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Onsoz

Bu calismada, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan uretilen kisa zincirli bir yag asidi olan
batiratin, bagirsak epitel hiicrelerinde inflamasyon Uzerindeki etkisi, post-transkripsiyonel
dizenlenme mekanizmasina odaklanarak arastiriimistir. Calisma sonuglari butiratin,
inflamatuar bir enzim olan siklooksigenaz-2 (COX-2)nin mRNA kararlihigini, RNA’ya
baglanan proteinlerin ifadelerinde ve aktivasyonlarinda degdisimlere neden olarak
duzenledigini ortaya koymustur.
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igindekiler

OZEL ...ttt 1
AAD STIACT ...ttt bbbt s 2
] | 21O 3
1.2 CalISMANIN AMACH.....cuiiiiiieieee ettt et e e te et e s be e beeneesseesreennesreenreans 5
2. LITERATUR OZETH ...ttt en e 6
3. GEREG VE YONTEM..........oooviiiietceeeteeeee ettt en st n et se st 8
3.1 Hucre Buyutulmesi ve Alt KURUAEME .......c.cooviiiiei s 8
3.2 PrOteIN EIUESI.. ..ottt 8
3.3 RNA iz0lasyonu Ve CDNA SENEZI ..........ccvcuieieeieeieieeeeeee e 9
3.4 Kantitatif Gergcek Zamanl PZR (QRT-PZR) ..o 9
3.5, KOIONT PZR ..o ettt sttt e e 10
3.6. YUkSeK dOGruluKIU PZR .........coiiiiiiei e 11
3.7. PGE2 igin Enzime Bagh Iimmunosorbent Testi (ELISA).......ccccoceveveeeveeeeereeeeneae, 11
TR C I (0] 1= 1 4= VRS TPRTRRRR 11
3.8.1 RBP’lerin Memeli Gen ifade Vektoriine Klonlanmasi .............cccccoeveveveceniennnnnen, 11
3.8.1.1. CUGBP2 geninin KIONIanmasi..........cccccoeiiiiiiiciiese e 12
3.8.1.2. HUR geninin KIoNIanmasi ... 12
3.8.2. ARE Bbélgelerinin Memeli Gen ifade Vektoriine Klonlanmasi ............c...ccccveene... 13
3.8.2.1 ARE Boalgelerinin KIONIanmas! ...........ccoiiiiiiiiiiieeeee e 13
3.8.2.2. COX-2 ARE ve DELTA ARE Bolgelerinin Klonlanmasi ............cccccooevevieenee, 14
3.9 Bakteri TranSfOrMaSYONU.........cccuiiiiiiiiiiiiieieeie e 14
3.10 Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde NF-xB Aktivitesinin Raportor gen Analizi ile
Lo [T ST T 0= SR 15
3.11 HEK293, Caco-2 ve HT-29 Hucrelerinde COX-2 3’'UTR Aktivitesinin Raportor
Gen Analizi ile BelIFENMESI ........coeiiieiee ettt nnees 15
3.11.1 HEK293 huicrelerinde EGFP analizi ..........cccccoveiiiiiiiiiiieee e 15
3.11.2 Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde EGFP analizi..........cccoccovoeviviieieiieecc e 16
3.12 HT-29 ve Caco-2 hucrelerinin akis sitometrisi ile senkronizasyonlari ve hiicre
AONGUSU @NAIIZI ...ttt b et 16
3.13 Caco-2 Hucrelerinde ARE Bdlgelerinin Aktivitesinin Tayini igin Lusiferaz Raportor
(CT=] o 1N g T 4 PSSR PSSRRS 17
.14, WESEEIM DIOT ... e nneas 18
3.15. RNA- IMMUN COKLUMNE ......e.vocveecieeeceeeeveeee ettt 18



3.16 Biyoinformatik @analiZIEri ............ccoueiieii it 20

3.16. IStAtiStKSEI ANGIZIET ........coveevceeeee ettt 21
4. BULGULAR ...ttt sttt st ettt be et e be e s e e st et et e sbesbesbeereeneanaenees 22
4.1 NaBt muamelesinin COX-2 gen ifadesine etkisinin belirlenmesi .............c..cccveeee. 22
4.1.1 NaBt muamelesinin referans gen ifadesine etkisinin belirlenmesi..................... 22
4.1.2 NaBt muamelesinin PTGS-2 genin mRNA ifadesine etkisinin belirlenmesi.....23
4.1.3 NaBt muamelesinin COX-2 protein ifadesine etkisinin belirlenmesi ................. 24
4.1.4 NaBt'in PGE2 SENtEZINE ELKISI ......ccucviiiiiiiiiie s 26
4.2. Gen ifadesinin post-transkripsiyonel diuzenlenmesinde NaBt'in rolu....................... 27
4.2.1. COX-2'nin transkripsiyonel dizenlenmesinde NaBt'in etkisi...............cccccocee..e. 27
4.3 NaBt'in COX-2 mRNA Kararliligina Etkisinin Aktinomisin D Kullanilarak
INCEIBNMIESI.. ..ottt b et bttt be b 30
4.4. COX-2 3'UTR kararlih@inin raportor gen ile arastirilmasi .........ccocoovvniiiinicienn, 33
4.5 RBP’lerin ifadesinde NaBt'in rolundn in silico analizi............cccocevviieiiiiiiic e 39
4.6 NaBt ile muamele edilmis Caco-2 ve HT-29 hicrelerinde RBP’lerin ifadesi........... 42
4.7 RBP’lerin sitoplazmaya yer degdistirmesinde rol alan sinyal yolaginin agiklanmasi
.................................................................................................................................................... 49
4.8 HuR’un kendi baglanma sekanslarina baglanmasinda ve aktivitesinde NaBt'in
EEKIST vttt ettt ettt eeRee R e e teen e e Rt e teeneenreeteeneenres 55
4.9 NaBt varliginda HuR'In ARE sekanslarinabaglanmasinin RNA immun ¢oktirme ile
1ot =1 1= o g1 OSSPSR 57
5. TARTISMA VE SONUG ..ottt e e e 60
B. KAYNAKGA . ... ettt bbb e e e s e s et et et e sbeebesbeebeene e s e e s 66



Sekil ve Tablo Listesi

Sekil 1. NaBt ile 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hucrelerinde, RPLO, RAB7A,

RPL13A ve ACTB mRNA ifadelerinin gRT-PCR kullanilarak incelenmesi.............. 22
Sekil 2. Farkh NaBt konsantrasyonlariyla 48 saat ve 6, 12 ve 24 saat muamele edilmis
Caco-2 hucrelerinde COX-2 MRNA ifadesi. .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 23
Sekil 3. Farkh NaBt konsantrasyonlari ile 24 saat ve 48 saat muamele edilmis HT-29
hicrelerinde COX-2 mRNA ifadesinin RT-gPCR ile analizi. .............cccccvvvvviinnnnnnn. 24
Sekil 4. NaBt muamelesinin Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde COX-2 protein ifadesine olan
2L PP 25
Sekil 5. NaBt'in PGE2 sentezing etkiSi..........oiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
Sekil 6. NaBt ile muamele edilen hlcrelerde NF-«B p65 nukleer yer degistirmesini
gosteren Western BlOt. ..........ooooiiiiiiiiiiiiiiee 28
Sekil 7. NaBt ile muamele edilen hlicrelerde NF-«B transkripsiyonel aktivitesini gosteren
U1 {=] = VA o L= T P 29
Sekil 8. NaBT’iIn mRNA sentezinin durdurulmasi durumunda COX-2 mRNA stabilitesine
ETKIST. vttt t et ettt et a et raaaaaaaaes 31
Sekil 9. Caco-2 hicrelerinde NaBT’ in mRNA sentezinin durdurulmasi durumunda COX-
2 protein ifadesine olan etKiSi. ............uuiiiiii i 32
Sekil 10. NaBt muamelesi kargisinda psiCHECK2 lusiferaz ve pGWIZ RPSM30 EGFP
vektor sistemlerinde raportor aktivitesindeki degisimler...........ccooooviiiiiiiiiieeennnn, 34
Sekil 11. CUGBP2 asiri ifadesinin COX-2 ARE aktivitesine ve COX-2 protein ifadesine
L2 TR 35
Sekil 12. HuR asiri ifadesinin COX-2 ARE aktivitesine ve COX-2 protein ifadesine etkisi.
............................................................................................................................... 36
Sekil 13. NaBt muamelesi kargisinda pGWIZ RPSM30 Nanoluc vektor sistemlerinde
raportor aktivitesindeki degiSimler. ... 37
Sekil 14. 3'UTR aktivitesinde NaBt'in etkisini gosteren Lusiferaz analizi. ..................... 39
Sekil 15. NaBt ile muamele edilen fare kolon epitel hiicrelerinde birgok RBP’nin azalisini
gOSteren IS1 NAMASI. ........oeiiiiiiiiiiiiii 40
Sekil 16. NaBt valiginda RBP’lerin azalmasinin zamana dayali oldugunu gosteren
(] IO =V o = 4 41
Sekil 17. HT-29 ve Caco-2 hlcrelerinde NaBt muamelesinin AUF1 protein ifadesine
LS 44
Sekil 18. HT-29 ve Caco-2 hlcrelerinde NaBt muamelesinin HuUR protein ifadesine etkisi.
............................................................................................................................... 46
Sekil 19. HT-29 ve Caco-2 hlcrelerinde NaBt muamelesinin CUGBP2 protein ifadesine
(0] F= T I = G 47
Sekil 20. HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde NaBt muamelesinin TIAR protein ifadesine olan
Lo 11 T 49
Sekil 21. NaBt ile 48 sa. muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hicrelerinde p38 ve MK2
sinyal aksisinin fosforlanmasi. ... 50
Sekil 22. SAHA ile 24 sa. muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hlicrelerinde MK2
fOSTOrANMASI. ... 51
Sekil 23. NaBt ile muammele edilmis HT-29 hiicrelerinde senkronizasyon igin gece boyu
ac birakma sonrasi hicre dongusu profili. ...........ueiiiiiieiiiic 52



Sekil 24. 3,6,9 ve 12 sa. NaBt ile muamele edilen senkronize HT-29 hicrelerinde Chk2

fosforlanmasindaki artiS. ......coooovviiiiiiii s 53
Sekil 25. 3-12 sa. NaBt ile muamele edilmis senkronize HT-29 hucrelerinde HuUR’in

1 0] 01 F= V4 0 011 STV ) R 54
Sekil 26. 6 sa. NaBt ile muamele edilmis senkronize Caco-2 hicrelerinde Chk2

110753 (] F= T .0 F= 1] 1S 55
Sekil 27. Farkl Nanoluc raportor yapilarinin 3’'UTR aktivitesinde, HUR asiri

ifadelenmesiyle birlikte NaBt'In etkiSi..........ccoovviiiiiiiiiiiii 56
Sekil 28. HuR’un elF4E 3’UTR’Ina baglanmasinin RNA immun ¢okturme ile belirlenmesi.

............................................................................................................................... 57
Sekil 29. NaBt varlhiginda COX-2 3’'UTR’sine HuR baglanmasinda azalmanin RNA

immun ¢oktirme ile gOSterilMESi. ......uiiiiiiii i 58
Sekil 30. Bir HUR baglanan ARE sekansina, NaBt varliginda HuR baglanmasindaki

azalmanin RNA immun ¢oktuarme ile gosterilmesi. ..........cccoeviiiiiiii i 59

Tablo 1. Calismada kullanilan primerlerin dizileri, cogalttiklari gen boélgelerinin
uzunluklari ve PZR’de kullanilan yapigsma sicakliklari gosterilmistir. ...................... 10

Tablo 2. pGWIZ RPS30M vektorine klonlamak igcin HUR ve CUGBP genlerinin
¢ogaltiimasinda kullanilan primerler ve pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc vektorine
klonlamak icin COX-2 ARE ve DELTA ARE bélgelerinin ¢ogaltiimasi i¢in kullanilan

primerler gOSterilMISHIr. ......... i 13
Tablo 3. pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc vektériine klonlanan ARE sekanslari igin

kullanilan oligo dizileri sens ve anti-sens olarak gosterilmistir. ...........ccccccceeeeeeeen. 14
Tablo 4. Calismada kullanilan antikorlarin adlar ve tasiyici hayvani tabloda

GOSEEIIIMISTIN. ..eeeiiiiiiieiiiii et 18
Sema 1. AUF1'in ugbirlestirme (alternatif splicing) ile GUreten dort varyanti.................... 43

Vi



Ozet

Kisa zincirli yag asitleri bagirsakta komensal bakteriler tarafindan Uretiimektedir ve
bunlarin inflamasyonu azalttiklari bilinmektedir. Saptanan mekanizmalar igerisinde,
siklooksigenaz-2 (COX-2) gibi inflamatuar proteinlerin ve sitokinlerin ifadesinde
transkripsiyonel inhibasyon bulunmaktadir. Birka¢ ¢alisma batiratin inflamatuvar genlerin
mRNA kararlihgini degistirebilecegini belitmektedir; fakat mekanizmalar agiklanmamisgtir.
Bu projede, kolon kanseri hiicre hatlarinin sodyum butirat ile muamele edilmesinin, birgok
inflamatuar mRNA’nin kararhligini arttirdigi bilinen bir RNA'ya baglanan protein olan
HuR’nin sitoplazmadaki dlizeyinde azalmaya neden oldugunu tespit edilmistir. Mekanistik
olarak, sitoplazmik HUR miktarindaki azalmanin, HuR’un fosforlanmasini ve c¢ekirdekte
tutulmasini dizenleyen protein Chk2’'nin fosforlanmasindaki artma ve p38 ile MK2
proteinlerinin fosforlanmasindaki azalma araciliiyla oldugunu gdsterilmistir. Raportor
gen analiz deneyleri ise HUR’nin azalan sitoplazmik seviyesinin COX-2 mRNA dizeyinde
ve HuR baglanan sekanslarin 3’'UTR aktivitesinde azalmaya neden oldugunu ortaya
koymustur. Ek olarak yapilan RNA immun c¢oktirme deneyleri bltirat muamelesinin
HuR’nin COX-2 3'UTR’sine baglanmasinda 6nemli dlgiide azalmaya neden oldugunu
goOstermistir. Bu calismadan elde edilen veriler soyle Ozetlenebilir: butirat sadece
transkripsiyonel dizenleme ile degil ayni zamanda mRNA de-stabilizasyonu ile post-

transkripsiyonel olarak da inflamatuar genlerin ifadesini azaltabilmektedir.

Anahtar kelimeler: COX-2, RNA’ya baglanan protein, bitirat, kolon



Abstract

Short chain fatty acids are produced by commensal bacteria in the gut and are known to
reduce inflammation. Among the mechanisms established, transcriptional inhibition of
the expression cytokines and other inflammatory proteins such as cyclooxygenase-2
(COX-2) has been suggested. A few studies have also suggested that butyrate can alter
the mRNA stability of inflammatory genes. However, the mechanisms have not been
elucidated. In this project, we have established that treatment of colon cancer cell lines
with sodium butyrate led to a reduction in the cytoplasmic translocation of HUR, an RNA
binding protein that is known to increase the stability of several inflammatory mRNASs in
the cytosol. Mechanistically, we have shown that the reduction in cytoplasmic
translocation was through the reduced phosphorylation of p38 and MK2, and enhanced
phosphorylation of Chk2, which regulate phosphorylation and nuclear retention of HuR.
Using reporter assays we also observed that decreased cytoplasmic levels of HUR could
resulted in reduced 3’'UTR activity of the COX-2 mRNA and HuR binding sequences.
Finally, using RNA immunoprecipitation, we observed that butyrate treatment also led to
reduced in vivo binding of HuR to the 3’'UTR of COX-2. Overall, our data suggest that
butyrate can reduce the expression of inflammatory genes not only by transcriptional

regulation, but also by post transcriptional regulation via mRNA destabilization.

Key words: COX-2, RNA binding protein, butyrate, colon



1. GIRIS

insan kolonu, birbirinden farkli ve cok sayida lyesi olan, insan hiicreleriyle bakterilerin
simbiyotik bir iligki iginde oldugu mikrobiyal bir komunitedir. Bu bakteriler tamamen
sindirilemeyen nigasta ve lifleri metabolize ederek, kolonositler igin dnemli bir enerji
kaynag!r olan kisa zincirli yag asitleri (SCFAs)'nin Uretimini saglayacak genlerle
donatiimistir (Wong vd., 2006). Bu bakterilerin buylk kisminin yer aldidi ilk ve orta kolon
béliminde 70-140 mM’a varan miktarda SCFA bulunur. Kolon kanser hucrelerinde,
Warburg etkisinden dolayr metabolizma, SCFA kullanimindan ¢ok, glikoz kullanimi ve
glikolize dogru meyillidir (Monteleone vd., 2013). Kullanilmadigi i¢in biriken, kisa zincirli
bir yag asiti olan butiratin sodyum tuzu olarak Sodyum Bltirat (NaBt), sahip oldugu Histon
Deasetilaz inhibitdr (HDACI) aktivitesine bagh olarak apoptoz ile iligkili genlerin
aktivasyonuna neden olur (Hagland ve Sgreide 2015). Ek olarak, deneysel kolit
modelinde, bltirat enemasinin inflamasyon ve fibrozis acisindan iyilegtirici etki gosterdigi
belirlenmistir (Pacheco vd., 2012). NaBt'in fonksiyonlarindan biri olan HDACi 6zellidi,
tumor olusum ve geligsimi yonundeki etkileri agisindan yogun olarak c¢aligilan bir konudur.
Asetile olan histonlar transkripsiyon baslangi¢ kompeksi i¢in uygun, gevsek bir kromatin
yapisi olusturur. Bu agidan, NaBt tarafindan engellenen deasetilasyon, transkripsiyonda
global bir artisa neden olur.

NaBt'in bu bahsedilen fonksiyonundan dogrudan etkilendigi bilinen genlere érnek olarak
Cdk inhibitdrt olan p21 ve pro-apoptotik genlerden BAX ile FAS gosterilebilir (Hamer vd.,
2008). NaBt'in ayrica IL-8 ve nitrik oksit sentezinde azalmaya neden olarak kronik
inflamasyonu inhibe ettigi bilinmektedir: kronik inflamasyon, butirat araciigi ile
gerceklesen IL-8 ifadesinin azalmasi ve nitrik oksit sentaz enzimin inhibisyonuyla bir
noktaya kadar onlenebilir (Huang vd., 1997).

PTSG2 geninden sentezlenen COX-2 proteini, arasidonik asidin PGE2’'ye donusumunde
katalizor goOrevi goérir. Bu basamak, PGE2'nin basini ¢ektigi prostaglandinlerin
anabolizmasinda kilit dneme sahip olan duzenleyici bir adimdir (Park vd., 2006). COX-2,
COX-1 ile ayni reaksiyonu katalizlemesine ragmen, COX-1’in aksine, her zaman hazirda
bulunacak sekilde ifade edilmez: patojen uyariyla, nitrik oksit varliginda, radyasyon ve
sitokinlerle ifadesi artirilir ve bu tur sinyaller kesildigi anda hucredeki COX-2 ifadesi hizl

bir sekilde azalir (Harper ve Tyson-Capper 2008). COX- 2 ifadesindeki asiri artis ise pek
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cok patofizyolojik durum ve pek c¢ok kanserle iliskilidir. Kolorektal kanser hastalarinin
%85'inde COX-2 mRNA seviyesinin ve aktivitesinin arttigi gozlenmistir (Eberhart vd.,
1994). COX-2, ifadesi hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi duzenlemelerle
kontrol edilen inflamatuar bir gendir. Hucre ici COX-2 mRNA seviyesinin, mikroRNA
(miRNAYlar ve 3’ translasyona ugramayan bdlge (3’ Untranslated Region-3'UTR)
araciligiyla duzenlendigi bilinmektedir (Harper ve Tyson-Capper 2008).

