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OZET

HEPATOSELLULER KARSINOMADA
TGF- g ¢ NIN PSMD4 GENi UZERINDE ETKIiSININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
BURCU DONC
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MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
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Hiicrede yikimi gergeklestirilemeyen proteinler proteolitik yollar ile gergeklestirlirler.
Proteolitik yikim yollarindan biri olan protezomlar ile yikim 6karyot ve prokaryot hiicreler
icin 6nemli bir gorevi ustlenmektedir. 26S proteazomu ATPaz olmayan alt birim 4 olarak
isimlendirilen PSMD4 geni 26S proteazomunun bir bilegenidir. PSMD4 geni pek ¢ok farkli
dokuda ifade edilmistir. PSMD4 geninin hepatoselluler karsinomada yukar regiile edildigi
kanitlanmigtir. Ayni zamanda kolon kanserinde yapilan ¢aligmalar ise sinirli sayidadir.
Literatiirde sinirlt olan bilgiler dahilinde Transforme Edici Biyiime Faktort olarak bilinen
TGF- B sitokininin Kolon Kanseri hiicre hatti olan SW480 ve Hepatoselliller Karsinoma
hiicre hatt1 olan Hep3B hiicrelerinde PSMD4 gen ifadesine olan etkileri incelenmigstir. TGF-
B sitokini hem SW480 ve hemde hiicre hatt1 olan Hep3B hiticrelerinde PSMD4 gen ifadesini
mRNA ve protein dizeyinde arttirmustir. Sinyal yolaklarinin belirlenmesi i¢in MEKI
(MAP2K 1), PD169316 (p38 MAPK Inhibitér), Wortmannin (PI3K Inhibitér), NFkB
Inhibitér, SP600125 (JNK Inh.), SIS3 (SMAD?3) inhibitérleri TGF-B ile uygulanmistir. Buna
gore TGF- 3 uygulamasi Hep3B hiicrelerinde PSMD4 gen ifadesini arttirmaktadir. Ancak
incelenen MAPK, PI3K NF«B ve smad yolaklarini hig birisinin bu artigtan sorumlu olmadigi
anlagilmaktadir. Cuinki TGF-f3 sitokinin olusturdugu aktivasyon sadece MEK1 inhibitori
ile geri donmiistiir. Bu durumda TGF-’nin PSMD4 gen ekspresyonu tizerine olugturdugu

cevap MAP kinaz yolu tizerinden ilerledigi anlagilmaktadir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF TGF- B ON PSMD4 GENE IN
HEPATOCELLULAR CARCINOMA
MSC THESIS
BURCU DONC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, JULY - 2023

Proteins that cannot be degraded in the cell are realized by proteolytic pathways. Prosthetic
destruction, one of the proteolytic destruction pathways, plays an important role in
eukaryotic and prokaryotic cells. The PSMD4 gene, called 26S proteasome non-ATPase
subunit 4, is a component of the 26S proteasome. The PSMD4 gene has been expressed in
many different tissues. The PSMD4 gene has been proven to be upregulated in hepatocellular
carcinoma. At the same time, studies on colon cancer are limited. Within the limited
information in the literature, the effects of TGF-f cytokine, known as Transforming Growth
Factor, on PSMD4 gene expression in Colon Cancer cell line SW480 and Hepatocellular
Carcinoma cell line Hep3B cells were investigated. TGF-3 cytokine increased PSMD4 gene
expression at mRNA and protein levels in both SW480 and cell line Hep3B cells.

In order to determine the signaling pathways, MEKI (MAP2K1), PD169316 (p38b MAPK
Inhibitor), Wortmannin (PI3K Inhibitor), NFkB Inhibitor, SP600125 (JNK Inh.), SIS3
(SMAD?3) inhibitors were administered with TGF-B. Accordingly, TGF-  administration
increases PSMD4 gene expression in Hep3B cells. However, it is understood that none of
the examined MAPK, PI3K NFkB and smad pathways are responsible for this increase.
Because the activation induced by TGF- 3 cytokine was reversed only with MEK 1 inhibitor.
In this case, it is understood that the response of TGF-B on PSMD4 gene expression proceeds

through the MAP kinase pathway.

KEYWORDS: Colon Cancer, PSMD4, 26S Proteasome, HCC, TGF- 3
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1. GIRIS

1.1 Proteazom

Hicrede bulunan cogu protein gorevini bitirdikten sonra yikilmasi asamasina gecer.
Yasamini tamamlayan ama yikilamayan proteinler, hiicrelerde hasara neden olmaktadir
(Lodish, vd., 2004). Okaryotik hicreler, denatiire proteinleri veya yanlis katlanmis,
konsantrasyonunun azaltilmasi gereken hiicre tarafindan alinan hucre disi proteinleri ve
normal proteinleri parcalamak icin birden fazla proteolitik yola sahiptir. Protein yikim
yollarindan olan enzimlerle bozunma, asidik i¢ kismi hidrolitik enzimlerle dolu olan zarla

cevrili organellerin lizozomlardaki enzimler ile yikilmasidir (Adams, vd., 2003).

Bir diger hucre igi protein yikim yolu proteazom araciligi ile gerceklesmektedir.
Proteazomlarin Okaryot ve Prokaryot hiicrelerde bulunan protein yikiminda 6énemli bir
goreve sahip bilinmektedir (Lodish, vd., 2004). Proteazom birden ¢ok alt lniteye sahip
enzim kompleksidir. Proteazomlar apoptosis proteinlerinin diizenlenmesinde ve hicre
donglsinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigindan dolay! kanser tedavisinde odak
noktasi olmustur (Adams, vd., 2003). Proteazomlar, 0karyotik hucrelerde fazla miktarda
bulunmaktadir ve lizozomal olmayan bir yolda ATP/ubikitin bagimli bir surecte peptitleri

parcalar.

Proteazomlar cogu bakteri turiinde, 0karyot canlilarda ve arkealarda bulunmaktadir ve
okaryot yapih canlilarda sitoplazma ve cekirdekte bulunur (Peters, vd., 1994). Okaryotik
proteazomlar, karakteristik alt birim kimelerine sahip alisilmadik derecede blyuk protein
kompleksleridir ve sedimantasyon katsayilarina gore, 20S ve 26S'lik iki izoform halinde

siniflandiriimaktadir.

Memelilerde, yaklasik 2000 kDa molekul agirligina sahip olan sitozolik 26S proteazom
bulunmaktadir. 26S proteazom merkezini iki adet 19S dizenleyici alt Gnite ve 20S kor
partikli olusturmaktadir. Proteinler yikilmak icin iki ucu acik olan 20S kor partikil
bolgelerinden girmektedir. 20S proteazomun iki u¢ tearaflarina bagli olarak bulunan 19S
dizenleyici alt Unite, ubikitin baglanan kisim ve ATPase aktif bolgeler icermektedir (Sekil

1.1) (Wang ve Maldonado, 2006).



Sekil 1.1: Proteazomun yapist (Smith, vd., 2007)

20S proteazoma 11S kapaklar bagh olan immin proteazomun ana gérevinin hidrofobik C-
ucu ile oligo peptid urettigi bilinmektedir. CD8+ T hicreleri bilinmeyen antijenleri tanir ve
hiicreler yikilir. immiin proteazom yapisal proteazom olarak da gérev yapmaktadir. Ayrica
sadece ATP bagimsiz yol ile substrat yikimi gergeklestirilir. Proteazomal yikim sirasinda;
20S kor partikidlintn proteolitik tniteleri olan p5, p2, pi gibi induklenebilir form ip5, ip2,
ipi kullanilmaktadir (Ustrell, vd., 2002). Hibrit proteazom da, 11S ve 19S regulator
kompleks 20S kor partikille baghdir. ATP bagimsiz ve ATP bagiml yol ile gerceklesen

protein yikiminin ¢alisma prensibi tam olarak bilinmemektedir (Ustrell, vd., 2002).

1.1.1 20S ve 26S Proteazomlar

Proteazomlar hicrelerde 26S ve 20S formunda bulunmaktadir. 20S formu multikatalitik
proteinazdir. 20S formunun yaklasik olarak 750 kDa agirhginda ve 26S formunun ise 2000
kDa agirhiginda oldugu bilinmektedir (Sekil 1.2) (Tanaka vd.,1986, Yoshiruma, vd., 1993).
20S proteazomu oldugu bilinen dért protein katmani ile daha ince bir merkezi yapiya bagh
iki dikdortgen yapidan olusan 26S proteazomunun sekil bakimindan dambila benzemektedir
(Peters, 1994, Lupas, vd., 1993). 20S proteazomu sekil bakimindan incelendiginde, 21-32
kDa agirhiginda bir dizi kicluk alt birimden, merkeze zit yonlerde bagh 25-110 kDa
agirhginda ¢oklu alt birimden olusan ve ek olarak dizenleyici iki buylk V sekline benzeyen

terminal bolgelerden olusmaktadir (Tanaka ve Tsurumi, 1997).


https://link.springer.com/article/10.1023/A:1006876904158%23auth-Chizuko-Tsurumi

20S PROTEASOME 26S PROTEASOME

19S
19S Regulatory Complex
+ ATP

19S

700 kDa

o » 2,000 kDa
Broad substrate specificity

Sekil 1.2: 26S Proteazomunun Yapisi (Zwickl vd., 1999)

ATPaz olmayan alt birimlerden birisi olan Sba, ubikitin-protein konjugatlarina spesifik
olarak baglanmaktadir. S5a 26S proteazomu tarafindan secici yikim icin ubikitin bagh
proteinlerin taninmasina yardimci olan ¢oklu ubikitin reseptorudir (Ferrell, vd., 1996).
Hedef proteinler icin tanima modulleri igeren, diizenleyici islevlere sahip, molekul agirhgi
30-110 kDa agirhiginda olan Terminal 22S alt bélgesi birden fazla bilesenden olusmaktadir.
20S proteazomu ve 22S dizenleyici alt birim kompleksinden olusan 26S proteazomu ¢ok

molekilli yapidan olusmaktadir (Tanahashi, vd., 1993).

1.2 Ubikitinasyon ve Protein Yikimi

Proteinin proteazom tarafindan taninmasini hedef proteine baglanan ubikitin saglamaktadir.
Daha sonra hedef substratlara ubikitin-aktive edici enzim (E1) ATP iceren reaksiyon ile
yikilmasi hedeflenen proteine ubikitin eklenerek ile gerceklesmektedir. Ardindan ubikuitin-
konjuge edici enzime (E2) transfer edilen ubikuitini baglamasi ile ubikuitin-protein ligazi

(E3), ubikuitinin hedef substrata aktarilmasina yardim etmektedir (Sekil 1.3) (Pickart, 2001).



Sekil 1.3: Proteazomu hedefleyen proteinlerin ubikitinasyonu (Eldridge ve Brien
2010)

26S proteazomu tarafindan taninmadan ve parcalanmadan dnce proteinlere ¢coklu ubikuitin
molekilleri baglanir; bozunmadan 06nce, ubikuitin zinciri ¢ikarilir ve serbest ubikuitin

molekullerinin geri donustirdlmesine izin verilir (Pickart, 2001).

