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BALIKESIR, OCAK -2023

Ubikitin-proteazom sistemi (UPS), protein homeostazini diizenleyerek hiicresel siireclerin
saglikli bir sekilde ilerlemesinde kritik rol oynar. PSMD4 geni, UPS’de gorev alan 26S
proteazomun baslica ubikitin reseptorii olarak hizmet eden alt birimlerinden birini kodlar.
Ayrica PSMD4 geni, karboksil ucunda ek {i¢ amino asit igeren angiosidin proteinini de
kodlamaktadir. Her iki protein de gesitli kanser tiplerinde tiimor ilerlemesiyle iliskilidir.
Literatiirde, PSMD4 geninin pankreas kanserindeki roliinii ortaya koyan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, PSMD4 geninden yonlendirilmis mutagenezle angiosidin
geni elde edildi ve her iki gen de pEGFP-C1 vektoriine klonlandi. PSMD4 ve angiosidin
genleri, PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine gegici transfeksiyonla aktarildi. Genlerin over
ekspresyonu real-time PCR, western blot, flow sitometri ve GFP analizleri ile dogrulandi.
PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde
proliferasyonunu, migrasyonunu ve koloni olusum yetenegini arttirmaktadir. Ek olarak
over ekspresyonun EMT ve apoptoz siiregleriyle iliskili baz1 genlerin ekspresyonuna etkisi
mRNA diizeyinde belirlendi. Calismada ayrica PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki
PSMD4 geninin kismi susturulmasi shRNA kullanilarak gerceklestirildi. PSMD4 gen
susturulmasi real-time PCR ve immiinofloresan analizleri ile dogrulandi. PSMD4
susturulmasi hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve koloni olusum yetenegini PANC-1
hiicrelerinde azaltirken HUVEC hiicrelerinde arttirmaktadir. Caligmanin devaminda VEGF
sitokininin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 gen ekspresyonunu mRNA ve
protein seviyesinde arttirdig1 belirlendi. VEGF’in PSMD4 gen regiilasyonunu P38 MAP
kinaz, JNK, MEK ve PI3K yolaklar tizerinden etkiledigi mRNA ve protein diizeyinde
gosterildi. Son olarak PSMD4 genine ait ii¢ promotor pargasinin PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerindeki transkripsiyonel aktivitesi belirlendi. Bu tez g¢alismasi sonucunda elde
edilen bilgilerin PSMD4 genini hedef alan tedavilerin gelistirilmesine katki saglayacagini
ongormekteyiz.

ANAHTAR KELIMELER: PSMD4, angiosidin, over ekspresyon, susturma, pankreas
kanseri, VEGF, SSA/Rpn10
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE HUMAN PSMD4 GENE
PH.D THESIS
MESUT ACAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, JANUARY - 2023

The ubiquitin-proteasome system (UPS) plays a critical role in the healthy progression of
cellular processes by regulating protein homeostasis. The PSMD4 gene encodes one of the
subunits of the 26S proteasome in UPS, which serves as the major ubiquitin receptor. In
addition, the PSMD4 gene encodes the angiocidin protein with an additional three amino
acids at the carboxyl terminus. PSMD4 and angiocidin proteins share similar sequences
and have common binding interactions. There is no study in the literature revealing the role
of the PSMD4 gene in pancreatic cancer. In this study, the angiocidin gene was obtained
from PSMD4 gene by directed mutagenesis and both genes were cloned into pEGFP-C1
vector. PSMD4 and angiocidin genes were transferred into PANC-1 and HUVEC cells by
transient transfection. Overexpression of genes was confirmed by real-time PCR, western
blot, flow cytometry, and GFP analyses. Overexpression of PSMD4 and angiocidin
increases proliferation, migration and colony formation ability in PANC-1 and HUVEC
cells. In addition, the effect of overexpression on the expression of some genes associated
with EMT and apoptosis processes was determined at the mRNA level. Also, partial
silencing of PSMD4 gene in PANC-1 and HUVEC cells was performed using shRNA.
PSMD4 gene silencing was confirmed by real-time PCR and immunofluorescence
analyses. PSMD4 silencing reduces cell proliferation, migration, and colony formation
ability in PANC-1 cells while increasing it in HUVEC cells. In the continuation of the
study, it was determined that VEGF cytokine increased PSMD4 gene expression at mRNA
and protein level in PANC-1 and HUVEC cells. VEGF was shown to affect PSMD4 gene
regulation via P38 MAP kinase, INK, MEK and PI3K pathways at the mRNA and protein
level. Finally, the transcriptional activity of three promoter fragments of the PSMD4 gene
in PANC-1 and HUVEC cells was determined. We foresee that the information obtained as
a result of this thesis study will contribute to the development of treatments targeting the
PSMD4 gene.

KEYWORDS: PSMD4, angiocidin, overexpression, silencing, pancreatic cancer, VEGF,
S5A/Rpnl0
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1. GIRIS

1.1 Protein Yikimi

Proteostaz olarak da bilinen protein homeostazi hiicresel siireglerin sagligi icin kritik
oneme sahiptir [1], [2]. Hiicresel proteinlerin miktar1 degisen fizyolojik ve ¢evresel
kosullara gore ayarlanarak dinamik bir denge i¢inde tutulur. Herhangi bir proteinin hiicre
ici seviyesi protein sentezi ve protein yikimi arasindaki dengeli bir diizenleme ile korunur
[3]. Gen ekspresyonunun bir iiriinii olarak sentezlenen proteinler gerektiginde protein
yikim siireciyle ortamdan uzaklastirilir. BOylece anormal veya gereksiz proteinlerin

pargalanarak birikmesi Onlenir ve amino asitlerin geri dontisiimii saglanir [2].

Proteinlerin hiicre iginde degisken ancak sinirli bir émrii vardir. Omrii tamamlanan
proteinler 6zel proteolitik sistemler kullanilarak pargalanir [3]. Zar proteinleri,
ekstrasellliler proteinler ve uzun Omiirlii proteinler lizozomal sistemlerde parcalanir.
Anormal veya kisa Omiirlii proteinler ise ATP-bagimli bir sistem olan proteazomda

pargalanir [2].

Lizozomlar, katepsinler olarak bilinen gesitli proteazlar dahil olmak iizere yaklagik 50
hidrolitik enzim igeren zarla cevrili organellerdir. Lizozomun i¢i asidik 0Ozellik
gosterdiginden enzimleri asidik pH degerinde optimum aktiviteye sahiptir. Lizozomdaki
proteazlar, endositozla alinan proteinleri veya otofaj siirecinde hiicre i¢i proteinleri
parcalar. Iyi beslenmis hiicrelerde lizozomal protein yikimi segici degildir. Ancak uzun
stireli aglik durumunda aktive olan ve Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) veya yakindan

iliskili bir diziyi iceren sitozolik proteinleri i¢ine alip pargalayan segici bir yola sahiptir [4].

Proteazomlar, ATP-bagimli bir siiregle hiicre i¢i proteinlerin yikimindan sorumlu
makromolekiillerdir. Hiicre i¢inde yikilmasi hedeflenen proteinler ubikitinin kovalent
baglanmasiyla etiketlenir ve ardindan ubikitinlenmis proteinler multiprotein bir kompleks
olan proteazomda secici olarak yikilir [3]. Hiicre igindeki proteinlerin ¢ogu ubikitin-
proteazom sistemi tarafindan pargalanir [5]. Proteazomlarin baslangigta sadece hasarl veya
yanlis katlanmig proteinleri yiktig1 diistiniiliiyordu. Ancak son yillarda hiicre dongiisii ve
apoptozu kontrol eden proteinlerin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadig:
gosterilmistir. Bundan dolay1 proteazomlar kanser tedavisinde dikkate deger hedef haline

gelmektedir [6].



1.2 Ubikitin — Proteazom Sistemi

Protein yikimi baslangicta nispeten spesifik olmayan bir siire¢ olarak disiiniiliirken
ubikitin-proteazom sisteminin kesfi bu gorlisii 6nemli dlglide degistirmistir. Proteinlerin
ubikitinlenerek proteazom tarafindan pargalandigi yola ubikitin-proteazom sistemi (UPS)
denir. UPS tarafindan yikilacak proteinlere ilk dnce kiigiik bir protein olan ubikitin eklenir.
Bu ubikitin etiketi, yikilacak proteinleri proteazomun hedefi haline getirir. Son asamada ise
proteazom hedef proteinleri tanir, katlanmasini agar ve pargalar [6], [7]. Bu siirecin genel

hatlar1 Sekil 1.1°de gosterilmektedir.

Proteazom
(26S proteazom)

Sekil 1.1: Ubikitin-proteazom sisteminin genel yapisi [8].

Ubikitin-proteazom sistemi tiim Okaryotik hiicrelerin sitozol ve c¢ekirdegindeki ana
proteolitik sistemdir. Proteazom inhibisyon calismalariyla kisa omiirlii proteinlerin yani
sira uzun Omiirlii proteinlerin de yikiminda gorev aldigi gosterilmistir [9]. UPS, regiile
edilmis protein yikiminda ana yol olarak hizmet eder ve hiicredeki tek tek bireysel protein
seviyesini hassas bir sekilde kontrol eder. Ozellikle kilit roller iistlenen diizenleyici
proteinlerin seviyesini diizenlemesiyle hiicresel islevlerin neredeyse her yoniine katkida
bulunur. UPS ayrica hiicre igin toksik olabilecek anormal proteinleri taniyip yok ederek
protein kalite kontroliinde de islev gosterir [7]. UPS’nin hedef aldig1 proteinleri yikmasiyla
hiicre dongiisti, gen ekspresyonu, sinyal iletimi, bagisiklik, apoptoz ve onkogenez gibi
stiregler diizenlenmektedir [9]. Bu siire¢lerin UPS tarafindan diizenli bir sekilde kontrol

edilmesi hiicresel saglik i¢in kritik 6nem arz eder [7].



Son yillarda UPS’deki diizensizliklerin birgok insan hastaligiyla kritik iligkili oldugu ve

UPS’nin ¢ok yonlii ve kapsamli yapisinin bu hastaliklarin tedavisinde firsatlar saglayacagi

ongoriilmektedir [7]

1.2.1 Ubikitin Sistemi
Ubikitin-proteazom sisteminde yikilacak proteinlerin, proteazom tarafindan taninip
pargalanabilmesi i¢in ubikitin eklenerek hedef haline gelmesi gerekir [6]. Ubikitin aracili

protein yikimiyla ilgili onciil ¢alismalar1t nedeniyle Avram Hershko, Aaron Ciechanover ve

Irwin Rose 2004 Nobel Kimya Odiilii'nii kazanmistir [10].

Ubikitin, bircok dnemli hiicresel siiregte yer alan 76 amino asitlik diizenleyici kiigiik (8,5
kD) bir proteindir [11]. Bilinen en yiiksek diizeyde korunmus proteinlerden biri olan

ubikitin, 0karyotlarda yaygin olarak bulunur [2], [7].

Ubikitin hedef proteinlere baglanma yetenegi igin kritik olan bir diglisin (GC) motifi ile
biter. Ubikitin C-terminal glisini, hedef proteindeki lizin rezidiisiiniin e-amino grubuna (ya
da bazen hedef proteindeki a-NH> terminaline) bir izopeptid bag: yoluyla kovalent baglanir
[7]. Ubikitinasyon olarak adlandirilan bu siiregte bir dizi enzim gorev alir. Sekil 1.2°de
gosterilen bu enzimler E1 (Ub-aktiflestirici enzim), E2 (Ub-konjuge edici enzim) ve E3

(Ub-protein ligaz) olarak adlandirilir [8], [12].
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Sekil 1.2: Ubikitinasyon yolunda gdrev alan enzimler [2].



Sekil 1.2°de gosterildigi gibi E1 enzimi, ATP’ye bagl bir siirecle ubikitini aktive ederek
ubikitinin C-terminal glisin rezidiistisiindeki serbest karboksil grubuna tiyoester bag ile
baglanir. Bu aktive edilmis ubikitin daha sonra E2 enzimine aktarilir. E3 enzimi ise
ubikitini, E2 enziminden hedef proteindeki Lys e-NH> grubuna (bazen a-NH> terminaline)

izopeptid bagi ile ekler [2], [8].

Insan genomu iki E1 enzimi, yaklasik kirk E2 enzimi ve yaklasik alti yiiz E3 enzimini
kodlamaktadir [11]. E2-E3 enzim ¢ifti arasindaki dort farkl isbirligi de goze aldigimizda

binlerce farkli protein substratin 6zgiil bir sekilde ubikitinasyonu saglanmis olur [7].

Ubikitinin hedef proteinlerdeki bir ya da daha fazla lizine tek molekiil olarak eklenmesi
monoubikitinasyon durumudur. Ubikitin, 6, 11, 27, 29, 33, 48 ve 63 pozisyonlarinda yedi
lizin rezidiisiisii igerir. Ubikitin bu lizinlerden biri araciliyla birbirine eklenerek uzun
ubikitin zincirleri olusturur. Bu poliubikitinasyon durumuyla sonuglanir [7], [8]. Ubikitinin
baglandig: rezidii, monoubikitinasyon veya poliubikitinasyon durumlar1 ve ubikitin zincir
uzunlugu substrat proteinleri farkl sekilde etkilemektedir. Bazilar1 protein lokalizasyonunu
degistirirken, digerleri protein aktivitesini veya protein stabilitesini diizenler. Ornegin lisin-
48 tizerinden gergeklesen poliubikitinasyon gii¢lii bir proteazomal yikim sinyalidir. Diger

ubikitinasyonlar ise yikimla ilgili olmayan diizenleyici gorevlere isaret eder [7], [11].

1.2.2 Proteazom

Genellikle "proteazom" olarak adlandirilan 26S proteazomu, tiim Okaryotik hiicrelerin
cekirdeginde ve sitoplazmasinda bulunan ve hiicre kiitlesinin %1-2’sini olusturan multi-
katalitik bir enzim kompleksidir [6], [13]. Ubikitinlenmis proteinler yaklasik 35 farkl alt
birim iceren oldukc¢a biiyiik (2500 kDa) 26S proteazom kompleksi tarafindan pargalanir
[7]. Proteazomlar tipik proteazlardan 50-100 kat daha biiytliktiir ve kritik farkliliklar
gosterirler. Protein pargalanmasinin ATP bagimli bir siiregle gergeklesmesi en temel
farklilig1 olusturur [12]. Ayrica proteazlarin aksine ti¢ farkli aktif bolgeye sahip olmalari

binlerce farkli hedef substrati par¢alamasini saglar [7].

26S proteazom, 20S c¢ekirdek pargacik (CP: core particle) ve 19S diizenleyici pargacik
(RP: regulatory particle) adi verilen iki alt kompleksten olusur. 20S ¢ekirdek parcacik,
sirasiyla tek (19S RP1-20S CP) ve ¢ift (19S RP2-20S CP) kapakli enzimatik olarak aktif

bir 26S proteazomu olusturmak i¢in bir veya iki ugtan ¢evrelenir [14], [15].
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Sekil 1.3: 26S proteazomun sematik gosterimi [15]. (A: Genel yapisi, B: Alt birimleri)

1.2.2.1 208 Cekirdek Parcacik

20S proteazom olarak da adlandirilan 20S ¢ekirdek pargacik (CP) eksensel olarak
istiflenmis dort heteroheptamerik halkadan (iki dis a- ve iki i¢ B-halkasi) olusur ve silindir
seklinde bir yapiya sahiptir [16], [17]. Halkalarin diizenlenisi o1-7B1-7P1-70t1-7 seklindedir. iki
dis o-halkasi, iki  halkasi icindeki proteolitik odaya kontrolsiiz erisimi engelleyen bir kap:
islevi goriir. Kapi, substrat girisini bloke eden a alt birimlerinin sikica i¢ ige gegmis amino
(N) terminal kuyruklarindan olusur [14]. Yedi B alt birimi arasindan sadece ticii B1 (kaspaz
benzeri), B2 (tripsin benzeri) ve B5S (kimotripsin benzeri) proteolitik aktivitelere sahiptir.
B1, B2 ve B5 alt birimleri sirasiyla asidik, bazik ve hidrofobik amino asit kalintilarinin C-

terminal tarafindaki peptit baglarini pargalar [18].

1.2.2.2 19S Diizenleyici Parcacik

19S diizenleyici pargacik (RP), hedef substratlarin CP’nin proteolitik odasina tanitilmasi,
baglanmasi, deubikitinasyonu, agilmasi ve translokasyonu yoluyla proteazom islevini
diizenleyen ¢ok islevli bir komplekstir [16]. 19S diizenleyici parcacik yaklasik 20 alt
birimden olusur ve bu alt birimler Rpt (Regulatory particle of triple-ATPase) ve Rpn
(Regulatory particle of non-ATPase) olarak iki gruba ayrilan molekiil kiitleleri 10-110 kDa
arasinda degisen ¢ok sayida proteinden olusur. [15]. Ayrica 19S RP biyokimyasal olarak
taban ve kapak alt komplekslerine ayrilabilir [18].



Taban alt kompleksi alt1 Rpt (Rpt1-Rpt6) ve dort Rpn (Rpnl, Rpn2, Rpnl0, Rpnl3) olan
alt birimlerden olusur. AAA+ATPaz 6zelligindeki Rptl-Rpt6 alt birimleri 20S CP’nin dig
a-halkasinin yiizeyine dogrudan temas edecek sekilde bir halka olusturur. Rpt alt birimleri,
ATP bagimli bir siiregle substratlarin agilmasinda ve proteolitik odaya translokasyonunda
gorev alir [15]. ATPaz olmayan alt birimler taban ile kapagin arayiliziinde bulunur ve
bunlardan Rpnl, Rpn 10 ve Rpnl3 proteazom i¢in hedeflenen substratlari taniyan ubikitin

reseptorleri olarak gorev yapar [16].

Kapak alt kompleksi ATPaz olmayan dokuz alt birimden (Rpn 3, Rpn5-9, Rpnll, Rpnl2
ve Rpnl5) olusur [15]. Kapak alt birimleri, proteazomun yapisal yonleri ve
deubikitinasyon igin &nemlidir. Igsel deubikitinaz olan Rpnll, ubikuitin zincirini

substrattan ayiran ¢inko bagimli bir metaloproteazdir [18].

1.3 PSMD4 Geni

Proteazom gen ailesinden olan PSMD4 (Proteasome 26S subunit ubiquitin receptor, non-
ATPase 4) geni, 10 ekzona sahiptir ve insan genomundaki 1. kromozomun uzun (q)
kolunun 21.3 lokasyonunda yer almaktadir. Literatiire bakildiginda PSMD4 geninin ayrica
S5A, Rpnl0, AF, AF-1, ASF, MCBI1 ve pUB-RS gibi adlarla anildig1 goriilmektedir [19],
[20].

Kromozom 1 - NC_000001.11
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LOCI122128424 =

Sekil 1.4: Insan PSMD4 geninin 1. kromozom iizerindeki lokasyonu [19].

PSMD4 geni, 26S proteazomun 19S diizenleyici pargaciginin ATPaz olmayan alt
birimlerinden birini (Rpnl10) kodlamaktadir [19]. Bu PSMD4 (Rpnl0) alt birim sahip
oldugu ubikitin etkilesimli motifler (UIM) araciliyla ubikitinlenmis substratlar1 secen bir
ubikitin reseptorii olarak hizmet eder. PSMD4’iin N-terminalinde bir VWA (von
Willebrand factor A) domaini ve C-terminalinde iki ubikitin etkilesim motifi (UIM)
bulunur [21]-[23].



VWA domain UIM1 UIM2

15 188 211 230 282 301 377
Sekil 1.5: PSMD4 proteinlerindeki islevsel bolgeler [22].

Gen bankalarinda insan PSMD4 geninin iki farkli transkript varyanti oldugu
goriilmektedir. Transkript varyant 1 nispeten daha uzundur ve 380 amino asitlik izoform 1
(angiosidin) proteinini kodlamaktadir. Varyant 2 ise varyant 1’e kiyasla alternatif bir
cergeve ici splays baglantist kullanir ve 377 amino asitlik izoform 2 (S5A, ASF, Rpnl0
v.b) proteinini kodlar. Her iki izoform da ayni N- ve C-terminallerine sahiptir. Ayrica sahip
olduklar1 motifler arasinda bir fark yoktur. Her ikisinde de 2’ser ubikitin etkilesim motifi

(UIM) bulunur [19], [24].

PSMD#4 geni, benzer diziye sahip ancak farkli islevleri olan ii¢ protein kodlamaktadir. Bu
proteinler S5A, ASF (antisecretory factor) ve angiosidindir. Bu proteinlerin analizleri
yapildiginda S5A ve ASF’nin ayni dizilere sahip oldugu, angiosidinin ise karboksil

ucundaki 3 ek amino asit ile digerlerinden farklilik gosterdigi bulunmustur [25].

S5A ve ASF ayni protein dizisine sahip olmasina ragmen ilging bir sekilde farkli islevler
gosterdigi bildirilmektedir. S5A, proteinleri yikim i¢in hedefleyen sinyal olan poliubikitini
baglayan 26S proteazom kompleksinin alt birimidir [26]. ASF ise siganlarda kolera toksini

ile uyarilan bagirsaktaki sivi salgilanmasini engellemektedir [27].

Angiosidin, karboksil ucunda ek ii¢ amino asit (G2ssER2s7) icermesinden dolayr S5A ve
ASF proteinlerinden farklilik gosterir. Angiosidin (ya da CSVTCG 0zgii reseptor)
baslangigta akciger kanserinde thrombospondin-1’e (TSP-1) baglanan protein olarak izole
edilmistir [28]. Daha sonraki caligmalarda ise prostat kanseri cDNA kiitiiphanesinden
klonlanarak bakterilere ifade ettirilmistir. Angiosidin olarak adlandirilan bu rekombinant
proteinin, anjiyogenez ve timor bliylimesinde etkili bir inhibitor oldugu gosterilmistir [29].
Angiosidin, S5A ve ASF proteinleri, poliubikitinlenen proteinlerin S5A’ya baglanmasina
aracilik eden aym polipeptit dizilerini paylasir [26]. Ayrica bu proteinler hiicresel
lokalizasyon ve islevsel farkliliklarina ragmen ortak baglanma etkilesimleri gostermektedir

[25].



Sonug olarak; PSMD4 gen iiriinleri, benzer dizileri paylasan ancak farkl islevler gosteren
bir grup (S5A, ASF ve angiosidin) proteini temsil etmektedir. Literatiirde bu proteinlerin
26S proteazom aracili protein yikimi dahil ¢esitli hiicresel siireglerdeki rollerini arastiran

caligmalar mevcuttur.

1.3.1 ASF

Insan ASF (Antisekretuvar faktor) proteini 41 kDa molekiil kiitlesine sahip asidik (pI 4,7)
bir proteindir [30]. ASF proteini, hiicrede bir¢ok isleve sahiptir ve post-translasyonel
degisikliklerin bir sonucu olarak farkli fonksiyonel formlarda mevcut olabilir [31]. ASF,
kolera toksini tarafindan indiiklenen bagirsak sivisi sekresyonunu inhibe eden diizenleyici
bir protein olarak tanimlanmistir [32]-[34]. Daha sonraki ¢alismalarda ASF’nin etkili bir
anti-inflamatuar ajan oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica immiinohistokimyasal analizlerle
ASF’nin MSS’in perivaskiiler alaninda ifade edildigi bulunarak bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde rolii oldugu gosterilmistir [35], [36]. Son olarak ASF’nin 26S proteazom
kompleksinde bir alt birim oldugu kesfedilmistir. Bu nedenle SSA/Rpn10 olarak da bilinir
[26], [37]. ASF, memelilerde ¢ogu dokuda ifade edilmektedir. Cekirdek ve sitoplazmada
serbest ya da 26S proteazomla iligkili bulunabilir [35], [38].

1.3.2 SSA

S5A proteini, 26S proteazomun 19S kompleksinin internal poliubikitin tanima alt birimi
olarak tanimlanmistir. 26S proteazom aracili protein yikiminda, hedef proteinlerdeki sinyal
olan poliubikitine baglandig1 gosterilmistir. [39]. SSA proteini ubikitinlenmis substratlari
proteazoma yonlendiren iki ubikitin etkilesim motifi (UIM) icermektedir [21]. Bu motifler
proteinin C-terminalindeki 211-230. ve 282-301. amino asitler arasinda tanimlanmustir.
Ayrica proteinin N- terminalinde bir VWA (von Willebrand factor A) domaini
bulunmaktadir [26].

Hiicrelerde serbest formdaki SSA ile 26S proteazomla iliskili SSA, ubikitinlenmis
substratlar1 baglamak icin birbiriyle rekabet edebilir. Serbest formdaki SSA substratlarin
26S proteazoma alinmasina engel olarak ubikitinlenmis proteinlerin birikmesine ve belirli
proteinlerde stabilite artisina neden olabilir. Elangovan vd. [40] tarafindan yapilan bir
calismada HEK-293 hiicrelerinde tam uzunluktaki S5A’nin ve SSAN (N terminal i.195),
SS5AC (C terminal 196.377) pargalarin ektopik over ekspresyonu yapilarak hiicrelerdeki

ubikitin-konjugatlarinin birikimi belirlenmistir. En yiiksek Ub-konjugat birikiminin SSAC



over ekspresyonu yapilan grupta oldugu tespit edilmistir. Ayni1 calismada A549 akciger
kanser hiicrelerinde yapilan SSAC over ekspresyonu, hiicrelerin 6liimiinii indiiklemistir.
Saglikli hiicrelerde (BEAS-2B) ise benzer etki goriilmemistir. Elangovan vd. [41] yaptig
baska bir calismada S5A’nin ubikitin etkilesim motifleri tarafindan stabilize edilen
proteazomal substratlar belirlenmistir. Calismada serbest SSA-UIM’lerin p53, c-Fos, c-Jun
ve p27 dahil olmak iizere yalnizca bir grup proteazomal substrat alt kiimesini stabilize

ettigi, b-katenin, p15 ve ornitin dekarboksilazi ise stabilize etmedigi gosterilmistir.

Piterman vd. [42] tarafindan yapilan ¢alismada SSA VWA domanini, ubikitin ve ubikitin
benzeri substratlarin 26S proteazoma baglanmasinda smirlayict bir bolge olarak
tanimlanmistir. Ayrica memelilerde SS5A’nin proteazoma baghh ve serbest durumda
bulundugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada S5A’nin poliubikitin ve ubikitin benzeri (Ubl)
proteinleri proteazomal yikima yonlendirmek i¢in gerekli olmakla birlikte ubikitin ve Ubl

baglanmalarin yalnizca proteazomun kendisinde gergeklestigi gosterilmistir.

Hasskarl vd. [43] tarafindan yapilan bir calismada ID1 (DNA-baglayici inhibitdr) proteinin
55A araciliyla sentrozomal anormalliklere neden oldugu gosterilmistir. Ayrica ¢alismada
S5A’nin kismi susturulmasinin fazladan sentrozomlu hiicrelerin artmasina neden oldugu

tespit edilmistir.

Sparks vd. [44] tarafindan yapilan bir ¢alismada S5A’nin ubikitinlenen p53°{in proteazom
tarafindan tanmip yikilmasina aracilik ettigi gosterilmistir. SSA’nin susturulmasinin p53
yikimin1 dnleyerek ubikitinlenen P53 birikimine neden olmugtur. Calismada ayrica SSA
susturmasinin  hiicre proliferasyonunda p53'e baglh bir azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada Mdm?2’nin proteazomal yikiminda S5A’dan farkli bir yolun
aracilik ettigi tespit edilmistir. 2022 yilinda Sparks vd. [45] tarafindan yapilan baska bir
calismada Mdm?2 yikiminda S5A ve diger ubikitin reseptorlerinin (RAD23A, RAD23B ve
ADRMI1/PSMD16/hRpnl3) islevsel olarak ortiistiigiinii tespit edilmistir. Ubikitin reseptor
cesitliligi S5A aracili yikimi1 daha duyarli hale getirmistir.

Wang vd. [46] tarafindan yapilan bir ¢alismada apoptotik THP-1 (insan akut monosit
16semi) hiicrelerinden endojen S5A salgiladigimi ve S5A’nin DR6’ya (6liim reseptorii-6

olarak bilinir) baglanarak THF-1 hiicre farklilagsmasini uyardigi tespit edilmigtir. Aym



calismada S5A’nin bu farklhilasmayr NF-kP yolaginin aktivasyonunun aracilik ettigi bir

mekanizma yoluyla uyardig: bildirilmigtir.

Gus vd. [47] tarafindan yapilan bir ¢alismada S5A’nin geni olan PSMD4’iin -1200/+384
promotor bolgesi klonlanmis ve PSMD4 genine baglanan transkripsiyon faktorleri
incelenmistir. Promotor bolgesinde Tcf / Lef-1 transkripsiyon faktorii igin bir baglanma
bolgesi (-250/-234) oldugu bulunmustur. Promotorle iliskili diger faktorlerin ise; p53 (-
440/-420) ve Hif-1a (-71/-51) oldugu tespit edilmistir. Aym ¢alismada PSMD4 geninin
apoptoz sirasinda transkripsiyon seviyesinde diizenlendigini ve anti-apoptotik sinyaller
tarafindan PSMD4 up-regiilasyonunun hiicrenin hayatta kalmasina katk: saglayabilecegi

gosterilmistir.

Son olarak Aydogan Tiirkoglu vd. [48] tarafindan yapilan ekibimize ait bir ¢aligmada,
PSMD4 genine ait 150 bg, 326 bg ve 682 bg¢ promotor pargalart klonlanarak PC3
hiicrelerinde hipoksik sartlardaki transkripsiyonel aktivitesi incelenmistir. Calismada PC3
hiicrelerinde hipoksik kosullarin PSMD4 gen ekspresyonunu ve promotor pargalarinin
transkripsiyonel aktivitesini uyardigi tespit edilmistir. Ayrica EMSA analiziyle HIF-la
transkripsiyon faktoriiniin, PSMD4 promotdriiniin 98/+52 bolgesi iginde bulunan hipoksiya

yanit elementine (HRE) baglandig1 gdsterilmistir.

1.3.3 Angiosidin

Thrombospondin-1 (TSP-1) 450 kDa molekiil agirliginda sahip bir glikoproteindir. TSP-1
hiicre adezyonu, hiicre gocii ve anjiyogenez dahil bir¢ok hiicresel siirecte gorev almaktadir
[49]. TSP-1"in her monomeri benzer amino asit dizilerinin tekrarini igeren ti¢ polipeptid
zincirden olusur (bk. Sekil 1.6). Bu benzer amino asit dizilimlerini i¢eren domainler TSP-

1’in dahil oldugu pek ¢ok hiicresel siireg icin spesifik reseptorlerdir [50].

S

S i
Prokollajen Karboksi-
homoloji terminal
domain domain

Sekil 1.6: TSP-1"in tek bir alt biriminin multimodiiler yapisinin sematik gosterimi [51].
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TSP-1’in sahip oldugu tekrarli domainlerin hangi hiicresel siiregte islev gosterdigi merak
edildiginden arastirmalar bu noktaya yonelmistir. 1993 yilinda Tuszynski vd. [28]
tarafindan yapilan bir arastirmada, TSP-1"in tip I tekrarli domainindeki CSVTCG (cys-ser-
val-thr-cys-gly) dizisinin bir tiimér adezyon domaini oldugu ve CSVTCG peptidleri ile
birlikte bir anti-peptid antikorun akciger metastazinda anti-metastatik aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ayrica TSP-1"in tip I tekrarli domainine baglanan protein CSVTCG-peptid
affinite kromatografisi ile izole edilmistir. 2004 yilinda Tuszynski vd. [29] prostat kanseri
c¢DNA kiitiiphanesinden bu proteini izole edilerek saflastirilmis ve bu rekombinat proteine

angiosidin (angiocidin) ad1 verilmistir.

Angiosidin protein dizisi karboksil ucunda ek ti¢ amino asit (G2s5sER257) hari¢ SSA ve ASF
protein dizisine benzerdir. SSA sitoplazmik bir protein iken ASF salgilanan bir proteindir.
Angiosidin ise hem salgilanan hem de hiicre i¢i bir proteindir [27], [29]. Angiosidin
akciger, prostat, mesene, pankreas, karaciger, melanoma ve yumurtalik tiimorleri gibi

cesitli insan tiimorlerinde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir [29].

1.4 PSMD4 Geni ve Kanser iliskisi
PSMD#4 geni, ubikitinlenen proteinlerin 26S proteazom aracili yikiminda ubikitin reseptori
olarak hizmet ederek pek ¢ok hiicresel siiregte gorev almaktadir. Olagan siireglerin disinda

PSMD4 geninin tiimor gelisimde onkojenik rolii olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur [52].

PSMD4 geni, izoform 1 (380 amino asit) ve izoform 2 (377 amino asit) olarak ifade edilen
iki farkli protein kodlamaktadir. Literatiire uygun olacak sekilde bu tez ¢aligmasinda
izoform, angiosidin olarak ifade edilmistir. Rpn10, S5A, ASF gibi isimlerle anilan izoform
2 proteini ise kisaca PSMD4 olarak ifade edilmistir. PSMD4 geninin kanserle iligkisini
ortaya koyan ¢aligmalari, angiosidin ve PSMD4 proteinin farklili@in1 yansitacak sekilde,

iki baslik altinda toplamak miimkiindiir.

1.4.1 Angiosidin-Kanser iliskisi

Angiosidinin ilk kez prostat kanseri cDNA kiitiiphanesinden klonlanip, rekombinant olarak
elde edildigi Tuszynski vd. ¢calismasinda [29]; angiosidinin, in vivo Lewis akciger kanseri
timdr biiylimesinin in vitro timdr invazyonu ve anjiyogenezin etkili bir inhibitorii oldugu
bildirilmistir. Ayrica angiosidinin tiimor ve endotelyal hiicrelerde proliferasyonu inhibe

ettigi apoptozu ise indiikledigi tespit edilmistir. Arastiricilar, angiosidinin TSP-1’e
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baglanma aktivitesine bagli olarak bu etkileri gosterdigini belirtmistir. Ancak TSP-1’in
baglanma bolgesi mutasyona ugratildiginda angiosidinin etkisi tamamen ortadan
kalkmamustir. Bu yiizden arastiricilar, angiosidinin apoptotik aktivitesinin SSA (PSMD4)
ile gosterdigi dizi benzerligine dayanarak poliubikitin baglama aktivitesiyle iligkili
olabilecegini distinmiistiir. Ayni grubun bu iliskiyi test ettigi bir calismada [25]
angiosidinin, poliubikitine yiiksek afinite ile baglandigi ancak muhtemel poliubikitin
baglama bolgeleri mutasyona ugratilmig ii¢ rekombinant proteinin, poliubikitine
baglanamadigi bulunmustur. Ayrica rekombinant proteinlerin apoptotik etkisinde
poliubikitin baglama yetenegine bagli olarak azalma tespit edilmistir. Bu verilere
dayanarak angiosidinin apoptotik aktivitesinin poliubikini baglama aktivitesiyle iligkili

oldugunu belirtilmistir.

Tuszynski vd. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada [53] angiosidinin, anti-tiimor
aktivitesinin endotelyal ve tiimor hiicreleri ilizerindeki tip I kollajen ve a2fB1 integrine
baglanma yetenegine kaynaklandigini ileri siirmiistiir. Ayn1 grubun yaptigi baska bir
calismanin verileri 1se olduk¢a ilgingtir. HUVEC hiicrelerinde siRNA kullanarak
angiosidinin susturuldugu ¢alismada [54] hiicrelerin tiip olusumunda, adhezyonunda ve
invazyonunda azalma goézlenmistir. Ayni grubun 2004 yilinda yaptigi ¢alismanin [29]
verileri gbz oniline alindiginda bu sonug sasirtict bulunmustur. Arastiricilar, angiosidinin
salgilanan bir endojen anjiyogenez inhibitorii olarak islev gorebilecegini ancak
susturulmasinin daha az anjiyogenik bir fenotiple sonug¢landigint 6nermistir. Ayrica ayni
calismada angiosidin ekspresyonunun azalmasi, endotelyal hiicrelerin anjiyogenik ve
invazyon yetenegine aracilik eden bir enzim olan matriks metalloproteinaz-2’nin (MMP-2)

ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.

Sabherwal vd. [55] tarafindan 33 karaciger kanseri hastasinin ve 27 saglikli goniilliiniin
serumundaki angiosidin seviyesinin ELISA testi ile dlg¢lildigi bir caligma yapmustir.
Arastiricilar, karaciger kanser ilerlemesinde angiosidinin rol aldigimi ve angiosidinin
karaciger kanserinde bir tiimor belirteci olabilecegini gostermistir. Ayrica hastalarin
serumlarindaki angiosidin seviyesinin kanserin metastatik durumu ve gelisme evresi ile

iligkili oldugunu tespit edilmistir.

Liebig vd. [56] tarafindan yapilan bir c¢alismada angiosidinin insan kolon kanseri

modelinde asin ifade oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada angiosidini hedef alan iki
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inhibitér peptidin primer tiimér hacmini ve timdr yiikiini etkili bir sekilde azalttig
bulunmustur. Ayni grubun yaptigi baska bir arastirmada diistik ve yiiksek dereceli sarkoma
modellerinde angiosidin, TSP-1 ve jelatinaz ekspresyonu incelenmistir. Calismada
timoriin derecesi ile bu ti¢ molekiiliin ekspresyonu arasinda korelasyon bulmustur. Ayrica
angiosidinin sarkomlarda jelatinaz up-regiilasyonunu ve tiimor hiicresi invazyonunu
uyardig1 bulunmustur. Son olarak angiosidin inhibitor peptidlerinin in vitro sarkom hiicre

invazyonunun etkili inhibitorleri oldugu tespit edilmistir [57].

Angiosidinin antitimor aktivitesine katki saglayabilecek bagka bir ¢aligmada, angiosidinin
monositleri proinflamatuar sitokinlerin bir karigimini salgilamas igin aktive ettigini ve
onlarin makrofaj benzeri hiicrelere farklilasmasini indiikledigini gostermistir. Ayrica,
angiosidinin bu proinflamatuar aktivitesinin niikleer faktor-xB (NF-kB), mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) ve fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) aktivasyonunu igeren bir yolla
gergeklestigi gosterilmistir [58].

Merkezi sinir sisteminin otoimmiin bir hastaligi olan multipl sklerozda (MS), angiosidin
ifadesi ve potansiyel islevi arastirllmistir. Yapilan ¢alismalarda MS hastalarinin beyin
lezyonlarinda angiosidin ve interlokin-7’nin (IL-7) asir1 ifade oldugu tespit edilmistir.
Ayrica angiosidin uygulanan monositler, periferal kan T hiicreleri ve primer astrositler
cesitli sitokinleri ve IL-6, IL-7, GM-CSF ve MCP-1"1 igeren kemokinleri salgilamistir.
Hiicre kiiltiiriine rekombinant angiosidin ilave edilmesi monositlerin makrofaj benzeri
hiicrelere farklilasmasini yonlendirmis ayrica MCH sinif I ve sinif 11 gen ifadesini ve CD4"
ve CD8" T lenfositlerin aktive olmasini uyarmistir. Ayni ¢alismada angiosidin ile uyarilan
tek ¢ekirdekli fagositlerde, T hiicrelerinde ve birincil astrositlerde STAT3 ekspresyonunun

belirgin bir sekilde arttigi tespit edilmistir [59].

