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ONSOZ

Akciger kanseri tiim diinyada goriilme siklig1 giderek artan ve tedavisinden sinirli
olarak yarar saglanabilen dnemli bir hastaliktir. Olgularin ayni1 kemoterapotik ajanlarla tedavi
edilmelerine karsin ayni ilaglara ayni yaniti vermemeleri, klinisyenler i¢in biiyiik bir sorun
olusturmakta ve deneme/yanilma yoluyla ila¢ kombinasyonlarinin se¢ilmesine zorlamaktadir.
Olgularin farkliliklarinin ortaya ¢ikarilarak kisiye 6zel tedavilerin olusturulabilmesi igin ilag
direncinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi son derece 6nem kazanmis durumdadir.

Direng gelisimi, ila¢ birikiminin azalmasi, ilacin hiicre i¢i dagiliminin degismesi, ilag-
hedef etkilesiminin azalmasi, detoksifikasyon yanitinin artmasi, hiicre dongiistiniin yeniden
diizenlenmesi, DNA tamirinin artmasi ve apoptotik yanitin azalmasi gibi yollarla meydana
gelebilmektedir. Birbirleriyle iligkili olan bu mekanizmalarin aktivasyonlar1 ve/veya
inaktivasyonlar1 genetik ve epigenetik diizenlenmeler ile saglanabilmektedir.

Hiicre dongiisii, apoptoz, sinyal yolaklar1 gibi birgok yasamsal yolakta goérev alan
anahtar enzimlerden birisi de 14-3-3sigma’ dir. G6giis, kolon, akciger ve pankreas kanserleri
ile yapilan caligmalarda, artmis 14-3-3sigma gen eskpresyonu ve azalmis metilasyon
durumuna sahip olgularin tedaviye daha az cevap verdigi bildirilmektedir. Fakat, bunun aksi
sonuclarin gézlendigi endometrium ve over kanserlerinde diisiik ekspresyon diizeyinin hayatta
kalma siiresini kisalttig1 belirtilmektedir.

Calismamizda 14-3-3sigma gen ekspresyonunun ve metilasyon durumunun, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre serilerinde cisplatin direnci gelisimindeki etkilerinin ortaya
konmas1 amacglanmistir. Hipotezimiz; 14-3-3sigma ekspresyonunun artig veya azalis yoniinde
manuple edilerek cisplatin yanitinin  arttirilabilecegi iizerine kurulmustur. Calisma
kapsaminda iki akciger kanseri hiicre serisi kemoterapotik bir ila¢ olan cisplatine direngli
duruma getirildikten sonra 14-3-3sigma ekspresyonlar1 inhibisyon ve aktivasyon yoniinde
degistirilerek bu durumun cisplatin yanitina olan etkisi analiz edilmistir. Bu calismanin
bulgularmin cisplatin direnci ile iligkili molekiiler de§isimlerden sorumlu mekanizmalarin
daha ileri diizeyde aydinlatilmasinda kullanilabilecegi gibi akciger kanserinde yeni ilag
hedeflerinin belirlenmesinde de yararli olacagi inancini tagimaktayiz.

Calismamiz icin katkida bulunan Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonuna
ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma  Projeleri Alt Komisyonuna
desteklerinden dolay1 tesekkiir ediyoruz.
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0z

Bu c¢aligmada 14-3-3sigma gen ekspresyonunun ve metilasyonun, kii¢iik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) hiicre serilerinde cisplatin direnci gelisimindeki etkisi olup
olmadigi arastirilmistir. A549 ve Calul KHDAK hiicre serileri kemoterapotik bir ilag olan
cisplatine direngli duruma getirildikten sonra RT-PCR ve Western Blot yontemleri ile
14-3-3sigma ekspresyon diizeyleri ve MS-PCR yontemi ile metilasyon durumlarindaki
degisiklikler analiz edilmistir. Direngli hiicre serilerinde belirgin olarak artis gosteren
14-3-3sigma gen ekspresyon diizeyinin, siRNA transfeksiyonu ile baskilanmasi sonucu A549
ve cisplatin direngli Calul hiicre gruplarinda cisplatin yanitinin anlamli olarak arttig1
belirlenmistir. Elde ettigimiz bu bulgularin 14-3-3sigma’ nin yeni bir ila¢ hedefi olarak

kullanilabilecegini destekler nitelikte oldugu saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler: 14-3-3sigma, Cisplatin direnci, KHDAK,

The Effects of 14-3-3sigma on Chemotherapy Resistance in Non Small Cell

Lung Cancer Cell Lines

ABSTRACT

In this study, we investigated whether gene expression and methylation of
14-3-3sigma effects the development of cisplatin resistance in non small cell lung cancer
(NSCLC). 14-3-3sigma expression levels were analyzed by RT-PCR and Western Blot
methods, whereas methylation status alterations were analyzed by MS-PCR after getting the
NSCLC cell lines A549 and Calul resistant to the chemotherapeutic agent cisplatin.
14-3-3sigma gene expression levels dramatically increased in the resistant cell lines, and by
silencing it through siRNA transfection the response to cisplatin significantly increased in the
A549 and CD-Calul cell groups. Our findings support that 14-3-3sigma could be used as a

new drug target.

Key Words: 14-3-3sigma, Cisplatin resistance, NSCLC
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1. GIRIS

Akciger kanseri tiim diinyada goriilme siklig1 giderek artan ve tedavisinden sinirh
olarak yarar saglanabilen 6nemli bir hastaliktir. Olgularin ayn1 kemoterapotik ajanlarla
tedavi edilmelerine karsin ayni ila¢ yanitin1 vermemeleri klinisyenler i¢in biiyiik bir
sorun olusturmakta ve deneme/yanilma yoluyla ilag kombinasyonlarinin se¢ilmesine
zorlamaktadir. Bu nedenle olgulardaki farkliliklarinin ortaya ¢ikarilarak kisiye 6zel
tedavilerin olusturulabilmesi ic¢in ila¢ direncinin molekiiler mekanizmalarinin
anlasilmasi son derece 6nem kazanmis durumdadir.

Direng gelisimi ila¢ birikiminin azalmasi, ilacin hiicre i¢i dagiliminin degismesi,
ilac-hedef etkilesiminin azalmasi, detoksifikasyon yanitinin artmasi, hiicre dongiisiiniin
yeniden diizenlenmesi, DNA tamirinin artmast ve apoptotik yanitin azalmasi gibi
yollarla meydana gelebilmektedir. Birbirleriyle iligkili olan bu mekanizmalarin
aktivasyonlar1 ve/veya inaktivasyonlari genetik ve epigenetik diizenlenmeler ile
saglanabilmektedir.

Hiicre dongiisii, apoptoz, sinyal yolaklar1 gibi bircok yasamsal yolakta gorev alan
anahtar enzimlerden birisi 14-3-3sigma’ dir. GOgiis, kolon, akciger ve pankreas
kanserleri ile yapilan ¢alismalarda, artmis 14-3-3sigma gen eskpresyonu ve azalmis
metilasyon durumuna sahip olgularin tedaviye daha az cevap verdigi bildirilmektedir.
Fakat, bunun aksi sonuglarin gozlendigi endometrium ve over kanserlerinde diisiik

ekspresyon diizeyinin hayatta kalma siiresini kisalttig1 belirtilmektedir.

Calismamizda 14-3-3sigma gen ekspresyonunun ve metilasyon durumunun,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre serilerinde cisplatin direnci gelisimindeki
etkilerinin ortaya konmasi amacglanmistir. Hipotezimiz; 14-3-3sigma ekspresyonunun
artis veya azalis yoniinde maniiple ederek cisplatin yanitinin arttirilabilecegi iizerine
kurulmustur. Calisma kapsaminda iki akciger kanseri hiicre serisi kemoterapotik bir ilag
olan cisplatine direncli duruma getirildikten sonra 14-3-3sigma ekspresyonlari
inhibisyon ve aktivasyon yoniinde degistirilerek bu durumun cisplatin yanitina olan
etkisi analiz edilmistir. Bu calismanin bulgulari cisplatin direnci ile iligkili molekiiler
degisimlerden sorumlu mekanizmalarin daha ileri diizeyde aydinlatilmasinda
kullanilabilecegi gibi, akciger kanserinde yeni ila¢ hedeflerinin belirlenmesinde de

yararli olacagi inancinday1z.



2. LITERATUR OZETi
2.1.Akciger Kanseri

Akciger kanseri tiim diinyada sikligi giderek artan bir saglik problemi olup
kansere bagli 6lim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Heryil diinyada bir
milyondan fazla kisinin akciger kanserinden 6ldiigi bildirilmektedir. Akciger kanserli

olgulari ancak % 15’ inin tan1 konduktan sonra hayatta kalma siireleri 5 yildan fazladir
(M.

Akciger kanserlerinin biiylik cogunlugu epitel hiicrelerinden koken alan tiimdrler
yani karsinomlardir. Bu kanser tiirlerinde histopatolojik siniflandirma klinik yaklagim
ve hastaligin prognozu ag¢isindan olduk¢a dnemli olup histolojik tiplerine gore 2 gruba

ayrilirlar (2);

1. Kiigtk hiicreli akciger kanseri (KHAK; Small cell lung cancer-SCLC): Akciger

kanserlerinin % 20’ sini olusturmaktadir.

2. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK; Non-small cell lung cancer-
NSCLC): Adenokarsinom, Squamoz (Epidermoid) ve biiyiik hiicreli
karsinomalar1 igermekte ve akciger kanserlerinin % 80’ nini olusturmaktadir. Bu
kanser tiirlerinin prognozlar1 ve tedavi yaklasimlar1 benzer oldugundan kiigiik

hiicreli dig1 akciger kanseri olarak ayn1 grupta toplanmaktadirlar.

Ulkemizde akciger kanseri i¢in epidemiyolojik veriler oldukca yetersizdir. Izmir
Kanser izlem Denetim Merkezi’ nin 1993-1994 yillarin1 kapsayan calismasina gore
akciger kanseri tiim kanserler i¢inde 6zellikle erkeklerde % 38,6 goriilme orani ile en
biiyiik grubu olusturmaktadir. Kadinlarda ise bu oran % 5,2 olup tiim kanserler i¢inde 6.
sirada yer almaktadir. Izmir il smirlar icinde yasayan olgular baz almarak hesaplanan
yasa-standardize insidansin, erkeklerde 61,6/100000, kadinlarda 5,1/10000 oldugu
bildirilmektedir (3). Tiirkiye’de akciger kanseri yas ortalamasinin 1992’ de 56,4; 1998’
de 57,9; 2004 ise 59,1 oldugu belirtilmektedir (4).

KHDAK” nin tedavisinde genel olarak hastalara cerrahi girisim, radyoterapi veya
kemoterapi uygulanmaktadir. Erken evredeki olgularda cerrahi tedavi ile yasam siireleri
kabul edilebilir sinirlarda uzatilabilmekte, ancak olgularin yaklagik %4’ line tan1 aninda
cerrahi girisim yapilamamaktadir. Bu nedenle kemoterapi ve / veya radyoterapi

oncelikli tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir.



Tablo 1: KHDAK tedavilerinde hayatta kalma siireleri ve kemoterapiye yanit oranlari

Ort.
sag

Kemoterapi Kkahm

ay

Rodriguez 408 Cisplatin-Docetaxel 10.9 47
. al 2001
et. al 200 406 Carboplatin- 9.1 38
docetaxel
404 Cisplatin 10 42
vinorelbine
Scagliotti 201 Cisplatin- 30 9.5 37
et. al 2001 Vinorelbine
201 Carboplatin- 32 9.9 43
Paclitaxel
205 Cisplatin- 30 9.8 37
gemcitabine
Van 161 Paclitaxel- 27 6.9 26.5
Meerbeeck gemcitabine
t. al 2001
e a 160 Cisplatin- 26 8.8 33
gemcitabine
159 Cisplatin-Paclitaxel 31 8.1 36
Alberola 166 Cisplatin- 43 8.7 35
et. al 2001 gemcitabine
176 Gemcitabine- 39 7.9 31
vinorelbine-
Cisplatin
175 Gemcitabine- 26 8.1 35
vinorelbine-
ifosfamide
Gridella 233 Vinorelbine 18.5 8.8 41
et. al 2001 233 Gemcitabine 17.3 6.6 26
232 Gemcitabine- 20 7.6 31
vinorelbine

Kemoterapi, "ilagla tedavi" anlamima gelmekle birlikte, daha c¢ok kanser
hiicrelerini etkileyen kanser ilaglar1 kullanilarak yapilan tedavi seklidir. Kemoterapi
akciger kanserlerinde primer tedaviden Once (neoadjuvant) veya sonra (adjuvant)
uygulanabilmektedir. Kemoterapinin etkisi, genellikle kombine ilag tedavisi ve
radyoterapi  ile birlikte uygulanarak arttirllmaktadir.  Standart kemoterapi
kombinasyonlarinda cisplatin ve ilave olarak; carboplatin, paclitaxel, docetaxel,

gemcitabine, vinoralbine, ifosfamide ve etoposide kullanilmaktadir (5). Tablo 1° de




KHDAK tedavisinde kullanilan ila¢ kombinasyonlar1 ve olgularin yanit oranlar
gosterilmistir. Tedaviye en yiliksek yanit orani % 43 olup, hastalarin bir yil hayatta

kalma sanslarini ancak % 35 oraninda saglayabilmektedir.

