TC.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI

STROMAL ANTIJEN 1 (STAG 1) GENINiN HUCRE
PROLIFERASYONU, TRANSFORMASYONU VE DNA HASAR
YANITINDAK i FONK SiYONEL ROLUNUN BEL iRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

NiHAL AKTAS

DANISMANI

PROF. DR. MELEK ERKISi

ADANA - 2010



TC.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI

STROMAL ANTIJEN 1 (STAG 1) GENINiN HUCRE
PROLIFERASYONU, TRANSFORMASYONU VE DNA HASAR
YANITINDAK i FONK SiYONEL ROLUNUN BEL iRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

NiHAL AKTAS

DANISMANI

PROF. DR. MELEK ERKISi

ADANA - 2010



KABUL VE ONAY

I¢ Hastaliklan Temel Onkoloji Yilksek Lisans Programi Cergevesinde yiiriitiilmiis olan
*Stromal Antijen 1 { STAG 1) Geninin Hlcre Proliferasyonu, Transformasyonu ve DNA Hasar Yanitindaki
Fonksiyonel Rolunin Belirlenmesi™

adli cahisma, agafidaki jiiri tarafindan Yilksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tarihi: 01/09/2010

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr. Melek Kéksal Erkisi
Cukurova Universitesi

Baskan
Prof, Dr. Osman Demirhan Dog. Dr. |.Oguz Kara
Gukurova Universitesi Gukurova Universitesi
Uye Uye
Yukandaki Tez, Ydnetim Kurulunun f / tarih ve sayili karan ile kabul edilmigtir.

Prof. Dr, Halil Kasap
Saghk Bilimleri Enstitii Midiir(



TESEKKUR

Her seyden dnce, Teme Onkoloji BOlumumiiziin agilmasin saglayarak, bizlerin
egitimine destek saglayan Sayin Hocam Prof. Dr. Berksoy Sahin'e yurekten
tesekkdrlerimi sunuyorum.

Sayin Hocam Prof. Dr. K. Lenhard Rudolph ile tamsmama vesile olan Sayin
Hocam Prof. Dr. Hikmet Akkiz' a yurekten tesekkurlerimi sunuyorum.

Tez calismalarimi Almanya Ulm Universitesi, Molekiler Tip Engtituisi, Max
Planck Arastirma Bolimi, Kok Hucreeri Yaslanmas: Birimi’nde yapmam igin beni
sonuna kadar destekleyen damsman hocam Sayin Prof. Dr. Melek Erkisi’ye sonsuz
tesekkirlerimi sunuyorum.

Tez caligmalarim boyunca her tirlt konuda yardimcr olan ve yol gosteren Sayin
Prof. K. Lenhard Rudolph, Dr. Yvonne Begus-Nahrmann'a, Dr. med. Daniel Hartmann
ve Dr. Andre Lechel’e sonsuz tesekkurlerimi sunuyorum. Ayrica Almanya da tezimin
tercimesini yaparak Uzerinde tartismamizi saglayan Sayin PD Dr. Rer. Nat Cagatay
Gines’ e de sonsuz tesekkirler sunuyorum.

Calismalarim sirasinda, laboratuarda teknik konularda sorun yasadigimda higbir
zaman yardiminm esirgemeyen M.Sc Arpita Baisantry, M.Sc. Hye-Min Lee, M.Sc.
Satyavani Ravipati, Dr. rer. nat Tobias Sperka, Dr. rer. nat. Anett Illing, Dr. rer. nat
Kodandaramireddy Nalapareddy, Dipl. Biochem. Kertsin Bauer, Dipl. Biol. Sarah- Fee
Katz' e, teknik konularin yan sira, manevi konuda stirekli destegini esirgemeyen M.Sc
Pallavi Mahaddakar, Phd. Qian Sun, Ph.D. Juan Feng, M.Sc. Parisa Eshranghi, Thomas
Leucht, Natalia Kloos atesekkirlerimi sunarim.

Tez calismalarimi yaptigim laboratuar grubumuz disinda olup hicbir zaman
manevi destegini benden esirgemeyen arkadaslarim Woan-Ting Su, Sergio Cantero,
Pablo Ferrando Villlba, Josina Schiliter, Amparo Albalate, Fabian Westernmann' na
sonsuz tesekkirlerimi sunuyorum.

Tez calismalarimi yurt disinda yuritirken, Tarkiye' de resmi islemlerim igin
bana her zaman yardimc: olan ve dondigimde de yardimlarim esirgemeyen arkadasim

Ozge Ozgen' e yurekten tesekkrlerimi sunuyorum.



iCINDEKILER

TESEKKUR. ... e e e e e e ii
ICINDEKILER. .. ..o e e e e e e, iii
SEKILLERDIZINI... ..ot e e Vi
(074 = ] = = ) 174 () R Viii
SIMGELER VE KISALTMALARDIZINI.......ooii e iX
7 N P Xiv
A B ST R A C T i e e XV
Lo GIRIS. .. oo e 1

2. GENEL BILGILER.......ciuiiiii e e e 2
211 BirGenOlarak STAG L.....iuiie i e e e e 2

2.1.2 Kohesin KompleKSin YapiSL.......ccouuueeie i e e e 2

2.2 Telomer ve STAG 11lisKiSi....oouniuniiiii e 3
221 Telomer DISFONKSIYONU. ......cueie et e et e e e e e e reaeeeae e 4

2.3 HUCIE DONQUSU. .. .. ce ettt e e et e e e e e 5

2.3.1 Hucre Dongust Kontrol NoKtalar...........ccovvveeeiii i 6

24 Kanserin Molekuler Temeli.... ..o e 8

241 Onkogenler Ve KaNSar ........ie it it e e e e 10
2.4.2 Onkogenlerin Protein Urtinleri..............cooeuiiieeiie e 11

2.4.3 Onkogenlerin AKIIVASYONU. .. .......cuvue i e e 12

25 TUumadr BaskilayiCt Genler....... ..o, 12

25.1 Tumor Baskilayict Genlerin Protein Urtinleri..............o.coovveinneen. 12

2.5.2 PB3 GBI ..ttt e e 13

253 ApoptoziSin MOrfolOjiSi.......oeiuieie e 19

254 ApoptoziS Uyaranlar..........c.uie i e e e e 20

255 Apoptozisi BaskilayiCilar...........cooviiniii i, 20

2.6 P53veSTAG 1 Arasindaki fliski.........ccoovvvvniiniiiiiiiieeeeee . 21

27 GENTEHAVISH. .. ettt e e 22

271 GentedaVviSi TANML. .. ...o.einie ittt e e e e eeeeae e 22



2.7.2 Malignitelerde Gen TedaViSi.......c..oeeuieiie e e e 23

. GERECVE YONTEM.....uiitiiiit it 25
3.1 STAG 1 proteininin temel expresyonunun incelenmesi.................... 26
3.2 shRNA Klonlama Sirasinda Uygulanan Islemler........................... 28

3.2.1 SFFV pGIPZ vektorunin Restriiksiyon Enzimleri ile Kesilmesi......... 28
3.2.2 shRNA Oligonukleotidlerine uygulanan PCR Metodu..................... 30
3.2.3 PCR Sonrasi Jeden DNA ekstraksyonu.............coeoeveiieiiiininennnss 30
3.2.4 shRNAlarin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi......................... 31
325 LIgASYON. .. ettt e e e e 32
3.2.6 EIEKIrOPOraSyON. .. ... couieie et e e e e e e e e 32
3.3 Mini KUltlr InoKUIaSYONU. ........cceueiiiit e e e e 33
3.3.1 Mini Prep Plazmid DNA Purifikasyonu.............c...cooviiiiiiiniiiienanns 33
3.4 Maksi INOKUIASYONU. ......ceuiivieiit e e e e e e e 33
3.4.1 Maks Prep Plazmid DNA Purifikasyonu..............c.coooooii i, 33
3.5 cDNANIN Vektorlere KIonlanmast... ........o.oovie i e 34
3.5.1 cDNANn Stoktan alimp Platelenmesi............c.oooiiieiii i, 34
3.5.2 Tam Boy (Full Lenght) pBluescript STAG 1 ‘den cDNAnin PCR
Yontemi ile Amplifikasyonu. ..o 35
3.5.3 PCR Sonrasi DNA EKStrakSIYONU.........c.ooeeii i e 36
3.5.4 PCR isleminden Sonra STAG 1 cDNAsinin Xhol ve Notl Restriiksiyon
Enzimleri ile KeSIIMESI..........oeiie e 36
3.5.5 STAG 1 cDNAst igin Kullanilan Vektorlerin (PLVX IRES mRuby,
SFLV cDNA EGFP) Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi............... 37
3.5.6 PCR Sonrasi DNA EKStrakSIYONU. .. ......c.oieie i e e 39
3.5.7 PLVX IRES mRuby, SFLV cDNA EGFP ile STAG 1 cDNAsinin
LIQASYONU. .. ..t e et e e et e e e e 39

3.6 Klonlanmis Vektorlerin Lenti X 293 T Hicrelerine Verilerek Transfekte
Edilmesi ve Ardindan da PD:40,5 Geng Fibroblast Hiicreleri ve PD:57

Y asl1 Fibroblast Hucrelerinin TransdUKsiyonu..........ccoevviiieineennene. 40
3.6.1 Transfeksiyon ve Transdiiksiyon ProtokolQ. ............oooevieieiiiiiennene. 40
3.6.2 Hucre KUIUrT MetOU. .. .....v et e e e e e 42

3.6.3 Kultire Alinmig Hucrelerin Toplanmasi ve STAG 1 protein



ekspresyonunUN iNCEIENMES .......cuue et et e 42
3.7 Hastalardan Alinan HCC' li ve Saglikli Karciger Dokularindan Alinan
Doku Kesitlerinin immunofloresan Metodu ile Boyanmasi ve STAG 1

Protein Ekspresyonunun Incelenmesi................ccoevviiiiieeeeiiiniinn.., 44

3.7.1 IMmuNOfloresan MEtOU. .. .........eiviiin e et 45

4 BULGULAR. .. e e e 46
4.1 STAG 1 Proteininin Fibroblast Hiicrelerindeki Temel Ekspresyonu........ 46

4.2 shRNA ve cDNA Oligonukleotidlerinin Lenti Viral Vektorlere
Klonlanmast SONUGTAIT. .. ..o e 47
4.3 Klonlanmis Vektorlerin Lenti X 293 T Hicrelerine Verilerek Transfekte
Edilmesi ve ardindan PD:40,5 geng Fibroblast Hucreleri ile PD:57 Yasl
Fibroblast Hucrelerinin TransdUKSUYONU. .. ....ccooevvieie i 51
4.4 Kultire Alinmig Hicrelerin Toplanmast ve STAG 1 Protein
EKSpresyonunun INCEIENMESI.............ooviiiiiiiiiii e e 55
4.5 Hastalardan Alinan HCC' li ve Saglikli Karaciger Dokularindan Alinan
STAG 1 Doku Kesitlerinin Antifloresan Boyama M etodu Ile Boyanmasi

ve Protein Ekspresyonunun Incelenmesi...............ccoevvveeieeiiiniiivinnnn, 57
S T AR T S M A e e e e 59
6. SONUC VE ONERILER. ....ucvtiitiit e et e e e e 61
KAY NAK L A R, e e e e e 62
OZGECMIS . ...t tcieeeeeeeeeeeeeeeeee 68



SEK iLLER DiziNi

Sekil 1.1 Kohesin KOMPIEKS Y aPISI. .. ... v it et et e e e 3
SeKil 1.2 TElomMerin T-100P YaDISI. .. ...uuein ettt et e e e et 4
Sekil 1.3 Hiicre Donglisti Kontrol NoKtalart...........ooeevie v 7
Sekil 1.4 P53 Proteininin DNA ile Olusturdugu Kompleksin Kristalografi ile Bulunan

UG BOYULIU YADISL. .. cevveveieeeetteeii et et e e e e et e e e e e e e e eaa e 14
Sekil 1.5 Genom Butunltgunin Devaminda p53 GenininRolU.............cccoeviiennne.e. 17
Sekil 1.6 Gen Tedavisi UygUlamMBSL. .. ... ....veuniieie st e e e e e e 22
SeKil 2.1 SFFV PGIPZ VEKIOIU. .. . .v e e e e et e e e e e e e e e 29
Sekil 2.2 cDNA Vektorl pBluescript STAG L.....covuiieii it 34
Sekil 2.3 PLVX IRES mRuby CDNA VeKtOrU........c.ov i e e 37
Sekil 2.4 cDNA Vektorl SFLV cDNA EGFP........oiiiiii e e 38
Sekil 3.1 Insan Fibroblast Hiicrelerindeki STAG 1, P53, GAPDH, P21

EKSPresyonlarti. .. ... ..o e 46
Sekil 3.2 PCR Metoduyla pBluescript Vektorinden izole Edilmis STAG 1.............. 48

Sekil 3.3 Srasiylal.,2, ve 3. Ornekler shRNA A, 4.,5.,6. Ornekler shRNA B, 7., 8., 9.
Ornekler shRNA C Oligoniikleotidlerinin PCR Amplifikasyonu Sonrasi

GOrtntUsl (110 DP) ... vee e 48
Sekil 3.4 SFFV pGIPZ shRNA A KIONIA ... ..t e e e 49
Sekil 3.5 SFFV pGIPZ shRNA B ve SFFV pGIPZ shRNA CKlonlart............o....... 49
Sekil 3.6 SFLV cDNA EGFP STAG L KIONI@ar ... ....ovvieie i e 50
Sekil 3.7 %100 Transfeksiyona Ugramis Lenti X 293 T Hucreleri........................ 52
Sekil 3.8 Transdikte Edilmis Fibroblast Large T HUcreleri.........ccoovvvvie i iennn. 53
Sekil 3.9 Tekrar Transfekte Edilmis Lenti X 293 T HUcreeri..........ccovveveveievinnenn 54
Sekil 3.10 Transdilkte Olmus Geng insan Fibroblast Hiicreleri PD: 40,5................. 55
Sekil 3.11 Transdilkte Olmus Y asl insan Fibroblast Huicreleri PD:57................... 55
Sekil 3.12 Fibroblast PD: 57 STAG 1 ve Beta Aktin Ekspresyonlart...................... 56
Sekil 3.13 HCC'li ve Saglikli Karaciger Ornekleri Uzerine Y apilan immiinofloresan
Boyama Sonucunda DAPI ve STAG 1 Ekspresyonlart..............cccceeeeee. 58



CiZEL GELER DiziNi

Cizelge 1.1 Gen Transfer Strateileri........ocooveiieiii i 23
Cizelge 2.1 Akrilamid jel Elektroforezi icin Hazirlanan Ayirici ve Paketleyici
Jeller igerisindeki Maddeler ve Miktarlari................cccoeeeunenn. 26
Cizelge 2.2 Western Blott Y 6nteminde Kullamlan Primer ve Sekonder
Antibadiler... ... ..o 27

Cizelge 2.3 Transfeksiyonda Kullamlan Malzemeler ve Konsantrasyonlari.....40
Cizelge 2.4 Ayirici ve Paketleyicidel Sollsyonlart igin Kullamlan M alzemeler
Ve MIKEAITar. .. ... 43

Vi



A
Adp-53
Adwtp53
6-OHDA
APC
ATM
ATR
APS
BRCA 1
BRCA 2
Cdc-25A
Cdc25C
Cdk 4
Cdh1l
cDNA
CIP
cMyc
Cdk
DAPI
DCC
DDT
DMSO
DNA
EBV
EGFP
E2F
53BP1
EtBr
FBS

SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

: Adenin

: Adenoviris tumadr protein 53

: Adenovirtswild tip timor protein 53

: 6-hidroksidopamin

: Adenomatous poliposis koli proteini

: Ataxia telangiectasia mutanti

: ATM ve RAD 3iiliskili kinaz

: Amonyum persiilfat

: Meme kanseri 1 geni (Breast cancer 1)

: Meme kanseri 2 geni (Breast cancer 2)

: Hucre bolinme siklusu 25 A fosfataz

: Huicre boluinme donguisii 25 homologu

: Siklin bagimli kinaz 4

: Kaderin 1, tip 1, E-Kaderin

: Komplementer DNA

: Kalf instestinal fosfat, Alkalin fosfat

: v-myc myelositomatosis ve onkojen homologu
: Siklin bagimli kinaz

1 4’ ,6'-diaminidino-2-fenilindol

: Silimis kolon kanseri geni (Deleted colon cancer gene)
: Dikloro difenol trikloroetan

: Dimetil siilfoksit

: Deoksiribonukleik asit

: Epstein bar virtsi

: Epidemiyolojik buytime faktoru proteini

: Duzenleme ve aktivitede yer alan transkripsiyon faktori
: P53 baglayici protein

