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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TiP60 GENININ FARE KARACIGER DOKUSUNDAKI iNFLAMASYON YOLAGI
UZERINE ETKIiSININ GEN VE PROTEIN SEVIYESINDE ARASTIRILMASI

Seyda Nur CAKIR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Genetik Bilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Harun BUDAK

Inflamasyon, enfeksiyon durumunda immiin sistemin ilk yamitidir. Bakteriyal veya viral
enfeksiyon durumunda, konak savunma sistemi patojenlere karsi ilk immiin yanit olarak
proinflamator sitokinleri indiikler. Proinflamatdr sitokinlerin salinimi inflamasyonu
diizenler. IL-6 (Interldkin 6), inflamasyonda yer alan bircok genin ekspresyonunu
diizenledigi i¢in artan IL-6 gen ekspresyonu bir inflamator markir olarak kabul edilir. IL-6
ekspresyonu arttiktan sonra STAT3 (Sinyal Doniistiiriicii ve Transkipsiyon Aktivatorii 3)
epigenetik mekanizmalar araciligiyla fosforillenen JAK1/2 (Janus Kinaz 1/2) tarafindan
aktive edilir. Bu JAK/STAT yolagmin aktivasyonu sonucu, HAMP (Hepsidin
Antimikrobiyal Peptid)’in ekspresyonu artar. TIP60 (Tat Interaktif Protein-60kDa) histon
asetiltransferaz (HATs)’larin MYST (MOZ,Ybf2/Sas3, Sas2 ve Tip60) protein ailesinin bir
tiyesidir ve TIP60 dogrudan veya dolayli olarak transkripsiyonel regiilasyon, DNA hasar
tamiri, hiicre dongiisii, apoptozis yolagi, kanser, sirkadiyen sistem ve hiicresel sinyal
mekanizmalar1 gibi 6nemli ve hayati bir fonksiyona sahiptir. Karaciger spesifik Tip60
nakavt farelerde yapilan bir onceki c¢aligmada, inflamasyon yolagi iizerinde 6nemli bir
fonksiyonu olan hepsidin hormonunun ekspresyonunun Tip60 silinmis fare karacigerinde
onemli derecede baskilandigi gosterilmistir. Ustelik, TIP60’1n inflamasyon yolag {izerine
dogrudan veya dolayli olarak bir role sahip olabilecegi disiiniilmektedir. Bu tez
caligmasinda, 1l-7/a ve 11-6 gibi inflamator sitokinlerin ve JAK/STAT yolagina ait Jakl,
Jak2, Stat3 ve Hamp gen eckspresyonlarindaki kantitatif degisiklikler, kontrol, LPS
indiiklenmis inflamasyon ve karaciger spesifik Tip60 nakavt fare gruplarindan elde edilen
karaciger dokularinda kantitatif Real Time PCR kullanarak dl¢iildii. Protein
ekspresyonundaki kantitatif degisiklikler gen ve protein ekspresyonu arasindaki olasi
iligkiyi belirlemek i¢cin western blot analizi kullanarak Olciildii. Western blot sonuglari
ayrica immiinohistokimya ile dogrulandi. Sonug¢ olarak, TIP60’mn inflamasyon yolag
tizerinde gen ve protein seviyesinde dnemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE IMPACT OF TIP60 GENE ON INFLAMMATION
PATHWAY IN MOUSE LIVER AT GENE AND PROTEIN LEVEL

Seyda Nur CAKIR

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetic
Department of Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Harun BUDAK

Inflammation is the first responses of the immune system to infection. In the case of
bacterial or viral infection, the host defense system induces proinflammatory cytokines
against the pathogen as a first immune response. The release of proinflammatory cytokines
promotes the inflammation. As IL-6 (Interleukin 6) modulates the expression of many genes
involved in inflammation, increased IL-6 gene expression is accepted as an inflammatory
marker. After the increase in IL-6 expression, STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) is activated by JAK1/2 (Janus Kinase 1/2), which are phosphorilated by
means of epigenetic mechanisms. As a result of the activation of this JAK/STAT pathway,
expression of HAMP (Hepsidin Antimicrobial Peptide) increases. TIP60 is a member of the
MYST (MOZ, ybf2/sas3, SAS2, and Tip60) protein family of histone acetyltransferases
(HATSs), and TIP60 has important and vital functions either directly or indirectly such as
transcriptional regulation, DNA repair, cell cycle, apoptosis pathways, cancer, circadian
systems, and cellular response mechanisms. The previous study in liver specific Tip60
conditional knockout mice showed that the expression of hepcidin hormone, which has an
important function on the inflammation pathways, has shown significant reduction
(repression) in Tip60 deleted mouse liver. Therefore, it is thought that TIP60 may have a
direct or indirect role in the inflammation pathway. In this thesis study, quantitative changes
in gene expressions of the inflammatory cytokines such as Il-/a and 11-6, and JAK/STAT
pathway including Jakl, Jak2, Stat3 and Hamp were measured using quantitative Real
Time PCR in liver tissues obtained from control, LPS induced inflammation and liver
specific Tip60 conditional knockout mice groups. Quantitative changes in protein
expression were measured using western blot analysis to establish a possible relationship
between the gene and protein expressions. Western blot results were also confirmed by
immunohistochemistry. In conclusion, it is well demonstrated that TIP60 has an important
impact on the inflammation pathway at the gene and protein level.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°C Santigrat Derece

be Baz Cifti

dk Dakika

g Gram

kDa Kilodalton

L Litre

M Molar

mg Miligram

mg/L Miligram/Litre

mL Mililitre

mM Milimolar

ng Nanogram

m Erime Sicaklig1

uv Ultra Viole

pug/mL Mikrogram/Mililitre
Kisaltmalar

EDTA Etilendiamintetraasetik Asit
HAMP Hepsidin Antimikrobiyal Peptid
HAT Histon Asetil Transferaz
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JAK1
JAK?2
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MOPS
p-JAK1
p-JAK2
p-STAT3
SH2
STAT3
TiP60
TNF-a
TRIS

Janus Kinaz 1

Janus Kinaz 2
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Fosforile Janus Kinaz 2

Fosforile Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatérii 3
Src Homoloji 3

Sinyal ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatorii 3
Tat Interaktif Protein-60 kDa

Timor Nekrozis Faktor Alfa

Tri Hidroksi Metil Amino Grup Metan
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1. GIRIS

1.1. inflamasyon

Enflamasyon, yangi veya iltihaplanma olarak da adlandirilan
inflamasyon, canli dokunun yabanci etkene veya igsel/dissal doku hasarina verdigi
hiicresel, humoral ve damarsal bir seri yanittir (Anonymous 2015). Enfeksiyonlara
kars1 savunmay1 saglayan hiicreler, dokular ve molekiillerin toplami immiin sistem
olarak adlandirilirken, bu hiicrelerin ve molekiillerin enfeksiyonlara yol agan mikroplara

kars1 diizenli olarak verdigi tepkiye de immiin yanit denir (Abbas 2007).

Inflamasyonun baslica sebepleri;

Canh etkenler: Yangiya sebep olan en 6nemli etken mikroorganizmalardir. Bakteri,
virus, mantar ve protozon bu gruba girer. Bu gibi etkenler sahip olduklari antijenler ve
yiizey reseptorleri araciligiyla notrofilik kemotaksise neden olurlar ve sonugta yangi

gelisir.

Fiziksel etkenler: Mekanik travmalar (kesici ve delici cisimler, vurma, ¢arpma vs.)
sicak ve soguk etkiler, elektrik, ultraviyole 1sinlar, iyonize isinlar, gesitli yabanci

cisimler (kiymik, tel vb.) yangiya neden olmaktadir.

Kimyasal nedenler: Asitler, alkaliler, dezenfektanlar, agir metal bilesikleri,

organizmada fazlaca olusan metabolizma {iriinleri yangiya neden olmaktadir.

Immunolojik reaksiyona neden olan maddeler: Yabanci proteinler, hipersensibilite
yaratan eksojen ve endojen kaynakli maddeler transplantasyonda doku ve organ reddine
neden olmaktadir. Viicudun baska bir yerinden alinan doku dahi yabanci olarak

algilanirarak immun yaniti tetiklemektedir.



Nekroz: Dokulara gelen kanin azalmasi veya kesilmesi ile bu boélgenin gevresinde

yangisal reaksiyon olusur ve bu nekrozun yayilmasini dnler.

Doku hasari ve iyilesme: Doku hasarmin beraberinde gelisen tiim iyilesmeler birer

yangisal prosestir (Anonymus 2015).

Viicutta inflamasyon mekanizmasi karmasik bir¢ok biyolojik siireci igerisinde
barindirmaktadir. Histamin, seratonin, arasidonik asit metabolitleri, plazma proteazlari,
sitokinler gibi spesifik kimyasal medyatorler inflamasyon reaksiyonlarinin olusmasinda

onemli bir role sahiptir (Suleyman et al. 2004).

Immiin sistemin fizyolojik islevi;

e Hasarlayici etkeni ve tiriinlerini ortadan kaldirmak
e Yabanci etkeni bulundugu yerde sinirh tutmak
e Kontrol saglandiktan sonra, hasarlanmis dokularmn tamirini ve yenilenmesini

saglamaktir.

Immiinite, dogal ve edinsel immiinite olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Dogal immiin
yanit, enfeksiyon sirasinda konak savunmasiin ilk hattin1 olusturur ve erken yanit
olusturarak patojenlere kars1 pro-inflamatdr yaniti indiiklemede 6nemli bir rol oynar
(Medzhitov and Janeway 2000). Edinsel immiit yanit ise enfeksiyonun geg¢ evresinde

patojenleri elimine etmeyi amaglar (Mogensen 2009).

1.1.1. Dogal immiinite

Saglikli bireylerde, mikroplarin girigini engelleyen ve konak dokulara girmeyi basarmis
mikroplart yok eden konak savunmasi dogal immiinite olarak adlandirilir. Dogal
immiinitenin mikroplarin girisini engelleyen ilk savunma hattini epitel, epitelde bulunan

Ozellesmis hiicreler ile dogal antibiyotikler olusturur. Mikroplar, epiteli deler ve



dokulara ya da dolasima girerlerse fagositler, dogal 6ldiicii (natural killer-NK) hiicreler
denen Ozellesmis lenfositler ve kompleman sisteminin proteinlerini de iceren bazi
plazma proteinleri tarafindan saldirtya ugrarlar. Dogal immiinitenin biitiin bu
mekanizmalari, mikroplar1 6zgiil olarak tanir ve tepki verir, fakat enfeksiyona yol

acmayan yabanci maddelere tepki vermezler (Abbas 2007).

Dogal bagisikligin yapitaslari, konak hiicrede bulunmayan, buna karsin farkl
mikroorganizmalar iizerinde ortak olarak bulunan yapilar1 tanir. Ornegin, fagositik
hiicreler bakterilerde ortak olarak bulunan lipopolisakkaritlere  (LPS) spesifik

reseptorler tagirlar (Abbas 2007).

Yangisal yanitin baglangicinda yer alan hiicre tipi olan fagositler, patojenleri igine
alarak yok etmeyi amaglamaktadir. Ustelik bazi fagositler antijen sunucu hiicreler
(APC) olarak da is géormektedir ve edinsel immiin yanit1 aktiflestiren peptid antijenlerini
ortaya cikarir. Fagositler makrofajlari, monositleri, nétrofilleri ve dentritik hiicreleri
icermektedir, bu hiicreler ise doku ve viicut sivilarinda bulunmaktadir. Fagositlerin bir
grubu olan noétrofiller, miyeloid kok hiicrelerden kdken almis hareketli graniilositlerdir.
Kan ve kemik iliginde bolca bulunmaktadir, buradan da dokulardaki enfeksiyon
bolgesine giderler. Monositler, makrofaj ve dentritik hiicrelerin 6nciil formlaridir.
Monositlerin farkililagsmasiyla olusan makrofajlar, patojeni yutma ve pargalama
yetenegindedirler ayn1 zamanda da edinsel immiin yanit1 baslatmak icin lenfositlerle de
etkilesirler. Monositlerin faklilasmasiyla olusan diger bir fagosit grubu ise dentritik
hiicrelerdir. Bu hiicreler de lenf ve dalakta bulunan antijen sunan hiicrelerdir (Martinko

2006).

1.1.2. Edinsel (adaptif) immiinite

Dogal bagisiklik yanitlar1 enfeksiyonlara karsi erken savunma saglamanin yanisira
dogal enfeksiyona yol acan maddelere karsi gelisen edinsel immiin yanitlarn da
giiclendirir. Bu nedenle edinsel immiin sistemdeki bozukluklar enfeksiyonlara karsi

duyarliligin artmasiyla sonuglanir (Mogensen 2009). Edinsel immiin sistem, lenfosit ve



antikorlardan olusur. Dogal immiin yanitin mekanizmalar1 mikrop tiplerini tanirken,
edinsel immiinitenin hiicreleri yani lenfositler, mikroplarin iirettigi degisik maddeleri ve
enfeksiyona yol agmayan molekiilleri de taniyan reseptorleri tasirlar. Bu maddelere
antijen denir. Edinsel immiin yanit, ancak mikroplar ya da onlarin antijenleri epitelyal
bariyerleri asip, lenfositler tarafindan tanindiklar1 lenfoid organlara tasinmasi

durumunda tetiklenir.

1.1.3. Yangi olusturan hiicreler ve yanginin olusumu

Yangi, dogal veya adaptif immiin yanit sonucu immiin sistem hiicrelerini
indiiklemektedir. Enfeksiyonun oldugu yere ulasan ilk yangiyr baslatan hiicre
notrofildir. Fagositik 6zellige sahip bu hiicreler, hasarli bolgeye kemokinler denen
kimyasal c¢ekici maddeler ile ¢ekilirler. Aktive olan nétrofiller, kemokinler araciligiyla
makrofajlarida hasarin oldugu yere c¢ekerler. Makrofajlar aktiflestikge fagositik
yetenekleri artarak diger hiicre tiplerini aktive eden bazi sitokinleri salgilarlar. Baglica
sitokinler Interldkin 6 (IL-6), Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve Interlokin 1 (IL-
1)’dir. Bu sitokinler, enfeksiyonun oldugu bolgede kizariklik, sisme, agr1 ve sicaklik
olusturur (Martinko 2006). Akut inflamasyon olarak adlandirilan bu durum hizli baglar
ve kisa siirer. Notrofil ve makrofajlar tarafindan patojenler parcalandiktan sonra sitokin

tiretimi azalir ve yangi sonlanir (Anonymous 2016a; Anonymous 2016b).

Akut inflamator yanit da bazi bozukluklarin olmasi durumunda yerini kronik
inflamasyona birakabilir. Iyi adapte olmus bir patojen hayatim siirdiirebilmesi igin
gerekeni alarak ve sadece minimum bir hasara neden olarak konukgusu ile dengede
yasar. Konuk¢u ve patojen arasinda bir denge bulundugunda her ikisi de yasamini
devam ettirir. Boyle patojenler konuk¢uda kronik inflamasyonun olusmasini tetikler.
Kronik inflamasyon, uzun siireli bir enfeksiyona, kan damarlarinda proliferasyona,
histolojik olarak, lenfosit ve makrofajlarin birikimine, doku nekrozuna neden olabilir
(Coleman et al. 1974; Martinko 2006).



1.1.4. inflamasyonun molekiiler mekanizmalar

Inflamasyonun, birkag mekanizma ile iliskili oldugu bilinmektedir, oksidatif stres ve

kanser bunlarin basinda gelmektedir.

inflamasyon ve oksidatif stres: Aerobik canlilarda hiicreye giren oksijenin %95’dan
fazlas1 suya cevrilirken (Nohl et al. 2005), geriye kalan miktar1 ise indirgenmeyip
elektron sizintis1 sebebiyle serbest radikal olarak bilinen Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS)’ne dondstiiriiliir (Burton and Eric Jauniaux 2011). ATP ve ROS fiiretiminde
oksijenin kullanilmasi, canlilar igin oksijenin 6nemini artirmistir (Nohl et al. 2005).
Aerobik organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu
molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere antioksidan savunma sistemleri
gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi serbest
radikallerin etkisini tamamen 6nleyemez ve oksidatif stres olarak adlandirilan durum
ortaya cikar. Ozellikle de mitokondride antioksidan hareketi, oksidatif stres ve

inflamasyonla miicadele etmede faydali olmaktadir (Galley 2011).

Antioksidan enzimler, zararsiz yan iiriinleri metabolize ederken, toksik reaktantlara
kars1 savunma mekanizmas1 olusturur (Rodriguez et al. 2004). Ornegin; Glutatyon
(GSH), zararhi bilesiklerin etkisizlestirilmesinde 6nemli rollere sahiptir. GSH radikal
kaynakl1 hasara kars1 koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir
radikal tutucusu gibi davranir. Siiperoksit dismutaz (SOD), mitokondriyel matrikste
bulunmaktadir. Elektron transfer reaksiyon tirtinii siiper oksit (O;") iken hidojen peroksit
(H205), SOD’n varliginda O ‘nin dismutasyonundan olusur (Sousa 2012). Glutayton S
Transferaz (GST), GSH’1 substrat olarak kullanarak hiicrelerden ROS’un
detoksifikasyonunu Kkatalizler. Glutatyon peroksidaz (GPX), hem sitozol hem de
mitokondride bulunmaktadir. GPx, substrat olarak GSH’1 kullanarak H,0,’nin H,O’ya
indirgenmesini saglar (Budak et al. 2014). H,O;’yi metabolize eden ve peroksizomlarda
bulunan ikinci enzim katalaz (CAT)’dir (Mates 2000). Glutatyon reduktaz (GSR),
oksitlenmis glutatyonu (Glutatyon disiilfid, GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH)

doniistiirmek igin sitozolde bulunan G6PD ve 6PGD’nin enzimatik reaksiyonuyla



pentoz-fosfat yolu tarafindan iiretilen NADPH’1 kullanir (Meldrum and Tarr 1935;
Maliken et al. 2011). GSH daha sonra H,0,’yi H»O’ya indirgemek i¢in GPX tarafindan
tekrar GSSG ’ye doniistiiriiliir. Boylece glutatyon mekanizmasi dogrudan GSR ve GPX
tarafindan stirdiiriilir (Meldrum and Tarr 1935). Boylelikle hiicrede olmasi gereken
GSH/GSSG oran1 bu iki enzim tarafindan dengelenirken hiicrede olugsmasi muhtemel
olan oksidatif stres, hidrojen peroksitin suya indirgenmesiyle engellenmis olur. Her ne
kadar hiicrede GSH/GSSG dengesi olsa da saglikl1 bir hiicrede dolayisiyla organizmada
bu oranlar 1:1 miktarlarinda olmayip Oncelikli olarak GSH lehinedir. Oranin GSH
lehine olmas1 GSH glutatyonun indirgenmis formu oldugu i¢in zararli olmamasi, ayrica
oksidatif stresi engellemek adina hidrojen peroksit birikmesine karsi onu suya
indirgemek icin hiicrenin daimi olarak tetikte beklemesinden kaynaklanir. Bu sebeple
hiicredeki glutatyon miktar1 6nemli olup hiicredeki standart glutatyon miktar1 (2-
10mM)’ndaki degisim hiicrenin oksidatif stres durumunda oldugunun bir gostergesidir.
GSH/GSSG orant GSR, GPx ve GST (Glutatyon S Transferaz)’yi iceren antioksidan
enzimler tarafindan diizenlenir. Bu sebeple hiicrenin oksidatif stres durumunun

Olciilmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda glutatyon tayini yapilir.