Hicre apoptoz ve proliferasyonunda rol oynayan anahtar molekiller dahil olmak (izere hiicre
ici proteinin bozulmasindan sorumlu birincil sinyal olan Ubiquitin-proteasome sistemi
(UPS), kanser tedavisi icin hedef olmaktadir ve ayni zamanda tumor ilerlemesinde protein
homeostazinin dizenlenmesinde merkezi rol oynamaktadir. (Cheng, vd., 2018, Yeh, vd.,
2018). 26S proteazomunun UPS’de gorevi ise proteinlerin taninmasi ve parcalanmasindan
sorumludur. PSMD4 geni ise polilbikitinlenmis substratlarin proteasomal bozunmasina ve

proteazoma substrat dagitimini saglamaktadir (Husnjak, vd., 2008).

1.3 PSMD4 (26S proteazomu ATPaz olmayan alt birim 4)

Literatirde 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit4 (PSMD4); 26s proteasome
regulatory subunit 5, RPN10 homolog, S5a/antisekretory faktér 1, Angiocidin (Angiosidin),
Antisecretory factor 1, Multiubikitin chain binding protein olarak da bir¢ok isim ile
bulunabilmektedir. insan genomunda 41 kDa molekiil agirliinda protein kodlayan PSMD4
geni 1L kromozom uzun (q) kolunun 21.3 bdlgesinde bulunmaktadir. PSMD4 ubikuitin ile

etkilesime giren motifler araciligiyla bir ubikuitin reseptor alt birimi olarak hareket eder ve



yikim igin ubikuitin-konjugatlarim seger. Daha uzun poliubikuitin zincirleri igin tercih

edilen bir secicilik géstermektedir (Fejzo, vd., 2017).

Ayrica PSMD4, her yerde bulunan proteinlerin ATP'ye bagli bozunmasinda yer alan
multiprotein kompleksi olan 26S proteazomunun bir bilesenidir. Proteazom, hiicre déngsi
ilerlemesi, DNA hasar onarimi ve apoptoz dahil olmak lizere ¢ok sayida hicresel dongiye

katilmaktadir.

Sekil 1.4: RPN10 (PSMD4) Proteazom Goruntist (Collins ve Goldberg, 2017)

PSMD4 geninin mRNA ekspresyonu

-THP-1, akut monositik I6semi hilicre hattinda gosterildi;

-MCF-7, meme kanseri hicre dizisi;

-H1299, insan kug¢uk hiicreli olmayan akciger karsinomu hiicre dizisi;
-HeLa, rahim agzi kanseri hicreleri;

-Colo320, Dukes tip C, kolorektal adenokarsinom hiicre dizisi;

-LoVo, Kolorektal Adenokarsinom hucrelerinde tanimlanmistir (Turkoglu, vd., 2020).



PSMD4'in agir1 ekspresyonu insan kolon kanseri hiicrelerinde bulunmustur (Lin, vd., 2016,
Cheng, vd., 2018). PSMD4'in meme kanserinde yikselmesi, zayif hayatta kalma ile
iligkilidir (Fejzo, vd., 2017). Hepatoseluler karsinom (HCC) hiicrelerinde PTEN/Akt
yollarinin diizenlenmesi yoluyla hiicre proliferasyonunu arttinir (Jiang, vd., 1995). HCC
hastalarinda PSMD4 ekspresyonu ile HIF 1o, ekspresyonu arasinda énemli bir korelasyon
bulunmustur. Bu iki parametre, HCC'de gugli bir prognoz gostergesidir (Jiang, vd.,
1995). PSMD4'in inhibe edilmesi, hepatoseltler karsinomun tiimoér olusumunu bloke eder.
HCC'de hiicre proliferasyonunun azaltilmasi, PSMD4’iin susturulmast ile ger¢ceklesmektedir
(Turkoglu, vd., 2020). PSMD4 geni anjiyosidin ve ASF (antisekretuar faktor)
kodlamaktadir.

SiRNA kullanilarak, endojen olarak eksprese edilen anjiyosidin, HepG2 hiicrelerinde
inhibisyonda basarisizdir (Guan, vd., 2013). Losemide, PSMD4, 1L-6 ile baglanma yoluyla
akut monositik 16semi farklilagmasini indukler (Wang, 2014). Gogiis kanserinde, PSMD4'iin
yikselmesi, zayif sagkalim ile iliskilidir (Fejzo, vd., 2017). PSMD4'in ilk olarak 2002'de
orta derecede farklilagmis HCC'de yukan regile edildigi belirtilmis olmasina ragmen
(Midorikawa, vd., 2002), PSMD4'in HCC'deki gergek islevi belirsizligini koruyor
(Turkoglu, vd., 2020).

Lewitzki ve arkadaglarimin 2006 yilinda yaptigt bir ¢alismada PSMD4’tn (-1200/+348)
promotor pargasint klonlamiglardir ve bu promotor bolgesine baglanan transkripsiyon
faktorlerini incelemislerdir. Bu c¢aligmalar sonucunda WNT sinyal yolaginda gorev yapan
Tcf/Lef1l faktoriinin baglanmasi dikkat ¢ekici olmustur. p53 ve Hifla (-71/-51)
transkripsiyon faktorlerinin promotere baglandigini protein deneyleri ile gostermiglerdi. Bu
caligma sonucunda; B-catenin/Lef1 sinyal yolaginda 26S proteasome non-ATPase regulatory

subunit4’tin yeni gen sayilabilecegi sonucuna varilmistir (Lewtitzki, vd., 2006).



Guan ve arkadaslan yaptiklar ¢aligmalar sonucunda, diisiik anjiosidin proteinin karaciger
kanseri hiicre bilytimesinde anahtar bir rol oynadigini ve HepG2 hiicrelerinde dustk hiicre

proliferasyonuna neden oldugunu gostermistir (Guan, vd., 2013).

Chai ve arkadaglart 2019 yilinda PSMD4'in HCC doku ve hicrelerinde asir1 eksprese
edildigini bulmustur. PSMD4'in ¢ikarilmasi, in vitro hiicre proliferasyonunu ve in vivo

timor bluytumesini 6nemli 6l¢iide bastirirken hiicre apoptozunu tesvik etmektedir (Chai, vd.,

2019).

Cheng ve arkadaglari yaptigi ¢aligmalar sonucunda Nrf2'yve bagimli PSMD4
ekspresyonunun, timor nekroz faktori ile iligkili apoptozu indiikleyen ligandlar tarafindan
tetiklenen apoptozdan koruma sagladigini kanitlamigtir. Nrf2 aracili PSMD4 ekspresyonu,
agirlikli olarak, p53'tin PSMD4 aracili bozunmasi nedeniyle CRM1 yiikselmesi ile Nrf2'nin
artan sitoplazmik lokalizasyonu yoluyla gergeklesir (Cheng, vd., 2018).

Michal ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptigi c¢aligmada ilk once PSMD4'in EC
dokularindaki ifadesini arastirilmistir. Veriler, PSMD4'in EC dokularinda kontrol
dokularina kiyasla belirgin sekilde arttigini gostermistir. Devam eden caligmada ise
PSMD4'iin ER stres kaynakli hiicre apoptozunu baskiladigini gostermistir ve bu, PSMD4'in
EC'de onkojenik bir rolii oldugunu disindarmistir (Michal, vd., 2018).

Turkoglu ve arkadaslart PSMD4 ekspresyonu, osteoblastik kanser hiicrelerinde, pankreas
karsinoma hucrelerinde, serviks kanser hiicrelerinde, meme kanseri hiicrelerinde, kolon
kanseri hiicrelerinde, hepatoseliiler kanser hiicrelerinde, prostat kanseri hiicrelerinde ve
sagliklt hiicrelerde belirlemislerdir. Arastirilan hiicre dizileri arasinda, PSMD4 mRNA's1 en
¢ok PC-3 ve HUVEC hiicre dizisinde bulunmustur. Benzer bir prostat modeli olarak DU-
145, PC-3'ten daha dusik ekspresyon seviyesine sahip oldugu gorulmiustiir. PC-3 hiicreleri
yiksek metastatik potansiyele sahipken DU-145 hiicrelerinin orta dizeyde metastatik
potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Turkoglu, vd., 2020).



Huang ve arkadaglannmin 2021 yilinda yaptigt g¢aligmalar sonucunda RpnlO'un asiri
ekspresyonunun berrak hiicreli renal hiicreli karsinomda (ccRCC) hiicre ¢ogalmasini ve
migrasyonu arttirirken, RpnlO ifadesinin susturulmasi, ccRCC hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunun azalmasina neden olmustur. Rpn10'un yikilmasi, in vivo olarak timor

buylmesini ve hiicre ¢cogalmasini inhibe ettigini bulmuslardir (Huang, vd., 2021).

Du ve arkdaglarinin proteazom inhibisyonu ile ilgili yaptig1 ¢aligmada, multipl miyelomda
(MM) yaygin bir terapétik strateji oldugundan, Rpnl0'u aragtirmiglar ve normal plazma
hiicrelerine kiyasla MM htcrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi bulunmustur. Rpn10

seviyelerinin, MM'li hastalarda genel sagkalim ile ters orantili kanitlanmigtir (Du, vd., 2023).

1.4 Hepatoselliiler Karsinoma

Kanser butiin dinyada gorilen, viicudun rastgele bolgesinde ortaya ¢ikabilen, 6nemi siirekli
artan saglik ve yasam sorunudur (Ozensoy, 2006). Kanser olarak adlandirilan karsinom, bir
organin veya dokunun kontrolsiiz ¢ogalmaya baglamasiyla meydana gelen hastaliklarin

tamamui i¢in kullanilan kavramdir.

Primer karaciger kanseri genel olarak altinct en sik gorillen altinci kanserdir ve diinya
capinda en sik gorilen ikinci kanser mortalitesi sebebidir (Ferlay, vd., 2012, Jemal, vd.,
2011). HCC, karaciger parankimi igeren hepatositlerden kaynaklanir. Hepatoselluler
karsinom da goriilen en biiyiik risk sirozdur. Ulkemizde insanlarin siroz olmasinin en sik ve

en 6nemli iki nedeni alkol ve viral hepatitler (HBV, HCV) dir (Fattovich, vd., 2004).

Hepatoma riskini arttiran diger faktorler su sekildedir; cinsiyetin erkek olmasi, alkolden
bagimsiz karaciger yaglanmasi, diyabetes mellitus, hemokromatosiz, sigara kullanimi ve
alfa-1-antitiripsin  eksikligidir. Karacigerdeki rejenerasyon hepatoselliler karsinom
gelisimindeki en 6nemli olay olarak kabul edilmektedir ve etken ne olursa olsun karacigerde
ilk olarak inflamasyon goriliir. Inflamasyondan sonra ilk sirada nekrozis ikinci sirada
fibrozis ve son olarak rejenerasyon gelisir. Sirozun en 6nemli patofizyolojik gostergesi

fibrosiz ve rejenerasyondur (Bosch, vd., 2004).



