Hucre Donglisu Duzenleyici Protein Olan HN1’in SHSY-5Y
Hiicrelerinde Parkin ile Antagonistik iligkisi
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Girig: Hiicre dongusu, hucrelerin diizgin bir sekilde bolinmesi igin birgok molekul tarafindan
dizenlenen sistemdir. Hematolojik ve Norolojik Eksprese 1 (HN1)in hicre doéngusinin
ilerleyiginin duzenlenmesinde 6nemli roli oldugu gézlemlenmistir [1,2]. E3 Ubikitin ligaz olan
Parkin’nin de hucre dénglsini duzenleyen proteinlerin yikiminda énemli roll oldugu bilinmektedir
[3]. Bu galismada, SHSY-5Y ndéroblastoma hucre hatti model olarak kullanilarak, HN1’in Parkin
proteinin islevi Uzerindeki etkisi arastiriimistir.

Materyal ve Metotlar: SHSY-5Y hicrelerinde HN1'in ylksek ifadesini saglamak igin, doksisiklin
(dox) ile uyarilabilir Tet-ON lentiviris HN1 vektér sistemi kurulmustur. SHSY-5Y-
pCW57.1(kontrol)/HM-HN1 ve SHSY-5Y-mVENUS(kontrol)/HN1-mVENUS hicreleri
hazirlanmigtir. HN1 ylksek ifadesinin, SHSY-5Y hicrelerinin proliferasyonu Uzerindeki etkisi
Tripan mavisi yontemi ile belirlenmigtir. HN1 ylksek ifadesinin, Parkin ve hilcre ddngusunu
dizenleyen proteinlerin seviyeleri Gzerindeki etkisi western blotlama ydntemiyle gdsterilmigstir.
Senkronizasyon deneylerinde G1 fazi hiicreleri serum starvasyonuna, S hicreleri timidin gift
bloklamaya, G2 hucreleri ise Nokodazol (N) veya Cdkl inhibitér (C) uygulamasina maruz
birakilmistir.
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Sekil 1: A) SHSY-5Y lentiviris HN1 vektorlerinin western blot

yontemiyle kontroli. B) SHSY-5Y HM-HN1/HN1-mVENUS g :
hiicrelerinde HN1 asiri ifadesinin hiicre proliferasyonu Uzerine 2 =
etkisi. Istatiksel degisimler (*) sembolii ile gésterilmistir (p > 0.05; 2 .
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P <0.001 ). !
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Sekil 2: A) Hiicre donglsinin farkll fazlarinda senkronize hiicrelerde HN1 asiri ifadesinin Parkin protein
seviyesine etkisi. B) HN1 asir ifadesinin G2/M gegisini diizenleyen molekiillerin (Parkin, siklin B1 ve Cdh1)
protein seviyelerine olan etkisine western blot ile gdsterilmesi.

Siklin B1

Tartisma ve Sonug: SHSY-5Y hicrelerinde, hiicre dongisi dizenleyici protein olan HNZL1’in
hicre déngusinin farkli fazlarinda farkh seviyelere sahip bir protein oldugu belirlenmigtir. HN1
yiksek ifadesinin Parkin'nin koaktivatorii olan Cdhl'i stabilize etmesi, HN1'in Parkin Uzerindeki
etkisinin anlasiimasinda kilit bir noktadir. HN1'in yiiksek ifadesiyle Parkin'in seviyesinin azalmasi,
HN1'in Parkin ile antagonistik bir iligkisi oldugunu gdsterir.
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