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Gelisim evrelerinin veya dokuya 0Ozgii fizyolojik stireglerin diizenlenmesinde ve
yuriitilmesinde farklilagmis gen ekspresyonu biiyiik 6nem tagimaktadir. “Subtractive”
hibridizasyon yoéntemi dokuya o0zgii ekspresyonu olan genlerin tespit edilmesi igin
oldukea etkin bir yontemdir. Daha 6nceki ¢aligmalarda laboratuvarimizda BALB/c irki
farelerde kalbe 6zgti ekspresyonu olan genleri igeren “Subtractive” hibridizasyon cDNA
kiitiiphanesi olusturulmustur. Onemli bir transkripsiyon faktorii olan Taube Nuss (Tbn),
bu kiitiiphaneden elde edilen genlerden birisidir. Bu ¢alismadaki amacimiz, Tbhn geni ile
iliskili oldugu dustiniilen diger genlerin ekspresyonlarinin aragtirilmas: ve Tbn yolaginin
belirlenmesidir. Caligma kapsaminda BALB/c irki farelerden elde edilen kalp ve iskelet
kas1 dokularina 6zgii Tbn geninin ekspresyonu Northern Blot analizi ile aragtirilmigtir.
Ardindan, Thn genine 6zgii siRNAlar kullanilarak H9¢2 rat kardiyomiyoblast hiicre soyunda
Tbn geni sessizlestirilmistir. Yolak analizleri sonucunda Tbn ile iliskili olabilecegi tespit
edilen Pparg, Cebpa, Tafl0 ve Myocd genlerinin sessizlestirilen hiicrelerdeki ekspresyon
degisimleri arastirlmigtir. Bu hiicrelerde, Myocd gen ekspresyonunun azaldig1 ve Pparg gen
ekspresyonunun arttig1 saptanmistir. Bu sonuglar, Thn geninin kalp dokusunda diizenleyici
bir rol oynadigini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: siRNA, H9c2, Tbn, Pparg, Taf10

ABSTRACT

Differential gene expression is important in the regulation and maintenance of developmental
stages and tissue specific physiological processes. The subtractive hybridization method is
an efficient method for the detection of genes that have tissue specific expressions. In our
previous work, our team had constructed a BALB/c mice heart tissue specific subtractive
hybridization cDNA library. Taube Nuss (Tbn), which is a crucial transcription factor, is one
of the genes that were isolated from this library. In this study, our aim was to analyze the
expression of possible Thn related genes and identify the Thn pathway. In the scope of this
study, the Tbn gene expression in BALB/c mice heart and skeletal tissue was analyzed with
the Northern Blot technique. Then, the Thn gene was silenced in H9c2 rat cardiomyoblast
cell line using siRNA specific to the TBN gene. The gene expression levels of Pparg, Cebpa,
Taf10 and Myocd genes, which were possibly related to the Tbn pathway, were analyzed in
silenced cells. We observed that the expression of the Myocd gene was decreased, whereas the
expression of the Pparg gene was increased in these cells. These results suggest that the Tbn
gene plays a regulatory role in cardiac tissue.
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GiRis

Dokuya 6zgii farklilagmis gen ekspresyonu, her
dokunun kendisine 6zel islevini gerceklesmesi ve
organizmanin canliliginin saglanmasi agisindan
kritik 6neme sahiptir. Diger yandan, dokuya 6zgii
gen ekspresyonunda farkliliklar olmasi
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet gibi
patolojik durumlara neden olabilmektedir."?
Farklilagmis gen ekspresyonunun belirlenmesi
amaci ile gesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden birisi olan “Subtractive” hibridizasyon
yontemi, dokular arasinda farkli ekpresyonu olan
genlerin tespit edilmesi i¢in oldukga etkin bir
yaklagimdir.>* Ekibimiz tarafindan daha once
yuritilen ¢aligmalarda BALB/c 1rk: fare kalbine
O6zgl transkriptleri iceren “Subtractive”
Hibridizasyon c¢DNA Kiitiphanesi (SHK)
olusturulmus ve takip eden calismalarda bu
transkriptlerin kalp dokusundaki fonksiyonel rolleri
arastirilmistir.*® Taube Nuss (Tbn) geni SHK'den
elde edilen genlerden birisidir.

