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OZET

Doktora Tezi

ANp63pB Geninin T98G Hiicreleri Uzerindeki Fenotipik ve Genotipik Ozelliklerinin
Arastirilmasi

Buse TUREGUN ATASOY
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Fikret SAHIN

P53 ailesi iiyelerinden biri olan p63 yapisal olarak p53 ile benzer olsa da fonksiyonel olarak,
olusturdugu izoformlariyla p53'den farkliliklar géstermektedir.

Bu tezde, p53 ailesinin bir iiyesi olarak bilinen, p63 proteinin izoformlarindan biri olan, fonksiyonu
tam olarak bilinmeyen ve heniiz kayda gegmis ayrintili literatiir ¢alismasi olmayan ANp63p’nin
insan glioma kanser hiicresi, T98G hiicreleri tizerindeki fenotipik ve genotipik 6zellikleri incelendi.
P63 proteinin timdr baskilayici olarak hiicrede rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle ANp63f3
proteinin, T98G hiicresinin fenotipi ve genotipinde olusturacagi etkileri siirekli hiicrelerde
izleyebilmek icin doksasiklin varhiginda indiiklenen pRetroX-Tet-On vektor sistemi kullamldi. ilk
olarak rtTA ifade eden bu vektor sistemi ile siirekli hiicre hatlar1 elde edildi ve bu hiicre hattina
ANp63p ifade eden pRetro-pur vektor sistemi transfekte edildi. ANp63p ifade eden bu hiicre hatti
kullanilarak bu proteinin hiicre iizerindeki fenotipik ve genotipik etkileri incelendi.

Literatiir bilgilerine gore, p63 proteinlerinin, TA izoformlari tiimor baskilayici, AN izoformlarinin
onkojen olarak kabul edilmelerine karsin , AN izoformlarindan biri olan ANp63p’nin T98G
hiicresindeki ifade artisi dramatik bir sekilde hiicre 6limiine neden olmustur. Gergeklesen bu hiicre
Olimlerinin nedeni beklenildigi gibi apoptozisden degil ANp63p proteininin hiicre sitotoksik
etkisinden kaynaklandig: saptandi.

ANp63p proteinin genetik etkilerini arastirmak amaciyla temel olarak p53 proteinin hedef genleri ve
proteinlerinin ifade analizleri yapildi. ANp63p°in apoptozis ile ilgili genlerin ifadelerinde degisiklik
olusturmadig1 buna karsin anti apoptotik genlerde artisa neden oldugu belirlendi. Ayrica P53 ile
ilgisi kanitlanmis interferon (IFN) ve IFN tarafindan regiile edilen genler olarak adlandirilan ve
hiicre defansinda rol alan hedef genlerde p53’iin olusturdugu genetik degisikliklere benzer
degisiklikler ANp63f ifadesi artmig hiicrelerde de belirlendi. Onkojenitede rol alan bircok gen
ifadesi diizeyinde artis goriinmesine ragmen ANp63p ifadesinin artigt T98G hiicrelerinde
gergeklesen hiicre oliimlerinin nedenlerinin ortaya konmasi igin daha fazla aragtirmaya gereksinim
vardir.

2014, 82 sayfa
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ABSTRACT

Investigation of the Phenotypic and Genetopic Effects of ANp63p Gene on T98G Cell Lines
Buse TUREGUN ATASOY
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Fikret SAHIN

P63 is described as a member of the p53 family. Although p63 resembles to p53 as structural and
functional, it is different from the p53 because it has different isoforms.

Although there are studies related with p63 isoforms, ANp63f that is an isoform of p63 are not
presented in literature in detail. In this thesis the phenotypic and genetic effects of ANp63f on the
T98G cell line was investigated.

P63 is known as tumor suppressor protein. For this reason, to see the functions of ANp63p on
continuous cell lines pRetroX-Tet-On vector system, which induced by the doxacillin, was used.
First rtTA expressing vector that is part of the pRetroX-Tet-On vector system was established on the
T98G cell lines with the presence of neomycine selection. Thereafter, ANp63f cDNA cloned
Retropur Tight retroviral vector prepared and infected the T98G cell lines containing pRetroX-Tet-
On vector system and continuous cell lines were obtained with the puromycin selection. Then, the
functions of the ANp63f on the T98G cell line were investigated.

Although TA p63s is described as tumor suppressor and AN p63 isoforms is described as oncogene
in the limited number of literature, in this study, overexpression of ANp63f in the T98G cell lines
killed cell dramatically. Interestingly, It was determined that cell death is due to the necrosis not as
expected as due to apoptosis.

Genetic effects of ANp63 was investigated basis on the expression analysis of the p53 target genes.
It was found that while ANp63p has no effects on the apoptosis-related genes, it has changed the
expression of the anti-apoptotic genes. In addition the apoptosis related genes, Interferon regulated
genes which are regulated by p53 and have roles in cell defence were investigated. Results indicates
that Expressions of IFN regulated genes showed similar patterns to the p53 results.

Although ANp63p overexpression increased the some of the oncogenite releated genes, cell died
dramatically. Further experiements are needed to explore the causing of cell death.

2015, 82 pages
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1. GIRIS

P63, tiimor baskilayici olan p53'e benzeyen 1998 yillinda kesfedilmis bir proteindir. P63
genin kodladig1 proteinler, N-terminal transaktivasyon, DNA baglanma ve karboksi-
oligomerizasyon gibi p53'in protein yapisinda bulunan domainlere benzerlik
gostermektedir (1). Bu domainlerin disinda alternatif promotor ya da alternatif splizing ile
tamamen farkli fonksiyonlara sahip izoformlar olusmaktadir (2). Bu izoformlar basta
embriyonal epitel olusumu ve gelisiminde 6nem tasimakla birlikte p63 geninde meydana
gelen mutasyonlar ektodermal displazi ile karakterize epidermal defektlere neden
olmaktadir (1).

Insanlarda goriilen kanserlerde en sik gorillen p53 mutasyonlar, kanserin metastaz
yetenegi ve prognozu gibi fenotipik fonksiyonlarinin belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (3). Yapisal olarak p53'e oldukga benzeyen p63'iin fonksiyonel olarak da
benzer 6zellikte olmasi beklenmektedir. Hiicre invasyon yollaginda etkili oldugu bilinen
p63, hiicre invasyonunun metastaz lizerindeki etkisi diistiniildiigiinde kismen de olsa
insanlarda goriilen kanserlerin prognozunun belirlenmesine aracilik ettigi goriilmektedir.
Bunlara ek olarak 'epitelyal diizenleyici' islevi ile p63, epidermal mezensimal gecis, kok
hiicrenin olugumu, hiicre yaglanmasi, hiicre 6liimii ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi gibi
fonksiyonlarinda gorevlidir. Bu 6zellikler kanserin prognozunun belirlenmesinde oldukca
onemli yer tutmakta bu Ozellikleriyle birlikte p63 kanser hiicrelerinin kemoterapiye

direncini veya duyarliligini etkilemektedir (4).

P63, transaktivasyon domaini igeren ve icermeyen olmak tizere iki, daha sonra karboksil
ucunda meydana gelen alternatif splizing ile de bes farkli izoform olusturmaktadir (Sekil
2.1, Sekil 2.2) (4, 5). TAp63 hiicre 6limii ve hiicre dongiisiinii durdurma 6zelligi ile timor
baskilayici, ANp63 ise genellikle kanserde asir1 salinarak onkojeniktir. Bu 6zelligiyle bu
iki izoform birbiriyle zit etkilere sahip olduklari disiinilmektedir (6).

Farkli izoformlara sahip p63’lin heniiz fonksiyonlar1 detayli olarak tanimlanmamis olan
ANp63 izoformunun T98G (Insan glioma kanser hiicresi) hiicresi iizerindeki genotipik ve

fenotipik etkileri bu g¢alismada incelenmistir. Bu amagla; timor baskilayict 6zellikte
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oldugu diisliniilen p63'iin istegimiz disinda hiicrede fenotipik, genotipik degisiklikler
yapmasint Onlemek ve direkt olarak p63 proteinin etkisini gorebilmek icin ANp63f
izoformunun doksasiklin varliginda ifade artisin1 (overekspresyonunu) saglayan vektor
sistemi kullanildi. Bu nedenle en sik kullanilan indiksiiyon yontemi olan ‘pRetroX-Tet-On'
vektorii ile doksasiklin varliginda rtTA ifadeleyen siirekli hiicre hatlar1 elde edildikten
sonra, secilen hiicre hatt1 icerisine Retro-pur retroviral vektor sistemi igerisine klonlanan
ANp63p izoformu transfekte edildi. Doksasikin varliginda ANp63p izoformunu yiiksek
diizeyde ifadeleyen siirekli hiicre hatlar1 elde edildikten sonra ANp63p' nin hedef hiicre

tizerindeki fenotipik ve genotipik 6zellikleri arastirildi.

Calismada ANp63B cDNA'sin1 elde etmek ic¢in kullanilan hiicrelerin hi¢ birinde bu
izoformun ifadesine rastlanmadi bunun iizerine ifade diizeyinin yiiksek oldugu bilinen
epitel hiicresinden parsiyel PZR fiiriinleri bir araya getirilerek ile ANp63 cDNA’s1 elde
edildi. Ancak bu deneyin genelinde kullanacagimiz hiicrede p63 ifadesinin olmamasi,
caligmanin basinda planladigimiz ANp63p'nin hiicrede ifadesinin azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmas: ile ilgili siRNA ifade sistemlerinin kullanilmasina gerek olmadigina karar
verildi. Bundan dolay1 ¢alismamizda sadece genotipik ve fenotipik incelemeler
ANp63Bnin ifade artisina (overekspresyonuna) dayanmaktadir. Ayrica tezde kullanilmasi
planlanan Hep G2 hiicrelerinin transfeksiyon giigligii ve siirekli hiicre hatti elde
edilmesinde yasanan zorluklar nedeniyle yerine glioblastoma multiforme hiicrelerinden
elde edilen T98G hiicre hattinin kullanilmasi uygun goriilerek deneylere bu hiicreyle
devam edildi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. P63’iin Kesfi

P63, p53 ailesinin timdr olusumu ve ontogenezde nemli fonksiyonlari olan transkripsiyon
faktori bir iiyesidir. 1997°de p73°lin 1998°de p63’iin kesfine kadar p53’iin uzun bir zaman
yap1 ve fonksiyon olarak benzersiz oldugu diisiiniilmekteydi. Filogenetik calismalar p63 ve
p73’iin evrimsel olarak p53°’den daha eski oldugunu ve p63’iin hem p53°lin hem de p73’iin
evrimsel atas1 oldugunu disiindiirmektedir (7-9). Omurgasiz hayvanlarda da p53 ailesinin
sadece bir geni vardir o da yiiksek derecede omurgali p63’iine benzerlik gdstermektedir.
Bu nedenle daha sonra gelismis p53 ozellikle tiimor baskilayici 6zellikteyken evrimsel
olarak daha eski olan p63 ve p73 ontogenez ve timoér olusumunda farkli bir rol

oynamaktadir (4, 10).

2.2. P63 Geni ve Protein Yapisi

Insan TP63 geni kromozomda 3q27-29°da yer alir. 15 ekzon ve iki promotor icermektedir
(5, 11). TP63’iin tanimlanan ana fonksiyon domainleri transaktivasyon domaini (TA),
DNA baglanma domaini (DBD) ve oligomerizasyon domaini (OD) olarak bilinmektedir
(Sekil 2.2) (7). TP63 iki farkli promotordan ifade olur. Birinci promotor 1.ekzonun
oncesinde, ikinci promotor da 3. intronda bulunur. Birinci promotordan N terminal ucunda
TA igeren TAp63 izoformu, ikinci promotordan TA domaini igermeyen ANp63 izoformu

ifade olur. Bu transkripsitlerin her ikisinin de karboksil ucunda meydana gelen alternatif

splicing ile farkli izoformlar olugmaktadir (5). C uglan farkli kisimlarla birleserek a, B, Y

izoformlarimi olustururken, 6, € varyasyonlar1 da yakin bir zamanda tanimlanmistir (Sekil

2.1) (12).

a proteinler, izoformlar arasindaki en uzun proteinlerdir ve tiim terminal ekzonlari igerirler.
Bunlar: protein protein interaksiyona dahil olan steril alfa motifi (SAM), onu takiben TA
alt grup izoformlarinin transkripsiyonel aktivitesinin oto inhibisyonunu yapabilen inhibitdr

domainidir (TI) (12-14). B varyantlarinda, ekzon 13 ve dolayisiyla SAM ve TI domainleri
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bulunmaz. Y varyantlarinda 11, 12, 13, 14 ekzonlart bulunmazken, intron 10’da

fonksiyonu bilinmeyen ek bir dizi bu izoforma dahil olmaktadir (Sekil 2.2.) (12, 15).

N-terminal isoforms

o TAp63
B ANp63

C-terminal isoforms

p63a
P63 3 — |
P63y
630 —————————
D ¢ e ———————————

c TAp63u — domain structure

TA DBD 0D SAM ]

Sekil 2.1. p63 izoformlarmin yapisinin sematik gosterimi (4)



A

p53 TA DNA Binding Domain Oligo
B O, (=) 0,
22% 60% 37%
p63a [ DNA Binding Domain Oligo SAM ZITID!
p63f [ RN DNA Binding Domain Oligo
p63y [N DNA Binding Domain Oligo
ANp63a. DNA Binding Domain
ANp63g O DNA Binding Domain Oligo
ANp63y I DNA Binding Domain Oligo

AN B
Sekil 2.2. p63 izoformlarinin protein yapisinin sematik gosterimi (5)

2.3.  P63’iin Embriyonik Gelismedeki Rolii

P63 izoformlarmin ifade diizeyleri ve modelleri farkli karakterdedir. ANp63a baskin
izoformdur. Bazal hiicrelerde ve glandular epitelde yiiksek derecede ifade olur. ifade
hiicresel farklilagsmayla azalir. P63 ifadesi epitelyal hiicrelerle siirhidir 6zellikle deri,
Ozafagus, tonsil, idrar kesesi, prostat ve meme gibi grandular dokularda ifade oldugu
gozlenmistir. Normal dokularda yapilan arastirmalarla uyumlu olarak p63, baskin olarak
bazal hiicre ve skuamoz hiicre karsinomunda ifade olmaktadir. P63 izoformlarimin timiinii
tanimlayan ayni monoklonal antikor kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, bu antikorun
TAp63°i identifiye edemedigini diislinlilmiig, bunun iizerine iki N-terminal izoformlarim
tanimlayan poliklonal antikor kullanilmistir. Boylece TAp63 proteinin epitelin suprabazal
bolgesinde ANp63°iin de bazal bolgede ifade oldugu gosterilmistir. TAp63 izoformunun
fonksiyonu epidermal morfogenezin ilk asamalarinda, ANp63 izoformunun epidermal
morfogenezin sonraki asamalarinda baskin olarak ifadelendigi gozlenmistir. Bu
izoformlarin olgun epidermiste belirlenmesinin zor oldugu rapor edilmistir (4). ANp63a
Ozellikle bazal tabakanin keratinositlerinde ifadelenir ancak bu proteinin ifadesi, olgun
epidermisin farklilagsmis suprabasal katmanin keratinositlerinde azalir (Sekil 2.3.) (16, 17).

