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Kardiyomiyoblast Hücre Regülasyonunda Taube Nuss Geninin 
Fonksiyonel Analizi
Functional Analysis of Taube Nuss Gene in the Regulation of Cardiomyoblast 
Cells

Ayşe Berna Yüzbaşıoğulları1 , Bilge Özsait Selçuk2  , Evrim Kömürcü Bayrak3  ,  
Nihal Erginel Ünaltuna4  

ÖZ
Gelişim evrelerinin veya dokuya özgü fizyolojik süreçlerin düzenlenmesinde ve 
yürütülmesinde farklılaşmış gen ekspresyonu büyük önem taşımaktadır. “Subtractive” 
hibridizasyon yöntemi dokuya özgü ekspresyonu olan genlerin tespit edilmesi için 
oldukça etkin bir yöntemdir. Daha önceki çalışmalarda laboratuvarımızda BALB/c ırkı 
farelerde kalbe özgü ekspresyonu olan genleri içeren “Subtractive” hibridizasyon cDNA 
kütüphanesi oluşturulmuştur. Önemli bir transkripsiyon faktörü olan Taube Nuss (Tbn), 
bu kütüphaneden elde edilen genlerden birisidir. Bu çalışmadaki amacımız, Tbn geni ile 
ilişkili olduğu düşünülen diğer genlerin ekspresyonlarının araştırılması ve Tbn yolağının 
belirlenmesidir. Çalışma kapsamında BALB/c ırkı farelerden elde edilen kalp ve iskelet 
kası dokularına özgü Tbn geninin ekspresyonu Northern Blot analizi ile araştırılmıştır. 
Ardından, Tbn genine özgü siRNA’lar kullanılarak H9c2 rat kardiyomiyoblast hücre soyunda 
Tbn geni sessizleştirilmiştir. Yolak analizleri sonucunda Tbn ile ilişkili olabileceği tespit 
edilen Pparg, Cebpa, Taf10 ve Myocd genlerinin sessizleştirilen hücrelerdeki ekspresyon 
değişimleri araştırılmıştır. Bu hücrelerde, Myocd gen ekspresyonunun azaldığı ve Pparg gen 
ekspresyonunun arttığı saptanmıştır. Bu sonuçlar, Tbn geninin kalp dokusunda düzenleyici 
bir rol oynadığını işaret 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 Tbn related genes and identify the Tbn 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 Tbn 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.
Keywords: siRNA, H9c2, Tbn, Pparg, Taf10 
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GİRİŞ
Dokuya özgü farklılaşmış gen ekspresyonu, her 

dokunun kendisine özel işlevini gerçekleşmesi ve 
organizmanın canlılığının sağlanması açısından 
kritik öneme sahiptir. Diğer yandan, dokuya özgü 
gen ekspresyonunda farklı l ıklar olması 
kardiyovasküler hastalıklar, kanser, diyabet gibi 
patolojik durumlara neden olabilmektedir.1,2 
Farklılaşmış gen ekspresyonunun belirlenmesi 
amacı ile çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Bu 
yöntemlerden birisi olan “Subtractive” hibridizasyon 
yöntemi, dokular arasında farklı ekpresyonu olan 
genlerin tespit edilmesi için oldukça etkin bir 
yaklaşımdır.3,4 Ekibimiz tarafından daha önce 
yürütülen çalışmalarda BALB/c ırkı fare kalbine 
özgü transkriptleri içeren “Subtractive” 
Hibridizasyon cDNA Kütüphanesi (SHK) 
oluşturulmuş ve takip eden çalışmalarda bu 
transkriptlerin kalp dokusundaki fonksiyonel rolleri 
araştırılmıştır.4-6 Taube Nuss (Tbn) geni SHK’den 
elde edilen genlerden birisidir. 

