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ONSOz

Guncel molekiler kanser arastirmalari, Hepatit B virist (HBV) X proteininin multi-step
hepatoseliler karsinogenezde dnemli roli oldugunu gostermektedir. Fonksiyonu tam olarak
ortaya konulamadigi i¢cin X olarak isimlendirilen bu proteinin, hicre proliferasyonunda etkili
cesitli genlerin ekspresyonunu trans-aktivasyon mekanizmasi ile degistirdigi pek c¢ok
arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir. 2002 yilinda yayinlanmig olan arastirma
projemizde HB X pozitif ve HB X negatif HepG2 hilicre dizinleri arasindaki gen ekspresyon
profilleri “polimeraz zincir reaksiyonu segici komplamenter DNA c¢ikartma (PCR select cDNA
subtraction)” metodu ile karsilastirmisgtir. Elde ettigimiz deney sonuglarinda, HBV X proteini
varliginda ekspresyonunda artis gézlenen 6zgun-yeni bir gen tanimlanmig ve “Up-Regulated-
Gene-4 (URG4)” olarak isimlendirilmistir. Temel yapi karakterizasyonu yapilan URG4’lGn tam
sekansinin 3.607 kb oldugu ve sitoplazma iginde 922 aminoasit iceren bir protein
sentezledigi tespit edilmistir. Ayrica URG4’lUn 7. kromozomun kisa kolunda lokalize oldugu
ve daha d6nce tanimlanan genler ile herhangi bir uyum/homoloji géstermedigdi bulunmustur.
Fonksiyona yoénelik yapilmis olan arastirma sonuglari URG4’GUn hepatoselller karsinom

olusumunda dnemli rol oynayabilecek yeni bir onkogen olabilecegini distindlirmektedir.

Daha énce yapmis oldugumuz arastirmanin devami olarak tamamladigimiz bu projede,
URG4’Un RNA interferans yontemi kullanilarak gen sessizlestiriimesi gercgeklestiriimis,
ardindan da mikroroarray ve protein array yontemleri ile URG4’Un onkogenik fonksiyonunun

ve molekiler etki mekanizmasininda rol alan pek ¢cok énemli veri elde edilmistir.
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Destek Programlari Bagkanhgi (ARDEB), 3501 Kariyer Programi, Saglk Bilimleri Arastirma
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OZET

Hepatit B virisu (HBV) X proteininin multi-step hepatoselller karsinogenezde 6énemli
katkilari bulunmaktadir. Molekller etki mekanizmasi ve fonksiyonu tam olarak ortaya
konulamadigi igin X olarak isimlendirilen bu proteinin, hiicre proliferasyonunda rol alan gesitli
genlerin ekspresyonunu trans-aktivasyon mekanizmasi ile degistirdigi pek ¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmigstir. Satiroglu-Tufan ve arkadaglar tarafindan yapilmis olan arastirmada
HBV X proteini varlidinda ekspresyonunda artis gézlenen 6zgun-yeni bir gen tanimlanmis ve
“‘Up-Regulated-Gene-4 (URG4)” olarak isimlendirilmistir. Temel yapi karakterizasyonu
yapilan URG4’lin tam sekansinin 3.607 kb oldugu ve sitoplazma iginde 922 aminoasit iceren
bir protein sentezledigi tespit edilmistir. Ayrica URG4’Un 7. kromozomun kisa kolunda (7p13)
lokalize oldugu ve daha 6nce tanimlanan genler ile herhangi bir uyum/homoloji géstermedigi
bulunmustur (GenelD: 55665, Entrez Nikleotid ID NM_017920). URG4’Un HepG2 hicre
dizinine over-ekspresyonu saglandiginda, blylime faktért varliginda veya yoklugunda hiicre
proliferasyonunu ve hayatiyeti arttirdigi, yumusak agar besi yerinde koloni olusumunu
uyardigi ve immudn sistemi baskilanmis farelerde timér olusumunu hizlandirdigi
gosterilmistir. Temel fonksiyona yonelik arastirma sonuglarimiz, URG4’Un hepatoseliler
karsinom olusumunda o6nemli rol oynayabilecek yeni bir onkogen olabilecegini
goOstermektedir. Hepatoselller kanser olgulari kullanilarak yapilmig olan arastirmalarda;
URG4 protein ekspresyonun hem periferik kanda, hem de karaciger tumoér dokusunda
normal olgulara g6re daha fazla oldugu gosteriimistir. URG4’Gn hepatoselller
karsinogenezin tanisinda ve tedavisinde kullanilabilecek bir belirte¢ oldugunu
dusunulmektedir. Ayrica grubumuz ve grubumuz disinda yapilmig olan arastirmalar da
URG4’Un sadece karaciger kanseri gelisiminde degil, mide kanseri ve osteosarkom

gelisiminde de etKkili olabilecegini digundurmektedir.

Bu projemizde, HepG2 ve RNA interferans metodu kullanilarak URG4’lin onkogenik
fonksiyonunun ve molekiler etki mekanizmasinin arastiriimasi gergeklestiriimistir. Mikroarray
ve protein array deneylerinden elde ettigimiz sonuglar, URG4’Un hticre proliferasyonu, hiicre
dongusu, apopitozda, invazyon ve metastazda rol alan yolaklardaki bazi 6nemli gen ifadeleri

Uzerinde etkili oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: URG4, Hepatoselller kanser



ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) encoded X antigen (HBxAg) may contribute importantly to the
development of multi-step hepatocellular carcinoma (HCC). However, the molecular
mechanism(s) responsible for this hepatocellular transformation have yet to be identified and
characterized. It has been shown in current publications that HBxAg may contribute to the
development of hepatocellular carcinoma (HCC) by trans-activating the expression of
selected cellular genes that promote hepatocellular growth and survival. Satiroglu-Tufan and
her colleagues have dentified and characterized a novel gene, which is up-regulated in the
presence of HBxAg, and named as URG4 (Up-regulated gene-4). The full-length URG4
clone was 3.607 kb and encodes a polypeptide of 922 amino acids with a predicted
molecular weight of 104 kDa. Analysis of the novel full-length URG4 sequence showed no
homology with other previously published genes and localized in the short arm of human
chromosome 7 (7p13) (GenelD: 55665, Entrez Nikleotid ID NM_017920). It has been shown
that over-expression of URG4 in HepG2 cells promoted hepatocellular growth and survival in
tissue culture (in the peresence or absence of growth factors) and stimulated colony
formation in soft agar, and accelerated tumor development in nude mice. Hence, URG4 may
be a natural effector of HBxAg and a putative oncogene that contributes importantly to multi-
step hepatocarcinogenesis. In HCC cases URG4 protein expression has shown to be
upregulated in both peripheral blood and liver tumor tissue in comparison to normal cases. It
is hypothesized that URG4 may be utilized as a marker in diagnosis and treatment of HCC.
In addition, studies by our group and others have strongly suggested that URG4 is involved

not only in hepatocellular carcinoma, but also in gastric cancer and osteosarcoma.

In this project, oncogenic function and molecular mechanisms of URG4 has been
analyzed by HepG2 cell line and RNA interference method. Results of microarray and
protein array studies revealed that URG4 is involved in expression of genes associated with

cell proliferation, cell cycle, apoptosis, invasion, and metastasis.

Key words: URG4,Hepatocellular Carcinogenesis



1. GIiRIS VE GENEL BILGILER
Hepatit B virist (HBV) hepatotropik, zarfli, kismen gift sarmalli bir DNA virtsu olup

kronik hepatit, siroz ve hepatoseliler karsinom olusumunda en énemli etiolojik faktérlerden
biridir [ARBUTHNOT, 2001; BEASLEY, 1984]. Hepatoselller karsinom primer karaciger
hicrelerinden kéken alan malign timdrdir. Tim dinyada hepatoselller karsinom gorilme
sikligi cografi boélgeden bdlgeye degisiklik gdstermekle birlikte, HBV enfeksiyonunun
endemik oldugu bdlgeler olan Asya, Afrika ve Uzak Dogu bu hastaligin en ¢ok goérildugu
yerlerdir. Tum dinyada yilda ortalama bir milyondan fazla yeni vaka tani almaktadir ve
bunlarin sag kalim oranlari 5 yil igin %3’den azdir. Bazi arastirmalara gore, her yil bir buguk
milyondan fazla insan bu hastalik nedeniyle 6lmektedir [CHEN, 1997]. Kronik hepatit B virlsu
tasiyicilarinda hepatoselller karsinom gelisme riski, enfeksiyonu olmayan insanlara gore
yaklasik 100 kat daha fazladir ve bu bugiine kadar bilinen en ylksek viral etken-kanser
olusum riski iligkisidir [BEASLEY 1984; BEASLEY 1988].

HBV'nin hepatokarsinogenez olugsumundaki molekller mekanizmasi hentz tam
olarak aydinlatilamamistir [ARBUTHNOT, 2001; BEASLEY, 1984; CHEN, 1997; BEASLEY
1988; FEITELSON, 1997]. GuUnumizde kabul edilen model sistem, viral enfeksiyon
suresince HBV DNA'sinin belirli parcalarinin konakgi hepatosit DNA’sina entegre olmasi ve
bunun sonucunda konakgi hepatosit DNA’sinda c¢esitli degisiklikler/hasarlar meydana
gelmesidir. Bu degisikliklerin 6zellikle hicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol oynayan pek
¢ok gen uzerinden oldugu distnulmektedir. Viral-konakgi DNA entegrasyonunun &zel bir
yerde lokalize oldugu gdsteriimemigstir ve bu olay degisik veya rastgele bolgelerde olabilir.
HBV genomu, uzun sarmal Uzerinde Ylzey-Surface (S), Kor-Cor (C), X ve Polimeraz olarak
adlandinlan dort degisik protein kodlayan nukleik asit dizisine “open reading frame” (ORF)
sahiptir. HBV X geni, HBV genomundaki en kig¢ik gen bdlgesidir. Transkripsiyonel trans-
aktivatér fonksiyonu ile HBV gen ekspresyonunu ve replikasyonunu destekleyen 16 kDa
molekdl agirhgindaki HB X proteini, hepatokarsinogenez olusumunda énemli rol oynadigi
dusinulmektedir [CASELMANN, 1997; HENKLER, 1996]. Ayrica Hepatit B X gen bdlgesi
konakgl DNA’sina en ¢ok entegre olan HBV DNA parcgasidir. Bu entegrasyonlar pek ¢ok
farkh bolgelerden olabilir ve sonucunda enfekte karaciger ve karaciger timér dokusunda
cogunlukla X bdlgesine ait mRNA olusumuna yol agar [MATSUBARA, 1990; DIAMANTIS,
1992; PATERLINI, 1995; KATAYAMA, 1989; VITVITSKI, 1988; WANG, 1991; WANG,
1991a). Cesitli arastirmalar HB X protein pozitifliginin hastalidin agirlig: ile dogru orantil
oldugu gostermistir [FEITELSON, 1993]. HB X proteini yiksek miktarda eksprese edilen
“HB X transgenik hayvan” modellerinde de hepatoseluler karsinom olusumu gdzlemlenmistir
[KOIKE, 1994; UEDA, 1995]. Hepatoseliler karsinom olgularindan izole edilen HBV X



genine ait DNA bdlgesi, in vitro sartlarda karaciger hicre dizinine transfekte edildigi
durumunda da, bu hicrelerde transformasyon goézlemlenmistir [HOHNE, 1990; LUBER,
1996]. Bu birbirinden bagimsiz olarak yapilmis arastirmalar HB X proteininin hepatoseliler
kanser olugumunda 6nemli bir roll oldugunu ve bu katkinin HB X proteininin transkripsiyonel
trans-aktivatér  fonksiyonuna bagli olarak gergeklesebilecedini  dustndirmektedir
[CASELMANN, 1995; HENKLER, 1996; ROSSNER, 1992].

