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Onsoz

Meme kanseri gelismekte olan ulke kadmlari%rasmda yaygin ve 6limcil bir
hastaliktir. Bu kanser vakalarinin biyik bir bélumi  bilinmeyen genetik
mekanizmalara dayanmaktadir.  Neoplastik transformasyon normal! hiicrelerde
meydana ¢tkan genetik degisikler ve bunlara bagh olarak diizensizlesen
mekanizmalarin _sonucudur. Meme kanserine yol agan bu mekanizmalarn
anlastimasi yéniinde ilerlemeler kaydedilmis olsa da, hala altinda yatan molekiiler ve
biyokimyasal olaylar tam anlamiyla bilinmemektedir. Bu projede amacimiz meme
kanserlerinde amplifikasyona ugradigi bilinen 17q23 bélgesinde bir onkogen
adayinin incelenmesidir. Proje kapsaminda bu onkogen adayinin genomik yapist,
transkripsiyonu ve fonksiyonu incelendi. Bu proje kapsaminda elde edilen bilgiler
isiginda bu onkogen adayini daha detayl incelememizi gerektirecek sonuglar elde
ettik. Projemiz, ODTU Biyoloji Bolimi’nde ylrutimustar.
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Ozet

Meme kanseri gelismekte olan ulke kadinlari arasinda yaygin ve olimctl bir
hastaliktir. Bu kanser vakalarinin  biyilk bir® bélimii  bilinmeyen genetik
mekanizmalara dayanmaktadir.  Neoplastik transformasyon normal hicrelerde
meydana ¢ikan genetik degisikler ve bunlara bagh olarak dlzensizlesen
mekanizmalarin  sonucudur., Meme kanserine yol agan bu mekanizmalarin
anlasiimasi ydniinde ilerlemeler kaydedilmis olsa da, hala altinda yatan molekiiler ve
biyokimyasal olaylar tam anlamiyla bilinmemektedir. ifadesi degisen proteinlerin rol
aldiklar yolaklardaki degisiklikleri anlamak da kanser teshisinde velveya tedavisinde
daha etkili yontemler gelistiriimesi igin énemlidir. Bu proje kapsamindaki amacimiz,
meme kanseri hiicrelerinde amplifiye oldugu bilinen bir kromozom bélgesindeki
(17923) bir genin karakterizasyonudur. Bu gen, USP32 evrimsel olarak korunmus bir
gen olup, protein yikim mekanizmalarinda rol aldigi diistiniilmektedir. Bu genin diger
bir onkogene (USP6) benzerligi sebebiyle ilk olarak genomik olarak ve daha sonra
USP6'nin farkh transkriptleri ve USP32 karsilastirilarak dokulardaki gen ifade
yapilarini ortaya koyduk. USP32 tek basina hiicrelere aktarildiginda, hiicrelerin
neoplastik fenotiplerini degistirmediyse de, transkripsiyonel olarak gen ifadesinin
hormonlara bagl olabilecegini ve hiicre iginde sitoplazmada serbest dolagsan bir
protein olmadigini gésterdik. 17923 iizerinde bulunan USP32 birlikte amplifiye olmus
ve asin Gretimi olan diger proteinlerle birlikte benzer yolaklarda gorev yapiyor olabilir
ve bunlarin kolektif etkisi neoplastik transformasyona yol agiyor olabilir. Bu proje
sayesinde ilke kez USP32 hakkinda genomik ve fonksiyonel bilgiler elde edilmis olup,
bu amplikon boélgesinin fonksiyonel olarak anlasiimasina katki saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, 17923, amplikon




Abstract

Breast cancer still remains as a major reason for mortality and morbidity among
women. Most cancer cases are due to spontaneous genetic alterations which later
cause-deregulation of various pathways in the ¢ell. While great progress has been
made in understanding molecular mechanisms inicancer cells, questions still remain.
Protein degradation, achieved mainly by ubiquitin/proteasome system, is a major
regulator of complex cellular mechanisms. Deregulated protein degradation
pathways are responsible for a variety of human conditions including cancer and
neurodegenerative disorders. To better understand this complex cellular mechanism
and to develop therapies for human diseases, we need to identify and characterize
the key players in the pathway. In this project, we aimed to characterize an oncogene
candidate, USP32, on a chromosomal region, 17923 that is frequently amplified in
breast cancer cells. Given its similarity to a known oncogene, USP6, we first
confirmed genomic structure of the gene and then compared expression profiles of
USP6 and USP32. When overexpressed in cells, USP32 was not enough to
transform cells but we found that its transcription is regulated by hormones, a highly
relevant finding for breast cancer. Moreover, we also showed that USP32 is not a
free protein in the cytoplasm, suggesting that it may be attached to an
organelle/structure inside the cell. In short, USP32 by itself may not be able to
transform cells but work in collaboration with other 17923 overexpressed genes and
is a hormone regulated protein that takes role in protein degradation mechanisms.

Keywords: breast cancer, 17423, amplicon



Giris/Genel Bilgiler

Meme kanseri gelismekte olan (lke kadinlari arasinda yaygin ve dliimcil bir
hastaliktir. Bu kanser vakalarinin biyik bir bolimi bilinmeyen genetik
mekanizmalara dayanmaktadir.  Neoplastik - %ansfomasyon normal hiicrelerde
meydana g¢ikan genetik degisikler ve bunlara bagh olarak diizensizlesen
mekanizmalarin  sonucudur. Meme kanserine yol acan bu mekanizmalarin
anlasiimasi yoniinde ilerlemeler kaydedilmis olsa da, hala altinda yatan molekiiler ve
biyokimyasal olaylar tam anlamiyla bilinmemektedir.

Protein yikimi genel olarak ubikuitin/proteazom sistemi tarafindan
gergeklestirilir (Glickman & Ciechanover, 2002). Ubikuitin 76 amino asitten olusan ve
evrim sirasinda 6karyotlarda korunmus olan bir peptitdir. Yikimi gereken protein
ubikuitin tarafindan isaretlenip, 26S proteazomu tarafindan hidrolize edilir.
Proteinlerin ubikuitinlenmesi bir grup enzim tarafindan gerceklestirilir. lik olarak
ubikuitin aktive edici enzimler (E1), ubikuitinin karboksil ucunu ATP yardimiyla aktive
eder ki ubikuitin daha sonra hedef proteinle kovalent baglar olusturabilsin. E1,
ubikuitine yi.'lksek enerjili thioester baglanyla baglanirlar. Daha sonra ubikuitin,
ubikuitin baglayict enzimlere (E2) gegirilir. Son agamada ise ubikuitin ligazlar (E3)
ubikuitini hedef proteinin bir ya da daha fazla lizine baglarlar. Buna alternatif olarak
E3ler, ubikuitini, daha &nceden ubikuitinlenmis hedef proteinlere baglayarak
poliubikuitin zincirleri de olusturabilirler. Bu agamada diger onemli bir gurup enzim ise
deubikuitin proteazlardir. Bu enzimler, énciil poliubikuitin zincirlerinden ya da, hidroliz
igin proteaZoma baglanmis ubikuitin-protein molekillerinden ubikuitini ayirabilirler,
béylelikle hiicre igerisinde serbest ubikuitin havuzu sabit olarak tutulabilir (Wilkinson,
1997, D'Andrea & Pellman, 1998). Protein yikiminda gérevli olan bu kadar gok
degisik proteine ve yikim mekanizmalarinin 6nemli gérevlerine bakilacak olursa, bu
sistem diizensiz ya da kontrolstiz oldugunda hiicredeki pek ¢ok olayin zarar
gorebilecedi beklenen bir sonugtur. Dolayisiyla, duzensiz protein yikimina kanserin
yani sira nérolojik hastaliklarda da rastlanmaktadir (Hernandez et al. 2004).

Protein yikimi bozuldugunda, hiicrede biiyiimeyi durdurucu proteinlerin
zamansiz yikimina yol agabilir. Protein yikimin diizen mekanizmalarini ve etkilerini
anlayabilmek farmositik tedavi yontemlerinin  gelistirilebilmesi icin  esas
olusturmaktadir. Kontrolsiiz gen ekspresyonu veya protein sentezi, kanserde gorilen
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diizensizlesen mekanizmalarin altinda yatan sebep olarak distiniilse de, aslinda
protein yikimi da en az o kadar dnemlidir. Protein yikiminin gerekli oldugu pek ¢ok
6nemli hicresel olaydan bazilar sdyle siralanabilir: Hicre déngisi ve béli]nmesi,
farkllasma ve gelisim, hiicre ylizeyindeki reseptdr!enn diizenlenmesi, hiicrenin
strese tepkisi, badisiklik ve inflamasyon mekamzmalan ve programli hiicre 6limii
(apoptoz).

