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Endoplazmik retikulum-aracili protein yikim yolaginda goérev yapan p97/VCP ve
Ufd1-Npl4 adh proteinlerin NF-kB yolagina etkisinin prostat kanser hiicre
hattinda incelenmesi

Investigating the effect of p97/VCP and Ufd1-Npl4 proteins functioning in the
endoplasmic reticulum-associated degradation on the NF-kB pathway
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0z
Amag: Bu calismada, endoplazmik retikulum-aracili yikim yolagindaki retrotranslokasyon basamaginin anahtar

proteini olan p97/VCP ve etkilesim partnerleri olan Ufd1 ve Npl4 proteinlerinin NF-kB yolagi Gzerine etkileri prostat
kanser hiicre hattinda incelendi.

Gere¢ ve Yontem: p97/VCP, Ufdl ve Npl4 ifadeleri RNA interferans RNAi (RNA interferans) teknolojisi ile
LNCAP hiicrelerinde susturuldu ve NF-kB aktivitesi ikili lusiferaz yontemi ile NF-kB yolagi proteinlerinin ifadesi ise
imminoblotlama ile degerlendirildi.

Bulgular: p97/VCP, Ufd1l ve Npl4 ifadelerinin susturulmasi LNCaP hicrelerinde NF-kB aktivitesini anlamli olarak
azaltmis ve IkBa protein seviyesini arttirirken fosforile NF-kB ve fosforile IkBa seviyelerini azaltmigtir.

Sonug: Retrotranslokasyon kompleks tyelerinin susturulmasi ile LNCaP hicrelerinde NF-kB aktivitesinin
azalmasinin NF-kB inhibitéri olan IkBa seviyesinin artmasina bagh oldugu dusunulmektedir. Bulgularimiz
p97/VCP ve etkilesim partnerleri Ufd1-Npl4 proteinlerinin prostat kanserinde NF-kB yolaginin diizenlenmesinde
o6nemli bir etken olabilecegini 6nermektedir.

Anahtar Soézciikler: Endoplazmik retikulum iligkili yikim yolagi, retrotranslokasyon, p97/VCP, NF-kB, prostat
kanseri.

Abstract

Aim: In this study, the effects of p97/VCP and its interacting partners Ufd1 and Npl4 proteins, which function at
the retrotranslocation step of endoplasmic reticulum-associated degradation were investigated on the NF-kB
pathway in the prostate cancer cell line.

Materials and Methods: The expressions of p97/VCP, Ufd1l and Npl4 were silenced in LNCaP cells using RNAI
(RNA interference) technology. NF-«B activity was evaluated by dual luciferase assay system and the expression
of NF-«kB pathway proteins were investigated using immunoblotting.

Results: Silencing of expression of p97/VCP, Ufd1 and Npl4 significantly diminished NF-«B activity and increased
the level of IkBa protein while decreased phosphorylated NF-kB and phosphorylated IkBa levels in LNCaP cells.
Conclusion: The decrease NF-kB activity upon silencing the expressions of retrotranslocation complex members
in LNCaP cells might be associated with the increased level of NF-kB inhibitor IkBa. Our data suggests that
p97/VCP and its interacting partners might be important factors on the regulation of NF-«kB pathway in the
prostate cancer.
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Girig

Endoplazmik retikulum (ER), sekresyonel veya
endositik yolaga girecek olan proteinlerin sentez edildigi
ve olgunlastigi yerdir (1). ER'nin ana gérevlerinden bir
tanesi yeni sentezlenen polipeptid yapilarin dogal
konformasyonlarina katlanarak ulagsmasini saglamak ve
gerekliyse oligomerik yaplya donidsmelerine yardimci
olmaktir (2). Ancak uygun katlanma sureci hatasiz
degildir ve vyeni sentezlenen proteinlerin yaklasik
%30’unun yanls katlandigi tahmin edilmektedir (3). Bu
miktar hipoksi, protein agregatlari, genetik mutasyon ve
oksidatif stres gibi etkenlerle daha da artmaktadir (4). Bu
tarz yanlis katlanmis proteinler ER’'de kalmakta ve ER-
aracili yikim yolag! (ER-associated degradation, ERAD)
ile yikima ugramaktadir. ERAD’In duzenli c¢alismasi
sayesinde sadece dizgln katlanmis ve oligomerize
olmus proteinler fonksiyon yapacag@ yere ulagabilirler.
ERAD mekanizmasi istenmeyen bu proteinlerin yikimi
yani sira, normal katlanmig bazi hicresel proteinlerin
dlzeylerini regiile ederek hiicre homeostazinda da
gbrev yapar. Bu proteinlere kolesterol
metabolizmasindaki anahtar enzim olan HMG-KoA
rediktaz ve sodyum klorir kanal proteini olan kistik
fibr6z transmembran iletim regilatori (CFTR) 6rnek
verilebilir. Dolayisiyla ERAD yolagindaki bozukluklarin
kistik fibrozis, norodejeneratif hastaliklar, diyabet ve
kanser gibi hastaliklarin patofizyolojisinde yer almasi
sasirtici degildir (2).