HB X proteini sitoplazmada hucre proliferasyonunda rol oynayan pek ¢ok sinyal iletim
yollarini aktive eder (6rnegdin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B, AP-1, Jak/STAT) [BENN, 1994;
LUCITO, 1992; NATOLI, 1994; LEE, 1998]. Cekirdekte ise TATA baglayan protein, RNA
polimeraz II’'nin bir alt yapisi, ATF-2 ve diger bazal transkripsiyon komponentleri gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girdigi gdézlemlenmistir [CHEONG, 1995; QADRI, 1995;
MAGUIRE, 1991; HAVIV, 1995; HAVIV, 1996]. DNA tamirinde gérev yapan “ultraviolet
induced DNA binding protein” ve “p53/excision-repair cross-complementing type 3 protein”
kompleksine baglanmasi ile yeterli “transkripsiyona bagimli DNA tamirinin” yapilamayacagi
ve boylelikle pek ¢ok mutasyon birikimine neden olabilecedi disunulmektedir [LEE, 1995;
WANG, 1994]. Negatif blyime regulatérlerinden p53 [WANG, 1994; FEITELSON, 1993] ve
p55sen [SUN, 1998] ile fonksiyon baskilayici iliskiye gegmesi, ve ayrica siklin bagimh kinaz
inhibitdra olan p21WAF1/CIP1/SDI1 [FEITELSON, 1999] ve translasyon baslatici faktor olan
suit’in (translation initiation factor, sui1) [LIAN, 1999], hicre igi ekspresyonlarinin HB X
proteini varliinda azalmasi, hicre c¢ogalmasinin kontroliinde gesitli bozukluklara yol
acmaktadir. Ayrica HB X proteininin apopitoz ve hicre siklusu regllasyonu Uzerine de pek
cok etkileri gosterilmistir [ELMORE, 1997; KIM, 1998; SIRMA, 1999; GOTTLOB, 1998;
BENN,1995]. Yapilan son aragtirmalar HB X proteininin pek ¢ok degisik mekanizma ile hicre
ici gen ekspresyonlarini degistirdigini ve bu fonksiyonlarini 6zgln-yeni veya daha énce
tanimlanmis genler Uzerinden yaptigini disindirmektedir.

Satiroglu-Tufan ve arkadaslari tarafindan, 2002 yilinda yayinlanmis olan arastirmada
[SATIROGLU-TUFAN, 2002], HBV X proteini pozitif ve negatif HepG2 hiicre dizinleri model
sistem olarak kullanarak “polimeraz zincir reaksiyonu secici komplamenter DNA c¢ikartma
(PCR select cDNA subtraction)” teknigi ile HB X pozitif ve HB X negatif HepG2 hicre dizinleri
arasindaki gen ekspresyon profilleri karsilastinimistir. Bu deneyler sonucunda HBV X
proteini varliginda ekspresyonunda artis gézlenen 6zgin-yeni bir gen, Satiroglu-Tufan ve
arkadaslari tarafindan “Up-Regulated-Gene-4 (URG4)” olarak isimlendirilmis ve Amerika’'daki
National Center for Biotechnology Information-Gen Bankasina (NCBI-GenBank, Entrez
GenelD: 55665 ve Entrez Nukleotid ID NM_017920) olarak kayit edilmistir. Bu arastirmada
Up-Regulated-Gene-4 (URG4) olarak isimlendirdikleri 6zgln-yeni genin temel yapi



karakterizasyonu kisaca 6zetlenmistir. Oncelikle PCR segcici komplamenter DNA c¢ikartma
metodu ile elde edilen ve HB X pozitif HepG2 hicre dizinindeki “Up-Regulated-Gene-4
(URG4)” ekspresyonunun HB X proteini varliginda arttigi sonucu, ayni hicre dizinleri
kullanilarak birbirinden farkli molekiler deneylerle tekrar dogrulanmistir (6rnegin, Northern
Blot, in situ hibridizasyon ve immunohistokimya). Ekspresyon artiginin farkli molekuler
deneylerle onaylanmasindan sonra, URG4’lGin tam sekansi (full-length), “Rapid Amplification
of 5" and 3’ cDNA Ends (RACE)” yontemi ile elde edilmistir ve 3.607 kb’lik gen klonlanmistir
(NCBI Gen Bankasi-Entrez GenelD: 55665). insan gen bankasi arastirma sonuglari,
Satiroglu-Tufan ve arkadaslari tarafindan elde edilen URG4 sekans sonuclari ile
karsilastirildiginda, URG4’Un 7. kromozomun kisa kolunda lokalize oldugu ve daha 6nce
tanimlanan genler ile herhangi bir uyum/homoloji gdstermedidi bulunmustur (Entrez
Nikleotid ID NM_017920). Ayrica URG4’ln sitoplazma iginde 922 aminoasit iceren bir
protein sentezledigi tespit edilmistir. Cesitli bilgisayar programlari yardimiyla URG4’ln
cDNA’sI kullanilarak antijenik peptitler secilmis ve URG4’e karsi spesifik antikor
gelistirilmistir. immiinohistokimya metodu kullanilarak yapilan deneylerde, HBV ile enfekte
olan karaciger ve hepatoseliler karsinom olgularinda yogun miktarda URG4 protein
ekspresyonu goézlemlenirken, HBV ile enfekte olmayan karaciger dokularinda cok az
miktarda URG4 protein ekspresyonu tespit edilmistir. Bu sonuglar, RNA duzeyinde Northern
Blot ve beraberinde in situ hibridizasyon ydntemleri kullanilarak yapilan deney sonuglari ile
de desteklenmistir. Ayrica hepatoseliler karsinom olgularinda URG4 ve HBV X protein
ekspresyonunun ayni hucrelerde ko-lokalize olduklari saptanmigtir. Bu agamaya kadar elde
edilen arastirma sonuglarinin timiu URG4’Un in vivo ortamda HB X proteininin dogal bir
efektdrli olabilecedi hipotezini guclendirmigtir. In vitro hiicre kdltir ortaminda yapilan
deneylerde, URG4’Un HepG2 hicre dizinine transfekte edilip over-ekspresyonu
saglandiginda, blyime faktori varliginda veya yoklugunda hticre proliferasyonunu arttirdigi,
yumusak agar besi yerinde koloni olusumunu gergeklestirdigi ve immun sistemi baskilanmig
farelerde timor olusumunu hizlandirdigi saptanmistir. Bltin bu deney sonuglarinda
g6zlemlenen 0&zellikler onkogenlerin karakteristik fonksiyonlarindan oldugundan, HBV X
proteini varliginda ekspresyonu artan URG4’Un multi-step hepatokarsinogenezde énemli rol

oynayabilecek yeni bir onkogen olabilecegi dusunilmektedir.

Ocak 2010 tarihinde Human Genome Organization (HUGO) Gene Nomenclature
Committee URG4’Un ismini “Upregulator of Cell Proliferation (URGCP)” GenelD: 55665
olarak onaylanmistir. Bu nedenle bu tarihten itibaren bazi veri tabanlarinda URG4, URGCP

olarak da taranmaya baglamistir.
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(http://www.genenames.org/data’/hgnc data.php?hgnc id=30890)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=retrieve&dopt=full report&list uids
=55665&log$=databasead&logdbfrom=nuccore)

Grubumuz ve grubumuz disinda yapilmis olan farkli arastirmalarda da URG4’Un
sadece karaciger kanseri gelisiminde degdil, mide kanseri ve osteosarkom gelisiminde de
etkili oldugu gosterilmistir [SATIROGLU-TUFAN, 2002; SONG J, 2006; HUANG J, 2009;
SATIROGLU-TUFAN, 2010].

Song ve arkadaglarinin yapmis olugu arastirmada [SONG J, 2006]; mide kanseri
dokularinda, neoplastik olmayan komsu dokulara gore daha fazla URG4 eksprese edildigi
immunohistokimyasal teknik ile gdsterilmistir. Ayrica, URG4’( fazla eksprese edildigi tespit
edilen mide kanseri olgularinin, URG4 ekspresyonu az olanlara gbére daha ylksek PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) indeksinin oldugu gosterilmisti. URG4’Un fazla
ekspresyonunun saglandigi GES-1 (immortalize insan mide epitelial mukoza) hiicre dizininde
de, HepG2-pcDNA3-URG4 hicre dizinindekine benzer olarak buyume faktéri varliginda
veya yoklugunda hticre proliferasyonunun ve yumusak agar besi yerinde koloni olusumunun
arttigi tespit edilmistir. Yine RNA interferans teknigi ile ilgili hicre dizinlerinde URG4’Gn
sessizlestirmesinin saglandiginda (gene knock-down) bu etkiler timUyle ortadan kalkmistir.
URG4’Un fazla ekspresyonunun saglandigi GES-1 hicrelerinde de Siklin D1 ifade artisi
tespit edilmistir. Yazarlar bu verilerle, URG4’Un mide kanseri gelisiminde Siklin D1 ifadesinin
regulasyonunda etkili olabilecek potansiyel terapdtik bir hedef olabilecegini ifade

etmektedirler.

Huang ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir diger arastirmada ise [HUANG J, 2009]
calisma kapsamindaki osteosarkom olgularinin %86.96’sinda fazla URG4 ekspresyonu
saptanmis ve Ozellikle bu olgularda da metastaz ve nuks riskinin yiksek oldugu
gOsterilmistir. Ayrica, osteosarkomlarda tespit edilen fazla URG4 ekspresyonunun, mide
kanseri olgularina benzer olarak yuksek PCNA indeksi ile iligkili oldugu belirtmis, ancak
mikro damar yogunlugu ile iligkili olmadigi gosterilmistir. Yine bu sonuglara gére URG4’lUn
osteosarkom gelisiminde de etkili olabilecedi ve prognoz tayininde kullanilabilecek bir

molekdler belirte¢ olabilecegi ifade edilmistir.

Gen sessizlestiriimesinde veya baska bir dedisle transkripsiyon sonrasi gen
azaltiimasinda (“Post Transcriptional Gene Knockdown”) kullanilan RNA interferans teknigi,
fonksiyonu tam olarak bilinmeyen genlerin arastirimasinda son zamanlarda siklikla

kullanilmaya baslanan en yeni, 6zgin ve hizli bir yontemdir [COGONI, 2000]. RNA
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interferans c¢alisma prensibinde hedef genlerin sekansina komplamenter olarak hazirlanan
kisa ¢ift sarmal RNA'nin, hedef genlere ait protein translasyonunu baskilamasi ve mRNA’nin
degredasyonu temel teskil etmektedir [GURU, 2000; HAMMOND, 2001]. Bu yo6ntem
kullanilarak yapilan gen sessizlestiriimesinde, organizma iginde hedef aldigimiz gende
olusan ‘“loss-of-function” mutasyonu sonucunda gérdigumuiz etkiye benzer bir etki
g6zlemlenir. ik yapilan RNA interferans calismalarinda bitki ve omurgasiz hayvanlar model
sistem olarak secilmis olmasina ragmen, son iki yilda kultire edilmis memeli hicre dizinleri
ve erigkin farelerde de basar ile kullanilabilmektedir [YANG, 2001; PADDISON, 2002;
ELBASHIR, 2001]. Bunun nedeni ise ilk zamanlarda RNA interferans tekniginde kullanilan
uzun cift sarmal RNA parcgalarinin, memeli hicrelerinde hizli bir interferon cevabi
olusturarak, spesifik olmayan bir mekanizma ile, iginde bulundugu hucreyi hizla apopitoza
yonlendirmesidir. Kisa ve sekans spesifik 21-23 nukleotid igeren cift sarmal RNA pargalari
(short/small interfering” RNAs- siRNA) memeli hicrelerinde yukarida bahsettigimiz spesifik
olmayan ve istenmeyen etkiyi olusturmadan gen sessizlestirmesini “Post Transcriptional

Gene Knockdown (PTGN)” gergeklestirebilmektedir.

