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OZET

Taf7 Ekspresyonunun siRNA ile Baskilanmasi Sonrasinda Apoptotik Siirecteki

Degisikliklerin Arastirilmasi

Dilek GOKTURK, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali, 35340, Balcova-Izmir, Tiirkiye.

HIV enfeksiyonunun biyoloji ve immunopatogenezini anlamak, terapétik stratejilerin ve
profilaktik asilarin gelistirilmesinde biiylik onem tasimaktadir. HIV genomundaki 9 genden biri
olan Tat, gen ekspresyonu i¢in gerekli olup islevlerini ii¢ basglik altinda toplayabiliriz: 1) Proviral
genlerin transkripsiyonel transaktivasyonu, inisiyasyon ve elongasyon siireclerini desteklemek 2)
Kimi konak hiicre genlerinin ekspresyonlarini o6zellikle pre-inisiyasyon kompleks yapisini
bozarak transkripsiyon diizeyinde baskilamak 3) Konak hiicrelerde apoptozu tetiklemek.

Genel transkripsiyon faktorii TFIID’nin yapisinda yer alan TAF7 geninin HIV Tat’ 1n
okaryotik islevsel homologu oldugu ileri siiriilmiistiir. TAF7, HIV Tat proteinine benzer sekilde
elongasyonu destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme ozelliklerini barindirmaktadir.
Ancak HIV Tat gibi programlanmis hiicre 6liimiinde rolii olup olmadig aragtirilmamastir.

Apoptoz yolaklarinin tanimlanmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Fakat apoptoz siirecinin parcasi
olan genel transkripsiyonun baskilanma mekanizmasi bilinmemektedir. Hipotezimiz, bir apoptoz
bulgusu olan transkripsiyon durdurulmasinin TAF7 iizerinden gerceklestigi yoniindedir. Bunu
test etmek amaciyla radyasyon, etoposit ve MGBG apoptotik uyarilarini alan hiicre kiiltiirlerinde
siRNA oligoniikleotidleri kullanilarak TAF7’nin ekspresyonunu baskilanip, apoptotik cevaplari
olciildii. TAF7 ekspresyonu baskilanan HelLa ve Kelly hiicre hatlarinda radyasyon, etoposit ve
MGBG uygulamalar1 karsisinda apoptotik davranmisin kontrol grubu hiicrelerine gore 4-6 kat
azaldig1 gozlendi. TAF7 over-ekspresyonu yaptigimiz ¢alismalarda, hiicrelerde HIV Tat’a benzer

1



seklide mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla apoptozu tetikledigini gosterdik. Ayrica viral
ekspresyonlarda interferon uyarimina cevaben protein diizeyi artan CTIIA’in, HIV Tat proteini
ile oldugu gibi TAF7 ile de iliskili oldugunu immiin presipitasyon deneyleri ile gosterdik.

Sonu¢ olarak TAF7’nin apoptotik siirecte rol aldigi ve apoptozun genel transkripsiyon
mekanizmast ile iliskili oldugu ilk kez gosterilmistir. TAF7 nin, HIV Tat proteini ile olan islevsel

benzerliklerinin farkli alanlarda gosterilmesi HIV arastirmalarina biiyiik katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler:

TAF7, HIV TAT, transkripsiyon inisiyasyonu, RNA interferans teknigi.



ABSTRACT

Study of The Apoptotic Process and the Effects Induced by Taf7 Gene Expression
Silencing Using siRNA :

Dilek GOKTURK, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of
Medical Biology and Genetics, 35340, Balcova-Izmir, Turkey.

Understanding the immunopathogenesis and biology of HIV infection is of great
importance to introduce new therapeutic strategies and prophylactic vaccines. Tat is one of the
nine genes encoded in the HIV genome and its functions are can be grouped under 3 topics: 1)
The transcriptional transactivation of the provirus 2) Inhibition of the host genes at the
transcriptional level mainly 3) Inducing apoptosis in host cells.

It has been proposed that TAF7 — a component of the general transcription factor TFIID -
could be a functional homologue of HIV Tat. TAF7 has been shown to support elongation and to
inhibit transcription by mechanisms very similar to HIV Tat. But Tat there are no studies
reporting a role for TAF7 in apoptosis.

The identification of the apoptotic pathways is very important to health sciences. The
mechanism of the general transcriptional blockage observed during apoptosis remains unknown.
Previous reports have suggested that TAF7 acts as a transcriptional checkpoint regulator. In
accordance with this model we hypothesize that the transcriptional blockage is an integral part of
the apoptotic process and is induced via TAF7. To test this hypothesis TAF7 expression was
inhibited by siRNA in cell lines induced with radiation, MGBG and etoposide. A 4-6 fold
reduction in apoptotic death was observed in the TAF7 siRNA group when compared to controls.
On contrast TAF7 induced apoptosis in cells when over-expressed by stabilizing microtubule

polymerization; a mechanism very similar to HIV Tat.



This is the first study reporting a role for TAF7 and the transcriptional machinery in

apoptosis.

Key Words:

TAF7, HIV TAT, transcription initiation, RNA interferance.



1.GIRIS ve AMAC:

Gliniimiizde pek ¢ok viral genin dkaryotik homologlari bilinmektedir. HIV Tat icin ise DNA
dizi diizeyinde bir 6karyotik homolog gen bulunamamistir. Ancak islevsel bir homolog olarak TAF7
geni ileri siiriilmiistiir. Benzer 6zellikler gosterebilen, hem elongasyonda ayni faktorlerle etkileserek
rol oynayan hem de PIC’de bulunan proteinler ile Tat’a benzer sekilde iligski kuran bilinen tek
okaryotik gen iiriinii TAF7dir (eski adiyla TAFIISS).

Gen transkripsiyonu, biiyiik Olciide kendilerine 6zgii sekans motiflerini taniyan transkripsiyon
faktorlerinin promotdr bolgelere baglanmasi, transkripsiyonda gorev alan kompleksleri kendisine
cekmesi ve aktive etmesi ile gergeklesir. Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baslamasi igin
oncelikle RNA polimeraz II'nin genel transkripsiyon faktorleri (GTF) ile bir kompleks olusturarak
promotore baglanmasi gerekmektedir. GTF ler olan TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIF ve TFIIH bir
araya gelerek promotor iizerinde bir karmagsik yapi olusturur ve RNA polimeraz II'nin karboksil
terminalini fosforilleyerek transkripsiyonun baglamasini saglar. Promotore ilk baglanan genel
transkripsiyon faktorii TFIID’dir. Promotoriin TATA kutusu bolgesine baglanan TFIID, TBP’den
(TATA binding protein) ve TAF’lerden (TBP associated faktorleri) olusmaktadir. Pek cok farkl
TAF’lerden biri de TAF7’dir. Yapilmis calismalar TAF7’in transkripsiyon inisiyasyonunun bir
kontrol noktasinda gorev alabilecegini ileri siirmektedir. Tiim transkripsiyon kompleksinin saglikli
olugmast sonrasinda TAF7, transkripsiyon {iizerindeki blokaji kaldirmakta ve transkripsiyonun
baslamasina izin vermekte, elongasyonda mRNA uzamasini desteklemektedir. Ozetle TAF7, HIV Tat
proteinine benzer sekilde elongasyonu destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme 6zelliklerini
barindirmaktadir. Ancak HIV Tat’in aksine programlanmis hiicre 6liimiinde bir rolii olup olmadigi

arastirilmamustir.

Programlanmis hiicre oliimii (apoptoz), hiicre disaridan yasamina devam etmesi ic¢in gerekli

sinyalleri alamadiginda veya hiicre hasar1 olustugu zaman gerceklesir. Apoptoz yolaklarinin



aydinlatilmas1 ve farkli patolojilerde apoptozun rolii konusunda sayisiz arastirma yapilmis olmasina
ragmen halen o©liime giden hiicrede transkripsiyonun nasil bloke edildigine dair fazla bir veri
bulunmamaktadir. Hipotezimiz, bir apoptoz bulgusu olan transkripsiyon blokajinin TAF7 tizerinden
gerceklestigi (HIV Tat’in kullandigi transkripsiyonel baskilama mekanizmalarini kullanarak) ve
TAF7’nin yine HIV Tat proteini ile benzer sekilde mikrotiibiiller ile iliskiye gecerek apoptozun geg
evrelerinde rol oynadig yoniindedir. Bunu test etmek amaciyla farkli apoptotik uyarilar alan hiicre
kiiltiirlerinde siRNA (small interferring RNA) kullanilarak TAF7’nin ekspresyonunun baskilanmasi
ve apoptotik cevabin Ol¢iilmesi planlanmistir. Hipotezimize gore TAF7 yoklugunda transkripsiyon
blogu olusmayacagindan kullanilacak hiicre hatlarinda belli uyaranlarda apoptoza diren¢ gelisecektir.
Yiiksek diizeyde TAF7 ekspresyonunun (over-ekspresyon) oldugu durumlar da ise mikrotiibiil
dinamikleri etkilenerek artmis apoptoz izlenecektir. Hipotezimizin dogrulanmasi halinde arstirmamiz
apoptotik yolaklar1 genel transkripsiyon mekanizmasi ve transkriptozoma baglayan ilk calisma
olacaktir. Hemen tiim patolojilerde rol oynadigindan apoptoz yolaklarinin tanimlanmasi saglik
bilimleri i¢in biiyliik onem tagimaktadir. Bu konuda diinyada son 20 yil i¢inde biiylik bir birikim
saglanmis ve farkli yolaklarin elemanlar1 tanimlanmistir. Ancak apoptoz siirecinin bir pargasi olan
genel transkripsiyonun baskilanma mekanizmasi bilinmemektedir. Daha onceki yayinlarda TAF7 nin
transkripsiyon baglangicinda bir kontrol noktasinda gorev aldigin1 6ne siiren model gz Oniinde
tutuldugunda, apoptoz siirecinde transkripsiyon baskilanmasi i¢in benzer bir kontrol noktasinda rol
alabilecegi hipotezi tutarlilik kazanmaktadir. Ayrica TAF7’nin, HIV Tat proteini ile olan islevsel
benzerliklerinin farkli alanlarda gosterilmesi, diger bir ifadeyle HIV Tat proteininin bir “ckaryotik
islevsel homologu” olabilecek bir proteinin tanimlanmasi, HIV arastirmalarina biiyiik katki

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER:

2.1 HIV Enfeksiyonu:

Insan immun yetmezlik viriisii tip 1’in (human immundeficiency virus type 1; HIV-1 )
1983’de (1-3) ve HIV-2’in 1986’da (4) tanimlanmasindan sonra bu iki viriis, edinsel immun
yetmezlik sendromunun (aquired immundeficiency syndrome; AIDS) baslica iki etkeni olarak
kabul edilmektedir. Diinyada AIDS’den 6ncelikle sorumlu olan etken HIV-1’dir. Bugiin diinyada
HIV ile enfekte birey sayisinin ¢ogunlugu Asya, Afrika ve Giiney Amerika’da olmak iizere 40
milyonu gegmektedir.

1995°de proteaz ve non-niikleotid revers transkriptaz inhibitorlerinin kullanima girmesiyle
uygulanan etkin anti-retroviral tedavi HIV enfeksiyonunun mortalite ve morbiditesinde ¢ok
onemli iyilesmeler saglamistir. Ancak tedavide saglanan tiim ilerlemelere ragmen bir kere
enfekte olan bireyden viriisiin eradikasyonu halen imkansizdir (5).

HIV/AIDS esas olarak cinsel yolla, kan ve kan {iriinleriyle ve anneden bebege vertikal
bulag olmak iizere ii¢ ana yolla bulasir. Viriis viicuda alindiktan 1-6 hafta icerisinde ilk ¢ogalma
doneminde akut enfeksiyona neden olur. Bu donemde ates, lenfadenopati, farenjit, ishal, bulanti
ve kusma gibi 6zgiil olmayan belirtiler izlenir. Biitiin bu bulgular 2 — 4 hafta icerisinde tedavi
gerektirmeden gecer. Akut enfeksiyon doneminden itibaren kisi bulastiricidir (6). Viriisiin viicuda
girisini takiben, % 95 vakada 6-12 hafta icerisinde HIV'e kars1 antikorlar gelisir. Bu dénem
serokonversiyon donemi olarak adlandirilmaktadir (6). Bu donemden sonra enfekte kisiler belirti
ve bulgu vermeyen (klinik acidan latent) ancak bulastirici olan "asemptomatik donem"e girerler.
Bu donemde lenfatik dokularda viriis cogalmaya devam etmekte ve CD4 hiicre sayisi1 progresif
olarak azalmaktadir (6). Erken semptomatik donem hastalarda ilk kez doktora basvurmalarina

neden olan belirtilerin basladigi donemdir. Halsizlik, bas agrisi, viicut agirliginin %10'undan

7



fazla kilo kaybi, nedeni bulunamayan ates, bir aydan daha uzun siiren ve tedavi edilemeyen ishal,
deride pullanmalarla seyreden bir hastalik olan seboreik dermatit, yaygin ve sik herpes viriis
enfeksiyonlari, agizda mantar enfeksiyonlar1 en sik karsilasilan belirti ve bulgulardir (6). CD4
hiicre sayimi ile beraber kandaki viriis miktarin1 gosteren viral yiikk tayininin yapilmasi ve
tedavinin bu parametrelere gore planlanmasi gerekir. Ge¢ semptomatik donemde ise bagisiklik
eksikligi iyice belirgin bir hale gelir, firsatc1 enfeksiyon veya kanserler ortaya cikabilir.

HIV  enfeksiyonunun  immunopatogenezini  anlamak  terapotik  stratejilerin,
immunoterapilerin ve profilaktik asilarin gelistirilmesinde cok bilyiikk onem tasimaktadir. Diger
tim viral enfeksiyonlar gibi HIV enfeksiyonunun bireylerdeki seyri hem viral hem de konak
faktorlerine baglidir. Primer enfeksiyon kaynagi ayni olsa dahi HIV ile enfekte bireylerde
enfeksiyonu seyri ¢ok biiyiik farkliliklar sergileyebilmektedir. Konak ve viral faktorlere baglh
olarak bireyde klinik diizeyde hizli bir immun yetmezlik gelisebilecegi gibi birey uzun donem
gelisim gostermeyen hasta grubunda (long-term non-progressors) da olabilir (5).

HIV viriisii hiicre i¢ine alma¢ bagimlhi endositoz yoluyla girmektedir. Birincil almaci,
immun sistemin T hiicrelerinde bulunan CD4 hiicre yiizey almacidir. CD4 T hiicrelerinin %
60’1min yiizeyinde ifade edilen 58 kD’luk monomerik bir glikoproteindir (5). CD4’iin HIV-1,
HIV-2 ve SIV (simian immunodeficiency virus) i¢in birincil almac¢ oldugu 1984 yilinda
karakterize edilmistir (7). Ancak insandan tiiretilmemis hiicre hatlarinda CD4 transfekte edilerek
yapilan deneyler CD4’iin tek basina viriisiin girisi i¢in yeterli olmadigin1 ortaya koymustur.
Yapilan c¢alismalar monositotrofik viriislar icin CCRS; T-hiicretropik viriisler i¢cin CXCR4
kemokin reseptorlerinin CD4’e ek olarak es-almac¢ (koreseptor) olarak gerekliligini ortaya
koymustur (8-11). Hiicreye girisinden sonra HIV viriisii, revers transkriptaz enzimi ile RNA
niikleid asidini DNA’ya cevirir. Viral DNA niikleusa gecerek integraz enzimi sayesinde hiicre

DNA’sina entegre olur. Bu asamada proviriis adin1 alir. Enfekte hiicrenin transkripsiyon
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diizenegini kullanarak genomunu tekrar RNA’ya ¢eviren proviriis bu sekilde kor niikleik asidinin
replikasyonunu ve hiicrenin translasyon diizeneklerini kullanarak yapisal proteinlerini olusturur.
Yapisal viral parcalar ve RNA niikleik asit yine hiicresel mekanizmalar kullanilarak bir araya

getirilir ve yeni olusan viriisler tomurcuklanma yoluyla hiicreden ayrilarak basgka hiicreleri

enfekte eder (Resiml).

Resim 1: Hiicre Kkiiltiirlerinde HIV’in hiicre plazma membranindan tomurcuklanmasim

gosteren elektron mikroskopi fotografi (http://it.stlawu.edu/~tbudd/virus.html adresinden

alinmstir)

2.2 HIV Viriis Yapisi ve Genleri:

HIV-1 lentivirus ailesine ait bir retroviriistiir. Viral partikiiller 100nm ¢apinda olup bir
lipoprotein zar ile ¢evrilidir. Niikleik asit olarak iki adet pozitif sense tek iplikli RNA molekiilii
icerir. Bu iki adet RNA molekiilii birbirlerine tutunarak genomik RNA dimerini olustururlar.
RNA dimeri niikleokapsid (NC) proteini (p9/6) ile iliski halindedir. NC proteini ve RNA niikleik
asidinin olusturdugu riboniikleoprotein kaspsid proteininden (p24) olusmus bir kapsid yapisi ile
cevrilidir. Kapsid ortami riboniikleoproteinin yani sira integraz ve revers transkriptaz gibi baska
viral proteinleri de icermektedir. Viral proteinlerin yani sira konak hiicreden alinmus, revers

transkripsiyon i¢in primer gorevi goren tRNAlys3 gibi makromolekiilleri de barindirir. Kapsidin



kendisi de matriks proteininden (MA — p17) olusmus bir tabaka ile cevrilidir. En dista ise konak
hiicre membranindan tomurcuklanma sirasinda edinilmis olan viral zarf bulunur. Viral zarf koken
aldig1 hiicre zarinin lipid ve protein kompozisyonunu tagimakla beraber disariya dogru ¢ikintilar
olusturan viral proteinleri de barindirir. Viral zarf yapisinda yer alan baslica HIV proteini, giris
yapilacak hiicrenin CD4 almagclarina baglanarak bir anti-reseptor islevi géren gp120/41°dir. gp41
zarfi boydan boya kat ederken, gpl120 dis yiizeyde gp41’e non-kovalent baglarla bagli halde

bulunur. HIV yapisinin sematik temsili Sekil 1’de verilmistir.

gp120
gp41

viral
envelope

p17
P24
protease

reverse
transcriptase

RNA

Human Immunodeficiency
Virus — Structure

Sekil 1: HIV yapisimin sematik gosterimi (Los Alamos HIV Lab ‘dan alinmstir)

HIV genomunda sadece 9 adet gen bulunur (bkz Sekil 2). Bunlardan ii¢ii —gag, pol ve
env- yeni viral partikiillerin olusumu i¢in gerekli yapisal bilgiyi barindirir. Diger 6 gen tat, rev,
ref, vrf, vpr ve vpu HIV’in hiicreyi enfekte etmesi, hiicresel diizenekleri kullanabilmesi, kendini
kopyalayabilmesi ve hastaligin olusmasina neden olan protein iiriinlerini kodlar. HIV genlerinin

islevlerini kisaca ozetlersek:
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GAG: Kapsid proteinlerini kodlayan genomik bolgedir. PS5 miristile bir prekiirsor olarak ifade
edildikten sonra viral proteaz tarafindan pl7 (MA), p24 (CA), p7 (niikleokapsid) ve p6
proteinlerini olusturacak sekilde kesilerek islenir.

POL: Revers transkriptaz, proteaz ve integraz viral enzimlerinin kodlandig1 bolgedir.

ENYV: Viral proteaz tarafindan transmembran gp41ve yiizey gp120 zarf proteinlerini olusturacak

sekilde islemlenecek gp60 prekiirsoriinii kodlar

HIV-1 ss62 5853 6070 6302
5834 G048 8383 8458
[Rev2 |
793 2295 5044 5622 5473 6048 8363 663
(BN | Pd | | En
1 636 2088 5089 6230 BE05 BEOT G431

Sekil 2: HIV genomunun sematik yapisi (Los Alamos HIV Lab ‘dan alinnustir)

REYV: Lentiviriisler arasinda islesel diizeyde en iyi korunmus regiilatuar bir proteindir. Niikleusta
yerlesik 79kD’luk bir fosfoproteindir. Viral mRNA’larin niikleer eksportu ve stabilizasyonundan
sorumludur.

VIF: 26 kD’luk bazik bir proteindir. Enfektivite faktorii olarak da anilir. Viral partikiillerin
tiretiminden degil ama enfekte etme 6zelliginden sorumludur. Vif yoklugunda hiicre-hiicre bulasi

olmasina ragmen hiicreyi enfekte etme ve proviriis olusumu defektiftir.
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VPR: Viral protein R olarak da bilinir. One siiriilen islevleri arasinda preintegrasyon
komplekslerinin niikleusa hedeflenmesi, hiicre dongii aresti, bazi hiicresel genlerin
transaktivasyonu bulunmaktadir.

VPU: Viral protein U olarak da isimlendirilir. En az iki énemli islevi kesfedilmistir. Birincisi
CD4’tin endoplazmik retikulumda degredasyonuna neden olmakta; ikincisi HIV ile enfekte
hiicrelerin plazma membranindan viriis tomurcuklanmasini uyarmaktadir.

NEF: Enfekte hiicrelerde iiretilen ilk viral proteinlerden biri olup tiim HIV proteinleri arasinda en
immunojenik olandir. Konak hiicre sinyal ileti yolaklartyla etkileserek CD4 ve MHC sinif I gibi
pek cok genin ekspresyonunun baskilanmasina; dte yandan da HIV replikasyonunu destekleyecek
genlerin yiiksek diizeyde ifade edilmelerini saglar (bu boliimdeki tiim bilgiler 5 no.’lu referanstan

Ozetlenmistir).

HIV genomunda bulunan dokuzuncu gen olan TAT geni arastirma konumuz ile ilgili

oldugundan daha genis olarak ayri bir boliimde anlatilacaktir.

2.3 HIV - Tat Geni ve Islevleri:

Tat proteini HIV gen ekspresyonu i¢in gerekli iki faktorden (tat ve rev) biri olup, temel
olarak gen ekspresyonu icin transaktivator islevi bulunmaktadir (12). Iki formu bulunmaktadir:
72 amino asit uzunlugundaki Tat-1 ekzon (mindr form) ve 86 amino asit uzunlugundaki Tat-2
ekzon (major form). Enfekte hiicrelerde her iki form da saptanabilmektedir (12).
Immunofloresans ve immunohistokimyasal boyamalarda temel olarak niikleus ve nukleolusda
lokalize oldugu gosterilmistir. HIV niikleik asidi proviral formda hiicre DNA’sina entegre
olduktan sonra, proviriisiin LTR promotoriinde bulunan TAR (transactivation responsive region)

elementine baglanarak transkripsiyonel inisiyasyon ve elongasyonu etkinlestirdigi gosterilmistir
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(13,14). TAR’1n, tanimlanmus ilk cis-etkili RNA enhancer olmasi, Tat’in da bir RNA enhancer’1
ile etkilesebilen tanimlanmis ilk transkripsiyon faktorii olmasi ilgi cekicidir. Tat varliginda
LTR’den proviriis transkripsiyon verimliliginin birka¢ yiiz kat artti§1 deneylerle bulgulanmis ve
giiniimiize kadar yapilmis tiim in vitro hiicre kiiltiir sistemlerinde viral replikasyon i¢in gerekliligi
gosterilmistir (5).

Tat transkripsiyonel etkilerini TAR elementine baglandiktan sonra inisiyasyon ve
elongasyonu uyararak gerceklestirir. Bu islemleri gerceklestirebilmek icin hiicresel proteinlerle
etkilesime girer ve konak hiicrenin transkripsiyonel diizenegini kullanir. Tat’in elongasyon
uyarimu ile ilgili daha fazla bilgiye sahibiz. Tat’in siklin T ve cdk9’dan olugsmus bir elongasyon
faktorii olan P-TEFb, TAR ve yine elongasyonda rol oynayan Brd4 proteinleriyle dogrudan
etkilesime girerek RNA polimeraz II’in C-terminal bolgesinin hiperforforilasyonunu tetikleyerek
transkripsiyon  inisiyasyonunu  ve  elongasyon < devamimm  uyardigi = gOsterilmistir
(15,16)(6karyotlarda transkripsiyon diizenegi ve regiilasyonu ilerleyen boliimlerde detayli olarak
anlatilacaktir) . Elongasyonun yani sira Tat’in preinisiyasyon kompleksinin (PIC) olusumunda da
rol oynadigi bilinmektedir. Tat’in PIC yapisinda yer alan TBP (TATA baglayan protein), TATA
kutusu, Sp1, TFIIH gibi molekiillerle; siklin E/cdk2 ‘le ve CBP/p300, p/CAF gibi koaktivator ve
kromatin modelleme kompleksleriyle dogrudan etkilestigi gosterilmistir (17-22). Ayrica Tat
histon asetilazlar1 da PIC’e cagirarak, transkripsiyon daha baslamadan ©zel niikleozomal
bolgelerde H3 ve H4 lizin asetilasyonunun gerceklesmesinden de sorumludur (22). Tat

proteininin transaktivasyon sirasinda etkilestigi okaryotik proteinler Sekil 3’de verilmistir.
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il H1NR TATA

Sekil 3: Tat proteininin transaktivasyon sirasinda etkilestigi okaryotik proteinler (12.

referanstan alinmistir)

Transkripsiyonel aktivasyonun yani sira Tat’in cesitli hiicresel genleri transkripsiyonel
diizeyde baskilama (represyon) islevi de oldugu bugiin bilinmektedir (12). Bu islevi, ilgili
genlerin PIC yap1 ve kompozisyonlarim bozarak gerceklestirmektedir. Ornegin MHC simif I
genlerinin bazal ekpresyonu PIC yapisinda islevsel bir TAF1 (TBP asosiye faktor 1)
molekiiliiniin varligina bagimhidir. Tat TAF1’e baglanarak asetiltransferaz aktivitesini ortadan
kaldirabilmekte ve bu yolla MHC sinif I ekspresyonunu baskilayabilmektedir (23,24).

HIV Tat proteininin iizerinde durmak istedigimiz bir diger 6zelligi de CTIIA (class II
transactivator) ile olan etkilesimidir. CTIIA bagisiklik sistemi agisindan ¢ok ©Onemli bir

proteindir. MHC simf II genleri icin transkripsiyonel bir aktivator islevi goriir ve yoklugunda
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MHC smuf 1II proteinleri ekprese olmaz; dolayisiyla CD4 T lenfositleri timusta gelisemez. HIV
Tat ile CIITA ararsinda karsilikli bir etkilesimin oldugu gosterilmistir (38). Tat, CIITA ve MHC
siif II ekspresyonunu baskilayabilirken; CIITA over-ekspresyonu da Tat’1 ve bu yolla da HIV
replikasyonunu baskilayabilmektedir. Sonu¢ olarak HIV enfeksiyon gelisiminde bu iki protein
arasindaki denge 6nem kazanmaktadir.

Sonu¢ olarak Tat proteini gerek proviral gerekse hiicresel genlerin, kromatin
modifikasyonlari, transkripsiyonel inisiyasyon, elongasyon, transkripsiyonel baskilanma dahil
neredeyse genetik regiilasyonun tiim siireclerinde etkili olmaktadir. Ancak Tat proteininin etkileri
sadece transkripsiyonel transaktivasyon ile sinirli degildir. HIV enfeksiyonunun c¢ok belirgin bir

0zelligi olan hiicre 6liimiinde Tat proteinin rolii bir sonraki boliimde tartisilmistir.

2.4. HIV - Tat Geni ve Apoptoz:

HIV enfeksiyonu CD4 T hiicrelerinin apoptoz yoluyla progresif kaybi ile karakterizedir.
Bu progresif kayip sadece viriis ile enfekte hiicrelerde degil, enfekte olmayan hiicreler i¢inde
gecerlidir (25). Ozellikle viriis ile enfekte olmayan hiicrelerin apoptoz yoluyla kaybindan HIV
Tat proteininin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Tat proteininin bir diger 6zelligi de hiicre digina
sekrete olas1 ve komsu hiicreler tarafindan igce alinabilmesidir. Viriisle enfekte olmayan
hiicrelerin bu ektraseliiler Tat proteinini kendi iclerine almalar1 pek cok farkli yolla apoptoz
siirecinin uyarilmasina neden olur (26). Tat proteininin apoptotik siirecleri uyarabildigi bilinen
mekanizmalar arasinda, Fas ligandinin artmis ekspresyonunu uyarmak (27), cesitli sitokinleri
kodlayan genlerin uyarilmasi veya baskilanmasi (28), Bcl-2 gibi hiicre yasam faktorlerinin
ifadesinin uyarilmasi (29), manganez bagimli siiperoksit dismutaz (30) ve p53 ekspresyonunun

baskilanmasi (31) ve CDK aktivasyonu (32) sayilabilir.
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Arastirmamiza konu olmasi nedeniyle Ozellikle {iizerinde durmak istedigimiz bir
mekanizma da Tat proteininin hiicre mikrotiibiil polimerizasyonunu etkileyerek apoptozu
tetiklemesidir (33). Mikrotiibiiller tubulin polimerlerinden olusmus, hiicresel morfoloji, hiicre i¢i
organel yap1 ve yerlesimi, mitoz sirasinda kromozom gocii, hiicre farklilagsmasi ve hiicre i¢i
transportta rol oynayan hiicre iskelet yapilaridir. Bu denli ¢cok ve 6nemli islevleri olan mikrotiibiil
yapisinin bozulmasi, hiicrede apoptozu tetiklemektedir (33). Mikrotiibiil yapisin1 bozan ajanlar
(MDA -microtubul damaging agents) etki mekanizmalarina gore iki gruba ayrilmaktadir: taxanlar
gibi mikrotiibiil stabilizasyon ajanlart ve vinca alkoloidleri gibi mikrotiibiil depolarizasyon
ajanlart. MDA’lar hiicre i¢i mikrotiibiil dinamiklerini bozduklarindan programlanmis hiicre
Olimiine yol acarlar ve bu 6zellikleri nedeniyle de cesitli kanserlerde tedavi amacglh kullanim
alanlar1 bulunmaktadir.