: Etidyum bromUr

: Feta bovin serum

Vii



G
Gag/Pol
yH2AX
GDNF
HCC
HCI
HRP
HSVtk
hTERT
IRES
LS174T
Mad 2

mcl-1

MDM2
MgCl,
NaCl
PBS
PCNA
PCR
P53
Pkl
POT1
PS
PTEN
RNA
Sfaz
SCC3
SDS
ShRNA
Sicl

: Guanin

: Grup antijen reverse transkriptaz

: Anti fosforile histon H2AX geni

: Glial hicre hattt

: Hepatosdltiler karsinoma

:Hidroklorik asit

: Y abanturpu peroksidaz (horseradish peroxidase)

: Herpes simplex virls timidin kinaz

: Telomerazin katalitik alt Unitesi

> Internal ribozomal giris bolgesi ( Internal Ribosomal Entry Side)
: Kolon karsinoma hticre hatt: (cell line)

: Mitoz iplikgik kontrol noktas: geni (Mitotic arrest deficient 2 gene)
: myeloid [6semi hiicre farklilasmas: proteini 1 (myeloid leukemia cell
differentation protein 1)

: Murin gift dakika 2 homologu (Murine double minute 2 homolog)
: Magnezyum klortr

: Sodyum klorur

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

: Proliferatif hiicre gekirdek antijeni

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: TUmoér protein 53

: Polo benzeri kinaz 1 (polo like kinase 1)

: Telomer korucu gen 1 (protection of telomeres 1)

: penisilin streptomisin

: Fosfataz ve tensin homolog geni

: Ribonukleik asit

: Sentez fazi

: Kohesinin multi alt Gnitesi ( Sister chromatid cohesion 3)

: Sodyum dodesi| stilfat

. sag tokast RNA ( small hairpin RNA)

: B tipi siklin ( stoichrometric inhibitor of Cdk 1-Clb)

viii



Smc1 : Kohesinin yapisimt olusturan bir gen ( Structurd maintanence of

chromosome 1)

Smc 3 : Kohesinin yapisimt olusturan bir gen ( Structurd maintanence of
chromosome 3)

STAG1 : Stromal antijen 1

T : Timin

TAE : Tris asetat edta

TBS-tween : Tristamponlu tuz ¢ozeltisi

TEMED :N’,N’, N, N-tetrametilen-etilendiamin

TERC : Telomeraz RNA komponenti

TERT : Telomeraz reverse transkriptaz

TIN2 : TRF1 etkilesimli protein (TRF1 interacting protein)
TPP1 : Tripeptidil peptidaz geni

TRF1 : Telomerik baglanma proteini

VSVG : Vezikuler somatis virtsi

WT-1 : Wilms timor protein geni 1



OZET

STROMAL ANTIJEN 1 (STAG 1) GENINiN HUCRE PROLIFERASYONU,
TRANSFORMASYON VE DNA HASAR YANITINDAK I FONK SIYONEL
ROLUNUN BELiRLENMESI

Genler, aym sinmiftan (protein veya RNA) islevsel drunler sifreleyen,
kahitimin temel birimi olarak tamimlanan bolgelerdir. Bunlar aym genom dizisinde
tamimlanabilirler. Stromal Antijen 1 (STAG 1), kromozom ciftlerinin mitoz
bolinmenin anafaz safasina kadar ig aygitina tutunmasinmi saglayan kohesinin,
altibirimi olan SCC3'u (sister chromatid cohesion) kodlar. Buna ek olarak, p53
bagimh genler tamimlandiginda STAG 1'in apoptozis iliskili tUmoér supressor bir
gorevinin oldugu anlasilmistir. Gegmiste yapilan ¢calismalarin birinde de telomer
yapisnin korunmasinda rolt olan telomer baglayici protein TRF2' nin inaktive
oldugunda STAG 1 geni slinmis olan genlerden birisi olmustur. Bundan dolayr da
kromozom aberasyonlarina neden olmus ve potansiyel tumor supressor bir gen
gorevi iledikkat cekmistir.

Bu calismada, STAG 1 geninin hiice proliferasyonu, transformasyonu ve
DNA hasar yamtindaki fonksiyonu belirlenmek istendi. Oncelikle STAG 1'in
hicreerdeki salimm incelendi. Sonra genin baskilanmas ve asiri ifades oldugu
durumlarda hicrelerdeki degimlerin  incelemek icin shRNA ve cDNA
oligonukleotidleri kullamldi. Bundan sonra baskilama ve asiri ifade deneyleri
gerceklestirildi. Ayrica STAG 1 salimim incdemek igin saghkh insanlar ve
hepatoselller karsnoma (HCC) hastalarindan alimis karaciger doku ornekleri
Uzerinde antikor boyama teknigi kullamldi. Baskilama ve asir1 ifade deneyleri
sonucunda basarili klonlar gozlendi ve yapilan protein analizi deneyi ile
dogrulandi. Antikor boyama yapilan dokularda bazi HCC’li ve saghkh dokularda
STAG 1 ifades gozlenmesine ragmen bazilarinda gozlenemedi. Kesin bir sonuca
ulasilabilmek icin 6rnek sayisimin artirilmasnakarar verildi.

STAG 1 geninin hucre proliferasyonu, transformasyon ve DNA hasar
yamtindaki fonksiyonunun arastiriimas, tumdr baskilayia 6zelliginden dolayr
Ozellikle kanser hastalarina uygulanacak olan gen tedavilerinde buyik katki
saglayacaktir.

Anahtar sbzcukler: STAG 1, tumor baskilayica genler, hiicre proliferasyonu



ABSTRACT

DETERMINING THE FUNCTIONAL ROLE OF STROMAL ANTIGEN 1
(STAG 1) GENE IN CELL PROLIFERATION, TRANSFORMATION AND DNA
DAMAGE RESPONSES

Genes which can encode same class of funtional products ( proteins, RNA),
are the regions called basic units of hereditary. They can be indentified in same
genom sequence. STAG 1 is a protein coding gene, encodes SCC3, multi subunit
complex of cohesin which ensures chromosome couples to be holded together on
spindle apparatus until the begining of anaphase during mitoss. Addition to this,
when p53 dependent genes are identified, it is understood that STAG 1 is a gene,
has apoptosis related tiumor suppressor role. In one of the previous studies, when
telomer binding protein TRF2, has a role in protection of telomere structure, is
inactivated, STAG 1 gene is one of the genes which was deleted. Therefore, it
caused chromosomal abberations and drew attention with it’s potential tumor
supressor activity.

In this study, it was demanded to determine functions of STAG 1 in cell
proliferation, transformation and DNA damage responses. First expression of
STAG 1 wass analysed. Than for analysing changes in cells, shRNA and cDNA
oliginucleotides were used. After that they were knocked down and over expressed.
Besides, antibody staining technic was used on tissue samples which were taken
from healthy people and HCC patients to analyse STAG 1 expression. As a result
of knock down and over expresson experiments, successful clones are observed and
by protein analysis it was confirmed. Although on some of tissues , applied
antibody staining, STAG 1 expression was onserved, on some of them, expresson
was not observed. For significant result, it is determied to increase sample
numbers.

Because of it’stumor supressor feature, investigation of STAG 1 genein cell
proliferation, transformation and DNA damage responses will supplement to gene
terapies which will be applied especially on cancer patients.

Key Words: STAG 1, tumor suppressor genes, cell proliferation
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1.GIRIS

Genlerin  ¢zellikleri  ve fonksiyonlarimn  belirlenebilmesi  konusundaki
ilerlemeler hastaliklarla mucadele ve onlem arastirmalarina yeni bir bakis agisi
kazandirmis ve hastamn genetik materyalini degistirebilme ¢alismalarim baglatmustir.
Gen tedavis ile hastanin hastalikla miicadele edebilmesi igin, hiicreleri icerisine genetik
materyal (DNA veya RNA) sokulmasi ile yapilan bir tedavi seklidir. Gen tedavisi, bir
grup hastalik Gzerinde ¢alisildig: gibi kanserin de bir bir¢ok tipinde ¢aligilmaktadr.

Lechel ve ark! telomerin fonksiyonunu kaybimin yaslanma ve apoptossi
belirlemesi konusunda bir ¢alisma yapmis ve bu galismada, TRF2 (Telomerik tekrar
baglayici faktor) geninin baskin negatif sekli olan TRF2 AbAM ile transgenik bir fare
modeli olusturulmustur. Bu farede telomer fonksiyon kaybi tesvik edildiginde
karsilagtirmali genomik hibridizasyon deneyleri yapilarak kromomal aberasyonlar
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda bazi genlerde amplifikasyon goruldigu
bazilariminda silindigi dikkati ¢ekmistir. Bu silinen genlerden biri de STAG 1 olarak
belirlenmis ve timor baskilayici 6zelligi oldugu disuntlmastir.

Nakamura ve ark.2 p53’e bagli fonksiyon gosteren genleri belirlemek Uzere
calismalar yapmis ve bu genleri tespit etmiglerdir. Bu genler DNA onarimnda rol alan
genler, apoptozis iligkili genler, anjiyogenezi inhibe eden genler, oksidatif streste rol
aan genler, hiicre dongusiinde rol aan genler hiicre 6limu ya da yasaminm kontrol eden
mekanizmada gorevli genler ve p53’Un pozitif regllasyonunda rol alan genler olarak
tespit edilmistir. Apoptosisiliskili genolarak da STAG 1 belirlenmistir.

Kanazawa ve ark.® yapmis oldugu bir calismada ise STAG 1'in fonksiyonu
Uzerinde daha ayrintili bir calisma yaparak apoptozisteki rolt tUzerinde durmustur.
P53 U tegvik edilmis hicrelerde STAG 1 salintmimin daha fazla oldugunu, STAG 1
baskilandig1 durumlarda gpoptozisin indirgendigini ¢alismalarinda gostermistir.

Bu calismada; STAG 1 geninin fonksiyonunu ortaya gikartmak igin htcre
diizeyinde arastirmalar yapilmugtir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Bir Gen Olarak STAG 1

Gen, bir kalitim biri olup, genom dizisinde yeri tamimlanabilen, transkripsiyonu
yapilan, diizenleyici veya fonksiyonel riinler sifreleyen bélgedir*®. Genin
dizenlenmesi ve transkripsiyonunun karmasikliklarint igeren, yeni ve 6z bir tamuma gore
gen aym simftan (protein veya RNA) islevsel Urinler sifreleyen, potansiyel olarak

birbiriyle értiisen, genom dizilerinin birlesimidir®.

STAG 1 (Stromal Antijen 1 ) de protein kodlayan bir gen olup, kohesin alt
birimi olan SCC3 ( Sister Chromatid Cohesion)’ i kodlayan bir gendir”.

Okaryotik hticrelerde, DNA molekdilleri hiicre dongusiinin S fazinda replike
olup mitoz bolinmenin anafaz safasinda birbirlerinden ayrilana kadar fiziksel olarak
kohesin araciligi ile birbirlerine tutunmus haldedirler. Kohesinin sagladigi bu kohezyon-
mitoz asamasinda, kromozom ciftlerinin ig ipliklerine baglanmas: icin gerekli bir

durumdur.
2.1.1 Kohesin Kompleksin Yapisi:

STAG 1'in Scc3 alt birimini kodladigi kohesin kompleksi 4 farkl: alt birimden
olusur. Ug at birimi ( Smcl, Smc3 ve Scc 1) Uggen yuzik modeli olustururken
dordiincii alt birimi Scc3 ise Sccl’ e baglanarak kohesinin yapisini meydana getirir®,



Cohesin

SA1/2
(Scc3)

Sekil 1.1 Kohesin Kompleks Y apisi™®

2.2.Telomer ve STAG 1 Iliskisi:

STAG 1, telomer kohesyonunda da yer almaktadir. Telomerler, kromozomlarin
uclarinda yer alan DNA/Protein yapisinda 6zellesmis koruyucu yapilardir™®. Yapilan
calismalar, bu koruyucu telomerik yap1 kaybinin, genomik dengesizlige neden olarak
belirli kanserlere ve yaslailiskili rahatsizliklara yol agtigini ortaya koymaktadir.

Telomerin, 3' ucunda guaninden zengin tek zincirli ug, kendi Uzerine katlanarak
kement bezeri t-loop yapisimi olusturur®. T-loop yapisiyla birlikte telomerik uclara
baglanan proteinler de kromozomal uglar1 koruyarak, bu uglarin DNA hasar1 olarak
agilanmasini engeller'®. T-loop yapisinin olusturulmasinda ve stabilitesinde rol alan 6
telomer spesifik protein ‘shelterin® kompleksini meydana getirir, bu proteinlerden TRF1
ve TRF2 direkt cift zincirli (double strand) TTAGGG ve POT1 tek zincirli TTAGGG
tekrarlarina tutunur. TIN1 ve TIN2 ise telomerazin tutunmasim bloke ederek telomerik
kisalmaya neden olduklarindan, telomerin negatif regulatorleri olarak kabul
edilmektedirler. TRF2, POT1 ve TPP1 telomerlerin pozitif regiilatorleridir' (Sekil 1.
2",



Belirli bir kisaligin altindaki telomerlerde T-loop konformasyonu degisir.
Telomer bozuklugu sonucunda da kromozomal uglarda flizyonlar olusabilir ve/veya bu
uglar cift zincir kiriklar: gibi algilanabilir ve DNA tamir mekanizmalar: devreye girer.
DNA hasarimi gosteren 53BP1, yH2AX, BRCA1l ve Mrell komplekslerinin de
telomerik uclaralokalize olmast bu gériisti desteklemektedir™.
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Sekil 1.2 Telomerin T-loop Y apisi*?.

Shelterin dt Unites olan TRF1 ve ona eslik eden TIN2 telomerazin telomere
girisini onleyerek telomer uzunlugu tzerinde negatif yonde bir diizenleme yapar. TRF1
ve TIN2 her ikisi de kohesine STAG 1 ile baglanmistir. Bu da Stag 1 ‘in telomerlerde
yegane bir rolinin oldugunu gostermektedir. Stag 1 hasara ugramis ya da zayif kalmis
hiicrelerde, kardes telomerlerde mitozun sentez fazinda kohesyon saglanamaz ve
telomer kohesyonunun kaybi1 kromozom morfolojisi ve fonksiyonunda dramatik

sonuclara neden olur .

2.2.1 Telomer Disfonksiyonu :
Telomer disfonksiyonu, telomer homeostazinin bozulmasidir. Replikatif

yaslanmaya bagli izlenen telomerik kisalma, T-loop yapisi ve/veya telomerik



proteinlerin harabiyeti veya regilasyonundaki bozukluk telomerik disfonksiyona yol
acmaktadir. Yaslanmanin, genetik ve cevresel faktOrlerin de telomer disfonksiyona
neden oldugu yeni yeni anlasiimaktadir. Hucreler disfonksiyonel telomerlere cevap
olarak yaslanmaya veya apoptozise gidebilir ya dagenomik instabilite gelisir'.

Genomik instabilite, kanser gelisiminde en erken izlenen neoplastik
degisimlerden birisidir'*. Telomerik disfonksiyon hipotezi, kromozomal uglar telomerik
yapilar ile korunmadiginda telomerlerin kisaldigini, telomerik flizyonlarin olustugunu
ve bunun da genomik instabiliteye neden oldugunu ileri siirmektedir. Sonug olarak
genomik buttnltk kaybi, hiicre buylimesini kontrol altinda tutan hTERT gibi bir takim
genlerin regulasyonunda bozukluga yol agmakta ve sonugta timor olusumuna neden
olmaktadir'®*’. Ancak genomik instabilitenin tek nedeni telomer disfonksiyonu degildir;
DNA tamir mekanizmasindaki hatalar, kontrol noktaarindaki defektler, kromozoma
segresyon defektleri ve viral enfeksiyonlar genomik instabiliteye yol agan diger
faktorlerdir®.

STAG 1 geninin protein kodlayici bu 6zelliklerinden baska, timor baskilayici
fonksiyonun iyi anlasilabilmes igin, dncelikle hiicrede gergeklesen bir takim temel
olaylarin detayl1 bir sekilde irdelenmesinde fayda vardir. Bu temel olaylar1 sirasiyla
hiicre donglist, kanserin molekuler temeli, timér baskilayici genler, apoptoss, p53 ve

p53- Stagl iligkisi olarak ele alacagiz.

