 725-H

Kontrol 1s-H 3s-H 6s-H 24s-H 48s-H

Sekil 3.6: HUVEC Hiicre Hattinda Hipoksik Ortamin Dogrulanmasi.

3.2.2  Hipoksik Kosullarin Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin MTT ile

Analizi

Kullandigimiz hiicre hatlarimiz olan PC-3 ve HUVEC hicrelerinde hipoksik
ortamda PSMDA4 regiilasyonuna bakmay1 amaglanmistir. Ancak hipoksik kosullarin
bu hiicre hatlarmin proliferasyonuna olan etkisi merak edilmistir. Bu amagla 96
kuyulu plakalara her kuyuya 50.000 olacak sekilde hiicreler yayilmistir. 24 saat
sonrasinda hiicrelerin bir kismina kimyasal hipoksi olusturmak i¢in son konstrasyonu
150 puM olacak sekilde CoClz uygulanmigtir. Kalan hiicrelere ise hicbirsey

uygulanmayarak normal kosullarda kalmasi saglanmustir.

1, 3, 6 ve 24 saat sonrasinda buttn hicrelere Bolum 2.2.8.5’de anlatildigi gibi

MTT testi uygulanmistir. Sonuglar excelde degerlendirilmistir (Sekil 3.7-3.8)
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PC-3 Hiicre Hattinda Hipoksik
Kosullarin Hiicrelere Etkisi

4
3,5
g 3
2
§2,5
| 2
€15
a
m 1
0,5
0
Kontrol 24s-H 48s-H 72s5-H

Sekil 3.7:PC-3 hiicre hattinda hipoksik ortamin hiicre proliferasyonuna etkisi MTT Testi

degerlendirilmesi.
HUVEC Hiicre Hattinda Hipoksik
Kosullarin Hiicrelere Etkisi
1,6
1,4
g 1,2
g 1
20,8
€ 0,6
o

0 0,4

0’2 .
0

Kontrol 24s-H 48s-H 72s-H

Sekil 3.8: HUVEC hiicre hattinda hipoksik ortamin hiicre proliferasyonuna etkisi MTT Testi
degerlendirilmesi.

PC-3 hiicre hattinda olusturulan kimyasal hipoksiya huicre proliferasyonuna
etki etmemektedir, ancak HUVEC hiicre hattinda olusturan kimyasal hipoksiya hicre

proliferasyonuna azaltici etkisi bulunmaktadir.
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3.2.3 Hipoksik Kosullarda insan PSMD4 Geninin mRNA Seviyesinin

Belirlenmesi

Insan PSMD4 geninin hipoksik kosullardaki mRNA  seviyesindeki
ekspresyonuna bakilmak i¢in iki ayr1 hiicre hatt1 secilmistir. Bu hiicre hatti PC-3 ve
HUVEC’dir. Bu hiicreler Bolim 2.2.8.3’de anlatildig: sekilde biiyiitiilmiistiir. Yeterli
olgunluga ulastiginda Boélim 2.2.10.1°de anlatildig1 gibi hiicreler 25 cm? flasklara
yayilmistir. Hipoksik ortam olusturulmak istenilen flasklara son konstrasyonu 150
uM olacak sekilde CoCl; uygulanmistir. Hiicreler 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonra
tripsin ile pellet halinde kaldirilmistir.

Pelletlerden Bo6lim 2.2.10.2°de belirtildigi sekilde RNA izolasyonu
yapilmistir ve  RNA jel elektroforezinde BOlim 2.2.10.3’de anlatildigi gibi

yiirlitiilmistlir. Sonuglar UV goriintiilemede fotograflanmistir (Sekil 3.9 ve Sekil
3.10)

M1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12

4000
3000

2000
& 18S
- 500
200

Sekil 3.9:PC-3 hiicre hattinda hipoksia ile indiiklenmis ve normal hiicrelerden elde edilen RNA
jel elektroforez goérintisi.

(M:RNA buykluk belirteci, 1-12 farkli RNA 6rnekleri)

M 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12

28 S

18S

Sekil 3.10:HUVEC hiicre hattinda hipoksia ile indiiklenmis ve normal hiicrelerden elde edilen
RNA jel elektroforez géruntusu.

(M:RNA biyuklik belirteci, 1-12 farkli RNA 6rnekleri)
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Izole edilen bu RNA’lardan Bolim 2.2.10.4’de belirtilen sekilde miktar
spektorofotometride Olgiilmiistiir. 1000 ng RNA kullanilarak Bolim 2.2.10.5.de
anlatilan sekilde cDNA sentezlenmistir. Bu cDNA’lar kullanilarak insan PSMD4 380
bg ekspresyon primerler ile Bolim 2.2.10.6’da belirtilen sekilde gergek zamanli PZR

yapilmistir. Sonuglarin cT degerleri Livak metotuna gore excelde degerlendirilmistir
(Sekil 3.11 ve Sekil 3.12)

PC-3 Hiicre Hattinda PSMD4 mRNA
Ekspresyonu
0,45
0,4
~ 0,35
‘:1:‘- 0,3
:i_-. 0,25
o 0.2
E 0,15
e 0,1
0,05
0
Kontrol 24s-H

Sekil 3.11: PC-3 hiicre hattinda PSMD4 mRNA ekspresyonu.

Huvec Hiicre Hattinda PSMD4 mRNA
Ekspresyonu
3,5
3
g_ 2,5
S
g 1,5
2 1
l n B "B
0 miim
Kontrol 1s-H 6s-H 24s-H 48s-H 72s-H

Sekil 3.12: HUVEC hiicre hattinda PSMD4 mRNA ekspresyonu.
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3.24 Hipoksik Kosullarda Insan PSMD4 Protein Seviyesinin

Belirlenmesi

Insan PSMD4 geninin hipoksik kosullardaki protein seviyesindeki farkligi
incelemek icin PC-3 ve HUVEC hicreleri Bolim 2.2.8.3’de anlatildig1 sekilde
biyiitilmustiir. Yeterli olgunluga ulastiginda BOlium 2.2.11.1°de anlatildigi gibi
hiicreler 6 kuyulu plakalara yayilmistir. Hipoksik ortam olusturulmak istenilen
kuyulara son konstrasyonu 150 uM olacak sekilde CoClz uygulanmistir. Hiicreler 1,
3, 6,24, 48 ve 72 saat sonra tripsin ile pellet halinde kaldirilmistir.

Pelletler; Bolum 2.2.11.2 belirtildigi sekilde hazirlanan ripa tampou ile
¢oziilerek hazirlanmistir. Protein miktarlart Qubit cihazinda Bolim 2.2.11.3°de ifade

edildigi sekilde olgiilerek hesaplanmis ve 50ug olacak sekilde SDS jele yiiklenmistir.

Western blotting c¢alismasi igin BOlim 2.2.11.4’de anlatilan gerekli
solusyonlar hazirlanmistir. Jeller BOlum 2.2.11.5°de belirtilen sekilde bir gece
+4°C’de transfere birakilmistir. Bir gece sonrasinda transfer islemi tamamlanmasiyla
membrana gegen proteinler ilk olarak PSMD4 antikoru (1:1000) uygulanmis
sonrasinda bu antikora uygun ikincil antikor (1:5000) uygulanarak proteinlere ait
isimalar  filme aktarilmistir.  Membranlar kontrol amaciyla [B-aktin antikoru
(1:10.000) uygulanmis sonrasinda bu antikora uygun sekonder antikor (1:5000)
uygulanarak proteinlere ait 1simalar filme aktarilmistir. Protein bantlar1 Imaj-J
program kullanilarak densitometrik olarak Olciilmiis ve ardindan excelde degerler
beta aktin degerleri ile normalize edilerek grafiklendirilmistir (Sekil 3-13 ve Sekil 3-
14).

69



s K 1sH 335K 3sH 65K 6sH 245K 24sH

T ————

. Yy — — i e o £ AKTIN

PC-3 Hiicre Hattinda Hipoksik
Kosullarda PSMD4 protein ifadesi
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Sekil 3.13: PC-3 hucrelerinde hipoksik ortamda PSMD4 protein ekspresyonu.

70




uK usH 3K 3H esK esH 245K 24sH 485K assH 725K 726H

P il 1 1 T

- S -y ) AN

HUVEC Hiicre Hattinda Hipoksik Ortamda
PSMDA4 Protein ifadesi
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Sekil 3.14: HUVEC hicrelerinde hipoksik ortamda PSMD4 protein ekspresyonu.

Densitometrik Analiz

3.3 Insan PSMD4 Promotor Parcalarimin Klonlamasi

3.3.1 PSMD4 Geninin Promotoruna Spesifik Primerlerin Tasarim

Primer tasarimina baslamadan once ilk olarak gene ait niikleotit dizi gen
bankasindan bulunmustur. Genomdaki PSMD4 geninin NG_029700.1 nolu niikleotit
dizisinde promotor bolgesi analiz edilmistir. Bu promotor bolgesinde trankripsiyon
baslangi¢ bolgesini icine alacak sekilde farkli baz ciftlik bolgeleri i¢in ileri ve geri

primerleri tasarlanmustir (Sekil 3.15).
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+1

-617 TATA +65
+1
-261 TATA +65
+1
-85 TATA +65

Sekil 3.15: PSMD4 farkli promotor parcalarina ait temsili sekil.