HIV Tat proteininin hiicre mikrotiibiillerine baglandig: ve stabilize edici MDA’lar benzeri
bir etki gostererek hiicre mikrotiibiil dinamigini bozdugu gosterilmistir. Ayrica mikrotiibiillere
baglandiktan sonra pro-apoptotik Bcl-2 aile iiyesi olan Bim ile de dogrudan etkilestigi ve
intrinsik mitokondrial apoptoz yolagini uyardigi bulgulanmistir (34). Yine bir diger calisma
Tat’in, bir mikrotiibiil iligkili (asosiye) protein (MAP) olan ve mikrotiibiil dinamiklerinde
diizenleyici protein kabul edilen, mutasyonlarinin lisensefaliye yol actifi bilinen LIS1
fosfoproteini ile hiicre icinde dogrudan etkilesebildigi bildirilmistir (35). Tiim bu caligmalar HIV
enfeksiyonunda o6zellikle enfekte olmamis hiicrelerde gozlenen artmis hiicre oliimiiniin bir

nedeninin de ekstraselliiler ortama salgilanan Tat proteini oldugunu ortaya koymaktadir.

2.5. HIV - Tat Geninin Okaryotik Homologu Olarak TAF7
Yukarida HIV Tat’in bazi genlerin transkripsiyonel diizeyde baskilanmasindan sorumlu

oldugunu bahsetmistik. HIV Tat’in bu baskilayici etkisinin en detayli tamimlandigi gen MHC
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siif I genidir. MHC simif 1 geninin bazal ekspresyonu PIC’de TAF1’in (eski adiyla TAFII250)
bulunmasin1 gerektirmektedir. TAF1 asetiltransferaz ve kinaz islevlerine sahip bir molekiildiir.
Kinaz iglevinin substrati halen bilinmemekle beraber asetilaz ozelligiyle histon ve PIC’de
bulunan diger proteinlerin asetilasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. HIV Tat TAF1’e
dogrudan baglanarak asetilaz 6zelligini baskiladigr ve MHC sinif I geninin TAF1’e bagiml bazal
transkripsiyonunu engelledigi gosterilmistir. Buna ek olarak P-TEFb ile etkileserek proviral
elongasyonu tetikledigi bildirilmistir. Benzer oOzellikler gosterebilen, TAF1’e baglanarak
asetiltransferaz ozelligini baskilayabilen (36), P-TEF ile etkileserek elogasyonda rol oynayan (37)
ve PIC’de bulunan proteinler ile Tat’a benzer sekilde iliski kuran tek bir Okaryotik gen
bilinmektedir: TAF7 (eski adiyla TAFIISS)

Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baglamasi igin GTF’lerin promotore baglanmasi
gerekmektedir. Promotore ilk baglanan genel transkripsiyon faktorii TFIID dir. TFIID, TBP’den
(TATA binding protein) ve TAFlerden (TBP associated faktor) olusmaktadir. Insan
genomundaki genlerin sadece %30 unun promotoriinde “TATA” kutusu bulunmaktadir. “TATA”
kutusu bulunmayan promotor bolgelerinde 6nemli bagka bir sekans elementi olan initiator (Inr)
sekans1 bulunur. TATA kutusu icermeyen fakat Inr dizisi bulunan promotorlerin cogunda ayrica
DPE (downstream promoter element) elementi de bulunmaktadir. DPE yaklasik olarak
transkripsiyon baglama bolgesinden 30 bp asagida yer alir. TATA kutusu bulunmayan
promotorlerde TFTC’in (TBP free TAF containing complex) TFIID’in yerini aldigi invitro
kosullarda gosterilmistir. TBP olsun veya olmasin her promotoriin kendine has bir TAF
kompleksi olusturdugu, gene 6zgii olan bu kompleks olusumunun transkripsiyonun 6n kosulu
oldugu bugiin bilinmektedir. Pek cok farkli TAF’lerden biri de TAF7 dir.

Literatiirde TAF7 ile ilgili ¢ok az sayida yayin bulunmaktadir. Bir tarama yapildig takdirde

icinde TAF7 gecen toplam 19 makale ¢ikmaktadir. Bunlarin ¢ogu TFIID kompleksinin farkli
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okaryotlardaki yapisin1 ve diger TAF ler ile olan iliskileri kapsayan calismalardir. Ikisi TAF7
promotorii ve ekspresyonu ile ilgili olup protein fonksiyonu ile ilgili bilgi vermemektedir. TAF7
proteinin islevi ile ilgili ancak 4 makale bulunmaktadir. Bunlardan biri TAF7’nin, HIV Tat
proteinine benzer sekilde TAFII250’y1 bloke ettigini ve boylelikle transkripsiyon
inisiyasyonunun bir kontrol noktasinda gorev aldigin ileri siirmektedir (36). Tiim transkripsiyon
kompleksinin saglikli olusmasi sonrasinda TAF7, TAFII250 iizerindeki blokaj1 kaldirmakta ve
transkripsiyonun baslamasina izin vermektedir. Ayrica HIV Tat proteini gibi elongasyon faktorii
P-TEPb ile etkileserek elongasyonu desteklemektedir (37). Ozetle TAF7, HIV Tat proteinine
benzer sekilde elongasyonu destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme 6zelliklerini
barindirmaktadir. Ancak HIV Tat’in aksine programlanmis hiicre oliimiinde bir rolii olup
olmadig arastirilmamustir.

TAF7’nin apoptoz siirecinde bir rolii olabilecegine ait tek bir yayin bulunmaktadir. 2004
yilinda Fukuchi ve arkadaslart TAF7 nin poliamin transport aktivitesini diizenleyerek poliamin
analoglar1 ile indiiklenen apoptozda rol oynadiginmi ileri siiren bir calisma yayinladilar. Bu
calisma kapsaminda poliamin transport aktivitesinde rol oynayan genleri tanimlayabilmek
amaciyla Oncelikle MGBG (methylglyoxal bisguanylhydrazone) diren¢li CHO hiicreleri
olusturulmustur. MGBG, bir poliamin transport inhibitorii ve hiicrelere eklenmesi
programlanmis hiicre 6liimiine yol agmaktadir. MGBG direngli hiicrelerde retroviral gen tuzagi
(retroviral gene trap) metoduyla direncin olusumunu saglayan gen, bu ¢alismada TAF7 olarak
tanimlanmistir. Yazarlar verilerini TAF7 nin poliamin transportunda diizenleyici olarak rol aldigi
ve bu yolla indiiklenen programlanmis hiicre 6liimiinde islevi oldugu seklinde yorumlamislardir.
Ancak bu calismadaki verileri farkli yorumlamak miimkiindiir ve TAF7’nin apoptozda rolii
olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kullanilan yontem, hangi genin ekspresyon kaybinda

MGBG’ye karsi direng gelistiini saptamaya yoneliktir. Sonu¢ olarak da TAF7 ekspresyon
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kaybinda MGBG ile indiiklenen apoptoza karsi bir diren¢ olusumu gozlenmistir. Eger TAF7,
transkripsiyonu durdurma islevi ile apoptoz yolaginda gorev aliyorsa, yoklugu bu yolaktaki
ardisik sinyal iletiminde bir duraklamaya yol acarak diren¢ gelisimine neden olacaktir. Diger bir
ifadeyle gozlenmis olan apoptoza karsi diren¢, TAF7 poliamin transport yolunda rol oynadigi
icin degil, genel olarak programlanmais hiicre 6liimiinde bir fonksiyonu varsa da gozlenebilir.
TAF7‘min islevlerini daha iyi anlamak ic¢in parcasi oldugu genel transkripsiyon

mekanizmasi lizerinde kisaca durmak gerekmektedir.

2.6. Transkripsiyon:

Gen ekspresyonunun diizenlenmesi hiicrenin cevresel kosullardaki degisikliklere
adaptasyonunu ve farklilasmis hiicrelerin farkli gorevleri yerine getirmelerini saglamaktadir.
Ornegin kas ve karaciger hiicreleri ayn1 genleri tasimalarina ragmen islevleri farklidir. Hiicre
islev ve oOzellikleri, genomlarindaki farkliliklar ile degil, gen ekspresyonu paternlerindeki
farkliliklar ile belirlenmektedir.

Bir genin ekspresyonundaki ilk asama DNA’nin RNA’ ya transkripsiyonudur. Okaryotik
hiicrelerde RNA sentezlendikten sonra degisik yollarla modifiye edilir. Ornegin intronlar
“splicing” 1ile cikarilir. Farkli tipte RNA’ lar farkli gorevler iistlenmistir. Mesajci RNA
(mRNA)’larin  protein sentezi i¢in kalip gorevi, ribozomal RNA’ larin (rRNA) ve transfer

RNA'larin ise protein translasyonunda gorevleri vardir (41).

2.7. RNA Polimerazlar:

RNA sentezinden sorumlu enzim RNA polimerazdir. DNA kalip olarak alip riboniikleosid

5’ — trifosfatlarin (NTP) polimerizasyonunu 5 — 3* dogrultusunda katalizler. DNA polimerazdan
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farkl1 olarak RNA polimerazlar RNA sentezini baslatmak icin primere gereksinim duymaz.
Bunun yerine transkripsiyon genin baslangicinda belirli bolgelerden de novo olarak baglar. RNA
polimerazin baglanip, transkripsiyonu baslattigi gen ifadesinin diizenlendigi DNA bolgeleri
“promotor” olarak isimlendirilir. RNA polimeraz ¢oklu protein polipeptid zincirlerinden olusan
kompleks bir enzimdir.

Prokaryotik RNA polimeraz bes farkl alt tiniteden olugsmaktadir. Bunlar; a, B, 8°, ® ve ¢’
dir. o alt iinitesi digerlerine gore daha zayif baglidir ve diger alt iinitelerden kolayca ayrilabilir.
Merkezi polimerazi a, B, B’ ve  alt initeleri olusturur. Merkezi polimeraz NTP’lerin
polimerizasyonunun katalizleme yetenegine sahiptir. Bu da o alt biriminin temel katalitik aktivite
icin gerekli olmadigint belirtmektedir. o alt birimi transkripsiyon inisiyasyonun baslama
bolgesinin taninmast igin gereklidir (41).

Okaryotlarda transkripsiyon prokaryotlardakiyle ayn1 temel mekanizmaya dayanmakla
birlikte daha karmasiktir. Prokaryotlarda tiim genler tek bir RNA polimeraz ile transkribe
edilirken, oOkaryotik hiicreler farkli RNA polimerazlar igerir. Ayrica prokaryotlarda RNA
polimeraz direkt olarak promotor sekansa baglanabilirken, ©karyotik RNA polimerazlar
transkripsiyonu baslatmak i¢in bagka proteinler ile etkilesime girmek durumundadir.

Okaryotik hiicreler iic farkli RNA polimeraz icermektedir. Protein kodlayan genler RNA
polimeraz II ile transkribe edilerek mRNA’ ya doniistiiriilir. Ribozomal RNA (rRNA) ve
transfer RNA’lar (tRNA) ise RNA polimeraz III tarafindan transkribe edilir. RNA polimeraz I
rRNA’larin biiylik parcalari olan 28S, 18S ve 5,8S alt birimlerinin transkripsiyonundan
sorumludur. RNA polimeraz III ise tRNA ve rRNA’ larin 5S alt birimlerinin transkripsiyonundan
sorumlu olan polimerazdir. Okaryotik RNA polimerazlar 12 -17 farkl1 alt birim iceren kompleks
enzimlerdir. Bu {i¢ okaryotik RNA polimerazlar dokuz adet korunmus alt birim icermektedir.

Bunlardan beg tanesi prokaryotlardaki alt birimler (a, B, B°, ® ve o) ile benzerlik gostermektedir.
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2.8. Prokaryotlarda Transkripsiyon Diizenegi:

E. coli gibi prokaryotik hiicrelerde promotor ve RNA polimeraz arasinda dogrudan bir
temas olugmaktadir. Polimerazin dizi 6zgiilliiglinii saglayan o alt iinitesidir. ¢ alt iinitesi olmadig1

durumda RNA polimeraz, gevsek ve 6zgiil olmayan bir sekilde DNA’ ya baglanmaktadir.

Prokaryotik hiicrelerde promotér ve RNA polimeraz arasinda temas olustuktan sonra
kapali promotor kompleksi transkripsiyon baslama bolgesi civarindaki birka¢ baz cifti arasindaki
hidrojen baglar1 kirilarak bir ag¢ik promotér kompleks haline doniistiiriilir. Sonra da RNA

polimeraz promotorden uzaklagarak transkripsiyonu baglatir (bkz Sekil 4).
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Sekil 4: Transkripsiyon baslangici (inisiyasyonu) sirasinda olusan olaylarin genellestirilmis
semasl. Cekirdek promotor mavi ile gosterilmistir ve transkripsiyon baslama bolgesi yesil
nokta ile belirtilmistir. RNA polimeraz tutunmasindan sonra kapah kompleks, DNA cift
sarmal yapisimin kisa bir boliimiindeki baz ciftleri arasindaki hidrojen baglarin
kirillmasiyla acik kompleks haline doniistiiriilliir. RNA sentezi baslar (“Brown T. A.
Genomes 2, . Second Edition, New York, John Wiley & Sons Inc., 2002;171-195.”

kitabindan alinnustir).
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E. coli promotoru alt1 niikleotidden olusan iki bolge icermektedir. Bunlara — 35 ve -10
kutular1 denilmektedir. Kutularin isimleri transkripsiyonun baslangi¢ noktasina olan uzakliklarini

belirtmektedir (bkz Sekil 5).

=135 box 5'-TTGACA-3'

—10 box 5'-TATAAT-3"
TTGACA TATAAT | 1|
AACTGT ATATTA | |

35 10 "'I]_. Transkripsiyon

baslama bolgesi

Sekil 5: E. Coli .promotor dizileri E. coli promotorleri transkripsiyon baslama bolgesinden
10 ve 35 baz yukarda yer alan iki set sekans icermektedir. (‘““Cooper G., Hausman R. The

Cell, Third Eition, Washington DC, ASM Pres, 2004; 231, 260.” kitabindan alinmistir.)

E. coli promotoriinde yapilan mutasyon calismalari -35 kutusu dizisindeki
degisikliklerin RNA polimerazin baglanma kabiliyetini degistirdigini, -10 kutusu sekansindaki
degisikliklerin ise kapali promotér kompleksinden acgik forma doniisimii etkiledigini
gostermigtir. Bu sonuglar sekil 5° de gosterilen modelin olusturulmasini saglamistir. Promotor
taninmast i¢in ilk Once -35 kutusu ile ¢ alt iinitesi arasinda etkilesim gercekleserek kapali
promotdr kompleksi olusturulur. RNA polimeraz -35 kutusunun 60 bp yukarisindan, - 10
kutusuna kadar olan bolgeye baglanir. Bu asamayr — 10 kutusundaki baz c¢iftleri arasindaki
hidrojen baglarinin kirilmasi ile agik kompleksin olusturulmasi takip eder. — 10 kutusu G-C baz
ciftlerine gore daha zayif olan A-T baz ciftlerinden olusmaktadir (42). Sekil 6’ da E. Coli

promotorundan trankripsiyon inisiyasyonu anlatilmistir.
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Sekil 6: Escherichia coli’ de transkripsiyon inisiyasyonu. E. coli RNA polimeraz1 — 35
kutusunu baglanma bélgesi olarak tanir. DNA’ ya baglandiktan sonra, - 10 kutusundaki
AT zengin bolgede baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 kirillarak, kapahdan acik
kompleks formuna doniis baslar. Polimeraz tek bir yapi olarak gosterilse de ¢ alt birimi
diziye o0zgiill DNA baglanma aktivitesini saglamakta ve - 35 kutusu dizilerini

tammaktadir.(“Brown T. A. Genomes 2, . Second Edition, New York, John Wiley & Sons

Inc., 2002;171-195.” Kitabindan alinmstir.)
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2.9. Okaryotlarda Transkripsiyon Baslama (inisiyasyon) Kompleksinin Olusturulmas::

Her ne kadar yukarida tarif edilen transkripsiyon inisiyasyonu genel olarak Okaryotik
RNA polimerazlar i¢in de gecerliyse de, her bir okaryotik RNA polimerazlar i¢in detaylar
farklidir. Esas konumuz olan protein sentezi icin gerekli mRNA’larin RNA polimeraz II ile
transkripsiyonuna ge¢cmeden ©once RNA polimeraz I ve III ile transkripsiyondan kisaca
bahsedelim. RNA polimeraz I ve III promotorlerinden transkripsiyonun baglamasi RNA
polimeraz II'de goriilen benzer olaylan icermektedir, fakat detaylar farklidir. En dikkat ¢ekici
benzerliklerden biri TBP’nin RNA polimeraz 1 ve III ile transkripsiyon inisiyasyonunda da rol

oynamasidir.

RNA polimeraz I inisiyasyon kompleksi dort adet protein faktorii icerir. Bunlardan biri,
UBF, cekirdek promotdr ve yukar1 (upstream) kontrol elementi (UCE) ile etkilesen benzer
proteinlerin bir dimeridir (Bkz Sekil 7). UBF, Baz1 RNA Polimeraz II TAF’larina benzer sekilde
bir histona benzer ve promotor bolgesinde niikleozom benzeri bir yapi olusturabilir. Bir ikinci
protein kompleksi insanlarda SL.1 ve farelerde TIF-IB, TBP icerir ve UBF ile birlikte RNA
polimeraz I’ e etki eder. Son iki protein kompleks olan TIF-IA ve TIF-IC ise promotore etki eder.
Orijinal olarak inisiyasyon kompleksinin basamak basamak olusturuldugu diisiiniilmekteydi,
fakat son c¢aligmalar RNA polimeraz I’ in bu doért proteine birden promotor tanimasi isleminden

once ve DNA’ ya sadece tek bir basamakta baglandigini ileri siirmektedir.
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Sekil 7: Okaryotik promotor yapilari: Promotor bolgeleri mavi ile belirtilmistir. RNA
polimeraz III 5S rRNA genleri ile ilgilidir. RNA polimeraz II promotoriinde Inr baslatici
sekansi, RNA polimeraz I promotoriinde UCE (upstream control element) bulunur.
(“Brown T. A. Genomes 2, . Second Edition, New York, John Wiley & Sons Inc., 2002;171-

195.” kitabindan alinnmstir).

RNA polymeraz III promotorleri yapisal olarak degisiktir ve bu da farkli taninma
islemlerinin var oldugunu diisiindiirmektedir. RNA polimeraz III promotdriiniin degisik
bolgelerinden transkripsiyon inisiyasyonu, farkli genel transkripsiyon faktor setleri
gerektirmektedir. Fakat tiim transkripsiyon baslama siirecleri TFIIIB adi verilen bir genel
transkripsiyon faktoriinii icerir. TFIIIB nin alt iinitelerinden biri TATA baglayan protein TBP’
dir. TATA sekansi iceren, U6 geni ile benzer tiirde olan promotorlerde TBP dogrudan DNA’ ya
baglanir. TATA sekansi icermeyen diger RNA polimeraz III promotorlerinde ise baglanmanin

ikinci bir protein araciligi ile oldugu diisiiniilmektedir.

RNA polimeraz II ile transkripsiyon inisiyasyonunda bakteri ve 0karyotlar arasindaki en
onemli farklilk Okaryotik polimerazlarin direkt olarak c¢ekirdek promotor sekanslarini
tanimamalaridir (42). Protein kodlayan genlerin transkripsiyonundan sorumlu oldugu icin

Okaryotlarda transkripsiyonun mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla RNA polimeraz II’ ye ¢cok
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onem verilmistir. 1979 yilinda Robert Roeder tarafindan RNA polimeraz II'nin bazi yardime1
proteinler eklendiginde transkripsiyonu baglatabildigini rapor etmistir. Bu nedenle okaryotik
transkripsiyon sisteminin bir takim baslatic1 faktorlere ihtiya¢c duydugu (bakteriyel sistemlerdeki
“ro” faktoriine karsilik) anlagilmistir.

Niikleer ekstraktlarin biyokimyasal ayristirilmasi yapilarak RNA polimeraz II'nin
transkripsiyonu baslatmasi i¢in gerekli olan (transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan) bir
takim Ozgiil proteinler tantmlanmistir. Genel ve gene 0zgiil olmak iizere iki tip transkripsiyon
faktorii tanmimlanmistir. Genel transkripsiyon faktorleri tim polimeraz II promotorlerinin
transkripsiyonda yer alir. Bu nedenle temel transkripsiyon makinesinin bir parcasidirlar. Gene
Ozgiil transkripsiyon faktorleri ise ekspresyon kontrolii icin kendilerine 6zgii cis-etkili dizilere
baglanirlar. Yaklasik olarak insan genomunun %35’1 transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir
41).

Genel olarak bakildiginda RNA polimeraz II ile transkripsiyonun baslamasi i¢in bes genel
transkripsiyon faktorii gereklidir. Polimeraz II ile transkribe edilen pek cok genin promotoriinde
transkripsiyonun baslangicindan yaklasik 25 — 30 niikleotid asagida TATAA benzeri DNA dizisi
bulunur. Bu dizi “TATA kutusu” olarak isimlendirilir. TATA kutusunda mutasyon olusturulmasi
bazi genlerin transkripsiyonunun sonlanmasina neden olur. Bu durum TATA kutusunun
transkripsiyonun  baslamasinda  gorevli  oldugunu  diisiindiirmektedir.  Transkripsiyon
kompleksinin olusturulmasindaki ilk basamak TATA kutusuna genel transkripsiyon
faktorlerinden TFIID’nin baglanmasidir. TFIID, TATA baglayan protein (TBP) ve bilinen 12
TBP-asosiye faktoriin (TAF), transkribe olacak gene 0zgii birlesiminden olusmaktadir. TBP,
DNA’ ya baglanan bir sekans-6zgiil proteindir. TATA kutusunda DNA c¢ift ipliginde minor oluga
baglanir. TBP, DNA sarmalinin ¢evresini kismen sararak inisiyasyon kompleksindeki diger

proteinlerin baglanabilecegi eyer bicimli bir proteindir (42).
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TFIID’nin baglanmasindan sonra diger genel transkripsiyon faktorleri de baglanarak pre-
inisiyasyon kompleksini (PIC) olusturulur. TFIID’den sonra ikinci bir genel transkripsiyon
faktorii olan TFIIB komplekse katilir. TFIIB, TBP ye ve TATA kutusunun yukari yOniinde
kendine 6zgii DNA dizisine (BRE kutusu) baglanir. TFIIB, RNA polimeraz II i¢in bir koprii
gorevi goriir ve 3° UTR bolgesindeki (UTR- untranslated region) transkripsiyon baslama bazini
tayin eder. Uciincii faktor TFIIF ile birlikte RNA polimeraz II TBP-TFIIB kompleksine baglanr.
RNA polimeraz II’'nin promotore baglanmasindan sonra transkripsiyonun baslamasi icin TFIIE
ve TFIIH transkripsiyon faktorleri de gereklidir. TFIIH, iki 6nemli gorevi olan ¢oklu alt birimli
bir proteindir. Gorevlerinden birincisi transkripsiyonun baslangic noktasinda DNA’nin ¢ift
sarmal yapisinin agilmasini saglamaktir. Bu gorevi yerine getirmek i¢cin TFIIH’nin iki alt
biriminin helikaz aktivitesi vardir. Ikinci gorevi ise RNA polimeraz II’nin en biiyiik birimi olan
C-terminalinin fosforilasyonudur. Bu gorevi yerine getirmek i¢in TFIIH’nin bir diger alt
biriminin protein kinaz aktivitesi vardir. RNA polimeraz II, C-terminalinin fosforilasyonundan
sonra preinisiasyon kompleksinden ayrilir, uzama (elongasyon) faktorleri ile etkileserek
transkripsiyona baslar. Geride kalan preinisiyasyon kompleksinde yer alan proteinler tekrar

kullanilmak iizere serbestlesir (bkz Sekil 8) “41).
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Sekil 8: RNA polimeraz II’ den izole edilen transkripsiyon inisiyasyon kompleksine
baglanma basamaklari: Transkripsiyon inisiyasyonu kompleksi olusturulduktan sonra
acik kompleks olusturulmasi icin ATP hidrolizi gereklidir. Transkripsiyon baslayinca ve
polimeraz promotorden uzaklasinca, CTD fosforile hale gelir ve genel transkripsiyon

faktorleri TBP — promotor kompleksinden ayrilir ( “Lodish, Harvey; Berk, Arnold;
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Zipursky, S. Lawrence; Matsudaira, Paul; Baltimore, David; Darnell, James E. Molecular

Cell Biology, 4th Edition, New York, W. H. Freeman & Co., 2000.” Kitabindan alinmstir).

2.10 TFIID’ nin Yapist:

[Ik promotdre baglanan genel transkripsiyon faktorii TFIID’dir. Promotoriin TATA
kutusu bolgesine baglanan TFIID, TBP (TATA binding protein)’den ve TAF’lerden (TBP
associated faktorlerden) olusmaktadir. “TATA kutulu” promotorlere ek olarak RNA polimeraz II
ile transkribe edilen pek cok gen ikinci 6nemli bir sekans elementi olan “Inr” tasir. Baz1 “RNA
pol II” promotorleri ise sadece “Inr” elementi icerip, “TATA kutusu” icermez. “TATA kutusu”
icermeyip de “Inr” elementi igeren promotorler, transkripsiyon baslangi¢c noktasindan yaklasik 30
baz cifti asagida yer alan ve “Inr” elementi ile kooperatif olarak gorev yapan, “downstream
promotor element” (DPE) de igerir. TATA kutusu bulunmayan promotorlerde TFTC’ in (TBP
free TAF containing complex)’in TFIID’ in yerini aldig1 in vitro kosullarda gosterilmistir.

TBP ve TFIID, TATA sekansina direkt olarak baglanarak promotorleri taniyamazlar.
TFIID’nin diger alt birimleri olan TAF’lar “Inr” ve “DPE” elementlerini taniyarak onlara
baglanirlar. TAF’lerin “Inr” ve “DPE” elementlerine baglanmas1 TBP’yi, TFIIB’ yi, polimeraz
IT’yi ve diger transkripsiyon faktorlerini promotore ¢agirmaktadir. TBP bu nedenle hem “TATA”
kutusu iceren ve hem de icermeyen promotorlerde polimeraz II transkripsiyonunu baglatmak icin

merkezi rol oynamaktadir (41).

TAF’ler transkripsiyon inisiyasyonu ve c¢oklu protein komplekslerinin genoma
baglanmasinda degisik roller oynayan ilgi c¢ekici proteinlerdir. TAF’lerin, transkripsiyon

inisiyasyonunda TBP’den daha ©onemli rol iistlendigini destekleyen bulgular bulunmaktadir.
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Ayrica Okaryotlarda, hiicre dongiisii kontroliinde ve hayvanlarda gamet olusumu ile sonlanan
gelisimsel degisikliklerin diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Transkripsiyon sirasinda
TAF’ ler TFIID ile TATA kutusuna baghh durumdadir ve TATA kutusu olmayan promotorlerde
“Inr” sekansimi tanimada rol oynayan “TAF- and initiator-dependent cofactors (TICs)” olarak

isimlendirilen diger proteinler ile iliskilidir (42).

TAF’ler i¢cin dort 6nemli goreve sahip olduklart sdylenebilir. Birincisi gen ekspresyonu
icin diger faktorler ile isbirligi yaparak spesifik ko-aktivator olmalaridir. ikincisi, TFIID nin
kararliligimi saglamaktir (Ornegin TAF10’ un histon katlama motifi bulunmaktadir). Ugiinciisii,
bazi TAF’larin farkli promotor elementleri ile direkt iliskiye girerek, onlar1 tanimalaridir.
Sonuncusu ise TAF’larin segici olarak gen ekspresyonunda gorevli olmalaridir. Ornegin TAF 1
memeli genlerinin %18’ inin ekspresyondan sorumludur. MHC Sinif I genlerinin ekspresyonu
icin gerekli oldugu bilinen TAF1’ in kinaz ve asetiltransferaz aktivitesi bulunmaktadir, fakat bu
aktivitelerin rolleri ve TAF1’in fonksiyonu hala anlasilamamistir (44). TAF6 ve TAF9’ un direkt
olarak DPE (downstreem promotor element) ile etkilesime girdigi bilinmektedir TAF’lerin
fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmekle birlikte, TFIID yapis1 ve komposizyonunun
promotorde transkripsiyonun baslamasi i¢cin gerekli olan “pre inisiation complex” (PIC) adi
verilen genel transkripsiyon faktorleri ve polimeraz II’ den olusan kompleksin olusturulmasi i¢in

onemli oldugu bilinmektedir (44).