Hepatoselluler karsinoma geligimi, farklilagma, apoptoz, hiicre proliferasyonu, motilite, ve
normal kok hiicre homeostazinda énemli rol oynayan TGF-f sinyal yolundaki degisikliklerle

iligkilidir (Zheng, vd., 2008).

1.5 Kolon Kanseri

Diinya ¢aginda en yaygin ugiincii tip olarak goriilen kolon ve rektum kanseri ekonomik
olarak gelismis popiilasyonlarin hastaligidir (Parkin, 2002, Ferlay, vd., 2002). Avrupa’da
Kolon ve Rektum kanseri cinsiyet farketmeksizin en sik gorilen ikinci kanser turadir
(Ferlay, vd., 1999). Kolon kanserli hastalarin yaklasik %70'1 65 yasin tizerindedir. Kolon
kanseri 45 yasin altinda yilda 100.000'de 2 ihtimalle goriilmektedir. Kolorektal kanserde
vakalarin sadece %5°1 kalitsaldir ve en sik olarak sporadik olarak ortaya ¢ikar (Kwak ve
Chung, 2007). Kolon kanseri, sindirim sisteminin son bolgesi olan kalin bagirsakta
gozlenirken rektal kanser ise kolonun son bolgesinde gozlenmektedir. Ikisi birlikte

kolorektal kanser olarak adlandirilmaktadir (Ricchi, vd., 2003).

Kolorektal karsinom gelisiminde sadece genetik faktorler rol almamaktadir. Cevresel
faktorlerde kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir (Kumar, vd., 2008). Adenomlar,
destekleyici stroma igeren ve ayn1 zamanda displastik kalin bagirsak epiteli igeren yi huylu
timorlerdir ve kolon kanserinin olusumu i¢in en buyuik rolt iistlenmektedirler (Rosai ve

Ackermans, 2004).

Kolon kanseri kalitsal sendromlar ve sporadik sendromlar olarak siniflandirilmaktadir.
Kalitsal sendromlarda ise “’Ailesel Polipozis Sendromlart (FAP)” ve “’Kalitsal Polipsiz
Kolorektal Kanser (HNPCC)’” seklinde ayrilmaktadir (Kumar, vd., 2008). FAP, otozomal
dominant gecisli nadir gorillen hastaliktir. Malign transformasyon potansiyelleri nedeniyle
kolorektal kanserlerin molekiiler temellerini ortaya koymada anahtar rol oynamaktadir.
Gortlen tim kolon kanserlerinin yaklagitk %5’t FAP kaynaklidir. FAP, Adenomatoz
polipozis koli (APC) geni mutasyonundan kaynaklanmaktadir (Spirio, vd., 1993, Meyskens,
vd., 2008).



Kalitsal Polipsiz Kolorektal Kanser (HNPCC) Lynch sendromu olarakda bilinmektedir.
Proksimal kolonda gelisen Lynch sendromu otozomal dominant olarak kalitilmaktadir
(Hardy, vd., 2004). Hastaligin erken yasta ortaya ¢ikmasi ve basta kolonun sag tarafina
yerlesmesi HNPCC’i sporadik kanserlerden ayiran ozellik olarak gosterilmektedir

(Christine, vd., 2005).

Sporadik sendromlarda ise kolon kanserlerinin %70’den fazlasi adenoma poliplerden,
%90’dan fazlasi ise adenokarsinomlardan meydana gelmektedir (Hardy, vd., 2004). %80
oranda APC gen mutasyonu igeren Adenomatoz polipler sitoplazmadaki [-katenini
transfosforile etmektedir. SiklinD1 ve c-myc aktive hale gelmesinin sebebi APC geninde
meydana gelen mutasyon B-kateninin ¢ekirdek i¢ine transforme olmasit oldugu bilinmektedir

(Houlston, 2001).

1.6 TGF- B Sitokini

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Aynmi zamanda o6zel hiicreler tarafindan
salgilanirlar ve ¢esitli uyarilara karg1 cevap verirler. Hedeflenen huicrelerin davraniglarini
etkilerler. Sitokin hiicre ylizey reseptoriine baglanir ve hiicre i¢i sinyal yolaginin
fonksiyonunun degismesine sebep olur. Bu degisimler hiicrenin kendi etkilerinin degismesi
veya diger molekiillerde hiicre ylzey reseptor sayisinin artmast seklinde gerceklesebilir

(Koleske, ve Youmg, 1994).

Insanlarda tiimor olusumu coklu faktorleri igeren ve genellikle uzun bir siire boyunca
meydana gelen karmasik bir siiectir. Insan kanser hiicreleri, ¢ogu normal hiicrenin sahip
olmadigy, bitytime inhibisyonuna direngli hale gelme, biiytime faktorlerine bagimli olmadan

cogalma yetenegi dahil olmak tizere ¢esitli yetenekler kazanmaktadir.

Sinirsiz ¢gogalma, metastaz yapma, apoptozdan kaginma, anjiyogenezi destekleme gibi
birden fazla olaya sahiptirler. Normal hiicresel homeostazi kontrol eden karmagik sinyal
iletim yollar1 bu stregleri diizenler (Sekil 1.5). Bu sinyal yollart TGF- yolu bulunur. TGF-

B yolu, hiicrelerin biiyiime inhibisyonu, proliferasyon, replikasyon, apoptoz, istila, metastaz,
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immin siirveyans ve anjiyogenezde negatif veya pozitif olarak katilma yetenegine aracilik

etmede karmasik bir role sahiptir (Sonia, vd., 2006).

Sekil 1.5: TGF-P'nin Pleiotropik Etkileri (Gerald, vd., 2007)

TGF-P baslangicta dogal kaynaklardan izole edilen en gucli polipeptit blylime
faktorlerinden biri olarak tanimlanmistir (Moses, vd., 1985). Yapisal olarak homolog
dimerik protein ailesi olan TGF-P iic memeli izorformu halinde bulunmaktadir; TGF-pi,
TGF-P2, TGF-P3 (Sekil 1.6). ECM sentezi, apoptozis, immun cevap, hiicre proliferasyonu
ve anjiyogenez gibi birgok biyolojik olaylarin regilasyonunda gorev almaktadir (Roberts,
1999). Kanser patogenezi, doku fibrozisi, diyabet, otoimmun hastalik ve diger hastaliklarda
etkileri vardir. TpR-Il1 Ser/Thr-spesifik protein kinazlar ve TpR-l, TGF-P sitokini ile
indiklenmis hiuicresel yanittan sorumlu oldugu bilinmektedir (Huang ve Huang, 2005). TGF-
P, timor olusumu asamasida ¢ift tarafli rol oynamaktadir. Timorijenezisin ilk asamalarinda
bir timor baskilayici gorev gerceklestirirken; ileri asamalarinda timor aktivatéri olarak

davranmaktadir (Akhurst, vd., 2001).
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Sekil 1.6: TGF- P Sitokinin Mekanizmasi (Huang ve Huang, 2005).

TGF-P sitokini epitel hicreler igin blyime inhibitéridir. Karsinoma hicrelerinin
cogunlugunda, meydana gelen transkripsiyonel aktivasyonun saglanmasi TPR-1 /TPR-II
sinyal yolagint TGF-P sitokinin indiklemesi ile gerceklesmektedir. Bu durumda TGF-P
sitokinin salgilanmasinin artmasi, karsinoma hicrelerinin metastatik ve ayni zamanda
invazif hale gelmesine sebep olmaktadir. Endotel ve epitel hiicreleri TGF-P ile muamele
edildiginde; TGF-P’nin hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak biyumeyi inhibe etmesine

neden olmaktadir (Huang ve Huang, 2005, Jakowle, 2006).
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2. CALISMANIN AMACI

Erken safhalarinda onlenemeyen ve ylksek metastastik oOzellikleri ile karakterize olan
Karaciger kanseri (HCC)’nde PSMD4'lin yukari reglle edildigi belirtilmistir (Midorikawa,
vd., 2002). Bu arastirmalardan yola ¢ikarak tasarlanan tez calismasinda ilk olarak PSMD4
geninde TGF-P sitokinin hepatoseliiler karsinoma (Hep3B) hiicre hattinda protein ve mRNA
seviyesinde ekspresyonu incelenmistir. Daha sonra ayni sekilde kolon kanseri hicre
hatlarindan olan SW480 hiicre hattinda da PSMD4 geninde TGF-P sitokinin mRNA ve
protein dizeyinde ekspresyonlari incelenecektir. Yapilmasi planlanan tez icin is plani

sekilde de gosterilmis olup;

1 TGEF- psitokinin, PSMD4 geninin ve Hep3B ve SW480 hucre hatlarinda mRNA
ve Protein Duzeyinde Etkisinin Belirlenmesi Hep3B ve SW480 hiicrelerine TGF-
P sitokini 1sa, 3sa, 6sa, 24sa ve 48sa olmak uzere uygulanmistir. PSMD4 geninin

ifadesi MRNA ve protein seviyeleri incelenmistir.

2. TGF-P’nin PSMD4 Geninde Hiicre i¢i Sinyal Yolaklarinin Belirlenmesi Hep3B
hiicre hatti icin belirlenen inhibitérlerin  (Wortmannin (PI3K inhibitérii),
Aktinomisin-D, MEKI (MAP2K1 inhibitéri), SP600125 (JNK inhibitori), SIS3
(SMAD3 inhibitsrii), NFkB inhibitori ve PD169316 (p38 MAPK inhibitori))

PSMD4 geninde ekspresyonlari incelenmistir.

