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OZET

MCF-7 ve HepG2 hiicre kiiltiirlerinde desferoksamin’in Ndrgl mRNA varyantlan
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi

Metastaz supresor gen olarak bilinen N-myc downstream-regulated genel(Ndrgl),
prostat, kolon ve meme kanserlerinde downregiile olurken, Karaciger kanserlerinde upregiile
olmaktadir. Yapilan calismalarin sonuglart Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli
sekilde etkilendigini gostermektedir. Ndrgl geninin diizenlenmesinde transkripsiyonel,
posttranskripsiyonel ve translasyonal mekanizmalar rol almaktadir. Ndrgl gen
upregiilasyonu ile metastaz ve tiimor hiicre biiylimesi 6nemli 6l¢iide durdurulmakta ancak
bunun nasil gergeklestigi tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda biyoinformatik analiz
ile Ndrgl mRNA varyantlari i¢in spesifik primer ve problar gelistirerek, MCF-7 (Human
breast adenocarcinoma) ve HepG2 (Hepatoseliiler karsinom) hiicre hatlarinda
Desferoksaminin (DFO), 1.10 phenantrolin (PHEN) ve Trikostatin A (TSA)’nin Ndrgl
varyant dinamigini nasil etkiledigini aragtirdik. Bu amagla MCF-7 ve HepG2 hiicrelerini
uygun medyumlar igerisinde kiiltiire ettik. xCELLigence cihazi ile biiylime egrileri analizi
yapilarak uygun hiicre yogunlugunu belirledik. 96-kuyucuklu pleytlere ekilen hiicreler 24
saat boyunca 25 uM PHEN, 150 uM DFO, 500nM TSA ve bunlarin kombinasyonu ile
muamele ederek RNA’lar1 izole edildi. Elde edilen RNA’lar cDNA’ya ¢evrildi. Uygun
primerler kullanilarak Ndrgl mRNA varyantlarina kantitatif Real Time PCR yontemiyle
bakilarek relatif gen ekspresyon analizi (REST) yapildi. Referans gen olarak GAPDH alindi.
Normalizator olarak kontrol grubu kullanildi. HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinin demir
selatorleri ve TSA ile muamelesi sonucunda Ndrgl mRNA varyantlarinda anlamli (p<0,001)
artiglar oldu. HepG2 hiicrelerinin DFO ile muamelesi sonucu Ndrgl varyantl kontrole gore
3,196, Varyant2 ise 2,49 kat artis oldu. MCF-7 hiicrelerinde ise Ndrgl varyantl kontrole
grubuna gore 5,9, Varyant2 ise 10,6 kat artti. HepG2 hiicrelerinin PHEN ile muamelesi
sonucunda Ndrgl varyantl ve varyant2 artig1 birbirine yakin degerde gerceklesirken, MCF-
7 hiicrelerinin PHEN ile muamelesi sonucunda Ndrgl varyantl kontrole gére 6,03, Varyant
2’de ise 16,7 kat artti. Sonucta PHEN, DFO ve TSA'nin Ndrgl mRNA varyantlarin1 gen
ekspresyon diizeyinde regiilasyona ugrattigi gosterildi.

Osman Sahs, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Ocak-2012



ABSTRACT

Investigation of the effects of desferoxamine on Ndrgl mRNA variants in MCF-7 and
HepG2 cell lines

N-myc downstream-regualted gene (Ndrgl), also known as metastasis supressor
gene, is downregulated in prostat, colon and breast cancers whereas it is upregulated in
hepatic cancers. Results of previous studies indicate that Ndrgl is effected differently in
different cancers. Transcriptional, posttranscriptional and translational mechanisms play role
in the regulation of Ndrgl. Ndrgl gene upregulation stops the metastatis and cell growth
dramatically but this blocking is not fully understood. In this study we investigated the
effects of Desferrioxamin (DFO) which is a anticancer agent in MCF-7 (Human Breast
Adenocarcinoma) and HepG2 (Hepatocellular carcinoma) cell lines, 1.10 phenantrolin
(PHEN) and trichostatin A (TAS) on Ndrg1 variant dynamics by developing specific primers
and probs for Ndrgl mRNA variants using bioinformatic analysis. We cultured MCF-7 and
HepG2 cells in appropriate mediums. We determined the appropriate cell density by growth
curve analysis using XCELLigence. Cells which were cultured in 96-pitted culture plates
were treated with 25 uM PHEN, 150 uM DFO, 500nM TSA and combination of these for
24 hours. RNAs were then extracted. Derived RNAs were converted into cNDAs. Using
appropriate primers and Real Time PCR on Ndrgl mRNA variants, relative gen expression
analysis (REST) was performed. GAPDH was accepted as reference gene. Control group
was used as normalisator. TSA and iron chelatagent treatments of HepG2 and MCEF- cells
caused a significant increase in Ndrgl mRNa variants (p<0,001). DFO treatments of HepG2
cells caused a 3.196 fold increase in Ndrgl variantl and 2.49 fold increase in variant 2
compared to controls. DFO treatments of MCF-7 cells caused a 5.9 fold increase in Ndrgl
variantl and 10.6 fold increase in variant 2 compared to controls. PHEN treatments of
HepG2 cells caused similar increases in Ndrgl variantl and variant2 whereas PHEN
treatments of MCF-7 cells caused 6.03 fold increase in variantl and 16.7 fold increase in
variant2 compared to controls. As a conclusion PHEN, DFO and TSA were shown to
regulate Ndrgl mRNA variants at the level of gene expression.

Osman Salis, PhD Thesis
Universty of Ondokuz Mayis Samsun, January-2012
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uM Mikromolar

Aa Amino asit

ADP Adenosin difosfat

ATP Adenozin trifosfat

AZA 5-aza-2'-deoxycytidine (5-AZA-CdR, decitabine)
bHLH Bazik heliks-loop-heliks domain
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
Bp Base pair

BPOZ Bood POZ containing gene type

C Sitozin
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CP Crossing Point
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Erk 1/2 Extracellular-signal-regulated kinases
ETZ Elektron Transport Zinciri

FAD Flavin adenin dintikleotid

FBS Fetal Bovin Serum

Fe Demir

Fe?* Ferroz demir
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MRNA
Ni (1)
nM
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NO
P(H1)
PaCa

Ferrik demir

Guanozin
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Histon asetiltransferaz
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Hypoxia-inducible factor 1 alpha
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Hipoksi respons element

Colon cancer cells

Inositol requiring kinase 1

fron responsive elementler

fron regulatory proteins

International Union of Pure and Applied Chemistry
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Laktat Dehidrogenaz

Myc-binding proteins

Human breast adenocarcinoma

Multidrug Resistant Gene-1

Miirin embriyo fibroblast

Myc-interacting zinc finger protein-1
Messenger Ribonucleic acid

Nikel

Nanomolar

Neuropathy, hereditary motor and sensory, LOM type
Neuroblastoma-derived myelocytomatosis
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Probability of alternate hypothesis

Pancreatic carcinoma
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PAS Per-AHR-ARNT-Sim domain.

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PHEN Fenantrolin

PKA Protein kinaz A

PKC Fosfopantetein, protein kinaz C

PP Peroxisome Proliferators

PPAR-y Peroxisome Proliferator Activated Receptor-y

PPRE Peroksizom proliferator PP respons element

PTEN Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome
Ten

QPCR Kantitatif real time PCR

Raf Rat sarcoma

Ras Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

REF Referans

REST Relative expression software tool

RNA Ribonucleic acid

RR Riboniikleotid Rediiktaz1

RTCA Real Time Cell Analysis

RT-PCR Real Time-Polymerase Chain Reaction

RXR Retinoid X receptor

S.E. Standart hata

SK-N-MC Insan noroblastoma hiicre hatti

SW480 Human colon adenocarcinoma cell line

SW620 Human, Caucasian, colon, adenocarcinoma

TAD C Koaktivatorlerle (CBP, p300) etkilesmeyi saglar.

TARG1 Transforming growth factor alpha regulated gene 1

TfR Transferrin reseptorii

m Erime derecesi

TRG Hedef gen

REF Reference

tRNA Transfer RNA

TSA TrikostatinA
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1. GIRIS

Insan N-myc downstream-regulated genel (Ndrgl) geni, Ndrg gen ailesinin bir
tiyesi olup (Stafford ve ark., 2008; Thomas ve ark., 2008; Kurdistani ,1998 ) Ndrgl
isimli proteini kodlar. Ndrgl geni hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmasina karsin,
prostat, beyin, bobrek, plasenta, ovaryum, testisler ve intestinal hiicrelerde daha yiiksek
seviyelerde eksprese edilir (Lachat ve ark., 2002). Ndrgl proteini % 47.8 sitozolde, %
26.1 niikleusta ve % 8.7 mitokondride eksprese edilir (Zhou ve ark., 2001; Lachat ve
ark 2002; Qu ve Ark., 2002 ). Ndrgl proteininin fonksiyonu tam olarak
anlasilamamasina ragmen, hiicre diferansiyasyonu (Taketomi ve ark., 2003; Guan ve
ark., 2000), proliferasyon ve biiyliimenin baskilanmasi (Piquemal ve ark., 1999),
neoplazi, timdr progresyonu ve metastaz (Van Belzen ve ark., 1997; Bandyopadhyay,
2004), agir metallere cevap (Zhou ve ark., 1998; Salnikow ve ark., 2000), hipoksi
cevabi (Salnikow ve ark., 2000; Salnikow ve ark., 2002) ve DNA hasar cevabi
(Kurdistani, 1998 ) gibi cesitli hiicre i¢i olaylarda rol almaktadir. Ozellikle prostat,
kolon ve gdgiis kanserlerinde metastazin baskilanmasinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir
(Stafford ve ark., 2008; Bandyopadhyay, 2004; Guan ve ark., 2000).

Gastrik kanserlerde Ndrgl ekspresyonunun histokimyasal analizinde, hastalar igin
kotii prognoz ile niikleer lokalizasyonun korele oldugu, niikleer translokasyonun hiicre
invazyon potansiyelini artirdig1 6ne siiriilmistiir (Inagaki ve ark., 2009). Bazi dokularda
sadece Ndrgl gen transkripsiyonu artarken protein seviyesinin artmadigi dolayisi ile
transkripsiyonel ve translasyonel diizenlemelerin kompleks diizenleyici mekanizmalar
igerdigi goriilmektedir (Quandt ve ark., 1995 ).

Ndrgl prostat, kolon ve meme kanserlerinde downregiile olan metastaz supresor
gen olarak bilinmektedir. Insan kolon kanser hiicrelerinin diferansiyasyonu
indiiklendiginde Ndrgl gen ekspresyonu artmaktadir (Van Belzen ve ark., 1997). Ndrgl
gen upregiilasyonu ¢ogu tiimdrlerde biiyiime hizini azaltirken, tam tersine karaciger
kanserlerinde yukarida belirtilenin aksine Ndrgl geninin upregiile oldugu gozlenmistir
(Chua ve ark., 2007). Bu da Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli sekilde
etkilendigini gostermektedir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda Ndrgl geninin 2 farkli mRNA’ya sahip
oldugu (Varyantl: 3520 baz, Varyant2: 2123 Baz) ve bu farkin da en 6nemli nedeninin
yaklasik 397 bazlik 5°-UTR boélge oldugu anlagilmistir. Aymi proteini kodlamakla

1



birlikte neden 2 farkli mRNA varyanti oldugu konusunda literatiirde doyurucu bir
bilgiye rastlanmamistir. Ayrica kanser hiicrelerinin her zaman ayni sartlar altinda neden
ayni tepkiyi vermedigi ve gen ekpresyonu-translasyonu arasinda her zaman paralellik
olmamasi da dikkatlerden kagmamaktadir.

Farkli fizyolojik ve patolojik durumlar (hipoksi, hiicre diferansiyasyonu, agir
metal, neoplazi gibi) sadece Ndrgl gen transkripsiyonunu degil ayn1 zamanda mRNA
stabilitesini ve translasyonunu da etkilemektedir (Lachat ve ark 2002). Ndrgl geninin
diizenlenmesinde farkli hiicre tiplerinde farkli mekanizmalar rol alabilmektedir. Bu
kompleks diizenlemeler, transkripsiyonel (HIF-1a, Ni (11), p53, N-Myc, c-Myc, PPAR-
v/RXR, DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu gibi), postranskripsiyonel ve
translasyonal seviyelerdeki major yollar1 icerir (Guan ve ark., 2000; Kalaydjieva ve
ark., 2000).

Demir, bagta DNA sentezi olmak iizere birgok hiicresel prosesde onemli role
sahiptir (Andrews, 1986, 1995, 1999; Kurdistani, 1998). DFO gibi Fe sclatorleri
kullanilarak yapilan calismalarda Fe deprivasyonunun G1/S arresti yaptig1 ve apoptoza
yol actig1 goriilmiistiir (Kurdistani, 1998). Tiimor hiicreleri normal hiicrelere gore Fe
deplesyonuna daha hassastir. Bunun sebebi de muhtemelen artmis Fe ihtiyacidir
(Larrick ve Cresswell, 1979; Trinder ve ark., 1996). Ayrica neoplastik hiicreler yiiksek
miktarda Fe-igeren enzim olan RR (Riboniikleotid Rediiktaz1) eksprese etmektedir. Bu
enzimin rol aldig1 reaksiyon DNA sentezi sirasinda kritik hiz sinirlayici basamaktir ve
ayrica selatorlerin 6nemli bir molekiiler hedefidir (Chaston ve ark., 2003, Hershko,
1994, Lovejoy ve Richardson, 2003 , Green ve ark., 2001).

Deferoksamin (DFO) ve heterosiklik bir bilesik olan 1,10-Fenantrolin (PHEN)
serbest demiri giiclii bir sekilde baglayarak viicuttan idrarla atilmasini saglayan selator
ajanlardir. Birgok in-vivo ve in-vitro ¢alisma yaninda klinik denemeler, DFO ve diger
selatorlerin etkili anti-tiimor ajanlar oldugunu gostermistir (Lovejoy ve Richardson,
2003; Chaston ve ark., 2003; Richardson, 1994; Richardson ve ark., 1994). DFO gibi
selatorler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda biitiin genler degerlendirildiginde Ndrgl gen
mRNA’s1 upregiile olmustur (Nghia ve Richardson, 2004). Fe’nin gen ekspresyonu ve
proliferasyondaki rollerini degerlendirirken bu molekiiliin daha fazla incelenmesi

gerektigi anlagilmaktadir. Cilinkii Ndrgl gen ekspresyonu ile metastazin ve tiimdr hiicre



biliylimesinin 6nemli 6l¢lide durduruldugu gosterilmis ancak ¢aligmalarda Ndrgl mRNA
varyant farklilig1 dikkate alinmamustir.

Niikleozomun ¢ekirdeginde bulunan histonlarin yiizeyel kisimlarinin N-terminal
bolgelerindeki lizin kalintilar1 asetilasyona ve deasetilasyona ugrar. Bu reaksiyonlar
histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)’lar tarafindan katalizlenir.
Hiperasetilasyon sonrasi niikleozomlar aras1 baglantilar zayiflar, histon uglart DNA’y1
sinirlamaz ve boylece transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanabilir.

Birgok hiicre tipinde butirat ve Trichostatin A (TSA) gibi HDAC inhibitorleri
Ndrgl gen ekspresyonunu arttirarak hiicre diferansiyasyonuna neden olmaktadir
(Semenza and Wang, 1991). Yapilan c¢alismalarda kanser hiicrelerinde HDAC
inhibitorleri ile Ndrgl gen ekspresyonunun indiiklendigi goriilmistiir (Guan ve ark.,
2000). Ancak HDAC inhibitorlerinin Ndrgl gen varyantlar1 iizerinde herhangi bir
etkisinin olduguna dair bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Bu bilgilerin 1s18inda, ¢aligmamizda; Ndrgl-metastaz iliskisi bakimindan zit
davranig gosteren MCF-7 ve HepG2 hiicrelerinde Ndrgl varyantlarinin gen
ekspresyonlarinda bir farkliligin olup olmadig1 ve demir selatorleri olan DFO, PHEN ve
HDAC inhibitorii olan TSA’nin bu varyantlart nasil etkileyecegini gostermeyi

amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. NDRG1

2.1.1. Tarihge

N-myc downstream-regulated genel, mutasyonu demiyelinizan noéropatiyle
iliskilendirilen ve insan kromozomunda 8q24’de (Kalaydjieva ve ark., 1996) lokalize
edilen bir gen olarak tanimlanmistir. Ndrgl’in otozomal resesif gegisli ve Schwann
hiicre islevlerini etkileyen bir bozuklukla baglantili oldugu diistiniilmiistiir. Hastalik ilk
olgularin bulundugu yer olan kasabaya ithafen herediter motor ve duyusal néropati-Lom
(HMSNL) olarak isimlendirilmistir ki; bu hastalik onceden Charcot-Marie-Tooth
(CMT) sendromu olarak bilinmekteydi (Kalaydjieva ve ark., 1998; Okuda ve ark.,
2004).

2.1.2. Ndrgl gen

Ndrgl, HMSNL ile iligkili olarak tanimlanmis ise de; Charcot-Marie-Tooth
hastalig1 4D tipinin molekiiler etiyolojisindeki spesifik roliine ragmen, son zamanlarda
tiimdr progresyonunun bir gostergesi ve hiicresel diferansiyasyonun tetikleyicisi olarak
goriilmektedir (Thomas ve ark., 2008). Bu nedenle Ndrgl geni; prostat, kolon ve meme

kanserlerinde downregiile olan metastaz siipressor gen olarak bilinmektedir.

2.1.2.1. Adlandirma

Ndrgl geni daha onceleri DRG1, CAP43, CMT4D, GC4, HMSNL, NDR1,
NMSL, PROXY1, RIT42, RTP, TARG1, TDD5 olarak da isimlendirilmistir. Bu
calismada Ndrgl olarak bahsedilecektir. Ciinkii son toplanan gen adlandirma

konsorsiyumu bu terminolojinin kullanilmasini kararlagtirmistir.

2.1.2.2. Lokalizasyon

Ndrgl geni, insanda 8q24.3 (Sekil 1) kromozom bdlgesinde haritalanir. 134,
249, 413 ile 134, 309, 546 baz ¢ifti arasinda yer alir. 60.085 baz ¢iftinden olusan ve 16
ekzon bdlgesi iceren gen yaklasik 3 kb mRNA kodlar.
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Sekil 1: Ndrgl gen lokalizasyonu (U.S. National Library of Medicine®
Reviewed January 2010 ).

2.1.3 Ndrgl Proteini

Ndrgl proteini, Ndrg protein ailesinin 43 kDa agirligindaki bir liyesidir. 394
aminoasitten olusur ve o/p hidrolaz st ailesi igerisinde yer alir. o/p hidrolaz st ailesi
icerisinde yer almasma ragmen hidrolitik katalitik bir bolgeye sahip degildir. Cok
hiicreli organizmalarda yiliksek oranda bulunur ve hiicresel stres sinyallerine yanit

olarak eksprese edilir (Kurdistani, 1998). (Sekil 2)

Sekil 2: Ndrgl protein yapist (www.uscnk.com/directory/N-myc-Downstream-
Regulated-Gene-1.2011)

2.1.3.1. Ndrg1 protein ailesi ve homoloji

Bu ailenin diger tiyeleri Ndrg2, Ndrg3 ve Ndrg4, Ndrgl’e homologtur ve Ndrgl
proteininin aminoasit sekans1 Ndrg2 ile %53, Ndrg3 ile %62, Ndrg4 ile %62 oraninda
homoloji gostermektedir (Zhang ve ark., 2006) (Sekil 3).
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Sekil 3: Ndrg protein homolojisi (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cg bin/npsa_automat.pl?
page=%20/NPSA/npsa_server. html,2010)

Ndrgl’in C terminal kuyrugunda bulunan GTRSRSHTSE sekansinin {iglii
tekrarlart ailenin diger {iyelerinde bulunmaz. Bu tekrarlarin islevi heniiz ortaya
konmamustir. Her ne kadar Ndrg protein ailesi belirli aminoasit sekanslarini paylagsalar
da iglevsel peptid oriintiileri heniiz kesfedilmemistir. N-Myc viral onkogeni C terminal
bolgesinde heliks-halka-heliks 16sin fermuar alani araciligiyla Max alt ailesinin
proteinleriyle beraber heterodimerler olusturarak islev goren bir transkripsiyon
faktoridiir. Bu islev ‘E-kutu’ (Perini ve ark., 2005) olarak bilinen CACGTG DNA
konsensus sekansinin taninmasi araciligiyla gen promoterlerine heterodimerik baglanma

tarafindan takip edilir ve bu DNA baglanma bolgesi ayni zamanda C terminal



bolgesinde de yer alir. N ucu proteinin birgok islevi i¢in gerekli olan iki myc kutusu
(MB(Myc-binding proteins)l ve MBII) igerir (Oster ve ark., 2002), merkezde MBIII
bulunur ve hiicre transformasyonu ve apoptozda goérev alir. Apoptoz indiiksiyonu, G2
ve transformasyon duraklamasinda gorev alan MBIV de merkezde yer alir ve bu islevler

DNA baglanma aktivitesini yansitir (Cowling ve ark., 2006).

2.1.3.2. Ndrg1 proteinin doku ve hiicre dagilimi

Ndrg2 eriskin iskelet kas1 ve beyinde, Ndrg3 beyin ve testiste, Ndrg4 kalp ve
beyinde eksprese edilirken, Ndrgl proteini hemen hemen tiim hiicrelerde bulunur ancak
prostat, beyin, bobrek, plasenta, ovaryum, testisler ve intestinal hiicrelerde daha yiiksek
seviyelerde eksprese edilir (Lachat ve ark 2002). Bu da her birinin dokuya 6zgii islevi
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu proteinlerin her biri insan lizozomal asit lipazina
benzer sekilde bir o/f hidrolaz katlantist icerir (Qu ve ark., 2002). Ndrgl % 47.8
sitozolde, % 26.1 niikleusta ve % 8.7 mitokondride, diisiik miktarlarda da vakuollerde,
plazma membraninda ve peroksizomlarda eksprese edilir (Zaklina ve Richardson, 2006;
Qu ve ark., 2002 ).

2.1.3.3. Ndrg1 protein fosforilasyon bélgeleri

Ndrgl yediden fazla fosforilasyon bdlgesine sahiptir ve bunlarin arasinda
fosfopantetein, protein kinaz C (PKC), kazein kinaz 1l (KC-II), tirozin kinaz, protein
kinaz A (PKA) ve kalmodulin kinaz Il (CAMK-II) baglanma bélgeleri bulunur
(Kokame ve ark 1996). (Sekil 4) Bu fosforilasyon bolgelerinin varligindan dolayi,
Ndrgl proteininin fonksiyonlarinin en azindan bir kisminin fosforilasyon ile kontrol

edilebilecegi distiniilmektedir (Guan ve ark., 2000).
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Sekil 4: Ndrgl protein fosforilasyon bolgeleri (Agarwala KL ve ark., 2000).

2.1.3.4. Ndrg1 gen ve protein fonksiyonu

Ndrgl geni, tiim viicut hiicrelerinde aktiftir fakat yiiksek oranda oOzellesmis
Schwann hiicrelerinde aktivitesi daha fazladir. Schwann hiicreleri sinir hiicrelerini
destekler, korur ve 6zellikle sinir impulslarinin iletimini saglar. Schwann hiicreleri ayni
zamanda miyelin iiretir. Ndrgl proteini sinir aksonlarin hayatiyeti, Schwann hiicre
diferansiasyonu, miyelinin siirdiiriilmesi ve sinyal iletimi i¢in gereklidir (Okuda ve ark.,
2004). Herediter motor ve sensori noropatilerde Ndrgl gen mutasyonu oldugu
gosterilmistir (Kalaydjieva ve ark., 2000). Bu gen hiicresel transformasyonda baskilanir
fakat genin upregiile olmasi biiyiimeyi baskilar ve diferansiasyonu artirir. Hiicresel stres
olusturan hipoksik durumlar (Park ve ark., 2000), retinoik asit (Piquemal ve ark., 1999),
androjenler (Agarwala ve ark., 2000) ve nikel bilesikleri (Zhou ve ark., 1998) Ndrgl
genini upregiile eder.

Ndrgl geni; prostat, kolon ve meme kanserlerinde downregiile olan metastaz
siipressdr gen olarak bilinmektedir. Insan kolon kanser hiicrelerinin diferansiyasyonu
indiiklendiginde Ndrgl gen ekspresyonu artmaktadir (Van ve ark., 1997). Ndrgl gen
upregiilasyonu tiimor biiyiime hizim1 azaltmaktadir. Farelerde yapilan bir calismada,
Ndrgl ekspresyonundaki artisin prostat kanser hiicrelerinin akcigerlere metastazini
onledigi gosterilmistir (Le ve Richardson, 2004). Buna karsilik 6zellikle karaciger
kanserlerinde yukarida belirtilen kanserlerin tersine Ndrgl’in upregiile oldugu
gozlenmistir (Chua ve ark., 2007). Bu da Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli
sekilde etkilendigini gostermektedir.



Ndrgl geni, fonksiyonu iyi anlasilmamis olan Ndrgl protein yapimini saglar.
Ndrgl proteini hiicre biliylimesinin durdurulmasinda, hiicre matiirasyonunda ve
diferansiasyonunda rol almaktadir. Muhtemelen bu gorevi, hiicrelerin niikleusu ve diger
boliimleri arasinda sinyal iletiminde rol alarak saglamaktadir. Ndrgl proteini ayni
zamanda organizmada yaglarin dagilimma yardimci olan proteinler gibi diger
proteinlerle de etkilesim gosterir (U.S. National Library of Medicine® Reviewed
January 2010 ).

Ndrgl proteini ile ilgili bir¢ok degisik hiicresel stres yanit mekanizmasi 6ne
stiriilmiistiir. Fonksiyonu tam olarak anlasilamamasina ragmen, hiicre diferansiyasyonu
(Taketomi ve ark., 2003; Guan ve ark., 2000), proliferasyon ve biiyiimenin baskilanmasi
(Piguemal ve ark., 1999), neoplazi, tiimor progresyonu ve metastaz (Van ve ark., 1997;
Bandyopadhyay, 2004), agir metallere cevap (Zhou ve ark., 1998; Salnikow ve ark.,
2000), hipoksi cevabi (Salnikow ve ark., 2000; Salnikow ve ark., 2002) ve DNA hasar
cevabi (Kurdistani, 1998) gibi gesitli hiicre i¢i olaylarda rol almaktadir.