Daha 6nceki arastirmalarimizin devami olarak planlanmis olan bu deneysel projede,
HBV X proteini varliginda ekspresyonunda artis tespit ettigimiz URG4’in RNA interferans
ydntemi kullanilarak gen sessizlestiriimesinin ardindan mikroarray ve protein antibody array
yontemleri ile URG4’Un onkogenik fonksiyonunun ve molekiler etki mekanizmasinin

arastinimasi yapilmistir.

2. GEREG VE YONTEM:

2.1 Kullanilan hiicre dizinleri ve hiicre kiiltiirii kosullari:

Projemiz kapsaminda kullanilan insan hepatoselliler kanser hicre dizinleri asagida
Ozetlenmigtir:

e HepG2 (sade-plain)

e HepG2-pcDNAS3 (Vektor Kontrol)

e HepG2-pcDNA3-URG4

e HepG2-pcDNA3-HBXx

Tip Il kollajen (Collagen R solution 47254.01, Serva) ile kaplanmis hicre kultir kaplarina

yapigarak c¢ogalan bu hiicreler, uygun besi yerinde, 37°C'de ve %5 CO;li ortamda

Uretilmistir.
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Hucre dizinlerinin bdyumesi icin kullanilan besi yeri detay bilgileri:
e Earle's Minimum Essential Medium (EMEM) w/o L-Glutamine (01-025-1A, Biological
Industries)
e %10 FBS (Fetal sigir serumu) (04-121-1B, Biological Industries)
¢ 0.1 mM Non-Essential Amino Acids Solution (01-340-1B, Biological Industries)
e 2 mM Glutamin (03-020-1B, Biological Industries)
e 1 mM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biological Industries)
e 100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries)

2.2 Hiicre canlihgi ve hiicre proliferasyonu:

HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-URG4, HepG2-pcDNA3-HBx vb. hicreleri 6 kuyucuklu
hicre kaltira kaplarina (2’li kontroll olarak-duplicate) ekilerek, bluylume faktérleri varliginda
(EMEM + 10% FBS) ve/veya buyume faktorleri yoklugunda (EMEM) olmak Uzere iki farkli

besi yerinde Uretilmigtir. 5 gln slresince, canli hicre sayisi ginlik hemasitometre sayimlari

yapilarak tripan blue boyama teknigi ile belirlenmistir.

Ayrica, hucre canliigi ve proliferasyon deneyleri icin ilgili htucreler; “HepG2-pcDNA3, HepG2-
pcDNA3+URG4 siRNA, HepG2-pcDNA3-URG4, HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3+GAPDH
Kontrol siRNA, HepG2-pcDNA3+Non-targeting siRNA” Tip Il kollajen (Collagen R solution
47254.01, Serva) ile kaplanmis 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii kaplarinda 1x10%kuyucuk

miktarinda ekilmistir. siRNA transfeksiyonu sonrasinda hicre proliferasyonu “Cell
Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological
Industries)” ile arastirilmistir. Kit iceriginde reaktif madde olarak tetrazolium tuzu olan “XTT”
icermektedir. siRNA transfeksiyonunu takip eden 1-2-3-4-5-6 gunlerde, aktive edilmis XTT
sollisyonu ayni saatte eklenip ve hiicreler 2 ve/veya 4 saat 37°C'de, %5 CO?li ortamda
bekletilmigtir. Reaksiyon sonucunda olusan renk reaksiyonu 450nm’da 96 kuyucuklu eliza

okuyucuda tespit edilmistir.

2.3 URG4’e 6zgiin cift sarmal siRNA sentezi:

RNA interferans deneyleri igin gerekli olan URG4’e 06zgin cift sarmal siRNA sentezi
“‘Dharmacon” firmasindan temin edilmistir. HepG2-pcDNA hicre hattinda URG4 geninin
sesizlestiriimesi icin ilgili firma tarafindan sentezlenen/uretilen pek ¢ok degisik alternatif
arasindan da, ON-TARGETplus SMARTpool insan URG4 siRNA’si (Cat # L-017108-01)
secilmistir. SMARTpool teknolojisi ile, ilgili genin 4 farkli bolgesine yonelik, 6zgun tasarlanmig
ve yliksek derecede fonksiyonel duplexler hep birlikte-ayni anda kullanilabilmektedir. ilgili

gene ait 4 adet 6zglin ve farkli siRNA duplex kullanimi, genin icindeki olasi SNPler’in (single
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nucleotide polymorphisms) varligiyla fonksiyonel olmayan siRNA duplex olusumunda etkili

olabileceginden, sessizlestirme potansiyelinin ve deney sonuglarinin daha gugli ve dogru

olabilmesi igin avantajlidir.

Referans olarak kullanilan URG4 Sekansi:

GenBank GenelD: 55665:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/55665

URG4 Transcript Variant 3 - GenBank mRNA tam dizin mRNA sekansi: NM_017920

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM 001077663.1

REFERENCE 2 (bases 1 to 3606)
AUTHORS: Satiroglu-Tufan,N.L., Lian,Z., Liu,J., Pan,J., et al.

TITLE

PUBMED

Sekil 1.

Hepatitis Bx antigen stimulates expression of a novel cellular gene, URG4, that

promotes hepatocellular growth and survival
JOURNAL Neoplasia 4 (4), 355-368 (2002)

(http://www.neoplasia.org/cover.php?issue=v04i04)

12082552

URG4 kodlanan gen dizisi (Coding DNA Sequence)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

gagccgcggce
gcgtcgcccg
gccccagaaa
agagaaatgg
gacaatgatt
ctagagacgt
agtatgaaga
ttgcaggccc
gccaggcctg
gatgaccttg
aaccccttag
atagcgttga
aaccactacc
cagcccccaa
gccttcgect
gtcctcagcc
accaatgccc
agggaggact
gggtctcact
actgacaata
aaatactact
aataagttaa
actgacagcg
ccctgcaggce
gtcgacgagg
aaaatcaaag
agaaaggcag
gagaagcaca
catgatccct
gagaagcagt
ctgagacagc

cgcgcggagg
ggatagaagt
taaaagcatc
aaggagatga
ttccaacagt
accaggtcca
actgggcccc
tcaatgctga
tggagaagga
ctgccgacat
accttctctg
aaatggccct
atacatttct
ggggcatggg
tcgtgcgcat
cgggccacag
gggagatttc
tggacatttt
ggctgcagtt
tcagtaagaa
tcatcctgag
ttcctgtgcect
acagcttcgt
gggtatctgt
actgtgagga
actcggatgc
cccaagtgga
gggctgagcet
cctcgggggt
acttcctgag
ctccggagac

aagcgaagga
ggaattactg
agagagacga
ttgcgagttc
ggagagaagc
gaaactcagc
tcaggttccc
tgccaggaat
gagccagatg
ttattccttt
tgccctgctg
ctgccagttt
gctgtgggcec
gagcttccgg
ggacgtcagt
gcagtgggac
ggatgggttg
cccagaacct
taagctcttg
ggaatacaaa
tccctaccgt
gaaaatagac
gaagaggatc
ggaggacatg
gtgtcagaaa
ctacagaagg
gaaggagttc
gaggcggcgg
gcaggagttc
gtggatggag
gcttctcacc

ggcgggagcg
ggcaaagggc
acagctgtgg
cgttatggag
aggcttcaag
ctccaggact
aaagacttgc
accactatgg
gaagaggaga
tctgagctgce
ctctcctcag
gcactcccac
atgcggggcea
gaagacagcg
agcaactcca
tgcttctggce
gtagaaattt
gtggcctttc
acagaaatct
ttgctgtact
gggaagcgca
cactcacatg
cgggccatcg
gcgcacgcag
gcgaaagacc
gacgagctga
tgccagctcc
ctgctagaac
atctcgggga
tggggcctgg
ctgagaccaa

gagacctcgc
attcagattt
ccattgcaga
atggtacaaa
aaatgctgtc
ctctgcagat
cctggaattt
tgctggacgt
tcatctactg
ccacccctga
acagtttcct
tcgtgttgcece
ttgtgaggac
tggtcttgtc
agtcccagcet
atcgggacct
cctggttttt
tgaacctgag
cctccgetgt
ccatgaagga
acacaaacct
tcctggtaaa
ttgggaatgt
cccgcaaact
ggatggagag
ggctgcaggg
agtgggccgt
ttcgaatgca
tcagcagccc
cacgggtggce
agcatggggg

tgcgctcatg
gggagaagta
tttggaatgg
tgaggctcag
acttttgggc
cagttttgac
cctcaggaag
gctcccagac
ggacccagct
tacgccagtg
gcaacaagaa
tgactcggag
atggtggtcc
cagggcgccc
tctcaacgcc
caacttgggc
tcccagcgga
aggtgacatc
gtttatattg
gtcaaccaca
gagatttctg
ggtcagcagc
gctgcgggcea
gggcctaaag
gattaccagg
ggacccctgg
ggacccccect
gcagaacggc
ctccttgagt
ccagccgcga
caccacagac
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1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

//

gtgggggagc
cagttttatg
cgttttgcce
ctaatcgatg
ctgcacgtcc
ggcacgggca
agctgcggtc
gacctgggct
acgtcagctg
agcaatgtca
gcatttctga
cttcatgatg
cctggtgacc
ctggcaggcc
tggcacggag
ttgaagagat
cagcagctca
aggaggctgce
cctgagaatg
ctcctcaaca
aatatcacag
aaggatcctg
gagcagcgtc
gaagttgtcc
ggaccagcat
tattgactga
tgttgtgcce
ctcatgtgtt
attctccagce
aaatgaatga

cgctctggcc
aggctgagag
acttcccagg
ggagcacgct
gactggagag
agtccacact
ctcgaggggce
gtgaccacat
gggacagatt
ccgtgatcag
ggttagaaaa
tatctgttcc
tgagcagggc
tggccttctg
cacctcccat
gcctactcga
ttgagctggt
tgtgggcagce
gctggtgccc
gtgttaaaag
cccccagggt
cggggtgggc
cttagtcact
tgaggaagca
tcaagatgtg
tctgtgaagg
cacagcactt
tacatgtctg
tctgtgtccc
gtgcacaaaa

tgagccccta
ctgtcttgtg
cttggcctcg
gagcatgccc
acggtcaagg
cctcaacacc
cttcatgcag
cctggtgata
tgagctggag
tctagctgaa
aacggggcac
cggccctagg
tgcagcccag
cgaccctgag
ggccgcagtg
aaacatcagg
gagacggctg
cctgtctgat
aatcgacatg
aggaagtgac
agggagacaa
cctctgtata
gcaggcccag
gaagtaggcc
agtgcccgtg
cttccctgac
tgttatacct
tcccecceccaga

cagggcctgg
aaaaaaaaaa

ggggtggaac
gaggcaggga
gagctgctgc
gtccgctggg
ctggtggttc
atgtttgggc
ctcatcacag
gactccgggg
gcttccttgg
accaaggaca
atgcccaact
cccagagaca
atggagaaac
aagcagcaca
agcttggcct
aacggcttgt
tgagtgtgca
ggggcacccg
agaagacgag
ctcacagacc
gcagcagttt
gctgctctct
gcgggcaggt
ttgctcccge
gtgtgcaagg
ccctgceccag
ctgccacaca
ctgtgagctc
cacattgtag
aaaaaa

acttcttgcg
ggctgcecggce
tgacagggct
tcacagggct
tgtcaaccgt
tgcggtttgce
tggctgaggg
gcttgatagg
ccactctgct
ttccagcagce
accagtttgt
agagacagct
agggcgacgg
tctggcacat
acagtgaagc
cgaaccaaaa
gagaaaccca
tgtggggctg
gaaaagacag
agctcagaga
gttctgtctc
gtcactggcc
ggtcccagga
ccaacccaag
cactcccatg
gaagagttca
cttcacgcag
cttgagggca
acgcttaata

ggagatggga
aggccagagg
gcctctggag
cctgaaggag
cggggtgcca
cacagggaag
cttcagccag
tggggccttg
catgggactg
tattctgcat
ataccagaac
cctggatcca
cttccgggca
cccaggcctg
catatttgaa
caaaaacatc
gttcaggtgt
tgctctggtg
ggtttggagt
tgttaccaag
agctcctgtc
cctggagtgg
cagaggtggg
ggcctccagt
gcaccgtatt
ctggtcgctc
cgcgttgtaa
gggactgtac
aatgtctgtt

