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OZET

NONO/ P54NRB GENININ ENDOTEL HUCRELERINDE MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZi
KUBRA PASPAL EROGLU
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI )
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

Paraspecklelar olduk¢a yeni aydinlatilan memeli hiicre ¢ekirdeginin interkromatin
boslugunda bulunan riboniikleoproteinlerdir. Paraspeckles proteinler, non-POU domain
containing octamer binding (non-POU domain igeren oktomer baglanma proteini),
(NONO/p54nrb), paraspeckle protein 1 (PSPC1) ve splicing factor proline and glutamine
rich (PSF/SFPQ)’i igeren memeli DBHS (Drosophila melanogaster behavior, human
splicing) protein ailesi proteinleridir.Ayrica paraspeckle yapisinda kodlanmayan RNA,
NEATI!1 bulunmaktadir. NONO/p54nrb kanserlesme, gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
inflamasyon, splicing, DNA sentezi ve onarimi, mRNA’nin g¢ekirdekten sitoplazmaya
gecisinin kontrolii de dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik siireclerde gorev almaktadir. Bu tez
caligmasiyla ilk defa NONO/p54nrb geninin anjiyogenez ile iliskisi aydinlatilmistir.
NONO/pS4nrb geninin ve diger paraspeckle {iyelerinin anjiyogenezin en Onemli
regiilatorleri olan VEGF sitokini ve hipoksi ile iliskili oldugu ilk defa bu c¢alismada Real
Time PCR ve western blot deneyleriyle mRNA ve protein seviyesinde dogrulanmigtir. Hem
normal kosullarda hemde hipoksik kosullarda VEGF sitokini uygulanan deney gruplarinda
mRNA ve protein seviyesinde artis gézlemlenmistir. Bu veriler VEGF yolag: inhibisyon
deneyleri ile de desteklenmistir. Ayrica NONO/pS4nrb promotorunun da VEGF yolag ve
hipoksi ile iliskili oldugu liisiferaz reporter deneyleri ile dogrulanmistir. NONO/p54 nrb
geninin paraspecle genleri i¢in Onemli ve gerekli oldugu NONO/pS4nrb ifadesinin
baskilanmasindan ve asir1 ekspresyonundan diger paraspeckle genlerinin de etkilendigi ilk
defa bu tez c¢alismasinda overekspresyon ve knockdown deneyleri ile dogrulanmistir.
Overekspresyon ve knockdown deneyleri sonrasinda gergeklestirilen MTT, ¢izik testi ve
koloni formasyon deneyleri ile NONO/p54nrb geninin hiicre sagkalimi, poliferasyonu, gogii
gibi hiicresel siireclerde rol oynadigi dogrulanmistir. Tiim bu ¢aligmalar NONO/p54nrb
geninin anjiyogenezde onemli rolii oldugunu ve kanserlesme siirecinde gorev aldigim
gostermistir. Bu verilerin daha ileri kanser arastirmalarinda arastirmacilara 1sik tutacagi
ongoriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: NONO/p54nrb, Paraspeckles, VEGF, Hipoksi, HUVEC,
Overekspresyon, Knockdown
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NONO/ P54NRB GENE IN
ENDOTHELIAL CELLS

PH.D THESIS
KUBRA PASPAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, DECEMBER - 2021

Paraspeckles are ribonucleoproteins found in the interchromatin space of the mammalian
cell nucleus that has been recently enlightened. Paraspeckles proteins are mammalian DBHS
protein family proteins consisting of non-POU domain containing octamer binding
(NONO/p54nrb), paraspeckle protein 1 (PSPC1) and splicing factor proline and glutamine
rich (PSF/SFPQ) proteins. In addition, there is an uncoded RNA, NEATL, in the paraspeckle
structure. NONO/p54 nrb is involved in a variety of biological processes.With this thesis
study, the relationship of NONO / p54nrb gene with angiogenesis has been elucidated The
association of NONO / p54 nrb gene and other paraspeckle members with VEGF cytokine
and hypoxia, which are the most important regulators of angiogenesis, was confirmed by
Real Time PCR and westernblot experiments. In both normal and hypoxic conditions, an
increase in m RNA and protein levels was observed in experimental groups. These data are
supported with VEGF pathway inhibition assays.Luciferase reporter experiments confirmed
that the NONO / p54nrb promoter is also associated with the VEGF pathway and hypoxia.
The fact that the NONO / p54 nrb gene is important and necessary for paraspecle genes has
been confirmed by overexpression and knockdown experiments. It was confirmed that
NONO / p54nrb gene plays a role in cellular processes experiments performed after
overexpression and knockdown experiments. All these studies have shown that the NONO /
p54nrb gene has an important role in angiogenesis and plays a role in the cancer process.

KEYWORDS: NONO/p54nrb, Paraspeckles, VEGF, Hypoxia, HUVEC, Over Expression,
Knockdown
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1. GIRIS

1.1 Paraspeckles

Paraspeckleslar olduk¢a yeni aydinlatilan memeli hiicre ¢ekirdeginin interkromatin
boslugunda bulunan riboniikleoproteinlerdir. Bunlar niikleusta bulunan bir proteinin belli bir
bolgede biriktigi ve bilinen herhangi niikleer yapt marker: ile eslesmediginin kesfi ile
bulunmuslardir. Paraspecklelar sadece memeli hiicrelerinde bulunur. Saglikli ve kanserli

hiicrelerde goriilmiistir.

Paraspecklelarin ilk kesfinden sonra, protein ile birlikte RNA igerdikleri anlasilmistir.
Paraspecklelar RNAaz ile inkiibe edildikten sonra degrede olmus fakat DNaz 1 bu yapiy1
bozmamustir. Ayrica tiim Paraspeckle proteinleri RNA-baglanma domaini igerir. Aktif pol
II yoklugunda birbirinden ayrilirlar varliginda tekrar birlesirler. Paraspeckle olusumu RNA

tiretimine bagli olarak olusur [1].

Paraspeckles proteinler, non-POU domain igeren oktomer baglanma proteini,
(NONO/p54nrb; non-POU domain containing octamer binding), paraspeckle protein 1
(PSPC1) ve glutamince zengin splicing faktor proline (PSF/SFPQ; splicing factor proline
and glutamine rich) igeren memeli DBHS (Drosophila melanogaster behavior, human

splicing) protein ailesi proteinleridir.

Bu ii¢ proteinin iki RNA tanima motifi (RRM; RNA Recognition Motif) ve karboksil ucunda
%50 sekans benzerligi vardir. HeL a hiicre hattinda yiiksek seviyede eksprese olan iki DBHS
proteininin (NONO/P54nrb ve PSF/SFPQ) ifadesinin azalmasi paraspeckles formasyonunun

bozulmasina sebep olur.

Genomda protein kodlamayan ¢ok sayida RNA bulunur. Bu RNA’ larin ¢ok ¢esitli rolleri
vardir. 2007 yilinda Hutchinson ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada 3 tane uzun
protein kodlamayan RNA bulunmustur Birincisi XIST RNA (X-inactive specific transcript),
ikincisi NEAT1 (MEN-¢/B veya VINC-1), ligiinciisii MALAT1 (NEAT2) dir. NEATI ve
MALATTI ¢ok yakindan baglantilidir. NEAT1 ve MALAT]1 c¢ekirdekte zengin olmalariin
yani sira, genlerinden uzun RNA olarak transkribe edilip 3° ucundan Kesilirler ve kiiciik

tasiyict molekiil olustururlar. Her ikisi de paraspecklelarda bulunur. NEAT1 paraspeckle



olusumu ve siirdiiriilmesi igin zorunludur. NEATL transkripsiyon inhibisyonu ve NEAT1

susturulmasindan sonra paraspeckle tekrar olusmaz [1].

NEAT], insan kromozom 11'de spesifik bir lokustan, alternatif 3' u¢ islemenin bir sonucu
olarak iki ayr1 izoform, NEAT1 1 (3.7 kb) veya NEATI1 2 (22.7 kb) halinde transkribe
edilir. NEAT1 2 paraspeckle formasyonu igin vazgegilmezdir. NEAT1 1, poliadenile
edilirken NEAT1 2, bir poli (A) kuyrugu icermez ve bunun yerine 3' ucunda bir ti¢lii sarmal
(TH) yap1 igerir [2]. Elektron mikroskobik (EM) ve siiper-¢6ziiniirliiklii mikroskobik (SRM)
analizler, paraspeckle yapisinin son derece diizenli oldugunu ortaya c¢ikarmistir.
NEATI1 I’nin 5’ucu ve NEAT1 2'nin 3’ucu niikleusun disinda yer alirken, NEAT1 2'nin
orta bolgesi ¢ekirdegin ic¢inde yer alir [3]. NEAT!'in transkripsiyonu, ¢esitli kosullar
tarafindan artar, sonucta paraspeckle'larin biiyiikliigii ve sayisinda bir artis olur. Bundan
dolayr gen ekspresyonunu kontrol etmek i¢in niikleoplazmadan spesifik RBP (RNA
baglanma proteinleri) ve/veya RNA'lart ayirilabilir [4, 5]. Fizyolojik olarak NEAT1,
farelerde korpus luteum gibi spesifik dokularin gelisimi i¢in gereklidir ve gesitli kanserlerin
ilerlemesinde rol oynar [6, 7]. Insan haploid hiicre hattinda NEAT1 2 kisimlarmin
CRISPR/Cas9 aracili sistematik delesyonlarini gergeklestirerek NEAT1_2 stabilizasyonu,
NEAT1 izoform olugsmasi, paraspeckle kompleksi i¢in 6nemli olan {i¢ islevsel agidan ayri
domain aydinlatilmistir. Paraspekle yapist icin gerekli ve yeterli olan orta domain fi¢
fonksiyonel alt domain i¢ermektedir. NEAT1_2 subdomaini tercihli olarak NONO ve
SFPQ'yu baglanir ve in vitroda paraspeckle kompleksinin bir arada durmasini indiikler.
NEAT1 2 subdomainleri, diger PSP'ler (paraspeckle protein) ile oligomerizasyonu
baslatmak i¢cin, NONO dimerini ile baglant1 kurar, paraspekle yapisinin olusumunu tesvik

eder [8].

1.2 NONO/p54nrb Geni

S.cerevisiae splicing factor PRP18 (Retinitis pigmentosa 18)’in insandaki homologu
arastirilirken antikora giiglii baglanan bir polipeptid bulunmustur. Ayrica HeLa (Henrietta
Lacks) hiicrelerinin PRP18 antiserumu ile in direkt immunfloran boyamasinda niikleus
cisimcikleri boyanmistir. HeLa hiicrelerinden western blot ile purifiye edilmis 54 kDa
biiyiikliigiinde protein NONO/p54nrb olarak isimlendirilmistir. NONO/p54nrb kodlayan
cDNA klonlar1 olusturulmustur. Fakat 5 UTR bdlgesindeki alternatif kesim ile birbirinden
ayrilirlar. Bu cDNA’lar 471 aminoasitlik protein kodlarlar ve iki RNA tanima motifi

2



igerirler. Insan, NONO/p54nrb maya PRP18 ile ortak epitop hari¢ homoloji
gostermemektedir. Fakat PSF ile %71 (320 aminoasitlik bolge) 6zdes amino asit dizisi
icermektedir Her ikiside RNA tanima motifi igermektedir. Ek olarak NONO/pS54nrb ve PSF

ana homoloji bolgesi disinda (N-terminal ucunda) Pro ve GIn amino asitlerince zengindir.

The Drosophila puff-specific protein BJ6, no-ontransient A gene (nonA) geninin alternatif
kesim ile kodlanan proteinidir ve ayn1 320 amino asitlik bélgeyle NONO/p54nrb proteinine
%42 6zdestir. NONO/p54nrb PSF ve NONA/BJ6 arasindaki bu homoloji DBHS domain

(Drosophila behavior, human splicing) olarak tanimlanan filogenetik korunmus protein

segmenti oldugunu gdstermektedir [9].

NONO/p54nrb geni, insanda, X kromozomunun g13.1 bélgesinde bulunup, 11 intron 13
sahiptir. p54nrb/ NONO geninin, 2. kromozomda ve 16. kromozomda yalanci genleri
bulunmaktadir. Veri tabaninda, NRB54, NONO/P54NRB, P54, NMT55, PPP1R114
olarak isimlendirilmektedir [10].

Kromozom X-NC 000023.11
[71215212 B [71315879 p»
| |

! |
GIBl] ———> ZMYM3 €&=— NONO ——y
LOC105373247 —> ITGB1BP2 ——>

LOC100131556 €—

Sekil 1.1 :NONO/p54nrb ’nin X kromozomu tizerindeki lokasyonu [10].



1.2.1 NONO/p54nrb Geninin Gorevleri
NONO/p54nrb geni H295R insan adrenokortikal hiicrelerinde susturuldugunda hiicre icinde
cAMP iiretiminin azaldig1 ve ayn1 zamanda kortizol biyosentezinde gorevli olan ACTH

(adronokortikotropin hormon) sitiimiilasyonuda azalma gortilmistiir.

Ayrica NONO/p5S4nrb’nin ekzoriboniikleaz eXRN2 ile iligki kurarak PDE transkriptlerinin
kararliginda rol oynadigi bulunmustur. Bu ylizden, NONO/p54nrb steroid reseptor ko

regiilatorii olarak da adlandirilir [11].

NONO/P54nrb proteininin transkripsiyonun pek ¢ok asamasinda gorev yaptigi tespit
edilmistir. PSF ve NONO/p54nrb, RNA polimeraz II’nin Karboksi Terminal Domainine
(CTD) domainine baglandigi gosterilmistir. RNA polimeraz II’nin CTD domaini 3’
terminasyon i¢in onemlidir. RNA polimeraz II, transkripsiyonunun sonlandirilmasi igin
siklikla bir poli (A) sinyali ve kesilme faktorleri gerektirir. Ekzoniikleaz XRN2 (5'-3'
Exoribonuclease 2) tarafindan RNA downstream kirigini tesvik edilir. Ancak XRN2'nin
sonlanmaya neden olan 3' isleme faktorlerini nasil isledigi agik degildir. NONO/P54nrb
siRNA aracili susturuldugunda, XRN2 aktivitesinde ve transkripsiyonun sonlanmasinda

kusurlar olmustur [12].

Major spliceosomal Urasilce (U) snRNA'lar (U1, U2, U4 ve U5) RNA polimeraz I1 (pol 1)
ile gekirdekte transkribe edilir ve bir m7G-cap yapisi eklenir. Cok hiicrelilerde, U SnRNA'lar
baglangicta sitoplazmaya gonderilir. UShRNA’nin sitoplazmaya aktarimi, RNA’da m7G-cap
yapist ve 10sin bakimindan zengin niikleer ihra¢ sinyali (NES) reseptérii CRM1
(Chromosomal Maintenance 1) gerektirir. CRM1 ve UsnRNA arasindaki etkilesim iki
adaptore baghdir. Bunlardan ilki, CBP80 (Nuclear cap-binding protein subunit 1) ve
CBP20'den (Nuclear cap-binding protein subunit 2) olusan heterodimerik bir protein
kompleksi olan niikleer baslik-baglama kompleksidir (CBC). CBC, yeni olusan RNA Pol II
transkriptlerindeki m7G-cap yapisina baglanir. UsnRNA’nin sitoplazmaya aktarimi igin
gerekli olan diger adaptor, PHAX (Phosphorylated adapter RNA export protein)’tir. PHAX,
CBC'ye ve U snRNA'min cap-proksimal bolgesine baglanir ve bdylece trimerik 'pre-
kompleks' olusur. Pre-kompleks CRMI1 ile RanGTP’ye bagimli bir sekilde etkilesime

gecebilir ve sonug olarak 'UsnRNA aktarim kompleksi' olusur.

PHAX'in (Phosphorylated Adaptor For RNA Export) , CK2 (Casein kinase I1) ile fosforilize
olarak CRM1 ile etkilesime girer. Sitoplazmaya gectikten sonra, hem Ran tarafindan hem
GTP hidrolizi hem de PP2A (Protein phosphatase 2) tarafindan PHAX defosforilasyonunu



olur. HeLa hiicrelerde RNA substratlarina PHAX baglanmas1 RNA-baglayici proteinler olan
NONO/p54nrb ve PSF ile diizenlenmektedir. Boylece NONO/p54nrb ve PSF, in vitro
deneylerde U snRNA ‘nin sitoplazmaya aktarilmasinda uyarici faktor olarak gorev yaptigi

bulunmustur [13].

Hem NONO/p54nrb hem de PSF, protein fosfataz 1 (PP1) consensiis RVXF motifi
bulundurur. PP1, NONO/p54nrb ve PSF genlerinin fosforile olma halini diizenler ve

dolayisiyla gen ifadesindeki fonksiyonlarini diizenlemis olur.

NONO/p54nrb ve PSF'nin gen transkripsiyonu iizerindeki etkisi karmasiktir ¢linkii gen

transkripsiyonunu hem pozitif hem de negatif olarak diizenleyebilirler.

Birgok ¢alisma, NONO/p54nrb ve PSF'nin gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde
fosforilasyon durumuna bir yon verdigini gostermektedir: 1) NONO/pS54nrb ve PSF,
kinazlarla ve protein fosfotazlarla etkilesime girmektedir ve bunlar serin, treonin ve tirozin
residuelerinden fosforlanmaktadir. 2) Protein kinaz C aktivasyonu NONO/p54nrb ve PSF'yi
fosforile eder, RNA ve DNA'ya olan afinitelerini degistirir. 3) PSF, hiicre apoptozu sirasinda
N-terminalinden hiperfosforile edilmistir, bu da konformasyonunda ve protein
etkilesimlerinde degisiklige neden olur. 4) CAMP, NONO/p54nrb 'yi ve PSF'yi defosforize
eden ve daha sonra Sin3A'nin NONO/p54nrb -PSF kompleksinden ayrilmasina ve
steroidojenik faktdrl’in (ayn1 zamanda niikleer reseptor ailesinin bir {yesi olan)
transkripsiyonel aktivasyona neden olan bilinmeyen protein fosfatazlari aktive eder. Bu
gozlemler, NONO/p54nrb ve PSF'nin fosforilasyon durumunun protein baglantilarini
belirledigini ve daha sonra gen transkripsiyonundaki rollerini degistirdigini ortaya

koymaktadir [14] .

NONO/P54nrb koaktivator olarak gorev almakta ve PCDHI19 (Protocadherin 19) ve
NONO/P54nrb birlikte, Ostrojen niikleer reseptor alfa (ERa) gen ekspresyonunu
arttirmaktadir [15].

NONO/p54nrb, transkripsiyonunu giiglendiren ve muhtemelen RNA islenmesini de
giiclendiren AR'nin (Androgen Receptor) koaktivatorii olarak islev gordiigi belirlenmistir
[16].

Hem PSF hem de NONO/p54nrb, dogrudan mSin3A (SIN3 Transcription Regulator Family
Member A ) ile etkilesime girer ve HDAC (Histone deacetylases) kompleksinin alinmasi

yoluyla AR transaktivasyon baskilamasina aracilik eder [17].



Uzun, kodlayict olmayan tekrarlar igeren uzun RNA TERRA, telomerlerde RNA/DNA
hibritleri olusturma egilimindedir. NONO/p54nrb ve SFPQ, TERRA’ya baglanarak
RNA/DNA hibriti olusumunu onler. Telomer kararliligini saglar [18]. NONO/p54nrb ayrica,
cAMP baglantili sinyal yolunca goérev aldigi distinilmektedir. NONO/p54nrb
susturuldugunda TORC’lar (regulatory-associated protein of TOR) ve dolayisiyla cAMP
sinyal yolu durur [19] .

Farkl bir ¢alismada, NONO/p54nrb’nin progesteron reseptorii (PR) i¢in korepresor oldugu

ve dogumun baslamasinda rol oynadigi anlagilmistir[20].

NONO/p54nrb ve/veya hnRNPM knockdown edildiginde miyoblastlarda miyotiip
olusumunun inhibe edildigi gorilmistiir. Susturulma ve asir1 ekspresyon yaklasimlariyla,
NONO/p54nrb ve hnRNPM'nin, promotére bagimli bir sekilde IRES'ye (internal ribosome

entry site) bagimli translasyonun aktive edilmesi igin gerektigi sonucuna varilmistir [21].

Meme kanseri hiicrelerinde NONO/p54nrb ve SREBP-1'in (Sterol regulatory element-
binding protein 1) birbirleriyle iliskili oldugu ve birbirlerinin ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. NONO/p54nrb, in vitro ve in vivo olarak meme kanseri hiicrelerinin SREBP-

la'ya bagli hiicre ¢ogalmasini ve tiimér biiylimesini uyarir [22].

NONO/p54nrb, replikasyonun ge¢ asamalarinda, HIV-1 gen ekspresyonunu ve viral
proteinin iiretimini etkilemektedir. NONO/p54nrb, HIV-1 enfeksiyonu i¢in elzem
olmamakla birlikte, NONO/p54nrb ekspresyonunun azalmast HIV-1 ge¢ revers
transkripsiyona artmasina sebep olur. Alternatif olarak NONO/p54nrb, HIV-1 mRNA ile
etkilesim kurabilir. Eksojen NONO/p54nrb 'nun bir Jurkat T hiicre hattinda HIV-1
enfeksiyonunu azaltabildigi over ekspresyon deneyleriyle bulunmustur. Jurkat hiicrelerinde
NONO/p54nrb'nun susturulmasi, HIV-1 enfeksiyonunun (2.4 kat) arttirilmasina sebep
olmustur. NONO/p54nrb'nun RTC (reverse transcription complex)'nin bir pargast olarak
davranmasi, DNA ve RNA baglama motifleri yoluyla HIV-1 ters transkripsiyonunu olumsuz
sekilde etkilemesi olasidir. Ayrica NONO/p54nrb ve PIC (Pre-integration complex)
arasindaki etkilesimin dolayli mi1 ,direkt olarak integraz yoluyla mi1 olustugu arastirilmistir.
Virlis DNA's1 olustugunda integrazin, RTC'lerle iligkili oldugu ve sitoplazma yoluyla
aktarildig1 ve daha sonra PIC'ye doniistiigli gosterilmistir [23].

Son yillardaki aragtirmalar, NONO/pS4nrb'nun, yara onarimi, kondrojen olusumu ve fibréz
kapagin stabilitesi gibi durumlarda, kollajen olusumunda ve fibrozda rol oynadigim

gostermektedir [24]. NONO/p54nrb, kollajen olusumu i¢in gerekli gibi goriinmektedir: Bu
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durumda fonksiyonel kollajen olusumu i¢in gerekli olan TNF-o aracili P4Hal (Prolyl 4-
Hydroxylase Subunit Alpha 1) supresyonunu dogrudan veya dolayli olarak modiile eden bir
diizenleyici gorevi gormektedir. NONO/p54nrb'nin islevini inhibe ederek TNF-a aracili
kollajen destriikiilasyonunun bozulmasi, aterosklerotik plagin fibr6z kapagini giiclendirerek
koroner hastaliga karsi1 daha savunmasiz hale getirebilir. Aortic Dissection (AD")li hastalarda
NONO/p54nrb ekspresyonu azalir ve bu azalma, aort duvarinda artmis kollajen ve fibroz
birikimi ile korelasyon gosterir. AD aortasinda NONO/p54nrb ekspresyon seviyelerinin
azaldi@1 gorilmistiir [25].

NONO/p54nrb 'nin UV-ile indiiklenen DNA hasar cevabinda gorevi ile ilgili caligmalarda
NONO/p54nrb HeLa hiicre hattinda susturulmustur. NONO/p54nrb susturulmasi morfolojik
degisime sebep olmus ve hiicreler ince uzun sekle (fibroblast gibi) donilismiistiir. HeLa
hiicrelerinde NONO/P54nrb susturulmasi, protein kinase C hedefleyen ilaglar, prohibitin
susturulmasi, dymethyl sulphoxide uygulamasi ile de ayni degisim gostermistir. Hiicre

¢ogalma oraninda azalma gozlemlenmistir [26].

NONO/p54nrb susturuldugunda fare fibroblast hiicrelerinde biiyliime orani artarken, p16
bagimli senesence azalmaktadir. NONO/p54nrb knockout edilmesi embriyonik
fibroblastlarda hiicre siklusunu kesintiye ugratmazken, yetiskin knockout fareler yabanil tipe
gore daha kiigtiktiir [26].

ATR, checkpoint kinaz 1'i (CHK1) C terminalinde (Ser317 ve Ser345) fosforillenmekte ve
boylece kinaz aktivitesini aktive etmektedir. Ayrica DNA onarimi ve hiicre dongiisii
ilerlemesini  kontrol eden diger faktorlerin fosforilasyonunu tesvik etmektedir.
NONO/p54nrb susturulmus hiicreler UV ile muamele edildiginde DNA sentezinin devam
ettigi, kontrol noktasinda siklusun durdurulamadigi ve CHK1S345 fosforilasyonunda
bozulma goézlemlenmistir. Bu bulgular kontrol noktasi aktivasyonunun hasarli oldugunun
kanitidir. NONO/p54nrb, RAD9’un lokalize oldugu UV ile olusturulan DNA hasarinin
bulundugu alanlarda bulunur. DNA-hasar1 yanitta, NONO/p54nrb analiz edilmistir.
NONO/p54nrb’iin, ATM ve Rad3 ile ilgili kinaz aktivitesinin upstream bolgesine baglanan

topoizomeraz Il-baglayici protein 1’in baglanmasini destekledigi bulunmustur [26].

Hem asir1 ifade ve hem de NONO/pS4nrb ve PSF seviyelerinin azaltilmast hem kanser hem
de primer insan hiicrelerinin yaslanmasina yol agmustir. PSF eksikligi kromozom kiriklari
ve fragmantasyona neden olurken, NONO/p54nrb veya PSF eksikligi DNA onarimim
geciktirir [27].



Paraspcle ve multifonksiyonel protein, NONO/p54nrb tiimorlesme siirecinde ve metastazda

rol oynamaktadir. Transkripsiyon faktori HLXB9, NONO/P54nrb proteini ile etkileserek
insulinoma hiicrelerinin poliferasyonunu tesvik etmektedir [28].Ayrica NONO/p54nrb’iin
meme kanserinde fazla miktarda ifade oldugu tespit edilmistir [29]. Protoonkogen Spi-
1/PU.1 eritrolokomik siirecte NONO/p54nrb’ye baglanir ve RNA islenmesinde rol alir.
NONO/p54nrb, prostat kanseri ve malign melanomda giiglii sekilde eksprese edilir. Ayrica
artmis NONO/p54nrb seviyesi, insan nevroblastomasinda bagimsiz bir prognostik faktordiir
[30].

1.3 Anjiyogenez

Anjiyogenez, olugsmus kapillerden yeni kapiller damar olugsmasidir. Embriyonik gelisim
asamasindan, tiimorlesmeye kadar fizyolojik ve patolojik bircok durumda gelisebilir ve doku
hipoksisine adaptif cevap olarak meydana gelir [31]. Embriyonik gelisimin ilk haftalarinda
cevre dokudan difiizyon ile beslenen embriyo, gelistikge artan besin ve oksijen ihtiyacin
kargilayamamaktadir. Bu nedenle erken dénemde (iiclincli haftanin basinda) anjiyogenez
baslar. Anjiyogenez yetiskinlerde ovaryan siklus ve yara iyilesmelerinde de goriilmektedir
[32]. Yeni damar yapilarinin olusumu genel olarak dort basamakta gergeklesmektedir;
Birincisi, bazal membranin ve ekstra-selliiler matriksin proteazlar tarafindan yikilmasi;
ikincisi, anjiyogenik uyariya dogru endotel hiicrelerinin gocii; ti¢iinciisti, endotel hiicrelerin
artmasi ve sonucusu, kapiller tiip formasyonunun olusmasi ve sonuncusu endotel hiicrelerin
olgunlagmasidir [33]. Yeni olusan mikrodamarlarin olgunlagsmasi ve yapilandirilmasi pro-
anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengeye baglidir. Bu siireg
mikrovaskiiler diizeyde birden ¢ok pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktoriin
koordinasyonu ile olmaktadir. Bu faktorler tiimor hiicreleri, monosit ve fibroblast hiicreleri

gibi ortamdaki hiicrelerden veya kollajen matriksin yikimi sonrasinda ortaya ¢ikabilir [34].