Tbn geni fare ve insanda korunmuş olan bir 
gendir ve embriyonik gelişimde önemli rolü 
bulunmaktadır.7,8 In vitro çalışmalarda, Tbn geninin 
homozigot mutasyonunda embriyonik hücrelerin 
çoğalmasının engellendiği ve hücrelerin apoptoza 
girdiği gözlenmiştir.8,9 Bu genin insan homoloğu 
olan TAF8 geninin ürünü, transkripsiyon faktör II 
D’nin (TDFIID) bir bileşenidir.10,11 TAF (TATA-
binding protein (TBP) associated factors) proteinleri 
işlevleri tam olarak aydınlatılmamış transkripsiyon 
faktörleridir.11 Hem embriyonik hem de yetişkin 
hücrelerinde TAF8-TAF10 heterodimerinin 
fonksiyonel bir TDFIID kompleksinin oluşumunda 
kilit rol oynadığı gösterilmiştir.7,8,11,12 Ayrıca, 
farelerde TBN proteinin preadipositlerin 
adipositlere farklılaşması ile ilişkili olduğu ve 
PPARG ligantı tarafından indüklenebildiği 
gösterilmiştir.7 

Bu çalışmadaki amacımız, kalpteki fonksiyonu 
tam olarak bilinmeyen Tbn geni ile ilişkili olduğu 
düşünülen aday genlerin araştırılması ve hücre içi 
yolağının belirlenmesidir.

YÖNTEM
1. Doku ve hücrelerin elde edilmesi 
Yetişkin BALB/c ırkı erkek fareler ve Sprague-

Dawley ırkı erkek sıçanlar İstanbul Üniversitesi Aziz 
Sancar Deneysel Tıp Araştıma Enstitüsü Laboratuvar 
Hayvanları Bilimi Anabilim Dalı’ndan temin edilmiştir. 
Deney hayvanları servikal dislokasyon ile sakrifiye 
edilmiş kalp ve iskelet kası dokuları dissekte edilmiştir.

Dokular bekletilmeden buz soğukluğunda RNAz 
içermeyen PBS içerisinde iki kere yıkanıp sıvı azotta 
şok dondurulmuş ve RNA izolasyonu için kullanılana 
kadar -70oC’de saklanmıştır. Bu çalışma, İstanbul 
Üniversitesi, Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma 
Enstitüsü Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu 
tarafından onaylanmıştır (27.07.2007 / No: 65).

Taube Nuss geninin sessizleştirilmesi amacı ile 
gerçekleştirilen hücre kültürü deneylerinde ticari 
olarak temin edilebilecek olan fare kardiyomiyoblast 
hücre soyu bulunmadığı için H2C9 rat 
kardiyomiyoblast hücreleri kullanılmıştır. 
Kardiyomiyoblast hücreleri ATCC’den temin 
edilmiştir (ATCC hücre no: CRL-1446).

2. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi:
Yetişkin rat ve farelerden elde edilen kalp ve iskelet 

kası dokularından total RNA izolasyon kiti kullanılarak 
(RNeasy® Mini RNA izolasyon kiti, Ambion) izolasyon 
yapılmıştır. RNA kalitesi ve degradasyonu %1’lik 
agaroz jelde yürütülerek kontrol edilmiştir. RNA 
miktarı ise nanodrop cihazı kullanılarak ölçülmüştür. 
Total RNA örneklerinden cDNA sentezlenmesi Iscript 
cDNA Synthesis Kit (BioRad) ile gerçekleştirilmiştir. 
cDNA örneklerinin kalitesinin kontrolü amacı ile bir 
“house keeping gen” olan beta aktin (Actb) genine 
özgü primerler kullanılarak amplifikasyon 
gerçekleştirilmiştir. 