Herbir bodlge i¢in ayr1 ayr1 tasarlanan ileri ve geri primerin Tm
sicaklikliklarinin birbirine yakin olmasma ve % G-C oranma dikkat edilmistir.
Primerler NCBI data bankta bulunan DNA sekanst ile insan PSMD4 genine

benzerligi kontrol edilmistir.

Tablo 3.3:Tasarlanan Primer Dizileri.

Primer Ad1 | Tm Sicaklhigr | % G-C Baz dizisi

682 be-Ileri | 72°C % 44.0 5’-CTCGAG
TAGAAAGTCATTAGCGATC-3’

326bg-Ileri | 72°C % 48.0 5’-CTCGAG
GGAATCGACACAGCAACT-3’

150 be-ileri | 76°C % 52.0 5’-CTCGAG
TACAACTCCCAGAACGCAA-3’

Geri Primer | 76°C % 52.0 5’- TTCGAA CATCTTGCCACCTTC
CTCC-3

3.3.2 Kandan Genomik DNA izolasyonu

PSMD4 Promotor bolgelerini klonlamak amaciyla Bolim 2.2.2.2 ‘de
belirtildigi sekilde kandan genomik DNA izole edilmistir. Genomik DNA % 0,8’lik
agaroz jelde yuritilmistiir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16: Kandan izole edilen genomik DNA agaroz jel elektroforez goruntisa.

(1-2: 1 ve 2 nolu genomik DNA 6rnekleri).

3.3.3  Insan PSMD4 Promotor Parcalarimin PCR ile Cogaltilmasi

Farkli biyiiklikteki PSMD4 promotor pargalarini elde etmek amaciyla
tasarlanan her bir primer icin ilk olarak Tm ve MgCl2 optimizasyonu yapilmistir.
PCR Bolim 2.2.2.3’de belirtildigi sekilde kurulmustur. Sadece MgCl> miktarinda
degisimler yapilmistir.

PSMD4 682 bp ileri ve geri primer i¢in Tm degeri 57°C ve MgCl, degeri
4mM; PSMD4 326 bp ileri ve geri primerler i¢cin Tm degeri 56°C ve MgCl> degeri
2mM; PSMD4 150 bp ileri ve geri primerler i¢cin Tm degeri 57°C ve MgCl2 degeri

2mM olarak karar verilmistir.

Her bir primer igin karar verilen MgCl> miktarinda, Tablo 3.4’deki PCR
bilesenler ile birlikte Tablo 3.5’de belirtilen PCR dongiisiinde amplifikasyonlar
gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.4: PSMD4 promotor PCR bilesenleri.

PCR Bilesenleri Ornek Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol
(HB2)

gDNA 10 pL Sp |-

MgCl. 4 uL, 8uL 4 uL 4 uL

(ImM, 2mM, 4mM)

Tag Buffer SuL SuL SuL

+MgCl>

dNTP 1puL 1puL 1pL

fleri primer 1L 1L 1uL

(100ng/uL)

Geri primer 1pL 1pL 1L

(100ng/uL)

dH20 27 pL-23 pL | 32 pL 37 pL

Tag DNA Polimeraz | 1 pL 1pL 1L

Toplam Hacim 50 puL 50 puL 50 pL

Tablo 3.5: PSMD4 promotor PCR dongusu.

Segment Dongii Sayisi Sicaklik Sire

1 1 94°C 5 dakika
94°C 45 saniye

2 35 56°C-57°C 30 saniye
72°C 45 saniye

3 1 72°C 10 dakika

PCR iirlinleri % 1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. UV goriintiileme
sisteminde gorintilendi. Her bir parga igin tek bir bant Sekil 3.17’de belirtildigi gibi
elde edildi.
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Sekil 3.17: PSMD4 farkh promotor primerlerin PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

M: 1kb (SM0311) marker, 1: PSMD4 150 b¢ promoter PCR uriind; 2: PSMD4 326
b¢ promoter PCR uriind; 3: PSMD4 682 b¢ promoter PCR Grin(.

3.3.4  Farkh Biyiklikteki insan PSMD4 Promotor PCR Uriinlerinin
pPpGEM-T-Easy Vektorine Klonlanmasi

PCR drlnleri agaroz jelde yuratilup UV gorlntileme sisteminde kontrol
edildikten sonra Bolim 2.2.2.5°de belirtildigi gibi jelden geri kazanilmistir. Daha
sonra kazanilan Orneklerin bir kismi tekrar jelde yiirGitilmiistir. Bunun sonunda

agaroz jelden kazanma isleminin basarili gergeklestirildigine emin olunmustur.

Klonlamaya hazir hale gelen promoter PCR iiriinleri BOlum 2.2.2.7°de
belirtilen miktarlarda pGEM-T-Easy vektorli ile +4°C’de ligasyona bir gece
birakildi.

Ligasyon Urtnleri daha 6nceden Bolim 2.2.3.1 ve Bolum 2.2.3.2 belirtilen
sekilde hazirlanan, etkinligi hesaplanan E.coli XL-1 ve DH5a kompetant hiicrelere
transforme edildi. Ampisilin antibiyotigi iceren LB-Agarli petrilere mavi beyaz
koloni secilimi yapilmasi amaciyla X-gal ve IPTG vyayildi. Bu petrilere
transformasyon ftriinleri yayilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Olusan
beyaz koloniler rekombinant yani PSMD4 promotorini igeren plazmiti bulunduran

kolonilerdir.
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Her bir PSMD4 promotor pargasi i¢in beyaz kolonilerden 2 tane secilerek LB
stvi besi Kkiiltiiriine tek koloni ekim yapildi. Hiicreler bir gece boyunca 37°C
cogaltilarak ertesi giin Thermo Scientific Plazmit mini prep kiti kullanilarak

izolasyon yapildu.

Plazmit izolasyonu Urlinleri Sac2 ve Pstl enzimleri ile kesilerek kontrol
kesim yapildi. Bu enzimler PSMD4 promotor parcalarinin hi¢birini kesmemektedir.
Vektoriin - polilinker bolgesinden kestigi i¢in  kesim sonuglart agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiiliip goriintiilendiginde sadece PSMD4 promoter parcalarini

gormek amaglanmistir (Sekil 3.18).

M 4“,5”6 |7||8||9

-y

Sekil 3.18: pGEM-T-Easy vektoriine klonlanan PSMD4 promotor parcalarinin kesim sonuglari.

(M: 1 kb Marker SM0311, 1: PSMD4 682 bg promotor pargasi-1.koloni, 2: PSMD4
682 bg promotor pargasi-2.koloni, 3:PSMD4 682 b¢ promotor pargasi-3.koloni, M:
100 b¢ Marker, 4: PSMD4 326 b¢ promotor pargasi-1.koloni, 5: PSMD4 326 bg
promotor pargasi-2.koloni, 6: PSMD4 326 b¢ promotor pargasi-3.koloni, 7: PSMD4
150 bg promotor pargasi-1.koloni, 8: PSMD4 150 b¢ promotor pargast -2.koloni, 9:
PSMD4 150 bg promotor pargasi-3.koloni.

Her ic PSMD4 promotor pargasi i¢in segilen kolonilerin kontrol kesimi
sonucu tiim kolonilerin rekombinat oldugu goriilmiistiir. 682 bg, 326 bg ve 150 bg
PSMD4 promotor pargasi i¢in 1.koloniler se¢ilerek REFGEN Biyoteknolojiye dizi
analizine gonderilmistir. Elde edilen dizi analiz sonuglar1 biyoinformatik olarak
NCBI’da analiz edilmis ve insan PSMD4 promotor dizisi ile karsilagtirilmigtir (Sekil
3.19, 3.20, 3.21). Dizi analizi sonucu ve gen bankasinda bulunan dizi arasindaki
uyum oldukga yiiksektir. Bu nedenle segilen 1.kolonilerle klonlama caligsmalarina

devam edilmistir.
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PMD4 1

HCBI Dizi

PIMD4 €1

HCBI Dizi

PgMD4 121

RCBI Dimi

PJMD4 181

HCBI Dizi

POMDe 241

HCBI Dizi

pMD4 301

RCBI Dimi

PIMD4 361

NCBI Diszi

POMD4E 421

HCBI Dizi

PMD4 481

RCBI Dimi

PMD4 541

NCBI Dizi

POMD4 E00

HCBI Disi

GraGAARGTCATTAGORATCCCGACACTITIITITIITCITIITIITGAGACEGAGT CICAC

trrrenrrerrrerererrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrnnnnn
CrAGAA AT CATT A GAT OO CGACACTTITTITITITCITITTIITGACACEEAGT I CAC

T LT O O AT AT CCAGT GO DA I CI ORI CACT ZCART CICIGOIT OO

trrrrrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrnrrrerrrerrrnrrrerrrrrrrnrrrnrn
T CAGECTEEAGT GCAGT FECEC@RA T CICEECTCACTGCART CICIGOCT OO

