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OZET

siRNA KULLANILARAK INSAN MEME KANSERi HUCRE DIZILERINDE
(MCF-7) erk GENININ SESSIiZLESTIRILMESI, BU SESSiZLESTIRMENIN
ERK PROTEINi AKTiVASYONU VE HUCRE COGALMASI UZERINE
ETKILERININ BELIRLENMESI

MAP (Mitogen-activated protein) kinazlar hiicre dis1 sinyalleri,
transkripsiyon faktorlerine ileten protein ailesidir. Hiicre i¢i sinyal yolunda gorev
yapan bu protein ailesinin iiyelerinden ERK (extracellular signal-regulated protein
kinase) biiyiime faktorleri ile uyarilarak hiicre biiyimesi, farklilasmast ve ¢ogalmasini
etkilerken, JNK (c-jun amino-terminal kinase) ve p38 (high osmolarity glycerol

response kinase) strese bagli uyaranlarca uyarilarak apoptotik sinyallere aracilik eder.

Meme kanseri kadinlarda ¢ok sik goriilen ve 6liimle sonuglanabilen bir
kanser tipidir. ERK, p38 ve JNK proteinleri meme kanserinde incelenmis ve normal
dokulara oranla aktivasyonlarinda artis oldugu belirlenmistir. ERK proteininin
aktivasyonundaki 5-20 kat artisin insan meme kanserinin metastatik formunun
baslangicinin belirlenmesinde onemli bir belirteg olabilecegi ileri siirtilmiistiir. RNAI
(RNA interference), gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel olarak baskilanmasina
yol agan bir sistemdir. Bu baskilama, siRNAlar (small interference RNA) (21-23

niikleotid) aracilig1 ile mRNA’nin yikiminin uyarilmasi ile gergeklesir.

Bu calismada; MCF-7 insan meme kanseri hiicre dizisi ve NIH 3T3 sigcan
normal fibroblast hiicre dizisi, erk genine 6zgii siRNA ile transfekte edilerek erk
geninin ne kadar sessizlestirildigi ve gen ekspresyon diizeyi total RNA kullanilarak
gRT-PCR’da belirlenmistir. Ayrica ERK, p38 ve JNK proteinlerinin aktiviteleri de
ELISA yontemi ile belirlenirken, bu sessizlestirmenin hiicre ¢ogalmasini nasil etkiledigi

XTT kiti ile ortaya konmustur.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, MCF-7 insan meme kanseri hiicre
dizisinde ERK siRNA kullanimi sonucu en etkili sessizlestirmenin 48. saatte 100 nM

konsantrasyonda (% 99,85) oldugu belirlendi. Bunlarin yaninda bu sessizlestirmenin
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hiicre ¢ogalmasi ve protein ekspresyonunun azalmasi i{izerine hemen hemen tiim
konsantrasyonlarda etkili oldugu gozlendi. Sonugta siRNA uygulamasinin kanser

tedavisinde oldukga faydali yardimci bir arag olabilecegi belirlendi.

Anahtar Sozciikler : ERK, MCF-7, NIH 3T3, RNAI, siRNA
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SUMMARY

THE SILENCING OF ERK BY USING siRNA IN HUMAN BREAST CANCER
CELL LINES (MCF-7), THE EFFECTS OF THIS SILENCING ON ERK
PROTEIN ACTIVATION AND CELL PROLIFERATION

MAP (Mitogen-activated protein) kinases, protein family, act as transducers
of extracellular signaling to elements regulating transcription. The members of this
intracellular signaling pathway protein family; ERK (extracellular signal-regulated
protein kinase) is activated by growth factor signals and induces cell growth,
differentiation and proliferation, JNK (c-jun amino-terminal kinase) and P38 (high
osmolarity glycerol response kinase) are activated by stress-related stimuli and mediate

apoptotic signals.

Breast cancer is seen frequently in women and can result in death. ERK,
p38 and JNK proteins were investigated in breast carcinoma and elevated activation was
found compared with normal tissue. It has been proposed that 5-20 fold elevation in
ERK activation is an important marker in initiation of metastatic form of human breast
cancer. RNAI is a system in which leads to posttranscriptional suppression of gene
expression. This suppression is mediated by siRNAs (21-23 nucleotide) which induce
degradation of mMRNA.

In this study, MCF-7 human breast cancer cell line and NIH 3T3 mouse
normal fibroblast cell line were cultured. Afterwards, erk gene of MCF-7 and NIH 3T3
cells was silenced by using siRNA. After siRNA transfection, erk gene silencing was
measured by gRT-PCR method on mRNA level with total RNA isolated from cells by
using total RNA isolation kit. In addition to activations of ERK, p38 and JNK proteins
were measured by ELISA and it has been determined how this silencing effects cell
proliferation by XTT Kkit.

When the obtained results are analyzed, it is determined that the most
effective silencing occurs at the 48" hour of 100 nM concentrated (% 99,85) ERK

SIRNA utilization. Besides, it was observed that erk gene silencing was effective for cell
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proliferation reducing and protein expression reducing at almost all concentrations. As
a resullt, it was determined that sSiRNA application might be aidful in cancer treatment.

Key words : ERK, MCF-7, NIH 3T3, RNAI, siRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Saglhik Bakanligi tarafindan yapilan 2005 yili Tiirkiye kanser istatistigi
verilerine dayanilarak hazirlanan raporda, lilkemizde goriilen ilk 10 kanser tiirii arasinda
meme kanserinin (17,96/100000); akciger, prostat ve deri kanserinden sonra en yaygin
olarak goriilen dordiincii kanser tirii oldugu belirlenmistir. Kadinlarda, daha sik
gorildigi (35,47/100.000) belirtilen meme kanseri (15, 22, 24, 61, 70, 73) erkeklerde,
kadinlara gore %1 oraninda goriiliir (67). Meme kanserlerinin %10’nunda genetik
bozukluk s6z konusudur (brcal ve brca2 genlerindeki mutasyonlar sonucunda).
Tedavideki gelismeler, tarama programlari ve toplum bilinglenmesi sayesinde erken
teshise bagli olarak 6lim azalmaktadir. Meme kanseri, siit lireten bezlerde ya da siit

tastyan kanallardaki hiicrelerden koken alir (1, 67).

Meme kanserinin olus siklig1 ailesel, endokrin ve gevresel faktorlerce
etkilenir. Bu faktorler bilinmelerine ragmen meme kanseri olan hastalarin biiyiik bir

kisminda, cinsiyet ve yas faktorii disinda belirlenen kesin bir risk faktorii yoktur (67).

Meme Kkanseri tedavisi icin en uygun ilag ve terapi yoOntemlerinin
belirlenmesi amaciyla cesitli belirtecler kullanilmistir. Bu belirtecler arasinda; ostrojen
reseptorleri, epidermal biiylime faktor reseptorleri, laktoferrin ve rezistans proteinler
sayilabilir (22). Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorleri ve etkilestikleri kinaz yollari
hiicre ¢cogalmasi ile meme kanser gelisiminde olduk¢a dnemli yer tutmaktadir (15, 22,
61).

Protein kinazlar ve diger uyar1 sistemleri, bir organizmada, hiicrelerin
fonksiyonlarmi gergeklestirmesi i¢in etkilesimli bir ag olusturur (51). MAP Kinazlar
(Mitojen tarafindan Aktive edilmis protein Kinazlar) evrimsel olarak korunmus,
mayalardan insanlara kadar biitiin okaryotik hiicrelerde sinyal iletiminde merkezi rol

oynayan serin/treonin protein kinazlardir (5, 36, 56).

MAP Kinaz yolu, reseptor aracili uyarinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu
bir kinaz yolu olarak c¢alisir. Bu uyar1 ise, hem sinyalin ¢ogalmasi hem de diizenleyici

etkilesimler (sinyalin siiresi, siddeti ve kinetigi) a¢isindan 6nemlidir.



Uyar iletimi G protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve bir
protein-serin/treonin kinaz olan MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz=Raf)
aktivasyonunu saglar. Aktiflesen MAPKKK bir protein kinaz olan MEK [MAPKK
(MAP Kinaz Kinaz)]’i fosforlar ve aktive eder. MEK, ERK ailesi iiyelerini, hem treonin
hem de tirozinden fosforlayarak aktive eden iki yonlii 6zgiilliigi olan bir protein
kinazdir. MEK’in aktivasyonu ile MAPK (MAP Kinaz) aktive olur. MAPK ise,
sitoplazma elemanlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein Kinazlar) ve/veya
transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve sonugta gelen uyariya karsi hiicrenin biyolojik

cevabi olusur (2, 12, 13, 16, 39, 51, 56).

Cok hiicreli organizmalarda Ozellikleri belirlenmis 3 MAP kinaz ailesi
vardir:

+ Extracellular signal Regulated Kinase (ERK) ailesi

* p38 MAP Kinaz ailesi

« c-Jun NH2- Terminal kinase (JNK) ailesi (2, 12, 16, 51, 56)

ERK sinyal iletimi, Oncelikli olarak hiicre c¢ogalmasi, sag kalimi ve
farklilagsmasina yol acarken, JNK ve p38 MAP kinaz yolaklar: siklikla inflamasyon ve

hiicre 6liimiine neden olur (2, 15, 26).

Insan tiimérlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu
s6z konusudur. Hepatoseliiler karsinoma, akut ldsemi, ovaryum kanseri ve meme
kanserlerinde ERK aktivasyonunun artmis oldugu ve bu sebeple ERK’in hiicre
cogalmasi ve farklilasmasini baglatarak kanser gelisiminde 6nemli role sahip oldugu

belirlenmistir (15, 29, 38, 55, 61, 63, 65).

RNAI evrimsel olarak oldukc¢a korunmus, biyolojik transkripsiyon sonrasi
(post-transkripsiyonel) RNA sessizlestirme mekanizmasidir (6, 23, 57). RNAI
mekanizmasi, hiicre gelisimini  ve farklilasmasim1  kontrol etmek i¢in gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. Bu mekanizma gift iplikli

RNA (dsRNA) ile uyarilir. iki farkli mekanizmayla gérev yapar (6, 19, 23).



Bunlardan ilki, mikroRNA’lar (miRNA) ile hiicresel gen ekspresyonunu
diizenlemektir. Ikinci RNAi mekanizmasi ise, Kiigiik sessizlestirici RNA’lar (small
interfering RNA= siRNA) iireterek hedef proteinleri sessizlestirmek (viriisler gibi) ve
inhibe etmektir (23).

RNAI1 bir¢ok viral hastalik ve kanser tiplerinde calisilmistir. Gergekten de

etkili bir mekanizma oldugu saptanmustir.

Sars iligkili Cov viriisiiniin neden oldugu akciger patolojisini ve viral RNA
olusumunu azalttig1, West Nile viriisiiniin 6ldiiriicti enfeksiyonundan kismen korudugu,
Hepatit B viriisiiniin replikasyonunu ve neden oldugu viral antijen olusumunu azalttigi,
Influenza A viriisiiniin akcigerlerdeki olumsuz etkisini azaltarak 6liimden korudugu

goriilmiistiir (6).
RNAI anti-kanser tedavisi amaciyla uygulandiginda ise;

Hepatoseliiler karsinomada hiicre ¢ogalmasini telomeraz aktivitesini
azaltarak inhibe ettigi (76), LASP1 geni hedeflenerek siRNA uygulandiginda, hiicre
cogalmasi ve gogiinii inhibe ettigi (24), Ovaryum kanserinde ERK 1 ve ERK 2 genleri
hedefli olarak uygulandiginda in vitro apoptoz, nekroz ve hiicre biiylimesini inhibe
ettigi timor hiicrelerinin sayisini azalttigi (63, 74), kolorektal kanser hiicrelerinde Fas
geni hedefli olarak uygulandiginda apoptozu uyardigi (8), kolon kanser hiicrelerinde
STAT6 geni hedefli uygulandiginda hiicre ¢ogalmasini inhibe edip apoptozu uyardigi
(77), meme kanserinde c-Myc geni hedefli olarak uygulandiginda in vitro apoptoz ve

hiicre biiyiimesini inhibe ettigi (70) belirlenmistir.

Bu ornekler RNAi’nin olumlu olarak etkiledigi gen ve kanser tiplerinin
sadece birkacidir ve gelecekte kanser hastaliginda ¢ok etkin bir tedavi yontemi olacagi

diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma ile, RNAi yontemi kullanilarak meme kanseri hiicre dizilerinde
(MCF-7) erk genini sessizlestirerek, bunlarin kanser olusumunda 6nemli yer tutan ERK,
p38 ve JNK proteinlerinin aktivasyonuna ve hiicre ¢ogalmasina olan etkilerini

arastirmak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik

Kalitim materyali olan DNA molekiilii, niikleotid olarak adlandirilan kiiciik
yap1 taglariin birlesmesiyle olusmaktadir. DNA’nin yapisi ve niikleotidlerin dizilisi bir
canlmin tim hiicrelerinde ayni olmakla birlikte, hiicreler arasi farkliliklar gen
ifadesindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir (7). DNA dizisinden bagimsiz olarak
gen ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikler “epigenetik” olarak
adlandirilmaktadir (7, 14, 27).

Cogu hastaligin temelinde de, genotipe gore daha kararsiz olan epigenotipin
yattig1 diistiniilmektedir (7). Epigenetik profilin hatali olmasina neden olan mutasyonlar
(epimutasyon) sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar, epigenetik hastaliklar olarak bilinmekte

ve {i¢ ana grup altinda incelenmektedir (7):

e Imprinted hastaliklar
e Kromatin yap1 degisimi ile ortaya ¢ikan hastaliklar

e Kanser

Bu epigenetik hastaliklarin olusumuna neden olan mekanizmalar ise, {i¢ ana

baslikta toplayabiliriz (7):

1. DNA metilasyonu,
2. Histon modifikasyonlari,

3. RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing).

Bu mekanizmalar kalitsal degisiklikler saglar. Bunlarin herhangi birindeki
bozukluk gen ifadesinin artmasina veya baskilanmasina neden olmakta ve epigenetik
hastaliklara yol agmaktadir (7, 14, 27).

Son yillarda, kodlamayan RNA (non-coding RNA) adi1 verilen baz1 kiigiik
RNA molekiillerinin epigenetik siirecte rol aldiklar1 gosterilmistir. Buna 6rnek olarak,

RNA interferans olarak bilinen, posttranskripsiyonel sessizlestirmelerde gorevli olan



miRNA (micro RNA), siRNA (small-interfering RNA) ve X kromozom
inaktivasyonundan sorumlu olan XIST RNA verilebilir (7).

2.2. RNA Tipleri ve RNA Interference (RNAI) Mekanizmasi

Protein sentezinde gorev alan ve amino asitlerin dogru bi¢imde
birlesmelerini sagladigi bilinen klasik RNA’larin [mesajc1 RNA (mRNA), tastyict RNA
(tRNA) ve ribozomal RNA (tRNA)] yaninda protein kodlamaya katilmayan fakat
hiicrede daha farkli gorevler tistlenen kiigiik RNA tipleri de belirlenmistir (Tablo 2.1.).

Son 30 yildir arastirmacilar, degisik organizmalarda tahminen 300’e kadar
farklh sayida niikleotid igeren, cesitli boyutlarda pek ¢ok kiiclik diizenleyici RNA’larin
varhigimi belirlemislerdir (21, 23, 45). 20-30 niikleotidlik kiiciik diizenleyici RNA’lar,
kiigiik boyutlu olmalari, birgok miRNA’nin, birbirinin gdrevini iistlenmesi,
biyokimyasal analizlerde kolayca kaybolduklar1 ve klasik genetik yoOntemlerle
inaktivasyonda zayif hedefler olduklar igin ge¢ kesfedilebilmislerdir. Oncelikle,
Caenorhabditis elegans’da yapilan genetik denemelerle 1990°1arda lin-4 ve let-7 adli iki
miRNA kesfedilmistir (21, 23, 37, 52). Daha sonra, hayvanlarda, bitkilerde ve
mantarlarda etkili molekiil olarak siRNA’lar kesfedilmistir (23, 25, 37, 50).

RNAI, evrimsel olarak oldukca korunmus, biyolojik transkripsiyon sonrast
(post-transkripsiyonel) RNA sessizlestirme mekanizmasidir (6, 19, 21, 25, 28, 37, 50,
52, 57). Kesfi ilk olarak 1990’da Petunya’da gen sessizlestirmesini kesfeden iki
botanikgi tarafindan gerceklesmistir. 1998 yilinda Andrew Fire ve Craig Mello nematod
C.elegans’da dsRNA molekiilleriyle gergeklestirilen gen sessizlestirme mekanizmasina
RNAI1 adin1 vererek 2006 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii almiglardir. Bu
arada 2001 yilinda Tom Tuschl ve arkadaglari, siRNA molekiillerinin memeli
hiicrelerinde gene 0zgii sessizlesmeye sebep oldugunu kesfetmislerdir (19, 21, 23, 25,
37, 50, 52).