Kanser hiicrelerinde genetik pek ¢ok degisiklik bahsi gegen yolaklarda
diizensizliklere yol acabilmektedir. Bu genetik degisikliklerden bazilari, onkogenlerin
asin Uretimine veya timor baskilayici proteinlerin ifade edilmemesine yol agabilir. Bu
projede yogunlastigimiz 17. kromozom Uzerinde bir onkogen adayi olan USP32'dir
(Ubiquitin Spefisik Proteaz 32). 17. kromozomun, &zellikle g6gdis kanseri
hastalarinda stkga amplifiye oldugu ve bu bélgedeki genlerin asin ekspresyona yol
actigi bilinmektedir. Karsilastirmalh genomik hibridizasyon (CGH, comparative
genomicr hybridization) ve florasan in situ hybridizasyon (FISH) deneyleri 17.
kromozom {izerinde farkh bdlgelerde amplifikasyon oldugunu gdstermektedir
(Bérlund et al., 1997, Bérlund ef al., 2000).

Domen mimarisini agida ¢ikaran protein veritabanlarinda yapilan arastirmalara
gére USP32'de EF-hand ve Sis-His yapilart bulunmaktadir. EF-hand yapisi,
kalsiyuma baglanan proteinlerde bulunur. Sis-His yapisi ise ubikuitin proteaziarda,
deubikuitasyonun gerceklestirilebilmesi igin gerekli bir yapidir. Bu yapinin USP32'de
bulunmasi bu proteinin de deubikuitasyon goérevi olduduna isaret eder. Deubikuitin
proteaziar ubikuitin-ubikuitin veya ubikuitin-protein baglarini yikabilen ve hicrenin
serbest ubikuitin havuzunu saglayan enzimlerdir. Bu gurup enzimler kanserle
iligkilendirilmis olmalarina ragmen, yikim sistemindeki en az anlasiimis enzim
gurubudur (Wilkinson, 2000, Fischer, 2003). Deubikuitin proteaziarin yakindan
incelenmesi ve rollerinin anlasiimasi kanser mekanizmalanni anlayabilmek ve uygun
farmasotik tedavi imkanlan geligtirmek igin &nemlidir. Ozellikle de proteaz
inhibitérlerinin  kanser hastalarina sagladiqi yararlar, yikim mekanizmalarinin
hiicredeki roliinii anlamanin énemini vurgulamaktadir. Yikim mekanizmalarinda rol
alan  6nemli proteinlerin tamimlanip karakterize edilmesi, mevcut tedavi
yaklasimlarinin daha &zel olarak kanserli hiicrelere uygulanmasini saglayabilir. Bu
dogrultuda galigmalar tim hiziyla devam etmektedir. Ornegdin: USP2a androjenler




tarafindan diizenlenen, apoptozda rol alan ve prostat kanserinde asir ifade edilen bir

onkogen olarak tanimlanmistir (Graner et al., 2004).

Projenin Amaci: Bu arastirma projesi, teorik oigarak ubikuitin proteaz oldugu
dustintilen USP32’nin yapisal ve fonksiyonel olarak karakterizasyonu ve bu proteinin

meme kanserinin gelisimi ile ilgisini arastirmak i¢in dizenlenmistir.



Gerecg ve Yontemler

Biyoinformatik Analizler/Kullanilan Araglar

1. Vista kargilagtirma analizleri 7
http://genome.Ibl.gov/vista/index.shtmi - i“%

2. PIP (Percent |dentity Plot), Yuzde benzerlik grafigi
http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/

3. NCBI Blast Tools
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

4. Spidey (mRNA-genomik sekans kargilastirmasi, ekzon tahmml)
http://www.ncbi.nim.nih.gov/spidey/

Transfeksiyon Deneyleri
Yaklagtk 300,000-400,000 hiicre sayilarak 6 kuyulu plakalara ekildi. Hiic:e!er

plaka ylzeyinin yaklagik olarak %80'ini kapladijinda asagidaki oranlarda Opti MEM
ve Fugene HD ile transfekte edildi.
Fugene HD: DNA (ug); 6:1, 6:2, 6:3

Kalici transfeksiyon ise G418 (450ug/ml) seleksiyonu yapidi. Transfeksiyon
uygulanmayan hiicrelerin 1-2 hafta icerisinde 6lmesinden sonra, seleksiyonda canli
kalan hiicreler genigletilip DNA ve RNA izole edildi, sivi azotta saklanmak Gzere

donduruldu.

Hiicre Proliferasyonu Olgiimleri

Ug giinde bir élgim yapabilmek igin ve her bir 6rnege ait 3 olcim yapilabilmesi
icin yaklagik 10.000 hiicre 96-kuyucuklu tabakalara ekildi. MTT (Roche) soliisyonu
eklendi (4 saat). Bu sire igerisinde canh hicrelerin MTT'yi formazan tuzuna
cevirmesi beklenir. Kolorimetrik 6lgiim yapilabilmesi igin formazan boyasi eklendi ve
ELISA tabaka okuyucusunda 570 nm’'de élgiimler yapildi. Her bir 6rnek igin 3 kuyu
lgtildir ve standart sapma hesaplandi.
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Fokus Olusumu
6-kuyulu tabaklara ekilen 20000 hiicre vyiizeyi kapladiktan sonra da

beslenmeye devam edildi. Fokus olusumu incelendi.

Yara Kapanmasi (wound healing)
Yuzeyi tamamen kaplayan hiicrelerin ortasina 5 ml'lik plastik pipetle cizgi

olusturuldu. 24 saatte bir yaranin kapanmasi gézlemlendi.

Ostrojen ile indiikleme Deneyleri

Hucreler (MDA-MB-66 ve MDA-MB-231) belli bir sayiya ulastiklarinda beyaz
besi yerine gegirildiler, kullanilan serum kémiir (charcoal) ile 4°C'de bir gece inkiibe
edilip, sterile edildikten sonra beyaz besi yerine eklendi. Béylelikle besi yerinden veya
serumdan gelebilecek yapay 6strojen etkilerinin éniine gegilmis oldu. Daha sonra 3
ve 12 saat boyunca E2 (10 nM, 17B-estrodiol; Sigma kat no: E-2257, 1 ml etanol ve
49 ml besi yerinde ¢6ziildli) veya etanol ile muamele géren hiicrelerden RNA izole
edildi. RNA o6rneklerinde DNA kontaminasyonu DNAz ile temizlendi, PCR ile
dogrulandiktan sonra her bir 6rnekten 1ug RNA kullanarak cDNA sentezlendi.

PCR Analizleri ve Kosullari

A. USP32-GAPDH RT-PCR

1X PCR Tampon Cozelti, 200uM dNTP, 0,5 uM USP32 primerleri, 0,03 pM GAPDH
primerleri, 2,5 U Tag DNA polimeraz (Applichem). Toplam hacim: 30 pl

PCR kosullar: 94°C 2 dakika; 94°C/30 s, 58°C/30 s, 72°C/30 s (26 kez), son 72°C/ 10
dakika.

B. pS2 RT-PCR

1X PCR Tampon Gézelti, 200uM dNTP, 0,5 uM PS2 primerleri, 2,5 U Tag DNA polimeraz
(Applichem). Toplam hacim: 30 ul. PCR kosullari: 94°C 2 dakika; 94°C/30 s, 58°C/30 s,
72°C/30 s (40 kez), son 72°C/ 10 dakika.

C. ERa RT-PCR

1X PCR Tampon Cozelti, 200uM dNTP, 0,5 uM PS2 primerleri, 2,5 U Taqg DNA polimeraz
(Applichem). Toplam hacim: 30 pl. PCR kosullan: 94°C 2 dakika; 94°C/30 s, 58°C/30 s,
72°C/30 s (35 kez), son 72°C/ 10 dakika.
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PCR sonuglari densitometrik olarak da 6lgtimustar.
GST-Filizyon protein ifadesi

~ E.coli BL21 hicreleri protein tretmeye elverisli oldugundan tercih edildi.
37°C’de biyimis bir gecelik kiiltiirden 30 ul ilé ertesi gin (12 ml) 2X YTA (Tryptone:
16g/L, Yeast Extract: 10g/L, NaCl: 5g /L) ortam yeri inokile edildi. Bu kiilturler, 3 ile
5 saat arasinda 37°C'de yilksek hizda ajite edilerek buyitildi. 3. saatin sonunda
kultirden 6rnek alinarak O.D. degeri 6lguldu. ideal deger (O.D. 600) 0,6-0,8'e
ulagildiginda ise farkh IPTG (0,1-1mM) konsantrasyonlari ile GST-fiizyon proteinlerin
ifadesi induklendi. 13.000 rpm’de 1,5 dakika cevrilerek ¢oktiiriilen hiicreler, 4°C'de
sogutulmus 1X PBS (phosphate buffered saline) ile ¢6zuld.