Sekil 2.1: Tez Calisma Plani
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3. MATERYAL METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler Listesi

3.1.1.1 Hiicre Kiiltiirii i¢in Kullamlan Sarf Malzemeler

Tablo 3.1.1.1: Hiicre Deneylerinde Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan Kimyasallar Ticari Marka
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum Gibeo
(DMEM)
Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
Penisilin-Streptomisin Soliisyon HyQ
Tris Base Sigma
Fetal Sigir-Buzagi Serumu (FBS-FCS) Gibco
Steril Filtre 0.20 pM Sarstedt, Germany
Tripan Blue Soliisyonu Sigma
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Tableti VWR Amresco
Steril 15-50 mL Falkon IsoLab
Antibiyotik-Antimiyotik Soliisyon Gibco
Dimetil siilfoksit (DMSO) Merck (Sigma-Aldrich)
10 Tek Kullanimlik Cam Pipet Sarstedt, Germany
25 mL Tek Kullanimlik Cam Pipet Sarstedt, Germany
Sigir Serum Albiimini (BSA) Sigma
6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakas: SPL Life Sciences
Ependorf IsoLab
3 mL steril saydam pastor pipeti IsoLab
25-75 ¢m? hiicre Kkiiltiirii sisesi Sarstedt, Germany
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3.1.1.2 RNA Eldesi ve Kontrolii icin Kullanilan Sarf Malzemeler
Tablo 3.1.1.3: RNA Caligmalarinda Kullanilan Sarf Malzemeler

Kimyasal Ticari Marka
Dietil pirokarbonat (DEPC) Sigma
Etanol Fisher BioReagent
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma Aldrich
%99 Formaldehit Sigma
%37’lik (12.3 M) Formaldehit Fluka
GeneJET RNA Piirifikasyon Kit Thermo scientific
Etidyum bromiir (Et-Br) Merck
2-Beta Merkaptoetanol Merck
Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma, Prona
2 X RNA yiikleme boyasi Thermo Scientific
Agaroz Sigma, Prona

3.1.1.3 Protein Calismalar icin Kullanilan Malzemeler

Tablo 3.1.1.4: Western Deneyinde Kullanilan Sarf Malzemeler

Kimyasal Ticari Marka
Protein Belirteci (Rainbow Marker) Thermo scientific
Akrilamid Bis-Akrilamid (37.5:1) Sigma
Amonyum Persiilfat (APS) Fisher Scientific
4x Laemmli Ornek Tamponu (4XLSB) Bio-Rad
%90’ik Izopropanol Merck
2-Beta Merkaptoetanol Merck
PVDF Membran 0.45 pm Millipore
TEMED (1,2-bis- (dimetilamino) etan) Bio-Rad
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Tablo 3.1.1.4 (Devam)

Akrilamid Bis-Akrilamid (19:1) Sigma
Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry Milk) Santa Cruz
Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz
SDS (Sodyum dodesil siilfat) Sigma
TWEEN- 20 Sigma
PSMD4 antibody Santa Cruz
2-Beta Merkaptoetanol Sigma

B-Actin Mouse mAb

Cell Signaling

3.1.2 Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlarin Listesi

Tablo 3.1.2: Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Ticari Marka

Buz MakKinesi Fiocchetti
-20°C ve +4C Buzdolabi Argelik
Mikrosantrifiij Sigma
Su Banyosu Elektromag
-80 °C ultralow freezer Thermo

Inverted Mikroskop Nikon, Japonya
Laminar Air Flow TelstarBIOII
COz 'li inkiibator Nuaire
Otoklav Hirayama
Calkalamal Etiiv GFL

Sogutmali Santrifiij

Hanil Science

Elektroforez Gii¢c Kaynagi (DNA-RNA)

Thermo Scientific

puDrop™ Plate

Thermo Scientific
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Tablo 3.1.2 (Devam)

Tank Blot Sistemi Bio-Rad
UV Goriintiileme sistemi Vilber Lourmat
Masa Tipi pH metre Hanna
Vorteks Velp Scientfica
Light Cycler 480 Real Time PCR Roche
Mikrodalga firin Argelik
Hassas terazi Sartorius
PZR Thermocycler Thermo
Isitic1 Blok Major Science
3.2METOD

3.2.1 Laboratuvar Ortaminin ve Malzemelerinin Sterilizasyonu

(Caligmada kullanilacak olan pipet uglarinin, uygun protokole gore hazirlanan soliisyonlarin,
cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in otoklav cihazi 121°C’de 20 dk olarak ayarlandi ve
malzemelerin sterilizasyonu saglandi. Otoklavdan alinan malzemeler 80°C’lik etiivde bir
gece bekletildi ve sterilizasyon agamalar1 tamamlandi. Caligma yapilacak alan her deneyden
once %70’lik Etil Alkol ile steril hale getirilmektedir. Laminar Flow cihazinda bulunan

HEPA filtre a¢ildi.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Malzemelerin Sterilizasyonu ve Hazirlanmasi
Hiicre kulturince sterilizasyon 1siya dayanikli malzemeler i¢in otoklav ile, sivi malzemeler

icin Laminar Flow igerisinde steril siringa ile filtreleme ile sagland.

Hiicreler i¢in gerekli besiyerini saglayan High-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium- High Glukoz) ticari olarak temin edildi. Besiyerinin deney protokoliine uygun hale

gelmesi i¢in igerisine %10 FCS eklendi.

FBS (Fetal Bovine Serum) ticari olarak temin edildikten sonra kullanima hazir hale gelmesi

i¢in protokoliine uygun olarak 1 sa 56°C’de 1s1 ile inaktive edildi.
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Sivi formda oldugundan dolay: filtreden gegirildi ve sterilligi bozulmamasi i¢in 50 mL
falkonlara bolinerek -20°C’de kullanima hazir sekilde muhafaza edildi. High-DMEM

igerisine belirlenen oranda eklendi.

PBS (Phosphate Buffered Salin) tablet formunda ticari olarak satin alindi. Protokoliine

uygun sekilde (1 tablet icin 100 mL su) hazirland: ve filtre ile steril hale getirildi.

TE (Tripsin-EDTA) hazirlanmasinda 0,5 mM EDTA ve %0.05 Tripsin PBS ¢ozeltisinin

igerisine ilave edildi. Otoklavlanarak steril hale getirildi ve -20°C’de saklandi.

3.2.2.2 Hiicrelerin Besiyerinin Hazirlanmasi, Hiicre Ac¢ilmasi-Dondurulmasi

Hiicre kulturt deneyinde kullanilacak olan hiicre hatti olan Hep3B ve SW480 hiicre
hatlarimin agilmast i¢in dncelikle -80°C’de bulunan hticre stoklar1 kontrol edildi. Hiicreler
icin gerekli besiyeri 50 mL olacak sekilde falkonda hazirlandi. 50 mL olan falkonda 45 mL
High Glucose DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) igerisine 5 mL FCS (Fetal
Calf Serum) eklendi. Hucrelerin kontaminasyonunu engellemek amaci ile hazirlanan
solisyonun igerisinden 500 upL c¢ekilip atildt ve 500 pL %1 penisilin-streptomisin
antibiyotigi eklendi.

-80°C dondurucudan alinan hiicre stoklari 37°C’de hazir olan su banyosunda hizli olacak
sekilde tamamen eriyene kadar bekletildi. Eritilen hiicre tek kullanimlik steril pastor pipeti
kullanilarak hazirlanan besiyeri ile karigtirildi. 1000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij yapildi.
Santrifiijden alinan hicreler pellet seklinde bulunmaktadir. Pelleti besiyeri ile ¢ozditkten

sonra daha 6nceden igerisine besiyeri eklenen flasklara belirlenen oranlarda paylastirildi.

-80°C’den alinarak agilan hiicreler belirli araliklarla kontrol edildi ve flasklarda doluluk
gozlendigi zaman pasajlama islemi gerceklestirildi. Hiicreleri pasajlamak i¢in flasklarda
bulunan besiyeri uzaklagtirildi. Tripsin-EDTA aktivitesinin engellenmemesi i¢in PBS ile
besiyeri kalintisi temizlendi. Yizeye tutanan hiicrelerin kalkmasi i¢in flask igerisine

belirlenen oranda Tripsin-EDTA eklendi.

Tripsin-EDTA eklenen flasklar i¢ sicakligi 37°C olan ve % 5 COzbulunan ortama sahip olan
inkiibatorde hiicrelere bagli olarak 3 dk veya 5 dk bekletildi. Inkiibatorden alinan flasklarin
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igerisine besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Dondurulmasi planlanan
pelletler %10 FCS ile ¢oziildi ve ependorfa alindi. Ependorfun igerisine 100ul DMSO
eklenerek -80°C dondurucuya kaldirildi. Diger pelletler ise besiyeri ile ¢ozilditkten sonra

flasklara dagitild1 ve flasklar inkiibatore kaldirildu.

3.2.2.3 Hiicreler ile Planlanan Deneylerin Tasarlanmasi

Hiicre kiltiirinde deney kurmaya hazir hale getirilen hiicreler i¢in 6ncelikle hiicre sayimi
gergeklestirildi. Hucre sayimi gergeklestirilirken Tripan Mavi ile hiicreler boyandi ve Thoma
Lamu ile hucre sayimi gergeklestirildi. 6 kuyucuklu plakalarin son hacmi 2 mL besiyeri,

igerisinde 500.000 hiicre igerecek sekilde plakalara dagitildi. Inkiibatorde bir gece bekletildi.

Inkiibatorden alinan plakalardan medyumlar atildi ve tizerine % 0.1 BSA igeren DMEM
eklendi. 1 saat inktibatorde bekletildi. Sitokin deneyi i¢in plakalar K, 1sa, 3sa, 6sa, 24sa, ve
48sa yazilarak etiketlendi. Kontrol grubu hari¢ diger kuyucuklara 20 ng/mL TGF-f sitokini
uygulandi. 1 sa, 3sa, 6sa, 24sa ve 48sa sonunda kuyucuklarda bulunan medyumlar atildu.
RNA deneyleri i¢in hiicrelere Tripsin-EDTA eklendi ve pelletler elde edildi. Protein
deneyleri i¢in ise RIPA ¢ozeltisi kuyucuklara eklendi ve pelletler elde edildi.

Sinyal yolagi deneyleri i¢in 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 500.000 hiicre esit sekilde
dagitildi. 1 gece inkubatorde kaldirildi. Sonraki giin kuyucuklara % 0.1 BSA igeren DMEM
eklendi ve plaka 1 saat inktibatorde bekletildi. TGF-p ve kontrol sitokini grubu disinda kalan
kuyucuklara tez calismasi kapsaminda belirlenen MEKI (MAP2K1), PD169316 (p38
MAPK Inhibitér), Wortmannin (PI3K Inhibitor), NFkB Inhibitor, SP600125 (JNK Inh.),
SIS3 (SMAD3) uygulandi, 45 dk inkiibatore kaldirildi. 45 dk sonunda kontrol ve TGF-3
olarak belirlenen kuyucuklar dahil biitin kuyucuklara TGF-B sitokini uygulandi, plakalar
inktiibatore kaldirildi. 6 saat sonunda protein ve RNA deneylerine uygun olacak sekilde

pelletler elde edildi.
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3.2.3 RNA Tabanh Tekniklerin Uygulanmas

RNA c¢aligmalarina baglanmadan once c¢alisilacak alan ilk olarak DEPC’li su (Dietil
pirokarbonat) ile steril hale getirildi. DEPC hazirlanirken 1000 mL otoklavlanmig steril su
igerisinden 1 mL atildi ve 1 mL DEPC eklendi. Inkiibatorde 12 saat boyunca bekletildikten

sonra otoklav yapildi.

3.2.3.1 RNA lzolasyonu ve RNA Kantitatif Analizi

Izolasyona baslamadan énce ortam %70 etil alkol igeren su ve DEPC’li su ile steril hale
getirildi. Daha sonra otomatik pipetler ve pipet ucu olarak kullanilan kutular 6nce %70 etil
alkollii su daha sonra DEPC ile steril edildi. Izolasyon igin ticari olarak satin alinan QC
Tested kiti kullanildi. Hep3B ve SW480 hiicre hatlar i¢in ayr ayrn kit protokoliine uygun

gergeklestirilen izolasyon sonrast 6rnekler -80°C dondurucuya kaldirildi.