Bircok calismada, RNA’ya baglanan proteinlerin (RBP), inflamatuar mRNA’larin 3" UTR
bulunan Adenilat ve Uridilat zengini elementler (ARE) gibi cis elementlere baglanarak bu
mRNA’larin seviyelerini hizlica dizenleyebildiklerini ve dolayisiyla dedisen c¢evre
kosullarina adaptasyona katki sagladiklari gosterilmistir (Kafasla vd., 2014; Khabar,
2010). Bu proteinlerden bazilari, hnRNP A1 ve HUR/ELAVL1 gibi, mRNA stabilizasyonunu
saglayarak protein ifadelenmesinde artisa neden olurken, bazilari ise, AUF1 (hnRNP D),
tristetraprolin (TTP), TIAR, TIA-1 ve CUGBP2 gibi, ¢odunlukla mRNA ifadesini
destabilizasyon ile azaltmaktadir (Cok vd., 2003). ARE’lerin destabilize eden RBP’ler
tarafindan taninmasi, mMRNA’nin deadenilasyonu (Mino ve Takeuchi, 2018), decapping
veya translasyonda gecikme (Masuda ve Kuwano 2018) araciligiyla mRNA'larin
azalmasina neden olmaktadir. Stabilize eden RBP’ler ise, translasyonu 6nleyen RBP’lerin
ve miRNA’larin baglanmasini engellemekte gorev almaktadirlar (Masuda vd., 2012).
Stabilize ve destabilize eden RBP’lerin 3'UTR’daki benzer sekanslara baglanmak icin
rekabeti, mMRNA’nin kaderini belirler (Doller vd., 2008).

RBP’lerin ¢ogunlukla, hedef mRNA’lari isleme cisimciginden (Processing bodies- P
cisimcigi) uzak tutarak sitoplazmada goérev aldigi dusunulmektedir. Bu proteinlerin
sitolazmada veya cekirdekte bulunmasi siki bir sekilde duzenlenmektedir (Kim ve
Gorospe 2008; Doller vd., 2008). Kontrol noktasi proteini Chk2 Gzerinden ilerleyen sinyal
yolagi hedef mRNA’larin yari omriund arttirmak icin  HuR’In sitoplazmaya vyer
degistirmesini arttirirken, c¢ekirdekte lokalize olan HuR, pre-mRNA ugbirlestirmesinde
gorev alabilmektedir (Lebedeva vd., 2011).

Projede, NaBt'in COX-2 transkripsiyonu Uzerindeki etkisinin ve NaBt muamelesi ile COX-
2 3'UTR aktivitesindeki degisimlerin incelenmesi hedeflenmistir. Projede yapilmasi
hedeflenen c¢alismalar, NaBt gibi epigenetik dizenleyicilerin, mRNA kararliligini

etkileyerek post-transkripsiyonel duzenleyici olarak da gorev alabilecedi konusunun



irdelenmesi agisindan 6zgundur. Proje ile elde edilecek sonuglarin, kolon enemasi amaci
ile NaBt kullanimi ya da klinikte NaBt Uretimini arttirmak amaci ile diyet yoluyla alinan lif
miktarinin arttirlmasi veya kolon mikrobiyomunun degistiriimesi gibi yontemlerin

kullanimini konularinda onemli katkilari olacaktir.

1.2 Galigmanin Amaci

1. Caco-2 ve HT-29 hucrelerinin NaBt ile muamelesi ardindan COX-2 regulasyonunun
3'UTR araciligi ile gergeklesip gerceklesmediginin belirlenmesi,

2. COX-2 ifadesinin 3'UTR aracili regulasyonu bu proteinlerin aktivasyonuna neden olan
sinyal ileti yolaklarinin tanimlanmasi,

3. RNA immun ¢oktirme ydntemi kullanilarak COX-2 3’'UTR bdlgesi ile etkilesen RNA

baglanan proteinlerin tespiti.



2. LITERATUR OZETi

inflamasyon durumunda reaktif oksijen ve azot tirleri, I6kositler tarafindan
patojenlere karsi bir silah olarak kullanilir (Bryan vd., 2012). Bununla beraber inflamasyon,
cevredeki hiicrelere hayatta kalma isaretleri veren, NF-xB’nin basini ¢ektigi anti-apoptotik
sinyaller de olusturur ve eger inflamasyon ¢ézilemez ve bunun yerine, dusuk seviyede
devam ederse (kronik inflamasyon), inflamatuar mekanizmalar kanser gelisimini
tetikleyebilir. TUmorler iginde bulunan Idkositler, 19. yuzyilda Rudolf Virchow tarafindan
gozlenmistir. O zamandan bu yana, kanserle inflamasyonu iligskilendiren birgok kanit
sunulmustur ve kanser vakalarinin %20’sinin kronik inflamasyonla iligkisi oldugu ortaya
konmustur (Grivennikov vd., 2010). Bu durum, kolorektal kanserde daha da carpici bir hal
alir; oyle ki, kolorektal kanserlerin %95'’i kronik inflamasyon belirtileri gdstermektedir
(Siegel vd., 2012). inflamasyonun timér olusumundan ve gelisiminden énce ya da sonra
gelip gelmedigi bir tartisma konusu olmustur; ancak, kronik inflamasyonun iki durumda da
rolinun oldugu anlasiimigtir.

COX-2 coklu doymamis yag asidi olan arasidonik asiti prostaglandinlere
donustlren bir enzimdir. Prostaglandinler, acinin olusmasi, ates, nétrofil infiltrasyonu ve
inflasmasyon iyilesmesi gibi akut inflamasyon dizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
biyoaktif lipidlerdir (Hashemi Goradel vd., 2019). COX-2 ifadesi hem transkripsiyonel
olarak hem de post-transkripsiyonel olarak siki bir sekilde dizenlenmektedir.
Transkripsiyonel seviyede, COX-2 promotoru NF-«B, AP-2 ve p300-CREB’e Baglanan
Protein (CBP) gibi bazi transaktivator ve koaktivatorler tarafindan dizenlenmektedir
(Hashemi Goradel vd., 2019). Post-transkripsiyonel seviyede ise, birkag mikroRNA’nin
[miR144 gibi (Yao vd., 2018)] ve ARE’ye baglanan proteinlerin [TTP ve HuR gibi (Dixon
vd., 2000)] COX-2 mRNA’sinin 3'UTR’sine baglandiklari ve bu olduk¢a inflamatuar genin
ifadesindeki ¢ok siki diizenlenmeye katkida bulunduklari bilinmektedir.

Altl karbondan az yag asitine sahip olan bilesikler kisa zincirli yag asitleri (Short
Chain Fatty Acids-SCFAs) olarak adlandirilir. Vicut tarafindan sindirilemeyen lifler, SCFA
kaynagidir. SCFA’larin emilimi pasif olarak diflizyonla gergeklesebilecegdi gibi, SCFA’lar
kolon epitelyum hucrelerinin apikal zar Uzerinde bulunan tasiyici proteinler araciligiyla
aktif olarak da emilebilir. Bltiratin sodyum tuzu olan sodyum butirat (NaBt), dért karbon

uzunlugunda kisa zincirli bir yag asididir. Kolonda mukozaya yapisik mikrobiyotanin
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60%‘in1 Clostridium grubu XlVa olusturur ve vicuttaki hemen hemen butin batiratin
uretiminden bu bakteri sorumludur (Van den Abbeele vd., 2013). Butirat, mukozal
bariyerin butunliguinu saglamasi, bagisikhdr module etmesi, inflamatuar tepkileri
dizenlemesi, sivi ile elektrolit akisinin ayarlanmasi, kolonik hareket, hiicre bliyumesi ve
farklilasmasinin dizenlemesi fonksiyonlari nedeni ile kolon homeostazda son derece
onemlidir.

NaBt'in fonksiyonlarindan biri olan histon deasetilasyonu inhibe etme 0zelligi, tumor
olusum ve gelisimi yonindeki etkileri agisindan yodun olarak c¢aligilan bir konudur. Fakat
NaBt'in RNA'ya baglanan proteinlerin iglevini dizenlemedeki roli net olarak
kesfedilmemistir. Yakin zamanda yapilan c¢alismalar, bir destabilize eden RBP olan
TTP’nin butirat varliginda daha ¢ok ifadelendigini ve bunun inflamatuar bir protein olarak
COX-2'nin (Sobolewski vd., 2015) ve hucre déngusu proteini siklin B1’in (Zheng ve Xiao
2015) transkript seviyelerinde azalmaya neden oldugunu géstermistir. Bltiratin ayrica
TTP’nin de dahil oldugu protein ailesine ait bir RBP olan TIS11B’yi arttirarak (Fukae vd.,
2005) TNFa mRNA seviyesini azalttigi gosterilmigtir. Her ikisi de birgok pro-inflamatuar
sinyal tarafindan indiklenebilen erken yanit genleridir. COX-2’nin 3’'UTR’1 yaklasik olarak
2 kilobaz uzunlugundadir ve genellikle ilk 100 baz civarinda bulunan ve RBP’ler de dabhil
olmak  Uzere  cesitli duzenleyici proteinlerin varligina  cevap  veren,
WAUUUAUUUAUUUAW kismi tagityan Tip Il ARE olarak siniflandiriimaktadir. TNFa ise,
3'UTR’In ARE bdlgesinde (Sakai vd.,1999) 5 veya daha fazla AUUUA kopyasi iceren Tip
| ARE’si olan (Bakheet, 2001) baska bir inflamatuar gendir.

Laboratuvarimizda elde edilen veriler, NaBt muamelesinin kolon kanseri hlcre
hatlarinda COX-2'nin mRNA ve protein ifadesinde degisime neden oldugunu gostermis
olup bu projede, gézlenen bu degisimlerin altinda yatan mekanizmalarin agiklanmasi
hedeflenmistir. Ek olarak, halka agik mikrodizi verilerinin [GSE4410 (Tabuchi vd., 2006)]
analizi, butirat muamalesi goérmus kolon epitel hicrelerinde RBP ifadesinde genel bir
azalma oldugunu gostermektedir. Bu projede ayrica RBP ifadesinde bdatirat aracili
azalmanin COX-2 gibi inflamatuar genlerin post-transkripsiyonel diizenlenmesini nasil
etkileyebilcegi tartisiimig olup, bu tur bir dizenlenmenin butiratin 6zellikle bagirsaktaki
anti-inflamatuar etkisi (McNabney ve Henagan 2017) ile nasil iligkili olabilecegi

irdelenmigtir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1 Hiicre Biyiitilmesi ve Alt Kiltlirleme

insan kolon kanser hiicreleri olan Caco-2 ve HT-29 hiicreleri SAP Enstitiisii (Ankara,
Tarkiye)den ve HCT-116 hucreleri DKFZ, Almanya’dan temin edilmistir. HEK293
hiicreleri Prof. Dr Mesut Muyan’dan (ODTU Biyolojik Bilimler Boliimii) hediye olarak
alinmistir. Caco-2 hucreleri 1,5 g/L sodyum bikarbonat, 1 mM sodium piruvat, 2 mM L-
glutamin, 0,1 mM esansiyel olmayan amino asit, %20 Fetal Bovin Serum ve %1
penisilin/streptomisin iceren Eagle’s minimum esansiyel medyum (Gibco, Life
Technology)'u kullanilarak 37°C’de ve %5 CO2 igeren steril ortamda buyuttlmagstur. HCT-
116, HT-29 ve HEK293 hucreleri ise 37°C’de, nemlendirilmis ve %5 CO2, %95 hava
bilesimine sahip ortaminda; %10 fetal bovin serumu, %1 penisilin/streptomisin, 2 mM L-
glutamin ilave edilen RPMI-1640 besiyeri (Biological Industries) icerisinde buyutilmustar.
Alt kultirleme igin, hicreler en fazla %70 konfluenside iken, %0,25 Tripsin-EDTA

(Biological Industries) kullaniimistir.

3.2 Protein Eldesi

Hucrelerden protein eldesi i¢in kultirde buyutllen veya muamele edilen hicrelerden besi
yeri uzaklastiriimis, htcreler PBS ile yikanmis ve kazinarak dnceden sogutulmus 1,5 ml'lik
eppendorf tiplerine toplanmistir. Takiben, 1X fosfataz inhibitéri (Roche) iceren 1 ml PBS
¢cOzeltisinde ¢ozlulup 5 dakika boyunca 300xg’de santriflj edilmistir. SUpernatanlar
uzaklastirildiktan sonra hucre pelletleri 10 mM HEPES (pH 7,5), 4 mM NaF, 10 mM
sodyum molibdat ve 0,1 mM EDTA igeren 1X hipotonik ¢dzeltide 15 dakika suresince
buzda bekletilmistir. 14000xg’de 30 saniye santrifujin ardindan stpernatan (sitoplazmik
kisim) toplanmis ve -80°C’de saklanmigtir. Cekirdek fraksiyonu eldesi igin, fosfataz
inhibitdru iceren 1 ml PBS ile yikanan pellet, 15 dakika boyunca RIPA tampon ¢dzeltisinde
(10 mM Tris-HCI pH 8.0, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA,1% Triton-X-100, 0.1% SDS, 0.1%
sodium deoxycholate, 1X protease inhibitor kokteyli) buzda inkube edilmigtir. Verimi

arttirmak icin hicre suspansiyonlari 3x10 saniye suresince sonike edilmistir. 14000xg’de
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4°C’de 10 dakika santriflj sonunda toplanan stpernatanlar -80°C’de saklanmistir.

Total protein eldesi igin ise hucre pelletleri 100 pl of RIPA tampon ¢ozeltisinde 15 dakika
boyunca buzda inkibe edilmistir. 14000xg, 4°C’de 10 dakika santriflij sonunda
stpernatan toplanmistir. Proteinler sonrasinda kullaniimak tzere -80°C’de saklanmistir.
Protein konsantrasyon tayini icin Coomassie Assay Reagent (Thermo Scientific)
kullaniimigtir. Coomassie Assay Reagent icinde dilie edilmis proteinin absorbansi,
OD595'de MultiSkan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific) kullanilarak
Olclimustir. Bovin serum albUminin bilinen konsantrasyonlari ile olusturulan standart egri,

elde edilen proteinlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullaniimigtir.

3.3 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

RNA eldesi NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel) kullanilarak, talimatlara uygun sekilde
yapilmistir. RNA miktari BioDrop PLITE (BioDrop) kullanilarak belirlenmistir. RNA’dan
cDNA sentezi icin RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific)

kullaniimigtir.

3.4 Kantitatif Gergek Zamanh PZR (qRT-PZR)

mRNA ifadelerinin transkripsiyonel duzeyde belirlenmesi icin qRT-PCR ydnteminden
faydalanilmigtir. Kullanilan primerler, reaksiyon kosullari ve Urlin boylari Tablo 1’de
detayli olarak verilmigtir. qRT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin reaksiyon
etkinliginin belirlenmesi amaci ile oncelikli olarak standart c¢ogaltma egrileri
olusturulmustur. Beta aktin (B-Aktin) ifadesi normalizasyon igin kullaniimigtir.

Analiz edilecek cDNA’lar nukleaz icermeyen dH20 ile 1:20 oraninda diliie edilmigtir. Bu
oran RNA immin c¢oktirmeden elde edilen input cDNA’lar igin 1/500 tutulmustur.
Dilisyonlu cDNA o6rneklerinin 2 pl’si, 5 ul 2X Fast Start SYBR Green (Roche) ve 0,25 uM
final konsantrasyonu olmak Uzere ileri ve geri primerler ile dH20’nin kullanildigr 10 pl
hacimli PCR reaksiyonu hazirlanmistir. gqRT-PCR, Rotor GeneQ 6000 series (Qiagen)
kullanilarak gergeklestirilmistir. 40 dongulik reaksiyonun ardindan transkripsiyonel ifade
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dlzeylerinde degisimlerin belirlenmesi igin C: (threshold cycle-esik déngl degeri)
degerleri, goreceli standart egri (relative standard curve) metoduna gore belirlenmis,

transkripsiyonel duzeydeki degisimler Pfaffl metoduna gore hesaplanmistir.

Yapisma
Uriin | Sicakhig
Hedef ileri (5->3") Geri(5'->3") Boyu |(°C)
RPLO GGAGAAACTGCTGCCTCATA GGAAAAAGGAGGTCTTCTCG 191 |60
RAB7A AGTGTTGCTGAAGGTTATCATCC TTCCTGTCCTGCTGTGTCC 187 |60
RPL13A TGCGACAAAACCTCCTCCTT TTCACAGCGTACGACCACC 156 |60
PTGS2 CCCCACAGCAAACCGTAGAT GGCCATGGGGTGGACTTAAA 192 |60
ACTB CAGCCATGTACGTTGCTATCCAGG AGGTCCAGACGCAGGATGGCATG 151 |60
S.NanoLuc | GCACTACGGCACACTGGT TGTTGCCGTTCCACAGGG 131 |60
HuR ATGAAGACCACATGGCCGAAGACT AGTTCACAAAGCCATAGCCCAAGC 189 |66
elF4E TGTGGCGCTGTTGTTAATGT ATTGCTTGACGCAGTCTCCT 252 |59

Tablo 1 Calismada kullanilan primerlerin dizileri, cogalttiklari gen boélgelerinin uzunluklari
ve PZR’de kullanilan yapisma sicakliklari gosterilmistir.

3.5. Koloni PZR

lleriki basliklarda detaylica belirtilen gen klonlamalarini dogrulamak igin koloni PZR
yapilmistir. Koloniler 0,2 ml'lik PZR tlaplerine siyirilip, Uzerine reaksiyon karisimindan
sadece suyu eklendikten sonra 95°C'de 10 dakika suresince kaynatiimis; bu sekilde
bakteri hucrelerinin patlatimasi ve DNA'nin aciga cikmasi saglanmistir. Takiben,
karisimin geri kalani (ANTP, ileri ve geri primerler, Taq polimeraz reaksiyon tamponu ve
Taqg polimeraz) eklendikten sonra toplam hacim 20 pl olmak Uzere PCR reaksiyonu
gerceklestiriimisgtir. Tablo 1'de PCR reaksiyonunda kullanilan primerler ve reaksiyon

kosullari verilmigtir.
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3.6. Yiiksek dogruluklu PZR

Klonlama ve dizileme amaciyla yapilmis PZR’lerde ylksek dogruluklu Phusion Taq
polimeraz (NEB), Uretici fimanin talimatlarina uygun olarak kullaniimistir. Bu polimeraz
igin kullanilacak primer baglanma sicakliklari https://tmcalculator.neb.com/ ile

belirlenmistir. Primer dizileri ve reaksiyon kosullari Tablo 1'de verilmigtir.

3.7. PGE2 igin Enzime Bagh immunosorbent Testi (ELISA)

Hucreler 6 kuyulu plakalara ekilerek %40-%50 hicre doluluk oranina ulastiginda NaBt ile
3 mM ve 5 mM dozlarinda olacak sekilde muamele edilmistir. 48 saat sonrasinda,
hlcreden yoksun stpernatanlar toplanarak kullanim zamanina kadar —80°C’de muhafaza
edilmistir (en fazla 4 gun). Salgilanan PGE2 miktarinin belirlenmesinde, Uretici firmanin
kilavuzuna uyulmustur (Cayman Chemical). Elde edilen sonuglar hlcre sayisina gore

normalize edilmig, PGE2 miktari pg/ml olarak verilmistir.

3.8 Klonlama

3.8.1 RBP’lerin Memeli Gen ifade Vektoériine Klonlanmasi

CUGBP2 ve HuR kodlayan boélgeleri pGWIZ RPS30M EGFP vektorine (King Faisal
Specialist Hospital and Research Center, Suudi Arabistan'dan Dr. Khalid S. A. Khabar'in
hediyesidir) klonlanmigtir. Asiri ifade vektorleri, 3’UTR EGFP raportor vektoru ile birlikte
transfekte edileceginden, AREBP klonlamalarinda pGWIZ vektérinden EGFP dizisi
atilmistir. pPGWIZ vektorinde, promotor bolgesinden sonra gelen EGFP dizisi, Sall (5°) ve
BamHI (3’) kesim bdlgeleri arasinda oldugundan, EGFP kodlayan dizinin ¢ikariimasi igin
pGWIZ RPS30M vektoru Sall HF (NEB) ve BamHI (Thermo) kullanilarak kesilmistir. Elde
edilen, EGFP raportort icermeyen bu vektér, CUGBP2 genin klonlanmasi icin hedef
vektor olarak kullaniimigtir.

CUGBP2 geninin klonlanmasi icin pGEX-6P-1 CUGBP2 vektori (Dundee University MRC
PPU Reagents & Services’den temin edilmigstir), HUR geninin klonlanmasi igin ise pGEX-
6P-1 ELVAL1 vektorleri (Dundee University MRC PPU Reagents & Services’den temin
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edilmistir) kalip olarak kullaniimigtir ve Tablo 2 de gdsterdigi primerler kullanarak
cogalmstir.