ON-TARGETplus SMARTpool insan URG4 siRNA’si (Cat # L-017108-01) kullanilan 4 adet

siRNA duplex sekanslari asagida 6zetlenmigtir.

siRNA duplex 1:

Sense:

Anisense:

siRNA duplex 2:

Sense:

Anisense:

siRNA duplex 3:

Sense:

Anisense:

siRNA duplex 4:

Sense:

Anisense:

G.C.C.UAAAG.GUC.GACGAGGAUU

5-P.U.C.C.U.C.G.U.C.G.A.C.C.UU.UAG.G.CUU

U.G.A.C.C.U.U.G.C.U.G.C.C.G.A.CAU.U.UU

G.G.AGUGU.CAGAAAGCGAAAUUU
5-P.U.U.U.C.G.C.U.U.U.C.U.G.A.C. AC.U.C.C.UU

5-P.A.AU.G.U.C.G.G.CAG.CAAG.GUCAUU

AACAAGAAAUAG.CGUUGAAUU

5-P.U.U.C.AA.C.G.C.UA.U.U.U.CU.U.GU.UUU
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2.4 siRNA’larin  transfeksiyonu ve URG4 geninin HepG2 hiicrelerinde
sessizlestiriimesi:

RNA interferans deneylerinde yukarida detaylari ile anlatiimig olan URG4’e 6zgu siRNA’larin

yani sira;

e pozitif kontrol olarak ON-TARGETplus siCONTROL insan GAPDH Kontrol siRNA (Cat #
D 001830-10-05),

e negatif kontrol olarak siCONTROL Non-Targeting siRNA #1 (Cat # D-001210-01-05)
veya ON-TARGETplus siCONTROL Non-targeting siRNA (Cat # 001810-10-05)

kullaniimis ve HepG2-pcDNA3 hicre dizinlerine ayri ayri olarak transfekte edilmistir.

Kullanilan batan siRNA’larin gegici (transient) transfeksiyonu igin DharmaFECT 1 (Cat # T-
2001-02) transfeksiyon malzemesi kullaniimis ve firmanin 6nerdigi protokol uygulanarak

gerceklestirilmigtir.

RNA interferans deneyleri iki ayri hirce kiltir kabi platformunda gergeklestirilmistir. (96
kuyucuklu ve 6 kuyucuklu). Transfeksiyonun optimizasyonu, ilgili deney protokoltndeki farkli
parametrelerin (transfeksiyon malzemesi ve/veya siRNA konsantrasyonu, transfeksiyon
suresi, antibiyotikli ve antibiyotiksiz besi yeri kullanimi, vb.) tek tek degistiriimesi ile

yapilmigtir.

2.5 RNA izolasyonu ve multipleks semikantitatif RT-PCR:

ilgili hiicre dizinlerinden TRI-Reagent (Sigma) kullanilarak, Uretici firmanin énerdigi protokol
cercevesinde RNA izolasyonu yapilmistir. RNA kalitesi ve miktarlari belirlendikten sonra,
Tablo 1’de detaylandiriimisg olan amplikonlar OneStep RT-PCR kit (Cat# 210212, Qiagen)
kullanilarak, tek asamali multiplex semikantitatif RT-PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilip, EtBr ile

boyanmis %2’lik agaroz jelde goéruntilenmistir.
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Tablo 1.
Primer Dizileri

Amplikon
biyukligi | Annealing derecesi

Gen ismi Primer Dizisi
(Bg) (’c)

URG4 (1) F:
5-CGGGAGATGGGACAGTTTTA-3’
URG4 (1) 285 55
URG4(1)R:
5-CATGGTGTTGAGGAGTGTGG-3’

URGA4 (2) F:
-CTTCATCCTGAGTCCCTACCG-3’
URG4 (2) 5-CTTCATCCTGAGTCCCTACCG-3 47 s
URG4 (2) R:
5-GCCGTTCTGCTGCATTCG-3’

GAPDH F:
GAPDH 5’-CCCCACACACATGCACTTACC-3 o8 55
GAPDH R:

5-CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3

CyclinD1_F:
5’AGCTCCTGTGCTGCGAAGTGGAAAC-3’
Cyclin D1 480 60
CyclinD1_R:
5’AGTGTTCAATGAAATCGTGCGGGGT-3

2.6 Real-time RT- PCR:

Total RNA’lari elde edilen érneklerden, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche
Diagnostics) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestiriimistir. Sonrasinda
elde edilen cDNA kullanilarak, hedeflenen gen bdlgeleri Light Cycler PCR Master Mix ve
TagMan metodu temel alinarak real-time PCR ile amplifiye edilmistir. Ayri bir PCR’da ayni
cDNA 6rnegi kullanilarak, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) cDNA’si
housekeeping gen olarak kullaniimigtir. Elde edilen triin, RNA kontroll ve rolatif kantitasyon
icin kullanilmistir. Herbir 6rnegin kantitasyonu, ornegin floresan rezonans enerjisi Light
Cycler Kantitasyon Software’t (LCQuant, Roche Diagnostics) kullanilarak &l¢ilmustar.
incelenen 6rnekte, ilgili genlerin mMRNA miktarinin 8lgiilmesi icin rélatif kantitasyon
kullanilmistir. Amplifiye edilen DNA’nin kantitasyon analizi, kantitasyon software (Relative
Quantification software Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ile hesaplanmigtir.

PCR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler cihazinda, logaritmik artisa
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gectikleri dongl sayisina gore degerlendirilmistir. Bunun icin dnce konsantrasyonlari bilinen
GAPDH’In 7 farkli standardi ile (108, 107, 106, 105,104 103 ve 102) bir standart

amplifikasyon egrisi olusturulmustur. Calisilan érnekteki gegis noktasina (CP) gére cDNA'nin

rolatif miktari kantitasyon software tarafindan belirlenmistir. ilk olarak, hedef miktari; hedef

(T) gen kopyalarinin housekeeping (H) gen kopyalarina orani seklinde dlcilmiistir. ikinci

basamakta, ornekteki hedefin housekeeping gen kopyalarina orani (T/H), her reaksiyonda

kosulan kontrol RNA’nin T/H oranina bélinmesi ile elde edilmistir. Sonugclar, érnekteki T/H

oranini ifade etmektedir. Uygulanan TagMan PCR protokoll; asagida detaylandiriimis olan

Denatlrasyon, Amplifikasyon ve Sogutma asamalarini icermektedir (Tablo 2).

Tablo 2.

Real time RT-PCR kosullari

Denatiirasyon

Dongi Programi Verileri
Déngu

Analiz Modu

Hedef Dereceleri

Hedef Derece (°C)

inkiibasyon zamani (s:dk: sn)

Sicaklik Transisyon Orani (°C/sn)

ikinci hedef derece (°C)
Basamak derecesi (°C)
Dénguler

Kazang modu
Amplifikasyon

Déngi Programi Verileri
Ddngi

Analiz Modu

Hedef Dereceleri

Hedef Derece (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Transisyon Orani
(°C/san)

ikinci Hedef Derecesi (°C)
Basamak derecesi (°C)
Doénguler

Kazang¢ modu

Segment 1
94
15

20.0

Deger

1

Segment 1

95

600

20.0

0

0.0

0

Deger

40

Kantitasyon
Segment 2
60
60
20.0
0
0.0
0
Tek
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Soguma

Program Verileri Deger
Dongii sayisi 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 40
inkiibasyon Zamani 30

Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0

ikinci Hedef Derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Dénguler 0

Kazang modu -

2.7 Protein izolasyonu ve Western Blot:

ilgili siRNA transfeksiyonundan 96 saat sonrasinda, hiicre dizinlerinden protein izolasyonu
yapiimistir. Kisaca, hlcreler soguk (ice—cold) PBS ile iki kez yikandiktan sonra 10 dakika
RIPA sollisyonu [50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Nonidet, 0.5% sodium
deoxycholate, 1% SDS, proteaz inhibitorleri (1 mM phenyl-methanesulfonyl fluoride (PMSF),
10 ug/ml leupeptin, 20 ug/ml aprotinin), ve fosfataz inhibitéri (0.2 mM sodium
orthovanadate)] ile buz Ustiinde bekletiimistir. 10.000 rpm ve 4°C’de santriflij sonrasinda
hicre debrisi ¢oktlrilmis ve total protein elde edilmistir. Protein konsantrasyonu BioRad
Protein assay kit (Bradford dye-binding procedure) yardimi ile yapilmistir. izolasyonu
yapilmis olan protein drnekleri (her birinden 50 veya 100ug) SDS-PAGE’e (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis — 8% resolving gel-(BioRad)) tabii tutulduktan
sonra PVDF membrana (Millipore) gecirilmigtir. Proteinleri iceren PVDF membran, taze
hazirlanmig PBS + 5% yagsiz sut tozu + 0.05% Tween-20 iginde ve oda sicakliginda 1 saat
bekletilmigtir. PBS yikamalari sonrasinda, birincil antikor olarak 1:1000 oraninda anti-URG4
(kendi Urettigimiz) veya 1:1000 — 1:5000 oraninda anti--aktin (Rabit polyclonal, AbCam) ve
sonrasinda horseradish peroxidase (HRP) konjuge ikincil antikorlar (goat anti-rabbit 1IgG —
Accurate Chemical & Scientific Corporation) kullaniimistir.  Sonuglar “enhanced
chemiluminescence” (SuperSignal siRNA Chemiluminescent Detection) teknigi ile

goériantilenmistir.
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2.8 Akim Sitometrisi:

6 kuyucuklu hicre kaplarinda Uretilen ve siRNA transfeksiyonu yapilan hicre dizinleri
kullanilarak “Akim Sitometri” “FACS Analysis” Floresans Activated Cell Sorting” deneyleri
yapilmigtir. Deney prensibi olarak ilgili her hiicre dizini siRNA transfeksiyonunu takip eden 24
ve 48 saatlerinde fikse edilmis ve sonrasinda Propidium lodide ile boyandiktan sonra ve
hicre igindeki DNA miktari-igerigi hicre doéngusundeki bélimler cergevesinde % olarak

Olctimustdr.

2.9 Mikroarray Analizi:
HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3+URG4 siRNA, HepG2-pcDNA3-URG4 hicre gruplarindan
“2’ser grup halinde (duplicate)’” RNA izolasyonu (TRI-Reagent-Sigma) yapildiktan sonra kuru

buz varliginda Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiine génderiimis ve Affymetrix
Human Genome U133 2.0 Plus chip platformu kullanilarak mikroarray deneyleri
gergeklestiriimistir. Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiine génderilen érnekler; ilk
olarak RNA miktar, batinlik ve temizlik dereceleri igin “Agilent Bioanalyzer” platformunda
degerlendirilmigti. Bu degerler mikroarray-ifade profillemesi c¢aligmalarindan alinacak
sonuglarin kalite ve guvenilirligi ile dogrudan iligkilidir. Bu analiz sonucunda, RNA
orneklerimizin degrade olmadidi, yeterli temizlik ve miktarda oldugu onaylandiktan sonra

mikroarray deney islemi gerceklestirilmigtir.