Farkli fizyolojik ve patolojik durumlar (hipoksi, hiicre diferansiyasyonu, agir
metal, neoplazi gibi) sadece Ndrgl gen transkripsiyonunu degil ayn1 zamanda mRNA
stabilitesini ve translasyonunu da etkilemektedir (Lachat ve ark., 2002).

2.2.  NDRGI1 HASTALIK iLiSKiSi
2.2.1. Ndrgl-HNSNL

Herediter motor ve duyusal noropati, genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Bu
hastalik, demiyelinizan (CMT1, CMT3 ve CMT4) ve aksonal form (CMT2) olarak
smiflandirilmistir (Berger ve ark., 202). Ndrgl geni ile ilgili olan durum ise, CMT
hastalig1 tip 4D olarak siniflanmistir (CMT 4D). Buna karsin diger tiplerin Ndrgl gen
ile iligkili olmadig1 saptanmistir. Klinik olarak siniflanan biitiin bu periferik sinir sistemi
bozukluklari ¢esitli genomik lokasyonlarda haritalanmistir (Kalaydjieva ve ark., 1998;
Berger ve ark., 2002).

Hastaligin belirtileri periferik sinir sistemiyle sinirlidir. Ndrgl proteini Schwann
hiicre sitoplazmasinda bolca eksprese edilirken, miyelin kiliflar veya aksonlarda
eksprese edilmedigi ve Ndrg'/' farelerde ve insanlarda demiyelinizasyonla beraber noral
doku dejenerasyonunun periferik sinirlere sinirh kaldigi gosterilmistir (Okuda ve ark.,
2004). Periferik sinirlerde Ndrgl gen ekspresyon diizeyi, incelenen diger dokulardan
¢ok daha fazla bulunmustur (Kalaydjieva ve ark., 2000).



Bununla beraber miyelinopatiler ve aksonopatilerin patolojileri siklikla birbirine
benzer c¢ilinkii ikisi de birbiriyle iliskili hiicre tipleri olan Schwann hiicreleri ve
noronlarin  hastaliklaridirlar. Bu  farkli  hastalik  smiflar1  otomozal dominant
demiyelinizan (CMT1), otozomal resesif demiyelinizan (CMT4), primer aksonal
noropatiler (CMT2: otozomal dominant veya resesif) ve Dejerine-Sottas sendromunu da
iceren (CMT3) hipodemiyelinizan veya dismiyelinizan patolojilere, basing fel¢lerine
yatkinlik néropatileri veya konjenital hipomiyelinizasyonla beraber herediter noropatiler
olarak daha ileri smiflamaya tabi tutulmustur. Insanlarda demiyelinizan formlar aksonal
formlardan daha sik goriilmektedir.

CMT4D klinik fenotipi, yagamin ilk onyilinda durus bozuklugu olarak baslayan
ve ikinci onyilda iist ekstremiteyi etkileyen ve bircok vakada iiclincii onyilda
sensorindral sagirlikla ortaya c¢ikan bir noropati ile karakterizedir. Demiyelinizan
noropati olarak siniflanmasinin sebebi motor sinir ileti hizinda siddetli azalma ve sinir
biyopsilerinde goriilen demiyelinizasyondur (Kalaydjieva ve ark.,, 1998). Tiim
hastalarda alt ekstremite gii¢siizliigli goriiliir ve siklikla kas erimesiyle iligkilidir.

HMSNL mutasyonunun sebebi ekson 7, niikleotid pozisyonu 564’te arginin
yerine translasyon sonlandirma sinyalinin ge¢mesiyle sonuglanan bir C’den T’ye
transizyondur ve Ndrgl gen kodonu pozisyon 148’de bir mutasyon ortaya cikararak
(Lachat ve ark 2002) Ndrgl proteininin kisa kalmasina sebep olur. R148X mutasyonu
etkilenen tim HMSNL (CMT4D) bireylerinde homozigot konumda bulunur. Mutasyon,

haplotip analizleriyle tahmin edilen tastyici durumlariyla %100 uyum i¢indedir.

2.3.  NDRGI1 KANSER iLIiSKiSi
2.4. NDRG1 GEN DUZENLENMESI (TRANSKRIPSIYONEL
REGULASYON)

Ndrgl gen diizenlenmesinde farkli hiicre tiplerinde farkli mekanizmalar rol alir.
Bu kompleks diizenlemeler, transkripsiyonel (HIF-1a, Ni (Il), p53, N-Myc, c-Myc,
PPAR-y/RXR, DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu gibi), posttranskripsiyonel ve
translasyonal seviyelerdeki major yollar1 igerir (Guan ve ark., 2000; Kalaydjieva ve
ark., 2000). (Sekil: 5)

10



DNA Hypoxia —— > ER Stress

Damage \ l

¥
>
b4
I NDRG]

P53 Egr-1/Spl
Sekil 5: Ndrg1 transkripsiyonal regiilasyonu (Thomas P. ve Ark., 2008 )

2.4.1. PPARY/RXR yolag
Ndrgl gen diizenlenmesinin transkripsiyon asamasinda rolii olan yolaklardan

birisi PPARy (peroxisome proliferator activated receptor-y)/RXR (retinoid X receptor)
yolagidir. PPARY/RXR reseptorleri, retinoik asit, vitamin D, tiroit hormonu ve steroit
hormon reseptorlerini de icine alan niikleer reseptor iist ailesinin bir tyesidir
(Mangelsdorf ve ark., 1995). Bu niikleer reseptoriin ii¢ izotipi mevcuttur. Bunlar
PPARa, PPARy ve PPARS (ayn1 zamanda B olarak adlandirilir)’dir ve farkli genler
tarafindan kodlanirlar. PPARa peroksizom proliferatér (PP) cevaptan sorumlu iken,
PPARYy direk olarak peroksizomlar ve peroksizom proliferasyonu ile ilgili olmayip,

adipogenez ve diferansiasyon ile iliskilidir. PPARs 9-cis RXR ile heterodimerizedir ve

hedef gen promoter bolgesindeki PP respons element (PPRE)’e baglanarak

transkripsiyonel aktiviteyi baglatirlar (Chao ve ark., 2000). Bir¢ok invitro ¢alisma ve
hayvan modellerinde dogal ve sentetik ajanlarin PPARy’y1 aktive ederek kanser
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. PPARY; akciger, kolon, mesane ve
prostat gibi bir¢ok kanser tipinde apopitoz ve proliferasyonun diizenlenmesinde rol
oynar. Bu ajanlar etkilerini hem PPARy’ya bagimli mekanizmalarla hem de bagimsiz

mekanizmalarla gosterebilmektedir (Papers, Volume 18: 237-244, 2007).
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Sentetik antidiyabetik ilag olan troglitazon gibi ilaglar ve linoleik asit gibi
poliansatiire yag asitleri PPARy’nin ligantlaridir (Lehmann ve ark., 1995; Lehmann ve
ark., 1997). PPARy diger niikleer hormon reseptorlerine benzer sekilde fonksiyon
yaparlar (Fajas ve ark., 2001; Qi ve ark., 2000 ). Ligantlar PPARy’a baglaninca, PPARy
RXR ile heterodimerik kompleks olusturur ve transkripsiyonu diizenler. (Sekil 6)

Adipozitler ve kolonik epitelyal hiicre diferansiasyonunun kontroliinde
PPARYy/RXR kompleksinin transkripsiyonel faktor olarak rol aldigi ve Ndrgl genini
upregiile ettigi one siiriilmektedir (Mueller, 1989; Tontonoz ve ark., 1997). Bu
mekanizmalar antikanser tedavide yeni yaklasimlar ortaya koymaktadir (Papers,
Volume 18: 237-244, 2007).

- ..‘ TP

e Ty A U

T
L1

" "~ Prostaglandins
Leukotrienes

Peroxisome Proliferation
Fatty Acid Metabolism
Lipid Homeostasis

Sekil 6: PPARS/RXR Reseptor yolaklar: (Fajas L. ve ark., 2001)

12



2.4.2. DNA metilasyon yolagi

Epigenetik  kontrol  tiimér  metastazinin ~ baskilanmasinda ~ Onemli
mekanizmalardan birisidir (Esteller, 2005). DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar
tarafindan gergeklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Bir CpG diniikleotidindeki

sitozinin 5. karbonundaki yapiya metil grubu eklenmesini ifade eder (Sekil 7).

cytosing S-methylcytosine
HHNFH
SN
el
methylation
- N ﬁ{:l

Sekil 7: DNA metilasyon bolgesi (Bruce Alberts ve ark., 1994)

DNA metilasyonu, insanlarda ve pek ¢ok memelide bilinen tek dogal DNA
modifikasyonudur ve yalnizca Guanozin (G) tarafindan takip edilen Sitozin (C) bazini
etkiler. Boylelikle, bu organizmalarda, DNA metilasyonu CpG alanlarinda gozlenir

(Sekil 8).

CpG island

Promoter Exon 1

Transcription

Promoter Exon 1

T

Sekil 8: CpG adalar
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Timor metastazi; primer tiimor hiicrelerinin ilgili organ simirina veya organ
siirini da gegerek farkli organlara dogru gociinii ve gog ettigi yerde kolonize olmasini
ifade eder (Welch, Biochem Cell Biol, 2008; Columbus ve ark., 2010). Genellikle
metastazin, anormal epigenetik regiilasyon (Chiang ve Massagu, 2010) ve metastaz
supressor (Welch, Biochem Cell Biol, 2008) gen gibi genlerde DNA tamir
mekanizmasinin inaktivasyonu sonucunda olustugu kabul edilmektedir. Ndrgl geni
metastaz supresyonunda énemli bir role sahiptir (Welch, Int J Biochem Cell Biol, 2008;
Bandyopadhyay, 2004; Guan ve ark., 2000). DNA metilasyon inhibisyonu ve histon
asitilasyon aktivasyonu Ndrgl gen aktivasyonunu artirmaktadir. Boylelikle Ndrgl gen
diizenlenmesinde epigenetik kontroliin rolii olabilecegi gosterilmistir (Guan ve ark.,
2000). DNA metilasyonunun AZA (5-aza-2'-deoxycytidine (5-AZA-CdR, decitabine)
tarafindan inhibisyonu, kolon kanserelerini de i¢ine alan bir¢cok hiicre tipinde
diferansiasyonu indiiklemektedir (Jones ve Taylor, 1980). Iki kolon kanser hiicre
serisinde, primer kolon kanser hiicre serisi SW480 ve lenf nodu-uzak organ metastazi
olan metastatik kolon kanser hiicre serisi SW620’de yapilan bir ¢alismada, SW620
hiicre hattinda Ndrgl geninin sessizlestirildigi tesbit edilmistir (Qian ve Hong, 2011).
Insan Ndrgl promoter bolgesinde CpG adalar1 bulundugu varsayilir. DNA metilasyonu
AZA 1ile inhibe edildigi zaman, SW620 hiicrelerinde Ndrgl gen ekspresyonu onemli
derecede artmistir. SW620 hiicrelerindeki Ndrgl genindeki bu sessizlestirme tamamiyla
promoter bolgedeki metilasyona bagli degildir (Qian ve Hong, 2011). Ndrgl’in
promoter bolgesinde ¢ok sayida CpG adalarinin bulunmasi nedeniyle Ndrgl gen
ekspresyonunun DNA metilasyonu ile baskilanabilecegi diisiiniilmiis, ancak Ndrgl gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde DNA metilasyonunun parsiyel olarak rol alabilecegi
gosterilmistir (Guan ve ark., 2000). Bu sonuglar Ndrgl gen kontroliinde baska

mekanizmalarin da olabilecegini gostermektedir.

2.4.3. Histon Asetilasyon-Deasetilasyon Yolag:

Niikleozomun ¢ekirdeginde bulunan histonlarin yiizeyel kisimlarinin N-terminal
bolgelerindeki lizin kalintilari asetilasyona ve deasetilasyona ugrarlar (Sekil 9). Bu
reaksiyonlar histon asetiltransferaz (HAT) ve histone deasetilaz (HDAC)’lar tarafindan
katalizlenir. Asetilasyonda Asetil Koenzim A’dan Lizin kalintisina asetil transferi

yapilir ve deasetilasyonda ise asetil grubu Koenzim A’ya transfer edilir.
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Sekil 9: Histon asetilasyon (Mole. Cell. Biology, 2005)

Asetilasyon pozitif yiiklii lizin rezidiilerini nétralize eder ve Histon uglari ile
yapisal proteinler arasindaki baglantilar1 destabilizasyona ugratir. Hipoasetilasyonda
niikleozomlar arast gili¢lii baglar varken, hiperasetilasyon sonrasi niikleozomlar arasi
baglantilar zayiflar, histon uglart DNA’y1 sinirlamaz ve transkripsiyon faktorleri

DNA’ya baglanabilir (Sekil 10).

Gene repression -
P Histone acetylation Gene transcription
DNA HATs: CBP, p300,
Nucleosome PCAF er?:. RMNA polymerase ||

Transcription factor

CDACTIVATDR__S

Histone deacetylation
HDAC1-11
NCoR, NuRD,
mSin3, elc.
COREPRESSORS NN\ MRNA
Acetylation
of lysines

Inflammatory
protein

Sekil 10: Asetilasyon-Deasetilasyon (P.J. Barnesve ark., 2005)

PaCa (pancreatic carcinoma) hiicrelerinin AZA ve TSA ile muamelesi
sonucunda Ndrgl protein ekspresyonunun artmast Ndrgl geninin epigenetik
diizenlenmesinin asetilasyon ve deasetilasyon ile de olabilecegi ihtimalini gostermistir
(Angst ve ark., 2010). Transkripsiyonel diizenlemede, histon asetilasyonunun énemli

role sahip oldugu yapilan birtakim ¢aligmalar ile tesbit edilmistir (Semenza ve Wang,
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1991). Birgok hiicre tipinde butirat ve TSA gibi histon deasetilaz inhibitorleri Ndrgl
gen ekspresyonunu arttirarak hiicre diferansiyasyonuna neden olmaktadir (Semenza ve
Wang, 1991). TSA’nin Ndrgl mRNA seviyesinde degisiklik yapmaksizin Ndrgl
protein miktarm arttirdigir gosterilmistir (Semenza ve Wang, 1991). TSA, c-myc’nin
Ndrgl gen promoter bolgesinde yaptig1 baskilamayi1 azaltmaktadir ve bu azaltmada
histon deasetilazlarin inhibisyonunun rolii oldugu diigiiniilmektedir.

Ndrgl geni iyi diferansiye pankreas hiicrelerinde eksprese edilirken, koti
diferansiye pankreas hiicrelerinde cksprese edilmemektedir (Angst ve ark., 2006).
Pankreas kanser hiicreleri biiylimeyi inhibe eden ve hiicreyi 6liime gotiiren yolaklardan
basarili bir sekilde kagmaktadir (Hamacher ve ark., 2008). Bu kagis yollarindan bir
tanesi de kanser hiicrelerinin epigenetik diizenlemeyle, timor siipresor genini
sessizlestirmesidir (Park ve ark., 2008). Bu epigenetik diizenleme promoter bolgedeki
CpG adalarmin hipermetilasyonu ve-veya transkripsiyonel baskilanmaya yol agan
postranslasyonel histon modifikasyonu araciligi ile yapilmaktadir (Park ve ark., 2008).
Diger yandan HDAC inhibitorleri kolan kanser hiicre hatlarinda Ndrgl gen
ekspresyonunu artirmaktadir (Guan ve ark., 2000). Farelerin embriyonik hiicre
hatlarinda yapilan bir bagka calismada ise HDAC inhibitorii olan TSA’nin, Ndrgl
genini baskilayan N-myc/Max’1n baskilayici etkisini ortadan kaldirarak dolayli bir yolla
Ndrgl gen ekspresyonunu artirdigin1 gosterilmistir (Shimono ve ark., 1999). Orta
derecede diferansiye pankreas kanser hiicre hatti olan HPAF-II hiicreleri TSA ve AZA
ile muamele edilmis ve Ndrgl ekpresyonunun arttif1 gozlenmistir. Histon deasetilaz
inhibitorii olan TSA ve DNA metilasyon inhibitorii olan AZA birlikte kullanildiklarinda
sinerjistik etki gostermektedirler. Boylece pankreas kanser hiicreleri, kolon kanser
hiicreleri ve diger bir¢ok hiicre hattinda epigenetik diizenlemenin Ndrgl gen
diizenlenmesinde rol alabilecegi gosterilmistir (Angst ve ark., 2010). Bu bulgular, gen
diizenlenmesinde, hiicre bliylimesinde ve hiicre diferansiyasyonunda DNA metilasyonu
ve histon asetilasyonunun birlikte anahtar bir rol oynayabilecegini gostermekle birlikte
tim mekanizmayr yeterince izah etmemekte ve gen diizenlenmesinde bagka

mekanizmalarin da olabilecegini diisiindiirmektedir (Guan ve ark., 2000).

2.4.4. P53 yolag:
22000 bp den olusan P53 geni 17’inci kromozomun kisa kolunda bulunur. 11

exon bolgesi iceren gen 2.2 Kb mRNA’y1 kodlar (Sekil 11).
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Sekil 11: P53 gen lokalizasyonu (the datbase of p53)

P53 geni ilk kez 1979 yilinda iki ayr1 grup olan Lane-Crawford ve Linzer-
Levine tarafindan SV40 tiimér viriistiniin onco proteini (Large T antijen) ile kompleks
yapan bir protein olarak tanimlanmistir.

1980 lerde bircok p53 cDNA klonlar1 tanimlanmis ve bunlar Ras onkojeni ile
kombine edilince hiicreleri transforme edebildigi gosterilmis (Eliyahu ve ark., 1984) ve
bundan dolay1 p53 onkogen olarak tanimlanmastir.

Son yillarda transforme edilen p53 cDNA klonlarinin mutasyonlu oldugu
anlagilmis ve wild tip cDNA klonlar1 onkojenlerle kombine edilince hiicrelerin
transformasyonun engellendigi goriilmiistiir (Finlay ve ark., 1989). Fare tiimorlerinde
(Ben-David ve Ark., 1998), insan hiicre kiiltiirlerinde (Wolf ve ark., 1985) ve insan
kolon kanserinde (Baker, 1989) p53 alellerinde mutasyonlar tesbit edilmis ve bu
caligmalar 15181nda wild tip p53 tiimor supressor olarak siniflanmistir.

Timor siipresor gen olan p53°iin, Ndrgl gen ekspresyonunun diizenmesinde rol
aldig1 ve Ndrgl’in ekspresyonunu artirdigi one siiriilmiistiir (Kurdistani, 1998; Stein S.
ve ark., 2004). Kolon kanser hiicre hatt1 olan DLD-1 hiicrelerinde p53 indiiksiyonunu
takiben Ndrgl’in upregiile oldugu ve p53 bagimli apopitosiz i¢in gerekli genlerden
birinin Ndrgl oldugu gosterilmistir (Stein ve ark., 2004 ). Ndrgl ekspresyonunun DNA
hasarlayict ajanlar tarafindan artirilmasinin, p53 bagimli olabilecegi ifade edilmektedir
(Kurdistani, 1998; Stein ve ark., 2004). Mutant p53 bulunduran SK-N-MC hiicreleri

(insan noroblastoma hiicre hatt1) kullanilarak yapilan bir calismada, DFO ve 2-hydroxy-
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naphthylaldehyde isonicotinoyl hydrazone ile inkiibasyon sonrasinda Ndrgl mRNA
seviyeleri artmistir. Bu sonu¢ Ndrgl upregiilasyonunun p53 bagimsiz mekanizma ile de
gerceklesebilecegini gostermektedir (Bandyopadhyay, 2004; Le ve Richardson, 2004).

Ndrgl geninin proksimal promoterinde bir pS3 baglanma bdlgesi bulunmustur
(Stein ve ark., 2004). Baglanma elementi bulunmadiginda p53 aracili transkripsiyonel
aktivasyon belirgin olarak azalmaktadir. p53 tiimor baskilayici islevleri arasinda hiicre
dongiisiinli durdurabilme ve apoptoz yetenegi bulunmaktadir. p53 ile indiiklenen Ndrgl
gen ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu baskiladigini fakat metastatik akciger
kanseri hiicrelerinde apoptotik bir etkisi olmadigin1 gosterilmistir (Stein ve ark., 2004 ).
Bu da Ndrgl’in metastatik tiimor hiicrelerinde hiicre biiylimesinin baskilanmasinda
Ndrgl’geninin rol aldigini diistindiirmektedir.

Metastatik hiicre serilerinde Ndrgl geni ektopik p53 ekspresyonu tarafindan
indiiklenmezken (H1299-p53) non-metastatik hiicre serilerinde indiiklenebilir (DLD-1-
p53, HCT116p53+/+). Bu verilerin kombinasyonu Ndrgl’in metastatik ve non-
metastatik hiicrelerde farkli gorevler iistlendigini diisiindiirmektedir. Ndrgl, metastatik
H1299 Ndrgl hiicre serisinde hiicre biiylimesi ve proliferasyonunu baskilarken non-
metastatik DLD-1- Ndrgl hiicre serisinde bir etki gostermemektedir (Stein ve ark.,
2004). Her ne kadar nonmetastatik hiicrelerde p53°iin Ndrgl’i diizenledigi gosterilmigse
de, Ndrgl geni metastatik hiicrelerde p53°ten bagimsiz olarak intraseliiler kalsiyumun
artisiyla da diizenlenebilir (Stein ve ark., 2004; Salnikow ve ark., 1999). Ustelik Ndrgl
ekspresyonunun susturulmasi p53 aracili apoptozu ortadan kaldirir, bu da Ndrgl’in
hiicre diizenlenmesinin muhtelif yolaklarinda gorev aldigini diistindiiriir.

2.4.5. c-Myc, N-myc yolagi

Ndrgl1’in isim babasi,olan néroblastoma kaynakli miyelomatoz (N-myc), tipki c-
Myc gibi Ndrgl promoterindeki baglanma bolgesinden bagimsiz olarak, histon
deasetilaz aracili bir mekanizmayla Ndrgl’genini baskilar (Shimono ve ark., 1999 ).
Ndrg2 aym1 zamanda Myc tarafindan Ndrg2 cekirdek promoter bolgesiyle Miz-1
bagimli bir etkilesim ile transkripsyonel olarak baskilanir ve muhtemelen promoter ile
bir histon deasetilazin etkilesimini gerektirir (Zhang ve ark., 2006). Myc tarafindan
diizenlenmesi Ndrg’nin hiicre diferansiyasyonundaki roliinii géstermektedir.

Fare Ndrgl geninin proksimal promoter bdlgesinde E-kutusuyla kismen

homolog bir sekans bulunmus olsa da mutasyon arastirmalari Ndrgl promoterine N-

18



Myc baglanmasinin diizenlenme mekanizmalariyla iliskisiz oldugunu gostermistir
(Shimono ve ark., 1999). Bir¢ok hedef genin E-kutusuna heterodimer baglanmaya
uygun c-Myc tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (Tsuneoka ve ark., tarih?) fakat
diger arastirmalarda genlerin Myc aracili supresyonunun her zaman Myc proteinin
DNA’ya dogrudan baglanmasi araciligiyla olmadigi (Ndrgl de oldugu gibi)
bulunmustur (Shimono ve ark., 1999). Yani genel olarak DNA’ya E-kutusu
elementlerinde Myc/Max heterodimer dogrudan baglanmasi gen aktive edici bir olaymn
pargasiyken (Ndrg2 represyonu ise bu kurala bir istisnadir) (Zhang J ve ark., 2006),
Myc aracili transkripsiyonel represyon (Ndrgl’de oldugu gibi) hedef genin proksimal
promoterine  Myc dogrudan baglanmasinin  olmadigt bir mekanizma ile
gerceklesmektedir (Shimono ve ark., 1999).

Myec ekspresyonunun diizenlenmesi bir¢ok insan kanserinde bozulur ve siklikla
agresif ve az diferansiye tlimorlerle iliskilendirilir. Myc proteini hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunda, hiicre donglisii progresyonunda, transkripsiyonda, telomeraz
aktivitesinde, hiicre metabolizmasinda, diferansiyasyonunda, apoptozda, anjiogenezde
ve hiicre motilitesinde anahtar diizenleyici role sahiptir. Diizenlenme bozuldugunda
genomik instabilite, kontrolsiiz proliferasyon, biiyiime faktorii bagimsizligi, immiin
sagkalim sonlanmasi, transformasyon ve apoptoz ortaya ¢ikabilir (Vita ve ark., 2006). c-
Myc onkoproteinin transkriptom kompozisyonu iizerinde genis bir etkisi vardir. c-Myc
hem transkripsiyonun genel bir diizenleyicisi hem de hiicre dongiisii regiilasyonu,
metabolizmasi, ribozom biyogenezi, protein sentezi ve mitokondriyal islevi diizenleyen
spesifik diizenleyici gruplarin bir tiyesi gibi davranir. Henriksson ve ark tarafindan c-
Myc hedef gen agmin sineklerden insanlara tiim genlerin %15’ini olusturdugu One
stirilmistiir. Bununla beraber fizyolojik olsun, tiimorojenik olsun c-Myc hedefleri
olarak negatif etkili genlerin kategorizasyonu tamamlanmamistir (Henrikson ve ark.,
1996).

Spesifik Myc hedefleri i¢in kanitlarin yetersizligine ragmen fare embriyonik
gelisiminde N-Myc/c-Myc azalmasini takiben Ndrgl mRNA’simin biriktigi ve N-Myc
eksikligi olan embriyolarda Ndrgl ekspresyonunun belirgin olarak arttig1 bilinmektedir
(Shimono ve ark., 1999). In vitro kosullarda Ndrgl represyonu igin mekanizmanin
genel transkripsiyon tizerindeki negatif etki oldugu one siiriilmistiir (Shimono ve ark.,
1999).
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Insan 16semi hiicre hatlarinda (HL-60 ve U937) yapilan bir calismada hem
Neuroblastoma-derived myelocytomatosis, hem de myelocytomatosis onkogeninin
dogrudan Ndrgl promoter bolgesine baglanarak Ndrgl gen ekspresyonunu downregiile
ettigi ve Ndrgl ekspresyonu ile N-myc ve c-myc arasinda zit bir iliski oldugu
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008). Ayrica ayni1 ¢alismada, Ndrgl geninin promoter
bolgesinin myc tarafindan transkripsiyonel baskilanma siirecinde histondeasetilazlarin
aktivitesinin siklikla gerekli olabilecegi bildirilmistir (Zhang ve ark.,2008). Bu
baskilanma siirecinde, c-myc ile histondeasetilazlarin kompleks meydana getirip Ndrgl
geninin promoter bolgesine baglanarak gen ekspresyonunu baskiladigi ifade

edilmektedir.