Tbn geni fare ve insanda korunmus olan bir
gendir ve embriyonik gelisimde 6nemli roli
bulunmaktadir.”*In vitro ¢alismalarda, Tbn geninin
homozigot mutasyonunda embriyonik hiicrelerin
¢ogalmasinin engellendigi ve hiicrelerin apoptoza
girdigi gozlenmistir.*® Bu genin insan homologu
olan TAF8 geninin triind, transkripsiyon faktor II
D’nin (TDFIID) bir bilesenidir.'®!! TAF (TATA-
binding protein (TBP) associated factors) proteinleri
islevleri tam olarak aydinlatilmamis transkripsiyon
faktorleridir."! Hem embriyonik hem de yetiskin
hiicrelerinde TAF8-TAF10 heterodimerinin
fonksiyonel bir TDFIID kompleksinin olusumunda
kilit rol oynadig1 gosterilmistir.”®!"!* Ayrica,
farelerde TBN proteinin preadipositlerin
adipositlere farklilagmas: ile iliskili oldugu ve
PPARG ligant: tarafindan indiiklenebildigi
gosterilmistir.”

Bu ¢aligmadaki amacimiz, kalpteki fonksiyonu
tam olarak bilinmeyen Tbn geni ile iligkili oldugu
distiniilen aday genlerin arastirilmasi ve hiicre ici

yolaginin belirlenmesidir.

YONTEM

1. Doku ve hiicrelerin elde edilmesi

Yetiskin BALB/c irki erkek fareler ve Sprague-
Dawley irk1 erkek siganlar Istanbul Universitesi Aziz
Sancar Deneysel Tip Arastima Enstitiisii Laboratuvar
Hayvanlari Bilimi Anabilim Dalrndan temin edilmistir.
Deney hayvanlar: servikal dislokasyon ile sakrifiye
edilmis kalp ve iskelet kas1 dokular: dissekte edilmistir.

Dokular bekletilmeden buz soguklugunda RNAz
icermeyen PBS icerisinde iki kere yikanip siv1 azotta
sok dondurulmus ve RNA izolasyonu i¢in kullanilana
kadar -70°C'de saklanmistir. Bu ¢alisma, Istanbul
Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Aragtirma
Enstitiisiit Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmigtir (27.07.2007 / No: 65).

Taube Nuss geninin sessizlestirilmesi amaci ile
gerceklestirilen hiicre kiiltiirii deneylerinde ticari
olarak temin edilebilecek olan fare kardiyomiyoblast
hiicre soyu bulunmadig: igin H2C9 rat
kardiyomiyoblast hiicreleri kullanilmistir.
Kardiyomiyoblast hiicreleri ATCCden temin
edilmistir (ATCC hiicre no: CRL-1446).

2. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi:

Yetiskin rat ve farelerden elde edilen kalp ve iskelet
kas1 dokularindan total RNA izolasyon kiti kullanilarak
(RNeasy® Mini RNA izolasyon kiti, Ambion) izolasyon
yapilmistir. RNA kalitesi ve degradasyonu %1’lik
agaroz jelde yiriitiillerek kontrol edilmistir. RNA
miktari ise nanodrop cihazi kullanilarak 6l¢tlmiistiir.
Total RNA orneklerinden cDNA sentezlenmesi Iscript
cDNA Synthesis Kit (BioRad) ile gerceklestirilmistir.
c¢DNA 6rneklerinin kalitesinin kontrolii amaci ile bir
“house keeping gen” olan beta aktin (Actb) genine
0zgl primerler kullanilarak amplifikasyon
gerceklestirilmistir.

3. Northern Blot Analizi:

Plazmid prob hazirlanmasi:

Northern blot hibridizasyonunda kullanilmak
tizere fare Thn ve Actb transkriptine 6zgii digoksigenin
isaretli DNA problar1 hazirlanmigtir. Bu amacgla
oncelikle gene 6zgii primerler ile polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu gerceklestirilmis
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ve ardindan amplifikasyon triinleri kit (High Pure
PCR Product Purification Kit, Roche) kullanilarak
saflagtirilmistir. Saflastirilan amplikonlar, pGEM®-T
Easy vektor sistemi (Promega) kullanilarak
klonlanmistir. Sanger dizileme ile plazmid DNAlarin
dogru gen bolgesini icerdigi dogrulanmigtir. Plazmid
DNAlarinin kalip olarak kullanildigi PCRda gene
6zgii primerler ve DIG-11-dUTP (DIG-UTP DNA
Labelling Kit, Roche) aracilig1 ile prob isaretlemesi
yapilmuistir. Problarin kantitasyonu, otoradyografik
gortiintiilenme yolu ile gerceklestirilmistir.