2.10 Proteomiks “Kinex Antibody Microarray” Analizi:
HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3+URG4 siRNA, HepG2-pcDNA3-URG4 hicre gruplarindan
“2’ser grup halinde (duplicate)” hicre pelleti elde edildikten sonra &érnekler kuru buz

varliginda Kanada’da bulunan KINEXUS firmasina génderiimis ve “Kinex Antibody
Microarray” teknigi ile yaklasik 800 adet proteinin (300 phospho-specific + 500 pan-specific
antikor) ifadesine ve fosforilasyon durumu analiz edilmigtir.

3. BULGULAR

RNA interferans deneyleri 6ncesinde, kullanilacak hicrelerin temel karakterizasyonu,
“HepG2 hicrelerine pcDNA3 vektéri ile aktarilan URG4 gen ifadesinin  Multiplex
Semikantitatif RT-PCR ile belirlenmesi (Stabil transfeksiyonun kontroll)” ve “hicre buyime
egrileri” ile kendi laboratuarimiz kosullarinda yapilimistir.
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3.1 HepG2 hiicrelerine pcDNA3 vektorii ile aktarilan URG4 RNA ifadesinin Multiplex

Semikantitatif RT-PCR ile belirlenmesi (Stabil transfeksiyonun kontrolii):

Yaklagik 3600 b¢ olan URG4 dizisi hedef dizi olarak kullanilarak, cgesitli bilgisayar
programlari yardimiyla 7 farkli URG4 gen ifadesi kontrol parcalari (Tag) hazirlanmigtir. RT-
PCR analizinin kolayca yapilabilmesi igin genin tam uzunlugu yaklasik 200-450 bg¢’lik
parcalara ayrilmig (toplam 7 parga) ve her bir parca icin 5 farkli primer cifti tasarlanmigtir.
Asagida primer tasarimi detaylari ile agiklanmistir (Sekil 2).

Sekil 2.
URG4 primer tasarimi
(Symbol: URG4, Accession: NM_017920.2, Map: 7p13, Lenght: 3606)

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
1k 2k 3k
IRG4
L 4
—/
O
Ta%i Tag3 Ta%ﬁ Ta%?
Ta%E Ta%-ﬂf Ta%E
bl . B e . B LB Bl B
b . B2 < B . B e 2 SBL
B LB . B e B . B B3 B
b . B . B . B . B B LB
& N < B . B e e CB
Sequence l  PolyA_signal # Repeats Tags mm
Tablo 3. URG4 Tag 1
Start: 1 End: 501 Length(pb): 500
| Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size TMel GC%
- LEFT ggcattcagatttgggagaa 27 20 423 60.014 45.000
RIGHT  tctcctcttccatctggctc 449 20 59.486 55.000
= LEFT ggcattcagatttgggagaa 27 20 e 60.014 45.000
RIGHT  tcctcttccatctggcetcte 447 20 59.486 55.000
P3 LEFT gatttgggagaagtagcccc 35 20 413 59.903 55.000
RIGHT  tcctcttccatctggcetctc 447 20 59.486 55.000
o LEFT gatttgggagaagtagcccc 35 20 415 59.903 55.000
RIGHT  tctcctcttccatctggctc 449 20 59.486 55.000
LEFT ttgcagatttggaatggaga 93 20 59.200 40.000
P5 402
RiGHT ~ 2dtadatgteggeageaag 4o, 5 60.096 45.000

9
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http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC

Tablo 4. URG4 Tag 2

Start: 502 End: 1002 Length(pb): 500
Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size TMel GC%
- LEFT tacgccagtgaaccccttag 20 20 B 60.125 55.000
RIGHT  ttctaccaacccatccgaaa 425 20 60.301 45.000
P2 LEFT tacgccagtgaaccccttag 20 20 P 60.125 55.000
RIGHT  tttctaccaacccatccgaa 426 20 60.301 45.000
=5 LEFT tacgccagtgaaccccttag 20 20 v 60.125 55.000
RIGHT  atgtccaagtcctcccttcc 466 20 60.314 55.000
o LEFT atacgccagtgaacccctta 19 20 P 59.452 50.000
RIGHT  ttctaccaacccatccgaaa 425 20 60.301 45.000
. LEFT atacgccagtgaacccctta 19 20 e 59.452 50.000
RIGHT  tttctaccaacccatccgaa 426 20 60.301 45.000
Tablo 5. URG4 Tag 3
Start: 1003 End: 1503 Length(pb): 500
Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size  TMel GC%
- LEFT tgacagaaatctcctccget 37 20 P 59.950 50.000
RIGHT  tcgtcccttctgtaggcatc 463 20 60.218 55.000
= LEFT gacagaaatctcctccgetg 38 20 e 59.950 55.000
RIGHT  tcgtcccttctgtaggcatc 463 20 60.218 55.000
= LEFT ggtctcactggctgcagttt 10 20 e 60.453 55.000
RIGHT  atcctctccatccggtcttt 421 20 59.896 50.000
P4 LEFT ggtctcactggctgcagttt 10 20 413 60.453 55.000
RIGHT  aatcctctccatccggtctt 422 20 59.896 50.000
PS5 LEFT ttgacagaaatctcctccgc 36 20 428 60.340 50.000
RIGHT  tcgtcccttctgtaggcatc 463 20 60.218 55.000
Tablo 6. URG4 Tag 4
Start: 1504 End: 2004 Length(pb): 500
Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size  TMel GC%
Ly ~ daacttcgaatgcagcagaa g, 21 60.015 47.619
P1 (¢ 401
RIGHT  gtgctcccatcgattagctc 484 20 59.803 55.000
P2 LEFT ctgagaagcacagggctga 46 19 431 60.278 57.895
RIGHT  atcgattagctccagaggca 476 20 59.939 50.000
P3 LEFT ctgagaagcacagggctga 46 19 432 60.278 57.895
RIGHT  catcgattagctccagaggc 477 20 59.939 55.000
P4 LEFT agaacttcgaatgcagcaga 83 20 402 58.751 45.000
RIGHT  gtgctcccatcgattagctc 484 20 59.803 55.000
PS5 LEFT ctgagaagcacagggctga 46 19 439 60.278 57.895
RIGHT  gtgctcccatcgattagctc 484 20 59.803 55.000
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http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC

Tablo 7. URG4 Tag 5

Start: 2005 End: 2505 Length(pb): 500
Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size TMel GC%
- LEFT gtcaaggctggtggttctgt 50 20 vy 60.159 55.000
RIGHT  tgtctcttgtctctgggcct 493 20 59.986 55.000
P2 LEFT aggctggtggttctgtcaac 54 20 g 60.159 55.000
RIGHT  tgtctcttgtctctgggcct 493 20 59.986 55.000
=5 LEFT gtcaaggctggtggttctgt 50 20 s 60.159 55.000
RIGHT  gctgtctcttgtctctggge 495 20 60.143 60.000
o LEFT aggctggtggttctgtcaac 54 20 ) 60.159 55.000
RIGHT  gctgtctcttgtctctggge 495 20 60.143 60.000
. LEFT aggctggtggttctgtcaac 54 20 e 60.159 55.000
RIGHT  gccgggaacagatacatcat 470 20 59.780 50.000
Tablo 8. URG4 Tag 6
Start: 2506 End: 3006 Length(pb): 500
Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size  TMel GC%
LEFT ~ c@gcccagatggagaaaca Hg 20 60.791 55.000
P1 g9 407
RIGHT tgaggagactccaaaccctc 434 20 59.228 55.000
LEFT ~ c@gcccagatggagaaaca Hg 20 60.791 55.000
P2 g9 404
RIGHT  ggagactccaaaccctctgtc 431 21 60.103 57.143
=5 LEFT cagcccagatggagaaaca 28 19 P 59.771 52.632
RIGHT  tgaggagactccaaaccctc 434 20 59.228 55.000
LEFT ~ c@gcccagatggagaaaca Hg 20 60.791 55.000
P4 g9 407
RIGHT tgaggagactccaaaccctct 434 21 60.237 52.381
LEFT ;agcccagatggagaaaca 28 20 60.791 55.000
P5 406
RIGHT gaggagathcaaaCCCtCt 433 21 60.237 57.143
Tablo 9. URG4 Tag 7
Start: 3007 End: 3306 Length(pb): 299
| Primers Oligo Seq Start Length(pb) Product Size TMel GC%
Lepr ~ 99tagggagacaagcagea 20 60.012 60.000
P1 g 239
RIGHT  tcttgaatgctggtccactg 242 20 59.831 50.000
Lepr ~ 99tagggagacaagcagea 20 60.012 60.000
P2 g 243
RIGHT cacatcttgaatgctggtcc 246 20 59.090 50.000
Lepr ~ 99tagggagacaagcagea 20 60.012 60.000
P3 g 241
RIGHT  catcttgaatgctggtccac 244 20 59.090 50.000
LEFr ~ 3999tagggagacaagcag , 20 60.786 60.000
P4 C 241
RIGHT  tcttgaatgctggtccactg 242 20 59.831 50.000
Lepr ~ 99tagggagacaagcagea 20 60.012 60.000
P5 g 242
RIGHT  acatcttgaatgctggtccac 245 21 59.989 47.619
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http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#SEQ
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#START
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#LENGTH
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#TMEL
http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/bestags/index.pl?template_file=viewtags&id=NM_017920.2#GC

Multiplex Semikantitatif RT-PCR reaksiyonunda, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) gen ifadesi “kontrol gen ifadesi (housekeeping gene expression)” olarak

kullaniimistir.

HepG2, HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-URG4 ve HepG2-pcDNA3-HBx hiicre
dizilerinden TRI-Reagent (Sigma) kullanilarak, Uretici firmanin 6nerdidi protokol ¢ergevesinde
RNA izolasyonu yapilmigtir. RNA kalitesi ve miktarlari belirlendikten sonra, secilmis URG4
gen ifadesi kontrol parcasi [Tag 4 (Primer 5, 439 bg), Tag 7 (Primer 3, 241 b¢)] ve GAPDH
(98 bg) OneStep RT-PCR kit (Cat# 210212, Qiagen) kullanilarak tek asamali multiplex
semikantitatif RT-PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilip, EtBr ile boyanmis %Z2’lik agaroz jelde

goruntilenmistir.

Tek asamali semikantitatif RT-PCR reaksiyonu sicaklik profili:

Reverse Transkripsiyon: 50°C — 30 dak

PCR Aktivasyonu : 95°C —» 15dak

94°C —» 1dak
55°C —» 1dak 30 Dongu
72°C - 1dak
72°C — 10 dak

Dana o6nce yapmis oldugumuz deney sonuglarimiza paralel olarak, HepG2 ve
HepG2-pcDNAS3 hicre dizinlerine kiyasla HepG2-pcDNA3-HBx ve HepG2-pcDNA3-URG4
hicre dizinlerinde URG4 gen ifade fazlaligi (over-expression) tespit edilmistir. Bu sonuglar,
HepG2-pcDNA3-URG4 hiicrelerinde URG4’ln stabil ifadesinin devamhhdini ve HepG2-
pcDNA3-HBx hicrelerinde ise HBx varliginda URG4’GUn up-reglilasonunu teyit etmistir.
Sonuglari temsil eden jel goriinttist Sekil 3’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.

HepG2 hiicrelerine pcDNA3 vektorii ile aktarilan URG4 gen ifadesinin
Multiplex RT-PCR ile belirlenmesi.

Tag 4 (Primer 5, 439 bg), Tag 7 (Primer 3, 241 b¢) ve GAPDH (98 bg).