Hicre patlatma

10mg/ml Lizozim (H20) stok hazirlandi. Final konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde tuplere eklendi. Tlpler vortekslendikten sonra oda sicakhginda 5 dakika
inkiibe edildiler. Daha sonra tiipler sirasiyla sivi azot ve 37°C’de sabitlenmis su
banyosuna daldinlarak hicrelerin patlamasi saglandi. Bu islem 10 kez tekrarlandi.
Ornekler, mikro santrifijde maksimum hizda 10 dakika gevrildiler, suda ¢Oziilmeyen
kisimlar ayristirildi  (pelet).  Ornekler -80°C'de saklandilar. GST proteinlerinin
izolasyonu igin ise MicroSpin GST purification Module (Amersham 27-4570-03)
kullanildi.

Western Blot
SDS-PAGE igin kullanilan jel karigimlar:

5% Stacking Gel: 8% Resolving Gel:

H20 :5,5ml H20 29,3 mi
30% acrylamide  :1,3 ml 30% acrylamide :5,3 m|
1,0M Tris (pH:6,8): 1,0 ml - 1,0M Tris (pH:6,8): 5 ml
10% SDS : 80 i 10% SDS : 200 pl
10% APS : 80 i 10% APS 2200 pl
TEMED 8yl TEMED 212 ul

12



Kullanilan solusyonlar
Blok solisyonu
» 50 ml PBS (phosphate buffered saline)
» 150 pl tween (final konsantrasyonu %0,1)
» 5 g siit tozu (final konsantrasyonu % 10 w/v)
Primer Antikor (1:2000) ve sekonder antikor (1:7000-9000)
* 50 ml PBS
* 150 pl tween (final konsantrasyonu %0,1)
« 5 g siit tozu (final konsantrasyonu % 10 w/v)
» 25 pl primer antikor veya 7,2 pl sekonder antikor
Yikama solisyonu
150 ml 1% tween + 350 ml TBS
izole edile proteinler (15-30 ul), 6X SDS yiikleme boyasiyla karigtirildi ve
érnekler 5 dakika kaynatildi. Bos yiriitilen ve temizlenen jele yiklendi. Ornekler
ayristirma jeline girene kadar 120 voltta, daha sonra da 150 voltta yurataldi. 7x7,5
cm ebadinda membran ve whatman filtre kagitlari hazirlandi. Membran ve jel 2-5
saniye icin methanol iceren bir kaba ardindan da 2-5 saniye icin suya, en son da
transfer cozeltisine daldinidi. Distuk hizda sallanmaya birakildi (30-45 dakika).
Transfer icin 3 filtre kagidi, membran, jel ve 3 filtre kagidi kullanildi. Yari kuru transfer
aparatiyla 20 voltta 45-60 dakikada transfer yapildi. TBS/Tween bazh solisyona %5
siit tozu eklenerek spesifik olmayan baglanmalar engellendi. ECL deteksiyonu, X-ray
makinesi (kurum hissesinden bélime kazandiriimistir) kullanilarak yapildi.
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Bulgular

1. USP32 asin liretimi

Meme kanseri gelismekte olan topiumfgrda ciddi bir saghk sorunu teskil
etmektedir. Kahltsal meme kanserinin yani sira aiigsei sebeplere dayanmayan, spontan
kanser tirlerinin anlasilabilmesi igin ifade diizeyleri bozulan genlerin tanimlanmasi ve
karakterize edilmesi gerekir. Bu projede amacimiz, meme kanserlerinde siklikla gérilen
17923 kromozom band: amplifikasyon bélgesindeki bir onkogen adayinin incelenmesiydi.

Kargilagtirmah genomik hibridizasyon (CGH, comparative genomic hybridization)
ve florasan in situ hybridizasyon (FISH) deneyleri 17. kromozom tzerinde farkh bélgelerde
amplifikasyon oldugunu gostermektedir (Barlund et al., 1997, Béarlund ef al, 2000). Bu
bélgeler arasinda, 17923 banti bizim ve diger arastirmacilarin tzerinde ¢aligtigi, pek cok
tanimlanmamig gen igeren bir bdlgedir (Erson et al., 2001, Sinclair et al., 2003). USP32
bu bolgede bulunan MCF7 ve BT474 kanser hicrelerinde amplifikasyonu ve asin
eksprésyonu oldugunu buldugumuz, yeni tanimlanmis bir gendir (Sekil 1). Sekil 1A, 11
meme kanseri hicre hattinda ve immortalize HPV11-21 hiicre hattmdé GAPDH ile
gogaltilan USP32 genine ait bantin MCF7 ve BT474 hiicrelerinde amplifiye oldugu
gorulmektedir. Sekil 1B'de ise ayni hiicre hatlarindan izole edilen RNA ile yapilan
Northern blot sonuglari, MCF7ve BT474 hiicre hatlarinda USP32 transkriptinin asin
uretimini gdstermektedir.

Sekil 1: USP32 amplifikasyon ve asiri ifadesi. A. Yari-nicel PCR sonuglarina gére MCF7 ve
BT474 hicrelerinde USP32 geninde GAPDH'e oranla genomik amplifikasyon goriimektedir
(22 siklus). B. Northern blot teknigi ile MCF7 ve BT474 hucrelerinde USP32 asiri tretimi
gorilmektedir
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Bu sonuglar ayrica yart-nicel RT-PCR ile de dpgruianmls;.ttr (Sekil 2). Bu kez
normal meme dokusundan izole edilen RNA'dan (Ari%bion) da cDNA sentezi yapiq,
ve normal meme dokusundaki USP32 transkriptinin miktariyla MCF7 hiicresindek;
miktar karsilastinldi. USP32/GAPDH orani normal meme dokusu igin 1,15 iken MCF7
icin 1,71 olarak hesaplandi.

A.

UsP3az ! :
GAPDH ! : 3
o
USP32/GAPDH
1 (Normal Breast) 115
2 (MDA-MB-231) 1,58
3 (MCF7) 171

—————

Sekil 2: A. USP32-GAPDH Yari-nicel RT-PCR. 1. Kuyu: DNA merdivent, 2.!(uyu; Norma
meme dokusu cDNA's1, 3. Kuyu: MDA-MB-231 cDNA’st, 4. Kuyu: MCF7 cDNA'si, 5. Kuyy: 2

) kontrol. B. PCR sonuglarinin densitometrik analizi. Her bir drnek igin USP32 bany
GAPDH'e orant hesaplandi

Bu kisimdan elde edilen sbnuglara gére MCF7 ve BT474 hicrelerinde USpP32
geni igin hem amplifikasyon hem de transkript dlizeyinde asiri ifade (overexpression)
oldugu tespit edilmistir. USP32'nin meme kanseri hiicre hatlarinda fazla Uretimes;,

Parssinen et al (Parssinen et al, 2007) tarafindan dort primer timérde de
dogrulanmistir.

18




2. Genomik karakterizasyonu/mutasyon taramasi
Asin ifade edilen bu geni daha iyi karakte:iize edebilmek i¢in 6ncelikle genomik
diizeyde karakterize edilmesi gerektiginden, intron-ekzon sinirlarinin belirlenebilmesi
icin, NCBI veritabanlan kullanilarak, USP32'ye ait cDNA ve genomik sekanslarn
belirlendi. SPIDEY (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/) programi kullanilarak intron
ekzon sinirlan belirlendi. Buna gore USP32 geni 34 ekzona sahip, yaklagik 212 kilo
bazlk genis bir boélgeyi kaplamaktadir. Bu teorik sinirlarin  deneysel olarak
dogrulanabilmesi icin Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) programi ile intron iclerinden primerler tasarlandi.
Oldukca biyiik bir gen olan USP32'nin bazi ekzonlari buyuk oldugundan, PCR ve
dizin analizinde karsilagilabilecek sorunlarin 8niine gecebilmek igin blylk ekzonlar
parcalara béliindi, Tablo 1 de biyoinformatik olarak belirlenen ekzon biyuklikleri

goriilebilir. Bu sebeple, yaklasik olarak kirk ¢ift primer tasarlandi.