1.4 VEGF
Anjiyogenez, biiyiime faktorleri, sitokinler ve bunlarin reseptdrlerinin rol oynadigi ¢ok
faktorli bir olaydir [35].

Bu faktorler icerisinde en énemli olan1 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) diir.Ilk
bulundugunda vaskiiler endotelyal permeabilite (gecirgenlik) faktorii (VEPF) olarak
adlandirilan bu faktor giliniimiizde VEGF-A olarak adlandirilmaktadir. VEGF, 46 kDa
agirliginda, homodimerik ve heparine bagli glikoprotein yapisinda bir molekiildiir. VEGF
A, B, C, D, E, plasental biiytime faktorii (PIGF) ve VEGF-F ad1 verilen yedi alt grubu ve
amino asit sayilarina géore VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189 Ve VEGF206
olarak adlandirilan izoformlar1 bulunmaktadir [36]. VEGF anjiyogenezde; nitrik oksit
saliimini indiikler ve damar gecirgenligini arttirir, bazal membran ve matriks yikimin
artirir, anjiyopoietinler sayesinde endotel hiicrelerin farklilasmasinda ve maturasyonunda rol
oynar. VEGF, erken vaskiiler gelisimden tiip formasyonun olusumuna kadar etkili bir
maddedir [37].

Mikrogevrede; VEGF salinimini diizenleyen lokal hipoksinin destegi ile parakrin ve otokrin
salinimla epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforming growth factor (TGF-) keratinosit
biiylime faktori, insiiline benzer biiylime faktorii-1 (IGF-1), fibroblast growth factor (FGF)
ve platelet-derived growth factor (PDGF); VEGF mRNA ekspresyonunu upregiile eder.
Ayrica; IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler bir¢cok hiicrede VEGF ekspresyonunu uyarir.
Hormonlar; VEGF’yi uyaran diger bir faktordiir. Tiroit uyarict hormon (TSH)’nun tiroit
karsinomunda VEGF’yi uyardigi gosterilmistir [38]. Adrenokortikotropik Hormon
(ACTH)’nin insan kiiltiir fetal adrenal kortikal hiicrelerde VEGF’yi uyardigi gosterilmistir.
VEGF; adrenal kortikal anjiyogenezde lokal diizenleyici olabilir ve ACTH i tropik

etkilerinden sorumlu mediator olabilir [39].

1.4.1 VEGF TIPLERI

1411 VEGF-A

VEGF olarak da adlandirilan VEGF-A, anjiyogenezin en giiclii uyaricisidir. ilk kez Senger
ve arkadaslari tarafindan VPF (Vascular Permeability Factor; Vasciiler Gegirgenlik Faktorii)

olarak tanimlanmustir [40, 41] .

VEGF-A, vaskiilogenez ve neoanjiyogenezde Onemli bir rol oynayarak hiicre

proliferasyonuna, apoptoz inhibisyonuna, artmis vaskiiler gecirgenlige, vazodilatasyona,
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enflamatuar hiicrelerin yaralanma bolgesine toplanmasina neden olur [42-46]. VEGF,
oksijen yoksunluguna yanit olarak yalnizca endotelyal hiicreler tarafindan degil, diger
hiicreler tarafindan da salgilanir [43, 44, 47, 48]. Bu hiicreler; tiimor hiicreleri [44, 47],
makrofajlar [43, 44, 47], trombositler [44], keratinositler [44, 47], bobrek mezanjiyal
hiicreleri [44, 47], aktive edilmis T hiicreleri [43, 44, 47], 16kositler [48], dendritik hiicreler
[49], retina pigmenter epitel hiicreleri [50], miiller retinadaki hiicreler [51], astrositler,
osteoblastlar [47], bronsiyal ve alveolar epitel hiicreleri [52], perisitler [53], vascular smooth
muscle cells VSMC'lerdir [54].

Duffy ve arkadaslarin yaptigi bir arastirmada, VEGF’nin miyokardiyumda bulunan
miyofibroblastlarda eksprese edildigi bulunmus olup, bu ekspresyonun infarktiis sonrasi

doku onarimi ve yeniden sekillenmesinde etkili oldugu distiniilmektedir [44].

Insan VEGF-A, yedi intron ile ayrilmis sekiz ekson igerir [42] ve alternatif kesim farkli
uzunluklarda izoformlar olusturur: VEGF121, VEGF145, VEGF143, VEGF162, VEGFises,
VEGF165b, VEGF183, VEGF189 ve VEGF20s [43, 45, 48, 55-57]. Bu izoformlarin farkli
biyolojik 6zellikleri igerdigi amino asitlerin yapisina ve sayisina [56], ve ECM'nin heparin
ve heparan-siilfat proteoglikanlarina (HSPG'ler) olan afinitelerine de bagl olarak degisiklik
gostermektedir [43, 45, 58] . Tiim izoformlar, 1-5 eksonlar1 tarafindan kodlanan ortak bir
alana sahiptir [8]. Ekson 6 ve 7'nin (baz1 izoformlarda bulunmayabilir) heparin afinitesinden
sorumlu oldugu, ekson 8'in (tiim izoformlarda mevcuttur) endotel hiicre proliferasyonunu

sagladig1 bulunmustur [57].

En ¢ok ifade edilen VEGF-A proteinleri izoformlar VEGF121, VEGF165 ve VEGF1g9 dur [13,
43, 57, 58]. Bunlardan VEGFies, baskin izoformdur [43] ve en ¢ok vaskiilogenezde aktiftir
[55]. Ekson 6 tarafindan kodlanan amino asitleri igermez, bu nedenle heparin ve HSPG'ler
icin orta derecede afiniteye sahiptir [43, 45, 55, 58]. Bu nedenle VEGFes'in ¢ogu hiicre
yiizeyine bagh kalir [43, 45, 56, 59].

VEGFi121, eksonlar 6 ve 7 tarafindan kodlanan amino asitleri yoktur ve heparin veya
HSPG'ler igin afinitesi yoktur, serbest form olarak bulunmaktadir [45, 55, 56]. VEGF1g9 Ve
VEGF206, heparin i¢in gii¢lii bir afiniteye sahiptir, tamamen ECM yapilarina bagli ve hiicre
yiizeyine en az bagli olan en uzun izoformlardir [43, 45, 58, 60]. Bu nedenle VEGF1g9 Ve
VEGF2e'nin VEGF121 ve VEGFiesten daha az aktif oldugu disiiniilmektedir [45].

Proteolitik enzimler (6rn., plazmin, {irokinaz) VEGF ve ECM elemanlar1 arasindaki bagi
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kirabilir, sonug olarak VEGF, ECM'de ¢ok aktif olan serbest, ¢oziiniir bir formda salinir [43,
45, 56].

VEGFus5, VEGF183, VEGF162 Ve VEGFi6sp izoformlari az yaygindir; 6zellikle VEGF1gspnin
anti-anjiyojenik bir etkiye sahip oldugu bulunmustur [8, 43, 55].

VEGF-A'nin embriyonik vaskiilojenez iizerindeki giiclii pro-anjiyojenik etkisi, vaskiiler
sistemde yetersiz gelisim nedeniyle gebeligin 10. veya 11. giinlerinde 6len, heterozigotik
VEGF-A gen nakavt fareleri (VEGF-A +/— fareler) ile yapilan deneylerle ortaya konmustur
[47, 60].

1.4.1.2 VEGF-B
1995 yilinda kesfedilen VEGF-B, erken embriyonik yasamda ifade edilir; yetigkinlerde
cesitli dokularda, 6zellikle miyokard, iskelet kas1 ve pankreasta bulunur [41, 43, 61]

Alternatif gen kesimi, iki izoforma yol acar:

* Baskin izoform olan VEGF-Bis7, 21 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir ve hiicre
ylizeyine veya ECM elemanlarina baglanir. VEGF-Bie7, vascular endothelial growth factor
receptor-1 (VEGFR-1) [41, 60, 61] i¢in afiniteye sahiptir ve neuronal pentraxin 1 NP-1[41,
61] ile kolayca etkilesir.

» 32 kDa molekiiler agirliga sahip VEGF-B1gs, VEGFR-1 [41, 60, 61] i¢in bir afiniteye sahip,
serbest formda bulunur ve ancak proteolitik boliinmeye maruz kalirsa NP-1 ile etkilesime

girebilir. [41, 61].

VEGF-B embriyonik evrelerde kardiyovaskiiler sistemin gelismesine ve miyokardiyum
olusumuna katkida bulunur [43]. VEGF-B'nin vaskiilogenezdeki rolii hayati degildir,
VEGF-B -/- homozigotik fareler kardiyovaskiiler sistemde sadece orta derecede kusurlarla

dogumda yasayabilir [60].

VEGF-B, anjiyojenezden cok diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler, néronlar
(omurilik, korteks veya retinadaki motor noronlar), kardiyomiyositler gibi belirli hiicre

tiplerinin hayatta kalmasinda daha fazla rol oynamaktadir [60, 62].
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1.4.1.3 Placenta Growth Factor (Plasenta Biiyiime Faktorii)

Plasenta biiyiime faktorii (PIGF) ayrica VEGF ailesinin bir biiylime faktoriidiir ve ilk olarak
insan plasental dokularinda tanimlanmistir [8, 56, 63, 64]. Trofoblast biiyiimesi ve
farklilasmasinda, invazyonunda ve blastosist implantasyonunda rol oynar [8, 64, 65]. Daha
sonra, PIGF uterus mukozasinda maternal stromal desidual hiicrelerde [63], uterin glandiiler
ve luminal epitelde [66], glandiiler sekresyonlarda, uterus dongiisiiniin sekretuar fazindaki
desidual stromal hiicrelerde [66] ve ayrica kalp [8, 65], akcigerler [8, 65] , deri

(keratinositler, dermal damarlar endotel) bulunmustur [65].

PIGF geninin alternatif kesim ile molekiiler yapi ve biyolojik 6zellikler bakimindan farklilik
gosteren dort izoform ortaya ¢ikar. Bunlar PIGF-1 (PIGF131), PIGF-2 (PIGFis2), PIGF-3
(PIGF203) ve PIGF-4 (PIGF224)’tiir [8, 65]. Tiim izoformlar VEGFR-1 [2, 17, 24] igin bir
afiniteye sahiptir, ancak PIGF-2 ECM'de [8, 43, 65] NP-1, NP-2 ve heparine baglanir. Direkt
mitojenik etkisi yoktur ve vaskiiler gecirgenligi artirmaz [48], ancak patolojik durumlarda
VEGFR-1'e baglanir, VEGF-A'yi VEGFR-1'den ayirir ve VEGF-A'nin VEGFR-2'ye
baglanmasina izin verir. Dolayli olarak VEGF-A'nin (artan vaskiiler gecirgenlik, hiicre gocii
ve proliferasyon) etkilerini arttirmaktadir [8, 56, 67, 68]. PIGF embriyonik vaskiilojenezde
onemli bir rol oynamaz, VEGF-A ile sinerjizm yoluyla patolojik anjiyogeneze (iskemi,
inflamasyon, kanser) miidahale eder [8, 43, 60, 67].

1414 VEGF-C

VEGF-C, lenfatik damarlarin gelisiminin basladigi embriyonik dokularda bol miktarda
eksprese edilir. Yetiskinlerde ise kalp, yumurtalik, plasenta, bagirsak ve tiroidde eksprese
edilir [41]. Endotelyal lenfatik hiicrelerde eksprese edilen VEGFR-3'e afinitesi yiiksektir ve
lenf anjiyogenezi tesvik eder [60]. Ayrica VEGFR-2 i¢in zay1f bir afinite tanimlanmustir [8].
Deneysel olarak, homozigotik VEGF-C -/- farelerde, lenfatik damarlarin geligimi, ilk
asamalardan beri degisir, bunun sonucunda dokularda bazen oliimciil olabilen interstisyel

stvinin birikmesi olmaktadir [60].

1.4.1.5 VEGF-D
VEGF-D, VEGF-C'ye benzer ozellikler gosterir [41] , ayrica lenfanjiyogenezde merkezi bir
role sahiptir, ancak anjiyogenezde onemli bir rolii yoktur [8, 60]. Embriyoda, lenfatik

damarlarin gelisiminde rol aldigi akcigerde yiiksek seviyede ekspresyona sahiptir [41];
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yetiskinlerde kalpte, akcigerlerde, iskelet kaslarinda, ince bagirsakta bulunur [41]. VEGFR-
3 ve ayrica NP-2 i¢in afinitesi vardir [69]. Deneysel olarak, VEGF-D gen inaktivasyonu,
diger 6nemli degisiklikler olmaksizin, lenfatik dolasimda orta derecede atrofi tiretir [8].
1.4.1.5 VEGF-E (viral VEGF)

Ektima kontagiozum (Orf) viriisii, ke¢i ve koyunlardan insanlara bulagabilen enfeksiyonlara
neden olan ve lokal 6dem, vazodilatasyon, keratinositler ve endotelyal hiicre proliferasyonu
ile karakterize piistiiloz dermatit tipi [60, 70] deri lezyonlar: iireten bir parapoksviriistiir.
VEGF-E, Orf virtistiniin farkl: tiirlerinden viral proteinler igerir: VEGF-ENZ-2 (viral tiir NZ-
2) [43, 71] , VEGF-ENZ-7 (viral tiir NZ-7) [43, 72], VEGF-ENZ-10 (viral sus NZ-10)[43,
71]. VEGF-ED1701 (viral sus D1701) [43, 73] ve ayrica VEGF-EVR 634 (psédocowpox
viriisiiniin viral susu VR 634) [43, 71].

VEGF-E proteinini kodlayan gen (viral suslar D1701, NZ-2 ve NZ-7") insan genomunda
bulunmaz [74]. Ancak bir viral enfeksiyondan sonra etkilenen bireylerin genomuna dahil

edilebilir ve pro-anjiyojenik bir faktor gibi davranmaktadir [60].

VEGF-E, VEGFAes'e benzer sekilde vaskiiler gecirgenligi dnemli ol¢iide artirir ve ayrica

endotel hiicreleri izerinde mitojenik etkiye sahiptir [72].

1.4.1.6 Endocrine gland-derived VEGF (EG-VEGF)
Prokineticin 1 (PK1) [75] olarak da adlandirilan EG-VEGF, LeCouter ve ark. tarafindan
tanimlandirilmis ve karakterize edilmistir [89]. Steroid hormonu iireten endokrin bezlerde

ve plasental dokularda, fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde rol almaktadir [76].

Testis, adrenal bez, yumurtalik, plasental dokularda [75, 76] 88-91] eksprese edilen EG-
VEGF, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, biiylimesini, go¢iinii ve hayatta kalmasini
indiikler, artmis vaskiiler gecirgenlik ve paraselliiler tasinmay1 miimkiin kilar [75-77]. Ilging
bir sekilde, EG-VEGF'nin anjiyojenik etkisi, yalnizca belirtilen bezlerde bulunan endotel
hiicreleri tizerindedir [78], endotel hiicreleri {izerinde 6rnegin serebral damarlar, aort ve

kornea gibi baska lokasyonlarda etkisi goriilmemistir [77, 79].

Plasentada, koryonik villus [insan plasental mikrovaskiiler endotel hiicreleri (HPEC'ler)]
icindeki fetal kapillerde bulunur ve gebeligin ilk trimesterinde (8-10. Haftalar) yogun bir
sekilde eksprese edilir [77], Damar gelisimini ve vaskiiler gegirgenligi artirarak paraselliiler

taginmayi tesvik eder. Bunun sonucunda maternal-fetal degisimler olusmaktadir [75, 77].
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EG-VEGF ayrica umbilikal kan damarlarin1 [makrovaskiiler insan umbilikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC'ler)] siralayan endotel hiicrelerinde ve plasental biiylime sirasinda

trofoblast invazyonunu ve maternal lakuna olusumunu diizenleyen sinsityotrofoblastlarda

bulunmustur [75, 77]

Preeklampside ¢ok yiiksek serum EG-VEGF seviyeleri bildirilmistir, erken gebelik kaybr ile
iliskilidir [75, 79, 80].

EG-VEGF, gebeligin ilk trimesterinde yogun sekilde eksprese edilen prokinetisin reseptorii-
1 (PROKR-1) ve -2 (PROKR-2) olarak adlandirilan iki reseptor tipine baglanir [75, 77].
Birka¢ calisma, PROKR-1'e baglanirken EG-VEGF'nin proanjiyojenik etkilere aracilik
ettigini, PROKR-2'nin ise vaskiiler gegirgenlikte artisa aracilik ettigini gostermistir [75].

1.4.2 Anjiyogenez ve VEGF / VEGFR Yolag

VEGF baslangicta fizyolojik ve patolojik anjiyogenezi indiikleme kabiliyetine sahip
endotelyal hiicreye 6zgii bir mitojen olarak tanimlanmistir [81, 82]. Bu bulgudan bu yana,
VEGF sinyallemesinin dogast ve anjiyogenezdeki rolii hakkinda ¢ok sey oOgrenilmistir.
VEGF, VEGFR tirozin kinazlara baglanan bir ligand ailesini (VEGF-A'dan -D'ye ve
plasental biiytime faktorii [PIGF]) icerir [83-85]. VEGF-A, VEGF-B ve PIGF,
anjiyogenezde belirleyici rollere sahiptir. VEGF-A ve -B, VEGFR-1 ve -2 i¢in en biiyiik
baglanma afinitesine sahip olmasina ragmen, anjiyojenik etkilerin cogu VEGF-A'nin
VEGFR-2 ile etkilesimine atfedilir [85]. VEGFR-1'in, VEGFR-2'yi aktive etmek igin
mevcut olan serbest VEGF-A miktarini diizenleyerek baskin olarak bir tuzak reseptor olarak
islev gordiigii diisiiniilmektedir. Clinkii VEGFR-1, VEGF-A / VEGFR-2 etkilesimini negatif
olarak diizenlemektedir [86]. PIGF'nin anjiyogenezdeki rolii tartismalidir; bununla birlikte,
islev kazanimi ve kaybi deneyleri, damar biiylimesini ve olgunlagsmasini dogrudan
uyarabilecegini ve pro-anjiyojenik kemik iliginden tiiretilmis progenitorleri ve monosit-
makrofaj soy hiicreleri ile isbirligi yapabilecegini gostermistir [67]. VEGF-C ve -D,
lenfanjiyogenezde en onemli faktorler gibi gériinmektedir ve VEGFR-3 i¢in en biiyiik
baglanma afinitesine sahiptir [87] .VEGF'ler, fibroblastlar, inflamatuar hiicreler ve bir¢ok
tiimor hiicresi dahil olmak {izere birkag hiicre tipi tarafindan siklikla artan doku hipoksisine

yanit olarak tiretilir [88, 89].
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1.5 HIPOKSI

Bir¢ok organizma hipoksik kosullara uyum saglayacak mekanizmalar gelistirmistir. Degisen
oksijen seviyeleri, belirli homeostatik diizenleyici genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi
ile sonuclanabilir ve degisen ¢evresel sartlarda hiicre ve dokularin hayatta kalmasi saglanir.
Hipoksik sartlar tarafindan aktive edilen Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) geni bunlardan
biridir ve doku biiyiimesi ile damarlanmay1 kontrol etmek i¢in diger transkripsiyon faktorleri
ve enzimlerle iliskiye girebilmektedir [91, 92]. HIF-1 ilk olarak hipoksiye cevaben
eritropoietinin  (EPO) artmasina sebep olan transkripsiyonel kompleksi olarak
tanimlanmistir. Semenza ve Wang 1992°’de EPO’nun 3 Hipoksi Response Elementi (HRE)
ile oksijene bagimli sekilde etkilestigi bir gekirdek faktoriinii kesfetmislerdir. Bu DNA
baglayan kompleksi “Hypoxia-inducible factor-1” ya da ‘HIF-1’olarak adlandirmislardir.
Daha sonraki calismalar hipoksik kosullar altinda HIF-1’in baglama aktivitesinin c¢esitli
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eritropoietin liretmeyen hiicre serilerinde de bulundugunu gostermistir. Bu durum HIF-1’in
hipoksiye cevap olarak gen ekspresyonu aktivitesinde genel bir role sahip oldugunu
gostermistir [93]. HIF-1 heterodimer yapidadir. HIF-1, siirekli eksprese olan HIF-1B ve
hipoksi ile iligkili HIF-1a alt iinitelerini i¢erir. Temel olarak hipoksi tarafindan ekspresyonu
kontrol edilen HIF-1 bir¢ok genin diizenlenmesinde rol alir [94]. Bu proteinin etki ettigi
mekanizmalar, ¢ok sayida genin transkripsiyonunun diizenlenmesi, hiicrelerinde
diferansiyasyonu, vaskiilarizasyon, otokrin biiyiime faktorii iiretimi, proliferasyon, invazyon
ve metastaz, metabolik yeniden programlanma ve tiimor biiylimesinin artmasi olarak
siralanabilir [95, 96]. Hipoksi ile HIF-1 protein sentezi Phosphoinositide 3-kinases (PI13K)
ve mitogen-activated protein kinase (MAPK), mitogen-activated protein kinase (MAPK)
sinyal iletim yollarinin aktivasyonuyla diizenlenir. PI3K, Reseptor Tirozin Kinaz ve G-
protein bagimli reseptorlerin aldigi uyarilarla aktive olur. Hipoksi sonrasi aktive olan bu
sinyal yolag ile aktive olan HIF-1 VEGF ile anjiogenezi, siklin G2 ile biiyiimeyi, glucose
transporter (GLUT) ekspresyonununa etki ederek glukoz metabolizmasini ve EPO iizerinden

de eritropoezi arttirdigi yapilan galismalarla ortaya konmustur [97].

1.5.1 HIF-1'in Oksijene Bagh Regiilasyonu

Hiicreler, O2'ye bagli bir posttranslasyonel modifikasyon yoluyla disik O:
konsantrasyonunu, artan HIF-1 aktivitesine doniistiiriir. Ug¢ prolil hidroksilaz (prolil
hidroksilaz domain proteini (PHD) 1-3 veya alternatif olarak HIF-1 prolil hidroksilaz (HPH)
1-3 olarak bilinir), HIF-la'nin prolin (Pro) -402 ve -564'unii degistirir [98, 99]. Bu
proteinler, Caenorhabditis elegans'taki HIF-1 prolil hidroksilaz olan EGL9'a sekans
homolojisi temelinde orijinal olarak (EGLN1-3) olarak adlandirildi. HIF-1a'nin von Hippel
— Lindau (VHL) timor baskilayici protein ile etkilesimi i¢in Pro-402 ve Pro-564'in
hidroksilasyonu gereklidir [100, 101]. VHL, proteazomal degradasyon i¢in HIF-la'y1
hedefleyen bir E3 ubikuitin-protein ligazin tanima bilesenidir [102].

Prolil hidroksilazlar, prolil hidroksile HIF-1a ve siiksinat tireten bir reaksiyonda substratlar
olarak molekiiler Oz ve 2-oksoglutarat (a-ketoglutarat) kullanir. Fizyolojik kosullar altinda
O2, sinirlayict bir substrattir [99], bu nedenle HIF-1’a ekspresyonunun O2'ye bagh
regiilasyonu i¢in bir mekanizma saglar [104]. HIF-1o'nin lisin-532'de ARD1 asetiltransferaz
tarafindan asetilasyonu, VHL'nin HIF-1a ile etkilesimini artirarak, onun ubiqutulasyonunu

ve degresyonunu tesvik eder [105].
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HIF-1a transaktivasyon domain islevi de FIH-1'in (Faktor Inhibe edici HIF-1) etkisiyle O
ile diizenlenir [103, 106]. FIH-1, bu etkiye, HIF-1o'nin ko-aktivatorler p300 ve CREB-
binding protein (CBP) ile etkilesimini 6nleyen, asparajin (Asn) -803"lin hidroksilasyonuyla
aracilik eder. VHL veya p300 / CBP ile etkilesime giren HIF-1a domainlerinin yapisal
analizi, hidroksilasyonun bu etkilesimlerin afinitesini énemli dl¢lide degistiren molekiiler
bir anahtar oldugunu géstermistir [107, 108]. Hidroksilasyon, protein-protein etkilesimlerini
diizenleme islevi gormesi agisindan diger translasyon sonrasi modifikasyonlara benzer,

ancak diger modifikasyonlarin aksine, dogal olarak O tarafindan diizenlenen bir siiregtir.

Normoksik kosullarda, bir E3 ubikuitin-protein ligazinin tanima bileseni olan VHL timor
baskilayict proteinin baglanmasi i¢cin HIF-1o'daki prolin (P) 402 ve 564'tin PHD (prolil
hidroksilaz domain proteini) 1-3 tarafindan O.'ye bagh hidroksilasyonu gereklidir. VHL
baglanmasi ayni zamanda lizin532'nin ARD1 asetiltransferaz tarafindan asetillenmesi ile
desteklenir. HIF-1a'nin ubiqutinilasyonu, proteini 26S proteazomu tarafindan degrede
edilmesi igin hedefler. FIH-1 enzimi tarafindan HIF-1a 'daki asparagin 803’iin Oz'ye bagli
hidroksilasyonu, p300 ve CBP'nin HIF-1a'ya baglanmasini bloke eder ve dolayisiyla HIF-1

aracilt gen transkripsiyonunu inhibe eder.

Hipoksik kosullar altinda, asparagin ve prolin hidroksilasyon orani azalir. VHL, prolil
hidroksile olmayan HIF-1a'ya baglanamaz, bu da HIF-1a bozunmasinin azalmasina neden
olur. Bunun tersine, p300 ve CBP, asparajinil hidroksile olmayan HIF-1 a'ya baglanarak

HIF-1 hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonuna izin verebilir [109].
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Sekil 1.3: Oksijen diizeyine bagli HIF-1a stabilizasyonu ve transaktivasyonu [110].

1.5.2 Hipoksi Olusturma Teknikleri
1.5.2.1 Kimyasal Bilesikler Tarafindan Prolil Hidroksilazlarin inhibisyonu ile HIF-

la Stabilizasyonu

Co*?ile birlikte dimetiloksaloglisin (DMOG) ve deferoksamin (DFO), HIF-1a alt biriminin
stabilizasyonuna dayanan en iyi hipoksik taklitgiler olarak kabul edilmistir. HIF-1a'nin
stabilizasyonu ve birikmesi, tiim bu kimyasal ajanlarin PHD’lerin aktivitesini bloke etmesi,
HIF-lo'nin hidroksilasyonunu bozmasi ve ubikitine bagimli 26S proteazomal bozunma
yolagini inhibe etmesi nedeniyle olusur. Ayrica, HIF-1 faktorlerinin transkripsiyonel
aktivitesini artirarak FIH iizerinde inhibe edici etkileri vardir [111]. PHD'nin DMOG, DFO
ve Co*? tarafindan inhibisyonu farkli mekanizmalarla gergeklesir. DMOG, ii¢ PHD
izoformunun ve FIH'nin yarigmali bir inhibitériidiir. DMOG'nin, enzimatik aktiviteyi bloke
etmek icin katalitik bolgeye yerlestirilen 2-oksoglutaratin (PHD'lerin yardimci substrati) bir

analogu olarak hareket ettigi one siiriilmiistiir. DFO, PHD aktivitesinde 6nemli bir kofaktor
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olan Fe*? selatordiir. Fe*? yoklugu, PHD'lerin ve FIH'nin aktivitesinin inhibisyonuna neden
olarak HIF-1a birikimine ve aktivitede bir artiga neden olur [111, 112]. Iki degerlikli
iyonlarla ilgili olarak, en ¢ok kabul goren hipotez, PHD'lerin aktif bolgesinde Fe*? yerine
gecmeleri ve boylece PHD aktivitesini bloke etmeleridir. DMOG ve DFO'nun aksine Co*?,
HIF-1a ve -2a stabilizasyonu iizerinde daha iyi bir etki gdstermistir [113]. Bu nedenle Co*?,
hipoksik transkripsiyon yanitini taklit eden HIF-1 ve HIF-2 faktorleri tarafindan modiile

edilen genetik yanit calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ayrica, PHD reaksiyonunda, demir (Fe*?), demir Fe*®e oksitlenir. Askorbik asit veya
askorbat, Fe*? 'y1 indirgenmis halde tutan temel bir kofaktdrdiir. Okside askorbat, PHD ve
FIH'nmin katalitik bolgelerinde Fe*® 'i Fe'?ye indirgeyemez, bdylece her bir enzimin
aktivitesini inhibe eder. Salnikow vd. (2004), Ni*? veya Co*?'ya maruz kalan hiicrelerde Fe*?
diizeylerinden ziyade askorbat diizeylerinin PHD aktivitesini sinirladigini goriilmiistiir

[114].