Tablo 2.1. RNA ailesinin en belirgin iiyeleri (23, 52)

Protein Sentezine Aracilik Eden Klasik RNA’lar

mRNA (mesajc1 RNA)

Protein sentezinde kalip olarak rol alan protein kodlayan
genleri kopyalar.

rRNA (ribozomal RNA)

Ribozomlar  olarak bilinen ribonukleoprotein
partikiillerinin RNA bilesenleri, proteinlerin aminoasit
dizilimine uygun mRNA’larin kodlanmasini saglar.

tRNA (transfer RNA)

Protein sentez bolgesine bireysel aminoasitlerin
tasinmasini saglayan adaptor molekiiller, mRNA’daki
0zel kodonlari tanir.

Kodlamayan diizenleyici RNA’lar (Non-coding regulatory RNAS)

siRNA (kiiciik engelleyici
RNA) (small interfering
RNAS)

Kiiciik RNA’lar (21-23 niikleotid uzunlugundaki) uzun
cift dalli RNA molekiillerinin ayrilmasi ile olusur.
siRNA’lar, transpozonlarin aktivitesini ayarlamak igin
ve viral enfeksiyonla savasmak icin kismen onemlidir.
Fakat protein kodlayici genleri de diizenler. Sentetik
siRNA’lar deneysel calismalar icin yapay olarak
eksprese edilebilir.

MIiRNA (microRNA)

Bu kiigiik RNA’lar (19-25 niikleotid uzunlugundaki),
bitkilerde ve hayvanlardaki ©zel genler tarafindan
kodlanir ve mRNA translasyonunun baskilanmasinda
veya mRNA parcalanmasinda gorev alirlar. Sag¢ tokasi
seklinde katlanabilen uzun, tek dalli RNA dizisinden
olusur.

PIRNA
RNA)

(Piwi-associated

Kiiciik RNA’lar (25-30 niikleotid uzunlugunda) uzun
tek dalli Onciilerden olusur. Bunlar Argonaute
proteinlerinin Piwi ailesi ile iliskisinde gorev alirlar ve
germ hiicrelerinin gelisimi i¢in gereklidir.

RNAI sistemi, iki farkli mekanizma kullanir (6, 19, 23). Bunlardan ilki
mikroRNA’lar (miRNA), digeri ise kiiciik sessizlestirici RNA (small interfering
RNA=siRNA) aracilig: ile gergeklesir.

2.2.1. Mikro RNA (miRNA)

Niikleusda iken tek iplikli sa¢ tokasi seklinde, 70 nukleotid uzunlugundadir.

Sitozole gegerken 19-25 nukleotid uzunlugunda bir yap1 kazanir (4).

Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde DNA’dan transkribe edilen genler

tarafindan kodlanir. Proteine cevrilemez. Ik olarak primer miRNAlar olarak

sentezlenir, daha sonra Drosha ve Dicer proteinleri (memelilerde kodlanan RNaz IlI




enzim ailesi lyeleri) ile yaklasik 70 nukleotidlik prekiirsér RNA’y1 sonra 21-25
niikleotidlik olgun miRNA’y1 olustururlar. Olgun miRNA’nin sadece bir ipligi rehber
olarak RNA indiklii sessizlestirme kompleksine (RISC) baglanir. RISC’i mRNA’ya
hedefler ve burada kompleks, tamamlayici dizilerle birleserek mRNA pargalanmasi

veya translasyonun engellenmesini saglar (6, 19, 32, 57).

2.2.2. Kiigiik sessizlestirici RNA (small interfering RNA= siRNA)

Eksojen kaynakli bir molekiil olan siRNA’lar, ¢ift iplikli yapida olup hedef
RNA’nin tamamlayicisidir. Endonukleolitik yikim yapar, 21-23 nukleotid uzunluktadir
(4,21, 25, 37, 52, 62).

Sentetik olarak sentezlenen siRNA’lar, RISC aracili bir mekanizma
kullanarak mRNA’lar1 yikar. Bu olayda; 21-23 nukleotid uzunlugunda kiigiik ¢ift iplikli
sessizlestirici RNA olan siRNA’lar hiicre igerisine lipid temelli transfeksiyon ajani ile
hiicreye verilirler ve bu siRNA’lar, RNA ile uyarilan sessizlestirme kompleksi (RNA-
inducing silencing complex=RISC) ile baglanir. RISC (500 kDa), yapisinda
endoniikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz enzimlerini igeren, nukleaz aktiviteli RNA-
multiprotein kompleksidir (32, 37, 62). RISC’in temel bileseni Argonaute (Ago)
proteini, mRNA kesimi i¢in temel katalitik bolge olup bu protein, antisense dalin 3”
ucuna baglanmada rol alan Piwi — Argonaute - Zwille (PAZ) bolgesini ve yapisal olarak
RNase H’1n aktif bolgesine benzeyen, hedef mRNA’nin kesiminde rolii oldugu tahmin
edilen PIWI bolgesini icermektedir (25, 52, 62). Ago, sense siRNA’ya baglanip
antisense siRNA dalindan ayirir ve uzaklastirir. Geride kalan antisense siRNA ile RISC,
hedef mRNA’daki komplementer bolgeye yapisip endonukleotidik olarak
parcalanmasina dolayisiyla protein sentezinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesine
neden olur (21, 25, 37, 62). Bu isleme, transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirilmesi

(post-transcriptional gene silencing=PTGS) adi verilir (Sekil 2.1).

RNA interferans canli organizmada mevcut olan dogal bir islem olup, in
vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullanilarak da endojenik genlerin ekspresyonunu
baskilamak miimkiindiir. RNAi diger tekniklere gore daha hizli ve ucuz bir yontem

olmas1 yaninda, fonksiyonel genomik arastirmalarinda ¢ok ideal bir teknik olarak etkin



bir sekilde kullanilmaktadir. RNAi teknigi kullanilarak, gen ekspresyonunun
baskilanmasi sadece gen fonksiyonunu arastirmada degil ayni1 zamanda gen terapisinde
de 6nemlidir. Ornegin; bir hastalik normal bir proteinin fazla miktarda ekspresyonundan
ya da mutant bir proteinin ekspresyonundan kaynaklaniyorsa RNAi 0zel proteinin
diizeyini azaltmak veya onun zararl etkilerini diizeltmek i¢in kullanilabilmektedir (25).
[Ik uygulamalar onkogenler ve viral infeksiyonlarda rol oynayan hedef viral genler
iizerinde yapilmustir. Ozellikle RNAi, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii icin 6nemli
olan genlerin ve/veya anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarini baskilayarak kanserin
tedavisinde ve tanisinda kullanilmaktadir (18, 25, 43, 55, 58).
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Sekil 2.1. MAP Kinaz Aktivasyon Yolagi ve Transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirilmesi (PTGS) (26, 29
ve 31 no’lu kaynaklardan uyarlanmistir)



2.3. Kanser

Bat1 toplumlarinda her y1l 250-350 kisiden birinin yakalandigi bir hastaliktir
(33, 43, 46, 57). Altmis yasin tizerindeki gruplarda ise kanser siklig1 giderek artmakta
olup, 300 kisiden 4-5 kisinin yakalandigi bir seviyeye yiikselmektedir (33). Ankara
Ticaret Odasi'nin, Tiirk Kanser Arastirma Kurumu ve Hacettepe Universitesi Onkoloji
Enstitiisii ile birlikte hazirladig1 "kanser yiikii 2006" raporuna gore, Tiirkiye'de 150 bin
kisinin kansere yakalandigi, 2020 yilinda bu rakamlarin yiizde 50 oraninda artacagini

bildirmistir (30).

Kanser genellikle hiicrelerin biiylimesini ve c¢ogalmasini kisacasi normal
davraniglarin1 kontrol eden mekanizmalarin bozulmasina bagli olarak gelisir (43). Hiicre
¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi temel hiicresel siirecleri diizenleyen baskilayici
genler ve onkogenleri kodlayan bdlgelerdeki mutasyonlar kanser gelisiminde

kaginilmazdir (18, 33, 58).
Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in;

« apoptozdan kurtulma,
* biiyiimeyi inhibe eden sinyallere kars1 direng¢ gosterme,

* sinirsiz ¢ogalma yaninda

anjiogenez (viicut kanserli hiicreleri beslemek, onlara oksijen saglamak ve
atiklarint atmak i¢in kilcal damarlanmayla yeni yollar acar), invazyon (tiimorlerin
kendini ¢evreleyen dokulara yayilmasi) ve metastaz (viicut dolasim sistemine gecip
ikincil alanlarda ¢cogalmasi) gibi bir takim degisimlerin meydana gelmesi gerekir (15,
58).

Uyari iletiminde meydana gelen degisimler, hiicrenin ¢ogalma ve/veya
yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Béylece onkogenik uyari iletimi, timor

gelisimi ve invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynar (16).

Anormal olarak g¢ogalan kanser hiicrelerine timor adi verilir. Timorler,

biyolojik davraniglarina gore iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) olmak iizere



ikiye ayrilir. Iyi huylu tiimérleri olusturan hiicreler, normal hiicrelere benzer fonksiyon
gosterebilirler, dokular1 bir araya getiren hiicre yapisma molekiillerince korunurlar ve
normal hiicreler gibi koken aldiklar1 dokularda yer alirlar. Kotii huylu tiimorler ise,
genellikle biiyiimeye devam eder ve normalden hizli boliiniirler. Bu tlimorler
olustugunda kendini ¢evreleyen dokulara yayilir (invazyon) ve viicut dolasim sistemine

gecip ikincil alanlarda ¢ogalirlar (metastaz) (42).
Tiimorleri tiredikleri hiicreye gore 3 grup altinda toplayabiliriz (47):

Karsinomalar: Insan kanserlerinin yaklasik %9011 olustururlar. Barsak ve

meme kanallarinda uzanan hiicreler gibi epitel hiicrelerden gelisirler (47).

Sarkomlar: Insanda az gériilen tiimér tipidir. Kas, kemik, kikirdak ve fibroz

doku gibi bag dokusundan gelisen solid tiimorlerdir (47).

Losemi ve lenfomalar: insan kanserlerinin yaklasik %7’sini olustururlar.

Kan ya da immun sistem hiicrelerinden gelisirler (47).

2.3.1. Meme kanseri

Meme, kadinlarda siit Ttretimi i¢in dlzenlenmis ve farklilasmis
tubuloalveolar bir ekzokrin bezdir. Siit bezi sistemi ile bunlari meme basina aktaran
kanal sisteminin birlesiminden olusur (3, 42). Baslangicta siit aktaran kanal sistemi
icinde sinirli olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal zarlarindan ilerleyip bag
dokusu icine gegerler. Bu asamada, timor hiicreleri kan damarlari ve lenfatiklerle
karsilagarak metastaz yapma yetenegine sahip olurlar. Metastaz olusumu kemik,

karaciger ve akcigerde goriiliir (3).

Saglik Bakanligi tarafindan yapilan 2005 yili Tirkiye kanser istatistigi
verilerine dayanilarak hazirlanan raporda, lilkemizde goriilen ilk 10 kanser tiirli arasinda
meme kanserinin (17,96/100000); akciger, prostat ve deri kanserinden sonra en yaygin
olarak goriilen dordiincii kanser tiirii oldugu belirlenmistir (73). 2011 yilinda Tirkiye

Istatistik Kurumu tarafindan 2006-2008 yillar1 verilerine dayanilarak hazirlanan
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raporda, kadinlarda daha sik gorildigi (41,6/100.000) (15, 22, 24, 61, 66, 70, 73)

belirtilen meme kanseri, erkeklerde ise kadinlara gore %1 oraninda goriiliir (67)

Meme kanserlerinin %10°’nunda genetik bozukluk s6z konusudur (6rnegin
brcal ve brca2 genlerindeki mutasyonlar gibi). Tedavideki gelismeler, tarama
programlar1 ve toplum bilinglenmesi sayesinde erken teshise bagli olarak o6liim

azalmaktadir (1, 67).

Yayilic1 (invaziv) meme kanserlerinin %80’1 siit kanali (ductal), %10’u siit
bezi (lobular) karsinoma iken, kalan %10 sarkoma ve karsinosarkoma gibi ¢esitli
tiplerdedir. Meme kanserinin olus siklig1 ailesel, endokrin, g¢evresel, cinsiyet ve yas gibi

faktorlerden etkilenmektedir (67).

Meme kanseri gelisiminde en onemli risk faktorii aile hikayesidir. Meme
kanserine sahip kadinlarin tiimiiniin %5-10’unda brcal ve brca2 genlerinden birinde
mutasyon oldugu saptanmistir. Bu genlerin mutasyonlari, meme kanseri gelisimini
%40-80 etkilemektedir. Yine p53 tiimor baskilayict geninde mutasyonu olan kisilerde

de meme kanseri riski artmaktadir (67).

Uzun donem 0Ostrojene maruz kalmis, 12 yas dncesi menstruasyona girmis,
55 yas sonrasinda menopoza girmis veya 30 yas sonrasinda ilk kez hamile kalmis
kadinlarda da meme kanseri riskinin arttigi bulunmustur. Ayrica brcal veya brca2
mutasyonu tasiyan kadinlarda uzun siireli hormon tedavisi veya yiiksek dozda Gstrojen
igeren dogum kontrol haplarinin kullanimi da riski artirmaktadir (67). Bunlarin yaninda
sigara kullanimi, alkol kullanimi, asir1 kilo, fiziksel aktivite, viral enfeksiyon, radyasyon

ve c¢evre kirliligi gibi etkenler de meme kanseri olma riskini artiran faktorlerdendir (1).

Meme kanseri tedavisi i¢in en uygun ilag ve terapi yoOntemlerinin
belirlenmesi amaciyla ¢esitli belirtecler kullanilmaktadir. Bu belirtecler arasinda;
Ostrojen reseptorleri, epidermal biiylime faktdr reseptorleri, laktoferrin ve rezistans
proteinler baslicalaridir (22). Epidermal biliylime faktor reseptorleri ve etkilestikleri
kinaz yollar1 hiicre ¢ogalmasi ile meme kanser gelisiminde olduk¢a Onemli yer

tutmaktadir (15, 22, 61).
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2.4. MAP Kinaz Uyar1 Yolag

Protein kinazlar ve diger mesajc1 sistemler, bir organizmada hiicrelerin
fonksiyonlarmi gergeklestirmesi i¢in etkilesimli bir ag olusturur (51). MAP Kinazlar
(Mitojen tarafindan Aktive edilmis protein Kinazlar) evrimsel olarak korunmus,
mayalardan insanlara kadar biitiin 6karyotik hiicrelerde uyari iletiminde merkezi rol
oynayan serin/treonin protein kinazlardir (5, 36, 56). Mayalarda, eslesmeyi,
sporlanmay1 ve hiicre seklini de iceren, ¢ok sayida hiicresel yanit1 kontrol ederler (13).
Diger oOkaryotik hiicrelerde ise, hiicre zarindan cekirdege bilgi aktarilmasinda c¢ok
onemlidirler. Bu uyart iletim yolu, embriyogenez, yasama, ¢ogalma, farklilasma ve
apoptoz gibi iglevlerin diizenlenmesinde rol oynarlar (16, 36, 56). MAP Kinaz yolu,

reseptor aracili uyarinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz yolu olarak ¢alisir.

Bir ligand (6rnegin EGF) protein tirozin kinaz reseptériine baglanir. iki
reseptor proteini yan yana gelerek otofosforilasyonu gerceklestirir. Aktiflesen reseptor,
araci bir protein olan GRB 2, RAS’1 aktiflestirir. Aktiflesen RAS, RAF (MAP Kinaz
Kinaz Kinaz=MAPKKK)’in amino ucunda yer alan diizenleyici bdlgesi ile etkilesir.
Serin/treonin protein kinaz olan RAF’in aktivasyonu ise, MEK (MAP Kinaz
Kinaz=MAPKK)’i aktive eder. MEK, iki serin bolgesinden fosforlanir. Aktif MEK de
MAPK’1 aktive eder. MAPK bir serin /treonin protein kinazdir. Treonin ve tirozin
amino asitlerinden fosforlanir. Aktif MAPK niiklear transkripsiyon faktorlerini
fosforladig1 ¢ekirdege girer. Hiicre ¢ogalmasinda onemli genlerin transkripsiyonunu

saglar (2, 5, 12, 13, 16, 26, 31, 39, 51, 56) (Bak Sekil 2.1).
Cok hiicreli organizmalarda 6zellikleri belirlenmis 3 MAP kinaz vardir:

« Extracellular signal Regulated Kinase (ERK) ailesi (ERK1/2)

* p38 MAP Kinaz ailesi (p38a, p38p, p38y ve p380)

» c-Jun NH2- Terminal kinase (JNK) ailesi (JNK1, JNK2 ve JNK3) (2, 12,
16, 51, 56)

Bu MAP Kinazlarin uyarilmasimi saglayan faktorler ve olusturduklari

biyolojik cevaplar Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. MAP Kinaz yolag1 ve bu yolak flizerine etkili baz1 faktorler tarafindan olusan
cevaplar (2, 16 ve 64 no’lu kaynaklardan uyarlanmigtir)

ERK uyar1 iletimi, Oncelikli olarak hiicre c¢ogalmasi, sag kalimi ve
farklilasmasia yol agarken, JNK ve p38 MAP kinaz yolaklar1 siklikla inflamasyon

(iltihaplanma) ve hiicre 6liimiine neden olur (2, 15, 26).