2.2.Cisplatin

Cisplatin [cis-diammine-dichloroplatinum (II)] kemoterapide siklikla kullanilan
bir platin bilesigidir. Ik defa 1970 yilinda Escherichia coli’ nin biiyiime inhibitorii
olarak kesfedilmis, daha sonraki yillarda anti kanser etkisi farkedilerek testis, over,
serviks, bas ve boyun, kiiciik hiicreli dis1 akciger, lenfoma gibi bir ¢ok kanser tiirliniin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (6). Ancak cisplatin tedavisinde go6zlenen
toksisite veya ilag direnci gibi faktorler, bu ilacin kullaniminda sinirlayici nedenler
olarak belirtilmektedir. Cisplatinin toksik etkileri; nefrotoksisite, bulanti ve
norotoksisite, hepatotoksisite ve ototoksisite olarak siralanabilmektedir. Tedavi
sirasinda ditiretikler nefrotoksisiteyi dnleyebilmesine ragmen periferal noropati, isitme
kayb1 ve kulak ¢inlamasina neden olan ndrotoksisite tedavi dozunu sinirlandiran en

onemli toksik etken olarak ortaya ¢ikmaktadir (7).

Cisplatin direnci hicbir hiicre tipinde biyokimyasal ¢aligmalar ile tam olarak
aydinlatilamamis ancak bu fenomen ile ¢ok sayida mekanizmanin iligkili oldugu
belirlenmistir. Cisplatin direncinin gelismesine neden olabilecek faktorler; ilag
birikiminin azalmasi, tiyol iceren bilesiklerin inaktivasyonu, cisplatin-DNA adduct
formlarinin tamir ve toleranslarmin artmasi, apoptoz yolaklarinda gorevi olan

proteinlerde meydana gelen degisiklikler olarak siralanabilmektedir.

Cisplatinin antitiimor etkisi, genomik DNA’ ya baglanarak adduct formlar
olusturmasiyla baslamaktadir. “Adduct” Tiirk¢e’ de tam karsiligr olmayan bir terim
olup, cisplatinin baglanmasi ile normal yapisi bozularak biikiilmiis DNA zinciri
anlamin1 tasimaktadir. Cisplatininin baglanmasiyla meydana gelen hasar, normal
transkripsiyonu ve/veya replikasyonu engelleyerek, kanser hiicresinin 6liimiine neden

olan sitotoksik stirecleri tetiklemektedir.



2.2.1. Biyokimyasal Etki Mekanizmasi

Cisplatinin hiicreye alim1 sirasinda olusan biyokimyasal mekanizmalar heniiz tam
olarak belirlenememistir. Ancak baz1 ¢alismalarda cisplatinin hiicre i¢ine biiyiik oranda
pasif diflizyon ile alindigi ve bunun nedeni olarak da cisplatinin 60 dakika boyunca
hiicre icinde lineer olarak artist ve 1 mM konsantrasyona kadar satiire edilememesi

gosterilmektedir (7).

Hiicreye giren biitiin platinleyici ajanlar, klor yada oksalat iyonlarim1 kaybederek
iki su molekiiliiniin kazanilmasina ve bu sekilde pozitif yiik kazanan molekiillerin hiicre
icinde diger niikleofilik molekiiller ile (DNA, RNA, proteinler) etkilesebilir duruma
gelmesine neden olmaktadir. Cisplatin ve diger platin igeren ajanlarin sitotoksik olarak
hiicre DNA’ sin1 hedef aldiklar1 bildirilmektedir ((8)). Bunun nedeni olarak DNA’ nin
bliytik olugunda yer alan Adenin ve Guaninin imidazol halkalarindaki N7 atomlarinin,
platin iceren ajanlarin DNA’ ya baglandiklar1 en ulasilabilir ve reaktif niikleofilik bolge
olmas1 gosterilmistir. Bu baglanmalarla DNA’ daki piirin bazlarinda; tekli adduct
(monoadduct), zincir i¢i ¢apraz baglar ve zincirler arasi ¢apraz baglar seklinde 3 farkli

yap1 olugabilmektedir.

Platinleyici ajanlarin bir su molekiiliinii kaybetmesiyle tekli adduct formlari
meydana gelmekte ancak daha sonra bu formlarin % 90’ 1 ¢apraz baglar olusturmak
iizere reaksiyona girmektedir. Olusan capraz baglarin biiyiik bir kismi zincir i¢inde ve
iki Guanin molekiilii arasinda (1, 2-d(GpG)) gerceklesmektedir. ileri diizeydeki DNA-
adduct formlar ise zincirler arasi ¢apraz baglar seklinde gozlenmekte ve DNA’ da

biikiilmelere neden olmaktadir (9).

2.2.2. Diren¢ Mekanizmalar

Cisplatin direnci; ilacin hiicre i¢ine aliminin azalmasi veya hiicre digina atiliminin
artmasi, glutathione veya metallothionein ile baglanmasi, ila¢ detoksifikasyonu, DNA

tamiri ve replikatif by-pass gibi olaylarla gelisebilmektedir.

Cisplatinin hiicre igine aliniminda bazi membran proteinlerinin rol aldigi
bildirilmekte ancak sodyum-potasyum ATPase inhibitérii oubain’ in ilag alinimini

inhibe ettigi belirtilmektedir. Cisplatinin hiicre i¢ine alinimi sodyum-potasyum



pompalari ile olmamasina ragmen, birikimi potasyuma bagimlidir. Bu yiizden cisplatin
birikiminin membranin potansiyel enerjisine bagli oldugu ileri stiriilmektedir (10).
Ayrica aldehitler schiff bazi olusturarak cisplatinin hiicre igine alinimini inhibe
etmektedirler (11). Bu sonuglar bize cisplatinin hiice i¢ine alimiminda bir transport

sisteminin ve tastyici proteinlerin oldugunu gostermektedir.

Uzun siire cisplatin igeren ortamda tutularak olusturulan direncli hiicre serilerinde
DNA tamir orani belirgin olarak artmaktadir (12). Bu bakimdan DNA tamiri cisplatin
direncinin belirlenmesinde onemli bir mekanizmadir. Zincir i¢i yada zincirler arasi
capraz baglarin neden oldugu konformasyonal degisikligin, cisplatin - DNA
adductlarindaki DNA hasarinin taninmasini sagladigi diistiniilmektedir. DNA adduct’
lar1 niikleotid eksizyon tamiri (Nucleotid Excision Repair; NER) veya yanlis eslesme

(Mismatch Repair; MMR) eksizyon tamiri yollari ile diizeltilebilmektedir.

Hiicrenin cisplatin ile olusan DNA adduct formlarini tolere etmesi, replikatif by-
pass ve apoptozis olmak {izere iki yolla miimkiin olabilmektedir. Yanls eslesme
(Mismatch) eksizyon tamirinin (MER) yetersiz oldugu hiicreler cisplatine daha
direnglidirler ve bu nedenle cisplatin adductlarin1 daha kolay tolere edebilirler. Bu
hipotezle iligkili olarak hMLH1 yada hMLH6 eksikligi olan hiicrelerde cisplatin - DNA
adductlar1 2.5 — 6 kat daha fazla by-pass edilebilmektedir (12). Okaryotik
polimerazlarin da cisplatin adduct formlarmi1 replike etme yetenekleri oldugu
belirtilmektedir. Insan polimerazlari; B, y, n, maya polimerazi { ve HIV virusu tip I
reverse transkriptaz’ m 1,2-d(GpG) cisplatin adductlarinin % 5 -10" unu by-pass
edebildigi bildirilmektedir (12). Adduct toleransi, replikatif by-pass’ 1n yanisira
apoptozisin inhibisyonu yolu ile de kazanilabilmektedir. Over kanseri ve lenfoma
hiicrelerinde cisplatin direnci apoptotik yanitin azalmasi ile iliskilendirilmekte ve
direngli over kanseri hiicrelerinde apoptozisin baglatilabilmesi i¢in daha yiiksek

dozlarda cisplatine gerek duyuldugu belirtilmektedir (12).

2.3.14-3-3sigma proteini

Yedi izoformu olan 14-3-3 proteinlerinin hiicre i¢i sinyal yolaklarinda birg¢ok
farkli gorevleri bulunmaktadir. Bu proteinlerin ¢ogu homodimerler seklinde

bulunuyorken, bir kismi da farkli 14-3-3 izoformlariyla heterodimerler seklinde



bulunabilmektedir. Ekspresyonu epitel hiicrelerine 6zgiil olan 14-3-3sigma ise
homodimerler seklinde bulunmay1 tercih etmekte ve diger izoformlarla
baglanmamaktadir. Dimerik yapinin olugmasi sirasinda iki 14-3-3sigma molekiilii iki
cift koprii ile baglanmaktadir. Sadece 14-3-3sigma izoformuna &zgiil olan bu
képriilerden birincisi Lys’ ve Glu®, ikincisi Phe® ve Tyr® aminoasit rezidiileri arasinda
olusmaktadir (13). Diger aminoasit rezidiileri; Ser’, Glu*® ve Glu®* homodimerik
formun desteklenmesini saglamaktadirlar. Bu 1{i¢ rezidii de meydana gelen
mutasyonlarin 14-3-3sigma proteinlerinin homodimer olusturma yetenegini azalttig1 ve

az miktarda heterodimer olusmasina neden oldugu bildirilmektedir (14).

14-3-3sigma, DNA hasar1 yanitinda hiicre dongiislini durdurmakta ve
onkogenezde diger izoformlardan daha 06zgiil bir rol oynamaktadir (13). DNA
hasarindan sonra ekspresyonu artan tek 14-3-3 izoformu 14-3-3sigma’ dir. 14-3-
3sigma’ nin kanser ile iliskisi ilk olarak kolerektal kanser hiicre serisinde gen
ekspresyon modelleri arastirilirken y radyasyondan ve diger DNA hasarlayici ajanlardan
sonra ekspresyonunun asirt derecede artmasi ile bulunmus ve bu artigin p53 proteinine
bagli oldugu belirlenmistir (15; 16). Disaridan 14-3-3sigma ekspresyonunun

indiiklenmesi ise hiicre dongiisliniin G2 fazinda durmasina neden olmustur (16).

14-3-3sigma ekspresyonunun indiiklenmesi transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin
1.8 kb tizerindeki p53 baglanma bolgesi ile kontrol edilmektedir. DNA hasarindan sonra
hiicre dongiisiiniin G2/M kontrol noktasinda durdurulabilmesi i¢in P53 yolu ile 14-3-

3sigma transkripsiyonunun baslatilmasi gerekmektedir.

2.3.1. 14-3-3sigma proteininin fonksiyonlar

DNA hasarindan sonra transkripsiyon faktorii p53°lin, Ser-16 pozisyonundan
defosforillenmesi, 14-3-3 proteinleri (y, € veya 1) ile baglanma bdlgesi olusturulmasina
neden olmaktadir (17; 18). p53’ {in 14-3-3 proteinleri ile baglanmas1 diziye 6zgiil olarak
DNA’ ya baglanabilmesini saglamakta ve 14-3-3sigma’ nin transkripsiyon bdlgesine
baglanmasi ile sigma izoformunun ekspresyonu indiiklenmektedir. 14-3-3sigma, hiicre
dongiisiiniin Gl ve G2 kontrol noktalarinda CDK2/SiklinE ve CDC2/SiklinB

komplekslerinin  sitoplazmik  lokalizasyonlarini  saglayarak mitoz  boliinmeyi



durdurabilmektedir. Ayrica 14-3-3sigma’ nin DNA hasarindan sonra kendi kendine de

p53° i aktive edebildigi bildirilmektedir (19).

BRCAT1 tiimor supressor proteini de p53 ile birlikte 14-3-3sigma ekspresyonunu
indiikleyebilmektedir (20). Bunun yaninda bir p53 homologu olan p63’ {in bir izoformu
olan ANp63a, transaktif bolgesi olmamasina ragmen 14-3-3sigma promoter bolgesine
baglanabilmektedir. Ancak bu baglanma p53’ {in aksine 14-3-3sigma transkripsiyonunu
inhibe etmektedir (21). Insan hiicrelerinde tandem afinite purifikasyon ve
multidimensional protein belirleme teknolojileri kullanarak 14-3-3sigma ile ilgili olan
117 hedef protein belirlenmistir (22). Bu proteinlerden fonksiyonlari bilinen 92
tanesinin onkojenik sinyal yolaklarinda (APC, A-RAF, B-RAF, C-RAF) ve hiicre
dongiisiinlin diizenlenmesinde (WEE1, AJUBA, c¢-TAK, PTOV-1) goérevleri oldugu
belirtilmektedir.

Protein Kinaz B (AKT; v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1), hem
proliferasyon hem de antiapoptotik sinyal yolaklarindaki aktivasyonu nedeniyle kanser
olusumunda onemli bir role sahip iken, 14-3-3sigma’ nin Protein Kinaz B’ nin

onkojenik aktivitesini inhibe edebildigi gosterilmistir (23).

2.3.2. 14-3-3sigma ekspresyonunun epigenetik mekanizmalarla susturulmasi

Epigenetik, gen ekspresyonlarinin diizenlenmesi ve genomik biitlinliigiin
saglanmasinda rol oynayan onemli mekanizmalardir. Bu mekanizmalardan biri olan
CpG adaciklarindaki 5’ sitozinlerin metillenmesi “DNA  metilasyonu” olarak
isimlendirilmekte ve son yillarda bir¢ok hastalik tizerindeki etkileri dikkat cekmektedir.
Genlerimizin % 60’ i 5° bolgesinde bulunan CpG adaciklari gelisim doneminde
cogunlukla unmetile seklinde iken gelisim boyunca bir kismi metile duruma gelmekte

ve kalic1 olarak susturulmaktadir.