Ek olarak, Co*? 'nin askorbat tastyicilarin1 bloke ederek hiicresel askorbat alimini inhibe

ettigi one stirilmistir [114, 115].

1.5.2.2 Fiziksel Olarak Hiicre Kiiltiiriinde Hipoksik Kosul Olusturma

Hipoksik kosul olusturmak igin hiicre kiiltiirtinde hipoksik bir ortam yaratabilen ve
koruyabilen giivenilir bir deneysel cihaz ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in birkag model mevcuttur.
Biri, % 1 O2, % 5 CO2 ve% 94 N> iceren diisiik Oz gazi ile doldurulabilen modiiler inkiibatér
cemberidir. Bu ¢ember, sabit bir sekil ve boyutta kati malzemelerden yapilmistir ve
aragtirma laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan hipoksi ¢emberidir. Arastirmacilar bu
cemberin ortak kusurlarindan birinin sizinti oldugunu ve sizintinin deneysel siiregleri
bozdugunu, bazen ger¢ek i¢ hazne hava bilesenleri hakkinda belirsizlige neden oldugunu
belirtmislerdir. Baska bir hipoksi modeli, harici bir yiiksek basingli sivi nitrojen tanki
tarafindan saglanan N2 inflizyonu ile O2'nin yerini alan bir hiicre kiiltliri inkiibatortidiir

[116].

Ugiinciisii, O2 ve CO2'nin yam sira sicaklik ve bagil nemin hassas kontroliinii saglayabilen
bir hipoksi istasyonudur [117, 118]. Eger hiicre kiilttirtinde hipoksik kosul uzun siireli olarak
olusturulmas1 gerekiyorsa arastirmacilar bu istasyonu tercih etmektedir. Ikinci ve iiiincii
modeller olduk¢a pahalidir ve giinliikk olarak hipoksi deneyleri yapmayan kiiciik

laboratuarlar i¢in uygun olmayabilmektedir.
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Bu yontemlere ek olarak, seffaf plastik materyalden iiretilmis, sisirilebilir ¢ember
gelistirilmistir. Bu ¢ember, hipoksinin neden oldugu HIF-1o birikiminde ve HIF-1 ile
diizenlenen gen ifadesinde tekrarlanabilir ve karsilastirilabilir sonuglar vermistir. Sisirilebilir
oldugu i¢in, cember kullanimi sirasinda basingli bir ortam yaratmasi pek olasi degildir. Uzun
stireli deneyler sirasinda bile uygun maliyetli, kullanimi kolay si1zint1 icermemekte ve boyutu

ayarlanabilmektedir [119].
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2.

TEZ CALISMASININ PLANI VE KAPSAMI

Yaptigimiz literatlir ¢alismalarinda NONO/pS4nrb geni transkripsiyon regiilasyonunda,

RNA islenme mekanizmasinda, kanserde, mRNA’nin niikleustan sitoplazmaya ¢ikisinda,

DNA tamir mekanizmasinda rol oynamaktadir. Bu c¢alismada NONO/p54nrb geninin

anjiyogenez ile iliskisi arastirilacaktir.

Bu tez ¢alismasinda yapilmasi amaglanan basamaklar ii¢c basamak altinda toplanabilir. Bu

basamaklar1 6zetleyen akis diyagrami Sekil 2.1°de gosterilmistir.

» Birinci basamakta NONO/P54nrb proteininin hiicresel ve molekiiler diizeydeki

karakterizasyonunun belirlenmesi hedeflenmistir.

Insan NONO/P54nrb genin ifadesi hipoksik ve normoksik kosullar altinda Real Time

PCR analizi yapilarak belirlenmistir.

Insan NONO/P54nrb genin ifadesi hipoksik ve normoksik kosullar altinda Western Blot

deneyi yapilarak belirlenmistir

> Ikinci basamakta NONO/P54nrb proteini asir1 ifade ettirilmistir, normal ve
hipoksik kosullar altinda anjiogenik o6zelligi belirlenmistir.

NONO/p54nrb geni pEGFP—C1lvektoriine klonlanmastir.

Normal ve hipoksik kosullar altinda NONO/p54nrb geni igeren pEGFP-C1 vektori

transfeksiyonu yapilip NONO/p54nrb geninin asir1 ifade olup olmadigi mRNA

seviyesinde Real Time PCR analizi ile ve protein seviyesinde Western Blot deneyi ile

dogrulanmistir.

Normal ve hipoksik kosullar altinda NONO/p54nrb geni asir1 ifade oldugunda diger

paraspcle liyelerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikleri Real Time PCR analizi ile

belirlenmistir.

Normal ve hipoksik kosullar altinda NONO/p54nrb proteini lokalizasyonu pEGFP-C1

vektdrii transfeksiyonu yapilip Immun Florasans (IFC) mikroskobi deneyi ile

belirlenmistir.

MTT deneyi ile hiicre canlilig 6l¢iiliip, koloni formasyon testi ile hiicrelerin invazyon

yetenegindeki degisiklikler belirlenmistir.

> Uciincii basamakta NONO/P54nrb proteini shRNA ile ifadesi baskilanmistir,
normal ve hipoksik kosullar altinda anjiogenik 6zelligi belirlenmistir.

NONO/p54nrb genini hedefleyen shRNA oligolar1 pKLO.TRC vektoriine klonlanmastir.
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e Normal ve hipoksik kosullar altinda NONO/p54nrb genini hedefleyen shRNA oligolar1

iceren pKLO-TRC vektorii transfeksiyonu yapilip NONO/p54nrb geninin ifadesinin

baskilanip baskilanmadigt mRNA seviyesinde Real Time PCR analizi ile, protein

seviyesinde Western Blot deneyi ile dogrulanmustir.

e Normal ve hipoksik kosullar altinda NONO/p54nrb geninin ifadesinin baskilandiginda

diger paraspcle iiyelerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikleri Real Time analizi ile

belirlenmistir.

e MTT deneyi ile hiicre canlilig1 6lgiliip, koloni formasyon testi ile hiicrelerin invazyon

yetenegindeki degisiklikler belirlenmistir.

Dordiincii basamakta NONO/p54nrb geninin normal ve hipoksik kosullarda

VEGEF sitokini ile regiilasyonu incelenmistir.

HUVEC hiicrelerine farkli zamanlarda belirli dozda VEGF sitokini uygulanip

NONO/p54nrb genine mRNA seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Real Time

PCR analizi yapilmistir.

VEGF sitokinin protein seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla Western Blot

analizleri yapilmistir.

Normal kosullar altinda HUVEC hiicrelerine farkli zamanlarda belirli dozda VEGF

sitokini uygulandiginda, diger paraspcle iyelerinin mRNA seviyelerindeki

degisiklikleri Real Time PCR analizi ile belirlenmistir.

HUVEC hiicrelerine  VEGF sitokini ile birlikte VEGF yolagi inhibitorleri

uygulanmis ve NONO/p54nrb genine mRNA seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi

icin Real Time PCR analizi yapilmistir. VEGF yolag1 inhibitérlerinin protein

seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla Western Blot analizleri yapilmistir.

PMET-Luc haberci vektoriindeki NONO/p54nrb promotor pargalart HUVEC

hiicrelerine gegici transfeksiyon ile aktarilmistir.

Farkli promotor parcalarinin transfekte edildigi hiicrelere VEGF sitokini farkl

zamanlarda belirli dozda uygulanarak transkripsiyonel aktiviteler belirlenmistir.
Farkli promotor pargalarinin transfekte edildigi hiicrelere VEGF sitokini ile birlikte

VEGF yolagi inhibitorleri uygulanmis transkripsiyonel aktiviteler belirlenmistir.
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lyagrami.

Tez calismasi kapsaminda yapilacak basamaklar1 6zetleyen akis d

Sekil 2.1
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1.1 Deney Calismalarinda Kullanilan Kimyasal ve Laboratuvar Malzemeleri
Deney c¢aligmasimin Oncesinde kullanilacak olan kimyasal malzemelerin giivenlik
protokolleri incelenmis, sagligi tehdit eden unsurlar géz 6niinde bulundurularak hazirliklar
gergeklestirilmistir. Deney siiresince kullanilan kimyasal ve laboratuvar malzemeleri Tablo

3.1, 3.2 ve 3.3°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Hiicre kiiltiirii deney ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi.

Hiicre Kiiltiirii Deney Calismalarinda Kullanilan Malzemeler
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum  Gibco, Euroclone
Fetal Sigir-Buzag Serumu (FBS-FCS) Gibco

Fosfat Tamponlu Tuzlu su (PBS) Tableti VWR Amresco

Penisilin-Streptomisin Soliisyon HyQ
Antibiyotik-Antimiyotik Soliisyon Gibco

Sigir Serum Albiimini (BSA) Sigma

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

Tris Base Sigma

Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
25-75 cm? hiicre flaski Sarstedt. Germany
6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi SPL Life Sciences
3 mL Steril yar saydam Pastor Pipeti IsoLab

10-25 mL Tek Kullamimlik Cam Pipet Sarstedt, Germany

Steril Filtre (Filtropur) 0.20 pM Sarstedt, Germany
Steril 15-50 mL Falkon IsoLab
Ependorf IsoLab
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Tablo 3.2 : Sitokin ve yolak inhibisyon deney ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin

listesi

Sitokin ve Yolak inhibisyon Deneyleri i(;in Kullanilan Malzemeler

Vascular Endotehial Growth
Factor(VEGF)

Aktinomisin D

Siklohekzimid (Protein sentezi Inh.)
MAP2K1 Inhibitérii (MEKI)

PI3K Inhibitérii (Wortmannin)

JNK Inhibitérii (SP600125)

p38 MAPK Inhibitérii(PD169316)

PeproTech

Biochemica

Sigma

Cell Signaling

Cell Signaling

Santa Cruz Biyoteknoloji
Sigma

Tablo 3.3: Transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi.

Transfeksiyon Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

HEPES

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

CaClz

TurboFect™

Sigma
Takara Clontech
Takara Clontech

Sigma

Thermo Fisher Scientific ™
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Tablo 3.4: RNA eldesi ve kontrolii deney ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi.

RNA Eldesi ve Kontrolii it;in Kullanilan Malzemeler

Dietil pirokarbonat (DEPC)
2 X RNA vyiikleme boyasi

GeneJET RNA Piirifikasyon Kit

Steril Insiilin Enjektorii
Agaroz

%99 Formaldehit

2-Beta Merkaptoetanol
MOPS
Etilendiaminetetraasetik asit
(EDTA)

NaAc

%37’lik (12.3M) Formaldehit
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Etidyum bromiir (Et-Br )
Etanol

Sigma

Thermo scientific
Thermo scientific
Bd Micro-Fine
Sigma,Prona
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Sigma Aldrich
Fisher BioReagent
Merck
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Tablo 3.5: DNA eldesi ve kontrolii deney ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi.

DNA Eldesi ve Kontrolii i(;in Kullanilan Malzemeler

Oligo dT

Deoksiniikleotid(dNTPmix) mix soliisyon

RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi

5X Reaksiyon Tamponu
RiboLock RNaz Inhibitér

Taq DNA Polimeraz (rekombinant)

10X Taq Tamponu (NH4)2S04
MgCl,
Agaroz

GeneRuler 1 kb DNA belirteg

1 kb DNA belirteg

(6X) jel yiikleme boyasi

6X DNA Yiikleme Boyasi
RealQ Plus 2X Master Mix

96 kuyulu plaka

96 kuyulu plaka seal
NucleoBond® Xtra Midi Plus kit

Thermo scientific
NEB

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

NEB

NEB

Thermo scientific
Ampliqon
LightCycler480
Thermo scientific

Macharey-Nagel
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Tablo 3.6: Protein ¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi.

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

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

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

%90’ 11k Izopropanol

2-Beta Merkaptoetanol

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

2-Beta Merkaptoetanol

TWEEN® 20

Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry Milk)
NONO/p54nrb Monoklonal Antikor
Monoklonal Anti-Beta-Aktin Antikor
beta-Actin Mouse mAb

Yabanturpu peroksidaz (HRP)
m-IgGk BP ( Beta-aktin Sekonder
Antikor)

Goat anti-rabbit IgG-HRP

Pierce ™ ECL

Bio-Rad

Thermo scientific
Millipore

Sigma

Sigma

Fisher Scientific
Merck

Merck

Bio-Rad

Sigma

Sigma

Sigma

Santa Cruz
Thermo scientific
Sigma

Cell Signaling

Santa cruz Biyoteknoloji

Santa cruz Biyoteknoloji

Thermo Scientific
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3.1.1.2 Deney Calismalarinda Kullanilan Laboratuvar Cihazlar:

Deneysel islemler gerceklestirilirken cesitli cihazlardan yararlanilmistir. Cihazlarin gerekli
periyodik temizlikleri yapilmistir. Kullanilan laboratuvar cihazlar1 Tablo 3.6°da verilmistir.

Tablo 3.7: Calismada kullanilan Laboratuvar Cihazlari.

Cahsmada Kullanilan Laboratuy ar Cihazlara

Laminar Flow Eabin (Hawva filtreli) TelStar BIOIL Ispanya

CO2%11 Inldibatsr Muaire, ABD

-80 = C Derin Donduricn Wize Cryo

+4 wa 20 Bu=dolab Arpelilk, Tirkive

Invertad MNikroskop MNikon, Japonsa

3u Banswosu PolsScience

Ultrazonik su banyosu Plu=l. ab

I=atica Blok MEajor Science

Santrifil) (15 ml’lik Fallkona uygun) INidwre

Sofgutmah Mikro Santrifii] Hanil Science

Vorteks Velp Scientfica

Izaticah Mhanwetik Kanstinic Heidolph

Mia=za Tipd pEH metre Hanna

Inkabatsr (Sterilizasyon igind MhEEmmert

Otoklaw HMIC HIFE ADAAT A
Elektrofore= Gig Kaynag: (DINA-ENAY Thermo Scientific

Tank Blot Sistemi Bio-Fad

PCE. Thermocycler Thermo

Light- Cyxler 4830 Real-Time PCE Eaoche Life Science

uDropt™ Plate Thermo Fisher Scientific, Mnltiskango
3 pek trofotome tre Thermo Fisher Scientific, Mnltiskango
TE J=l Gorintiileme Sistermi BioS pectrum

SDS-PAGE Araglan Bio-Fad

W Géruntidleme =istemi Wilber Lourmat

Oiomatilke Pipet Thermo, Eppendorf, Finng petis
Elektronik Pipet Kontroldrii Izolab

Déner Hareleetli (Rotating) Callealasaca Thermo Scientfic

Has=as tera=i Sartorins
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3.1.1.3 Transformasyon Calismalarinda Kullanilan Bakteri Soylari

Klonlama calismalarindaki transformasyon asamasinda ve klonlarin stok hiicrelerinin
olusturulmasinda E. coli JIM109 soyu (Genotip: endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—,
mk+), relA 1, supE44, A(lac-proAB), [F" traD36, proAB, laqglqZAM15] ve E.coli DH5a. soyu
(Genotip: SupE44A lacU169 (80 LacZ AM15) hsdR17recAl endA1 gyrA96 thr-1 rl Al)

kullanilmaistir.

3.1.1.4 Cahsmada Kullanilan Vektorler
NonO/p54™ geni klonlama ¢alismalarinda pGEM-T Easy vektorii, pPGFP-C1 vektorii ve
pLKO.1 TRC vektorii kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Mool ar
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HEEM -T Eﬂﬂ lac? Sacil 49
Vector EcoRl | 5:
{3015bp)
Spel &4
Ecokl FiLb]
Mot T
EBstll rid
) Pstl 88
an Sall a0
MNdel a7
sacl 102
BstXl 118 3
M=l 127 :"
141 =
T sps g
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(8725 .. B744) pBR3220ri-F

L4440 (77 . 94)
(8580) PspFl

M13/pUC Reverse (290 ..312)
(8576) BseYl /M3 Reverse (309..325)
N, / / LT3 (344364
/ s e
Iy
" P Nrul * (998)
g

17511 Seal p
(7423 7442) Amp-R
(6916 .. 6937) Flori-F
(6746) Nael |
(6744) NgoMIV '\
(6706 .. 6725) FloriR
(6470 .. 6492) M13/pUC Forward
(6461 .. 64768} M13 Forward %\
16432 6451) T7 N\

_EcoNI (1331)

. BbvCl (1585)

_——— Kfil -PpuMI (2095)
pLKO.1 - TRC cloning vector
8901 bp

(6318) Neol
(6207 .. 6226) EBV-rev -
(6153 . 6172) SV40pA-R —
(5744) Kpnl _
(5740) Acc65l
(5651} SexAl *
(5580 .. 5600) Puro-F
(5218) BstEll
(5200) Rsi
(5140} BsiW|
(5126) PFIFI - Tth111l
(5084 .. 5103) Puro-R
(5065) BamHI
(5035) Hincll —
(4981 4999) reGKF T 7
-/ \ \
(Wt]'ta‘;:;lalpl / \ Swal (3864)
(4808) Spel BsaBl (4033)
EcoRl (4345)

- hUB-F (2224 . 2244)

Y8 promoter
<

— LKO.15' (2395 . 2414)
 Ndel (2402)
~ Agel - SgrAl (2470)

" BstBI (3081)

(4580) Xeml

Apal | o SnaB |
(4360)

B} Nhe | (592)
Ecod7 Nl (597)
Agel (501)

Eco01091
(3854)

BsrG 1(1323)

MCS
(1330-1417)

Svao0
poly A

Miu | (1642)

Dra lll (1872)
Stul
(2577)

Sekil 3.1:p EGFP-C1, p GEMT-easy, pLKO.1- TRC vektorlerinin sematik gdsterimi.
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3.1.1.5 Cahsmada Kullamlan Hiicre Soylari
Calismada insan kordon vein endotelyal hiicre hatt HUVEC (Human Umberical Vein
Endotehlial cells) kullanilmigtir.

. -r';l. 3
. -3"C U’r)

- g - rl- 4 g (
~ I L x77i j 4
! |/\1-,,

Sekil 3.2: HUVEC (Human Umberical Vein Endotehlial cells) hiicre hatti mikroskop
goruntisi.

3.2 Yontemler

3.2.1 Calismada Kullanilan Malzemelerin, Ortamin Temizligi ve Sterilizasyonu

Isiya dayankli plastik malzemeler ve protein, vitamin vb. 1s1 ile denatiire olmayan
soliisyonlar 121 °C’de 20 dk.dk.. otoklavlanmustir. Is1 ile steril edilmeye uygun olmayan
soliisyonlar ise 0.22 pum’lik filtreden gegirilerek kullanilmistir. Hiicre Kiiltiirii
laboratuvarinda ¢alismaya baslanmadan 6nce ortam, en az 30 dk. UV 1s18a maruz birakilarak

steril olmas1 saglanmustir.
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3.2.1 Hiicre Tabanh Teknikler

3.2.1.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirlanmasi

3.2.1.11.1  Hiicre Kiiltiirii Besi Yerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde ticari olarak temin edilen DMEM High Glucose (Yiiksek Glikoz,
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) kullanilmistir. Bu besiyerine FBS (Fetal Bovine

Serum) final konsantrasyonu %10 olacak bi¢imde ilave edilmistir.

3.2.1.1.1.2  Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Hiicrelerin  biiylitiilmesi ve pasajlanmasi iglemleri sirasinda asagidaki c¢ozeltiler

kullanilmaistir.

e PBS Tamponunun Hazirlanmasi; Tablet seklinde temin edilen PBS (Phosphate-
Buffered Salin), her tableti 500 mL saf su ile hazirlanmistir ve otoklavlanarak 2-8
°C’de muhafaza edilmistir.

o Tripsin-EDTA c¢ozeltisinin Hazirlanmasi;, 0.5 mM EDTA ve %0,05 tripsin
otoklavlanmis PBS (1X) igerisinde ¢oztilmiis ve 0.22 um’luk filtre ile steril edilerek-
20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Donmus Hiicrelerden Kiiltiir Yapilmasi

-80°C buzdolabinda saklanan 1 mL HUVEC hiicre siispansiyonu -80 °C’den alinip hiicre
kiiltiiri laboratuvarina getirilmistir. Hiicre siispansiyonunun 37 °C’de erimesi saglandiktan
sonra eriyen hiicre siispansiyonu icinde 6 mL DMEM-%10 FBS (Dulbecco's Modified Eagle
Medium), yiiksek glukoz, piriivat besiyeri bulunan 15 mL hacmindeki falkona konulmus ve

hiicreler ¢ozdiirtilmiistiir.

Coziinen hiicreler santrifiij cihazinda 1000 rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra siipernatant atilip geriye kalan pelet 4 mL DMEM-%10 FCS, yiiksek glukoz, piriivat

besiyerinde pipetaj ile ¢ozdirilmiistiir.

Cozdiiriilen hiicreler icinde 11 mL DMEM, yiiksek glukoz, piriivat mediumu bulunan 75
cm?’lik flasklara almmistir. Hazirlanan kiiltiirler %5 CO2 igeren 37 °C etiivde inkiibe

edilmistir.
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3.2.2.1 Hiicrelerin Pasajlanmasi
37 °C, %5 CO2'li etiivde biiyiiyen hiicrelerin yogunlugu %70-80 oldugunda pasajlanmuistir.

Pasajlama islemi su sekilde yapilmistir:

Flask giivenilir kabine alindiktan sonra kapagi acilip DMEM, yiiksek glukoz, piriivat
besiyeri flasktan uzaklagtirilmistir. Flasktaki hiicreler 5 mL PBS ile yitkanmistir. Hiicreleri
yiizeyden kaldirmak amaciyla 3 mL tripsin tripsin-EDTA eklenip, 37 °C , %5 CO02’li etiivde
6 dk. bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiiri, hiicrelerin yiizeyden kalktigi
saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla tripsin-EDTA oraninin 2

kat1 olacak sekilde 6 mL DMEM-%10 FCS, (yiiksek glukoz) besiyeri eklenmistir.

Flaskin icinde 9 mL olan hiicre siispansiyonu 15 mL hacmindeki falkona alinarak, hiicreler
ile DMEM-%10 FCS (yiiksek glukoz) ve Tripsin- EDTA karisimini ayirmak i¢in 1000 rpm
de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilip, geriye kalan pelet 8 mL

DMEM-%10 FCS (yiiksek glukoz) besiyerinde pipetaj ile ¢ozdiiriilmiistiir.

Cozdiiriilen hiicrelerin 2 mL’si alinarak 1/4, seyreltme olacak sekilde i¢cinde 13 mL DMEM-
%10 FCS (yiiksek glukoz) mediumu bulunan 75 cm?’lik flasklara alinmustir. (Duruma gére
1/2, 1/5 vb. seyreltmeler de yapilmistir). Hazirlanan kiiltiirler %5 CO2:li 37 °C etiivde

saklanmustir.

3.2.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

Kullanilmayacak hiicreler dondurmak i¢in medyumdan uzaklastirilmistir. Hiicrelere 3 mL
Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilmigtir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca 6 mL DMEM-
%10 FCS(yliksek glukoz) mediumu eklenip falkona alinarak 1000 rpm'de 5 dk. santrifiij ile
hiicreler ¢oktiilmiistir. Stipernatant uzaklastirilip pellet 1 mL %10 DMSO igeren FCS ile
dikkatlice ¢6ziiliip ve cryovial tiiplerine konulmistir. Tiipler etiketlenerek -80°C’deki dolaba

konulup saklanmustir.
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3.2.2.3 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre Sayimi

Deneylerde kullanilacak yeterli miktardaki hiicreyi alabilmek igin tripan mavisi ve
hemositometre lami ile hiicre sayimi yapilmistir. Bu islem i¢in flasklardan kaldirilan
hiicreler 1000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra 10 mL %10 FCS igeren medyumda
homojen halde ¢oOziilmiistiir. Canli ve o6li hiicreleri ayirt etmek igin 10 pL hiicre
slispansiyonu esit hacimde tripan mavisi (1:1 seyreltme oraninda) ile 5 dk. oda sicakliginda
inkiibe edilecektir. Bu islem sonunda 6lii hiicreler mavi renge boyanirken canli hiicreler
boyanmaz ve bu boyanmayan hiicreler sayilarak mL’deki canli hiicre sayis1 hesaplanmustir.
Mililitredeki toplam canli hiicre sayisi; hemositometre sayim sonucu ile 2 x 10* sabitinin

carpilmasi ile hesaplanr.

3.2.2.4 Hiicre Soylarinin Deney Kaplarina Alinmasi ve Hipoksik Kosul Olusturulmasi
Belli zamanlarda (24, 48 ve 72 sa.) ve hipoksik normoksik kosullarda RNA ve protein hiicre
pelleti almak icin plate out yapilmistir. Bunun icin 75 cm?’ lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler
4 kere pasajlandiginda hiicre saymmi yapilmistir. 25cm?’ lik flasklara %10 FCS’ li DMEM
igeren ortamda her flaska 2 milyon hiicre olacak sekilde hiicreler yayilmis ve yirmidort saat
inkiibasyona birakilmigtir. Yirmidort saat sonunda hipoksik ortam olusturulacak flasklara

son konsantrasyonu 150 pikro Molar CoCl; ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturulmustur.

3.2.2.5 Sitokin ve Yolak Inhibitérlerinin Uygulanmasi

Flask giivenilir kabine alindiktan sonra kapagi acilip DMEM, yiiksek glukoz, piriivat
besiyeri flasktan uzaklastirilmistir. Flasktaki hiicreler SmL PBS (Phosphate-Buffered
Saline) kere yikanmustir. Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 3 mL tripsin tripsin-EDTA
eklenip 37°C %5 CO02’li etiivde 5 dk. bekletilmistir. Etiivden cikarilmis hiicre kiiltiiri,
hiicrelerin yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak
amaciyla tripsin-EDTA oraninin 2 kati olacak sekilde 6 mL DMEM-%10 FCS, (yiiksek
glukoz) besiyeri eklenmistir. Flaskin iginde 9 mL olan hiicre siispansiyonu 15mL
hacmindeki falkona alinarak, hiicreler ile DMEM-%10 FCS (yiiksek glukoz) ve tripsin-
EDTA karigimin1 ayirmak i¢in 1000rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Hiicreler santrifiij
edildikten sonra 10 mL %10 FCS igeren medyumda homojen halde ¢6ziilmiistiir. Canli ve
oli hiicreleri ayirt etmek i¢in 10 pL hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan mavisi (1:1

seyreltme oraninda) ile 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda 6lii
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hiicreler mavi renge boyanirken canli hiicreler boyanmamis ve bu boyanmayan hiicreler
sayilarak mL’deki canli hiicre sayisi hesaplanmistir. %90 canli oldugu karar verilen
hiicrelerle deney kurulmustir. %10 FCS iceren DMEM besiyeri kullamlarak 25cm? ‘lik
kiiciik flasklara 2.000.000 hiicre olacak sekilde paylastirilmistir. 1 gece hiicrelerin yiizeye
yapismast beklenmis ve sonrasinda hiicrelerin yiizeye yapistigt mikroskopta kontrol
edilmistir. Yiizeye yapistigindan emin olunan hiicrelerin besi yeri %0,1 BSA iceren DMEM
ile degistirilmistir. 1 sa. beklendikten sonra 20 ng/ml olacak sekilde VEGF sitokini

uygulanmustir.