Klonlanacak her iki genin 5’ ucuna, baslama kodonundan hemen 6nce Kozak sekansi (5’
GCCACC 3’) ve 3’ ucuna sonlandirma kodonundan (5’ TAA 3’) hemen dnce ise MYC dizisi
(5 GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG 3’) PZR yoluyla eklenmistir. MY C dizisi
eklenmesi de dahil tim PZR reaksiyonlarinda ylksek dogrulukla gogaltma yapan Phusion
Polimeraz (NEB) kullaniimigtir. Uygun vektorlerle ligasyon reaksiyonu vektor:klonlanan

DNA orani 1:5 ve 1:10 olacak sekilde 50 ng vektor kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.8.1.1. CUGBP2 geninin klonlanmasi

CUGBP2 kodlayan dizinin ilk PZR reaksiyonuyla MYC sekansinin tamami ve Sall (5)
kesim bdlgesi sekansi eklenmis, ikinci PZR reaksiyonunda ise BamHI (3’) kesim bdlgesi
dizisi eklenmistir. CUGBP2 kodlayan dizisi, yine bu enzimlerle kesilmis ve GFP’si
cikartilmis pGWIZ RPS30M vektoruyle T4 DNA Ligaz (NEB) kullanilarak 16°C’de gece

boyu inklibe edilmesiyle birlestiriimigtir.

3.8.1.2. HuR geninin klonlanmasi

Labimizda, p45 geninin klonlanmasiyla elde edilen pGWIZ RPS30M p45 MYC vektoru
(Rapor 3) Sall HF (NEB) ve Notl (NEB) enzimleriyle kesilerek bu bolgeler arasindaki
p45 MYC DNA fragmani ¢ikartilmig, geriye kalan bos vektér HUR geninin klonlanmasi
igin kullaniimistir. Yapiskan uglu klonlama yapabilmek i¢cin HUR genine MYC dizisi Q5
polimeraz kullanilan PZR ile eklendikten sonra bu Grinin 5’ ucuna Spel ve Sall, 3’ ucuna
ise Notl ve BamHI kesim bolgelerinin eklendigi PZR yapilmistir. Elde edilen bu tran Sall
ve Notl enzimleriyle kesilip, PZR purifikasyonu yapildiktan sonra yine bu enzimlerle
kesilmis, jelde yurutuldikten sonra izolasyonu yapilmigs pGWIZ RPS30M vektoriyle, T4
DNA Ligaz (NEB) kullanilarak 16°C’de gece boyu inklbe edilerek birlestiriimigtir. PZR
reaksiyonlarinda elde edilen DNA fragmanlari ve enzimlerle kesilen hedef vektorler
agaroz jelde yudrutuldikten sonra NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey
Nagel) kullanilarak jelden izole edilmigstir. Klonlama enzimleri ile kesilen DNA fragmanlari
icin ise yine ayni kit kullanilarak purifikasyon yapilmigtir.
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Primer | lleri (5'->3') Geri (5'->3') Yapisma

Adi Sicakhgi
(c)

CUGB | ACGCGTCGACGCCACCATGGTCGAG | GAAGGTTTGCTGTCGTTCTTGTTTTTGAGTAGAGTCTTCTCC |65

P2 1 | GGCCGC TAGACTTAGCG

CUGB | ACGCGTCGACGCCACCATGGTCGAG | TAGAGTCTTCTCCTAGACTTAGCGGGATCCCGC 65

P2 2 | GGCCGC
HUR 1 | GCCACCATGTCTAATGGTTATGAAGA | TTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTTTGTGGGA |54

Cc CTTGTTGG
HUR 2 | ACGCGTCGACACTAGTGCCACCATGT | GCGGGATCCGCGGCCGCTTACAGATCCTCTTCTGAGAT 2 Adiml
CTAATGG PZR
COX-2 | GGGGGATCCAGAACGTTCGACTGAA | GCGCGGATCCGTAGTGACATAAAAGTCT 53
ARE CT
DELT | GGGGGATCCTACTCTAAAGATTTTGC | GCGCGGATCCAGAGGAGCTAAATAGCAGTCC 61

A ARE | TGTTGC

Tablo 2 pGWIZ RPS30M vektorune klonlamak icin HuR ve CUGBP genlerinin
cogaltimasinda kullanilan primerler ve pGWIZ RPS30M SuperNanolLuc vektériine
klonlamak icin COX-2 ARE ve DELTA ARE bdlgelerinin g¢ogaltilmasi icin kullanilan
primerler gosterilmistir.

3.8.2. ARE Bolgelerinin Memeli Gen ifade Vektoriine Klonlanmasi

3.8.2.1 ARE Bolgelerinin Klonlanmasi

Yapay ARE ve HuR baglanan yapay ARE ve TNFa 3’'UTR’in ARE bdlgeleri igin
oligomerler (Tablo 3) kullanilarak klonlama yapilmigtir. Oligo ciftleri 10ug/ml olacak
sekilde su ile seyreltilmigtir. Her bir oligo, T4 Polinukleotit Kinaz (NEB) ile fosforlanmistir.
Oligo ciftleri her birinden 3ug/ml kullanilarak 1X birlestirme tampon ¢dzeltisinde (10X:
100mM Tris pH:8, 500mM NaCl, 10mM EDTA pH:8); 90°C’de 4 dk, 70°C’de 10 dk, 37
°C’de 20 dk, 25 °C’de 10 dk, 10°C’de 10 dk olacak sekilde inklibe edilerek birlestirilmistir.
Onceden BamHI (Thermo) ile gece boyu 37°C’de kesilen pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc
vektori 1U CIAP fosfataz (Thermo) ile 37°C’de 7 dk. muamele edilmigtir. Birlestirilen
oligolar ile kesilmis vektor T4 DNA Ligazi ile 16°C’de gece boyu inkube edilerek
birlestirilmigstir.
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Oligo | Sens Dizi (5'->3') Anti-sens Dizi (5'->3")
Adi

TNF | GATCCTTATTATTTATTATTTATTTATTATTTTTATTATTT | GATCCGCTAGCAAATAATAAATAAATAATAAATAATAAAA

ARE | ATTATTTATTTATTATTTGCTAGCG ATAATAAATAAATAATAAATAATAAG

Art. | GATCCATTTTATTTATATTATTTAATTTTATTTATATTATT | GATCCGCTAGCTAAATAATATAAATAAAATTAAATAATATA
ARE | TAGCTAGCG AATAAAATG

HUuR | GATCCTTCCGATTTCCGATTTATTTCGGATTTTTCCGAT | GATCCGCTAGCAAATCCGAAATAAATCGGAAATCGGAAA
ARE | TTCCGATTTATTTCGGATTTGCTAGCG AATCCGAAATAAATCGGAAATCGGAAG

Tablo 3 pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc vektérine klonlanan ARE sekanslari igin
kullanilan oligo dizileri sens ve anti-sens olarak gosterilmistir.

3.8.2.2. COX-2 ARE ve DELTA ARE Bolgelerinin Klonlanmasi

COX-2 ARE ve DELTA ARE bdlgelerinin pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc vektorune
klonlanmasi i¢in daha 6nceden Rapor1 ve Rapor 2'de gosterildigi gibi psiCHECK2
vektorine klonlanmigs COX-2 ARE ve DELTA ARE boélgeleri kalip olarak kullaniimistir.
Klonlama igin Tablo 2'de belirtilen primerler ile Q5 (NEB) enzimi kullanilarak PZR’de bu
bdlgeler, uclarina BamHI kesim bdlgesi sekansi eklenerek ¢ogaltiimistir. Agaroz jelde
yuruttlen PZR urunleri jelden kesildikten sonra jel purifikasyonu yapilmistir. Purifiye edilen
COX-2 ARE ve DELTA ARE urunleri BamHI ile 4 sa. boyunca 37°C’de kesildikten sonra,
yine BamHlI kesilmis pGWIZ RPS30M SuperNanoLuc vektoru ile 16°C’de T4 DNA Ligazi
ile gece boyu birlestirilmistir. Transformasyon sonrasi pozitif koloniler RPS30M primerleri

(Tablo 1) ile tespit edilmisgtir.

3.9 Bakteri Transformasyonu

Transformasyon igin, ligasyon Uranlerinin 10 pl'si 100 ul E.coli DH5a kimyasal kompetent
bakterilerine eklenmis, 30 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir. inkiibasyon ardindan
42°C'de 1,5 dakika boyunca 1si soku uygulanmistir. Isi sokunu takiben tipler buza alinip
2 dakika buzda inkibe edilmistir. 900 pl eklenen tlpler 37°C'de 1 saat boyunca
calkalamali inkibatérde buayuttlmustiar. 5000 rpom’de 3 dakika santrifuj ardindan 900 pl

stupernatan uzaklastiriimig, bakteriler kalan 100 pl icerisinde sUspanse edildikten sonra
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50ug/ml kanamisin iceren agar-LB plakalarina yayilarak ekilmis ve gece boyu 37°C'de
bayutulmastar. Transforme edilmemis kompetent hicreleri negatif kontrol olarak

kullaniimigtir.

3.10 Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde NF-xB Aktivitesinin Raportor gen Analizi ile
Belirlenmesi

48 kuyucuklu plakalara ekilen Caco-2 (50-60% konfluent) ve HT-29 (1X10° hiicre/kuyu)
hicreleri NF-xB lusiferaz vektori ve normalizasyon igin Renilla lusiferaz vektoru ile
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ile 6 sa. transfekte edildikten sonra Caco-2 hucreleri 6
sa. ve 48 sa. HT-29 hiicreleri ise sadece 6 sa. 5mM NaBt ile muamele edilmistir. Lusiferaz

aktivitesinin tayini igin Promega Dual Luciferase Analiz kiti kullaniimistir.

3.11 HEK?293, Caco-2 ve HT-29 Hiucrelerinde COX-2 3’'UTR Aktivitesinin Raportor
Gen Analizi ile Belirlenmesi

3.11.1 HEK293 hiicrelerinde EGFP analizi

HEKZ293 hucrelerinde transfeksiyon konfluensi %60 iken, 12 kuyulu plakalarda yapilmistir.
Transfeksiyondan énce mevcut besiyeri, serum igeren fakat antibiyotik bulundurmayan
transfeksiyon besiyeri ile degistirilmistir. 100 ul Opti-MEM azaltilmis serum igeren besi
yerine (Gibco) 1 ug vektor, bir diger eppendorfta ise 100 uyl Opti-MEM’e 2 ul
Lipofectamine2000 transfeksiyon ajani (Invitrogen) eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
inkibasyonun ardindan, DNA ve transfeskiyon ajani bir tip iginde karistiriimisg,
transfeksiyon karisimi 20 dakika boyunca oda sicakliginda inklibe edilmistir. Karisim
kuyulara damlalar halinde eklenmis hucreler 37°C’de 24 saat boyunca inkibe edilmigtir.
24 saat sonra besiyeri ¢ekilmis ve hucreler transfeksiyon ajanini ve ortamda bulunan
vektorleri uzaklastirmak icin 500 pl PBS ile yikanmis, hicreler tripsin ile kaldirildiktan
sonra 350 xg’de 7 dakika sentrifiij edilmistir. Hiicre peletleri 400 ul PBS ile tekrar stispanse
edilmis ve hemen AccuriC6 flow sitometre’de CFlow software (Becton-Dickinson) ile

analiz edilmigtir. 40.000 hicre sayilmig ve ileri sagilma grafigi (Forward Scatter, FS) ve
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yana sagllma (Side Scatter, SC) grafigindeki sinyal yogunluguna goére hlicre populasyonu
secilmistir. EGFP sinyali, spektrumun yesil kisminda 510/515 nm’de 488 nm lazer ve FL1
dedektort kullanilarak belirlenmigtir. Mock hucreler, huacrelerin kendi flloresansini

belirlemek igin negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.11.2 Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde EGFP analizi

Transfeksiyondan bir glin édnce Caco-2 ve HT-29 hicreleri 24 kuyulu plakalara her bir

kuyuda 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmigtir. Hucreler, bos vektor (BV), COX-2 3'UTR
ARE (ARE) bélgesini ya da COX2 3'UTR mutant ARE (mutARE) ile transforme edilmistir.
Bunun igin 750 ng vektor ve 0,75 pl Plus Reagent, 100 ul Opti-MEM azaltilmis serum
iceren besi yerine eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkube edilmistir.
inkiibasyon sonunda 5 pl lipofectamine LTX transfeksiyon ajani (Invitrogen) eklenmis ve
25 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan, 250 pl Opti-MEM azaltiimig
serum igeren besi yeri iceren kuyulara damlalar halinde eklenmistir. Gece boyu 37°C’de
tutulan hicrelerin besi yerleri duzenli besi yeri ile degistiriimis ve 24 saatin sonunda tripsin
ile hicre kaldirimasi ve PBS ile yikama iglemleri sonunda AccuriC6 akis sitometrisi
kullanilarak, FL-1 kanalindan okuma yapilmistir. Ortalama EGFP sinyali (mean FL-1), BV
sinyaline gore normalize edilmis ve kat artisi olarak verilmis olup, deney her bir hiicre hatti

icin bagimsiz olarak U¢ kez tekrarlanmistir.

3.12 HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinin akis sitometrisi ile senkronizasyonlari ve hiicre
donglisu analizi

HT-29 ve Caco-2 hucreleri gece boyu serum icermeyen besi yerlerinde ag¢ birakildiktan
sonra 12 sa. serum igeren besi yerinde serbest birakilmiglardir. Ardindan HT-29
hdcrelerine 3, 6, 9 ve 12 sa boyunca, Caco-2 hicrelerine ise 6 sa boyunca 5 mM NaBt
muamelesi yapiimigtir. Muamele yapilan her zaman noktasindan sonra hucreler tripsin
kullanilarak Eppendorf tiplere toplanmistir. Hlcreler farkl zaman noktalarinda toplandigi
icin, hlcrelere fiksasyon yapilmistir. Toplanan hicrelere 4 °C'de, 6 dk. 300xg’de sentriflj
yapilmig, hucre pelletleri iki kez 1ml PBS ile yikanmistir. Son yikama sonrasi yapilan

sentrifijden sonra pellet Uzerinde 50 pul PBS birakiimig ve pellet bu sivinin iginde

16



¢6zlUlmustlr. Cozinen pelleti ara hizda vortekslenirken Ustiine 1 ml buz soguklugunda
%70 etanol damlalar halinde eklenmigtir. Ttpler -20 “C'de gece boyu muhafaza edilmistir.
Fikse edilen hucrelere sentriflj yapiimis ve PBS ile yikanmigtir. Tekrar sentrifijlenen
hicrelerin  Uzerinden PBS uzaklastirlmis, sadece hicre pelleti kalmistir. Akis
sitometrisinde hucre dongusu analizi igin hucre pelletleri 500 pl propidyum iyoduar (PI)
solUisyonunda (0,1% v/v TritonX-100 (Sigma), 0,2 mg/ml RNase A (Thermo Fisher) ve
0,02 mg/ml PI) ¢ézunmustur. Hucreler oda sicakliginda 30 dk. inkube edildikten sonra

AccuriC6 akis sitometrisi kullanilarak, FL-3 kanalindan okuma yapiimigtir.

3.13 Caco-2 Hucrelerinde ARE Bolgelerinin Aktivitesinin Tayini i¢in Lusiferaz
Raportor Gen Analizi

Caco-2 hdcrelerinin  transfeksiyonu, Uretici firmanin talimatina uygun sekilde
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanilarak yapilmistir. Transfeksiyon igin, 48 kuyulu
plakalarda %50-60 konfliensideki hucreler kullaniimistir. Transfeksiyondan once hucre
besi yeri 150 ul Opti-MEM azaltilmis serum igeren besi yeri (Gibco) ile degistirilmistir. 50
ul Opti-MEM igeren bir eppendorfta toplam 400 ng vektdr (40 ng ARE iceren vektorler ve
380 ng Firefly vektoru ya da 40ng ARE igeren vektor, 80 ng pGWIZ_RPS30M_HuR_MYC
vektort ve pGWIZ RPS30M Firefly vektora), 50 ul Opti-MEM igeren bir baska eppendorfta
ise 0,8 ul transfeksiyon ajani eklenmistir. Oda sicakhdinda 5 dk. inkiibasyondan sonra,
vektorleri iceren karisim, lipofectamine igeren karisimin tGzerine damla damla eklenmis ve
hafifce karistirlmistir. Lipofectamine ve DNA karisimi oda sicaklhiginda 20 dk. boyunca
inkube edilmigtir. Karisim, kuyulardaki hucrelerin Uzerine damlalar halinde eklenmis ve
hicreler 37 °C'de 6 sa. inkube edilmistir. 6 sa. sonunda transfeksiyon besi yeri
uzaklastirilmig, kuyulara 5 mM NaBt igceren biyume besi yeri eklenerek 48 sa. boyunca
inkibe edilmistir. Hucreler Nano-Glo Dual Luciferase Reporter Assay System (Cat. No:
N1610) klavuzunda belirtildigi gibi lizis edilmig, Firefly ve NanoLuc lusiferaz aktiviteleri

luminometre (Turner Biosystems) kullanilarak belirlenmistir.
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3.14. Western blot

Protein duzeyindeki degigimlerin tayini icin western blot yontemi uygulanmistir. Kullanilan

antikorlar Tablo 4’te belirtiimistir.

Antikor Adi Orijin Markasi Katalog No
COX-2 Fare Cayman CX229
NFkB p65 Tavsan | Santa Cruz | SC-109
B-Actin (C4) Fare Santa Cruz | SC-47778
GapDH (FL-

335) Tavsan | Santa Cruz | SC-25778
a-Tubulin ProteinTech | HRP-66031
Topoll-B (A-12) | Fare Santa Cruz | SC-365071
Lamin B1 Fare ProteinTech | 66095-1-Ig
CUGBP2 Tavsan | Abcam ab186430
ELAVL1/HUR Fare ProteinTech | 66549-1-Ig
AUF1 Tavsan | Novus NBP1-88915
TIAR Kegi Santa Cruz | SC-1749
p-p38 (D8) Fare Santa CrUz | SC-7973
p38 MAPK Tavsan |CST 9212P
p-MK2 (T222) |Tavsan |CST 3316P

MK2 Tavsan | CST 30425
pChk2 (T68) Tavsan |CST 2661S
Chk2 Tavsan | Santa Cruz | SC-9064
Goat a-mouse Advansta R05072 500
Goat a-rabbit Advansta R05072 500
Donkey a-goat Advansta R05077 500
Normal mouse

19G Santa Cruz | SC-2025

Tablo 4 Calismada kullanilan antikorlarin adlari ve tagiyici hayvani tabloda gosterilmigtir.

