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OZET

[YASAR, Tugce|. [Hepatoselliiler Karsinomada Kemik Morfojenik Protein 9
(BMP9)’un siRNA ile Baskilanarak Fonksiyonel Analizi], [Yiiksek lisans tezi],
Ankara, [2015].

Hepatoselliiler karsinoma (HSK) genelde kronik karaciger zemininde gelisen
karacigerin primer bir tiimoridiir. Kronik karaciger hastaligi zemininde gelisen HSK
on yillar boyunca mevcut cerrahi ve cerrahi uygulanamayan vakalarda
kemoembolizasyon, kemoterapi, alkol enjeksiyonu, radyofrekans ablasyonu gibi
yontemlerdeki gelismelere ragmen sagkalim oranlarinda Onemli bir degisim
olmamistir. Mevcut tedavilerin yetersiz kalmasinda en biyiik etken, kanserin
baslangic ve sonraki biliylime mekanizmalarinin bilinememesi, erken teshisin

yapilamamasidir.

Son yillarda en heyecan verici bulus kiiclik engelleyici RNA (siRNA)’larin
gen sessizlestirilmesinde kullanilabiliyor olmasidir. Mekanizma olarak RNAi (RNA

interferans), gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir sistemdir.

Kemik Morfojenik Protein (BMP), biiytime faktorlerinin genis bir ailesi olan
Transforme edici biiylime faktorii beta ailesinin (TGF-B) bir iiyesidir. BMP ailesinin
alt iyesi olan BMP9, hiicre farklilagmasinda, ¢ogalmasinda, biiyiimesinde, apoptozda
onemli rol oynamaktadir. BMP9 ekspresyon analizi, BMP9 proteininin hepatositler

ve intrahepatik safra yolu epitel hiicreleri tarafindan iiretildigini gostermektedir.

Bu calismada; HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatt, BMP9
genine 6zgii siRNA ile transfekte edilerek BMP9 geninin ne kadar sessizlestirildigi
ve gen ekspresyon diizeyi total RNA kullanilarak qRT-PCR’da belirlenmistir. Ayni
sekilde BMP9 sinyal yol alt bilesenleri olan SMAD1/5/8, SMAD4 ve hedef
genlerden p21, Id1 ve 1d2 genlerinin ekspresyonlar1 bu genlere 6zgii mRNA
primerleri tasarlanarak bloke edilip edilmedigi ortaya konuldu. Bununla beraber
protein seviyesindeki degisiklikleri gdzlemleyebilmek i¢cin de BMP9 ve alakali diger

proteinler Western Blotting yapilarak teyit edilmesi saglanmistir. Bu



sessizlestirmenin hiicre ¢ogalmasini nasil etkiledigi xCELLigence Gergek Zamanli

Hiicre Analiz Sistemi ile ortaya konmustur.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma
hiicre hattinda BMP9-siRNA kullanimi1 sonucu en etkili susturmanin 48.saatte 25nM
konsantrasyonda (%64) olarak belirlendi. Ayn1 zamanda BMP9, HepG2 hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunu susturdugu (baskiladigi) da ortaya konmustur. Sonug olarak
hepatoselliiler karsinomada onemli rol olan BMP-9 geninin siRNA ydntemi
kullanilarak sessizlestirilmesi ve hepatoselliiler karsinoma olusum mekanizmalarinda
en onemli asamalardan biri olan bu siirecin tedavisinin miimkiin kilinacagini ve

kanser tedavisinde oldukga faydali bir arag¢ olabilecegi belirlendi.

Anahtar Sozciikler

Kanser

Hepatoselliiler karsinoma
BMP9

RNAI

SiRNA
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ABSTRACT

[YASAR, Tugce]. [Functional Analysis of siRNA-mediated knock-down of Bone
Morphogenetic Protein 9 (BMP9) in Hepatocellular Carcinoma], [Master’s
Thesis], Ankara, [2015].

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a primary tumor of the liver that generally
develops as a result of chronic liver disease. Available treatments include surgery, or
in cases in which surgery is not a viable option, treatment methods such as
chemoembolization, chemotherapy, alcohol injection and radiofrequency ablation are
used. Despite decades of developments in these treatments for HCC, there has been
no significant change in the survival rate for patients with this disease. The major
factors that contribute to the insufficiency of treatment is the fact that early diagnosis
is not possible, there is insufficient understanding of how this cancer develops, and

little knowledge of subsequent growth mechanisms.

In recent years, the most exciting finding has been the possible use of small-
interfering RNA (siRNA) for gene silencing. The mechanism involved, RNA

interference, plays an important role in regulation of gene expression.

Bone morphogenetic proteins (BMP) makes up a large family of growth
factors and is a member of the TGF beta (TGF-B) family. One of the members of the
BMP family, BMP9, plays an important role in cell differentiation, proliferation,
growth and apoptosis. Expression analysis has shown that BMP9 is produced by
hepatocytes and intrahepatic and biliary tract epithelial cells.

In this study, using transfection of BMP9-specific sSiRNA to a human
hepatocellular carcinoma cell line (HepG2), we show gene knock-down using gRT-
PCR. We analyze the expression of genes in the BMP9 pathway including SMAD
1/5/8, SMAD4 and target genes p21, Id1l and Id2. In addition, we also analyzed
changes in protein expression of these genes using Western Blot. To determine the
effect of BMP9 siRNA-mediated knock-down on cell proliferation, we used the

XCELLigence real-time cell analysis system.



Vi

The most significant level of BMP9 knock-down (64%) was seen with a dose
of 25 nM at 48 hours after transfection of HepG2 cells. It is also shown that BMP9
reduces proliferation in HepG2 cells. In conclusion, using siRNA silencing of BMP9,
which is known to play an important role in HCC, we show that this gene plays an
important role in development of HCC and that suppression of this gene could be

used in cancer treatment.
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1. GIRIS

Kanser, bir hastadan digerine ¢ok degiskenlik gosteren, gelisimi ve sonuglar
acisindan da oldukc¢a kompleks bir hastaliktir. Ayni heterojenlik ve gesitlilik hem
hiicresel diizeyde hem de molekiiler diizeyde kendini gostermektedir. Hiicrelerin
metabolik ve davramigsal degisiklikler gecirerek, asir1 ve kontrolsiiz sekilde
cogalmas1 sonucu meydana gelen ve uzaktaki dokular1 ve organlar da istila ederek

metastazlar olusturmasina neden olan ¢ok basamakli bir siiregtir [1].

Karaciger kanseri, diinyada en sik goriilen 5. kanser olup, kanser ile iliskili
oliimlerde ise 3.sirada gosterilmektedir [2]. Karaciger kanserleri hepatosit ad1 verilen
karaciger hiicrelerinden koken alirlar. Bu sebeple, karaciger kanserlerine
hepatoselliiler karsinoma (HSK) adi da verilir [3]. HSK, karacigerin i¢inde en sik
rastlanan primer timoridiir ve primer karaciger kanserlerinin @ %80’ini

olusturmaktadir [4].

HSK, genelde kronik karaciger hastalig1 zemininde gelisen karacigerin primer
bir timoriidiir [4]. Etiyoloji ve insidansi cografi bolgelere gore farklilik
gostermektedir [5,6]. HSK insidans1 Kuzey Amerika ve Batt Avrupa’da 100.000’de
1-4 iken, Afrika ve Asya’da 50-150°dir [7,8]. HSK olusumunda siroz, Hepatit B
viriisi (HBV), Hepatit C viriisii (HCV), aflatoksin B enfeksiyonlart 6nemli risk

faktorleri arasindadir [9].

Ulkemizde karaciger kanserinin tedavi segeneklerinde cerrahi rezeksiyon,
karaciger nakli, alkol enjeksiyonu, Kkriyoterapi, devaskiilarizasyon, kemo-
embolizasyon, kemoterapi, termoterapi gibi yontemlerdeki gelismelere ragmen
sagkalim oranlarinda dnemli bir degisim olmamistir. Mevcut tedavilerin yetersiz
kalmasinda en biiyiik etken, kanserin baslangi¢ ve sonraki biiylime mekanizmalarinin
bilinememesi, erken teshisin yapilamamasidir. Ayrica yapilan ameliyatlardan sonra
hastalar yasam kalitelerini olumsuz etkileyen pek ¢ok fiziksel, sosyal, psikolojik
sorunla karsilagmaktadir. Karaciger kanseri nedeniyle ameliyat olan hastalarin

siklikla safra yollarina ait darliklar, safra kagaklari, karin ici apseler, atar damar ve



portal damar darliklar1 veya tam tikanikliklari, karmn i¢ine olan kanamalar gibi
komplikasyonlar ve kiiglik yara yeri enfeksiyonlart ve bazi gastrointestinal
rahatsizliklar (sindirim gli¢liigli, bulant1) en ¢ok rastlanan sorunlarla karsilastiklar

belirtilmektedir.

BMP9 ilk hematopoetik, hepatogenik, osteojenik faktor olarak tanimlanmistir
[10-13]. Son zamanlarda BMP9 aktivin reseptor-benzeri kinaz 1 (ALK1, activin
receptor-like kinasel) i¢in fizyolojik ligandi oldugu bulunmustur. Ayrica ALK1’in
¢ozinlir kimerik proteini (ALK1-Fc) ile bloke edildiginde anti-anjiyogenik ve anti-
timor etki gosterilmistir [14,15]. BMP9 %40 inaktif ve %60 aktif olmak tizere
hepatositlerde 2 formda bulunmaktadir. BMP9 ekspresyon analizi, BMP9 proteininin
hepatositler ve intrahepatik safra yolu ve epitel hiicreleri tarafindan tiretilir oldugunu

ortaya konmustur [16].

RNA interferans (RNAIi), transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun
susturulmasi icin son yillarda molekiiler biyoloji alaninda siklikla kullanilan en
onemli tekniklerden birisidir. Transkripsiyon sonrasi agsamada genlerin susturularak
fonksiyonu tam olarak bilinmeyen ¢ok sayida geni agiga c¢ikarmak ve hedefteki
istenmeyen genetik aktivitenin durdurulmasi yolu ile hastalik tedavisinde 6zgiin bir
yaklasim sunmakla beraber fonksiyonel genomik arastirmalarinda genis bir

uygulama alanina sahiptir [17].

Bu ¢alismada; HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti, BMP9 genine
0zgl siRNA ile transfekte edilerek BMP9 geninin ne kadar susturuldugu ve BMP9
sinyal yolag alt bilesenleri olan SMAD1/5/8, SMADA4 ve hedef genlerden p21, Id1
ve 1d2 genlerinin ekspresyonlarindaki degisimleri ile beraber bu susturmanin hiicre

¢ogalmasina olan etkilerini arastirmak amaglanmistir.

Hepatoselliiler karsinomada olduk¢a 6nemli olan ve bu siirecte rol aldigi
kanitlanan, BMP9 geninin siRNA yontemi kullanilarak susturulmast ve
hepatoselliiler karsinomadaki olusum mekanizmalarinin en 6nemli asamalarindan
biri olan bu siirecin yeni bir gen tedavi yontemi olan siRNA tedavisi ile miimkiin

kilinmasini saglamak ve calismamizda karaciger kanserinin molekiiler temellerinin



daha iyi anlagilmasina katki sunmasi ve yeni tedavi hedeflerinin gelistirilmesinde yol

gosterici olmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KANSER

Kanser, cagimizin en 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir ve
bugiin bir¢cok gelismis ililkede en c¢ok Oliime neden olan ikinci hastalik grubunu
olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde yillik 6liimlerin yaklasik 5°te biri
kanser nedeniyledir. Diinyada yilda her 100,000 insandan 100-350’si kanser
nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajansi’nin verilerine gore 2008 yilinda diinya genelinde 12 milyon kisiye
kanser teshisi konulurken, bu rakamin 2030 yilinda ise 26 milyonu asacagi tahmin
edilmektedir. Kansere kimyasallar, sigara, beslenme, mordtesi radyasyon gibi
karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan mutasyonlar neden olabilecegi gibi

hormonlar, immiin kosullar da etkili olmaktadir [18].

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin stirekli
ve kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranislarin1 kontrol
eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz sekilde g¢ogalmayi ve
boliinmeyi stirdiirerek, normal doku ve organlar da istila eder ve tiim viicuda yayilir.
Hiicre c¢ogalmasi, apoptoz, farklilasmasi gibi hiicresel siirecleri diizenleyen
onkogenleri ve baskilayict genleri kodlayan bolgelerdeki mutasyonlar kanser

gelisimindeKi rolleri belirgindir [18-20].
Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in;

e sinirsiz ¢gogalma,
e Dbiiyiime karsit1 sinyallere duyarsizlik,

e apoptozdan kagma gibi 6zellikleri kazanmas1 gereklidir.

Siirekli anjiogenez (daha once mevcut olan damarlarin endotel hiicrelerinden
kaynakli yeni damar olusumu), invazyon (gevre dokulara yayilma) ve dokunun
istilas1 ve metastaz (primer timordeki hiicreler yeni bolgelere go¢ ederek orada
sekonder tiimor olusturmasi) gibi degisikliklerin meydana gelmesi gerekir (Sekil 1)
[21].



Normal hticre ¢ogalmasi Kanser hticresi ve gogalmasi

Kanserogenle kargtlagmug,
6mrii bitmemesine kargin
anormallegmis hiicre l',

Kontrolsiiz
hitcre gogalmas:

(KANSER)

Sekil 1. Kanser hiicresinin olusumu [22] no’lu kaynaktan uyarlanmistir.

Genellikle koken aldiklar1 dokuya ve karakterine bakilmaksizin viicutta
olusan anormal doku kitlelerine tiimor adi verilir. Timorler beklenen biyolojik
davraniglara gore iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) tiimdrler olmak iizere 2
ana grup altinda toplanir. Iyi huylu tiimérler, smirli bir biiyiime potansiyeline
sahiptirler ve kdken aldig1 dokuya benzerlik gosteren (iyi farklilasmis) cogu kapsiilli
olusumlardir. Uzak bdlgelere metastaz yapmazlar. Kot huylu tiimorler ise,
genellikle hizla ¢ogalan, koken aldig1 dokudan yapisal ve fonksiyonel bakimlardan
uzaklasmis (az farklilagmis) olusumlardir. Uzak organlara metastaz yapan
timorlerdir. Bu tiimorler olustugunda g¢evre dokulara yayilir (invazyon) ve primer
tiimordeki hiicreler yeni bolgelere goc ederek orada sekonder tiimor olustururlar

(metastaz) [23].
Tiimorler tiiredikleri hiicre tipine gore 3 grup altinda toplanabilir [24]:

Karsinomalar: Bilinen en yaygin kétii huylu tiimér tipleridir. insan kanserlerinin

%90’dan fazlasini olustururlar [24].

Sarkomlar: Insanda az goriilen tiiméor tipidir. Kemik iligi disindaki mezenkimal
dokular olan kas, kemik, sinir ve bag doku onciillerinden gelisen solid tiiméorlerdir
[24].



Losemi ve lenfomalar: Kemik iligi ve kan kaynakli hiicrelerden gelisirler.
Losemiler kanda bireysel hiicreler olarak ¢ogalirken, diger tiimorlerin g¢ogu sert
kitleler seklinde biyiirler. Lenfomalar lenfositlerin ve plazma hiicrelerinin

olusturdugu kati timorlerdir [24].

2.2. HEPATOSELLULER KARSINOMA

Malign karaciger tiimdrlerinin %90-95 kadar1 parankim hiicrelerinden olusan
hepatoselliiler karsinomadir (HSK). Diinyada en sik goriilen 5. kanser olup, kanser
ile iligkili oliimlerde ise 3.swrada yer almaktadir. HSK, cografik bolgeler, etnik
gruplar ve cinsiyete gore gesitli epidemiyolojik 6zelliklere sahiptir. HSK insidansi
diinyada bolgelere gore farklilik gostermektedir. Insidanst Dogu Asya ve Sub-
Saharan Afrika’da (%80) goriilirken, Kuzey ve Bati Avrupa ile Amerika diisiik
insidans gosterir [2,25,26].

2.2.1. Cinsiyet

HSK erkeklerde kadinlara oranla 2-7 kat daha sik goriilmektedir. Bu oran
diinya genelinde farklilik gostermektedir. Erkeklerin karaciger kanserinde daha
yiiksek orana sahip olma nedenleri arasinda sigara ve alkol kullanma gibi karaciger
karsinojenlerine, hepatit tasiyiciligt durumu, c¢evresel toksinlere maruz kalma

oranlarinin daha yiiksek olmasi ve androjenlerin trofik etkisine bagli oldugu

diistiniilmektedir [2,27,28].



2.2.2. Yas

HSK’da yas dagilim1 cinsiyet, insidans oranlari, bdlgesel ve etyolojiye baglh
olarak farlilik gosterir. Genel olarak tiim bolgelerde kadinlardaki yas piki
erkeklerden 5 yas daha fazladir. Disiik riskli populasyonlarda (ABD, Kanada,
Ingiltere gibi) 75 yas ve iizeri gibi daha ileri yaslarda goriiliirken, benzer tablo
yiiksek riskli Asya populasyonlarinda da goriilmektedir [2].

2.2.3. Irksal ve Etnik Farkhiliklar

ABD’de yapilan arastirmaya gore HSK insidansinda 1irksal ve etnik
varyasyonlar gosterilmistir [29]. Yiiksek insidansa sahip olan Asyalilar (11/100 000),
Hispaniklerin yaklasik olarak iki kati iken (6,8/100 000) Kafkas irkinin ise dort
katidir (2,6/100 000). Etnik gruplar arasindaki farklilik altta yatan karaciger hastalig

ve HSK i¢in risk faktorlerine maruz kalma siiresindeki farkliliktan kaynaklanir.

2.3. HEPATOSELLULER KARSINOMAYA NEDEN OLAN ETKENLER

HSK gelisimine neden olan risk faktorleri belirlenmistir. Viral nedenler
(kronik hepatit B ve hepatit C), aflatoksin ve alkol gibi toksik maddeler, metabolik
karaciger hastaligi (hemokromatozis, alfa-1-antitripsin eksikligi), insiilin direnci
(non-alkolik karaciger yaglanmasi, diabetes mellitus) gibi ¢esitli faktorler

olusturmaktadir [2].



