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Ozet

STBM/VANGL (Strabismus/VanGogh Like) Gen Ekspresyonunun Hepatoselluler

Kanser Hiicre Dizilerinde Hiicre Davranisi Uzerine Olan Etkileri

G. Ozan CETIN

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, izmir

Hepatosellller kanser (HCC) dinyadaki en yaygin besinci kanser tlridir ve
bilinen etkin bir tedavisi bulunmamaktadir.

Whnt duzlemsel hicre polaritesi yolunda yer alan ve transmembran bir protein
olan Van Gogh like 1 (Vangl1) proteini gelisimsel slrecte embriyonik htcrelerin
planar hucre polaritesi kazanmalarini saglar ve konverjant ekstansiyon hareketinden
sorumludur. Eriskinde, spesifik olarak testis ve ovaryumda, bunlarin disinda beyinde
ve prostatta eksprese olur.

VANGL1 ekspresyonu, aralarinda HCC’in de bulundugu cesitli insan kanser
hicre dizilerinde gdsterilmistir. Arastirmamizda, VANGL1 geni siRNA yontemiyle
baskilanan HCC hicrelerinde, bu baskilanmanin yol acacadi hicre davranis
degisikliklerinin incelenmesi hedeflendi.

HCC hucre dizilerinde, VANGL1 ekspresyonunun varlgi, RT-PCR ve gercek
zamanli PCR yéntemleriyle gosterildi. internet tabanh bir yazilim kullanilarak
VANGL1 genine spesifik sSiRNA hedef bolgesi belirlendi. Bu hedefe yonelik sac tokasi
yapisindaki siRNA’y1 transkribe edecek DNA dizisi tasarlandi. pSilencer 4.1 CMV
Neo plazmidine siRNA kalibi eklenip HepG2 hicreleri plazmidle transfekte edildi.
VANGL1 geninin baskilandigi koloniler RT-PCR ile saptandi. Bu kolonilerden elde
edilen protein lizatlari western blotlama ile degerlendirilerek gen ekspresyonunun
baskilandigi dogrulandi. VANGL1 geni baskilanmis hucrelerin motilite ve invazyon
Ozellikleri Boyden odacik deney sistemi ile proliferasyon analizleri ise akim
sitometresi ile degerlendirildi.

VANGL1 geni sessizlestirlen HCC hicrelerinin @ motilite  6zellikleri,
baskilanmayan hucrelere gore Dbelirgin degisiklik gostermezken, invazyon

yeteneklerinin U¢ kat azaldigi gozlendi. Proliferasyon analizinde, VANGL1 geni



sessizlestiriimis hdcrelerle atasal hicre grubu arasinda S fazindaki hicre orani
acisindan belirgin farklilik gdézlenmemisgtir.
Sonugta Vangl1 hicre motilitesinden ¢ok hicre invazyonunu etkilemektedir.

Bu etkinin mekanizmasini ortaya ¢ikartmak Uzere ileri arastirmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Wnt, VANGL1, hepatoselluler kanser, motilite, invazyon,
proliferasyon,



Summary

The effects of STBM/VANGL (Strabismus/Van Gogh like) gene expression on

cell behaviour in hepatocellular cancer cell lines

G. Ozan Cetin

Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and

Genetics, izmir

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common cancer and has no
effective treatments so far.

Van Gogh like 1 (Vangl1) is a transmembrane protein on Wnt planar cell
polarity pathway. It has an importat role in planar cell polarity and convergent
extension in embryonic development. In adults, it is expressed spesifically in testis
and ovarium as well as in brain and prostate.

VANGL1 expression has been shown in several human cancer cell lines
including HCC. Our aim in this study was to investigate the changes in the behaviour
of the HCC cells whose VANGL1 gene was silenced by siRNA.

VANGL1 expression in HCC cell lines was shown by RT-PCR and real time
PCR. An internet based software was used to find and deisgn the siRNA target
sequence and the siRNA template which will transcribe the spesific hairpin siRNA for
VANGL1 gene. The siRNA insert was ligated to pSilencer 4.1 CMV Neo vector and
HepG2 cells were transfected. The colonies with the silenced VANGL1 gene were
detected by RT-PCR and the level of the suppresion was quantified by quantitative
PCR. The silencing of the gene expression was confirmed by Western blotting.
Motility and invasion of the cells with the silenced VANGL1 were assessed by
Boyden chamber assay while proliferation analysis was performed by flow cytometry.

The motility of the cells was not effected with gene silencing while there was a
three fold decrease in the invasion potantial of the cells with the siRNA. The
proliferation analysis revealed no significant difference in the cells with the silenced

VANGL1 compared to the parental cells with regard to S phase cell ratio.



In conclusion, VANGL1 gene has an effect on cell invasion rather than cell
motility. Further investigations are needed to understand the mechanism of this

effect.

Key Words: Wnt, VANGL1, hepatocellular cancer, motility, invasion,

proliferation



1. GIRIS ve AMAC

Hepatosellller karsinom (HCC) en sik gorlilen kanser tlrlerinden biridir.
Etyolojisinde en c¢ok hepatojenik viruslar, kronik alkolizm, aflatoksin B1 yer
almaktadir. Cogunlukla sosyoekonomik duzeyi dusuk toplumlarda daha sik
gorulmekle birlikte ABD ve Avrupa’da sikligi artmaktadir.

HCC patogenezinde yer alabilecegi dustnulen pek ¢cok molekller mekanizma
ortaya konmakla birlikte, eldeki verilerin ¢ogunun birbiriyle baglantisiz olmasi
mikrodizilim analizlerine dayali daha kapsamli aragtirmalara olan gereksinimi
artirmaktadir.

Wnt (Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site family)
yolagi, HCC gelisiminde suglanan mekanizmalardan biridir ve evrimsel slrecte
oldukga korunmus olup hucre polaritesi, farklilasmasi, gcogalmasi gibi kanserlesme
surecinde 6nemli pek cok hiicresel fonksiyonla iligkilidir. Ug ana Wnt sinyal iletim
yolagi bulunmaktadir. Bunlar klasik yolak, duzlemsel hicre polaritesi (DHP) yolagi ve
Wnt/Ca?* yolagidr.

Klasik Wnt yolaginda yer alan B-katenin proteini, bu yolagin aktivasyonu
sonucunda aksin, APC, GSK-33 ve konduktin proteinleriyle ubikitin-proteazom
sistemine yonlendirilerek parcalanir. Adi gecen proteinlerde herhangi bir fonksiyon
kaybi olmasi durumunda [(-katenin ubikitinlenmediginden pargalanmaz ve
sitoplazmada birikerek hlicre cekirdegine gecer. Hicre c¢ekirdeginde [-katenin,
birgcogu hucre dongusu, farklilagsmasi gibi kanserle ilgili fonksiyonlar duzenleyen
hedef genlerin transkripsiyonunu etkiler.

DHP yolagi ise daha ¢ok embriyonik donemde aktif oldugu dusundlen bir
yolaktir. Embriyo hucrelerinin konverjant ekstansiyon hareketinden ve duzlemsel
hicre polaritesinden sorumludur. Bu yolakta yer alan Vangl1 proteini hucrenin
duzlemsel polaritesinin saglanmasi yaninda aralarinda HCC’un da bulundugu insan
kanser hicre dizilerinde eksprese edilmektedir. Cesitli calismalarda hucrelerin
motilite ve invazyon ozellikleri ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Arastirmamizda, HCC hucre dizilerinde Vangl1 ekspresyon durumunu
degerlendirdikten sonra, guncel bir gen sessizlestirme yodntemi olan siRNA
uygulamasiyla, HCC hucrelerinde ortaya ¢ikacak davranis degisikliklerini incelemeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hepatoselliiler Karsinom

Hepatosellller karsinom (HCC) dinyadaki en yaygin besinci kanser turtdur ve
her yil yaklasik 600 000 élimden sorumludur’. Olgularin yaklasik %85inden Hepatit
B ve C viruslarinin neden oldugu enfeksiyonlar ile aflatoksin B1 ve kronik alkolizm
sorumludur?. Bu baglamda viral enfeksiyonlarin kdkinun kazinmasina ve sagaltimina
yonelik g¢alismalarin artmasi, HCC’un bazi toplumlarda yayiimasini engellese de
ozellikle Bati Avrupa ve ABDde HCC gorilme sikig artmaktadir’™* HCC
gelisiminden sorumlu pek gok molekuler mekanizma, hem HCC hucrelerinde hem de
preneoplastik lezyonlarda arastirilarak gun 1sigina g¢ikartiimistir. Ancak, bu veriler
cogunlukla birbiriyle baglantisiz ¢calismalardan elde edilmigtir ve ¢ogunlukla tek bir
kromozom lokusu ya da gen grubundaki degisiklikleri kapsamaktadir. Dolayisiyla,
gunumiuze dek elde edilen veriler yararli olmakla Dbirlikte, butanluk
gostermediklerinden HCC'in gelisimi, tanisi ya da spesifik tedavisi hakkinda tutarli bir
goriis gelismesini saglayamamaktadirlar’. Giinimiizde mikrodizin teknolojilerine
dayall, daha karmasik gen ekspresyon analizlerini igeren arastirmalar yapilmaktadir.

HCC gelisimi ve ilerleyisi ile ilgili molekuller olaylar tam olarak bilinmemekle
birlikte, en ¢ok kabul goren goruse gore, dig etkenlerin etkilemesiyle olgun
hepatositlerde hicre nekrozu ve bunun sonucunda yenilenme amagh hicre
¢ogalmasi ve inflamatuar hicre istilasi ortaya c¢ikar. Bu degisiklikler karaciger
matrisinde ve mikrogevresinde buylk dedisikliklere yol agarlar. Sonugta monoklonal
popiilasyonlarin olusumuna neden olan cesitli genetik degisiklikler ortaya gikar®®. Bu
tip hucre populasyonlari displastik hepatositlerden olusur ve displastik nodullere
evrimlesirler’. Yiiksek dereceli displastik nodiiller, preneoplastik lezyonlar olarak
degerlendirilirler. Yaklasik 1-5 yil igerisinde olgularin yaklasik %30’'unda malinite
geligirg. Bagslangigta, nodullerde yeni damarlanma gozlenmezken, zamanla, hepatik
arter tarafindan desteklenen yeni damar olusumuyla birlikte malin fenotip ortaya
cikar. Erken donemde go6zlenen iyi diferansiye bu timorler ylksek dizeyde
proliferatiftir ve 1-1.5 cm boyuta ulastiklarinda daha az diferansiye hale gelirler®. Bu
asamada, olgularin yaklasik %25’inde anjiyogenez, doku invazyonu ve metastazlar
bas gosterir. Daha sonra, neoplastik hucreler farklilagsma 6zelliklerini kaybederler ve
son donem hastaligin o6zellikleri olan, damar igine invazyon ve karaciger disi

metastazlar ortaya gikar'®.



HBV

HCV _ kronik
AFB1 hepatit » fenotipi
degisen - digplastik : HCC
hepatositler hepatositler
SIro0z
‘ preneoplazi ! neoplazi
(3 - 5wl) '

BCE CRINI

Sekil 1: HCC gelisiminde yer alan hucresel olaylarin kronolojik siralanmasi.?

Hastaligin cesitli agsamalarindaki genetik hasarin ortaya ¢ikarilmasi igin pek
cok arastirma vyapimistir ancak kesin olarak belirlenebilmis bir degisiklik
bulunmamaktadir. Hepatokarsinogenezin erken donemlerinde telomerlerde kisalma,
1p36-p34 bodlgesinde ve MG6F/IGF2R geninde heterozigosite kaybi gibi genetik
degisiklikler gozlenmistir''. Ayrica, SP70, glipikan-3 gibi erken dénem HCC belirteci
olabilecek bazi genler éne siiriilse de bu sonuglarin dogrulanmasi gerekmektedir 2.
Hastaligin ileri donemlerinde, olgularin yaklasik %60’'inda 6zellikle 1, 4, 8, 16 ve 17
olmak Uzere tim kromozomlarda allelik degisiklikler gbzlenir. Hastalarin %30-40’inda
p53 davnregilasyonu gériilmektedir'®. TP53 geninin 249. kodonundaki G > T
mutasyonu aflatoksin ile iliskilendirilmistir’®. HCC’a yol acan yolaklar etiyolojiye gore
degisiklik gostermektedir. Hepatit B virusu (HBV) ile iligkili HCC, birgok kromozomda
degisikligin gozlendigi daha yogun bir genetik instabilite ile seyrederken, HBV ile
iliskili olmayan HCC’da daha c¢ok B — katenin mutasyonlari ve Wnt yolaginin

aktivasyonu gézlenir'°.

2.1.1 Hepatit B Virusu (HBV)

HCC igin en o6nemli risk faktorlerinden biri kronik hepatit B virusu (HBV)
enfeksiyonudur. HBV DNA’sinin hicre DNA’sina entegrasyonu ile, enfekte hicrelerin
ilerleyici klonal cogalimi sdz konusudur'®. Uzun vadeli siiregen yangi, karaciger

hicre ¢ogalma hizindaki artisla birlikte entegre olmus viral genomda yeniden



diizenlenmelerin ortaya ¢ikma olasiligini arttirir’.  Bunu yani sira virus genomunun
entegre oldugu bodlgede kromozomal yeniden duzenlenmeler de gozlenebilir.
Sonugta HBV enfeksiyonu, kromozomal kararsizliga neden olabilir.

HBV DNA'sI, hucre ici sinyal iletiminde, cogalmasinda ya da hicre canliiginin
surdurdlmesinde roli olan proteinleri kodlayan genler de dahil olmak Uzere,
karaciger hucre genlerinden birine entegre olarak s6z konusu genin ekspresyonunu
artirabilir. HBV ile iligkili farkh HCC olgularinda yapilan c¢alismalarda, telomeraz
geninin HBV entegrasyonu igin hedef genlerden biri oldugu gosterilmistir. Benzer
durum kalsiyum homeostazinda ve MAP-kinaza bagiml sinyal iletiminde yer alan
proteinleri kodlayan genler igin de gegerlidir'®?°. HBV’na ait proteinlerden viral bir
onkoprotein olan HBx proteininin agik okuma c¢ergevesi, viral genlerin hicre
DNA’sina entegrasyonundan sonra da korunur ve transkripsiyonu siirer'®.  Bu
proteine karsi olusan anti-HBx antikorunu saptamaya yonelik bir c¢alismada,
antikorun, HCC’lu hastalarda, HCC’lu olmayan kronik hepatitli hastalara gére daha
fazla oldugu gériilmiistir?'. Yapilan calismalarda HBx'in biyolojik aktivitesi ile ilgili
elde edilen bulgular sdyle 6zetlenebilir:

a) HBx cis-aktiviteli dUzenleyici elemanlar Uzerinden hucresel
promotorlere etki ederek, hedef gen ekspresyon duzeylerini degistirir
ve apoptoz, hucre g¢ogalmasi, DNA hasarina yanit gibi hucrenin
yasamsal fonksiyonlarini bozabilir??.

b) Proteazom fonksiyonunu degistirerek, hicresel ve viral proteinlerin
yikimini kontrol edebilir 2.

c) Mitokondri fonksiyonu (izerinde etkisi vardir?®.

d) Kalsiyum homeostazini etkileyebilir®*2°.

2.1.2 Hepatit C Virusu (HCV)

HCC igin bir diger dnemli enfeksiyoz etiyolojik faktor de hepatit C virusu (HCV)
ile kronik enfeksiyondur. Son yillarda 6zellikle 1960-1970 kusaginin yaslanmasiyla
birlikte, Ozellikle gelismis Ulkelerde HCV pozitif HCC olgularinin sikhiginda artis
beklenmektedir?®®. Bir RNA virusu olan HCV’nun genomunda 10 protein kodlanir. Bu
proteinler, viral yasam dongusundeki rollerinin yani sira apoptoz, malin donusum,
cesitli sinyal iletim yolaklari, immun baskilama gibi fonksiyonlara da sahiptir. HCV’nun

yapisal olmayan proteinlerinden NS3 proteini bir viral proteaz olmasinin yaninda,



viral enfeksiyonlara yanit olarak olusan, interferon yanit faktért (IRF)-3-aracilikli tip |
interferon yanitini baskilayarak, HCC hucrelerinin, bagisiklik sisteminin gézinden
kagmasini kolayla§t|rabilir27. Birgok karaciger hastaliginda hepatik hasarin
olusumundaki asil mekanizmalardan biri oksidatif strestir’® HCV’'nun kor ve NS5A
proteinlerinin, enfeksiyon sirasinda karaciger hasarini artiran, stperoksit ve peroksit

gibi, reaktif oksijen radikallerinin Gretimini artirdigi gézlenmistir®®°

. Kor proteini,
mitokondriye yerleserek reaktif oksijen radikali Uretimini artirir ve mitokondri
icerisindeki sitokrom c, kor proteinini eksprese eden hucrelerde, olasilikla antioksidan
ve antiapoptotik genlerin indlklenmesi nedeniyle, spontan apoptoz gerceklesmez 29
NS5A ise, hilcre igi kalsiyum salinimini indukleyerek reaktif oksijen radikallerinin
olusumuna neden olur®®. Sonucta NFkB ve STAT-3 yolaklari aktive olur®®. Ayrica
kronik yangl nedeniyle yangisal sitokinlerin Uretilmesi de reaktif oksijen radikali
olusumuna katkida bulunur. Tim bu olaylarin sonucunda, kromozom hasarinin
kolaylikla olusabilecegdi prokarsinojenik bir ortam ortaya c¢ikar.

HCV ile enfekte B-lenfoma hicre dizileriyle yapilan bir ¢alismada, enfekte
olmayan kontrol grubu hacreler ile karsilastirildiginda, HCV ile enfekte hucrelerin
immadnglobulin agir zincir, B-globin, BCL, p53 ve B-katenin genlerinde mutasyon
frekansi 5 -10 kat daha fazla saptanmistir. Ayni calismada HCV ile enfekte
hicrelerde cift iplikli DNA kiriklarinin sikhdinin arttigi da gosterilmistir. Bu artis, her
ikisi de hipermutator fenotipin molekuler mekanizmasinda yer alan, DNA polimeraz

ve sitidin deaminazin indiiklenmesine baglanmistir®’.
2.1.3 Wnt Sinyal iletim yolagi ve B — katenin

Dollenmis yumurta hicresinden kompleks ¢ok hdcreli organizmanin gelisimi,
karmasik ve gelismis sinyal iletim yollar tarafindan sikica kontrol edilmektedir. Bu
sinyal yollari, Hedgehog, Tgf-B, Wnt ailesi gibi faktorleri icermekte ve birgok
basamakta kontrol altinda tutulmaktadir®. Bununla birlikte kontroliin bozulmasi veya
surekli olarak uygunsuz bir sekilde aktivasyonu cesitli kanserlerin ortaya ¢ikmasi ile
iligkilidir. Evrim surecinde ylksek derecede korunmus olan Wnt proteinleri, Wnt sinyal
yolagini yonlendirirler ve bilesenleri olan B-katenin, APC, GSK-33, aksin ve konduktin
ile embriyogenez sirasinda hucre kaderinin belilenmesinde, erigkin dokularinda ise
hiicre gogalmasinda énemli rollere sahiptirler®. Salgilanan Wnt ligandinin, frizzled

(Fz) ailesi Uyesi olan reseptdriine baglanmasi ile Ug¢ farkli hicresel sinyal iletimi



yolag aktive olur. Bunlar, klasik Wnt yolagi, Wnt/Ca** yolagi ve diizlemsel hiicre
polaritesi (DHP (Planar Cell Polarity (PCP)) yolagidir. (Sekil 2)
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2.1.3.1 Klasik Wnt Yolagi

Klasik Wnt yolagi, evrimsel olarak yluksek derecede korunmus proteinleri
kapsamaktadir. Bu ¢ok fonksiyonlu protein ailesinin olusturdugu yolak, sonda yer
alan B-katenin’in, 6zel hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive etmesi ile sonugclanir.
B-katenin, Wnt sinyal iletimi olmadiginda, GSK-3(B, aksin, konduktin ve APC
proteinleri araciligiyla, N-ucundaki serin-treonin alt birimlerinden fosfatlanir ve
ubikitin-proteazom sistemine yonlenerek parcalanir*®*. Wnt yolaginin aktive olmasi
GSK-3p aktivitesini inhibe eder ve bdylece B-katenin ubikitin sisteminden korunarak
kararli hale gelir. Sitoplazmada biriken B-katenin, Tcf/Lef ailesinden proteinlere
baglanir ve hucre c¢ekirdegine gegerek c-Myc, Siklin D1 gibi hedef genlerin

3537 Buradaki hedef genlerin bir cogu; hiicre cogalmasi,

transkripsiyonunu dizenler
farklilagsmasi, invazyonu ve tedaviye yanit gibi kanserle iligkili fonksiyonlardan
sorumludur®. HCC hiicre dizilerinde, B-katenin geninin, GSK-3B fosforilasyon
bdlgelerini iceren tglncu ekson mutasyonlarinin, B-katenin’in sitoplazmada ve hicre
cekirdeginde birikmesine neden oldugu gdsterilmistir®®. Primer HCC'larin yaklasik

%62’sinde anormal B-katenin ekspresyonu bildirilmistir*.
2.1.3.2 Wnt/Ca** yolagi

Whnt sinyal iletim yolaklarindan bir digeri olan Wnt/Ca?* yolag, fosfolipaz C
aktivasyonunu saglar ve Ca** diizeyini yiikseltir. Hiicre ici serbest Ca?*‘un diizeyinin
artmasi protein kinaz C’yi (PKC), Ca?*-kalmodulin bagimli protein kinaz II'yi (CaMKI)
ve fosfataz kalsindrini (CaN) aktive eder. Boylece transkripsiyon faktori NFAT

fosfatlanir ve nilkleusa gecerek hedef genlerin ekspresyonunu degistirir®?#'2,

2.1.4 Dizlemsel Hiicre Polaritesi Yolagi ve VANGL

2.1.4.1 Duzlemsel Hucre Polaritesi Yolagi

Duzlemsel hucre polaritesi (DHP) yolagi, hucrenin biyolojik aktivitesinde birgok
roli oldugu gosterilen Wnt yolaklarindan biridir ve hicre polaritesi ve gelisimsel
suregle ilgilidir. DHP sinyali, sinyal iletimi molekdllerinin hlcrede asimetrik olarak

dagilmini ve sonugta hucre iskeletinin asimetrik duzenlenimini saglar. Bazi
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durumlarda, DHP sinyaline yanit olarak JNK yolaginin aktive oldugu gdzlenmistir *2.
Hem klasik Wnt yolagi, hem de DHP yolagi Fz (Frizzled) reseptorl ve sitoplazmik
adaptor protein DvI/Dsh (Dishevelled) araciligi ile sinyal iletimini gerceklegtirirler. LRP
koreseptorii ise, klasik Wnt yolunda yer alirken DHP yolaginda bulunmaz*. Dsh’in ic
korunmus bolgesi vardir: - DIX bdlgesi klasik Wnt yolaginda goérevlidir, PDZ bdlgesi,
Stbm (Strabismus/Van Gogh Like (VANGL)) ve CKI baglanmasini saglar, DEP
bélgesi ise DHP sinyal iletimi sirasinda Dsh’in zara yerlesiminde rol oynar *>*°. (Sekil
3).