Yolak inhibasyon deneyi i¢in; Yiizeye yapistigindan emin olunan hiicrelerin besi yeri %0,1
BSA iceren DMEM ile degistirilmistir. 45 dk. sonra inhibitorler (JNK (20uM), PD169
(20uM), WORTMANNIN (2 uM), MEK (20 uM)) eklenip 1 sa. inkiibasyondan sonra 20
ng/ml olacak sekilde VEGF sitokini uygulanmistir.

Tablo 3.8: Calismada kullanilan inhibitorler

Calismada kullanilan inhibitorler

Wortmannin PI3K inhibitori

Mek inhibitori MEK inhibitori
PD169125 P38/MAPK inhibitori
SP600 JNK inhibitori

3.2.2.6 Gegici Transfeksiyon Calismalari

NONO p54nrb genine ait promotor parcalarinin transfeksiyonu igin hiicreler 25 cm? flasklara
2x10° hiicre/flask olacak sekilde paylastirilip bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin hipoksik
ortam olusturulacak flasklara son konsantrasyonu 150 uM CoCl; ilave edilerek kimyasal
hipoksi olusturulmustir. 315 puL son hacimde; 2 M CaCl; soliisyonu transfekte edilecek
DNA(10pg) ile kanistirtlip 315 pL 2X Hepes lizerine damla damla eklenip presipitasyonun
olusmast i¢in 1 sa. beklenmistir. DNA: Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra
karisim damla damla flasklara eklenip hafifce sallanarak karigimin dagilmasi saglanmistir.
1 gece 37°C %5 CO02’li etiivde inkiibasyondan sonra transfeksiyon medyumu degistirip PBS
ile flasklar yikanarak taze %10’luk FCS’li medyum eklenmistir. 1-2 sa. etiivde beklendikten
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sonra hiicreler Tripsin-EDTA soliisyonu ile yiizeyden kaldirilip sayilarak 96 kuyucuklu
plakaya 30.000 hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirilmistir ve 48 sa. 37°C %5 CO02’li etiivde
inkiibasyona birakilmigtir. 48 sa. sonra besi yeri %0.1 BSA igeren DMEM ile
degistirilmistir. Yolak inhibasyon deneyi i¢in 45 dk. sonra inhibit6rler (JNK (20 uM), PD169
(20 uM), WORTHMANIN(2 uM), MEK (20 uM)) eklenip 1 sa. inkiibasyondan sonra 20
ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulanmistir. Eger sadece sitokinin etkisi
incelenecekse besi yeri %0.1 BSA igeren DMEM ile degistirildikten sonra inhibit6r
uygulanmadan 1 sa. beklenip 20ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulanmustir. 6sa.’lik
inkiibasyon sonunda kuyulardan 100 pL medyum c¢ekilerek -20 °C’de lusiferaz ve SEAP

aktiviteleri 6l¢iimi yapilana kadar bekletilmistir.

NONO/p54nrb geninin hiicrelerde asir1 ifadesini incelemek i¢in, pGFP-C1 vektoriine
klonlanmig halde bulunan NONO/pS4nrb geninin transfeksiyonu gergeklestirilmesi igin
hiicreler 25 cm? flasklara 2x10° hiicre/flask olacak sekilde paylastirilip bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi giin hipoksik ortam olusturulacak flasklara son konsantrasyonu 150 uM
CoCl; ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturulmustir. 315 pL son hacimde; 2 M CaCl;
soliisyonu transfekte edilecek DNA ile karistirilip 315 pL 2X Hepes iizerine damla damla
eklenip presipitasyonun olusmast igin 60 dKk. beklenmistirr. DNA: Kalsiyum fosfat
presipitasyonu olustuktan sonra karigim damla damla flasklara eklenip hafifce sallanarak
karigimin dagilmasi saglanmigtir. 1 gece 37°C %5 CO: li etiivde inkiibasyondan sonra
transfeksiyon medyumu degistirip PBS ile flasklar yikanarak taze %10’luk FCS’li medyum
eklenmistir.1-2 sa. etiivde beklendikten sonra hiicreler Tripsin- EDTA soliisyonu ile
yiizeyden kaldirilip sayilarak MTT, koloni formasyon, ¢izik testi, floresans goriintiileme

deneyleri kurulmustur.

NONO/p54 nrb geninin hiicrelerde ifadesinin baskilanmasini incelemek i¢in, pLKO.1 TRC
vektoriine klonlanmigs halde bulunan NONO/p54nrb geni shRNA oligolarmin transfeksiyonu
gerceklestirilmesi icin hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
paylastirilip bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin hipoksik ortam olusturulacak flasklara son
konsantrasyonu 150 pikroMolar CoCl; ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturulmustir. 4 pg
DNA'y1 400 pL serumsuz DMEM ile seyreltilmistir. Transfeksiyon reaktifi (TurboFect™
Transfection Reagent) seyreltilmis DNA'ya 6 pL eklenmistir. Karigim 15 dk.. oda
sicakliginda bekletildikten sonra damla damla kuyucuklara eklenip hafif¢ce sallanarak
karisimin dagilmasi saglanmistir. 1 gece 37°C %5 CO2’li etiivde inkiibasyondan sonra

transfeksiyon medyumu degistirip PBS ile flasklar yikanarak taze %10’luk FCS’li medyum
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eklenmistir. 1-2 sa. etiivde beklendikten sonra hiicreler Tripsin- EDTA soliisyonu ile
yiizeyden kaldirilip sayilarak MTT, koloni formasyon, ¢izik testi, floresans goriintiileme

deneyleri kurulmustur.

3.2.2.7 Lusiferaz Aktivitesinin ve SEAP Aktivitesinin Olciimii

96 kuyucuklu plakalardan alinan medyumlar -20 °C buzdolabindan gikarilarak ¢oziinmesi
saglanmistir. 10x lusiferaz substrati reaksiyon tamponu ile 1x olacak sekilde dilue edilmistir.
Hiicre kiiltiirii medyumundan 9 pL alinarak 384 kuyucuklu plakalara koyulup tizerine 1 puL

1 X Substrat/Reaksiyon tamponu eklenmistir. Sonuglar hizlica luminometrede okunmustur.

SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) aktivitesinin 6l¢iimii i¢in 384 kuyucuklu plakalara
transfeksiyon medyumundan 5 pL konularak iizerine 1X seyreltme bufferindan 15 pL
eklenmistir. Plakanin istii kapatilarak 65 °C’de yarim saat bekletilmis, 2-3 dk. buz tizerine
konularak oda sicakligina getirilmistir. Oda sicakligindaki SEAP substrat solusyonundan her
bir 6rnege 20 pL eklenerek drnekler oda sicakliginda 30 dk. bekletilmistir islem sonunda
plaka luminometrede okunmus ve elde edilen degerler Microsoft Excel programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.2.8 IFC (immiinofloresans) Deneyi
Immiinofloresans deney, hiicredeki belirli antijenleri, floresan boyalar ile baglanmis
antikorlarla isaretleyerek floresan 151k veren 11k kaynagina sahip mikroskoplar ile inceleme

prensibine dayanmaktadir.

Transfeksiyondan 1 giin sonra hiicreler TE ile kaldirilarak ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre sayimi
hemositometre ile yapilmist ve 1 mL’deki hiicre sayisi belirlenmistir. Daha sonra hiicreler
cover glass lamel eklenmis 24 kuyucuklu plakalara 125.000 hiicre/kuyu olacak sekilde alinip
bir gece 37°C %5 CO>li etiivde inkiibe edilmistir. 24 sa. sonra hiicrelerden DMEM
uzaklastirilip 2 kez PBS ile yikanmistir. Ardindan hiicreler PBS igerisinde ¢ozlilmiis %4
paraformaldehid ile oda sicakliginda 15 dk. bekletilerek fikse edilmistir. Bu islemden sonra
fiksatif kuyucuklardan uzaklastirilip PBS’te ¢6ziinmiis %0.1°lik Triton X-100 eklenerek 10
dk. bekletilmistir. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanip, %1 BSA iceren PBS ile 1 sa. oda
sicakliginda bloklanmigtir. 1 sa. sonunda bloklama soliisyonu uzaklagtirilmistir. 1/100

oraninda diliiye edilmis primer antikor (NONO/p54nrb anti-rabit) eklenmistir ve gece
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boyunca karanlik ortamda +4 °C’de bekletilmistir. Ertesi giin hiicreler PBS ile 3 kez 5 dk.
yikanmistir ve 1/2000 oraninda diliiye edilmis Alexa Flour 594 Floroform konjugati
sekonder antikor eklenmis ve karanlikta 1 sa. oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan
hiicreler karanlik ortamda PBS ile 3 kez 5 dk. yikanmistir. Son yikamada her kuyuya 5 pL
DAPI boyasi eklenmistir ve ardindan PBS ile beraber uzaklastirilmistir. Lamlarin {izerine
antifade soliisyonu damlatilip kuyucuklarin igerisindeki cam lameller isitilmis igne
yardimiyla c¢ikartildiktan sonra lamellerin iizerine kapatilmistir. Ornekler floresans

mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.2.2.9 Sitotoksisite Deneyleri (MTT)
Hiicre proliferasyonu, canliligi ve sitotoksisite ol¢iimii i¢in kullamlan ve kantitatif
klorometrik bir yontem olan MTT metodu canli hiicrelerin tetrazolium tuzu olan MTT yi

formazan kristallerine doniistiirmesi esasina dayanir.

Transfeksiyondan 1 giin sonra hiicreler TE ile kaldirilarak ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre sayimi
hemositometre ile yapilmist ve 1 mL’deki hiicre sayisi belirlenmistir. Daha sonra hiicreler
96 kuyucuklu plakalara 30.000 hiicre/kuyu olacak sekilde alinip bir gece 37°C %5 CO2’li
etlivde inkiibe edilmistir. Ertesi giin tizerine 20 pL. MTT boyast uygulanmistir. Daha sonra
4 sa. 37 °C’de % 5 CO> igeren ortamda inkiibasyon yapilmustir. inkiibasyon sonunda
medyum uzaklastirilmis ve 0.004 M HCl igeren izopropanol ile kristaller ¢oziilmiistiir. Daha
sonra UV spektro ile 550 nm dalga boyunda absorbans alinmis ve sonuglar Microsoft excel

programu ile grafik haline getirilmistir.

N Reduction R —N
R_, - R I
Moo R
i ?/ > Hf Y
N=N N=N
”
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 3.3:MTT metodu ile olusan kimyasal degisim
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3.2.2.10 Cizik Testi

Transfeksiyondan bir giin sonra hiicreler sayilarak 500.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 6’1
plakalara paylastirilarak 1 gece 37 °C’de % 5 COz igeren ortamda inkiibe edilmistir. Ertesi
giin kuyular pipet ucuyla ¢izilerek hiicreler arasi diizenli bir bosluk olusturulmustur. Cizik
olusturulduktan sonra 0, 6 ve 24. sa.’lerde hiicreler fotograflanip boslugun kapanmasi

kontrol hiicreler ile karsilastirilmistir.

3.2.2.11 Koloni Formasyon

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 500 hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirilip bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi giin hipoksik ortam olusturulacak kuyulara son konsantrasyonu 150
pikroMolar CoCl2 ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturulmustir. Her bir kuyu i¢in 100
uL son hacimde; X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) soliisyonu
transfekte edilecek DNA ile karigtirilip 30 dk. beklenmistir. 30 dk. sonunda karisim damla
damla kuyulara eklenip hafifce sallanarak karisimin dagilmasi saglanmistir.
Transfeksiyondan sonra hiicrelerin biiytimesi mikroskop ile gozlemlenmistir ve 72 sa.’de bir
transfeksiyon yinelenmistir. 8. giiniin sonunda koloniler kristal viyole ile 5 dk. boyanmustir.
Saf su ile 5 dk.’lik 3 yikama yapilmistir ve fotograflandirilmistir. Kolonilerin sayimi
OpenCFU program: ile yapilmigtir. Alandaki koloni sayilarma gore grafikler

olusturulmustur.

3.2.3 Klonlama Cahismalari
3.2.3.1 Kat1 ve Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi
S1v1 besiyeri olarak Luria Broth (LB) tretici firma tarafindan belirtilen miktarda dH20’da

¢oziiliip edilecektir. Sogumasi beklenerek kullanilmistir.

Kat1 besiyeri olarak kullamilan LB agar firma tarafindan belirtilen miktarda dH20’da
¢oziiliip, 121 °C’de 20 dk. otoklavlanarak steril edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogumasi
beklenmistir. Amfisilin, son konsantrasyonu 100 upg/mL veya Kanamisin, son
konsantrasyonu 30 pg/mL olacak sekilde eklenerek karistirildiktan sonra bek alevi yaninda
petri kaplarina dokiilerek katilagsmasi beklenmistir. Petriler ters g¢evrilerek agizlari hava
almayacak sekilde parafilmlenikten sonra +4 °C’de buzdolabinda 151k almayacak sekilde

stoklanmustir.
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3.2.3.2 NONO/p54nrb Geninin pGFP Vektoriine Klonlanmasi

3.23.2.1.1 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Sentezlenen cDNA’larin kalitesinin belirlenmesi i¢in 6nce HB2 ekspresyon primerleri ile
PCR kurulmustur. Ardindan NONO/p54nrb geni i¢in dizayn edilen primerler ile PCR
calismasi gergeklestirilmistir. Bu iki PCR ¢aligmasinda bir tiip i¢in: 36,5 uL dH20, 1 ug
cDNA, 10X Tag tamponu, 2 mM MgClz, 0,2 mM dNTP eklenmistir. Daha sonra, 1 pg ileri
ve geri primer eklenip en son Thermo Taq polimeraz enzimi 1 pL, eklenerek 50 puL’ lik son

hacim olusturulmustur.

3.23.2.1.2  Agaroz Jel Elektroforezi ve DNA Piirifikasyonu

Agaroz jel hazirlanmasi i¢in son konsantrasyonu %1 olacak sekilde agaroz tartilmig iizerine
0.5X TBE(tris borik asit edta) soliisyonu eklenmistir. Karisim tamamen homojen hale
gelinceye kadar 1sitilmis ardindan yeterince sogutularak son konsantrasyonu 0,5 pg/mL
olacak sekilde etidyum bromiir eklenmistir. PCR iriinlerinin agaroz jelde
goriintiilenebilmesi igin triinlere 1x yiikkleme boyasi eklenmistir. 1 kb DNA belirteci
kullanilarak, PCR iiriinleri 95 voltluk elektrik akiminda yaklasik 40 dk. yiirtitiilmiistiir. UV

15181 altinda DNA 6rnekleri goriintiilenmistir.

5X TBE hazirlanisi: 0,44 M Borik asit, 0,44 M Trisma base hasas terazi ile tartilmis ve 20
mL 0,5 M EDTA eklenip, soliisyonun pH’1 8.00’e ayarlanmigtir. Soliisyonun hacmi dH20

ile 1 litreye tamamlanip otoklavlanmustir.

PCR sonrasi goriintiilenen DNA bantlar1 UV goriintiileyici tizerindeyken jelden kesilerek
alimmistir. DNA  jel ekstraksiyon kiti (Thermo) ile jelden saflagtirilmistir.
Spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda orneklerin absorbansi dlgiilerek DNA

miktar1 ve saflif1 hesaplanmistir.

3.23.213 T:AKlonlama

T: A klonlama prosediiriin onerdigi sekilde jelden geri kazanilan NONO/p54nrb  genini
PGEM-T Easy vektoriine (Promega) ligasyonu gerceklestirilmistir. pPGEM-T Easy vektor
sistemi T:A klonlama sistemiyle calisan bir plazmit vektordiir. 20 pL’lik son hacimde

reaksiyon ortamina klonlanmis DNA parcasi ve vektdr (minimum 1:3 oraninda), 1 X
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ligasyon tamponu, 0.3 U/uL T4 DNA ligaz enzimi eklenerek +16°C’de bir gece inkiibasyona

birakilmistir.

3.2.3.3 Ligasyon Uriiniiniin Kompetant Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyon sonuglari E.coli XL1blue kompetent hiicrelerine transforme edilmistir. Bunun i¢in,
XL1blue kompetent hiicresi stogundan 200 pL alinarak iizerine 5 pL ligasyon iiriini
hiicreleri sarsmadan eklenmistir. Karisimin bulundugu tiip ardindan 40 dk. boyunca buz
tizerinde bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda orneklerin bulundugu ependorf tiip
42°C’deki su bonyosunda iki dk. bekletilerek hiicrelere 1s1 soku yapilmasi saglanmustir.
Ardindan tiip 2 dk. buzda tutulmustur. Daha sonra tiip buzdan alinarak antibiyotiksiz LB
broth ile 1 mL’ye tamamlanmistir. Ardindan tiip iki saat boyunca 37°C’de 210 rpm
calkalamali inkiibatorde tutulmustur. Inkiibasyon siiresi biten transformasyon iiriinleri
10000 rpm de 5 dk. santrifiij edilerek Xgal ve IPTG substratlar1 ve ampisilin antibiyotigi
iceren LB agar petrilerine tek koloni yontemi ile yayilmistir. Gece boyu 37°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde ters olarak bekletilen petrilerde mavi beyaz koloni olusumu goézlenmistir. Beyaz

koloniler segilerek plazmit DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.3.4 Kiiciik Ol¢ekli (Mini-Prep) Plazmit DNA izolasyonu
Beyaz koloniler segilerek Thermo Miniprep DNA isolation kit basamaklarina uygun olarak

kiiclik hacimde plazmid DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.3.5 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kontrol Kesimi

NONO/p54nrb geni igin primer dizayn ederken primerlere restriksiyon enzimi kesim
bolgeleri eklenmistir. izole edilen plazmidler bu kesim bdlgelerine gore restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu gergeklestirilmistir. Restriksiyon enzimlerinin
caligmast i¢in her iki enzime de uygun olan tampon secilmistir.Bu sec¢im

www.thermoscientifichio.com adresinden yapilmistir. Enzimleri ve tamponlar1 iireten

tireticinin protokoliine bagli kalarak enzimler ve tampon karigtirilarak son hacim su ile 50
pL ye tamamlanmistir. 37°C sicakliktaki inkiibatorde 3 saat bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda kesim Ornekleri agaroz jel hazirlanarak jele yiiklenmis, 90 Voltta 40 dk.

yiiriitiildiikten sonra UV goriintiilenme cihazinda goriintiilenmistir. Goriintiilenen bantlarin
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marker ile karsilastirilmasindan sonra dogru boyutta oldugu anlagildiginda, klonlamanin

dogrulanmasi 6rnekler dizi analizine gonderilmistir.

3.2.3.6 pEGFP-C1 Vektoriine Alt Klonlama

NONO/p54nrb geninin kontrol kesimi agaroz jel lizerinde dogru bolgede goriintiilendikten
sonra restriksiyon enzimleriyle kesilerek agaroz jele yiikklenmis ardindan jelden
saflastirilmistir. Alt klonlama yapmak amaciyla bos pEGFP-C1 vektori restriksiyon
enzimleri ile reaksiyona girerek diiz hale getirilmistir. Boylece kesilen NONO/p54nrb geni
diiz olan pEGFP-C1 vektorii ligasyon reaksiyonuna birakilmistir. Ligasyon reaksiyonundan
sonra Uiriinler kompetant hiicrelerine transforme edilmistir. 20 pL’lik son hacimde reaksiyon
ortammna klonlanacak DNA pargast ve vektér (minimum 1:3 oraninda), 1X ligasyon
tamponu, 0.3 U/uL T4 DNA ligaz enzimi eklenerek +16°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Kompetan hiicrelere aktarilan ligasyon tiriinleri kanamisin antibiyotigi igeren
LB agar lizerine tek koloni yontemi ile ekilmistir. Petri kaplari gece boyu 37 °C’ ye
ayarlanmig etiiv de ters olarak bekletilmistir ve koloni olusumu gozlenmistir. pEGFP-C1
vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  geni i¢in koloniler segilmis ve lireticinin onerdigi
sekilde (Thermo Miniprep DNA isolation kit) plazmid DNA’lar kiiclik miktarda izole

edilmistir.

NONO/p54nrb geni i¢in primer dizayn ederken primerlere restriksiyon enzimi kesim
bolgeleri eklenmistir. Izole edilen plazmidler bu kesim bolgelerine gore restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu gerceklestirilmistir. Restriksiyon enzimlerinin
calismast i¢cin her iki enzime de wuygun olan tampon secilmistir.Bu secim

www.thermoscientificbio.com adresinden yapilmistir . Enzimleri ve tamponlar1 {reten

tireticinin protokoliine bagl kalarak enzimler ve tampon karigtirilarak son hacim su ile 50
pL ye tamamlanmistir. 37°C sicakliktaki inkiibatorde 3 saat bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda kesim Ornekleri agaroz jel hazirlanarak jele yiiklenmis, 90 Voltta 40 dk.

yiiriitiildiikten sonra UV goriintiilenme cihazinda goriintiilenmistir.

Gorlintlilenen bantlarin marker ile karsilagtirlmasindan sonra dogru boyutta oldugu

anlasildiginda, klonlamanin dogrulanmasi drnekler dizi analizine gonderilmistir.
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3.2.3.7 NONO/p54nrb Geni sh-RNA Oligolarinin pLKO.1 Vektoriine Klonlanmasi
3.23.7.1.1  NONO/p54nrb Genine Ozgii sh-RNA Oligolarinin Belirlenmesi
NONO/p54nrb genine 6zgii sShRNA oligolarinin belirlenmesi igin Whitehead Institute for

Biomedical Research hosts an SsiRNA Selection (http://sirna.wi.mit.edu/) araci

kullanilmistir. Klonlama i¢in vektdr iireticisinin 6nerdigi protokole gore oligolar siparis

edilmistir.

Forward oligo:

5> CCGG—21bg sense—CTCGAG—21bg antisense—TTTTTG 3’
Reverse oligo:

5> AATTCAAAAA—21bg sense—CTCGAG—21bg antisense 3’

3.2.3.7.1.2  shRNA Oligolarinin Birlestirilmesi

Siparis edilen oligolar 20 uM olacak sekilde sulandirlarak 5 pl. Forward oligo, 5 pL Reverse
oligo, 5 uL 10x NEB buffer 2 son hacim 35 pL olacak sekilde ddH-O ile tamamlanarak
birlestirme reaksiyonu kurulmustur. Kurulan reaksiyon 95 °C’ta 4 dk.. bekletilmistir.

Ardindan oligolarin birlesmesi i¢in oda sicakliginda sogumaya birakilmistir.

3.23.7.1.3 pLKO.1 TRC Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

pLKO.1 TRC Vektoriine NONO/p54nrb geninin klonlanmasi i¢in pLKO.1 TRC Vektorii
vektor ireticisinin Onerdigi protokole gore Agel ve EcoR1 restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Kesim reaksiyonu i¢in 6 pg pLKO.1 TRC-klonlama vektorii, 5 uL 10x NEB
buffer 1, 1 uL Agel, 1 uL EcoRI 50 uL olacak sekilde ddH20 ile tamamlanarak kesim
reaksiyonu kurulmustur. Kurulan reaksiyon 37°C ta 30 dk.. bekletilmistir.

Reaksiyon {irlinii agaroz jel elektroferezi ile yiiritilmistir. UV transilluminator ile
goriintiilenen 7kb uzunlugundaki DNA bantlar1 UV goriintiileyici tlizerindeyken jelden
kesilerek alinmistir. DNA jel ekstraksiyon kiti (Thermo) ile jelden saflagtiriimistir.
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Spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda orneklerin absorbansi 6lgiilerek DNA

miktar1 ve saflig1 hesaplanmistir.

3.23.7.1.4 pLKO.1 TRC Vektorii ve sSh-RNA Oligolarinin Birlestirilmesi

Klonlama i¢in hazirlanmis, shRNA oligolar1 ve lineer hale gelmis pLKO.1 TRC Vektorii
ligasyona birakilmistir. Ligasyon iirlinleri ligasyon reaksiyonundan sonra kompetant
hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. 20 pL’lik son hacimde reaksiyon ortamina
klonlanacak oligo (2 pL) ve vektor (20 ng), 1 X ligasyon tamponu, 0,3 U/uL T4 DNA ligaz
enzimi eklenerek +16 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Kompetan hiicrelere
aktarilan ligasyon tirlinleri ampisilin iceren LB agar iizerine tek koloni yontemi ile ekilmistir.
Petri kaplar1 gece boyu 37 °C’ye ayarlanmis etiiv de ters olarak bekletilmistir ve koloni
olusumu goézlenmistir. pLKO.1 TRC vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  genine 6zgii
shRNA oligolart i¢in koloniler se¢ilmis ve iireticinin onerdigi sekilde (Thermo Miniprep
DNA isolation kit) plazmid DNA’lar kiiciik miktarda izole edilmistir. Izole edilen
plazmidler, EcoRl ve Ncol restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesim
reaksiyonuna tabi tutulmuslardir. Her iki enzimin ¢alismasi igin gerekli olan buffer (10x
NEB buffer for EcCoRI) olarak se¢ilmistir. 1 pg izole edilen plazmid, 10x NEB tampon, 1 uL
Ncol, 1 pL EcoRI 50 pL olacak sekilde ddH20 ile tamamlanarak kesim reaksiyonu
kurulmustur. Kurulan reaksiyon 37°C ta 30 dk.. bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kesim
tirlinleri agaroz jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilenmistir.

Goriintiilenen bantlarin marker ile karsilastirilmasindan sonra dogru boyutta oldugu

anlagildiginda, klonlamanin dogrulanmasi igin 6rnekler dizi analizine gonderilmistir.

3.2.3.8 Cok Kopyal Plazmid DNA izolasyonu (Maxiprep)
Plazmidlerin hiicrelere aktarilmasi i¢in plazmid DNA’larin yiiksek konsantrasyonda
olmalar1 gerekmektedir. Boylece klonlama yapilan plazmidler, {ireticinin 6nerdigi sekilde

MN midi plus Kiti ile ¢ok kopyali ve yiiksek saflikta izole edilmistir.
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3.2.4 RNA ile Ilgili Teknikler

3.2.4.1 RNA izolasyonu

Pellet haline getirilerek RNA izolasyonlar1 i¢in -80 °C dondurucuda saklanan 6rnekler buz
tizerinde dikkatlice ¢oziilmiistiir. Thermo Gene Jet RNA izolasyonu kitinin 6nerdigi sekilde
kontrol ve deney grubu pelletlerden izolasyon yapilmis ve elde edilen RNA’lar -80 °C

dondurucuda uzun dénemde saklanmastir.

3.2.4.2 RNA Miktar Tayini
Izole edilen RNA’larn miktarlar1 ve safliklarinin tayin etmek icin RNA, mikrodropta 260
nm ve 280 nm’de absorbanslar1 alinmustir. Azeo/Azs0 oranindan RNA saglig1 belirlenmistir.

RNA konsantrasyonu asagidaki formiile goére hesaplanmaistir.