R T R T A TT T I O T RO I O oD A ST A DG EEEATTACREEOET GO

trrrerrrerrrerrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrnnn
EEFITCARGT AR TT I O TGO CAGC I C OO R T AGCEEERATTACAGROET ZOECCA

AT OO GECTAATTITIIGIATITITAGTAGAGACRAGEEITTCACCAT ZIIGECCAGE
trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
AT O G AATTITI TG AT ITI TACT ACAGACACEEI TTCACCAT I GECCAGE

LI I AR O T AT I GAT OO OO I T I OO CARAGT T EEEITA

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
CIEEI I CGAACT O T GACCI CGT GAT OGO CECCITRECCICCCARRETECTEEECTA

AR T A A O eI O RO AT OO O AT TITITAR AR T OO R AR

trrrerrrerrrerrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrnnn
ACAGECET GAGT AT OGO ECT O CEAT COCGACACTTITITTARAAATEOOGAAGOOEEA

ATCEACACAGCACTITCARAGET T O CATAGCT OO CTEAGAT CCGEOCAGCGECARA

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
AT AR A AT TT AR A T T O CATAGCT OO T EAGAT COGEOCAGTEECAR R

AR T CAGAA T AR T A AR AT CRAGETAGAT CCTGITITITIGIGITAC
trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
CCoCCAR T GAGARCTECARTEECACGEEARAGTGRAGETAGATCCTGITTITIGIGITAC

CECEAT T O I T AR T AT ARG OO TACAR A TTTCT TTGEOEECACCTACARTT
trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
AT T OO I TCAR T TAC T CARGA OGO TACAR R TTTCI T TGEOEECACCTACARCT

CCCACRACECARCETEEEEEACEEAGECEEAACCAGCTRECCAAGCCGAGEICTIGIGATT

trrrrrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrnrrrerrrerrrnrrrerrrrrrrnrrrnrn
AR A AT A CEAC O EEARCCACCT RECCA RGO CEAGEICTGTGATT

GEIGAAGAGCGACEEEOCAATTGEAGEAGT €208

trrrrrrrerrrrrrrrrrrerrreeenn
GEIGAAGAGCGACEEEOCAATTGGAGEAGT

&0

180

ano

JED

480

555

Sekil 3.19: PSMD4 682 b¢ promotor bolgesi ve NCBI dizi blast sonucu.
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pMDa 2

HCBI Disi

p3MD4a 55

NCBI Diszi

POMD4 112

HCBI Disi

pMD4 172

RCBI Dimi

paMD4 232

NCBI Diszi

POMDa 252

HCBI Disi

Sekil 3.20:

PJMD4E 3

RCBI Dimi

paMD4 E2

NCBI Dizi

POMD4e 122

HCBI Disi

AT T I AT AR T OO O I GAGAT OO OCAGC AR A OO CCAR CTEAGA AT GO R R

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrerrrrrrrnrrrrrrrrerenrrrnrn
AT O AT AR T O O I GAGAT OO CAR DA R RO O CAR CTCRGAACTZORA

TR AT EEACECTAGAT CCI I TITII GIGITACCRCGATTCCCTTCARCT A

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrererrrerrrrrernrrrnrn
TEEC AR A T AR TAGAT T I TITII GG TAC RO GATT O OCTTCAACT AT

T AA AT ACAR R TTT I T I GRCEECACCTACARCTCCCAGA ACECARCETGEEE

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
T CARGACGCCTACARATTTGITTGECEECACCTACARCTCOOCAGAACECARCGTGERE

AR O EAR AT O A RO O CACGETCICT AT TR T GARCRAEOEACEEEOCA
trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
GACEEA GO CAAC AT GO A RGO GAGEICICI AT TR GAACGAGOGACGEEOCA

ATTGEAGEAGT TG TEFITAGECCGI O CEEAGACCCEEFI CEEEAGEEAGEAAGETGECAR

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
ATT A CEACT T T T AGEC T OO CRAGAC ORI CRECAGECACEAAGETGECAR

i
GATG

TEEEEEACEEAGECEERAGCAGCT RO AR CCGAGET CIFI GATTGEI GAAGAGCGATE

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
TEEEEEACGRAGECEEAR AT GO ARG OFAGEI CICT AT T GEI GAAGAROGADE

GECCAATTGEAGEAGTTFI TG TAGEROCEI CCCEEAGACCCEETI CEEEAGEGAGEAAGET

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
GEOCARTTGEAGEACTT I TG TAGEO T CCOREAGACCCEET CEEEAGECAGEAREET

GECARGATG 130

rrrrrrrnn
GECAAGATG

54

111

171

PSMD4 326 bg promotor bolgesi ve NCBI dizi blast sonucu.

&1

121

Sekil 3.21: PSMD4 150 bg promotor bolgesi ve NCBI dizi blast sonucu.
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-693 tagaaagtcattagcgatcccgacacttttttttttctttttttgagacqggagtetcact
_— —_— —_—

SP1 ApoE AP-2

-632 ctgtcccccaggctggagtgcagtagcgcqateteggcteactgcaatetetgccteccy

—_— —_—, ———>
E2F sP1 SP1
AP-2
=571 ggttcaagtaattetectgccteagecteecgagtagegqggattacaggeqtycgecac
E—
SP-1 spP-1 HRE
—_—
CCAAT Box
-510 catgcccggctaattttttgtatttttagtagagacagggtttcaccatgctggeccaqgqe
_ —_—
C-fos G-CBox SP1

FOS-BASAL-PROMO

-449 tggtctcqaactcctgaccteqtaatecycccqecttagecteccaaagtactaggctaa

S

S

HRE HRE

-388 caggcgtgagccaccgcgctecggccgatcccgacacttttttaaaatgccgaagecqgaa

st
CCAATBox  SP1 SPI-1

-327 tcgacacagcactttcaaaggttccteccatageteccctgagatccqqccageqggaaac

-266 cccaactgagaactgcaatggcagggaaagtggaggctagatcctattttttatattace

_— — — =

AP2 E2F Nf-KB

-205 gcgattcccttcaactaccctcaagacgcctacaaatttatttggcggcacctacaacte

_— —

Myb c-Myb

-144 ccagaacgcaacqtgggggacggaggcggaageagetggecaagecgaggtetatgatty

—

HRE G-CBox

-633

-572

-511

-450

-389

-328

-267

-206

-145

84

-83 ..9tgaagagcgacgggccaattggaggagtrgttgttaggccgteccggagacceggteqy  -23

-22  GagogaggaagqtgacaagATe

Sekil 3.22: PSMD4 promotor bilgileri
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3.35 Farkh Biiyiikliikteki Insan PSMD4 Promotor Parcalarinin

Haberci Lusiferaz Vektoriine Klonlanmasi

PGEM-T-Easy vektoriine klonlanan insan PSMD4 promoter pargalarinin
fonksiyonel aktivitesinin belirlenecegi pMet-Luc lusiferaz reporter vektoriine alt
Klonlama yapildi. Bu amagla Sekil 3.18’de goriilen kesim sonucu olusan bantlar
jelden geri kazanildi. Daha sonra pMet-Luc vektoriide ayni sekilde Sac2 ve Pstl
enzimleri ile kesildi. Geri kazanilan promotor pargalar1 ve pMET-Luc vektori bir
gece +4°C ligasyona birakildi. Her PSMD4 pargalarini i¢eren ligasyon {iriinlerinin
her biri bir E.coli DH5a hicrelerine transforme edildi. pMET-Luc vektori
kanamisin antibiyotigine direngli oldugu i¢in transformasyon {iriinii kanamisin igeren
petrilere yayildi. Bu petriler bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi. Her bir PSMD4
pargasini iceren yeni 3 koloni sivi besiyerine edildi. Bir gece biliylimeye birakildi.
Ertesi giin bu kiiltlirlerden Thermo Scientific kiti kullanilarak kii¢iik dl¢ekli plazmit
izolasyonu yapildi. Plazmitler Sac2-Pstl enzimleri ile kesilerek % 1’lik agaroz jele
yiiklendi. Jel UV goriintiilendiginde 682 bg, 326 bg, 150 b¢ PSMD4 promoter
pargalarin1 gortintiilendi (Sekil 3.23)

7, ey et Mo
3000
wWewE="
1500
L 1200
- e 2880

800
700
— 600

-500
— 400

300

—200

100

Sekil 3.23:pMET-Luc vektoriine alt klonlama yapilan PSMD4 promotor parcalarinin kontrol
kesim sonuclari.

(M: 1 kb Marker SM0311, 1: PSMD4 682 bg promotor pargasi-1.koloni, 2: PSMD4
682 b¢ promotor parcasi-2.koloni, 3:PSMD4 682 bg¢ promotor pargasi-3.koloni, M:
100 b¢ Marker, 4: PSMD4 326 b¢ promotor pargasi-1.koloni, 5: PSMD4 326 bg
promotor pargasi-2.koloni, 6: PSMD4 326 b¢ promotor pargasi-3.koloni, 7: PSMD4
150 bg promotor pargasi-1.koloni, 8: PSMD4 150 bg promotor parcast -2.koloni, 9:
PSMD4 150 bg¢ promotor pargasi-3.koloni.
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Klonlanan PSMD4 promotor pargalarini iceren plazmitleri biiyiik lgekli elde
etmek amaciyla Thermo Scientific biiyiik dl¢ekli plazmit izolasyonu kiti kullanirak

B6lUm 2.2.4.2° de belirtilen sekilde izolasyon yapildi.