3.15. RNA- immiin Géktiirme

RNA immun ¢okturmesi igin Peritz vd., (2006)’da uygulanan metoda basvurulmustur.
HCT116 hlcreleriyle yapilan immin ¢éktirmede, HCT116 hucreleri 3,5 ug HUR baglanan
ARE sekansi igeren pGWIZ RPS30M SuperNanoluc vektord ile 10 ul Lipofectamine 2000

(Invitrogen) aracih@iyla T25 kaplarindaki HCT116 hicrelerine 6 sa. boyunca transfekte
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edildikten sonra hticrelere 48 sa. NaBt muamelesi yapiimistir. Caco-2 hicreleri igin ise
transfeksiyon yapilmamis, sadece 48 sa. NaBt muamelesi yapiimigtir. Her bir immun
¢oktlirme icin 5x108 hicre, input igin 3x10° hiicre kullaniimigtir. Protein A/G manyetik
boncuklar (Thermo) 0.5 ml polizom liziz tamponu (100mM KCI, 5mM MgCl2, 10mMm
HEPES, pH:7.0, 0,5% NP-40, 1ImM DTT, 100Uml* RNasin RNase inhibitér (Promega,
N2611), 2mM vanadil ribonukleaz kompleks sollsyon (Sigma, 94742), 25 ul ml* proteaz
inhibitor kokteyli (Roche) ile iki kez yikandiktan sonra, asil hacmine getirerek, %50 olacak
sekilde ekilibre edilmistir. ki 6n-yikama ve bir inkiibasyonda kullanmak (izere (i¢ adet 50
ul'lik boncuk karigimi alikotlanmigtir. Boncuk karigimi alikotlarindan biri 1 ml hicre lizat
tzerine eklenerek 4 *C'de 1 sa. boyunca déndurerek inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
manyetik raf kullanilarak uzaklastirilan boncuklarin Gzerinden supernatant gekilip bir diger
boncuk alikotu ile tekrar 4 “C'de 1 sa. boyunca dondirerek inkiibe edilmistir. On-yikamalar
sonrasl toplanan supernatant HuR (ProteinTech) veya mouse IgG (Santa Cruz) antikorlari
ile 4°C'de gece boyunca dondurilerek inkiibe edilmigtir. Geriye kalan boncuk karigimi
antikorlarla inkiibe edilen hicre lizatinin Gzerine eklenmis ve 4 °C'de 4 sa. boyunca
dondurllerek inkibe edilmistir. Manyetik rafa konulan boncuklar Gzerinden supernatant
uzaklastirilmistir. Boncuklar, 0,5 ml polizom liziz tamponu ile 4 °C'de 5 dk. dondirerek 4
kere yikanmistir. Yikama iglemi 1 M Ure igeren polizom liziz tamponu ile ayni sekilde
tekrarlanmigtir. Boncuklar % 0,1 SDS ve 30 ug Proteinase K igeren polizom liziz tamponu
ile suspansiye edilip, 50 ‘C'de 30 dk. boyunca inkibe edilmistir. Boncuklarin tzerine
hacmi kadar (100 ul) phenol-chloroform-isoamyl alkol karigimi eklenmis ve
vortekslenmistir. Faz ayrimi igin sentrifij yapilmistir. Ust kisim RNA izolasyonu igin
ayrilmistir. Geriye kalan boncuklar icin yikama sonrasi islemler bir kez daha
tekrarlanmistir. Toplanan Ust kisimlara 100 ul'ye 0,5 ul glycogen (20 mg/ml), 12 ul 3M
sodyum asetat ve 250 ul %100 etanol eklenip, karistirilip, -20 °C'de gece boyu inklbe
edilmistir. RNA’lar 4°C'de, 20 dk, 16000xg’de sentriflij edilmistir. Etanol uzaklastiriimis,
kalan etanol havada kurutulmustur. RNA peletinin Ustine ribonlkleaz icermeyen su
eklenerek RNA c¢ozllmuistir. RNA’lar -80 °C'de muhafaza edilmistir. cDNA sentezi
yukarida belirtildigi sekilde uygulanmigtir.

RIP érneklerinin analizi qRT-PCR ile yapilmistir. Oncelikle, input cDNA'lar igin standart

¢ogaltma egrisi olusturulmustur ve buna goére seyreltme faktért 1/500 olarak belirlenmisgtir.
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Seyreltme faktérinin taban 2’de logaritmik degeri hem NaBt ile muamele edilmis hem de
edilmemis input cDNA’larinin Ct degerlerinden ¢ikariimistir ve elde edilen degerler input
Ct degeri olarak kullaniimistir. ACt degeri, muamele edilmemis ¢dktlirme drneklerinden
yine muamele edilmemis, yukarida belirtildigi gibi hesaplanan input Ct degerinin
cikarilmasi ile hesaplanmigtir. Muamele edilmis ornekler igin de ayni sekilde muamele
edilmis input Ct deg@erlerinin ¢ikariimasi ile ACt hesaplanmigtir. 1IgG 6rneklerinin ACt
degerlerinin ortalamasi alinip, hem IgG hem de HuR ile ¢okturulen orneklerin ACt
degerinden ¢ikarilarak AACt degeri muamele edilen ve edilmeyen 6rnekler igin ayri olarak
bulunmugtur. NaBt ile muamele edilmemis ve edilmis IgG orneklerine gore, HuR ile

cokturulen orneklerin kat artis1 hesaplanmistir.

3.16 Biyoinformatik analizleri

Kontrol ve 2mM NaBt ile 6-,12- ve 24- sa muamele edilmis fare kolon epitel MCE301
hlcrelerinin her zaman noktasinda 2 tekrardan olusan ifade degerlerini iceren halka agik
fare mikrodizi veri seti (GSE 4410) incelenmistir (Tabuchi vd., 2006). Onceden normalize
edilmis mikrodizi verileri Array Express veritabanindan indirilmistir

(https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-GEOD-4410/?query=gse4410) ve 2

tabaninda logaritmik Olgcege donusturulmustir. Ek olarak, toplam 404 fare RBP’leri
RBPDB veritabanindan indirilmistir (Cook vd., 2011). Affymetrix Fare ifadesi 430A Dizisi
strim numarasi 35 icin ek aciklama dosyasi Affymetrix web sayfasindan indirilmistir
(http://www.affymetrix.com/support/technical/byproduct.affx?product=moe430). Fare
RBP’lerinin ifadelerini belirleyen Affymetrix probelari, R dili ortaminda (versiyon 3.5.1)
dplyr  paketindeki  (https://cran.r-project.org/web/packages/dplyr/index.html)  ilgili
fonksiyonlar kullanilarak ek agiklama dosyasindan alinmistir. Toplamda 301 geni temsil
eden 608 probe eslestiriimis ve sonraki analizler i¢in kullaniimistir. Diferansiyel ifade
analizinden sonra, iki veya daha ¢ok probe ile eslesen genlerden istatistiksel olarak dnemli
olanlar kullaniimistir. Bioconductor'in limma paketini kullanarak kontrol ile her bir
muamele zaman noktasinin (6,12 ve 24 sa.) karsilastiriimasi igin farkh bir diferansiyel
ifade analizi yapilmistir. Diferansiyel gen ifadesi, az sayidaki tekrardan dolay! (her biri i¢in

2) FDR<0.1 esiginin altinda genelde istatistiksel anlamli bir gen géstermemistir, bu yuzden
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segim kriterlerimiz, limma paketinin empirik Bayes modulasyonlu t-test uygulandiktan
sonra p<0.05’e dayandiriimistir. Ven semalari Venn Diagrams programi kullanilarak
olusturulurken (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/), protein etkilesim
aglari STRING versiyon 11 ile yapiimistir (Jensen vd., 2009). Aglar igin etkilesim skorlari
indirilmigtir ve gorintileme igin Cytoscape versiyon 3.7.1" e tasinmistir (Shannon vd.,
2003). Isi1 haritalari Broad Enstitisu’nin Morpheus programi kullanilarak olusturulmustur

(https://software.broadinstitute.org/morpheus).

3.16. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin analizi ve grafik ¢iziminde GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, USA)
programi kullaniimistir. istatistiksel anlamlilik dereceleri yildiz (*) ile ifade edilmistir (*p <
0.05, **p <£0.01, ***p <£0.001, ****p < 0.000).
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4. BULGULAR

4.1 NaBt muamelesinin COX-2 gen ifadesine etkisinin belirlenmesi
4.1.1 NaBt muamelesinin referans gen ifadesine etkisinin belirlenmesi

NaBt'in, HDACi aktivitesi oldugundan gen ifadesini arttirabilir (Zhou vd., 2011).
Deneylerimizde ilk olarak NaBt ile muamele edilmis hlcrelerde NaBt muamelesi
gormemis kontrol hucrelerine kiyasla referans genlerin degisip degismedigini inceledik.
Bu amagla, birgok dokuda esit oranda ifade edilen ve qRT-PCR tekniginde referans gen
olarak kullanilmaya uygun olan bir grup referans gen belirledik (Eisenberg ve Levanon
2013). NaBt muamelesi gérmuis HT-29 hcrelerinin kullanildigi halka agik mikrodizin veri
setinden (GSE45220) bahsedilen referans genlerin ifade duzeylerini arastirdik. Bu
genlerden, RAB7A (Ras-related Protein Rab-7a) ve RPLO (Ribosomal Protein LO)'in HT-
29 hucrelerinde ylUksek diuzeyde ifade edildigini gérdik. NaBt ile 48 saat boyunca
muamele edilmis HT-29 ve Caco-2 hucrelerinde, RLP13A (Ribosomal Protein L13A)
(Mogal ve Abdulkadir 2006) ve sik kullanilan bir referans gen olan ACTB ifadeleri kontrol
hdcreleri ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Sekil 1’de gorualdugu gibi, ACTB ve
RAB7A NaBt muamelesinden en az dizeyde etkilenmektedir; bu nedenle RAB7A, NaBt

etkisinin incelendigi deneylerde ACTB ile birlikte referans gen olarak kullaniimistir.

Caco-2
8_
. 1 RPLO
N @D RAB7A
5 @ RPL13A
ul B mm ACTB

COX-2 mRNA

Sekil 1. NaBt ile 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde, RPLO,
RAB7A, RPL13A ve ACTB mRNA ifadelerinin gRT-PCR kullanilarak incelenmesi.

NaBt ile muamele edilmeyen hicreler kontrol olarak kullaniimistir. Deneyler iki biyolojik, tU¢ teknik replike
olarak yapilmis; sonuclar kontrol grubuna gére normalize edilerek, “kat artis1” olarak (mean+SD) verilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirilan deney bulgulari arasindaki istatiksel farkliliklar one way ANOVA ve Tukey’s
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multiple comparison test ile analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik dereceleri **p < 0.01 ve ***p < 0.001 ile
ifade edilmigtir.

4.1.2 NaBt muamelesinin PTGS-2 genin mRNA ifadesine etkisinin belirlenmesi

Referans gen olarak RAB7A ya da ACTB’nin kullanilabilecegi belirlendikten sonra, degisik
konsantrasyonlardaki NaBt ile muamele edilmis Caco-2 ve HT-29 hicrelerindeki COX-2
ifadesi arastiriimistir. Hem RAB7A’nin hem de ACTB’nin referans gen olarak kullanildigi
gRT-PCR deneylerinde benzer sonuglar elde edilmistir: NaBt'nin 3mM, 4mM ve 5mM
konsantrasyonlarinda, COX-2 ifadesinde konsantrasyona bagli bir azalma gorulmustur.
Ek olarak, Caco-2 hucreleri NaBt ile 6 sa., 12 sa. ve 24 sa. sureyle muamele edilmis,
takiben COX-2 gen ifadesindeki degisimler incelenmistir (Sekil 2). Belirtlen muamele

sureleri igcin COX-2 mRNA’sinda zaman ve doza bagl bir azalma s6z konusudur.

Caco-2 Caco-2
2.0+ 1.5+

COX-2 mRNA
COX-2 mRNA

S TS Fa
o“'éO\ & W“s s & & *‘°(.\\ al . *Té\‘ ihal .*‘°&. e
& b it o i
NaBt (48 Saat) 6 saat 12 saat 24 saat

NaBt
(A) (B)

Sekil 2. Farkh NaBt konsantrasyonlariyla 48 saat ve 6, 12 ve 24 saat muamele
edilmis Caco-2 hiicrelerinde COX-2 mRNA ifadesi.

Caco-2 hicrelerinde NaBt'in zaman ve doza bagli olarak COX-2 mRNA’sinda azalmaya neden oldugu
gorulmektedir. (A) 48 saat ve (B) 6, 12 ve 24 saatlik NaBt muamalesi sonrasi COX-2 mRNA’sindaki degisim,
her biri en az u¢ teknik replike olmak Uzere, iki biyolojik replikenin ortalamasi kontrol’'e gére normalize
edilerek, “kat artig1” olarak (meant SD) verilmistir. ACTB’nin referans gen olarak kullanildigi deneyde, NaBt
ile muamele edilmemis kontrol grubuyla karsilastirilan deney bulgulari arasindaki istatiksel farkliliklar,
unpaired Student t test ile belirlenmis ve istatistiksel anlamlilik dereceleri *p < 0.05 ve ***p < 0.001 ile ifade
edilmigtir.

HT-29 hicrelerinde de NaBt'in COX-2 mRNA’sinda 24 (Sekil 3A) ve 48 saat (Sekil 3B)
sonunda énemli 6lclide azalmaya neden oldugu gérilmustir. Ozet olarak bu bulgular,
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NaBt'in incelenen doz ve muamele surelerinde her iki hiicre hattinda da COX-2 mRNA

ifadesinde azalmaya neden oldugunu gostermektedir.

HT-29 HT-29
1.5+ 1.5+
<
g Z 1.0+
£ £
o D
o x
8 8 0.5 e
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3
y o‘@ ,\6‘\‘\ 'b@\&\ ‘)&\“
NaBt (24 Saat) NaBt (48 Saat)
(R) (B)

Sekil 3 Farkli NaBt konsantrasyonlari ile 24 saat ve 48 saat muamele edilmis HT-29
hiicrelerinde COX-2 mRNA ifadesinin RT-gPCR ile analizi.

24 (A) ve 48 (B) saat sonunda COX-2 mRNA seviyelerinde NaBt'a bagli degisim gérulmektedir. Sonuglar,
kontrol'e gére normalize edilerek, “kat artis1” olarak (meant SD) verilmistir. ACTB’nin referans gen olarak
kullanildigi deneyde, kontrol grubuyla karsilastirilan deney bulgulari arasindaki istatiksel farkliliklar,
unpaired Student t test ile belirlenmis, istatistiksel anlamhlik dereceleri *p <0.01 ve ***p < 0.001 ile ifade
edilmistir.

4.1.3 NaBt muamelesinin COX-2 protein ifadesine etkisinin belirlenmesi

NaBt muamelenin, Caco-2 ve HT-29 hicrelerinde COX-2 protein ifadesine etkisini
arastirmak amaciyla western blot teknigi kullaniimistir. Bu amagla, COX-2 mRNA
ifadesinde en dramatik azalmaya neden olan muamele sureleri secilmistir. 48 saat NaBt
(Sekil 4A ve B) ile muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hicrelerinden total protein izole
edilerek, COX-2 antikoru ile blotlanmistir. Deneylerde B-Aktin veya GAPDH ylkleme
kontroli olarak kullanilmigtir. NaBt muamelesi, her iki hiicre hattinda da COX-2 protein
ifadesinde azalmaya neden olmustur. Western blot sonuglari, NaBt'in COX-2 mRNA

ifadesini inhibe ettigi bulgusunu dogrular niteliktedir.
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Sekil 4. NaBt muamelesinin Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde COX-2 protein ifadesine
olan etkisi.

Caco-2 (A) ve HT-29 (B) hticreleri 48 saat boyunca NaBt ile muamele edilmis; COX-2 protein seviyeleri
western blot ile belirlenmistir. Bitin muamelelerde COX-2 protein seviyelerinde azalma goézlenmistir.
Western blot géruntileri temsili olup, bar diyagramlar ¢ deneye ait sonuglarin densitometrik analizidir.
Densitometrik analizlerde protein ifadesi NaBt ile muamele edilmemis kontrol grubuna (K) gore kat artisi
olarak verilmistir. B-Aktin ve GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullaniimistir. istatiksel anlamlilik one way
ANOVA (Tukey’s post hoc test) ile control grubuna gore belirlenmistir (*p < 0.05; ***p <; **p < 0.01).
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4.1.4 NaBt’in PGE: sentezine etkisi

COX-2 ifade dlzeyi ile birlikte, COX-2 enzimatik aktivitesinin bir sonucu olarak
prostaglandin E2 (PGE2) seviyesindeki artigin, kolon kanserinin baglangig, ilerleme ve
metastaz evrelerinde etkili oldugu bilinmektedir (Greenhough vd., 2009). COX-2,
arasidonik asitin, endoperoksidaz prostaglandin Hz'ye dénusumuanu katalizler (Williams
vd., 1999). Sivi ortamda kararsiz bir Grtin olan PGHz, enzimatik olarak PGD2 ve PGE2’ye
donusur (Tuncer ve Banerjee 2015). Bu nedenle, PGE2 duzeyinin belirlenmesi, COX-2
enzimatik aktivitesinin Olgilmesi anlaminda hizli ve guvenilir bir yontemdir. PGE:2
miktarinin belirlenmesi amaci ile Caco-2 ve HT-29 hicreleri 48 saat boyunca NaBt ile
muamele edilmis, ardindan besi yeri ELISA’da analiz edilmek tizere -80°C’de saklanmigstir
(en fazla 4 gun). ELISA’da besi yeri kullanilan hucrelere ait proteinler de COX-2
ifadesindeki degisimin belirlenmesi icin kontrol amaciyla western blot'ta kullaniimigtir.
Western blot analizi, COX-2 protein dizeyinde NaBt muamelesi ile 6nemli bir azalma
oldugunu gostermistir (Sekil 4). ELISA’da kullanilan standart grafigi Sekil 5A’da verilirken,
besi yeri ELISA’da kullanilan hicrelerde NaBt ile COX-2 ifadesindeki degisim Sekil 5B’de
verilmistir. Sekil 5C’de goruldigu gibi, Caco-2 hicrelerinde 3 mM NaBt muamelesi PGE:2
sentezini azaltmigtir. HT-29 hucrelerinde ise PGE:2 sentezinin olduk¢a dusuk oldugu
gOorulmustar (veri gosterilemiyor). NaBt ile muamele edilmis ve edilmemis kontrol HT-29

hdcrelerinden alinan en yuksek okumalar bile PGE2 ELISA standart egrisinin digindadir.
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Sekil 5. NaBt’In PGE: sentezine etkisi.

(A) PGE: standart egrisi. B=standartin baglanma miktari-blank, BO=maksimum baglanma miktari-blank
olmak uUzere, %B/B0-pg/ml PGE2 miktarini veren 4 parametreli lojistik egrisi, R programi kullanilarak
olusturulmustur. Orneklerdeki PGE2 miktarinin belirlenmesi igin bu egriden faydalaniimistir. (B) 48 saat
boyunca NaBt ile muamele edilmis Caco-2 hucrelerinde PGE2 miktari hiicre sayisina gére normalize
edilerek sonuglar pg/ml olarak verilmistir. Sonuglarin analizinde t test kullaniimistir (**p < 0.01). (C) ELISA'da
kullanilan 6rnekler western blot ile analiz edildiginde, 3mM NaBt ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde
vehikil ile muamele eden kontrol (K) hicrelere gére COX-2 ifadesinde azalma goériulmektedir. 3-Aktin
yukleme kontroli olarak kullaniimistir.

4.2. Gen ifadesinin post-transkripsiyonel diuzenlenmesinde NaBt’in rolii

4.2.1. COX-2’nin transkripsiyonel diizenlenmesinde NaBt’in etkisi

Su ana kadar verilerimiz, COX-2 ifadesinin (MRNA ve protein seviyesinde) NabBt ile
muamele edilmis Caco-2 ve HT-29 hicrelerinde doza bagh sekilde azaldigini
gOstermektedir. Bu degisimin nedeninin gen ifadesinin transkripsiyonel dizeyde asagi
regulasyonu (down regulation) ya da post-transkripsiyonel mekanizmalar olabilecegi
disundlmustar.

Oncelikli olarak, uyari sonucu gekirdege yer degistiren ve COX-2'nin ifadesini guglii bir
sekilde arttiran transkripsiyon faktord NF-xB’nin aktivasyonunu inceledik (Roelofs vd.,
2014). Caco-2 hucreleri 6 sa (kisa sureli) veya 48 sa (uzun sureli) boyunca NaBt ile
muamele edilmistir ve bu hicrelerde p65’in (gen ifadesini trans-aktive eden NF-xB alt
birimi) ¢ekirdege yer degistirmesi, lusiferaz raportéri deneyleri ile incelenmigtir. Bu

deneylerin bir kismi HT-29 hucreleri ile tekrarlanmistir.
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Caco-2 hucrelerinin 6 sa. NaBt ile muamelesi p65’in sitoplazmik seviyelerini arttirip,
nukleer seviyesinde ise herhangi bir degisiklige sebep olmazken (Sekil 6A, sol taraf), 48
saat muamele p65’in nukleer yer degistirmesinde artisa neden olmustur (Sekil 6A, sag
taraf). HT-29 hicrelerinde, hem 6 sa (Sekil 6B, sol taraf) hem de 48 sa (Sekil 6B, sag

taraf) NaBt muameleleri sonunda p65 nikleer seviyesinde bir degisiklik gbzlenmemisgtir.
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Sekil 6. NaBt ile muamele edilen hiicrelerde NF-xB p65 niikleer yer degistirmesini
gosteren Western Blot.

