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OZET

BENDER Onur. Primer ve Metastatik Bas Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda ESM1
Geninin siRNA ile Baskilanarak Fonksiyonel Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2015

Bag boyun kanserleri diinya ¢apinda sik rastlanilan kanser tiplerindendir. Bu
durumun sebepleri arasinda; hastalik tanisinin erken yapilamamasi, kanserin
metastaz kabiliyetinin ve niiks oranlarinin yiiksek olmasi yer almaktadir. Bag boyun
kanserlerinde esas tedaviyi cerrahi ve kemoradyoterapi olustursa da bu yontemler
hastalar ilizerinde yasam standartlarini olumsuz etkileyen deformasyonlara sebep
olmaktadir. Tip ve temel bilimlerdeki teknolojik geligsmeler ile birlikte bas boyun
kanserlerinde alternatif tan1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekli hale
gelmigtir. Bu calismada da ¢esitli kanser tiirlerinde aktif rolii oldugu kanitlanan,
timor biliylimesinde, metastazinda ve anjiyogenezinde etkileri ortaya konulmus,

kritik bir gen olan ESM1’in bas boyun kanseri iizerine etkileri aragtirilmisgtir.

Calismamiz kapsaminda, bas boyun kanserine ait UT-SCC-74A ve metastazi
UT-SCC-74B hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler iizerinde ESM1 geninin
ekspresyonu immunofloresan boyama ile gosterilmistir. Kiiltiire edilen hiicrelerin
transfeksiyon etkinligi GAPDH-siRNA ile belirlenmis ve ardindan hiicrelere ESM1-
siRNA transfekte edilerek ESM1 geni baskilanmistir. Baskilanma diizeyleri kantitatif
real time PCR ve western blot analizleriyle gosterilmistir. ESM1 geninin bas boyun
kanseri hiicre hatlar1 {izerinde proliferasyon ve migrasyona olan etkileri
xCELLigence ger¢ek zamanl hiicre analiz sistemi ile arastirilmistir. Ayni1 zamanda
proliferasyon analizlerinin validasyonu i¢in XTT testi, migrasyon analizlerinin
validasyonu i¢in ise in vitro scratch assay testi yapilmistir. Hiicrelerin proliferasyon
ve migrasyon kinetiklerinin degisimi sirasindaki apoptoz durumu ise kaspaz 3

aktivite analizi ile arastirilmistir.

Calismamiz sonucunda UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda
ESMI1 geni ekspresyonu gosterilmistir. Hiicrelerde ESM1 ekspresyonu ESMI-
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siRNA kullanilarak anlamli sekilde baskilanmigtir. Optimal baskilama sartlarinda
gerceklestirilen proliferasyon ve migrasyon analiz sonuglarina gére hem UT-SCC-
74A hem de UT-SCC-74B hiicrelerinde ESM1 ekspresyonunun baskilanmasi kanser
hiicrelerinin biiyiimesini ve go¢ kabiliyetini de anlamli sekilde azaltmistir. ESM1
ekpsresyonu baskilandiginda hiicrelerde kaspaz 3 aktivite 6l¢liim sonuglarina gore de
her iki hiicre grubunda da ESM1-siRNA ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark

olugsmamustir.

Sonug olarak; calismamiz kapsaminda ESM1 geninin bas boyun kanser ve
metastazli hiicreleri iizerindeki etkileri ortaya konulmustur. Bu fonksiyonel ¢alisma
ile ESM1 geninin bas boyun kanserlerindeki temel molekiiler rolleri belirlenmis ve
bundan sonraki asamada mevcut agresif tedavilere alternatif olarak ESM1 geni ile

yeni molekiiler tedavi yontemlerine temel olusturulmustur.

Anahtar Sozciikler:

1.Bas Boyun Kanserleri
2. ESM1

3. RNA Interference

4. siRNA

5. xCELLigence



ABSTRACT

BENDER Onur. Functional Analysis of ESM1 Gene Function by siRNA knockdown
in Primary and Metastatic Head and Neck Cancer Cell Lines, Master Thesis, Ankara,
2015

Head and neck cancer is a commonly seen cancer worldwide. Among the
reasons for this are the difficulty in diagnosing the disease at an early stage, its
metastatic capacity and high recurrence rate. The main treatment modalities are
surgery and chemoradiotherapy which have a negative impact on patient quality of
life due to deformations resulting from treatment. In combination with medical and
basic science developments, there is a need for the development of alternative
diagnosis and treatment methods. ESM1 has been shown to play an active role in
many types of cancer in terms of tumor growth, metastasis and angiogenesis. In this

study we investigated the effects of ESM1 in head and neck cancer.

Our study was conducted using the head and neck cancer cell lines UT-SCC
74A and its metastasis UT-SCC-74B. ESMI1 gene expression in these cell lines is
shown using immunofluorescence staining. Transfection efficiency of the cultured
cells was determined via GAPDH-siRNA. Cells were then transfected with ESM1-
siRNA. Knock-down is shown by g-RT-PCR and Western blot analysis. The effect
on proliferation and migration capacity of ESM1 gene knock-down in the cell lines
was studied using xCELLigence real-time cell analysis system. To confirm the
proliferation and migration analysis, XTT and in vitro scratch assay, respectively,
were also used. The apoptotic status of cells was investigated using caspase 3 activity

analysis.

We show ESM1 gene expression in UT-SCC 74A and UT-SCC 74B cell
lines. Efficient ESM1 gene knock-down was achieved using ESM1-specific siRNA.
Using optimized knock-down conditions, proliferation and migration analysis

showed significant reduction in the growth and migration capacity of both UT-SCC
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74A and UT-SCC 74B. There was, however, no significant difference in caspase 3
activity between control and cells treated with ESM1-siRNA.

In conclusion, our results show a role for ESMI in both primary and
metastatic head and neck cancer cells. In this functional study, the basic molecular
role of ESM1 in head and neck cancer is shown and the results suggest that new
molecular treatment methods using ESM1 may be an alternative to currently

available aggressive treatments.

Key Words:

1.Head and Neck Cancer
2. ESM1

3. RNA Interference

4. siRNA

5. xCELLigence
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PVDF: Polyvinylidene difluoride

RISC: RNA-induced silencing complex

RNA: Riboniikleik asit

RNAI: RNA Interference

rpm: Revolutions per minute

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction
RTCA: Real time cell analyzer

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
siRNA: Small interference RNA

TBE: Tris Borik Asit EDTA

TBS: Tris Buffered Saline
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1. GIRIS

Bas boyun kanserleri her yil binlerce insanin 6liimiine sebep olan, diinyada en
sik goriilen kanserler siralamasinda 6. sirada ve tedavisi zor bir kanser tiiriidiir. Daha
cok cevresel faktorlere dayandirilan bas boyun kanserlerinde, cerrahi tedavi
yontemleri hastalarin yiiz, boyun, agiz i¢i gibi anatomik yapilarda da ciddi
bozulmalara ve bunun sonucunda da yutma, konusma gibi hayat kalitesini de
etkileyen Onemli fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla
molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis bas boyun kanserlerinde,
molekiiler  yolaklarin  ortaya c¢ikarilmasi, kanserlesme mekanizmalarinin

aydinlatilmasi ve buna yonelik tedavilerin olusturulmasina ihtiyag¢ vardir.

Calismamiz konusu ESM1 geni de ¢esitli kanser tiirlerinde aktif rolii oldugu
kanitlanan, insanda endotel hiicrelerinden salgilanan, tiimor biiyiimesinde,
metastazinda ve anjiyogenezinde etkileri ortaya konulmus kritik bir gendir. ESM1
geni ile ilgili su ana dek bas boyun boélgesi kanserlerinde herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. insan bas boyun bolgesinin kan damarlariyla 6riilii, metastaz
oranlarinin yiiksek ve bu bdlgedeki endotel hiicrelerin varligimi diistinerek
calisgmamiz kapsaminda bu genin bas boyun kanserlerindeki etkisinin ne ydnde

oldugu arastirilmigtir.

Aragtirmamiz kapsaminda kullandigimiz RNA temelli gen susturulmasi
teknigi olarak da bilinen RNA Interference, molekiiler biyolojide son on yilin en
onemli tekniklerinden biri haline gelmistir. Genlerin model organizma veya hiicre
hatlarinda ekpresyonlarini engelleyerek post transkripsiyonel analizler yapilmasina

olanak saglamaktadir.

Calismamizin  hedefi; ESM1 genini kullanarak yeni molekiiler tedavi
yontemlerine temel olusturmaktir. Bu fonksiyonel calisma ile ESM1 geninin bas
boyun kanserlerindeki temel molekiiler rolleri ortaya ¢ikarilmistir. Calismamiz ayni
zamanda hem ESM1 geni i¢in hem de bas boyun kanserleri i¢in bir ilk olacagindan

literatiire de 6nemli bir katki saglamas1 beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KANSER

Kanser viicudun belirli bir bolimiinde normal hiicrelerin kontrol dist
biliylimesiyle gelisen bir hastaliktir [1]. Kanser kelimesi koken ilk defa Yunan hekim
Hipokrat tarafindan kullanilmistir. Hipokrat bir mide hastalig1 olan iilser i¢in; iilserli
olmayan forma carcino, iilserli olan forma ise carcinoma demistir. O zamanlarda
Yunanistan’da ise kanser hastalig1 icin Tiirk¢e karsili§i yengec olan crab kelimesi
kullanilmistir. Daha sonra Roma’li hekim Celsus crab kelimesini cancer olarak

cevirmistir [2].

Tarihi yiizyillar Oncesine dayanan kanser, bugiin hala en onemli saglik
sorunlarmin basinda gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 12 Aralik 2013 tarihli
basin bildirisinde; GLOBOCAN’a gore diinya capinda 2012 yilinda 8.2 milyonu
oliimle sonuglanan 14.1 milyon kanser vakasi, 2008 yilinda ise 7.6 milyonu oliimle
sonuglanan 12.7 milyon kanser vakasi meydana gelmistir. Ve bu periyotta kanser
tanis1 konan 32.6 milyon kisinin hayatta oldugu belirlenmistir. En ¢ok tani konulan
kanser tiirleri sirasiyla; akciger (1.8 milyon, %13), meme (1.7 milyon, %11.9) ve
kolorektum (1.4 milyon, %9.7), en 6limciil kanser tiirleri ise sirasiyla akciger (1.6
milyon, %19.4), karaciger (0.8 milyon, %9.1), ve mide (0.7 milyon, %8.8) kanserleri

olarak gosterilmistir [3].

Amerika Birlesik Devletleri’nde yayinlanan 2015 yili kanser istatistiklerine
gore; kanser hastalig1 lilke genelinde kalp hastaliklarindan sonra en ¢ok goriilen 2.
hastalik olarak belirtilmistir [4]. Tiirkiye’de de durum farkli degildir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu 2013 yili 6liim nedeni istatistiklerine gére; kanser %21.3 oranla
dolagim sistemi hastaliklarindan sonra en Sliimciil 2. hastalik tiirii olarak kayitlara
gecmistir. Saglik Bakanlig1 2013 Tiirkiye Kanser Istatistiklerine gére ise; her yil 97
bin erkek ve 62.000 kadin olmak tiizere toplam 159.000 kisiye kanser tanisi
konmaktadir [5].



Kanserin 6lim insidansinin  bu kadar yiiksek olmasmin temelinde
multifaktoriyel bir hastalik olmasi yatmaktadir. Bu faktorler arasinda temel olarak
radyasyon, UV 1sinlari, kimyasallar, virtisler, sigara alkol tiiketimi, gidalar, ¢evresel
faktorler ve genetik yatkinlik yer almaktadir. Ayrica kanser olusumu ve olusumuna

sebep olan faktorler yas, cinsiyet, irk ve yasanilan bolgeye gore degismektedir [6].

Gilinlimiizde 80’in iizerinde kanser tiirii vardir. Bu kanserler olustugu bolgeye
gore farkli sekilde isimlendirilir ve smiflandirilirlar. Yapilan ¢aligmalarla hemen
hemen tiim kanser tiirlerinin epidemiyolojisi ¢ikarilmistir [7-9]. Bu epidemiyolojik
caligmalarin derinligi de kanserde hedefe yonelik tedaviler agisindan biiyiik 6nem arz
etmektedir. Kanserde kabul edilen ve Onde gelen tedaviler sirasiyla cerrahi,
radyoterapi, hormonal tedavi igeren kemoterapi, immiinoterapi ve diger tiir
tedavilerdir [10-11]. Cerrahi tedavi hala 6nde gelmesine ragmen son yillardaki
teknolojik gelismelerle birlikte molekiiler tip, nanotip, kdk hiicre, nanoteknoloji,
biyoteknoloji gibi alanlar basta olmak tizere daha bir ¢cok alanda kanser arastirmalari
siirmekte, tan1 ve tedaviyi kolaylastirici ¢oziimler iiretilmektedir [12-18]. Zamanla
birgok kanserin molekiiler mekanizmalariin aydinlatilmasi beklenmekte ve bu
mekanizmalara multidisipliner ¢aligmalarla yaklasarak hedefe yonelik ve 6zgiin yeni

tedavi sekillerinin ortaya ¢ikmasi diisiiniilmektedir.

2.2. BAS BOYUN KANSERLERI

2.2.1. Bas Boyun Kanseri Tanim

Bas ve boyun kanserleri, iist sindirim yollarinda epitel maligniteler iceren
kanser tiirleridir [19]. Geleneksel olarak tiimorler, anatomik olarak yerlesimlerine ve
evrelerine gore siniflandirilirlar. Bas boyun kanserleri de yerlestikleri bolge ve bu
bolgedeki alt yerlesimlerine gore c¢esitli sekillerde isimlendirilir. Bag boyun kanseri;
bas boyun boélgesindeki agiz boslugu, farinks ve larinks bolgesinden kaynaklanan ve

¢ogunlukla skuamoz hiicreli kanser tipini olusturan énemli bir tiimér gurubudur. Ust



sindirim yollar1; nazofarinks, agizboslugu, orofarinks, hipofarinks, larinksden olusur.
Ayrica st sindirim yollarindan bagka, paranazal siniisler, kafa iskeleti, tlikiiriik
bezleri, endokrin bezler, deri, kulak ve temporal kemiklerde bas boyun kanserlerinde

primer tiimorlerin olusabilecegi bolgelerdir [20-21].
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Sekil 1. insanda Bas Boyun Kanserlerinin Bolgesel Gosterimi [48]

2.2.2. Bas Boyun Kanserlerinin Epidemiyolojisi

Bas boyun kanserleri diinya ¢apinda sik rastlanilan kanser tiplerindendir.
Diinyada en sik kanser siralamasinda 6. siray1 alirlar. Her y1l yaklasik 650.000 yeni
kanser vakasit ve 350.000 hastanin 6liimiiyle sonuglanan, tiim kanser vakalarinin

%06’s1n1 olusturan 6nemli bir kanser tiiriidiir [22-23].

Bas boyun kanser tiirlerine bakildiginda ise diinyada en sik goriilen bas
boyun kanseri tiirli agiz boslugu ve larinks kanserleridir [24]. 2007 yili verilerine
gore; Amerika Birlesik Devletleri’nde toplam 45.660 bas boyun kanseri tanisi

konmus ve bu say1 tiim kanserler arasinda %3’liikk bir dilime sahip olmustur.



Hastalarin neredeyse %66’sina ileri evrede iken tani konulmustur. Tedavi
seceneklerinin gelismesine ragmen 2007 yilinda Amerika’da 11.210 kisi bas boyun
kanserlerinden hayatini kaybetmistir [19,25]. Hastalara tan1 konulan yas ortalamasina
bakildiginda 60’11 yaslar oldugu goriiliirken, erkek hastalarin kadin hastalardan
sayica daha fazla oldugu tespit edilmistir [19,26]. 2015 yilina gelindiginde ise;
istatistiklere gore yine Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 60.000 kisiye bas
boyun kanserleri tanist1 konmus ve neredeyse 12.290 kisi hayatin1 kaybetmistir.
Kadin-erkek arasi farkta ise hem tanida hem de 6liim insidansinda erkeklerin sayica

3 kat fazla oldugu goriilmiistiir [4].

Tiirkiye’de de bas boyun kanserlerinin insidanst %3 olarak bildirilmistir.
Alkol ve ozellikle tiitlin tiikketiminin yogun oldugu bolge ve kisilerde de bu insidansin
arttig1 goriilmistiir. Tiirkiye’de de agiz boslugu ve larinks kanseri en sik goriilen bag
boyun kanser tiirleridir [27]. Bas boyun kanserlerinin meydana gelmesi genellikle
ge¢ yaslarda olmaktadir [28]. Geng hastalarin tiim bas boyun kanseri vakalarinin %]1-
5’ini olusturduklar1 goriilmistiir [29-30]. Ayrica bas boyun kanserleri tanis1 alan
hastalarin %50’sinde 5 yillik sag kalim goriilmiistiir [31]. Arastirmacilar ayrica bas
boyun kanserlerinin epidemiyoloji haritalar1 ¢ikarilirken, farkli hastalar tizerindeki

farkli risk faktorlerinin de sonuglari etkileyebilecegini belirtmislerdir [29,30,32].

2.2.3. Bas Boyun Kanserlerine Sebep Olan Faktorler

Bag boyun kanserlerinin ana risk faktorii tiitiin kullanimidir. Bu risk faktorii
de kisinin tiitiin kullanim siiresi ve siklig1 ile giiclii bir korelasyon gdsterir [33].
Tiitiin kullanim c¢esitleri hangi tiirli olursa olsun ciddi risk olustururlar [34]. Yapilan
aragtirmalara gore tiitiin kullanimmi azaltan veya birakan insanlarda bas boyun
kanseri gelisme riski azalmistir. Ayn1 zamanda tiitlin dumanina maruz kalan kisilerde
de kalmayan kisilere gore bas boyun kanseri gelisme riski yiliksek ¢ikmustir [35-36].
Sigara, pipo veya tiitin ¢igneme gibi aligkanliklar yiiksek miktarda karsinojen
icerdiklerinden hemen hemen tiim kanser tiirlerinde risk faktorleri arasinda yer

alirlar. Bu {irtinlerin kullaniminin bas boyun kanserlerinde primer risk olusturmasinin



sebebi ise agiz yoluyla kullanilmalaridir. Ozellikle bas boyun kanserlerinden en sik
goriilen agiz boslugu ve larinks kanserlerinde bu boliimler tiitlin dumanina direk
maruz kalan organlardir. Tiitiin {iriinleri kullanimiyla birlikte kotii agiz hijyeni de bas

boyun kanser gelisiminde etkin rol oynamaktadir [37].

Alkol tiiketimi de bas boyun kanserlerinde 6nemli bir risk faktoriidiir.
Alkoliin tiitiin kullanimiyla birlikte etkisinin daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir.
2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada; 11.211 bas boyun kanseri hastasinda hastalarin
oykiileri alindiginda %7.4’1 sadece alkol, %6’s1 sadece tiitliin, %81.6’sinin ise hem

alkol hem de tiitiin tirtinleri kullandiklar1 belirlenmistir [38].

Bas boyun kanserlerinde risk faktorii olarak gosterilen bir baska konuda
Human Papilloma Virus (HPV) olmustur. HPV cinsel yolla bulasan bir hastaliktir.
Papillomavirus familyasina ait bir DNA viriisiidiir. HPV, deri basta olmak {izere
viicudun farkli bolgelerini enfekte eder. Sekstiel olarak aktif olan kisilerin %50’sinde
HPV goriilme riski vardir. Ayn1 zamanda ¢ocuk ve genglerde de goriilebilmektedir
[39-40]. HPV nin enfeksiyon hastaliklarina yol agmasinin yani sira kanser ile ilgisi
olduguda saptanmistir. HPV; serviks, vajina, vulva, penis, aniis, konjoktiva ve iist
sindirim yollarina tutunarak bu bolgelerde kanserlesmeye sebep olabilmektedir [41-
43]. Bas boyun kanserlerinde de HPV’nin 6nemli bir risk faktorii oldugu ¢alismalarla
gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda HPV’nin bas boyun kanserinde tedaviyi
olumsuz etkiledigi saptanmistir. Ayrica bas boyun kanserli hastalarin %34,5’unda
HPYV vakasi goriilmiistiir [44-46]. Bas boyun kanserleri i¢inde 6nemli bir konu olan
HPV ile ilgili arastirmalar devam etmekte, yapilan taramalar, tiplendirmeler ve

analizler HPV-bas boyun kanseri korelasyonunu aydinlatmaya devam etmektedir.

Bunlarin diginda bas boyun kanserlerinde; sagliksiz beslenme, kotii yasam
kosullar1, radyasyona maruz kalma, karsinojenlere maruz kalma, cesitli kimyasallar,

genetik yatkinlik ve faktorlerde rol oynamaktadir.



2.2.4. Bas Boyun Kanserlerinde Tani ve Evrelendirme

Bas boyun kanserleri genellikle fiziksel semptomlarla kendilerini belli
ederler. Hastada sislik, yutma gii¢liigii, agr1, a1z boslugunda yara ve hatta psikolojik
bozukluklar bile goriilebilir. Hasta bu tip sikayetlerle geldiginde hekim ilk olarak
hastanin Oykiisiinii dinler, fiziksel muayene yapar ve ilk bulgularini degerlendirir.
Cok diisiik ihtimal dahilinde de olsa hasta i¢in tani testleri istenir. Bu test genellikle
ilk olarak biyopsi seklinde olmakla birlikte, cesitli endoskopik incelemelerde
yapilabilir. Biyopsi ile alinan doku pargasinin patolojik incelemeleri sonucunda
kanser tanis1 yapilabilmektedir. Kanser tanisi pozitif ise hekim bu noktadan sonra
tlimoriin derecesini ister. Dereceleme ile birlikte ¢esitli goriintiileme teknolojileri ise
kanserin yayilim boélgeleri de arastirilir [47-49]. Bas boyun kanserleri
evrelendirmesinde AJCC’nin (American Joint Committee on Cancer) TNM (Tumor
Node Metastases) evreleme sistemi kullanilmaktadir [50]. Bu evreleme sisteminde T
primer tiimori, N lenf nodlarini, M ise metastaz durumunu belirtir. Evrelendirme ise

su kodlara gore yapilmaktadir.

TX: Primer tiimdr degerlendirilemiyor

TO: Primer tiimor kanit1 yok

Tis: In situ karsinom (erken kanser komsu dokulara yayilmamistir)

T1-T4: Timoriin boyutu ve/veya yayilimi (T1=<2 cm, T2=2-4 cm,T3=4-6 cm,
T4=>6cm ve/veya primer bolge disina tasma)

NO: Bolgesel lenf nodu tutulumu yok (lenf nodlarinda kanser bulunmamaistir)
N1-N3: Bolgesel lenf nodlar1 tutulumlariin say1 ve yayilim 0lgiileri

MO: Metastaz yok (kanser viicudun diger bolgelerine yayilmamistir)

M1: Metastaz var (kanser viicudun diger bdlgelerine yayilmistir)

Hekim tiim sonuglar1 aldiktan sonra hasta i¢in en uygun tedavi yontemine karar verir.



2.2.5. Bas Boyun Kanserlerinde Tedavi

Bas boyun kanserleri icin etkin tedavi seciminde bir ¢ok faktdr yer
almaktadir. Genellikle ge¢ yasta ortaya cikan bu kanser tiirlinde erken tani
saglanabilirse basar1 sans1 yiiksektir. Erken tani saglanamadigi durumlarda ise tedavi
icin; hastanin yasi, genel saglik durumu, tiimdriin lokalizasyonu, biiyiikligi, evresi,
hastanin tedaviye yaklasimi, psikolojik durumu ve hatta sosyolojik durumu dahi géz
ontine alinir. Bas boyun kanserlerinde uzun yillardir siiregelen ve giiniimiizde halen
en etkili tedavi yontemi cerrahidir. Hekimler organ ve/veya doku kaybi olmamasi
icin tim secenekleri degerlendirmektedirler. Cerrahi operasyonun biiyiikligli de
timoér ve yayilim durumuna gore degisir. Ayrica radyoterapi ve kemoterapi de
cerrahi ile birlikte en 6nemli tedavi yontemleridir [51]. Bas boyun kanserlerinde ne
kadar istenmeyen bir durumda olsa tedavi sonrasi hastanin yasam kosullarinda
degisiklikler olabilir. Buna yeme, i¢gme, yutma, konusma gibi etkinlikler 6rnek olarak
verilebilir [52]. Cerrahi yontemler bu kayiplart minimuma indirmek i¢in her gegen
giin gelismektedir. Ayn1 zamanda molekiiler biyoloji, biyokimya, biyoteknoloji gibi
alanlardaki hizli gelismeler tedavileri destekleyici oneriler sunmakta ve 6zellikle de

kanserde erken tani i¢in cok 6nemli gelismeler kaydedilmektedir [53-56].