Ekzon 1 344 bp Ekzon 18
Ekzon 2 128 Ekzon 19
Ekzon 3 106 Ekzon 20 | 139
Ekzon 4 119 Ekzon 21 | 106
Ekzon 5 160 Ekzon22 | 174
Ekzon 6 132 Ekzon 23 | 175
| Ekzon 7 108 Ekzon 24 | 152
Ekzon8 | 116 Ekzon 25 | 112
Ekzon9 |63 Ekzon 26 | 212
Ekzon 10 | 84 Ekzon 27 | 185
| Ekzon 11 |62 | Ekzon 28 | 87
| Ekzon 12| 103 Ekzon 29 | 121
Ekzon 13 | 193 Ekzon 30 1192
 Ekzon 14 | 176 Ekzon 31 | 289
Ekzon 15 | 141 Ekzon 32 | 425
Ekzon 16 | 118 Ekzon 33 |93
Ekzon 17 | 155 Ekzon 34 | 2099

Tablo 1: SPIDEY programi ile belirlenen ekzon buyuklikleri
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Normal DNA omekieri kullamlarak, PCR kosullan optimize edildi. PCR
reaksiyonlarinin optimizasyonu sonrasinda, sekans analizine yeterli konsantrasyon elde
edebilmek igin ¢coklu 6mekierie (MCF7) tekrarlanip, agaroz jel elektroforezi ile primer
dimerlerden aynstinidi ve bantlar jelden kesilerek safiagtiriidi. intron ve ekzon
simrian veritabanlarinda tahmin edilen sonugla[ii kargilagtinlarak dogrulandi. Bu
esnada MCF7'de agin Gretime sebep olabilecek bir fiutasyona rastlanmadi.

2.1. Biyoinformatik Analizler:

Intron-ekzon sinidarinin deneysel olarak dogrulanmasi &nemlidir ¢Unki
USP32 ve USP6 birbirine oldukca benzeyen genlerdir. Genomik olarak iki genin
benzerlikleri, PIP (Percent Identity Plot) programi kullanilarak gosterdik (Sekil 3-5).
Bu acgidan ozellikle ekzon 19-34 arasindaki bolgenin sekansinin dogrulanmasi
onemiidir. Bunun yani sira USP32nin genomik ve cDNA dizinlerinin biyoinformatik
analizleri sirasinda ortaya ¢ikan USP6ya ait oldufu distnilen bazi transkriptier
bulduk (Clone 210 ORF1, ORF2 ve Clone 213 ORF1, ORF2). Bu transkriptier
altemnatif kesilme sonucu ortaya ¢ikmis olabililer. Ozellikle de ubikuitin proteaz
6zelligi olan transkriptlerin fonksiyonel 6nemleri olabilir.
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Sekil 3: Vista kargilagtirmah analizine gére USP32 ve USP6 arasindaki benzerlik
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3. USP32/USP6 transkriptlerinin meme dokusunda incelenmesi

Genomik diizeydeki bu benzerligin yani sira literatiirde USP6’ya ait farkli ORF
(open reading frame) (Orf1 ve Orf2) ve alternatif transkripﬂer (210 ve 213) oldudu da
bulunmustur. Bu transkriptierin hangilerinin menie dokusunda veya meme kanseri
hiicrelerinde ifade edildiginin tespiti, saglikh bir sekilde bu transkriptlerin veya
USP32'nin onkogenik 6zelliklerinin arastirilmasi icin gereklidir. (Sekil 6, olas) USP6
transkriptleri)

$ekil 6: Olasi USP6 transkriptleri: 210 ORF1-2, 213 ORF 1-2

Farkli USP6 transkriptlerini birbirlerinden ve USP32'den ayimak igin
tasarlanan primerle yapilan RT-PCR sonuglari, USP&nin meme dokusunda ifadesi
olmadigini gostermistir. Buna karsilik, USP32 transkripti meme, testis ve over
dokularinda ifade edilmektedir (Sekil 7, 8, Tablo 2)
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Sekil 7: USP32 transkripti meme, testis ve over dokularinda ifade edilmektedir. GAPDH ise
PCR i¢in kontrol olarak ve reaksiyonlar arasindaki farklan goézlemlemek icin USP32
primerleri ile birlikte kullaniimigtir. 35 siklts kullanildigindan nicel dlgtim yapilmamustir,

$ekil 8: USP32 ve USPS ifadesi. A. USPS6 transkripti sadece testis ve over dokularinda ifade
edilmektedir. Meme kanseri hlicre hatlarinda ifadesine rastlanmamistr USP6 ve GAPDH
primerieri ayni reaksiyonda ¢ogaltimigtir. B. USP6 transkripti sadece testis ve over
dokularinda ifade edilmektedir. USP6 ve USP32 primerleri ayni reaksiyonda gogaltilmistir.
210 ve 213, bu transkriptleri iceren (+) kontrol vektdrierdir.
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 USPEmRNA | —
use32 +
213-Full
LENGTH | ~
| 230RF | -
| 2130RFN |~

Tablo 2: USP32
ifadesi. Meme d okzzufarkh USPé transkriptlerinin normal meme, testis ve over dokularindaki

Nda sadece (/SP32 ifadesi bulunmugtur

4. USP32 Transfeksiyonu

Temmuz-
Aralik 2006 dsnemi icerisinde, Flag sekansi iceren primerler cogaltilan

USP32 kodla '
.Ya" Sekansi (4,8 kb) PCR ile gogaltiidi ve pTARGET vektortine klonland,
sekans analizi ile dogrulang, Amag

. bu vektdrden in vitro transkripsiyon ve tfansiasydn
gergeklestirdikten

USP32 proteinin ﬁ:ﬂgra memeli hiicrelerinde agirt ifade deneylerine baslamakti. Ancak,
PCR ile kontrol ediienoywu katlanmasini tahmin etmek mimkin olmadigindan Uretilen ve
konstraktlar, in vitro transkripsiyon ve translasyon sonrasinda Flag
antikoru kullanilarak doﬁmianamam,
bfjiges:?:;(}jigasi;?ﬁneminde de belirtilmis oldugu gibi CMV (cyto megalo virlis) promotor
neoplastik olmayan HQEf: vektdri igerisine klonlanmig USP32 (4,8 kb) ile immortalize olup
seleksiyon sonucy V(G 293 hiicreleri Fugene HG (Roche) ile kalici transfekte edildi. Pozitif
dogrulandiktan sonrg ;18) biytiyen hucrelerde USP32 ifadesi (transkript duzeySnge)
aktarions. hicroler s; iansfekte edilmeyen 293 hlcreleri, bos vektér ve pTarget-USP32
arslastirimas: iin « ay: arak 10.000 tanesi ekildi ve 2 gun araliklariyla biyime hizlarinin ‘
bayime hizi farkj;;,g,yﬁd“ar. 73 glinlik sayim sonucunda UUSP32 asir ifadesinin cnemli bir
Gt ba@mana yol agmadigi sonucunu goérmistik. Bu sonug Uzerine yani
neoplastik bir hiicrede neo{.l.lasfik transformasyon igin yeterli olmiayabilécegi ancak zaten
P, ka$m Uretildiginde hizlandirici etkisi olabilecegi diistincesi ile pTarget-
uygun olan Gd1g koez MDA-MB-231 hicrelerine aktarildi. MDA-MB-231 hicreleri igin
NSantrasyonu da belirlenmigti. Yaklagik 1 ay stiren seleksiyon

sontcunda haya
n vatta kalap hiicreler, G418 konsantrasyonu yariya dusurilerek polikional
olarak bUyiitildi.
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Transfekte edilip, G418 seleksiyonundan sonra hayatta kalan hiicrelerden
izole edilen RNA'larda 6ncelikle DNA kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin
PCR yapildi (Sekil 9-A). Daha sonra cDNA sentezlendi ve RT-PCR yapildi (Sekil 9-
B). - o

- %
3

MDA-MB-231-USP32

| MDA-MB-231- pTARGETT
| MDA-MB-231- pTARGET2

| MDA-MB-231-USP32
| MDA-MB-231 DNA

Sekil 9: Transfeksiyontarin dogrulanmasi. A. Transfekte edilen hiicrelerden izole edilen DNA
drneklerinde, USP32-pTarget plazmidinin varigi dogrulandi. 1.kuyu: DNA merdiveni, 2.kuyu:
USP32-pTarget ile transfekte edilen poliklonal hiicreler, 3. kuyu: bos vektdr ile transfekte
edilen hticreler (1.poliklonal), 4.kuyu: bos vektor ile transfekte dilen hiicreler (2.polikional), 5.
kuyu: transfekte edilmeyen hicrelerden izole edilen DNA, 8. kuyu: negatif kontrol (DNA yok).
B. USP32 transfeksiyon dogrulanmasi (RT-PCR). 1.kuyu: DNA merdiven, 2.kuyu: transfekte
edilmeyen huicreler, 3.kuyu: pTarget-USP32 plasmidi transfekte edilen hucreler, 4. kuyu: bos
pTarget transfekte edilen hiicreler, 5.kuyu: (-) kontrol- cDNA yok.