TAp63’iin ANp63’e gore daha kisa yarilanma siiresi oldugu bunun nedeninin de TA



domaininin proteozoma bagli protein stabilitesini diizenleyen roliinden kaynaklandigi
gosterilmistir. Bu nedenden dolayr da ANp63 ifade diizeyinin daha baskin oldugu
sanilmaktadir (4, 18).
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Sekil 2.3. Cesitli doku 6rneklerinde p63’iin immunohistokimyasal boyanma81 (4)

A. Normal derinin epiteli B. Deride bazal hiicreli karsinom C. Endoservikal epitel D.
Urotelyal karsinom

Yapilan caligmalarda, p63’iin embriyonik gelismede Onemli bir mediyatdr oldugu
gosterilmistir (12, 19). P53’iin aksine p63 epidermis, meme ve prostat gibi epitelyal
dokularin gelisiminde kritik Oneme sahiptir. P63’lin fonksiyonunun ©nemi hayvan
modellerinde p63 geninin yok edilmesiyle anlagilmistir. Yapilan deneyler sonucu, P63 -/-
farelerde, ¢arpici bir sekilde gelisim defektleri olusmus, meme, salg1 ve tlikriik bezlerini
kapsayan tiim skuamoz epitel ve epidermal uzantilar eksik meydana gelmistir. Dogumdan
sonra siddetli dehidrasyon sonucunda oliimler sekillenmis (Sekil 2.4.) (20), uzuvlarin

gelisiminde de defektler meydana gelmistir (5).



Farelerde yapilan deneyler deride olusan defektlerin nedeninin fonksiyonu kaybolmus
ANp63a’nin indiikledigi membran biitiinliigi ve farklilagmasi i¢in gerekli olan genler
Frasl ve IkB kinaz-a (Ikka) oldugu bulunmustur (17, 21). Bu arastirmalarin sonunda
ANp63 proteininin p63’iin epitel gelisimindeki fonksiyonu i¢in kritik bir 6neme sahip
oldugu anlasilmistir (5).

Farelerde yapilan calismalarin yaninda insanlarda yapilan arastirmalar sonucunda da p63
geninde meydana gelen mutasyonlar cesitli gelisim defektlerini yaninda getirmektedir. P63
mutasyonunun EEC sendromunu, (split el -split ayak- ektodermal displazi — yarik damak
yarik dudak sendromu) p63 fonksiyon degisikligi nedeni ile olustugu diistiniilmektedir.
Sendroma neden olan p63 mutasyonu biiyiik 6l¢iide DNA baglanma bolgesinde olmakta ve
mutant p63, proteinlerin DNA’ya baglanma yetenegini ortadan kaldirmaktadir. P63’de
meydana gelen DNA baglanma bolgesindeki mutasyonlar tiimorlerde bulunan p53
mutasyonuyla homoloji gostermektedir (11, 22-24). P63'iin embriyonik donemde sa¢ ve

dis gelisiminde de 6nemli fonksiyonu oldugu belirlenmistir (25, 26).

Sekil 2.4. P63 -/- farelerde deri olusumunun gosterimi (20)

P63 keratinositlerin farklilasmamis durumunun korunmasi i¢in 6nemlidir. Hem fare hem
de insan keratinositlerinde p63 ifadesi Notch aktivasyonu tarafindan baskilanir (4).
Keratinositlerde ANp63’iin regiilasyonunun azalmasi hipoproliferasyona neden olmaktadir.

ANp63 proliferasyonu saglamak ig¢in, Kkeratinositlerin farklilagsmasi sirasinda hiicre



dongiisiinde gorevli p21°1, siklin bagimli kinaz inhibitoriiniin ifadelenmesini engelledigi
gozlenmis. ANp63a p21 promotoruna baglanarak p21 ifadesini direkt baskilamakta hem de
epidermiste Notch sinyal sistemini engelleyerek p21 ifadesini inhibe etmektedir (27, 28).
TP63’iin susturulmasi Notch ifadesinin regiilasyonunu artirir ve keratinosit proliferasyonun
azalmasma neden olur. ANp63a ifade artist Notch seviyesinin azalmasina ve
keratinositlerin proliferasyon potansiyelinin artmasina neden olur (29). Bu bilgiler, p63
Notchl bagimhi transkripsiyonun se¢ici modiilatérii olarak fonksiyon gdosterdigini
diistindiirmektedir. Bu nedenlerden dolay1r Notch ve p63 arasinda keratinositlerin kendini

yenilemesi ve farklilasmasinda bir denge olusturdugu anlagilmaktadir (4).

2.4. P53 ve P63 Benzerlikleri ve Farkliliklar:

P53’iin kesfinden otuz yil sonra, pS3 gen ailesinden oldugu diisiiniilen p63 bulunmustur.
Bu genin p53 ile yapisal benzerliginin temeli, timér baskilayict 6zellikte olmasi,
apoptozisin tetiklenmesinde etkili olmasi ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorev almasi
gibi fonksiyonel benzerliklerinden ileri gelmektedir. Yapisal olarak p53: TA, 6zgiil DNA
baglanma bolgesi ve oligomerizasyon olmak tiizere ii¢ tane domain ve tek bir promotor
bulundururken, p63 iki promotor bulundurmaktadir; bunun sonucunda da iki tip protein,
COOH ucunda meydana gelen alternatif splicing ile de her birinden {i¢ farkli izotip
olusturmaktadir (Sekil 2.5.) (30).

Tiim p63 proteinleri, p53’iin DNA baglanma domainindeki aminoasit dizisine % 60
oraninda benzemekte, yaklastk % 37 benzer oligomerizasyon domaini olarak

kodlanmaktadir (11).

Apoptozisin indiiklenmesi, hiicre dongiisiiniin kontrolii i¢in gerekli p53’iin ¢esitli hedef
genlerini transaktive ederek p53 benzeri gibi davrandigindan dolayr TAp63’iin bir timor
baskilayici (30), bunun aksine ANp63 izoformunun ise, TAp63 ve p53’i inhibe etme
kabiliyeti ve kendine 6zgii fonksiyonlarinin varligi ile muhtemelen bir onkojen oldugu
diistiniilmektedir (31). Esas olarak birgok makalede p53’iin roliiniin tiimoériin ilerlemesini
baskilamak ile ilgiliyken p63’iin ise daha cok direkt olarak tiimoriin gelismesi ve

farklilasmasiyla ilgili oldugu belirlenmistir (12).
8



P63; MDM, BAX, PERP ve NOXA gibi p53°iin hedef genlerine baglanabilmektedir. P53’e
benzer sekilde apoptotik fonksiyonlari gergeklestirmektedir (1, 32).

pS3

TAD DBD oD

j 5. B

10 F02%10° 11 .12
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Sekil 2.5. P53 ve p63 yapilari arasindaki farkliliklarin gosterimi (2)

2.5. P63 Proteinlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

P53 ailesi ¢ok sayida kovelent modifikasyon ve protein etkilesimiyle diizenlenmekte ve
bunlar p53 ailesinin farkl iiyeleri i¢in ortak kullanilabilmektedir. Bu ailenin iiyeleri olan
proteinler benzer regiilasyon mekanizmalardan etkilenseler de bu mekanizmalar ilgili
proteinlerin biyolojik aktivitesi tizerinde farkli sekilde etkili olabilmektedir. Ayrica her bir

proteine veya izoforma 6zel diizenleyici mekanizmalar da tanimlanmigtir (33-35).

P53 ailesi tiyelerinden bir tanesi olan p63 proteini, p53’e benzerlik gdstermektedir. P63
proteini dizi spesifik DNA baglama ozelligi ile transkripsiyon faktorii olarak islev
gormektedir (5, 7, 11). TAp63 izoformlart p53 DNA baglama bdlgeleri araciligi ile
heterelog promotoruyla hedef genlerin transkripsiyonun yani sira p21 gibi p53 hedef
geninin endojen promotoruyla transkripsiyonu aktive eder. TAp63 proteini genellikle

transkripsiyonel regiilasyondan dolay1 ¢ok az ifade olmaktadir ve TAp63 proteini oldukca
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dayaniksizdir. TAp63Y yaklasik 1,5 saat yarilanma Omriine sahiptir ve TAp63'iin
degredasyonunun regiilasyonunda rol oynayip oynamadigi tam olarak bilinmemektedir.
TAp63Y p53°e yapisal olarak en ¢ok benzeyen izoformdur ve p63 izoformlarinin en giiclii
transaktivatoriidiir. TAp63a da transkripsiyonu aktive eder ancak yapisinda bulundurdugu
transaktivator inhibitor domaini (TID) nedeniyle TAp63Y ile karsilastirildiginda
transaktivator oOzelligi dikkate deger bir sekilde disiiktir. TID, TA domaini ile
interaksiyona girerek TAp63a’nin transaktivasyon kapasitesini sinirlamaktadir. P63'iin alfa
izoformlar1 da p53'in hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda ve apoptoziste rol oynayan
hedef genlerinin aktivatorleri arasindadir (36-39). ANp63 proteinler, TAp63 protinlerine
gore daha stabildir (8). Epitel hiicrelerin ve dokularin gelisiminden sonra TAp63 proteini
az ifade olurken ya da hig¢ ifade olmazken ANp63 proteininin seviyesi baskin bir sekilde
artmaktadir (40).

MikroRNA’lar, kodlanmayan kiigik RNA'lardir. miRNA’lar mRNA’larin  3'UTR
bolgesine spesifik olarak baglanarak ya translasyonu baskilar ya da mRNA’larin
degredasyonunu tetikler (41, 42). Gen ifadesinin regiilasyonunda rol oynayan miRNA’lar,
p53 ailesinin proteinlerinin posttranskripsiyonel regiilasyonunun fonksiyonel aktivasyonun
altinda yatan mekanizmadir (33). Tiimdr baskilayict p53'in fonksiyonunda etkili miRNA
olarak: miR-34, miR-192/215, miR107 ve miR-145 tanimlanmustir (43). P63 ifadesini de
diizenleyen spesifik miRNA’lar vardir. Epitel hiicrede miR-203 p63’ii regiile eden ilk
miRNA olarak tanimlanmistir. Tiimor baskilayict olarak tanimlanan TAp63’iin aksine,
ANp63’iin miR-203 tarafindan negatif olarak regiile edildigi gosterilmistir (44). Daha
sonraki yillarda, miR-5743p ve miR-720 p63 protein translasyonunu inhibe eden iki
onemli regiilator olarak tanimlanmustir (33). Epidermal miRNA ifade profilini ya direkt
transkripsiyonel regiilasyon yoluyla ya da indirekt Dicer ve DGCRS8’in transkripsiyonunu
tetikleyerek kontrol etmektedir. P63 ve miRNA’lar arasindaki bu kompleks baglanti
epidermal hiicrelerin kaderini  belirlemektedir (45). Yapilan birgok ¢alismada,
MiRNA’larin kanserin olugsmasi ve ilerlemesinde rol oynadigi gosterilmistir (33, 46).
mMiRNA’larin ifade artigi primer ve metastazik tiimorlerde rapor edilmis ancak bu siirecin
nasil sekillendigi tam olarak anlasilamamistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar TAp63’iin
tiimor olusumunu ve metastazi baskilama 6zelligiyle koordineli bir sekilde Dicer ve miR-
130b regiilasyonu sagladigi gosterilmistir (47). Ayrica p63’in Dicer promotoruna
baglandigi rapor edilmistir (48).
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Genomik stresi takiben, tlimor baskilayict p53 bir seri post traslasyonel modifikasyonlar
gecirir (49). P53 fonksiyonunda protein stabilitesinin diizenlenmesi ve posttraslasyonel
modifikasyonlarin kritik bir rolii vardir. Bu yiizden p63 proteinleri i¢inde bu siireg
incelenmistir ve p53 gibi ANp63a da fosfoprotein olarak bulundugu ve DNA hasar1 ve
diger hiicresel stresleri takiben fosforilasyon artisi gosterdigi  belirlenmistir.
Fosforilasyonun stres ile indiiklenmesiyle ANp63o’nin ubiquitinasyonu ve protosomal
degredasyonu artar (50). P53 ve ANp63a protein stabilitesinin ters regiilasyonu koordineli

diizenlenen hedef genlerin hizli bir sekilde modiilasyonu saglayan bir mekanizma gosterir.

P63 hedef geni olarak bircok gen tanimlamistir. P63 proteinleri tarafindan direkt
diizenlenen Jagged 1°dir (JAG1). JAGI Notch reseptorii i¢in ligant kodlar; Notch sinyal
sistemi hiicrenin kaderinin belirlenmesinde, uzuvlarin, kraniyofasial gelismede kritik bir
oneme sahiptir. Notch sinyalinin p63 regiilasyonu embriyogenezis sirasinda rol oynar.
Pigment epithelium derived factor (PEDF) p63’iin hedef genlerinden bir digeridir. P63
tarafindan regiile edilen diger genler epitelyum gelisimi ve farklilagsmasinda rol oynayan

keratinosit farklilagsmasinda marker olan loricrin ve involucrin gibi diger genlerdir (5, 51).

2.6. P63’in Kanser Uzerine Etkisi

P63 ve p53’deki hem yapisal hem de biyokimyasal benzerlikler bu proteinlerin fonksiyonel
olarak da benzer olacaklarmi diisiindiirmektedir (4). Ancak P63, transkripsiyon faktor ve
timor baskilayici olan p53 ile homoloji gdstermesine ragmen alternatif splicingle meydana
gelen izoformlari ile daha kompleks bir yapiya sahiptir. Yapilan deneylerde P53’den
yoksun farelerden farkli olarak p63 susturulmus farelerde, spontan tiimorler olusmazken
sinir ve epitel gelisiminde defektler meydan gelmistir. Insanlar da ise, p53'de meydana
gelen mutasyonlar yaklasik % 20 oraninda fonksiyonel olarak inaktif, % 50 oraninda ise
kanserle sonuglanirken, p63 mutasyonlar1 kanserlerde ¢ok nadir goriilmektedir. Ancak
p63’de meydana gelen mutasyonlar genetik epidermal sendromlar1 olusturmaktadir (52).
P63’den yoksun farelerde ¢esitli gelisimsel bozukluklar olurken p53°den yoksun farelerde
tiimdr olusumu ve bunun 6liimciil sonuglarinin olmasi, p63’iin timoér olusumunda bir rolii

olup olmadigina dair siipheleri olusturmustur (53, 54).
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P63, deri ve uzuvlarin gelisiminde énemli bir role sahiptir. Fare modelleri kullanilarak ve
insanlarda yapilan mutasyon analizleriyle bu gosterilmistir. Ancak heniiz agiklanamayan
bir soruda p63’iin bir tiimor baskilayict m1 yoksa bir onkojen mi oldugudur (55). Birgok
calisma p63 ifadesinin insanlarda meydana gelen tiimoérlerde artigini gosterirken, yapilan
basgka calismalarda ise bunun aksine p63 ifadesinin kayboldugu gosterilmistir (56). P63’{in
gelisim siirecinde Ozellikle de TAp63 izoformlarinin fare modellerinde sinir gelisimi
sirasinda proapoptotik bir rol oynadigi gozlenmistir. P53°e bagl apoptozisde, p53 ailesi
genleri arasindaki etkilesim karmasik bir diizene sahiptir ve bu etkilesim dokuya gore
farklilik gostermektedir. Bu da p53 ailesi iiyelerinin birbirine bagli olarak bir genin
transaktivasyonu i¢in hedef genin promotoruna baglanabilme yetenegine baglhdir.

Ozellikle apoptozisden sorumlu genlerin transaktivasyonunda p63’iin sorumlu oldugu

bildirilmistir (31).