2.4.6. HIF-1a yolag:

HIF-1, hipoksi ile ortaya ¢ikan transkripsiyon faktoriidiir (Salnikow ve ark.,
2000) ve heterodimerik (a, B) ozellige sahiptir. Hiicrelerin hipoksiye adaptasyonunu
saglar. Posthipoksik hiicrelerde yar1 émrii 5 dakikadan azdir.

HIF-1a 826 aa’lik polipeptitten olusur ve hipoksik hiicrelerde eksprese edilir
(Semenza ve Wang, 1992). Amino-terminal u¢ 2 domaine sahiptir. Bazik heliks-loop-
heliks domain (bHLH) ve PAS ( Per-AHR-ARNT-Sim) domain. Bu domainler
heterodimerizasyon ve DNA’ya baglanmay1 saglar. Karboksi-terminal u¢ bdlgede de 2
domaine sahiptir. TAD N ve TAD C koaktivatorlerle (CBP, p300) etkilesmeyi saglar.
DNA’da HRE (hipoksi respons element) i¢inde 5’-RCGTG-3’ sekansina baglanir (
Green, 2004).

Prolil hidroksilaz HIF-1lo> nin  Von Hippel-Lindau (VHL) proteinine
baglanmasini saglar. Bu protein Ubiquitin E3 ligaz1 aktive eder ve bu da HIF-la
degradasyonuna yolagar. Hipoksi veya demir eksikliginde veya her ikisinin eksikliginde
prolil hidroksilaz fonksiyonu basarisiz olur. HIF-la hiicrede sitoplazmada birikir.
Sitoplazmada biriken HIF-1lo niikleusa gecer ve HIF-1p ile kompleks olusur. Bu
kompleks hedef genlerin promoter bolgesinde bulunan Hypoxia response element

(HREs)’e baglanarak ¢ok sayida genin regiilasyonunda rol oynayabilir (Sekil 12).
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Sekil 12: HIF-1o transkripsiyon yolagi mekanizmasi (Louise Ostergaard ve Max
Gassmann, 2011)

Hipoksik sartlarda inkiibasyon sonrasi Nrdgl upregulasyonunda HIF-1a
transkripsiyon faktoriiniin rol aldigi one striilmistiir (Salnikow ve ark., 2000). Ancak
Masuda ve arkadaglar1 Nrdgl gen promoter bolgesinin -1122 baz ¢iftine kadar HRE
bulunmadigin1 6ne siirmislerdir (Masuda ve ark., 2003). Prometer analiz programi
(Genematix Suite 3.0) kullanilarak yapilan analizde, prometer up-stream -1376 ve -
7503’de varsayillan HREs tamimlanmistir (Le ve Richardson, 2004). Bu bulgu etkili
Nrdgl transaktivasyonunda HIF-1oo ‘nin transkripsiyonel enhanser olarak rol
alabilecegini gdstermektedir. ilging olarak HIF-lo igin bu enhanserm rolii hipoksi
sonrasi eritropoetin geni i¢in de bildirilmistir (Semenza ve ark., 1991). Nrdgl up-
regulasyonunda HIF-1a’in roliinii dogrudan incelemek igin Richardson D.R. ve
arkadaslar1 HIF-1a-KO (HIF-la'/') miirin embriyo fibroblast (MEFs) hiicrelerini elde
etmislerdir (Le ve Richardson, 2004). Ryan H.E. ve arkadaslarinin yapmis oldugu daha
onceki c¢alismalarda bu hicrelerin Wild-tip HIF-1a proteinini eksprese etmedigini
gostermistir (Li ve ark., 1996; Ryan ve ark., 2000). Richardson D.R. ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada ise Wild-tip veya HIF-1a-KO MEFs hiicreleri DFO (250
uM) ve 311 (25uM) ve hipoksi (0.5-5 Oy) ile 8 saat inkiibasyona maruz birakmiglar ve
daha sonra Nrdgl, HIF-1a. ve VEGF-1 mRNA ekspresyonlarini degerlendirmislerdir
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(Le ve Richardson, 2004). Wild tip (HIF-1a""") veya HIF-1a-KO(HIF-1a") hiicrelerinin
Fe selatorleri ile inkiibasyonu Nrdgl mRNA seviyelerini artirmistir. Oysa Nrdgl up-
regulasyon derecesi KO hiicrelerinde wild-tip hiicrelere gore daha diisiik bulunmustur.
Aksine hipoksik kosullarda sadece wild-tip hiicreleri Nrdgl ekspresyonlarini
artirabilmistir. Richardson D.R. ve arkadaslar1 KO hiicrelerinde HIF-1o yoklugunu
dogrulamak i¢in full-length transkripti amplifiye edecek primerleri dizayn etmisler ve
uygun kontrol grubu ile mukayese edildiginde hipoksi veya Fe selatorleri ile inkiibe
edilen wild-tip MEFs hiicrelerinde HIF-la. mRNA ekspresyonlarinin hafif arttigini
gormiiglerdir (Le ve Richardson, 2004). Aksine HIF-1a-KO hiicrelerinde full length
HIF-1a transkriptlerine rastlanmamustir. Ayrica Fe selasyonu ve O, deprivasyonu
sonrast HIF-1o’nin down-stream hedefi olan VEGF-1 ekspresyonunu da arastirmislar
ve HIF-10-KO hiicrelerinde, Fe selasyonu veya hipoksiyi takiben VEGF-1
ekspresyonunun artmadiguni gostermiglerdir. Aksine Uygun kontrol grubu ile mukayese
edildiginde hipoksi veya Fe selatorleri ile inkiibe edilen wild-tip MEFs hiicrelerinde
VEGF-1 mRNA ekspresyonlarinin anlamli artig1 (p<0,01) gozlenmistir. Nitekim VEGF-
1 mRNA ekspresyonundan farkli olarak, Nrdgl transaktivasyonu HIF-1a bagimli ve
bagimsiz mekanizmalar ile gergeklesmistir (Le ve Richardson, 2004).

Ndrgl homosistein ve hipoksi tarafindan upregiile edilen, HIF-1 bagimh ve
bagimsiz mekanizmalara sahip olan stres cevap gen olarak da tanimlanmistir. Hipoksik
sartlarda inkiibasyon sonrast Ndrgl wupregulasyonunda HIF-1lo transkripsiyon
faktoriinin rol aldigi One siriilmistir. Ndrgl transaktivasyonunda HIF-1a ‘nin
transkripsiyonel enhanser olarak rol alabilecegini géstermektedir (Le ve Richardson,
2004).

Ndrgl indiiksiyonu hipoksiyle baslatilabilir ve HIF-1a ile diizenlenebilir fakat
Ndrgl geni ayni zamanda intraseliiler Ca+* artisiyla da HIF-la-bagimsiz bir sinyal
yolagi yardimiyla aktive edilebilir (Salnikow ve ark., 2002). Demir selasyonu sonrasi
olusan Ndrgl upregulasyonun HIF-la bagimli ve bagimsiz mekanizmalar tarafindan
diizenlendigi gdsterilmistir.

Hipoksik sartlarda inkiibasyon sonrast Ndrgl upregulasyonunda HIF-1a
transkripsiyon faktoriiniin rol aldigi one siiriilmektedir. Ndrgl geninin promoter
bolgesinde HRE bulunmaktadir. Bu bulgu bize Ndrgl transaktivasyonunda HIF-1o’nin

transkripsiyonu uyarici rol alabilecegini gostermektedir (Le ve Richardson, 2004).
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2.4.7. PTEN-Ndrgl yolag
Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten ( PTEN) 10g23.3
lokalizasyonunda yer alir ve 105.337 bp’den olusur (Sekil 13).
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Sekil 13: PTEN’gen lokalizasyonu

PTEN geni prostat kanserini de igeren bir¢ok kanser tipinde inaktivedir veya
delesyona ugramistir (Grunwald ve ark., 2002; Cantley ve Neel, 1999 ). PTEN gen
kayb1 veya delesyonu tiimér olusumunda %350 nin {izerinde rol oynar (Facher ve Law,
1998). Prostat kanser hiicre serilerinde normal PTEN gen Re-ekspresyonu morfolojik
degisiklige (Sharrard ve Maitland, 2000 ) ve apoptoza yol agmustir (Davies ve ark.,
1999). Protein-protein etkilesimi, lokalizasyon ve posttranslasyonal modifikasyon gibi
birgok faktot PTEN protein aktivitesini etkilemektedir (Bonifant ve Ark., 2007). Koti
diferansiye prostat timorlerinde PTEN ve Ndrgl geninin birlikte baskilandigi, oysa bu
genlerin yiiksek seviyedeki ekspresyonlarinin artan yagsam siiresi ile iliskili oldugu tesbit
edilmistir (Bandyopadhyay, 2003, 2004).

PTEN gen inhibisyonu Ndrgl ekspresyonunu baskilarken, PTEN’gen nin
overekspresyonu Ndrgl gen ekspresyonu seviyesinin artistyla sonuc¢lanmigtir
(Bandyopadhyay, 2004). Ndrgl’in promoter bolgesinde PTEN’e ait baglanma bdolgesi
bulunmamasina ragmen, bu etkisini BPOZ (Bood POZ containing gene type) sinyal
yolagi araciligi ile gosterdigi degerlendirilmistir (Unoki ve Nakamura, 2001) (Sekil 14).
Invivo ve invitro ¢alismalarda PTEN inaktivasyonu kanser hiicrelerinde invazyon ve

metastazi artirmigtir (Kovacevic ve ark., 2008). Sonug¢ olarak PTEN ve Ndrgl gen
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ekspresyonu birlikte yiiksek seviyelerde bulunmasi prostat ve gogiis kanserlerinde daha

iyi bir yasam siiresiyle korele olarak bulunmustur (Bandyopadhyay, 2004).
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Sekil 14: PTEN Ndrgl iligkisi (Zaklina ve Richardson, 2006 )

2.5. DEMIR SELATORLERI
2.5.1. Desferoksamin

Desferoksamin (ayn1 zamanda Deferoksamin, desferioksamin B, desferokamine
B, DFO-B, DFOA, DFB veya desferal olarak da bilinir) Aktinobakter sinifindan
streptomyces pilosus tarafindan iiretilen ve serbest Fe**ii giiclli bir sekilde baglayarak
viicuttan idrarla atilmasini saglayan selator bir ajandir (Miller ve Marvin, 1989).
CasHagNgOsg seklinde kapali kimyasal formiile ve 560.684 g/mol molekiil agirligina
sahiptir. Ac¢ik formiilii asagidaki gibidir (Sekil 15)
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Sekil 15: Desferoksaminin agik formiilii

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) isimlendirmesi: N'-
{5-[acetyl(hydroxy)amino]pentyl }-N-[5-({4-[(5-aminopentyl)(hydroxy)amino]-4-
oxobutanoyl}amino)pentyl]-N-hydroxysuccinamide’dir.
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Basta karaciger olmak iizere organ ve doku hasarina yolagan fazla demiri azaltarak
hasar Onleyici rol oynar. DFO spesifik hiicre tiplerinde inflamatuvar mediatorlerin
salimimin1 (Choi ve ark., 2004) ve ekspreyonlarinin diizenlenmesini (Lee ve ark., 2007)
saglayabilir.

Hiicre proliferasyon ve apopitoz ¢aligsmalarinda siklikla kullanilan bir molekiildiir.
Invivo ve invitro calismalarda molekiiliin antiproliferatif etkilerini, damar diiz kas
hiicrelerinde G; fazinda arrest yaparak olusturdugu gosterilmistir (Porreca ve ark.,
1994). Aymi zamanda p53’i indiikledigi gosterilmistir (An ve ark., 1998). HL-60
hiicrelerinde demir selasyonu yapildiginda apopitoz indiiklenmistir (Fukuchi ve ark.,
1994). Bu hiicrelerin 1uM deferoksamin ile 48 saat muamelesi sonucunda DNA da
fragmantasyon ortaya ¢ikmistir. 0.1 uM deferoksamin ile 24 saatten daha az bir siirede
opopitoz olustugu, 48 saat siireyle muamele sonucunda niikleer kollaps olustugu

gozlenmistir (Fukuchi ve ark., 1998; Chenoufi ve ark., 1998; Leardi ve ark 1998).

2.5.2. 1,10-Fenantrolin

Diger bir demir selatorii 1-10 Fenantrolin (PHEN) heterosiklik organik bir
bilesiktir. Birgok metal iyonu ile gii¢clii kompleks yapar. Demir ile yaptigi kompleks
[Fe(phen)s]**, “ferrion," Fe(II)’nin fotometrik yontemle belirlenmesi igin kullanilir
(Belcher, R. 1973). Ferrion hiicre biyolojisinde metalloproteazlar igin gerekli olan
permeabilitenin inhibisyonunu saglar. Ci2HgN, seklinde kapali kimyasal formiile ve
180.21 g/mol molekiil agirligina sahiptir. Agik formiil asagida gosterilmistir (Sekil 16)
(Le ve Richardson, 2004)

1,10-phenanthroline

Sekil 16: 1,10 Phenanthroline agik formiilii
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1,10-fenantrolin metallopeptidazlarin inhibitériidiir. Ilk olarak karboksipeptidaz
A da gozlemlenerek rapor edilmistir (Felber ve ark., 1962). Enzim inhibisyonu, katalitik
aktivite ic¢in gerekli olan metal iyonunun selesyonu ile olusur. 1,10-fenantrolinnin

hedefleri baslica ¢inko gerektiren metallopeptidazlardir (Salvesen ve GS Nagase, 2001).

2.6. HDAC iNHIBITORU
2.6.1. Trikostatin A

Trikostatin A (TSA), Streptomyces hygroscopicus tarafindan iiretilen antifungal
antibiyotik bir ajan olup giiglii ve spesifik histon deasetilaz (HDAC) inhibitoriidiir
(Tsuji n. ve ark., 1976). HDAC Clas | ve HDAC Clas Il enzimini inhibe eder. HDAC
Clas III’1i inhibe etmez (Vanhaecke ve ark., 2004).

Kimyasal adi, (2E,4E,6R)-7-(4-(Dimethylamino) phenyl) -N-hydroxy-4, 6-
dimethyl -7-0x0-2,4-heptadienamide dir.

Kimyasal formiilii C17H2,N203’dir. Molekiil agirligr 302.37 g/mol diir. Agik
formiilii asagida gosterilmistir (Sekil 17).

Me .. I e I e
I
e
Sekil 17: Trikostatin A agik formiilii

Niikleozomun ¢ekirdeginde bulunan histonlarin yiizeyel kisimlarinin N-terminal
bolgelerindeki lizin kalintilar1 asetilasyona ve deasetilasyona ugrar. Bu reaksiyonlar
histon asetiltransferaz (HAT) ve HDAC’lar tarafindan katalizlenir. Hiperasetilasyon
sonras1 niikleozomlar arasi baglantilar zayiflar, histon uclart DNA’y1 sinirlamaz ve
transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanabilir. Bir¢ok hiicre tipinde butirat ve TSA gibi
HDAC inhibitorleri Ndrgl gen ekspresyonunu arttirarak hiicre diferansiyasyonuna

neden olmaktadir (Semenza ve Wang, 1991).
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2.7. DEMIR
2.7.1. Yapisi

Demir kimyasal bir element olup sembolii Fe (ferrum)’dir ve atomik numarasi

26 dir.

2.7.2. Fonksiyonu

Demir organizmada, esas olarak enerji metabolizmasinda yer alir. Dokulara
oksijen transportu, elektron transferi, DNA sentezi ve pek ¢ok yasamsal 6nemi olan
enzimin yapt ve fonksiyonu icin gereklidir. Kolaylikla ferroz (Fe?*) ve fenik/ferrik
(Fe**) seklinde degisebilen redoks kimyasi ile insan varligi demire bagimlidir ve demir
metabolizmasindaki degisiklikler insan sagligini onemli sekilde etkilemektedir (Ponka,
1997; Ponka ve ark. 1998 ).

Demir fizyolojik olarak esansiyel fakat biyokimyasal olarak o6nemli bir
elementtir. Organizmanin giinlilk demir ihtiyac1 8-10 mg kadardir. Diyetle alinan bu
demirin yaklasik olarak %10-15 kadar1 emilmektedir. Bu miktar gebelik, emzirme ve
adet donemlerindeki kadinlarda biraz daha fazladir. Demirin asir1 alimi toksiktir, ¢iinki
asirt miktarda alinan iki degerli demir (ferros demir) viicuttaki peroksitlerle reaksiyona
girerek serbest radikaller olusturur. insan viicudu demirin emilimini ¢ok siki kontrol
eden bir mekanizmaya sahipse de viicuttan atilmasina iligkin kisitlt bir yetiye sahiptir.
Dolayisiyla, alinan asir1 miktardaki demir, sindirim sisteminin tim bdlgelerindeki
hiicrelere zarar verebilir ve kan dolagim sistemine girebilir. Kan dolagimina giren demir,
kalp, karaciger ve diger organlarin hiicrelerine de zarar vermeye baslar ve bu da, uzun
sireli organ hasarlar1 veya asir1 dozdan Oliimlere kadar gidebilir. Enfeksiyon
hastaliklari, inflamatuar olaylar, iskemi ve reperfiizyon yapan ¢ok genis spektrumlu
patolojik olaylarda biyolojik olarak siiperoksit olusumu meydana gelir. Bir serbest
radikal olan siiperoksit ve hidrojen peroksit demirin serbest hale gelmesine yol agar.
Demirin bunlarla reaksiyonu ile de ¢ok daha gii¢lii serbest radikal olan hidroksil radikal
ortaya ¢ikar (Fenton reaksiyonu) (McCord, Hematology 35: 1,5-12, 1998). Bu hidroksil
radikal tiim biyolojik makromolekiilleri etkiler. Polisakkaritleri depolimerize eder, DNA
kiriklarina yol acar, enzimleri inaktive eder ve lipid peroksidasyonunu baslatir. Lipid
peroksidasyonu, serbest demirle geometrik olarak ¢ogalir ve ¢ok Onemli patolojik
durumlara neden olur. Iskemik kalp hastaliklari, maligniteler, ndrodejeneratif hastaliklar

(Parkinson, Alzheimer) ile organizmada serbest demirin yol agtig1 oksijen radikalleri
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arasinda yakin ilgi oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (McCord, Hematology 35: 1,5-
12, 1998). Ozellikle demirden zengin beslenilen iilkelerde hemokromatosis gen
sikliginin da %10-13 gibi beklenmeyen sekilde yiiksek bulunusu hemokromatosisli
olgularin semptomatik hale gelme riskini artirdig1 diislincesini giindeme getirmistir
(Ervvards ve ark., 1998). Demirden fakir beslenen iilkelerdeki insanlar ve
vegeteryanlarda hemokromatosisin az goriilmesi belki de geni tasiyan kisilerde
koruyucu olmaktadir (Andrevvs ve Bridgens, 1998). Demir, yasayan canlilar igin
eksikligi de fazlalig1 da 6nemli sorunlara yol acan esansiyel bir elementtir. Son yillarda
demir emiliminin molekiiler kontrolii, demir transportu ve hiicresel demir alimu ile ilgili
cok genis arastirmalar ve buluslar olmakla birlikte halen tam bilinmeyen bazi noktalar

bulunmaktadir.

2.7.3. Demir Emilimi ve Dagilim

Viicut demir depolari, diyetle alinan ve gastrointestinal, iiriner sistem ve derideki
hiicrelerin yikimi ile atilan demir arasinda sabit bir denge saglar. Hergiin ortalama 1 mg
demir atilmakta ve bu atilan miktar kadar demir diyetle saglanmaktadir. Hizl1 biiyiime
donemlerinde viicut kitlesinde artis nedeniyle bu miktar yeterli olmaz. Demiri
organizmadan giinde 1 mg'dan fazla atacak bir sistem yoktur ve viicut demir depolarinin
dengesi esas olarak demir emilimindeki diizenle saglanmaktadir (Ponka ve ark., 1998).
Insolubl ve serbest halde iken potansiyel toksisitesi nedeniyle demiri solubl halde
tutacak, tehlikesizce baglayip tasiyacak ve depolayacak 0Ozgiil mekanizmalar ve
proteinler vardir (Ponka ve ark. 1998 ). Emilim yeri duedonum ve {ist jejunum olan
demirin organizmada, farkli fonksiyonlara yonelen farkli formlarinin hiicrelere giris i¢in
sectigi yollarin farkli oldugu gosterilmistir (Umbereit ve ark., 1998).

Diyette demir; Hem demiri ve ¢esitli demir tuzu kompleksleri halinde bulunur.
Bitkisel kaynakli demir, metalloproteinler seklinde, soliible demir ve fitat gibi
kullanilabilirligini engelleyen cesitli selat edici bilesiklerle birliktedir. Hayvansal
kaynakli demir ya hem ya da ferritin, hemosiderin ve ferrik sitrat gibi non hem demiri
seklindedir (Ervvards ve ark., 1998; Andrevvs ve Bridgens, 1998; Umbereit ve ark.,

1998). Ferroz demir, ferrik demirden daha iyi emilir.
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2.7.4. Demir Metabolizmasi

Protein ve karbonhidrat kompleksleri ile alinan demir, mide ve duodenumun asit
pH'sinda sindirilir, demir tuzlar1 seklinde ayrilir. Cogu diyet demiri ferrik demir
seklindedir. Duodenuma transferde gastrik sivilar notralize edilir ve liimendeki pH artar.
Fe** tuzlan uygun selatorler yoksa (askorbat, sitrat, organik asitler, ainino asitler)
insoluble hale gelir. Bu selatorler ferik demiri soliible halde tutar. Burada fitatlar,
okzalatlar, karbonatlar, fosfatlar ve tannatlar, demirle irreversible selatlar yaparak
emilimi engellerler (Umbereit ve ark., 1998). Mukozal yiizeyde, uygun selatorlerle
soliible halde tutulan ferrik demir, onu gene soliible halde tutacak musine transfer edilir.
Transferrinin diyet demirinin emiliminde rolii olmadigi, ¢iinkii duodenal epitel
hiicresinin emici ylizeyinde transferrin reseptdrii olmadigr gosterilmistir. Bu ylizeyde
demiri soliible halde tutan miisindir. Miisinle selasyon, ¢inko, manganez, kobalt ve
kursun gibi mtlallerle kompetetif olarak inhibe edilir. Kalsiyumla inhibisyon, emici
hiicrenin bu ylizeyinde degil, plazmaya gecis kismindadir. Bu metaller demirden farkl
integrinleri  kullandig1 i¢in, demirle zenginlestirilmis diyette bunlarin eksikligi

goriilmemektedir (Umbereit ve ark., 1998).

2.8. FERRITIN

Ferritin hiicre i¢inde fonksiyonu olmayan demiri depolar ve intraselliiler olarak
detoksifiye eder. Demir 6nce limenden mukozal integrinlere transfer olur. Fe** fs
integrinle aliir. B3 integrin ile intestinal hiicreye alinan demir sitoplazmik demir
baglayic1 proteinler olan, mobilferrin (monomerik) ve paraferritine (multipolipeptit)
transfer edilir. Paraferritin; mobilferrin-integrin-flavinmonooksijenaz  kompleksidir.
Paraferritin bir ferrirediiktazdir ve demirin demir igeren proteinlere girmesini ve
kullanilmasii saglar. Paraferritin ile baglanip ve Fe?* sekline rediikte edilen demir,
sitoplazmada taginir ve mitokondriye transfer edilir, intestinal emici hiicrede de ferritin
sentezi vardir ve fazlasi burada depolanir. Absortif bazolateral membraninda klasik
hiicrelerin halotransferrin (apo) reseptdrii vardir. Organizmanin demir durumuna gore
transferrine devredilir ve demir plazmaya gecerek tasinir. Transferrinle hiicrelere
tasinan demir, hiicrede transferrin reseptorleri ile alinip sitokromlar, hemoglobin ve
non-proteinlerinin sentezi ig¢in kullanilir (Umbereit ve ark., 1998). Demirin hiicrede

mitokondriyal bir enzim olan ferroselataza nasil tagindigi halen tam bilinmiyor.
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Mitokondriyal ferrogelataz demiri porfirin halkasina ve hem sentezine katar (Ponka ve
ark. 1998; Umbereit ve ark., 1998).

Intestinal demir alimi; organizmanin demir ihtiyacina gore, bir transferrin
reseptdr analogu olan mobilferrin-integrin yolu ile saglanir. Integrin bir adezyon
molekiilii olarak rol oynar ve hiicre zarinda demiri tasimaktan ¢ok, demir girigini
kolaylastiran bir gorev ile, sitoplazmik mobilferrine demiri verir (Umbereit ve ark.,
1998). Emici hiicredeki demir konsantrasyonu, viicut demir depolari1 ile oranlidir. Bu da
mobilferrinin baglanma yerlerinin demirle satiire oldugu durumda, demir emilimini
durdurdugunu disiindiiriir (Umbereit ve ark., 1998).

Eritrositlerin ~ limenden demir alimi  limendeki demir miktarina,
konsantrasyonuna ve enterositteki demir deposuna baglidir. Fazla demir varsa emilim
artar fakat konsantrasyon arttikca da emilim azalir. Duodenal enterositin plazma yiizeyi
tarafindaki transferrin reseptor mRNA'larinin demir eksikliginde 2-3 kat arttigi

gosterilmistir (Umbereit ve ark., 1998).

2.9. TRANSFERRIN

Transferrin 2 atom demir tasir ve hiicre demiri en iyi sekilde diferrik
transferrinden alir (reseptor affinitesi en fazla). Transferrin 80 kD'luk bir
glukoproteindir. Transferrin ortalama 1/3'Q demirle satiiredir ve %210'unda diferrik
transferin seklindedir. Transferrin geni 3. kromozomdadir. Ayni bodlgede transferrin
reseptoril (TfR) laktoferrin ve seruloplasmin genleri de vardir (Ponka 1997; Ponka ve
ark. 1998; Cook ve ark., 1994; Veiss ve ark., 1997).