Northern Blot Hibridizasyonu:

SHKde yer alan Tbn transkriptinin kalp ve iskelet
ekspresyonunu dogrulamak amaci ile yetiskin farelerin
kalp ve iskelet kas: dokularinda Tbn transkriptinin
Northern Blot analizi Northern Max Kiti (Ambion)
kullanilarak yapilmistir. Kit prosediirlerine uygun
olarak, fare iskelet kas1 ve kalp dokusundan izole
edilmis total RNAlar (1 pug) agaroz jelde yiiriitiildiikten
sonra nitroselliiloz membran {lizerine gece boyu
transferi yapilmistir. Ardindan ultra viole 151k ile
membrana baglanmistir. Thn ve Actb genlerine 6zgii
DIG-11-dUTP isaretli problarla (25 ng/ml) gece boyu
50°C’de hibridizasyon gergeklestirilmigtir.
Hibridizasyondan sonra membranlar 0,1 SDS igeren
2X ve 0,5X SSC solusyonlari ile yikanip CSPD igeren
kit (DIG Nucleic Acid Detection Kit, Roche Applied
Sciences) kullanilarak goriintiilleme islemi
otoradyografi ile X-ray film {izerinde yapilmistir.

4. Taube Nuss geninin sessizlestirilmesi:

H9c2 rat kardiyomiyoblast kiicrelerinin kiiltiiri
DMEM (%10 FBS) mediumu igerisinde 37°C'de %5
CO, basincinda yapilmigtir. 24-kuyulu kiltiir
kaplarinda yaklagik %60 oraninda hiicre yayilimi
olduktan sonra kit ile (RNAi Human/Mouse Starter
Kit, Qiagen) Tbn geninin sessizlestirilmesi
gergeklestirilmistir. siRNA transfeksiyonundan énce
yiriitillen hiicre sitotoksisite testlerinde hiicrelere
zarar vermeyecek etkin siRNA konsantrasyonun 100
nmol ve lipid transfeksiyon ajani miktarinin 1:4
oraninda oldugu tespit edilmistir. Transfeksiyondan
sonra 24. ve 48. saatlerde deney sonlandirilarak RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Kontrol olarak siRNA

transfeksiyonu yapilmamis H9c2 hiicreleri
kullanilmaigtr.

5. Kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-
PCR) ve data analizi

Tbn ve hedef genlerin yetigkin rat kalp ve iskelet
dokularindaki ekpresyon seviyelerini arastirmak
amaci ile bu dokulardan elde edilen total RNA
ornekleri, genlere 6zgii tasarlanan primerler ve
QuantiTect” SYBR® Green (Qiagen) kiti kullanlarak
Light Cycler 480 (Roche) cihazinda qRT-PCR analizi
yapilmustir.

Diger yandan, 24. ve 48. saatlere ait
kardiyomiyoblast hiicrelerinden izole edilen total
RNA oOrneklerinin gen ekspresyon analizi QqRT-PCR
yontemi ile gergeklestirilmistir. Biyoinformatik
analizler sonucunda Tbn ile ayni1 hiicresel yolakta yer
aldig1 diisiiniilen Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Gamma (Pparg), CCAAT Enhancer Binding
Protein Alpha (Cebpa), TATA-Box Binding Protein
Associated Factor 10 (Taf10) ve Myocardin (Myocd)
genlerinin ekspresyon analizi yapilmistir. Bu
deneylerde rat genlerine 6zgii tasarlanmis primerler
kullanilmigtir. Analizlerde kontrol olarak Gapd ve
Mapk genlerinin ekspresyon seviyelerinin ortalamalari
kullanilmistir. Relatif kantitasyon (RQ) seviyeleri
AACT metodu ile hesaplanmistir. Bu analizlerde
transkriptlerin Ct (“treshhold cycle”) degerleri kontrol
genlerin Ct degerleri kullanilarak normalize edilmis
ve ardindan kontrol grubu hiicrelerin (siRNA
transfeksiyonu yapilmamis hiicre grubu) Ct degerleri
ile kalibre edilmistir. 2044°" degeri relatif kantitasyon
(RQ) sayisin1 vermektedir.