2.11.TAFII7 ve islevleri:
HIV Tat proteini TAF 1’in asetil transferaz aktivitesi gosteren (AT) domainine
baglanarak enzimatik aktivitesini inhibe etmektedir. Bir TFIID elemam olan TAF7’ nin de

TAF1’e baglanarak onun AT aktivitesini inhibe ediyor olmasi ve MHC Smuf I
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transkripsiyonunun represyonuna yol agmasi oldukga ilgingtir. Bu nedenle, TAF7 MHC Sinif 1
transkripsiyonunun bir diizenleyicisidir denilebilmektedir. Bu bulgulardan yola cikilarak TAF7’
nin PIC olusumu tamamlanmadan transkripsiyonun baslamasina izin vermedigi ve dolayisiyla
transkripsiyonunun baglamasinda bir kontrol noktas1 diizenleyicisi oldugu hipotezi One
stiriilebilir. TAF7’ nin PIC” de TFIID ile etkilesimde oldugu ve transkripsiyondan once PIC’ den
ayrildigr rapor edilmistir. TAF7’ nin kompleksten ayrilmasindan sonra TAF1 fosforillenir.
Boylece tekrar TAF7’ nin baglanmasi olasiligr azaltilir (45).

Arastirmamizda TAF7’nin apoptoz siirecine olan etkisini incelemektedir. Apoptoz ile

ilgili genel bilgi asagida verilmistir.

2.12. Programlanmus Hiicre Oliimii (Apoptoz):

Programlanmis hiicre 6liimii dokularda ve embriyonik gelisim sirasinda yer olan normal
fizyolojik bir hiicre olimii formudur. Yetiskinlerde programlanmis hiicre 6liimii, hiicre
cogalmasinin kontroliinden ve dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasindan sorumludur.
Ayrica programlanmig hiicre 6limii DNA’s1 hasar gormiis veya viriis ile enfekte, dolayisiyla
potansiyel zararli hiicrelere karsi bir korunma mekanizmasidir. Boylece programlanmis hiicre
Olimii, kansere yol acabilecek potansiyel zararli mutasyonlar1 tasiyan hiicrelerin eliminasyonunu
saglamaktadir .

Embriyonik gelisim sirasinda, programlanmis hiicre oliimii, bir dokuda istenmeyen
hiicrelerin eliminasyonunda rol oynamaktadir. Ornegin programlanmis hiicre oliimii larval
dokularda parmak aralarindaki hiicrelerin elimine edilmesinde ve dolayisiyla parmaklarin

olusmasinda gorevlidir.
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Programlanmis hiicre oOlimii pek c¢ok sinyal yolaklarimin entegre isbirligi ile
diizenlenmektedir. Baz1 sinyal yolaklart hiicre oliimiinde rol oynarken bazilari ise hiicrelerin

yasama devam etmesinde gorev almaktadir (41, 43).

2.12.1 Kaspazlar

Kaza sonucu meydana gelen hiicre Oliimlerine karsilik programlanmis hiicre oliimii
“apoptoz” olarak bilinen, morfolojik bir degisiklik olarak karakterize edilen aktif bir siirectir.
Apoptoz sirasinda genellikle kromozomal DNA “niikleozomlar” arasindan kesilerek kiigiik
parcalara ayrilir. Kromatin yogunlasir ve niikleus kiigiik pargalara boliiniir. Son olarak hiicre,
membran kapli kiigciik parcalara boliiniir. Apoptotik hiicreler ve hiicre parcaciklart hem
makrofajlar, hem de komsu hiicreler tarafindan kolayca taninir ve fagosite edilirler. Boylece
apoptoz sonucu oOlen hiicreler dokudan uzaklastirilir. Akut yaralanma sonucu 6len hiicreler ise
iceriklerine ekstraselliiler bosluga verirler ve yangiya neden olurlar.

C. Elegans’ da programlanmis hiicre oliimii ¢alismalarinda apoptozda gorevli ii¢ 6nemli
gen tammmlanmistir. Nemotod gelisimi sirasinda toplam 1090 somatik hiicreden 1317 i
programlanmuis hiicre 6liimii ile elimine edilmektedir. C. Elegans’ da apoptozun olugmasi icin iki
gen, ced-3 ve ced-4 gereklidir. Uciincii gen, ced-9, ise apoptozun negatif kontroliinde rol
oynamaktadir. Eger ced-9 mutasyon ile inaktive edilirse, normal olarak yasamaya devam eden
hiicreler apoptoza gider. Eger “ced-9” anormal yiiksek seviyede eksprese edilirse, normal
programlanmis hiicre 6liimii meydana gelemez.

“Ced-3”, “ced-4” ve “ced-9” genleri ile benzer olarak memelilerde de korunmus efektor
ve diizenleyici proteinler tanimlanmistir. “Ced-3” memelilerde “kaspazlar” olarak bilinen bir
proteaz ailesinin prototipidir. Ciinkii her ikisinin de aktif bolgelerinde “sistein” ©, kestikleri

bolgelerde de “aspartik asit” (Asp) amino asitleri bulunmaktadir. Kaspazlar yaklasik olarak 100
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farkli hedef proteini olan, apoptozda gorevli bir proteaz ailesidir. Kaspazlarin anahtar hedefleri,
niikleer DNA’nin fragmentasyonudur. Bu nedenle kaspaz ailesi niikleer DNA’nin
fragmentasyonundan sorumlu bir Dnase’1 da icermektedir. Ek olarak kaspazlar niikleer laminleri
de parcalayarak niikleus ve hiicre iskeleti proteinlerin fragmentasyonuna ve hiicrenin membran
kapl kiigiik pargalara fragmentasyonuna da neden olmaktadir.

Kaspazlar, aktif forma proteolitik bir kesim sonucu doniisebilecek olan inaktif
prekiirsorler olarak sentezlenirler. Bir baslangic kaspazinin aktivasyonu, diger kaspazlarin
aktivasyonuna da yol acan zincir reaksiyonunu baslatir ve hiicrenin Oliimiine yol acar.
Kaspazlarin diizenlenmesi hiicrenin yagamina devam etmesi icin ¢ok onemlidir. “Ced-4" iin
memeli homologu olan “Apaf-1” kaspazlara baglanir ve onlarin aktivasyonunu saglar. “Ced-9”
un memeli homologu olan “Bcl-2” ailesi ise kaspaz aktivasyonunu ve dolayisiyla programlanmis
hiicre 6liimiinii inhibe eder. Ayrica kaspazlar, apoptoz proteinlerinin inhibitorleri olan “IAP” ler
olarak isimlendirilen protein ailesi ile de diizenlenirler. “IAP” ler kaspaz aktivitesini direkt
olarak inhibe ederler (41, 43).

Memeli hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimii kontroliinde merkezi rol oynayan “Bcl-
2” ailesi {lyeleri, mitokondriye etki eder. Memeli hiicrelerinde anahtar kaspazlardan biri
“Kaspaz-9” dur. Kaspaz-9, C. Elegans’da “Ced-3” iin “Ced-4” ile kompleks olusturmasi ile
aktive olmasina benzer sekilde, “Ced-4” iin memeli homologu olan “Apaf 17 ile kompleks
olusturarak aktive olur. Memelilerde bu kompleksin olusmasi icin mitokondriden “‘sitokrom c¢”
nin salinmasi gereklidir. “Sitokrom c” mitokondriden sitozole apoptotik bir sinyal alinmasi
sonucu salinir. Normal kosullarda “sitokrom c”, “apaf-1” ve “kaspaz-9” sitozolde bulunurken,
mitokondride intermembran boslukta lokalizedir. Yani normal kosullarda kaspaz-9 inaktiftir.
Herhangi bir DNA hasar1 veya biiyiime faktorii azligi gibi apoptotik uyar1 nedeniyle mitokondri

zarar goriir ve sitozole “sitokrom c¢” salinir. Sitozolde, “sitokrom c¢” “Apaf-1” e baglanir ve
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“apoptozom” olarak adlandirilan “Apaf-1 / kaspaz-9” kompleksinin olusmasina neden olur.
Boylece “kaspaz-9” aktive olur ve “kaspaz-3” gibi diger efektor kaspazlart da aktive eder ve
hiicre olimii gerceklesir. “Bcl-2” ailesi iiyeleri mitokondri membranma etki ederek
mitokondriyal biitiinliigli ve “sitokrom c¢” salinimini diizenler. “Bcl-2” ailesi iiyeleri apoptozu
inhibe eder ve “sitokrom c¢” salintmini ©nler. Bununla birlikte “Bcl-2” ailesi iiyeleri
mitokondriyel hasara, “sitokrom c” salinimina ve kaspaz aktivasyonuna neden olarak hiicre
oliimiine de neden olabilmektedir. Ilging olarak mitokondriyel hasar sadece ‘“sitokrom c”
salimma degil, bununla birlikte apoptoza neden olan baska proteinlerin de salinimina neden
olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak “Smac/Diablo” proteini verilebilir. Bu protein kaspaz

aktivitesini “IAP” ler ile yarigsarak gerceklestirebilir (41, 43).

2.12.2 Hiicre Oliim Reseptorleri ve Kaspaz Aktivasyonu

Programlanmis hiicre oliimiinii birtakim salgilanan polipeptidlerin hedef hiicrelerin
reseptorlerine baglanmasi ile direkt olarak aktive olur. Bu hiicre oliimii sinyal polipeptidleri
“tiimor nekroz faktor (TNF)” olarak isimlendirilen bir protein ailesine aittir. TNF ailesi
tiyelerinden en iyi tanimlanmis olanlarindan biri “Fas” olarak isimlendirilen bir hiicre yiizey
reseptoriidiir. “Fas” reseptoriiniin immiin sistemde hiicre 6liimiiniin kontroliinde énemli gorevleri
bulunmaktadir. Ornegin “Fas” reseptoriiniin indiiklenmesi ile aktive edilen apoptoz immiin
sistemin, kanser ya da viriis ile enfekte olan, hedef hiicrelerinin 6ldiiriilmesinden sorumludur.
Ayrica “fas” ligand1 immiin cevap sonunda fazla lenfositlerin eliminasyonunda da gorevlidir.

Hiicre 6liim reseptorleri kaspazlar1 direkt olarak aktive ederek apoptoza yol acarlar. TNF
ve diger benzer aile iiyeleri iic polipeptid zincirinden olusur. Reseptore adaptor bir proteinin

baglanmasi sonucu reseptoriin sitoplazmik kismina “kaspaz-8” baglanarak aktive olur. Aktive
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“kaspaz-8” molekiilleri diger kaspazlar1 da aktive ederek hiicrenin 6liimii ile sonuglanan bir
kaspaz kaskatini baslatir.

Kaspaz-8 sadece diger kaspazlar1 degil “Bcl-2” ailesi iiyelerinden biri olan Bid” i de
aktive etmektedir. Normal olarak “bid” inaktif formda sitozolde bulunur. Bununla birlikte
“kaspaz 8” ile aktive edilmesi sonucu mitokondriye gecer ve membran biitiinliiglinii bozarak
“sitokrom ¢ nin sitozole ge¢gmesini saglar. Bu durum “kaspaz 9 un aktivasyonuna neden olur
(43).

2.12.3 Hiicre Yasam Sinyalleri:

TNF ve diger benzer polipeptidler ile sinyal iletimi hiicre 6liim reseptorleri ile indiiklenen
apoptozda aktif rol almaktadirlar. Hiicrenin yasamina devam etmesinde gorevli sinyal yolaklar
ise ekstraselliiler biiyiime faktorleri ve hiicre-hiicre etkilesimleri sayesinde apoptoza karsi savas
vermektedir. Pek cok memeli hiicresinde hiicreler yasama devam etme sinyaller1 diger hiicreler
tarafindan baskilandig1 zaman apoptoza gitmektedir.

Bir 6nemli intraselliiler yasam sinyal yolagi, protein tirozin kinazlar ya da G protein kapl
reseptorler ile aktive edilen enzim PI 3-kinaz ile baslatilmaktadir. PI 3-kinaz membran fosfolipid
PIP,’yi PIP;s’e fosforiller. PIP; “protein-serin/treonin kinaz” “Akt” 1 aktive eder. Sonra “Akt”
apoptozu diizenleyen pek ¢ok proteini aktive eder. “Akt” 1n bir substrati bir “Bcl-2” ailesi iiyesi
olan “Bad” dir. Bad (Bid’e benzer olarak) mitokondriden sitokrom ¢’ nin salinmasini saglayarak
hiicre oliimiinii indiikler. Akt tarafindan Bad’in fosforilasyonu sitozolde proteinlerin baglanma
bolgelerini olusturur. Boylece “Bad” in mitokondri membranina translokasyonu onlenir. Akt
ayrica hiicrenin yasaminin devam etmesi sirasinda hedef genlerin ekspresyonunun kontroliinde
gorevli pek ¢ok transkripsiyon faktoriinii de fosforile eder. Ayrica Akt baska bir protein kinaz

olan GSK-3* i de fosforiller. GSK-3 hedef genlerin transkripsiyon ve translasyonunu
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diizenleyerek apoptoza etki eder. PI 3- kinaz / Akt yolagi, IAP’ler ve diizenleyicileri sayesinde
hiicre yasami diizenlenir (41, 43).

Hiicre yasami sadece PI 3-kinaz/Akt yolagi sayesinde degil, Ras/Raf/ERK yolag1 gibi
diger sinyal yolaklan ile de diizenlenmektedir. RSK olarak isimlendirilen bir protein kinazin
ERK tarafindan fosforillenmesi ile de apoptoz inhibe edilmektedir. Akt’a benzer olarak RSK
Bcl-2 ailesi iiyesi Bad’1 fosforiller. Boylece hiicrenin yasamina devam etmesi i¢in gerekli yasam
sinyalleri PI 3-kinaz / Akt ve ERK yolag: ile saglanir. Ayrica ERK ve RSK apoptozu
diizenleyen genlerin ekspresyonunu etkileyen transkripsiyon faktorlerini de fosforiller (41, 43).

Projemizde TAF7 geninin apoptoz siirecine olan etkisini incelemek amaciyla RNA
interferans teknigi ile ekspresyonu baskilanmistir. RNA interferans teknigi ile ilgili genel bilgi

asagida verilmistir.

2.13. RNA Interferans Teknigi

“Human Genom Project” kapsaminda insan DNA sekansinin belirlenmis olmasi, biyoloji
ve tip bilimi icin cok biiyiik 6neme sahip olmakla birlikte pek ¢ok probleme tek basina ¢oziim
olmaktan uzaktir. Gen fonksiyonlarinin arastirllmasinda kullanilan yontemlerden birisi islevi
arastirilacak olan geni olmayan genetik olarak oynanmis deney hayvanlarinin (Knock out deney
hayvanlar1) olusturulmasidir. Bu yontem in vivo kosullarda gen fonksiyonunun arastirilmasini
sagladig i¢in ¢ok 6nemli bir yontemdir. Ancak pahali ve hiicre kiiltiirii seviyesinde kullanilmasi
icin pratik degildir. Hiicre kiiltiirii seviyesinde gen ekspresyonunun baskilanmasi protein
seviyesinde (monoklonal antikorlar gibi) ya da mRNA seviyesinde gerceklestirilebilir. mRNA
seviyesinde gen sessizlendirilmesi i¢in pek cok yontem gelistirilmistir. Bunlara 6rnek olarak:

e Yardimci proteinler olmadan RNA’nin katalitik olarak par¢alanmasi (ribozimler).

Ribozyme ve deoxyribozymler RNA hidrolizi i¢in katalitik aktivite gosterir.
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e mRNA’dan translasyonu protein baglanmasi ile bloklayarak (miRNA, AS-RNA, AS-

ODN).

e RNA’'nin spesifik olarak protein-bagimli degradasyonunu indiiklenerek (siRNA,
antisense oligoniikleotidleri) verilebilir.

Giintimiizde kullanilan mRNA yikimi stratejileri diziye 6zgii hedef molekiil yikimina
dayanmaktadir. Bu stratejiler DNA/RNA hibridizasyonu sonucu RNase H aktivasyonu ile
gerceklesir ve dubleksin sekanslari ile homolog RNA parcalanir. siRNA  haricindeki mRNA
yikimina neden olan molekiillerden istenilen sonuglar elde edilememis ve sadece zayif baskilama

elde edilebilmistir.

2.13.1 RNAi Nedir?

“Short interfering RNA” veya “siRNA” olarak isimlendirilen, kisa ¢ift sarmal RNA ile
gerceklestirilen, spesifik gen ekspresyonu inhibisyonuna denir.

siRNA, yaklasik 25 bp uzunluktadir. 5° fosfat, 3’hidroksil gruplarina ve 3° ucunda 2 - 3
niikleotid ¢ikintilarina sahiptir. Bunlar RISC’ e baglanmaya yardim eder. siRNA RISC aktivitesi

ile tek sarmal hale getirilir ve antisens kol hedef mRNA ile baglanir ve mRNA yikilir (46).

2.13.2 RNAi’nin Tarihsel Gelisimi

RNAI teknigi gen fonksiyonunun arastirilmas: icin gelistirilmis ve tedavi amaciyla
kullanilmast acisindan da umut vaat edici olan, dogal olarak hiicrede bulunan, viral
enfeksiyonlara kars1 korunmada gorevli oldugu diisiiniilen bir mekanizmadir.

RNAI teknigin baslangic1 1980’lere dayanmaktadir. Ik 6nce petiinya bitkisinde Renkli

cicekler elde edilmesi amaclanirken beyaz renkli ¢iceklerle karsilasilmis ve cift iplikli RNA
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varlig1 rapor edilmistir. Daha mor renkli petunya elde etmeye calisilirken beklenmedik ters etki
(beyaz petunyalar) ile karsilagilmistir. Bir mor pigment biyosentez geni olan Chalcone sentaz
ekspresyonunun over eksprese edilmesi amaciyla olusturulan transgenik petunya sisteminde,
over-eksprese CHS (chalcone synthase) geninin ekspresyonun baskilanmistir. Bu mekanizma bir
sir olarak kalmig fakat cift iplikli RNA yikim iiriinlerinin post-transkripsiyonel gen
sessizlendirmede rolii oldugu diistiniilmiistiir.

Yaklasik ayni donemlerde, 1998 yilinda, Caenorhabditis elegans alaninda da benzer
tartigsmalar yasanmaktaydi. Gen ekspresyonu direkt olarak “antisens RNA”nin injeksiyonu ile
Ozgiill olarak baskilanabiliyordu; bununla birlikte ¢ok miktarda ‘“antisens RNA” enjekte
edildiginde ise islem etkisiz oluyordu. Buna ek olarak bitkilerde “antisense karsi kosiipresyon”
tartismast siirlip gitmekteydi. Ciinkii enjekte edilen “sens” RNA, “antisens” RNA kadar gii¢lii bir
ekspresyon durdurulmasi olusturmaktaydi. Cift iplikli RNA’ nin gen ekspresyonunu etkili olarak
inhibe etmesi mekanizmasina RNA interferans ismi verilmistir.

C. elegans’da yapilan arastirmalar bu beklenmedik bulgular1 anlamak icin anahtar
olmustur. C. Elegans’dan elde edilen RNAi’nin sens ve antisens RNA ipliklerinden olusan ¢ift
iplikli (ds) RNA’dan olustugu anlasildi.

Bitkilerde kosiipresyonun arastirilmasi i¢in yapilan calismalardan elde edilen bir ikinci
onemli bulgu ise kosiipresyonun RNA seviyesinde niikleotide 6zgiil oldugudur. “Antisens RNA”
nin kosiiprese edilmis RNA’larin yikiminda rehber olabilecegi diisiiniildii. Antisens RNA i¢in
yapilan bir basarisiz calismada 30 niikleotidden daha uzun cift iplikli RNA memeli hiicrelerine
transfekte edildiginde 6zgiil olmayan mRNA degredasyonu ve genel bir translasyon durmasi ile
karsilagilmistir. Bununla birlikte kiigciik RNA’lar, 25 niikleotidlik antisens parcalari,
kullanildiginda ise etkili gen sessizlendirilmesi. Bu kisa RNA’larin bir cift iplikli RNA

prekiirsoriinden kaynak aldig diisiiniildii. RN A ile kisa ¢ift iplikli RN A’larin iliskisi Drosophila
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melanogaster’ de kisa RNA’lar bulundugunda anlasilmistir. Ayrica bir D. Melanogaster
calismasinda kisa RNA’larin bir riboniikleaz kompleksi olan RISC’in hedef RNA’y1 tanimasinda

da gorevli oldugu anlasilmistir (49, 53).

2.13.3 siRNA Olusturma Yontemleri:
siRNA olusturma yontemlerini baslica iki ana sinifa ayrabiliriz (54):
1 Kimyasal Sentez
2 DNA temelli ekspresyon
¢ Plasmid temelli vektorler
e Viral temelli vektorler
Kimyasal sentez ile olusturulan siRNA oligoniikleotidlerinin dizayni i¢in ekspresyonu
baskilanmasi istenilen geninin baslama kodonundan 50-100 bp asagida, yaklasik 21 niikleotitlik,
AA ile baslayip TT ile sonlanan bir bolge secilir. Bu bolgenin GC igeriginin % 30-70 arasinda
olmasina dikkat edilmelidir. Bu bolgedeki sekans dizisi ile ayni olan c¢ift sarmal RNA molekiilii
kimyasal olarak sentezlenir. 5’ ucuna fosfat, 3’ ucuna hidroksil gruplart ve 3° ucunda 2 - 3
niikleotid ¢ikintilart eklenir (46).

Bu yontemin pahali olmasi ve kalici olmamas1 nedeniyle, vektor ile hiicre icerisinde
ekspresyon yontemlerine bagvurulmustur. Plasmid temelli vektorler ve viral temelli vektorler
olmak iizere iki tip vektor ile siRNA kodlanabilir. Plasmid temelli vektorler gecici, diisiik ve
degisken transfeksiyon etkinligine sahiptir. Plazmid temelli vektorler ile ya iki ayri (sens ve
antisens) kol kodlanir. Transkripsiyondan sonra bu iki kol bir araya gelerek c¢ift sarmal RNA

olusturur; ya da sense ve anti-sens sekansi tasiyan bir "hair-pin" loop kodlanir. Ilk nce uzun bir
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tek sarmal RNA transkribe olur, sonra katlanir ve kiiciik sac firketesi (hair-pin) RNA (shRNA)

olusturur. shRNA DICER ile islenerek bir siRNA olusturulur (bkz Sekil 9) (46, 54).

BamH | Hived 111

Antisense [[g

Sense

siRMNA Expression
Vector

Sekil 9 : siRNA eksprese eden vektorler.siRNA ekspresyonu vektoriinde iki restriksiyon
enzimi kesim bolgeleri (BamH I ve Hind III gibi) arasina antisens ve sens kollar1 kodlayan
siRNA hairpin kaseti yerlestirilir (“Luguan W, Forest YM. AWeb-based design center for
vector-based siRNA and siRNA cassette. Bioinformatics, 2004;20:1818-1820” kitabindan

alinmstir).

Bundan bagka piyasadaki pek ¢ok vektor Pol III promotorlarint (U6, H1 gibi) kullanir.

Dogal olarak in vivo’da kiigilk RNA’lar - tRNA, 5S rRNA, snRNA transkripsiyonunda RNA pol

III gorevlidir. Pol IIT viicuttaki tiim hiicrelerde aktiftir. Pol II promotdr-temelli plasmid vektorleri

yeni bir trenddir. Pol II tiim hiicrelerde aktif degildir. Pol II’den transkripsiyonun baglamasi i¢in

bir takim transkripsiyon faktorlerine ihtiya¢c vardir. Bu nedenle doku spesifik gen
sessizlendirmede kullanilabilir.

Plasmid kokenli vektorlerin yaninda viral temelli vektorler de kullanilmaktadir. Viral

temelli vektorler cok etkili sistemlerdir. Fakat viral olmasi nedeniyle uygun laboratuar
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biyogiivenliginin saglanamadigr durumlarda tehlikeli olabilirler. Adenovirus ve lentivirus gibi

viriisler kullanilabilir. Lentivirus ile stabil hatlar olusturulabilir. In vivo’da kullanilabilme

avantajlar1 bulunmaktadir (46, 49).

Tablo 1: siRNA olusturma yontemlerinin birbirleriyle karsilastirilmasi

YONTEM AVANTA)J DEZAVANTA]J SURE
Cift sarmal Ucuz
RNA’nin enzimatik Etkili molekil 1zlenemez Homplog genlerde capraz Gecici
olarak par¢alanmasi sessizlendirme meydana
gelebilir
Biiyiik miktarlarda iiretilebilir.

Pahali
Kimyasal sentez Baz modifikasyonlari yapilabilir.] Efektor molekiiliin izlenmesi Gegici

gerekli
Efektor molekiiliin izlenmesi Gegici

In vitro Ucuz gerekli

Transkripsiyon
Efektor molekiiliin izlenmesi

gerekli
Halrplm‘n 1pV1tr0 Plazmit DNA transfeksiyonu . .
Transkripsiyonu Ucuz . Gegici

gecicidir.
Efektor molekiiliin izlenmesi

gerekli

Viral Yontem Ucuz Tehlikeli Stabil

2.13.4 RNAi mekanizmasi:

RNAi mekanizmas: ile cift iplikli RNA sayesinde RNA’nin homolog oldugu genin

ekspresyonu durdurulabilmektedir. RNAi evrimsel olarak korunmustur. Hiicre igerisine viral

enfeksiyon gibi bir nedenle uzun cift iplikli RNA girdigi zaman “Dicer” enzimi ile etkilesime

girerek 21-23 niikleotid uzunlukta, 3’ uclarinda iki niikleotidlik ¢ikintili ¢ift iplikli RNA
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parcalarina ayrilirlar. Bu parcgalar “small interfering RNA” (siRNA) olarak isimlendirilir. . Dicer,
dsRNA baglama bolgesi iceren bir RNase III ailesi iiyesidir. RNAi ile gen ekspresyonu
sessizlendirmesinde kiiciik RNA’larin anahtar rol iistlenmesinin bulunmasi bu islemin dogal
roliiniin de anlagilmasim saglamistir. siRNA’lar ile birlikte olan pek cok farkli proteinler de
tanimlanmistir. siRNA hiicre igerisinde RISC enzim kompleksi ile etkilesime girer ve tek iplikli
hale getirilir. sSiRNA/RISC kompleksi komplementer oldugu mRNA’ya baglanarak mRNA’y1
degrede eder. Boylece mRNA seviyesinde gen ekspresyonunun sessizlendirilmesi saglanir.
dsRNA’nin islenmesi ve RISC’in olugmasi i¢in ATP. Bazi1 durumlarda RNA — bagimlh
RNA polimeraz da rol oynamaktadir. RNA — bagimli RNA polimeraz tek iplikli RNA’y1 ¢ift

iplikli siRNA prekiirsoriine ¢evirir (48).

2.13.5 RNAi Mekanizmasi Oyunculari:

DICER: RNase III enzim ailesindendir. dsRNA’ y1 siRNA’ a doniistiiriir. Her dicer
enzimi bir aminoterminal helikaz bolgesine, iki RNase III katalitik bolgesine ve bir dsRNA
baglama bolgesine sahiptir. Dicer iki enzim dimeri olarak diisiiniiliir.

siRNA’in 25 bp uzunlukta oldugunu biliyoruz. dsRNA parcalanmasi RNAse III’iin
katalitik domainleri sayesinde olur. Tek bir dicer enzimi dsRNA’i 12-13 bp’lik fragmentlere
ayirir. Bir dicer enzimi dimerinde ise yan yana iki katalitik bolge non-fonksiyonel olur ve kalan

katalitik bolgeler 25 bp uzunlukta pargalar olusturacak sekilde kesim yapar (52).

RISC (RNA-induced silencing complex):
RISC’in komponentleri hala bilinmemektedir. Iki RNA’ya baglanan protein siRNA’ ya

baglanir. RNA/DNA Helikaz aktivitesine sahiptir. siRNA’i tek sarmal hale getirir. Translasyon
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baslatic1 faktor olma o6zelligi vardir. Bu komponentte meydana gelen mutasyonlar baglangi¢
basamagin etkiler. Aym1 zamanda bir RNA-Bagimli RNA polimeraz olma 6zelligi vardir. Bu
ozellik sadece c.elegans’da gosterilmistir. (Sistemik RNAi yayilmasmin gosterildigi tek

hayvandir). Sessizlendirme etkisinin ¢ogaltilmasinin tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynar (52).

2.13.6 RNAi’nin Memeli Hiicrelerine Uyarlanmasi:

Uzun RNAi memeli hiicrelerinde antiviral savunma mekanizmasini aktive eder ve spesifik
olmayan gen sessizlendirilmesine ve hiicrede protein sentezinin genel olarak kaybina yol acar.
Kisa (25 bp’lik) RNAf1’ler (siRNA) spesifik gen sessizlendirilmesini saglar (52, .53, 54).