Demir soliisyonlarda iki oksidasyon durumunda bulunur. Ferroz (Fe?*) ve ferrik
(Fe3+). ya elektron alir yada verir. Yani kolaylikla redoks durumunu degistirebilir. Bu
redoks reaksiyonlar1 demirin biyokimyasal foinksyonlar1 i¢in ¢ok ©6nemli olurken,
organizma ic¢in de zararli olabilir. Bu nedenle daima selate edilmis sekilde bulunur,
transferrinle tasinir, ferritinde depolanir. Serbest halde tutulmamaya calisilir. Iyi selate
edilmemisse tek elektron redoks reaksiyonlarini katalize ettigi icin, zararli oksijen
radikallerinin olusumunda anahtar rol oynar ve hayati hiicre yapilarinda peroksidatif
hasara yol agar (Ponka ve ark. 1998; Ervvards ve ark., 1998).

Bu nedenle her yere sikica fakat reversible baglandigi transferrinle tasinir.
Transferrin  6zgiil hiicre membran reseptorlerince taninir ve transferin reseptor

kompleksi seklinde hiicreye girer (Ponka, 1997; Ervvards ve ark., 1998). Transferin iki
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atom Fe* baglar ve iki lopludur. Demirin baglanmasi ve ayrilmast ile bigim degistirir.
Organizmada ¢ogu hiicre, fizyolojik demir alimindan sorumlu 6zgiil hiicre membran
reseptorleri ile transferinden demir alir. Matiir eritrositler disinda her hiicrede TfR'leri
bulunur. En yiiksek konsantrasyonda TfR igeren hiicreler; hemoglobin sentezleyen
hiicreler, plesanta, neoplastik hiicreler, hizla boliinlip ¢ogalan hiicrelerdir. Eritroid
hiicreler demiri sadece transferrinden alirlar (Ponka 1997; Cook ve ark., 1994).

Transferrin gen ekspresyonu dokuya 6zgiil olarak artar. Demir eksikligine ve
humoral faktorlere duyarlidir. Karaciger plazma transferrinin en 6nemli kaynagidir.
Demir eksikliginde sentez hizi 3-4 kat artarken, imflamatuar aktivasyonla azalir.
Hipoksi ile uyarilan eritropoetin (EPO) gibi, hipoksi ile uyarilmis transferrin sentezi
olmaktadir. Bu da hipokside demir depolarinin mobilizasyonunu ve Hb sentezini saglar
(Ponka ve ark. 1998). Ayrica, EPO ile transferrin reseptér ekspresyonu
posttranskripsiyonel olarak indiiklenir ve eritroid progenitor hiicrelerin demir alimi
artar. EPO, IRE (iron responsive element) baglanma aktivitesini de artirarak hiicrelere
demir alimin1 artirir (Veiss ve ark., 1997).

Noneritroid reseptoriiniin demire bagl regulasyonunun post transkripsiyonel
olarak ve IREs tarafindan yonlendirildigi gosterilmistir (Ponka, 1997; Ervvards ve ark.,
1998; Ervvards ve ark., 1998). IREs ilk kez ferritinin H ve L zinciri mRNA sinda
tanimlanmis, demir eksikligi olan hiicrelerde ferritin mRNA translasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (5' bolgede). Sonra benzer IRE tipi tammlanmstir. (Transferin
reseptor mRNA'nin 3' UTR'si i¢inde). Bu IRE'ler hiicresel demir diizeyine gore, TfR
mRNA'sin1 stabilize etmekte ve yikimini 6nlemektedirler. Ayrica ALAS2 5' UTR
mRNA'sinda (Hb sentezi) IRE'ler vardir (Brittenham, 1994).

Oksidatif streslerle olusan (en ¢ok demir fazlahginda) H, 02, IRE baglanma
aktivitesini arttirir. Bu da TfR artmasina ve ferritin yapimmin azalmasina yol agar.
Boylece fazla H202'min oksidatif stresi daha da artirdigini, demir alimimi artirip
depolanmasini artirarak (yani organizmada demiri artirarak) oksidatif hasari, fenton
reaksiyonunu agreve ettigi diisiiniilmektedir (Ponka ve ark. 1998).

NO (nitrik oksit); kan basinci, trombosit agregasyonu, makrofaj mediated
sitotoksisite ve nordnal islemlerde yer alan fizyolojik cevaplarin kontrolunda gorevli bir
mediatordiir. NO sentezi artarsa IRE-IRP (iron regulatory protein) baglanmas artar ve

ferritin sentezi azalir (Ponka ve ark. 1998).
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Ferritinin (ferritine giren ferr6z demirdir) ferrooksidaz aktivitesi vardir ve ferroz
demiri ferrik demir haline g¢evirir (Ponka ve ark. 1998; Brittenham, 1994). Demir
fazlaliginda, ferritin lizozomlar tarafindan alimir ve degrade edilerek hemosiderin
denilen insoliible hale getirilir (Ponka ve ark. 1998). Ferritinde depolanan ferrik
demirin; kiigiik molekiiler agirlikli selatorlerce ayrilabildigi (sitrat, desferrioksamin) bu
olayin ferritin degredasyonu ile olustugu ileri siiriilmektedir (Ponka ve ark., 1998).
Ayrica eritroid hiicrelere sadece transferrinle demir verilirken, hepatositlerin ferritinden
de demir aldigi, membranlarninda ferritin reseptorii oldugu gosterilmistir (Ponka ve

ark. 1998).

2.10. DEMIR SELASYONU VE NDRG1 ILiSKiSi

Demir (Fe) proliferasyon icin kritik rol oynamasina ragmen hiicre siklus
progresyonundaki rolii agik degildir. Bununla beraber demir, DNA sentezi gibi bir¢ok
hiicresel olayda 6nemli role sahiptir (Bruce ve ark., 1994; Estrov ve ark., 1987). Des R.
Richardson ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis olduklari bir calismada hiicre
proliferasyon siirecinde kilit rol oynayan molekiillerin ekspresyonu iizerinde demir
selatorlerinin etkilerini degerlendirilerek ilgili mekanizmalar1 arastirilmistir. Yapilan
calismalarda hiicreler DFO ve 311 isimli iki farkli demir selatérii veya DNA hasar
verici ajan1 aktinomisin-D ile inkiibe edildikten sonra gen ekspresyonlarini
degerlendirmek i¢in gen dizilisleri kullanilmistir. Gen degerlendirilmeleri sonucunda
demir selasyonu ile spesifik olarak Ndrgl geninin upregiile oldugu goriilmiistiir. Ndrgl
gen fonksiyonu agik olmamakla beraber yapilan ¢aligmalar tiimor biiylimesini dnemli
Olclide durdurdugunu ve giiclii metastaz supresér olarak rol oynadigini gostermistir.
Hiicrelerin selatorler ile inkiibasyonu Ndrgl mRNA ve protein expresyonunu ciddi
oranda artirmigtir. Buna karsilik demir kompleksleri ile muamele edildiginde veya
demir baglama bolgeleri inaktif iken artirmamistir. Ayrica selasyon sonrasi Ndrgl
upregulasyonu transkripsiyonel seviyede meydana gelmistir. Bu upregulasyonun, HIF-
la bagimhi ve bagimsiz mekanizmalarla alakali olabilecegi one siirtilmiistiir. Boylece
Des R. Richardson ve arkadaslari arastirmalari sonucunda demir metabolizmasi ve
proliferasyon kontrolii arasinda yeni baglantinin Ndrgl oldugunu One siirmiislerdir.
DFO gibi Fe selatorleri kullanilarak yapilan ¢calismalar gostermistir ki Fe deprivasyonu
G1/S arresti ve apoptosis ile sonu¢lanmaktadir (Bruce ve ark., 1994; Becton ve Bryles,

1988). Bunun sebebi de belirgin TfR1 ekspresyonunun da yansittigi sekilde
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muhtemelen artmig Fe ihtiyacina baghdir (Larrick ve Cresswell, 1979; Trinder ve ark.,
1996). Neoplastik hiicreler yiiksek miktarda Fe iceren riboniikleotid rediiktazi (RR)
exprese etmektedir. Bu enzimin rol aldig1 reaksiyon DNA sentezi sirasinda kritik hiz
sinirlayict basamaktir ve ayrica selatdrlerin dnemli bir molekiiler hedefidir (Becton ve
Bryles, 1988; Lovejoy ve Richardson, 2002; Becker ve ark., 2003; Chaston ve ark.,
2003). Fe selasyonu sonrasi olusan G1/S arrestinin, Fe selatorlerinin DNA sentezi i¢in
gerekli olan deoksiriboniikleotid sentezini saglayan riboniikleotid rediiktaz sentezini
onlemelerine bagli oldugu diistiniilmektedir (Becton ve Bryles, 1988). Fe selatorlerinin
etkileri karisiktir ve RR’ye ek olarak sayisiz molekiiler hedef ile etkilesmektedirler
(Lovejoy ve Richardson, 2002; Chaston ve ark., 2003; Larrick ve Cresswell, 1979;
Richardson ve ark., 1994; Richardson ve Baker, 1992; Trinder ve ark., 1996).

Birgok in-vivo ve in-vitro aragtirma yaninda klinik denemeler, DFO ve diger
selatorlerin etkili antitimor ajanlar oldugunu gostermistir (Lovejoy ve Richardson,
2002; Chaston ve ark., 2003).

Bugiine kadar Fe metabolizmasini anlama yolunda 6nemli ilerlemeler olmasina
ragmen Fe selasyonu sonrast G1/S arrestinde rol alan molekiiler mekanizmalar ¢ok az
anlagilabilmistir. Hiicre siklus progresyonunda demirin roliiniin anlagilmasi kanser
tedavisinde selatorlerin hayat kurtarict olup olmadigini ortaya cikaracaktir. Bundan
dolay1 giinlimiizde antitiimor ajan olarak Demir selatorlerinin kullanimi ile baglantisini
g0z Oniine alarak bu konuyu arastirmak gerekmektedir (Bruce ve ark., 1994).

Ndrgl’geninin meme, prostat ve invaziv kolorektal kanserler gibi tiimor
hiicrelerinde downregule oldugu gosterilmistir. Aksine insan kolon kanser hiicreleri
differansiyasyonu indiiklendiginde Ndrgl gen ekspresyonu artmistir (Bandyopadhyay,
2004). Daha ileri ¢aligmalar ile Ndrgl‘in Ni(II) ve hipoksi (HIF-la yoluyla) ile
indiiklendigi gosterilmistir. Bu bulgular Ndrgl’in biiyiime inhibisyonunda rolii
oldugunu ve Ndrgl downregulasyonun malignensi fenotipine katkida bulundugunu
dogrulamaktadir. Prostat kanserindeki son ¢aligmalar Ndrgl protein seviyelerinin hasta
hayatta kalma stireleri ile korele oldugunu gostermistir. Mice’larin akcigerlerinde,
Ndrgl ekspresyonu metastatik prostat kanser hiicre kolonizasyonunu dnlemistir; bu da
genin metastatik supresor proteinini kodladigini géstermektedir.

Kurdistani ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada Nrdgl ekspresyonunun meme ve

prostat kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore downregiile oldugu gosterilmistir.
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Nrdgl ekspresyonun protoonkogenler N-myc ve c-myc tarafindan da inhibe edildigi
gosterilmistir. Ayrica Nrdgl overekspresyonu belirgin sekilde tiimdr biiylimesini ve
metastazin1  azaltmistir. Bu sonuglar Nrdgl‘in metastaz supresdor gen olarak
tanimlanmasina yol agmistir. Nrdgl‘in hiicre siklus progresyonunda zayif karakterize
edilmis rolii dikkate alindiginda Nrdgl ekspresyonunun Fe ile regule edildigi bulgusu
onem kazanmaktadir. Aslinda Fe selasyonu sonrasi G1/S arrestinin, selatdrlerin RR gibi
farkl1 hedeflere olan etkisine bagli olabilece§i aciga c¢ikmaya baglamistir. Fe
selatorlerinin molekiiler hedef genleri, antitiimor aktivite indiiklenmesinde yararl
olabilir.

Biiylime ve diferansiyasyonundaki roliinii gosteren calismalar olmasina ragmen
Nrdgl‘in gercek fonksiyonu hala belirgin degildir. Fe deprivasyonu ile Nrdgl up-
regulasyonunun  fizyolojik rolii  dikkate almmarak Nrdgl’in  proliferasyon
inhibisyonundaki yeteneginin biiyiime arrestine neden olan Fe deplesyonu aracili
indiiklenen bir mekanizma ile olabilecegi 6ne siirtilmiistiir.

Bundan dolay1 Fe deplesyonu sonucu RR aktivitesinin inhibisyonu ile beraber
hiicre siklus progresyonuna neden olan Fe deprivasyonuna molekiiler olaylar ile cevap
verilir.

Doku ve hiicre i¢i kompartmanlardaki dagilim farkliligi, farkli sinyal yolaklar
ile iligkisi, degisik kanser tiirlerinde upregulasyonu, timor supresyonu yapici etkisi ve
hiicre diferansiyasyonundaki rollerinden dolayr Ndrgl iizerindeki calismalar oldukca

ilgi cekmektedir.

2.11. NDRG1 VARYANTLARI

Yaptigimiz literatlir arastirmalart sonucu insan Ndrgl geninin Varyantlve
Varyant2 seklinde 2 farkli mRNA varyantina sahip oldugu ve bu farkin da en 6nemli
nedeninin yaklagik 397 bazlik 5’-UTR bolgesi oldugu anlagilmistir. Ancak literatiirde
Ndrgl ile ilgili yapilan tiim ¢aligmalarda varyantlarin ayr1 ayri ¢alisilmadig: ve bundan
dolay1r hangi kanser tipinde hangi varyantin azaldigi ya da arttiginin belirlenmemis

oldugu tarafimizca tespit edildi.

2.11.1. Ndrgl Varyantl
Ayni proteini kodlayan 2 farkli mRNA’dan biri olan varyantl (V1) 3520 bazdan
olusmaktadir. V1, 5’-UTR boélgesinde Varyant2’den farkli olarak 397 bazlik bir bolgeye
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sahiptir. Yaptigimiz literatiir incelemesinde neden ayni proteini kodlayan 2 farkli
MRNA oldugu konusunda doyurucu bir bilgiye rastlanmamistir. Sekil 18 de
Varyantl’5’ UTR bélgesine ait olan yap1 goriilmektedir.

35



*.:g i |
.s_..k ':'.
- Y 1
- A
-

-5
oy
1:3?__:;,,
%
L.
. q‘\
)
Y
- \.-‘]‘;,'5_-\\:
L M
N
e _‘.‘.—\"'.-::
(TS
A
“1}4
L'\.
\\.’%’N
\}-;'""‘f",j i \\“:
¥ (‘in_{ &b
5 ot
0 % o
= @)
§ i1
L
g
J |
i“’f
P
: \}
L'F"'0 .
I
2
A
Py
&_’4

gG =-259_16 fnitislly -280.60) Ndrgi, vananat 1, 5-L'TR

Sekil 18: Ndrgl V1 5’UTR bolgeye ait yapt
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2.11.2. Ndrgl Varyant?2

Varyant2 (V2) mRNA 3123 bazdan meydana gelmistir. V2, 5 UTR (nonkoding
bolge) bolgesinde V1’e gore 397 bazlik daha kisa bir bdlgeye sahiptir. Varyant2
konusunda da literatiir taramasinda yeterli ve doyurucu bir bilgiye rastlanmamustir.

Sekil 19’da Varyant2 5° UTR bolgesine ait olan yap1 goriilmektedir.

Crmsted &

dG = -72.13 [initiafly -78.80] Nidrg 1, wariant 2, 5-UTR

Sekil 19: Ndrgl V2 5° UTR boélgesine ait yapi
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3.

3.1.

© ®© N o g B

11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

24.

MATERYAL - METOT

KULLANILAN ARAC VE GERECLER
Santrifiij (MSE, MISTRAL 30001, seri no: 5691/02/075, U.K.)
Santrifiij (Jouan, C4i, seri no: 30411037, France)
Mikropipetler (Sealpette Jencons 0.5-10, Treff Lab 20- 200, 100-1000, Genex
Beta 10-100, 50, 2-20, Dialab 200-1000, Rainin Pipet-plus R 20, Socorex 50-200,
Eppeddorf 20, 100, 200, 1000, Germany).
Mikrosantrifiij (SIGMA 3K30, seri no: 76262, USA)
Mikrosantrifiij (Jouan A-14, seri no: 39903105, France)
1,5 ml niikleaz icermeyen eppendorf (Cat No.616201 Grenier Bio-one, USA)
0,2 ml PCR tiip (Cat N0.683201 Grenier Bio-one, USA)
Derin dondurucu -70°C, (NUAIRE, Seri no: 9394248, USA)
Derin dondurucu -80°C, (NUAIRE, Seri no: Z17N-205195-ZN, USA)
Benmari (ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N seri: 3940517, Jouan, France)
Benmari (Termal Lab. Aletleri, seri no: 821911, Tiirkiye)
Vorteks VM3, (Windaus, 3392, Germany)
LightCycler 480 Il, (seri no: 28218, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany)
Laminar-flow (Bilser, Seri no: 6087, Ankara, Tiirkiye)
Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E, seri no: 116026070307, USA)
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, (04729692001 white, lot: 09016400,
Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)
Ultrasonic Cleaner, (seri no: 030607, Germany)
Spektrofotometre, (IMPLEN NanoPhotometer, Seri no: 1271,U.K.)
pH metre, (Microprosessor pH meter, EDT Instruments RE 357, 702 U.K.)
Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no: 300258, Japan)
Cellstar Tissue Culture Flask (25 cm2) kirmiz1 kapak (Cat N0.690175 Grenier
bio-one, Austria)
Cellstar 96 well Cell Culture Plate, (Cat no.655 180 Grenier bio-one, Austria)
10 pl (cat. no. 765288), 20 ul (cat. no.774288) 100 pl (cat. no.772288), 200 pl,
1000 pl (cat. no.740288) pipet uglari, steril, (Grenier bio-one, Austria)
10 pl pipet ucu, steril, (Neptune BT10XL, lot: 56522 Mexico)
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25.
26.
217.

28.

10.
11.

12.

CO; inkiibator, (Sanyo MCO-17AIC, seri no: 00605796, Japan)

Invert mikroskop, (Nikon eclipse TS100, seri no: 0101743, Japan)

Real Time Cell Analiz sistemi-RTCA-SP (xCELLigence System monitors)
(Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

E-plate 16 1x6 Roche ACEA Bioscience, Inc. CA 92121 (Cat no: 05469830001
San Diego)

KULLANILAN KIMYASALLAR

DMEM Medium, with 1 g/L D-glucose, with Na Piruvat, without L-Glutamin,
(Lot: 01-050-1A, Biologycal Industries, Israel)
RPMI Medium, 1640, with L-Glutamin, with HEPES 25 mM 500 mL, (Lot: 01-
106-1A, Biological Industries Israel)

Deferoxamine mesylate salt (Product no: D9533 Sigma MW: 656,79 g/mol)
1,10-Phenanthroline monohydrate (Product no: 320056 Sigma-Aldrich MW:
198,22 g/mol)
Trichostatin A, (Item no:89730, Cayman Chemical, MW: 302,4)
L-Glutamin, 200 mM, (Cat: 0.3-0.20-1C, Biologycal Industries, israel)
Fetal Bovine Serum, Heat inactivated, Sterile filtered, (Cat No: F7678 Sigma
Aldrich, USA)
Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, %0.02 EDTA) (Cat No; 03052-1B Biological
Industries Kibbutz Beit Haemek, ISRAEL)
10.000 U. Penisilin/10 mg Streptomisin 100X (Cat No; P0781, 100 ml, Sigma-
Aldrich, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (MERCK-Schuchardt, Cat. No: 802912, Germany)
PBS (Phosphat Buffer Salin), 10 mM, pH 7.4

eNaCl, 136 mM (Merck, Cat. No: 6400) MW: 58,44 Germany)
oKCl, 2.7 mM (Merck, Cat. No: 4935) MW: 74,56 Germany)
eNa,HPQO,4, 10 mM (Merck, Cat. No: 6586) MW: 141,96 Germany)
oKH,PQO4, 10 mM (Merck, Cat. No: 4871) MW: 136,09 Germany)

pH 4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104, 910107,
910110 CAS Reg. No 7732-18-5, GmBh)
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13. High-pure PCR RNA isolation kit (Cat. No.11 828 665 001 Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany )

14.  Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Cat no. 04 379 012 001 Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )

15.  LightCycler 480 Probe Master (04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

16. Human GAPDH forward-reverse (19/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti
(UPL60, Cat N0.04688589001 Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

17.  Human Ndrgl Varyantl forward-reverse (18/18 b) primer ¢ifti- LNA Tagman
probe seti (LNA prob 72, Cat No. 04688953001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

18.  Human Ndrgl Varyant2 forward-reverse (19/21 b) primer ¢ifti- LNA Tagman
probe seti (LNA prob 21, Cat N0.04687663001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

3.3. HepG2 HUCRE KULTURU

HepG2; insan hepatoseliiler karsinom hiicresidir. Cogalmasi adheren 6zellik
tasir. Epitelyal morfoloji gosterir. Doubling time 48 saattir. Pasaj 17 HepG2 hiicreleri
Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisii’'nden Prof. Dr. Mithat Bozdayi’dan temin

edildi. Hiicreler agsagida verilen protokole gore pasajlandi.

3.3.1 HepG2 Hiicre Kiiltiir soliisyonlar:

3.3.1.1. DMEM Medyum pH; 7.4

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Lot: 01-050-1A

e 1 g/L D-glucose ve Na Piruvat igerir, L-Glutamin igermez.

o Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklandi.

3.3.1.2. Fetal Bovin Serum (FBS)

¢ Sigma Aldrich, 500 ml, USA

o Katalog No: F7678

e Isi1ile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, bocek hiicre kiiltiirtinde test edilmis Stok

soliisyon 15 mI’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklandi.
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3.3.1.3. L-Glutamin 200 mM, 20 ml

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

e Katalog No: 03-022-1C, Lot: 567256

e Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 2’ser ml alikotlanarak -70 °C’de saklanda.

3.3.1.4. Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

e Katalog No: 03052-1B

e Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklandi.

3.3.1.5. 10.000 ii PENISILIN/10 mg STREPTOMISIN, 100X stok

e Sigma-Aldrich, 100 ml, USA

¢ Katalog No: P0781

e 15 ml’lik falkon tiiplere 5’er ml olacak sekilde alikotlanarak -70 °C’ye kaldirildu.

3.3.1.6. Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 mM pH;7.41L
Tablo I: PBS soliisyon hazirligi

Madde Miktar Firma

NaCl 136 mM 80 Merck, cat. n0.6400, S-12, Germany
KCI, 2.7 mM 0.2¢g Merck, cat. no 4935, P-11, Germany
Na,HPO,4, 10 mM 144 g Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany
KH,;PQO4, 10 MM 1.36 g Merck, A997671 851, P-3, Germany
dH,0 800 ml

e 8 g NaCl, 0.2 g KClI, 1.44 g Na,HPO,, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 ml dH,O ile
¢ozlinmesi saglandi.

e pH 7.4’e ayarlanarak dH,O ile 1 litreye tamamlanda.

e 0.22 um’lik filtre ile filtre edildi. Sterilizasyon i¢in otoklavda tutuldu. 2-8°C’de

saklanda.

3.3.1.7. HepG2 Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirhg:
e FCS, -70 °C’den 37 °C’ye alinarak ¢oziilmesi saglandi.
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e Penisilin/streptomisin 100X stok soliisyonu, -70 °C’den oda 1sisina alinarak
¢Oziilmesi saglandi.

e L-Glutamin 200 mM, -70 °C’den oda 1sisina alinarak ¢6ziilmesi saglandi.

e 100 ml komplet DMEM medyum hazirlanmasi i¢in tablo II’deki miktarlardaki
soliisyonlar laminer flow kabininde steril sartlara dikkat edilerek karistirildi.

e 0,22 um’lik filtre ile steril cam siseye filtre edilip 3 tane 50 mL’lik falkon tiipe
konulur ve 1s1ktan koruyarak 2-8 °C’de saklandh.

Tablo I1: HepG2 Komplet DMEM Medyum Hazirligi

Madde Voliim Final konsantrasyon
FBS 10 mi % 10
Penisilin/streptomisin 100x 1ml 1x

L-Glutamin 200 Mm 2 mi % 2 (4 mM)

DMEM 87 ml

3.3.1.8. DMEM Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml

e DMEM komplet medyum benmaride 37 °Cye getirildi.

o Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan 6nce % 10 DMSO olacak sekilde DMSO
eklendi.

e Freeze-medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanilir.

e Taze hazirlanmalidir.

Tablo I11: Freeze medyum

Voliim Final konsantrasyonu
DMEM Komplet Medyum 9ml % 90
DMSO 1mil % 10
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3.3.2 HepG2 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

3.3.2.1. -80 °C’de dondurularak saklanan hiicrelerin ¢oziilmesi

80 °C’den ¢ikarilan hiicreler hizla ¢oziildii.

600 xg’de, 37 °C’de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atilip tizerine DMEM komplet medyum eklendi ve karistirildi.

Hiicreler pasteur pipeti ile flaska pipetlendi ve iizerine DMEM komplet medyum
eklenerek 5 ml’ye tamamlandi.

e CO; inkiibatore kaldirildi.

3.3.2.2. HepG2 hiicrelerinin pasajlanmasi

Flasktaki hiicreler % 70-80 konfliient oldugunda pasajlama yapildi.

Flasktaki komplet medyum uzaklastirildi.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve hiicreler yikandi.

PBS uzaklastirildi.

Pasteur pipeti ile ylizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edildi ve 3 dk
stireyle CO; inkiibatorde bekletildi.

e Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten sonra pasteur pipeti ile Tripsin-
EDTA’nin iizerine ~ 3-4 ml komplet medyum ilave edildi ve karistirildi.

e Komplet medyum ve hiicreler 15 ml’lik falkon tiipte toplandi.

600 xg’de, oda 1sisinda 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatant atilarak 5 ml komplet medyum ile resiispanse edildi.

4 flaska ~1’er ml dagitildi ve komplet DMEM ile 5 ml’ye tamamlandi.

CO, inkiibatore alind.

Medium degistirme haftada 2 ya da 3 kez yapildi.

3.3.2.3. HepG2 hiicrelerinin dondurulmasi

¢ Flaskin mediumu uzaklastirildi.

o Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikandi.

e Pasteur pipeti ile yiizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk CO;
inkiibatorde bekletildi.

e Mikroskopta hiicre ayrilmasi izlendikten sonra ~2-3 ml komplet DMEM medyum
eklenerek hiicreler 15°1ik falkonda toplandi.
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e 600 xg’de, oda 1sisinda 5 dk santrifiij edildi.
e Siipernatant atilip tlizerine 5 ml freeze-medium eklendi.

e 1’er ml alikotlanarak -80 °C’de saklandi.