2.4.1. ERK ailesi

ERK ailesi liyeleri, genellikle farklilasmis hiicrelerde mayoz, mitoz ve mitoz
sonras1 gorevlerin diizenlenmesinde gorev alirlar. Ilk belirlenen ve en iyi bilinen MAPK
tiyelerinden olan ERK ailesinin, 6 izoformu vardir (ERK 1-5 ve ERK 7/8). En ¢ok
caligilan iyelerinden olan ERK 1, ERK 2 ve ERK 5 izoformlaridir. En iyi bilinen
izoform olan ERK1 ve ERK 2’nin aktivasyonundaki sinyal olaylar1 tirozin kinazlar
araciligiyla genellikle hiicre zarinda baslatilir (71). Biiylime faktorleri, sitokinler, viriis
enfeksiyonu, G proteini reseptdr ligandlari, doniistiiriicli ajanlar ve karsinojenler gibi
pek ¢ok farkli uyaran ERK1 ve ERK2 yolunu aktive eder (36, 71). Insan meme
kanserinin bazi formlarinda ve bazi meme kanseri deney modellerinde ERK 1 ve ERK 2
uyar1 yolaginin énemli oldugu bildirilmis olup, insan kanserlerinin yaklasik %30’ unda

mutasyonlarin ERK1 ve ERK 2 yolaginda oldugu ileri siirilmiistiir. ERK 1 ve ERK 2
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uyarisindaki diizensizlik tek basina kanseri olusturmada basarili degildir. ErbB2
reseptorii, c-myc ve p53 kodlayan diger genlerdeki mutasyonlar ve ekspresyon

seviyelerindeki degisiklikler de bu olaya katkida bulunmaktadir (9).

Ras’1 aktif bir onkogene doniistiiren mutasyonlar, genelde pek cok insan
timorlerinde goriilmektedir. Onkogenik Ras, devamli olarak ERK1 ve ERK2’yi aktive
ederek tiimor hiicrelerinin sayisinin artirilmasina katkida bulunur. Bu nedenle ERK

inhibitorleri anti-kanser ajanlari olarak klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (36, 71).

ERK ailesinin ERK 3 ve ERK 4 iiyeleri aymi alt aileden gelmektedir. ilk
olarak 1991°de kesfedilen ERK 3’iin yaklastk 100 kDa’lik bir protein oldugu
belirlenmistir. Daha sonra 63 kDa’luk bir ERK 3 formunun olduguna inanilarak buna
yeniden ERK 4 adi verilmistir. ERK 1, ERK 2 ve ERK 5’teki T-E-Y aktivasyon motifi
yerine (ERK1 ve ERK 2 aktivasyonu, treonin-glutamik asit-tirozin (T-E-Y) motifindeki
treonin ve tirozin iki yonli fosforilasyonunu gerektirir) ERK 3 ve ERK 4’te S-E-G
motifi  (serin- glutamik asit-glisin) yer almaktadir ve bu sekilde ikili olarak
fosforlandigina inanilmaktadir. ERK 3’lin islevi tam olarak ortaya konulamamustir.

ERK 4 ise bu motif disinda su ana kadar tam olarak karakterize edilememistir (71).

ERK ailesinin tizerinde ¢alisilan diger tiyesi de ERK 5 olup EGF, NGF,
ozmotik stres ve oksidatif stres ile aktive edilmektedir (64). ERK 6 ise, p38 y olarak
bilinmektedir (71).

ERK ailesinin diger iiyeleri de ERK 7 ve ERK 8’dir. ERK 7, ilk olarak 1999
yilinda belirlenmistir. ERK 8, baslangicta yeni bir MAPK olarak belirlenmis fakat daha
sonra kemirgen ERK 8’in insan ERK 7’si ile homolog oldugu bulunmustur. Bu yilizden

ERK 7 adi, hem ERK7 hem de ERK 8 i¢in kullanilmaktadir (71).

2.4.2. p38 ailesi

p38 MAPK, hiicre farklilasmasi, biiyiime ve apoptozda rol almaktadir (71).
p38 MAPK, stres uyaranlarina, biiyiime faktorlerine, inflamatuvar sitokinlere,

Ultraviyole 1s1nlara, 1s1 ve osmotik soka karsi cevap olusturmak i¢in aktive olur. Bunun
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aktivasyonu ¢ogu kez hiicre oliimiine yol agmaktadir (9, 71). Buna ilaveten, hiicre
dongiisii kontroliinde G1 ve G2 kontrol noktalarinda p38’in rolii oldugu belirlenmistir
(9, 69). Dort izoforma sahip olan p38 ailesinde (p38a, B, y and &) en ¢ok p38a eksprese
edilmektedir. MKK3/6 (MAPKK) ve SEK (MAPKK), p38’i aktive eder. Ayrica p38,
TABI1 araciligi ile de aktive edilir. Aktive olan p38 fosforlanir ve aktive edici
transkripsiyon faktorii-2, miyosit enhancer faktor-2, Max, Mac, p53 ve Statl gibi bazi

transkripsiyon faktorlerini aktive eder (71).

2.4.3. INK ailesi

Bu MAPK ailesinin, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin yani sira hiicresel ve
cevresel strese maruz kaldiktan sonra hiicreyi apoptoza gotiirdiigii bilinmektedir. Bu
sekilde stres ile aktive oldugu i¢in, SAPK (Stress Activated Protein Kinase) olarak da
adlandirilir. JINK1, JNK2 ve JNK3 olarak adlandirilan 3 izoformu bulunur (9). INK1 ve
JNK2, hemen hemen her hiicrede eksprese edilitken, JNK3 baslica beyinde
bulunmaktadir (9, 69).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre dizileri

Calismamizda MCF-7 insan meme kanser hiicre dizisi ve NIH 3T3 (Swiss

albino mouse) fibroblast hiicre dizisi kullanildi.

3.1.2. Kimyasal maddeler

- Absolii Etanol (Riedel-de Haen)

- Agaroz (peglLab)

- Amfoterisin —B(Biochrom)

- Antibiyotik

- Borik asit (HsPOy,) (Carlo Erba)

- Bovine Insiilin (Sigma)

- Distile su

-  DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)(Sigma Aldrich)
- Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich)

- Eagle Minumum Essential Medium (EMEM) (Biowest)

- Elisa kiti (RayBio® Cell-Based ERK1/2 (activated) ELISA Sampler Kit)
- Ethidium bromid (Amresco)

- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Ambresco)

- Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries)

- Glacial Asetik asit (C,H40,) (Riedel-de Haen)

- Hanks’ Balanced Salt Soliisyonu (HBSS ) (Gibco)

- Loading buffer (Sigma Aldrich)

- Molecular Weight Marker (MBI Fermentas)

- MCF-7 (1 flask) (Sap Enstitiisii)

- NIH 3T3 (1 flask) (Sap Enstitiisii)
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- Nukleazsiz su (Dr. Zeydanli)

- Optimem (Gibco)

- PBS (Phosphate buffered solution) (Lonza)

- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Biochrom )
- Primerler (ERK, P38, GAPDH ve 18S (Internal Standart) (Ambion))
- RT-PCR kiti (Ambion)

- RNA kontaminasyon solusyonu (Applichem)
- siRNA silencer kiti (Ambion)

- Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck)

- Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

- Steril distile su (Sigma Aldrich)

- Su banyosu dezenfektani (Fermacldal D2)

- Super Taq Polimeraz (Ambion)

- Tagman proplar (ERK, P38) (Ambion)

- Total RNA kiti (Ambion)

- Tripan Blue Soliisyonu (Biological industies)
- Tripsin EDTA 1x (Biological Industries)

- Trizma base toz (Sigma)

- XTT kiti (Biological Industries)

3.1.3. Malzemeler

- Cam kalemi

- Cam uzun pastor pipeti (Isolab)

- Cryotiip (2 mI’lik) (TPP)

- Enjektor (1ml, 10 ml, 20 ml) ( MedSet )

- Filtre (150x0,22 um milipor) (Orange Scientific)
- Inkubatér dezenfektan: (Biological Industries)

- Kurutma kagidi

- Kiiltiir plakas1 (6 kuyucuklu) (Orange Scientific)
- Kiiltiir plakasi (96 kuyucuklu) (Orange Scientific)

- Lamel

17



- Meziir (50 mI’lik, 100mI’lik, 500ml’lik, 1000ml’lik) (Isolab)
- Mikropipet (otomatik) (Eppendorf)

- Mikropipet ucu (10pul- 100 ul) ( Corning)

- Mikropipet ucu (silikonlu 1, 200, 1000 pl) (Neptune)

- Neubauer lam1 (Marienfeld)

- Opak kapakli PCR tiipii (Strategene)

- Parafilm (Pechiney)

- Santrifyyj tiipleri (kapakli) (Orange Scientific) (15ml, 50 ml)
- Steril plastik pipet (5ml-10ml) (Lp ltaliana)

- Steril santrifiij tiipii (Corning)

- Sarjl Pipetor (Isolab)

- Vial (Eppendorf)

- Vidah Kapakh Kiiltiir Flaski (25 cm?’lik ve 50 cm®’lik) (Corning)

3.1.4. Aygitlar

- Benchtop cooler (Strategene)

- Binokiiler mikroskop (Olympus)

- Buharl sterilizator (Niive)

- Buz makinas1 (Hoshizaki)

- Buzdolab1 (Argelik)

- CO2’li inkiibator (Sanyo)

- Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)

- Derin dondurucu (-80°C) (New Brunswick Scientific)
- Elektroforez (Biorad)

- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Inkiibator (Ecocell)

- Inverted mikroskop (Euromex)

- Kuru Sterilizator (Ecocell)

- Laminar kabin (Steril Kabin) (Nuaire)
- Manyetik karistiric1 (Niive)

- Mikrodalga firin (Argelik)
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Mikroplate (6 kuyucuklu ve 96 kuyucuklu)
Mikroplate okuyucu (ELISA) (LabSystems)
Mikro santrifiij (Sigma Microcentrifuge)
Mini Santrifiij (Biofuge)

Nitrojen tanki ve aktarma {initesi (MVE)

pH metre (NEL)

QRT-PCR (Stratagene MX3000P)

Shaker (Heidolph Polymax 1040, Heidolph Titramax 100)
Sogutmali santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos)
Spektrofotometre (Mikro 6lgekli) (ASP 3700)
Su banyosu (Niive)

Vorteks (IKA)
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3.2.Yontem

Calismamizda MCF-7 meme kanser hiicre dizisi ve NIH 3T3 normal
fibroblast hiicre dizisi kullanildi. Calismaya Tarim ve Koy Isleri Bakanligi SAP
Enstitlistinden besiyeri ile birlikte birer flask halinde gelen hiicrelerin pasajlanmasiyla
basland1 ve Ol¢iimlerde kullanilacak hiicre miktarina ulasabilmek i¢in yeterli sayida
flask elde edilinceye kadar pasajlama islemine devam edildi. Her bir hiicre grubundan
yeterli sayida elde edildikten sonra ¢aligmaya baslandi. Calismamizda % sessizlestirme
orani QRT-PCR yontemiyle, ERK, P38, JNK protein aktivite diizeyleri ELISA

yontemiyle ve hiicre cogalmasi XTT yontemi ile gergeklestirildi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1 Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tim malzeme ve ajanlar steril edilerek
kullanildi. Radyasyona maruz birakilan doku kiiltiirii plastikleri (flasklar) ve kullanima
hazir durumdaki steril besiyerleri ticari firmalardan elde edildi. Cok yiiksek 1siya
dayaniksiz materyaller, 8 kg basing ve 115°C’de 20 dk, cam malzemeler ise 160 °Cde
60-90 dk otoklavlandi. Sivi ajanlar por biyikligi 0.22 pm olan mikrobiyolojik
filtreden gecilerek steril edildi. Cam pipetler, kromat ¢ozeltisinde bekletilerek steril
edildi. Zefiran, %70 alkol ve 6zel dezenfektanlarla ¢alisma ortami ve steril kabinin
temizligi yapildi. Steril kabine alinacak malzemeler %70 alkolle silindi. Tiim islemler

sirasinda steril eldiven kullanildi.

3.2.1.2. Kullanilan besiyeri ve hazirlanis
Kiiltiirde kullanilan hiicre tipine 6zel besiyerleri hazirlandi. Besiyeri i¢in

kullanilan tiim malzemeler, steril bir sisede ve por biiyiikliigii 0.22 um olan filtreden

gecilerek hazirlandi.
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3.2.1.2.1. Meme kanseri hiicre dizisi (MCF-T)

Tarim ve Koy Isleri Bakanlign SAP Enstitiisiinden 25 cm? lik flask i¢inde
gelen MCF-7 hiicre dizisi i¢in, 100 ml besiyeri i¢inde, 10 ml Fetal Bovine Serum (FBS),
1 ml Penisilin/Streptomisin, 2.9 ml sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (%7.5) ve 86 ml

Minimum Essential Medium (MEM) olacak sekilde besiyeri hazirland.
%7.5 sodyum bikarbonat (NaHCO3) ¢6zeltisinin hazirlanist:

7.5 g NaHCOj3 tartildi, 100 ml steril distile suda ¢oziildi, kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandu.

3.2.1.2.2. Normal fibroblast hiicre dizisi (NIH 3T3)

Tarim ve Koy Isleri Bakanhign SAP Enstitiisiinden 25 cm? lik flask icinde

(FBS), 1 ml Penisilin/Streptomisin, 2.9 ml sodyum bikarbonat ¢6zeltisi (%7.5) ve 86 ml
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) olacak sekilde besiyeri hazirlandi.

3.2.1.3. Kiiltiir asamas: ve pasajlama
3.2.1.3.1. Kiiltiir asamasi

MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizileri ve besiyeri iceren flasklar laboratuara geldigi
giin, %5 CO’li etiivde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin
kontamine olup olmadigi inverted mikroskopta incelendi. 48 saat sonra da hiicre

yogunlugu ayni mikroskopta kontrol edildi.

3.2.1.3.2. Pasajlama
Yeterli cogalma olan flaskdaki besiyeri tek kullanimlik steril pipet yardimiyla

cekildi. Besiyeri ¢ekilmis flaska, por biiyiikligii 0.22 pm olan filtreden gegilerek
enjektdr yardimiyla dnceden 37°C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin-EDTA’dan 1-2
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ml (hiicre yogunluguna gore) eklendi. Bir iki dakika beklenip, steril cam pastor pipet
yardimiyla bu sivi ¢ekildi. Tripsini ¢ekilen flasklara yine ayni miktarda Tripsin-EDTA
eklendi. Flasklar %5 CO,’li etiivde 37°C’de 5-7 dakika bekletilerek flask tabanina
tutunmus hiicrelerin ayrilip ayrilmadiklari inverted mikroskopta kontrol edildi. Flask
tabanindan ayrilan hiicreler, her flask icin bir tane olmak iizere, icinde 3 ml besiyeri
bulunan, onceden hazirlanmis kapakli santrifiij tiiplerine steril cam pastor pipet
yardimiyla aktarildi. 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipiin
dibinde kalan hiicrelerle birlikte 0.5 ml siv1 da birakilarak, iistte kalan slipernatant atildi.
Tiiplin dibinde kalan hiicreler steril cam pastor pipeti yardimiyla alinarak, dnceden
iglerine 4 ml besiyeri konmus 2 ayr kiiltiir flaskina (hiicre yogunluguna gore, 2-4 flask
olabilir) esit miktarda dagitildi. Pasajlanan hiicrelerin flask i¢indeki yogunluklar1 her
giin inverted mikroskopta gozlendi. Tabani hiicre ile tamamen kapli olan flasklar

Olctime alindi.

3.2.1.4. Calisma igin uygun miktarda hiicrenin sayimi

3.2.1.4.1. Ol¢iime alinacak hiicrelerin eldesi

Calismada yeterli miktarda tireme saglandiktan sonra hiicreleri
tripsinlenerek flask tabanindan kaldirildi. Serbestlesen hiicreler, 6nceden hazirlanmus,
icinde besiyeri olan santrifiij tiiplerine steril cam pastdr pipeti ile aktarildi. Santrifiij
tiiplerine aktarilan hiicrelerin sayisi, Tripan blue boyama yontemi yardimiyla Neubauer

laminda sayilarak belirlendi.

3.2.1.4.2. Tripan Blue boyama yontemi

Tripan Blue boyama yontemi, hiicre sayimi icin kullanilan ¢esitli
yontemlerden biridir (34). Tripan blue boyasi 6li hiicreleri veya dokular1 boyamada
kullanilan canli (vital) bir boyadir. Hiicreler zardan gecen bilesenlere karst ¢ok secici
olduklarindan tripan blue canli hiicreler tarafindan absorbe edilemeyip boyanmazken,

Oli hiicrelerde zar biitiinliigii bozuldugu i¢in o6li hiicreler tripan blue boyas: ile
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boyanirlar. Dolayisiyla 6lii hiicreler mikroskop altinda mavi renkte goriiliir. Bu yonteme

gore boyama islemi asagida belirtilen sira takip edilerek yapildi:

1. Bir tiipe 0.5 ml % 0.4 Tripan Blue soliisyonu, iizerine 0.3 ml Hank’s
Balanced Salts (HBSS) (Diliisyon faktér= 5) ve son olarak da santrifiij
tiipline alinan hiicre siispansiyonundan 0.2 ml kondu.