Izole edilen RNA ornekleri igin konsantrasyon olgiimii pDrop™ Plate Cihaz1 ile
gerceklestirildi. 2 L. kor (saf su ile kor alindi) ve 2 pL RNA 6rnegi olacak sekilde 280 ve

260 nanometre de 6lgim gergeklestirildi.

RNA Konsantrasyon Miktar:1 = A260 x sulandirma
katsayisi x 40 ng/pL.

3.2.3.2 RNA’nin Nitel Analizi icin Jel Elektroforezi

RNA’nin nicel analizi absorbans 6lgimi ile gergeklestirildi. Nitel analizi i¢in formaldehit
jeli ile gorintileme saglandi. RNA ¢aligmalarinda kullanilmast i¢in daha 6nceden hazirlanan
DEPC’li su ile ortam steril hale getirildi. Kullanilacak olan cam malzemeler 12 saat boyunca
% 0.1 DEPC’li su ile muamele edildi. 12 saat sonunda cam malzemeler otoklav yapildi. Jelin
hazirlanacag: elektroforez aparatlari % 0.5 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ile yikandiktan
sonra % 0.1 DEPC’li su ile steril hale getirildi. Son olarak elektroforez tanki, kaset gibi

aparatlar % 96’11k etanol ile muamele edildi ve kurumaya birakildi.
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Elektroforezde kullanilacak olan 10 X FA jel tamponu i¢in % 0.1 DEPC igeren su igerisine

¢ Son konsantrasyonu 0.05 M, EDTA ( pH:8 ),
e Son konsantrasyonu 0.01 M, NaAc,
e Son konsantrasyonu 0.2 M, MOPS ( pH:7 ) eklendi.

Tampon ¢ozeltinin pH:7’ye ayarlandi. Hazirlanan tampon ¢ozelti otoklav ile steril hale

getirildi.

1X FA tamponu i¢in son konsantrasyon 1X olacak sekilde daha 6nceden hazirlanan 10X FA
tampon ¢ozeltisinin i¢ine %37 ’lik (12.3 M) Formaldehit eklendi. % 0.1 DEPC ile 1000

mL’ye tamamlandiktan sonra otoklav ile steril edildi.

Formaldehit jel elektroforezi i¢in 0.5 g agaroz hazirlanan 10 X FA tampon ¢ozeltisi ile cam
olan erlende ¢ozildi. 45 mL % 0.1 DEPC’li su eklendi ve ¢ozelti kaynatildiktan sonra
sicaklik yaklagik 50°C’ye kadar dustigunde igerisine 900 pL 12.3M olan % 37lik
formaldehit eklendi. Ardindan 1 pL Et-Br (Ethidium Bromide) eklendi. Kaset igerisine
hazirlanan jel dokiildi, tarak yerlestirildi ve jelin donmasi beklendi. Elektroforez igin
kullanilacak olan tankin igerisi 1X FA Tamponu ile dolduruldu. Jel donduktan sonra tarak

cikarildi ve kaset tankin igerisine yerlestirildi.

3 uL, 2 X RNA yiikleme boyas: igerisine 3 uL. RNA 6rneginden eklendi ve 70 °C’ 1s1
blogunda 10 dk bekletildi. 10 dk buzda bekletilen 6rnekler degrede edildi. Ilk sira RNA
marker olmak iizere 2X RNA yiikleme boyasi ile hazirlanmig olan ornekler sirasiyla
kuyucuklara eklendi. Elektroforez cihazi 80 volta ayarlandi ve 30 dk boyunca ornekler

yuratildi. Siire sonunda UV cihazinda jel gortntilendi.

3.2.3.3 ¢cDNA Elde Edilmesi ve cDNA Kontrolii icin PCR
RNA’lar izole edildikten sonra reverse transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi yapildi. 1ki

basamakta gerceklesen sentezin basamaklari ve bilegenleri Tablo 3.2.3.3.1 ‘de belirtilmistir.
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Tablo 3.2.3.3.1: Komplementer DNA PCR’1 igin Kullanilan Malzemeler

L. Basamak
Oligo (dT) 1 uL
izole edilen RNA (Kalip RNA) 1000 ng RNA i¢in hesaplanan pL
dH>O 12,5 uL’ye tamamlanir
65°C Sdk

II. Basamak

5X Reaksiyon Tampon 4 uL.
RNaz Inhibitérii (RiboLock) 0,5 uL
dNTP (Deoksiniikleotid) Karisim 2 uL
RT Enzim (Reverse Transkriptaz
. 1 uL
Enzim)
Toplam Hacim 20 uL
42°C 60 dk
70°C 10 dk

cDNA sentezi gergeklestirildikten sonra HB-2 primerleri kullanilarak komplementer
DNA’nin varlig kontrol edildi. Tablo 3.2.3.3.2 ‘de PCR dongt protokoli gosterilmigtir. Hp-
2 PCR ornekleri ve cDNA’lar -20 °C’de saklanir.
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Tablo 3.2.3.3.2: HB-2 PCR’1 I¢in Kullanilan Malzemeler

Hp-2 PCR Bilesenleri Ornek PCR Kosulu
cDNA 1 pL
MgCl 2 uL 95°C-3dk
(1 Dongii)
dNTP 1 pL
95°C-4S5s
Taq Tampon (10X) 5 uL 56 °C - 60 s
" 72°C-30s
Ileri Primer 1 uL
(35 dongii)
Geri Primer 1 uL
Taq DNA Polimeraz 72 °C-10dk
0,5 uL
Enzim (5 U/uL) (1 Dongii)
dH:0 38,5 uL

3.2.3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

cDNA elde edildikten sonra HB-2 kontrol PCR’1 kuruldu. Ardindan DNA’y1 jelde
goruntilemek i¢in %1’°lik agaroz jel elektroforezi yapildi. Calismaya baglarken 5X TBE
soliisyonu hazirlandi. SXTBE soliisyonunun hazirlanmast i¢in Tris Baz, Borik asit ve EDTA
tartildi. Otoklav ile tampon ¢ozelti steril hale getirildi. %1°lik agaroz jel hazirlanirken 1 gr
agaroz tartild1 ve erlen igerisinde 100 mL 0,5X TBE tamponu (5X TBE tamponu 10 kat
sulandirilarak hazirland) ile ¢oziildi ve kaynatildi. Erlenden ¢ikan buharlarin sonlanmasi
beklendi ve oda sicakligina geldigi anlagilinda igerisine ticari olarak satin alinan Et-Br
kimyasalinin protokoliine uygun olarak erlen igerisine belirtilen miktar kadar ekleme yapild:
ve kaset igerisine dokiildii. Igine tarak koyuldu ve jelin polimerlesmesi beklendi. Jelin
yiiriitiilecegi tan 0,5X TBE tamponu ile dolduruldu ve polimerlesen jel yerlestirildi.Ornekler
6X yukleme boyasi ile belirlenen oranlarda boyandi. Kuyucuklara ilk sirada DNA marker
olacak sekilde ornekler yuklendi. 40 dk boyunca 90 V akimda jel yuritildi ve UV cihazinda

goruntileme saglandi.
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3.2.3.5 Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR)

Gen ekspresyonu analizinin yapilmast i¢in LightCycler® 480 (Roche) sistemi kullanildi.
PSMD4 geni primerleri ve kontrol i¢in HB-2 primerleri 3 tekrarli olarak 96 kuyucuklu
plakada caligildi. Her kuyucugun son hacmi 12.5 uL olarak tasarlanan deney planinda 6.25
uL RealQ Plus 2X Master Karisim, 0.5 uLL 10 pmol PSMD4 ve Hf-2 ileri ve geri primerleri,
4.25 pL kullanildi. 1 pL cDNA kullanilarak Real-Time PCR kuruldu.

Real-Time PCR sonucunda elde ettigimiz CT (Esik Dongiisii) degerleri belirlenen
hesaplama yontemleri ile excel tablosunda analiz edildi. Daha sonra Graphpad analiz
programi kullanilarak p degeri incelendi. Sonuglarin anlamli olarak kabul edilmesi i¢in p
degeri 0.05’den kiigik ya da esit olmalidir (p<0.05). p<0.05 olan sonuglar anlamli olarak
kabul edildi.

3.2.4 Protein Tabanh Teknikler

3.2.4.1 Western Blot Analizi

Western blot deneyine baglamadan 6nce hiicre kiiltiiriinde ¢aligilan hiicrelerden pellet alma
asamasinda RIPA ile hicre kazima iglemi yapildi. RIPA ile pellet alinan hiicreler western
blot deneyi i¢in hazir hale getirilir. RIPA soltiisyonu hazirlanirken 1 mM EGTA, 10 mM Tris
Cl pH:8, % 1 Triton x100, % 0.1 Sodyum deoksikolat, %0.1 SDS (Sodyum dodesil sulfat),
ImM EDTA (Etilendiamintetraasetik asit), Proteaz inhibitorii istenilen hacme gore

hesaplanarak hazirlandi. -20°C dolapta saklandi.

RIPA ile hazirlanan 6rneklerde miktar tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi. Bradford
yonteminde 96 kuyucuklu plakanin 6rnek miktar1 kadar kuyucuguna 250 pL Bradford
reaktifi eklendi. 3 pL 6rnek ve 2 pL dH20 eklendi. Plaka 10 dk karanlik ortamda bekletildi.
Qubit® 2.0 Florometre cihaz1 kullamlarak 595 nm’de 6l¢iim alindi. Olgiim sonuglarinin
hesaplanmasi i¢in Bradford Standart Egrisi ¢izildi ve denklem hazirlandi. Ortaya ¢ikan

denklem ile western blot igin kullanilacak 6rneklerin miktar hesaplanmasi yapildi.
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3.2.4.1.1 Western Blot Deneyinde Kullanilan Sollisyonlar
Tablo 3.2.4.1.1: Western Blot Deneyi icin Kullanilan Soliisyonlar ve Miktarlari

) d N Saklama
Kullanilan Kimyasallar Kimyasallarin Igerigi
Kosullari
19.8 g Tris, 0.4 g
SDS Page Ayirma Jeli pH:8.8 +4 °C

dH2U ile 1000 mL ’ye tamamlandi.

24.22 g Tris

10X TBS (10X Tris Buffered 87.6 g NaCl
Saline) pH:7.5

dH2U ile 0,1 L’ye tamamlandi.
6.6 g Tris
SDS Page Yigma Jeli 049D +4 °C
pH:6.8
dH2U ile 1000 mL ye tamamlandi.