3.4. MCF-7 HUCRE KULTURU

MCF-7; insan meme adenokarsinom hiicreleridir. Cogalmasi adheren ozellik
tasir. 37 °C’de %5 karbondioksid ortaminda kiiltiire edilmelidir. Epitelyal morfolojiye
sahiptir. Doubling Time: 29 saattir. MCF-7 hiicreleri, T.C. Tarim ve Kd6yisleri Bakanligi

Sap Enstitiisii Mudiirliigii’nden satin alind1.

3.4.1. Hiicre Kiiltiir soliisyonlar:

3.4.1.1. RPMI 1640 Medyum

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Lot: 01-050-1A

e | -Glutamin ile HEPES 25 mM igerir

e Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklanabilir.

3.4.1.2. Fetal Bovin Serum (FBS)
e Sigma Aldrich, 500 ml, USA
e Katalog No: F7678

e [s1 ile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere

10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de saklandu.

3.4.1.3. L- Na-piirivat, 100 mM

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

o Cat no: 03042-1B

e Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 2’ser ml alikotlanarak -70 °C’de saklandi.

3.4.1.4. Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml

¢ Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

e Katalog No: 03052-1B

e Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -70 °C’de sakland.
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3.4.1.5.10.000 ii PENISILIN/10 mg STREPTOMISIN, 100X stok

e Sigma-Aldrich, 100 ml, USA

e Katalog No: P0781

¢ 15 ml’lik falkon tiiplere 5’er ml olacak sekilde alikotlanarak -70 °C’ye kaldirildu.

3.4.1.6. Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 MM pH;7.4 1L
Tablo 1V: PBS soliisyon hazirligi

Madde Miktar Firma

NaCl 136 mM 80 Merck, cat. n0.6400, S-12, Germany
KCI, 2.7 mM 0.2¢ Merck, cat. no 4935, P-11, Germany
Na,HPO,4, 10 mM 144 ¢ Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany
KH,;PO4, 10 MM 1.36 g Merck, A997671 851, P-3, Germany
dH,0 800 ml

e 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g NapHPO,, 1.36 g KH,PO, tartilarak 800 ml dH,O ile
¢Oziinmesi saglandi.

e pH 7.4’¢ ayarlanarak dH,O ile 1 litreye tamamlanda.

e 0.22 um’lik filtre ile filtre edilir. Otoklavda Sterilizasyonu yapildi ve 2-8°C’de

saklandi.

3.4.1.7. MCF-7 Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirhg

e FCS, -70 °C’den 37 °C’ye alinarak ¢6ziilmesi saglandi.

e Penisilin/streptomisin 100X stok soliisyonu, -70 °C’den oda 1sisina aliarak
¢oziilmesi saglandi

e Na-Piirivat, 100 mM, -70 °C’den oda 1s1sina alinarak ¢oziilmesi saglandi.

e 100 ml komplet RPMI 1640 medyum hazirlanmas i¢in tablo V’deki miktarlardaki
soliisyonlar laminer flow kabininde steril sartlara dikkat edilerek karistirildi.

e 0,22 um’lik filtre ile steril cam siseye filtre edilip 3 tane 50 mL’lik falkon tiipe
konuldu ve 1siktan koruyarak 2-8 °C’de sakland.

Tablo V: MCF-7 RPMI 1640 Komplet Medyum Hazirlig1

Madde Voliim Final konsantrasyon
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FBS (fetal calf serum) 10 mL % 10

Penisilin/Streptomisin, 100x 1mL % 1 (1x)
Na-Piirivat, 100 Mm 1mL % 1 (1 mM)
RPMI 1640 88 mL

e Belirtilen miktarlar steril cam siseye steril sartlarda pipetlendi ve RPMI 1640 ile 100
mL’ye tamamlanarak 0.22 pm’lik filtre ile filtre edildi.

3.4.1.8. RPMI 1640 Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml
e RPMI 1640 komplet medyum benmaride 37 °Cye getirildi.
o Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan 6nce % 10 DMSO olacak sekilde DMSO

eklendi.
e Freeze-medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanidi.

e Taze hazirlandi.

Tablo VI: Freeze medyum

Voliim Final konsantrasyonu
RPMI 1640 Komplet Medyum 9ml % 90
DMSO 1ml % 10

3.4.2. MCF-7 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

3.4.2.1. -80 °C’de dondurularak saklanan hiicrelerin ¢oziilmesi
e -80°C’den c¢ikarilan hiicreler hizla ¢oziildii.

600 xg’de, 37 °C’de, 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatant atilir. Uzerine komplet RPMI 1640 medyum eklenir, karistirildi.

Hiicreler pasteur pipeti ile 25 cm? flask’a pipetlenir ve iizerine komplet RPMI 1640

medyum eklenerek 5 mL’ye tamamlandi.
e CO, inkiibatore kaldirildi.

3.4.2.2. MCF-7 hiicrelerinin pasajlanmasi
e Flasktaki hiicreler %70-80 konflii oldugunda pasajlama yapildi.
e Flasktaki RPMI 1640 komplet medyum uzaklastirild.
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e Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarildir ve yikandi.

e PBS uzaklagtirildi.

e Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edildi ve 3 dk
stireyle CO; inkiibatorde bekletildi.

e Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten sonra pasteur pipeti ile Tripsin-
EDTA’nin iizerine ~ 3-4 mL RPMI 1640 komplet medyum ilave edildi ve karistirildi.

e 15’1k falkon tiipe alindi.

e 600 xg’de, oda 1s1sinda, 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant atilarak 5 mL RPMI 1640 komplet medyum ile resiispanse edildi ve
hiicre sayimi1 yapildi.

e 4 flaska ~1’er mL dagitildi ve RPMI 1640 komplet medyum ile 5 mL’ye tamamlandi.
e CO, inkiibatore alindi.

e Medyum degistirme haftada 2 ya da 3 kez yapildu.

3.4.2.3. MCF-7 hiicrelerinin dondurulmasi

o Flaskin mediumu uzaklastirildi.

o Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikandi.

e Pasteur pipeti ile yiizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk CO;
inkiibatorde bekletildi.

e Mikroskopta hiicre ayrilmasi izlendikten sonra ~2-3 ml komplet DMEM medyum
eklenerek hiicreler 15°1lik falkonda toplandi.

e 600 xg’de, oda 1s1sinda 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant atilip iizerine 5 ml freeze-medium eklendi.

e 1’er ml alikotlanarak -80 °C’de saklandi.

3.5. HUCRE KINETIiGI (PROLIFERASYON DENEYI) VE ICs, (INHIBITOR

KONSANTRASYON) HESAPLAMASI

3.5.1. HepG2 Hiicre Kiiltiiriinde xCELLigence Real time ile Proliferasyon Deneyi
[lag uygulamadan once hiicreleri logaritmik artis fazinda yakalamak ve en uygun

hiicre sayisin belirlemek i¢in proliferasyon deneyi yapildi.

3.5.1.1. Deneyin kurgusunda farkl sayida hiicre iceren kuyularin hazirlanmasi
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Deneyin kurgusunda farkli sayida hiicre iceren kuyular hazirlandi. Seri diliisyon

ile 30000, 15000, 7500, 3750, 1875 hiicre igeren kuyular olusturuldu.

Tablo VII: HepG2 hiicrelerinin Proliferasyon takibi i¢in E-pleyt dizayn

30,000 | 30,000 |30,000 7500 7500 7500 1875 | 1875

15,000 | 15,000 15,000 | 3750 37500 3750 1875 | KM

3.5.1.2. HepG2 kiiltiir hiicrelerinin 16 well E-pleyte Ekilmesi

1. E-pleyte 100 pL komplet medium pipetlendi ve 15 dakika CO; inkiibatorde
bekletildi.

2. Back ground okuma alindi.

3. Konfliient olan HepG2 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosatildi.

4. Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarildi ve yikandi. PBS
uzaklastirildi.

5. Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) konuldu.

6. 3 dakika CO, inkubatorde bekletildi.

7. Uzerine yaklasik 3 mL DMEM komplet medyum konuldu.

8. Pasteur pipet ile bir-kag kez al/ver yapilir. Hiicre sayimi yapildi.(0,60x10° /L hiicre
sayildr)

9. E-pleyte ilk 3 kuyuya 60000 hiicre 100’er pL pipetlendi. Nazikg¢e al ver yapildi.

10. 60000 hiicre iceren kuyudan 100 pL alind1 ve diger kuyuya pipetlendi. Nazikce al
ver yapildi.

11. 10. Maddedeki islemler 4 defa tekrarlanarak seri diliisyon yapildi.

12. En son kuyudan 100 pL disar1 atildi.

13. Biitiin kuyulara 100 pL. komplet medyum daha pipetlenerek her kuyunun toplam
voliimii 200 pL’ye ayarlandi.

14. 24 saatte bir kuyulardan hiicreleri kaldirmadan 100 pL medyum alimip 100 pL taze
komplet medyum eklendi.

15. 72 saat 37 °C’de CO, inkiibatorunde inkiibe edildi.

3.5.1.3. Degerlendirme ve hiicre sayisinin belirlenmesi
72 saatlik inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile biiylime egrileri
analizi yapildi ve optimal hiicre sayis1 her kuyu i¢in 9000 olarak belirlendi ve

calismamiz bu hiicre sayisi lizerinden yiiriitiildii.
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3.5.2. MCF7 Hiicre Kiiltiiriinde xCELLigence Real time ile Proliferasyon Deneyi
[la¢ uygulamadan 6nce hiicreleri logaritmik artis fazinda yakalamak ve en uygun

hiicre sayisini belirlemek icin proliferasyon deneyi yapildi.

3.5.2.1. Deneyin kurgusunda farkl sayida hiicre iceren kuyularin hazirlanmasi
Deneyin kurgusunda farkli sayida hiicre i¢eren kuyular hazirlandi. Seri diliisyon

ile 32000, 16000, 8000, 4000, 2000 hiicre igeren kuyular olusturuldu.

Tablo VI1I: MCF7 Hiicrelerinin Proliferasyon takibi i¢in 16 well E-Pleyt dizayni

32,000 |32,000 |32,000 8000 8000 8000 2000 2000

16000 16000 16000 4000 4000 4000 2000 KM

3.5.2.2. Hiicrelerin 16 well E-pleyte EKilmesi

e E-pleyte 100 pL komplet medium pipetlendi ve 15 dakika CO; inkiibatorde
bekletildi.

e Back ground okuma alindi.

e Konflii olan MCF7 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosatild.

e Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarilir ve yikandi. PBS
uzaklagtirildi.

Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) konuldu.

3 dakika CO; inkiibatorde bekletildi.

Uzerine yaklasik 3 mL RPMI 1640 komplet medyum konuldu.

Pasteur pipet ile bir-kag kez al/ver yapilir. Hiicre sayimi yapildi.(0,64x10° /uL hiicre)

E-pleyte ilk 3 kuyuya 64000 hiicre 100’er uL pipetlendi. Nazikce al ver yapildi.

64000 hiicre iceren kuyudan 100 pL alind1 ve diger kuyuya pipetlendi. Nazikce al ver
yapildi.

e 10. Maddedeki islemler 4 defa tekrarlanarak seri diliisyon yapildi.

e En son kuyudan 100 pL disar1 atildi.

e Biitiin kuyulara 100 pL komplet medyum daha pipetlenerek her kuyunun toplam
voliimii 200 puL’ye ayarlandi.
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e 24 saatte bir kuyulardan hiicreleri kaldirmadan 100 uL medyum alinip 100 pL taze
komplet medyum eklendi.

e 48-72 saat 37 °C’de CO» inkiibatorinde inkube edildi.

3.5.2.3. Degerlendirme ve hiicre sayisinin belirlenmesi

72 saatlik inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time cihazi ile biiyiime
egrileri analizi yapildi ve optimal hiicre sayis1 belirlendi. MCF7 icin optimal hiicre
sayisinin her kuyu i¢in 16000 oldugu kanaatina varildi ve deneyin kurgusu bu hiicre

sayisi lizerinden yuritildi.

3.5.3. xCELLigence Real Time Hiicre Analiz Sistemi ile HepG2 Hiicrelerinde DFO

ve PHEN ile Muamele sonucu Proliferasyon Takibi

3.5.3.1. HepG2 Hiicre Kiiltiir Gruplarina Uygulanacak ila¢ Dozlarimi iceren
Medyum Hazirlig
Calisma Gruplarmin Igerikleri
Komplet medyum (kontrol)
. 150 uM DFO iceren komplet medyum
75 uM DFO igeren komplet medyum
37,5 uM DFO iceren komplet medyum

1

2

3

4

5. 18,75 uM DFO igeren komplet medyum
6 9,37 uM DFO igeren komplet medyum
7 4,68 uM DFO igeren komplet medyum
8 2,34 uM DFO igeren komplet medyum
9. 100 uM PHEN igeren komplet medyum
10. 50 uM PHEN igeren komplet medyum
11. 25 uM PHEN iceren komplet medyum
12. 12,50 uM PHEN igeren komplet medyum
13. 6,25 pM PHEN igeren komplet medyum
14. 3,12 pM PHEN igeren komplet medyum

15. 1,56 uM PHEN iceren komplet medyum
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3.5.3.2. fla¢ Dozlarimin Hesaplanmasi Ve la¢ Iceren Medyumlarin Hazirlanmasi

3.5.3.2.1. 300 pM, 2X DFO iceren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e 15 mg DFO tartilip 1 mL DMEM medyum iginde ¢oziilerek 22,83835 mM DFO
stok solusyonu elde edildi.

e Stok DFO solusyonundan 26,27 pL alinip 2 mL komplet mediuma (1973,73 uL)
tamamlanarak 300 uM DFO elde edildi.

o Filtre edildi.

e DMEM komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 300, 150, 75, 37.5, 18.75,
9.375 ve 4.687 uM DFO igeren komplet medyumlar elde edildi.

3.5.3.2.2. 150 pM, 1X DFO iceren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e Yukarida hazirligr anlatilan 22,83835 mM stok DFO solusyonundan 13,14 pL alinip
2 mL komplet mediuma (1986,86 L) tamamlanarak 150 uM DFO elde edildi.

o Filtre edildi.

e DMEM komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 150, 75, 37.5, 18.75, 9.375 ve
4.687 uM DFO igeren komplet medyumlar elde edildi.

3.5.3.2.3. 200 pM, 2X PHEN i¢eren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e 50 mg PHEN tartilip 0,5 mL DMSO iginde ¢oziilerek 504489,96 uM PHEN stok
solusyonu elde edildi.

e -80 °C de saklandi.

e Stok PHEN solusyonundan 10 puL alind1 ve Iml DMEM Komplet Mediuma (990
uL) tamamlanarak 5044,8996 uM PHEN solusyonu elde edildi.

e 5044,8996 uM’lik ara diliisyondan 79,28 pL alinip 2 mL komplet mediuma
tamamlanarak (1920,72 pL) 200 uM PHEN solusyonu elde edildi.

o Filtre edildi.

e DMEM komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.875 uM PHEN igeren komplet mediumlar elde edildi.

3.5.3.2.4. % 0,02 DMSO i¢eren Kontrol Grubu Hazirlanmasi
e Stok DMSO dan 10 pL alimir ve 1ml DMEM Komplet Mediuma (990 uL)
tamamlanarak 100 kat diliie edildi.

e 100 kat ara dilisyondan 79,28 uL alinip 1920,72 pL komplet medium ile 2 mL’ye
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tamamlandi (2000/79,28= 25,22 kat diliie).
e Toplam olarak 25,22x100= 2522 kat diliie edilerek 2X, % 0,039 DMSO elde edildi.
e 100 kat ara diliisyondan 39,64 pL alinip 1960,36 uL medium ile 2 mL’ye
tamamlanarak 1X, % 0,02 DMSO solusyonu elde edildi.

e Solusyonlar filtre edildi.

3.5.3.2.5. 100 pM, 1X PHEN i¢eren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e Yukarida elde edilisi anlatilmis olan 5044,8996 uM’lik PHEN solusyonundan 39,64
uL alinip komplet medium ile (1960,36 uL) 2 mL’ye tamamlanarak 100 uM 1X
PHEN solusyonu elde edildi.

o Filtre edildi.

e DMEM komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.875 uM PHEN igeren komplet mediumlar elde edildi.

3.5.3.3. Hepg?2 Hiicrelerin 48 Well E-Pleyte Ekilmesi Ve Hazirlanan Ilagh
Gruplarin Uygulanmasi

e E-pleyte 100 uL komplet medium pipetlendi ve 15 dakika CO; inkiibatdrde
bekletildi.

e Back ground okuma alindi.

e Konflii olan HepG?2 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosatildi.

e Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarildi ve yikandi. PBS
uzaklagtirildi.

e Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) konuldu.

e 3 dakika CO, inkiibatorde bekletildi.

e Uzerine yaklasik 5 mL DMEM komplet medyum konuldu.

e Pasteur pipet ile bir-kag kez al/ver yapilarak hiicre sayimi yapildi.

e 3x16’lik E-pleyte 9000 hiicre/ kuyu basina olacak sekilde komplet DMEM-hiicre
karisim1 otomatik pipetle 100’er uL dagitildu.

e 24 saat 37 °C’de CO» inkubatoriinde inkiibe edildi.

e 24 saatte pleytin tabanina degmeden tiim kuyulardan100 pL. medium alinarak atildi.
e Daha sonra 2x konsantrasyonda hazirlanan ilagli gruplar ve kontrol i¢in normal

komplet medium 100 pl pipetlendi.
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e 24 saat 37 °C’de CO» inkubatorinde inkiibe edildi.

e Her 24 saatte bir medium degistirilirdi ancak 1X kimyasal ajanlar uygulandi.

3.5.3.4. HepG2 hiicreleri icin Well E-Pleyt Diizeni

asagida gosterilmis olan dizayna gére hazirlanan ilag dozlar1 uygulandi.

Tablo IX: HepG2 hiicreleri i¢in 48 Well E-pleyt dizayn

Her kuyusunda 9000 HepG2 hiicre igeren ve 24 saat inkiibe edilen E-Pleyte

1 2 1 2 1 2
A KONT 7SuM | 9,375uM | 100 uM 25 uM | 3,125 uM
DFO DFO PHEN PHEN PHEN
B KONT 375uM | 9375uM | 100 uM | 12,5uM | 3,125 uM
DFO DFO PHEN PHEN PHEN
C KONT 37.5uM | 4,687 uM | 100 uM | 125uM | 1,562 uM
DFO DFO PHEN PHEN PHEN
D 150 uM | 375uM | 4,687 uM | 50 uM 125uM | 1,562 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN PHEN
E 150 uyM | 18,75 uM | 4,687 uM | 50 uM 6,25 uM | 1,562 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN PHEN
F 150 uM | 18,75 uM | 2,343 uM 50 uM 6,25 UM
DFO DFO DFO PHEN PHEN
G 75uM | 18,75 uM | 2,343 uM 25 uM 6,25 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN
H 75uM | 9375uM | 2343 uM | 25uM | 3,125 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN

PHEN uygulandiktan sonra proliferasyon takibi yapildi.

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile DFO ve

3.5.4. xCEL Ligence Real Time Hiicre Analiz Sistemi Ile MCF-7 Hiicrelerinde DFO

ve PHEN i¢in ICsy Hesaplamasi

3.5.4.1. MCF-7 Hiicre Kiiltiir Gruplarina Uygulanacak fla¢ Dozlarim Iceren

Medyum Hazirligt
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Calisma Gruplarmin Icerikleri
Komplet medyum (kontrol)
150,00 uM DFO igeren komplet medyum
75,00 uM DFO igeren komplet medyum
37,50 uM DFO igeren komplet medyum

1

2

3

4

5. 18,75 uM DFO igeren komplet medyum
6 9,37 uM DFO igeren komplet medyum
7 4,68 uM DFO igeren komplet medyum
8. 2,34 uM DFO igeren komplet medyum
9. 100,00 uM PHEN iceren komplet medyum
10. 50,00 uM PHEN iceren komplet medyum
11. 25.00 uM PHEN iceren komplet medyum
12. 12,50 uM PHEN igeren komplet medyum
13. 6,25 uM PHEN igeren komplet medyum
14. 3,12 uM PHEN iceren komplet medyum

15. 1,56 uM PHEN igeren komplet medyum

3.5.4.2. Ila¢ Dozlariin Hesaplanmasi ve ila¢ iceren Medyumlarin Hazirlanmasi

3.5.4.2.1. 300 uM, 2X DFO iceren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e 15 mg DFO tartilip 1 mL RPMI 1640 medyum i¢inde ¢ozilerek 22,83835 mM DFO
stok solusyonu elde edildi.

e Stok DFO solusyonundan 26,27 pL alinip 2 mL komplet mediuma (1973,73 puL)
tamamlanarak 300 uM DFO elde edildi.

o Filtre edildi.

e RPMI 1640 komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 300, 150, 75, 37.5, 18.75,
9.375 ve 4.687 uM DFO igeren komplet medyumlar elde edildi.

3.5.4.2.2. 150 uM, 1X DFO iceren Komplet Medyum Hazirlanmasi

e Yukarida hazirlig anlatilan 22,83835 mM stok DFO solusyonundan 13,14 pL alinip
2 mL komplet mediuma (1986,86 puL) tamamlanarak 150 pM DFO elde edildi.

o Filtre edildi.

e RPMI 1640 komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 150, 75, 37.5, 18.75, 9.375
ve 4.687 uM DFO igeren komplet medyumlar elde edildi.
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3.5.4.2.3. 200 pM, 2X PHEN i¢eren Komplet Medyum Hazirlanmasi

50 mg PHEN tartilip 0,5 mL DMSO i¢inde ¢oziilerek 504489,96 uM PHEN stok
solusyonu elde edildi.

-80 °C de saklandu.

Stok PHEN solusyonundan 10 pL alindi ve 1ml RPMI 1640 Komplet Mediuma
(990 uL) tamamlanarak 5044,8996 uM PHEN solusyonu elde edildi.

5044,8996 uM’lik ara diliisyondan 79,28 pL almip 2 mL komplet mediuma
tamamlanarak (1920,72 puL) 200 uM PHEN solusyonu elde edildi.

Filtre edildi.

RPMI 1640 komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.875 uM PHEN igeren komplet mediumlar elde edildi.

3.5.4.2.4. % 0,02 DMSO i¢eren Kontrol Grubu Hazirlanmasi

Stok DMSO dan 10 pL alinir ve Iml RPMI 1640 Komplet Mediuma (990 pL)
tamamlanarak 100 kat diliie edildi.

100 kat ara dilisyondan 79,28 pL alinip 1920,72 uL. komplet medium ile 2 mL’ye
tamamlandi (2000/79,28= 25,22 kat diliie).

Toplam olarak 25,22x100= 2522 kat diliie edilerek 2X, % 0,039 DMSO elde edildi.
100 kat ara diliisyondan 39,64 pL almip 1960,36 pL medium ile 2 mL’ye
tamamlanarak 1X, % 0,02 DMSO solusyonu elde edildi.

Solusyonlar filtre edildi.

3.5.4.2.5. 100 uM, 1X PHEN i¢eren Komplet Medyum Hazirlanmasi

Yukarida elde edilisi anlatilmis olan 5044,8996 uM’lik PHEN solusyonundan 39,64
uL alinip komplet medium ile (1960,36 uL) 2 mL’ye tamamlanarak 100 uM 1X
PHEN solusyonu elde edildi.

Filtre edildi.

RPMI 1640 komplet medium ile seri diliisyon yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.875 uM PHEN igeren komplet mediumlar elde edildi.
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3.5.4.3. Hiicrelerin 48 well E-pleyte Ekilmesi ve hazirlanan ilach gruplarin

uygulanmasi

E-pleyte 100 pL komplet medium pipetlendi ve 15 dakika CO; inkiibatdrde

bekletildi.

Back ground okuma alindu.
Konflii olan MCF-7 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosatildi.
Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarildi ve yikandi. PBS

uzaklagtirildu.

Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) konuldu.

3 dakika CO, inkiibatorde bekletildi.

Uzerine yaklasik 5 mL RPMI 1640 komplet medyum konuldu.

Pasteur pipet ile bir-ka¢ kez al/ver yapilarak hiicre sayimi belirlendi.

3x16’lik E-pleyte 16000 hiicre/ kuyu basmna olacak sekilde komplet RPMI 1640-

hiicre karisim1 otomatik pipetle 100’er pL. dagitildu.

24 saat 37 °C’de CO» inkiibatoriinde inkiibe edildi.

24. saatte pleytin tabanina degmeden tiim kuyulardan100 pL medium alindi ve

atildi.

Daha sonra 2x konsantrasyonda hazirlanan ilagli gruplar ve kontrol i¢in normal

komplet medium 100 pl pipetlendi.

24 saat 37 °C’de CO, inkubatorinde inkiibe edildi.

Daha uzun siiren ¢aligmalarda her 24 saatte bir medium degistirildi ancak kimyasal

ajanlar 1X olarak uygulandi.

3.5.4.4. MCF-7 hiicreleri icin Well E-Pleyt Diizeni

Her kuyusunda 16000 MCF-7 hiicresi igeren ve 24 saat inkiibe edilen E-Pleyte

asagida gosterilmis olan dizayna gore hazirlanan ilag dozlar1 uygulandi.

Tablo X: MCF-7 hiicreleri i¢in 48 Well E-pleyt dizayn

1

2

1

2

A

KONT

75 uM

9,375 uM

100 uM

25 uM

3,125 uM
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DFO DFO PHEN PHEN PHEN
B KONT 375uM | 9375uM | 100 upM | 12,5uM | 3,125 uM
DFO DFO PHEN PHEN PHEN
C KONT 37,5uM | 4,687 uM | 100 uM | 125uM | 1,562 uM
DFO DFO PHEN PHEN PHEN
D 150 uM | 37,5uM | 4,687 uM | 50 uM 125uM | 1,562 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN PHEN
E 150 uyM | 18,75 uM | 4,687 uM | 50 uM 6,25 uM | 1,562 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN PHEN
F 150 uM | 18,75 uM | 2,343 uM 50 uM 6,25 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN
G 75uM | 18,75 uM | 2,343 uM 25 uM 6,25 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN
H SuM | 9375uM | 2,343 uM | 25uM | 3,125 uM
DFO DFO DFO PHEN PHEN

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile DFO ve

PHEN i¢in ICsp hesaplamalar1 yapildi.