RNA miktar1 =40 x OD2s0 x Seyreltme Faktorii= pg/mL RNA

3.2.4.3 RNA Jel Elektroforezi

Elektroforez yapilmadan 6nce kullanilan malzemeler RNaz enzimlerinden etkilenmemesi
icin gerekli arindirma islemleri gergeklestirilmistir. Bu amagla elektroforez tanki ve
aparatlar1 jel dokiilmeden 6nce %0.5°lik SDS ile yikandiktan sonra 9%0.1°1ik DEPC’li sudan

gecirilip, saf etanolden gecirildikten sonra kurumasi i¢in beklenmistir.

Jelin yapimu i¢in 0.5 g agaroz, 5 mL 10X FA jel tamponunda ¢6ziilerek RNaz icermeyen
steril dH20 ile 50 mL’ye tamamlanip bu karisim mikrodalgada kaynatilmigtir. Karigim
soguduktan sonra karisima %37°lik (12.3 M) formaldehitten 0.9 mL eklenip jelin homojen
hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra stok Et-Br soliisyonundan (10 mg/mL) 1 pL eklenip
taraklar1 Onceden yerlestirilmis elektroforez kasetine jel dokiiliip polimerlesmesi
beklenmistir. RNA drnekleri jele yiiklenmeden 6nce 70 °C’de 10 dk. 1s1 ile denatiire edilip
daha sonra 10 dk. buzda bekletilip 6rnekler jele yiiklenerek 1X FA Jel tamponu igerisinde
80 Volt’da yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonucu dijital jel goriintiileme sistemi kullanilarak

degerlendirilip ve fotograflanmistir.
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3.2.4.4 gRT- PCR Reaksiyonu
Reverse-Transkriptaz (RT) kullanilarak cDNA sentezlenmesi gergeklestirilmistir.

Son hacim 12.5 pL olacak sekilde; 1 pL oligo dT primer, 1 pg/ uL olucak RNA kalib1 ve
dH20 kullanilmigtir. 70 °C’de 5 dk. 6n inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her bir 6rnek
icin 4 pL Buffer RT (1X), 2 uL dNTP, 1 pL Revers Transkriptaz ve 0.5 pL Ribolock
inhibitorden olusan karigim hazirlanmistir. Bu karisimdan her bir tiipe 7.5 pL paylastirilarak
ornekler 42 °C 1 saat ve 72 °C 10 dk. inkiibe edilmistir. Hazirlanan cDNA’lar daha sonra

kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.45 Real Time PCR

Her deney seti i¢in 3 tekrarli olmak iizere Real Time PCR yapilmistir. Son hacim 12.5 pL
olacak sekilde; 6.25 pL SYBR® Green PCR Master karisim, Master, 1 pL cDNA, 10 pmol/
uL’lik forward ve reverse primerleri stogundan 0.5’er uL ve 4.25 pLL dH20 kullanilmistir.
Real Time PCR sonuglart Livak metoduna gore degerlendirilmistir. NONO/p54nrb ya da
HIF-1a igin tekrarlanan 3 grubun Ct degerinin ortalamasi alinmistir. Ayrica HB2 igin
tekrarlanan 3 grubun Ct degerinin ortalamasi alinmistir. HB2 kontrol geninin ortalama
degerinden elde edilen NONO/p54nrb genin ortalama degeri ¢ikarilmistir. Yeni ¢ikan
degerin 2’nin iissl olacak sekilde kuvveti alinip, kontrol gurubu kendine béliiniip, 1 sayisi
elde edilmistir. Daha sonra ilgili zaman araliginda calisilan deney grubu ayni zaman
araliginda calisilan kontrol grubuna boliinmiistiir. Bunun sonucunda 1’ in kati seklinde

degerler elde edilmis ve siitun grafigi olusturulmustur.

Tablo 3.9:Real time PCR kosullari.

Sicaklik Stire Dongti
95°C 10 dk. 1 dongii
95°C 30s
55°C 30s 35 dongii
72°C 30s
95°C 5s 1 dongii
65°C 1 dk.
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Tablo 3.10: HIF-1a, NONO/P54nrb, H-p-2 Mikroglobulin, NEAT1, PSF-SPFQ, PSPC1
ekspresyon primeri.

PS4nrb/NONOEKkspresyon Primerleri

[leri Primer 5-ATATGCCACTCCGTGGAAAG-3’ Tm: 54.8°C
Geri Primer 5’-GAAGGAGCCTTCACTGCATC-3° Tm: 55.9°C

Hp2 Mikroglobulin Ekspresyon Primerleri

Ileri Primer 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3> Tm: 60°C
Geri Primer 5’-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3"Tm: 60°C

NEAT1 Ekspresyon Primerleri

Ileri Primer 3-GATTTTTTGTTCCAGGTCTGTC-3° Tm:62 °C
Geri Primer 5’-AGATAAACCCAGGATTCAGG-3> Tm:62 °C

PSF/SPFQ Ekspresyon Primerleri

Ileri Primer 57-AAATGCCTGGCGGGCCGAA-3> Tm62°C
Geri Primer 3-GTCTTTTGAATTCATCCTCCGT-3> Tm:62 °C

PSPC1 Ekspresyon Primerleri

Ileri Primer 5’>-TTTAGCCCAGCCCCTGCTGGT-3° Tm:64 °C
Geri Primer 5’-AGGACCACCACTCACAGGACC-3" Tm:66 °C

HIF-1a Ekspresyon Primerleri

Ileri Primer 5’-CCACCTATGACCTGCTTGGT-3" Tm: 569 °C
Geri Primer 53>-TGTCCTGTGGTGACTTGTCC-3> Tm: 56.9 °C
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3.2.5 Protein ile lgili Teknikler

3.2.5.1 Western Blotting Metodu ile Protein Tayini

3.25.11.1 Total Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda deney ve kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelerin pelletleri ilk olarak
soguk PBS’de c¢ozilerek 4.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek silipernatant
uzaklastirilmigtir. Pelletin tizerine 200 pL soguk Ripa tamponu eklenip pipetaj ile hiicrelerin
lizis olmas1 saglanmistir. Daha sonra 30 dk. buz lizerinde bekletilip son asamada ise 13.000
rpm’de +4 °C’de 30 dk. santrifiij yapilmistir. Ust sivi alinarak protein analizleri icin

kullanilmaistir.

3.25.1.1.2  Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bradford reaktifinin hazirlanmasi igin;
100 mg (0.1g) Commanse blue, 50 mL %95'lik etanol, 100 mL %95'lik fosforikasit
karistirilarak saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Bradford Standart egrisinin hesaplanmasi
i¢in stok BSA hazirlanmasi i¢in; 0.1 g BSA 100 mL Saf suda ¢6ziilmiistiir. Ornekleri l¢gmek
icin; 96’lik kuyulu plakaya 3 uL 6rnek 2 pL saf su ve 250 pL reaktif ile karistirilmustir.
Ornekler ve kor hazirlandiktan sonra 10 dk... karanlikta bekletilmistir. 595 nm dalga
boyunda spektrometrede Ol¢iim alinmis ve standart egri grafigine gore hesaplama

yapilmustir. 1pL’deki protein konsantrasyonu nanogram cinsinden bulunmustur.
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Sekil 3.4:Bradford Yontemi Standart Egri Grafigi

3.25.1.1.3 SDS-PAGE

Elektroforez aparatlari ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlenerek jel dokmek igin
hazir hale getirilmistir. 1.5 M Tris-HCI (pH 8,8), %10 (w/v) SDS igeren ayirma jeli st
kisimda 3 c¢cm bosluk kalacak sekilde dokiilecektir. 10-15 dk.dk.. jelin polimerizasyonu i¢in
beklenip 1 M Tris-HCI (pH 6.8), %10 (w/v) SDS igeren yigma jeli dokiiliip taraklar
yerlestirilmistir. Polimerizasyon gerceklestikten sonra taraklar cikarilip jel tank icgine
yerlestirilecektir. Son hacim 30 pL olacak sekilde; 5 ul.’de 2X yiikleme boyas1 ve 30-50 ug
protein lizat1 koyularak 6rnekler 95 °C’de 5.dk.. denatiire edilmistir. Hazirlanan 6rnekler jel
kuyucuklarina yiiklenmistir. Jelin ilk kuyusuna ise 5 pL protein biiyiiklik belirteci
yiikklenmis (Page Ruler Prestained) ve tank %0.1 (w/v) SDS igeren 1X yiiriitme tamponu ile
doldurularak 90 V iist yigma jeli 15 .dk.. yiiriidiikten sonra 120 volt akimda yaklagik 2 saat

yiirlitilmistiir.

3.25.1.1.4  SDS Jelinin PVDF Membrana Blotlanmasi ve Antikorlarla Muamele
Islemi

Proteinlerin elektroforetik transferi i¢in Bio-Rad Trans Blot sistemi, proteinlerin transferi

icin PVDF (Millipore) membranlar kullanilmistir. SDS-PAGE’de yiirtitiilen jelin yigma jeli

kism1 kesilerek uzaklastirilmistir. Jel transfer buffer i¢cine alinarak dengelenmesi i¢in oda
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sicakliginda 15 dk. inkiibe edilmistir. Kurutma kagidi ve PVDF membran jel ile ayni
boyutlarda kesilerek hazirlanmis ve membran metanolde 1 dk. bekletilerek aktive edilmistir.
Transfer kaseti arasmma (-) kutuptan baglayarak sirasiyla transfer tamponuyla islatilmis
siinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma ka&gidi ve siinger hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilerek yerlestirilmistir. Daha sonra kaset, transfer tamponu ile dolu
olan blot tankina yerlestirilip, 15 volt akimda 12-18 saat transfer yapilmistir.

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membran %0.1 (v/v) Tween-20 igeren 1X TBS
tamponuna, %5 oraninda yagsiz siit tozu eklenerek hazirlanan bloklama tamponda 1 saat oda
sicakliginda horizantal ¢alkalayicida ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda bloklama
cozeltisi uzaklastirilarak membran % 0.1 (v/v) Tween-20 i¢eren 1X TBS tamponunda 5’er
dk.’lik stirelerle 3 kez yikanmigtir. Membran sirastyla primer antikorlarda (HIF-1a 1:500,
NONO/p54nrb 1:1000 ve beta-actin 1:1000) 4°C°de 12-18 saat, sekonder antikorlar (anti
rabbit, anti Mouse (1:5000) ile 1’er saat oda sicakliginda horizontal calkalayicida
inkiibasyona birakilip goriintiilemeye gecilmistir. Membranlar ilk olarak 2 dk. (Pierce) ECL
Western Blotting Substrat1 ile muamele edilip UVP cihazinda goriintiilenmistir. Ayrica
membranlar Poncaue ¢ozeltisi (0.5 gr /25 mL asetik asit 475 mL saf su) ile boyanarak

fotograflanmistir.

3.3 Istatiksel Analiz

Deneylerin tekrarl olarak calisilmis verileri MiniTab (One Way ANOVA) ile istatistiksel
olarak analiz edilecek ve p<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul
edilmistir. Real Time PCR’da kontrol ve deneysel gruplar Ct degerlerine gore standart
sapmalariyla Livak Metotu ile degerlendirilmistir. Western Blot verileri Image J programi

kullanilarak degerlendirilmis ve grafikler olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE SONUCLAR
4.1 VEGF Sitokinin Insan NONO/p54nrb Geni ve Diger Paraspeckles Bilesenlerinin
Uzerine Etkisinin Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda Belirlenmesi

4.1.1 VEGEF Sitokinin insan NONO/p54nrb Geni ve Diger Paraspeckles Bilesenlerinin
Uzerine Etkisinin Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda mRNA Diizeyinde
Belirlenmesi

VEGF sitokinin insan NONO/p54nrb geni tizerine etkisinin hipoksik ve normoksik kosullar

altinda mRNA diizeyinde belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim 3.2.2.4. te anlatildig1

gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm? lik flasklara alinmis ve hipoksik kosullar

olusturulmustur.

Daha sonra Boliim 3.2.2.5.te anlatildig gibi VEGF sitokini uygulanmustir. 1, 6, 24 ve 48

saat zaman araliklariyla hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak pellet alindiktan sonra

Boliim 3.2.4.1°te anlatildigi gibi RNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen RNA’larin

kalitesi belirlenmek iizere Boliim 3.2.4.3’te anlatildig1 gibi RNA jel elektroferezi yapilmistir
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1:RNA jel goriintiisii ( 1- normoksi kontrol 2- normoksi 1.sa. 3- normoksi 6.sa. 4-
normoksi 24. sa. 5- normoksi 48.sa. 6- hipoksi kontrol 7- hipoksi 1.sa. 8- hipoksi 6.sa. 9- hipoksi
24. sa. 10- hipoksi 48.sa.)
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RNA Kalitesi belirlendikten sonra Boliim 3.2.4.4’te anlatildigr gibi cDNA elde edilmistir.

Elde edilen cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile HB2 primerleri ile Bolim
3.2.3.2.°de anlatildig1 sekilde kontrol PCR reaksiyonu gercgeklestirilmistir. PCR kosullar
Tablo 4.1°deki gibidir.

Tablo 4.1: HB2 primerleri i¢in PCR kosullart.

Sicaklik Stire Dongu
1 94°C 2 dk.. 1 dongii
94°C 60 s
2 58°C 30s 22 dongii
72°C 45s
3 72°C 10 dk. 1 dongii
4 4°C

PCR iirtinleri Boliim 3.2.3.3’te anlatildig1 gibi agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil4.2.ve
Sekil4.3)

Sekil 4.2: HB2 kontrol PCR agaroz jel goriintiisii (M: Marker 1- normoksi kontrol 2-
hipoksi kontrol 3- hipoksi 1.sa. 4- hipoksi i 6.sa. 5- hipoksi 24. sa. 6- hipoksi 48. sa.
7- pozitif kontrol 8- negatif kontrol)
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Sekil 4.3:HB2 kontrol PCR agaroz jel goriintiisii (M: Marker 1- normoksi kontrol 2-
normoksi 1.sa. 3- normoksi 6.sa. 4- normoksi 24. sa. 5- normoksi 48.sa. 6- pozitif kontrol 7-
negatif kontrol)

cDNA'’larin kalitesi kontrol edilip real time PCR reaksiyonu i¢in kullanilabilir olduguna
karar verildi ve Boliim 3.2.4.5’te anlatildig1 gibi Real-time PCR reaksiyonu gerceklestirildi
ve analiz edilmistir (Sekil4.4-Sekil4.9).

NONO/p54 nrb
mRNA ekspresyonu kat

Sekil 4.4:Normoksik kosullarda VEGF sitokinin NONO/p54nrb geni ekspresyonuna zamana bagli
etkisi.
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%%k

NONO/p54 nrb
mRNA ekspresyonu kat

Sekil 4.5: Hipoksik kosullarda VEGF sitokinin NONO/p54nrb geni ekspresyonuna zamana
bagl etkisi.
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Sekil 4.6:Normoksik ve hiposik kosullar altinda HIF-1a geni ekspresyonunun degisimi.
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Sekil 4.7:Normoksik kosullarda VEGF sitokinin PSF/SPFQ geni ekspresyonuna zamana
bagh etkisi.
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Sekil 4.8:Normoksik kosullarda VEGF sitokinin PSPC1 geni ekspresyonuna zamana bagl
etkisi.
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Sekil 4.9:Normoksik kosullarda VEGF sitokinin NEAT1 geni ekspresyonuna zamana bagl
etkisi.

Real-time PCR sonuglarina gore VEGF sitokini normoksik kosullarda kosullarda

paraspeckle genlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir. Hem normoksik kosullarda hem de
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hipoksik kosullarda en ¢ok ekspresyon artist VEGF sitokini uygulandiktan 24 saat sonra

pelleti alinan hiicrelerde gozlemlenmistir.

VEGF Sitokinin insan NONO/p54nrb Geni Uzerine Etkisinin Hipoksik ve Normoksik
Kosullar Altinda Protein Diizeyinde Belirlenmesi

VEGEF sitokinin insan NONO/p54nrb geni iizerine etkisinin hipoksik ve normoksik kosullar
altinda protein diizeyinde belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim 3.2.2.4. te anlatildigi
gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm? lik flasklara almmis ve hipoksik kosullar
olusturulmustur.

Daha sonra, Boliim 3.2.2.5.’te anlatildig1 gibi VEGF sitokini uygulanmistir. 1, 6, 24 ve 48
saat zaman araliklariyla hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak pellet alindiktan sonra

Boliim 3.2.5.1°te anlatildigi gibi western blot deneyi yapilmistir (Sekil4.10.)
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b)

Hipoksi
Kontrol 6saat 24saat 48saat

NONO/p54nrb
p-aktin

% %k

NONO/p54 nrb
protein ekspresyonu (kat)
N
|

Hipoksi Kontrol Hipoksi 6 sa Hipoksi 24 sa Hipoksi 48 sa

Sekil 4.10:Normoksik ve hiposik kosullar altinda NONO/p54nrb geni protein
ekspresyonunun degisimi. a) Normoksik kosullar altinda NONO/p54nrb geni protein
ekspresyonunun degisimi. b) Hiposik kosullar altinda NONO/p54nrb geni protein
ekspresyonunun degisimi.
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Western blot sonuglarina gore; VEGF sitokini hem normoksik kosullarda hem de hipoksik
kosullarda NONO/p54nrb ekspresyonu protein seviyesinde arttirmaktadir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda NONO/p54 protein diizeyinin normoksik kosullarda 24.saat'te
yaklasik 2 kat, hipoksik kosullarda 48. saatte yaklasik 3 kat arttig1 gozlendi. Bu sonuglara
gore, NONO/p54nrb geni VEGF sitokini ile diizenlenmektedir ve hipoksik kosullar bu

diizenlemeyi desteklemektedir.

NONO/p54nrb Geni Promotor Parcalarimin Transkripsiyonel Aktivitesinin

Incelenmesi

NONO/p54nrb genine ait promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesinin arastirilmasi
icin pmetLuc vektoriinde Uzm. Biyolog Sevgi BAYSAL tarafindan klonlanmis halde
bulunan promotor pargalar1 [120] restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimine tabi tutulmus
promotor parcalarinin klonlanmis olduklar1 agaroz jelde goriintiilenerek kanitlanmistir
(Sekil 4.11.). Sekil 4.12°de belirtilen promotor pargalar1 Boliim 3.2.2.6.’de anlatildig1 gibi
Kalsiyum-Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Olarak Transfekte edilmistir ve Boliim
3.2.2.7. Lusiferaz Aktivitesinin ve SEAP Aktivitesinin Olgiimii yapilip sonuglar
degerlendirilmistir.  Promotor  parcalarinin  bazal  transkripsiyonel  aktiviteleri
degerlendirildiginde hem normoksik kosullarda hem de hipoksik P1:730/+529 promotor
pargasinin en yiiksek transkripsiyonel aktivite gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.13). Promotor
parcalar1 transfekte edildikten sonra 20ng/uL. VEGF sitokini uygulanmis ve promotor
aktivitelerinde artis gozlenmistir. En yiiksek artisin hem hipoksik hem de normoksik

kosullarda P1: -730/+529 promotor pargasinda oldugu saptanmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.11: Promotor parcalarinin restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimi agaroz jel
goriintiisti. (M=marker, 1: -159/+529,2: -336/+529,3: -516/+529,4: -730/+529).
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Sekil 4.12:NONO/p54nrb P1 -730/+529, P2 -516/+529, P3 -336/+529 ve P4 -159/+529
promotor parcalari temsili diyagrami.
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Sekil 4.13: NONO/p54nrb P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529
promotor parcalarinin normoksik ve hipoksik kosullarda HUVEC hiicrelerinde bazal
transkripsiyonel aktiviteleri.
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Sekil 4.14:NONO/p54nrb P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529
promotor pargalarinin normoksik ve hipoksik kosullarda HUVEC hiicrelerinde bazal
transkripsiyonel aktiviteleri ve VEGF in transkripsiyonel aktivitelere etkisi.

4.2 VEGF Yolak Inhibitérlerinin insan NONO/p54nrb Geni Uzerine Etkisinin
Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda Belirlenmesi
4.2.1 VEGF Yolak Inhibitorlerinin insan NONO/p54nrb Geni Uzerine Etkisinin
Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda mRNA Diizeyinde Belirlenmesi
VEGF yolak inhibitérlerinin insan NONO/p54nrb geni iizerine etkisinin hipoksik ve
normoksik kosullar altinda mRNA diizeyinde belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim
3.2.2.4. te anlatildigr gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm? lik flasklara alinmis ve

hipoksik kosullar olusturulmustur.

Daha sonra Bolim 3.2.2.5.te anlatildigi gibi once yolak inhibitorleri uygulanmis 1 saat

sonra VEGF sitokini uygulanmistir. 6 saat sonra hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak
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pellet alindiktan sonra Boliim 3.2.4.1°te anlatildig1 gibi RNA izolasyonu yapilmistir. izole
edilen RNAlarin kalitesi belirlenmek iizere Bolim 3.2.4.3’te anlatildigi gibi RNA jel

elektroferezi yapilmistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

Sekil 4.15: RNA jel goriintiisii (1- Normoksi Kontrol 2- Normoksi VEGF 3- Normoksi
VEGF +Mek Inh. 4- Normoksi VEGF +Wortmannin inh. 5- Normoksi VEGF +SP600125

Inh. 6- Normoksi VEGF +PD169136).

Sekil 4.16: RNA jel goriintiisii (1- Hipoksi Kontrol 2- Hipoksi VEGF 3- Hipoksi
VEGF +Mek Inh. 4- Hipoksi VEGF +Wortmannin Inh. 5- Hipoksi
VEGF+SP600125 Inh. 6- Hipoksi VEGF +PD169136).
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RNA Kkalitesi belirlendikten sonra, Boliim 3.2.4.4°te anlatildig1 gibi cDNA elde edilmistir.
Elde edilen cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile HB2 primerleri ile Bolim
3.2.3.2°de anlatildig1 sekilde kontrol PCR reaksiyonu gercgeklestirilmistir. PCR kosullar
Tablo 4.1°deki gibidir. PCR iiriinleri Boliim 3.2.3.3’te anlatildigi gibi agaroz jelde
goriintilenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18).

Sekil 4.17: HB2 kontrol PCR agaroz jel goriintiisii (M:Marker 1-
Normoksi Kontrol 2- Normoksi VEGF 3- Normoksi VEGF +Mek Inh. 4-
Normoksi VEGF + Wortmannin 5- Normoksi VEGF +SP600125 Inh. 6-
Normoksi VEGF +PD169136 7-Pozitif Kontrol 8-Negatif Kontrol).

Sekil 4.18: HB2 kontrol PCR agaroz jel goriintiisii (M: Marker 1-Hipoksi Kontrol 2-
Hipoksi VEGF 3- Hipoksi VEGF +Mek Inh. 4- Hipoksi VEGF + Wortmannin Inh. 5-
Hipoksi VEGF+SP600125 Inh. 6- Hipoksi VEGF +PD169136 7- Pozitif Kontrol 8-
Negatif Kontrol).
cDNA’larin kalitesi kontrol edilip real time PCR reaksiyonu i¢in kullanilabilir olduguna
karar verildi ve Bolim 3.2.4.5’te anlatildig1 gibi Real-Time PCR reaksiyonu gerceklestirilip

analiz edilmistir (Sekil4.19 ve Sekil4.20.).
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Sekil 4.19: Normoksik kosullarda VEGF yolag: inhibitorlerinin NONO/p54nrb
ekspresyonuna mRNA seviyesinde etkisi grafigi.
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Sekil 4.20: Hipoksik kosullarda VEGF yolag1 inhibitorlerinin NONO/p54nrb
ekspresyonuna mRNA seviyesinde etkisi grafigi.

Gergeklestirilen Real Time PCR sonuglarina gore NONO/p54nrb geni hem normoksik
hemde hipoksik kosullarda VEGF yolagin1 kullanmaktadir. HUVEC hiicrelerine VEGF
sitokini ile birlikte VEGF yolagi inhibitorleri uygulandiginda NONO/p54geni mRNA
seviyelerinde azalma goriilmiistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda normoksik
kosullarda 6.saat’te sadece VEGF uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb mRNA seviyesinde
yaklasik 1,5 kat artis olurken VEGF sitokini ile birlikte VEGF yolak inhibitorii uygulanan
hiicrelerde  NONO/p54nrb mRNA  seviyelerinde belirgin bir azalis gozlemlenmistir.
Hipoksik kosullarda CoCl2 uygulanan hipoksi kontrol grubuna goére 6.saat’te sadece VEGF
uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb mRNA seviyesinde yaklasik 3,5 kat artis olurken
VEGEF sitokini ile birlikte VEGF yolak inhibitori uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb

mRNA seviyelerinde belirgin bir azalig gozlemlenmistir.
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4.2.2 VEGF Yolak Inhibitorlerinin insan NONO/p54nrb Geni Uzerine Etkisinin
Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda Protein Diizeyinde Belirlenmesi

VEGF vyolak inhibitorlerinin insan NONO/p54nrb  geni tizerine etkisinin hipoksik ve

normoksik kosullar altinda protein diizeyinde belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim

3.2.2.4. te anlatildign gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm?lik flasklara alinmis ve

hipoksik kosullar olusturulmustur.

Daha sonra Bolim 3.2.2.5.’de anlatildig1 gibi 6nce yolak inhibitorleri uygulanmis 1 saat
sonra VEGF sitokini uygulanmigstir. 6 saat sonra hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilarak pellet
alindiktan sonra Boliim 3.2.5.1°te anlatildig1 gibi western blot deneyi yapilmistir (Sekil4.21).

MEK Worthenanin . " >
r 2 SPG00126+  PD169316+
Control VEG! inh 1+WEGF *VEGF VEGF VEGH
NONO/pS54nrh — RGO o~ ——— A—— ———
s A GEEARY  —— G S ——
3
%
%k %k

NONO/p54 nrb
protein ekspresyonu (Kat)
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Sekil 4.21:VEGF yolak inhibitorlerinin normoksik ve hipoksik kosullar altinda insan
NONO/p54nrb geni lizerine protein diizeyinde etkisi.
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Gergeklestirilen Western Blot deneyine gore; Normoksik kosullarda NONO/p54nrb geni
VEGF Yolag: ile iliskilidir. HUVEC hiicrelerine VEGF sitokini ile birlikte VEGF yolag:
inhibitorleri uygulandiginda NONO/p54 geni protein seviyelerinde azalma goriilmistiir. .
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda normoksik kosullarda 6.saat’te sadece VEGF
uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb protein seviyesinde yaklasik 1,5 kat artis olurken
VEGEF sitokini ile birlikte VEGF yolak inhibitorii uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb
protein seviyelerinde belirgin bir azalis gozlemlenmistir. Hipoksik kosullarda CoCl:
uygulanan hipoksi kontrol grubuna gore 6.saat’te sadece VEGF uygulanan hiicrelerde
NONO/p54nrb protein seviyesinde yaklasik 2,5 kat artig olurken VEGF sitokini ile birlikte
VEGEF yolak inhibitorii uygulanan hiicrelerde NONO/p54nrb protein seviyelerinde belirgin

bir azalig gézlemlenmistir.