600 pL glasiyel asetik asit

+4 °C

Ponceau Boyasi
0,066 g Ponceau boyasi

20 mL dH20 igerisine eklendi. Oda sicaklig
Son hacim 60 mL’ye su le

tamamlandi.
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Tablo 3.2.4.1.1 (devam)

100 mL 10X yurutme tamponu

200 mL methanol
-20°C
dH20 ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Transfer Tamponu (Kullanilacagt
_l’_

zaman hazirlanir)
500 pL %10 SDS soltisyonu

eklendi.
30.3 g Tris
SDS Page Yiiriitme 144.4 g Glisin
+4 °C
Tamponu pH:8.3

dH:20 ile 1 L’ye tamamlandi.

20 mL 1XTBS-tween20
Bloklama Soliisyonu +4 °C
1 g yagsiz st tozu

3.2.4.2 Western Blot - PVYDF Membrana Protein Transferi

Hazirlanan ayirma ve yigilma jeli cam plakalar arasina dokildia ve kuyucuk olugsmasi i¢in
tarak koyuldu. Jellerin polimerlegsmesi beklendi. Daha sonrasinda ¢rnekler boyandi ve 95
°C’de 5 dk denatire edildi. Yukleme igin hazir olan protein 6rnekleri (25-30 pL), ilk
kuyucuk protein marker (7 uL) olmak iizere jele yiukleme islemi yapildi. Jel 1X yiritme
tamponunda 90V akimda protein marker tamamen agilana kadar yuriatildi. Bu strecte

orneklerin jelde kaybedilmemesine dikkat edildi.

Yurtime islemi tamamlandiginda protein érnekleri poliviniliden diflorir (PVDF) membrana
transfer edildi. Transfer isleminde membran 5.2 cm x 8.5 cm olarak kesildi. Kesilen
membran 1 dk metanolde bekletildi. Bu stiregte transfer stingerleri ve kurutma kapitlari taze
olarak hazirlanan soguk transfer tamponunun igerisinde bekletildi. Metanolden alinan
membran 5 dk soguk transfer tamponunda bekletildi. Stinger, kurutma kagidi, aktif yluzey

tiste bakacak sekilde PVDF membran, poliakrilamid jel, kurutma kagidi sandvig¢ seklinde tist
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tiste hazirlandi ve siinger transfer kasetine yerlestirildi. Taze transfer tamponu tank igerisine

eklendi ve 15V akimda +4 °C olan buzdolabinda 1 gece boyunca transfer saglandi.

3.2.4.3 Membrana Aktarilan Proteinlerin Antikorlanmasi

Transfer sandviginden dikkatlice ayrilan membran bloklanmasi i¢in éncelikle SmL 1XTBS-
Tween20 soliisyonuna eklenir. 5 dk masaiistii doner ¢alkalayicida yikamaya birakilir. Bu
strecte SDS-Poliakrilamid jel Coomassie Brillant Blue boyasinda bekletilir. Daha sonra
boya tamamen arindirilana kadar jel su ile yikanir. Yikamadan alinan membran hazirlanmisg
olan bloklama soliisyonuna yerlestirilir ve 2 saat boyunca calkalayicida bloklama iglemi
gerceklestirilir. Boyadan arindirilan jelde protein varligi kontrol edilir. Bloklama islemi
tamamlaninca membran 1XTBS-Tween20 tamponu ile 5’er dk sireyle 3 kez yikama

gergeklestirilir.

Yikama sonunda membran tez kapsaminda belirlenen normalizator olarak adlandirilan Beta-
aktin primer antikoru ile 1 gece boyunca +4 °C’de doner calkalayiciya konuldu. Sonraki giin
1XTBS-Tween20 tamponu ile 3 kez yikama gergeklestirildi ve sekonder antikor ile 1 saat
muamele edildi. Islem sonunda ticari olarak satin alinan ECL (Kemiliiminesans) soliisyonu
eklendi ve 1 dk boyunca karanlik ortamda muamele edildi ve UVP gorintileme sistemi ile
gortuntilendi. Ayni islemler ¢aligilacak olan PSMD4 geni primer ve sekonder antikorlart i¢in

gergeklestirildi. Goriintileme saglandi.

3.2.4.4 Istatistiksel Analiz Programlari ile Western Blot Analizi

Antikorlama islemi tamamlanan proteinlerin goruntileri alindiktan sonra kantitatif analiz
icin Image] programi kullamildi. Image] programindan alina sayisal veriler GraphPad
programinda analiz edildi. Protein bantlarinin gorinilarligune gore yapilan analizin sayisal

verilerinde p<0.05 ¢ikan sonuglar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hep3B Hicre Hattinda TGF- p Sitokinin PSMD4 Genine Etkisi
4.1.1 TGF-p Sitokinin PSMD4 Geni Uzerindeki Etkisinin mRNA Duzeyinde
Belirlenmesi

TGF-P sitokinin PSMD4 geninin ekspresyonuna katkisini incelemek icin, ilk olarak Real
Time PCR analizi gerceklestirildi. Hepatoselliiler kanser modeli olarak insan Hep3B
hicreleri kullanildi. Hep3B hicreleri Bélim 3.2.2.2° de belirtildigi tzere acilarak devam
ettirilip, pasajlanmistir. Sitokin deneyi kurmak igin 6 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna
500.000 hiicre olacak sekilde biyutilen hiicreler paylastirildi. Bélum 3.2.2.3” de agiklandigi
tzere K, 1 sa., 3. sa, 6. sa., 24. sa. ve 48. sa. olmak Uzere hicrelere 20 ng/mL TGF- P
uygulandi. Sire doldugunda toplanan hiicre pelletleri Bolim 3.2.3.1°de belirtildigi tzere
RNA izolasyonu gerceklestirildi. RNA’larin kalitesini ve katmanlarini gézlemlemek icin
Bolum 3.2.3.2°de aciklandigi tUzere RNA elektroforezi gerceklestirildi ve RNA’lar
formaldehit jelde goruntilendi (Sekil 4.1). RNA’lar gortntilendikten sonra komplementer
DNA eldesi icin Bolim 3.2.3.3’de belirtilen deney prosedirleri ile Reverse Transkriptaz
enzimi kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Komplementer DNA kontrolinin
saglanmasi icin normalizatér olarak adlandirilan HP-2 primerleri kullanilarak RT-PCR
Bolim 3.2.3.5’de aciklandigi sekilde gerceklestirildi. RT PCR sonrasi gorlntileme igin
Bolim 3.2.3.4’de anlatilan agaroz jel hazirlandi ve 6rnekler jele yiiklendi. Jelde yiritme
sonrasi UV cihazi ile goruntd saglandi (Sekil 4.2). cDNA lardan insan beta mikroglobulin

bandi elde edilmesi cDNA’larin kalitesinin uygun oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.1: TGF-P uygulanmis Hep3B hiicrelerinden izole edilen RNA 6rneklerinin
RNA jel elektroforezi gorintisu.

I .Kontrol Il. 1. Salll. 3. SalV. 6. SaV. 24. Sa VI. 48. Saat
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Sekil 4.2: izole edilen RNA’lardan elde edilen komplementer DNA’nin kontrolii igin
HP-2 primerleri ile gergeklestirilen RT-PCR sonrasi agaroz jel elektroforezinde
yuridtme sonra UV gorintuntisu

I .Kontrol Il. 1. Salll. 3. SalV. 6. SaV. 24. SaVI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol

Komplementer DNA elde edildikten sonra gercek zamanli PCR islemi gerceklestirildi.
Bolim 3.2.3.5°de aciklandigr Uzere ileri ve geri PSMD4 primerleri, SYBRGreen
kullanilarak qRT-PCR gergeklestirildi. gqRT-PCR sonucunda elde edilen sayisal veriler
Graphpad programinda analiz edildi. (Sekil 4.3). Buna gére tim saatlerde PSMD4 geninin
TGF-P ile mRNA duzeyinde yukari dogru regule edildigi anlasiimaktadir. Ancak istatistiki

olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmemistir.

12-1

Zaman

Sekil 4.3:PSMD4 geninin TGF-P uygulanmis Hep3B hiicrelerinde ekspresyon
seviyeleri.

I . Kontrol Il. 1. Sa lll. 3. Sa lV. 6. SaV. 24. Sa VI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol
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4.1.2 TGF- p Sitokinin PSMD4 Geni Uzerindeki Etkisinin Protein Dlzeyinde
Belirlenmesi

TGF-P sitokinin PSMD4 geninin Hep3B hiicrelerinde protein dizeyinde seviyesini
incelemek igin, BOlim 3.2.2.2° de belirtildigi Uzere Hep3B hucresi a¢ildi ve devam ettirmek
icin pasajlama islemi yapildi. Sitokin deneyi kurmak icin 6 kuyucuklu plakalarin her
kuyucuguna 2 mL icerisinde 500.000 hiicre olacak sekilde buydtilen hicreler paylastirildi.
Daha sonra B6lim 3.2.4.1°de anlatildi§i tGizere protein pelleti elde edildi. B6lim 3.2.4.1.1°de
bulunan Tablo: 3.2.4.1.1°de gosterildigi miktarlar ile hazirlanan western jellerine proteinler
95 °C’ de 5 dk denatire edildikten sonra yiuklendi. Yurime islemi sonlandiginda Bolim
3.2.4.2°de aciklandigi gibi jel Gzerinde bulunan proteinler PVDF membran (izerine transfer
edildi. Transferde 1 gece bekledikten sonra Bolim 3.2.4.3’de belirtildigi gibi PSMD4
antikorlari1 ve P-aktin primer-sekonder antikorlari kullanilarak antikorlama islemi
gerceklestirildi. Antikorlama sureci bittikten sonra Bolum 3.2.4.3’Un son paragrafinda
anlatilan ECL (Kemiliuminesans) solisyonu eklendi ve UVP gdérintileme sistemi

goruntileme saglandi (Sekil 4.4).