Retrotranslokasyon, ERAD'In en &nemli basamak-
larindan biri olup bu basamakta ykima hedeflenen
proteinler ER membranindan sitoplazmada bulunan
proteazoma aktarlir. Retrotranslokasyonun anahtar
proteini p97/VCP adli bir ATPazdir. Okaryot hiicrelerde
en bol bulunan proteinlerden biri olan p97/VCP proteini,
ERAD disinda transkripsiyonel kontrol, homotipik
membran flizyonu, hiicre doéngusinin dizenlenmesi,
otofaji, endozomal ayristirma, hicre siklis diizenlenmesi
ve protein yikiminin dizenlenmesi gibi degisik hicresel
surecglerde de gérev yapmaktadir (5,6). p97/VCP’nin bu
fonksiyonel cesitliligi etkilesime girdigi Ufd1-Npl4, p47,
SVIP, UBXD7 gibi 40’dan fazla adaptor protein varlidi ile
aciklanmaktadir. Bu etkilesimler p97/VCP ve adaptor
proteinde bulunan spesifik protein domainlerine bagh
olarak gerceklesmektedir.

p97/VCP’nin ERAD yolagindaki temel partnerleri Ufd1-
Npl4 dimer kompleksidir. Bu kompleksin, ERAD
substratlari disinda HIF1a, Cdi1 ve CD4 gibi cesitli
proteinlerin yikimini da reglle ettigi rapor edilmistir (7-9).
Son yillarda p97/VCP tarafindan regile edilen yolaklar
arasinda NF-kB yolaginin da bulundugu disu-
nilmektedir. Heterodimerik transkripsiyon fakttrlerin-den
biri olan NF-B; inflamasyon, hiicre bdlinmesi ve
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apoptozu kontrol eden yuzlerce genden olusan gen
aglarini  kontrol etmektedir. Uyarilmanin  olmadigi
durumlarda, bu transkripsiyon faktorleri, inhibitor IkB
ailesi Uyelerine bagli olarak sitoplazmada inaktif halde
tutulmaktadir. TNFa gibi sitokinler, enfeksiyon yapici
ajanlar ve hiicresel stres kosullari ile bu sistem
uyariimakta ve IkB molekiilleri fosforillendikten sonra
poliubikitine olup proteazom tarafindan yikilmaktadir.
Boylelikle serbest kalan NF-kB dimerleri nikleusa
relokalize olarak inflamatuvar yanit, proliferasyon,
apoptoza karsi koruma gibi isleviere dahil olan cesitli
hedef genlerin spesifik promotdr ve enhensir bélgelerine
baglanip transkripsiyonlarini  aktiflemektedir (10,11).
p97/VCP’nin NF-kB inhibitéru olan IkBa’'nin kompleksten
ayrilmasinda ve proteazomal yikimda énemli roli oldugu
dusUnllmektedir (6). Dolayisiyla p97/VCP’nin artan
diizeylerinin IkBa seviyesinin azalmasina ve NF-kB
aktivitesinin artmasina neden oldugu énerilmektedir.

Yeni yayinlanan bir ¢galismamizda ERAD’In androjene
bagimh regulasyonunu ve prostat kanser
timorigenezindeki  rolii  rapor edilmistir (12). Bu
makalemizden yola ¢ikarak Huntington ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklar, kistik fibroz, cesitli kanser
tipleri ve diyabet gibi cesitli hastaliklarin patolojisi ile
iliskilendirilmis  ERAD’In anahtar proteinlerinden olan
p97/VCP’nin ve onun ERAD iligkili partnerleri olan Ufd1-
Npl4 dimerinin ifadesinin  susturuimasinin  NF-kB
yolagina etkisi, prostat kanser hiicre hatti olan LNCAP
hiicrelerinde ilk defa incelenmistir. Sonuglarimiz hem
p97/VCP hem de etkilesim partnerlerinden Ufd1-Npl4
dimerinin susturulmasi ile IkBa protein seviyesinde
arisin  ve NF-kB aktivitesinde azaligin oldugunu
g6stermektedir.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii ve siRNA ile transfeksiyon

Bu calismada American Type Culture Collection
(ATCC)'den temin edilmis olan erken pasaj numarasina
sahip (pasaj no<14) LNCaP (insan prostat
adenokarsinoma hucre hatti) hicreleri kullanilmistir.
Hucreler %10 FBS igeren RPMI1640 besiyerinde
konvansiyonel hiicre kultiri  kosullarinda  blyutul-
mustdr.