L’Heureux vd. [60] tarafindan yapilan ¢aligmada angiosidinin ile doku transglutaminaz -2
(tTgaz) arasindaki etkilesim incelenmistir. Angiosidinin tTgaz’ye doygun bir sekilde
baglandigim1 ancak angiosidinin matriks baglanma domaininde yapilan bir delesyonunun
bu baglanmay1 basarisiz hale getirdigi gostermistir. Ayrica angiosidin tTgaz ile muamele
edildiginde yiiksek molekiil agirlikli ¢apraz bagli multimerler olusmus ve bu ¢apraz bagh

angiosidin hiicre gociinii inhibe etmistir.
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Godek vd. [61] tarafindan yapilan ¢alismada angiosidinin tiimor hiicre proliferasyonu
tizerinde dogrudan inhibitor etkisinin oldugunu gosterilmistir. Meme kanseri (MDA-MB-
231) hiicrelerinde angiosidin ve epidermal biiylime faktorii (EGF) varliginda ¢ogalmada
inhibisyon gozlenmistir. Ayrica meme kanseri hiicrelerinin angiosidin ile muamele
edilmesi, niikleer faktor-kB’nin (NF-kB) aktivasyonuna ve NF-kB yoluyla pek ¢cok down-
stream genin de novo up-regulasyonuna neden oldugu gdsterilmistir. Arastiricilar,
angiosidinin sadece tiimor anjiyogenezini inhibe eden bir peptid degil ayni zamanda
dogrudan tiimor biiylimesi stirecini inhibisyonunu, NF-kB aracili transkribe edilmis down-
stream genler ve epidermal biiyltime faktorii reseptorii (EGFR) aktivasyonu yoluyla, aktive

ettigi sonucuna ulagmistir.

Son olarak Guan vd. [62] tarafindan angiosidinin karaciger kanserindeki etkisi
incelenmistir. Calismada iki tip karaciger kanser hiicresinde (HepG2 ve SMMC-7221)
yiiksek seviyede angiosidin ifadesi oldugu tespit edilmistir. HepG2 hiicrelerinde angiosidin
ifadesi siRNA’lar tarafindan belirgin bir sekilde azaltildiginda kontrol hiicrelerine kiyasla
bu hiicrede ¢ok yavas proliferasyon aktivitesi gostermistir. SMMC-7221 karaciger kanseri

hiicrelerinde de benzer sonuclar elde edilmistir.

1.4.2 PSMD4-Kanser iliskisi

Literatiirde son yillarda PSMD4’iin tiimor gelisimindeki roliinii ortaya koyan ¢aligmalar
mevcuttur. Li vd. [63] tarafindan yapilan bir arastirmada PSMD4’liin yumurtalik
kanserindeki (EOC) karboplatin direnci diizenleyici agdaki ¢ekirdek molekiil oldugu ve
EOC karboplatine direngli doku ve hiicrelerde ifadesinin up-regiile oldugu bulunmustur.
Ayrica in vitro ve in vivo caligsmalarla PSMD4’lin down-regiile edilmis ekspresyonu
yumurtalik kanserinde karboplatine duyarliligindaki artigla yakindan iligkili oldugunu

gosterilmistir.

Huang vd. [64] tarafindan yapilan bir ¢calismada PSMD4’iin bobrek kanserindeki rolii
arastirilmugtir. Berrak hiicreli-renal hiicreli karsinomda (ccRCC) PSMD4 over ekspresyonu
hiicre ¢ogalmasini, gog¢iinii ve istilasini arttirmistir. PSMD4 ekspresyonunun susturulmasi
ise ccRCC hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin, gogiiniin ve istilasinin azalmasina neden
olmustur. Ayrica PSMD4’{in ccRCC’de NF-kB yolunu diizenleyerek hiicre ¢ogalmasini ve
gociinii destekledigi tespit edilmigtir.
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Cai vd. [65] tarafindan yapilan bir ¢aligmada, hepatoseliiler karsinom (HCC) doku ve
hiicrelerinde PSMD4’iin  asirt  ifade oldugu, PSMD4 susturulmasinin hiicre
proliferasyonunu ve tiimor biiyiimesini 6nemli Ol¢iide baskiladigr ve hiicre apoptozunu
indiikledigi gosterilmistir. Ayrica HCC hiicre hatlarinda (HepG2 ve SK Hepl) PSMD4
susturulmasinin proteazom aktivitesini ve COX2, p-SRC ve Bcl-2'nin ekspresyonunu
bastirdigr ancak p53 ve Bax'in protein seviyelerini arttirdigi tespit edilmistir. Benzer
sonuclar akciger kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri ve endometriyal kanseri hiicre
hatlarinda da gorilmiistir. HCC’de yapilan baska bir c¢alismada PSMD4’in up-
regiilasyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugu tespit edilmistir. HCC hiicrelerinde,
PSMD4’iin ektopik over ekspresyonu hiicre proliferasyonunu arttirrken PSMD4
susturulmasi ise hiicre proliferasyonunu azaltmistir. Ayrica PSMD4’iin  PTEN/Akt

yollarinin diizenlenmesi yoluyla hiicre proliferasyonunu arttirdig: tespit edilmistir [66].

PSMD4’iin tiimor gelisiminde onkojenik bir rolii oldugunu gosteren bir g¢alismada,
0zofagus karsinomu dokularinda PSMD4 ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttig:
goriilmiistiir. PSMD4 susturulmasinin ise hiicre canliligini azalttigi, apoptozu ve hiicre
dongtisiinii durdurdugu belirlenmistir. Ayrica PSMD4’iin up-regiilasyonu endoplazmik
retikulum stresi kaynakli hiicre apoptozunu azaltarak 6zofagus kanserinin ilerlemesini
destekledigi tespit edilmistir [52]. Baska bir ¢alismada ise PSMD4'{in insan kolon kanseri

orneklerinde asir1 ifade edildigi bulunmustur [67].

Meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢galismada PSMD4’{in asir1 ifade edildigi ve bu asiri
ifadenin diistik hayatta kalma ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica PSMD4
susturulmasinin hiicre biiylimesinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir [68].
Bagka bir ¢alismada kolon kanseri hiicrelerindeki artan cNrf2 (niikleer faktor benzeri-2)
ekspresyonunun PSMD4’ii up-regiile ederek kolorektal kanserinde daha agresif tiimorlere

tesvik ettigi bildirilmistir [69].

1.5 Pankreas Kanseri

Pankreas; ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar1 olan, retroperitoneal yerlesimli, mide,
duodenum ve karacigerle yakin komsulugu olan karma bir bezdir. Pankreas bir bas, govde
ve kuyruk kismindan olusmaktadir. Bas, pankreasin duodenum egrisine yakin genislemis
kisimdir; basin iistiinde ve solunda merkezi govde ve sivrilen bir kuyruk bulunmaktadir

[70]. Pankreas glandiiler epitel hiicrelerinin kii¢lik kiimelerinden olusur. Asini adi verilen
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hiicre kiimeleri ve bunlara bagh kanallar organin yaklasik %99’unu kaplayan ekzokrin
kismmi olusturur. Ekzokrin pankreas, sindirim enzimleri, su ve iyon igeren alkali
ozellikteki pankreas 0zsuyu {iretir ve duodenuma salgilar. Pankreasin endokrin kismini
ekzokrin hiicreler arasina dagilmis pankreas adaciklar (Langerhans adaciklart) adi verilen
hiicre kiimeleri olusturur. Endokrin pankreas organin yaklasik %1 ini olusturur ve yaklagik
2 milyon pankreas adacigi igerir. Pankreas adaciklarindaki ¢esitli hiicrelerden glukagon (o
hiicreleri), insiilin (B hiicreleri), somatostatin (& hiicreleri) ve pankreatik polipeptit (F
hiicreleri) hormonlari tiretilip kana salgilanir [70], [71]. Pankreas hastaliklarinin baslicalari
arasinda akut ve kronik pankreatit, diyabet (diabetes mellitus) ve pankreas kanseri yer

almaktadir [72].

Pankreas kanseri, diinyada yaygin yaygin kanser ¢esitleri arasinda 12. sirada ve kansere
bagli mortalite siralamasinda 7. sirada yer almaktadir [73]. Pankreas kanserinin tespiti ve
tedavisindeki gelismelere ragmen 5 yillik sag kalim orani hala %9’dur [74]. Pankreas
kanseri, kotli prognozu nedeniyle neredeyse vaka sayisi kadar (496.000) oOlimden
(466.000) sorumludur ve her iki cinsiyette de kansere bagl 6liimlerin yedinci 6nde gelen
nedenidir (bk. EK ). Insani gelisme endeksi (HDI) oran1 yiiksek olan iilkelerde 4 ila 5 kat
daha yiiksek goriilmektedir. En yiiksek insidans oranlari; Avrupa, Kuzey Amerika ve
Avustralya/Yeni Zelanda'dadir [75]. 28 Avrupa iilkesinde yapilan bir ¢aligmaya gore
pankreas kanserinin 2025 yilina kadar kansere bagl éliimlerin {igiincii 6nde gelen nedeni
olan, meme kanserini gececegi ongoriilmektedir [76]. Ayrica baska bir ¢alismada, 2030
yilinda ABD'de kansere baglh oOliimlerin ikinci onde gelen nedeni olacagi tahmin

edilmektedir [77].

Pankreas kanseri tiimorleri iki ana gruba ayrilmaktadir. En yaygin olant (%85-90’1)
ekzokrin pankreastan kaynaklanan pankreas adenokarsinomu ve daha az yaygin olani

(%5’ten az) endokrin pankreastan olusan pankreas néroendokrin tiimoriidiir (PanNET) [78]

Pankreas kanseri olarak nitelendirilen kanser tiirii aslinda hizli yayilan, ¢cevre dokulara ve
uzak organlara metastaz yapabilen infiltre pankreas duktal adenokarsinomudur. Bu duktal
adenokarsinom, tipik olarak yogun bir desmoplastik stromal reaksiyonla ¢evrili glandiiler
neoplastik epitel hiicreleri ile karakterize edilmektedir [79], [80]. Pankreas kanserinin
%65-70’1 pankreas basinda, %15°1 govdesinde ve %15°1 ise pankreasin kuyruk kisminda
yer almaktadir [81].
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1.6 VEGF Ailesi ve Reseptorleri

Vaskiilogenez ve anjiyogenez siiregleri gelisimsel ve fizyolojik olaylarda homeostazi
siirdiirmede kritik 6neme sahiptir [82]. Yeni kan damarlarinin olusumu normal kosullarda
(yara iyilesmesi, organ rejenerasyonu, menstrual dongii, gebelik sirasinda) meydana gelir.
Ancak ¢esitli patolojik siireclerde (tiimor gelisimi, romatoid artrit, diyabetik retinopati gibi)
ayrica goriilen onemli bir faktordiir. Anjiyogenez, kan damari biiylimesi igin uyarici
(proanjiyogenik) ve inhibe edici (antianjiyogenik) sinyaller arasindaki fizyolojik denge
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir [83]. Anjiyogenez ve vaskiilogenez agirlikli
olarak birkac¢ farkli bliylime faktorii (VEGF, TGF-B, FGF-2 vb.) ve bunlarla iligkili tirozin
kinaz reseptorler tarafindan diizenlenir [84]. Bu siireclerin ana diizenleyicileri vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorleri (VEGF’ler) ve reseptorleridir. Organogenez ve dogum
sonrasi fizyolojik ve patolojik anjiyogenez sirasinda ana anjiyogenik molekiil olan VEGF,
endotel hiicre proliferasyonunun, filizlenmesinin, gogiiniin ve tiip olusumunun en giiglii
uyaricisidir. Ayrica endotel hiicreleri icin etkili bir hayatta kalma ve geg¢irgenlik faktoriidiir
[85].

sVEGFR1

qq(sFltl)
“~ " \

-C_ VEGF-D
VEGF B VEGEC VE GF-

VEGF-A PIGF

s -» & 8 « 8 - 8 Vaskiiler, Lenfatik
¢ ® ¢ ' endotelyal hiicre
| B | I

NRP1 VEGFR1 NRP2 VEGFRZ NRP2 VEGFR2/3 VEGFR3 NRP1

(FIt1) (Flkl ) //<Flt4)

Vaskulogenez/An jiyogenez Lenfanjiyogenez

Sekil 1.7: VEGF ailesi iiyeleri ve reseptorleri [86].

Memelilerde VEGF ailesi, li¢ tirozin kinaz reseptori (VEGFRI1, 2 ve 3) icin farkh
baglanma afinitelerine sahip bes salgilanan proteinden [VEGF-A (kisaca VEGF), VEGF-
B, VEGF-C ve VEGF-D ve plasental biiylime faktorii (PIGF)] olusur [87]. VEGF ailesi
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iligkili diger protein ¢esitleri VEGF-E (parapox virlis kaynakli) ve VEGF-F (yilan zehri
kaynakli) olarak bilinir [84], [88]. VEGF ailesinin tiyeleri, VEGFR’ler i¢in ko-reseptor
olarak islev gdsteren tirozin kinaz olmayan reseptorlere de (NRP1 ve NRP2) baglanabilir
[89]. Yetiskin dokularinda VEGFRI1 (Fms-benzeri tirozin kinaz 1; Fltl) ve VEGFR2
(kinaz domaini iceren; KDR ya da fetal karaciger kinaz 1; Flkl) en gii¢lii sekilde ifade
edilir ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde ¢ok onemli rol oynar [86]. VEGFR3’iin (Fms-
benzeri tirozin kinaz 4; Flt4) baslangi¢ta lenfatik endotelyal hiicrelere 06zgii kabul
edilmistir. Ancak daha sonraki ¢alismalarda VEGFR3’iin vaskiiler endotelyal hiicrelerde

yiiksek diizeyde ifade edildigi ve anjiyogenezde rol aldig1 gosterilmistir [90], [91].

VEGF olarak da adlandirilan VEGF-A, normal ve anormal durumlardaki birgok
anjiyogenik siire¢ i¢in gerekli olan bir dimerik glikoproteindir [84]. Tiim VEGF aile
liyeleri arasinda en spesifik ve 6ne ¢ikan anjiyogenik faktordiir [92]. Insan VEGF-A geni,
6p23.1 kromozom lokasyonunda yer alir ve yedi intron ile sekiz ekzon bulundurur [93],
[94]. VEGF-A geninden alternatif splays ile farkli uzunluktaki homodimerik izoformlar
sentezlenir. Bu izoformlar VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A148, VEGF-A162, VEGF-A s,
VEGF-A650, VEGF-A133, VEGF-A139 ve VEGF-Axs olmak tizere dokuz tanedir [95]. Bu
izoformlar icerdikleri amino asit sayisina, yapisina ve ECM’nin heparin ve heparan-siilfat
proteoglikanlarina olan afinitelerine bagl olarak farkli biyolojik 6zelliklere sahiptir [96],
[97]. Her izoformun vaskiiler sistemin farklilagmasinda ve gelisiminde 6zel bir roli vardir
[84]. Insanda VEGF-A izoformlarindan en ¢ok VEGF-Ai21, VEGF-Ai6s ve VEGF-A\s9
ifade edilmektedir. Bunlardan VEGF-A¢s baskin izoformdur ve vaskiilogenezde en aktif
olamidir [84], [98]. VEGF-A145, VEGF-A133, VEGF-A162 ve VEGF-A 655 izoformlar1 ¢ok
daha az yaygindir. Ozellikle VEGF-A 655 nin VEGF-A 65’1 inhibe eden bir antianjiyogenik
etkiye sahip oldugu bulunmustur [97]. VEGF-A, vaskiiler endotelyal hiicre
proliferasyonunu uyarma kapasitesine ve vaskiiler gecirgenligi artirma yetenegine sahiptir
[99]. Ayni1 zamanda endotel hiicrelerinin hayatta kalmasini ve gociinii de destekler [84].
VEGF-A, embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, menstrual dongii, kanser vb. fizyolojik ve
patolojik stireglerdeki 6nemli rolii nedeniyle ilgi odagi haline gelmistir [92], [100]. VEGF-
B, genis bir doku dagilimina sahiptir ancak yetiskin miyokardiyum, iskelet kasi ve
pankreasta bol miktarda ifade edilir [101]. Yetiskin dokularinda VEGF-C en belirgin
sekilde kalp, plasenta, yumurtalik, ince bagirsak ve tiroid bezinde ifade edilir [83]. Ayrica
lenfanjiyogenez i¢in gerekli olan parakrin faktordiir [84]. VEGF-D yetiskin dokularinda,

ozellikle akciger, kalp, iskelet kasi, kolon ve ince bagirsakta bulunur [83], [102].
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Sonug olarak VEGF-A, anjiyogenez ile iligkili endotel hiicre fonksiyonlar: i¢in gereklidir.
VEGF sistemindeki en belirgin ligand-reseptor kompleksi olan VEGFA-VEGFR2
tarafindan baslatilan sinyal iletim aglari, endotel hiicre proliferasyonuna, gogiine, hayatta
kalmasina, ge¢irgenligine ve anjiyogenezi igeren yeni damar olusumuna yol acar [103].

VEGFA-VEGFR?2 sinyal iletim yolag1 Sekil 1.8”de verilmistir [104], [105].
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Sekil 1.8: VEGFA-VEGFR2 sinyal iletim yolaginin sematik gosterimi [106], [107].

1.7 Pankreas Kanseri ve VEGF iliskisi

VEGF, 6nemli bir anjiyogenik biiylime faktoriidiir ve ekspresyon seviyesi anjiyogenik
hastaliklarin tespiti i¢in kritik bir belirtegtir. Anjiyogenezin artmasi veya azalmasi, yasamin
farkli evrelerindeki gesitli hastaliklarla iligkilidir. Bu nedenle anjiyogenezde artis goriilen

bazi1 hastaliklarda (kanserler, ateroskleroz, hemanjiom, retinopati gibi) yiliksek diizeyde
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VEGEF ekspresyonu bulunmustur. Anjiyogenezde azalis goriilen bazi patolojik durumlarda
ise (iskemik hastalik, koroner arter hastaligi ve periferik damar hastalig1 gibi) diisiik VEGF
ekspresyonu goriiliir [92], [99]. VEGF ¢ogu tiimorde ifade edilir ve ekspresyonu tiimoriin
ilerlemesiyle iliskilidir [108].

Literatiirdeki ¢alismalarda pankreas tiimorlerinde VEGF protein ailesi ve reseptorlerinin
Oonemi gosterilmistir. Pankreas endokrin timorii (PET), VEGF-C ile iliskili intratiiméral
lenfanjiyogenezin gosterildigi ilk insan timoridir [109]. Miisindz pankreatik kistler
(intraduktal papiller miisindz neoplazm ve miisindz kistik neoplazm) invaziv pankreas
adenokarsinomasina ilerleme potansiyeline sahiptir. Bu tip timorlerde VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR-2 ve VEGFR-3 asin1 ifade edilmektedir [99], [110].

VEGF, pankreas kanseri gelisiminde Onemli bir rol oynar [111]. Normal pankreas ve
kronik pankreatit ile karsilastirildiginda, pankreas kanserinde VEGF ve reseptorleri asiri
ifade edilmektedir [112]. Seo vd. [113] tarafindan yapilan bir ¢alismada duktal pankreatik
adenokarsinomlari %93"lintin VEGF proteini i¢in pozitif oldugu gosterilmistir. Bagka bir
calismada ise pankreas kanseri dokularinda %77 ve komsu normal pankreas dokularinda
%15 oraninda pozitif bir VEGF ekspresyon orani oldugu tespit edilmistir [114]. VEGF
asirt  ifadesi yliksek mikrovaskiiler yogunlukla iliskilidir ve pankreatik duktal
adenokarsinomda hasta sagkalimi agisindan olumsuz prognostik faktordiir [115]. Ayrica
VEGF ekspresyonu, TNM evresi ve lenf nodu metastazi ile onemli oOlgiide iliskili
oldugundan pankreas kanserinin olusumunda, gelismesinde ve metastazinda énemli bir rol
oynayabilir [114]. In vitro siddetli hipoksik sartlarda ¢ogu pankreas duktal karsinomu
VEGEF ile iligkili belirgin bir anjiyogenik potansiyel gosterir [116]. 50 pankreas kanseri
doku oOrneginin immiinohistokimyasal analizinin yapildigi bir calismada Orneklerin
%50’sinde VEGF-A immiinoreaktivitesi oldugu tespit edilmistir. Bu hiicrelerde VEGF-
A'nin varhgi, daha biiylik tiimor boyutu ve artan lokal yayilim ile iliskili bulunmustur
[117]. VEGF-A, pankreas kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve gogiinii tetiklemede onemli

bir rol oynayan hiicre hareketliligini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir [118].

Kanser orneklerinde normal pankreasa kiyasla VEGF-C mRNA seviyesinde yaklasik 2,2
kat artis olmaktadir. Immiinohistokimyasal analizle tiimor kitlesi igindeki hiicrelerde
VEGF-C ve reseptoriiniin (VEGFR-3) ekspresyonu dogrulanmigtir. Ayrica pankreas
kanserlerinin yaklasik %80’inde VEGF-C ekspresyonu pozitif bulunmugtur [119], [120].
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Bagka bir calijmada VEGF-C ekspresyonunun tiimoriin etrafindaki lenfatik damarlarin
invazyonu ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [121]. Ayrica insan pankreas kanseri
ve fare modellerinde yapilan bir ¢aligmada lenfatik metastazdaki VEGF-C ekspresyonu
primer tiimérden daha yiiksek bulunmustur [122]. Sonug¢ olarak kanser hiicrelerindeki

VEGF-C varlig1 artan lenf nodu metastazi ile iliskili ancak hasta sagkaliminin azalmasiyla

iliskili degildir [117], [119].

VEGF-D, insan duktal pankreas kanserinde lenfanjiyogenezi ve lenfatik metastaz
uyarmada 6nemli bir rol oynamaktadir [123]. Pankreas kanserlerinin %36’sinda VEGF-D
ekspresyonu pozitiftir [120]. Tiimoriin marjinal kismindaki tiimor hiicrelerinde VEGF-D
ekspresyonu pankreas kanserli hastalarda lenfatik metastaz ve prognoz ile énemli dlgiide

iligkili bulunmustur [124].

VEGF reseptorleri esas olarak endotelyal hiicreler tarafindan ifade edilmektedir ancak ayni
zamanda pankreas kanseri hiicrelerinde de ifadeleri olmaktadir. Normal pankreas ve kronik
pankreatit ile karsilastirildiginda pankreas kanserinde VEGF reseptorlerinin asir1 ifadesi
gortiilmigstiir [112]. VEGF ve 3 ana reseptori (VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3)
pankreas tlimorlerinde degisen derecelerde ifade edilmektedir. Tiimdorlerdeki asirnt VEGF
ekspresyonu bir otokrin yol araciliyla VEGFR-1 tasiyan tiimor hiicrelerini aktive edebilir
[125]. VEGFR-1, pankreas kanserinde EMT siirecini uyararak tiimor ilerlemesinde rol
oynar [126]. VEGFR-1'in pankreas karsinom hiicre hatlarinda ifade edildigi ve
sinyallesmeyi indiikleyerek migrasyon ve invazyonu tesvik ettigi goriilmiistiir. Ancak
diisiik VEGFR-1 ekspresyonu ile hem kétii prognoz hem de ileri evre arasinda anlaml bir
iligki bulunmustur. Bu durum tiimordeki yliksek VEGFR-1 ekspresyonu daha az agresif bir
hastaligin belirteci oldugunu diisiindiirmektedir [127]. Normal insan pankreasina kiyasla
kanser dokusunda yiiksek lenfatik vaskiilarizasyonla baglantili olarak VEGFR-3'lin agir1
ckspresyonu goriilmektedir [123]. Ancak pankreas kanserinde VEGFR-2 anjiyogenezi
degerlendirmede en 6nemli reseptordiir. VEGFR-2’nin pankreas kanserlerinin %69 unda
pozitif bulunmustur. Buna karsilik pankreas kanserlerinin %12'sinde VEGFR-1 ve
%14’ tnde ise VEGFR-3 ekspresyonu goriilmiistiir. Kanser hiicrelerindeki VEGFR-2
ekspresyonu, pankreas kanserinin kotii prognozunun yani sira ¢evre dokulara invazyon ile

onemli ol¢iide iligkili bulunmugtur [120].
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2. TEZIN AMACI VE KAPSAMI

Ubikitin-proteazom sistemi (UPS), protein homeostazini diizenleyerek hiicresel siireclerin
saglikli bir sekilde ilerlemesinde kritik rol oynamaktadir. Bu sistemdeki 26S proteazomun
ubikitin reseptdrii olarak hizmet eden alt birimlerinden birini PSMD4 geni kodlamaktadir.
UPS aracili protein yikimiyla hiicre dongiisii, apoptoz ve onkogenez gibi pek cok siire¢
diizenlenmektedir. Literatiirdeki ¢ok sayida c¢alismada PSMD4 geni ile timor gelisimi

arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir.

PSMD4 geninin iki farkli transkript varyanti bulunmaktadir. Varyant 2 (PSMD4) 377
amino asitlik izoform 2 proteinini, varyant 1 (angiosidin) ise 380 amino asitlik izoform 1
proteinini kodlamaktadir. Bu proteinlerin yliksek derecede benzerlik gostermesi ve ortak
baglanma etkilesimleri icermesi arastiricilari, bu proteinler ve kanser arasindaki iliskiyi

incelemeye yonlendirmistir.

Tez ¢alismasinda PSMD4 ve angiosidin genlerinin insan pankreas karsinomunda (PANC-
1) ve saglikli hiicre modeli olan insan gobek kordon damari endotelyal hiicrelerindeki
(HUVEQC) rolii incelenmigtir. Literatiirde bu genlerle pankreas kanseri arasindaki iliskiyi

ortaya koyan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tez ¢alismasi1 kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar dort basamak altinda toplanabilir. Bu

basamaklari 6zetleyen akis diyagrami sekil 2.1 de gosterilmistir.

Birinci basamakta PSMD4 ve angiosidin genlerinin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde over
ekspresyonu yapilarak molekiiler ve hiicresel diizeyde karakterizasyon yapilmistir. Bu
amaca uygun olarak asagidaki caligmalar yapildu.

® pcDNA-3.3 TOPO vektoriindeki insan PSMD4 geni pEGFP-C1 vektdriine klonlandi.

e PSMD4 geninden (varyant 2) yonlendirilmis mutagenez ile angiosidin geni (varyant 1)
elde edildi ve bu mutant gen pEGFP-C1 vektoriine klonlandi.

e pEGFP-CI1 vektoriine klonlanan PSMD4 ve angiosidin genleri PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerine gegici transfeksiyonla aktarildi.

e PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonu mRNA (real-time PCR ile) ve protein

(Western blot ile) diizeyinde belirlendi.
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e PSMD4 ve angiosidin genlerinin hiicrelerdeki over ekspresyonu floresan (GFP) sinyalin
flow sitometride Ol¢limiiyle teyit edildi.

e Floresan (GFP) sinyali ile etiketli olan PSMD4 ve angiosidin proteinlerinin PANC-1 ve
HUVEC hiicrelerindeki lokalizasyonu tespit edildi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarindaki PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonunun
hiicrelerin canliligina (MTT testi ile), go¢ etme yetenegine (scratch testi ile) ve koloni
olusturma yetenegine (koloni formasyon testi ile) etkisi arastirildi.

e PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu yapilan hiicrelerde EMT ve apoptoz siiregleriyle

iligkili baz1 genlerin mRNA seviyesindeki degisiklikler real-time PCR ile tespit edildi.

ikinci basamakta PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 genlerinin susturulmasi
yapilarak molekiiler ve hiicresel diizeyde karakterizasyon yapilmistir. Bu amaca uygun
olarak asagidaki ¢alismalar yapildi.

e PSMD4 ve angiosidin genlerini hedef alan shRNA oligolar1 pLKO.1 TRC vektoriine
klonland:.

e pLKO.1 TRC vektoriindeki PSMD4 ve angiosidin shRNA oligolart PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerine gecici transfeksiyonla aktarildi.

e PSMD4 ve angiosidin genlerinin susturulmast mRNA (real-time PCR ile) ve protein
(immiinofloresan deneyi ile) diizeyinde belirlendi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda PSMD4 gen susturulmasinin hiicrelerin canliligina
(MTT testi ile), go¢ etme yetenegine (scratch testi ile) ve koloni olusturma yetenegine

(koloni formasyon testi ile) etkisi arastirildi.

Ugiincii basamakta VEGF-A 65 sitokininin PSMD4 gen regiilasyonuna etkisi belirlendi. Bu
amaca uygun olarak asagidaki ¢aligmalar yapildu.

e VEGEF sitokininin PANC-1 ve HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi
ile belirlendi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF sitokini uygulamasinin PSMD4 gen
ekspresyonu seviyesine etkisi mRNA (real-time PCR ile) ve protein (Western blot ile)
diizeyinde belirlendi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF sitokininin PSMD4 gen regiilasyonunda
kullandig1 yolaklar1 belirlemek amaciyla P38 MAP kinaz, JNK, MEK, PI3K yolak
inhibitorleri ve VEGF sitokini uygulamasinin ardindan PSMD4 ekspresyon seviyesindeki

degisimler mRNA diizeyinde ve protein diizeyinde tespit edildi.
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Son basamakta ise PSMD4 geni promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivitesi incelendi.
Bu amagcla asagidaki ¢alismalar yapilmistir.

® 326 bg’lik P2 (-274/452) promotor pargast pMetLuc-reporter vektoriine klonlandi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine pMetLuc-kontrol ve pMetLuc-reporter vektorleri,
pSEAP2-kontrol vektoriiyle birlikte transfekte edildi. Salinan sistem lusiferaz ve SEAP
Ol¢timleri yapilarak transfeksiyon etkinligi belirlendi.

e pMetLuc-reporter vektoriindeki promotor pargalart (P1, P2 ve P3) pSEAP2-kontrol
vektoriiyle birlikte PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine gegici transfeksiyonla aktarildi.

e PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki promotor parcalarinin bazal transkripsiyonel
aktivitesi belirlendi.

e Promotor pargalarinin PANC-1 ve HUVEC transfeksiyonundan sonra VEGF sitokini
uygulanarak transkripsiyonel aktiviteye etkisi belirlendi.

e Promotor pargalarinin PANC-1 ve HUVEC transfeksiyonundan sonra P38 MAP kinaz,
JNK, MEK, PI3K yolak inhibitérleri ve VEGF sitokini uygulanarak transkripsiyonel
aktiviteye etkisi tespit edildi.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Cahismalarda Kullamilan Laboratuvar Cihazlar:

Deneysel ¢alismalar sirasinda ¢esitli cihazlar kullanilmistir. Bu cihazlarin periyodik olarak
bakim, temizlik ve kalibrasyonlar: yapilmistir. Kullanilan cihazlara ait bilgiler Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneysel ¢calismalarda kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1 Markasi

Laminar Air Flow Telstar Bio II / Ispanya
CO>’li Inkiibator Nuaire / ABD

Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu Nikon / Japonya

-80 °C Derin Dondurcu Thermo /ABD
Buzdolab1 (+4 °C / -20°C), Mikrodalga Firin Arcelik / Tiirkiye

Buz Makinesi Hoshizaki / Japonya
pH Metre Hanna / ABD

Su Banyosu Elektromag / Tiirkiye

Ultrasonik Su Banyosu

Isitic1 Blok

Vorteks, Isitmali Manyetik Karistiric
Hassas Terazi

Otoklav

Etiv

Calkalamali inkiibator (Is1 Ayarl)
Sogutmali Santrifiij

Mikro Santrifiij

Sogutmali Mikro Santrifiij

Doner Hareketli Calkalayici
Horizontal Calkalayici

Saf Su Cihaz1

UV Goriintiileme Sistemi
Goriintlileme Sistemi

Otomatik Pipetler

Elektrikli Pipet Pompasi

DNA Elektroforez Sistemi

RNA Elektroforez Sistemi

SDS PAGE Aparatlari

PCR Cihaz1

Real Time PCR Cihazi (Light-Cycler 480)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Luminometre (Luminoskan™ Microplate)
Spektrofotometre, uDrop™ Plate
Flow Sitometri

PlusLab

FALC/ italya

Velp Scientifica
Sartorius / Almanya
Hirayama / Japonya
WTB / Almanya
GFL / Almanya
Sigma / Almanya
Thermo / ABD
Hanil Science
Thermo / ABD
GFL / Almanya
Human Corporation
Vilber Lourmat
UVP BioSpectrum
Thermo, Eppendorf
IsoLab

Minicell Primo
Apelex / ingiltere
BioRad

Techne Progene / Ingiltere
Roche Life Science
Thermo Scientific
Thermo / ABD
Multiskango, Thermo
Guava
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3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji ¢aligmalart i¢in uygun
saflikta temin edilmistir. Bu kimyasallar giivenlik sertifikalarina uygun sekilde saklanmis
ve kullanilmigtir. Caligsmalarda kullanilan kimyasallara ve malzemelere ait bilgiler Tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Deneysel ¢calismalarda kullanilan kimyasallarin ve malzemelerin listesi.

Kimyasal / Malzeme Adi Markasi
V¥V Bakteri Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

LB Agar Besiyeri Pronadisa
LB Broth Besiyeri Pronadisa
Ampisilin ve Kanamisin Antibiyotikleri Sigma
Gliserol ve CaCl, Sigma
Petri Kutular1 (Steril) IsoLab
50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril) IsoLab

GeneJET Plasmid MiniprepTM Kit
Midi-NucleoBond® Xtra™ Kit

Thermo Scientific
Macherey-Nagel

¥ DNA Calhismalarinda Kullanilan Malzemeler

Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/uL)
10X Taq Tamponu (+KCI)

dNTP Karisim (10 mM)

MgCl» (25 mM)

Agaroz, Etidyum Bromiir (Et-Br)

1 kb DNA Ladder, 6X Yiikleme Boyasi
Tris Base, Borik Asit

GeneJET Gel Extraction™ Kit
Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

T4 DNA Ligaz Enzimleri ve Tamponlari

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma

Thermo Scientific
Sigma

Thermo Scientific
Thermo Scientific, NEB
Thermo Scientific, NEB

¥ Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilan Malzemeler
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) Gibco, EuroClone

FCS (Fetal Calf Serum)

EDTA (Etilendiaminetetraasetik Asit)
L-Glutamin, Tripsin

PBS (Phosphate Buffered Salin)

Pastor Pipeti (3 mL, Steril)

Serolojik Pipetler (10 mL ve 25 mL, Steril)
Flasklar (25 cm? ve 75 cm?, Steril)

Steril Filtreler (0,22 um ve 0,45 um)
DMSO (Dimetil siilfoksit)

Tripan Mavisi

Ependorflar (1,5 mL’lik ve 2 mL’lik, Steril)
50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril)

Gibco
Sigma
Sigma
VWR Life Science
IsoLab
Sarstedt
Sarstedt
Sartorius
Sigma
Sigma
IsoLab
EuroClone




Tablo 3.2 (devam)

Kimyasal / Malzeme Adi Markasi

BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma
Penisilin-Streptomisin Soliisyon (100X) Gibco
Antibiyotik-Antimikotik Soliisyon (100X) Gibco

Hiicre Kiiltiirii Plaka (96, 24, 12, 6 Kuyucuklu)  Sarstedt

MTT Sigma

HCl, izopropanol Sigma
Paraformaldehit Sigma

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) Sigma

Antifade Reagent Prolong Invitrogen

Metanol, Kristal Viyole

Sigma

V¥ Sitokin ve inhibisyon Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

VEGF-A 65 (Vascular Endothelial Growth Factor)
PD169316 (p38 MAP kinaz inhibitorii)
SP600125 (JNK inhibitorii)

PD98059 (MEKI inhibitorii)

Wortmannin (PI3K inhibitorii)

PeproTech
Sigma

Santa Cruz
Cell Signaling
Cell Signaling

¥ Transfeksiyon Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

HEPES
NaCl, Na;HPO4, CaClz

X-tremeGENE™ HP DNA Transfect. Reagent

TurboFect™ Transfection Reagent

Sigma
Sigma
Roche
Thermo Scientific

¥ Transkripsiyonel Aktivite Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Ready-To-Glow™ Dual Sec. Reporter Ass.
Lusiferaz ve SEAP Substratlari
384 Kuyucuklu Plaka

Takara Clontech
Takara Clontech
Corning

¥ RNA Calhismalarinda Kullanilan Malzemeler

DEPC (Dietil Pirokarbonat)

GeneJET RNA Purification ™ Kit

MOPS (3-(N-morpholino) propansiilfonik asit)
-merkaptoetanol, Formaldehit

Insiilin Enjektorii (Steril)

Etanol

NaAc (Sodyum Asetat), EDTA

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

Agaroz, Etidyum Bromiir (Et-Br)

Oligo(dT)

dNTP Karisim

RiboLock RNaz inhibitorii

RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi
Reverse Transkriptaz Tamponu (5X)

RealQ Plus 2X Master Mix Green

96 Kuyucuklu Plaka (Beyaz) Light-Cycler 480
96 Kuyucuklu Plaka Jelatini

Sigma

Thermo Scientific
Merck

Merck

Bd Micro-Fine
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Ampliqon

Roche Life Science
Thermo Scientific
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Tablo 3.2 (devam)

Kimyasal / Malzeme Adi Markasi
¥ Protein Calismalarinda Kullanilan Malzemeler
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
Coomassie Brillant Blue R-250 Sigma
Proteaz inhibitor Tabletleri Roche
Fosforik asit, Etanol, Metanol Merck
Akrilamid/Bisakrilamid (37.5/1) Sigma
APS (Amonyum Persiilfat) Merck
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Sigma

4X Laemli Ornek Tamponu BioRad
-merkaptoetanol Merck
Tris, EDTA, EGTA, SDS, Glisin, NaCl Sigma
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo
PVDF Membrani Millipore
Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz
Tween®-20 Sigma
PSMD4 Mouse Monoklonal Antikor Santa Cruz
B-aktin Mouse mAb Cell Signaling
m-IgGk BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz

Pierce™ ECL

Thermo Scientific

3.1.3 Transformasyon Caliymalarinda Kullanilan Bakteri Soylari
Klonlama ¢aligmalarindaki transformasyon ve sonrasinda stoklarin olusturulmasi amaciyla

cesitli £. coli soyu hiicreler kullanildi. Bu hiicre soylarina ait bilgiler Tablo 3.3’de

verilmistir.
Tablo 3.3: Transformasyon asamasinda kullanilan bakteri soylari.
E. coli Soyu  Genotip
IM109 EndAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk~, mk"), relAl, supE44,
A(lac-proAB), [F’ traD36, proAB, laqlqZAMI15].
DHS5 SupE44 A(lacZYA-argF)U196 (D80AlacZM15) hsdR17 recAl
a

endA1 gyrA96 thi-1 relAl

3.1.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Vektorler

Klonlama ve mutasyon calismalarinda pcDNA 3.3-TOPO™ (invitrogen) vektoriindeki
PSMD4 geni pEGFP-C1 (Clontech) vektoriine klonland1 (Sekil 3.1). Transkripsiyonel
aktivite ¢aligmalarinda kullanilmak tizere promotor pargalar1 oncelikle T.A klonlamayla
pGEM-T® Easy (Promega) vektoriine daha sonra ise pMETLuc-Reporter (Clontech)
vektoriine klonland: (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1: pcDNA 3.3-TOPO ve pEGFP-C1 vektorlerinin sematik gosterimi.
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Amp' Nott | 49 Metridia (759)
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Spel 64
EcoRl 70 Reponer
Notl 77 4090
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) gstl 88
ori all 90
Ndel | 97 Kan/
Sacl 109 Neo
BstXl |118
Nsil 1 37
141
T spe

Sekil 3.2: pGEM-T Easy ve pMetLuc-Reporter vektorlerinin sematik gosterimi.

Transfeksiyonun etkinligini belirlerken pozitif kontrol olarak pMETLuc-kontrol (Clontech)
vektorili ve normalizasyon amagli pSEAP2-kontrol (Clontech) vektorii kullanilmigtir (Sekil
3.3). Ayrica olasi arka plan aktivitesini belirlemek i¢in negatif kontrol olarak (bos)

pMETLuc-reporter vektorii kullanildi.

PSMD#4 genini susturma ¢alismalarinda ise pLKO.1-TRC (Addgene) klonlama vektorii ve
negatif kontrol olarak scramble shRNA (Addgene) vektorii kullanilmistir (EK F).
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MCS
Notl  (12y MCS
(4949)

BamHI
(481)

pSEAP2-Control

Control 5.1kb

4624 bp
Kan/ (1293)

Noo Asel

Xbal
(3623)

puC enhancer (1794)

ori

TB = Transcription blocker

BamHI
(2302)

Sall
(2308)

Sekil 3.3: pMETLuc-kontrol ve pSEAP2-kontrol vektorlerinin sematik gosterimi.