3. Northern Blot Analizi:

Plazmid prob hazırlanması:
Northern blot hibridizasyonunda kullanılmak 

üzere fare Tbn ve Actb transkriptine özgü digoksigenin 
işaretli DNA probları hazırlanmıştır. Bu amaçla 
öncelikle gene özgü primerler ile polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu gerçekleştirilmiş 
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ve ardından amplifikasyon ürünleri kit (High Pure 
PCR Product Purification Kit, Roche) kullanılarak 
saflaştırılmıştır. Saflaştırılan amplikonlar, pGEM®-T 
Easy vektör sistemi (Promega) kullanılarak 
klonlanmıştır. Sanger dizileme ile plazmid DNA’ların 
doğru gen bölgesini içerdiği doğrulanmıştır. Plazmid 
DNA’larının kalıp olarak kullanıldığı PCR’da gene 
özgü primerler ve DIG-11-dUTP (DIG-UTP DNA 
Labelling Kit, Roche) aracılığı ile prob işaretlemesi 
yapılmıştır. Probların kantitasyonu, otoradyografik 
görtüntülenme yolu ile gerçekleştirilmiştir.

Northern Blot Hibridizasyonu:
SHK’de yer alan Tbn transkriptinin kalp ve iskelet 

ekspresyonunu doğrulamak amacı ile yetişkin farelerin 
kalp ve iskelet kası dokularında Tbn transkriptinin 
Northern Blot analizi Northern Max Kiti (Ambion) 
kullanılarak yapılmıştır. Kit prosedürlerine uygun 
olarak, fare iskelet kası ve kalp dokusundan izole 
edilmiş total RNA’lar (1 μg) agaroz jelde yürütüldükten 
sonra nitrosellüloz membran üzerine gece boyu 
transferi yapılmıştır. Ardından ultra viole ışık ile 
membrana bağlanmıştır. Tbn ve Actb genlerine özgü 
DIG-11-dUTP işaretli problarla (25 ng/ml) gece boyu 
50°C’de hibridizasyon gerçekleştirilmiştir. 
Hibridizasyondan sonra membranlar 0,1 SDS içeren 
2X ve 0,5X SSC solusyonları ile yıkanıp CSPD içeren 
kit (DIG Nucleic Acid Detection Kit, Roche Applied 
Sciences) kullanılarak görüntüleme işlemi 
otoradyografi ile X-ray film üzerinde yapılmıştır. 

4. Taube Nuss geninin sessizleştirilmesi:
H9c2 rat kardiyomiyoblast kücrelerinin kültürü 

DMEM (%10 FBS) mediumu içerisinde 37ºC’de %5 
CO2 basıncında yapılmıştır. 24-kuyulu kültür 
kaplarında yaklaşık %60 oranında hücre yayılımı 
olduktan sonra kit ile (RNAi Human/Mouse Starter 
Kit, Qiagen) Tbn geninin sessizleştirilmesi 
gerçekleştirilmiştir. siRNA transfeksiyonundan önce 
yürütülen hücre sitotoksisite testlerinde hücrelere 
zarar vermeyecek etkin siRNA konsantrasyonun 100 
nmol ve lipid transfeksiyon ajanı miktarının 1:4 
oranında olduğu tespit edilmiştir. Transfeksiyondan 
sonra 24. ve 48. saatlerde deney sonlandırılarak RNA 
izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Kontrol olarak siRNA 

transfeksiyonu yapılmamış H9c2 hücreleri 
kullanılmıştır.

5. Kantitatif gerçek zamanlı PCR (qRT-
PCR) ve data analizi

Tbn ve hedef genlerin yetişkin rat kalp ve iskelet 
dokularındaki ekpresyon seviyelerini araştırmak 
amacı ile bu dokulardan elde edilen total RNA 
örnekleri, genlere özgü tasarlanan primerler ve 
QuantiTect® SYBR® Green (Qiagen) kiti kullanlarak 
Light Cycler 480 (Roche) cihazında qRT-PCR analizi 
yapılmıştır. 