2. Hazirlanan tiip 5-15 dk oda 1sinda beklemeye birakildi.

3. Siire sonunda tiip igerigi pipetlenerek karigtirildi, bu siispansiyondan
pipetle bir damla alinarak Neubauer lam1 {izerine kondu.

4. Neubauer lamimin ortasindaki 1 mm alandaki karelerde bulunan tiim
hiicreler sayildi. Bu islem 3 kez tekrarlanarak her hiicre i¢in ortalama bir
say1 belirlendi.

5. Mavi boyanan cansiz hiicreler ile boyanmayan canli hiicreler ayr1 ayri

sayildu.

Not: Her bir karenin ¢evresindeki sol ve en iist tarafina dokunan hiicreler
ile orta hattinda yer alan hiicreler sayildi. Sag ve alt alanin ¢evresindeki

hiicreler sayilmadi.

Not: Eger hiicrelerin kiimeler halinde goriilmesi %10°’dan fazla ise,

hiicrelerin yayildigindan emin oluncaya kadar tiim yontem tekrarlandi.

6. Neubauer lamimn her bir karesi 0.1mm?® ya da 10 cm® toplam hacmi
gosterir. lem®, ~lml’ye esit oldugu i¢in, her ml’deki hiicre sayisi

asagidaki formiil ile hesaplandi: (34)

Hiicre Sayisi= Her Karedeki Sayim X Diliisyon Faktor X 10°

Orn. Eger her karede sayilan hiicre sayis1 (canli+cansiz) ortalama 45 ise,
ml’deki hiicre sayis1 = 45 X 5 X 10* =2.25 X 10° hiicre/ml.

Bu 6rnekteki stvi hacmi 10 ml olsun.
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Toplam Hiicre= ml’deki hiicre sayis1 X orjinal sivi hacmi
Toplam Hiicre= 2.25 x 10° (hiicre/ml) x 10 ml =2.25 x 10" hiicre.

7. Hiicre canliligin1 hesaplamak ig¢in, canli hiicrelerin sayisina da ihtiyag
vardir. Eger boyanmamis (canli) hiicrelerin her karedeki ortalama sayisi

37.5 ise, Toplam Canh Hiicre = [37.5x5x10%] x 10 ml =1.875x10""diir.
8. Hiicre canlilig1 ise su formiille bulunur.

Hiicre canlihigi (%)=Toplam canh hiicreler/Toplam hiicreler (canlh ve cansiz) x 100

Hiicre canlihigi (%) =1.875x10" / 2.25x10" x100= %83 oraninda canli

hiicre var demektir.

Buna gore canli hiicrelerin sayis1 belirlenip hiicre siispansiyonundan istenen

miktar kadar alindi.

3.2.1.5. Ol¢iimler icin hiicrelerin hazirlanmasi

Hiicreler olgiimler i¢in flask icinde yeterli sayiya ulastiklarinda
tripsinlenerek toplandi. Tripan Blue boyama yontemi yardimiyla Neubauer laminda
sayilarak, her bir 6l¢iim i¢in gerekli sayida hiicre hazirlandi. MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre
dizisinde, yapilan 6n ¢alismalarla kullanilacak siRNA dozlar1 ve etkili zaman dilimleri
belirlendi. Sonugta siRNA verilmeyen (kontrol grubu) ile 15, 30, 100 nM’lik erk siRNA
dozlar1 ve dozlar i¢in 48 ve 72. saatlerdeki etkilerini arastirmayi planladik.

Bu 6n ¢alismadan sonra gen diizeyinde siRNA aktivitesini belirlemek i¢in 6
kuyucuklu kiiltiir flasklarinda 3 tekrarli olarak ve protein diizeyinde siRNA aktivitesini,
hiicre canliligi ve protein miktarini belirlemek i¢in de 96 kuyucuklu kiiltiir flasklarinda

6 tekrarli olarak uygulama yapildu.
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3.2.2. siRNA Transfeksiyonu

RNAIi yontemi ile gen sessizlestirmeyi kanitlamak ve siRNA dagiliminin
optimize edilmesi icin sentetik siRNA molekiilleri kiiltiir hiicrelerine verilirken,

kimyasal transfeksiyon ajani olarak siPORT NeoFX kullanildi.

3.2.2.1. Kiiltiir hiicrelerine SIRNA larin dagitilmasi

MCEF-7 hiicre dizisi i¢in ERK siRNA ID: s11137 ve NIH 3T3 hiicre dizisi
icin ERK siRNA ID: s77105 siRNA’lar kullanildi. Bunlara ilaveten housekeeping gen
olan GAPDH’1 (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) hedefleyen GAPDH
SiRNA (Ambion, AM 1640) ve Negatif Kontrol #1 siRNA (nonsequence-specific
siRNA) (Ambion, AM 1640) kullanildi. (Negatif kontrol #1 siRNA, anlaml
homolojisi olmayan hedeflenmemis diziler olup, GAPDH’iIn mRNA ve protein
seviyeleri lizerine etkili degildir; boylece, GAPDH siRNA’nin etkilerini 6lgmek i¢in bir

temelin olusturulmasini saglar.)

siRNA’larin kiiltiir hiicrelerine dagitilmasi islemi, kit yontemine gore

sirastyla asagidaki gibi yapildi:

1. Elimizde mevcut ERK siRNA, GAPDH siRNA ve Negatif Kontrol #1
siRNA i¢in deney gruplarini olusturan 15 nM, 30 nM, 100 nM’lik
konsantrasyonlar hazirlandi.

2. (+4°C’deki) In vitro memeli kiiltiir hiicreleri i¢in gerekli serum
ihtiyaglarini1 azaltmada kullanilan bir medium olan Opti-MEM | ve bir
transfeksiyon ajani olan siPORT NeoFix oda 1sisina getirildi.

3. Saglikl, biliyliyen hiicreler, “ Calisma i¢in Uygun Miktarda Hiicrenin
Sayim1” boliimiinde anlatildigi sekilde tripsinize edilip, sayildi. 6
kuyucuklu plate i¢in her kuyucukta 2,4 ml besiyeri i¢inde 2,4)(105 adet
hiicre ve 96 kuyucuklu plateler i¢in her kuyucukta 80 pl besiyeri
icinde 8x10° adet hiicre olacak sekilde hesaplandi. Pipetleme hatasi
icin ortalama yaklasik %10 hata pay1 da hesaba katildi. Bu karisim,
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ihtiya¢ duyulana kadar 37°C’de tutuldu. (Hiicrelerin tekrar
yapismamalari i¢in sonraki basamaklarin hizli ilerlemesi saglandr).

Steril konik bir tiipte Opti-MEM | ortaminda siPORT NeoFix diliie
edildi. Bunun i¢in asagida belirtilen miktarlarda karisim hazirlanip 10

dakika oda 1sisinda bekletildi.

96 kuyucuklu | 6 kuyucuklu

SIPORT NeoFix 0,5 ul Sul
Opti-MEM | 9,5ul 295 ul

. Diger steril konik tiiplerde, 1. basamakta bahsedilen siRNA
konsantrasyonlar: Opti-MEM 1 ortaminda diliie edildi (siRNA/ Opti-
MEM 1 karisimi). Bunun igin tablodaki miktarlarda karigim

hazirlandi.
96 kuyucuklu | 6 kuyucuklu
SIRNA
konsantrasyonlari Lsul 45l
Opti-MEM | 8,5 ul 255 ul

Basamak 4’teki siire bitiminde hazirlanan bu karisim, basamak 5’deki
hazirlanan siRNA/Opti-MEM 1 karisimi ile karisitirtlip nazikge
pipetlenerek 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda olusan siRNA/ siPORT NeoFix karisimi,
belirtilen tekrarlarda tasarlanan platelere tablodaki miktarlarda
aktarildi. Transfekte olmamis kontrol olarak etiketlenen kuyucuklarda
ise, bu karisim yerine belirtilen hacimde sadece Opti-MEM |

kullanildi ve herhangi bir siRNA muamelesi yapilmadi.

96 kuyucuklu | 6 kuyucuklu

SIRNA/ siPORT NeoFix karigimi 20 ul 600 pl

Sadece kontroller i¢in; Opti-MEM | 20 pl 600 ul

. Basamak 3’de hazirlanan hiicrelerin resiispanse edilmesi i¢in nazikce

karistirildi ve SIRNA/SiPORT NeoFX karisimi igeren kuyucuklara ve
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transfekte olmamig kontroller olarak ayarlanan kuyucuklara basamak

3’te belirtilen hacimlerde aktarildi.

9. Kangimlarin tam olarak dagilmasi i¢in plateler nazikce ileri geri
sarsildi. %5 CO,’li inkiibatorde 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek
hiicrelerin flask tabanlarina tutunmalar1 saglandi.

10. Siire sonunda tiim gruplarin (siRNA uygulanan ve uygulanmayan
gruplarin) besiyerleri, kiiltiir platelerinden steril cam pastor
pipetleriyle uzaklastirilip taze besiyeri eklendi.

96 kuyucuklu | 6 kuyucuklu
Eklener(]:ek b_esiyeri 100 ul 3ml
acmi
11. Bu islemden 48 ve 72 saat sonra ERK ve GAPDH sessizlestirmesinin

belirlenmesi i¢in 6 kuyucuklu platelerden total RNA eldesi, 96
kuyucuklu platelerden protein diizeyinde sessizlestirme Ve hiicre
¢ogalma testinin gergeklestirilmesi igin asagida belirtilen diger

uygulamalar her bir test i¢in ayr1 platelerde gerceklestirildi.

3.2.3. Total RNA eldesi

siRNA uygulanan kiiltiir hiicrelerinden (<500,000 hiicre), Ambion total

RNA kiti kullanilarak total RNA elde edildi. Bu kitin yontemine gore islemler sirasiyla

asagidaki gibi yapildi:

1. Izolasyon materyalleri tablodaki gibi hazirlandz:

Yikama solusyonu 1

Konsantre haldeki solusyona 10.5 ml ACS
grade %100 ethanol eklenip 1yice karistirilir

Yikama solusyonu 2/3

Konsantre haldeki solusyona 22.4 ml ACS
grade %100 etanol eklenip iyice karistirilir

2. Her omnek i¢in kitten ¢ikan filtre vialler ve RNA ayirma vialleri

etiketlendi.
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10.

11.
12.

13.

Ihtiya¢ duyulan hacimde (her &rnek icin yaklasik 2 x 10 pl) Ayirma
soliisyonu ortalama %~10 Pipetleme hata pay1 da hesaplanarak RNase
igermeyen bir viale ayrildi. 75°C’lik su banyosunda 1sitild1.

Yikama Soliisyonu 2/3, oda 1si1sinda 1litildi.

6 kuyucuklu kiiltiir platelerinden besiyerleri steril cam pastor pipetleri
yardimi ile alindi. Hiicreler 0,5 ml tripsin yardimi ile kaldirildi ve
icinde 2 ml taze besiyeri bulunan kapakli santrifiij tiiplerine aktarildi.
Tiipler parafilm ile kapatilip, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 kapaklar acilip stipernatant uzaklastirildi. Tiplere 1
ml PBS (1X) (phosphate buffered saline) ilave edilip nazikge
pipetlendi ve kapaklar1 kapatildi. 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atildu.

Santriflij tliplerine hiicre zarlarm1 pargalayan ve riboniikleazlar
hizlica inaktive eden gii¢li bir katotrofik ajan olan guanidinium
thiocyanate iceren lizis sollisyonundan 100 pl ilave edilip, kuvvetlice
vortekslendi.

Bu tiiplere 50 pl absolii alkol (ACS Grade) ilave edildi ve kisa kisa
vortekslendi.  Lizat/alkol/hiicre karigimi (150 pl) filtreli tliplere
aktarildi. Kapaklar1 kapatilip 16500 g’de ~10 saniye mikrosantrifiijde
karistmin hepsi filtreden gecinceye kadar santrifiij edildi. RNA’nin
bu sekilde filtreye baglanmasi saglandi.

Filtreli tiipler agilip filtrasyonu kolaylastirmak i¢in 180 pl Yikama
Soliisyonu 1 eklendi ve kapak kapatilip 16500 g’de ~10 saniye
santrifiij edildi.

Filtreli tiipler a¢ilip 180 pul Yikama Soliisyonu 2/3 eklendi ve kapak
kapatilip 16500 g’de ~10 saniye santrifiij edildi.

Basamak 10 tekrar edildi.

Tiiplerin dibindeki toplanan sivilar, filtreler kaldirilarak bosaltildi.
Ayni viallere filtreler tekrar yerlestirilerek 16500 g’de ~1 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi filtreler alinip daha dnceden etiketlenen RNA ayirma

viallerine yerlestirildi.
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14.

15.

16.

17.

Basamak 3’te 1sitilan Ayirma soliisyonundan 10 pl alinip, her filtrenin
merkezine gelecek sekilde pipetlendi. Kapaklart kapatilip, oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi. Filtreden RNA’nin ayrilmasi igin
16500 g’de ~30 saniye santrifiij edildi.

Basamak 14 tekrarlanarak c¢ok kiigiik hacimde RNA’nin tamamen
ayrilmasi saglandi.

Filtreler atilarak ayirma vialine toplanan RNA’larin ng cinsinden
miktar1 mikro Olgekli spektrofotometrede (ASP 3700) Ayirma
solusyonuna kars1 okutularak belirlendi.

Ornekler kullanilana kadar -80°C’de bekletildi.

3.2.3.1. Genomik DNA 'nin uzaklastirtimasi

gRT-PCR gibi biiylik hassaslik gosterilmesi gereken analizler i¢in daha

konsantre RNA

elde edilmesini saglamak amaciyla genomik DNA’y1 yok etmek

gerekir. Bu islem igin kit yontemine gore sirasiyla asagidaki islemler yapildi:

1.

“Total RNA Eldesi” boliimiinde elde edilen 20 pl’lik RNA’ya karsilik
2 ul 10X DNase I Buffer ve 1 pl DNase eklendi ve nazikge karistirildi.
Bu karigim, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

DNase Inaktivasyon Reaktifi —20°C’den alinip, inkiibasyon boyunca
oda 1sisinda bekletildi. Bu reaktifi kullanilacagi zaman kuvvetlice
vortekslendi.

Inkiibasyon sonunda basamak 3’te hazirlanan viallere 2,3 pl DNase
Inaktivasyon Reaktifi eklendi ve kuvvetlice vortekslendi. Bu sekilde
vialler oda 1si1sinda 2 dakika bekletildi.

Bu siirede vialler bir kez daha kuvvetlice vortekslendi.

DNase Inaktivasyon Reaktifinin pellet olusturmasi i¢in 18000 g’de
1.5 dakika karigim santrifiij edildi.

. RNA, RNase i¢ermeyen temiz bir tlipe aktarildi ve bu sekilde

—20°C’de saklandi.
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3.2.4. erk genindeki sessizlesmenin gRT-PCR ile belirlenmesi

siRNA uygulanmis iki hiicre dizisindeki erk geninin gen diizeyinde bu

sessizlestirmeden nasil etkilendigi asagida verildigi sekilde belirlendi:

Quantitative RT-PCR Analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

“Total RNA eldesi” ve “DNase Inaktivasyonu” boliimlerinde anlatildig:

sekilde elde edilen RNA’larin mikro 6lgekli spektrofotometre ile toplam RNA miktari

ng cinsinden belirlenip, her ¢alismada 200 ng kullanilacak sekilde hesabi yapildi.

1.

-20°C’de bekletilmekte olan tiim solusyonlar (revers-transkriptaz
enzimi olan M-MLV RT ve DNA polimeraz hari¢) eritilip buzda
bekletildi ve tiim karisimlar kullanilmadan 6nce hafif¢e karistirildi.
Nukleaz igermeyen viallere, % 10 pipetleme hata pay1 hesaplanarak
tim reaktifler (M-MLV RT ve RNA template hari¢) asagida verilen
oranlarda kanstirildt ve bu karisim “master miks” olarak
adlandirildu.

Miktar | Reaktif

8,8 ul

Nukleaz igcermeyen su

2,5 ul

10 X RT-PCR Buffer

4 ul

dNTP karisimi (her biri 2,5 mM)

2 ul

Gene 0Ozglii primer ve TagMan Probe (herbiri 10 puM)
(ERK/GAPDH/18S)

1 ul

RNase Inhibitor (10 U/pl)

0,5 pl

50X ROX internal referans

0,2 ul

SuperTaq polimeraz (5 U/ul)

3.

Calisilacak ornekler haricinde, deneyin kontrollii devam edebilmesi
icin M-MLV RT yerine nukleaz icermeyen su kullanilarak
hazirlanan “NAC (No Amplicon Control)” ve RNA yerine nukleaz
icermeyen su kullanilarak hazirlanan “NTC (No Template Control)”

ad1 verilen iki negatif kontrol vialleri de hazirlandi. Tiim 6rnekler 3
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tekrarli olarak c¢alisilirken, negatif kontroller icin tek tekrarl
calisild.

4. Deneyin bir diger kontrol c¢alismasi, “pozitif kontrol” olarak
adlandirilan asamadir. Pozitif kontrol reaksiyonunun amaci, uygun
sekilde isleyen MessageSensor RT Kitini dogrulamaktir. Bunun igin

asagida verilen tablodaki karisim hazirlanir.