3.1.5 Deneysel Cahismalarda Kullanilan Hiicre Soylar:

Calismalarda kullanilan Insan Pankreas Kanseri (PANC-1) hiicre hatti, Prof. Dr. Kemal
ERGIN’den (Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi), Insan Gébek Kordon Damari
Endotelyal Hiicresi (HUVEC) hatti, Bilkent Universitesi-UNAM’dan temin edilmistir. Bu

hiicrelerin inverted mikroskop altindaki goriintiisti Sekil 3.4°de gosterilmektedir.

a) PANC-1 (Human Pancreatic Carcinoma)

A Diisiik yogunluk (20X) A Yiiksek yogunluk (20X)
b) HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)

A Diisiik yogunluk (20X) A Yiiksek yogunluk (20X)

Sekil 3.4: Calismada kullanilan hiicre hatlari.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Cahsmada Kullanilan Malzemelerin, Ortamin Temizligi ve Sterilizasyonu

Istya kars1 dayanikli ependorf tiipler, pipet uglari, soliisyonlar ve diger malzemeler otoklav
cihazinda 121 °C’de 20 dakika otoklavlanip steril hale getirilmistir. Otoklavlanmaya uygun

olmayan ¢ozeltiler ise 0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Hiicre kiiltiiri laboratuvar: haftalik periyotlarla ¢amasir suyu, %70’lik etil alkol ve virkon
iceren dezenfektanla temizlendi. Calismaya baslanmadan 6nce odanin ve laminar flow
kabinin UV lambasi ~ 30-45 dk agilarak sterilizasyonu yapildi. Laminar flow kabinine
disindan aliman malzemeler %70°lik etil alkol ile silinerek alindi. Ayrica RNA
¢alismalarinda hacimce %0,1 DEPC’li su kullanilarak ortam ve malzemelerdeki

RNaz’larin inaktive olmasi saglanmistir.

3.2.2 Bakteri Cahsmalari ile ilgili Teknikler

3.2.2.1 Kati ve Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Kat1 besiyeri i¢in LB (Luria Broth) agar kullanildi. Uretici firmanin énerdigi miktardaki
LB agar dH>O’da ¢oziildii ve 20 dk. boyunca 121 °C’de otoklavlanarak steril edildi.
Yaklasik 50-55 °C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra bek alevi yaninda besiyerindeki
son konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ampisilin veya 30 pg/mL olacak sekilde
kanamisin ilave edilerek karistirlldi. LB agar karisimi petri kaplarina dokiildi ve
polimerlesip katilasmasi i¢in beklendi. Son asamada ise petrilerin etrafi parafilm ile sarilip

ters cevrildi ve +4 °C’de 151k almayacak sekilde muhafaza edildi.

Sivi besiyeri olarak LB (Luria Broth) kullanildi. Uretici firmanin 1 Litre i¢in 6nerdigi
miktardaki LB dH>0O’da ¢oziildi. Sterilizasyonu 20 dk. boyunca 121 °C’de otoklavlanarak
yapildi ve +4 °C’de muhafazasi saglandi. LB sivi besiyerine son konsantrasyonu 100

ng/mL olacak sekilde ampisilin veya 30 pg/mL olacak sekilde kanamisin ilave edildi.

3.2.2.2 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kompetent yapilacak E. coli (JM109 veya DH50. soyu) hiicreler -80 °C’deki gliserol
stogundan LB agar iceren petrilere tek koloni ekimi yapilarak bir gece (16 sa.) 37 °C’de
inkiibasyonu yapildi. 20 mL LB siv1 besiyerine tek koloniden ekim yapilarak bir gece 37
°C’deki ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Hacminin en az {i¢ kati steril erlene konulan 100

mL LB besiyerine bu 6n kiiltiirden 15 mL inokiile edilerek 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde
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inkiibasyona alind1. Belirli zaman periyotlarinda absorbans dl¢iimleri alinarak ODgoo degeri
0,5-0,6 arasina ulagincaya kadar inkiibasyona devam edildi. Bakteri siispansiyonu bek alevi
yaninda 2 adet 50 mL’lik steril falkon tiiplerine paylastirildi. Falkon tiipleri +4 °C’de 3.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Kalan pellete bakteri
siispansiyonu baglangi¢ hacminin yaris1 kadar 0,1 M CaCl. ¢ozeltisi eklendi ve nazikge
pellet ¢oziildii. Hiicre slispansiyonu 25 dk. boyunca buz {izerinde bekletildikten sonra +4
°C’de 3.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kalan pellete
baslangi¢ hacminin 1/10’u kadar 0,1 M CaCl; ¢ozeltisi eklenerek tekrar nazikge ¢oziildii.
Stispansiyon 1-4 saat kadar buz lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra esit hacimde steril
%40’k soguk gliserol ilave edilerek karistirildi. Bu karigim, etiketlenip buz {izerinde
sogutulmus, 1,5 mL’lik ependorflara 200’er puL paylastirildi ve -80 °C’de muhataza edildi
[128].

3.2.2.3 Transformasyon

Kompetent hiicrelerin -80 °C’de muhafaza edilen gliserol stoklarindan ¢ikarilip buza
konuldu ve ¢oziinmesi i¢in 5-10 dk. beklendi. 1,5 mL’lik ependorf tiipteki 200 pL
kompetent hiicre lizerine transforme edilecek plazmitten 1-5 pL eklendi. Bu kompetent
hiicre-plazmit karisimi 40 dk. buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ependorf
tip 42°C’deki su banyosunda 2 dk. bekletilerek hiicrelere 1s1 soku uygulandi. Hemen
ardindan tiip 2 dk. buz iizerinde bekletildi. Daha sonra tiipe 37 °C’ye ilitilmis LB
besiyerinden 800 pL eklendi ve hiicreler 1,5 sa. 37 °C’deki galkalamali etiivde inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda transformasyon kiiltliriiniin 100 pL’si, aktarilan plazmitin
direngli oldugu antibiyotigi i¢eren LB agar dokiilmiis petrilere yayildi. Geriye kalan
transformasyon kiiltiirii 4.000 rpm’de bes dakika santrifiij yapildi ve elde edilen pellet 100
uL LB besiyerinde siispanse edilerek diger petrilere yayildi. Petriler 37 °C’deki inkiibatore
15 dk. kadar besiyerinin yayilan kiiltiirli emmesi i¢in diiz olarak konuldu. Daha sonra
petriler ters gevrilerek hiicrelerin biiyiimesi i¢in 16-24 sa. inkiibasyona devam edildi [129].
inkiibasyon sonrasinda olusan kolonilerden gliserol stok hazirladi ve plazmit izolasyonu
yapildi. Plazmitlerin restriksiyon endontikleaz kesimi gerceklestirilerek kolonilerin

rekombinant olup olmadigini tespit edildi.
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3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanmas

Transformasyon asamasinda direngli oldugu antibiyotikle secilimi yapilan kolonilerden,
yine direngli antibiyotigi igeren, 20 mL LB besiyerine ekim yapildi. Bir gece (16 sa.)
37°C’deki calkalamali etiivde inkiibe edilerek hazirlanan 6n kiiltiir, bek alevi yaninda
etiketlenmis ependorf tiiplere paylastirildi. Tiiplere esit hacimde %30’luk steril gliserol

eklendi ve -80 °C’ye kaldirilarak uzun donemli muhafaza edildi.

3.2.2.5 Kompetent Hiicrenin Etkinliginin Hesaplanmasi

Klonlama ve alt klonlama c¢alismalarinda kullanilmak {izere hazirlanan kompetent
hiicrelere, transformasyon etkinligi bilinen, ¢ok kopyali halkasal plazmitler: 100 ng, 10 ng
ve 0,1 ng diliisyonlarda transforme edildi. Transformasyondan sonra segici antibiyotigi
iceren petrilerde olusan koloniler sayildi. Transformasyon etkinligi 10°-10% cfu/ug olan
kompetent hiicreler ¢alismalarda kullanildi. Kompetent hiicre etkinligi asagidaki formiile

gore hesaplandi.

Petrideki koloni say1si (cfu) 1 % 10°
X

Petriye ekilen plazmit DNA konsantrasyonu ug (3.1)

3.2.2.6 Kiiciik Ol¢ekli Plazmit izolasyonu

Tek koloniden ya da -80 °C’deki gliserol stoktan ilgili antibiyotigi iceren 20 mL LB
besiyerine ekim yapildi. Bir gece (16 sa.) 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde inkiibe edilerek 6n
kiiltiir hazirlandi1 ve plazmit izolasyonu GeneJET Plasmid Miniprep™ kitinin onerdigi
sekilde gergeklestirildi. On kiiltiir 10.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant
dokiildii. Geriye kalan pellet 250 pL resiispansiyon soliisyonunda ¢oziildii. Ornek 1,5
mL’lik ependorf tiiplere alinarak iistiine 250 pL lizis soliisyonu eklendi. Tiipler 4-6 kez
nazikge alt Ust edilerek ornek seffaf ve siimiiksii bir hale getirildi. Bu islemden sonra 350
uL nétralizasyon soliisyonu eklendi ve tiipler 4-6 kez alt tist edilerek 6rnegin bulutumsu bir
hal almasi1 saglandi. Tiplerin 14.000 rpm’de 5 dk. santrifiijii yapildi. Dikkatle Siipernatant
GenJET™ kolona transfer edildi ve kolonun 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiijii yapildi.
Kolondan siiziilen alt kisim atildi ve kolona 500 pL yikama soliisyonu eklenerek 14.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Yikama kismi bir kez daha tekrarlandi ve kolondaki etanol
kalintisindan kurtulmak icin kolon bos olarak santrifiij edildi. Son olarak kolon yeni bir

ependorf tiipline alinarak tizerine 35 pL. dH>O eklendi ve 2 dk. oda sicakliginda bekletildi.
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Kolon 14.000 rpm’de 2 dk. santriifiij edilerek eliisyon alindi. izole edilen plazmit DNA

miktar1 belirlendikten sonra drnekler -20 °C’de saklandi.

3.2.2.7 Biiyiik Ol¢ekli Plazmit izolasyonu

izole edilecek plazmiti iceren -80 °C’deki gliserol stoktan segici antibiyotik i¢eren LB
agara tek koloni ekimi yapilarak bir gece (16 sa.) 37 °C’de inkiibasyonu gerceklestirildi.
LB besiyerine (20 mL) tek koloniden ekim yapilarak bir gece 37 °C’deki calkalamal
etiivde inkiibe edilerek on kiiltiir hazirlandi. On kiiltiiriin  1/1000’i alinarak segici
antibiyotigi iceren 100 mL LB medyuma ekildi ve bir gece (16 sa.) 37°C’deki c¢alkalamali
etlivde inkiibasyona birakildi. Hazirlanan son kiiltirden plazmit izolasyonu Midi-
NucleoBond Xtra™ kitinin 6nerdigi sekilde gergeklestirildi. 100 mL’lik son kiiltiir +4
°C’de 6.000 g’de 10 dk. santrifiij edildi ve slipernatant dokiildii. Geriye kalan pellet 8 mL
RNaz A igeren RES tamponunda ¢oziilerek siispanse hale getirildi. Liziz asamasi igin
hiicre silispansiyonunun iizerine 8 mL LYS tamponu eklendi ve tiipler 5 kez nazik bir
sekilde ters diiz edilerek 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra lizat
karisimina 8 mL NEU nétralizasyon tamponu eklenip tiipler nazikce ters diiz edilerek
Ornegin renksiz hale gelmesi saglandi. Daha sonra 6rnek 5.000 g’de 10 dk. santrifiij edildi.
Bu esnada kitin kolonu 50 mL’lik falkona yerlestirildi ve kolona 12 mL EQU tamponu
eklenerek yercekimine karsi akis ile dengelenmesi saglandi. Santrifiij edilmis 6rnegin
siipernatantt bu kolona eklenerek yercekimine karsi akmasi saglandi. Ornegin akisi
tamamlandiktan sonra kolona 5 mL EQU tamponu eklenerek birinci yikama islemi
gercgeklestirildi. Kolonun akisi bitince kolon filtresi ¢ikarildi ve 8 mL WASH tamponu
kolona eklendi ve yercekimine karsi akmasi beklendi. Kolon 50 mL’lik steril falkona alind
ve 5 mL ELU tamponu eklenerek yer¢ekimine kars:i akisi ile eliisyon yapildi. Elde edilen
eliiata oda sicakhigindaki 3,5 mL %99,99’luk izopropanol eklendi ve vorteks yapilarak
karigtirildi. Eliat 4500 g’de 15 dakika santifiij edilerek siipernatant dikkatle uzaklastirildi.
Ardinda kalan pellete oda sicakhigindaki 2 mL %70’lik etanol eklendi ve pellet yikandi.
Ardindan 10.000 g’de 5 dk. santriftij edildi ve etanol dikkatle uzaklastirildi. Son olarak
pellet oda sicakliginda 15 dk. etanoliin uzaklasmasi i¢in kurumaya birakildi ve ardindan
400 uL dH»O eklenerek dikkatle ¢oziildii. Izole edilen plazmit DNA miktar1 belirlendikten

sonra Ornekler -20 °C’de saklandi.
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3.2.3 DNA ile ilgili Teknikler

3.2.3.1 DNA Miktar Tayini

izole edilen DNA’nin miktari ve saflig1 spektrofotometrik 260-280 nm dalga boylarindaki
absorbans 0l¢iimii sonucu belirlendi. Bu amagla DNA 6rneklerinden 2°ser pL ve kor olarak
ise 2 pL dH,O uDrop™ plakaya konuldu. Olgiim sonucu elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak DNA miktar1 ve saflig1i belirlendi [32]. Bu veriler asagidaki formiiller

kullanilarak hesaplandi.

DNA miktar1 (ng/uL) = 4260 X 50 ng/uL x (10 mm/0,49 mm) (3.2)
Saflik = A260 / A280 5:5)

3.2.3.2 Primer Tasarim

Tez c¢aligmasinda kullanmilan primerlerin tasarimi amaciyla www.ncbi.nlm.nih.gov,

www.idtdna.com, ve www.restrictionmapper.org adreslerinden faydalanildi. Primerler
tasarlanirken sag tokasi yapis1 olusmamasina, T degerlerinin birbirine yakin olmasina ve
niikleotit dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina 6zellikle dikkat edildi. Son olarak
tasarlanan primerlerin NCBI Blast, T, sa¢ tokast ve %GC ve analizleri yapilarak

uygunlugu kontrol edildi.

3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PSMD4 geninin klonlama ve mutagenez ¢alismalarinda hedef dizilerin amplifikasyonu
amactyla yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 50 pL son hacimde kuruldu.
Cogaltilacak bolgeye 0zgii olarak tasarlanmig ve 100 pmol/uL’ye sulandirilmis ileri
(forward) ve geri (reverse) primerlerden 1 pL kullanildi. Kalip olarak ~ 300 ng/puL
DNA’dan 1 pL kullanildi. 10 mM dNTP karisimindan 1 pL ve 25 mM MgCl>’den 2 pL
kullanildi. Taq polimeraz tamponundan (10X) 5 uLL ve 5 U/uL Taq polimeraz enziminden
0,5 uL kullanildi. PCR dongii kosullar1 Tablo 3.4’de belirtigi gibi yapildi. PCR iiriinleri

agaroz jelde yiiriitiildi ve goriintiilendi.

Tablo 3.4: PCR dongii kosullart.

Segment Dongii Sayisi Sicakhk Siire
1 1 94 °C 1 dk.

94 °C 1 dk.

2 30 55%C 1 dk.
12 1 dk.

5 1 12°C 10 dk.
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3.2.3.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’y1 jelde goriintiilemek amaciyla %]1°lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla jel
elektroforezi aparatinin hacmine uygun miktarda (75 mL i¢in 1 g) agaroz tartildi ve 0,5X
TBE tamponunda ¢6ziiliip kaynatildi. Yaklasik 45-50 °C’ye kadar sogutulan agaroz jele
son konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir (Et-Br) ilave edilerek
karistirildi. Taraklar1 onceden yerlestirilen elektroforez kasetine jel dokiildii. Dokiilen jel
polimerlestikten sonra taraklar c¢ikarildi ve kaset elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tanki 0,5X TBE tamponu ile dolduruldu. 1 kb DNA biiyiikliik belirteci
(marker) ve 6X yiikleme boyas: ile karstirilan 6rnekler kuyulara yiiklendi ve 90 volt
akimda 40 dakika yiritildi. Jel, UV goriintiileme sisteminde goriintiilenerek
fotograflandi. DNA agaroz jel elektroforezi ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.5°de
belirtilmistir.

Tablo 3.5: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi

SX TBE Tamponu 445 mM Tris Base-Borik asit ve 10 mM EDTA igeren (pH 8,3)
¢ozelti hazirlandi. 54 g Tris Baz, 27,5 g Borik asit ~900 mL
dH>0O’da ¢oziildii ve 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) eklendi. pH
8,3’e ayarlanip hacim 1 L’ye tamamlandi. Otoklavlanip kullanildi.

Et-Br Stok Cozelti  Son derisimi 10 mg/mL olarak hazirland1 ve 151k almayan bir
sisede +4 °C’de saklandu.

1 kb DNA Marker 1 pL (DNA ladder) : 1 pL (Yikleme boyasi) : 4 uL (dH20)
oraninda karistirilarak hazirlandi.

3.2.3.5 Agaroz Jelden DNA’nmin Saflagtirilmasi

Agaroz jelden geri kazanilmak istenilen DNA bantlar1 UV 1518a fazla maruz birakilmadan
miimkiin oldugunca jel hacmi minimize edilerek kesildi. Jelden DNA’nin geri kazanilmasi
GenelET Gel Extraction™ kitinin onerdigi sekilde gerceklestirildi. Kesilen agaroz jel
pargalarinin miktar1 belirlenerek ependorf tiiplere konuldu ve iizerine 1:1 oraninda baglama
tamponu cklendi (Ornegin, her 100 mg agaroz jel igin 100 pL baglanma tamponu gibi).
Jel-tampon karigimi 55-60 °C’deki 1sitict blokta ~10 dk. inkiibe edilerek jelin tamamen

erimesi sagland1. Bu erimis jel soliisyonunun 800 puL’si GeneJET™

saflastirma kolonuna
transfer edilerek kolon 1 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi. Bu isleme erimis jel sollisyonu
bitene kadar devam edildi ancak her kolon i¢in toplam agaroz miktarimin 1 grami
geememesine dikkat edildi. Transferden sonra kolona 700 pL yikama tamponu eklendi ve

1 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edildi. Kolonun alt kismi dokiildii ve yikama kalintilarini
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uzaklastirmak i¢in kolon bos olarak santrifiij edildi. Son olarak kolon yeni bir ependorf
tiipiine alinarak iizerine 55 °C’de 1sitilmig 35 pL dH>O eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dk.
santriifiij yapilarak eliisyon yapildi. Ornek -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.3.6 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin hedefi olan kesim bolgeleri tasiyan primer ya da
plazmitlere restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi. Bu amagla kullanilacak restriksiyon
endoniikleaz enzimleri i¢in Onerilen tampon, son hacim, DNA ve enzim miktarlar dikkate
almarak kesim reaksiyonlart hazirlandi. Kullanilan enzim miktarinin (hacminin)
reaksiyonun son hacminin %10’nunu asmamasina dikkat edildi. Kesim reaksiyonu iiretici
firmalarin enzim i¢in Onerdigi optimum sicaklik ve inkiibasyon siiresine gore
gergeklestirildi. Ayrica iki farkli endoniikleaz ile aym zamanda kesim yapilmasi
gerekiyorsa bu enzimlerin optimum calisabilecegi ortak tamponlar tercih edildi. Kesim
riinleri agaroz jel elektroforezinde yiritilip UV 1sik altinda goriintiilendi. Bazi

durumlarda ¢alismanin devamindaki plana gore agaroz jelden geri kazanildi.

3.2.3.7 Ligasyon

Calismalarda, klonlanacak olan DNA (insert) ile lineer vektorii birbirine baglamak icin
ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Farkli son hacimlere gore Tablo 3.6’da bilesenleri
verilen ligasyon ortamlar1 hazirlanarak +16 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi [128].

Ligasyon tirtinleri kompetent hiicrelere transforme edilip rekombinant koloniler arastirildi.

Tablo 3.6: Ligasyon ortami bilesenleri.

Bilesenler : lkar :

» Son hacim 20 uL.  » Son hacim 30 uL
insert DNA 12 19 uL
Lineer vektor S plL 7 uL
T4 DNA ligaz tampon (10X) 2ulL 3 ulk
T4 DNA ligaz (5 U/uL) 1 uL 1 uL

3.2.3.8 PCR Tabanh Yonlendirilmis Mutagenez Teknigi

PCR-tabanl in vitro mutagenez tekniginde farkli amaclarla iic PCR gerceklestirildi [131].
Mutasyonu hedeflenen gene, mutasyon ve klonlama primeri kullanilarak, PCR1 (geri
mutasyon / ileri klonlama primeri) ve PCR2 (ileri mutasyon / geri klonlama primeri)

yapilarak mutasyon bdlgesini tasiyan iiriinler elde edildi. PCR1 ve PCR2 diriinleri ile
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klonlama primerleri kullanilarak yapilan PCR3 de ise mutasyonu tasiyan genin tam

uzunlugunda triinler elde edildi. Bu teknigin basamaklar1 Sekil 3.5’de gosterilmistir.

Mut-R Klon-R
Klon-F Mut-F
PCR1 ‘ PCR2
5 —n - 3y
31 v — 5,
PCR3

(Klonlama primerleri ile)

g

5’ 3
5" ¥

Sekil 3.5: PCR-tabanli mutagenez tekniginin basamaklar1 (uyarlanmistir [132]).

3.2.3.9 shRNA Hazirlama Teknigi
Caligmada, genlerin susturulmasi amaciyla, bu genleri hedefleyen shRNA oligolar

Whitehead Biyomedikal Arastirma Enstitlisii (http:/sirna.wi.mit.edu/) siRNA se¢im

programi kullanilarak tasarlandi. Bu oligolar klonlanacak vektére (pLKO.1-TRC) gore
tretici firmanin Onerdigi (Addgene) sekilde siparis edildi. Temin edilen ileri ve geri
oligolar, annealing reaksiyonu kurularak birlestirildi. Oligolarin klonlanacagi pLKO.I-
TRC vektoriine EcoRI ve Agel enzimleriyle restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi ve
kesim trtinleri agaroz jelde yiiriitiilerek jelden geri kazanildi. Klonlamaya hazir hale gelen
shRNA oligolarina ve lineer pLKO.1-TRC vektoriine, ligasyon reaksiyonu yapildi.
Ligasyon {irtinleri kompetent hiicrelere transforme edildi ve secici besiyerinde koloni
olusumu gozlendi. Bu kolonilerden plazmit izolasyonu yapilarak EcoRI ve Ncol
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kontrol kesimi yapildi. Kesim iiriinleri agaroz jelde

yiirtitiilerek klonlama sonucu dogrulandi.
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3.2.4 Hiicre Kiiltiirii ile ilgili Teknikler

3.2.4.1 Besiyeri Serumunun Hazirlanmasi

Kiiltiirdeki hiicrelerin biiylimesini desteklemek i¢in FCS (Fetal Calf Serum) kullanildi.
FCS ticari olarak, soguk zincirle tagmnip, temin edildi ve -20°C’de muhafaza edildi. Stok
FCS, ilk kullanim 6ncesinde, bir gece + 4 °C’de tutularak tamamen eritildi ve 56 °C’de 1
saat 1s1 ile inaktive edilerek hazir hale getirildi. Kullanima hazir FCS laminar flow kabinde

50 mL’lik steril falkonlara paylastirildi ve -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda besiyeri ortami olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium) kullanildi. DMEM ticari olarak temin edilip +4°C’de saklandi. DMEM
bilesiminde L-Glutamin yoksa, kullanim &ncesinde, L-Glutamin (200 mM steril
stogundan) %1 olacak sekilde (son konsantrasyonu ~ 2mM) eklendi. Calismada kullanilan
hiicre hatlar1 (PANC-1 ve HUVEC) igin, tam besiyeri olarak, hacimce %10 FCS igeren
DMEM kullanildi. Eger besiyerinde antibiyotik kullanilacaksa 100X’lik penisilin-

streptomisin soliisyonundan son konsantrasyonu 1X olacak sekilde eklendi.

3.2.4.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirti calismalar sirasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.7’ de verilmistir.

Tablo 3.7: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanmisi

PBS (1X) PBS ticari olarak tablet formunda temin edildi ve Onerildigi
(Phosphate Buffered sekilde (bir tablet 100 mL dH>O’da ¢oziilerek) hazirlandi. Bu
Salin) ¢Ozelti otoklavlanarak steril edildi ve +4°C’de saklandi.
Tripsin-EDTA (TE)  1X PBS i¢inde %0,25 (w/v) tripsin ve 0,53 mM EDTA igeren
Cozeltisi ¢oOzelti hazirlandi. Bu ¢ozelti 0,22 um’lik filtreden gegirilerek

steril edildi ve falkonlara paylastirilarak -20 °C’de sakland.

Tripan Mavisi 1X PBS i¢inde %0,4 (w/v) tripan mavisi ¢ozeltisi hazirlandi.

0,4 g tripan mavisi 80 mL PBS’de c¢oziilerek yavas yavas
kaynatildi. Daha sonra oda sicakligina sogutulup PBS ile son
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3.2.4.4 Hiicre Soyunun Baslatilmasi
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda aseptik tekniklere uymaya azami diizeyde dikkat edildi.

Caligmaya baslamadan once gerekli malzemeler laminar flow kabine %70’lik alkol ile
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silinerek alindi. Besiyeri bilesenleri ve diger ¢ozeltiler 37 °C’deki su banyosunda 1litilarak

kullanima uygun hale getirildi.

Stok olarak -80 °C’de cryovial tiiplerde dondurulmus halde muhafaza edilen hiicre
soylarindan biri alimip 37 °C’deki su banyosunda (1-2 dk. bekletilip) hizlica erimesi
saglandi. Eriyen hiicreler, i¢cinde ~ 6 mL tam besiyeri (hacimce %10’luk FCS’li DMEM)
bulunan 15 mL’lik falkona aktarildi. Hiicre siispansiyonu 1.000 rpm’de bes dakika oda
sicakliginda santrifiijlendi. Daha sonra silipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan hiicre
pelleti 1-2 mL tam besiyerinde siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu (25 cm? ya da 75
cm?’lik) flaska aktarildi ve tam besiyeri eklenerek flask son hacmine (25 cm? igin 5 mL, 75
cm? igin 15 mL) tamamland1. Etiketlenen flasklar, hiicrelerin biiyiiyiip ¢ogalmasi igin 37

°C’deki %5 CO2’li inkiibatore kaldirildi.

3.2.4.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler inverted mikroskopta diizenli araliklarda incelendi ve flask ylizeyini %80-90
oraninda kapladiginda pasajlama islemine gegcildi. Oncelikle flask igindeki besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandi. Hiicreleri tutunduklari yiizeyden
ayirmak amaciyla flaska uygun miktarda (25 cm? igin 1 mL, 75 cm? igin 3 mL) Tripsin-
EDTA (TE) eklenerek flask inkiibatore kaldirildi. Tripsinizasyonla hiicrelerin yiizeyden
ayrilmasi tamamlandiginda kullanilan TE nin 2 kati1 hacimde tam besiyeri eklenerek tripsin
inaktive edildi. Hiicre siispansiyonu steril falkona aktarilarak 1.000 rpm’de bes dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan hiicre pelleti tam besiyerinde
stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 3-4 flaska esit olarak paylastirildi ve tam besiyeri ile

flask son hacmine tamamlandi. Flasklar %5 CO; i¢eren 37 °C’deki inkiibatore kaldirildi.

3.2.4.6 Hiicrelerin Dondurulmas:

Daha sonraki caligmalarda tekrar kullanabilmek amaciyla hiicre soylart dondurularak
saklandi. Boliim 3.2.4.5°de hiicrelerin pasajlanmasi isleminde agiklandig: gibi saglikli bir
sekilde blytliyerek flask yilizeyini %80-90 oraninda kaplayan hiicrelerin besiyeri
uzaklastirildi. Devaminda hiicreler 2 kez 1X PBS kullanarak yikandi ve TE eklenerek
yiizeyden kaldirildi. Tam besiyeri ilavesiyle tripsin inaktivasyonu yapildiktan sonra hiicre
stispansiyonu 1.000 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra kalan
pellet, 1 mL %10 (v/v) DMSO igeren FCS ile siispanse hale getirildi. Hiicre siispansiyonu

etiketlenmis cryovial tiipe konuldu ve -80 °C’de dondurularak muhafaza edildi.

4]



3.2.4.7 Hiicre Canhihiginin ve Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre kiltliri ¢aligmalarinda tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek amaciyla
hiicrelerin canliligi ve sayisi belirlendi. Bu amaca uygun olarak canli hiicre sayis1 tripan
mavisi ve Thoma lami (bk. Sekil 3.6) kullanilarak tespit edildi. Saghkli bir sekilde
biiyiitiiliip Boliim 3.2.4.5°de belirtildigi gibi hazirlanan hiicre pelleti, 5-10 mL tam besiyeri
ile homojen olacak sekilde siispanse hale getirdi. Bu hiicre siispansiyonundan 50 pL alinip
ependorf tiipe konuldu ve lizerine esit hacimde (2 kat seyreltme orani) tripan mavisi
eklendi. Bu siispansiyon nazik¢e pipetaj yapilarak iyice kanstirildi ve 5 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar pipetaj yapilarak homojenligi saglanan hiicre
siispansiyonundan 10 pL alimp Thoma lamina aktarildi ve inverted mikroskop altinda
(20X ya da 40X biiylitmede) sayim gerceklestirildi. Hiicreler sayilirken tripan boyasini
icine alan mavi hiicreler 6lii, boyay1 igine almayan parlak beyaz hiicreler ise canli kabul
edildi. Mikroskop goriintii alanindaki hiicreler sayilarak mL’deki toplam hiicre ve canli

hiicre sayisinin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanildi [133].

Total hiicre sayis1 (mL’deki) = Alandaki toplam hiicre sayis1x 2 x 10* (3.4
Canli hiicre say1s1 (mL’deki) = Alandaki canli hiicre say1s1 x 2 x 10* (3.5
Canlilik viizdesi = Alandaki canli hiicre sayisi 100

B B EEE™ Alandaki total hiicre sayisi & (3.6)

1 mm

- -

i

(A) Ustten goriiniis (B) Cetvel ¢izgileri

Sekil 3.6: Thoma lami sematik gdsterimi.
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3.2.4.8 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Saglikl1 bir sekilde biiyiitiiliip birkag¢ kez pasajlanmig hiicre hattinin mL’sindeki canli hiicre
sayis1 (bk. Boliim 3.2.4.7) belirlendi. Bu hiicreler, 25 cm?’lik flasklara 2x10° hiicre/flask
olacak sekilde tam besiyeri ile son hacmi 5 mL’ye tamamlanip paylastirildi. Flasklar,
hiicrelerin ylizeye tutunmasi igin 37 °C’deki %5 CO; iceren inkiibatore kaldirildi. Ertesi
giin, flasktaki hiicrelerin yilizeye tutunmasi inverted mikroskobunda takip edildi ve tutunma
orant %70-80’e ulastiginda besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez 1X PBS kullanilarak
yikandi ve flasklara %0,1 (w/v) BSA’li DMEM eklendi. Flasklar, 37 °C’deki %5 CO:
iceren inkiibatorde, 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra kontrol grubu hari¢ diger
flasklara, son konsantrasyonu 20 ng/mL olacak sekilde, VEGF (Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii) sitokini uygulandi. Flasklar tekrar inkiibatére konuldu ve inkiibasyon
stiresinin 1., 3., 6., 24. ve 48. saatlerinde hiicreler kaldirilarak pellet elde edildi. Bu

pelletler, RNA izolasyonu veya protein ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanilmak iizere -80

°C’de muhafaza edildi.

3.2.49 Yolak inhibisyon Deneylerinin Kurulmasi

Birka¢ kez pasaj yapilarak biiyiitiilen hiicre hattinin mL’sindeki hiicre sayisi belirlendi.
Boliim 3.2.4.8’de agiklandigi gibi hiicreler 25 cm?®’lik flasklara paylastirildi ve hiicrelerin
ylizeye tutunmasi i¢in 1 gece 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin,
%70-80 tutunma oranina ulasan hiicrelerden besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler iki kez
1X PBS iginde yikandi. Flasklara %0,1 (w/v) BSA’li DMEM eklenip 1 sa. inkiibatore
birakildi. inkiibasyon sonunda kontrol ve sadece sitokin uygulanacak flasklar hari¢ diger
flasklara son konsantrasyonlar1 Tablo 3.8’de verilen PD169316, SP600125, PD98059 ve
Wortmannin inhibitérleri uygulandi. Flasklar 45 dk. inkiibasyona birakildiktan sonra
kontrol grubu hari¢ diger flasklara son konsantrasyonu 20 ng/mL olacak sekilde VEGF
sitokini uygulandi. Flasklar tekrar inkiibatore konuldu ve inkiibasyon siiresinin 6. saatinde
tiim flasklardaki hiicreler kaldirilarak pellet elde edildi. Bu pelletler, RNA izolasyonu veya

protein ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanilmak itizere -80 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.8: inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan inhibitorler ve son konsantrasyonlari.

Inhibitorler Son Konsantrasyon
PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii) 5 uM

SP600125 (JNK inhibitorii) 20 uM

PD98059 (MEK inhibitorii) 10 uM

Wortmannin (PI3K inhibitdrii) 1 uM
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3.2.5 Transfeksiyon Calismalari ile Ilgili Teknikler
Calismada plazmit DNA’lart memeli hiicre hatlarina gecici olarak aktarmak igin

transfeksiyon galigmalart yapildi.

3.2.5.1 Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu ile Geg¢ici Transfeksiyon

Calismalarinda kullanilacak hiicre hatt1 birkag kez pasaj yapilarak blyiitildi ve
mL’sindeki canli hiicre sayis1 belirlendikten sonra 25 cm?®’lik flasklara, 2x10° hiicre/flask
olacak sekilde paylastirthip bir gece inkiibasyona birakildi. Transfeksiyondan once
kullanilacak ¢ozeltiler (bk. Tablo 3.9) oda sicakligina getirilip ¢okelme olup olmadig:
kontrol edildi. 25 cm?lik flask i¢in son hacimleri 315 pL olan ¢dzelti A (31,5 pL, 2,5 M
CaCla ve ~10 ng DNA) ve Cozelti B (2X HeBS) ependorf tiiplerde hazirlandi. Farkli flask
ve plakalar icin gereken ¢ozelti A ve B bilesenleri Tablo 3.10°da verilmistir. Cozelti A,
pastor pipetiyle hava kabarcigi olusturulan c¢ozelti B’ye damla damla eklendi. Bu
transfeksiyon ortami presipitasyonun olusmasi i¢in oda sicakliginda 30-60 dk. inkiibe
edildi. Daha sonra DNA:Kalsiyum fosfat presipitasyon kompleksi nazik¢e karigtirilarak
flasklara damla damla eklendi. Flasklar, ileri-geri yavasca hareket ettirilip karisimin esit
dagilmas: saglandiktan sonra 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatorde 8-16 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra transfeksiyon ortami uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez 1X PBS
(ya da DMEM) ile yikanarak flasklara tam besiyeri (hacimce %10’luk FCS’li DMEM)
cklendi. Flasklar 37 °C’deki %5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi ve transfeksiyonun 72.
saatine kadar inkiibasyona devam edildi. Gegici transfeksiyonun inkiibasyon asamasindaki

hiicrelere, devaminda yapilacak ¢alismanin amacina gore farkl islemler uygulanmistir.

Tablo 3.9: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamisi

2,5 M CaCl, 36,75 g CaCl, (MW: 147,01) 100 mL dH>O’da ¢oziildii. Cozelti
0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edildi ve ependorf tiiplere
paylastirilarak -20 °C’de saklandu.

2X HEPES-Buffered 1,19 g HEPES (MW:238,3), 1,63 g NaCl (MW:58,44) ve 0,02 g
Saline (2X HeBS) Na,HPO4; (MW:141,96) ~90 mL dH»O’da ¢o6ziildi. pH 7,05’
- 50 mM HEPES ayarlanip hacim 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,22 um’lik
- 280 mM NaCl filtreden gecirilerek steril edildi ve ependorf tiiplere
- 1,5 mM Na;HPO4  paylastirilarak -20 °C’de saklandi.

(pH 7,05-7,12)
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Tablo 3.10: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozelti bilesenleri.

Flask / Cozelti A Cozelti B | Kiiltiir
Plate DNA 25MCaCl;  dH:Oile | 2X HeBS | Hacmi
96-well ~0,1 ng 0,45 uL 4,5 uL 4,5 uL 200 pL
24-well | ~0,5 pg (0,3-0,7 png) 225 il 22,5l 22,5uL | 500 pL
12-well | ~1 pg(0,5-1,2 pg) 4,5 uL 45 ulL 45 uL 1 mL
6-well ~2 ug (1-3 ng) 9uL 90 uL 90 uL 2 mL
35mm ~2 pg (1-3 ng) 9 uL 90 uL 90 uL 2 mL
60 mm | ~7,5ug(2-10 pg) 27 uL 270 uL 270 uL 5mL
100 mm | ~ 15 pg (6-20 pg) 63 uL 630uL | 630uL | 10mL
T25 flask | ~ 10 pg (4-20 pg) 31,5 ulL 315uL | 315uL | SmL
T75 flask | ~20 pug (10-30 pg) 94,5 uL 945uL | 945uL | 15mL

3.2.5.2 Ticari Transfeksiyon Reaktifi ile Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyondan bir giin once, birkac kez pasaj yapilarak saglikli bir sekilde biiytitiilmiis
hiicre hattinin mL’sindeki canli hiicre sayis1 belirlendi. Hiicreler transfeksiyon yapilacak
kiiltiir kabina optimum sayida paylastirilip 37 °C’deki %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi. Transfeksiyondan once ticari transfeksiyon reaktifleri, DNA ve DMEM oda
sicakligina getirildi. 1 pg plazmit DNA, son konsantrasyonu 0,01 pg/uL olacak sekilde
serumsuz DMEM ile karistirilip seyreltildi. Her 100 pL’lik seyreltilmis DNA ortamina 1
uL X-tremeGENE™ HP DNA (veya 2 pL TurboFect™) Transfeksiyon Reaktifi eklenerek
hafifce karistirildi. Transfeksiyon reaktifi:DNA karisimi 15 dk. oda sicakliginda
bekletildikten sonra hiicrelerin iizerine damla damla eklendi. Kiiltiir kabi hafif¢e sallanip
karisimin esit dagilmasi saglandiktan sonra 37 °C’deki %5 COz igeren inkiibatore kaldirild:
ve transfeksiyonun 72. saatine kadar inkiibasyona devam edildi. Gegici transfeksiyonun
inkiibasyon asamasindaki hiicrelere, devaminda yapilacak ¢alismanin amacina gore farkli

islemler uygulanmistir.

3.2.6 Flow Sitometri Yontemi

Calismada pEGFP-C vektoriine klonlanan genlerin over ekspresyonunu gozlemleyip
dogrulamak amaciyla hiicrelerdeki yesil floresan protein (GFP) sinyali flow sitometri
yontemiyle analiz edildi. Bu amacgla GFP sinyalini tasiyan genlerin Bolim 3.2.5°de
belirtildigi gibi gecici transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyonun 36. saatinde hiicrelerden
besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandiktan sonra tripsinizasyonla

kaldirildi. Hiicre siispansiyonu 1.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
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Geriye kalan hiicre pelleti 1X PBS ile yikanip tekrar 1X PBS’de siispanse edildi. Bu

siispanse hiicre 6rnekleri Guava EasyCyte™ flow sitometri cihazinda analiz edildi.

3.2.7 Sitotoksisite Deneyi

Hiicre canliliginin, proliferasyonunun ve sitotoksisitesinin bir indikatorii olan hiicresel
metabolik aktiviteyi 6lgmek amaciyla MTT testi kullanildi. Kolorimetrik olan bu yontem,
sar1 renkli tetrazolium tuzunun (MTT) -canli hiicrelerin metabolik aktivitesiyle- mor renkli
formazan kristallerine indirgenmesi esasina dayanir (bk. Sekil 3.7). MTT testinde

kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.11°de verilmistir.