PSMD4 (50 kD)

Betaaktin(43kD)

Sekil 4.4: TGF-P uygulan Hep3B hiicrelerinde western analizi sonucu olusan

membran gorintisu
I .Kontrol Il. 1 Salll. 3. SalV. 6. SaV. 24. SaVI. 48. Sa

Proteinler western analizi sonucunda membranda goruntilendikten sonra Bolim 3.2.4.4°de
bahsedilen analiz programlarindan ImageJ ile bant boyutlari sayisal verilere aktarildi. Elde
edilen sayisal veriler ile Graphpad programi ile analiz gergeklestirildi ve grafik olusturuldu
(Sekil 4.5). Buna gore protein diizeyinde de TGF-P PSMD4 protein seviyesini

arttirmaktadir.
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Sekil 4.5 uygulan Hep3B hiicrelerinde PSMD4 geninin protein ekspresyonu
I . Kontrol Il. L Salll. 3. SalV. 6. SaV. 24. Sa VI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol

4.1.3 Hep3B Hiicre Hattinda PSMD4 Genindeki TGF-R Sitokin Cevabinda Hiicre igi
Sinyal Yolaklarinin Belirlenmesi

PSMD4 geninin Hep3B hucrelerinde sinyal yolaklarinin mRNA duzeyinde belirlenmesi igin
ilk olarak Hep3B hiicreleri Bélum 3.2.2.2° de belirtildigi Gzere acilarak devam ettirilip,
pasajlanmistir. Sitokin deneyi kurmak i¢in 6 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 500.000
hiicre olacak sekilde buyutulen hicreler paylastirildi. Bolim 3.2.3.3” de anlatildi§i Uzere tez
kapsaminda belirlenen MEKI (MAP2K1), PD169316 (p38 MAPK Inhibitér), Wortmannin
(PI3K inhibitor), NFkB inhibitsr, SP600125 (JNK inh.), SIS3 (SMADS3) inhibitorleri
Hep3B hucrelerine uygulandi. Hicre pelletleri alindiktan sonra Bolim 3.2.3.1°de belirtildigi
uzere RNA izolasyonu gerceklestirildi. RNA’larin kalitesini gdzlemlemek icin Bolim
3.2.3.2’de aclklandigi uizere RNA elektroforezi gerceklestirildi ve RNA’lar formaldehitjelde
goruntilendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Inhibitér uygulanmis Hep3B hiicrelerinden izole edilen RNA’larin jel
gorintdsa.
I. Kontrol Il. TGF-P Ill. TGF-P + Actinomisin IV. TGF-P + Cycloheximide V. TGF-P +
MEKI VI. TGF-P + Wortmannin VII. TGF-P + SP600125 VIII. TGF-P + PD169316 IX.
TGF-P+ NFkB X. TGF-P + SIS3

RNA’lar goérintilendikten sonra komplementer DNA eldesi icin Bélim 3.2.3.3’de belirtilen
deney prosedirleri ile Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Komplementer DNA kontroliiniin saglanmasi icin yikleme kontroli olarak
adlandirilan HP-2 primerleri kullanilarak qRT- PCR Bo6lim 3.2.3.5’de aciklandigi sekilde
gercgeklestirildi. gqRT-PCR sonrasi gorinttleme igin Bolim 3.2.3.4°de anlatilan agaroz jel
hazirlandi ve érnekler jele yuklendi. Jelde yiurutme sonrasi UV cihazi ile gorunti saglandi
(Sekil 4.7).

I i1 1v v Vi VIl ViII IX X

Sekil 4.7: inhibitér uygulanan Hep3B hiicrelerinin RNA’larindan elde edilen
komplementer DNA’nin kontroll i¢cin HP-2 primerleri ile gergeklestirilen RT-PCR
sonrasi agaroz jel elektroforezinde ylrutme sonra UV gorintuntisi.
I. Kontrol Il. TGF-P Ill. TGF-P + Actinomisin IV. TGF-P + Cycloheximide V. TGF-P +
MEKI VI. TGF-P + Wortmannin VII. TGF-P + SP600125 VIII. TGF-P + PD169316 IX.
TGF-P+ NFkB X. TGF-P + SIS3
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Bolum 3.2.3.5’de aciklandigi Uzere ileri ve geri PSMD4 primerleri, SYBRGreen
kullanilarak qRT-PCR gergeklestirildi. gqRT-PCR sonucunda elde edilen sayisal veriler
Graphpad programinda analiz edildi. Analiz sonucunda p<0.05 olan degerler anlamli olarak
ifade edildi (Sekil 4.8). Buna gore TGF- P uygulamasi Hep3B hiicrelerinde PSMD4 gen
ifadesini arttirmaktadir. Ancak incelenen MAPK, PI3K NFKappaB ve smad yolaklarini hig
birisinin bu artistan sorumlu olmadigi anlasiimaktadir. Clinkii TGF-P sitokinin olusturdugu
aktivasyon sadece MEK1 inhibitdrd ile geri dénmdustir. Bu durumda TGF-P cevabi MAP

kinaz yolu uzerinden ilerledigi anlasiimaktadir.

Sekil 4.8: Sinyal yolaklarinin tespiti i¢cin uygulanan inhibitorlerin Hep3B
hiucrelerindeki PSMD4 geninin mRNA seviyesinde ekspresyon seviyeleri. (p<0.05)
I. Kontrol Il. TGF-P I1l. TGF-P + MEKI IV. TGF-P + Wortmannin V. TGF-P + SP600125 VI.
TGF-P + PD169316 VII. TGF-P+ NFKkB VII TGF-P + SIS3
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4.2 SW480 Hucre Hattinda TGF- p Sitokinin PSMD4 Genine Etkisi
4.2.1 TGF- p Sitokinin PSMD4 Geni Uzerindeki Etkisinin mRNA Diizeyinde
Belirlenmesi

TGF- P sitokinin PSMD4 geninin ekspresyonuna katkisini incelemek icin, ilk olarak Real
Time PCR analizi gerceklestirildi. Kolon kanser modeli olarak SW480 hucreleri kullanildi.
SW480 hiicreleri Bolim 3.2.2.2” de belirtildigi Uzere agilarak devam ettirilip, pasajlanmistir.
Sitokin deneyi kurmak icin 6 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 500.000 hiicre olacak
sekilde buydtilen hicreler paylastirildi. Bolim 3.2.2.3” de aciklandigi tGizere Kontrol, 1 sa,
3 sa, 6 sa, 24 save 48 sa saat olmak uzere hiicrelere TGF- P sitokini uygulandi. Siire sonunda
toplanan hiicre pelletleri Bolim 3.2.3.1°de belirtildi§i Uzere RNA izolasyonu
gerceklestirildi. RNA’larin kalitesini ve katmanlarini gézlemlemek igin Bélim 3.2.3.2°de
aciklandigi Uzere RNA elektroforezi gerceklestirildi ve RNA’lar formaldehit jelde
gorintulendi. RNA’lar gorintulendikten sonra komplementer DNA eldesi i¢in Bolim
3.2.3.3’de belirtilen deney prosedirleri ile Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA
sentezi gerceklestirildi. Komplementer DNA kontrolinun saglanmasi i¢in normalisator
olarak adlandirilan HP-2 primerleri kullanilarak qRT-PCR Boélim 3.2.3.5°de agiklandigi
sekilde gerceklestirildi. gRT- PCR sonrasi goruntileme icin Bolim 3.2.3.4’de anlatilan
agaroz jel hazirlandir ve drnekler jele yuklendi. Jelde ylritme sonrasi UV cihazi ile goriinti
saglandi (Sekil 4.9). Buna gore elde edilen cDNAlarin Kkalitesinin uygun oldugu

anlasiimaktadir.

Sekil 4.9: izole edilen RNA’lardan elde edilen komplementer DNA’nin kontrolii igin
HP-2 primerleri ile gergeklestirilen RT-PCR sonrasi agaroz jel elektroforezinde
yurtutme sonra UV gorintintusi

I . Kontrol Il. 1. SatIll. 3. SalV. 6. SaV. 24. SaVI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol
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Komplementer DNA elde edildikten sonra gercek zamanlh PCR islemi gergeklestirildi.
Bolim 3.2.3.5°de acgiklandigi Gzere SW480 hicrelerinden elde edilen komplementer DNA,
ileri ve geri PSMD4 primerleri, SYBR Green kullanilarak qRT-PCR gerceklestirildi. qRT-
PCR sonucunda elde edilen sayisal veriler Graphpad programinda analiz edildi. Analiz
sonucunda p<0.05 olan degerler anlamli olarak ifade edildi (Sekil 4.10). Buna gore 1 saatte
PSMD4 geninin TGF-P ile mRNA duzeyinde anlamli olarak yukari dogru regile edildigi
anlasiimaktadir. Buna goére SW480 hicrelerinde TGF-P PSMD4 mRNA sini 48 saat

haricindeki zaman dilimlerinde yukari dogru ekspre etmektedir.

Sekil 4.10: PSMD4 geninin TGF-P uygulanmis SW480 hiicrelerinde mRNA
seviyesinde ekspresyon seviyeleri.

I . Kontrol Il. 1. Salll. 3. Sa V. 6. Sa V. 24. Sa VI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol
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4.2.2 TGF- p Sitokinin PSMD4 Geni Uzerindeki Etkisinin Protein Duzeyinde
Belirlenmesi

TGF-P sitokinin PSMD4 geninin SW480 hicrelerinde protein dizeyinde seviyesini
incelemek igin, Bolum 3.2.2.2” de belirtildigi izere SW480 hiicresi acildi ve devam ettirmek
icin pasajlama islemi yapildi. Sitokin deneyi kurmak icin 6 kuyucuklu plakalarin her
kuyucuguna 2mL icerisinde 500.000 hiicre olacak sekilde buyutilen hicreler paylastirildi.
Daha sonra B6lim 3.2.4.1°de anlatildi§i tGizere protein pelleti elde edildi. B6lim 3.2.4.1.1°de
bulunan Tablo: 3.2.4.1.1°de g0sterildigi miktarlar ile hazirlanan western jellerine proteinler
95 °C’ de 5 dk denatire edildikten sonra yiuklendi. Yurime islemi sonlandiginda Bolim
3.2.4.2°de acgiklandigi gibi jel tzerinde bulunan proteinler PVDF membran (zerine transfer
edildi. Transferde 1 gece bekledikten sonra Bolim 3.2.4.3’de belirtildigi gibi PSMD4
antikorlari1 ve P-aktin primer-sekonder antikorlari kullanilarak antikorlama islemi
gerceklestirildi. Antikorlama slreci bittikten sonra Bolim 3.2.4.3’Un son paragrafinda
anlatilan ECL (Kemiliminesans) sollisyonu eklendi ve UVP gorintileme sistemi

goruntileme saglandi (Sekil 4.11).