Miktar | Reaktif
21,6 ul Nukleaz igermeyen su

53 ul |10 X RT-PCR Buffer

8,4 ul | dNTP karisimui (her biri 2,5 mM)

2,1 ul | GAPDH Kontrol primeri (10 uM)

2,1 ul | RNase Inhibitér (10 U/ul)

0,4 ul | SuperTaq polimeraz (5 U/ul)

2,1 ul | M-MLV RT

Negatif Pozitif
Kontrol Kontrol

Yukaridaki tabloda hazirlanan

20l 20l master mix
-- 5ul HeLaS3 Kontrol RNA(10 ng/ul)
Sul -- Nukleaz igermeyen su

5. Her bir siRNA uygulamasi i¢in 3 farkli primer uygulamasi yapildu.

a. ERK siRNA uygulanan hiicrelerin RNA’lar1 9 ayn viale;
ticine TaqMan problu ERK primeri (2 pl), diger {iiciine
GAPDH primeri (2 pl) ve diger ligiine 18S internal standart
(2 pl) gelecek sekilde

b. GAPDH siRNA uygulanan hiicrelerin RNA’lar1 9 ayr1 viale;
iictine TagMan problu ERK primeri (2 pl), ticine GAPDH
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primeri (2 ul) ve diger iicline bir endojen kontrol olan 18S
internal standart (2 pl) gelecek sekilde

c. Negatif kontrol #1 siRNA uygulanan hiicrelerin RNA’lar1 9
ayr1 viale; ticline TagMan problu ERK primeri (2 pl), ligiine
GAPDH primeri (2 pl) ve diger iicline bir endojen kontrol
olan 18S internal standart (2 pul) gelecek sekilde

d. Herhangi bir uygulama yapilmayan ‘“Transfekte olmamis
kontrol” olarak belirlenen hiicreler 9 ayr1 viale; {liciine ERK
primeri (2 pl), tigtine GAPDH primeri (2 pl) ve diger iigline
de 18S internal standart (2 ul) gelecek sekilde konuldu.

6. Basamak 2’de hazirlanan Master miks karisimina her 6rnek igin 1 pl
olacak sekilde M-MLV RT ilave edildi.

7. Calisilacak tiim ornekler ve kontroller i¢in basamak 5’de hazirlanan
primerlerle ve basamak 6’da hazirlanan karisim (master miks ve
M-MLV RT karisimi), tek vialde toplandi. Bu karisim, 6rnek ve
kontrol i¢in etiketlenen opak kapakli viallere 20 pul olarak aktarildi.

8. Basamak 7°’de hazirlanan karigimlara basamak 1’de hazirlanan
RNA’lar ve negatif kontroller i¢in Nukleaz icermeyen su ilave
edildi.

Quantitative RT-PCR Analizi

9. RNA’lar ilave edildikten sonra opak kapakli vialler QRT-PCR
cihazina yerlestirilip, revers transkripsiyon, RT inaktivasyon/Taq

aktivasyon ve Amplifikasyon asamalari i¢in cihaz ayarlandi.

Tekrar sayis1 | Sicaklik | Siire
Revers transkripsiyon 1 45°C 15 dk
RT inaktivasyon/Taq aktivasyon | 1 95°C 5dk
95°C 15sn
Amplifikasyon 40
60°C 1dk
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Fluorescence (dR)

10. Stire sonunda orneklerin, ekspresyon miktarinin belirlenmesinde
onemli olan Cy degerleri elde edilmistir. Cr degeri esik-deger
dongiisii  (treshhold cycle) ya da ilk anlamli ekspresyonun
gerceklestigi dongli degeridir. Bu deger, sistem basladigindan
itibaren, {istel oranda iiriin olugsmasi ve logaritmik lineer faza gecis
noktasidir. Bir Cy degeri 40 veya daha yiiksekse bunun anlami
amplifikasyonun olmadigi ve bu degerin hesaplanamayacagidir
(Sekil 3.1).

11. Olusan gen ekspresyon seviyeleri Ct degeri ilizerinden asagidaki

formiillerle hesaplandi:

A CTerk sirna) = CT (Hedef gen) — CT(cAPDH)
A CT(siRNA uygulanmayan kontrol) = CT(Hedef gen) — CT(GAPDH)
AACT = ACT (ERK siRNA) -ACT (siRNA uygulanmayan kontrol)

12. Tiim bu uygulamalarin kalan ekspresyonun yiizdesi sdyle belirlenir:
% azalma = 100 — 100 X 2 44"

Sekil 3.1. siRNA uygulandiktan 48 saat sonra MCF-7 hiicrelerinde gézlenen ERK ve GAPDH gen
ekspresyon seviyelerinin QRT-PCR 6rnek goriintiisi.
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3.2.5. ERK, P38 ve JNK aktivasyonlarinin ELISA ile belirlenmesi

Protein  fosforilasyonu,  bir  hiicredeki protein  aktivitesinin
diizenlenleyicisidir. Yasayan hiicrelerde ¢ogalma, farklilasma ve metabolizma gibi
olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. SIRNA ile muamele edilen ve edilmeyen
orneklerdeki ERK, P38 ve JNK fosforilasyonu ELISA ile belirlenerek siRNA’larin bu
proteinlerin aktiviteleri {izerine olan etkisi belirlendi. Kit yontemi (RayBio® Cell-Based
ERK1/2 (activated) ELISA Sampler Kit) uygulanirken kullanilacak reaktifler asagida
verildigi sekilde hazirland:

Yikama Soliisyonu A (20x) Distile suyla 20 kez sulandirildi.

Yikama Soliisyonu B (20x) Distile suyla 20 kez sulandirildi.

Quenching Buffer Concentrate (30x) | 1x Yikama Soliisyonu A ile 30 kez sulandirildi.

Engelleme Soliisyonu (5x) Distile suyla 5 kez sulandirildi.

Herbir tiipe 1x’lik Engelleme Sollisyonun’dan 100 pl
) ) eklendi. Her bir antikor konsantrasyonu, kullanmadan
Primer antikorlar
once 1x Engelleme Soliisyonu ile 15 kez sulandirilarak

calisildi.

] 1x Engelleme Soliisyonu ile 1000 kez sulandirildi ve
Anti-Mouse IgG Concentrate

kullanmadan 6nce nazikge karistirildi.

Reaktifler hazirlandiktan sonra bu proteinlerin aktivite Olglimleri i¢in
asagidaki sira takip edildi:

1. Hiicrelerin eklenecegi plate diizeni tasarlanip “Kiiltiir hiicrelerine
siRNA’larin dagitilmasi” boliimiinde anlatilan sekilde 96 kuyucuklu plate
yontemi aynen gerceklestirildi.

2. 48 saat olarak tasarlanan platelerdeki besiyeri, transfeksiyondan 48 saat sonra

uzaklastirilip, her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde 1x Yikama Soliisyonu
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

A eklenip plate altiist edildi ve Yikama Soliisyonu dokiilerek uzaklastirildi.
Bu islem 3 kez tekrarlandi.

Her bir kuyucuga 100 ul Sabitleme Soliisyonu ilave edilip oda 1sisinda 20
dakika karistirarak inkiibe edildi.

Siire sonunda Sabitleme Soliisyonu dokiiliip, plate basamak 2’deki gibi 3 kez
1x Yikama Soliisyonu A ile yikandi.

Her bir kuyucuga 200 pl 1x Quenching Buffer eklenip oda 1sisinda 20 dakika
inkiibe edildi.

Siire sonunda Quenching Buffer dokiiliip plate basamak 2’deki gibi 4 kez 1x
Yikama Soliisyonu A ile yikandi.

Her bir kuyucuga 200 pl 1x Engelleme Soliisyonu eklenip 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi.

Siire sonunda Engelleme Soliisyonu dokiiliip her bir kuyucuga 200 pl olacak
sekilde 1x Yikama Soliisyonu B eklenip altiist edilerek 3 kez yikandi.
Tasarlanan ilgili kuyucuklara 50 ul uygun 1x anti-phospho-protein antikorlar
ve anti-pan-protein antikorlar eklenip oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.

Stire sonunda basamak 9°da eklenen antikorlar dokiilerek her bir kuyucuga
200 pl olacak sekilde 1x Yikama Soliisyonu B ilave edilip plate altiist
edilerek 4 kez yikama yapildi.

Her bir kuyucuga 50 pl 1x Anti-Mouse IgG ilave edilip 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi.

Siire sonunda basamak 9’da eklenen antikorlar dokiilerek her bir kuyucuga
200 pl olacak sekilde 1x Yikama Soliisyonu B ilave edilip 4 kez yikama
yapildi.

Her bir kuyucuga 100 ul TMB ekleyip, karanlikta oda 1sisinda karistirarak 30
dakika inkiibe edildi.

Basamak 13’teki soliisyonun fiizerine her bir kuyucuga 50 pl Durdurma
Soliisyonu eklendi.

Hemen 450 nm’de ELISA cihazinda OD degeri 6l¢iildii.

72. saat olarak tasarlanan plate’lere de transfeksiyondan 72 saat sonra

yukaridaki yontem aynen uygulandi.
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3.2.6. Hiicre cogalmasinin XTT Soliisyonu ile belirlenmesi

Hiicre ¢ogalma yontemleri, biiyiime faktorlerinin, sitokinlerin ve besiyeri
bilesenlerinin  calisilmasinda, sitotoksik ajanlarin  ve lenfosit aktivasyonunun
goriintiilenmesinde ve hiicre biyolojisinde olduk¢a ¢ok kullanilir. Buradaki
biyokimyasal islem, mitokondri enzimlerinin hiicre 6liimiinden kisa bir siire sonra
inaktive olma etkinligi {lizerine kuruludur. Bu yontemin hiicrelerin yasayabilirligini
degerlendirmede c¢ok etkili oldugu bilinmektedir. Tetrazolium tuzuna dayali bir
kolorimetrik yontem olan XTT, radyoaktif izotoplar1 kullanmadan hiicrelerin
yasayabilirliklerinin  ve ¢ogalma miktarlarinin belirlenmesinde kullanillan  bir
solusyondur. Metabolik aktif hiicrelerin turuncu renkli formazan bilesenlerine karsi
tetrazolium tuzunun XTT’yi azaltma yetenegine dayalidir. Boya formu suda
¢oziilebilir niteliktedir ve boya yogunlugu bir spektrofotometrede okunabilir. Boyanin
yogunlugu, metabolik aktif hiicrelerin sayisiyla orantilidir (59).

Kit iki reaktiften olusmaktadir:

XTT Reaktifi : XTT Reaktifi igeren steril bir solusyondur. Soliisyon 37°C’de
wsitilip berrak bir soliisyon elde edene kadar nazikge karistirildi.

Aktivasyon Reaktifi : PMS (N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) i¢eren
steril bir solusyondur. Soliisyon 37°C’de 1sitilip berrak bir soliisyon elde edene kadar
nazikce karigtirildi.

Bu iki soliisyon kullanilarak sirasiyla asagidaki islemler yapildi:

1. Hiicrelerin eklenecegi kuyucuk diizeni tasarlanip “Kiiltiir hiicrelerine
siRNA’larin dagitilmasi” boliimiinde anlatilan sekilde uygulama bu
ol¢tim igin de tekrar yapild.

2. Reaktifler 37°C’de 1sitilip karistirilarak, berrak bir soliisyon haline
getirildi.

3. Transfeksiyondan 48 saat sonra, 5 ml XTT solusyonu+0,1 ml aktivasyon
solusyonu ile bir karisim (sar1 renkte) elde edilip her kuyucuga 50 pul
olacak sekilde dagitildi. Karisimin saglanmasi igin plate ileri geri

sallanip %5 CO,’li inkiibatérde 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
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4. Siire sonunda plate 450 nanometre dalgaboyunda bir ELISA cihazinda
oletldi.
5. Transfeksiyondan 72 saat sonra olarak tasarlanan platelere de ayni

islemler uygulandi.

3.2.2.6. Istatistiksel degerlendirme

Sonuglar, ikili Kkarsilastirmalar i¢in student-t testi, ikiden fazla
karsilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans (Oneway ANOVA) analizi uygulanarak SPSS
13.0 programi ile karsilastirildu.
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4. BULGULAR

Calismamizda, meme kanseri (MCF-7) ve normal fibroblast (NIH 3T3)
hiicre dizilerinde ERK siRNA kullanarak ger¢eklestirdigimiz sessizlestirme sonucunda,
uygulanan ti¢ ayr1 konsantrasyonunun, belirlenen her iki zaman igin, gen ekspresyon
seviyesine, ERK, P38 ile JNK enzim aktivitesi ve hiicre cogalma aktivitesi iizerine olan

etkileri ile ilgili bulgular belirlenmis olup, elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

4.1. % Sessizlestirme ile Tlgili Bulgular

Calismamizda, MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerine 0 nM (kontrol=siRNA
uygulanmamis), 15 nM, 30 nM ve 100 nM’lik konsantrasyonlarda ERK siRNA

uygulanarak gergeklestirdigimiz sessizlestirme oranlar1 Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Bu sessizlestirme sonucunda; erk geninin % sessizlestirme oraninin MCF-7
ve NIH 3T3 hiicre dizilerinin her ikisinde de en etkili olarak 48. saatte 100 nM
konsantrasyonda oldugu gozlendi. Bu sessizlestirme oranlarinin 72. saatte giderek

azaldig1 belirlendi.
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Tablo 4. 1. MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerine uygulanan SiRNA
konsantrasyonlarinin % sessizlestirme diizeyleri iizerine etkisi

ERK siRNA GAPDH siRNA
SAAT KonS?:lsl—?syon % Sessizlestirme Diizeyleri % Sessizlestirme Diizeyleri
MCF-7 NIH 3T3 MCF-7 NIH 3T3

15 86,72 29,30 96,51 71,28

48. 30 73,97 90,43 96,51 98,11
SAAT ' ' ’ ’

100 99,85 93,72 98,35 97,57

15 71,49 31,66 99,92 98,62

72. 30 64,60 31,96 99,71 99,32
SAAT ' ' ’ ’

100 39,96 22,98 97,58 99,68

(Ort.£ sd.: Ortalamalar n=3 olarak hesaplanmstir.)
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4.2. Protein Aktivite Diizeyi ile Ilgili Bulgular

MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerinde gerceklestirilen sessizlestirmenin
MAPK yolaginda gorev alan fosforlanmig ERK, P38 ve JNK protein aktivite diizeyleri
Tablo 4.2.°de, aymi hiicrelerdeki fosforlanmamis ERK, P38 ve JNK protein aktivite
diizeylerine ait bulgular ise, Tablo 4.3’de goriildigii gibidir.

Buna gore;

ERK SiRNA uygulamasindan 48 saat sonra MCF-7 hiicre dizisinde
kontrole gore, fosforlanmis ERK diizeyleri her konsantrasyonda azalma gostermesine
ragmen, bu azalma 30 nM’lik ERK siRNA uygulanmis hiicreler (P<0.05) harig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05). Fosforlanms P38 diizeylerinde
yine herhangi bir istatistiksel anlam gozlenmemekle birlikte (P>0.05), 15 nM’lik

konsantrasyonda az da olsa bir artis belirlenmistir.

Fosforlanmms JNK diizeylerinde ise, her konsantrasyonda azalma
gozlenmis olup, 100 nM’lik konsantrasyon uygulananlarda ¢ok énemli diizeyde anlamli
azalma (P<0.01) oldugu belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda, kontrol grubuna
gore tiim Olclilen fosforlanmis protein diizeylerinde diisme goriilmekle birlikte,
istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. En fazla azalma oram1 100 nM

konsantrasyonda siRNA uygulanan grupta JNK protein aktivitesinde ortaya ¢ikmistir.

ERK SsiRNA uygulamasindan 72 saat sonra fosforlanmms ERK
diizeylerinde tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bir
azalma (P<0.001) belirlenmistir. Bu oOrneklerin fosforlanms P38 ve fosforlanms

JNK diizeylerindeki degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (P>0.05).