Fizyolojik sartlar altinda ROS iiretimi, hiicresel bircok reaksiyonda olsa da UV,
iyonlastirict 1s1ma, kimyasal ilaglar (Circu and Aw 2010), inflamasyon, karacigerde
metal birikimi, yaslanma, yiiksek oksijen (O,) ve ozon (O3) basinci, azot dioksit (NO;),
asir1 beslenmeye bagli obezite ve stres gibi dis etkiler, hiicresel ROS seviyesinin artisina
neden olur (Valko et al. 2004). Artan ROS miktar1 antioksidan sistem tarafindan
sondiiriilemedigi takdirde bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine
zarar verir. Saglikli bir hiicrede bulunmasi gereken ROS miktari, hiicrenin yaslanarak
fonksiyonunu yitirmesi, morfolojik olarak tiire 6zgili fenotipin kazanilmasi ya da geri
dontisiimsiiz olarak zarar goren hiicrenin Oldiiriilmesi gibi, olusum amacina yonelik
olarak gerceklesen her tiirlii apoptotik yolun indiiklenmesinde ve ilerletilmesinde biiyiik
role sahiptir (Circu and Aw 2012). Fizyolojik olarak diisiik seviyedeki ROS, ikincil bir
redoks mesajcisi olarak hiicre i¢i sinyal ve diizenleme fonksiyonunu iistlenirken (Valko
et al. 2007), toksik seviyedeki ROS miktar1 ile olusan tamir edilmesi miimkiin olmayan

hiicresel hasar apoptotik indiiklenmeyi baglatir.



Inflamasyon ve kanser: Inflamator cevap konaga faydalidir, fakat doku homeostazisi
kronik olarak bozuldugu zaman dogal ve adaptif immiinite arasindaki iliskide
bozulabilir. Bozulan bu iliski sonucu, kronik inflamator felaketler meydana gelebilir.
Immiin sistemde meydana gelen hasar, asir1 hiicre bilyiimesi, apoptozis/nekrosiz,
oksidatif stres iligkili protein ve DNA degisiklikleri dokunun yapisinin degismesine yol
acabilir. Baz1 sartlar altinda bu etkiler kanser gelisim riskinin artmasina neden olur

(Budhu and Wang 2006).

Yabanci patojene yanitta rol alan immiin sistem elemanlarindan biri, immiin hiicrelerin
biiylime, farklilasma ve aktivasyonunu regiile eden membran baglanma proteinleri veya
sitokinlerdir. Sitokinler, enfeksiyon ve karsinojen indiiklenmis hasar1 iceren farkli
tipteki hiicresel strese karsi cevapta salinmaktadir. Ustelik strese karsi konagmn yaniti,
kanser olusumu ve siirecini birka¢ durumda etkileyen sitokin ekspresyonlarinda

degisikliklere neden olur (Budhu and Wang 2006).

Karaciger hiicresi olan hepatositler, IL-1, TNF-a ve IL-6 gibi ¢esitli sitokin
reseptorlerini tasirlar. Sirkozis, fibrozis ve kanser gibi karaciger iliskili hastaliklarin
patogenezine sitokinlerin de katkist vardir (Budhu and Wang 2006). IL-6, kanserli
hiicrede en diizensiz sitokinlerden biridir (Scambia et al. 1995; Bellone et al. 2005). IL-
6, gelisim, hiicre gogii, invazyon, malignansinin gelisimi, proliferasyon, apoptozis,
progresyon, anjiyogenez ve timor hiicre farklilasmasinda rol oynar (Santer et al. 2010;
Guo et al. 2012). Ornegin, IL-6 kanser hiicrelerinin apoptoza gitmesini inhibe ederek ve

timor anjiyogenezisini baglatarak tiimoriin biiylimesini saglar (Guo et al. 2012).

Inflamatdr medyatorlerin biiyiik bir dizinini ve farkli immiin cevaplarda gekirdek
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu indiikleyen niikleer faktér-xB (NF-xB)
sinyali hem inflamasyon indiiklenmis karsinogenezis hem de anti-tiimdr immiinitede
sorumlu olan biiyilk bir yolaktir (Karin and Greten 2005). NF-kB hedef genleri
tarafindan kodlanan IL-6’nin ekspresyonuyla aktive olan STAT3 hem malignant
transformasyonun baglamasini hem de kanser siireci boyunca pro-karsinojenik olan

inflamatér mikro-gevrenin indiiklenmesi ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar



(Mantovani et al. 2008). Timor olusumu, malignant hiicrelerde genetik degisiklikler
sonucu baslatilan inflamasyon iligkili oldugu kadar kimyasal karsinojenler, giines 15181,
enfeksiyon, sigara dumani ve stresi de igeren bir¢ok c¢evresel faktor tarafindan da

uyarilabilir (Sekil 1.1) (Ernst et al. 2008; Yu et al. 2009).

NF- «B ve STAT3 arasinda bir paralellik vardir ve her iki protein de hem kanserde
aktive edilir hem de hiicre dis1 uyaranlara sitoplazmik sinyalleri iletir. {laveten, timdr
olusumu, invazyon ve anjiyogenezinde dahil oldugu gen regiilasyonu i¢in gerekli olan
¢ekirdek transkripsiyon faktorleri olarak fonksiyon gosterirler (Karin and Greten 2005;
Yu et al. 2007).
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Sekil 1.1. STAT3{in inflamasyon ve kanser ile iligkisi (Yu et al. 2009)



Cizelge 1.1. Sitokin reseptorlerinin sinyal ileti mekanizmalar1 (Anonymous 2016c)

Sinyal ileti Yolag Sinyalleme Mekanizmasi

1. JAK/STAT Yolag: JAK-aracili fosforilasyon ve STAT

transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu

2. TRAF’lar tarafindan TNF reseptor | Adaptor proteinlerin baglanmasi,

sinyallenmesi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu

3. Olii bdlgeler (TRADD) tarafindan | Adaptor proteinlerin baglanmasi, kaspas

TNF reseptor sinyallenmesi aktivasyonu

4. Reseptor ile iliskili tirozin kinazlar | Reseptorlerde intrinsik  tirozin  kinaz

aktivitesi

1.1.5. JAK/STAT yolag:

Interlokin 6 (IL-6), gesitli hiicreler iizerinde hareket eden pleiotropik (cok yonlii) bir
sitokindir. Endotoksemi, travma ve akut enfeksiyonu igeren homeostazinin bozuldugu
hemen hemen tiim durumlarda salinir. Ek olarak, Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a)
ve Interlokin 1 (IL-1) ile birlikte IL-6 sirkiilasyonu ates, kortikosteron salinimi ve
cogunlukla proteaz inhibitorleri olan akut faz proteinlerinin hepatik iiretimini i¢eren
akut faz cevabin indiiklenmesi igin gereklidir. Tiim bunlar disiliniildiigiinde, I1L-6
tarafindan akut faz cevabin iretilmesi ile homeostazinin siirdiiriilmesine katki
saglanmaktadir (Xing et al. 1998). inflamasyondaki rolii disinda IL-6, B hiicrelerinin, T
hiicrelerinin, myeloid hiicrelerin, noral hiicrelerin ve hepatositlerin farklilasmasi1 ve

gelisimini indiikler (Streetz et al. 2000).

IL-6 reseptor kompleksi, interlokin 6 reseptor (IL-6R veya gp80) olarak adlandirilan
glikoprotein baglama ve sinyal donistiirticii (gp130)’den olusur. Gp80’e baglanan IL-6
kompleksi, iki gpl130 molekiiliiniin intraseliiler domaininin homodimer olusumunu
tetiklemesiyle hedef hiicreler lizerinde etkilesim kurar (Hirano 1998). Gp80’e baglanan

IL-6 membran bagli gp130 ile etkilesebilir ve bdylece intraseliiler sinyal yolaginin
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aktivasyonunu tetikleyebilir. Bu da artan IL-6 aracili cevaba yol agar (Streetz et al.
2000).

IL-6 sitokinleri sinyal transdiiksiyonu ig¢in Janus kinaz (JAK) ailesinin tirozin
kinazlarmi kullanir (Lutticken et al. 1994; Stahl et al. 1994). Iki gp130 molekiiliiniin
dimerizasyonu ile molekiiller aras1 veya molekiil i¢i fosforilasyon yoluyla aktivasyona
sebep olan reseptor baglantili JAK’lar (JAK1, JAK2) getirilir ve JAK lar fosforillenerek
aktive olurlar. Gpl130’un intraseliiler kismi, aktiflesen JAK kinazlar tarafindan
fosforillenen farkli tirozin rezidiilerini igerir. Fosfotirozinler, birka¢ proteinin Src
homoloji 2 (SH2) domainiyle etkilesebilir (Sekil 1.2). Bu proteinler JAK kinazlar
tarafindan fosforillenir ( Narazaki et al. 1993; Fischer et al. 1997).

JH7 JH6 JHS JH4 JH3 JH2 JH1
|

Psodokinaz Kinaz

Amino Karboksil
ucu ucu

Sekil 1.2. Janus kinaz (JAK)’larin primer yapist (Yamaoka et al. 2004)

Insan gp130 molekiiliiniin alt1 adet tirozini hiicre membraninda 42, 118, 126, 262 ve
274 pozisyonundadir. Dort tirozinin (tirozin 126, 1733, 262 ve 274) fosforillenmesi
STAT (Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii 3) proteinlerini aktive eder.
Fosfotirozin 126 ve 173 spesifik olarak STAT3’ii gerektirir (Streetz et al. 2000).

Hiicreler cesitli ekstraseliiler polipeptidlerle karsilastigi zaman STAT’lar gen
kontroliinii ele almak icin aktive olan sitoplazmik protein ailesidir. STAT aktivitesi
tirozin ve serin fosforilasyonlar gibi post-translasyonel modifikasyonlar tarafindan

regiile edilir. STAT lar molekiil i¢inde 750-850 amino asit ve farkli domainlerden
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olusur. Biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar sonucu bir tetramerizasyon domain, bir
N-terminal 16sin fermuar benzeri domain, ortada bir DNA interaksiyon domain, bir Src
homoloji 3 (SH3) benzeri domain, bir SH2 fosfotirozin baglanma domaini ve C-
terminal transaktivasyon domaini tanimlanmistir. Bu domainler, reseptdrlerle, diger

transkripsiyon faktorleriyle ve tirozin fosfataz ile baglanti kurabilir (Darnell 1997).

Tirozin fosforilasyonundan sonra STAT’lar homo ve heterodimer olustururlar. Bu
interaksiyon STAT’larin SH2 domaininde meydana gelir (Schindler and Darnell 1995).
Aktive olan STAT (fosforile STAT, p-STAT) dimerleri ¢ekirdege gegerek orada hedef
genlerin promotdriinde DNA baglanma domainini tanirlar (Ihle 1996). STAT3, DNA
baglanma bolgesi, hepatositlerde akut faz proteinlerini diizenlemektedir (Trautwein et
al. 1994; Taga and Kishimoto 1997; Hirano 1998) .

Bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynayan STAT3 dimeri (aktive STAT3) cekirdege
girdikten sonra Hepsidin antimikrobiyal peptid (Hamp)’in ekspresyonunu
diizenlemektedir (Ganz and Nemeth 2015). Cogunlukla hepatositler tarafindan salinan
bir peptid hormon olan hepsidin, demir homeostasizi ve inflamasyonda rol
oynamaktadir (Park et al. 2001; Nemeth et al. 2004). Enfeksiyon sirasinda
makrofajlarin i¢ine demir depolayan, dokularda demiri uzaklastiran veya hem ve
hemoglobin igeren demiri uzaklastiran homeostatik mekanizma sitokinler tarafindan

kontrol edilir (Ganz and Nemeth 2015).

Tim bu yolagin aktivasyonunda epigenetik mekanizmalarinda roli vardir. JAK/STAT
yolagina ait JAK1/2 ve STAT3’lin fosforillenmesi post-translasyonel olarak epigenetik
mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Bu biyolojik yolaklar iizerindeki epigenetik
mekanizmalar, ¢ogu proteinlerin protein-protein etkilesimini, enzimatik aktiviteleri ve
stabiliteyi, DNA  baglanmalar1 gibi  fonksiyonlar1 etkileyen translasyonel
modifikasyonlar sonrast meydana gelmektedir (Polevoda and Sherman 2002).
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Sekil 1.3. IL-6 tarafindan aktive edilmis JAK/STAT yolag: (Yang et al. 2008)

Sonug olarak, IL6, IL-6 reseptoriine (IL-6R) baglanir ve JAK1/2 indiiklenmis STAT3
fosforilasyonu gercekleserek, Hamp geninin promotoriine fosforile STAT3 (p-
STAT3)’lin baglanmasinin sinyalini verir (Sekil 1.3) (Nemeth et al. 2004; Robson 2004;
De Domenico et al. 2010).

1.2. Histon Proteinleri

Okaryotik hiicrelerdeki genetik materyalin yapisi, kromozomu olusturan DNA’nin gok
bliylik miktarda olusu ve okaryotik DNA’nin ¢ok sayida proteinle iliskili olusundan
dolay1 viriis ve prokaryotik organizmalarla kiyaslandiginda karmasik bir yapiya sahiptir.
Bu genetik materyal hiicre igerisine ¢ok diizenli bir sikistirma ve katlanma ile

yerlestirilmektedir (Klug 2003).
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Okaryotik DNA yapilanmasinin temel birimi olan niikleozomlar, kromozomlardaki
DNA molekiiliiniin histon adi verilen lisin ve arginince zengin bazik karakterdeki
proteinlerle olusturdugu komplekslerdir. Histonlar DNA katlanmasi ve kromotin
olusumunda gorev alan 6zel bir protein grubudur. Histon proteininin, ii¢ boyutlu sekli
ve elektriksel ylik dagilimi sayesinde olusan yapisi, DNA'nin kendi etrafinda uygun bir
sekilde donmesini ve bilgi depolamasini saglar (Stephen 1996).

Okaryotik DNA, histonlarm disinda, transkripsiyon ve replikasyon enzimleri,
transkripsiyon faktorleri ve hormon reseptorleri gibi fonksiyonel proteinlerle de
birlesmis halde olabilir. Histon proteinleri biitlin Okaryotlarda benzer yapi ve

biyiikliiktedir. H1, H2A, H2B, H3, H4 olmak {izere 5 ¢esit histon vardir (Keha 2009).

Histon molekiillerinin ¢esitleri arasinda farkliliklar vardir;

e H2A ve H2B; lizince zengin,
e H3and H4; arginince zengin,

e H1; lizin/arginin orani en yiiksek

Yapilan ¢alismalarda histon molekiillerinin asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve
ADP-ribozilasyon gibi kovalent modifikasyonlara maruz kaldiklar1 gdsterilmistir. Bu
caligmalarin 15131nda DNA yapilanmasi ve fonksiyonunun diizenlenmesinde translasyon
sonrast olusan histon modifikasyonlarinin etkili oldugu anlasilmistir (Margueron et al.
2005; Keha 2009).

1.3. Epigenetik ve Histon Modifikasyonlari

DNA ve histon proteinlerinden meydana gelmis olan niikleozomlar kromatin olarak
organize edilirler. Kromatin yapisinda meydana gelen degisiklikler gen ifadesini kontrol
etmektedir; kromatin yap1 sikilasip yogunlastiginda genler inaktive olurken, kromatin

yapist gevseyerek acildiginda ise genler aktive olmaktadir. Kromatin yapisindaki bu
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durum ise, DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 ile saglanan epigenetik

olaylarla ile gergeklestirilir (Orcan 2006).

Epigenetik, DNA dizisinden ayr1 olarak gen ifadesinde meydana gelen kalitsal
degisikliklerdir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde iki mekanizma mevcuttur. Bu
mekanizmalarin  ilki,  transkripsiyonun  aktivasyonu = ve  baskilanmasinin
diizenlenmesinde, ikincisi ise DNA ile kromatinde meydana gelen modifikasyonlardir

(Pehlivan 2008).

Kromatin, farkli iki islem ile sekil degistirmektedir. ilk islem ATP hidrolizi ile
katalizlenen sekillenme kompleksidir ve SWI/SNF olarak adlandirilir. ilk olarak
mayada, 11 alt birimli bir kompleks olarak tanimlanmistir ve daha sonra yaygin olarak
diger okaryotlarda da goriilmiistiir. Yeniden sekillendirme kompleksi, transkripsiyon
faktorlerinin yardimiyla 6zgiil gen bolgesine yonlendirilir. Diger bir kromatin yapisini
degistirme islemi ise bir¢ok histon asetil transferaz (HAT) enzimlerinden biri tarafindan

katalizlenen histon modifikasyonudur (Klug 2003).

Histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri tarafindan
diizenlenen histonlarin asetilasyonu, negatif yiiklii asetil grubunun histon proteininin
amino ucuna takilmasiyla pozitif yiliklii lizin aminoasiti, yiikiinii kismen kaybedip
kromatinde gevseme meydana getirmekte ve bu gevseme ile transkripsiyon faktorlerinin
genlerin  promotor bdlgelerine ulagmalar1  kolaylagsmakta ve transkripsiyon
gerceklesmektedir. Asetilasyon geri doniisiimlii olarak gergeklesen bir olaydir. Lizin
aminoasitinden asetil grubunun ¢ikartilmasiyla kromatin tekrar kondense olur ve
transkripsiyon baskilanir. Kromatinin belli bir bdlgesinde histonlarin asetile olmasi, o
bolgenin transkripsiyonel acidan aktif oldugunu gosterirken, asetil grubunun
uzaklastirilmast  transkripsiyonun  baskilandigini  gostermektedir  (Grant  2001).
Okaryotik proteinlerin ¢ogunun N-terminal asetilasyonu, translasyon esnasinda
meydana gelirken, lisin asetilasyonu ise translasyonel modifikasyonlar sonrasi meydana

gelir. Bu modifikasyonlar, ¢ogu proteinlerin protein-protein etkilesimini, enzimatik
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aktiviteleri ve stabiliteyi, DNA baglanmalar1 gibi fonksiyonlar: etkiler (Polevoda and
Sherman 2002).

1.4. TiP60 (HIV-1 Tat Interaktif Protein)

Tat interactive protein-60 kDa (TiP60), MYST (MOZ,YBF2/SAS3, SAS2 ve TiP60)
enzim ailesinin bir tyesidir (Sterner and Berger 2000) ve ilk olarak HIV (Human
immunodeficiency viriis-1) Tat interaktif proteini olarak karakterize edilmistir (Kamine
et al. 1996). Yaklasik olarak 12 MYST, mayalardan insanlara kadar gesitli tiirlerde
kesfedilmistir. TIP60’1 da iceren ¢ogu MYST, chromo-zinc finger, 16since zengin ve

histon asetil transferaz (HAT) domainlerini igerir (Gaughan et al. 2001).