VANGL1 (strabismus 2 olarak da bilinir), transmembran bir proteindir ve klasik
Wnt sinyal iletimi ile DHP yolagi arasindaki gegiste klasik yolu baskilayip sinyalin
DHP yolagi uzerinden iletilmesini saglar.

Klasik Wnt Yolad Dizlemsel Hiicre Polaritesi

Gen ekspresyonu Morfogenez

Sekil 3: iki alternatif Wnt sinyal iletim yolagi*®

DHP yolaginin aktive olmasi sonucunda, konverjant ekstansiyon (birlegtirici
uzama) olarak bilinen bir morfojenik hareket dizenlenmektedir. Bu harekette,
hicreler polarize olur ve aralarindaki boslugu dolduracak sekilde uzarlar. Sonugta
birbirlerinden uzaktaki lateral yapilar yakinlagir (konverjans) ve on-arka eksenleri
uzar (ekstansiyon)*’. (Sekil 4)

DHP vyolaginin, Drosophila’da epitel polaritesinin dizenlenmesinde sahip

oldugu rol aydinlatiimistir. Ligandin Frizzled’a (Fz) baglanmasindan sonra, DHP
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sinyal iletiminin gerceklesmesi icin Dvl ve Vang aktive olmaktadir’®®'. Bu proteinlerin
aktivasyonu sonucunda JNK aktive olur’*®3. Vang Drosophilanin gdz gelisiminde
R3/R4 fotoreseptdr hiicre kaderini belirler ve kanat hiicrelerinin polaritesini diizenler™
(Sekil 4).

Vang’in faredeki homologu olan Ltp (Loop tail) genindeki mutasyonlarin ise

noral tiip defektine neden oldugu gdsterilmistir>>.

Diizlemsel hiicre polaritesi Konverjant ekstansiyon

Kanat

Apikal

Proksimal ,%4, Diistal

Bazal

Sinyal
Giz iletimi

Dorgal

Anterior 4{—5 Posterior

Wentral

Sekil 4: Diizlemsel hiicre polaritesi ve konverjant ekstansiyon hareketi*®.

Cok hucreli organizmalarda epitel hlcreleri, sadece apikal — bazal eksende
degil ayni zamanda, epiteliyal duzlemde de polarize olurlar. Bu polarizasyon,
omurgalilarda en iyi balik pullarinda, kus tuylerinde ve i¢ kulak gibi tuysu hucrelerin
diizenli bir dizilim gésterdigi i¢ organlarda gézlenir *’.

Drosophila’da dizlemsel hicre polaritesi kazanilirken DHP yoladinda yer alan
Fz, Dsh, Dgo, Fmi ve Pk proteinleri kanat hicrelerinin apikal zarinda tniform dagilhim
gosterirler®. DHP sinyal iletimi sirasinda ve hemen ardindan, bu proteinler yer

degistirirler ve dagihm konsantrasyonlari degisir. Pk proteini hicrenin proksimal
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tarafinda yogunlasirken, Fz ve Dsh proteinleri distalde yogunlagsmaktadirlar. Fmi
proteini yogunlugu ise her iki yiizde de artmaktadir °’.

Hucrenin duzlemsel polaritesinin saglanmasi sirasinda, DHP sinyal iletiminde
yer alan proteinlerin apikal zardaki yogunluk degigsimleri g6z hucrelerinde de
goOrulmektedir. Polaritenin kazanilmasi igin hicre plazma zarinda Uniform halde
dagiimis olan proteinler, proksimalde Stom ve Pk’dan distalde ise Fz ve Dsh’dan
yodun olacak sekilde yer degistirirler™®. Fml proteini ise hem Fz/Dsh protein
kompleksi hem de Stbm/Pk protein kompleksi ile iligki halindedir.

Drosophila ve Xenopus’ta yapilan lokalizasyon g¢alismalarinda, Pk ve Stbm’un
birbirlerinin yerlesimini etkileyerek, hucre zarinda kumelestikleri one surulmustar.
Stbm/Pk protein kompleksleri Dsh’in Fz'a bagimli zar yerlesimini de etkilemektedir®”.

Stbm, C ucundaki PDZ bélgesi araciligiyla Dsh ile etkilesim kurmaktadir®®.
2.1.4.2 insan VANGL Geni

insan VANGL geni ilk kez iki farkli grup tarafindan Drosophila’da klonlanarak
Strabismus (Stbm) ve Van Gogh (Vang) olarak adlandiriimistir’*®°. Vang/Stbm
geninin epitel hdcrelerinin dizlemsel yodnleniminde (dizlemsel hlcre polaritesi)
onemli rolii oldugu belirlenmistir®’. insanda Vangl1 ve Vangl2 olarak bilinen ve
aralarinda %73.1 amino asit benzerligi bulunan iki homologu vardir. Bu genlerin
evrimsel suUregte korunmus olduklari saptanmistir. Vangl1 ile Xenopus Vang’i
arasindaki amino asit dizi homolojisi %72.7, Vangl2 igin ise %90.1’dir*%.

insan VANGL1 geni, 2062 baz cifti uzunlugunda bir cDNA’ya sahiptir. Toplam
yedi eksonu vardir. 1p13-p11 bolgesine lokalize edilmektedir. Vangl1 proteini 524
amino asit uzunlugunda, 59.9 kD buyuklugunde, dort transmembran bolgesi olan bir
proteindir. C-ucunda Ser/Thr-X-Val motifi bulunur. N-ucunda sinyal dizisi
bulunmamaktadir. Dort transmembran bolgesi oldugu igin tetraspanin grubu
proteinler arasina konumlandiriimaktadir. Tetraspaninler, dort transmembran bolgesi
olan hidrofobik glikoproteinlerin olusturdugu bir ailedir ve bir ¢ok farkh proteinle iligki
kurarlar®®®*. Vangl1 eriskinde testis ve overde spesifik olarak eksprese olurken, beyin
ve prostattaki ekspresyonu nonspesifiktir®®. Ayrica intestinal epitel hiicrelerinde de
ekspresyonu gésterilmigtir%. Cesitli insan kanser hucre dizilerinde VANGL1 geninin

eksprese olup olmadigi incelendiginde, c¢odunda ekspresyonun var oldugu
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belirlenmistir (Tablo 1). Ayrica, primer hepatosellller kanser dokulariyla yapilan bir

calismada, Vangl1 ekspresyonu varli§i saptanmistir®”.

Tablo 1: Cesitli kanser hiicre dizilerinde Vangl1 ekspresyonu®?.

Hucre dizisi Alindigi doku Vangl1 ekspresyon durumu
Hela S3 Serviks kanseri Var
K-562 KML Var
MOLT-4 Lenfoblastik [6semi Var
SW 480 Kolorektal kanser Var
A549 Akciger kanseri Var
HL-60 Promiyelositik 16semi Yok
Raiji Burkitt lenfoma Yok
MKN28 Gastrik kanser Var
MKN74 Gastrik kanser Var
BxPC-3 Pankreas kanseri Var
PSN-1 Pankreas kanseri Var
Hs766T Pankreas kanseri Var
AsPC-1 Pankreas kanseri Yok

Drosophila’da, DHP yolaginda yer alan proteinleri kodlayan genlerin
inaktivasyonu sonucu, DHP yolagi sinyal iletiminin bozulmasiyla, gozlerdeki
ommatidler, kanat hucrelerindeki tlysu yapilar, bacaklardaki dikensi yapilar gibi
yuksek duzeyde organize, spesifik epiteliyal yapilarda yénlenim bozukluklari ortaya
cikmaktadir®™8.

Drosophila’da yapilan c¢alismalarda, duzguin bir duzlemsel polaritenin
saglanmasi ig¢in, Vang, Pk, Dvl ve Fz'dan olusan multiprotein zar kompleksinin
olusmasi gerekir. Drosophila kanadindaki hucrelerin her birinde, DHP proteinleri
apikal zarda simetrik olarak dagilirlar. Ancak duzlemsel hicre polaritesi olusumu
sirasinda bu dagilim asimetrik hale donugur. Vang ve PK’in olusturdugu kompleks,
apikal-proksimal yerlesim gosteririken, Fz-Dvl kompleksi hlcrenin apikal-distal
kismina yonlenir®® ™. Bu asimetrinin, diizlemsel polaritenin saglanmasinda anahtar

rolii oldugu diisiiniilmektedir®'. Molekiiler diizeyde gerek Vang'in gerekse Vangl'in,
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sitoplazmik Dvl ve Pk proteinlerine baglandigi ve plazma zarina yerlesmelerini
sagladigi gosterilmistir*>°"7°.

Omurgalilarda yapilan c¢aligmalarda, Vangl 2’'nin, kurbagalarda ve zebra
baliginda gasturulasyon ve nérulasyon sirasinda, hucrelerin konverjant ekstansiyon
(KE) hareketini diizenledigi gdsterilmistir®’""2. KE hareketi sirasinda, dorsal
mezengimal ve noroepiteliyal hucreler mediyolateral yonde polarize olurlar ve gog¢
ederek bir araya toplanirlar. Bu hareketle birlikte, anterior-posterior eksen uzar ve
epitel kitlede dikey bir daralma ortaya cikar’®. Mezensimal KE hareketi

engellendiginde hayvanlar kisa, genis gdvdeli olurlar™™,

Noéral tlp olusumu
sirasinda KE’da bozukluk olursa, noral tabaka orta hatta ¢ok genigler ve sonug olarak
noral tup kivrimlari birbirlerinden ¢ok uzakta kaldiginda ndral tip kapanmasi
gerceklesemez’"®,

Bir tUmor metastaz supressori ve tetraspanin olan KAI1 ile yapilan bir
calismada, Vangl1 proteininin kolon kanseri hucrelerinde, KAI1 proteininine bu
proteinin C-ucundan baglantili oldugu bildirilerek Vangl1’e KITENIN (KAI1 COOH-
terminal Interacting Tetraspanin) ismi onerilmistir. Ayni ¢calismada metastatik kolon
kanseri hicrelerinde Vangl1’in KAI1 ekspresyonunu azalttigi ve fare modellerinde
antisens Vangl1 ile transfekte kanser hucrelerinin metastatik yeteneginin kontrol
hiicrelerine gore onemli dlgiide azaldigi bildirilmistir’””. Ayni grubun yine farelerde
daha sonra yaptigi bir galismada ise hayvanlarda olusturulan kolon kanserinde
tumorin metastaz 6zelliginin intravendz Vangl1 siRNA’si uygulanarak azaldigi
gosterilmistir®.

insan barsak epitelinde Vangl1 ekspresyonu, normal kolonda ve intestinal
epitel hucre dizilerinde saptanmistir. Olusturulan yara iyilesmesi modeli ile intestinal
epitel tamiri sirasinda dnemli bir rolt olan ITF/TFF3 polipeptidinin Vangl1’in Ser/Thr
fosforilasyonunu sagladigi gosterilmistir. ITF ile uyari sonucu Vangl1 plazma
membranindaki normal lokalizasyonunu degistirerek sitoplazmik vezikullerde yer alir.
Ayrica Vangl1 ekspresyonunun arttriimasinin yara kapanmasini hizlandirdigi da
gosterilmistir®®.

Sonug olarak VANGL1, hicrelerin polarizasyonu ve dolayisiyla motilitesinden
sorumlu olan bir sinyal iletim yolaginda yer alan énemli bir adaptor proteindir. HCC ve
diger kanser turleri ile iligkisiyle ilgili veriler olmakla birlikte, gesitli kanser hicrelerinin
invaziv yeteneklerini sagladigi dusunulmekte ancak bu konuda kesinlesmis bir bilgi

bulunmamaktadir.
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2.2 Tiimor Hiicrelerinin invazyon ve Migrasyon Ozellikleri

Kanser hucreleri invazyon ve migrasyon yetenekleri sayesinde dokular
arasinda go¢ ederler. Tumor hicrelerinin bu 6zellikleri embriyoner morfogenez, yara
iyilesmesi, immuan-hucrelerin ilgili organlara goég¢l gibi, kanserlesmemis normal
dokularda gorilen fizyolojik go¢ mekanizmalarina gok benzer ”°.

Bir hdcrenin go¢ edebilmesi igin oOncelikle seklini degistirmesi ve yakin
cevresinde yer alan hiicre disi matrisle (ECM) iliski kurabilmesi gerekir®.

Hiicre géclinde yer alan olaylar bir dizi basamaktan olusur’®. Oncelikle
hicrenin polarize hale gelmesi ve uzamasi gerekir. Daha sonra hticrenin, ECM ile
baglanti kuran, oncu kenarinda hudcre zarinin uzamasi ile psdédopod adi verilen bir
yap! olusur. Ardindan bazen hicrenin 6ncu kisimlari bazense tamami kasilarak,
hicre gdvdesinin ileri dogru itilmesini saglayan bir ¢ekis kuvveti olusturulur. Boylece
hicre yer degistirmis olur.

Hucre psodopodlari, aktin ve c¢esitli yapisal proteinler ile sinyal iletimi
molekdilleri igerir. Bdylelikle, ECM’te yer alan substratlarla baglanti kurabilir %,

Baslangigta yer alan psdédopod olusumu sirasinda aktin polimerizasyonu
gerceklesir ve mikrofilamanlar olusur®’. Bu asamada, ECM’e integrin baglanmasiyla
olusan adezyon ya ¢ok az miktardadir ya da hi¢ gorulmez. Uzayan hucre ¢ikintilari
daha sonra yakinindaki ECM’e dokunur ve ¢ogu integrin ailesi reseptorlerinden olan
transmembran proteinleri ile tutunur®. integrinler, adaptdr proteinler araciligiyla, aktin
iskeletle iligkilidirler ve hemen bir araya gelip, kimeleserek fokal kompleksi ve
ardindan fokal kontadi olustururlar. Fokal kompleksler, hiicre ve ECM arasinda
olusan kuguk, gecici baglantilardir. Fokal kontakt ise fokal adezyon olarak da bilinen,
fokal kompleksin olusturdugu kalici, hiicre ECM baglantisidir. integrinlerle CD44,
CD26, yluzey proteoglikanlari gibi diger adezyon molekillerinin bir araya gelmesi
yuzey proteazlarinin adezyon bdlgelerine yonlenmesine neden olur ve sonugta ECM
komponentlerinin yikimi gergekle§ir8°. Hucre, arkasinda tup seklinde bir matris
boslugu birakarak, ECM’de proteazlarin olusturdugu bosluga dogru yer degistirir.

Fokal kontaktlarin olusumu sirasinda ve dncesinde, aktin filamanlari, bolgesel
olarak uzarlar ve a-aktinin, miyozin Il gibi ¢capraz baglanma saglayan proteinler ile bir
ag yapisi olustururlar®®. Plazma zarinin i¢ kisminda yer alan dallanmig aktin agi
kortikal aktin olarak adlandirilirken, sitoplazmada yer alan aktin filamanlarina stres

fibrilleri denir. Aktin filamanlarinin kontraksiyonu miyozin Il tarafindan saglanir. Stres
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fibrillerinin olusumu ve kontraksiyonu, miyozin Il tarafindan kontrol edilirken, ktiguk bir
G-proteini olan RHO ve sinyal iletiminde RHO’nun asagisinda yer alan ROCK
tarafindan indiklenir®®. Kortikal aktin agi ise MLCK (miyozin hafif zincir kinaz)
tarafindan diizenlenir®*°.

Kanser hucrelerinin motilitesinde de integrin sinyal iletimi, fokal kontakt
olusumu ve aktomiyozine bagimli  kontraktilite  goriimektedir®®.  Matris
metalloproteinazlar (MMP) ve katepsin gibi ECM’i parcalayan enzimlerin miktarlar
timér hiicrelerinde cogunlukla artmistir ve in vitro olarak migrasyonu®’, in vivo olarak
da metastazi sagladiklari goériilmistir®®. Benzer sekilde, in vitro timér hiicresi
migrasyonunda ve in vivo invazyon ve progresyonda RAC, RHO, ROCK ve MLCK
sinyal iletim yollarinin aktive oldugu bulunmustur®®.

In vitro ve in vivo gdzlemlerde timér hiicrelerinin gevrelerindeki doku matrisini
farkli sekillerde infiltre ettikleri gorilmistir®. Tek tek hiicreler seklinde yayilim
gOsterebilecekleri gibi solid hiuicre kiimeleri seklinde de yayilabilirler. Birgok timodrde
her iki durum da goézlenmistir, ancak, lI6semiler, lenfomalar ve birgok solid stromal
tumoru olusturan hucreler yalniz baglarina gog ederken, epiteliyal tumorleri olusturan
hiicreler daha ¢ok bir arada gog ederler. ilke olarak, timériin differansiyasyon diizeyi
azaldikga, tiimér hiicrelerinin yalniz baslarina migrasyon ézellikleri artmaktadir®.

Hucrelerin bir arada gocu normal dokularda, embriyoner donemde noral tipun
kapanmasindan sonra ektoderm ve blastoderm hiicrelerinde®', meme dokusunda
kanallarin olusumunda ve yeni damar olusumunda gézlenir92’93. TUumorlerde ise
invaziv epiteliyal kanserlerde gorulen, lokal invazyonla sonuglanan, bir grup hicrenin
ana tumor yapisiyla baglantisini koparmadan komsu dokuya gegmesi ya da kuguk
kimeler seklinde kopan hucrelerin perindral kilif gibi direncin duguk oldugu yollari ya
da interstitiel bosluklari kullanarak go¢ etmesi seklinde ortaya cikar®.

Daha c¢ok epiteliyal kdkenli kanserlerde gorulen timor hdcrelerinin yalniz
basina go¢ etme 6zelligi, hicre tipine, integrin baglantilarina, hicre iskeleti yapisina
ve proteaz uretimine gore farkli morfolojik varyantlar gosterebilir. Bunlar, mezenkimal
goc, ameboid tipte goc ve hiicre zinciri seklinde goctiir®.

Mezenkimal go¢, daha ¢ok fibrosarkoma ve gliyoma gibi bag dokusu timorleri
ile ilerleyici tipte dedifferansiyasyon gdsteren epiteliyal tiimérlerde gorilir®.

Ameboid go¢, daha c¢ok lenfositler ve notrofiller gibi daha yuvarlak yapili
hicrelerde, ayrica tanimlanmis hicre dizilerindeki hucrelerde goézlenen daha az

adeziv bir migrasyon tipidir®®. ECM’te proteolitik aktivite gdzlenmemektedir®°.
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Hucre zinciri seklindeki go¢ ise embriyoner noral krista hicrelerinde,

9.9 Burada hicreler birbirleri

miyoblastlarda ve melanoma hucrelerinde gorultr
ardinca bir zincir olusturacak sekilde go¢ ederler. Hucreler, go¢ sirasinda birbiri
ardina dizildikleri ve uglardan tutunduklari i¢in bu gog¢ tipinde bazi hucre-hicre
baglantilarinin  korundugu disinilmektedir®®. Bu tipte gdc¢ yoluyla invaze olan
timorlerin, Ozellikle metastatik kapasiteyi gosteren etkin bir penetrasyon
mekanizmalarinin oldugu, dolayisiyla koéta prognozlu olduklari dustinilmektedir®’.

Epiteliyal mezenkimal dontsum (EMD), dedifferansiyasyondan sonra epiteliyal
kanser hucrelerinin, fonksiyonel olarak kolektif invazyon paterninden ayri ayri ve
yaygin hucre gogu mekanizmasina donugumudur. EMD’e ugrayan hucreler
fibroblastlara benzer sekilde go¢ ederler. Histolojik olarak bu donusum, epiteliyal
tumorler igerisinde gelisen sarkom benzeri olusumlardir. EMD’nin olugsmasi igin,
hdcrelerin  hiucre-hlcre baglantilarini  kaybetmis olmalari ancak integrinler gibi
migrasyonu saglayacak molekdllerinin ekspresyonunun korunmus olmasi gerekir .
Hucre-hlcre adezyonunun kaybi tumor mikrogevresinde sitokinlerin Uretilmesiyle de
olusabilir. Ornegin, hepatosit blylime faktorii kaderinleri azaltirken, promigrator
kicuk GTPazlari aktive eder®.