Metilasyonun kanserin baslangi¢ evrelerinde meydana gelmesi nedeniyle, erken
tan1 i¢in iyi bir ara¢ olabilecegi diisiliniilerek bu konuda c¢ok fazla sayida c¢alisma
yapilmaktadir. Giiniimiizde metilasyonun geri dondiiriilmesi veya hipermetilasyonun
olusturulmasinda 5-Azasitidin ve histon deasetilaz inhibitorleri gibi ilaclar

kullanilabilmektedir. Bir¢cok kanser tiirlinde FHIT, ANp63, Cadherin-1, RAS, RARbD,



P16, DAPK gibi ¢ok sayida tiimor baskilayici gen DNA hipermetilasyonu yolu ile

susturulmaktadir.

14-3-3sigma ekspresyonunun metilasyona bagli olarak susturuldugu ilk olarak
meme kanserinde bulunmus (24), daha sonra ise prostat (25), tiroid (26), akciger (27),
uterus-serviks (28) gibi ¢cok sayida kanser tiiriinde de belirlenmistir.

Azasitidin ile birlikte histon deasetilaz inhibitorii 4 (Phenylbutyric acid - Pba) ile
tedavi edilen melanoma hiicre serilerinde 14-3-3sigma ekspresyonunun daha fazla
artt1igi ve hiicrelerin ¢ogunlugunun G2/M fazinda durdurularak boylece hiicre
proliferasyonunu tamamen inhibe ettigi belirtilmektedir. Malign melanomada
metilasyon yoluyla 14-3-3sigma ekspresyonunun inhibe edilmesi, hiicre dongiisii

kontroliiniin kaybedilmesi ve tiimoriin ilerlemesi ile iligkilendirilmektedir (29).

2.3.3. 14-3-3sigma ekspresyonu ve kemoterapi yaniti

Kemoterapotik ilaglarin kullanilmasiyla olusan DNA hasarina yanit olarak
hiicrelerde, hiicre dongiisii inhibisyonu yada programli hiicre o6limii meydana
gelmektedir. Hiicre dongiisiiniin inhibisyonu G1 yada G2 kontrol noktalarinin aktive
edilmesi ile yada genotoksik stresden sonra apoptoz yolu ile saglanabilmektedir. Ancak
kanserlerde genellikle bu prosesleri diizenleyen yolaklarin bozulmasi genetik instabilite

ve onkogeneze neden olmaktadir.

Hiicre dongiisiiniin G1 evresindeki hiicre 6liimii, p53 tiimdr siipressor geninin
hedefi olan siklin bagimli kinaz (Cdk) inhibitérii olan p21’ in indiiklenmesine
bagimlhidir. G2 evresinde ise hiicre dliimiine neden olan proteinlerden birisi DNA
hasarindan sonra indiiklenen 14-3-3sigma’ dir. Chk2 (Hiicre siklusu kontrol noktasi
kinazi2 - Checkpoint kinaz-2), hiicre siklusu inhibisyonu ve apoptozis arasinda
biyolojik reostat islevi goérerek DNA hasar1 yanitin1 belirlemektedir (30). Bu bakimdan
Chk2 inhibitorlerinin  kanser tedavisinde yeni ila¢c hedefleri olabilecegi

diistiniilmektedir.

Akt ile baglanarak aktivasyonunun inhibe edebildigi goOsterilmis olan
14-3-3sigma’nin PI3K/Akt yolag aktif olan kanserlerde yeni bir antikanser ilag
olabilecegi bildirilmektedir (23). Nazofarinks kanserlerinde 14-3-3sigma’ nin asir1



ekspresyonu timor hiicrelerinin biiylimelerini durdurmakta ve DNA sentezini
engellemektedir (31). Ayrica 14-3-3sigma ekspresyonu yiiksek olan hiicrelerde
kemoterapotik bir ila¢ olan 2-methoxyestradiol’ un apoptoza duyarliligi arttirdig
gozlenmektedir. 14-3-3sigma ekspresyonu pozitif ve negatif hiicreler nude-farelere
enjekte edildikten sonra, 14-3-3sigma ekspresyonu yiiksek olan fare tiimdrlerinin diisiik

hacimli oldugu da bildirilmektedir.

p53 ve 14-3-3sigma ekpresyonu DNA hasarina neden olan kemoterapotiklerden
Adryamycin’ e yanit olarak artmaktadir. Artmis 14-3-3sigma ekspresyonu, Mdm?2
aracilifiyla p53 ubiqutinasyonunu engelleyerek p53° i stabilize etmektedir. 14-3-
3sigma’ nin p53 fonksiyonlar: iizerinde pozitif geri bildirim etkisi bulunmaktadir.
Ayrica 14-3-3sigma’ nin asir1 ekspresyonu onkogenlerin aktive ettigi timor olusumunu

da inhibe etmektedir (19).

Adryamycin’ e direngli gogiis kanseri hiicre serisinden elde edilen p53 mutasyonu
tastyan MBA-MD-436 hiicrelerinde adryamicine’ e yanit olarak p73 ve 14-3-3sigma
ekspresyonu azalmakta ve P73 tarafindan transkripsiyonu aktive edilen 14-3-3sigma,
p73> 1 stabilize etmektedir (32). Ayrica aymi hiicre serilerinde 14-3-3sigma
ekspresyonunun plazmit ile arttirilmasi da adryamicin duyarlilifini arttirmaktadir.
Sonug olarak, p73 ile indiiklenen 14-3-3sigma’ nin 6zellikle pS3 mutasyonu tasiyan
gogiis kanserlerinde kemoterapotik ilaglara duyarliligin diizenlenmesinde énemli rol

oynadig1 belirtilmektedir (32).

3. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda kontrol hiicre serileri olarak hi¢bir uygulama yapilmamis A549 ve
Calul Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) hiicre serileri ve bu hiicre
serilerine cisplatin verilerek direngli hale getirilen CD-A549 ve CD-Calul formlar
kullanilmistir. Kontrol ve direngli hiicre serilerinde 14-3-3sigma ekspresyon ve
metilasyon diizeyleri analiz edilerek, diren¢ gelisimi sirasinda 14-3-3sigma geninin
protein iirlinliniin ve mRNA ekspresyon diizeylerinin degisiklige ugrayip ugramadigi

arastirilmistir. Hiicre serilerinde 14-3-3sigma ekspresyonu; siRNA transfeksiyonu ile
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inhibisyon yoniinde, azasitidin uygulamasi ile ise aktivasyon yoniinde degistirilmis ve

bu uygulamalarin cisplatin yanitina olan etkileri incelenmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiirleri
Kontrol Hiicre Serisi Kiiltiirleri

A549 hiicre serisi kiiltiirleri: A549, insan akciger epitelinden elde edilmis

adenokarsinom hiicre serisidir (Sekil 1). A549 hiicre serilerinin iiretilmesinde Ham's
F12K besiyeri (Biolnd, #11-095-1) + % 10 Fetal Bovin Serum (FBS; Biolnd, #04-121-
1B) kullanilmis ve kontaminasyonun engellenmesi i¢in besiyerine 5 ml penisilin-
streptomisin ilave edilmistir (Biolnd, #03-031-1B). Pasajlama icin oncelikle hiicreler
serumsuz besiyeri ile yikanmis, daha sonra, % 0.005° lik tripsin-EDTA (Biolnd, #03-
052-1B) ile yikanarak 37°°de 5 dakika inkiibe edildikten sonra flaskten ayrilan hiicreler

serumlu besiyerine alinarak pasaj yapilmistir.

LW LTS L= e S e [y

Sekil 1. Diisiik ve yiiksek yogunluktaki A549 hiicre serileri. ATCC No: CCL-185,
(hitp://www.lgestandards-atcc.org/Attachments/1753.jpg

Calul Hiicre serisi kiiltiirleri: Calul hiicre serisi, insan akciger epitelinden elde

edilmis olan, grade III - epidermoid karsinoma hiicre serisidir (Sekil 2). Literatiir
bilgilerine dayanarak 14-3-3sigma geninin metile olmasi nedeniyle se¢ilmistir. Bu hiicre
serisinin iiretilmesinde DMEM (Biolnd, #01-050-1A) + % 10 Fetal Bovin Serum
(Biolnd, #04-121-1B) kullanilmis, kontaminasyonun engellenmesi i¢in besiyerine 5 ml
penisilin-streptomisin ilave edilerek pasajlama islemi A549 hiicre serisindeki gibi

yapilmistir.
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Sekil 2. Calu-1 hiicre serisi (ATCC No: HTB-54, 100X biiyiitme)

3.2.Cisplatin Direncli Hiicre Serisi Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Baz1 kaynaklarda direngli hiicre serilerinin olusturulmasi ic¢in hiicrelerin 0.1
pg/ml’ den baslayarak 5 pg/ml konsantrasyona kadar cisplatine maruz birakildig:

belirtilmektedir (33; 34). Calismamizda olusturulan Cisplatin Direncli A549 (CD-

A549) ve Cisplatin Direncli Calul (CD-Calul) hiicre serileri ve bu serilere uygulanan
cisplatin (EBEWE Pharma, 10mg/20ml) dozlar grafik 1’ de gosterilmektedir. CD-A549

ve CD-Calul hiicre serilerinin olusturulmasi asamasinda deneyler A, B ve C serileri
olarak ti¢ farkli flaskte yiiriitiilmiis ve hiicrelerin ¢ogalma hizlaria bagli olarak verilen
cisplatin konsantrasyonlar1 arttirilmistir. Cisplatin direncinin artisi, 5 — 30 uM arasinda
cisplatin uygulanan CD-A549/A serisinde en iyi oldugu i¢in bundan sonraki asamalarda
bu hiicre serisi kullanilmistir. CD-Calul hiicre serisinin A ve B alt hiicre serilerinde
cogalma olmadigi i¢in 5 — 50 uM arasinda cisplatin uygulanan tek flask’ de deneylere

devam edilmistir.
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Grafik 1. Direngli hiicre serilerinin olusturulmasi sirasinda kullanilan cisplatin

dozlan

3.3.Sitotoksisite Deneyleri

Cisplatinin  hiicre canlilig1 tizerindeki sitotoksik etkilerini ve inhibitor
konsantrasyonlarin1 (ICsg) belirlemek amaciyla, XTT (Cell Proliferation Kit - Roche,
#11465015001) soliisyonu kullanilmistir.

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan XTT (sodium 3’-[1-(phenyl
aminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) ~ benzene  sulfonic  acid
hydrate), radyoaktif madde gerektirmeyen kalorimetrik bir yontemdir. Yontemin esasi,
metabolik olarak aktif olan canli hiicrelerin, sar1 olan XTT tetrazolium tuzlarini keserek
turuncu formazan boyasi rengine doniistiirmesi ve sivilarda ¢dziilebilen formazan
boyasimin spektrofotometre ile kantitatif olarak dlciilebilmesine dayanmaktadir. Bunun
icin, 96 kuyucuklu plate icerisinde kiiltiire edilen hiicreler sar1 XTT soliisyonu ile 1-4
saat inkiibe edilmekte ve daha sonra olusan turuncu formazan boyast ELISA
okuyucusunda kantitatif olarak dlgiilerek degerlendirilmektedir. Canli hiicrelerin artisi,
ornek icerisinde mitokondrial dehidrogenaz aktivitesinin artmasina neden oldugundan,

Olciilen formazan absorbansi ile iliskilidir.

XTT sitotoksisite deneyinde uygulanan basamaklar su sekilde siralanabilir;

1. Flask igerisindeki hiicreler serumsuz besiyeri ile yikandiktan sonra tripsin ilave

edildi. Flask sallanarak yiizeydeki hiicreler tripsin ile yikandi. 5 dakika etiivde
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bekletildikten sonra mekanik vurma ile hiicrelerin yapisik olduklar1 ylizeyden
kalkmalar1 sagland1 ve serumlu besiyeri ilave edilerek hiicrelerin bir kismi falkon
tiipiine alindu.

. Falkon tiip alt-iist edilerek karigtirildiktan sonra hiicre soliisyonundan 50 pl alinarak
50 pl trypan mavisi ile karistirildi ve Neubaer lam ile hiicre sayimi1 yapildi.

. Her kuyucukta yaklasik 100000 hiicre olacak sekilde 100 ul hiicre soliisyonu, 96’ lik
plate’ e her konsantrasyon i¢in ii¢ kez tekrarlanacak sekilde dagitild.

. Plate, CO,’ li etlivde 24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin yapismalari saglandi.

Ikinci giin belirlenen dozlarda etken madde kuyucuklara dagitild: (Sekil 3)
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Sekil 3: XTT sitotoksisite deneylerinde kullanilan 96 kuyucuklu plate formati ve

uygulanan cisplatin konsantrasyonlari.

. Ucgiincii giin ise 1. Giin i¢in XTT analizi yapilacak olan hiicrelerin ortami Fenol-Red
icermeyen DMEM (Biolnd, #01-053-1A) kullanilarak hazirlanan XTT karigimi ile
degistirildi ve 4 saat sonra ELISA okuyucuda (Thermo Multiskan FC) 450 nm ve
620 nm dalga boylarinda okutuldu (Sekil 4).

. Ayni1 islem, etken maddenin verilmesinden 48 saat sonra 2. giine ait siralar i¢in ve
72 saat sonra 3. giine ait siralar i¢in tekrarlandi.

. Her bir kuyucuktaki hiicre canliliginin hesaplanmasi igin 6l¢iillen 450nm — 620nm
absorbans degerlerinin farki alindi. Kontrol kuyucuklarinda yer alan hiicrelerin
canlilig1 % 100 kabul edilerek dlgiilen absorbans degerleri ile oranlanda.