Diğer yandan, 24. ve 48. saatlere ait 
kardiyomiyoblast hücrelerinden izole edilen total 
RNA örneklerinin gen ekspresyon analizi qRT-PCR 
yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Biyoinformatik 
analizler sonucunda Tbn ile aynı hücresel yolakta yer 
aldığı düşünülen 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 yapılmıştır. Bu 
deneylerde rat genlerine özgü tasarlanmış primerler 
kullanılmıştır. Analizlerde kontrol olarak Gapd ve 
Mapk genlerinin ekspresyon seviyelerinin ortalamaları 
kullanılmıştır. Relatif kantitasyon (RQ) seviyeleri 
ΔΔCT metodu ile hesaplanmıştır. Bu analizlerde 
transkriptlerin Ct (“treshhold cycle”) değerleri kontrol 
genlerin Ct değerleri kullanılarak normalize edilmiş 
ve ardından kontrol grubu hücrelerin (siRNA 
transfeksiyonu yapılmamış hücre grubu) Ct değerleri 
ile kalibre edilmiştir. 2(-ΔΔCT) değeri relatif kantitasyon 
(RQ) sayısını vermektedir. 

BULGULAR
Yetişkin BALB/c farelerde kalp ve iskelet kası 

dokuları arasında Tbn gen ekspresyonunda farklılığın 
araştırılması amacı ile Northern Blot yöntemi 
kullanılmıştır. Northern Blot hibridizasyonu 
sonrasında fare kalp ve iskelet kaslarından elde edilen 
transkriptlerin boylarının aynı bant bölgesinde olduğu 
ve dokulara ait farklı izoform olmadığı tespit edilmiştir 
(Şekil 1).

Fareye özgü SHK’deki transkriptlerden biri olan 
Tbn’nin gen sessizleştirme deneyinde H9c2 rat 
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kardiyomiyoblast hücreleri kullanılmıştır. siRNA 
transfeksiyonundan önce rat Taube Nuss geninin 
(Tbn) ve hedef genlerin (Pparg, Cebpa, Taf10 ve 
Myocd) yetişkin rat kalp ve iskelet hücrelerindeki gen 
ekspresyon düzeyleri belirlenmiştir. Rat kalp ve iskelet 
kası dokularındaki qRT-PCR analizlerinde, iskelet 
kasına göre Tbn geninin kalp kasında yaklaşık 5 kat 
daha yüksek ekspresyonunun olduğu gözlenmiştir. 
Bu şekilde BALB/c kalbine özgü SHK’deki 
transkriptlerden biri olan Tbn gen ekspresyonunun 
rat kalbinde de benzer şekilde iskelet kasına göre daha 
fazla olduğu belirlenmiştir. Pparγ, Cebpa, Taf10 ve 
Myocd hedef genlerinin ekspresyon seviyelerinin 
kalpte iskelet kasına göre daha fazla olduğu Şekil 2’de 
gösterilmiştir.

Rat kardiyomiyoblast hücrelerinin Tbn genine 
özgü siRNA ile transfeksiyonundan sonra 24. ve 48. 

saatlerde deney sonlandırılarak örneklerden total 
RNA izole edilmiştir. Kontrol hücre grubu ile 
karşılaştırılarak Tbn geni ile aynı hücresel yolakta yer 
aldığı düşünülen genlerin qRT-PCR yöntemi ile 
ekspresyon analizi yapılmıştır. 24 saat sonunda, 
kontrol grubu ile karşılaştırıldığında Tbn geninin 
sessizleştirildiği hücrelerde Myocd gen ekspresyonunun 
belirgin şekilde azaldığı tespit edilmiştir (RQ: 0,038). 
Kontrol hücre ekspresyonu ile karşılaştırıldığında 
Pparg, Cebpa ve Taf10 genlerinin ekspresyonunda ise 
sırasıyla 3,75, 1,1 ve 3,09 kat artış olduğu gözlenmiştir 
(Şekil 3).

Transfeksiyondan 48 saat sonra kontrol hücreleri 
ile karşılaştırıldığında Tbn gen ekspresyonunun 
yaklaşık 2 kat azaldığı ve Taf10 ekspresyonun da 
Tbn’ye eşlik ederek azaldığı gözlenmiştir. Diğer 
yandan, Pparg ekspresyonunda 48. saatte 24. saate 
göre %34,6 oranında azalma olsa da yüksek seviyesini 
koruduğu, buna karşılık Cebpa ekspresyonunun 24. 
saate kıyasla %84,5 oranında yükseldiği belirlenmiştir. 
24. saatte yüksek oranda baskılanmış olan Myocd 
gen ekspresyonun ise 48. saatte 22,37 kat artarak 
kontrol hücre seviyesine yaklaştığı tespit edilmiştir 
(Şekil 4).