Sekil 10’ da GFP proteinlerinin memeli hiicrelerinde RNAi teknigi ile baskilanmasi

goriintiisii verilmistir

siMiss siGFP

Sekil 10: GFP ekspresyonunun RNAI ile baskilanmasi: Sekiller GFP ve siRNA ekspresyon
vektorii ile transfekte Cos-7 hiicrelerini gosterir. Solda GFP ekspresyonu baskilanamayan,
yanhis hedeflenmis siRNA’leri iceren (siMiss) negatif kontrol, sagda ise GFP ekspresyonu
siRNA ile etkili olarak baskilanan hiicreler (siGFP) goriilmektedir

(http://www.ambion.com/techlib/presentations/ExpVectors.pdf adresinden alinmistir).
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Hiicre igerisinde viral enfeksiyon gibi herhangi bir nedenle ¢ift sarmal RNA bulunmasi
RNAIi cevabina neden olmaktadir. Sonu¢ olarak cift sarmal RNA ve komplementer mRNA
yikilir. Boylece viral gen ekspresyonu sessizlendirilir. RNA induced silencing complex (RISC)
aktivasyonu mRNA ile birlesmeye ve hedef transkriptin degredasyonuna neden olur (Bkz sekil

11) (50, 55, 56).
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Sekil 11. Hiicre icerisinde RNA interferans mekanizmasi

(http://www.theses.ulaval.ca/2003/21404/ch03.html#d0e2100 adresinden alinnmstir).
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2.13.7 Gen Sessizlendirme Belirleme Yontemleri:

Western Blot: Protein diizeyinde ekspresyon azalmasinin kontrolii i¢in kullanilir. Ayrintili
olarak gerecler ve yontem boliimiinde anlatilacaktir.

Flow Sitometri: Hiicrelerin fiziksel ya da kimyasal 6zelliklerinin 6l¢iilmesidir. Hiicre ya da
partikiiller bir s1vi akiminda tek tek ilerlerken Olgiimleri yapilir. Elektriksel ya da mekanik
yontemler ile hiicreler biribirinden ayrilir ve kullanici tarafindan istenilen Ozellikleri
olciiliir.

Immiinofloresans: Hiicrelerin kat1 bir destege (lamel gibi) tutundurulup, ilgilenilen protein
floresans isaretli antikor ile boyanmasi esasina dayanir. Ayrintili olarak gerecler ve yontem
boliimiinde agiklanacaktir.

Northern Blot: RNA diizeyinde ekspresyon azalmasinin kontrolii i¢in kullanilir

Basamaklari:

o RNA izolasyonu

o Prop tasarimi

o Denatiire agaroz jel elektroforezi (Formaldehit gibi denaturant ajan igerir).
o Kat1 destege transfer ve immobilizasyon

o Prob ile hibridizasyon

o Yikama

o Deteksiyon

Gerc¢ek zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu: RNA diizeyinde ekspresyon azalmasinin
kantitatif kontrolii icin kullamilir. Ayrintili olarak gerecler ve yontem bdoliimiinde

anlatilacaktir (50).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hiicre hatlarinda TAF7 gen ekspresyonunun RNA interferans teknigi ile baskilanmasinin
apoptoz siirecine olan etkisini incelemek amaciyla yapilan caligmalarin akis semasi asagida

verilmistir:

A) Apoptoz Deneylerinin Akis Semasi:

Namalwa, Hela ve Kelly hiicrelerinde apoptotik ajan olarak Etoposit, MGBG
{methvlglyvoxal bis — guanvlhvdrazone), radvasvon doz ve stivelerinin
optimizasyonu

1 |

Hela ve Kelly hiicrelerinde siBENA
transfek siyonu op imizasyonu

|

Western blot ve gercek zamanh
PCE. ile ekspresvon
baskilanm asinin gosterilmesi

' :

Hela ve Kelly hiicrelerine Hela ve Kellv hiicrelerine
PEGFP TAF7 vektiriiniin siRINA transfelisivonu
tr ansfelsivonu

Western blot ve gercek zamanh
PCER ile ekspresvon
baslalanm asinin gisterilmesi

PEGFP TAFT vektoriiniin

yapimi

Hiicrelerin siRINA tr ansfeksivonundan 24
saat sonra apoptotik aj ana (radvasyon,
etoposit, MIGEBG) maruz birakilmasy

) )

Apoptozun “Casp ase Assay” ie dl¢iimit
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B) immiin Presipitasyon Deneylerinin Akis Semast:

Hela, Kelly ve Namalwa hiicrelerinin ap optotik ajana {r adyvasyon, etoposit,
MGEG) maruz biralkilmas:

!

Apoptotikk ajana (radyvasyon, etoposit, M[GBG) maruz boalkilan Hela, Kelly
ve Nam alwa hiicrelerind en hiicre lizat hazirlanm as

!

Protein A mikro kiirelerine TAF7T antikorunun, pre immiin serumun ve
kontrol antikorunun tutundurubn as

!

Frotein A mikro kiir elerine baglan an antilcorlar ile hiicre lizatinin birlikte
inkiib asyvonu

!

Protein A mikro kiirelerinin dzgiil olmayan baglanm alar: ortadan
kaldirm ak amaciyla yikanm as

!

Protem A mikro kiirelerine baglanan protemlerin 4XRG viiklem e tamponu
ile 25 — 100 °C" de, 5-10 dak. 1isitilarak geri kazanihn as

|

Protein A mikro kitrelerinin 4 *C’ lik mikrosantrifiy) de spinlenerelk
coltirillmesi

|

4XRG Tamponunda geri kazanidan protemlerin SIS pagejeline vilklenip
vitriitithn esi

v

SDS Fagejelinden nitroseliitloz membran a transfer

!

Buomecil antikorlar, ikineil antikorlar ile blotlama

|

Deteksivon
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3.1.LHUCRE HATLARI VE HUCRE KULTURU
Projede Namalwa, Kelly ve HelLa hiicre hatlar1 kullamilmistir. TAF7 geninin “B”
hiicreleri-nde ve sinir sisteminde ekspresyonu fazla olmasi nedeniyle “Namalwa” ve “Kelly”
hiicre hatlar1, bir alternatif olarak da “Hela” hiicre hatt1 tercih edilmistir.
Gerecler:
1 Pipet pompasi (Greiner Labortechnik 000424NS - 9)
2 Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
3 10 ml. lik ve 5 ml. lik steril pipetler.
4 25cm” lik, 75 cm® lik ve 125 cm™ lik filtreli flasklar
5 COy’ li inkiibator.
6 DMEM ve RPMI 1640 besi ortamlart.
7 L glutamin
8 FBS (Fetal bovine serum)
9 Penisilin/streptomisin
Besi Ortamn Hazirlanmasi:
500 ml.” lik DMEM ya da RPMI besi ortami i¢erisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin,

1ug/ml. konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 15 oraninda FBS eklenir.

3.1.1 Namalwa Hiicre Hatti:

Namalwa hiicre hatti (ATCC# CRL 1432), Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Prof Dr Thsan GURSEL tarafindan saglanmis, insan Burkitt
Lenfoma hiicrelerinden elde edilmis bir “B hiicre” hattidir. Kiiltiirde siispanse olarak iireyen
hiicrelerdir. Tkilenme siireleri 20 — 30 saattir. Hiicre kiiltiiriinde %5 CO5’li ve 37 °C’lik ortamda

RPMI 1640 besi ortami (Biochrom AG - FG 1385) + %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom,
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S0125), ile iiretildiler. 1 ml.’deki hiicre sayis1 0,5 — 1,5 x 10%da sabit tutulmak iizere 2 — 3 giinde
bir 1/2 veya 1/3 oraninda pasajlar1 yapildi. Hiicre say1 ve canliligi tripan mavisi canlilik testi ile
belirlendi.

3.1.2.Kelly Hiicre Hatti:

Kelly hiicre hatti (ATCC# HTB 18), Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 Arastirma gorevlisi Nevim Aygiin tarafindan, Yrd. Do¢. Dr
Oguz Altungéz’ iin izniyle saglanmistir. Kelly, insan noroblastom hiicrelerinden elde edilmis
hiicre hattidir. Yiizeye tutunarak monolayer halde iireyen hiicrelerdir. Ikilenme siireleri 30 — 40
saattir. Hiicre kiiltiiriinde %5 CO>’li ve 37 °C’lik ortamda RPMI 1640 besi ortami (Biochrom AG
- FG 1385) + % 15 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), ile iiretildiler. Hiicreler kiiltiir
kabinin yiizeyini % 70 oraninda kapladik¢a pasajlart yapildi.

3.1.3. HeLa Hiicre Hatt1

HelLa hiicre hatti (ATCC# CCL 2), Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi,
Biyomiihendislik Bolmii 6gretim iiyesi Do¢. Dr Kemal Korkmaz tarafindan saglanmistir. Hela,
insan serviks karsinoma hiicrelerinden elde edilmis bir hiicre hattidir. Yiizeye tutunarak
monolayer halde iireyen hiicrelerdir. Hiicre kiiltiiriinde %5 CO;’li ve 37 °C’lik ortamda DMEM
besi ortam1 (Biochrom AG - FG 0415) + %15 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), ile
tiretildi. Hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini %70 oraninda kapladik¢a pasajlandilar.
3.2.TRIPAN MAVIiSI CANLILIK TESTI

Canli hiicreler membran biitiinliigline sahip olmalar1 nedeniyle tripan mavisi boyasini
gecirmezler. Fakat olii hiicrelerin membran biitiinliikleri bozuldugu i¢in boyay1 gecirir. Bu testte
bir hiicre siispansiyonu tripan mavisi ile karistirilir ve hiicrelerin boyayr alip almadigi
mikroskopta kontrol edilir. Canli hiicreler parlak ve temiz bir sitoplazmaya sahip olarak

goriiliirken, olii hiicreler ise mavi sitoplazmali olarak goriiliir.
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Gerecler:
1. Tripan mavisi %0,5 (Biological Industries — Lot 420488)
2. 0,5 ml hiicre siispansiyonu
3. Neubauer lami (Marienfeld — Ref 0610110, Lot 409104)
4. 20’lik ve 1000’lik pipet (eppendorf 273747, 1854995) ve pipet ucu (Greiner bio — one FT
20E, G)
5. Mikrosantrifiij tiipii
6. Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
Yontem:
1 Siispanse hiicre kiiltiiriinden 0,5 ml 6rnek alindi.
2 1:1 Oraninda tripan mavisi ve PBS bir mikrosantrifiij tiipiinde karistirildi.
3 Tripan mavisi + PBS karistmindan 0,5 ml alimip 0,5 ml hiicre siispansiyonu ile karistirildi.
4 Neubauer laminin kenarlarina 1’er damla su damlatilip iizerine lamel kapatildu.
5 Lamel ile lam arasindaki bosluktan 10 pl tripan mavisi + hiicre karistmindan eklendi.
6 Isik mikroskobunda 10 X objektifte sayim yapildi.
7 Mavi boyay1 almamis olan hiicreler canli, almis olanlar ise 6lii olarak degerlendirildi.
8 Canli hiicre sayis1 = 1 biiyiik karede sayilan canli hiicre x diliisyon faktorii x 10* formiilii

ile belirlendi.

3.3. pPEGFP - TAF7 VEKTORUNUN HAZIRLANMASI:

pEGFP — TAF7 ekspresyon vektorii boliimiimiiz yiiksek lisans 6grencilerinden Melek Pehlivan
tarafindan, Yrd. Doc. Dr Esra ERAL’ 1 “Molekiiler Biyoloji’ de Ozel Konular” dersinde
hazirlanmig olup tarafimiza hediye edilmisti. pEGFP - TAF7 ekspresyon vektoriiniin

hazirlanmasi i¢cin Melek Pehlivan tarafindan yapilan ¢calismalarin akis semasi asagida verilmistir.
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Hela hiicrelerinden RIVA izolasyvonu ve cDINA sentezi

|

GFP 1 ve GFP 2 primerleri ile PCE
5" Primer ccocgoctcgagagtaaaagcaaagatgatgctoctoac

3" Primer aactgcagttacttctetaggagtgattctagete

'

Pstl ve Xhol restriksivon enzimleri kesimi

!

Elutip Mini Kolon ile Enzim Kesimi Uriinlerinin Saflashrilm as

|

Flutip Mini Kolon ile Enzim Kesimi Uriinlerinin Saflashrilm as

|

Ligasvon

'

Eompetan hitcre hazirlanmas:

'

Transformasvon

!

Nhni prep plazmit izolasvonu

'

Restriksivon enzim kesimmiile TAF7 geninin veltore
lizasvonunun kontroelii

l

Maxi prep plazmit izolasyonu

'

Plazmid miktar tayini
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DNA Miktar Tayini:

Izole edilen pazmidin 1/250 oranunda dilusyonu yapilip, spektrofotometre (Pharmacia
Biotech, Ultraspec 2000) ile 260 ve 280 nm de absorbanslar1 6l¢iildii.

Ajeo x dillisyon faktorii x 50 pg/ml formiilii ile konsantrasyonlart hesaplanda.
Aseo / Azgporaninin 1.8 ile 2.0 arasinda olmast DNA’nin saf oldugunun gostergesidir.

Aseo / Azgporant hesaplanarak DNA’nin saflik derecesi belirlendi.

3.4.pEGFP - TAF7 VEKTORUNUN HUCRE HATLARINA TRANSFEKSIYONU:

pEGFP - TAF7 vektoriiniin hiicre hatlarina transfeksiyonu i¢in FUGENE (Roche —
Diognostics) kiti kullamilmistir. FUGENE kiti lipozom temelli bir transfeksiyon Kkitidir.
Transfekte edilecek olan plazmid DNA’ s1 lipozomlar icerisine alinir. Sonra bu lipozomlarin
kiiltiir ortamina verilerek, hiicre membrami yapisina katilmalar1 saglanir; Bu sekilde icerdikleri
plazmidlerin hiicre icerisine girmesi saglanmaktadir.

pEGFP - TAF7 vektoriiniin hiicre hatlarina transfeksiyonu deneyi icin iicer adet alt1

gozlii plate goziinden olusan asagidaki transfeksiyon gruplart olusturulmustur:

¢ Normal kontrol: Hi¢bir islem uygulanmayan gruptur.
¢ Lipid kontrol: Sadece Fugene uygulanan fakat plazmit kullanilmayan gruptur.
¢ Plazmid kontrol: Bos pEGFP plazmidi ile transfeksiyonu yapilan gruptur.

e pEGFP - TAF7: pEGFP — TAF7 plazmidinin transfeksiyonu yapilan gruptur.

Bu gruplara transfeksiyon yapildiktan 24 saat sonra, boliim 7° de anlatildigi gibi

kaspaz assay ile apoptotik davraniglart ol¢tilmiistiir.
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Gerecler:
Fugene kiti (Roche, - Cat. No. 11 815091 001)
Serumsuz ve antibiyotiksiz besi ortami
6 gozlii plate
COy’ 1i inkiibator
%15 oraninda FBS eklenmis DMEM/RPMI besi ortami
5 ml.’lik ve 10 ml.” lik pipetler.

1000 ve 100 pl.” lik otomatik pipet ve pipet uclari.

Yontem:

97 ul serumsuz besi ortamina 3 pl Fugene eklenir.

5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

Fugene/besi ortami1 karisimina 1 pg plazmid eklenir ve karistirilir. Tiipiin kapag: kapatilip
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

Hiicre kiiltiirleri tizerindeki ortam 900 pul yeni serumlu ortam ile degistirilir.

Serumsuz ortam/DNA/Fugene karisimi hiicre kiiltiirlerine eklenir.

Bir gece 37 °C’ de COy’ 1i inkiibatorde inkiibe edilir.

Ertesi giin ortamlar degistirilir.
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3.5.RNA INTERFERANS TEKNiGi ILE HUCRE HATLARINDA TAF7

EKSPRESYONUNUN AZALTILMASI:

3.5.1. siRNA Dizilerinin Belirlenmesi:

Ekspresyonunun baskilanmasi istenilen geninin mRNA sekansinda, start kodonundan
50-100 bp asagida, yaklasik 21 niikleotitlik, AA ile baglayip TT ile sonlanan bir bolge se¢ilir. Bu
bolgenin GC iceriginin % 30-70 arasinda olmasina dikkat edilmelidir. Bu bolgedeki sekans dizisi
ile ayn1 olan cift sarmal RNA molekiilii kimyasal olarak sentezlenir. 5’ ucuna fosfat, 3° ucuna
hidroksil gruplart ve 3° ucunda 2 — 3 niikleotid c¢ikintilar1 eklenir. Dizi, maniiel olarak
belirlenebilecegi gibi web temelli siRNA dizayn programlarindan da yararlanilabilir.

Bir siRNA oligoniikleotidi tek basma ortalama %50 oraninda sessizlendirme
saglayabilirken dort farkli siRNA oligoniikleotidi birden hiicreye transfekte edildiginde
ekspresyon sessizlendirme oramt % 75 — 95° lere kadar cikabilmektedir. Bu nedenle

arastirmalarda 2- 4 adet siRNA’ nin belirlenmesi 6nerilmektedir.

3.5.2. siRNA Transfeksiyonu:

Projemizde TAF7 ekspresyon baskilanmasi i¢in dort adet siRNA kullanilmistir.
Bunlardan ii¢ tanesi (TAF7-1, 2, 3) Dharmacon firmasi tarafindan tasarlanmis siRNA
kiitiiphanesinden temin edilmistir. % 80 oraninda baskilanma sagladig1 deneylerle belirlenmis
olan bir siRNA oligoniikleotid dizisi (TAF7-D) ise Dinah Singer laboratuari, Deneysel
Immﬁnoloji Dali, NCI, NIH’de tasarlanmistir. TAF7’ nin baskilanmasina 6zgii siRNA dizilerinin

yani sira asagida agiklanan kontrol siRNA’lar1 da kullanilmustir.
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DHARMACON siCONTROL LAMIN A/C siRNA Insan/Fare (Cat # D-001050-01) (5
nmol): Insan ve fare LAMIN A/C genine 6zgiidiir. Transfeksiyonun pozitif kontrolii
olarak, LAMIN A/C geninde baskilanmaya yol ac¢ip agmadigi kontrol edilir.
DHARMACON siCONTROL Non Targetting siRNA (Cat #D-001210-02) (5 nmol)
(Negatif kontrol) : Hicbir genin RNA’ sinin hedef almayan siRNA’ lardir. Bu nedenle
hiicre icerisine gonderildiginde ekspresyon diizeyi azalmasi beklenmez.

DHARMACON siCONTROL RISC-Icermeyen siRNA (Cat #D-001220-01) (5 nmol)
(Negatif kontrol): Hiicre icerisine gonderildiginde RISC ile etkilesime girmeyen siRNA’
lardir. Bu nedenle hiicre igerisine gonderildiginde ekspresyon diizeyi azalmasi beklenmez.
DHARMACON siCONTROL siGLO RISC-Igermeyen siRNA (Cat#D-001 600-01) (5
nmol) (Pozitif transfeksiyon kontrolii): Floresan isaretli RISC — Icermeyen siRNA’ lardur.
Transfeksiyonun gerceklesip gerceklesmediginin gorsel kontrolii i¢in kullanilmustir.
siGLO transfeksiyonu yapildiktan sonra hiicrelerin niikleuslar1 DAPI ile boyanip, floresan

mikroskobunda incelenmislerdir.

Projemizde siRNA transfeksiyonu icin bir lipozom temelli tansfeksiyon ajani olan

DHARMAFECT kullanilmastir.

Gerec:

DHARMACON siGENOME duplex TAF7 (Cat # D-013669-01) (10 nmol)*
DHARMACON siGENOME duplex TAF7 (Cat # D-013669-02) (10 nmol)*

DHARMACON siGENOME duplex TAF7 (Cat # D-013669-03) (10 nmol)*
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* DHARMACON siGENOME duplex Taf7 siRNA’ lar1 Dharmacon tarafindan dizayn edilmis

siRNA Kkiitiiphanesinden temin edilmistir. Baz dizilimini bildirmek icin ek iicret talep

edilmektedir. Projeden bu kalem icin biit¢e ayiramadigimiz i¢in baz dizilimini verememekteyiz.

DHARMACON TAF7 hazir siRNA A4 (ULUAGUAGACCUGCCCUGUGUU) (TAF7-
D) (75 nmol)

DHARMACON siCONTROL Lamin A/C siRNA Insan/Fare (Cat #D-001050-01) (5
nmol) (Pozitif kontrol)

DHARMACON siCONTROL Non Targetting siRNA (Cat #D-001210-02) (5 nmol)
(Negatif kontrol)

DHARMACON siCONTROL RISC-Igermeyen siRNA (Cat #D-001220-01) (5 nmol)
(Negatif kontrol)

DHARMACON siCONTROL siGLO RISC-icermeyen siRNA (Cat#D-001 600-01) (5
nmol) (Pozitif transfeksiyon kontrolii)

DHARMACON 5X siRNA Tamponu (Cat #B—002000-UB-015)(siRNA’ lar ile birlikte
Dharmacon arafindan gonderilmistir)

DHARMAFECT Transfeksiyon Lipozomlar1 1 (Cat#T-2001-03)

Yontem:

siRNA Cozetilerinin Hazirlanmasi:

Dharmafect lipozom Kkitiyle birlikte gelen 5X siRNA tampon iizerine 4 kati hacimde

RNAase icermeyen su eklenerek 1 X siRNA tamponu hazirlandi. (200 pl 5X siRNA tampon

tizerine 800 ul RNAase icermeyen su eklenir).

57



5 nmol siGLO iizerine 1 ml 1 X siRNA tampon eklenerek 5 pM siRNA c¢ozeltisi
hazirlandi.

5 nmol DHARMACON siCONTROL’ ler iizerine 200 pl 1X siRNA tamponu eklenerek
25 uM siRNA ¢ozeltisi hazirlandi.

10 nmol DHARMACON siGENOME duplex TAF7’ ler iizerine 400 pul 1X siRNA
tamponu eklenerek 25 uM siRNA ¢ozeltisi hazirlandi.

75 nmol DHARMACON TAF7 Custom siRNA A4 iizerine 1500 pl 1X siRNA tamponu
eklenerek 50 uM siRNA ¢ozeltisi hazirlandi.

siRNA ¢ozeltileri alikatlanarak -80°C’ ye kaldirildi.

siRNA’ larin Ana Karisimlarinin Hazirlanmasi:

Son konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde TAF7-D siRNA, 250° ser nM olacak sekilde
siCONTROL siRNA’ lar, 50’ ser nM olacak sekilde siGENOME dupleks TAF7’ ler serumsuz ve
antibiyotiksiz ortama eklendi. Asagida son konsantrasyonu 100 nM olacak sekilde TAF7-D
siRNA ve 50’ ser nM olacak sekilde siGENOME dupleks TAF7 ana karisim ve son

konsantrasyonu 250 nM olacak sekilde siCONTROL ana karisim hazirlama 6rnekleri verilmistir.

TAF7 Ana Karistmu Hazirlanmasi Ornegi:

25ulx 1 uM =X x 50 uM

X =05l

0,5 ul 50 uM TAF7-D siRNA ¢ozeltisi ve
25ulx 0,5 uM =X x 25 uM

X =05l
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0,5 er pul 25 uM siGENOME duplex TAF7 cozeltileri kanistirihip, iizerine 22,9 ul
serumsuz ve antibiyotiksiz ortam eklenerek 2,5 pM siRNA konsantrasyonunda master mix

hazirlandi.

siCONTROL Ana Karisinn Hazirlanmasi Ornegi:

25ulx2,5uM =X x 25 uM

X =25pl

2,5 ul 25 uM siCONTROL siRNA cozeltilerinden 22,5 pl serumsuz ve antibiyotiksiz

ortama eklenerek 2,5uM siRNA konsantrasyonunda master siCONTROL mix hazirlandi.

Dharmafect Diliisyvonlarinin Hazirlanmasi:

1:2 Diliisyonu :

Esit hacimde Dharmafect ile serumsuz ortam karistirildi.
1:4 Diliisyonu:

Esit hacimde 1:2 diliisyon ile serumsuz ortam karistirilir.
1:8 Diliisyonu:

Esit hacimde 1:4 diliisyon ile serumsuz ortam karistirilir.

Transfeksivon Karisimi Hesaplari:

Tablo 1’ de anlatildig1 oranlarda transfeksiyon ortamlari hazirlandi. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Hacimleri 250 ser ul’ ye serumlu ve antibiyotiksiz ortam ile tamamlandi. Hiicre

kiiltiirlerindeki besi ortami cekilip iizerine eklendi (51).
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Tablo 2: Transfeksiyon ortamm hazirlamak icin gerekli hacimler

Serumsuz Ortam | Lipit siRNA ANA KARISIMI | Son Hacim
1 50 ul - - 50 pl
2 25 ul - 25 ul 50 pl
3 22,5ul 2,5ul  1:2 | 25 ul 50 ul
4 22,5ul 2,5ul  1:4 | 25 ul 50 ul
5 22,5ul 2,5 ul 1:8 | 25 ul 50 ul
9 25 ul - - 50 pl
11 | 22,5ul 2,5 pl 1:2 ] - 50 pl
12| 22,5ul 2,5 ul 1:4 ] - 50 pl
13 | 22,5ul 2,5 ul 1:8] - 50 pl

3.5.3.5siGLO RISC icermeyen siRNA Transfeksiyonu:

siGLO; floresan isaretli, RISC icermeyen siRNA’ lardir. Transfeksiyonun gerceklesip
gerceklesmediginin gorsel kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Transfeksiyon
yapilacak olan hiicreler bir giin 6nceden lamel iizerine ekilmistir. siGLO ve lipid transfeksiyonu
yapilmis ve normal (hi¢bir islem uygulanmamis) olan hiicreler transfeksiyon yapildiktan 24 saat

sonra, niikleuslart DAPI ile boyanip, floresan mikroskobunda incelenmislerdir.

Gerec:

e Alu gozlii plate

e Hiicre Kkiiltiirline uygun hale getirilip, sterilizasyonu yapilmis 22 x 22 mm.” lik
lameller.

e Steril penset

e Neubauer lam1 (Marienfeld — Ref 0610110, Lot 409104)

e HelLa hiicre hatt1

e Dharmafect Transfeksiyon Lipozomlar1 1 (Cat#T-2001-03)

® siGLO fliioresan isaretli RISC icermeyen siRNA
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® Otomatik pipet ve pipet ug¢lari

¢ Lamel yikama soliisyonu (194 ml %70. lik etanol + 6 ml HCI )

Yontem:

Hiicre Kiiltiiriine Uygun Lamel Hazirlanmasi:

22 x 22 lik ya da 24 x 24 liik 5 kutu lamel bir beher icerisine alinip iizerine yikama
soliisyonu eklenir.

Beherin agzi1 parafilmlenir. Bir gece bekletilir.

Ertesi giin 1-2 saat akan cesme suyu altinda bekletilir.

10 defa distile sudan gegirilir.

Son kez 18 ohm luk distile sudan gegirilir.

Molekiiler Biyolojik teknikler i¢in uygun (Merk) metanolden iki kez gegirilir.

Penset yardimiyla kurutma kagid1 {izerine tek tek alinir.

Kurutulur.

Bir petri kabi igerisinde, otoklavda 121 °C’ de 15 dak. sterilize edilir.

Hiicrelerin Lamel Uzerine Ekilmesi:

Steril penset yardimu ile alt1 gozlii plate’ in her bir goziine birer adet lamel alinir.

HelLa hiicreleri tripsinizasyon ile flask ylizeyinden kaldirilir. Bir miktar (500 — 1000 pul)
hiicre siispansiyonundan ornek alinir.

Tripan mavisi ve Neubauer lami ile canlilik testi ve hiicre sayimi yapilir.

Lameller tizerine 250’ ser bin hiicre diisecek hacimde hiicre ekimleri yapilir.

Bir gece 37 °C’ de %5 CO;’ li inkiibatérde inkiibe edilirler.
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siGLO Ana Karisinn Hazirlanmasi Ornegi:

SOpulx 1 uyM=Xx5uM
X =10ul
10 ul 5 uM siGLO siRNA c¢ozeltilerinden 40 pl serumsuz ve antibiyotiksiz ortama
eklenerek 1 uM siRNA konsantrasyonunda ana siGLO karisimi hazirlandi. Tablo 1” de anlatildig:
gibi hazirlanan %2 diliisyon lipid karisimi ile esit hacimde (50 ul) karistirtlip 30 dak. oda

sicakliginda inkiibe edildi.

Transfeksivon Ortami Hazirlanmasi :

Bu karistm 200 pl serumlu ortama eklendi. Transfeksiyon yapilacak olan lameller
tizerindeki besi ortami ¢ekilip atildi. Lameller iizerine 500’ er pl transfeksiyon karisimindan
eklendi. 37 °C’ de %5’ lik CO;’ 1i inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

DAPI ile Boyvama:

Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler fiske edilip, DAPI ile boyandilar.

¢ Beher bardaklarina PBS ve metanol eklendi.