Elde edilen sonuglar ile % 50 inhibitér konsantrasyonlar1 (ICsg), Graphpad Prism

istatistik programi kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 4. ELISA okuyucuda 6l¢iimii yapilan cisplatin sitotoksisite deneyinin 1. giin

verileri

3.4.Hiicre Serilerinden DNA Izolasyonu ve 14-3-3sigma Metilasyon Analizleri
3.4.1. DNA izolasyonu

Hiicreler serumsuz ortam ile yikandi ve tripsin ilave edilerek 37°C’ de 5 dakika

inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin flask ylizeyinden ayrildigi inverted mikroskopta

kontrol edildikten sonra hiicreler serumlu ortam ile karistirilarak falkon tiipiine aktarildi.

1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra hiicre pelletinin {izerindeki ortam

uzaklastirild ve 200 pl serum fizyolojik ile pellet ¢oziildii. Bundan sonraki asamalarda

“High Pure PCR Template Preperation Kit” (Roche; #11 796 828 001) kullanilarak

DNA izolasyonu yapild.

DNA izolasyonu;

1. 200 pl hiicre soliisyonu steril bir ependorf tiip icerisine alindu.

2. Uzerine 400 ul baglayic1 tampon (binding buffer) ve 20 pl Proteinaz K pipetlendi.
Karstirildiktan sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyonun sonunda 100 pl izopropanol eklendi ve pipetaj ile iyice karistirildi.

4. Karisim bir toplama (collection) tiibiinlin igine yerlestirilmis ‘filtre’ tiibiiniin
icerisine pipetlendi ve 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Altta biriken sivi toplama tiibii ile birlikte atildi. Filtre yeni bir toplama tiibii
icerisine yerlestirildi.

6. Filtre tiibiiniin {izerine 500 pl inhibitor giderici tampon (removal buffer) pipetlendi.

8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.
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7. Altta biriken s1v1 toplama tiibii ile birlikte atildi, filtre yeni bir toplama tiibii icerisine
yerlestirildi.

8. Filtre tiibline 500 pl yikama tamponu (wash buffer) pipetlendi. 8000 rpm’ de 1
dakika santrifiij edildi.

9. Altta biriken sivi toplama tiibii ile birlikte atildi. Filtre yeni bir toplama tiibii
igerisine yerlestirildi.

10. Filtre tiibiine tekrar 500 ul yikama tamponu (wash buffer) pipetlendi ve 8000 rpm’
de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Toplama tiibiinde biriken sivi dokiildii ve filtre ayni toplama tiibii igerisine
yerlestirilerek 14.000 rpm’ de 10 saniye santrifiij edildi.

12. Toplama tiibii atilds, filtre tiibii steril bir ependorf tiip igerisine yerlestirildi.

13. Onceden 70°C’ de 1sitilmis eliisyon tamponundan (elution buffer) 200 pl filtre
tiibiine pipetlendi. 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

14. Filtre tiibii at1ld1. Izole edilen DNA steril tiipe aktarilarak — 80 °C’ de saklandh.

3.4.2. DNA’ mn bisiilfitlenmesi
Sodyum bisiilfitin DNA ile kimyasal tepkimesi sonucu metillenmemis sitozinin
urasile doniigmesi reaksiyonu ve bunun ardindan geleneksel PCR yapilmasi esasina
dayanan Metilasyon spesifik PCR i¢in “EZ DNA Methylation Gold Kit” (Zymo
Research, #D5006) kullanilarak DNA 6rneklerinin bistilfitlemesi yapildi.

Sitozin-Timin Doniistiirich Tampon Hazirlanmasi (CT Conversion Reagent):

Ependorf tiip igerisinde 900 pl su, 300 pl diliisyon tamponu (M-Dilution Buffer), 50 ul
¢oziicli tampon (M-Dissolving Buffer) konularak hazirlandi. Oda sicakliginda 10 dakika
karistirildi veya sik sik vortekslendi. lyi sonuclarin elde edilmesi igin taze olarak
hazirland1 ve 1s1iktan korundu. (Oda sicakliginda 1 gece, 4°C’ de 1 hafta, -20°C’ de 1 ay

saklanabilir) Dondurulmus soliisyon 37°C’ ye 1sitilip, vortekslendikten sonra kullanildi.

Yikama Tamponun Hazirlanmasi (M-wash Buffer): 24 ml yikama tamponuna

kullanimdan 6nce 96 ml % 100 ethanol ilave edildi. Soliisyonlar hazirlandiktan sonra

DNA’ nin bisiilfitlenmesi i¢in asagidaki protokol uygulands;
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1. Steril bir ependorf tiip igerisine alinan 20 ul DNA 06rnegi iizerine 130 pl sitozin-
timin doniistiiriicii tampon ilave edildi. (DNA o6rnegi 20 pl’ den az ise su ile
tamamlanmalidir) Ornek tiipe hafifce vuruldu yada pipetaj ile karistirildi. Kisa bir
santrifiijden sonra sivinin tiipiin alt kisminda toplanmasi sagland.

2. Tiip thermalcycler’ a alindi ve 98 °C’ de 10 dakika; 64 °C’ de 2,5 saat tutuldu.

3. Toplama tiibii ile kombine edilen ¢evirme kolonu (spin column) iizerine 600 pl
baglayici tampon (M-Binding Buffer) ilave edildi.

4. Baglayici tampon igeren kolon iizerine 2. agamadaki 6rnek eklendi ve birkag kez alt-
iist edilerek karigtirildi.

5. En ytiksek devirde (> 10.000 g) 30 saniye santrifiij edildi ve alttaki siv1 atild1.

6. Kolon iizerine 100 pl yikama tamponu (M-Wash Buffer) pipetlendi. En yiiksek
devirde 30 saniye santrifiij edildi.

7. Kolon iizerine 200 pl ‘M-Desulphonation Buffer’ ilave edilerek oda sicakliginda
(20 °C — 30 °C) 15 — 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra en yiiksek
devirde 30 saniye santrifiij edildi.

8. Kolon iizerine 2 kez 200 pl yikama tamponu ilave edildi ve en yiiksek devirde 30
saniye santrifiij edildi.

9. Kolon 1.5 ml steril ependorf tiip igerisine alindi. Matriks {izerine 10 pl eliisyon
tamponu
(M-Elution Buffer) pipetlendi. En yiiksek devirde 30 saniye santrifiij edildi ve
bistilfitlenen DNA —70 °C’ nin altinda saklandi.

3.4.3. 14-3-3sigma Metilasyon Analizi

14-3-3sigma genindeki CpG adaciklarinin analizi Metilasyon Spesifik PCR
(MS-PCR) yontemi ile yapildi (35). Metile ve unmetile DNA dizisine 6zgiil primer
ciftleri kullanilarak 3,4,8 ve 9. CG diniikleotidlerini igeren 105/107 bazgiftlik bolge
cogaltildiktan sonra PCR iriinleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitiildii ve sonuclar

degerlendirildi (Sekil 5).
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Sekil 5. 14-3-3sigma DNA dizisindeki CpG adaciklar1 ve MS-PCR ile ¢ogaltilan gen
bolgesi

Metile 14-3-3sigma dizisi;

TITGATTTAGAAGGTTAAGITGGTAGAGTAGGT GAA GITATGAGGATATGG AG
TT ATGAAAGG G GTGGAGAAGGG GAGGAGITITITTG GAAGAG GAAATTTG
TITTAGTAGTTTATAAGAA GTGGTGGG GG  AGAGGGITTGITTTGGAGGGTGITGT
AGTATTGAGTAGAAAAGTAA GAGGAGGGTT GGAGGAGAAGGGG GAGGTG G
TGAGTAT' GGGAGAAGGTGGAGATTGAG

Metile bolgeye 6zgiil primerler ; (104 bazgift iiriin verir)
Forward Primer: 5°’- TGGTAGTTTTTATGAAAGGCGTC -3°
Reverse Primer: 5°- CCTCTAACCGCCCACCACG -3’

Unmetile 14-3-3sigma dizisi;

TTGGT AGGTAGTAGTTAG GI'G GITTGTGTGT AGAGTTATGGAGAGA
GITAGTITGATI TAGAAGGTTAAGITGGTAGAGTAGGT  GAA GITATGAGGATATGG
AG TT ATGAAAGG G GTGGAGAAGGG GAGGAGITITITTG GAAGAG GAAA
TGITITITAGTAGITTATAAGAA GTGGTGGG GG AGAGGGITGITTGGAGGGTGITGT

AGTATTGAGTAGAAAAGTAA GAGGAGGGIT GGAGGAGAAGGGG GAGGTG ' G
TGAGTAT GGGAGAAGGTGGAGATTGAG

Unmetile bolgeye 6zgiil primerler; (106 bazgift iirlin verir)
Forward Primer: 5°- ATGGTAGTTTTTATGAAAGGTGTT-3’
Forward Primer: 5°- CCCTCTAACCACCCACCACA-3°

Tablo 2. Metilasyon Spesifik PCR reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Son konsantrasyon
H,0 18.75 pl

Magnezyum 2 ul 2 mM

Primerler 0.5 pl 0.5 uM

dNTP 1.25 ul 200 uM herbir ANTP
PCR Tamponu 2.5 ul 1 x

Fast start tag polimeraz 0.5 ul 1 Unit

DNA 4 pl 250 ng

Son hacim 25 ul
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Tablo 2° de belirtildigi gibi PCR karisimi hazirlandiktan sonra son hacmi 25 pl
olan ornekler santrifiij edildi ve thermalcycler (Techne-TC3000) cihazina yerlestirildi.
Thermalcycler’ da ilk denatiirasyon 95°C” de 10 dakika, amplifikasyon 35 siklus (95°C’
de 30 saniye, 56°C’ de 30 saniye, 72 °C* de 30 saniye) ve son uzatma 72 °C’ de 4 dakika
uygulanarak PCR yapildi. Olusan PCR iiriinleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek

sonuglar degerlendirildi.

3.5.Hiicre Serilerinden RNA izolasyonu ve 14-3-3sigma ekspresyon analizleri
3.5.1. RNA izolasyonu
Hiicre serilerinden RNA izolasyonu “MagNA Pure LC RNA Isolation Kit”
(Roche, #03542394001) kullanilarak Magna Pure LC (Roche-applied science) niikleik
asit izolasyon cihazinda yapilabilmektedir (36). Ancak bu cihazda kit kaybinin
olmamast i¢in en az 8 Ornegin calisilmasi gerekmektedir. Cihazin “RNA HP Blood
external lysis” protokolii, RNA orneklerinin baglayict tampon ile karigtirilarak
izolasyon iglemine kadar — 86°C’ de saklanabilmesini saglamaktadir.
Calismamizda RNA izolasyonu i¢in hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra
santrifiij edildi ve hiicre pelleti 200 pl serum fizyolojik ile ¢oziildii. 700 ul DTT igeren
baglayict tampon ile hiicre soliisyonu iyice karistirildi ve Ornekler daha sonra

izolasyonu yapilmak iizere — 86°C’ de saklandi.

Soliisyonlarin hazirlanmasi;
Lizis baglayici tampon (Lyses Binding Buffer): Son konsantrasyonu % 1 olacak

sekilde DTT ile karistirildi.

Manvetik _ partikiiller  (MagneticGlass  Particles): Kullanilmadan Once

vortekslenerek iyice karistirildi ve homojen olmasi saglandi.

Dnase: Kit igerisinde liyofilize halde bulunan Dnase (5a), 10 ml Dnase
inkiibasyon tamponu (Dnase Incubation buffer (5b)) ile karigtirild1 ve ¢oziildiikten sonra
-20 °C’ de saklandi.

Proteinaz K: Kit igerisinde liyofilize halde bulunan Proteinaz K (7a) {lizerine 3
ml ‘Proteinaz K tamponu (7b)’ pipetlendi ve kapagi kapatilarak iyice karistirildi.
Tamamen eridikten sonra 2 ml daha Proteinaz K tamponu (7b) pipetlenerek iyice

karistirildi ve -20 °C’ de saklandi.
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Soliisyonlar hazirlandiktan sonra Magna Pure niikleik asit izolasyon cihazina
gerekli miktarlarda kondu. Pipet uclari ve diger sarf malzemeleri yerlestirildi.
Orneklerden 900’ er ul drnek kasetine pipetlendi ve kaset cihaza yerlestirildi. “RNA HP
Blood external lysis” protokolii secgilerek izolasyon islemi baglatildi. Yaklasik 1 saat
sonra izolasyonu tamamlanmis olan RNA  Ornekleri tiiplere alindi ve
konsantrasyonlarinin  belirlenmesi i¢in nanodrop spektrofotometrede (ND-1000)
okutuldu. RNA kalitesi, optik yogunluk (OD) 6l¢timleri sonucunda Azey / Asgp orani
kullanilarak degerlendirildi. Saf RNA i¢in ODagp280 = 2.0 = 0.1 normal sinirlar olarak
kabul edildi.

3.5.2.¢cDNA elde edilmesi

Hiicre serilerinden izole edilen RNA orneklerinden komplementar DNA’ nin
sentezlenmesi icin “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche, #
04896866001) kullanildi.

1. 5 pg total RNA 6rnegi 1 pl Ankor-oligo(dT) primer ile karigtirildi ve distile su ile
13 pl’ ye tamamlandi.

2. 65°C’ de 10 dakika denatiire edildikten sonra buz lizerine alindi.

3. Tablo 3’ de son konsantrasyonlari verilmis olan kit bilesenleri ile ters transkripsiyon
karisimi (RT-Mix) hazirlandi. 7 pl ters transkripsiyon karisimi denatiire edilmis
primer-ornek karigimima pipetlendi. Vorteks kullanilmadan iyice karistirilarak

santrifilj edildikten sonra thermalcycler cihazina yerlestirildi.