EMD, invaziv 6zellik kazanmada onemli bir basamaktir ¢unki epiteliyal
hicrelerin birlikte go¢ mekanizmasindan, yalniz baglarina go¢ mekanizmasina

donusumunu gosterir ve farklilagma kaybinin dnemli bir sonucudur®.
2.3. shRNA Yontemi ile Gen Sessizlestirilmesi

RNAi son donemde oldukga populer olan bir gen ekspresyonu baskilama
yontemidir. Spesifik genlerin etkin bir bicimde baskilanmasinin yaninda, geleneksel
gen baskilama yéntemlerinin kullanilamadigi organizmalarda 6zellikle kullanighidir®®.

RNAI ilk olarak C. elegans Uzerinde yapilan calismalarla dikkati ¢ekerek
populer hale gelmistir. C. elegans’in ¢ift iplikli RNA'y1 (dsRNA) etkili bir bicimde
alabilmesi ve fenotipik etkinin kolayca belirlenebilmesi nedeniyle, ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Ancak, C. elegans’in aksine, memeli hicrelerinin 30 nukleotidden daha
uzun dsRNA’ya fizyolojik yaniti gogunlukla hicrenin 6lumuU seklinde olabilmektedir.
Otuz nukleotidden daha uzun tek bir dsSRNA molekull interferon yanitini baglatmak

icin yeterli olabilmektedir. Sonugta apoptoza dek ilerleyen olaylar dizisi baslar®®.
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Drosophilada gen  sessizlestiriimesini  saglayacak 21-23  nukleotid
uzunlugunda dsRNA molekulleri ile caligmalar yapilmig ve basarili sonuglar elde
edilmistir’® 1" Bu RNA molekiillerine siRNA (small interfering RNA) adi verilmistir®®.

siRNA molekullerinin  bulunmasinin  6nemli bir etkisi de, memeli hulcre
kaltdrlerinde etkili gen sessizlestiriimesinin saglanmasidir. Memeli hucrelerindeki
RNAIi uygulamalarinin C. elegans’takinden farki, memeli hcrelerinin disaridan
verilen dsRNA'y1 kendiliginden degil de katyonik lipid ya da elektroporasyon gibi
yontemlerle almasidir. Bu yontemlerin in vivo kosullarda pratik olmamasi uygulamayi
kisittamaktadir®®. C. elegans ve memeli hiicreleri arasindaki bir diger fark da RNAI
yanitinin sudresidir. Memeli hucrelerinde, RNAi yanitini amplifiye etme 6zelligi
bulunmamaktadir ve yanitin siirekliligi 4-8 hiicre béliinmesi ile sinirlidir'®'%3

500-1000 nukleotid uzunlugunda, sa¢ tokasi seklindeki dsRNA molekullerini
eksprese eden in vivo sistemlerde gen sessizlestiriimesi, basit organizmalarda

gosterilmistir'04-105:106.107

. SiRNA olugsumunu saglayacak in vivo transkripsiyonun en
onemli Ustunligu, gen sessizlesmesinin, dagihm ve sure olarak, gegici yontemlere
gbre daha dizenli olmasidir. in vivo transkripsiyon, genlerin canli kalabilme ya da
ureme icin gerekli oldugu, biyokimyasal analizler igin ¢ok sayida mutant hicreye
ihtiya¢c duyuldugu veya gen sessizlestiriimesinin hedeflendigi dokularin, sinir sistemi
gibi, girisime daha az izin veren dokular oldugu durumlarda ozellikle yararhidir. Ancak
memelilerde, bu kadar uzun molekullerle transfeksiyon sonrasi interferon yaniti
olusumu gibi sikintilar c¢ikacagindan, dsRNA’'ya dayali farkli bir sistem
gelistirilmis,tirgs. Es zamanl olarak birka¢ grup tarafindan, shRNA (kisa sa¢ tokasi
RNA) molekillerine dayali yontem ortaya konmustur. shRNA molekilleri, 30
nukleotidden daha kisa uzunlukta olup, hedef diziye homoloji gOsteren ve uzun
dsRNA molekullerinde gorulen hudcresel yaniti  olugturmadan, etkin  gen

sessizlestirimesi saglayan molekdllerdir'®®19110.111

. Bu ydntemde, hedef diziyle
homoloji  arttikga sessizlestirme etkinligi de artmaktadir. Sessizlestirme
mekanizmasinda, RNaz Il benzeri bir enzim olan Dicer nukleaz, shRNA'y substrat

olarak gdrerek aktive olur ve hedef dizilerin yikimi gergeklesir''°. (Sekil 5)
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Sekil 5: RNAi mekanizmasi. (RISC: RNAI sessizlestirme kompleksi) %

Gunumuzde, memeli hucrelerinde kalici gen sessizlestirmesini saglamak
uzere farkh stratejiler gelistirilmistir. Bu yontemlerde genellikle, siRNA’nin
ekspresyonunu saglayan bir promotor iceren DNA vektorleri kullanilir. Bu vektorler,
hlcre igerisine transfeksiyonla veya enfeksiyonla aktarildiktan sonra, ya epizomal
olarak kalirlar ya da genoma entegre olurlar. Bir ¢cok vektor dsRNA'y1 19-29 nukleotid
uzunlugunda ¢ift sarmalli, basit sa¢ tokasi yapisinda eksprese eder. RNA polimeraz
[ll, kompleks yapili, kigik RNA transkriptlerini eksiksiz olarak sentezledigi igin bir cok

vektorde polimeraz Ill bagimli promotérier yer alir®® (Sekil 6).
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Sekil 6: Kisa sa¢ tokas! seklinde RNA eksprese eden vektor. Sekilde belirtilen
elemanlarin birgogu gunumuzde kullanilan birgok vektorde bulunmaktadir. (LTR:

Uzun ug tekrari) %

shRNA'ya dayali RNAI teknigi guinUmuzde yaygin olarak kullanilsa da aslinda
pek ¢cok parametresi henuz tam olarak optimize edilmemistir. Tasarlanacak shRNA
molekulinun buyukligu, RISC’in  (RNAi Sessizlestirme kompleksi) taniyacagi kadar
blyuk, ancak protein kinaz ve interferon yaniti olusturmayacak kadar ktguk olmalidir.
Hedef genin buyukliga onemli degildir. Cift iplikli ve 18-29 nukleotid uzunlugundaki
yaplilar etkinlik bakimindan hemen hemen birbirlerine denktir''?. Gen sessizlestirme
etkinligi kisitli, kisa bir sag¢ tokasi yapisini uzatmak etkinligini artirsa da, zaten efektif
bir sekilde gen sessizlesmesi saglayan molekullerin uzatiimasi etkinligi %90‘n
Uzerine gikaramaz. shRNA’nin, cift ipliginden birinin hedef RNA'nin anlamli ipligine
komplementer olmasi yeterlidir. iimik kisminin dizisi ise Snemsizdir®®

Her ne kadar tam olarak kesinlesmese de, RNAi igin hedef dizi

belirlenmesinde genel olarak kabul goren kurallar asagida belirtilmistir:

1. iigilenilen gende AA diniikleotidi ile baslayan 21 niikleotidlik hedef
dizi bulunmasi: 3’ ucunda sarkik UU dinukleotidi bulunan siRNAlarin
etkin oldugu gésterilmistir'®-'°2. Ayrica RNA polimeraz Il kullanilan
sistemlerde transkripsiyon 4-6 nukleotidlik poli(T) bolgelerinde
sonlanir ve sonugta poli(U) uclu RNA molekdlleri olusur.

2. iki-dort adet hedef dizi secilir: Rasgele tasarlanan tek bir siRNA
molekulu gen ekspresyonunda en az %50’lik bir baskilanma saglar.
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Doért molekal kullanildiginda bu oran %75-95 arasindadir. Hedef

bélgelerin su 6zellikleri olmahdir'*;

a. siRNA'nin GC igerigi %30-50 arasinda olmalidir,
b. Doért-alti nukleotidlik poli(T) bolgesi RNA polimeraz Il igin

Pratikte,

sonlandirma sinyali olusturdugundan, RNA poimeraz lll kullanilan
vektorlerde, hedef bdlgede dort ve daha fazla T ya da A iceren
bolgelerden kaginiimalidir.

Bazi mRNA bolgeleri kompleks yapili oldugu ya da bazi regulator
proteinler igin baglanma bdlgesi olusturdugu igin, ilgilenilen gen
dizisi boyunca birkag farkh hedef bdlge secilmelidir. Hedef bolgelerin
mRNA'daki pozisyonu ile siRNA etkinligi arasinda iligki

bulunamamistir.

. Potansiyel hedef bolgeler belirlenirken uygun veri tabanlari

kullanilarak (BLAST gibi), baska kodlayici genlere ait dizilerle,
ardigik 16-17 nukleotidlik eglesmelerden kaginiimalidir.
hedef dizi belirlendikten sonra, hedef diziye yonelik shRNA

molekulini kodlayan DNA oligonukleotidleri kimyasal olarak sentezlenir. Tek iplik

halindeki oligontkleotidler eglestirilir ve bir shRNa ekspresyon vektodrine, okaryotik

promotorun asagi yonunude klonlanir.

Gen ekspresyonunu 6zgul ve etkin olarak baskilayacak shRNA molekullerinin

tasarlanmasi ve hedef bdlgenin saptanmasi konusunda hala 6grenilmesi gereken

birgok nokta bulunmaktadir. Bu ylzden, etkin gen sessizlestiriimesi i¢in arastiricilarin

hedef gene yonelik, en az iki, tercihen ti¢ molekiille calismalari énerilmektedir®.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Hiicre Kiiltiri

Calismada, insan hepatoselliler kanser hucre dizileri Hep G2, Hep 3B ve SK
Hep 1, kolon kanseri hiicre dizisi SW480 ve kronik miyelositik [6semi htlicre dizisi
K562 ile promiyelositik htcre dizisi HL60 kullanildi.

Hucre kaltirh kabina yapisarak Ureyen hucreler (SW480, Hep G2, Hep 3B ve
SK Hep 1) %10 fetal sigir serumu (FBS, Biochrom S0115), mililitrede 100U/0.1 mg
Penisilin/Streptomisin (Biological Industries 03-031-1C) ve 2 mM L-Glutamin (Sigma
G7513) iceren Dulbecco’nun Degistiriimis Eagle Ortami (DMEM, Biochrom F0415)
besi ortaminda 37°C’ta ve %5 CO, varliginda hiicre kiiltir( inklbatoriinde (Heal
Force HF90) Uretildi. Suspansiyon halinde Ureyen hicreler (K562 ve HL60) ise %15
FBS, mililitrede 100U/0.1 mg Penisilin/Streptomisin ve 2 mM L-Glutamin igeren
RPMI1640 (Sigma R0882) hiicre kultlrl ortaminda, 37°C’ta ve %5 CO, varliginda
hicre kulturd inkUbatorinde Uretildi. Ters bakigh faz kontrast mikroskobu (Nikon
Phase Contrast-2, LWD 052, 202086) ile duzenli araliklarla kontrol edilen hucreler
yeterli yogunluga ulastiginda, bir bolimU c¢alismada kullanilirken bir bolima
donduruldu ve sivi azotta saklandi. Batin hiucre kultara ¢alismalari hava akim kabini
(Aura Vertical S.D.4 C5681) icerisinde ve steril malzeme kullanilarak gerceklestirildi.
Hucre dizilerinin dzellikleri Ek 1’de, pasajlanmasi, dondurulmasi, ¢dzulmesi,

sayllmasi ve canlilik testleri ile ilgili protokoller Ek 2’de verilmigtir.

3.2 RNA izolasyonu

Hlcre  klltirlerinden RNA  izolasyonu, Macherey @ Nagel marka
NucleoSpin®RNA I total RNA izolasyon kiti (Katalog No: 740 955.50) kullanilarak
yapildi. Uretici firmanin 6nerdigi asagidaki protokol kullanildi. Protokoldeki
santrifijleme islemleri Eppendorf 5415 R’de gergeklestirildi.

1. Hucreler U¢ kez DPBS ile yikandiktan sonra hicre kaziyicisi kullanilarak

kaltdr kabindan 1.5 mL mikrosantriflj tiptne alindi.

2. 350 pL RA1 tamponu ve 3.5 uL B- merkaptoetanol (Sigma M7154) eklendi

ve vortekslenerek (Elektromag Girdap Karigtirici) hlcre pargalanmasi

saglandi.
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3. Hucre lizati filtrasyon kolonuna yuklendi ve 11 000 g’'de 1 dakika santrifij
edildi.

4. Filtre kolonu atildi ve toplama tupunde kalan lizat Gzerine 350 yL %70
etanol eklenerek vortekslendi.

5. Ornek RNA kolonuna yiklendi ve 30 saniye 8 000 g'de santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi kolon yeni bir toplama tuplne aktarildi.

6. Kolon Uzerine kit iceriginde yer alan MDB (zar tuz giderme tamponu)
solusyonundan 350 pL eklendi ve 11 000 g’'de 1 dakika santrifuj edildi.

7. Steril bir mikrotupte kit igeriginde yer alan 10 yL DNaz | ile 90 yL DNaz
reaksiyon tamponu karistinildi. Bu karisimdan 95 pL alinarak kolona
eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkubasyona birakildi.

8. Kolona 200 pL kit RA2 tamponu eklendi ve 30 saniye 8000 g’'de santrifij
edildi. Kolon yeni bir koleksiyon tapune alindi.

9. Kolona 600 uL kit RA3 tamponu eklenerek 8000 g’de 30 saniye santrifij
edildi.

10.Kolona 20 pL kit RA3 tamponu eklendi ve 2 dakika 11 000 g'de santrifyj
edilidi. Kolon yeni bir mikrotape alindi.

11.11 000 g’ de 1 dakika santrifljlenerek, 60 uL RNaz icermeyen distile su ile
RNA elde edildi.

12.11. basamak tekrarlandi ve elde edilen miktar artirildi.

Elde edilen RNA 6rneklerinin, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslari
spektrofotometrede (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000) olcllerek saflik dereceleri
ve konsantrasyonlari degerlendirildi.

Konsantrasyon hesaplamasinda,

Azgo X seyreltme faktori x 40 pg/mL = X uyg/mL RNA

formalinden yararlanildi.

RNA saflik derecesi Aogo/ Asgg orani ile belirlendi.
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3.2 cDNA Sentezi

Hucre kulturlerinden elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi Fermentas marka
RevertAid™ First Strand cDNA sentez kiti (Katalog No: K1622) kullanilarak yapildi.
Sentez sirasinda Uretici firmanin 6nerdigi protokol izlendi.

1. Buz Uzerinde reaksiyon karisimi hazirlandi.

2 ug total RNA
1 uL random heksamer primer
Reaksiyon karisimini 12 pL’ye tamamlayacak kadar su

2. Karisim 70°C’ta 5 dakika inkibe edildi.

3. inkiibasyon sonrasi tiip buz izerinde sogutuldu ve asagdidakiler sirayla
eklendi:

4 uL 5X reaksiyon tamponu
1 uL ribonukleaz inhibitoru
2 uL 10 mM dNTP karigimi
Karisim 25°C’ta 5 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyona 1 yL M-MuLV revers transkriptaz eklendi.
Karigim 25°C’ta 10 dakika ve daha sonra da 42°C’ta 1 saat inkibe edildi.
Reaksiyon 70°C’'ta 10 dakika inkiibe edilerek enzim inaktive edildi.

N o o &

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

VANGL1 geni icin  5'-atcaccaacggcatgacc ileri (F) ve 5'-
aggctgaagtccaagcac geri (R) primerler FastPCR v 3.4.20 programi kullanilarak
tasarlandi ve internetteki NCBI BLAST programi ile degerlendirildi. PCR sonucu elde
edilen Urdn 179 bp uzunluktaydi. Yagamsal gen olarak (-aktin geni kullanildi.

B-aktin Ileri (F) primer:

5 ATCATGTTTGAGACCTTCAA

B-aktin Geri (R) primer:

5 CATCTCCTGCTCGAAGTCCA

Reaksiyonlar, MJ Research Inc, PTC-100™ sicaklik dongu duzenleyicisinde
gerceklestirildi.

Primerlerin optimizasyonu yapildiktan sonra reaksiyonun kosullari asagidaki

sekilde belirlendi:
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Tablo 2: VANGL1 geni igin kurulan PCR karisimi ve reaksiyonun sicaklik profili.

Reaksiyon Karigimi Sicaklik Profili

dNTP 0.5 uL 95°C 5 dak

MgCl; 25uL 95°C 30 sn

10X Tampon 2.5 L 59°C 30 sn | 30 dongu
Primer R 0.5 uL 72°C 45 sn

Primer F 0.5uL 72°C 5 dak

cDNA 2.0 uL

Taq Polimeraz 0.5 uL

dH,0 16 uL

Reaksiyon sonucunda elde edilen drtnler %2 agaroz jel elektroforezinde, 80V

akim altinda, yaklasik 1 saat yUrutuldikten sonra degerlendirildi. Elektroforez sonrasi

elde edilen bantlar, Stratagene Eagle Eye Il gérinti analiz sistemi ile géruntulendi.

PCR’da kullanilan kimyasallarin listesi, kimyasali saglayan firma, katalog

numaralari ile stok ve son konsantrasyonlari Tablo 3’te verilmigtir.

Tablo 3: PCR’da kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Uretici Katalog No | Stok Kons. Son Kons.
10X Tampon MBI Fermentas | EP0401 10X 1X

MgClI2 MBI Fermentas | EP0401 25 mM 1 mM
dNTP Larova 0200/0205 10 mM 200 uM
Primer F VBC Biotech - 10 pmol/uL 10 pmol
Primer R VBC Biotech - 10 pmol/uL 10 pmol
Taq Polimeraz MBI Fermentas | EP0401 5 U/uL 25U

3.4 Gergek Zamanh PCR

Gergek Zamanli PCR i¢in Roche LightCycler 2.0 cihazi kullanildi ve Urtnlerin
belirlenmesi Roche marka LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Katalog
No:12 239 264 001) kiti ile saglandi. Yagamsal gen olarak HPRT primerleri kullanildi.

HPRT lleri (F) primer:

5 GTGGAGATGATCTCTCAACT
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HPRT Geri (R) primer:
5" ACATGATTCAAATCCCTGAAG
Uriin blyGkIaga 262 bp.

Tablo 4: Gergcek Zamanl PCR karigsimi ve reaksiyonun sicaklik profili.

Reaksiyon Karigimi Sicaklik Profili
Vial 1 2 L 95°C 10 dak
Primer F 1 uL 95°C 10 sn
Primer R 1 uL 59°C 10 sn 40 dongl
MgCl; 2.4 uL 72°C 20 sn
dH,0O 11.6 yL
cDNA 2 uL

VANGL1 geninin baskilanmasinin degerlendiriimesi sirasinda kurulan Gergek

Zamanh PCR deneylerinde ise ayni reaksiyon karisimi kullaniimasina karsin, dongu

sayisi 28’e dusurulda.

3.5 Protein izolasyonu

Kaltur kabina yapisarak dreyen HepG2 ve SW480 hulcre dizilerinden protein

izolasyonunda asagidaki yontem kullanildi:

1.

2
3.
4

Ortam uzaklastiridi.

. Hucreler Ug kez soguk PBS ile yikandi. Tum PBS kalintilari uzaklagtirildi.

Hucrelerin Uzerine 1 mL soguk PBS eklendi ve hucre kaziyiciyla kazindi.

. Hucreler 1.5 mL’lik mikrotiipe konuldu ve +4°C’de ve 2500 g'de bes dakika

santrifdj edildi.

Supernatan uzaklastirildi. Cokelti Uzerine yaklasik U¢ kati hacimde lizis
tamponu eklendi. 30 dakika buz Uzerinde inklbe edildi, bu stre boyunca
bes dakikada bir vortekslendi.

inkiibasyon siresinin sonunda +4°C’de maksimum hizda (Eppendorf 5415
R) 15 dakika santrifuj edildi.

. Proteinleri igeren stpernatan yeni bir tipe alindi.

Suspansiyon halinde Ureyen K562 ve HL60 hucre dizilerinde ise asagidaki

yontem kullanildi:
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1. Hucre suspansiyonu 5 dakika 600 g'de santrifij edildi. Supernatan
uzaklastirildi.

2. Cokelti tGzerine 1.5 mL soguk PBS eklendi ve +4 °C’de ve 2500 g'de 5
dakika santrifuj edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

3. Son yikamadan sonra supernatan uzaklastirildi. Cokelti Gzerine yaklasik 3
kati hacimde lizis tamponu eklendi. 30 dakika buz Uzerinde inklbe edildi,
bu sure boyunca 5 dakikada bir vortekslendi.

4. inkubasyon siiresinin sonunda +4°C’de maksimum hizda (Eppendorf 5415
R) 15 dakika santrifij edildi.

5. Proteinleri igeren supernatan yeni bir tupe alindi.

Her iki ydntemin de sonunda elde edilen protein lizatindaki protein miktari BCA
Protein Assay kitinin (Katalog No: 23225) protokoline gore, 562 nm dalga boyundaki

optik dansiteleri Olcllerek hesaplandi.

3.6 Western Blotlama

Western blotlama icin %12’lik SDS-poliakrilamid jel kullanildi. Her bir kuyuya
50 pg protein yuklendi. 1X jel yurutme tamponu igerisinde jel basina 25 mA akimla
dort saat sure ile yuratalda. Yuratme sonrasi jel, metanol ile 1slatiimis PVDF
membran (Immobilon-P IPVH15150) ve blotlama kagitlari ile birlikte 1X transfer
tamponu icine alindi ve transfer kasedine yerlestirildi. Jel Gzerinde bulunan proteinler
1X transfer tamponu igerisinde 300W’ta 90 dakika streyle PVDF membrana aktarildi.