P63’ilin insanlarda yapilan mutasyon analizlerinde c¢ogunlukla mutasyona ugramamis
olmasi, ayrica bazi kanser tiirlerinde de fazla ifade olmasi p53 gibi bir tiimér baskilayici
gen olup olmadigr konusunda tartismalar1 beraberinde getirmistir. Tiimor baskilayict mi
yoksa onkojen mi olduguna dair yapilan tartigmalar sonucunda farkli izoformlara sahip
p63’iin bu izoformlarinin birbirine zit fonksiyonlara sahip oldugunu ortaya ¢ikartmistir.
Yapilan bir ¢alismada mesane karsinomlarinin % 50’sinden fazlasinda TAp63 ifadesinin
azaldigi, ANp63 ifadesinin ise artigi gézlenmistir. Ayrica invaziv timérlerin % 82’sinde
TAp63 ifadesinin ¢ok az oldugu ya da ifadesinin hi¢ olmadig gézlenmistir. ANp63’iin ise
mesane karsinomlarinda fazla ifade oldugu bulunmus ancak tiimoriin asamasina goére bir
korelasyon tespit edilmemistir (31, 57). Mesane tiimorlerinin disinda meme kanseri
olgularinda da p63 ifadeleri incelenmis, ayni hastalardan alinan normal meme, duktal
hipeplazi, ductal karsinom, ve invaziv duktal karsinom dokular1 p63 yoniinden taranmis ve
duktal karsinomlarda p63 ifadesi hi¢ goriilmezken, diger dokularda p63 ifade varliginin
devam ettigi gozlenmistir. Yapilan bu calisma, p63 kaybinin tiimdr progresyonunda rol

oynamakta oldugunu desteklemektedir (58).

Bazi tiimor tiplerinde ise Ozellikle skuamoz hiicreli karsinomlarda, p63’iin ifade artisi
timor baskilayict 6zelliginin aksine bir onkogen oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan ek
caligmalar, ANp63’lin p53°ii inhibe ederken, TAp63’iin p53 transaktivasyonu saglayarak
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (31, 50, 59)
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3.  GEREKCE VE AMAC

Kesfi yakin bir zamanda olan p63 molekiilii p53 ailesi liyelerinden biri olmasina ve
yapisal olarak yiiksek oranda benzerlik gostermesine ragmen fonksiyonel olarak p53’den
cok daha kompleks bir rol dstlenmektedir. P63’iin kompleks fonksiyonlarmin
nedenlerinden biri farkli izoformlar bulundurmasi ve bu izoformlarin birbirleriyle zit etki
gostermesidir. TAp63 hem yapisal hem de fonksiyonel olarak p53°e benzemekte ve de p53
gibi timor baskilayict 6zelliktedir. TAp63 aksine ANp63 ise transaktivasyon domainini
bulundurmayarak yapisal olarak, onkojen o6zelligiyle de fonksiyonel olarak farklilik

gostermektedir. Transaktivasyon domainleri disinda karboksil uglarinda meydana gelen

alternatif splizing ile yine farkli izoformlar meydana gelmektedir. Bu izoformlar a, 8, Y, 6,

¢ olarak isimlendirilmis 6zellikle a izoformlari {izerinde ¢alismalar yapilmistir. (6, 31).

P53-p63-p73’iin aralarindaki baglanti tanimlandiktan sonra kanser arastirmalarinda yeni
bir sayfa acilmistir. P53’den farkli olarak p63’iin farkli izoformlarinin bulunmasi ve
birbirleriyle farkl1 fonksiyonlara sahip olmasi p63 arastirmalarini hizlandirmistir. Ozellikle,
TAp63°in gelisim siirecinde tiimor olusumunda p53 ile arasindaki bag dikkat g¢ekicidir.
P53 ile benzer ozellik gosteren p63°de p53’iin aksine insanlarda meydana gelen

kanserlerde kayda deger bir mutasyon tanimlanmamistir (53).

P63’iin, hiicre proliferasyonu, DNA hasarinin kontrol mekanizmasi, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, apoptozis, kanserin olusumu ve metastazi gibi bir¢ok hayati 6neme sahip
gorevde rol oynamasi p63 calismalarin1 6nemli kilmaktadir. Bir ¢ok izoforma sahip olan
p63’iin 6zellikle a izoformlari lizerinde ¢aligmalarin olmasina karsin ANp63p izoformuyla
ilgili detayli bilgi bulunmamaktadir. Bundan dolayi, bu ¢alismada ANp63 izoformunun
T98G glioma hiicresi ilizerindeki fenotipik etkilerinin yani sira 6zellikle p53 proteinin
hedef genleri olmak tizere muhtemel hedef genlerin gen ifadeleri ve protein ifadelerinin

arastirilmasi amaclanmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Vektorler

4.1.1.1. Klonlama vektori

Klonlama vektorii olarak ‘pBluescript II SK (+)° (PBSK) kullanildi. 2961 bg
uzunlugundaki vektér DNA klonlamada, invitro transkripsiyon gibi teknikler igin

kullanilmaktadir. lac Z operonu ve bakteriyel ampisilin dire¢ geni igermektedir (Sekil 4.1.).

fmpR_pronoter

pBIueﬁcrlpt IT SK({+)

Pcil 1153
pAR3AZZ_origin M=pl 1157

Sekil 4.1. pBSK vektoriiniin genel yapisi
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4.1.1.2. pRetroX-Tet-On Advanced

‘pRetroX-Tet-On Advanced vector’ (Clontech; Cat No: 632104), 8130 b¢ uzunlugunda
olup tetrasiklin kontroliinde reverse tetrasiklin transaktivator (rtTA) proteini ifade eden Q
retroviral vektoriidiir. rtTA proteini memeli hiicrelerinde protein eksresyonu yapabilmesi
icin glicli CMV promotoru tarafindan aktive olur. pRetroX-Tet-On Advanced vektori
viral RNA olusumu igin gerekli 5° ve 3° LTR, paketleme sinyal (¥+) ve tRNA primer
baglanma bdlgelerini icermektedir. Ayrica memeli hiicrelerinde yayilabilmesi igin SV40T
replikasyon bolgesiyle, bakteriyel ampisilin ve stabil hiicre secilimi i¢in neomisin direng
genlerini bulundurmaktadir (Sekil 4.2.). Bu vektorde self-inaktivasyon mekanizmasi
vardir.  Bu mekanizma viral entegrasyon sistemindeki S5°LTR’de bir delesyonla
saglanmistir. Bu mutasyon sonunda viriisiin iiretildigi hiicrede tiim viral genomun yiiksek
ifadelenmesini saglayan 5’LTR CMV/MSV promotorlart bulunur. Bu promotorlar hedef

hiicrede rtTA nin suirekli olarak ifadelenmesine izin verir.

CMV/MSV
5'LTR

pRetroX-Tet-On

Advanced

8130 bp BamHI (2276)

rtTA-Advanced

EcoRI {3032)

Sekil 4.2. pRetroX-Tet-On vektoriinlin genel yapisi
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4.1.1.3. pRetroX-Tight-Pur

‘pRetroX-Tight-Pur’(Clontech; Cat No: 632105) vektorii 6568 b¢ uzunlugunda olup,
modifiye tetrasiklin (Tet) duyarli bir promotorun kontrolii altinda ilgili genin ifadelenmesi
icin tasarlanmig indiiklenebilen kendi inaktivasyonunu yapabilen retroviral ifade
vektortdir. Hibrit 5’LTR bolgesi cytomegalovirus (CMV) tip 1 enhancer ve fare sarkoma
viriis (MSV) promotor bolgelerini igerir. Bu promotor bolgeleri Hek293 hiicrelerinde viral
genomunun yiiksek diizeyde ifadelenmesini organize eder. Vektoriin kendini inaktive
edebilme 6zelligi 3’LTR enhancer bolgesindeki (U3) delesyon ile saglanmaktadir.
pRetroX-Tight-Pur vektor viral RNA prosesi i¢in gerekli 5’ ve 3’ LTR, paketleme sinyal
(P+) ve tRNA primer baglanma bolgelerini, bakteriyel ampisilin diren¢ genini, stabil hiicre
se¢ilimi i¢in neomisin direng genlerini bulundurmaktadir. pRetroX-Tight-Pur vektor hem

plazmid hem de retroviral ifade vektorii olarak kullanilabilmektedir (Sekil 4.3.).

5' LTR
(CMV/MSV)

- PT‘ bt
pRetroX-Tight-Pur .
ColE1 MCS
Ori 6568 bp

Hindlll (4295)

SV4o0

Ori Hindill

(2485)

3'LTR

Notl Miul
VWA WWAANAAAAANAANY
BamHI Nrul EcoRl
VWAAAAAAAAAN WMAAAAAAAAAN
1921 GAGRAAGGATC CGCG( CCGGCTCTAG ATCGCGARAACG CGTGARATTCT
CTCTTCCTAG GCG C GGCCGAGATC TAGCGC GC GCRACTTARARLGR
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4.1.1.4. pRetroX-Tight-Pur-Luc

Yapilan tetrasiklin indiiklii hiicre klonlarini kontrol etmek amaciyla ‘pRetroX-Tight-Pur-
Luc’ (Clontech; Cat No: 632104-5) retroviral kontrol vektorii kullanildi. 8201 bg
uzunlugunda olup, Tet duyarli modifiye promotorun kontrolii altinda lusiferaz ifadesi
yapmaktadir. Diger retroviral vektorlerin genel 6zelliklerine sahiptir. Lusiferaz geni ile en

yiiksek rtTA ifadesinin tespitini saglamaktadir (Sekil 4.4.).

5'LTR
(CMV/MSV)

Tight
ColE1

Ori BamHi
RetroX-Tight-Pur-L e
Hindlll (5928) pRetroX-Tight-Pur-Luc
SV40
Ori 8201 bp
P
sv4&o Luc
3' LTR

P

Purr Hindml

(4118)
Sekil 4.4. pRetroX-Tight-Pur-Luc’un genel yapisi
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4.1.1.5. Retroviral paketleme sistemi vektorleri

Retroviral partikiillerin olusturulabilmesi i¢in, pPCMV-VSV-G (Addgene; plasmid 8454) ve
PUMVC (Addgene; plasmid 8449) plazmitleri kullanildi.

4.1.2. Memeli hiicre hatlar1

T98G: Insan glioma kanser hiicresi, Johns’ Hopkins Universitesi Patoloji Onkoloji

boliiminden temin edildi.

Hek293-T: Insan embriyonik bébrek hiicreleri, Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Ensitiitsii Merkez Laboratuvari Molekiiler Hiicre Biyolojisi Birimi’nden temin edildi.

HTB-33: insan  epidermoid  karsinom'dan elde edilen  epitel  hiicresi

ME-180 (ATCC® HTB-33™) katalog numarasiyla ATCC'den temin edildi.

Hiicreler % 10 fotal sigir serumu, % 1 penisilin/streptomisin, % 1 L-Glutamin igeren
DMEM ( Dulbecco's Modified Eagles's Medium ) iginde, 37 °C sicaklik ve % 5 CO’li
ortamda c¢ogaltildi.

4.1.3. Kullanilan enzimler

Restriksiyon enzimleri, ligasyon enzimleri, DNA polimeraz enzimleri ve fosfataz enzimleri

kullanilmastir.

4.1.3.1. Restriksiyon enzimleri

o BamHI Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™,ER0051)
o EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™, ER0275)
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o EcoRV Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific ™, ER059)
o HindIII Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™, ER0505)
o Notl Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™, ER0595)
o Kpnl Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™, ER0521)
. Mfel Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific™, ER0752)

4.1.3.2. Ligasyon enzimleri

. T4 DNA Ligase (New England BioLabs™, M0O202S)
. T4 DNA Ligase (Thermo Scientific™, EL0011)

4.1.3.3. DNA polimeraz enzimleri

o Taq DNA polymerase (recombinant) (Thermo Scientific™, EP0406)
o Phusion High-Fiderlity DNA Polymerase (Thermo Scientific™, F530L)
o Pfu polymerase (recombinant) (Thermo Scientific™, EP0502)

4.1.3.4. Fosfataz enzimleri

o Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (invitrogen, 18009-019)

. Shirimp Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific™, EF0511)
o Alkaline Phosphatase Calf intestinal (New England BioLabs™, M0290S)
o FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas, EF0651)
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4.1.4. Kullanilan besiyerleri

4.1.4.1. Luria bertani (LB) agar kati ve siv1 besiyerlerinin icerigi ve hazirlanisi

o Tripton (Tryptone Powder, Plasmatec, 5060179821641)

. Maya ekstrakti (Yeast extract, SRLCHEM, YI 012)

o NaCl (Merck, Germany, 1.06404.1000)

o BactoAgar (Biolab, BAA10500)

. Antibiyotik (Ampisina Flakon, Mustafa Nevzat ilag, 8699541270106)

Cizelge 4.1. Luria bertani (LB) agar kat1 besiyerinin hazirlanisi

Besiyeri Icerigi Kullamilan Miktar
Tripton 4q
Maya ekstrakti 29
NaCl 49
BactoAgar 60
dH,0 400 ml

Karigim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. 40-50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 200 pl 250 mg/ml antibiyotik eklendi. Karistirildiktan sonra 100 mm

petri kaplarina 20’ser ml paylastirildi ve polimerizasyona birakildi.