Tip60’1in transkripsiyonel diizenlemedeki rolii arastirilmis olup elde edilen bulgular
neticesinde Tip60’in birbirinden farkli bircok silirecte dnemli rollere sahip oldugu
belirlenmistir. Bunlar arasinda hiicresel sinyal, DNA hasar tamiri, biyolojik saat, hiicre
dongiisti ve apoptosis bulunmaktadir. Tip60, androjen reseptor, Myc, STAT3, NF-kB,
E2F1 ve p53’i de igine alan bir dizi transkripsiyon faktoriiniin dahil oldugu
multiprotein kompleksindeki roliinden dolay: transkripsiyonel bir koregiilator olarak
diizenlendigi belirlenmistir. Ayrica DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kirilmasina
verilen hiicresel cevapta DNA lezyonlarinda ve tamir basamaginda gorev yapar

(Gaughan et al. 2002; Sapountzi et al. 2006; Budak 2009).

TIP60, ya igsel HAT aktivitesi yardimiyla gen ekspresyonunu aktive ederek (Gaughan
et al. 2001; Bararia et al. 2008) ya histon deasetilaz ile bir korepresor olarak hareket
ederek (Xiao et al. 2003) ya da bir transkripsiyonel baskilayici olan zinc finger E Box-
binding proteini (ZEB) ile etkilesimleri sayesinde (Gavaravarapu and Kamine 2000)

transkripsiyon faktorlerinin biiyiik bir gogunluguyla etkilesmektedir.

Insanda kromozomun 11q13.1 bélgesine yerlesmis olan Tip60, 14 ekzon bolgesi igerir
ve insanda dort farkli izoformunun oldugu belirlenmistir. Bunlar Tip60 izoform 1,

Tip60 izoform 2 (Tip60a) ve Tip60 izoform 3 (TipP) ve Tip60 izoform X4 tiir ve en iyi



karakterize edilen ikinci izoformu olan Tip60a’dir (Burton and Jauniaux 2011). Tip60
izoformlar1 arasinda 546 amino asite sahip olan izoform 1°dir. Izoform 2 (Tip60a) 513
amino asite, Tip60 izoform 3 (Tipp) 461 amino asite, izoform X4 ise 5’ucunda bir
ekzon bolgesinden yoksun olan 494 amino asite sahip bir proteindir. Ayrica Tip60, 4
tane korunmus domain igerir. Bunlar bir substrata acil grubu transferini gergeklestiren
N-asetiltransferaz siiper ailesi (NAT SF) olarak bilinen, kromatin yapisini ve
dinamiklerini ihtiva eden MYST ailesi (SAS2), kromatin organizasyon diizenleyici

olarak bilinen kromo bolgesi ve asetiltransferaz homologu oldugu one siiriilen

MOZ/SAS ailesidir (Lee et al. 2013).
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Sekil 1.4. insan TIP60 proteininin izoformlar1 ve fonksiyonel bolgeleri (Lee et al. 2013)
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Stabil bir niikleer multiprotein kompleksi olan Tip60, 18 alt {initeden olusup, epigenetik
diizenlemelerde etkin olan histon asetilasyonlarinin da (Gong and Miller 2013) dahil
oldugu kendisi ile ilgili pek ¢ok transkripsiyonel yolda etkilidir (Ikura et al. 2000).
Asetil transferazlarin 6nemli bir alt kiimesi olan MYST enzim ailesi, epigenetik
modifikasyonlarda biiyiik 6neme sahiptir (Gong and Miller 2013). Gen diizenlenmesi,
DNA hasar tamiri ve timorogenesis, MYST enzim ailesinin 6nemli gdrevleri arasinda
sayilmaktadir (Utley and Cote 2003). Tip60 hakkinda daha 6nce yapilan galismalar ve
HAT aktivitesi, onun bir epigenetik diizenlenme olarak bilinen post-translasyonel
modifikasyonlarda 6nemli yere sahip oldugunu gostermektedir (Gaughan et al. 2002;
Sapountzi et al. 2006).

1.5. TiP60 ve Apoptozis Mekanizmasi

Stres durumunda TIP60, apoptotik mekanizmalar1 baslatmaktadir. TIP60’mn
asetiltransferaz aktivitesi DNA hasar1 ve apoptozisin indiiklenmesi icin gereklidir.
TiP60’1n bu mekanizmas1 p53’e bagimli olarak gerceklesmektedir (Ikura et al. 2000).
p53, hasarli DNA’y1 tamamen elemine etmek amaciyla ya hasarin tamir edilmesi i¢in
hiicreyi G1 fazinda durdurur ya da apoptozis yolagini aktive eder (Michael and Oren
2002; Vousden and Lu 2002). p53’iin ekspresyonu strese girmeyen hiicrelerde diisiik
seviyededir (Tang et al. 2006). HAT aktivitesine sahip olan Tip60, epigenetik
modifikasyonlar ile upstream baglanma transkripsiyon faktorlerini (UBF), miyelositotik
onkogen ¢ (c-Myc) ve androjen reseptorleri (AR) gibi transkripsiyon faktorlerini de
asetilleyebildigi i¢in birgok genin ifade edilmesinde de rol oynamaktadir (Gaughan et
al. 2002). Tip60 kompleksi ayrica timor giderici p53 yolunun bir bileseni olan pro-
apoptotik protein ING3’ii ihtiva eder (Doyon and Cote 2004).
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DNA cift zincirin kirilmasi

SOV APDPUN

G1-X>S

Hiicre dongiisiinde

Tamir edilen DSB duraklama

A J

Sekil 1.5. TIP60 proteininin ¢ift zincir kirilmasma (DSB) yénelik etkinligi (Kocpinar
2015)

Transkripsiyon faktorlerinin Myc ailesi apoptosize ilaveten biiyiime ve DNA
replikasyonu icin gerekli genleri regiile ederek G1/S isleyisinde dogrudan gorev alir
(Sapountzi et al. 2006). TiP60, Myc transkripsiyon faktérleri igin kofaktor olarak rol
oynar, yani c-Myc’yi dogrudan asetilleyebilir ve stabilize edebilir (Patel et al. 2004).
Buna ek olarak, TiP60, Myc promotériine baglanabilir ve Myc’nin transaktivasyonunu
artirabilir (Frank et al. 2003). Viral proteinler, TIP60 kompleksi ile baglantisi
araciligiyla kismen c-Myc fonksiyonunu regiile etmek igin TiP60 koaktivasyonunu
kullanir (Lang and Hearing 2003).

Rel ailesinin (Rel-A/p65, REL-B, c-Rel, p50 ve p52) iiyesi olan homodimerik veya
heterodimerik transkripsiyon faktorii NF-kB, immiinite, proliferasyon ve apoptosiz
siireglerini kontrol eder. TIP60 farkli mekanizmalar yoluyla NF-kB tarafindan regiile

edilen genlerin koregiilatorii olarak hareket eder (Sapountzi et al. 2006).
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Sekil 1.6. Tip60 ile iligkisi kurulan ve iliskili olabilecegi varsayilan genler

*Mavi bolge anti-onkogenik faaliyetleri, sar1 bolge potansiyel pro-onkogenik baglantilar1 temsil
etmektedir. Diiz ¢izgiler Tip60’1n NuA4 kompleksinin alt birimleri ile, kesikli ¢izgiler ise hiicrenin diger
proteinleri ile olan fiziksel ve fonksiyonel baglantilarini gostermektedir (Avvakumov and Cote 2007)
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2. KAYNAK OZETLERI

Inflamasyon UV, kimyasal ajanlar, iyonize radyasyon gibi eksojen ve endojen kaynakli
etkenlere bagli olarak artan ROS miktari, DNA ve DNA aracili proteinlere ve hiicre
bilesenlerine hasar vererek apoptotik temelli pek ¢ok hastaligin olusmasinda etkendir

(Kocpinar 2015).

Mohamadin et al. (2011) tarafindan rat karacigerinde yapilan bir arastirmada
montelukastin koruyucu rolii arastirllmistir. LPS ile toksisite ve oksidatif stres
olusturulmas1 saglandiktan sonra Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GPX) antioksidan enzim diizeylerinin LPS muamele grubunda
kontrol grubuna oranla daha diisiik oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna gore LPS
muamele grubu rat karacigerinde gozlenen bu azalisgin LPS araciligiyla olusturulan
serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi ile enzim aktivitelerinin geri doniisiimsiiz
inhibisyonundan kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Yiiksek miktarda radikal
olusumunun antioksidan enzimler lizerine baskilayici bir etki gostermesi, SOD’un CAT
ve GPX i¢in susbtrat {iretmesi ve bu ii¢ enzimin birbiriyle olan iliskileri belirtilmistir

(Mohamadin et al. 2011).

Multifonksiyonel sitokin olan IL-6, 1986 yilinda klonlanmistir ve o zamandan beri
immiin sistemdeki regiilator fonksiyonunun anlasilmasi {izerine bir¢ok ¢alisma
yapilmustir. Karacigerde, IL-6"nin akut faz cevabini kontrol etmesinin yanisira hepatosit
proliferasyonu ve savunma yolaklarinin aktivasyonuna katki sagladigi ortaya

cikarilmigtir (Coleman et al. 1974; Streetz et al. 2000; Martinko 2006).

Dagdelen tarafindan (2015) yapilan tez ¢alismasinda, BALB/c 1rk1 farelere 2 mg/kg LPS
enjekte edilmis ve bdbrek dokusu toplanmustir. inflamatér markir olan 11-6’nin gen
ekspresyonu, Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPX),
Glutatyon S-transferaz (GST), Glutatyon rediiktaz (GR) ve Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz (G6PD)’nin gen ekspresyonlari ve enzim aktiviteleri incelenmistir.
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Inflamasyon durumunda antioksidan sistemin molekiiler ve proteomik seviyede

etkilendigi gosterilmistir (Dagdelen 2015).

Reddy et al. (2006), siganlarda yaptig1 ¢alismada intraperitonal LPS enjeksiyonu
sonrasinda testiste lipit peroksidasyonunun arttigmi ve SOD, CAT, GPX gibi

antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigini gézlemlemislerdir (Reddy et al. 2006).

Nemeth et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, insan karaciger hiicre hattinda
IL-6 ekspresyonunun inflamasyon sirasinda arttigini ve hepsidin ekpresyonunun IL-

6’ya bagl olarak indiiklendigini tespit etmislerdir (Nemeth et al. 2004).

Xing ve arkadagslar1 (1998), IL-6’nin akut inflamatdr yanittaki roliinii anlamak amaciyla
IL-6 nakavt fareler kullanmuslardir. IL-6"* ve IL-67 fareler endotoksine maruz
birakilarak IL-6 ve TNF-a’daki meydana gelen degisiklikleri incelemislerdir. Sonug
olarak, IL-6"" farelerde endotoksine bagl olarak IL-6 ve TNF-oa ekspresyonlari
artarken, IL-6" farelerde IL-6’da herhangi bir ekspresyon gozlenmezken TNF-o’nin ise
arttig1 tespit etmislerdir (Xing et al. 1998).

Hohaus et al. (2010), Hodgkin lenfoma (HL)’da esas rolii sitokinlerin oyanadigini ve
HL’li hastalardan aliman plazma oOrneklerinde IL-6’nin seviyesinde onemli derecede
artis gézlemlemisler ve artan 1L-6 ile iliskili olarak hepsidin plazma seviyesinde 6nemli

derecede indiiklendigini gézlemlemislerdir (Hohaus et al. 2010).

Wrighting et al. (2006), in-vitro sartlarda IL-6’nin hepsidin ekspresyonunu nasil up-
regiile ettigini anlamak amaciyla promotdr analizi yapmislar ve bunun sonucunda IL-6
seviyesindeki artig ile STAT3’{in hepsidin promotoriine baglanarak gen ekspresyonunu

indiikledigi sonucuna varmislardir (Wrighting and Andrews 2006).

Kim et al. (2003), anti-inflamatér bir ajan olan kurkuminin JAK/STAT yolagi
tizerindeki inhibitor etkisinin olup olmadigint belirlemek amaciyla beyin hiicre

kiiltiirlinde aragtirma yapmisglardir. LPS ile muamele edilen hiicrelerde artan STAT1 ve
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STAT3’iin, JAK1 ve JAK2’nin fosforilasyonlarinin baskilandigi gézlenmistir (Kim et
al. 2003).

Kronik karaciger inflamasyon ve hepatoseliiler karsinoma (HCC) arasindaki iliskiyi
gostermek amaciyla HCC hiicre hattinda yapilan ¢alismada hem IL-6 hem de IL-6
reseptoriiniin (IL-6R) yiiksek seviyelerinin STAT3 aktivasyonuyla koregiile oldugunu
gozlemlenmis. Anti-kanser etkisi olan Celecoxib, JAK2 fosforilasyonu tarafindan
indiiklenen STAT3 fosforilasyonunu azalttigin1 ve HCC hiicrelerinde apoptoza neden

oldugu tespit edilmistir (Liu et al. 2011).

Akytliz (2013) tarafindan yapilan tez calismasinda, karaciger spesifik Tip60 mutant
farelerde farkli zaman birimlerinde (ZTO0, ZT4, ZTS8, ZT12, ZT16, ZT20) Hepsidin
antimikrobiyal peptid (Hamp)’in gen ekspresyonlarindaki degisiklikler arastirilmis ve
TIP60 proteininin hepsidin hormonunun ekspresyonunu diizenlendigi belirtilmistir
(Akyiiz 2013).

TIP60, ilk olarak HIV-1 Tat interaktif protein (HTATIP) olarak izole edilmistir
(Kamine et al. 1996). TIP60 histon asetil transferaz (HAT) aktivitesine sahip olmasinin
yam sira hiicresel TIP60’n, ayrica androjen reseptdrleri (AR), upstream baglanma
transkripsiyon faktorlerini (UBF), myelositomatosiz onkogen ¢ (c-Myc) gibi

transkripsiyon faktorlerini de asetilledigi kanitlanmigtir (Gaughan et al. 2001).

Ikura ve arkadaslart 2000 yilinda yapmis olduklar1 calismada, TiP60’m HAT
aktivitesinin baskilandig1 hiicrelerde DNA tamir mekanizmasi ile beraber apoptosiz

fonksiyonunda aksakliklar meydan geldigini gostermislerdir (Ikura et al. 2000).

2006 yilinda Tang ve arkadaslari, K120’de p53’iin Tip60 bagimli asetilasyonunun hiicre
dongiisii ve apoptosiz arasindaki iligkiyi diizenledigi gosterilmistir. Bununla beraber
calismada Tip60’in 06zel olarak DNA baglama bolgesi igindeki lizin 120’nin
asetilasyonunda da etkili oldugunu belirtmislerdir (Tang et al. 2006).
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Kim ve arkadaslart 2012 yilinda yapmis olduklar1 in vitro calismada NF-xB hedef
genlerinin  TIP60 tarafindan regiile edildigini, TIP60’:n NF-xB RelA/p65’in
koregiilatoérii oldugunu ve protein-protein etkilesimiyle RelA/p65’°in transkripsiyonel
aktivitesini artirdigini gézlemlemislerdir (Kim et al. 2012). Bu calismanin 6nemi ise
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde NF-kB yolagma TiP60’1n dahil oldugunun ortaya

¢ikartlmasidir.

Xiao et al. (2003), Tip60’in STAT3 ile iliskisini aydinlatmak amaciyla hepatoma
HepG2 hiicre hattinda yapmis olduklar1 ¢alismada Tip60’m N-terminal zinc finger
domaini sayesinde HDACY ile etkilestigini ve Tip60’mn baskilamasinda HDAC7’nin
etkisinin oldugunu gozlemlemlemislerdir. Tip60’1 overeksprese ettiklerinde STAT3
aracilt gen ekspresyonunun baskilandigini, Tip60’1 mutant ettiklerinde ise STAT3
tizerindeki baskilama yetenegini kaybettigini tespit etmislerdir. Boylece, Tip60’in
STAT3 f{izerindeki baskilayict etkisinin kismen HDAC?7 ile gerceklestigi sonucuna
varmiglardir (Xiao et al. 2003).

Kim et al. (2015), HepG2 hiicre hattinda Tip60’in TNF-a sinyaline cevapta H3K4me3
ile iliskili oldugunu gostermisler ve TIP60’m NF-kB hedef genlerinin (1I-6 ve 11-8)
promotdrlerinde H3K4me3’e baglandigini gbézlememislerdir. Dogal tip proteinlerin
aksine TIP60 kromodomain mutantinin kromatin bdlgesine lokalize olamadigini tespit
etmisler, bunun nedeninin ise TiP60 spesifik modifikasyonlarla ve transkripsiyon
regiilatorleriyle histonlara baglanmak oldugunu belirtmislerdir. TIP60 tarafindan
taniman histon kodlarini identifiye etmek amaciyla histon peptid assay yaparak TIP60’1n
histon kodlar1 ve transkripsiyon regiilatorleri arasinda fonksiyonel bir link oldugu

sonucuna varmiglardir (Kim et al. 2015).

2.1. Amacg

Inflamasyon, organizmani saglikli dokularina patojen veya patojen olmayan ajanlarin
girisi ile tetiklenerek dogal bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir. Viicuda yabanci

bir madde girdigi zaman sitokinlerin (IL-6, IL-1 vb.) miktar1 artarak JAK/STAT yolagi
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aktive edilir. JAK/STAT yolaginin aktive olmasiyla antimikrobiyal 6zellige sahip olan
Hepsidin miktar1 artar ve immiin yanit, hasar ortadan kaldirilana kadar devam eder.
Inflamasyon bir savunma mekanizmas1 olarak hareket etmesinin yanisira bir¢ok
mekanizma ile de iliskilidir. Ornegin, inflamatér sitokinlerden biri olan IL-6, gelisim,
hiicre gocii, invazyon, malignansinin gelisimi, proliferasyon, apoptozis, progresyon,
anjiyogenez ve timor hiicre farklilagmasinda rol oynar. Cogu mekanizma gibi
inflamasyon da asetilasyon, deasetilasyon, fosforilasyon gibi epigenetik mekanizmalarla
diizenlenmektedir. inflamasyon yolaginda herhangi bir hasar olmas1 durumunda birgok

kronik hastalik ve kanser olusumu tetiklenmektedir.