2.3.1. HepatitB

Hepatit B viriisii (HBV) HSK gelisimine neden olan 6énemli viriisdiir. Diinya
genelinde 400 milyona yakin HBV tasiyicist bulunmaktadir [30]. HBV enfeksiyonun
Diinyada’ki dagilimi cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. HBV endemisi
Diinyada diistik, orta ve yiiksek endemili bolgeler olmak iizere 3 ayr1 bolgeye
ayrilmaktadir. Bolgedeki Hepatit B yiizey antijeni (HBsSAQ) ve anti-HBs pozitifligi
oranlari, enfeksiyonun alinma yas1 ve viriisiin hangi yolla bulastigi siniflandirmada
g6z Oniinde bulundurulmustur. "Diisiik endemili” bolgeler, Bati Avrupa, Kuzey
Amerika, Kuzey Avrupa ve Avustralya’dir. HBsAg sikligi %2’den azdir. "Orta
endemili” bolgeler, Giliney ve Dogu Avrupa, Giiney ve Orta Amerika, Ortadogu ve
Japonya’dir. HBsAg siklig1 %2-10 arasindadir. "Yiiksek endemili” bolgeler, Afrika,
Gilineydogu ve Uzakdogu Asya ile Pasifik Adalar’dir. HBsAg sikligi %10’dan

fazladir

HSK’nin cografik bolgelere dagilimi kapsaminda tiimor olusumu yiiksek olan
bolgeler HBV’nin endemik veya hiperendemik oldugu boélgelerle uyumluluk
gostermektedir. HSK’nin diisiik oldugu bolgelerde ise HBV tasiyiciliginin da diisiik
oldugu goriilmektedir (Sekil 2) [31].

Sekil 2. HSK ile  HBYV insidansi arasindaki paralel cografik iligki



2.3.2. HepatitC

Hepatit C viriisii (HCV), siroz, kronik karaciger hastaligi ve HSK gelisimine
neden olan tek sarmalli RNA viriisiidiir. Tiim Diinya’da anti-HCV insidans1 %0.3 ile
%1.7 arasindadir [32]. Gelismekte olan iilkelerde bu oran daha da yiiksektir. HCV
enfeksiyonun Diinyada’ki dagilimi cografi bolgelere gore farklilik gdstermektedir.
Prevalansin en diisiik oldugu Kuzey Avrupa ve Amerika’da HCV prevalanst %1’den
diisiiktiir. Prevalansin yiiksek oldugu iilkeler ise Asya ve Afrika’da yer alir. En diigiik
prevalans Ingiltere’de %1’in altinda iken, en yiiksek prevalans ise Misir’dan %15-20
bildirilmistir [33,34]. HCV ile iliskili siroz tanisinin konulmasindan sonra, yillik
HSK’nin gelisim orant %1-4 arasindasir. Enfeksiyondan 25-30 yil sonra siroz
oranlart %15-35 arasinda degiskenlik gosterir (Sekil 3) [35].

ool
(221-%03)

: %als

(%010-%030)

ERONIK HEPATIT \}
55940

(2060-%095)

HCV ENFEKSIYONU

Sekil 3: HCV enfeksiyonunun dogal seyri

HCV ile enfekte hastalarda, ¢evresel ve kisisel faktorler viral faktorlere gore
siroza ilerlemesinde daha etkili gibi gériinmektedir. Bu faktorler igerisinde erkek

cinsiyet, alkol kullanimu, ileri yas, diyabet, obezite sayilabilir [36].
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2.3.3. Cevresel Toksik Maddelere Maruziyet

Aflatoksin, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen
bir mikotoksindir [37]. Aflatoksinler yerfistigi, findik, misir, soya fasulyesi, piring ve
diger tahil tiriinlerinde yaygin sekilde bulunmaktadir [38-40]. Aflatoksinler akut ve
kronik toksisiteye ve biiyiik cogunlugu ise karsinojenik, mutajenik etkiye sahiptirler
[41]. Tirkiye’de yapilan bir caligmada viral hepatit hastalarinda saglikli kisilere gore
aflatoksine yilisek oranda maruziyet kalindiginda bu durumun hepatoselliiler

karsinoma gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi belirtilmistir [42].

2.3.4. Alkol Kullanimi

Alkol tiiketimi HSK’nin meydana gelmesi igin bir risk faktoriidiir. Diisiik
veya orta diizeyde alkol tiikketiminin HSK’y1 belirgin sekilde artirip artirmadigi net
degildir. Yiiksek alkol tiikketimi ile HBV ve HCV infeksiyon birlikteliginin sinerjistik
etkisini gosteren calismalar bulunmaktadir [43]. Viral hepatit hastalarinda alkole

bagli HSK gelisim riski daha da artmaktadir [44,45].

2.3.5. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastalhig

Nonalkolik yaglh karaciger hastaligi (NAYK) siklig1 diinyada artan obezite,
diyabet, hipertansiyon, insiilin direnci gibi metabolik sendrom sikligina paralel
olarak artis gostermektedir [46]. Farkli tilkelerde bildirilen prevalansi yaklasik %10-
24 saptanmasina ragmen [47], obez ve diyabet olanlarda bu siklik %70-90’lara kadar
yiikselmektedir. NAYK ile Tip2 DM ve bozulmus glukoz toleransi birlikteligi %21-
75 olarak saptanmistir. Hiperlipidemi ile NAYK birlikteligi %21-83 oraninda tespit
edilmistir [46-49].

HSK olan hastalarda altta yatan karaciger hastalig1 olarak NAYK prevalansi

paralel artig gostermesi olduk¢a dnemli bir kanittir [50].
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2.3.6. Diyabetes Mellitus

Diyabet NAYK gelisimi tizerinden hem kronik karaciger hastaligi hem de
HSK gelisimi igin &nemli bir risk faktdriidiir. ABD, Italya, Yunanistan ve
Japonya’dan birgok retrospektif ¢alisma diyabet ile HSK gelisimi arasindaki iliskiyi
arastirmistir. Son donemde yapilan prospektif arastirmada 173.643 diyabetik hasta ve
650.620 diyabeti olmayan hastada HSK siklig1 arastirilmis ve bu ¢alismada diyabeti
olan hastalarda HSK sikliginin iki kat arttigi saptanmustir [51].

2.3.7. Hemokromatozis

Sik goriilen bir otozomal resesif gecisli bir demir metabolizma hastaligidir.
Hastalik 1/200-300 arasinda goriiliir ve en sik goriilen genetik metabolik hastaliklar
icerisinde yer alir. Tam olarak nedeni bilinmemekle birlikte gastrointestinal demir
absorbsiyonunda artis ve karaciger, pankreas, kalp gibi organlarda parankimal demir
birikimi ile karakterlidir. Son yillarda molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar
hemokromatozisde  kalitmm  HLA ile iliskili oldugunu  gostermistir.
Hemokromatozis geni (HFE) 6.kromozom tizerinde yer alir. Yeni bir klas I MHC
benzeri genin (HFE) hemokromatozisli hastalarin %80-100’tinde mutasyona ugradigi
bulunmustur. Hasta kisilerde 6zellikle 2 tiir mutasyon saptanmustir: 282. pozisyonda
sisteinden tirozine, 63. pozisyonda histidinin aspartata degisimdir. Cogu hastada

ozellikle 282 mutasyonu saptanmaktadir [52-55].

2.3.8. Wilson Hastahg (Hepatolentikiiler dejenerasyon)

Bakir metabolizmasinin otozomal resesif gecisli kalitsal bir hastaligidir.
Hastaligin siklig1 1/5000-1/30.000 arasinda degigsmektedir. Hastalikli gen frekansi
1/93°diir. Wilson geni 13.kromozomun uzun kolunda (13q14-g21) lokalizedir.
Wilson geni bakir transportu yapan ve esasen karacigerde lokalize bir P tip

adenozintrifosfataz ATPaz’1 (ATP7B) kodlar. ATP7B’de, 300’den fazla mutasyon
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oldugu saptanmistir. En sik goriilen mutasyon, His1069GIn (H1069Q) olup, beyaz
irktaki mutasyonlarin %30-60’1indan sorumludur [56-59].

2.4. KLINIK BULGULAR

HSK siklikla siroz zemininde gelisebilmekle beraber daha seyrek olarak
saglam karacigerde de gelisebilir. Sirotik zeminde HSK gelisen hastalarda kronik
karaciger parankim hastaliginin semptom ve bulgularindan farkli semptomlar
goriilmez. Ancak daha dnce kompanse oldugu bilinen bir karaciger hastasinda asit,
ensefalopati, sarilik ve varis kanamasi gibi dekompansasyon belirtilerinin varlig
HSK gelismesi acisindan sliphe uyandirmalidir. Bazi hastalarda hastaligin ileri
doénemlerinde halsizlik, karin agrisi, kilo kaybi ve erken doygunluk; daha seyrek
olarak sarilik, diare, metastaza bagli kemik agrilari, dispne ve intraabdominal
hemoraji olabilir. Saglam karaciger zemininde gelisen hastalikta sag {ist kadran
agrisi, zayiflama, halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma v.s. nonspesifik semptomlar
goriilebilir. HSK’nin semptomatolojisinde paraneoplastik sendromlara ait bulgularda
onemli bir yer alir. HSK’da goriilebilecek paraneoplastik sendromlar; Hipoglisemi,
Polisitemi (eritrositosis), Hiperkalsemi, Sistemik arterial hipertansiyon, Porfiria,
Osteoporoz, Noropati, Cilt bulgulari: Pitriyazis rotunda, Leser-Trelat isareti,

Dermatomiyozit, Pemphigus foliaseus [60].

2.5. EVRELEME ve SINIFLANDIRMA

Evrelendirme Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (American Joint
Committee on Cancer-AJCC) tarafindan yaymlanan 2002 evreleme sistemine goére
yapilmaktadir (Tablo 1 ve 2) [61].



Tablo 1. Hepatoselliiler karsinomada AJCC’ye gore evreleme

EVRE |
EVRE I
EVRE IIl A
EVRE III B
EVREIII C
EVRE IV

T1
T2
T3
T4
Herhangi bir T

Herhangi bir T

NO
NO
NO
NO
N1

Herhangi bir N

MO

MO

MO

MO

MO

M1

13
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Tablo 2. Primer tiimor (T), Bolgesel Lenf Bezleri (N) ve Uzak Metastaz (M)
degerlendirmesi (TNM evrelemesi)

X

T0

T1

T2

T3

T4

NX

NO

N1

MX

MO

M1

Primer tiimor degerlendirilmedi
Primer tiimdr yok
Damar invazyonu olmayan tek odakli tiimor

Damar invazyonu olan tek odakli tiimér veya birden ¢ok sayida 5 cm’den

kiiciik timorler

Portal ya da hepatik damarlarin ana dallarindan birini invaze eden timor veya

5 cm’den biiylik multiple timor

Safra kesesi disinda cevre organlarin direkt uzanimi olan ya da visseral

peritonu perfore eden timor
Lenf nodu degerlendirilmedi
Lenf nodu metastazi yok

Lenf nodu metastazi var

Uzak metastaz degerlendirilmedi
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz var
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2.6. HEPATOSELLULER KARSINOMADA TANI

HSK’li hastalarda kan bulgularinda kronik karaciger hastalifina ait
degisiklikler disinda O6nemli bir laboratuvar sapmasi bulunmaz; transaminazlar
siklikla normal ve kolestatik enzimler normalin 2-3 katindan daha fazla olmamak
tizere yiiksektir. HSK i¢in en sik kullanilan serum belirleyicisi olan Alfa fetoprotein
(AFP), diger belirtecler ve goriintiileme yontemleri en sik kullanilan tani

yontemleridir [62].

2.6.1. AFP ve Diger serum belirtecleri

HSK i¢in en sik kullanilan serum belirleyicisi AFP diizeyi olup, olgularin
%70-90 kadarinda yiiksek saptanir. Alfa fetoprotein normalde gebelik sirasinda fetal
karaciger ve yolk kesesi tarafindan iiretilen bir glikoproteindir. HSK disinda Alfa
fetoprotein yliksekligi gebelikte, gonadal kokenli tiimorlerde, HSK’siz akut ve kronik
karaciger hastalifinda ve metastazlarda yiikselebilir. Kronik karaciger hastaligi
zemininde goriilen AFP yiiksekligi HSK tanisi agisindan sorun yaratmakla beraber,
serum diizeylerinin 300-500 ng/ml {izerinde olmasi HSK varligi acisindan
yonlendiricidir. Serum AFP diizeyi tiimor biyiikligi ile korelasyon gostermez [62].

HSK tanisi igin serum belirleyicisi olan AFP disinda yapilan diger belirtegler:
- Tiimor kaynakli gammaglutamil transpeptidaz

- Serum Alfa-L-fukosidaz

- Interselliiler adhezyon molekiil konsantrasyonu

- Des-gamma-karboksi-protrombin
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2.6.2. Goriintiilleme Yontemleri

HSK tanisinda en sik kullanilan goriintileme yontemleri ultrasonografi
(USG), bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve

anjiyografi’dir.

2.6.2.1. Ultrasonografi (USG)

HSK’yi diger solid karaciger tiimorlerinden ayirmamakla beraber noninvaziv,
ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle HSK taramalarinda sik olarak
kullanilmaktadir. USG doppler ile birlikte kullanildiginda vaskiiler yatagin agikligi-
invazyon konusunda fikir vermesi sebebiyle avantaj tasir, kontrast madde
Kullaniminin devreye girmesiyle beraber ise USG’nin HSK’deki tani degeri artmustir.
Yapilan gesitli calismalarda USG’nin sensitivitesi %84 ve spesifitesi %90’dan fazla

oldugu saptanmistir [63].

2.6.2.2. Bilgisayarh Tomografi (BT)

Bilgisayarli tomografi izodens olan veya boyutu 2 cm’den kiiclik olan
timorler disindaki lezyonlar1 ortaya koyabilmesi ve ayrica karaciger disina yayilimi
gosterebilmesi agisindan HSK taramalarinda sik kullanilan goriintiileme yontemidir.
Yapilan caligmalarda sensitivitesi %68 ve spesifitesi %93 saptanmustir [63].
Konvansiyonel BT ile ortaya konamayan lezyonlarda dinamik BT, helikal BT
yontemi uygulanabilmekte ve tan1 degeri %90’lar1 asmaktadir. Intraarteriyel lipiodol
uygulamasit yontemin sensitivitesini %97’lere c¢ikarmakla beraber intraarteriyel

girisim oldugu i¢in sik uygulanmamaktadir.
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2.6.2.3. Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)

MRG yoOnteminde nefrotoksik ajan kullanilmamasi ve iyonize radyasyon
verilmemesi bir avantajdir. Dual-kontrast MRG HSK tanisinda en giivenilir MRG
yontemi olup, tan1 degeri helikal BT ye ulasmaktadir, ancak daha pahali olmasi ise

bir dezavantajdir [64].

2.6.2.4. Anjiografi

Anjiografi Onceleri HSK tanisinda uygulanmig olmasina ragmen, artik
giinimiizde daha az invaziv tan1 yontemlerin gelismesi nedeniyle eskisi kadar
kullanilmamaktadir.  Anjiografi daha ¢ok HSK tedavisinde transarteriyel
kemoembolizasyon (TACE)’da kullanilmaktadir.

2.6.2.5.BT Hepatik Arteriografi ve Arteriyel portografi

Anjiografi ile BT veya MRG yontemlerinin kombinasyonudur. Bu yontem
BT veya MRG c¢ekiminden hemen Once intraarteriyel (superior mezenterik arter,
inferior mezenterik arter veya splenik arter igine) kontrast madde verilmesi ile
yapilir. Rezeksiyon diisiiniilen hastalarda preoperatif degerlendirme amaciyla
yapilmaktadir. Ayrica pahali ve invaziv oldugundan sik kullanilan bir tam1 yontemi

degildir [65-68].
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2.7. HEPATOSELLULER KARSINOMADA TEDAVi YAKLASIMI

Kronik karaciger hastaligi zemininde gelisen HSK, agresif seyirli bir
kanserdir. Tan1 kondugunda genelde ileri evrededir. Tedavi yontemini belirleyen en

onemli faktorler karaciger disfonksiyonu ve tiimor evresidir.

2.7.1. Parsiyel Hepatektomi

Bu tedavi yonteminin uygulanabilecegi hasta grubu karaciger rezervinin iyi
korunmus oldugu, tnifokal, tiimoriin hepatik vaskiiler invazyonu olmayan ve
karaciger disina yayilmadigi hastalar rezeksiyon ig¢in uygundur. Fakat hastalarin
biiyiilk bir kismi tanit sirasinda bu asamayr gecmis bulunduklarindan parsiyel
hepatektomiye uygun degildir. Tiimoriin 5 cm’den biiyilik oldugu hastalarda bolgesel
ve uzak metastaz varligimin sik olmasi nedeniyle, tiimoér ¢ap1 rezeksiyon
uygulanabilirligi agisindan 6nemli bir kriterdir. Parsiyel hepatektomi sonrasinda
sirozlu hastalarda rezerv azalmasina bagli hizla dekompansasyon gelismektedir, bu
nedenle Child-Pugh evre C olan hastalarda postoperatif mortalite riskinin yiiksek
olmast nedeniyle bu tedavinin yapilmasi uygun degildir; A grubu hastalar ise bu
tedaviye en uygun grubu olusturmaktadir. Kiiratif degeri en yiiksek olan tedavi sekli
cerrahi rezeksiyon olmasina ragmen, 5 yil i¢cinde rekiirrens oranm1 %38-68 ve 5 yillik

yasam siiresi %30 oranindadir [69].

2.7.2. Ortotopik Karaciger Transplantasyonu (OLT)

Primer karaciger hastaliklarinin  tedavisinde  ortotopik  karaciger
transplantasyonu giinlimiizde teorik olarak en uygun tedavi sekli olarak
goriinmektedir. Ortotopik Karaciger transplantasyonu (OLT; karaciger diginda timor
olmamasi, tek tiimor olan hastalarda tiimor biiyiikliigliniin 5 cm’den kiigiik olmasi,

multiple timorii olanlarda tiimor sayisinin 3’den az ve her bir tiimoriin



19

biyiikliigiiniin 3 cm’den kiiglik olmasi, vaskiiler invazyon olmamasi) uygun
secenektir. OLT i¢in varolan bir diger problem transplantasyonu bekleme siiresinde
(U.S.A. i¢in ortalama 24 ay) tan1 kondugunda transplantasyona uygun olan tiimoriin

progresyon gostermesidir [70].

