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OZET

HT-29 INSAN KOLOREKTAL KANSER HUCRE HATTINDA
EMODIN’IN MiR-25 iFADESINE ETKISI

Ilkem CEYLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyloji
Tez Danismani: Prof. Dr. Celal Ulger
2018, 74

Kanser anormal gen ifadesine bagli olarak kontrolsiiz hiicre boliinmesi, apoptoz
inaktivasyonu, metastaz, anjiogenez gelisimi ile karakterizedir. Kolorektal kanserler
Olim oranlar1 bakimindan ist siralarda yer almaktadir. Antikanser ozellikleri
gosteren birgok bilesik yaygin olarak kullanilmaktadir. Rheum tiirlerinin kok ve
toprak alti govdelerinde bulunan aktif bir antrakinon bilesigi olan Emodin (1,3,8-
trihidroksi-6-metilantraquinon) ~ timor  biiylimesini ~ engelleyici  06zellik
gostermektedir. Hiicre gen ifadesindeki degisikliklerle yakindan iliskili olan
kanserlerde, bu amagla birgok gen ifadesine etkili kimyasal ve bunlarin etki
mekanizmalar1 agikliga kavusturulmustur. Mikro RNA (miRNA) gen ifadesi
diizenlenmesinde yer alan diger bir 6nemli molekiildiir. MiRNA molekiillerinin
cesitli  kanser tirlerindeki ifade farkliligt bazi hiicresel mekanizmalarla
iliskilendirilmistir. MikroRNA-25 (miR-25) hem onkogen hem de tiimor baskilayici
olarak hiicrelerde islev gormektedir. Bu ¢alismada, bir kolorektal kanser hiicre hatti
olan HT-29 hiicrelerinde, emodinin miR-25 ifadesine etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Hiicre kiiltiirii yapilarak hiicre proliferasyonu ve apoptoz igin
uygulanacak kimyasalin siire ve dozlari belirlenmistir ve miR-25 ifadesine
bakilmigtir. Elde edilen veriler sonucunda IC50 ve APS50 degeri 55uM olarak
saptanmistir.  Emodinin  hiicre  dondiisiinde siklin D1 {izerinden bir etkisi
bulunmamaktadir. Emodin miR-25 ifadesini artirmakta ve survivin ifadesini
baskilayarak da apoptozu indiiklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, miR-25, Emodin, HT-29, Survivin, Apoptoz.






ABSTRACT

THE EFFECT OF EMODIN ON MIR-25 EXPRESSION IN HT-29
HUMAN COLORECTAL CANCER CELL LINE

flkem CEYLAN
M. Sc. Thesis, Depertmant of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Celal Ulger

2018, 74

Cancer is characterized by uncontrolled cell division, inactivation of apoptosis,
metastasis, and development of angiogenesis depending on abnormal gene
expressions. Compared with other types of cancer, colorectal cancer is at the top
considering mortality. Many compounds which have anticancer properties are
widely used. Emodin (1,3,8-trihidroksi-6-metilantraquinon), which is located into
root and rhizome of Rheum species and is an active compound for anthraquinone,
exhibits obstructing tumor growth. For this purpose, many chemicals affecting gene
expression and their impact mechanisms are enlightened in cancers related closely
to modifications of cell gene expressions. Another crucial molecule is micro RNA
(miRNA) for organizing gene expression. Differences of miRNA expression in
various cancer types are linked with some cellular mechanisms. MicroRNA-25
(miR-25) takes charge as both oncogene and tumor suppressor in cells. In this study,
we aimed to investigate the effect of emodin on miR-25 expression in HT-29 which
is a cell line of colorectal cancer. For this purpose, we used cell culture to determine
duration and dose of chemicals for cell proliferation and apoptosis. Then, we
assessed expression of miR-25. As a result of the data, IC50 and AP50 were
determined as 55 pM. There is no effect of emodin on the cyclin D1 in the cell cycle.
Emodin increases expression of miR-25 and also induces apoptosis by suppressing
the expression of survivin.

Key Words: Cancer, miR-25, Emodin, HT-29, Survivin, Apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser genel olarak kontrolsiiz hiicre bdliinmesi olarak tanimlanir. Malign timor
olarak bilinen tiimoérler viicudun diger bolgelerine de yayilim gosteren anormal
hiicre biiylimesidir (WHO, 2014). Tim tiimorler malign degildir ve iyi huylu
tiimorler viicudun diger bolgelerine yayilmazlar (National Cancer Institute, 2014).
Kanser her yil milyonlarca kisinin yagsamini etkileyen oOliimciil bir hastaliktir
(American Cancer Society, 2013). Oldukga 6liimciil olan AIDS, verem ve sitma gibi
hastaliklarin toplamindan daha yiiksek 6liim oranina sahiptir. 2012 yilinda diinyada
14,1 milyon vaka ortaya ¢ikmistir ve yaklasik olarak diinyada 8,2 milyon kisinin
6liimiine sebep olmustur. Erkeklerde goriilen en yaygin kanser tiirleri akciger,
prostat, kolorektal ve mide kanseriyken, kadinlarda, en yaygin tiirleri meme,
kolorektal, akciger ve serviks kanserleridir (World Cancer Report, WHO, 2014).
Saglik Bakanligi’min hazirladigi Saglhk Istatistikleri Yillig1 2010 verilerine gore
Tiirkiye’de kanser tiirleri arasinda goriilme sikligi bakimindan bayanlarda meme,
tiroit, kolorektal ve mide kanserleri ilk dort sirayr alirken erkeklerde bu siralama
akciger, prostat, mesane ve kolorektal kanserler seklindedir (Anonim, 2010).

Kolorektal kanser, meme, prostat ve akciger kanserinden sonra goriilme sikligt
bakimindan dordiincii sirada yer almaktadir. Kolorektal kanserin goriilme siklig:
farkli cografyalarda farkli yorelerde yasayan toplumlarda degisiklik gostermektedir,
bu farkliik beslenme ve c¢evresel faktorlerin degisik olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Hastalik genellikle 60-75 yaglar1 arasinda ortaya
¢ikmaktadir. Son yillarda teshisde kullanilan yontemlerin gelismesi, tarama
programlarinin uygulanmaya baslamasi, cerrahi teknikler, radyoterapi, kemoterapi
gibi yontemlerin kullanilmasiyla kolorektal kanserin erken donemde teshisine ve
6liim oraninin azalmasina yol agmistir (Dobrucali, 2003).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi bilesikler uzun yillar geleneksel tedavilerde
kullanildiklar1 ig¢in dogal olarak bulunan bazi organizmalardan elde edilmistir.
Bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde edilen dogal iiriinler antikanser ilag
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (Schwartsmann vd., 2002). Emodin (1,3,8-
trinydroxy-6-methylanthraquinone), Cin’de geleneksel tedavilerde yaygin olarak
kullanilan ravent (Rheum palmatum) bitkisinden izole edilen aktif bir bilesendir
(Srinivas vd., 2003). Cin bitkisel tedavisinin en iyi bilinen ilaglarindan biridir ve
kabizlik, gastrointestinal kanama ve {ilserin rahatlatici tedavisinde kullanilir.



Emodin apoptozis indiiksiyonu, hiicre dongiisiinii durdurma, anti-proliferasyon,
anti-anjiogenez ve anti-oksidasyon veya bunlarin kombinasyonu iizerinde gesitli
biyolojik aktiviteye sahiptir (Chun-Guang vd., 2010).

Tedavi amagli kullanilan bilesiklerin birgogunun hedefleri kanser ile iligkili bazi
genlerin ifadelerinin diizenlenmesini hedefler. Bu amagla birgok kimyasal ve
bunlarn ilgili hedefleri son derece 6nemlidir. Bunlardan birisi de mikroRNAlardir
(miRNA, miR).Yaklagik yirmi yillik kesfedilme tarihi olan mikroRNA’lar olduk¢a
yogun calisilan molekiil gruplaridir (Nana-Sinkam ve Croce, 2013). MiRNA’lar
hem tek hiicreli hem de ¢ok hiicreli Okaryotlarda bulunan 18-27 niikleotit
uzunlugunda kodlanmayan kiigiik RNA’larin bir smifidir (Huang vd., 2013). Bu
endojen inhibitorler ya hedef mRNA’y1 yikarak ya da protein sentezini engelleyerek
gen ifadesini diizenler. MiRNA’lar bir¢ok biyolojik islemde 6nemli rol oynarlar. Bu
islemler arasinda embriyo gelisimi, farklilasma, bagisikligin diizenlenmesi, hastalik
gelisimi (onkogen aktivasyonu ya da tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu gibi),
hiicre dongiisii diizenlenmesi ve metabolizma yer alir ve bu olaylar1 transkripsiyonel
veya posttranskripsiyonel olarak kontrol edebilir (Calin vd., 2004; Yan ve Marr,
2005; Huppi vd., 2007; Erson ve Petty; 2008; Selcuklu vd., 2009). Su an
aydmlatilmasi gereken en 6nemli durum normal fizyolojik kosullarda ve hastalik
durumunda miRNA’larin fonksiyonlarinin anlagilmasidir. Normal gelisim ve
hiicresel homeostaside kritik roliiniin olmasi, miRNA aktivitesinin anormal olmasi
durumunda insan hastalik patolojilerine katkida bulunuyor olmasini miimkiin kilar
(Esau ve Monia, 2007).

Kanser ile iliskili olarak bazit miRNA’lar ¢aligilmistir. Hastalik durumunda kontrolii
bozulan mikro RNA’lar iginde miR-25 gesitli kanser tiplerinde degisik seviyelerde
ifade olur (Razumilava vd., 2012). Yapilan ¢aligmalarda miR-25’in bazi kanserlerde
ifadesinin arttig1 (Poliseno vd., 2010; Razumilava vd.,2012), hiicre dongiisiinii
G2/M asamasinda yakaladig1 (Esposito vd., 2012), hiicre boliinmesini inhibe ettigi
(Li vd., 2012) ve antitimor etki gosterdigi (Anton vd., 2011) belirlenmistir.
MiRNA’lar kolorektal kanserin ilerlemesinde ve metastazinda Onemli rol
oynamaktadir. Kolorektal kanser hiicreleriyle simdiye kadar ¢ok sayida miRNA
calisilmis ve normal hiicrelerle karsilastirildigina bu miRNA’larin ifadesinde artis
veya azalig gorlilmiistiir. Birbirinden bagimsiz yapilan caligmalarda miR-20a,
miR2-1, miR-25, miR-31, miR-93, miR-106, miR-183, miR-203 miR-1, miR-126,
miR-30a, miR-143, miR-145, miR-191 ve miR-192 ifadelerinde degisiklik
saptanmistir (Corte vd., 2012).



Bu ¢alismada emodin’in bir kolorektal kanser hiicre hatt1 olan HT-29 hiicrelerine ve
bu hiicrelerdeki miR-25 gen ifadesi tizerine etkisi arastirtlmistir. Ayrica miR-25
ifadesinin apoptoz ve hiicre boliinmesi ile iligkili baz1 genlerin mRNA ve protein
diizeyinde ifadelerine etkisi belirlenmistir.

1.1. Kanser

Kanser organizmalarda gesitli organ ve dokularda hiicrelerin kontrolsiiz gogalmasi
ile olusan 100'den fazla hastalik grubudur. Cok cesitli kanser tipleri olmasina
ragmen, hepsi anormal hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi ile baglar. Tedavi edilmez
ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6liime dahi neden olabilir.

Biitiin kanser tipleri viicudun temel yasam iinitesi olan hiicrelerimizden gelisirler.
Viicudumuzdaki saglikli hiicreler boliinebilme yetenegine sahiptirler. Ancak, kas ve
sinir hiicrelerinde bu 6zellik bulunmaz. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan
dokularm onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar. Yasamin ilk yillarinda
hiicreler daha hizl1 boliintirken, eriskin yaslarda bu hiz yavaslar. Fakat hiicrelerin bu
yetenekleri siirlidir, sonsuz boliinemezler. Her hiicrenin hayat1 boyunca belli bir
boliinebilme sayis1 vardir. Saglikli bir hiicre ne kadar bdliinecegini ve gerektiginde
de kontrollii bir sekilde 6liime gidecegini bilir. Buna apoptoz yani hiicrenin
programli 6liimii denir. Normalde viicudun saglikli ve diizgiin ¢aligmasi igin
hiicrelerin kontrollii bir sekilde biiylimesi, boliinmesi ve daha ¢ok hiicre iiretmesine
gereksinimi vardir. Bazen buna ragmen siire¢ dogru yoldan sapar, yeni hiicrelere
gerek olmadan hiicreler boliinmeye devam eder. Kontroliin kaybedildigi kanser
hiicreleri, boliinmeye baglar ve ¢ogalirlar. Bu hiicreler timdr dokusu olustururlar.

Tiimérler iyi huylu veya kotii huylu olabilirler. Tyi huylu tiimérler benign tiimérler
olarak da adlandirilir ve bulunduklar bolgede gelisirler. Uzun siire hayati tehlike
olusturmadan varliklarini siirdiirebilirler. Bunlar siklikla uzaklastirilir ve ¢ogu
zaman tekrarlamazlar. Kotii huylu (malign) tiimorlerdeki hiicreler anormaldirler ve
kontrolsiiz ve diizensiz boliiniirler. Bu tiimorler normal dokulari sikistirabilirler,
icine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri olustuklar: tiimérden
ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimui araciligi ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler.
Gittikleri yerlerde timor kolonileri olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin
bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilir (Tirkiye
Halk Sagligi Kurumu, Kanser Daire Bagkanligi, 2017).