2.3. Hucre Dongusu:

Hucre dongusi prolifere olmak Uizere ayrilmis bir hiicrede gerceklesen bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin gorildugu bir suregtir.
Hicre dongusl, proliferasyon, farklilasma ve apoptozis gibi temel hicresel
fonksiyonlar1 duizenlediginden biyuime ve doku yenilenmeleri ile yakin iliski icerisinde
bulunmaktadir. Iste tim bu diizenleme fonksiyonlarimn hiicre dongusii igerisinde yer
ais1 organizmadaki hemen her tur fizyolojik veya patolojik durumda hiicre dongisinin
ne kadar kritik bir 6neme sahip oldugunu gosterir %

Hucre dongusuiniin timu belirgin bir evreler dizis olmaktan ¢ok bir streklilik
durumundur fakat kolaylik agisindan dongunin alt kategorizasyonun yapiimasi bir nevi
adet haline gelmistir. Kisaca hticre dongusi interfaz, sirasiyla G0,G1,S ve G2 evresine



ayrilabilecegi gibi mitoz da profaz, metafaz, anafaz ve telofaz seklinde alt kategorize
edilebilir *,

2.3.1 Hucre Dongusu Kontrol Noktalar:

Olusan herhangi bir kusur halinde hiicre dongusiini dolayisiyla boltnmeyi
durduran noktalardir. G1 fazindaki hticre, bulundugu gevreile ilgili verileri degistirerek
siklusun baska evresine girilecegine karar verir. Iste bu noktaya restriksiyon noktasi
veya ‘R’ noktasi denir. Hicre dongusiiniin R noktasi gibi pargalari kontrol noktalart

(check points) olarak adlandirilir. Kontrol noktalar: sekil 1.3 te acikga gosterilmistir®:

Replike olmamis — DNA Kontrol Noktas:
Ig Toplulugu Kontrol Noktasi
Kromozom ayrimi Kontrol noktasi

DNA hasar1 Kontrol Noktast

A w0 Dd P

a) Gl Kontrol Noktasi (Siklin D- CDK4/6)

b) SFazinaGiris Kontrol Noktas: (Siklin E/A — CDK?2)
c) SFazi Kontrol Noktasi (Siklin A — CDK2)

d) Mitoz Girig Kontrol Noktas (Siklin A/B — CDK1)
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Sekil 1. 3 Huicre Dongusii ve Kontrol Noktalari

Hicre dongusi ve kontrol noktalar: replike olmarmis DNA kontrol noktasinda
Siklin A — CDK1 ve Siklin B — CDK1 aktivasyonunu saglayan Cdc25C proteini

fosforile ederek inaktif hale getiren ATR — Chkl protein kinaz kaskadi sayesinde



engellenme gerceklestirilir. Boylece mitoza giris inhibe edilir. iz toplulugu icindeki
kontrol noktasi, Mad 2 ve diger proteinler sekurinin politbikutasyonu igin gerekli APC
spesifik faktorin aktivasyonunu inhibe eder. Bdylece anafaza giris engellenir.
Kromozom ayrimi kontrol noktasinda, nikleotidden serbest kalan Cdcl4 fosfataz, APC
spesifik faktorin (Cdhl) aktivasyonunu engelleyerek dongliyu durdurur. APC spesifk
faktor (Chdl) hem B tipi siklinlerin politbikitasyonu igin hem de Sicl’in indiiksiyonu
icin gereklidir. DNA hasar1 kontrol noktasinda, ATM veya ATR protein kinazlar aktive
edilir. Aktif kinazlar iki yolag: tetikler. Bunlar Chk — Cdc25A yolag: (4b ve 4c) S faz
girisinde ya da gecisinde engellenir ve p53 — p21“* yolag1 G1, S ve G2'nin (4a ve 4b)

durdurulmasinda 6ncii rol oynar %,

2.4. Kanserin Molekuler Temeli

Olumctl olmayan genetik hasarlar karsinogenezin temelini olustururlar. Bu
genetik hasarlar kimyasallar radyasyon ya da virtsler gibi cevresel faktorlerle ya da
kalitimsal olarak kazanilabilir .

Kanserin olusumunun genetik hipotezine gore tumar kitlesi aslinda bu genetik
hataya sahip olan tek bir hiicreden olusur .

Kanser iste boyle mutasyona ugramis birey hicrelerin, etraflarindaki hiicrelerin
hayatlar1 pahasina kontrolstiz bir sekilde gogaldiklari, ama sonunda bir pargasi olduklar
organizmanin 6lumiine neden olarak onunla birlikte éldikleri bir hastaliktir.

Kanser hiicreleri ve onlarin bolunerek olusturduklart yeni hiicreler normalde
bulunan kontrol mekanizmasinm asarak Urerler ve normalde diger hucreler igin ayrilmis
olan bolgeleri isgal edip burdara yerlesirler. Kanser hicrelerinin hizli boltinmesinin
yani sira bu hicrelerin vicutta dizenli olarak meydana gelen hiicre 6zellesmesi ve
hiicre 6limund de kendi cikarlarina uygun sekilde kullanacak 6zellikler edinmeleri
gerekir. Kanserlerin gogu tek bir anormal hiicrenin gogalmasindan ortaya gikar. Bu tek
hiicrenin anormal ve kontrolsiiz ¢ogalacak olan hticre haline gelmesi muhtemelen
hiicrenin DNA dizisinde olusan bir degisiklikten kaynaklamr. Bunu distinmeye yol
acacak en 0nemli sebeplerden biri kanserojen maddelerin biyuk gogunlugunun DNA’ ya
verdikleri ve mutasyona yol actigi bilindigi gibi bir hiicrenin kanserlesmesi icin birden

fazla birbirinden bagimsiz mutasyonlar tasimasi gerektigi de bilinmektedir.



Simdiye kadar yapilmis birgok ¢aligma ve gozlem timor gelisiminin su sekilde
meydana geldigini gostermektedir: Gorlintse gore kanserler baslangigta mutasyona
ugramis tek bir hicreden olusmus bir grubun arka arkaya mutasyon ve dogal
seleksiyona ugramalari sonucunda gerceklesir. Kanserin bu sekilde evrimi buyik
oranda sans faktoru igerir ve gok uzun zaman alir. Kanserin evrim hizint belirleyen ana
faktorler sunlardir:

1. Mutasyon hizi

2. Vucuttaki hiicre sayist

3. Hucrderin bolinme hizi

4. Hucreerin sahip olduklari mutasyon sayesinde daha ¢ok sayida Ureyerek

diger normal huicreler Gzerinde kazandiklar: avanta.

Iste tim bu faktorlerin etkisini artrip hizlandiracak her turli olay kanser
olasiligin artirir®.

Kanser hiucreleri kanser gelisiminin her asamasinda edindikleri mutasyonlarla
yeni Ozellikler kazamr. Cevreye, etrafindaki damarlanmay: arttiracak maddeler
salgilamak, ya da metastaz yapabilmek icin onlari bulunduklar: dokulara bagl: tutan
molekilleri Uretmeyerek hareket etmek igin serbest hale gelmek ve sonra da doku
icerisinde hareket edebilmek igin bag dokuyu pargalayabilecek enzimler Uretebilmeleri
gerekir. Bunun yan sira bu hucrelerin gelistirebildikleri ve olaylar1 hizlandirabilecek
mutasyonlardan biri de hicrenin mutasyon oramint arttracak mutasyonlardir. Bu
mutasyonlar genelde hiicrede DNA tamiri mekanizmasinda meydana gelir ve tahmin
edilecegi Uzere normal bir hiicrede meydana gelen mutasyonlarin gogu tamir edilirken,
kanser olusturacak hiicrede artan bir hizla mutasyonlar birikir ve bir sonraki jenerasyona
aktarilir®®.

Buna bagli olarak kanser hiicrelerinde siklikla say1, sekil ve yapisal anormallikler
gozlenir @, Hiicre boltinmesinde dnemli iki zaman vardir: Siklus baslangici ve R-
kontrol noktasi. (‘Git’ yonindekiler devam edilmesini, ‘Dur’ yonundekiler durmasim
saglayan sinyaller). R noktasi ise boliinme sirasinda her seyin yolunda olup olmagdiginin
kontrol edildigi noktadir ki bir sorun olmasi durumunda boéltinme durdurulur ve sorun
diizeltilirse devam edilir, kalici sorunlar durumunda ise apoptoz baslatilabilir 2%,

Bu olaylarda gerekli olan genleri baslica 2’ ye ayirabiliriz:



1- Hicre Bolinmesni arttirict olanlar

2- Hucre boltinmesini inhibe edenler

Bununla baglantil1 olarak kontrolsiiz hiicre boliinmes ve yayillmasina neden olan
iki genel mekanizma vardir. Birincisi hiicre gogalmasin arttiran genleri hiperaktif yapan
mutasyonlardir. Bu tir mutasyonlarin dominant etkisi vardir. Yani bir hiicredeki iki
kopyadan yalniz birinin bile bu tir bir mutasyona ugramas: bu etkiyi yapmak igin
yeterlidir. Bu sekilde aktive edilen genlere onkogen denir. ikinci mekanizma ise, hiicre
bolinmesini inhibe eden bir geni inaktive etmektir. Bu tir mutasyonlar genelde
resesiftirler, yani etkinin gergeklesmesi igin hiicrede bulunan iki kopyanin da bu tir
mutasyona ugramasi gerekir. Tek mutasyon durumunda bir tanes inhibe etme goérevini
yapamasa da digeri yapacak oldugundan ikisinin birden fonksiyonunu yitirmes gerekir.
Bu tur genlere timor baskilayici genler denir.

Tumor baskilayici genlerin bir kopyasinin inhibe edici bir mutasyona ugramis
halinin nesilden nesile tasinmast bu genin ilgili oldugu kanser igin yuksek riskin
kalitimsal olarak taginmasina yol agar®.

Arastirmacilar uzun yillardir onkogenleri ve tumér baskilayici genleri ortaya
cikartmaya galismaktadirlar. Bu genlerin bazilari sadece belirli doku gesidine 6zel olup
yalniz bu dokularda gorilen kanserlerde rol oynarken bazilari ise dahatemel bir gbreve
sahip olup vucuttaki hemen her hiicrede bulunurlar. Boyle durumlarda bu tir genlerin
mutasyonlar: birgok degisik kanserlerde siklikla rastlanir. P53 bu tir bir gen olup
insanlarda ortaya cikan kanserin % 50'sinden fazlasinda mutasyona ugradigi tespit

edilmistir®®%,

2.4.1.0nkogenler Ve Kanser

Onkogenler, yani kansere neden olan genler protoonkogenlerden yani hiicrelerde
normal blyiime ve diferansiyasyonunu saglayan genlerden olusur. Bu onkogen genler
ilk olarak virtderde bulunmustur. Ancak daha sonra bunlarin sekansina baktiklarinda
bunun hemen hemen aymsinin insan hucrelerindeki DNA'’larinda da bulmuslardir.
Bundan da o virlderin aslinda konak hicrenin DNA’larindan bir parcayi
rekombinasyonla degistirip aldiklari sonucu ¢ikarilmustir.  Ilk  6nce viriderde

bulunduklar igin bu onkogenler virtislerdeki ismiyle anilir. Ornegin kanserin bu virsiiler
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tarafindan bulastinldigi samlmist: ancak ¢ogu kanserin virtislerden kaynaklanmadigi
anlasilmis daha sonra su soru akla gelmistir: Acaba viriderden kaynaklanmayan
tumorlerde onkogenik DNA sekanslart var mi? Sonralart birkag degisik insan
tumaorinden DNA izole edip bunu fare fibroblast hticrelerine transplant ettiklerinde bu
hiicrelerin neoplastik hiicre 6zeligini kazanmaya bagladigint saptamuglardir. Buradan
edinilen sonuca gore; spontan bir sekilde ortaya cikmustir. Bu transforme eden
aminoasit dizilerin birgogunun ras protoonkogeninin  homologu oldugu ortaya

cikmustir®.

2.4.2. Onkogenlerin Protein Urdnleri

Onkogenler, onkoprotein denilen proteinleri kodlarlar ve bu proteinler iki istisna

diginda normal protoonkogen Uriinlerine benzerler.

1- Onkogenlerin 6nemli duizenleyici elemanlar: yoktur.

2- Tranforme olmus hiicrelerde onkoproteinlerin tretimi icin blytime faktori ya
da diger dis sinyallere ihtiyag yoktur. Onlardan bagimsiz olarak strekli
Uretirler.

Bu onkogenleri anlamak i¢in normal hticre cogalmasi sirastyla incelediginde;

1- Hicre membranmindaki spesifik reseptdre biiylime faktorinun baglanmast

2- Blyume faktori reseptoruniin gegici ya da kisitlt bir miktar aktivasyonu bu
reseptorin sitoplazma i¢ kisminda bulunan sinya iletici proteinleri aktive
etmes

3- Bu sinyalin sitoplazma boyuncaikincil mesajcilar araciligi ile iletimi

4- DNA'da transkripsiyonu baslatacak cekirdekteki dizenleyici faktorlerin
induksi yonu ve aktivasyonu

5

Hucre siklusunagiris, ilerleyis ve sonug olarak boltiinme gergeklesir.
Bu temel bilgiye dayanarak onkogenlerin ve onkoproteinlerin normal hallerinden

nasil bu hale geldiklerini anlayip, onlarin sinyal iletimi kaskadindaki rollerine
dayanarak gruplanabilir?.
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24.3 Onkogenlerin Aktivasyonu:

Protoonkogenlerin onkogenlere su iki genis kategoride 6zetlenebilir:

1- Genin yamsinda degisiklik olusmasi ve bu sekilde anorma gen Uruni
onkoprotein yani anormal fonksiyonu olan protein tretilmesi

2- Gen ekspresyonunun dizenlenmesinde degisiklikler olmasi; artirilmis ya da
uygunsuz miktarda yapisal olarak normal olan blyumeyi artirici proteinlerin
Uretilmes

Protoonkogenlerin onkogenlere doniismesine neden olan yapisal ve dizenleyici

faktorlerdeki degisiklikler su sekilde Gzetlenebilir;
a.  Nokta mutasyonu
b. Kromozomlarin yeniden yapilanmas; translokasyon ve inversiyon

24,29

c. Gen amplifikasyonu

2.5. Tumor Baskilayia Genler

Protoonkogenler hiicre blyumesini destekleyici proteinler Uretirken timor
baskilayici genler hiicre gogalmasint engelleyecek Urtnler Uretirler. TUmor baskilayici
genlerin fonksiyonu hiicre blyumesini diizenlemektir, timor olusumunu engellemek
degildir. Bu genlerin kayb: birgok insan timdriinde anahtar roll oynadig: igin tumaor
caligmalart sonucunda ilk bulunduklarinda bu genlere timor baskilayici gen ya da
antionkogen denilmistir.

Ik calisilan timar baskilayici gen retinoblastomadir. Bu calismalar sonucunda
retinoblastomalarin % 60’1 sporadik, % 40’1 kalitimsal oldugu ortaya gikmustir.
Kalitimsal ve sporadik olarak iki degisik sekilde ortaya ¢ikisi agiklamak igin iki vurus
(two-hit) hipotezi ortaya atilmistir. Buna gore kalitimsal retinoblastomada; bir genetik
degisiklik kalitimsal olarak anne-babadan birinden alimir ki bu ilk vurustur (first hit).
Ikinci mutasyon sporadik olarak ortaya cikar, bu da ikinci vurustur (second hit).

Sporadik retinoblastomada ise iki mutasyonda ayn hiicrede timor olusturur®?’.

2.5.1 Tumor baskilayici genlerin protein drunleri
Buylmeyi inhibe eden faktorlerin de ayni blyume faktorleri gibi bir sinyal ileti
sistemleri oldugu dusunilmektedir. Mitojenik sinyallere benzer sekilde blyumeyi

inhibe eden sinyallerin de hiicre disinda baslayip reseptorler, sinyal ileten proteinleri,
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hiicre siklusunu ve nukleer transkripsyonu diizenleyen faktorleri kullanarak gorevlerini
yaptiklar: distnulmektedir.

En sonunda; bittin bu pozitif ve negatif sinyaller niikleusta toplanirlar ve burada
boluinme ya da bolinmeme karari verilir. Bununla baglantili olarak bazi tUmor
baskilayici genlerin Grdnleri nukleusta bulunurlar. Baslica timdr baskilayici genler
sunlardir:

- Rb geni

- P53 geni

- BRCA-1 ve BRCA-2 genleri

- APC geni

- VHL geni

- PTEN geni

- WT-1 geni

- DCC geni®*

2.5.2 P53 Geni

P53 geni ilk defa 1979 yilinda Lane ve Crawford, bunlarin hemen arkasindan da
Linzer ve Levine tarafindan, nikleer fosfoprotein olarak tammlanmistir. David Lane ise
immiinohistokimyasal yéntemlerle insan tiimérlerinde p53 genini géstermistir®* 2 230
81,32.:33.34 P53 geni 17. kromozomun kisa kolu tizerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan
bir timér baskilayict gendir. 16-20 kb uzunlugunda olan bu gen 11 eksondan
olusmaktadir. 2. ve 11. eksonda bulunan DNA kismi 8-10 kb uzunlugunda olup
kodlama yapamaz®" 3> %'

P53 geninin iki tipi vardir. Wild tip p53 normal fonksiyonel tiptir. Kisa dmarl
olup, 6-20 dakika kadardir®® 3 *_ Dokularda saptanmasi zordur'® ?2" 28 Diger tip ise
mutant tip olup Omri 3-6 saat kadardir ve wild tipten daha uzun OGmurltdr.
Immunohistokimyasal olarak dokularda kolayca saptarr.