Cizelge 4.2. Luria bertani (LB) agar siv1 besiyerinin hazirlanigi

Besiyeri Icerigi Kullanmilan Miktar
Tripton 4
Maya ekstrakti 29
NaCl 49
dH,O 400 ml

Karisim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi.
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4.1.4.2. Hiicre kiiltiirii besiyeri

o DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium, Gibco, USA, 12800)
o Fetal Bovin Serum (Hyclone, 1115-L)

o Penisilin/Streptomisin (Gibco, 15070)

o L-Glutamin (Invitrogen™ Life Technologies, 21051024)

Cizelge 4.3. Hiicre kiiltiirii besiyerinin hazirlanigi

Besiyeri Icerigi Kullanilan Miktar
DMEM 500 ml

Fetal Bovin Serum 50 ml
Penisilin/Streptomisin 5ml

L-Glutamin 5ml

4.1.5. Kullamlan soliisyonlar

4.15.1. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar ve igerikleri

o Agaroz (Sigma-Aldrich, A6013)

o Tris (Sigma-Aldrich, T1513)

o Borik asit (Sigma-Aldrich, B7901)
o Asetik Asit (Sigma-Aldrich, 27225)
. EDTA (MERCK, 70156890)

o EtBr2 (APPLICHEM, 1239458)
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Cizelge 4.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar

SX TBE Kullanilan Miktar 50X TAE | Kullanilan Miktar
Tris 549 Tris 242 g
Borik asit 2759 Asetik asit 57,1 ml
0,5M EDTA 20 mi 0,5M EDTA 100 mi
ddH,0 980 ml ddH,O 750 ml
Cizelge 4.5. Agaroz jelin hazirlanigi

Agaroz Jel (% 1) | Agaroz Jel (% 1,5)

044 064 Agaroz

40 ml 40 ml 1X TBE veya 1X TAE

2ul 2ul EtBr;

4.1.5.2. Alkaline lizis soliisyonlar ve icerikleri

o Tris (Sigma-Aldrich, T1513)

. EDTA (MERCK, 70156890)

. Glukoz (MERCK 108342)

o SDS (Sigma-Aldrich, 862010)

. NaOH (MERCK, 106482)

o Potasyum Asetat (MERCK, 104820)
o Asetik Asit (Sigma-Aldrich, 27225)
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Cizelge 4.6. Alkalin lizis soliisyonlarin hazirlaniglar

Soliisyon I Kullanmilan Miktar
1M TRIS pH 8.0 2,5 ml
0,5MEDTA pH 8.0 2 mi
1M Glukoz S5ml
ddH,0 90,5 ml
Soliisyon 11 Kullanilan Miktar
%10 SDS 2,5 ml
2M NaOH 2ml
ddH,0 10 ml
Soliisyon 111 Kullanmilan Miktar
5 M Potasyum Asetat 60 ml
Asetik Asit 11,5 ml
ddH,0 28,5 ml

4.1.5.3. Western blot soliisyonlar: ve hazirlamsi

o Tris (Sigma-Aldrich, T1513)

o Acrylamide (MERCK, 800830

o Bisacyrlamide (MERCK, 2610-OP)
o APS (Amresco, 0486-100G)

o SDS (Sigma-Aldrich, 862010)

. TEMED (AppliChem, A1148,0100)

. Glisin (MERCK, 100590)

o Metanol (Sigma-Aldrich, 24229)
o Gliserol (Sigma-Aldrich, G7893)

o B-Mercaptoethanol (MERCK, 44203)
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Cizelge 4.7. Western blot soliisyonlarinin hazirlanisi

Running Jel Kullamlan Miktar
1 M Tris pH:8.8 7,5 ml
% 40 Acrylamide-bisacyrlamide 8,4 mi
% 10 SDS 0,3ml
% 10 APS 250
TEMED 20
dH.0 13,3 ml
Stacking Jel Kullanilan Miktar
1 M Tris pH:6.8 1,9 ml
% 40 Acyrlamide- bisacyrlamide 1,5 mi
% 10 SDS 150
% 10 APS 100
TEMED 7
dH,0 11 ml
Running Buffer Kullanilan Miktar
Tris 69
Glisin 15¢
SDS 19
dH,0O 1000ml
Transfer Buffer Kullanilan Miktar
Tris 39
Glisin 14,49
SDS 19
Metanol 200ml
dH,0 800ml

4.1.6. Kullanilan kitler

e Plazmit maxi prep kiti (GeneJET Plasmid Maxiprep Kit, Thermo Scientific™, K0492)

e Jelden DNA ekstraksiyon kiti (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific™,

K0692)

e DNA purifikasyon kiti (GeneJET PCR Purification Kit, Thermo Scientific™, K0701)

e RNA ekstraksiyon Kiti (TriZOL Reagent, Invitrogen™, 15596-026)

e cDNA sentez kiti (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific™,

K1622)

e MTT testi (MTT reagent, Sigma-Aldrich, M-5655)

o Lusiferaz testi (Lusiferase Reporter Assay Kit, Biovision, K801-200)

e LDH kiti (LDH-Cytotoxicity Colorimetric Assay Kit, Biovision, K311-400)

e Apoptozis kiti (SensoLyte homogenous AFC Caspase-3/7 Assay Kit, Anaspec, 71114)
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e BCA protein miktar 6l¢iim kiti (BCA Protein Assay Kit, PIERCE, 23227)
o Transfeksiyon kiti (CalPhos™ Mammalian Transfection Kit, Clontech, 631312)

4.1.7. Kullanmilan antikorlar

o Akt antikoru (Cell Signaling, 9272)

o Phospho Akt antikoru (Cell Signaling, )

o P63 antikoru (Thermo Scientific™, MA1-21871)
o CIAP1 antikoru (Genetex, Inc., GTX22399)

o CIAP2 antikoru (Genetex, Inc., GTX22540)

° XIAP antikoru (Genetex, Inc.,GTX22541)

o IL29 antikoru (Thermo Scientific™, PA5-11710)
o IL28 antikoru (Thermo Scientific™, PA5-11708)
o B-aktin antikoru (Sigma-Aldrich, A 2066)

o P21 antikoru (Cell Signaling)

4.1.8. Molekiiler biyoloji amaciyla kullanilan bakteriyel hiicreler

o Eschericia coli DH5a: Plazmitlerin ¢ogaltilmasi amaciyla kullanildi.
o Eschericia coli Stabl2: Recombinasyon faktorleri olmayan bu bateri vektorlerde

homolog rekombinasyonu 6nlemek amaciyla kullanildi.

4.1.9. Kullanilan antibiyotikler

o Ampisilin (Ampisina Flakon, Mustafa Nevzat ilag, 8699541270106)
o G418 (Sigma-Aldrich, A 1720)

o Puromisin (Sigma-Aldrich, P 7130)

o Doksasiklin (Sigma-Aldrich, 9891)
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4.1.10. Kullanilan primerler

Cizelge 4.8. Kullanilan primerler

Primer Sekans (5°— 3°) . Ur u Kullanim amaci
bityukligii
4-5-6 F TACAGCTAACATGTTGTACCT 631be Parsiyel
KPN1R TGTCGTGAATTCAGTGCCAAC klonlama
KPN1F GTGTGCTGGTACCTTATGAG 467be Parsiyel
MFE1 R CTGTTGCTGTTGCCTGTA klonlama
MFE1 F CAGTACCTTCCTCAGCACAC 427bg Parsiyel
2-5R CCTTCCAGATCGCATGTCG klonlama
4-5-6 F TACAGCTAACATGTTGTACCT 1427be Parsiyel
2-5R CCTTCCAGATCGCATGTCG klonlama
Aktin F AGAAAATCTGGCACCACACC 504b ifade analizi
Aktin R AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG ¢
P63all F CTCCACCTTCGATGCTCTCT 196b ifade analizi
P63all R1 AGATCAAGGTGATGACCCCAC ¢
BAD F TCCAGATCCCAGAGTTTGAG 216bg ifade analizi
BAD R TGTGGCGACTCCGGATCTCCACAG
BAXF TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG 155b¢ ifade analizi
BAXR TGCAGCTCCATGTTACTGTC
BID F TACCCTAGAGACATGGAGAAG 160bg ifade analizi
BID R TGGCTAAGCTCCTCACGTAG
P21 F AAGACCATGTGGACCTGTCA 169be ifade analizi
P21R GGCTTCCTCTTGGAGAAGAT
AKT1F ATGAGCGACGTGGCTATTGTGAAT 330b¢ ifade analizi
AKTL1R GAGGCCGTCAGCCACAGTCTGGATG
TGFAF ACACTCAGTTCTGCTTCCATG 203bg ifade analizi
TGFAR ACATGTGATGATAAGGACAGC
IFI6 F AGCTGGTCTGCGATCCTGAATG 156b¢ ifade analizi
IFI6 R ATCCTCCTCACTATCGAGATAC
TGFB3 F TCAGCCTCTCTCTGTCCACTTG 250bg ifade analizi
TGFB3 R TTGGCATAGTATTCCGACTCGG
IGF2 F TGAGGAGTGCTGTTTCCGCAG 338be ifade analizi
IGF2 R TCCGATTGCTGGCCATCTCTG
IGFBP2 F AGGTTGCAGACAATGGCGATG 205be ifade analizi
IGFBP2 R TCCAGGCCAAGGTGATGCTTG
HIF F ATATCAAGCTTGCGGGCACCG 556b ifade analizi
HIF R ATATCGAATTCGACAACAACA ¢
XIAP F TCAGCATCAACACTGGCACGAG 422bg ifade analizi
XIAP R TCTCTTGGGGTTAGGTGAGCATAG
CIAPI F GCACATTCATTATCTCCCACCTTG 301be ifade analizi
CIAPI R CATCATCCTTTGGTTCCCAGTTAC
CIAP2 F CCTCTCAGCCTACTTTTCCTTCTTC 344be ifade analizi
CIAP2 R CATAGCATTATCCTTCGGTTCCC
BCLX1F ACTGAATCGGAGATGGAGACCC 382be ifade analizi
BCLX1R TGAAGAGTGAGCCCAGCAGAAC
P13K F GTCAGTGATTGAAGAGCATG 202be ifade analizi
P13K R CAAGCAATACATCTGGGCTAC
CYCD1F ATCTACACCGACAACTCCATC 210bg ifade analizi
CYCD1R GAACTTCACATCTGTGGCAC
MK S1 AGGATGCAGCACCGAGGCTTC 359be ifade analizi
MK R1 GTCTCCTGGCACTGAGCATTG
MX1F TGCATCGACCTCATTGACTC 250bg ifade analizi
MX1R CCGAAATCTCAATCTCGTAG
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Cizelge 4.8. Kullanilan primerler (devam)

IR R
S N
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4.2. Yontemler

4.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi i¢in 5 pul 10x PZR reaksiyon buffer, 1.5 mM (1
ul) MgCly, 25 uM (1ul) dNTP, 0,5 uM (1ul) primer, 2.5 {inite (1ul) Taq DNA polimeraz ve
toplam voliim 50 pul olacak sekilde steril ddH20 eklendi. 0.2 ml steril PZR tiip igerisinde
PZR cihaz1 (Biometra Personal Thermal Cycler, Almanya) kullanilarak, kalip DNA ilk
olarak 94 °C de 2 dakika ayristirilip, daha sonra 30-40 dongii, her biri 94 °C de 30sn, 58-
60 °C de 45 sn ve 72 °C 45sn olacak sekilde tamamlandi. Ayrica uzama fazinin
tamamlanmasi i¢in reaksiyon karigimi ek olarak 72 °C’de 10 dakika devam ettirildi. PZR
DNA iirtinleri % 1,5 agaroz jelde (TBE veya TAE) EtBr2 varliginda 120V yiriitilerek UV

transilliiminator (Vilber Lourmat TFX-20 M, Fransa) ile goriintiilendi.

4.2.2. ANp63p transkript iiriiniiniin parsiyel olarak PZR yontemiyle cogaltilmasi

Yapilan c¢alismalar sonunda, epitel kokenli hiicre olan Hek293-T’den p63 transkript
iiriinlinii elde etmek icin yapilan PZR’lerden beklenilen {iiriinler elde edilemedi. Bunun
tizerine p63 gen ifadesinin fazla oldugu bilinen epidermoid karsinoma hiicresi olan HTB-
33 hiicresinden PZR yapildi ancak istenilen iiriin elde edilemedigi igin daha kiigiik iiriin
elde edebilmek iizere yeni primerler tasarlandi, {irliniin parsiyel ¢ogaltilarak elde edilmesi
amaglandi. Bunun i¢in 6nce HTB-33 hiicresi cDNA’sindan; 4-5-6 F ve KPN1 R primerleri
ile bir PZR, KPN1 F ve MFE1 R primerleri ile bir PZR, MFEL F ve 2-5 R primerleri bir
PZR olmak iizere ii¢ ayr1 PZR yapildi. Elde edilen ilk iki iiriinle 4-5-6 F ve MFE1 R
primerleri kullanilarak PZR yapildi sonunda bu iki iiriiniin birlestirilmis PZR iriinleri elde
edildi. Son asamada bu birlestirilmis PZR {iriinii ve tiglincii PZR f{iriinii ile 4-5-6 F ve 2-5
R primerleri kullanilarak istenilen {iriin elde edildi. Elde edilen {iiriin jelden DNA
ekstraksiyon kiti kullanilarak izole edildi. Elde edilen transkript dizisi EK 1' de verilmistir
(Sekil 4.5, Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.).
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Kpnl Mfel
l l ANp63p

—_ —> — —> — «—

456-F Kpnl-F Kpnl-R Mfel-F  Mfel-R 2-5-R
Sekil 4.5. ANp63p izoformunun kesim bolgelerinin ve primerlerin baglandigi yerlerin
sematik gosterimi

4.2.3. ANp63p PZR iiriiniiniin klonlanmasi

ANp63p ifade eden stabil T98G hiicrelerinin olusturulmasi igin ANp63f PZR iiriinii vektor

sistemleri igerisine klonlandi.

4.2.3.1. ANp63p PZR iiriiniiniin pBSK icerisine klonlanmasi

ANp63p ifade eden stabil T98G hiicrelerinin olusturulmasi igin ANp63f PZR iiriinii 6nce
klonlama vektorii olan pBSK igerisine klonlandi (Sekil 4.6.).

Parsiyel olarak klonlanan PZR iiriinii

-

pBSK-T vektort ile ligasyon

-

Transformasyon

-

X-GAL ile pozitif klonlarin tespiti ve alkalin lizis yontemi ile plazmid
ekstraksiyonu

-

EcoRI, Mfel ve Kpnl ile dogrulandiktan sonra biiylik voliimde elde edilmesi
Sekil 4.6. ANp63p PZR iiriiniiniin pBSK Icerisine Klonlanmasi




4.2.3.2. ANp63p°’min pRetroX-Tight-Pur vektorii icerisine konlanmasi

ANp63p ifade eden stabil T98G hiicrelerinin olusturulmasi igin ANp63p PZR iiriiniin
pBSK igerisine klonlanmasindan sonra vektor igerisinden restriksiyon endoniikleaz
enzimleri yardimiyla aliman  ANp63p driiniin pRetroX-Tight-Pur vektorii icerisine
klonlandi (Sekil 4.7.).

pBSK-T igine klonlanan p63-f’nin Notl Retro-pur vektoriiniin Notl ve BamHI ile
ve Hindlll ile kesilmesi kesilmesi

N -~

Restriksivon enzimlerivle kesilen iki vektoriin ligasyonu

-

Notl kesim bolgelerinden baglanan vektorlerin BamHI ve HindlIII kesim
bolgelerinin kiit hale getirilmesi

-

Vektorin halkasal forma gelmesi icin vektorin tekrar ligasyonu

-

Transformasyon

-

Alkalin lizis vontemi ile plazmit ekstraksivonu

-

Secilen klonlarin EcoRI enzimivle kesilerek dogrulanmasi

-

Dogrulanan plazmitin biiviik voliimde elde edilmesi
Sekil 4.7. ANp63p°nin pRetroX-Tight-Pur vektori igerisine konlanmasi




4.2.4. pBSK-T vektoriin hazirlanmasi

pBSK kiit u¢ olusturan EcoRV restriksiyon enzimi ile lineer hale getirildi.

85ul EcoRYV ile kesilmig pBSK
10ul 10X taq polimeraz buffer
2ul 10mM MgCl,
2ul dTTP
1ul taq polimeraz enzim
+
100ul
72 °C’ de 2 saat bekletildi.
Jeden DNA ekstraksiyon kiti ile temizlendikten sonra 35u1 ddH,0 eklendi.

4.2.5. Farkh restriksiyon enzimi ile Kkesilen iiriinlerin uc¢larimin kiit hale getirilmesi

1.5 mM MgCl; Tl
2.5 uM dNTP 1ul
2.5 tnite phusion DNA polimeraz Tul
Restriksiyon enzimi ile kesilen plazmit 47ul
+
50 ul

72 °C 10 dakika bekletildi.
Jeden DNA ekstraksiyon kiti ile temizlendikten sonra 35ul ddH,O eklendi.
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4.2.6. Ligasyon

4.2.6.1. pBSK icerisine PZR iiriiniin klonlanmasi

15ul Ap63B PZR Uriinii (60ng/ul)
2ul pBSK-T (50ng/ul)
2ul 10X T4 ligase buffer
1ul T4 ligase
+
20pul
22 °C’de 10 dakika bekletildi ve transforme edildi.