1.1.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser insidans ve mortalitesi diinya ¢apinda belirgin degisiklik
gostermektedir (Edwards vd., 2010). Diinya ¢apinda yaklasik bir milyon kolorektal
kanser tanist konulurken, 500 bin hasta kolorektal kanseri nedeniyle
kaybedilmektedir (Winawer ve Sherlock, 2007). En yiiksek insidanslar Kuzey
Amerika, Avustralya, Kuzey ve Bati Avrupa’da iken gelismekte olan iilkelerde
ozellikle Asya ve Afrika’da diisiik orandadir (Chan ve Giovannucci, 2010). Oliim
oranlar1 ise gelismis bolgelerde, az gelismis bolgelere gore daha diisiiktiir
(International Agency for Research on Cancer, 2014a). Bu cografi farklilik, diyete,
cevresel faktorlere ve genetik yatkinliga bagl gibi goziikkmektedir (Wei vd., 2004).
Kendiliginden olusan kolorektal kanser icin yas en biiyiik risk faktoriidiir. 40 yasin
altinda kolorektal kanser nadirken, 40-50 yas sonrasi insidans artmaya
baslamaktadir (Edwards vd, 2010).

Kolorektal kanserin etiyolojisi ¢ok faktorlii olmasina ragmen, proto-onkogenler ve
tiimor baskilayici genlerin genetik ve epigenetik degisiklikleri timor gelisiminin
temel mekanismasi olmaya devam etmektedir. Bu anormallikler, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, metastaz, anjiyogenez, c¢oklu ila¢ direnci ve genetik
stabilitenin korunmasi da dahil olmak {izere tiimor gelisiminin bir¢ok yoOniinii
etkileyen onkoproteinlerin anormal ifadesi veya islevine neden olmaktadir (Harris
vd., 2010).

2013 yilinda yapilan istatistiklere gore kolorektal kanser, erkeklerde akciger ve
prostattan sonra, kadinlarda ise meme ve tiroidden sonra {igiincii sirada yer
almaktadir. Uluslararasi kanser ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan Globocan 2012
verilerine gore kolorektal kanser erkeklerde {iiglincii sirada yer alirken, kadinlarda
ise ikinci sirada goriilmektedir (Saglik Bak., 2016). Genel olarak gelismekte olan
kolorektal kanserinin yasam boyu riski erkeklerde kadinlara gére daha fazladir
(American Cancer Society, 2016)

1.2. Bitkisel Tedaviler

[k gaglardan kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek ve saglik
sorunlarini gidermek i¢in dncelikle bitkilerden faydalanmislardir. Deneme yanilma
yoluyla elde edilen bu bilgiler, ¢aglar boyunca kullanim sekillerindeki bazi
degisiklik ve gelismelerle giiniimiize kadar ulagmustir. Hitit yazitlarinda, Misir



papiriislerinde, ilkcaglardan kalan kitaplarda hep tibbi bitkilerin yerel adlar ve
kullanim sekilleri verilmistir. Bitkilerden en ¢ok gida ve tedavi edici olarak
yararlanilmakla beraber, yakit, yapt malzemesi, siis esyasi yapimi, boyar madde ve
biiyii, nazar gibi inangsal amagl vb. kullanimlar da yaygindir.

Halk ilaglartyla tedavi gecmiste oldugu gibi giliniimiizde de gecerliligini
stirdiirmekte ve diinya {izerinde Ozellikle modern saglik hizmetlerinin yeterli
olmadig: alanlarda halk sagligi agisindan 6nem tagimaktadir. Tibbi bitkiler tedavi
edici etkilerini, sentezledikleri biyolojik olarak aktif kimyasal bilesikler araciligiyla
gosterirler. Bitkilerden elde edilen saf etken maddelerin kullanimlari oldukca
yaygindir. Giiniimiizde tedavi alaninda efedrin, essin, digitoksin, kinin, kokain,
reserpin, salisin, senne antrakinonlar1 gibi ila¢ etken maddeleri kullanilmaktadir
(Kendir ve Giiveng, 2010).

Tedaviler kimyasal ilaglarla yapilmakla birlikte son zamanlarda dogal {irlinlerin
antitiimor ozellikleri izerine yogunlagmistir. Ciinkii bu maddeler daha az yan etkiye
sahip olmakla birlikte kimyasal olarak sentezlenmis ilaglara gére daha uzun siire
kullanim i¢in uygundur (Wang vd., 2010, Ma vd., 2012).

1.2.1. Emodin

Emodin (1,3,8-trihydroxy-6-methyl-anthraquinane) (Sekil 1.1), c¢ok yaygmn
kullanilan Rheum palmatum L.’nin ve Rhamnaceae, Laguminaseae, Liliaceae gibi
bitki koklerinde ve rizomlarinda bulunan bir antrakinon tiirevidir. Emodin, Cin
otlarinin 6nemli bir bilesenidir ve yapisal olarak antrasikline benzemektedir. Kanser
hiicrelerinin DNA’larimin arasina girebilen daunorubicin ve mitoxontron gibi ayni
trisiklik diizlemsel kromofor iskeletine sahiptir (Xing vd., 2015).

Farmakolojik calismalar emodin ve emodin tlirevlerinin, anti-inflamator,
antibakteriyel ve antikanser gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlar gosterdigini ortaya
¢ikarmugtir (Wei vd., 2013). Emodin, 16semi (Muto vd., 2007, Chun-Guang vd.,
2010), akciger (Lai vd., 2009; Ko vd., 2010; Lin vd., 2012), kolon (Damodharan
vd., 2011; Ma vd., 2012), safra kesesi (Wang 2010; Li vd., 2012; Li vd., 2013,),
pankreas (Liu vd., 2012,), meme (Huang vd., 2009; Wang vd., 2010), servikal
(Yaoxian vd., 2013) kanserleri ve hepatik karsinom hiicreleri (Cha vd., 2005; Cai
vd., 2008; Hsu vd., 2010) olmak iizere genis kapsamli bir baskilayict ajan oldugu
ispat edilmistir.



Emodinin ¢ogu caligmada, ¢esitli kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
goriilmiistiir (Chen vd., 2002; Su vd., 2005) ve hiicre apoptozu, onkogenez, hiicre
proliferasyonu, kanser hiicresi invazyonu ve metastazin kontroli ile ilgili genleri
diizenledigi goriilmiistiir (Kim vd. 2005; Cha vd.; 2005, Huang vd., 2006; Kwak
vd., 2006; Muto vd., 2007).
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Sekil 1.1 Emodin, 1,3,8-trihydroxy-6-methylanthraquinone (Chen vd., 2014)

1.3. Mikro RNA’lar

MikroRNA’lar, translasyonel baski ve haberci RNA (mRNA) yikimi ile endojen
gen ifadesini diizenleyen, yiiksek oranda korunmus, tek zincirli, kodlanmayan
kiigiik RN A molekiillerinin bir sinifidir (Bartel 2009, Shukla, 2011).

Elde edilen veriler, miRNA ifadesinin insan kanserlerinde, miRNA genlerinin
amplikasyonu veya delesyonu, miRNA’larin anormal transkripsiyon kontroli,
diizensiz epigenetik degisiklikler, miRNA biyogenez mekanizmasindaki kusurlar
gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla diizensizlestigini gostermistir. MikroRNA’lar
belirli kosullar altinda onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev
gorebilirler. Diizensiz miRNA’lar; proliferatif sinyali siirdiirme, biiylimeyi
engelleyicilerden kagma, hiicre 6liimiine direng, invazyon ve metastaz aktivasyonu,
anjiyogenez indiiksiyonunu iceren kanser 6zelliklerini etkiledigi gosterildi. Artan
sayida ¢alisma, miRNA’lar1, kanser teshisi, prognozu ve terapotik hedefleri veya
araclari i¢in potansiyel biyolojik belirte¢ olarak ortaya koymaktadir (Peng ve Croce
2016). 1lk miRNA lin-4, Caenorhabditis elegans’da Ambros ve meslektaslari
tarafindan kesfedildi (Lee vd., 1993). Bu miRNA, LIN-14 proteinin ifadesini
diizenleyerek gelismeyi etkiler ve protein kodlamaz. 2001 yilinda ii¢ bagimsiz
calisma grubu tarafindan hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda miRNA’larin
bol miktarda oldugu bulundu. miRNA aracili post-transkripsiyonel diizenlemenin
tirler arasinda genel bir diizenleyici fonksiyonu oldugu bulunmus, bu da baz



miRNA’larin olduk¢a korundugunu ortaya koymustur (Lagos vd., 2001; Lau vd.,
2001; Lee ve Ambros, 2001). Bircok miRNA’nin islevi halen bilinmemekle birlikte
2578 olgun miRNA dizisine iglenen toplam tanimlanmig1872 insan miRNA oncii
geni vardir (Peng ve Croce, 2016).

MikroRNA sentezi 3’ poliadenillenmis ve 5’ bagliklanmis 5'— 3’ yoniinde biyiik
primer transkripte (pri-miRNA) transkribe edilen gen ile baslar. Transkripsiyon
tipik olarak RNA polimeraz II aracilidir, ancak bazi pri-miRNA’lar RNA polimeraz
II1 tarafinan tiretilir (Lee vd., 2004; Borchert vd., 2006,). Pri-miRNA’lar daha sonra
RNA baglayici protein DGCRS ve tip III RNaz Drosha’dan olugan bir mikro islemci
kompleksi tarafindan kirilarak pre-miRNA adini alan ~85 niikleotitlik stem-loop
(sap-ilmek) yapisini alirlar. Cekirdekten sitoplazmaya Ran/GTP/Exportin 5
kompleksine aktarildiktan sonra pre-miRNA’lar bagka bir RNaz III enzimi Dicer
tarafindan ~20-22 niikleotid uzunlugunda miRNA/miRNA ¢ift zincirine iglenir. Cift
zincir ¢ozildiikten sonra olgun miRNA, RNA ile uyarilan sessizlestirme
kompleksine (RISC) dahil edilir ve RISC’i hedef mRNA’ya yo6nlendirir
(Macfarlane ve Murphy, 2010) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 MikroRNA yolag: (Peng ve Croce, 2016)

MikroRNA ve hedeflenen mRNA transkript arasindaki tamamlayiciliga bagh olarak
MRNA kirilmasi, pargalanmasi veya translasyonel baski yoluyla gen



sessizlestirmesine aracilik eder. Buna ek olarak, miRNA’lar Toll benzeri reseptor
(TLR) ile dogrudan baglanmaya yonelik ligandlar olarak islev gorebilirler ve akis
asagi sinyal yollarimi tetikler. Normal hiicrelerle kanserli hiicrelerin miRNA ifadesi
karsilastirildiginda, genomik miRNA kopya sayist ve bulundugu gen bolgesinde
meydana gelen degisikliklerden dolay1 kanserli hiicrelerdeki miRNA ifadesi
anormaldir (Peng ve Croce, 2016).

Son galigmalar, miRNA’larin ifadesinin meme, kolon, akciger, pankreas kanserleri
ve kronik lenfositik 16semi gibi cesitli insan kanserlerinde diizensiz oldugunu
gdstermistir (Volinia vd., 2006). insan kolorektal kanserinde degisken ifadeli ¢oklu
miRNA’lar tespit edilmistir. Yapilan bazi ¢aligmalar miR-21, miR-31, miR-135,
miR-17-92 kiimesi ve miR-196a’nin asir1 ifade oldugu ve onkogenik rol oynadigi,
mMiR-34, miR-195 ve mIiR-365’in ifadesinin ise distigiinii gostermistir. Bu
miRNA’larin timor baskilayici roliinii gdstermistir (Bandres vd., 2006, Motoyoma
vd., 2009, Schimanski vd., 2009, Liu vd., 2010, Schee vd., 2012, Nie vd., 2012,).
Bu sonuglar, miRNA’larin kolorektal kanser de dahil olmak iizere insan
kanserlerinde gesitli ve dnemli rol oynadigini gostermektedir. Cilinkii; miRNA’larin
ifade profili belirli bir miRNA’nin islevsel ve klinik anlami, miRNA ve etkili kanser
yonteminin fonksiyonu ile ilgili klinik agidan anlamli bilgiler saglayabilecegini
ortaya koyarak, dokuya 6zgii oldugunu gostermistir (Li vd., 2013).

1.3.1. Mikro RNA-25

MikroRNA-25, ~22 niikleotid uzunlugunda, kromozom 7q22.1 tizerindeki Mcm7
(mini kromozom bakim kompleksi bilesen 7) geninin intron 13’iinde bulunan miR-
106b, miR-93 ve miR-25’1 igeren miR-106b-25 kiimesinin bir iiyesidir (Petrocca
vd., 2008) (Sekil 1.3). Kolon kanserinde miR-106b-25 kiimelenmesinin ifadesi ve
kesin iglevi hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen, miR-93’iin kolon kanseri kok
hiicrelerinin proliferasyonunu ve koloni olusumunu baskilayabilecegi bulunmustur
(Yu vd., 2011). 2011 yilinda yapilan ¢alismada, miR-25’in insan kolon kanseri
hiicre hatlarmin se¢imi sirasinda hiicre yasayabilirligini inhibe edebilecegi
gozlemlemistir (Anton vd., 2011).
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Sekil 1.3 MikroRNA-106b-25 iiyelerinin kromozomal bant 7q22.1 iizerindeki genomik
lokalizasyonu (atlasgeneticsoncology.org)

Kolon, gastrik, prostat ve yumurtalik kanser dokularinda miR-25’in ifade edildigi,
hiicre proliferasyonuna, apoptozise ve migrasyona katildigina ve prognoz ile
yakindan iliskili olduguna dair kanitlar vardir (Leite vd., 2011; Zhng vd., 2012; Li
vd., 2013; Marchi vd., 2013).

1.4. Apoptoz

Apoptoz, anormal hiicrelerin bir organizmadan uzaklastirildigi, genetik olarak
diizenlenmis bir hiicre 6lim sekli olup, ¢ok hiicreli organizmalarin normal
gelisimini ve doku homeostazini saglar (Reed, 2003). Apoptotik hiicre dliimiine,
kompleks biyokimyasal olaylar serisi ve kesin morfolojik degisiklikler eslik eder.
Bunlar; hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlagsmasi, DNA parcalanmasi, zar
tomurcuklanmasi ve zara bagli apoptotik cisimlerin ortaya c¢ikisidir (Wylli vd.,
1981) (Sekil 1.4).