Sekil 9-B' de géruldugu tuzere pTarget-USP32 plasmidi ile transfekte edilen
hilcrelerin ¢cDNA’sinda digerlerine gére USP32 PCR banti daha fazladir. Ancak bu
asin Gretim de MCF7 hiicrelerinde go6ruldugi kadar da cok degildir. Transféksiyon
dogrulandiktan sonra bu hicrelerle, kontrol hiicreler arasinda herhangi farkh bir

neoplastik biyime olup olmadigini anlamak icin hiicrelerin proliferasyon hizlarina
baktik. Hiicre proliferasyonunu 6lcebilmek icin MTT kullanidi. MTT testi yasayan
hiicrelerin tetrazolium tuzu MTT'yi rediiklemesiyle 6lctlir. Reaksiyon sonucu suda
¢bziinmeyen formazan tuzu kolorimetrik olarak oél¢ilir.



Bu analizler sonucunda da her 3 hiicre grubu arasinda bir fark goriilmedi (Sekil 10 ).

0 Untransfected

USP32
Transfected
® Empty vector

Absorbance (OD at 570 nm)

Days

Sekil 10: MTT Analizi. USP32 veya bog vektor transfekte edilen ve edilmeyen hicrelerin
biyiime hizlari arasinda fark gérilmedi.

Daha onceki rapor dénemlerinde de HEK293 (immortal, neoplastik degil)
hicrelerinde de USP32 asin (retildiginde hiicre proliferasyonunda bir fark
gérilmedigini bildirmistik. Benzer sekilde bu MDA-MB-231 hicrelerin  fokus
olusturmalarinda veya morfolojilerinde bir farklilik gézlemlenmemistir (Sekil 11).
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MDAME-23%

PTARGET. MDA MB 231

USSR SIDA-MEB-231

Sekil 11: Morfolojiler. Transfekte olan ve olmayan hicrelerin morfolojilerinde belirgin bir fark
gorlimedi.

Hacrelerin buyame hiziannda veya morfolojilerinde bir fark goriimedi, benzer
sekilde htcrelerin hareket kabiliyetierini test eden yara kapanmasi deneyinde de bir
fark g6zlemlenmedi (Sekil 12).

pTarget-USP32

Sekil 12: Yara kapanma deneyi. Yara kapanma deneyinde 24 saat sonunda transfekte
edilen veya edilmeyen hicreler arasinda bir fark goriiimedi.




Bu calismalara paralel olarak baslatigimiz USP32 susturma deneyleri de
devam etmektedir. Tasarlanan oligolarin hiicrelere (MCF7) transfeksiyonu
sonucunda segilen pozitif kolonilerde USP32 transkriptinin varh§ RT-PCR ile
incelenmektedir. Su ana kadar bir oligonun USP32'yi susturdugu gorilmustir ancak
sonrasindaki deneylerin giivenirligi agisindan en gz bir tane daha oligonun USP32'yi
susturabilmesi gerekir. Bu yiizden yeni siRNA tasarlamak gerekmektedir. Kalici
transfeksiyon sonucunda USP32 transkriptinin tamamen kayboldugu huicrelerde (en
az iki farkh oligo tarafindan susturulmus 2 hiicre grubu) MTT, morfoloji, hareketlilik

analizlerini yapmak mimkin olacaktir.

5. Ostrojen ile indiiklenme

izole edilen RNA'larda genellikle DNA kontaminasyonu gozlemlenebildigi icin
ve bu daha sonraki yari-nicel PCR sonuglarini negatif etkileyeceginden rutin olarak
RNA &rneklerini DNaz ile muamele ettik. Daha sonra etanol ¢oktirme yontemiyle
temizlenen RNA'larda gergekten DNA kalmadigini gostermek icin RNA'lar PCR’ da
sablon olarak kullanildi. DNaz muamelesinden 6nce gérilen bantlar, temiziendiginde
(Sekil 13) RNA'lardan cDNA sentezine gegildi.

Sekil 13: RNA orneklerinde DNA kontaminasyonu olmadigini gosteren PCR. Estradiol
ile muamele edilen hiicrelerden izole edilen RNA o6rneklerinde DNA kontaminasyonu
yoktur. MDA-66 cDNA’s: kontrol olarak kullaniimistir. GAPDH cDNA ve DNA ile ayni
buytklikte bir Grun olusturmaktadir.

USP32 gen ifadesinde ostrojene bagh bir arﬁg olup olmadigini anlamak icin
yari-nicel PCR (dubleks) kullandik. Bu amagla da igsel kontrol olarak GAPDH
primerleri kullanildi. PCR amplifikasyonu sonucu olugacak bantlarin yogunlugunun
birbirine yakin olmast icin farkli GAPDH primer konsantrasyonlari kullanildi. Optimal




GAPDH primer konsantrasyon ve PCR sikliis sayilar belirlendi (Sekil 14). Bu
kosullarda PCR lineer amplifikasyon siklisi kullanild.

$ekil 14: PCR optimizasyonu. Farkh GAPDH primer (Stok: 0,5 uM) hacimleri ile birlikte
USP32 primerlerinin cogaltiimasi. (Ladder. DNA merdiveni) 1.Kuyu: 1 ul GAPDH
primerleri, 2.Kuyu: 1,5 ul GAPDH primerleri, 3.Kuyu: 2,0 ul GAPDH primerler.

Sentezlenen cDNA 6rnekleriyle USP32-GAPDH, PS2 (e'stradiol tarafindan
indlklendidi bilinen bir gen (Alotaibi et al,, 2006)) ve ER (estrogen receptor) PCR'lari
tamamlandi (Sekil 15). Bu amagla MDA-MB-66 (ER +) ve MDA-MB-231 (ER )
hiicreleri 3 ve 12 saat boyunca 10 nM estradiol ile muamele edilmis ve RNA izole
edilmigti. MDA-MB-66 hiicreleri, MDA-MB-231 hiicrelerinin kalici ER transfekte

edilmis halidir (Sekil 16).

MDA-MB-66

MDA-MB-231

_ - . .
Sekil 15; USP32 ve estradiol. Estradiola maruz kalan MDA-MB-66 ve MDA-MB-231
hticrelerindeki USP32 transkriptinin yari nicel PCR ile incelenmesi. 1. Kuyu: DNA Merdiven,
2. Kuyu: Estradiola maruz kalmayan hiicre, 3. Kuyu: 3 saatlik estradiol uygulamasi, 4. Kuyu:
12 saatlik estradiol uygulamasi, 5. Kuyu: negatif kontrol. MDA-MB-66'ya ait panelde USP32-
GAPDH RT-PCR, 6strojen tarafindan induklendigi bilinen PS2 RT-PCR gorulmektedir. Ayrica
alttaki panelde MDA-MB-66 hiicrelerinin ER (+) oldugunu gésterilmistir.
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$ekil 16: ER PCR. A. MCF7, MDA-66 ve MDA-MB-231 hucrelerinde dstrojen reseptsr
(ifadesi durumu. B. 1. Kuyu: DNA Merdiven, 2. Kuyu: Estradicla maruz kalmayan MDA-
MB-66 cDNA'st, 3. Kuyu: 3 saatlik estradiol uygulamast, 4. Kuyu: 12 saatlik estradio|
uygulamasi, 5.Kuyu: MDA-MB-66 cDNA (+ kontrol), 6. Kuyu: cDNA’siz negatif kontro|,

Bu sonuglara gére MDA-MB-66 hilcreleri &strojen reseptdrii pozitif
oldugu dogrulanmigtir. USP32 transkripsiyonu ise 3 saatlik estradiol inkiibasyony
sonrasinda artmaktadir. Bu arbisin estradiola bagh oldudu, &strojenle
transkripsiyonunun arttigi bilinen PS2 geni de gdsterilmistir. Buna ek olarak,
MDA-MB-231 hiicrelerinde 0Ostrojen reseptéri  bulunmadigindan estradiolle
inkiibasyon  sonrasinda PS2 veya USP32 transkripsiyonunda artis

gbzlemlenmemistir.