Şekil 1. Tbn transkriptine özgü Northern Blot analizinin 
görüntüsü. A: Otoradyografi sonucunda kalp ve iskelet 
kaslarında farklı transkript izoformlarının olmadığı 
gözlenmiştir. B: Northern Blot hibridizasyonundan önce 
agaroz jelde yürütülen total RNA’lar kontrol olarak UV ile 
görüntülenmiştir. K, kalp kası; İK, iskelet kası; bç, baz çifti; 
18S, 18S ribozomal RNA; 28S, 28S ribozomal RNA, 5S, 5S 
ribozomal RNA

Şekil 2. Rat yetişkin kalp ve iskelet kası dokularında 
qRT-PCR yöntemi ile hedef genlerin ekspresyon analizi. 
Grafikteki değerler kalp ve iskelet kası arasındaki relatif 
kantitasyon (RQ) değerlerinin oranlarını göstermektedir. 

Şekil 4. Transfeksiyondan 48 saat sonra kardiyomiyoblast 
hücrelerinde gen ekspresyon analizi.

Şekil 3. Transfeksiyondan 24 saat sonra kardiyomiyoblast 
hücrelerinde gen ekspresyon analizi.
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 TARTIŞMA
Subtractive Hibridizasyon cDNA kütüphaneleri 

doku veya hücre dizilerinde farklı olarak eksprese 
edilen genlerin izolasyonu ve tanımlanmasında güçlü 
bir yaklaşım sağlamaktadır. Laboratuvarımızda daha 
önceki deneyler sonucunda oluşturulmuş olan 
Subtractive Hibridizasyon cDNA Kütüphanesi, 
BALB/c fare iskelet kası dokusuna kıyasla kalpte daha 
yüksek oranda ekspresyonu olan genleri içermektedir.4 
Taube Nuss geni de bu kütüphaneden izole edilmiş 
olan genlerden birisidir. Tbn geni fare transkriptom 
veritabanındaki bilgilere göre beyin, timus, plasenta 
ve embriyoda eksprese olan, fare ve insanda yüksek 
oranda korunmuş olan bir gendir.7,13 Bu çalışmada, 
Northern Blot analizleri sonucunda kalbe özgü yeni 
bir transkript izoformu saptanmamıştır. Bununla 
beraber, qRT-PCR yöntemi ile ratlarda Tbn geninin 
yetişkin kalp dokusundaki ekspresyonunun iskelet 
kasına oranla 5 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir.

24. ve 48. saatlerde yapılan analizlerin sonuçları 
karşılaştırıldığında sessizleştirilen Tbn geninin 24. 
saatte kontrol hücrelerine göre yaklaşık 3 kat fazla 
ekspresyonunun olduğu, 48. saatte ise kontrol 
hücrelerdeki ekspresyonun yaklaşık yarısı kadar olduğu 
gözlenmiştir. Transfeksiyon sonucunda sessizleştirilen 
genlerin ekspresyonunun yaklaşık olarak %70’in altında 
olması beklenmektedir. 24. saatte kontrol hücrelerin 
yaklaşık 3 katı kadar yükselmesi ve TDFIID 
kompleksinde beraber yer aldığı Taf10 ekspresyonunun 
da benzer bir seviyede olması transkripsiyon sürecinin 
devam ettirilebilmesi için hücrelerde erken evrede bir 
kompansasyon mekanizmasının devreye girdiğini 
düşündürmektedir. 48. saatte Taf10 ekspresyonu 
kontrol hücreler ile karşılaştırıldığında %74,35 kat daha 
azalmış olduğu gözlenmektedir. Tbn geninin siRNA 
transfeksiyonundan sonra 24 saatten daha kısa sürede 
analiz edilerek baskılanma zamanının ve dinamik 
değişiminin takip edilmesi ve bu ekspresyon 
değişimlerinin protein seviylerine yansımasının nasıl 
olduğunu gösterecek ek deneylere ihtiyaç 
duyulmaktadır. 