Histon asetiltransferaz aktivitesi ile epigenetik diizenlemelerde 6nemli role sahip olan
ve koregiilatdr veya korepresor olarak hareket eden TIP60 bircok genin ifadesinde rol
oynamaktadir. TIP60’da herhangi bir hasar olmasi durumunda histon asetilasyonu,
DNA tamiri, hiicre dongiisii ve duraklamasi ve p53 aracili apoptosisin baslatilmasi gibi
islevlerde 6nemli bir takim sorunlar meydana gelmektedir. Bunun sonucunda da kanser
gibi bircok hastaligin tetiklenmesine neden olmaktadir. Inflamasyonun savunma
mekanizmasi, hiicresel hasar1 engelleyerek apoptozisi sinirlamasindaki etkinligi ve
Tip60’in hiicre dongiisii, apoptozis, epigenetik diizenlemeleri ve hepsidin geni
tizerindeki etkisi goz oniine alindiginda inflamasyon ve Tip60 arasinda dogrudan veya

dolayl: bir iliskinin olabilecegi fikri akla gelmistir.

Bu tez ¢alismasinda, Tip60 geninin inflamasyon yolaklarindan biri olan JAK/STAT
yolagir iizerine etkisini arastirmak ve bu etkilesimin Tip60’a baglh olarak
aydinlatilmasini saglayarak ¢alismay1 daha ileri boyuta tasimak amaciyla, kontrol, LPS
muamele ve karaciger spesifik Tip60 mutant farelerden alinan karaciger dokularinda
inflamasyon yolagma ait Interlokin 6 (IL-6), interlokin 1 (IL-1), Janus kinaz 1 (JAK1),
Janus kinaz 2 (JAK2), Sinyal iireticisi ve transkripsiyon aktivator 3 (STAT3) ve
Hepsidin antimikrobiyal peptid (Hamp)’in gen ve protein ekspresyon profilleri Tip60

yokluguna bagli olarak yolagin bu durumdan nasil etkilendigi arastirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

KiIMYASAL ADI SIRKET
Agaroz DNase-RNase-Protease free Sigma Aldrich
Akril Amid Sigma Aldrich
Amonyum Persiilfat (APS) Sigma Aldrich
Antikorlar Abcam-Santa Cruz
Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich
Bromfenol Mavisi Sigma Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich
Etanol Riedel de Haen
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma Aldrich
Etidyum Bromiir Sigma Aldrich
Fosfataz Inhibitorii Sigma Aldrich
Formamid Sigma Aldrich
Gliserol Carlo Erba
Glisin Riedel-de Haen
Hidrojen Kloriir (HCI) Sigma Aldrich
Izopropil Alkol Sigma Aldrich
Kloroform Carlo Erba
Lipopolisakkarit (LPS) Sigma Aldrich
B- Merkaptoetanol Sigma Aldrich
Metanol Sigma Aldrich
3-N-Morfolino  Propansiilfonik  Asit Sigma Aldrich
(MOPS)

Potasyum Klortir (KCI) Sigma Aldrich

Primer ve Prob

Biomers
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Cizelge 3.1. (devam)

Protein Marker

Thermo Fischer

Proteaz Inhibitorii Sigma Aldrich
Polivinilidin Diflorid Membran (PVDF) Macherey Nagel
QIAzol Lysis Reagent Qiagen
RNA Yiikleme Tamponu Invitrogen
RNAazZap Sigma Aldrich
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Qiagen
Sodyum Deoksikolat Sigma Aldrich
Skim Milk Powder Sigma Aldrich
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma Aldrich
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma Aldrich
SuperScript 1 First-Strand cDNA kit Invitrogen

Thermo Fisher Scientific

SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate (ECL
Reagent)

SuperSignal™ West Femto

Maximum Sensitivity Substrate (ECL

Thermo Fisher Scientific

Reagent)

Trizma Base Sigma Aldrich
Trizol Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Tween-20 Riedel-de Haen
N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin Sigma Aldrich
(TEMED)

Whatman Blotlama Kagidi Bio-Rad




3.2. Tez Kapsaminda Kullamlan Materyal ve Cihazlar
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1, 1,5 ve 3 mL’lik Kuvarz Kiivetler
1,5-2 mL’lik Tiipler ve Raklar

15 mL’lik Falkon Tiipler ve Raklar
1.5-3.0 mm Zirconium Beads

Ceker Ocak

Derin Dondurucu (-86)
Derin Dondurucular (-20)

Destile Su Uretme Cihazi

Elektroforez Cihazi

. Gug Kaynagi

. Hassas Terazi

. Homojenizator

. Isitic1 Blogu

. Kar Uretme Cihaz

. Magnetik Karistirici
. Mikrodalga Firin

. Mikropipet Takimi
. Mini Santrifijj

. Nanodrop

. Otoklav

. PCR

. pH Metre

. Qiacube (Rna Izolasyon Robotu)
. Real-Time PCR
. Fusion FX Goriintiileme Cihaz1

. Blotlama (Semidry Blotter) Cihazi
. Sogutmal1 Santrifiijler

. UV-VIS Spektrofotometre

. Vorteks

: Merck

: Eppendorf

: Eppendorf

: BeadBug'

: Space Series Fume Cupboard

: New Brunwick Premium U410

: Vestel FT 280, Siemens

: mp MINI Pure

: Bio-Rad

: Thermo EC EC 135-90

: Denver Instrument

: Benchmark Scientific BeadBlaster
: Lab Line

: Scotsman

: Wisd WiseStir MSH-20A

: Beko MD 1500

: Eppendorf

: AOSHENG

: Thermo Scientific Multiscan GO USA
: HMC HIRAYAMA

: BIO RAD C1000 Thermal Cycler
: Mettler Toledo

: Qiagen Rotor Gene Q

- Qiagen

- Vilber Lourmat

: BIO-RAD

: Hettich Mikro 220R

: Beckman Coulter

: Wisd WiseMix VM-10



30. Mikrotom Cihaz1

31. Immiinohistokimya Cihaz

32. Kesim Aletleri
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: Leica RM 2245
: Roche Ventana

: Fine Science Tools

3.3. Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda yapilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

1.

1 M Tris/HCI Tamponu

121,14 g Tris 900 mL destile su iginde
¢ozilip, 1M HCI ile pH: 6,8e ayarlanip

hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

1,5 M Tris/HCI Tamponu

181,7 g Tris 900 mL destile su iginde
¢ozilip, 1M HCI ile pH: 8,8‘e ayarlanip

hacim destile su ile litreye tamamlandi.

%30°luk Akrilamid-Bisakrilamid

37,59 Akrilamid, 1 g Bisakrilamid
almarak128 ml dH,O igerisinde 37°C de

cozdiiriildii.

%10’1uk SDS

9 mL saf suda 1 g SDS ¢ozdiiriildii.

%10’luk APS

2 mL i¢in; 1,8 mL dH,O igerisinde 0,2 g
APS ¢ozdiiriildii.

%>5’lik Bloklama cozeltisi

9,5 mL TBST igerisinde 5 g Skim Milk
Powder (Yagsiz Siit Tozu) ya da Bovine
Serum Albumin (BSA) ¢ozdiiriildii.

0,15 mol/L izotonik NaCl cozeltisi

100 mL saf su i¢inde 0,87 g NaCl ¢oziilerek
hazirland1 ve +4 °C’de saklandi.

Bradford (Commassie Blue) ¢ozeltisi

100 mg Commassie-Brillant Blue G-250,
%95’lik 50 mL etanolde ¢oziiliip iizerine
%385°lik 118 mL fosforik asit ¢oOzeltisi
eklenerek toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.
Aliiminyum folyo ile kaplanarak +4 °C’de

sakland.
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9. 20X MOPS Cozeltisi

41,9 g MOPS, 4,1 g sodyum asetat ve 2,6 ¢
EDTA 350 mL DEPC’li suda ¢6ziildii. Daha
sontra NAOH ile pH 7’ye ayarlanip son
hacim DEPC’li 500 mL ye

tamamlandi. Otoklavlanip +4°C de sakland.

suyla

10. 1X MOPS Cozeltisi

Daha oOnce hazirlanmig olan 20X MOPS
soliisyonundan 25 mL alindi ve 475 mL saf

su oranlarinda alinarak hazirlandi.

11. DEPC’li Su

1 mL DEPC 800 mL steril dH,O da ¢oziliip
hacmin 1000 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi. 1 gece oda sicakliginda
bekletildi. Otoklavlanip 151k gecgirmeyecek

bir sekilde +4°C de saklandi.

12. Jelde Yiiriitiillecek RNA Cozeltisi

1pl izole edilen RNA, 3,5ul ddH20, 0,5ul

MOPS soliisyonu, Sul formamit
kanigtirilarak  65°C’de  15dk  inkiibasyon
yapilarak hazirlandi.

13. 10X Transfer Cozeltisi

29 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS 900 mL
destile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve pH 8,3’
ayarlanarak son hacim destile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

14. 10X TBS Cozeltisi

80 g NaCl, 2 g KCI, 30 g Tris 900 mL
destile su igerisinde ¢ozdiiriildi ve 1 M HCI
ile pH 7,4’e ayarlandi. Toplam hacim

destile su ile 1 L’ye tamamland1 ve otoklav

edildi.

15. 10X Tris-Glisin Elektroforez

Cozeltisi

30,2 g Tris, 188 g Glisin, 100 mL %10 SDS

1 L distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.

16. 5X SDS Yiikleme Tamponu

2,5 ml Tris/HCI ¢ozeltisi, 0,771 g DTT,
0,05 g brom fenol mavisi, 5 mL %50
gliserol, 1 g SDS alind1 ve toplam hacim
destile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Alikuatlara ayrilarak -20 °C’de muhafaz

edildi.




30

Cizelge 3.2. (devam)

17. 1X Transfer Cozeltisi 10X Transfer ¢ozeltisinden 100 mL
alinarak, 700 mL destile su ve 200 mL
metanol ilave edildi.

18. 1X TBST Cozeltisi 10X TBS ¢ozeltisinden 100 mL alinarak
900 mL destile su ile 1 L’ye

tamamlandiktan sonra 1 mL Tween-20 ilave

edildi.
19. RIPA Buffer 150 mM sodyum Kkloriir, %1.0Triton X-

100, 9%0.5 sodyum deoksikolat, 9%0.1
SDS (sodyum dodesil siilfat),50 mM Tris

alindi, bir miktar distile su igerisinde
¢oziildiikten sonra pH 8.0’e ayarlandi ve son
hacim 25 mL’ye tamamlandi.
20. 5XSDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi 2,5 mL Tris/HCl ¢ozeltisi, 0,771 g DDT,
(Laemmli Buffer) 0,05 g brom fenol mavisi, 5 mL %50

gliserol, 1 g SDS alinip hacim destile su ile
10 mL"ye tamamlandi. -20°C*de saklandi.

3.4. Farelerde inflamasyon Modelinin Olusturulmas:

Calismada kullamlacak fareler Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (AUHADYEK) tarafindan onaylanan etik kurul raporu ile Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuvari’ndan
sagland1 (Sekil 3.1). Muamele ve kontrol olmak iizere 2 grup olusturuldu ve her bir
grupta 5 adet BALB/c irk1 fare bulunduruldu. Deney icin 8-10 haftalik erkek fareler
kullanild1. Caligmadaki fareler deney siiresince standart nem, 151k (12 saat giin 15181/12
saat karanlik) ve oda 1sis1 kosullarinda (20-22°C) muhafaza edildi. Standart fare yemi ve
yeterli miktarda distile su ile beslendi. Farelerin ortama adaptasyonu i¢in 1 hafta
beklendikten sonra muamele grubunda inflamasyon olusturmak i¢in intraperitoneal

olarak lipopolisakkarit (LPS) (5 mg/kg) enjekte edildikten 6 saat sonra farelerin boynu
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kirtllarak sakrifiye edildi (Singh et al. 2014). Paralel olarak kontrol grubu farelere esit
miktarda steril tuz soliisyonu (0,15 mol/L NaCl) enjekte edildi. Kontrol ve muamele
grubu farelerin karin bosluklar1 longitudinal abdominal insizyon ile agilarak karaciger

dokular1 toplandi ve elde edilen dokular derin dondurucuda (-86°C) saklandi.
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3.5. Tip60 Geninin Karacigere Spesifik Olarak Silinmesi

Genom iizerinde hedefledigimiz bolgeyi, istedigimiz hiicre tipinde silebilmek amaciyla
Cre/LoxP sistemi kullanildi. 34 baz ¢iftinden olusan dizilimi spesifik olarak taniyan Cre
rekombinaz enzimi ile Cre/LoxP sistemine gore gen lizerinde silinmesi istenen bolge iki
LoxP dizilimi arasina alinarak LoxP dizilimleri arasindaki bdlgenin her iki yonden
silinmesi saglanir. Bu o6zelligiyle, Cre/LoxP sistemi Okaryotik canlilardaki gen

mantipiilasyonlarinda kullanilan bir yontemdir (Budak 2009).

Tip60 geninin karacigere spesifik olarak silinmesi ve dokularin ZT zaman birimlerinde
Aschoff tip2 protokoliine gore toplanmasi, Prof. Dr. Gregor Eichele’nin laboratuvarinda
(Max-Plack Institute for biophysical Chemistry, Department of Genes and Behavior

Gottingen) Dr. Harun BUDAK tarafindan yapilmustir.

Tip60 geni lizerinde silinmesi istenen bolgelerin (ekzon 1 ve ekzon 9) 6niine ve arkasina
LoxP (locus of X over P1) dizilimi yerlestirilerek ekzon 1 ve ekzon 9 araliginin Cre
rekombinazlar tarafindan silinmesine olanak verilmistir. Karacigere spesifik olarak
Tip60 genini silmek i¢in Tip60F/-;SA+/Cre genotipine sahip olan fareler kullanildi. Cre
rekombinaz, karacigere spesifik olarak kuvvetli sekilde ekprese olan SA (serum
alblimin) genine ait promotoriin kontrolii altinda eksprese olmakta ve tamoksifen
tarafindan indiiklenebilme (tamoxifen-inducible Cre recombinase) 0Ozelligine sahip
olmaktadir (Budak 2009). Boylece Tip60 genini fare karaciger dokusunda istedigimiz

zaman silebilme avantaji bulunmaktadir.

Tip60F/-;SA+Cre genotipinde olan fareler, kontrol ve deney grubu olmak iizere iki
gruba ayrildi. Deney grubu farelerine, i¢ginde tamoksifen ¢oziilmiis misir yagi, 10 g
viicut agirhigma karsiik 1 mg olacak sekilde 5 giin siireyle intraperitonaeal olarak
enjekte edilirken, Tip60F/-;SA+Cre genotipindeki kontrol grubu farelere ayni miktarda
ve silireyle tamoksifen icermeyen misir yagi enjekte edildi. 12 saat 151k ve 12 saat
karanlik (12:12 LD) déngiisii altinda tutulan kontrol ve mutant (Tip60 nakavt) olarak

isimlendirilen farelere 5 giinliik enjeksiyonu takiben 5 giin (toplam 10 giin) beklenildi.
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Her zaman biriminde 2 kontrol ve 2 mutant olmak iizere toplam 4 fareden, 4’er saat
araliklarla 8 farkli zaman birimi i¢in karaciger dokular1 toplandi. Tamoksifen SACre
rekombinazi indiikleme 0Ozelligine sahip oldugundan enjeksiyon sonrasinda SACre
rekombinazin Tip60 genini spesifik olarak sildigi diistintildiigiinden Dr. Harun BUDAK
tarafindan Southern blot analizi yapilarak silinme etkinligi kontrol edildi ve Image J

programi yardimiyla silinme etkinliginin %84-%89 arasinda degistigi belirlendi (Akyiiz
2013; Gonul 2013).

50% 88% 89% 89% 86% 84%

Sekil 3.2. Tamoksifen tarafindan indiiklenen SACre recombinazin Tip60 genini
karacigere spesifik olarak silme etkinliginin gosterilmesi (Akyiiz 2013; Gonul 2013)

3.6. Real Time PCR Uygulamasi

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Amacimiza yonelik olarak, kontrol ve LPS muamele, kontrol ve mutant (Tip60 nakavt)
farelerden toplanan karaciger dokularindan ¢cDNA kiitiiphanesi hazirlamak ig¢in total
RNA izolasyonu, RNeasy Lipid Tissue Mini Kit yardimiyla Qiagen sirketinin 6nerdigi

prosediire gore gerceklestirildi.
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RNA izolasyon prosediirii asagidaki gibidir:

+ Karaciger dokusundan 50 mg alinarak 2 mL’lik ependorf tiiplerine konuldu.

+ Uzerine 1 mL QIAzol Lyzis Reagent eklenerek homojenizatér (Benchmark Scientific
BeadBlaster) yardimiyla 4260 rpm’de, 4 dk siireyle iyice parcalandi.

» 15-25°C’de (oda sartlarinda) diiz bir zeminde 5 dk inkiibe edildi.

+ Uzerine 200 uL kloroform eklendikten sonra birkag saniye vortekslendi.

* Diiz bir zeminde 2-3 dk inkiibe edildi.

+ +4°C’de 12000xg’de 15 dk santrifiij edilerek faz ayrim1 saglandi.

» Fazlar arasindaki orta kesite dokunulmadan her tiipiin iist fazindan 500 pL alinarak
steril 2 mL’lik ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra tiipler, QIAcube RNA izolasyon
robotuna yerlestirildi ve bundan sonraki basamaklar QIAcube RNA izolasyon robotu

tarafindan asagidaki sekilde yiiriitiildii.

1. Ornekler iizerine ayn1 hacimde %70°lik etanol eklenerek vortekslendi.

2. Her 6rnekten 700 pL hacim, 2 mL’lik toplama tiipiine takili olan RNeasy Mini spin
kolununa transfer edilip santrifiij kapag: kapatilarak oda sicakliginda 8000xg’de 15 sn
santrifiij edilir (istenirse bu adim RNA izolasyon robotuna tekrar ettirilebilir).

3. Her RNeasy kolonuna 700 uL RW1 tamponu eklenerek oda kosullarinda 8000xg’de
15 sn santrifiij ve 500 uL RPE tamponu eklenerek 8000xg’de 2 dk santrifiij edildi.

4. Her RNeasy kolonu, 1,5 mL’lik yeni tiiplere takilip istege bagl olarak 30-50 pL
RNase-free water ilave edilerek, oda kosullarinda 8000xg’de 1 dk santrifiij yapildiktan
sonra kolondaki total RNA 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine eliie edilmis oldu. QIAcube
RNA izolasyon robotundan alinan tiiplerin kolonlar1 atilarak RNA 6rnekleri cDNA

sentezine kadar -80°C’de sakland.

3.6.2. RNA’nin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

Jel elektroforezi, saflastirilmis niikleik asit ve proteinlerin molekiil agirligi, miktart ve
alt tiplerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir yontemdir. Destek

madde olarak agaroz ve poliakrilamid jellerin kullanildig1 elektroforez yontemi,



36

elektriksel bir alanda, ortamda ¢Ozlinmiis molekiillerin elektrik yiiklerine gore gog
etmeleri prensibine dayanir. Bu go¢ hizi molekiiliin biiyiikliigline, yapisina, ortamin
yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak degismektedir (Kocpinar
2015).

Total RNA jelde oldukca belirgin 28S (veya 23S) ve 18S (veya 16S) rRNA bantlarina
sahiptir. 18S rRNA band1 28S rRNA bandinin yaklasik yarist kadar bir parlaklik
olusturur. Bu 2:1 orani toplam RNA’nin parcalanmadan elde edildiginin en kesin

gostergesidir (Kocpinar 2015).