Apoptoz siirecinde Bax yolagi ve Fas yolagi olarak birbiriyle iligkili iki yolak
etkindir; Iki yolaginda son noktasi kaspazlarin aktivasyonudur. APO-1 veya CD95
olarak da bilinen Fas tiimér nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesine iiye olan bir
hiicre zar proteinidir. Fas yolaginda parakrin ya da otokrin olarak {iretilen bir fas
ligandi fas reseptoriine baglanir ve bu reseptoriin hiicre i¢i 6liim boliimii daha sonra
kaspaz 8’1 aktive edecek olan adaptor proteinlerin eslesmesini yapar. Kaspaz 8
hiicre yikimini baglatmak igin diger kaspazlari aktiflestirir. Bax yolaginda ise bax
kanal proteini mitokondri zarna bir kaspaz aktivatdrii olan sitokrom c kagagini
kolaylastirmak i¢in girer ve siire¢ diger kaspazlarin aktivasyonu ile hiicre yikimina
kadar ilerler. Kaspazlar iki DNA tamir enzimini; poli-ADP-riboz polimeraz ve DNA
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protein kinaz’1 yikar ve kromatinde sinirlanamayan kirilmalar olusur (Golias vd.,
2004; Kierszenbaum ve Tres, 2006; Aktug vd., 2014).

APOPTOZ

Apoptoz Zar Tomurcuk Olugumu
Baslangici .

Cekirdek

Yogunlagmasi Ton-:urcuk

Apo ptotnk Cisimciklere
Bolunlr

Fagositoz

Sekil 1.4 Apoptoz (http://www.wisegeek.org/what-is-apoptosis.htm#)
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1.4.1. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler
Morfolojik Goriintiilleme Y 6ntemleri
Isik mikroskobu (Hematoksilen, Giemsa boyama)

Floresan mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop (Propidium Iyodiir,
Hoechst Boyasi)

Elektron mikroskobu
Faz Kontrast mikroskobu
Immiinohistokimyasal Yontemler
] Anneksin V yontemi
O TUNEL yontemi
M30 yontemi
Kaspaz-3 yontemi
Biyokimyasal Yontemler
] Agaroz jel elektroforezi ( DNA Fragmentasyonu)

Western Blotlama (Substrat kirilmalari, aktif kaspazin belirlenmesi,
sitokrom-c salinmasi)

Flow (Akis) sitometrisi
Immunolojik Yontemler
ELISA (DNA fragmentasyonu, M30 diizeyi)
Florimetrik Yo6ntem (Kaspaz aktivasyonu)
Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA gipleri (Coskun ve Ozgiir, 2011)
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1.4.1.1. HO/PI Boyama

Canli, nekrotik ve apoptotik tiim hiicrelerin ayrimini yapabilmek i¢in kullanilan
floresan mikroskopi yonteminde, floresan boyalarin (Hoechst boyasi, Propidium
Iyodiir, DAPI vb.) DNA’ya baglanmas sayesinde hiicre ¢ekirdegi goriiniir hale gelir
ve boylece canli, nekrotik ve apoptotik hiicre ayirimi yapilir. Hoechst ile canli veya
apoptoza ugrayan tiim hiicreleri boyarken, propidium iyodiir ile sadece apoptotik
hiicreler boyanabilmektedir. Boyanan hiicreler sayesinde, hiicrelerin apoptoza
ugradigi veya canli oldugu belirlenmektedir (Giiles ve Eren., 2008).

1.5. Hiicre Proliferasyonu - MTT

Hicrelerin  proliferasyonu veya c¢ogalmasi hiicre bdliinmesi iizerinden
gerceklesmektedir. Hiicre proliferasyon Ol¢iim testlerinde, floresan veya radyoaktif
1s1ma gosteren niikleotid analoglarinin yeni sentezlenen DNA zincirine eklenme
hizinin izlenmesi, boliinme dongiisiine giren hiicrelerde metabolik aktivitelerinde
goriilen artisin Sl¢lilmesi, prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni gibi hiicre dongiisii ile
ilgili faktorlerin hiicre igindeki miktarlarindaki degisiklikler ve hiicre boliinmesi i¢in
kullanilan ATP miktarinin 6l¢iimii kullanilmaktadir (Marcussen ve Larsen, 1996;
Rode., 2008). Metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayali proliferesyon testlerinden biri
olan MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide)
yonteminde, sar1 renkli tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir. Bu yodntemde,
proliferasyona ugrayan hiicrelerde artan dehidrojenaz enzim aktivitesi tetrazolyumu
kullanarak formazana (mor) donistiiriir daha sonra formazan DMSO ile ¢6ziiniir
hale getirilerek absorbans degeri spektrofotometrede 6l¢iiliir. Hiicre proliferasyonu
ile olusan formazan kristalleri arasinda dogru bir orantt bulunmaktadir ve
dolayisiyla da Olglilen absorbans miktarida bu orana goére artmakta ya da
azalmaktadir (Terzioglu vd., 2013).

1.6. Hiicre Dongiisii

Iki hiicre ortaya ¢ikarmak iizere birbirini izleyen iki mitoz béliinme arasindaki aralik
hiicre dongisii olarak tanimlanir. Hiicre dongiisii, geleneksel olarak iki asamaya
ayrilir; 1-Interfaz ve 2-Mitoz (M fazi olarak da bilinir). Interfazin en belirgin olay1
¢ekirdekte S fazinda gergeklesen replikasyondur ve DNA iki katina ¢ikar. S fazi,
G1 faz1 ad1 verilen bir evrenin ardindan gelir. Mitozdan 6nce G2 evresi gelir ki,

burada hiicre, mitoza baglamadan 6nce DNA miktarinin iki katina ¢ikarildigindan
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emin olmak ister. G1 ve G2 fazlarimin diger bir nemi de mitoz dncesi ve sonrasi
hiicreye biiyiimek i¢in zaman kazandirmalaridir. Hiicre boliinmesine hazirlik
asamasinda hiicre kiitlesinin iki katina ¢ikarilmasi i¢in hiicrenin biiyiimesi gerekir.
G1 asamasindaki hiicreler ya DNA ¢ogalmast i¢in S fazina girerler ya da girmezler.
Eger bir hiicre S fazina girmezse GO (G sifir) fazi denen ve tekrar hiicre dongiisiine
donmeden Once giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalacagi bir dinlenme dénemine
girer. Hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin degisik evrelerinden sistemli bir sekilde
gecmeleri siklinler, siklin bagimli kinazlar ve onlarin inhibitorleri tarafindan
denetlenir. CDKlar (siklin bagimli kinazlar) hiicre dongiisiiniin bir sonraki evresine
gecebilmesi i¢in gerekli olan kritik hedef proteinleri fosforile ederek bu dongiiniin
devamini saglarlar. Hiicre dongiisii esnasinda devamli ifade edilirler fakat inaktif
formlarinda ‘Siklin’ adindaki protein ailesine baglanarak fosforile olurlar ve aktif
hale gelirler (Sherr, 2000; Senderowicz ve Sausville, 2000; Joyce vd., 2001; Golias
vd., 2004).

1.6.1. Siklinler

Siklinler; CDK’lardan farkli olarak, hiicre dongiisiiniin belirli evrelerinde sentez
edilirler. Fonksiyonlar1 CDK'’lar1 aktive etmektir. Fonksiyonlarini yerine
getirdikten sonra siklin diizeyi hizla diismektedir. On besten fazla siklin
tanimlanmugtir; hiicre dongiisiinde sirasiyla siklin D, E, A, ve B ortaya ¢ikip, bir
veya birden fazla CDK’a baglanirlar. Siklin D; hiicre dongiisiinde diizeyi ilk artan
siklindir. G1’in ortasinda ortaya ¢ikar ve S evresinde yok olur 3 formu bulunur: D1,
D2 ve D3.

Siklin D, hiicre dongiisiiniin G1 evresinde CDK4’e baglanarak onu aktive ederek
siklin D-CDK4 kompleksini sekillendirir. Bu kompleksin hiicre dongiisiinde kritik
bir rolii bulunur; retinoblastoma proteinini (Rb) fosforiller. Rb’nin fosforilasyonu,
hiicre dongiisii icin molekiiler bir anahtar gibi fonksiyon goriir. Rb hipofosforile
formunda transkripsiyon faktorii E2F ile siki bir kompleks olusturarak hiicrelerin
replikasyonunu engeller. Rb’nin fosforilasyonu ise kompleksin ayrilmasina ve E2F

izerindeki transkripsiyon aktivite engelinin ortadan kalkmasina neden olur.

Siklin E iki izoformu bulunur; E1 ve E2; S-evresinde CDK2 ile aktif bir kompleks
olusturur. Bazi  fonksiyonlar1  siklin E-CDK1 kompleksi tarafindan
iistlenilebilinmektedir. Her iki siklin E izoformunun eksiklikliginde dinlenen
hiicreler hiicre dongiisiine gecemezler. Siklin E-CDK2; hiicre dongiisiiniin S
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evresine ilerleyebilmesi ve DNA replikasyonunun baslayabilmesi i¢in siklin E ve
CDK2 arasinda aktif bir kompleksin olusmasi gerekir. Bunun i¢in aktif E2F’ye
ihtiyag vardir. Aktif E2F, siklin E’nin ve DNA replikasyonu i¢in gerekli polimerazin
transkripsiyonunu arttirtr; DNA sentezi uyarilir. Hiicre dongiistindeki bir sonraki
karar verme noktas1 G2/M gecisidir. Bu gecis, E2F nin transkribe ettigi siklin A ve
onun olusturdugu siklin A-CDK2 kompleksi tarafindan saglanir. Bu kompleks
mitotik profazdaki olaylar1 diizenler. Profazin 6tesine gecis saglayan en 6nemli araci
siklin B-CDK1 kompleksidir. Siklin B-CDK1 kompleksi bir protein fosfataz (Cdc
25) tarafindan aktive edilir. Aktive edildikten sonra erken profaz evresinde ¢ekirdek
icinde birikmeye baglar. Siklin B-CDK1 aktivasyonu ¢ekirdek zarmin ¢oziilmesine
neden olur ve mitozu baslatir (Dulic vd., 1992; Senderowicz, 2000; Joyce vd., 2001;
DiPaola, 2002; Gutierrez vd., 2002; Alberts ve Bray, 2004; Golias, 2004;
Kierszenbaum, 2006).

1.7. RT-PCR (Real Time-PCR, Gercek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)

Real-time PCR yontemi ¢esitli amaglarla niikleik asitlerin kalitatif veya kantitatif
olarak saptanabilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Real-time PCR yontemini,
daha 6nceden gelistirilmis olan standart PCR yonteminden ayiran iki dnemli 6zellik
vardir: Birincisi, real-time-PCR yonteminde termal dongii cihaziyla birlestirilmis
bir optik okuma sisteminin kullanilmasidir. ikincisi ise, PCR islemi sirasinda
amplifikasyonu bilgisayar ekranina yansitacak bir probun veya problarin bulunmasi
geregidir. Bu nedenle 6zellikle uygun prob se¢imi, RT-PCR igleminin verimliligini
etkileyen en Onemli basamaklardan biridir. Probun islevi, cihaz igerisinde
gercgeklestirilmis olan ¢ogaltma igleminin, gézle goriiliir hale getirilmesidir. Problar,
florofor denen ve belirli dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda floresan i1sima
yayabilme 6zelligine sahip sentetik oligoniikleotidlerdir. Genel olarak bakildiginda
prob dizileri, PCR tiipii i¢erisinde ¢ogaltma islemi gergeklesirken, gogaltilmis olan
hedef cDNA zincirlerine baglanarak floresan 1sima olusmasina neden olurlar. Prob,
tek zincirli hedef DNA {iizerinde komplementer oldugu bdlgeye baglandiktan sonra,
real-time PCR cihazinin 151k kaynagi, PCR tiipii i¢ine uyarici kisa dalga boylu 151k
gonderir. Kisa dalga boylu 151g1n absorpsiyonu sonrasinda, uzun dalga boylu 151k
salinimi olusur. Boylece gergeklesen floresan 1s1ma, cihaz tarafindan algilanir. PCR
tiipll icerisinde ne kadar ¢ok hedef DNA varsa o kadar ¢ok prob baglanacak ve
floresan 1s51ma miktar1 da o derecede fazla olacaktir. Real-time PCR islemi ile
cogaltilmis olan hedef dizilerin goriintiilenebilmesi amaciyla kullanilan gesitli
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problar mevcuttur. Buradaki temel amag, c¢ogaltilmig olan PCR firlinleriyle,
kullanilan probun etkilesime girmesinin saglanmasidir. Bunun sonucunda hedef
cDNA’ya floresan veren boyalarin baglanmasiyla DNA kantitasyonu miimkiin
olabilmektedir. Real-time PCR yonteminde floresan kimyasi, iki sinif altinda
incelenebilir: Jenerik (genel) yontemler ve zincire 6zgil yontemler. Jenerik
yontemlerde cDNA’ya 6zgiil olmadan baglanan problar kullanilir. Bir bagka deyisle
bu yontemde kullanilan problar PCR tiipii igerisindeki her ¢ift zincirli DNA’ya
baglanarak floresan olusmasina neden olurlar. Zincire 6zgiil yontemlerde kullanilan
problar ise, primer baglanma bdlgeleri arasindaki hedef cDNA’nin komplementer
bir bolgesine baglanarak floresan isimaya neden olurlar. Bu yontemlerin avantaji,
primer-dimer baglanmasi gibi 6zgiil olmayan c¢ogaltma {irtinlerinin floresan
1s1mayla sonuclanmamasidir. Bu nedenle 6zgiilliikkleri daha yiiksektir ve daha iyi

sinyal olusumu saglarlar.

cDNA'’ya 6zgiil olmadan baglanan 6zel boyalar prob goérevi goriirler. Bu amagla en
sik kullanilan boya molekiilleri “SYBR Green I ve “SYBR Gold”’dur. Bu boyalarin
cift zincirli DNA arasina girerek baglanmasi sonucunda 20-100 katlik bir floresan
151ma artist olur ve bu 1g1ma real-time PCR cihazi tarafindan algilanir. Primerlerin
baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef cDNA’nin gift
sarmal hale gelmesiyle cDNA’ya baglanan “SYBR green” miktar1 artar ve buna
bagli olarak yayilan floresan miktarinda artig gozlenir. Floresan sinyal miktariin,
gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri (esik degerini) gectigi dongii
sayisina, Ct (esik dongiisii) adi verilmektedir. Bu deger, orijinal sablondaki
baslangi¢ kopya sayisini temsil eder ve deney sonuglari hesaplamak i¢in kullanilir
(Heid vd., 1996). Ancak floresan artis1 her zaman 06zgiil amplifikasyonu
gostermeyebilir. Ciinkii ortamda hedef cDNA bulunmadigr durumlarda “SYBR
green”, primerlerin kendi aralarinda gerceklesebilecek baglanmalar (primer
dimerleri) sonucunda bu yapilara katilarak floresan olusumuna neden
olabilmektedir. Boyle durumlarda elde edilen floresan 1simanin istenen hedef
bolgenin amplifikasyonuyla m1 gerceklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile
ortaya ¢ikmig 6zgiil olmayan bir diriin mii oldugunu anlayabilmek igin “melting
curve” (erime egrisi) analizi yapilir. Her ¢ift sarmal cDNA kendine 6zgii “melting
temperature, Tm” (¢ift sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale ge¢mesi i¢in
gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PCR amplifikasyonu sonrasinda sicaklik yavas
yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki floresan miktar1 kaydedilir. Cift sarmal
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cDNA zincirleri birbirlerinden ayrilmaya baglayica “SYBR green” boyasi serbest
kalir ve floresan miktari azalmaya baslar (Alp, 2012).