Tablo 3. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
Ters Transkripsiyon Karisimi

Reaksiyon Tamponu 4 ul 1x (8 mM MgCl2)
Koruyucu RNase Inhibitér 40 U/ul 0.5 ul 20U
Deoksiniikleotid karigimi, 10 mM herbiri 2 ul 1 mM herbiri
Transkriptor Ters Transkriptaz, 20 U/ pl 0.5 pl 10U

Denatiire Primer-6rnek karigimi 13 ul

Son hacim 20 pl
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4. Thermalcycler protokolii; 55 °C’ de 30 dakika, 85 °C’ de 5 dakika olarak
uygulandiktan sonra cDNA ornekleri RT-PCR’ da kullanilmak {izere -20 °C’ de

saklandi.

3.5.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR (RT-PCR)

14-3-3sigma ve Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (GADPH) gen ekspresyon
analizlerinin yapilmasi i¢in TagMan probu kullanilarak RT-PCR yontemi uygulandi. Bu
yontem icin gerekli primer ve problarin se¢imi “Universal probe library, www.roche-

applied-science.com” veri sitesi kullanilarak yapildi (Tablo 4).

TagMan RT-PCR Prensibi: TagMan yonteminde kullanilan UPL problar 5’ ve 3’

uclarindan florokrom maddelerle isaretlidir. Probun 5’ ucunda raportor florokrom (6-
karboksi floresein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayic1 florokrom (6-karboksi-
tetrametil-rodamin= TAMRA) bulunmaktadir. Prob, hedef zincir iizerinde primerlerin
baglanma bolgesinin arasinda kalan bir bolgeye baglanmaktadir. 3’ ucundaki baskilayici
florokrom, prob diziye hibridize oldugu siirece raportor florokromun sinyal olusturmasi
engellenmektedir. Primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin
devam edebilmesi i¢in Tag DNA Polimeraz enzimi 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesini
kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslamakta, boylece raportor florokrom serbest hale
gecerek sinyal olusturmaktadir. Olusan sinyal miktari, her siklusta olusan amplikon

miktarina paralel olarak artmaktadir.

Tablo 4. 14-3-3sigma gen ekspresyonunun analizinde kullanilan primer ve problar

Gen i!eri G.eri Prob no Am P lilf.o,l.l.
primer primer biiyiikliigii
14-3-3 ggctgagaactgg ctttattgagaggaaa Prob 3 146
sigma acagtggg catggtca (#04685008001) niikleotid
GADPH agccacatcgetcagaca  gcccaatacgaccaaatcc  Prob 60 66
cc (#04688589001) niikleotid

Standardizasyon: 14-3-3sigma gen ekspresyonunun rolatif kantitasyonu icin yapisal
gen (housekeeping) olarak GAPDH kullanildi. Konsantrasyonlar1 bilinen 8§ GADPH
standart: (10%,107, 10°, 10°,10" 10°, 10” ve 10" kopya ) ile standart amplifikasyon egrisi

olusturularak ayni cDNA Orneginden calisilan Hedef (Target; 14-3-3sigma) gen kopya
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sayisinin Referans (GADPH) gen kopya sayisina oranlanmasiyla rdlatif kantitasyon
degeri hesaplandi (Sekil 6).

TagMan PCR Enziminin Hazirlanmasi: Reaksiyon karisimi (1b) ve enzim (1a) numaralt

tiipler santrifiij edildi. 1a’ dan 10 pl alinarak, 1b tiipiine eklendi ve pipetajla karistirildi.

Sekil 6. GADPH standart egrisi

Tablo 5. RT-PCR reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlar1

Bilesen Miktar Son Konsantrasyon
H,0 5.2

Upl Prob (10 uM) 0.1 ul 100 nM

Ileri Primer (20 uM) 0.1 pl 200 nM

Geri Primer (20 uM) 0.1l 200 nM

TagMan Enzimi (5x) 2 ul 1x

PCR Karisimi hacmi 7,5 wl

cDNA 2,5 ul

Son hacim 10 pl

PCR Karisimi: Tablo 5° de belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra, 7.5 pl PCR karigimi
kapiller tiiplere dagitildi, total hacim 10 pl olacak sekilde tizerlerine 2,5 pl 6rnek cDNA,
negatif kontrol veya standart pipetlendi. Kapiller tiipler santrifiij edildi ve Lightcycler
2.0 (Roche-applied science) gercek zamanli PCR cihazina yerlestirilerek program
baglatild1 (Tablo 6). Calismanin sonunda cihazda bulunan “Absolute Quantification

Software” programi kullanilarak 14-3-3sigma gen ekspresyonu hesaplandi.
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Tablo 6. LightCycler Tagman PCR Protokolii

Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Dongii Programi Verileri Deger Deger Deger
Dongii 1 40 1
Analiz Modu - Kantitasyon
Hedef Dereceleri Segment 1 Segmen 1 Segment 2 Segment 1
Hedef Derece (°C) 95 94 60 40
Inkiibasyon zamani (sn) 600 15 60 30
Sicaklik Gegisi Orani (°C/sn) 20.0 20,0 20,0 20,0
Ikinci Hedef Derecesi (°C) 0 0
Basamak derecesi (°C) 0,0 0,0
Dongii 0 0
Kazang modu - Tek

3.6.SDS-PAGE ve western blot analizleri

Hiicre serilerindeki 14-3-3sigma ve Beta Aktin proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri, spesifik antikorlar yardimi ile belirlendi. Hiicre serilerinden protein elde
edildikten sonra sirasiyla asagidaki islemler yapildi.

1. SDS Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE);

2. Proteinlerin jelden membrana transfer edilmesi;

3. Spesifik olmayan baglanmalarin inhibisyonu (Bloklama);

4.Spesifik antikorlar ile hibridizasyon (Primer ve sekonder antikorlar) ve

goriintiileme.

3.6.1. Protein izolasyonu

Hiicre serilerinden protein izolasyonu “Complete Lyses—M” (Roche,
#04719964001) soliisyonu kullanilarak yapildi. 10 ml Lizis—M soliisyonu igerisinde 1
adet proteaz inhibitor tablet ¢oziildii. Hiicreler serumsuz ortam ile yikandiktan sonra
tripsinlendi ve 37°C’ de 5 dakika inkiibasyona birakildi. inverted mikroskopta
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildiklar1 kontrol edildikten sonra hiicreler serumsuz
ortam ile karigtirilarak falkon tiipline alindi. 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
Pellet iizerindeki ortam wuzaklastirildi ve 300 pl Lizis—M soliisyonu pipetlendi,
vortekslenerek hiicreler slispansiyon haline getirildi. 10 dakika oda sicakliginda 1200
rpm karistiricida inkiibe edildi. 20,000 x g’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra

slipernatant temiz bir tiipe aktarild1 ve protein tayini yapildi.
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3.6.2. Protein tayini

Hiicre serilerinden elde edilen proteinlerin total konsantrasyonlarinin belirlenmesi
“Bradford soliisyonu” (Fermentas, #R1271) ve “Bovin Serum Albiimin” (BSA) standart
set (Fermentas, #R1281) kullanilarak nano drop spektrofotometrede yapildi.Oncelikle 2
mg/mL, 1.5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.125 mg/mL ve 0.125 mg/mL
BSA standartlar1 kullanilarak standart egri olusturuldu (Sekil 2.9). Bunun i¢in herbir
standarttan 2 pl alinarak 100 pl Bradford soliisyonu ile karigtirildi. 5 dakika karistirict
izerinde inkiibe edildikten sonra herbir standart beser kez 525 nm dalga boyunda

okutuldu ve standart egri olusturuldu.
Protein ornekleri i¢in; 2 pl 6rnek 100 pl Bradford soliisyonuna pipetlendi ve oda
1isisinda 5 dakika inkiibe edildi. lyice karigtirildiktan sonra 2 ul alinarak nanodrop
spektrofotometrede okutuldu. Herbir 6rnek i¢in 3 okuma yapildi ve ortalama protein

konsantrasyonu hesaplandi.
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Sekil 7. Protein tayininde kullanilan BSA standart egrisi

3.6.3.  Soliisyonlarin Hazirlanmasi

4x Ayirict Tampon (1.5 M Tris/HCL pH: 8.8; %0.4 SDS)

(Seperating Buffer) 18,2 gr Tris/HCL + 0,4 gr SDS distile su igerisinde ¢oziilerek
100 ml’ ye tamamlanir.

4x Yigic1 Tampon (0,5 M Tris/HCL pH: 6.8; %0.4 SDS)

(Stacking Buffer) 6,1 gr Tris/HCL + 0,4 gr SDS distile su igerisinde ¢oziilerek
100 ml” ye tamamlanir.

%8 Ayirict Jel Distile su: 4,7 ml

(29:1) % 30 Akrilamid-Bisakrilamid Soltisyonu: 2,7 ml
4x Ayirict Tampon: 2,5 ml

%10 APS: 0,1 ml

TEMED: 0,006 ml
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%8 Yigict Jel

Distile su: 5,7 ml

(29:1) % 30 Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu: 1,7 ml
4x Yigici1 tampon: 2,5 ml

%10 APS: 0,1 ml

TEMED: 0,01 ml

%10 APS 0,025 gr APS, 250 pl distile suda ¢oziiliir

1X Phosphate 1 adet PBS tablet 100 ml distile suda ¢oziiliir
Buffered Saline

(PBS)

0.5 M Tris-HCI
pH: 6.8

7,88 gr Tris-HCL 70 ml distile suda ¢oziiltir. 2N NaOH ile pH
ayar1 yapilir (~400ul NaOH) distile suyla 100 ml’ ye
tamamlanir

2N NaOH 0,8 gr NaoH, 10 ml distile su i¢cinde vortex yapilarak ¢oziiliir
%10 SDS 1 gr SDS, 10 ml distile suda ¢ozilir

4x Yikleme Distile su: 3,8 ml

Tamponunu 0,5 M Tris/HCI (pH:6.8): 1 ml

Gliserol: 0,8 ml

%10 SDS: 1,6 ml

%1 Bromofenol Blue: 0,4 ml
Beta merkaptoetanol: 0,4 ml

10x Yiiriitme
Tamponu

30 gr Tris baz + 144 gr Glisin + 10 gr SDS + 4,5 ml konsantre
HCI toplam hacim 1 L olacak sekilde ¢oziiliir.

Transfer Tamponu

100 ml Tris-Glisin tamponu + 200 ml Metanol + 800 ml distile
su karistirilarak hazirlanir.

10X Tris Buffered 1 litre TBS i¢in: 24,2 gr Tris base, 80 gr NaCl (1X HCl ile
Saline (TBS) pH:7.6’ ya ayarlanir.)
TBS/T Tamponu 10x konsantrasyondaki hazir TBS tamponu distile su ile 1x’ e

sulandirildiktan sonra igerisine Tween—20 ilave edilir.

Bloklama Tamponu

(1X TBS, %0,1 Tween-20, %5 siit tozu)

150 ml igin: 135 ml distile suya 15 ml 10X TBS eklenir.
Karstirildiktan sonra 7,5 gr siit tozu eklenir. Karistirirken 0,15
ml Tween-20 pipetlenir.

Yikama Tamponu

1X TBS, % 0,1 Tween-20

(TBS/T)
Primer antikor (1XTBS, % 0.1 Tween-20, %5 BSA)
tamponu 20 ml i¢in: 18 ml distile suya 2 ml 10X TBS eklenir. 1 gr BSA

ilave edilerek karistirilir ve 20 pl Tween-20 pipetlenir.

3.6.4. Proteinlerin yiiklenmesi ve elektroforez: Protein lizatlar1 % 8’ lik SDS-
PAGE jelde konsantrasyonlar1 18 pug olacak sekilde kuyucuklara yiiklendikten sonra 80
V’ ta 2 saat siire ile yiirtitiildii. “Yiiklenecek protein miktar1 (ng) / 6rnek konsantrasyonu
(png/ pl) = yiiklenecek 6rnek hacmi (pl)” formiilii ile jele yiiklenecek protein miktarlar
belirlendi. Her 6rnek i¢in, hesaplanan hacimde protein iizerine 6rnek ylikleme tamponu

ilave edildi. Hazirlanan protein Ornekleri jele yiiklenmeden 6nce 5 dakika 95°C’de
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kaynatilarak SDS’ nin proteinlerin etrafin1 kusatarak proteinleri denatiire etmesi
sagland1 (tampon igerisinde bulunan SDS deterjaninin proteinlere baglanmasi ile
proteinler negatif yiiklii hale gelir). Protein Ornekleri % 8’lik SDS-PAGE jeline
yiiklenerek SDS-protein komplekslerinin  molekiil agirliklarima gore ayrilmalar
saglandi.

3.6.5. Transfer: SDS-PAGE jelde yiiriitiillen protein ornekleri, 1slak transfer
metoduyla membrana transfer edildi. Bu amagla; metanolden gegirilmis PVDF
(Immobilon-P polyvinylidene difluoride, PVDF, Sigma) membran, filtre kurutma
kagitlar1 ve transfer sistemi, transfer tamponunda 10-15 dakika siireyle bekletildi. Jel
ornegi, filtre kurutma kagitlar1 ve membran arasina yerlestirilerek transfer icin sandvig
modeli olusturuldu. Buz kalib1 igerisinde soguk ortamda 40 volt - 110 mA” de ve 2 saat
sireyle transfer islemi gerceklestirildi. Transferden sonra PVDF membran TBS/T
yikama tamponuna alinarak 3 kez yikandi ve bloklama asamasina gegildi.