Caco-2 ve HT-29 hicreleri 6 sa. veya 48 sa. NaBt ile muamele edilmis ve bu hlcrelerden sitoplazmik ve
nikleer protein izolasyonu yapilmigtir. (A) p65’in islevi icin gerekli olan nukleer yer degistirmesi Caco-2
hicrelerinde 48 sa muamele sonrasi 6nemli 6lglide olmamakla birlikte artmistir. (B) HT-29 hiicrelerinde, 6
sa. ve 48 sa. muamele sonrasi nukleer yer degistirmede énemli bir degisim gdézlenmemistir. Topollp niikleer
markdr olarak, a-tubulin sitoplazmik markor olarak, B-aktin ise yukleme kontrolu olarak kullaniimistir.

NaBt'in NF-kB’nin transkripsiyonel aktivitesini etkileyebildigini dogrulamak igin, NF-xB
kanonik baglanma sekansinin 5 kopyasini i¢geren bir raportor vektor kullanarak lusiferaz
deneyi yapiimistir. Caco-2 hucrelerinde, 6 sa. NaBt muamelesinin lusiferaz aktivitesinde

herhangi bir degisiklige yol agmadigi, ancak 48 sa. muamelenin, western blot ile gbzlenen

28



p65 nukleer yer degistirmesini destekler sekilde transkripsiyonel aktivitede artigsa sebep
oldugu gorulmustur (Sekil 7A). HT-29 hdcrelerinde ise lusiferaz aktivitesinde azalma
gozlenmesi (Sekil 7B), NaBt ile muamele edilmis HT-29 hicrelerinde NF-«B

transkripsiyonel aktivitesinin engellendigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 7. NaBt ile muamele edilen hiicrelerde NF-xB transkripsiyonel aktivitesini
gosteren Lusiferaz deneyi.

(A) Caco-2 ve (B) HT-29 hiicreleri NaBt ile 6 sa (sadece Caco-2) veya 48 sa. muamele edilmis ve NF-xB
lusiferaz vektorl ile 6 sa transfekte edilmislerdir. Hicreler toplandiktan ve pargalandiktan sonra lusiferaz
deneyinde kullanilimistir. Hucreler ayni zamanda normalizasyon icin Renilla lusiferaz vektoru ile transfekte
edilmistir. Ornekler Promega Dual Luciferase Analizi kullanilarak okunmustur. Kontrol (vehikiil) ile muamele
edilmis hicrelere gére hesaplanan istatistiksel anlamhhk icin ANOVA ve ardindan post-hoc testi
uygulanmigtir. (***p<0.001, ****p<0.0001, ns: istatistiksel olarak anlaml degil)

Bu veriler, COX-2 ifadesinin dizenlenmesindeki bas etmen olarak bilinen NF-kB’nin
transkripsiyonel aktivitesindeki degismenin, NaBt ile muamele edilmis Caco-2
hicrelerindeki COX-2 mRNA ve protein ifadelerindeki dikkate deger azalmayi
aciklayamadigini  gostermektedir. Diger yandan, HT-29 hucrelerinde azalan
transkripsiyonel aktivite COX-2 ifadesindeki azalmaya katkida bulunmaktadir. Bu yuzden,
NaBt muamelesinin COX-2’nin post-transkripsiyonel dizenlenmesine yol actigini
varsaydik. Bu hipotezi test etmek igin, NaBt varliginda COX-2 mRNA kararlihgini

saptamak i¢in Aktinomisin D takip deneyi kullaniimigtir.
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4.3 NaBt'in COX-2 mRNA Kararlihgina Etkisinin Aktinomisin D Kullanilarak
Incelenmesi

NaBt'in sentezlenmis mRNA'nin kararlihdi Uzerindeki etkisini belirlemek igin promotor
aktivitesine baglh transkripsiyonun durdurulmasi hedeflenmis; bu amagla Aktinomisin D
(Akt. D) kullaniimistir. Akt. D, DNA’ya baglanarak RNA polimerazin RNA zincirini
uzatmasini engeller (Sobell, 1985). Bu 6zelligi ile promotdr aktivitesini hesaba katmadan
hdcresel mRNA kararliginin belirlenmesinde kullanilir (Cok vd., 2003). HT-29 hucreleri
48 saat boyunca 3 mM ve 5 mM NaBt ile muamele edilmig, takiben hem NaBt ile inklbe
edilmis hem de edilmemis hicrelere 1, 2 ve 4 saat boyunca 10 pg/ml Akt. D verilmis,
ardindan COX-2 mRNA ifadesi RT-qPCR ile tayin edilmistir. Bu deney, NaBt'in hem 3 mM
hem de 5 mM’lik konsantrasyonunun COX-2 mRNA stabilitesinde azalmaya neden
oldugunu gostermistir (Sekil 8A). Ayrica, kisa sureli NaBt ve es zamanh Akt. D
muamelesinin hem HT-29 hem de Caco-2 hlcrelerinde COX-2 mRNA kararlihdina etkisi
arastinimistir. NaBt+Akt. D muamelesi goren hucrelerle kiyaslandiginda, sadece Akt. D
ile muamele edilen hiicrelerde COX-2 mRNA’sinda hizli bir azalma gézlenmistir. Ozet
olarak, kisa sureli Nabt muamelesi HT-29 hucrelerinde uzun sdreli NaBt muamelesi ile
benzer sonucu vermistir: Akt. D ile muamele goren kontrolle kiyaslandiginda, NaBt+Akt.
D ile muamele gérmus hiicrelerde COX-2 mRNA’sinin destabilizasyonunu s6z konusudur
(Sekil 8B). Fakat, Caco-2 hucrelerinde ayni deney dizenegi COX-2 mRNA'sInin stabilize
edildigini gostermistir (Sekil 8C). Sonug olarak, yeni mRNA sentezi olmadiginda NaBt,
HT-29 hicrelerinde COX-2 mRNA yikimini arttirirken; Caco-2 hicrelerinde bu yikim
sureci yavaslamistir. Caco-2 hucrelerinde goézlenen bu fenomen, COX-2 mRNA’sinin
Caco-2 hucrelerinde stabilize edildigini gostermektedir. Akt. D’nin etkin olarak galisarak
COX-2 mRNA’sinin azalmaya basladigi 45 dakikadan sonraki zaman noktalarinda,
sadece Akt. D uygulanmis ve sadece NaBt ya da NaBt+Akt. D uygulanmis hicreler
arasinda COX-2 mRNA duzeyleri farklilik gdstermigtir. Ek olarak, Caco-2 hlcrelerinde tek
basina Akt. D ile karsilastirildiginda, NaBt ya da NaBt+Akt. D muamelesi goren hiicrelerde
45 dakikalik kisa sureli uygulamanin, COX-2 mRNA’sinda buyuk bir artisa neden oldugu
gorulmis olup, bu artis NaBt'n COX-2 mRNA’sini stabilize edici etkisine isaret
etmektedir. Bununla birlikte, 45 dakikalik muamele sonunda COX-2 mRNA'’sinda gorilen
bu artis, dogrudan transkripsiyonel duzenlenmeden de kaynaklaniyor olabilir.

30



HT-29 HT-29
1.254
1.004{ #§ -s~ AKtD (10 pug/ml)
1.00 _— @ -= NaBt (5mM)
e
- ik Z 075 ~+ NaBt (5mM) + AKD (10 ug/ml)
E -+ 5mM €
o N 0.504
s 0.50- b
(5] (o]
© 025
0.25+
0.00 T T T 0.00
. \g&\ w“'@ b""b‘ ° R
Aktinomisin D (10ug/ml) NaBt + Aktinomisin D
C Caco-2
201 A - AKID (10pg/ml)
15 -=- NaBt (5mM)
< 10- -+ NaBt (5mM) + AktD (10ug/ml)
z
T 5
o~ 1
s 107 1 b
O 0.8
O o6 -
0.4
0.2
0-0 T T T T T T T
> 2 > B > 2 2
2 N P P 2 2 2
& 0.;}- ‘)9 q'e, a2 2 2
© N
NaBt + Aktinomisin D

Sekil 8. NaBT'iIn mRNA sentezinin durdurulmasi durumunda COX-2 mRNA
stabilitesine etkisi.

(A) HT-29 hucreleri 48 saat boyunca 3mM ve 5mM NaBt ile muamele edilmistir. Takiben hem NaBt ile
inkiibe edilmis hem de edilmemis hiicrelere 1, 2 ve 4 saat boyunca 10 pg/ml Aktinomisin D verilmis, ardindan
COX-2 mRNA ifadesi RT-gPCR ile tayin edilmistir. Deneyin sonucunda NaBt ile muamele edilen hicrelerde
kontrol grubuna oranla anlamh bir azalma goéralmuagstar. (B) HT-29 ve (C) Caco-2 hucrelerinde Akt. D
varliginda NaBt'in COX-2 mRNA kararlilidina etkisi incelenmistir. Hiicreler NaBt (5 mM), Akt. D (10 pg/mL)
ya da NaBt (5 mM) + Akt. D (10 pg/mL) ile serumsuz besi yerinde muamele edilmistir. COX-2 mRNA
seviyeleri gRT-PCR ile belirlenmistir. Normalizasyon, RAB7A mRNA seviyelerine gore yapilmistir. Sonuglar,
muamele edilmemis 0. saat kontrolliyle kargilastirilip, kat artigi olarak verilmis olup (meant SD), istatiksel
anlamliik one-way analysis of variance (ANOVA), post hoc Tukey's multiple comparison test ile
belirlenmistir.

mRNA’ya ek olarak, Caco-2 hicrelerinde Akt. D varliginda NaBt muamelesinin COX-2

protein seviyesine etkisi de incelenmistir (Sekil 9). 6 sa. sonunda, NaBt ile muamele
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edilen hlcrelerde, sadece Akt. D ile muamele edilen hicrelere kiyasla COX-2 proteininde
azalma s6z konusudur. 6. saatin sonunda COX-2 protein seviyesinin NaBt ve Akt. D ile
es zamanl olarak muamele edilen hucrelerde, sadece Akt. D ile muamele edilen hicrelere

kiyasla yuksek oldugu gorulmustar.
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Sekil 9. Caco-2 hiicrelerinde NaBT’in mRNA sentezinin durdurulmasi durumunda
COX-2 protein ifadesine olan etkisi.

Caco-2 hucreleri 6 saat boyunca NaBt, Akt. D veya NaBt ve Akt.D ile es zamanli olarak muamele edilmis,
COX-2 protein seviyesi western blot ile belirlenmistir. GAPDH yikleme kontroli olarak kullaniimis olup,
densitometrik degerler 0. saat muamele edilmemis kontrole (K) gdre kat deg@isimi olarak verilmistir.

Sekil 9'da gosterilen veri, Caco-2 hicrelerinin sadece NaBt ile muamelesinin COX-2
protein seviyesinde blylk bir azalmaya yol agtigini goéstermektedir. mRNA sentezi AktD
ile engellenen hucrelerde NaBt muamelesinin COX-2 protein seviyesinin sadece AktD
muamelesi goren hucrelere kiyasla yuksek oldugu goralmustur. Bu yuzden, NaBt'in COX-
2’'nin  hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel duzenlenmesine neden
olabilecegi dusunulmus. Hipotezin incelenmesi igcin COX-2 geninin ve TNF (Tumor
Necrosis Factor) geninin 3'UTR’larini ve birgok farkli ARE’ye baglanan proteinin tanidigi
bir kanonik ARE sekansinin klonlandigi lusiferaz vektorlerini kullanarak raportdr gen

analizleri yapiimigtir.
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4.4. COX-2 3'UTR kararhihginin raportor gen ile arastiriimasi

Proje dnerisinde, Rapor 1 ve Rapor 2’de belirtildigi gibi, COX-2’nin buttiin 3’'UTR’sini, ARE
zengin bolgesini (ilk 170 baz ¢ifti) ve delta ARE bolgesini (geriye kalan 3’'UTR) psiCHECK2
vektorine klonlamistik; fakat, psiCHECK2'deki CMV promotdrianin NaBt muamelesine
oldukca duyarli oldugunu gosterecek sekilde bos vektor ile transfekte edilmis hucrelerde
dahi lusiferaz aktivitesinde énemli dlgide azalma gozledik. Bu nedenle, promotora NaBt
muamelesine yanit vermeyen bir raportor vektér arastirimistir. gwiZz RPS30M GFP
vektord, Dr. Khalid S. A. Khabar (Molecular BioMedicine Program, King Faisal Specialist
Hospital and Research Centre, Suudi Arabistan) ve ekibi tarafindan viral promotorlerin,
kullanilan uyaricilar karsisinda regule olma problemini ortadan kaldirmak Gzere
tasarlanmis bir yesil floresan protein raportor vektértudir. Vektorin tasarlanmasinda gWiZ
GFP omurgasi kullaniimis olup, vektérdeki CMV promotoéru kaldirilarak yerine RPSM30
ribozomal protein promotdrt klonlanmistir.  Promotérin  TATA sinyali ve SP1
transkripsiyon faktori baglanma bolgesi optimize edilmis ve bu modifiye promotor
‘RPMS30M” olarak isimlendirilmistir. Hitti vd., (2010) tarafindan yapilan deneysel
calismalar sonucunda, RPS30M promotérinin proinflamatuar sitokinlere cevap
vermezken, ARE baglanan proteinlerin c¢alisiimasi igin son derece uygun oldugu
gorulmastir (Hitti vd., 2010). gWIZ RPS30M EGFP bos vektori ile COX-2 3UTR ARE
bdlgesi ve mutasyona ugratiimis ARE bdlgesini iceren gWIZ RPS30M EGFP vektoru
laboratuvarimiza Dr. Khalid S.A. Khabar tarafindan hediye edilmistir. Oncelikle, GWIZ
promotdrunun NaBt'ye duyarli olup olmadigini arastiriimistir. Caco-2 hucreleri ya
psiCHECK2 bos vektora ya da pGWIZ RPS30M EGFP bos vektorl ile 24 sa transfekte
edilip ardindan 3 mM veya 5 mm NaBt ile 24 sa muamele edilmistir. HT-29 hucreleri
pGWIZ RPS30M EGFP bos vektort ile 24 sa transfeksiyonu takiben 3 mM NaBt ile 24 sa
muamele edilmigtir. Kontrol hicreleri vehikl (su) ile muamele edilmistir. Hucreler toplanip
EGFP ifadesi icin flow sitometre ile analiz edilmistir. psiCHECK2 vektorunin aksine,
pGWIZ RPS30M EGFP bos vektériinin NaBt'a duyarsiz oldugu goruldiginden (Sekil
10), lusiferaz raportdr analiz deneylerine bu vektor ile devam edilmistir.
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Sekil 10. NaBt muamelesi karsisinda psiCHECK2 lusiferaz ve pGWIZ RPSM30 EGFP
vektor sistemlerinde raportor aktivitesindeki degigimler.

(A) psiCHECK2 vektoru ile 24 saat boyunca transfekte edilen Caco-2 hucreleri, 24 saat boyunca 3 mM ya
da 5 mM NaBt muamelesi gérmustir. Rennila/firefly orani, NaBt ile muamele edilmemis BV’e goére kat artigi
olarak verilmigtir. pGWIZ RPSM30 -EGFP vektoru ile 24 saat boyunca transfekte edilen (B) Caco-2, (C) HT-
29 hiicreleri 24 saat boyunca 3 mM NaBt muamelesine tabi tutulmustur. inkiibasyon sonunda akis
sitometrisi ile belirlenen EGFP sinyal degerleri, NaBt ile muamele edilmemis hiicrelere kiyasla kat artisi
olarak verilmistir. istatiksel anlamlilik t test ile belirlenmistir (***p<0,001).

3. raporda belirtildigi gibi, ARE’ye baglanan birkag farkli proteini (HUR, AUF1 ve CUGBP-
2) klonlayip HEK293 hucrelerinde asiri ifadeledik (Detaylar Rapor 3 Bolum 3.4°de
sunulmustur). COX-2 3'UTR’Indan pGWIZ RPS30M EGFP vektérine klonlanan ARE
sekansinin ARE’ye baglanan proteinler varliginda duyarlihgini saptamak i¢cin HEK293
hicrelerinde mRNA'y1 stabilize eden CUGBP-2 ve HUR ARE’ye baglanan proteinlerini,
COX-2 ARE sekansini iceren pGWIZ RPS30M EGFP vektorayle birlikte asiri ifadeledik.
Deneylerde mutant COX-2 ARE sekansini iceren pGWIZ RPS30M EGFP vektoért kontrol

olarak kullaniimigtir. COX-2 ifadesinin yUksek oldugu durumlarda stabilizasyonu
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goOsterecek sekilde EGFP raportor sinyalinin yliksek olmasi beklenmistir. Deney sonuglari
CUGBP-2 (Sekil 11) veya HuR (Sekil 12) asiri ifadelenmesinin EGFP sinyalinde herhangi

bir artisa sebep olmadigi, bagka bir ifade ile 3’'UTR aktivitesinde stabilizasyon etkilerinin
olmadigi gorulmustdr.
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Sekil 11. CUGBP2 asin ifadesinin COX-2 ARE aktivitesine ve COX-2 protein
ifadesine etkisi.

(A) HEK293 hicreleri pPGWIZ RPSM30 CUGBP2 asiri ifade vektori ve pGWIZ RPSM30 EGFP-ARE / veya
EGFP-Mut.ARE raportor yapilari ile birlikte transfekte edilmistir. GFP sinyali, akis sitometrisi ile lgtlmus ve
bos vektére gbére normalize edilmistir. Sonuclar kat degisimi olarak sunulmus ve U¢ bagdimsiz deneyin
ortalamasi olarak verilmistir. istatistiksel anlamhlik Post hoc Tukey'in goklu karsilastirma testi kullanilarak
belirlenmistir. (B) HEK293 hicreleri pGWIZ RPSM30 CUGBP2 vektort ile transfekte edilmis ve elde edilen
lizatlar Western blot tekniginde kullanilarak CUGBP2 ve COX-2 proteinlerinin ifade seviyesi igin analiz
edilmigtir. istatiksel anlamliik ANOVA ve Tukey’s post hoc test ile belirlenmistir (*p<0,05, **p<0,01).
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Sekil 12. HUR asin ifadesinin COX-2 ARE aktivitesine ve COX-2 protein ifadesine
etkisi.

(A) pGWIZ RPSM30 EGFP-ARE veya EGFP-Mut.ARE vektoérleri pGWIZ RPSM30 HuR vektori ile beraber
veya ayri ayri HEK293 hiicrelerine transfekte edilmistir. GFP sinyali, akis sitometresi ile dlclimis ve
sinyaller bos vektére gbére normalize edilerek, iki bagimsiz deneyin ortalamasi olarak kat artigi olarak
verilmistir. Istatistiksel anlamlilik one-way analysis of variance (ANOVA), post hoc Tukey's multiple
comparison test ile belirlenmistir. (B) iki ayri koloniden (C#4, C#7) izole edilen pGWIZ RPSM30 HuR
vektorleri HEK293 hiicrelerine transfekte edilmis ve Western blot kullanilarak HUR ve COX-2 ifadesi
belirlenmigtir. istatiksel anlamlilik ANOVA ve Tukey's post hoc test ile belirlenmigtir (**p<0,01, ***p<0,001)

Sekil 11 ve Sekil 12°de goéruldugu gibi, ARE sekansinin varligi bos vektére goére raportor
(EGFP) sinyalinde azalmaya neden olurken, bu durum mutasyonlu ARE sekansi
kullanildiginda tersine donmustiar. Bu da raportor sistemin calistigini gostermektedir.
Fakat ARE’ye baglanan proteinlerin asiri ifadelenmesi basarili olmasina ragmenraportor
gen ifadesinde bir degisiklige yol agmamistir. Bu durumun bir¢ok agiklamasi vardir:

1. EGFP sinyali, flow sitometre yardimiyla, eksitasyon 488nm’de ve emisyon 525nm’de
kullanilarak saptanmistir. Bu dalga uzunluklari, EGFP igin en ylksek eksitasyon olan 395
nm ve en yuksek emisyon olan 509nm’den ¢ok uzaktadir. Ayrica Khabar grubu, raportor
sinyali saptamak igin flow sitometri kullanmamistir (Hitti vd., 2010). Bu sebeple, raportor
sinyaldeki kuicuk degisimleri saptayamamis olma ihtimalimiz vardir.