BULGULAR

Yetiskin BALB/c farelerde kalp ve iskelet kasi
dokulari arasinda Tbhn gen ekspresyonunda farkliligin
arastirilmasi amaci ile Northern Blot yontemi
kullanilmigtir. Northern Blot hibridizasyonu
sonrasinda fare kalp ve iskelet kaslarindan elde edilen
transkriptlerin boylarinin ayni bant bélgesinde oldugu
ve dokulara ait farkli izoform olmadig: tespit edilmistir
(Sekil 1).

Fareye 6zgti SHK'deki transkriptlerden biri olan
Tbn’nin gen sessizlestirme deneyinde H9c2 rat
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Sekil 1. Tbn transkriptine 6zgli Northern Blot analizinin
gorintiisii. A: Otoradyografi sonucunda kalp ve iskelet
kaslarinda farkl: transkript izoformlarinin olmadig:
gozlenmistir. B: Northern Blot hibridizasyonundan 6nce
agaroz jelde yiriitiilen total RNAlar kontrol olarak UV ile
goriintillenmistir. K, kalp kasy; 1K, iskelet kast; bg, baz cifti;
188, 18S ribozomal RNA; 28S, 28S ribozomal RNA, 58S, 5S
ribozomal RNA

kardiyomiyoblast hiicreleri kullanilmistir. siRNA
transfeksiyonundan 6nce rat Taube Nuss geninin
(Tbn) ve hedef genlerin (Pparg, Cebpa, Taf10 ve
Mpyocd) yetiskin rat kalp ve iskelet hiicrelerindeki gen
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Rat kalp ve iskelet
kas1 dokularindaki qRT-PCR analizlerinde, iskelet
kasina gore Tbn geninin kalp kasinda yaklagik 5 kat
daha yiiksek ekspresyonunun oldugu gézlenmistir.
Bu sekilde BALB/c kalbine 6zgii SHK'deki
transkriptlerden biri olan Thn gen ekspresyonunun
rat kalbinde de benzer sekilde iskelet kasina gore daha
fazla oldugu belirlenmistir. Ppary, Cebpa, Taf10 ve
Mpyocd hedef genlerinin ekspresyon seviyelerinin
kalpte iskelet kasina gore daha fazla oldugu $ekil 2'de
gosterilmistir.

Rat kardiyomiyoblast hiicrelerinin Tbn genine
Ozgii siRNA ile transfeksiyonundan sonra 24. ve 48.

45

40 -
35 1
30 1

25 1
20 B Kalpteki ekspresyonun
e iskelet kasina orani

10 +

S B N

Tbn Tafl0 Cebpa Pparg Myocd

Sekil 2. Rat yetiskin kalp ve iskelet kas1 dokularinda
qRT-PCR yontemi ile hedef genlerin ekspresyon analizi.
Grafikteki degerler kalp ve iskelet kasi arasindaki relatif
kantitasyon (RQ) degerlerinin oranlarini gostermektedir.

saatlerde deney sonlandirilarak 6rneklerden total
RNA izole edilmistir. Kontrol hiicre grubu ile
karsilagtirilarak Thn geni ile ayni hiicresel yolakta yer
aldig diistiniilen genlerin qRT-PCR yontemi ile
ekspresyon analizi yapilmigtir. 24 saat sonunda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda Tbn geninin
sessizlestirildigi hiicrelerde Myocd gen ekspresyonunun
belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir (RQ: 0,038).
Kontrol hiicre ekspresyonu ile karsilastirildiginda
Pparg, Cebpa ve Taf10 genlerinin ekspresyonunda ise
strastyla 3,75, 1,1 ve 3,09 kat artis oldugu gozlenmistir
(Sekil 3).

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

RQ DEGERLERI

Sekil 3. Transfeksiyondan 24 saat sonra kardiyomiyoblast
hiicrelerinde gen ekspresyon analizi.

Transfeksiyondan 48 saat sonra kontrol hiicreleri
ile karsilastirildiginda Tbn gen ekspresyonunun
yaklagik 2 kat azaldig1 ve Taf10 ekspresyonun da
Tbr'ye eslik ederek azaldig1 gozlenmistir. Diger
yandan, Pparg ekspresyonunda 48. saatte 24. saate
gore %34,6 oraninda azalma olsa da yiiksek seviyesini
korudugu, buna karsilik Cebpa ekspresyonunun 24.
saate kiyasla %84,5 oraninda yiikseldigi belirlenmistir.
24. saatte yliksek oranda baskilanmis olan Myocd
gen ekspresyonun ise 48. saatte 22,37 kat artarak
kontrol hiicre seviyesine yaklastig: tespit edilmigtir

(Sekil 4).