Glinlimiizde genom ebadinda yapilan calismalarla bir¢ok kanser tiiriinde
erken tan1 markerlar1 kesfedilmistir. Oniimiizdeki yillarda da molekiiler tip alaninda

klinik uygulamalarin kanser tedavilerinde ciddi yer edinecegi diisiiniilmektedir.

2.2.6. Bas Boyun Kanserlerinin Molekiiler Biyolojisi

Karsinogenez yani normal hiicrelerden kanserli hiicrelerin meydana gelmesi
durumu her kanser tiiriinde oldugu gibi bas boyun kanserlerinde de ¢ok basamakli bir
stirectir. Belirli bir bolgenin dis karsinojen faktdrlere maruz kalmasiyla o bolgede
kanserlesme baslayabilir. Ayni zamanda dis faktorlerle birlikte cesitli genetik
degisikliklerin olugmasi da karsinogenezi tetikleyen en 6nemli faktorlerdendir. Bu

sekilde cok etkenli olusan karsinogeneze “cok basamakli karsinojenezis (multistep



carcinogenesis)” denmistir [57].

Bas boyun kanserindeki genetik degisiklikler, insan genom projesi ile ortaya
cikan gen kopya sayilar1 (CNV, copy number variation), heterozigosite kazanci ve
kayb1 (LOH) tiimdr baskilayic1 genlerin inaktivasyonuna veya onkogenlerin
aktivasyonuna sebep olur. Bdylece hiicrenin normal yasam dongiisii bozulur,
hiicreler kontrol edilemeyecek kadar ¢ogalirlar ve sonunda metastaz dahi
yapabilirler. Genomdaki bu degisikliklerin bu sekilde hiicre karakterine yansimasiyla

karsinogenez olusur [58].

Bas boyun kanserleri tanisi ge¢ koyulabilen kanser tiirleridir. Geg tani sonrast
da hem tedavi secenekleri daralmakta, hem de hastalar icin agresif uygulamalar
dogmakta ve sonu¢ olarak doku ve organ kaybina varan durumlar yaganmaktadir.
Molekiiler biyolojinin geligmesi ve tipta uygulamalariyla da bas boyun kanserleri ile
ilgili cokca ¢alisma yapilmistir. Bazi genler ve gen ailelerinin de gelen degisimler
kanserlesmeye direk olarak etki etmistir. Bu genler ile yapilan caligmalar ile bas
boyun kanserinde erken taniy1r saglayabilecek bazi biomarkerlar belirlenmis ve
bunlarmn klinik uygulamalarina gecilmeye baslanmistir. Bu biomarkerlar hastalarda
bas boyun kanserlerinin gelisme riskini erken tani ile gosterebilmekle beraber, bazi
hastalar i¢in de daha etkili tedavi yontemlerinin secilmesi konusunda belirleyici

olabilmektedirler [33,59].

Bas boyun kanserlerinde normalden karsinom siirecine gecisteki en onemli
degisikliklerden biri p53 geninde meydana gelmektedir. p53 timor baskilayici bir
gen olup, hiicre dongiisli, apoptoz, DNA tamir mekanizmalar1 ve hiicre yasam
olaylarmi diizenler. Bas boyun kanserleri hastalarin %60-80’inde p53’lin somatik
mutasyonlarina rastlanmaktadir. Bu bakimdan p53’iin bas boyun kanserlerinde tani,
hayatta kalma, niiks ve lenf nodu durumlarini belirleme gibi olaylarda biiyiik 6nemi

vardir [60-62].

Pl6’da tiimor baskilayict bir gen olup, senesens ve hiicre dongiisiinii
diizenleyen Onemli bir proteindir. Bunu siklin bagimli kinazlar olan 4 ve 6’ya

baglanip bunlarin siklin D ile kompleks olusturmasini inhibe ederek saglar. Bas
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boyun kanserli hastalarin %50-80’inde pl16 geninde ekspresyon kayb1 gozlenmistir.
Bu kayip hayatta kalma ve uzak bolge metastazlarinin tanisinda degerlidir. Ayrica
bas boyun kanserleriyle ilgili olarak HPV enfeksiyonunda p16 geni ekspresyonunun
artis gosterdigi bilinmektedir. HPV teshisinde de p16 ekspresyon diizeyi énemli bir
tan1 markeridir [63-66]

Timor baskilayici bir bagka gen olan PTEN’deki inaktivasyon veya
mutasyonlarda viicutta bircok kansere sebep olabilmektedir. PTEN geni sinyal
yolaklarin1 diizenleyerek, hiicre proliferasyonunu ve apoptoz mekanizmalarin
kontrol eder. Bas boyun kanserli hastalarin %30’unda PTEN kayb1 gézlenmistir [67-
68].

EGEFR tirozin kinaz ailesinin hiicre yiizeyi reseptoriidiir. Hiicrelerde bir¢cok
yolag1 kullanarak hiicre dongiisii, proliferasyon, apoptoz, anjiyogenez, timor
invazyon ve metastazin1 diizenlemektedir. EGFR bazi kanser tiirlerinde asir
ekpresyon gostermektedir. Bas boyun kanserlerinde de %34-90 araliginda EGFR

overekpresyonu gozlenmistir [69-71].

Bas boyun kanserleri i¢in diger 6nemli bir molekiil grubuda VEGF ailesidir.
VEGF grubu endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere sahiptir. VEGF overekspresyonu
timor olusumu sirasinda hiicre proliferasyonuna ve migrasyonuna sebep olurlar.
VEGF ayni zamanda bilinen en 6nemli anjiyogenez markerlarindan biridir. Yapilan
calismalarda bas boyun kanserlerinin %90 ’1nda VEGF overekspresyonu
goriilmiistiir. Ozellikle damar olusumunda primer rolii olan VEGF, bas boyun
kanserlerinin bolgesel 6zelliginden dolay1 karsinogenez ve metastazda aktif rol

oynamaktadir [72-73].

ING gen ailesi de hiicre donglisii, apoptoz ve senesens ile ilgili, kanserde
onemli rolleri bulunan bir gen ailesidir [74]. ING proteinlerinin 6zelligi, hiicre
biliylimesini ve hiicrelerin diger proteinlerle etkilesimini inhibe etmesidir. Bu
ozelliklerinin kanser hiicrelerinde gozlenmesiyle tiimor supresor genler olarak ele
diistintilmislerdir [75]. 5 liyeye sahip bu gen ailesinin yapilan ¢alismalarla 6zellikle

kanser hiicreleri iizerinde onemli etkileri bulunmustur [74]. Bas boyun kanserlerinde
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de ING ailesine ait genlerin hiicrelerde tiimor supressor etkileri yapilan ¢aligmalarla

gosterilmistir [76-80].

Bunlarla birlikte Cyclin D1, Cox2, TGF Alfa ve MMP grubu gibi bas
boyun kanserlerinde ¢esitli yollardan erken taniyr saglayacak biomarkerlar

tanimlanmuistir [33].
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2.3. RNA INTERFERENCE

Ingilizce olan “Interference” kelimesinin Tiirkce karsiiginda miidahele,
karigma, girisim, engelleme gibi ifadeler bulunmaktadir. RNA Interference olayinda
ise belirli bir genin ifadesinin durdurulmasi gerceklestigi icin bu olay gen
susturulmasi, baskilanmasi, sessizlestirilmesi seklinde g¢evrilmistir. Teorik olarak
RNA Interference (RNAIi) terimi, ¢ift zincirli RNA’lar (dsSRNA) kullanarak hedef
mRNA’lar1 pargalayip sonug¢ olarak bu mRNA’larin ekspresyonlarinin susturulmasi
anlamina gelmektedir [81]. Genlerin transkripsiyon sonrasi asamada susturularak
fonksiyonlarimin ortaya c¢ikartilmasinda ve hedefteki istenmeyen genetik aktivitenin

durdurulmast yoluyla hastalik tedavisinde 6zgiin bir yaklagim sunmaktadir [82].

Molekiiler biyolojik anlamda diinyanin en biiyiik projesi olarak kabul edilen
“Insan Genom Projesi” ile insan genomunun dizisi ¢ikartilmis ve bdylece bu
bilgilerin kullanildig1 ¢aligmalarla genlerin organizmadaki fonksiyonlarini 6grenmek
miimkiin olmustur. Bu siirecte ortaya ¢ikan RNAi teknolojisi ile de hedef genlerin
susturularak ilgili organizmalardaki etkilerinin gdzlemlenmesi bir ¢ok hastaligin

genetik temellerini 6grenmede biiylik rol oynamistir.

2.3.1. RNA Interference Tarihgesi

RNA Interference ile ilgili ilk ¢aligma 1990 yilinda Petunya bitkisinin tag
yapraklarinda yapilmistir. Napoli ve arkadaglari pigment olusturan genlerin ekstra
kopyalar1 ile transgenik bitkiler olusturmuslardir. Bu ¢alisma sonucunda
arastirmacilar daha canli ve parlak bir renk beklerken Sekil 2°de de goriildiigii lizere
baz1 transgenik bitkiler beyaz veya alacali renk vermislerdir. Burada pigment
olusturmak igin bitkilere aktarilan CHS (chalcone synthase) enzimi baskilanmis ve
bitkiler acik renk vermislerdir [83]. Tarihte post transkripsiyonel gen susturma ilk

kez bu ¢aligsma ile kayitlara ge¢mistir.
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Sekil 2. Napoli ve Arkadaslarinin Petunyalar Uzerine Yaptiklar1 Calisma Sonucu
[83]

Gen susturma islemi bitkilerle sinirli kalmamistir. Ayni sekilde paralel bir
calisma 1995 yilinda Caenorhabditis elegans lizerinde gerceklestirilmistir. Guo ve
Kemphues belirli endojenik genlere 6zgii RNA’larin antisense zincirini kurt¢uklara
enjekte etmislerdir. Bu zincirlerin kurtguk genomunda ilgili genlerle hibridize olup,
translasyonu bloke edecegini diisiinmiislerdir. Ayn1 zamanda negatif kontrol amagh
aynt RNA’nin sense zincirini de baska bir kurtcuga enjekte etmislerdir. Sasirtict bir
sekilde ilgili genin susturulmasinda sense zincirinin, antisense zinciri kadar efektif

oldugunu gozlemlemislerdir [84].
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1998 yilina gelindiginde ise Fire ve arkadaslar1 yine Caenorhabditis elegans
tizerinde RNA’nin sense ve antisense dizilerinin sinerjik etkisini gérmek amaciyla
ayni anda iki dizinin de enjeksiyonunu gerceklestirmislerdir. Kurtcuklara ¢ift zincirli
RNA enjeksiyonu yapildiginda, etkinin tek bir zincire gore en az 10 kat hatta belki
100 kata kadar daha yiiksek oldugunu tespit edilmistir [85]. Bilim tarihine yeni bir
alan kazandiran bu calisma 1998 yilinda Nature dergisinde yaymlanmigtir. Ayni
zamanda Andrew Fire ve Craig Mello bu calismalarindan 6tiirii 2006 yilinda Nobel

Fizyoloji ve Tip Odiilii’ne layik gériilmiislerdir.

Cift zincirli RNA (dsRNA) molekiillerinin Caenorhabditis elegans
iizerindeki etkisi ortaya konulduktan sonra hem RNA Interference mekanizmasini
¢ozmek hem de bu mekanizmayi diger bir ¢ok organizmada (bitki, mantar, insan vb.)

gostermek miimkiin olmustur.

1999 yilinda Hamilton ve Baulcombe bitkiler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada
hiicrelere sadece dsRNA verildiginde 25 baz ¢iftlik RNA tiirevlerinin olustugunu
gozlemlemiglerdir. Science dergisinde yayinlanan bu c¢alisma RNAi ig¢

mekanizmasini ortaya koymak agisindan 6nemli rol oynamistir [86].

2000 yilinda Zamore ve arkadaslarinin Cell dergisinde yayimladiklar
caligmalarinda; RNA1 mekanizmasint Drosophila iizerinde arastirmiglardir. Calisma
sonucunda hiicre ekstraktlarinda dsRNA’lar1 olusturan 21-23 baz giftlik kiigilk RNA
parcgalart gozlemlemislerdir. Bu olusumun da RNase III ailesine ait Dicer adl1 enzim
tarafindan yapildigint gostermislerdir [87]. Buna ek olarak ayni yil Hammond ve
arkadaslar1 bu kiiciik RNA’larin riboniikleazlar ile siki bir iligskisi oldugunu
kesfetmislerdir. Drosophila lizerinde yapilan ¢alisma sonucu bu RNA ve riboniikleaz

bilesenine RISC (RNA-induced silencing complex) adin1 vermislerdir. [88].

2001 yilinda; Dicer enzimi, Bernstein ve arkadaslar1 tarafindan
Drosophila’dan klonlanmistir [89]. Bu klonlama, sentetik olarak {iretilecek
RNA’larin insan hiicrelerine gonderilerek insan genom ebadinda ¢alismalarin

baslamasina sebep olmustur.
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Bu sekilde ortaya ¢ikarilan RNAi mekanizmasi ve bu mekanizmada gorevli
enzimlerin in vitro ortamda iiretilir hale gelmesinin hemen akabinde memeli hiicre
kiiltiirlerinde bu hiicrelere dsRNA’larin gonderilmesi i¢in ¢alismalar baslamistir.
Sirastyla siRNA ve miRNA prosesleri gelistirilmis ve memeli hiicrelerinde hedefe
Ozgll spesifik genlerin  baskilanmasimna  yonelik c¢aligmalar  basariyla

gerceklestirilmistir [90-91].

1990 yilinda baglayan ve 2001 yilinda mekanizmasi ¢éziimlenen bu teknoloji;
bugiine degin basta bir Nobel 6diili olmak iizere, Nature, Cell, Science gibi
dergilerde yiizlerce yayina spesifik olarak konu olmustur. Oniimiizdeki yillarda da
molekiiler biyoloji, tip ve biyoteknoloji gibi bilim dallarmin multidisipliner
yaklasimiyla RNA Interference teknolojisinin yaygin klinik uygulamalarinin

gerceklesmesi beklenmektedir.

2.3.2. RNA Interference Mekanizmasi

RNA Interference teknolojisinin kesfiyle, genlerin ekspresyonlarinin
posttranskripsiyonel olarak susturulmasi basarilmigtir. Akabinde bu susturma

mekanizmasinin isleyisi ile ilgili ¢alismalar yiiriitiilmiis ve ¢oziimlenmistir.

RNA Interference, RISC kompleksi tarafindan kontrol edilen RNA bagiml
bir gen susturma islemidir. Bu mekanizma hiicrenin = sitoplazmasinda
gerceklesmektedir. Cift zincirli kiigiik RNA molekiillerinin sitoplazmada katalitik
RISC komponenti ile karsilikli etkilesimi sonucu gerceklesir [92].

Bu mekanizmada 2 tip ¢ift zincirli kiiciik RNA molekiilii bulunmaktadir.
Birincisi endojen veya ekzojen kaynakli, 21-23 baz uzunlugunda olabilen ve
mRNA nin yikilmasini saglayan siRNA (small interfering RNA)’lardir [89]. Ikincisi
ise endojen kaynakli, genellikle 22 baz uzunlugunda olan ve translasyonun

baskilanmasini saglayan miRNA (microRNA)’lardir [93].
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RNA Interference mekanizmasmin ilk adimi hiicre sitoplazmasinda
dsRNA’nin Dicer adi verilen bir enzim tarafindan 20-25 bazlik kiigiik RNA’lara
parcalanmasidir. Ayni zamanda Endoriboniikleaz Dicer olarak da bilinen Dicer
enzimi, RNase III ailesinin bir iiyesidir. Bu sekilde olusan kiiciik RNA parcalarina
siRNA denmektedir. miRNA i¢in ise tek fark; Dicer enziminin ¢ekirdekte dsRNA
yerine pre-miRNA’y1 yine 20-25 bazlik kiigiik RNA’lara parcalamasidir. Bu ilk
asamadan sonra RNA Interference mekanizmasi her iki grup i¢inde ortak
ilerlemektedir [94-97]. Dicer enziminin siRNA ve miRNA olusumundaki rolleri

Sekil 3’te siRNA iginsekil 4’te de miRNA gosterilmistir.
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Sekil 3. Dicer enziminin dsRNA’y1 parcalayarak siRNA olusturma mekanizmasi [98]
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Sekil 4. Dicer enziminin pre-miRNA’y1 parcalayarak miRNA olusturma
mekanizmasi [99-100]

RNA Interference mekanizmasinin ikinci adimi ise Dicer enziminin kesim
islemiyle olusan siRNA veya miRNA’nin RISC kompleksine aktarilmasidir. Sekil
3’te siRNA’nin sekil 4’te de miRNA’nin RISC kompleksine baglanma mekanizmasi
gosterilmigtir. siRNA ve miRNA’larin yapisal Ozellikleri RISC kompleksine
baglanmalar1 agisindan énemlidir. Bu yapilarin RISC kompleksine baglanmalar1 igin

bir diger onemli faktdor Argonaute proteinleridir. Bu proteinler hem mRNA yikimi
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icin katalitik bolge olup, hem de substrat se¢iminde gorevlidirler. RISC kompleksine
aktarilan siRNA veya miRNA molekiilleri komplementeri olduklar1 hedef mRNA’ya
asimetrik olarak baglanip mRNA’nin yikimina yol agarlar. Bu asamada siRNA’lar
mRNA’y1 tamamen parcgalayarak gen susturulmasi iglemini tamamlarlar. miRNA’lar
ise farkli olarak mRNA’y1 tamamen par¢alamadan translasyon asamasini baskilarlar

[81,87,101-102] Sekil 5’te de siRNA ve miRNA’larin ayrintili mekanizmalari

goriilmektedir.
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Sekil 5. RNA Interference teknolojisinde siRNA ve miRNA mekanizmalari [103]
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2.3.3. RNA Interference Teknolojisinin Kullanim ve Uygulama Alanlar

RNA Interference teknolojisinin kesfiyle bu alandaki ¢alismalar son 10 yilda
cok hizla artan bir ivme gostermistir. Bu siirecte sentetik olarak {iretilen siRNA ve
miRNA’lar ile fonksiyonel analizler yapilmis, bu analizler sonucunda genlerin ¢esitli
hastaliklardaki etki mekanizmalar1 6grenilebilmistir. RNA Interference teknolojisi ile
hastaliklara terapdtik bir yaklagim uygulamak sadece in vitro olarak laboratuvar
ortaminda kalmamis bu teknolojinin klinikte kullanimi i¢in de ¢alismalar

baslatilmistir.

RNA Interference uygulamalar1 basta kanser molekiiler biyolojisi ve kanser
genetigi ¢alismalarinda olmak {izere, enfeksiyon hastaliklarinda, genetik
hastaliklarda, ndrodejeneratif hastaliklarda, immiin sistem hastaliklarinda, gelisimsel

hastaliklarda vb. kullanilmistir [104].

RNAI tedavi amacl olarak ilk kez kronik myeloid 16semi (KML) hastaliginda
kullanilmigtir. KML kromozomal bir translokasyon sonucu Bcr-Abl proteininin
gereginden fazla aktive olmasi ve sonug olarak yiiksek miktarda akyuvar iiretimiyle
karakterize bir hastaliktir. siRNA’lar yardimiyla Ber-Abl proteini baskilanarak tedavi
yoluna gidilmistir [105]. Ayrica bir¢ok kanser tiirlinde ¢esitli onkogenler in vitro
ortamda baskilanarak kanserli hiicrelerin bu durumda gosterdigi degisimler
aragtirtlmigtir. Ayn1 zamanda kanserli hiicrelerde ¢esitli hedef genler baskilanarak
hiicrelerin proliferasyon ve migrasyon karakterleri gozlemlenmistir.vBu sekilde
bir¢ok kanser tiiriinde sayisiz ¢alisma bulunmaktadir. RNAi teknolojisinin gelismesi
kanser genetigi alaninda yepyeni bir pencere agmistir. Her ne kadar su ana degin
kanser tlizerindeki siRNA uygulamalari in vitro olarak laboratuvar ortaminda yapilsa
da, yakin gelecekte hastalar iizerinde etkili bir tedavi yontemi olmasi

beklenmektedir.

RNAI caligmalarinin ses getirdigi bir diger alan enfeksiyon hastaliklaridir.
Klinik tipta su ana degin en yogun calisma hepatik viral enfeksiyon hastaliklar

lizerine yapilmistir. Fareler iizerinde niikleik asitlerin karacigere kolayca
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ulastirilabilmesi bunun temel sebebi olmustur [106]. Buradan yola ¢ikarak Hepatit C
ve Hepatit B gibi enfeksiyon hastaliklar1 {izerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Bu
hastaliklarin virtislerinin genetik aktivitesini baskilamaya yonelik ¢aligmalarda
siRNA uygulamalar1 basarili olmustur [107]. Ayrica 2003 yilinda Song ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; akut karaciger yetmezligi modeli olusturulmus
farelerde siRNA’lar bir hiicre 6liim reseptdrii olan Fas’a hedeflenmis, bu siRNA’lar
karacigere ulasip Fas reseptoriiyle birebir esleserek Fas ekspresyonunu
baskilamislardir. Sonug olarak siRNA tedavisi uygulanan karaciger hasarli model

fareler hayatta kalmislardir [108].

Bu ve bunun gibi bir¢ok in vivo ve in vitro molekiiler ¢alismanin basariyla
sonuclanmasi ardindan, RNAi teknolojisiyle ila¢ gelistirme caligmalari, klinik
denemelerle baglamigtir. Su an i¢in diinya genelinde 14 farkli RNAi programi
yiiriitiilmektedir [109]. Bu tedavi programlart RNAi temelli ilag gelistirme ve bu
ilaglarm klinik denemeleri iizerine siirdiiriilmektedir. Ilag gelistirme siirecinde fazl
kesif ve arastirma, fazII preklinik ¢aligsmalar, fazIII klinik ¢calismalar, fazIV ise onay
anlamina gelmektedir [110]. Bu 14 program hakkindaki yayinlar, gelismeler, ayrintili

veriler, basin bildirileri vb. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii

tabanli  www.clinicaltrials.gov  adresinde  yaymlanmaktadir. ~ Programlarin

yiiriitiildiigi sirket, caligma alan1 ve seviyelerini 6zetlemek gerekirse;

Alnylam/Cubist/Kyowa Kirin sirketlerinin insan RSV enfeksiyonu iizerine
caligmalar1 fazIlb asamasinda, Pfizer/Quark sirketlerinin yasa bagli makula
dejenerasyonu lizerine caligmalar1 fazIl asamasinda, Quark sirketinin akut bobrek
yetmezligi lizerine ¢aligmalar1 fazIl asamasinda, Zabecor sirketinin astim {izerine
caligmalar1 fazIl asamasinda, Alnylam sirketinin primer ve sekonder karaciger
kanseri {iizerine caligmalar1 fazl asamasinda, Calando firmasinin kanser {iizerine
caligmalar1 fazl asamasinda, Silence sirketinin kanser lizerine calismalar1 fazl
asamasinda, Sylentis sirketinin gézdeki glokom hastalig1 tlizerine c¢alismalar1 fazl
asamasinda, Alnylam sirketinin TTR amiloidozu {izerine ¢aligmalari fazl asamasinda

devam etmektedir.
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Tekmira firmasinin hiperkolesterolemi hastalig1 iizerine ¢aligmalar1 fazl asamasinda,
Transderm firmasinin pakionisi konjenita hastalifi {izerine ¢alismalarinda fazl
asamast tamamlanmistir [109]. Opko firmasinin yasa bagli makula dejenerasyonu
iizerine caligmalar1 fazIIl asamasinda, Allergan/SIRNA sirketlerinin yasa bagh
makula dejenerasyonu iizerine ¢aligmalar1 fazIl agsamasinda sonlandirilmistir [109].
Duisburg-Essen Universitesi'nde yiiriitiilen kronik myeloid 16semi hastaliginda da

fazl agamas1 tamamlanmis durumdadir [109].