1.8. Western Blot

Western blot yontemi, molekiiler biyolojide, bir protein soliisyonunda, aranan bir
proteinin olup olmadigini ve varsa ne kadar oldugunu anlamak i¢in kullanilan bir
yontemdir. 4 asamadan olugsmaktadir 6ncelikle, hiicre veya doku lizat1 elde edilir,
bir membrana aktarilir, birinci ve ikinci antikor kullanilarak hedef protein isaretlenir
ve uygun ortamda goriintiileme islemi yapilir (Mahmood ve Yang, 2012). Hiicre
veya doku oOrneginden lizatlar elde edilerek hazirlanan SDS-PAGE jel
elektroforezinde yiiriitiiliir. SDS (sodyum dodesul siilfat) oligomerik proteinleri alt
birimlerine ayiran bir deterjandir. Bu deterjan polipeptidlere baglanarak bir
kompleks olusturur ve bu olusan kompleks polipeptidlerin negatif yiiklii kalmalarim
saglarken, PAGE (poliakrilamid jel elektroforez), elektriksel ¢ekim kuvveti
kullanilarak proteinleri boyutlarina gore ayirmak i¢in kullanilan ortamdir. Eksi yiike
sahip proteinler elektrik akimi ile jelde molekiil biiyikliiklerine gore ayrilir. Jel
iizerindeki proteinler 1slak sistem, yar1 kuru sistem ve kuru sistem olmak {iizere ii¢
farkli yontemle membrana aktarilir. Kullanilan memran genellikle nitroseliiloz veya
poli-viniliden floriir (PVDF) yapidadir. Anlamli bir sonu¢ elde etmek igin,
antikorlar membranda yalnizca ilgilen proteinlere baglanmalidir. Antikorlarin
0zglin olmayan baglanmalarin1 azaltmak icin etkilesimsiz protein ya da iyonik
olmayan deterjanlar kullanilarak membranin bos kisimlari bloklanir. Bloklama
ajaninin membrana antikordan daha yiiksek afinite gostermesi gereklidir. En yaygin
kullanilan bloklama ajanlari sigir serum albumin (BSA, %0.2-5), yag icermeyen siit
tozu, kazein, jelatin ve Tween 20’nin seyreltilmis soliisyonlaridir. Bloklamadan
sonra ilgilenilen proteine 0zgli primer antikor ile membran inkiibe edilir.
Baglanmayan primer antikor yikanarak uzaklastirildiktan sonra konjuge enzim ya
da boya igeren sekonder antikor ile membran inkiibe edilerek, primer antikora bagh
sekonder antikor kompleksi olusturulur. Ortamda baglanmadan kalan ve yiiksek
oranda 0zgiil olmayan sinyal veya diislik oranda 6zgiil sinyal verilmesine neden olan
antikorlarin ortamdan uzaklastirilmas: amaciyla TBS-Tween 20 (TBST) ya da PBS-
Tween 20 (PBST) soliisyonlar1 kullanilir. Membran {izerinde 6zgiil baglamalari
tespit etmek i¢in sekonder antikora konjuge enzimle (horseradish peroksidaz ya da
alkalen fosfotaz) reaksiyona giren bir substrat sinyal olusturur ve boylece membran
tizerinde bantlarin goriiniirliigii saglamaktadir (Karaaslan, 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda bitkilerden elde edilen bilesiklerin kanser hiicreleri tizerine etkisinin
arastirilmasi1 siklikla karsimza ¢ikmaktadir. Ornegin, Taxol/Paclitaxel meme
kanseri basta olmak iizere birgok kanser tiirlerinde kullanilan (Taxus brevifolia)
bitkisinden elde edilen bir kimyasaldir. Vinblastine ise 1950°1i yillarda kesfedilmis
ve bir¢ok formdaki 16semi tedavisinde kullanilmug ilk ilagtir. Camptotheca
acuminata agacindan sentezlenen bir kimyasal olan Topotecan, alkaloidinin bir
analogudur yumurtalik ve akciger kanseri tedavisinde kullanilmaktadir.
Epipodofilotoksin'in yar1 sentetik bir tiirevi olan etoposide Podophyllum peltatum
bitkisinden elde edilmistir (Kong vd., 2003). Ravent (Polygonum cuspidatum)
bitkisinde bulunan bir bilesik olan emodin, bir¢ok proliferatif hastaligin tedavisinde
kullanildig1 gibi, aym1 zamanda anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-iilserojenik, anti-
enflamatuvar ve immiin baskilayici 6zelliklere sahiptir (Srivinas vd., 2003).

Lu ve arkadaslar1 (2008), emodinin vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
reseptor sinyalini engelleyerek kanser hiicre biiylimesini inhibe ettigini ve emodinin
kolon kanseri anjiyogenezisinde potansiyel bir inhibitor olarak kullanilabilecegini

gostermistir.

In vitro ¢alismalar boyunca emodin ile indiiklenen LS1034 kolon kanseri
hiicrelerinde, hiicre morfolojik degisikliklere, canlilik ylizdesinde artisa, G2/M
fazinda tutulmaya ve mitokondriyal zar potansiyel kaybina neden olmustur. LS1034
hiicrelerine emodin uygulandiginda kaspaz-9, sitokrom-c ve Bax/Bcl2 protein
seviyesi artmugtir. Calismalar, LS1034 kolon kanseri hiicrelerinde emodinin ROS
ve Ca*'? salmmm indiikledigini, anti ve pro-apoptotik protein diizeylerini
degistirdigini, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin
aktivasyonuna yol actigini ve bunun da apoptoza neden oldugunu belirtmektedir. In
vivo caligmalarda, LS1034 hiicrelerinde emodin etkin bir sekilde tiimor biiytimesini
baskiladigi, fakat in vitro ¢aligma gibi mitokondriyal fonksiyon bozuklugu yoluyla
tiimor inhibisyonuna neden olup olmadigi belirlenememistir (Ma vd., 2012).

Han ve arkadaglar1 (2012), emodinin kolon kanser hiicre hatti DLD-1’de PRL-3’{in
fosfotaz aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi PRL-3 ile indiiklenen timor
hiicresini ve metastazini doza bagli olacak sekilde bloke ettigini bulmustur.
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Bir bagka ¢alismada, HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde emodin ile indiiklenen
apoptozda reaktif oksijen tiirlerinin rolii ve sinyal yolagi tizerine etkileri
aragtirtlmistir. HCT116 hiicrelerinde emodinin, mitokondriyal apoptozisi baglattig
goriilmiigtiir. Emodin oksidatif strese yanit olarak ROS’u arttirdig1 ve p53°iin asir1
ifadesini tetikledigi goriilmistiir (Xie vd., 2014).

Emodinin insan karaciger kanser hiicre hatt1 HepG2’de apoptozu indiikledigi ve G1
fazinda hiicreleri tuttugu gdzlenmistir. Emodin uygulamasi sonucunda HepG2
hiicrelerinde Bax protein seviyesinde herhangi bir degisiklik gériilmezken apoptoz
iizerinde ki Bcel-2 etkileri azalmis, p53 ifadesi artmistir (Yu vd., 2013).

Lin ve arkadaslarinin (2012) yapmis oldugu ¢aligmada, emodinin pankreas kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve anjiyogenezisini olas1 bir NF-xB (niikleer faktor kappa
B) tutulum mekanizmasi ile inhibe edip etmedigi amaglanmistir. Emodin
uygulamasi sonucunda pankreas kanser hiicrelerinin bir primidin analogu olan
gemsitabinle indiiklenen biiylimesinin engelledigi ve apoptozisi arttirdigi
bulunmustur.

Guo ve arkadaglarimin (2013) yapmis oldugu bir baska calismada, antikanser etki
gosteren curcimin ile emodin ikilisinin, meme kanser hiicrelerinde proliferasyonu,
apoptozu ve invazyonu benzer olarak inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica, miR-

34a’nin bu ikili tarafindan ifadesinin arttig1 goriilmiistir.

Emodinin insan rahim agzi kanseri HeLa hiicre hattinin apoptoz lizerinde ki etkisini
arastirmak ve 1ilgili mekanizmalar1 tanimlamak igin Yaoxian ve arkadaglar
tarafindan (2013) yilinda bir g¢alisma yapilmistir. Bu galisma sonucunda emodinin
dahili mitokondriyal ve harici 6liim reseptorii yoluyla apoptozu indiikleyerek HeLa

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmistiir.

2013 yilinda yapilan ¢alismada, survivin hedefli ShRNA (small hairpinRNA) ve
emodin ikilisinin etkisi, yumurtalik kanserine karsi arastirilmistir ve bu ikili
kombinasyonun uygulamasinin, hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu azaltarak
apopotozu indiikledigi, in vitro olarak biiylik antitimér etkiye yol agtigi
bulunmustur ( Xue vd., 2013)

Emodinin, akciger hastaliklar1 tedavisi ile ilgili olarak, farelerde bleomisine bagl
fibrozis gelisimine karsi koruyucu bir etkisi oldugu ve akciger kanserine karsi
potansiyel bir ilag olabilecegi saptanmustir (Chen vd., 2009 ve Shrimali vd., 2013).
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Emodin, bas ve omuz skuamoz hiicreli karsinoma hiicrelerinde TWIST1 ifadesini
direkt olarak baskilamig, E-cadherin mRNA ve protein ifadesini diisiirmiis, vimentin
mRNA ve protein ifadesini arttirmistir. Ayrica emodin, E-cadherin promotoruna
TWIST1 baglanmasin1 inhibe ederek, E-cadherin transkripsiyon aktivitesini
bastirdig1 goriilmiistiir. Emodin, B-katenin ve Akt yolaklarini inhibe ederek
TWIST]1 kaynakli epitel mekanizmal gegisi (EMT) baskilamigtir. Ayrica emodin in
vivo ortamda da TWIST1 kaynakli invasyonu 6nemli 6lglide durdurmustur (Way
vd., 2014)

Bcl-2 ailesinin pro ve anti apoptotik iiyelerinin karsit faaliyetleri mitokondriyal
membran gecirgenligini kontrol eder. Pro-apoptotik sinyal dengesinin bozulmasi,
mitokondriyal intermembran bosluga ait sitokrom c¢’nin salinmasina ve daha sonra
kaspaz-9’a bagimli apoptotik yolagin aktivasyonuna neden olur (Qiao vd.,2009).
MikroRNA diizensizligi, kolon kanserinde Bcl-2 ailesi iiyelerinin ifadesini
degistirerek apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Kolon kanseri dokularinda miR-
195 ifadesi diigmiistiir. miR-195 anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2’yi hedefler ve
kolorektal kanser hiicre hatlar1 olan HT-29 ve LoVo’da apoptozu indiikler (Liu vd.,
2010).

Caligmalar, kanserlerde miRNA’larin potansiyel rollerine dikkat ¢ekmistir ve
miRNA’larin anormal bir gekilde ifadesi kanser kaynakli genleri ve kanser
patogenezinde rol alan yollar1 diizenleyerek tiimoriin olusmasi ve ilerlemesi ile

iligkili olabilecegini dngérmiistiir.

Zhang ve arkadaslar1 (2012) hem yumurtalik kanseri klinik 6rnekleri hem de hiicre
hatt1 ile calisarak miR-25 ifadesine bakmislar ve miR-25 ifadesinin oldukea yiiksek
oldugunu gormiiglerdir. MikroRNA-25’in asir1 ifadesi proliferasyonu arttirmistir.
Susturma ile miR-25 ifadesini diisiirmiis ve boylece 6nemli 6l¢iide apoptozu
arttirmiglardir. Bu sonuglar, miR-25’in yumurtalik kanserinde proliferasyonun ve

apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu ortaya koymustur.

Kromozom X iizerinde yer alan bir gen kiimesinden tiiremis miR-221, hiicre
cogalma dongiisiinii diizenleyerek tiimor gelisiminde rol oynamaktadir (Zhou vd.,
2012). Xue ve arkadaglar1 (2013), miR-221’in kolorektal kanser hiicrelerinin
radyasyona duyarliligt ve altta yatan mekanizmalar iizerindeki etkisini
incelemiglerdir. Pre-miR-221’in kolorektal kanser hiicrelerine transfeksiyonu
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sonrast miR-221’in ifadesinde artig goriiliirken, miR-221’in  susturulmasi
sonrasinda gen ifadesinde diisiis oldugu goriilmiistir.