Blotlama sonrasinda 6zgul olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla,
membran %5 sut tozu igeren TBS-T igerisinde oda sicakhdinda 30 dakika bloklandi.
Bloklama sonrasinda %0.5 sut tozu igceren TBS-T igerisinde 1:1500 oraninda
seyreltiimis Anti-LPP2 (Sigma L 2790) monoklonal antikoru ile +4°C’de bir gece
boyunca muamele edildi. TBS-T ile yikamalar sonrasinda %0.3 sut tozu igeren TBS-
T ile 1:3500 oraninda seyreltimis Anti-tavsan IgG HRP ikincil antikoru ile oda
sicakhginda 45 dakika karsilastinldi. TBS-T ile birka¢ kez yikandiktan sonra ECL
(Amersham RPN2108) kiti kullanilarak deteksiyon iglemi gercgeklestirildi. Antikor
bantlari Kodak Biomax film kullanilarak goruntulendi.
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3.7 Transfeksiyon Optimizasyonu
3.7.1 Transfeksiyon Igin Uygun Antibiyotik Dozunun Belirlenmesi:

Asagidaki Geneticin G418 (Sigma G8168) konsantrasyonlarinda hicre 6lim
egrisi cizilmesi icin, hiicreler, 4x10* hiicre/mL olacak sekilde 10 cm caph hiicre
kalturd kaplarina (Costar 430167) 10’ar mL ortam igerisinde ekildi. Her bir G418
konsantrasyonu igin U¢ ayri kultir kuruldu. Kdalturler, %70 hicre yogdunluguna
ulasildiktan sonra 0, 500, 650, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda G418
antibiyotigi iceren kultur ortamlarina alindi. Bu asamadan sonra hucrelerin yogunlugu
her gun kontrol edildi ve gunagir ortamin tamami degistirildi. Onbes gunlik kaltar

suresinin sonunda hicrelerin tamamini dlduren G418 konsantrasyonu belirlendi.
3.7.2 Transformasyon igin Kompetan Hiicre Elde Edilmesi

Inoue'™ yéntemi kullanilarak kompetan E.coli bakterileri iretildi. Inoue
yontemi, elde edilen kompetan bakterilerin transformasyon etkinlikleri ve
maksipreparasyon yontemiyle pSV-p-gal kontrol plazmidinin ¢ogaltilmasi yontemi Ek

4’te bulunabilir.
3.7.3 Plazmid izolasyon Kiti Kullanilarak Plazmid Elde Edilmesi

Daha 6nce pSV-B-gal plazmidi ile transforme edilen E.coli bakterilerinden bir
tek koloni alinarak ampisilin icermeyen 5 mL LB kultur ortaminda baglangi¢ kultura
kuruldu. Kultdr tapt 37°C’de, 220 devir/dakika hizla calkalanarak, orbital karistiricida
bes saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda baslangi¢ kiiltirinden 1:500 seyrelecek
sekilde alinarak 250 mL lik Erlen-Mayer icerisindeki, 100 ug/mL ampisilin (AppliChem
A0839) igeren 25 mL LB kiltir ortamina segici kiltir kuruldu ve 37 °C’de, 150
devir/dakikada bir gece inkibasyona birakildi.

Ertesi sabah, Macherey-Nagel NucleoSpin®Plasmid (Katalog No: 740 588.50)
kiti kullanilarak, dreticinin yonergesi dogrultusunda bakterilerden plazmid izolasyonu

yapildi.
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. Bakteri kilturinden 1 mL alinarak mikrosantrifijle (Eppendorf 5415 R) 30

saniye 11 000 g'de santriflj edildi ve bakteriler ¢okturtldi. Supernatan

uzaklastirildi.

. Cokelti Uzerine 250 pL kit A1 tamponu eklendi. Hizli bir sekilde vorteksendi

(Elektromag Girdap Karistirici).

. 250 pL kit A2 tamponu eklendi ve tlp ters yUz edilerek karistiriidi. Oda

sicakliginda beg dakika inklibasyona birakildi.

4. 300 pL kit A3 tamponu eklendi. Tup ters yuz edilerek karigtirildi.
5. Oda sicakhginda 11 000 g’de 10 dakika santrifuj edildi.

6. Supernatan izolasyon kolonuna yuklendi ve bir dakika 11 000 g'de santrifij

edildi.

Kolona 600 pL A4 tamponu eklendi ve bir dakika 11 000 g'de santrifyj
edildi.

Toplama tuplinde biriken sivi uzaklastirildi ve kolon tekrar tlp Uzerine
yerlestirilerek, silika membranin tam olarak kurumasi i¢in iki dakika 11 000
g’de santrifuj edildi.

Kolon 1.5 mL mikrosantriflj tupune yerlestirildi ve 50 yL AE tamponu
eklenerek bir dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra bir dakika 11 000
g’de santriflj edildi.

10.Elde edilen plazmid DNA’sinin safligi spektrofotometrik olarak

degerlendirildi ve konsantrasyonu olguldu.

11.Plazmid DNA’sina EcoRI (Fermentas ER0271) ve BamHI (Sigma R0260)

restriksiyon enzim kesimleri uygulanarak %1 agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirildi.

EcoRlI restriksiyon enzimi reaksiyon karigimi:

pSV-B-gal 10 L
EcoRI (5000 1IU) 1.0 uL
10X Tampon 10 L
dH,0 79 yL
Toplam 100 pL

37°C’de iki saat inkiibasyon sonrasi 65°C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu

yapildi.

BamHI restriksiyon enzimi reaksiyon karisimi:

pSV-B-gal 10 L
BamHI (5000 IU) 1 uL
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10X Tampon 10 yL
dH,0 79 uL
Toplam 100 pL

37°C’'de iki saat inkiibasyon sonrasi 80°C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu

yapildi.

3.7.4 Transfeksiyon igin Hiicre Sayisi Optimizasyonu

Hangi sayida hucre ile en yuksek duzeyde transfeksiyon gergeklesebilecegini
bulmak icin hiicre sayisi optimizasyonu yapildi.

Alti kuyucuklu hicre kultira kabinin (TPP 92006) her bir kuyucuguna cgesitli
sayllarda hucre ekildi ve elde edilen pSV-B-gal plazmidinden kuyucuk basina 0.5 ug
kullanilarak, Promega Tfix™50 (Promega E181A) reaktifi araciligiyla, uretici firmanin
yonergesi dogrultusunda transfeksiyon yapildi. Her bir kuyucuga 2 mL hdcre kultard
ortami konuldu ve asagidaki sayilarda Hep G2 htcre ekimi gerceklestirildi. Her hicre
sayisl i¢in deney ug¢ kez tekrarlandi:

4x10° hiicre/mL

1x10* hiicre/mL

4x10* hiicre/mL

1x10° hiicre/mL

4x10° hiicre/mL

1x10° hiicre/mL

Hlcre Kkdaltlrleri kurulduktan 48 saat sonra transfeksiyon yapildi ve
transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler X-gal ile boyanarak transfekte olan hicreler
sayildi.

X-gal boyama i¢in asagidaki yontem kullanildi:

1. Hucreler 2-3 kez oda sicaklhiginda PBS ile yikandi.

2. 1 mL %0.2 Glutaraldehid (Sigma G6257) /PBS solUsyonunda hucreler 5
dakika, oda sicakliginda bekletilerek sabitlendi.

3. Sure sonunda iki kez PBS ile yikandi.

4. Kullanilmadan hemen 6nce asagidaki gibi hazirlanan X- gal (Sigma B-

9146) solusyonu ile hlcreler yikandi.
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Tablo 5: X-gal boyama ¢ozeltisi igerigi.

Stok Sollisyonu Son Konsantrasyon 2 mL boya icin gereken miktar
X-gal (Dimetilformamid 1 mg/mL 100 pL

(Merck 822275) ile 20

mg/mL)

K Ferrisiyanid (Sigma 5 mM 20 pL

P8131) (0.5 M)

K Ferrosiyanid (Sigma 5 mM 20 uL

P9O387) (0.5M)

MgClz (1M) 2 mM 4 uL

PBS 1856 pL

5. 37°C’de, nemli inklibatorde bir gece bekletildi.
6. Ters bakisli mikroskopta mavi renkli, pozitif boyanmis hucreler sayildi.

3.7.5 Plazmid izolasyon Kiti ile Elde Edilen DNA’nin Transfeksiyon Etkinliginin

Belirlenmesi

Hep G2 hacreleri ile yapilan hicre sayisi optimizasyonu deneyinde ¢ok az
saylda transfekte hicre elde edilmesi Uzerine plazmid izolasyon kitiyle elde edilen
DNA’nin transfeksiyon kalitesinde olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, kit
araciligiyla izole edilen DNA, daha once transfeksiyon deneylerinde kullaniimis ve iyi
cahistigi bilinen bir DNA ile karsilastirildi.

Alti kuyucuklu hicre kiltartd kabina, her bir kuyucukta 2 mL ortam igerisinde
1x10° hiicre/mL olacak sekilde Hep G2 hiicreleri ekildi. Kiiltiirlin kurulmasindan 24
saat sonra Tfx™50 reaktifi kullanilarak kuyu basina 0.5 ug pSV-B-gal plasmid DNA's|
ile transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra ise X-gal boyamasi

yapllarak transfekte olan hicreler sayildi.
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3.7.6 pSV-B-Gal Plazmidinin Maksipreperasyonu:'"®

Ek 4’teki protokol kullanilarak transforme E. coli bakterilerinden pSV-p-gal

plazmid izolasyonu yapildi:

3.7.7 Transfeksiyon Etkinliginin Optimizasyonu

Transfeksiyonda optimize edilmesi gereken diger 6nemli noktalar; kullanilacak
DNA miktarinin DNA:transfeksiyon reaktifi iyonik yuk oraninin optimizasyonudur.
Tfx™50 reaktifinin katyonik lipid komponentinin olusturdugu pozitif yuk, DNA’daki
fosfatlarin olusturdugu negatif yik miktarini gecerek DNA’'ya baglanan multilameller
veziklller Uzerinde net pozitif yuk olusturmaldir. Olusan bu net pozitif yuk,

vezikullerin, negatif yUkll hicre yuzeyiyle iliski kurmasini kolaylastirir.
Bu optimizasyonlarin gerceklestiriimesi igin asagidaki deney planlandi:

e Hem Hep G2, hem de Hep 3B hucreleri igin dorder adet alti kuyucuklu htcre
kaltara kabi hazirlandi.

e Her bir kuyucuga 1x10° hiicre/mL sayida hiicre ekildi ve 2 mL hiicre kiiltiirii
ortami eklendi.

e Transfeksiyon igin kullanilan DNA miktarlari birbirinden farkhydi. Her bir
kuyucuga, sabit olarak, 0.25 ug pSV-B-gal plazmid DNA’sI eklenirken, DNA
miktarindaki degisiklikler somon testis DNA’si (STD) (Sigma D-1626) ile
saglandi. Boylece transfeksiyon etkinliginde gozlenecek degisikligin, plazmid
miktarindaki artistan degil, DNA miktarindaki artistan kaynaklandiginin

gOsterilmesi amaclandi.
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1x10° hiicre/mi

0.25 ug B-gal
0STD

1x10° hiicre/m
0.25 ug B-gal
0.25 ug STD

1x10° hiicre/mL’
0.25 pg B-gal

0STD

1x10° hiicre/mL
0.25 ug B-gal
0.25 ug STD

x10° hiicre/mL*

0.25 ug B-gal
0STD

1x10° hiicre/mL
0.25 ug B-gal
0.25 ug STD

1x10°
hlicre/mL

0.25 pg B-gal
0.50 ug STD

%10° hiicre/m

0.25 ug B-gal
0.75 uyg STD

0.25 ug B-gal

0.50 yg STD

0.25 ug B-gal
0.75 uyg STD

0.25 ug B-gal
0.50 uyg STD

0.25 ug B-gal
0.75 ug STD

1x10° hiicre/mL’

0.25 pg B-gal
0STD

1x10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0.25 ug STD

1%10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0STD

1x10° hiicre/mL

0.25 ug B-gal
0.25 ug STD

%10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0STD

x10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0.25 ug STD

iyonik yiik orani 2:1
> DNA miktar1 0.25 ug

iyonik yiik orani 2:1
> DNA miktar1 0.50 ug

iyonik yiik orani 2:1
> DNA miktar1 0.75 ug

iyonik yiik orani 2:1
2 DNA miktar 1.00 ug

iyonik yik orani 4:1
> DNA miktari 0.25 ug

iyonik yik orani 4:1
> DNA miktari 0.50 ug
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iyonik yiik orani 4:1
> DNA miktar1 0.75 ug

1x10° hiicre/mt

0.25 ug B-gal
0.50 ug STD

x10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0.50 ug STD

0.25 ug B-gal

0.50 ug STD

1x10° hiicre/mt

0.25 pg B-gal
0.75 ug STD

x10° hiicre/mL

0.25 pg B-gal
0.75 ug STD

0.25 g p-gal iyonik yiik orani 4:1
0.75 pg STD ¥ DNA miktari 1.00 pg

Sekil 8: Transfeksiyon etkinliginin optimizasyon deneyinin plani.

Hucre kalturleri kurulduktan 24 saat sonra, Tfx™50 reaktifinin kullanma
kilavuzunda o6nerildigi sekilde transfeksiyonlar gergeklestirildi. Transfeksiyondan 24
saat sonra hucreler X-gal ile boyandi ve her kuyucuktan altisi kuyucugun kiyisindan,
dordu merkezinden olmak Uzere esit buyuklikte 10 alan isaretlenerek, ters bakisli

mikroskopta 10x buyutmede X-gal (+) olan hicrelerin toplam sayisi belirlendi.

3.8 Sac Tokasi Seklindeki siRNA igin Kalip Gorevi Gérecek

Oligoniikleotid Dizisinin Saptanmasi

VANGL1 geninin sessizlestiriimesini saglamasi planlanan siRNA'yi
olusturacak asagidaki oligonukleotid dizisi, Ambion internet sitesindeki

(http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) ara¢ kullanilarak tasarlandi:

Anlamli oligonukleotid:

5'-GATCC GCCACAACGAGTTGTATTA TTCAAGAGA
TAATACAACTCGTTGTGGCTT A-3'

Anlamsiz oligonukleotid:

5'-AGCTT AAGCCACAACGAGTTGTATTA TCTCTTGAA
TAATACAACTCGTTGTGGC G-3'
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3.9 Oligoniikleotidlerin Eglestiriimesi

Asagida haritasi  verilen ve hicrelerin  siRNA  kalibiyla  kararli
transfeksiyonunda kullanilacak olan pSilencer™4.1-CMV Neo plazmidinin (Ambion
5779) kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde, plazmid kiti icerisinden ¢ikan DNA
‘Annealing” Cozeltisi kullanilarak oligonukleotidlerin “annealing”i gerceklestirildi (gift

iplikli hale gelmesi saglandi).

Reaksiyon tupu:

2 pL anlamli oligonukleotid
2 uL anlamsiz oligonukleotid
46 uL 1 X DNA “Annealing” Sollsyonu

Karisim (¢ dakika 90°C’de bekletildi, daha sonra 37°C’ye sogutuldu ve bu
sicaklikta bir saat inktbe edildi.

Agaroz jel elektroforeziyle (%2) reaksiyon sonucu kontrol edildi.

3.10 Sa¢ Tokasi Seklindeki siRNA Kalibinin pSilencer™4.1-CMV Neo

Plazmidine Eklenmesi
pSilencer™4.1-CMV Neo plazmid kiti kullanma kilavuzunda o6nerildigi bicimde,

“annealing” reaksiyonundan alinan 5uL shRNA kalip DNA'’s1, 45 uL suyla seyreltildi.

Daha sonra asagidaki reaksiyon tupleri olusturuldu:
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Tablo 6: Ligasyon reaksiyonu karigimi.

Eklenti (+) Eklenti (-)
1 uL siRNA kalibi 1 uL DNA annealing sollsyonu
6 uL su 6 UL su

1uL 10X T4 reaksiyon tamponu
(Ambion 2134)

1 uL vektor

1 uL T4 ligaz (Ambion 2134)

1uL 10X T4 reaksiyon tamponu
(Ambion 2134)

1 uL vektor

1 uL T4 ligaz (Ambion 2134)

Reaksiyon tipleri li¢ saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, 65°C’de 15
dakika bekletilerek T4 ligaz (Ambion 2134) enzimi inaktive edildi.

(4758)
Sspl (4762
{1}

SV40 Promotiri

Papal (4432)
4411)
(4375)

Neomisin

(3581) aiaa

Mrul {3563)
{3524)
SVao pA
{3275)
Sspl (3272)
{3254)
Ampisilin

(2333
|2304d)

CMV Promaotarii: 517-1118
SV40 pA sinyali: 400-462
SV40 Promotari: 4411-4758
Meomisin: 3581-4375

SV40 pA sinyali: 3275-3524
Ampisilin : 2394-3254

ColE1 orijini: 1448-2333

pSilencer 4.1-CMV neo

SV40 pA
Himdll| [48%)
siRMNA
BamH| {315)

{517}

CMV Promotornii

EcoR1{1119)
[1118)

{1448}

ColE1 orijini

Sekil 9: pSilencer4.1 CMV neo vektor haritasi.
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Eklentinin vektére baglanmasiyla olusan plazmid pSilV1 olarak adlandiriidi.

Reaksiyon sonucu %1 agaroz jel elektroforeziyle dederlendirildi.
3.11 E. coli Bakterilerinin pSilV1 Plazmidi ile Transformasyonu

E. coli bakterileri Ek 3’te belirtilen protokol kullanilarak transforme edildi ve

asagidaki sekilde hazirlanan petri kaplarindaki LB agara ekim yapildi.

100 pg/mL ampisilin (

100 pg/mL ampisilin
(+)

pSilencer™4.1-CMV
Neo + eklenti (1:100
dilue)

100 pg/mL ampisilin (+ 100 pg/mL ampisilin (+

pSilencer™4.1-CMV

Neo + eklenti Kontrol

Kontrol (1:100
seyreltilmigi

Ampisilin (-) Ampisilin (-)

Ampisilin (-) Ampisilin (-)
pSilencer™4.1-CMV Kontrol Kontrol (1:100
Neo + insert (1:100

dilue)

pSilencer™4.1-CMV
Neo + eklenti

seyreltilmig)

Sekil 10: E. coli bakterilerinin eklenti iceren pSilV1 plazmidi ile transformasyonu
deneyi.

Kiltirler bir gece 37°C’de inklibe edildi. Daha sonra pSilV1 plazmidiyle
karsilagan E.coli bakterilerinin, sivi kultur hacminin 1:100 seyreltilerek ekilmesiyle
olusturduklari tek koloni alinarak 100 pug/mL ampisilin iceren 30 mL sivi LB besi

yerine aktarildi ve bu koloniyle maksipreparasyon basglatildi.

40



3.12 pSilv1 ile Transforme Olan E. coli Bakterilerinden Plazmid

izolasyonu

Sirasiyla maksipreparasyon, minipreparasyon ve PEG ¢oktirme yontemleri
uygulanarak transforme E.coli bakterilerinden, VANGL1 geni i¢in siRNA kalibi iceren
pSilV1 plazmid izolasyonu yapildi.

Sonugta elde edilen plazmid DNA’sinin 1:100 seyreltme sonrasi absorbans
degerleri olculdu. Elde edilen plazmid DNA’sina BamHI ve Hindlll (Sigma R1137)
restriksiyon enzim kesimi uygulanarak %1 agaroz jel elektroforeziyle degerlendirildi.

Hindlll restriksiyon enzimi reaksiyon karisimi:

DNA 10 L
HindlIl (10000 IU) 1 pL
10X Tampon 10 L
dH,0 79 uL
Toplam 100 pL
BamHI restriksiyon enzimi reaksiyon karigimi:

pSV-B-gal 10 L
BamHI (5000 IU) 1 puL
10X Tampon 10 L
dH,0 79 yL
Toplam 100 pL

37°C’de iki saat inkiibasyon sonrasi 65°C’de 20 dakika enzim inaktivasyonu

yapildi.
3.13 Maksipreparasyon Sonrasi Elde Edilen Plazmidin Dizi Analizi
Uretici firmanin dizi analizi icin onerdigi primerler kullanilarak asagidaki
kosullarda, maksipreparasyon sonrasi elde edilen plazmid DNA’s1yla PCR kuruldu.
ileri primer:

5-AGGCGATTAAGTTGGGTA-3'

Geri primer:
5'-CGGTAGGCGTGTACGGTG-3'
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Tablo 7: Plazmid dizi analizi i¢in kurulan PCR profili.

Reaksiyon Karisimi Son Konantrasyon | Sicaklk Profili

dNTP 0.5 uL 200 uM 95°C 5 dak

MgCl, 25l 1.5 mM 95°C 30 sn

10X Tampon 2.5 uL 1X 58°C 30 sn 30 dongu
Primer R 0.5 uL 5 pmol 72°C 45 sn

Primer F 0.5 uL 5 pmol 72°C 5 dak

Plazmid DNA (stok: 0.5 uL 50 ng/uL

150 pg/mL)

Taq Polimeraz (5U) 0.5 yL 2.5 Unite

dH,0 17.5 uL

Reaksiyon sonucunda 245 bp lik bir Grun elde edildi ve %2 agaroz jel
elektroforeziyle degerlendirildi.
PCR drunt daha sonra dizi analizi i¢cin Guney Kore’deki Macrogen

(www.macrogen.com) firmasina gonderildi.