3.6. HUCRE KULTURLERINDEN RNA iZOLASYONU

3.6.1. HepG2 Hiicrelerinden RNA Izolasyonu

3.6.1.1. HepG2 hiicreleri icin caliyma medyumlarinin hazirlanmasi

Calisma gruplari

Komplet medyum (kontrol)

500 nM TSA igeren komplet medyum
150 uM DFO igeren komplet medyum
25 uM PHEN igeren komplet medyum

500 nM TSA + 150 uM DFO igeren komplet medyum
500 nM TSA + 25 uM PHEN iceren komplet medyum
Yukarida hazirligi verilen 150 uM DFO iceren komplet medyum ve 25 pM PHEN

iceren komplet medyum’a ilaveten 500 nM TSA iceren kompler medyum hazirlandi.
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3.6.1.1.1. 2X, 1000 nM TSA iceren Komplet Medium Hazirlanmasi

e 5 mM TSA stogu elde etmek igin 1 mg TSA 661,37 uLL. DMSO iginde ¢6ziildii.

e Stok 200 kat diliie edilerek 25 uM TSA elde edildi.

e 120 puL 25 uM TSA dilisyondan alinip 2880 puL. komplet medium ile 3 mL ye
tamamlanarak 1000 nM TSA elde edildi.

o Filtre edildi.

e Final DMSO oran1 10,000’ de 1 oldu.

3.6.1.1.2. % 0,02 DMSO iceren Kontrol Grubu Hazirlanmasi

e Stok DMSO dan 10 pL alimir ve 1ml DMEM Komplet Mediuma (990 uL)
tamamlanarak 100 kat diliie edildi.

e 100 kat ara dilisyondan 79,28 pL alinip 1920,72 pL komplet medium ile 2 mL’ye
tamamlandi (2000/79,28= 25,22 kat diliie).

e Toplam olarak 25,22x100= 2522 kat diliie edilerek 2X, % 0,039 DMSO elde edildi.

e 100 kat ara diliisyondan 39,64 pL alinip 1960,36 uL medium ile 2 mL’ye
tamamlanarak 1X, % 0,02 DMSO solusyonu elde edildi.

e Solusyonlar filtre edildi.

3.6.1.2. HepG2 Hiicre RNA izolatlar i¢cin Hiicre Ekimi

e 9% 70-80 konfluent olan HepG2 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosaltildi.

e Pasteur pipeti ile ~2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve hiicreler yikandiktan
sonra PBS uzaklastirildi.

Flaska yiizeyi kaplayacak kadar tripsin-EDTA (% 0.25-% 0.02) konuldu.

3 dakika CO, inkiibatorde bekletildi.

Uzerine yaklasik 5 ml komplet DMEM medyum konuldu.

Pasteur pipet ile bir-ka¢ kez al/ver yapildi. Hiicre sayimi yapildi.

96’11k pleyte her bir kuyucuga 9000 hiicre/200 pl olacak sekilde steril 5 ml’lik ug
kullanilarak DMEM-hiicre karisimi otomatik pipetle dagitildi.
e %70 konfliient olana kadar 37 °C’de CO3 inkiibatoriinde inkiibe edilir. (~24 saat)
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Tablo XI: HepG2 Hiicre RNA izolatlari i¢in pleyt dizayni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen
25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25pM | 25uM | 25puM | 25uM | 25pM | 25puM | 25puM | 25uM
DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO
150uM | 150uM | 150puM | 150uM | 150puM | 150puM | 150puM | 150puM | 150puM | 150puM | 150puM | 150pM
TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA
500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM
TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+ | TSA+
Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen
TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA +
DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO

3.6.1.3. HepG2 hiicrelerine calisma medyumlarinin uygulanmasi

e Yukarida anlatilan hiicre ekimi sonucu 24 saatte % 70 konfliient olan hiicrelerin
medyumundan 100 pL multikanal pipetle uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga Tablo XI'de gosterilen pleyt dizaynina uygun olarak, 2X ilag
iceren komplet DMEM medyumlar 100’er pL pipetlendi. Kontrol grubu iceren
kuyulara ise normal komplet medyumdan 100’er pL pipetlendi.

e Pleyt 37 °C’de CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edildi.

e (alismada ayni gruptan 6’sar kuyu birlestirilerek ¢ift numune elde edildi.

e 24 saat sonra hiicrelerde RNA izolasyonu sonrasinda gen ekspresyon caligsmasi

yapildi.

3.6.1.4. RNA izolasyon soliisyonlarimin hazirlanmasi

Tablo XI1: RNA Izolasyon galisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Icerik Hazirlama Saklama /Stabilite Kullanim alam

DNasel | 0.55 ml Elisyon | Alikotlanir, —-15-25 DNA kontaminasyonunu
Buffer iginde ¢oziiliir. | °C’de 12 ay stabildir. | engellemek igin kullanilir.

Wash 20 ml absolii etanol, 15 -25 °C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer 1 | Wash Buffer I iizerine | kullanma tarihine uzaklastirmak i¢in
eklenir ve iyice kadar stabildir. kullanilir.
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karigtirilir.

Wash 40 ml absolii etanol, 15 -25 °C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer Il | Wash Buffer Il kullanma tarihine uzaklastirmak igin
izerine eklenir ve kadar stabildir. kullanilir.

iyice karigtirilir.

3.6.1.5. Numune materyal
Pasaj-18 HepG2 hiicreleri kullanildi.

3.6.2. MCF-7 hiicrelerinde RNA izolasyonu

3.6.2.1. MCF-7 Hiicreleri I¢in Calisma Medyumlarinin Hazirlanmasi

Calisma gruplart:
e Komplet medyum (kontrol)
e 500 nM TSA
e 150 uM DFO
e 25 uM PHEN iceren komplet medyum
e 500nM TSA + 150 uM DFO
e 500nM TSA + 25 uM PHEN
Yukarida hazirligi verilen 150 uM DFO igeren komplet medyum ve 25 uM PHEN

iceren komplet medyum’a ilaveten 500 nM TSA igeren kompler medyum hazirlandi.

3.6.2.1.1. 2X, 1000 nM TSA iceren Komplet Medium Hazirlanmasi

5 mM TSA stogu elde etmek i¢in 1 mg TSA 661,37 uL. DMSO i¢inde ¢o6ziildii.

Stok 200 kat diliie edilerek 25 uM TSA elde edildi.

120 uL 25 puM TSA dilisyondan alinip 2880 pL komplet medium ile 3 mL ye
tamamlanarak 1000 nM TSA elde edildi.

Filtre edildi.

Final DMSO orani1 10,000’ de 1 oldu.

3.6.2.1.2. % 0,02 DMSO iceren Kontrol Grubu Hazirlanmasi

Stok DMSO dan 10 pL alinir ve 1ml RPMI 1640 Komplet Mediuma (990 pL)
tamamlanarak 100 kat diliie edildi.

100 kat ara diliisyondan 79,28 pL alinip 1920,72 uL. komplet medium ile 2 mL’ye
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tamamlandi (2000/79,28= 25,22 kat diliie).

Toplam olarak 25,22x100= 2522 Kat diliie edilerek 2X, % 0,039 DMSO elde edildi.
100 kat ara diliisyondan 39,64 uL alinip 1960,36 uL medium ile 2 mL’ye
tamamlanarak 1X, % 0,02 DMSO solusyonu elde edildi.

Solusyonlar filtre edildi.

3.6.2.2. MCF-7 Hiicre RNA izolatlar: i¢in Hiicre Ekimi

Konflii olan MCEF-7 kiiltiir hiicrelerine ait flasktaki medyum bosatildi.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 mL steril PBS alinarak flaska aktarildi ve yikandi. PBS

uzaklastirildi.
Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-%0.02) konuldu.
3 dakika CO, inkiibatorde bekletildi.
Uzerine yaklasik 5 mL RPMI 1640 komplet medyum konuldu.

Pasteur pipet ile bir-kag kez al/ver yapildi. Hiicre sayimi yapildi.

96 well (cleare cell culture trated) plate 16000 hiicre/ kuyu basina olacak sekilde

komplet RPMI 1640-hiicre karisimi otomatik pipetle 200’er puLL dagitildi.

24 saat 37 °C’de CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Tablo XI11: MCF-7 hiicre RNA izolatlar1 igin pleyt dizayni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont Kont
Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen
25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM | 25uM
DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO
150uM | 150puM | 150uM | 150uM | 150pM | 150uM | 150puM | 150uM | 150uM | 150uM | 150uM | 150pM
TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA
500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM | 500nM
TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+ TSA+
Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen Phen
TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA + | TSA +
DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO DFO
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3.6.2.3. MCF-7 hiicrelerine ¢caliyma medyumlarinin uygulanmasi

e Yukarida anlatilan hiicre ekimi sonucu 24 saatte % 70 konfliient olan hiicrelerin

medyumundan 100 pL multikanal pipetle uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga Tablo XII’de gosterilen pleyt dizaynina uygun sekilde 2X ilag

iceren komplet RPMI 1640 medyumlar 100’er pL pipetlendi. Kontrol grubu iceren

kuyulara ise % 0,02 DMSO igeren normal komplet medyum 100’er uL pipetlendi.

e Pleyt 37 °C’de CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edildi.

e (Calismada ayn1 gruptan 6’sar kuyu birlestirilerek ¢ift numune elde edildi.

e 24 saat sonra hiicrelerde RNA izolasyonu sonrasinda gen ekspresyon calismasi

yapild.

3.6.2.4. RNA izolasyon soliisyonlarimin hazirlanmasi

Tablo X1V: RNA izolasyon ¢aligma soliisyonlarmin hazirlanmasi

Icerik Hazirlama Saklama /Stabilite Kullanim alani
DNasel | 0.55 ml Elisyon | Alikotlanir, —-15-25 DNA kontaminasyonunu
Buffer iginde ¢oziiliir. | °C’de 12 ay stabildir. | engellemek igin kullanilir.
Wash 20 ml absolii etanol, 15 -25 °C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer 1 | Wash Buffer I iizerine | kullanma tarihine uzaklastirmak i¢in
eklenir ve iyice kadar stabildir. kullanilir.
karistirilir.
Wash 40 ml absolii etanol, 15 -25 °C’de son Rezidiiel kirlilikleri
Buffer Il | Wash Buffer Il kullanma tarihine uzaklastirmak igin

uzerine eklenir ve

lyice karistirilir.

kadar stabildir.

kullanilir.

3.6.2.5. Numune materyali

Pasaj 23 MCF-7 hiicreleri kullanildi

3.6.3. RNA IZOLASYON PROTOKOLU
High-pure PCR RNA isolation kiti (Roche Diagnostics, Germany) kullanilarak
MCF-7 ve HepG2 hiicre kiiltiirlerinden Tablo XV’deki protokole gére RNA izolasyonu

yapildi. Spektrofotometre ile 6l¢iim yapildi.

Tablo XV: RNA izolasyon protokolii
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1. | Kuyulardaki medium multikanal pipet ile tabana degmeden uzaklastirilir.

2. | Kuyular 150 pul 37 °C’ye 1sitilmis PBS ile 1 kez yikanur.

3. | Biitlin kuyulara 50 pl Tripsin EDTA pipetlenir.

4. | Plate 3 dakika CO; inkiibatorde bekletilir.

5. | Kuyulara 100’er ul MCF-7 i¢in RPMI 1640, HepG2 i¢cin DMEM komplet medium
eklenir.

6. | 1000’ lik pipetle 6 kuyu birlestirilip 1,5 mL’ lik eppendorfa alinir.

7. | Eppendorflar 1000 g’ de 5 dakika 8 °C’de santrifuj edilir.

8. | Siipernatan atilir.

9. | Hiicreler, 200 ul PBS ile resiispanse edilir.

10. | Lysis/-Binding Buffer’ dan 200 pl (yesil kapak) eklenir ve 15 s. vortekslenir.

11. | Filtreli tiip, toplayict tiipe yerlestirilir ve numune filtreli tiipe pipetlenir
(maksimum 700 pl)

12. | Numuneler oda sicakliginda, 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

13. | Toplayici tiipten artik uzaklastirilir ve filtreli tiip tekrar yerlestirilir.

14. | Steril bir reaksiyon tiipline her numune i¢in 90 ul DNase Incubation Buffer (beyaz
kapak) pipetlenir, lizerine 10 pul DNase I eklenerek karigtirilir. Sollisyon filtreli
tiipe transfer edilir.

15. | 15 dakika, +15 +25°C’de inkiibe edilir.

16. | Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer I pipelenir ve oda sicakliginda 1 dakika 14000
rpm’de santrifiij edilir.

17 | Artik uzaklastirilir ve filtreli tiip toplayici tiipe yerlestirilir.

18. | Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 1
dakika 14000 rpm’de santrifiij edilir.

19 | Artik uzaklastirilir ve filtreli tiip toplayici tiipe yerlestirilir.

18. | Filtreli tiipe 200 pul Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 2
dakika maksimum hizda (~14000 rpm) santrifiij edilerek gerideki Wash buffer’in
uzaklagmasi saglanir.

19. | Ekstra santrifiigasyon ile rezidii wash bufferin uzaklagsmasi saglanir

20. | Toplayict tiip atilarak filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij tiipline

yerlestirilir.
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21.

RNA’ y1 eliie etmek icin, Filtreli tiipe 50 pl Elution Buffer pipetlenir.

22. | Oda sicakliginda 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

23. | Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA’dir.

24. | Elie RNA direk REAL TIME-PCR icin kullanilir ya da —80°C’de daha sonra
analiz edilmek tizere saklanir

3.7. GEN EKSPRESYON CALISMASI

3.7.1. Hiicre RNA izolatlarindan cDNA sentezi

Transcriptor first strand cDNA synthesis Kiti (Roche Diagnostics, Germany)

kullanilarak Thermal Cycler cihazinda tablo XVI’da gosterilen protokol ile cDNA

sentezi yapildu.
Tablo XVI: RNA izolatlarindan cDNA sentez protokolii

1.

Kullanmadan once tiim reaktiflerin ¢éziinmesi saglanar.

2.

Protokol uygulamadan 6nce tiim reaktifler kisa siireli santrifiij edilir.

3.

Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz lizerinde tutulmalidir.

Buz iizerinde ya da soguk kolon iizerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-walled
PCR tiipiine, reaksiyon bagina 50 pl olacak sekilde template-primer karigimi
hazirlanir. Bu karisimda; 17,5 ul PCR-grade distile su

30 ul (1 pg) Total RNA template

2,5 ul (2.5 uM) Anchored-oligo(dT)18 Primer bulunur.

Template-primer karisimi i¢eren tiipler 10 dakika 65°C’de termal cycler cihazinda
tutulur. Bu basamak RNA sekonder yapisinin denaturasyonunu saglar.

( Bu amagla GeneAmp 9700 Thermal Cycler, ‘cdnal’ programi kullanildr)

Tiipler daha sonra acele olarak soguk ortama alinir.

Template-primer karisimini igeren tiiplere asagidaki maddeler pipetlenir.

10 pl, 5X Transkriptor Revers Transkriptaz Reaksiyon Buffer
1,25 pl (20 U) Protekdr RNaz Inhibitér

ul her biri 1 mM olan Deoksiniikleotid Miks

1,25 pl (10 U) Transkriptdr Revers Transkriptaz

Toplam 50 ul olan tiipteki reaktifler iyice karigtirilir. Vorteks yapilmamalidir.
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Tipler GeneAmp 9700 termal Cycler cihazina yerlestirilir ve cdna-oligo-trans’

> programi ayarlanir.
10. | 60 dakika, 50°C’de inkiibasyona birakilir.
Transcriptor Reverse Transcriptase inaktivasyonu igin tiip, 85°C’de 5 dakika
| bekletilr,
12. | Tipler buz lizerine alinarak reaksiyon durdurulur.
Reaksiyon tiipii +2-+8°C’de 1-2 saat ya da -15-25°C’de daha uzun siire
s saklanabilir.
14. | Elde edilen cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR i¢in kullanilabilir.
15. | PCR i¢in 20 pl reaksiyon hacmi i¢inde 2—5 pul cDNA kullanilmalidir.

3.7.2. Biyoinformatik analiz

Iyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bolgelere baglanarak amplifikasyon

saglarlar ve genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuclari

Onleyebilirler. Primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmis ¢esitli bilgisayar

programlar1 kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat edilecek baslica

noktalar sunlardir.

Tm dereceleri, primer igin 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali.

G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmali.

Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmali.

Primerin 3’ ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’yi agsmamali.
Maksimum amplikon biiyiikliigii 400 bp’i asmamali (ideali 50-150 bp).
Problar ardisik benzer niikleotit igermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G).
Problardaki % 30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G’den fazla olmali.
Problarin 5' ucunda G olmamali

Calismada Referans gen olarak Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)

kullanildi. GADPH ekspresyonunun belirlenmesi i¢in primer-prob dizayni, Roche
Universal Probe Library (UPL) programi kullanilarak yapildi. BLAST (NCBI;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklar teyit edildi. Asagidaki

tablolarda primer-prop dizaynlari goriilmektedir.
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3.7.2.1. GAPDH Primer-Prob Dizaym

Use probe #60 (cat. no. 04688585001)

Primer Lenglh Position Tm %GC Sequen[:e
Left 19 83-101 60 58 agccacatcgotoagacac
Right 19 130 - 148 60 53 goccaatacgaccaaateoc

Amplicon (66 nt)

agccacatcgetcagacaccatggggaaggtgaaggtoggagtocaacggatttggtogtattagge

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 1631 nt

60

AL A A A A A A 1310

agccacatcyc teagacac CCraaaccagcataaccey

;ﬁgagccacatcgc teagacaccatgyyoaagy tyaagg teggag twgg tcgtattyggogcctog tcasl%
- 1
237 1631

Sekil 20: GAPDH primer-prob dizayn1 (GAPDH UPL prob 60:tggggaag)

3.7.2.2. Ndrgl Varyantl Primerleri ve Probunun Belirlenmesi

Ndrgl ekspresyonun belirlenmesi i¢in Ndrg1 primer-prob dizayni, Roche UPL
programi kullanilarak yapildi (Ndrgl Varyantl prob72: TTCCTGGC). BLAST analizi
ile dogruluklar teyit edildi.

Ndrgl Varyantl’e spesifik primerler gelistirerek sadece Ndrgl varyantl
mRNA’nin ¢ogaltilmasini sagladik. Ndrgl varyantl 5’UTR bolgesinde 586 baz
bulunmaktadir. Bunun i¢in 5’UTR bélgesinde bulunan (Varyant2 de bulunmayan) 397
bazlik bolgeyi segtik Forward Primer 5°281-3298, Reverse Primer 5°327-3’344
bolgelerinden UPL programi kullanilarak yapildi. Boylece 5SUTR bolgesinde 397 baz

daha eksik olan Varyant2’nin ¢ogalmasi engellenmis oldu.

Tablo XVII: Ndrgl Varyantl primer dizayni

Forward Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
CGATGAGACGGTCCGAAA 281 298 18
Reverse Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
CAGCTGGGATTCGGAGAC 327 344 18
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Use probe #72 (cat. no. 04688953001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 18 281-298 60 56 cgatgagacggtecgaaa
Righl 18 327 - 344 59 61 cagctgggattoeggagac

Amplicon (64 nt)

cgatgagacggtcocgaaaaaataccaggatagogtttectggegtegtecteogaateccagetyg

This assay has: All criteria met.

72

1 397

cgatgagacggtccgasa cagaggcttagggtcgac
2_}_Eggaagggggcgatglagacggtccgaaaaaataccaggatagcgtttcctggcg‘tcgtct':cgaatt:ccagctggcgccgctgg
354

Sekil 21: Ndrgl Varyantl primer-prob dizayni

3.7.2.3. Ndrgl Varyant2 Primer-Prob Dizayni

Ndrgl ekspresyonun belirlenmesi i¢in Ndrgl variant 2 forward primeri Des R.
Richardson ve arkadaslarimin  (Nghia T.V. Le ve Des R. Richardson, 2004)
caligmasindan faydalanilarak belirlendi. Ndrgl variant 2 reverse primeri ve probu
Roche UPL programi kullanilarak dizayn edildi (Ndrgl Varyant2 UPL Prob 21:
TGGCTCTG). BLAST analizi ile dogruluklar teyit edildi.

Ndrgl Varyant2’ye spesifik primerler gelistirerek Yalnizca Ndrgl Varyant2’nin
cogaltilmasi saglandi. Ndrgl Varyant2 UTR bolgesinde 189 baz bulunmaktadir. Bunun
i¢cin; Forward primer’in 12 bazlik kism1 5° ug¢ bélgesinde (5° 161 - 3° 172 bazlar arasi)
secilirken diger 7 bazlik (5 173 — 3’ 179 bazlar aras1) kismi 397 bazlik kisim ¢iktiktan
sonraki bolgeden secildi. Bdylece bu primerin sadce Varyant2’ye spesifik olmasi
saglandi. Reverse Primer 5 343-3’ 325 arasi bazlar se¢ildi.

Tablo XVI11: Ndrgl Varyant2 primer dizayni

Forward Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
CCTCGCGTTAGGCAGGTGA | 161 179 19
Reverse Primer 5’ Pozisyon 3’ Pozisyon Uzunluk
GAGTCCCACACAGCGTGAC | 343 325 19
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397 bazlik bolge

5 UTR S=UTR

Ndrg1 V1
-\S cctcgegtta E%caggtga‘/c,ctr:gCgtta@gmec t
Nt 0
5'Splice 3'Splice

\4

Ndrgl V2 Forward P.
cctcgegtta ggcaggtgac

Ndrg1 V2

I cscnxlOH o] =FEES .

Sekil 22: Ndrgl 5 UTR bolgesi ve primer dizayni

3.7.3. Q-PCR Cahismasi
Relatif gen ekspresyon analizi yapilirken dikkat edilmesi gereken konular:

. RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmali ve eliisyon
hacmi hiicre sayist az ise RNA diliisyonunu 6nlemek amaciyla diisiik voliimle
yapilmali (~ 50 pL)

Izolasyon sonrast RNA’lar nanospektrofotometre ile &lgiilerek ¢cDNA sirasinda
kullanilacak RNA miktart belirlenmeli. Eger diisiik miktarda RNA izole edilmisse
cDNA sentezi sirasinda olabildigince yiiksek RNA kullanilmali.

cDNA sentezi i¢in kullanilacak RNA konsantrasyonlari, farkli gruplar arasinda
birbirine yakin olmahdir. Gerekirse RNA  diliisyonu yapilarak  yakin
konsantrasyonlara getirilebilir.

cDNA sentezi Transkriptor First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak yapilmali.
cDNA sentezi oligod(T) primer kullanilarak, her bir mRNA’ya ait tek bir cDNA
sentezi saglanarak daha spesifik yapilabilir. (Random hekzamer ile bir mRNA’dan

birka¢ cDNA olusabilir)
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Diisiik konsantrasyondaki RNA kullanilarak yapilan cDNA sentezinde Random
hekzamer kullanilarak verim arttirilabilir.

QPCR’da kullanilacak primer ve problar Roche UPL programi kullanilarak dizayn
edilebilir. Higbir sorun ile karsilasiimadi.

Kullanilacak primerler siparis edilmeden dnce mutlaka biyoinformatik analize tabi
tutulmali.

Primerler 100 pmol/uL olacak sekilde sulandirildiktan sonra aliqoutlanarak
saklanmali. PCR calisilacagi zaman aliqout 10 pmol/uL’e diliie edilerek kullanilmali.
Problar tekrarlayan don-¢6zlerden kaginmak igin aliqoutlanarak saklanmali.
Normalizasyon i¢in kullanilacak referans genin ekspresyonu hiicrenin maruz kaldigi
kosullardan  etkilenmeden eksprese olabilmelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’lerden en sik kullanilanlart GAPDH, B-actin, siklofilin ve 28S
rRNA’dir.

Secilen referans gen, calisilacak genin ekspresyon diizeyine yakin olmalidir. Ornegin
yiiksek oranda eksprese olan bir gen i¢in diisiik diizeylerde ekspresyonu olan bir
referans gen uygun degildir.

Yapilan ¢aligmada numuneler standart deviasyonun hesaplanabilmesi i¢in en az 3
tekrarl olarak caligilmali.

Calisilacak olan her bir gen background hesabinda yanlishiga yol agmamasi icin
mutlaka ayr1 pleytte caligilmali veya ayni pleytte calisilacaksa ayri ayri subsetler
tanimlanarak caligilmali.

QPCR relative kantitasyon Komparatif CP Metodu (AACP metodu) ile galisilacaksa
Efficiency mutlaka 2’ye ayarlanmali.

15 CP’nin alt1 ve 40 CP’nin {izeri analizde degerlendirmeye alinmamalidir. 35-40 CP
gri zondur gen ekspresyonu ¢ok diisiik diizeydedir ve “0” kabul edilebilir.

Bizim caligma gruplarinin relatif gen ekspresyon analizi QIAGEN 2009 relative
expression softvare (REST) kullanilarak yapilda.

Her bir ilag grubundan 6’sar kuyu birlestirilerek 2 RNA izolat1 elde edildi.

Her bir RNA izolatindan Revers Transkriptaz ile 2°ser tane cDNA elde edildi.

Her bir cDNA’dan 2’ser tane QPCR c¢aligilarak her bir ilag grubu 8 tekrarli ¢alisiimis
oldu.
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3.7.3.1. GAPDH i¢in Q-PCR Calismasi

e Her reaksiyon i¢in toplam 18 uL olacak sekilde master mix hazirland1 (Tablo XIX).
Tablo XIX. GAPDH Q-PCR i¢in Master Mix Igerigi

Malzeme Hacim Baslangi¢ Kons. | Final Kons.
PCR-grade distile su 58 puL

Primsrw GAPDH 1uL 10 uM 0,5 uM
Prime, GAPDH 1uL 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (LNA 60) 0,2 uL 10 uM 0,1 uM

LC 480 Prob Master 10 pL 2X 1X

Toplam Hacim 18 uL

e (Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarima 18’er pL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2°ser uL cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildu.
e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki

programa gore PCR calismasi yapildi.

GAPDH Q-PCR programa:

Program adi Siklus | Sicakhk (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55°C 15 sn Kantifikasyon
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

3.7.3.2. Ndrgl Varyantl icin Q-PCR Calismasi

e Her reaksiyon icin toplam 18 uL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo XX).
Tablo XX. Ndrgl Varyantl Q-PCR i¢in Master Mix Icerigi

Malzeme

Hacim

Baslangic Kons.