2.7.3. Radyofrekans Ablasyon (RFA)

Bu yontem radyofrekans termal enerjinin lokal uygulanmasi ile timor
nekrozuna yol agmasidir. Perkiitan, laparaskopik, agik cerrahi yoOntemlerle
uygulanabilir. RFA en etkin oldugu tiimér biiyiikliigii 5 cm’nin altinda olan hasta
gruplaridir. Uygulama igin tiimor sayist 6nemli degildir. Bu yontemin Perkiitan
Etanol Enjeksiyonu (PEI) ile kiyaslamasinda daha fazla oranda tiimér nekrozuna
neden oldugu, daha az seans uygulama gerektirdigi ancak daha fazla komplikasyona

neden oldugu saptanmigtir.

2.7.4. Perkiitan Etanol Enjeksiyonu (PEI)

%95’lik etanoliin timor icerisine USG veya BT esliginde perkiitan girisimle
uygulanmas1 tiimorde kiiglilmeye ve nekroza yol acgarak yasam siiresini
uzatabilmektedir. PEI uygulamasi; karacigerde tek tiimor varligi, hastalarda timor
biiyiikliigiiniin 3 cm’den kiigiik olmasi, hepatik rezervin cerrahi rezeksiyona uygun
olmamas: gibi durumlarda uygulanabilmektedir. PEI’nin en 6nemli avantaji her
Child-Pugh evresine uygulanabilmesi olmakla birlikte, tedavinin uygulandig:
hastalarda yasam siiresini belirleyen en 6nemli faktor karaciger hastaliginin evresidir

[71].
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2.7.5. Transarteryel Kemoembolizasyon (TACE)

HSK’nin kanlanmasmin g¢ogu hepatik arter yolu ile olmaktadir. TACE
hepatik arterin gelfoam veya metal coillerle tikanmasi ile timor kanlanmasinin
bozulup iskemik nekroza ugratilmasi ve ayni seansta hepatik arter yolu ile timor
icine direkt kemoterapotik ajan verilmesi yontemidir. Kemoterapotik ajan genellikle
lipiodol ile birlikte verilmektedir. Lipiodol, kemoterapdtik ajanin tiimor icinde
retansiyonunu saglar. TACE genellikle postembolizasyon sendromu olarak bilinen
ates ve karin agrisina neden olmaktadir. Kronik karaciger hastaligi olan (Child-Pugh
evre C) ve portal ven trombozu olan hastalarda karaciger yetmezligi

goriilebileceginden bu tiir tedaviler 6nerilmemektedir [72].

2.7.6. Hormonal Tedavi

Ostrojen reseptdrii tastyan HSK’lerin tamoxifenle reseptdr blokaji yapilmasi
diisiincesinden hormonal tedavi giindeme gelmistir, fakat tamoxifen kullaniminin
yasam sliresini uzatmadigi saptanmistir. Bazi tiimorlerde ise degisik derecelerde
somatostatin reseptorii saptanmig, bu hastalara somatostatin analogu olan octreotid
verildiginde, plaseboya gore yasam siiresinin uzadigr (octreotid alanlar 13 ay,
plasebo alanlar 4 ay) gosterilmistir [73].

2.7.7. Sistemik Kemoterapi

HSK, kemoterapiye direngli bir tiimdr olarak bilinmektedir. Bu durumun, ilag
rezistansina neden olan farkli genlerin tiimorde yiiksek oranda expresse edilmesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Sistemik kemoterapi igin doksorubisin,

mitomisin, 5 florourasil en sik kullanilan kemoterapétik ajanlardir [74,75].
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2.8. EPIGENETIK

DNA’nin niikleotit dizisinden bagimsiz olarak gen islevinde ortaya ¢ikan
kalitsal degisiklikler “epigenetik” olarak adlandirilmaktadir [76-78]. Bir canlinin tiim
hiicrelerde DNA yapis1 ve niikleotit dizilisi ayn1 olmakla beraber, hiicreler arasi
farkliliklarin ise gen islevindeki degisikliklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
[76]. Bu degisiklikler ise epigenetik mekanizmalar aracilig1 ile olmaktadir. Onemli
epigenetik mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, RNA
ile indiiklenen susturma (RNA-induced silencing) yer almaktadir [76]. Bu
mekanizmalar kalitsal degisikliklere neden olmaktadir. Ve mekanizmalardan
herhangi birindeki bozukluk gen islevinin artmasina ya da susmasina neden olmakla
birlikte, epigenetik mekanizmalarla ortaya ¢ikan hastaliklara neden olmaktadir [76-
78].

Son yillarda gen ifadesinin susturulmasint saglayan kodlamayan RNA (non-
coding RNA) adi verilen kiigik RNA molekiillerin “small interfering RNA
(siRNA)”, “mikro RNA (miRNA) ” ve X kromozom inaktivasyonundan sorumlu
olan XIST RNA adi verilen RNA parcgaciklarinin epigenetik siiregte 6nemli rol
aldiklar1 gosterilmistir [76].

2.9. RNA INTERFERANS (RNAI)

RNA interferans, cift iplik¢ikli RNA’nin hiicreye girdigi zaman spesifik
mRNA molekiiliiniin diziye 6zgii yikilmasi ile sonucglanan transkripsiyon sonrasi
(post transkripsiyonel) gen susturma mekanizmasidir [79]. Bu susturma mekanizmasi
ilk olarak 2 botanik¢i tarafindan koyu renkte petunya ¢igegi elde etmek isterken
beyaz-mor alacali ve beyaz renkte ¢igekler elde etmeleriyle fark etmiglerdir. Petunya

bitkisine Agrobacterium tumefaciens adi verilen vektor ile Petunyada pigmentasyonu
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katalizleyen enzimlerin genleri eklenerek daha koyu renkte petunyalar elde edilmek
istenmistir ancak ya tamamen renksiz ya da normal renkten daha agik renkte

petunyalar elde edilmistir [80,81].

1990 yilinda yapilan bu ¢alismadan sonra 1998 yilinda Andrew Fire ve Craig
Mello bir nematod olan C.elegans’da uygun ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA)
molekiilleriyle gergeklestirilen gen susturma mekanizmasina RNAi adini vererek

Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii almislardir [82].

RNAI gen susturma mekanizmasi olarak bilinmektedir. Bu mekanizma
hiicrenin sitoplazmasinda ve nukleusunda olmak iizere gerceklesebilmektedir.
Sitoplazmada transkripsiyon esnasinda mRNA’larin kesilmesi ve translasyon
esnasinda da translasyon engellerek genin susturulmasi saglanirken; nukleusta ise
transkripsiyon esnasinda transkripsiyonun engellenmesi ile genin susturulmasi

saglanmaktadir.

RNAI sistemi mikroRNA’lar (miRNA), ve small interfering RNA (SIRNA)

aracilig1 ile beraber iki farkli mekanizma kullanarak gergeklesir [83-85].

2.9.1. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA (miRNA)’lar kiigiik, protein kodlamayan ve gen ifadesini
transkripsiyon sonrast kontrol eden RNA molekiilleridir. miRNA’lar bir ya da daha
¢ok geni susturarak ¢ogalma, hiicre farklilasmasi ve hiicre olimii gibi siireglerde
onemli fonksiyonlari vardir. ilk defa 1993 yilinda C.elegans’in gelisimini ¢alisan Lee
ve arkadaslar tarafindan kesfedilmistir. MikroRNA terimi ilk olarak 2001 yilinda
kullanilmaya baglanmistir. miRNA genlerinin biiyiikk ¢ogunlugu protein kodlayan
genlerin ekzonik, intronik ve genler arasi bolgelerinde de bulunabilir. miRNA ilk
olarak primer miRNA olarak sentezlenir, daha sonra RNaz III enzim ailesi {iyesi olan
Drosha, pre-miRNA formuna doniisiir ve bu siiregte sitoplazmaya transfer edilir.
Sitoplazmada ise RNaz III enzim ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer enzimi ile
kesilerek 20-23 niikleotid uzunlugunda olgun miRNA’y1 olustururlar. Bu olgun
miRNA’lar RISC (RNA-aracili ile indiiklenen susturma kompleksi) baglanarak



23

mRNA’ya hedefler ve burada ise hedef mRNA’ninn yikimina ve genin susmasina
neden olur (Sekil 4) [86-88].
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Sekil 4. miRNA mekanizmasi

2.9.2. Kiigiik engelleyici RNA (small interfering RNA= siRNA)

Small interfering RNA olarak bilinen siRNA’lar 20-25 niikleotid
uzunlugunda, eksojen kaynakli ¢ift iplikli RNA (dsRNA)’lardir [89-94]. Bu RNA’lar
hiicre igerisine girdiginde ‘Dicer’ enzimi tarafindan taninarak ve yaklagik 21-23
niikleotidlik uzunlugunda kiiclik fragman pargalara doniistiiriiliir ve bu pargalar,
RISC (RNA-aracili ile indiiklenen susturma kompleksi) ile birlesir [92,94,95]. Cift
iplikli olan siRNA’lar RISC ile kompleks olusturarak bu siire sonunda denatiirasyona
ugrar ve tek iplikli yapiya sahip olan hedef mRNA’y1 pargalar. Boylece gen ifadesi
baskilanmig (susturulmus) olur. Bir siRNA gen ifadesini susturuken ya promotor
bolgesinde bulunan genin susturucu kromatin degisimlerini tetikleyerek ya da

mRNA’nin pargalanmasini tetikleyerek susturur (Sekil 5).
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Sekil 5. siRNA’nin gen ifadesini engellemesi [96] no’lu kaynaktan uyarlanmistir.

2.9.2.1. Sentetik siRNA’ larin Transfeksiyonu

Uygun sekilde tasarlanmis olan bir siRNA kullanildigi zaman, hiicre
icerisindeki hedef genlerden herhangi biri RNAi mekanizmasindan yararlanilarak
susturulabilir. Bu sayede herhangi bir inhibitdr kullanmaya gerek kalmadan daha

etkin terapotik yanit elde edilebilir.

In vivo yapilan galigmalar sonucunda hepatit B viriisii (HBV) [97-99], insan
papillom viriisii (HPV) [100], siroz [97,98], kemik iligi kanseri [100-102] gibi bir¢ok
hastalik olmak {izere sentetik olan siRNA’larla hedeflenen genin susturuldugu
gosterilmistir.  Kliniksek olarak uygulanabilmesi i¢in giivenilir ve sistematik
uygulama sekillerinin olmasi gerekir. Kimyasal olarak modifiye edilmis olan
siRNA’lar beyin gibi belirli olan organlarda faydali olmasina ragmen, viicuttaki diger
organlara da uygulanabilmesi icin transfeksiyon ajanlara gerek duyulmaktadir
[103,104]. Modifiye edilmemis olan siRNA’larin ¢ok fazla kullanim alanlarinin

olmamasinin sebebi ise yaklagik olarak 13 kDa olup hiicresel membranlar
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gecemeyecek  biiylikliige sahip olmalart ve negatif yiikli olmalarindan

kaynaklanmaktadir.

siRNA transfeksiyonun kolay olmasi i¢in viicuttaki organ veya dokunun da
kolay ulasilabiliyor olmasi gerekmektedir. Sistematik uygulamada, asilmasi1 gerekli
olan sikintilardan birisi de siRNA’nin diger hedef olmayan organlara da
yonelmesidir. Clinkii bu uygulama seklinde siRNA’lar damar i¢ine enjekte edilir ve
bu sayede siRNA doku veya organa ulasabilmesi i¢in viicudu bastan sona dolasir.
Lokal siRNA uygulamasinda ise viicuttaki hedeflenen dokuya ya da dokunun
yakinina siRNA verilerek islem yapilir [105-108].

2.9.2.2. siRNA’larin Kanser Tedavisindeki Kullanim Alanlar:

Son yillarda en heyecan verici bulus kiiciik engelleyici RNA’larin, yani
siRNA’larin gen susturulmasinda kullanilabiliyor olmasidir. Mekanizma olarak
RNAI (RNA interference), gen ekspresyonunun diizenlenmesinde o&nemli rol
oynayan bir yolaktir. RNAI giiniimiizde daha fazla tercih edilen bir metot haline
gelmistir. Bunda siRNA’larin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etkin gen susturma
yetenegi olmalarindan ve de boylece hedef bolgeye kolayca baglanabilmelerinin rolii
biiyiiktiir. RNAi, dsRNA’nin hiicre igerisine girdigi zaman komplementer mRNA
dizisini hedef alarak pargalayabilen gen susturma mekanizmasidir. RNA interferans

mekanizmasinin basamaklar1 asagida 6zetlenmektedir (Sekil 6) [109].

1- Cift iplikli RNA’y1 tanima ve tarama siireci,

2- RNase III Riboniikleaz ailesine ait olan Dicer enziminin ¢ift zincirli RNA’y1
tanimasi ve kesilmesi,

3- 21-23 niikleotid uzunlugunda RNA’larin olusumu,

4- RISC (RNA-aracili ile indiiklenen susturma kompleksi )’nin olusumunun RNAI
faktorlerinin bir araya gelmesiyle olmast,

5- RISC igindeki exoniikleazlar tarafindan hedef mRNA’nin yikilarak kodladigi

protein sentezinin engellenmesi.
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Sekil 6. RNA susturma mekanizmasinin genel isleyisi [110] no’lu kaynaktan

uyarlanmstir.

1998 yilinda Andrew Fire ve Craig Mello bir nematod olan C.elegans’da, ¢ift
zincirli RNA’nin  (dsRNA) molekiilleriyle gerceklestirilen gen ekspresyonunu
susturabilme yetenegini kesfettikten sonra, RNAi mekanizmas1 ilgi uyandirmaya
baglamigtir [111]. 3 yil sonra ise Tuschl ve ark. siRNA’larin diziye 6zgiil olacak
sekilde gen susturmasini basardiklarini memeli hiicrelerde gostermistir [112].
Bundan hemen sonra ise basarili bir siRNA kullaniminin, farede Hepatit C hedef
alinarak gen susturulmasi gergeklestirilmistir [113]. O siiregten bu yana siRNA’lar1
gelistirebilmek i¢in biyoteknoloji sektorii siirekli ¢aligmakla beraber kanser,
enfeksiyon gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in de siRNA’lar1 yeni bir terapotik
hedef olarak gormektedir.

In vitro hiicre kiiltiirii ve in vivo hayvan modellerinde genlerin kalic1 ya da

gecici etkilerle susturulmasinin avantajlar1 vardir. In vitro ortaminda yapilan
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caligmalar sonucunda astrositom hiicre hattinda STAT3 gen ekspresyonunun siRNA
muamelesi ile susturuldugunda tiimor olan hiicrelerin apoptoza ugradiklar: literatiirde
gosterilmistir  [114,115]. Hayvan modelleri olusturulurken ise genlerin
susturulmasinin hayvanlarin oldiiriilmesine gerek kalmadan yapilmasidir. Bu da
hedeflenen sonuglardan birisidir. Boylece RNAI teknolojisi ile beraber deney
hayvanlarinda gelisimsel herhangi bir bozukluk yaratilmadan genin hiicresel ve

biyolojik fonksiyonlar1 incelenenebilmektedir [116].

2.10. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-$ )ve Sinyalizasyon
Yolu

Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-p) siiperailesi, omurgasiz ve
omurgalilarda gelisim diizenlenmesinde rol oynayan hiicre disi ¢ok sayida iligkili
sinyal molekiillerini igerir. Bu siiperailenin bir iiyesi olan kemik morfojenik proteini
baslangigta kiiltiir hiicrelerinde kemik olusumunu indiikleme yeteneginden dolayi
tanimlanmistir. TGF-f reseptorleri ve iliskili olan polipeptidler, substratlar1 olan
proteinleri tirozinden degil, serin ya da treoninden fosforilleyen protein kinazlardir.
TGF-B, birgok cesitli hiicre tarafindan sentezlenen hiicre boliinmesi (proliferasyon),
farklilasmas1 (diferansiasyon) ve programli hiicre 6liimii gibi hiicresel siireglerin
kontroliinii  saglamaktadir. Ligandin reseptdrlerine baglanmas1 ile TGF-

sinyalizasyon yolunun aktivasyonu ger¢eklesmeye baglamaktadir [117-120].

TGF-B tip I (TPRI) ve TGF-P tip II (TPRII) olmak iizere hiicre membraninda
2 tip reseptor bulunmaktadir. Bir monomerik transmembran proteini olan TGF-p tip
1T (TBRII), TGF-B’nin ilk iki tip reseptorlerine baglanmalarini kolaylagtirmak tizere
TGF-B molekiillerine baglanir ve olgun TGF-f molekiillerinin hiicre yiizeyine yakin
olacak sekilde toplanmasini saglar. Tip I ve Tip II reseptorler sitozolik domainlerinin
bir parcasi olarak, serin/treonin kinaza sahip dimerik transmembran proteinlerdir.
TPRII siirekli kinaz aktivitesine sahiptir, yani TGF-f’ya bagli olmadig1 zamanlarda
bile aktiftir. TGF-f’nin baglanmasi TPRI ve TPRII’nin her birinin iki kopyasin
iceren kompleksin olusumunu indiikler. TBRII altbirimi daha sonra plazma zarinin

sitozolik yiizeyine bitisik olan TPRI altbiriminin yiliksek diizeyde korunmus olan
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dizisinde serin ve treonin bolgesinin fosforilasyonunu saglamaktadir ve bdylece
TBRI sitozolde bulunan Smad proteinleri fosforiller [121]. Smad proteinlerinin 8 alt
tiyesi bulunmaktadir. Reseptor aracili (RSmad) olarak bilinen Smad 2 ve 3 TGFp,
Smad 1, 5 ve 8 ise BMP ve AMH (antimullerian hormone) sinyalizasyon yolunda yer
almakla beraber ligand/reseptdr kompleksleri tarafindan fosforillenerek aktif hale

gelir. Smad 4 (ko-smad) RSmad proteinlerinin etkisi ile fosforillenmektedir [122].