6. USP32-GST Protein Uretimi
Flag iceren USP32 konstraktlar, in vitro transkripsiyon ve translasyon

sonrasinda Flag antikoru kullanilarak dogrulanamamigti. Bu ozellikle de
deubikuitin proteaz gérevinin test edilecegi asamalarda sorun olacagindan, GST-
fuzyon proteini Uretme yoluna gittik. Ancak 4,8 kb’lik USP32'nin, GST vektériiniin
maksimum igine alabilecegi 2-3 kb’nin ¢ok Ustiinde olmasindan dolayi kod dizini
pargalara bélmek durumunda kaldik. Klonlamayi kolaylagtirmak igin PCR Uriinleri
once Topo vektérine klonlandi, ardindan uygun enzimlerle kesilerek, GST
vektoriine aktanildi. Her bir parga PCR ile ¢ogaltilip, vektére klonlandigindan,
klonlama sonrasinda sekans analizi ile kontrol edilmesi projeye mali bir yiik de
getirdi. Ozellikle 2-4,8 kb arasinda olan PCR iriinlerinde, enzimin hata yapmadig
klonlari bulmak zaman aldi. Her bir vektérin en az 6 farkh primerle
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sekanslanmasi gerekti. Daha 6nceki raporlarda da belirtildigi gibi gogunlukla bir

ya da iki mutasyon bulundugu igin klonlamalarin tekrarlanmasi gerekti.
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GST-2

GST-3

GST-5

Sekil 17: A. USP32 proteinine ait domen haritasi. B. GST ile fiizyon olarak retilen yapilar

IPTG ile GST protein ifadesi inditklendikten sonra protein izolasyonu yapildi.
SDS-PAGE analizi sonrasinda ilk olarak jelleri coomassie blue ile boyayarak
proteinlerin yirimesini kontrol ettik (Sekil). Total protein izolatlar arasindan GST
proteinleri gérmek gok mimkiin olmadigi i¢in, Western blot uygulamasina gegildi.

Deubikuitinasyon deneyi icin gerekli olan pACYC184-Ub-met-B-gal ve pGEX-
UBP3 plasmidlerini Yale Universitesinden Dr. M. Hochstrasser génderdi. USP32 ile
birlikte bakteri hiicrelerine atilacak olan pACYC184-Ub-B-gal plazmidinden ifade
edilen flzyon proteinin (Ub-B-gal) deubikuitinasyon sonrasinda Ub kisminin atiimasi
beklenmektedir. Ancak sistemin calistiindan emin olmak igin deubikuitinasyon
aktivitesi dogrulanmis (pozitif kontrol) pGEX-UBP3’de kullanildt.

Bu amagla kullandigimiz bakteri hiicreleri BL21'dir. Bu hiicreler protein ifadesi

icin optimize edilmis hiicrelerdir. Bu hiicrelerin iki plazmidi birden iglerine alabilmeleri
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icin kompetan hale getirildi. Plazmidlerde bulunan iki farkhh antibiyotik icin stok
soltisyonlar hazirlandi (Chloromphenicol ve Amphicillin). Antibiyotiklerin her birisinin
stok solisyonu 20ug/mi, seleksiyon konsantrasyonu da 0,2 pg/mi olarak belirlendi.
BL21 igerisine pGEX4T-USP32 (3 farkli yapi) vektort ile beraber pACYC184-Ub--
gal vektori atidi. Oncelikie ikili transfonnasyen%gpoziﬁf cikiiginda GST fuzyon
proteinin Gretildigini dogrulamak igin, SDS-PAGE jelleri “Coomassie blue” ile boyadik
(Sekil 18).

b
%
o

Sekil 18: GST-fuzyon proteinleri. %8'lik jelde yuritiien izolatlar, coomassie blue ile boyand.

Ancak beklenen buyikiikte (pozitif kontrol diginda) belirgin  bantiar
bulunmadigindan Westemn blot ile GST antikoru ve HRP (horse radish peroksidaz)
bagli sekonder antikor kullanimina gecmek durumunda kaldik. lik olarak antikorlann
konsantrasyonlaninin optimize edilmesi gerekti. lik kullanilan primer GST antikoru
1:2000, sekonder HRP antikoru 1:9000 sartlan sonucunda arka planda ¢ok fazla bant
bulundugundan, sekonder antikorun konsantrasyonu dosurildu (Sekil 19).

29




A Wm@w&‘*w‘»\%\oW&»‘A\!WWWWM%N\‘(«‘M&W@%WW%WW@W&WW&W@W&%&WW‘M%%wwﬁ%\fé

Sekil 19: Western blot. %8'lik jelde yﬂrﬂtulén izolatlar icin primer GST antikoru 1:2000,

sekonder HRP antikoru 1:9000 kullaniidi. Beklenen protein biyuklukleri, GST-3: 151 kDa,
GST-5: 97,4 kDa, GST-2: 94,7 kDa, GST-UBP3: 131 kDa. UB sadece UB-B-gal plazmidi

transforme edilmis E.coli proteinleri

Sekil 20: Western blot. %8'lik jelde yuritilen izolatlar icin primer GST antikoru 1:2000,
sekonder HRP antikoru 1:10.000 kullanildi. Beklenen protein buytklikler, GST-3: 151 kDa,

GST-5: 97,4 kDa, GST-2: 94,7 kDa, GST-UBP3: 131 kDa. UB sadece UB-
transforme edilmis E.coli proteinleri

g-gal plazmidi



U D I S R S e R e

Total izolatlarla yapilan Western sonucuna gére pozitif kontrol ve 5. yapi
(GST-USP32) de ifade edilmekte. Ancak 2. ve;s yapilardan beklenen biyikiiikte bir
bant géremedigimiz i¢in bu kez total izolat yeriné GST saflagtinimis izolatlar kullandik
(Sekil 21).

Sekil 21: Western blot. %10'luk jelde yurttulen izolatlar icin primer GST antikoru 1:2000,
sekonder HRP antikoru 1:10.000 kullanildi. Beklenen protein buytklikleri, GST-3: 151 kDa,
GST-5: 97,4 kDa, GST-2: 94,7 kDa, GST-UBP3: 131 kDa. UB sadece UB-B-gal plazmidi
transforme edilmis E.coli proteinleri

Yapilardan bazilaninin tespit edilememesinin bazi nedenleri olabilir. IPTG ile
inditklenme sirelerinin ve konsantrasyonunun degistirilmesi proteinlerin tretilmesini
etkileyebilir. Proteinlerin katlanmasi veya baska membran yapilara baglanmasi,
izolasyon agisindan sorun yaratabilir. Bu optimizasyonlar hala devam ederken, 5.
yapi Uretildi§inden ve icinde Sis ve His domenlerini icerdiginden, bir sonraki é§amaya
gectik. Bu asamada, hiicre iginde beraber uretilen GST fiizyon proteinleri ve UB-B-
gal proteinleri (125 kDa) incelendi. Ubikuitin proteaz 6zelligi gosteren proteinlerin var
olmasi Ub-B-Gal proteinindeki Ub kopmasina ve daha kiigiik bir -gal proteini (117
kDa} olugsmasina yol acar.
Bu kez membran, primer B-gal antikoru (1:2000) ve sekonder antikor (1:7000) ile
hibridize edildi (Sekil 22).



170 kDa

Sekil 22: Western blot. %8lik SDS jelde yuritilen proteinler, primer B-gal antikoru
(1:2000) ve sekonder antikor (1:7000) ile hibridize edildi. (UB-B-gal: 125 kDa, B-
gal:117 kDa)

UBP3 bilinen bir ubikuitin proteazdir ve GST antikoru ile bakteri hiicrelerinde
ifade edildigini gosterdik. Ancak %8’lik jelde sadece Ub-B-gal plazmidini ifade eden
bakteri hiicreleri ile karsilastinldiinda p-gal proteinin buyikliginde bir fak
géremedik. Yakalanmasi gereken fark sadece 8 kDa oldudu igin proteinleri daha
yliksek konsantrasyonlu jelde yiritmek veya %8'lik jeli daha uzun slre yriitmek bir
sonraki asamalar oldu. Ancak proteinlerin blyukligu de fazla oldugundan yiiksek
konsantrasyonlu jelde bu kez proteinler agiimadi. %8'lik jelde uzun sireler boyunca
yuritilerek bantlarin biraz daha agilmasi saglanmaya c¢alisildi ancak yine negatif ve

pozitif kontroller arasinda fark géremedik (Sekil 23 ).
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Sekil 23: Western blot. %8'lik SDS-PAGE. Jel yaklasik 6 saat yurituldikten sonra transfer
edildi ve anti-B-gal antikoru ve sekonder antikor ile hibridize edildi.