¢ Lamel igne ucu ile kaldirip, penset yardimiyla PBS’ e daldirildi.

e 3 Dakika metanol igerisinde bekletildi.

e PBS icerisinde 5-10 dak. yikandi.

e 1/4000 oraninda diliie edilen DAPI (0,1 pg/ ml konsantrasyonda) lamelin iizerini
kaplayacak miktarda hiicrelerin {izerine eklendi. 1 dakika bekletildi.

e PBS ile yikandi.

e Lamel hiicrelerin bulundugu yiizey alta gelecek sekilde lam iizerine kapatildi.
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¢ Fliloresans mikroskobunda (Nikon Y- FL 074778) dapi (NP 16), rhodamin/texas red

(NDB8) ve FITC (ND4) filtreleri ile incelendiler.

3.6. HUCRE HATLARINDA siRNA ile BASKILANMIS TAF7 EKSPRESYONUNUN

BELIiRLENMESI:

siRNA ile transfeksiyon islemi ardindan TAF7 geninin ekspresyonun diizeyinin belirlenmesi

icin su islemler yapilmistir:

e TAF7 ye ozgiil siRNAlar ile transfekte edilen, sadece lipid ile transfekte edilen, Kontrol
siRNA’ lar ile transfekte edilen ve higbir islem uygulanmamis olan iigcer kuyudan olusan
hiicre kiiltiirii gruplar1 olusturulmustur.

e siRNA transfeksiyonundan 24 ve 48 saat sonra RNA izolasyonlar1 ve hiicre lizati

hazirlanmasi igslemleri yapilmistir.

3.6.1 Ekspresyonun RNA Diizeyinde Belirlenmesi:
TAF7 geninin mRNA ekspresyonunun belirlenmesi i¢in su islemler yapilmistir:
¢ Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu
e Reverse transkriptaz enzimi ile RNA’ dan cDNA eldesi

e Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA izolasyonu:

Gerecler:

1 Hiicre kiiltiira
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PBS

% 96’11k etanol

Standart masa iistii mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R).
Mikrosantrifiij tiipleri

“High pure” RNA izolasyon kiti (Roche - Cat. No. 11 828 665 001)

Kit icerigi:

e Liziz/Baglama Tamponu

e DNasel

¢ DNase inkiibasyon tamponu
® Yikama tamponu I

® Yikama tamponu II

¢ Eliisyon Tamponu

e Filtre tiipleri

® Toplama Tiipleri

Yontem:

Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:

DNase I 0,55 ml eliisyon tamponu igerisinde ¢oziildii. Alikatlanarak -20 °C’ye kaldirildi.

Yikama tamponu I’ e 20 ml. % 96’11k etanol eklendi.

Yikama tamponu II’ ye 40 ml. % 96’11k etanol eklendi.
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Kiiltiir Hiicrelerinden Total RNA’min izolasyonu:

Yiizeye tutunarak iireyen hiicreler tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirildi. Besi ortami
igcerisinde homojenize edildi.

Hiicreler 1100 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildiiler.

200 ul PBS icerisinde siispanse edildiler.

Uzerine 400 pl liziz/baglama tamponu eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

Filtre tiipii toplama tiipii icerisine yerlestirilip tizerine tiim hiicre siispansiyonu eklendi.
8000 g.’de 15 sn. santrifiijlendi. Toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiildii.

Bir ependorfta 90 ul Dnase I inkiibasyon tamponu ve 10 pl Dnase I eklendi ve karistirildi.
Karigim fitre tiipiiniin tizerine aktarildi.

Oda sicakliginda 15 dak. inkiibe edildi.

500 pl Yikama tamponu I eklendi.

15 sn 8000 g.’de santrifiij edildi. Tiipte biriken s1v1 dokiildii.

500 pl Yikama tamponu II eklendi.

15 sn 8000 g.’de santrifiij edildi. Tiipte biriken s1v1 dokiildii.

200 pl Yikama tamponu II eklendi.

2 dak. En yiiksek hizda santrifiij edildi.

Filtre tiipii toplama tiipiinden cikarilip temiz bir 1,5 ml.’lik mikrosantrifiij tiipe aktarildi.
Filtre tiipii iizerine 50 -100 pl eliisyon tamponu eklendi.

1 dak. 8000 g.’de santrifiij edilerek RNA elde edildi.

[zole edilen RNA — 80 °C’de saklandi.
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RNA Miktar: Tayini

Izole edilen RNA’larin belli oranda dilusyonlar1 yapilip, spektrofotometre (Pharmacia
Biotech, Ultraspec 2000) ile 260 ve 280 nm de absorbanslar1 6l¢iildii.

Aseo x diliisyon faktorii x 40 pg/ml formiilii ile RNA konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Aseo / Azgporaninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmast RNA’nin saf oldugunun gostergesidir.

Aseo / Aggporant hesaplanarak RNA’larin saflik dereceleri belirlendi.

3.6.1.2.cDNA Eldesi
Gerecler:
1 Total RNA
2 “RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptaz” enzimi (#£P0441)
3 5X RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptaz tamponu (#EP0441)
4 Sekans spesifik primer
Yontem:

1 cDNA sentezi reaksiyon igerigi Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3: cDNA sentezi reaksiyon icerigi

. Eklenen

Kimyasal Marka Konsantrasyon Miktar
Distile Su 10 ul

I. Karisim Sekans Spesifik Primer Metabion 10 pmol/ul 1 ul
Total RNA Sul
Distile Su 6.5 ul
dNTP Larova 2.5 mM 1 ul

I1. Karisim
5 X Reaksiyon Tamponu Fermantas 5X 6 ul
Reverse Fermantas 200 u/ul 1 ul

Transkriptaz Enzimi

2 Tablo 2’de anlatildig1 gibi hazirlanan 1. Karisim 37 °C’de 5 dakika ve ardindan buzda 2

dakika bekletildi.

3 Tablo 2°de anlatildig1 gibi hazirlanan 2. karisim 1. karisim ile karistirilip

o 42°C’de 60 dak.

o 70 °C’de 10 dak.

PCR cihazinda bekletilerek cDNA sentezi gerceklestirildi.

3.6.1.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Gercek zamanli PCR Light Cycler ® 2.0 (Roche Diagnostics) cihazi ve Light Cycler Fast
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Start DNA Master SYBR Gren 1 (Roche Diagnostics) kiti kullanilarak gerceklestirildi. TAF7
geninin Vector NTI programindan yararlanilarak ekspresyon kontrol primerleri tasarlanmistir. 3
Actin geni i¢ kontrol ve rolatif kantitasyon i¢in kullanilmistir. Arastirmada kullanilan B Actin
primerleri boliimiimiiz 6gretim iiyelerinden Yrd. Do¢. Dr Ogiin Sercan tarafindan saglanmustir.

Kalip kontrol olarak da H,O kullanilmastir.

Tablo 4: TAF7 ekspresyon kontrolii i¢in kullanilan PCR primerleri

S’ Primer CCG CTC GAG AGT AAA AGC AAA GAT GAT GCT CCT CAC

3’ Primer CCA TAA CAC AGG GCACT

Tablo S: 3 Actin ekspresyon kontrolii i¢in kullanilan PCR primerleri

S’ Primer CCT TCC TGG GCA TGG GCA TGG AGT CCT G

3’ Primer GGA GCA ATG ATC TTG ATC TTC

Erime egrileri 40. dongiide 95 °C’ de 0 sn ve 65 °C’ de 15 sn sonrasinda 0,1 °C/sn hizla
95 °C’ ye cikarken kaydedilen siirekli floresan ol¢iimii, Light Cycler Software 4.0.0.23 (Roche
Diagnostics) tarafindan yapilmistir. Cam kapiller ler igerisindeki ornekler %2’ lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriirtiilerek biiylikliik ve 6zgiil olmayan amplifikasyonlar acisindan kontrol
edilmististir.

PCR i¢in reaksiyon icerigi Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6: Gercek zamanh PCR i¢in reaksiyon icerigi

Kimyasal Marka/isim Konsantrasyon Eklenen miktar
SYBR Green reaksiyon

karigimi Roche 10 X 2 ul

5’ Primer Gfp 1 10 nM 1 ul

3’ Primer Taf 7R 10 nM 1 ul

MgCl, Roche 25 mM 1 ul

Kalip cDNA 4 ul

Distile su 11,5 ul

3.6.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Cam kapillerlerdeki PCR f{iriinleri yiikleme boyasi ile 1 pg/ul konsantrasyonda

etidyom bromir iceren %1°lik (w/v) agoroz jelde, RunOne™ System (Versn 021704) DNA

elektroforezinde, 10 V/cm potansiyel fark ile yiiriitiildii. Elektroforez sonuglari EagleSight

Software (Straragene) ve Bio Imaging Systems (Synegene) kullanilarak goriintiilendi.

3.6.2. Hiicre Hatlarinda TAF7 Ekspresyonunun Protein Diizeyinde Belirlenmesi:

Hiicre hatlarinda Taf7 geninin ekspresyonunun protein diizeyinde belirlenmesi icin

western blot teknigi kullanilmistir. Yapilan islemler, asagida maddeler halinde verilmistir.

e TAF7 geninine spesifik siRNA’ lar ile transfekte edilen hiicrelerden hiicre lizati

hazirlanmustir.

e Protein konsantrasyonlar1 Pierce’ m BCA Protei Assay’ i (Uriin kodu 232279)
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kullanilarak olctilmiistiir.

Mini-PROTEAN® 3 Cell (Katalog Numarasi: 165-3301) cihazi kulanilarak SDS page
elektroforezleri yapilmstir.

“Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog numarasi:
170-3940) cihazi kullanilarak yar1 kuru yontem ile sds page jelinden PVDF membrana
transfer yapilimigtir.

TAF7 antikoru ile blotlama islemi gergeklestirilmistir.

“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” (Pierce — Katolog no 34080) kiti
ile deteksiyon yapilmistir.

“Restore™ Western Blot Stripping Tampon” (Pierce — Katolog no 21059) ile membrana
baglanan antikolarin uzaklastirilmasi islemi yapilmstir.

Esit yiikleme yapildiginin kontrol edilmesi amaciyla TBP antikoru ile blotlama islemi
gerceklestirilmistir.

“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” (Pierce — Katolog no 34080) kiti

ile deteksiyon yapilmistir.

3.6.2.1. Hiicre Lizat1 Hazirlanmasi:

Gerecler:

Lizis Tamponu (Igerigi i¢in bkz. Ek1)
o 1 M Hepes (pH: 7,6) ¢ozeltisi,
o 2M. K(l,
o IM. MgCl,

o 500 uM EDTA
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o Gliserol
o %20 NP40 soliisyonu
o PMSF
o IM.DTT
o Proteaz inhibitor kokteyli
Insiilin siringasi
PBS
Hiicre kaziyici
Mikrosantrifiij tiipleri

Sogutmali mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge 5417 R)

Yontem:

Yiizeye bagimli hiicreler tripsinizasyon ya da hiicre kaziyicisi kullanilarak kaldirilir.
Bir kez PBS (phosphate tamponed saline) ile yikanirlar.

400 g’ de, 4 °C’ de 5 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.

Ust faz dikkatlice cekilir.

Pellet iizerine ii¢ kati hacminde lizis tamponu eklenir.

10 Dakika buz iizerinde inkiibe edilir.

Bir insiilin siringasiin ucu ile ii¢ kez ¢ekilip birakilarak genomik DNA kirilir.
10 dakika daha buz iizerinde inkiibe edilir.

20 dakika en yiiksek hizda (20000 g) 4 °C’ de santrifiijlenir.

Ust faz 6nceden buzda sogutulmus temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

Lizat kullanilana kadar - 80 °C’ ye kaldirilir.
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3.6.2.2. Protein Konsantrasyonu Olciilmesi:

“BCA™ Protein Assay” bicinchonic asit (BCA) temelli, kolorimetrik olarak total protein

+25 +15

konsantrasyonu ol¢iilmesi i¢in formiile edilmis bir testtir. Bu yontem Cu™” nin Cu”’ e alkali
ortamdaki protein ile indirgenmesi (biuret reaksiyonu) esasina dayanmaktadir. BCA’ nin iki
molekiilii ile bir bakir iyonunun (Cu*") selat olusturmasi ile mor renkli iiriin aciga ¢ikar. Bu suda
cOziinebilir kompleks 562 nm.” de giiclii bir absorbans verir. Konsantrasyonu bilinen standartlarin
562 nm.” de verdigi absorbanslardan yararlanilarak standart grafigi cizilir. Bdylece
konsantrasyonu bilinmeyen Orneklerin verdigi absorbanslarin standart grafikten karsiligi

okunarak, protein konsantrasyonlar1 belilenebilir.

Gerecler:

Protein konsantrasyonlar1 Pierce’ in BCA Protei Assay’ i (Uriin kodu 232279)

kullanilarak olctilmiistiir.

Yontem:

e 50 kat hacimde A soliisyonu, 1 kat hacimde B soliisyonu karistirilarak reaksiyon karisimi
hazirlandi.

e 96 well plate’in her bir goziine 200’er ul reaksiyon karisimi eklendi.

e 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 ve 125’er ug/ml konsantrasyo7nlarinda standartlardan ve
protein konsantrasyonu belirlenmesi amaclanan lizatlardan 25 ya da 10’ ar pl reaksiyon
karisimlart iizerine eklendi.

e 30 dakika 37°C’ de inkiibe edildi.

e (da sicakligina gelmesi i¢in beklendi.

¢ Plate okuyucuda 562 nm’ de absorbanslar dl¢iildii.
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e Konsantrasyonlar: bilinen standartlarin absorbanslarindan yararlanilarak standart grafigi
cizildi.
e Standart grafiginden yararlanilarak Orneklerin absorbanslarina karsilik  gelen

konsantrasyonlar: belirlendi.

3.6.2.3. SDS PAGE Elektroforezi:

Western blotta ilk asama protein makro molekiillerinin SDS PAGE jel elektroforezi ile
molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasidir. Elektroforezde iki farkli jel kullanilir. Bunlar
ayristirict jel ve digeri ise yiikleme jelidir. Tk dokiilen jel ayristirict jeldir. Proteinlerin molekiil
biiytikliiklerine gore ayristirildig: jeldir. Yiikleme jeli, ayristirict jel tizerine dokiiliir. Tarak bu jel
tizerine yerlestirilir. Hiicre lizati1 denatiire edildikten yiikleme jeline yiiklenir. Sonra ayristirici jele
girer.

Gerecler:
¢ Mini-PROTEAN® 3 Cell (Katalog Numarasi: 165-3301) cihaz1
e @Gii¢ kaynagi
* %10’ luk Ayristirici (resolving) jel ve baca (stacking) jeli (icerigi i¢in bkz ek)
¢ Yiiriitme Tamponu (Icerigi icin Ek 1’e bakiniz)
e 4X yada2X yiikleme tamponu (igerigi i¢in eke bakiniz)
e 50 ml.’ lik ve 15 ml.” lik tiipler.

e Protein marker (Invitrogen — SeeBlue® Pre-Stained Standard - Catalog no. LC5625)

Yontem:

* %10’ luk Ayristirict jel ve yiikleme jel dokiildii.
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e Tarak yerlestirildi.
Not: Ayrnistiric1 jel dokiildiikten sonra iizerine %0,1’lik SDS c¢ozeltisi eklenir. Polimerlesene
kadar beklenir.
e Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak ¢ikarildi. Kuyular %0,1’lik SDS ¢ozeltisi ile
yikandi.
¢ Her bir kuyuya ayn1 miktarda (20 — 40 pg) hiicre lizat1 eklendi. Mikro santrifiij tiiplerine
20 — 40 ug protein icerecek hacimde lizat alindi. Uzerine lizatin 1/3° ii hacminde 4X RG
(icerigi i¢cin Ekl1’e bakimiz) ya da ayni1 hacimde 2X RG (igerigi icin Ekl’e bakiniz)
yiikleme tamponu eklendi. Mikro santrifiij tiipleri 1s1 blogu tizerinde 95 -100 °C’ de 5 —
10 dak. inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi.
¢ [s1 blogundan alinan ependorflar buzda 5 dakika inkiibe edildi.
e Lizatlar ve protein marker’ 1 poliakrilamit jele yiiklendi.
e 70 -110 V.” da marker tamamen acilana kadar Mini-PROTEAN® 3 Cell (Katalog
Numarasi: 165-3301) cihazinda yiiriitiildii.
e Yiikleme jeli kesilip atildi.
¢ Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog numarasi:

170-3940) cihazinda nitroseliiloz membrana transferi yapildi.

3.6.2.4. Membrana “Yar1 Kuru” Yéntem ile Transfer:
Gerecler:
e “Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog numarasi:

170-3940) cihaz1
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Nitroseliiloz membran (Applichem — Pure Nitrocellulose Unsupported 0,45 pm transfer
membrane - A5239, 3020R)
¢ Towbin transfer tamponu (igerigi i¢in bkz. Ek 1)

Yontem:

Jel biiyiikliigiinde nitroseliiloz membran kesildi.

Towbin Transfer tamponu ile membran, blot kagitlar1 ve jel 1slatildi.

“Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Biorad - Katalog numarasi:
170-3940) cihazina asagida belirtilen sirada kagit, membran ve jel yerlestirildi:

o En alta ekstra kalin blot kagidi

o Uzerine poliakrilamit jel

o Uzerine membran

o En iiste ekstra kalin blot kagidi

e 15V’ da40 - 50 dakika transfer islemi yapildi.

3.6.2.5. Western Blot:

Gerecler:

TBST (Tris buffered saline — %0,05 Tween 20)

e Transferi yapilmis membran

e Siit tozu

¢ Primer antikor: Anti TAF7 (Dinah Singer laboratuari, Deneysel 1mmiin010ji Dal1, NCI,
NIH’da iiretilmis poliklonal tavsan antikorudur. Dinah Singer tarafindan saglanmistir) /
Anti TBP (Santa Cruz) — poliklonal fare antikoru: Membran iizerindeki proteinlere ilk

baglanan antikordur.
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Sekonder antikor: (Anti tavsan keci) Kecide tavsan antikorlarina karst iiretilmis
antikordur. Sekonder antikorlara HRP (horseradish peroxidase) baglanmistir. Primer
antikora o6zgiil olduklar1 i¢in membranda primer antikorun bagli oldugu bolgelere
baglanirlar. ECL kiti ile HRP reaksiyona girerek liiminesans olusturur. Olusan
liiminesans, fotograf filmi ya da CCD kamera ile goriintiilenerek ilgilenilen protein

bantlar1 belirlenebilmektedir.

Yontem:
% 5 Siit tozu iceren TBST icerisinde 4 °C’ de 1 saat membran blotlandi.
4 °C’ de % 5 Siit tozu, 1/1000 oraninda primer antikor iceren TBST icerisinde bir gece
boyunca membranin blotlanmasina devam edildi.
Membran iki kez TBST ile bir kez de TBS ile yikand.
4 °C’ de %1 oraninda siit tozu ve 1/2500 oraninda sekonder antikor iceren TBST
icerisinde iki saat inkiibe edildi.

Membran iki kez TBST ile bir kez de TBS ile yikandi.

3.6.2.6. Deteksiyon:
Gerecler:
“SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” (Pierce — Katolog no 34080) kiti.
“Exposure Cassette” (Kodak, Biomax - Katolog no:115193)
Poset dosya
Film (Kodak, Biomax Light Film - Katalog no:8761520 ve Kodak Medical X — ray Film

Katalog no: 8143059)
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Yontem:

e “SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate” kitinin peroksit ve enhancer
soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirildi.

¢ Membran 5 dakika boyunca bu karisim igerisinde inkiibe edildi.

¢ Bir poset dosya icerisine alinip kaset icerisine yerlestirildi.

e Kaset icerisine karanlik odada film yerlestirildi.

e 10 saniye — 30 dakika’ ya kadar olan farkli zaman araliklarinda film kaset icerisinde

tutulup, goriintii elde edildi.

3.6.2.7 Membranin “Strip” Edilmesi:

Bir defa western blot yapilan membranin ikinci kez baska bir antikorla blotlanmasi
miimkiindiir. Bunun i¢in membranin “strip” edilerek bagli durumdaki antikorlarin
uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu projede RNA interferans teknigi ile TAF7 geninin
ekspresyonunun baskilandigi protein diizeyinde gosterildikten sonra, proteinlerin esit miktarda
yiiklendigini kanitlamak amaciyla membran “strip” edilerek membran iizerindeki proteinlere

baglanan antikorlar uzaklastirilmis ve tekrar TBP primer antikoru ile western blot yapilmustir.

Gerecler:
e “Restore™ Western Blot Stripping Tampon” (Pierce — Katolog no 21059).
e 50 ml.’ lik falkon tiip

e Hibridizasyon firini
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Yontem:

e Onceden 37 °C’ ye ayarlanmis hibridizasyon firminda 25 dakika boyunca stripping
tampon ile birlikte membran bir 50 ml.” Lik falkon tiip icerisinde dondiiriilerek inkiibe
edildi.

e Membran ii¢ kez TBST ile bir kez de TBS ile yikandi.

® %S5 oraninda siittozu iceren TBST icerisinde blotlamaya alindu.

3.7. HUCRE HATLARINDA TAF7 GENININ SESSiZLENDIRILMESININ APOPTOTIiK
ETKISININ INCELENMESI:

HelLa, Kelly ve Namalwa hiicrelerinde Etoposit, MGBG (methylglyoxal bis -
guanylhydrazone) ve radyasyon uygulanmasi sonrasinda apoptoz diizeylerini 6l¢mek icin kaspaz
3 ve 7’ yi hedef alan Promega’ nin G8092 katalog numarali Caspase Glo 3/7 Assay ve Sigma’ nin
kaspaz 3’ii hedef alan CASP-3-F katalog numarali “Fluorometric Caspase 3 Assay Kit”’ i
kullanildi.

HeLa Kelly ve Namalwa hiicrelerinde optimum kosullarin belirlenmesi i¢in farkli doz ve
siirelerde etoposit, MGBG (methylglyoxal bis — guanylhydrazone) ve radyasyon uygulamasi

deneyleri yapilmistir. Denenen doz ve siireler tablo 7° de verilmistir
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Tablo 7: Apoptoz optimizasyonu kosullari

KOSULLAR RADYASYON ETOPOSIT MGBG
DOZLAR 5Gy 10Gy 20Gy 30Gy [10uM 25 50 160 320 500
uM  uM uM uM uM
SURELER OH. 3H. 6 H 12H. | OH. 3H. 6H | 12H.
24 H. 48 H. 24H. 48H.

Tabloda verilen kosullarda kaspaz aktivasyonunu olcen Kkitlerle yapilan deneyler

sonucunda arastirmada kullanilacak olan doz ve siireler belirlenmistir.

3.7.1. CASPASE GLO 3/7 ASSAY ile Apoptotik Davrams Olciimii:

Kit tetrapeptit sekans DEVD’ 1 iceren luminogenik kaspaz 3/7 substratini barindirir.

Substrat hiicre kiiltiirii ortamina eklendiginde, hiicre lizisine yol acar ve kaspaz 3/7 ile etkilesime

girdikten sonra ortaya luminogenik iiriin olan Z-DEVD cikar. Bu iriinden kaynaklanan

liiminesans Ol¢iilerek apoptotik davranis belirlenebilmektedir.

Gerecler:

e (aspase Glo 3/7 Assay (Katalog numarasi: Promega- G8092) kiti

e Apoptotik uyariya maruz birakilmis ve birakilmamais hiicre kiiltiirii

Yontem:

e (aspase Glo 3/7 Assay substrati ile Caspase Glo 3/7 Assay tampon ¢ozeltisi karistirilir.
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® Apoptotik uyartya maruz birakilmis hiicre kiiltiirii tizerine esit hacimde eklenir.

e 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir.

¢ Liiminometrede 6l¢iim yapilir.

3.7.2 CASPASE GLO 8 ve 9 Assay ile Apoptotik Davrams Olciimii:

Caspase Glo 8 ve 9’ un calisma prensibi Caspase Glo 3/7 ile aymidir. Caspase 8 fas

ligand1, Caspase 9 ise mitokondriyel yolakli apoptotik davranisin belirlenmesinde kullanilir.

Projemizde MGBG ve etopositin mitokondriyel mi yoksa fas ligandi iizerinden mi etki ettigini

arastirmak amaciyla Caspase 8 ve 9 kiti kullanilmistir. Olusturulan deney gruplar1 tablo 8’ de

verilmistir.

Tablo 8. Caspase 8 ve 9 deneyi gruplari

CASPASE GLO 8 UYGULANAN

CASPASE GLO 9 UYGULANAN

0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM | Negatif 500 uM | 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM | Negatif 500 uM | 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM | Negatif 500 uM | 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM | Negatif 500 uM | 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM | Negatif 500 uM | 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan
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3.7.3 Fluorometric Caspase 3 Assay Kit ile Apoptotik Davrams Olciimii:

Kaspaz 3 Florometrik assay peptit substrat aacetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-
methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC)’ nin kaspaz 3 ile hidrolizine dayanir. Hidroliz sonucunda

florescent 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) salinir.

Ac-DEVD-AMC — Ac-DEVD + AMC
AMC’ nin eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 360 ve 460 nm.” dir. Salinan AMC
konsantrasyonu ve dolayisiyla kaspaz 3 miktari, konsantrasyonlart1 bilinen AMC

soliisyonlarindan elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak belirlenebilmektedir.

Gerecler:

¢ 5X Lizis tamponu (Uriin kodu L 2912): Cift distile su ile 1X halinde diliie edilir. - 20 °C’
de saklanir.

¢ 10X Reaksiyon Tamponu (Uriin kodu A 0219): Cift distile su ile 1X halinde diliie edilir.
- 20 °C’ de saklanir.

e Kaspaz 3 (Uriin kodu C 5974): 50 ul ¢ift distile su ile Sug liyofilize toz sulandirilarak
100 pg/ul konsantrasyonda soliisyonu hazirlanir. Alikatlanip, -80 °C’ de saklanir.

e Ac-DEVD-AMC Substrati (Uriin kodu A 1086): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-
methylcoumarin. 2,5 mg Icerik 370 ul DMSO (Dimetil siilfoksit) icerisinde ¢oziilerek

10mM’ lik soliisyon hazirlanir. - 20 °C’ de saklanir.
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Ac-DEVD-CHO (inhibitérii (Uriin kodu A 0835): Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al. 0,5mg
icerik 500 ul DMSO igerisinde ¢oziilerek 20 mM.’ lik soliisyon hazirlanir. - 20 °C’ de
saklanir. Kullanilmadan 6nce 1X “assay tampon” ile 100 kat, 200 uM.’ a diliie edilir.
7-Amino-4-methylcoumarin Standard (Uriin kodu A 9891): 1 mg icerik 570 pl
DMSO’ da ¢oziiliir. Kalibrasyon egrisinde standart olarak kullanilir. - 20 °C’ de saklanir.
AMC Kkalibrasyon egrisi hazirlamak icin 1X assay tampon ile 1000 kat diliie edilerek,
konsantrasyonu 10 uM’ a getirilir.

96 well plate (CELLSTAR, Flat bottom No:655180)

Apoptotik ajan ile indiiklenen hiicreler.

Plate okuyucu (BioTek Synergy HT)

Yontem:

AMC Kalibrasyon Grafigi Hazirlanmasi:

96 well plate microassay metodu icin tablo 9 daki standart soliisyonlar hazirlanir:

Tablo 9: AMC (7-Amino-4-Methylcoumarin) kalibrasyon grafigi hazirlanmasi

AMC Standard | 200 pl Hacim icerisindeki | 10 uM AMC | 1X Assay Tampon
AMC miktar1 (nm) Soliisyonu miktari Miktari
6 uM 1,2 nmol 180 pl 120 pl
4 uM 0,8 nmol 120 pl 180 pl
2 uM 0,4 nmol 60 ul 240 ul
1 uM 0,2 nmol 30 ul 270 pl
500 nM 0,1 nmol 15 ul 285 ul
100 nM 0,02 nmol 3 ul 297 ul

Her soliisyondan 200’ er ul 96 well plate gozlerine eklenir.

Referans i¢in bir goze 200 pl 1X assay tampon eklenir.
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Fliioremetrenin eksitasyonu 360 nm, emisyonu 460 nm’ ye ayarlanir.
Soliisyonlarin fliioresans degerleri olciiliir.

Fliioresans yogunluguna karst AMC konsantrasyonu grafigi ¢izilir.

Hiicre lizat1 Hazirlanmasi:

Apoptoz indiiklenen hiicreler inkiibasyon siiresi sonunda tripsinizasyon ya da PBS
(phosphate tamponed saline) igerisinde hiicre kaziyicist ile kaziyarak kaldirilir.

600g’ de 5 dak. + 4 °C’ de santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.

Bir kez PBS ile yikanir.

250000 hiicre basina 40 ul 1 X lizis tampon eklenir. Vorteksle siispanse edilir.

Buzda 15 — 20 dak. Inkiibe edilir.

Lizis edilen hiicreler 14000 g’ de 10 -15 dak. 4 °C’ de santrifiijlenir.

Siipernatantlar yeni tiiplere aktarilir.

Lizatlar hemen analiz edilir ya da alikatlanarak — 80 °C’ de saklanir.

96 Well Plate Microassay Metodu ile Apoptotik davranisin Belirlenmesi:

Her 3 ml 1X Assay Tampon basma 5 pl 10 mM Ac-DEVD-AMC eklenerek reaksiyon
karisimi hazirlanir. 96 Gozlii plate’ lerin her goziine 200’ er ul reaksiyon karisimi eklenir.