TGFB-Smad yolundaki sinyal iletisinin sonlanmasi1 TGF-B reseptorlerinden
ayrilinca, niikleus i¢cinde R-Smad proteinleri siirekli olarak defosforile edilerek

inaktive olur [123].

Son yillarda TGF-B yolunun Smad proteinlerinin aracilik etmedigi baska
sinyalizasyon yolu ile etkilestigi calismalarda bildirilmistir. Bu yollar arasinda
MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K (fosfoinozitid 3-kinaz), PP2A
(protein fosfotaz) gibi aracilik eden yollar yer almaktadir [124-128].

Normal hiicrelerde TGF-3 embriyonik gelisim ve doku hasar onariminda,
yara iyilesmesi ve doku homeostazisinde onemli rol oynar. TGF-B, epitelyal ve
hematopoetik hiicrelerde antiproliferatif etkilidir. Normal hiicrelerde TGF-f sinyal

yolunun aktivasyonu hiicre siklusunun G1 fazinda durmasini saglamaktadir [129].

Sikline bagimli kinazlarin (CDK) inhibitorleri olan p21 ve p15 proteinlerinin
sentezini aktiflemesi TGF-B’nin etkisi ile olmaktadir [130,131]. TGF-f aym
zamanda bir transkripsiyon faktorii olan c-Myc ve diferansiasyonu inhibe edici
faktorler olan Idl, 2 ve 3 genlerinin de inaktivasyonunu saglamaktadir (Sekil 7)

[132,133].
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Sekil 7. TGF-B’nin antiproliferatif etkisini sagladig aract molekiiller [134] no’lu

kaynaktan uyarlanmisgtir.

2.11. Bone Morfojenik Proteinlerin (BMP) Siniflandirilmasi ve Kimyasal
Yapisi

Bone Morfojenik Protein (BMP), transforme edici biiyiime faktorii B (TGF-p)
ailesine ait olan ¢ok fonksiyonlu biiyiime faktoriidiir. BMP alt grubu 15’den fazla
protein igerir. BMP ve TGF-f yap1 olarak birbirlerine benzemelerine ragmen
fonksiyon olarak birbirlerinden farklidir. BMP’de TGF-f aile liyesine benzer sekilde
oncii protein olarak sentezlenir. Proteinin olgun olan kismi, dncii molekiiliin karboksi
ucuna yerlestirilmistir. BMP’ler de TGF- aile iiyesi gibi 7 adet sistein aminoasit

kalintilarini igerir ve 120 aminoasitten olusmaktadir [135].

BMP diger bilinen tiim biiyiime faktorleri arasinda olmasina ragmen, tektir.

Bag dokusu hiicrelerini osteoprogenitor hiicrelere doniistiirebilme yetenegine sahip
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olan tek morfojendir. TGF-B, insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), fibroblast
bliylime faktorii (FGF), platelet derivesi biiylime faktorii (PDGF) ve vaskiiler
endotelyal biliyiime faktorii (VEGF) gibi bliylime faktorleri hiicre c¢ogalmasini
saglamakta oldugu halde bir hiicreyi baska bir hiicreye doniistiirebilme yetenegine

sahip degildirler [136].

BMP’ler genel olarak 3 alt gruba ayrilirlar. Birinci grup olan, BMP-2 ve
BMP-4 %80 benzerlik gdsteren aminoasit dizilimi igerir. ikinci grup ise BMP-5,
BMP-6, BMP-7 ve BMP-8’den olusmaktadir. Aminoasit dizilimi ise %70 benzerlik
gosterir. Uciincii grup olan BMP-3 diger BMP iiyelerinden farklilik gostermekle
beraber genellikle yalniz basina degerlendirilmektedir [136,137]. 2005 yilinda ise bu
alt gruba 5 yeni aile grubu daha eklenmistir. Bu alt grup ise BMP-9 (GDF-2), BMP-
10, BMP-11, BMP-15 ve BMP-16’dan olusmaktadir [138]. BMP ailesi ve

fonksiyonlar1 Tablo 3’de verilmistir.



Tablo 3. BMP ailesi

BMP Alt Ailesi

BMP-2

BMP-4

BMP-3

BMP-5

BMP-6

BMP-7

BMP-8

BMP-9

BMP-10

BMP-11

BMP-12

BMP-13

BMP-14

Fonksiyonu

Osteoindiiktif, osteoblast farklilasmasi, apoptozis
Kondrogenezis

Osteogenezise engel olur
Osteoblast diferasyonu

Bobrek ve gz olusumu
Osteoindiiktif

Sinir sistemi, hepatogenesis
Kardiak geligimi

Noral dokular

Tendon-iliak formasyonu
Tendon-ligament formasyonu
Kondrogenezis, tendon iyilesmesi

Folikil sitimiile edici hormon aktivitesini diizenleme

31
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2.12. BMP’nin Sinyal Mekanizmasi

Hiicre tizerinde Tip 1 ve Tip 2 serin/threonin kinaz proteinlerinden olusan
BMP reseptorleri vardir. Ve bu reseptorlerin ligand ile baglanmasi heterotetramer
kompleksi formasyonu ile sonuglanir. Boylece Sinyal mekanizmasi harekete geger.
Baglanma olduktan sonra ise Tip 2 reseptorii Tip 1 reseptoriinii fosforlar.
Fosforlanma olduktan hemen sonra Smadl/5/8 ve Smad 4’¢ baglanarak hiicre
cekirdegine yerlesir. Fosforlanmigs olan Smadl1/5/8 ve Smad 4 ile heterodimer
olusturarak hiicre g¢ekirdegine karisir. Ve BMP ile ilgili genlerin aktivasyonunu
saglarlar (Sekil 8) [139].
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Sekil 8. BMP sinyal mekanizmasi [140] no’lu kaynaktan uyarlanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu calisma kisaca Ozetlenecek olursa, hepatoselliiler karsinoma hiicre hattina
BMP9 genine oOzgii siRNA ile transfekte edilerek BMP9 geninin ne kadar
susturuldugu ve bu susturmanin hiicre ¢ogalmasini nasil etkiledigi XCELLigence
Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi ile ortaya konmustur. Hepatoselliiler
karsinoma hiicre hattina siRNA transfeksiyonu yapildiktan sonra, gen ekspresyon
diizeyi total RNA kullanilarak qRT-PCR’da belirlenmistir. Ayn1 zamanda BMP9
sinyal yol alt bilesenleri olan SMAD1/5/8, SMAD4 ve hedef genlerden p21, 1d1 ve
Id2 genlerinin ekspresyonlarinin degisimleri de incelenmistir. Gen ekspresyonlarina
baktiktan sonra ise protein seviyesindeki degisiklikleri gozlemleyebilmek igin de
BMP9 ve alakali diger proteinler Western Blotting yapilarak sonuglarin teyit

edilmesi saglanmistir. Yapilan deneylerin genel olarak 6zeti Sekil 9°da gosterilmistir.

Hiicre proliferasyonu
analizi

Hiicre kiltiird

RNA

) izolasyonu
Western blot —— 5 cDNA
- et sentezi
— = -
/— -
~ //' (\ ,
& - “
Real time PCR

Sekil 9. Calismamizda kullanilan metodlarin akis semasi



3.1. KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1. Kimyasal Sarf Malzemesi

34

Kimyasallar Uretici
DMEM Medyum Lonza,
FBS (Fetal Bovin Serum) HyClone,
L- Glutamin HyClone,
Penicillin/Streptomycin HyClone,
PBS (Phosphate Buffered Saline) HyClone,
Plazmosin InvivoGen,

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Etidyum Bromiir

Depc Treated Water
Izopropanol

Etanol

Metanol

Kloroform

Ksilen

[zoamil Alkol

N, N-Metilen Bisakrilamid
Merkaptoetanol
Amonyum PerSiilfat (APS)

Skim Milk Powder

Fisher Scientific,
Merck, Germany
Invitrogen, Germany
Sigma, Germany
Merck, Germany
Sigma, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany
Fluka, Schweiz
Invitrogen, Germany
Sigma, Germany

Fluka, Schweiz
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TAE (Tris/Asetik Asit /EDTA)
Agaroz

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
TEMED

Tripan Blue

Tripsin 0.25%

Glycine

Gliserol

Trizol

Tween20

TRITONX-100

Opti-MEM

Eozin

Hematoksilen

Hidrojen Peroksit (H202)
Sitrat buffer

Western ECL Soliisyon

5X siRNA Buffer

DharmaFECT Transfeksiyon Ajani

Sigma, Germany
Invitrogen, Germany
Sigma, Germany
BIO-RAD
BIO-RAD

HyClone

Sigma, Germany
Fisher Scientific
Invitrogen, Germany
BIO-RAD

Fisher Scientific

Life Technologies
Merck, Germany
Merck, Germany
Sigma, Germany
Thermo Scientific
BIO-RAD

Thermo Scientific

Thermo Scientific




3.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Uretici Firmalari
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Cihazlar Uretici
Inkiibator Sanyo
Mikroskop Leica

Heat Block Techne, UK
Azot Saklama Tanki Air

-80°C Dondurucu Sanyo
-20°C Dondurucu Bosch
Hiicre Sayim Cihazi BIO-RAD

Santrifiij

Kat1 ve Sivi Otoklav
Su Banyosu

Ph metre

Hassas Terazi

Jel Elektroforez Sistemi

Mikrodalga Firin1
UV Transliiminator

Vortex

Steril Hiuicre Kiiltiiri Kabini

XCELLigence

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Manyetik Karistiric

Hettich Rotina, Germany
Niive SteamArt

Niive

Hanna

Shimadzu, Japan

Thermo Scientific, USA
Samsung, Korea

Herolab, Germany

VWR International, Germany
Thermo BioSafety Cabinet Class Il
Roche

Consort, Belgium

Cleaver Scientific
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Spin attirict
Mini ve Midi Format Elektroforez
Sistemi

Sonikasyon Cihazi

Western Transfer Cihazi
Biospec-nano Spektrofotometre
Orbital Shaker

Buz Makinesi

Ultra Saf Su Cihazi

Etiv

Thermal Cycler

Real-Time PCR Cihazi

Kriyo Tiip

Hiicre Kiiltiir Flaski (25¢cm? - 175cm?)
Santrifiij Tiipleri (15mL - 50mL)
Santrifiyj Tiipleri (0.5mL — 2 mL)
Serolojik Pipet

Hiicre Kaziyici

Well Plate (6-12)

Petri

Hiicre Sayim Lami

Nester

Pipet Ucu

PVDF Transfer Membran

VWR advanced, Korea
VWR Galaxy Ministar, Korea
BIO-RAD

Diagenode

Thermo Scientific
Shimadzu, Japan
VWR

Scotsman IL, USA
Thermo Scientific, USA
Niive

BIO-RAD

QIAGEN

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
NEPTUNE
SARSTEDT

Greiner, Germany
Thermo Scientific
Nunclon

BIO-RAD

Broche

NEPTUNE

Thermo Scientific
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Western Goriintiilleme Cihazi
Pipet Tabancasi

Otomatik Pipetler

BIO-RAD ChemiDoc MP
Thermo Scientific

Gilson Pipetman

3.2. KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada Riken Hiicre Bankasindan saglanan HepG2 (Resource no: RBRC-

RCB1886) hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti kullanildi. Bu hiicre hattinin

Ozellikleri temel olarak su sekildedir

Tablo 4. HepG2 hiicre hattinin 6zellikleri
Riken kodu ve hiicre hattinin adx
Kaynak

Doku

Morfoloji

Yapisma 6zelligi

Antibiyotik

Biiytime sicakligi

Karbondioksit konsantrasyonu
Pasaj metodu

Ayrim orani

Omiir

RCB1886- HepG2
insan

Karaciger
epithelial-like

Evet

Yok

37°C

5%

0.25% tripsin

1:8

Sonsuz
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3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Medyumun Hazirlanisi

500 ml DMEM/High Glukoz (HY-SH30243.01) medyumun igerisine asagidaki

bilesenler eklenerek kullanilir:
Bilesenler su sekildedir:

e 50 ml FBS (Wisent- 080110 veya HY- CH30160.02)
e 5 ml penisilin /streptomysin (HY-SV30010)
e 4 ml L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL)

e 0,05 ml Plasmocin (ant-mpt (Invivogen)

olacak sekilde medyum hazirlandi. Medyum +4 °C derecede muhafaza edildi.

3.2.1.2. Stok Hiicrelerin Ekimi

1. Her ¢alismaya baslamadan yarim saat once kabinin UV 15181 agilarak kabin
sterilize edildi. Kabin ve kullanilacak pipetler, ¢alisma oncesinde %70°lik
etanol ile temizlendi.

Tim islemler sirasinda steril eldiven kullanildi.

Su banyosu 37°C’ye ayarlandi.

Stok hiicreler alinarak 37 °C’deki su banyosunda 2 dakika bekletildi.

Cryovial tiiplerin etrafi alkol ile temizlenip, kapak o sekilde agildi.

o~

5 ml medyum konan falkon tiipiiniin i¢ine stok soliisyonu i¢indeki hiicreler

aktarildi.

6. 25°C’de 900 rpm’de 3 dk. santrifiij yapildu.

7. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi (Bu asamada hiicrelere zarar
verilmemelidir).

8. Hiicrelerin iizerine 5 ml medyum konuldu, pipetaj yapilarak hiicreler ¢oziildii.

9. 10 ml DMEM medyum konmus flasklara pipetaj yapilarak ¢oziilen hiicreler

ekildi.
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10. Flasktaki hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandiktan sonra, flask 37°C

% 5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

3.2.1.3.Medyum Degisimi

1-

2-
3-

Medyum 37 °C’de 1sitildu.

Flasktaki medyum uzaklastirildi.
10 ml medyum eklendi ve 37°C, % 5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

10-
11-

Hiicreler bulunduklar1 flasklarda yeterli doluluga wulasti§i zamanlarda
pasajlama islemi yapildi.

DMEM, 1X PBS ve tripsin-EDTA su banyosunda 37°C’ye 1sitildi.

Flask dik konuma getirildi ve hiicre tabakasinin oldugu Yiizeye pipet
degdirilmeden medyum yavasca ¢ekildi.

Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask alt kosesine 1X PBS (5 ml) ilave
edildi, ylizey yikand1 ve PBS yavasea ¢ekildi.

3 ml Tripsin-EDTA (HY-SH30042.01) eklendi ve flask 3-5 dk. CO2
inkiibatoriinde tutuldu, hiicrelerin kalkmasi saglandi.

Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan kalkip kalkmadigi kontrol edildi.

5 ml medyum eklenip, pipetaj yapilarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

25 °C’de 900 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi.

Siipernatant atildi ve pellet temiz medyum i¢inde homojen olana kadar
cozdiirildi.

Istenilen deney kabina ekim islemi gergeklestirildi.

37°C, % 5 CO; igeren inkiibatore konuldu.
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3.2.1.5. Hiicre Sayimi

Yukarida belirtildigi gibi flasktan kaldirilan hiicreler medyumda ¢oziindiiriiliip,

homojenize edildi.

1- 10 pl Tripan Blue, 10 pl hiicre 6rnegi ile karistirildi.

2- Bio-Rad's New TC10™ Automated Cell Counter cihazinin slaytina bu
karigimdan 10 pl aktarilarak 6l¢tim yapildi.

3- Konsantrasyon (hiicre/ml)=canli hiicre sayist ve hiicrelerin canlilik orani
belirlendi. Ekim yapilacak plate’e uygun hesap yapilip, ekim gerceklestirildi
(Sekil 10).

—_—
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Sekil 10. Bio-Rad's New TC10™ Automated Cell Counter’da hiicre sayim agamalari

3.2.2. siRNA’larin Hazirlanmasi

Tiim deneylerde siRNA-pool teknolojisi kullanildi. Proje kapsaminda Human
BMP9 siRNA-SMARTpool, Non-Targeting Pool and GAPD Control Pool
Dharmacon firmasindan temin edildi. siRNA’lar firmadan liyofilize halde geldi.
Liyofilize haldeki siRNA’lar {iireticinin talimatlarina gore 1X siRNA Buffer ile
sulandirildi. Uygun miktarlarda sulandirilan siRNA’larin konsantrasyonlari 100 uM
oldu. siRNA’lar 100 uM konsantrasyonda -20 °C derecede muhafaza edildi.
Deneylerde ise 100 uM siRNA’lar 6ncelikle yine 1X siRNA Buffer ile 5 uM’a

indirildi ve 5 uM fizerinden hesaplamalar yapildi. Transfeksiyon ajani olarak ise
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yine ayni firmadan bu siRNA pool’larin transfeksiyonuna uygun Dharmafect

Transfection Reagent temin edildi. Dharmafect ise +4 °C derecede muhafaza edildi.

3.2.3. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Proliferasyon

Analizi

xCELLigence 0zel platelerine DMEM’den 100 pl her kuyucuga eklenip,
cihaza okutuldu.

Pasajdan elde edlen hiicreler hiicre sayimi1 yapildiktan sonra 6 well platelere
ekildi.

Ekimden 24 saat sonra BMP9-siRNA ve NT-siRNA hiicrelere 3’erli olacak
sekilde transfekte edildi.

Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve her bir well’e 2
X 10* olacak sekilde xCELLigence sistemine ait 6zel E-Plate 16’lara ekildi.
Ekim ardindan 30 dakika oda sicakliginda bu plateler bekletildi.

Plateler 37°C, %5 CO, iceren inkiibatdriin icerisinde bulunan xCeLLiegence

cihazina yerlestirildi.

Ekim sonras1 sistem her 15 dakikada bir 6l¢tim alacak sekilde 96 saat civari

okuma yaptirildi.