Sonu¢ olarak RNAi klinik c¢aligmalari her gecen giin ilerlemekte, ayni
zamanda gelisimini siirdiiren molekiiler biyoloji alaninda da yerlesik bir ara¢ olarak

kullanilmaktadir.

2.4. ESM1 GENi

Agik ad1 Endothelial Cell Specific Molecule-1 olan ESM1 geni 1996 yilinda
Philippe Lassalle ve arkadaglari tarafindan HUVEC hiicre hattinda tanimlanmistir
[111]. Literatiirde bilinen bir diger ismi Endocan’dir. ESM1 geninin tanimlanmasiyla
birlikte Lassalle ve arkadaglarinin yayinladiklar1 ilk makalede bu genin vaskiiler
hiicre biyolojisi ve insan akciger fizyolojisi alaninda gii¢lii sonuglar dogurabilecegi
belirtilmigstir. 1996 tarihinden bugiine kadar da ESM1 geni ile ilgili 100’ askin
bilimsel ¢alisma yayinlanmistir. Bagta kanser olmak iizere bircok hastalikta ESM1

geninin etkileri literatiirde kendisine yer bulmustur.

2.4.1. ESMY’in Genomik Organizasyonu

ESM1 geni insanda 5. kromozom uzun kolu iizerinde bolge 1, bant 1 ve alt
bant 2 bdlgesinde lokalizedir. 5. kromozom iizerinde 54.273.692 ile 54.318.499.
bazlar arasinda 44.808 bazlik biiyiikliige sahiptir. 2 intron tarafindan ayrilmis 3
ekzon seklinde organize olmustur [111]. Ekzon 1 362 baz, ekzon 2 150 baz ve ekzon
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3 1560 baz uzunlugundadir.
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Sekil 6. ESM1 Geninin Kromozomal Lokalizasyonunun Sematik Gosterimi [112]

ESM1 gen iiriinii 50 kDa’luk bir proteindir. 165 aminoasitten olusmus olgun
bir polipeptid yapisindadir. Dermatan siilfat ile serin 137 bdlgesine baglanarak
kovalent bag olusturur. ESM1 2001 yilinda dermatan siilfat proteoglikan olarak
tammlanmistir. Oncelikle HUVEC hiicrelerinde kiiltiire edilmis ardindan HEK
hiicrelerinde overeksprese edilmistir. Bu asamada ESM1’in bir proteoglikan oldugu
tespit edilmistir. Ardindan ESM1 “endocan” ismi verilerek proteoglikanlar ailesine
dahil olmustur [113]. Vaskiiler endotelyumlar tarafindan eksprese edilen bu
proteoglikanin saglikli bireylerde kanda serbest halde dolastigi bulunmustur

[111,114].

ESMI1 geni 552 niikleotidlik acik okuma bolgesine (open reading frame)
sahiptir. 4 adet transkript varyanti bulunmaktadir. Bunlardan birincisi 184
aminoasitten olusmakta ve 2169 baz uzunlugundadir. Ikincisi 134 aminoasitten
olusmakta ve 1326 baz uzunlugundadir. Ugiinciisii 89 aminoasitten olusmakta ve 756
baz uzunlugundadir. Dordiinciisii aminoasit igermemekte yani protein kodlamamakta

ve 607 bazlik diziye sahiptir [115].

2.4.2. ESM1 Geni Molekiiler Biyolojisi

ESM1 geni oOzellikle insan akciger ve bdbrek dokularinda endotel

hiicrelerinde eksprese olan salgilanmig bir proteini kodlar. Bu genin ekspresyonu
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sitokinler tarafindan diizenlenmektedir ve ayn1 zamanda endotel bagimli patolojik

bozukluklarda etkili oldugu diistiniilmektedir.

ESM geninin hiicre iizerindeki lokalizasyonunun ekstraseliiler bdolgede
oldugu tespit edilmistir. Sekil 7°de temel hiicre yapisi gosterilmis, yesil boyali
bolgede ESM1 varlig belirtilmistir.
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Sekil 7. ESM1’in Hiicre Uzerindeki Lokalizasyonunun Sematik Gosterimi [112]

Ayni zamanda birgok hastaligin molekiiler temellerinin arastirilmasinda;
cesitli genlerin rollerinin belirlenmesi de ¢ok Onemlidir. Son yillarda molekiiler
biyolojik araclarin gelismesiyle genlerin farkli doku tiplerindeki ifade diizeyleri
belirlenebilmektedir. Bagta PCR sistemleri olmak iizere, microarray, RNAseq gibi
ileri teknolojiler sayesinde bu islemler daha spesifik diizeyde incelenebilmektedir.
Sekil 8’de de ESM1 geninin farkli doku tiplerinde yapilan microarray ve RNASeq
caligmast sonuglart goriilmektedir. Microarray calismasi hem major dokularda hem

de daha derin olarak anatomik yapilarda gerceklestirilmistir.

ESM1’in hem hiicrelerde ekstraseliiler boslukta lokalize olmasi, hemde

viicutta endotel hiicrelerinden salgilanmasi onu birgok dokuda aktif hale getirmistir.
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2.4.3. ESM1 ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Yapilan c¢aligmalarla ESM1 mRNA seviyesinin biiyiikk 0Ol¢lide iginde
bulunulan sartlara goére diizenlendigi gosterilmistir. Inflamatuvar sitokinler 6rnegin
timor nekrozis faktor (TNF-a) veya Interlokin-1 (IL-1)’in HUVEC hiicrelerinde
ESM1 mRNA seviyesini zamana bagli bir sekilde artirdigr gézlemlenmistir. ESM1
mRNA seviyesindeki artis TNF-a uygulamasindan 1 saat sonra ortaya ¢ikmis, 18 saat
sonra ise tepe noktasina ulagsmistir [111]. Ayn1 zamanda ESM1 mRNA ifadesinin
yiikselisi adipositlerde PMA veya retinoik asit ile uyarimdan sonra da gézlenmistir
[116]. Bunun aksine bir diger inflamatuvar araci olan IFN-g uygulamasindan 24 saat
sonra ESM1 mRNA diizeyinde bir degisiklik olusmamistir. Ancak; endotel
hiicrelerinde TNF-a uygulamasi ile artan ESM1 mRNA seviyesinin de IFN-g ile
tamamen baskilandigi gozlenmistir [111]. Bu sonuglar gostermektedir ki;
inflamatuvar stiregte ESMI1’in mRNA diizeyindeki ekspresyonunun siireci

diizenleyici bir rolii bulunmaktadir [114].

Sekil 8’de goriildiigii gibi ESM1 insanda bir¢ok dokuda eksprese olmaktadir.
Aynm1 zamanda bu dokularin kanserlesmis tiplerinde de ESMI1 ekspresyonu
gbzlenmistir. Son zamanlarda yapilan bircok ¢alismada ESM1’in karsinogenez,
metastaz ve anjiyogenezde cesitli etkilerinin oldugu ortaya konmustur. Mide,
hepatoseliiler, kolorektal, bobrek, nazofaringeal, kii¢lik hiicreli akciger, akut myeloid
l6semi ve yumurtalik kanserlerinde ESM1 geni ile ilgili fonksiyonel ¢aligmalar

yapilmistir.

Mide kanserlerinde ESM1 geninin profili yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir.
Liu ve arkadaglarinin 2010 yilinda yayimladiklar1 ¢aligmalarinda; ESM1°in mRNA ve
protein ekspresyonlari mide kanseri ve normal mide dokularinda analiz edilmis, bu
analizlerin klinik ve histopatolojik degerlendirmelerle korelasyonlar:1 belirlenmistir.
Bu sonuclar hastalarin yasam siireleriyle analiz edilmistir. Sonucglara gore yiiksek
ESM1 ekspresyonu mide kanserli hastalarda potansiyel bir tiimor biomarker1 olarak
degerlendirilmistir. Ayni ¢alismada bu sonuglar ESM1’in mide kanseri ve normal

endotel hiicrelerinde overeksprese edilerek proliferasyon analizleriyle de
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desteklenmistir [117]. Diger yandan mide kanserli hastalarda ESM1 serum seviyeleri
de arastirilmistir. Mide kanseri ve saglikli gruplar arasinda ELISA testiyle ESM1
seviyesi Olclilmiis ve sonu¢ olarak hasta grubunda ESM1 seviyesi anlamli sekilde
yiiksek ¢cikmistir. Bu sonuglara gore aragtirmacilar, mide kanserlerinde ESM1 serum
seviyesinin klinik Onemini ve potansiyel bir serum marker1 olabilecegini

belirtmislerdir [118-119].

Hepatoseliiler karsinoma da ESM1’in fazlaca calisildig1 bir diger kanser tiirii
olmustur. Huang ve arkadaslar1 bu konudaki ilk ¢aligmay1 2009 yilinda yapmuislar ve
hepatoseliiler karsinoma hastalarina ait dokularda ESMI1 ekspresyonlarim
degerlendirmiglerdir. Calisma sonucunda hepatoseliiler karsinoma dokularinda
ESM1 ekspresyonunun diisiik sag kalimla dogru orantili oldugunu ortaya
koymuslardir [120]. Aymi sekilde yiiriitilen iki ¢alismada daha ESM1’in
hepatoseliiler karsinomada tiimor invazyonu ve anjiyogenezinde etkili oldugu
bulunmustur [121-122]. Hepatoseliiler karsinomada kapsamli bir molekiiler ¢alisma
Kang ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yaymlanmistir. Hepatoseliiler
karsinomada ESM1 mRNA ve protein ekspresyonlar1 klinik ve patolojik verilerle
korele edilmis, ESM1 serum diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Bunlara ek olarak SK-Hepl
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde ESM1 ekspresyonu ESM1-siRNA kullanilarak
baskilanmis ve farkli etkiler gozlemlenmistir. SK-Hepl hiicrelerinde ESMI
ekspresyonunun olmamasi hiicrelerin hayatta kalma basarisint NF-kB yolagin1 inhibe
ederek disiirmiistiir. Ayrica hiicrelerde ESM1’in baskilanmasi migrasyon ve
invazyonu da inhibe etmistir. Bu ¢alisma sonucunda arastirmacilar ESM1’in
hepatoseliiler karsinoma i¢in tanida kullanilabilir bir marker oldugunu belirtmislerdir

[123].

Kolorektal kanserlerde de Ji ve arkadaslar1 2010 yilinda ESM1 serum
diizeyinin kanserli hastalarda saglikli gruba gore iki katindan daha fazla oldugunu
tespit etmislerdir. Bu ¢alismanin analizinde ESM1’in kolorektal kanserlerin erken
tanisinda potansiyel bir serum marker1 olabilecegi belirtilmistir [124]. Kolorektal
kanserlerde de kapsamli bir molekiiler ¢calisma yine Kang ve arkadaglar1 tarafindan

2012 yilinda yaymlanmistir. Bu g¢alismada ESM1 geni kolorektal kanser hiicre
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hatlarinda siRNA kullanilarak baskilanmis ve akabinde bir dizi molekiiler analiz
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda ESM1’in kolorektal kanserlerde
hiicre yasami, hiicre dongiisii, proliferasyonu, migrasyon ve invazyonu ¢ok cesitli
yolaklardan etkiledigi ve baskiladigi bulunmustur. ESM1’in kolorektal kanserlerde
NF-kB ile baglantili oldugu ve NF-kB’nin promotorunu aktive ettigi belirlenmistir.
Ayn1 zamanda ESM1’in, NF-kB aktivasyonuyla hiicre biiylimesi ve metastatik stireci
diizenledigi gosterilmistir. Bu calismanin sonuglart ESM1’in kolorektal kanser
tedavisinde kullanilabilir bir terapotik ajan oldugu belirtilmistir [125]. Bir baska
calisgmada da, Kim ve arkadaslar1 2012 yilinda kolorektal kanserlerde hipoksik
sartlarda tiimorojenez siirecinde ESMI1 ve HIF-la arasindaki kolerasyonu
belirlemislerdir. Buna gore kolorektal kanser hiicrelerinde HIF-loa’nin ESMI
ekspresyonunu indiikledigini, ve ESMI1 ekspresyonunun HIF-1a tarafindan

diizenlendigi gosterilmistir [126].

Bobrek kanserlerinde de ESM1’in etkinligi yapilan calismalarla
gosterilmistir. 2009 yilinda Rennel ve arkadaslari cesitli anjiyogenik biiyiime
faktorlerini hiicrelere uygulamislar, bu faktorler arasinda VEGF-A’nin spesifik
olarak ESM1 transkripsiyonunu artirdigini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda bdbrek
kanserlerinde artan ESMI1 ekspresyonunun tiimdr biiylimesinde rol aldigini
bildirmislerdir [127]. Leroy ve arkadaglar1 da 2010 yilinda berrak hiicreli bobrek
kanserinde yiiksek ESM1 ekspresyonu oldugunu bulmuslar, ESM1’in takip edilmesi

gereken ilging bir marker olabilecegini belirtmislerdir [128].

Nazofaringeal karsinoma ile ESMI iliskisi de calisilan bir baska konu
olmustur. 2013 yilinda Yu ve arkadaglari; LMP1 (latent membrane protein 1)’in
EBV (Epstein-Barr virlis) ile alakali nazofaringeal kanserlerdeki roliiniin
mekanizmasini arastirmiglardir. Yapilan microarray ¢aligmasinda LMP1 tarafindan
upregiile edilen en major genin ESM1 oldugunu bulmuslardir. Bu sonucu dokular
izerinde yaptiklar1 ekspresyon calismasiyla da dogrulamislar, nazofaringeal kanserli
dokularda ESM1 ve LMP1 arasinda anlamli bir korelasyon gozlemlemislerdir.
Ayrica ESMI1 ekspresyonuna sahip nazofaringeal kanser hastalarimin ESMI

ekspresyonu olmayanlara gore daha az yasadiklarini tespit etmislerdir. Sonug
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itibariyle bu calismada ESM1 ile ilgili olarak, nazofaringeal karsinomada yeni bir

molekiiler marker oldugu belirtilmistir [ 129].

Kiigiik hiicreli akciger kanseri, akut myeloid l6semide ve epitelyal yumurtalik
kanserinde de hastalarda saglikli gruba gore ESM1 ekspresyonu yiiksek bulunus,
ESM1’in bu kanser tiirlerinde molekiiler tipta kullanilabilir bir biomarker olabilecegi

belirtilmistir [130-132].

Diger hastalik gruplarinda da ESM1 hakkinda cesitli calismalar mevcuttur.
ESM1’in kan dolagiminda bulunan bir proteoglikan olusundan yola c¢ikan
arastirmacilar kan zehirlenmesi olarak bilinen sepsis’te ESM1 seviyesinin normale
gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. ESM1’in kandaki seviyesinin ¢esitli
hastaliklarla ilgili olabilecegini belirtmislerdir [133-134]. Balta ve arkadaslarinin
2014 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda ESM1 serum diizeylerinin Behget
hastaliginda kullanilabilir bir marker olabilecegini belirtmislerdir [135]. ESMI ile
ilgili ilging bir baska calisma da 2012 yilinda Li ve arkadaslari tarafindan
yaymlanmigtir. Aragtirmacilar bobrek naklinden sonra kronik reddetme sorunu
yasayan hastalarda ESM1 mRNA ve protein seviyelerinin anlamli bir sekilde
arttigin1 tespit etmislerdir [136]. 2014 yilinda Voiosu ve arkadaslar1 ESM1’in
inflamatuvar bagirsak hastaliginda serumda bulunma diizeyinin hem saglikli hemde
kanser hastalarinin serum diizeylerine gore anlamli sekilde daha yiiksek ¢iktigini
belirlemisler ve ESM1’in inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda potansiyel bir rolii

oldugunu ifade etmislerdir [137].

Yapilan bu g¢aligmalarla ESM1 molekiiler tipta kendisine 6nemli bir yer
edinmistir. Gelecek yillarda yiiksek popiilasyonlara uygulanmis daha kapsamli
analizler, cesitli in vivo ¢aligmalar ve farkli disiplinlerin yaklagimiyla ESM1’in
hastaliklardaki etkisi, tan1 ve tedavide biomarker olarak kullanimi ve cesitli

farmakolojik {irlin ¢iktilarinin bilim diinyasinda yer almas1 beklenmektedir.
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. MATERYAL

3.1.2. Hiicre Hatlan

Bas boyun kanserine ait UT-SCC-74A (University of Turku Squamous Cell
Carcinoma 74A) ve metastazt UT-SCC-74B (University of Turku Squamous Cell
Carcinoma 74B) hiicre hatlar1 Prof. Dr. Reidar Grénman’in nazik katkilariyla Turku
Universitesi, Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Boliimii'nden (Turku,

Finlandiya) temin edildi.

3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

-20 °C Buzdolabi: Ugur UCF410SSL, Tiirkiye

-80 °C Buzdolab1: Sanyo MDF U5386S, Japonya

Agaroz Jel Elektroforezi Gii¢ Kaynagi: VWR Power Source 300V, ABD
Agaroz Jel Elektroforezi Sistemi: Cleaver Scientific MS Choice, ingiltere
Benmari: Niive, NB20 Su banyosu, Tiirkiye

Buz Makinesi: Scotsman AF80, ABD

Class 2 Biyogiivenlik Kabini: Metisafe MSC-11-120, Ttirkiye

CO2 Inkiibatérii: Thermo Scientific Forma Stericycle 371, ABD

Etliv: Niive FN400, Tiirkiye

Hassas Terazi: Precisa XB1200C, isvi(;re

Hiicre Sayim Cihazi: BIO-RAD TC20, ABD

Immunofloresan Mikroskop: Leica DM1000 DFC 295, Almanya

Invert mikroskop: Leica DM IL LED DFC295, Almanya

Is1 Blogu: Techne Dri-Block DB-2D Heatblock, Ingiltere

Kati Otoklav: Niive OT23B, Tiirkiye

Makrosantrifiij: Hettich Rotina 380 R, Almanya
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Manyetik Karistirict: VWR VMS-C7, ABD

Mikrodalga Firin: Samsung MV71E, Kore

Mikropipet Takimi: Gilson F144569, Fransa

Mikroplate Okuyucu: Thermo Scientific Varioskan™ Flash Multimode Reader,
ABD

Mikrosantrifiij: Hitachi Himac CT15RE, Japonya

MiliQ Su Aritma Sistemi: Thermo Scientific Barnstead Easypure II, ABD
Nano Drop: Thermo Scientific NanoDrop 2000c, ABD

PH metre: Hanna PH 211, ABD

Pipet Tabancasi: Dragon Lab Levoplus, Cin

Real Time PCR Cihazi: Qiagen Rotor Gene Q, Almanya

Resiprokal Shaker: Heidolph Promax 1020, Almanya

Saf Su Aritma Sistemi: Thermo Scientific BarnStead RO System, ABD

Shaker: VWR Rocking Platform, ABD

Sivi Azot Tanki: Thermo Scientific BIOCANE 34, ABD

S1vi Otoklav: Niive OT40L, Tiirkiye

Sonikasyon Cihazi: Diagenode Bioruptor Sonicator, Belgika

Spinner Cihazi: Biosan FVL-2400N, Letonya

Thermal Cycler: BIO-RAD T100, ABD

Ultra Hassas Terazi: Shimadzu AUW220D, Japonya

UV transilliiminator: Vilber Lourmat Quantum ST4, Fransa

Vorteks Cihazi: Stuart Biocote Vortex Mixer SAS, Ingiltere

Western Blot Goriintiileme Cihazi: BIO-RAD ChemiDoc MP, ABD

Western Blot Gii¢ Kaynagi: BIO-RAD Powerpac Basic, ABD

Western Blot Hizli Transfer Cihazi: Thermo Scientific Pierce G2 Fast Blotter, ABD
Western Blot Jel Elektroforez Sistemi: BIO-RAD Mini Protean Tetra Cell, ABD
xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi: RTCA-DP, Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya ve ACEA Bio- sciences, San Diego, CA



3.1.4. Cahismada Kullanilan Sarf ve Kimyasal Malzemeler

%37 Formaldehyde Solution: Merck, #1040022500
0,2 mL PCR tiip: Thermo Scientific, #AB-0620

0,5 mL Ependorf tiip : Neptune, #3735.X

1,5 mL Ependorf tiip: Neptune, #3745.X

100 Bp Marker: Thermo Scientific, #SM0241

10X PBS: Lonza, Accugene #51226

2-propanol: Sigma Aldrich, #24137-2,5L-R

6X Loading Dye: New England Biolabs, #B7021S
Acrylamide: Sigma Aldrich, #A3553-100G
Agaroz: Lonza, #50004

Bis Acrylamide: Sigma Aldrich, #M7279-100G
Borik Asit: Merck, #1.00165.1000

BSA (Bovine Serum Albumine): Sigma Aldrich, #A3294
Coomassie: Thermo Scientific, #1856210
Coverslips: Thermo Scientific, Nunc Thermanox, #174950
Cryovial Tiip: Thermo Scientific, #377267

DEPC Treated Water: Ambion, #AM9915G
DMSO: Santa Cruz, #sc202581

EDTA: Sigma Aldrich, #E5513-100G

Ethanol: Merck, #1009832511

Ethidium Bromide: Merck, #1.11608.0030

Falkon Tiipler: Thermo Scientific, Nunc (15mL #339650, 50mL #339652)

Glycine: Sigma Aldrich, #33226-250G
Hizli Transfer Buffer: Lonza, #00200256
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Hiicre Kiiltiir Flasklari: Thermo Scientific, Nunc (T-25 cm® #156367, T-75 cm®

#156499, T-175 cm® #159910)

Hiicre Kiiltiir Well Plate: Thermo Scientific, Nunc (6’lik #140675, 12’lik #150628,

96’11k #167008)
Hiicre Sayim Slide: BIO-RAD, #145-0011
Jel Ekstraksiyon Kesim Ucu: Cleaver Scientific, #CSLGelX4
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KCI: Merck, #1.04936.1000

Kloroform — Merck, #1024312500

Koruyucu Madde: Life Technologies, ProLong® Gold Antifade Reagent, #P36934
Methanol: Merck, #1.06009.2511

NaCl: Sigma Aldrich, #31434-1KG-R

NaOH: Merck, #1.06462.1000

Nuclease Free Water: GE Healthcare Hyclone, #SH30538.02

Parafilm: Bemis, #PM992

Paraformaldehit: Sigma Aldrich, #158127

Protease Inhibitor Coctail: Santa Cruz, #sc-24948A

Protein Extraction Reagent: Thermo Scientific, #87792

PVDF Membran: Thermo Scientific, #88518

Scrapper: Greiner Bio, #541080

SDS: Sigma Aldrich, #L.3771-100G

Steril Filtreli Pipet Uglart: Neptune, (10 pl #BT10, 100 pl #BT100, 200 pl #BT200
,1000 ul #BT1250)

Steril Serolojik Pipetler: Thermo Scientific, Nunc (2mL #170354, 5 mL #170355, 10
mL #170356, 25 mL #170357)

Siit Koruyucu: Supelco, #48912-U

TEMED: Nacalai Tesque

Tripan Blue: BIO-RAD, #145-0021

Tripsin-EDTA: Biochrom, #L.2153

Tris-HCI: Amresco, #0234-100G

Triton X-100: MP Biomedicals, #807426

Trizma: Sigma Aldrich, #T1503

Tween-20: Fisher Scientific, #BP337-100

Western Blot ECL Solution, BIO-RAD, #170-5060

Yagsiz Siit Tozu: Fluka Analytical, #70166-500G
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3.2. METODLAR

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Kullanilan Hiicre Hatlarina Ait Bilgiler

Bas boyun kanserine ait UT-SCC-74A (University of Turku Squamous Cell
Carcinoma 74A) ve metastazt UT-SCC-74B (University of Turku Squamous Cell
Carcinoma 74B) hiicre hatlar1 Prof. Dr. Reidar Grénman’in nazik katkilariyla Turku
Universitesi, Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Boliimii'nden (Turku,

Finlandiya) temin edildi.