2,5

2 E Kontrol
1,5 B Tbn
OTaf10
1Y O Cebpa
M Pparg
0,5 L
O Myocd
0

RQ DEGERLERI

Sekil 4. Transfeksiyondan 48 saat sonra kardiyomiyoblast
hiicrelerinde gen ekspresyon analizi.
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TARTISMA

Subtractive Hibridizasyon cDNA kiitiiphaneleri
doku veya hiicre dizilerinde farkli olarak eksprese
edilen genlerin izolasyonu ve tanimlanmasinda giiclii
bir yaklasim saglamaktadir. Laboratuvarimizda daha
onceki deneyler sonucunda olusturulmus olan
Subtractive Hibridizasyon ¢cDNA Kiitiiphanesi,
BALB/c fare iskelet kas1 dokusuna kiyasla kalpte daha
yliksek oranda ekspresyonu olan genleri icermektedir.*
Taube Nuss geni de bu kiitiiphaneden izole edilmis
olan genlerden birisidir. Thn geni fare transkriptom
veritabanindaki bilgilere gore beyin, timus, plasenta
ve embriyoda eksprese olan, fare ve insanda yiiksek
oranda korunmus olan bir gendir.”** Bu ¢alismada,
Northern Blot analizleri sonucunda kalbe 6zgii yeni
bir transkript izoformu saptanmamustir. Bununla
beraber, qRT-PCR yontemi ile ratlarda Tbn geninin
yetiskin kalp dokusundaki ekspresyonunun iskelet
kasina oranla 5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

24. ve 48. saatlerde yapilan analizlerin sonuglari
karsilagtirildiginda sessizlestirilen Thn geninin 24.
saatte kontrol hiicrelerine gére yaklasik 3 kat fazla
ekspresyonunun oldugu, 48. saatte ise kontrol
hiicrelerdeki ekspresyonun yaklagik yarisi kadar oldugu
gozlenmistir. Transfeksiyon sonucunda sessizlestirilen
genlerin ekspresyonunun yaklasik olarak %70’in altinda
olmas1 beklenmektedir. 24. saatte kontrol hiicrelerin
yaklasik 3 kat1 kadar yiikselmesi ve TDFIID
kompleksinde beraber yer aldig1 Taf10 ekspresyonunun
da benzer bir seviyede olmasi transkripsiyon siirecinin
devam ettirilebilmesi i¢in hiicrelerde erken evrede bir
kompansasyon mekanizmasinin devreye girdigini
distindiirmektedir. 48. saatte Taf10 ekspresyonu
kontrol hiicreler ile karsilastirildiginda %74,35 kat daha
azalmig oldugu gozlenmektedir. Thn geninin siRNA
transfeksiyonundan sonra 24 saatten daha kisa siirede
analiz edilerek baskilanma zamaninin ve dinamik
degisiminin takip edilmesi ve bu ekspresyon
degisimlerinin protein seviylerine yansimasinin nasil
oldugunu gosterecek ek deneylere ihtiyag
duyulmaktadir.

Tbn geni, insanda TAF8 (TATA-Kutusu Baglayici
Protein [ligkili Faktor 8) veya TAFII43 (Transkripsiyon
Baglatma Faktorii TFIID 43 KDa Alt Birimi) olarak