3.4  insan PSMD4 Promoter Parcalarmin Miktar Optimizasyonu ve
Bazal Aktivitesinin Belirlenmesi

PC-3 hicreleri -80°C dondurucudan alindi. BOlim 2.2.7.3” de belirtilen
sekilde hiicre soylar1 baslatildi. Bolim 2.2.8.3’de agiklandigi gibi hiicreler

biiyiitiilerek aciklanan siirelerde pasajlandi.

Klonlanan insan PSMD4 promoter pargalarinin fonksiyonel analizini
belirlemek amaciyla gegici transfeksiyonlart yapildi. Bu amacla Lipofectamin 2000
Reagent kullanildi. Bunun i¢in ilk olarak sonraki ¢aligmalar kullanilacak promotor
pargalarinin optimum konstrasyonlarini belirlemek i¢in miktar optimizasyonu
yapildi. Bu nedenle hiicreler Bolim 2.2.8.4 ve Bolim 2.2.9.1°de belirtildigi sekilde
sayilarak 12 kuyulu plakalara yerlestirilmistir. Klonlanan 682 b¢ PSMD4 promoter
parcasi 0,5 pug, 1 ug ve 2 pg olacak sekilde hiicrelere Bolum 2.2.9.2°de ifade edildigi
gibi verildi. Sonuclar; Sekil 3.24’de gosterilmistir. Sekilde gortldigii gibi 682 bg her
konsantrasyonda oOlgtilebilir bir lusiferaz aktivitesi gostermistir. En  diisiik
konsantrasyon olan 0,5 pg promotor parcasi miktarinin yeterli oldugu tespit edildi ve

sonraki ¢aligmalarda bu konsantrasyonda promotor pargalar1 hiicrelere transfekte

edildi.
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Farkhh miktardaki (-617/+65) 682 h¢
PSMD4 promotor pargasinin 72s
aktivitesi

0,3

0,25

=
[

0,15

o
[y

Lusiferaz Aktivites

0,05

2ug lug 0,518

Sekil 3.24: 682 b¢ PSMD4 promotor par¢asiin miktar optimizasyonu.

34.1 1Insan PSMD4 Promotor Parcalarimin Bazal Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Transfeksiyon g¢aligmalari i¢in kullanilan PC-3 hiicre hatt1 Bolum 2.2.8.3’de
anlatildigi sekilde biyiitiilmistiir. Hiicreler istenilen olgunluga ulastiginda BolUm
2.2.9.1’de ifade edildigi sekilde hiicreler yayilmis ve 24 saat sonrasinda 0,5 pg
miktarinda 682 bg, 326 bg ve 150 b¢ PSMD4 promotoru lipofectamin ajan
yardimiyla BOlum 2.2.9.2°de anlatildig1 sekilde gegici transfeksiyon yapilmistir. 24,
48 ve 72 saat sonra alinan medyumlardan lusiferaz ve SEAP 6lglimi Bolim 2.2.9.3
ve BOlim 2.2.94’de ifade edilen sekilde yapilmistir. Sonuglar excelde
degerlendirilerek Sekil 3.25°de gosterilmistir. Grafikte de goriildiiglii gibi biitiin
promotor parcalar1 72 saatte zamana bagl olarak lusiferaz aktivitelerini arttirmistir.
En biiyiik promotor pargasi olan 682 bg (-617/+65) en diisiik promotor aktivitesine
sahiptir. 326 bg¢ (-261/+65) ve 150 bg¢ (-85/+65) promotor pargalarinin lusiferaz
aktiviteleri oldukca yliksektir. En biiylik promotor parcasinda bir silencer olabilecegi
ve bu bolge ¢ikarildiktan sonra promotor parcalarinin daha yiiksek aktivite gosterdigi

diistiniilmektedir.
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Tim PSMD4 Promotor Pargalarinin
Bazal Aktiviteleri
255:
, T
= B
ﬁ I
£15 -
ﬁ W438s
g i 72s
;
0,5 - os
, 1l
682 h¢ 326 be 150 be

Sekil 3.25:Tiim PSMD4 promotor parcalarinin bazal aktiviteleri.

3.4.2 Hipoksik Kosullarda insan PSMD4 Promotor Parcalarmin
Transkripsiyonel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismamizda insan PSMD4 geninin transkripsiyonel ve translasyonel
dizeyde regiilasyonu arastirilmak amaglanmistir. Normal kosullara ek olarak
hipoksik ortamda da PSMD4 geninin regiilasyonu hakkinda bilgi bulunmamaktadir.
2006 yilinda Levitzki ve ekip arkadaslarinin yaptigi calismada HIF-1a transkripsiyon
faktOriiniin baglandig gosterilmistir [74]. Ancak hipoksik ortamdaki PSMD4 geninin
regililasyonu hakkinda bir ¢alisma bu grup tarafindan yapilmamistir. Klonladigimiz
insan PSMD4 genine ait promotor pargalarinin aktivitesi hem normal hem de CoCl.

ile indiiklenen hipoksik kosullarda degerlendirilmistir.

Transfeksiyon g¢aligmalari i¢in kullanilan PC-3 hiicre hatti1 Bolum 2.2.8.3’de
anlatildigi sekilde biyitiilmistiir. Hiicreler istenilen olgunluga ulastiginda Bolim
2.2.9.1°de ifade edildigi sekilde hiicreler yayilmis ve 24 saat sonrasinda 0,5 pg
miktarinda 682 bg, 326 bg ve 150 b¢ PSMD4 promotoru lipofectamin ajan
yardimiyla BOlim 2.2.9.2°de anlatildigi sekilde gecici transfeksiyon yapilmistir.
Transfeksiyon isleminden 4 saat sonra hipoksik ortam olusturulmak istenilen

kuyulara son konstrasyon 150 uM CoCl; uygulanmustir.
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24, 48 ve 72 saat sonra alinan medyumlardan lusiferaz ve SEAP Ol¢cumi
Bolim 2.2.9.3 ve Bolum 2.2.9.4°de ifade edilen sekilde yapilmistir. Sonuglar excelde
degerlendirilerek Sekil 3.27°da gosterilmistir.

Sekil 3.25’de PSMD4 promotor pargalarinin olasi HRE baglanma bdlgeleri
gosterilmistir.  MATSINSPECTOR  transkripsiyon faktér analiz programinda
inceleme yapilmistir. En biiyilk PSMD4 promotor parcast 682 bg (-617/+65)’da 4
adet HRE bolgesi bulunmaktadir. 326 bg (-261/+65) PSMD4 promotor konstragi ve
150 b¢ (-85/+65) PSMD4 promotor konstragmin bir adet HRE bolgesi

bulunmaktadir.

Promotor pargalarini yukarida belirtilen sekilde Lipofectamin 2000 Reagent
kullanilarak transfeksiyon edildi. Birer kuyuya CoClz kullanilarak kimyasal
hipoksiya olusturuldu. 24,48 ve 72 saat sonar alinan transfeksiyon medyumlarindan
lusiferaz ve SEAP 0l¢iimii yapildi. Sonuglar excelde degerlendirildi. Degerlendirme
sonucu tiim promotor parcalarinin hipoksik ortamdan etkilendigi goriilmiistiir. Ancak
150 bg (-85/+65) PSMD4 promotor par¢asi en fazla hipoksik ortamdan
etkilenmektedir.

617 | Y Yk W |TAaTA +65

-617

AN

>+65

-261 < >+65

-85 < >4+65

X =HRE

Sekil 3.26:PSMD4 promotor parcalarimin HRE baglanma boélgeleri.
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Lusiferaz Aktivitesi

70 -

60 -

50 -

40 -

Tum PSMD4 Promotor Pargalarinin
Normoksik ve Hipoksik Aktiviteleri

682 be 326 be 150 be

mNormoksiya

Hipoksiya

Sekil 3.27:Tiim PSMD4 promotor parcalarinin hipoksik kosularda aktivitesi.

3.5

351

PSMD4 Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

PSMD4 Genine Spesifik Klonlama Primerlerin Tasarim

Calismamiza baglamadan 6nce NCBI data banktan PSMD4 genine ait

NM_002810.2 kodlu mRNA dizisinde tim boélgeyi iceren ileri ve geri primerler

dizayn edilmistir.Bu primerlerin Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve % G-

C miktarinin yiiksek olmamasi amaglanmistir. Primerlerin databank ile benzerligi

NCBI Blast yapilarak kontrol edilmistir.

Tablo 3.6: PSMD4 genine ait klonlama primerleri.