UT-SCC-74A hiicre hatt1 31 yasinda bir erkek hastanin dil sag marjininde
skuamoz hiicreli karsinom olan, G1-G2 evresinde T3N1MO tiimdrden hazirlanmistir.
UT-SCC-74B hiicre hatt1 ise ayn1 hastanin ileri satha metastaz yapmis tlimoriinden

hazirlanmistir.

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Calisma Alam

Tiim hiicre kiiltliri ¢aligmalari, hiicre kiiltiirii i¢in 6zel olarak dizayn edilmis
hiicre kiiltiirli aragtirma laboratuvarinda gerceklestirildi. Bu laboratuvar; hepafiltre
havalandirmali, giinliik olarak oda igerisine yerlestirilmis UV lambalar ile sterilize
edilen, calisanlarin bu bolim i¢in ayri birer Onliik, terlik, maske kullandigi,
disaristyla  hicbir madde-malzeme aligverisi yapilmayan ve hiicre kiiltiiri
caligmalarin1 gerceklestirmek i¢in tiim ekipmanlarin bulundugu steril bir alandir.
Hiicre kiiltiiri deneysel calismalar1 laboratuvarda bulunan Class 2 Laminar Flow
kabin igerisinde gergeklestirildi. Calismaya baslamadan 6nce kabin i¢i 2-propanol ile

temizlendi ve kabin UV lambas1 30 dk ¢alistirildi.
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3.2.1.3. Hiicreler I¢in Besiyeri Hazirhg

500 mL DMEM/High Glucose igerisine, %10 Fetal Bovine Serum, %1
Penicillin-Streptomycin, %0,8 L-Glutamine ve 9%0,01 Plasmocin eklenerek
hazirlandi. Hazirlanan medium 50 mL’lik steril falkon tiiplere boliinerek +4 °C’de

muhafaza edildi.

Bilesen Miktar
DMEM / High Glucose (Hyclone, GE Healthcare SH30243.01) 500mL
Fetal Bovine Serum (Hyclone GE Healthcare SV30160.03) S50mL
Penicillin-Streptomycin 100U/mL (Hyclone, GE Healthcare SV30010) SmL
L-Glutamine 200mM (Hyclone, GE Healthcare SH30034.01) 4mL
Plasmocin 2,5ug/mL (Invivogen ant-mpp) S50pl

Tablo 1. Hiicrelerin Kiiltiirii I¢in Hazirlanan Besiyeri Bilesenleri ve Miktarlar1

3.2.1.4. Stok Hiicrelerin EKimi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin kiiltiirii icin Oncelikle
benmari 37 °C’ye ayarlandi. Medium 20-30 dk 1sinmaya birakildi. Hiicre hatlar1 -80
°C stoktan alind1. 2 dk 37 °C’de eritildi. Class 2 biyogiivenlik kabini ig¢inde alkolle
silinip agild1 ve 1000 pl mikropipet ile alinip 15 mL’lik falkon i¢inde 8 mL medium
ile nazikg¢e karistirildi. Makro santrifijde 1100 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
Siipernatant atildi. Hiicreler 8 mL temiz mediumda ¢oziildii. Uzerine 10 mL daha

medium eklenerek T-75 cm’ flaska aktarildi. Zemin iizerinde + seklinde

karigtirilarak, 37 °C %35 CO; ayarl inkiibatore kaldirildi.
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3.2.1.5. Hiicrelerin Invert Mikroskop ile Goriintillenmesi

Stoktan hiicre ekiminden yaklagik 24 saat sonra hiicreler invert mikroskop
altinda goriintiilendi. Tiim flask ylizeyi taranarak, hiicrelerin dagilimi, morfolojisi ve

mediumlar incelendi.

3.2.1.6. Hiicrelerin Tutunduklan Yiizeyden Ayristirtlmasi (Tripsinizasyon)

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicreleri %0.25’1lik Tripsin-EDTA soliisyonu
ile tripsinize edildi. Bunun i¢in hiicreler dncelikle steril 1X PBS ile 2 kez yikandu.
Ardindan %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 2-3 dk 37 °C’de bekletildi.
Tutunduklar ylizeyden kalkan hiicreler 8 mL medium ile toplandiktan sonra 15
mL’lik falkona alinarak 1100 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

stipernatant atildi. Pellet kisminda bulunan hiicreler temiz medium ile ¢oziildii.

3.2.1.7. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklari flasklarda yeterli doluluga ulastiklar1 zaman pasajlama
islemi yapildi. Pasajlama i¢in kiiltiir edilmis hiicreler Oncelikle tripsinize edildi.
Tripsin ile bulunduklar yilizeyden kaldirildiktan sonra pellet seklinde elde edilen
hiicreler 5 mL mediumda ¢oziilerek 2 veya duruma gore 3 ayri flaskta kiiltiir edildi.
UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicreleri i¢in pasajlama islemi hiicre ekiminden

sonra ortalama 3 giinde bir yapildi.
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3.2.1.8. Hiicre Sayimmi

Tim deneylerde hiicre sayim islemi BIO-RAD TC20™ Automated Cell Counter
hiicre sayim cihaz1 ile gergeklestirildi. Kiiltlir edilen hiicreler 1X PBS ile 2 kez
yikand1 ve %0.25’lik Tripsin-EDTA soliisyonu ile tutunduklar1 yilizeyden kaldirildi.
Akabinde temiz medium icerisinde ¢dzdiiriilen hiicre siispansiyonundan 10 pl, tripan
blue boyasindan da 10 pl aliip 0,2 mL’lik ependorf tiipiinde karistirildi. Sonrasinda
cihaza ait 6zel slide’a 10pul hiicre-tripan blue boyasi karisimindan konuldu. Slide
cihaza yerlestirilerek sayim iglemi tamamlandi. Sayim sonucunda cihazdan, toplam
hiicre sayist ve hiicrelerin canlilik ytizdesi bilgileri elde edildi. Neredeyse tiim dl¢tiim

islemlerinde hiicre canlilig1 %99 diizeyinde cikti.

3.2.1.9. Hiicrelerin Stoga Alinmasi

Kiiltiir islemleri sonunda veya pasajlama islemleri sirasinda fazla olan
hiicreler daha sonra tekrar kullanilmak iizere stoga alindi. Stok islemine baglamadan
once stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonu her zaman taze ve soguk olarak %8
DMSO igeren FBS seklinde hazirlandi. Uygun miktarda hazirlanan stok soliisyonu
kullanilana kadar buz igerisinde bekletildi. Stoga alinacak hiicreler 6ncelikle 1X PBS
ile 2 kez yikandi. Sonrasinda %0.25’lik Tripsin-EDTA soliisyonu ile tutunduklari
yiizeyden kaldirildi. Kaldirilan hiicreler pellet halinde alindiktan sonra 5 mL temiz
mediumda ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen hiicreler ikinci kez 1100 rpm’de 3 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrast siipernatant atildi. Pellet kisminda bulunan hiicreler stok
soliisyonunda ¢ozdiiriildii. Sonrasinda 1’er mL olacak sekilde cryovial tiiplere
aktarildi. Aktarim sonrasi tiipler ilk olarak 10 dk +4 °C’de, sonrasinda 30 dk -20
°C’de bekletildi ve en son -80 °C’ye kaldirilarak stoga alindi.
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3.2.1.10. Hiicrelerin Kiiltiiriinde Yiizeylere Gore Kullamlan Medium, PBS ve
Tripsin Miktarlar

Hiicreler kiiltiir edilirken duruma gore farkli biiytikliikte flasklar ve plateler
kullanild1. Flask veya plate biiyiikliigiine gore kullanilan bazi bilesenlerin miktarlar

tablo 2’de oldugu gibi ayarlandi.

Flask Tipi Medium 1X PBS Tripsin-EDTA
T-25 cm” 6 mL 2mL I mL

T-75 cm’ 18 mL 6 mL 5mL

T-175 cm” 32mL 10 mL 10 mL

6 well plate 2mL I mL I mL

12 well plate I mL 500 pl 500 pl

96 well plate 200 pl 200 pl 100 pl

Tablo 2. Hiicre Kiiltiirlinde Kullanilan Besiyeri Kabina Gore Cesitli Kimyasallarin

Miktarlari

3.2.2. Immunofloresan Boyama

ESM1 geninin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre
hatlarindaki ekspresyonunu gozlemlemek amaciyla immunofloresan boyama

deneyleri ger¢eklestirildi.

Bunun i¢in ilk olarak hiicreler, 6’lik well plate igerisine her well’e 3 adet
yerlestirilen 13 mm Nunc Thermanox Coverslips (Thermo Scientific, Nunc 174950)
iizerine 3 X 10° sayda ekildi. Ekimden 24 saat sonra cover slipsler 1 kez 1X PBS ile
yikandi. Daha sonra 6’lik well plate’de bulunan slipsler steril enjektdr ignesi ve
cimbiz yardimiyla her well’e bir slip olacak sekilde 24 well plate’e aktarildi. 24 well
plate’e aktarilan slipsler iizerine fiksasyon icin 250 pl %4’lik paraformaldehit

eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Paraformaldehit ¢ekilerek slipsler 2
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kez 1X PBS ile yikandi. Yikama sonrast slipsler {izerine permeabilizasyon igin 250
ul %0,5’lik Triton eklendi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Permeabilizasyon
sonras1 250 pl %1°lik BSA eklenip oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 30 dk
sonrasinda %1°lik BSA igerisine 1. Antikor olarak 1:100 oraninda anti-ESM1
antibody (ab56914; Abcam) eklendi ve slipsler lizerine 250°ser ul dagitildi. Negatif
kontrol igin ise sadece 250 pl %1 BSA kullanildi. 1 saat inkiibe edildi. 1 saat
sonrasinda antikor ¢ekildi ve slipsler 300 pl %0,1°lik Triton ile 2 kez yikandi.
Yikama sonrasi tiim well’lere 2. antikor (Alexa Fluor® 546, A-11030; Life
Technologies) %0,1’lik triton igerisinde 1/1000 oraninda eklendi ve oda sicakliginda
karanlik ortamda 30 dk inkiibe edildi. 30 dakika sonunda 2. antikor ¢ekildi ve
well’ler 300 pl %0,1°lik triton ile 2 kez yikandi. Sonrasinda ¢ekirdek boyamasi icin
1X PBS igerisinde 1/1000 oraninda DAPI hazirlanip her well’e 250 pl eklendi ve 5
dk inkiibe edildi. 5 dk sonunda DAPI ¢ekildi. Tiim well’ler 300 pl %0,1’lik BSA ile
2 kez yikandi. %0,1°lik BSA’lar ¢ekildi. Son olarak well’lere 250’ser ul 1X PBS
eklendi.

Boyama islemi tamamlanan slipsler goriintiilemek tizere lamlara aktarildi.
Bunun i¢in slipsler lam {iizerine hiicreli kisim tiste gelecek sekilde yerlestirildi. Her
bir slipin iizerine 3 pl ProLong® Gold Antifade Reagent (Life Technologies,
P36934) koruyucu madde olarak eklendi. Koruyucu madde kuruduktan sonra slipsler

immunofloresan mikroskop altinda goriintiilendi.

3.2.3. siRNA Transfeksiyonlari

3.2.3.1 siRNA ve Transfeksiyon Ajan1 Temini

Calismada hedef ve kontrol siRNA’lar i¢in siRNA pool teknolojisi kullanildi.
Herbir siRNA pool, hedef geni kapsayan 4 farkli siRNA dizisi igererek baskilamay1
maksimum diizeye ¢ikartmak icin tasarlanmistir. Calisma kapsaminda ESMI,

GAPDH ve Kontrol siRNA pool dizileri Dharmacon, GE Healthcare firmasindan
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temin edildi. Bunlardan ESM1-siRNA ve GAPDH-siRNA bu genler ile ilgili spesifik
diziler igerirken, kontrol siRNA ise insan genomu ile hi¢cbir homoloji gostermeyen
diziler icermektedir. Transfeksiyon igslemlerinin gerceklestirilmesi igin transfeksiyon

ajani olarak da DharmaFECT 4 (T-2004-02 Dharmacon, GE Healthcare) kullanildi.

3.2.3.2 siRNA Dizileri

Calisma kapsaminda ESM1, GAPDH ve Kontrol siRNA’lar1 kullanilmistir.
Bu siRNA’larin katalog ve dizi bilgileri agagidaki gibidir.

ESM1; ON-TARGETplus Human ESM1 (11082) siRNA — SMARTpool, 50 nmol
(Dharmacon, GE Healthcare, L-012338-00-0050)

Dizi Dizi Bilgileri
1. siRNA dizisi ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-012338-10, ESM1
GGAGAAACUUGCUACCGCA

Mol. Wt: 13,444.9 (g/mol) Ext. Coeff: 363,743 (L/mol.cm)

2. siRNA dizisi ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-012338-09, ESM1
GUAAUGAGGAAAUGGUUAA
Mol. Wt: 13,384.7 (g/mol) Ext. Coeff: 385,815 (L/mol.cm)

3. siRNA dizisi ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-012338-08, ESM1
GAGCAAUAAUUAUGCGGUG
Mol. Wt: 13,414.9 (g/mol) Ext. Coeff: 374,690 (L/mol.cm)

4. siRNA dizisi ON-TARGETplus SMARTpool siRNA J-012338-09, ESM1
GUAACCAAGUCUUCCAACA
Mol. Wt: 13,414.8 (g/mol) Ext. Coeff: 374,957 (L/mol.cm)

Tablo 3. ESM1 siRNA-pool igerisindeki siRNA Dizi Bilgileri
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GAPDH; ON-TARGETplus Human GAPDH Control Pool, 5 nmol (Dharmacon, GE

Healthcare, D-001830-10-05)

Dizi Dizi Bilgileri

1. siRNA dizisi GUCAACGGAUUUGGUCGUA
2. siRNA dizisi CAACGGAUUUGGUCGUAUU
3. siRNA dizisi GACCUCAACUACAUGGUUU
4. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUCCAAUA

Tablo 4. GAPD siRNA-pool icerisindeki siRNA Dizi Bilgileri

Kontrol; ON-TARGETplus Human Non-targeting Pool, 5 nmol (Dharmacon, GE

Healthcare, D-001810-10-05)

Dizi Dizi Bilgileri

1. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUCGACUAA
2. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUGUGUGA
3. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUUUCUGA
4. siRNA dizisi UGGUUUACAUGUUUUCCUA

Tablo 5. Non-Targeting siRNA-pool i¢erisindeki siRNA Dizi Bilgileri
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3.2.3.3 siRNA’larin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

ESM1-siRNA, GAPDH-siRNA ve Non-Targeting-siRNA (Kontrol siRNA)
ilgili firmadan liyofilize halde teslim alindi. -20 °C kosullarinda teslim alinan
siRNA’lar hem sulandirmadan oOnce, hem de sulandirdiktan sonra -20 °C’de
muhafaza edildi. siRNA’larla birlikte alinan transfeksiyon ajan1t DharmaFECT ise +4

°C’de teslim alind1 ve +4 °C’de muhafaza edildi.

siRNA’lardan ESM1-siRNA 50 nmol, GAPDH ve Non-Targeting-siRNA ise
5 nmol konsantrasyonda alindi. siRNA’lar1 ¢dzdiirmek i¢in yine ayni firmadan alinan
5X siRNA Buffer (B-002000-UB-100, Dharmacon, GE Healthcare), DEPC Treated
Water ile 1X’e seyreltilerek kullanildi. Belirtilen konsantrasyonda gelen siRNA’lar
1X siRNA Buffer ile 100 uM konsantrasyona seyreltildi. Bunun igin Oncelikle
siRNA’larin liyofilize halde bulundugu tiipler 1 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tiipler 2-propanol ile silinerek temizlendi. 50 nmol’lik ESM1-
siRNA tliptine 500 pl 1X siRNA Buffer, 5 nmol’liik GAPDH ve Non-Targeting-
siRNA tiiplerine ise 50 pl 1X siRNA Buffer konularak pipetaj yapildi. Daha sonra
oda sicakliginda 30 dk shakerda karistirildi. 30 dk sonunda 100 puM konsantrasyonda
elde edilen siRNA’lar 10’ar ul olacak sekilde 0,2 mL’lik ependorf tiiplere boliinerek
-20 °C’ye kaldirild.

3.2.3.4 siRNA Transfeksiyonu

siRNA transfeksiyon islemleri i¢in, kullanilacak well plate biiyiikliigline gore

iiretici firmanin (Dharmacon, GE Healthcare) referans bilgileri dikkate alindi.

siRNA transfeksiyon islemleri yapilacak analize uygun well plate’lerde
gerceklestirildi. siRNA transfeksiyon calismasi i¢in en 6nemli faktor transfeksiyon
isleminin antibiyotiksiz ortamda uygulanmasidir. Bu bakimdan kiiltiir edilen hiicreler
well plate’lere aktarilmak tizere kaldirildig1 zaman igerisinde %10 FBS ve %0,8 L-

Glutamine bulunan, hig¢bir antibiyotik ve tiirevi bulundurmayan ve complete medium
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olarak adlandirilan mediumda ¢ozdiiriildii. Complete mediumda ¢ozdiiriilen hiicreler
sayildi. Sayim sonras1 well biiyilikliigline gore uygun sayida hiicre ekimi yapildi.
Tiim deneylerde siRNA transfeksiyonlari, hiicreler well plate’lere ekildikten 24 saat
sonra gerceklestirildi. Burada temel faktor hiicre ekiminden 24 saat sonra hiicrelerin
bulunduklar1 ylizeyde %60-80 oraninda doluluga ulasmasi olarak ele alindi.
Transfekte edilecek siRNA’lar her zaman taze olarak hazirlandi. Stoklarda 100 uM
konsantrasyonda saklanan siRNA’lar her deney oncesi 1X siRNA Buffer ile 5 uM
konsantrasyona doniistiiriildii. 5 pM konsantrasyonda olan siRNA’lar ise ¢caligmada

kullanilacak optimal doza ayarlanarak uygulandi.

Ik olarak uygun doz ve kullanilacak miktarda ayarlanan siRNA ve
transfeksiyon ajan1t DharmaFECT ayri tiiplerde, i¢erisinde hicbir bilesen bulunmayan
mediuma eklendi. Tiipler nazikge kanstirilip pipetaj yapildiktan sonra oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi 2 ayri tiipte bulunan siRNA ve
DharmaFECT bir tiipte birlestirildi. Birlestirilen karisim  yine pipetajla
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. 20 dk sonunda karigim
iizerine kullanilan well plate’e uygun miktarda igerisinde %10 FBS ve %0,8 L-
Glutamine bulunan complete medium eklendi. Hafif vorteks ile giizelce
karigtirildiktan sonra pipetaj yaparak karigim hazirlanmis oldu. Hiicreler iizerinde
bulunan mediumlar tamamen c¢ekildi. Hazirlanan karisimdan uygun miktarlarda
alinarak hiicrelere verildi. siRNA karisimi bulunan medium hiicrelere verildikten

sonra plateler inkiibatore kaldirildi.

6’lik well plate icin: Bir tiipte 10 pul 25 nM siRNA 190 pl hicbir bilesen
icermeyen medium ile, ikinci tiipte 4 pul DharmaFECT 196 pl hicbir bilesen
icermeyen medium ile karistirilip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra iki
tiip birlestirilip karistirtlarak 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak iizerine

1800 pl complete medium eklenerek toplamda 2 mL hiicrelere verildi.

12°1ik well plate igin: Bir tiipte 5 pl 25 nM siRNA 95 pl higbir bilesen
icermeyen medium ile, ikinci tiipte 2 ul DharmaFECT 98 ul higbir bilesen icermeyen
medium ile kanstirilip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra iki tiip
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birlestirilip karistirildiktan sonra 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak

iizerine 800 pl complete medium eklenerek toplamda 1 mL hiicrelere verildi.

3.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu

siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde, siRNA transfeksiyon etkinligi ve
baskilama miktarini mRNA diizeyinde saptamak i¢in hiicrelerden total RNA

izolasyonu yapildi.

Ik olarak UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicreleri 12 well platelere her well
icin 1 X 10’ sayida ekildi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra ESM1-siRNA, GAPDH-
siRNA ve Non-Targeting-siRNA 25 nM ve 50 nM dozlarda, 2 pl DharmaFECT ile
her bir 6rnek 3’erli tekrarlar seklinde transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat

sonra RNA izolasyonu islemine baslandi.

Hiicreler 2 kez 1 mL 1X PBS ile yikandi. Ceker ocakta 400 ul Tripure
(Roche Tripure Isolation Reagent, 11 667 157 001) eklendi. Hiicrelerin kalkmasi ve
homojenize olmasi i¢in 10-15 defa pipetaj yapildi, ardindan pipet ucu ile tiim ylizey
kazindi. Tim lizatlar her well icin ayr1 1,5 mL’lik ependorf tiiplere alindi. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. 80 pl kloroform eklendi ve renk degisene kadar 2-3
dk sallandi. 12.000 rpm’de 15 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Ustteki seffaf kisim yeni
1,6 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi. 200 pl 2-propanol eklendi. Sallanarak
karistirildt ve 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. 12.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de
santrifiij edildi. Stipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. %75’lik
ethanolden 400 pl eklendi. Hafifce sallanarak karigtirildi. 12.000 rpm’de 5 dk 4
°C’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve alkoliin uzaklagmasi i¢cin 10 dk oda
sicakliginda kapaklart agik olarak bekletildi. 20 ul DEPC Treated Water eklenerek
RNA pipetejla ¢oziildii.
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3.2.4.1. izole Edilen RNA Miktarmin Ol¢iimii

Hiicrelerden izole edilen total RNA’larin konsantrasyon Olc¢limleri igin
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullamldi. Olgiim sirasinda
RNA’lar buz igerisinde bekletildi. Ol¢iim igin 6ncelikle cihaza RNA modunda
RNA’nin ¢odzdiirildigii DEPC Treated Water “Blank” olarak tanitildi. Akabinde
RNA’lar 2°ser ul seklinde okutuldu. Niikleik asit konsantrasyonu i¢in 260 nm dalga
boyu 06l¢iimii esas alindi. RNA’nin saflig1 ve kalitesi ise 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki Ol¢limlerin orant (OD,60/OD,gp) esas alnarak hesaplandi. Olgﬁmﬁ

yapilan RNA’lar -80 °C’ye kaldirildu.

3.2.5. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lar amplifikasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere cDNA
formuna cevrildi. RNA’larin cDNA formuna c¢evrilmesi i¢cin Roche Transcriptor
High Fidelity ¢cDNA Synthesis Kit (05 091 284 001) kullanildi. Calismaya
baslamadan 6nce, Ol¢lim sonuglarina goére cDNA formuna ¢evirilecek tiim RNA

ornekleri 1 pg’a esitlendi.

Oncelikle kit iceriginde bulunan tiim malzemeler buz iizerinde ¢oziildii.
Coziinmiis reaktiflere kisa siireli spin attirildi. ilk olarak tablo 6’daki bilesenlerden

olusan tiipler hazirlandi.

Reaktif Miktar

RNA I pg

Anchored oligo(dT)18 Primer 50 pmol/l 1 ul

dH,O Toplam voliim 11,4 pl tamamlayacak
miktarda degisken

Toplam volim 11,4 ul

Tablo 6. cDNA Sentezinde RNA, Primer ve dH,O Bilesenlerinin Miktarlar




45

Her bir RNA 0Ornegi i¢in ayn tiipte tablo 6’daki karigim buz iizerinde
hazirlandi. Daha sonra tiipler T-100 thermal cycler (BIO-RAD, ABD) cihazinda 65
°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler tekrar buz iizerine alind.
Bu asamadan sonra ayri bir tlipte ayr1 bir karigim asagidaki reaktiflerden her bir

ornek icin karsilarindaki miktarlarda hazirlandi.