Silencer® Negative Control siRNA #1, p97/VCP (anti-
sense dizi: AUAACAAUCACAUGUGCCCtc), Ufdl (anti-
sense dizi GUUAAGUCGGCUGAGUUGGtc), Npl4
(anti-sense  dizi: UAAGUACCCAAAUUGCUGGHt)
oligonUkleotidleri Ambion’dan temin edilmistir.
immiinoblotlama caligmalarinda alti kuyucuklu hiicre
klltir plakalarina ekilen hcreler, ekimden 24 saat
sonra, 60 nM oligoniikleotid dizisi ile toplam 72 saat
sireyle transfekte edilmistir. Transfeksiyon islemi
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Lipofectamin 2000 reaktifi (Invitrogen) kullanilarak uretici
firmanin talimatlari dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Immiinoblotlama

immiinoblotlama galismalari daha énce rapor edildigi
sekilde gerceklestiriimistir (5). Kisaca LNCaP hcreleri
deneysel uygulamalar sonrasi proteazom inhibitor
kokteyli iceren RIPA tampon ¢ozeltisi (50 mM Tris-HCI
pH 7.5 igcinde 150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %0.5
sodyum deoksikolat, %0.1 SDS) ile lizatlanmistir. Hiicre
lizatlarinin protein konsantrasyonlari BCA Protein Assay
kiti (PIERCE, Rockford, IL, USA) ile tayin edildikten
sonra esit konsantrasyonda protein iceren érnekler SDS-
PAGE uygulamasi igin jellere yiiklenmistir. Ornekler,
elektroforezi takiben jelden PVDF membrana (Millipore,
Bedford, MA, USA) transfer edilmistir. immiinoblotlama
anti-VCP, anti-Ufd1, anti-Npl4, anti-NFkB, anti-p-NFkB,
anti-lkBa ve anti-p-lkBa (Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts, USA) ve yikleme kontrolii olarak anti-
aktin (Sigma Aldrich, USA) antikorlar kullanilarak
gerceklestiriimistir. Sonuglarin gérintilenmesi igin ECL
substrat kiti (BioRAD, USA) Uretici talimatina uygun
olarak kullaniimigtir. Kemiliminesan isik olusumu
Fusion-FX7 gorintileme sistemi (Vilber Lourmat,
France) ile incelenmistir.

NF-«B aktivitesinin tayini

NF-kB aktivitesinin tayini igin Cignal NF-«xB Reporter
Assay kiti (SABiosciences) Uretici firmanin 6nerdigi
protokol kullanilarak uygulanmistir. Kisaca, LNCaP
hiicreleri 96 kuyucuklu htcre kltir plakalarina her
kuyucukta 10.000 hicre olacak sekilde ekilmigtir. Ertesi
gilin 2 nM konsantrasyonda Silencer® Negative Control
veya ERAD gen siRNA oligonukleotidleri ile birlikte 100
ng Cignal Raportor veya Cignal Negatif Kontroli,
Lipofectamin 2000 (Invitrogen) kullanilarak transfekte
edilmistir. Hicre besiyeri 24 saat sonra degistiriimigtir.
Transfeksiyonlar alti tekrarli olarak gerceklestiriimis ve
hiicreler transfeksiyondan 72 saat sonra toplanmistir.

Lusiferaz  aktivitesi 6lgimi icin  “Dual-Luciferase
Reporter Assay” kiti (Promega) ve liminometre
fonksiyonu olan multiplaka okuyucu (Varioskan,

Thermo) kullaniimistir. Elde edilen degerler Renilla
lusiferazina normalize edilmistir.