4.2.6.2. pRetroX-Tight-Pur i¢erisine klonlanmasi

8.5ul Ap63p Notl-HindlIlI
8.5ul pRetro-pur Notl-BamHI
2ul 10X T4 ligase buffer

1ul T4 ligase

+

20ul

22 °C’de 10 dakika bekletildi. Jeden DNA ekstraksiyon Kiti ile temizlendi.

Notl kesim bdlgelerinden ligasyon olan iki farkli uca sahip bu iki iiriiniin sirkiiler hale

gelebilmesi i¢in uglar kiit hale getirildi ve tekrar ligasyon yapildi.

17ul pRetro-pur-Ap63p (linear)
2 ul 10X T4 ligase buffer
1l T4 ligase
+
20ul
22 °C’de 10 dakika bekletildi ve transforme edildi.
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4.2.7. Transformasyon

Ligasyon yapilan pBSK-Ap633°nin kompetant E. coli susu olan DH5a’ya pRetro-pur-
Ap63p°’nin kompetant E. coli susu olan Stabl2 bakteri hiicresine transformasyonu igin,
kompetant hiicrelere 2 ng plazmit DNA ilave edilip pipetasyon yapildi. 20 dk buzda, 3 dk
37 °C’de bekletildikten sonra tekrar buzda 2 dk inkiibe edildi. Oda 1sisindaki LB
tamponundan 1000ul ilave edilip ve pipetasyon yapildi. 37°C’de 1 saat 210 rpm’de DH5a,
30°C’ de 1,5 saat 180 rpm’de stabl2 bakteri hiicresinde inkiibe edildikten sonra
antibiyotikli LB agarli petrilere ekildi. 37°C’lik etiivde DH5a, 30°C’lik etiivde stabl2

bakteri hiicresi gece boyunca inkiibasyona birakildi.

4.2.8. Alkalin lizis yontemi ile plazmit DNA izolasyonu (Mini Prep)

Bakteri hiicrelerinde hem plazmit hem de genomik DNA bulunmaktadir. Alkalin lizis
yontemi ile plazmit DNA haricinde genomik DNA ile birlikte tiim hiicre igerigi
uzaklagtirilir. Bakteri hiicreleri 10 dk 10000xg’de santrifiijjlendikten sonra siipernatant
atildi ve hiicrelerin tizerine 100 pl Alkalin Lizis Soliisyon I eklenip pipetasyon yapildi. 2
dk oda sicakliginda bekletildikten sonra Alkalin Lizis Soliisyon II 200 pl eklendi ve
yavasca 3-4 kere alt- iist edilip 5 dk buzda bekletildi. 5 dk dolduktan sonra 150 pul Alkalin
Lizis Soliisyon III eklendi ve 5-10 defa alt iist edildikten sonra 10 dk buzda bekletildi.
Buzdan alindiktan sonra 10 dk 10000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant yeni tiipe
aktarildt ve 3ul RNase eklendi. Karisim vortekslenip ve 30 dk oda sicaklifinda
bekletildikten sonra tizerine fenol kloroform eklendi. Calkalandiktan sonra 1 dk
10000xg’de santrifiijlendi. Ustte kalan sivi kisim yeni tiipe aktarildi ve iizerine bir voliim
saf etanol eklendi ve galkalandiktan sonra +4°C’de 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatant dokiildi ve tizerine % 75’lik etanol eklenip vortekslendikten sonra +4 °C’de
10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve DNA’lar 30 dk kurumaya

birakildi. Kuruma igslemi tamamlandiktan sonra peletin iizerine 50 ul ddH20 eklendi.
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4.2.9. rtTA ifade eden stabil TG8G hiicrelerin hazirlanmasi

rtTA ifade eden pRetroX-Tet-On vektorii retroviral paketleme plazmitleri ile birlikte
viriisiin en iyi partikiil olusturdugu hiicrelerden biri olan Hek293-T hiicre hatti igerisine
kalsiyum-fosfat transfeksiyon Kkiti kullanilarak transfekte edildi. 48 saat sonra hiicre
medyumlari toplanip kontaminantlardan arindirmak amaci ile filtre edildikten sonra hedef
hiicre olarak secilen T98G hiicrelerine verildi. Enfeksiyonu izleyen 12 saat sonunda hiicre
klonlarini elde etmek amaciyla hiicreler 10 ml’lik hiicre kiiltiir plaklarina pasajlandi. Hiicre
pasajindan 24 saat sonra hiicre DMEM’i plazmitte bulunan diren¢ genine uygun olan G418
(neomisin) eklenen DMEM ile degistirildi. 3-4 giinde bir arayla DMEM’ler degistirilerek
20-30 giin igerisinde farkli hiicre klonlarinin olugmasi beklendi. Olusturulan stabil hiicre
sistemi, tetrasiklin varhiginda rtTA ifade ederek rtTA bagimli promotor bulunduran vektor
icerisindeki cDNA’nin ifade olmasini saglamaktadir. Bu nedenle iireyen hiicrelerden en iyi
TA ifade eden hiicre klonunu belirleyebilmek igin her bir hiicreden 2’ser adet 4x10*
hiicre sayilarak pasaj yapildi. Bu hiicrelere retroviral kontrol vektorii olan pRetroX-Tight-
Pur-luc plazmiti transfekte edildi. iki giin boyunca 24 saatte bir her bir hiicreden ikiser tane
yapilan pasajlarin DMEM’leri bir tanesi tetrasiklinli DMEM ile digeri ise sadece DMEM
ile degistirildi. 48 saat sonunda plazmit icerisinde bulunan tetrasikline bagli olarak uyarilan

Lusiferase genin ifade diizeyleri 6l¢iildii ve en yiiksek deger veren klon se¢ildi (Sekil 5.7.).

4.2.10. rtTA ifade eden T98G hiicrelerine pretrox-pur-Ap63p plazmitinin

transfeksiyonu ile stabil hiicre elde edilmesi

Tetrasiklin varliginda Ap63p ifade eden pRetroX-pur-Ap63f vektorii retroviral paketleme
plazmitleri ile birlikte viriisiin en iyi partikiil olusturdugu hiicrelerden biri olan Hek293-T
hiicre hatti icerisine kasiyum-fosfat transfeksiyon kiti kullanilarak transfekte edildi. 48 saat
sonra hiicre medyumlar1 toplanip kontaminantlardan arindirmak amaci ile filtre edildikten
sonra daha once elde edilen rtTA ifade eden stabil T98G hiicrelerine verildi. Enfeksiyonu
izleyen 12 saat sonunda hiicre klonlarmi elde etmek amaciyla hiicreler 10 ml’lik hiicre
kiiltiir plaklarina pasajlandi. Hiicre pasajindan 24 saat sonra hiicre DMEM’i plazmitte
bulunan direng genine uygun olan puromisin eklenen DMEM ile degistirildi. 3-4 giinde bir
arayla DMEM’ler degistirilerek 20-30 giin igerisinde farkli hiicre klonlarmnin olusmasi
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beklendi. Doksasiklin varliginda en iyi Ap63p ifade eden klonlarin se¢imi i¢in hiicreler, iki
set olarak 12’lik hiicre plakalarina 4x10* sayida pasajlandi. Kontrol olarak 1 kuyucuga
sadece rtTA ifade eden T98G hiicresi pasajlandi. ki giin boyunca her 24 saatte bir hiicre
DMEM’ leri degistirildi. Birinci setin DMEM’1 Iml’ye 1ul olacak sekilde 2pg/ul
doksasiklin ile ikinci set doksasiklin eklenmeden degistirildi. 36. saat sonunda hiicrelerden
once RNA ardindan cDNA ve PZR yapildi ve hiicrelerin Ap63p ifade analizlerine bakildi.
En iyi Ap63p ifade eden stabil hiicre se¢ildi (Sekil 5.8.).

4.2.11. Hiicre transfeksiyonu

Hiicre sayimi yapildiktan sonra 24 saat sonunda transfeksiyon yapildi. Transfeksiyon i¢in
kalsiyum fosfat yontemi olan ‘CalPhos Memeli Transfeksiyon Kiti’, iretici firmanin

onerdigi sekilde uygulandi.

4.2.12. MTT deneyi

Deneylerde, canli hiicre sayisinin belirlenmesinde spektrofotometrik bir yontem olan MTT
yontemi kullanildi. MTT (dimethylthiazoldiphenyltetrazoliumbromid) canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enziminin formazan kristallerini olusturmas: ve olusan bu
kristallerin miktarinin Slgiilmesine dayali bir testtir. Hiicreler 1x10% sayida 96°lik hiicre
plakalarina pasajlandiktan 24 saat sonra her hiicre kuyucuguna 0.5 mg/ml MTT c¢ozeltisi
DMEM ile birlikte eklendi. 2-3 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra renkli formazan
kristallerinin ¢oziilmesi ve renk degisikliginin goriilmesi i¢in 100ul lizis soliisyonu ile
(izopropilalkol igerisinde %10 Triton X-100 ve 0.1N HCI hazirlandi) hiicreler lize edildi.
Olusan renk degisikligi 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildii (Sekil 5.9.).

4.2.13. LDH testi

Hasarli hiicrelerin plazma membranindan salinan laktat dehidrogenaz aktivitesinin

Olctimiine dayali sitotoksitite ve hiicre 6liimiinii belirleyen bir test olan 'LDH sitotoksitite
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Slgiim kiti' kullanildi. Hiicreler 4x10* sayida 12°lik hiicre plaklarina pasajlandiktan sonra
her 24 saatte bir, ii¢ giin boyunca hiicrelere doksisiklin eklendi. Ugiincii giiniin sonunda
hiicre siipernatantindan 100 ul 96'lik hiicre plakalarina konuldu. Katalizor ve boya karisimi
(100 olgtim i¢in; 11.25 ml boya soliisyonunun igine 250 pl katalizor eklendi) siipernatant
tizerine eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 490-500nm dalga
boyunda 6lgiildii (Sekil 5.10.).

4.2.14. Apoptozis testi

Deneylerde apoptozisde Onemli rol oynayan kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin aktivitesinin
tesbitine dayali olan 'Kaspaz-3/7 olgtim kiti' kullanildi. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 ortak
substrat 0zginliigii ve yapiy1 paylasmaktadirlar fakat N terminal bolgelerinin dizilimi
tamamen farklilik gostermektedir. Her ikisinde de Asp-Glu-Val-Asp (DEVD) amino asit
dizisi i¢in substrat se¢iciligi bulunmaktadir. Kullanilan kitte de bu aminoasit dizisine 6zgii
fluorimetrik indikatr kullamlmustir. Hiicreler 4x10% sayida 12'lik hiicre plaklarima
pasajlandiktan sonra her 24 saatte bir, ii¢ giin boyunca hiicrelere tetrasiklin eklendi.
Ucgiincii giiniin sonunda hiicreler 300 lizis soliisyonunda ¢dziildiikten sonra mikro santrifiij
tiiplerine toplandi. Hiicre silispansiyonu 30 dakika 4 °C calkalandi. 2.500xg'de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant 150 96'lik hiicre plaklarina kondu iizerlerine 50
kaspaz-3/7 substrat soliisyonundan (100 6rnek igin; 50 kaspaz-3/7substrat, 200 1M DTT,
4.75ml olglim soliisyonu) eklendi ve pipet yardimiyla karistirtldi. 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra Ex/Em=380nm/500nm'de fluoresans yogunlugu

sleiildii (Sekil 5.11.),

4.2.15. Western blotting

Protein diizeyinde ifade analizi igin western blot yapildi. Hiicreler 4x10* sayida 10 mI’lik
hiicre kiiltiirli plakalarina pasajlandiktan sonra her 24 saatte bir, ii¢ giin boyunca hiicrelere
tetrasiklin eklendi. Ugiincii giiniin sonunda proteinler protein liziz soliisyonu (50 mM pH:8
tris, 5 mM EDTA, 150mM NacCl, % 0.5 NP40) ile hiicrelerden ekstrakte edildi. Ekstrakte
edilen protein miktarlart BCA protein 6l¢lim yontemiyle Olgiilerek esitlendi. Proteinler B

merkaptoetanol ve SDS igeren tamponla (0.25 M pH:6.8 tris, % 40 gliserol, % 8 SDS, %
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10 B merkaptoetanol) 1:1 oraninda karistirilip 95 °C’de 4 dk. bekletilerek denatiire edildi.
% 1 SDS igeren % 10'luk poliakrilamid jelde yiiriitiildiikten sonra nitroseliloz membrana
elektro-transfer yontemiyle transfer edildi. Proteinlerin transferini takiben membrana,
0zgil olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in % 0.1 tween 20 iceren PBS icerisinde % 5
yagsiz siit tozu ile 1.5 saat galkalayicida bloklama islemi yapildi. Membran, ifade diizeyi
arastirilmak istenen antikor eklenerek 16 saat bekletildi. 16 saat sonunda membran HRP
(horseradish peroxidase) ile konjuge edilmis anti antikor ile 1.5 saat calkalayicida
bekletildikten sonra protein bantlar1t HRP substratt kullanilarak rontgen filmi ile

goriintiilendi (Sekil 5.37-45.).

4.2.16. istatiksel analiz

Gen ifadelerinin rolatif analizleri i¢in National Institute of Health tarafindan sunulan
ImageJ 1.45s adli program kullanildi. Sayisal veriye doniistiiriilen gen ifadelerinin
istatiksel analizi icin Student's t test kullanildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak 0.05
kullanildi. Gen ifadelerinin p degerilerinin 0.05’ten kiiglik olmasi durumunda anlamli

oldugu, p degerilerinin 0.05’ten biiyiikk 0lmasi durumunda ise anlamli olmadig belirlendi.