Reaktif Miktar
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction 4 ul
Buffer, 5X

Protector RNase Inhibitor, 40 U/I 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2 ul
DTT 1 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 1,1 pl
Toplam volim 8,6 ul

Tablo 7. cDNA Sentezinde Enzim Karisimi I¢in Kullanilan Bilesenlerin Miktarlari

Tablo 7°de verilen bilesenlerden hazirlanan karisim pipetajla karistirildi. Ve
ilk hazirlanan 11,4’liitk RNA-primer karisimi bulunan tiiplere her bir tiipe 8,6 ul
olacak sekilde dagitildi. Bu islem sonunda her bir tiipte 20 pl RNA-enzim karigimi
olustu. Tiipler T-100 thermal cycler (BIO-RAD, ABD) cihazina yerlestirildi.
Sirastyla 29 °C’de 10 dk, 48 °C’de 60 dk, ve 85 °C’de 5 dk inkiibe edildi. islem

sonunda Ornekler cihazdan alindi -80 °C derecede muhafaza edildi.

3.2.6. Gradient PCR ile Primerlerin Baglanma Sicakliklarinin Saptanmasi

Amplifikasyon c¢alismalarinda kullanilacak olan primerlerin  optimal
baglanma sicakliklarini belirlemek amaciyla oncelikle ESM1, GAPDH ve BETA
ACTIN genleri icin gradient PCR calismasi1 yapildi. Bu baglamda 6rnek olarak UT-
SCC-74A hiicrelerinden elde edilmis, kalitesi yiiksek RNA’dan sentezlenmis bir
cDNA kullanildi.
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Her bir genin amplifikasyonu i¢in asagidaki primer dizileri kullanildi.

ESM1 (Homo sapiens) mRNA Primer — 246 bp
F: 5> GGTGGACTGCCCTCAACACT 3’
R: 5> AAGGTGCCGTAGGGACAGTCT 3’

Beta Actin (Homo sapiens) mRNA Primer — 204 bp
F: 5> TTCCTGGGCATGGAGTCCT 3’
R: 5> AGGAGGAGCAATGATCTTGATC 3’

GAPDH (Homo sapiens) mRNA Primer — 496 bp
F: 5> CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 3°
R: 5> GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3’

PCR i¢in tablo 8’de bulunan bilesenler her bir 6rnek i¢in belirtilen miktarlarda

alinarak bir karisim olusturuldu.

Reaktif Miktar
10X Taq (NH4)SO; buffer (Thermo Scientific) 2,5 ul
25 mM MgCl, (Thermo Scientific) 2,5ul
100 uM dNTP #RO0181 (Thermo Scientific) 0,5 ul
20 pmol Forward Primer 0,5 ul
20 pmol Reverse Primer 0,5 ul
Taq DNA Polymerase (recombinant) 5U/ pl, 500U 0,2 ul
#EP0402 (Thermo Scientific)

dH,O 16,3ul
cDNA 2 ul

Tablo 8. PCR Calismasinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlari
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Olusturulan 23 pl’lik karigim tizerine 2 pul cDNA konularak herbir gen igin
50-52-54-56-58-60-62-64 °C sicakliklarda Gradient PCR c¢alismast kuruldu. T100
model PCR cihazinda (BIO-RAD, ABD) asagidaki kosullarda amplifikasyon

gerceklestirildi.

Reaksiyon Sicakhik Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 °C 5 dakika

Denatiirasyon 95 °C 30 saniye

Primer baglanma 50-64 °C 30 saniye 42 dongii
Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72°C 5 dakika

Tablo 9. PCR Calismasi Basamaklarinin Sicaklik ve Siireleri

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR caligmasi sonucunda amplifiye edilen iiriiniin goriintiilenmesi igin
agaroz jel elektroforezi yapildi. Elektroforez islemi sirastyla jel hazirlama, PCR
orneklerinin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi, yiiriitiilen jellerin UV 1s1ik altinda

goriintliilenmesi seklinde gerceklestirildi.

3.2.7.1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz jel elektroforezinde hem jelin hazirlanmasinda hem de jelin
yiiriitiilecegi tankta kullanmak i¢in tampon ¢6zelti olarak 10X TBE (Tris Borik Asit
EDTA) hazirlandi. 10X TBE distile su ile 1X TBE yapildi. %2’lik agaroz jel igin 2
gr. agaroz tartilip 100 mL 1X TBE {izerine eklendi. Karigtm mikrodalga firinda 600
W’da 3 dk isitildi. Agarozun eridigi ve karigimim homojen hale geldigi gozlendi.
Vakit kaybetmeden karigima 3,6 pl Etidium Bromide eklendi. Manyetik karistiricida
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10 saniye karistirildi. Karisim jel kasetlerine dokiildii. Taraklar takilarak 30 dk

siireyle donduruldu.

3.2.7.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Donan jeller tizerinden taraklar c¢ikarildi. Jeller, iizerinde bulunduklari
kasetleri ile birlikte elektroforez tankia yerlestirildi. ilk kuyucuga 5 pl 100 Bp
marker yiiklendi. Ornekler ise 1 pl 3X Loading Dye-5 pl d6rnek olacak sekilde
parafilm iizerinde karistirilarak yiiklendi. Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi.
Gii¢ kaynag1 90 V 30 dk ayarlanarak yiiriitme yapildi.

3.2.7.3. UV Isik Altinda Jellerin Goriintiilenmesi

Yiiriitme tamamlandiktan sonra jeller kasetlerinden ayrilarak UV
transilliiminator cihazina yerlestirildi. Gerekli ayarlamalar yapildi. Jellerin UV 1s1k

altinda goriintiileri kaydedildi.

3.2.8. Kantitatif Real Time RT-PCR

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre hatlarinda,
transfekte edilen siRNA’lerin mRNA diizeyinde etkinliklerinin saptanmasi amaciyla

kantitatif real time PCR calismas1 yapildi.

Bunun i¢in 6ncelikle hiicreler 12 well platelere her bir well’e 1 X 10° sayida
olacak sekilde complete medium ile ekildi. 24 saat sonra hiicrelere 25 nM dozda 2 pl
DharmaFECT kullanilarak ESM1-siRNA, GAPDH-siRNA ve Non-Targeting-siRNA
transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden total RNA izolasyonu
yapildi. izole edilen RNA’lar ¢cDNA formuna gevrildi. Hazirlanan ¢cDNA’lar bu

asamada kullanildi.
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Kantitatif Real Time PCR deneyleri Qiagen Rotor Gene Q cihazinda
gerceklestirildi. Standart bazli yapilan calismada, 6rneklerin standartlar arasindaki
konumuna goére degerlendirme yapildi. Bunun i¢in Oncelikle her gen i¢in ayrn
standartlar hazirlandi. Standartlar her gen i¢in UT-SCC-74A hiicrelerinden elde
edilmis cDNA ile yapilan PCR ¢aligmasi sonrasi, PCR iiriiniiniin yiiklendigi jelden
ekstraksiyonu ile elde edildi. Jel ekstraksiyonu sonrasi elde edilen DNA’lardan
standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar kullanilarak kantitatif real time PCR

analizleri gerceklestirildi.

3.2.8.1 Standart Hazirh@ icin Agaroz Jelden DNA Ekstraksiyonu

Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo
Scientific, K0691) ile gergeklestirildi.

Bunun i¢in UT-SCC-74A hiicrelerinden elde edilmis cDNA ile yapilan PCR
islemi sonrasi, PCR {irlinliniin tamami (25 pl) jele yiiklendi. Yiiriitme igslemi sonrasi
jel UV transilluminator tizerine alindi. CSL-GelX4 u¢ yardimiyla bantlar jelden
kesildi ve 1,5 mL ependorf tiiplere alindi. Tiiplere 40 ul Binding Buffer eklendi.
Sonrasinda tiipler 1sitict blok iizerinde 55 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
esnasinda 2-3 dk’da bir vorteks yapildi. Inkiibasyon sonunda jellerin olmas: gerektigi
gibi tamamen erimis ve sar1 bir renk almis oldugu gozlendi. Ardindan tiiplere 40 pl
2-propanol eklendi ve 5’er saniye vorteks yapildi. Elde edilen karisim kit iceriginde
bulunan spin kolona (GeneJET purification column) aktarildi. 13.000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Spin kolonda bulunan toplama tiipii bosaltilip 100 pl Binding Buffer
eklendi ve 13.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Tekrar toplama tiipii bosaltild1 ve Spin
kolona 700 ul Wash Buffer eklendi. 13.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tekrar
tipli bosaltildi. Silica membranin tamamen piirifiye hale gelmesi i¢in birsey
eklemeden ve toplama tiipii bos olacak sekilde 13.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
Sonrasinda spin kolon 1.5 mL’lik yeni ve temiz bir ependorf tlipe aktarildi. Spin
kolonun merkezine dogru 50 pl Elution Buffer eklendi. 13.000 g’de 1 dk santrifiij
edildi. Spin kolon atild1 ve DNA elde edilmis oldu.
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3.2.8.2. Agaroz Jelden Ekstrakte Edilen DNA’larin Ol¢iimii

Agaroz jelden ekstrakte edilerek elde edilen DNA’larin miktar tayini igin
NANODROP 2000c (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanildi. Olg¢iim igin
oncelikle cihaza DNA modunda DNA’nin ¢ozdiiriildiigii Elution Buffer blank olarak
tanitildi. Akabinde DNA’lar 2°ser ul seklinde okutuldu. Niikleik asit konsantrasyonu
icin 260 nm dalga boyu 6l¢iimii esas alindi. DNA’nin saflig1 ve kalitesi ise 260 nm
ve 280 nm dalga boylarindaki oOlgiimlerin orani (OD,60/OD,gg) esas alinarak

hesaplandi. Olgiimii yapilan DNA’lar -20 °C’ye kaldirilds.

3.2.8.3. Kantitatif Real Time PCR I¢in Standart Hazirhig

Agaroz jelden ekstraksiyon yapilarak her bir gen icin elde edilen DNA’lar
kullanilarak kantitatif real time PCR analizleri i¢in standartlar hazirlandi. Bunun i¢in
Ol¢timii yapilan DNA’larin konsantrasyonu baz alinarak hesaplama yapildi. DNA
ol¢lim sonuclari; Beta Actin: 9,51 ng/ul, GAPDH: 11,86 ng/ul, ESM1: 9,86 ng/ul

olarak belirlendi. Standart hazirligi i¢in dncelikle bu birimler pg cinsine ¢evrildi.

Beta Actin: 9,51 ng/ ul = 9500 pg = 95 X 100x = 1 pul DNA + 94 ul ddH,O
GAPDH: 11,86 ng/ul = 11900 pg = 119 X 100x = 1 pl DNA + 118 pl ddH,0
ESMI: 9,86 ng/ul = 9900 pg = 99 X 100x = 1 pul DNA + 98 ul ddH,O
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Olgiimii yapilan DNA’lardan yukarida belirtilen miktarlarda Nuclease Free
Water ile diliie edilerek standart 1’ler hazirlanmis oldu. Diger standartlar ise 10 pl

standart, 90 ul Nuclease Free Water seklinde seri diliisyon ile hazirlandi.

10 pl Standart 1 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 2
10 pl Standart 2 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 3
10 pl Standart 3 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 4
10 pl Standart 4 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 5
10 pl Standart 5 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 6
10 pl Standart 6 + 90 pl Nuclease Free Water = Standart 7

3.2.8.4. Kantitatif Real Time PCR Analizleri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarindan elde edilen cDNA’lar ve
caligmada kullanilan her bir gen i¢in hazirlanan standartlarla kantitatif real time PCR
islemi yapildi. Kantitatif real time PCR islemi 5 plex Rotor Gene Q (Qiagen,
Almanya) cihazinda yesil kanal kullanilarak SYBR Green PCR Master Mix (DNA
polimeraz, SYBR Green I Dye, dUTP iceren dNTP karisimi, 5 mM MgCl,, PCR
buffer) ile gerceklestirildi. Her bir genin amplifikasyonu i¢in asagidaki primer
dizileri kullanildi.

ESM1 (Homo sapiens) mRNA Primer — 246 bp
F: 5> GGTGGACTGCCCTCAACACT 3’
R: 5> AAGGTGCCGTAGGGACAGTCT 3’

Beta Actin (Homo sapiens) mRNA Primer — 204bp
F: 5> TTCCTGGGCATGGAGTCCT 3’
R: 5> AGGAGGAGCAATGATCTTGATC 3’

GAPDH (Homo sapiens) mRNA Primer — 496bp
F: 5> CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 3’
R: 5> GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3’
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Calismada ESM1 hedef gen, GAPDH hiicre hatlarinin transfeksiyon
etkinligini saptamak ve Beta Actin normalizasyon i¢in kullanildi.
Tablo 10°daki bilesenler; her bir 6rnek ve standart 3’er tekrarli, 20 pl

final voliim olacak bi¢imde karistirildi ve Rotor Gene Q cihazina yerlestirildi.

Reaktif Miktar
2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, #204245) 12,5 ul
20 pmol Forward Primer 0,5 ul
20 pmol Reverse Primer 0,5 ul
dH,O 9ul
cDNA 2,5 ul

Tablo 10. Kantitatif Real Time PCR I¢in Olusturulan Karisima Ait Bilesenler ve
Miktarlar1

Ornekler cihaza yerlestirildikten sonra cihazin bagl bulundugu bilgisayardan
gerekli ayarlamalar yapildi ve kantitatif real time PCR islemi Tablo 11’deki
kosullara ayarlanarak baslatildi.

Reaksiyon Sicakhik Siire Dongii

Denatiirasyon 95°C 15 saniye

Primer baglanma | ESM1, Beta Actin ve GAPDH | 30 saniye 45 dongii
icin 58 °C

Uzama 72 °C 30 saniye

Tablo 11. Kantitatif Real Time PCR Basamaklarinin Sicaklik ve Siireleri

Kantitatif real time PCR islemi sonrasi sonuglar Rotor Gene Q Software 1.2
programinda analiz edildi. Ayn1 zamanda gergeklestirilen tiim PCR iiriinleri agaroz
jel elektroforezi ile; primerlerin dogru hedef bolgeyi ¢ogaltip cogaltmadigi kontrol

edildi ve negatif kontroller ile birlikte jel lizerinde goriintiileri alind1.
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3.2.9. Western Blot

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre hatlarinda,
transfekte edilen siRNA’lerin protein diizeyinde etkinliklerinin saptanmasi amaciyla

western blot ¢aligmasi yapildi.

Bunun igin hiicreler 6 well platelere her well’e 3 X 10° sayida olacak sekilde
complete medium kullanilarak ekildi. Hiicrelerin 6 well platelere ekiminden 24 saat
sonra 25 nM ESMI1-siRNA ve 25 nM Non-Targeting-siRNA 4 pl DharmaFECT
aracilifyla hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicrelerden
protein izolasyonu yapildi. Izole edilen proteinler kullanilarak western blot analizleri

gerceklestirildi.

3.2.9.1. Hiicrelerden Protein izolasyonu

6’lik well plate’de bulunan hiicrelerin mediumlari1 tamamen c¢ekildi. Hiicreler
2’ser kez soguk ImL (+4 °C) 1X PBS ile yikandi. %5 Protease Inhibitor Cocktail
iceren 250 ul N-PER Neuronal Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific,
87792) eklendi. 15 dk +4 °C’de shakerda sallandi. Cell scrapper ile her well kazindi,
birka¢ defa pipetaj yapildi. Siispansiyon 0,5 mL ependorf tiiplere alindi. 15 dakika
+4 °C’de shakerde salland1. Tiipler sonikatdr cihazina konuldu (Bioruptor sonicator,
Belgium). 30°°/30°” (ON/OFF cycles) aralikla 10 dongii yiiksek seviyede sonikasyon
yapildi. Sonrasinda tiipler 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Protein olan

siipernatant alind1. Pellet atildi.

3.2.9.2. Bradford Yéntemi ile Protein Konsantrasyonlarinin Olciilmesi

Izole edilen proteinlerin konsantrasyon dlgiimleri Bradford analizi ile yapildi.

Olgiim igin BSA (Bovine Serum Albumine) 2 pg — 0 pg araliginda olacak sekilde

standartlar hazirlandi. Standartlardan sonra 96’lik well plate iizerinde her bir
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proteinden 2 pl alinarak 98 pl Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi ile karistirildi.
Karanlik ortamda 10 dk inkiibe edildi. Ardindan Varioskan Flash mikroplate
okuyucuda 595 nm dalga boyunda okuma yapildi. Olgiim sonuglar1 standart bazli

analiz edilerek her bir protein 6rnegi 20 ug’a esitlendi.

3.2.9.3. Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

Western blotta SDS-PAGE i¢in running ve staking olmak {izere 2 tip jel
hazirlandi. Running jel icin tablo 12°deki, Staking jel i¢in ise tablo 13’deki maddeler
karistirilip kasetlere dokiilerek kullanildi. Burada dikkat edilmesi gereken nokta APS
ve TEMED kimyasallari jelin donmasini sagladigi i¢in en son eklendi. Bu maddeler
jel kasete dokiilecegi zaman hizla eklendi, karistirildi ve dokiildii. Calismada
kullanilacak antikorlar 30-45 kDa araliginda olduklari i¢in %10’luk jeller hazirlandi.
Oncelikle running jel hazirlandi. Taraklarin hizasma kadar dokiildii. Uzerine diiz bir
sekilde donmas1 i¢in 2-propanol eklendi. Yaklasik 30 dk sonra running jel dondu.
Running jel ile karismayan 2-propanol dokiildii. Bundan sonra staking jel hazirlandi.
Staking jelde kasetlerin en {ist noktasina kadar dokiildii. Sonrasinda taraklar takildi
ve 30 dk siireyle staking jelinde donmasi beklendi. Staking jel de donduktan sonra
%10’luk jeller hazirlanmis oldu.

Bilesen %10
dW 5.5mL
%30 ACA 4 mL
2M Tris 2.25 mL
%10 APS 160 pL
%10 SDS 120 uLb
TEMED 16 uL

Tablo 12. Running Jel Hazirliginda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlari
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Bilesen %10
dW 2,7 ml
%30 ACA 0,66 mL
0,5 M Tris 1 mL
%10 APS 50 uL
%10 SDS 40 uL
TEMED 10 uL

Tablo 13. Staking Jel Hazirliginda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlari

3.2.9.4 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Bradford yontemi ile konsantrasyonu dlgiilen proteinler, jele yiiklemeden
once tiim konsantrasyonlar 20 ug’a esitlendi. -20°°C’de muhafaza edilen proteinler
her calisma Oncesi eridikten sonra 37 °C’de 5 dk 1sitildi. Isitildiktan sonra 20 mg
miktarda ilk ve son kuyu marker olacak sekilde sirasiyla yiiklendi. Elektroforez icin
running buffer olarak 1X ProSieve™ EX Running Buffer (Lonza) kullanildi ve
elektroforez islemi 100 V’da 5 dk ve hemen ardindan 240 V’da 17 dk seklinde
gerceklestirildi.

3.2.9.5. Proteinlerin Jelden PVDF Membrana Transferi ve Bloklama

Elektroforezi tamamlanan jeller PVDF (polyvinylidene difluoride) membrana
transfer edildi. Bunun i¢in oncelikle PVDF membran hassas bir sekilde her biri
kullanilacagi jelden biraz daha biiyiik boyda olmak tizere kesildi. Jeller membrana
aktarilmadan once ilk olarak %100 methanol ile nazik¢e yikandi ve ardindan
Transfer Bufferdan bir kez yiizeysel olarak gecirildi. Jelden membrana transfer i¢in
Pierce G2 Fast Blotter (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanildi. Filtre kagids,

membran ve jelden olusan sandvi¢ cihaz ilizerinde asagidan yukar: dogru 2 kat filtre
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kagidi-membran-jel-2 kat filtre kagid1 seklinde olusturuldu. Sandvi¢ olusturulurken
filtre kagitlar1 Transfer Buffer ile islatildi. Sandvi¢ olusturulduktan sonra baski
silindiri ile (roller) iizerlerinden gecilerek arada kalan bosluk ve hava kabarciklari
giderildi. Ardindan sandviglerin {lizeri Transfer Buffer ile islatildi. Cihaz kapagi
dikkatlice kapatilip transfer 25 V’da 30 dk ayarlanarak baslatildi. Transfer bittikten
sonra membranlar dikkatlice alinarak 1X TBS-T igerisinde hazirlanmis %5 yagsiz
siit tozu ¢ozeltisine alindi. Bloklama islemi bu ¢ozelti icerisinde oda sicakliginda

shaker tizerinde 30 dk siireyle yapildu.

3.2.9.6. Antikor Uygulamalar1 ve Goriintiileme

Bloklama sonrasinda, UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinin
proteinlerinin bulundugu 2’ser adet membranlar ESM1 ve Beta Actin antikorlari ile
muamele edildi. ESM1 i¢in “Anti-ESM1-Antibody” (ab56914; Abcam, ABD)
antikoru, Beta Actin i¢in “B-Actin Antibody (C4)” (sc-47778, Santa Cruz
Biotechnology, ABD) antikoru kullanildi. 1. Antikorlar yagsiz siit tozu icinde ESM1
1/1000 Beta Actin ise 1/20000 oraninda eklendikten sonra membranlar +4 °C’de

shaker tlizerinde bir gece birakildi.

Yaklasik 16 saat sonra membranlar {izerinde bulunan 1. Antikorlar falkonlara
alindi ve koruyucu madde eklenerek daha sonra kullanilmak iizere +4 °C
buzdolabina kaldirildi. Membranlar 3 kez 1X TBST ile yikandi. Yikama sonrasinda
1X TBST igerisinde 1/2500 oraninda anti-mouse IgG, HRP-linked secondary
antibody (7076P2; Cell Signaling, ABD) ile oda 1sisinda 40 dk shaker iizerinde
sallandi. 40 dk sonunda membranlar tekrar 3 kez 1X TBST ile yikandi. Yikama
sonrast membranlar 1:1 ECL ¢d6zeltisi (BIORAD, #170-5060) ile 2-3 dk karanlikta
muamele edildi. Son olarak membranlar plastik poset icerisine konularak BIO-RAD

Chemidoc MP cihazinda goriintiilendi.
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3.2.10. xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Proliferasyon

Deneyleri

xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemi, hiicrelere ek hicbir
isaretleme yapmadan hiicre proliferasyonunu es zamanli olarak Ol¢ilip, analiz
etmektedir. Bu calismada da xCELLigence serisinin RTCA-DP modeli kullanild.
xCELLigence RTCA-DP sistemi, bir bilgisayar, sisteme ait 6zel E plate 16 ve
RTCA-DP analizator icermektedir. Sistem bilgisayara bagli olup, eszamanli bir
sekilde c¢aligmaktadir. Analizator hiicre kiiltiirii inkiibatoriinlin i¢cinde yer alip,
bilgisayar ise diginda yer almaktadir. Hiicrelerin ekildigi tek kullanimlik E plate
16’1ar ise firmadan steril ve kapali bir paket icerisinde, her plate i¢in 6zel seri
numarast ile satin alinmaktadir. Bu 6zel plate’lere hiicre ekiminden sonra RTCA-DP
analizatorline entegre edilmekte ve analiz bilgisayar araciligi ile baglatilarak es
zamanl bir sekilde siirdiiriilmektedir. E plate 16’larin 6zelligi ise her bir kuyucugun
tabaninda altin kaplama mikroelektrodlar bulunmakta ve bu elektrodlara bagh
sensorler araciligtyla hiicre sayisi, morfolojisi ve canlilig1 bilgileri 6l¢iilmektedir.
Olgiilen bilgiler Cell Index degeri olarak bilgisayar ekraninda ayarlanan 6lgiim
stiresine gore anlik olarak yansiltilmakta ve takip edilebilmektedir. Analizler
sistemin kendisine ait ve analiz sirasinda kullanilan RTCA-DP Software 1.2

programinda bulunan Data Analizi bolimiinden yapilabilmektedir.

ESM1 geninin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre
hatlar tizerindeki proliferatif etkisini gozlemlemek amaciyla xCELLigence sistemi
kullanildi. Bunun i¢in 6ncelikle hiicreler 6’1ik well plate’lere her kuyucuga 3 X 10°
sayida olacak sekilde complete medium ile ekildi. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere
25 nM ESMI1-siRNA ve 25 nM Non-Targeting-siRNA 4 pl DharmaFECT
kullanilarak her bir 6rnek 3’erli tekrarlar seklinde transfekte edildi. Transfeksiyondan
48 saat sonra Oncelikle E plate 16’lar agildi. UT-SCC-74A igin bir adet E plate 16,
UT-SCC-74B i¢in bir adet E plate 16 kullanilda.