S

T /N\ Rediiksiyon . B ‘N\
N's
oL N (Y
Br
NAD*
Tetrazolium tuzu (MTT) Formazan kristalleri
(Sari1 renkli) (Mor renkli)

Sekil 3.7: MTT testinde ger¢eklesen kimyasal degisim.

Tablo 3.11: MTT testinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi
Stok MTT Cozelti 0,25 g MTT tozu, 50 mL 1X PBS’de ¢oziildii. Bu ¢ozelti, 0,22 um
(5 mg/mL) filtreden gegirilerek steril edildi ve ependorflara paylastirildi. Isik

almayacak sekilde +4°C’de (uzun dénemli -20 °C’de) saklandi.
4 mM HCl igeren 210 pL HCI, son hacmi 500 mL olacak sekilde izopropanole
izopropanol cklendi ve oda sicakliginda saklandi.

Calismada, 96 kuyucuklu plaka igin MTT testinde kullanilacak optimum hiicre sayisi
belirlendi. Boliim 3.2.5°de belirtildigi gibi transfeksiyon yapilan hiicreler, 96 kuyucuklu
plakaya optimum sayida paylastirildi. Plaka 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatore
kaldirild1 ve inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde MTT testi uygulandi. Bu amacla
hiicrelerin bulundugu her bir kuyuya MTT c¢dozeltisi (son konsantrasyonu 0,5 mg/mL)

koyuldu. Hiicrelerin MTT’yi metabolize etmesi igin 37 °C’deki %S5 CO: igeren
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inkiibatorde 4 saat bekletildi. Inkiibasyondan sonra besiyeri uzaklastirildi ve olusan
formazan kristalleri (bk. Sekil 3.8) her bir kuyuya 200 pL izopropanol (4 mM HCI igeren)
eklenerek ¢oziildii. Sonrasinda Orneklerin (550 nm dalga boyunda) spektrofotometrede

absorbansi 6lgiildii [134]. Orneklerin her biri en az 6 tekrarh ¢alisildi.

PANCI(20X) HUVEC (20X)

Sekil 3.8: Calismada kullanilan hiicrelerdeki formazan kristallerinin goriintiisii.

Absorbans 0l¢iim verileri analiz edilirken, orneklerin absorbans degerinden kor olarak
kullanilan (hiicre icermeyen serumlu ya da serumsuz besiyeri) ornegin absorbans degeri
cikarilarak diizeltilmis absorbans hesaplandi. Diizeltilmis absorbans ile ornekteki hiicre
sayis1 dogru orantili olarak degerlendirildi. Deney grubu 6rneklerinin kontrol hiicrelerinden
daha diisiik absorbansa sahip olmasi hiicre proliferasyon hizindaki azalmaya tersi durum
ise proliferasyon hizindaki artmaya isaret etmektedir. Ayrica Orneklerin diizeltilmis
absorbans degerleri kullanilarak hiicrelerin ylizde (%) canhihigi asagidaki formiile gore

hesaplandi. Sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip analiz edildi.

Hi gt oo Ornek hiicrelerin absorbansi S
tcre canlihg (%) Kontrol hiicrelerin absorbansi (3.7)

3.2.8 Migrasyon Deneyi

In vitro hiicre migrasyonunu 6l¢mek amaciyla scratch (¢izik) testi yapildi. Yara iyilesme
(wound healing) testi olarak da bilinen scratch testi; tek katmanli hiicre tabakasinda bir
“cizik” olusturma, ¢izigi kapatmak i¢in gd¢ eden hiicrelerden goriintiiler alma ve bu
goriintiileri karsilastirma esasina dayanir. Calismada scratch testi yapmak amaciyla Bolim
3.2.5’de belirtildigi gibi transfeksiyon yapilan hiicreler, tripsinizasyonla yiizeyden
kaldirlip sayildi ve 12 kuyucuklu plakaya 25x10* hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi.
Hiicrelerin tiim yiizeyi kaplayip tek katmanl bir tabaka olusturmasi i¢in 16-24 saat inkiibe
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edildi. Her kuyu i¢in standart olacak sekilde steril 10 pL’lik beyaz pipet ucuyla kuyucugun
ortasina ¢izik atildi. Cizme islemi sirasinda ayrilan hiicreleri uzaklastirmak i¢in hiicreler 2
kez 1X PBS ile yikandi ve kuyulara tam besiyeri konuldu. 12 kuyucuklu plaka inkiibatore
konulmadan Once kuyucuklar 0. saate inverted mikroskop altinda goriintiilenip
fotograflandi. inkiibasyonun 1., 3., 6., 24. 48. saat gibi zaman araliklarinda ¢izik kapanana
kadar kuyucuklar tekrar goriintiilenip fotograflandi. Fotograflar ImagelJ programindaki
MRI Wound Healing Tool eklentisi ile analiz edildi [135]. Hiicrelerin gé¢ etme oranlari

asagidaki formiile gore hesaplandi.

(0. saat ¢izik alani - ilgili saatin ¢izik alani)
T x 100 (3 8)
0. saat ¢izik alan .

Hiicre gocii (%) =

3.2.9 Koloni Formasyon Deneyi

Hiicrelerin koloni olusturma yetenegini 6lgmek amaciyla koloni formasyon testi yapildi.
Klonojenik test olarak da bilinen koloni formasyon testi, tek bir hiicrenin bir koloniye
doniisme yetenegini incelemek ic¢in kullanilan in vitro kantitatif bir tekniktir. Koloni
formasyon testi i¢in 6 kuyucuklu plakada kullanilacak optimum hiicre sayisi belirlendi.
Daha sonra Boliim 3.2.5°de belirtildigi gibi transfeksiyonu yapilan hiicreler 6 kuyucuklu
plakaya optimum sayida paylastirildi. Plaka 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatore
kaldirildi ve inkiibasyonun 72. saatinde transfeksiyon islemi tekrar edildi. Hiicrelerin
koloni olusturma durumu inverted mikroskop altinda takip edildi. Yeterli koloni
yogunluguna ulasildiginda (ortalama 7-10 gilin sonra) hiicrelerden tam besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler 1X PBS ile yikandi. Kolonileri sabitlemek ig¢in hiicrelerin {izerini
kaplayacak kadar %100 metanol eklendi ve 20 dk. oda sicaginda inkiibe edildi. Metanol
uzaklastirilip hiicreler dH>O ile yikandi, kolonileri boyamak i¢in birkag damla %0,5 (w/v)
kristal viyole ¢ozeltisi eklendi ve 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra
hiicrelerdeki fazlalik boya ¢ikana kadar kuyucuklar suyla yikandi. 6 kuyucuklu plaka
kurutma kagid: tizerinde ters ¢evrilip 1 gece kurutulduktan sonra kuyucuklar goriintiilenip
fotograflandi. CellCounter programi kullanilarak kuyucuklarin tiim alanindaki koloni

sayis1 belirlendi ve sonuglar GraphPad programinda grafiklendirildi.

3.2.10 Floresan Calhismalan ile flgili Teknikler

Floresan ¢alismalari sirasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.12°de verilmistir.
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Tablo 3.12: Floresan ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamisi

% 4 (w/v) PFA ~ 80 mL 1X PBS isitmali manyetik karistiricida 55 °C’ye getirildi

(Paraformaldehit) ve lizerine 4 g paraformaldehit eklenip karistirildi. 10 N NaOH

Cozeltisi ¢ozeltisinden (~ 200 pL) berrak ¢ozelti olusana kadar damla ilave
edildi. Cozelti oda sicakligina getirildi ve pH"1 7,2’ye ayarlanip
son hacmi 1X PBS ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,45 um
filtreden gegirilip ependorf tiiplere paylastirildi. Tipler 151k
almayacak sekilde -20 °C’de saklandu.

DAPI Boyasi 14,3 mM (5mg/mL) DAPI stok ¢ozeltisinden 2,1 pL alimip 97,9

(300 nM) uL 1X PBS ile karigtirildi. Bu 300 uM’lik ara diltisyon, 1:1.000
oraninda 1X PBS’de seyreltilerek 300 nM DAPI boyasi hazirlandi.

3.2.10.1 Floresan Mikroskobunda GFP Analizi

Hiicrelerde genlerden ifade edilen proteinlerin lokalizasyonunu belirlemek i¢cin GFP (yesil
floresan protein) analizi teknigi kullanildi. Bu teknikte pEGFP-C1 vektoriine klonlanan
genlerin protein {rilinleri, GFP’nin C-terminaline fiizyon olarak ifade olmaktadir. Bu
floresan etiketli proteinlerin sinyali floresan mikroskop altinda goriintiilenerek hiicresel
lokalizasyonu tespit edildi. Bu amaca uygun olarak Boliim 3.2.5.2°de agiklandigi gibi
pEGFP-C1 vektoriindeki genler hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyonun 24. saatinde
hiicreler tripsinizasyonla yilizeyden kaldirilip sayildi ve kuyucuklarina steril yuvarlak
lameller vyerlestirilmis 24 kuyucuklu plakaya 125x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
paylastirildi.  Plaka, hiicrelerin  ylizeye tutunmasi i¢in inkiibatore kaldirildi.
Transfeksiyonun 36. saatinde hiicrelerden tam besiyeri uzaklastirilip hiicreler iki kez 1X
PBS ile yikandi. Hiicrelerin iistiine 250 uL %4 (w/v) paraformaldehit ¢ozeltisi eklenip, 15
dk. oda sicakliginda fiksasyon yapildi. Fiksatif ortam uzaklastirilip hiicreler {i¢ kez 1X PBS
ile yikandi. Hiicrelerin ¢ekirdegini boyamak igin tizerini kaplayacak kadar 300 nM DAPI
boyast eklenip 1-5 dk. karanlik ortamda inkiibe edildi. Ortamdan DAPI uzaklastirilip
hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi ve yuvarlak lameller mikroskop incelemesine
hazirlandi. Bu amagcla kuyucuklarin tabanindaki yuvarlak lameller dikkatle g¢ikarildi ve
lizerine floresan sinyalin solmasini1 engelleyen ticari antifade reaktifi damlatilmis lamlara -
hiicreler arada kalacak sekilde- ters ¢evrilerek kapatildi. Lamellerin kenarlar1 saydam oje
ile sabitlendi ve kurumasi i¢in oda sicakligindaki karanlik ortamda 24 sa. bekletildi.
Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu altinda goriintiilenerek fotograflari cekildi.

Floresan goriintiiler ImageJ programinda analiz edildi.

49



3.2.10.2 immiinofloresan (IFC) Deneyi

Immiinofloresan, antikorlarin floresan bir boya ile etiketlenip antijen-antikor kompleksinin
floresan mikroskopta goriintiilendigi, antijen-antikor reaksiyonuna dayanan, bir tekniktir.
Bu amagla Boliim 3.2.4.5°de aciklandig1 gibi birkag kez pasaj yapilarak biiyiitiilmiis hiicre
hatlarinin  mL’sindeki canli hiicre sayis1 (bk. Boliim 3.2.4.7) belirlendi. Hiicreler,
kuyucuklarina steril yuvarlak lameller yerlestirilen 24 kuyucuklu plakaya 125x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Plaka, hiicrelerin yilizeye tutunmasi i¢in 1 gece (16
sa.) 37 °C’deki %5 COaz igeren inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin Boliim 3.2.5°de belirtildigi
gibi transfeksiyon yapildi. Transfeksiyonun 36. saatinde hiicrelerden tam besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon i¢in hiicrelere 250 pL %4
(w/v) paraformaldehit ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi. Fiksatif
ortam uzaklastirilip hiicreler ti¢ kez 1X PBS ile yikandi. Hiicrelere, zarlarim zayiflatmak
icin 250 pL %0,1 (v/v) Triton X-100 iceren PBS eklendi ve on dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Hiicreler iki kez 1X PBS ile yikandi. Hiicrelere 250 uL %1 (w/v) BSA
iceren PBS eklenip | sa. oda sicakliginda inkiibe edilerek bloklama yapildi. Hiicreler iki
kez 1X PBS ile 5 dk. boyunca yikandi. Hiicrelere 100 pL primer antikor (1/250 oraninda
%1 BSA igeren PBS ile seyreltilmis PSMD4 antikoru) eklenerek nemlendirilmis kutuda
(humudity chamber) 1 gece +4°C’de inkiibasyon yapildi. Ertesi giin primer antikor
uzaklastirilip hiicreler iki kez 1X PBS ile 5 dk. boyunca yikandi. Bundan sonraki islemlere
oda sicaklinda ve karanlik ortamda devam edildi. Hiicrelere 100 pL sekonder antikor
(1/400 oraninda %1 BSA igeren PBS ile seyreltilmis Alexa Fluor™ 568 goat anti-mouse
antikoru) eklenerek nemlendirilmis kutuda 1 sa. oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
Sekonder antikor uzaklastirilip hiicreler ti¢ kez 1X PBS ile 5 dk. boyunca yikandi. Yikama
sonunda hiicrelerin tizerini kaplayacak kadar 300 nM DAPI boyasi eklenip 1-5 dk. karanlik
ortamda inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi ve yuvarlak
lameller mikroskop incelemesine hazirlandi. Bu amagla kuyucuklarin tabanindaki yuvarlak
lameller dikkatle ¢ikarildi ve {izerine floresan sinyalin solmasini engelleyen ticari antifade
reaktifi damlatilmis lamlara -hiicreler arada kalacak sekilde- ters cevrilerek kapatildi.
Lamellerin kenarlar1 saydam oje ile sabitlendi ve kurumasi i¢in oda sicakligindaki karanlik
ortamda 24 sa. bekletildi. Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu kullanilarak

goriintiilendi ve fotograflari ¢ekildi. Floresan goriintiiler ImageJ programinda analiz edildi.
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3.2.10.3 Floresan Miktarimin Belirlenmesi

Floresan caligmalarinda hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu altinda 40X ya da
100X biiylitmede goriintiilenerek farkli bolgelerin 5-10 fotografi alindi. Goriintiilerdeki
floresan miktar1 Image] programi kullanilarak analiz edildi. Bu amagla her seferinde
gorlintiideki bir hiicre segilerek alan, integre yogunluk ve gri deger ortalamasi olgiildii.
Ayrica her goriintiiddeki otofloresansi normallestirmek i¢in hiicre olmayan 3 arka plan alani
Ol¢iimii alindi. Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresanst (CTCF: Corrected Total Cell
Fluorescence) hesaplamak icin asagidaki formiil kullanildi [136]. Her hiicrenin floresan
yogunlugu Microsoft® Excel programinda hesaplandi. Elde edilen sonuglar GraphPad

programinda grafiklendirilip analiz edildi.

CTCF = integre yogunluk — (Segilen alan x Arka plan okumalari ort. floresansi) (3.9

3.2.11 Sahinan Sistem Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada PSMD4 genine ait promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesi Ready-To-
Glow™ Dual Secreted Reporter Assay kiti kullanilarak belirlendi. Bu amagla promotor
pargalarinin klonlandigi pMetLuc-reporter vektorii ve pSEAP2-kontrol vektorii Boliim
3.2.5’de bahsedildigi gibi hiicrelere birlikte transfeksiyonu yapildi. Ayrica transfeksiyonun
etkinligini belirlemek amaciyla pMetLuc-kontrol ve pMetLuc-reporter vektorleri hiicrelere
pSEAP2-kontrol vektoriiyle birlikte transfekte edildi. Transfeksiyonun 48. saatinde
hiicrelerden alinan besiyeri drneklerinden lusiferaz ve SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz)

aktivitesi Olgiildii. Salinan lusiferaz ve SEAP sisteminin basamaklari EK I’da verilmistir.

Lusiferaz aktivitesini belirlemek i¢in 10X substrat sollisyonu, substrat reaksiyon tamponu
ile 1X olacak sekilde seyreltildi. Daha sonra 384 kuyucuklu plakaya besiyeri 6rneginden 9
uL koyulup tizerine 1 pL 1X substrat/reaksiyon tamponu koyuldu. Aktivite sonuglari

hizlica luminometre cihazinda 6l¢iildii.

SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) aktivitesini belirmek i¢in 5X dilisyon tamponu dH>O ile
1X’e seyreltildi. Hiicre besiyeri drneklerinden 5’er pL 384 kuyucuklu plakaya konuldu.
Orneklerin iizerine 15 pL 1X dilisyon tamponu eklendi ve plaka aliiminyum folyoya sarilip
65 °C’deki su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra plaka oda sicakligina
getirmek i¢in 2-3 dakika buz iizerinde tutuldu. Daha sonra her bir kuyuya SEAP substrat
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soliisyonundan 20’ser pL ilave edildi. Ornekler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe

edildikten sonra luminometrede 6l¢iim alindi.

Lusiferaz ve SEAP aktivitesi 0l¢iim sonuglar1 degerlendirilirken her bir drnegin lusiferaz
aktivitesi SEAP aktivitesine bolunerek relative lusiferaz aktivitesi belirlendi. Elde edilen

sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip analiz edildi.

3.2.12 RNA ile ilgili Teknikler

RNA c¢alismalarinda ortam ve malzemelerdeki RNaz’larin inaktive olmasi i¢in hacimce
%0,1 DEPC’li su kullanildi. Ayrica ¢aligmalarda kullanilan tamponlar %0,1°lik DEPC’li
su ile hazirlandi. Hacimce %0,1°’lik DEPC’li su hazirlamak i¢in 1 mL DEPC (dietil
pirokarbonat) son hacmi 1 L olacak sekilde dH>O igine eklenerek iyice karistirildi. 37
°C’de 12 sa. inkiibe edildikten sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak kullanima hazir

hale getirildi.

3.2.12.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de muhafaza edilen hiicre pelletleri buz iizerine alinarak
¢oziildii ve Thermo Scientific GeneJET™ RNA izolasyon kitinin onerdigi sekilde
izolasyon yapildi. Baslamadan once lizis tamponuna B-merkaptoetanol (her 1 mL lizis
tamponu i¢in 20 pL 14,3 M B-merkaptoctanol) eklendi. Hiicre 6rnegine 600 pL lizis
tamponu eklenip 10 sn. vorteks yapildi. Hiicre lizat: insiilin ignesinden gegirilerek homojen
hale getirildi ve tlzerine 360 pL soguk (%96-100) etanol eklenip pipetaj yapildi.
Etiketlenen saflagtirma kolonuna bu lizattan 700 pL aktarildi ve kolon 1 dk. 12.000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipii bosaltildi ve hiicre lizati tamamen bitene kadar kolona
aktarilip santrifiije devam edildi. Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirilip 700 pL yikama
tamponu 1 eklendi ve 1 dk. 12.000 g’de santrifiijlendi. Toplama tiipii bosaltilip kolona 600
uL yikama tamponu 2 eklendi ve 1 dk. 12.000 g’de santrifiijlendi. Toplama tiipii bosaltilip
kolona son kez 250 pL yikama tamponu 2 eklendi ve kolon 2 dk. 12.000 g’de
santrifiijlendi. Toplama tiipii son kez bosaltilip kolon bos olarak 1 dk. 12.000 g’de santrifiij
edildi. Kolon steril RNaz-free ependorf tiipe yerlestirildi. Kolona 40-45 uL steril dH,O
eklenerek 1ki dakika inkiibasyona birakildi. Kolon 1 dk. 12.000 g’de santrifiij edilerek

eliisyon alindi. izole edilen RNA miktar1 belirlendikten sonra drnekler -80 °C’de saklandi.
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3.2.12.2 RNA Miktar Tayini

izole edilen RNA’nin miktar1 ve safligi spektrofotometrik 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans dl¢limii ile belirlendi. Bu amagla RNA Orneklerinden 2’ser uL ve
kor olarak ise 2 uL dH>O pDrop™ plakaya konuldu. Olgiim sonucu elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak RNA miktar1 ve safligi belirlendi [130]. Bu veriler asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplandi.

RNA miktart (ng/uL) = 4260 X 40 ng/puL x (10 mm/0,49 mm) (3.10)
Saflik = A260 / A280 3.11)

3.2.12.3 RNA Formaldehit-Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen RNA’larin kalitesini incelemek i¢in FA agaroz jel elektroforezi yapildi. RNA
ornekleri, RNaz’larin degradasyonuna maruz kaldigindan ortam ve malzemelerdeki
RNaz’lar inaktive edildi. Bu amagla, cam malzemeler hacimce %0,1 DEPC’li suda 12 saat
bekletildikten sonra otoklavlandi. Ayrica tank ve aparatlari, %0,5 (w/v) SDS soliisyonunda
yikanip %0,1°lik DEPC’li suyla durulandiktan sonra saf etanolden gegirildi ve etiivde

kurumaya birakildi. Calismada kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.13°de verilmistir.

Tablo 3.13: Formaldehit agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamisi

10X FA Tamponu 41,9 g MOPS (MW:209,26), 6,8 g NaAc (MW: 136,08) ve 20 mL
- 0,2 M MOPS 0,5 M’lik EDTA (pH 8,0) gozeltisi ~900 mL %0,1’lik DEPC’li

- 0,05 NaAc suda ¢oziildii. pH’1 7,0’ye ayarlanip son hacim DEPC’li suyla 1

-0,01 M EDTA L’ye tamamlandi. Bu ¢o0zelti 1s1k almayacak sekilde oda
(pH 7,0) sicakhiginda saklandi.

1X FA Tamponu 100 mL 10X FA tamponu ve 20 mL %37’lik (12,3 M) FA

(0,25 M FA igeren)  karistirildi ve son hacim DEPC’li suyla 1 L’ye tamamlandi.

%]1°lik formaldehit agaroz jel hazirlamak icin 0,5 g agaroz 5 mL 10X FA tamponunda
¢ozildi ve %0,1’lik DEPC’li suyla 50 mL’ye tamamlandi. Karigim mikrodalgada
kaynatilip 50 °C’ye sogutulduktan sonra %37’lik (12,3 M) formaldehitten 900 pL eklenip
karistirildi. Jele son konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir (Et-Br)
eklendi ve jel, taraklar1 dnceden yerlestirilen elektroforez kasetine dokiildii. Polimerlesme
saglandiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve kaset tanka yerlestirildi. Elektroforez tanki 0,25 M

formaldehit iceren 1X FA tamponuyla dolduruldu. Ornekler 2X yiikleme boyasiyla
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karistirildi ve 70 °C’de 10 dakika bekletilerek 1s1 ile denatiire edildi. Denatiire 6rnekler buz
tizerine sogutulduktan sonra jele yiiklendi ve 80 voltta 40 dk. yiritildi. Jel, UV

goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflandi.

3.2.12.4 Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR tekniginde, izole edilen RNA’lara, iki basamakl islem uygulandi. ilk basamakta
RNA’dan ¢cDNA sentezi, Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonuyla gerceklestirildi.
Sonraki basamakta ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ilk basamakta sentezlenen

cDNA ve gene 6zgii primerler kullanilarak ilgili gen bolgesinin amplifikasyonu yapildi.

3.2.12.5 Reverse Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu ile cDNA Sentezi

izole edilen RNA’larin miktari belirlenip kalite kontrolii yapildiktan sonra Reverse
Transkripsiyon (RT) reaksiyonuyla her bir 6rnekten 1 pg kalip RNA kullanilarak cDNA
sentezi yapildi. RT reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve yapilan islemler Tablo 3.14’de

gosterilmistir. Hazirlanan cDNA’lar -20 °C’de (uzun donemli -80 °C’de) muhafaza edildi.

Tablo 3.14: RT reaksiyonu bilesenleri ve yapilan islemler.

Bilesenler Miktar
Kalip-RNA - (1 ng)
Oligo-dT-primer (0,5 pg/uL) 1 uL

dH>O Son hacim 12,5 uL

» Bes dakika 65 °C’de inkiibasyon yapildi.

» Inkiibasyon sonunda sirasiyla asagidaki bilesenler eklendi.

Reaksiyon tampon (5X) 4 uL
RiboLock RNaz inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
dNTP karisim (10 mM) 2 uL
Reverse transkriptaz (200 U/uL) 1 uL
Toplam hacim =20 uL

* Bilesenler nazikge karistirildi ve tiiplere kisa siireli santrifiij yapild..
» 42 °C’de 60 dk. ve 72 °C’de 10 dk. inkiibasyon yapildu.

3.2.12.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cDNA Kalite Kontrolii

Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile sentezlenen cDNA’larin ve gene 0zgi
ekspresyon primerlerinin kullanildigt PCR gergeklestirildi. Calismada Tablo 3.15°de
verilen PSMD4 genine 6zgii ekspresyon primerleri ve i¢ kontrol (normalizasyon) amagh

kullanilan insan beta-2-mikroglobulin (HB-2-M) geni ekspresyon primerleri kullanilarak
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PCR yapildi. PCR’da kullanilan bilesenler Tablo 3.16’da ve dongii sartlar1 Tablo 3.17°de

verilmektedir. PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi.

Tablo 3.15: PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri.

Primer Adi Niikleotit Dizisi (5°—3’) %GC Tm Uriin
PSMDA4 ileri GAAGGTGGCAAGATGGTGTTGGAAA 48 sgags B0
PSMD4 geri TCCTTCTCATTGTCCTCCACTGGGCT 53,8 bg
HpB-2-M ileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC o) coien  BI5
HB-2-M geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT 45,5 b¢

Tablo 3.16: PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerlerinin PCR bilesenleri.

¥ PSMD4 Primerleri ¥ ¥V HB-2-M Primerleri ¥
(*100 pmol/uL stoktan) (*50 pmol/uL stoktan)
Bilesenler Miktar Miktar
cDNA 1 uL 1 uL
dNTP karigim (10 mM) 1 uL 1 uL
MgCl, (25 mM) 2uL 2 uL
Taq tamponu (10X) SuL 3 pL
ileri primer* 1 nL 1 uL
Geri primer™ 1 uL 1 puL
dH,O 38,5 uL 38,5 uL
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,5 uL 0,5 uLL
Toplam =50 uL =50 uL

Tablo 3.17: PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerlerinin PCR dongii sartlari.

Segment Dongii Sayisi Sicakhk Siire
1 1 94 °C 2 dk.

94 °C 1 dk.

2 30 58 °C 30 sn.
72.°C 30 sn.

3 1 72 °C 10 dk.

3.2.12.7 Real-Time PCR

Calismada genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesini kantitatif olarak belirlemek
amaciyla real-time PCR yapildi. Sentezlenen (bk. 3.2.12.4) cDNA’larin her birine en az 3
tekrarl olacak sekilde PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri (bk. Tablo 3.15)
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kullanilarak real-time PCR ger¢eklestirildi. Bu amagla Tablo 3.18’de bilesenleri verilen
sekilde hazirlanan oOrnekler 96 kuyucuklu beyaz plakaya hava kabarcigi kalmayacak
sekilde konuldu. Daha sonra plakanin tizeri saydam jelatin ile iyice kapatildi. Tablo
3.19°da verilen dongii kosullarinda Light Cycler® 480 (Roche) cihazi kullanilarak real-time
PCR gergeklestirildi.

Tablo 3.18: Real-time PCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar (pL)
cDNA 1
RealQ Plus 2X Master Mix Green 6,25
[leri primer (10 pmol/uL) 0.5
Geri primer (10 pmol/uL) 0,5
dHO 4,25
Toplam =12,5uL

Tablo 3.19: Real-time PCR dongii sartlari.

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire

On inkiibasyon 1 95 °C 10 dk.
95 ¢ 30 sn.

Amplifikasyon 40 33 C 30 sn.
T2:% 30 sn.

. - 959%€ 5 sn.
Erime Egrisi 1 65 °C 1 dk.
Sogutma 1 40°C 30 sn.

Elde edilen sonuglar Livak [137] yontemine gore analiz edildi. En az 3’er tekrarli ¢aligilan
PSMD4 geni ve normalizasyon (i¢ kontrol) amagli HB-2-M geninin Ct (Cycle threshold)
degerlerinin ortalamalari hesaplandi. HB-2-M geni Ct ortalamasindan PSMD4 geni Ct
ortalamasi ¢ikartildi ve sonu¢ degerin 2 tabanindaki kuvveti alindi. Calismada kontrol
olarak kullanilan gruplar kendine boliindii ve “1” birim kabul edildi. Deney gruplar ise
kontrol grubu sonucuna béliinerek 1’in katlart seklinde degerler hesaplandi. Bu sonuglar

GraphPad programinda grafiklendirilip analiz edildi.

Calismada ayrica EMT (Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim) ve apoptoz siiregleriyle iliskili
genlerin (bk. Tablo 3.20) ekspresyon primerleri kullanilarak real-time PCR gergeklestirildi.
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Tablo 3.20: EMT ve apoptoz siiregleriyle iligkili genlerin ekspresyon primerleri.

Genler Primer Adi Niikleotit Dizisi (5°—3’) %GC  Twm(°C)
E-Cadherin ileri GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG 52,2 57
E-Cadherin Geri TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG 54,5 56
Vimentin {leri AGGCAAAGCAGGAGTCCACTGA 54,5 56

E £ Vimentin Geri ATCTGGCGTTCCAGGGACTCAT 54,5 56

o = Twistileri GCCAGGTACATCGACTTCCTCT 54,5 56
Twist Geri TCCATCCTCCAGACCGAGAAGG 59,1 58
Osteopontin ileri CGAGGTGATAGTGTGGTTTATGG 47,8 55
Osteopontin Geri GCACCATTCAACTCCTCGCTTTC 52,7 57
Bax fleri TTTGCTTCAGGGTTTCATCC 45 50

% = Bax Geri TCCTCTGCAGCTCCATGTTA 50 52

2 £ Bel-2ileri GAGGATTGTGGCCTTCTTTG 50 52

< Bel-2 Geri ACAGTTCCACAAAGGCATCC 50 52

3.2.13 Protein ile ilgili Teknikler
3.2.13.1 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi
Calismada genlerin protein diizeyindeki ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in Western

blot yontemi kullanildi. Bu teknigin akis semasi Sekil 3.9°da verilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi
(Protein ekstraksiyonu ve miktar belirleme)

0

[
( Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) )
[
[
[

1y

Proteinleri Membrana Blotlama ]

0

immiinoblotlama (Antikor uygulama) ]

{

Goriintiileme ve Analiz

Sekil 3.9: Western blot yonteminin akis semasi.

Western blot yontemiyle protein analizi ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve bilesimleri

Tablo 3.21°de verilmektedir.

57



Tablo 3.21: Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti

Bilesimi - Hazirlanisi

RIPA Tamponu

Son konsantrasyonunda; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 140 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, %0,1 (w/v) sodyum deoksikolat, %0,1
(w/v) SDS ve %1 (v/v) Triton X-100 bulunan ¢ozelti hazirlanir. Son
hacmine gore proteaz inhibitori eklendi ve 15 mL’lik falkonlara
paylastirilarak -20 °C’de sakland.

Bradford Reaktifi

0,1 g Coomassie brillant blue (G-250), 50 mL %95’lik etil alkol iginde
¢oziildii ve 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklenerek karistirildi. Son
hacim dH,O ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti iki kez filtre kagidindan
gecirilip 151k almayan bir sisede +4°C’de saklandi.

Ayirma (Alt) Jel
Tamponu

% 0,4 (w/v) SDS iceren 1,5 M Tris-base (pH 8,8): 18,17 g Tris-base
(MW:121,14) ve 0,4 g SDS ~80 mL dH»>O’da ¢oziildi. pH 8,8’e
ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de sakland1.

Yigma (Ust) Jel
Tamponu

% 0,4 (w/v) SDS igeren 0,5 M Tris-base (pH 6,8): 6 g Tris-base
(MW:121,14) ve 0,4 g SDS ~80 mL dH>O’da ¢ozildi. pH 6,8°¢
ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

0,25 M Tris-base ve 1,92 M glisin igeren ¢ozelti (pH 8,3): 30,3 g Tris-
base (MW:121,14) ve 1444 g glisin (MW:75,07) ~700 mL dH>O’da
¢oziildii. pH 8,3’¢ ayarlanip son hacmi 1 L’ye tamamlandi.

%10 (w/v) SDS
Cozeltisi

10 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) dH>O’da ¢o6ziilerek son hacmi 100
mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Yiirtitme Tamponu
(1X)

100 mL 10X yiirtitme stok tamponu ve 10 mL %10 (w/v) SDS ¢ozeltisi
karistiritlip hacim 1 L’ye tamamlandi. Son konsantrasyon: 25 mM Tris-
base, 92 mM glisin ve %0,1 SDS (w/v) (pH 8,3).

Transfer Tamponu

100 mL 10X yiiriitme stok tamponu, 200 mL metanol ile karstirilip
son hacim dH,O ile 1 L’ye tamamlandi. Cozeltiye 500 pL %10 (w/v)
SDS eklendi ve -20 °C’de sogutularak kullanildi.

10X Stok TBS
(Tris-Buffered
Saline)

0,2 M Tris-base ve 1,5 M NaCl igeren ¢ozelti (pH 7,5): 24,22 g Tris-
base (MW:121,14) ve 87,66 g NaCl (MW:58,44) ~ 700 mL dH>O’da
¢ozildi. pH 7,5’e ayarlanip son hacim 1 L’ye tamamlandi. +4°C’de
saklandu.

1X TBST 1X TBS’de %0,1 (v/v) Tween-20 igeren ¢ozelti: 100 mL 10X stok

Cozeltisi TBS ile 1 mL Tween-20 karistirdi ve son hacim dH>O ile 1 L’ye
tamamlandi.

Bloklama %35 (w/v) yagsiz siit tozu igeren 1X TBST: 50 mL 1X TBST ¢ozeltisi

Tamponu icinde 2,5 g yagsiz siit tozu ¢oziinerek hazirlandi ve +4°C’de saklandi.

Jel Boyama 0,1 g Coomassie brillant blue R-250, 50 mL metanolde ¢6ziildi ve 10

Cozeltisi mL asetik asit eklenerek karistirildi. Son hacmi dH2O ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Jelden Boya Hacimce; %5 metanol, %7,5 asetik asit ve %87,5 dH>O ile hazirlandi.

Giderici Cozelti

Ponceau Boyasi

0,1 g ponceau-S, 100 mL % 5 (v/v) asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziildii.
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3.2.13.2 Hiicresel Proteinlerin Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edilen hiicre
pelletleri buz iizerine alinarak ¢oziildii. Protein degradasyonunu engellemek igin tiim
islemler ya buz iizerinde ya da +4 °C’de gerceklestirildi. Baslamadan 6nce -20 °C’de
saklanan RIPA tamponu (bk. Tablo 3.21) +4 °C’de bekletilerek eritildi. Miktar
kullanilacak hiicre sayisina gore optimize edilen RIPA tamponu, ependorf tlipteki pellet
tizerine eklendi ve hiicreler pipetajla siispanse edildi. Tiiplere, ultrasonik su banyosunda
buzlu su iizerinde, 30-60 sn. sonikasyon yapilarak lizise devam edildi. Hiicre lizati,
horizontal ¢alkalayicida buz ilizerinde 15 dk. inkiibe edildikten sonra 13.500 rpm’de (+4
°C’de) on dk. santrifiijlendi. Sonrasinda siipernatant, sogutulmus ependorf tiipe dikkatlice

alind1 ve drnekteki protein miktari belirlendi. Ornekler -80 °C’de saklandi.

3.2.13.3 Proteinlerin Kantitatif Belirlenmesi

Orneklerdeki protein miktar1 Bradford yontemiyle kantitatif olarak belirlendi [138]. Tablo
3.21°de belirtildigi sekilde hazirlanan Bradford reaktifi ve bir seri (100-1000 ug/mL) BSA
standart c¢ozeltisi kullanilarak standart egri hazirlandi. Bu amagla standart BSA
¢ozeltilerinin her birinden, 96 kuyucuklu plakaya en az 3 tekrarli olacak sekilde, 5’er pL
konuldu. Ayrica 5 puL dH>O kor olarak konuldu. Protein miktar belirlenecek drneklerden
ise 5’er puL koyuldu. Daha sonra her bir kuyucugun tizerine 250 pL Bradford reaktifi
eklendi ve 10 dk. karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda spektrofotometrede,
595 nm dalga boyunda, absorbans 6lgiildii. Standart BSA ¢ozeltilerindeki protein miktarina
karsilik gelen absorbans degerlerine gore standart egri olusturuldu (bk. Sekil 3.10).

Standart egri lizerinden orneklerin absorbansina karsilik gelen protein miktar: belirlendi.
0,8=
0,6=

0.4-

Absorbans (595 nm)

0,0 1 I I 1 1
0 200 400 600 800 1000

Protein konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.10: Bradford yontemi BSA standart egrisi.
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3.2.13.4 SDS-PAGE

Caligmada hiicrelerden ekstrakte edilen proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gore ayirmak
icin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) kullanildi. SDS-
PAGE teknigi negatif yiiklii proteinlerin elektrik alani1 varliginda poliakrilamid jelde
yirtitiilmesi esasina dayanir. Bu amagla oOncelikle Tablo 3.21°de verilen ¢ozeltiler
hazirland1 ve ¢alismada kullanilacak aparat ve cam malzemeler dH>O ile yikanip %70’lik
etanol ile temizlendi. Cam levhalar kurulanarak jel dokiim standina yerlestirildi ve jel

dokmeye hazir hale getirildi.

SDS-PAGE caligmasinda farkli oranlara sahip (%10’luk ayirma jeli ve %4’liik yigma jeli)
jeller hazirland1 ve kesintili olarak dokiildii. Oncelikle bilesenleri Tablo 3.22°de verilen
%10’luk ayirma jeli (alt jel) hazirlanarak {istten 2-3 cm bosluk kalana kadar cam levhalarin
arasina hava kabarcigi olusturmadan dokiildii. Hemen ardindan jel yiizeyinin diizgiin
olusmasi i¢in %90°lik izopropanol (veya dH>O) eklendi. Jel, polimerize olmasi i¢in 30 dk.
bekletildikten sonra ylizeyindeki izopropanol dikkatle dokiildii ve kurutma kagidi ile ortam
kurulandi. Ardindan Tablo 3.22°de bilesenleri verilen %4’liik yigma jeli (iist jel)
hazirlanarak yigma jelinin lizerine dokiildii. Hemen ardindan cam levhalarin st kismina
kuyular1 olusturacak tarak dikkatle takildi. Yigma jeli, polimerlesmesi i¢in 30 dk.
bekletildikten sonra tarak dikkatle ¢ikarildi ve kuyular dH>O ve 1X yiiriitme tamponu ile
yikandi. Cam levhalar jel kasetine yerlestirilip elektroforez tankina yerlestirildi ve

levhalarin aras1 1X yiirlitme tamponu ile dolduruldu.

Tablo 3.22: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve hazirlanma oranlari.

%10 Ayirma Jeli %4 Y1gma Jeli
Bilesenler (2 jel igin miktarlar) (2 jel i¢in miktarlar)
Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2.5 mL -
Yigma (Ust) Jel Tamponu - 2,5 mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40 37.5/1) 2,5mL 625 uL
dH,O 5SmL 3,05 mL
% 10 (w/v) APS 100 uL 50 uL
TEMED 10 pL 5uL

Protein miktar1 belirlenen Ornekler jele yiliklemek ic¢in hazirlandi. Bu amacgla en az
miktarda protein bulunduran 6rnegin 20 pL’deki miktar1 referans alind1 ve diger 6rnekler

de bu miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere konuldu. Her bir 6rnegin lizerine 5 pL
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yiikleme boyasi (90 pL ticari 4X Laemmli 6rnek tamponu ve 10 pL B-merkaptoetanol
karistirilip hazirlandi) eklendi. Orneklere son hacmi 25 pL olacak sekilde yigma jel
tamponu eklendi. Orneklerdeki proteinler 95 °C’de bes dakika bekletilerek denatiire edildi.
Jeldeki ilk kuyuya 5 pL biiyiikliik belirteci (PageRuler™ Prestained Protein Ladder)
yiiklendi. Diger kuyulara ise boyanip denatiire edilen protein &rnekleri yiiklendi.
Elektroforez tankinin alt kismina kullanilan jel sayisina gore 1X yiirlitme tamponu
konuldu. Jeldeki ornekler ilk olarak 90 voltta 15 dk. (mavi 6rnek ¢izgisi ayirma jeline
gelene kadar) daha sonra 120 voltta 1,5-2 sa. (mavi 6rnek ¢izgisi ayirma jeli tabanina 1 cm

gelene kadar) yiiriitiildi.