P53 genindeki degisiklikler insan timdrlerinde en ¢ok rastlanan genetik

%2293 3 Ik tarumlandig1 yillarda sadece bir onkogen

degisiklikler olma ozelligi tasir
olarak gorev yaptig1 disunilen p53 geninin daha sonralari sadece mutant formunun
anormal hticre biytumesinde rol oynadigi, norma p53 geninin ise tUmdr olusumunu

baskiladigr anlasiimistir. Kolon, meme, akciger, mesane, endometrium gibi birgok
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organin epitelyal timorleri yam sira mezenkimal, norona ve lenfoid kokenli gesitli
32, 33, 34, 37, 38, 39.

tumorlerde p53 geninin homozigot kayb: saptanmustir

Sekil 1. 4 P53 proteinin DNA ile olusturdugu kompleksin kristalografi ile bulunan tg
boyutlu yapisi

Cesitli mutasyonlar sonucu normal hiicrelerde eksprese edilen p53 geninin iki
alelden biri kaybolmaktadir®® 3% 33,

P53 gen kaybi nokta mutasyon, delesyon, reargijman, insersiyon ile olmaktadir.
P53 geninde gorilen en blyuk mutasyon sekli nokta mutasyondur. Gen mutasyonlar
Ozellikle DNA’ya spesifik baglanma bolgeleri olan 100-300 aminoasit bolgel eri
arasinda gelisir®.

P53 genini diger timor baskilayici genlerden ayiran en 6nemli 6zellik, timor
baskilayici fonksiyonunun kaybr igin hiicrede tek bir allelinin inaktivasyonunun yeterli
olmasidir. Bunun nedeni bazi mutant p53 proteinlerinin hiicresel 1s1 sok protein ‘hsc 70’
ile baglanmasi, bunlara normal p53 proteininin de baglamp uzun yar1 6mirli fonksiyon

gormeyen komplexler olusturulmasidir. Bunun sonucunda mutant p53 proteini normal
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p53 proteinini inaktive etmis olur. Bir mutant ve bir normal allel tasiyan hicre hig
fonksiyonel p53' i yokmus gibi davramr. Bu tip mutasyonlara ‘ dominant negatif’ denir.

Cunkii mutant allel dominant olarak davranir ve normal alelin foksiyonunu engeller®”

2829 Nokta mutasyon sonucunda konformasyon degisikligi olan p53 proteininin yari
Omri 3-6 saate kadar uzar ve bu nedenle normal p53'ten farkli olarak
immunohistokimyasal olarak saptanr® 34042,

P53 hicrede norma kosullarda bazal seviyede ve inaktif halde bulunur.
Fizyolojik sartlar altinda yasam stress 20 dakika gibi oldukc¢a kisa bir siredir ve
yubikutin aracilig1 ile proteolize ugrar. Hicre bolinmesine ya da hiicrenin hayatin
surdirmesine mudahale etmez. Norma bolinen hiicrede p53'Un bazal seviyede
bulunmasinin sebebi hatayr fark edebilecek sekilde distk fakat sabit bir seviyede
tutulmas: p53' tin MDM2 adl1 proteinle olan dongu halindeki iliskisi sayesinde saglanir.
Y ani p53' i bazal seviyede tutan MDM2 proteinidir? 23 32 37.38.44

Cesitli stres kosullar: p53' U hizla aktive eder. P53’ U aktive edici sinyallere 6rnek
olarak hipoksi, DNA hasari, dizensiz biyume sinyalleri, onkogenler, 1s1 soku, nitrik
okside maruz kalma gibi ornekler verilebilir. P53 Ozellikle DNA hasarina hizla tepki
verip DNA’nin ve genel anlamda genomun icerdigi bilginin oldugu gibi korunmasin
saglamast nedeniyle ‘genomun gardiyam’ adin alir.

Stres kosullarinda p53 miktart hizla artar ve p53 aktif hale gelir. P53'Un
miktarimn hizla artmasi hem yar1 émrin arttirilmas: ile hem de yiksek oranda p53
MRNA’ sindan protein translasyonu yapilmas: sayes nde saglanir.

P53 Uin aktivitesinin 2 temel etkisi:

1- Hucre siklusunun bloke edilerek durdurulmast
2- Apoptozis (sekil 1. 5)28 303338

P53 Uzerine etki ettigi ana mekanizma p16, Siklin D, cdk 4 ve Rb’den olusan,
hiicre bolinmesi sirasinda Gl'den S fazina gegisi kontrol eden mekanizmadir.
Kanserlerin % 25'inde bu asit proteinden birinde mutasyon gorulmektedir. Rb proteini
E2F proteinine baglanarak E2F nin asil gorevi olan DNA’ya baglanmasinm engeller.
E2F DNA'’ya baglanarak, hicre siklusunu devam ettirmek icin gerekli olan siklin ve

cdklerin mRNA’ larinin dretimini saglar. Dolayistyla Rb hiicre boltinmesini engelleyici
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bir proteindir. Cdk 4'Gn gorevi ise Rb’yi inhibe etmektir. Cdk 4, Rb’ye baglanarak
Rb’'nin E2F ye baglanmasint engeller bdylece hiicre bolinmes icin gerekli siklin ve
cdk’ler mRNA Uretilmesini saglamas: sayesinde gerceklesir. Cdk 4'e etki eden 3
degisik protein vardir: Siklin D, p16, p21.

P21, p53 tarafindan aktive edilmis olup cdk 4l inhibe eden bir proteindir. P53
stres amnda p21’'in dretimini artirir ve bu sekilde hticre siklusunu durdurur. Bu da
hiicrenin G1 fazinda tutuklanmasin saglar.

P21 yuksek oranlarda uretildiginde PCNA adl1 proteine de baglanmak suretiyle,
PCNA’mn DNA’nin polimerizasyonundaki gorevini inhibe eder. PCNA’min baska bir
gorevi ise DNA’ min tamirinde aldig: roldur, fakat bu p21 tarafindan inhibe edilmez.

P53 un G2 fazinda hticrenin tutuklanmasinda da rol oynayabilecegine dair bir
takim bilgiler mevcuttur. Hucredeki kromozomlarin yavru hiicrelere esit bir sekilde
dagitiimasindan sorumlu mekanizmada aksaklik olmasi durumunda p53 aktive edilir ve
hiicre boltinmes: bu asamada durdurulur. Bu da p53’e genomun gardiyan: denilmesini
destekleyen baska bir koruma mekanizmasidir, eksik ya da ekstra kromozomlu

hiicrelerin tretilmesi bu sekilde dnlenmis olur?* 23303238
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Sekil 1.5 Genom buttinlginin devaminda P53 geninin roli

Sonucgta; p53 DNA'sindaki hasari bilinmeyen mekanizmalarla hisseder ve
DNA’nin tamirinin hiicre sklusunun G1 asamasinda bloke edilmesi ve DNA tamir
genlerini aktive ederek gerceklestirilir. Yani hiicre siklusunu G1 asamasinda durdurur.
DNA tamir genlerini aktive eder, bdylece yaratilan zamanda meydana gelen hasarin
tamirini saglar ve siklusu kaldigi asamadan devam ettirir. Zarar gormis DNA’si olan ve
bunu tamir edemeyen hiicre p53 tarafindan apoptoza gonderilir. Bu aktivitesinden

dolayr p53’e* Genomun Gardiyan:’ denir®* > 3% 3% 3,
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P53 Un homozigotik kaybi durumunda hasar gormis DNA tamir edilemez ve
hiicre igerisinde mutasyonlar sabitlenir. Sonucta hticre malign transformasyona dogru
giden tek yonld bir yola girmis olur.

P53'Un timor olusumunu engelleyici bir gorevi daha yakin zamanda
bulunmustur. DNA hasarinin yani sira, hipoks de p53'u aktive edebilir. Tumor
anjiyogenezi timar hicrelerinin buytmes igin kritik dnem tasir. Hipoksiye giren tumaor
hicrelerinin eger normal p53 genleri varsa apoptoza gidebilir. Fakat p53 genleri
mutasyona ugramigsa o zaman hipoksik timér hiicreleri apoptozadirencli hale gelir.

Somatik ve kaitimsa mutasyonlarin yam sira p53 geninin fonksyonu baska
mekanizmalarla da inaktif hale getirilir. Rb proteininde oldugi gibi, bazi DNA
viridlerini transforme eden proteinlerin, p53’e baglamp p53'Un par¢alanmasina sebep
olabilirler. Normalde p53’'Un aktivitesni azaltan p53’'e baglanan MDM2 proteini bir
takim yumusak doku sarkomalardan gen amplifikasyonu sonucu ¢ok miktarda uretilir.

MDM2, p53'iin hizla parcalanmasini saglayarak bir onkogen gibi davranr?* 28 2 26 30

33, 41344.

P53 in DNA hasarina cevap olarak apoptozisi kontrol etmesinin bir takim teorik
ve pratik uygulamalar: vardir. Kanser tedavisinde kullamlan radyasyon ve kemoterapi
etkilerini tumor htcrelerinin DNA’sinda hasar yapacak apoptozise neden olmak
suretiyle gergeklestirirler. Ancak bunun gergeklesmesi igin o hicrelerde norma p53
geninin bulunmasi lazimdir. Buradan da anlasildigi gibi, norma p53 geni tasiyan
tumorler radyoterapiye mutant p53 geni tasiyan tumorlerden daha hasastir. Ornegin;
tedtis teratokarsinomu ve gocukluk ¢ag: akut lenfomatik I6semisi normal p53 geni tasir.
Oysa akciger ve kolon karsinomlar1 siklikla p53 mutasyonu tasir, bu nedenle
kemoterapi ve radyoterapiye direnclidir>3%4,

P53’ tin bulunusundan bu yana 20 yil gegmesine ragmen p53 yakin zamana kadar
hem yapisal hem fonksiyonel olarak biliniyordu. 1997'nin sonlarina dogru p53’Un
kardesi sanilan p73 geninin bulunusuyla bu durum degisti. P73 kromozomunun 1p36’ da
lokalizedir ve p53’ e birgok yonden benzeyen bir DNA baglanma bdlgesi vardir. P53’e
benzer sekilde uygun kosullar altinda hiicre siklusunun durdurulmas: ve apoptozise
neden olabilir. 1p36 lokalizasyonunun delesyonu; noroblastoma, hepatosdliler, kolon,

meme, renal pelvis, lreter ve over tiimérlerinde bulunmugtur®*%34%,
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Apoptosiz, htcrenin programli 6limd, genetik bir programin hiicreyi 6lime
gotirmesidir. Apoptozis, hicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri programli aktif
RNA/Protein sentezine ve enerjiye gereksinim gosteren fizyolojik bir mekanizma olarak
kabul edilir®” > .

Apoptozis, norma gelisim igin esas olup bu islemdeki bir bozukluk embriyonik
olimden, kanser gelisim riskine kadar degisen bir spektrumda sorunlara neden olur®,

Cohen ve Duke 1984'te protein ve RNA sentezinin kimyasal inhibisyonunun
apoptozisin  engelledigini  gostererek, apoptozisin aktif bir islem oldugunu
ispatlamiglardir. 1992'de Williams ve arkadaslar1 bir nematod olan Caenorhabolitis
elegansta yapillan calismalarla apoptozun aktif ve genetik kontrol altinda oldugu

kesinlesmis ve memeli hiicrelerinde de genetik kontroliin dnemini gostermislerdir®.

2.5.3. Apoptozisin Morfolojis

Isik mikroskobu ile ge¢ donem degisiklikler tammlanabilmekte ise de eniyi elektron

mikroskobu ile goruntulenir. Bunagore:

1- Yuzey organellerinin kaybi: Mikrovillustan baglanti noktalari ortadan kalkar,
hiicrenin komsulartyla baglantisi kesilir.

2- Hucre buzilmesi: Apoptozis sirasinda hiicre bizilmeye, sitoplazma
yogunlasmaya baslar ve organeller sikisik bir hal alir.

3- Kromatin yogunlasmasi: Apoptozis 151k mikroskobunda da segilen en belirgin
bulgudur. Nukleus endojen endoniikleazlarin etkis ile membran cevresinde
yogunlasir, yuvarlagims: kitleler haline gelir ve nukleus pargalanarak ayrilir.

4- Sitoplazmik vakuolizasyon ve apoptotik cisimciklerin olusmasi: Hucrede
membran disina dogru vakuolizasyonu olur ve takiben vakuol hicreden
ayrilirken birgogunda organel pargalari vardir ve apoptotik parga denilen

cismcikler halindedirler?® 4+ %,

Apoptozisin kontroli, hiicrede gevresel, gelisimsel, yasamsal genetik sinyaller ile

olur.
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2.5.4. Apoptozis Uyaranlar
Yasamsal faktorlerin ortadan gekilmesi, potent apoptotik sinyallerin olusmasina
neden olur. Cevresel apoptotik sinyallerden olan sitotoksik T lenfositleri apoptozise

r®®. Isi soku, radyasyon, vira enfeksiyonlar, serbest oksijen radikalleri,

neden olu
sitotoksik ilaglarin varlig: gibi durumlarda hiicresdl hasar olusumu, hiicre hiicre veya
hiicre substrat iliskisinin bozulmasi halinde apoptozis organizmanin bir savunma

mekanizmas: olarak devreye girer®* 2.4,

2.5.5 Apoptozis Baskilayialar:

Koloni sitimuile edici faktorler ve interlokinler, eritropoetin gpoptozisin hiicre
bazindaki en 6énemli inhibitorleridir. EBV, Herpes virls, E179 Adenoviris 6zellikle
Bcl-2 gen ailesi iizerinde apoptozisi engeller**

Apoptozis yapan genler proapoptotik genler olarak tarumlanir. Bunlar bak, bax,
bcl-xI, bel-w, mcl-1 genleridir -4,

P53 gen Urdinleri apoptozisin kontroliinde rol alan multipl genlerin indiikleyicisi
olarak bilinir®. P53'iin apoptoza yol acabilmesi icin cesitli faktorlerin bir araya
gelmesi gerekir. Ornegin DNA’ nin hasar gordugti durumlarda ve hiicreye yasamast
yonunde az, hatta hi¢ sinyal gelmedigi durumlarda ya da bir onkogenin hticreyi
bolinme siklusuna girmeye zorlanmasi durumunda, p53 araciligi ile apoptoz
baglatil abilir.

P53'Un apoptozu baslatilabildigi uzun siredir bilindigi halde, bunu hangi
mekanizma ile yaptigi yakin zamanda bulunmustur®® “® *°, P53 aktive olur, hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur, DNA tamiri igin gereken emirleri verir. Eger DNA
basarili bir sekilde tamir olursa cmyc aktif hale gelir ve p53 miktarim azaltarak
hiicre siklusunun kaldig: yerden devaminmi saglar. Ancak hilicre buylmesinde ters
yonde disaridan sinyaller amaya devam ederse yani hicreye celiskili sinyaller
gelirse hiicre apoptozis baslatir®®. P53'teki degisiklikler kanserin direk etkisi
degildir. Ancak P53’'e bagli hucrelerin DNA hasarinda kontrol cevabinda defekt
oldugunda bu hiicreler malign tarnsformasyon icin yiiksek risk olustururlar®’.

P53 geni; bircok gen ile ilisgkili icinde genom biitinluglini kontrol eden, bu
butunltkte bir sorun oldugu zaman hlcreyi mitoza girmekten alikoyarak diger

sinyal ve genlerin yardimi ile gen onarimi veya hicre diferansiyasyonunu
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saglamakla veya hiicreleri apoptozise siriiklemektedir® * “> 48 P53 gen riinleri
transkripsiyondan bagimsiz olarak da apoptozisi indiikleyebilmektedir®®. P53'iin
transkripsyona bagimli ve bagimsiz apoptozis fonksiyonlari hiicre tipine gore
degisebilmektedir®*.  Bilyimenin durmasi veya apoptoz etyolojisindeki
faktorlerden hicre tipindeki farkliliklar DNA hasari sonrasi apoptoza giden hticreler
ve normal diploid fibroblast hicreleri, hiicre siklusunun durmasinda énemli rol
oynarlar. Bazi onkogenlerin ekspresyonu blyime durmasindan daha ¢ok
etkilemektedir.