Tbn geni, insanda TAF8 (TATA-Kutusu Bağlayıcı 
Protein İlişkili Faktör 8) veya TAFII43 (Transkripsiyon 
Başlatma Faktörü TFIID 43 KDa Alt Birimi) olarak 

da adlandırılmaktadır. Tbn’nin etkileşimde bulunduğu 
genler hakkında halen yeterli bilgi bulunmamaktadır. 
TFIID kompleksinde TAF8 ve TAF10 proteinleri 
heterodimer olarak bağlanarak etki göstermektedir.11 
Bizim çalışmamızda da kardiyomiyoblast hücrelerinde 
Tbn geninin sessizleştirilmesinden sonra kontroller 
ile karşılaştırıldığında Tbn ve Taf10 genlerinin 
ekspresyonlarının 24. ve 48. saatlerde benzer seviyelerde 
ve yönde değişim gösterdikleri tespit edilmiştir. 

Daha önce yapılan çalışmalarda, TBN proteinin 
3T3-L1 fare embriyonik fibroblastlarında PPARG 
ligantı ile indüklenebildiği gösterilmiştir.7 Özellikle 
PPARG’nın yoğun ekspresyonunun olduğu NIH-3T3 
hücre soyunda yapılan çalışmalarda PPARG ligantı 
ile indüksiyon sonucunda trigliserid birikimi ile 
adiposit farklılaşmasının olduğu gösterilmiştir.14 Bu 
mekanizma, adiposit farklaşma sürecinde yine etkili 
olan CEBPA indüksiyonu ve de insüline duyarlı glukoz 
transportu sürecinden farklıdır.14 TBN’nin NIH-3T3 
soyunda da PPARG ligantı ile indüksiyonunun olması 
bu transkripsiyon proteinin insüline duyarlı 
transporttan ziyade trigliserid birikimi ile ilişkili 
olduğunu işaret etmektedir.7 Bu bulgular, TBN 
proteininin adipogenezde rol alan genlerin 
düzenlenmesinden sorumlu bir transkripsiyon faktörü 
olduğunu göstermektedir.7 Diğer yandan, C2C12 fare 
miyoblastlarında yürütülen çalışmalarda tam-
uzunlukta TAF8 ekspresyonu yapan retroviral 
vektörlerle transfeksiyon sonrasında, hücrelerin 
morfolojik farklılaşmasında ve araştırılan farklılaşma 
belirteci olan miyogenin ekspresyonunda bir değişim 
olmadığı gözlenmiştir.7 Bu nedenle, TAF8’in adiposit 
farklılaşma sürecine özgü bir transkripsiyon faktörü 
olduğu önerilmiştir.7 İlginç olarak aynı çalışmada, 
transfekte edildiği hücrelerde TAF8 ile yarışmalı 
yapısından dolayı TAF8 ile ters etki gösteren TAF8 
Histon Katlanma (TAF8 HF) domaininin adiposit 
farklılaşmasını ve Pparg ve Cebpa ekspresyonlarını 
inhibe ettiği tespit edilmiştir.7 Bizim çalışmamızda, 
rat kardiyomiyoblast hücrelerine Tbn siRNA 
transfeksiyonundan 24 saat sonra, Pparg 
ekspresyonunun kontrol hücrelere kıyasla yaklaşık 4 
kat fazla olduğu, Cebpa ekspresyonunun ise yaklaşık 
olarak kontrol hücrelerindeki ile benzer oranda olduğu 
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belirlenmiştir. Ancak, Tbn sessizleştirilmesinden 48 
saat sonra Pparg ekspresyonu kontrol hücrelerine göre 
hala yüksek olmakla beraber %34 oranında azalmıştır. 
Diğer yandan, transfeksiyondan 48 saat sonra Cebpa 
ekspresyonunda %84,5 oranında artış olmuştur. Bu 
bulgular, C2C12 fare miyoblastlarında yürütülen 
çalışmalara zıt yönde ancak, adiposit hücrelerinden 
elde edilen sonuçlara benzer olarak Tbn geninin 
kardiyomiyoblastlarda Pparg ve Cebpa genlerinin 
düzenlemesinde rol aldığını düşündürmektedir.