[statistiksel analiz

Veriler “ortalama deger + standart sapma” olarak
sunulmustur.  Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirimesi  SPSS  programinda  yapilmigtir.
Sayisal verilerin dagiiminin normale yakin olup olmadigi
Shapiro-Wilk testi ile varyanslarin homojenlidi ise
Levene testi ile arastirildi. Gruplar arasinda ortalamalar
yonunden farkliliklar, Tek Y&nli Varyans Analiz (One
Way ANOVA) post hoc Bonferroni testi kullanilarak
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degerlendirilmistir. Anlamliik sinirt 0.05 olarak alinmis
ve anlaml ¢gikan drneklerde p degerleri sunulmustur.

Bulgular

Androjene-duyarli  prostat kanser hicre hatti olan
LNCaP hicrelerinde p97/NVCP, Ufd1 ve Npl4
proteinlerinin roliinl incelemek Uizere RNA interference
(RNAI) teknolojisi kullanarak ilgili proteinleri sifreleyen
genlerin ifadeleri susturulmustur. Sekil-1’de sunulan
immunoblot  verilerine gdre ilgilenen  proteinlerin
seviyeleri basarili bir sekilde azalmistir. Bir sonraki
asamada, p97/VCP, Ufd1 veya Npl4 seviyesi
susturulmus LNCAP prostat kanser hiicrelerinde NF-kB
aktivitesine etkisinin degerlendirilmesi icin dual lusiferaz
aktivite analizi uygulanmistir. Aldigimiz sonuclara goére
hem p97/VVCP hem de ERAD etkilesim partnerleri olan
Ufd1 ve Npld'un ifadelerinin susturulmasi ile “relatif
lusiferaz  aktivitesi” anlamli  bir gekilde azalmigtir
(*p=0.001, **p=0.006, ***p=0.018) (Sekil-2). Etkinin
spesifikligini ve raportér aktivitenin bazal degerini
gézlemlemek icin negatif kontrol olarak herhangi bir
transkripsiyonel yanit elementi icermeyen-
indiklenmeyen raportdr konstrakti ve surekli Renilla
lusiferaz ifade eden konstrakt karigimi kullaniimistir.
Sekil-2'de goriildigi Gzere incelenen ERAD genlerinin
susturulmasi, negatif kontrol Orneklerinde anlamh bir
degisiklige neden olmamistir.

Son olarak ERAD retrotranslokasyon kompleks
uyelerinin  susturulmasinin  IkBa ile NF-kB protein
seviyelerinin yani sira bunlarin fosforile formlari olan p-
IkBa ve p-NFkB seviyelerine etkisi, SDS-PAGE'i takiben
uygulanan immunoblotlama ile incelenmistir (Sekil-3).
incelenen bu (i genin de ifadesinin susturulmasi ile
IkBa seviyesi artmis iken, p-lkBa ve p-NFkB
seviyelerinin anlamli bir sekilde azaldigi gézlenmisgtir.

Tartigma

Huicre i¢i protein yikim yollarindan bir tanesi ubikitin-
aracili proteazomal ykimdir. ER-aracili yikim yolagi
(ER-associated degradation, ERAD) ise ER’den sekrete
olan yanhs katlanmig, oligomerize olamamig proteinler
ile HMG-KoA rediiktaz gibi bazi normal proteinlerin
proteazom aracili yikimindan sorumludur. ERAD; hedef
proteinin secimi, ubikitinasyon, retrotranslokasyon ve
proteazomal yikim gibi birden fazla basamaktan
olusmaktadir. Retrotranslokasyonda gorev yapan temel
protein bir ATPaz olan p97/VCP olup etkilesim
partnerlerinin cesitliligi sayesinde hiicrede birden fazla
fonksiyonu bulunmaktadir. Bu partnerlerden bir tanesi
Ufd1-Npl4 dimeri olup p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksi
temel olarak ERAD’da gorev yapmaktadir. Bu kompleks
CD3d gibi ERAD substratlarinin yikimindan sorumlu
olmakla beraber HIF1a gibi bazi ERAD substrati
olmayan protenlerin yikimi ile de iligkilendirilmigtir (9).
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Sekil-1. LNCaP hicre hattinda p97/VCP, Ufd1 ve Npl4 ifadelerinin RNAI ile susturulmasi. LNCaP hicreleri alti kuyucuklu
hicre kultir kaplarina ekildikten 24 saat sonra p97/VCP, Ufd1 ve Npl4'a karsi siRNA oligonikleotid molekdilleri ile 60
nM konsantrasyonda olacak sekilde transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler lizatlanip SDS-PAGE'’i
takiben imminoblotlamaya tabi tutuldu. p97/VCP, Ufd1 ve Npl4 proteinlerinin seviyesi bu proteinlere karsi antikorlar
kullanilarak tayin edildi. Aktin yikleme kontrolii olarak degerlendirildi.