PSMD4

(50 kD)

BetaAktin

(43kD)

Sekil 4.11: TGF-P uygulan sw480 hiicrelerinde western analizi sonucu olusan
membran gorintisu
I .Kontrol 1. L Salll. 3. SalV. 6. Sa V. 24, Sa VI. 48. Sa

Proteinler western analizi sonucunda membranda goruntilendikten sonra Bolim 3.2.4.4°de
bahsedilen analiz programlarindan ImageJ ile bant boyutlari sayisal verilere aktarildi. Elde
edilen sayisal veriler ile Graphpad programi ile analiz gergeklestirildi ve grafik olusturuldu
(Sekil 4.12). Buna gore protein ekspresyon calismalarinda mRNA ‘da gbézlenen TGF-P

cevabindaki yukari regilasyonun ayni sekilde korele gitmedigi anlasiimaktadir.
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Sekil 4.12: TGF-P uygulan SW480 hiicrelerinde PSMD4 geninin protein ekspresyonu
I . Kontrol Il. L Salll. 3. SalV. 6. SaV. 24. Sa VI. 48. Sa VII. Pozitif Kontrol

4.2.3 TGF-R Sitokinin SW480 Hiicre Hattinda Hiicre i¢i Sinyal Yolaklarinin PSMD4
Geninde Belirlenmesi
PSMD4 geninin SW480 hiicrelerinde sinyal yolaklarinin mRNA dizeyinde belirlenmesi icin
ilk olarak SW480 hicreleri Bélum 3.2.2.2” de belirtildigi tzere acilarak devam ettirilip,
pasajlanmistir. Sitokin deneyi kurmak i¢in 6 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 500.000
hiicre olacak sekilde buyutilen hicreler paylastirildi. Bolim 3.2.3.3” de anlatildigi Gizere tez
kapsaminda belirlenen MEKI (MAP2K1), PD169316 (p38 MAPK inhibitér), Wortmannin
(PI3K inhibitér), NFKB inhibitér, SP600125 (JNK inh.), SIS3 (SMAD3) inhibitorleri
SW480 hiicrelerine uygulandi. Hucre pelletleri alindiktan sonra Bolim 3.2.3.1°de belirtildigi
uzere RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA’larin kalitesini ve katmanlarini gozlemlemek
icin Bolim 3.2.3.2°de aciklandigi tUzere RNA elektroforezi gercgeklestirildi ve RNA’lar
formaldehitjelde gorintilendi. RNA’lar gorintilendikten sonra komplementer DNA eldesi
icin BOlim 3.2.3.3’de belirtilen deney prosedirleri ile Reverse Transkriptaz enzimi
kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Komplementer DNA kontroliiniin saglanmasi
icin normalisatér olarak adlandirilan HR-2 primerleri kullanilarak gRT-PCR B&lim

3.2.3.5°de agiklandigi sekilde gerceklestirildi. qRT- PCR sonrasi gorintileme icin BOlim
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3.2.3.4’de anlatilan agaroz jel hazirlandi ve ornekler jele yiiklendi. Jelde yiritme sonrasi
UV cihazi ile gorintl saglandi. Buna gore elde edilen cDNAIlarin kalitesinin uygun oldugu
anlasiimaktadir. Komplementer DNA elde edildikten sonra ger¢cek zamanlh PCR islemi
gerceklestirildi. Bolum 3.2.3.5’de aciklandigi Gzere SW480 hicrelerinden elde edilen
komplementer DNA, ileri ve geri PSMD4 primerleri, SYBR Green kullanilarak gRT-PCR
gerceklestirildi. gqRT-PCR sonucunda elde edilen sayisal veriler Graphpad programinda

analiz edildi. Analiz sonucunda p<0.05 olan deg@erler anlamli olarak ifade edildi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13: Sinyal yolaklarinin tespiti i¢in uygulanan inhibitérlerin SW480 hiicrelerindeki

PSMD4 geninin mRNA seviyesinde ekspresyon seviyeleri

TGF-P sitokinin PSMD4 geninin SW480 hicrelerinde protein diizeyinde seviyesini
incelemek icin, BOlim 3.2.2.2” de belirtildigi Gzere SW480 hiicresi acilan hiicrelere MEKI
(MAP2K1), PD169316 (p38 MAPK inhibitér), Wortmannin (PI3K inhibitér), NFkB
Inhibitor, SP600125 (JNK inh.), SIS3 (SMAD3) inhibitérleri SW480 hiicrelerine uygulandi.
MEKI (MAP2K1), PD169316 (p38 MAPK inhibitsr), Wortmannin (PI3K inhibitor), NFkB
Inhibitér, SP600125 (JNK inh.), SIS3 (SMAD3) inhibitérleri SW480 hiicrelerine uygulandi.
Daha sonra Bolim 3.2.4.1°de anlatildigi tizere protein pelleti elde edildi. Blum 3.2.4.1.1°de
bulunan Tablo. 3.2.4.1.1°de gosterildigi miktarlar ile western jeli hazirlandi. Yriutme islemi
sonlandiginda Bolim 3.2.4.2°de aciklandidi gibi jel Uzerinde bulunan proteinler PVDF

membran (zerine transfer edildi. B6lum 3.2.4.3°de belirtildigi gibi PSMD4 antikorlari ve P
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-aktin primer-sekonder antikorlari kullanilarak antikorlama islemi gergeklestirildi.
Antikorlama sdreci bittikten sonra Boélim 3.2.4.3’de anlatilan ECL (Kemiliiminesans)

solisyonu eklendi ve UVP gdruntileme sistemi gorunttleme saglandi (Sekil 4.14).

| I 1 v \% VI VIl VI IX X

PSMD4 (50
kD)

Hp-2 (43kD)

Sekil 4.14: Sinyal yolaklarinin tespiti i¢in uygulanan inhibitorlerin SW480
hicrelerindeki PSMD4 geninin western sonucu membran gorunttsu
I. Kontrol Il. TGF-P Ill. TGF-P + Actinomisin IV. TGF-P + Cycloheximide V. TGF-P +
MEKI VI. TGF-P + Wortmannin VII. TGF-P + SP600125 VIII. TGF-P + PD169316 IX.
TGF-P+ NFKB X. TGF-P + SIS3

Proteinler western analizi sonucunda membranda gorintilendikten sonra Bolum 3.2.4.4°de
bahsedilen analiz programlarindan ImageJ ile bant boyutlari sayisal verilere aktarildi. Elde
edilen sayisal veriler ile Graphpad programi ile analiz gerceklestirildi ve grafik olusturuldu

(Sekil 4.15).

Sekil 4.15: Sinyal yolaklarinin tespiti i¢in uygulanan inhibitorlerin SW480

hiicrelerindeki PSMD4 geninin protein seviyesinde ekspresyon seviyeleri. (p<0.05)
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5. SONUC VE ONERILER

Proteazomlar hiicrelerde 26S ve 20S formunda bulunmaktadir. 20S formu multikatalitik
proteinazdir (Tanaka, vd., 1986, Yoshiruma, vd., 1993). Proteinin proteazom tarafindan
taninmasin1  hedef proteine baglanan ubikitin saglamaktadir. Hiicre apoptoz ve
proliferasyonunda rol oynayan anahtar molekiiller dahil olmak tizere hiicre i¢i proteinin
bozulmasindan sorumlu birincil sinyal olan Ubiquitin-proteasome sistemi (UPS), timor
ilerlemesinde protein homeostazinin diizenlenmesinde merkezi rol oynamaktadir. (Chen,
vd., 2018, Yeh, vd 2018). 26S proteazomunun UPS’de gorevi ise proteinlerin taninmast ve

parcalanmasindan sorumludur (Husnjak, 2008).

Insan genomunda 41 kDa molekiil agirliginda protein kodlayan PSMD4 geni 1. kromozom
uzun (q) kolunun 21.3 bolgesinde bulunmaktadir. PSMD4 Ubikuitin ile etkilesime giren
motifler araciligiyla bir ubikuitin reseptor alt birimi olarak hareket eder ve yikim igin
ubikuitin-konjugatlarint seger. Daha uzun poliubikuitin zincirleri i¢in tercih edilen bir

secicilik gostermektedir (Fejzo, vd., 2017).

Yapilan ¢aligmalarda PSMD4 genin akut monositik 16semi hiicre hattinda, meme kanseri
hiicre dizisi; akciger karsinomu hiicre dizisi; rahim agzi kanseri hiicreleri; kolorektal
adenokarsinom hiicre dizisi; kolorektal adenokarsinom hiicrelerinde mRNA ekspresyonu

incelenmistir.

Tez ¢aligmamizin konusu olan hepatoselliiler kasinoma ve kolon kanseri ¢aligmalart ile ilgili
ise PSMD4'iin asir1 ekspresyonu insan kolon kanseri hiicrelerinde bulunmustur (Lin, vd.,
2016, Cheng, vd., 2018). Hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde PTEN/Akt yollarinin
diizenlenmesi yoluyla hiicre proliferasyonunu arttirir (Jiang, vd., 1995). HCC'de hiicre
proliferasyonunun azaltilmasi, PSMD4’lin susturulmasi ile gergeklesmektedir (Tirkoglu,

2020).

Sitokinler sinirsiz ¢ogalma, metastaz yapma, apoptozdan kaginma, anjiyogenezi destekleme

gibi birden fazla olaya sahiptirler. Normal hiicresel homeostazi kontrol eden karmagik sinyal
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iletim yollart bu siiregleri diizenleyen sinyal yollart arasinda déniistiiriicti biyume faktorii-
beta (TGF-B) yolu bulunur. TGF-p yolu, hiicrelerin biiyiime inhibisyonu, proliferasyon,
replikasyon, istila, metastaz, apoptoz, immiin slrveyans ve anjiyogenezde negatif veya
pozitif olarak katilma yetenegine aracilik etmede karmasik bir role sahiptir (Sonia, vd.,

2006).

Literatirde bulunan c¢aligsmalardan yola ¢ikilarak TGF- sitokininin hepatoselliler
karsinoma huicre hatti olan Hep3B hiicrelerinde uygulayarak mRNA ve protein
seviyesindeki etkileri belirlendi. mRNA diizeyinde ekspresyonun belirlenmesi i¢in kontrol,
1 sa, 3 sa, 6 sa, 24 sa ve 48 sa olmak tizere deney gruplart olusturuldu. Rna elde edildikten
sonra Real Time PCR ile sonuglar analiz edildi. Bu sonuglar dogrultusunda hepatoselliler
karsioma huicrelerinde uygulanan deneyde kontrol grubuna gore 1. Saatte anlamli diizeyde

mRNA seviyesinde yukari regilasyon gozlemlendi.

TGF-f’nin Hep3B hucrelerindeki sinyal yolaklarina cevabinin incelenmesi igin hticrelere
inhibitorler uygulandi ve daha sonrasinda Real Time PCR ile analiz ger¢eklestirildi. Buna
gore tim saatlerde PSMD4 geninin TGF-f ile mRNA diizeyinde yukar1 dogru regiile edildigi

anlagilmaktadir. Ancak istatistiki olarak anlamli bir sonug elde edilmemistir.

Ayni sekilde SW480 kolon kanseri hiicrelerinde TGF-f’nin PSMD4 geninde ifadesinin
incelenmesi i¢in kontrol, 1 sa., 3 sa., 6 sa., 24 sa., 48 sa. deney gruplart olusturuldu ve TGF-
B sitokinin cevabi incelendi. Buna deney sonucu verilerine gore 1 saatte PSMD4 geninin
TGF-f ile mRNA diizeyinde anlamli olarak yukar1 dogru regule edildigi anlagilmaktadir.
Buna gore SW480 hiicrelerinde TGF-f PSMD4 mRNA sin1 48 saat haricindeki zaman
dilimlerinde yukar1 dogru ekspre etmektedir. SW480 kolon huicrelerinde yapilan mRNA
caligmalarinin sonucunda protein ekspresyon g¢aligmalarinda mRNA ‘da gozlenen TGF-f3

cevabindaki yukan regtlasyonun ayni sekilde korele gitmedigi anlagilmaktadir.
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EK A: Calismada Kullanilan Buyukluk Belirtecleri
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Sekil A.1: Protein Deneylerinde Kullanilan Buyuklik belirteci (Thermo Scientific,
#26634)

Sekil A.2: DNA Deneylerinde Kullanilan Buyiklik Belirteci (Thermo scientific,
#SMO0311)
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