Primer dizisi % G-C | Tm
Sicakligt
Ileri Primer | ’>CACCATGGTGTTGGAAAGCACTATGGT3’ |48.1 78°C
Geri Primer | 5>CTTCTTGTCTTCCTCCTTCTTGTCCTTC-3* | 46.4 82°C
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3.5.2

PSMD4 Geninin Klonlanmasi

Tiim hiicre hatlarinda PSMD4 mRNA ekspresyonuna baktigimizda PC-3 ve

HUVEC hiicre hatlarinda genimizin ekspresyonunu en yiiksek oldugu bulunmustur.
Bu sebepten PC-3 ve HUVEC hiicreleri, Bolim 2.2.7.4’de anlatildig1 gibi biyiitalda.
Hicre pelletlerinden Bolim 2.2.10.2 ve B6lim 2.2.10.5. ‘de ifade edildigi gibi RNA

izolasyonu yapild1 ardindan cDNA sentezlendi.

PC-3 ve HUVEC cDNA’lar1 kullanilarak PSMD4 geni klonlama primerleri

ile PZR yapildi.
Tablo 3.7: Klonlama PZR Bilesenleri.
Ornek Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
DNA 10 pL 1uL -
MgCl, 4 uL 4 uL 4 uL
Tag Buffer SuL SpuL SuL
(KCly)
dNTP 1puL 1puL 1puL
Primer-ileri 1uL 1uL 1uL
Primer-Geri 1puL 1L 1puL
dHz0 27 uL 36 pL 37 uL
Taqg Polimeraz 1puL 1puL 1uL
Tablo 3.8: PZR Ddngusu.
Segment Dongii Sayisi Sicaklik Slre
1 1 94°C 5 dakika
94°C 45 saniye
2 35 56°C 30 saniye
72°C 45 saniye
3 1 72°C 10 dakika

Belirtilen kosullarda kurulan PZR iiriinleri % 0,8’lik hazirlanan agaroz jele

yiiklenmistir. Sonuclar UV goriintiillemede incelenerek Sekil 3.28°de gosterildigi gibi

fotograflanmistir.
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Sekil 3.28:PSMD4 klonlama PZR gdruntisu.

(M: SM0311-1 kb Marker, 1-8 numarali : PZR iriinleri, (+): Pozitif kontrol, (-):
Negatif kontrol).

Bolim 2.2.2.5 ‘de belirtilen sekilde PZR friinleri jelden geri kazanildi.
pcDNA 3.3 TOPO gateway ekspresyon vektoriiyle geri kazanilan tiriinler vektoriin
kitinde belirtilen geri kazanilan tiriinden 4 pL, tuz solusyonundan 1 puL ve vektorden
1pL konularak oda sicakliginda 5 dakika ligasyona birakilmistir. Ligasyon Urtind
kompetan hicrelere Bolum 2.2.3’de ifade edildigi sekilde transforme edilmistir.
Kolonilerden segim yapilarak sivi besiyeri LB-Broth’a ekildi. Bolim 2.2.4.1°da
belirtilen sekilde kiglk 6lcekli plazmit izolasyonu yapilmistir.

Plazmit izolasyonu (rlnler; Xbal ve BamH1 enzimleri ile Kkesilerek
klonlamanin basarili ve klonlanan gen {iriinii vektore dogru yonde mi yerlestigi
kontrol edildi Bolum 2.2.5.”de ifade ediligi sekilde kontrol kesim yapilmistir. Xbal
enzimi vektorii 724bg’lik bolgeden kesiyor ancak PSMD4 genini kesmiyordur.
BamHI1 enzimi ise genin 1037 bg’lik bolgesinden kesmektedir. BamH1 enzimi
vektori kesmiyor. Bu kesim sonrasi 1057 bg¢ ve 2500 b¢ parcalarin ¢ikmasi

beklenmekteydi. Kesim Urlnleri agaroz jele yiklenerek sonugclar gorintilendi.
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Sekil 3.29:PSMD4 kontrol kesim yapilan koloni.

(M: SM0311, 1kb Marker, 1: PSMD4 klonlama koloni).

Kontrol kesim ile rekombinant olduguna emin oldugumuz bu koloni
REFGEN-TEKNOKENT’e dizilimeye gonderilmistir. Dizilime sonrasinda elde

edilen niikleotitler NCBI Blast yapilarak analiz tamamlanmaistir.
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PMD4 1

HTBI 222

pIMD4 €0

HCBI 293

TECECATCATTGCCITITFIGEEAAGCOCAGT GEAGEACARTGAGAAGEAT CIGET GAR AT

trrrrrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrnrrrerrrerrrnrrrerrrrrrrnrrrnrn
T AT A TT GO I T T I ARG O AT G CEACA A TEACAAGEAT CIGET GAR AT

TR AR T A A A A A A R AT AR ATGI TCACATTAT CAATTTT EGEAACGARE

trrrrrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrnrrrerrrerrrnrrrerrrrrrrnrrrnrn
TEECTARR GO AR CGARGEAGARACTARATGITCGACATTATCAATTTITREEEAACGARE

PIMD4 115 AGETGARCRCAGAR A CCTEACAGCCITICTARA CACCTTEAATGECARACATEEARCDE

RCEI 353

trrrerrrerrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrrrnrnnnnn
AGCTCAACACAGAR R AT CACAGCCT TI G AR CACCTTCAATGECARACATGGARACDE

PIMD4 17% GITCICATCIGEIGACRAGTECCTCCTEEECOCAGITITGECIGATGCICICATCAGTIICTIC

HNTBI 412

trrrerrrerererrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrerrennrrrrrrnnnn
GIT I AT I G A CAGT GO T OO GO AT ITGECIFATGCI CICATCAGTICIC

POMD4 235 CRAITITGECIGEIGAAGEIGEIGCCATGCIGEFICITGEIGOCAGTGACTIITGAATTITIC

HCBI 473

trrrerrrerererrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrerrennrrrrrrnnnn
CEATITIGECIGEI GRAAGEIGETGOCATGCIGEFICITGEFIFOCAGTGACITIGAATTIG

PIMD4 255 GAGTAGAT O CACT AT T GAGC TR CIT RO CITOFIGTAT CTATGEAACGART

RCEI 533

trrrerrrerrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrrrnrnnnnn
GAGTAGAT OO CAGT G GAT CCIGAGCI GO TI GECCCITOGIGIATCTATGRAAGAGT

PIMD4E 35% RAGCEECRECEECAGEAGERGEAGEICOEEOGEEAGCTECAGCTITICIGITEIIGAGEDDE

HTBI 5592

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
A R O AR R A AR RO OO AT ECAGTIT I T BT EAGEDDE

POMD4E 415 GRATTGCIACTACTGEEACTGARGACTCAGACER TGOCCTECIGAAGATGANCATCAGCC

HCBI €33

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrerrrrrrrnrrrrrrrrerenrrrnrn
GEATTECTACTACT GEEACT GAAGRCT CAGACER T OO CTECIGAAGAT GACCAT CAGDC

PIMD4 475 AGCARGRCTTTGECCECACTEEECITOCICAC T AAGCACTATGACTCAGEARCACGCACR

RCBI 713

trrrerrrerererrrerrrnrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrerrennrrrrrrnnnn
AGCARGACTTTGECOGCACIGEECITCCIGACCT ARGCAGT AT GACT GAGGARGAGCAGA

PMD4 53% TTGCITATGCCATGCAGATGICCCIGCAGEEACGCAGAGTTTGECCAGECEEARATCAGCAG

NCBI 772

trrrnrrrerrrerrrerrrerrrrrrrnrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnenrrrnrn
TG ITAT GO AT R AGAT T OO T RO AGECACCACGACTITRRCCAGECEEARTCACGCRE

Sekil 3.30:Klonlanan PSMD4 geni ve NCBI dizi blast sonucu.
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4. SONUC VE ONERILER

Yasam Omriinii tamamlayan protein yikilmasi gerekmektedir. Yikilmayan
protein hiicrede birgok hasara sebep olmaktadir. Okaryotik hiicrelerde bu proteinlerin

yikimiyla gorevli yolaklarda lizozom ve proteazom yer almaktadir [1].

Prokaryot ve Okaryot hiicrelerde proteazom bulunmaktadir ve protein
yikiminda asil gorevli molekiildiir. Proteazom c¢ok alt {initeli enzim kompleksidir.
Hicre dongusunin ilerlemesinde ve apoptosis proteinlerinin diizenlenmesinde
merkezi bir rol oynar. Bu nedenle kanser tedavisi icin dnemli bir hedef haline

gelmistir [2].

Birgok proteazom c¢esitleri bulunmaktadir. En 6zel olarak memelilerde
bulunan sitozolik 26S proteazom’dur. Yaklasik 2000 kDa’dur. 26S proteazom
merkezi 20S kor partikul ve iki adet 19S dizenleyici alt Unite icermektedir [10].
Yikilacak proteinlerin yikilmayacaklardan ayirt edilmesi gerekmektedir. Bu problemi
¢ozmek amaciyla ubikitinler yikilacak proteinlere baglanarak isaretlenir. 26S
proteazomun 198 regiilator basligi ubikitin isaretli proteinleri tantyarak katlarini acar

ve onlar1 yikim igin proteazoma gonderir [1].