da adlandirilmaktadir. Thr'nin etkilesimde bulundugu
genler hakkinda halen yeterli bilgi bulunmamaktadir.
TFIID kompleksinde TAF8 ve TAF10 proteinleri
heterodimer olarak baglanarak etki gostermektedir."
Bizim ¢alismamizda da kardiyomiyoblast hiicrelerinde
Tbn geninin sessizlestirilmesinden sonra kontroller
ile karsilagtirildiginda Tbn ve Tafl0 genlerinin
ekspresyonlarinin 24. ve 48. saatlerde benzer seviyelerde
ve yonde degisim gosterdikleri tespit edilmistir.
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, TBN proteinin
3T3-L1 fare embriyonik fibroblastlarinda PPARG
ligant1 ile indiiklenebildigi gosterilmistir.” Ozellikle
PPARG'n1n yogun ekspresyonunun oldugu NIH-3T3
hiicre soyunda yapilan ¢aligmalarda PPARG ligant1
ile indiiksiyon sonucunda trigliserid birikimi ile
adiposit farklilasmasinin oldugu gosterilmistir."* Bu
mekanizma, adiposit farklagma siirecinde yine etkili
olan CEBPA indiiksiyonu ve de insiiline duyarl glukoz
transportu siirecinden farklidir."* TBN’nin NIH-3T3
soyunda da PPARG liganti ile indiiksiyonunun olmas:
bu transkripsiyon proteinin insiiline duyarl
transporttan ziyade trigliserid birikimi ile iligkili
oldugunu isaret etmektedir.” Bu bulgular, TBN
proteininin adipogenezde rol alan genlerin
diizenlenmesinden sorumlu bir transkripsiyon faktori
oldugunu gostermektedir.” Diger yandan, C2C12 fare
miyoblastlarinda yiiriitiilen ¢aligmalarda tam-
uzunlukta TAF8 ekspresyonu yapan retroviral
vektorlerle transfeksiyon sonrasinda, hiicrelerin
morfolojik farklilasmasinda ve arastirilan farklilasma
belirteci olan miyogenin ekspresyonunda bir degisim
olmadig1 gozlenmistir.” Bu nedenle, TAF8’in adiposit
farklilasma siirecine 6zgii bir transkripsiyon faktorii
oldugu énerilmistir.” flging olarak ayn1 ¢alismada,
transfekte edildigi hiicrelerde TAF8 ile yarismali
yapisindan dolay: TAFS ile ters etki gosteren TAF8
Histon Katlanma (TAF8 HF) domaininin adiposit
farklilasmasini ve Pparg ve Cebpa ekspresyonlarini
inhibe ettigi tespit edilmistir.” Bizim ¢aliymamizda,
rat kardiyomiyoblast hiicrelerine Tbn siRNA
transfeksiyonundan 24 saat sonra, Pparg
ekspresyonunun kontrol hiicrelere kiyasla yaklasik 4
kat fazla oldugu, Cebpa ekspresyonunun ise yaklagik
olarak kontrol hiicrelerindeki ile benzer oranda oldugu
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belirlenmistir. Ancak, Tbn sessizlestirilmesinden 48
saat sonra Pparg ekspresyonu kontrol hiicrelerine gore
hala yiiksek olmakla beraber %34 oraninda azalmistir.
Diger yandan, transfeksiyondan 48 saat sonra Cebpa
ekspresyonunda %84,5 oraninda artis olmustur. Bu
bulgular, C2C12 fare miyoblastlarinda yiiriitiilen
calismalara zit ydnde ancak, adiposit hiicrelerinden
elde edilen sonuglara benzer olarak Tbn geninin
kardiyomiyoblastlarda Pparg ve Cebpa genlerinin
diizenlemesinde rol aldigini diisiindiirmektedir.

Niklear bir protein olan MYOCD, kalp, aorta ve
diiz kas iceren dokularda kodlanmaktadir.
Kardiyogenez ve diiz kas hiicrelerinin farklilagmasinda
rol aldig1 belirtilmistir.">'® Miyoblast faklilasmasinda
roliit olabilecegi o6ne siiriillen Pparg’nin kas
farklilasmasina etki mekanizmasinin arastirilmasi
amaci ile yapilan ¢aligmada, asir1 ekspresyonu
sonucunda C2C12 fare miyoblastlarinda miyogenik
farkhilasmanin inhibe oldugu gozlenmistir.'”** Bizim
calismamizda, kardiyomiyoblast hiicrelerinde Tbhn
sessizlestirilmesini takip eden 24. saatte, hiicrelerde
Myocd gen ekspresyonu yiiksek oranda baskilanmus,
48. saatte ise ekspresyonu yaklasik olarak kontrol
hiicrelerinin seviyesine ulasmistir. Pparg ekspresyonu
ise kontrole kiyasla 24. ve 48. saatlerde sirasiyla
yaklagik 4 ve 3,5 kat yiikselmistir. Pparg'nin bu yiiksek
seviyeleri 6zellikle 24. saatte Myocd transkriptinin
asir1 baskilanmasindan sorumlu olabilir. Diger
yandan, bu tablonun Tbn baskilanmasi ile mi yoksa
Pparg ekspresyon artist ile mi iliskili oldugunun tespit
edebilmesi amaci ile farkli deneysel tasarimlarla
transkript ekspresyon dinamiklerinin arastirilmasi
gerekmektedir.