3.14 Hucrelerin pSilV1 Plazmidi ile Transfeksiyonu

Maksipreparasyon sonucu elde edilen VANGL1 geni igin siRNA kalibini iceren
pSilV1 plazmidi kullanilarak Hep G2 hucreleri transfekte edildi.

Hiicreler 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 10cm’lik hiicre kiltiirii kaplarina ekildi.
Hucre kultaru kaplarina 10 mL ortam konuldu.

Deney asagidaki gibi planlandi:

3 . Somon testis
Pozitif kontrol Kontrol vektor DNA'’sI

pSilencer
GAPDH

Sekil 11: Transfeksiyon deneyinin kurulumu.
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Her bir kosul icin G¢ ayr kalttr kuruldu. Kontrol vektoru olarak pSilencer™4.1-
CMV Neo plazmid kiti iceriginde bulunan ve bilinen higbir insan genini baskilamayan
bir nukleotid dizisi igeren vektor, pozitif kontrol olarak da, yine kit igerisinden ¢ikan ve
GAPDH genini baskilayan eklentiyi iceren, vektor kullanildi.

Kalturler kurulduktan 24 saat sonra transfeksiyon gerceklestirildi.

Transfeksiyon igin deney grubunda ve somon testis DNA’s1 grubunda kultur
kabi basina 5 pg DNA kullanildi. Kontrol vektor grubunda ise 6rnek miktari ¢ok az
oldugu igin kap basina 0.5 ug DNA kullanildi.

Tfx™50 reaktifi: DNA iyonik yUk orani 2:1 alindi.

Transfeksiyondan 48 saat sonra hicreler uygun miktarlarda G418 iceren
(1000 pg/mL) ortama alindilar.

Iki hafta boyunca iki giinde bir ortamlari degistirilerek izlenen kultirlerde
transfekte olmayan hucreler 6lurken transfekte olan hicreler koloniler olusturmaya
basladi. Segici ortama gegcildikten sonraki 17. ginde bos hicreler ve somon testis
DNA’sI ile transfekte olan hicrelerin olusturdugu kontrol gruplarindaki tim hcreler
Olmustu. Bunun Uzerine bu kulturler atildi. Ondokuzuncu gunde, eklentiyi iceren ve
kontrol plazmidiyle transfekte olan hucrelerin olusturdugu kolonilerin yeterince
blyudugune karar verilerek, koloni secimine gidildi. Bu asamada Sigma Aldrich
marka 3 mm c¢apli klonlama diskleri (Sigma F37847-0001) kullanildi. Koloni
segiminde Uretici firmanin 6nerdigi yontemden yaralanildi.

1. Segilecek koloniler ters bakigli mikroskopta isaretlendi.

2. Hucre kiltart ortami uzaklastirildi ve hucreler PBS ile yikandi.

3. Klonlama diskleri Tripsin solUsyonuna batirildi ve isaretlenmis kolonilerin

Uzerine birakildi.

4. 5-7 dakika tripsinizasyonun tamamlanmasi igin beklendi.

5. Bu surede 24 kuyucuklu hdcre kiltiri kabina (TPP 92024) ortam

eklenerek hazirlik yapildi.

6. Sure sonunda diskler steril pensetle toplanarak her bir disk bir kuyucuga

yerlesecek sekilde koyuldu.

Secilmis olan koloniler bu yontemle toplandiktan sonra koloniler her gun ters
bakigli mikroskop ile izlendi. Yeterli hlcre yogunluguna ulagan Kkoloniler,
tripsinlenerek, oniki kuyucuklu hdcre kaltira kabina (TPP 92012) ve daha sonra da
ardisik bir bicimde, 6nce alti kuyucuklu hucre kulturt kabina (TPP 92006) ve son
olarak da 10 cm capli kultar kaplarina (Corning Costar 430167) pasajlandi.
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10 cm caph kiltar kabinda yeterli yogunluga ulasan hucreler tripsinlendikten
sonra ikiye bolundu. Yarisi donduruldu, diger yarisi da ikiye bolunerek hucre
kaltirine devam edildi. Bu iki ayri kultir kabindaki hicreler sirasiyla RNA ve protein

izolasyonu amaci ile kullanildi.

3.15 Motilite ve invazyon Deneylerinin Optimizasyonu

Bu asamada, HepG2 hucrelerinin VANGL1 geninin baskilanmasi sonucu
motilite ve invazyon davranislarinda ortaya c¢ikacak farkhliklarin belirlenmesi
amaciyla kurulacak deneylerin ka¢ hucre ile yapilacagi optimize edildi. Motilite
deneyleri 8.0 mikron gbézenek c¢apli BD BioCoat kontrol insertlerinde (Katalog no:
354578), invazyon deneyleri ise 8.0 mikron gézenek ¢apli BD BioCoat BD Matrigel™
invazyon odaciklarinda (Katalog no: 354483) gerceklestirildi.

Her iki deney de paralel kuruldu ve deneylerin baslangicindan bir gece dnce,
%70 yogunluktaki hlcreler serum igcermeyen hucre kultiri ortamina alinarak ag
birakildi. Ertesi sabah tripsinlenerek kaldirilan hacreler, kuyucuk basina 5000, 20
000, 50 000 ve 125 000 hucre/500 pL %2 FBS igeren hucre kultiri ortami olacak
sekilde, gruplanarak kuyucuklara ekildi. Her bir hiicre sayisi igin iki kuyucuk kullanildi.
Pozitif kontrol olarak, HCC hicreleri igin bir kemoatraktan olan hepatosit biyime

faktora (HGF) eklenmis ortamdaki hucreler kullanildi.
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hicre
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Sekil 12: Motilite ve invazyon deneylerinin kurulumu.

500uL hucre

500uL hicre slispansiyonu

suspansiyonu

750uL hucre
kaltard ortami
HGF (+)

750uL hucre
kaltara ortami

Sekil 13: Motilite ve invazyon odaciklarinin yandan gérunumu.

Deneyler kurulduktan 24 ve 48 saat sonra kulturler sona erdirildi ve Diff-Quik®
(Dade Behring B4132-1) boya seti kullanilarak boyandi. Boyama sonrasi ters bakisli
mikroskopta, 20X blyutmede, ya membranin tamaminda ya da her membrandan
rasgele secilen 10 alanda hucre sayimi yapildi.

Optimizasyon sonrasi ana deneyler, motilite i¢cin 50000 hucre/500 L,

invazyon icinse 100000 hlicre/500 pL konsantrasyonda hucre ile kuruldu ve 48 saatte
sonlandirildi.
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3.16 Hiicre Dongiusu Analizi

VANGL1 geninin siRNA ile sessizlegtiriimesinin hucrelerin proliferasyon
Ozellikleri Uzerine etkisi olup olmadigini gostermek Uzere Beckman Coulter Epics
XL.MCL akim sitometresi cihazi ile hicre déngusu analizi yapildi. Deney, propidyum
iyodid (Pl) boyama yontemine dayali DNA-Prep Coulter®Reagents kiti (Katalog No:
PN 6607055) ile uygulandi. Tripsinlenerek kaldirildiktan sonra 500 yL PBS tamponu
icerisinde, yogunlugu 1x10° hiicre/mL olacak sekilde siispanse edilen hiicrelerden
silikonize test tlplerine 100 uL alindi ve 1 mL Pl eklenerek 6-8 saniye vortekslendi.
Uzerine 1 mL daha PI eklendi ve tekrar vortekslenerek 20 dakika +4°C’da bekletildi.
inkiibasyon sonrasi yarim saat icerisinde hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi 488 nm
dalga boyunda, her bir dérnek icin toplam 20000 hicre sayilarak gergeklestirildi.

46



4. BULGULAR
4.1 HCC Hiicrelerinden RNA izolasyonu

Elde edilen RNA drneklerinin spektrofotometrik degerlendirmeleri Tablo 8'de
gorulmektedir. RNA ornekleri yatay jel elektroforeziyle degerlendirildi (Sekil 14).

SW480 ve K562 hucre dizileri pozitif kontrol olarak kullanildi.

Tablo 8: Pozitif kontrol hiicre dizileri ve HCC hucre dizilerinden elde edilen RNA

orneklerinin spektrofotometrik sonugclari.

Ornek A260 A280 Oran Konsantrasyon (ug/mL)
SW480 0,652 0,313 2,083 1043
K562 0,926 0,439 2,109 740
SK Hep1 0,860 0,389 2,210 688
Hep G2 0,302 0,137 2,204 241
Hep 3B 0,448 0,198 2,262 358
i
o
v 8 O 8 2
8 = & & v o o
N n o[ L n N — <
28S RNA
- e —

+<—— 18SRNA

Sekil 14: Bazi orneklere ait RNA’larin %1.5 agaroz jel gérunuma.

4.2 HCC Hucre Dizilerinde VANGL1 Ekspresyonu Analiz Sonuglari

Hep G2, Hep3B ve SK Hep 1 HCC hicre dizilerinden elde edilen RNA ile
kurulan RT-PCR reaksiyonu sonrasi, her ¢ hicre dizisinde de VANGLA1

ekspresyonu saptandi (sekil 15). SW 480 ve K562 hucreleri pozitif kontrol olarak
kullanildi.
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Sekil 15: Hucre dizilerinin VANGL1 ekspresyonu. (M: Marker (HyperLadder V))

RT—PCR sonrasinda ekspresyon varligi gergcek zamanh PCR yontemi ile de
dogrulandi ve tek renkli relatif kantifikasyon yapildi (tablo 9). Relatif kantifikasyon
sonucunda en yuksek VANGL1 ekspresyonu HepG2 hucrelerinde goruldigu igin bu

asamadan sonra arastirmaya HEPG2 hicre dizisiyle devam edildi.

Tablo 9: Gergcek zamanlh PCR ile hucre dizilerindeki VANGL1 ekspresyonu
dizeylerinin relatif kantifikasyon sonuglari (Cp: Gegis noktasi. Reaksiyondaki
amplifiye olmus DNA kopya sayisinin esik degerini gectigi dongu sayisi).
Konsantrasyon orani, hucrelerdeki VANGL1 ekspresyonunu - aktin dizeylerine
gore; normallegtiriimis oran ise referans olarak alinan (burada K562 hucre dizisi)

hlcre dizisindeki VANGL1 ekspresyonuna gére hesaplandi.

Ornek Ortanca Cp Konsantrasyon Orani  Normallestirilmisg Oran
K 562 19.48 0.78 1.00
Hep 3B 21.98 0.57 0.74
SK Hep 1 19.52 1.57 2.02
Hep G2 18.88 2.33 2.99

4.3 Transfeksiyon Optimizasyonu

Sac tokasi seklindeki siRNA molekulinin sentezini saglayacak DNA dizisinin
HCC hucrelerine transfekte edilmesi planlandigindan, HCC hucrelerinin

transfeksiyonunda kullanilacak yontem optimize edildi.

4.3.1 Antibiyotikle Hiicre Olimii Edrisi:
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siRNA kalibi ile transfekte olan hucrelerin secilmesinde kullanilacak G418
antibiyotiginin, transfekte olmayan hucreleri hangi konsantrasyonda oldurdigu
Transfekte hucrelerin secilimi icin G418'in 14 gin slreyle 1000 ug/mL
konsantrasyonda kullaniimasina karar verildi.

Hep G2 Antibiyotik Hiicre Oliim Egrisi

__120%
9
=t 100% 1 —e— 0 pg/mL
1o
S 80% - —=— 500 ug/mL
c
o 60% - 650 pg/mL
>c3 40% | 750 pg/mL
()
S 20% - —x— 1000 pg/mL
I

0%

1.gin 3. 5. 7. 9. 11. 13. 15
gin gin gin gin gin gin gun

Giinler

Sekil 16: Hep G2 hucrelerinin G418 antibiyotigi ile hlicre 6lum egrisi.

4.3.2 Plazmid Izolasyon Kiti Kullanilarak Plazmid Elde Edilmesi:

Macherey-Nagel NucleoSpin®Plasmid plazmid izolasyon kiti kullanilarak elde
edilen pSV-B-Gal plazmid DNA’sinin absorbans degerleri:

Aoeo Aogo Oran Konsantrasyon

0.025 0.013 1.923 125 pg/mL

Plazmid DNA’sina EcoRI ve BamHlI ile restriksiyon enzim kesimi uygulandi ve

%1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Jel elektroforezinde plazmidin butunlagu

bozulmadan izole edildigi goruldu.
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5000 bp 6821 bp cembersel ve lineer pSV-B-Gal

—
3500bp —» B pSV-B-Gal plazmidinin

EcoR1 ile kesilince olusan
iki pargasil.

3
3

Sekil 17: pSV-B-Gal plazmid DNA’sinin restriksiyon enzimi kesim sonuglari. (M:
Marker (HyperLadder Ill) , K: Kontrol, B: Bam HI, E: EcoRI)

4.3.3 Transfeksiyonda Kullanilacak Hticre Sayisinin Optimizasyonu:

pSV-B-Gal plazmidi kullanilarak, transfeksiyon icin optimum hicre sayisi
belirlendi (Tablo 10). Optimizasyon sonrasi en fazla hudcrenin, 1x10° hiicre/mL
yogunlukta transfekte oldugu goruldi ve transfeksiyonun bu miktarda hicre

kullanilarak yapilmasina karar verildi.
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Tablo 10: Hep G2 hiucrelerinin pSV-B-Gal plazmidi ile transfeksiyonu sonucu

transfekte olan hicre sayilari.

Hucre kaltaru Hucre sayisi B -Gal (+) boyanan hlcre

kabi (htcre/mL) sayIsl

1 4x10° 1
1x10* 1
4x10* 6
1x10° 10
4x10° 6
1x10° 1

2 4x10° 0
1x10* 5
4x10* 5
1x10° 8
4x10° 4
1x10° 4

3 4x10° 0
1x10* 1
4x10*
1x10° 13
4x10°
1x10°

4.3.4 Plazmid izolasyon kiti ile elde edilen DNA’nin transfeksiyon etkinliginin
belirlenmesi:

Macherey-Nagel NucleoSpin®Plasmid izolasyon kiti kullanilarak elde edilen
pSV-B-Gal plazmidi ile HepG2 hicrelerinin transfeksiyonunda, optimizasyon
deneylerinde c¢ok az sayida huicrenin transfekte olmasi nedeniyle, plazmidin
transfeksiyon etkinliginin incelenmesine karar verildi. Bu amagla, transfeksiyon

etkinligi yuksek oldugu bilinen manuel yontemle izole edilmis baska bir pSV-p-Gal
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plazmid DNA’si ile izolasyon kiti kullanilarak elde edilen plazmid DNA’si

kargilastirildi.

Tablo 11: Hep G2 hucrelerinin plazmid izolasyon kiti ile elde edilen pSV-B-Gal
DNA’sI ve kontrol pSV-B-Gal DNA'si ile transfeksiyon sonuglari.

Huicre Grubu X-gal boyama sonucu

Hep G2 (-) kontrol Boyanma yok

Hep G2 (kit ile elde edilen Boyanma yok

plazmidle transfekte)

Hep G2 (kontrol plazmidi  Tum kuyucukta 454 hucre X-gal (+)

ile transfekte)

Sonugta hem izole edilen DNA'nin transfeksiyon kalitesinde olamamasi hem
de c¢cok miktarda bakteri ile calisiimasina izin vermemesi nedeniyle plazmid
izolasyonunda kit kullaniimasindan vazgecildi ve manuel maksipreparasyon

yonteminin'">""®""" kullanilmasina karar verildi.
4.3.5 pSV-B-Gal Plazmidinin Maksipreparasyonu:

Hep G2 hucrelerinin transfeksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak pSV-3-
Gal plazmidi maksipreparasyon yodntemi ile hazirlandi. Bu amagla, E.coli hicreleri
pSV-B-Gal plazmidi ile transforme edildi ve maksipreparasyon hazirlandi. Bu

deneylerin sonugclari Ek 3’'te gorulebilir.
4.3.6 Transfeksiyon Etkinliginin Optimizasyonu:

Elde edilen veriler sonucunda HepG2 hicrelerinin transfeksiyonu igin
DNA:transfeksiyon tepkileyicisi iyonik yuk oraninin 2:1 alinmasina ve transfeksiyonda
kullanilacak DNA miktarinin 10cm’lik hicre kultlrd kabi basina 1 ug plazmid DNA’sI
olmasina karar verildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler ters bakisli

mikroskopta 10X buyutmede 10 alan belirlenerek sayildi.
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Tablo 12: Hep G2 hicrelerinin transfeksiyon optimizasyonu degerleri.

Iyonik yiik
orani

DNA miktari
(ng)

Kuyucuk
numarasi

Transfekte olan
hucre sayisi

Ortalama

2:1

4:1

0.25

0.50

0.75

1.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1

WN-=2OLON-_2WON-_2WDN

WN -2 WON-_2OON_2WN -
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59

57

136
184
127
149
141
110
265
317
197

110
143
135
271
189
137
193
179
186
247
176
231

53

149

134

260

129

199

186

218
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Transfeksiyon optimizasyonu @2:10.25 yg DNA
m2:10.50 yg DNA

300 02:10.75 ug DNA
02:11.00 pg DNA
250 - W 4:10.25 ug DNA
m4:10.50 ug DNA
200 | m 4:10.75 ug DNA

0 4:1 1.00 ug DNA

Transfekte hiicre sayisi/10 alan

150
100 -
50 -
0
Hep G2
Hicre tipi

Sekil 18: Ortalama transfekte olan hicre sayisina gore, Hep G2 transfeksiyon
optimizasyonu sonuglari. lyonik yiik oranlari ve DNA miktarlari farkli renkte

gOsterilmigtir.

4.4 siRNa Kalip Oligonukleotidin ipliklerinin Eslestirilmesi

3’ ve 5 uglarinda pSilencer 4.1 plazmidine baglanmalarini saglayacak enzim
kesim bolgeleri bulunacak sekilde, tek iplikli olarak sentezlenen eklenti
oligonukleotidleri eslestirilerek ¢ift iplikli hale getirildi. Reaksiyon sonucu %2 agaroz
jel elektroforeziyle kontrol edildi. Sonugta anlamli ve anlamsiz ipliklerin eglestigi

gorulda.
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Sekil 19: siRNA igin kalip gorevi gorecek cift iplikli hale getirilmis oligonukleotid
molekiliiniin %2 agaroz jeldeki goérintisi. (Gi: cift iplikli, S: anlamh iplik, AS:

anlamsiz iplik). Ci kuyusunda tek iplikli oligoniikleotidlerin eslestigi goriiliyor.
4.5 siRNA Kalibinin pSilencer ™4.1-CMV Neo Plazmidine Baglanmasi

Oligonukleotid ipliklerinin eglestiriimesiyle c¢ift ipilikli hale getirilen eklenti
pSilencer 4.1 plazmidine T4 ligaz enzimi ile baglandi ve reaksiyon sonucu %1 agaroz
jel elektroforeziyle degerlendirildi. Baglanmanin gergeklestigi goruldu. Elde edilen
plazmid pSilV1 olarak adlandirildi.

Sekil 20: siRNA kalibinin pSilencer™4.1-CMV Neo plazmidine baglanmasi.
Baglanma reaksiyonu sonucunda dogrusal durumdaki pSilencer vektori ¢embersel

hale geldi. (Lig: Ligasyon, K: Kontrol)
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4.6 Kompetan E. coli Bakterilerinin siRNA Kalibini igeren pSilV1 Plazmidi ile

Transformasyonu

siRNA kalibini tasiyan pSilV1 plazmidini, klonlamak ve maksipreparasyon
saglamak amaciyla kompetan E.coli igerisine inoue yontemi kullanilarak transforme

edildi. Transformasyon sonrasi petri kaplarinda bakterilerin Greme durumlari

asagidaki sekilde 6zetlenmistir.
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Sekil 21: Kompetan E. coli bakterilerinin siRNA kalibini iceren pSilV1 plazmidi ile
transformasyonundan sonra kultir sonuglari:

A: 100 pg/mL ampisilin (+), psilV1

B: 100 pg/mL ampisilin (+), pSilV1 (bakteriler 1:100 seyreltildi)

C: 100 pg/mL ampisilin (+), Kontrol plazmid

D: 100 pg/mL ampisilin (+), Kontrol plazmidi (bakteriler 1:100 seyreltildi)

E: Ampisilin (-), pSilV1

F: Ampisilin (-), pSilV1 (bakteriler 1:100 seyreltildi)

G: Ampisilin (-), Kontrol plazmidi

H: Ampisilin (-), Kontrol (bakteriler 1:100 seyreltildi)
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4.7 siRNA Kalibini igeren pSilV1 Plazmidinin Maksipreparasyonu

pSilV1 plazmidiyle transforme edilmis bakterilerin olugsturdugu kolonilerden biri
alinarak sivi LB ortaminda bakteriler ¢ogaltildi ve maksipreparasyon hazirlandi.
Maksipreparasyon sorunsuz olarak uygulandiktan sonra elde edilen plazmid

DNA'sinin absorbans degerleri asagidaki sekildeydi:

Azeo Azso Oran Konsantrasyon
0.030 0.013 2.307 150 pg/mL

Elde edilen plazmid DNA’sina BamHI ve Hindlll restriksiyon enzim kesimi
uygulanarak %1 agaroz jel elektroforeziyle degerlendirildi. Maksipreperasyon

sonucunda plazmidin, butunlugu bozulmadan elde edildigi goruldu.