Proteazomal degradasyonda bir diger unsur proteinlerin igerdigi aminoasit
dizileridir. Baz1 aminoasit dizileri proteinleri degredasyona daha acik hale getirir ve
proteinin yar1 dmriinii belirler. Bunlardan ilki ‘PEST’ dizileridir. PEST dizi Prolin,
Glutamik asit, Serin ve Theronin bakimindan zengin bir peptit zinciridir. Bu dizi
hiicre icinde kisa yar1 dmriine sahip proteinler ile iliskilidir. PEST dizilerinde ki
amino asitler genelde pozitif yiiklidiir. PEST dizilerinin protein yikimi igin bir sinyal
peptit oldugu diisiiniilmektedir [107-108]. Protein yikimindaki bir diger unsur 1986
yilinda Alexander Varshavsky ve arkadaglari tarafinda kesfedilen ‘N end rule’
kuralidir. Bu kural ubikitinlenme ile iligkilidir. Kural bir proteinin N-terminal amino
ucundan tamamen yikimina kadar gecen siire bu proteinin yar1 dmriinii ifade eder.
Ancak oOkaryot ve prokaryot organizmalarda amino asitlerin yikim siiresi
degismektedir. N-terminal’de bulunan amino asit modifikasyonu ve degiskenlikler

bu farkliliga neden olabilmektedir. Ancak proteinlerin, yarilanma Omrii tahmini
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olarak bu kuraldan ¢ikarilabilir [109]. S.cerevisiae’de N-terminalde ki amino asitlerin
bozulma yar1 6mrii Metiyonin, Glisin, Alanin, Serin, Treonin, Valin, Prolin igin 20
saat; Izoldsin, Gliitamik asit i¢in 30 dakika; Tirozin, Gliitamin igin 10 dakika; Losin,
Fenilalanin, Aspartik Asit, Lizin icin 3 dakika; Arjinin icin 2 dakikadir. Memeli
sistemlerinde N-terminalde ki amino asitlerin bozulma yar1 6mrii Valin i¢in 100 saat;
Metionin, Glisin igin 30 saat; Prolin igin 20 saat; Izol6sin igin 20 saat; Treonin igin
7.2 saat; Losin icin 5.5 saat; Alanin icin 4.4 saat; Histidin icin 3.5 saat; Triptofan
icin 2.8 saat; Tirozin icin 2.8 saat; Serin icin 1.9 saat; Asparajin i¢in 1.4 saat; Lizin
icin 1.3 saat; Sistein igin 1.2 saat; Aspartik asit 1.1 saat; Fenilalanin icin 1.1 saat;
Glutamik asit igin 1.0 saat; Arjinin i¢in 1.0 saat; Glutamin igin 0.8 saat’dir [109].

Calismamizin konusu olan PSMD4 (26S proteazom non-ATPase subunit S5a)
genidir. PSMD4 geni insan genomunda kromozom 1’in q kolunun 21.3 bdlgesinde
yer almaktadir. Bu gen 26S proteazomun alt tnitesi olan 19S diizenleyici partikilde
bulunan proteini kodlamaktadir. Poliubikitinlenen proteinlerin  yikimindan

sorumludur [64].

PSMD4 geninin kodladig1 3 protein bulunmaktadir. Bu proteinler S5a, ASF
ve Angiosidin’dir. Data analizi yapildiginda S5a ve ASF proteinlerinin amino asit
dizilimleri aymidir. Ancak angiosidin proteini bu iki proteinden karboksil ucunda
bulunan fazla 3 amino asit ile farklilik gostermektedir. Amino asit dizilimdeki bu
farklilik genel yapisinda degisiklige sebep olmamaktadir. Ancak S5a ve ASF
proteinlerinin amino asit dizilimleri tamamen ayni iken islevleri birbirinden oldukc¢a
farklidir. Angiosidin ve S5a arasindaki farkliliga ragmen genel islevleri konusunda

benzerliklere rastlanmigtir [65].

Bu proteinlerde ASF; memelilerde plazma ve diger akici dokulardan
salgilanan bir proteindir. Kanmitlanmig salgi kesici ve anti-enflamatuar aktivitesi
bulunmaktadir [76].

S5a proteini ise; 26s proteazom enzim kompleksinin internal polilbikitin
tanima alt birimidir. Proteazom enzim kompleksini baglar. Hedef proteinlerin yikimi

icin sinyal yollar. Politibikitinlenmis proteinlerin yikimindan sorumludur [66].
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Angiosidin proteini hiicreler arast matrikste salgilanmaktadir. Angiosidin
TSP-1 proteinin tipl domaininde bulunan CSVTCG domainine baglanarak bu

proteinin anti-anjiogenik yetenegi kazandirdigi kanitlanmistir [78]

Literatirde bu 3 proteinin kanserle iliskisine bakildiginda yapilan
calismalardan S5a ve Angiosidin proteinlerin kanserde onemli islevlerinin oldugu
gorilmiistiir. Ancak iki proteinin hiicrede ki ¢alisma mekanizmasi heniiz tam olarak

acgiklanamamustir.

Yapilan calismalarda; S5a ve Angiosidin proteinlerin birbirine benzer
gorevlerinin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle Angiosidin ve S5a’nin benzer amino asit
dizilimi, Angiosidin’in S5a’ya benzer poliubikitinlesme siiresindeki islevi sebebiyle

arastiricilar1 S5a ve kanser arasindaki iliskiyi arastirmaya yonlendirmistir [67].

S5a ve Angiosidin’in kanserler ile 6nemli iliskileri bizi PSMD4 geni
incelemeye yonlendirmistir. Literatiir ¢alismalarimiz sirasinda PSMD4 geninin
normal ve hipoksik kosullardaki regiilasyonu hakkinda smirli sayida c¢aligma
bulunmaktadir. Bulunan tek c¢alismada 2007 yilinda Lewitzski ve arkadaslar;
PSMD4 geninin promotor boélgesinde hipoksi response element (HRE) domainin
bulundugu biyoinformatik olarak gosterilmistir. Ancak ayrintili bir deneysel
yaklasim sunulmamistir.  Hipoksik kosullar kanser hiicreleri acisindan oldukca
o6nemli bir durumdur. Hipoksik kosullarda bir¢cok geninin isleyisi degismektedir. Bu
sebepten dolayt PSMD4 geninin hipoksik kosullardaki regiilasyonunu arastirmak

kayde deger veriler sunacaktir.

Bu kapsamda ¢aligmalarimizda ilk olarak PSMD4 geninin farkli hiicre
hatlarindaki ekspresyon profilini ortaya ¢ikardik. Literatirde akut myeloma l6semi,
karaciger kanseri, meme kanseri, serviks kanseri ve epitelyum hiicrelerinde PSMD4
ekspresyon seviyesi incelenmistir. Tez kapsaminda; Hep-3B (karaciger karsinomu),
DU-145 ve PC-3 (insan prostat karsinom hiicreleri), MCF7 (meme karsinom
hiicreleri), Mg63 ve Saos-2 (Insan kemik karsinom), HT-29 (insan kolon karsinom),
PANC (Insan pankreas karsinom), HUVEC (insan umbilikal epitelyum hiicresi),
HeLa (serviks kanseri)’inde PSMD4 ekspresyon profili incelenmistir. Incelenen tiim
hiicre hatlarinda PSMD4 ifade olmaktadir. Ekspresyon profili analizi sonucu PSMD4
geninin PC-3 hiicre hattinda daha ¢ok ekspresyon gosterdigini ancak DU-145 hiicre
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hattinda ise ekspresyonun oldukca diisiik oldugu gozlenmistir. PC-3 ve DU-145
hiicre hatlar1 androjen bagimsiz prostat karsinomudur. Ancak PC-3 hiicre hattt DU-
145’¢ kiyasla oldukga agresif ve yayilgandir. Bir diger ylksek ekspresyon seviyesi
normal bir hiicre hatt1 olan HUVEC hiicrelerinde gozlenmistir. PC-3 kanser hicre
hattidir ancak HUVEC saglikli hiicredir.

Hipoksi; Oz oranmin azalmasidir. Hipoksiyaya cevap olarak hiicreler bu
duruma adapte olabilmek icin anjiyogenez, eritrosit tiretimi, hiicre hayatta kalmasi ve
metobolizmay1 kapsayan genlerin transkripsiyon seviyelerini degistirirler. Bu
kosullarda HIF-1 ve HIF-2 genleri aktive olur [92]. Hipoksik ortam O oranini
azalmasiyla ve CoCl; kullanilarak  kimyasal yollarla  hipoksik  ortam

olusturulabilmektedir.

Hipoksiyanin ¢alisma prensibi; Prolin hidroksilazlar oksijenin yeterli oldugu
durumlarda HIF-1a’ya baglanarak aktivitesini durdurur. Goérevini yapamayan HIF
proteini proteazomlarda yikilir [84]. Ancak O yetersizliginin oldugu durumlarda
prolin hidroksilazlar HIF-1a’ya baglanamaz. CoClz’de kimyasal yolla O yetersiz bir
ortam saglar. Prolin hidroksilazlar HIF-1a’ya baglanmaz ve protein aktif hale gecer.
Oksijen vyetersizligi seviyesine ulasarak, hipoksi ile regile olan genlerin

transkripsiyonlarini etkiler [95-96].