37



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1.  ANp63p Transkript Uriiniiniin Parsiyel Olarak PZR Yontemiyle Cogaltiimasi

ANp63f transkript tiriiniiniin parsiyel olarak ¢ogaltmak iizere HTB-33 hiicresinden elde
edilen cDNA ile 4-5-6 F ve KPN1 R primerleri, KPN F ve MFEL R primerleri ve MFE1 F
ve 2-5 R primerleri kullanilarak yapilan PZR iiriinleri % 1.5’luk agoroz jelde 120V’da
yiiriitiildi ve gortintiilendi (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. ANp63p transkript iriiniiniin parsiyel olarak ¢ogaltilan PZR iiriinlerinin
goriintiilenmesi

1: DNA merdiveni (1000bg-200bg), 2: 4-5-6 F ve KPN1 R primerleri ile yapilan PZR
tirtinti, 3: KPN F ve MFE1 R primerleri ile yapilan PZR iiriinii, 4: MFE1 F ve 2-5 R

primerleri ile yapilan PZR {irlinii
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HTB-33 hiicresinden elde edilen cDNA ile 4-5-6 F ve KPN1 R primerleri, KPN F ve
MFE1 R primerleri ve MFEL F ve 2-5 R primerleri kullanilarak yapilan PZR firiinleri ve 4-
5-6 F ve 2-5 R primerleri ile yapilan PZR sonucunda istenilen iiriiniin tamami1 % 1.5 luk

agoroz jelde 120V’da yiiriitildi (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. ANp63p’nin PZR {irtiniiniin goériintiilenmesi

1: A DNA/Hindlll 2: DNA merdiveni (1000bg-200bg), 3: 4-5-6 F ve 2-5 R primerleri ile
yapilan PZR iiriinii
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5.2.  ANp63p PZR Uriiniiniin Klonlanmasi

5.2.1. pBSK-T icerisine klonlanmasi ve rekstriksiyon enzimiyle dogrulanmasi

Elde edilen ANp63p PZR iiriinii klonlama vektorii pPBSK-T igerisine klonlandi, yapilan
plazmid ekstraksiyonlar1 %1°lik agoroz jelde 120V’da yiiriitiildii ve igerisinde ANp63f3
bulunduran pBSK plazmitler belirlendi (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. ANp63f°nin pBSK vektorii igerisine klonlanmasi

1: pBSK, 2: pBSK- ANp63p klon 1, 3: pBSK- ANp63f klon 2, 4: pBSK- ANp63f klon 3,
5: pBSK- ANp63p klon 4, 6: pBSK- ANp63p klon 5, 7: pBSK- ANp63p klon 6, 8: pPBSK-
ANp63p klon 7, 9: pBSK- ANp63f klon 8, 10: pBSK- ANp63f klon 9

Plazmit ekstraksiyonundan sonra elde edilen pBSK- ANp63p klon 1 dogrulanmak iizere
EcoRl, Kpnl ve Mfel restriksiyon enzimleriyle kesildi. % 1°lik agoroz jelde 120V’da
yiiriitiildii ve goriintiilendi. Istenilen boylarda bantlar gériildii ve biiyiik voliimde elde

edilmek tizere pBSK- ANp63p klon 1 ¢ogaltildi (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. pPBSK- ANp63 klon 1’in restriksiyon enzimleriyle dogrulanmasi

1: DNA merdiveni (1000bg-200bg), 2: pBSK- ANp63p kesilmemis plasmid, 3: pBSK-
ANp63B EcoRl, 4: pBSK- ANp63p Kpnl, 5: pBSK- ANp63p Mfel

5.2.2. pRetroX-Tight-pur vektorii icerisine ANp63f’min  klonlanmas1 ve

rekstriksiyon enzimiyle dogrulanmasi

pBSK- ANp63B' dan restriksiyon enzimleri yardimiyla ANp63f cikartilarak pRetroX-
Tight-pur vektorii icerisine klonlandi, yapilan plazmid ekstraksiyonlart % 1°lik agoroz
jelde 120V’da yiiriitiildii ve igersinde ANp63f3 bulundurmasi muhtemel pRetroX-Tight-pur
plazmitler belirlendi (Sekil 5.5.).

Sekil 5.5. ANp63p°’nin pRetroX-Tight-pur vektorii igerisine klonlanmasi

1. pRetroX-Tight-pur, 2: pRetroX-Tight-pur-ANp63p klon 1, 3: pRetroX-Tight-pur-
ANp63p klon 2, 4: pRetroX-Tight-pur-ANp63p klon 3, 5: pRetroX-Tight-pur - ANp63p
klon 4, 6: pRetroX-Tight-pur-ANp63p klon 5, 7: pRetroX-Tight-pur- ANp63p klon 6, 8:
pRetroX-Tight-pur-ANp63p klon 7, 9: pRetroX-Tight-pur-ANp63p klon 8, 10: pRetroX-
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Tight-pur-ANp63p klon 9, 11: pRetroX-Tight-pur- ANp63p klon 10, 12: pRetroX-Tight-
pur ANp63f klon 11, 13: pRetroX-Tight-pur- ANp63p klon 12, 14: pRetroX-Tight-pur-
ANp63p klon 13, 15: pRetroX-Tight-pur- ANp63§ klon 14

Plazmit ekstraksiyonundan sonra elde edilen Retro - ANp63f klon 10 dogrulanmak iizere
pRetroX-Tight-pur plazmidi ile birlikte EcoRI restriksiyon enzimiyle kesildi % 1°lik
agoroz jelde 120V°da vyiiriitiildii. istenilen boylarda bantlar gériildii ve biiyiik voliimde elde
edilmek iizere ¢ogaltild1 (Sekil 5.6.).

Sekil 5.6. Retro - ANp63p klon 10’ un restriksiyon enzimiyle dogrulanmasi

1: A DNA/Hindlll 2: DNA merdiveni (1000bg-200bg), 3: pRetroX-Tight-pur kesilmemis
plasmid, 4: pRetroX-Tight-pur EcoRlI, 5: pRetroX-Tight-pur-ANp63p kesilmemis plasmid,
6: pRetroX-Tight-pur-ANp63 EcoRI
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5.3. rtTA ifade Eden Stabil TG8G Hiicrelerin Hazirlanmasi

rTA ifade eden hiicreler hazirlamak tizere pRetroX-Tet-On vektorii transfekte edilen
hiicrelerden elde edilen klonlara en iyi rtTA ifade eden hiicreyi bulmak i¢in bu hiicrelere
pRetroX-Tight-Pur-luc plazmitinin transfeksiyonu yapildi ve sonrasinda Lusiferase genin
ifade diizeyleri liiminasyon 6l¢timiiyle belirlendi. En iyi rtTA ifade eden T98G hiicre hatti
olarak pRetroX-Tet-On bulunduran ve doksasiklin ile en yiiksek uyarilan dort klon segildi

ve bir havuzda karistirilarak sonraki ¢alismalarda kullanildi (Sekil 5.7.).

Lusiferase genin ekspresyon diizeyleri
3500

3000

2500
2000
1500
1000
500
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 5.7. rtTA ifade eden T98G hiicrelerinin Lusiferase geni ifade diizeyleri

Lusiferase Diizeyi

1: T98G pRetroX-Tet-On doksasiklinsiz klonl, 2: T98G pRetroX-Tet-On doksasiklinli
klonl, 3: T98G pRetroX-Tet-On doksasiklinsiz klon2, 4: T98G pRetroX-Tet-On
doksasiklinli klon2, 5: T98G pRetroX-Tet-On doksasiklinsiz klon3, 6: T98G pRetroX-Tet-
On doksasiklinli klon3, 7: T98G pRetroX-Tet-On doksasiklinsiz klon4, 8: T98G pRetroX-
Tet-On doksasiklinli klon4
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5.4. pRetroX-pur-P63p bulunduran TATI98G hiicrelerinin doksasiklin varhginda
ANp63p ifadelerinin arastirilmasi

rTA ifade eden hiicrelerin elde edilmesinden sonra en iyi TA ifade eden hiicre
belirlendikten sonra bu hiicreye pRetroX-pur-P63f plazmitinin transfeksiyonu ile siirekli
hiicre hatlar1 elde edildi. En iyi klonun se¢ilmesi i¢in RNA ekstraksiyonu ve hemen
ardindan cDNA sentez Kiti kullanilarak hazirlanan ¢cDNA'lardan kontrol primeri olarak [3-
aktin, p63 ifadesini gostermek i¢in p63 ifade primeri kullanilarak RT-PZR yapildi. PZR
tirtinleri % 1.5’Iuk agoroz jelde 120V da yiiriitiildii ve goriintiilendi. En 1yi pRetroX-pur-
P63 ifadeleyen bes T98G hiicresi secildi ve havuz yapilarak ¢alismalarda kullanildi (Sekil
5.8.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 5.8. TAT98G retro/p63p ifade eden hiicrelerin aktin ve p63 ifade diizeyleri

1:TAT98G retro/p63p doksasiklinsiz klon 1, 2: TAT98G retro/p63f doksasiklinli klon 1, 3:
TATI8G retro/p63p doksasiklinsiz klon 2, 4: TAT98G retro/p63f doksasiklinli klon 2, 5:
TATI98G retro/p63p doksasiklinsiz klon 3, 6: TAT98G retro/p63p doksasiklinli klon 3, 7:
TATI8G retro/p63p t doksasiklinsiz klon 4, 8: TAT98G retro/p63p doksasiklinli klon 4, 9:
TATI8G retro/p63p t doksasiklinsiz klon 4; 10: TAT98G retro/p63p doksasiklinli klon 4;
11: TATI8G retro/p63p doksasiklinsiz klon 5; 12: TAT98G retro/p63p doksasiklinli klon 5

5.5. ANp63p izoformunun Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin MTT Testi ile

Arastirilmasi

Canli hiicre sayisinin belirlenmesinde spektrofotometrik bir yontem olan MTT yontemi
ANp63p izoformunun hiicre proliferasyonu tizerine etkisini arastirmak amaciyla yapildi.
ANp63p ifade eden T98G hiicrelerinde yaklasik % 50 oarninda azalma tesbit edildi
(p<0,05) (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimdan 72 saat
sonra birbirinden bagimsiz 3 kez tekrarlanan MTT testi yapilarak proliferasyon iizerine
etkisinin arastirilmasi

5.6. ANp63p Izoformunun Hiicre Sitotoksisitesi Uzerine Etkisinin LDH Testi ile

Arastirilmasi

ANp63f izoformunun hiicreler iizerindeki direkt sitotoksitesini gostermek amaciyla LDH
testi yapildi ANp63p ifade eden T98G hiicrelerinde sekillenen 6liimiin yaklasik % 50
oraninda arttig1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 5.10.).
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Kontrol ANp63p

Sekil 5.10. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimdan 72
saat sonra birbirinden bagimsiz 3 kez tekrarlanan LDH testi yapilarak hiicre iizerindeki
sitotoksik etkisinin arastirilmasi
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5.7. ANp63p izoformunun Hiicre Apoptozisi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

ANp63B izoformunun hiicreler tizerindeki direkt apoptozis etkisi apoptozisde 6nemli rol
oynayan kaspaz-3 ve kaspaz-7'min aktivitesine bakilarak belirlendi. ANp63f ifade eden
T98G hiicrelerinde anlamli bir degisiklik tesbit edilemedi (p<0,05) (Sekil 5.11.)

0,9 T

= Doksasiklinsiz
Doksasiklinli

Apoptozis (florasans 380nm/500 mn

Kontrol ANp63p

Sekil 5.11. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin tetrasiklin ile uyarimdan 72 saat
sonra birbirinden bagimsiz 3 kez tekrarlanan apoptozis testi yapilarak hiicre tizerindeki
apoptotik etkisinin gosterimi

5.8. ANp63p izoformunun hedef genleri iizerindeki etkilerinin arastiriimasi

rtTA ifade eden hiicrelerden ve doksasiklin varliginda siirekli Ap63p ifade eden
hiicrelerden RNA ekstraksiyonu ve hemen ardindan cDNA sentez kiti kullanilarak
hazirlanan ¢cDNA'lardan, bir ‘housekeeping’ gen olan f-aktin’i amplifiye eden primerler
kullanilarak yapilan RT-PZR ile Ap63p ifade eden ve etmeyen T98G hiicrelerinden elde
edilen cDNA’larin miktarlan esitlenerek hedef genlerin ifade diizeyleri arastirildi. PZR
iiriinleri % 1.5’luk agoroz jelde 120V’da vyiiriitiildii ve goriintiilendi. Ifade diizeyleri
olgtildiikten sonra f-aktin geni ile kiyaslanarak (Sekil 5.13.) artis ve azalmalar grafik ile
gosterildi. Doksasiklin varliginda ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin p63
primerleri kullanilarak yapilan RT-PZR sonucunda ANp63f ifade artisi goriilmektedir
(Sekil 5.12.).
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Sekil 5.12. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra P63 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan p63 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile  aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi gosterimi b. p63 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.13. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra aktin ifade diizeylerinin gosterimi

a.Deneyleri 3 kez tekrarlanan aktin genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile gosterimi

b. Aktin geninin ifade diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi
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5.8.1. Hiicre dongiisii kontrol mekanizmasindan sorumlu genlerin ve

proliferasyondan sorumlu genlerin analizi

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmasindan sorumlu p21, siklin D1 ve kanser dahil hiicre
gelisimi, proliferasyonu, hiicre sag kalimindan sorumlu p13K, AKT1 genlerinin ifade
diizeylerine bakildi. Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde Ap63f ifade etmeyenlere oranla,
p21'de yaklasik 90 katlik (p<0,01) (Sekil 5.14.), siklin D1’de yaklasik % 40'lik bir artis
goriilmektedir (p<0,01) (Sekil 5.15.). P13K ifade diizeyinde anlamli bir farklilik
gozlenmezken (p>0,05) (Sekil 5.16.), Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde AKT1 mRNA
ifadesi diizeyinde yaklasik % 30 oraninda artis gozlenmektedir (p<0,05) (Sekil 5.17.).
Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde epidermal biiylime faktorlerinden olan TGFa’da
yaklagik % 80 (p<0,01) (Sekil 5.18.), TGFB3’de yaklasik 50 katlik (p<0,01) (Sekil 5.19.),
proliferasyonda islev goren midkinde yaklasik % 200 (p<0,01) (Sekil 5.20.), insiilin
benzeri biiyiime faktorii olan IGF2’de yaklagik 25 katlik bir artis gozlenirken (p<0,01)
(Sekil 5.21.), IGFPB2, transkripsiyon faktorii (p>0,05) (Sekil 5.22.) HIF1 (p<0,05) (Sekil
5.23.) ve PAF1’in ifade diizeylerinde (p>0,05) (Sekil 5.24.) herhangi bir farkliliga

rastlanmamustir.
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Sekil 5.14. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra P21 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan p21 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile  aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. P21 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.15. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra CYCD1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan CYCDI1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile
aktin genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. CYCDL1 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.16. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra PI3K ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan PI3K genin ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. PI3K geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gésterimi (*p > 0,05)
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Sekil 5.17. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra AKT1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan AKT1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. AKT1 geninin ifade diizeyinin
RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,05)
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Sekil 5.18. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra TGFA ifade diizeylerinin gdsterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan TGFA genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. TGFA geninin ifade
diizeyinin RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.19. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra TGFB3 ifade diizeylerinin gdsterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan TGFB3 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile (3

aktin genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. TGFB3 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.20. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra Midkin ifade diizeylerinin gésterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan midkin genin ifade diizeyinin + standart sapmalar ile

aktin genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. midkin geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.21. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra IGF2 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan IGF2 genin ifade diizeyinin + standart sapmalar ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. IGF2 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.22. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra IGFBP2 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan IGFBP2 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile

aktin genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. IGFBP2 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p > 0,05)
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Sekil 5.23. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra HIF1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan HIF1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farklihigin grafik ile gosterimi b. HIF1 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,05)
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Sekil 5.24. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra PAF1 ifade diizeylerinin gdsterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan PAF1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. PAF1 geninin ifade diizeyinin
RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p > 0,05)
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5.8.2. Apoptozis ile iliskili genlerin ifade analizleri

Apoptozis ile iliskili olarak da, BCLX1, BAX, BAD, BID, CIAP1, CIAP2, XIAP ifade
diizeylerine bakildi. BAX (p<0,01), BAD (p<0,05), BID (p<0,05), XIAP (p<0,01), ifade
diizeylerinde herhangi bir degisiklik gézlenmezken (Sekil 5.26-5.28., 5.31.) BCLX1 ‘de
Ap63p ifade eden T98G hiicrelerde Ap63p ifade etmeyen hiicrelere oranla yaklasik % 400
oraninda (p<0,01) (Sekil 5.25.), CIAP1’de % 100’lik (p<0,01) (Sekil 5.29.), CIAP2’de
ise yaklasik % 600 oraninda bir artis dikkati gekmektedir (p<0,01) (Sekil 5.30.).
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Sekil 5.25. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra BCLX1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan BCLX1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalar ile 3
aktin genin ifade seviyesine gore farkliigin grafik ile gosterimi b. BCLX1 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.26. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra BAX ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan BAX genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. BAX geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.27. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra BAD ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan BAD genin ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. BAD geninin ifade diizeyinin
RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,05)
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Sekil 5.28. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra BID ifade diizeylerinin gdsterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan BID genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gdsterimi b. BID geninin ifade diizeyinin
RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,05)
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Sekil 5.29. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra CIAP1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan CIAP1genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. CIAP1 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.30. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra CIAP2 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan CIAP2 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile § aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. CIAP2 geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.31. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra XIAP ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan XIAP genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. XIAP geninin ifade diizeyinin
RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)