4.2.3 VEGF Yolag Inhibitérlerinin NONO/p54nrb Geni Promotor Parc¢alarinin
Transkripsiyonel Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi

NONO/p54nrb genine ait promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesinin arastirilmasi
icin pmetLuc vektoriinde klonlanmis halde bulunan promotor pargalari restriksiyon
enzimleri ile kontrol kesimine tabi tutulmus promotor parcalarinin klonlanmis olduklar
agaroz jelde goriintiilenerek kanitlanmistir (Sekil 4.14.). Sekil 4.15°te belirtilen promotor
parcalar1 Boliim 3.2.2.6.’de anlatildig1 gibi Kalsiyum-Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici
Olarak transfekte edilmistir. Promotor pargalarina VEGF yolak inhibitorlerinin etkisinin
aragtirtlmasi amaciyla yapilan deneylerde dnce VEGF yolagi inhibitorleri uygulanmis (JNK
(20 uM), PD169 (20 uM), WORTMANNIN (2 uM), MEK (20 uM)) bu uygulamadan 45
dk. Sonra 20 ng/uL VEGF sitokini uygulanmistir. Bolim 3.2.2.7 ‘de anlatildig1 gibi
Lusiferaz Aktivitesinin ve SEAP Aktivitesinin Olgiimii yapilip sonuglar degerlendirildikten
sonra yolak inhibitorii uygulanan hiicrelerde promotorlarin transkripsiyonel aktiviteleri

diistiigi belirlenmistir (Sekil4.22-25).
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Sekil 4.22: NONO/p54nrb P1: -730/+529 promotor pargasinin tanskripsiyonel
aktivitesine normoksik ve hipoksik kosullarda VEGF yolag1 inhibitorlerinin etkisi.
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Sekil 4.23: NONO/p54nrb: -516 /4529 promotor pargasinin tanskripsiyonel aktivitesine
normoksik ve hipoksik kosullarda VEGF yolag: inhibitorlerinin etkisi.
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Sekil 4.24: NONO/p54nrb P3: -336 /4529 promotor parcasinin tanskripsiyonel
aktivitesine normoksik ve hipoksik kosullarda VEGF yolag1 inhibitorlerinin etkisi.
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Sekil 4.25: NONO/p54nrb P4: -159 /+529 promotor pargasinin tanskripsiyonel aktivitesine
normoksik ve hipoksik kosullarda VEGF yolagi inhibitérlerinin etkisi.
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4.3 NONO/p54nrb Geninin Asir1 ifade Ettirilmesi Calismalari

4.3.1 Klonlama Calismalari

4.3.1.1 Primerlerin Dizayn Edilmesi

Insan NONO/p54nrb geninin CDS (mRNA)dizisi iizerinden baslangi¢ ve bitis kodonlar

belirlenerek primerler tasarlanmstir.

Homo sapiens non-POU domain containing octamer binding (NONO),

transcript variant 1, isoform 1 mRNA

CDS 711..2126 (1415 b)

ORIGIN
1 caggcgcagt gcaggactgc tccgageacg cctacgegeg cattttctee ccttectete

61 cctetttcea ctttectetc ctttttcte ctetectttc ccecteccac cacttggtet
121 ttcagtcttt cagtcagttc gtttaggtct ctccttccga cccccaccece cagetectet
181 ccetttectt ttccecctee cectttectt tecegtcetea cgegecaggce cgcettgcaca
241 tgcgcattag gtacaaagcc tcgetctttg tccecatetg tegttcacac gaactcaage
301 ctttggcatt cggcagccaa tagaatctaa gaaatggcgg aaaaatgatt ccgectcggg
361 agctaaacct tgattggcag tttagctaac caatcgagaa cgcecattttg taccccttgg
421 caggcaccga gctcegtcgt ctegtttccg geggtcgege getettttet cgggacggga
481 gaggccegtgt agegtegeeg ttactccgag gagataccag tcggtagagg agaagtcgag
541 gttagaggga actgggaggc actttgctgt ctgcaatcga agttgagagg cccagtattt
601 aggcgacagt gaatttatta ctctgaagag ggttctgcac atatttccaa attatattgg
661 tggtcatcag aagtaggtga taggaagaaa tacttctcaa gggtgcaaaa

TNt taacttggag aagcaaaace atactccaag aaagcatcat caacatcace
781 accagcagca gcaccaccag cagcaacagc agcagccgec accaccgeca atacctgcaa
841 atgggcaaca ggccagcage caaaatgaag gcettgactat tgacctgaag aattttagaa
901 aaccaggaga gaagaccttc acccaacgaa gecgtctttt tgtgggaaat cttcctceeg
961 acatcactga ggaagaaatg aggaaactat ttgagaaata tggaaaggca ggcgaagtct
1021 tcattcataa ggataaagga tttggcttta tccgcettgga aacccgaacc ctagcggaga
1081 ttgccaaagt ggagctggac aatatgccac tccgtggaaa geagetgegt gtgegetttg
1141 cctgccatag tgcatccctt acagttcgaa accttcctca gtatgtgtce aacgaactge
1201 tggaagaagc cttttctgtg tttggccagg tagagagggc tgtagtcatt gtggatgatc
1261 gaggaaggcc ctcaggaaaa ggcattgttg agttctcagg gaagccagct getcggaaag
1321 ctctggacag atgcagtgaa ggctccttce tgctaaccac atttcctegt cctgtgactg
1381 tggagcccat ggaccagtta gatgatgaag agggacttcc agagaagctg gttataaaaa
1441 accagcaatt tcacaaggaa cgagagcagc cacccagatt tgcacagcect ggetcctttg
1501 agtatgaata tgccatgcge tggaaggcac tcattgagat ggagaagcag cagcaggacc
1561 aagtggaccg caacatcaag gaggctcgtg agaagctgga gatggagatg gaagctgcac
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1621 gccatgagca ccaggtcatg ctaatgagac aggatttgat gaggcgccaa gaagaacttc
1681 ggaggatgga agagctgcac aaccaagagg tgcaaaaacg aaagcaactg gagctcaggc
1741 aggaggaaga gcgcaggcge cgtgaagaag agatgcggeg gcagcaagaa gaaatgatge
1801 ggcgacagca ggaaggattc aagggaacct tccctgatge gagagageag gagattcgga
1861 tgggtcagat ggctatggga ggtgctatgg gcataaacaa cagaggtgcee atgecccctg
1921 ctectgtgcee agetggtace ccagctecte caggacctge cactatgatg ccggatggaa
1981 ctttgggatt gaccccacca acaactgaac getttggtca ggctgcetaca atggaaggaa
2041 ttggggcaat tggtggaact cctcctgceat tcaaccgtge agcetcctgga getgaatttg
2101 ceccad R o ER e i taag ttgcagtgtc tagtttctca aaacccttaa
2161 aagaaggacc ctttttggac tagccagaat tctaccctgg aaaagtgtta gggattectt
2221 ccaatagtta gatctaccct gectgtacta ctctagggag tatgctggag gcagagggcea
2281 agggaggggt ggtattaaac aagtcaattc tgtgtggtat attgtttaat cagttctgtg

2341 tggtgcattc ctgaagtctc taatgtgact gttgagggcec tggggaaacc atggcaaagt
2401 ggatccagtt agagcccatt aatcttgatc attccggttt tttttttttt tgtccatctt

2461 gtttcatttg cttgcceege ccccgagacg gagtcettact ctgtcgeccea ggetggagtg
2521 tagtggcatg atctcggctc actgcaatct ctgectceeg ggttcaagct tgtccaggtt
2581 gatcttgaac tcctgacctc gtgatctace cacctcggec tcccaaaatg ctgggattac
2641 aggggtgagc caccgtgcecc aacctcactt gettcttate cttacactcc cccageccca
2701 gagaaactgc cacatacacc acaaaaacca aacatccccc aatgacctta gecccattge
2761 tccattcact cccaggtgag aattcaggca aacgtccaca aaggtcacag gcagcegtaca
2821 tacggttctg ttatacccca tatattaccc cttcatgtcc taaagaagac attttctctt

2881 agagattttc attttagtgt atctttaaaa aaaaatcttg tgttaacttg cctccatctt

2941 tttcttgggt gaggacaccc aggaatgacc cttttgtgtc tatgatgttg ctgttcacag

3001 cttttcttga taggcctagt acaatcttgg gaacagggtt actgtatact gaaggtctga

3061 cagtagctct tagactcgcc tatcttaggt agtcatgctg tgcatttttt ttttcattgg

3121 tgtactgtgt ttgatttgtc tcatatattt ggagtttttc tgaaaaatgg agcagtaatg

3181 cagcatcaac ctattaaaat acattttaag ccttttaaaa aaaaaaaa

Tasarlanan  primerlere  restriksiyon  kesim  enzimlerinin  eklenmesi  amaciyla
RestrictionMapper version 3 programi kullanildi. Vektor haritalarindan vektorleri kesen
enzimler belirlendi. NONO/p54nrb genini kesmeyen ancak kullanilan vektorleri kesen
enzimler secilmistir.

Geni kesmeyen enzimler: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Afllll, Agel, Alfl, Alol,
Apal, ApaLl, Arsl, Ascl, Aval, Avrll, Bael, BamHI, Barl, BbvCl, BciVI, Bcll, Bdal, Bfil,
Bgll, Bglll, Bpll, BsaAl, BsaBl, BsePl, BseSl, Bsp14071, BspHI, BsrBl, BsrDlI, BstEll,
BstXIl, BtgZl, Btrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Drdl, Eam1105I, Ecil, Eco31l, Eco47Ill, EcoNI,
EcoRI, EcoRV, Esp3l, Faul, Fsel, FspAl, HaelV, Hgal, Hin4l, Hindll, - Hpal,
MauBlI, Mlul, Nael, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, Pasl, Plel, PmaCl,
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Pmel, Ppil, PshAl, PI-Pspl, PspXIl, Psrl, Pstl, Pvul, Rsrll, Sacll, Sall, SanDl, Scal, PI-Scel,
Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, Smll, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal,
Taqll, Tatl, Tstl, Tth111l, Vspl, Xbal, Xhol,Xholl

Xhol kesim bolgesi

5 .. CTCGAG...¥
3...GAGCTC...5

HindIII kesim bolgesi

5. . AAGCTT... %
3. . TTCGAA.. .5

Bu agamalarin ardindan enzimlerin dizileri eklenmis haliyle olusturulan primerlerin Tm

degerleri kontrol edilmistir.

TM= (4%(G+C)) + (2*(A/T))

fleri Primer Tm(°C)= (4*9)+(2*19)=74

Geri Primer Tm(°C)= (4*11)+(2*15)=74

Ileri (Xhol) 5°- AACTCGAGAAATGCAGAGTAATAAAACT -3

Geri (Hindlll) 5°- AAAAGCTTTTAGTATCGGCGACGTTTGT -3’
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4.3.1.2 Insan NONO/p54nrb Geninin pGEMT-easy Vektoriine Klonlanmasi

Tasarlanan primerlerle birlikte primerlerin optimum ¢alisma sicakliginin bulunmast amacl
gradiyent sicaklik PCR (50°C — 65 °C) Bolim 3.2.3.2.’te anlatildig1 gibi kuruldu. PCR
tirtinleri Bolim 3.2.3.3’te anlatildig1 gibi agaroz jelde goriintiilenmis ve bantlar purifiye

edilmistir. En giiclii bandin baglanma sicaklig1 55 °C 'ta oldugu saptanmustir (Sekild.26).

Tablo 4.2:NONO/p54nrb Geni primerleri i¢in PCR kosullari

Sicaklik Stire Déngii

1 94°C 2 dk 1 dongii
94°C 60 s

2 50-65 30s Gradient
72°C 45s

3 72°C 5dk 1 dongii
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Sekil 4.26: insan NONO/p54nrb gradient PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiisii. (M:
Marker 1- 50 °C 2 -52 °C 3- 54 °C 4- 55°C, 5- 57 °C,6- 60 °C, 7- 63 °C 8- 65 °C 9- pozitif
kontrol 10- negatif kontrol)

Ardindan Boliim 3.2.3.4.’te anlatildig1 gibi T: A klonlama i¢in pGEM-T Easy vektoriiyle
ligasyon yapilmistir.

Ligasyon friinleri Bolim 3.2.3.5. te anlatildigi gibi kompetan hiicrelere transforme
edilmistir. Beyaz koloniler segilerek Bolim 3.2.3.6.°da anlatildigr gibi plazmit DNA
izolasyonu yapilmistir. izole edilen plazmid agaroz jele yiiklenerek UV 1s18ma

goriintiilenmistir (Sekil4.27).

NONO/p54nrb geni i¢in primer dizayn ederken primerlere kesim bolgeleri eklenmistir. Bu
enzimler ile izole edilen plazmidler Bolim 3.2.3.7’de anlatildigi gibi kontrol kesimine
birakilip ve agaroz jelde gériintiilenmistir. Izole edilen plazmid sanger sekanslama icin
Sentebiolab firmasna gonderilmistir. Yapilan bioinfomatik hizalama analizi sonucu
NONO/p54nrb mRNA dizisinin pPGEMT-easy plazmidi igerisine klonlandigi dogrulanmistir
(Ek B1) (Sekil4.28.).
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Sekil 4.27: Kontrol kesim goriintiisii (M: Marker 1-2 Xhol ve Hindll1 restriksiyon enzimleri
ile kesilmis plazmid).

4.3.1.3 Insan NONO/p54nrb Geninin pGFP-C1 Vektériine Klonlanmasi

NONO/p54nrb geninin kontrol kesimi agaroz jel tizerinde dogru bolgede goriintiilendikten
sonra restriksiyon enzimleriyle kesilerek agaroz jele yiiklenmis ardindan jelden
saflagtirllmigtir. Alt klonlama yapmak amaciyla bogs pEGFP-C1 vektorii restriksiyon
enzimleri ile reaksiyona girerek diiz hale getirilmistir. Uygun restriksiyon enzimleriyle
kesilerek jelden geri kazanilmistir (Sekil4.29). Bu sekilde pPGEM-T Easy vektoriinden elde
edilen NONO/p54nrb gen pargasiyla diiz olan pGFP-C1 vektorii Bolim 3.2.3.8°de
anlatildigr gibi ligasyona birakilmis ve ligasyon iirlinleri kompetant hiicrelere transforme
edilmistir. Koloniler se¢ilerek Boliim 3.2.3.6.’da anlatildig1 gibi plazmit DNA izolasyonu
yapilmustir. izole edilen plazmidler, Boliim 3.2.3.7’de anlatildig1 gibi kontrol kesim islemine

tabi tutularak agaroz jele yiiklenmis ve UV 1s18inda goriintiilenmistir.( Sekil4.30).

Goriintiilenen bantlarin marker ile karsilastirilmasindan sonra dogru boyutta oldugu
anlasildiginda, klonlamanin dogrulanmasi i¢in Ornekler dizi analizine gonderilmistir.
Dizileme sonucunda NONO/p54nrb geninin pGFP-C1 vektoriine klonlandig1 belirlenmistir.
Plazmidlerin hiicrelere aktarilmasi igin plazmid DNA’larin yiiksek konsantrasyonda
olmalar1 gerekmekedir. Boylece klonlama yapilan plazmidler, Bliim 3.2.3.8’de anlatildigi
gibi tireticinin 6nerdigi sekilde MN midi plus kiti ile ¢ok kopyali ve yiiksek saflikta izole

edilmistir.
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Izole edilen plazmid sanger sekanslama icin Sentebiolab firmasna génderilmistir. Yapilan
bioinfomatik hizalama analizi sonucu NONO/p54nrb mRNA dizisinin pGFP-C1 plazmidi
icerisine klonlandig1 dogrulanmistir (Ek B2).

Sekil 4.28: Xhol ve HindIIl Restriksiyon enzimi kesim goriintiisii (M: Marker 1-3
NONO/p54nrb geni igeren kesilmis pGEMT-easy plazmidi, 4-7 linner hale getirilmis bos
pGFP-C1 plazmidi.
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Sekil 4.29: Xhol ve Hindlll Restriksiyon enzimi kontrol kesim goriintiisti (M: Marker 1-2
NONO/p54nrb geni igeren kesilmis pGFP-C1 plazmidi).

4.3.2 Transfeksiyon Calismalari

4.3.2.1 NONO/p54nrb geninin HUVEC Hiicrelerinde Asir1 Ifade Ettirilmesi Calismalari
pGFP-C1 vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  geni Bolim 3.2.2.6°da anlatildigi gibi
kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak NONO/p54nrb

geninin hiicrelerde asir1 ifade olmasi saglanmistir.

43.2.1.1.1 NONO/pS4nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde Asir1 ifade
Ettirilmesinin Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda mRNA Seviyesinde
Dogrulanmasi ve Diger Paraspeckle Bilesenlerinin mRNA seviyelerine
Etkisinin Belirlenmesi

NONO/p54nrb  Geninin HUVEC hiicrelerinde asir1 ifade ettirilmesinin hipoksik ve

normoksik kosullar altinda mMRNA Seviyesinde dogrulanmasi ve diger paraspeckle

Bilesenlerinin mRNA seviyelerine etkisinin belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim

3.2.2.4.’de anlatildig1 gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm?lik flasklara alinmis ve

hipoksik kosullar olusturulmustur.
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PGFP-C1 vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  geni Bolim 3.2.2.6°da anlatildigi gibi
kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak NONO/p54nrb
geninin hiicrelerde asir1 ifade olmasi saglanmustir. 48 saat sonra hiicreler Tripsin-EDTA ile
kaldirilarak pellet alindiktan sonra Bolim 3.2.4.1°de anlatildigi gibi RNA izolasyonu
yapilmistir. Sonra Bolim 3.2.4.4°de anlatildigi gibi cDNA elde edilmistir. Elde edilen
cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile HB2 primerleri ile Bolim 3.2.3.2°de
anlatildig1 sekilde kontrol PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. PCR kosullar1 Tablo 4.1°deki
gibidir. PCR iriinleri Bolim 3.2.3.3’te anlatildigi gibi agaroz jelde goriintiilenmistir.
cDNA’larin kalitesi kontrol edilip Real-Time PCR reaksiyonu i¢in kullanilabilir olduguna
karar verildi ve Boliim 3.2.4.5’te anlatildig1 gibi real time reaksiyonu gergeklestirilmis ve

analiz edilmistir (Sekil 4.31-34).

NONO/p54nrb
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Kontrol GFP GFP+NONO

Sekil 4.30: NONO/p54nrb geninin asir1 ifade ettirilmesinin NONO/p54nrb geni mRNA
seviyesine etkisi.
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Sekil 4.31:NONO/p54nrb geninin asir1 ifade ettirilmesinin PSF/SPFQ geni mRNA
seviyesine etkisi.
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Sekil 4.32:NONO/p54nrb geninin agir1 ifade ettirilmesinin PSPC1 geni mRNA seviyesine
etkisi.
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Sekil 4.33:NONO/p54nrb geninin asir1 ifade ettirilmesinin NEAT1 geni mRNA seviyesine
etkisi.

Real-Time PCR analizlerine gore; pGFP plazmidine klonlanan NONO/p54nrb  geni
plazmidin HUVEC hiicrelerine transfekte edilmesi ile asir1 ifade edilmis ve mRNA
seviyesinde transfekte edilmeyen normal hiicrelerle karsilastirildiginda normokside yaklasik
3 kat, hipokside yaklasik 6 kat artis gozlemlenmistir. NONO/p54nrb geni mRNA
seviyesindeki artisa bagli olarak diger DHBS protein ailesi iiyelerinin ve paraspeckle
yapisinda bulunan uzun kodlanmayan RNA 0Ozelligi tasiyan NEAT1 geninin mRNA
seviyelerinde normokside 2 kat hipokside 4 kat artig goriilmiistiir. Bu sonuglara bakilarak
NONO/p54nrb geni asir1 ifade oldugunda diger DHBS protein ailesi tiyeleri ve NEATI

geninin bu agir1 ifade etkisinden etkilendigi sdylenebilir.

4.3.2.1.1.2 NONO/pS4nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde Asir1 ifade Ettirilmesinin
Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinde Dogrulanmasi
NONO/p54nrb  Geninin HUVEC hiicrelerinde asir1 ifade ettirilmesinin hipoksik ve
normoksik kosullar altinda protein seviyesinde dogrulanmasi deneyleri kapsaminda Bolim
3.2.2.4. de anlatildig1 gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm?’lik flasklara alinmis ve

hipoksik kosullar olusturulmustur.
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PGFP-C1 vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  geni Bolim 3.2.2.6°da anlatildigi gibi
kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak NONO/p54nrb
geninin hiicrelerde asir1 ifade olmasi saglanmustir. 48 saat sonra hiicreler Tripsin-EDTA ile
kaldirilarak pellet alindiktan sonra Boliim 3.2.5.1°te anlatildigi gibi western blot deneyi
yapilmustir (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.34: NONO/p54nrb geninin asir1 ifade ettirilmesinin NONO/p54nrb  geni protein
seviyesine etkisi.
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Western blot analizlerine gore; pGFP plazmidine klonlanan NONO/p54nrb geni plazmidin
HUVEC hiicrelerine transfekte edilmesi ile asir1 ifade edilmis ve protein seviyesinde
transfekte edilmeyen normal hiicrelerle karsilastirildiginda normokside yaklasik 1.5 Kat,

hipokside yaklasik 3 kat artis gbzlemlenmistir.

4.3.2.1.1.3 NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde Asir1 ifade Ettirilmesinin

Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda IFC Deneyi ile Dogrulanmasi ve

NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde Lokalizasyonunun Belirlenmesi
Boliim 3.2.2.4. te anlatildig1 gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 24 kuyucuklu plaklara 125.000
hiicre/kuyu olacak sekilde alinmis ve hipoksik kosullar olusturulmustur. Her bir kuyucuga
cover glass lamel konulmustur. Hiicreler yiizeye tutunmasi igin bir gece beklendikten sonra
PEGFP-C1 vektoriine klonlanan NONO/p54nrb geni Bolim 3.2.2.6’da anlatildigi gibi
kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak NONO/p54nrb
geninin hiicrelerde asir1 ifade olmasi saglanmistir. 48 saat sonra Boliim 3.2.2.8°de anlatildig1
gibi immiinofloresans deneyi gerceklestirilmis ve lam ile lamel arasinda kalan ornekler

floresans mikroskobu ile goriintiillenmistir (Sekil 4.36 ve Sekil 4.37).
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Sekil 4.35: Normoksi Kosullarda Transfeksiyon Sonrasi IFC Deneyi Sonuglart (x100liik
biiylitme orani).
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Sekil 4.36: Hipoksik Kosullarda Transfeksiyon Sonras1 IFC Deneyi Sonuglar1 (x100liik
biiylitme orani).
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4.3.2.2 Hiicresel Karekterizasyonun Belirlenmesi

4.3.22.1.1  Sitotoksite Deneyleri (MTT)

Hiicre proliferasyonu, canlilig1 ve sitotoksisite 6l¢iimii icin Boliim 3.2.2.9.”da anlatildig1 gibi
MTT deneyleri yapilmistir. Transfeksiyondan hem 24 saat hem de 48 saat sonra
gerceklestirilen deneylerde NONO/p54nrb geni igeren plazmidin transfekte edildigi deney
gruplarinda kontrol gruplarina gore absorbans artmistir. Bu artis hipoksik kosullarda daha
fazladir. 48 saatte NONO/p54nrb geni transfekte edilmis hiicrelerde kontrol grubuna gore
%134 kat canlilik artmustir, hipoksik durumda ise bu artis %160’tir. Sadece vektoriin
transfekte edildigi deney gruplarinda hiicre canliliginda azalis gbzlemlenmistir (Sekil 4.38).

*

Xk

200- * %k

-

(4

o
1

100+ &

%KAT(Absorbans 550 nm)
=
L

Sekil 4.37: NONO/p54nrb geni igeren pEGFP C1 transfeksiyonundan 24, 48 ve 72 saat

sonra MTT sonuglari.
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432212  Cizik Testi

Transfeksiyondan sonra hiicrelerin invazyon yetenegini karsilagtirmak i¢in Boliim 3.2.2.10
‘da anlatildig1 gibi ¢izik testi gergeklestirilmistir. pPEGFP-C1 plazmitinin transfekte edildigi
hiicreler karsilastirildiginda NONO/p54nrb geni igeren plazmidin transfekte edildigi deney
gruplarinda kontrol gruplarina gore cizik atilan aralik azalmistir. Bu azalis hipoksik
kosullarda daha fazladir. NONO/p54nrb genini i¢ceren pEGFP-C1 plazmitinin transfekte
edildigi hiicrelerinlerin invazyon yeteneginde artis olmustur (Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4.38: Normoksik Kosullarda Transfeksiyon Sonrasi Cizik Testi Sonuglari.
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Sekil 4.39: Hipoksik Kosullarda Transfeksiyon Sonrasi Cizik Testi Sonuglari.

4.3.2.2.1.3  Koloni Formasyon Deneyi

Transfeksiyondan sonra hiicrelerin invazyon yetenegini karsilastirmak igin Bolim
3.2.2.11°de anlatildig1 gibi koloni formasyon deneyi yapilmistir. Kontrol, gen i¢cermeyen
plazmidin transfekte edildigi hiicreler ve NONO/p54nrb genini igeren EGFP-C1 plazmitinin
transfekte edildigi hiicreler karsilastirildiginda NONO/p54nrb  geni igeren plazmidin
transfekte edildigi deney gruplarinda kontrol gruplarina goére daha c¢ok koloni
gozlemlenmistir. Bu artis hipoksik kosullarda daha fazladir. NONO/p54nrb genini igeren
EGFP-C1 plazmitinin transfekte edildigi hiicrelerin koloni olusturma yeteneginde artis

olmustur (Sekil 4.41).
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Sekil 4.40: Normoksik ve Hipoksik Kosullarda Transfeksiyon Sonrasi Koloni Formasyon Deneyi
Sonuglar
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4.4 NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde ifadesinin Baskilanmasi
Cahismalan

4.4.1 Klonlama Cahsmalari

NONO/p54nrb genine 6zgii shRNA oligolarinin belirlenmesi i¢in Boliim 3.2.3.7.1.1°de

anlatildigr gibi Whitehead Institute for Biomedical Research hosts an siRNA Selection

(http://sirna.wi.mit.edu/) aract kullanilmistir. Klonlama igin vektor treticisinin onerdigi

protokole gore oligolar siparis edilmistir.

Forward oligo:

5’CCGGAAAGGATTTGGCTTTATCCGCCTCGAGGCGGATAAAGCCAAATCCT
TTTTTTTG-3

Reverse Oligo:
5’AATTCAAAAAAAAGGATTTGGCTTTATCCGCCTCGAGGCGGATAAAGCCA
AATCCTTT -3’

Ticari olarak temin edilen sh-RNA Oligolar1 Bolim 3.2.3.7.1.2 de anlatildigi gibi
birlestirilme reaksiyonu gergeklestirilmistir. Birlestirme reaksiyonu ile birlestirilen oligolar
ile Bolim 3.2.3.7.1.3’de anlatildig1 gibi restriksiyon enzimleri ile kesilen pLKO.1 TRC
vektorii (Sekil 4.42) Bolim 3.2.3.7.1.4.°de anlatildigi gibi ligasyon reaksiyonu ile
birlestirilmistir ve kompetant hiicrelere aktarilmistir. Koloniler segilerek plazmit DNA
izolasyonu yapilmustir. izole edilen plazmidler, EcoRI ve Ncol restriksiyon enzimleri ile
kontrol kesim islemine tabi tutularak agaroz jele yliklenmis ve UV 1s181nda goriintiilenmistir

(Sekil4.43).
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Sekil 4.41: pLKO.1-TRC plazmitinin Ecorl ve Agel restriksiyon enzimleri ile kesim
sonucunun agaroz jel elektroforez goriintiisii (M:marker 1-6 p KLO vektoriiniin restriksiyon

enzimi kesim goriintiisii).
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Sekil 4.42: EcoRI ve Ncol Restriksiyon enzimi kesim goriintiisi (M: Marker 1-5

NONO/p54nrb shRNA oligolarini igeren kesilmis pLKO.1 TRC plazmidi).

Goriintiilenen bantlarin marker ile karsilastirilmasindan sonra dogru boyutta oldugu

anlasildiginda, klonlamanin dogrulanmasi i¢in 6rnekler dizi analizine gonderilmistir.
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Dizileme sonucunda NONO/p54nrb  genine ait shRNA oligolarunin pLKO.1 TRC

vektoriine klonlandig: belirlenmistir.