Final Kons.
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PCR-grade distile su 58 uL

Prim¢ny Ndrgl V1 1ulL 10 uM 0,5 uM
Primee, Ndrgl V1 1ulL 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (LNA 72) 0,2 uL 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 pL 2X 1X
Toplam hacim 18 uL

e Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er uL. master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildu.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki
programa gore PCR ¢alismasi yapildi.

Ndrgl V1 Q-PCR programi

Program adi Siklus | Sicakhk (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55 °C 15 sn Kantifikasyon
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

3.7.3.3. Ndrgl Varyant2 icin Q-PCR Calismasi
e Her reaksiyon icin toplam 18 uL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo XX).
Tablo XXI. Ndrgl Varyant2 Q-PCR i¢in Master Mix Igerigi

Malzeme Hacim Baslangi¢ Kons. | Final Kons.
PCR-grade distile su 58 uL

Primrw Ndrgl V2 1ulL 10 uM 0,5 uM
Primye, Ndrgl V2 1ulL 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (LNA 21) 0,2 uL 10 uM 0,1 uM
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LC 480 Prob Master 10 pL 2X 1X

Toplam hacim 18 puL

e Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarina 18’er uL. master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL. cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki
programa gore PCR ¢alismasi yapildi.

Ndrgl V2 Q-PCR program

Program adi Siklus | Sicakhk (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk. None
95°C 10 sn.
Amplifikasyon 45 55 °C 15 sn Kantifikasyon
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

72




4. BULGULAR

4.1. HEPG2 VE MCF-7 HUCRELERINDE PROLIFERASYON VE
CANLILIK ANALIZI
4.1.1. MCEF-7 Hiicrelerinde Proliferasyon Ve Canliik Analizi
Elektriksel impedans sinyaline dayali hiicre sayisini, canliligint  ve
proliferasyonunu monitorize etmeye imkan veren xCELLigence real time hiicre analiz
sistemi ile 72 saat izlem yapildi. MCF-7 hiicrelerine ait hiicre indeks degerlerinin

zamana kars1 grafigi sekil 23°de goriilmektedir.

Cell Indesx

1 I L L L
oo 120 240 360 430 G0.0 720

Tirne (in Hour)

Sekil 23: MCF-7 hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon biiylime egrileri

72 saat inkiibasyon sonucunda MCF-7 hiicrelerinin biiyiime egrileri analizi
degerlendirilerek optimal hiicre sayist belirlendi. Optimal hiicre sayisinin her kuyu icin

16.000 oldugu kanaatina varildi ve deney bu hiicre sayisi lizerinden yiiriitiildii.

4.1.2. HEPG2 Hiicrelerinde Proliferasyon Ve Canlilik Analizi

72 saat inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile biliylime egrileri
analizi yapildi ve optimal hiicre sayisi belirlendi. HepG2 i¢in optimal hiicre sayisinin
her kuyu icin 9000 oldugu kanaatina varildi ve deney bu hiicre sayisi iizerinden

yiiriitiildii. HepG2 hiicrelerine ait hiicre indeks degerlerinin zamana kars1 grafigi sekil

24°de goriilmektedir
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Sekil 24: HepG?2 hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon biiylime egrileri

4.2. xCELLigence REAL TIME HUCRE ANALIZ SiSTEMI iLE MCF-7 ve
HepG2 HUCRELERINDE DFO ve PHEN ICIN IC 50 HESAPLAMASI

4.2.1. MCF-7 Hiicrelerinde DFO i¢in IC 5, Hesaplama
Elektriksel impedans sinyaline dayali hiicre sayisini, canliligmi ve
proliferasyonunu monitérize etmeye imkan veren xCELLigence real time hiicre analiz
sistemi ile 96 saat izlem yapildi. 24. saatten itibaren kontrol grubu baz alinarak
normalize edilmis hiicre indeks degerlerinin zamana kars1 grafigi olusturuldu. Her
kuyuda 16.000 hiicre bulunan E-pleyte daha once belirlenen dozlarda kimyasallar
uygulandi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile DFO
i¢in ICso hesaplamalar1 yapildi. ilaglarin uygulanmasindan sonraki 24. saattaki grafigi
sekil 25°de, 48. saat grafigi sekil 26°de ve 72. saatteki grafigi ise sekil 27’da
gosterilmistir.
Calismadan su sonuglar ¢ikarildi:
1. MCF-7 hiicrelerinde 24 saatten 6nce DFO nun ciddi bir etkisi goriillmemektedir.
2. 2,343 ve 4,687 uM DFO igeren grupta 24-48. saat aras1 ve sonras1 Cell indeks artisi
mevcuttur.
3. 9,375 uM DFO igeren grupta 48-72 saat diliminde plato formasyonu olugmaya
basladi.
4. 18,75 uM DFO igeren grup 24-48 saat diliminde stostatik-sitotoksik, 48-72 saat

diliminde sitotoksik etki gosterdi.
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5. 37,5 uM DFO igeren grup 24-48 saat diliminde baslayan sitotoksik etki 48-72 saat
diliminde de devam etti.

6. 75 uM DFO igeren grupta 24.saat sonuna dogru baslayan stotoksik etki 48-72
saatler arasinda daha belirgin olarak devam etti.

7. 150 uM DFO igeren grup 75 uM DFO igeren grup ile paralellik gosterdi.

T L T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 b e TP PPN TP e e L UURRRURPPRIIN ST e ;e
E MCF-7 DFO IC50 : : : : : : :

Mormalized Cell Index

i MCF-7 KONTROL : :
i 150 (MDFO Ll 9.38... UM DFO
B 75 wiMDFO i [ 469 wMDFO

i : 234 WM DFO
il 375 WIDFO | B 238 wor

3350 380 40 440 470 0.0

Time (in Hour)
Sekil 25: MCF-7 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra ilk 24 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi.
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Sekil 26: MCF-7 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra 48. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 27: MCF-7 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra 72. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 28: MCF-7 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra ilk 24, 48 ve 72. saatlerde

hesaplanan ICsy degerleri ve grafigi goriilmektedir.

4.2.2. MCF-7 hiicrelerinde PHEN icin IC 5o hesaplamasi

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda xCELLigance Real Time ile PHEN igin
ICs0 hesaplamalar1 yapildi ve deney PHEN ic¢in hesaplanan ICsg iizerinden yiiriitiildii.
Her kuyuda 16.000 hiicre bulunan E-pleyte daha dnce belirlenen dozlarda kimyasallar
uygulandi. 24. saatten itibaren kontrol grubu baz alinarak normalize edilmis hiicre
indeks degerlerinin zamana kars1 grafigi olusturuldu. Ilaglarin uygulanmasindan sonraki
24. saattaki grafigi sekil 29°de, 48. saat grafigi sekil 30°da ve 72. saatteki grafigi ise
sekil 31°da gosterilmistir.
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Sekil 29: MCF-7 hiicrelerine PHEN uygulamanin ardindan ilk 24 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 30: MCF-7 hiicrelerine PHEN uygulamanin ardindan ilk 48 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 31: MCF-7 hiicrelerine PHEN uygulamanin ardindan ilk 72 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi

Calismadan su sonuglar ¢ikarildi:

1. 1.56 ve 3,125 uM PHEN igeren grupta 18-72. saatlar aras1 Cell indeks artis1 oldu.

2. 6,25 uM PHEN igeren grupta 24-40 saat diliminde plato formasyonu 40. saatten

sonra ise sitostatik-sitotoksik etki olustu.
3. 12.5 uM PHEN igeren grup 24-48 saat diliminde sitostatik-sitotoksik, 48-72 saat

diliminde sitotoksik etki gosterdi.

4. 25 ve 50 uM PHEN iceren grupta 24-48 saat diliminde baglayan sitotoksik etki 48-

72 saat diliminde de devam etti

5. 100 uM PHEN igeren grupta 20. saat sonuna dogru baslayan sitotoksik etki 48-72

saatler arasinda daha belirgin olarak devam etti.
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Sekil 32: MCF-7 hiicrelerinde PHEN igin 24, 48 ve 72. saatlerde hesaplanan ICs

degerleri ve grafigi goriilmektedir.

4.2.3. HepG2 hiicrelerine DFO uygulama sonrasi proliferasyon takibi
Elektriksel impedans sinyaline dayali hiicre sayisini, canliligmi ve
proliferasyonunu monitérize etmeye imkan veren xCELLigence real time hiicre analiz
sistemi ile 96 saat izlem yapildi. 24. saatten itibaren kontrol grubu baz alinarak
normalize edilmis hiicre indeks degerlerinin zamana kars1 grafigi olusturuldu. 24, 48 ve
72 saat DFO inkiibasyon sonucunda xCELLigance ile izlem yapildi. Her kuyuda 9.000
hiicre bulunan E-pleyte daha &nce belirlenen dozlarda kimyasallar uygulandi. Ilaglarin
uygulanmasindan sonraki ilk 24 saattaki grafigi sekil 33’de, 48. saat grafigi sekil 34’de
ve 72. saat grafigi sekil 35’de verilmistir.
Calismadan su sonuglar ¢ikarildi:
1. HepG?2 hiicrelerinde 40. saatten dnce DFO nun ciddi bir etkisi goriilmemektedir.
2. 2,343 ve 4,687 uM DFO igeren grupta 24-48. saat aras1 ve sonras1 Cell indeks artisi
mevcuttur.
3. 9,375 uM DFO igeren grupta 48-72 saat diliminde plato formasyonu olugmaya
baslamistir.
4. 18,75 uM DFO igeren grup 24-48 saat diliminde sitostatik 48-72 saat diliminde
sitotoksik etki gosterdi.
5. 37,5 uM ve 75 uM DFO igeren grup 24-48 saat diliminde baslayan sitostatik etki
48-72 saat diliminde sitotoksik etkiye doniistii.
6. 150 uM DFO igeren grup yaklasik 35. saatten itibaren plato ¢izmeye baglad1 ve 40.
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Sekil 33: HepG2 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra ilk 24 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi.
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Sekil 34: HepG2 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra 48. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 35: HepG2 hiicrelerinde DFO uygulandiktan sonra 72. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi

4.2.4. HepG2 hiicrelerine PHEN uygulama sonrasi proliferasyon takibi
24, 48 ve72 saat PHEN ile inkiibasyon sonucunda xCELLigance ile
proliferasyon izlendi. Her kuyuda 9.000 hiicre bulunan E-pleyte daha once belirlenen
dozlarda kimyasallar uygulandi. 24. saatten itibaren kontrol grubu baz alinarak
normalize edilmis hiicre indeks degerlerinin zamana kars1 grafigi olusturuldu. flaglarin
uygulanmasindan sonraki ilk 24 saattaki grafigi sekil 36°da, 48. saat grafigi sekil 37°de
ve 72. saat grafigi sekil 38’de verilmistir.
Calismadan su sonuglar ¢ikarildi:
1. 1.56 ve 3,125 uM PHEN igeren grupta 18-72. saatlar aras1 Cell indeks artis1 oldu.
2. 6,25 puM PHEN igeren grupta 40-48 saat diliminde plato formasyonu 50. saattan
sonra ise sitostatik-sitotoksik etki olustu.
3. 12.5 uM PHEN igeren grup 24-48 saat diliminde sitostatik 48-72 saat diliminde
sitotoksik etki gostermektedir.
4. 25 ve50 uM PHEN igeren grupta 40. saat diliminde baslayan sitostatik etki 50-72
saat diliminde sitotoksik etkiye dontistii.
5. 100 uM PHEN igeren grupta 20. saat sonuna dogru baslayan sitotoksik etki 48-72

saatler arasinda daha belirgin olarak devam etti.
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Sekil 36: HepG2 hiicrelerinde PHEN uygulandiktan sonra ilk 24 saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi.
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Sekil 37: HepG2 hiicrelerinde PHEN uygulandiktan sonra 48. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi
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Sekil 38: HepG2 hiicrelerinde PHEN uygulandiktan sonra 72. saat proliferasyon ve

canlilik real time hiicre analiz grafigi

4.3. HEPG2 VE MCF-7 HUCRELERINE ILAC UYGULANDIKTAN SONRA

IZOLE EDILEN RNA KONSANTRASYON OLCUMU

4.3.1. HepG2 Hiicrelerinde RNA Konsantrasyon Olciimii

HepG2 hiicrelerinden RNA izole edildi, nanofotometrede ile dl¢iim yapildi.

Olgiim sonuglar tablo XXII de gosterilmistir.
Tablo XXI1: HepG2 hiicrelerinin RNA kantitasyonu

HepG2 RNA Kons. pg/mL | A230 |A260 |A280 |A320 |A260/280 | A260/230
KONTROL 33,6 0,055 |0,084 |0,044 (0,003 |1,909 1,527
KONTROL 31,2 0,052 0,078 |0,042 |0,003 |1,857 1,5
25puM PHEN |23,2 0,043 |0,058 |0,031 |0,003 |1,871 1,349
25uM PHEN 20,8 0,041 |0,052 |0,028 |0,003 |1,857 1,268
150pM DFO 28,4 0,045 0,071 0,037 |0,002 |1,919 1,578
150pM DFO 24 0,046 (0,06 0,032 |0,002 |1,875 1,304
500 nM TSA 17,2 0,039 0,043 0,024 (0,004 |1,792 1,103
500 nM TSA 11,6 0,024 0,029 |0,016 (0,002 |1,812 1,208
TSA+ PHEN 14,4 0,034 (0,036 (0,02 0,003 |1,8 1,059
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TSA+ PHEN 13,2 0,028 {0,033 |0,018 |0,001 |1,833 1,179

TSA+DFO 20 0,036 |0,05 0,027 |0,003 |1,852 1,389

TSA+DFO 14,8 0,054 |0,037 |0,023 |0,001 |1,609 0,685

4.3.2. MCF-7 Hiicrelerinde RNA Konsantrasyon Ol¢iimii

MCF-7 hiicrelerinden RNA izole edildi, nanofotometrede ile Sl¢iim yapildi.
Olgiim sonuglar tablo XXIII> de gdsterilmistir
Tablo XXIIl: MCF-7 hiicrelerinin RNA kantitasyonu

MCF-7 RNA Kons./ng/mL | A 230 | A 260 | A280 |A320 | A 260/280 | A 260/230
KONTROL 54 0,142 0,135 | 0,087 |0,006 | 1,552 0,951
KONTROL 48 0,075 |{0,12 |0,062 |0,002 1,935 1,6
25 uM PHEN 36 0,049 |0,09 |0,047 |0,004 1,915 1,837
25 uM PHEN 25,2 0,048 |0,063 | 0,035 |0,005|1,8 1,312
150pM DFO 49,2 0,074 {0,123 |0,065 |0,006 | 1,892 1,662
150pM DFO 30,8 0,054 |0,077 |0,042 |0,005 1,833 1,426
500 nM TSA 30,8 0,039 |0,077 |0,039 |0,002|1,974 1,974
500 nM TSA 30,8 0,058 |0,077 {0,042 |0,005 1,833 1,328
TSA+ PHEN 27,6 0,051 |0,069 | 0,039 |0,006 |1,769 1,353
TSA+ PHEN 23,2 0,037 |0,058 | 0,031 |0,004 1,871 1,568
TSA+DFO 33,2 0,05 {0,083 |0,045 |0,005 1,844 1,66
TSA+DFO 33,2 0,048 {0,083 0,044 |0,004 1,886 1,729

4.4, KANTITATIF REAL TIME-PCR SONUCLARI

Farkli ¢alisma gruplarindaki GAPDH, NDRG1 Varyantl ve NDRG1 Varyant2
gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi igin HepG2 hiicreleri ile yapilan PCR
caligmalarindan elde edilen Ct degerleri tablo XXIV’de, MCF-7 hiicreleri ile yapilan
PCR ¢alismalarindan elde edilen Ct degerleri de tablo XXV de gésterilmistir.
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Tablo XXIV: HepG2 ile yapilan PCR ¢aligsmalarindan elde edilen Ct degerleri

GAPDH NDRG1 V1 NDRG1 V2

Kontrol 23,18 32,38 25,07
Kontrol 23 32,68 25,09
Kontrol 23 32,3 24,8

Kontrol 23,13 32,68 25,04
Kontrol 23,54 32,07 25,47
Kontrol 23,04 32,03 25,16
Kontrol 23,6 32,06 25,59
Kontrol 23,59 32,32 25,58
PHEN 23,26 30,66 22,73
PHEN 23,26 30,35 22,72
PHEN 23,32 30,5 22,71
PHEN 23,2 30,38 22,7

PHEN 24,25 31,33 24,59
PHEN 24,84 31,49 24,76
PHEN 24,81 30,64 24,1

PHEN 24,83 30,5 24,16
DFO 23,44 30,8 23,94
DFO 22,96 30,72 23,85
DFO 22,2 30,85 23,71
DFO 23,25 30,74 23,6

DFO 24,10 31,08 24,54
DFO 24,14 31,04 24,54
DFO 24,16 31,2 24,75
DFO 24,32 31,17 24,83
TSA 25,28 31,82 26,17
TSA 25,18 31,81 26,22
TSA 25,51 31,9 26,1

TSA 25,39 31,88 26,19
TSA 26,04 32,37 27,04
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TSA 26,15 32,08 26,93
TSA 25,9 31,99 27,04
TSA 26,14 32,1 27,01
TSA + PHEN 25,89 31,17 25,51
TSA + PHEN 2591 31,48 25,57
TSA + PHEN 25,68 31,59 25,58
TSA + PHEN 25,81 31,42 25,44
TSA + PHEN 25,88 31,7 25,51
TSA + PHEN 25,81 31,71 25,55
TSA + PHEN 25,85 31,82 25,68
TSA + PHEN 25,94 31,77 25,71
TSA + DFO 24,63 31,71 25
TSA + DFO 24,79 31,66 24,96
TSA + DFO 24,79 31,55 24,95
TSA + DFO 24,9 31,32 24,98
TSA + DFO 26,46 31,01 26,71
TSA + DFO 26,59 31,05 26,7
TSA + DFO 26,59 31,33 26,79
TSA + DFO 26,65 31,34 26,78

Tablo XXV: MCF-7 ile yapilan PCR ¢alismalarindan elde edilen Ct degerleri

GAPDH NDRG1 V1 NDRG1 V2

Kontrol 25 34,81 27,17
Kontrol 25,06 34,85 27,17
Kontrol 25,01 35,19 27,18
Kontrol 25 35,08 27,06
Kontrol 24,82 35,65 26,65
Kontrol 24,25 34,95 26,6

Kontrol 24,76 35,54 26,68
Kontrol 24,7 34,77 26,66
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PHEN 23,5 31,72 21,56
PHEN 23,07 31,56 21,6

PHEN 23,55 31,52 21,44
PHEN 23,57 31,35 21,55
PHEN 24,76 32,02 22,65
PHEN 24,76 31,91 22,63
PHEN 24,64 31,97 22,57
PHEN 24,67 31,97 22,53
DFO 23,76 32,6 23,17
DFO 23,93 32,63 23,19
DFO 23,59 31,52 22,22
DFO 23,55 31,47 22,21
DFO 24,66 31,68 23,01
DFO 24,66 31,76 22,99
DFO 24,41 31,67 22,718
DFO 24,6 31,57 22,83
TSA 27,56 34,59 27,69
TSA 27,59 34,16 27,65
TSA 28,81 34,75 30,02
TSA 28,81 34,76 29,95
TSA 27,58 35,27 27,52
TSA 27,58 35,13 27,52
TSA 27,58 35,39 27,58
TSA 27,58 35,17 27,55
TSA + PHEN 26,49 32,92 24,74
TSA + PHEN 26,46 32,83 24,74
TSA + PHEN 26,17 32,83 24,66
TSA + PHEN 26,23 32,81 24,26
TSA + PHEN 26,49 32,85 24,36
TSA + PHEN 26,58 32,9 24,46
TSA + PHEN 26,48 33,02 24,34
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TSA + PHEN 26,51 32,76 24,34
TSA + DFO 26,08 31,51 24,34
TSA + DFO 26,04 31,47 24,43
TSA + DFO 26,1 31,34 24,26
TSA + DFO 26,11 31,65 24,43
TSA + DFO 25,79 31 23,89
TSA + DFO 25,85 31,05 23,87
TSA + DFO 25,99 30,9 24,13
TSA + DFO 26 31,24 24,17

45, KOMPARATIF Ct METODU iLE GEN EKSPRESYON ANALIZi

45.1 Relatif kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir. Real-time
PCR kantitasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kii¢lik farkliliklar,
amplifikasyon iiriintine katlanarak yansir. Bu durum 6zellikle farkli bireylerden alinan
orneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda yanlis sonuglara
sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarini standardize
etmek bu yiizden ¢ok faydalidir. ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse
olabilmelidir. Bu amagla kullanilan ‘housekeeping gen’ler Okaryotlarda cok cesitli
olmakla birlikte en stk GAPDH, B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve
rRNA kullanilmaktadir. Bu genler referans gen olarak da isimlendirilmektedir (Zhong
ve ark., 1999). Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanilda.

4.5.2. Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu

AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna benzer
ancak konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri bir
referans genin Ct degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct
degerleri kalibratdre oranlanir. Sonuclar kalibratoriin n-kat1 seklinde verilir. Komparatif
Ct metodu 2 **“' formiilii ile ifade edilir. Burada:

AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)
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ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)
ACt(kalibrator) = Ct(kalibrator)-Ct(referans gen)

Karsilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun icin iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklasik
esit ve % 100’e yakin olmasidir. Ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karst ACt grafiginde slope
degerinin sifira yakin (<0,1) olmasidir (Wong ve ark., 2005).

Calisma gruplarinin relatif gen ekspresyon analizi, GAPDH geni referans gen
ve kontrol gruplar1 da kalibrator olarak kabul edilerck, QIAGEN 2009 relative
expression softvare (REST) programi kullanilarak yapilda.

24 saat boyunca 150 uM DFO uygulanan HepG2 hiicrelerinde ¢aligilan Ndrgl
Varyantl ve Varyant2 gen ekspresyon analiz sonuglari tablo XXVI ve sekil 39°da
gosterilmigtir. Burada Ndrgl Varyantl ve Varyant2 genlerinin anlamli bir sekilde

(p=0,000) upregiile oldugu goriilmiistir.

Tablo XXVI: HepG?2 hiicrelerinde DFO uygulama sonrast REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.l. |P(H1)| Sonug¢
GAPDH 1,0 1,000

NDRG1 Varl 1,0 3,196 1,960 - 5,096 {0,999 - 6,655|0,000| UP
NDRG1 Var2 1,0 2,490 2,028 - 3,010 |1,312-3,314|0,000| UP
(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens intervale)
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Sekil 39: HepG2 hiicrelerine DFO uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Ayni sekilde 25uM PHEN uygulanan HepG2 hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl

ve Varyant2 genlerinin anlamli bir sekilde (p<0,001) upregiile oldugu gorilmiistiir. Bu

¢alismanin sonuglar1 da tablo XXVII ve sekil 40’de gosterilmistir.

Tablo XXVII: HepG2 hiicrelerinde PHEN uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.l. [P(H1)| Sonug
GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 4,908 2,735 - 8,337 (2,326 - 14,549| 0,001 UP
NDRG1 Var2 1,0 5,196 3,973 -6,320 | 2,952 - 6,937 | 0,000| UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens intervale)
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Sekil 40: HepG?2 hiicrelerine PHEN uygulama sonrasi REST analiz sonuglari

Yine benzer sekilde tablo XXVIII ve sekil 41°de, 500 nM TSA uygulanan
HepG2 hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl ve Varyant2 genlerinin anlamli bir sekilde
(p=0,000) upregiile oldugu gorilmiistiir.

Tablo XXVIII: HepG2 hiicrelerie TSA uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |[P(H1)| Sonu¢

GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 6,774 4,564 - 9,643 | 3,762 - 12,670 | 0,000 | UP
NDRG1 Var2 1,0 2,109 1,853 -2,444 | 1,689-2,720 {0,000 UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens intervale)
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Sekil 41: HepG2 hiicrelerine TSA uygulama sonras1 REST analiz sonuglari

500 nM TSA+150uM DFO uygulanan HepG2 hiicrelerinde Ndrgl Varyantl ve
Varyant2 genlerinin anlamli bir sekilde (p=0,001 ve p=0,000) upregiile oldugu goriildii.
Tablo XXIX ve Sekil 42’de bu ¢aligmanin sonuglar1 goriilmektedir.

Tablo XXIX: HepG?2 hiicrelerine TSA+DFO uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |P(H1)| Sonug¢

GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 10,259 | 4,116 - 26,695 | 2,892 - 34,467|0,001| UP
NDRG1 Var2 1,0 3,437 3,117-3,784 | 2,891 -4,028 | 0,000| UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens intervale)
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Sekil 42: HepG2 hiicrelerine TSA+DFO uygulama sonras1 REST analiz sonuglari
Yine benzer sekilde 500 nM TSA+25uM PHEN uygulanan HepG2
hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl ve Varyant2 genlerinin anlamli bir sekilde (p=0,000)

upregiile oldugu Tablo XXX ve Sekil 43’de goriilmektedir.

Tablo XXX: HepG2 hiicrelerine TSA+PHEN uygulama sonrasit REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |P(H1)| Sonug¢

GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 9,978 6,779 - 13,735|5,880 - 18,128 | 0,000 | UP
NDRG1 Var2 1,0 4,732 4,258 - 5,169 | 3,949-5,618 (0,000| UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens intervale)
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Sekil 43: HepG2 hiicrelerine TSA+PHEN uygulama sonras1t REST analiz sonuglari

150 uM DFO uygulanan MCF-7 hiicrelerinde Ndrgl Varyantl ve Varyant2
genlerinin anlamli bir sekilde (p=0,000) upregiile oldugu Tablo XXXI ve Sekil 44°de

goriilmektedir.

Tablo XXXI: MCF-7 hiicrelerine DFO uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |P(H1)(Sonug

GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 5,907 3,630 - 11,461 | 2,057 - 14,026 | 0,000 | UP
NDRG1 Var2 1,0 10,676 |6,969 - 14,123 |5,788 - 16,095| 0,000 | UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens intervale)
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Sekil 44: MCF-7 hiicrelerine DFO uygulama sonrasit REST analiz sonuglari

25uM PHEN uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl ve Varyant2
genlerinin ekspresyonu anlamli bir sekilde (p=0,000) artmis olup Tablo XXXII ve Sekil

45’da analiz sonuglar1 goriillmektedir.