125kDa ve 117 kDa arasindaki 8 kDa'lik farki ancak gradyen (%15-%4) jelle
gérebilecedimizi diisiiniiyoruz. Ancak gradyen jel dékebilmek icin gerekli aparatimiz
olmadigindan, Bio-Rad firmasindan hazir jel sipariginde bulunduk. Bu jeller heniiz
elimize ulagmadiindan bu deneyi tamamlamamiz mimkin olamadi ancak tim
izolatlar elimizde hazir oldugundan (farkli IPTG konsantrasyonlari ile indiiklenen ve
farklh surelerde inkiibe edilen) jeller elimize ulastiktan sonra kisa siire iginde

tamamlanacagin! disiinuyoruz.

7. Hiicre iginde USP32 Lokalizasyonu

Veritabanlarinda dizenli olarak yaptidimiz incelemeler sonucunda, protein
lokalizasyon tahminlerine g6re USP32'nin hiicre iginde bir membrana bagl
olabilecedi sonucunu aldik. Proteinin hiicre i¢erisindeki yerinin tayini, proteinin gérevi
hakkinda bir fikir verebilecegi i¢in, zaten elimizde klonlanmis olan USP32
transkriptini, pEGFP proteinine flizyon olacak sekilde klonlandi. Ancak fiizyon
proteinin Ugld dizininin bozulmamasi igin 6zel primerler tasarlandi. PCR ile amplifiye
edilen USP32 (4.8 kb), EGFP (enhanced green fluorescent protein) ile fiizyon
olusturacak sekilde vektdre klonlandi ve sekans analizi ile dogrulandi. Florasan
koruma analizi (“Fluorescence protease protection (FPP) assay”, (Lorenz et al., 2006),
GFP ile fuzyon olarak tretilen proteinlerin hicre igindeki yerlerini anlamak igin

gelistirilen bir sistemdir. Bu sisteme gére, GFP ifadesi oldugu bilinen hicreler,
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digitonine (deterjan) maruz birakildiklarinda, hiicre zarninda meydana gelen
deliklerden dolayi proteinler hiicre digina g¢ikabilmektedir ve gézlemlenen florasan
sinyal azalir. Ancak hiicre igindeki protein herhangi bir yapiya bagl ise (membran ya
da organel), hicre zarinin delinmesi, proteinin disar cikmasini saglayamaz. Biz de
USP32'nin hiicre igerisinde tamamen sitoplaz’r’n?& mi yoksa baska bir yapiya bagh
olup anlamak igin gegici transfeksiyon ile pEGFP-USP32, sadece pEGFP
plazmidlerini HeLa hicrelerine aktardik. Yirmi dért saat sonra hiicrelerin florasan
proteinleri Urettiklerini de dogruladik (Sekil 24). Belli araliklarda konfokal florasan
mikroskop ile gorintt alindigindan 170 sn boyunca florasan solmasi olmadigini da
dogruladik. Ardindan bos vektdr transfekte edilen hiicrelere digitonin eklendiginde,
zamanla sinyalin soldugu gézlemlendi (145 sn tamamen kayboldu). Ayni sekilde
pEGFP-USP32 transfekte edilen hicrelere digitonin eklendiginde sinyalin
kaybolmadigr gérildu (270 sn hala sinyal mevcut). Bu da biyoinformatik yolla ortaya
¢ikan gdzlemin dogru olabilecegine isaret etmektedir. Bu sonuca gére USP32
sitoplazma igerisinde serbest bir protein degildir. Bu da daha sonraki calismalarda yol
gosterici bir bilgi olacaktir.

34




Sekil 24: USP32 lokalizasyonu. Florasan koruma analizi. pEGFP ifade eden hiicrelerde 170
saniye boyunca alinan goruntilerde solma yoktur. Digitonin eklendiginde ise, protein hiicre
zarinin delinmesiyle digan giktigindan sinyal zamanla azalmaktadir (pEGFP). Digitoninle
hiicre zan delinmesine rajmen EGFP-USP32 proteini hiicre iginde kalmgtir.
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Tarisma/Sonug¢

Kariyer projesi kapsamindaki amacimiz yeni kurulmakta olan laboratuarimizda
bir amplikon bélgesinde bulunan onkogen adayinin genomik ve fonksiyonel olarak
anlasiimasina katki saglamakti. USP32 evrimsel olarak korunmus bir gen olarak
farkh dokularda ifade edilmektedir. Evrimsel slirecte ise USP6 geninin olusumuna
katki saglamistir. USP6, 17p13 lzerinde bulunmasina ragmen USP32 ile 19-34
ekzonlar arasinda %97 oraninda benzerlik géstermektedir. USP6'nin sadece testis
dokusunda ifade edildijine dair bir ¢aisma bulunmasina ragmen (Paulding ef al.,
2003), bizim sonuglarimiza gére USP6 hem testis hem de over dokusunda ifade
edilmektedir. Bununla birlikte, USP6 ve USP32, Sis ve His domenlerin oldugu
bolgede benzerlik gosterdigi i¢in bu iki proteinin fonksiyonlar Ortlisebilir. Bu ylzden
USP6'ya ait alternatif transkriptierin meme dokusunda ifade edilip edilmedigi
énemlidir. Ozellikle de susturma deneylerinde meme hiicresinde USP6'nin
olmadigint bilmek 6nemliydi. Aksi takdirde tasarlanan siRNA hem USP32yi hen
USP6y1 susturabilir ki bu da sonraki fonksiyonel deneylerin yorumlanmasini
imkansiz hale getirir. Fonksiyonel caligmalara gegmeden énce USP6'nin ve USP6'ya
ait diger transkriptlerin meme dokusunda ifade edilmedigini gosterdik. Bu esnada
USP32'nin biyoinformatik olarak belirlenmis intron-ekzon sinirlan dogrulandi. Her bir
34 ekzon igin intronik primerler tasarlandi ve MCF7 hlicre hatti genomik DNA'si
kullanarak PCR ile amplifiye edildi. Dizin analizi sonucunda buitin sinirlar
dogrulanmis oldu. Ayrica da MCF7 hiicrelerinde asin Uretimi aciklayabilecek bir
mutasyona rastlanmadi. Zaten USP32, 17923 amplikonu {izerinde bulundugundan
genomik amplifikasyonun, gen asin ifadesine yol actigini da gosterdik.

Fonksiyonel gahgniaiara gectigimizde bazi sikintilarla karsilastik. USP32
cDNA’s1 (7 kb) ve kod dizini (4.8 kb) oidukga'bﬁyﬁk oldugundan klonlama
asamalarinda olmasa bile proteinin Uretimi ve isaretlenmesinde problemler oldu.
USP32 icin Uretilen (University of Michigaﬁ, Petty lab) poliklonal antikor g¢alismadi,
bizim laboratuarimizda dretilen Flag antikoru, proteini (Flag-USP32) taniyamadi.
Biyiik bir protein oldugu igin, proteinin ¢ boyutlu katlanmasinin karmasik bir y



olusturdugunu dustniyoruz. Bu sebeplerle transkript duzeyinde calismak
durumunda kaldik. pTarget icine klonlanmis USP32, 6nce normal immortalize
HEK293 hiicrelerine daha sonra MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine
(transfeksiyon 6ncesi USP32 asin ifadesi yok) . aktarildi. Kalici transfeksiyon icin
hiicreler antibiyotik sec¢iminden gedtiler, poliklgaal koloniler secildi. Once DNA
diizeyinde sonra transkript diizeyinde plazmidin entegrasyonu ve USP32 ifadesi
incelendi. Dogrulanmis hicreler igin daha sonra uygulanan neoplastik blyime
testlerinde, bos vektdér ve ftransfekte edilmeyen hiicreler karsilastirildiginda,
proliferasyon, hareket ve fokus olusturma sekillerinde belirgin bir fark gérillemedi. Bir
amplikonun parcasi olarak asiri ifade edilen USP32, amplikon (izerindeki diger genler
gibi tek basina fazla uretildijinde neoplastik transformasyonu tek basina
gergeklestiremiyor olabilir. Fakat meme kanseri agisindan ilging olabilecek bir bulgu,
USP32nin 6strojene bagh olarak transkripsiyonun artmasidir. 3 ve 12 saatlik
estradiol inkiibasyonu sonrasinda izole edilen RNA’yla yapilan RT-PCR sonuglari
belirgin bir sekilde USP32 transkripsiyonun arttigini géstermistir. Bu analizi, strojen
reseptérii transfekte edilmis MDA-MB-231 (MDA-66) hiicrelerinde yaptik. Ostrojen
inkitbasyonu sonucunda arttigi bilinen PS2 genindeki artis da estradiolun aktivitesini
test etmek igin kullanilan pozitif kontroldtr. ER(-) olan MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
beklendigi gibi estradiol inkilbasyonu sonrasinda PS2 veya USP32 ifadelerinde bir
artis gorulmedi.