3.6.6. Bloklama: 50 ml TBS/T igerisinde 2.5 gr siit tozu (non-fat dry milk — Bio
Rad) ¢oziilerek bloklama tamponu hazirlandi. Hazirlanan bloklama tamponu igerisine
alman membran, 1 giin siireyle karistiric1 lizerinde ve +4 °C’ de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 membran 3 kez TBS/T ile yikand.

3.6.7. Primer ve sekonder antikor ile muamele: Beta Aktin primer antikorun

hazirlanmasi (1:1000): 6 ml TBS/T tamponu icerisinde 0,15 gr BSA ¢oziildiikten sonra

igerisine 6 pul beta aktin antikoru (Cell Signalling Technology) ilave edilerek hazirlandi.

14-3-3sigma primer antikorun hazirlanmasi (1:1000): 6 ml TBS/T tamponu igerisinde

0,15 gr BSA ¢oziildiikten sonra igerisine 6 pl 14-3-3sigma antikoru (Milipore) ilave

edilerek hazirlandi.

Membranlar primer antikorlar ile 1 gece karistiricida inkiibe edildi. Ertesi giin
membranlar, 1:2500 konsantrasyonda olacak sekilde 5 ml TBS/T + 2 ul IgG ilave
edilmesiyle hazirlanan sekonder antikor ile oda 1sisinda 1,5 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Tk yarim saatlik siire doldugunda, bir sonraki basamakta kullanilacak olan
Alkalen Fosfataz enzimi (5 ml TBS/T + 4 ul Streptavidin + 4 pl alkalen fosfataz)

hazirlanarak oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
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Sekonder antikor ile muamelenin sonunda membranlar 3 kez TBS/T ile yikandx.
Hazirlanan enzim reaktifi membranin {izerine dokiilerek 1 saat siireyle oda isisinda
inkiibasyona birakild1 ve siire sonunda 3 kez TBS/T ile yikandiktan sonra renk reaktifi
hazirlandi. Renk reaktifi; 12 ml distile su igerisine + 0,5 ml 25x AP Renk Tamponu
eklenerek + 62,5 pl Soliisyon A + 62,5 ul Soliisyon B ilave edilmesiyle hazirlandi.
Membranin tizerine renk reaktifi ilave edildikten sonra bantlarin belirmesi beklendi.
Birkag¢ dakika sonra bantlar gézlendiginde renk reaktifi dokiildii ve membran distile su

ile yikandi, jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

3.7. Hiicre Serilerine siRNA transfeksiyonu
3.7.1. siRNA Dizileri ve Restispansiyonu
Caligmamizda hiicre serilerinde 14-3-3sigma ekspresyonunun susturulmasi
amaciyla, bu genin mRNA dizisine 6zgiil 4 ayr1 bolgeye baglanabilen siRNA dizileri
kullanilarak transfeksiyon yapildi (Tablo 7).

Tablo 7. 14-3-3sigma 6zgiil siRNA dizilerinin 6zelikleri

siRNA .. MW Nano

No Hedef Dizi (g/mol) mol Mgr

Oligo-1 CAAGACCACUUUCGACGACGAG 13,444.8 20 268.8
CTCGTCGT

Oligo-2 CGACAAGAAGCGCAUCAUU 13,429.9 20 268.5

Oligo-3 CGAGACAACCUGACACUGU 13,444.9 20 268.8

Oligo-4 AGACUGAGCUCCAGGGCGU 13,474.9 20 269.4

14-3-3sigma mRNA dizisi ve hedef siRNA baglanma bolgeleri

TTGGTCCCAGGCAGCAGTTAGCCCGCCGCCCGCCTGTGTGTCCCCAGAGCCATGGAGAG
AGCCAGTCTGATCCAGAAGGCCAAGCTGGCAGAGCAGGCCGAACGCTATGAGGACATG
GCAGCCTTCATGAAAGGCGCCGTGGAGAAGGGCGAGGAGCTCTCCTGCGAAGAGCGAA
ACCTGCTCTCAGTAGCCTATAAGAACGTGGTGGGCGGCCAGAGGGCTGCCTGGAGGGT
GCTGTCCAGTATTGAGCAGAAAAGCAACGAGGAGGGCTCGGAGGAGAAGGGGCCCGA
GGTGCGTGAGTACCGGGAGAAGGTGGAGACTGAGETEEAGEGEETG TGCGACACCGTG
CTGGGCCTGCTGGACAGCCACCTCATCAAGGAGGCCGGGGACGCCGAGAGCCGGGTCT
TCTACCTGAAGATGAAGGGTGACTACTACCGCTACCTGGCCGAGGTGGCCACCGGTGAEL
GACAAGAAGCGCATCATTGACTCAGCCCGGTCAGCCTACCAGGAGGCCATGGACATCA
GCAAGAAGGAGATGCCGCCCACCAACCCCATCCGCCTGGGCCTGGCCCTGAACTTTTCC
GTCTTCCACTACGAGATCGCCAACAGCCCCGAGGAGGCCATCTCTCTGGCCAAGACCAC
TTTCGACGAGGCCATGGCTGATCTGCACACCCTCAGCGAGGACTCCTACAAAGACAGCA
CCCTCATCATGCAGCTGCTGCGAGACAACCTGACACTGTGGACGGCCGACAACGCCGGG
GAAGAGGGGGGCGAGGCTCCCCAGGAGCCCCAGAGCTGAGTGTTGCCCGCCACCGCCC
CGCCCTGCCCCCTCCAGTCCCCCACCCTGCCGAGAGGACTAGTATGGGGTGGGAGGCCC
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CACCCTTCTCCCCTAGGCGCTGTTCTTGCTCCAAAGGGCTCCGTGGAGAGGGACTGGCA
GAGCTGAGGCCACCTGGGGCTGGGGATCCCACTCTTCTTGCAGCTGTTGAGCGCACCTA
ACCACTGGTCATGCCCCCACCCCTGCTCTCCGCACCCGCTTCCTCCCGACCCCAGGACCA
GGCTACTTCTCCCCTCCTCTTGCCTCCCTCCTGCCCCTGCTGCCTCTGATCGTAGGAATTG
AGGAGTGTCCCGCCTTGTGGCTGAGAACTGGACAGTGGCAGGGGCTGGAGATGGGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGCGCGCGCCAGTGCAAGACCGAGATTG
AGGGAAAGCATGTCTGCTGGGTGTGACCATGTTTCCTCTCAATAAAGTTCCCCTGTGAC
ACTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

SIRNA Restispansivon Protokolii

1. 20 nmol siRNA igeren tiipler santrifiij edilerek siRNA peletinin tiipiin alt kisminda
toplanmasi saglanda.

2. 5X siRNA tamponu RNAse icermeyen su ile 1X’ e sulandirildi.

(200 pl 5X tampon + 800 pul DEPC)

3. siRNA tiiplerinde hava kabarcigi olugmasi engellenerek 1000 pl 1X tampon
pipetlendi. 3-5 kez pipetaj yapilarak karistirildi ve bu sekilde 20 uM stok soliisyonu
elde edildi.

4. Orbital karistirict lizerinde oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Santrifiij edildikten
sonra 50 pl hacimlere bdliinerek -20°C’ de saklandi.

5. Kullanilacak olan 50 pl siRNA tiiptine 450 pl tampon pipetlendi ve 2 uM
konsantrasyon elde edildi.

6. DoOrt siRNA tiiplinden 25’er pL alinarak toplam 100 pL, 2 pM siRNA

sollisyonu 6 kuyucuklu plate’ de transfeksiyon i¢in kullanildi.

3.7.2.siRNA Transfeksiyon Kontrolleri

3.7.2.1. siGLO Green Transfeksiyon Indikatorii
siGLO transfeksiyon indikatorleri nukleusa lokalize olarak memeli hiicrelerinde tam
transfeksiyonu gosterebilen floresanli oligoniiklotidlerdir. siGLO green, 6-FAM
floresan boyas1 ile isaretlidir (Dharmacon, #D-001630-01-20). Optimal siRNA
transfeksiyon kosullarinin ve hedef siRNA ile birlikte transfeksiyon yapilarak
transfeksiyonun etkinliginin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Sekil 8).

siGLO green resuspansiyonu;

1. 20 nmol siGLO tranfeksiyon indikatoriinii igeren tiip santrifiij edildi ve pelletin tiipiin
alt kisminda toplanmasi saglandi.

2. 1 mL Ix siRNA tamponu ile ¢oziilerek 20 uM stok siGLO hazirlandi.
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3. Oda 1s1sinda yavasca karistirilarak 20 — 30 dakika inkiibe edildi ve tamamen erimesi
saglandi. Kisa bir santrifiij yapildiktan sonra kiigiik hacimlere béliindii ve -20°C’de

1siktan korunarak saklandi.

3.7.2.2. siRNA kontrolleri
Negatif Kontrol: Insan genomunda higbir bolgeye baglanmayan 4 siRNA dizisi
icermektedir.
Pozitif Kontrol: Insan genomunda GADPH mRNA’ sina 6zgiil siRNA dizisini
icermektedir.
siRNA transfeksiyonu i¢in 6 kuyucuklu plate’ de olusturulan hiicre gruplar1 asagidaki

sekilde diizenlends;

1. 14-3-3sigma: 14-3-3sigma 6zgiil siRNA’ nin uygulandigi grup,

2. Pozitif kontrol (GADPH siRNA),

3. Negatif kontrol (non-targeting siRNA, genom iizerinde hi¢bir bolgeyi hedeflemeyen
RNA dizisidir)

4. siGLO: Transfeksiyon indikatorii (siGLO) uygulanan grup

5. Yalanct “mock” transfeksiyon : Sadece transfeksiyon ajani dharmafect-1 uygulanan
grup

6. Higbir uygulama yapilmamis (untreated) grup

Sekil 8. A549 hiicre serisine transfeksiyon indikatorii siGLO transfeksiyonu.
DharmaFECT-1 soliisyonu kullanilarak transfeksiyon yapildi. 24 saat sonra inverted
floresan mikroskopta fotograflar ¢ekildi (Dharmafect-1 konsantrsayonu: 0.15
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ng/kuyucuk, Hiicre sayist: 6 kuyucuklu plate’ de 600.000 hiicre/kuyucuk, siGLO
konsantrasyonu: 100 nmol) Al: Floresan 151k goriintiisii, A2: Faz kontrast + floresan
goriintlisii birlestirilmis, 200x biiylitme; B1: Floresan 11k goriintiisii, B2: Faz kontrast +
floresan goriintiisii birlestirilmis, 400x biiyiitme.

siRNA transfeksiyonundan sonra 14-3-3sigma ve GADPH ekspresyon diizeylerinde
meydana gelen degisiklikler RT-PCR ile konrol edildi (Grafik 2 ve 3).

3.7.3. siRNA Transfeksiyonu I¢in Hiicrelerin Hazirlanmast

Hiicrelerin ig¢inde bulundugu ortam dokiildii ve hiicreler 10 ml antibiyotiksiz —
serumsuz ortam ile yikandi. Tripsin ilave edilerek kiiltiir kabinin tiim yiizeyine
yayilmasi saglandi. 10 — 30 sn iginde tripsin dokiildiikten sonra 37°C’ de 5 dakika
bekletildi. Serumlu ortam ilave edildikten sonra 50 pl hiicre siispanisyonu alinarak
tripan mavisi ile sayildi. 6-kuyucuklu plate’ de herbir kuyucuk 800.000 hiicre icerecek
sekilde pipetlendi. 24 saat % 5 CO, etiivde inkiibe edildi.

3.7.4. siRNA Transfeksiyon protokolii

1. Herbir siRNA tiibiinden 2 uM siRNA soliisyonu hazirlandi.

2. ki ayr tiipte antibiyotiksiz ve serumsuz besiyeri ile siRNA ve transfeksiyon
sollisyonu hazirlandi.
1. TUP: 100 pl siRNA (25 pl herbir 2 uM siRNA tiipiinden) + 100 pl besiyeri
2. TUP: 4 pL Dharmafect-1 transfeksiyon soliisyonu + 196 pL besiyeri. Tiipler oda
1s1sinda 5 dakika bekletildi.

3. 1. Tipteki igerik alinarak 2. tiipe pipetlendi. Pipetaj ile karistirildi ve oda 1sisinda 20
dakika bekletildi.

4. Kuyucuklardaki ortam ¢ekildi ve hiicreler antibiyotiksiz, serumsuz ortam ile yikandi.
Daha sonra 1600 pl antibiyotiksiz %10 FBS i¢eren ortam ilave edildi.

5. 400 pl Transfeksiyon karigimi ilave edilerek yavasca karistirildi.