Marker
1. HepG2 ™
2. HepG2-pcDNA3
3. HepG2-pcDNA3-URG4 > Tag 7 ve GAPDH Multiplex (1-5. Kuyucuklar)
4. HepG2- pcDNA3-HBx
5. (-) Kontrol i
6. HepG2 —~
7. HepG2-pcDNA3

8. HepG2-pcDNA3-URG4 > Tag 4 ve GAPDH Multiplex (6-10. Kuyucuklar)
9. HepG2- pcDNA3-HBXx
10. (-) Kontrol —

Ayrica asagida dizileri verlen farkh URG4 primerleri tasarlanmis ve RT-PCR deneyleri

tekrarlanmistir. Sonuglari temsil eden jel goruntisu Sekil 4’de gosterilmigtir.

URG4 (1) Primeri
URG4 (1) F: 5-CGGGAGATGGGACAGTTTTA-3’
URG4 (1) R: 5-CATGGTGTTGAGGAGTGTGG-3

URG4 (2) Primeri
URG4 (2) F: 5-CTTCATCCTGAGTCCCTACCG-3’
URG4 (2) R: 5-GCCGTTCTGCTGCATTCG-3’

GAPDH Primeri

GAPDH F: 5-CCCCACACACATGCACTTACC-3’
GAPDH R: 5-CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3
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Sekil 4.
HepG2 hiicrelerine pcDNA3 vektorii ile aktarilan URG4 gen ifadesinin
Multiplex RT-PCR ile belirlenmesi. URG41 (285b¢) URG42 (472b¢) ve GAPDH (98 bg).

URG4
— 4TZbp
— 285bp
GAPDH — 98bp

Marker

1. HepG2

2. HepG2-pcDNA3

3. HepG2-pcDNA3-URG4
4. HepG2- pcDNA3-HBx
(-) Kontrol

3.2 URG4’e 6zqiin cift sarmal siRNA’larin HepG2 hiicrelerine transfeksiyonu ve URG4

geninin HepG2 hiicrelerinde sessizlestirilmesi:

RNA interferans deneyleri iki ayri hirce kultir kabi platformunda gergeklestiriimistir. (96
kuyucuklu ve 6 kuyucuklu). Transfeksiyonun optimizasyonu, ilgili deney protokollindeki farkl
parametrelerin (transfeksiyon malzemesi ve/veya siRNA konsantrasyonu, transfeksiyon
suresi, antibiyotikli ve antibiyotiksiz besi yeri kullanimi, vb.) tek tek degistiriimesi ile
yapilmistir. ilk olarak siRNA transfeksiyonu sonrasinda hiicre canliligi kontrol edilmistir. Elde
ettigimiz deney sonuglarimiza goére transfekte edilen siRNA’lar hicrelerde yasamla

bagdasmis ve dlduricu/toksik bir etki géstermemistir (Sekil 5).
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Sekil 5.
siRNA transfeksiyonu sonrasinda hiicre caliliginin kontrolii

Hiicre Canliig:

1.2

1.1

0.8

0.7 4
0.6
0.5

0.4

Absorbance (490nm)

0.3
0.2 4
0.1

24 48 72 96

Time

O Untreated cells-1 B Untreated cells-2 0OsiURG4-1
OsiURG4-2 W si Control # 1-1 O si Control # 1-2

B siGAPDH-1 0O siGAPDH-2 M si Non-Targeting-1
B si Non-Targeting-2

3.3 RNA interferans sonrasinda ilqgili hiicre dizinlerindeki URG4 RNA ifadesinin
Multiplex Semikantitatif RT-PCR ve Real-time RT-PCR ile tespiti (URG4’iin HepG2

hiicrelerinde sessizlestirilmesinin kontrolii):

RNA interferans deneylerinde kullanilan hicre dizinlerindeki URG4 ve GAPDH mRNA
ifadesi Multiplex Semikantitatif RT-PCR ve Real-time RT-PCR ile belirlenmigtir (Sekil 6 ve 7).

Kullanilan Primerler:

URG4 Primeri: Amplikon 472 bg

URG4 F: 5 CTTCATCCTGAGTCCCTACCG ¥
URG4 R: 5 GCCGTTCTGCTGCATTCG &
GAPDH primeri: Amplikon: 98 bg

GAPDH F: 5-CCCCACACACATGCACTTACC-3
GAPDH R: 5-CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3
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Multiplex Semikantitatif RT-PCR reaksiyonunda, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) gen ifadesi “kontrol gen ifadesi (housekeeping gene expression)” olarak
kullaniimistir.

URG4, GAPDH ve B-Aktin - Tek asamali semikantitatif RT-PCR reaksiyonu sicaklik profili:

Reverse Transkripsiyon: 50°C — 30 dak
PCR Aktivasyonu : 95°C — 15dak

94°C —» 1dak
55°C —» 1dak 30 Dongu
72°C - 1dak

72°C — 10 dak

Sekil 6.
RNA interferans deneylerinde kullanilan hiicre dizinlerindeki URG4 mRNA ifadesinin
Multiplex Semikantitatif RT-PCR ile belirlenmesi. URG4 (472 b¢) ve GAPDH (98 bg).

M 1 2 3 4 5 6 -

—> URG4 (472 bg)

> GAPDH (98 bg)

Kuyucuklar:

M. Marker

1. HepG2-pcDNA3

. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA *

. HepG2-pcDNA3-URG4

. HepG2-pcDNA3-URG4+ URG4 siRNA **

. HepG2-pcDNA3+GAPDH Kontrol siRNA ***
. HepG2-pcDNA3+Non-targeting siRNA ****
- RNA olmaksizin RT-PCR, negatif kontrol

oo OO~ WN
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* HepG2-pcDNAS3 hiicre dizinine URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4 mRNA’si
belirgin sekilde azalmistir.

** HepG2-pcDNA3-URG4 hicre dizinine URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4
mRNA’sI belirgin sekilde azalmistir.

*** HepG2-pcDNA3 hicre dizinine GAPDH Kontrol siRNA transfeksiyonu sonrasinda
GAPDH mRNA’sI belirgin sekilde azalmistir ve URG4 mRNA’sinda degisiklik olmamistir.

**** HepG2-pcDNAS3 hicre dizinine Non-targeting siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4
ve GAPDH mRNA’sinda degisiklik olmamistir.

Sekil 7.
RNA interferans deneylerinde kullanilan hiicre dizinlerindeki URG4 mRNA ifadesinin
Real-time RT-PCR ile belirlenmesi:

Sekil 7A.
24 Saat

RR
(URG4/GAPDH*1000)

l.‘ll

HepG2-pc3 HepG2-pc3 HepG2- HepG2-pc3 HepG2-pc3
+ URG4 pc3-URG4 + GAPDH  + Non-
siRNA Kontrol targeting
siRNA siRNA

Hiicre Dizini
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Sekil 7B. 48 Saat

10 4

R%I
i N B I[

HepG2-pc3 HepG2-pc3 + HepG2-pc3-URG4 HepG2-pc3+ HepG2-pc3 +Non-
URG4 siRNA GAPDH Kontrol  targeting siRNA
SiRNA

Hiicre Dizini

* HepG2-pcDNAS3 hicre dizinine URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4 mRNA’si
belirgin sekilde (= % 80) azalmistir.

** HepG2-pcDNAS3 hiicre dizinine GAPDH Kontrol siRNA transfeksiyonu sonrasinda GAPDH
mRNA’sI belirgin sekilde azalmistir.

*** HepG2-pcDNAS hicre dizinine Non-targeting siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4 ve
GAPDH mRNA’sinda degisiklik olmamistir.

3.4 RNA interferans _sonrasinda ilqgili_hiicre dizinlerindeki protein_ifadesinin_tespiti

(URG4’iin HepG2 hiicrelerinde sessizlestirilmesinin kontrolii):

RNA interferans deneylerinde kullanilan hicre dizinlerindeki URG4 ve B-Aktin protein ifadesi

Western blot ile belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8.
RNA interferans deneylerinde kullanilan hiicre dizinlerindeki URG4 ve B-Aktin protein
ifadesinin Western blot ile belirlenmesi. URG4 (104 kDa) ve B-Aktin (~40 kDa)

8A
- W = = .. |— URG4(104kDa)
- == == = | — p-Aktin (~40 kDa)
Kuyucuklar:

1 ve 2. HepG2-pcDNAS3
3-6. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA *

8B. Kisa siireli film (exposure)

1 2 3 4 5 6 T 8

A9 %

— . — I — — et —
— —

—» p-Aktin (~40 kDa)

8C. uzun siireli film (exposure)

1 2 3 4 5 6 7 8
—— == am & —» URG4 (104 kDa)

—— ———— . - _y 3 Atin (~40 kDa)

Kuyucuklar:

. HepG2-pcDNA3-URG4+ URG4 siRNA **

. HepG2-pcDNA3-URG4

. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA *

. HepG2-pcDNA3

. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA *

. HepG2-pcDNA3+GAPDH Kontrol siRNA ***
. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA *

. HepG2-pcDNA3+Non-targeting siRNA ****

0 N OO O~ WODN -
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* HepG2-pcDNA3 hicre dizinine URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4 protein

ifadesi belirgin sekilde azalmistir.

** HepG2-pcDNA3-URG4 hicre dizinine URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4
protein ifadesi belirgin sekilde azalmigtir.

*** HepG2-pcDNAS3 hiicre dizinine GAPDH Kontrol siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4

ve B-Aktin protein ifadesinde degisiklik olmamistir.

**** HepG2-pcDNAS3 hiicre dizinine Non-targeting siRNA transfeksiyonu sonrasinda URG4

ve B-Aktin protein ifadesinde degisiklik olmamistir.

3.5 URG4’lin RNA interferans yontemi ile sessizlestiriimesi sonrasinda HepG2 hiicre

proliferasyonuna etkisi:

Hucre canliigi deney sonuglari, siRNA transfeksiyonunun hiicrelerde yasamla bagdastigi ve

toksik bir etki gostermedigini gostermektedir (Sekil 5).

URG4’Un RNA interferans yontemi ile sessizlegtirimesi sonrasinda HepG2 hicre
proliferasyonuna etkisi arastirildiginda, HepG2-pcDNA3+URG4siRNA  hicrelerinin
proliferasyonunda HepG2-pcDNA3 hiicrelerine gbre belirgin sekilde azalma oldugu

g6zlemlenmistir (Sekil 9).

Optimizasyon amaciyla degistirilen parametreler, drnegin: Dharmafect | siRNA Trasfeksiyon
solUsyonu miktari ve transfeksiyon sirasinda besi yerinde antibiyotik

bulunmamasi/bulunmasi deney sonuglarinda bir farkhlik yaratmamistir.
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Sekil 9.
URG#4’lUn RNA interferans yontemi ile sessizlestirilmesinin sonrasinda HepG2 hiicre
proliferasyonuna etkisi

Cell Proliferation Assay (XTT)
35
| /}
25 F
=
uwy
=
@
(5]
=
(]
£
E 1.5 o
S 1
1 T
05
0 . .
1 2 5 4 5
Days
HepG2-pcDNA3 —=— HepG 2-pcDNA3+UR G4 siRMA
—— HepG2-pcDMA3-URGY —8— HepG 2-pcDMNA3+GAPDH siRMNA
—a— HopG2-pcDMA3+Nontarget siRNA —e— HepG 2-pcDMA3+Maock

3.6 Akim Sitometrisi teknigi ile siRNA transfeksiyonu sonrasinda hiicre ici DNA

miktarinin tayini:

6 kuyucuklu hicre kaplarinda Uretilen ve siRNA transfeksiyonu yapilan hicre dizinleri
kullanilarak “Akim Sitometri” “FACS Analysis” Floresans Activated Cell Sorting” deneyleri
yapilmistir. Deney prensibi olarak ilgili her hicre dizini siRNA transfeksiyonunu takip eden
24 ve 48 saatlerinde fikse edilmis ve sonrasinda Propidium lodide ile boyandiktan sonra ve
hicre icindeki DNA miktari-igerigi hicre doéngusundeki bdlimler cergevesinde % olarak

slgulmustir (Sekil 10).
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Sekil 10.