ERK siRNA uygulamasindan 48 saat sonra NIH 3T3 hiicre dizisinde
kontrole gore, fosforlanmis ERK diizeyleri tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
ileri diizeyde azalma (P<0.001) go6stermistir. Bu oOrneklerin fosforlanmis P38
diizeyleri kontrole gore degismezken, fosforlanmis JNK diizeylerinde istatistiksel

olarak bir anlam gozlenmemistir (P>0.05).
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ERK siRNA uygulamasindan 72 saat sonra fosforlanmis ERK diizeyleri
yine tiim konsantrasyonlarda kontrole gore, azalma gdstermis olup en etkili azalma 100
nM’lik konsantrasyonda (P<0.001) belirlenmistir. Bu O6rneklerin fosforlanmis P38
diizeylerinde yine en etkili diisiisin 100 nM’lik konsantrasyonlarinda (P<0.001)
oldugu belirlenmistir. Fosforlannms JNK diizeylerinde, herhangi bir istatistiksel
anlam gozlenmese de (P>0.05) yine en etkili azalma konsantrasyonlar arasinda 100 nM

uygulanan grupta belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinin, fosforlanmus ERK, P38 ve JNK diizeylerinin 48. ve
72. saatleri karsilagtirildiginda, siRNA uygulanmis tiim konsantrasyonlarda 48. saatte
Olglilen tim degerlere goére, 72. saatte daha fazla azalma belirlendi. NIH 3T3
hiicrelerinin, fosforlannms ERK, P38 ve JNK diizeylerinin 48. ve 72. saatleri
karsilastirildiginda ise, MCF-7 kanser hiicre dizisinin aksine 48. saatteki degerlerin daha
diisiik oldugu belirlendi.
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Tablo 4.2. MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerine uygulanan 15, 30 ve 100 nM ERK siRNA’nin 48. ve 72. saatlerde fosforlanmis ERK, P38 ve JNK

protein aktivite diizeyleri iizerine etkisi

ERK siRNA Protein Aktivite Diizeyleri

SAAT Kons.
MCE- 7 NIH 3T3
(nM)
pERK pP38 pINK pERK pP38 pINK
0 0,29 + 0,017 0,23 + 0,008 0,22 + 0,024 0,16 +0,012° 0,11 +0,004 23 0,07 £ 0,001 23
*:r‘f 15 0,26 0,007 0,29 + 0,008 0,21+0,018 0,11+0,007 " | 0,11 40,005 ° 0,07 £ 0,006 *
w * Fekk
@ 30 0,22 + 0,002 0,23 £ 0,005 0,18 + 0,004 0,12 +0,001 7™ | 0,11+0,003°3 0,22 + 0,056
100 0,26 + 0,035 0,21 £0,017 0,14 +0,013 " 0,10 + 0,006 2 0,10 + 0,004 ® 0,06 = 0,000 *
0 0,29 + 0,018 0,15+0,012°¢ 0,11+0,001° 0,21 +0,026* 0,28 + 0,064 0,16 + 0,033
e 15 0,13 £0,003 7°° 0,17 £ 0,004 ° 0,13+ 0,009 ° 0,130,011 0,11+0,002 3 0,08 £ 0,001 *
<
(,) dkk * *
N 30 0,10 £ 0,003 " ¢? 0,18+0,013° 0,19 +0,103 0,15+0,012 0,14+0,014 0,15+ 0,044
100 0,15+0,010 ™™ 0,13 £0,001° 0,14 + 0,003 0,11 +£0,002 72 0,13+0,015" 0,08 + 0,006 °

* ) k% *E* jsareti kontrole (siRNA uygulanmamis) konsantrasyona gore karsilastirmalar igin

a, b, ¢ isareti her hiicre dizisinin 48. ve 72. saatleri arasindaki farkliliklar1 karsilagtirmak icin (MCF 48-72 veya NIH 48-72)

1, 2, 3 isareti hiicre dizilerinin 48. Saatleri ve 72. Saatleri arasindaki farkliliklar1 karsilagtirmak i¢in (MCF 48-NIH 48 veya MCF 72-NIH 72)
(Ort.+ sh.: Ortalamalar n=8 olarak hesaplanmustir.)
*al (P<0.05) dnemli degisim, **b 2 (P<0.01) ¢ok 6nemli degisim, ***c 3 (P<0.001) ileri diizeyde 6nemli degisim
P>0,05 dnemli olmayan degisim
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ERK siRNA uygulamasindan 48 saat sonra MCF-7 hiicre dizisinde,
kontrole gore, fosforlanmams ERK, P38 ve JNK diizeylerinde, tiim

konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).

ERK siRNA uygulamasindan 72 saat sonra fosforlanmamis ERK
diizeylerinde, tiim konsantrasyonlarda, istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bir
azalma (P<0.001) belirlenmistir. Bu 6rneklerin fosforlanmams P38 diizeylerinde ise,
30 nM konsantrasyonda istatistiksel olarak ¢ok Onemli diizeyde azalma (P>0,01)
gozlenmistir. Fosforlanmamis JNK diizeylerindeki degisiklikler istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (P>0.05).

ERK siRNA uygulamasindan 48 saat sonra NIH 3T3 hiicre dizisinde,
kontrole gore, fosforlanmamis ERK diizeyleri tiim konsantrasyonlarda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gostermemistir (P>0,05). Bu orneklerin fosforlanmamus
P38 diizeyleri kontrole gore degismezken, fosforlanmamis JNK diizeylerinde ise, 100

nM konsantrasyonda istatistiksel olarak ¢ok onemli diizeyde bir azalma gozlenmistir

(P<0,01).

ERK siRNA uygulamasindan 72 saat sonra fosforlanmamms ERK
diizeyleri yine tiim konsantrasyonlarda kontrole gore, azalma gostermis olup en etkili
azalma 100 nM’lik konsantrasyonda (P<0.001) belirlenmistir. Fosforlanmamis P38
diizeylerinde tiim konsantrasyonlarda ileri diizeyde anlamli azalmanin (P<0.001)
oldugu belirlenmistir. Fosforlanmams JNK diizeylerinde de, herhangi bir istatistiksel
anlam gozlenmese de (P>0.05) yine en etkili azalma konsantrasyonlar arasinda 30 nM

uygulanan grupta belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinin, fosforlanmamis ERK, P38 ve JNK diizeylerinin 48.
ve 72. saatleri karsilastirildiginda, siRNA uygulanmis tiim konsantrasyonlarda 48. saatte
Olciilen degerlere gore, 72. saatte daha fazla azalma belirlenmistir. NIH 3T3
hiicrelerinin, fosforlanmamus ERK, P38 ve JNK diizeylerinin 48. ve 72. saatleri
karsilastirildiginda ise, MCF-7 hiicre dizisinin aksine, 48. saatteki degerlerin daha diisiik
oldugu belirlendi.
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Tablo 4.3. MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerine uygulanan 15, 30 ve 100 nM ERK siRNA’nin 48. ve 72. saatlerde fosforlanmamig ERK, P38 ve

JNK protein aktivite diizeyleri iizerine etkisi

ERK siRNA Protein Aktivite Diizeyleri
SAAT Kons.
MCF- 7 NIH 3T3
(nM)
ERK P38 INK ERK P38 INK
0 0,11+0,011 0,15 + 0,002 0,12 +0,016 0,08 + 0,003 °* 0,09 + 0,006° 0,07 0,002 *
lf_f 15 0,16 = 0,001 0,23 0,011 0,17 + 0,009 0,12 £ 0,037 0,09 + 0,003 ® 0,09 + 0,001 °
(V5]
o 30 0,12 + 0,004 0,15+0,013 0,16 +0,013 0,09 + 0,003 3 0,08 + 0,003 3 0,08 + 0,001 ®
100 0,11 + 0,002 0,18 £0,016 0,10 + 0,002 ° 0,07 0,001 ® 0,08 + 0,002 3 0,06 +0,0017%3
0 0,11+ 0,002 ? 0,13 +0,008* 0,10 + 0,006 0,18 £0,015 0,37+ 0,082 0,18 = 0,039
5 15 0,08 +0,0017° 0,12 + 0,008 ¢ 0,13 + 0,006° 0,08 + 0,006 * 0,08 +0,0027723 0,17 0,056
m Fkk **k *kk
N 30 0,06 £ 0,00177¢! 0,11 +0,0017° 0,12 £0,014° 0,22 + 0,052 0,10 = 0,002""3 0,06 = 0,001 ©2
100 0,08 + 0,00277¢2 0,16 + 0,002 0,11 £ 0,002 0,09 + 0,001 0,09 + 0,002 0,07 0,003 ®

* xEREE jsareti kontrole (siRNA uygulanmamis) konsantrasyona gore karsilagtirmalar igin
a, b, ¢ isareti her hiicre dizisinin 48. ve 72. saatleri arasindaki farkliliklar1 karsilagtirmak i¢in (MCF 48-72 veya NIH 48-72)

1, 2, 3 isareti hiicre dizilerinin 48. Saatleri ve 72. Saatleri arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak i¢in (MCF 48-NIH 48 veya MCF 72-NIH 72)
(Ort.+ sh.: Ortalamalar n=8 olarak hesaplanmustir.)
*al (P<0.05) dnemli degisim, **b 2 (P<0.01) ¢cok 6nemli degisim, ***c 3 (P<0.001) ileri diizeyde degisim P>0,05 6nemli olmayan degisim

44




4.3. Hiicre Cogalmasi ile Tlgili Bulgular

ERK siRNA uygulamasindan 48 saat sonra XTT ¢ogalma kiti ile 2 saat
inkiibe edilen MCF-7 hiicre dizilerinde kontrole gore, hiicre cogalma diizeyleri
uygulanan 15 nM, 30 nM ve 100 nM konsantrasyonlarda azalma gdstermesine ragmen,
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0,05) (Tablo 4.4). siRNA
uygulamasindan 72 saat sonra ele alinan gruplarda ise, yine tiim konsantrasyonlarda
azalma gozlenmis olup, bu azalmanin 100 nM konsantrasyonda istatistiksel olarak ¢ok

onemli diizeyde (P<0.01) oldugu belirlendi.

ERK siRNA uygulamasindan 48 saat sonra XTT ¢ogalma kiti ile 2 saat
inkiibe edilen NIH 3T3 hiicre dizilerinde kontrole gore, hiicre ¢ogalma diizeyleri
uygulanan tiim konsantrasyonlarda azalma gostermekte olup, bu azalmanin istatistiksel
olarak 100 nM konsantrasyonda ileri diizeyde onemli (P<0,001) oldugu belirlendi
(Tablo 4.4.). siRNA uygulamasindan 72 saat sonra ele alinan gruplarda ise, yine
uygulanan tiim konsantrasyonlarda azalma belirlenmesine ragmen, bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0.05).
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Tablo 4.4. MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerine uygulanan 15, 30 ve 100 nM ERK
siRNA’nin hiicre ¢cogalma diizeyleri {izerine etkisi

SAAT Kons. ERK siRNA Hiicre Cogalma Diizeyleri
(nM) MCF- 7 NIH 373
0 1,53 +0,041° 2,00 £ 0,027
':EE 15 | 1,36+0,036° 1,89 + 0,035
o 30 |140£0029° | 1,93+0,049
100 | 1,43 +0,084 1,62 +0,047
0 1,32 £0,346 2,10+ 0,039
5 15 | 1,07 £0,258 1,73+ 0,149
% 30 |0,76+0200%% | 1,87+0,134
100 ]0,23+0,005 " °* | 1,79 + 0,097

* ) kxwEE jsareti kontrole (siRNA uygulanmamis) konsantrasyona gore karsilastirmalar igin

a, b, ¢ igareti her hiicre dizisinin 48. ve 72. saatleri arasindaki farkliliklar1 kargilagtirmak i¢in (MCF 48-72
veya NIH 48-72)

1, 2, 3 isareti hiicre dizilerinin 48. Saatleri ve 72. Saatleri arasindaki farkliliklari karsilagtirmak i¢in (MCF
48-NIH 48 veya MCF 72-NIH 72)

(Ort.+ sh.: Ortalamalar n=6 olarak hesaplanmistir.)

*al (P<0.05) 6nemli degisim, **b 2 (P<0.01) ¢ok onemli degisim, ***c 3 (P<0.001) ileri diizeyde
degisim P>0,05 6nemli olmayan degisim
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5. TARTISMA

siRNA’nin tanimlanmasindan sonra gen sessizlestirmesi iizerine etkilerini
arastiran bir¢ok calisma gerceklestirilmistir. Kanser hiicreleriyle yapilan bu ¢alismalarin
cogunda siRNA mekanizmasinin etkili bir tedavi yontemi olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(17, 18, 25, 44, 53-55, 58, 60, 70, 72, 75, 77).

Memelilerde gergeklestirilen ilk gen sessizlestirme calismasi 2002 yilinda
McCaffrey ve arkadaslar tarafindan uygulanmistir (46). In vivo olarak gergeklestirilen
bu c¢aligmada sentetik olarak hazirlanan siRNA, farelere lusiferaz eksprese eden bir
plazmid ile birlikte verilmistir. Sonugta farelere verilen bu siRNA’nin kontrollerle
karsilagtirildiginda karaciger hiicrelerindeki lusiferaz ekspresyonunu %80 oraninda

diistirdiigii belirlenmistir (46).

Ostrojen reseptodrleri (ERo ve ERP) hiicre ¢ogalmasinda yer alan hedef
genleri diizenleyerek meme kanserinin gelismesinde ve ilerlemesinde rol oynayan
ligand diizenleyici transkripsiyon faktorleridir. NFAT3 proteini, memeli hiicrelerinde
ERa ve ERP ile etkilesir. NFAT3 lin asir1 ekspresyonu, pS2 ve katepsin D igeren
Ostrojenden duyarli genlerin upregiilasyonunda etkilidir. NFAT3’{in bazi1 meme kanseri
hiicre dizilerinde farkli sekilde eksprese edildigi belirlenmistir (75). Zhang ve
arkadaglar1 (75) yaptiklart bu ¢alismada, insan meme kanseri hiicrelerinde (ZR75-1),
NFAT-3 siRNA kullanarak endojen NFAT3 ekspresyonunu azaltmiglar ve bu
azalmanin, hiicre c¢ogalmasimi azalttigin1 belirlemislerdir. Sonug¢ta meme kanseri

tedavisinde NFAT-3 siRNA kullaniminin etkili olabilecegini ileri stirmiiglerdir.

EphA2, insan kanserlerinde asiri eksprese olan bir tirozin kinaz
reseptoriidiir. EphA2’nin hiicre kiiltlirlerinde, gog, invazyon, ¢ogalma, metastaz, yasam
stiresi ve anjiogenez Tlzerinde etkili oldugu vurgulanmistir (41). Landen ve
arkadaglarmin (41) yaptigi bir c¢alismada, ovaryum, meme ve pankreas kanser
hiicrelerinde 3 farkli mekanizma (antikor aracili sinyal inhibisyonu, antikor aracili total
EphA2 ekspresyonunun azaltilmasi ve siRNA aracili ekspresyon azaltilmasi) ile EphA2

ekspresyonu azaltilarak bu hiicrelerde anjiyogenezin inhibe oldugunu, tiimor gelisiminin
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azaldigimi ve yasam siiresinin azaldigmni belirlemislerdir. EphA2 hedefli siRNA

tedavisinin ovaryum kanserinde daha etkili olabilecegi sonucuna varmislardir.

Timor metastazi, meme kanserli hastalarda hastaligin ve Olimiin temel
sebebidir. Bir serin treonin protein ailesi iiyesi olan Protein kinaz CE (PKCE), hiicre
invazyonu ve hareketinde yer aldig: bildirilen bir onkogendir. Pan ve arkadaslarinin
(49) yaptiklar1 bir ¢alismada, PKCE’nin meme kanseri gelisimindeki ve ilerlemesindeki
rolii arastirilmistir. PKCE seviyeleri ¢ok yiiksek olan ve agresif MDA-MB 231 meme
kanseri hiicrelerine, PKCE siRNA verildiginde c¢ogalmanin, invazyonun ve
hareketliligin, kontrol siRNA verilen gruba gore daha da azaldigi belirlenmistir. Bu
sonuglara dayanarak, PKCE’nin agresif metastatik meme kanseri fenotipini gelistirmede
onemli ve nedensel bir rol oynadigini ve antikanser tedavisi i¢in siRNA uygulanmasinin

etkili bir hedef olabilecegini ileri siirmiislerdir.

RhoA (Ras homolog A) veya RhoC (Ras homolog C), hiicre ¢ogalmas1 ve
invazyonunda goérev alan Ras ailesi tiyesidir. Meme kanserinde RhoA veya RhoC’in
asirt ekspresyonu, timor hiicrelerinin ¢ogalmasi, invazyonu ve timor bagimli
anjiogenezinde artisa neden olur. Daha onceden, Rho-sinyal yolunun bloke edilmesi
yontemi ya GGTI ya da HMG-CoA rediiktaz inhibitorleriyle kullanilarak, bu
ekspresyonun seviyesi azaltilmaya calisilmis fakat RhoA veya RhoC inhibisyonu yeteri
kadar saglanamamustir. Pille ve arkadaslari (54) tarafindan yapilan ¢alismada, yeni bir
yaklagim olarak anti-RhoA siRNA ve anti-RhoC siRNAlar, 6zellikle RhoA veya RhoC
sentezini inhibe etmek i¢in kullanilmistir. MDA-MB-231 insan meme kanser
hiicrelerine ve HMEC-1 endotelyal hiicrelere, hedef mRNA’nin oldukg¢a 1iyi
parcalanmasini saglamak iizere ya RhoA ya da RhoC siRNA (8.5 nM) verilmis ve ilgili
proteinin sentezinin ciddi oranda azaldig: belirlenmistir. Sonugta RhoA ya da RhoC
siRNA’nin agresif meme kanseri tedavisi igin umut verici bir yaklagim olabilecegi ileri

suraldi.

Kanser hastalarinda kemoterapik tedavinin basarisizliga ugramasindaki
temel nedenlerden biri de multidrug resistans genleridir. Bu genin {irlinii olan bir
proteinin (P-glycoprotein (P-gp)) asiri ekspresyonu ilaglara karsi direng gelismini
saglar. Wu ve arkadaslar1 (72), ilaca direngli insan meme kanser hiicrelerine (MCF-
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7/AdrR, MCF-7/BC-19) ve insan meme kanseri hiicre dizisine (MCF-7) MDR1-hedefli
200 nM P-gp siRNA ve 100 nM lamin A/C siRNA verilmesi sonucu ilaca direngli
hiicrelerde MDR-1 mRNA ve P-gp seviyelerinde 6nemli bir azalma belirlediler.
Boylece bu azalisin MDR hedefli klinik o©ncesi modellerde etkili olarak

kullanilabilecegini gosterdiler.