Tablo 10’ da anlatildig1 gibi 96 gozlii plate hazirlanir.
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Tablo 10: 96 gozlii plate metodu ile apoptotik davranisin belirlenmesi

Kaspaz 3
1X Kaspaz 3 Hiicre Inhibitorii Reaksiyon
Assay (0,5 pg/ul) Lizati Ac- DEVD- Karisim

Tampon CHO
Blank Sul _ _ _ 200 pl
Kaspaz 3 pozitif _ _ _
kontrol Sul 200 pl
Kaspaz 3 pozitif _ _
kontrol + Sul 2ul 200 pl
Inhibitor
Apoptoz _ _ _
Indiiklenmeyen 5ul 200 ul
hiicre lizati
Apoptoz _ _
Indiiklenmeyen
hiicre lizati 2ul
+ Inhibitor 5 ul 200 ul
Apoptoz _ _ _
Indiiklenen hiicre
lizat1 Sl 200 pl
Apoptoz _ _
Indiiklenen hiicre 2 ul
lizat1 + Inhibitor 5 ul 200 ul

e Plate’ in kapag: kapatilip karanlikta oda sicakliginda 1 — 1,5 saat inkiibe edilir.
e Eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm’ de plate fliioremetre’ de okutulur.

e Kalibrasyon grafigine gore AMC konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.8.IMMUN PRESIPITASYON
Immiin presipitasyon bir protein ile iliskili olan diger proteinlerin belirlenmesi igin
kullanilan bir yontemdir. Sefadoz boncuklarina antikor — antijen kompleksinin baglanabilmesi

ozelliginden yararlanilmaktadir. Bu yontemle antikora 6zgiil olan antijen ve ona baglh olan diger
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proteinler secgici  olarak  kazanmilabilmekte ve  western

belirlenebilmektedir.

Gerecler:

Protein A boncuklari

Lizis tamponu (icerigi icin eke bakiniz)
Mikrosantrifiij tiipleri

Sogutmali santrifiij

+4 °C’ 1i soguk oda.

Mini protean 3 Cell SDS Page jel elektroforez tanki
Giic kaynagi

Nitroseliiloz membran

Protein markeri

Semi dry transfer cihazi

Siit tozu

TBST (icerigi icin eke bakiniz)

TBS (icerigi i¢in eke bakiniz)

Towbin transfer tamponu (icerigi icin eke bakiniz)
Otomatik pipet ve pipet uclari

Hiicre lizat1

TAF7, CIITA, BIM ve LIS 1 primer antikoru

Yontem:

Bir mikrosantrifiij tiipiine 150 pl protein A boncugu eklenir.

blot

teknigi

kullanilarak
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e Dort kez lizis tamponu ile yikanir.

e Uzerine 100 pl lizis tamponu icerisinde 1/100 — 1/20 diliisyon oraninda immiin
presipitasyon antikoru eklenir.

¢ +4°C’ de donmeye birakilir.

e 2-3 saat sonra protein boncuklar spinlenerek ¢oktiiriiliir.

e Ust faz atilir.

¢ Boncuklar iizerine 100 pl lizat eklenip gece boyunca +4 °C’ de donmeye birakilir.

e Ertesi giin protein boncuklar sogutmali santrifiijde spinlenerek ¢oktiiriiliir.

e Bir kez 1 ml lizis tamponu ile yikanir.

e Boncuklar iizerine 4X yiikleme tamponundan 1/3 hacimde yani 150 pl boncuk icin 50 ul
olacak sekilde eklenir.

e 95-100°C’ de 5 — 10 dakika inkiibe edilerek proteinler boncuklardan ayrilir.

e Sogutmali santrifiijde spinlenerek boncuklar ¢oktiiriiliir.

o Ust faz SDS page jeline yiiklenerek western blot protokolii uygulanr.

3.9. TUBULIN DENEYI:
Bu calismada TAF7 ekspresyonu pEGFP TAF7 ile arttirilan, siRNA ile azaltilan ve
kontrol grubu Kelly hiicrelerinde mikrotiibiil yapisinda yer alan alfa tiibiiliiniin floresan

boyanmast amaclanmistir. Tablo 11° de verilen deney gruplart olusturulmustur.
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Tablo 11 Tubulin boyama deney gruplari:

Normal Kelly

1 Mikromolar taxol eklenen Kelly
pEGFP TAF7 transfekte Kelly

Sadece Fugene uygulanan Kelly

TAF7 siRNA uygulanan Kelly

Negatif kontrol siRNA uygulanan Kelly
TAF7 siRNA ve taxol uygulanan Kelly
Dharmafect uygulanan kelly

Kolg¢isin uygulanan Kelly

Gerecler:

Alfa tubuline 6zgiil farede iiretilmis primer antikor

e Tavsanda iiretilmis, FITC eklenmis anti fare sekonder antikoru

e Fotal dana serumu

e PBS

e DAPI (0,1 pg/ml)

e [Lam

e Steril lamel

e Kaplama ortami (Dako Cytomation REF — S3023, LOT- 095072)

¢ Floresan mikroskobu (Nikon — Y-FL 074778)

Yontem:

120 ser bin adet Kelly hiicresi dokuz adet steril lamel {izerine ekilmistir.

e Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in bir gece inkiibasyonda birakilmislardir.

e TAF7 siRNA ve pEGFP TAF7 transfeksiyonlar yapilmistir.

¢ SiRNA transfeksionundan 24 saaat sonra 1 uM taxol ve 0,18 pg/ml kolcisin Tablo 11’ de

anlatilan gruplara eklenmistir.
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Kimyasal eklenmesinden 24 saat sonra hiicreler zerindeki ortam ¢ekilip floresan boyama

islemine baslanmustir.

Immiin Floresan Boyama:

Besi ortami ¢ekilen kuyulardaki lameller metanol ile bir kez yikanmustir.

Lamellerin iizerine saf metanol eklenip 3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Metanol ¢ekilip PBS ile 5 -10 dakika calkalayarak yikanmistir.

Hiicreler 30 dakika boyunca oda sicakliginda, ¢alkalanarak, %10 FBS iceren PBS ile
blotlanmustir.

Kuyular 10 dakika boyunca, PBS ile yikanmustir.

Primer antikor % 1,5 oraninda FBS iceren PBS iceriside 1/200 oraninda diliie edilmistir.
Bu karisimdan lameller iizerine 100’ er ul eklenip bir saat 1slak havlu iceren kutuda oda
sicakliginda kapagi kapatilarak 60 dakika inkiibe edilmistir.

Kuyular 30 dakika boyunca, 10 dakikada bir degistirilerek PBS ile yikanmistir.

FITC Florokrom isaretli sekonder antikor % 1,5 oraninda FBS iceren PBS iceriside
1/1000 oraninda diliie edilmistir.

Bu karisimdan lameller iizerine 100’ er ul eklenip bir saat 1slak havlu iceren kutuda oda
sicakliginda kapagi kapatilarak 30 dakika inkiibe edilmistir.

Kuyular 30 dakika boyunca, 10 dakikada bir degistirilerek PBS ile yikanmistir.

0,1 pg/ul oraninda DAPI PBS icerisinde diliie edilmistir.

Bu karisimdan lamelleri iceren kuyulara 1’ er ml eklenmistir. 45 saniye inkiibe edilip
kuyular PBS ile 5 — 10 dakika yikanmistir.

Kuyulardan lameller bir steril enjektor ucu ile kaldirilip kurumaya birakilmistir.
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e Kuruduktan sonra lameller lizerine 1’ er damla kaplama ortami eklenip lamlar iizerine
kapatilmislardir.

¢ Floresan mikroskobunda dapi (NP 16), rhodamin/texas red (ND8) ve FITC (ND4)
filtreleri ile incelenmislerdir. Dapi filtresi ile niikleuslar mavi olarak, rhodamin/texas red
filtresi ile alfa tubulin proteinleri kirmiz1 ve FITC filtresi ile GFP sinyalleri yesil olarak

goriintiilenmistir.

4.BULGULAR

4.1 APOPTOTIK AJANLARIN OPTiMUM DOZ VE SURELERI:

4.1.1.ETOPOSIT OPTIMIZASYONU:

24 gozli plate’lere sayim yapilarak her bir gbzde 250000 hiicre olacak sekilde HelLa,
Namalwa ve Kelly hiicreleri ekildi. 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda etoposit eklendi.
Kaspaz olctimleri 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapildi. Ozetle her bir etoposit
konsantrasyonu i¢in yedi farkli zaman diliminde kaspaz aktivitesi Olciildii. Elde edilen veriler
1s18inda HelLa, Namalwa ve Kelly hiicre hatlarinda, 50 mikromolar etoposit konsantrasyonunda
24 saat inkiibasyon siiresinin en uygun kosullar olduguna karar verildi. Elde edilen veriler

asagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 12. Kelly hiicrelerinde etoposit doz ve siiresi optimizasyonu A) 25 ve S0uM
konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapilan
kaspaz 3 ol¢ciim sonuclar1 (NK. Normal kontrol). B) S50uM konsantrasyonda etoposit

eklendikten sonra 0, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan kaspaz 3 o6lciim sonuclar: (NK, Normal

kontrol).
A)
KELLY HUCRELERINDE ETOPOSIT OPTiMiZASYONU
120 -
@2 100
=
e
; 80
=
|9 60 -
o
4
< 40 T
=
< 20
4
0 4
0. SAAT 1.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 12. SAAT 24. SAAT 48. SAAT
0O NK m 25 Mikromolar etoposit B 50 Mikromolar etoposit
B)

KELLY HUCRELERINDE ETOPOSIT
OPTiMiZASYONU

500

n

o

o
!

KATLI APOPTOTIK

0. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

o

50 Mkromolar etoposit B NK
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Tablo 13. Namalwa hiicrelerinde etoposit doz ve siiresi optimizasyonu A) 10, 25, 50 ve 100
uM konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapilan
kaspaz 3 ol¢ciim sonuclar1 (NK. Normal kontrol). B) S50uM konsantrasyonda etoposit

eklendikten sonra 0, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan kaspaz 3 6l¢iim sonuglar: (NK, Normal

kontrol).
A)
NAMALWA HUCRELRINDE ETOPOSIT OPTIMiZASYONU
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Tablo 14. HeLa hiicrelerinde etoposit doz ve siiresi optimizasyonu A) 10, 25, 50 ve 100 uM

konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapilan

kaspaz 3 ol¢ciim sonuclar1 (NK. Normal kontrol). B) S50uM konsantrasyonda etoposit

eklendikten sonra 0, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan kaspaz 3 olciim sonuclar: (NK, Normal

kontrol).
A)
HELA HUCRELERINDE ETOPOSIT OPTIMiZASYONU
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2 120
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4.1.2.MGBG (methylglyoxal bis-(guanylhydrazone)) OPTIMIiZASYONU:

96 gozlii plate’lere sayim yapilarak her bir gozde 40000 hiicre olacak sekilde HeLa,
Namalwa ve Kelly hiicreleri ekildi. 10, 20, 40, 80, 160 ve 320 mikromolar konsantrasyonlarda
MGBG eklendi. Kaspaz olciimleri 0, 1, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapildi. Ozetle her bir
MGBG konsantrasyonu icin yedi farkli zaman diliminde kaspaz aktivitesi olciildi. 320
mikromolar MGBG (methylglyoxal bis-(guanylhydrazone)) konsantrasyonunda 24 saat
inkiibasyon siiresinin optimum apoptotik etkiyi olusturdugu goriildii. Elde edilen veriler

asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 15. HeLa hiicrelerinde MGBG (methylglyoxal bis-(guanylhydrazone)) doz ve siiresi
optimizasyonu. 80, 160, 320 ve 500 uM konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 1,
3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde yapilan kaspaz 3 6lciim sonuclar1 (NK, Normal kontrol).

HELA MGBG OPTiMiZASYONU

60

50

40

KATLI APOPTOTIK ARTIS

LIS IILI LIS SIS IILILIS
A AL IS AL LI LA I L

0. Saat 1. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat

B NK E80 Mikromolar MGBG E 160 Mikromolar MGBG E3 320 Mikromolar MGBG & 500 Mikromolar
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Tablo 16. Kelly hiicrelerinde MGBG (methylglyoxal bis-(guanylhydrazone)) doz ve siiresi

optimizasyonu. 160 ve 320 uM konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 3, 6, 12, 24

ve 48. saatlerde yapilan kaspaz 3 6l¢iim sonuclar1 (NK, Normal kontrol).

AMC KONSANTRASYONUNDAKI

KELLY HUCRELERINDE MGBG OPTIMiZASYONU

600

500

400

300

200

KATLI ARTIS

100

0. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat
SAAT

‘8320 MIKROMOLAR MGBG H 160 MIKROMOLAR MGBG B NEGATIF KONTROL ‘

Tablo 17. Namalwa hiicrelerinde MGBG (methylglyoxal bis-(guanylhydrazone)) doz ve

siiresi optimizasyonu. 160 ve 320 uM konsantrasyonlarda etoposit eklendikten sonra 0, 3, 6,

12, 24 ve 48.

saatlerde yapilan kaspaz 3 ol¢iim sonucglari (NK, Normal kontrol).

AMC (7-AMINO-4-METHYLCOUMARIN)

NAMALWALARDA MGBG (Methylglyoxal bis-(guanylhydrazone))
UYGULAMASI

1400

1200

o

1000

800

600

ARTISI (KATLI)

400

200

0. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat 48. Saat

‘0320 MIKROMOLAR B 160 MIKROMOLAR BNEGATIF KONTROL ‘
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4.1.3. RADYASYON OPTIMIZASYONU:

96 gozli plate’lere sayim yapilarak her bir gozde 40000 hiicre olacak sekilde Hela,
Namalwa ve Kelly hiicreleri ekildi. 5, 10, 20 ve 30 Gy Kobalt-60 radyasyonuna maruz birakildi.
Kaspaz olctimleri 0, 1, 3, 6, 12 ve 24 saatlerde yapildi. Her bir radyasyon dozu icin yedi farklh
zaman diliminde kaspaz aktivitesi Olciildii. 30 Gy Kobalt-60 radyasyon uygulanmasinin ve 24
saat inkiibasyon siiresinin optimum apoptotik etkiyi olusturdugu goriildii. Elde edilen veriler
asagidaki tablolarda verilmistir (5 ve 10 Gy radyasyon uygulamalarinin hiicre hatlarinda herhangi

bir apoptotik etki olusturmadigr gozlendiginden, 20 ve 30Gy uyagulama sonuglar1 verilmistir).

Tablo 18. HeLa hiicrelerinde radyasyon doz ve siiresi optimizasyonu. 20 ve 30Gy non-
fraksiyone radyasyona maruz birakildiktan sonra 0, 1, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan

kaspaz-3 olciim sonuclar1 (NK, Normal kontrol).

HELA HUCRELERINDE RADYASYON

90 OPTIMiZASYONU
(24
e 80 - {'
< 7
X 60
5 50 | BNK
ln-. H20 GY
o 4 B30 GY
% 301
3
=
<
X

0. Saat 1. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat
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Tablo 19. Kelly hiicrelerinde radyasyon doz ve siiresi optimizasyonu. 20 ve 30Gy non-
fraksiyone radyasyona maruz birakildiktan sonra 0, 1, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan

aspaz-3 ol¢iim sonuclar1 (NK, Normal kontrol).

KELLY HUCRELERINDE RADYASYON OPTiMiZASYONU
250
200
=
o
<
X 150 BNK
o
= B20 GY
o
o 100
% B30 GY
P 50
<
X
0 ’_m T T T T T
0. Saat 1. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

Tablo 20. Namalwa hiicrelerinde radyasyon doz ve siiresi optimizasyonu. 20 ve 30Gy non-
fraksiyone radyasyona maruz birakildiktan sonra 0, 1, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde yapilan

aspaz-3 ol¢iim sonuclar1 (NK, Normal kontrol).

NAMALWA HCRELERINDE RADYASYON OPTiMiZASYONU

200
180
160 -
140 -
120 g T} |®NK

100 | - | lm20 Gy
80 - o | B30 GY

60 -
20 L i - - e

KATLI APOPTOTIK ARTIS

1. Saat 3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat
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4.1.4. MGBG ve Etoposit’in Kaspaz 8 veya 9 Yolaklarindan Hangisi Uzerinden Etki
Ettiginin Belirlenmesi :

Radyasyonun apoptozu intrinsik yolla kaspaz 9/ mitokondrial yolak iizerinden tetikledigi
bilinmektedir. Etoposit de radyasyon gibi ¢ift iplikli DNA kiriklarina neden olmasi sebebiyle ayni
yolla etki etmesi beklenir. MGBG’nin de bir poliamin inhibitorii olmasi ve hiicre 6liim resptorleri
ile dogrudan bir iliskisinin olmamasi sebebiyle aym sekilde etki gostermesi beklenmektedir.
Ancak bu beklentilerin deneysel olarak da gosterilmesi amaciyla “CASPASE GLO 8 ve 9” kitleri
ile analiz yapilmistir. Bunun i¢in Tablo 21’ de gosterildigi gibi 96 gozlii platelerde 12’ ser
kuyuya 15° er bin hiicre ekilmistir. 320 Mikromolar MGBG ve 50 mikromolar etoposit
eklendikten 0, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktiviteleri plate okuyucuda
liiminesanslar olgiilerek belirlenmistir.

MGBG ve etoposit apoptotik ajanlarinin Kaspaz 8 ve Kaspaz 9 deney sonuclar1 Tablo 22
ve 23’ de verilmistir. Mitokondriyel yolakda once etkilesen kaspaz 9, MGBG ve etoposit
uygulanmis hiicrelerde erken evrede belirgin sekilde yiikselmistir. Buna karsin kaspaz 8
aktivasyonunun gec¢ evrede ortaya ciktigi gozlenmektedir. Bu gozlem MGBG ve etopositin

mitokondriyel yolak {izerinden apoptotik etki gosterdigi seklindeki bekletimizi desteklemektedir.
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Tablo 21 Kaspaz 8/9 deneyi gruplar

CASPASE GLO 8 UYGULANAN

CASPASE GLO 9 UYGULANAN

0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat 0.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM Negatif 500 uM 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat 3.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM Negatif 500 uM 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat 6.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM Negatif 500 uM 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat 12.Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM Negatif 500 uM 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan

24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat 24 Saat

Negatif 500 uM MGBG | 50 uM Negatif 500 uM 50 uM etoposit

kontrol uygulanan etoposit kontrol MGBG uygulanan
uygulanan uygulanan
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Tablo 22. Kelly Hiicrelerinde MGBG Ve Etopositin Kaspaz 8 Yolaginda Etkisi

KELLY HUCRELERINDE MGBG VE ETOPOSIT
KASPAZ 8 GRAFIGI

N
o

KATLI APOPTOTIK ARTIS
3
|

n
o

OH 3H 6H 12H 24H
\s NK BMGBG BETOPOSIT \

Tablo 23. Kelly Hiicrelerinde MGBG Ve Etopositin Kaspaz 9 Yolaginda Etkisi

KELLY HUCRELRINDE MGBG VE ETOPOSITIN
KASPAZ 9 GRAFIGI

60

50

40

30 A

A,
s

%

20

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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OH 3H 6H 12H 24H
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4.2. siRNA OPTIMIZASYONU DENEY SONUCLARI:

4.2.1. nRNA DUZEYINDE LIPID/ siRNA ORANI OPTIiMiZASYONU

SONUCLARI:

Al gozlii platelerin sekiz goziine 250° ser bin HeLa hiicresi ekildi. Gozlerdeki hiicrelerin

ikiser tanesine ¥2 ve % oranlarinda lipid ve %2 ve % oranlarinda lipid + 100 nM TAF7- D siRNA

transfekte edildi. Lipid dilisyonlar1 tablo 24 ve transfeksiyon gruplari tablo 25° de verilmistir.

Gozlerden birinden 24 saat sonra digerinden ise 48 saat sonra total mRNA izolasyonu yapildi.

Reverse transkriptaz enzimi ile izole edilen RNA’ lardan cDNA elde edildi. Ger¢ek zamanlh

polimeraz zincir reaksiyonu ile TAF7 ekspresyon diizeyleri kontrol edildi.

Tablo 24. Lipid diliisyonlarimin hazirlamasi:

Serumsuz
Ortam Lipit siRNA ANA KARISIMI Son Hacim

1 Lipid + 100 90 pl 10 ul 1:2 100ul 200 pl
nM siRNA diliisyon
Y4 Lipid + 100 90 pl 10 ul 1:4 100pl 200 pl
nM siRNA diliisyon
ciDNTA
14 Lipid 190 ul 10 ul 1:2 - 200 ul

diliisyon
L4 Lipid 190 pl 10ul1:4 - 200 pl

diliisyon

Karisimlar hazirlandiktan sonra 30 dakika bekletilip tizerlerine 800’ er ul serumlu besi
ortami eklendi.
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Tablo 25. mRNA Diizeyinde Transfeksiyon optimizasyonu plam

24 SAAT 48 SAAT
142 Lipid uygulanan 142 Lipid uygulanan
Y4 Lipid uygulanan Y4 Lipid uygulanan

Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu sonuglari Tablo 26 da verilmistir:

Tablo 26. mRNA diizeyinde siRNA/ lipid oram ve siire optimizasyon sonuclari

mRNA DUZEYINDE siRNA OPTIMIZASYONU

-
N
o

—_
o
o

[02)
o
|

BLIPID
BsiRNA

N
o
I

KATLI TAF7 EKSPRESYONU
3

N
o
|

o
|

NA 48H  1/2 siRNA 48H

RO

NA24H  '1/4si

B

1/4 siRNA 24H 1/2 si

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu sonuclarina gore 1/2 lipid diliisyonunun 1/4
dilisyonuna gore daha fazla baskilanma olusturdugu goriilmiistir. Bu nedenle 1/2 lipid
dilisyonunun kullanilmasma karar verilmistir. Bundan sonraki deneylerimizde 1/2 lipid
dilisyonu HeLa ve Kelly hiicre hatlarinda kullanildi. Namalwa hiicre hattinin siispansiyon Kkiiltiir
olmast nedeniyle, lipozomal transfeksiyonun optimizasyonu halen siirmektedir. Lipozomal

yontemle yiiksek verimlilik elde edilememesi halinde bu hiicre hatt1 i¢in elektroporasyon
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yontemine gecilecektir. Bu nedenle bundan sonraki tiim deneyler sadece Hela ve Kelly hiicre

hatlarinda gerceklestirilmistir.

4.2.2 siGLO TRANSFEKSIYON KONTROLU:

siGLO, RISC icermeyen siRNA kontrolii, transfeksiyonun gerceklestiginin gorsel olarak
floresan mikroskobunda izlenmesine olanak verdigi i¢in Onemlidir. Floresan 1sima vermesi
nedeniyle transfeksiyon verimliliginin dogrudan gozlenmesine olanak vermektedir. siRNA
deneylerinde transfeksiyon verimliliginin yiiksek olamsi ¢ok ©Onemlidir. Diisiik transfeksiyon
verimliligi, siRNA’nin kendisi cok iyi baskilama 6zelligine sahip olsa dahi deneylerde sonug
alinmasini engelleyecektir.

Dharmacon firmasimin yayinladigi 6rnek siGLO transfeksiyon goriintiisii Resim 1’de,
siRNA transfeksiyon denylerimiz sonrasinda elde ettigimiz kontrol ve siGLO transfekte hiicre

goriintiilerine tipik birer 6rnek ise Resim 2’ de verilmistir.

Resim 1. Dharmacon’ un 6rnek siGLO transfeksiyonu floresan mikroskobi goriintiisii
(Dharmacon, Protocol Handbook #00013-05-F-04-U Control Products for RNA Interference,
Version 3.2.)
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Resim 2. Kontrol ve siGLO siRNA Transfeksiyon sonrasi floresan mikroskobi goriintiileri

A)siGLO transfeksiyon goriintiileri B) Sadece lipid transfeksiyon kontrolu (bos

transfeksiyon) C) Non-targetting neagtif siRNA kontrolu
A) B)

siGLO Transfeksiyonu yaptigimiz hiicrelerin goriintiileri ile Dharmacon’ un 6rnek siGLO
transfeksiyon goriintiileri ortiismekte tekrarlayan deneyler sonucu transfeksiyon verimliligimizin
%80 ve {iistiinde oldugunu gostermektedir. Transfeksiyon yontemimizin siRNA deneyleri i¢in

kullanilabilir oldugunu kanitlamaktadir.
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4.2.3 mRNA DUZEYINDE siRNA iLE TAF7 EKSPRESYONUNUN

AZALTILDIGININ GOSTERILMESI

TAF7 baskilanmasinin mRNA diizeyinde gerceklestigini gdstermek amaciyla gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi se¢ilmistir. mRNA diizeyindeki baskilamanin %2

lipid dilisyonunda %70’in iistiinde oldugu izlenmistir.

Tablo 27. siRNA ile TAF7 ekspresyonunun baskilanmasi gercek zamanh polimeraz zincir

reaksiyonu sonucu

mRNA DUZEYINDE siRNA OPTIMIZASYONU

IS
o
|

120
2

Z 100

>

[72]

& 80

o

g o0 @aLIPID
o BsiRNA
(19

<

'—

w

[a]

N

=)

>

N
o
!

o
|

1/4 siRNA 24H 1/2 siRNA 24H '1/4 siRNA 48H 1/2 siRNA 48H

4.2.4. PROTEIN DUZEYINDE siRNA ILE TAF7 EKSPRESYONUNUN
AZALTILDIGININ GOSTERILMESI:

Apoptoz deneylerine gecmeden dnce TAF7 siRNA transfeksiyonu sonucunda hiicre ici
TAF7 protein diizeyinde baskilanmanin gerceklestiginden emin olmamiz gerekmektedir. TAF7
baskilanmasinin protein diizeyinde de gerceklestigini gostermek amaciyla western blot yontemi
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secilmistir. Her iki hiicre hattinda protein diizeyindeki baskilamanin %70’in iistiinde oldugu

izlenmigtir. TAF7 siRNA transfekte edilen Kelly ve HeLa hiicre hatlarinin western blot

goriintiileri asagida Resim 3 ve Resim 4’de verilmistir:

Resim 3. TAF7 siRNA Transfeksiyonu Yapilan Kelly Hiicre Hattinda TAF7 proteininin

western blot ile gosterilmesi. A) Kuyu 1, Kelly normal hiicre lizati; 2, lipid (bos lipozom)

transfeksiyonu uygulanan Kelly hiicre lizati; 3, lamin A/C siRNA transfekte Kelly hiicre
lizati; 4, non-targetting siRNA transfekte Kelly hiicre lizati; 5, RISC Free siRNA transfekte
Kelly hiicre lizati; 6, bos kuyu; 7, TAF7 siRNA transfekte Kelly hiicre lizati B) Aym

membran “strip” edillip antikorlar uzaklastirildiktan sonra kuyu yiikleme kontrolu olarak

TBP antikoru ile tekrar blotlandi. C)Transfeksiyon verimliligi siGLO ile %80 olarak

izlenmistir.

A)

B)

<«—| TAF755kD

e i — ——

TBP 32 KD

&)
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Resim 4. TAF7 siRNA Transfeksiyonu Yapilan HelLa Hiicre Hattinda TAF7 proteininin
western blot ile gosterilmesi. A) Kuyu 1, HeLLa normal hiicre lizati; 2, lipid (bos lipozom)
transfeksiyonu uygulanan HeLa hiicre lizati; 3, lamin A/C siRNA transfekte HeLa hiicre
lizati; 4, non-targetting siRNA transfekte HeLa hiicre lizati; 5, RISC Free siRNA transfekte
HeLa hiicre lizati; 6, bos kuyu; 7, TAF7 siRNA transfekte Hel.a hiicre lizat1i B) Aym
membran “strip” edillip antikorlar uzaklastirildiktan sonra kuyu yiikleme kontrolu olarak
TBP antikoru ile tekrar blotlandi. C)Transfeksiyon verimliligi siGLO ile %75 olarak
izlenmistir.

A)

<«— TAF755kD

B)
-

s wen o G — -8 . 5 nkD
23] e

C)

HeLa ve Kelly hiicrelerinin TAF7 antikoru ile western goriintiilerine gore TAF7 protein
ekspresyonu, normal, sadece lipid uygulanmis ve kontrol siRNA transfeksiyonlar1 yapilmis olan
hiicrelerde esit seviyedeyken, TAF7 siRNA’ lan ile transfekte edilen hiicrelerde ¢ok biiyiik

oranda azalmistir. Ayn1t membran TBP antikoru ile blotlandiginda ise tiim kuyulara esit miktarda
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protein eklendigi gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak siGLO transfeksiyonu yapilmistir. Floresan
mikroskobu goriintiilerinden de siGLO transfeksiyonunun gerceklestigi anlasilmaktadir. siRNA
yontemi ile TAF7 protein ekspresyonunun bilyiik ol¢ciide baskilandigir gosterildikten sonra bu

baskilanmanin apoptotik siirece olan etkilerini incelemeye gegebiliriz.

4.3. APOPTOZ DENEYLERI:

4.3.1. TAF7 Ekspresyonunun Baskilanmasinmin Etoposit ile Tetiklenmis Apoptoz Siireci
Uzerindeki Etkisi:

TAF7 ekspresyonunun baskilanmasinin etoposit ile uayrilmis apoptoz tizerindeki etkisinin
arastiritlmasi i¢in Tablo 28’de gosterildigin gibi HeLa ve Kelly hiicreleri her bir goze 250 ser bin

hiicre diisecek sekilde 6 gozlii platelere ekildi.