Surekli olarak devam eden biyoinformatik analizlerimiz sonucunda
USP32'nin hiicre iginde bir membrana bagl olabilecedi sonucuna ulastik. Bu sonug.
protein hakkinda bize bilgi vereceginden, elimizde var olan klonlanmis dizini GFP
flzyonu olusturacak sekilde pEGFP icerisine klonladik. Sadece bir lokalizasyon
deneyi yapmak yerine, USP32'nin hiicre iginde serbest mi yoksa bir yaptya bagh mi
oldugunu anlamak igin hicreleri digitonin ile muamele ettik. Sadece GFP serbest bir
protein oldugundan bir siire sonra sinyal kaybolurken, USP32 sinyali kaybolmadi. Bu
da USP32'nin gercekten baska bir yapiya bagl olabilecedini gésterdi. Bu sonucun
baska hiicre hatlarinda da gosterilmesi, hangi yapiya bagl oldugunun anlagiimasi

simdiki hedefimizdir.
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Yukarida bahsettigimiz USP32'nin biytklugu problemi, bizi deubikuitinasyon
deneylerinde de zorladi. In vivo deubikuitinasyon sistemine gegctik. Bu sebeple GST
fuzyon proteinleri tretildi, dizin analizi ile dogrulangg. Bu esnada laboratuarda protein
izolasyonu, Western blot teknikleri optimize edildi. Deubikuitinasyon deneyinin pozitif
kontroli  ve  pACYC184-Ub-met-B-gal, pGEX-UBP3 plasmidlerini  Yale
Universitesinden Dr. M. Hochstrasser génderdi. Plazmidler, E.coli hiicrelerine
aktarildi ve proteinlerin Gretildigi dogrulandi. Ubikutinin kesildigini dogrulamak icin
gerekli ¢ozunurlik literatirde yapildi§i gibi %8'lik jelde goéruntilenemedi. By
asamada optimize etmemiz gereken konular, izolatlardaki tuz ve pH kontroli, jellerin
konsantrasyonu, membrana transfer, antikor dilusyonlan (gdsterilmeyen data) vs
oldu. Tum bu kosullar optimize edildiginde, istenilen ¢oziinirlige ancak gradyen jel
ile ulasabilecegimizi dustnurek hazir jel siparisi verdik (gradyen jel dékme
aparatamiz olmadigi icin) ancak heniiz elimize ulagsmadidi icin bu deneyin sonucunu
yetistiremedik. Jeller elimize ulastiginda, kisa strede tamamlanacagini dislniyoruz.
Ancak pozitif kontrolde yine beklenilen banti gérememe durumunda, baska bir
ubikuitin proteaz pozitif kontrol olarak kullanilacaktir. Proje siiresince karsilastigimiz
bir sorun da hiicre kiltiriinde kontaminasyon oldu. 2007 yazinda bélimimizde
ortak kullanimda olan hiicre kultirti odasinda ortaya ¢ikan kontaminasyon sonucuy
calismalarimiz durma noktasina gelmisti. Bilinen hi¢ bir organizmaya benzemeyen
(mantar, mikoplazma, bakteri) ancak hicrelerin  buyumesini engelleyen by
kontaminasyon aylar siiren cabaya ragmen temizlenememisti. Ancak odanin bir firma
tarafindan dezenfekte edilmesiyle sorun c¢o6zilmis ve deneylerimize devam

edebilmistik.

Tez kapsaminda bir ylksek lisans 6grencisi tezini tamamladi ve doktorasina
bagladi. Ayrica iki doktora 6grencisi de tezlerinin bir kisminda USP32 ile ilgili by
projede caligmaktadirlar. Calisma sonuglarimiz bu haliyle ilging olmasina ragmen
USP32yi daha iyi anlayabilmek igin tamamlamak istedigimiz yeni baz deneyler
vardir. Bu sebeple, makale hazirliklari, USP32'nin hiicre igindeki lokalizasyonun

daha net anlasiimasi (Golgi, proteazom, ER), ubikuitin proteaz ézelligi gosterecek
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gradyen jelin yiritiilmesi, potansiyel timér baskilayict mikroRNA'larin USP32 ile

iliskisi konulari tamamlandiginda bitirilecektir.

%
%

Ozet olarak, projenin baslamasindan bu %‘gl'.'me kadar bos bir oda olarak
basladigimiz laboratuarimiz bu proje sayesinde isler duruma gelmis, bir yiksek
lisans tezi tamamlanmis, uluslararasi toplantilarda sézlu sunumlar yapilmigtir. Su
anda ise projenin genislemesi sayesinde 3 doktora égrencisinin kismi tezleri haline
gelmistir. Su anki datalarin ise, proje kapsaminda olmayan ancak merak ettigimiz
sorulan cevaplayacak diger deneylerin tamamlanmasiyla bir yayin haline

donisecegini dustnlyoruz.
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Tez Ozeti: Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin olan kanser tiiriidir ve her sekiz
kadindan birinde bu hastaligin gérilme olasilig: vardir. Tumér olusumunda genellikle
tumor baskilayict genlerin kaybi ve/veya proto-onkogenlerin fazla ifade edilmesi rol
oynar. USP32 (ubikuitine 6zel proteaz 32) geni 17923 kromozomal bandinda bulunur
ve bu bélgenin meme kanserinde gogaldigi gosterilmistir. Gen ¢ogalmasi da meme
kanseri hicrelerinde yaygin olarak gérilen bir durumdur. Bu durumda proto-
onkogenlerin fazla ifade edilip tumér olusumuna yol actigi dustndlir. 17q23
béigesindeki gesitli onkogen adaylar da bu bélgenin karakterizasyonunun 6nemli
olduguna isaret eder. USP32 geninin, 17q23 amplikonunda bulunur, 212 kb'lik yer
kaplar ve bir ubikuitine 6zgl proteaz kodladigi dustiniilmektedir. USP32'nin de icinde
yer aldigi USP protein ailesi (yelerinin protein yikiminda gesitli gérevleri vardir (hedef
proteinlerin  deubikuitinlenmesi-ubikuitinden  arindinimasi- ve  proteazomda
gerceklesecek olasi yikimin engellenmesi gibi). Béylelikle, USP’lerin fazla ifadesi
hiicredeki 6nemli regtlasyon rolleri olan proteinlerin duzeyini degistirebilir. Cesitli
kanitlar, meme kanseri hucrelerinde USP32 geninin fazla ifade edildigine isaret
etmektedir. Bu da USP32 geninin meme kanseri olusumundaki olasi rolini akla
getirir. Ote yandan, bagka bir ubikuitine 6zgu proteaz olan ve bir onkogen oldugu
bilinen USP6, USP32'de de bulunan korunmus histidin ve sistein bélgelerini iceren bir
deubikuitinleyici enzimdir. Bunun yaninda USP6'nin 3.197 ve 7.831 niikleotidler
arasindaki dizi ile USP32'nin 2.390 ve 7.024incu nikleotidleri arasinda %97lik bir
benzerlik gézlenir. Bu calismada, meme dokusunda USP6 ve USP32 genleri
arasindaki ifade sekillerini (alternatif yaziim drinlerini de icerecek sekilde)
kargilastirmayr amagladik. |ki protein, yilksek oranda benzerlik icerdiginden, ortak
gorevlerde yer alabileceklerini de géz 6niine alarak karsilastirmayi yaptik. Bununla
birlikte, USP32 genini, ileride lokalizasyon ve fazla ifade calismalarinda kullanmak
zere TOPO-TA vekibriine klonladik. USP32 geninin ve proteininin ayrintili
karakterizasyonu meme kanseri olusumunda protein yikim mekanizmasinin roliiniin !
aydinlatiimasi agisindan yararli olacaktir. ’
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