2. ARE’ye baglanan proteinlerin sitoplazmik yer degistirmesini (aktiflesmesi) ve RNA'ya
baglanmasini dizenleyen sinyal yolaklari HEK293 hucrelerinde aktif degildir.

Bu yuzden, raportor gen ifadesinin kantitatif tayini i¢in [iminesans temelli Super Nanoluc

raportor sistemini kullanmaya karar verdik. Raportor analiz i¢in normalizasyon atesboceqi
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(Firefly) vektorl ile yapilmistir. Butin vektérler RPS30M promotorini igermektedir (Hitti
vd., 2010) ve Dr Khalid S.A. Khabar tarafindan hediye edilmistir. Oncelikle bu vektordeki
RPS30M promotorunin de NaBt’a duyarli olup olmadigi arastiriimigtir. Bunun igin, Caco-
2 hicreleri RPS30M Nanoluc bos vektord ile transfekte edilmis, ardindan 48 sa. boyunca
5mM NaBt ile muamele edilmistir. Hlcre lizatlarinin nanolusiferaz analizi icin Nanoluc
luciferase kit (Promega) kullaniimigtir. Sonuglar bu vektor promotorianin de NaBt'a yanit

vermedigini gostermigtir (Sekil 13).

2k Caco-2

1.5+ ns
1.04

0.5+

NanoLuc/Firefly Oran

0.0-

BV+NaBt

Sekil 13. NaBt muamelesi karsisinda pGWIZ RPSM30 Nanoluc vektor sistemlerinde
raportor aktivitesindeki degisimler.

pGWIZ RPSM30 Nanoluc bos vektori (BV) ile 24 saat boyunca transfekte edilen Caco-2 hiicreleri, 48 saat
boyunca 5 mM NaBt muamelesi gormustur. Nanoluc/firefly orani, NaBt ile muamele ediimemis BV'e gore
kat artisi olarak verilmistir. Inkiibasyon sonunda Istatiksel anlamhlik t test ile belirlenmigtir.

Birgok farkl sekansi, NaBt muamelesinden sonra gen ifadesindeki rollerini arastirmak igin
pGWIZ RPS30M Nanoluc vektdrane klonladik.

1. COX-2 3'UTR’nin ARE zengin bdlgesi (ilk 170 baz cifti)

2. COX-2 3’'UTR’nin ARE zengin bolgesi disinda kalan DELTA ARE boélgesi

3. RBP’ler tarafindan post-transkripsiyonel dizenlemeye ugrayan bagka bir inflamatuvar
gen olan TNFa’'nin 3'UTR bdlgesi (Kafasla vd., 2014)

4. Birgok farkl RBP’nin baglanabildigi yapay bir ARE sekansi (Helfer vd., 2012)

5. Sadece HuR RBP’nin baglanabildigi bir yapay ARE sekansi

Caco-2 hucreleri bu vektorlerle 6 sa boyunca transfekte edilmis ve ardindan bu hicrelere

48 sa boyunca 5 Mm NaBt muamelesi uygulanmigtir. Bos vektor ile transfekte edilen ve
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muamele gérmeyen hucreler kontrol olarak kullaniimigtir. NaBt varhiginda COX-2 ARE
zengin bolgesi 3'UTR aktivitesinde onemli Ol¢gide olmamakla birlikte bir azalma
gozlenmistir (Sekil 14A). Ek olarak, COX-2 3'UTR’nin Delta ARE sekansinin 3’'UTR
aktivitesinde de benzer bir degisim s6z konusudur. TNFa 3'UTR’nin ARE sekansinin

klonlandigi vektorde ise 3’'UTR aktivitesinde gli¢lu bir azalma s6z konusudur (Sekil 14A).

llging olarak, yapay ARE vektoéri (Art ARE) ve HUR'in baglandigi ARE vektérii (HUR ARE)
ile transfekte edilip, muamele yapilmayan Caco-2 hucrelerindeki lusiferaz aktivitesi bos
vektore gore oldukga yuksektir ve bu durum stabilize eden proteinlerin baglandigini
gOstermektedir. Ayrica, 48 sa boyunca 5 mM NaBt muamelesi géren hicrelerden alinan
lusiferaz sinyalinde, klonlanan her iki ARE sekansi i¢in de 6nemli bir azalma s6z
konusudur (Sekil 14B). Hem stabilize eden hem de destabilize eden RBP’ler genlerin
3'UTR’lerine baglanabilmektedirler ve bu RBP’lerin, ARE sekanslarina baglanmak igin
birbirleriyle yarigtiklari bilinmektedir (White vd., 2013). Ek olarak, bu 3'UTR sekanslarinda
microRNA’lar icin baglanma sekanslari da bulunabilmektedir. COX-2 ve TNFa 3'UTR
sekanslarindan dusik sinyal almamizin sebebi rekabet halindeki birgok farkli RBP’nin
veya mMiIRNA’nin muhtemel baglanmasi olabilir. Yapay ARE (Art. ARE) sekansina
baglanan tahmini RBP’ler RBPDB (http://rbpdb.ccbr.utoronto.ca/) ile analiz edilmistir ve
HuR (ELAVLA1, 5 baglanma bdlgesi), HuB (ELAVLZ2, 3 baglanma bolgesi) ve TTP (ZFP36,
3 baglanma bdlgesi)'nin bulundugu sinirh sayida RBP’lerin bu ARE’ye baglanabildigi
gorulmustur. Bu yuzden, bu yapay ARE, NaBt varliginda daha ¢ok degisim gostermistir.
HuR’in baglandigi yapay ARE i¢in yapilan analiz, sadece HUR’in bu sekansa baglandigini

gOstermisgtir.
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Sekil 14. 3’'UTR aktivitesinde NaBt’in etkisini gosteren Lusiferaz analizi.

(A) COX-2 ve TNFa ARElari ve (B) gesitli RBP’nin baglandigi yapay ARE ve sadece HuR’in baglandigi
yapay ARE. Caco-2 hucreleri bu vektorlerle 6 sa boyunca transfekte edilmis ve ardindan bu hiicrelere 48
sa boyunca 5Mm NaBt muamlesi uygulanmistir Hiicreler toplanip lusiferaz aktivitesi i¢in islenmigtir. Firefly
lusiferaz genini igeren bir vektdr normalizasyon kontrolii olarak kullaniimistir. ki bagimsiz tekrarin
istatistiksel analizi icin ANOVA’y! takiben posthoc ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir (****p<0,0001, ns:
istatistksel olarak anlamli degil).

NaBt'in hem Caco-2 hem de HT-29'da COX-2 ifadesini azalttigi Sekil 2, 3 ve 4’te
gosterilmektedir. Her iki hicre hattinda da yapilan Aktinomisin D takip deneyi post-
transkripsiyonel diizenlemenin varligina isaret etmistir (Sekil 8). Cesitli ARE sekanslarinin
kullanildidi lusiferaz analizinde, NaBt muamelesinin lusiferaz aktivitesinde azalmaya
sebep olmasi destabilize eden proteinlerin mMRNA’ya baglanmasindaki artmadan veya
stabilize eden proteinlerin mRNA’ya baglanmasindaki azalmadan kaynakh olabilir. Bu
sebeple, NaBt muamelesinin RNA’'ya baglanan proteinlerin ifadesinde bir degisiklige
sebep olup olmadigini incelenmistir. Bunun icin, halka acik mikrodizi verilerinin detayl

bioinformatik analizini yapilmistir.

4.5 RBP’lerin ifadesinde NaBt’in roliiniin in silico analizi

0, 6,12 ve 24 sa 2 mM sodium butirat (NaBt) ile muamele gérmus immortalize, transforme

olmamig fare kolon epitel hicre hattindan elde edilen halka acik mikrodizi veri seti

39



(GSE4410) RBP’lerin ifadesi igin analiz edilmigstir (Tabuchi vd., 2006). Fare hticrelerinde
ifadelenen RBP’lerin listesi RBPDB’den alinmistir (Cook vd., 2011). 313 RBP ifadesi i¢in
olusturulan 1s1 haritasi NaBt muamelesinin RBP’lerin buyuk bir kisminda azalmaya sebep
oldugunu goéstermektedir: 43 RBP geninin ifadesinde artis, 117 RBP gen ifadesinde

azalma s6z konusudur (Sekil 15).

Pprct
Pcbp1
Larp7
Rbms1
Hnmpab
Acin1
Rbm39
2 Esmp2
"~ Hnmpat
Celf2
Ewsr1
Cpeb4
Mkmn3
Rbfox3
Carhsp1

Ppargcia
Cpeb3
Supt6
Csdc2
Zfp36

Sekil 15. NaBt ile muamele edilen fare kolon epitel hiicrelerinde birgok RBP’nin
azaligini gosteren isi haritasi.

NaBt muamele suresi arttirkga, ifadesi artma ya da azalma yodninde degisen RBP’lerde
gorulen ifade degisiminin daha guglu olarak ortaya ¢iktigi belirlenmistir. (Sekil 16A). 26
RBP’deki azalma ve 9 RBP’deki artmanin, incelenen en erken muamele suresi olan 6 saat
icin de gecerli oldugu goérilmis olup (Sekil 16B); bu genlerin hepsi igin incelenen
muamele slresince gen ifadesi anlaminda oldukga guglu degisiklikler belirlenmistir. NaBt
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varliginda her zaman noktasinda énemli dlglide azalan ve artan genlerin bir sinyal agi
olusturup olusturmadigi STRING kullanarak sorgulanmistir. Azalig gosteren RBP’lerin siki
bir ag olusturdugunu gorilirken (kirmizi gizgilerle gdsterilmigtir), artis gésteren RBP’lerin
gorece daha zayif bir etkilesim agi (gri gizgilerle gosterilmistir) olusturdugunu géralmustar
(Sekil 16C). Artis gosteren RBP’lere oranla azalig gosteren RBP’lerin birbirine daha yakin

ve daha genis kapsamli bir sinyal yolaginin pargasi olmasi olasidir.

A o | e cd 1 Napt_12 $ L. Cont 7| NaBt24 g Cont
w ) .":': A
b s . b 3 Vi
3 3 3 i 3~ A,
a / g 24 2 R < S i
2 & 3 s 2 ARl 2 {,
2 g IEESE L : St
= . RS . L
o L v, & E s
i ) '-i .:‘ & 2
5 ' 21 i 3 2 *
g - — "l — ° ; : ;
3 1 0 1 2 3 3 2 10 1 2 3 2 0 2 1
logFC logFC logFC
6 saat NaBt 12 saat NaBt 24 saat NaBt
Igf2bp1
c . ‘ B 7' ~/Im\
‘ w p
e “ ® . @
™ | . - '
e [\ /@& LT .
' ‘ A { o/ / g
2 |/ @ ®
[ \ // =2 7 - 7]
E e o 0 ¢ :
: e/ ° :
: e ©@ :
o R S w

Up-regule eden RBP’ler

Down-regiile eden RBP’ler

Sekil 16. NaBt valiginda RBP’lerin azalmasinin zamana dayali oldugunu gosteren
GSE4410 analizi.

(A) Volkan grafikleri 6, 12 ve 24 sa NaBt muamelesi gérmis hiicrelerde RBP’lerin (kirmizi noktalar)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (FDR<0.05) azalmasini gdstermektedir. (B) Ven semalari, artis
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g6steren RBP’lere oranla (9 RBP), 6 saatlik muameleden baslayarak ¢ok daha fazla RBP’nin azaldigini (26
RBP) gostermektedir. (C) STRING ag analizi, azalan RBP’lerin (24 sa muamele ile) artan RBP’lere goére
¢ok gugll bir etkilesim agi olusturdugunu gostermektedir

4.6 NaBt ile muamele edilmig Caco-2 ve HT-29 hiicrelerinde RBP’lerin ifadesi

Akt. D varhginda, yani promotor etkisine bagli yeni mRNA sentezi olmadiginda, NaBt
muamelesinin Caco-2 hucrelerinde COX-2 mRNA'sIni stabilize ettigi, bu etkinin proteine
de yansidigi, HT-29 hicrelerinde ise NaBt'in COX-2 mRNA kararliligina dramatik bir etkisi
olmadigi belirlendikten sonra, Caco-2 hucrelerinde gorilen NaBt'a baglh artan mRNA
kararhginda 3'UTR’a baglanan proteinlerin etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla,
oncelikle aday protein ifade duzeyleri incelenmistir. COX-2 3'UTR’inda birgok AU
nukleotidlerince zengin diziler (AU zengini elementler veya AREs) bulunmaktadir. Bu
dizilere baglanan proteinler (ARE-binding protein-AREBP) mRNA kararligini etkileyebilir;
potansiyel olarak yeni sentezlenmis RNA’ya baglanabilir ve RNA’nin kararliigini arttirarak
yari éGmri uzatabilir (HUR ve CUGBP2 gibi) ya da mRNA’'nin hizli bir sekilde yikimina
neden olabilir (AUF1 ve TTP gibi). Ayrica mRNA’nin translasyonunu baskilayabilir (TIAR
gibi) (Chen ve Shyu 1995). COX-2’'nin ARE’ye baglanan proteinler tarafindan post-
transkripsiyonel olarak dizenlendigi gosterilmistir (Dixon vd., 2000). Bu verilerden yola
cikarak, COX-2 mRNA kararliiginda ve translasyonunda etkisi olan AUF-1, CUGBP-2,
HuR ve TIAR’In ifade duzeylerinin NaBt muamelesiyle nasil degistigini arastirdik. AU
zengin bodlgelere baglanan proteinler hem g¢ekirdek hem de sitoplazmada bulunabilir,
hicre alti konumlari (¢ekirdek ya da sitoplazma) etki sekillerini ve hedef mRNA’larinin
hicre ici lokalizasyonlarini etkileyebilir (David vd., 2010). Bu nedenle, arastirdigimiz her
protein igin ifade duzeyindeki degisim hem c¢ekirdek hem de sitoplazmik fraksiyonlar igin
belirlenmistir. Aragtirilan proteinler arasinda, AUF1 (ARE/ poly(U)-binding/ degradation
factor 1) ve TTP (Tristetraprolin), hedef mRNA’larina baglanarak mRNA yikimini arttiran
(de-stabilize edici) proteinlerdir. Ancak, AUF1’in ugbirlestirme (alternative splicing) ile
olusmus, ARE iceren mRNA’lar1 stabilize veya de-stabilize eden dort varyanti vardir.
Bunlardan p45 (45kD) 8 ekzona sahip olmakla birlikte, p42 varyantinda ekzon 2, p40
varyantinda ise ekzon 7 bulunmaz. p37°de ise hem ekzon 2 hem de ekzon 7 yoktur ($ema
1). Ekzon 2 ve ekzon 7’nin olmasi veya olmamasi olduk¢a énemlidir, ¢inkl p37 ve p40'ta
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ekzon 7’nin olmamasi bu izoformlarin ubikitinasyona ugramasina ve bu esnada
baglandiklari RNA ile birlikte degrade olmasina neden olmaktadir. Diger yandan, p37 ve
p42’de ekzon 2’nin bulunmamasi, bu izoformlarin RNA’ya baglanma egilimini arttirir
(Wagner vd., 1998).

Sema 1. AUF1'in ugbirlestirme (alternatif splicing) ile Greten dort varyanti.

Kullandigimiz kanser hicre hatlarinda TTP ifadesi oldukga distk iken, AUF1 ifadesi
oldukga yuksektir. Ek olarak, HT-29 ve Caco-2 hiucrelerinde 48 saatlik NaBt muamelesi,
hem sitoplazmada hem de cekirdekteki AUF1 protein seviyesini azaltmigtir (HT-29
hicrelerinde her ki fraksiyonda %70’e varan, Caco-2 hucrelerinde sitoplazmik
fraksiyonda %65, cekirdek fraksiyonunda ise %85 azalma) (Sekil 17). Sekil 17’deki
western blot deneyinde AUF1 izoformlari, yiksek molekuller agirliktan baglayarak 1’den
4’e kadar numaralandirilarak gosterilmistir: 1 numarali bant en yuksek molekuiler agirliga
sahip olan izoformu, 4 numarali bant ise en disuk molekuler agirliga sahip olan izoformu

gOstermektedir.
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Sekil 17. HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde NaBt muamelesinin AUF1 protein ifadesine
etkisi.

(A) HT-29 ve (B) Caco-2 hiicrelerinden 48 saat NaBt muamelesi ardindan sitoplazmik/gekirdek (SIT/NUK)
proteinleri ve total protein (tim hticre) izole edilmistir. AUF1 ifadesindeki degisim, NaBt ile muamele edilen
orneklerin muamele edilmemis kontrol grubuna goére belirlenmistir. Topoll ve GAPDH sirasiyla nikleer ve
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sitoplazmik ylkleme kontrolii olarak kullaniimistir. Sekildeki western blot deneyinde AUF1 izoform bantlari,
1’den 4’e kadar numaralandirilarak gdsterilmistir. Bu numaralandirmada, 1 numarali bant en yiksek
molekiler agirliga sahip olan izoformu (p45), 4 numarali bant ise en diisiik molekuler agirhga sahip olan
izoformu (p37) temsil etmektedir. NaBt muamelesi numaralandirilan AUF 1 izoformlarinin protein seviyelerini
ciddi olgide azaltmistir. Densitometrik analizlar sadece c¢ok ifadelenen izoformlar igin (p45 ve p42)
yapilmistir. Sonuglar ¢ biyolojik replikenin ortalamasi seklinde olup kat degisimi + SD seklinde
gosterilmistir. Muamele edilmemis kontrole gore istatistiksel anlamliik Tukey’s ¢oklu kargilastirma testi ve
one-way ANOVA ile belirlenmistir.

HuR (Human antigen R) calismada ifadesi incelenen bir diger AREBP’dir. HUR, mRNA’ya
baglandiginda stabilize edici etki gdstermekle birlikte translasyonu inhibe eder (Brennan
ve Steitz, 2001). HuUR'In COX-2 3’'UTR’Iina baglandidi bilinmektedir (Dixon vd., 2000).
NaBt muamelesi HT-29 hucrelerinde sitoplazmik HUR miktarinda %50 azalmaya neden
olurken, total hiicre proteiniyle gercgeklestirilen deneylerde, muamele edilmemis hicrelerle
kiyaslandiginda protein seviyelerinde degisim gozlenmemigtir. Dolayisiyla, HT-29
hicrelerinde HUR'in daha ¢ok ¢ekirdekte konumlandigi, NaBt muamelesi ile ¢ekirdekteki
HuR dlzeyinde istatiksel olarak anlamh olmamakla birlikte artis trendi goéruldagu
sOylenebilir (Sekil 18A). Caco-2 hicrelerinde ise 5 mM NaBt, ¢gekirdekte lokalize olan HUR
miktarinda azalmaya neden olmustur. Ek olarak, Caco-2 hicrelerinden toplanan total
protein ve sitoplazmik fraksiyonda HuR miktari g6z ardi edilebilecek kadar az olmakla

birlikte, protein ¢ekirdekte toplanmistir (Sekil 18B).
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Sekil 18. HT-29 ve Caco-2 hiucrelerinde NaBt muamelesinin HUR protein ifadesine
etkisi.

(A) HT-29 ve (B) Caco-2 hiicrelerinden 48 saat NaBt muamelesi ardindan sitoplazmik/gekirdek (SIT/NUK)
proteinleri ve total protein (tim hicre) izole edilmistir. HuR ifade seviyelerinin analizi, NaBt ile muamele
edilen érneklerin muamele edilmemis kontrol grubuna goére kiyaslanmasiyla gerceklestirilmistir. Lamin B1
ve GAPDH sirasiyla nukleer ve sitoplazmik yiukleme kontroli olarak kullaniimistir. NaBt muamelesi, HT-29
hicrelerinde sitoplazmik, Caco-2 hiicrelerinde ise nikleer lizatlarda HuR protein seviyelerinin dnemli élglide
azalmaya neden olmustur. Sonuglar ¢ biyolojik replikenin ortalamasi seklinde olup kat degisimix SD
seklinde gdsterilmistir. Muamele edilmemis kontrole gore istatistiksel anlamlilik Tukey’s ¢oklu karsilastirma
testi ve one-way ANOVA ile belirlenmistir.