3.2.13.5 SDS Jeldeki Proteinlerin Membrana Blotlanmasi

SDS jelindeki proteinlerin transferi i¢in Bio-Rad Trans Blot sistemi ve PVDF
(Millipore™) membran kullanildi. SDS-PAGE isleminin hemen ardindan cam levhalarin
arasindaki jel c¢ikarilip yigma jeli kesilerek uzaklastirildi. Geriye kalan ayirma jeli,
dengelenmesi i¢in soguk transfer tamponu (bk. Tablo 3.21) i¢inde 5 dk. oda sicakliginda
bekletildi. Ayrica transferde kullanilan aparat, kagit (Whatman 3 MM) ve siingerler de
transfer tamponunda bekletildi. Ayirma jeli ile ayn1 boyutta (8,5 x 5,2 cm) kesilen PVDF
membran 1 dk metanolde bekletilip aktive edildi ve soguk transfer tamponuna alindi. Daha
sonra sandvi¢ hazirlama islemine ge¢ildi. Bu amagla transfer kaseti arasina (-) kutuptan
baslayarak (siyah tabanin iistiine) sirasiyla, siinger-kagit-jel-membran-kagit-siinger olacak
sekilde yerlestirildi. Islem sirasinda hava kabarcigi kalmamasi igin silindirik aparatla
katmanlarin tizerinden gecildi. Sandvi¢ transfer kasetine dikkatle sikistirildiktan sonra
soguk transfer tamponuyla dolu olan tanka yerlestirildi ve + 4 °C’de 1 gece (16 sa.) 15

voltta elektroforetik transfere birakildi.

3.2.13.6 Proteinlere Antikor Uygulanmasi (immiinoblotlama)

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membran spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek
icin bloklandi. Bu amagla membran, 20 mL bloklama tamponu (bk. Tablo 3.21) i¢inde oda
sicakliginda 1 sa. horizontal ¢alkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra bloklama tamponu
uzaklastirildi ve membran 5’er dakikalik siirelerle iic kez 1X TBST (bk. Tablo 3.21) ile
yikandi. Membranin PSMD4 ve B-aktin proteinlerini igeren kisimlar1 ayri1 ayri primer
antikorlarla (bloklama tamponunda seyreltilen 1/1000 PSMD4 antikoru ve 1/5000 B-aktin
antikoru) +4 °C’de 1 gece doner hareketli ¢alkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

membran 5’er dakikalik stirelerle ii¢ kez 1X TBST ile yikand1 ve sekonder antikorla
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(1/5000 mouse PB-aktin antikoru) 1 sa. oda sicakliginda doner hareketli ¢alkalayicida inkiibe
edildi. Membran son olarak 5’er dakikalik siirelerle ii¢ kez 1X TBST ile yikandi ve

goriintiilemeye gegcildi.

3.2.13.7 Goriintiileme ve Analiz

Spesifik antikorlarla baglanarak isaretlenmis membrandaki proteinleri goriintiillemek igin
(Pierce™) ECL Western blot substrati kullanildi. Ureticinin &nerdigi sekilde hazirlanan
ECL substrat ile membran muamele edilip 1 dk. karanlik ortamda inkiibe edildi. Ardindan

membran UVP BioSpectrum™ gériintiileme sisteminde goriintiilenip fotograflandi.

Membran fotograflarindaki protein bantlari, Image] programinda densitometrik olarak
analiz edildi [135]. Deney ve kontrol gruplarinda normalizasyon amaciyla B-aktin proteini
de calisildi. PSMD4 ve B-aktin analiz sonuglari oranlanarak GraphPad programinda
grafiklendirildi.

3.2.14 istatistiksel Analiz

Tekrarli ¢alisilan deney verileri GraphPad (v9.4.1.681) programinda one-way ANOVA
testiyle analiz edildi ve p degeri 0,05 kiiciik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur [139]. Kiyaslanan gruplarin p degeri grafik iizerinde asteriks (*) ile
isaretlendi. Eger p < 0,05 1se (*) ile, p < 0,01 1se (**) ve p < 0,001 ise (***) ile gbsterildi.
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4. BULGULAR

4.1 Alt Klonlama Calismalan

4.1.1 Klonlama Primeri Tasarimi

PSMD4 geni, insanda 1. kromozomun uzun (q) kolunun 21.3 lokasyonunda bulunmaktadir.

NCBI veri tabaninda kaydedilmis 2 farkli varyant1 bulunmaktadir (bk. EK A.1 ve A.2).

PSMD4 geninin pEGFP-C1 vektoriine klonlanmasi amaciyla genin, transkript varyant 2
(NM _002810.4) mRNA niikleotit dizisi kullanilarak Bolim 3.2.3.2°de belirtildigi gibi
primerler tasarlandi. Oncelikle ilgili gen bdlgesinin restriksiyon haritalamasi yapilarak (bk.
EK C) geni kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri belirlendi. pEGFP-C1 vektoriiniin
kesim bolgesinde bulunan ancak gen dizisini kesmeyen restriksiyon enzimleri belirlendi.
Bu enzimlerin hedef dizileri okuma gergevesini kaydirmayacak sekilde primer dizilerine
yerlestirildi. Tablo 4.1°de gosterilen ileri klonlama primerine Xhol kesim bolgesi, geri
primerine ise HindIIl kesim bdolgesi eklenmistir. Ayrica primerlerin Tm, sag¢ tokasi, %GC

ve NCBI analizleri yapilarak uygunlugu kontrol edilmistir.

Tablo 4.1: PSMD4 klonlama primerleri.

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°—3’) %GC Tm
Ileri klonlama AACTCGAGAGATGGTGTTGGAAAGCA 46 76°C
Xhol kesim bélgesi; 5°...C'TCGAG...3’

Geri klonlama AAAAGCTTTCACTTCTTGTCTTCCTC 38 72°C

HindIII kesim bolgesi; 5°... A'AGCTTT...3’

4.1.2 PSMD4 Genini pEGFP-C1 Vektoriine Alt Klonlama

Deneysel ¢alismada, floresan metod ile PSMD4 geni proteinlerinin over ekspresyonunun
ve hiicresel lokalizasyonunun belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu amaca uygun olarak
pcDNA-3.3 TOPO vektoriindeki PSMD4 geni, alt klonlama ile pEGFP-C1 vektoriine
aktarildi. Alt klonlama calismasinin basamaklarini 6zetleyen akis diyagrami Sekil 4.1°de

gosterilmektedir.
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PSMD4-pcDNA-TOPO’daki Geni [ 5 PEGFP-CI Vektoriine Alt Klonlama

Jorpu e ==

Klonlama primerleri ile PCR

U

PCR iiriinlerini agaroz jelde yiiriitme

L2

[ Agaroz jelden geri kazanma
{} .
pEGFP-C1 Xhol ve Hind III ile kesim
[ Xhol ve Hind III ile kesim reaksiyonu ] reaksiyonu
[ Kesim iiriinlerini agaroz jelde yiiriitme ] [ Kesim iiriinlerini agaroz jelde yiiriitme
Agaroz jelden geri kazanma Agaroz jelden geri kazanma
(PSMD4 insertleri) (Lineer pEGFP-CI vektorleri)

Ligasyon reaksiyonu

$

Transformasyon

.

Plazmit izolasyonu

.

]
)
)
Kontrol kesim reaksiyonu )
]
)

0

Kesim iiriinlerini agaroz jelde yiiriitme

<

Dizileme (Dogrulama)

Sekil 4.1: PSMD4-pcDNA-3.3-TOPO vektortindeki geni pEGFP-C1 vektoriine alt
klonlama basamaklari.

Oncelikle PSMD4 genini igeren plazmit ve Boliim 4.1.1 belirtilen sekilde tasarlanan
primerler kullanilarak Bolim 3.2.3.3’de agiklandigi gibi PCR gergeklestirildi. PCR
bilesenleri Tablo 4.2°de, dongii kosullar1 Tablo 3.4’de verilmektedir. Pozitif kontrol olarak
Hf-2-M geni primerleri kullanildi.
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Tablo 4.2: PSMD4 geni alt klonlama PCR bilesenleri.

¥ PSMD4 Klonlama Primerleri ¥V Hp-2-M Primerleri

(*100 pmol/ulL stoktan) (*50 pmol/ul stoktan)
Bilesenler Miktar Miktar
Kalip DNA 1 uL 1
dNTP karisim (10 mM) 1 uL 1 uL
MgCl (25 mM) 2ul 2ul
Taq tamponu (10X) S5uL S5uL
Ileri primer* 1 pL 1 uL
Geri primer* 1 uL 1 uL
dH>O 38,5 uL 38,5 uL
Taq polimeraz (5 U/pL) 0,5 uL 0,5 uL
Toplam =50 uL =50 pL

PCR iiriinleri Boliim 3.2.3.4°de belirtildigi gibi DNA agaroz jel elektroforezinde yiiriitildi.
Jel, UV goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflandi (bk. Sekil 4.1).

Sekil 4.2: Klonlama PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi gortintiisii.
(M: marker, 1-4 PSMD4 geni, 5-6 pozitif kontrol)

Sekil 4.2°de goriilen 1, 2, 3 ve 4 numarali okla isaretlenmis ~ 1150 bg’lik parlak bantlar
(Bolim 3.2.3.5’de aciklandig1 sekilde) agaroz jelden geri kazanildi. Geri kazanilan
tirtinlere Boliim 3.2.3.6’da agiklandig: gibi restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi. Kesim
reaksiyonunda Xhol ve HindlII restriksiyon enzimleri ve optimum ¢alistiklar: ortak tampon
kullanild1. Benzer sekilde pEGFP-C1 vektorii de Xhol ve HindllI restriksiyon enzimleri ile
kesilerek lineer hale getirildi. Her iki kesimin iiriinleri agaroz jel elektroforezinde

yirttiiliip UV altinda goriintiilenerek fotograflandi (bk. Sekil 4.3 ve 4.4).

65



Sekil 4.3: Klonlama PCR kesim {iriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisi.
(M: 1 kb marker, 1-10: kesim firtinleri)

Sekil 4.4: pEGFP-C1 vektorii kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Sekil 4.3°de goriilen 1-10 numarali bantlar, Boliim 3.2.3.5’de agiklandig1 sekilde agaroz
jelden geri kazanilarak PSMD4 insertleri elde edildi. Benzer sekilde Sekil 4.4’deki 1-4

numarali pEGFP-C1 vektorii kesim iiriinleri de jelden geri kazanilarak lineer vektor elde
edildi.

Bolim 3.2.3.7°de belirtildigi gibi PSMD4 insertlerini lineer hale getirilen pEGFP-CI

vektoriine baglamak igin ligasyon kuruldu. Ligasyon ortami bilesenleri Tablo 3.6’da
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gosterilmektedir. 1 gece (16 sa.) +16 °C’de inkiibasyondan sonra Bolim 3.2.2.3’de
aciklandigr  gibi  ligasyon drilinleri kompetent hiicrelere transforme edildi.
Transformasyondan sonra gozlenen kolonilerin olasi rekombinant olanlari arastirildi. Bu
amagla bu kolonilerden On Kkiiltiir hazirlanip plazmit izolasyonu gerceklestirildi. Bu
plazmitlere Xhol ve HindlIlII restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu kuruldu ve kesim

triinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip goriintiilendi (bk. Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Alt klonlama kontrolii i¢in restriksiyon kesim iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (M: 1 kb marker, 1-5. koloni kesim {iriinleri)

Sekil 4.5’de goriildiigii gibi tiim kolonilerden izole edilen plazmitlerin restriksiyon kesimi
sonucu PSMD4 geni biiyiikliigiine (1134 bg) yakin bantlar elde edildi ve kolonilerin
rekombinant plazmidi tasidigi dogrulandi. Ayrica plazmitler ilave dogrulamalar igin
Sentebiolab firmasma dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglari Bioedit programinda

hizaland1 ve PSMD4 dizisiyle blast yapilarak karsilastirildi (bk. EK D).

Rekombinant oldugu dogrulanan koloniden Boliim 3.2.2.4°de belirtildigi sekilde gliserol
stok hazirlandi ve bu stoklar -80 °C’de muhafaza edildi. Ayrica bu stoklardan
transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilmak tizere biiyiik Olgekte plazmit izolasyonu (bk.
Boliim 3.2.2.7) yapildi. Izole edilen plazmitler restriksiyon endoniikleaz kesimiyle tekrar

dogruland: ve -20 °C’de saklandu.
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4.2 Yonlendirilmis Mutagenez Calismalar:

4.2.1 Yonlendirilmis Mutagenez icin Primer Tasarimi

Gen bankalarinda insan PSMD4 geni tarandiginda bu genin iki farkli transkript varyanti
oldugu goriilmektedir. Varyant 2 (PSMD4) 377 amino asitlik izoform 2 proteinini, varyant
| (angiosidin) ise 380 amino asitlik izoform 1 proteinini kodlamaktadir. Bu varyantlarin
mRNA-niikleotit ve protein-amino asit dizileri EK A.1 ve A.2’de verilmistir. PSMD4 ve
angiosidin gen dizileri karsilastirildiginda (bk. EK B); angiosidin, PSMD4 geninden 9
niikleotitlik (5°...-AGGTGAAAG-...3’) fazlalik bolge icermektedir.

Calisgmada, PSMD4 geninden mutagenez ile angiosidin genini elde etmek i¢in 9
niikleotitlik (5’-AGGTGAAAG-3") bolgeyi igeren Tablo 4.3’de gosterilen primerler
tasarlandi. Bu primerlerin Tm, sa¢ tokasi, %GC ve NCBI analizleri yapilarak uygunlugu

kontrol edildi.

Tablo 4.3: Mutagenez primerleri.

Primer Adi Niikleotit Dizisi (5°—3’) %GC Tm
fleri mutasyon TGGGACTGAAGGTGAAAGAGACTCAGACG 52 88 °C
Geri mutasyon CGTCTGAGTCTCTTTCACCTTCAGTCCCA 52 88 °C

4.2.2 Angiosidin Genini Mutagenez ile Elde Ederek pEGFP-C1 Vektoriine Klonlama
Mutagenez ¢alismalarinda ilk olarak Stratagene QuickChange™ Site-Directed mutagenez
kiti modifiye edilerek kullanildi ancak istenilen mutant gen iriinii elde edilemedi. Daha

sonraki ¢aligmalara farkli bir strateji olan PCR tabanli mutagenez ile devam edildi [131].

PCR tabanli mutagenez ve devamindaki klonlama ¢alismasinin basamaklarini 6zetleyen

akis diyagrami Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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[ Dizileme (Dogrulama) ]

Sekil 4.6: PSMD4-pcDNA-3.3-TOPO vektoriindeki PSMD4 geninin mutasyona
ugratilarak pEGFP- C1 vektoriine alt klonlanmasinin basamaklari.

PCR tabanli mutagenez ¢alismasinda Boliim 3.2.3.8°de belirtildigi farkli amaglarla ti¢ PCR

gerceklestirildi. Oncelikle PSMD4 geninin kalip olarak kullanildig1, geri mutasyon ve ileri

klonlama primerleriyle PCR1 ve ileri mutasyon ve geri klonlama primerleriyle PCR2

gerceklestirildi. PCR1 ve PCR2 bilesenleri Tablo 4.4°de, dongii kosullar: ise Tablo 4.5°de

verilmektedir. Pozitif kontrol olarak HB-2-M geni primerleri kullanilmigtir.
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Tablo 4.4: PCR1 ve PCR2 bilesenleri.

Y PCR1 Y YVPCR2 Y
(*lleri klonlama ve geri (*Geri klonlama ve ileri
mutasyon primeleri ile) mutasyon primeleri ile)
Bilesenler Miktar Miktar
Kalip DNA (50 ng/uL) 1,5 uL 1,5 uL
dNTP karisim (10 mM) 1 uL 1 uL
MgCl: (25 mM) 2.1, 2 ulL
Taq tamponu (10X) 5 uL 5ul
fleri primer* 1 uL 1 uL
Geri primer* 1 uL 1 puL
dH2O 38 uL 38 uL
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,5 uL 0,5 uL
Toplam =50 uL =50 uL

Tablo 4.5: PCR1 ve PCR2 dongii sartlar.

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94 °C 3 dk.

94 °C 1 dk.

2 30 59°C 1 dk.
72:2€ 1 dk.

3 1 72:.°C 10 dk.

PCRI1 ve PCR2 iiriinleri Boliim 3.2.3.4’de belirtildigi gibi DNA agaroz jel elektroforezinde

yiirtitiildii. Jel, UV goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotografland: (bk. Sekil 4.7).

Sekil 4.7: PCR1 ve PCR2 iiriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
(M: marker, 1: PCR1, 2: PCR2, 3: pozitif kontrol)
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Kullanilan primere gore; PCR1°’de 793 niikleotitlik hedef bolgenin, PCR2’de ise 400
niikleotitlik hedef bolgenin ¢ogalmasi gerektigi biyoinformatik analizle belirlendi (bk. EK
E). Sekil 4.7°de goriilen PCR1 ve PCR2 bantlarinin ¢ogalmasi hedeflenen bolgelerle uyum

gosterdigi tespit edilmistir.

PCR1 ve PCR2 iiriinlerinin kalip olarak kullanildigi PCR3 gerceklestirildi. PCR3
bilesenleri Tablo 4.6’da ve dongli kosullar1 ise Tablo 4.7°de verilmistir. Pozitif kontrol
olarak HB-2-M primerleri kullanildi.

Tablo 4.6: PCR3 bilesenleri.

VY PCR3 V (X5 Tiip)
(*leri ve geri klonlama primeleri ile)

Bilesenler Miktar
PCR1 {irtint 1l
PCR?2 {irtint 1 uL
dNTP karigim (10 mM) 1. pL:
MgClz (25 mM) 2 uL
Taq tamponu (10X) S pL
fleri primer* 1 uL
Geri primer™ 1 uL
dHO 375
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,5 uL
Toplam =50 uL

Tablo 4.7: PCR3 dongii sartlar.

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94 °C 3 dk.

94 °C 30 sn.

2 30 s n il © 1 dk.
72:°C 1 dk.

3 1 72.°C 10 dk.

PCR3 dirtinler1 Bolim 3.2.3.4°de belirtildigi gibi DNA agaroz jel elektroforezinde
yirtitiildii. Jel, UV goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflandi. Sekil 4.8’deki 1.-
10. kuyular arasindaki ~ 1150 bg biiyiikliiglindeki ok ile gdsterilen parlak bantlar Boliim
3.2.3.5"de aciklandig: sekilde agaroz jelden geri kazanildi. Geri kazanilan {riinlere Boliim
3.2.3.6’da belirtildigi gibi restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi. Kesim reaksiyonunda

Xhol ve HindlIl restriksiyon enzimleri ve optimum ¢alistiklar1 ortak tampon kullanildi.
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Restriksiyon endoniikleaz kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitildi ve UV

altinda goriintiilenerek fotografland: (bk. Sekil 4.9).

Sekil 4.8: PCR3 iirtinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
(M: 1 kb marker, 1.-10. PCR3 firiinleri)

Sekil 4.9: PCR3 kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
(M: 1 kb marker, 1.-4. PCR3 kesim tiriinleri)

Sekil 4.9°de goriilen 1.-4. kuyular arasindaki parlak bantlar Bolim 3.2.3.5’de belirtildigi
sekilde agaroz elektroforez jelinden geri kazanilarak olas1 mutasyonu tasiyan angiosidin
insertleri elde edildi. Bolim 3.2.3.7°de belirtildigi gibi angiosidin insertlerini lineer
pEGFP-C1 vektoriine baglamak i¢in ligasyon kuruldu. Ligasyon iiriinleri Boliim 3.2.2.3’de

belirtildigi gibi kompetent hiicrelere transforme edildi.
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Transformasyondan sonra gozlenen 6 koloninin rekombinant olma durumu arastirildi. Bu
amagla bu kolonilerden On kiiltiir hazirlanip plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Bu
plazmitlere Xhol ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu kuruldu ve kesim

tirtinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip goriintiilendi (bk. Sekil 4.10).

Sekil 4.10: Mutasyon klonlamasinin kontrolii i¢in kesim {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (M: 1 kb marker, 1-6. koloni kesim triinleri)

Sekil 4.10°da goriildigt gibi 1. 3. ve 4. kolonilerden izole edilen plazmitlerin kesimi
sonucu angiosidin geni bliytikliigiine (1143 bg) yakin bantlar elde edildi ve bu kolonilerin

rekombinant ve olas1 mutasyonu tasidigi diistiniildii.

Klonlamanin dogru pozisyonda gergeklestigini kontrol etmek i¢in restriksiyon endoniikleaz
kesimi yapildi. Bu amagla geni 1035 bg’lik bolgesinden kesen BamHI restriksiyon enzimi
tercih edildi. Bu enzim ayn1 zamanda genin yerlestigi bolgeden 40 baz ¢ifti uzakliktaki
(vektoriin dizisi referans alindiginda 1390 bg) bir bolgeden vektorii kesmektedir. Genin
1143 niikleotit dizisi dikkate alindiginda eger klonlama dogru pozisyonda olmussa kesim
sonucunun yaklasik 200 baz ciftlik bant gostermesi gerekmektedir. Eger klonlama yanlis
pozisyonda ger¢eklesmis ise yaklasik 1100 b¢’lik bant goriilmesi beklenmektedir. 1. 3 ve
4. kolonilerden elde edilen plazmitlere Boliim 3.2.3.6°da belirtildigi gibi BamHI enzimiyle
kesim reaksiyonu kuruldu ve kesim {iriinleri agaroz jel elektroforezinde ydritiiliip

goriintiilendi (bk. Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Mutasyon klonlamas1 dogrulanmasi igin kesim tirtinlerinin kesim iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: 1 kb marker, sirasiyla 1. 3 ve 4. koloni
icin; A; BamHI kesim {irtinleri, B; Xhol ve HindIII kesim {irtinleri)

Sekil 4.11°da (A) da goriildiigii gibi BamHI kesim iiriinleri yaklasik 200 b¢ bolgede bant
verdiginden klonlamanin dogru pozisyonda oldugu tespit edilmistir. Mutasyonun
dogrulanmas: amaciyla 1. koloniden izole edilen plazmitler Sentebiolab firmasina
dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglar1 Bioedit programinda hizalandi ve PSMD4 gen

dizisiyle blast yapilarak mutasyonu tasidig: tespit edildi (bk. Sekil 4.12).

Rekombinant olan bu kolonilerden Bolim 3.2.2.4°de acgiklandigi gibi gliserol stok
hazirlandi ve stoklar -80 °C’de muhafaza edildi. Ayrica bu stoklardan transfeksiyon
calismalari i¢in Midi-NucleoBond Xtra™ kiti kullanilarak Béliim 3.2.2.7°de aciklandig:
sekilde biiyiik dlgekte plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler kesim reaksiyonu

ile tekrar dogrulandi ve -20 °C’de saklandi.
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PSMD4
Mut_F
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Mut F
PSMD4
Mut_F
PSMD4
Mut_F
PSMD4
Mut F
PSMD4
Mut_F
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Mut_F

53

113
61l

173
121
233
181
293
241
353
301
413
361
473

421

533
481

593
541
653
601
713
661
764

721

824
781

883

838

941
893

ATGGAGACTTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTGTCAACATAGTTTGTC
Ferrrrrrerrrerer e e e e e e e et et e e e e e ey
ATGGAGACTTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTGTCAACATAGTTTGTC

ATTCAAAGACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCACACTGGCTAATGACT
teerrerrerrrrrererrrrreerrrrr et reerrr e e et e
ATTCAAAGACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCACACTGGCTAATGACT

GTGAAGTGCTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGTCCAAGCTACATACTG
Crrreerreerrerererrrerr e et e e e et e et e e et e e e e e
GTGAAGTGCTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGTCCAAGCTACATACTG

TCCAACCCAAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGGCCCATCTGGCTCTGA
Ceerrerreererrererrrrree et et e et e e e e e
TCCAACCCAAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGGCCCATCTGGCTCTGA

AGCACCGACAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTGTGGGAAGCCCAGTGG
terrerrrerrrerererrrererrrerrrerr et e e e e e e e e
AGCACCGACAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTGTGGGAAGCCCAGTAG

AGGACAATGAGAAGGATCTGGTGAAACTGGCTAAACGCCTCAAGAAGGAGAAAGTARATG
Ferrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGACAATGAGAAGGATCTGGTGAAACTGGCTAARACGCCTCAAGAAGGAGARAGTAAATG

TTGACATTATCAATTTTGGGGARGAGGAGGTGAACACAGAARAGCTGACAGCCTTTGTAA
teereerrerrrerererrrerrerrerrrerr et rr e e e e e et
TTGACATTATCAATTTTGGGGARGAGGAGGTGAACACAGAARAAGCTGACAGCCTTTGTAA

ACACGTTGAATGGCAAAGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAGTGCCTCCTGGGCCCA
FEerrrrrerrr rrr et e e e e et e e e e ey
ACACGTTGAATGCCAAAGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAGTGCCTCCTGGGCCCA

GTTTGGCTGATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAGGTGGTGCCATGCTGG
FECEEEEr et e e e e e e e e et e e e e et e el
GTTTGGCTGATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAGGTGGTGCCATGCTGG

GTCTTGGTGCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTGATCCTGAGCTGGCCT
ceerrerreererrererrrrreerrrrrrerr e et e e e e e e
GTCTTGGTGCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTGATCCTGAGCTGGCCT

TGGCCCTTCGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGGAGGAGGCCCGGCGGG
Frrrreerrrreererrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e e
TGGCCCTTCGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGGAGGAGGCCCGGCGGG

CAGCTGCAGCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGACTGA-======== AG
Crerrrrrerrrrrererr e e et re et e e e e et [l
CAGCTGCAGCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGACTGARCECTCARAGAG

ACTCAGACGATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCACTGGGC
CEErrrrrrrr et e e e e e ettt e e e el
ACTCAGACGATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCACTGGGC

TTCCTGACCTAAGCAGTATGACTGAGGAAGAGCAGATTGC-TTATGCCATGCAGATGTCC
CEorrrrrer rerererrrrreerr rrrrr e et berr e e e
TTTCTGACCT-AGCAGTATGACTGAG--AGAGCAGATTGCTTTATGCCATGCAGATGTCC

CT-GCAGGGAGC-AGAGTTTGGCCAGGCGGAATCAGCAGACATTGATGCCAGCTCAGCTA
Lt e rererrrr e rrrrrre rerreerrrer reer rerrrr e
CTTGCAAGAAGCCAGAGTTTG-C-AGGCGGA-TCAGCAGACAT-GATG-CAGCTCAGCTA

TGGACACATCTGAGCCAG-CC-AAGGA 965
Ot e et e rernd
TGG-CA-ATC-GAGCTAGGCCTAAGGA 916

Sekil 4.12: Yonlendirilmis mutagenez dizi sonuglarinin karsilastirilmasi.
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4.3 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Asir1 Ekspresyonu

Caligmada pEGFP-C1 vektoriine klonlanan PSMD4 ve angiosidin genleri Boliim 3.2.5°de
belirtildigi sekilde transfeksiyonla PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine aktarildi. PSMD4 ve
angiosidin genlerinin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonu mRNA ve

protein diizeyinde yapilan ¢alismalarla belirlendi.

4.3.1 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerindeki Over
Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Belirlenmesi
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunu
gerceklestirmek i¢in transfeksiyon galigmasi yapildi. Bu amagla birkag kez pasaj yapilarak
saglikli bir sekilde biiyiitilen PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlari, 25 cm?®’lik flasklara,
2x10° hiicre/flask olacak sekilde paylastirilip bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
PSMD4-GFP, angiosidin-GFP ve bos-GFP vektorleri Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi gibi
kalsiyum fosfat presipitasyonu ile hiicrelere transfekte edildi. Kontrol grubu olarak bir

flaska transfeksiyon yapilmamigtir.

PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunu mRNA diizeyinde belirlemek
amaciyla transfeksiyonun 36. saatinde hiicreler TE ile yiizeyden kaldirilarak pellet haline
getirildi. Hiicre pelletlerinden Boliim 3.2.12.1°de belirtildigi sekilde RNA izolasyonu
yapildi. RNA orneklerinin miktar1 ve saflifi belirlendikten sonra Bolim 3.2.12.5°de
belirtildigi sekilde RT reaksiyonu ile cDNA sentezi yapildi ve elde edilen cDNA’larin
kalite kontrolii (bk. Boliim 3.2.12.6) gerceklestirildi. Boliim 3.2.12.7°de agiklandigi gibi bu
cDNA’lar ile PSMD4 genlerine 6zgii ekspresyon primerleri kullanilarak real-time PCR
gergeklestirildi. Ayni1 zamanda bu cDNA’lar ile normalizasyon amagh Hf3-2-M ekspresyon
primerleri de calisildi. Real-time PCR’da ¢cDNA Orneklerinin her biri ii¢ tekrarli olacak
sekilde calisilmistir. Sonuglar, Livak metoduna gore degerlendirilip, GraphPad
programinda grafiklendirildi ve one-way ANOVA testi ile analizi yapildi (bk. Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun mRNA seviyesinde
gosterilmesi. (p degerleri: < 0,05 (¥), < 0,01 (**), < 0,001 (***))
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Sekil 4.14: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun mRNA seviyesinde
gosterilmesi. (p degerleri: < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***))

PANC-1 i¢in Sekil 4.13°’de, HUVEC i¢in Sekil 4.14°de verilen grafiklere gore kontrol
grubuyla kiyaslandiginda; PSMD4 ve angiosidin genleriyle transfekte edilen gruplarin
mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, Bos-GFP ile transfekte

edilen grupta ise istatistiksel olarak mRNA seviyesinde anlamli bir fark olmadigi bulundu.



4.3.2 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerindeki Over
Ekspresyonunun Protein Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine Bolim 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde PSMD4-GFP,
angiosidin-GFP ve bos-GFP vektorleri transfekte edildi. PSMD4 ve angiosidin genlerinin
over ekspresyonunu Western blot ile protein diizeyinde belirlemek igin transfeksiyonun 36.
saatinde hiicreler kaldirilarak pellet haline getirildi. Hiicre pelletlerinden Bdoliim
3.2.13.2°de belirtildigi sekilde RIPA tamponuyla proteinler ekstrakte edildi. Protein
miktar1 belirlenen Ornekler, Boliim 3.2.13.4°de agiklandigr sekilde jele yiiklenerek SDS-
PAGE’de yiiriitiildi. Elektroforezden sonra jeldeki proteinler PVDF membrana aktarildi
(bk. Bolim 3.2.13.5). Daha sonra membran, PSMD4 proteinlerine 6zgii antikorlarla
muamele edilerek isaretlendi ve ECL Western blot substrati kullanilarak UVP goriintiileme
sisteminde fotograflandi. Benzer sekilde membran B-aktin proteinlerine 6zgii antikorlarla
isaretlenerek goriintiilendi. Sekil 4.15 ve 4.16’da gosterilen PSMD4 ve B-aktin protein
bantlarinin ImagelJ programinda densitometrik analizi yapildi. PSMD4 sonuglar1 B-aktin ile

normalize edilerek GraphPad programinda grafiklendirildi (bk. Sekil 4.17 ve 4.18).

PSMD4  Angiosidin
GFP GFP Bos GFP Kontrol

PSMD4 -
(50 kDa)

B-aktin -
(43 kDa) — . —

Sekil 4.15: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun protein bantlari.

PSMD4  Angiosidin
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Sekil 4.16: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun protein bantlari.
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Sekil 4.17: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun protein seviyesinde gdsterilmesi.

PANC-1 hiicreleri i¢in Sekil 4.17°de gosterilen grafik incelendiginde kontrol grubuna
kiyasla PSMD4 ve angiosidin genlerinin protein seviyesi sirasiyla 1,25 ve 1,30 kat
artmaktadir. Bos-GFP ile transfekte edilen grupla kiyaslandiginda ise sirasiyla 1,86 ve 1,92

kat artis gozlenmektedir.

0,54

PSMD4 Kat protein

0,0 T

PSMD4-GFP  Angiosidin-GFP Bos-GFP Kontrol

Sekil 4.18: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun protein seviyesinde gosterilmesi.

Sekil 4.18’de HUVEC hiicreleri igin verilen grafik incelendiginde kontrol grubuna kiyasla
PSMD4 ve angiosidin genlerinin protein seviyesi sirastyla 1,21 ve 1,20 kat artmaktadir.

Bos-GFP ile transfekte edilen grupla kiyaslandiginda ise sirasiyla 1,30 ve 1,27 kat artis

gbzlenmektedir.
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4.3.3 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerindeki Over
Ekspresyonunun Flow Sitometriyle Belirlenmesi

Calismada yesil floresan protein (GFP) sinyali veren vektore (pEGFP-C1) klonlanan

PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonu Boliim 3.2.6°da belirtildigi sekilde flow

sitometri yontemiyle belirlendi.

Oncelikle PSMD4-GFP, angiosidin-GFP ve bos-GFP vektorleri PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerine Boliim 3.2.5.2°de agiklandigi sekilde TurboFect™ transfeksiyon reaktifi
kullanilarak aktarildi. Transfeksiyonun 36. saatinde hiicrelerden tam besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra tripsinizasyonla yiizeyden kaldirildi. Hiicre
stispansiyonu 1.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek pellet haline getirildi. Hiicre pelleti
tekrar 1X PBS ile yikandi1 ve 1X PBS’de siispanse edilerek Guava EasyCyte™ flow

sitometri cihazinda Ol¢lim alindi.

Hiicrelerdeki GFP sinyalinin floresan yogunlugunu gosteren histogramlar Sekil 4.19 ve
4.20°de verilmistir. Bu histogramlarin analiz verileri GraphPad programinda
grafiklendirildi. PANC-1 i¢in Sekil 4.21°de, HUVEC ig¢in Sekil 4.22°de verilen grafiklere

gore GFP sinyali tagiyan vektorle transfekte edilen hiicrelerde bu sinyal tespit edilmistir.
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Sekil 4.19: PANC-1 hiicrelerindeki GFP ekspresyon sinyali histogramlari.
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Sekil 4.20: HUVEC hiicrelerindeki GFP ekspresyon sinyali histogramlari.
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Sekil 4.21: Transfekte PANC-1 hiicrelerindeki GFP sinyalinin flow sitometri analizi.

81



800

600

400

Hiicre Sayisi

200

0= |
PSMD4-GFP  Angiosidin-GFP Bos-GFP Kontrol

Sekil 4.22: Transfekte HUVEC hiicrelerindeki GFP sinyalinin flow sitometri analizi.

4.4 PSMD4 ve Angiosidin Proteinlerinin Hiicresel Lokalizasyonunun Floresans ile
incelenmesi

Calismada PSMD4 ve angiosidin gen {iriinlerinin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki
lokalizasyonunu belirlemek i¢in Boliim 3.2.10.1°de belirtildigi sekilde GFP analizi yapildu.
Bu amagla pEGFP-C1 vektoriine klonlanan PSMD4 ve angiosidin genlerinin Bolim
3.2.5.2°de agiklandig1 gibi PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine transfeksiyonu yapilarak over
ekspresyonu saglandi. Calismada bos pEGFP-C1 vektorii ile transfekte edilen ve
transfeksiyon islemi yapilmayan hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Transfeksiyonun
36. saatinde hiicre Ornekleri mikroskop incelemesine hazirlandi. Besiyeri uzaklastirilan
hiicreler 1X PBS ile yikand:1 ve fiksasyon islemi yapilarak yuvarlak lamellere sabitlendi.
Daha sonra kuyucuklara DAPI boyas1 uygulanarak hiicrelerin ¢ekirdekleri boyandi.
Kuyucuklardaki yuvarlak lameller dikkatle ¢ikarilldi ve {izerine ticari antifade reaktifi
damlatilmis lamlara ters c¢evrilerek kapatildi. Hazirlanan hiicre preparatlari floresan

mikroskop altinda goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi (Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23: PANC-1 hiicrelerinde GFP etiketli PSMD4 ve angiosidin proteinlerinin
hiicresel lokalizasyonu.
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Sekil 4.24: HUVEC hiicrelerinde GFP etiketli PSMD4 ve angiosidin proteinlerinin
hiicresel lokalizasyonu.

Bir kismu1 Sekil 4.23 ve 4.24’de gosterilen floresan goriintiiler ImageJ programinda analiz
edilerek floresan miktar1 belirlendi. Boliim 3.2.10.3’de belirtilen sekilde her seferinde
gorlintiiden bir hiicre segilerek alan, integre yogunluk ve gri deger ortalamasi olgiildii.
Ayrica normallestirme amaciyla her goriintiiden {i¢ arka plan alami oOlgiildii. Diizeltilmis
toplam hiicre floresanst (CTCF) hesapland1 [136] ve sonuglar GraphPad programinda
grafiklendirilip one-way ANOVA testiyle analiz edildi (bk. Sekil 4.25 ve 4.26).
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Sekil 4.25: PANC-1 hiicrelerindeki GFP sinyal yogunlugu. (p < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.26: HUVEC hiicrelerindeki GFP sinyal yogunlugu. (p < 0,05 (*) ile gosterildi.)

4.5 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Over Ekspresyonunun Hiicresel Diizeydeki
Etkilerinin Belirlenmesi

Calisgmada PSMD4 ve angiosidin genlerinin  PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine

transfeksiyonu yapilarak over ekspresyonu yapildi. Over ekspresyonu yapilan genlerin

hiicrelerin canliligina, go¢ etme ve koloni olusturma yeteneklerine etkisi belirlendi.
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4.5.1 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Over Ekspresyonunun Hiicre Sitotoksisitesine
Etkisinin incelenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde over ekspresyonu yapilan genlerin hiicre canliligina

etkisi MTT testi ile belirlendi. Oncelikle teste kullanilacak optimum hiicre sayis1 belirlendi.

Bu amagla yapilan 6n ¢alisma sonuglarina gore (bk. Sekil 4.27 ve 4.28) PANC-1 ve

HUVEC hiicreleri i¢in 20x10? hiicre/kuyu kullanilmasinin uygun oldugu belirlendi.
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Sekil 4.27: MTT testi icin PANC-1 hiicrelerinde optimum sayinin belirlenmesi.
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Sekil 4.28: MTT testi icin HUVEC hiicrelerinde optimum sayinin belirlenmesi.
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PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunun hiicre canliliina etkisini belirlemek
icin PANC-1 ve HUVEC hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya kuyucukta 20x10° hiicre olacak
sekilde paylastirildi ve 16 sa. inkiibasyona birakildi. Sonraki giin Bolim 3.2.5.2°de
belirtilen sekilde PSMD4 ve angiosidin genleri hiicrelere transfekte edildi.
Transfeksiyonun 24. 48. ve 72. saatlerinde Boliim 3.2.7°de agiklandig1 sekilde MTT testi
yapildi. Her deney grubundaki oOrnekler en az 6 tekrarli calisildi. Orneklerin
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbanslari olgiildii. Elde edilen degerler

kullanilarak hiicrelerin yiizde (%) canliligi hesaplandi. Sonuglar, GraphPad programinda

grafiklendirildi ve one-way ANOVA testiyle analiz edildi.