Cihazda kurulan program bittiginde analiz kismina gecildi.
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3.2.4. Hiicrelere siRNA’larm Transfeksiyonu

Hiicreler oncelikle, kiiltiirden sonra, RNA izolasyonu i¢in 12’lik well plate’e
ve Protein izolasyonu i¢in 6’lik well plate’e ekilerek, antibiyotiksiz (Penicillin ve
Plasmocin icermeyen) medium’da kiiltiir edildi. Plate’e ekimden 24 saat sonra
transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Hiicre sayilar1 24 saat sonra %60-70 doluluga
ulasacak sekilde ayarlandi (12’lik well i¢in yaklagik 2.10° hiicre /well ve 6’lik well
icin yaklasik 3.10° hiicre/well). Tim deneylerde 25 nM siRNA dozu kullanildu.
Hiicrelerin Dharmafect ajani ile siRNA transfeksiyonlari i¢in asagidaki deney

protokolii uygulanmustir.

1- Transfeksiyon i¢in oncelikle Opti-MEM ve Dharmafect asagidaki tabloda
belirtilen miktarlarda koyularak ¢ok kisa vorteks yapildi ve spin attirildi

(Tablo 5).
Tablo 5. Transfeksiyon igin karigimin hazirlanmasi
Karisim Non-Target (NT) BMP9 GAPDH
Opti-MEM 600 pl 600 pl 600 pl
100 um siRNA 3ul 3ul 3 ul
Dharmafect 24 ul 24 pl 24 4l

2- 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi.

3- Ve son olarak siRNA’lar koyularak vorteks yapildi ve spin attirildi.

4- Transfeksiyon karigimi 10 dk. oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Sonra
inkiibatorden hiicreler ¢ikartildi.

5- Inkiibasyonu tamamlanan transfeksiyon karisimi, 12°lik well igin her bir kuyu
basina 100 ul olacak sekilde son hacim 1 ml, 6’lik well igin ise her bir kuyu
basina 200 pl olacak sekilde son hacim 2 ml seklinde ayarlanarak hiicrelerin
tizerine damla damla eklendi.

6- Karisimin homojen olarak dagilmasi igin plate’ler hafifge ileri geri hareket

ettirildi.



7-
8-

44

37°C % 5 CO igeren inkiibatore konuldu.
48.saatte hem mRNA diizeyinde analiz, hem de protein diizeyinde analiz

gergeklestirildi.

3.2.5. mMRNA Diizeyinde Susturmanin Gosterilmesi

3.2.5.1.TRIZOL ile Hiicreden RNA izolasyonu

Hiicreler RNA izolasyonu i¢in HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma

hiicreleri, 12 well platelere 2.0 x 10° hiicre/well olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra
25 nM BMP9-siRNA, 25 nM NT-siRNA, 25 nM GAPD siRNA, sadece Dharmafect

ve pozitif kontrol i¢in sadece medyum her bir grup igin en az 3’erli tekrar olacak

sekilde hiicrelere uygulandi. 48 saat sonra asagidaki TriPure Isolation Reagent

(Roche Diagnostic) protokol takip edilerek RNA izolasyonu yapildi. Ayrica deney

esnasinda sadece Dharmafect ve Pozitif kontrol i¢in sadece medyum verilen

hiicrelerde 48 saat siiresince belli araliklarla gozlendi. Kullanilan Dharmafect

dozunun hiicrelere herhangi toksik etki yapmadigi gortildii.

12’lik wellerdeki hiicreler buz iizerine alind1 ve medyumdan uzaklastirildi.

1X PBSile ( 1mL) 2 kez yikama yapildi.

Her bir kuyucuktaki hiicrelerin iizerine 500 ul TRIZOL kimyasal
(Invitrogen, Cat. N0.15596-026) ilave edildi ve pipet ucu ile hiicreler kazindu.
Her kuyucuktaki hiicreler 1,5 mL’lik ependorf tiiplere alindu.

Oda 1s1sinda 5 dk. inkiibe edildi.

Ependorflar igine alinan hiicre soliisyonu iizerine 100 pL kloroform (Merck,
Cat.N0.102431) eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk sallandi (10sn. vorteks
yapildi).

Organik ve sulu fazin ayrigmasi i¢in 15.000 x rpm’de 15 dk +4 °C’de
santrifiij yapildi.

RNA’lar1 igeren sulu faz yeni 1,5 mL’lik ependorf tiipe alindu.
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9- 500 puL %100 etanol eklenip, sallanarak karistirildi ve buz iizerinde 10 dk.
inkiibe edildi.

10- 15.000 x rpm’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

11- Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. % 70’lik etanolden
(Merck, Cat. N0.100993) 160 uL eklendi ve hafifce sallandi.

12-15.000 x rpm’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

13- Coktiirtilen RNA pelleti etanoliin uzaklasmasi i¢in kurumaya birakildi.

14- Kuruyan RNA pelleti 20 uL PCR-grade DEPC (Invitrogen, Cat.No.46-
2224) su igerisinde ¢oziildi.

15- RNA’lar nanodropta 6lgiildii, konsantrasyonlar: ve OD degerleri belirlendi.

16- RNA diger deneylerde kullanilmak {izere -80 °C’de saklandi.

3.2.5.2.RNA’larin cDNA Formuna Cevrilmesi

Izole edilen total RNA’larin cDNA formuna cevrilmesi icin cDNA sentez kiti
(RevertAid First Strand cDNA sentez kit, Thermo Sci. K1612) yararlanilarak cDNA

sentezlendi.

e RNA 6l¢iim sonuglarina gére cDNA formuna gevirilecek tiim RNA 6rnekleri
1 pg’a esitlendi.
e Hesaplama iglemi soyle yapilds,

Ornegin izole edilen RNA degeri X=274,2 ng/ul olsun. Bunu 1 pug’ma esitlemek
isteniliyorsa;

274,2ng=0,274 pg
(0,274’1 neyle carparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)
0,274 x 3,65 =1,0001 pg
3,65 ul = alinacak RNA miktar1
e Hesaplamalar yaptiktan sonra ¢alismaya gecildi.
(NOT: RNA ve kitin i¢cinde bulunan malzemeler her zaman buzda bekletilmelidir).

1. Ornek sayisi kadar 1,5 ml’lik ependorf tiip ¢ikartilds.
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2. Her tiipe ayr1 ayri 1ul oligo(dT);g primer konuldu.

3. Her bir 6rnek icin hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf tiiplere

konuldu.

4. Her bir ornek i¢in hesaplanan miktarda su (kitin i¢inde mevcut)
sirasiyla ependorf tiiplere konuldu (6rnegin RNA 2 ul ise 11 pl’ye tamamlayacak
sekilde yani 9 pl su tiiplere konuldu).

5. Ayn bir temiz ependorf tlipiin icinde asagidaki oranlarda mix

hazirlandi.

% Bir o6rnek icin hazirlanacak miktarlar (6rnek sayisiyla carpilarak mix

hazirlandr).
e 5X Reaction Buffer 4ul
e Ribolock™ RNase Inhibitor(20 u/pl) 1ul
e 10mM DNTP Mix 2ul
e RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/pl) 1ul

e Hazirlanan mix 6rnek tiiplerinin iistiine 8 pl olacak sekilde dagitildu.
e Toplam hacim 20 pl oldu (12 pl 6nceden vardi 8 ul mix ekleerek toplam 20
ul oldu).

6. 42 °C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi. Sonra 70°C de 5 dk. bekletildi.
Spin attirildi.

7. Elde edilen cDNA’lar etiketlendikten sonra kullanilacagi zamana kadar -

70°C de muhafaza edildi.

3.2.5.3.BETA AKTIN, GAPDH, BMP9 ve Hedef Genlerin Primerlerinin
Hazirlanmasi

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda
IXTE (Tris-EDTA) eklenerek 100 pmol/mL’lik stok c¢ozeltiler hazirlandi. PCR
isleminde kullanilmak {izere stoktan 20 pL alinarak 80 uL 1XTE tamponu eklendi.
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Kullanilan primer sekanslar1 ve PCR iiriinlerinin uzunluklar1 tablo 6’da

tanimlanmaktadir:
Tablo 6. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-PCR’da kullanilan

primer listesi

Forward Primer Dizi=i (5'—37)

GAPDH CAAGGTCATCCATGACAACTTTG GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
N R IRl TTCCTGGGCATGGAGTCCT AGGAGGAGCAATGATCTTGATC 04 38

TCOGATAAGTCGACTACGCC 107 58

TGTCTGACTCATCCATCCTTCAAG 387 55
CCCAGCCTATGGATACAAGC TGAAAAGCTTICTCCAACACG 151 35
TCAACGATAGAAMAATACCAGGAGA CTGCACAAAGATGCTGCTET 108 35
AGGATCAGTAGGTGGAATAG TCTAAAGGTTGTGGGETCTGE 240 35
CGTGGCTACATCTCCCATTT TCCCTCATGACCAGEATCTC 315 58
ACATGAACGGCTGTTACTCA TCCAACTGAAGGTCCCTGAT 121 58

m CATCCCCCAGAACAAGAAGG TEGTGATGCAGGCTGACAAT 117 58
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3.2.5.4.Gradiyent PCR

Kantitatif Real Time PCR ¢alismasina baglamadan 6nce ekspresyon ¢alismasi

yapilacak tiim genlere ait primerler i¢in Gradient PCR ¢alismasi yapildi.

Gradient PCR c¢alismas:t i¢in HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma hiicre
hatlarindan elde edilmis bir cDNA kullanildi. PCR islemi Tablo 7’de gosterildigi
sekilde gerceklestirildi.

Tablo 7. Gradient PCR c¢alismasi igin gerekli reaktifler ve miktarlari

Reakiif Miktar

(NHs)SO; buffer 25ul
MeCl 25l
dNTP 05l
20 pmol Forward Primer 0.5l
20 pmol Reverss Prmer 0.5 pl
Taq DNA Polymerase 02l
dH:0 163 pl
DNA 2l

Yukaridaki bilesenler son hacim 25 pl olacak sekilde karistirildi. Her bir gen i¢in 55-
57-58-60°C derece sicakliklarda Gradient PCR ¢alismasi kuruldu. BIO-RAD T100
model PCR cihazinda Tablo 8’de belirtilen kosullarda amplifikasyon gerceklestirildi.
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Tablo 8. Gradient PCR ¢alismasi uygulanan amplifikasyon kosullar

Reaksiyon Sicakhk Siire Dongii
Denafiirasyon 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye 4) dongi
Primer baglanma | 33-60 °C 30 santye
Uzama 12°C | dakika
Son uzama 12°C 5 dakika

BMP9, Beta-Aktin, GAPDH, P21, IDI, ID2 igin uygun sicaklik 58°C ;
SMAD1, SMAD5, SMADS, SMAD4 i¢in uygun sicaklik 55°C olarak belirlendi.

3.2.5.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi istenen bolgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek i¢in

%?2’lik agaroz jelde PCR iiriinleri ytrtitiildi.

1. 100 mL 1xTAE (Tris/Asetik Asit /EDTA) tamponunun igine 2 gr agaroz
(Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.

2. Mikrodalga firinda homojen olana kadar tutuldu.

3. 1.8 pL ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel
kaliba dokiilerek donmaya birakildi.

4. PCR iriinlerinden 5 pL alinarak 1 pL 6x Loading dye (Thermo, #R0611) ile
karistirtlip kuyucuklara yiiklendi.

5. PCR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler %2 agaroz jel elektroforezinde, 95V

akim altinda, 40dk. yiiriitiildikkten sonra UV transliminatérde goriintiilendi.



50

3.2.5.6. Jel Ekstraksiyonu

Jel ekstraksiyonu Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. No 28704) ile

yapildi.

1. Jel ekstraksiyonu yapilacak PCR iiriinleri (20uL) yeni hazirlanmis taze kalin
tarakli jele yiiklendi.

2. Dimerlerin uzaklagmasi i¢in miimkiin olan en uzun siire yiiriitildii.

3. Karanlik odada bantlara bakilip, hangisinin alinacagina karar verildi.

4. DNA bantlar1 bant kesici (extractor) ile dikkatlice alindi.

5. Kesilen jel pargasi tartilip ependorf tiipe aktarildi.

6. Ornegin; 1 Jel 40 mg = 40uL hesabina gore kag kuyucuk kesildi ise 2 ya da 3
oranda 2x40, 3x40 distinildi.

7. 40x ornek sayist kadar QG tamponu eklendi (QIAGEN).

8. 50 °C’de 10 dk. inkiibasyona birakild1.

9. Jel pargalar1 tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapildi. (Jel
pargalari eridikten sonra tamponun rengi sari olmali, eger turuncu ya da mor
renk olusursa renk sar1 olana kadar 10 pL 3M sodyum asetat eklenir.)

10. Siipernatant mor kapakli spin kolona aktarildi ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij
edildi.

11. Alttaki toplama tiipti bosaltilip tekrar takildi.

12. igindeki alkoliin tamamen uzaklasmasi igin bos olarak tekrar santrifiij yapildi.

13. Spin kolon yeni ependorf tiipe oturtuldu. Toplama tiipleri atildu.

14. 30 uL EB buffer (QIAGEN) eklendi. 4dk. oda sicakliginda bekletildi.

15. 13.000 rpm’de 1dk. santrifiijlendi. DNA degeri spektrofotometrede okutuldu.
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3.2.5.7. Real-time PCR i¢in Standartlarin Hazirlanmasi

Jel ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan standart hazirlanir. Primere ait jel
ekstraksiyonu yaptiktan sonra spektrofotometrede konsantrasyon ve kalite ol¢iimii

yapildi.
ORNEK:
BETA-ACTIN geninin jel ekstraksiyon sonucu:

Tng/ uL ===p 7000pg===) 70 KAT

/N

69 uL ddH20  1ul DNA

Seklinde hesaplama ile sulandirma katsayisi bulundu. Sonrasinda 1:10
miktarinda seri diliisyon yapildi. Standartlar birinci standart hazirlandiktan sonra

diltie edilerek sirayla hazirlandi.

3.2.5.8.Kantitatif Real Time PCR (RT-PCR) Protokolii

Hiicre hatlarinda siRNA uygulamasinin mRNA diizeyinde etkinligini
saptamak i¢in Qiagen Rotor Gene Q cihazi kullanilarak real time PCR calismasi
yapildi. BMP9 hedef gen, Beta Actin standardizasyon, GAPDH hiicre hatlarinin
transfeksiyon etkinligini saptamak i¢in siRNA uygulamalari ile elde edilen baskilama

oranlar1 ve hedef genlerde olan degisiklikler incelendi.

Real-time PCR’da kullanilan sybr green 1siktan etkilendigi igin ¢aligma alani
karanlikta, metal bloklarda ve tablo 9’daki miktarlarda (bir 6rnek igin) calisildi.
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Tablo 9. Kantitatif Real Time PCR ¢alismasi i¢in gerekli reaktifler ve miktarlar

Reaknf Miktar

X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mis. | 125
20 pal Fomvard Primer 05l
20 gl Reserss Primer 05l
50 0,

VA 25l

Yukaridaki bilesenler her bir 6rnek i¢in son hacim 25 pl olacak sekilde karigtirildi ve
Rotor Gene Q cihazinda her bir genimiz i¢in uygun baglanma sicakliginda 45
dongiiye ayarlanarak Real Time PCR calismasi gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin
ornek sayist en az 3 olacak sekilde calisildi. Sonuglar hazirlanan standartlar ile
birlikte Rotor Gene Q Software programinda analiz edildi. Ilgili genlerdeki
ekspresyon degerleri housekeeping gen olan Beta Actin degerlerine oranlanarak

sonuglar analiz edildi.



53

3.2.6. Protein Diizeyinde Baskilamanin Gosterilmesi

3.2.6.1.Protein izolasyonu

Real Time PCR ile BMP9 geninin baskilandigi gosterildikten sonra, ayni

sonuglar1 protein seviyesinde de konfirme etmek i¢cin Western Blot yapildi. Hiicreler

protein izolasyonu i¢in 6 well platelere 3.0 x 10° sayida olacak sekilde ekildi. 24 saat
sonra 25nM BMP9-siRNA, 25nM NT-siRNA her bir siRNA igin en az 3’erli tekrar
olacak sekilde hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra protein

izolasyonu yapildi.

3.2.6.2.Hiicrelerden Protein izolasyonu

6’lik well plate’de bulunan hiicrelerin medyum tamamen ¢ekildi.

Hiicreler iizerine 1X PBS eklendi. PBS’le yikayip, kaziyicit yardimiyla petri
yiizeyinden kaldirildi.

Her kuyucuktaki hiicreler 1.5 mL’lik ependorf tiiplere alindi.

Elde edilen hiicre siispansiyonu +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk. santrifiij edildi.
Siipernatant pelete zarar vermeyecek sekilde uzaklastirildi.

1.5 mL’lik ependorf tiipiin igerisine 980 uL RIPA Lizis Buffer (Santa Cruz,
Cat.No: sc-24948), 10 uL Proteaz Inhibitérii (Calbiochem, Cat.No:539137), 10
uL Fosfotaz Inhibitérii (Thermo Scientific Cat.No: 1862495) konularak karisim
hazirlandi.

Her bir peletin tizerine hazirlanan karisimdan 150’ser ulL konuldu.

Cok hafif vorteks yapildi. Ve buz iizerinde 5 dk. inkiibe edildi.

Sonra spin attirildi.

10- Her bir 6rnek 0,5 mL’lik ependorf tiipiine aktarilip 2.5 dk. boyunca sonikasyon
islemi yapilarak proteinlerin par¢alanmasi saglandi.

11- Ornekler tekrar 1,5 mL’lik ependorf tiipe alindi. +4°C’de 150.000 rpm hizinda
5 dk. santrifiij edildi.
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3.3. WESTERN BLOTTING

3.3.1. Proteinlerin Boyanmasi

1- Proteinleri boyamak i¢in buffer hazirlandi.

2- Buffer’in igerigi ve oranlari: Sample Buffer (%95) + Merkaptoetanol (%5)
Beta-Merkaptoetanol; proteinin siilfidril baglarin1 kirarak 3 boyutlu yapisin
diiz ip haline getirir. Bu sayede kirilmalardan kaynaklanabilecek farkli
yiirlimeler engellenmis olur ve bize proteinin boyu hakkinda en dogru bilgiyi
vermis olur). Beta-merkaptoetanol’iin insan sagligi agisindan c¢eker ocakta
konulmas1 dnemlidir.