2.6. P53 Ve Stag 1 Arasindaki Tliski

P53 e bagli hedef genlerin fonksiyonlarini analiz etmek lzere galigmalar yapilmis
ve cesitli genler tespit edilmistir. Bu genler DNA onariminda rol oynayan genler,
Apopitozis iliskili genler, anjiyogenezi inhibe eden genler, oksidatif streste rol alan
genler, ye- beni (eat me) sinyalinde rol oynayan genler, hiicre dongusi kontrol indeki
genler, hiicre 6lumu ya da yasamint kontrol eden mekanizmada gorevli genler, p53'iin
pozitif regilasyonunda gorevi genlerdir’. P53'iin apoptozisle iliskili genlerini tespit
etmek amaciyla cesitli deneyler yapilmustir. 121. aminoasit serinin fenilalanin ile yer
degistirmesiyle olusturulmus mutant p53’ iin (p53-121F), wild tip p53'ten (wtp53) daha
etkin olarak apoptozis indukledigi gozlenmistir. Bu gdzlemden sonra bir ya da daha
fazla apoptozis iliskili p53 hedef genlerinin de bu duruma bagli olarak mutant p53 ile
tesvik edilmis olmast gerektigi dustinulmustur. Bunu agiga gikartmak icin, p53-121F ya
da wtp53 iceren adenovirus vektorleri ile enfekte edilmis LS174T kolon kanseri
hicrelerinin mRNA’ lar1 kullanilarak, cDNA mikroarray teknigi uygulamasiyla p53’
bagl1 apoptozis iliskili genler belirlemistir. Bu deneyler sonucunda STAG1 geni adp53-
121F ile enfekte edilen hiucrelerde ad-wtp53 ile enfekte edilen hiicrelerin tersine yuksek
ekspresyon gostererek transkribe olmustur. Diger kanser hiicre hatlarinda p53’e bagl
olarak STAG 1 mRNA’si ¢esitli genotoksik stredere yanit olarak indiiklenmistir. Bunun
daha da 6tesinde STAG 1 ekspresyonu, birgok kanser hticre hatlarinda apoptozise neden
olmustur. Endogenus STAG 1'in, RNA-interferns metodu kullanmlarak baskilanmasiyla
ister Ad-p53-121F ile iser Ad-p53 ile olsun apoptotik yanit indirgenmistir. Bu
sonuglarda STAG 1 ‘in p53 igin yeni bir transkripsiyonel hedef oldugunu, apoptozisle
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p53 bagimli iliskide oldugunu ve gelecek nesil gen tedavilerinde iyi bir aday
olabilecegini de tne siirmektedir®.

2.7. Gen Tedavis
Gen tedavisi hizla gelisen ve gelecek icin umut veren bir tedavi yontemidir.
1960’ larda molekiler biyoteknojideki gelismelerle baslayan calismalar, 1990 larda
klinik gen tadavisinin gerceklestirilmes ile baslamistir. Gunumizde 4000 den fazla

sayida hasta lizerinde 400’ i gegkin klinik calisma yuriitilmektedir®>*,

2.7.1. Gen Tedavisinin Tammi

Gen tedavisi, tergpotik etki elde etmek amaciyla, konak hiicrede gen
expresyonunu degistirmek igin konak hiicreye rekombinant genetik materyal (DNA
veya RNA) sunulmasidir (Sekil 1. 6)>. Gen tedavisi stratejilerinin uygulama alaninin
buydk bir kisminm kanserler olusturmakla birlikte, monogenetik kalitsal hastaliklar,
enfeksiyoz hastaliklar ve vaskiler hastaliklar gibi genis bir hastalik grubunda da
kullarum: sdz konusudur™. Genetik materyaller, dogrudan ya da dolayl1 yolla hedef
aanaulastirilabilir.

Dogrudan gen transferinde, genetik materyal in vivo olarak hedef hiicreye
(6rnegin, endotel hiicresine) transfer edilir. Dolayl1 gen tedavisinde ise hedef hiicreler
hastadan alinir, gen transferi viicut disinda gergeklestirilir (ex vivo) ve hicreler viicuda

transplantasyon ya da transfiizyon yolu ile geri verilir™.

Sekil 1.6 a-d. Gen tedavis Uygulamasi. A. DNA (genetik materyal). B.Genin virls igerisine
entegrasyonu. C. Virlsiin, geni hedef hiicre icerisine birakmasi ve genin protein ekspresyonunu
baslatmasi. D. Uretilen proteinin ilgili hiicre lizerinde ve salgilandiginda parakrin veya sistemik bir etki
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gostermesi  (http://mededucation.bj mu.edu.cn/PPT/gene%20rherapy.ppt  adli  siteden  degistirilerek
alinmustir.)

Cizelge 1.1 Gen transfer stratejileri

Gen Transfer Stratejileri
I

v ’

Dolayl gen transferi Dogrudan gen transferi

Hedef hicreler viicuttan alimr rekombinant DNA Hedef
hiicreye in vivo ortamda

Kulturlerde transfekte edilir transfer edilir

|

Tekrar vucuda yerlestirilir

2.7.2 Malignitelerde Gen Tedavis

Molekiler onkoloji ve timor immuinolojisinde gelismeler kanserin tedavisinde
gelismeler kanserin tedavisinde de genetik tedavinin gelistirilmesinde yol agmustir.
Mevcut tedavi stratejileri, timdre kargt olusan immuin cevabin stimilizasyonu (tUmor
asilar, sitokin, gen tedavisi), onkojenik ekspresyonu azaltmayi, tUmor supresor gen
fonksiyonlarindaki bozukluklar1 duzeltmeyi, bolinen timér hicrelerinin igine genin
verilmes yolu ile kemoterapik gjanlara karsi duyarliligin arttirilmasin ve anjiyogenezin
modillasyonunu hedeflemesidir®® "%,

Cogu kanserde p53 mutasyonlari mevcuttur ve bu mutasyonlar timér olusumuna
neden olan komplex molekiler olaylar dizisini tetiklemektedir. Bu sebeple timorlerin
gen tedavisinde bir yontem de mutasyona ugramis ya da kayip olan p53 geninin yeni bir
kopyasi ile degistirilmesidir. P53 tumdr supresdr geni kodlayan adenoviral vektorin
biyops ignesi kullamlarak akciger kanseri nidusuna enjekte edilmesi ile timor hiicres
gelisiminin inhibisyonu engellenmistir®®>’. Antitiméral etki bu yolla saglanmakla
birlikte intratimdral enjeksiyonla az sayida timor hiicres transdikte edilmektedir ve

kalan hiicreler hizla cogalip antitiiméral etkinin simirlanmasina neden ol maktadir® .
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Bu sorunu ¢ozebilmek amac ile seyirci etkisine sahip yani gen tedavisi vektoru
ile dogrudan etkilesmesi olmayan timor gevresinde ya da uzak bdlgelerde mevcut olan
tumor hicreerinin 6ldurilmesini amaglayan tedaviler gelistirilmelidir. Bunun en sik
kullanllan 6rnegi HSVtk geni ile gansiklovirin kullammudir. Vaskiler hastaliklarda
kullanllan mekanizma ile HSVtk/gansiklovir birlikte malign mezotelyoma, beyin ve
karaciger tiimorleri gibi bazi maligniteler de denenmektedir®® " %% €,

Anjiyogenez ile karakterize patolojik durumlarda ise prolifere olan endote
hiicreli retrovirs tarafindan hedeflenebilir. Bu strateji malign gliom modelinde denemis
ve malign gliomda tumér endoteli ilaca duyarli genlerde transfekte edilmistir. Bunun da

gliomda genis hemorajik nekroza neden oldugu saptanmustir®.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, materyal olarak Ulm Universitesi, Molekiler Tip Engtitiisii, Max
Plack Arastirma Departman, Yetiskin Kok Hucreleri Yaslanma Birimi’ ndeki  insan
fibroblast hicreleri, lenti viral vektorler, hastalardan alinan parafine yatirilnus HCC' li
ve saglikli karaciger doku pargalart kullamimustir.

Ayrica bu calismada, thermal dongu cihazi, sogutmali santriftij, mikrosantrifdy,
yatay elektroforez sistemi, elektroforez guc kaynagi, elektronik hassas terazi, hiz ayarl
vorteks, otomatik pipetler, pH metre, enjektorler, UV transillumunator, UV gorinti
analiz sistemi, Streril 1,5 ml, 2ml ependorf thpleri, isiticili manyetik karistirici ve
inktibasyon cihazi gibi birgok deney ekipman kullanidmastir.

Deneylerde kullamlan kimyasallar asagida verilmistir:

Akrilamid (Roth), APS (Merck), Ampisilin (Sigma), Beta aktin (Sigma), Borik asit
(Sigma), Dapi (Vectashield), DMEM (PAA), ECL deteksiyon kiti (Millipore), GAPDH
(Bethy Labs), Glisn (Applichem), HRP Conjugate Rabbit Anti-Goat 1g G (H+L)
(invitrogen), HRP Goat Anti-Mouse Ig G (H+L) (invitrogen), HRP Goat Anti-Rabbit Ig
G (invitrogen), milkpowder (Roth), PBS (Gibco), p21 (Santa Cruz), SDS (Sigma),
STAG 1 (Abnova), TEMED (Sigma), Tris (Sigma), Tween ( Sigma).

Y apilan calismalar su ana basliklar altinda gerceklesmistir.

Stag 1 proteininin fibroblast hiicrelerindeki salinimi

shRNA ve cDNA oligonukleotidlerinin lenti viral vektorlere klonlanmast

Klonlanmig vektorlerin lenti X 293 T hiicre hattina verilerek transfekte edilmesi

ve ardindan PD: 40,5 genc fibroblast hiucreleri ile PD: 57 yash fibroblast

hiicrelerinin transdiksiyonu

Transdiikte olmus hticrelerin kilttre alinmasi

Kulture ainmig hiicrelerin toplanmasi ve STAG 1 protein ekspresyonunun

incelenmesi

Hastalardan ainan HCC'li (Hepatoseltler Karsinomali) ve saglikli karaciger

dokularindan alinan doku kesitlerinin immunofloresan antibadi boyama metodu

ile boyanmasi ve STAG 1 protein expresyonunun incelenmesi
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3.1 STAG 1 Proteininin Salinimmn incelenmes

STAG 1 proteininin salimimi yagli ve geng olmak Uzere PD: 37 ve PD: 53,5
insan fibroblast hicreleri tzerinde incelendi. Bu hicreler 3 ve 6 saat, 10 Grey
siddetinde gama irradyasyonuna maruz birakilmis ve birakilmamis hiicreler olarak
kategorize edildi ve Western blot teknigi kullanilarak p53, p21 ve STAG 1 protein
ekspresyonlar: incelendi.

Kullanmlan Malzemeler:

% 8 lik yukleme jeli icin asagidaki gizelgede gosterilen maddeler kullamlmistir.

Cizelge 2. 1 Akrilamid jel elektroforezi icin hazirlanan ayirict ve paketleyici jeller icersindeki maddeler
ve miktarlart

Ayirici jel  solusyonu | Paketleyici jel  solusyonu
hazirlanmasi hazirlanmasi

Su 4.6 ml 34 ml

%30’ luk akrilamid karigim | 2.7 ml 0.83 ml

1.5 M Tris (ph:8.8) 25ml 0.63 ml

%10 SDS 0.1 ml 0.5ml

%10 luk APS 0.1ml 0.5ml

TEMED 0.006 ml 0.005 ml

Akrilamit Jel Elektorforezi icin:

1 litre 1X SDS tamponu kullanildh.

Bunun icin 10X lik SDS tampon stoklar1 hazirlandi. Bir litre 10Xlik SDS tamponu igin
30.3 g tris, 144 g glisin ve 10 g SDS kullanldt.

Ornekler, kuyulara yerlestirildikten sonra; 70 voltta 2 saat kadar yurutuldi ve
ardindan transfer asamasina gegildi. Transfer isleminde, proteinin agirligi biyik
oldugundan daha iyi sonug elde etmek icin gece boyu wet blot islemi uygulandi. Wet
blot igin hazirlanan 1X’lik 1 litre transfer tamponu igin 5.8 g tris, 2.9 g glisin, 0.37 g
SDS, 200 ml (%20’ lik) methanol kullanildi ve su ile 1 litreye tamamland:.

Kullanlan antibadiler ise asagida verilmistir. Primer antibadiler 1/1000 oraminda
sekonder antibadiler ise 1/ 10,000 orartnda kullanildh.
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Cizelge 2. 2 Western blot yonteminde kullanilan primer ve sekonder antibadiler

Primer Antibadiler Sekonder Antibadiler

STAG 1 H00010274-M01 (1112-1221) HRP-Goat Anti Mouse Ilg G (H +L)

Mab Abnova Invitrogen

GAPDH Bethy Labs HRP Conjugate Rabbit anti-Goat Ig G
(H+L) Invitrogen

P53 (S-15) Rabbit Ab Cell Sinalling HRP — Goat Anti Rabbit 1gG Invitrogen

P21 (F-5) sc-6246 mouse monoclona 1g

Ggb Santa Cruz

Wet Blot icin:

Dort parca jel buyukltgtinde Wattman filtre kagidh ve 1 pargada membran
kesildi. Wattman filtre kagitlar: transfer tamponunicindeiyice islatildi ve
membranda 10 dakika kadar methanol igerisinde yikand:.
Transfer aparat1 Uzerine 1 wattman filtre kagids, jel, membran ve diger 2
watmann filtre kagidi gelmek Uzere sandivig yapildi ve bir plastik cubuk
Uzerinde yuvarlanarak olusacak hava baloncuklar: engellenmeye ¢alisildi.
Her bir jele 60 mA olacak sekilde 13 voltta gece boyu transfer yapildi.
Ertes Gun:
Filtre kagitlar1 ortadan kaldirildi, membran tGizerinde markirin yeri
tukenmez kalemle isaretlendi ve bloklama soltisyonunda 1 saat mikser
Uzerinde inkuibasyona birakildi.
Bloklama soltisyonu dokuldi ve primer antibadi bloklama soltisyonuyla
uygun oranda karstirilarak eklendi ve 2 saat kadar tekrar oda
sicaklhigindainkiibasyona birakildi.
Iki saat sonra, 15 dakika da bir olmak tizere 4 defaTBS-Tween Ph 7,6 ile

membran yikand.
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Uygun miktarda sekonder antibadi bloklama soltsyonuyla karistirilarak,
yikanmig membran Uzerine eklendi. Bir saat oda sicakliginda mikser
Uzerinde inklibasyona birakildi.

Ardindan tekrar 15 dakikalik 4 defa TBS-Tween pH 7,6 ile membran
yikandi.

Kullamlan Bloklama Soltsyonu:

50 ml PBSiile 2,5 g siit tozu karistirllarak % 5'lik bir bloklama soltisyonu kullamilmuistir.

Tespit :
ECL deteksiyon kit reaktifleri 1'e 1 orarunda alip (500 ml + 500 ml yeterli) membran
Uzerine yayip 90 dakika bekledikten sonra karanlik odada sonuglar analiz edildi.

3.2. shRNA Klonlama Sirasnda Uygulanan islemler

shRNA klonlamada uygulanan islemler sirasiyla SFFV  pGIPZ  vektorinun
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi, kesilen vektore CIP uygulamasi, shRNA
oligonukleotidlerine PCR uygulamas;, PCR sonrasi shRNA oligonukleotidlerine

restriiksiyon enzimlerin uygulanmasi, ligasyon ve transformasyondur.

3.2.1. SFFV pGIPZ Vektoriunin Restriksiyon Enzimleri ile Kesiimes
Plazmid DNA’si: 1ug

Enzim(ler) : 0,5 ul ECORI, 2 pl Xhol (New English Biolabs)

Tampon: 2 ul NEB Buffer ECORI

BSA: 2 ul BSA

Su: Suile karigim 20 I’ ye tamamlandi.

37° C'de gece boyu inkiibasyona birakilir. Ertes giin islemlere sirasiyla devam edildi.
Ertes gun:
Kullanilan CIP (Alkalin fosfataz) :

1/40 ‘lik CIP hazirlandh.

Bununigin:
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1l CIP
4l NEB Buffer 3
35 pl Su karigimi yapild.