6. Hiicreler 37 °C %5 CO; ‘li etiivde mRNA analizi i¢in 24-48 saat, protein analizi igin
48-72 saat inkiibe edildi.
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Grafik 2. A549 hiicre serisine siRNA transfeksiyonundan sonra GADPH ekspresyonu.
1. 100 nM Pozitif kontrol (GADPH) siRNA, 2. 100 nM Negatif kontrol siRNA, 3.
Yalanci transfeksiyon (sadece transfeksiyon reagent Dharmafect-1 verilen hiicreler), 4
ve 5. Higbirsey uygulanmamuis hiicreler.
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Grafik 3. A549 hiicre serisine siRNA transfeksiyonundan sonra 14-3-3sigma
ekspresyonu. 1. 100 nM siRNA oligo-1, 2. 100 nM siRNA oligo-2, 3. 100 nM siRNA
oligo-3, 4. 100 nM siRNA oligo-4, 5. siRNA kombine (25 nM herbir siRNA), 6.
Higbirsey uygulanmamis hiicreler

3.8.Hiicre serilerine Azasitidin uygulanmasi

Bir niikleozit analogu olan 5-aza-2-deoksisitidin (Azasitidin), DNA metil
transferaz enzimlerini yikarak geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmekte ve bdylece
genomda hipometilasyona neden olmaktadir. Hiicre serilerine azasitidin uygulanmasi
genomdaki hipermetilasyona bagli susturulmanin kaldirilmasin1 saglanmaktadir (37,
38). Calismamizda hiicre serilerine azasitidin uygulamas: ile 14-3-3sigma gen

ekspresyonu arttiritlmis ve bu durumun cisplatin yanitina olan etkisi arastirilmigtir.
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3.8.1. Optimum Azasitidin konsantrasyonun belirlenmesi

Azasitidin uygulama protokolii;

e 10 mg Azasitidin (Sigma, #A3656) 438 ul DMSO ile sulandirilarak 100 mM ana
stok elde edildi.

e 6 kuyucuklu plate herbir kuyucuk 10° hiicre icerecek sekilde hazirlandi. 24 saat
hiicrelerin yapismalart i¢in beklendikten sonra % 4 FBS iceren ortam ile besiyeri
degistirildi ve kuyucuklara 1, 3, 5 ve 10 uM azasitidin verildi.

e 3. ve 5. giinlerde de aym islem yapildiktan sonra hiicreler 2 giin azasitidin
bulunmayan_ortamda birakildi.

e 8. Giin RNA izolasyonu yapild1 ve 14-3-3sigma ekspresyon diizeyleri analiz edildi.
En yiiksek artisin 5 ve 10 uM azasitidin ile olustugu belirlendi (Grafik 4).

A549 Hiicre Serisi Azasitidin uygulamasi

15

10

Kontrol 5 uM Azasitidin 10 pM Azasitidin

W 14-3-3sigma Ekspresyonu

Grafik 4. A549 hiicre serisine azasitidin uygulandiktan sonra 14-3-3sigma ekspresyon
diizeyleri.

3.9.Sitokrom C saliniminin analizi

Hiicrede apoptozu indiikleyen uyaranlara yanit olarak mitokondriden salinan
sitokrom c¢ proteinin miktarinin analizi Cytochrome C ELISA Kit (Chemicon, #APT200)
kullanilarak yapildi (39).

Test prensibi: Ornekteki yada standartdaki sitokrom c, mikrotiter plate iizerine
emdirilmis olan anti-sitokrom ¢ monoklonal antikoruna baglandiktan sonra biyotinle

konjuge edilmis monoklonal anti-sitokrom ¢ antikoru ilave edilerek ilk antikora
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baglanmasi saglandi. Inkiibasyondan sonra baglanmamis biyotinle konjuge olan anti-

sitokrom c, yikama asamasinda uzaklastirildi. Biyontinle konjuge anti-sitokrom ¢’ ye

streptavidin-HRP ilave edildi ve baglanmamis streptavidin-HRP yikama asamasi ile

uzaklastirildi. Ornekteki sitokrom ¢ miktari, kuyucuklara HRP’ nin subtrat soliisyonu

ilave edildikten sonra renk reaksiyonunun absorbansinin 450 nm’ de dlciilmesi ve 7 adet

sitokrom c diliisyonu ile ¢izilen standart egriye gore belirlendi.

3.9.1. Sitokrom c salimimi analizinde kullanilacak soliisyonlarin hazirlanmasi

1 M’ lik 121,14 gr tris 800 ml Otoklavlayarak sterilize edildikten sonra
Tris-HCI, H,0 iginde ¢oziildii. oda 1sisinda saklanir

Uzerine HCI
PH 7.5 ekleyerek
MW=121,14) pH’ 1istenilen degere

getirildi (~50 ml)

1 It’ ye tamamland1

50 mM 10 mg Leupeptin +420,6  +4°C’ de 1 ay, -20°C’ de 6 ay stabildir
Leupeptin ul distile su
(MW = 475,60)
50 mM 10 mg Pep A +291,6 ul +4°C” de 1 hafta, -20°C’ de 6 ay stabildir.
PepstatinA DMSO Soliisyon sar1 renge doniismiis ise hidrolize
(MW: 685,91) olmustur.
10 mM 10 mg Apr + 153,6 pl +4°C’ de 1 ay, -20°C” de 1 y1l stabil,
Aprotinin distile su Isiktan korunmalidir.
(MW: 6511,52)
1 M PMSF 0,1 gr PMSF + 574 pl Cok hizl inaktive oldugundan soliisyonlara
(MW: 174,19) DMSO taze olarak eklenmelidir.

+4°C” de 9 ay, -20°C’ de birkag yil
saklanabilir.

Soliisyon 1: 10 mM Tris-HCI; pH 7,5; 0,3 M Sukroz; 10 uM Aprotinin A; 10 pM
pepstatin, 10 uM Leupeptin; 1 mM PMSF
e 200l 1M’ ik Tris-HCI, pH 7,5 stok’u — 10 mM Tris-HCI, pH 7,5

2,0538 gr Sukroz (MW = 342.30) — 0,3 M Sukroz

e 20 ul 10 mM Aprotinin A stok (MW =6511,52) — 10 uM Aprotinin A
e 4 ul 50 mM Pepstatin A stok (MW = 685,91) — 10 uM Pepstatin

e 4 ul 50 mM Leupeptin stok (MW = 475,60) — 10 uM Leupeptin

e 20 ul I mM PMSF stok (MW = 174,19) — 1 mM PMSF
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e Toplam hacmi H,O ile 20 ml’ ye tamamlandi.

Soliisyon 2: 10 mM Tris-HCL; pH 7,5; 1% Triton X-100; 150 mM NaCl; 10 uM
Aprotinin A; 10 uM Pepstatin; 10 uM Leupeptin; 1 mM PMSF

e 200 pul 1M’ lik Tris-HCI, pH 7,5 stok’u — 10 mM Tris-HCI

e 200 pl Triton X-100 — %1 Triton X-100

e 0,17532 gr NaCl (MW = 58,44) — 150 mM NaCl

e 20 ul 10 mM Aprotinin A stok (MW = 6511,52) — 10 uM Aprotinin A

e 4l 50 mM Pepstatin A stok (MW = 685,91) — 10 uM Pepstatin

e 4 ul 50 mM Leupeptin stok (MW = 475,60) — 10 uM Leupeptin

e 20 ul 1 mM PMSF stok (MW =174,19) — 1| mM PMSF

Toplam hacmi H,O ile 20 ml’ ye tamamlandu.

Yikama Soliisyonu (10X): Saf su ile sulandirilirak 1X konsantrasyonda kullanildi.

Biotin ile konjuge anti-sitokrom ¢ monoclonal antikoru ve enzim ile konjuge

streptavidin: Kullanilmadan 6nce ‘Assay Diluent’ ile biyotinle konjuge antikor 1:100 ve
enzim ile konjuge streptavidin 1: 1000 oraninda seyreltildi. Kullanilan soliisyonlar taze
olarak hazirlandi.

Sitokrom c¢ Standardi: 500 pL deiyonize su kullanilarak, konsantrasyonu 40 ng/mL

olacak sekilde ¢oziildii. Bu stok soliisyonundan seri diliisyonlar yapilarak elde edilen 7
konsantrasyon kullanilarak standart egri ¢izildi. Sulandirildiktan sonra kii¢iik hacimlere

bolinerek —80 °C’ de saklandi.

3.9.2. Sitokrom c salimimi analiz edilecek orneklerin hazirlanmast
Sitokrom ¢ salinimi analiz edilecek hiicre serilerinden kontrol, 24 saat ve 48 saat’ lik
olmak iizere ticer flask olusturuldu.
Ikinci giin, 48 saat icin olusturulan hiicre flasklerine ICsy konsantrasyonlarinda
cisplatin verildi (A549: 30 uM, CD-A549: 200 uM, Calul: 13 uM, CD-Calul: 300
uM).
Ugiincii giin, 24 saat igin olusturulan flasklere cisplatin verildi (A549: 30 uM, CD-
A549: 200 pM, Calul: 13 pM, CD-Calul: 300 pM).
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8.
9.

Dérdiincii giin, hiicreler 3 defa PBS ile yikandiktan sonra tripsinlenerek kaldirildu.
Hiicre sayimi yapildiktan sonra 1x10° hiicre falkon tiipiine alind1 ve santrifiij edildi.
Stipertnatant atildi ve hiicre pelleti 300 pl soliisyon 1 ile ¢oziildii.

Homojenizator ile 5 dakika buz iizerinde homojenize edildi. (Bu asamada
homojenizattan bir damla alinarak Trypan blue boyasi ile kanstirildi ve 151k
mikroskobunda hiicrelerin par¢alanmasi kontrol edildi )

Ornek 4 °C’ de 10,000xg 60 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant alinarak sitoplazmik fraksiyon olarak kullanildi.

10. Presipite olmus fraksiyon, soguk 300 pl soliisyon 2’ de ¢6ziildii.

11. Ornek ultra sonikatdr kullanilarak 3 kez (her seferinde 20 saniye) buz iizerinde sonike

edildi. (Output control=2, Duty cycle=90%)

12. 4 °C’ de 10,000xg, 30 dakika santrifiij edildi.

13. Siipernatant alinarak mitokondriyal fraksiyon olarak kullanildi.

3.9.3. Deney Protokiilii
Standart egri icin, 40 ng/mL Sitokrom c stok soliisyonundan ‘Assay Diluent’ ile 1:2
oraninda sulandirilarak 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1,125 ng/mL, 0.562
ng/mL, 0,281 ng/mL konsantrasyonlar1 hazirlandi. Kuyucuklara her konsantrasyondan
100’er pl ve blank soliisyonu olarak 100 pl 1X Assay Tampon pipetlendi.

Kullanilmadan 6nce biitiin soliisyonlar ¢alkalandi.

. Her ornek, standart ve blank ¢ift olarak ¢alisildi.

100 pL 6rnek yada sitokrom c standardi anti-sitokrom c antikoru kapl plate {lizerine
pipetlendi.

Plate kapland1 ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar bosaltildi ve her kuyucuk 4 kez yaklagik 300 pL. yikama soliisyonu ile
yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar bosaltildi ve emici bir kagit yada havlu ile
kalan yikama tamponu ¢ekildi.

Her kuyucuya 100 pl sulandirilmis biotin ile konjuge anti-sitokrom c antikoru
pipetlendi.

Plate kaplandi ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.
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9. Kuyucuklar bosaltildi ve her kuyucuk 4 kez yaklagik 300 pL yikama soliisyonu ile
yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar bosaltildi, emici bir kagit yada havlu ile
kalan yikama tamponu ¢ekildi.

10. 100 pl sulandirilmig enzim ile konjuge streptavidin pipetlendi.

11. Plate kaplandi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

12. Kuyucuklar bosaltildi ve her kuyucuk 4 kez yaklagik 300 pL yikama soliisyonu ile
yikandi. Son yikamadan sonra kuyucuklar bosaltildi, emici bir kagit yada havlu ile

kalan yikama tamponu cekildi.
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Sekil 9. Sitokrom c analizinde kullanilan mikroplate. Stop soliisyonu ilave

edildikten sonra ELISA okuyucuda 450 nm’ de okutuldu.

13. TMB oda sicakliginda 1sitildi. Her kuyucuga 100 ul TMB/E substrat pipetlendi. Ayrica
blank kuyucuk i¢in de 100 pl pipetlendi ve oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

14.100 pl stop soliisyonu pipetlenerek (blank kuyucuk da dahil) enzim reaksiyonu
durduruldu. Bu agsamada enzim aktivasyonu tamamen durdurulmus oldu ve iyi sonuclar

alinmasi i¢in plate hizli bir sekilde 450 nm’ de okutuldu (Sekil 9)

:"I' P |1 | . I S I 1 I | S | 1 | Ity | N (' P ) | 1}
-

Grafik 5. Sitokrom c standart egrisi
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3.10. Istatistiksel Analizler

Hiicre serilerinin 14-3-3sigma ekspresyon diizeyleri GraphPad Prism istatistik
programi kullanilarak student t testi ile karsilastirildi. Sitotoksisite deneylerinden elde
edilen XTT ve WST absorbans degerleri GraphPad Prism istatistik programina
yliklenerek cisplatin dozlarinin logaritmik degerlerine karsi Nonlinear Regression
Analizi yapild1 ve % 50 inhibitdr konsantrasyonu (ICsg) hesaplandi. Farkli deneylerden
elde edilen LogICs degerleri ayn1 programda karsilastirilarak veri setlerinin istatistiksel

farkliliklari, standart hata oranlar1 ve giiven araliklar1 elde edildi.

4. BULGULAR

Calismamizin ilk asamasinda A549 ve Calul hiicre serilerinin cisplatin
duyarliliklar1 belirlendikten sonra direngli serilerinin olusturulmasi amaciyla hiicrelere
cisplatin uygulanmaya baslandi. Direngli hiicre serilerinin elde edilmesi 6 aylik
uygulama periyodu sonrasinda gergeklesti. Bu silire icinde, cisplatinin inhibitor
konsantrasyonundaki artis sitotoksisite deneyleri ile kontrol edildi. Calismamizin ikinci
asamasinda ise kontrol ve cisplatin direngli hiicre serilerinde 14-3-3sigma gen
ekspresyonunun artigin1 ve susuturulmasini saglamak amaciyla siRNA transfeksiyonu

ile 5-Aza-2-Deoksisitidin (azasitidin) uygulamalar1 yapildi.