Akim Sitometrisi teknigi ile siRNA transfeksiyonu sonrasinda hiicre i¢i DNA miktarinin
tayini

10A. HepG2-pcDNA3

T
o.

104

GO/G1 (B Bolgesi) = % 64.2 (# 4812)

Count

Count

S - (C Bolgesi) = % 19.6 (# 1471) *

INIUAN

1029 o
PICFL3E AREAY PI(FLE ARERA?

BlN

G2/M — (D Bblgesi) = % 13.0 (# 977)

10B. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA

T
o

GO/G1 (B Bélgesi) = % 70.04 (# 5283)

Ceunt

S — (C Bélgesi) = % 12.0 (# 901) *

o J’\M G2/M - (D Bodlgesi) = % 10.5 (# 789)

T
1024 o 1024
PICFLE AREAD PICFLE ARERY

Akim Sitometri deneylerinde HepG2-pcDNA3 kontrol grubunda S Bdlgesi = % 19.6 (# 1471)
tespit edilmisken, HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA hiicrelerinde S Boélgesi = % 12.0 (# 901)
olarak bulunmustur. Bu sonuglar URG4’Un baskilandigi hiicre dizinlerinde S fazina gegiste
bir yavaslama-duraksama oldugunu dusundirmektedir. Daha 6nce yapmis oldugumuz
projede, URG4 varliginda hicrelerin S fazina gegisinde hizlanma-kolaylasma oldugu tespit
edilmistir. Her iki deney sonugclari bir butin olarak degerlendirildiginde, URG4 siRNA
deneylerinin fonksiyonel olarak da galigtigini gésteren dnemli bir bulgu elde edilmistir.

10C. HepG2-pcDNA3-URG4

- -
- el

GO0/G1 (B Bélgesi) = % 62.9 (# 4714)

Count

; S — (C Bolgesi) = % 23.8 (# 1783) **

1)\ | ©2M-(DBolgesi) = %979 (#734)

1o2e [} 1024
PICFLS RRERD
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10D. HepG2-pcDNA3-URG4+ URG4 siRNA

u v w
8 o

GO0/G1 (B Bélgesi) = % 64.4 (# 4833)

S — (C Bélgesi) = % 19.5 (# 1460) **

Cownt

/ G2/M - (D Bolgesi) = % 12.9 (# 969
| D J\w ( gesi) =% ( )

10E. HepG2-pcDNA3+GAPDH Kontrol siRNA

: g

GO0/G1 (B Bélgesi) = % 69.9 (# 5241)

Count

; S — (C Bélgesi) = % 19.2 (# 1437)

4 ) NAd Naf G2/M - (D Bolgesi) = % 8.71 (# 653)

Akim Sitometri deneylerinde, HepG2-pcDNA3-URG4 grubunda S Boélgesi = % 23.8 (# 1783)
tespit edilmisken, HepG2-pcDNA3-URG4+ URG4 siRNA hicrelerinde S Bolgesi = % 19.5 (#
1460) olarak bulunmustur. Bu sonuglar URG4’Un daha az bir miktar baskilandigi- azaldigi
hicre dizinlerinde S fazina gegiste daha az belirgin bir yavaslama-duraksama oldugunu
disindirmektedir.

3.7__Mikroarray deneylerinde _kullanilmak _iizere _hazirlanan __URG4 geninin

sessizlestirilmis oldugu HepG2 hiicre qgruplarinda, RNA interferans deneyinin

kontroliiniin hiicre ici bazi fonksiyonel analizlerle yapiimasi:

Onceki projelerimizde, in vitro hiicre kiltir ortaminda yapilan deneylerde URG4’lin
HepG2 hicre dizinine transfekte edilip over-ekspresyonu saglandiginda, blylume faktoru
varliginda veya yoklugunda hicre proliferasyonunu arttirdigi, yumusak agar besi yerinde
koloni olusumunu gergeklestirdigi ve immun sistemi baskilanmis farelerde tumoér olusumunu
hizlandirdi§i saptanmistir. Ayrica hepatoselller karsinom olgularinda URG4 ve HBV X
protein ekspresyonunun ayni hicrelerde ko-lokalize olduklari immunohistokimya deneyleri ile
tespit edilmistir. Bu asamaya kadar elde edilen arastirma sonugclarinin timi URG4’0Un in vivo
ortamda HB X proteininin dogal bir efekidri olabilecedi hipotezini guglendirmistir
[SATIROGLU-TUFAN, 2002].

HB X proteini, sitoplazmada hiicre proliferasyonunda rol oynayan pek c¢ok sinyal
iletim yollarini aktive eder (6rnegin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B, AP-1, Jak/STAT, Siklin D1).

Negatif blyime regulatorlerinden p53 ve p55 ile fonksiyon baskilayici iliskiye gegmesi, ve
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ayrica siklin bagimh kinaz inhibitéri olan p21WAF1/CIP1/SDI1 ve translasyon baglatici faktor
olan sui1’in hucre igi ekspresyonlarinin HB X varliginda azalmasi, hlcre ¢ogalmasinin
kontrollinde ¢esitli bozukluklara yol agmaktadir [BENN, 1994; LUCITO, 1992; NATOLI, 1994;
LEE, 1998; FEITELSON, 1993].

Laboratuarimizda yuritmekte oldugumuz URG4 ile ilgili baska bir proje kapsaminda
elde ettigimiz sonuclarda; URG4’lin fazla ekspresyonunun saglandigi HepG2-pcDNA3-URG4
hicre dizinlerinde; hicre dongusinde G1 fazindan S fazina gegiste gok dnemli bir roli olan
Siklin D1 mRNA dizeyindeki ifadesinde ciddi bir artis tespit edilmistir. Literatlr bilgilerine
gore Siklin D1 ifadesinde meydana gelen bozukluklar kanser hicrelerinin karakteristik
Ozelligi olan kontrolstiz ¢ogalmaya neden olabilmektedir. Hatta pek ¢ok kanser tlriinde ve
Ozellikle lenfomalarin bazi alt turlerinde (6rn. Mantle Hucreli Lenfoma) Siklin D1’in surekli
sentez edildigi tespit edilmistir. URG4’U fazla eksprese eden HepG2-pcDNA3-URG4 hiicre
dizinlerindeki hicre proliferasyonunun artigi Siklin D1 mRNA dizeyindeki artis ile ilgili olup
olamayacagi arastiriimasi gerektigi distnilmustir. Bu nedenle, Mikroarray deneylerinde
kullaniimak Gzere hazirlanan URG4 geninin sessizlestiriimis oldugu HepG2 hicre
gruplarinda RNA interferans deneyinin kontroliiniin hiicre i¢i bazi fonksiyonel analizlerle
yapilmasi amaciyla ilgili hicre gruplarinda Silin D1 mRNA dizeyindeki ifadesindeki olasi

degisiklik tek agsamali semikantitatif RT-PCR yontemi kullanilarak arastiriimistir.
Siklin D1 Primeri (F: 220-244) (R:675-699)

Amplikon: 480 b¢

CyclinD1_F: 5-AGCTCCTGTGCTGCGAAGTGGAAAC-3’

CyclinD1_R: 5-AGTGTTCAATGAAATCGTGCGGGGT-3

GAPDH primeri:

Amplikon: 98 bg

GAPDH F: 5-CCCCACACACATGCACTTACC-3
GAPDH R: 5-CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT-3

Siklin D1 ve GAPDH Tek asamali semikantitatif RT-PCR reaksiyonu sicaklik profili:

Reverse Transkripsiyon: 50°C —» 30 dak

PCR Aktivasyonu : 95°C —» 15dak
94°C —» 1dak
60°C —» 1dak 35 Déngu

72°C —» 1dak

72°C — 10dak
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Sekil 11.
URG4’iin RNA interferans yontemi ile sessizlestiriimesi sonrasinda Silin D1
ekspresyonuna etkisi

Kuyucuklar:
1. HepG2-pcDNA3

2. HepG2-pcDNA3+ URG4 siRNA
3. HepG2-pcDNA3-URG4
4 HepG2-pcDNA3+GAPDH Kontrol siRNA
5. HepG2-pcDNA3+Non-targeting siRNA
6. HepG2-pcDNA3+Mock

(siRNA yoklugunda transfeksion)
7. HepG2-pcDNA3-HB X

o HepG2-pcDNAS3 hicre dizininde bazal-kontrol dizeyinde Siklin D1 ve GAPDH mRNA
ifadesi tespit edilmistir.

e HepG2-pcDNA3 hicre dizininde URG4 siRNA transfeksiyonu sonrasinda Siklin D1
MRNA’sI belirgin sekilde azalmistir ve GAPDH mRNA’sinda degisiklik olmamistir.

o HepG2-pcDNA3-URG4 hiicre dizininde Siklin D1 ifade artisi (over-ekspresyonu) tespit
edilmigtir.

e HepG2-pcDNA3 hicre dizininde GAPDH Kontrol siRNA transfeksiyonu sonrasinda
GAPDH mRNA’siI belirgin sekilde azalmistir ve Siklin D1 mRNA’sinda degisiklik

olmamistir.

e HepG2-pcDNA3 hicre dizininde Non-targeting siRNA transfeksiyonu sonrasinda Siklin
D1 ve GAPDH mRNA’sinda degisiklik olmamistir.
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e HepG2-pcDNA3+Mock (siRNA yoklugunda transfeksion) hicrelerinde, HepG2-pcDNA3
hicre dizinindekine benzer bazal — kontrol diizeyinde Siklin D1 ve GAPDH mRNA ifadesi
tespit edilmistir.

e HepG2-pcDNA3-HB X hicre dizininde Siklin D1 ifade artisi (over-ekspresyonu) tespit
edilmigtir.

3.8 URG4 geninin HepG2 hiicrelerinde sessizlestirilmis oldugqu hucreler kullanilarak

mikroarray deneylerinin yapilmasi

HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3+URG4siRNA, HepG2-pcDNA3-URG4 hicre gruplari
kullanilarak Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitlisiine Affymetrix Human Genome U133

2.0 Plus chip platformu kullanilarak mikroarray deneyleri gergeklestirilmistir.

3.8.1 Mikroarray kalite kontrol analizi:

Sekil 12’den agikga goruldugu tzere kullanilan mikroarray chiplerinde anormal bir durum

ve/veya bir hasar bulunmamaktadir.

Sekil 12. Mikroarray kalite kontrol analizi

Sekil 12.1 Sekil 12.2
2010-05-25_A3 ham mikroarray gorintisu 2010-05-25_A3 log2 gorintisu
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Sekil 12.3 Sekil 12.4
2010-05-25_B2 ham mikroarray goérintist 2010-05-25_B2 log2 goérintisu

Sekil 12.5 Sekil 12.6
2010-05-25_B3 ham mikroarray goruntisu 2010-05-25_B3 log2 goéruntusu
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Sekil 12.7 Sekil 12.8

2010-05-26_A2 ham mikroarray gorintisu 2010-05-26_A2 log2 goérintisu

Sekil 12.9 Sekil 12.10

2010-05-26_C2 ham mikroarray goruntusu 2010-05-26_C2 log2 goruntisu
L T

Sekil 12.11 Sekil 12.12
2010-05-26_C3 ham mikroarray gorintusu 2010-05-26_C3 log2 goruntusu



Sekil 13. Goriintiilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

13A. Histogram

g B
- a |2010-05-25_A3
1 b |2010-05-25 B2
¢ |2010-05-25 B3
b d [2010-05-26 A2
! e |2010-05-26_C2
; | % f |2010-05-26_C3

13B. Kutu grafigi

10

1a

i—i
.