Bu caligmada, hiicre kiltiirti deneyleri sadece
H9c2 rat kardiyomyoblast hiicre soyunda
gerceklestirilmistir. Deneylerin bagka dokulara ait
hiicre soylar1 kullanilarak tekrarlanmasi ve kalbe 6zel
ekspresyon dzelliklerinin dogrulanmasi gerekmektedir.
Diger yandan, bu deneylerin bir 6n ¢alisma niteliginde
olmasi ve grup sayilarinin istatistiksel analizler i¢in
yeterli olmamasi nedeni ile analiz sonuglar1 sadece
degisim oranlar1 (RQ) seklinde verilmis, istatistiksel
anlamlilik seviyeleri verilememistir.

SONUC ve ONERILER

Taube Nuss, nispeten yakin zamanda kesfedilmis
ve etki mekanizmasi halen tam olarak bilinmeyen bir
proteindir. Daha onceki yayinlarda Tbn geninin
embriyonik dénemde eksprese oldugu ve transkripsiyon
faktorii olarak rol oynadigi belirtilmistir. Thn geninin
yetiskin fare ve rat kalbinde de eksprese olduguna dair
bulgularimiz bu genin yetiskin hayatta da 6nemli bir
rol oynadigini vurgulamaktadir. Diger yandan, bu 6n
calismada Tbn sessizlestirilmesinden sonra Pparg,
Cebpa, Taf10 ve Myocd gen ekspresyonlarinda degisim
olmasi Tbn geninin kardiyomiyoblastlarda da bu
genler ile iliskide olabilecegini géstermektedir.
Calismamiz bu yonii ile 6zgiildiir ancak, bu ¢aligmanin
genisletilerek protein ekspresyonlarinin analiz edilmesi
ve diger hiicre soylarinda yapilan deneylerle
desteklenmesi gerekmektedir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar ¢ikar ¢catismasi beyan
etmemislerdir.

Conflict of Interest: Authors declared no conflict
of interest.

Yazar Katkilar:: Calisma Konsepti/Tasarim-
N.E.U,, EK.B., B.O.S; Veri Toplama- E.K.B., B.O.S;
Veri Analizi/Yorumlama- A.B.Y, N.E.U,EK.B.,B.0.S.;
Yazi Taslagi- A.B.Y.; Igerigin Elestirel Incelemesi-
B.O.S. E.K.B.; Son Onay ve Sorumluluk- A.B.Y, N.E.U,
E.K.B., B.O.S.; Malzeme ve Teknik Destek- N.E.U,
B.0.S. E.K.B,; Siipervizyon- B.O.S. E.K.B.

Author Contributions: Conception/Design of
Study- N.E.U., E.K.B., B.O.S.; Data Acquisition- A.B.Y,
N.E.U, EK.B.,, B.O.S,; Data Analysis/Interpretation-
AB.Y, N.E.U, E.K.B, B.O.S.; Drafting Manuscript-
AB.Y;; Critical Revision of Manuscript- B.O.S.EXB,;
Final Approval and Accountability- A.B.Y, N.E.U,
E.K.B., B.O.S,; Technical or Material Support- N.E.U,
B.O.S. E.K.B; Supervision-B.0O.S., E.K.B.

Finansal Destek: Bu calisma Istanbul Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir (Yiiksek Lisans Tez Projesi, No: 2140
ve TYL-2019-34037).

Financial Disclosure: This study was supported by
the Research Fund of Istanbul University (Master’s
Degree, Thesis Project, No: 2140 and TYL-2019-34037).

Journal of Advanced Research in Health Sciences, October 2019; Volume 2, Issue 3 103



Kardiyomiyoblast Hiicre Regiilasyonunda Taube Nuss Geninin Fonksiyonel Analizi

KAYNAKLAR
Calore M., De Windt L.]., Rampazzo A. (2015): Genetics
meets epigenetics: genetic variants that modulate
noncoding RNA in cardiovascular diseases, ] Mol Cell
Cardiol, 89: 27-34.

Elia L., Condorelli G. (2015): RNA (Epi)genetics in
cardiovascular diseases, ] Mol Cell Cardiol, 89: 11-16.