Zhau ve arkadaslar1 (2014), kolorektal kanserli doku ve hiicrelerde ANGPTL2
(Angioprotein- like protein 2)’nin ifade diizeyine bakmuslar ve yiiksek oranda ifade
edildigini ve kanserin metastatik ilerlemesi ile asamali olarak arttigin
gostermislerdir. Kolorektal hiicresi olan SW620 ve HCT-116 hiicrelerinin invazyon
ve migrasyonunda ANGPTL2 ve miR-25’in rolleri, transwell deneyleri ve yara
analizleri kullanarak arastirmislardir. ANTPGL2 siRNA, SW620 ve HCT-116
hiicrelerine transfer edilmis ve ifade diizeyinin hem mRNA hem de ptotein
seviyesinde oOnemeli Olgiide diistiigii goriilmiistir. ANGPTL2’nin ifadesinin
diismesi, kolorektal kanser hiicrelerinin istilasini ve metestazini bastirmigtir. MiR-
25’in kolorektal kanserde biyolojik rollerini dogrulamak i¢in pre-miR-25 ve anti-
miR-25 SW620 ve HCT-116 hiicrelerine transfekte edilmistir. Pre-miR-25
indiiksiyonu hiicrelerde miR-25 ifadesini 6nemli 6l¢iide arttirarak koloni olugumu
ve metestazi dnemli Ol¢iide azaltirken, miR-25’in susturulmasiyla ifade diizeyi
onemli derecede azaldig1 ve koloni olusumu ve metestazi dnemli derecede arttirdigi
goriilmiistiir. miR-25’in diisiik ifadesi ile ANGPTL2 nin yiiksek ifadesinin bir arada
bulunmasi karsilikli  bir potansiyel diizenleyici korelasyona isaret ettigini

gormiislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiira

Yapilan bu ¢alismada 44 yasindaki kadin kolorektal adenokarsinoma hastasindan
eksplant kiiltir yontemiyle alinan HT-29 hiicre hatt1 (Sekil 3.1) Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi Sap Enstitiisii Miidiirliigli Hiicre Bankasi Hiicre kiiltiir
koleksiyonundan (HUKUK) temin edilmistir. HT-29 (ATCC® HTB-38TM)
hiicreleri, %10 Fotal Sigir Serumu (FBS), %10 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep),
0.1 mM esansiyel olmayan amino asit iceren RPMI-1640 besi yeri igerisinde
biiyiitiilmiistiir. Hiicreler temel hiicre kiiltiir yontemleri kullanilarak ¢ogaltilmus,
pasajlanmis ve stoga kaldirilmistir. Stok olarak hazirlanan hiicreler sivi azot iginde
saklanmustir.

Sekil 3.1 HT-29 hiicre hattt mikroskop goriintiisii (10X)

3.1.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Siv1 azot igerisinde saklama tiiplerinde bulunan HT-29 hiicreleri sivi azot
icerisinden ¢ikartilip alkollenip biyolojik giivenlik kabini (Nuve) igerisine
almmustir. Tiiplerin kapag: hafifce acilarak havasi ¢ikartilmistir. Hiicreler hizli bir
sekilde igerisinde 37°C’de su bulunan beherde ¢ozdiiriiliip 15 ml’lik santrifiij tiipii
icerisine alinarak tizerine 4 ml besi yeri eklenmistir ve 800 rpm’de oda sicakliginda
5 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda stipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirilarak tizerine 2 ml 1X PBS eklenmis hiicreler homojenize hale getirilerek
tekrar 800 rpm de 5 dk santrifiij yapilmistir. Siire sonunda siipernatant dikkatli bir
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sekilde pipetle uzaklagtirilmistir. Pelet iizerine oda sicakliginda bulunan besi
yerinden 5 ml eklenerek 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarma aktarilmistir. Hiicre kiiltiir
kaplar1 37°C, %5 CO; igeren biiylime ortaminda (Nuaire DH Autoflow NU-5500)
inkiibasyona birakilmistir.

3.1.2. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlanmasi

Inkiibasyona birakilan hiicrelerin iki giinde bir olacak sekilde besi yerleri
degistirilmistir. Besi yeri degistirirken oncelikle kiiltlir kabi i¢erisinde bulunan besi
yeri uzaklastirilmistir. 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kabi igerisine 1 ml, 75 cm?’lik hiicre
kiiltiir kab1 igerisine 3 ml 1X PBS eklenerek hiicreler yikanmis, 1X PBS pipetle
ortamdan uzaklastirilarak 25 cm?’lik hiicre kabina 5 ml, 75 cm?’lik hiicre kabina 13
ml taze besi yeri eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler, hiicre kiiltiir
kaplarinin yiizeyini kapladiktan sonra pasajlanmistir. Hiicreler iki kez 1X PBS ile
yikanmig ve PBS ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicrelerin hiicre kiiltiir kabinin
ylizeyinden kalkmast igin 25 cm?’lik kiiltiir kab1 igin 1ml, 75 cm? lik kiiltiir kabina
2 ml Tripsin-EDTA eklenmistir ve 37°C’de %5 CO- igeren inkiibator i¢erisinde 5
dk inkiibasyon birakilmistir. Siire sonunda hiicre kiiltiir kaplarinin igerisine Tripsin-
EDTA’nin bes kati1 olacak sekilde taze besi yeri eklenerek 15 ml’lik santrifiij
tiiplerinin igerisine alinarak 800 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonrasi slipernatant pipetle uzaklastirilarak pelet lizerine taze besi yeri
eklenip yeni hiicre kiiltiir kaplarina aktarilarak inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler

deneylerde kullanilmak tizere cogaltilmisgtir.
3.1.3. Hiicrelerin Thoma Lami’nda Sayim

Hiicreler 3.1.2 de anlatildig1 gibi kiiltiir kaplarindan kaldirilmistir ve hiicre peleti
yogunluguna gore 5 ml ile 10 ml arasinda taze besi yerinde ¢oziilmiistiir. Hiicreler
Triphan blue igerisinde 1:5 oraninda seyreltilerek Thoma Lami'na yayilmig ve

sayimi yapilmustir.
3.1.4. Hiicrelere Uygulanacak Emodin’in Hazirlanmis1 ve Uygulanmasi

Calismada kullanilan emodin (Sigma-Aldrich, Almanya) toz halde temin edilmistir.
Emodin ¢ozeltisi hazirlanirken ¢oziicli olarak DMSO kullanilmigtir. Emodin stok
¢Ozeltisi konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde hazirlanmis ve besi yeri ile
seyreltilerek belirlenen dozlarda kullanilmistir. Stok emodin ¢6zeltisi -20°C’de

saklanmustir.
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3.2. MTT Proliferasyon Testi
3.2.1. Hiicrelerin Plakalara Ekimi

Calisma, 48 kuyucuklu plakalarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Her bir
kuyucukta 400 pl besi yeri igerisinde 10.000 hiicre olacak sekilde hiicreler, 3.1.3°de
anlatildig1 gibi sayilarak ekim yapilmistir ve gece boyu etiivde inkiibasyona
birakilmistir (Plakalara uygulama ve kontrol grubu haricinde bir de blank grubu
olacak sekilde ekim yapilmistir). Emodin ¢aligmada belirlenen konsantrasyonlarda
hiicrelere uygulanmustir.

3.2.2. MTT Proliferasyon Testi

Plakalara ekim yapilan hiicreler bir gece inkiibasyona birakilmig ve ertesi giinii bir
blank, iki kontrol, yedi deney grubu olacak sekilde uygulama yapilmigtir. Emodinin
1 ve 100 puM arasindaki konsantrasyonlarda uygulamalari yapilmistir. Emodin
uygulamasi i¢in segilen konsantrasyonlar 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80
uM dir. Kontrol gruplarindan birincisine hi¢bir madde uygulamasi yapilmazken,
ikinci kontrol grubuna emodin’in ¢6ziilmesinde kullanilan DMSO’dan, en yiiksek
emodin dozuyla (80 uM) aymi miktarda eklenmistir. Blank grubu, kuyucuk
icerisinde sadece besiyeri vardir ve MTT ile reaksiyona girip girmedigini kontrol
etmek i¢in kullanilmigtir. Emodinin etkisi 24. ve 48. saatlerde gézlemlenmistir.

24. ve 48. saatler sonunda, taze olarak hazirlanan MTT (Sigma-Aldrich, Almanya)
Smg/ml olacak sekilde tartilmistir ve 1X PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan
MTT filtreden (0,22 pum) gegirilerek her bir kuyucuga 40 pl eklenerek 4 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde her kuyucuktan hiicrelere zarar
vermeyecek sekilde pipetle besi yeri uzaklastirilmis ve {izerlerine 100 pl
dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir. Plakalar 15 dk. etiivde bekletilerek formazon
kristallerinin iyice ¢oziilmesi saglanmustir (Sekil 3.2). Siire sonunda plakalar ¢oklu
plaka okuyucu (Thermo Labsystem Multi-Scan Spectrum) ile test 560nm, referans
620nm dalga boyunda olacak sekilde tiim kuyucuklar i¢in absorbans degerleri

okunmustur.
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Sekil 3.2 Artan konsantrasyonlarda MTT uygulamasi ve formozan kristallerinin DMSO
eklendikten sonraki plaka goriintiisii

3.2.3. Elde Edilen Absorbans Degerlerinin Analizi

Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak blank ortalamasindan
cikartilmistir ve formazan kristallerinden kaynaklanan asil absorbans degerleri
hesaplanmistir. Hesaplamalarda kontrol grubu olarak DMSO kontrol verileri
kullanilmigtir. DMSO kontrol absorbans ortalamalari, blank ortalamasindan
cikartilmis 100 ile ¢arpilarak yiizde proliferasyon degeri hesaplanmistir. Tiim
uygulama yapilmis dozlarin ortalamasindan blank ortalamasi ¢ikartilmig 100 ile
carpilarak DMSO kontrol grubunun absorbans degerine boliinmiistiir. Elde edilen
veriler Windows Excel programina girilerek grafikler elde edilmistir.

3.3. Muse™ Canlilik Testi

Calismada 6 kuyucuklu plakalarda 200.000 hiicre olacak sekilde kisim 3.1.3 de
anlatildigr gibi sayim yapilarak ekim yapilmistir. Uygulama dozu olarak MTT
testinde calisilan dozlar kullanilmigtir. Kontrol grubu blank olarak kullanilmigtir.
Kisim 3.2.2 de emodin’in uygulanisinda anlatildig gibi dozlar hazirlanms plakalara
ilave edilerek inkiibasyona birakilmustir. 24. ve 48. saatler sonunda emodin’in etkisi

gozlemlenmistir.

24 saat sonunda plaka igerisindeki besi yerleri deney gruplarina gore hazirlanmig 15
ml’lik toplama tiiplerinin igerisine konulmustur. Kuyucuk igerisine 1ml 1X PBS
eklenerek hiicreler yikanmis ve PBS pipetle dikkatlice ¢ekilerek hiicreler tizerinden
uzaklastirilmigtir. Hiicreleri plaka igerisinden kaldirmak i¢in herbir kuyucuga 500ul
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tripsin-EDTA eklenerek 5 dk 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda kuyucuklara ekledigimiz tripsin-EDTA’nin 5 kati1 kadar besi yeri eklenerek
kaldirilan hiicreler toplama tiiplerine aktarilmustir. Igerisinde hiicrelerin toplandig
15 ml’lik toplama tiipleri 4°C’de, 800 rpm de 5 dk santriflij edilmistir. Santrifiyj
sonunda olusan {iist faz dikkatlice uzaklastirlmis ve pelet iizerine hiicre yogunluguna
gore yaklasik 1 ml besi yeri eklenerek hiicre resiispanse hale getirilmistir. Ayni

islem 48. saat uygulamasi i¢in tekrarlanmistir.
3.3.1. Muse™ jle 6l¢iim ve analiz

Hiicre yogunluguna gore diliisyon faktorii ve cihazin belirli siirede ¢ekecegi hiicre
say1st belirlenmistir. Belirlenen diliisyon faktoriine gére Muse™ sayim ve canlilik
(EMD Millipore Corporation, Hayward, CA 94545) kiti ile hiicreler seyreltilmis 5
dk inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda 3 tekrarli olacak sekilde cihazda 6lglim
yapilmustir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Muse™ canlilik testi uygulamasi

Elde edilen verilerin ortalamalar1 alinmistir. DMSO kontrol grubunun ortalama
degerinden, blank grubunun ortalama degeri ¢ikartilmigtir. Elde edilen deger 100 ile
carpilarak bu farka (DMSO iontrol ort.- Blank ortalama) boliinmiistiir. Diger uygulama
dozlarinin ortalamasindan da blank ortalamasi c¢ikartilmis ve DMSO kontrol
grubunun absorbans degerine boliinmiistiir. Elde edilen veriler Windows Excel
programina girilerek grafik elde edilmistir. Hem 24 hem de 48 saat uygulamalari

i¢in hesaplamalar ayri ayr1 yapilmigtir.
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3.4. Apoptozun Belirlenmesi
3.4.1. Apoptoz ve Nekroz Yontemi

Hiicrelerin canliliginda goriilen azalmanin nedenini bulmak i¢in apoptoz yontemi
kullanmilmistir. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in Hoechst
33258/Propidium Iodide (HO/PI) yontemi uygulanmustir.

3.4.2. Hoechst 33258 / Propidium Iodide (HO/PI) boyalarmin hazirlanisi

Hoechst 33258 10 mg/ml, Propidium Iodide 1 mg/ml olacak sekilde stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hoechst 33258 stok c¢ozeltisinden 100 pl alinarak 10 ml’ye
tamamlanmugtir. Propidium lodide stok ¢ozeltisinden de 100 pl alinarak 100 ml’ye
tamamlanmistir. Her iki sulandirilan boya 1:1 oraninda karanlik ortamda
karistirilarak hiicrelere uygulanmaya hazir hale getirilmistir.

3.4.3. Hiicrelerin Plakalara Ekimi ve Apoptozun Belirlenmesi

Hiicreler her bir kuyucukta 70.000 hiicre olacak sekilde sayilarak 48 kuyucuklu
plakalara 2 kontrol, 6 uygulama grubu olmak iizere toplamda 24 kuyucuk igerisine
ekilmistir. Uygulama ti¢ tekrarli olarak, 24 ve 48 saatlik siireler i¢in iki ayr1 plaka
igerisinde gerceklestirilmistir.