3.6.3. Agaroz jelin hazirlanmasi

e 1,88 mL 20XMOPS soliisyonuna 0,3 g agaroz, 28,5 mL ddHO sirasiyla konulup
kaynatildiktan sonra 37°C’ye kadar soguyunca 6,68 pL formamit eklendi.

e Hemen ardindan 5,5ul etidyum bromiir eklenip jel polimerlesmeye birakildi.

3.6.4. Yiiriitillecek RNA orneginin hazirlanmasi

e Izole ettigimiz RNA 6rneklerinden 1 L alarak 3,5 pL ddH,O ile karistirildi.

e 0,5 uL 20XMOPS soliisyonu ve 5 pL formamit ilave edilerek 65°C’de 15dk inkiibe
edildi.

e RNA o6rnekleri 1 pL 6X yiikleme tamponu ilave edilip agaroz jele yiikleme yapildi.

Sonrasinda 30 dk siire ile 60V °de elektrik akimi uygulanip sonuglar UV 151k altinda

goriintlilendi.

3.6.5. Elektroforez islemi

RNA ornekleri 1 pL 6X yiikleme tamponu ile renklendirilerek her 6rnek, 1XMOPS

soliisyonu bulunan tank igindeki agaroz jel kuyularina 7’ser pL olacak sekilde
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mikropipetler (eppendorf) yardimiyla ayr1 ayri yiiklendi. 60V (Volt) elektrik
potansiyelinde 30 dk siireyle yiirlitme islemi uygulandiktan sonra goriintiileme cihazi

(Quantum Vilber Lourmat) ile jelin fotografi ¢ekildi.

3.6.6. RNA’nin konsantrasyon ve safliginin belirlenmesi

Elde edilen RNA’nmin Nanodrop ile (Thermo Scientific Multiscan GO USA)

spektroskopik 6l¢iimii yapilarak safligi ve konsantrasyonu belirlendi.

3.6.7. cDNA Kkiitiiphanesinin hazirlanmasi

Izole edilen mRNA’lardan ¢cDNA sentezi icin SuperScript 1l First-Strand cDNA Kit
(Invitrogen) sistemi kullanilarak {iretici firmanin protokoliine gore asagidaki sekilde

yapild.

Steril bir mikrosantrifiij tlipiine;

e 1ul 50ng/uL Rastgele (Random) primer
e 10pg-5ug total RNA veya 10pg-500ng mRNA
e 2ul 10mM dNTP Mix konularak toplam hacim ddHO ile 12ul’ye tamamlanacak ve

karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra buz iizerinde en az 1 dakika inkiibe
edildi.
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Karisim kisa stireli santrifiijlendikten sonra iizerine asagidaki c¢ozeltiler belirtilen

miktarlarda eklendi;

e 5X cDNA Synthesis Buffer 4ul
e 0.MDTT 1ul
e RNAseOUT™ Recombinant RNAse 1ul
e SuperScript™ Il RT 1ul
e ddH,0 Tl

Karisim hafif¢e karistirilacak ve 25°C’de 10dk inkiibe edildi. Sonrasinda 50°C’de 50dk
ve 85°C’de 5dk inkiibe edildi. Kisa bir santrifiijiin ardindan 1uL. RNAse H eklenerek
37°C’de 20dk inkiibe edildi. Reaksiyon sonlandirilip Real-time PCR analizinde

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

3.6.8. Primer ve prob dizaym

3.6.8.a. Primer ve prob dizayni i¢cin gen sekansina ulasilmasi

Tez kapsaminda ¢alisilacak Interlokin 6 (11-6), interlokin 1 (11-1), Janus kinaz 1 (Jakl),
Janus kinaz 2 (Jak2), Sinyal ileticisi ve transkripsiyon faktor 3 (Stat3), Hepsidin
antimikrobiyal peptid (Hamp), K(Lizin) asetiltransferaz 5 (Kat5)/Tip60 ve B-Aktin
genlerinin primer ve prob dizayni i¢in National Center for Biotechnology Information
(NCBI) databazi kullanilmistir. Bunun icin NCBI ana sayfasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na gidilerek Sekil 3.2’deki gibi “All databases”
boliimiinden “Gene” segenegi secildi ve arama kutucuguna gen bilgisi (kisa veya uzun
adi ya da ID numarasi) girilip “search” tiklanarak Sekil 3.3’teki organizma segim

sayfasina ulasildi.
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Sekil 3.3. Primer ve prob dizayn etmede kullanilan NCBI ana sayfas1

Sekil 3.3’te gosterildigi gibi ilgili gen igin organizma se¢imi yapildi. Bu tez
caligmasinda kullanilan organizma fare oldugundan “Mus musculus” secenegi

tiklanarak Sekil 3.4’deki organizmaya ait gen bilgilerini i¢eren sayfaya ulagildi.

& NCBI  Resources @ How To @
S Gene =

v [ Aradigimez genin uzun ismi'kisaltmast yada ID numarast
Create alert Advanced

Gene sources
Genomic

Tabular~ 20 per page v Sort by Relevance v Send to: v

Filters: Manage Filters
Categories
Alternatively spliced
Annotated genes
Non-coding
Protein-coding

Did you mean IL6 as a gene symbol? —_—

Search Gene for IL6 as a symbol Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Homo sapiens (145)
Mus musculus (52)
Bos taurus (24)

Search results

Sequence content Items: 1 to 20 of 683 Page |1
CCDs o

Ensembl

of35 Next>  Last>>
Rattus norvegicus (20)

See also 9 discontinued or replaced items Tupaia chinensis (1)

Sekil 3.4. Primer prob dizayn etmek icin kullanilan NCBI organizma sec¢im sayfasi

llgilendigimiz genin hangi organizma igin aratildigin1 gdsteren Sekil 3.4’daki sayfada
genin iizerine tiklayarak ilgili genin organik baz ve protein sekansini igeren Sekil

3.5’deki sayfaya ulasildi.
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& NCBI  Resources ¥ How To ¥

Gene Gene v ||(IL6) AND "Mus musculus"[porgn-__txid10090] |
Create alert Advanced

Gene sources Tabular~ 20 per page » Sort by Relevance v Send to: v
Genomic

Categories Search results

Alternatively spliced

Annotated genes Items: 1 to 20 of 52 Page [1 |of3 Next> Last>>
Non-coding

0 See also 5 discontinued or replaced items
Protein-coding

Sequence content Name/Gene ID | Description Location Aliases
ccos 116 interleukin 6 [Mus musculus (house mouse)] Chromosome 5. 1I-6
Ensembl ID: 16193 NC_000071.6

RefSeq 0"

(30013161..30019968)

Sekil 3.5. Ilgili genin temel dzelliklerini gosteren NCBI sayfast

Agilan sayfanin alt bolimiinde yer alan gen sekans kodu (NM_...) protein sekansi kodu
(NP_...) baglant1 linkleri goriilmektedir. NM ile baslayan linke tiklanarak ilgilendigimiz

genin ayrintili bilgilerinin ve sekansinin bulundugu Sekil 3.6”daki sayfa goriintiilendi.

mRNA and Protein(s)

NM_001314054.1 — NP_001300983.1 interleukin-6 isoform 2 precursor
Status: REVIEWED
Description  Transcript Variant: This variant (2) uses an alternate splice site in the 3'terminal exon, compared to variant 1. The encoded protein
(isoform 2) is shorter and has a distinct C-terminus, compared to isoform 1.
Source sequence(s) = AC112933. AK150440. BC145409
UniProtKB/TrEMBL | AOA0G2JGF4
UniProtKB/Swiss-Prot = P08505
Conserved Domains (1) summary

cl02473  IL6; Interleukin-6/G-CSF/MGF family
Location:55 — 157

Sekil 3.6. Ilgili genin gen ve protein sekansini gdsteren NCBI veritabani

& NCBI  Resources ¥ How To ¥

Nucleotide Nucleotide v

Advanced

GenBank ~ Send: ~

Mus musculus interleukin 6 (l16), transcript variant 2, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_001314054.1
FASTA  Graphics

Sekil 3.7. Aranilan genin sekansinin bulundugu internet veri tabanini
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Gen ayrintilarinin bulundugu sekil 3.6’deki sayfanin sol bdliimiinde dikey olarak
siralanmis gene ait olan c¢esitli bilgilerin sunuldugu kisimda “CDS” olarak adlandirilan
sekans bilgisi tiklanarak genin kodlanan bolgesi isaretlendi. Bu bdlgenin belirlenmesi,
dizayn edilecek primer ve probun hangi bodlgeden yapilacagi konusunda kolaylik

saglanildi. Sekil 3.7’de tez kapsaminda calisilan genlerden biri olan I1-6 genine ait

kodlanan bolge koyu zeminle isaretli olarak gosterildi.

1
61
121
181
241

301

361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
lez21l
1e81

aaatatgaga
tcaattccag

tgaaatcact
ttatgcctaa
tgtcaggtat
ctattttaat
gattgatatt
atgataacct
gaatgtataa
tgatgtattt
acc

ctggggatgt
aaaccgctziay:

tgaagaattt
gcatatcagt
ctgacttatg
tatttttaat
tattattttt
aaaaatctat
gtttacctca
ttataatgtt

ctgtagctca

ctaaaagtca
ttgtggacat
ttgttctcta
ttattgataa
atgaagtgtc
ttgatataaa
atgaattgct
tagactgtct

ttctgctctg

ctttgagatc
tcctcactgt
cgaagaactg
tttaaataag
acttgaaatg
tattctgtta
aatttaaata
tcaaacaaat

gagcccacca
acttccatcc

agaacaactt
ctctaattca
caagaccatc
tactcggcaa
ggtcagaaaa
acaatatgaa
taaactttaa
ttatatgtta
cctagccaga
tgtttttaaa
aaattatatt

agaacgatag

caattcatct
acctagtgcg
tatatcctgt
tgttgggaca
gttaatttat
tagttttgaa
tggtttcttg
gaaatctttg
atatttaaaa

Sekil 3.8. 1I-6 genine ait kodlanan ve kodlanmayan bolgeleri gosteren veritabani

Sekil 3.7°de gosterilen gene ait dizilimler arasinda bosluklar ve satir sayilar
bulunmakta ve bu durum sonraki islemlerin devam ettirilmesinde bir engel ortaya
koymaktadir. Islemi kolaylastirmak i¢in Sekil 3.6’de bulunan ‘FASTA’ segenegine
tiklanarak bosluklar ve say1 siralar kaldirildi. http://bioinfo.ut.ee/primer3/ programi
kullanilarak, genlere ait ekspresyon profillerini aydinlatmak amaciyla primer ve prob

dizayn1 yapildi.
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Primer ve prob dizayn edilirken dikkat edilmesi gereken bazi hususlar vardir;

e  Probun baglanma sicakli1 genellikle primerinkinden ~10 °C yiiksek olmali

e  Probun sogurucununn tutturulacagi 5’ucu G ile bitmemeli

e  Genellikle probun GC igerigi %35-65 arasinda olmali

e Genellikle G ve C ile baglayan dizilimler tercih edilmemeli

e Primer ve problarin kendi aralarinda ve kendi kendilerine baglanma ihtimalleri
olabildigince diisiik olmali

e Amplifikasyon bdlgesinin boyutu 60-150 bp arasinda segilmeli

Sekil 3.8’de ilgili gen sekansi kutucuga yapistirilarak left primer, right primer ve prob

kutucuklar: isaretlendi.

[ dischimer [ code
cautions

Primer3 Web version 4.0.0 - Pick primers from a DNA sequence.

Select the Task for primer selection | generic

Paste source sequence below (5'->3", string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N - numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs. LINEs. etc.) or
5 Libs

AAATATGAGACTGGGGATGTCTGTAGCTCATTCTGCTCTGGAGCCCACCAAGA »«C&.AY»«GYCN’«YTCLN
A C GAC

[# Pick left primer. or use left primer below][# Pick hybridization probe (internal oligo). or use oligo below|[ ¥ Pick right primer. or use right primer below (5'to 3' on opposite suaud)‘
\ \ ] |

Pick Primers || Download Settings | Reset Form

Sekil 3.9. Primer ve prob dizayninda kullanilan veri taban1

Sekil 3.9’da gosterilen ‘General Primer Picking Conditions’ sekmesinde primer
dizayninda gerekli olan bilgiler (primer boyutu, primerin baglanma sicakligi, primer %

GC orani, amplifikasyon bolgesinin boyutu vs.) girildi.
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General Primer Picking Conditions

Upload the settings from a file ﬁ}osya Sec | Dosya secilmedi

Primer Size Min 18
Prmer Tm Min »5997 Opt 60.0 7\ Max[61.0 | Max Tm Difference 5.0 | Table of thermodynamic parameters | SantaLucia 1998 v]
Product Tm Min -1000000.| Opt | | Max 1000000

Primer GC% Min[350  |Opt/500 | Max [700

Opt 20 | Max 23

Product Size Ranges [80-150

Max 3' Stability 90 \

Max Library Mispriming 12.00 | Pair Max Library Mispriming ‘ZQPPJ

Number To Retumn |5 |

Thermodynamic Secondary Structure Alignments
¥ Use Thermodynamic Oligo Ali

| Use Thermodynamic Template Al

TH: Max Template Mispriming [40.00 | TH: Pair Max Template Mispriming

70.00
TH: Max Self Complementarity |45.0 TH: Max 3' Self Complementarity 350 |
TH: Max Pair Compl it 45.0 TH: Max 3' Pair Compl ity 135.0
TH: Max Primer Hairpin 24.0

0Old Secondary Structure Alignments

Max Template Mispriming 12.00 | Pair Max Template Mispriming [24.00 |
Max Self Complementarity %00 \ Max 3' Self Complementarity  [3.00 1
Max Pair Compl ity [8.00 | Max 3' Pair Compl iy oo |

Sekil 3.10. Primere ait bilgilerin girildigi sayfa

Sekil 3.10°da proba ait bilgiler (prob uzunlugu, probun baglanma sicakligi, probun %
GC orani vs.) girildi. Daha sonra ‘Pick Primers’ tiklanarak dizayn yapildi.

Internal Oligo (Hyb Oligo) General Conditions

Internal Oligo Size Min 118 | Opt 20 | Max [23
Internal Olico Tm Min[69.0  |Opt[70.0 | Max[71.0
Internal Oligo GC% Min ‘36 07 7 Opt w5007 Max i76 0o

TH: Internal Oligo Self Complementarity 47.00 | TH: Internal Oligo Max 3' End Self Complementarity |47.00 |

o |

TH: Internal Oligo Hairpin

Internal Oligo Self Complementarity i1'2.00 Internal Oligo Max 3' End Self Complementaritv ‘[712.00

Internal Oligo Min Sequence Quality 167

Max =Ns ‘0 P Internal Oligo Max Poly-X
Internal Oligo Mishvb Librarv f‘N ONE v | Internal Oligo Max Library Mishyb [12.00
Internal Oligo Conc of monovalent cations ‘5076: Internal Olico DNA Concentration 560i
Internal Oligo conc of divalent cations w175 7 Internal Oligo [dNTP]

Sekil 3.11. Proba ait bilgilerin girildigi sayfa

0.0 |
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Ilgili gene ait dizayn edilen primer ve probun baska genlerle homolojisinin olup
olmadig1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ programi ile kontrol edildi. Bu islem,
Sekil 3.12 ve Sekil 3.13°da gosterildigi gibi sirasiyla uygulandi.

OLIGO start _len tm gck any __3' seg

LEFT PRIMER 115 19 60.76 57.89 2.8 2.8@ GCCTTCTTGGGACTGATGC
RIGHT PRIMER 289 21 6@.62 57.14 3.2 2.00 GGTCTGTTGGGAGTGGTATCC
HYB OLIGO 135 22 70.61 63.64 4.00 0.20 GGTGACAACCACGGCCTTCCCT

SEQUENCE SIZE: 1083
INCLUDED REGION SIZE: 1083

PRODUCT SIZE: 95, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 2.00
1 AAATATGAGACTGGGGATGTCTGTAGCTCATTCTGCTCTGGAGCCCACCAAGAACGATAG
61 TCAATTCCAGAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTGCAAGAGACTTCCATCCAGTTGCCTTC
2355>>

121 TTGGGACTGATGCTGGTGACAACCACGGCCTTCCCTACTTCACAAGTCCGGAGAGGAGAL

SIOODDIIIIIDD AAAAAAAAAAAAAANAAAAAAN

181 TTCACAGAGGATACCACTCCCAACAGACCTGTCTATACCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA
€L LLLLLLLLLLLLLLKLKKL

241 ATTACACATGTTCTCTGGGAAATCGTGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGCAATGGCAATTCT

301 GATTGTATGAACAACGATGATGCACTTGCAGAAAACAATCTGAAACTTCCAGAGATACAA

361 AGAAATGATGGATGCTACCAAACTGGATATAATCAGGAAATTTGCCTATTGAARATTTCC

421 TCTGGTCTTCTGGAGTACCATAGCTACCTGGAGTACATGAAGAACAACTTAAAAGATAAC

481 AAGAAAGACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAGAGATACAGAAACTCTAATTCATATCTTCAAC

541 CAAGAGATAAGCTGGAGTCACAGAAGGAGTGGCTAAGGACCAAGACCATCCAATTCATCT

601 TGAAATCACTTGAAGAATTTCTAAAAGTCACTTTGAGATCTACTCGGCAAACCTAGTGLG

Sekil 3.12. Genin primer ve probuna ait bilgilerin bulundugu sayfa
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p= BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more.
Enter Query Sequence oy ] query.