3- +4°C’de 150.000 rpm hizinda 5 dk. santrifiijlenen 6rneklerin siipernatanti yeni
bir tiipe alind1 ve lizerine hazirlanan sample buffer’dan 1:3 oraninda eklendi.

4- Hafif vorteks yapildi ve spin attirildi.

5- 95°C’de 5 dk. proteinlerin inkiibe edilmesi saglandi.

3.3.2. %10’luk SDS-PAGE Jelin Hazirlanmasi

e 2 ayri jel karistmi hazirlandi. (Running jel ve Stacking jel)

e Jel i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi:



Tablo 10. Western Blot jeli igin gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi
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%30 ACA (akrilamid)

58 gr ACA + 2 gr N,N,metilen bis ACA +
200 mL dW

2M Tris HCL 72 gr Tris + 250 M1 dW karisimi hazirlanir ve
lyice ¢Oziindiikten sonra pH:8,8 e ayarlanir.
0.5M Tris HCL 6 gr Tris + 80 Ml dW karisimi hazirlanir ve

lyice ¢0ziindiikten sonra pH:6,8 e ayarlanir.

%10APS (amonyumpersiilfat)

25 mg APS + 250uL dW karisimi hazirlanir.
Bu karisim uzun siire dayanmaz o yiizden

hemen hazirlayip kullanmaliyiz.

%10SDS (sodyumdodesilsiilfat)

Sgr SDS tartilip 50 mL’ye dW ile tamamlanir.

a. Running Jel Oranlar

Elde edilen proteinin molekiiler boyutuna gore jelin % kaclik olacagina karar

verildi ve galisma protokoliine gore jel hazirlandu.

Tablo 11. Western Blot Running jel hazirlanisi

Bilesen %10

dW 8.26 mL
%30 ACA 6 mL
2M s 3.38 mL
%10 APS 180 pL
%10 5DS 180 pLL
TEMED 20 pL
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b. Stacking Jel Oranlar

Tablo 12. Western Blot Stacking jel hazirlanigi

Bilesen %10
dW. 4.055 mL
030 ACA 0.7 mL

0.5 M Tris 1.5 mL

%10 APS 50 pL
%10 5DS 60 pL
TEMED 10 pL

NOT: Bu tablolardaki oranlar 2 adet jel dokmek icin gerekli olan oranlardir.

3.3.3. Jelin Hazirlanmasi:

1. Once Running jel hazirland.

2. Yapim asamas: yukarida tabloda belirtilen oranlarda malzemelerin
hazirlanmasi ve birlestirilmesiyle tamamlandi.

3. Malzemelerin 50 mI’lik falkonda birbirine karistirilmasi sirasinda APS
ve TEMED eklenmesi sona birakildi. Ciinkii jelin donmasini saglayan
bu iki maddenin birbiriyle etkilesimidir.

4. Camlar birbirine paralel olacak sekilde ayarlandi ve sikistirildi. Suyla
sizdirma olup olmadig1 kontrol edildi.

5. Daha sonra tarak takilarak taragin ulastigr son nokta camda isaretlendi.
Bu noktaya kadar olacak sekilde Running jel pipetle hizlica ve kdpiik
birakmadan eklendi.

6. Ardindan hemen izopropanol eklendi.

7. Running jel dondugunda dondugunu anlamak i¢in camlar1 egik bir

pozisyona getirerek donan jelin konumunu korumasi ve akiskan olan
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alkoliin hareket etmesi sebebiyle kirikli bir yapt olusuyor. Bu sayede
jelin dondugu anlasilir. Bu asamadan sonra alkol dokiildii.

Stacking jel eklendi ve hemen tarak takild.

Dondugundan emin olunca tarak ¢ikartildi. Proteinler yiiklemeye hazir
hale geldi.

Cikarildiktan sonra gozle kuyucuklarin yamuk olup olmadigi catlak
olup olmadig1 kontrol edildi ve daha sonra camlar tanka takildi.

Tanka takilirken iki cam arasina 6nce olmak iizere, tizerine 1x Running
Buffer eklendi. Eger buffer sizdiriyorsa ¢ikarip tekrar takmak gerekir.
Ciinkii bu sizdirma proteinler yiiklenip giic kaynagina takip proteinler
yiirlimeye basladiginda bu sizint1 verilen elektrigin de bu sizintidan
sizmasina ve proteinler yavas veya hi¢ yiirimemesine sebep olur. O
yiizden ¢ok onemlidir.

Sizdirmadigindan emin olduktan sonra ve Running buffer eklendikten

sonra protein yiikleme asamasina ge¢ildi.

3.3.4. Proteinlerin Jele Yiiklenmesi

Izole edilen proteinlerin jele yiiklenecegi miktar tespit edildi.

Ardindan 1:3 oraninda sample buffer ile karigtirildi. 95°C°de 5dk.
tutuldu ve buza alindu.

Proteinler jele yiiklendi ve tank gii¢ kaynagina baglandi.

Proteinler yiiklendikten sonra ProSieve™ EX Running Buffer 1X
(Lonza) icerisinde 100 V’da 5 dk. ve 240 VV’da 17 dk. yiiriitiildii.
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3.3.5. Membrana Transfer Asamasi

1. Yiiritme islemi tamamlandiktan sonra jeli camdan ayirarak transfer
asamasina gecildi.

2. Nitroseliilloz membran 6zel olarak saklandig1 kutusundan ¢ikarilarak jele
uygun bir sekilde kesilerek tekrar ayni kutunun igerisine koyuldu.
Membran kullanilirken en 6nemli sey kurumamasima dikkat etmektir.
Sayet kurursa proteini tutma 6zelligini kaybeder.

3. Nitroseliilloz membran %100 metanol konulan bir kabin igerisinde 2-3
dk. bekletildi.

4. Transfer buffer daha genis yayvan bir kabin icerisine dolduruldu.

5. Igerisine filtre kagitlar1 konuldu. islem boyunca filtre kagitlarmin 1slak
bir sekilde kalmasi saglandi.

e Membranin bekleme islemi tamamlanip jelin camlardan ayrilmasi
saglandiktan sonra membrana transfer icin, Pierce G2 Fast Blotter (Thermo
Scientific) cihazina sirasiyla filtre kagidi-nitroselilloz membran-jel-filtre
kagidi seklinde diizenek olusturuldu. Ve hava kabarcigi kalmamasi igin
hafifce rulo ile basilarak islem tamamlandi.

e Transfer cihazi eksiden artiya dogru elektrik akimi vererek proteinlerin

jelden membrana gegmesini sagladi

3.3.6. Bloklama

Proteinleri jelden membrana aktardiktan sonra membrana gegen proteinlerin
disindaki bosluklarin kapatilmasi amaciyla bloklama yapilir. Yani bu sayede
proteinin yapisinda olan antikorlarin membranlarin  bos olan kisimlarina

baglanmasini elimizden geldigince en aza indirgemis oluyoruz.

1. Anlamh ve gilivenilir sonug¢ elde etmek i¢in antikorlarin membran {izerinde
hangi proteinlerle ilgileniliyorsa o proteinlere baglanmis olmasidir. Membran
tizerindeki nonspesifik baglanmalarin ortadan kaldirilmasi gerekir. Bunu

yaparken de % 2,5’lik siit tozu ¢6zeltisi kullanilda.
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Falkonda 1,25 g siittozunun iizerini TBS-T ile 50 ml’ye tamamlayarak

stittozu ¢ozeltisi hazirlandi. Ve vortekslendi.

3. Membrani siit tozu ¢ozeltisine koymadan 6nce membranin 6nli ve arkasi
neresi diye karistirmamak igin isaret konuldu. Proteinler hep membranin st
kisminda kalmali bu yiizden membranin 6n yiizliniin iizerine isaret konuldu.

4. Hangi antibody kag¢ kDa bantinda goriilmesi gerekiyorsa membran tlizerindeki
markerin ka¢ kDa bantlarina karsilik gelen yerleri isaretlendi. Gorlintiilleme
sonrasi proteinin ka¢ kDa oldugunun analizinin yapilmasi agisindan kolaylik
saglar.

5. Normal bir kaba membran koyuldu.

6. Ve siit tozu membranin yiizeyini kaplayacak sekilde koyuldu.

7. Membran siittozu ¢ozeltisinde oda sicakligindaki orbital shakerda 30 dk.

bekletildi.

3.3.7. Birincil Antikorla Muamele

Bloklama sonrasinda, HepG2 hiicrelerinin proteinlerinin  bulundugu
membranlar primer antikorlar ile muamele edildi. Bu asamada BMP9 (sc-27821,
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)), Smad 1/5/8 (sc-6031-R, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA)), P-Smad 1/5/8 (sc-12353, Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA)), ld-1 (sc-488, Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA)), 1d-2 (sc-489, Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)), Anti-p21(ab-
7960, Abcam), Beta Actin (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA))

antikorlar1 kullanildi.

1.Antikorlar yagsiz siit tozu i¢inde BMP9 1/250, Anti-Smad 1/5/8 1/250, P-
Smad 1/5/8 1/250, Id-1 1/250, Id-2 1/250, Anti-p21 1/1000 ve Beta Actin ise 1/1000

oraninda eklendikten sonra membranlar +4 °C’de orbital shaker iizerinde overnight

birakildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Kullanilan antikorlara ait bilgiler ve optimize edilmis diliisyon kosullari

Birinci Antikor
{pL antikor

{ml ziit tozn)

42 111000 Mouse 172500
53 1250 Goat 172500
53 1250 Rabbit 172500
53 1250 Geat 172500
18 111000 Rabbit 172500
15 1250 Rabbit 172500
15 1250 Rabbit 172500

3.3.8. Yikama

Ortamdaki gereksiz olan baglanmalar1 ortadan kaldirmak icin yikama yapilir.

1- Yaklasik 16 saat sonra membranlar iizerinde bulunan primer antikorlar
alind1.

2- Antibody alindiktan sonra membran 1X TBS-T ile dolu bir kaba alindi. Ve 2
kez 5 dakika orbital shakerda yikama yapildi.

3.3.9. ikincil Antikorla Muamele

1. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra ikincil antikor muamelesine gecildi.
Burada dikkat edilmesi gereken birincil antikor hangi hayvanin antijenine
kars1 uygulandiysa ikincil antikor da yine o hayvana ait olmasidir. Mesela
birinci antibody mouse ise ikinci antibody’de anti-mouse olmalidur.

2. Kullanilacak olan ikincil antikor ¢ozeltisi hazirlandi.
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3. Yikama sonrasinda 1X TBS-T igerisinde 1/2500 oraninda anti-mouse 1gG,
HRP-linked secondary antibody (7076P2; Cell Signaling, Danvers, MA,
USA) ile oda 1s1sinda 30 dk. orbital shaker tizerinde bekletildi.

3.3.10. Yikama ve Goruntiilleme

1. 30 dk. sonunda membranlar yine 1X TBS-T ile dolu bir kaba alindi.

2. Ve 2 kez 5 dakika orbital shakerda sallanarak yikama yapildi.

3. Son yikama yapilirken bir taraftanda ECL soliisyonu hazirlandi. ECL
soliisyonu, ikincil antikora baglanarak 1s1ma yapar.

4. 750 pul Lumi A, 750 pl Lumi B soliisyonundan alinarak ve pipetaj yapilarak
enzim c¢ozeltisi hazirlandi. Bu oran 500 pl’de olabilir. Membraninizin
biiyiikliigiine gore degisir.

5. Tezgah 6nce izopropanol ile silindi. Ve strech yayarak diiz zemin olusturuldu.

6. Membranin lizerine hazirlanan enzim ¢ozeltisi eklendi. Ve 5 dk. bekletildi.

7. Bu bekleme arasinda goriintiileme yapilacak olan Biorad ChemiDoc MP.
Cihazinin ag¢ilmasi saglandi.

8. 5 dk. olduktan sonra membran CD posetin arasina yerlestirildi. Poset ile
membran arasinda hava kabarcigmnin kalmamasina dikkat edildi. Goriintii
almaya hazir hale gelindi.

9. Membranlar UV cihazda goriintiilendi.

3.4. Dokularm Temini

Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali
polikliniginde takip edilen hepatoselliiler karsinomali hastalarin karaciger patolojik
dokusu ile patolojik dokunun yanindaki saglikli dokular (kontrol grubu) temin
edilerek iki gruba ayrildi.
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3.4.1. mRNA Diizeyinde Ekspresyonun Gosterilmesi

3.4.1.1.Dokulardan RNA izolasyonu

Dokular kiigiik pargalara ayrilip, 2 ml’lik ependorf tiipe konuldu. (Protokol
i¢cin bkz. Boliim 1.2.2.1).

3.4.1.2.RNA’larin cDNA Formuna Cevrilmesi

RNA 6l¢iim sonuglarina gore cDNA formuna gevirilecek tiim RNA 6rnekleri
1 pg’a esitlendi. Daha sonra RNA’lar cDNA’ya ¢evrildi (Protokol i¢in bkz. Boliim
1.2.2.2).

3.4.1.3.Gradient PCR Calismasi

Gradient PCR ¢alismasi i¢in HepG2 insan hiicre hatlarindan elde edilmis bir cDNA
kullanilarak BMP9 (GDF2) ve GAPDH genleri i¢in gradient PCR kuruldu (
Protokol i¢in bkz. Boliim 1.2.3.1).

3.4.1.4.Kantitatif Real Time PCR Calismasi

Kanserli ve normal karaciger dokusu Orneklerinde BMP9 (GDF2)
ekspresyonunun mRNA diizeyinde ekspresyonunu belirlemek i¢in real time PCR
calismasi (Qiagen Rotor Gene Q) yapildi. BMP9 hedef gen ile Beta Actin
ekspresyon standardizasyonu yapildiktan sonra doku Orneklerinin ekspresyon

seviyesindeki degisiklikleri incelendi.

Real time PCR deneyleri Tablo 3’ de gosterilen primerler ve tabloda belirtilen
baglanma sicakliklar1 (Tm) ile asagidaki Tablo 4 de gosterildigi gibi gerceklestirildi.
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3.5. PARAFIN DOKUDAN iMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Formalinle fikse edilen ve parafine gomiilii bloklardan 3-5 pm kalinliginda
hazirlanan doku kesitleri 6nce 65°C’de 30 dk. etiivde bekletildikten sonra 5’er
dk. siireyle Xylol’de 2 defa deparafinize edildi.

Bu islemden sonra dokular sirasiyla 5’er dk. %50, %70, %90, %100 derecelik
alkollerden gecirildi ve distile suya alind1.

Dokudaki antijen geri kazanimini etkinlestirmek i¢in tiim antikorlarla boyanacak
kesitler pH degeri 9 olan Sitrat Buffer ic¢inde protein yiizleri karsilikli
gelmeyecek sekilde saleye yerlestirildi.

Sale otoklav igerisine yerlestirilip 120°C ¢ikmasi beklenildi. Ve 120°C’de 5 dk.
bekletildikten sonra otoklav kapatildi. Sogumasi beklenilip sale alindi.

PBS (Phosphate Buffer Saline) soliisyonunda 5 dk. yikandiktan sonra antijen geri
kazanimi i¢in %3’lik H202 soliisyonunda 5 dk. bekletildi.

H202 soliisyonunun hazirlamsi; 50 ml metanol tizerine 1,5 ml H202 eklenerek

sollisyon hazirland.

6.

10 dk. PBS soliisyonunda tutulduktan sonra preparatlara %1’lik BSA (Bovin
Serum Albumin) soliisyonundan damlatilarak 30 dk. boyunca bekletildi.

BSA hazirlamisi; 100 mg BSA iizerine 10 ml PBS-T eklenerek soliisyon hazirlandi.

PBS-T hazirlamisi; 100 ml PBS (10X) soliisyonundan alinir. Uzeri 900 ml distile su

ile tamamlanir. Ve 1 ml Tween20 eklenerek soliisyon hazirlandi.

7.

Sonrasinda kullanima hazir BMP9 (Rabbit Polyclonal anti-BMP9, ab35088)
antikorunu BSA’nin igerisinde diliie ederek 1/500 orani ile +4°C ’de overnight
inkiibasyon yapildi.

PBS’de 2 defa 5 dakika yikandu.

Isaretli 2.Antikoru BSA’nin icerisinde diliie ederek 1/500 orani ile oda

sicakliginda 30-40 dk. inkiibasyon yapildi.

Bu bekleme siiresinde 11. Basamakta kullanilacak olan ABC soliisyon hazirlandi.

10. PBS’de 2 defa 5 dk. yikandi.
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11. ABC (Avidin-Biotin Complex) soliisyonundan damlatilarak 20 dk. boyunca
bekletildi.

ABC soliisyonunun hazirlamisi; 1 ml PBS’in i¢ine 10 pl Avidin + 10 ul Biotin

soliisyonundan konularak oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyona birakildi.

12. PBS’de 2 defa 5 dk. yikandu.
13. DAP’da 2 dk. bekletildi (DAP siiresi 0-10 arasinda degisebilir).

DAP hazirlamisi; 1 ml DAP i¢in: 16 ul buffer, 32 ul DAP, 16 ul H202 konularak

soliisyon hazirland1 (Ornek sayisma ve dokunun biiyiikliigiine gore soliisyon miktar

degistirilebilir).

14. Cesme suyunda 5 dk. bekletildi.

15. Meyers Hematoksilen soliisyonunda 1 dk. boyandi.

16. PBS’de 2 defa 5 dk. yikanda.

17. Distile su ile 5 dk. yikandi.

18. Bu islemden sonra dokular sirasiyla 5’er dk. %50, %70, %90, %100 derecelik
alkollerden gecirildi.

19. Ve kesitler Xylol’de 5 dk.tutuldu (2 defa).

NOT: Xylol entellan1 pargalar bu yiizden kurumasi beklenildi.

20. Doku kurutuldu ve entellan kapatma soliisyonu kullanilarak lamel ile kapatilarak

151k mikroskopunda incelendi.