Hiicrelerin plakalara ekimi yapildiktan sonra emodin uygulamasi kisim 3.1.4’de
anlatildig1 gibi yapilmistir. 24 ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakilan plakalardan
stire sonunda hiicreler su sekilde toplanmustir: Kuyucuklarin igerisinden besiyeri
dikkatli bir sekilde pipetle uzaklastirilarak her bir kuyucuga 1X PBS eklenmis ve
hiicreler yikanmigtir. PBS ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklarin igerisine 100
ul Tripsin-EDTA eklenerek 5 dk etiivde inkiibasyona birakilmustir. Siire bitiminde
kuyucuklarn her birine 500 pl taze besi yeri eklenerek Eppendorf tiipler igerisine
toplanarak 5 dk 800 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan st faz
pelete zarar vermeden dikkatlice ortamdan uzaklastirilmistir ve pelet tizerine 50 ul
besi yeri eklenerek hiicreler homojenize edilmistir. Her bir eppendorf tiip icerisine
kisim 3.4.2 de anlatilan HO/PI boya karigimindan 5 pl eklenerek, 1 saat 37°C’de
etiivde inkiibasyona birakilmistir.
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3.4.4. Boyanan Hiicrelerin Mikroskop Altinda Gériintiilenmesi ve Analizi

24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda her 6rnekten 15 pul alinarak lam iizerine
damlatilmis hiicrelerin ¢okmesi i¢in 1-2 dk beklenilmistir ve floresan 11k
mikroskop (Olympus BX51) altinda DAPI filitresi ve UV 15181 ile hiicreler
gozlemlenerek fotograflari cekilmistir. Cekilen fotograflardaki canli, apoptotik ve
nekrotik hiicreler sayilmistir (Sekil 3.4).

Apoptotik
Canlt Hiicre
Hiicre
Nekrotik
Hiicre

Sekil 3.4 HO/PI uygulamasi yapilmig hiicrelerin mikroskop goriintiisii (10X)

Sayimi yapilan hiicrelerden, toplam canli hiicre sayist 100 ile garpilmis elde edilen
sonu¢ toplam hiicre sayisina boliinerek canli hiicre yiizdesi belirlenmistir. Ayni
hesaplamalar apoptotik ve nekrotik hiicreler icin de yapilarak hiicre yiizdeleri
bulunmustur.

Elde edilen verilerin grafikleri GraphPad 5.0 programinda ¢izilmistir.
3.5. Muse™ ile Hiicre Dongiisii Analizi
3.5.1. Hiicrelerin Plakalara Ekimi ve Hiicre Dongii Analizi

Hiicreler 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarinda 500.000 hiicre olacak sekilde sayilarak
ekilmistir. 2 kontrol, 4 uygulama dozu olacak sekilde emodin uygulamasi 24. ve 48.
saatler i¢in yapilmistir.

24 saat sonunda hiicreler 6nce kisim 3.1.2°de anlatildig1 gibi ylizeyden kaldirilarak
hiicre yogunluguna gore yaklagik 1 ml 1X PBS igerisinde ¢6ziilmiistiir. 300 xg’de 5



28

dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan iist faz dikkatli bir
sekilde pipetle uzaklastirilmistir. Pelet tizerine 1ml 1X PBS eklenerek tekrar 300
xg’de 5 dk santrifiij yapilarak 1,5 ml’lik Eppendorflarin igerisinde yaklagik 50 pl
kalacak sekilde siipernatant uzaklagtirilmistir ve hiicre icinde kalan PBS ile
resiispanse hale getirilmistir. Icerisinde taze hazirlanmis 1 ml %70’lik soguk etanol
bulunan 1,5 mI’lik Eppendorflar diisiik hizda vortekslenirken hiicre siispansiyonu
damla damla i¢lerine damlatilarak -20°C’de 3 saat bekletilmistir. Siire sonunda oda
sicakliginda 300 xg’de 5 dk santrifiij yapilarak olusan iist faz dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir. Pelet {izerine 250 pl 1X PBS eklenerek 300 xg’de 5 dk santrifiij
edilmis ve santrifiij sonunda st faz uzaklagtirilmigtir. Pelet tizerine 200 pul Muse™
Hiicre Dongiisii Reaktif (EMD Millipore Corporation, Hayward, CA 94545)
kitinden eklenerek oda sicakliginda 30 dk boyunca karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Siire sonunda hiicreler 2 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilarak cihazda
Olglime hazirlanmustir. Ayni islemler 48 saat uygulamasi igin de tekrarlanmustir.

3.5.2. Muse™ ile Hiicre Dongiisii Analizi

Olgiim cihazinda (Muse™ hiicre analiz cihazi1), DNA igerik profili ve populasyon
profili ayarlanarak hazirlanan hiicrelerin her bir uygulama dozu 3 tekrarli olacak
sekilde dl¢iilmiistiir (Sekil 3.5). Olgiim verilerinin ortalamalar alinarak Windows
Excel programinda grafik haline getirilmistir. Populasyon profili ayarlanirken
oncelikle boyanmayan parcalanmis hiicreleri disarda birakacak sekilde alan segilip
DNA igerik profili ayarlanir. Profildeki mavi renk G0/G1fazini , mor renk S fazim
ve yesil renk G2/M fazinda tutunan hiicre miktarini gostermektedir.

Populasyon Profili DNA igerik Profili

1

g
3
£ b
4 2
| z ? g
= = o
. = £ g&
g ™
E z
£ g 012345678 910
O e it aaasanas S .
01234567829 DNA Igerik Endeksi
DNA Igerik Endeksi

Sekil 3.5 Muse™ hiicre dongiisii analizi
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3.6. RNA izolasyonu

3.6.1. Hiicrelerin RNA Izolasyonu I¢in Plakalara Ekimi Ve Uygulama
Yapilmasi

Hiicreler alt1 kuyucuklu hiicre ekim plakalarinda 200.000 hiicre olacak sekilde kisim
3.1.3’de anlatildig1 gibi sayilarak ekimi yapilmigtir. Hiicrelere 2 kontrol ve
belirlenen sitotoksik olmayan uygulama dozu (55 pM) uygulanarak 24 ve 48 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir.

3.6.2. TRizol® ile RNA izolasyonu

Inkiibasyon siireleri sonunda hiicre ekim plakalarinin igerisinden besi yeri dikkatli
bir sekilde uzaklastirilarak tizerlerine 500 pl TRizol® reaktifi (Ambion) eklenmis
ve 2 ml’lik eppendorf tiipler icerisinde hiicreler toplanmistir. Eppendorf tiipler
icerisinde homojenize edilerek hiicre lizatlart -80°C’ye kaldirilmistir. Tim
uygulama saatleri toplandiktan sonra hiicreler -80°C’den ¢ikartilarak oda sicakligina
gelmesi beklenmistir. Eppendorf icerisinde ¢oziinen hiicrelerin iizerlerine 100 pl
kloroform eklenip 15 sn tiipler alt-iist edilerek 2-3 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 12.000 xg’de 15 dk
+4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 olugan iist siv1 faz dikkatlice yeni bir
eppendorf tiip icerisine alinmistir. Uzerlerine 0,5 ul glikojen (20 pg/ul) ve 250 pl
isopropanol eklenerek karistirilmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda oda sicakliginda 12.000 xg’de 10 dk santrifiij yapilarak
olusan iist faz dikkatlice pipetle ortamdan uzaklagtirilmistir. Pelet {izerine 500 ul
%75’1ik etanol (DEPCIi su i¢inde, +4°C) eklenip kisa bir siire karistirilarak 4°C de
7.500 xg’de 5 dk santrifiij yapilmistir. Olusan iist faz pelete zarar vermeden
dikkatlice ortamdan uzaklastirilmis, eppendorf tiiplerin agz1 agik kalacak sekilde 5-
10 dk boyunca pelet kurumaya birakilmistir. Siire sonunda pelet iizerine yaklasik 30
ul RNaz-icermeyen steril distile su eklenerek 60°C’de 15 dk boyunca inkiibasyona
birakilmis ve Nanodrop (ThermoFisher Scientific, USA) spektrofotometrede
absorbans degerleri dlgiilerek -80°C’ye kaldirilmustir.

3.7. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan TagMan™ Revers Transkripsiyon Kiti (Applied
Biosystems, 4304134 ) ile cDNA sentezlenmistir. Izole edilen RNA miktarlari
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spektrofotometrede ii¢ tekrarli olacak sekilde Olgiilerek ortalamalart alinmustir.
RNA miktarlar1 1 pg olacak sekilde hesaplanarak cDNA sentezinde kullanilmaistir.

Tek bir 6rnek icin cDNA sentezi; 5 pl 10X tampon, 11 ul MgCl,, 10 ul dNTP, 1,25
ul random hekzamer, 1,25 ul oligo d(T), 1 pl RNaz inhibitorii, 1,25 pl revers
transkriptaz ve 19,25 pl dH.O (RNaz igermeyen su) + RNA (1pg) eklenerek
toplamda 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan karigim 25°C’de 10 dk, 48°C’de 30 dk, 95°C’de 5 dk olacak sekilde 1s1
dongiileyici  (Eppendorf)  cihazinda inkiibe edilerek CcDNA  sentezi
gergeklestirilmistir.

3.8. Real Time PCR (RT-PCR)

Sentezi gerceklestirilen cDNA oOrneklerinden calisma icin belirlenen genlerin
(survivin, siklinD1) ifadesine bakmak i¢in RT- PCR yontemi uygulanmustir (Cizelge
3.1). Kontrol geni olarak Gapdh kullanilmigtir. Bir kontrol, bir uygulama grubu
olmak iizere iki gen i¢in 2 ayr1 karisim toplam hacim 10 pl olacak sekilde
hazirlanmigtir. RT-PCR i¢in SYBR green PCR master mix kullanilmistir. Her bir
ornek icin; ifadesine bakilacak gene gore tasarlanmis olan primerlerin her birinden
(forward ve reverse) 0,2 ul, SYBR green master mix 5 pl, distile su 3,6 ul ve 1 pl
cDNA kullanilmistir.

Cizelge 3.1 mRNA c¢alismalarinda Real Time PCR (RT-PCR) i¢in kullanilan primerler

1. mRNA Cahsmalarinda RT-PCR i¢in Kullamlan Primerler

Survivin | (F) : 5’- GCCCAGTGTTTCTTCTGCTT -3’
(R): 5°- CCGGACGAATGCTTTTTATG -3’

SiklinD1 | (F):5’-GCTCCTGTGCTGCGAAGT- 3’
(R): 5 —=TGTTCCTCTCAGACCTCCAG -3’

Gapdh (F):5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
(R):5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'
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Hazirlanan karigim 48 kuyucuklu plakalara 3 tekrarli olacak sekilde 9 ul hacimlerde
dagitilmistir. Her plakada standart grafik icin segilen bir Ornegin diliisyonlar
(orijinal, 1/8 ve 1/64), negatif kontrol olarak ise distile su kullanilmistir. Uzerlerine
1 pl elde edilen cDNA’lardan ve negatif kontrol i¢inde ayni1 miktarda distile sudan
ilave edilerek kuyucuklarin agz1 yapigkan film ile kapatilmigtir. Plaka 500 rpm de 5
dk +4°C’de santrifiij yapilarak kuyucugun duvarinda kalan sivilarin dibe ¢6kmesi
saglanmistir. Santrifiij sonrasi1 plaka RT-PCR cihazina yerlestirilerek 95°C’de 10
dk, 95°C’de 15 sn, 60°C’de 1 dk (40 dongii), 95°C’de 15 sn, 60°C’de 1 dk, 95°C’de
15 sn (erime egrisi) olacak sekilde reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon
sonucunda gen ifadesi analizlerini yapabilmek i¢in kontrol geni olarak (GAPDH)
kullanmis oldugumuz genin Ct degeri ile hedef genin Ct degeri karsilastirilarak bir
ACT degeri elde edilmistir (Wong ve Medrano, 2005) ve bu deger 224CT
formiiliinde yerine koyularak hedef genin ifadesi sayisal olarak hesaplanmistir.

3.9. Protein Izolasyonu

3.9.1. Protein Izolasyonu I¢in Hiicrelerin Plakalara Ekimi ve Uygulama
Yapilmasi

25 cm?lik hiicre kiiltiir kab1 igerisinde 2.000.000 hiicre olacak sekilde kisim
3.1.3’de anlatildig gibi sayim yapilarak hiicreler ekilmistir. Bir kontrol (0. saat) ve
bir doz uygulama grubu olmak iizere toplamda 2 gruba 0, 24 ve 48. saatler i¢in kisim
3.1.4°de anlatildig1 gibi belirlenen dozda ilag uygulamasi yapilmustir.

3.9.2. Protein Izolasyonu

Hiicreler uygulama saatleri sonunda kisim 3.1.2°de belirtilen sekilde kiiltiir
kaplarindan kaldirilarak 1mL 1X PBS igerisinde Eppendorf tiiplerin icerisinde
toplanmustir. Toplanan hiicreler +4°C, 1.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek olusan
st faz dikkatli bir sekilde ortamdan uzaklastirilmistir. Pelet {izerine 2 ml soguk 1X
PBS eklenerek resiispanse hale getirilmistir. Resiispanse hiicreler +4°C 1.000 rpm
de 3 dk santrifiij edilmistir ve bu islem 2 kez tekrarlanmustir. Santrifiij sonunda {ist
faz dikkatlice ortamdan uzaklastirilmustir. Pelet tizerine 100 pl lizis tamponu, 2,5 pl
PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 2,5 ul PIC (Protease Inhibitor Coctail)
eklenmistir. 10.000 xg’de 20 dk +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonunda
olusan iist faz yeni bir eppendorf tiip igerisine alinarak spektrofotometrede
absorbans ol¢limleri yapildiktan sonra -80°C’ye kaldirilmistir.
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3.10. MikroRNA-25 Inhibatér Transfenksiyonu

Hiicreler uygulamadan bir giin 6nce 24 kuyucuklu hiicre ekim plakalarinda 40.000
hiicre olacak sekilde kisim 3.1.3’de anlatildigi gibi sayim yapilarak ekilmistir.
Susturmanin en etkili oldugu dozu bulmak i¢in 5-40 pmol arasi, anti-miR-25
inhibitorii ve negatif kontrolil icin uygulama yapilmistir. 24 ve 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilip etkisi gozlemlenmistir. Her bir tranfeksiyon 6rnegi igin
MiRNA-Lipofektamin 2000 karigiminin hazirlanigi;  Anti-miR-25 uygulama
dozlarina gore serumsuz besi yeri icerisinde (Opti-Mem) toplamda 25 pl olacak
sekilde seyreltilmistir.