Tablo XXXII. MCF-7 hiicrelerine PHEN uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon| Standart Hata | 95% C.I. |P(H1)| Sonug

GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 6,031 3,635-10,552 |2,768 -12,091 | 0,000 upP
NDRG1 Var2 1,0 16,795 14,527 - 19,560 10,653 - 22,139| 0,000 UpP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens intervale)
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Sekil 45: MCF-7 hiicrelerine PHEN uygulama sonrast REST analiz sonuglari
500 nM TSA uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl ve Varyant2
genlerinin ekspresyonu anlamli bir sekilde (p=0,000) artmistir. Bu ¢aligmanin analiz

sonuglar1 da Tablo XXXIII ve Sekil 46’da goriilmektedir.

Tablo XXXIII: MCF-7 hiicrelerine TSA uygulama sonrasi REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |P(H1)|Sonug¢
GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 9,605 5,170 - 17,628 | 4,165 - 28,983 | 0,001 | UP
NDRG1 Var2 1,0 3,416 1,946 - 4,595 | 1,626 - 5,252 | 0,001 | UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens intervale)
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Sekil 46: MCF-7 hiicrelerine TSA uygulama sonras1t REST analiz sonuglari

500 nM TSA+150uM DFO uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de Ndrgl

Varyantl ve Varyant2 genlerinin ekspresyonu anlamli bir sekilde (p=0,001) artmistir.

Bu ¢alismanin analiz sonuglar1 da Tablo XXXIV ve Sekil 47°de goriilmektedir.

Tablo XXXIV:MCF-7 hiicrelerine TSA+DFO uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon|Standart Hata| 95% C.I. |[P(H1)| Sonug¢
GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl (1,0 32,111 23,752 - 46,505 20,007 - 56,671 (0,001 |UP
NDRG1 Var2 |1,0 14,685 12,732 - 16,790 (11,484 - 18,728 |0,001 |UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens intervale)
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Sekil 47: MCF-7 hiicrelerine TSA+DFO uygulama sonras1t REST analiz sonuglari

Tablo XXXV ve Sekil 48’da 500 nM TSA+25uM PHEN uygulanan MCF-7
hiicrelerinde de Ndrgl Varyantl ve Varyant2 genlerinin ekspresyonu anlamli bir sekilde
(p=0,000 ve p=0,001) artt1ig1 goriilmektedir.

Tablo XXXV: MCF-7 hiicrelerine TSA+PHEN uygulama sonrast REST analiz

sonuglari

Gen Verimlilik|Ekspresyon| Standart Hata | 95% C.I. |P(H1)|Sonug
GAPDH 1,0 1,000
NDRG1 Varl 1,0 14,333 | 10,705 - 20,814 | 9,093 - 22,920 |0,000{ UP
NDRG1 Var2 1,0 16,111 | 12,817 - 19,696 (10,952 - 22,382(0,001| UP

(P(H1): Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.l.: Confidens intervale)
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Sekil 48: MCF hiicrelerine TSA+PHEN uygulama sonrast REST analiz sonuglari
HepG2 hiicrelerinde calisilan tiim c¢alisma guruplarinin kontrol grubuna gore
Ndrgl Varyantl ve Varyant2 gen ekspresyonundaki artis miktarlar1 tablo XXXVI ve

Sekil 49°de toplu olarak gosterilmistir.

Tablo XXXVI: HepG2 hiicrelerinde gen ekspresyonu analiz sonuglari

Gen Ekspresyonu Artis Miktarr*
KULLANILAN MADDELER
Ndrgl Varyant 1 Ndrgl Varyant 2
150 uM DFO 3,196 2,49
25 uM PHEN 4,908 5,196
500 nM TSA 6,774 2,109
500 nM TSA + 150 uM DFO 4,116 3,437
500 nM TSA +25 uM PHEN 9,978 4,732

* Artis miktar1 kontrol grubunun kat1 olarak ifade edilmektedir.

99



12
B Ndrgl Varyantl
10
W Ndrgl Varyant2

8

6

4

2 -

0 -

N N N N N
N & & = =
s el O 2 v
N Vv \e) Ay, X
N\ %\ N2 @“
o < e Q &
& N < N &
\e) NS
o~ S
& X
¥ ¥
<& 'S

Sekil 49: HepG2 hiicrelerinde gen ekspresyon diizeyleri
MCF-7 hiicrelerinde calisilan tiim ¢alisma guruplarinin kontrol grubuna gore
Ndrgl Varyantl ve Varyant2 gen ekspresyonundaki artis miktarlar1 tablo XXXVII ve

Sekil 50°de toplu olarak gosterilmistir.

Tablo XXXVI1I: MCF-7 hiicrelerinde gen ekspresyonu analiz sonuglari

KULLANILAN MADDELER Gen Ekspresyonu Artis Miktarr™

Ndrgl Varyant 1 Ndrgl Varyant 2
150 uM DFO 5,907 10,676
25 uM PHEN 6,031 16,791
500 nM TSA 9,605 3,416
500 nM TSA + 150 uM DFO 32,111 14,685
500 nM TSA +25 uM PHEN 14,333 16,111
* Artis miktar1 kontrol grubunun kat1 olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 50: MCF-7 hiicrelerinde gen ekspresyon diizeyleri

Ayrica, MCF-7 ve HepG2 hiicrelerinin kontrol gruplarindaki Ndrgl Varyantl ve
Varyant2 gen ekspresyon diizeyleri hakkinda bilgi edinmek ic¢in kontrol gruplarindaki
referans gene (GAPDH) Ct degerleri Ndrgl Varyantl ve Varyant2 Ct degerlerinden
cikarilarak ACt degerleri bulundu. Sonuglar analiz edildiginde HepG2 hiicrelerinde,
referans gene oranla Ndrgl V1 yaklasik 9 kat, V2 ise 2 kat ve benzer sekilde MCF-7
hiicrelerinde de Ndrgl V1 10 kat, V2 ise 2 kat fazla eksprese edildigi goriildii. Sekil 51:
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Sekil 51: HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinde Ndrgl V1 ve Ndrgl V2 ekspresyon diizeyleri
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5. TARTISMA

Ndrgl, HSML ile iligkili olarak tanimlanmis ise de; Charcot-Marie-Tooth
hastalig1 4D tipinin molekiiler etiyolojisindeki spesifik roliine ragmen son zamanlarda
timor progresyonunun bir gostergesi ve hiicresel diferansiyasyonun tetikleyicisi olarak
goriilmektedir (Thomas ve ark., 2008). Ayrica Ndrgl geni; prostat, kolon ve meme
kanserlerinde downregiile olan metastaz siipresor gen olarak da bilinmektedir. Ndrgl
geni hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmasina karsin, prostat, beyin, bobrek, plasenta,
ovaryum, testisler ve intestinal hiicrelerde daha yiiksek seviyelerde eksprese edilir
(Lachat ve ark., 2002). Ndrgl gen upregulasyonu tiimor biiyiime hizin1 baskilamanin
yaninda farelerde yapilan bir ¢aligmada, Ndrgl gen ekspresyonundaki artigin, prostat
kanser hiicrelerinin akcigerlere metastazini da 6nledigi gosterilmistir (Le ve Richardson,
2004). Diger bir c¢alismada ise insan kolon kanser hiicrelerinin diferansiyasyonu
indiiklendiginde Ndrgl gen ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Van ve ark., 1997).
Ndrgl gen upregiilasyonunun tanimlanan tiimor baskilayict 6zelligine karsin, karaciger
kanserlerinde tam tersi bir etki ile Ndrgl’in upregiile oldugu gozlenmistir (Chua ve ark.,
2007; Xinrui ve ark., 2007). Bu da Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli sekilde
etkilendigini gostermektedir. Bu farkliligin temelinde mRNA varyantlarinin
olabilecegine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamasi, PHEN’in bu hiicreler iizerine
etkilerinin bilinmiyor olmas1 ve ayrica TSA’ninda varyantlar lizerine olan etkisinin
bilinmiyor olmas1 bizi bu yonde arastirmaya sevk etmistir

Biz bu c¢alismada Ndrgl-metastaz iligkisi bakimindan zit davranig gosteren
MCF-7 ve HepG2 hiicrelerini tercih ettik. Literatiire bakildiginda Ndrgl geninin meme
kanserinde downregiile oldugu, karaciger kanserinde ise upregiile oldugu goriilecektir.
Zira, Ndrgl upregiilasyonu MCF-7 hiicrelerinde metastaz ile negatif bir iliski
gosterirken; neden HepG2 hiicrelerinde tam tersine pozitif bir iliski gosterdigi
bilinmemektedir (Chua ve ark., 2007; Xinrui ve ark., 2007).

Bu nedenle, Ndrgl ekspresyonu agisindan birbirine zit davranis gosteren 2 ayri
hiicre hattinda, uygulanan ila¢ kombinasyonlarinin Ndrgl gen ekspresyonunu nasil
etkiledigi arastirildi.

Ndrgl proteininin fonksiyonu tam olarak anlasilamamasina ragmen, hiicre
diferansiyasyonu (Taketomi ve ark., 2003; Guan ve ark., 2000), proliferasyon ve

biiylimenin baskilanmasi (Piquemal ve ark., 1999), neoplazi, timdr progresyonu ve
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metastaz (Van ve ark., 1997; Bandyopadhyay ve ark., 2004), agir metallere cevap
(Zhou ve ark., 1998; Salnikow ve ark., 2000), hipoksi cevabi (Salnikow ve ark., 2000,
2002) ve DNA hasar cevabi (Kurdistani, 1998) gibi ¢esitli hiicre i¢i olaylarda rol
almaktadir. Ozellikle prostat, kolon ve gdgiis kanserlerinde metastazin baskilanmasinda
¢ok 6nemli bir role sahiptir (Stafford ve ark., 2008; Bandyopadhyay ve Ark., 2004;
Guan ve ark., 2000).

Ndrgl gen diizenlenmesi olduk¢a komplekstir ve farkli hiicre tiplerinde farkli
mekanizmalar rol alir. Bu kompleks diizenlemeler, transkripsiyonel (HIF-1a, Ni (1I),
p53, N-Myc, c-Myc, PPAR-y/RXR, DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu gibi),
posttranskripsiyonel ve translasyonal seviyelerdeki major yollar1 igerir (Guan ve ark.,
2000,Kalaydjieva ve ark., 2000).

N-myc, Ndrgl promoterindeki baglanma bolgesinden bagimsiz olarak, histon
deasetilaz aracili bir mekanizmayla Ndrgl’i baskilar (Shimono ve ark., 1999). Myc
ekspresyonun diizenlenmesi bir¢ok insan kanserinde bozulur ve siklikla agresif ve az
diferansiye tlimorlerle iliskilendirilir. Myc proteini  hiicre  bliylimesi ve
proliferasyonunda, hiicre dongiisii progresyonunda, transkripsiyonda,
diferansiyasyonunda, apoptozda, anjiogenezde ve hiicre motilitesinde anahtar
diizenleyici role sahiptir. Diizenlenme bozuldugunda genomik instabilite, kontrolsiiz
proliferasyon, biiylime faktorii bagimsizligi, immiin sagkalim sonlanmasi,
transformasyon ve apoptoz ortaya ¢ikabilir (Vita ve ark., 2006).

DNA metilasyon inhibisyonu ve histon asitilasyon aktivasyonu Ndrgl gen
aktivasyonunu artirmaktadir. Boylelikle Ndrgl gen diizenlenmesinde epigenetik
kontroliin rolii olabilecegi gosterilmistir (Guan ve ark., 2000). Ndrgl’in promoter
bolgesinde ¢ok sayida CpG adalarinin bulunmasi nedeniyle Ndrgl gen ekspresyonunun
DNA metilasyonu ile baskilanabilecegi diisiinlilmiis, ancak Ndrgl gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde DNA metilasyonunun parsiyel olarak rol alabilecegi gosterilmistir
(Guan ve ark., 2000).

Transkripsiyonel diizenlemede, histon asetilasyonunun 6nemli role sahip oldugu
yapilan birtakim ¢aligmalar ile tesbit edilmistir (Semenza and Wang, 1991). Asetilasyon
pozitif ylklii lizin rezidiilerini nétralize eder ve Histon uglart ile yapisal proteinler

arasindaki baglantilar1 destabilizasyona ugratir. Hipoasetilasyonda niikleozomlar arasi
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giiclii baglar varken, hiperasetilasyon sonrasi niikleozomlar arasi baglantilar zayiflar,
histon uglart DNA’y1 sinirlamaz ve transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanabilir.

Bir¢ok hiicre tipinde butirat ve TSA gibi histon deasetilaz inhibitorleri Ndrgl
gen ekspresyonunu arttirarak hiicre diferansiyasyonuna neden olmaktadir (Semenza ve
Wang, 1991). Bu bulgular, gen diizenlenmesinde, hiicre biiylimesinde ve hiicre
diferansiyasyonunda DNA metilasyonu ve histon asetilasyonunun birlikte anahtar bir rol
oynayabilecegini gostermekle birlikte tiim mekanizmay1 yeterince izah etmemekte ve
gen diizenlenmesinde baska mekanizmalarin da olabilcegini diisiindiirmektedir (Guan
ve ark., 2000).

Yapilan ¢alismalarda HDAC inhibitorleri ile Ndrgl gen ekspresyonunun
indiikklendigi goriilmekte ancak hangi varyanti etkiledigi ile ilgili bir caligma
bulunmamaktadir. Bu sebeple tek basmma TSA ve bunun demir selatorleri ile
kombinasyonunun Ndrgl gen mRNA varyant ekspresyonunu nasil etkiledigide
arastirildi

Biz ¢alismamizda MCF-7 hiicrelerinin bir histon deasetilaz inhibitorii olan TSA
ile 24 saat silireyle muamelesi sonucunda Ndrgl geninin her iki varyantida kontrol
gurubuna gore anlamli derecede arttigini gézlemledik (P(H1)=0,001). Ndrgl Varyantl
mRNA ekspresyonu kontrol gurubuna gore 9.6 kat, Ndrgl Varyant2 ise 3.4 kat artti.
HepG2 hiicrelerinde ise Ndrgl Varyantl 6.7 kat (P(H1)=0,000), Ndrg2 V2 ise 2.1 kat
(P(H1)=0,000) artti. Hem MCF-7 hemde HepG?2 hiicrelerinin TSA ile etkilesimi sonrasi
Ndrgl V1 mRNA seviyesindeki yiikseklik dikkat cekmektedir.

Kombine gruplardan TSA+DFO HepG?2 hiicrelerinde birlikte kullanildiklarinda
DFO, TSA’'nin V1 lizerine olan artirici etkisini baskiladi. MCF-7 hiicrelerinde DFO ve
TSA kombinasyonu sinerjetik bir etki ile V1’i artirirken V2’de aditif bir etki ile artig
sagladi.

HIF-1 Hipoksi ile ortaya ¢ikan transkripsiyon faktoriidiir (Salnikow ve ark.,
2000) ve heterodimerik (a, B) Ozellige sahiptir. Hiicrelerin hipoksiye adaptasyonunu
saglar. Prolil hidroksilaz HIF-1a® nin Von Hippel-Lindau (VHL) proteinine
baglanmasini saglar. Bu protein Ubiquitin E3 ligazi aktive eder ve bu da HIF-la
degradasyonuna yolagar. Hipoksi veya demir eksikliginde veya her ikisinin eksikliginde
prolil hidroksilaz fonksiyonu basarisiz olur. HIF-1la hiicrede stoplazmada birikir.

Stoplazmada biriken HIF-1a niikleusa gecer ve HIF-1B ile kompleks olusur. Bu
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kompleks promoter bolgede bulunan Hypoxia Response Element (HREs)’e baglanarak
cok sayida genin regiilasyonunda rol oynayabilir. Hiposik sartlarda inkiibasyon sonrasi
Nrdgl upregulasyonunda HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin rol aldigi one stirtilmistiir
(Salnikow ve ark., 2000). Ndrgl homosistein ve hipoksi tarafindan upregiile edilen,
HIF-1 bagimli ve bagimsiz mekanizmalara sahip olan stres cevap gen olarak da
tanimlanmistir (Salnikow ve ark., 2000).

Ndrgl indiiksiyonu hipoksiyle baslatilabilir ve HIF-1a ile diizenlenebilir fakat
Ndrgl geni ayn1 zamanda intraseliiler Ca+* artisiyla da HIF-la-bagimsiz bir sinyal
yolag1 yardimiyla aktive edilebilir (Salnikow ve ark., 2002). Demir selasyonu sonrasi
olusan Ndrgl upregulasyonun HIF-la bagimli ve bagimsiz mekanizmalar tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir.

Fe deprivasyonu ile Nrdgl upregulasyonunun fizyolojik rolii dikkate alinarak
Nrdgl’in proliferasyon inhibisyonundaki yeteneginin biiyiime arrestine neden olan Fe
deplesyonu aracili indiiklenen bir mekanizma ile olabilecegi One siirlilmiistiir
(Bandyopadhyay ve ark, 2004). Bundan dolay1 Fe deplesyonu sonucu RR aktivitesinin
inhibisyonu ile beraber hiicre siklus progresyonuna neden olan Fe deprivasyonuna
multiple molekiiler olaylar ile cevap verilir.

Birgok in-vivo ve in-vitro arastirma yaninda klinik denemeler, DFO ve diger
selatorlerin etkili antitiimor ajanlar oldugunu gostermistir (Lovejoy ve Richardson,
2002; Chaston, 2003). Hiicrelerin selatorler ile inkiibasyonu Ndrgl mRNA ve protein
expresyonunu ciddi oranda artirmistir. Bu transkripsiyonel seviyedeki upregulasyon,
HIF- la bagimhi ve bagimsiz mekanizmalarla alakali olabilecegi one siirtilmiistiir.
Boylece demir metabolizmasi ve proliferasyon kontrolii arasinda yeni baglantinin
Ndrgl oldugunu one stirmistir (Van ve ark., 1997; Becton ve Bryles, 1999).
Deneyimizde MCF-7 hiicrelerinin 24 saat siireyle DFO ile muamelesi sonucu Ndrgl V1
MRNA seviyesinde 5.9 kat V2 de ise 10.6 kat artis oldu. Her iki varyant da kontrol
grubundan anlamli derecede farkli c¢iktt P(H1)=0,000. DFO, MCF-7 hiicrelerinde
transkripsiyonel regiilasyon ile 6zellikle Ndrgl V2 mRNA diizeyinde artisa yol acti.
HepG2 hiicrelerinin DFO ile muamelesi sonucu Ndrgl V1 mRNA ekspresyon
seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli bir artisla (P(H1)=0,000) 3.2, V2
ekspresyonunda ise 2.5 kat artis oldu.
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Calismamizda MCF-7 hiicrelerinin diger bir selator olan PHEN ile 24 saat
stireyle muamelesi sonucunda Ndrgl geninin her iki varyantida kontrol gurubundan
anlamli derecede farkli c¢iktt1 (P(H1)=0,000). Ndrgl Varyantl mRNA ekspresyonu
kontrol gurubuna gore 6 kat, Ndrgl Varyant2 ise 16.79 kat artt1. HepG2 hiicrelerinde ise
Ndrgl Varyantl 4.9 kat (P(H1)=0,001), Ndrg2 V2 ise 5.19 kat (P(H1)=0,000) artt1.
Ozellikle MCF-7 hiicrelerinin PHEN ile etkilesimi sonrasi Ndrgl V2 mRNA
seviyesindeki yiisek oran dikkat ¢ekmektedir.

Demirin gen ekspresyonundaki roliine bakildiginda bu molekiiliin daha fazla
incelenmesi gerektigi anlagilmaktadir. Ndrgl ekspresyonu ile metastaz ve tiimor hiicre
biliylimesi 6nemli 6l¢lide durdurulmaktadir ancak bunun nasil gergeklestigi tam olarak
bilinmemektedir. Demir selatorlerinin yapmis oldugu bu etkinin daha ayrintili olarak
irdelenmesi gelecekte selatorlerin tedavide kullanilip kullanilmayacagi ile ilgili bizlere
daha iyi fikirler sunabilir.

Bugiine kadar Fe metabolizmasini anlama yolunda 6nemli ilerlemeler olmasina
ragmen Fe selasyonu sonrast G1/S arrestinde rol alan molekiiler mekanizmalar ¢ok az
anlasilabilmistir. Hiicre siklus progresyonunda demirin roliiniin anlasilmasi kanser
tedavisinde selatorlerin hayat kurtaricit olup olmadigini ortaya g¢ikaracaktir (Bruce ve
ark., 1994; Hershko, 1994).

Nrdgl overekspresyonu belirgin sekilde tiimor biiylimesini ve metastazini
azaltmistir. Bu sonuglar Nrdgl‘in metastaz supresor gen olarak tanimlanmasina yol
acmistir. Nrdgl ekspresyonunun Fe ile regule edildigi bulgusu 6nem kazanmaktadir. Fe
selatorlerinin molekiiler hedef genleri, antitimor aktivite indiikklenmesinde yararli
olabilir.

Bu calismada, MCF-7 hiicrelerinin TSA+DFO kombinasyonu ile 24 saat siireyle
muamelesi sonucunda Ndrgl geninin her iki varyantinda da kontrol gurubuna gore artis
oldu. Ndrgl Varyantl mRNA ekspresyonu kontrol gurubuna gore 32.1 kat
(P(H1)=0,001), Ndrgl Varyant2 ise 14.6 kat (P(H1)=0,001), artti. HepG2 hiicrelerinde
ise Ndrgl Varyantl 10.2 kat (P(H1)=0,001), Ndrg2 V2 ise 3.4 kat (P(H1)=0,000) artt1.
TSA ve DFO nun birlikte kullanim1 MCF-7 Hiicrelerinde Ndrgl V1 ekspresyonunda
sinerjik bir etki ile artig saglarken V2 de aditif bir etki olusturdu. HepG2 hiicrelerinin
TSA ve DFO kombinasyonu ile etkilesimi sonrast Ndrgl V1 mRNA seviyesinde aditif
bir etki olusurken, Ndrgl V2 de baskilanma oldu.
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MCF-7 hiicreleri TSA+PHEN kombinasyonu ile 24 saat siireyle muamelesi
sonucunda Ndrgl geninin her iki varyantinda da kontrol gurubuna gore artis oldu.
Ndrgl Varyantl mRNA ekspresyonu kontrol gurubuna gore 14.3 kat (P(H1)=0,000),
Ndrgl Varyant2 ise 16.1 kat (P(HI1)=0,001), artti. HepG2 hiicrelerinde ise Ndrgl
Varyantl 9.9 kat (P(H1)=0,001), Ndrg2 V2 ise 4.7 kat (P(H1)=0,000) artti. TSA ve
PHEN nun birlikte kullaninmi MCF-7 Hiicrelerinde hem Ndrgl V1 ekspresyonunda
hemde V2 ekspresyonunda baskilanma meydana geldi. HepG2 hiicrelerinin TSA ve
PHEN kombinasyonu ile etkilesimi sonrast hem Ndrgl V1 mRNA seviyesinde hemde
Ndrgl V2 de baskilanma oldu.
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6. SONUC VE ONERILER

10.

11.

Her iki hiicrede de (kontrol grubunda) referans gene gore V1 hakimiyeti mevcut.
(V1: 9 kat, V2: 2 kat civar)

24 saat boyunca ilag uygulamasmin ardindan HepG2 hiicrelerinde Varyantl
hakimiyeti olustu.

MCEF-7 hiicrelerinde Varyant2 hakimiyeti olustu.

HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinin demir selatorleri ile 24 saat muamelesi
sonucunda Ndrgl mRNA varyantlar1 gen ekspresyonu diizeyinde artisa ugradi.
HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinin HDAC inhibitorii ile 24 saat muamelesi
sonucunda Ndrgl mRNA varyantlar1 gen ekspresyonu diizeyinde artisa ugradi.
HepG2 hiicrelerinin DFO ile 24 saat muamelesi sonucunda Ndrgl varyantl
artist daha fazla olustu (Kontrole gore V1;3,196, V2;2,49 kat artis oldu). MCF-7
hiicrelerinin DFO ile muamelesi sonucunda Ndrgl varyant2 daha fazla artti
(Kontrole gore V1;5,907, V2;10,676 kat artis oldu)

HepG?2 hiicrelerinin PHEN ile 24 saat muamelesi sonucunda Ndrgl varyantlve
Varyant2 artigi birbirine yakin degerde gergeklesirken, MCF-7 hiicrelerinin
PHEN ile muamelesi sonucunda Ndrgl varyant2 artist daha fazla oldu
(Kontrole gore V1;6,031, V2;16,791 kat artis oldu).

TSA her iki hiicre grubunda da Varyant1’i daha fazla artirdi.

Kombine gruplardan TSA+DFO HepG2 hiicrelerinde birlikte kullanildiklarinda
DFO, TSA’nin V1 iizerine olan artirici etkisini baskiladi. MCF-7 hiicrelerinde
DFO ve TSA kombinasyonu sinerjetik bir etki ile V1’1 artirirken V2’de aditif bir
etki ile artis sagladi.

TSA ve PHEN, HepG2 hiicrelerinde birlikte kullanildiklarinda TSA, PHEN’in
V1 lizerine olan artirict etkisini diisiik oranda baskilarken, PHEN’in V2 {izerine
olan artiric1 etkisini daha fazla baskiladi. MCF-7 hiicrelerinde ise TSA ve PHEN
kombinasyonu V1’de artis yoniinde aditif bir etki gosterirken, TSA, PHEN’in
V2 iizerine olan artiric1 etkisini bastirdi.

Sonug¢ olarak; HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinin demir selatorleri ve TSA ile
muamelesi sonucu Ndrgl gen mRNA varyantlar1 transkripsiyonel regiilasyona

ugradi.
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Oneriler;
Ndrgl mRNA varyantlarindaki bu artislarin {irline (proteine) yansiyip
yansimadiginin gosterilmesi, gen ve proteinin fonksiyonunu anlamada onemli
olacaktir.
Posttranslasyonel diizenlemeler goz Oniine alinarak birbirine zit davranis
gosteren hiicrelerdeki proteinlerin fosforilli olup olmadiginin arastirilmasi

olduk¢a 6nemli olacaktir.

HDAC inhibitorii olan TSA’nin  Ndrgl gen mRNA varyantlarini
transkripsiyonel seviyede regililasyona ugratarak artis yoniinde diizenlenmesi
g6z Oniine alindiginda, mekanizmanin daha iyi anlagilabilmesi i¢in ChIP deneyi

ile epigenetik mekanizmanin arastirilmasi oldukg¢a dnemli olacaktir.
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