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &4 Clear Query subrange &
- . . TR i i From)
Gene ait primer dizisinin girilecegi alan
To|
Or, upload file Dosya Seg | Dosya secilmedi vl
Job Title
Enter a descriptive fitle for your BLAST search &
Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database Human genomic + transcript (’Mouse genomic +transcript ® Others (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) v e
Organism [ :
Optional lus musculys (12x09:10090) e
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa wil be shown &3
Exclude Models (XM/XP) L L sample

Optional

Sequences from type material
Youllll) Create custom database

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

f BLAST Search datab: (nr/nt) using (Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window

Sekil 3.13. Gen sekansmnin homolojisinin kontrol edildigi organizmaya 0zgii blast
sayfasi

Color key for alignment scores
<40 40-50 - 80-200 >=200
Query

1 4 8 12 16 20

Sekil 3.14. Dizayn edilen primer ve problarin homolojilerinin kontrol edildigi blastlama
sayfasi

BiDownload v GenBank Graphics

Mus musculus interleukin 6 (I16), transcript variant 2, mRNA
Sequence 1D: TefiNM 001314054.1| Length: 1083 Number of Matches: 1

Range 1: 115 to 133 GenBank ( hics
Score ) Expect Identities Gaps Strand
38.2 bits(19) 0.035 15/19(100%) 0/19(0%) Plus/Plus
Query 1 GCCTTT]’TG&,&T}'?Af?C 19

[1] L1 [
Sbjct 115 GCCTTCTTGGGACTGATGC 133

Sekil 3.15. Dizayn edilen primer ve problarin kontrol edildigi blastlama sayfasi (alt kisim)
Primer ve problarin blastlanmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve ilgili primer ve problarla homolojisi

olan genler
*Query: verilen primer baz sirasi, Sbjt: homoloji gdsteren genin ilgili bolgesi
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Primer ve prob dizayni sonrasinda tez kapsaminda kullanilmak iizere siparis edilen

genlere ait bilgiler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Gen ekspresyon profillerine bakilacak genler i¢in dizayn edilen primer ve
proplarin listesi

. NCBI Degerleri

GenKisa | o Accession No Pr\llr:er Primer ve Prob Dizisi (5’ 2 37) ™ | %GC

Ismi Prob Sicakhgi | Oram
(9}

Forward AGAATGGGTCAGCCCGTAG 60.80 57.89

(1;2?5?) NM_001199247.1 Prob FAM-AGCCTGGACGGAAGCGGAAATC-TAMRA 69.71 59.09

Revers ATTCGTGGTGCTGACGGTAT 60.41 50.00

Forward GCCTTCTTGGGACTGATGC 60.76 57.89

11-6 NM_031168.1 Prob FAM - GGTGACAACCACGGCCTTCCCT- TAMRA 70.61 63.64

Reverse GGTCTGTTGGGAGTGGTATCC 60.62 57.14

Forward JAGGGCAGAGAGGGAGTCAA 59.93 57.89

II-1a BN, 0105588 Prob FAM- TGGCGCTTGAGTCGGCAAAG-TAMRA 69.60 | 60.00

Reverse [ AGGTCTTCAAACAAGTCAGGAACT 59.74 57.89

Forward [TCAAGAAGACTGAGGTGAAGCA 60.17 45.45

Jakl NM_146145.2 Prob FAM-TGGTCCCTGAGCCTGGAGTGG-TAMRA 69.23 66.67

Reverse AGGGCGAAGAGGTTGTGAC 60.25 57.89

Forward [TCCTCTGCTTGATGACTTTGTC 59.48 45.45

Jak2 NM_001048177.2 Prob FAM- AGAGTGTCTTGGGATGGCGGTGTT -TAMRA | 69.14 54.17

Reverse [CGAACGCACTTTGGTAAGAAT 59.28 42.86

Forward [TCTCCTTCTGGGTCTGGCTA 59.94 55.00

Stat3 NM_011486.5 Prob FAM- ATCAGCAAGGAGCGGGAGCG-TAMRA 69.28 65.00

Reverse CTCCTTCTTTGCTGCTCTCG 60.41 55.00

Forward CTGCCTGTCTCCTGCTTCTC 60.303 | 60.00

Hamp NM_032541.1 Prob FAM-GCCAGCCTGAGCAGCACCACC-TAMRA 72.00 71.40

Reverse [TGTCTGCCCTGCTTTCTTCC 60.40 50.00

Forward AATCGTGCGTGACATCAAAG 59,72 45.00

p-Aktin NM_007393.4 Prob [Cy5- ATGGCCACTGCCGCATCCTC-BQ2 69,42 65.00

Reverse ICGTTGCCAATAGTGATGACCT 59,32 50.00

3.6.8.b. Real-Time PCR analizi

Kantitatif gen ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla multipleks Real-Time PCR
yapildi. Hedef gen (galisilan gen) ve referans gen (housekeeping) ayni tiip igerisinde
PCR reaksiyonuna sokuldu ve bdylece istatistiki hata azaltildi. Hedef gen probunun 5’
ucunda raportér florokrom 6-carboxyfluorescein (FAM), 3° ucunda baskilayici

florokrom 6- carboxy-tetramethyl-rhodamine (TAMRA) floresan etiketi takildu.
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Referans genin probunun 5’ucunda raportor florokrom (Cy5), 3’ucunda baskilayict
florokrom (BQ2) olan floresan etiketi takildi. Mutant farelerden, inflamasyon
olusturulan farelerden ve kontrol grubu farelerden elde edilen karaciger doku
orneklerinden izole edilmis total RNA’dan revers transkriptaz enzimi yardimiyla
hazirlanan ¢cDNA’lar kullanildi. Real-time PCR uygulamasinda kullanilan reaksiyon

karisimi Cizelge 3.4°de ve sicaklik dongiisii Sekil 3.15°de gosterildi.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR reaksiyonunda her tiip i¢in kullanilan kimyasal miktarlari
ve konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon Miktar (uL)
ddHO (Steril) - 8,7
TaqMan® Probe Master Mix 2X 12,5
Forward Primer hedef gen 0,8 pmol 0,25
Reverse Primer hedef gen 0,8 pmol 0,25
Forward Primer referans gen (Aktin) 0,8 pmol 0,25
Reverse Primer referans gen (Aktin) 0,8 pmol 0,25
Probe hedef gen 0,4 pmol 0,15
Probe referans gen (Aktin) 0,4 pmol 0,15
l l l
cDNA 0,02 ng/ pl 2,5
A
95°C C 95 °C

- 10dk ! 10sn e
= i 60 °C 1dk <
” . 1 dk |
4. 50 °C i |
= 2 dk I I
» : 45 dongii il

i

| Ly

ZAMAN

Sekil 3.16. Real-Time PCR programinda kullanilan sicaklik dongiisii
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3.6.8.c. Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistiki analizler

Real-time PCR’da karsilastirmali 6lgtim i¢in ACt matematiksel metodu kullanildi.

Oran (referans/hedef) = 26 (referans)-C_(hedef)

Oran: Ekspresyon seviyesi

2: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik orani (Bu oran %100°e yakin ise 2 alinir.)

Cr referans: PCR reaksiyonu esnasinda referans (housekeeping) genin miktarsal olarak

anlamli artisinin gergeklestigi deger

Cr hedef: PCR reaksiyonu esnasinda hedef genin miktarsal olarak anlamli artisinin

gerceklestigi deger

Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA) Software
7.0 istatistik programi kullanildi. Gruplara Unpaired t test uygulandi. Biitiin sonuglarda
mean + standard hata (SEM) degerleri analiz edildi. Yildiz olarak ifade edilen degerler
istatistiksel analiz sonucu elde edilen p 6nem degerlerini ifade etmektedir. Onemlilik
derecesine gore yildiz sayis1 1 ile 3 arasinda dogru orantili olarak degismektedir.
p>0,05=ns (not significant) dnemsiz, p<0,05=* (significant) 6nemli, p<0,01=** (very
significant) ¢ok Onemli, p<0,001=*** (highly significant) yiiksek derecede Onemli

olarak degerlendirildi.

LPS muamele ve Tip60 mutant fare gruplarinda yapilan gen ve protein seviyeleri
nonparametrik spearman korelasyon analizi ile karsilastirilarak korelasyon katsayisi (1)
hesaplandi. +1 araliginda degerler alan korelasyon katsayisinin +1°e yaklasmasi iki veri
grubunun paralelligi, -1’e yaklasmasi antiparalelligi ve 0’a yaklasmasi ise iki veri

grubunun iliskili olmadig1 anlamina gelir. Korelasyon analizine gore r degeri, 0,25>1>0
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ise hig iligski yok ya da ¢ok zayif iligki, 0,50>r>0,25 ise zayif ya da orta dereceli iliski,
0,75>r>0,50 ise iyi dereceli iliski, 1,00>r>0,75 ise ¢ok iyi derecede iliski olarak

nitelendirildi.

3.7. Protein Ekspresyon Analizleri

3.7.1. Bradford (commassie blue) protein tayini

Doku oOrneklerinde veya siipernatantlarda bulunan protein miktarlarint 6lgmek igin
kullanilan yontemlerden biri Bradford (Commassie Blue) protein tayin yontemdir. 595
nm dalga boyunda yapilan bu yontem, 5-100 pg/mL aralifinda bulunan protein
miktarlarinin dl¢timiinde kullanilir. Bradford (Commassie Blue) protein tayini, organik
boyalarin proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanir. Bradford yontemi Commassie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin
farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli
cozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Protein tayini sirasinda
mavi rengin olugsmasinda proteinin amino asit bilesimi 6zellikle arjinin gibi bazik amino
asitler ve aromatik amino asitler dnemlidir. Yontemde kullanilan ana esas, kullanilan
boyanin normalde 465 nm dalga boyunda absorbans verirken, protein ile baglanma

sonrasinda 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir.

Kontrol gruplari, LPS muamele edilmis ve Tip60 mutant fare karacigerlerinden elde
edilen homojenatlarda, Bradford (Commessie Blue) protein tayini yukarida bahsedilen

prosediire gore uygulandi

Oncelikli olarak kullanilacak kor ve drnek sayisini hesaba katarak en az 5 mL hacme
sahip olan deney tiipleri ayarlanir. Bu calismada her 6rnegin doku homojenatlar1 (10 pLb
homojenat +90 uL dH20) seklinde 10 kat seyreltilir. Ornegin ¢alismada kullanilan
ornek sayist 4 ise 1’1 kor diger 4’li 6rnek olan numunelere su prosediir uygulanarak

protein tayini yapilir.
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Kor : 4900 pL commessie Blu boyasi + 100 pL. dH20
Ormnekler : 4900 pL commessie Blue boyas1 + 90 uL dH20 + 10 uL siipernatant

Kullanilarak son hacim 5000 uL (5 mL) olacak sekilde ayarlanarak en az 10 dakika

inkiibasyona birakilir.

Daha sonra boya ve protein baglanmalarin tam olarak gergekleserek olusan kapali
mavi rengin sabitlenmesi icin numuneler laboratuvar sartlarinda en az 10 dk
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda numunelerin kére karsi absorbanslar1 595

nm’de ol¢iildi.

Cizelge 3.5. Bradford (Commassie Blue) protein tayinini metodunda uygulanan
prosediirii gosteren bir 6rnek

Kimyasallar  Koér  Ornek1 Ornek2 Ornek3 Ornek 4

dH20 100 puL 90 uL 90 uL 90 uL 90 uL < 10 kat
seyreltme
Stipernatant - 10 uL 10 uL 10 uL 10 uLL
l l ! ! l

Commassie 4900 uL. 4900 uL 4900 u. 4900 uL. 4900 uL
Blue boyasi

Toplam 5000 uL 5000 u. 5000 uL 5000 uL. 5000 puL
Hacim

3.7.2. Western blot

Blotlama teknikleri ile, elektriksel ortamda jel lizerinde go¢ ettirilen ve fraksiyonlarina
ayrilan protein veya niikleik asitlerin (DNA ve RNA) bir destek tabakaya aktarildiktan
sonra goreceli olarak miktarinin belirlenmesidir. Protein blotlama teknigi olan Western
Blot ile 6rneklerden elde edilen protein homojenatindaki proteinlerin, SDS-PAGE jel
eletroforezi ile molekiil agirligiyla orantili olarak, art1 kutba (anot) dogru gog ettirilerek

ayrilmasini takip eden dort basamakla tanimlanir (Budak vd 2016).
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» SDS jelinde molekiil agirliklarina gore ayrilmis proteinlerin  polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrana transferi olan blotlama basamagi,

» Bloklama basamaginda, spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in PVDF
membranda blotlama sonrasi protein baglanmayan bdlgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi,

» Spesifik antikorlarla inkiibasyon basamagi,

» Proteinlerin gériintiilenme basamagi (Budak vd 2016).

3.7.2.a. Fare karaciger dokusundan total proteinin ekstrakte edilmesi

e Boynu kirilarak sakrifiye edilen farenin karin bosluklar1 longitudinal abdominal
insizyon ile acilarak karaciger dokusu alinir. Protein homojenatt daha sonra
hazirlanacak ise doku -86°C’de muhafaza edildi.

e Fare karaciger dokusunun agirliginin 5 kat1 hacminde RIPA buffer ilave edilir (6rn;
50 mg karaciger dokusuna 250 pL RIPA buffer eklenir) ve doku, tercihe gore
BeadBug 1.5 veya 3.0 mm boyutundaki zirkonyum ‘beads’ adi verilen bilyeler
yardimiyla homojen bir karigim elde edilene kadar BeadBlaster  homojenizatdrde 4260
rpm’de, 4 dakika parcalandi.

e Homojenat daha sonra 10,000 rpm, 4°C’de 30 dakika bir kez santrifiijlendikten
sonra siipernatant alindi.

e Siipernatant alikuatlara ayrilip -20°C'de kullanilana kadar muhafaza edildi.

*100 ml RIPA tamponuna, 1/50 oraninda B-merkapto etanol ve 1 tablet proteaz
inhibitéri ve 1/50 oraninda fosfataz inhibitorii ilave edilerek kullanildi (Budak vd
2016).

3.7.2.b. SDS jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

Deneyin amacia gore hangi yiizdelik jeli hazirlamamiz gerektigi belirlendikten sonra
SDS jel hazirlandi. SDS jeli iki kisitmdan olugsmaktadir; Ayirma jeli (Cizelge 3.5) ve

Yiikleme jeli (Cizelge 3.6). Proteinler yiiklenmeden 6nce konsantrasyonlar1 Bradford
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yontemi ile dlgiildii. 10-100 pg proteine 1xSDS yiikleme tamponu ilave edilip 95°C’lik
isitma blokunda 10 dakika inkiibe edildikten sonra proteinler 10 dakika da buz
icerisinde bekletildi. Denatiire edilen Ornekler yiikleme jeline yiiklendikten sonra 50
Voltta, 30 dakika SDS jel elektroforezinde yiiriitiildii. Numune, ayirma jeline gegmeye
basladiginda voltaj 120 Volta yiikseltilerek 90 dakika daha yiiriitiildii (Budak vd 2016).

Cizelge 3.6. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilacak ayirma jeli degerleri

Jel Yiizdesi %8 %09 %10 %12 %14
Didestile Su 6,9 mL 6,45 mL 59 mL 4,9 mL 3,9mL
%]fiosﬁ('gli;ﬂ;d' AmL 45mL 5mL 6 mL 7mL
1,5M Tris pH:8,8 3,8 mL 3,8 mL 3,8 mL 3,8mL 3,8 mL
%10 SDS 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL
%10 Amonyum persiilfat 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL 0,15 mL
(APS)
TEMED 0,009 mL 0,075 mL 0,006 mL 0,006 mL 0,006 mL
Toplam 15 mL 15 mL 15 mL 15mL 15mL

Cizelge 3.7. SDS jel elektroforezi igin kullanilacak yiikleme jeli degerleri

Toplam 1mL 2mL 3mL 4 mL 5mL
Didestile Su 0,68 mL 1,4mL 2,1 mL 2,7mL 3,4 mL
%30 Akril Amid 0,17 mL 0,33 mL 0,5mL 0,67 mL 0,83 mL
1M Tris pH:6,8 0,13 mL 0,25 mL 0,38 mL 0,5mL 0,63 mL
%10 SDS 0,01 mL 0,02 mL 0,03 mL 0,04 mL 0,05 mL
%10 Amonyum 0,01 mL 0,02 mL 0,03 mL 0,04 mL 0,05 mL
persiilfat (APS)

TEMED 0,001mL 0,002mL 0,003 mL 0,004 mL 0,005 mL
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3.7.2.c. Jeldeki proteinin membrana transferi (blotlama), bloklama ve goriintiileme

basamag

SDS jeli iizerinde molekiill agirligina gore ayrilan proteinlerin PVDF membrana
transferi i¢in Semidry Blotter cihazi kullanildi. Bundan sonraki basamagimn isleyisi

asagida maddeler halinde verilmistir.

e Membranlar kullanilmadan 6nce metanol ile 5 dakika muamele edildikten sonra 1X
Transfer Buffer ile 5 dakika muamele edildi.

e Semidry Blotter cihazina sira ile 1 parca ped, 2 parca blot kagidi, PVDF membran,
jel, 2 parca blot kagidi, 1 parca ped konuldu. 1 watt elektriksel alanda 75 dakika
blotlama islemi yapildi.

e Membran 10 dakika TBST ile yikandi.

e 1 saat oda sicakliginda bloklama ¢ozeltisi (%5 Skim Milk Powder veya %35 Bovine
Serum Albumin) ile muamele edildi.

e 4°C‘de 1 gece birinci antikor (Cizelge 3.8) ile inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrast membran 5 kez 5 dakika TBST ile yikandi.

e (Oda sicakliginda 1 saat HRP konjiige edilmis ikinci antikor ile muamele edildi.

e Membran 5 kez 5 dakika TBST ile yikand1 ve goriintiileme basamagina gegildi.

e Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak antikorun kimyasal sinyal
olusturmasi saglandi.

e Membranin goriintlisii Vilber Lourmat cihazi ile kemiliiminesans olarak ¢ekildi
(Budak vd 2016).

e Western blot analizi sonucu hedef proteinler i¢cin gozlemlenen kemiliiminesans
sinyallerin yogunlugu ve B-Aktin housekeeping proteininin sinyal yogunlugu ImagelJ
software programi ile 6l¢iildii. B-Aktin housekeeping proteinine karsi normalize edildi.
Deney sonuglarinin istatistiki degerlendirilmesi i¢in GraphPad Prism version 5.00
(GraphPad Software, San Diego California USA) istatistik programi ile Unpaired t- testi
yapilarak p degerleri belirlendi. p>0,05=ns (not significant) Onemsiz, p<0,05=*

(significant) 6nemli, p<0,01=** (very significant) ¢ok 6nemli, p<0,001=*** (highly
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significant) yiiksek derecede dnemli olarak degerlendirildi. Her grup icin 3 adet fare

(n=3) kullanild1 ve deneyler 3’er kez tekrarlandi.
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Sekil 3.17. Western blot tekniginin sematik ifadesi (Budak vd 2016)
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Cizelge 3.8. Western blot ¢alismasi i¢in kullanilacak primer antikorlara ait bilgiler

Sirket-Kod Primer Jel Bloklama Bloklama Seyreltme  Antikor ile Protein
Antikor Yiizdesi Soliisyonu Siiresi Oram Inkiibasyon Biiyiikliigii
siiresi
Santa Cruz IL-6 Antikoru %16 %5 Milk Oda 1:500 +4°C°de 21-28 kDa
Powder sicakliginda 1 gece
sc-1265 1 saat
Abcam IL-1a Antikoru %16 %5 Milk Oda 1:500 +4°C’de 17-33 kDa
ab109555 Powder sicakliginda 1 gece
1,5 saat
Santa Cruz p-JAK1 %10 %5 BSA Oda 1:500 +4°C’de 130 kDa
Antikoru (Tyr sicakliginda 1 gece
sc-101716 1022) 1 saat
Cell p-STAT3 %12 %5 BSA Oda 1:1000 +4°C°de 79-86 kDa
Signaling Antikoru (Tyr sicakliginda 1 gece
Technology 705) 1 saat
9145S
Santa Cruz HAMP/HAMP2 %16 %5 Milk Oda 1:300 +4°C°de 9 kDa
Antikoru Powder sicakliginda 1 gece
sc-240553 1,5 saat
Santa Cruz B-Aktin %10 %5 Milk Oda 1:1000 +4°C°de 43 kDa
Antikoru 0 Powder sicakliginda 1 gece
SC-47778 %12 veya BSA 1 saat
%16

Cizelge 3.9. Western blot ¢alismasi i¢in kullanilacak sekonder antikorlara ait bilgiler

Sirket-Kod ikincil Antikor Seyreltme Orani _ Antikorlar ile
(Secondary Antibody) Inkiibasyon siiresi

Santa Cruz Goat anti Rabbit 1:10000 Oda sicakliginda
sc-3838 1 saat

Santa Cruz Rabbit anti Mouse 1:10000 Oda sicakliginda
sc-2005 1 saat

Santa Cruz Rabbit anti Goat 1:10000 Oda sicakliginda
SC-2768 1 saat

3.7.3. Antikor ile doku boyamasi (immiinohistokimya)

Immiinohistokimya; hiicre ve doku iginde bulunan bazi enzimlerin ya da
makromolekiillerin lokalizasyonlarini incelemeye yardimci olur. incelenecek olan bir
makromelekiile karsi gelistirilmis olan bir antikorun ortaya konulmasi prensibine

dayanir. Dokuda saptanmaya ¢alisilan protein, antijendir fakat bu proteinin saptanmast
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icin yararlanilan protein ise antikordur. Isaretlenmeye c¢alisilan proteinin tam olarak
dokunun neresinde oldugunu gosterebilen avantajli bir yontemdir. Belirli antijenler
iceren doku kesiti, bu antijenlere karsi isaretlenmis antikorlar igeren bir soliisyonda
inkiibe edildigi zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir. Boylece antijen-
antikor komplekslerinin yerlesimleri ya 1sik (immiinohistokimya) ya da elektron

mikroskopla (ultrastriiktiirel immunositokimya) gézlenebilir.