RNA’'ya baglanan bir diger protein olan CUGP2’'nin de NaBt ile nasil degistigi
incelenmigtir. CUGBP2 western blot analizinde, iki bant halinde ve beklenilen molekuler
agirhikta (62/54 kD) gézlenmistir. CUGBP protein ailesi, yiksek homolojiye sahip 4 Gyeden
olusmaktadir (Dasgupta ve Ladd 2012). Dolayisiyla, kullanilan antikorun CUGBP2
digindaki diger aile tUyelerini tanimasi olasidir. Bununla birlikte bu bantlar proteinin post-
translasyonel modifikasyonunu da gdsteriyor olabilir. Uretici firmaya ait antikor bilgisinde
bantlarla ilgili aciklama bulunmadigindan, western blotta gozlenen her iki bant da
densitometrik analize dahil edilmistir. HT-29 hucreleri 48 saat NaBt ile muamele
edildiklerinde, hem stoplazmik hem de c¢ekirdek fraksiyonlarinda CUGBP2 ifadesinin
azaldigi goértulmustar. 54 kD CUGBP2 5 mM NaBt muamelesi ile yaklasik %80 oraninda
azalmistir (Sekil 19A). NaBt ile muamele edilmis Caco-2 hilicrelerinde bu azalma daha

dusuk olmakla birlikte, sadece sitoplazmik fraksiyonda gozlenmistir (Sekil 19B).
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Sekil 19. HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde NaBt muamelesinin CUGBP2 protein

ifadesine

(A) HT-29 ve (B) Caco-2 hiicrelerinden 48 saat NaBt muamelesi ardindan sitoplazmik/gekirdek (SIT/NUK)
proteinleri ve total protein (tim hicre) izole edilmistir. CUGBPZ2 ifade seviyelerinin analizi, NaBt ile muamele
edilen drneklerin muamele edilmemis kontrol grubuna gore kiyaslanmasiyla gerceklestiriimistir. Lamin B1
ve GAPDH sirasiyla nikleer ve sitoplazmik yikleme kontroli olarak kullaniimistir. NaBt muamelesi,
CUGBP2 protein seviyelerinde buyuk bir azalmaya neden olmustur. Sonuglar G¢ biyolojik replikenin
ortalamasi seklinde olup kat degisimit SD seklinde gdsterilmisti. Muamele edilmemis kontrole goére

olan etkisi.

istatistiksel anlamlilik Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi ve one-way ANOVA ile belirlenmisgtir.
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Bir bagska AREBP olan TIAR, hedef mRNA’ya baglanarak translasyonu inhibe eder
1999).

fraksiyonunda proteinin her iki izoformunda da (42/50 kD) 6nemli 6lglide azalmaya neden

(Gueydan vd., HT-29 hucrelerinde 48 saat NaBt muamelesi, c¢ekirdek
olmustur. Sitoplazmik kisimda ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degisim
gozlenmemigtir (Sekil 20A). Buna karsin, Caco-2 hicrelerinde 50 kD’luk izoformun NaBt
muamelesiyle her iki hiucre fraksiyonunda da yaklasik %50 oraninda azaldigi, 42kD’lik

izoformun ise sadece sitoplazmik fraksiyonda azaldigi goralmustar (Sekil 20B).
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Sekil 20. HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinde NaBt muamelesinin TIAR protein ifadesine
olan etkisi.

(A) HT-29 ve (B) Caco-2 hiicrelerinden 48 saat NaBt muamelesi ardindan sitoplazmik/gekirdek (SIT/NUK)
proteinleri ve total protein (tim hicre) izole edilmistir. TIAR ifade seviyelerinin analizi yapilirken, NaBt ile
muamele edilen 6rnekler muamele edilmemis kontrol grubuna gére kiyaslanmistir. Topollf ve GAPDH
sirasiyla nukleer ve sitoplazmik yikleme kontrolii olarak kullaniimistir. Her iki hiicre hattinda da TIAR'In
nikleer seviyeleri 48 saatlik NaBt muamelesi ile 6nemli élgide azalmistir. Uretici firmaya ait antikor
bilgisinde TIAR proteini 2 bant olarak gosterilmis oldugundan (1 ve 2 olarak etiketlenmistir), her iki bant da
densitometrik analize katilmistir. Sonuglar ug¢ biyolojik replikenin ortalamasi seklinde olup kat degisimit SD
seklinde goésterilmistir. Muamele edilmemis kontrole gore istatistiksel anlamlilik, Tukey’s ¢oklu kargilastirma
testi ve one-way ANOVA ile belirlenmistir.

4.7 RBP’lerin sitoplazmaya yer degistirmesinde rol alan sinyal yolaginin
aciklanmasi

Bu projede ayrica gerek in silico analizler gerekse laboratuvar ¢alismalarimizda bir kisim
RBP’nin NaBt varliginda hem ifadelerindeki hem de sitoplazma-gekirdek arasindaki yer
degistirmelerine dayanarak sinyal ileti yollarinini etkileyip etkilemedigini incelenmigtir. Bu
amagla, HUR asagida belirtilen nedenlerden dolayi aday olarak segilmistir:

1. HuR'un c¢ekirdekten sitoplazmaya yer degistirmesindeki sinyal mekanizmalari iyi
tanimlanmisgtir (Kim vd., 2010; Kim vd., 2008; Kim ve Gorospe 2008).
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2. NaBt ile muamele edilmis HT-29 hucrelerinde HuR’in ¢ekirdekteki protein seviyesinin
artmasina bagli olarak sitoplazmik yer degistirmesinde azalis (istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen) gorulmustur (Sekil 18).

3. NanoLuc raportér geninin arkasina HuR’in baglandidi bir sekansi klonlayinca, NaBt ile
muamele edilen hicrelerde, Nanoluc raportor vektorinin ifadesinde blyuk bir azalma
gorulmustar (Sekil 14).

HuR’In sitoplazmik yer degistirmesinin, COX-2 and TNFa gibi bir¢cok inflamatuar
MmRNA’nin stabilizasyonunda rol aynayan p38-MAP Kinaz-MAPKAP2(MK2) sinyal aksisi
fosforlanmasi tarafindan dizenlendigi goésterilmistir (Gurgis vd., 2014). Caco-2 ve HT-29
hdcrelerinin her ikisinde de, 48 sa, 1, 3 ve 5 mM NaBt muamelesi ile toplam (fosforlanmis
ve fosforlanmamig) p38 protein seviyelerini degistirmezken, fosforlanmig p38’de azalma
gorulmustar (Sekil 21). NaBt ile muamele gérmus Caco-2 hicrelerinde hem toplam hem
de fosforlanmis MK2 seviyelerinde azalma s6z konusu iken, HT-29 hicrelerinde
fosforlanmis MK2 seviyeleri azalmig, toplam MK2 ise degismemistir. Bu durum, p38-MK2
sinyal aksisinin aktivasyonundaki azalmanin HuR’nin sitoplazmik yer degistirmesindeki

azalmaya katki sagladigini géstermektedir.

Caco-2 HT-29
A NaBt (48 saat) NaBt (48 saat)
Veh 1mM 3mM 5mM Veh 1TmM_ 3mM_ 5mM
p-p38 — — -; prs— -
1 0.64 0.54 0.78 1 0.88 0.47 0.22
P38 | e — S e —
1 119 1.27 1.41 1 12 096 141
p-MK2 47/49kD | ™= =mm - — —
1 115 0.24 0.7 1 071 0.58 0.48
MK2 47/49 kD | W sam P S —
1 0.8 0.47 0.2 1 126 0.86 0.8
BACN 42kD | " s e e | | Sy — S

Sekil 21. NaBt ile 48 sa. muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde p38 ve MK2

sinyal aksisinin fosforlanmasi.

Hucreler, farkli NaBt konsantrasyonlariyla 48 sa. muamele edilmis ve ardindan Western Blot igin total hiicre
lizati toplanmistir. Densitometrik analiz, vehikdl ile muamele edilmis hlcrelere gdre yapilmis ve yikleme
kontroliine (B-aktin) gére normalize edilmigtir.
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iiging olarak, baska bir HDAC inhibitérii olan salisilhidroksamik asit (SAHA) ile muamele
edilen hucrelerde, MK2 fosforlanmasinda, duisuk dozlarda hafif bir artma ve yuksek dozda
azalma (Caco-2) gozlenmis veya higbir degisim gozlenmemistir (HT-29) (Sekil 22). Bu
durum, NaBt'in bu sinyal agindaki etkisinin, HDACi 06zelligine bagli olmadigini

gOstermektedir.

SAHA (uM) SAHA (uM)
Veh 25 50 75 Veh 25 50 75
143 22 100

e s e e

e
pPMK2 47/49kD |5 - = - .
= 296 138 1 o (il W

Z-0%e)
62-1H

MK2 47/49 kD | " S — —

Sekil 22. SAHA ile 24 sa. muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde MK2
fosforlanmasi.

Caco-2 ve HT-29 hucreleri 0 - 7.5uM SAHA ile muamele edilmis ve total hiicre lizati Western Blot igin
toplanmistir. Densitometrik analiz toplam MK2 protein ifadesine goére uygulanmistir.

HuR’'un hedef mRNA’larina baglanmasi, stres baglantili kinaz Chk2 tarafindan HuR'un
belli hedef amino asitlerinden; S88, S100 ve T118 fosforlanmasi ile de
dizenlenebilmektedir (Doller vd., 2008; Kim ve Gorospe 2008). HuR’'un Chk2 tarafindan
fosforlanmasinin, HuR’un SIRT1 3’'UTR’ina baglanmasini azaltarak SIRT1 mRNA
bozunmasinda artisa yol actigi gosterilmistir (Abdelmohsen vd., 2007). Hucrelerin NaBt
ile muamelesinin Chk2 fosforlanmasina neden olup olmadiginin arastiriimasi i¢in western
blot deneylerine ek olarak hlcre donglsu analizleri yapilmis (Sekil 23); NaBt
muamelesinin hiicre dénglsu arreste sebep olma durumunu incelenmistir. Bu deney icin
HT-29 hdcrelerini segilmistir ciinkl bu hlcrelerde NaBt muamelesi ile HuR ifadesindeki
degisimden ziyade HuR’in hicrenin sitoplazma-gekirdek fraksiyonlarindaki duzeyinin
etkilenmesi s6z konusudur (Sekil 18A). HT-29 hiicrelerinin senkronizasyon i¢in gece boyu
ac birakilmasi beklenildigi gibi G1/S arrestini belirtecek sekilde G1 hicrelerinin oraninda
artisa neden olmustur; arrest edilmis hicreler 12 sa. boyunca serum igeren besi yerinde

blyUmeye birakilinca (release), hucrelerin tekrar hticre dongusune girdigi ve a¢ birakma
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modelinin senkronizasyon igin uygun oldugunu goésterecek sekilde G1 fazi hlcrelerinde
azalma oldugu gorulmustar (Sekil 23A). 5 mM NaBt ile 3,6,9 ve 12 sa. boyunca muamele

edilen senkronize hicrelerin S/G2 fazda toplamasina gorulmustar (Sekil 23B).
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Sekil 23. NaBt ile muammele edilmis HT-29 hiicrelerinde senkronizasyon igin gece
boyu a¢ birakma sonrasi hiicre dongusu profili.

(A): HT-29 hiicreleri serum icermeyen besi yerinde 18 sa. biyutildikten sonra %10 FBS iceren besi yerinde
serbest birakilmiglardir. Cogu hiicrenin G1/S’de senkronize oldugunu gdsterecek sekilde G1 fazindaki (G1
arrestteki) hiicrelerin ylizdesinde artis gozlenmistir. (B) Senkronize edilmis HT-29 hiicrelerinin 3, 6, 9 ve 12
sa. NaBt ile muamele edilmesi, 6-12 sa. muamele sonrasi bu huicrelerin S/G2 fazinda artisi gostermektedir

(kirmizi kutu).

Hucre dongusu kontrol noktasi proteini Chk2’nin DNA’'ya hasar veren maddeler varliginda
S/G2’de hicre dongusu arrestini baglattigi bilinmektedir (Kim vd., 2010). S/G2 arresti ile
orantili sekilde, NaBt ile muamele edilmis senkronize HT-29 hiicrelerde 3-12 sa. muamele

sonrasi Chk2’nun fosforlanmasinda belirgin bir artis gézlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. 3,6,9 ve 12 sa. NaBt ile muamele edilen senkronize HT-29 hiicrelerinde
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Chk2 fosforlanmasindaki artis.

HT-29 hicreleri gece boyu ag birakildiktan sonra %10 serum igeren besi yerinde 12 sa. boyunca serbest
birakilmiglardir (UT). Hiicreler daha sonra ya vehikil ile ya da NaBt ile 3-12 sa. muamele edilmislerdir.
Proteinler toplanip, Chk2 fosforlanmasi igin tahlil edilmislerdir. Densitometrik analizler kontrole (muamele
gormemis hicrelere) gére yapilmis ve yiukleme kontrolii B-actin’e gére normalize edilmistir. Sag taraftaki
Sekil 6 sa. NaBt muamelesi gormis HT-29 hiicrelerinde Chk2 fosforlanmasindaki istatistiksel anlamlilik
artisinl géstermektedir. istatistiksel anlamlilik t testi uygulanarak belirlenmistir (*p<0.05).

NaBt muamesinin gerek pChk2 gerekse hucre dongusunu en dramatik sekilde etkiledigi

6-9 saatlik surede, HuR sitoplazmik seviyesinde de c¢ok gugli (%30) bir azalma

gozlenmistir.
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Sekil 25. 3-12 sa. NaBt ile muamele edilmis senkronize HT-29 hiicrelerinde HuR’In
sitoplazmik seviyesi.

HT-29 hucreleri gece boyu ag birakildiktan sonra %10 serum igeren besi yerinde 12 sa. boyunca serbest
birakilmislardir. Hiicreler daha sonra ya vehikiil ya da NaBt ile 3-12 sa. muamele edilmiglerdir. Sitoplazmik
proteinler (Sit) toplanmis ve HUR Western Blot ile tahlil edilmigtir. Densitometrik analizler kontrole gore
yapilmis ve yukleme kontroli GAPDH’e gbére normalize edilmistir. Nukleer protein kontaminasyonun
olmadigi TOPOIIB kpontroll ile gosterilmigstir.

Caco-2 hucrelerinde Chk2 fosforlanmasinda bir degisiklik gézlenmemesi (Sekil 26) bu
hicrelerde p38/MK2 aksisinin HuR yer degstirmesinin dizenlenmesinde daha aktif
olabilecegini isaret etmektedir. Alternatif olarak, Caco-2 ve HT-29 hucrelerinin hucre
dongusu birbirinden farkli olabilir ve bu yuzden, hicre dongusune bagh Chk2
fosforlanmasi icin zaman diliminin ve HuR’nin sitoplazmik yer degistirmesindeki

degisimlerin farkh zaman noktalarinda gergeklesme olasiligi vardir.
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Sekil 26. 6 sa. NaBt ile muamele edilmis senkronize Caco-2 hiicrelerinde Chk2
fosforlanmasi.

Caco-2 hucreleri gece boyu serumdan mahrum birakiimis ve daha sonra 12 sa. boyunca %20 serum igeren
besi yerinde serbest birakilmistir (UT). Hicreler ya vehikll ya da NaBt ile 6 sa. muamele edilmislerdir.
Sitoplazmik proteinler toplanmis ve Western Blot ile Chk2 fosforlanmasi tahlil edilmistir. Densitometrik
analizler kontrole goére yapilmis ve yikleme kontroli GAPDH’ye gore normalize edilmistir.

4.8 HuR’un kendi baglanma sekanslarina baglanmasinda ve aktivitesinde NaBt’in
etkisi

NaBt varliginda HuR’nin sitoplazmik yer degistirmesindeki azalmanin 3’'UTR aktivitesinde
etkisi olup olmadigini incelenmigtir. Bu amacgla, HUR cDNA’'st RPS30M promotérini
iceren GWIZ ifade vektorine klonlanmigtir (Detaylar igin lutfen Rapor 3’e bakiniz). HUR'in
Caco-2 hucrelerinde asin ifadesi saglanmis ve NaBt''n HuR aktivitesindeki etkisi
asagidaki vektorler kullanilarak incelenmigtir:

1. COX-2 3'UTR’nin ARE zengin bdlgesi (ilk 170 baz cifti)

2. ifadesi RBP’ler tarafindan 3’'UTR aracili§i ile post-transkripsiyonel olarak diizenlendigi
bilinen baska bir inflamatuvar gen olan TNFa’nin 3'UTR bdlgesi

3. Sadece RBP’nin baglanabildigi yapay bir ARE sekansi

Her bir vektor icin, Nanoluc raportor sinyalindeki artisa bakarak, HuR asiri ifadelenmesinin
RNA sekansinda kararliliga sebep oldugu gérilmustir (Sekil 27). Hicreler 48 sa. NaBt
ile muamele edilince, raportdr aktivitede anlamli bir azalma sz konusu olup (Sekil 27),
bu durum HuR asir ifadelenmesinde bile, bu proteinin raportdr vektordeki baglanma

sekansina baglanmasinin engellendigini gdstermektedir (Sekil 27).

55



COX-2 ARE TNF-a ARE

- 4 . Kk ok
c ’ Y. 3 4- kK Exkk
2 E r A F
O 3. il I
> O 3
® =
= =
(&) -
=3 [1)
| =)
o |
c 14 o
@
= =
- g

04 (/2]

A < X
L >
& R R
« x
X
Yapay ARE Sekans
0.8- *kkk ek k
—

o
[=2]
L

NanoLuc/Firefly Orani
<) (=)
e e

o
o
L

~2~‘$~ P

Sekil 27. Farkli Nanoluc raportor yapilarinin 3’UTR aktivitesinde, HuR asin
ifadelenmesiyle birlikte NaBt'in etkisi.

Caco-2 hicreleri, COX-2 ve TNFa 3'UTR’de var olan ARE sekanslar veya yapay ARE sekans igeren
Nanoluc vektdrleri ile birlikte normalizasyon igin bir firefly vektdrt, 80 ng bos vektdr (Kontrol) veya 80ng HUR
asiri ifade vektoru ile 6 sa. transfekte edilmistir. Hicreler yikanip, 48 sa. boyunca NaBt ile muamele edilmis
(HuR + NaBt) ve sonrasinda lusiferaz deneyi i¢in kullaniimistir. Nanoluc okumasi Firefly okumasina goére
normalize edilmistir.
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4.9 NaBt varliginda HuR’In ARE sekanslarinabaglanmasinin RNA immiin ¢oktiirme
ile incelenmesi

NaBt varhginda HuR’'un hedef ARE sekanslarina baglanmasindaki azaligi daha iyi
incelemek igin, RNA immun ¢oktirme (RIP) deneyi yapiimigtir. Amag, HuR'In hedef
3'UTR sekanslarina baglanmasi incelenmesidir. Oncelikle, HUR'In gii¢lii bir sekilde
baglandigi bilinen elF4E mRNA’sinin 3'UTR’sine HuR baglanmasi arastiriimigtir
(Topisirovic vd., 2009). izotip kontrol IgG’ye gére HUR'In elF4E mRNA’sinin 3’'UTR’sine
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baglandigini goralmustir (Sekil 28). Bu sonug
kullanilan antikorun RNA baghh HuR’a basarili sekilde baglanip c¢okturaldiguni

gOstermektedir.

Caco-2

elF4E Kat Artigi

Sekil 28. HuR’'un elF4E 3’'UTR’ina baglanmasinin RNA immin c¢oktirme ile
belirlenmesi.

HuR'un elF4E 3'UTR’ina baglanmasi Caco-2 hiicrelerinde incelenmistir. HUR antikoru ile izotipe 6zgl 1gG
antikoruna goére 6nemli dlgiide daha fazla 3'UTR sekansi ¢oktirilmustir.