M KB HK

5000 bp y ,
<+—— 4944 bp dogrusal plazmid

<+—— 4944 bp ¢cembersel plazmid

Sekil 22: Maksipreparasyon sonucunda elde edilen ve siRNA kalibini iceren pSilV1
plazmidinin %1 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirimesi. (M: Marker
(HyperLadder Ill), K: Kontrol, B: BamHlI, H: HindllIl)

4.8 Maksipreparasyon Sonucunda Elde Edilen Uriiniin DNA Dizi Analizi
pSilencer 4.1 plazmidini Uretici firma tarafindan dizi analizi i¢cin 6nerilen ileri ve

geri primerler kullanilarak kurulan PCR sonucunda 245 bp’lik bir Griin elde edildi ve

%2 agaroz jel elektroforeziyle degerlendirildi.
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Sekil 23: Maksipreperasyon sonucunda elde edilen plazmid DNA’sinin PCR

arinunun %2 agaroz jel elektroforezi goruntusu. (M: Marker (HyperLadder V), U:
PCR drunu)

Reaksiyon sonucunda elde edilen urtin, Giney Kore’deki Macrogen firmasina
gonderildi ve dizi analizi orada gergeklestirildi. Dizi analizi sonucunda primer
baglanma bdlgelerinin, enzim kesim bdlgelerinin ve siRNA igin kalip gorevi gorecek

eklenti bdlgesinin okuma gergevesinin saglam oldugu bulundu.

ileri primerle yapilan dizi analizi sonucunda elde edilen anlamli iplik

oligonUkleotid sekansi:

GACGGATCCCCAGTCACGNACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTAGCG

GCCGCATACAAAAAACCAACACACAGATCCAATGAAAATAAAAGATCCTTTATTA

AGCTTAAGCCACAACGAGTTGTATTATCTCTTGAATAATACAACTCGTTGTGGCG

GATCCACGGTTCACTAAACCAGCTCTGCTTATATAGACCTCCCACCGTACACGC

Geri Primer

CTACCG
4,—_

Geri Primer
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Sekil 24: ileri primerle yapilan eklenti dizi analizi ile elde edilen histogram gériintiisi.

Geri primerle yapilan dizi analizi sonucunda elde edilen anlamsiz iplik

oligonUkleotid sekansi:

ACCGTGGATCCGCCACAACGAGTTGTATTATTCAAGAGATAATACAACTCGTTGT

GGCTTAAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTTTCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTT

GTATGCGGCCGCTAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGG

AAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCT

ileri Primer
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Sekil 25: Geri primerle yapilan eklenti dizi analizi ile elde edilen histogram gorintisu.

LAY

i

4.9 Hucrelerin pSilV1 Plazmidi ile Transfeksiyonu

Tfx™50 reaktifi kullanilarak yapilan transfeksiyon sonrasi 1000 pg/mL
genetisin iceren hicre kultiri ortaminda tutulan transfekte hucrelerin olusturdugu

kolonilerin se¢imi 19. gunde yapildi. Secilen koloniler, 24 kuyucuklu hlcre kualtura
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kaplarina, her bir kuyucukta bir koloni olacak sekilde alindi ve 1000 ug/mL G 418
iceren DMEM hucre kulturd ortaminda inkibasyona devam edilerek 10 cm’lik hicre
kultara kaplarini dolduracak kadar uremeleri saglandi. Daha sonra hucrelerin yarisi

dondurulurken yarisindan protein ve RNA izolasyonu yapildi.

Sekil 27: pSilV1 plazmidiyle transfekte olmus Hep G2 hucrelerinin olusturdugu

koloni.

4.10 Transfekte Olmus Hep G2 Hiicrelerinden RNA Elde Edilmesi

Transfekte olmus hicrelerin olusturdugu toplam 57 koloniden RNA izolasyonu

yapildi. Elde edilen RNAlarin absorbans degerleri Ek 5 ‘te yer almaktadir.

4.11 Hep G2 Kolonilerinin B-aktin ve VANGL1 Ekspresyonu ve pSilencerGAPDH
ile Transfekte Pozitif Kontrol HepG2 Huicrelerinin GAPDH Ekspresyonu

pSilV1 plazmidi ile transfeksiyon sonrasi segilen kolonilerden elde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi yapildiktan sonra B-aktin primerleri ile kurulan RT-PCR
sonrasi elde edilen reaksiyon urlnleri %2 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.

Kolonilerin ekspresyonlarinin birbirine yakin oldugu goruldu.
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Sekil 28: Hep G2 kolonilerinin B-aktin ekspresyonu. (M: Marker, 1-32 nolu 6rnekler

pSilV1 ile transfekte deney grubu, 32-43 nolu drnekler bos vektorle transfekte kontrol

grubu)

Daha sonra kolonileri VANGL1 ekspresyonu agisindan degerlendirildi. Kurulan
RT-PCR sonucunda elde edilen Urinler %2 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.
VANGL1 baskilanmasinin en yiksek dizeyde 10, 11, 13, 15 ve 16 numarali pSilV1

ile transfekte kolonilerde oldugu goéraldu.

- ORI S L A CEE R R BRI E 2 F oS SR B B R

-..--ql--l-.-lllll'#!l“--'-'--'l'--li“*--l'-llt-ir---‘-l.i‘ 179bp

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 39 40 41 42 43 38
R ————————————— e ——————— < 179 bp

Sekil 29: Hep G2 kolonilerinin VANGL1 ekspresyonu. (M: Marker 1-32 nolu érnekler
pSilV1 ile transfekte deney grubu, 33-43 nolu koloniler bog vektorle transfekte kontrol

grubu)
VANGL1 gen baskilanmasi gbézlenen 2, 10, 11, 13, 15, 16, gézlenmeyen 12,

14 ve kontrol grubundan 33 ve 34 numarali orneklerden tekrar cDNA sentezi yapildi
ve VANGL1 PCR kuruldu.
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Sekil 30: ilk PCR sonucunda VANGL1 geninin baskilandigi goriilen kolonilerin RNA
orneklerinden sentezlenen ikinci cDNA ile kurulan VANGL1 PCR sonuglari.

Ayni kolonilerden ikinci kez RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNAlardan
yeniden cDNA sentezlendi ve B- aktin ve VANGL1 PCR kuruldu. ilk reaksiyonla ayni
bulgularin elde edilmesi Uzerine Gergcek Zamanl PCR’a gegcildi.

pSilencerGAPDH ile transfekte edilmis HepG2 hucrelerinin gliseraldehid
fosfodehidrogenaz (GAPDH) ekspresyon duzeyleri de RT-PCR ile degerlendirildi ve
vektorin calistigi saptandi. Pozitif kolonilerin B- aktin ve GAPDH ekspresyon
durumunu gosterir %2 agaroz jel elektroforezi goruntuleri Ek 6 ‘da gorulebilir.

Gergek Zamanli PCR’da, geleneksel PCR ile gen sessizlesmesi gozlenen iki
ve 16 numarali ornekler ile 40 numaral kontrol grubu o6rnegi, hi¢ vektorle
karsilasmamis atasal hicre 6rnegi ile karsilastirildi. Sonugta 16 numaral 6érnekte

%61 dizeyinde gen sessizlestiriimesinin saglandigi goézlendi.

Tablo 13: Gergek Zamanli PCR sonucunda orneklerin VANGL1 ekspresyon
dizeylerinin relatif kantifikasyonu. (Cp: Gecis noktasi. Reaksiyondaki amplifiye olmus
DNA kopya sayisinin esik dederini gectigi dongu sayisi). Konsantrasyon orani,
hicrelerdeki VANGL1 ekspresyonunu (- aktin duzeylerine gore; normallestirilmis
oran ise referans olarak alinan (burada atasal HepG2 hucre dizisi) hicre dizisindeki

VANGL1 ekspresyonuna gore hesaplandi.

Ornek Ortanca Cp Konsantrasyon Orani Normallestirilmis Oran
Atasal Hep G2 20.19 0.70 1.00
2 nolu koloni 23.00 0.76 1.08
16 nolu koloni 23.00 0.28 0.39
40 nolu koloni 20.10 1.86 2.65
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Gercek Zamanli PCR sonrasinda western blotlama ile VANGLA

ekspresyonunun baskilandigi gosterildi:

SW480  HepG2 2 16 pSil HL60

Sekil 30: pSilV1 ile transfekte 2 ve 16 nolu koloniler, bos vektorle transfekte 40 nolu

koloni ve negatif kontrol olarak kullanilan HL60 promiyelositik [6semi hlcre dizilerinin

VANGL1 ekspresyonlarinin western blotla gdsterilmesi.

4.12 Motilite ve invazyon Deneylerinin Optimizasyonu

siRNA ileVANGL1 baskilanmasinin hiicre motilite ve invazyonu Uzerine olasi
etkisini incelemek Uzere hazirlanan Boyden odacik deneyi 24 ve 48 saatte
degerlendirildi. Deneyin 125000 hucre/kuyucuk kosuluyla kurulan kismi, baslangig
kulturindeki hicre sayisi deneyi tim kosullariyla kurmaya yetmedigi i¢in yalnizca 48

saatlik inkibasyon sonrasinda degerlendirildi.

HepG2 invazyon Optimizasyonu

1200
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Hicre sayisi
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HepG2 invazyon Optimizasyonu Kath Degisim
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HepG2 Motilite Optimizasyonu Katlh Degisim

2 — | | @24 saat hgdf -
B 24 saat hgf +
0O 48 saat hgdf -
0 48 saat hgf +

Hareker eden hiicre sayisindaki
degisim
()]

5000 ‘ 20000 ‘ 50000 ‘ 125000

Huicre sayisi

Sekil 31: HepG2 hicrelerinin invazyon (A, B) ve motilite (C,D) optimizasyonu. B ve
D grafiklerinde Y eksenindeki de@erler, hicre dizilerinde hepatosit buyume faktorune
(HGF) yanit olarak hareket eden hucre sayilarinin ortamda HGF yokken hareket

eden hucrelere gére oranini vermektedir.

Elde edilen verilere gore, gerek 20000 gerekse 50000 hucre/kuyucuk
kosulunda kurulan motilite deneylerinde HGF uyariimasi ile gé¢ eden hicre
sayisinda 24 saatlik ve 48 saatlik inklibasyon sureleri sonunda iki kathk artis
saptanmigstir. 20000 hicre/kuyucuk kullanildijinda 24 ve 48 saatte gé¢ eden hiicre
sayisi birbirine yakindir. 50000 hucre/kuyucuk ile kurulan deneylerde ise HGF
uyarimi varhginda ve yoklugunda, 48. saatte 24. saate gOre daha c¢ok hucre gog¢
etmistir.

invazyon deneyleri, 20000 hiicre/kuyucuk ile kuruldugunda 24. saatte HGF
varliginda ve yoklugunda degerlendirilebilecek sayida hucre invazyonu
gerceklesmemistir. 50000 hucre/kuyucuk ile kurulan invazyon deneyinde ise HGF
uyarilmasi ile invaze olan hicre sayisinda 24. saatte 10 kat, 48. saatte de 20 katlk
artis gézlenmigtir. Motilite ve invazyon kuyucuklarina 125000 hlcre ekleyerek yapilan
deneylerde, hareket eden hlcre sayisinda degisiklik olmamasina ragmen invazyon
yapan hucre sayisinda, HGF uyarimi ile azalma saptanmigtir. Motilite ve invazyon
deneylerinde hucreler kuyucuklara 500 pyL hacim igerisinde eklendiklerinden 125000

hicre/kuyucuk kullanilarak yapilan deneylerde ortam hacmi/hlicre sayisi orani ¢ok
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disuk oldugu icin hicrelerin invaziv yeteneklerini yeterli olarak gosteremedikleri
disundlmustir. Bu nedenle asil deneylerin motilite icin 50000 hucre/kuyucuk,
invazyon iginse 100000 hacre/kuyucuk ile kurulmasina ve deneyin 48 saatte

sonlandiriimasina karar verilmistir.

4.13 Motilite ve invazyon Deneyleri

Yapilan optimizasyonlarin ardindan, siRNA ile VANGL1 genleri sessizlestirilen
HepG2 hdicrelerinde, bu sessizlestirmenin sonucunda, motilite ve invazyon
Ozelliklerinde ortaya cikabilecek degisiklikleri degerlendirmek Uzere, pSilencer 4.1
vektorl ile hi¢ karsilasmamis HepG2 atasal hacreleri, anti-LPP2 monoklonal
antikoruna maruz birakilarak (%2 FBS iceren DMEM hucre kulturt ortaminda 1:200
seyreltme ile 37°C’da 15 dakika inkiibasyon sonucunda) Vangl1 proteini baskilanmig
HepG2 atasal hucreleri, pSilV1 ile transfekte 2 ve 16 numarali koloniler ve bos
vektorle transfekte 40 numarali koloni ile motilite ve invazyon deneyleri kuruldu.
Motilite igin kuyucuk bagina 50000 hucre, invazyon iginse kuyucuk bagina 100000
hucre ile ekim yapildi ve deney 48 saatlik inkiibasyon sonunda degerlendirildi.

Deney sonucunda Vangl1 proteini Anti-LPP2 antikoru ile bloklanmis HepG2
hicreleri ile 2 ve 16 numarali kolonilerde hicrelerin invaziv yetenekleri atasal HepG2
hucreleri ve bos vektorle transfekte 40 numarali koloniye gore 3 kat azalmig olarak
bulundu. Tekrarlanan deneylerle bu durum dogrulandi. Hucrelerin motilite 6zellikleri
ise Anti-LPP2 ile karsilasan HepG2 hucreleri ve 2 numarali kolonide, atasal HepG2
hicrelerine ve bos vektorle transfekte koloniye goére belirgin bir degisiklik
gostermezken, pSilV1 ile transfekte 16 numarali kolonide diger hucre tiplerine gore
yaklasik iki katlk bir artis gosterdi.
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invaze olan hiicre sayisi
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Hep G2 Motilite Degisimi
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Sekil 32: Atasal HepG2, anti-LPP2 monoklonal antikoru ile karsilasmis HepG2
hacreleri, pSilV1 ile transfekte 2numarali ve 16 numarali koloniler ve bos vektorle
transfekte 40 numarali kolonideki hucreler arasinda motilite ve invazyon farkliliklari. B
ve D grafikleri hucre tipleri arasinda gézlenen invazyon ve motilite farkhliginin katl

degisimini gostermektedir.
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4.14 Hicre Dongusu Analizi

Beckman Coulter Epics XL.MCL akis sitometresi cihaziyla atasal HepG2
hdcreleri, monoklonal anti-LPP2 antikoru ile kargilagsan atasal HepG2 hucreleri,
pSilV1 plazmidi ile transfekte edilmis ve VANGL1 geni sessizlestiriimis 2 ve 16
numaral koloniler ve bos pSilencer 4.1 vektorlyle transfekte 40 numarali kolonideki

hicrelerin, hiicre dongusu analizi sonuglari agagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 14. Atasal HepG2 hicreleri, monoklonal anti-LPP2 antikoru ile karsilasan
atasal HepG2 hucreleri, pSilV1 plazmidi ile transfekte edilmis ve VANGL1 geni
sessizlestiriimis 2 ve 16 numarali koloniler ve bos pSilencer 4.1 vektoruyle transfekte
40 numarali kolonideki hucrelerin, hicre dongusu analizi sonuglari (mAb: Anti-LPP2

monoklonal antikor).

Hucre Tipi Go+Gy S fazindaki Go+M Apoptotik hiicre
fazlarindaki hiicre orani fazlarindaki orani
hiicre orani (%) hiicre orani (%)

(%) (%)
Atasal 7.7 15.6 57 -
HepG2
2 numarali 47.6 13.8 3.1 33.5
koloni

16 numarali 31.8 13.1 3.2 53.2

koloni

40 numarali 40.8 18.7 3.3 31.9
koloni

HepG2 74.2 19.0 5.2 -
+mAb
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Sekil 33: Atasal HepG2 hucreleri, monoklonal anti-LPP2 antikoru ile kargilasan
atasal HepG2 hucreleri, pSilV1 plazmidi ile transfekte edilmis ve VANGL1 geni
sessizlestiriimis 2 ve 16 numarali koloniler ve bos pSilencer 4.1 vektorlyle transfekte
40 numaral kolonideki hucrelerin, hiicre dongusu analizi akig sitometresi sonuglari.
A: Atasal HepG2 hucreleri

B: pSilV1 ile transfekte 2 numarali koloni hicreleri

C: pSilV1 ile transfekte 16 numarali koloni hticreleri

D: Bos vektorle transfekte 40 numarali koloni hicreleri

E: Anti-LPP2 monoklonal antikoru ile kargilagsmis atasal HepG2 hucreleri
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5. SONUC ve ONERILER

Klasik Wnt yolaginin, birgok gelisimsel slregte ve neoplazide énemli gbrevlere
sahip olmasinin yani sira, osteosarkom ve mesane kanseri hucrelerinin
migrasyonunu da etkiledigi  gdsterilmistir’'®''°.  Ancak, hiicre polaritesinin
dizenlenmesi ve hucre hareketliliginde asil rolu DHP yolaginin oynadigi

belirlenmistir'?°

. DHP vyolagi ilk kez, Drosophilada Fz ve Dsh’a badimli olarak
epiteliyal hucre polaritesini belirleyen bir mekanizmanin varliginin bulunmasiyla
tanimlanmistir®®. JNK (c-Jun N-terminal kinaz) ile Rho ve ROCK (Rho-iligkili kinaz) da

bu yolakta yer alr®'?"122

Omurgalilarda, gastrulasyon sirasinda hucrelerin
konverjant ekstansiyon hareketini saglayan benzer bir mekanizma bulunmustur'®,
Xenopus ve zebra baliginda DHP yolaginin aktivatord olarak  Wnt-11
gosterilmistir'’#®.  Vangl/Stb, Dvl, RhoA/ROCK ve Rac/JNK’in DHP sinyal iletiminin
ve hucre motilitesinin aktive olmasini sagladigr ¢gesitli model sistemlerde
gésterilmigtir45‘ 48, 57,74,124,125,126.

Vangl1, hlcre polaritesinde 6nemli roli olan, tetraspanin (zari doért kez
kateden) grubundan bir proteindir ve polarite degisiklikleri ile hticre hareketliliginin
degismesi beklenir. Tetraspaninler, hucre plazma zarinda, buyuk, ¢ok molekullu
kompleksler olusturan, hidrofobik yapida glikoproteinlerin olusturdugu 28 uyeli bir

protein aileSidir77‘127’128’129'130.

Transmembran bdlgeleri olduk¢a korunmustur.
Birbirlerinden farkli buyukliklerde, iki adet hicre disi bolgeleri vardir. N ve C uglari
hiicre icinde olup, oldukga kiicuktirler’’. Tetraspaninler basta birbirleriyle olmak
Uzere, aralarinda integrinler, MHC proteinleri, buylume faktdrl reseptorleri,
immunglobulinler, bagka membran proteinleri ve sinyal iletimi molekullerin de oldugu
bircok molekulle iligki kurarlar. Transmembran bolgeleri araciligiyla birbirleriyle
kurduklari kompleksler, tetraspanin agi olarak bilinen mikrodomeyn kumelerini
olusturur™. Tetraspaninler, hiicre ¢ogalmasi, polarizasyon, aktivasyon, adezyon,
migrasyon ve farklilasma gibi bircok farkli hiicre fonksiyonunda gérevlidirler'?®131:132,

Arastirmamizda HepG2 HCC hicre dizisinde Vangl1 ekspresyonunu
saptadiktan sonra, siRNA uygulayarak Vangl1'in in vitro hicre motilite ve invazyonu
Uzerine etkisini gostermeye calistik. pSilencer vektoru ile Vangl1 siRNA’s1 uygulanan
HCC hucrelerinde, Vangl1 ekspresyonunun kontrol grubuna goére %61 baskilandigi
gercek zamanli RT-PCR yodntemiyle relatif kantifikasyon uygulanarak belirlendi.

Yapilan invazyon deneylerinde, Vangl1 ekspresyonu baskilanan hudcreler, atasal ve
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bos vektor ile transfekte edilen hicrelere gore yaklasik U¢ kat daha az invaziv 6zellik
gOsteriyordu. Ancak, Vangl1 ekspresyonu baskilanan hucrelerin motilite yetenekleri
kontrol gruplarina gore yaklasik iki kat artig gosterdi. HepG2 hucre dizileriyle
tekrarlanan deneylerde elde edilen veriler, Vangl1‘in motiliteden ¢ok invazyona etkisi
oldugunu goésterdi. Bu durum, Vangl1 protein miktarinin azalmasi ile hucrelerin ECM
icerisinde ilerleyebilmeleri igin gerekli, matrisi parcalayici enzimlerin (MMPlar ve
TIMPler) ekspresyonlarinin azalmasi ile acgiklanabilir. Olasilikla, VANGL1 geninin
sessizlegtiriimesi ile hlcre zarindaki protein miktarinin azalmasi, Vangl1’in diger
tetraspaninlerle veya hicre motilitesini, adezyonunu ve migrasyonunu dizenleyen
protein kompleksleriyle olusturdugu iliskinin azalmasina yol ag¢maktadir. Vangl1
proteini azaldiginda, hicre invazyonunu baskilayici tetraspaninler serbest kalarak bu
fonksiyonlarini ortaya koyabilirler””.