Diatchenko L., Lau Y.E, Campbell A.P, Chenchik A,
Mogadam E, Huang B., Lukyanov S., Lukyanov K.,
Gurskaya N., Sverdlov E.D., Siebert P.D. (1996):
Suppression subtractive hybridization: a method for
generating differentially regulated or tissue-specific
cDNA probes and libraries, Proc Natl Acad Sci U S A,
93(12): 6025-30.

Ozsait B. (2003): “Subtractive” Hibridizasyon
Kiitiiphanesinden izole edilen ve kalp gelisiminde rolii
oldugu dusiiniilen genlerin analizi, Yaymnlanmamus
Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, {stanbul.

Komurcu-Bayrak E., Ozsait B., Erginel-Unaltuna N.
(2012): Isolation and analysis of genes mainly expressed
in adult mouse heart using subtractive hybridization
cDNA library, Mol Biol Rep,39(8):8065-74.

Ozsait Selcuk B., Kémiircii Bayrak E., Erginal Unaltuna
N. (2016): Higher Expression level of Bat3 is associated
with silencing of Midn gene in primary mouse
cardiomyocytes, Turk J Biol, 40: 1295-1302.

. Guermah M., Ge K., Chiang C.M., Roeder R.G.
Guermah M., Ge K., Chiang C.M., Roeder R.G. (2003):
The TBN protein, which is essential for early embryonic
mouse development, is an inducible TAFII implicated
in adipogenesis, Mol Cell, 12: 991-1001.

Voss A.K., Thomas T., Petrou P., Anastassiadis K.,
Scholer H., Gruss P. (2000): Taube Nuss is a Novel Gene
Essential for the Survival of Pluripotent Cells of Early
Mouse Embryos, Development, 127: 5449-61.

Brison D.R., Schultz R.M. (1997): Apoptosis during
mouse blastocyst formation: evidence for a role for
survival factors including transforming growth factor
alpha, Biol Reprod, 56: 1088-96.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

104 saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Ekim 2019; Cilt 2, Sayi 3

Demény M.A., Soutoglou E., Nagy Z., Scheer E.,
Janoshazi A., Richardot M., Argentini M., Kessler P,
Tora L. (2007): Identification of a small TAF complex
and its role in the assembly of TAF-containing
complexes, PLoS One, 2(3):e316.

Trowitzsch S., Viola C., Scheer E., Conic S., Chavant
V., Fournier M., Papai G., Ebong 1.0., Schaftitzel C.,
Zou J., Haftke M., Rappsilber J., Robinson C.V., Schultz
P, Tora L., Berger I. (2015): Cytoplasmic TAF2-TAF8-
TAF10 complex provides evidence for nuclear holo-
TFIID assembly from preformed submodules, Nat
Commun, 14(6): 6011.

Tatarakis A., Margaritis T., Martinez-Jimenez C.P,,
Kouskouti A., Mohan W.S. 2nd, Haroniti A.,
Kafetzopoulos D., Tora L., Talianidis I.. (2008):
Dominant and redundant functions of TFIID involved
in the regulation of hepatic genes, Mol Cell, 31: 531-543.

Mouse ENCODE Consortium. (2014): A comparative
encyclopedia of DNA elements in the mouse genome,
Nature, 515(7527):355-64.

El-Jack A.K., Hamm J.K., Pilch P.E,, Farmer S.R.. (1999):
Reconstitution of Insulin-sensitive Glucose Transport
in Fibroblasts Requires Expression of Both PPARy and
C/EBPa, ] Biol Chem, 274: 7946-51.

Gordon J.W. (2018): Regulation of cardiac myocyte cell
death and differentiation by myocardin, Mol Cell
Biochem, 437(1-2): 119-131.

Raphel L., Talasila A., Cheung C., Sinha S. (2012):
Myocardin overexpression is sufficient for promoting
the development of a mature smooth muscle cell-like
phenotype from human embryonic stem cells, PLoS
One, 7(8): €44052.

Singh J., Verma N.K., Kansagra S.M., Kate B.N. Dey
C.S. (2007): Altered PPARgamma expression inhibits
myogenic differentiation in C2C12 skeletal muscle
cells, Molecular and Cellular Biochemistry, 294: 163-171.

He K., Wu G,, Li WX,, Guan D., Lv W,, Gong M., Ye
S., Lu A. (2017): A transcriptomic study of myogenic
differentiation under the overexpression of PPARy by
RNA-Seq, Sci Rep, 7(1):15308.