B3 24, saat E=3 48, saat EZZa 72, saat
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Sekil 4.29: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun zamana bagl hiicre canliligina
etkisinin MTT analizi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC hiicreleri i¢in Sekil 4.29’daki grafige gore kontrol grubuna kiyasla PSMD4 ve
angiosidin genleriyle transfekte edilen gruplarda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli (p < 0,05) bir artis gorildi. Sekil 4.30°da HUVEC hiicreleri i¢in verilen grafige
gore ise PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunun yapildigi gruplarda hiicre

canliliginda istatistiksel olarak anlaml (p < 0,05) bir arti tespit edildi.
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Sekil 4.30: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun zamana bagl hiicre canliligina
etkisinin MTT analizi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

4.5.2 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Over Ekspresyonunun Hiicre Migrasyonuna
Etkisinin incelenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde over ekspresyonu yapilan PSMD4 ve angiosidin
genlerinin hiicre gogline etkisini arastirmak i¢in Boliim 3.2.8°de belirtildigi sekilde scratch
testi yapildi. Bu amagla PSMD4 ve angiosidin genleriyle transfeksiyonu yapilan hiicreler
12 kuyucuklu plakaya 25x10* hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Hiicrelerin yiizeyi
kaplayip tek katmanl bir tabaka olusturmasi i¢in 16-24 sa. inkiibasyona birakildi. Daha
sonra 10 pL’lik steril pipet ucu yardimiyla kuyudaki hiicrelerin ortasina ¢izik atildi ve 0.
saat icin hiicreler inverted mikroskopta goriintiilenip fotograflandi. Devamindaki
inkiibasyonun belirli zaman araliklarinda hiicrelerin go¢ ederek ¢izigi kapatmas: tekrar
goriintiilenip fotograflandi. PANC-1 i¢in Sekil 4.31°de, HUVEC i¢in Sekil 4.32°de verilen
farkli zaman araliklarina ait scratch testi goriintiileri ImageJ programi (MRI Wound
Healing Tool eklentisi) ile analiz edildi. Hiicrelerin go¢ etme oranlari hesaplandi ve

GraphPad programinda grafiklendirildi (bk. Sekil 4.33 ve 4.34).
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Sekil 4.31: PANC-1 igin farkli zaman araliklarina ait scratch testi gortintiileri.

0. saat

1. saat

3. saat

6. saat

24. saat

30. saat

PANC-1 hiicre hatt1 igcin PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunun yapildigi
gruplarda kontrol gruplarina kiyasla hiicrelerin go¢ etme yeteneginde bir artis oldugu
gozlemlendi (bk. Sekil 4.33).
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0. saat

12. saat 9, saat 6. saat 3. saat

24, saat

Sekil 4.32: HUVEC i¢in farkli zaman araliklarina ait scratch testi goriintiileri.

HUVEC hiicre hatt1 i¢in PSMD4 ve angiosidin genlerinin over ekspresyonunun yapildig:
gruplarda kontrol gruplarina kiyasla hiicrelerin go¢ etme yeteneginde bir artis oldugu tespit
edildi (bk. Sekil 4.34).
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Sekil 4.33: PANC-1 hiicre hattinda yapilan over ekspresyonunun hiicre gogiine etkisi.
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Sekil 4.34: HUVEC hiicre hattinda yapilan over ekspresyonunun hiicre gogiine etkisi.
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4.5.3 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Over Ekspresyonunun Hiicrelerin Koloni
Olusturma Yetenegine Etkisinin incelenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda over ekspresyonu yapilan PSMD4 ve angiosidin

genlerinin hiicrelerin koloni olusturma yetenegine etkisini belirlemek amaciyla koloni

formasyon testi yapildi. Oncelikle 6 kuyucuklu plaka igin kullanilacak optimum hiicre

sayisi belirleme ¢alismasi yapildi (bk. Sekil 4.35). PANC-1 hiicreleri i¢in 1000 hiicre/kuyu,

HUVEC hiicreleri iginse 500 hiicre/kuyu kullanilmasinin uygun oldugu tespit edildi.

1000 hiicre/kuyu 2000 hiicre/kuyu 3000 hiicre/kuyu

PANC-1

HUVEC

Sekil 4.35: Koloni formasyon testi i¢in optimum hiicre sayisinin belirlenmesi.

Boliim 3.2.9°da belirtildigi gibi PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine koloni formasyon testi
gerceklestirildi. Boliim 3.2.5.1°de aciklandigi sekilde PSMD4 ve angiosidin genleri ile
transfeksiyonu yapilan hiicreler en az 3 tekrarli olacak sekilde 6 kuyucuklu plakaya
optimum sayida paylastirildi ve inkiibatére kaldirildi. Inkiibasyonun 72. saatinde
transfeksiyon islemi tekrar edildi. Kuyucuklarda yeterli yogunlukta koloni olusumu
goriildiigii zaman (ilk transfeksiyondan ~7-10 giin sonra) tam besiyeri uzaklastirilip
hiicreler 1X PBS ile yikandi. Koloniler metanol ile sabitlendikten sonra kristal viyole
¢ozeltisiyle boyandi. Kuyucuklardaki fazlalik boya uzaklastirilip ortam kurutulduktan

sonra koloniler goriintiilenip fotograflandi.

PANC-1 i¢in Sekil 4.36’da, HUVEC ig¢in Sekil 4.38’de verilen goriintiilerdeki koloniler
CellCounter programi kullanilarak sayildi. Elde edilen sonuglar GraphPad programinda

grafiklendirildi ve one-way ANOVA testiyle analiz edildi (bk. Sekil 4.37 ve 4.39).
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Sekil 4.36: PANC-1 i¢in koloni formasyon goriintiileri.

300=- *

200-

Koloni Sayisi

100=

PSMD4-GFP  Angiosidin-GFP Bos-GFP

Sekil 4.37: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun koloni olusumuna etkisi.
(p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 hiicreleri i¢in Sekil 4.37°de gosterilen grafik incelendiginde PSMD4 ve
angiosidin genlerinin over ekspresyonunun yapildig1 gruplarda kontrol grubuna kiyasla

koloni olusum yeteneginde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.38: HUVEC igin koloni formasyon goriintiileri.
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Sekil 4.39: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun koloni olusumuna etkisi.
(p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

HUVEC hiicreleri igin Sekil 4.39°da verilen grafik incelendiginde PSMD4 ve angiosidin
genlerinin over ekspresyonunun yapildigi gruplarda kontrol grubuna kiyasla koloni olusum

yeteneginde istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu tespit edildi.
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4.5.4 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Over Ekspresyonunun EMT ve Apoptoz
Siirecleriyle iliskisinin mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda PSMD4 ve angiosidin genlerin over ekspresyonu

yapildiginda hiicrelerin go¢ etmesinde, koloni olusturmasinda ve canlilhi@inda bir artis

gozlemlendi. Bu hiicresel degisikliklerinin EMT (Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim) ve

apoptoz siirecleriyle iliskisi arastirildi. Bu amagla PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu

yapilan hiicrelerde EMT ve apoptoz siireciyle iligkili bazi genlerin mRNA diizeyindeki

seviyesi real-time PCR ile belirlendi.

Oncelikle PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde PSMD4
ve angiosidin genleri transfeksiyonla aktarildi. Transfeksiyonun 36. saatinde hiicreler
kaldirilarak pellet haline getirildi ve hiicre pelletlerinden Boliim 3.2.12.1°de agiklandigi
gibi RNA izolasyonu yapildi. RNA 6rneklerinin miktar1 ve saflig1 belirlendikten sonra RT
reaksiyonu ile cDNA sentezi yapild1 (bk. Boliim 3.2.12.5). Bu ¢cDNA’lar ile Tablo 3.20’de
verilen EMT ve apoptoz siiregleriyle iligkili genlerin ekspresyon primerleri kullanilarak
real-time PCR gergeklestirildi. Ayn1 zamanda bu ¢cDNA’lar ile normalizasyon amagh Hp3-
2-M ekspresyon primerleri de ¢alisildi. Real-time PCR’da her bir cDNA 6rnegi en az 3
tekrarli ¢alisilmistir.  Sonuglar, Livak metoduna gore degerlendirilip GraphPad

programinda grafiklendirildi ve one-way ANOVA testi ile analiz edildi.

PANC-1 hiicre hattindaki over ekspresyonun EMT iliskili genlere etkisi incelendiginde
(bk. Sekil 4.40) kontrol grubu hiicrelerine kiyasla PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu
yapilan hiicrelerde E-cadherin geninin mRNA seviyesinde azalis oldugu osteopontin,
vimentin ve twist genlerinin mRNA seviyesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artis

oldugu bulundu.

PANC-1 hiicre hattindaki over ekspresyonun apoptoz iligkili genlere etkisi incelendiginde
(bk. Sekil 4.41) kontrol grubu hiicrelerine kiyasla PSMD4 over ekspresyonu yapilan
hiicrelerde sadece Bax gent mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
belirlendi. Angiosidin over ekspresyonu yapilan hiicrelerde ise Bax ve Bcl-2 genlerinin

mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.40: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun EMT iligkili genlere etkisinin
mRNA seviyesinde gosterilmesi. (p < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***))
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Sekil 4.41: PANC-1 hiicrelerindeki over ekspresyonun apoptoz iligkili genlere etkisinin
mRNA seviyesinde gosterilmesi. (p < 0,05 (¥), < 0,01 (**), < 0,001 (***))
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Sekil 4.42: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun EMT iliskili genlere etkisinin
mRNA seviyesinde gosterilmesi. (p < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***))

Bax Bcel-2
8- o 8- * 5k k
1 : I
6 1L 67
z z
I~ &
£ 4 g 4+
3 3
24 2
PSMD4 Angiosidin Kontrol PSMD4 Angiosidin Kontrol

Sekil 4.43: HUVEC hiicrelerindeki over ekspresyonun apoptoz iliskili genlere etkisinin
mRNA seviyesinde gosterilmesi. (p < 0,05 (*), < 0,01 (¥¥*), < 0,001 (***))
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HUVEC hiicre hattindaki over ekspresyonun EMT iligkili genlere etkisi incelendiginde
(bk. Sekil 4.42) kontrol grubu hiicrelerine kiyasla PSMD4 over ekspresyonu yapilan
hiicrelerde E-cadherin ve osteopontin genlerinin mRNA seviyesinde azalis (p<0,05) oldugu
vimentin ve twist genlerinin mRNA seviyesinde ise artis (p<0,05) oldugu tespit edildi.
Angiosidin over ekspresyonu yapilan hiicrelerde ise E-cadherin ve osteopontin genlerinin
mRNA seviyesinde azalis (p<0,05) oldugu vimentin geninin mRNA seviyesinde ise artig

(p<0,05) oldugu belirlendi.

HUVEC hiicre hattindaki over ekspresyonun apoptoz iligkili genlere etkisi incelendiginde
(bk. Sekil 4.43) kontrol grubu hiicrelerine kiyasla PSMD4 over ekspresyonu yapilan
hiicrelerde sadece Bcl-2 geninin mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
oldugu belirlendi. Angiosidin over ekspresyonu yapilan hiicrelerde ise sadece Bax geninin

mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edildi.

4.6 PSMD4 Geninin Susturulma Calismalar:
4.6.1 shRNA Oligolarinin Tasarim
PSMD4 ve angiosidin genlerini susturmak amaciyla siRNA se¢cim programi

(http://sirna.wi.mit.edu/) kullanilarak bu genlere uygun hedef diziler (21-mer) belirlendi.

Bu dizilerin % GC ve NCBI analizleri yapilarak uygunlugu kontrol edildi. Uretici firmanin
(Addgene) onerdigi sekilde bu dizileri (anlamli ve kars1 anlamli) pLKO.1-TRC vektoriine
klonlamaya uygun hale getirmek i¢in asagidaki (koyu renkli) oligolar eklendi. Tasarlanan
shRNA oligolar1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Ileri oligo: 5> CCGG—21bg anlamli—CTCGAG—21bg kars1 anlamli—TTTTTG 3’
Geri oligo: 5> AATTCAAAAA—21b¢ anlamli—CTCGAG—21bg kars1 anlamli 3°

Tablo 4.8: PSMD4 ve angiosidin genleri i¢in tasarlanan shRNA oligolari.

Oligo Niikleotit Dizisi (5°—3”) [Hedef diziler koyu rankle gosterilmistir.]

E ileri CCGGGTGGAGGACAATGAGAAGGATCCTCGAGGATCCTTCTCATTGTCCTCCACTTTTTG
% Geri AATTCAAAAAGTGGAGGACAATGAGAAGGATCCTCGAGGATCCTTCTCATTGTCCTCCAC
A=

.g lleri CCGGAGGTGAAAGAGACTCAGACGACTCGAGTCGTCTGAGTCTCTTTCACCTTTTTTG

=]

..;;l Gerl AATTCAAAAAAGGTGAAAGAGACTCAGACGACTCGAGTCGTCTGAGTCTCTTTCACCT
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4.6.2 shRNA Oligolarin pLKO.1-TRC Vektoriine Klonlanmasi

PSMD4 ve angiosidin genleri i¢in ticari olarak temin edilen ileri ve geri shRNA oligolari
20 pmole sulandirildi. Oncelikle genlerin shRNA oligolar1 annealing reaksiyonu ile
tavlanip birlestirildi. Bu amagla PCR tiiplerine 5’er pL ileri ve geri shRNA oligolari, 5 pL
10X NEB Buffer 2 ve 35 uLL dH20 konuldu. Tiipler PCR cihazinda 95 °C’de 4 dakika ve
75 °C’de 10 dakikaya inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda 2-3 saat sogumaya
birakildi. Birlestirilen shRNA oligolari ile EcoRI ve Agel restriksiyon enzimleri ile kesilip
lineer hale getirilen pLKO.1-TRC vektoriine ligasyon reaksiyonu kuruldu. Ligasyon
ortamina: birlestirilen sShRNA oligolarindan 2 pL, lineer pLKO.1-TRC vektoriinden 3 pL,
10X T4 DNA ligaz tamponundan 2 pL ve 1 pL T4 DNA ligaz (5 U/uL) konuldu ve son
hacim dH>O ile 20 pL’ye tamamlandi. 1 gece (16 sa.) +16 °C’de inkiibasyondan sonra
Boliim 3.2.2.3’de agiklandig: gibi ligasyon tirtinleri kompetent hiicrelere transforme edildi.
Transformasyondan sonra gozlenen kolonilerin olas1 rekombinant olanlari arastirmak igin
bu kolonilerden 6n kiiltiir hazirlandi ve plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Bu plazmitlere
EcoRI ve Ncol restriksiyon enzimleriyle Bolim 3.2.3.6’da agiklandigi gibi kesim
reaksiyonu kuruldu. Kesim {iriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip goriintiilendi (bk.

Sekil 4.44).

Sekil 4.44: shRNA oligo- pLKO.1 klonlamasinin kesim {iriinleri agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (M: 1 kb marker, 1-4: PSMD4-shRNA, 5-8:
angiosidin-shRNA)

Sekil 4.44°da goriildiigii gibi tiim kolonilerden izole edilen plazmitlerin restriksiyon kesimi
sonucu biiyiikligl 2 kb ve 5 kb olan bantlar elde edildi. Béylece kolonilerin rekombinant

plazmiti tasidig1 dogrulandi. Ayrica plazmitler ilave dogrulama igin dizilemeye gonderildi.
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Rekombinant oldugu dogrulanan kolonilerin Bolim 3.2.2.4°de belirtildigi gibi gliserol
stoklar1 hazirlandi ve bu stoklar -80 °C’de muhafaza edildi. Ayrica bu stoklardan
transfeksiyon calismalarinda kullanilmak tiizere Bolim 3.2.2.7°de aciklandigi sekilde
biiyiik 6lgekte plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler restriksiyon endoniikleaz

kesimiyle tekrar dogrulandi ve -20 °C’de saklandi.

4.7 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin Susturulmasi

Calismada pLKO.I-TRC vektoriine klonlanan PSMD4 ve angiosidin shRNA oligolari,
Bolim 3.2.5°de belirtildigi sekilde transfeksiyonla PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine
aktarildi. PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki PSMD4 ve angiosidin genlerinin

susturulmast mRNA ve protein diizeyinde yapilan ¢alismalarda belirlendi.

4.7.1 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin PANC-1 ve HUVEC Hiicre Hatlarinda
Susturulmasinin mRNA Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 ve angiosidin genlerini susturmak amaciyla
oncelikle transfeksiyon ¢aligmasi yapildi. Bu amagla birkag kez pasaj yapilarak biiyiitiilen
PANC-1 ve HUVEC hiicreleri 25 cm?lik flasklara, 2x10° hiicre/flask olacak sekilde
paylastirilip bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin PSMD4-shRNA, angiosidin-shRNA
ve scramble-shRNA vektorleri Boliim 3.2.5.2°de belirtilen sekilde ticari transfeksiyon
reaktifi kullanilarak hiicrelere aktarildi. PSMD4 ve angiosidin genlerinin susturulmasini
mRNA diizeyinde belirlemek amaciyla transfeksiyonun 48. saatinde hiicreler yiizeyden
kaldirilarak pellet haline getirildi. Bolim 3.2.12.1°de acgiklandig1r sekilde hiicre
pelletlerinden RNA izolasyonu yapildi. RNA 6rneklerinin miktar1 ve safligi belirlendikten
sonra RT reaksiyonu ile cDNA sentezi yapildi (bk. Bolim 3.2.12.5). Boliim 3.2.12.7°de
belirtildigi gibi bu cDNA’lar ile PSMD4 genlerine 6zgii ekspresyon primerleri kullanilarak
real-time PCR gergeklestirildi. Ayn1 zamanda bu ¢cDNA’lar ile normalizasyon amagl Hf-
2-M ekspresyon primerleri de ¢alisildi. Real-time PCR’da ¢cDNA orneklerinin her biri ii¢
tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Sonuglar, Livak metoduna gore degerlendirilip
GraphPad programinda grafiklendirildi ve one-way ANOVA testi kullanilarak analiz edildi
(bk. Sekil 4.45 ve Sekil 4.46).
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Sekil 4.45: PANC-1 hiicre hattinda gen susturulmasinin mRNA seviyesinde
gosterilmesi. (p degeri < 0,05 (¥) ile gosterildi.)
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Sekil 4.46: HUVEC hiicre hattinda gen susturulmasinin mRNA seviyesinde
gosterilmesi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 icin Sekil 4.45°de, HUVEC icin Sekil 4.46°da verilen grafiklere gore kontrol
grubu hiicreleriyle karsilastirildiginda sadece PSMD4-shRNA ile susturma yapilan
hiicrelerde PSMD4 geni mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis oldugu
angiosidin-shRNA ve scramble uygulanan gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi bulundu.

101



4.7.2 PSMD4 ve Angiosidin Genlerinin PANC-1 ve HUVEC Hiicre Hatlarinda
Susturulmasinin Protein Diizeyinde IFC ile Belirlenmesi

Birka¢ kez pasaj yapilarak biiyiitilen PANC-1 ve HUVEC hiicreleri tabaninda yuvarlak
lameller bulunan 24 kuyucuklu plakaya kuyuda 125x10° hiicre olacak sekilde paylastirild
ve bir gece (16 sa.) inkiibasyona birakildi. Sonraki giin PSMD4-shRNA, angiosidin-
shRNA ve scramble-shRNA vektorleri Bolim 3.2.5.2°de aciklandigi gibi transfeksiyonla
hiicrelere aktarildi. PSMD4 ve angiosidin genlerinin susturulmasini protein diizeyinde
belirlemek i¢in transfeksiyonun 48. saatinde immiinofloresan (IFC) teknigi uygulandi.
Bolim 3.2.10.2°de agiklandigr sekilde yapilan islemler sonunda hazirlanan preparatlar
floresan mikroskobu altinda goriintiilenerek fotograflart cekildi (bk. Sekil 4.47 ve Sekil
4.48).
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Sekil 4.47: PANC-1 hiicrelerinde gen susturulmasinin immiinofloresan yontemle
goriintiilenmesi.
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Sekil 4.48: HUVEC hiicrelerinde gen susturulmasinin immiinofloresan yontemle
goriintiilenmesi.

Bir kism1 Sekil 4.47 ve 4.48’de gosterilen floresan goriintiiler ImageJ programinda analiz
edilerek floresan miktar1 belirlendi. Boliim 3.2.10.3’de belirtilen sekilde her seferinde
gorlintiiden bir hiicre segilerek alan, integre yogunluk ve gri deger ortalamasi olgiildii.
Ayrica normallestirme amaciyla her goriintiiden ii¢ arka plan alani Olgiildi. Diizeltilmis
toplam hiicre floresans1 (CTCF) hesaplanarak sonuglar GraphPad programinda

grafiklendirildi ve one-way ANOVA testiyle analiz edildi (bk. Sekil 4.49 ve Sekil 4.50).
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Sekil 4.49: PANC-1 hiicrelerinde gen susturulmasinin floresan sinyal
yogunlugu. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.50: HUVEC hiicrelerinde gen susturulmasinin floresan sinyal
yogunlugu. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 i¢in Sekil 4.49 ve HUVEC ig¢in 4.50’de verilen floresan analizi sonuglarina gore
scramble vektoriiyle transfekte edilen kontrol gruplariyla kiyaslandiginda sadece PSMD4-
shRNA ile transfekte edilen gruplarda sinyal yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriilmiistiir. Angiosidin-shRNA uygulanan gruplarda ise istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark olmadig: tespit edildi.
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4.8 PSMD4 Geninin Susturulmasinin Hiicresel Diizeydeki Etkilerinin Belirlenmesi

PSMD4 ve angiosidin genlerini PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda susturma
calismalarinda sadece PSMD4-shRNA uygulanan gruplarda gen ifadesinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalis goriildii. Bu yilizden sadece PSMD4 geni susturulmasinin

hiicrelerdeki canliliga, gb¢ etme ve koloni olusturma yeteneklerine etkisi arastirildi.

4.8.1 PSMD4 Geni Susturulmasinin Hiicre Sitotoksisitesine Etkisinin Incelenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin hiicre canliliina etkisi
MTT testi ile belirlendi. Bu amagla PANC-1 ve HUVEC hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya
kuyusunda 20x10? hiicre olacak sekilde paylastirilip 16 sa. inkiibasyona birakildi. Sonraki
giin Bolim 3.2.5.2°de belirtilen sekilde PSMD4-shRNA ve scramble-shRNA vektorleri
hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyonun 24. 48. ve 72. saatlerinde Bolim 3.2.7’de
aciklandigi sekilde MTT testi yapildi. Her deney grubundaki Ornekler en az 6 tekrarl
caligildi. Orneklerin 550 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar dlgiildii ve
elde edilen degerler kullanilarak hiicrelerin yilizde (%) canliligi hesaplandi. Sonuglar,

GraphPad programinda grafiklendirildi ve analiz edildi (bk. Sekil 4.51 ve 4.52).

e %%

Sekil 4.51: PANC-1 hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin zamana bagl
hiicre canliligina etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.52: HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin zamana bagh
hiicre canliligina etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 hiicreleri i¢in Sekil 4.51°deki grafige gére PSMD4 geni susturulan hiicrelerde
kontrol grubuna kiyasla sadece 24. saatte hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalis oldugu 48. ve 72. saatlerde ise anlamli bir fark olmadigi goriilmektedir. HUVEC
hiicreleri i¢in Sekil 4.52°de verilen grafige gore PSMD4 geni susturulan hiicrelerin kontrol

gruplaria kiyasla 24. 48. ve 72. saatlerde canliliginda istatistiksel olarak anlaml bir artis

oldugu tespit edildi.

4.8.2 PSMD4 Geni Susturulmasmin Hiicre Migrasyonuna Etkisinin incelenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin hiicre gogiine etkisini
arastirmak i¢in Boliim 3.2.8’de belirtildigi sekilde scratch testi yapildi. PANC-1 i¢in Sekil
4.53°da, HUVEC i¢in Sekil 4.55°de verilen farkli zaman araliklarina ait scratch testi
goriintiileri Image] programi (MRI Wound Healing Tool eklentisi) ile analiz edildi.

Hiicrelerin go¢ etme oranlari hesaplanarak GraphPad programinda grafiklendirildi (bk.
Sekil 4.54 ve 4.56).
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Sekil 4.53: PANC-1 hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin scratch testi goriintiileri.
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Sekil 4.54: PANC-1 hiicrelerinde susturulan PSMD4 geninin hiicre gogiine etkisi.

PANC-1 hiicrelerinde yapilan scratch testi sonucu (bk. Sekil 4.54) PSMD4 geni susturulan
hiicrelerin kontrol grubu hiicrelerine kiyasla go¢ etme yeteneginde bir azalis oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.55: HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin scratch testi gortintiileri.
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Sekil 4.56: HUVEC hiicrelerinde susturulan PSMD4 geninin hiicre gogiine etkisi.

HUVEC hiicrelerinde yapilan scratch testi sonucu (bk. Sekil 4.56) PSMD4 geni susturulan
hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla 3. ve 6. saatlerde go¢ etme yeteneginde bir artis oldugu
tespit edilmistir. 24. saatte deney ve kontrol hiicreleri ¢izigi tamamen kapattig1 i¢in belirgin

fark tespit edilemedi.
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4.8.3 PSMD4 Geni Susturulmasinin Hiicrelerin Koloni Olusturma Yetenegine
Etkisinin Incelenmesi
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin hiicrelerin  koloni
olusturma yetenegine etkisini arastirmak ic¢in koloni formasyon testi yapildi. Bu amagla
hiicreler (PANC-1 igin 1000 hiicre/kuyu, HUVEC igin 500 hiicre/kuyu) 6 kuyucuklu
plakaya en az 3 tekrarli olacak sekilde paylastirildi ve 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin
Bolim 3.2.5.2°de belirtilen sekilde PSMD4-shRNA ve scramble-shRNA vektorleri
hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyonun 72. saatinde transfeksiyon islemi tekrar edildi.
Kuyucuklarda yeterli yogunlukta koloni olusumu goriildiigii zaman (ilk transfeksiyondan
~7-10 giin sonra) tam besiyeri uzaklastirtlip hiicreler 1X PBS ile yikandi. Koloniler
metanol ile sabitlendikten sonra kristal viyole ¢dzeltisiyle boyandi. Kuyucuklardaki

fazlalik boya uzaklastirilip ortam kurutulduktan sonra koloniler goriintiilenip fotograflandi.

Koloni formasyon testi sonucu elde edilen goriintiilerdeki koloniler CellCounter programi
kullanilarak sayildi. Elde edilen sonuglar GraphPad programinda grafiklendirildi ve analiz

edildi (bk. Sekil 4.57 ve 4.58).
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Sekil 4.57: PANC-1 hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin koloni olusumuna etkisi.
(A: Koloni goriintiileri, B: Koloni sayisi ve analizi p < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.58: HUVEC hiicrelerinde PSMD4 geni susturulmasinin koloni olusumuna etkisi.
(A: Koloni goriintiileri, B: Koloni sayis1 ve analizi p < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 hiicrelerinde yapilan koloni formasyon testi sonucu (bk. Sekil 4.57) analiz
edildiginde kontrol grubu hiicrelerine gére PSMD4 geni susturulan hiicrelerin koloni
olusturma yeteneginde istatistiksel olarak anlamli bir azalis oldugu tespit edildi. HUVEC
hiicrelerinde yapilan koloni formasyon testi analiz edildiginde ise (bk. Sekil 4.58) kontrol
grubu hiicrelerine gore PSMD4 geni susturulan hiicrelerin koloni olusturma yeteneginde

istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir.

4.9 insan PSMD4 Geninin VEGF Sitokini ile Regiilasyonu

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF-A¢s sitokininin PSMD4 geninin ekspresyonuna
etkisi arastirildi. Oncelikle cesitli dozlardaki VEGF sitokininin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisi tespit edildi. Daha sonra optimum dozda VEGF kullanilarak sitokin
deneyleri kuruldu. Son asamada ise PSMD4 geninin ekspresyonu mRNA ve protein

diizeyinde yapilan ¢aligsmalarla belirlendi.

4.9.1 VEGF Sitokininin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Cesitli dozlardaki VEGF sitokininin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi ile

belirlendi. Bu amagla PANC-1 ve HUVEC hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya 20x10°
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hiicre/kuyu olacak sekilde tam besiyeri (%10 FCS igeren DMEM) i¢inde paylastirildi ve
bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin Boliim 3.2.4.8°de belirtildigi gibi sitokin
deneyleri kuruldu. Hiicrelerden tam besiyeri uzaklastirtlip kuyulara %0,1 (w/v) BSA’l
DMEM eklendi ve bir saat inkiibasyona birakildi. Devaminda kontrol grubu hari¢ diger
kuyulara son konsantrasyonu 10, 20 ve 30 ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulandi
ve inkiibasyona devam edildi. Inkiibasyonun 24. 48. ve 72. saatlerinde Boliim 3.2.7°de
aciklandigi gibi MTT testi uygulandi. Her deney grubundaki ornekler en az 3 tekrarh
calisildi. Orneklerin spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbanslari 6lgiildii. Elde
edilen sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip one-way ANOVA testiyle analiz
edildi.
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Sekil 4.59: PANC-1 hiicrelerinde farkli dozlardaki VEGF sitokininin sitotoksik etkisi.
(p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

Sekil 4.59°deki MTT analizi grafigine gére PANC-1 hiicrelerinde 24. saatte tiim sitokin
dozlarinin sitotoksik etkisi (p < 0,05) vardir. Ancak bu etki ¢ok belirgin degildir. 48. ve 72.
saatlerde 1se sadece 30 ng/mL olan sitokin dozunda sitotoksik etki (p <0,05) goriilmektedir.
Bu sonucglara goére PANC hiicreleri i¢in sitokin deneylerinde 20 ng/mL VEGF-Ajes

kullanilmasimin uygun oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.60: HUVEC hiicrelerinde farkli dozlardaki VEGF sitokininin sitotoksik etkisi.
(p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

Sekil 4.60 verilen MTT analizi grafigine gore HUVEC hiicrelerinde 24. saatte tiim sitokin
dozlarimin sitotoksik etkisi (p < 0,05) vardir. Ancak bu etki ¢ok belirgin degildir. 48. Saatte
anlaml1 bir sitotoksik etki goriilmezken 72. saatte ise sadece 30 ng/mL olan sitokin
dozunda sitotoksik etki (p < 0,05) goriilmektedir. Bu sonuglara gére HUVEC hiicreleri i¢in

sitokin deneylerinde 20 ng/mL VEGF-A 65 kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.

4.9.2 VEGF Sitokininin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerinde PSMD4 Genine Etkisinin
mRNA Diizeyinde Belirlenmesi
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF sitokininin PSMD4 ekspresyonuna etkilerini
belirlemek i¢in Boliim 3.2.4.8°de belirtildigi sekilde sitokin uygulama c¢alismasi yapildi.
Bu amagla birkag kez pasaj yapilip biiyiitiilen PANC-1 ve HUVEC hiicreleri tam besiyeri
kullanilarak 25 cm?’lik flasklara (2x10° hiicre/flask) paylastirildi ve bir gece (16 sa.)
inkiibasyon yapildi. Ertesi giin flasklardan tam besiyeri uzaklastirilip hiicreler iki kez 1X
PBS ile yikand1 ve flasklara %0,1 (w/v) BSA igeren DMEM eklendi. Flasklar inkiibatore
kaldirilip 1 saat bekletildikten sonra kontrol grubu harig diger flasklara son konsantrasyonu
20 ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulandi. Flasklar tekrar inkiibatore kaldird: ve

inkiibasyonun 1., 3., 6., 24. ve 48. saatlerinde hiicreler kaldirilarak pellet haline getirildi.
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Bolim 3.2.12.1°de agiklandigr sekilde hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu yapildi. RNA
orneklerinin miktar1 ve safligi belirlendikten sonra her bir ornekten 1 pg kalip RNA
kullanilarak cDNA sentezi yapild1 (bk. Boliim 3.2.12.5). Elde edilen cDNA’larin kalite
kontrolii yapildiktan sonra Bolim 3.2.12.7°de belirtildigi sekilde real-time PCR
gergeklestirildi.

PSMD4 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in her bir cDNA
ornegine (3 tekrarli olacak sekilde) PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri (bk.
Tablo 3.15) ile real-time PCR yapildi. Elde edilen Ct degerleri Livak metoduna gore
degerlendirildi. Sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip one-way ANOVA testi
kullanilarak analizi yapildi (bk. Sekil 4.61 ve 4.62).
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Sekil 4.61: PANC-1 hiicrelerinde VEGF sitokininin PSMD4 mRNA ekspresyon
seviyesine zamana bagl etkisi. (p < 0,05 (*), < 0,01 (**))

PANC-1 hiicreleri icin Sekil 4.61°de verilen grafik degerlendirildiginde; kontrol grubuna
kiyasla VEGF sitokini uygulanan gruplarda PSMD4 geni mRNA ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. VEGF uygulamasini takip eden

1. saatten itibaren gozlenen bu artisin 48. saate kadar devam ettigi belirlenmistir.

113



* %k %k

*%

PSMD4 Kat mRNA

0,0_ . T
Kontrol 1.saat 3.saat 6.saat 24.saat 48. saat

Sekil 4.62: HUVEC hiicrelerinde VEGEF sitokininin PSMD4 mRNA ekspresyon
seviyesine zamana bagl etkisi. (p < 0,05 (*), < 0,01 (¥*), < 0,001 (***))

Sekil 4.62°de HUVEC hiicreleri i¢in verilen grafige gore VEGF sitokini uygulamasi;
kontrol grubuna kiyasla 3. saatten itibaren PSMD4 geni mRNA ekspresyon seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir. 48. saatte gozlenen azalis istatistiksel

olarak anlaml degildir.

4.9.3 VEGF Sitokininin PANC-1 ve HUVEC Hiicrelerinde PSMD4 Genine Etkisinin
Protein Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine Boliim 3.2.4.8de agiklandig1 gibi son konsantrasyonu 20
ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulamasi yapildi. Uygulamanin 1., 3., 6., 24. ve 48.
saatlerinde hiicreler kaldirilarak pellet haline getirildi. PSMD4 geninin protein diizeyindeki
ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in Boliim 3.2.13.1°de belirtildigi sekilde Western blot
yontemi kullanildi. Bu amagla RIPA tamponuyla hiicre pelletlerinden proteinler ekstrakte
edildi (bk. Bolim 3.2.13.2). Protein miktar1 belirlenen 6rnekler, Bolim 3.2.13.4’de
bahsedildigi gibi jele yiiklenerek SDS-PAGE’de yiirtitiildii ve devaminda jeldeki proteinler
PVDF membrana transfer edildi (bk. Boliim 3.2.13.5). Daha sonra membrandaki proteinler
PSMD4 proteinine 0zgii antikorlarla muamele edilerek isaretlendi. Benzer sekilde
normalizasyon amaciyla [-aktin proteinine 0Ozgli antikorlarla isaretleme yapildi.
Isaretlenmis proteinler ECL Western blot substrati kullanilarak UVP sisteminde

gortintiilenip fotograflandi. Sekil 4.63 ve 4.65°de gosterilen PSMD4 ve [-aktin protein
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bantlarinin ImageJ programinda densitometrik analizi yapildi. PSMD4 sonuglar1 -aktin ile

normalize edilerek GraphPad programinda grafiklendirildi (bk. Sekil 4.64 ve 4.66).
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Sekil 4.63: PANC-1 hiicrelerinde yapilan sitokin deneyi protein bantlari.
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Sekil 4.64: PANC-1 hiicrelerinde VEGF sitokininin PSMD4 protein
ekspresyon seviyesine zamana bagl etkisi.

PANC-1 hiicreleri igin Sekil 4.64’de verilen grafik incelendiginde kontrol grubuna kiyasla
VEGF sitokini uygulanan gruplarda PSMD4 protein ekspresyon seviyesinde bir artis
oldugu tespit edilebilir. Sitokin uygulamasini takip eden 1. saatten itibaren gdzlenen bu
artis 48. saate kadar devam etmektedir. Benzer sekilde Sekil 4.66’da HUVEC hiicreleri
icin verilen grafik degerlendirildiginde VEGF uygulamasini takip eden 6. saatten itibaren

PSMD4 protein ekspresyon seviyesinde bir artis oldugu goriillmektedir.

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF sitokini uygulamasi: sonrasi PSMD4 protein

diizeyinde elde edilen bu sonuglar, mRNA diizeyindeki sonuglar1 desteklemektedir.
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Sekil 4.65: HUVEC hiicrelerinde yapilan sitokin deneyi protein bantlari.
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Sekil 4.66: HUVEC hiicrelerinde VEGF sitokininin PSMD4 protein
ekspresyon seviyesine zamana bagl etkisi.

4.10 Yolak inhibisyon Cahsmalar

PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda VEGF sitokininin PSMD4 geni
ekspresyonunda mRNA ve protein diizeyinde bir artisa neden oldugu belirlendi. VEGF
sitokininin PSMD4 geni regiilasyonunu hangi yolaklar tizerinden gerceklestirdigini tespit
etmek amaciyla yolak inhibisyon ¢aligmalar1 yapildi. Bu amagla dncelikle VEGF ve ¢esitli
yolak inhibitorleri kullanilarak inhibisyon deneyleri kuruldu. Daha sonra ise inhibitorlerin
PSMD4 gen ekspresyonuna etkisi mRNA ve protein diizeyinde yapilan g¢aligmalarla
belirlendi.

4.10.1 VEGF Sitokininin PSMD4 Regiilasyonunda Kullandig1 Yolaklarn mRNA
Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde inhibitérlerin PSMD4 gen ekspresyonuna etkisini

belirlemek i¢in Bolim 3.2.4.9°da belirtildigi sekilde yolak inhibisyon deneyleri kuruldu.

Bu amagla birkag kez pasaj yapilip biiyiitiilen PANC-1 ve HUVEC hiicreleri tam besiyeri

kullamlarak 25 cm®lik flasklara (2x10° hiicre/flask) paylastirildi ve bir gece (16 sa.)
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inkiibasyona birakildi. Sonraki giin flasklardan tam besiyeri uzaklastirihip hiicreler iki kez
1X PBS ile yikandi ve flasklara %0,1 (w/v) BSA igeren DMEM konuldu. Flasklar
inkiibatore kaldirilip 1 saat bekletildikten sonra kontrol ve sadece sitokin uygulanacak
gruplar hari¢ diger flasklara, PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii), SP600125 (JNK
inhibitorii), PD98059 (MEK inhibitorii) ve Wortmannin (PI3K inhibitorii) uygulandi (son
konsantrasyonlar1 i¢in bk. Tablo 3.8). Flasklar 45 dk. inkiibatorde bekletildikten sonra
kontrol grubu hari¢ diger flasklara son konsantrasyonu 20 ng/mL olacak sekilde VEGF
sitokini uygulandi. Flasklar tekrar inkiibatore kaldirildi ve inkiibasyonun 6. saatinde
hiicreler kaldirilarak pellet haline getirildi. Daha sonra bu hiicre pelletlerinden RNA
izolasyonu yapildi (bk. Bolim 3.2.12.1). RNA Orneklerinin miktar1 ve saflif
belirlendikten sonra RT reaksiyonu ile cDNA sentezi yapildi (bk. Bolim 3.2.12.5).
PSMD4 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in Bdoliim
3.2.12.7°de aciklandig1 sekilde real-time PCR yapildi. Her bir 6rnegin cDNA’s1 3 tekrarh
olacak sekilde PSMD4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri (bk. Tablo 3.15) calisildi.
Elde edilen sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi ve GraphPad programinda

grafiklendirilip one-way ANOVA testi kullanilarak analizi yapildi (bk. Sekil 4.67 ve 4.68).
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Sekil 4.67: PANC-1 hiicrelerinde inhibitorlerin PSMD4 mRNA ekspresyon
seviyesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.68: HUVEC hiicrelerinde inhibitorlerin PSMD4 mRNA ekspresyon
seviyesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 hiicreleri icin Sekil 4.67°de verilen grafige gore kontrol grubuna kiyasla VEGF
uygulanan grupta PSMD4 mRNA ekspresyonunu artmaktadir (p<0,05). Ancak P38 MAP
kinaz, JNK, MEK ve PI3K inhibitorleri ile birlikte VEGF uygulamasi yapilan gruplarda ise
VEGF’in arttirict etkisinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edildi. HUVEC
hiicreleri i¢in Sekil 4.68’de verilen grafik incelendiginde; kontrol grubuna kiyasla VEGF
uygulanan grupta PSMD4 mRNA ekspresyonunda artis (p<0,05) goriilmektedir. Ancak
sadece MEK ve PI3K inhibitorleri ¢ahsilan gruplarda VEGF’in arttirici etkisinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalis belirlendi. P38 MAP kinaz ve JNK inhibitorlerinin

calisildig: gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.