5.5.3. P53 ile iliskili INF hedef gen ifadesinin analizleri

INF’lar tarafindan regiile edilen ve p53 fonksiyonlari ile iliskili genlerden, MX1, MX2,
OASL, IFI6’1n ifade diizeylerine bakildi. Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde MX1’de
yaklagik % 100’lik (p<0,01) (Sekil 5.32.), MX2’de yaklasik 60 katlik (p<0,01) (Sekil
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5.33.), OASL miktarinda yaklasik % 100 ( p<0,01) (Sekil 5.34.), [F16’da yaklasik % 20
oraninda bir artis gozlendi (p<0,05) (Sekil 5.35.). P53°de ise tutarli bir sonug elde
edilemedi (p>0,05) (Sekil 5.36.).
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Sekil 5.32. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra MX1 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan MX1 genin ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. MX1 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.33. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra MX2 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan MX2 genin ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile B aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. MX2 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.34. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra OASL ifade diizeylerinin gosterimi

a. a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan OASL genin ifade diizeyinin + standart sapmalart ile B
aktin genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. OASL geninin ifade

diizeyinin RT-PZR sonras1 agaroz jelde gosterimi (*p<0,01)
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Sekil 5.35. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra IF16 ifade diizeylerinin gdsterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan IFI6 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile § aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. IFI6 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gosterimi (*p<0,05)
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Sekil 5.36. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra p53 ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan P53 genin ifade diizeyinin + standart sapmalari ile f aktin
genin ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. P53 geninin ifade diizeyinin

RT-PZR sonrasi agaroz jelde gésterimi (*p > 0,05)

5.9. TAT98G ve TAT98G-ANp63pB Hiicrelerinin Protein ifade Diizeylerinin Western

Blot ile Gosterilmesi ve Gen Ifade Diizeyleriyle Kiyaslanmasi

rNTA ifade eden hiicrelerden ve doksasiklin varliginda siirekli Ap63p ifade eden
hiicrelerden elde edilen proteinlerin ilgili genlerin antikorlar1 kullanilarak ifade diizeyleri
western blot yontemi ile arastirildi. Bir ‘housekeeping’” gen olan B-aktin kullanilarak
yapilan western blot (Sekil 5.37.) ile Ap63p ifade eden ve etmeyen T98G hiicrelerinden
elde edilen proteinlerin miktarlar1 esitlendikten sonra ifade diizeyleri B-aktin geni ile
kiyaslanarak artis ve azalmalar artiy ve azalmalar grafik ile gosterildi. Doksasiklin
varliginda ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin p63 antikoru kullanilarak yapilan
western blot sonucunda ANp63 ifade artis1 goriilmektedir (Sekil 5.38.).
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Sekil 5. 37. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimidan 72
saat sonra aktin proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan aktin proteininin ifade diizeyinin + standart sapmalart ile

gosterimi b. Aktin geninin ifade diizeyinin western blot yontemiyle gosterimi
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Sekil 5. 38. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra P63 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan P63 protein ifade diizeyinin + standart sapmalari ile § aktin
protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gésterimi b. P63 proteininin ifade

diizeyinin western blot ile gosterimi (*p < 0,01)
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5.9.1. Hiicre dongiisii kontrol mekanizmasindan sorumlu proteinlerin

diizeylerinin analizi

Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde RT-PZR ile elde edilen sonuglarla tutarli p21 protein
ifade diizeyinde yaklasik % 700°lik bir artig goriildii (p < 0,01) (Sekil 5.39.). Ayrica
protein diizeyinde Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde AKT1 proteininde % 15 oraninda
bir artis goriliirken (p < 0,01) (Sekil 5.40.) fosforile AKT1 proteinin ifadesinde yaklasik %

200’1k bir artis géze ¢arpmaktadir (p < 0,01) (5.41.).
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Sekil 5. 39. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72

saat sonra p21 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan P21 protein ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B aktin

protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. P21 proteininin ifade

diizeyinin western blot ile gosterimi (*p < 0,01)
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Sekil 5. 40. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra AKT1 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan AKTI1 protein ifade diizeyinin + standart sapmalar ile
aktin protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. AKT1 proteininin

ifade diizeyinin western blot ile gésterimi (*p < 0,05)
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Sekil 5. 41. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra PH AKT1 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan phAKT]1 protein ifade diizeyinin + standart sapmalari ile B
aktin protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gdsterimi b. phAKT1 proteininin

ifade diizeyinin western blot ile gosterimi (*p < 0,01)
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5.9.2. Apoptozis ile iliskili proteinlerin ifade diizeylerinin analizi

Ap63p ifade eden T98G hiicrelerinde RT-PZR ile elde edilen sonuglarla tutarli Ciapl’de
yaklagik % 20’lik (p < 0,01) (Sekil 5.42.), Ciap2’de yaklasik % 60 oraninda bir artig
goriiliirken (p < 0,01) (Sekil 5.43.), Xiap’da tutarli bir sonug elde edilemedi (p > 0,05)
(Sekil 5.44.).
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Sekil 5. 42. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra CIAP1 proteininin ifade diizeylerinin gésterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan CIAP1 protein ifade diizeyinin + standart sapmalari ile
aktin protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. CIAP1 proteininin

ifade diizeyinin western blot ile gésterimi (*p < 0,01)
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Sekil 5. 43. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra CIAP2 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi
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a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan CIAP2 protein ifade diizeyinin + standart sapmalari ile 3
aktin protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. CIAP2 proteininin

ifade diizeyinin western blot ile gosterimi (*p < 0,01)
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Sekil 5. 44. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra XIAP proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan XIAP protein ifade diizeyinin + standart sapmalar ile B
aktin protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. XIAP proteininin ifade

diizeyinin western blot ile gosterimi ('p > 0,05)

5.9.3. P53 ile iliskili INF hedef proteinlerinin ifade diizeylerinin analizi

INF’lar tarafindan regiile edilen ve p53 fonksiyonlar ile iligkili genlerden bir tanesi olan
IL29’un protein ifadesinde yaklasik % 20 oraninda bir artis goriilmektedir (Sekil 5.45).
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Sekil 5. 45. ANp63p ifade eden T98G glioma hiicrelerinin doksasiklin ile uyarimindan 72
saat sonra IL29 proteininin ifade diizeylerinin gosterimi

a. Deneyleri 3 kez tekrarlanan IL29 protein ifade diizeyinin + standart sapmalar1 ile  aktin
protein ifade seviyesine gore farkliligin grafik ile gosterimi b. IL29 proteininin ifade

diizeyinin western blot ile gdsterimi (*p > 0,01)
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6. TARTISMA VE SONUC

P63’iin kesfinden sonra, p63’iin p53 ile ayni Ozelliklere sahip bir protein oldugu
diisiiniilmiis ancak yapilan ¢alismalarda bir¢cok izoforma sahip olan p63°iin, izoformlar
arasinda bile farkliliklar oldugu gosterilmistir. Bu izoformlarin birbirinden farkli ve
birbirlerine zit fonksiyonlar géstermesi p63 genini ilging hale getirmektedir. Bu tezde bu
izoformlardan Ap63p’in T98G hiicreleri tizerindeki fenotipik ve genotipik etkisi

incelenmistir.

Tiimor baskilayici protein olan p53 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozisde kritik
rol oynamaktadir. P53 ailesi liyeleri tarafindan kontrol edilen molekiiler yolaklarin
bilinmesine ragmen fizyolojik etki mekanizmalarinin agiklanmasi icin ek ¢aligmalar devam
etmekte olup, yapilan g¢alismalar sonucunda, p63’iin hiicre dongiisii kontrolii iizerine
etkisinin p53 ile benzer oldugu gosterilmistir (2). Memeli hiicre dongiisiiniin 6nemli

kontrol mekanizmalarindan olan siklin bagimli kinaz inhibitorii p21 (p21WAF1/Cipl

) hiicre
dongiistiniin durdurulmasini stimiile eder. Transkripsiyonel aktivasyonu p53 tarafindan
kontrol edilen p21, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda diizenlenmektedir. Dolayisiyla p21°in
hiicre dongiisiinii inhibe edebilmesi p53°e baglidir, normalde MDM?2’ye bagli durumda ve
inaktif olan p53 aktive olduktan sonra p21 ifadesini tetikler (60). TAp63, p21’in ve
p57/Kip2 proteinlerinin transkripsiyonel artisiyla hiicre dongiisiiniin durdurulmasin
indiikledigi ve AN izoformlarinin ise bu promotorlar1 baskilayarak hiicre dongiisiiniin
devamini destekledigi belirtilmektedir (2). Ancak yaptigimiz c¢aligmada bu bildirimin
aksine, Ap63p ifade eden hiicrelerde, p21'in mMRNA (Sekil 5.14.) ve protein diizeylerindeki
artist (Sekil 5.39.) dramatik olarak goze carpmaktadir. Ayrica, Ap63p ifade eden
hiicrelerde, Ap63p ifade etmeyen hiicrelere oranla % 50’lere varan hiicre 6liimleri, p21’in
artig1 ile hiicrenin G1 fazinda durmasina ve hiicre replikasyonunun da tamamlanamamasina
neden olabilecegini akillara getirmektedir. Ayn sekilde hiicre dongiisiiniin G1 fazinda rol
oynayan ve kritik dneme sahip siklin D1, Ap63f ifade eden hiicrelerde artis gostermektedir
(Sekil 5.15.). Siklin D1’in birgok kanser tiiriinde de artis gosterdigi saptanmistir (61, 62).
Ap63p ifade eden hiicrelerdeki % 50'lere varan azalma Ap63f’nin hiicre sikliisii

inhibisyonu ve apoptozis etkisinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
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P63’tin p53 ile benzer yapisal Ozelliklerinin yaninda p53 gibi DNA hasarinin
algilanmasinda da etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan bir¢cok ¢alismada p63’iin apoptozisi
indiikledigi ve hiicrede DNA hasarmin giderilmesinde rol aldig1 gdzlenmistir. Ozellikle
TAp63y izoformu p53’c olduk¢a benzer ozelliktedir ve p53 hedef genlerinin en giiglii
aktivatoriidir. Alfa izoformlarinda bulunan inhibitér domainin olmamasi, trasaktivator
domainini bulunduran bu izoformun apoptozisin indiiklenmesinde digerlerine oranla daha
fazla potansiyel olusturmaktadir (31). Onkojenik oOzellikte oldugu diistiniilen Ap63p
izoformunu ifade eden hiicrelerde apoptozis etkisini arastirmak i¢in yaptigimiz ¢alismada
hiicredeki kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivitesi Olglimiine dayanan apoptozis testinde Ap63f
izoformunu ifade eden hiicrelerde herhangi bir degisiklik gorinmemektedir (Sekil 5.11.).
Ayrica apoptoz diizenlemede gorevli Bcl-2 ailesi iiyelerinden pro-apoptotik BAX, BAD,
BID ve anti apoptotik BCLXL (63) gen ifadelerine bakildi. Elde edilen sonuglarda BAX,
BID, BAD ifade diizeylerinde degisiklik gdzlenmezken (Sekil 5.26-5.28.) BCLXL ifade
diizeyinde artig goze carpmaktadir (Sekil 5.25.). Bu da bize Ap63f izoformunun apoptozisi
tetiklemesinin  aksine  apoptozisin  inhibisyonu iizerine  etkisinin  oldugunu

diistindiirmektedir.

Apoptozis ile ilgili ¢gikan sonuglara bakilarak Ap63f izoformunun apoptozis inhibisyonuna
neden oldugunu gostermek i¢in apoptozis inhibitér proteinlerine bakilmistir. Apoptozis
proteinlerinin inhibitdr ailesinin (IAPs) kritik Oneme sahip iiyelerinden apoptozis
proteinlerinin hiicresel inhibitorii olan cIAP1 ve cIAP2, hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1
oliim sinyalini azaltma 6zelligine sahiptirler (64, 65). Ap63p ifade eden hiicrelerde cIAP1
ve cIAP2 hem mRNA diizeyinde (Sekil 5.29, Sekil.5.30.) hem de protein diizeyinde artig
gostermektedir (Sekil 5.42., Sekil 5.43.). Yapilan bu deneyler sonucunda Ap63f
izoformunun anti apoptotik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan MTT ve
LDH testi sonuglarina bakilarak (Sekil 5.9., Sekil 5.10.) anti apoptotik Ozellikte olan
Ap63pB izoformunun, bu izoformu ifade eden hiicrelerde gergeklesen hiicre Oliimiiniin

Ap63p°nin sitotoksik etkisinden kaynaklandigini géstermektedir.

TAp63, hiicre 6liimii ve hiicre dongiisiiniin durdurulmas: ile timor supresor 6zellikteyken,

ANp63 onkojenik oOzellik gostermekte ve ANp63’lin bir¢cok kanser olgularinda asir
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salgilandig1 bildirilmistir (6). Yaptigimiz ¢alismada Ap63p’y1 ifade eden hiicrelerde, IGF2
(insiilin benzeri biiylime faktorii) miktarindaki transkripsiyonel artis (Sekil 5.28.)
p13K/AKT yolaginin uyarildigini diisiindiirmektedir. Bunun tizerine p13K ve AKT ifade
diizeyleri incelenmistir. Kanser hiicresi dahil hiicre gelisimi, proliferasyonu, farklilagsmasi,
motilitesi gibi hiicresel fonksiyonlar1 kapsayan ve bir¢cok goérevde rol oynayan enzim
ailesinden p13K’nin, Ap63a ifadesini regiile ettigi bildirilmistir. P13K aktivasyonu ile
Ap63o'nin ifadesinin arttigi gozlenmistir (66). p13K yolaginin 6zellikle diabet ve kanserde
etkin oldugu bilinmektedir (67). Bu ¢alismada ise Ap63p ifade eden hiicrelerde p13K’nin
mRNA diizeyindeki ifadesinde farklilik gbéze carpmamaktadir (Sekil 5.16.). Hiicrenin
proliferasyonu, canliligi, gelisimi ve anjiyogenez gibi hiicre metabolizmasinin ¢esitli sinyal
yolaklarinin diizenlenmesinde rol alan ve kanser hiicrelerinde, hiicre proliferasyonu ve
canliliginin devamini saglayan 6nemli proteinlerden biri olan AKT (68), Ap63p ifade eden
hiicrelerde hem mRNA diizeyinde (Sekil 5.17.), hem de fosforile olmus AKT proteini
diizeyinde artig gostermektedir (Sekil 5.40, Sekil 5.41.). Ayni sekilde, Ap63p ifade eden
hiicrelerde, biiylime faktorlerinden olan ve embriyogenezde ve hiicre farklilagmasinda rol
oynayan ayni zamanda tiimor olusumunda da etkili TGF-f#3 (69) gen ifadesindeki artis,
hiicre proliferasyonu, gelisimi ve farklilagmasimi aktive eden ve bir¢cok kanser tipiyle
iliskili olan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 7GFo gen ifadesindeki artis (Sekil 5.18.),
onkojenik 6zellikte olan AKT1’in % 30 oranindaki artisi, Ap63f izoformunun onkojenik
ozellikte oldugunu destekler nitelikte olsa da Ap63f ifade eden hiicrelerde sekillenen hiicre

Oliimlerinden dolay1 bu proteinin onkojenik 6zelligi hala tartismaya aciktir.