Kalabis ve arkadaslarinin®, arastirmasinda da VANGL1 siRNA’sI uygulanan
barsak epitel hlcrelerinin motilite yeteneklerinin azalmamasi VANGL1’in daha ¢ok
invazyonla iligkili bir gen oldugu kanisini guglendirmektedir. Arastirmada, insan
barsak epitelindeki in vitro yara iyilesmesi modelinde Vangl1’in duzenleyici rol
oynadigini gosterilmistir. Vangl1 ekspresyonunun, kolon ve calismaya alinan
intestinal epitel hiicre dizilerinde var oldugu gosterilmistir.  intestinal mukoza
zedelenmelerinde ekspresyonu artan ve zedelenen bodlgeye hucre migrasyonunu
saglayan ITF/TFF3 proteini, Vangl1 proteinini Ser/Thr alt birimlerinden fosforiller.
Vangl?’in hucre ici yerlesimi fosforillenmenin ardindan, E-kaderin ile birlikte
bulundugu plazma zarindan, sitoplazmadaki vezikul zarlarina kaymistir. Vangl1’in
hicre Uzerindeki etkisini gostermek Gzere siRNA uygulandiginda, VANGL1 siRNA’si
uygulanan hucrelerin ITF ile uyarilmaya yanitlari kontrol grubuna goére, azalmis ancak
hicrelerin migrasyon 0Ozelligi degismemistir. Vangl1 ekspresyonu artirildiginda ise
hiicrelerin daha hizli hareket ettigi ve ITF’ye daha iyi yanit verdigi gdzlenmistir. in
vitro olusturulan yara iyilesmesi modelinde, yara kapanmasindan sonra hucrelerde
Vangl1 ekspresyonu saptanmigs ve bu ekspresyonun, hicrelerin epitel
polarizasyonunu yeniden kazanmalarini sagladigi dasuntlmustur. Elde edilen veriler,
Vangl1'in sinyal iletiminde ITF’nin asagisinda yer aldidini ve yara iyilesmesinde
gorilen hiicre migrasyonu ile iliskili oldugunu diistindiirmektedir®®.

Lee ve arkadaglari tarafindan, Vangl1’'in bir tumor metastaz baskilayicisi ve
tetraspanin olan KAI1'in C-ucuna baglandigi, mide tumoru doku ornekleri ile

metastatik potansiyeli olan kolon kanseri hicre dizilerinde ekspresyonunun arttigi
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bildirilmistir. S6z konusu calismada, KAI1 ile Vangl1 ekspresyonlari arasinda bir
dengenin oldugu, metastatik hucrelerde KAI1 ekspresyonu azalirken Vangl1
ekspresyonunun arttigi saptanmistir. Vangl1 genine antisens cDNA uygulanmasi,
KAI1’in ekspresyonunun artiriimasina kiyasla hucrelerin invaziv yeteneklerini daha
fazla azaltmistir. Ayrica Vangl1 ekspresyonu artirilan kolon kanseri hucrelerinin
fibronektine daha siki tutunduklar gdsterilmistir. Yani Vangl1’in hicrelerin adezyon
ve invazyon yetenekleri Uzerine etkisi, KAl1’den daha fazladir. Vangl1’i daha az
eksprese eden hucrelerde nm23, KiSS1, TIMP2 gibi metastaz baskilayici genlerin
ekspresyonu artmaktadir. Ayrica Vangl1’in ekspresyonunun artirilmasi hucrelerin
morfolojik dzelliklerini degistirmektedir’’. Ayni grubun yaptigi bir baska calismada,
BALB/c farelerinde olusturulan kolon kanseri modelinde, VANGL1 siRNA’si
intraven6z olarak uygulanmis ve siRNA uygulanan farelerde kontrol grubuna gore
timor boyutlar ve uzak metastaz gériilme sikhgi azalmistir’®. Her iki arastirmada
elde edilen tim bu veriler, Vangl1’in hicrelerin invazyon ve metastaz 6zellikleriyle
iligkili oldugunu ayrica plazma zarinin aktin duzenlenimini etkileyerek hucre
morfolojisini degistirdigini dusundurmektedir. Bizim g¢alismamizda da VANGLA1
geninin sessizlegtiriimesi sonucunda bahsedilen iki arastirmada da gozlendigi gibi
hicrelerin invazyon yetenekleri anlamli derecede azaldi.

Arastirmamizda, akim sitometresi ile hucre dongusu analizi yaparak atasal
HepG2 hacreleri, anti-LPP2 monoklonal antikoru ile kargilasmis atasal HepG2
hicreleri, pSilV1 ile transfekte edilerek VANGL1 geni sessizlestiriimis hicreler ile bos
vektorle transfekte edilmis hlcreler arasinda proliferasyon analizi yaptik. Analiz
sonucunda hticre gruplari arasinda, proliferasyon gdstergesi olan, S fazindaki hiicre
orani agisindan belirgin bir degisiklik bulunmamigtir. Ancak, shRNA kalibini igeren
pSilV1 ile transfekte edilmis hicreler ve bos vektorle transfekte hlicrelerde apoptotik
hicre oraninin artigi gézlenmistir. Bu artis bos vektorle transfekte hucrelerde de
g6zlenmekte fakat Anti-LPP2 monoklonal antikoru ile karsilasmis hicrelerde
saptanmamaktadir. Apoptotik hicre oranindaki artisin  VANGL1 geninin
sessizlestiriimesinden ¢ok, pSilencer 4.1 vektorinun HepG2 hucrelerindeki
ekspresyonundan kaynaklandigi dusuntlmastir. Direkt olarak siRNA'lar ile gegici
transfeksiyon yapilarak (ekspresyon vektdrine gerek duyulmaz) ya da apoptoza
neden olmadigi bilinen bir bagka vektorle transfeksiyon ile VANGLA
sessizlestiriimesinin hicre gogalmasinda yol agabilecegi degisiklikler daha net olarak

ortaya konabilir.
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Vangl1’in baskilanmasi yoluyla kanser hucrelerinin invazyon yeteneklerinin
azalmasi, ayni zamanda, Vangl1’in kanser tedavisinde yeni bir hedef olma olasihgini
da artirmaktadir. Bu durum, bilinen etkin bir tedavisi olmayan HCC igin bir umut
kaynagidir.

Arastirma sonucunda elde edilen verilerimiz, bundan sonrasi i¢in planlanacak
yeni projeleri beraberinde getirmektedir. Vangl1’in invazyonda etkisi olan matris
metalloproteinazlar ve invazyon ve/veya migrasyonla ilintili diger molekuller ile
iliskisinin aydinlatiimasi, maya-iki hibrid, faj sunumu ve benzeri yontemlerle, baglantili
olabilecek aday protein ve genlerin belirlenmesi, hicre iskeleti ile iligkisinin olup
olmadiginin ortaya konmasi bunlardan bazilarndir.

Arastirmamizda, VANGL1 geni literatirde Onerilenin aksine sadece bir shRNA
molekull ile sessizlestiriimeye calisiimistir. Bu durum, literatirde belirtildigi sekilde
ekspresyon inhibisyonu yuzdesinin disuk olmasina neden olmugsa da baskilanma
orani tatminkar dlzeydedir ve elde ettigimiz verilere etkisinin oldugu
dusunulmemektedir. Yine de literatire uygunluk ve elde edilen verilerin
desteklenmesi agisindan, ikinci ve agtiinct shRNA molekdulleri ile gen sessizlestirmesi

planlanmaktadir.
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Ek 1 Hiicre Dizilerinin Ozellikleri (ATCC’den 6zetlenerek uyarlanmistir)
(www.atcc.org)

Hep G2
Biyoguvenlik 1 Saglayici:  Wistar Ensitusu
dizeyi:
Organizma: Homo sapiens Morfoloji:  Epiteliyal
Kaynak: Organ: Karaciger
Hastalik: Hepatosellller karsinom
Hucresel alpha-fetoprotein ; albumin; alpha2 macroglobulin; alpha1
Urlnler: antitrypsin; transferrin; alpha1 antichymotrypsin; haptoglobin;
ceruloplasmin; plasminogen;,complement (C4); C3 activator;
fibrinogen; alpha1 acid glycoprotein; alpha2 HS glycoprotein;
beta lipoprotein; retinol binding protein
Uygulamalar Transfeksiyona uygun
Reseptorleri insulin; insulin-benzeri buyume faktoru Il (IGF 1)

Tumér olusturma  immunitesi baskilanmis farede tiimor olusumu yok
Amelogenin: X,Y

CSF1PO: 10,11

D13S317: 9,13

D16S539: 12,13

D5S818: 11,12

D7S820: 10

F13A01: 5,7

F13B: 6,10

FESFPS: 11

LPL: 10,11

THO1: 9

TPOX: 8,9

vWA: 17

Sitogenetik Analiz: Modal kromozom sayisi = 55 (aralik = 50 - 60)
Yas: 15 yasinda ergen

DNA Profili
(STR)



Cinsiyet:
Irk:
Yorumlar:

Hep 3B

Biyoguvenlik 2 [Hucreler HEPATIT B

Duzeyi:

Organizma:

Koken:

Hucresel
urdnler:

Tamor
olusumu

DNA Profili
(STRIer):

Sitogenetik
Analiz:
Yas:
Cinsiyet:
Irk:
Yorumlar:

Erkek
Beyaz
Hepatit B virus genomuna rastlanmamis

Saglayici: Wistar EnstitlsU

icermekte]
Buyume  Yapigarak
Ozellikleri

Homo sapiens Morfoloji:  Epiteliyal

Organ: Karaciger
Hastalik: Hepatosellluler Karsinom

alpha fetoprotein; hepatitis B surface antigen (HBsAg); albumin;
alpha2 macroglobulin; alpha1 antitrypsin; transferrin;alpha1
antichymotrypsin; haptoglobin; ceruloplasmin; plasminogen;
complement (C3, C4); C3 activator; fibrinogen; alpha1 acid
glycoprotein;alpha2 HS glycoprotein; beta lipoprotein; retinol binding
protein; Gc globulin

immiin baskilanmis farede timér olusturur

Amelogenin: X
CSF1PO: 8
D13S317: 12,14
D16S539: 10
D5S818: 13
D7S820: 8,10
THO1:6,7
TPOX: 9

vWA: 17

Modal kromozom sayisi = 60

8 yasinda ¢ocuk

Erkek

Siyah

Hucre dizisi entegre hepatit B virus genomu igermekte.



SK-HEP-1

Biyoguvenlik 1

Duzeyi:

Organizma:

Koken:

TUmor
Olusumu:

DNA Profili
(STRIer):

Sitogenetik
Analiz:

Yas:
Cinsiyet:
Irk:
Yorumlar:

SW480

Biyoguvenlik 1

Duzeyi:

Saglayici: G Trempe
LJ Old
Blyume  Yapisarak
Ozellikleri:
Homo sapiens Morfoloji:  Epiteliyal

Organ: Karaciger

Doku: Assid

Hastalik: Adenokarsinom
izolasyon yili: 1971

immiin baskilanmis farede genis hiicreli karsinom olusturur
(hepatoma)

Amelogenin: X

CSF1PO: 11,12

D13S317: 8,12

D16S539: 12

D5S818: 10,13

D7S820: 8,11

THO1:7,9

TPOX: 9

vWA: 14,17

Hucre dizisi, hipotriploid dizeyde kromozom sayilarina sahip anéploid
(XX) hucrelere sahiptir. Sekiz adet marker kromozom tanimlanmistir:
del(1)(q21), der(1)t(1;2)(p36;921), ?tdic(1;12)(p36;924), ampl.t(4pter--
->4911::HSR::4q12--->4q24::HSR?::4q26--->4q35::2q15--->2pter),
13p+, 13p++, 14p+, t(14q15q), iso(14q), 199+, del(3)(p14p24), 15p+.
52 yasinda

Erkek

Beyaz

Endotel orijinli oldugu bildirilmistir.

Saglayici: A Leibovitz



Blyume  Yapisarak
Ozellikleri:

Organizma: Homo sapiens Morfoloji:  Epiteliyal

Koken: Organ: Kolon
Hastalik: Kolorektal adenokarsinom
Tumor Evresi: Dukes' tip B

Hucresel Karsinoembriyonik Antijen (CEA); keratin; TGF-beta
Uranler:

Uygulamalar: Transfeksiyon konagi
Reseptorli:  Epidermal biuyime faktort (EGF)

¥¥:Iisiyon: Human immunodeficiency virus 1 suphesi
'(I')lljmor _ immiin baskilanmig farede timar olusturur
usumu:
Onkogen: myc +; myb + ; ras +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src -
Antlen . HLA A2, B8, B17; kan grubu A; Rh+
spresyonu:
Amelogenin: X
CSF1PO: 13,14
D13S317: 12
DNA Profili ~ D165539: 13
(STRIer): D5S818: 13
D7S820: 8
THO1: 8
TPOX: 11
vWA: 16
Yas: 50 yasinda
Cinsiyet: Erkek

Irk: Beyaz



K-562

Biyoguvenlik 1 Saglayici: HT Holden
Duzeyi:
Blyume  Suspansiyon
ozellikleri:
Organizma: Homo sapiens Morfoloji: lenfoblast

Kdken: Organ: Kemik iligi
Hastalik: Kronik miyelositik [6semi (KML)

Uygulamalar: Transfeksiyon konag

Tumor . immiin baskilanmig farede timér olusturur
olusumu:
Antijen o
Ekspresyonu: CD7 (%25)
Amelogenin: X
CSF1PO: 9,10
D13S317: 8
DNA Profili D1gS539: 11,12
(STRler): D5S818: 11,12
' D7S820: 9,11
THO1: 9.3
TPOX: 8,9
vWA: 16
Yas: 53 yasinda
Cinsiyet: Digi
HL-60
Biyoguvenlik 1 Saglayici: RC Gallo
Duzeyi:
Ureme Siispansiyon
Ozellikleri:

Organizma: Homo sapiens Morfoloji:  Miyeloblastik



Koken: Organ: Periferik kan
Hastalik: Akut promiyelositik |0semi

Hucresel Forbol mristik asitle uyari sonrasi tumor necrosis factor alpha (TNF)
Uriinler:

Uygulamalar: Transfeksiyon konagi

Reseptorleri: ggmpleman
Tamor immiin baskilanmis farede timér olusturur
olusumu: (ciltaltr miyeloid tumar)
Onkogen
. myc+
ekspresyonu:
Amelogenin: X
CSF1PO: 13,14
D13S317: 8,11
DNA Profili ~ 2165939: 11
(STRIer): D5S818: 12
D7S820: 11,12
THO1: 7,8
TPOX: 8,11
vWA: 16
Yas: 36 yasinda
Cinsiyet: Digi

Irk: Beyaz



Ek 2. Hiicre Kiiltiirii Protokolleri

2.1 Hucrelerin Pasajlanmasi

Sayisal degerler 25cm?2 lik flask icerisinde Uretilen hicreler esas alinarak

verilmistir.

1.

Kaltur kabi igerisinde bulunan kultar ortami uzaklastirildi ve 3mL PBS ile

tamponu ile hucreler yikandi.

. Hicrelerin Gzerine 1.5 mL soguk (+4 °C) Tripsin sollsyonu (Biological

Industries 03-054-1B) eklendi ve 37 °C’'da 5-7 dakika bekletildikten sonra

tutunduklari yuzeyden ayrilmalari saglandi.

3. 3 mL serumlu ortam eklenerek tripsin inaktivasyonu gerceklestirildi.

4. Pipetaj islemiyle hicreler suspande hale getirildi.

5. Hucre sUspansiyonu steril tipe aktarilarak 1250 rpom’de bes dakika santrif(j

(Hettich Universal) edildi.
Supernatan uzaklastirilip, hiicre ¢okeltisi yavascga kaldirildi ve Gzerine taze
ortam eklendi.

Hucre sUspansiyonu belli oranlarda bolunerek kultir kaplarina aktarildi.

2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

1.

‘Hlcrelerin Pasajlanmasr’ protokollnun, besinci basamagindaki
santrifigasyon isleminden sonra elde edilen hicre ¢okeltisi yavas hareketlerle
vurularak kaldirildi ve Uzerine 1 mL %7.5 FBS igeren dimetil sulfoksit (DMSO)

(sigma ...) eklendi.

. Hucreler sispande edildikten sonra dondurma tuplerine aktarildi ve tip

Uzerine hucre tipi, pasaj numarasi, tarih bilgileri yazildi.

Tlpler 37°C isitilmis ve -1°C soguma saglayan buz kutusu (Nalgene 5100-
0001) igerisine konularak -80 °C dondurucuya (Sanyo Ultra Low Temperature
Freezer, MDF-43086SBT) yerlestirildi.

Bir gun sonra ornekler hucre dizileri saklama kutusuna yerlestirildi ve yerlesim

pozisyonu, kutu numarasi kaydedildi.



2.3 Dondurulmus Hiicrelerin Cozilmesi

1. -80°C dondurucudan alinan hicreler 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda
(Grant LT D6G) hizla ¢ozuldu.

Hucre sUspansiyonu Uzerine 6 mL serumlu ortam eklenerek pipetaj yapildi.
1250 rpm’de bes dakika santrifij edildi.

Supernatan uzaklastirildiktan sonra ¢okelti yavasga kaldirildi.

o & 0D

Cokelti Uzerine ortam eklenerek hudcreler suspande edildi ve kultir kabi
icerisine aktarildi.

6. Faz kontrast mikroskobunda incelenen htcreler inkUbatore kaldirildi.

2.4 Hiuicrelerin Sayimi

1. Hucre suspansiyonundan 0.2 mL alinip tzerine 0.4 mL PBS ve 0.4 mL tripan
mavisi (Biochrom AG, L6323) eklendi.

2. Karigim vortekslendi.

3. Hucre suspansiyonundan 20 pL alinarak Thoma lami (Neubauer, ILDAM)
Uzerine akatarildi

4. Isik mikroskobunda 10X’lik buyutme altinda iki sayim alanindaki toplam hucre
sayisinin ortalamasi alindi.

5. Hucre sayisinin belirlenmesi i¢in asagidaki formul kullanildi.

Hiicre sayisi/mL=Hiicre sayisi x Seyreltme katsayisi x 10*

2.5 Canli Hiicre Sayimi

Ol hicrelerin boyayi alip mikroskop altinda mavi renkli gériinmelerini esas alan

tripan mavisi boyama yontemi kullanilarak ‘Hucre Sayimi’ protokolu uygulandi.



Ek 3. Kullanilan Soltsyonlar

10X TBE

108 g TRIS baz (0.04 M)

55 g borik asit

40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

1 L’ye distile su ile tamamlanir.

5M EDTA
186.1 g disodyum EDTA (2 sulu) 1L’ye distile su ile tamalandi. pH 10 M NaOH
ile 8.0’a ayarlanir.

3M Na Asetat
408.1 g Na asetat 1 L dH,0 ile ¢ozuldu, pH 5.2 ‘ye glasiyel asetik asitle
ayarlanir.

10 mg/mL EtBr
100 mg EtBr geker ocak igerisinde tartilarak, 10 mL dH,O’da ¢ozulir.

%10 Amonyum Persulfat
1 g amonyum persulfat 1 mL’ye dH,O ile tamamlanir.

Sivi LB Ortami

10 g Tripton

5 g maya ekstresi

10 g NaCl

950 mL dH,0 ile ¢ozuldi. pH’si 5N NaOH ile 7.0’a ayarlanip toplam hacim 1
L’ye tamamlanarak otoklavlanir.

SOB Ortami

20 g tripton

5 g maya ekstresi

0.5 g NaCl

950 mL dH0 ile ¢oézuldi. 250 mM KCI ¢ozeltisinden 10 mL eklendi. Cozelti
pH’si 5N NaOH ile 7.0’a ayarlanip toplam hacim 1 L’ye tamamlanarak
otoklavlanir.

Kullanmadan hemen énce 5 mL 2M MgCl, ekleniri.

SOC Ortami

SOB ortami ile ayni sekilde hazirlanir ek olarak 20 mM Glukoz icerir. SOB
ortami otoklavlandiktan sonra 60°C’ye sogutulur. 20 mL steril 1M glukoz
¢Ozeltisi eklenir.

LB Agar
LB hazirlandiktan sonra otoklavlanmadan 6nce 15 g/L olacak sekilde agar
agar eklenir.

STE
10 mM Tris-Cl (pH 8.0),
0.1 M NaCl



1 mM EDTA (pH 8.0)

Alkalen Lizis Soltusyonu |
50 mM Glukoz

25 mM Tris-Cl (pH 8.0)

10 mM EDTA (pH 8.0)

Alkalen Lizis Solusyonu i
0.2 N NaOH (10 N stoktan taze hazirlanir)
%1 (w/v) SDS

Alkalen Lizis Soltusyonu llI
5 M K asetat, 60.0 mL
Glasiyal asetik asit, 11.5 mL
H20, 28.5 mL

%20 SDS

200 g SDS

900 mL H,O’da 68°C’ye isitilarak ¢ozilir. pH’si HCl ile 7.2'ye ayarlanir. Hacim
1L'ye tamamlanir.

TE
100 mM Tris-Cl
10 mM EDTA (pH 8.0)

1M Tris-Cl

121.1 g Tris-baz

800 mL suda ¢ozulur. pH’s1 HCl ile istenilen degere ayarlandiktan sonra hacim
1 L’ye tamamlanir.

5M LiCl
21.2 g LiCl
100 mL H,O’da ¢ozullr.

PEG-MgCl,
40 g PEG8000
100 mL 30 mM MgCI2 igerisinde ¢ozullr. 0.22 ym’lik filtreden gegirilir.

PBS (pH 7.4)

0.2 g KCI

0.2 g KH2P04

8 g NaCl

1.15 g N32HPO4

dH»0 ile 1L’ye tamamlanir.