Anti-miR-25’in  hiicre igerisine girmesini saglayan Lipofektamin 2000
(ThermoFisher Scientific) serumsuz besi yeri igerisinde (Opti-Mem) toplamda 25
ul olacak sekilde hazirlanarak 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Hazirlanan anti-miR-25 ve Lipofektamin 2000 karisimlar1 1 m1’lik bir Ependorf tiip
icerisinde karistirilarak oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda her bir kuyucuga toplamda 50 ul olacak sekilde 450 ul serumsuz besi
yeri igerisinde uygulama yapilmistir. 8 saat 37°C’de CO-’li etiivde inkiibasyona
birakilmustir. Siire bitiminde serumsuz besi yeri ortamdan uzaklastirilarak taze besi

yeri eklenilmistir 24 ve 48 saat sonunda hiicreler toplanmustir.

Anti-miR-25 i¢in hazirlanan karigim negatif kontrol i¢inde ayni sekilde hazirlanarak
uygulama yapilmistir.

3.10.1. Anti-miR-25 Transfeksiyonu

200.000 hiicre kisim 3.1.3’de anlatildigi gibi sayilarak 6 kuyucuklu plakalara 1
kontrol (uygulama yapilmamis), 1 anti-miR-25 ve negatif kontrolii, olmak iizere 3
grup seklinde 0, 24 ve 48 saatler igin ekilmistir. Uygulama yapilmayan kontrol
grubu 0. saat olarak kabul edilmistir. Bir giin sonra, kuyucuklarin igerisindeki besi
yeri uzaklastirilarak hiicreler 1X PBS ile 2 kere yikanmugstir. Anti-miR-25 —
Lipofektamin 2000 karisimi kisim 3.10 da anlatildigi gibi hazirlanarak her bir
kuyucukta toplamda 250 pl olacak sekilde 2.250 ul serumsuz besi yeri ortaminin
igeriSine uygulanmigtir. 8 saat inkiibasyona birakilmig ve siire sonunda ortamdan
besi yeri uzaklastirilarak hiicrelerin iizerine taze RPMI 1640 besi yeri eklenmistir.
24 ve 48. saatlerde hiicreler toplanmuistir.
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Bu uygulama hem RNA hem de protein izolasyonu igin 2 tekrarl olacak sekilde
yapilmistir.

3.10.2. cDNA sentezi ve Real Time PCR

Kisim 3.10.1 de tarif edilen uygulama sonunda toplanan hiicrelerden kisim 3.6.2°de
anlatildigi gibi total RNA izolasyonu yapilmustir. Elde edilen RNA’larin
spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iilerek cDNA sentezi igin kullanilmustir.
cDNA sentezi i¢cin TagMan™ MicroRNA revers transkripsiyon kiti (Applied
Biosystems, 4366596) kullanilmistir. cDNA sentezinde 5X hsa-miR-25 (000403;
Thermo Fisher Scientific) ve kontrol geni olarak da 5X RNU6B (001093; Thermo
Fisher Scientific) primerleri (Cizelge 3.2) kullanilarak 2 ayr1 karigim hazirlanmustir.
Her bir 6rnek i¢in; 0,075 ul 100 mM dNTP, 0,75 ul 10X revers transkripsiyon
tamponu, 0,095 ul RNaz inhibitérii, 1,5 ul 5X multiscribe revers transkriptaz (50
U/ul), 2,08 ul dH20, 2,5 ul RNA (1-10 ng/ul) olacak sekilde hazirlanarak toplamda
7,5 pl’lik karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karigim termal dongiileyicide 16°C’de
30 dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk reaksiyon yapilarak cDNA’lar elde edilmistir.

Cizelge 3.2 miRNA caligsmalarinda cDNA sentezi ve RT-PCR i¢in kullanilan primerler

2. miRNA Cahsmalarinda cDNA Sentezi ve RT-PCR i¢in Kullanilan
Primerler

Hsa-miR-25 5'-CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA-3'
(5X-20X)

RNU6B (5X-20X) | 5’-CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAG
CGTTCCATATTTTT-3'

Elde edilen cDNA &rneklerinden, miR-25 gen ifadesine bakmak i¢in RT-PCR
yapilmistir. Kontrol geni olarak RNU6B kullanilmistir. Bir kontrol, bir uygulama
grubu olmak iizere iki gen ig¢in 2 ayri karisim toplam hacim 10 pl olacak sekilde
hazirlanmigtir. RT-PCR i¢in TagMan™ universal PCR master mix |1 (2X, 4440041)
kullanilmigtir. Her bir 6rnek i¢in; 0,5 ul TagMan™ small RNA testi (20X, 000403),
5 ul TagMan™ universal PCR master mix Il (2X), 3,5 ul dH20, 1 pl ¢cDNA
kullanilmugtir.
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48 kuyucuklu plakalarda 3 tekrarli olacak sekilde 0., 24. ve 48. saat sonuglari igin
anti-miR-25 uygulanmis grup, ve anti-miR-25’in negatif kontrol grubu olmak tizere
16 kuyucuk miR-25 geni igin, 16 kuyucuk RNU6B geni i¢in kullanilmigtir.
Hazirlanan plaka RT-PCR cihazinda 50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk, 40 dongii
95°C’de 15 sn, 60°C’de 60 sn’lik reaksiyon kosullarinda inkiibe edilmistir.

3.11. Western Blot
3.11.1. Aynistirica ve Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Kisim 3.9.2°de anlatildigr gibi izole edilen proteinler SDS-PAGE yapilarak
yiiriitiilmiistiir. Oncelikle gizelge 3.3’ de belirtilen miktarlara gore ayirmajeli %12,5
olacak sekilde hazirlanmustir. Iki cam alkol ile temizlenerek 1 mm’lik aralayici
(spacer) ile camlar tist tiste gelecek sekilde birlestirilerek jel dokme aparatina
konulup sikistirilmistir. Hazirlanan jel bu iki cam arasina pipet yardimiyla dokiilmiis
ve jelin {izerinin kurumamasi i¢in distile su ile kapatilarak yaklasik 45 dk
polimerlesmeye birakilmustir. Siire sonunda jel tizerindeki distile su uzaklastirilarak
cizelge 3.4’de miktarlar verilen yiikleme jeli %4’liik olacak sekilde hazirlanip
polimerlesen jelin iizerine pipet yardimiyla dokiilmiistir. 1 mm’lik kuyucuklar
olugturmak i¢in taraklar yerlestirilmis ve yaklastk 45 dk polimerlesmesi
beklenilmistir. Jel hazirlanirken APS (Amonyum persiilfat) ve TEMED karigimin

igerisine en son eklenmistir.

Cizelge 3.3 Ayirma jeli igerikleri

3. Ayirma Jeli %12,5
Akrilamit:Bisakrilamit (30:0.8) 3,1ml

1 M Tris-HCI pH:8.8 3ml

%20 SDS 38 ul
Distile su 1,3ml
%10 APS 36 ul

TEMED Sul
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Cizelge 3.4 Yiikleme jeli icerikleri

4. Yiikleme Jeli %4
Akrilamit:Bisakrilamit (30:0.8) | 660 pl
1 M Tris-HCI pH:6.8 630 pul
%20 SDS 25 ul
Distile su 3,6 mi
%10 APS 25 ul
TEMED S5ul

3.11.2. Proteinlerin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Polimerlesen jeller dikey elektroforez tankina (Sekil 3.6) yerlestirilerek iizerine 1X
yiiriitme tamponu (Cizelge 3.5) eklenmistir. Jellerin tizerinden taraklar dikkatlice
cikartilmig ve olusan kuyucuklarin icerisi tampon ile ¢oklu pipetaj yapilarak iyice
temizlenmesi saglanmigtir. Kisim 3.9.2 de tarif edildigi sekilde izole edilen her bir
protein 100 ug/ul olacak sekilde esit hacimde protein yiikleme boyasi (Cizelge 3.6)
ile karistirilarak 98°C’de 3 dk denatiirasyon icin bekletilmistir.

Sekil 3.6 Dikey elektroforez tanki
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Siire sonunda ilk kuyucuga protein belirteci yiiklenmis ve diger kuyucuklara
sirastyla diger ornekler yiiklenmistir. Tankin kapagi kapatilarak giic kaynagina
baglanmis ve akim, drnekler yiikleme jelinde yiiriirken 100 voltta, ayristirict jele
gectiginde 200 volta yiikseltilerek protein belirteci iyice agilana kadar
yuritilmistir (yaklasik 1,5 saat).

Cizelge 3.5 1X yiirlitme tamponu icerikleri

5. 1XYiiriitme Tamponu (1 L i¢in)
Tris 3,03 gr
Glisin 14,4 gr
SDS lgr
Distile su 1 L’ye tamamlanir

Cizelge 3.6 Protein yiikleme boyasi igerikleri

6. Protein Yiikleme Boyasi
1 M Tris-HCI pH:6.8 2,4 ml
%20 SDS 3ml
% 100 Gliserol 3mil
B- merkaptoetanol 1,6ml
Bromfenol mavisi 0,006 gr
Toplam 10 ml

3.11.3. Jelde Yiiriiyen Orneklerin Membrana Transferi

Elektroforez sonrasinda jel dikkatli bir sekilde camlarin arasindan ¢ikartilarak {istte
kalan yiikleme jeli ayristirma jelinden uzaklastirilmig ve jel transfer tamponunun
(Cizelge 3.7) igerisine konulmustur. Transfer i¢in kullanilacak olan siinger, filtre
kagidi da transfer tamponunun igerisine konularak iyice 1slanmasi saglanmistir.
Membran, aktiflesmesi i¢in once saf metanol igerisine bekletilmis kullanilacagi
zaman transfer tamponu igersine almmustir. Sandvi¢ aparatinda sirasiyla siinger,
filtre kagidi, membran, jel, filtre kagidi ve siinger aralarinda hava kabarcigi
kalmayacak sekilde iist liste koyularak aparat kapatilmistir. Sandvigin kurulumu
akim yoniine gore ayarlanarak dogru renk kodlar1 eslesecek sekilde yerlestirmis,
tank igerisine transfer tamponu ve buz akiisii konularak kapagi kapatilmistir.
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Elektrotlar gii¢c kaynagia baglanmis akim 100 volta ayarlanarak bir saat transfer
olmasi beklenilmistir.

Cizelge 3.7 Transfer tamponu igerikleri

7. Transfer tamponu (10 L icin)
Tris baz 245 gr
Glisin 112 gr
Metanol 2L
Distile su 10 L’ y tamamlanir

3.11.4. Transfer Sonras1t Membran ve Antikor Uygulanmasi

Transfer islemi gergeklestikten sonra membran dikkatlice bir kaba alinip ve iizerine
ponceau S (0,5 g/lIt) eklenmis 1 dk boyunca galkalayicida ¢alkalanarak proteinlerin
transfer olup olmadigina bakilmustir. Siire sonunda boya dokiilerek membrandan
boyanin uzaklasmasi i¢in membran 10 dk boyunca metanol igerisinde
calkalanmustir. Bu islem sonunda metanol ortamdan uzaklastirilarak ve 5’ser dk 3
tekrar olacak sekilde 1X TBS (Cizelge 3.8) igerisinde yikanmistir. Yikama islemi
bitince membran 1 saat boyunca bloklama siitii (Cizelge 3.9) igerisinde
calkalayicida galkalanmistir. Bloklama isleminin ardindan 8 dk 1X TBS ve 7 dk 1X
TBS + Tween 20 (Cizelge 3.10) igerisinde membran yikanmustir. Siire sonunda
membran, 3 ml BSA (Cizelge 3.11) igerisinde 6 ul antikor (1:500) bulunan kap i¢ine
alinarak +4°C’de gece boyu ¢alkalayicida ¢alkalanmustir. Bu ¢alismada Siklin D1
ve kontrol protein olarak B-aktin (cell signaling) antikorlar1 kullanilmistir. Ertesi
sabah membran yeni temiz bir kaba alinarak 5 dk 1X TBS, 10 dk 1X TBS + Tween
20 igerisinde yikanmugtir. Siire sonunda membran 10 ml bloklama siitii i¢erisine 10
ul anti-rabbit IgG AP-bagli antikor (Cell Signaling) eklenmis ¢6zelti igerisinde oda
sicakliginda 1 saat calkalayicida calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda membran 5 dk 1X TBS, 10 dk 1X TBS + Tween 20 igerisinde yikanmustir.
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Cizelge 3.8 10X TBS stok ¢ozeltisinin icerikleri

8. 10 X TBS Stok Cozeltisi pH:7,6

Tris 242 gr
NacCl 80 gr
Distile su 1 L’ y tamamlanir

Cizelge 3.9 Bloklama siitii icerikleri

9. Bloklama siitii

Siit tozu (az yagh- yagsiz) 25¢gr

10 X TBS 50 ml

Tween 20 2,5ml

Distile su 500 ml’ye tamamlanir

Cizelge 3.10 1IX TBS -

Tween 20 igerikleri

10. 1X TBS — Tween 20 icerikleri

1IXTBS

100 ml

Tween 20

100 pl

Cizelge 3.11 Sigir Albumini (BSA) igerikleri

11. Sigir Albumini (BSA)

Sigir Serum Albumini (BSA) 0,15 gr

10 X TBS 300 pl

Tween 20 3ul

Distile su 3 ml’ye tamamlanir
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3.11.5. Membran Goriintilleme ve Veri Analizi

Membran goriintiilemesi BCIP (5-bromo-4-Chloro-3 Indolyl phosphate)/NBT
(Nitroblue tetrazilium tuzu) substrat kiti (Invitrogen) ile yapilmistir. BCIP ve NBT
soliisyonlarindan 1’er ml alinarak 8 ml distile su i¢erisinde homojen hale getirilerek
0,45 um filitreden gegirilmis ve partikiiller uzaklastirilmigtir. Membran {izerine
pipet ile uygulama yapilip oda sicakliginda bekletilerek 10 dk icerisinde

goriintiilenmistir.