Plazmidlerin hiicrelere aktarilmasi i¢in plazmid DNA’larin yiiksek konsantrasyonda
olmalar1 gerekmekedir. Boylece klonlama yapilan plazmidler, Boliim 3.2.3.8°de anlatildig1
gibi {ireticinin onerdigi sekilde MN midi plus kiti ile ¢ok kopyali ve yiiksek saflikta izole

edilmistir.

4.4.2 Transfeksiyon Calismalari

4.4.2.1 NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde ifadesinin Baskilanmasi
Cahismalan

pLKO.1 TRC vektoriine klonlanan NONO/p54nrb geni shRNA oligolar1 Boliim 3.2.2.6°da

anlatildigr gibi TurboFect™ Transfection Reagent ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak

NONO/p54nrb geninin hiicrelerde ifadesinin baskilanmasi saglanmustir.

442111 NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde Ifadesinin
Baskilanmasimin Hipoksik ve Normoksik Kosullar Alitnda mRNA Seviyesinde
Dogrulanmas1 ve Diger Paraspeckle Bilesenlerinin mRNA Seviyelerine
Etkisinin Belirlenmesi

NONO/p54nrb Geninin HUVEC Hiicrelerinde ifadesinin baskilanmasmin hipoksik ve

normoksik kosullar altinda mRNA seviyesinde dogrulanmasi ve diger Paraspeckle

bilesenlerinin mRNA seviyelerine Etkisinin Belirlenmesi deneyleri kapsaminda Boliim
3.2.2.4°de anlatildig1 gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm?2’lik flasklara alinmis ve

hipoksik kosullar olusturulmustur.

pLKO.1 TRC vektoriine klonlanan NONO/p54nrb geni shRNA oligolar1 Boliim 3.2.2.6 ‘da
anlatildigr gibi TurboFect™ Transfection Reagent ile HUVEC hiicrelerine aktarilarak
NONO/p54nrb  geninin hiicrelerde ifadesinin baskilanmasi saglanmistir. 48 saat sonra
hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak pellet alindiktan sonra Bolim 3.2.4.1°te anlatildig:
gibi RNA izolasyonu yapilmistir. Sonra Bolim 3.2.4.4°te anlatildigi gibi cDNA elde
edilmistir. Elde edilen cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile HB2 primerleri ile
Bolim 3.2.3.2°de anlatildigi sekilde kontrol PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. PCR
kosullar1 Tablo 4.1°deki gibidir. PCR iiriinleri Boliim 3.2.3.3’te anlatildig1 gibi agaroz jelde
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goriintiilenmistir. ¢cDNA’larin kalitesi kontrol edilip Real-Time PCR reaksiyonu igin

kullanilabilir olduguna karar verilmistir ve Boliim 3.2.4.5’te anlatildig1r gibi real time

reaksiyonu gerceklestirilmis ve analiz edilmistir (Sekil 44-47)
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Sekil 4.43: NONO/p54nrb geninin ifadesinin baskilanmasinin NONO/p54nrb geni mRNA
seviyesine etkisi.
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Sekil 4.44: NONO/p54nrb geninin ifadesinin baskilanmasimnin PSF/SPFQ geni mRNA

seviyesine etkisi.
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Sekil 4.45: NONO/p54nrb  geninin ifadesinin baskilanmasinin PSPCI geni mRNA

seviyesine etkisi.
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Sekil 4.46: NONO/p54nrb  geninin ifadesinin baskilanmasinin NEAT1 geni mRNA

seviyesine etkisi.
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Real Time PCR analizlerine gore; pLKO.1 TRC vektoriine klonlanan NONO/p54nrb geni
sh RNA oligolarinin HUVEC hiicrelerine transfekte edilmesi ile NONO/p54nrb geninin
ifadesi baskilanmis ve mRNA seviyesinde transfekte edilmeyen normal hiicrelerle
karsilastirildiginda normokside ve hipoksik durumda belirgin bir azalis gozlemlenmistir.
NONO/p54 geni mRNA seviyesindeki azalisa bagli olarak diger DHBS protein ailesi
tiyelerinin ve paraspeckle yapisinda bulunan uzun kodlanmayan RNA 6zelligi tasiyan
NEAT1 geninin mRNA seviyelerinde normokside ve hipokside azalis goriilmiistiir. Bu
sonuglara bakilarak NONO/p54nrb genin ifadesi azaldiginda diger DHBS protein ailesi

tiyeleri ve NEAT1 genininde bu baskilanmadan etkilendigi sdylenebilir.

442112 NONO/p54nrb  Geninin HUVEC  Hiicrelerinde  Ifadesinin
Baskilanmasinin Hipoksik ve Normoksik Kosullar Altinda Protein Seviyesinde
Dogrulanmasi

NONO/p54nrb Geninin HUVEC hiicrelerinde asir1 ifadesinin baskilanmasinin hipoksik ve

normoksik kosullar altinda protein seviyesinde dogrulanmasi deneyleri kapsaminda Boliim

3.2.2.4. te anlatildign gibi HUVEC hiicreleri sayilarak 25 cm?lik flasklara alinmis ve
hipoksik kosullar olusturulmustur.

Real-time PCR analizine gore; pLKO.1 TRC vektdriine klonlanan NONO/p54nrb geni sh-
RNA oligolar1 Bolim 3.2.2.6 ‘da anlatildigi gibi TurboFect™ Transfection Reagent ile
HUVEC hiicrelerine aktarilarak NONO/p54nrb geninin hiicrelerde ifadesinin baskilanmasi
saglanmistir. 48 saat sonra hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilarak pellet alindiktan sonra

Boliim 3.2.5.1°te anlatildig gibi western blot deneyi yapilmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.47: NONO/p54nrb geninin ifadesinin baskilanmasinin NONO/p54nrb geni protein
seviyesine etkisi.

Western blot analizlerine gore; pLKO.1 TRC vektoriine klonlanan NONO/p54nrb  geni
shRNA oligolarinin HUVEC hiicrelerine transfekte edilmesi ile NONO/p54nrb geni protein
seviyesinde transfekte edilmeyen normal hiicrelerle karsilastirildiginda normoksi ve hipoksi

durumunda belirgin bir azalis gézlemlenmistir.

4.4.2.2 Hiicresel Karekterizasyonun Belirlenmesi

442211  Sitotoksite Deneyleri (MTT)

Hiicre proliferasyonu, canlilig1 ve sitotoksisite 6l¢iimii i¢in Boliim 3.2.2.8.”da anlatildig1 gibi
MTT deneyleri yapilmistir. Transfeksiyondan hem 24, 48 ve 72 saat sonra gergeklestirilen
deneylerde NONO/p54nrb geni igeren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda
kontrol gruplarina gére absorbans azalmistir. Bu azalis hipoksik kosullarda daha fazladir
(Sekil 4.49).
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Sekil 4.48: NONO/p54nrb shRNA oligolar1 igeren pLKO.1 TRC transfeksiyonundan 24, 48
ve 72 saat sonra MTT sonuglari.

442212  Cizik Testi

Transfeksiyondan sonra hiicrelerin invazyon yetenegini karsilastirmak i¢in Boliim 3.2.2.10
‘da anlatildig1 gibi ¢izik testi gergeklestirilmistir pLKO.1 TRC plazmitinin transfekte
edildigi hiicreler karsilagtirildiginda NONO/p54nrb  geni hedeflenmis shRNA oligolarini
iceren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda 24 saat sonra yaklsik %50 oraninda
kapanma gozlemlenirken, kontrol gruplarinda ¢izik tamamen kapanmistir. Hipoksik
kosullarda da ayni sonu¢ goézlemlenmistir. NONO/p54nrb  geni hedeflenmis shRNA
oligolarini igeren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda 24 saat sonra yaklsik %30
oraninda kapanma gozlemlenirken, kontrol gruplarinda ¢izik tamamen kapanmistir. Bu
sonuglara bakilarak NONO/p54nrb geni hedeflenmis shRNA oligolarini i¢eren plazmidin
transfekte edildigi hiicrelerde invazyon yeteneginde azalis oldugu kanisina varilmistir (Sekil

4.50 ve Sekil 4.51).
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Sekil 4.49: Normoksik kosullarda NONO/p54nrb shRNA oligolar1 iceren pLKO.1 TRC
transfeksiyonundan sonra ¢izik testi sonuglari.
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Sekil 4.50: Hipoksik kosullarda NONO/p54nrb shRNA oligolart igeren pLKO.1 TRC
transfeksiyonundan sonra ¢izik testi sonuglari.

4.4.22.1.3 Koloni Formasyon Deneyi

Transfeksiyondan sonra hiicrelerin invazyon yetenegini karsilastirmak icin Bolim
3.2.2.10.’da anlatildig1 gibi koloni formasyon deneyi yapilmstir. Kontrol, gen igcermeyen
plazmidin transfekte edildigi hiicreler ve NONO/p54nrb geni hedeflenmis sh oligolarini
genini iceren PLKO.1 TRC plazmitinin transfekte edildigi hiicreler karsilastirildiginda
NONO/p54nrb geni hedeflenmis sh oligolarini genini igeren plazmidin transfekte edildigi
deney gruplarinda kontrol gruplarina goére daha az koloni gozlemlenmistir. Bu azalis
hipoksik kosullarda daha fazladir. NONO/p54nrb geni hedeflenmis sh oligolarmi genini
iceren pLKO.1 TRC plazmitinin transfekte edildigi hiicrelerinlerin koloni olusturma

yeteneginde belirgin bir azalis olmustur (Sekil 4.52).
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KONTROL SCRAMBLE SH-NONO

Sekil 4.51: NONO/p54nrb shRNA oligolari igeren pLKO.1 TRC transfeksiyonundan sonra
koloni formasyon testi sonuglart.

NORMOKSI

HIPOKSI
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5. SONUC VE TARTISMA

Paraspeckleslar olduk¢a yeni aydinlatilan memeli hiicre ¢ekirdeginin interkromatin
boslugunda bulunan riboniikleoproteinlerdir. Bunlar niikleusta bulunan bir proteinin belli bir
bolgede biriktigi ve bilinen herhangi niikleer yapi1 marker: ile eslesmediginin kesfi ile
bulunmuslardir. Paraspecklelar sadece memeli hiicrelerinde bulunur. Saglikli ve kanserli

hiicrelerde goriilmiistiir.

Paraspeckles proteinler, non-POU domain containing octamer binding (non-POU domain
iceren oktomer baglanma proteini) (NONO/p54nrb), paraspeckle protein 1 (PSPC1) ve
Splicing Factor Proline and Glutamine Rich (PSF/SFPQ) igeren memeli DBHS (Drosophila

melanogaster behavior, human splicing) protein ailesi proteinleridir.

Paraspeckle yapisinda uzun kodlanmayan RNA bulunur ve bu RNA NEATI olarak
isimlendirilmistir. NEAT1 paraspeckle olusumu ve siirdiiriilmesi i¢in zorunludur. NEAT1

transkripsiyon inhibisyonu ve NEAT1 susturulmasindan sonra paraspeckle tekrar olusmaz
[1].

Literatiirdeki bu bilgilere bakilarak NONO/p54nrb geninin shRNA araciligiyla ifadesi
baskilanip transkripsiyonel olarak diger paraspeckle liyelerinde nasil bir degisiklik oldugu
aragtirtlmistir. Yaptigimiz ¢alismalara gore NONO/p54nrb geninin ifadesi ShRNA vektorii
olan pKLO.TRC vektoriine klonlanip baskilanmistir. Bu amagla NONO/p54nrb genini
hedefleyen shRNA oligolart pKLO.TRC vektoriine klonlanip, gegici transfeksiyon ile
HUVEC hiicrelerine aktarilmigtir. NONO/p54nrb geninin HUVEC hiicrelerinde ifadesinin
baskilandigt mRNA seviyesinde Real-Time PCR ile dogrulanmistir. Transfeksiyon
yapilmayan kontrol hiicrelerine gore; NONO/p54nrb genini hedefleyen shRNA oligolarini
iceren PKLO.TRC vektoriiniin transfekte edildigi hiicrelerde mMRNA  seviyesinde
normokside ve hipokside belirgin bir azalis gézlemlenmistir. NONO/p54nrb  geninin
HUVEC hiicrelerinde ifadesinin baskilandigi protein seviyesinde Western Bot deneyi ile
dogrulanmistir. Transfeksiyon yapilmayan kontrol hiicrelerine gore; NONO/p54nrb genini
hedefleyen shRNA oligolarini igeren pKLO.TRC vektoriiniin transfekte edildigi hiicrelerde

protein seviyesinde normokside ve hipokside belirgin bir azalis gézlemlenmistir.

NONO/p54nrb geni HUVEC hiicrelerinde ifadesi baskilandiginda mRNA seviyesinde diger
paraspekle proteinler olan, paraspeckle protein 1 (PSPC1), splicing factor proline and
glutamine rich (PSF/SFPQ) ve kodlanmayan RNA, NEAT1, mRNA seviyesinde de belirgin
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azalig olmustur. Bu sonuglar NONO/p54 nrb’nin paraspeckle yapisinda 6nemli bir rol

oynadig1 ve paraspekcle genlerini de etkiledigini diisiindiirmiistiir.

Paraspcle ve multifonksiyonel protein, NONO/p54nrb tiimorlesme siirecinde ve metastazda
rol oynamaktadir. Transkripsiyon faktori HLXB9, NONO/P54nrb proteini ile etkileserek
insulinoma hiicrelerinin poliferasyonunu tesvik etmektedir.[28].Ayrica NONO/p54nrb ’iin
meme kanserinde fazla miktarda ifade oldugu tespit edilmistir [29]. Protoonkogen Spi-
1/PU.1 eritrolokomik sitiregte NONO/p54nrb ’ye baglanir ve splicing isleminde rol alir.
NONO/p54nrb, prostat kanseri ve malign melanomda giiclii sekilde eksprese edilir. Ayrica
artmis NONO/p54nrb seviyesi, insan nevroblastomasinda bagimsiz bir prognostik

faktordiir[30].

Bu tez kapsaminda yapmis oldugumuz NONO/p54nrb geninin ifadesinin baskilanmasi
sonucunda hiicre canliliginda azalma oldugu MTT deneyleri ile belirlenmistir.
Transfeksiyondan hem 24, 48 ve 72 saat sonra gergeklestirilen deneylerde NONO/p54nrb
genini hedefleyen shRNA oligolarini igeren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda
kontrol gruplarina gore absorbans belirgin sekilde azalmistir. Bu azalis hipoksik kosullarda
daha belirgindir. HUVEC hiicrelerinin invazyon ve koloni olusturma yeteneginde azalig
oldugu c¢izik testi ve koloni formasyon deneyi ile belirlenmistir. Koloni formasyon deneyine
gore; Kontrol, gen i¢cermeyen plazmidin transfekte edildigi hiicreler ve NONO/p54nrb
genini hedefleyen shRNA oligolarini iceren pKLO.TRC plazmitinin transfekte edildigi
hiicreler karsilagtirildiginda NONO/p54nrb genini hedefleyen shRNA oligolarini igeren
plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda kontrol gruplarma gore koloni olusturma
yeteneklerinde azalis gozlemlenmistir. Bu koloni olusturma yetenegi hipokside daha gok
azalmugstir. Cizik testi sonuglarina gore; Kontrol, gen icermeyen plazmidin transfekte edildigi
hiicreler ve  NONO/p54nrb  genini hedefleyen shRNA oligolarint igeren pKLO.TRC
plazmitinin transfekte edildigi hiicreler karsilastirildiginda NONO/p54nrb  genini
hedefleyen ShRNA oligolarini igeren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda kontrol
gruplarina gore ¢izik atilan aralik kapanmamistir. Bu kapanmama hipoksik kosullarda daha
fazladir. Transfeksiyondan 24 saat sonra kontrol hiicrelerde hicbir aralik goziikkmezken,
normal ve hipoksik durumda belirgin bir sekilde aralik goziikkmektedir. Bu sonuglara
bakilarak NONO/p54nrb geninin ifadesi baskilandiginda HUVEC hiicrelerinin hiicresel
karakterinde degisiklik oldugu saptanmistir.
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Hem agir1 ifade ve hem de NONO/p54nrb ve PSF seviyelerinin azaltilmasi hem kanser hem
de primer insan hiicrelerinin yaslanmasina yol agmistir. PSF eksikligi kromozom kiriklari
ve fragmantasyona neden olurken, NONO/p54nrb veya PSF eksikligi DNA onarimini
geciktirir [27].

Literatiirdeki bu bilgilere bakilarak NONO/p54nrb geni HUVEC hiicrelerinde asir1 ifade
ettirilmistir. Bu amagla NONO/p54nrb  geni pEGFP-C1 vektoriine klonlanip, gegici
transfeksiyon ile HUVEC hiicrelerine aktarilmistir. NONO/p54nrb  geninin HUVEC
hiicrelerinde asirt ifade oldugu mRNA seviyesinde Real-Time PCR ile dogrulanmistir.
Transfeksiyon yapilmayan kontrol hiicrelerine gore; NONO/p54nrb geni iceren pEGFP-C1
vektoriiniin transfekte edildigi hiicrelerde MRNA seviyesinde normokside yaklasik 3 kat,
hipokside yaklasitk 6 kat artis gozlemlenmistir. NONO/p54nrb  geninin HUVEC
hiicrelerinde asirt ifade oldugu protein seviyesinde Western Bot deneyi ile dogrulanmastir.
Transfeksiyon yapilmayan kontrol hiicrelerine gore; NONO/p54nrb geni iceren pEGFP-C1
vektoriiniin transfekte edildigi hiicrelerde protein seviyesinde normokside yaklasik 1.5 kat,

hipokside yaklasik 3 kat artis gozlemlenmistir.

NONO/p54nrb geni HUVEC hiicrelerinde asir1 ifade edildiginde mRNA seviyesinde diger
paraspekle proteinler olan, paraspeckle protein 1 (PSPC1), splicing factor proline and
glutamine rich (PSF/SFPQ) ve kodlanmayan RNA, NEAT1, mRNA seviyelerinde
normokside 2 kat hipokside 4 kat artis goriilmiistiir. Bu sonuglara bakilarak NONO/p54nrb
geni asirt ifade oldugunda diger DHBS protein ailesi iiyeleri ve NEAT1 geninin bu asiri
ifade etkisinden etkilendigi sdylenebilir.

Tez kapsaminda gergeklestirmis oldugumuz NONO/p54nrb geninin asirt ifade olmasi
sonucunda hiicre canliliginin normal hiicrelere gore arttigt MTT deneyleri ile belirlenmistir.
Transfeksiyondan hem 24 saat hem de 48 saat sonra gergeklestirilen deneylerde
NONO/p54nrb  geni igeren plazmidin transfekte edildigi deney gruplarinda kontrol
gruplarina gore absorbans artmistir. Bu artis hipoksik kosullarda daha fazladir. 48 saatte
NONO/p54nrb geni transfekte edilmis hiicrelerde kontrol grubuna gore %134 kat canlilik
artmustir, hipoksik durumda ise bu artis %160°tir. Sadece vektoriin transfekte edildigi deney
gruplarinda hiicre canliliginda azalis gozlemlenmistir HUVEC hiicrelerinin invazyon ve
koloni olusturma yeteneginde artis oldugu ¢izik testi ve koloni formasyon deneyi ile
belirlenmistir. Koloni formasyon deneyine gore; Kontrol, gen icermeyen plazmidin
transfekte edildigi hiicreler ve NONO/p54nrb genini iceren EGFP-C1 plazmitinin transfekte
edildigi hiicreler karsilastirildiginda NONO/p54nrb  geni igeren plazmidin transfekte
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edildigi deney gruplarinda kontrol gruplarina gére daha ¢ok koloni gdzlemlenmistir. Bu artig
hipoksik kosullarda daha fazladir. Cizik testi sonug¢larina gore; Kontrol, gen igermeyen
plazmidin transfekte edildigi hiicreler ve NONO/p54nrb genini igeren EGFP-C1 plazmitinin
transfekte edildigi hiicreler karsilastirildiginda NONO/p54nrb  geni igeren plazmidin
transfekte edildigi deney gruplarinda kontrol gruplarina gore ¢izik atilan aralik azalmistir.
Bu azalis hipoksik kosullarda daha fazladir. Bu sonuglar, NONO/p54nrb geninin asir1 ifade
edildiginde HUVEC hiicrelerinin hiicresel karakterinde degisiklik oldugunu gostermektedir.

Anjiyogenez, olusmus kapillerden yeni kapiller damar olusmasidir. Embriyonik gelisim
asamasindan, timorlesmeye kadar fizyolojik ve patolojik bir¢ok durumda gelisebilir ve doku
hipoksisine adaptif cevap olarak meydana gelir [31]. Anjiyogenez biiylime faktorleri,

sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin rol oynadigi ¢ok faktorlii bir olaydir [35].

Bu faktérler igerisinde en dnemli olani vaskiiler endotelyal bilyiime faktériidiir (VEGF). ilk
bulundugunda vaskiiler endotelyal permeabilite (geg¢irgenlik) faktorii (VEPF) olarak
adlandirilan bu faktér giiniimiizde VEGF-A olarak adlandirilmaktadir. VEGF, 46 kDa
agirhiginda, homodimerik ve heparine bagl glikoprotein yapisinda bir molekiildiir. VEGF
A, B, C, D, E, plasental biiyiime faktorii (PIGF) ve VEGF-F ad1 verilen yedi alt grubu ve
amino asit sayilarima gore VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189 ve

VEGF06 olarak adlandirilan izoformlar1 bulunmaktadir [36].

VEGF-A ve reseptorleri damar morfogenezinde gorev almaktadir. VEGF-A sinyali,
anjiyogenezin diizenlenmesi yoluyla embriyonik gelisimde ¢ok 6nemli bir rol oynar. VEGF-
A, endotelyal hiicrelerin proliferasyonu ve gogii, vaskiiler gecirgenlik gibi endotel yanitinin
cogunu diizenler. VEGF-A sinyali yetiskinlerde organ homeostazini da diizenler. Bir organ
ciddi yaralanmaya maruz kalirsa, VEGF-A, organin yenilenme oranimni artiran endotel
hiicrelerinden parakrin faktorlerin salinmasina neden olur. VEGF-A sinyallemesi ayrica
anjiyogenez ile ilgili hastaliklarin, 6zellikle kanserin ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir.
VEGF-A'y1 bloke eden bir¢ok ajan, tiimorlerin biiylimesinin ve metastatik yayilmasinin

inhibisyonu i¢in faydali araglar olarak gelistirilmis ve rapor edilmistir [121].

VEGF gen ekspresyonunun diizenlenmesine katilan gesitli mekanizmalar gdsterilmistir.
Bunlar arasinda oksijen miktarinin degisimi hem in vitro hem de in vivo olarak 6nemli bir
rol oynar. VEGF mRNA ekspresyonunun, ¢esitli normal ve transforme edilen kiiltiirlenmis
hiicre tiplerinde diisiik O2'ye maruz birakilarak hizli ve geri doniisiimlii olarak indiiklendigi

goriilmiistiir [122].
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Bir¢ok organizma hipoksik kosullara uyum saglayacak mekanizmalar gelistirmistir. Degisen
oksijen seviyeleri, belirli homeostatik diizenleyici genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi
ile sonuclanabilir ve degisen ¢evresel sartlarda hiicre ve dokularin hayatta kalmasi saglanir.
Hipoksik sartlar tarafindan aktive edilen HIF-1 geni bunlardan biridir ve doku biiyiimesi ile
damarlanmay1 kontrol etmek icin diger transkripsiyon faktorleri ve enzimlerle iligkiye
girebilmektedir [91, 92].

HIF-1'in biyolojik aktivitesi, HIF1-a alt biriminin ekspresyonu ve aktivitesi ile belirlenir.
HIF1-a ekspresyonunun ve aktivitesinin in vivo diizenlenmesi, mRNA ekspresyonu, protein
ekspresyonu, niikleer lokalizasyon ve transaktivasyon dahil olmak iizere bircok seviyede
gerceklesir. Bunlar arasinda en yogun olarak galisilan, kararli durumdaki HIF1-a protein
seviyelerinin diizenlenmesi olmustur. Hipoksik olmayan kosullar altinda, HIF1-a 'nin her
yerde bulundugu ve proteazomal bozunmaya maruz kaldig1 goriilmektedir. Hipoksi gibi,
HIF1-a ekspresyonunu da indiikleyen demir selatorleri, HIF-1a'nin her yerde bulunmasini

onler. Hipoksik hiicrelerde HIF1-o 'nin azalmis ubikitinasyonu da gosterilmistir [123].

Yapilan literatiir ¢alismalarina gore; NONO/p54nrb  geni ile anjiyogenez arasindaki
baglantiy1 hem normal hem de hipoksik kosullarda agiklayan herhangi bir ¢alisma yoktur.
Bu verilere bakilarak bu tez ¢alismasinda HUVEC hiicrelerinde NONO/p54nrb  geninin
anjiyogenezde en Onemli diizenleyici olan VEGF sitokini uygulandiginda ve hipoksi

durumunda nasil degistigini aragtirdik.

Bu amagla HUVEC hiicreleri biiyiitiilerek 25 cm? lik flasklara 2 milyon hiicre/flask olacak
sekilde sayilarak dagitilmistir. Ertesi giin kontrol grubu hari¢ tiim deney gruplarina 20 ng/pL
olacak sekildi VEGF sitokini uygulanmistir. Hipoksi olusturulacak deney gruplarina 150
mM olacak sekilde CoCl. eklenip kimyasal hipoksi olusturulmustur. Belirli zaman
araliklarinada tripsinizasyon ile elde edilen hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu ve protein
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA’lar dan cDNA sentezi gerceklestirilip
gerekli kontroller yapildiktan sonra Real-Time PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.
HUVEC hiicre pelletlerinden yapilan protein ektraksiyonu sonucunda western blot deneyleri

gerceklestirilmistir.

Real-Time PCR sonuglarina gore; normokside VEGF sitokini uygulanmis HUVEC
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore NONO/p54nrb geni mRNA seviyesinde artis
oldugu goriilmiistiir. mRNA seviyesinde en ¢ok artis VEGF uygulanmasindan 24 ve 48 saat
sonra pelleti alinmis HUVEC hiicrelerinde kontrole gore yaklasik 2 kat olarak belirlenmistir.
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Ayrica VEGEF sitokini uygulamasinin digre paraspeckle iiyesi proteinler ile kodlanmayan
RNA olan NEAT1 mRNA seviyelerini nasil etkiledigi arastirtlmistir. HUVEC hiicrelerine
VEGEF sitokini uygulandiginda diger paraspeckle proteinler olan, paraspeckle protein 1
(PSPC1), splicing factor proline and glutamine rich (PSF/SFPQ) ve kodlanmayan RNA,
NEAT1, mRNA seviyelerinde artis goriilmiistiir. mRNA seviyelerinde en ¢ok artis VEGF
uygulanmasindan 24 saat sonra pelleti alinmigs HUVEC hiicrelerinde kontrole gore yaklasik
2 kat olarak belirlenmistir. Hipokside ise; VEGF sitokini uygulanmis HUVEC hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gére NONO/p54nrb  geni mRNA seviyesinde artis oldugu
goriilmistiir. mRNA seviyesinde en ¢ok artis VEGF uygulanmasindan 24 saat sonra pelleti
alinmis HUVEC hiicrelerinde kontrole gore yaklasik 5 kat olarak belirlenmistir. HUVEC
hiicrelerinde hipoksik durumun gergeklesip ger¢eklesmedigi HIF1-a mRNA seviyelerine
bakilarak dogrulanmistir. CoClz uygulanmig HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine
gore HIF1-a geni mRNA seviyesinde yaklasik 5 kat artis oldugu goriilmiistiir.