Midkin, hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi ve migrasyonu gibi bir¢ok hiicresel siirecin
kontrol mekanizmasinda gorevli bir heparin baglayic1 biiyiime faktoriidiir. Bu biiylime
faktorii aktiviteleri disinda midkin, kan basinci ve savunma sistemiyle ilgili diger
stireglerde de gorev almaktadir. Bir¢ok karsinomada midkin ifadesinin arttigi, ayrica
midkinin susturulmasiyla da tiimoriin  olusumunun ve gelisiminin baskilandigt
bilinmektedir. Bu nedenlerden dolayr midkin bir timoér marker olarak ve kanser
tedavisinde molekiiler hedef protein olarak diisiiniilmektedir (70-72). Midkinin Ap63f
ifade eden hiicrelerde mRNA diizeyindeki artis1 (Sekil 5.20.) bu izoformun onkojen

oldugunu destekleyen 6zelliklerinden bir tanesidir.
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Birgok virlisiin 6zellikle de RNA viriislerinin hiicre igerisinde replikasyonlar1 sirasinda
ortaya c¢ikan ¢ift sarmal RNA'lar, immiin sistemde gorevli birgok sitokinin gerek
ifadelerinin artmasina, gerekse aktive olmalarina neden olmaktadir. Bu kompleks yapi
memeli hiicrelerinin kendisini yabanc1 saldirganlara karsi1 korumak i¢in gelistirdigi bir dizi
koruyucu mekanizmadir. Humoral immiinite bircok enfeksiyonda rol oynadigi gibi
enfeksiyonun sonlanmasinda da 6énemlidir. Bu immiinitenin ortaya ¢ikmasi i¢in belirli bir
siire gerekmektedir. Buna karsin tek hiicre yabanci saldirganlara karsi hizli olarak
koruyucu mekanizmalar1 ortaya ¢ikarma ihtiyaci i¢indedir (73). Hiicre bu amagla
interferonlar ve sitokinleri kullanmaktadir. Kiigiik DNA tiimor viriisii olarak bilinen simian
40 (SV40) t ve T (‘kiigtiik t* ve ‘biiylik T’) antijenleri olarak adlandirilan iki polipeptit
kodlar ve biiyilk T antijeni spesifik hiicre proteinleriyle oligometrik bir kompleks
olusturmaktadir (74). SV40 biiyik T antijeninin hiicresel proteinlerle etkilesiminin
miimkiin oldugunun kesfedilmesinden bu yana DNA tiimor viriislerinden viral onko-
proteinlerin p53 proteiniyle baglantisi ¢alisilmaktadir. Evrimden bu yana DNA timor
virtisleri, p53 fonksiyonunu ortadan kaldirmak {izere tasarlanmis mekanizmalar gelistirmis
oldugu ortaya konmustur. SV40 T antijenlerinin yani sira HPV E6, adenovirus E1B-55K,
hepatitis B viriis HBX, T hiicreli lenfoma viriis tip 1 Tax, Epstein-Barr viriis Zta, Kaposi
sarkomuyla iligkili herpes virlis LANAI, k-bZIP ve LANA2 proteinlerinin p53’i inhibe
ederek olusacak yaniti bloke ettikleri bildirilmistir (75). Ayrica, p53 promotorunda
interferonlar (IFN) tarafindan uyarilmasimi saglayan elementlerin varlifi gosterilmistir.
IFN’ler bir¢ok hiicrede viral enfeksiyonlar1 takiben ortaya g¢ikmaktadir. Hiicrede artis
gosteren IFN’ler p53°iin de hiicre i¢inde artisina neden olmakta ve bundan dolayr p53’iin
hiicrenin antiviral defansinda rol aldig1 diisiintilmektedir (76). IL28B, IL28A, 1L29, CCLS5,
IF127, OAS1,2,3, PKR ve MX gibi molekiiller, antiviral etkileri olan proteinler olarak
bilinmektedirler (76-78). P53 fonksiyonlari ile ilgili olarak yeni sayilabilecek bu bakis
acisint Ap63p izoformunun ne 6l¢iide sagladigi bu ¢alismanin diger bir arastirma konusunu
olusturmaktadir. Bu amagla temelde IFN’ler tarafindan regiile edilen genler olarak
adlandirilan bu genlerden bazilarinin ifade analizleri yapilmigtir. MX geni baliktan
primatlara kadar nerdeyse tiim omurgalilarda bulunmakta ve RNA viriislere karsi etki
gostermektedir (79, 80). Her viriiste ayn1 mekanizmayla m1 ¢alistig1 agik degildir ancak
genel olarak, MX proteini niikkleoproteinleri veya kapsid proteinlerini inhibe ederek etki
etmektedir (81). Ap63p ifade eden hiicrelerde yaptigimiz caligmada mRNA diizeyinde
MX1 ve MX2 (Sekil 5.32., Sekil 5.33.) ve daha genis antiviral etkiye sahip OASL
ifadelerindeki artis (Sekil 5.34.) ve yine bir interferon olan IL29’un protein diizeyindeki
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artis (Sekil 5.45.) Ap63p izoformunun IFN tarafindan regiile edilen genler iizerinde P53

benzeri bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir.
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EKLER

EK1: ANp63f transkript iiriiniiniin dizisi

AGAGAGAGAAAGAGAGAGAGGGACTTGAGTTCTGTTATCTTCTTAAGTAGATTCATAT
TGTAAGGGTCTCGGGGTGGGGGGGTTGGCAAAATCCTGGAGCCAGAAGAAAGGACAG
CAGCATTGATCAATCTTACAGCTAACATGTTGTACCTGGAAAACAATGCCCAGACTCA
ATTTAGTGAGCCACAGTACACGAACCTGGGGCTCCTGAACAGCATGGACCAGCAGATT
CAGAACGGCTCCTCGTCCACCAGTCCCTATAACACAGACCACGCGCAGAACAGCGTCA
CGGCGCCCTCGCCCTACGCACAGCCCAGCTCCACCTTCGATGCTCTCTCTCCATCACCC
GCCATCCCCTCCAACACCGACTACCCAGGCCCGCACAGTTTCGACGTGTCCTTCCAGC
AGTCGAGCACCGCCAAGTCGGCCACCTGGACGTATTCCACTGAACTGAAGAAACTCTA
CTGCCAAATTGCAAAGACATGCCCCATCCAGATCAAGGTGATGACCCCACCTCCTCAG
GGAGCTGTTATCCGCGCCATGCCTGTCTACAAAAAAGCTGAGCACGTCACGGAGGTGG
TGAAGCGGTGCCCCAACCATGAGCTGAGCCGTGAATTCAACGAGGGACAGATTGCCC
CTCCTAGTCATTTGATTCGAGTAGAGGGGAACAGCCATGCCCAGTATGTAGAAGATCC
CATCACAGGAAGACAGAGTGTGCTGGTACCTTATGAGCCACCCCAGGTTGGCACTGAA
TTCACGACAGTCTTGTACAATTTCATGTGTAACAGCAGTTGTGTTGGAGGGATGAACC
GCCGTCCAATTTTAATCATTGTTACTCTGGAAACCAGAGATGGGCAAGTCCTGGGCCG
ACGCTGCTTTGAGGCCCGGATCTGTGCTTGCCCAGGAAGAGACAGGAAGGCGGATGA
AGATAGCATCAGAAAGCAGCAAGTTTCGGACAGTACAAAGAACGGTGATGGTACGAA
GCGCCCGTTTCGTCAGAACACACATGGTATCCAGATGACATCCATCAAGAAACGAAGA
TCCCCAGATGATGAACTGTTATACTTACCAGTGAGGGGCCGTGAGACTTATGAAATGC
TGTTGAAGATCAAAGAGTCCCTGGAACTCATGCAGTACCTTCCTCAGCACACAATTGA
AACGTACAGGCAACAGCAACAGCAGCAGCACCAGCACTTACTTCAGAAACAGACCTC
AATACAGTCTCCATCTTCATATGGTAACAGCTCCCCACCTCTGAACAAAATGAACAGC
ATGAACAAGCTGCCTTCTGTGAGCCAGCTTATCAACCCTCAGCAGCGCAACGCCCTCA
CTCCTACAACCATTCCTGATGGCATGGGAGCCAACATTCCCATGATGGGCACCCACAT
GCCAATGGCTGGAGACATGAATGGACTCAGCCCCACCCAGGCACTCCCTCCCCCACTC
TCCATGCCATCCACCTCCCACTGCACACCCCCACCTCCGTATCCCACAGATTGCAGCAT
TGTCAGGATCTGGCAAGTCTGAAAATCCCTGAGCAATTTCGACATGCGATCTGGAAGG
GCATCCTGGACCACCGGCAGCTCCACGAATTCTCCTCCCCTTCTCATCTCCTGCGGACC
CCAAGCAGTGCCTCTACAGTCAGTGTGGGCTCCAGTGAGACCCGGGGTGAGCGTGTTA
TTGATGCTGTGCGATTCACCCTCCGCCAGACCATCTCTTTCCCACCCCGAGATGAGTGG
AATGACTTCAACTTTGACATGGATGCTCGCCGCAATAAGCAACAGCGCATCAAAGAGG
AGGGGGAGTGAGCCTCACCATGTGAGCTCTTCCTATCCCTCTCCTAACTGCCAGCCCCC
TAAAAGCACTCCTGCTTAATCTTCAAAGCCTTCTCCCTAGCTCCTCCCCTTCCTCTTGTC
TGATTTCTTAGGGGAAGGAGAAGTAAGAGGCTACCTCTTACCTAACATCTGACCTGGC
ATCTAATTCTGATTCTGGCTTTAAGCCTTCAAAACTATAGCTTGCAGAACTGTAGCTGC
CATGGCTAGGTAGAAGTGAGCAAAAAAGAGTTGGGTGTCTCCTTAAGCTGCAGAGATT
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TCTCATTGACTTTTATAAAGCATGTTCACCCTTATAGTCTAAGACTATATATATAAATG
TATAAATATACAGTATAGATTTTTGGGTGGGGGGCATTGAGTATTGTTTAAAATGTAAT
TTAAATGAAAGAAAATTGAGTTGCACTTATTGACCATTTTTTAATTTACTTGTTTTGGA
TGGCTTGTCTATACTCCTTCCCTTAAGGGGTATCATGTATGGTGATAGGTATCTAGAGC
TTAATGCTACATGTGAGTGACGATGATGTACAGATTCTTTCAGTTCTTTGGATTCTAAA
TACATGCCACATCAAACCTTTGAGTAGATCCATTTCCATTGCTTATTATGTAGGTAAGA
CTGTAGATATGTATTCTTTTCTCAGTGTTGGTATATTTTATATTACTGACATTTCTTCTA
GTGATGATGGTTCACGTTGGGGTGATTTAATCCAGTTATAAGAAGAAGTTCATGTCCA
AACGTCCTCTTTAGTTTTTGGTTGGGAATGAGGAAAATTCTTAAAAGGCCCATAGCAG
CCAGTTCAAAAACACCCGACGTCATGTATTTGAGCATATCAGTAACCCCCTTAAATTT
AATACCAGATACCTTATCTTACAATATTGATTGGGAAAACATTTGCTGCCATTACAGA
GGTATTAAAACTAAATTTCACTACTAGATTGACTAACTCAAATACACATTTGCTACTGT
TGTAAGAATTCTGATTGATTTGATTGGGATGAATGCCATCTATCTAGTTCTAACAGTGA
AGTTTTACTGTCTATTAATATTCAGGGTAAATAGGAATCATTCAGAAATGTTGAGTCTG
TACTAAACAGTAAGATATCTCAATGAACCATAAATTCAACTTTGTAAAAATCTTTTGA
AGCATAGATAATATTGTTTGGTAAATGTTTCTTTTGTTTGGTAAATGTTTCTTTTAAAGA
CCCTCCTATTCTATAAAACTCTGCATGTAGAGGCTTGTTTACCTTTCTCTCTCTAAGGTT
TACAATAGGAGTGGTGATTTGAAAAATATAAAATTATGAGATTGGTTTTCCTGTGGCA
TAAATTGCATCACTGTATCATTTTCTTTTTTAACCGGTAAGAGTTTCAGTTTGTTGGAA
AGTAACTGTGAGAACCCAGTTTCCCGTCCATCTCCCTTAGGGACTACCCATAGACATG
AAAGGTCCCCACAGAGCAAGAGATAAGTCTTTCATGGCTGCTGTTGCTTAAACCACTT
AAACGAAGAGTTCCCTTGAAACTTTGGGAAAACATGTTAATGACAATATTCCAGATCT
TTCAGAAATATAACACATTTTTTTGCATGCATGCAAATGAGCTCTGAAATCTTCCCATG
CATTCTGGTCAAGGGCTGTCATTGCACATAAGCTTCCATTTTAATTTTAAAGTGCAAAA
GGGCCAGCGTGGCTCTAAAAGGTAATGTGTGGATTGCCTCTGAAAAGTGTGTATATAT
TTTGTGTGAAATTGCATACTTTGTATTTTGATTATTTTTTTTTTCTTCTTGGGATAGTGG

GATTTCCAGAACCACACTTGAAACCTTTTTTTATCGTTTTTGTATTTTCATGAAAATACC
ATTTAGTAAGAATACCACATCAAATAAGAAATAATGCTACAATTTTAAGAGGGGAGG
GAAGGGAAAGTTTTTTTTTATTATTTTTTTAAAATTTTGTATGTTAAAGAGAATGAGTC

CTTGATTTCAAAGTTTTGTTGTACTTAAATGGTAATAAGCACTGTAAACTTCTGCAACA
AGCATGCAGCTTTGCAAACCCATTAAGGGGAAGAATGAAAGCTGTTCCTTGGTCCTAG
TAAGAAGACAAACTGCTTCCCTTACTTTGCTGAGGGTTTGAATAAACCTAGGACTTCC
GAGCTATGTCAGTACTATTCAGGTAACACTAGGGCCTTGGAAATTCCTGTACTGTGTCT
CATGGATTTGGCACTAGCCAAAGCGAGGCACCCTTACTGGCTTACCTCCTCATGGCAG
CCTACTCTCCTTGAGTGTATGAGTAGCCAGGGTAAGGGGTAAAAGGATAGTAAGCATA
GAAACCACTAGAAAGTGGGCTTAATGGAGTTCTTGTGGCCTCAGCTCAATGCAGTTAG
CTGAAGAATTGAAAAGTTTTTGTTTGGAGACGTTTATAAACAGAAATGGAAAGCAGAG
TTTTCATTAAATCCTTTTACCTTTTTTTTTTCTTGGTAATCCCCTAAAATAACAGTATGT
GGGATATTGAATGTTAAAGGGATATTTTTTTCTATTATTTTTATAATTGTACAAAATTA
AGCAAATGTTAAAAGTTTTATATGCTTTATTAATGTTTTCAAAAGGTATTATACATGTG
ATACATTTTTTAAGCTTCAGTTGCTTGTCTTCTGGTACTTTCTGTTATGGGCTTTTGGGG
AGCCAGAAGCCAATCTACAATCTCTTTTTGTTTGCCAGGACATGCAATAAAATTTAAA
AAATAAATAAAAACTAATTAAGAAATTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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