!

NF-kB aktivitesi
* % %
[ % 1
‘ * l
25 1
.g
3
X
L
No15 = NF-KB Raportor
?; Negatif kontrol
3 1 T
o
¥yl 0.5 -
[\
0-
Kontrol p97/VCP Ufd1 Npl4

Sekil-2. Retrotranslokasyon kompleks iiyelerinin susturul-masi LNCaP hiicrelerinde NF-kB aktivitesini azaltir. p97/VCP, Ufdl
ve Npl4'a ifadelerini susturmak igin siRNA oligonikleotidleri NF-kB raportor veya negatif kontrol konstrakti ile birlikte
transfekte edildi. Lusiferaz aktivitesinin tayini “Gere¢ ve Yontemler” béliminde agiklandigi sekilde gergeklestirildi.
Deney, alti kere tekrar edilmistir ve veriler “ortalama deger + standart sapma” olarak sunulmustur (*p=0.001,
**p=0.006, ***p=0.018).
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Sekil-3. LNCaP hicrelerinde p97/VCP, Ufd1 ve Npl4 ifadelerinin susturulmasi ve immunoblotlama $ekil-1’de anlatildigi gibi
gerceklestiriimistir. NFkB, p-NFkB, IkBa ve p-IkBa proteinlerinin seviyesi bu proteinlere karsi antikorlar kullanilarak
tayin edildi. Aktin yukleme kontroll olarak degerlendirildi.
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Son yillarda yapillan bazi galismalar Ozellikle
p97/VCP’nin NF-kB yolagini regiile ettidini dnermektedir.
2013 yilinda ise p97/VCP susturuimus U20S
osteosarkoma huicrelerinde NF-kB aktivitesinin azaldidi
rapor edilmistir (13). Benzer sekilde sigan neonatal
kardiyomiyositlerde p97/VCP’nin adenovirus teknolojisi
ile asin ifade sonucunda NF-kB’nin DNA baglanma
kabiliyetinin  dolayisiyla NF-kB  aktivitesinin  arttidi
gézlenmistir (14). 2014 yilinda 293HEK ve U20S
hicrelerinde yapilan bir calismada ise timor nekrozis
faktor alfa (TNF-a) veya interlokin 1B (IL-18) uygulamasi
sonrasi IkBa yikiminin regulasyonunda p97/VCP-Ufd1-
Npl4 kompleksinin rol oynadigi belirlenmistir (15).
p97/VCP’nin  NF-kB aktivitesinde yaptigi degisikligin
mekanizmasini inceleyen makalelerin bir tanesinde
p97/VCP'nin IkBa yikimini epitelyal hiicrelerde uyardidi
belirtimistir  (16). p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksinin
alternatif NF-kB yolagini pozitif olarak regiile ettigi de
farkll bir mekanizma Onerisi olarak rapor edilmistir. Bu
makalede, NF-kB yolaginin major inhibitéri olan
p100’Un p52’ye yikiminin uyarildigi énerilmigstir (17).

Yakin zamanda ERAD’In androjen-duyarli prostat
kanser hiicrelerinde androjen ile regtile oldugunu ve bu
regllasyonun prostat kanser tiimorigenezinde rol

oynadidini rapor ettik (12). Bu calismada ise ERAD
retrotranslokasyon kompleks tyeleri p97/VCP, Ufd1 ve
Npl4 adh proteinlerin prostat kanser hicrelerinde NF-kB
aktivitesi Uzerine etkisi ve bunun mekanizmasi
incelenmigtir. Buldugumuz sonuglara goére ilgilenilen g
proteinin ifadelerinin susturuimasi ile NF-kB aktivitesi
anlamh bir sekilde artmigtir. NF-kB yolaginin énemli
uyeleri olan NF-kB, p-NFkB, IkBa ve p-IkBa seviyelerini
inceledigimizde ise IkBa’nin seviyesinin arttigini ancak p-
IkBa ve p-NFkB seviyelerinin azaldigini goézlemledik.
Dolasiyla ERAD retrotranslokasyon kompleks Uyesi
proteinlerinin NF-kB yolagini LNCAP prostat kanser
hucrelerinde regule ettigini dnermekteyiz. Bulgularimiz
p97/VCP ve etkilesim partnerleri Ufd1-Npl4 proteinlerinin
prostat kanserinde NF-kB yoladinin dizenlenmesinde
Onemli bir etken olabilecegini dustindirmektedir.
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