3.7.3.a. Dokularin fikse edilmesi, parafin icerisine gomiilmesi ve doku kesitlerinin

hazirlanmasi

Inflamasyon olusturulan farelerden ve kontrol gruplarindan histopatolojik inceleme igin
karaciger dokular alindi ve igerisinde %10’luk formalin bulunan 15 mL’lik falkon
tiiplere konuldu. Histopatolojik islemlerin yapilmas: igin Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji ABD laboratuvarina getirildi. Laboratuarda 48 saat boyunca
oda sicakliginda %10’luk formalin igerisinde bekletildi. Daha sonra makroskopi
laboratuarinda makroskopik kesitler alindi, doku takip kasetlerine konuldu ve doku
takibi yapilmak tlizere Thermo Excelsor ES marka doku takip cihazina yerlestirildi.

Cihazda sirasi ile agsagidaki islemler gerceklesti;

*  %10’luk formalin 30 dakika (2 kez)
*  Absolut alkol 60 dakika (6 kez)

» Ksilol 60 dakika (3 kez)

«  Parafin 80 dakika (3 kez)

Doku takip islemi biten dokular Leica EG 1160 marka doku bloklama cihazinda parafin
bloklara gémiildii ve donmasi i¢in -20°C’de 15 dakika bekletildi. Bloklar kullanilincaya
kadar oda sicakliginda saklandi. Kesite hazir hale gelen parafin bloklardan Leica RM
2245 marka mikrotom ile Sum kalinliginda kesitler lamlara alinarak 72°C’deki etiive
konuldu ve 15 dakika bekletildi.
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3.7.4. Immiinohistokimyasal cahsma prosediirii

Sum kalinliginda kesitler etiivden ¢ikarildiktan sonra 15 dakika bekletilip lamlar Roche
marka Ventana otomatik immiinohistokimya cihazina yerlestirildi. Cihaz tarafindan

asagidaki islemler sirasiyla gerceklestirildi:

e 15 dakika 72°C’de deparafinizasyon (EZ Prep soliisyonu igerisinde) islemi
gerceklestirildi.

e 15 dakika dehidratasyon (EZ Prep soliisyonu icerisinde) islemi gerceklestirildi.

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandi.

e Antijen Retrieval basamaginda sitrat buffer (pH=6) ile 90°C’de 44 dakika
kaynatma yapildi.

¢ Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandi.

e  %3’liik Hidrojen peroksidaz soliisyonunda 8 dakika bekletildi.

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandi.

e  Primer antikor damlatildi ve 56 dK inkiibe edildi (Cizelge 3.10).

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandu.

e Ultra-view universal HRP multimer soliisyonu damlatildi ve 8 dakika bekletildi.

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandu.

e DAB+Kromojen damlatilir 5 dk bekletildu.

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandi.

e Hematoksilende 5 dakika boyandi.

e Yikama soliisyonunda (reaction buffer) 3 dakika yikandu.

e %99.9’luk alkolde 2 dakika bekletildi.

e Ksilolde 2 dakika bekletildi.

e Lamlar Leica CV 5030 marka otomatik lam kapama cihazinda entellan ile kapatilir

ve 151k mikroskobunda degerlendirildi.
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Sirket-Kod Primer Antikor Seyreltme Oram
Santa Cruz .
sc-1265 IL-6 Antikoru 1:50
Abcam
ab109555 IL-1a Antikoru 1:100
Santa Cruz .
sc-101716 p-JAK1 Antikoru (Tyr 1022) 1:50
Abcam .
abh32101 p-JAK2 Antibody (Tyr 1007/Tyr 1008) 1:100
Cell Signaling Technology )
9145S p-STAT3 Antikoru (Tyr 705) 1:100
Santa Cruz ) ]
sc-25378 TIP60 Antikoru 1:50
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, kontrol ve karaciger spesifik Tip60 mutant, kontrol ve inflamasyon
olusturulmus fare karaciger dokularinda, Tip60 geninin inflamasyon yolagi (IL-6, I1L-1,
JAK1, JAK2, STAT3 VE HAMP) iizerine etkisi genomik ve proteomik seviyede

arastirildi.

4.1. Total RNA izolasyon Sonucu

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda alinan kontrol, LPS muamele ve mutant fare
karaciger dokularindan total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit-QIAGEN) ile yapildi. Elde edilen total RNA 6rnekleri agaroz jelde
yiiriitiildii ve goriintiileme cihazi (QUANTUM VILBER LOURMAT) ile fotograflandi
(Sekil 1.23 ve Sekil 1.24).

Yiriime yoni
Kontrol

28S RNA —>

1I8SRNA—>| 1

Sekil 4.1. Inflamasyon ve kontrol grubu fare karaciger dokularindan izole edilen
RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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Kontrol Mutant
/”—“-'A—\/—A—\

18S RNA —> ....'."

* E 2 35 4 'S o ¥ 8
Yiirlime yOnii

Sekil 4.2. Tip60 mutant ve kontrol grubu fare karaciger dokularindan izole edilen
RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 4.1 ve sekil 4.2’de kontrol, LPS muamele ve mutant fare karaciger dokularindan
izole edilen total RNA orneklerinin elektroforez yiiriitme sonucu goriilmektedir. 28S ve
18S alt birim bantlari ribozomal RNA bantlarindan, 28S alt birimin molekiil agirligt 18S
alt birimden daha fazla oldugundan agaroz lizerinde daha yavas yiiriiyerek alt birimler
birbirinden ayrilir. 28S alt birim bandi daha yavas yiiriimesine ragmen bant kalinlig1 ve
parlakligr 18S alt biriminin yaklagik iki katidir. Parlaklik ve kalinlik olarak bu 2:1

oraninin netligi, yiirtitiilen RNA 6rneklerinin degrede olmadan yiirtidiigii anlamina gelir.

Izole edilen total RNA &rneklerinin konsantrasyonlar: ve saflik dereceleri nanodrop
cihazi ile spektrofotometrik olarak olgiildii. Izole edilen RNA &rneklerinin
konsantrasyonlar1 260 nm dalga boyunda 6l¢iim yaparak, saflik dereceleri ise 260/280
orani ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Kontrol, LPS muamele ve mutant fare
karacigerlerinden izole edilen total RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik dereceleri

asagida verilmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. inflamasyon ve kontrol grubu fare karaciger dokularindan izole edilen
RNA’larin konsantrasyonlari ve saflik dereceleri

GRUPLAR RNA SAFLIK (Azs0/Azg0) RNA KONSTRASYON (ng/ul)
Kontrol 1 1,9999 2552,08
Kontrol 2 2,2377 1129,04
Kontrol 3 2,2268 1482,72
Kontrol 4 2,1052 1502,15
Kontrol 5 2,1400 1305,24

LPS1 2,2442 1154,96
LPS 2 2,2327 1608,8
LPS 3 2,1797 2110,96
LPS 4 2,0118 2545,52
LPS5 2,0815 1905,25

Cizelge 4.2. Tip60 mutant ve kontrol grubu fare karaciger dokularindan izole edilen
RNA’larin konsantrasyonlari ve saflik dereceleri

GRUPLAR RNA SAFLIK (Axo/Az) RNA KONSANTRASYON (ng/pl)
Kontrol 1 1,9375 2597,6800
Kontrol 2 2,2026 1545,8400
Kontrol 3 2,1877 1481,6800
Kontrol 4 2,1940 1502,9600
Tip60 Mutant 1 2,1926 1141,0400
Tip60 Mutant 2 2,1946 1797,4400
Tip60 Mutant 3 2,1888 904,2400
Tip60 Mutant 4 2,2077 1267,0400

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi, BIO-RAD C1000TM Thermal Cycler
cithaz1 yardimiyla cDNA sentez protokoliine gore gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA



62

ornekleri kullanilarak yapilacak Real Time PCR (qRT-PCR) uygulamasinda daha
giivenilir sonuclar almak i¢in cDNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop cihazi (Thermo

Scientific Multiskan GO) ile 6l¢iilerek cDNA 6rneklerinin konsantrasyonlari esitlendi.

Real-Time PCR uygulamasinda amplifiye olan gen, belirli bir konsantrasyona
ulastiginda bir CT degeri ile ifade edilecektir. Kullanilan c¢cDNA 6rneklerinin
konsantrasyonlarinin birbirinden farkli olmasi, cihazin farkli CT degerleri vermesine
neden olacagindan sonuglarin giivenilirliginin azalmasina sebep olur. Bu nedenle Real-
Time PCR uygulamasina gecilmeden once mutlaka kullanilacak cDNA 6rneklerinin

konsantrasyonlar1 esitlenmelidir.

4.2. Real Time PCR Analiz Sonuclari

4.2.1. interlokin 6 (11-6) geninin mMRNA ekpresyonu

a) b)
1-6 1-6
0.0003- 0.000015- *
Jedede
- - P
z | 5
=2 <3
Z % 0.0002- £%Z 0.000010
E EZ
= 2 = o
v - @
£z 23
5 g 000014 S Z 0.000005
o2 o2
v £
0.0000- 0.000000-
Kontrol LPS Kontrol Mutant

Sekil 4.3. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde 11-6

geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Interlokin 6 (11-6) geninin mRNA ekpresyon sonuglari incelendiginde LPS muamele
grubu farelerde kontrol grubuna gore artis gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.3.a).
Inflamasyon modeli i¢in marker olan 1l-6 geninin artmasi, LPS muamele grubu

farelerde inflamasyonun olustugunu gostermistir. Karaciger spesifik silinmis Tip60
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mutant farelerde 1l1-6 geninin kontrol grubuna oranla Onemli derecede arttig1
gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.3.b).

r:1
1l-6
= p:0,3333
£ 0.00025+
> -8~ Kontrol ve Mutant grubu
< 0.00020- -e- Kontrol ve LPS grubu
s
= 0.00015+
=
2,
Z 0.00010+4
(=9
£ 0.000054
@
= P
& 0.00000 e ==
Kontrol Muamele

Sekil 4.4. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde 11-6 geninin mRNA ekpresyonlarinin
LPS ve mutanta bagli olarak karsilastirilmasi

*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplar birbiriyle karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore her iki
grupta da paralel bir artig gozlenmistir (Sekil 4.4).

4.2.2. Interlokin 1 alpha (11-1) MRNA ekpresyonu

4 I-la b I-la
dedkk sk
0.006- _ 0.0006+
<% <3
zz z -z
%z 0.004- %z 0.0004
g2 = 8
=5 = §
S E 0.002- S £ 0.0002-
C e« C 2
% %
0.000- 0.0000-
Kontrol LPS Kontrol Mutant

Sekil 4.5. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde Il-1a
geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu
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Interlokin 1 alfa (II-1a) geninin Real Time PCR analiz sonucuna gére LPS muamele
fare karacigerinde kontrol grubuna oranla 6nemli bir artis gozlenmistir (p<0,001) (Sekil
4.5.a). Karaciger spesifik silinmis Tip60 mutant farelerde ise kontrol grubuna oranla
onemli derecede arttig1 gdzlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.5.b).

r:1
Il-1a
5 p:0,3333
5 0.006
> -m- Kontrol ve Mutant grubu
% -e- Kontrol ve LPS grubu
o
3 0.0044
=
3
>
wn
£ 0.0024
e
w)
4
@
5 0.000 el -
000 T T
S Kontrol Muamele

Sekil 4.6. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Il-1a geninin mMRNA

ekpresyonlarinin LPS ve mutanta bagli olarak karsilastiriimasi
*Sonugclar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi.

LPS ve mutant gruplar1 birbiriyle karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore her iki

grupta da paralel bir artig gozlenmistir (Sekil 4.6).

4.2.3. Janus kinaz 1 (Jakl) mRNA ekpresyonu

a) b)
Jakl Jakl
*
0.064 e | 0.0104 *kek
i e EE— |
< $ < § 0.008
z = i =
& 3 z
E ; E : 0.0064
32 R
g8 2 Z 0.0041
B D
SE 52
- S 2 0.0021
0.000-
Kontrol LPS Kontrol Mutant

Sekil 4.7. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde Jakl

geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu
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Janus kinaz 1 (Jak1) geninin ekspresyon seviyesi LPS muamele fare gruplarinda kontrol
gruplarina gore onemli derecede azaldigi gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.7.a). Tip60
mutant fare karacigerinde ise kontrol grubu farclere gore Onemli derecede azaldigi

gbzlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.7.b).

r:1

p:0,3333 JekI

e
>
X

-8~ Kontrol ve Mutant grubu

i\i -e- Kontrol ve LPS grubu
0.04+

0.024

Gen ekspresyon korelasyonu

It
1=
S

Kontrol Muamele

Sekil 4.8. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Jakl geninin mRNA
ekpresyonlarmin LPS ve mutanta bagl olarak karsilastiriimasi

*Sonugclar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplar1 birbiriyle karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore her iki

grupta da paralel bir azalis gézlenmistir (Sekil 4.8).

4.2.4. Janus Kinaz 2 (Jak2) mRNA ekpresyonu

a) b)
Jak2 Jak2

0.015- 0.004- i

0.0034
0.010+

0.0024

0.005+

Goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi
Goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi

0.0014

0.000-

0.000-
Kontrol Mutant

Kontrol LPS

Sekil 4.9. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde Jak2

geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu
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Janus kinaz 2 (Jak2) geninin ekspresyon seviyesi LPS muamele fare gruplarinda kontrol
gruplarina gore herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.9.a). Tip60
mutant fare karacigerinde Jak2 genine ait ekspresyon sonucunun kontrol grubu farelere

gore 6nemli derecede azaldig1 gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.9.b).

r:1
Jak2
= p:0,3333
£ 0.0151
> -u- Kontrol ve Mutant grubu
% -e- Kontrol ve LPS grubu
3 0.010
=
3
>
@
£ 0.0051
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() ‘.o
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6 0.000 T
Kontrol Muamele

Sekil 4.10. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Jak2 geninin mRNA

ekpresyonlarinin LPS ve mutanta bagli olarak karsilastiriimasi
*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS muamele grubunda herhangi bir degisikli§in meydana gelmemesi ve mutant
grubunda azalmanin meydana gelmesi her iki grubun birbiriyle paralel bir durum

sergilemedigi gostermistir (Sekil 4.10).
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4.2.5. Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii 3 (Stat3) mRNA ekpresyonu

a) b)
Stat3 Star3
0.157 0.00154 ns
- 7
bd - 9
<< 9 < 9
> 2 Z o=
é £ 0.104 = 2 0.00104
E 2 =g
5 2 0054 S &
¥ ;&
o % » =
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Kontrol LPS Kontrol Mutant

Sekil 4.11. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde Stat3

geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatori 3 (Stat3) mRNA ekpresyonunun LPS
muamele grubu farelerde kontrol grubuna oranla énemli derecede arttig1 gozlenmistir
(p<0,01) (Sekil 4.11.a). Stat3 genine ait ekspresyon sonucuna gore karaciger spesifik
silinmis Tip60 mutant fareler kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.11.b).

r:-1
Stat3

& p:0,3333
S 0.157
> -8~ Kontrol ve Mutant grubu
% -~ Kontrol ve LPS grubu
5 0.10-
=
=
=
7 0.05
2
o
w
2
@ 0.004 Bromrmrmrmrmrimim- -5
5]
© Kontrol Muamele

Sekil 4.12. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Stat3 geninin mRNA
ekpresyonlarinin LPS ve mutanta bagli olarak karsilastiriimasi

*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi.
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LPS muamele grubunda 6nemli bir artisin meydana gelmesi ve mutant grubunda ise
degisikligin olmamasi her iki grubun birbiriyle paralel olmadigint gostermistir (Sekil
4.12).