Nüklear bir protein olan MYOCD, kalp, aorta ve 
düz kas içeren dokularda kodlanmaktadır. 
Kardiyogenez ve düz kas hücrelerinin farklılaşmasında 
rol aldığı belirtilmiştir.15,16 Miyoblast faklılaşmasında 
rolü olabileceği öne sürülen Pparg’nın kas 
farklılaşmasına etki mekanizmasının araştırılması 
amacı ile yapılan çalışmada, aşırı ekspresyonu 
sonucunda C2C12 fare miyoblastlarında miyogenik 
farklılaşmanın inhibe olduğu gözlenmiştir.17, 18 Bizim 
çalışmamızda, kardiyomiyoblast hücrelerinde Tbn 
sessizleştirilmesini takip eden 24. saatte, hücrelerde 
Myocd gen ekspresyonu yüksek oranda baskılanmış, 
48. saatte ise ekspresyonu yaklaşık olarak kontrol 
hücrelerinin seviyesine ulaşmıştır. Pparg ekspresyonu 
ise kontrole kıyasla 24. ve 48. saatlerde sırasıyla 
yaklaşık 4 ve 3,5 kat yükselmiştir. Pparg’nın bu yüksek 
seviyeleri özellikle 24. saatte Myocd transkriptinin 
aşırı baskılanmasından sorumlu olabilir. Diğer 
yandan, bu tablonun Tbn baskılanması ile mi yoksa 
Pparg ekspresyon artışı ile mi ilişkili olduğunun tespit 
edebilmesi amacı ile farklı deneysel tasarımlarla 
transkript ekspresyon dinamiklerinin araştırılması 
gerekmektedir. 

Bu çalışmada, hücre kültürü deneyleri sadece 
H9c2 rat kardiyomyoblast hücre soyunda 
gerçekleştirilmiştir. Deneylerin başka dokulara ait 
hücre soyları kullanılarak tekrarlanması ve kalbe özel 
ekspresyon özelliklerinin doğrulanması gerekmektedir. 
Diğer yandan, bu deneylerin bir ön çalışma niteliğinde 
olması ve grup sayılarının istatistiksel analizler için 
yeterli olmaması nedeni ile analiz sonuçları sadece 
değişim oranları (RQ) şeklinde verilmiş, istatistiksel 
anlamlılık seviyeleri verilememiştir.

SONUÇ ve ÖNERİLER
Taube Nuss, nispeten yakın zamanda keşfedilmiş 

ve etki mekanizması halen tam olarak bilinmeyen bir 
proteindir. Daha önceki yayınlarda Tbn geninin 
embriyonik dönemde eksprese olduğu ve transkripsiyon 
faktörü olarak rol oynadığı belirtilmiştir. Tbn geninin 
yetişkin fare ve rat kalbinde de eksprese olduğuna dair 
bulgularımız bu genin yetişkin hayatta da önemli bir 
rol oynadığını vurgulamaktadır. Diğer yandan, bu ön 
çalışmada Tbn sessizleştirilmesinden sonra Pparg, 
Cebpa,Taf10 ve Myocd gen ekspresyonlarında değişim 
olması Tbn geninin kardiyomiyoblastlarda da bu 
genler ile ilişkide olabileceğini göstermektedir. 
Çalışmamız bu yönü ile özgüldür ancak, bu çalışmanın 
genişletilerek protein ekspresyonlarının analiz edilmesi 
ve diğer hücre soylarında yapılan deneylerle 
desteklenmesi gerekmektedir.
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