Bir kan pihtilasmasi baslaticis1 olan Tissue Factor (TF), kanser gelisimi ve
metastazinda da etkilidir. Hu ve arkadaslar1 (35) EGFR, P13K, Akt ve ERK inhibitorleri
ve bunlarla iligkili siRNA’lari, meme kanseri (MDA-MB-231) ve ovaryum kanseri
hiicre dizilerine (OVCAR-3 and SKOV-3) uygulayarak MAPK/ERK sinyal yolaginin
inhibe edilmesinin Tissue Factor (TF) ekspresyonu iizerine etkilerini aragtirmiglardir.
Sonugta ilk {i¢ inhibitdr ve siRNA’larin (EGFR/P13K/Akt) TF ekspresyonunu azaltici
yonde etki ederken, ERK inhibitorii ve ERK siRNA uygulanmasimin daha onceki

calismalara zit olarak bu iki hiicre dizisinde TF aktivitesini artirdigini ileri stirmiislerdir.

MAPK ailesinden olan ERK1/2, P38 ve JNK gibi proteinlerin yer aldig:
yolak, normal ve malignant hiicre c¢ogalmasinda en Onemli diizenleyici
mekanizmalardir. Birbirlerine benzer sekilde diizenleme yaparak hem sitozolde hem de
nukleusta substratlar1 fosforlayarak hiicre i¢i uyari olusumuna katilirlar (11, 48).
Yapilan aragtirmalar, ¢ift dallit RNA (dsRNA) tarafindan uyarilan, diziye 6zgii bir post-
transkripsiyonel gen sessizlestirme yontemi olan RNAi’nin kanser tedavisinde etkili

oldugunu bildirmektedir (25, 43, 44, 56, 57, 70).

Biz de bu c¢alismamizda, bir sessizlestirme yontemi olan RNAI
mekanizmasin kullanarak, pek cok kanserde oldugu gibi meme kanserinde de etkili
oldugu ileri siirilen MAPK’lardan ERK (10, 15, 38, 55, 60, 61, 62, 70)
sessizlestirilmesinin meme kanser hiicrelerinde ve normal fibroblast hiicrelerinde hangi
konsantrasyonda etkili oldugunu, hiicre canlilig1 ve protein diizeylerini nasil etkiledigini

arastirmay1 amagladik.

Caligmamizda, ERK siRNA uygulanan her iki hiicre dizisinde mRNA
diizeyinde % sessizlestirme orani agisindan en etkili sonucun 100 nM konsantrasyonda,

48. saatte oldugu (MCF-7 %99,85, NIH 3T3 %93,72) belirlendi.
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Yapilan galismalardan, Steinmetz ve arkadaslarinin (63) HeyC2 (ovaryum
kanseri) hiicre dizileri ile yaptiklari ¢calismada 50 nM ERK1 ve ERK2 siRNA’lar ile
yaptiklar1 transfeksiyondan sonra ERK1/2 protein diizeyinin 72. saatte 6nemli diizeyde
diislirdligiinii 4. giin ise siRNA etkisinin azalip ERK1/2 protein seviyelerinin tekrar
artmaya basladigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada KGN (ovaryum granulosa hiicre
tiimorii) hiicre dizilerinde ise ERK sessizlestirilmesinin ERK1/2 protein diizeyini 24.
saatte diisiirdiigiinii, 48. saatte bu diizeyin belirlenemeyecek kadar azalttigini belirterek

5. giinde bile sessizlestirmenin etkisinin siirdiigiinii agiklamislardir.

Bu sonuglar; ERK1 ve ERK2 sessizlestirilmesinin kanser patogenezinde
onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Bizim c¢alismamizda da, bunlarla uyumlu
olarak meme kanser hiicrelerinde ERK sessizlestirilmesine genel olarak bakildiginda

48. saatte oldukca etkili bir sessizlestirmenin ger¢eklestigi goriilmektedir.

Vantaggiato ve ark. (68)’nin ¢alismalarinda NIH 3T3 hiicre dizisinde
sessizlestirme sonucu ERK1’in azalmasi, ERK2 bagimli sinyalin artmasina ve hiicre
bliylimesine neden oldugunu, buna karsin ERK2 sessizlestirilmis hiicrelerde hiicre
cogalmasini hemen hemen durdurdugunu bildirmislerdir. Sonu¢ta ERK1’in NIH 3T3
hiicrelerinde Ras aracili onkogenik ¢cogalmay: ve koloni olusumunu inhibe ettigini ileri
stirmislerdir. Lu ve ark. (44), RNAi transfeksiyonu ile gerceklestirdikleri MEK1/2
ekspresyonunun azaltilmasina yonelik calismalarda MTT yontemi ile kolon kanser
hiicre dizilerinde (SW1116), hiicre ¢ogalmasinin O6nemli diizeyde azaldigim
belirtmislerdir. Buna karsilik, Obajimi ve ark. (48), prostat kanser hiicre dizilerinde
(DU145) ERK siRNA kullanilmasindan 34 saat sonra hiicre ¢ogalmasinda énemli bir
degisiklik olmadigini belirtmislerdir. Bizim caligmamizda da ERK siRNA uygulanan
hiicre dizilerinden MCF-7 dizilerinde 100 nM konsantrasyonda 72. saatte, NIH 3T3
hiicre dizilerinde ise 100 nM konsantrasyonda 48. saatte Oonemli diizeyde hiicre
cogalmalarinda azalma goézlenmistir. Bu sonuglar siRNA transfeksiyonunun genel

olarak gecici bir siire i¢in olsa da hiicre ¢ogalma oranini azalttigin1 gostermektedir.

HeLa hiicreleri ile lusiferaz proteinlerini sessizlestirerek yapilan bir
calismada, Persengiev ve ark. (53), 0-200 nM arasinda degisen konsantrasyonlarda

cesitli genlerin ekspresyon analizini yaparak siRNA’larla tetiklenen gen
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ekspresyonundaki bu etkilerin gegici olmadigini ve siRNA miidahalesi boyunca devam
ettigini bildirilmislerdir. Diger ¢alismalarda ise, Semirazov ve ark. (60) ile Donmez ve
ark. (17) 100 nM konsantrasyonun non spesifik etkileri meydana getirdigi diisiincesi ile
yiiksek konsantrasyonlarda uygulamalar yerine diisilk konsantrasyonlar uygulanmasi
gerektigini bildirerek calismalarda 20 nM konsantrasyon kullanilmasini énermislerdir.
Buna karsilik yaymnlanan pek ¢ok makalede (20, 40, 48) 100 nM konsantrasyonda
siRNA’nin kullanildig1r ve iiretici firmalarin 6nerdigi bir konsantrasyon oldugu
gozlenmistir. Non-spesifik etkilerden kasit, gen ekspresyonundaki azaligin, maddenin
artan konsantrasyonlarinda, madde yogunlugu etkisinden kaynaklanan ve genin
sessizlestirilmesine bagli olmayan bir diislis oldugudur. Bizim ¢alismamizda ise, ERK
icin uygulanan sessizlestirme ve sonrasinda yapilan Ol¢limlerdeki tutarlilik 100 nM

ERK siRNA kullaniminda non-spesifik bir etkinin olmadig diisiiniilmektedir.
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6.SONUC

Degisik konsantrasyonlarda (15 nM, 30 nM ve 100 nM) ERK siRNA
kullanarak MCF-7 ve NIH 3T3 hiicre dizilerinde gergeklestirdigimiz sessizlestirme

sonucu 6nemli goriilen asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. ERK siRNA kullanim1 sonucu erk genini sessizlestirme oran1t MCF-7 hiicre
dizisinde en etkili olarak 48. saatte 100 nM konsantrasyonda (%99,85), NIH
3T3 hiicre dizisinde ise, %93,72 olarak 48. saatte yine 100 nM
konsantrasyonda belirlendi.

2. ERK siRNA kullanimmin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 100 nM
konsantrasyonda 72. saatte hiicre ¢ogalmasinda 6nemli diizeyde azalmaya
neden oldugu belirlendi. NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinde ise, 48. saatte 100

nM konsantrasyonda hiicre ¢ogalmasinda azalma belirlendi.

3. ERK siRNA kullanim1 sonucu, 72. saatte MCF-7 ve NIH 3T3 hiicrelerinde
fosforlanmis ERK diizeyinin tiim konsantrasyonlarda, onemli diizeyde

azaldig belirlendi.

4. ERK siRNA kullanimi sonucu 72. saatte MCF-7 hiicrelerinde
fosforlanmamis ERK diizeyleri tiim konsantrasyonlarda, fosforlanmamis
P38 ise 30 nM konsantrasyonda dnemli 6l¢lide azaldig: belirlendi. NIH 3T3
hiicrelerinde ise, sadece P38 protein diizeylerinin 72. saatte tim

konsantrasyonlarda azaldigi belirlendi.

5. 100 nM siRNA uygulamasinin non-spesifik etki olusturmadigi, aksine en

etkili doz oldugu belirlendi.

Biitiin bu sonuglar ele alindiginda, siRNA uygulamalar1 gecici olarak da
olsa incelenen proteinlerin ekspresyonunu ve hiicre g¢ogalmasimi azaltici yonde
etkiledigi anlagilmaktadir. Bu etkinin gegici olmasi nedeni ile kanser tedavisinde bu

sekliyle kullanilmasinin pek etkili olamayacagi ancak sessizlestirmenin en etkili oldugu
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48-72. saatler arasinda asil kanser tedavi yontemleri ve ila¢ kullanimina katkida
bulunabilecegi, diger yandan 72 saat araliklarla uygulanacak birkag siRNA
transfeksiyonunun etkilerinin arastirilmasinin da bilim ve tedavi agisindan olumlu

sonuglar verebilecegi kanisina varildi.

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

KAYNAKLAR DizZiNi

Adami, H.O., Hunter, D. and Trichopoulos, D., 2002, Textbook of Cancer Epidemiology, Oxford
University Press, New York, 1% Edition, 301-334 p.

Aouadi, M., Binetruy, B., Caron, L., Marchand-Brustel, L. and Bost, F., 2006, Role of MAPKs
in development and differentiation: lessons from knockout mice, Biochimie, 88, 1091-1098 s.

Aydmtug, S., 2004, Meme kanserinde erken tani, Sted, 13, 226-228 s.

Balcan, E., Genin Molekiiler Biyolojisi Ders Notlari. http://www.erdalbalcan.com

Basaran, A., 2004, Tibbi Biyoloji Ders Kitab1, Nobel Kitabevi, Istanbul, 7. Baski, 225-228 s.

Berkhout, B. and Hasnoot, J., 2006, The interplay between virus infection and the cellular RNA
interference machinery, FEBS Letters, 580, 2896-2902 p.

Bora, G. ve Erdem Yurter, H., 2007, Epigenetik hastaliklar ve tedavi yaklasimlari, Hacettepe T1p
Dergisi, 38, 48-54 s.

Borralho, P.M., Silva, 1.B.M., Aranha, M.M., Albuquerque, C., Leitao, C.N., Steer, C.J. and
Rodrigues, C.M.P., 2007, Inhibition of Fas expression by RNAi modulates 5-fluorouracil-
induced apoptosis in HCT116 cells expressing wild-type p53, Biochimica & Biophysica Acta,
1772, 40-47 p.

Boutros, T., Chevet, E. and Metrakos, P., 2008, Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinase/MAP
Kinase Phosphatase regulation: Roles in cell growth, death, and cancer, Pharmacological
Reviews, 60, 261-310 p.

Byun, H.J., Hong, LK., Kim, E., Jin, Y.J., Jeoung, D.l., Hahn, J.H., Kim, Y.M., Park, S.H. and
Lee, H., 2006, A splice variant of CD99 increases motility and MMP-9 expression of human
breast cancer cells through the AKT-, ERK-, and JNK-dependent AP-1 activation signaling
pathways. Journal Biology of Chemistry, 17;281(46), 34833-47 p.

Chen, L., Mayer, J.A., Krisko, T.l., Speers, C.W., Wang, T., Hilsenbeck S.G. and Brown, P.H.,
2009, Inhibition of the p38 Kinase suppresses the proliferation of human ER-Negative breast
cancer cells, Cancer Research, 69 (23), 8853-8861 p.

Cobb, M.H. and Schaefer, E.M., 1996, MAP Kinase signaling pathways, Promega Notes
Magazine, 59, 37-41 p.

Cooper, G.M. and Hausman, R.E., 2006, Hiicre Molekiiler Yaklasim, izmir Tip Kitabevi, 3.
Baski, Izmir, 565-570 s.

Cortez, C.C. and Jones, P.A., 2008, Chromatin, cancer and drug therapies, Mutation Research,
647, 44-51 p.

Davidson, B., Konstantinovsky, S., Kleinberg, L, Nguyen, M.T.P., Bassarova, A., Kvalheim, G.,
Nesland, J.M. and Reich, R., 2006, The Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) p38 and
JNK are markers of tumor progression in breast carcinoma, Gynecologic Oncology, 102, 453-
461 p.

Dogan, A.L. ve Giig, D., 2004, Sinyal iletim mekanizmalar1 ve kanser, Hacettepe T1p Dergisi,
35, 34-42s.

54


http://www.erdalbalcan.com/

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)
Doénmez, Y. and Giindiiz, U., 2011, Reversal of multidrug resistance by small interfering RNA
(siRNA) in doxorubicin-resistant MCF-7 breast cancer cells, Biomed Pharmacother. 65(2), 85-
89 p.

Duursma, A.M. and Agami, R., 2003, Ras interference as cancer therapy, Seminars in Cancer
Biology, 13, 267-273 p.

Gartel, A.L. and Kandel, E.S., 2006, RNA interference in cancer, Biomolecular Engineering, 23,
17-34 p.

Geoghegan-Morphet, N., Burger, D., Lu, X., Sathish, V., Peng, T., Sims, S.M. and Feng, Q.,
2007, Role of neuronal nitric oxide synthase in lipopolysaccharide-induced tumor necrosis
factor-alpha expression in neonatal mouse cardiomyocytes. Cardiovascular Research, 15;75(2),
408-416 p.

Gerald, K., 2002, Cell and Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc, Florida, 4™ Edition, 451-
455 p.

Giancotti, V., 2006, Breast cancer markers, Cancer Letters, 243, 145-159 p.

Grobhans, H. and Filipowicz, W., 2008, Molecular Biology: The expanding world of small
RNAs, Nature. 24(451), 414-416 p.

Grunewald, T.G.P., Kammerer, U., Schulze, E., Schindler, D., Honig, A., Zimmer, M. and Bultt,
E., 2006, Silencing of LASP-1 influences zyxin localization, inhibits proliferation and reduces
migration in breast cancer cells, Experimental Cell Research, 312, 974- 982 p.

Giindogdu, R. ve Celik, V., 2009, RNA Interferans (RNAi), Erciyes Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Dergisi, 25(1-2), 34-47 s.

Giines, H.V., 2006, Molekiiler Hiicre Biyolojisi, Kaan Kitabevi, Eskisehir, 2. Baski, 342-343 s.

Herranz, M., Esteller, M., 2007, DNA methylation and histone modifications in patients with
cancer: potential prognostic and therapeutic targets, Methods Molecular Biology, 361, 25-62 p.

Howard, K., 2003, Unlocking the money-making potential of RNAI, Nature Biotechnology 21,
1441- 1446 p.

http://scbt.com/gene_silencers.html

http://www.atonet.org.tr/yeni/index.php?p=804&I=1
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F
%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonem120052006%2F2006111%2FizzetYelkovan
%2FSignal_Transduction_Il.ppt&rct=j&qg=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2
FSignal_Transduction_Il.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPWAeESZiwx
bPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFgZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.istanbul.edu.tr/fen/mbg/notlar/1209360229.pdf

http://www.kanser.org/toplum/knedir.php

55


http://scbt.com/gene_silencers.html
http://www.atonet.org.tr/yeni/index.php?p=804&l=1
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonemI20052006%2F2006III%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&rct=j&q=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPwAeESZiwxbPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFqZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonemI20052006%2F2006III%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&rct=j&q=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPwAeESZiwxbPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFqZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonemI20052006%2F2006III%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&rct=j&q=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPwAeESZiwxbPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFqZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonemI20052006%2F2006III%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&rct=j&q=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPwAeESZiwxbPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFqZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CBcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fcumhuriyet.dundar.dr.tr%2FDonem1%2FDonemI20052006%2F2006III%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&rct=j&q=cumhuriyet.dundar.dr.tr%2F...%2FizzetYelkovan%2FSignal_Transduction_II.ppt&ei=XxLeTay_CYrMhAeH2bjECg&usg=AFQjCNFPwAeESZiwxbPstVeAZhDHNPthA&sig2=Xu4uBDXhFqZUpm2txQKhmg&cad=rja
http://www.istanbul.edu.tr/fen/mbg/notlar/1209360229.pdf
http://www.kanser.org/toplum/knedir.php

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

KAYNAKLAR DiZiNi (devam ediyor)

http://www.sigmaaldrich.com/sigma/datasheet/Z359629dat.pdf

Hu, C., Huang, L., Gest, C., Xi, X., Janin, A., Soria, C., Li, H. and Lu, H., 2012, Opposite
regulation by PI3K/Akt and MAPK/ERK pathways of tissue factor expression, cell-associated
procoagulant activity and invasiveness in MDA-MB-231 cells, Journal of Hematology &
Oncology, 5(16), 1-10 p.