TBS-T

10 mM Tris-Cl (pH 7.2)
%0.9 NaCl

%0.5 (v/v) Tween®20



Lizis Tamponu

10 mM Tris-Cl (pH 8.0)
150 mM NacCl

1 mM EDTA

%1 NP40

%4 25X Complete ®

10X SDS-PAGE Yurutme Tamponu
10 g SDS

30.3 g Tris-Cl (pH 8.0)

144 .1 g Glisin

dH0 ile 1L’ye tamamlanir

Towbin Transfer Tamponu
6.05 g Tris-baz

28.8 g Glisin

400 mL Metanol

4 mL %10 SDS

dH,0 ile 1L’ye tamamlanir



Ek 4. inoue yontemi ile kompetan bakteri elde edilmesi''* ve Maksipreparasyon.

Inoue Yontemi'™*:

. 37°C’da, 16-20 saat slreyle inkiibe edilmig, LB agar igeren petri kabindan

tek bir bakteri kolonisi alinarak 250 mL Erlen-Mayer icerisinde bulunan 25
mL LB bakteri kiltir ortamina ekim yapildi. Bakteri kultarG orbital
karistiricida (Gallenkamp 10X400), 37°C'de. 150 devir/dakika 6-8 saat
inkibe edildi.

inkiibasyon slresi sonunda (¢ adet 1 L hacimli Erlen-Mayere baslangig
kaltdrinden inokllasyon yapildi. Erlen- Mayerler igerisinde 250 mL SOB( )
ortami bulunmaktaydi. Birinci Erlen-Mayere baslangi¢ kalttrinden 10 mL,
ikinci Erlen-Mayere 4 mL, Uguncusune ise 2 mL eklendi. Kulturler
18°C’deabir gece karigtirilarak inklbe edildi.

Ertesi sabah bakteri kultarlerinin 600nm dalga boyundaki optik dansiteleri
(ODggo) degerlendirildi. Kdultirlerden birinin - ODgg’i  0.55’e¢ ulaginca
inkibasyon sona erdirildi ve kultur kabi buzlu su banyosuna alinarak 10
dakika bekletildi. Diger iki kulttr kabi atildi.

Hicreler santrifilj tipine alindi ve +4°C’de ve 2500g’de, 10 dakika santrifij
edildi (Sorvall RC3C Plus).

Ortam uzaklastinldi ve tip kurutma kagidi Uzerinde birka¢ dakika ters
sekilde tutularak tum sivinin uzaklagsmasi saglandi.

Hucreler 80 mL soguk Inoue transformasyon tamponu ile yeniden

suspande edildi.

7. +4°C’de ve 2500 g'de 10 dakika santrifligasyon yapildi.

8. Ortam uzaklastinldi ve tup kurutma kagidi Uzerinde birka¢ dakika ters

10.

11.

sekilde tutularak tum sivinin uzaklagsmasi saglandi.

Hicreler 20 mL soguk inoue transformasyon tamponu ile yeniden
suspande edildi.

1.5 mL steril DMSO (Sigma D2650) eklendi, tup sallanarak karigtirildi ve
10 dakika buzda bekletildi.

Hucreler, dondurma tdplerine kuglUk miktarlarda dagitilarak sivi azotta

donduruldu ve -80°C’ta saklandi.



Elde edilen kompetan E. coli hucreleri kontrol plazmidi olan pSV-3-gal plazmidi

(Promega E108) ile transforme edildi. Transformasyon igin asagidaki ydntem

kullanildr:

1. Stoktan alinan kompetan E. coli hicreleri (200 pL) buz tzerinde ¢ozuldu.

© N o 0 &

Onceden sogutulmus 15 mL santrifijj tiplerine 100uL/tip olacak sekilde
hicreler bolindu. Tuplerden biri transformasyon igin deney tupa, digeri
kontrol tipu olarak isaretlendi.

pSV-B-gal plazmid DNA’sindan 9 pg alinarak tipe eklendi. Tup hafifce
karigtirldi.

Hucreler 30 dakika buzda bekletildi.

42°C su banyosunda 45 saniye isi soku uygulandi.

iki dakika buzda bekletildi.

900 pL oda sicakliginda SOC eklendi.

Orbital karistiricida 37°C sicaklikta 225 devir/dakika hizda bir saat inkibe
edildi.

inkiibasyon siiresinin sonunda tepkimenin hacmi SOC ortamiyla 1:100
seyreltildi. Bu seyreltiimis hacimden 100 pL alinarak 1 mg ampisilin iceren
LB agarli petri kaplarina ekim yapildi. Petri kaplari bir gece 37°C'de

inkiibasyona birakildi.

10.Ertesi sabah koloniler degerlendirildi ve tarnsformasyon etkinligi

hesaplandi.

Transformasyon etkinligi (CFU/ug) = Kontrol petrisindeki CFU  x 1x106 pg x seyreltme faktori

Tablo :

Transformasyonda kullanilan Mg
DNA miktari

CFU: Koloni olugturan birim

pSV-3-Gal plazmidi ile transforme edilen kompetan E.coli bakterilerinin

transformasyon degerleri.

Petri kabi Ureme var/yok Toplam koloni sayisi
1:100 pSV-B-gal (+), amp (+) Var 236
pSV-B-gal (+), amp (+) Var 1719 (4 alan)

1:100 pSV-B-gal (-), amp (+) Yok -




pSV-B-gal (-), amp (+) Yok -
pSV-B-gal (+), amp (-) Var Sayillamayacak
pSV-B-gal (-), amp (-) Var Sayllamayacak

Transformasyon sonrasi kompetan bakterilerin transformasyon etkinligi = 25 x
10° CFU/ug olarak hesaplandi.




Sekil : Kompetan E.coli bakterilerinin pSV-B-Gal plazmidi ile transformasyonu
sonrasi kultar sonuglari:

A: pSV-B-gal (+), ampisilin (+) 1:100 seyreltme

B: pSV-B-gal (+), ampisilin (+) seyretme yok

C: pSV-B-gal (-), amp (-) seyreltme yok

D: pSV-B-gal (+), amp (-) seyreltme yok

E: pSV-B-gal (-), ampisilin (+) seyreltme yok

F: pSV-B-gal (-), ampisilin (+) 1:100 seyreltme

Maksipreparasyon

Asagidaki protokol kullanilarak transforme E. coli bakterilerinden pSV--gal

plazmid izolasyonu yapildi'®:

1. 100 pg/mL ampisilin igceren 30 mL LB sivi besi yerine, ampisilinli agarda
uretilmis transforme E. coli kolonilerinden bir adet alinarak inokulle edildi.
Klltir, bakteriler ge¢ log fazina ulagincaya kadar (ODggo: 0.6) 37°Cde 150
devir/dakika hizda calkalanarak inktbe edildi.

2. ki litrelik Erlen Mayer icerisine 100 pug/mL ampisilin iceren 500 mL LB sivi besi
yeri konuldu ve baslangi¢ kiltirinden 25 mL eklendi. Kultir, 37°Cde 150
devir/dakika hizda galkalanarak bir gece inkube edildi.

3. Kdltirden 2 mL ayrilarak mikrotlpe alindi ve +4°C’ye kaldirildi. Kiltirin kalani

santrifij tiplne alinarak 2700 g'de ve +4°C’de 15 dakika santriflj edildi.



SuUpernatan uzaklastirildi ve tip adzi acgik olarak bas asagdi tutuldu; tim sivinin
uzaklagmasi saglandi.

Bakteri ¢okelti 200 mL soguk STE solUsyonu ile tekrar karistirildi ve bir dnceki
basamakta tarif edildigi sekilde santriflj edildi. SUpernatan uzaklastiriidiktan

sonra gokelti -20°C’ye kaldirildi.

. Minipreparasyon yontemi kullanilarak daha once ayrilmig olan 2 mL ornekten

plazmid izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmide EcoRI ve BamH]I restriksiyon
enzimleri ile kesim uygulanarak %1 agaroz jelde dogru plazmidin izole edilip

edilmedigi kontrol edildi. Protokole bu sonuca gore devam edildi.

. -20°C’deki ¢okelti 5-10 dakika beklenerek oda sicakligina getirildi ve 18 mL

Alkalen Lizis Solusyonu | ile karistirildi.

Taze hazirlanmis Alkalen Lizis Soltusyonu II'den 40 mL eklendi. Tup birkag kez
karistirildi. 5-10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Soguk Alkalen Lizis Solusyonu llII'ten 20 mL eklendi, karistirildi ve 10 dakika
buzda bekletildi.

20 000 g'de ve +4°C’de 30 dakika santrifij edildi (Sorvall RC3C Plus ).
Supernatan bir 6l¢i kabina alindi ve Uzerine 0.6 kati kadar izoprapanol
eklenerek yeni bir santriflj tiplne alindi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Cokelti atildi.

10.TUp 12 000 g’de ve oda sicakhiginda 15 dakika santrifij (Sorvall RC5C Plus)

edilerek nukleik asitler ¢okturaldu.

11.Slpernatan uzaklastirildi. Cdkelti ve tupun duvarlari %70 etanol ile yikandi.

Tup birka¢ dakika bas asagi tutularak tum sivi uzaklastirildi.

12.Cokelti 3 mL pH 8.0 TE tamponu ile ¢ozuldu.
13. Polietilen glikol (PEG) kullanilarak DNA saflastirildi.

14.Restriksiyon enzim kesimi ve agaroz jel elektroforezi ile plazmid kontrol edildi.

Minipreparasyon: '®

1.

Bakteri kiltirinden 1.5 mL alindi ve +4 °C’de maksimum hizda (Eppendorf
5415 R) 30 saniye santriflij edildi. Ortam uzaklastirildi.

2. Bakteri ¢okeltisi 100 pL soguk Alkalen Lizis SollUsyonu | ile karistirildi.



10.

11.
12.

Taze hazirlanmig Alkalen Lizis Solusyonu I['den 200 pL eklendi. Tup
karigtirildi ve buz Uzerine alindi.

Soguk Alkalen Lizis Solusyonu llI'ten 150 yL eklendi. Tup karistirildi ve buz
Uzerinde bes dakika bekletildi.

+4 °C’de, maksimum hizda bes dakika santrifiij edildi. SGpernatan yeni bir tiipe
alindi.

Esit hacimde fenol:kloroform eklendi ve vortekslendi. +4 °C’de, maksimum
hizda iki dakika santrifij edildi. Sivi Ust kisim yeni bir tipe alindi.

Oda sicakhgindaki etanolden iki kisim eklenerek nukleik asitler ¢okturuldo.
Soliusyon vortekslendi ve oda sicakliginda iki dakika bekletildi.

+4 °C’de, maksimum hizda bes dakika santrifij edildi. Siipernatan
uzaklastirildi ve tap kagit havlu Gzerinde iyice kurutuldu.

1 mL %70 etanol eklendi ve tlip iyice karistirildi. +4 °C’de, maksimum hizda iki
dakika santrifij edildi.

SlUpernatan tamamen uzaklastirildi. Tlp, tamamen kuruyana dek kagit havlu
uzerinde, oda sicakliginda tutuldu.

Nukleik asitler 50 yL TE tamponuyla (pH 8.0) ¢ézuldu.

Restriksiyon enzim kesimi ve agaroz jel elektroforezi ile plazmid kontrol edildi.

Minipreparasyon sonucu elde edilen pSV-B-gal plazmid DNA’sinin absorbans

degderleri ve restriksiyon enzim kesimi sonrasi jel goruntisu asagida gosterilmistir:

Azso
0.258

5000 bp
3500 bp

Azgo Oran Konsantrasyon
0.111 2.32 12.90 pg/mL
M K B E

6821 bp cembersel ve lineer pSV-B-Gal

b
S <«— 3707 bp pSV-B-Gal plazmidinin
' 3114bb  EcoR1 le kesilince olusan

iki parcasi.



Sekil : Elde edilen pSV-B-Gal plazmid DNA’sInin restriksiyon enzimi kesim sonuglari.
(M: Marker, K: Kontrol, B: BamHlI, E: EcoRlI)

Bu sonuglara goére plazmid izolasyonunun duzgin bir sekilde yapildidi
disundldi ve maksipreparasyona devam edildi. Sorunsuz uygulanan protokol

sonrasi PEG ile DNA saflastiriimasina gegildi.

Plazmid DNA’sinin PEG ile ¢oktiiriilerek saflastiriimasi: '’

1. Maksipreparasyon ile elde edilen plazmid DNA’s1 15 mL’lik Corex tupe
alindi1 ve buz banyosunda 0°C’ye sogutuldu.

2. Soguk 5M LiCl solisyonundan 3 mL eklendi. lyice karistirildi ve +4°C’de ve
12 000 g’de 10 dakika santrifiij edildi (Sorvall RC 5C Plus).

3. Supernatan 30 mL’lik Corex tlpe alindi ve esit hacimde izopropanol
eklendi. lyice karistirildiktan sonra 12 000 g’de ve oda sicakliginda 10
dakika santriflj edilerek (Sorvall RC 5C Plus) nukleik asitler ¢okturalda.

4. Slpernatan tamamen uzaklastirildi. Cokelti ve tlpln duvarlari oda
sicakligindaki %70 etanol ile yikandi. TUp ters gevrilerek kurutuldu.

5. CoOkelti RNaz A iceren 500 pL pH 8.0 TE tampon ile ¢ézuldu, mikrotipe
alindi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

6. Bir kez fenol:kloroform ile bir kez de kloroform ile plazmid-RNaz karisimi
saflastirildi.

7. DNA standart etanol goktirme yontemiyle elde edildi.

8. Plazmid DNA'’sI 1 mL steril dH,O’da ¢dzulda ve tzerine 0.5 mL PEG-MgClI,
cozeltisi eklendi.

9. Solisyon 10 dakika oda sicakhginda bekletildi. Daha sonra oda
sicakhidinda maksimum hizda 20 dakika santriflj edildi (Eppendorf 5415
R).

10.Cokelti 0.5 mL %70 etanol ile ¢oézildu. Bes dakika maksimum hizda
santrifij edildi (Eppendorf 5415 R).

11. Etanol uzaklastirildi ve 10. basamak tekrar edildi. Bu yilkamadan sonra tup
20 dakika kapag! acik olarak tezgah Uzerinde bekletilerek tium etanolin

buharlagmasi saglandi.



12.Cokelti 500 uyL pH 8.0 TE tamponu ile ¢ozuldi. 1:100 seyreltmede

absorbanslari olguldu.

Maksipreparasyon sonrasi elde edilen pSV-B-Gal plazmid DNA’sinin
spektrofotometrik dlgiim degerleri:

Ageo Aggo Oran Konsantrasyon

0.021 0.012 1.750 105 pg/mL

Elde edilen pSV-B-gal plazmid DNA’sina BamHI| ve EcoRI restriksiyon enzim

kesimi uygulanarak, %1 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.

6821 bp cembersel ve lineer pSV-B-Gal

3707 bp pSV-B-Gal plazmidinin
3114 bp E90R1 ile kesilince olugan
iki parcasil.

5000 bp
3500 bp __»

Sekil : Maksipreparasyon ile elde edilen pSV-B-Gal plazmid DNA’sinin restriksiyon
enzimi kesim sonuglari. (M: Marker (Hyperladder Ill), K: Kontrol, B: Bam HI, E:
EcoRl)



Ek 5. Transfeksiyon sonrasi se¢gilen Hep G2 kolonilerinden elde edilen

RNA'’larin absorbans degerleri.

No Ornek A260 A280 Oran Konsantrasyon (ug/mL)
pSilv1
1 nolu kultur
kabi
1 Al 0,069 0,029 2,38 276
2 A2 0,127 0,053 2,40 508
3 A3 0,095 0,039 2,44 380
4 A4 0,122 0,050 2,44 488
5 A5 0,086 0,035 2,46 344
6 A6 0,095 0,040 2,38 380
7 Bl 0,086 0,036 2,39 344
8 B2 0,121 0,059 2,05 484
9 B3 0,074 0,032 2,31 296
10 B4 0,067 0,028 2,39 268
11 B5 0,079 0,033 2,39 316
12 B6 0,088 0,036 2,44 352
13 C1 0,093 0,039 2,38 372
14 C2 0,109 0,046 2,37 436
15 C3 0,112 0,046 2,43 448
16 C5 0,113 0,046 2,46 452
17 C6 0,130 0,054 2,41 520
18 D1 0,133 0,070 1,90 532
19 D2 0,093 0,040 2,33 372
pSilvV1
2 nolu kultur
kabi
20 Al 0,062 0,025 2,48 248
21 A2 0,083 0,033 2,52 332
22 A3 0,106 0,042 2,52 424



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48
49
50

A4
A5
A6
Bl
B2
B3
B5
B6
C1
C2
pSil (-)
(bos vektor)
Al
A2
A3
B2
B3
B4
B5
C1
C2
C3
C4
C5
D1
D2
D3
pSil (+)
GAPDH
siRNA
Al
A2
A3

0,203
0,045
0,087
0,066
0,100
0,072
0,063
0,090
0,105
0,098

0,132
0,100
0,267
0,113
0,103
0,062
0,090
0,127
0,107
0,068
0,053
0,095
0,103
0,090
0,074

0,895
0,931
0,455

0,084
0,017
0,035
0,027
0,056
0,030
0,027
0,046
0,043
0,041

0,057
0,044
0,109
0,047
0,044
0,024
0,040
0,054
0,045
0,028
0,022
0,039
0,044
0,037
0,031

0,39
0,375
0,18

2,42
2,65
2,49
2,44
1,79
2,40
2,33
1,96
2,44
2,39

2,32
2,27
2,45
2,40
2,34
2,58
2,25
2,35
2,38
2,43
2,41
2,44
2,34
2,43
2,39

2,29
2,48
2,53

812
180
348
264
400
288
252
360
420
392

528
400
1068
452
412
248
360
508
428
272
212
380
412
360
296

1074
1117
728



51
52
53
54
55
56
57

A4
A5
B1
B2
B3
B5
B6

0,96
0,748
0,611
0,871
0,947
0,851

0,77

0,394
0,303
0,2584
0,358
0,383
0,344
0,306

2,44
2,47
2,36
2,43
2,47
2,47
2,52

1152
898
733

1045

1136

1021
924



Ek 6. pSilencerGAPDH ile HepG2 Hiicrelerinde Gliseraldehid 3-fosfat
Dehidrogenaz Geninin Sessizlestiginin RT-PCR ile Gosterilmesi

pSilencer 4.1 vektdérinin dogru calistiginin gosterilmesi igin pozitif kontrol
olarak pSilencer 4.1 vektor Kkitinin igeriginde bulunan Gliseraldehid 3-fosfat
Dehidrogenaz (GAPDH) siRNA kalibi ile pSilencer 4.1 vektérii baglandi ve
maksipreparasyonla gogaltildi. Elde edilen plazmidle HepG2 hicreleri Tix™50 reakiifi
kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi hucreler 1000 pg/mL G418
iceren DMEM komple hicre kultlird ortaminda, 19 gun sure ile inklbe edildi ve bu
suirenin sonunda transfekte hicrelerin olusturdugu 10 adet koloni klonlama diskleri
kullanilarak toplandi. Toplanan koloniler 6nce 24 kuyucuklu hicre kulturd kaplarina
her bir kuyucuga bir koloni olacak sekilde alindi ve yeterli yodunluga (%70) ulastik¢a
siraslyla 12 ve 6 kuyucuklu hucre kalturt kaplarina son olarak da 10 cm ¢apli hicre
kaltdrl kabina pasajlanarak gogaltildi.

10 cm c¢apli hucre kultirt kabinda ¢ogalan hucreler ikiye bolundu yarisindan
total RNA izolasyonu yapilmak Uzere hucre kualtird surdaralirken diger yarisi
saklanmak Uzere donduruldu.

Hucrelerden RNA izolasyonu Macherey Nagel marka NucleoSpin®RNA I total
RNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi. Uretici firmanin énerdigi protokol kullanild.
Elde edilen RNA’larin absorbans degerleri Ek 5’te gorulebilir (tablonun pSil(+) kismi,
48-57 numarali koloniler). izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi Fermentas marka
RevertAid™ First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak yapildi. Sentez sirasinda
uretici firmanin 6nerdigi protokol izlendi. Sentez sonrasi elde edilen cDNA ile RT-
PCR reaksiyonu kurularak kolonilerin GAPDH ekspresyon durumlari analiz edildi.

Tum yontemler ve kullanilan sarf malzemeleri Gereg-Yontem kisminda
bulunabilir.

RT PCR’da kullanilan primerler:

GAPDH-F GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT

GAPDH-R | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA




Tablo 15: GAPDH siRNA’si ile transfekte edilen HepG2 kolonilerinin GAPDH RT-

PCR profili.
Reaksiyon Karisimi Son Konsantrasyon Sicaklik Profili
dNTP 0.5 uL 1X 95°C 5 dak
MgCI 1.5 uL 3mM 95°C 30sn
10X Tampon 2.5 uL 5mM 56°C 30sn | 19 dongu
Primer R 0.5 uL 5pmol 72°C 30sn
Primer F 0.5 uL 5pmol 72°C  10dak
cDNA 2.0 L
Taq Polimeraz 0.5 yL 2.5 Unite
Su 16 L

Urtin buyakIagi: 150 bp

RT-PCR sonucunda elde edilen reaksiyon urlnleri, %2 agaroz jel elektroforezi

ile de@erlendirildi. Sonugta 50, 55, 56 ve 57 numarali kolonilerde hticrelerin GAPDH

ekspresyonlarinin baskilandigi goézlendi ve pSilencer 4.1 vektorinin calistigi

saptandi.

'M 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

. ——— ——— — — — . 318pr_katenin

+—

150 bp GAPDH

Sekil 34: Elde edilen kolonilerin B- katenin (A) ve GAPDH (B) ekspresyonu

durumlari.