Tablo 28. TAF7 baskilanmasinin etoposit ile uyarilmis apoptoz iizerindeki etkisini

inceleme amaciyla olusturulmus deneyi gruplari

50 MIKROMOLAR ETOPOSIT
KONTROL UYGULANMIS
NORMAL NORMAL
LIPID UYGULANAN LIPID UYGULANAN
NEGATIF KONTROL siRNA ile NEGATIF KONTROL siRNA ile
TRANSFEKTE TRANSFEKTE
TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE

Kontrol ve TAF7 siRNA transfeksiyonundan 24h sonra 50 mikromolar etoposit ile
hiicreler inkiibe edildi. 24h sonra Fluorometric Caspase 3 Assay Kit (Sigma) ile apoptozun bir
gostergesi olan kaspaz aktivasyonu 0l¢iildii. 6lciildii. Elde edilen sonuglar Tablo 29.” da ve Tablo

30.” de verilmistir.
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Tablo 29. HeLa Hiicrelerinde TAF7 sessizlendirilmesinin etoposit ile uyarilmis apoptoz

uizerindeki etkisi

HELA HUCRELERINDE TAF7
SESSiZLENDIRILMESININ ETOPOSIT NEDENLI
APOPTOZ UZERINDEKI ETKISI

350
300 -
250
200
150
100 -

50 -

YUZDE APOPTOTIK ARTI!

24 HHela 24 HHela + Lipid 24 HHela + Non 24 HHela +
Targetting siRNA ~ TAF7 siRNA

50 MIKROMOLA R ETOPOSIT 1 NEGATIF KONTROL

Tablo 30. Kelly Hiicrelerinde TAF7 sessizlendirilmesinin 50 Mikromolar etoposit ile

uyarilmis apoptoz iizerindeki etkisi

TAF7 SESSIiZLENDIRILMESININ ETOPOSIT NEDENLI
APOPTOTIK DAVRANIS UZERINDEKI ETKISININ
INCELENMESI

600
500 -
400 -
300 -

200 -

1007 l
0 - ‘ : ;

Kelly Kelly + Lipid Kelly + Risc Free Kelly + TAF7 siRNA

YUZDE APOPTOTIK ARTI

-100

@ 75 mikromolar etoposit eklenmis H Negatif Kontrol ‘
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Tablo 31. TAF7 baskilanmasinin MGBG (methylglyoxal bis — guanylhydrazone) ile

uyarilmis apoptoz iizerindeki etkisini inceleme amaciyla olusturulmus deneyi gruplari

KONTROL 320 MIKROMOLAR MGBG
UYGULANAN
NORMAL NORMAL
LIPID UYGULANAN LIPID UYGULANAN
NEGATIF KONTROL siRNA ile NEGATIF KONTROL siRNA ile
TRANSFEKTE TRANSFEKTE
TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE

TAF7 ekspresyonunun baskilandigi deney grubunda, etoposit ile uyarilan apoptoz
kontrollere gore 4 kat azalmistir. TAF7 ekspresyonunun baskilanmasi Kelly ve HeLa

hiicrelerinde etoposit ile tetiklenen programlanmais hiicre 6liimiine direncli hale getirmistir.

4.3.2. TAF7 Ekspresyonunun Baskilanmasinin MGBG (methylglyoxal bis —

guanylhydrazone) ile Uyarilan Apoptoz Uzerindeki EtKkisi:

TAF7 ekspresyonunun baskilanmasinin MGBG (methylglyoxal bis — guanylhydrazone)
nedenli apoptoz {izerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in Tablo 31° de anlatildig1 gibi HeLa ve Kelly

hiicreleri her bir gbze 250 ser bin hiicre diisecek sekilde 6 gozlii platelere ekildi.

Kontrol ve TAF7 siRNA transfeksiyonundan 24h sonra 320 mikromolar MGBG ile
hiicreler inkiibe edildi. 24h sonra Fluorometric Caspase 3 Assay Kit (Sigma) ile apoptozun bir
gostergesi olan kaspaz aktivasyonu olciildii. Elde edilen sonuglar Tablo 32.” de ve Tablo 33’ de

verilmistir
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Tablo 32. HeLa hiicrelerinde MGBG ile uwayrilmis apoptoza davramsta TAF7 siRNA

transfeksiyonunun etkisi

900
800

E= 700 -
< 500 A
X

= 500 -
9 400 -
o

O 300 -
o

< 200 -
£ 100 -
¥ 0-

TAF7 siRNA TRANSFEKTE EDILMiS HELA
HUCRELERINDE MGBG NEDENLI APOPTOTIK

DAVRANIS
=
T T T N
Hela Lipid RISC FREE TAF7 siRNA

9500 MIKROMOLAR MGBG EKLENMIS BINK |

Tablo 33. Kelly hiicrelerinde MGBG ile uyarilmis apoptoza davramsta TAF7 siRNA

transfeksiyonunun etkisi

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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TAF7 siRNA TRANSFEKTE EDILEN KELLY
HUCRELERINDE MGBG NEDENLI APOPTOTIK
DAVRANIS
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TAF7 ekspresyonunun baskilandigi deney grubunda, MGBG ile uyarilan apoptoz
kontrollere gore HeLa hiicrelerinde 6, Kelly hiicrelerinde yaklasik 9 kat azalmistir. TAF7
ekspresyonunun baskilanmasi Kelly ve HeLa hiicrelerinde MGBG ile tetiklenen programlanmis

hiicre 6liimiine direngli hale getirmistir.

4.3.3. TAF7 Ekspresyonunun Baskilanmasinin Radyasyonla Tetiklenen Apoptoz

Uzerindeki Etkisi:

TAF7 ekspresyonunun baskilanmasinin radyasyon nedenli apoptoz iizerindeki etkisinin
arastirilmasi icin Tablo 34’ de anlatildig: gibi HeLa ve Kelly hiicreleri her bir goze 250 ser bin

hiicre diisecek sekilde 6 gozlii platelere ekildi.

Tablo 34. TAF7 ekspresyonu baskilanmasinin radyasyon nedenli apoptoz itizerindeki etkisi

deneyi gruplari

30 GY KOBALT 60 RAYASYONU
KONTROL UYGULANAN
NORMAL NORMAL
LIPID UYGULANAN LIPID UYGULANAN
NEGATIF KONTROL siRNA ile NEGATIF KONTROL siRNA ile
TRANSFEKTE TRANSFEKTE
TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE TAF7 siRNA ile TRANSFEKTE

Kontrol ve TAF7 siRNA transfeksiyonundan 24h sonra hiicreler 30 Gy gama radyasyona
maruz birakildi. 24h hiicreler inkiibe edildi. 24h sonra Fluorometric Caspase 3 Assay Kit (Sigma)
ile apoptozun bir gostergesi olan kaspaz aktivasyonu ol¢iildii. Elde edilen sonuglar Tablo 35’ de

ve Tablo 36.” de verilmistir.
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Tablo 35. HeLa hiicrelerinde radyasyon ile tetiklenen apoptozda TAF7 siRNA

transfeksiyonunun etkisi

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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HELA HUCRELERINDE 30 GY RADYASYON
UYGULAMASI NEDENLi APOPTOTIK DAVRANISTA
TAF7 siRNA TRANSFEKSIYONUNUN ETKIiSi

Hela Lipid Non Targetting TAF7 siRNA
siRNA

‘30 Gy Radyasyon B Negatif kontrol ‘

Tablo 36. Kelly

hiicrelerinde radyasyon ile tetiklenen apoptozda TAF7

transfeksiyonunun etkisi

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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TAF7 ekspresyonunun baskilandigi deney grubunda, radyasyon ile uyarilan apoptoz
kontrollere gore Kelly hiicrelerinde 4 HelLa hiicrelerinde 5 kat azalmistir. kat azalmistir. TAF7
ekspresyonunun baskilanmasi Kelly ve Hela hiicrelerinde etoposit ile tetiklenen programlanmis
hiicre 6liimiine direncli hale getirmistir. TAF7 ekspresyonunun baskilanmasi kullanilan apoptotik
ajan ve hiicre hattindan bagimsiz olarak normalde izlenen hiicre 6liimiinii (mitokondrial intrinsik
yolak) engellemektedir. Bulgularimiz TAF7’nin apoptoz siirecinde bir rolii olabilecegi
hipotezimizi desteklemektedir. Bulgularimiz apoptotik sinyal iletimini transkripsiyonel diizenek
ile iligkilendiren ilk ¢alismadir. TAF7 nin transkripsiyonel bir kontrol noktasinda gorev aldig:
goriisli, apoptotik siirecte transkripsiyonun durdugu gercegi ile birlikte degerlendirildiginde

verilerimiz daha anlam kazanmaktadir.

4.3.4. TAF7 Ekspresyonunun pEGFP TAF7 vektorii ile Arttirilmasinin Apoptotik
Etkisi:

TAF7 ekspresyonunun pEGFP TAF7 vektorii ile arttirilmasimin HeLa ve Kelly
hiicrelerinde apoptotik etkisinin arastirilmasi i¢in Tablo 37’ de anlatildigi gibi HeLa ve Kelly
hiicreleri her bir goze 250 ser bin hiicre diisecek sekilde 6 gozlii platelere ekildi.

Tablo 37. TAF7 ekspresyonunun pEGFP TAF7 vektorii ile arttirilmasinin apoptotik

etkisi deney gruplari

Normal

Lipid (transfeksiyon ajan1) Uygulanan
pEGFP TAF7 ile transfekte
Bos pEGFP ile transtekte

Fluorometric Caspase 3 Assay Kit ile apoptotik davranislar: dl¢iildii. Elde edilen sonuglar
Tablo 38 de ve Tablo 39’ da verilmistir.
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Tablo 38. HeLLa Hiicrelerinde TAF7’ nin yiiksek diizeyde ekspresyonunun apoptotik etkisi

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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HELA HUCRELERINDE TAF7' nin YUKSEK
DUZEYDE EKSPRESONUNUN APOPTOTIK ETKISI
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Tablo 39. Kelly Hiicrelerinde TAF7’ nin yiiksek diizeyde ekspresyonunun apoptotik etkisi

KATLI APOPTOTIK ARTIS
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4.4. TAF7 OVER-EKSPRESYONUNUN MiKROTUBUL DINAMIKLERI UZERINE
ETKISi:

HIV ile enfekte olmayan hiicrelerde ice alinan sekrete Tat proteininin mikrotiibiil
dinamiklerini bozarak apoptozu uyardigi bilinmektedir. TAF7 nin, HIV Tat’1n islevsel okaryotik
homologu olabilecegi goriisiinii temel alarak TAF7 over-ekspresyonunun mikrotiibiil dinamikleri
tizerindeki etkisi incelemeyi amagladik.

Tablo 40’ da verilen deney gruplarinin olusturulmasi amaciyla 9 adet alti gozlii plate
goziinde lamel iizerine 120° ser bin Kelly hiicresi ekilmistir. siRNA ve peGFP TAF7
transfeksiyon islemlerinden 24 saat sonra taxan grubu bir MDA olan taxol ve mikrotiibiil
depolarizasyonuna neden olan kolg¢isin kimyasallar1 eklenmistir. Kimyasal eklenmesinden 24 saat
sonra da alfa tubulin boyamasi yapilip floresan mikroskobunda goriintiilenmistir. Floresan

mikroskobi goriintiileri Resim 5° de verilmistir.

Tablo 40. TAF7 over-ekspresyonunun mikrotiibiil dinamikleri iizerindeki etkisini inceleme
amaciyla olusturulan deney gruplari
Normal Kelly

1 Mikromolar taxol eklenen Kelly
pEGFP TAF7 transfekte Kelly

Sadece Fugene uygulanan Kelly

TAF7 siRNA uygulanan Kelly

Negatif kontrol siRNA uygulanan Kelly
TAF7 siRNA ve taxol uygulanan Kelly
Dharmafect uygulanan kelly

Kolcisin uygulanan Kelly
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Resim 5: A) Normal Kelly hiicrelerinin tubulin boyama floresan mikroskobisi goriintiileri
B) Sadece transfeksiyon ajam (Fugene) uygulanan Kelly hiicrelerinin floresan mikroskobisi
goriintiisii. C) Sadece siRNA transfeksiyon ajam (Dharmafect) uygulanan Kelly
hiicrelerinin floresan mikroskobisi goriintiisii D) Negatif kontrol siRNA uygulanan Kelly
hiicrelerinin floresan mikroskobisi goriintiisi E) TAF7 siRNA uygulanan Kelly
hiicrelerinin floresan mikroskobisi goriintiisii F) Kolcisin uygulanan Kelly hiicrelerinin
tubulin boyama floresan mikroskobisi goriintiisii G), H) ve I) Taxol uygulanan Kelly
hiicrelerinin tubulin boyama floresan mikroskobisi goriintiileri J) Tubulin boyama

yapilmamus Kelly Hiicreleri .

A) B) )
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Taxol uygulamasmma maruz birakilmis hiicrelerde mikrotiibiil stabilizasyonu sonucunda

sitoplazmik yapinin nasil ¢ekip kiigiildiigi dikkat cekicidir (Resim 5 -G). HIV Tat transfekte
hiicreler de benzer bir goriintii sergilemektedir (REF). TAF7-GFP transfekte hiicrelerin goriintiisii
Resim 6°da verilmistir. Goriilebiecegi gibi mikrotiibiil stabilizasyobnu i¢in

kullanmis oldugumuz taxol ile benzer 6zellikler sergilemektedir ( Resim 5 ve Resim 6’daki

goriintiiler ayn1 deney grubundan es zamnli olarak elde edilmistir).
Resim 6. pEGFP TAF7 transfekte edilen Kelly hiicrelerinin o-tubulin boyama floresan

mikroskobisi goriintiileri. TAF7- GFP yesil, a-tubulin kirnuzi1 ve DAPI mavi renk olarak

goriilmektedir.
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Taxol’un mikrotiibiil stabilizasyonunu TAF7 lizerinden mi1 sagladigi sorusunu cevaplayabilmek
icin TAF7 siRNA transfeksiyonunu Taxol inkiibasyonu ile birlikte uyguladik (bkz Resim 7).
TAF7 ekpresyon baskilamasinin mikrotiibiil stabilizasyonu iizerinde herhangi bir etkisini
gozlemlememis olmamiz. Taxol’iin TAF7 iizerinden etki etmedigi goriisiinii desteklemektedir.
Verilerimiz Taxol ve TAF7’nin bagimsiz bir mekanizma ile mikrotiibiil stabilizasyonunu

sagladigin1 gostermektedir.

Resim 7. TAF7 siRNA ve taxol uygulanan Kelly hiicrelerinin floresan mikroskobi

goriintiisii

4.5. IMMUN PRESIPITASYON (IP) DENEYLERI:

HIV Tat proteinini bir mikrotiibiil proteini olan LIS1 ile arasinda in vitro IP deneylerinde
baglanma oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde HIV Tat’in mikrotiibiil stabilizasyonu sonucu
tetikledigi apoptozu proapoptotik protein BIM {iizerinden gerceklestirdigi bulgulanmistir.
TAF7’nin de bu proteinler ile hiicre i¢inde iliskili olupolmadiginmi arastirma amaciyla IP deneyleri

planlanmigtir
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4.5.1. TAF7’ nin BIM ve LIS1 ile iILISKiSININ iMMUN PRESIiPITASYON iLE
BELIRLENMESI:

TAF7 ile BIM ve LIS1 arasinda baglanma olup olmadigina bakilmistir. HeLa ve Kelly
hiicre lizatlarinda, immiin presipitasyonun LIS1 antikorlaru ile, western blotun ise TAF7 antikoru
ile yapildigr (Resim 8) ve Namalwa lizatlarinda immiin presipitasyonun TAF7 antikoru ile,
western blotun ise BIM ve LIS1 antikorlar1 yapildigi (Resim 9) olmak iizere iki farkli immiin
presipitasyon deneyi yapilmistir. Immiin presipitasyon optimizasyonu calismalar1 devam

etmektedir.

Resim 8. LIS1 — TAF7 baglanmasi immiin presipitasyon deneyi. Kelly hiicrelerinde LIS 1
antikoru ile immiin presipitasyon ve TAF7 antikoru ile western blot goriintiisii. 1. kuyu
etoposit eklenmis lizat +antikor; 2, bos; 3, etoposit eklenmis lizat + antikorsuz sefaroz

boncuk; 4, bos; 5, etoposit eklenmemis lizat + antikor; 6, bos; 7, etoposit eklenmemis lizat +

antikorsuz sefaroz boncuk

1 2 3 4 5 6 7

IP - LIS1
WB-TAF7

SSkD

LIS1 antikorlan ile immiin presipitasyon deneyinde antikor eklenmemis olan boncuklarda da
TAF7 bantlar1 elde edilmistir. Bazi1 proteinlerin yapiskan oOzellik gOstermesi ve antikor

yoklugunda dahi ssefaroz boncuklara baglanabildigi bilinen bir sorundur. Hiicre lizatinin antikor
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eklenmeden boncuklarla inkiibe edilerek yiiriitilmesinin amamci bu tiir non-spesifik
baglanmalar1 gozlemlemek amaciyladir ve IP deneylerinde “bead control” adini alir. TAF7
proteini de boncuklara bu tiir 6zgiil olmayan baglanma sergilemektedir. Her nekadar antikor
bulundugu durumlarda TAF7 bandimin daha giiclii olmasi LIS1’in TAF7’y1 presipite ettigini
diisiindiirse de deney sonuclar1 bu haliyle ikna edici degildir. Bu nedenle IP deneylerini tersinden
yani TAF7 antikoru ile immiin presipitasyon yapip LIS 1 ve BIM antikorlar ile western blot
yapilmasina karar verilmistir (bkz Resim 9).

Resim 9. TAF 7- LIS1 baglanmasi immiin presipitasyon deneyleri A) Namalwa
hiicrelerinde TAF7 antikoru ile immiin presipitasyon ve LIS1 antikoru ile western blot
goriintiisii. 1. kuyu etoposit eklenmis lizat + antikor; 2, bos; 3, etoposit eklenmis lizat +
antikorsuz boncuk; 4, bos; S5, etoposit eklenmemis lizat + antikor; 6, bos; 7, etoposit
eklenmemis lizat + antikorsuz boncuk. B) Namalwa hiicrelerinde TAF7 antikoru ile immiin

presipitasyon ve BIM antikoru ile western blot goriintiisii. Kuyu icerikleri aymdir.

A) B)

1 2 3 4 5 6 7 1 2 345 6 7

\ ﬁ

IP’yi LIS1 ve BIM antikorlariyla, western’in ise TAF7 antikoru ile yapilmasi daha once
karsilagilan  sorunu ¢6zmils gibidir. Antikorsuz boncuk kontrol kuyularinda bant
gozlenmemektedir. Ancak farkli antikorlar kullanilarak yapilan IP’lerde her iki jel goriintiisiiniin

birbirlerine ¢ok benzer olmasi, ayni non-spesifik bantlar1 icermesi ek kontrollerin eklenmesi
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ihtiyacint dogurmustur. IP deneyleri TAF7 pre-immiin serumu ve iligkisiz bir hiicre yiizey almaci

olan c-Met antikorlar1 kullanilarak tekrarlanmistir (bkz Resim 10).

Resim 10. TAF 7 antikorlar1 ile bir oOnceki resimde verilmis immiin presipitasyon
deneylerinin TAF7 preimmiin serum ve negatif kontrol olarak c-Met antikoru kullamlarak
tekrarlanmasi. A) Namalwa hiicrelerinde TAF7 preimmun serum ve c-Met antikoru ile
immiin presipitasyon, LIS 1 antikoru ile western blot. 1. kuyu lizat + preimmiin serum +
boncuk; 2, bos; 3, aym; 4, bos; 5, lizat + antikorsuz/serumsuz boncuk; 6, bos; 7, lizat + c-
Met antikoru + boncuk B) Namalwa hiicrelerinde TAF7 preimmun serum ve c-Met
antikoru ile immiin presipitasyon, BIM antikoru ile western blot. Kuyu icerikleri aymdir.
A) B)

M12 3 4567 M1 2 3 4567

n <«— 50kD -

civari 4

M <«— | 55D
5 civari

TAF7 antikoru ile yapilan immiin presipitasyon deneylerinde antikor eklenmeyen
boncuklardan bant elde edilmemekle beraber, preimmiin ve cMet antikorlar1 ile de 55kD
civarlarinda bantlar elde edilmistir. Bu da elde edilen goriintiilerin non-specifik oldugunu, biiyiik
ihtimalle boncuklara yapisan immiin globulin agir zincirinin sekonder antikorla goriintiilrnmesi
sonucu olustugunu diisiindiirmektedir. Bu durumun giderilmesi icin IP optimizasyon caligmalari

devam etmektedir. Yeni bir seri TAF7 immiin ve preimmiin serum ile IP’lerin tekrarlanmasi
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planlanmaktadir. Ayrica flag-isaretli TAF7 ekspresyon vektoriiniin yapimu siirdiiriilmektedir. IP

deneyleri transfeksiyon sonrasi Flag antikoru kullanilarak tekrarlanacaktir.

4.52. TAF7’NIM CIHTA iLE IiLiSKiSiNIN IMMUN PRESIiPITASYON IiLE
BELIRLENMESI:

CHITA’in (MHC simf II transaktivatorii; class II transactivator) HIV Tat proteini ile olan
iligkisi bilinmekte ve ve bu iligkinin enfeksiyon patogenezinde oynadigi rol arastirilmaktadir.
HIV Tat’la benzer sekilde TAF7 ve CITA arasinda bir etkilesim olup olmadigim
immiinpresipitasyon yontemi ile arastirmayi planlandik. Bagisiklik sistemi disindaki hiicrelerde
CIITA bir enfektif uyaranin bulunmadigi durumlarda diisiik seviyelerde eksprese edilir. Bu
nedenle IP deneylerimizde hiicreleri interferon gama ile indiikleyerek CIITA ekpresyonunu
arttirma yoluna gittik. I[P deneylerinde interferon gama ile indiiklenen ve indiiklenmemis normal
Namalwa hiicre lizatlar1 kullanilmistir. IP CIITA antikoru western ise TAF7 antikoru ile
yapilmistir. Daha onceki IP deneylerinde gozlemlemis oldugumuz TAF7’nin boncuklara non-
spesifik baglanmasini azaltabilmek amaciyla boncuklar nceden BSA (bovin serum albumin) ile
inkiibe edilerek doyrulmustur. Boylece boncuklara antikora 6zgiil olmayan protein baglanmasinin

azaltilmas1 hedeflenmistir. IP deneyinin sonuglari Resim 11’°de verilmistir.
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Resim 11. IP’in CIITA, westernin TAF 7 antikorlar ile yapildig1 deney. Boncuklara non-
spesifik yapismalar1 azaltmak amaciyla boncuklar énceden BSA ile inkiibe edilerek
doyrulmustur. 1. kuyu lizat + CTIIA antikoru + boncuk; 2, bos; 3, interferon gama ile
indiiklenen Namalwa lizat1 + CIITA ab + boncuk; 4, bos; 5, lizat + antikorsuz boncuk; 6,

bos; 7, interferon gama ile indiiklenen Namalwa lizat1 + antikorsuz boncuk.

‘ ’ <« | 55kD
- -

4

Boncuklarin BSA ile doyrulmasinin 6zgiill olmayan TAF7 yapismasini 6nemli oOlciide
azaltif1 izlenmektedir. Ozellikle hiicre i¢i CIITA miktarin1 biiyiik 6lciide arttirdigi bilinen
interferon uygulamasindan sonra oldukga giiclii bir bant elde edilmis olmast TAF7 ile CIITA
arasinda dogrudan bir iliski olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Ancak yine de bu bulguyu
dogrulatmak ve daha temiz jel goriintiileri elde edebilmek amaciyla yeni bir seri TAF7 immiin
serumu ile deneylerin tekrarlanmasi ve flag-isaretli TAF7 ekspresyon vektoriiniin yapimi
bittiginde IP deneylerinin transfeksiyon sonrasi Flag antikoru kullanilarak tekrarlanmasi

hedeflenmektedir.
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5. TARTISMA

Insan Genom projesi kapsaminda insan DNA sekansinin belirlenmis olmasi, biyoloji ve
tip bilimi i¢in ¢ok biiyiik 6neme sahip olmakla birlikte pek ¢ok probleme tek basina ¢oziim
olmaktan uzaktir. Baz dizilimi artik bilinen genlerin, ekspresyon kontrol mekanizmalarinin
tanimlanmast gerekmektedir. Gen transkripsiyonu biiyiikk o©l¢iide kendilerine ©zgii sekans
motiflerini tantyan transkripsiyon faktorlerinin promotor bolgelere baglanmasi, transkripsiyonda
gorev alan kompleksleri kendisine ¢ekmesi ve aktive etmesi ile gerceklesir. Bu transkripsiyon
faktorlerinin bazilar1 proto-onkogen olarak tanimlanan ve onkojenik viriislerde viral homologlari
bulunan genlerdir. Viral homologlar1 olan genler, hastalik patogenezi ile ilgili arastirmalarda
biyolojik a¢idan kolaylik saglamaktadir. Viral homolog incelenerek ©karyotik homologun
islevleri hakkinda; ya da tam tersi okaryotik homolog incelenerek viral homologun enfeksiyon
biyolojisindeki olasi islevleri hakkinda ongoriide bulunulabilir. Ne yazik ki tiim viriis genleri icin
okaryotik homologlar bulunmadigindan, giiniimiizde epidemiyolojik acidan onemli pek ¢ok viral
enfeksiyon ile ilgili arastirmalar bu kolayliktan yararlanamamaktadir. Bu tiir enfeksiyonlar

arasinda HIV enfeksiyonu da bulunmaktadir.

HIV enfeksiyonunun biyoloji ve immunopatogenezini anlamak, terapotik stratejilerin,
immunoterapilerin ve profilaktik asilarin gelistirilmesinde ¢ok biiyiik onem tagimaktadir. HIV
genomundaki 9 genden biri olan HIV Tat, gen ekspresyonu i¢in gerekli olup temel olarak
proviral transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynar. Tat proteini HIV gen ekspresyonu icin
gerekli iki faktorden (tat ve rev) biri olup, temel olarak gen ekspresyonu icin transaktivator islevi

bulunmaktadir (12).Tat’in HIV niikleik asidi proviral formda hiicre DNA’sina entegre olduktan
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sonra, proviriisin LTR promotoriinde bulunan TAR (transactivation responsive region)
elementine baglanarak transkripsiyonel inisiyasyon ve elongasyonu etkinlestirdigi gosterilmistir
(13,14). Tat varhiginda LTR’den proviriis transkripsiyon verimliliginin birkag¢ yiiz kat arttig
deneylerle bulgulanmis ve giiniimiize kadar yapilmis tiim in vitro hiicre kiiltiir sistemlerinde viral

replikasyon icin gerekliligi gosterilmistir (5).

Tat transkripsiyonel etkilerini TAR elementine baglandiktan sonra inisiyasyon ve
elongasyonu uyararak gerceklestirir. Bu islemleri gerceklestirebilmek icin hiicresel proteinlerle
etkilesime girer ve konak hiicrenin transkripsiyonel diizenegini kullanir. Tat’in elongasyon
uyarimu ile ilgili daha fazla bilgiye sahibiz. Tat’in siklin T ve cdk9’dan olugsmus bir elongasyon
faktorii olan P-TEFb, TAR ve yine elongasyonda rol oynayan Brd4 proteinleriyle dogrudan
etkilesime girerek RNA polimeraz II’in C-terminal bolgesinin hiperforforilasyonunu tetikleyerek
transkripsiyon inisiyasyonunu ve elongasyon devamint uyardigi gosterilmistir (15,16.
Elongasyonun yani sira Tat’in preinisiyasyon kompleksinin (PIC) olusumunda da rol oynadigi
bilinmektedir. Tat’in PIC yapisinda yer alan TBP (TATA baglayan protein), TATA kutusu, Spl,
TFIIH gibi molekiillerle; siklin E/cdk2 ‘le ve CBP/p300, p/CAF gibi koaktivator ve kromatin
modelleme kompleksleriyle dogrudan etkilestigi gosterilmistir (17-22). Ayrica Tat histon
asetilazlar da PIC’e ¢agirarak, transkripsiyon daha baslamadan 6zel niikleozomal bolgelerde H3

ve H4 lizin asetilasyonunun gerceklesmesinden de sorumludur (22).

Transkripsiyonel aktivasyonun yani sira Tat’in cesitli hiicresel genleri transkripsiyonel
diizeyde baskilama (represyon) islevi de oldugu bugiin bilinmektedir (12). Bu islevi, ilgili
genlerin PIC yap1 ve kompozisyonlarin1 bozarak gerceklestirmektedir. Ornegin MHC sinif 1

genlerinin bazal ekpresyonu PIC yapisinda islevsel bir TAF1 (TBP asosiye faktor 1)
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molekiiliiniin varligina bagimlidir. Tat TAF1’e baglanarak asetiltransferaz aktivitesini ortadan

kaldirabilmekte ve bu yolla MHC sinif I ekspresyonunu baskilayabilmektedir (23,24).