Daha sonra HuR’nin COX-2 3'UTR’sine baglanip baglanmadigini arastirilmistir. izotipe
6zgu 1gG baglanmasina gore HuR’'nin COX-2 3'UTR’sine baglanmasinin yaklasik 3 kat
daha fazla oldugunu goériimustir (Sekil 29). NaBt varliginda, bu baglanma neredeyse
sifira duserken izotipe 6zgl IgG baglanmasi degismemistir. HuUR'nin IgG’ye goére COX-2
3'UTR’ye U¢ kat daha fazla baglanmasinin nedenini daha iyi agiklayabilmek igin insan
transkriptomundaki HuR baglanma sekanslarini tanimlayan halka agik foto aktive

edilebilen ribonukleosit c¢apraz baglama ve immuin ¢oktirme (Photoactivatable
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ribonucleoside enhanced cross-linking and immunoprecipitation: PAR-CLIP) verilerini
(GSE29780) inceledik (Mukherjee vd., 2011). Arastirma, HuR'in 3’UTR’larina baglandigi
mRNA’lar ile sinirflanmigtir. Analiz sonuglari COX-2 3’'UTR’sine HuR’'un baglanmasinin
IgG kontrole goére oOnemli Ol¢gide artmadigini gostermistir. Bu, COX-2 3’'UTR’sinde
gozledigimiz onemli Olgcude olmamakla birlikte artisin nedeni olabilir. Yine de, NaBt

varliginda baglanmada 6nemli 6lgide azalma gozlenebilir.

Caco-2
47 O uT
NaB
3 T Bl NaBt

COX-2 Kat artisi
"

Sekil 29. NaBt varliginda COX-2 3’UTR’sine HuR baglanmasinda azalmanin RNA
immun ¢oktiirme ile gosterilmesi.

Caco-2 hicreleri NaBt ile 48 sa. muamele edilmis ve HuR antikoru veya kontrol olarak izotipe 6zgu 1gG
antikoru kullanilarak RIP deneyi yapiimigtir.

ARE sekanslarina HuUR baglanmasini daha iyi gosterebilmek icin, HCT-116 kolon kanseri
hicrelerini HUR baglanma sekansi iceren GWIZ RPS30M raportér vektort ile 6 sa.
transfekte edilmis, takiben 48 sa. boyunca NaBt ile muamele yapilmistir. Bu deneyde
HCT-116 hucreleri daha kolay transfekte edildikleri ve dolayisiyla endojen HuR proteinin
baglanmasi igin raportor vektordeki ARE sekansini ¢okg¢a saglayabildikleri igin
kullanilmigtir. RIP deney sonuglari HUR ARE sekansina HuR baglanmasinin NaBt

muamelesi ile 6nemli dlglide azaldigini géstermektedir (Sekil 30).

58



3 Vehikil

- 5o @ NaBt
2o
<
T
£
S
> 31
©
o *kkk
S
3 T
»n 14
1T}
o
<0 T T
\é’ ‘2\0

Sekil 30. Bir HUR baglanan ARE sekansina, NaBt varliginda HuR baglanmasindaki
azalmanin RNA immiin ¢oktiirme ile gosterilmesi.

HCT116 hicreleri HUR baglanan sekansin klonlandigi GWIZ RPS30M raportér vektor ile 6sa. transfekte
edilmis ve ardindan NaBt ile 48 sa. muamele edilmistir. Hlcreler toplanmis ve HUR antikoru veya kontrol
olarak izotipe 6zgii IgG antikoru kullanilarak RIP yapilmistir. istatiksel farkliliklar one way ANOVA ve Tukey
coklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir (****p<0.0001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Sodyum butirat (NaBt), bagirsak florasi tarafindan Uretilen ve kolon epitel hicreleri
tarafindan temel besin kaynagi olarak kullanilan kisa zincirli bir yag asitidir. NaBt'in histon
deasetilasyonunu inhibe etme (HDACI etkisi), hucresel farklilagsmayi hizlandirma ve
inflamasyonu baskilama gibi ¢esitli mekanizmalarda gorev aldigi bilinmektedir (Davie,
2003; Yin vd., 2001). Bu projede NaBt'in, AU nukleotidlerince zengin bdlgelere (AU-rich
element-ARE) baglanan proteinlerin (AREBPs) aktivitesini degistirerek ve/veya bu
proteinlerin mRNA'larin 3'UTR baglanma dinamiklerini etkileyerek inflamasyon ile iligkili

mRNA’larin kararliligini duzenleyebilecegi hipotezi aragtiriimistir.

Proje 6nerisinde sunulmus olan 6ncil calismalarda, iki farkli kolon kanseri hlicre hatti olan
Caco-2 ve HT-29'da NaBt muamelesinin, pro-inflamatuar bir protein olan COX-2'nin
mMRNA ifadesinde birbirinden farkli etkilere neden oldugu gérilmuastl. NaBt ile muamele
edilen Caco-2 hicrelerinde COX-2 mRNA ifadesinde artis, HT-29 hicre hattinda ise
azalma s6z konusuydu. Tekrar edilen deneyler ise, NaBt ile muamele edilmis olan HT-29
hicrelerinde COX-2 ifadesindeki azalmayi dogrularken, Caco-2 hucrelerinde COX-2
ifadesindeki azalma, sadece 48 saatlik inkiibasyon sonunda degil, 6, 12 ve 24 saat’lik
muamelelerde de goézlenmistir (Sekil 2). NaBt ile muamele edilen Caco-2 hcrelerinde
COX-2'nin enzimatik aktivitesinde ve protein ifadesinde dusus de gézlenmistir (Sekil 4 ve
5). Bu veriler ig paketi 3'Un bagsarili bir sekilde tamamlandigini da géstermektedir. Caco-
2, ileri duzeyde heterojen bir hiicre hatti olup (Walter ve Kissel, 1995) kontakt inhibisyona
bagli farkllasma 0&zelligine sahiptir. Caco-2 hicre hatti kullanilarak yapilan hicre
kultirunde, hucreler bireysel ve daginik yerlesimli blUyume yerine, koloniler olugturarak
bliyumektedir. Plaka igerisindeki hucre konfluensi oraninin 60-70% olarak korundugu
durumlarda dahi, hudcreler kontakt inhibisyona bagh olarak hizlica kendiliginden
farklilagsmaya gidebilir; bdylelikle farklilagsmis ve farkllagsmamis hlcrelerden olusan,
birbirinden ayri karaktere sahip karma populasyonlar olugabilir. Buna kargilik, HT-29
hlcreleri hicre kultirinde ayri ayri blyur, ayrica enterositlere farklilagabilmek igin
glikozdan yoksun besi yerine ihtiya¢ duyarlar (Rognoni vd., 1998). Bu verilere dayanarak,
Caco-2 hucrelerindeki COX-2 mRNA kararlihginin hucre kulturt kosullarina bagli

oldugunu ve bu kosullarin mRNA kararliiginda artma ya da azalmaya neden olabilecek
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proteinlerin COX-2 mRNA’sinin 3'UTR bdlgesi ile olan dinamik iligkilerini etkileyebilecedi

savini 6ne surmekteyiz.

Bahsedilen hicre kultird kosullarinin COX-2 mRNA Uzerindeki etkisinin anlasiimasi
amaciyla spontan farkhlasma modeli kullaniimigtir. Bu modelde Caco-2 htcreleri 100%
hiacre konfluensiye ulasmalarinin ardindan 10-20 gun suresince kulturde tutulur.
Yaptigimiz galismalar spontan farklilagsan Caco-2 hicrelerinde COX-2 ifadesinin mRNA
ve protein dizeylerinde tamamen kaybolacak dizeyde azaldigini (Bkz. Rapor 1, Sekil
14) ve arasidonik asitin COX-2 tarafindan oksijenizasyonunun enzimatik bir Grlini olan
PGE2'deki azaligin da COX-2 ifadesindeki azalmayla uyumlu oldugu gorulmastir (Bkz.
Rapor 1, Sekil 15). Bununla birlikte, farkhlasmis ve farkllasmamis Caco-2 hucreleri
arasinda COX-2 3'UTR aktivitesi agisindan bir fark gorilmemistir (Bkz. Rapor 1, Sekil
18). Bu yeni veri, kendiliginden farklilasmis Caco-2 hulcrelerindeki COX-2 diizenlemesinin
transkripsiyonel seviyede oldugunu gostermektedir. Ayrica bu sonug, kendiliginden
farklilasmig Caco-2 hicrelerinde, COX-2 ifadesini arttiran bir transkripsiyon faktoru olarak
NF-kB aktivitesinin, farklilasmamis hicrelere goére anlamli diizeyde azaldigini gosteren
bir diger calismamizi da dogrular niteliktedir (Astarci vd., 2012). Buttn bu veriler dikkate
alindiginda, NaBt ile muamele edilmis Caco-2 hucrelerindeki COX-2 mRNA ifadesindeki

degdiskenligin, bu hicrelerin heterojen yapisindan kaynaklandigi sdylenebilir.

NaBt bir pan HDAC inhibitéridir (Tong vd., 2004). COX-2 mRNA ifadesinin NaBt'in
HDACI etkisi ile baglantili olup olmadigini anlamak igin, Caco-2 ve HT-29 hucreleri diger
bir pan HDACI olan SAHA (Marks, 2007) ile muamele edilmis ve mRNA kararlihginin
dizenlenmesi sirasinda birgok AREBP’lerin aktivasyonu icin gerekli olan sinyal
mekanizmasi, siklikla p38 MAP Kinaz proteininin fosforile olarak aktiflesmesini takiben,
alt yolakta bulunan MK2 proteininin aktivasyonu ile baglamaktadir (Bachelor vd., 2002;
Han vd., 1996; Ming vd., 2001; Raingeaud vd., 1996). NaBt ile muamele edilen Caco-2
ve HT-29 hicrelerinde MK2 fosforilasyonunda anlamli bir azalma gézlenirken (Sekil 22),
SAHA ile muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hucrelerinde MK2 aktivasyonunda 6nemli bir
degisim gorulmemigtir. Bu veri, COX-2 mRNA kararlihginda rol oynayan sinyal

mekanizmasinin NaBt'a 6zgl oldugunun énemli bir gdstergesidir. Bu sonug, COX-2
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mMRNA kararliligini belirleyen mekanizmanin NaBt'in HDACi aktivitesinden blytk oranda
bagimsiz olabilecegini 6ne surmesi anlaminda bir ilktir; fakat, yakin zamanda yapilan bir
calisma translasyonel inhibitor TIA1’nin dovnregulasyonu yoluyla SAHA varliginda,
normal akciger fibroblastlarinda TGF- aracili COX-2 ifade azalmasinin kurtarilabildigini
goOstermigstir (Pasini vd., 2018). Ama TIA-1’in dovnregulasyonuna sebep olan sinyal
mekanizmasi bu c¢alismada incelenmemistir. Bu veri, NaBt'in COX-2 mRNA ifadesi
uzerindeki etkisinin HDACi aracih farklilagsmadan bagimsiz olabilecegini disundurmagtur
ve proje Onerisinde belirtilen is paketi 1 ve 2’nin basarili bir sekilde tamamlandigini

gOstermektedir.

Calismada, NaBt'nin COX-2 ifadesindeki rolinun hucresel farklilagsmadaki etkisinden
veya histon deasetilazlari inhibe etmesinden bagimsiz oldugunu gdésterildikten sonra,
NaBt'nin COX-2 transkripsiyonunu etkileyip etkilemedigini belirlenmigtir. Birgok ¢alisma,
batiratin NF-xB’yi inhibe ederek anti-inflamatuar aktivitesi oldugunu gdstermesine
ragmen, butirata bagh MAP Kinaz yolaginin aktivasyonunun bildirildigi ¢caligsmalar da
mevcuttur (Gill vd., 2018). Bununla birlikte, butirat ile muamele edilmis kolon epitel
hdcrelerinde IL-8,IL-17,IL-1b,IL-6,IL12 ve TNF-a gibi bir¢cok sitokinin ifadesinde azalma
da raporlanmigtir (Kim vd., 2013; Segain vd., 2000). Her ne kadar bu ¢calismada NF-«B
transkripsiyonel aktivitesinde veya bdutirat ile muamele edilmis Caco-2 hicrelerinde
cekirdege yer degistirmede belirgin bir degdisiklik gorilmemis olsa da, olasi bircok bagka
transkripsiyon faktort ya da duzenleyicisi, butirat ile muamele edilmis Caco-2 ve HT-29

hicrelerinde azalan COX-2 ifadesinden sorumlu olabilir (Hashemi Goradel vd., 2019)

Daha 6nce COX-2 ve TNFa 3’'UTR’lerinin butirat ile muamele edilmis hiicrelerde sirasiyla
TTP (ZPF36) ve TIS11B (ZPF36L1) mRNA destabilize eden proteinlerinin ifade ve
aktivitesindeki artistan dolayi destabilize oldugu gdsterilmistir (Sobolewski vd., 2015;
Fukae vd., 2005). Bu ¢alismada butirat varliginda ¢cogu RBP’nin ifadesinin azaldigi hem
in silico analizlerle hem de deneylerle gdsteriimesine ragmen (Bkz. Bolim 4.5), butirat ile
muamele edilen kolon epitel hicrelerinde ¢ok erken zamanlarda TTP (Zpf36) ifadesinin
arttigr gézlenmistir (Sekil 15). Bu, kolon epitel hicrelerinde COX-2'nin butirat tarafindan
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hem transkripsiyonel hem de post transkripsiyonel dizeyde duzenlenebilecegini

dusundurmusgtar.

NaBt varliginda mRNA’larin post-transkripsiyonel dizenlenmesi, COX-2 3’'UTR’sinin RBP
baglanan bdlgesinin yani sira, gesitli RBP’lerin baglandidi yapay ARE sekansi ve sadece
HuR’un baglanabildigi yapay ARE sekansinin kullanildigi deneyler ve NaBt varliginda
azalan lusiferaz sinyalinin s6z konusu oldugu lusiferaz raportor deneyleri ile
kanitlanmistir. Ek olarak, NaBt ile muamele edilen Caco-2 ve HT-29 hicrelerinde AUF1,
CUGBP2, TIA, TIAR ve HuR gibi RBP’lerden birgogunun sitoplazmaya yer degistirmesi
ve ifadesinde azalma oldugunu gostermektedir. NaBt ile muamele edilmis, fare kolon
epitel hicrelerinde ¢esitli RBP’lerin ifadesi igin halka agik mikrodizi verileri icin (GSE4410,
(Tabuchi vd., 2006)) bilgisayar ortaminda yaptigimiz analiz de deney sonugclarini
destekler niteliktedir: cogu RBP’nin ifadesinde (TTP’nin, Zpf36, de dahil oldugu bir kag
RBP disinda NaBt ile muamele sonucu azalma belirlenmistir. Bu deneyler is paketi 5’in

basaril bir sekilde tamamlandigini gostermektedir.

NaBt ile muamele edilen hicrelerde COX-2 ifadesi azaldidi icin, stabilize edici bir RBP
olan HuR’nin sitoplazmik yer degistirmesindeki ve/veya aktivasyonundaki azalmanin
COX-2 mRNA'sinin agiri bozunmasina katkida bulundugunu varsayiimistir. HuR’nin

sitoplazmik yer degistirmesi genel olarak baslica iki yolak yoluyla siki sekilde dizenlenir:

1. Stres baglantih kinaz p38 ve onun alt yolagindaki protein MK2'nin fosforlanmasi
inflamatuar mRNA’larin kararliligini arttirabilmektedir (Winzen vd., 1999). Ayrica, p38
MAP Kinaz aktivasyonunun HuR’nin T118'den fosforlanmasina ve sitoplazmik yer
degistirmesine neden oldugu tespit edilmistir (Abdelmohsen ve Gorospe 2010).
Sonuglarimiz, hem Caco-2 hem de HT-29 hicrelerinde, p38 ve alt yolagindaki aktivator
MK2'nin fosforlanmasinin  batirat ile muamele edilmis hdcrelerde azaldigini

gostermektedir. Bu deneyler ile is paketi 4 basarih bir sekilde tamamlanmistir.

2. G2/M fazi HuR’nin sitoplazmik seviyesinin en yuksek oldugu hicre déngusu fazidir; bu

durum, HuR’nin hicre déngusunin G2/M fazinda ifadelenen genlerin mRNA kararlihgini
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potensiyel olarak dizenleyebilecedine isaret etmektedir (Kim ve Gorospe 2008). HuR’nin
S242’den fosforlanmasinin HuR’nin ¢ekirdekte tutulmasini arttirmaktadir ve bu
fosforlanmanin stres bagdlantili  kinaz Chk2 tarafindan yapildigi gosterilmigtir
(Abdelmohsen vd., 2007). Bdatirat varliginda, senkronize HT-29 hucrelerinin S/G2’'de
hicre dongusiu arestine maruz kaldigini (Sekil 23) ve bunun Chk2 fosforlanmasinda
belirgin bir artisla takip edilerek HuR'un sitoplazmik seviyesinde azalmayi bereberinde
getirdigini  g6zlenmistir  (Sekil 25). llging olarak, Caco-2 hicrelerinde Chk2
fosforlanmasinda bir artis gézlemememiz bu hicrelerde yolagin bu kisminin aktif

olmamasini belirtmektedir.

Batirat varhdinda COX-2 kararhliginin duzenlenmesinde HuR'un rolunu daha iyi
aciklayabilmek icin Caco-2 hicrelerinde HuR’nin asiri ifadesi gerceklestiriimistir. Proje
Onerisinde belirttigimiz RBP susturma deneylerinin aksine (is paketi 4), HT-29
hicrelerinde HuR’un sitoplazmik seviyelerinde azalma go6zledigimiz igin HuR’un asiri
ifadelenmesi deneyleri yapilmigtir. Batirat ile muamele edilen Caco-2 hucrelerinde
HuR’nin sitoplazmik dizeyinde azalma gézlenmemesine ragmen, diger birgok deney bu
hucre hattinda HuR aktivitesinin baskilandigini gdstermektedir. Bu sebeple, asiri
ifadeleme deneylerine batirata disik seviyede yanit veren RPS30M promotoérinin
bulundugu vektor sistemini kullanarak devam edilmistir. HUR asiri ifadelendigi halde,
batiratin 3'UTR aktivitesinde baskilayici islevinin korundugunu gézlenmistir. Ek olarak,
RNA immun ¢oktirme yaparak, Caco-2 hucrelerinde COX-2 3'UTR’sine baglanan ve
HCT116 hucrelerinde transfekte edilen yapay ARE tasiyan vektdorin ARE bodlgesine
baglanan HuR'da 48 sa NaBt muamele sonrasi azalma gorulmuagstur (Sekil 29 ve Sekil
30). Bu deneyler is paketi 6'nin basarili sekilde tamamlandigini gostermektedir.
Ozetlenecek olursa deney sonuclarimiz, NaBt muamelesinin HuR'In sitoplazmik
seviyesinde azalmaya baglh olarak COX-2 mRNA Kkararliliginda azalmaya neden

oldugunu gostermisgtir.

inflamasyon konak organizmalari enfeksiyon ve diger hasarlardan korumak igi gereklidir.
Kendi-diizenleme (self-regulation) anti-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi, pro-

inflamatuar sinyal yolaklarinin engellenmesi, inflamatuar aracilarin reseptdrlerinin
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uzaklastiriimasi ve duzenleyici hucrelerin aktivasyonu gibi birgok sureci kapsamaktadir
(Bach vd., 2018). Kendi-duzenleme disinda, inflamasyonun dnlenmesinde kendi kisitlama
ve hizli ¢6zUm gibi mekanizmalar da yer almaktadir (Bach vd., 2018). Bol lif iceren diyet
ile beslenen hayvanlarla yapilan iki ¢alisma, bagirsaklarda butirat UGretiminde artisi ve
gaytada ylksek butirat seviyelerini gostermistir. Her iki calismada da inflamatuar
sinyallerde azalma gosterilmistir (Hijova vd., 2013; Rodriguez-Cabezas vd., 2018).
Yuksek lif iceren diyet yoluyla takviye olarak butirat alinmasinin faydalarinin bagirsak
dokularinda sistemik dolagsima goére daha belirgin oldugunu belirtiimektedir. Bu da
batiratin bagirsak epiteli icin tedavisel faydalarini géstermektedir. Verilerimiz, butiratin NF-
kB aktivitesini ve pro-inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu azaltmasi olmak Uzere iyi
bilinen etkilerine ek olarak, RNA'ya baglanan proteinlerin ifadesini ve hucre igi
lokalizasyonunu etkiledigini gostermekte olup; butirat bu yolla inflamatuar mRNA’larin

kararhligini post-transkripsiyonel seviyede diizenleyebilmektedir.
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