PSMD4 geninin hipoksik ortamda regiilasyonu hakkinda tek bilgi Dimitrov
ve ekibinin yaptigi ¢alismada bulunmaktadir. Bu ¢alismada PSMD4 promotorun
incelenen bolgesinde hipoksi response element (HRE) domainin bulundugu
biyoinformatik olarak gosterilmistir. Calismamiz  kapsaminda ilk olarak
biyoinformatik olarak HRE boélgeleri analiz edilmistir. En biiyiik promotor pargasi (-
617/+65) bp’de 4 adet HRE bolgesi bulunmaktadir. (-216/+65) bp’lik promotor
parcast ve (-85/+65) bp en kiiciik promotor parcasi 1 adet HRE bolgesi
bulundurmaktadir. Ayrintili olarak tiim biyoinformatik sonuglara EK-B kisminda

incelenebilir.

Calismamizda PC-3 ve HUVEC hiicre hatlarinda PSMD4 geninin ekspresyon
seviyesi yliksek olarak tespit edildigi icin bu hiicre hatlart model olarak seg¢ilmistir.
Geninin hipoksik kosullardaki durumunu inceleyebilmek i¢in hiicrelere CoCl2

kullanilarak kimyasal hipoksiya olusturulmustur. Hipoksik kosullarin PC-3 ve
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HUVEC proliferasyonuna etkisini arastirabilmek i¢in ilk olarak hiicrelere MTT testi
uygulanmistir. PC-3 hiicre hattinda 24 saat’de normoksik ortamda proliferasyonun
diger saatlere gore ylUksek oldugu goriilmiistir. Hipoksik ortamdaki hiicre
proliferasyonu ise 24 saat’de diger saatlere ve ayni saatteki normoksik kosullara gore
yuksektir. Erken saat dilimlerinde PC-3 hiicre hattinda hipoksik kosullarin hiicre
proliferasyonun etkisi gézlenmemistir. HUVEC hiicre hattinin MTT testi sonrasinda
hiicre proliferasyonun hipoksik ortamdan etkilendigi gozlenmistir. Normoksik ve
hipoksik kosullarda erken saatlerde hipoksik kosullarin hiicre proliferasyonu azaltici
yonde etki gosterdigi gozlenmistir. 24, 48 ve 72 gibi geg saat dilimlerinde ise azaltic

etkinin arttig1 goriilmiistiir.

PC-3 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geninin mRNA ve protein duzeyinde
hipoksik ve normoksik ortamdaki durumu incelenmistir. Her iki hiicre hattinda da
oncelikli olarak hipoksik ortamin olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla
HIF1a hipoksik ortamin belirteci olan ve hipoksik ortamda regiilasyonu artan genin
ekspresyonuna bakilmigtir. Hipoksik ortamdaki ekspresyonun normoksik ortama
gore artigr gozlenmistir. Hiicrelerde erken saatlerde hipoksik ortamin daha giicli
olugsmakta oldugu goriilmiistiir. PC-3 hiicre hattindaki hipoksik ve normoksik
ortamda PSMD4 geninin mRNA ve protein ekspresyonunu inceledigimizde; erken
saatlerde protein ekspresyonun artigr goézlenmistir. PC-3 hiicre hattinda PSMD4
mRNA ekspresyonunda ki artisin; erken saatlerde oldugu goriilmiistir. HUVEC
hiicre hattindaki hipoksik ve normoksik ortamda PSMD4 geninin mRNA ve protein
ekspresyonunu inceledigimizde ise; mRNA ekspresyonun normoksik ortamda
hipoksik ortama gore daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bu artis erken saatlerde daha
yiiksektir. Ilerleyen saatlerde hiicre proliferasyonuna bagli hipoksik seviyede azalma
olabilecegi dikkat cekicidir. Protein ekspresyonu ise hipoksik ortamda 24 saatte
yuksektir.

PSMD4 promotoru hakkinda tek ¢alisma 2007 yilinda Lewitzki ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Ancak bu ¢aligmada promotor klonlanmis
ve bazi transkripsiyon faktorleri ile bu bolge arasindaki iligki incelenmistir. Bizde tez
kapsaminda PSMD4 promotoru biyoinformatik inceleyerek (-617/+65), (-261/+65)
,(-85/+65) promotor pargalarini olusturduk. Bu pargalart PZR kosullarinda ¢ogaltarak
ilk olarak pGEMT-Easy vektoriine klonlanmistir. Ardindan pMET-Luc lusiferaz
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haberci vektore alt klonlama yapilmistir. Klonlama sonrasinda PC-3 hiicrelerine
PSMD4 promotor parcalari gecici transfekte edilmistir. Transfeksiyon sonrasi
lusiferaz—seap ol¢iimleri yapilarak analiz edildi. Ik kez tarafimizca PSMD4
promotor pargalari olusturulmus ve bu parcalarin bazal ve hipoksik ortamdaki
aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Olgiim sonrasinda 150 b¢’lik (-85/+65) en kiiclik PSMD4
promotor pargasi en aktif bolge oldugu goriilmiistiir. Bu pargalarin hipoksik ortamda
aktiviteleri incelendiginde ise; en kii¢iik PSMD4 promotor pargasi 150 bg (-85/+65)

‘nin en aktif oldugu belirlenmistir.

Sekil 3-25°de PSMD4 promotor pargalarinin HRE domaini biyoinformatik
olarak gosterilmistir. Yaptigimiz c¢alismalarda ise PSMD4 parcalarinin bazal ve
hipoksik ortamda en aktif parcasi 150 bg¢’lik bolgesi oldugu gosterilmistir. Bu
bolgeye baglanan HIF-la kanitlamak amaciyla EMSA primerleri tasarlanmistir.
Daha sonraki caligmalarimizda bu bolgeyi EMSA calismalar1 ile kanitlamay1

amaclamaktayiz.

Tez kapsaminda yaptigimiz bir diger calisma ise; PSMD4 geninin
klonlanmasidir. Bu amagla PSMD4 geni PZR sartlarinda c¢ogaltilmis Okaryot
hiicrelerde ekspresyon vektorii olarak kullanilan pcDNA 3.3 T.A Gateway topo
vektoriine klonlanmistir. Bir sonraki calismalarimizda planlarimiz arasinda olan

kalic1 transfeksiyon amaciyla bu klon kullanilacaktir.
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6. EKLER

EK A Kullanilan Biiyiikliik Belirtegleri

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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EK B PSMD4 Promotor Bilgileri
-617/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesini Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Afllll, Agel, Ajul, Alfl, Alol, AlwNI, Apal, Apall, Arsl, Ascl,
Asull, Avall, Avrll, Bael, BamHI, Barl, Bccl, Begl, BciVl, Bcll, Bdal, Bfil, Bgll, Bglll, BsaAl, BsaBl,
BsePl, BseSl, Bsml, Bsp14071, BspHI, BspMlI, Bsrl, BsrBI, BstEll, BtgZl, Btrl, Cfr10l, Clal, CspCl,
Drall, Dralll, Drdl, Eam1105I, Eco47IIl, Eco571, EcoNI, EcoP15I, EcoRl, EcoRV, Fall, Fokl, Fsel,
FspAl, Haell, HaelV, Hindll, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mlul, Mmel, Msll, Nael, Narl, Ncol,
Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, Pasl, PflMI, PmacCl, Pmel, Ppil, PpuMI, PshAl, Psil, Pl-
Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, Pvul, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDlI, Scal, PI-Scel, Sdul, SexAl, SfaNlI, Sfil,
Sgfl, SgrAl, SgrDl, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Taqll, Tatl, Tsol, Tsp45l,
TspDTI, Tstl, Vspl, Xbal, Xcml, Xhol, Xmnl

-617/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesi

TAGAAAGTCATTAGCGATCCCGACACTTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACGGAGTCTCACTCTGTCCCCC
AGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAATCTCTGCCTCCCGGGTTCAAGTAATTCTC
CTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCGGGGATTACAGGCGTGCGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTTGTAT
TTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGCTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCGTGATCCGC
CCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGCTAACAGGCGTGAGCCACCGCGCTCGGCCGATCCCGACAC
TTTTTTAAAATGCCGAAGCCGGAATCGACACAGCACTTTCAAAGGTTCCTCCATAGCTCCCCTGAGA
TCCGGCCAGCGGGAAACCCCAACTGAGAACTGCAATGGCAGGGAAAGTGGAGGCTAGATCCTGTT
TTTTGTGTTACCGCGATTCCCTTCAACTACCCTCAAGACGCCTACAAATTTGTTTGGCGGCACCTACA
ACTCCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTCTGTGATTG
GTGAAGAGCGACGGGCCAATTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGACCCGGTCGGGAGG
GAGGAAGGTGGCAAGATG