" b G d L f
I . h ' " 1

B € o L] |

13B.aTum giplere ait normalizasyon 13B.b.Tum ciplere ait normalizasyon
oncesi log2 1sima degerleri sonrasi log2 1gima degerleri

A-B, A-C ve B-C gruplari arasinda, ikiser tekrarli ¢iplerden elde edilen veri, limma
yontemi ile analiz edilerek karsilastirma yapiimistir [SMYTH GK, 2004] istatistiksel olarak
anlaml ilk yirmi bes gen segilerek, analiz bu genler Gzerinden srdurtlmastir. p degerleri
Uzerinde c¢oklu karsilastirmalar icin “False Discovery Rate” diizeltmesi yapiimis [BENJAMINI
Y, 2001] olup, Limma analizi sonucu elde edilen genler Uzerinde kimeleme analizi
yurutilmastir. Kimeleme Analizi, unsupervised olarak “k-means” algoritmasi kullanilarak
gergeklestiriimistir [SAEED Al, 2006] (Sekil 12-18 ve Tablo 10-13).
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Sekil 14. MA Grafikleri
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Tablo 10.

A ve B gruplan “limma”analiz sonuglar: statistiksel olarak anlamli ilk yirmi bes gene ait

bilgiler.
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Tablo 11.
A ve C gruplan “limma”analiz sonuglar: statistiksel olarak anlamli ilk yirmi bes gene ait
bilgiler

gl ruw GEME TT T EMD  Orn 008 STRAND T STANT G0 FESAM GENE Svh REFEED 8 PROBE o0 EMTREE 1 LURGGENE GERBAME.CHI Tl _TC  laght Avatupr 1 Povalue  ad)Poval &
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Sekil 16.
A ve C gruplari kiimeleme analiz sonug¢larinin HeatMap goériintiisii
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Tablo 12.

B ve C gruplan “limma”analiz sonuglari: istatistiksel olarak anlamli ilk yirmi bes gene ait

bilgiler
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Tablo 13.

Tim gruplara ait “limma” analiz sonuglari:
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Sekil 18.

Tiim gruplara ait kiimeleme analiz sonuglarinin HeatMap goriintiisi
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Mikroarray deney sonuglarimiz, URG4’Un hiicre proliferasyonu, hlicre déngusi ve
apopitozda rol alan bazi 6nemli gen ifadeleri Uzerinde etkili oldugunu gostermektedir. Genis
kapsamli ve coklu kontroller iceren biyoinformatik analiz sonucunda elde edilen verilerde;
URG4 varliginda Siklin D1, member RAS oncogene family (RAB34), platelet-derived growth
factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog) (PDGFB), heparin-
binding EGF-like growth factor (HBEGF) ifadelerinde artis saptanirken, protein kinase
(cAMP-dependent, catalytic) inhibitor beta (PKIB) RNA ifadelerinde azalma saptanmistir.

3.9 URG4 geninin HepG2 hiicrelerinde sessizlestirilmis oldugu hucreler kullanilarak

proteomiks “Kinex Antibody Microarray” deneylerinin yapilmasi:
HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3+URG4 siRNA, HepG2-pcDNA3-URG4 hiicre
gruplart KINEXUS firmasi tarafindan “Kinex Antibody Microarray” teknigi ile yaklasik 800

adet proteinin (300 phospho-specific + 500 pan-specific antikor) ifadesine ve fosforilasyon
durumunda olusan olasi farkliliklari degerlendirmek Uzere analiz edilmigtir. Elde edilen
sonugclar Tablo 14 ve Sekil 19-22’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 14.
Antibody Microarray sonuglari: Raf/MAP kinaz yolaginda rol alan énemli proteinlerden URG4
varliginda ekspresyonlarinda ve/veya fosrorilasyon durumlarinda anlamli artis tespit
edilenler:

Gen Sembolii | Gen adi

A-RAF Serine/threonine-protein kinase A-Raf

B-RAF Serine/threonine-protein kinase B-Raf

Rab-5A Ras-related protein Rab-5A

MAK Serine/threonine-protein kinase MAK

MAPKAPK-1b MAP kinase-activated protein kinase 1b

MAP2K1 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAP2K4 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4
MAP2K6 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6
MAPKAPK2 MAP kinase-activated protein kinase 2

MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1

MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3

MAPK7 Mitogen-activated protein kinase 7

MAPK10 Mitogen-activated protein kinase 10

MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14

MAP3K7 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
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Sekil 19.

“Kinex Antibody Microarray” deney sonuglarinda ifadesinde artis veya azalis

gozlemlenen proteinlerin etkilegimleri:
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Sekil 20.
“Kinex Antibody Microarray” deney sonuglarinda ifadesinde artis gozlemlenen
proteinlerin etkilesimleri
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Sekil 21.
“Kinex Antibody Microarray” deney sonuglarinda ifadesinde azalma goézlemlenen
proteinlerin etkilesimleri
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Sekil 22.

“Kinex Antibody Microarray” deney sonuglarinda ifadesinde farkliik goézlemlenen
MAPK yolaginda rol alan proteinlerin etkilesimleri
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Protein Antibody array deney sonuglarimizda, URG4 varliinda Raf/MAP kinaz
yolaginda rol alan énemli proteinlerin ekspresyonlarinda ve fosrorilasyon durumlarinda
anlamli artis tespit edilmigtir. (")rnegin, A-RAF, B-RAF, Rab-5A, MAK, MAPKAPK-1b,
MAP2K1, MAP2K4, MAP2K6, MAPKAPK2, MAPK1, MAPK3, MAPK7, MAPK10, MAPK14,
MAP3K7. Raf/MAP kinaz yolagindaki bu proteinler; HCC gelisimindeki hicre proliferasyonu,

apopitozun inhibisyonu, invazyon ve metastazin molekiler mekanizmasinda énemli rol
oynamaktadir (Tablo 14, Sekil 19-22).
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4. TARTISMA VE SONUC

Tamamlamis oldugumuz bu projemizde, HepG2 ve RNA interferans metodu
kullanilarak URG4’Un onkogenik fonksiyonunun ve molekller etki mekanizmasinin
arastirilmasi gerceklestirilmistir.

RNA interferans teknidi ile URG4’lin sessizlestirmesini sagladigimiz HepG2-pcDNA3-
siURG4 hicre dizinlerinde, HepG2-pcDNA3 kontrol grubuna goére hicre proliferasyonunda
belirgin azalma oldugu saptanmistir (Sekil 9 ve 10).

Elde ettigimiz bu sonuglar, URG4’in temel karakterizasyonunun vyapildi§i proje
sonuglarimizi desteklemekte ve URG4’lin hiicre déngusunun ilerlemesinde etkili olabilecegini

Onemle gdstermektedir.

Ayrica, URG4’U over-eksprese eden HepG2-pcDNA3-URG4 hicre dizinlerinde, hlcre
dongusu G1'den S asamasinda gegisinde ¢ok dnemli fonksiyonu olan Siklin D1'in mRNA
dizeyinde, HepG2-pcDNAS3 kontrol grubuna gore belirgin artis oldugu saptanmistir. RNA
interferans teknigi ile URG4’Un sessizlestirmesini sagladigimiz HepG2-pcDNA3-siURG4
hicre dizinlerinde bu artis gézlenmemektedir (Sekil 11).

Bu sonucumuz Song ve arkadaslarinin yapmis olugu arastirma sonugclari ile uyum
gostermektedir [SONG J, 2006], ilgili arastirma makalesinde, URG4’Un fazla
ekspresyonunun sagladiklari GES-1 mide kanseri hicrelerinde de Siklin D1 ifade artisi tespit
etmiglerdir. Yazarlar elde ettikleri verilerle, URG4’Un mide kanseri gelisiminde Siklin D1
ifadesinin regulasyonunda etkili olabilecek potansiyel terapdtik bir hedef olabilecegini ifade
etmektedirler. Bu veriler 1s1ginda, URG4 varliginda ortaya ¢ikan Siklin D1 miktarindaki artis
ile, hicre doénglsinin kontrol kaybi ve beraberinde gelisebilecek olan apopitoz
direncgliliginin, HCC gelisiminde etkili olabilecek &énemli adimlardan olabilecegini
dusinmekteyiz.

Mikroarray deney sonuglarimiz, URG4’Un hicre proliferasyonu, hicre déngusi ve
apopitozda rol alan bazi énemli gen ifadeleri Gzerinde etkili oldugunu goéstermektedir. Genis
kapsamli ve coklu kontroller iceren biyoinformatik analiz sonucunda elde edilen verilerde;
URG4 varliginda Siklin D1, member RAS oncogene family (RAB34), platelet-derived growth

factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog) (PDGFB), heparin-
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binding EGF-like growth factor (HBEGF) ifadelerinde artis saptanirken, protein kinase
(cAMP-dependent, catalytic) inhibitor beta (PKIB) RNA ifadelerinde azalma saptanmistir.

Protein Antibody array deney sonuglarimizda, URG4 varliinda Raf/MAP kinaz
yolaginda rol alan énemli proteinlerin ekspresyonlarinda ve fosrorilasyon durumlarinda
anlamli artis tespit edilmistir. (")rnegin, A-RAF, B-RAF, Rab-5A, MAK, MAPKAPK-1b,
MAP2K1, MAP2K4, MAP2K6, MAPKAPK2, MAPK1, MAPK3, MAPK7, MAPK10, MAPK14,
MAP3K7. (Basim asamasinda veri). Raf/MAP kinaz yolagindaki bu proteinler; HCC
gelisimindeki hlcre proliferasyonu, apopitozun inhibisyonu, invazyon ve metastazin

molekiler mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Bu deneyler sonucunda elde edilen yeni bilgiler, dncelikle insanlarda Hepatit B virtsi
(HBV) X proteininin varliginda hepatoseliler kanser gelisimi ile sonuglanan olayin bugine
kadar bilinmeyen kontrol mekanizmalarinin acgiklanmasina buayldk katki saglama

potansiyelindedir.

Disiplinler arasi ¢alismalarin genis kitlelere tanitiimasi ¢ergevesinde birbiriyle iligkili
olan ¢ok sayida alanda bu calismanin etkisi gérulebilecektir. Bu alanlar arasinda molekuler
genetik, molekller patoloji, molekuler hicre biyolojisi ve mikrobiyoloji gibi bilim alanlarinin
yani sira onkoloji, enfeksiyon hastaliklari, diger dahili bilimler ve genel cerrahi gibi klinik
branslar ile biyomedikal ve doku muhendisligi gibi biyolojik gelismeleri teknolojik yenilikler

haline getirmeye yarayan ve insanlhigin yararina sunan bilim dallari da yer almaktadir.

Bu arastirma projesi ile ulagilmasi planlanan son nokta oncelikle Hepatit B virisu
(HBV) X proteininin varlidinda hepatoselller kanser gelisimi surecinde rol oynayan URG4
proteinine bagh mekanizmalarin kesfi ve bu mekanizmalardan yola ¢ikilarak hepatoseluler
kanserde yeni tani ve prognostik kriterlerin, tedavide yeni gelismelerin ve olasi genetik
protokollerin éninun agilimasidir. Unutulmamalidir ki, URG4 gibi yeni onkogenlerin kesfi ve
etki mekanizmalarinin aydinlatiimasi sadece hepatoselller kanserde degil diger kanserler
turlerinde de tani, tedavi ve prognoz de@erlendiriimesinde 6nemli rol oynayacak potansiyele

sahiptir.
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