Ik olarak her bir kuyucuga 100 ul complete medium eklendi. 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 30 dakika sonra E plate 16’lar RTCA-DP sistemine
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yerlestirildi. Program baglatilip 1 dakikalik blank 6l¢iimii alindi. E plate 16’lar tekrar
sistemden c¢ikartildi. 6’lik well platelerde bulunan hiicreler kaldirildi, sayild1 ve E
plate 16’lara her kuyucuga 1 X 10° sayida olacak sekilde ekildi. Ekimden sonra E
plate 16’lar laminar flow kabin icerisinde 30 dk bekletildi. 30 dk sonunda sisteme
tekrar yerlestirildi. Sistem her 15 dk’da bir 6l¢lim alacak sekilde 48 saate ayarlanarak
analiz bagslatild1.

3.2.11. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Migrasyon

Deneyleri

xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz Sistemi ile migrasyon deneyleri
icinde proliferasyon deneylerinde kullanilan RTCA-DP sistemi kullanildi. Migrasyon
analizleri i¢in tek fark; proliferasyondaki E-plate 16 yerine CIM-Plate 16
kullanilmasidir. CIM-Plate disinda, analizator, bilgisayar ve inkiibator aynidir. CIM-
plate xCELLigence sisteminde migrasyon ve invazyon analizleri i¢in 6zel olarak
iiretilmis, tek kullanimlik platelerdir. CIM-Plate bir kapak, alt kisim (lower chamber)
ve st kisitm (upper chamber) olmak iizere 3 par¢adan olusmaktadir. Bunlardan iist
kisim tabaninda microporous polyethylene terephthalate (PET) membran bulunmakta
ve bu membran altin mikroelektrodlar igermektedir. Membran {izerinde hiicrelerin alt
kisma gecebilmesi i¢in mikroporlar bulunmakta ve bu porlarin biiyiikligi 8 um’dir.
Alt kisim ise list kisma es 16 kuyucuk icermektedir. Deney asamasinda alt kisma
kemoterapi ¢ekici (chemoattractant) konulmakta akabinde iizerine tist kisim kapatilip
buraya da hiicreler konulmaktadir. Ust kistmda bulunan hiicreler durum ve
ozelliklerine gore alt kisimda bulunan kemoterapi ¢ekiciye dogru go¢ etmekte, bu
gbc sirasinda da st kisim ile alt kisim arasinda bulunan PET membrandaki
mikroelektrodlar hiicre gogiinii es zamanli olarak olgerek bilgisayar ekranina
yansitmaktadir. Bu Ol¢limler Cell Index degeri olarak verilmekte olup, gruplar arasi

migrasyon farkini kantitatif olarak gostermektedir.

Bu c¢alismada da ESM1 geninin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun

kanseri hiicre hatlar1 iizerinde migrasyona olan etkisini goézlemlemek amaciyla
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xCELLigence sistemi ile CIM-Plate 16 kullanildi. Bunun i¢in 6ncelikle hiicreler
6’lik well plate’lere her kuyucuga 3 X 10° sayida olacak sekilde complete medium
ile ekildi. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere 25 nM ESM1-siRNA ve 25 nM Non-
Targeting-siRNA 4 pl DharmaFECT kullanilarak her bir 6rnek 3’erli tekrarlar
seklinde transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler CIM-Plate
16’lara aktarildi. Bunun i¢in dncelikle CIM-Plate 16’lar steril paketlerinden ¢ikarildi.
UT-SCC-74A igin bir adet UT-SCC-74B i¢in de bir adet CIM-Plate 16 kullanildi.
Oncelikle alt kistmda bulunan kuyucuklardan 10 tanesine chemo attractant olarak
100 pl %10 FBS igeren complete medium konuldu. Geri kalan 6 tanesine ise negatif
kontrol igin 100 ul higbir bilesen icermeyen medium konuldu. Ust kisim alt kismin
iizerine kapatildi. Ust kisimdaki kuyucuklarm hepsine 37,5 ul higbir bilesen
icermeyen medium tabanda bulunan membrana degmeden dikkatli bir sekilde
eklendi. Ust kismin iizerine kapak kapatildi. Ardindan CIM-Plate 16’lar 1 saat
stiresince 37 °C hiicre kiiltiiri inkiibatoriinde bekletildi. 1 saat sonra CIM-Plate
16’1ar xCELLigence sistemine takildi. 1 dk siireyle blank dl¢iimii alind1 ve ¢ikarildi.
Daha sonra ESM1-siRNA ve Non-Targeting-siRNA transfekte edilmis hiicreler
transfeksiyondan tam olarak 48 saat sonra her kuyucuga 8 X 10° sayida olacak
sekilde ekildi. Ekimden sonra 30 dk siireyle laminar flow kabinde oda sicakliginda
bekletildi. 30 dk sonunda CIM-Plate 16’lar xCELLigence RTCA-DP sistemine
yerlestirildi. Her 15 dk’da bir 6l¢iim alacak sekilde 48 saate ayarlandi ve analiz
bagslatildi.

3.2.12. Hiicre Proliferasyon Analizleri icin XTT Testi

XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2 H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide) testi hiicre proliferasyon ve sitotoksite analizlerinde kullanilan
kolorimetrik 6l¢iim teknigine dayanan bir analizdir. Bu ¢aligmada XTT testi i¢in Cell

Proliferation Kit IT (Roche, 11465015001) kullanildz.

ESM1 geninin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre

hatlar1 iizerinde hiicre proliferasyonuna olan etkisini XTT testi ile gdzlemlemek i¢in
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oncelikle hiicreler 6’1tk well plate’lere her kuyucuga 3 X 10° sayida olacak sekilde
complete medium ile ekildi. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere 25 nM ESM1-siRNA
ve 25 nM Non-Targeting-siRNA 4 ul DharmaFECT kullanilarak her bir 6érnek 3’erli
tekrarlar seklinde transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler
kaldirildi, sayild1 ve her iki hiicre hatt1 i¢in 3’er adet 96 well platelere her kuyucuga 1
X 10° sayida olacak sekilde complete medium ile ekildi. Ekimden 24, 48 ve 72 saat
sonra 50 pl XTT Labelling Reagent ve 1 pl Electron Coupling Reagent karigimi
hazirlandi. Hazirlanan karisimdan 6rnek bulunan her kuyucuga 51°er pl akratildi.
Plate 37 °C %5 CO; inkiibatore kaldirildi. XTT karisimi eklendikten 4 saat sonra
Varioskan Flash mikroplate okuyucuda 650 nm ve 450 nm dalga boylarinda okuma
yapildi. Veriler kaydedildi.

3.2.13. Hiicre Migrasyon Analizleri Icin Scratch Assay Testi

Scratch Assay, hiicre migrasyon ¢aligmalari i¢in pratik ve ekonomik in vitro

bir molekiiler yontemdir.

Bu c¢alismada da ESM1 geninin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun
kanseri hiicre hatlar1 iizerinde migrasyona olan etkisini belirlemek amaciyla Scratch
Assay deneyleri yapildi. Bunun i¢in Oncelikle hiicreler 6’lik well plate’lere her
kuyucuga 3 X 10° sayida olacak sekilde complete medium ile ekildi. Ekimden 24
saat sonra hiicrelere 25 nM ESM1-siRNA ve 25 nM Non-Targeting-siRNA 4 pnl
DharmaFECT kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler
kaldirilds, sayild: ve yeni 6 well platelere her kuyucuga 3 X 10° sayida olacak sekilde
complete medium ile ekildi. Ekimden 24 saat sonra 1000 pl steril pipet ucunun ug
kismu ile kuyucuklar boyuna ¢izildi. Cizim sonrasi her kuyucugun dis alt kism1 mavi
asetat kalemi ile enine ¢izildi. Fotograflar invert mikroskop altinda 10X optikte 0.
12. 24. ve 48. saatlerde kalem ile ¢izilen bdlgenin {ist kismindan ¢ekildi. Sonuglar

Image J programu ile analiz edildi.
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3.2.14. Kaspaz 3 Aktivite Analizi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B bas boyun kanseri hiicre hatlarinda ESM1
geni baskilandiginda hiicrelerde kaspaz 3 aktivitesinin degisimini analiz etmek i¢in

Caspase 3 Activity Assay Kit (Roche Life Sciences, 12 012 952 001) kullanildi.

3.2.14.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hiicreler 6’1ik well plate’lere her kuyucuga 3 X 10° sayida olacak sekilde
complete medium ile ekildi. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere 25 nM ESM1-siRNA
ve 25 nM Non-Targeting-siRNA 4 pl DharmaFECT kullanilarak her bir 6rnek 3’erli
tekrarlar seklinde transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler 2 kez 1X
PBS ile yikandi. Yikama sonrasi tripsinize edilerek kaldirildi. Kalkan hiicreler
santrifiijden sonra falkon igerisinde 1 mL soguk 1X PBS ile pipetaj yapilarak
yikandi. 1X PBS ig¢inde ¢oziinen hiicreler tekrar 300 g’de 3 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant atildi. Pellette kalan hiicreler lizerine 200 ul 1X DDT
sollisyonu eklendi ve hiicreler pipetajla ¢ozdiiriildii. Coziinen hiicreler 1 dk buz
iizerinde inkiibe edildi. Daha sonra 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. 200 pl
siipernatant analiz i¢in ayr1 tliplere alindi. Pellet atildi. Analiz igin alinan
siipernatantlar hemen kullanilabilmekle birlikte daha sonra analiz etmek i¢in -20

°C’de 6 ay siireyle muhafaza edilebilir.

3.2.14.2. MTP Plate Hazirlanmasi

Kaspaz 3 aktivite analizi kit iceriginden ¢ikan 6zel MTP plate iizerinde
gerceklestirildi. Hiicre lizatlar1 MTP plate’e aktarilmadan Once plate bazi
soliisyonlarla kaplandi. Bunun i¢in ilk olarak uygulama yapilacak her kuyucuga 100
ul anti-caspase-3 Coating Solution eklendi, MTP’nin {izeri yapiskan folyo ile sikica
kapatildi ve 1 saat 37°C inkiibatorde inkiibe edildi. 1 saat sonra anti-caspase-3

Coating Solution tamamen c¢ekildi. Ardindan kuyucuklara 200 pl Blocking Buffer
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eklendi. MTP iizeri yapiskan folyo ile sikica kapatildi ve oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edildi. Sonrasinda Blocking Buffer tamamen ¢ekildi. Uygulama yapilan tiim
kuyucuklar 3 kez 200 pl 1X Incubation Buffer ile yikandi. Bu islemler sonunda MTP

orneklerin yliklenmesi i¢in hazir hale geldi.

3.2.14.3. Proteaz Aktivite Analizi

Kaplama islemi MTP plate kuyucuklarima orneklerden 100°er pl, kit
iceriginden ¢ikan pozitif kontrol’den de 100 pl eklendi, MTP iizeri yapiskan folyo ile
sikica kapatildi ve 1 saat 37 °C inkiibatorde inkiibe edildi. 1 saat sonra drnekler ve
pozitif kontrol ¢ekildi ve uygulama yapilan tim kuyucuklar 3 kez 200 pl 1X
Incubation Buffer ile yikandi. Ardindan kuyucuklara 100 pl 1X Substrate Solution
eklendi. MTP iizeri yapiskan folyo ile sikica kapatildi ve bir gece 37 °C inkiibatorde
inkiibe edildi.

3.2.14.4. Kaspaz 3 Aktivite Analizi

Bir gecelik inkiibasyonun ardindan kaspaz 3 aktivite analizi i¢in Oncelikle
standartlar hazirlandi. Kit igeriginde bulunan AFC 1X Substrate Solution ile diliie
edildi. Diliie edilen AFC ile asagidaki sekilde standartlar hazirlandi.

50 uM standart i¢in: 250 ul AFC

25 uM ig¢in: 125ul AFC + 125 pl Substrate Solution
10 uM igin: 50ul AFC + 200 ul Substrate Solution
1 uM i¢in: Sul AFC + 245 ul Substrate Solution
0.5 uM i¢in: 5 ul AFC + 495 pl Substrate Solution
0 uM igin: 200 pl Substrate Solution

Standartlar hazirlandiktan hemen sonra MTP tizerinde daha Once standartlar

icin kaplanmis kuyucuklara 100’er pl eklendi. Daha sonra MTP mikroplate
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okuyucuda florometrik dl¢iim yapildi. Olgiim igin excitation filter 370-425 nm ve
emission filter 490-530 nm (maxima Ae:400 nm  Aem:505 nm) degerleri kullanildi.
Bu noktada alinan degerler kaydedildi. Bu degerler ile kaspaz 3 aktivite analizleri

gerceklestirildi.

3.2.15. istatistiksel Analiz

Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U testi ile yapildi.

P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B Bas Boyun Kanseri Hiicre Hatlarmin

Kiiltiire Edilmesi ve Morfolojileri

UT-SCC-74A bas boyun kanseri ve metastazi UT-SCC-74B hiicre hatlar1
uygun kosullarda kiiltiire edilmistir. Bunlardan sekil 9°da goriilen UT-SCC-74A
hiicreleri bulundugu yiizeye daha c¢ok yayilan ve nispeten yuvarlak goriinimlii
hiicrelerdir. Sekil 10°da goriilen UT-SCC-74B hiicreleri ise daha c¢ok koloni
olusturan ve cekirdek goriiniimlii hiicrelerdir. Her iki hiicre grubunun da kiiltiirii
sonunda hiicreler ekildikleri yiizeye cabuk bir tutunma gdstermis, genel olarak %99
canlilik oraninda ve ¢ogalmalari ac¢isindan hizli bir profil ¢izmislerdir. UT-SCC-74B
hiicre hattt UT-SCC-74A’ya gore belli bir zamandan sonra daha fazla ¢ogalmistir.
Ayni zamanda esit sayida ekilen iki hiicre grubunda tam doluluga ulastig1 zaman UT-
SCC-74B hiicreleri mediumlarini daha ¢abuk tiiketmis bu da ortaya daha sar1 renkli
medium olarak ¢ikmistir. Bu durumlarin sebebi UT-SCC-74B hiicre hattinin

metastatik karakterinden dolayidir.

-

Sekil 9. UT-SCC-74A Bas Boyun Kanseri Hiicrelerinin Invert Mikroskop Altindaki

Goriintusi
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Sekil 10. UT-SCC-74B Bas Boyun Kanseri Hiicrelerinin Invert Mikroskop Altindaki

Gorintusi

4.2. ESM1 Ekspresyonunun ImmunoFloresan Boyama ile Gosterilmesi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda ESM1 geni ekspresyonu
ESM1 genine spesifik antikor kullanilarak gosterilmistir. Calismada hiicre
cekirdeklerini boyamak i¢in DAPI boyasi kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 da uygun
boyama islemleri igerisinde birinci antikor olarak anti-ESM1 antikoru, 2. Antikor
olarak da Alexa Fluor® 546 kullanilmistir. Negatif kontrol i¢in UT-SCC-74A hiicre
hattina tiim boyama islemleri uygulanmis, antikor uygulanmamaistir. Boyama islemi
tamamlanan hiicreler immunofloresan mikroskop altinda goriintiilenmistir.
Goriintiileme sonucunda sekil 11°de de goriildiigli gibi ESM1 geni UT-SCC-74A ve
UT-SCC-74B hiicre hatlarinda ekprese olurken, negatif kontrol grubunda ise
ekspresyon gozlenmemistir. Ayrica goriintiiler es ¢ekirdek boyama goriintiileri ile

birlestirilerek (merge) boyama alanlar1 dogrulanmistir.
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ESM1 DAPI MERGE

UT-SCC-74A

UT-SCC-74B

ANTIBODY (-)

Sekil 11. UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B Hiicre Hatlarinda ESM1 Ekspresyonunun

Immunofloresan Boyama Ile Gosterilmesi

4.3. RNA izolasyonu Ol¢iim Sonuglar

Gradient PCR ve kantitatif Real Time PCR calismalarinda kullanilacak
cDNA’lar icin UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinden RNA izolasyonu
yaptlmistir. 12°1ik well platelere ekilen hiicrelere ESM1-siRNA, Non-Targeting-
siRNA ve GAPDH-siRNA transfekte edilmis ve transfeksiyondan 48 saat sonra
RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA’lar NanoDrop 2000c
cihazinda &l¢iilmiistiir. Olgiim sonuglar1 ise UT-SCC-74A igin sekil 12°de, UT-SCC-
74B i¢in ise sekil 13°de verilmistir. Sonuglar niikleik asit konsantrasyonu (Nucleic
Acid. Conc.) ve 260/280 degerlerine gore degerlendirilmistir. Kontrol amagh
uygulanan, sadece DharmaFECT (transfeksiyonda kullanilan dozda) ve uygulama
yapilmayan kontrol gruplar1 da hiicre morfolojilerinde degisiklik olugturmamakla

birlikte, RNA sonuglar1 uygulama yapilan gruplara yakin degerlerde ¢ikmustir.
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# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit | A260 | A280 |260/280 | 260/230
S |Blank biospec 9/9/2014 10:42:51 AM

10 UTC-SCC-744 ESM1-1 25nM biospec 9/9/2014 10:50:23 &AM (399.2 ng/ul 9.980 (S5.222 |1.91 0.87
11 UTC-SCC-744 ESM1-2 25nM biospec 9/9/2014 10:50:57 AM [434.6 ng/ul [12.115 |6.367 |1.90 1.00
12 UTC-SCC-744 ESM1-3 25nM biospec 9/9/2014 10:51:49 AM [429.5 ng/ul [10.738 |5.627 |1.91 0.89
13 UTC-SCC-744 NT-1 25nM biospec 9/9/2014 10:52:48 &AM (414.0 ng/ul |10.350 (5,371 (1.93 0.92
14 UTC-SCC-744 NT-2 25nM biospec 9/9/2014 10:53:29 &M (509.8 ng/l |12.745 |6.878 |1.85 1.03
15 UTC-SCC-744 NT-3 25nM biospec 9/9/2014 10:54:06 &AM [426.6 ng/ul |10.666 |S5.606 |1.90 0.90
16 UTC-SCC-744 GAPDH-1 25nM biospec 9/9/2014 10:54:50 AM [461.6 ng/ul (11,540 |6.041 |1.91 0.97
17 UTC-SCC-744A GAPDH-2 25nM biospec 9/9/2014 10:55:34 &AM (487.3 ng/ul 12,183 |6.433 |1.89 0.99
18 UTC-SCC-744A GAPDH-3 25nM biospec 9/9/2014 10:56:13 &AM (376.5 ng/ul |9.414 |4.935 |1.91 0.84
19 |UTC-SCC-744 DHARMAFECT-1 25nM  |biospec 9/9/2014 10:56:56 AM [442.1 ng/ul [11.053 |5.814 |1.90 0.94
20 |UTC-SCC-744 DHARMAFECT-2 25nM  |biospec 9/9/2014 10:57:45 AM [326.1 ng/ul [8.153 |4.284 |1.90 0.71
21 [UTC-SCC-744 DHARMAFECT-3 25nM  |biospec 9/9/2014 10:58:20 &AM (394.2 ng/ul |9.855 [5.159 |1.91 0.83
22 DEPC-T-WATER biospec 9/9/2014 10:58:54 &AM |-3.8 ng/ul |-0.095 |-0.110 |0.87 -0.53
23 |UTC-SCC-744 ESM1-1 S0nM biospec 9/9/2014 10:59:47 AM [346.2 ng/ul [8.654 |4.402 |1.97 1.39
24 |UTC-SCC-744 ESM1-2 S0nM biospec 9/9/2014 11:00:24 AM (389.1 ng/ul (3.729 |5.015 |1.94 1.14
25 |UTC-SCC-744 ESM1-3 SOnM biospec 9/9/2014 11:00:57 &M (378.3 ng/ul |9.457 (4943 |1.91 1.00
26 |UTC-SCC-744A NT-1 S0nM biospec 9/9/2014 11:01:38 &AM (446.9 ng/ul 11,171 |5.812 |1.92 0.99
27 |UTC-SCC-744 NT-2 S0nM biospec 9/9/2014 11:02:16 AM (407.7 ng/ul 10,192 (5,378 (1.90 0.88
28 |UTC-SCC-744 NT-3 50nM biospec 9/9/2014 11:02:58 AM [470.7 ng/ul [11.768 |6.221 |1.89 0.99
20 |UTC-SCC-744 GAPDH-1 S0nM biospec 9/9/2014 11:03:40 &M (363.3 ng/ul |9.084 |4.734 |1.92 0.86
30 UTC-SCC-744 GAPDH-2 S0nM biospec 9/9/2014 11:04:16 &AM (485.8 ng/ul 12,145 |6.437 |1.89 1.01
31 |UTC-SCC-744 GAPDH-3 S0nM biospec 9/9/2014 11:04:54 AM [463.8 ng/ul 11,596 |6.096 (1.90 0.97
32 UTC-SCC-744 CONTROL-1 biospec 9/9/2014 11:05:31 &AM [422.4 ng/ul [10.559 |5.408 |1.95 1.28
33 |UTC-SCC-744 CONTROL-2 biospec 9/9/2014 11:06:04 &AM (296.0 ng/ul |7.400 (3.820 (1.94 0.81
34 |UTC-SCC-744 CONTROL-3 biospec 9/9/2014 11:06:36 &AM (417.2 ng/ul 10,429 5,451 (1.91 0.88

Sekil 12. UT-SCC-74A Hiicrelerinden Transfeksiyon Sonrasi Izole Edilen Total

RNAlarmn Olgiim Sonuglar

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit | A260 | A280 |260/280 |260/230
31 |Blank biospec 9/11/2014 4:02:25 PM

33 |UTC-SCC-74B ESM1-1 25nM biospec 971172014 4:04:34 PM [265.5 ng/ul |6.638 (3.681 |1.80 0.49
34 UTC-SCC-74B ESM1-2 25nM biospec 971172014 4:05:29 PM (350.5 ng/ul [8.763 [4.731 |1.85 0.68
35 [UTC-SCC-74B ESM1-3 25nM biospec 9/11/2014 4:06:08 PM [516.9 ng/ul |12.924 |7.238 [1.79 0.71
36 UTC-SCC-74B NT-1 25nM biospec 9/11/2014 4:06:50 PM [608.7 ng/ul 15.218 |8.528 |1.78 0.66
37 UTC-SCC-74B NT-2 25nM biospec 9/11/2014 4:07:31 PM [556.4 ng/ul [13.909 |7.527 |1.85 0.96
38 |UTC-SCC-74B NT-3 25nM biospec 9/11/2014 4:08:15 PM |S53.7 ng/ul 13.843 |7.572 |1.83 0.71
39 |UTC-SCC-74B GAPDH-1 25nM biospec 9/11/2014 4:09:23 PM [657.7 ng/ul 16.442 |9.198 |1.79 0.57
40 UTC-SCC-74B GAPDH-2 25nM biospec 971172014 4:10:10 PM [655.8 ng/pl |16.396 (9.175 |1.79 0.59
41 UTC-SCC-74B GAPDH-3 25nM biospec 971172014 4:10:50 PM [684.6 ng/ul |17.114 (9.358 |1.83 0.70
42 |UTC-SCC-74B DHARMAFECT-1 |biospec 971172014 4:11:41 PM [486.3 ng/ul |12.157 6,756 |1.80 0.74
43 |UTC-SCC-74B DHARMAFECT-2  |biospec 971172014 4:12:24 PM [628.4 ng/ul |15.709 [3.434 |1.86 0.87
44 |UTC-SCC-74B DHARMAFECT-3  |hiospec 971172014 4:13:12 PM (389.0 ng/ul |14.725 [8.063 |1.83 0.75
48 DEPC-T-WATER biospec 9/11/2014 4:16:15 PM [-0.3 ng/ul -0.007 |-0.015 |0.45 0.38
49 [UTC-SCC-74B ESM1-1 SOnM biospec 971172014 4:17:09 PM [513.5 ng/ul 12,837 |7.316 |1.75 0.57
50 |UTC-SCC-74B ESM1-2 50nM biospec 9/11/2014 4:17:53 PM [721.7 ng/ul 18.043 |10.542 |1.71 0.53
51 |UTC-SCC-74B ESM1-3 50nM biospec 9/11/2014 4:18:32 PM [736.6 ng/ul 18,415 |10.160 |1.81 0.75
52 |UTC-SCC-74B NT-1 50nM biospec 9/11/2014 4:19:23 PM [712.1 ng/ul |17.803 |10.066 |1.77 0.59
53 |UTC-SCC-74B NT-2 50nM biospec 9/11/2014 4:20:06 PM [685.8 ng/ul |17.146 (9.644 |1.78 0.60
54 |UTC-SCC-74B NT-3 50nM biospec 971172014 4:20:41 PM [711.8 ng/ul |17.795 [9.710 |1.83 0.80
55 UTC-SCC-74B GAPDH-1 S0nM biospec 971172014 4:21:24 PM [458.1 ng/pl |11.453 [5.982 |1.91 1.29
56 |UTC-SCC-74B GAPDH-2 S0nM biospec 971172014 4:22:00 PM [515.8 ng/ul |12.894 [6.817 |1.89 1.45
57 [UTC-SCC-74B GAPDH-3 S0nM biospec 971172014 4:22:39 PM (598.5 ng/pl |14.963 [3.063 |1.86 1.15
58 [UTC-SCC-74B CONTROL-1 biospec 971172014 4:23:31 PM [780.8 ng/pl |19.519 (11,298 |1.73 0.45
59 |UTC-SCC-74B CONTROL-2 biospec 971172014 4:24:04 PM [735.8 ng/ul |18.395 (10.629 |1.73 0.51
60 [UTC-SCC-74B CONTROL-3 biospec 971172014 4:24:40 PM [762.6 ng/ul 19.066 |11.097 |1.72 0.48

Sekil 13. UT-SCC-74B Hiicrelerinden Transfeksiyon Sonrasi Izole Edilen Total

RNAlarin Olgiim Sonuglar
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4.4. Gradient PCR ile Primerlerin Baglanma Sicakliklarinin Belirlenmesi

Kantitatif Real Time PCR calismalarina ge¢cmeden oOnce kullanilacak
primerlerin baglanma sicakliklar1 gradient PCR ile belirlenmistir. ESM1, GAPDH,
ve Beta Actin genleri i¢in 50-64 °C arast sicakliklarda PCR yapilmis ve PCR

iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Sekil 14’de goriildigii lizere ESMI1 primerleri 50-64 °C arasi tiim
sicakliklarda baglanmis ve 246 bazlik dogru bolgede amplifikasyon gerceklesmistir.
Sekil 15’de Beta Actin primerleri 50-64 °C arasi tiim sicakliklarda baglanmig 204
bazlik dogru bolgede amplifikasyon gerceklesmistir. Sekil 16’de GAPDH primerleri
50-64 °C aras1 tiim sicakliklarda baglanmig ve 496 bazlik dogru bolgede
amplifikasyon gergeklesmistir. Jel goriintiilerine gore sonuclar degerlendirilmis ve
her bir primer i¢in optimal baglanma sicakliklar1 belirlenmistir. Buna gére ESM1,

GAPDH ve Beta Actin icin 58 °C secilmistir.