HIV Tat proteininin iizerinde durmak istedigimiz bir diger ozelligi de CTIIA (class II
transactivator) ile olan etkilesimidir. CTIIA bagisiklik sistemi agisindan c¢ok ©Onemli bir
proteindir. MHC siif II genleri icin transkripsiyonel bir aktivator islevi goriir ve yoklugunda
MHC simf II proteinleri ifade edilmez; dolayisiyla CD4 T lenfositleri timusta gelisemez. HIV Tat
ile CIITA ararsinda karsilikli bir etkilesimin oldugu gosterilmistir (38). Tat, CHTA ve MHC sinif
IT ekspresyonunu baskilayabilirken; CIITA over-ekspresyonu da Tat’t ve bu yolla da HIV
replikasyonunu baskilayabilmektedir. Sonu¢ olarak HIV enfeksiyon gelisiminde bu iki protein

arasindaki denge onem kazanmaktadir.

Sonu¢ olarak Tat proteini gerek proviral gerekse hiicresel genlerin, kromatin
modifikasyonlari, transkripsiyonel inisiyasyon, elongasyon, transkripsiyonel baskilanma dahil
neredeyse genetik regiilasyonun tiim siireclerinde etkili olmaktadir. Ancak Tat proteininin etkileri
sadece transkripsiyonel transaktivasyon ile sinirli degildir. HIV enfeksiyonunun c¢ok belirgin bir

0zelligi olan hiicre 6liimiinde Tat proteinin rolii bir¢ok arastirmaya konu olmustur.

HIV enfeksiyonu CD4 T hiicrelerinin apoptoz yoluyla progresif kaybi ile karakterizedir.
Bu progresif kayip sadece viriis ile enfekte hiicrelerde degil, enfekte olmayan hiicreler icinde
gecerlidir (25). Ozellikle viriis ile enfekte olmayan hiicrelerin apoptoz yoluyla kaybindan HIV
Tat proteininin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Tat proteininin bir diger 6zelligi de hiicre disina
sekrete olas1 ve komsu hiicreler tarafindan ice alinabilmesidir. Viriisle enfekte olmayan

hiicrelerin bu ektraseliiler Tat proteinini kendi iclerine almalar1 pek cok farkli yolla apoptoz
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siirecinin uyarilmasina neden olur (26). Tat proteininin apoptotik siiregleri uyarabildigi bilinen
mekanizmalar arasinda, Fas ligandinin artmis ekspresyonunu uyarmak (27), cesitli sitokinleri
kodlayan genlerin uyarilmasi veya baskilanmasi (28), Bcl-2 gibi hiicre yasam faktorlerinin
ifadesinin uyarilmasi (29), manganez bagimli siiperoksit dismutaz (30) ve p53 ekspresyonunun

baskilanmasi (31) ve CDK aktivasyonu (32) sayilabilir.

Tat’in apoptozu uyardigi bir mekanizma da Tat proteininin hiicre mikrotiibiil
polimerizasyonunu  etkileyerek apoptozu tetiklemesidir (33). Mikrotiibiiller  tubulin
polimerlerinden olusmus, hiicresel morfoloji, hiicre i¢i organel yap1 ve yerlesimi, mitoz sirasinda
kromozom gogii, hiicre farklilagmasi ve hiicre i¢i transportta rol oynayan hiicre iskelet yapilaridir.
Bu denli ¢cok ve onemli islevleri olan mikrotiibiil yapisinin bozulmasi, hiicrede apoptozu
tetiklemektedir (33). Mikrotiibiil yapisim1 bozan ajanlar (MDA-microtubul damaging agents) etki
mekanizmalarina gore iki gruba ayrilmaktadir: taxanlar gibi mikrotiibiil stabilizasyon ajanlar1 ve
vinca alkoloidleri gibi mikrotiibiil depolarizasyon ajanlart. MDA’lar hiicre ici mikrotiibiil
dinamiklerini bozduklarindan programlanmis hiicre O©liimiine yol acarlar ve bu ozellikleri

nedeniyle de ¢esitli kanserlerde tedavi amaclh kullanim alanlari1 bulunmaktadir.

HIV Tat proteininin hiicre mikrotiibiillerine baglandig1 ve stabilize edici MDA’lar benzeri
bir etki gostererek hiicre mikrotiibiil dinamigini bozdugu gosterilmistir. Ayrica mikrotiibiillere
baglandiktan sonra pro-apoptotik Bcl-2 aile iiyesi olan Bim ile de dogrudan etkilestigi ve intrinsik
mitokondrial apoptoz yolagini uyardigi bulgulanmistir (34). Yine bir diger ¢alisma Tat’in, bir
mikrotiibiil iligkili (asosiye) protein (MAP) olan ve mikrotiibiil dinamiklerinde diizenleyici
protein kabul edilen, mutasyonlarinin lisensefaliye yol actig1 bilinen LIS1 fosfoproteini ile hiicre

icinde dogrudan etkilesebildigi bildirilmistir (35). Tiim bu calismalar HIV enfeksiyonunda
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ozellikle enfekte olmamis hiicrelerde gozlenen artmis hiicre Oliimiiniin bir nedeninin de

ekstraselliiler ortama salgilanan Tat proteini oldugunu ortaya koymaktadir.

HIV Tat immun hiicrelerde apoptozu indiikleyebildigi gibi, baskilanmasinda da rol
oynadig diisiiniilmektedir. Viral replikasyonun gerceklesebilmesi i¢in enfekte hiicrenin 6zellikle
interferon uyarisinin tetikledigi apoptozdan kacabilmesi gerekmektedir. Bu asamada da Tat’in
bagisik yanit siirecinde rol oynayan kimi genleri baskilayarak bunu sagladig: diisiiniilmektedir.
Ozellikle CIITA olan etkilesimi, hiicre ici miktarlarmin dengesi bu konuda onemli rol

oynamaktadir (38 ve icindeki referanslar).

Ozetle HIV tat proteininin islevlerini ii¢ baghk altinda toplayabiliriz: 1) Pro viral genlerin
transkripsiyonel transaktivasyonu, inisiyasyon ve elongasyon siireclerini desteklemek 2) Kimi
konak hiicre genlerinin ekspresyonlarini 6zellikle PIC yapisin1 bozarak transkripsiyon diizeyinde
baskilamak ve 3) Konak hiicrelerde apoptozu tetiklemek ve/veya baskilamak. Daha 6nce de
belittigimiz gibi HIV Tat geni icin DNA dizi diizeyinde bir oOkaryotik homolog gen
bulunamamistir. Ancak islevsel bir homolog olarak TAF7 geni ileri siiriilmiistiir. Benzer
ozellikler gosterebilen, hem elongasyonda ayni faktorlerle etkileserek rol oynayan hem de
PIC’de bulunan proteinler ile Tat’a benzer sekilde iliski kuran bilinen tek okaryotik gen iiriinii

TAF7dir (eski adiyla TAFIISS).

Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baslamasi icin GTF’lerin promotore baglanmasi
gerekmektedir. Promotore ilk baglanan genel transkripsiyon faktorii TFIID dir. TFIID, TBP’den
(TATA binding protein) ve TAF’lerden (TBP associated faktor) olusmaktadir. Insan

genomundaki genlerin sadece %30 unun promotoriinde “TATA” kutusu bulunmaktadir. “TATA”
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kutusu bulunmayan promotor bolgelerinde 6nemli bagka bir sekans elementi olan initiator (Inr)
sekans1 bulunur. TATA kutusu icermeyen fakat Inr dizisi bulunan promotdorlerin cogunda ayrica
DPE (downstream promoter element) elementi de bulunmaktadir. DPE yaklasik olarak
transkripsiyon bagslama bolgesinden 30 bp asagida yer alir. TATA kutusu bulunmayan
promotorlerde TFTC’in (TBP free TAF containing complex) TFIID’in yerini aldigi invitro
kosullarda gosterilmistir. TBP olsun veya olmasin her promotoriin kendine has bir TAF
kompleksi olusturdugu, gene 6zgii olan bu kompleks olusumunun transkripsiyonun 6n kosulu

oldugu bugiin bilinmektedir. Pek cok farkli TAF’lerden biri de TAF7 dir.

Literatiirde TAF7 ile ilgili ¢ok az sayida yaym bulunmaktadir. Bir tarama yapildig: takdirde
icinde TAF7 gecen toplam 19 makale ¢ikmaktadir. Bunlarin ¢ogu TFIID kompleksinin farkli
okaryotlardaki yapisin1 ve diger TAF ler ile olan iliskileri kapsayan calismalardir. Ikisi TAF7
promotorii ve ekspresyonu ile ilgili olup protein fonksiyonu ile ilgili bilgi vermemektedir. TAF7
proteinin islevi ile ilgili ancak 4 makale bulunmaktadir. Bunlardan biri TAF7’nin, HIV Tat
proteinine benzer sekilde TAFII250’yi bloke ettigini ve boylelikle transkripsiyon
inisiyasyonunun bir kontrol noktasinda gorev aldigini ileri siirmektedir. Tiim transkripsiyon
kompleksinin saglikli olugsmasi sonrasinda TAF7, TAFII250 iizerindeki blokaji kaldirmakta ve
transkripsiyonun baslamasina izin vermektedir (36). Ote yandan TAF7’nin yine HIV Tat gibi
elongasyon faktorii P-TEFD ile etkileserek elongasyonu destekledigi bildirilmistir ve TAF/’nin

bir transkripsiyonel kontrol noktasinda gorev aldigi ileri siiriilmiistiir (37).

Sonug olarak TAF7 HIV Tat i¢in one siiriilen islevlerin ikisini HIV Tat’a benzer sekilde
yiiriitmektedir. Ancak TAF7’nin Tat gibi apoptotik siireclerin diizenlenmesinde rol oynayip

oynamadigi bilinmemektedir.
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Programlanmis hiicre oliimii (apoptoz), hiicre disaridan yasamina devam etmesi i¢in
gerekli sinyalleri alamadiginda veya hiicre hasart olustugu zaman gerceklesir. Apoptoz
yolaklarinin aydinlatilmasi1 ve farkli patolojilerde apoptozun rolii konusunda sayisiz arastirma
yapilmig olmasina ragmen halen oliime giden hiicrede transkripsiyonun nasil bloke edildigine
dair fazla bir veri bulunmamaktadir. Arastirmamiza temel olan hipotezimiz, bir apoptoz bulgusu
olan transkripsiyon blokajinin TAF7 iizerinden gerceklestigi ve TAF7’nin HIV Tat’a benzer
sekilde mikrotiibiiller ile iliskiye gecerek apoptozun ge¢ evrelerinde rol oynadigl yoniindedir.
Bunu test etmek amaciyla hepsinin de intrinsik mitokondrial yolag: tetikledigini gostermis
oldugumuz radyasyon, etoposit vee MGBG (methylglyoxal bis — guanylhydrazone) apoptotik
ajanlarmin uygulandigi HelLa ve Kelly hiicre hatlarinda siRNA (small interferring RNA)
oligoniikleotidleri kullanilarak TAF7’nin ekspresyonunu baskiladik ve apoptoz yanitlarini 6lgtiik.
siRNA iteknigi ile TAF7 ekspresyonu baskilanan Hel.a ve Kelly hiicre hatlarinda radyasyon,
etoposit ve MGBG (methylglyoxal-bis—guanylhydrazone) uygulamalar1 sonrasinda kaspaz 3
aktivitesi olarak ol¢iilen programlanmis hiicre 6liimiiniin kontrol grubu hiicrelerine gore, ajan ve
hiicre hattindan bagimsiz 4-6 kat azaldigim gozledik. Verilerimiz TAF7 nin apoptotik sinyal ileti
siirecinde rol oynadigi oOngoriimiizii desteklemektedir. Bulgularimiz apoptozda gozlenen
transkripsiyon blogundan TAF7’nin sorumlu oldugunu ileri stirmemiz i¢in yeterli degildir. Bunun
icin TAF7 protein yoklugunda hiicre genel transkripsiyon hizinin olciilmesi gerekmektedir.
Ancak genel transkripsiyon mekanizmasinin apoptoz siireci ile iliskilendirilmesi acisindan
onemlidir ve TAF7’nin bir transkripsiyonel regiilator oldugunu ileri siiren 6nceki ¢alismalarin
1s1¢inda anlam kazanmaktadir. Ayrica genel transkripsiyon mekanizmasina ait bir 6genin

yoklugunda apoptoza direng gelismesi dikkat cekicidir.
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TAF7’yi apoptoz ile iligkilendiren bir calisjma daha bulunmaktadir (45). Ancak bu
caligmada arastiricilar  verilerini  TAF7’nin  transkripsiyondan ayr1  olarak  poliamin
mekanizmasinda da rol oynadig: seklinde yorumlamislardir. 2004 yilinda Fukuchi ve arkadaslari
TAF7’nin poliamin transport aktivitesini diizenleyerek poliamin analoglar1 ile indiiklenen
apoptozda rol oynadigini ileri siiren bir ¢calisma yayinladilar. Bu calisma kapsaminda poliamin
transport aktivitesinde rol oynayan genleri tanimlayabilmek amaciyla oOncelikle MGBG
(methylglyoxal bisguanylhydrazone) diren¢gli CHO hiicreleri olusturulmustur. MGBG, bir
poliamin transport inhibitérii ve hiicrelere eklenmesi programlanmis hiicre oliimiine yol
acmaktadir. MGBG direncli hiicrelerde retroviral gen tuzagi (retroviral gene trap) metoduyla
direncin olusumunu saglayan gen, bu calismada TAF7 olarak tanimlanmistir. Yazarlar verilerini
TAF7’nin poliamin transportunda diizenleyici olarak rol aldigi ve bu yolla indiiklenen
programlanmis hiicre 6liimiinde islevi oldugu seklinde yorumlamiglardir. Ancak bu ¢alismadaki
verileri farkli yorumlamak miimkiindiir ve TAF7’nin bir transkripsiyonel regiilator olarak
apoptozda rolii olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kullanilan yontem, hangi genin
ekspresyon kaybinda MGBG’ye kars1 direng gelistigini saptamaya yoneliktir. Sonug¢ olarak da
TAF7 ekspresyon kaybinda MGBG ile indiiklenen apoptoza karst bir direng olusumu
gozlenmistir. Eger TAF7, transkripsiyonu durdurma islevi ile apoptoz yolaginda gorev aliyorsa,
yoklugu bu yolaktaki ardisik sinyal iletiminde bir duraklamaya yol acarak diren¢ gelisimine
neden olacaktir. Diger bir ifadeyle gozlenmis olan apoptoza karsi direng, TAF7 poliamin
transport yolunda rol oynadigi icin degil, genel olarak programlanmis hiicre Oliimiinde bir

fonksiyonu varsa da gozlenebilir.

TAF7’yi klonlayarak yapmis oldugumuz ekspresyon vektoriinii hiicre hatlarina transfekte

ettigimiz deneylerde TAF7 over-ekspresyonunun hiicreleri apoptoza soktugunu gozlemledik. Bu
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gozlem hiicre disina salgilanan HIV Tat’in enfekte olmayan hiicreleri apoptoza sokmasi ile
benzesmektedir. Benzer mekanizmalarin kullanilip kullanilmadigimi arastirmak amaciyla alfa
tubulin antikoruyla yapmis oldugumuz immunfloresan boyamalarda TAF7 over-ekspresyonunun

HIV Tat gibi mikrotiibiil stabilizasyonuna neden oldugunu gosterdik.

TAF7 fonksiyonu ile ilgili 6ngoriide bulunabilmek i¢in, SWISS-PROT ve TrEMBL’den
protein  domain  ailelerini  otomatik  olarak  olusturan ProDom  veri  tabanina

(http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php) TAF7 sekansini girerek, benzer

protein domainlerini iceren 2892 prokaryotik ve Okaryotik protein saptadik. Bu proteinlerin
taranmasi sonucunda, Okaryotik proteinlerin 40 kadarini mikrotiibiil ve mikrotiibiil asosiye
proteinlerin (MAP) olusturdugunu gordiik. Buna ek olarak TAF7 yapisinda bulunan coil-coil
domaininin, mikrotiibiil ve iskelet proteinlerinde de olduk¢a sik rastlamilan bir motif olmasi,
Tat’in fosforilledigi LIS1 proteinini Ozellikle beyin gelisiminde 6nemli rol oynamasi, buna
karsihk TAF7’nin en yiiksek eksprese oldugu dokunun noéroektodermal doku olmasi

sonuglarimizi destekleyen verilerdir

Yapmis oldugumuz apoptoz deneyleri TAF7’nin HIV Tat’in islevsel okaryotik bir
homologu olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Tat’1n iliskili oldugu mikrotiibiil proteini LIS1
ve pro-apoptotik protein BIM ile TAF7 iliskisini antikordan kaynaklanan sorunlar nedeniyle
gosteremedik. Yeni TAF7 antikor “lot”u ile deneylerin tekrarlanmasi, ayrica yapimi siiren
TAF7-flag plasmidi kullanilarak transfeksiyon sonrasi flag antikoru kullanilarak

immiinpresipitasyon (IP) deneylerinin tekrar1 planlanmaktadir.

132



Yukarida Tat’in CIITA proteini ile olan etkilesimin HIV enfeksiyonu acisindan énemine
deginmistik. Ayni etkilesimin CIITA ve TAF7 arasinda olup olmadigina arastirmak amaciyla
yapmis oldugumuz IP’lerde boyle bir iliski varligim1 destekleyen bulgular elde ettik. Yine antikor
sorunlart nedeniyle bu deneylerin de yeni antikor stoku ve TAF7-flag plasmid

transfeksiyonundan sonra tekrarlanmasi gerekmektedir.

TAF7’nin apoptozda oynadig1 rol goz oniinde tutuldugunda, CIITA ile olan iligkisinin
dogrulanmas1 immiinoloji alaninda ¢ok farkli acilimlara neden olacaktir. CIITA, MHC smf II
genlerin ekspresyonundan sorumludur ve kalitsal olarak mutant olmast durumunda MHC sinif 1T
ekspresyonu bulunmamakta ve dolayisiyla CD4 T lenfositleri gelismemektedir (Bare
Lymphocyte Syndrome). TAF7’nin genetik regiilasyonu ve doku ekspresyon diizeyleri, T
hiicresinin pozitif se¢iliminde bir rol oynayabilir. Ayrica HIV ile enfekte hiicrelerde CIITA ve
Tat etkilesimleri gbz Oniinde tutuldugunda CIITA ve TAF7 etkilesimleri 6nem kazanmaktadir.
Bir viriis ile enfekte bir hiicrede interferon tarafindan indiiklenecek CIITA ekspresyonu
sonucunda, CIITA’in TAF7’yi baglayarak hiicrenin hemen apoptoza girmesini 6nledigi boylece
gereken immiin yanita (MHC sinif I ve II’de antijen sunumu) zaman kazandirdigi one siiriilebilir.
Bu hipotezin denenmesi icin CIITA varliginda TAF7’in apoptotik etkisinin ortadan kalkip

kalkmadiginin gosterilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak arastirmamiz gerek apoptoz siireci gerekse genel transkripsiyon
mekanizmasinin bir 6gesi olan TAF7 ile ilgili yeni veriler ortaya koymaktadir. Ayrica
TAF7’nin, HIV Tat proteini ile olan islevsel benzerliklerinin farkli alanlarda gosterilmesi, diger
bir ifadeyle HIV Tat proteininin bir “okaryotik islevsel homologu” olabilecek bir proteinin

ozelliklerinin tanimlanmasi, HIV arastirmalarina biiyiik katki saglayacaktir.
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EK1

KiMYASALLAR VE COZELTILER:

WESTERN BLOT COZELTIiLERI:

LiZiS TAMPONU (50 ml. icin):
e 1,25 ml 1 M Hepes (pH: 7,6) ¢ozeltisi
e 10ml 2M. KC1
e 625 ul IM. MgCl,
e 10ul500uM EDTA
e 5 ml. Gliserol
e 500 pl. %20 NP40 soliisyonu
e 500 pul 100 uM PMSF
e 50ulIM.DTT
e 50 ul proteaz inhibitor kokteyli.
¢ Hacim ddH,O ile 50 ml.’ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

e 10 mM Tris (pH: 8)
e 150 mM NaCl

TBST:
*  %0,05 Tween 20 + TBS
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4X YORUTME TAMPONU

18,17 gr Tris Baz1
4 ml %10’luk SDS
dH,O0 ile hacim 100 ml.” ye tamamlanir.

pH’ 112 N HCl ile 8,8’ e ayarlanir.

4X YUKLEME TAMPONU (500 ml icin) :

STOK SDS PAGE ORNEK YUKLEME TAMPON COZELTILERI:

0,05M Tris : 25 ml 1 M Tris Buffer (pH: 6.8) alinir.
% 10,05 SDS: 20 ml %10’1luk SDS alinir.
Hacim cift distile su ile 500 ml.”ye tamamlanr.

Oda sicakliginda saklanir.

2X Gliserol (no R) Stogu:

2,5 ml. 4X Stacking Buffer

2,0 ml %10 SDS

0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
2,0 ml Gliserol

2,5 ml ddH,O

2X R (no Gliserol) Stogu:

2,5 ml. 4X Stacking Buffer

2,0 ml %10 SDS

0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
4,5 ml ddH,O
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2X R/G Stogu:
e 2.5 ml. 4X Stacking Buffer
2,0 ml %10 SDS

0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
2,0 ml Gliserol
2,5 ml ddH,O

4X Gliserol (no R) Stogu:
¢ 5 ml. 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 4.0 mlddH,O

4X R (no Gliserol) Stogu:
¢ 5 ml 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 4.0 mlddH,O

4X R/G Stogu:
e 5 ml 4X Stacking Buffer
¢ (0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
e 40 mlddH,O

Tiim stok 6rnek tampon stoklar1 oda sicakliginda saklanir.

SDS PAGE ORNEK YUKLEME COZELTILERI:

Kullanmadan hemen Once asagidaki soliisyonlar hazirlanir:

2X Gliserol (no R):
e 900 A Stok2XGnoR
e 100 A ddH,O
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2X R (no Gliserol)
e 900 A Stok 2XR no G

e 100 A Beta Mercapto ethanol.

2X R/G:
e 900 A Stok 2XR no G

¢ 100 A Beta Mercapto ethanol.

4X Gliserol (no R) :
e 800 A Stok 4XG no R
e 2002 ddH,O

4X R (no Gliserol):
e 800 A Stok 4XG no R

e 200 A Beta Mercapto ethanol.

4X R/G:
e 800 A Stok 4XR/G

e 200 A Beta Mercapto ethanol.

% 10° LUK AMONYUM PER SULFAT COZELTISI:

e ] gr. Amonyumpersiilfat tartilir.

¢ Son hacmi 10 ml olacak kadar cift distile suda ¢oziiliir.

o +4°C’ de saklanir.

% 10’ luk SDS PAGE JELI :

3,8 ml 4X Running Buffer

6 ml cift distile su

10 ul TEMED

% 5° lik YUKLEME JELI:

5 ml % 30’ luk Akrilamit bis soliisyonu

224 ul % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
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e 900 pul % 30’ luk Akrilamit bis soliisyonu

e 1332 ul 4X Running Buffer

e 3 ml cift distile su

e 84 ul % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
e 15ul TEMED

TOWBIN TRANSFER TAMPONU:

e 25 mM Tris: 3,03 g Tris

e 192 mM Glisin: 14,4 g Glisin

* %20 Metanol (pH: 8,3)

e 1gSDS

e ddH,0 ile hacim 1 L.” ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

TRANSFEKSiYON COZELTIiLERI:

e 2X HBS (pH:7,1 — 7,2 araliginda 4 farkl1 soliisyon hazirlanir.):
e 275 mM NaCl: 16 gr tartilir.

e 10 mM KCl : 0,74 gr tartilir.

e 1 mM Na,HPO .0,178 gr Na,HPO,4.2H,0 tartilir.

¢ 11 mM Glukoz/Dekstroz: 2,08 gr CsH,06. H,0 tartilir.

e 42 mM Hepes: 10 gr tartilir.

e Hacmi 1 It.”ye tamamlanur.

e (da sicakliginda saklanir.
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ELUTIP MINI KOLON COZELTILERI::

Low Salt Buffer:
e 0.2M NaCl
e 20 mM Tris HCI
e 10mM EDTA
e pH:7.4’e ayarlanur.

e (da sicakliginda saklanir.

High Salt Buffer:
e 2.0M NaCl
e 20 mM Tris HCI
e [.0mMEDTA
e pH:7.4’e ayarlanur.

e (da sicakliginda saklanir.

MIiNi PREP COZELTILERI::

e ALS 1: 50 mM glukoz, 25 mM Tris CI (pH:8,0), 10 mM EDTA

e ALS 2: 0,2 N NaOH, %1 SDS (Taze hazirlanir.)

e ALS 3: 5 M potasyum asetat (17,725 g tartilir). 11,5 ml asetik asit, 28,5 ml distile su.

ENDO FREE PLASMID MAXI PREP COZELTILERI:

TAMPON P1(resiispansiyon tamponu):
e 50 mM Tris.Cl, pH: 8.0
e 10mM EDTA
e 100 ug/ml RNaseA
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o 2.4 °C’de saklanir.

TAMPON P2 (Liziz tamponu):
e 200 mM NaOH
* %1 SDS (w/v)
e 15-25°C’de saklanir.

TAMPON P3 (Notralizasyon tamponu):
e 3 M potasyum asetat pH: 5.5
e 15-25veya?2-8°C’de saklanir.

TAMPON QBT (Equilibration tamponu):

e 750 mM NaCl

e 50 mM MOPS, pH: 7.0

® %15 izopropanol (v/v)

®  9%0.15 Triton X-100 (v/v)
e 15-25°C’de saklanir.

TAMPON QC (Yikama tamponu):
e 1.0 M NaCl
e 50 mM MOPS, pH: 7.0
®*  9%]15 izopropanol (v/v)
¢ 15-25°C’de saklanir.

TAMPON QN (Elution buffer):
e 1.6 M NaCl
e 50 mM MOPS, pH: 7.0
®*  9%]15 izopropanol (v/v)
e 15-25°C’de saklanir.
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TE (TRiS EDTA) TAMPONU:
e 10 mM Tris.CI pH:8.0
e 1 mMEDTA
e 15-25°C’de saklanir.

5X TBE (TRIiS BORATE EDTA) TAMPONU:

® 54 gr. Tris bazi

e 27,5 gr Borik asit
e 20ml0,5M EDTA (pH 8.0)

e 10 Kat diliie edilerek agaroz jel elektroforezinde yiiriitme tamponu olarak kullanilir.

HIGH PURE RNA iZOLASYON KiTi SOLUSYONLARI:

LiZiZ/BAGLAMA TAMPONU :

DNASE INKUBASYON TAMPONU:

4.5 M guanidine-HCl

50 mM Tris-HCl

%30 Triton X — 100 (w/v)
pH:6.8

Oda sicakliginda saklanir.

e 1M NaCl
e 20 mM Tris-HCI
e 10 mM MnCl,

e pH:7.0

e (da sicakliginda saklanir.
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YIKAMA TAMPONU I:

e 5 M guanidine-HCI
e 20 mM Tris-HCI
e pH:6.6

e (da sicakliginda saklanir.
YIKAMA TAMPONU II:

e 20 mM NaCl

e 2 mM Tris-HCI

e pH:7.5

e (da sicakliginda saklanir.

ELUSYON TAMPONU

e Niikleaz free, steril, cift distile su.

DiGER COZELTILER:

6X BROMOFENOL MAVISi SUKROZ COZELTISI: (Jel elektroforezi icin loading dye)

* % 0,25 (w/v) Bromophenol blue: 6,25 mg bromophenol blue alinir.
®* % 40 (w/v) sucrose: 10 gr siikroz tartilir.
e Hacim 25 ml.ye ddH,O ile tamamlanir.

e +4 °C’de saklanir.

100 uM PMSF:
e 0,174 gr. PMSF tartilir.
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e Hacmi ddH,0 ile 10 ml.’ye tamamlanir.

e 20 °C’de saklanir.

1M DTT:
e 1,54 gr DTT tartilr.
¢ Hacmi ddH,O ile 10 ml.’ye tamamlanir.

e +4 °C’de saklanir.

2M KCI:
e 75,56 gr KCl
¢ Hacmi ddH,O ile 500 ml.’ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

4 M NaCl:
e 116,88 gr NaCl
¢ Hacmi ddH,O ile 500 ml.’ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

0,5 M CaCl,:
e 36,8 gr CaCl,
¢ Hacmi ddH,O0 ile 500 ml.’ye tamamlanir.

e (da sicakliginda saklanir.

0,1 M CaCl, : (Competent Hiicre yapmak i¢in kullanilir)
e 20ml0,5M CaCl, soliisyonundan alinir.
¢ Hacmi ddH,0 ile 100 ml.’ye tamamlanir.
e Otoklavlanarak sterilize edilir.

e (da sicakliginda saklanir.

RNAse - Free Su:
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100 pul DPEC 100 ml suya eklenir.
Alt iist ederek karistirilir.

12 Saat 37 °C’de bekletilir.

10 Dakika 121 °C’de otaklavlanir.
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