NOT: Entellan ile kapatma sirasinda baloncuk kalmamasina dikkat edildi.
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4. BULGULAR

4.1. siRNA UYGULAMASININ HepG2 HUCRELERINE UYGULANMASI
ARDINDAN MORFOLOJILERININ GOZLEMLENMESI

HepG2 hiicre hattina 25nM NT-SiIRNA, GAPD-siRNA ve BMP9-siRNA
uygulamasi yapildiktan 24 ve 48 saat sonra hiicreler invert mikroskop altinda 10X
optik biiylitmede goriintiilendi. Aldigimiz goriintiiler 1518inda siRNA uygulanan
HepG2 hiicre hattinda 24. ve 48. saat sonra proliferasyon goriilmiis olup herhangi bir
morfolojik degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 11, 12).

25nM BMP9-siRNA uygulamasi sonrasi
HepG2 hicre hatti (10X)

L ":‘.f =~ 2t . 'TD >3

25nM NT-siRNA uygulamasi sonrasi 25nM GAPDH-siRNA uygulamasi sonrasi
HepG2 hucre hatti (10X) HepG2 hucre hatti (10X)

Sekil 11. Hepatoselliiler karsinoma hiicrelerine (HepG2) 25nM BMP9-siRNA, NT-

SiRNA ve GAPDH-siRNA uygulamasindan 24 saat sonra hiicrelerin goriiniimleri.
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25nM BMP9-siRNA uygulamasi
HepG2 hucre hatti (10X)

- Chai T S oy A e, ¥ AT
25nM NT-siRNA uygulamasi sonrasi 25nM GAPDH-siRNA uygulamasi sonrasi
HepG2 hucre hatti (10X) HepG2 hicre hatti (10X)

Sekil 12. Hepatoselliiler karsinoma hiicrelerine (HepG2) 25nM BMP9-siRNA, NT-
SiIRNA ve GAPDH-siRNA uygulamasindan 48 saat sonra hiicrelerin goriiniimleri.

4.2. HepG2 HUCRE PROLIFERASYONU UZERINDE BMP9-siRNA
UYGULAMASININ ETKIiSI

BMP9 geninin hepatoselliiler karsinoma hiicre hatt1 lizerine proliferasyona
olan etkisinin gozlemlenmesi amaciyla xCELLigence sistemi kullanildi. Bunun igin
oncelikle HepG2 hiicre hatt1 6 well platelere ekildi. Ekimden 24 saat sonra BMP9-
SIRNA ve NT-siRNA  hiicrelere 3’erli olacak sekilde transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve her bir well’e 2 X 10*
olacak sekilde xCELLigence sistemine ait 6zel E-Plate 16’lara ekildi. Her grup n=4
olacak sekilde dizayn edildi ve error bar’lar grafik lizerinde es zamanli olarak
gosterildi. Ekim sonrasi sistem her 15 dakikada bir 6l¢iim alacak sekilde 96 saate

ayarlandi. 96 saat sonunda analizler elde edildi.
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4.2.1. HepG?2 hiicresinde BMP9-siRNA uygulamasinin etkisi
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- T NTaRNA
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Sekil 13. HepG2 hiicrelerinin xCELLigence grafigi. Yesil (kontrol), kirmizi (25nM
BMP9- siRNA) uygulanmasi.

Bu grafige gore hiicrelere BMP9-siRNA transfeksiyonunu takiben 90 saat
sonra iki grup arasinda ¢ok az da olsa bir fark olugsmus fakat istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0,05) (Sekil 13).

BMP9’un hedef genleri baska sinyal yolaklar1 tarafindan da aktif oluyor,
dolayistyla bu diger sinyal yolaklarint devre dis1 birakmak i¢in bu sinyal yolaklarin
onemli etkeni olan Fetal Bovine Serum (FBS)’u medyumdan uzaklastirmak
gerektigini disiindiik. Bu nedenle hedef genlerin analizi ve hiicre biiyiimesinin

proliferasyon analizi FBS’siz ortamda tekrar yapildu.
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Sekil 14. HepG2 hiicrelerinin xCELLigence grafigi. Mavi (kontrol), pembe (25nM
BMP9-siRNA) ve FBS(+). Kirmizi (kontrol), yesil (25nM BMP9-siRNA) ve FBS (-)

uygulanmasi.

Bu grafige gore hiicreler FBS (+) olan ortamda BMP9-siRNA
transfeksiyonunu takiben 96 saat sonra iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkin olmadig1 gozlemlendi p>0,05. Bununla beraber FBS (-) olan ortamda ise
BMP9’un baskilanmasinin hiicre proliferasyonunu artirdigin1 ve istatistiksel olarak
da anlamli bir farkin olustugu gozlemlendi. Sonu¢ olarak BMP9, HepG2
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve istatistiksel olarak da anlamli bir
farkin olustugu gézlemlendi (p<0,05) (Sekil 14).

4.3. BMP9-siRNA’min ETKiSiNI GOSTEREN REAL-TiME PCR
SONUCLARI

Hiicre hatlarinda siRNA uygulamasinin mRNA diizeyinde etkinligini
saptamak i¢in Qiagen Rotor Gene Q cihazi kullanilarak real time PCR caligmasi
yapildi. BMP9 hedef gen, Beta Actin standardizasyon, GAPDH hiicre hatlarinin
transfeksiyon etkinligini saptamak icin siRNA uygulamalari ile elde edilen susturma

oranlar1 ve hedef genlerde olan degisiklikler incelendi.
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4.3.1. HepG2 Hiicre Hattinda BMP9-siRNA’nin BMP9 ve GAPDH
Ekspresyonlarma Olan Etkisinin Real-Time PCR Sonuclar:

25nM siRNA uygulamasi sonrasi 48.saat GAPDH gen
ekspresyonu
140
120
100
80
X

60
40

. _
0

si-NT si-GAPDH
B GAPDH/ACTB 100 17,02978573

Sekil 15. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-GAPDH siRNA uygulamasi
sonrasinda GAPDH ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p<0,01) (n=4)

25nM BMP9 siRNA uygulamasi sonrasi 48.saat BMP9
gen ekspresyonu

140
120
100

80

%

60

40

20

0
si-NT si-BMP9

W BMIP9/ACTB 100 36,29990416

Sekil 16. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda BMP9 ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p<0,01) (n=4)
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Yapilan optimizasyon caligsmalari sonrasinda, HepG2 insan hepatoselliiler
karsinoma hiicre hattinda nihai Real Time PCR sonuglarina gore; optimizasyon
calismalarimiz sonucunda 25nM siRNA uygulamasini takiben 48. saatte susturmanin
(knock down) olusumunun en ideal sekilde gergeklestigini gbzlemledik. Her bir
ornek icin n=4 ve her ornektende 4’1 sekilde calisildi. Hiicre hatlarinin susturma
(knock down) oranlari, GAPDH geni i¢in %83 (p<0,01), BMP9 geni i¢in %64
(p<0,01) olarak gozlemlendi. Ve istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 15 ve 16).
Sonug olarak HepG?2 hiicre hattinda da siRNA’larimiz basarili bir sekilde transfekte

oldu ve susturma gergeklesti.

4.3.2. HepG2 hiicre hatinda BMP9 siRNA uygulama sonras1 BMP9 sinyal
yol alt bilesenleri ve hedef genlerin ekspresyonlarina olan etkisinin
Real-Time PCR sonuglari

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulama sonrasi Anti- P21
gen ekspresyonu

140
120
100
80

=S
60
40

20

0
Si-NT si-bmp9

W p21/ACTB 100 112,5797382

Sekil 17. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda Anti-P21 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)



25nM BMP9 siRNA (48h) uygulamasi sonrasi ID1 gen

ekspresyonu
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

%

si-NT si-BMP9
mID1/ACTB 100 143,9129766

Sekil 18. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda ID1 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p<0,05) (n=4)

25nM BMP9 siRNA(48h) uygulamasi sonras ID2 gen
ekspresyonu
140
120
100
80
=3

60
40
20

0

Si-NT si-bmp9
WID2/ACTB 100 111,9175016
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Sekil 19. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda

ID2 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)



25nM BMP9 siRNA (48h) uygulamasi sonrasi SMAD1
gen ekspresyonu
140
120
100
80
O\O
60
40
20
0
si-NT si-BMP9
m SMAD1/ACTB 100 86,28310694

Sekil 20. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda SMAD1 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulamasi sonrasi SMAD 5
gen ekspresyonu

140
120

100

%

80

60

40

20

0
si-NT si-BMP9

H SMAD5/ACTB 100,0000011 98,85289165

Sekil 21. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda SMADS5 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)

72



73

120
25nM BMP9 siRNA (48h) uygulamasi sonrasi SMAD8
gen ekspresyonu
100
80
S 60
40
20
0
si-NT si-BMP9
W SMADS/ACTB 100 81,5784774

Sekil 22. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi
sonrasinda SMADS gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulamasi sonrasi SMAD4
gen ekspresyonu

140
120

100

%

80

60

40

20

0 . A
si-NT si-BMP9

B SMAD4/ACTB 100 102,6277943

Sekil 23. HepG?2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamas1 sonrasinda
SMAD4 gen ekspresyonunun RT-PCR sonucu (p>0,05) (n=4)
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Sonug olarak HepG2 hiicre hattinda siRNA’larimiz basarili bir sekilde
transfekte oldu ve susturulma gergeklesti. BMP9 un susturulmasindan sonra
BMP9 sinyal yol alt bilesenleri ve hedef genlerin ekspresyon seviyeleri
incelendi. Hedef genlerden olan Anti-p21’in ekspresyon seviyesinin ¢ok az
oranda arttigr gozlemlendigi (p>0,05) (Sekil 17), Id1’in ise ekspresyon
seviyesinin arttig1 gozlemlendi. Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) (Sekil
18), Id2’nin ekspresyon seviyesinin ¢ok az oranda arttigi gézlemlendigi
(p>0,05) (Sekil 19). BMP9 sinyal yol alt bilesenleri olan Smad1’in ekspresyon
seviyesinde ¢ok az oranda azalma oldugunu (p>0,05) (Sekil 20), Smad5’in
degismedigini (p>0,05) (Sekil 21), SMADS’in ¢ok az oranda arttigin1 (p>0,05)
(Sekil 22), Smad4’iin ise degismedigi (p>0,05) (Sekil 23) gézlemlendi. Her bir

ornek i¢in n=4 ve her 6rnektende 4’1 sekilde calisildi.

4.4, BMP9-siRNA’min ETKiSINI GOSTEREN WESTERN BLOTTING
SONUCLARI

HepG2  hiicreleri  hiicre  killtiirinde  biiyiitiilerek ~ BMP9-siRNA
uygulanmasinin ardindan western blotting yapmak {izere proteinleri izole edildi ve
western blotting yontemi ile BMP9, P-SMAD 1/5/8, Anti-SMAD 1/5/8, ID-1, ID-2,
Anti-p21 ve beta aktin protein seviyelerine etkisi gozlemlendi.
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4.4.1. HepG2 Hiicre Hattinda BMP9-siRNA Uygulamasinin BMP9, P-
SMAD 1/5/8, Anti-SMAD 1/5/8, ID-1, ID-2 Ve Anti-p21 Proteinlerine
Olan Etkisinin Western Blotting Sonuclari

s5kDA [N M . BWPY

,,,,,,,,, W P-SMAD 1/5/8
55 KDA s @« wo Anti-SMAD 1/5/8

15 kDA B ID-1

15 KDA v s s s  |1D-2

18 kDA s Sl SN s  Anti-p21

Sekil 24: HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik BMP9-siRNA sonras1 western blot
yontemiyle BMP9, P-MAD 1/5/8, Anti SMAD 1/5/8, 1d-1, 1d-2, p21 ve B-actin
tayini. 1. Kontrol, 2. Kontrol, 3. BMP9-siRNA, 4. BMP9-siRNA.

25nM BMP9 siRNA uygulamasi sonrasi 48.saat BMP9
protein ekspresyonu
0,08
0,07
B 0,06
2z
2 005
c
‘@ 0,04
2
S 0,03
[<2]
[=%
S 002
o
0,01
0
si-NT si-BMP9
EmBMP9 0,065039777 0,035704922

Sekil 25. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda
BMP9 ekspresyonunun western blotting sonucu (p<0,05) (n=3)
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25nM BMP9 siRNA (48h) uygulama sonrasi P-SMAD
1/5/8 protein ekspresyonu
0,25
=]
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v 0,15
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s 0,1
X
L I
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S
a 0
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Sekil 26. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda
P-SMAD 1/5/8 protein ekspresyonunun western blotting sonucu (p<0,05) (n=3)

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulama sonrasi Anti-
SMAD1/5/8 protein ekspresyonu
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Sekil 27. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda
ANTI-SMAD 1/5/8 protein ekspresyonunun western blotting sonucu (p<0,05) (n=3)



77

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulama sonrasi ID1
protein ekspresyonu
2,5
3 2
[<]
5
()
5 15
L
Q
(=
T 1
|2
[-%
8 05
0
si-NT si-BMP9
miD-1 1,810376172 2,181684425

Sekil 28. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda

ID1 protein ekspresyonunun western blotting sonucu (p<0,05) (n=3)

25nM BMP9 siRNA (48h) uygulama sonrasi ID2
protein ekspresyonu
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Sekil 29. HepG?2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamas1 sonrasinda

ID2 protein ekspresyonunun western blotting sonucu (p>0,05) (n=3)
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25nM BMP9 siRNA (48h)uygulama sonrasi Anti-p21
protein ekspresyonu
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Sekil 30. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik Anti-BMP9 siRNA uygulamasi sonrasinda

Anti-p21 protein ekspresyonunun western blotting sonucu (p<0,05) (n=3)

HepG2 hiicrelerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blotting
sonuglarina bakildiginda BMP9 geninin ekspresyonun susturuldugu gozlemlendi.
Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Bu sonuglar mRNA diizeyinde elde ettigimiz
sonuglart konfirme etti. Bununla beraber BMP9-siRNA ile NT-siRNA gruplari
arasinda P-SMAD1/5/8’in ve Anti-Smad1/5/8’in protein ekspresyonunun azaldigi
gozlemlendi. Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) (Sekil 26 ve 27). Id1’in protein
ekspresyonunun arttig1 gézlemlendi. Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) 1d2 nin
protein ekspresyonunun artti1 gézlemlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05) (Sekil 28 ve 29). Anti-p21’in protein ekspresyonunun ise azaldig
gbzlemlenmistir. Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) (Sekil 30). Her bir &rnek igin
n=3 ve her ornektende 3’li sekilde calisildi.
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4.5. HEPATOSELLULER KARSINOMA ve NORMAL HEPATOSIT
DOKULARINDA BMP9 EKSPRESYONUNUN REAL-TIiME PCR
SONUCLARI

BMP9/GAPDH GEN EKSPRESYONU
350

300
250

200

%

150

100

50

Normal Hepatosit Hepatoselliiler Karsinoma
WSeri 1l 100 292,2420013

Sekil 31. Hepatoselliiler karsinoma ve Normal hepatosit dokularinda BMP9 (GDF2)
ekspresyonu (p<0,05)

Yapilan ¢alisma sonucunda, doku Orneklerinin Real Time PCR sonuglarina gore;
hepatoselliiler karsinoma dokusunun BMP9 ekspresyon seviyesi normal hepatosit
dokususuna gore arttigi gozlemlenmistir. Istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05)

(Sekil 31).
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4.6. PARAFIN DOKUDAN iMMUNOHISTOKIMYA BOYAMA ANALIZI
SONUCLARI

Sekil 32. Parafin dokularinda anti-BMP9 antikoru kullanilarak immiinhistokimya
analizi. a) Negatif kontrol; b), c) 2 farkli saglikli hepatoselliiler karsinoma dokusunu;

d), e) ise sirasiyla karsilik gelen kanserli dokular1 gostermektedir. Biiyiitme 20X dir.

Immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gére hepatoselliiler karsinoma ve
normal hepatosit parafin dokularindan yapilan ¢alismada boyama sonucuna gore,
hepatoselliiler karsinoma dokusunun ekspresyonu, saglikli hepatoselliiler karsinoma
dokusuna gore daha fazla sitoplazmik boyama gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 32).
Boylece hepatoselliiler karsinoma ve normal hepatosit dokularinin ekspresyon

degerlendirmesi Immiinohistokimyasal boyama yontemi ile de konfirme edildi.
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5. TARTISMA

Kanser bugiin bir¢ok iilkede kalp ve damar hastaliklarindan sonra 6liime
neden olan ikinci hastalik grubudur. Kanser asir1 hizli yayilim gostermesi
ozelliginden dolay1 tedavisi olduk¢a zor bir hastaliktir. Cok farkli tedavi yontemleri
uygulanarak sorun ¢oziilmeye calisilmaktadir. Bu farkli olan tedavi yontemlerinin
ortak bir amaci ise tiimoriin biiylimesini kontrol altina alarak yok edilmesini
saglamaktir. Fakat bu siire¢ yan etkiyi de beraberinde getirerek metabolizmanin
altlist olmasini saglar. Bu sebeple tedavi yontemlerinin oldukga iyi arastirilmasi ve

tedavinin de kontrollii bir sekilde siirdiiriilmesi gerekmektedir [141].

HSK, diinyada en sik goriilen 5. kanser olup, kanser ile iligkili 6liimlerde ise
3. swrada gelmektedir. Etiyoloji ve insidans1 cografi bolgelere gore farklilik
gostermektedir. Kronik HBV ve HCV enfeksiyonlari, aflatoksin B ve siroz HSK

gelisimi i¢in en onemli risk faktoriidiir [2,25,26].

Gilinimiizde HSK tedavisinde cerrahi rezeksiyon, karaciger nakli, alkol
enjeksiyonu, cryotherapi, devaskiilarizasyon, kemo-embolizasyon, kemoterapi,

termoterapi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir [69,71,72,74,75].

Kanserin tedavisinde ne kadar da umut verici gelismeler olsa da, hastaligin
sayisinin yiiksek olmasi ve basar1 yiizdesinin ise diisilk olmasi insanlari bu zorlu
miicadelede bir par¢a da olsa umutlarini arttirdiklar1 diistincesiyle birtakim alternatif
metotlara basvurmaya baslarlar. Bunlarin basinda da bu geleneksel olan tedavi
yontemlerine ek olarak son zamanlarda gelistirilen gen tedavisi, fonksiyonel olan
genin hiicre icerisine sokulmasi ya da genlerin susturulmasi seklinde de

uygulanabilmektedir [142].