ESM1 GRADIENT PCR Date: 14.05.07
Hour: 16:25

Sekil 14. ESM1 Geni i¢in Yapilan Gradient PCR Calismasinin Agaroz Jel Gériintiisii
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100Bp 50

BETA ACTIN GRADIENT PCR Date: 14.05.07
Hour: 16:20

Sekil 15. Beta Actin Geni I¢in Yapilan Gradient PCR Calismasmin Agaroz Jel

Goriintusi

GAPDH GRADIENT PCR Date: 14.05.07
Hour: 16:30

Sekil 16. GAPDH Geni I¢in Yapilan Gradient PCR Calismasimin Agaroz Jel

Goriintusi

4.5. GAPDH Kantitatif Real Time PCR ile Hiicrelerin Transfeksiyon

Etkinliklerinin Saptanmasi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarmin transfeksiyon etkinliklerinin
saptanmasi i¢in, house keeping bir gen olan GAPDH, bu hiicrelerde GAPDH-siRNA
ile baskilanmis ve akabinde kantitatif real time PCR analizleri gerceklestirilmistir.

GAPDH genini hiicrelerde baskilama orani, hiicrelerin transfeksiyon etkinligini
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gosteren, bu yolla hiicrelerin maksimum oranda ne kadar baskilanabilecegini belirten
bir yontemdir. Bunun i¢in hiicrelere 25 ve 50 nM dozlarda GAPDH-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfekte edilmis, transfeksiyondan 48 saat sonra alinan RNA’lar
cDNA formuna g¢evrilmis ve son olarak bu cDNA’lar ile kantitatif real time PCR
analizlerine ge¢ilmistir. Calismada normalizasyon i¢in Beta Actin degerleri

kullanilmistir.

4.5.1. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda GAPDH-siRNA Etkinliginin Gosterilmesi

UT-SCC-74A hiicre hattina 25 ve 50 nM dozlarda GAPDH-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfeksiyonu sonucu GAPDH genini baskilama orani kantitatif
real time PCR ile gosterilmistir. Sonuglar Rotor Gene Software 2.0.2. programinda
analiz edilmistir. GAPDH sonuglar1 Beta Actin sonuglarina oranlanmis ve GAPDH
geninin baskilama orani bulunmustur. Ayni zamanda kantitatif real time PCR
iriinleri %2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek, dogru bolgenin amplifiye olup olmadig1 ve

negatif kontrolde herhangi bir bant olup olmadig1 gozlemlenmistir.

Sekil 17°de 25 nM GAPDH-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74A hiicre
hatt1 iizerindeki GAPDH genini baskilama sonucu gosterilmistir. Buna gére GAPDH
geni UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %87 oraninda anlamli sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 18°de GADPH, sekil 19’da da Beta Actin PCR
iiriinlerinin agaroz jel {izerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintiilere gore GAPDH
ve Beta Actin genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de

herhangi bir amplifikasyon s6z konusu olmamustir.
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Sekil 17. UT-SCC-74A Hiicreleri Uzerinde 25 nM GAPDH-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G-1 G2 G3 -C

Sekil 18. GADPH Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G1 G2 G3 -C

Sekil 19.Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii
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Sekil 20’de de 50 nM GAPDH-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74A
hiicre hatt1 tizerinde GAPDH genini baskilama sonucu gosterilmistir. Buna gore
GAPDH geni UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %88 oraninda anlamli
sekilde baskilanmistir. Ayrica sekil 21°de GADPH, sekil 22°de de Beta Actin PCR
iriinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir. Gorilintlilere gére GAPDH
ve Beta Actin genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de

herhangi bir amplifikasyon s6z konusu olmamustir.

140
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Sekil 20. UT-SCC-74A Hiicreleri Uzerinde 50 nM GAPDH-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)

100Bp NT-1 NT-2NT-3 G-1 G-2 G-3 -C

- - W S e e

Sekil 21. GADPH Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii
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100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G-1 G-2 G-3 -C

Sekil 22. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

4.5.2. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda GAPDH-siRNA Etkinliginin Gosterilmesi

UT-SCC-74B hiicre hattina 25 ve 50 nM dozlarda GAPDH-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfeksiyonu sonucu GAPDH genini baskilama orani kantitatif
real time PCR ile gosterilmistir. Sonuglar Rotor Gene Software 2.0.2. programinda
analiz edilmistir. GAPDH sonuglar1 Beta Actin sonuglarina oranlanmis ve GAPDH
geninin baskilama orani bulunmustur. Ayni zamanda kantitatif real time PCR
iriinleri %2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek, dogru boélgenin amplifiye olup olmadigi ve

negatif kontrolde herhangi bir bant olup olmadig1 gozlemlenmistir.

Sekil 23°de 25 nM GAPDH-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74B hiicre
hatt1 iizerinde GAPDH genini baskilama sonucu gosterilmistir. Buna gére GAPDH
geni UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %62 oraninda anlamli sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 24’de GADPH, sekil 25’de de Beta Actin PCR
iiriinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintiilere gore GAPDH
ve Beta Actin genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de

herhangi bir amplifikasyon s6z konusu olmamustir.
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Sekil 23. UT-SCC-74B Hiicreleri Uzerinde 25 nM GAPDH-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G1 G2 G3 -C

—a A A 2 A N

Sekil 24. GAPDH Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G1 G2 G3 -C

Sekil 25. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

74
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Sekil 26’da 50 nM GAPDH-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74B hiicre
hatt1 iizerinde GAPDH genini baskilama sonucu gosterilmistir. Buna gére GAPDH
geni UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %74 oraninda anlamli sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 27°de GADPH, sekil 28’de de Beta Actin PCR
iiriinlerinin agaroz jel {lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintiilere gore GAPDH
ve Beta Actin genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de

herhangi bir amplifikasyon s6z konusu olmamustir.
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Sekil 26. UT-SCC-74B Hiicreleri Uzerinde 50 nM GAPDH-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G1 G2

Sekil 27. GAPDH Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii
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100Bp NT-1 NT-2 NT-3 G-1 G-2 G3 -C

Sekil 28. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

4.6. Kantitatif Real Time PCR ile ESM1 Geninin mRNA Diizeyinde Baskilama

Diizeylerinin Gosterilmesi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda ESM1 geninin ESM1-
siRNA kullanilarak baskilandigint mRNA diizeyinde gostermek i¢in kantitatif real
time PCR analizleri yapilmistir. Daha ileri molekiiler analizlere gegmeden 6nce hem
kullanilan ESM1-siRNA etkinligini goérmek, hem de ESMI1 geninin baskilama
diizeyini rakamsal olarak ortaya koymak acisindan kantitatif real time PCR analizleri
onemli bir adimdir. Bu baglamda hiicrelere 25 ve 50 nM ESM1-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfekte edilmis, transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden
RNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen RNA’lar cDNA formuna gevrilmis ve bu
cDNA’lar ile kantitatif real time PCR analizleri gerceklestirilmistir. Normalizasyon

Beta Actin degerleri ile yapilmstir.

4.6.1. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESM1 Geninin mRNA Diizeyinde

Baskilama Diizeyinin Gosterilmesi

UT-SCC-74A hiicre hattina 25 ve 50 nM dozlarda ESM1-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfeksiyonu sonucu ESM1 genini baskilama orani kantitatif real
time PCR ile gosterilmistir. Sonuglar Rotor Gene Software 2.0.2. programinda analiz

edilmigtir. ESM1 sonuglar1 Beta Actin sonuglarina oranlanmis ve ESMI1 geninin
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baskilama oran1 bulunmustur. Ayn1 zamanda kantitatif real time PCR iiriinleri %2’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek, dogru bolgenin amplifiye olup olmadigi ve negatif

kontrolde herhangi bir bant olup olmadig1 gézlemlenmistir.

Sekil 29°da 25 nM ESMI1-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74A hiicre
hatt1 izerinde ESM1 genini baskilama sonucu gdsterilmigtir. Buna gore ESM1 geni
UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %70 oraninda anlamh sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 30°da ESMI, sekil 31°de de Beta Actin PCR fiiriinlerinin
agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintlilere géore ESM1 ve Beta Actin
genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de herhangi bir

amplifikasyon s6z konusu olmamastir.
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Sekil 29. UT-SCC-74A Hiicreleri Uzerinde 25 nM ESM1-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)
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100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1 E-2 E3 -C

Sekil 30. ESM1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii

100Bp NT-1 NT-2NT-3 E-1 E-2 E-3 -C

Sekil 31. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

Sekil 32’de 50 nM ESMI1-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74A hiicre
hatt1 izerinde ESM1 genini baskilama sonucu gdsterilmigtir. Buna gore ESM1 geni
UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %70 oraninda anlamh sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 33°’de ESMI, sekil 34°de de Beta Actin PCR fiiriinlerinin
agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintlilere gére ESM1 ve Beta Actin
genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de herhangi bir

amplifikasyon s6z konusu olmamastir.
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Sekil 32. UT-SCC-74A Hiicreleri Uzerinde 50 nM ESM1-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1 E2 E3 -C

Sekil 33. ESM1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1 E2 E-3 -C

Sekil 34. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

79



80

4.6.2. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESM1 Geninin mRNA Diizeyinde

Baskilama Diizeyinin Gosterilmesi

UT-SCC-74B hiicre hattina 25 ve 50 nM dozlarda ESM1-siRNA ve Non-
Targeting-siRNA transfeksiyonu sonucu ESM1 genini baskilama orani kantitatif real
time PCR ile gosterilmistir. Sonuclar Rotor Gene Software 2.0.2. programinda analiz
edilmigtir. ESM1 sonuglar1 Beta Actin sonuglarina oranlanmis ve ESMI1 geninin
baskilama oran1 bulunmustur. Ayn1 zamanda kantitatif real time PCR iiriinleri %2’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek, dogru bolgenin amplifiye olup olmadigi ve negatif

kontrolde herhangi bir bant olup olmadig1 gézlemlenmistir.

Sekil 35°de 25 nM ESMI1-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74B hiicre
hatt1 izerinde ESM1 genini baskilama sonucu gdsterilmigtir. Buna gore ESM1 geni
UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %62 oraninda anlamh sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 36’da ESM1, sekil 37°de de Beta Actin PCR fiiriinlerinin
agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintlilere gére ESM1 ve Beta Actin
genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de herhangi bir

amplifikasyon s6z konusu olmamastir.
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Sekil 35. UT-SCC-74B Hiicreleri Uzerinde 25 nM ESM1-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.01)
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100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1 E2 E3 -C

Sekil 36. ESM1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1 E-2 E3 -C

Sekil 37. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

Sekil 38’de 50 nM ESM1-siRNA transfeksiyonunun UT-SCC-74B hiicre
hatt1 izerinde ESM1 genini baskilama sonucu gdsterilmigtir. Buna gore ESM1 geni
UT-SCC-74A hiicre hattinda kontrole gore %50 oraninda anlamh sekilde
baskilanmistir. Ayrica sekil 39°da ESMI, sekil 40°da da Beta Actin PCR iiriinlerinin
agaroz jel lizerindeki goriintiileri verilmistir. Goriintlilere gére ESM1 ve Beta Actin
genleri dogru bolgede amplifiye olmus ve negatif kontrollerinde de herhangi bir

amplifikasyon s6z konusu olmamastir.
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Sekil 38. UT-SCC-74B Hiicreleri Uzerinde 50 nM ESM1-siRNA Etkinliginin
Kantitatif Real Time PCR ile Gosterimi (* p<0.05)

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E-1

Sekil 39. ESM1 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Gériintiisii

100Bp NT-1 NT-2 NT-3 E1 E2 E3 -C

Sekil 40. Beta Actin Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii

82
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4.7. Western Blot ile ESM1 Geninin Protein Diizeyinde Baskilama Diizeylerinin

Gosterilmesi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda ESM1 geninin protein
seviyesinde baskilanmasi Western Blot analizleri ile gosterilmistir. Kullanilan
siRNA’nin hiicrelerde hedef geni protein diizeyinde bloke etmesi ileri molekiiler
analizler i¢in onemlidir. Bunun i¢in hiicrelere ESM1-siRNA ve Non-Targeting-
siRNA transfekte edilmis, transfeksiyondan 72 saat sonra protein izolasyonu
yapilmstir. izole edilen proteinler SDS-PAGE yoéntemiyle blotlanmis ve protein

ekspresyonlari gosterilmistir.

Western blot analizlerinde ESM1 geninin ekspresyonunu goézlemlemek igin
anti-ESM1 antikoru, normalizasyon i¢in ise Beta Actin antikoru kullanilmigstir. UT-
SCC-74A icin sekil 41°de ESM1 ve Beta Actin’in protein ekspresyon seviyeleri
gosterilmistir. Bu sonuca gore; ESM1 geninin bu hiicre hattinda kontrole gore
baskilandig1 gozlemlenmistir. Ayni sekilde UT-SCC-74B icin de sekil 42°de ESM1
ve Beta Actin’in protein ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. 74A’da oldugu gibi bu

hiicre hattinda da ESM1 kontrole goére protein seviyesinde baskilanmistir.

NT-siRNA ESM1-siRNA

37k0A D S 5111

43KDA A ¢-ACTIN

Sekil 41. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Etkinliginin Western Blot ile

Gosterimi
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NT-siRNA ESM1-siRNA

37kDA DS ¥ Esm
a3kDA (DN :-ACTiN

Sekil 42. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Etkinliginin Western Blot ile

Gosterimi

4.8. xCELLigence Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre

Proliferasyon Analizleri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin proliferasyonu tiizerine
ESM1 geninin etkilerini gozlemlemek amaciyla xCELLigence Gergek Zamanl
Hiicre Analiz Sistemi kullanilmistir. XCELLigence serisinin RTCA-DP modelinin
kullanildig1 ¢alismada, hiicrelere 25 nM ESMI1-siRNA ve Non-Targeting-siRNA
transfekte edilmis, transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler sisteme ait 6zel E Plate-
16’lara aktarilarak analiz baslatilmistir. Analizlerde her grup 6’li sekilde yapilmus,
grafik sunumunda 6 kuyucugun ortalamalar1 alinarak aktarilmis ve error barlari her
15 dk icin sistem tarafindan otomatik olarak eklenmistir. 48 saat boyunca 15 dk’da
bir alinan Slgiimler Cell Index degeri olarak kaydedilmis, sonu¢ degerlendirme ve

istatistik analizleri de bu degerlere gore yapilmstir.

UT-SCC-74A bas boyun kanseri hiicreleri tizerinde 48 saat siiren deneyde iki
grup arasindaki fark gercek zamanli olarak gozlemlenmistir. Sekil 43°de goriildigi
gibi hiicre ekiminden 3 saat sonra iki grup arasinda fark olusmaya baslamis, 24 ve
36. saatlerde istatistiki olarak anlamli bir sekilde farklilik olusmustur. ESM1 geninin

baskilandig1 hiicreler, baskilanmadig1 gruba gore daha az ¢ogalmistir. Sonug olarak
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ESM1’in anlamli bir sekilde ekprese olmadigi bas boyun kanseri hiicrelerinde

biiylime yavaslamistir.

UT-SCC-74B metastaz formunda da 48 saat siiren deneyde iki grup
arasindaki fark gercek zamanl olarak gozlemlenmistir. Sekil 44°de goriildiigii gibi
hiicrelerin ekiminden 4 saat sonra fark olusmaya baslamis ve 24, 36 ve 48. Saatler de
de istatistiki olarak anlamli bir farklilik olusmustur. ESM1 geninin baskilandigi
metastatik hiicreler, baskilanmadigi gruba gore daha az ¢ogalmistir. Kanser
stirecinde tedavinin en zorlayici kisimlarindan olan metastaz diistiniildiigiinde,
molekiiler bir yaklagimla ESM1 geninin metastaz kabiliyetine sahip bas boyun
kanseri hiicreleri tiizerindeki baskilayict etkisinin gozlemlenmesi alternatif ve

destekleyici genetik tedaviler agisindan énemlidir.
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Sekil 43. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESMI1-siRNA Uygulamasimin Hiicre

Proliferasyonuna Olan Etkisinin xCELLigence Sistemi ile GOsterimi
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Sekil 44. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESMI1-siRNA Uygulamasimin Hiicre

Proliferasyonuna Olan Etkisinin xCELLigence Sistemi ile GOsterimi

4.9. XTT Testi ile Hiicre Proliferasyon Analizleri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin proliferasyonu {iizerine
ESM1 geninin etkilerini gézlemlemek amaciyla ve de xCELLigence ile yapilan

proliferasyon sonuglarini valide etmek i¢in XTT analizi yapilmistir.

Bunun i¢in hiicrelere 25 nM ESMI1-siRNA ve Non-Targeting-siRNA
transfekte edilmis, transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler 96’lik well platelere
aktarilarak analiz baglatilmistir. Analizlerde her grup 6’lh sekilde yapilmis, grafik
sunumuna 6 kuyucugun ortalamalar1 alinarak aktarilmis ve error barlar1 grafiklere
eklenmistir. Hiicre ekiminden sonra 0, 24 ve 48. Saatler i¢in 3 ayr1 well plate ile

Olciimler yapilmistir. Sonug ve istatistik analizleri de bu degerler ile hesaplanmistir.

UT-SCC-74A bas boyun kanseri hiicreleri lizerinde 48 saat siiren deneyde iki
grup arasindaki fark XTT degerleri baz alinarak goézlemlenmistir. Sekil 45°de
goriildiigli gibi hiicre ekiminden 24 saat sonra (0) iki grup arasinda fark olusmaya
baslamis, 24 ve 48. saatlerde istatistiki olarak anlamli bir sekilde farklilik

olusmustur. ESM1 geninin baskilandig: hiicreler, baskilanmadig1 gruba gore daha az
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cogalmistir. Sonug olarak ESM1’in anlaml bir sekilde ekprese olmadigi bas boyun

kanseri hiicrelerinde biiylime yavaglamistir.

UT-SCC-74B metastaz formunda da 48 saat siiren deneyde iki grup
arasindaki fark XTT degerleri baz alinarak gozlemlenmistir. Sekil 46’da gortildigi
gibi hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra (0) fark olusmaya baglamis ve 24 ve 48.
saatler de de istatistiki olarak anlamli bir farklilik olugmustur. ESM1 geninin

baskilandig1 metastatik hiicreler, baskilanmadig1 gruba gore daha az cogalmustir.

Sonug olarak XTT analiz sonuglari xCELLigence analiz sonuglari ile uyumlu

¢cikmis ve sonuglar birbirini valide etmistir.
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Sekil 45. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESMI1-siRNA Uygulamasimin Hiicre

Proliferasyonuna Olan Etkisinin XTT Testi ile Gsterimi
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Sekil 46. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESMI1-siRNA Uygulamasimin Hiicre

Proliferasyonuna Olan Etkisinin XTT Testi ile Gosterimi

4.10. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Migrasyon

Analizleri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin migrasyonu iizerine ESM1
geninin etkilerini gdzlemlemek amaciyla xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemi kullanilmigtir. Migrasyon analizleri i¢in de xCELLigence serisinin
RTCA-DP modeli kullanilmistir. 25 nM ESM1-siRNA ve Non-Targeting-siRNA
hiicrelere transfekte edilmis, transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler migrasyon
caligmalar1 i¢in 6zel CIM Plate-16’lara aktarilmistir. Chemoattractant olarak %10
FBS iceren medium kullanilan ¢aligmada cihaz her 15 dk’da bir 6l¢tim alacak sekilde
48 saate ayarlanmistir. Hiicrelerin go¢ hareketlerini elektronik impedans ile Olgen
cihaz iki grup arasi farklilig1 es zamanli olarak gdstermistir. Negatif kontroller i¢in
ise chemoattractant olarak FBS icermeyen medium kullanilmistir. Analizlerde her

grup 3’li sekilde yapilmis, grafik sunumunda 3 kuyucugun ortalamalar1 alinarak
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aktarilmis ve error barlar1 her 15 dk i¢in sistem tarafindan otomatik olarak

eklenmistir.

UT-SCC-74A bas boyun kanseri hiicreleri i¢in sekil 47°de de goriildiigii gibi
hiicreler cihaza aktarildiktan 20 saat sonra ESM1-siRNA transfekte edilen hiicreler
ile kontrol grubu arasinda fark olugmaya baglamig ve bu fark 48. Saate kadar
stirmiistiir. Aradaki farkin istatistiki degerlendirmesinde de 24, 36 ve 48. saatlerde
olusan fark anlaml ¢ikmistir (p<0.05). Sonug¢ olarak ESM1 geninin baskilanmasi
durumunda bag boyun kanseri hiicrelerinin migrasyon yetenekleri azalmigtir. FBS (-)
kontrollerde hiicre gdcli 35. Saate kadar neredeyse hi¢ olmamais, 35. Saatten sonra

hiicrelerin ¢ogalmasi sebebiyle az bir miktar artmistir.