4.1.A549 ve Calul hiicre serilerinin cisplatin ICsy dozlar

XTT yontemi kullanilarak cisplatinin 1Csy dozunun A549 hiicre serisinde 72.
saatte 30,26 pM, Calul hiicre serisinde ise 13,68 pM oldugu tespit edilmistir (Grafik 6
ve 7). Cisplatin ICsy dozlar karsilastirildiginda, Calul hiicre serisinin cisplatine A549

hiicre serisinden 2,2 kat daha duyarli oldugu saptanmaistir.
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Grafik 6. A549 hiicre serisinin 24, 48 ve 72. saatlerde cisplatin yanit1 ve 72. saat ICs

degeri
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Grafik 7. Calul hiicre serisinin 24, 48 ve 72. saatlerde cisplatin yanit1 ve 72. saat ICs

degeri

4.2. Direncli hiicre serilerinin olusturulmasi

A549 ve Calul hiicre serilerinin direngli formlar1 olan CD-A549 ve CD-Calul
hiicre serilerinin olusturulmasi i¢in hiicrelere 6 ay (180 giin) boyunca cisplatin
uygulanmis ve bu siire iginde cisplatinin inhibitér konsantrasyonlart XTT ve WST
sitotoksisite analizleri ile takip edilmistir. Grafik 8 ve 9” da direngli CD-A549 ve CD-
Calul hiicre serilerinin olusturulmasi sirasinda 30,26 - 198,2 uM ve 13,45 - 343.,5

araliklarinda artis meydana gelen 1Csy dozlari, uygulanan giinlere gore gosterilmistir.
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Grafik 8. CD-A549 hiicre serisinin olusturulmasi sirasinda elde edilen 1Csy dozlari
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Grafik 9. CD-Calul hiicre serisinin olusturulmasi sirasinda elde edilen ICsy dozlar

4.3. Direncli hiicre serilerinin cisplatin ICsy dozlart

CD-A549 hiicre serisinde 180. giinde cisplatinin 72. saat ICsp dozu 198,2 pM
(Grafik 10), CD-Calul hiicre serisinde ise 343,5 uM olarak bulunmustur (Grafik 12).
Cisplatin direnci bakimindan karsilagtirildiginda, bu iki hiicre serisine ayni siirelerde
ilag uygulanmasina karsin Calul hiicre serisinin cisplatine 25 kat, cisplatin duyarlilig1
daha diisiik olan A549 hiicre serisinin ise 6,55 kat diren¢ gelistirdigi belirlenmistir
(Grafik 11 ve 13, Tablo 8).
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Grafik 10. CD-A549 hiicre serisinin 24, 48 ve 72. saatlerde cisplatin yaniti ve 72. saat
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Grafik 11. Kontrol ve cisplatin direncli A549 hiicre serilerinin 72. saat ICsy dozlarinin

karsilastirilmast.

Tablo 8. Kontrol ve direncli hiicre serilerinden elde edilen 72. saat sitotoksisite veri

setlerinin karsilastirilmast

. . . ICso * Standart % 95
Hiicre Serisi (72. 5soaat) hata Giiven Arahig R2 L
A549 30,26 1,02 28,66 - 30,90 0,99 < 0.0001
CD - A549 198,2 1,06 175,3 -224,3 0,92 ’
Calul 13,68 1,07 10,78 - 16,79 0,97 0.0028
CD - Calul 3435 1,12 270,8 - 435,7 0,95 ’

*mikromolar, **Nonlinear Regresyon analizi
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Grafik 12. CD-Calul hiicre serisinin 24, 48 ve 72. saatlerde cisplatin yanit1 ve 72. saat
IC50 degeri
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Grafik 13. Kontrol ve cisplatin direngli Calul hiicre serilerinin 72. saat ICsy dozlarinin

karsilastirilmasi

4.4. Kontrol ve direngli hiicre serilerinin 14-3-3sigma profillerinin
karsilastiriimast

4.4.1. Hiicre serilerinin 14-3-3sigma gen ekspresyonlari
14-3-3sigma gen ekspresyonunun rolatif kantitasyon orant A549 hiicre serisinde 1,17,
CD-A549 hiicre serisinde 3,20 olarak belirlenmistir (Grafik 14). Bu verilere gore 14-3-
3sigma gen ekspresyonunun CD-A549 hiicre serisinde anlamli bir artis gosterdigi
saptanmistir (p=0,0123; Tablo 9).

14-3-3sigma gen ekspresyonunun rolatif kantitasyon orani Calul hiicre serisinde
0,33, CD-Calul hiicre serisinde ise 1,29 olarak bulunmustur (Grafik 14). Kontrol ile
CD-Calul hiicre serilerinin sonuglar1 karsilastirildiginda, cisplatin uygulamasi ile 14-3-

3sigma gen ekspresyonunun belirgin olarak arttig1 saptanmistir (p=0,013; Tablo 9).
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Grafik 14. Kontrol ve direngli hiicre serilerinin 14-3-3sigma gen ekspresyonlarinin

karsilastirilmasi

Tablo 9. Kontrol ve direncli hiicre serilerinin 14-3-3sigma gen ekspresyonlarinin rolatif
oranlarinin karsilagtirilmasi

. . 14-3-3sigma Standart % 95 o
Hiicre Serisi gen ekspresyonu* hata Giiven Arahgi P
AS549 1,17 £0,18 0,08 0,94 - 1,86 0,0123
CD - A549 3,20 £ 1,08 0,48 1,40 - 4,55
Calul 0,33 +£0,29 0,17 -0,40 - 0,63 0,013
CD - Calul 1,29 £ 0,26 0,15 1,06 - 1,95

*Rolatif kantitasyon orani, Ortalama + standart sapma; **Student’s t testi

4.4.2. Hiicre serilerinin 14-3-3sigma ekspresyonlarmmin protein diizeyinde
degerlendirilmesi
A549 ve Calul hiicre serileri ile direncli alt gruplarindan izole edilen
proteinler,14-3-3sigma ve B-aktin spesifik antikorlar kullanilarak western blot analiziyle
incelendiginde, A549/CD-A549 ve Calul/CD-Calul hiicre serileri arasinda protein
diizeyi bakimindan belirgin bir farklilik bulunamamustir (Sekil 10).
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Sekil 10. Kontrol ve cisplatin direngli hiicre serilerinden izole edilen proteinlerde
western blot yontemi ile belirlenen 14-3-3sigma protein bantlar1 (14-3-3sigma~30 kDa
ve Beta-aktin ~ 45 kDa).

4.4.3. Hiicre serilerinin 14-3-3sigma metilasyon bulgular

14-3-3sigma geninin promoter bdlgesindeki 3, 4, 8 ve 9. CpG diniikleotidlerinin
metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) analizi ile degerlendirilmesi sonucunda A549 ve
CD-A549 hiicre serilerinde her iki alelinde unmetile oldugu belirlenmistir (Sekil 11).
Calul hiicre serisinde ise bir alel metile, diger alel unmetile iken, CD-Calul hiicre

serisinde her iki alelin unmetile oldugu saptanmistir (Sekil 11).

Lacder PC MNC A4S CO-AS4E Calul CO=Calul
[] [ ) LI 153 I | ff L%

150 b «
100 b «

Sekil 11. A549 kontrol/direncgli ve Calul kontrol/direngli hiicre serilerinde 14-3-3sigma
metilasyon spesifik PCR iiriinlerinin % 2’ lik jel goriintiisii (bg: bazgift, PC: Pozitif
kontrol, NC: Negatif kontrol, M: Metile, UM: Metile degil - Unmetile)

4.5.Hiicre serilerine 14-3-3sigma siRNA transfeksiyonunun gen ekspresyon diizeyleri ve
cisplatin yamtina etkileri
Aragtirmamizin  bir diger basamaginda 14-3-3sigma gen ekspresyonunun
susturulmas1 amacuyla, hiicre serilerine 14-3-3sigma mRNA’ sina 6zgiil 100 nM siRNA
transfeksiyonu yapilmistir. Bu islemin A549, CD-A549 ve CD-Calul hiicre serilerinde
ekspresyon diizeylerinin sirasiyla % 66,67; % 77,00 ve % 86,70 oranlarinda

baskilanmasina neden oldugu belirlenmistir (Grafik 15).
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Grafik 15. A549, CD-A549 ve CD-Calul hiicre serilerine 14-3-3sigma siRNA
transfeksiyonun gen ekspresyon diizeylerine etkileri

Hiicre serileri ayr1 ayr incelendiginde; siRNA transfeksiyonundan sonra A549
hiicre serisinde cisplatin ICsy dozunun 30,26 uM’ dan 15,46 uM’ a diistiigli gozlenmistir
(Grafik 16). Bu diisiis bize 14-3-3sigma ekspresyonunun baskilanmasinin, cisplatin

duyarliligini anlaml olarak arttirdigini gostermistir (p< 0.0001; Tablo 10).
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Grafik 16. 14-3-3sigma-siRNA transfeksiyonu yapilan A549 hiicre serisinde cisplatin
yanit1 ve 72. saat [Csy degeri

CD-A549 hiicre serisinde ise siRNA transfeksiyonu sonrasinda cisplatinin 1Csg
dozu 169,2 puM olarak bulunmustur (Grafik 17). 14-3-3sigma gen ekspresyonunun
baskilanmasi CD-A549 hiicre serisinin cisplatin duyarliligini arttirarak ICsyp dozunu
198,2 uM’ dan 169,2 uM’ a diistirmiis (Tablo 10), ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 gézlenmistir (p=0.13).
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Grafik 17. CD-A549-siRNA hiicre serisinde cisplatin yanit1 ve ICsy degeri

Tablo 10. 14-3-3sigma-siRNA transfeksiyonunun A549 hiicre serisi ve alt gruplarinda

gen ekspresyon diizeyi ve cisplatin ICsy dozuna etkileri

Hiicre 14-3-3sigma % Cisplatin % %95
Serisi ekspresyonu Azalma* | ICs5**  Artis*** | Giiven Arahg P
354? | 1,17 30,26 29,00 - 31,58
T 68 f--eemeeeees L <0,0001
GRNA 0,37 15,46 14,29 - 16,72
CD-A549 kontrol 3,20 20 198,2 17 1753 -2242 5
CD-A549 + siRNA | 0,96 169,2 1449 - 197,5 ’

*]4-3-3sigma siRNA transfeksiyonu ile baskilanan % gen ekspresyonu, **mikromolar,
*#*]4-3-3sigma siRNA transfeksiyonu ile artan % cisplatin duyarliligi, SH: Standart

Hata

CD-Calul direncli hiicre serisini inceledigimizde ise 14-3-3sigma mRNA’ sma 6zgiil

siRNA transfeksiyonundan sonra cisplatinin 1Csy dozu 79,69 pM olarak bulunmustur

(Grafik 18). 14-3-3sigma gen ekspresyonunun baskilanmasinin, bu hiicre serisinde ICs

dozunu 343,5 uM’ dan 79,69 uM’a diisiirdiigii ve cisplatin duyarliligin1 anlamli olarak

arttirdig1 belirlenmistir (p=0.0001; Tablo 11).

Tablo 11. 14-3-3sigma siRNA transfeksiyonunun CD-Calul hiicre serisinde gen
ekspresyon diizeyi ve cisplatin 1Csy dozuna etkileri

Hiicre 14-3-3sigma gen Cisplatin  Standart %95
Serisi ekspresyonu* 1Csy dozu** hata Giiven Arahg: P
CD-Calul 1,29 343,5 1,12 270,8 —435,7 0,95 0.0001
<0.
CD-Calul-siRNA 0,28 79,69 1,03 74,62 - 85,10 0,99

*rolatif oran; **mikromolar
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Grafik 18. 14-3-3sigma-siRNA transfeksiyonu yapilan ve yapilmayan CD-Calul hiicre
serisinde cisplatine verilen yanit ve ICsy degeri

4.6.Hiicre serilerine azasitidin uygulanmasinmin 14-3-3sigma gen ekspresyonu ve

cisplatin yamtina etkileri

Calismamizda ayrica hiicre serilerinde yiiksek diizeyde 14-3-3sigma ekspresyonu
saglamak amaciyla 5 uM 5-Aza-2-deoksisitidin (Azasitidin) uygulanmis (Grafik 19A)

ve yiiksek ekspresyon diizeylerinin cisplatin yanitina etkileri arastirilmistir.

A549 hiicre serisine azasitidin uygulandiktan sonra kurulan sitotoksisite
deneyinde cisplatinin 1Csy dozu 12,96 uM olarak bulunmus (Grafik 19B ve 20), bu
uygulamanin A549-Aza hiicre serisinde cisplatinin ICsy dozunu % 58 oraninda

diisiirdiigii saptanmistir (p=0,0008).

CD-A549-Aza hiicre serisinde ise cisplatinin ICsy dozunun 133,8 uM oldugu
(Grafik 19B ve 21) ve azasitidin uygulamasinin bu hiicre serisinin cisplatin duyarliligini
% 68 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir (p=0,0176).

Calul-Aza hiicre serisinde ise azasitidin uygulanmasmin cisplatin yanitini

degistirmedigi belirlenmistir (p=0.8912; Grafik 15 ve 22).

Direngli olan CD-Calul hiicre serisine azasitidin uygulandiktan sonra cisplatinin
ICso dozunun 86,19 uM oldugu (Grafik 15 ve 23) ve bu uygulamanin cisplatin
duyarliligini % 75 oraninda arttirdig1 saptanmistir (p=0,0086).
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