CIP karigimindan her bir vektore 2 ul olmak Uzere, restrilksiyon enzimleri ile kesim
gerceklestikten sonra vektorler jele yiklenilmeden 15 dakika dnce vektor karisimina

eklenmistir. Alkalin fosfataz kullamimasinin nedeni, DNA ya da RNA'mn 5 fosfat
grubunun kaldirilmasim katalizleyerek vektérin kendi kendine lige olmasim

engellemektir.
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3.2.2. shRNA Oligonukleotidlerine Uygulanan PCR Metodu
PfuTaq PCR:

Pfu Tag polimeraz: 1 pl

HF-Buffer (5x) : 20 ul

10 mM dNTPs: 2 pl

Primer 1(forward) : 10 mM

Primer 2 (reverse) : 10 mM

DMSO: 5 pl

Template: 1/ 50,000 oranminda alindh.

dH,O: karisim 100 pl’ ye tamamlandh.

PCR Program :

94 derece 5 dakika

94 derece 30 saniye

54 derece 30 saniye X 25
75 derece 30 saniye

75 derece 10 dakika

4 derece ©

Pfu Tag PCR isleminden sonra % 2’'lik agaroz jel Uzerinde DNA elektroforezi ve

ardinda da promega kitleri kullamlarak DNA ekstraksiyon islemi gergeklestirildi.

% 2'lik jel elektroforezi :

200 ml TAE

4 gr agaroz

40 pl EtBr

Her bir PCR karigimina 30 pl yukleme tamponu eklendi.

3.2.3. PCR Sonraa Jelden DNA Extraksiyonu

Promega katal ogunda yazan protokol dahilinde PCR sonrasi jelden DNA ekstraksi yonu

yapild.
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3.2.4. shRNA’larin Restriksyon Enzimler ile Kesilmes
shRNA A igin:

Kullamlan enzim(ler) : 1 ul ECORI ve 1 pl Xhol
Plazmid DNAsi: 1ug shRNA A

Tampon: 4 ul NEB Buffer ECORI

BSA: 4 ul BSA

Su: 3l

Toplam: 40 pl’ ye tamamland.

Elektroforez asamasinda karigima 12 pl yiikleme tamponu eklendi.

shRNA B igin:

Kullamlan enzim(ler): 0,5 ul ECORI ve 0,5 ul Xhol
Plazmid DNAsi: 1ug shRNA B

Tampon: 2 ul NEB Buffer ECORI

BSA: 2 ul BSA

Su: 45 pl

Toplam: 100 pl’ ye tamamlandh.

shRNA Cigin:

Kullamlan enzim(ler) : 0,5 ul ECORI ve 0,5 pl Xhol

Plazmid DNAsi: 1ug shRNA C

Tampon: 2 ul NEB Buffer ECORI

BSA: 2 ul BSA

Su: 64,3 ul

Toplam: 100 pl’ ye tamamlandh.

shRNA A, shRNA B ve shRNA C karisimlar: 37 © C'de iki saat inkiibasyona birakild.
Daha sonra elektroforez asamasina gegildi. Elektroforez asamasinda karisima 30 pl
yukleme tamponu eklendi. Y Gizde 2’ lik jel elektroforezi gergeklestirildi. Bunun igin, 200
ml TAE, 4 g agaroz, ve 40 pl EtBr kullanildi.
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3.2.5. Ligasyon
Ligasyonda kullanilacak shRNA miktar1 igin asagidaki formul kullanilmustir.
[Vektor miktar: (ng) x shRNA buyuklugl (kb) ] / vektor bayuklagu (kb) X [shRNA /

vektor]

= shRNA (insert) miktar

[shRNA (insert) / wvektor] oram 1:1, 1:3, 1:6 olarak tavsiye edilmistir. cDNA
ligasyonunda, vektor ve shRNA’larin (insertin) buyukltklerini dustnulerek, 1:6 oram
kullanld.

Ligasyon Icin Kullanllan Malzemeler ve Miktarlarr:

Vektor DNA’s (SFFV pGIPZ) : 100 ng

Insert DNA'si: 6 ng (formiilden elde edilen deger)

T4 ligaz: 1ul

Ligaz tamponu (10X) : 1 ul

Nukleazdan arindiriimis (NUklease-free) su ile karigim 10 pl’ ye tamamlandi.

Ligasyon karigimi 4 derecede gece boyu bekletildi. Ertes gin, transformasyon,
minikultdr inokdlasyonu, minikdltir plazmid DNA purifikasyonu ve ligasyonu
saglanmig vektor aym restriksiyon enzimleri (ECORI ve Xhol) ile aym protokol
cercevesinde kesilerek test edildi ve klonlama islemi sona erdirildi. Ardindan da maxi
kaltdr inokllasyonu ve maxi prep DNA purifikasyonu ile elde edilen klonlar ¢cogaltild.
Transformasyonda elektroporasyon metodu, takip eden islemlerde gene script mini prep
kitleri ve protokolleri, New English Biolabs restriksiyon enzimleri ECORI ve Xhol ile,
maxi prep DNA purifikasyonu igin de Qiagen kitleri ve protokolleri kullanldi.

3.2.6. Elektroporasyon Metodu
Steril elektroporasyon kivetleri (1mm bosluk igeren) buz Utzerinde sogumaya
birakildi ve 1,5 ml’lik ependorf tlplerine de 950 ul LB ortam: eklendi.
Elektropetent hucreler -80 dereceden cikarildig: igin 6nce sivi hale gelmesi
beklendi ve nazikge karistirildi (optimal olmast igin 1 ul plazmid DNA’sina 40
ul hiicre gereklidir).
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Huicreler DNA karisiminatransfer edilir ve elde edilen son karisim da sogumaya
birakilmig elektroporasyon kiivetleri igerisine aktarildi.

Elektroporasyon kuiveti dikkatlice yerlestirilir ve 1700 Volt akim verilir hemen
kiivet sistemden ainir ve igerisine 950 ml 6ncede hazirladigimiz LB ortam ilave
edilerek hiicreler tekrar sulandirid.

Huicreler steril bir bagska 1,5 ml'lik ependorf tiplerine aktarildh ve 1 saat 37
derecede 250 rpm’ de mikserde inkuibe edildi.

Daha sonra, 5 - 100 ul kadar karisimdan alinarak transformasyon igin LB +
Ampisilin platelerine aktarilir ve 37° C derecede plateler gece boyu inkibe
edildi.

3.3. Mini Kiiltur Inokiilasyonu
Kullamlan Mazemeler: LB ortami, Ampisilin, Plazmid DNA’s1.

1. Ayriolacak her bir mini kailtdr i¢in 4 ml LB ortarmu kullanildi.

2. Kullanmlacak toplam LB medyumuna 1/1000 oraninda ampisilin eklendi
(ampisilin: 20 pg/ml).

3. Platelerde meydana gelmis olan bakteri kolonilerinden segim yapilarak her tipe
bir koloni gelmek tzere kiiltur ortamina ilave edildi.

4. Tupler 37°C derecede 12-16 saat mikser (izerinde inkiibasyona birakildh.

3.3.1 Mini Prep Plazmid DNA Purifikasyonu
Gene Script kit katologunda yazan protokol dahilinde DNA saflastirild.

3.4. Maks inokiilasyonu :
1. Bir litrelik deney tuplerine 200 ml LB ortam: ve 1/1000 oramnda ampisilin (20
pg/ml) eklendi.
2. Maks kiltur ortamina daha 6nce elde edilen mini kiltirden 2 ml eklendi.
3. 37° C derecede mikser Uizerinde 12-16 saat inkiibasyona birakildh.

34.1 Maks Prep Plazmid DNA Saflastiriimas:

Qiagen maxi kit katologunda yazan protokol izlenerek DNA purifikasyonu
gerceklestirilir.
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3.5. cDNA'nin Vektore Klonlanmas
cDNA'ya uygulanan islemler asagidaki gibidir:

3.5.1. cDNA’'nin Stoktan Ahmp Platedenmes

1. Satinalinasirket tarafindan ( Imagenes) E.coli igerisine transforme edilmis
olan PBluescript STAG 1'dan DNA'y1 elde edebilmek icin LB + ampisilin
platein arka ytzi 4 kisma bolind.

2. Stoktan alinan parga zik zak cizilerek boltinmis 4 kisma da surulerek
kolonilerin buylmes igin ortam olusturulmaya calisildi.

3. 37 derecede 12-16 saat bekletilerek kolonilerin olusmast saglandi. Daha
sonra, yukaridaki maksi kiltir inokilasyonu ve maksi prep plazmid DNA
purifikasyonu protokol i izlendi.
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3.5.2. Tam Boy (Full Length) Pbluescrpit STAG 1'dan cDNA’'min PCR Y 6ntemi ile

Amplifikasyonu Kullanilan primerler

Primer 3 programu ile uygun forward ve reverse primerler olusturuldu.

STAG 1 Forward :

OLIGO Start Length tm oc% any
Sol Primer 35 26 59.84 38.46 5.00
tcagaattaccagtgttacaggattc

1 geattgtgaaaggacctctccageaatgattacttcagaattaccagtgttacaggattc
61 aactastgaaactactgcecattccgatgetggeagegagcett

STAG 1 Reverse:

OLIGO Start Length tm oc% any
Sag Primer 45 25 69.19 40.00 6.00
cttcagacttcagaacataggcatt

1 gaagatgattcaggatttggaatgectatgttctgaagtctgaagaaaatttacaaatct
61 ggaactctattatt

Herkulaz PCR Metodu:

Herkulaz : 0,5 pl

Herkulaz tamponu (5X) : 10 ul

Primer 1 (10 pmol) : 1 l

Primer 2 (10 pmol) : 1 ul

DNA (100ng) : 1 pl

dNTP (2,5 mM for each) : 2 pul

Su : Suile karigim 50 pl’ ye tamamlandh.
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Herkulaz PCR sikludari

95 derecede 30 saniye

35 derecede 30 saniye X 35
72 derecede 4 dakika

95 derece 30 saniye

72 derece 10 dakika

4 derece «©

Herkilaz PCR isleminden sonra % 1'lik agaroz jel tUzerinde DNA elekrtorforezi ve
ardindan da promega kitleri kullamlarak DNA ekstraksiyon islemi gerceklestirildi.
Yuzde 1'lik Jel elektroforezinde, 200 ml TAE tamponu, 2 gr agaroz, 40 pul EtBr

kullanildi.

3.5.3. PCR Sonraa DNA Extraksyonu
Promega kit katologunda yazan protokol dahilinde DNA extraksiyonu yapilmustir.

35.4. PCR isleminden sonra STAG 1 cDNA’ssimin Xhol ve Notl Restriksiyon
Enzimleri ile Kesilmes

Plazmid DNA's : 1ug

Enzim(ler) : 1 ul Xhol, 2 pl Notl (New English Biolabs)

Tampon : 2 ul NEB Buffer 3

BSA : 2 ul BSA

Su : Suile karigim 20 pl’ ye tamamlandh.

37° C de 1 saat inkiibasyona birakildi.

7 ul yukleme tamponu eklenerek elektroforez asamasina gegildi.

%1’ lik elektroforez jei igin:
200 ml TAE

2ml agaroz

40 pl EtBr kullarldi.
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35.5. STAG 1 cDNA’'s Igin Kullanlan Vektorlerin ( PLVX IRES Mruby, SFLV
cDNA EGFP) Restruksiyon Enzimleri ileKesiimes

PLVX IRES Mruby icin Kullamlan Malzemeler:

Plazmid DNA’s : 500 ng

Enzim(ler) : 0,5 ul Xhol, 0,5 pl Notl (New English Biolabs)

Tampon : 2 ul NEB Buffer 3

BSA : 2 ul BSA

Su : Su ile karisim 20 pl’ye tamamlanch. 37° C'de 3 saat inkiibasyona birakilir ve

islemleri sirastyla devam edilir.

pLVX-IRES-Neo

8316 bp

Sekil 2.3 cDNA vektori PLVX —IRES-mRuby

SFLV cDNA EGFP icin Kullamlan Malzeméler:

Plazmid DNA’si: 1ug

Enzim(ler): 1 pl Xhol, 2 ul Notl (New English Biolabs)

Tampon: 2 ul NEB Buffer 3

BSA: 2 ul BSA

Su: Su ile karisim 20 pl’ye tamamlandi. 37° C'de 3 saat inkiibasyona birakilir ve

islemlere sirasiyla devam edilir.
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Kullanilan CIP :

1/40 *lik CIP hazirlandh.
Bununigin:

1u CIP

4 ul NEB Buffer 3

35 pl Su karigimi yapild.

CIP karisimindan her bir vektore 2 yl olmak Uzere, restriksiyon enzimleri ile kesim
gerceklestikten sonra vektorler jele yiklenilmeden 15 dakika dnce vektor karisimina
eklendi. Y Uklenecek her 20 pl’lik karisima 7 pl yikleme tamponu eklendi. Y lizde 0.8
‘lik Jel elektroforezinde, 300 pl TAE tamponu, 2.4 g Agaroz, 60 pl EtBr kullanidmustir.
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Ardindan promega PCR Clean Up Kiti ile DNA saflastiriimas: gergeklestirildi. Bunun
icin kitte yer alan protokol izlendi.

3.5.6.PCR Sonras DNA Extraksiyonu
Promega kit katologundaki protokol izlenerek DNA extraksiyonu gerceklesmistir.

3.5.7. PLVX IRES mRuby, SFLV cDNA EGFP ile STAG 1 cDNA’sinin ligasyonu
Ligasyonda promega kitleri ve protokolu izlendi.
Ligasyonda kullanilacak cDNA (insert) miktari igin asagidaki formal kullamld:

[Vektor mikari (ng) x cDNA (insert) buyukltgu(kb) ] / vektor buyuklugl (kb) X [cDNA
(insert) / vektor] = cDNA (insert) miktar

[cDNA (insert) / vektor] oram 1:1, 1:3 ve 1:6 olarak tavsiye edilmistir. cDNA
ligasyonunda, vektor ve cDNA’nin (insert)in blyuklikleri dustntlerek, 1:3 oranim

kullanildi.

Ligasyon Icin Kullanllan Malzemeler ve Miktarlart:
Vektor DNA's (PLVX IRES mRuby) : 100 ng

Insert DNA'si: 130.12 ng (formiilden elde edilen deger)
T4 ligaz: 1ul

Ligaz tamponu (10X): 1 ul

Nukleazdan arindirilms su (Nukleaz-free su) : karigim 10 pl’ ye tamamland.

Vektor DNA's (SFLV ¢cDNA EGFP) : 100 ng

Insert DNA'si: 100.37 ng (formiilden elde edilen deger)
T4 ligaz: 1ul

Ligaz tamponu (10X) : 1 ul

Nukleazdan arindirilmis su (Nukleaz-free su) : Karigim 10 pl’ ye tamamlandh.
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Ligasyon karigimi 4 derecede gece boyu bekletildi. Ertes gin, transformasyon,
minikultdr inokdlasyonu, minikdltir plazmid DNA purifikasyonu ve restriksiyon
enzimleri ile tekrar test deneyi yapilarak klonlama islemi sona erdirildi.
Transformasyonda elektroporasyon metodu, takip eden islemlerde gene script mini prep

kitleri ve New English Biolabs restriksiyon enzimleri kullamld.

3.6. Klonlanmis Vektorlerin Lenti X 293 T Hiicrelerine Verilerek Transfekte
Edilmes ve Ardindan PD:40,5 Geng Fibroblast Hicreleri ile PD:57 yash
Fibroblast Hucrelerinin Transdiik siyonu
Tum klonlamalar bittikten sonra, transfeksiyon ve transdiksiyon asamalarina

gecildi. Transfeksiyon icgin Lenti X 293 T hicreleri kullamld: ve insan fibroblast

hicreleri transdukte edildi. Tranfeksiyon ve bunu takip eden transdiksiyon asamasi
kalsiyum fosfat (CaCl,) kullamlarak asaginda verilen protokol uygulandi.

Kullanilan vektor karisimi konsantrasyonlart:

Cizelge 2. 3 Transfeksiyonda Kullamlan Mazemeler ve Konsantrasyonlari

Ism K onsantrasyonlar
Vektor 10 pg

Gag/pol PCMVARS89.1 9ug

VSVG PMD.G 2,3280 g

25M CaCl2 50

Su Up to 700 ul

3.6.1. Transfeksiyon ve Transdiksiyon Protokoli
1. gin (Transfeksiyon)
Transfekte edilecek Lenti X 293 T hiicreleri yeterli yogunluktaise ( %50-60) ;
Ortam degisimi yapildi.
Vektor karisimi hazirlandi.
15 ml’'lik falkon tuplerinin icerisine 700 ul HBS eklenir. HBS kopurtiltrken
damla damla vektor karisimi eklendi. (HBS koptrtilirken 2 ml’lik pipetler

kullanlir.)
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15 dakika beklendi.

Hazirlanmis olan bu karisim Lenti X 293 T hicrelerinin Gzerine damlalar
seklinde gezdirilerek eklendi.

10 ul (100X) klorokin eklendi.

12-16 saat kadar inklibasyona birakildi.