4.2.6. Hepsidin antimikrobiyal peptid (Hamp) mRNA ekpresyonu

a) b)
Hamp Hamp
8- i 84 dede ke
e EE—|

Gaoreceli mRNA
ekspresyon seviyesi

Goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi

Kontrol LPS Kontrol Mutant

Sekil 4.13. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde Hamp

geninin ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Hepsidin antimikrobiyal peptid (Hamp) mRNA ekpresyonu kontrol grubu farelerle
kiyaslandiginda LPS muamele grubunda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (p>0,05)
(Sekil 4.13.a). Hamp genine ait ekspresyon sonucuna gore karaciger spesifik silinmis
Tip60 mutant fareler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli derecede bir azalis

gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.13.b).
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Sekil 4.14. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Hamp geninin mRNA

ekpresyonlarmin LPS ve mutanta bagli olarak karsilastirilmasi
*Sonugclar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

4.2.7. K (Lizin) asetiltransferaz 5 (Kat5)/(Tip60) mRNA ekspresyonu

Tip60

ns
0.010+ I |

Goreceli mRNA

ekspresyon seviyesi

Kontrol LPS

Sekil 4.15. Kontrol ve LPS muamele fare karacigerinde Tip60 (Kat5) geninin
ekspresyon seviyesinin Real Time PCR ile belirlenmesi

K(lizin) asetiltransferaze 5 (Kat5) genine ait mRNA ekspresyon sonucuna gore LPS
muamele grubu fareler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda o6nemli bir degisiklik

gbzlenmemistir (Sekil 4.15).
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4.3. Western Blot Analizi

4.3.1. IL-6 proteinin western blot analizi

a)
IL-6
*k %k
41 I i
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¥ 4
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IL-6 5
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Sekil 4.16. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde

inflamasyon yolag1 proteinlerinden IL-6"nin kantitatif ekspresyon analiz sonuglari
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Interlokin 6 (IL-6) Kantitatif protein ekspresyonu, kontrol grubu farelerle
kiyaslandiginda LPS muamele grubunda 6nemli bir artis gézlenmistir (p<0,001) (Sekil
4.16a). Kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda karaciger spesifik Tip60 mutant
farelerde 6nemli bir artig gézlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.16b).
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Sekil 4.17. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde IL-6 protein ekpresyonlarmin LPS

ve mutanta bagli olarak karsilagtiriimasi
*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplart birbiriyle karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore IL-6’nin
protein ekspresyonu her iki grupta da paralel olarak armistir (Sekil 4.17).
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4.3.2. IL-1a proteinin western blot analizi
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Sekil 4.18. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde
inflamasyon yolagi proteinlerinden IL-1a’nin kantitatif ekspresyon analiz sonuglari
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Interlokin 1 alfa (IL-1a) kantitatif protein ekspresyonu, kontrol grubu farelerle
kiyaslandiginda LPS muamele grubunda dnemli bir azalis gézlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.18a). Kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda karaciger spesifik Tip60 mutant
farelerde ise 6nemli bir azalis gézlenmistir (p<0,001) b(Sekil 4.18b).
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Sekil 4.19. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde IL-1a protein ekpresyonlarinin LPS

ve mutanta bagli olarak karsilastirilmasi
*Sonugclar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplar1 birbiriyle karsilagtirildiginda kontrol gruplarina gore IL-1’nin

protein ekspresyonu her iki grupta da paralel olarak azalmistir (Sekil 4.19).
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4.3.3. p-JAK1 proteinine ait western blot analizi
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Sekil 4.20. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde
inflamasyon yolagi proteinlerinden p-JAK1’in kantitatif ekspresyon analiz sonuglari
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Janus kinaz (p-JAK1) Kantitatif protein ekspresyonu, kontrol grubu farelerle
kiyaslandiginda LPS muamele grubunda 6nemli bir artis gézlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.20a). p-JAKI1 kantitatif protein ekspresyonu, kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda
karaciger spesifik Tip60 mutant farelerde herhangi bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir
(p>0,05) (Sekil 4.20b).
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Sekil 4.21. LPS ve mutant grubu fare karacierinde p-JAK1 protein ekpresyonlarmin

LPS ve mutanta bagl olarak karsilastirilmast
*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda kontrol gruplaria goére p-JAK1’in

protein ekspresyon sonuglarinda antiparalellik gézlenmistir (Sekil 4.21).
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4.3.4. p-STAT3 proteinine ait western blot analizi
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Sekil 4.22. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde

inflamasyon yolag1 proteinlerinden p-STAT3’iin kantitatif ekspresyon analiz sonuglari
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii 3 (p-STAT3) kantitatif protein ekspresyonu,
kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda LPS muamele grubunda onemli bir artig
gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.22a). Kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda karaciger
spesifik Tip60 mutant farelerde ise 6nemli bir artis gdzlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.22b).
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Sekil 4.23. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde p-STAT3 protein ekpresyonlarinin

LPS ve mutanta bagl olarak karsilastirilmast
*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi.

LPS ve mutant gruplari birbiriyle karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore p-
STAT3iin protein ekspresyonu her iki grupta da paralel olarak armistir (Sekil 4.23).
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4.3.5. Hepsidin proteinine ait western blot analizi
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Kontrol LPS
HEPSIDIN E
@
8
@
g
. [
B-AKTIN
Kontrol LPS
b) .
HEPSIDIN
2.59 *%
|
Kontrol Mutant
3
A =
=
)
g
. ~
Kontrol Mutant

Sekil 4.24. Kontrol gruplari, LPS muamele ve Tip60 mutant fare karacigerinde
inflamasyon yolag1 proteinlerinden Hepsidin’in kantitatif ekspresyon analiz sonuglari
*a) LPS muamele grubu, b) Tip60 mutant grubu

Hepsidin kantitatif protein ekspresyonu, kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda LPS
muamele grubunda 6nemli bir artis gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.24a). Kontrol grubu
farelerle kiyaslandiginda karaciger spesifik Tip60 mutant farelerde dnemli derecede bir

azalis gozlenmistir (p<0,01) (Sekil 4.24b).
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Kontrol Muamele

Sekil 4.25. LPS ve mutant grubu fare karacigerinde Hepsidin protein ekpresyonlarinin

LPS ve mutanta bagli olarak karsilastirilmasi
*Sonuglar, istatistiksel olarak nonparametrik spearman korelasyon analizi yapilarak karsilastirildi ve
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi

LPS ve mutant gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda kontrol gruplarina gére Hepsidin

proteinin ekspresyonunda antiparalel bir sonu¢ gozlenmistir, yani LPS grubundaki

ekspresyon artarken mutant grubundaki ekspresyon azalmistir (Sekil 4.25).

4.4, immiinohistokimya Analizi

Kontrol LPS Muamele

Sekil 4.26. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 pm
kalinliginda kesitler ile negatif kontrol olarak yapilan immiinohistokimya sonuglari

Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan alinan kesitlere negatif

kontrol yapmak amaciyla antikor ile muamele edilmeden immiinohistokimya analizi
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yapildi ve her iki grupta da herhangi bir sinyal gézlenmedi (Sekil 4.26). Bu durum
immiinohistokimya analizinde herhangi bir arkaplan (backround) probleminin

olmadigini géstermektedir.

4.4.1. IL-6’min immiinohistokimya analizi

Kontrol LPS Muamele

Sekil 4.27. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 um
kalinliginda kesitler ile IL-6 proteini i¢in yapilan immiinohistokimya sonuglari

Inflamasyon yolagindaki proteinlerden olan ve ekspresyonunun artisi inflamasyon
markirt olarak kabul edilen IL-6’nin ekspresyonu LPS muamele grubunda 6nemli
derecede arttigt immiinohistokimya yontemiyle gosterildi (Sekil 4.27). Bu sonug
western blot analizi ile elde edilen sonug ile paralellik gostermektedir. Ayrica 1L-6

proteininin sadece sitoplazmada lokalize oldugu net bir sekilde goriilmektedir.
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4.4.2. IL-1o’nin immiinohistokimya analizi

Kontrol LPS Muamele

Sekil 4.28. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 um
kalinliginda kesitler ile IL-1a proteini i¢in yapilan immiinohistokimya sonuglari

Inflamasyon yolagindaki proteinlerden olan IL-lo’nin ekspresyonu LPS muamele
grubunda Onemli derecede azaldigi immiinohistokimya yontemiyle gosterildi (Sekil
4.28). Bu sonug western blot analizi ile elde edilen sonug ile paralellik gostermektedir.
Ayrica IL-la proteininin sadece sitoplazmada lokalize oldugu net bir sekilde

goriilmektedir.
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4.4.3. p-JAKY’in immiinohistokimya analizi

Kontrol LPS Muamele

Sekil 4.29. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 um
kalinliginda kesitler ile p-JAK1 proteini i¢in yapilan immiinohistokimya sonuglari

Inflamasyon yolagindaki proteinlerden olan ve inflamasyon durumunda fosforillenen p-
JAK1’in  ekspresyonu LPS muamele grubunda oOnemli derecede arttigi
immiinohistokimya yontemiyle gosterildi (Sekil 4.29). Bu sonug western blot analizi ile
elde edilen sonug ile paralellik gostermektedir ve p-JAKL1 proteininin sadece

sitoplazmada lokalize oldugu goriilmektedir.
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4.4.4. p-JAK2’nin immiinohistokimya analizi

Kontrol LPS Muamele

Sekil 4.30. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 um
kalinliginda kesitler ile p-JAK2 proteini i¢in yapilan immiinohistokimya sonuglari

Inflamasyon yolagindaki proteinlerden olan ve inflamasyon durumunda fosforillenen p-
JAK2’nin ekspresyonu LPS muamele grubunda Onemli derecede arttig
immiinohistokimya yontemiyle gosterildi (Sekil 4.30). Ayrica p-JAK2 proteini sadece

sitoplazmada lokalize oldugu net bir sekilde goriilmektedir.
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4.4.5. p-STAT3’iin immiinohistokimya analizi

LPS Muamele

Sekil 4.31. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 um
kalinliginda kesitler ile p-STAT3 proteini i¢in yapilan immiinohistokimya sonuglari

Inflamasyon yolagindaki proteinlerden olan ve inflamasyon durumunda fosforillenen p-
STAT3’iin ekspresyonu LPS muamele grubunda oOnemli derecede arttig1
immiinohistokimya yontemiyle gosterildi (Sekil 4.31). Bu sonug western blot analizi ile
elde edilen sonug ile paralellik gostermektedir. Ayrica p-STAT3 proteini sadece
cekirdekte lokalize oldugu net bir sekilde goriilmektedir.
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4.4.6. TIP60’1n immiinohistokimya analizi

Kontrol

Sekil 4.32. Kontrol ve LPS muamele grubu fare karaciger dokusundan hazirlanan 5 pm

LPS Muamele

kalinhiginda kesitler ile TIP60 proteini igin yapilan immiinohistokimya sonuglart

Inflamasyon durumunda TiP60 proteininin ekspresyonunun ¢ok net bir sekilde arttigi ve

sadece sitoplazmada lokalize oldugu immiinohistokimya analizi sonrast gortilmektedir

(Sekil 4.32).

Cizelge 4.3. inflamasyon yolagindaki proteinlerin subselliiler lokalizasyonu

Kontrol LPS

Protein Niikleer Sitoplazmik Niikleer Sitoplazmik
IL-6 Yok Var Yok Var
IL-1a Yok Var Yok Var
p-JAK1 Yok Var Yok Var
p-JAK2 Yok Var Yok Var
p-STAT3 Var Yok Var Yok
TiP60 Yok Var Yok Var
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Tiim bu sonuglar géz Oniine alindiginda protein seviyesinde western blot ile
immiinohistokimya analiz sonug¢larinin birbirleriyle ayn1 dogrultuda olmasi ¢alismanin

giivenilirligi acisindan 6nem arz etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

1996 yilinda HIV (Human immunodeficiency virus)-1 Tat interaktif protein olarak
karakterize edilen TIP60 (KAT5) proteininin metabolizmada transkripsiyonu
diizenledigi, DNA tamir basamaginda gorev aldigi, apoptosiz, hiicresel cevaplar
tiretilmesi ve hiicre dongiisii gibi bir¢ok niikleer aktiviteye sahip olan niikleer bir protein
oldugundan bahsedilmistir (McAllister et al. 2002; Doyon and Cote 2004). Daha
sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda da TIP60 proteinin niikleer fonksiyonlara sahip bir
protein oldugu vurgulanmis, fakat bazi durumlarda sitoplazmada lokalize olarak igsel
membran reseptorleri ile etkilesip kinaz metabolizmas1 veya gen ekspresyonlarini down
regiile edebilecegi Onerilmistir (Sapountzi et al. 2006). 2013 yilinda yapilan tez
calismasinda elde edilen veriler dogrultusunda, TIP60 proteininin hepsidin hormonunun
ekspresyonunun diizenlenmesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Akytiz 2013). Hepsidin
hormonunun demir homeostazisi ve inflamasyon yolaklarinin regiilasyonunda merkezi
bir rol almasi TiP60 proteinin bu diizenleyici yolaklar ve bu yolaklarda bulunan
proteinler ile etkileserek proteomu diizenleyen bir faktér oldugu disiincesini bizde
olusturmustur. Bu ¢alisma ile TIP60 1 inflamasyon mekanizmasi iizerinde de etkisinin
olabilecegini ortaya koymak amaciyla karaciger spesifik Tip60 sartli (conditional)
nakavt ederek bu iligkinin boyutu hem molekiiler hem de protein seviyesinde ortaya
konulmas1 amaglanmaktadir. Bu amagla kontrol, LPS muamele ve karaciger spesifik

Tip60 mutant farelerde ¢aligmalar yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Inflamasyon, organizmada saglikli dokulara patojen veya patojen olmayan ajanlarimn
girisi ile tetiklenen dogal bir savunma mekanizmasi olarak tanimlanir (Pomin 2015).
Organizma igerisinde mikrobiyal ajanlarin enfeksiyonu ile inflamasyon olaylarinin
takibinden sorumlu sitokinler aci8a cikar. Ozellikle IL-6 olmak iizere sitokinler akut faz
bilesenlerini Uyararak, inflamasyona karsi savunma mekanizmasimin ilk basamagi
olusturmaktadir (Pascual and Romay 1992). Gram-negatif bakterilerde hiicre duvar
yapisina katilan ve endotoksin olarak da bilinen lipopolisakkaritler (LPS) deney
hayvanlarina muamele edildiginde inflamasyona neden oldugu goézlenmistir (Li et al.

2013).
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Sing et al. BALB/c wrki farelere uyguladiklart LPS enjeksiyonu sonrasinda serumda
bulunan IL-6 seviyesinin énemli derecede arttigini gézlemlemistir (Singh et al. 2014).
Bu tez ¢alismasinda da BALB/c irki fareler kullanilarak 5 mg/kg LPS enjeksiyonundan
6 saat sonra inflamator bir markir olan IL-6 ve IL-1a’in gen ekspresyonlarinda artis
gozlenmistir. Bu durum ile muamele grubunda inflamasyon modelinin olustugu
sonucuna varildi. Tip60 mutant farelerde IL-6 gen ve protein seviyesinde paralel bir
artig gorilirken, IL-1a’da ise gen seviyesinde artis oldugu protein seviyesinde azalis

oldugu gozlenmistir.

Inflamasyon ve Tip60’mn disfonksiyonel durumunda JAK1’in gen ekspresyonunun
onemli derecede azaldigi gozlendi. Fakat inflamasyon durumunda fosforillenmis JAK1
(p-JAK1)’in protein ekspresyonunun literatiir ile paralel olarak arttigi gozlendi. Bu
durum g6z Oniine alindiginda yolagin gen seviyesinde degil protein seviyesinde aktive
oldugu diistiniilebilir. JAK2’de ise inflamasyon durumunda gen seviyesinde herhangi
bir degisiklik gozlenmezken Tip60 mutant farelerde ise azaldigi gozlendi.
Immiinohistokimya analiz sonuglarina gére p-JAK2’nin sitoplazmada lokalize oldugu

ve Onemli derecede arttig1 gozlendi.

Wrighting ve Andrews’in ¢alismasinda, IL-6’nin ekspresyonundaki artisa bagli olarak
JAK/STAT yolagma ait STAT3’lin ekspresyonunda artis gézlenmistir (Wrighting and
Andrews 2006). Bu tez ¢alismasinda da LPS muamele edilmis gruplarda STAT3{in gen
ve protein ekspresyonunun arttig1 gozlendi. Fakat Tip60 mutant farelerde ise STAT3 lin
gen ekspresyonu degismezken, protein seviyesinde ise Onemli bir artis meydana
gelmistir. LPS indiiklenmis modelde IL-6 ve STAT3’iin artis1 literatiir ile paralellik
gostermektedir. Tip60 mutant farelerde ise protein seviyesinde ki bu artis Tip60
yoklugundan dolayr immiin sistemin devreye girdiginin veya kanserli hiicrelerde
eksprese oldugu bilinen I1L-6 ve STAT3’lin ekspresyonlarinin Tip60 yokluguna bagl
olarak meydana gelen kanserlesme siirecinde artmig olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayni
zamanda Xiao ve arkadaslar1 bu diisiinceyi destekleyen nitelikte hepatoma HepG2 hiicre
hattinda Tip60 ve STAT3 arasindaki iligskiyl arastirmiglar ve bunun neticesinde de
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Tip60’m HDACT ile birlikte STAT3’i baskiladigini gozlemlemislerdir (Xiao et al.
2003).

Inflamasyon durumunda STAT3’iin aktive olmasi ile Hepsidin’in promotdriine
baglanarak ekspresyonu regiile ettigi literatiirde mevcuttur, 6te yandan bu calismada
Hepsidin’in gen ekspresyonunda herhangi bir degisiklik gozlenmezken protein
seviyesinde artis gozlendi. Hepsidin’deki bu artis epigenetik mekanizmalarla
diizenleniyor olabilir. Tip60 mutant fare gruplarinda ise hem gen ekspresyonu hem de
protein ekspresyonunun azaldigr goézlendi. Tip60’1n olmadig1 durumda ki bu degisiklik
Tip60’in hepsidin iizerinde dogrudan ya da dolayli olarak bir etkisinin oldugunu

gostermektedir.

Inflamasyon olusturulmus fare gruplarinda Tip60 gen ekspresyonunda herhangi bir
degisiklik gozlenmezken protein seviyesinde immiinohistokimya analiz sonuglarina
gore arttig1 ve sitoplazmada lokalize oldugu gbzlenmistir. Bu sonugla birlikte Tip60’1n
inflamasyon durumunda gen seviyesinden ziyade protein seviyesinde aktive olarak
yolagi regiile ettigi anlagilmaktadir. Tip60’1n sitoplazmada lokalize olmasi, 6zellikle de

sitoplazmik proteinler iizerinde bir etkiye sahip olabilecegi fikrini olugturmustur.
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A ¥V = Gen Ekspresyonu
A ¥V = Protein Ekspresyonu

Sekil 5.1. LPS muamele ve karaciger spesifik Tip60 mutant fare karacigerinde
JAK/STAT yolagina ait gen ve protein ekspresyonlarinin gematik olarak gdsterimi

Sonug¢ olarak; bu tez kapsaminda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

I. LPS indiiklenmis fare modelinde IL-6’nin ekspresyonunda artig goriilmesiyle birlikte
inflamasyon modelinin olustugu sonucuna varildi.

Il. IL-6’nin aktive olmasiyla birlikte JAK/STAT yolaginin 6zellikle protein seviyesinde
aktive oldugu goriildii.

I1l. Tip60’mn inflamasyon durumunda rol oynadigi ve sitoplazmik proteinlerle de
etkilesim halinde oldugu sdylenebilir.

IV. Tip60 mutant farelerde IL-6’nin ekspresyonundaki artiga paralel olarak IL-6’nin
indiikledigi STAT3 fosforilasyonunda da bir artis gozlenmesi Tip60 mutant farelerde
immiin yanitin devreye girdigini gosteriyor olabilir veya Tip60 yoklugunda hiicrede
ortaya ¢ikan kanserlesme egiliminin yine kanserle iliskisi oldugu diisiiniilen IL-6 ve

STAT3’lin rol oynadig1 diigiiniilebilir.
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V. Bu bilgiler neticesinde, Tip60’in yoklugunda kanserlesmeye bagladigi diisiiniilen
hiicrelerde IL-6 ve STAT3 sinyal yolaklarmin aktivasyonuyla artmasi beklenen
Hepsidin ekpresyonunun diger bir yol proteini olan IL-1a’nin etkilesimiyle azaldig1 ve

hepsidin ekpresyonuna yonelik negatif bir sonug dogurdugu diistiniilebilir.
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