-261/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesini Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Afllll, Agel, Ajul, Alfl, Alol, AlwNI, Apal, Apall, Arsl, Ascl,
Asull, Aval, Avall, Avrll, Bael, BamH]I, Barl, BbvCl, Bccl, Bcgl, BciVl, Bcll, Bdal, Bfil, Bgll, Bglll,
Bpll, Bpul0l, BsaAl, BsaBl, BsePl, BseSl, BseYl, Bsgl, Bsml, Bsp14071, BspHI, BspMI, Bsrl,
BsrBI, BstEll, BstXI, BtgZl, Btrl, Btsl, Cfr10l, Clal, CspCl, Drall, Dralll, Drdl, Eam1105I, Eco47Ill,
Eco571, Eco57MI, EcoNI, EcoP15I, EcoRl, EcoRll, EcoRV, Esp3l, Fall, Fokl, Fsel, FspAl, Gsul,
Haell, HaelV, Hindll, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBl, Mlul, Mmel, Msll, Nael, Narl, Ncol, Ndel,
Nhel, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, Pasl, PfIMI, Plel, PmaCl, Pmel, Ppil, PpuMI, PshAl, Psil, PI-
Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, Pvul, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDl, Scal, PI-Scel, Sdul, SexAl, SfaNl, Sfil,
Sgfl, SgrAl, SgrDl, Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse8387I, Sspl, Stul, Styl, Swal, Taqgll, Tatl,
Tsol, Tsp45l, TspDTI, TspRl, Tstl, Vspl, Xbal, Xcml, Xhol, Xmnl

-261/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesi

GGAATCGACACAGCACTTTCAAAGGTTCCTCCATAGCTCCCCTGAGATCCGGCCAGCGGGAAACCC
CAACTGAGAACTGCAATGGCAGGGAAAGTGGAGGCTAGATCCTGTTTTTTGTGTTACCGCGATTCC
CTTCAACTACCCTCAAGACGCCTACAAATTTGTTTGGCGGCACCTACAACTCCCAGAACGCAACGTG
GGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTCTGTGATTGGTGAAGAGCGACGGGCCAA
TTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGACCCGGTCGGGAGGGAGGAAGGTGGCAAGATG
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-85/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesini Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Aflll, Afllll, Agel, Agsl, Ajul, Alfl, Alol, AlwNI, Apal, Apall,
Apol, Arsl, Ascl, Asull, Aval, Avall, Avrll, Bael, BamHI, Barl, BbvCl, Bccl, Begl, BciVl, Bcll, Bdal,
Bfil, Bgll, Bglll, Bpll, Bpul0l, BsaAl, BsaBl, BseMll, BsePI, BseSl, BseYl, Bsgl, Bsml, Bsp1407I,
BspHI, BspMl, Bsrl, BsrBI, BsrDI, BstEll, BstXI, BtgZl, Btrl, Btsl, Cfr10l, Clal, CspCl, Drall, Dralll,
Drdl, Eam1105I, Eco47Ill, Eco571, Eco57MI, EcoNI, EcoP15I, EcoRlI, EcoRll, EcoRV, Esp3|, Fall,
Faul, Fokl, Fsel, FspAl, Gsul, Haell, HaelV, Hgal, Hindll, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mlul,
Mmel, Msll, Nael, Narl, Ncol, Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, Pasl, PfIMI, Plel, PmacCl,
Pmel, Ppil, PpuMI, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, Pvul, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDlI,
Scal, PI-Scel, Sdul, SexAl, SfaNlI, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, Smll, SnaBI, Spel, Sphl, Srfl,
Sse83871, Sspl, Stul, Styl, Swal, Taqll, Tatl, Taul, Tfil, Tsol, Tsp45I, TspDTI, TspRI, Tstl, Vspl,
Xbal, Xcml, Xhol, Xholl, Xmnl

-85/+65 insan PSMD4 Promotor Bolgesi

TACAACTCCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTCTGTG
ATTGGTGAAGAGCGACGGGCCAATTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGACCCGGTCGGG
AGGGAGGAAGGTGGCAAGATG
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Tiim insan PSMD4 Promotor Pargalarinda Transkripsiyon Faktérlerin Baglanma Motifleri

( a.. 53) tagamagtcattagcgatcoccgacacttttttttticttttittgagacggagtctcact
23 a2 ==== ==
26 35 sssssHbues
43 52
E5 &S ====
( 6@.. 119)
56 B85
64 73
94  1a@3
la4 113
les 119
112 121
( 12@.. 173) gettcaagtaattctocctgoctcagocticccgagtagcggggattacaggogtigogocac
112 121 h=
128 138 =NF-kappaB
132 141 L L] Ll
132 141 ====Myolb==
134 145 =====AP-1===
136 145 =c-Jun==
136 145 =C/EBPgam=
138 147 =AP-2alph=
146 149 ====Spla=s
177 189 ===
18, 239} catgocccggctaatititigtatttttagtagagacagggtticaccatgotggocaggc
177 189 ===Sple=ss
191 288 =====Hh===
195 284 ===HNF-3==
238 239 =AP - h=
[ 248 209) tgetctcgesctocctgecctogigatccgoccgocttggcctcccaaagigotgggctaa
251 268 ==RAR-beta
252 Zel =RXR-alpha
256 265 z===|/oF===
263 275
278 282
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332 341
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Ip@.. 41%) tcgacacagractticeaaggitcctccatagotcccctgagatccggccagcgggaaac
391 400
392 48l
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413 422 ====Rel
414 423 =NF-ka
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422
422
423
445 ====RERl==
443
as2
458

459 =rEpressos
a73 =====Hh===

TE

Bl

539) gegattocccttcaactaccctcaagacgoctacaaatttgtttggcggcacctacaactc

522 = =
523 === -l==
529 s==slF-1==

538 =rEpressos

S48, .

552
559
57e
574
592

599) ccagaacgcaacglgEEEEacEEaEECEEaagcagctgEccaagccgaggtctgtigatig

585
571
5739 m=asMyoDes

584 ====NFf-1===
681

i
LY

GEad. .

592
ele
618
637
857
658

619 ====NF-1l==
63e Eam=ssip]es=s

oy Oy
o
=l &

1]
|I I
L]

719) gagggaggaaggtegcaagaty

657
658
Bl

668 =m=Splesss
667 ==ETF===
678 ==== ==
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EK C PSMD4 Geni Bilgileri
PSMD4 mRNA Dizisi

1 aattggagga gttgttgtta ggcegteccg gagacceggt cgggagggag gaaggtggca
61 agatggtgtt ggaaagcact atggtgtgtg tggacaacag tgagtatatg cggaatggag
121 acttcttacc caccaggctg caggeccage aggatgetgt caacatagtt tgtcattcaa
181 agacccgcag caaccctgag aacaacgtgg gecttatcac actggctaat gactgtgaag
241 tgctgaccac actcacccca gacactggcec gtatcctgtc caagctacat actgtccaac
301 ccaagggcaa gatcaccttc tgecacgggea tecgegtgge ccatcetgget ctgaagceacc
361 gacaaggcaa gaatcacaag atgcgcatca ttgectttgt gggaagecca gtggaggaca
421 atgagaagga tctggtgaaa ctggctaaac gectcaagaa ggagaaagta aatgttgaca
481 ttatcaattt tggggaagag gaggtgaaca cagaaaagct gacagccttt gtaaacacgt
541 tgaatggcaa agatggaacc ggttctcatc tggtgacagt gectectggg cccagtttgg
601 ctgatgctct catcagttct ccgattttgg ctggtgaagg tggtgecatg ctgggtettg
661 gtgccagtga ctttgaattt ggagtagatc ccagtgetga tcctgagetg gecttggecc
721 ttcgtgtatc tatggaagag cagcggeage ggcaggagga ggaggeecgg cgggeagetg
781 cagcttctgc tgectgaggec gggattgeta cgactgggac tgaagactca gacgatgecc
841 tgctgaagat gaccatcagc cagcaagagt ttggecgeac tgggcttect gacctaagea
901 gtatgactga ggaagagcag attgcttatg ccatgcagat gtccctgeag ggagcagagt
961 ttggccaggce ggaatcagca gacattgatg ccagctcage tatggacaca tctgagcecag
1021 ccaaggagga ggatgattac gacgtgatgc aggaccccga gttccttcag agtgtcctag
1081 agaacctccc aggtgtggat cccaacaatg aagccattcg aaatgctatg ggcteectgg
1141 cctceccaggce caccaaggac ggcaagaagg acaagaagga ggaagacaag aagtgagact
1201 ggagggaaag ggtagctgag tctgettagg ggactgeatg ggaagecacgg aatatagggt
1261 tagatgtgtg ttatctgtaa ccattacagce ctaaataaag cttggcaact ttttttectt

1321 ttttgcttca aa
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PSMD4 Genini Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Aflll, Ajul, Alfl, Apall, Ascl, Avrll, Bael, Barl, Bcgl, Bcll, Bglll,
Bpll, BsePl, Bsml, Bsp14071, BspHI, BspMl, BstEll, BstXI, BtgZl, Btsl, Clal, CspCl, Dralll, Drdl,
Eam1105l, Eco31l, EcoRl, Esp3l, Fsel, Gsul, Haell, HaelV, Hgal, Hindlll, Kpnl, MauBI, Mfel,
Mlul, Narl, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nspl, Pacl, Pasl, Pfol, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pvul,
Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDlI, PI-Scel, SexAl, Sgfl, SgrAl, SgrDl, Spel, Sphl, Taqll, Tatl, TspGWI,
Tth111l, Vspl, Xbal, Xhol
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