4.10.2 VEGF Sitokininin PSMD4 Regiilasyonunda Kullandi$i Yolaklarim Protein
Diizeyinde Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine Bolim 3.2.4.9°da belirtildigi sekilde PD169316 (P38

MAP kinaz inhibitorii), SP600125 (JNK inhibitorii), PD98059 (MEK inhibitorii) ve

Wortmannin (PI3K inhibitorii) uygulamasi yapildi. Hiicreler 45 dk. inkiibe edildikten sonra

kontrol grubu hari¢ digerlerine VEGF sitokini uygulandi. Hiicreler 6 saat daha inkiibe

edildikten sonra kaldirilarak pellet halinde getirildi. Bu hiicre pelletlerinden proteinler

ekstrakte edildi ve Orneklerin protein miktar1 belirlendi. Protein Ornekleri Boliim
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3.2.13.4’de aciklandig1 gibi jele yiiklenerek SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve devaminda
jeldeki proteinler PVDF membrana transfer edildi (bk. Bolim 3.2.13.5). Daha sonra
membrandaki proteinler PSMD4 proteinine 6zgii antikorlarla muamele edilerek isaretlendi.
Benzer sekilde normalizasyon amaciyla B-aktin proteinine 6zgii antikorlarla isaretleme
yapildi. Isaretlenmis proteinler ECL Western blot substrati kullanilarak UVP sisteminde
gorilintiilenip fotograflandi. Sekil 4.69 ve 4.71°de gosterilen PSMD4 ve B-aktin protein
bantlarinin ImagelJ programinda densitometrik analizi yapildi. PSMD4 sonuglar1 B-aktin ile

normalize edilerek GraphPad programinda grafiklendirildi (bk. Sekil 4.70 ve 4.72).
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Sekil 4.69: PANC-1 hiicrelerinde yapilan yolak inhibisyon deneyi protein bantlari.
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Sekil 4.70: PANC-1 hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin PSMD4 protein
ekspresyon seviyesine etkisi.
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Sekil 4.71: HUVEC hiicrelerinde yapilan yolak inhibisyon deneyi protein bantlari.
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Sekil 4.72: HUVEC hiicrelerinde yolak inhibitdrlerinin PSMD4 protein
ekspresyon seviyesine etkisi.

PANC-1 hiicreleri i¢in Sekil 4.70’de verilen grafige gore kontrol grubuyla kiyaslandiginda
VEGF uygulamasi yapilmasi PSMD4 protein ekspresyonunu arttirmistir. Ancak P38 MAP
kinaz, JNK, MEK ve PI3K inhibitorleri ile birlikte VEGF uygulamas1 yapilmas: (sadece
VEGF artisina kiyasla) PSMD4 protein ekspresyonunu azaltmistir. Ozellikle MEK ve
PI3K inhibitorleriyle ¢alisilan gruplardaki azalma daha belirgindir. Sekil 4.72’°de HUVEC
hiicreleri ig¢in verilen grafik incelendiginde PANC-1 hiicreleriyle benzer sonuclar elde
edildigi gorilebilir. Her iki hiicre hatt1 i¢in protein ve mRNA diizeyinde elde edilen yolak
inhibisyon sonuglar1 birbirini desteklemektedir. Muhtemelen her iki hiicre hattinda da
VEGF sitokini, P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K yolaklari {izerinden PSMD4 gen

regiilasyonunu saglamaktadir.
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4.11 insan PSMD4 Geni Promotor Parc¢alarimin Transkripsiyonel Aktivitesinin
incelenmesi
insan PSMD4 genine ait promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesi salan sistem
lusiferaz ve SEAP aktivitesi dlgiilerek belirlenmistir. Bu amagla PSMD4 geni P1: 150 bg (-
98/+52) ve P3: 683 bg (-631/+52) promotor pargalar1 Uzman Gizem DAYI tarafindan
pMetLuc-reporter vektoriine klonlanmistir [48]. P2: 326 bg (-274/+52) promotor parcasi
ise bu ¢alismada klonlanmistir. pMetLuc-reporter vektoriindeki PSMD4 promotor pargalari
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine transfeksiyonla aktarilip bazal aktiviteleri belirlenmistir.
Ayrica promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivitesine VEGF sitokininin ve c¢esitli

yolak inhibitorlerinin etkisi arastirildu.

4.11.1 PSMD4 Geni P2: 326 b¢ (-274/+52) Promotor Par¢asinin pMetLuc-Reporter
Vektoriine Klonlanmasi

PSMD4 genine ait 683 bg¢’lik promotor pargasinin kalip olarak kullanildigi PCR yapildi.
Bolim 3.2.3.3°de belirtildigi gibi hazirlanan reaksiyonda 326 bg iiriin veren ileri (5’-CTC
GAG GGA ATC GAC ACA GCA ACT-3’) ve geri (5’-TTC GAA CAT CTT GCC ACC
TTC CTC C-3”) primerleri kullanildi. PCR f{iriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
kontrol edildi ve bantlar Boliim 3.2.3.5’de agiklandig: sekilde agaroz jelden geri kazanildu.
Geri kazanilan PCR iiriinleri ile pGEM-T Easy vektoriine ligasyon reaksiyonu (bk. Boliim
3.2.3.7) kuruldu. Ligasyon {iriinleri kompetent hiicrelere transforme edilerek rekombinant
koloniler arastirildi. Bu amagla kolonilerden 6n kiiltiir hazirlanarak plazmit izolasyonu
yapild1 ve plazmitlere Sacll ve Pstl restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu kuruldu.

Kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi.

Sekil 4.73: P2: 326 bg promotor parcasini igeren pGEM-T Easy vektori kesim tirtinlerinin
agaroz jel elektroforezi goriintlisii. (M: 1 kb marker, 1-2. koloni kesim iiriinleri)
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pGEM-T Easy vektoriine klonlandig1 dogrulanan (bk. Sekil 4.73) P2 promotor pargasi alt
klonlama ile pMetLuc-reporter vektoriine aktarildi. Bu amagla Boliim 3.2.3.6 agiklandig:
gibi P2 promotor parcasini iceren pGEM-T Easy vektoriine Sacll ve Pstl enzimleriyle
restriksiyon endoniikleaz kesimi yapildi. Benzer sekilde pMetLuc-reporter vektorii de ayni
restriksiyon enzimleriyle kesilerek lineer hale getirildi. Kesim driinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve bantlar geri kazanildi. Elde edilen P3 promotor insertlerini
lineer haldeki pMetLuc-reporter vektoriine baglamak i¢in ligasyon kuruldu (bk. Bolim
3.2.3.7). Ligasyon iriinleri Bolim 3.2.2.3’de bahsedildigi gibi kompetent hiicrelere
transforme edilerek rekombinant koloniler arastirildi. Bu amagla kolonilerden plazmit
izolasyonu yapildi ve plazmitlere Sacll ve Pstl restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu
kuruldu. Kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi (bk. Sekil

4.74).

Sekil 4.74: P2 promotor parcasini i¢ceren pMetLuc-reporter vektorii kesim {iriinlerinin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: 1 kb marker, 1-2. koloni kesim iiriinleri)

Sekil 4.74°de goriildiigii gibi iki koloninde rekombinant plazmidi tasidigi dogrulanmustir.
1. koloniden izole edilen plazmit ilave dogrulama i¢in BM Lab. Sistemleri firmasina
dizilemeye yollandi. Ayrica kontrol amaciyla P1 ve P3 promotor pargalarini igeren
pMetLuc-reporter plazmitleri de dizilemeye gonderildi. Promotor pargalarinin dizileme
sonuglart gen bankasindaki PSMD4 dizisiyle (NCBI Ref. Seq.: NG 029700.1) blast
yapilarak karsilastirild1 (bk. EK G). P1, P2 ve P3 promotor pargalarini tagidigi dogrulanan
pMetLuc-reporter plazmitleri kompetent hiicrelere transforme edilerek Boliim 3.2.2.4°de

aciklandigr gibi gliserol stoklar1 hazirlandi ve -80 °C’de muhafaza edildi.
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Transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilmak iizere pMetLuc-reporter vektoriindeki P1, P2 ve
P3 promotor parcalarimi igeren gliserol stoklardan Boliim 3.2.2.7°de belirtildigi sekilde
MidiNucleoBond Xtra™ kiti kullanilarak biiyiik 6lgekli plazmit izolasyonu yapildi. izole
edilen plazmitlerin Sacll ve Pstl enzimleriyle restriksiyon endoniikleaz kesimi yapilarak
dogrulamasi yapildi (bk. Sekil 4.75) ve stok plazmitler -20 °C’de saklandi. P1, P2 ve P3

promotor pargalarinin temsili gosterimi Sekil 4.76’da verilmistir.

M B3 P2 P1

Sekil 4.75 Promotor pargalarinin restriksiyon endoniikleaz kesiminin agaroz jel
elektroforezi goriintiisti. (M: 1 kb marker, P3-P1 promotor pargalarr)

@ r : Lusiferaz I

@ ; : Lusiferaz I
@ 5 : Lusiferaz I

A

v
+631 +250 +1

Sekil 4.76: PSMD4 promotor pargalarinin sematik gosterimi. (P1: 150 bg (-98/+52),
P2: 326 bg (-274/+52) ve P3: 683 bg (-631/+52))
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4.11.2 Gegici Transfeksiyonun Salinan Lusiferaz ve SEAP Sisteminde Optimizasyonu
PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda gerceklestirilen gegici transfeksiyon ¢aligmalarinda
X-tremeGENE™ HP DNA transfeksiyon reaktifi kullamildi. Gegici transfeksiyon
etkinliginin optimizasyonu amaciyla PANC-1 ve HUVEC hiicreleri 12 kuyucuklu plakaya
25x10* hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirilip 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
Boliim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde pMetLuc-kontrol (1 pg) ve pMetLuc-reporter (1 pg)
vektorleri, pPSEAP2-kontrol (0,5 pg) vektoriiyle birlikte hiicrelere transfekte edildi. Her
grubun en az 3 tekrar1 olacak sekilde calisildi. Transfeksiyonun 48. saatinde hiicrelerin
ortamindan 100°er pL besiyeri 6rnegi alindi. Boliim 3.2.11°de agiklandig: sekilde Ready-
To-Glow™ Dual Secreted Reporter Assay kiti kullamilarak besiyeri orneklerindeki
lusiferaz ve SEAP aktivitesi luminometrede 6lgiildii. Olgiim sonuglar1 degerlendirilirken
her bir 6rnegin lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine boliinerek relative lusiferaz aktivitesi

hesaplandi. Elde edilen sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip analiz edildi.

150 400
Z Z 300+
= 100 Z
< =
& & 200
£ 507
2 = 100
& &

0 T 0- T

A) pMetLuc-Kontrol pMetLuc-Reporter B) pMetLuc-Kontrol pMetLuc-Reporter

Sekil 4.77: pMetLuc-kontrol ve pMetLuc-reporter vektorlerinin transfeksiyon
etkinligi. (A: PANC-1 hiicre hattinda, B: HUVEC hiicre hattinda)

Transfeksiyon etkinliginin optimizasyonunda pozitif kontrol olarak pMetLuc-kontrol ve
pSEAP2-kontrol vektorleri kullanildi. Her iki vektor de viral kaynakli giiglii bir promotor
bolgesi icerdiginden yiiksek aktiviteye sahiptir. pMetLuc-kontrol vektorii transfeksiyon
sonrasi yiiksek lusiferaz aktivitesi gosterir. Benzer sekilde pSEAP2-kontrol vektorii ise
yiiksek SEAP aktivitesi gostermektedir. Calismada SEAP aktivitesi, lusiferaz aktivitesini
normalize etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica promotor icermeyen pMetLuc-reporter
vektorii, transfeksiyon sonrasi olasi arka plan aktivitesini tespit etmek amaciyla negatif

kontrol olarak kullanild:.
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Sekil 4.77°de verilen grafiklere gore PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki transfeksiyonun
basarili bir sekilde gerceklestigi belirlendi. Ayrica salinan sistem lusiferaz ve SEAP
Olgtimlerinde belirgin bir arka plan aktivitesi goriilmedigi ve optimum degerlerde oldugu

tespit edilmistir.

4.11.3 PSMD4 Geni Promotor Parcalarinin Bazal Aktivitesinin Belirlenmesi

pMetLuc-reporter vektoriine klonlanan PSMD4 genine ait promotor parcalarinin bazal
aktivitesini belirlemek i¢in transfeksiyon calismasi yapildi. Bu amagla PANC-1 ve
HUVEC hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya 30x10? hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirilip 1
gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin Bolim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde pMetLuc-
reporter vektoriindeki promotor pargalari, pSEAP2-kontrol vektorii ile birlikte hiicrelere
transfekte edildi. Her bir kuyuda 0,1 pg promotor pargasi (pMetLuc-reporter vektorii) ve
0,05 pg pSEAP2-kontrol vektorii olacak sekilde transfeksiyon yapilmistir. Her bir
promotor parcasi en az 3 tekrarl olacak sekilde ¢alisilmistir. Transfeksiyonun 48. saatinde
hiicrelerin besiyerinden 100’er pL 6rnek alindi ve Boliim 3.2.1°de agiklandig gibi besiyeri
orneklerindeki lusiferaz ve SEAP aktivitesi Ol¢iildii. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine
boliinerek relative lusiferaz aktivitesi hesaplandi. Elde edilen sonuglar GraphPad

programinda grafiklendirilip one-way ANOVA testiyle analiz edildi.

P3: 683 bg (-631/+52) =
*
*

- *

P2: 326 b (-274/+52)- | = *
*
*
*

1 1 . 1
0,0 0,5 1,0 1,53 4 5 6

Relative Lusiferaz aktivitesi

Sekil 4.78: PANC-1 hiicrelerindeki PSMD4 promotor par¢alarinin bazal transkripsiyonel
aktivitesi. (p degerleri: < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***))
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P3: 683 be (-631/+52)
*
*

*

P2: 326 be (-274/+52) H = *
*
*
*

P1: 150 bg (-98/+52) -
1 1 1

000 005 01002 0.6 08 1,0

Relative Lusiferaz aktivitesi

Sekil 4.79: HUVEC hiicrelerindeki PSMD4 promotor pargalarinin bazal transkripsiyonel
aktivitesi. (p degerleri: < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***))

Sekil 4.78 ve 4.79’da verilen grafiklere gore PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4
genine ait tim promotor pargalarin aktif transkripsiyonel aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica her iki hiicre grubunda da 150 bg¢’lik P1 promotor parcasi digerlerine
kiyasla daha yiiksek aktivite gosterdigi, 326 bg’lik P2 promotor pargasinin ise daha diisiik

sahip oldugu belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir.

4.11.4 VEGTF Sitokininin PSMD4 Promotor Parcalarina Etkisinin Belirlenmesi

PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada VEGF sitokininin PSMD4 gen
ekspresyonunu hem mRNA hem de protein diizeyinde arttirdigi gosterilmistir. VEGF
uyaristyla gerceklesen bu etkiyi transkripsiyonel diizeyde incelemek i¢in VEGF sitokini
transfeksiyon caligmalarina dahil edildi. Bu amagla PSMD4 promotor parcalarinin bazal
aktivitesini belirleme caligmalarinda (bk. 4.11.3) oldugu gibi PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerine transfeksiyon yapildi. Transfeksiyonun 36. saatinde Bolim 3.2.4.8°de
belirtildigi sekilde son konsantrasyonu 20 ng/mL olacak sekilde VEGF sitokini uygulamasi
yapildi. Uygulamadan 6 saat sonra hiicre ortamindan 100’er uL 6rnek alindi1 ve Bolim
3.2.1’de agiklandig1 gibi Orneklerin lusiferaz ve SEAP aktivitesi oOlgiildii. Lusiferaz
aktivitesi SEAP aktivitesine boliinerek relative lusiferaz aktivitesi hesaplandi. Elde edilen

sonuglar GraphPad programinda grafiklendirilip one-way ANOVA testiyle analiz edildi.
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Sekil 4.80: PANC-1 hiicrelerinde VEGF’in PSMD4 promotor parcalarinin
transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.81: HUVEC hiicrelerinde VEGF’in PSMD4 promotor parg¢alarinin
transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 ve HUVEC hiicreleri icin Sekil 4.80 ve 4.81°de verilen grafiklere gore VEGF
sitokini, tiim promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesini istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde arttirmustir. Ozellikle P2 promotor parcasindaki aktivite artis1 (PANC-1de
3,1 kat, HUVEC’de 16 kat) digerlerine gore daha yiiksek diizeydedir. P3 promotor

pargasindaki artigin ise digerlerine gore daha az oldugu tespit edilmistir.
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4.11.5 VEGF Sitokini ve Yolak Inhibitorlerinin PSMD4 Promotor Parcalarina
Etkisinin Belirlenmesi

Bolim 4.11.4°deki ¢alismada VEGF sitokininin tim PSMD4 promotor parcalarinin
transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. VEGF sitokininin bu artig1 hangi
yolaklar tlizerinden gergeklestirdigini tespit etmek amaciyla yolak inhibitorleri
transfeksiyon g¢alismalarina dahil edilmistir. Bu amagla PSMD4 promotor pargalarinin
bazal aktivitesini belirleme ¢aligmasinda (bk. 4.11.3) oldugu gibi PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerine transfeksiyon yapildi. Transfeksiyonun 36. saatinde Bolim 3.2.4.9°da
aciklandig sekilde yolak inhibisyon deneyleri kuruldu. Calismada PD169316 (P38 MAP
kinaz inhibitorii), SP600125 (JNK inhibitorii), PD98059 (MEK inhibitérii) ve Wortmannin
(PI3K inhibitorii) inhibitorleri Tablo 3.8’de verilen son konsantrasyonlara gore
uygulanmistir. Her bir 6rnek en az {i¢ tekrarli calisilmistir. VEGF uygulamasini takip eden
6. saatte hiicrelerin ortamindan 100 pL 6rnek alindi. Bu orneklerin Bolim 3.2.1°de
aciklandigi gibi lusiferaz ve SEAP aktivitesi Ol¢iildii ve her 6rnegin lusiferaz aktivitesi
SEAP aktivitesine boliinerek relative lusiferaz aktivitesi hesaplandi. Elde edilen sonuglar

GraphPad programinda grafiklendirilip one-way ANOVA testiyle analiz edilmistir.
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Sekil 4.82: PANC-1 hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P1: 150 bg (-98/+52) promotor
pargasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.83: PANC-1 hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P2: 326 bg (-274/+52) promotor
pargasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.84: PANC-1 hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P3: 683 bg (-631/+52) promotor
parcasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.85: HUVEC hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P1: 150 bg (-98/+52) promotor
parcasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.86: HUVEC hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P2: 326 bg (-274/+52) promotor
pargasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)
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Sekil 4.87: HUVEC hiicrelerinde yolak inhibitorlerinin P3: 683 bg (-631/+52) promotor
parcasinin transkripsiyonel aktivitesine etkisi. (p degeri < 0,05 (*) ile gosterildi.)

PANC-1 hiicrelerinde yapilan ¢alisma sonucu elde edilen verilere gore (bk. Sekil 4.82,
4.83 ve 4.84) VEGF’nin tim promotor pargalarinda goriilen transkripsiyonel aktiviteye
olan uyaric etkisi; P38 MAP kinaz, JINK, MEK ve PI3K inhibitorleri uygulanan gruplarda
azalmistir. P1 promotoru ¢alismasinin P38 MAP kinaz (PD169316) inhibitorii uygulanan

grubu hari¢ diger gruplardaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir.

HUVEC hiicrelerindeki sonuglar (bk. Sekil 4.85, 4.86 ve 4.87) incelendiginde P38 MAP
kinaz, JNK, MEK ve PI3K inhibitorleri uygulanan tiim promotor pargalarinda VEGF

sitokininin, uyarici etkisinde istatistiksel olarak anlamli olan bir azalma goriilmiistiir.
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde elde edilen sonuglara gére muhtemelen her iki hiicre

hattinda da VEGF sitokini; P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K yolaklar1 iizerinden

PSMD4 promotor parcalarinin transkripsiyonel regiilasyonunu saglamaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ubikitin-proteazom sistemi (UPS), hiicresel proteostazi diizenleyerek cesitli siireclerde
kritik roller oynamaktadir. Proteinlerin UPS aracili kontrollii yikimiyla hiicre dongiisii, gen
ekspresyonu, sinyal iletimi, bagisiklik, apoptoz ve onkogenez gibi siiregler
diizenlenmektedir [9]. Son yillarda UPS’deki diizensizliklerin bir¢ok insan hastaligiyla
iliskili oldugu gosterilmistir [7].

PSMD4 geni, ubikitin-proteazom sisteminde yer alan 26S proteazomun ubikitin reseptorii
olarak gorev yapan alt birimlerinden birini kodlamaktadir. Gen bankalar1 tarandiginda
PSMD4 geninin 380 amino asitlik izoform 1 (angiosidin) ve 377 amino asitlik izoform 2
(PSMD#4) proteinlerini kodladig1 goriilmektedir [19]. Literatiirde PSMD4 geninin tiimor
gelisimiyle iliskili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Ancak pankreas kanserinde

PSMD#4 geninin roliinii ortaya koyan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda gerceklestirilen ¢alismalar dort basamak altinda toplanabilir. Birinci
basamakta, PSMD4 ve angiosidin genlerinin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde over
ekspresyonu yapilarak molekiiler ve hiicresel diizeyde karakterizasyon g¢aligmalari

gergeklestirildi.

Oncelikle pcDNA-3.3 TOPO vektoriindeki insan PSMD4 geni, pEGFP-C1 vektoriine
klonlandi. Bu amagla PSMD4 geninin transkript varyant 2 (NM_002810.4) mRNA
niikleotit dizisinin restriksiyon haritalamas1 yapilarak geni kesen ve kesmeyen enzimler
belirlendi. pEGFP-C1 vektoriiniin kesim bolgesinde tanima dizileri bulunan ancak geni
kesmeyen enzimlerin tanima dizileri okuma gergevesini kaydirmayacak sekilde ileri ve geri
klonlama primerlerine yerlestirildi. PSMD4 geni, Sekil 4.1°de verilen ¢aligma basamaklari
takip edilerek pEGFP-C1 vektoriine klonlandi. Klonlamanin dogrulugu dizi analiziyle teyit
edildi.

Tez g¢alismasi kapsaminda PSMD4 geninden angiosidin proteinini kodlayan transkript
varyant 1 (angiosidin geni) yonlendirilmis mutagenezle elde edildi ve pEGFP-CI
vektoriine klonlandi. Bu amagla angiosidin genindeki 9 niikleotitlik (5°...-AGGTGAAAG-
...37) fazlahk bolgeyi igeren ileri ve geri mutasyon primerleri tasarlandi. Mutagenez

caligmasinda ilk olarak Stratagene QuickChange™ kiti modifiye edilerek kullanildi ancak
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istenilen mutant gen elde edilemedi. Bu yilizden farkli bir strateji olan PCR tabanlh
mutagenez c¢alismas1 yapildi [131]. Sekil 4.6’daki calisma basamaklari uygulanarak
mutasyonu tastyan gen (angiosidin) elde edildi ve devaminda pEGFP-C1 vektoriine

klonlandi. Mutagenezin ve klonlamanin dogrulugu dizi analizi yapilarak kontrol edildi.

PSMD4 ve angiosidin genlerinin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde over ekspresyonunu
gerceklestirmek igin transfeksiyon caligmasi yapildi. Bu amagla pEGFP-C1 vektoriine
klonlanan PSMD4 ve angiosidin genleri gecici transfeksiyonla hiicrelere aktarildi ve
genlerin over ekspresyonu mRNA diizeyinde real-time PCR ile dogrulandi. PANC-1
hiicrelerinde bos-pEGFP-C1 uygulanan grupla kiyaslandiginda; mRNA seviyesindeki
artisin PSMD4 uygulanan grupta 18 kat (p <0,001), angiosidin uygulanan grupta ise 26 kat
(»<0,001) oldugu tespit edildi. HUVEC hiicrelerinde ise mRNA seviyesindeki artigin
PSMD4 uygulanan grupta 15 kat (p<0,001), angiosidin uygulanan grupta ise 21 kat
(»<0,001) oldugu belirlendi. Hiicrelerdeki PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu protein
diizeyinde western blot ile teyit edildi. Bos-pEGFP-C1 wuygulanan hiicrelerle
kiyaslandiginda; PSMD4 ve angiosidin protein seviyesindeki artigin sirasiyla PANC-1 i¢in
1,86 ve 1,92 kat oldugu, HUVEC i¢in ise 1,3 ve 1,27 kat oldugu tespit edildi. PSMD4 ve
angiosidin genlerinin over ekspresyonunun real-time ve western blot sonuglart birbiriyle

tutarlilik gostermektedir.

Hiicrelerde pEGFP-C1 vektoriindeki PSMD4 ve angiosidin genlerinin protein {iriinleri,
GFP’nin C-terminaline fiizyon olarak ifade olmaktadir. PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerindeki yesil floresan protein (GFP) etiketli PSMD4 ve angiosidin proteinleri flow
sitometri ile analiz edildi. Her iki hiicre hattinda da transfeksiyon yapilmayan kontrol
grubu hiicrelerine kiyasla transfeksiyon yapilan gruplarin floresan sinyal seviyesinde artis
oldugu tespit edildi. Ayrica GFP sinyali floresan mikroskop altinda da takip edildi. PANC-
1 ve HUVEC hiicrelerinde yapilan analizler sonucu transfeksiyon yapilan gruplarin yogun
yesil floresan protein (GFP) sinyali gosterdigi belirlendi. Gergeklestirilen tiim dogrulama
analizleri sonucunda PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 ve angiosidin over
ekspresyonunun basarili bir sekilde gerceklestigi tespit edildi.

PANC-1 ve HUVEC hiicre hatlarindaki PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonunun hiicre
canhiligina etkisi MTT testi ile belirlendi. Oncelikle 96 kuyucuklu plakada MTT testi igin
kullanilacak optimum hiicre sayisi tespit edildi. Her iki hiicre hatti i¢in kuyu basina 20.000
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hiicre kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi. PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine
PSMD4 ve angiosidin genlerinin transfeksiyonu yapildi ve transfeksiyonun 24. 48. ve 72.
saatlerinde MTT testi gergeklestirildi. PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki PSMD4 ve
angiosidin over ekspresyonu kontrol gruplarina kiyasla, tiim saat dilimlerinde hiicrelerin
canliliginda bir artisa (p<0,05) neden olmaktadir. Hiicrelerdeki PSMD4 ve angiosidin over
ekspresyonunun hiicre gogiine etkisini belirlemek amaciyla scratch testi yapildi. Test
sonuglar1 analiz edildiginde PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde PSMD4 ve angiosidin
genlerinin over ekspresyonunun yapildigi gruplarda kontrol gruplarina kiyasla hiicrelerin
go¢ etme yeteneginde bir artis oldugu belirlendi. PSMD4 ve angiosidin over
ekspresyonunun hiicrelerin koloni olusturma yetenegine etkisini belirlemek i¢in koloni
formasyon testi yapilmistir. Oncelikle 6 kuyucuklu plaka igin kullanilacak optimum hiicre
sayis1 belirlendi. PANC-1 ve HUVEC igin sirastyla 1000 ve 500 hiicre ile deneye
baglanmasinin uygun olduguna karar verildi. Koloni formasyon testi sonuglari analiz
edildiginde her iki hiicre hattinda da PSMD4 ve angiosidin genleriyle transfekte edilen
gruplarda kontrol gruplarna kiyasla koloni sayilarinda bir artis (p<0,05) oldugu tespit
edildi.

PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki
proliferasyonu, migrasyonu ve koloni olusum yetenegini arttirmaktadir. Calismada ayrica
bu hiicresel degisikliklerin EMT (Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim) stireciyle iligkisi
arastirildi. Over ekspresyonun EMT iliskili bazi genlerin ekspresyonuna etkisi mRNA
diizeyinde real-time PCR ile belirlendi. PANC-1 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
PSMD4 ve angiosidin over ekspresyonu yapilan gruplarda E-cadherin mRNA seviyesinde
bir azalis (p<0,05) oldugu, osteopontin, vimentin ve twist mRNA seviyesinde ise bir artig
(»<0,05) oldugu tespit edildi. HUVEC hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla PSMD4
over ckspresyonu yapilan gruplarda E-cadherin ve osteopontin mRNA seviyelerinde bir
azalis (p<0,05), vimentin ve twist mRNA seviyesinde ise artis (p<0,05) oldugu tespit
edildi. Angiosidin over ekspresyonu yapilan gruplarda da E-cadherin ve osteopontin
mRNA seviyesinde bir azalis (p<0,05), vimentin mRNA seviyesinde ise artis (p<0,05)
oldugu belirlendi.

Tez c¢alismasinin ikinci basamaginda ise PSMD4 genlerinin PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerinde susturulmasi yapilarak molekiiler ve hiicresel diizeyde karakterizasyon

caligmalari yapildu.
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PSMD4 ve angiosidin genlerini hedefleyen shRNA oligolart siRNA se¢im programi
kullanilarak tasarlandi. PSMD4-shRNA ve angiosidin-shRNA oligolar: {iretici firmanin
(Addgene) onerdigi sekilde pLKO.1-TRC vektoriine klonlandi. Klonlamanin dogrulugu

EcoRI ve Ncol restriksiyon endoniikleaz kesimi ve dizi analiziyle teyit edildi.

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki PSMD4 ve angiosidin genlerini susturmak igin
pLKO.1-TRC vektoriine klonlanan shRNA oligolari transfeksiyonla hiicrelere aktarildi.
PSMD4 ve angiosidin susturulmasi mRNA diizeyinde real-time PCR ile dogrulandi.
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde kontrol olarak scramble uygulanan grupla
karsilastirildiginda sadece PSMD4-shRNA ile susturma yapilan gruplarda PSMD4 mRNA
seviyesinde bir azalis (p<0,05) oldugu gozlendi. Angiosidin-shRNA ile susturma yapilan
gruplarda ise belirgin bir fark goriilmedi. PSMD4 ve angiosidin susturulmasi protein
diizeyinde de immiinofloresan (IFC) teknigi ile dogrulandi. IFC sonuglari analiz
edildiginde her iki hiicre hattinda da sadece PSMD4-shRNA ile susturma yapilan gruplarda
floresan sinyal yogunlugunda bir azalma (p<0,05) oldugu tespit edildi. Angiosidin-shRNA
uygulanan gruplarda belirgin bir fark goriilmedi. Bu ¢aligmalardan elde edilen sonuglara
gore PSMD4-shRNA, hiicrelerdeki PSMD4 genini kismi olarak susturmaktadir. Bu yiizden
susturma ¢aligmalarina PSMD4-shRNA ile devam edildi.

Hiicrelerdeki PSMD4 gen susturulmasinin hiicre canliligina olan etkisi MTT testi ile
belirlendi. PANC-1 ve HUVEC hiicrelerine PSMD4-shRNA transfeksiyonu yapildi ve
transfeksiyonun 24. 48. ve 72. saatlerinde MTT testi gergeklestirildi. PANC-1 hiicrelerinde
PSMD4 geni susturulmasi sadece 24. saatte hiicrelerin canlilifinda bir azalisa (p<0,05)
neden olmugtur. Diger saat dilimlerinde belirgin bir fark (p>0,05) gozlenmedi. HUVEC
hiicrelerinde ise PSMD4 gen susturulmasi, kontrol grubuna kiyasla tiim saat dilimlerinde
hiicre canliliginda bir artisa (p<0,05) neden olmaktadir. Hiicrelerdeki PSMD4 gen
susturulmasinin hiicre gogiine etkisini belirlemek i¢in scratch testi yapildi. Test sonuglarina
gore PSMD4 geninin susturulmasi, PANC-1 hiicrelerinde go¢ etme yetenegini azaltirken
HUVEC hiicrelerinde arttirmaktadir. Son olarak PSMD4 susturulmasinin hiicrelerin koloni
olusturma yetenegine etkisi koloni formasyon testi yapilarak belirlendi. Koloni formasyon
test sonuglart analiz edildiginde, kontrol gruplarina kiyasla PSMD4 susturulmasi yapilan
gruplarda, PANC-1 hiicrelerinde koloni olusturma yeteneginde bir azalis (p<0,05) oldugu
HUVEC hiicrelerinde ise bir artig (p<0,05) oldugu tespit edildi.
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Tezin {igiincli basamaginda ise VEGF-A 5 sitokininin PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki
PSMD4 gen regiilasyonuna etkisi incelenmistir. Oncelikle VEGF’in hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlendi. Bu amagla hiicrelere son konsantrasyonlar 10, 20
ve 30 ng/mL olan VEGF sitokini uygulandi ve 24. 48. ve 72. saatlerinde MTT testi yapildi.
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde 24. saatte tiim VEGF dozlar1 sitotoksik etki (p<0,05)
yaratmaktadir ancak bu etki ¢ok belirgin degildir. 72. saatte ise sadece 30 ng/mL olan
VEGF dozunda sitotoksik etki (p<0,05) goriilmektedir. Diger saat dilimlerinde ve sitokin
dozlarinda anlamli bir fark yoktur. Bu sonuglara gore sitokin ¢alismalarinda, 20 ng/mL

olacak sekilde VEGF kullanilmasimin uygun olduguna karar verildi.

PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde VEGF uygulamasinin PSMD4 gen ekspresyonuna etkisi
mRNA diizeyinde real-time PCR ile tespit edildi. PANC-1 hiicrelerinde VEGF sitokini
uygulamasini takip eden 1. saatten itibaren PSMD4 mRNA seviyesinde bir artis oldugu ve
bu artisin 48. saate kadar devam ettigi (p<0,05) belirlendi. HUVEC hiicrelerinde ise 3.
saatten itibaren PSMD4 mRNA seviyesinde artis (p<0,05) oldugu bulunmustur. VEGF’in
PSMD#4 ekspresyonuna etkisi protein diizeyinde western blot teknigi ile arastirildi. Elde
edilen sonuglar analiz edildiginde PANC-1 hiicrelerinde VEGF sitokini uygulamasi 1.
saatten 48. saate kadar PSMD4 protein seviyesinde bir artisa neden olmaktadir. HUVEC
hiicrelerinde ise 6. saatten itibaren PSMD4 protein seviyesinde bir artis oldugu tespit
edildi. Sonug olarak mRNA diizeyinde elde edilen veriler western blot analiziyle tutarlilik

gostermektedir.

VEGF sitokininin PSMD4 gen regiilasyonunu hangi yolaklar iizerinden gerceklestirdigini
tespit etmek amaciyla yolak inhibisyon ¢aligmalar: yapildi. Bu amagla hiicrelere PD169316
(P38 MAP kinaz inhibitorii), SP600125 (JNK inhibitorii), PD98059 (MEK inhibitorii) ve
Wortmannin (PI3K inhibitorii) inhibitorleri uygulandi. Devaminda (45 dk. sonra) VEGF
sitokini uygulamasi yapildi. Inhibitrlerin PSMD4 ckspresyonuna olan etkisi mRNA
diizeyinde real-time PCR ile belirlendi. PANC-1 hiicrelerinde VEGF sitokini PSMD4
mRNA ekspresyonunu arttirmaktadir (p<0,05). Ancak P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve
PI3K inhibitorleri ile birlikte VEGF uygulamasi, PSMD4 mRNA seviyesini azaltmaktadir
(»<0,05). HUVEC hiicrelerinde ise VEGF’in PSMD4 mRNA seviyesini arttirdigi ancak
MEK ve PI3K inhibitorleri calisilan gruplarda VEGF’in uyarici etkisinde bir azalig
(p<0,05) oldugu belirlendi. P38 MAP kinaz ve JNK inhibitorleri ¢alisilan gruplarin mRNA
seviyesinde belirgin bir fark gériilmedi (p>0,05). inhibitdrlerin PSMD4 ekspresyonuna
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etkisi protein diizeyinde western blot analiziyle belirlendi. PANC-1 hiicreleri i¢in P38
MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K inhibitorleri ¢alisilan gruplarda VEGF’in PSMD4 protein
seviyesinde gdsterdigi uyarici etkisinde azalma oldugu goriildii. Ozellikle MEK ve PI3K
inhibitorleri uygulanan gruplardaki azalma daha belirgindir. HUVEC hiicrelerinde
inhibitorlerin PSMD4 protein diizeyine olan etkisi PANC-1’de elde edilen sonuglara
benzerdir. Sonu¢ olarak iki hiicre hattinda da protein ve mRNA diizeyinde elde edilen
yolak inhibisyon sonugclar1 birbirini desteklemektedir. Muhtemelen her iki hiicre hattinda
da VEGEF sitokini, P38 MAP kinaz, JINK, MEK ve PI3K yolaklari tizerinden PSMD4 gen

regiilasyonunu saglamaktadir.

Tez c¢aligmasinin son basamaginda insan PSMD4 genine ait promotor pargalarinin
transkripsiyonel aktivitesi incelendi. Bu amagla grubumuz tarafindan [48] P1: 150 bg (-
98/+52) ve P3: 683 b¢ (-631/452) promotor pargalar1 pMetLuc-reporter vektoriine
klonlanmustir. P2: 326 bg (-274/+52) promotor parcasi ise 683 bg’lik P3 promotor pargasi

kullanilarak pMetLuc-reporter vektoriine bu ¢aligmada klonlandi.

Oncelikle PANC-1 ve HUVEC hiicrelerinde gegici transfeksiyonun etkinligi belirlendi. Bu
amagla pMetLuc-kontrol (1 pg) ve pMetLuc-reporter (1 pg) vektorleri, pPSEAP2-kontrol
(0,5 pg) vektoriiyle birlikte hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyonun 48. saatinde
salinan sistem lusiferaz ve SEAP 6l¢iimleri yapildi. Calismada SEAP aktivitesi, lusiferaz
aktivitesini normalize etmek i¢in kullanildi. Ayrica promotor igermeyen pMetLuc-reporter
vektorii, transfeksiyon sonrasi olasi arka plan aktivitesini tespit etmek amaciyla negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde PANC-1 ve
HUVEC hiicrelerindeki transfeksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigi ve lusiferaz ve
SEAP ol¢limlerinde belirgin bir arka plan aktivitesi goriilmedigi ve optimum degerlerde

oldugu tespit edildi.

PSMD4 genine ait pMetLuc-reporter vektoriindeki {i¢ promotor parg¢asinin (P1, P2 ve P3)
PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki bazal transkripsiyonel aktivitesi belirlendi. Bu amagla
P1, P2 ve P3 promotor parcalari, pPSEAP2-kontrol vektorii ile birlikte hiicrelere transfekte
edildi. Transfeksiyonun 48. saatinde lusiferaz ve SEAP dlgiimleri yapildi ve sonuglar
analiz edildi. Her iki hiicre grubunda (PANC-1 ve HUVEC) PSMD4 genine ait tiim
promotor parcalarinin aktif transkripsiyonel aktiviteye sahip oldugu ve 150 bg’lik Pl
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promotor parcasinin digerlerine kiyasla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu (p<0,05)
tespit edildi.