Proteinlerin islevlerinin, susturulmasi ya da baskilanmasi arastirilan sik
yontemlerden birisidir. mRNA seviyesinde gen susturulmasi i¢in kullanigli bir
yontemin bulunmus olmasi, biyolojik arastirmalarda ve tipta 6nemli gelismelere yol
acacak Oonemli bir aragtir. Gen ekspresyonunun susturulmasi ya da durdurulmasi
amaciyla siRNA kullanimmna dayali olan bu yontemde hiicre igerisindeki hedef

genlerden herhangi biri RNAi mekanizmasindan yararlanilarak susturulabilir. Bu
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mekanizma ayni zamanda molekiiler biyolojide gen-protein islevi analizinde ve gen

tedavisi alaninda yeni bir uygulama alanina sahiptir.

Diger taraftan kemik morfojenik proteinler (BMP’ler), transforme edici
bliylime faktori B (TGF-B) siiper ailesi tiiyeleridirler. Hiicre diferasyonunda,
proliferasyonunda, biiylimesinde, apopitosiste ve dokulara migrasyon lizerinde etkili
oldugu vurgulanmistir. BMP’lerin  6zellikle kardiak, noéral ve kikirdak
diferasyonunda esansiyal rol aldiklar1 saptanmistir. Bone morfojenik protein
reseptorleri (BMPR) sinyalleri ve BMP yolunu inhibe edecek molekiiller {izerinde
calisilmaktadir. Bu sebeple, gelistirilmis olan tirozin kinaz inhibitorleri ve gen
susturucular tiizerinde yapilan caligmalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir
[16,143].

siRNA yonteminin kanserle ilgili yapilan galismalarin ¢ogunlugunda bu
mekanizmanin etkili bir tedavi yontemi olabilecegi ongoriilmektedir. Bu yontem ile
secici olarak, her tiirli gen susturulabilmektedir. Sinyalizasyon mekanizmalari,
enfeksiyon gibi bir¢ok farkli alanlarda da kullanimi mevcuttur. Bunlarin yaninda
bugiin siRNA’larin terapotik kullanimi da giindemdedir. Yapilan ¢alismalarda in
vitro ortaminda ne kadar etkin basarilar elde edilmis olsa da klinik ¢alismalar igin
daha da fazla deneysel ¢alismaya ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir. In vivo
ortaminda yapilan c¢aligmalarda siRNA’nin hiicrenin igerisine etkili bir sekilde
aktarilamamas1 karsilagilan en biiylik problemlerden birisidir. siRNA’nin hiicrenin
igerisine aktarilmasinda kullanilan ajanlar hiicrede toksik etki yapabilmektedir. Daha
once yapilan ¢aligmalarda hiicrenin igerisine siRNA aktariminin hedeflenen dizinin
disinda olarak hiicre de interferon yanitinin olustugu saptanmistir. Tim bu
gelismeler, in vivo calismalarin sayisini arttirmis ve de klinikteki uygulamalar i¢in

umut vaadeden sonuglar haline gelmistir.

Ik gen susturma calismas1 2002 yilinda McCaffrey ve arkadaslari tarafindan
in vivo olarak gerceklestirilen bu calismada sentetik olarak hazirlanan siRNA,
farelere lusiferaz eksprese eden plazmid ile birlikte verilerek uygulanmistir [144].
Calisma sonunda farelere verilen siRNA’nin kontrollerle karsilastirildigi zaman
karaciger hiicrelerindeki lusiferaz ekspresyonunu %380 oraninda disiirdiigi

saptanmustir [144].
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Kemik morfojenik proteinler (BMP’ler), tip I ve tip II BMP reseptorlerine
baglandiginda R-Smad denilen hiicre i¢i proteinin fosforilasyonunu gergeklestirir. Bu

protein hiicrenin niikleusuna taginarak hedef genin aktive olmasini saglar [139].

BMP9; ¢esitli hiicre tiplerinde farkli hiicresel siirecleri diizenler ve 6zellikle
de, BMP9/ALKI1 ekseni endotel hiicre biyolojisinin énemli bir diizenleyicisi olarak
tanitildi. Karaciger gelisiminde BMP sinyalizasyonunun 6nemli bir rolii oldugu iyi
bilinmektedir. Ancak, yalnizca son birkag yil iginde BMP sinyalizasyonunu igeren
yetiskin karaciger homestazisi ortaya ¢ikarilmistir. Ozellikle, karaciger hiicrelerinde
BMP9un rolii sadece kismen anlasgilmistir. Bu baglamda, son zamanlarda HSK
hiicrelerinin gogiindeki bir artigin BMP9’un EMT vyi indiikklemesiyle sonuglandigi
gosterilmistir [145].

Blanca ve ark.’lar1 2013 yilinda yaptigt c¢alismada, hepatoselliiler
karsinomada kemik morfojenik protein 9 (BMP9) geninin olduk¢a 6nemli roller
tistlendigi kanitlanmistir. Bu ¢alisma ile BMP9’un alt SMAD bilesenlerini aktive
ettigi ve bunun sonucu olarak hiicre ¢ogalmasini ve timor gelisimini indiikledigi

gosterilmistir [146].

Marie Bidart ve ark.’lar1 2011 yilinda yapmis oldugu calismada, BMP9’un
ekspresyonu analizinde BMP9’un hepatositler ve intrahepatik safra yolu epitel

hiicreleri tarafindan tiretilir oldugunu ortaya koymustur [145].

Daha 6nce BMP9 geni ile ilgili meme, kolon, prostat kanserlerinde yapilmis
calismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalar sonucunda BMP9 geninin anjiyogenezde ve

timor olusumunda rol oynadigr tespit edilmistir [146-148].

Xing Liu ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada, mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik yani kemik hiicrelerine dogru farklilasmasinda BMP9’un diger BMP’lere
kiyasla onemli oldugunu daha 6nceki caligmalarda bulmuslardi. Bu caligmalarinda
ise Epidermal biiylime faktorii (EGF) yolagi ile BMP9 arasinda bir etkilesim olup
olmadigimni incelediler. Onceki ¢alismalarinda BMP9’un mezenkimal kok hiicrelerin
kemik hiicrelerine farklilasmasindaki roliinii anlamak i¢in once ve sonra kemik
hiicresine dair markirlara baktilar. Ayni sekilde, EGF’nin BMP9 ile uyarilan

mezenkimal kok hiicrelerini kemik hiicre farklilagsmasi yoniinde mi yoksa tam tersi
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yonde yani BMP9’un etkisini azaltan yonde mi etki gosterdigini anlamak igin
markirlara bakildi ve EGF’nin bu markirlarin ekspresyon dozunu arttirdigini tespit
etmigler. Yani EGF’de aymt BMP9 gibi mezenkimal kok hiicrelerin kemik
hiicrelerine farklilagsmasinda rol oynadiklarni diisiinmiislerdir. Tam tersi ¢iksaydi
yani kemik markirlarinin seviyesi EGF kullanildiginda azalsaydi BMP9’un etkisini
azalltig1 sOylenebilirdi. Ancak ¢ikan durum birbirlerine kemik istikametinde destek
olduklarmi gdstermislerdir. In vivoda yapilan k&k hiicre implantasyon deneylerinde
de yine ayni sekilde EGF’nin BMP9 ile beraber mezenkimal kok hiicrelerden kemik
olusumu yoniinde ¢alistig1 ve bu sebeple daha fazla olgun kemik kitleleri olustugunu
gostermiglerdir. Bir yandan EGF’nin, mezenkimal kok hiicrelerde BMP9
ekspresyonu arttirdigini bulurken diger taraftan BMP9’un Smadl/5/8 yolag: ile
Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ekspresyonunu arttirdigini bulmuslar
[145]. Yani sadece EGF’nin BMP9’u etkilemesi degil ayn1 zamanda BMP9’un da
EGFR reseptoriinii  etkilemesi de s6z konusu oldugu kanaatine varmislardir.
Karsilikli bir etkilesim oldugu sonucuna varmiglardir. Sonug olarak BMP9 ile EGF
arasinda bir sinerjinin oldugunu yani mezenkimal kok hiicrelerin kemige dogru

farklilagsmasi yoniinde birbirlerini olumlu etkilediklerini gostermislerdir [149].

Blanca Herrera ve ark.’lar1 yaptiklar1 calismada, karaciger tiimor hiicre
biyolojisinde BMP9’un iliskisini arastirmiglar ve BMP9’un HSK hiicrelerinde hem
bagimli hem de bagimsiz biiylime ve canliligl arttiran ¢ift Oncii tiimorojenik
fonksiyonlarinin oldugunu aramislardir. BMP9 un EGF, Insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF1) veya insiilin gibi kokli karaciger biiyiime faktorleriyle ayni diizeyde
hiicre biiyiimesini arttirdigin1 saptamiglardir. BMP9’un sadece giiclii bir mitojen
degil, ayn1 zamanda diisiik serumla indiiklenen apoptozise karst da hayati derecede
onemli bir role sahip oldugunu diisiinmiislerdir. Bu ¢alismadaki veriler BMP’lerin
HSK’da tiimdrojenik rolleri olabilecegini ve HSK tedavisinde potansiyel terapdtik
hedefler olarak diisiiniilebilecegini Oneren viicut biiyiimesinede kanit sagladigini

gostermislerdir [146].

Bizde bu g¢alismamizda, bir susturma yontemi olan siRNA mekanizmasini
kullanarak, hepatoselliiler karsinomada etkili oldugu 6ngoriilen BMP’lerden BMP9

susturulmasinin hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde hangi konsantrasyonda etkili
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oldugunu, hiicre canlilii ve protein diizeylerini nasil etkiledigini arastirmayi

amacladik.

Oncelikle BMP9-siRNA ile muamele edilen hepatoselliiler karsinoma hiicre
hatlarinin ~ proliferasyonlarindaki  degisim incelendi. XCELLigence sistemi
kullanilarak proliferasyon deneyleri yapildi. FBS (+) ortamda yapilan proliferasyon
deneyi sonucunda iki grup arasinda ¢ok az miktarda fark oldugu goriilmiistiir. Bu da
istatistiksel olarak anlamli degildir. Daha sonra literatiir taranarak BMP9’un hedef
genleri baska sinyal yolaklar1 tarafindan da aktif oldugunu gordiik, dolayisiyla bu
diger sinyal yolaklarini devre dig1 birakmak i¢in bu sinyal yolaklarin 6nemli etkeni
olan Fetal Bovine Serum (FBS)’i medyumdan uzaklastirmak gerektigini diisiindiik.
Bu nedenle hedef genlerin analizini ve hiicre biiyiimesinin proliferasyon analizini
FBS’siz ortamda tekrar yaptik. Bu sonuca gore ise FBS (-) olan ortamda BMP9’un
baskilanmasi hiicre proliferasyonunu artirmistir. Sonu¢ olarak BMP9, HepG2
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskiladigi gozlemlenmistir. Ve istatistiksel

olarak anlaml1 fark bulunmustur.

Sonug olarak BMP9, HepG2 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu susturdugu

gozlemlendi.

Hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlarina BMP9-SiRNA uygulandiktan
sonra, RNA izolasyonu yapildi, cDNA sentezi gerceklestirilerek Real Time PCR
yapilarak siRNA uygulamalar ile elde edilen susturma oranlari ve hedef genlerde
olan degisiklikler incelendi. Sonucunda ise 25nM siRNA uygulamasini takiben 48.
saatte susturmanin (knock down) olusumunun en ideal sekilde gerceklestigini
gbzlemledik. Hiicre hatlarinin susturma (knock down) oranlari, GAPDH geni i¢in
%83, BMP9 geni i¢in %64 olarak gdzlemlendi. Istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,01). BMP9 sinyal yol alt bilesenleri olan Smad 1/5/8, Smad 4 ve hedef
genlerden olan p21, Idlve 1d2 genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim
incelendi. Smad1’in ekspresyon seviyesinde ¢ok az oranda azalma oldugu (p>0,05),
Smad5’in ekspresyon seviyesinin degismedigi (p>0,05), SMADS8’in ekspresyon
seviyesinin ¢ok az oranda azaldigi (p>0,05), Smad4’iin ekspresyon seviyesinin
degismedigi (p>0,05) gozlemlendi. Hedef genlerden olan Anti-p21’in ve Id2’nin

ekspresyon seviyesinin ¢ok az oranda arttig1 (p>0,05), Id1’in ekspresyon seviyesinin
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ise arttigi (p<0,05) goézlemlenmistir. Sonu¢ olarak HepG2 hiicre hattinda da
siRNA’larimiz basarili bir sekilde transfekte oldu ve susturma gergeklesti. Real time
PCR ile BMP9 ve GAPDH genlerinin siRNA uygulamalari ile elde edilen susturma
oranlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edildi. Daha sonra ise mRNA diizeyindeki sonuglari konfirme etmek igin western
blotting yontemi yapildi. Protein diizeyinde ise BMP9, P-Smad 1/5/8, Anti-Smad
1/5/8, Anti-p21, 1d1 ve Id2 proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisim incelendi.
Sonug olarak protein diizeyinde de western blotting yontemi ile konfirme edildi.
BMP9’un protein diizeyinde de susturmasmin dogrulandig1 gozlemlendi. Istatistiksel
olarak anlamhidir (p<0,05). P-Smad 1/5/8 ve Anti-Smad 1/5/8’in protein
ekspresyonunun azaldigi (p<0,05), Id1’in protein ekspresyonunun arttigini (p<0,05),
[d2’nin protein ekspresyonunun arttigini (p>0,05) ve de Anti-p21’in ise protein
seviyesinin azaldigi (p<0,05) g6zlemlenmistir. Boylece sonuglar her iki yonden de

dogrulanmis oldu.

Hepatoselliiler karsinoma ve normal hepatosit dokularinda BMP9’un
ekspresyonuna bakmak igin, tiimorlii ve normal dokulardan énce RNA izolasyonu
yapildi, daha sonra cDNA sentezi gerceklestirildi. Daha sonra genimizin mRNA
ekspresyonunu degerlendirmek i¢in Real-Time PCR yapildi. Ve doku 6rneklerinin
Real Time PCR sonuglarina gore; heptoselliiler karsinoma dokusunun BMP9
ekspresyon seviyesi normal hepatosit dokusuna goére arttigi bulunmustur (p<0,05).
Bu deneyi konfirme etmek i¢in immiinohistokimyasal boyama yapildi. Timorli ve
normal dokularindan alman kesitler BMP9 antikorlar1 ile boyanarak,
immiinohistokimyasal inceleme yapildi. Immiinohistokimyasal boyama sonuglarmna
gore hepatoselliiler karsinoma ve normal hepatosit parafin dokularindan yapilan
calismada boyama sonucuna gore, hepatoselliiler karsinoma dokusunun ekspresyonu,
saglikli hepatoselliiler karsinoma dokusuna gore arttig1 bulunmustur. Boylece her iki

sonug da birbirini dogrulada.

Giliniimiizde siRNA uygulamalari, hedefe yonelik terapi gelistirme
caligmalarinda O6nemli yOntem olarak karsimiza ¢ikmakla beraber, kolay
uygulanabiliyor olmasi ve hizli sonuca gotiirmesi siRNA uygulamalarini gen

susturma caligmalari i¢in ideal bir yontem haline getirmistir.
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6. SONUC

25nM BMP9-siRNA kullanarak HepG2 hiicre dizilerinde gerceklestirdigimiz

sessizlestirme sonucu 6nemli goriilen asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1.

BMP9- siRNA kullanimi sonucu mRNA diizeyinde BMP9 genini susturma
orant HepG?2 hiicre hattinda en etkili olarak 48. saatte 25nM konsantrasyonda
(%64) belirlendi.

BMP9-siRNA kullannominin HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti
tizerine proliferasyona olan etkisi FBS (+) olan ortamda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ¢ok az oranda susturdugu gozlemlendi. Bu da istatistiksel
olarak anlamli sonug elde edilmedi.

BMP9-siRNA kullaniminin HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti
tizerine proliferasyona olan etkisi FBS (-) olan ortamda ise BMP9, HepG2
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli susturdugu
gbzlemlendi.

BMP9- siRNA kullanimi sonucu protein diizeyinde BMP9 genini susturma
orant HepG?2 hiicre hattinda en etkili olarak 48. saatte 25nM konsantrasyonda
belirlendi. Bu sonu¢ mRNA diizeyindeki sonug ile birbirini konfirme etti.
BMP9-siRNA kullanimi sonucu, 48.satte HepG2 hiicrelerinde protein
diizeyinde P-Smad 1/5/8’in 6nemli diizeyde azaldig: belirlendi.
Hepatoselliiler karsinoma ve normal hepatosit doku orneklerinin Real Time
PCR sonuglarina gore; heptoselliiler karsinoma dokusu, BMP9 ekspresyon
seviyesi normal hepatosit dokusu BMP9 ekspresyon seviyesine gore anlamli
olarak arttig1 bulunmustur.

Immiinohistokimyasal boyama sonuglarma gére hepatoselliiler karsinoma ve
normal hepatosit parafin dokularindan yapilan ¢alismada boyama sonucuna
gore, hepatoselliiler —karsinoma  dokusunun ekspresyonu, saglikli
hepatoselliiler karsinoma dokusuna gore arttigi bulunmustur. Béylece her iki

sonug da birbirini dogrulada.
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Tiim bu sonuglar ele alindiginda, hepatoselliiler karsinomada 6nemli rol olan ve
bu siirecte rol aldigi kanitlanan; BMP9 geninin siRNA ydnteminin kullanilarak
susturulmasi ve hepatoselliiler karsinoma olusum mekanizmalarinda en Onemli
asamalardan biri olan bu siirecin tedavisinin miimkiin kilinabilecegini, literatiire ve
bilim diinyasina 6nemli katkilar sunmasini, mevcut tedavilerin ilerisinde siRNA
tabanli molekiiler hedef ve yeni gen tedavilerinin oniinii agmasini ve hepatoselliiler
karsinomada aydinlatilan bu mekanizma, diger benzer hastaliklar i¢in de model

olusturmasini umut ediyoruz.
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