Western Blot deneylerine gore; normokside VEGF sitokini uygulanmis HUVEC
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore NONO/p54nrb geni protein seviyesinde artis
oldugu goriilmiistiir. Protein seviyesinde en ¢ok artis VEGF uygulanmasindan 24 saat sonra
pelleti alinmis HUVEC hiicrelerinde kontrole gore yaklasik 2.5 kat olarak belirlenmistir.
Hipokside ise; VEGF sitokini uygulanmis HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine
gore NONO/p54nrb geni protein seviyesinde artis oldugu goriilmistiir. Protein seviyesinde
en ¢ok artis VEGF uygulanmasindan 48 saat sonra pelleti alinmis HUVEC hiicrelerinde
kontrole gore yaklagik 3.5 kat olarak belirlenmistir.

Bu sonuglara bakilarak; VEGF sitokinin NONO/p54nrb ve diger paraspeckle iiyeleri
tizerinde arttirict bir diizenleyici oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak paraspeckle
genlerinin ekspresyon seviyeleri hipoksi ile daha da artis gostermektedir. Bu veriler
anjiyogenezin en onemli diizenleyicisi olan VEGF sitokini ve hipoksinin paraspeckle
genlerinin ekspresyonunu arttirdifindan paraspeckle genlerin anjiyogenez ile baglantili

oldugunu diisiindiirmektedir.

Sheng-Yi Lin ve arkadaslari, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicresi (NSCLC)
hattinda NONO/p54nrb  fonksiyonunu ve NONO/p54nrb promoterinin transkripsiyonel
reglilasyonunu karakterize etmek igin. NONO/p54nrb transkripsiyon baslangic bolgesini
bulmustur ve -1671/+1261 (2952 bg) NONO/p54nrb promotorunu PCR teknolojisini
klonlamislardir. Daha sonra p54nrb promoter 5 ‘ucunun delesyonu ile lusiferaz reporter

deneyi ile NONO/p54nrb  promoter bdlgesini analiz etmislerdir. Lusiferaz deneyi
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sonuglaria gore, NONO/p54nrb promoter + 311/+ 414 fragmaninda énemli bir diizenleme
bolgesi oldugunu gostermislerdir.  NONO/p54nrb  +109/+203 promoter bdlgesinin
delesyonu, lusiferaz aktivitesinin bir kisminin azalmasina neden oldugunu gostermislerdir

[124].

Uzman Biyolog Sevgi Baysal tarafindan gerceklestirilen tez ¢alisgmasinda NONO/p54nrb
promotorunun 1259 bg’lik boélgesi kullanilarak — (-730/+529 bg) NONO/p54nrb
promotorunda delesyonlar meydana getirilmistir. Delesyon ile olusturulan promotor
parcalari PC3 hiicrelerine gegici transfeksiyon yontemi ile aktarilmistir. Promotor
pargalarinin bazal aktivitesi belirlenmigtir. NONO/p54nrb 730/+529 ve -516/+529 promotor
parcalarinin bazal aktivitesinin diger pargalara gore fazla oldugu belirlenmistir. Buna ek
olarak transfeksiyondan sonraki 48. saatte hipoksik durumda promotor fragmentlerinin
aktivitesi normal kosullar ile karsilastirildiginda daha fazla oldugu gézlenmistir. Bu veriler
1s18inda HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin NONO/p54nrb promotoruyla iliskisi olabilecegi
diistiniilmiistiir ve HIF-1a transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi analizi EMSA deneyleri
ile yapilmistir. EMSA deneyleri ile HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin NONO/p54nrb
promotor bolgesine baglandigi dogrulanmistir [120].

Literatlir analizine gore; HUVEC hiicrelerine VEGF sitokini uygulandiginda promotor
aktivitesinin nasil degistigi bilinmemektedir. Bu tez kapsaminda Uzman Biyolog Sevgi
Baysal tarafindan klonlanan promotor pargalart P1l: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -
336/+529 ve P4: -159/+529 HUVEC hiicrelerine kalsiyum fosfat gegici transfeksiyon
yoluyla transfekte edilmistir. Daha sonra HUVEC hiicrelerine 20 ng/uL olacak sekilde
VEGEF sitokini uygulanmistir. Promotor pargalarinin bazal aktivitesi ve VEGF sitokini ile
regiilasyonun belirlenmesi icin lusiferaz reporter deneyleri gergeklestirilmistir. Yapilan
Olclimlere gore en kiigilk promotor bolgesinden en biiyiik promotor parcasina dogru
karsilastirildiginda bazal aktivitenin en biiyiikk promotor bolgesi olan P1: -730/+529
bolgesinde en yliksek oldugu belirlenmistir. Bazal aktiviteler bu sonuclarla dogru orantilt
olarak hipoksik durumda daha da artmis oldugu goriilmiistiir. Promotor parcalarinin
transfekte edildigi hiicrelere VEGF sitokini uygulanip lusiferaz reporter deneyleri
yapildiginda VEGF sitokini uygulanan hiicrelerdeki lusiferaz aktivitesinin bazal aktiviteye
gore artis gosterdigi belirlenmistir. Hipoksi durumunda ise benzer veriler elde edilmistir. Bu
sonuclara bakilarak; NONO/p54nrb promotounun VEGF sitokini ve hipoksi ile diizenlendigi
diistinilmiistir. HUVEC hiicrelerinde NONO/p54nrb geninin promotor bdlgesi ile HIF-1a
transkripsiyon faktorii ve VEGF sitokini etkilesim halinde olabilir.
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VEGF'nin in vitro ve in vivo modellerde birkag endotel hiicresinde hayatta kalmay1
destekledigi gosterilmistir. In vitro’da, VEGF'nin PI3K-Akt yolunu aktive ederek apoptozu
inhibe ettigi gosterilmistir. VEGF, endotel hiicreleri i¢in bir mitojendir. Endotel hiicre
proliferasyonu, MAP Kkinaz ailesinin bir iiyesi olan JNK/SAPK'ye ek olarak hiicre disi
kinazlar Erk1/2'nin VEGFR-2 aracili aktivasyonunu igerir. VEGF'nin artan endotelyal hiicre
gociine yol actigr hiicre i¢i mekanizmalar1 aktin filaman organizasyonuna ve ayrica p38
MAPK ile indiiklenen aktin yeniden organizasyonuna yol acan FAK ile iligkili sinyallemeyi
igerir [125].

Literatiir ¢calismalarina gore VEGF sitokini birgok hiicrei¢i sinyal yollag: ile birlikte
calismaktadir. Bu verilerin 15181nda yapilan tez ¢alismasinda PI3K yolagi inhibitorii olarak
wortmannin, MEK yolagi inhibitorii, p38 MAPK inhibitorii olarak PD169125 ve JNK yolagi
inhibitorii olarak SP600 kullanilarak NONO/p54nrb geninin VEGF yolag: ile iliskisi

arastirilmistir.

Bu amagla HUVEC hiicreleri biiyiitiilerek 25 cm? lik flasklara 2 milyon hiicre/flask olacak
sekilde sayilarak paylastirilmistir. Ertesi giin kontrol grubu ve sadece sitokin uygulanacak
hiicreler hari¢ diger flasklara inhibitérler uygulanmis (JNK (20 uM), PD169 (20 uM),
WORTMANNIN( 2uM), MEK (20 uM)) 45 dk.dk.. beklenip ardindan kontrol grubu harig
tim deney gruplarma 20 ng/uL olacak sekildi VEGF sitokini uygulanmistir. Hipoksi
olusturulacak deney gruplarina 150 mM olacak sekilde CoCl> eklenip kimyasal hipoksi
olusturulmustur. VEGF sitokini uygulamasindan 6 saat sonra tripsinizasyon ile elde edilen
hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu ve protein ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen RNA’lar dan cDNA sentezi gergeklestirilip gerekli kontroller yapildiktan sonra Real
Time PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. HUVEC hiicre pelletlerinden yapilan protein

ektraksiyonu sonucunda westernblot deneyleri gergeklestirilmistir.

Real-Time PCR sonuglarina gore; normokside VEGF sitokini uygulanmis HUVEC
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gére NONO/p54nrb geni mRNA seviyesinde artis
oldugu goriilmiistiir. Inhibitér ve VEGF sitokininin birlikte uygulandig: deney gruplarinda
kontrol ve yanlizca VEGF sitokini uygulanan deney gruplarina gére NONO/p54nrb mRNA
seviyesinde belirgin bir azalis gbzlemlenmistir. Hipokside ise; VEGF sitokini uygulanmis
HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine goére NONO/p54nrb  geni mRNA
seviyesinde artig oldugu goriilmiistiir. Inhibitér ve VEGF sitokininin birlikte uygulandig

deney gruplarinda kontrol ve yalnizca VEGF sitokini uygulanan deney gruplarina goére
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NONO/p54nrb  mRNA seviyesinde belirgin bir azalis gozlemlenmistir. Bu azalis

normoksiye gore daha belirgindir.

Western Blot deneylerine gore; normokside VEGF sitokini uygulanmis HUVEC
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore NONO/p54nrb geni protein seviyesinde artis
oldugu goriilmiistiir. inhibitér ve VEGF sitokininin birlikte uygulandigi deney gruplarinda
kontrol ve yanlizca VEGF sitokini uygulanan deney gruplarina gore NONO/p54nrb protein
seviyesinde belirgin bir azalis gozlemlenmistir. Hipokside ise; VEGF sitokini uygulanmis
HUVEC hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gére NONO/p54nrb  geni protein
seviyesinde artis oldugu goriilmiistiir. Inhibitor ve VEGF sitokininin birlikte uygulandig
deney gruplarinda kontrol ve yanlizca VEGF sitokini uygulanan deney gruplarina gore
NONO/p54nrb  protein seviyesinde belirgin bir azalis gozlemlenmistir. Bu azalis

normoksiye gore daha belirgindir.

Bu verilere gore; NONO/p54nrb geninin VEGF sinyal yolaginda PI3K yolagi, MEK yolag,
p38 MAPK ve JNK yolagi ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu iligki Real Time PCR ve
Western blot deneyleri ile dogrulanmistir. Bu sonuglara bakilarak endotelyal bir hiicre hatti
olan HUVEC hiicre hattinda NONO/p54nrb geninin hiicre sagkalimi, hiicre poliferasyonu,

hiicre gdcii ve anjiyogenez gibi hiicresel siireglerde gorev aldigr diistiniilmektedir.

Bu verilere géore NONO/p54nrb promotorunun VEGF yolag ile iliskisi merak konusu
olmustur. Bu amagla tez kapsaminda Uzman Biyolog Sevgi Baysal tarafindan klonlanan
promotor pargalar1 P1: -730/+529, P2: -516/+529, P3: -336/+529 ve P4: -159/+529
HUVEC hiicrelerine kalsiyum fosfat gegici transfeksiyon yoluyla transfekte edilmistir.
Ertesi giin kontrol grubu ve sadece sitokin uygulanacak hiicreler hari¢ diger flasklara
inhibitorler uygulanmig (JNK(20 uM), PD169 (20 uM), WORTMANNIN (2 uM), MEK (20
uM)) 45 dk.dk.. beklenip ardindan kontrol grubu harig tiim deney gruplarina 20 ng/pL olacak
sekildi VEGF sitokini uygulanmistir. Hipoksi olusturulacak deney gruplarina 150 mM
olacak sekilde CoCl: eklenip kimyasal hipoksi olusturulmustur. Sitokin uygulanmasindan 6
sa. sonra hiicre medyumlar1 toplanip VEGF yolag: ile promotor fragmanlarinin iliskisinin
belirlenmesi i¢in lusiferaz reporter deneyleri gergeklestirilmistir. VEGF sitokini uygulanan
hiicrelerdeki liisiferaz aktivitesinin bazal aktiviteye gore artis gosterdigi belirlenmistir. Buna
karsilik inhibitorlerin uygulandigi deney gruplarinda kontrol ve sadece VEGF sitokini
uygulanan gruba gore dort promotor parcasinda da lusiferaz aktivitesinde azalis

gozlemlenmistir. Hipoksi durumunda ise benzer veriler elde edilmistir.
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Bu sonuglara gore; NONO/p54nrb  geni promotorunun VEGF yolag: ile iligkili oldugu
gozlemlenmistir. VEGF yolag1 pek ¢ok yonden inhibe edildiginde promotor aktivitesinde de
azalma oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara bakilarak endotelyal bir hiicre hatti olan HUVEC
hiicre hatinda NONO/p54nrb geninin hiicre sagkalimi, hiicre poliferasyonu, hiicre gogii ve

anjiyogenez gibi hiicresel siireclerde gorev aldigi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu tez calismasiyla ilk defa NONO/p54nrb geninin anjiyogenez ile iliskisi
aydinlatilmistir. NONO/p54 nrb geninin ve diger paraspeckle iiyelerinin anjiyogenezin en
onemli regiilatorleri olan VEGF sitokini ve hipoksi ile iligkili oldugu ilk defa bu ¢aligmada
dogrulanmistir. Ayrica NONO/p54nrb promotorunun da VEGF yolagi ve hipoksi ile iliskili
oldugu liisiferaz reporter deneyleri ile dogrulanmistir. Ek olarak NONO/p54nrb geninin
paraspecle genleri igin Onemli ve gerekli oldugu NONO/p54nrb ifadesinin
baskilanmasindan veya asir1 ekspresyonundan diger paraspeckle genlerinin de etkilendigi ilk
defa bu tez ¢alismasinda overekspresyon ve knockdown deneyleri ile dogrulanmistir. Buna
ek olarak overekspresyon ve knockdown deneyleri ile NONO/p54nrb  geninin hiicre
sagkalimi, poliferasyonu, gocii gibi hiicresel siireclerde rol oynadigi gozlemlenmistir. Tiim
bu caligmalar NONO/p54nrb  geninin anjiyogenezde onemli bir rolii oldugunu ve
kanserlesme siirecinde gorev aldigin1 gostermistir. Bu verilerin daha ileri kanser

arastirmalarinda arastirmacilara 151k tutacagi ongoriilmektedir.
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EK B Sekans Sonuclari
B.1 p GEMT- easy Plazmidi Sekans Sonuglari

Homo sapiens non-POU domain containing octamer binding (NONO), transkript varyant
3, mMRNA

Score Expect Identities Gaps Strand

1507 bits(1670) 0.0 898/926(97%) 13/926(1%) Plus/Plus

Query 53 AAATGCAGAGTAATAAAACTTTTAACTTGGAGAAGCGAAACCATACTCCAAGAAAGCATC 112

Shjct 538 AAATGCAGAGTAATAAAACTTTTAACTTGGAGAAGCAAAACCATACTCCAAGAAAGCATC 597

Query 113 ATCAACATCACCACCAGCAGCAGCACCACCAGCAGCAACAGCAGCAGCCACCACCACCGC 172

Shjct 598 ATCAACATCACCACCAGCAGCAGCACCACCAGCAGCAACAGCAGCAGCCGCCACCACCGC 657

Query 173 CAATACCTGCAAATGGGCAACAGGCCAGCAGCCAAAATGAAGGCTTGACTATTGACCTGA 232

Shjct 658 CAATACCTGCAAATGGGCAACAGGCCAGCAGCCAAAATGAAGGCTTGACTATTGACCTGA 717

Query 233 AGAATTTTAGAAAACCAGGAGAGAAGACCTTCACCCAACGAAGCCGTCTTTTTGTGGGAA 292

Sbjct 718 AGAATTTTAGAAAACCAGGAGAGAAGACCTTCACCCAACGAAGCCGTCTTTTTGTGGGAA 777

Query 293 ATCTTCCTCCCGACATCACTGAGGAAGAAATGAGGAAACTATTTGAGAAATATGGAAAGG 352

Shjct 778 ATCTTCCTCCCGACATCACTGAGGAAGAAATGAGGAAACTATTTGAGAAATATGGAAAGG 837
Query 353 CAGGCGAAGTCTTCATTCATAAGGATAAAGGATTTGGCTTTATCCGCTTGGAAACCCGAA 412
A

Shjct 838 CAGGCGAAGTCTTCATTCATAAGGATAAAGGATTTGGCTTTATCCGCTTGGAAACCCGAA 897
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Query 413 CCCTAGCGGAGATTGCCAAAGTGGAGCTGGACAATATGCCACTCCGTGGAAAGCAGCTGC 472

Sbjct 898 CCCTAGCGGAGATTGCCAAAGTGGAGCTGGACAATATGCCACTCCGTGGAAAGCAGCTGC 957

Query 473 GTGTGCGCTTTGCCAGCCATAGTGCATCCCTTACAGTTCGAAACCTCCCTCAGTATGTGT 532

Shjct 958 GTGTGCGCTTTGCCTGCCATAGTGCATCCCTTACAGTTCGAAACCTTCCTCAGTATGTGT 1017

Query 533 CCAACGAACTGCTGGAAGAAGCCTTTTCTGTGTTTGGCCAGGTAGAGAGGGCTGTAGTCA 592

Shjct 1018 CCAACGAACTGCTGGAAGAAGCCTTTTCTGTGTTTGGCCAGGTAGAGAGGGCTGTAGTCA 1077

Query 593 TTGTGGATGATCGAGGAAGGCCCTCACGAAAAGGCATTGTTGAGTTCTCAGGGAAGCCAG 652

Shjct 1078 TTGTGGATGATCGAGGAAGGCCCTCAGGAAAAGGCATTGTTGAGTTCTCAGGGAAGCCAG
1137

Query 653 CTGCTCGGAAAGCTCTGGACGGATGCAGTGAAAGCTCCTTCCTGCTAACCACATTTCCTC 712

Sbjct 1138 CTGCTCGGAAAGCTCTGGACAGATGCAGTGAAGGCTCCTTCCTGCTAACCACATTTCCTC 1197

Query 713 GTCCTGTGACTGTGGAGCCCATGGACCAGTTAGATGATGAAGAGGGACTTCCAGAGAAGC 772

Shjct 1198 GTCCTGTGACTGTGGAGCCCATGGACCAGTTAGATGATGAAGAGGGACTTCCAGAGAAGC
1257

Query 773 TGGGTTATaaaaaaaCCAGC-ATTTCACAAGGAACGAGAGCAGCCACCCAGATTTGCACA 831

Sbjct 1258 T-GGTTAT-AAAAAACCAGCAATTTCACAAGGAACGAGAGCAGCCACCCAGATTTGCACA 1315

Query 832 GCCTGGCTCCTTTGAGTATGAATATGCCATGCGCTGGGAAGGCACTCATTGGAGATGGAG 891

Shjct 1316 GCCTGGCTCCTTTGAGTATGAATATGCCATGCGCT-GGAAGGCACTCATT-GAGATGGAG 1373
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Query 892 AAGCAGCAGCAG---ATAGTGGACCGCCAACATCCATGA-GCTCGTGGAAAGCTGGAAAA 947

Shjct 1374 AAGCAGCAGCAGGACCAAGTGGACCG-CAACATCAAGGAGGCTCGTGAGAAGCTGG-AGA
1431

Query 948 TGGA-ATGGAAGCTGCAC-TCATGAG 971

Sbjct 1432 TGGAGATGGAAGCTGCACGCCATGAG 1457

B2. p GFP-C1 Plazmidi Sekans Sonuclari

Homo sapiens non-POU domain containing octamer binding (NONO), transkript varyant
3, mMRNA

Score Expect Identities Gaps Strand

1490 bits(1652) 0.0 846/854(99%) 4/854(0%) Plus/Plus

Query 16 CCATACTCCAAGAA-GCATCATCAACATcaccaccagcagcagceaccaccagecagcaaca 74

Sbhjct 578 CCATACTCCAAGAAAGCATCATCAACATCACCACCAGCAGCAGCACCACCAGCAGCAACA 637

Query 75 gcagcagccaccaccacCGCCAATACCTGCAAATGGGCAACAGGCCAGCAGCCAAAATGA 134

Shjct 638 GCAGCAGCCGCCACCACCGCCAATACCTGCAAATGGGCAACAGGCCAGCAGCCAAAATGA 697

Query 135 AGGCTTGACTATTGACCTGAAGAATTTTAGAAAACCAGGAGAGAAGACCTTCACCCAACG 194

Shjct 698 AGGCTTGACTATTGACCTGAAGAATTTTAGAAAACCAGGAGAGAAGACCTTCACCCAACG 757

Query 195 AAGCCGTCTTTTTGTGGGAAATCTTCCTCCCGACATCACTGAGGAAGAAATGAGGAAACT 254

Sbjct 758 AAGCCGTCTTTTTGTGGGAAATCTTCCTCCCGACATCACTGAGGAAGAAATGAGGAAACT 817
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Query 255 ATTTGAGAAATATGGAAAGGCAGGCGAAGTCTTCATTCATAAGGATAAAGGATTTGGCTT 314

Shjct 818 ATTTGAGAAATATGGAAAGGCAGGCGAAGTCTTCATTCATAAGGATAAAGGATTTGGCTT 877

Query 315 TATCCGCTTGGAAACCCGAACCCTAGCGGAGATTGCCAAAGTGGAGCTGGACAATATGCC 374

Sbjct 878 TATCCGCTTGGAAACCCGAACCCTAGCGGAGATTGCCAAAGTGGAGCTGGACAATATGCC 937

Query 375 ACTCCGTGGAAAGCAGCTGCGTGTGCGCTTTGCCAGCCATAGTGCATCCCTTACAGTTCG 434

Shjct 938 ACTCCGTGGAAAGCAGCTGCGTGTGCGCTTTGCCTGCCATAGTGCATCCCTTACAGTTCG 997

Query 435 AAACCTCCCTCAGTATGTGTCCAACGAACTGCTGGAAGAAGCCTTTTCTGTGTTTGGCCA 494

Shjct 998 AAACCTTCCTCAGTATGTGTCCAACGAACTGCTGGAAGAAGCCTTTTCTGTGTTTGGCCA 1057

Query 495 GGTAGAGAGGGCTGTAGTCATTGTGGATGATCGAGGAAGGCCCTCAGGAAAAGGCATTGT 554

Sbjct 1058 GGTAGAGAGGGCTGTAGTCATTGTGGATGATCGAGGAAGGCCCTCAGGAAAAGGCATTGT
1117

Query 555 TGAGTTCTCAGGGAAGCCAGCTGCTCGGAAAGCTCTGGACGGATGCAGTGAAGGCTCCTT 614

Shjct 1118 TGAGTTCTCAGGGAAGCCAGCTGCTCGGAAAGCTCTGGACAGATGCAGTGAAGGCTCCTT 1177

Query 615 CCTGCTAACCACATTTCCTCGTCCTGTGACTGTGGAGCCCATGGACCAGTTAGATGATGA 674

Sbhjct 1178 CCTGCTAACCACATTTCCTCGTCCTGTGACTGTGGAGCCCATGGACCAGTTAGATGATGA 1237

Query 675 AGAGGGACTTCCAGAGAAGCTGGTTATAAAAAACCAGCAATTTCACAAGGAACGAGAGCA
734
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Shjct 1238 AGAGGGACTTCCAGAGAAGCTGGTTATAAAAAACCAGCAATTTCACAAGGAACGAGAGCAL297

Query 735 GCCACCCAGATTTGCACAGCCT-GCTCCTTTGAGTATG-ATATGCCATGCGCTGGAAGGC 792

Sbhjct 1298 GCCACCCAGATTTGCACAGCCTGGCTCCTTTGAGTATGAATATGCCATGCGCTGGAAGGC 1357

Query 793 ACTCATTGAGATGGAGAAGCAGCAGCA-GACCAAGTGGACCGCAACATCAAGGAGGCTCG 851

Sbjct 1358 ACTCATTGAGATGGAGAAGCAGCAGCAGGACCAAGTGGACCGCAACATCAAGGAGGCTCG
1417

Query 852 TGAGAAGCTGGAGA 865

Sbhjct 1418 TGAGAAGCTGGAGA 1431

B3.pKLO. TRC Plazmidi Sekans Sonuclari

Range 1: 1 to 14Graphics
Query 171 CCGGAAAGGATTTG 184

NERRERE NN
Sbjct 1 CCGGAAAGGATTTG 14

B4.insan NONO/p54nrb Promotor Bolgesi
insan NONO/p54nrb Promotor Bolgesini P1 (-730/+529) Kesmeyen Enzimler

Pvul, Pvull, Rsrll, Sacll, Sall, SanDl, Sapl, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, SnaBlI, Spel, Sphl,
Srfl, Sse83871, Sspl, Swal, Taqll, Tth111l, Xcml, Xhol, Xholl, XmnlAarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl,
Afllll, Agel, AjulEam1105I, Eco47Ill, Eco57I, EcoNI, EcoRl, EcoRV, Fall, Fsel, Haell, HaelV, Hindlll,
Hphl, Kpnl, MauBI, Mboll, Mlul, Nael, Narl, Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Olil, Pasl, Pfol, Plel, PmacCl, Pmel,
Ppil, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, , Alfl, Alol, Apal, Apall, Arsl, Ascl, Asull, Bael, BamHI, BbvCl,
Bcgl, Bcll, Bdal, Bgll, Bglll, Bpll, BpulOl, BsaAl, BsaBl, Bsp14071, BspHI, BspMI, BsrBI, BstXI, BtgZl,
Btrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Dralll, Drdl.
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insan NONO/p54nrb Promotor Bélgesi P1(730/+529)

AGGTTCTCAGTTGCATTAGTCATATTTCAATGGCCACTTATAGTTAGTAGCTGCCATATTGAACACAGCAGA
CATAGGACCTTTCCATCATTGCACACAGTTCTATTGAACAGCCCAAGTCTAGATCATTGTGTCCCCACATAA
GGTGGTGCCCATTGGGATACCCTGCAACCCTGAGTGTGAATTAATTAATGGGAATTAACACATACTTATCA
ATTGATCCTTGTAGTCCTTGGTTAACCACGGGGGCGGGGCGAGTTAGGCATTACTGAAACAATGAAGGTT
AGTTACTGATAGGCCTCCTATGGAATATACAGTCTGATCTAGAGGCCTACAATATATCCATGGCAATGATG
ACACCTGTTGAATCTCTCAGTAAATCATAGGAACAATAGTGATGTTTGGACTGCTAGGTTTTCTGGTTACCA
TGGAAATGAGGGTGCTGGTTACAATTCTGTGTAATCACGCAGAGCCTAAGGTATGATGCACCCCCTCCTCC
CCCACCCCGTCTGTAACCATGACCAAAGAGTTGACTATTTCAGTTGCGTTTCCCGAGTAGCCCCAGCAACAG
GAGAAGCATCTAGAAATATGATTAAGTATGGGGTGTCAGGATGCAAGCCCTAACAAGGAAGTGTGAAAAA
AGAAACATGGCGGGGCATTTTTTTCAGTAGGAAAAGGCCAAATCTATTCCATTGAATACAATGACATTGTT
ACTCTTGCTTCTTGCACAGGCGCAGTGCAGGACTGCTCCGAGCACGCCTACGCGCGCATTTTCTCCCCTTCC
TCTCCCTCTTTCCACTTTCCTCTCCCTTTTTCTCCTCTCCTTTCCCCCTCCCACCACTTGGTCTTTCAGTCTTTCA
GTCAGTTCGTTTAGGTCTCTCCTTCCGACCCCCACCCCCAGCTCCTCTCCCTTTCCTTTTCCCCCTCCCCCTTTC
CTTTCCCGTCTCACGCGCCAGGCCGCTTGCACATGCGCATTAGGTACAAAGCCTCGCTCTTTGTCCCCATCT
GTCGTTCACACGAACTCAAGCCTTTGGCATTCGGCAGCCAATAGAATCTAAGAAATGGCGGAAAAATGATT
CCGCCTCGGGAGCTAAACCTTGATTGGCAGTTTAGCTAACCAATCGAGAACGCCATTTTGTACCCCTTGGCA

GGCACCGAGCTCCGTCGTCTCGTTTCCGGCGGTCGCGCGCTCTTTTCTCGGGACGGGAGAGGCCGTGTAGC
GTCGCCGTTACTCCGAGGAGATACCAGTCGGTAGA
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