2. gun (Transdiksiyon)

Islemlere baslamadan 6nce transfeksiyon verimliligi kontrol edildi ( % 90-100).
12-16 saat sonrasinda ortam degisimi yapild.
24 ssat sonrasinda virts igeren supernatant Lenti X 293 T hicrelerininin
ortamindan ahr ve hicre atik ve pargalarinin  neden olabilecegi
kontaminasyonu 6nlemek icin 0,45 um'lik filtreile filtre edildi.
Hedef hiicrelerin (insan fibroblast hiicreleri) ortam bosaltildi ve ardindan filtre
edilmis supernatant hedef hiicrelere aktarildi.
8 ug/ml konsantrasyonunda polibren eklendi.
12 saat inkubasyona birakildi.

3.gun
36 saat sonrasinda ortam degisimi yapildi (rejenerasyon).
48 saat sonrasindatekrar transdiiksiyon tekrarlandi.

4. gun
Ortam degisimi yapildi.
Hucre kultdre alindt.
Transdiikte olmus hiicrelerin kulttire linmast igin kullamlan malzemeler:
1 plateigin:
4ml PBS
2 ml 10X tripsin
18 ml DMEM ortam
Medyumundaicerisine % 10 FBS ve %1 PS olacak sekilde ilave yapildi.
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3.6.2 Hucre Kultiru Metodu
Insan fibroblast hiicreleri yeterli yogunlukta ise (%90-100),

Plateteki hticrelerin dncelikle ortam atildi, sonra4 ml PBS ile yikandi.
PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra2 ml 10X tripsin eklendi ve en fazla 5
dakika beklendi.
5 dakikamin ardindan hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi.
Eger hucreler platein tabamndan ayrilmislarsa hemen Uzerine 8 ml yeni
ortam eklendi.
Karisim pipet yardimi ile falkon tiplerine alindi ve 1200 rpm’de 5 dakika
santrifdyj edildi.
Hucreler pellet halinde goruldikten sonra tripsinli ortam uzaklastirildi ve 10
ml yeni ortam eklendi.
15 defa pipetleme yaparak hucrelerin ortamda, plate icerisinde duzenli
dagilmasi saglandh.

3.6.3. Kulture Alinms Hicrelerin Toplanmas ve STAG 1 Protein
Ekspresyonunun incelenmes

Transdiikte olduktan sonra kilture dman hicrelerden yeteri kadar elde
edildikten sonra yogunluga ulasmis hicreler (%2100), protein analizi igin toplandi.
Patelerden hiicreleri toplayabilmek icin;
Oncelikle hiicreler 4 ml MiliQ su ile yikandi. Daha sonra 500 pl Laumini tamponu ve 1
M DDT eklenerek hiicreler toplanir ve esit miktarda ependorf tiplerine kondu, protein
analizi icin hazir hale getirildi. Hicrelerden protein analizi igin Western blot teknigine
basvurulur. Bu, gok asamal1 bir teknik olup asagidaki siratakip edilerek yapild.

Akrilamid Jel Elekroforezi icin Jel Hazir lans::
Je yogunlugu analiz edilmek istenen proteinin agirligina gore degisiklik
gostermektedir.
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Yuzde 8 lik yuklemejeliicin :
Cizelge 2.4 Ayirict ve Paketleyici Jel Sollisyonu Igin Kullanilan Malzemeler ve Miktarlar:

Ayirici jel  solisyonu | Peketleyici je
hazirlanmasi solisyonunun hazirlanmasi

Su 4.6 mi 34 ml

% 30’ luk akrilamit | 2.7 ml 0.83 ml

kar stmi

1.5M Tris(ph:8.8) 25ml 0.63 ml

%10 SDS 0.1ml 0.5 ml

%10’luk APS 01ml 0.5 ml

TEMED 0.006 ml 0.005 ml

Elektroforez cemberi icin (Running Buffer) :

Bir litre 1X SDS Tamponu kullanil di.

Bununigin, 10X lik SDS tampon stoklar: hazirland:.

Bir litre 10X’ lik SDS tamponu igin 30.3 g Tris, 144 g Glisin, 10 g SDS kullanld:.
Ornekler kuyulara yerlestirildikten sonra, 70 vollta 2 saat kadar ylritildu ve ardindan
transfer asamasina gegildi. Transfer isleminde proteinimizin agirligi biyik oldugundan

dahaiyi sonug elde etmek icin Wet blot islemi gece boyu uygulandh.

Wet Blotta Kullamlan Transfer Tamponun Hazrlans::
1X'lik 1 litre transfer tamponu igin 5.8g tris, 2.9 glisin, 0.37g SDS, 200ml %20’lik

metanol kullanildi ve su ile de 1 litreye tamamlanch.

Wet blot icin:

Dort parga jel buyukliginde wattman filtre kagidi ve 1 parga da membran
kesildi. Wattman filtre kagitlar1 transfer tamponun iginde iyice islatildi ve
membranda 10 dakika kadar methanol igerisinde yikand:.

Transfer aparati Uzerine 1 wattman filtre kagidi, jel, membran ve diger 2
watmann filtre kagidh gelmek Uzere sandivi¢ yapildi ve olusacak hava
baloncuklarint engellemek igin silindir bir cubuk ile Gzerinden gegildi.

Her bir jele 60 mA olacak sekilde 13 voltta gece boyu transfer yapildi.
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Ertes gun:
Filtre kagitlari ortadan kaldirildi, membran Uzerinde markirin yeri
tukenmez kalemle isaretlendi ve bloklama sollisyonunda 1 saat mikser
Uzerinde inkuibasyona birakildi.
Bloklama soltisyonu dokildl ve primer antibadi bloklama soltisyonuyla
uygun oranda karstirilarak eklendi ve 2 saat kadar tekrar oda
sicakligindainkiibasyona birakildi.
Saat sonrasinda 15 dk da bir olmak Uizere 4 defa TBS-Tween Ph 7,6 ile
membran yikand.
Uygun miktarda sekonder antibadi bloklama soltsyonuyla karistirilarak,
yikanmig membran Uzerine eklendi. Bir saat oda sicakliginda mikser
Uzerinde inkuibasyona birakildi.
Ardindan tekrar 15 dakika 4 defa TBS-Tween pH 7,6 ile membran
yikandi.

Kullamlan Bloklama Soltisyonu :

50 ml PBSiile 2,5 g siit tozu karistirillarak % 5'lik bir bloklama soltisyonu kullanildi.

Kullamlan Primer ve Sekonder Antibadi Konsantrasyonu :
%1000’ lik primer antibadi ve 1/10,000'lik sekonder antibadi, sekonder antibadiler
HRP li olup detection igin ECL tespit kiti kullamld:.

TESPIT:
ECL tespit kiti reaktiflerinden 1’e 1 oramnda aip (500ml + 500ml yeterli) membran
Uzerine yayip 90 dakika bekledikten sonra karanlik odada sonuglar analiz edildi.

3.7. Hagtalardan Alinan HCC'li ve Saghkh Karaciger Dokularindan Alinan Doku
K esitlerinin immunofloresan Metodu ile Boyanmas ve STAG 1 Protein
Expresyonunun incelenmes

Hastalardan alinmis HCC'li ve saglikli karacigerler dokulari Uzerinde de

antifloresan teknigi ile boyama yapilarak STAG 1 proteininin expresyonu incelendi.



3.7.1. immunofloresan Boyama Protokolii

Parafin dokudan ainmis kesitler :

1. Xylen'de 3X5 dakika

2. %100’ |uk etanolde 5 dakika

3. %090 ik etanolde 5 dakika

4. %70 lik etanolde 5 dakika bekletildi.

5. Dahasonra2X5 dakika PBS banyosuna alindi.

6. PBS banyosundan sonra DuduklU tencere icerisine 1,6 litre su ve 15ml Vektor
Unmasking Sollisyonu eklendi ve ornekler bu karisimin igerisine konuldu.
Solusyon kaynayana kadar dudiklinin agzi kapanmaz. Kaynama basladig:
andan itibaren dudikltinuin agz1 sikica kapatilir ve 5 dakika beklendi.

7. 5 Dakikalik bekleme siires sonunda didukltintin 6nce havast alinir ve ardindan
yavasca kapagi acildi.

8. Kapak agildiktan sonra hemen kesit drnekleri musluk suyunda yikanir ve 2X5

PBS banyosu yaptirildi.
9. Birincil antikor (STAG 1) 1/1000 oraminda PBS ile hazirlandi ve 6rnekler

Uzerine 100 ul kadar uygulandi. Ornekler, nemli cember icerisinde bir sonraki
gline kadar 4 derecede ertes gline kadar bekletildi.

10. Ertes giin 6rnekler en az 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.
11. 3X5 PBS banyosu yaptirildi.
12. ikincil antikor 1/2000 oraminda (anti Mouse cy3) PBS icerisinde hazirlandi. Cy3

oldugu icin 1s18a karst duyarlidir ve ependorf tipunin dis kismr 151k almayacak
sekilde aliminyum folyo ile kapatildi. Ornekler Uzerine uyguland: ve 2 saat

nemli gember igerisinde oda sicakliginda inklibasyona birakildi.

13. Inkiibasyon sonrasinda 2X5 PBS banyosu yaptirildir.
14. Yizde 100’0k, %90'hk, %70'lik etanolde srasiyla 3'er dakika ornekler

bekletildi ve ardindan ortamdaki havaile kurumas: saglandh.

15. Kurumus 6rneklerin Gizeri DAPI medyumu ile kapatilir.
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4, BULGULAR

4.1. Stag 1 Proteininin Fibroblast Hicreerindeki Salinim

STAG 1'in fonksiyonunun Ogrenilecegi calismalardan once STAG 1'in norma
ve gamma irradyasyonuna maruz kalmis hticrelerde olan ifadesini incelemek icin, geng
ve yasli fibroblast hicrelerden gamma irradyasyonuna maruz birakilmig  ve
birakilmams olmak Uzere iki grup olusturuldu. Ardindan bu hiicreler toplanarak p53,
p21, STAG 1 protein salimm: western blot yontemi ile incelendi. incelemelerde, Stagl
ve p21 saimminda radyasyona maruz birakilmis yasli ve gen¢ hicreler arasinda
degisiklik gorilmedi. P53 ise irradyasyona ugramis hticreler arasinda bir karsilagtirma

yapildiginda geng hticrelerde p53 salimiminin yasli hiicrelere gore ¢ok daha fazla oldugu
gbzlendi.

M1 23 4 56

50 kDA i 53 kDa
M 123 4 56

GAPDH

37 kDa 36 kDa

M1 2 3 456

20400 e R '
21 KDa

Sekil 3.1: Insan fibroblast hiicrelerindeki STAG1, P53, GAPDH ve P21 ekspresyonlari.

Gamma irradyasyona maruz birakilmis pd:37 geng ve pd:53,5 yash fibroblast hiicrelerine uygulanan
western blott teknigi sonrasinda STAG 1, p53, p21 salimmlaru incelendi. Bu incelemel erde housekeeping
gen olarak gapdh tercih edildi. Ornek sirdamasi: M: Markir, 1) PD:37 gamma irradyasyona maruz
birakilmamis, 2) PD:37 (¢ saa gamma irradyasyona maruz hirakilms, 3) PD:37 alti saat gamma
irradyasyona maruz birakilmis, 4) PD:53,5 gamma irradyasyona maruz birakilmams, 5) PD:53,5 ¢ saat
gammairradyasyona maruz birakilmis, 6) PD:53,5 alti saat gamma irradyasyona maruz birakil mistir.
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Y ukaridaki sekilde goruldigt gibi geng PD: 37 ve yasl PD: 53,5 fibroblast huicrelerinde
kontrol ile bir karsilastima yapildiginda temel diizeyde STAG 1 salimminda dnemli bir
farkin olmadig1 gozlendi. Ancak geng ve yasli huicrelerdeki P53 salimimina bakildiginda
geng hiicrelerdeki p53 salintminin yasl herelerdekine oranla gok daha fazla oldugu
gozlenmistir. GAPDH ise protein seviyelerinin esit olup olmadigin kontrol edip dogru
kiyad ama yapabilmek igin yikleme kontorlt olarak alind.

4.2. shRNA ve cDNA Oligonukleotidlerinin Lenti Viral Vektorlere Klonlanmas
Sonuglary

Genin fonksiyonunu belirlemek icin calismalarda Oncelikle shRNA
oligonukleotidleri lenti viral vektorlere klonlanarak genin baskilanmas: saglandi.
Bilindgi gibi bir genin baskilanmasi, gene ya da onun mRNA transkriptine
komplementer dizi olan kisa bir DNA ya da RNA (oligontkleotid) gibi bir reaktif
kullanillarak genin expresyonunun susturulmasi anlamina gelir. Bu c¢alismada 3 farkl:
shRNA oligonuklotidi kullamlarak baskilama deneyleri yapildi. Bu sayede STAG 1'in
baskilandig1 durumlarda hiicrelerde ne gibi degisimlerin s6z konusu oldugu incelenmek
istendi.

Asir ifade deneylerinde pBluescript vektorine klonlanmis olan cDNA, satin
ainan sirketten tam boy DNA olarak aindig: igin ve dizisinde dur kodonu tasicigindan
dolayt ©6nce cDNA’'mn transkripsiyonu saglanamadi ve basarili  klonlama
gerceklestirilemedi. Bu problemi ¢dzmek icin, tam boy DNA'nin cDNA dizis PCR

yontemi ile gogaltildi ve yalnizca bu kismin vektdre klonlanmasi gerceklestrildi.
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Sekil 3.2. PCR metoduyla pBluescript vektoriinden izole edilmis STAG 1 cDNA (3.6 kb)

Sonug 3.3 Sirastyla 1.,2, ve 3. drnekler shRNA A, 4.,5.,6. drnekler shRNA B, 7., 8., 9. drnekler
shRNA C oligonikleotidlerinin PCR amplifikasyonu sonrasi gériintisii (110 bp)
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M K1k1K2k2K3k3K4k4K5k5K6keK7k7 KBk8K9k9 M

Sekil 3.4 SFFV pGIPZ shRNA A klonlart. Deneyde bir basta markir (M), kontrol grubu
(K1,K2,K3,K4,K5,K6,K7,K8,K9), drnekler (k1,k2,k3,k4,k5,k6,k7,k8,k9) ve son kuyucuga yine markir
(M) olmak Uzerejele yikleme yapil mstir.

Elde edilen sonugta shRNA A’nmin klonlandig1 vektér SFFV pGIPZ 10 kb civarinda,
shRNA ise 100 bp biyukligunde gozlenmistir ve basarili klonlara k7, k8 ve k9
orneklerinde ulasilmustir.

M K1 kl K2 k2 K3 k3 M K1 kl K2 k2 K3 k3 M

e B _ 8. _ 8.8 =
"-T.e ey -

MONTAG, 23. NOVEMBER 2009 - 17:12

Sekil 3.5 SFFV pGIPZ shRNA B ve SFFV pGIPZ shRNA C klonlari. Burada da sirastyla markir (M),
kontrol grubu (K1,K2,K3), SFFV pGIPZ shRNA B ornekleri ( k1, k2, k3), 3. drnekten sonra tekrar
markir (M), kontrol grubu (K1,K2,K3), SFFV pGIPZ shRNA C ornekleri (k1,k2,k3), son kuyucuga
markir (M) olmak Uzere jele yukleme yapil mis ve basarili klonlarda 10 kb tzeride SFFV pGIPZ vektoru

(10281 bp) ve 100 bp tizerinde de shRNA B (110 bp) ve shRNA C (110 bp) gbzlemlenmistir.
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Elde edilen sonugta shRNA A’min klonlandigi vektor SFFV pGIPZ 10 kb
civarinda, shRNA ise 100 bp buyukligtunde gozlenmistir.

Genin baskilandigi durumlarin yam sira genin ¢ok fazla durumlar da hticrede
hangi sinyallere dahafazla yanit verilecegi incelenmek istenmis ve bununicin de cDNA

oligontikleotidi lenti viral vektorlere klonlanmak Uizere kullanilmastir.

cDNA klonlama deneylerinde yalmzca klonlanacak bolum (insert) ile degil
vektorle de problem yasanmistir. cDNA’min ilk klonlanmak istendigi vektor PLVX
IRES mRuby vektorunin IRES kisminda olan bir problemden dolayr vektor
degistirilmistir. Bilindigi gibi IRES (Internal Ribosomal Entry Site), translasyonun
baslamasina izin veren ve protein sentezinin olmasin saglayan bolgedir. PLVX IRES

mRuby yerine SFLV cDNA EGFP lenti viral vektori ile ¢alismalara devam edilmistir.