PSMD4 geni promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesine VEGF sitokininin etkisini
belirlemek igin transfeksiyon g¢alismalarina VEGF dahil edildi. PANC-1 ve HUVEC
hiicrelerindeki promotor pargalarinin tiimiiniin transkripsiyonel aktivitesini VEGF
arttirmistir  (p<0,05). VEGF’in transkripsiyonel aktiviteyi hangi yolaklar iizerinden
arttirdigini tespit etmek i¢in transfeksiyon c¢aligmalarina PD169316 (P38 MAP kinaz
inhibitori), SP600125 (JNK inhibitorii), PD98059 (MEK inhibitorii) ve Wortmannin
(PI3K inhibitdrii) inhibitorleri dahil edildi. PANC-1 hiicrelerindeki ¢alisma sonucuna gore
VEGF’nin tiim promotor pargalarinda goriilen transkripsiyonel aktiviteye olan uyarici
etkisi; P38 MAP kinaz, INK, MEK ve PI3K inhibitorleri uygulanan gruplarda azalmigtir.
Sadece P1 promotor parg¢asinda P38 MAP kinaz (PD169316) inhibitorii uygulanan grup
hari¢ diger gruplardaki farklar istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). HUVEC
hiicrelerinde ise P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K inhibitorleri uygulanan tiim
promotor parcalarinda VEGF sitokininin uyarici etkisinde azalma (p<0,05) goriilmiistiir.
Her iki hiicre hatt1 i¢in elde edilen veriler degerlendirildiginde muhtemelen VEGF sitokini;
P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K yolaklar iizerinden PSMD4 promotor pargalarinin

transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda PANC-1 ve HUVEC hiicrelerindeki PSMD4 ve
angiosidin over ekspresyonunun proliferasyonu, migrasyonu ve koloni olusum yetenegini
arttirdigr  belirlendi. Ayrica PSMD4 gen susturulmasmin hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve koloni olusum yetenegini PANC-1 hiicrelerinde azaltirken HUVEC
hiicrelerinde arttirdig1 tespit edildi. Son olarak VEGF sitokininin PSMD4 gen
ekspresyonunu ve promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesini uyardigi ve bu
regiilasyonu P38 MAP kinaz, JNK, MEK ve PI3K yolaklari {izerinden gerg¢eklestirdigi
gortilmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bilgilerin PSMD4 genini hedef alan

tedavilerin gelistirilmesine katki saglayacagini1 dngérmekteyiz.
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cggcageggce
attgctacga
caagagtttg
gcttatgcca
attgatgcca
gtgatgcagg
aacaatgaag
aagaaggaca

gcttagggga
ttacagccta

acccggtcgg
acaacagtga
atgctgtcaa
ttatcacact
tcctgtccaa
gcgtggccca
cctttgtggg
tcaagaagga
aaaagctgac
tgacagtgcc
gtgaaggtgg
gtgctgatcc
aggaggagga
ctgggactga
gccgcactgg
tgcagatgtc
gctcagctat
accccgagtt
ccattcgaaa
agaaggagga
ctgcatggga
aataaagctt

: NCBI RefSeq: NM_002810.4

ggtggcaagll Botgttaga

gagggaggaa
gtatatgcgg
catagtttgt
ggctaatgac
gctacatact
tctggctcectg
aagcccagtg
gaaagtaaat
agcctttgta
tcctgggcecce
tgccatgcetg
tgagctggcece
ggcecggcegyg
agactcagac
gcttcctgac
cctgcaggga
ggacacatct
ccttcagagt
tgctatgggce
agacaagaag
agcacggaat
ggcaactttt

» izoform 2 (PSMD4) Protein Amino Asit Dizisi (377 aa):
NCBI RefSeq: NP_002801.1

61

121
181
241
301
361

BvLEsTMVCY
LTTLTPDTGR
EKDLVKLAKR
DALISSPILA
ASAAEAGIAT
GQAESADIDA
SQATKDGKKD

DNSEYMRNGD
ILSKLHTVQP
LKKEKVNVDI
GEGGAMLGLG
TGTEDSDDAL
SSAMDTSEPA
KKEEDKK

» Amino Asitlerin Kisaltmasi

Alanin (Ala) —» A
Arjinin (Arg) — R

Asparajin (Asn) — N

Aspartat (Asp) — D

Fenilalanin (Phe) — F

Glisin (Gly) —» G
Glutamat (Glu) — E
Glutamin (Gln) — Q
Histidin (His) — H

izolosin (il

FLPTRLQAQQ
KGKITFCTGI
INFGEEEVNT
ASDFEFGVDP
LKMTISQQEF
KEEDDYDVMQ

P

e)—1 S

1

DAVNIVCHSK
RVAHLALKHR
EKLTAFVNTL
SADPELALAL
GRTGLPDLSS
DPEFLQSVLE

Lizin (Lys) —» K
Losin (Leu) — L
Metiyonin (Met) — M

rolin (Pro) — P
erin (Ser) — S

53

aatggagact
cattcaaaga
tgtgaagtgc
gtccaaccca
aagcaccgac
gaggacaatg
gttgacatta
aacacgttga
agtttggctg
ggtcttggtg
ttggccecttce
gcagctgcag
gatgccctgce
ctaagcagta
gcagagtttg
gagccagcca
gtcctagaga
tccectggect
tgagactgga
atagggttag
tttcetettt

TRSNPENNVG
QGKNHKMRT I
NGKDGTGSHL
RVSMEEQRQR
MTEEEQIAYA
NLPGVDPNNE

Sistein (

tcttacccac
cccgcagcaa
tgaccacact
agggcaagat
aaggcaagaa
agaaggatct
tcaattttgg
atggcaaaga
atgctctcat
ccagtgactt
gtgtatctat
cttctgectge
tgaagatgac
tgactgagga
gccaggcgga
aggaggagga
acctcccagg
cccaggceccac
gggaaagggt
atgtgtgtta
tgcttcaaa

LITLANDCEV
AFVGSPVEDN
VTVPPGPSLA
QEEEARRAAA
MOMSLQGAEF
AIRNAMGSLA

Cys) — C

Tirozin (Tyr) = Y

Treonin
Triptofa

(Thr) > T
n (Trp) —» W

Valin (Val) - V



EK A.2: PSMD4 Geni Transkript Varyant 1 (Angiosidin) mRNA Niikleotit Dizisi

» Transkript Varyant | mRNA Niikleotit Dizisi

: NCBI RefSeq: NM_001330692.2

1 gttgttaggc cgtcccggag acccggtcgg gagggaggaa ggtggcaagl .gtgttgga
61 aagcactatg gtgtgtgtgg acaacagtga gtatatgcgg aatggagact tcttacccac
121 caggctgcag gcccagcagg atgctgtcaa catagtttgt cattcaaaga cccgcagcaa
181 ccctgagaac aacgtgggcc ttatcacact ggctaatgac tgtgaagtgc tgaccacact
241 caccccagac actggccgta tcctgtccaa gctacatact gtccaaccca agggcaagat
301 caccttctgc acgggcatcc gcgtggccca tctggctctg aagcaccgac aaggcaagaa
361 tcacaagatg cgcatcattg cctttgtggg aagcccagtg gaggacaatg agaaggatct
421 ggtgaaactg gctaaacgcc tcaagaagga gaaagtaaat gttgacatta tcaattttgg
481 ggaagaggag gtgaacacag aaaagctgac agcctttgta aacacgttga atggcaaaga
541 tggaaccggt tctcatctgg tgacagtgcc tcctgggccc agtttggctg atgctctcat
601 cagttctccg attttggctg gtgaaggtgg tgccatgctg ggtcttggtg ccagtgactt
661 tgaatttgga gtagatccca gtgctgatcc tgagctggcc ttggcccttc gtgtatctat
@21 ggaagagcag cggcagcggc aggaggagga ggcccggcgg gcagctgcag cttctgetge
781 tgaggccggg attgctacga ctgggactga aggtgaaaga gactcagacg atgccctgcet
841 gaagatgacc atcagccagc aagagtttgg ccgcactggg cttcctgacc taagcagtat
901 gactgaggaa gagcagattg cttatgccat gcagatgtcc ctgcagggag cagagtttgg
961 ccaggcggaa tcagcagaca ttgatgccag ctcagctatg gacacatctg agccagccaa
1021 ggaggaggat gattacgacg tgatgcagga ccccgagttc cttcagagtg tcctagagaa
1081 cctcccaggt gtggatccca acaatgaagc cattcgaaat gctatgggct ccctggectce
1141 ccaggccacc aaggacggca agaaggacaa gaaggaggaa gacaagaagt gagactggag
1201 ggaaagggta gctgagtctg cttaggggac tgcatgggaa gcacggaata tagggttaga
1261 tgtgtgttat ctgtaaccat tacagcctaa ataaagcttg gcaactttt
» izoform 1 (Angiosidin) Protein Amino Asit Dizisi (380 aa):

NCBI RefSeq: NP_001317621.1
. lVLESTMVCV DNSEYMRNGD FLPTRLQAQQ DAVNIVCHSK TRSNPENNVG LITLANDCEV
61 LTTLTPDTGR ILSKLHTVQP KGKITFCTGI RVAHLALKHR QGKNHKMRII AFVGSPVEDN
121 EKDLVKLAKR LKKEKVNVDI INFGEEEVNT EKLTAFVNTL NGKDGTGSHL VTVPPGPSLA
181 DALISSPILA GEGGAMLGLG ASDFEFGVDP SADPELALAL RVSMEEQRQR QEEEARRAAA
241 ASAAEAGIAT TGTEGERDSD DALLKMTISQ QEFGRTGLPD LSSMTEEEQI AYAMQMSLQG
301 AEFGQAESAD IDASSAMDTS EPAKEEDDYD VMQDPEFLQS VLENLPGVDP NNEAIRNAMG
361 SLASQATKDG KKDKKEEDKK
» Amino Asitlerin Kisaltmasi

Alanin (Ala) —> A Glisin (Gly) — G Lizin (Lys) = K Sistein (Cys) — C

Arjinin (Arg) —» R Glutamat (Glu) — E Losin (Leu) —» L Tirozin (Tyr) - Y

Asparajin (Asn) —» N Glutamin (Gln) — Q Metiyonin (Met) - M Treonin (Thr) —» T

Aspartat (Asp) — D Histidin (His) — H Prolin (Pro) — P Triptofan (Trp) —» W

Fenilalanin (Phe) — F  izoldsin (ile) — | Serin (Ser) — S Valin (Val) —» V

1

54



EK B: PSMD4 ve Angiosidin Gen Dizilerinin Karsilastirilmasi

PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4
Angio
PSMD4

Angio

61
61
121
121
181
181
241
241
301
301
361
361
421
421
481
481
541
541
601
601
661
661
721
721
772
781
832
841
892
901
952
961
1012
1021
1072
1081
1132
1141

ATGGTGTTGGAAAGCACTATGGTGTGTGTGGACAACAGTGAGTATATGCGGAATGGAGAC

FEETEEr et ettt et ettt
ATGGTGTTGGAAAGCACTATGGTGTGTGTGGACAACAGTGAGTATATGCGGAATGGAGAC

TTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTGTCAACATAGTTTGTCATTCAAAG

CELEEEEEErr et ettt et ettt bbbt
TTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTGTCAACATAGTTTGTCATTCAAAG

ACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCACACTGGCTAATGACTGTGAAGTG

Frrrrreerrerererererrrerreererrrrrererrr et e e
ACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCACACTGGCTAATGACTGTGAAGTG

CTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGTCCAAGCTACATACTGTCCAACCC

Freeereerrerrreerrerrrereeererrrerereerreerrerrreerrrerrrrn
CTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGTCCAAGCTACATACTGTCCAACCC

AAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGGCCCATCTGGCTCTGAAGCACCGA

Frrrrrerrrerrrerrrerrrerrrererererereeerreererrrrrrrrrrrrr
AAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGGCCCATCTGGCTCTGAAGCACCGA

CAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTGTGGGAAGCCCAGTGGAGGACAAT

CEEErr e et b et ettt ettt
CAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTGTGGGAAGCCCAGTGGAGGACAAT

GAGAAGGATCTGGTGAAACTGGCTAAACGCCTCAAGAAGGAGAAAGTAAATGTTGACATT

Frrrrrreerrr ettt
GAGAAGGATCTGGTGAAACTGGCTAAACGCCTCAAGAAGGAGAAAGTAAATGTTGACATT

ATCAATTTTGGGGAAGAGGAGGTGAACACAGAAAAGCTGACAGCCTTTGTAAACACGTTG

FCLTELTEEEt et bbb e el
ATCAATTTTGGGGAAGAGGAGGTGAACACAGAAAAGCTGACAGCCTTTGTAAACACGTTG

AATGGCAAAGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAGTGCCTCCTGGGCCCAGTTTGGCT

FEEEEr ettt e el
AATGGCAAAGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAGTGCCTCCTGGGCCCAGTTTGGCT

GATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAGGTGGTGCCATGCTGGGTCTTGGT

CEEEEE et ettt ettt
GATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAGGTGGTGCCATGCTGGGTCTTGGT

GCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTGATCCTGAGCTGGCCTTGGCCCTT

Frrrrrerrrerrrerrrerrrerrre e e et re e
GCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTGATCCTGAGCTGGCCTTGGCCCTT

CGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGGAGGAGGCCCGGCGGGCAGCTGCA

Freerreerreerrerererererrrerererereerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrnd
CGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGGAGGAGGCCCGGCGGGCAGCTGCA

GCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGACTGA-~-======= AGACTCAGAC

Ferrrerrreerreerreerree et rr el FLETEETTLd
GCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGACTGAAGGTGAAAGAGACTCAGAC

GATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCACTGGGCTTCCTGAC

Freerreerrerrrerererrrerrrererrrerereee e rrrrrrrrrrerrrrn
GATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCACTGGGCTTCCTGAC

CTAAGCAGTATGACTGAGGAAGAGCAGATTGCTTATGCCATGCAGATGTCCCTGCAGGGA

[rrrrrerrrerrrerrrerrrerrre et e e et e e e
CTAAGCAGTATGACTGAGGAAGAGCAGATTGCTTATGCCATGCAGATGTCCCTGCAGGGA

GCAGAGTTTGGCCAGGCGGAATCAGCAGACATTGATGCCAGCTCAGCTATGGACACATCT

Frerrreerreerrerererrrerererererereerrrrrrer e rrrrrrrrn
GCAGAGTTTGGCCAGGCGGAATCAGCAGACATTGATGCCAGCTCAGCTATGGACACATCT

GAGCCAGCCAAGGAGGAGGATGATTACGACGTGATGCAGGACCCCGAGTTCCTTCAGAGT

Frerrreerreerrerrrerereerrerrrerrrerrrerrrerrrer et rrr el
GAGCCAGCCAAGGAGGAGGATGATTACGACGTGATGCAGGACCCCGAGTTCCTTCAGAGT

GTCCTAGAGAACCTCCCAGGTGTGGATCCCAACAATGAAGCCATTCGAAATGCTATGGGC

Freerreerreerreerrerererrrererrrrrrrr e e e e et rrrrrer e
GTCCTAGAGAACCTCCCAGGTGTGGATCCCAACAATGAAGCCATTCGAAATGCTATGGGC

TCCCTGGCCTCCCAGGCCACCAAGGACGGCAAGAAGGACAAGAAGGAGGAAGACAAGAAG

[ rrrrerrrrreeerrrrerrrrrrrer e e et e et
TCCCTGGCCTCCCAGGCCACCAAGGACGGCAAGAAGGACAAGAAGGAGGAAGACAAGAAG

TGA 1134

Il]
TGA 1143

155

60
60
120
120
180
180
240
240
300
300
360
360
420
420
480
480
540
540
600
600
660
660
720
720
771
780
831
840
891
900
951
960
1011
1020
1071
1080
1131
1140



EK C: PSMD4 Varyant 2 mRNA’s1 Restriksiyon Haritasi

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, AflIl, Ajul, Alfl, ApaLl, Ascl, Avrll, Bael,
Barl, Begl, Bell, Bglll, Bpll, BsaAl, BsePl, Bsml, Bsp14071, BspHI, BspMI, BsrBI, BstEII,
BstXI, BtgZl, Btsl, Clal, CspCI, Dralll, Drdl, Eaml1051l, Eco3ll, Eco47lll, EcoRI,
EcoRV, Esp3l, Fsel, Gsul, Haell, HaelV, Hgal, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul,
Nael, Narl, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Nspl, Pacl, Pasl, Pfol, PmaCl, Pmel,
PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pvul, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDI, Scal, PI-Scel,
SexAl, Sgfl, SgrAl, SgrDI, Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sspl, Stul, Swal, Taqll, Tatl,
TspGWI, Tth1111, Vspl, Xbal, Xhol

Tablo C.1: PSMD4 varyant 2 mRNA restriksiyon haritasi.

Name Sequence LS:;th Overhang |Frequency Cut Positions
Ball TGGCCA 6 blunt 1 902
Btrl CACGTC 6 blunt 1 981

FspAl RTGCGCAY 8 blunt 1 322
Olil CACNNNNGTG 6 blunt 1 19

Pvull CAGCTG 6 blunt 1 715

Al ACRYGT 6 five prime 1 473
Agel ACCGGT 6 five prime 1 496
Apol RAATTY 6 five prime 1 613

Asull TTCGAA 6 five prime 1 1056
Aval CYCGRG 6 five prime 1 994

Avall GGWCC 5 five prime 1 990

BamHI GGATCC 6 five prime 1 1035

BbvClI CCTCAGC 7 five prime 1 731

BsmAl GTCTC 5 five prime 1 50

Cfr101 RCCGGY 6 five prime 1 496

Drall RGGNCCY 6 five prime 1 990

EcoNI CCTNNNNNAGG 6 five_prime 1 394
Plel GAGTC 5 five_prime 1 757

PpuMI RGGWCCY 7 five_prime 1 990
Smll CTYRAG 6 five_prime 1 391
Apal GGGCCC 6 three prime 1 530

BeiVl GTATCC 6 three prime 1 220

156




Tablo C.1 (devam)

Name Sequence Lfligth Overhang |Frequency Cut Positions
BseSI GKGCMC 6 three_prime 1 530
Bsgl GTGCAG 6 three_prime 1 243
BsrDI GCAATG 6 three prime 1 326
Ecil GGCGGA 6 three_prime 1 922
Hpy991 CGWCG 5 three_prime 1 982
Mmel TCCRAC 6 three_prime 1 258
PfIMI CCANNNNNTGG 6 three_prime 1 202
Sfil GGCCNNNNNGGCC 8 three_prime 1 1084
Sse83871 CCTGCAGG 8 three_prime 1 887
TspDTI ATGAA 5 three_prime 1 1061
BsaBI GATNNNNATC 6 blunt 2 322,790
HindIl GTYRAC 6 blunt 2 99,414
Xmnl GAANNNNTTC 6 blunt 2 498, 1052
BseYI CCCAGC 6 five prime 2 83, 588
Faul CCCGC 5 five prime 2 130, 701
Sapl GCICTIC 7 five_prime 2 668, 845
Tfil GAWTC 5 five_prime 2 309,910
Tsp451 GTSAC 5 five_prime 2 510, 604
Alol GAACNNNNNNTCC 7 three_prime 2 982, 1014
AlwNI CAGNNNCTG 6 three prime 2 202, 724
Arsl GACNNNNNNTTYG T three _prime 2 598, 630
Bdal TGANNNNNNTCA 6 three_prime 2 171, 205
BsaXI ACNNNNNCTCC 6 three _prime 2 504, 534
Fall AAGNNNNNCTT 6 three prime 2 238,270
Ppil GAACNNNNNCTC 7 three_prime 2 486, 518
Sdul GDGCHC 6 three prime 2 530, 1072
Tsol TARCCA 6 three _prime 2 151, 370
Xeml |CCANNNNNNNNNTGG 6 three prime 2 805, 936
Msll CAYNNNNRTG 6 blunt 3 19,271, 874
Becel CCATC 5 five prime 3 287, 484, 799
Bpul0l CCTNAGC 6 five prime 3 641, 731, 832
Cfrl YGGCCR 6 five prime 3 204, 810, 900
Fokl GGATG 5 five prime 3 103, 253, 982
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Tablo C.1 (devam)

Name Sequence Lfllltg(!th Overhang |Frequency Cut Positions
Xholl RGATCY 6 five prime 3 366, 624, 1035
Agsl TTSAA 5 three prime 3 116, 480, 613
Pstl CTGCAG 6 three prime 3 80, 720, 887
Taul GCSGC 5 three prime 3 684, 690, 815
Styl CCWWGG 6 five_prime 4 239, 650, 959, 1091
Bgll GCCNNNNNGGC 6 three prime 4 283, 525,709, 1084
BseRI GAGGAG 6 three prime 4 451,709, 712, 979
Eco571 CTGAAG 6 three prime 4 310, 779, 802, 988
Eco57MI CTGRAG 6 three prime 4 310, 779, 802, 988
Hin4l GAYNNNNNVTC 6 three prime 4 504, 536, 916, 948
Tstl CACNNNNNNTCC 6 three prime 4 332, 364, 807, 839
EcoP151 CAGCAG 6 five_prime 5 115, 697, 700, 750,
944
Bfil ACTGGG 6 three prime 5 340, 524, 623, 761,
827
EcoRIl CCWGG 5 five_prime 6 70, 522, 902, 1026,
1073, 1082
Hphl GGTGA 5 three prime 6 183, 243, 384, 453,
522, 583
Mboll GAAGA 5 three prime 6 445, 685, 772, 795,
862, 1132
BseMII CTCAG 5 three prime 7 125, 632, 722, 779,
836, 941, 947
Bbvi GCAGC 5 five_prime 8 62, 137, 690, 696,
702, 714, 724, 730
SfaNI GCATC 5 five prime 8 81, 275, 308, 332,
531, 762,915, 974
Tsel GCWGC 5 five_prime 8 75, 125, 678, 684,
712,715,718, 727
TspRI CASTG 5 three prime 8 42, 164, 207, 353,
521, 609, 636, 822
Bsrl ACTGG 5 three_prime 9 164, 207, 346, 383,

530, 602, 629, 756,
822
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EK D: Alt Klonlama Dizi Sonu¢larinin Karsilastirilmasi

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

PSMD4

KlonF

87

1

147

6l

207

121

267

181

327

241

387

301

447

361

507

421

567

481

627

541

687

601

747

661

807

721

867

781

927

841

987

901

GTGAGTATATGCGGAATGGAGACTTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTG

Crrrerrrerreerreerreereerrrerrrerrre et e et e rrr e e e
GTGAGTATATGCGGAATGGAGACTTCTTACCCACCAGGCTGCAGGCCCAGCAGGATGCTG

TCAACATAGTTTGTCATTCAAAGACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCA

Frrrerrrerreerreerrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrr e
TCAACATAGTTTGTCATTCAAAGACCCGCAGCAACCCTGAGAACAACGTGGGCCTTATCA

CACTGGCTAATGACTGTGAAGTGCTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGT

Frrrerrrerreerreerreerrerreerrrerrre et e rrrer e e r e e e
CACTGGCTAATGACTGTGAAGTGCTGACCACACTCACCCCAGACACTGGCCGTATCCTGT

CCAAGCTACATACTGTCCAACCCAAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGG

Frreerreerreerreerreerrerrrerrrerrre et e rrr e e e e e e
CCAAGCTACATACTGTCCAACCCAAGGGCAAGATCACCTTCTGCACGGGCATCCGCGTGG

CCCATCTGGCTCTGAAGCACCGACAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTG

Frrrerrrerrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrr e e e e e
CCCATCTGGCTCTGAAGCACCGACAAGGCAAGAATCACAAGATGCGCATCATTGCCTTTG

TGGGAAGCCCAGTGGAGGACAATGAGAAGGATCTGGTGAAACTGGCTAAACGCCTCAAGA

Frrrerrrerreerreerreerreerrerrrerrrerrrerrrerrre et e e e
TGGGAAGCCCAGTGGAGGACAATGAGAAGGATCTGGTGARACTGGCTAAACGCCTCAAGA

AGGAGAAAGTAAATGTTGACATTATCAATTTTGGGGAAGAGGAGGTGAACACAGAAAAGC

Frrrerrrerreerreerreerrerrrerrrerrrerrrerrrer e e e e e e
AGGAGAAAGTAAATGTTGACATTATCAATTTTGGGGAAGAGGAGGTGAACACAGARARAGC

TGACAGCCTTTGTAARACACGTTGAATGGCAARAGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAG

Frrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrerrrerrr e e e e e e
TGACAGCCTTTGTAAACACGTTGAATGGCAARGATGGAACCGGTTCTCATCTGGTGACAG

TGCCTCCTGGGCCCAGTTTGGCTGATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAG

Frreerrrerreerreerreerrerrrerrrerrrerrrerrre et e e e e
TGCCTCCTGGGCCCAGTTTGGCTGATGCTCTCATCAGTTCTCCGATTTTGGCTGGTGAAG

GTGGTGCCATGCTGGGTCTTGGTGCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTG

Frrrerrrerreerrrerreerreerrerrrerrrerrrerrrerrrer e e e e el
GTGGTGCCATGCTGGGTCTTGGTGCCAGTGACTTTGAATTTGGAGTAGATCCCAGTGCTG

ATCCTGAGCTGGCCTTGGCCCTTCGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGG

Freerreerrerrrerrrerrrerrrerrrererererererererrrerrrrrrreee
ATCCTGAGCTGGCCTTGGCCCTTCGTGTATCTATGGAAGAGCAGCGGCAGCGGCAGGAGG

AGGAGGCCCGGCGGGCAGCTGCAGCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGA

Freeereeererrrererererereeererrrerrreerreerrerrreerreer e
AGGAGGCCCGGCGGGCAGCTGCAGCTTCTGCTGCTGAGGCCGGGATTGCTACGACTGGGA

CTGAAGACTCAGACGATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCA

Frerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerererrrrrererrrrrere
CTGAAGACTCAGACGATGCCCTGCTGAAGATGACCATCAGCCAGCAAGAGTTTGGCCGCA

CTGGGCTTCCTGACCTAAGCAGTATGACTGAGGAAGAGCAGATTGCTTATGCCATGCAGA

Frerrrerrrerererrrerererrrererererereerrerererrrerrreerreen
CTGGGCTTCCTGACCTAAGCAGTATGACTGAGGAAGAGCAGATTGCTTATGCCATGCAGA

TGTCCCTGCAGGGAGCAGAGTTTGGCCAGGCGGAATCAGCAGACATTGATGCCAGCTCAG

Frrrrrrerrrrreeerrrrerrrrrrrerrrerrrerrrr e e e e
TGTCCCTGCAGGGAGCAGAGTTTGGCCAGGCGGAATCAGCAGACATTGATGCCAGCTCAG

CTATGGACACATCTGAGCCAGCCAAGGAGGAGGATGATTACGACGTGATGCAGGACCCCG

Frrrrrrerrrrr eeerrreerrerrrer rerrrerrrrrrrrrrrr e e
CTATGGACACATCCGAGCCAGCCAAGGAGG-GGATGATTACGACGTGATGCAGGACCCCG

159

146

60

206

120

266

180

326

240

386

300

446

360

506

420

566

480

626

540

686

600

746

660

806

720

866

780

926

840

986

900

1046

959



EK E: PCR1 ve PCR2 i¢in Cogalma Boélgeleri

» PCRI icin 793 niikleotitlik bolge;

aactcgaga
gcggaatgga
ttgtcattca
tgactgtgaa
tactgtccaa
tctgaagcac
agtggaggac
aaatgttgac
tgtaaacacg
gcccagtttg
gctgggtctt
ggccttggcece

gcgggcagct

gagatggtgt
gacttcttac
aagacccgca
gtgctgacca
cccaagggca
cgacaaggca
aatgagaagg
attatcaatt
ttgaatggca
gctgatgctc
ggtgccagtg
cttcgtgtat
gcagcttctg

aagagactca gacg

tggaaagcac
ccaccaggct
gcaaccctga
cactcacccc
agatcacctt
agaatcacaa
atctggtgaa
ttggggaaga
aagatggaac
tcatcagttc
actttgaatt
ctatggaaga
ctgctgaggc

» PCR2 icin 400 niikleotitlik bolge;

tggga
cagcaagagt
attgcttatg
gacattgatg
gacgtgatgce

cccaacaatg

ctgaaggtga
ttggccgceac
ccatgcagat
ccagctcagce
aggaccccga

aagccattcg

aagagactca
tgggcttcct
gtccctgcag
tatggacaca
gttccttcag
aaatgctatg

tatggtgtgt
gcaggcccag
gaacaacgtg
agacactggc
ctgcacgggce
gatgcgcatc
actggctaaa
ggaggtgaac
cggttctcat
tccgattttg
tggagtagat
gcagcggcag
cgggattgcect

gacgatgccc
gacctaagca
ggagcagagt
tctgagccag
agtgtcctag
ggctccctgg

gtggacaaca
caggatgctg
ggccttatca
cgtatcctgt
atccgcecgtgg
attgcctttg
cgcctcaaga
acagaaaagc
ctggtgacag
gctggtgaag
cccagtgcetg
cggcaggagg
acgactggga

tgctgaagat
gtatgactga
ttggccaggce
ccaaggagga
agaacctccc

cctceccaggce

ggcaagaagg acaagaagganggaagacaaguaagegd (+9 Nikleotit)
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gtgagtatat
tcaacatagt
cactggctaa
ccaagctaca
cccatctggce
tgggaagccc
aggagaaagt
tgacagcctt
tgcctectgg
gtggtgccat
atcctgagct
aggaggcccg
ctgaaggtga

gaccatcagc
ggaagagcag
ggaatcagca
ggatgattac
aggtgtggat

caccaaggac



EK F: Susturma Calismalarinda Kullanilan Vektorler

(8882 .. 8899) L4440 pBR3220ri-F (232 ..251)

(8664 .. 8686) M13/pUC Reverse

(8651 .. 8667) M13 Reverse
(8612 .. 8632) T3

BseYl (395)
' PspFl (399)

(7977) Nrul*

Scal (1464)
|

Amp-R (1534 .. 1553)
(7643) EcoNI Flori-F (2039 .. 2060)

NgoMIV (2227)
| Nael (2229)

Flori-R (2251 ..2270)

(7387) BbvCl _

2

M13/pUC Forward (2484 .. 2506)
M13 Forward (2498 .. 2515)

Qﬁg?pmm{i;%
N

U
TR (try, R
o\ T NCay T
o

A // T7 (2525..2544)
Oé’$> ‘9\ / avent (2560)
(6877) Kfil - PpuMI — St S (2614)
e // SV40pro-F (2618 .. 2637
(6732 .. 6752) hU6-F §’ 55 / _ Svaopro )
¢ & PLKO.1-TRC cloning vector © o " Ncol (2653)
(6562 .. 6581) LKO.15' V %o 8901 bp E= s
- T8 5_\ / _EBV-rev (2750 .. 2769)
(6571) Ndel — 3% =55 7/ SV40pA-R (2804 .. 2823)
6501) Agel - SgrAl ~ < 3
(6301) Awel < o %9 & G Acc651 (3231)
a Kpnl (3235)
SexAl * (3319)
Puro-F (3376 .. 3396)
- ™ /,
__ BstEll (3752)
Rsrll (3772)
(5892) BstBI

—BsIWI (3831)
— PFIFI - Tth111l (3848)

Puro-R (3873 .. 3892)

BamHI (3906)
Hincll (3940)

/ ‘ . e 2 hPGK-F (3977 .. 3995)
(5111) Swal l Ascl (4074)

. BIp! (4084)
(4942) BsaBI I |

Spel (4163)
(4626) EcoRI Xeml (4396)

A pLKO.1-TRC Klonlama Vektorii

(7067) Ascl hPGK-F (66 .. 84)
(6975)(75058" Blp! \ Hincll (120)
Pe \ /" BamHI (150)
(6750) Xemi \ Puro-R (169 .. 188)
(6;";55}515::’” \ / — PFIFI - Tth1111 (211)
(6388) Ndo? | gt —— BsiWI (225)
\ \ | Rsril (285)
(6381 .. 6400) LKO.15' : T BstEN (303)
(6210 .. 6230) hU6-F __ \\\'- o Puro-F (665 .. 685)
(6170) BspDI * - Clal * s TN

B — SexAl * (736)
(6081) Kfll - PpuMl — 4

T Nsil (822)
Acc651 (825)
~_Kpnl (829)
Bbsl (927)
" SV4OpA-R (1238 .. 1257)
_ TEBV-rev (1292..1311)
~ 5~ Neol (1403)

) | ==

(5724) Alel

(5571) BbvCl - Bpulol

(5336) Mfel ——
(5317) EcoNl

\ SV40pro-F (1424 .. 1443)
44

scramble shRNA \ :Tr““mg;m

7085 bp . N
\T7 (1517 ..1536)
M13 Forward (1546 .. 1563)
~s \ \| M13/pUC Forward (1555 ..1577)
e e / \\ FloriR (1791..1810)

| NgoMIV (1829)
Nael (1831)

Flori-F (2001 .. 2022)

(4468) Sphl

{4330 .. 4350) T3 :
(4295 .. 4311) M13 Reverse /
(4276 .. 4298) M13/pUC Reverse F e )

(4063 .. 4080) L4440 4 /

/ /

(3965) AflN - Pcil o/ /
(3810 .. 3829) pBR322o0ri-F

~
Amp-R (2508 .. 2527)
Scal (2596)

(3665) PspFl BseYl (3661)

A Scramble shRNA Vektorii
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EK G: PSMD4 Promotor Parcalarinin Dizi Sonu¢larinin Karsilastirilmasi
VP1: 150 bg (-98/+52) promotor pargasinin NCBI (RefSeq: NG _029700.1) blast sonucu

V¥ P2: 326 bg (-274/+52) promotor pargasinin NCBI (RefSeq: NG_029700.1) blast sonucu

NCBI 4916
Pl 150
NCBI 4976
Pl 90
NCBI 5036
Pl 30
NCBI 4740
P2 326
NCBI 4800
P2 266
NCBI 4860
P2 206
NCBI 4920
P2 146
NCBI 4980
P2 86
NCBI 5040
P2 26
VY P3:

NCBI 4383
P3 1
NCBI 4443
P3 61
NCBI 4503
P3 121
NCBI 4563
P3 181
NCBI 4623
P3 241
NCBI 4683
P3 301
NCBI 4743
P3 361
NCBI 4803
P3 421
NCBI 4863
P3 481
NCBI 4923
P3 541
NCBI 4983
P3 601
NCBI 5043
P3 661

TACAACTCCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTC
Freeereeererrreeerereeereeereerreeerrerrreerrrrrerrrerrrren
TACAACTCCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTC

QA0
TGTGATTGGTGAAGAGCGACGGGCCAATTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGAC

SRTTERERIRTRInT oo
CCGGTCGGGAGGGAGGAAGGTGGCAAGATG 1

GGAATCGACACAGCACTTTCAAAGGTTCCTCCATAGCTCCCCTGAGATCCGGCCAGCGGG
Frrrerrrrrrrerreerr et e rrt et e et e e e
GGAATCGACACAGCACTTTCAAAGGTTCCTCCATAGCTCCCCTGAGATCCGGCCAGCGGG

T T T T T F P TR E P T LT
AAACCCCAACTGAGAACTGCAATGGCAGGGAAAGTGGAGGCTAGATCCTGTTTTTTGTGT

P Ty S TS o e eI,
TACCGCGATTCCCTTCAACTACCCTCAAGACGCCTACAAATTTGTTTGGCGGCACCTACA

T T T S TR T T T LI T T T Tt TT A e T T T I AT TTaTT
ACTCCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTCTGTG

ATTRT TP TR TI T HT TI T T AT T LI T T TITT
ATTGGTGAAGAGCGACGGGCCAATTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGACCCGG

TR S0
TCGGGAGGGAGGAAGGTGGCAAGATG 1

683 bg (-631/+52) promotor parcasinin NCBI (RefSeq: NG _029700.1) blast sonucu

GTAGAAAGTCATTAGCGATCCCGACACTTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACGGAGTCTCAC
Freerreerreerreerreerrerrrerrrerererrrerrrerrrererrrrrr e
GTAGAAAGTCATTAGCGATCCCGACACTTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACGGAGTCTCAC

iGuunnsiainnnaioi i nuin
TCTGTCCCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACTGCAATCTCTGCCTCCC

TR L L EE LT P L LT
GGGTTCAAGTAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCGGGGATTACAGGCGTGCGCCA

)
CCATGCCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGCTGGCCAGG

TIR T T T PH LLETT L L T  E T
CTGGTCTCGAACTCCTGACCTCGTGATCCGCCCGCCTTGGCCTCCCARAGTGCTGGGCTA

AT e T TR T T LI LI T T E TP LT
ACAGGCGTGAGCCACCGCGCTCGGCCGATCCCGACACTTTTTTAAAATGCCGAAGCCGGA

TR T T C LT L T C LT T LT T LA TE R
ATCGACACAGCACTTTCAAAGGTTCCTCCATAGCTCCCCTGAGATCCGGCCAGCGGGAARA

O T ISR S TSRS
CCCCAACTGAGAACTGCAATGGCAGGGARAGTGGAGGCTAGATCCTGTTTTTTGTGTTAC

T P T T TS TSRSt
CGCGATTCCCTTCAACTACCCTCAAGACGCCTACAAATTTGTTTGGCGGCACCTACAACT

TIA T T T T TR T LIt P LI E LTI T I P Tt E T T TT T
CCCAGAACGCAACGTGGGGGACGGAGGCGGAAGCAGCTGGCCAAGCCGAGGTCTGTGATT

O eGSO Tooseonmonsonss
GGTGAAGAGCGACGGGCCAATTGGAGGAGTTGTTGTTAGGCCGTCCCGGAGACCCGGTCG

GGAGGGAGGAAGGTGGCAAGATG 5065

EERRRERRRERRRRRRREREER
GGAGGGAGGAAGGTGGCAAGATG 683

162

4975

91
5035
31

4799
267
4859
207
4919
147
4979
87
5039
27

4442

60
4502
120
4562
180
4622
240
4682
300
4742
360
4802
420
4862
480
4922
540
4982
600
5042
660



EK H: Kullanilan Biiyiikliik Belirtecleri

1% agarose

1% agarose (native)

8000
6000
5000

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,

10000 30

1X TAE, 7 V/cm, 45 min

bp ng/0.5pg %

G OON=OO =k OO D
EE T

Ol O =
N

A 1 kb DNA Ladder
(GeneRuler™)

bases ng/2 pl
—6000 120
4000 120
3000 120
—2000 120
1500 120
1000 120
500 120
200 120

2 |liane, 8 cm length gel,
1X TAE, 5 V/cm, 45 min

A RNA Ladder
(RiboRuler™)

1.7% agarose

bp ng/0.5ug %

1000 45
2900 45
800 45
700 45
—600 45
—500 115
— 400 40
—300 40
—200 40
—100 40

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/cm, 1 h

kDa

~250

~130
~100

~10 [

~55

A Protein Ladder
(PageRuler

'l‘M)

O O ONOOOOWO

(e e]

A 100 bp DNA Ladder
(GeneRuler™)

Blot



EK I: Salinan Lusiferaz ve SEAP Sisteminin Akis Semasi

flgili promotor parcas
klonlanan pMetLuc-
reporter vektorii
v

Pozitif kontrol ya da

transfeksiyon verimi

normalize etmek icin
pSEAP2-kontrol vektorii

PSMD4 Promotor v
[~

o
Metridia Sva0

Salgilanan
Lusiferaz

MCS SEAP

pSEAP2-
kontrol

pMetLuc-

reporter
SV40

Enhancer

V¥V Hiicre Hattina Transfeksiyon ¥

Lusiferaz ve SEAP proteinlerinin besiyerine
salgilanmasi

V Belirli zamanlarda besiyerinden érnek alinmas: ¥

Lusiferaz SEAP

substratinin 00000 substratimin
eklenmesi eklenmesi
\\\\llfé// §\\|l///
Salinan = @ = i@g_ S
= = alinan
lusiferaz T [ 22| WS SEAP
Luminometrede Luminometrede
olgiim olgiim
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EK i.1: Diinyada En Yaygin Goriilen 10 Kanserin 2020 Yih Tahmini Dagilhimi

A)
Her iki cinsiyet

Diger
Diger Kanserler
Kanserler
%36.9

Toplam 19,3 milyon yeni vaka Toplam 9,6 milyon 6liim
B)
Erkekler
Diger
Diger Kanserler
Kanserler %22,9
\ kolo
AW ‘ e, ¢
5y *n.,,/.l <
56

(*NHL: Non-Hodgkin

Lenfomaf . .
Toplam 10,1 milyon yeni vaka Toplam 5,5 milyon 6liim
)
Kadinlar
Diger
Diger Kanserler
Kanserler %25,4
%28.,9
€% JUIENVY |
Toplam 9,2 milyon yeni vaka Toplam 4,4 milyon 6liim
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Pankreas Kanserinin Yasa Standardize Insidans Oranlar (Diinya/2020 Yih)

.
.

EK 1.2

panIasal sIyBU Iy

0207 485ue) Uo Yueasay 103 Aruaby [euonewaiul @ uanezivebiQ yeay ppom
\ Kepol/yieroddysdny)

uoneziuebiQ 7 i e

_._u_ww_._. t_ho\so \m‘}w’w w1 :uondnpoud dep

, \ 0Z0Z NYD08079 :@2.n0s e1eq

e1ep oN LL>
3|qedydde 10N | ] Le-L'L

9v-L'E
vi-9v
LAS

000 001 42d (pHOM) ¥SY
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