Johnson, G.L. and Lapadat, R., 2002, Mitogen-Activated Protein Kinase pathways mediated by
ERK, JNK, and p38 protein kinases, Science, 298 (5600), 1911-1912 p.

Karagiizel, A., Kalay, E. ve Celep, F., 2007, RNA Interferans (RNAi): Gen Sessizlestirilmesi ve
Tedavi Edici Uygulamalari, Uludag Universitesi T1ip Fakiiltesi Dergisi, 33(1), 41-44 s.

Kim, S., Hahn, J., Min, Y., Yoo, N., Ko, Y. and Lee, W., 1999, Constitutive activation of
Extracellular Signal Regulated Kinase in human acute leukemias: Combined role of activation of
MEK, hyperexpression of Extracellular Signal-Regulated Kinase and downregulation of a
phosphatase, PCA1, Blood, 93, 3893-3899 p.

Kolch, W., 2000, Meaninful relationships: the regulation of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway by
protein interactions, Biochemical Journal, 351, 289-305 p.

Kuo, P.L., Hsu, Y.L., Chang, C.H. and Chang, J.K., 2005, Osthole-mediated cell differentiation
through bone morphogenetic protein-2/p38 and extracellular signal-regulated kinase 1/2 pathway
in human osteoblast cells, Journal of Pharmacology Experimental Therapeatics, 314 (3), 1290-
1299 p.

Landen, C.N., Kinch, M.S. and Sood, A.K., 2005, EphA2 as a target for ovarian cancer therapy,
Expert Opin Ther Targets, 9(6), 1179-1187 p.

Lippman, M.E., 1998, Breast Cancer, Harrison’s Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill
Companies, New York, 14th Edition, 562-567 p.

Lodish, H., Berk, A., Matsudaira, P., Kaiser, C.A., Krieger, M., Scott, M.P., Zipursky, S.L. and
Darnell, J., 2004, Molecular Cell Biology, W.H Freeman and Company, New York, 5th Edition,
935-941 p.

Lu, R., Wang, X., Chen, Z.F., Sun, D.F., Tian, X.Q. and Fang, J.Y., 2007, Inhibition of the
Extracellular Signal-regulated Kinase/ Mitogen-activated Protein Kinase pathway decreases
DNA methylation in colon cancer cells, The Journal of Biological Chemistry, 282 (16) 12249—
12259 p.

Mattick, J.S. and Makunin, 1. V., 2005, Small regulatory RNAs in mammals, Human Molecular
Genetics, 14 (1), 121-132 p.

MccCaffrey, A.P., Meuse, L., Pham, T.T., Conklin, D.S., Hannon, G.J. and Kay, M.A., 2002,
RNA interference in adult mice, Nature (London), 418, 38-39 p.

Nussbaum, R.L., Mclnnes, R.R. and Willard, H.F., 2001, Genetics and Cancer: Thompson &
Thompson, Genetics in Medicine. W.B. Saunders Company Press, USA, 6th Edition, 311-313 p.

Obajimi, O. and Melera, P.W., 2011, ERK suppression in DU145 cells selected for AG2034

resistance is associated with decreased ATP, GARFT inactivation and increased ERK signaling,
The Open Drug Resistance Journal, 1, 1-11 p.

56


http://www.sigmaaldrich.com/sigma/datasheet/Z359629dat.pdf

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

KAYNAKLAR DiZiNi (devam ediyor)

Pan, Q., Bao, L.W., Kleer, C.G., Sabel, M.S., Griffith, K.A., Teknos, T.N. and Merajver, S.D.,
2005, Protein kinase C{varepsilon} is a predictive biomarker of aggressive breast cancer and a
validated target for RNA interference anticancer therapy, Cancer Research, 65 (18), 8366—8371
p.

Pan, Q., Cai, R., Liu, X. and Qian, C., 2006, A novel strategy for cancer gene therapy: RNAI,
Chinese Science Bulletin, 51(10), 1145-1151 p.

Pearson, G., Robinson, F., Gibson T.B., Xu, B., Karandikar, M., Berman, K. and Cobb, M.H.,
2001, Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinase pathways: Regulation and physiological
functions, Endocrin Reviews, 22(2), 153-183 p.

Pehlivan, S., Durmaz, B., Aykur, A. ve Ozkinay, F., 2006, Kiiciik RNA’larn etki mekanizmalar
ve dnemi, ARSIV Kaynak Tarama Dergisi, 15, 320-330 s.

Persengiev, S.P., Zhu, X. and Green, M.R., 2004, Nonspecific, concentration-dependent
stimulation and repression of mammalian gene expression by small interfering RNAs (siRNAs),
RNA, 10(1):12-8 p.

Pille, J.Y., Denoyelle, C., Varet, J., Bertrand, J.R., Soria, J., Opolon, P., Lu, H., Pritchard, L.L.,
Vannier, J.P., Malvy, C., Soria, C. and Li, H., 2005, Anti-RhoA and anti-RhoC siRNAs inhibit
the proliferation and invasiveness of MDA-MB-231 breast cancer cells in vitro and in vivo,
Molecular Therapy, 11(2), 267-274 p.

Reddy, L.S., Sarojamma, V. and Ramakrishna, V., 2007, Future of RNAI in Medicine: A review,
World Journal of Medical Sciences, 2(1), 1-14p.

Roux, P.P. and Blenis, J., 2004, ERK and p38 MAPK-Activated Protein Kinases: A family of
protein kinases with diverse biological functions, Microbiology and Molecular Biology Reviews,
68 (2), 320-344 p.

Sapru, M.K., Yates, W., Hogan, S., Jiang, L., Halter, J. and Bohn, M.C., 2006, Silencing of
human alpha synuclein in vitro and in rat brain using lentiviral-mediated RNAI, Experimental
Neurology, 198, 382-390 p.

Scholzova, E., Malik, R., Sevcik, J. and Kleibl, Z., 2007, RNA regulation and cancer
development, Cancer Letters, 246, 12-23 p.

Scudiero, D.A., Shoemaker, R.H., Paul, K.D., Monks, A., Tierney, S., Nofziger, T.H., Currens,
M.J., Seniff, D, and Boyd, M.R., 1988, Evaluation of a Soluble Tetrazolium/Formazan Assay for
Cell Growth and Drug, Sensitivity in Culture Using Human and Other Tumor Cell Lines, Cancer
Research, 48, 4827-4833 p.

Semizarov, D., Frost, L., Sarthy, A., Kroeger, P., Halbert, D.N. and Fesik, S.W., 2003,
Specificity of short interfering RNA determined through gene expression signatures, Proc Natl
Acad Sci, 27;100(11):6347-52 p.

Sivaraman, V.S., Wang, H., Nuovo, G.J. and Malbon, C.C., 1997, Hyperexpression of Mitogen-
activated Protein Kinase in human breast cancer, Journal of Clinical Investigation, 99, 1478-
1483 p.

Song, J.J., Smith, S.K., Hannon, G.J. and Josua-Tor, L., 2004, Crystal structure of Argonaute
and its implications for RISC slicer activity, Science, 305, 1434-1437 p.

57



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

KAYNAKLAR DiZiNi (devam ediyor)

Steinmetz, R., Wagoner, H.A., Zeng, P., Hammond J.R., Hannon T.S., Meyers J.L. and
Pescovitz, O.H., 2004, Mechanisms regulating the constitutive activation of the Extracellular
Signal-Regulated Kinase (ERK) Signaling Pathway in ovarian cancer and effect of Ribonucleic
Acid Interference for ERK ' on cancer cell proliferation, Molecular Endocrinology, 18, 2570-
2582 p.

Tanoue, T. and Nishida, E., 2003, Molecular recognitions in the MAP kinase cascades, Cellular
Signalling, 15, 455-462 p.

Tsukada, Y., Miyazawa, K. and Kitamura, N., 2001, High intensity ERK signal mediates
hepatocyte growth factor-induced proliferation inhibition of the human hepatocellular carcinoma
cell line HepG2, The Journal of Biological Chemistry 276, 40968-40976 p.

Turkish Statistical Institute TurkStat, 2011, Turkey in Statistics 2011, 23 p.

Vanpoznak, C. and Seidman, A.D., 2002, Encyclopedia of Cancer, Academic Press, Amsterdam,
2" Edition, 287-299 p.

Vantaggiato, C., Formentini, I., Bondanza, A., Bonini, C., Naldini, L. and Brambilla, R., 2006,
ERK1 and ERK2 mitogen-activated protein kinases affect Ras-dependent cell signaling
differentially, Journal of Biology, 5 (14), 14.1-14.15 p.

Wagner, E.F. and Nebreda, A.R., 2009, Signal integration by JNK and p38 MAPK pathways in
cancer development, Nature Reviews Cancer, 9, 537-549 p.

Wang ,Y., Liu, S., Zhang, G., Zhou, C., Zhu, H., Zhou, X., Quan, L., Bai, J. and Xu, N., 2005,
Knockdown of c-Myc expression by RNAI inhibits MCF-7 breast tumor cells growth in vitro
and in vivo, Breast Cancer Research, 7, R220- R228 p.

Whyte, J., Bergin O., Bianchi, A., McNally, S. and Martin, F., 2009, Mitogen-activated protein
kinase signalling in experimental models of breast cancer progression and in mammary gland
development, Breast Cancer Research, 11(5), 209-209 p.

Wu, H., Hait, W.N. and Yang, J.M., 2003, Small interfering RNA-induced suppression of
MDR1 (P-glycoprotein) restores sensitivity to multidrug-resistant cancer cells, Cancer Research,
63(7), 1515-1519 p.

Yilmaz, H.H., Yazihan, N., Tunca, D., Seving, A., Olcayto, E.O., Ozgiil, N. and Tuncer, M.,
2011, Cancer trends and incidence and mortality patterns in Turkey, Japanese Journal of Clinical
Oncology, 41(1), 10-16 p.

Zeng, P., Wagoner, H.A., Pescovitz, O.H. and Steinmetz, R., 2005, RNA Interference (RNAI)
for Extracellular Signal-Regulated Kinase 1(ERK1) alone is sufficient to suppress cell viability
in ovarian cancer cells, Cancer Biology & Therapy, 4(9), 961-967 p.

Zhang, H., Xie, X., Zhu, X., Zhu, J., Hao, C., Lu, Q., Ding, L., Liu, Y., Zhou, L., Liu, Y., Huang,
C., Wen, C. and Ye, Q., 2005, Stimulatory cross-talk between NFAT3 and estrogen receptor in
breast cancer cells, Journal of Biological Chemistry, 280(52), 43188-43197 p.

Zhang, P.H, Zou L.Z. and Tu Z.G., 2006, RNAIi-hTERT inhibition hepatocellular carcinoma cell
proliferation via decreasing telomerase activitiy, Journal of Surgical Research 131, 143-149 p.

58



KAYNAKLAR DiZiNi (devam ediyor)
77. Zhang, M., Zhou, Y., Xie, C., Zhou, F., Chen, Y., Han, G. and Zhang, W.J., 2006, STAT6

specific sShRNA inhibits proliferation and induces apoptosis in colon cancer HT-29 cells, Cancer
Letters, 243, 38-46 p.

59



OZGECMIS

Bireysel bilgiler
Adi-Soyadi : Fulya DOGANER
Dogum tarihi ve yeri : 17/03/1980-AFYON

Uyrugu ' T.C.
Medeni durumu : Bekar
[letisim adresleri . Atatlirk Bulvar1 Hacer Hanim Apt. N0:119/4 26020

ESKISEHIR - fulyadoganer@mynet.com

Egitim Durumu

[kogretim : Atatiirk Tlkokulu

Orta dgretim : Semsettin Karahisari Ortaokulu

Lise : Hoca Ahmed Yesevi Lisesi (Yabanci Dil Agirlikli)

Lisans : ESOGU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Doktora : ESOGU Saglik Bilimleri Enstitiisii T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
Yabanci Dil : Ingilizce (UDS : 60.00)

Uye olunan Bilimsel Kuruluslar
Tiirkiye Biyologlar Dernegi Uyeligi
TUBITAK Arastirmaci Bilgi Sistemi (ARBIS) Uyeligi
Molekiiler Kanser Arastirma Dernegi (MOKAD) Uyeligi
The European Association for Cancer Research (EACR) Uyeligi
Hiicre Oliimii ve Arastirma Dernegi (HOAD) Uyeligi

Yayinlar
Makale: Bayram B, Saymn E, Gunes HV, Degirmenci I, Turkoglu Z, Doganer F,
Cosan DT.: DD genotype of ACE gene I/D polymorphism is associated in a
turkish study population with osteoarthritis. Molecular Biology Reports 38
(3):1713-1716, 2011

Poster Bildirileri :

1. Doganer F, Turgut Cosan D, Ozbayer C, Saydam F, Soyocak A, Degirmenci I,
Giines H.V, Kurt H, Ustiiner M.C, Bal C “The Effects of Tannic Acid on Heart

60



Tissue and Blood in Experimental Hypertension™ 4th International Congress on
Cell Membranes and Oxidative Stress: focus on Calcium Signaling and TRP
Channels Congress, Abstract Book, p:61, June 26-29, 2012, Isparta, Turkey

. Ozbayer C, Turgut Cosan D, Saydam F, Soyocak A, Doganer F, Degirmenci I,
Giines H.V, Kurt H, Ustiiner M.C, Bal C “The Effect of Tannic Acid on Liver
Damage Mediated by Chronic Nitric Oxide Inhibiton” 4th International
Congress on Cell Membranes and Oxidative Stress: focus on Calcium Signaling
and TRP Channels Congress, Abstract Book, p:41, June 26-29, 2012, Isparta,
Turkey

. Soyocak A, Turgut Cosan D, Doganer F, Ozbayer C, Saydam F, Degirmenci
I, Giines HV, Kurt H, M. Ustiiner MC, Bal C.“Dogal bir bilesen olan tannik asit
hipertansiyonda etkili midir?” XII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik
Kongresi, Kongre Bildiri Ozetleri Kitab1, 5:130, Antalya, 27-30 Ekim 2011.

. Saydam F, Turgut Cosan D, Soyocak A, Doganer F, Ozbayer C, Giines HV,
Degirmenci I, Ustiner MC, Kurt H, Bal C.“N (omega)-nitro-L-arjinin
uygulanan sicanlarda tannik asitin sistolik kan basinci, bobrek dokusundaki
oksidatif stres ve bazi idrar parametreleri tizerine etkisi” XII. Ulusal Tibbi
Biyoloji ve Genetik Kongresi, Kongre Bildiri Ozetleri Kitabi, s:130, Antalya, 27-
30 Ekim 2011

. Hasan Veysi Giines, Fulya Doganer, Didem Turgut Cosan, irfan Degirmenci,
Cengiz Bal “p38 siRNA Transfeksiyonunun NIH 3T3 Fibroblast Hiicre Dizisi
Uzerine Etkisi” XII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi, Kongre Bildiri
Ozetleri Kitaby, s:118, Antalya 27-30 Ekim 2011)

. Mehmet Cengiz Ustiiner, Fulya Doganer, Cansu Ozbayer, Irfan Degirmenci,
Faruk Saydam, Hasan Veysi Giines “Karaciger Hepatoksisitesinde
Mitokondriyal Lipid Peroksit ve Siiperoksit Dismutaz Seviyeleri” XI. Ulusal
Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi, Kongre Bildiri Ozetleri Kitab1, s:148,
Bodrum, Mugla 28-31 Ekim 2009

61



Bilimsel Etkinlikler

Projeler :

Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenen "siRNA kullanarak insan meme kanseri dizilerinde (MCF-7) erk ve p38
genlerinin sessizlestirilmesi, bu sessizlestirmenin ERK, p38 ve JNK aktivasyonlar1 ve

hiicre ¢ogalmasina olan etkilerinin belirlenmesi’ baslikli projede Arastirmaci
Katilinan kurs ve egitim programlari :

1. ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Deney Hayvanlari Kullanim
Sertifikasi, 2007

2.  Oksidatif stres, DNA hasari, DNA onarimi, hastaliklarla iligkisi. Teorik Kurs, 15-
18 Haziran 2010, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, izmir

3. Advances in Immunology and Cancer Biology. Workshop, 15-17 Nisan 2011,
Bogazigi University, Istanbul, Turkey.

4., DNA Tabanhi Molekiiler Yontemler Uygulamali, 2-3 Haziran 2011, Istanbul

Teknik Universitesi, Istanbul Turkiye.

5. RNA Tabanli Molekiiler Yéntemler Uygulamali, 4-5 Haziran 2011, Istanbul

Teknik Universitesi, Istanbul Turkiye.

6. II. Kok Hiicre Kursu ve VI. Kok Hiicre Sempozyumu, 24-25 Haziran 2011,

Ankara Universitesi, Ankara, Tiirkiye.

7. XII. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Teorik Kursu, 26 Ekim 2011
Antalya

8. I Hiicre Oliimii Arastirma Teknikleri Teorik Kursu, 24-25 Kasim 2011, Dokuz

Eyliil Universitesi, Izmir, Tiirkiye

62