M K1kl K2 k2 K3 k3 K4 k4 K5 k5 K6 k6 M

Sekil 3.6 SFLV cDNA EGFP STAG 1 klonlar1. Jel Uizerine de basta ve sonda markir (M) olmak Uizere,
sirasiyla kontrol grubu (K1, K2, K3, K4, K5, K6) ve ardindan érnekler (k1, k2, k3, k4, k5, k6) olmak
Uzere yukleme yapilmis ve tim érneklerde basarili sonug alinmistir. Gortldugl Uzere SFLV cDNA EGFP
STAG 1 vektori (1076 bp) 10 kb' nin Gzerinde, insert cONA STAG 1 (3,6 KB) ise 3-4 kb arasinda, 4
kb'ye biraz daha yakin olarak gozlenmistir.
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Elde edilen sonugta shRNA A’nin klonlandig: vektdr SFFV pGIPZ 10 kb civarinda,
cDNA ise 3.6 kb buyutklugiinde gdzlenmistir

4.3. Klonlanmis Vektorlerin Lenti X 293 T HUcrelerine Verilerek Transfekte
Edilmes ve Ardindan PD: 40,5 Geng Fibroblast Hicreleri ile PD: 57 Yash
Fibroblast Hiicrelerinin Transdiksiyonu

Basarili sShRNA ve cDNA klonlama c¢alismalarindan sonra bos vektor kontrol
grubu olarak alinarak, klonlanmis vektorler ile Lenti X 293 T hicreleri transfekte
edilmigstir. Lenti X 293 T hicre hatt1 yiksek transfekte olma yetenegine sahip ve viral
proteinlerin expresyonunu destekleyen bir hiicre hatti tipidir. Lenti X 293 T hiicrelerinin
klonlanmis vektorlele transfekte olabilmeleri icin de virls Uretimini saglamak amaciyla,
Gag / Pol PCMVARS89.1 ve VSVG PMD.G proteinleri kullamilmistir. Gag/pol virts
DNA yada RNA’sinin expresyonunu diizenleyici bir element olup, VSVG' de virise ev
sahipligi yapan Lenti X 293 T hicrelerine tutunmasinda aracilik eden ve viral girisi
saglayan bir proteindir.

Lenti X 293 T hucrelerinde yiksek transfeksiyon verimliligi GFP (green
flourescent protein) sayesinde belirlenebilmistir. GFP transfeksiyonun bir gostergesidir.
Transfekte edilmis hucreler mavi 1s1ga maruz birakildiginda yesil floresan 15181 sacan bir
proteindir. Transfeksiyon verimliligi de GFP expresyonu ile kontrol edildi.

Lenti X SFFV pGipz Empty shRNA A Lenti X SFFV Pgipz shRNA A
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Lenti X SFFV Pgipz shRNA B Lenti X SFFV Pgipz shRNA C

Sekil 3.7 Yizde 100 Transfeksiyona Ugrams Lenti X 293 T Huicreleri

Transfeksiyonda; %100 GFP expresyonu gorilen Lenti X 293 T hicrelerinden
supernatant alinarak yasli PD: 57 ve geng PD: 40,5 fibroblast hiicreleri transdikte
edildi. Ancak, transdiikte olduktan sonra klttire alinan hiicrelerin 2 giin sonra 6lmeye
basladigi gozlendi. Deney, transfekte edilmis hicrelerden alinan supernatamn virls
konsantrasyonu azaltilarak fibroblast hiicreleri Uzerinde tekrarlandi. Supernatanin
konsantrasyonu yariya indirildigi halde fibroblast hicrleri halen 6ldigi icin bu olayin
teknik bir sorun olup olmadigim arastirmak lzere p53 U olmayan Large T hicreeri
Uzerinde transdiksiyon denemesi yapildi. Bu hiicrelerde deney sonucunda hiicrelerde
0lum gozlenmedi. Buradan deneylerde teknik bir sorun olmadig: Uretilen virtsin ¢ok

etkin oldugu anlagild:
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SFFV pGIPZ EMPTY (BJ pd:72.5) SFFV pGIPZ shRNA A (BJ pd:72,5)

SFFV pGIPZ shRNA B (BJ pd:72,5) SFFV pGIPZ shRNA C (BJ pd:72,5)

SFLV Cdna EGFP STAGL (BJ pd:74,5)

Sekil 3.8 Transdilkte Edilmis Fibroblast Large T Hicreeri

Trangdikte olmus htcrder klltire alindi. Ancak kultirdeki SFLV cDNA
EGFP ile transdikte olmus hicrelerin GFP expresyonunu mikroskop atinda
gozlenemedi. Klonlanan cDNA 3,6 kb oldugundan expresyonunu mikroskop atinda
gbzlemeleyebilmek icin zamana ihtiyag oldugu anlasildi. P53'sliz hiicreler Gzerinde
yapilan transdiikksyon ¢alismalarin ardindan kdiltiire ainan bu hiicrelerde SFLV cDNA
EGFP ile transdikte edilmis hicrelerde ancak 2 ay sonunda GFP expresyonu
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gozlemlendi. Ancak, daha sonra yapilan western blot deneylerinde GFP expresyonu
gozlemlenilmese de basaril1 transdiiksiyonun gergeklestigi anlagiimistir.

Bu kez yariya indirilmis viris konsantrasyonunun yan sira transfeksiyonun
inkiibasyon siiresi de azaltilarak calismalar yapildi. Once transfeksiyon siiresi 6 saate
indirildi yine htcrelerde 6lim gozlendi, sire 4 saate kadar indirildi ve 4 saatlik

inktibasyon ile basarili sonuca ulagild.

LENTI X SFFV pGIPZ EMPTY LENTI X SFFV pGIPZ shRNA A
LENTI X SFFV pGIPZ shRNA B LENTI X SFFV pGIPZ shRNA C

Sekil 3.9 Tekrar Transfekte Edilmis Lenti X 293 T Huicrel eri

Lenti X 293 hiicrelerinde % 100 GFP expresyonu gdzlenmemistir ancak elde edilen
suprenatant fibroblast hiicrelerini transdiikte etmekte basaril1 olmus ve fibroblast

hiicreleri yasamaya devam etmislerdir.

BJpd: 40,5 SFFV pGIPZ EMPTY BJpd: 40,5 SFFV PGIPZ shRNA A
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BJ pd: 40.5 SFFV pGIPZ shRNA B BJpd: 40,5 SFFV pGIPZ shRNA C

Sekil 3.10 Transdiikte Olmus Geng Insan Fibroblast Hilcreleri PD: 40,5

BJ pd: 57 SFFV Pgipz EMPTY BJpd: 57 SFFV Pgipz shRNA A
BJ pd: 57 SFFV pGIPZ shRNA B BJ pd: 57 SFFV pGIPZ shRNA C

Sekil 3.11 Transdiikte Olmus Y asl: Insan Fibroblast Hiicreleri PD:57

4.4. Kultareahnms hicrelerin toplanmas ve STAG 1 protein ekspresyonunun
incelenmesi

Kultardeki bu hicreler platelerde belirli bir sayiya ulastiktan sonra %100 yogun olan
plateler alindi ve hicreer toplanarak STAGL'in protein expresyonu incelenerek
baskilama ve asir1 ifadede basariya ulasilip ulasiimadig: incelendi. Yasli hicrelerde
basarili sonu¢ elde edildi. Gen¢ hiicrderde ise teknik problemlerden dolay:
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karsilastirmada guclik cekildiginden objektif bir sonug elde edilmesi icin deneyin
tekrarlanmasina karar verildi ve hiicrelerin kilttiriine devam edildi.

150 kDa

100 kDa
75 kDa

20 kDa
37 kDa

Sekil 3.12 Fibroblast PD: 57 STAG 1 ve beta aktin ekspresyonlari. Western blott sonucunda, Ustteki
membranda sirasiyla: M: markar, 1) kontrol grubu bos vektor, 2) SFFV pGIPZ shRNA A, 3) SFFV
pGIPZ shRNA B, 4) SFFV pGIPZ shRNA C, 5) SFVLV cDNA EGFP STAG 1 6rneklerinde STAG 1
expresyonlari, attaki membranda ise house keeping gen olarak kullamlan beta aktinin expresyonlar
gozlenmektedir.

Sekil 3.12' de kontrol 6rnegi diger orneklerle mukayese edildiginde 3. ve 4. érenkelerde
hiicrelerdeki STAG 1 ekspresyonlar: daha dusiik seviye de 5. 6rnekte ise daha fazla
ifade edilmis olarak gozlendi. Beta aktin bu deneyde yiikleme kontrol( olarak

alinmstir.
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45. HCC'li Hagalar ve Saghkh insanlarin Karaciger Dokularindan Alinan
K esitlerinin immunofloresan Antibadi Boyama M etodu ile Boyanmasi ve STAG 1

Protein Saliminin incelenmesi Sonuclar:

Nr. 15 HCC Dapi Nr.15 HCC Stag 1

Nr. 25 HCC Dapi Nr.25 HCC STAG 1

Nr. 26 HCC Dapi Nr.26 HCC STAG 1

Nr. 2 Karaciger Dapi Nr. 2 Karaciger STAG 1



Nr. 14 Karaciger Dapi Nr. 14 Karaciger STAG 1
Nr. 16 Karaciger Dapi Nr. 16 Karaciger STAG 1

Sekil 3.13 HCC'li ve Saglikli Karaciger Doku Ornekleri Uzerine Y apilan Immiinofloresan Boyama
Sonucunda DAPI ve STAG 1 Salinim

Sekil 3.13'te saglikli insanlar ve HCC' li hastalardan alinan parafine yatirilmis dokular
Uzerinde yapilan immunofloresan deneyi sonucunu STAG 1 salimmim géstermektedir.
Dapi boyamasi bir gekirdek boyamas: olup hiicrelerdeki cekirdegi gostermektedir. Stag
1 boyamasi ise STAG 1 salimmim gbstermektedir. Elde edilen sonuglara gore kimi
saglikli ve HCC' i hastalardan ainan doku treneklerinde STAG 1 salimmi gozlenirken
kimisinde gozlenmedi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, STAG 1 geninin hicre proliferasyonu, transformasyon ve DNA
hasar yanitlarindaki fonksiyonu belirlenmek istenmistir.

STAG 1’in fonksiyonunu Ogrenecegimiz ¢alismalardan dnce STAG 1'in normal
ve gamma irradyasyona maruz kams htcrelerdeki salimm incelendiginde yasl
hiicrelerin p53 fonsksiyonunun, geng hiicrelere gore daha kolay kaybedebilecegi ve
kanserlesmeye daha yatkin olduklar1 gbzlendi.

Y ang ve ark.%? yaptigi bir calismada; oral mukozada yasla iliskili p53 proteininin
expresyonundaki degisimler incelenmistir. Yapilan calismalarda, ileriki yaslarda p53
proteininin fonksiyon dis1 kaldigi ve DNA onarimina karsi mikemmel bir savunma
saglayamadigi, DNA hasar birikiminin fazla oldugu ve kansere donusiine yardimci
oldugu gosterilmistir. Wilson ve ark.%® yaptig bir calismada; kemik iligi mezenkimal
kok hucrelerinin yasla iliskili molekiler genetik degisimleri incelenmek istenmis ve
bununicin 2, 8, 26 aylik fareler tUzerinde galismalar yapilmistir. Bu farel erden toplanmis
olan mezenkimal kok hicrelerdeki gen ekspresyonu degisimleri incelenmis ve sonug
olarak 26 aylik farlerde hiicre donguisi diizenleyicisi p53’ iin ekspresyonunda bir azalma
g0zlenmistir.

Hem baskilama hem de asir1 ifade deneyleri icin kullanilan vektdrler 6nce de
belirttigimiz gibi Lenti viral vektorlerdir. Lenti viral vektorler hem bdlinen hem de
bolunmeyen hicreleri transdikte edebildikleri igin bu gibi ¢alismalarda ¢ok kullamsli
araglardir ve tercih sebebidir.

Lundberg ve ark.%* yaptig1 bir calismada nérolojik bozukluklarda uygulanan gen
terapilerinde lentiviral vektorlerin kullanmmi  konusunda, baskilama ve asinn ifade
calismalart icin ¢cok uygun vektorler oldugu belirtilmistir. Bunun da lenti viral
vektorlerin genis klonlama kapasitesinin olmast ve bolinmeyen hiicreleri de transdikte
edebilme Ozelliklerinden kaynakli oldugunu anlatmisgtir. Parkinson ve Huntigton's
hastaliklar1 Uzerinde yapilan calismalarda genetik model olusturmada ¢ok faydali

oldugu bbylece karisik olan genetik etkilesim inceleme calismalarinda; Alzheimer
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hastaligi galismalarinda da lentiviral vektorlerin SIRNA (small interfering RNA)' yi
eksprese etmek icin uygun oldugu konularina deginilmistir.

Bensadoun ve ark.® bir Parkinson hastalizi modeli olan 6-OHDA (6-
hidroksidopamin) fare modelleri Gzerinde yaptig1 ¢alismada gen transfer sistemi olarak
lenti viral vektorler kullanilmis ve bunlarin gok fazla sayida hiicreyi enfekte edebilme
ve uzun mesafelere kadar yayilmalar: sayesinde basaril1 sonuca ulagilmistir. Park’ nin®®
de lentiviral vektorler kullamilmug, aktif olarak bolinmeyen hicrelerin de genomik
DNA'’lariyla birlesebilmes sayesinde standart transgenezis teknikleri yerine lentiviral
transgenezisin ¢ok daha verimli oldugunu gostermistir. Bu avantajindan dolay:r da
transgenezis ve knockdown calismalarinin yam sira yapilacak ek gen terapilerinde
faydal1 olacagina deginmistir.

Arastirmamizda; hastalardan aliip parafine yatiridlmis HCC'li ve saglikl
karaciger dokular ile STAG 1 antibadi boyama deneyi yapildi. HCC, genelde sirotik
karaciger zemininde gelisen, nodiler lezyonlarla karakterize, karacigerin malign
neoplazisidir. HCC, dinyada en cok gorulen kanser turleri arasinda 5. siklikta,
mortalitesi ise 3. siklikta yer almaktadir. Patogenizine de bakildiginda diger kanser
gesitlerinde oldugu gibi hiicresel mekanizmada meydana gelen bir mutasyon sonucunda
hiicrenin  asir1  derecede cogalmasi ve apoptozisin engellenmes ile meydana
gelmektedir. STAG 1'de apoptozis ile iliskili timor baskilayict bir gen oldugu icin
HCC'li 6rneklerle saglikli 6rnekler arasinda expresyon karsilastirilmas: yapildi.

Cssitli optimizasyon denemeleri sonunda kullamlacak antibadi konsantrasyonu
saptanmis ve antifloresan boyama teknigi kullanilmistir. STAG 1 nukleusta exprese
edildiginden dolayr bu boyama teknigi ile STAG 1 expresyonunun sadece nukleusta
olacag1 dugunililyordu ancak, HCC' li olan bir drnekte nukleusun yan sira sitoplazmada
da expresyonla karsilasilmas: dnemli bir sonug olarak gozlemlenmistir. Bunun spesifik
bir boyama olup olmadigina karar verilebilinmes igin deneyin tekrar uygulnamasina
kara verildi. Boyama sonucunda kimi HCC'li ve saglikli karaciger dokusunda salimm
gozlenirken kimisinde salinim olmadiginin gbzlenmes sonucunda ise kesin bir sonuca
ulasabilmek igin drnek sayisinin artirilmasina, saglikli insanlarin ve HCC'li hastalardan
ainan ornekleri yaslarina gore gruplandirilarak immunofloresan boyama tekniginin

tekrar uygulanmasina karar verildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma suiresi igerisinde; STAG 1 geninin geng ve yaslt hiicrelerdeki baskilama
ve asin ifade saglandi. ileride yapilacak olan calismalar icin protein seviyesinde
baskilama ve agir1 ifade incelendigi gibi mMRNA duzeyinde de inceleme yapilarak bu
sonug desteklenebilir.

Kultire ainms olan bu knock downlu ve overeksprese hicrelerin gogalma
gunltg tutularak buyime egrisi hazirlanabilir ve proliferasyondaki farkliliklar analiz
edilebilir. Kilturdeki bu htcreler tGzerinde yH2AX boyamasi yapilarak yaslanmaya
giden hucreler ve oranlar: tespit edilebilir.

Baskilama ve asin ifade calismalarinda basarili olan hiicreler gamma
irradyasyonuna maruz birakilarak DNA hasarina ne gibi  yanitlarinin  oldugu
incelenebilir.

Myc onkojeni ile transformasyon calismalar: yapilarak transformasyon sonrasi
hiicre proliferasyonundaki degisimler ve timér hiicresi olusumu olup olmadig: tespit
edilebilir.
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