UT-SCC-74B metastaz formunda ise sekil 48’de de goriildiigii gibi hiicreler
cihaza aktarildiktan 10 saat sonra ESM1-siRNA transfekte edilmis hiicreler ile
kontrol grubu arasinda bir miktar fark olusmus, bu fark 28. Saatten sonra
kapanmustir. 10 ile 28. Saatler arasinda bir fark olussa da bu fark istatistiki olarak
anlamli ¢ikmamistir (p>0.05). FBS(-) kontrollerde de UT-SCC-74A’ya nazaran
migrasyon degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. Bu da UT-SCC-74B hiicrelerinin yliksek
metastatik kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. 74A hiicrelerine gore daha agresif olan
74B hiicreleri chemoattractanta daha hizli ve ¢ok goc etmislerdir. Sonug olarak
ESMI1 geninin ekspresyonunun anlamli sekilde baskilandigi bas boyun kanserine ait
metastatik hiicrelerde ESM1-siRNA transfeksiyonu yapilan hiicreler kontrole gore
bir miktar daha az go¢ etmistir. Bu etki hiicrelerin metastatik kabiliyetinden dolay1

belli bir siire sonra azalmaistir.
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Sekil 47. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Uygulamasinin Hiicre
Migrasyonuna Olan Etkisi
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Sekil 48. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Uygulamasinin Hiicre
Migrasyonuna Olan Etkisi

4.11. In Vitro Scratch Assay ile Hiicre Migrasyon Analizleri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin migrasyonu iizerine ESM1 geninin
etkilerini gozlemlemek amaciyla ve ayni zamanda xCELLigence migrasyon analiz

sonuglarini valide etmek i¢in in vitro scratch assay yapilmistir.
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UT-SCC-74A bas boyun kanseri hiicreleri i¢in sekil 49°da da goriildiigii gibi
hiicreler iizerinde c¢izik olusturulduktan sonra ESMI1-siRNA transfekte edilen
hiicreler ile kontrol grubu arasinda fark olusmaya baslamis ve bu fark 48. Saate kadar
stirmiistiir. Sonug olarak ESM1 geninin baskilanmasi durumunda bas boyun kanseri

hiicrelerinin migrasyon yetenekleri azalmistir.

UT-SCC-74B metastaz formunda da i¢in sekil 50°de de goriildiigii gibi
hiicreler tiizerinde c¢izik olusturulduktan sonra ESMI1-siRNA transfekte edilen
hiicreler ile kontrol grubu arasinda fark olusmaya baslamis ve bu fark 48. Saate kadar
stirmiistiir. 74B grubunda kapanma hizi 74A grubuna gore daha hizli ve fazla

olmustur.

Sonug olarak Scratch Assay analiz sonuglart xCELLigence analiz sonuglar

ile uyumlu ¢ikmis ve sonuglari birbirini valide etmistir.

ESM1-
siRNA

Sekil 49. UT-SCC-74A Hiicreleri ile Yapilan In Vitro Scratch Assay 0, 12, 24 ve 48.
Saatlerdeki Mikroskop Goriintiileri
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Sekil 50. UT-SCC-74A Hiicreleri ile Yapilan In Vitro Scratch Assay Mikroskop

Goriintiilerinin Image J Analiz Sonuglari
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Sekil 51. UT-SCC-74B Hiicreleri ile Yapilan In Vitro Scratch 0, 12, 24 ve 48.

Saatlerdeki Assay Mikroskop Goriintiileri
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Sekil 52. UT-SCC-74B Hiicreleri ile Yapilan In Vitro Scratch Assay Mikroskop

Goriintiilerinin Image J Analiz Sonuglari

4.12. Kaspaz 3 Aktivite Analizi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinde siRNA uygulamasi ardindan
hiicrelerdeki kaspaz 3 aktivitesi ticari bir kit kullanilarak 6l¢iilmiistiir. 25 nM ESM1-
siRNA ve Non-Targeting-siRNA hiicrelere transfekte edilmis ve transfeksiyondan 48

saat sonra kaspaz 3 aktivite analizlerine baglanmistir.

ESMI1 geninin hiicrelerde baskilanmasi sonrasi proliferasyondan gozlenen
farklilikta apoptozun en 6nde gelen markerlarindan kaspaz 3’iin roliiniiniin olup
olmadig1 arastirilmis ve sonu¢ olarak hem UT-SCC-74A hem de UT-SCC-74B
hiicrelerinde kaspaz 3 aktivitesi ESM1-siRNA uygulanmis hiicrelerde kontrole gore
degismemistir. Sonu¢ olarak hiicrelerde proliferasyonda olusan farklilik agisindan
programli bir 6lim olmadigi sdylenebilir. Ayn1 zamanda bu analiz sonucuyla
hiicrelerde herhangi bir toksisite sonucu apoptoz kaynakli 6liim meydana gelmedigi

de goriilmiistiir.
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Sekil 51°de UT-SCC-74A hiicrelerine ait kaspaz 3 aktivite analiz sonuglar1
sekil 52°de de UT-SCC-74B hiicrelerine ait kaspaz 3 aktivite analiz sonuglari
goriilmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi gruplar i¢inde istatistiki olarak bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicreleri kiyaslandiginda
UT-SCC-74B hiicrelerinin caspase-3 aktivite degerleri UT-SCC-74A’ya gore
yaklasik olarak 3 kat yiiksek ¢ikmaistir.
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Sekil 53. UT-SCC-74A Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Uygulamasinin Kaspaz-3
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Gosterimi (p>0.05)
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Sekil 54. UT-SCC-74B Hiicre Hattinda ESM1-siRNA Uygulamasinin Kaspaz-3
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Gésterimi (p>0.05)
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5. TARTISMA

Bas boyun kanserleri diinya genelinde insidansi yliksek olan ve tedavisi zor
kanserlerdir. Tedavinin zorlugundaki en ©nemli faktér taninin erken
konulamamasidir. Ayni1 zamanda bas boyun kanserlerinde tiimdrlerin agresif
olusumu ve metastaz yapma kabiliyeti de sag kalim oranlarmi oldukca
diistirmektedir. T1ip ve teknoloji alanindaki gelismeler tedavi standartlarini ytikseltse
de bas boyun kanserlerinin sebep oldugu dliimlerde son on yilda gozle goriilebilir bir
degisim olmamistir. Bas boyun kanserlerinde 6nde gelen tedavi sekli cerrahidir.
Cerrahi tedavi yontemlerinin etki faktorii her ne kadar yiiksek olsa da bir takim
dezavantajlar1 da mevcuttur. Bunlar arasinda ilk olarak cerrahi miidahale sonrasi
hastanin organ veya doku kaybi yasamasidir. Bununla birlikte 6zellikle bas boyun
kanserlerinde hastalarin cerrahi sonrasi hayat standartlarinda ciddi bozukluklar
olabilmektedir. Yutma ve konusma gibi giinliik aktiviteleri yerine getiren bolgelerde
olusan deformasyonlar hastalar i¢in O6nemli sorunlar dogurmaktadir. Bas boyun
kanserlerinde tedavinin agresif yoniinii azaltmanin en 6nemli yolu erken tanidir.
Ayni zamanda tan1 sonrasi hem cerrahi tedavileri destekleyici hem de hastalarin
yasam standartlarini artirict yaklasimlara ihtiyag vardir. Son 15 yilda tibbi biyolojik
bilimlerdeki yiikselis molekiiler tipta yeni gelismelere sebep olmustur. insan
genomuyla ilgili bilgimizin artmasiyla kanser ilizerinde de molekiiler ¢aligmalar
yapilmaktadir. Ozellikle kanserlerde erken taniyr saglayacak biomarkerlarin
gelistirilmesi ve bu biomarkerlarin klinikte kullanimi bas boyun kanseri de dahil

bir¢ok kanser tiiriinde etkili tedavi yontemlerini dogurmaya devam etmektedir.

Genlerin hastaliklardaki fonksiyonlarinin ortaya ¢ikarilmasi molekiiler tedavi
yontemleri i¢in dnemli bir basamaktir. Bu fonksiyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda da
molekiiler biyoloji, biyokimya ve biyoteknoloji gibi alanlarda cesitli c¢alismalar
mevcuttur. Bu caligma alanlarindan biri de 2000°li yillara damga vuran RNA
Interference teknolojisi olmustur. Genlerin in vitro ortamda mRNA diizeyinde
islevlerini baskilayarak ilgili modellerdeki etkileri gdzlemlenmistir. Bu sayede
genlerin organizmada etkin oldugu ve olmadig1 durumlar karsilastirilabilmistir. ik

baglarda RNA Interference sistemine 0zgii c¢alismalar yapilirken, bu sistemin
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mekanizmasinin hizla ¢éziilmesinden bu yana, RNA Interference bugiin i¢in bir¢ok
caligmada molekiiler biyolojik bir arag¢ olarak yerini almistir. Bu ¢calismada da RNA

Interference teknolojisinin siRNA araciligiyla gen baskilama sekli kullanilmistir.

Calismamizda hedefledigimiz gen olan ESM1, kanda serbest halde dolasan
bir proteoglikandir. Proteoglian smifina alindiktan sonra endocan ismi de ayrica
verilmigtir. ESM1 geni insan viicudunda bircok doku ve anatomik yapida eksprese
olmaktadir (Bkz. Sekil 8). ESM1’in bu ekspresyon yetenegi arastirmacilarin ilgisini
cekmistir. Bugiin icin ESM1 ile ilgili spesifik 100’1 askin makale yaymlanmigtir
[138]. Bu yayinlardan 52’si dogrudan kanser tiirleri ile ilgilidir [139]. Yapilan
caligmalar; ESM1’in tiim6r olusumunda, timor invazyonunda, metastatik siirecte ve
anjiyogenezde dogrudan etkili oldugunu gostermistir. ESM1°in kanserlesme siirecine
olan katkis1 farkli kanser tiirlerinde yapilan fonksiyonel ¢aligmalarla gosterilmistir.
Hepatoseliiler, mide, bobrek, akciger, nazofaringeal, kolorektal kanserlerinde
ESM1’in timor dokularindaki mRNA ve protein seviyeleri belirlenmis, aym
zamanda hiicre hatlar1 {izerinde yapilan g¢esitli ileri molekiiler analizlerle
karsinogenez siirecindeki rolii ortaya ¢ikarilmistir [117-132]. Bildigimiz kadariyla su
ana kadar bas boyun kanserlerinde ESM1 geni ile ilgili herhangi bir calisma

yaptlmamistir. Calismamiz bu konuda literatiirdeki ilk arastirma olmustur.

Bu caligmada primer ve metastatik bas boyun kanseri hiicre hatlarinda ESM 1
geni lizerine fonksiyonel analizler yapilmistir. Calismamizin bu noktadaki inovatif
yonii analizlerin sadece primer kanser hiicre hatlarinda degil ayni zamanda
metastatik bas boyun kanseri hiicre hatlarinda yapilmasi olmustur. Bas boyun
kanserlerinde tiimoriin yiliksek metastaz kabiliyeti ve bu metastazin ge¢ tanisi sag
kalim acisindan kritik 6nem tasimaktadir. ESM1 geninin metastatik formdaki
hiicreler iizerinde olan etkilerini de gozlemlemek bu siirecteki roliinii belirlemede

Onemli bir adimdir.

Calismamizin ilk adiminda UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda
ESM1 ekspresyonunu gozlemlemeye yonelik olarak immunofloresan boyama

yapilmistir. Burada hiicrelerde yiiksek ESM1 ekspresyonu gozlenmistir. Bu agidan
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calismamiz literatiirde bir ilk olmustur. Hem immunoflorean ¢alismamiz hem de
ileride yapilan kantitatif real time PCR ve western blot analizleri ile ESM1’in primer
ve metastatik bas boyun kanseri hiicre hatlarindaki mRNA ve protein

ekspresyonlarida gdsterilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan UT-SCC-74A ve metastatik formu UT-SCC-
74B hiicrelerinin transfeksiyon etkinlikleri GAPDH siRNA-pool kullanilarak
belirlenmistir. Bilindigi {izere hiicre sistemlerinde siRNA etkinlikleri birgok faktore
baglidir. Hiicrelerin transfeksiyon kabiliyeti, kullanilan transfeksiyon ajani,
kullanilan hiicrelerin pasaj durumu, deney esnasinda bulunulan sartlar ve deneyi
gerceklestiren arastirmacinin kabiliyeti bunlar arasinda yer almaktadir. Uygulanan
GAPDH siRNA-pool’un hiicreler iizerindeki etkileri kantitatif real time PCR ve
western blot analizleriyle gosterilmistir. Sonuglara gore UT-SCC-74A i¢in %87, UT-
SCC-74B i¢in %62 oraninda baskilama ger¢eklesmistir. Degerlere bakildiginda
multifaktoriyel bir siirecten gegen siRNA transfeksiyon iglemlerinde; hiicre hatlari
iizerinde; bir gen icin baskilama diizeyi beklenenin iizerinde olmustur. Akabinde
ESMI1 geni icin spesifik siRNA-pool’lar hiicrelere transfekte edilmistir. ESM1
siRNA etkisi yine kantitatif real time PCR ve western blot ile gosterilmistir. Sonug
olarak UT-SCC-74A i¢in %70, UT-SCC-74B i¢in %62 oraninda baskilama meydana
gelmistir. Hiicreler iizerinde fonksiyonel analizler yapabilmek i¢in %30 gibi
baskilama oranlar1 yeterli kabul edildiginde; ¢aligmamizda ortaya ¢ikan oranlar

gayet bagarili olmustur.

Hiicre proliferasyon ve migrasyon analizleri kanserde hiicrelerin biiyiime,
cogalma, yayilma gibi karakterlerini tespit etmede yaygmn olarak kullanilan
parametrelerdir. Calismamizda da bas boyun kanseri hiicre hatlarinda ESM1 geninin

ekspresyonu baskilandiktan sonra proliferasyon ve migrasyon analizleri yapilmstir.

Proliferasyon analizleri i¢cin xCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analiz
sistemi kullanilmistir. Yukarida da bahsedildigi iizere siRNA transfeksiyon islemleri
son derece hassas bir siirectir. XCELLigence sisteminin avantaji ise hiicrelere ek

hi¢bir isaretleme yapmadan proliferasyon analizi yapmasidir. Ayni1 zamanda bu



99

analizleri gercek zamanli olarak es glidiimlii ¢alistigr bilgisayar ekranina yansitmasi
da ayr1 bir artidir. Calismamiz kapsaminda ESM1 siRNA ile ESMI1 geninin
baskilandig1 hiicreler xCELLigence sistemine aktarilmis ve hiicrelerin biiyiimeleri
gozlemlenmistir. Sonuglara goére hem UT-SCC-74A hem de UT-SCC-74B
hiicrelerinde ESM1 ekspresyonunun baskilanmasi kanser hiicrelerinin biiytimesini de
baskilamistir. Bildigimiz kadariyla; su ana degin yayinlanan g¢aligmalarda yapilan
proliferasyon analizleri hiicrelere ek isaretleme gerektiren testler ile
gerceklestirilmistir. Caligmamizin bu noktadaki inovatif yonii; ESM1 geni ile ilgili
yapilan hiicre proliferasyon analizlerinin literatiirde ilk defa xCELLigence sistemi ile
yapilmis olmasidir. Caligmamiz hiicre proliferasyon analizleri kapsaminda,
xCELLigence analiz sonug¢larin1 valide etmek i¢in ayn1 zamanda XTT analizleri de
yapilmistir. Burada da xCELLigence sonuclarma benzer sekilde ESM1 siRNA

uygulanmis hiicre grubunun ¢ogalmasi kontrole gore daha az miktarda olmustur.

Migrasyon analizleri i¢in ise yine XCELLigence gercek zamanli hiicre analiz
sistemi kullanilmistir. Migrasyon analizlerinin proliferasyon analizlerinden farki
sistemde kullanilan plate tiiriidiir. Bu noktada yine ESM1-siRNA transfekte edilen
hiicreler sisteme aktarilmis ve chemoattractant olarak kullanilan FBS’e olan
hareketleri es zamanli olarak gozlemlenmistir. Proliferasyon analizlerinde oldugu
gibi migrasyon analizlerinde de hiicrelere hi¢gbir ek muamele yapmadan ve hiicrelerin
karakterini etkilemeden siRNA transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Bu noktanin
onemi ise hem herhangi bir agar vb. madde kullanmama, hem de go¢ eden hiicrelerin
kantitatif olarak 6l¢limiinii elde etmektir. Sonuglara gore; ESM1-siRNA uygulanmis
hiicrelerde, hiicre gocii anlamli sekilde baskilanmistir. Gog¢ siireci es zamanl olarak
goriintiilenmis, UT-SCC-74B hiicre hattinda hiicrelerin metastatik karakterinden
dolay1 daha yogun bir hareket yasanmistir. UT-SCC-74A hiicre hattinda istatistiki
olarak anlamli bir fark olusurken, UT-SCC-74B hattinda olugsmamistir. Fakat analiz
sonucu incelendiginde UT-SCC-74B hiicrelerinde de az da olsa bir fark olugsmustur.
Calismamizin bu noktada ortaya koydugu sonug, metastatik bas boyun kanseri
hiicrelerinin hiicre gogiinde c¢ok agresif bir hareket gostermesi olmustur.
xCELLigence migrasyon analizlerini valide etmek i¢in ayrica in vitro scratch assay

caligmas1t yapilmistir. ESM1-siRNA transfeksiyonu yapilmis hiicreler iizerinde
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boyuna c¢izikler olusturularak hiicrelerin bu c¢izikleri kapatma siireleri ve miktarlar
ile hesaplamalar yapilmistir. Basit ve ucuz bir yontem olan scratch assay sonuglarina
gore de hem UT-SCC-74A hem de UT-SCC-74B hiicrelerinde ESMI1-siRNA
transfekte edilen gruplarin gd¢ yeteneginde azalma meydana gelmistir. Hiicre
migrasyonu embriyonun gelisiminden baslayan ve c¢ok hiicreli canlilarda Oliime
kadar siiren, normal fizyolojide oldugu kadar patolojide de etkili bir faktordiir. Yara
iyilesmesinde fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin gogii onemlidir. Metastazda da;
timor hiicrelerinin farkli bolgelere go¢ ederek yeni tiimor alanlart olusturmasi
bakimindan kritik bir mekanizmadir [140]. Calismamiz migrasyon analiz sonuglarina
gore de ESM1 geninin baskilanmasi bas boyun kanseri hiicre hatlarinda hem kanserli
hem de metastazli hiicrelerin go¢ yeteneginde azaltma meydana getirmistir. Bas
boyun kanseri gibi kontrolii zor, metastaz yetenegi kuvvetli bir kanser tiirli i¢in

ESMI geninin bu noktadaki etkisi ortaya ¢ikarilmistir.

Hiicrelerde belirli genlerin ekspresyonlarini baskilamak suretiyle yapilan
analizlerde, proliferasyon gibi siire¢lerde goriilen farklarin, herhangi bir hiicre 6limii
ile meydana gelmemesi gerekmektedir. Hiicrenin proliferasyonunun azalmasi,
Olmesiyle degil c¢ogalmasinin yani boliinme hizinin azalmasiyla gergeklestigi
takdirde daha degerli olmaktadir. Hiicre Oliimii sirasinda meydana gelen
biyokimyasal degisikliklerde kaspaz grubu 6nemli rol oynamaktadir. Calismamiz
kapsaminda da ESMI-siRNA transfeksiyonu gerceklestirilmis ve etkinligin
maksimum diizeye ¢iktigi zaman diliminde kaspaz 3 aktivite analizi yapilmistir.
Sonuglara gore hem UT-SCC-74A, hem de UT-SCC-74B hiicrelerinde ESM1-
siRNA ve NT-siRNA gruplari arasinda anlamli bir fark olusmamistir. Buradan
ESM1’in hiicre proliferasyonu {iizerindeki etkinin programli bir hiicre Oliimii

yolundan gergeklesmedigi sonucu ¢ikmaktadir.

Sonug olarak; calismamiz kapsaminda ESMI1 geninin bas boyun kanseri
hiicrelerinde ve ayn1 zamanda bu kanserin metastatik prosesi olan hiicreler
iizerindeki etkisi ortaya konulmustur. Bu sonuglar ortaya konulurken xCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilmis ve etkiler es zamanli olarak

gbozlemlenmigtir. Calismamiz sonuglart ESM1 geninin bas boyun kanserlerinde
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hiicrelerin proliferasyon ve migrasyon kinetiklerine olan pozitif etkisini gostermis,
bu hiicrelerde ESM1 geni baskilandiginda degerlerde azalma meydana gelmistir.
Calismamiz sonuglarinin 3 sekilde bilim diinyasina ve insan sagligina ciddi katkilar
sagladigini1 diisiiniiyoruz. Bunlardan biri ESM1 geninin ileride bag boyun kanser
tanis1 almis her hastada ekspresyon degerlerine bakilarak tiimdr davraniginin tahmin
edilmesi ve buna bagli muhtemel prognostik bir molekiiler marker olarak
kullanilmasina yonelik ilk veriler ortaya konulmustur. Bir diger dnemli faydasi da
mevcut tedavilerden az yarar goren ve ¢ok agresif cerrahi tedavileri gerektiren bas
boyun kanserlerinde ESM1 genini kullanarak gen tedavisinin yolunu acacak
olmasidir. Son olarak da ¢aligmamiz bilim diinyasinda bir ilk oldugundan bundan
sonraki ESM1 geni ile bas boyun kanseri iliskili ¢calismalar i¢in temel bir zemin

olusturmustur.

Bundan sonraki asamada bu degisimlerin hiicrelerde hangi yolaklar aracilig1

ile gergeklestigi ve degisim mekanizmalarini agiklayan analizlere ihtiyag vardir.
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EKLER

SOLUSYONLAR

Immunofloresan Boyama

%4 ’liik Paraformaldehit

4 gr paraformaldehit
100 mL 1X PBS

2-3 gr NaOH

PH: 8.5

%4 ’liik Paraformaldehit
1 mL % 37 Formaldehyde Solution
7.25 mL 1X PBS

%10 Triton-X
5 mL Triton-X
45 mL 1X PBS

% 0.5°lik Triton-X
2,5 mL %10 Triton-X
47,5 mL 1X PBS

%1’lik BSA
0.5 gr BSA
50 mL 1X PBS

%0,1’lik Triton
500 pl %10 Triton-X
50 mL 1X PBS
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%0,1’lik BSA
0.05 gr BSA
49.95 mL 1X PBS

Agaroz Jel Elektroforezi

10X TBE

108,8 gr Tris

55 gr Borik Asit
0.5M 20 mL EDTA

Distile su ile 1 L’ye tamamlanur.

IXTBE
100 mL 10X TBE
900 mL Distile Su

0.5 M EDTA
186,1 gr EDTA
800 mL Distile Su

20 gr NaOH (EDTA su ile karistirilirken yavas yavas eklenir.)

PH: 8

100 Bp Marker

10 pl 100 Bp Marker

10 pl 3X Loading Dye

80 pul Nuclease Free Water
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Western Blot

10X Transfer Buffer
250 mL Methanol

14.4 gr Glycine
3 gr Trizma

Distile Suile 1 L’ye tamamlanir.

10X TBS

160 gr NaCl

4.5 gr KCI

60 gr Trizma

MiliQ Su ile 800 mL tamamlanir.
PH: 7.42 (HCl ile ayarlanir.)

PH: 7.42 olduktan sonra miliQ su ile 2L’ye tamamlanir.

TBS-T
1 L 1XTBS
500 pl Tween-20

%30 ACA

58 gr ACA

2 gr N,N,metilen bis ACA
200 mL Distile Su

2M Tris HCI

72 gr Trizma

250 mL Distile Su
PH: 8.8
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0.5 M Tris HCI

6 gr Trizma
80 mL Distile Su
PH: 6.8

%10 APS
25 mg APS
250 pl Distile Su

Taze olarak hazirlanip, kullanilmalidir.

%10 SDS
5 gr SDS
50 mL Distile Su

%5 Yagsiz Siit Tozu

1.25 gr siit tozu
1X TBS-T ile 50 mL’ye tamamlanir.
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