Membran iizerinde elde edilen goriintiiler taranarak bilgisayara aktarilmistir. Image
J (imagej.softpedia.com) programi kullanilarak analiz edilmistir. Her bir bantin
alan1 hesaplanarak sayisal degerler elde edilmistir. Arastirilan genlerin ve referans
geninin belirlenen saat dilimlerindeki degerleri elde edilmistir. Arastirilan genin
degeri referans genin degerine boliinmiistiir, elde edilen degerler 100 ile carpilarak
kontrol grubunun degerine bdliinmiis ve her bir uygulama saati kontrol gene goére
bagil degerler elde edilmistir. Elde edilen verilere gore grafik ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4,1. MTT Proliferasyon ve Muse™ Canlilik Testi

Emodin’in hiicre canliligina etkisini belirlemek igin artan konsantrasyonlarda (5
uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM) ve zamanda (24 ve 48 saat) “MTT
Proliferasyon Yontemi” ve “MUSE™ Canlilik Testi” uygulamasi sonucunda elde
edilen verilerin analizi yapilarak emodinin artan konsantrasyonuna bagli hiicre
canlilik oranlar1 elde edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.3). Veriler degerlendirildiginde
elde edilen doza bagli canlilik oranlari igin 24 saat (R*= 0,9039) (sekil 4.2), 48 saat
(R?=0,9627) grafiklerinden regresyon model uyumunun iyi oldugunu gosteren 48.
saat verilerine gore IC50 (%50 inhibisyon konsantrasyonu) degeri yaklagik 55 uM
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4). 24. saat uygulama verileri ayni deney
uygulamalar1 ve farkli deney uygulamalar1 arasinda kararlilik gostermedigi i¢in
IC50 hesaplamasinda 48 saat verileri kullanilmistir.

Ayni1 doz ve siireler icin Muse™ canlilik testi de uygulanmustir. Buna gore elde
edilen doza bagli canlilik oranlarinda 24. saat igin tekrar edilebilir sonuglar elde
edilemezken 48. saat i¢in doza bagl canlilik oranlar1 ve egim grafigi gosterilmistir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Hiicre Canliligi

= e
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o O

% Canl1 Hucre
N B O
o O O O O
“

Emodin Uygulama Dozu

Sekil 4.1 MTT yontemi ile 24. saatteki hiicre canliligi (Deneyler farkli zamanlarda en az 3
tekrarlidir)



41

120
100 @
[ @
x 80 - §
= | T ®-.........
§ 604 T ...
Q ............ .
o
X a0 y =-0,5179x + 90,738
R?=0,9039
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Emodin Uygulama Dozu (uM)

Sekil 4.2 MTT yontemi ile 24.saat i¢in elde edilen egim grafigi.

Hiicre Canlilig1
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Emodin Uygulama Dozu

% Canl1 Hucre

Sekil 4.3 MTT yontemi ile 48. satteki hiicre canliligi (Deneyler farkli zamanlarda en az 3
tekrarlidir)
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Emodin Uygulama Dozu (uM)

Sekil 4.4 MTT yontemi ile 48.saat i¢in elde edilen egim grafigi (IC50 %50 inhibisyona

neden olan konsantrasyon yaklagik 55 uM)

Hiicre Canlilig1
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Emodin Uygulama Dozu

Sekil 4.5 Muse™ canlilik testi sonucu elde edilen uygulanan dozlardaki % canli hiicre

(48.saat)
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Emodin Uygulama Dozu (uM)

Sekil 4.6 Muse™ yontemi ile 48. saat icin elde edilen egim grafigi

4.2. Apoptoz

Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin Hoechst 33258/Propidium lodide
(HO/PI) yontemi uygulanmustir. Proliferasyon analizi sonucu belirlenen etkin doz
(55 uM) ve zamanda (48. saat) apoptotik hiicrelerin arttigi gézlemlenmistir (Sekil
4.7). Elde edilen veriler sonucunda ¢izilen egim grafiginde AP50 (hiicrelerin

%50’sinin apoptoza girdigi konsantrasyon) degeri yaklastk 55 pM olarak
hesaplanmigtir (Sekil 4.8).
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Emodin HT29 48.saat
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Sekil 4.7 Emodin uygulanan hiicrelerde 48. saat konsantrasyona bagli apoptoz oranlari
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Emodin Uygulama Dozu (uM)

Sekil 4.8 AP50 dozunun belirlendigi doza bagl apoptik hiicre dagilim grafigi (deneyler
farkli zamanlarda en az 3 tekrarlidir)
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4.3. Muse™ Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicrelere proliferasyon ve apoptoz deneyleri sonucu belirlenen etkin dozlarda 24.
ve 48. saat i¢in uygulama yapilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Fakat elde edilen
sonuglardan IC50 degeri ve altinda anlamli bir degisim goriilmemistir.

Hiicre donglist analizi
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Emodin Uygulama Dozu

Sekil 4.9 Emodin uygulamasi sonucu elde edilen 24. saat ortalama % hiicre gegisi
(deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmustir)

Hicre donglsi analizi

60
7 20 —_————————————
3”40
e —
(&S]
Z 20 —
X 10
0
9 o N N N N
O O
S & S S
& & o © S S
X

0® =@=G0/G1l ort ==@=Sort. ==@=G2/M ort.

Emodin Uygulama Dozu

Sekil 4.10 Emodin uygulamasi sonucu elde edilen 48. saat ortalama % hiicre gegisi
(deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmustir )
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4.4. Real Time PCR Bulgular

Calisma kapsaminda belirlenen deney gruplari icin yapilan uygulamalardan elde
edilen hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilarak, bu drneklerde gen ifadelerine
bakilmistir. Yapilan deneylerde hiicrelere 55 uM emodin, anti-miR-25 ve negatif
kontrol uygulamalar1 yapilmistir. Elde edilen total RNA’lardan miR-25, siklin D1
ve survivin ifadelerine bakilmistir.

4.4.1. Emodin Uygulamasi Sonras1 miR-25 ifadesi

HT-29 hiicrelerinde miR-25 ifadesinin zamana ve doza baglh olarak belirlenmesi
i¢in, hiicrelere 55 uM emodin uygulamasi yapilarak 0., 24. ve 48. saatlerdeki miR-
25 ifadeleri belirlenmistir (Sekil 4.11). 48. saat sonrasinda emodinin miR-25
ifadesini artirdig1 saptanmustir.

miR-25 ifadesi
14
= 12
S 10
5]
= 8
86
x 4
€ 2
, == 1 W
24 .saat 24 .saat 24 .saat 48.saat 48.saat 48.saat
Kontrol DMSO 55uM Kontrol DMSO 55uM
Kontrol Kontrol

Emodin Uygulama Dozu ve Saati

Sekil 4.11 Emodin uygulamasi sonucu miR-25 ifadesinin zamana bagli olarak degisimi
(deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarl olacak sekilde yapilmustir)

4.4.2. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrasi miR-25 ifadesi

Hiicrelere miR-25 ifadesini baskilamak i¢in farkli konsantrasyon (5-10-20-30 ve 40
uM) ve zamanlarda (24 ve 48 saat) uygulama yapilmistir. Uygulama sonucunda elde
edilen hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilarak CDNA sentezlenmis ve miR-25
ifadesine bakilmistir. MiR-25 ifadesinin en diisik oldugu etkili anti-miR-25
dozunun 30 uM oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.12).
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miR-25 ifadesi
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Sekil 4.12 Anti-miR-25 uygulamasi sonrasi 48. saatte hiicredeki miR-25 ifade degisimi
(deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmisgtir)

4.4.3. Emodin Uygulamasi Sonras: Ilgili Genlerin mRNA ifadeleri
Siklin D1 gen ifadesi

HT-29 hiicrelerine 55 uM emodin uygulamas1 yapilarak elde edilen total RNA’dan
siklin D1 ifadesi belirlenmistir. Kontrol grubu hiicreleriyle karsilastirildiginda siklin
D1 ifadesinde doza ve zamana bagl olarak azalma belirlenmistir (Sekil 4.13).

Siklin D1 mRNA ifadesi
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Sekil 4.13 Emodin uygulamasi sonucu elde edilen siklin D1 mRNA ifadesi (deneyler farkli
zamanlarda 3 tekrarl olacak sekilde yapilmustir )
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Survivin gen ifadesi

HT-29 hiicrelerine belirlenen dozda emodin uygulanmig ve kontrol grubu
hiicreleriyle karsilastirildiginda survivin gen ifadesinde zamana ve doza bagli olarak
azalma gbzlemlenmistir ( Sekil 4.14).

Survivin mRNA ifadesi
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Sekil 4.14 Emodin uygulamasi sonucunda elde edilen Survivin mRNA ifadesi (deneyler
farkli zamanlarda 3 tekrarl olacak sekilde yapilmigtir)

4.4.4. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrasi Genlerin mRNA ifadeleri

Hiicrelerde susturma igin belirlenen uygun anti-miR-25 transfeksiyon miktari ile
yapilan susturma sonucu hiicrelerden total RNA elde edilmis ve ilgili genlerin
ifadeleri belirlenmistir.

Siklin D1 ifadesi

Anti-miR-25 negatif kontrol grubuna karst miR-25 susturulmasina bagh siklin D1
MRNA ifade degisimi Sekil 4.15 gosterilmistir. Anti-miR-25 uygulamasi hem 24.
hem de 48. saatlerde siklin D1 ifadesinde dusiis ortaya koymustur.
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miR-25 ifadesi Baskilanmis Hiicrelerde siklin D1 mRNA
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Sekil 4.15 Anti-miR-25 uygulamasi sonucu siklin D1 mRNA ifadesi (deneyler farklt
zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir).

Survivin ifadesi

Hiicrelere anti-miR-25 uygulamasi yapilarak anti-miR-25 negatif kontrol grubuna
kars1 anti-miR-25 uygalama grubunun miR-25 susturulmasina bagli survivin mRNA
ifadesi degisimi Sekil 4.16 elde gosterilmistir. Anti-miR-25 uygulamas: hem 24.
hem de 48. saatlerde survivin ifadesinde artig ortaya koymustur.

miR-25 Ifadesi Baskilanmis Hiicrelerde survivin

mRNA ifadesi
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Sekil 4.16 Anti-miR-25 uygulamast sonucu survivin mRNA ifadesindeki degisim
(deneyler farkli zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir)
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4.5. Western Blot Analizleri

HT-29 hiicrelerine DMSO, 55 uM emodin, anti-miR-25 ve anti-miR-25 negatif
kontrolii uygulamasi yapilmis ve belirlenen siire (24 ve 48 saat) sonunda protein

ifadesine bakilmustir.
4.5.1. Emodin Uygulamasi Sonrasi Protein ifadesi
Siklin D1

Emodinin 55 uM uygulamasi yapilarak 24. ve 48. saatler sonunda hiicrelerden elde
edilen total proteinlerden Siklin D1 protein ifadesine bakildiginda kontrol grubuna
gore bir artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.17).

DMSO Koentrol 24.33at 55 uM 48.Sazt 55 uM

P [ R
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Anti-miR-25 Uygulama Dozu ve Saat

BB R e N
N A OO O
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Siklin D1 protein Ifadesi (%)

o

Sekil 4.17 Emodin uygulamasi sonucu Siklin D1 protein ifadesi degisimi (deneyler farkli
zamanlarda 3 tekrarl olacak sekilde yapilmistir).
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4.5.2. Anti-miR-25 Transfeksiyonu Sonrasi Protein ifadesi

Siklin D1

Hiicrelere anti-miR-25 uygulamasi sonrasinda Siklin D1 protein ifadesinde ki
degisim negatif kontrol grubuna gore karsilastirilmis ve bir artis oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.18).
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24.saat Negatif 24.saat Anti-miR- 48.saat Negatif 48.saat Anti-miR-
Kontrol 25 Kontrol 25

Anti-miR-25 Uygulama Dozu ve Saat

Sekil 4.18 Anti-miR-25 uygulamasi sonucu Siklin D1 protein ifadesi degisimi (deneyler
farkli zamanlarda 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser tedavi stratejileri bircok yolla gergeklestirilmektedir. Bunlarin en baginda da
kanser dokusunda yer alan hiicrelerin genel ayirt edici 6zellikleri kullanilarak bu
hiicrelerin ya yok edilmesi ya da ¢gogalmasinin engellenmesidir. Bunun igin birgok
tedaviye yonelik bilesikler gelistirilmekte ya da dogal olarak mevcut olan ve halk
arasinda yaygin kullanimi olan bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin etki
mekanizmalarin bilinmesi ve yer aldig1 molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi
hem daha spesifik hem de etkili kullanimi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle 6zellikle
dogal olarak mevcut olan bilesiklerin etkisi ve mekanizmalari lizerine ¢aligmalar
oldukga fazladir. Emodin, birg¢ok bitkinin koklerinde ve rizomlarinda bulunan aktif
bir bilesendir, Cin geleneksel tedavilerinde yillardir kullanilmaktadir. Farkli kanser
tiplerinde anti-kanser etki sergilemesinin yam1 sira cilt yaniklarinda,
enfeksiyonlarda, safra taslarinda, hepatit ve kemik iligi tedavilerinde de
kullanilmaktadir (He, vd., 2012). Son yillarda emodin’in kanser Onleyici etkisi
lizerine yapilan ¢aligmalar ilerleme gostermistir. Ayrica farklt mekanizmalardan
dolay1r emodin’in farkli kanser tiplerinde antitimor etkileri oldugu bulunmustur
(Wei, vd. 2013).

Kolorektal kanserler bir¢ok faktor tarafindan etkilenmekle birlikte bunlar yogun
olarak hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, metaztaz veya anjiyogenez gibi mekanizmalarla
iligkili genlerin ifadesindeki anormalliklerle iligkilidir. Bu mekanizmalar iizerinde
etkili genlerin ifadelerinin diizenlenmesi ya da tedavi stratejilerinde 6nemli olabilir.
Bu nedenle bir¢ok mekanizma tizerinde etkisi goriilen emodinin kolorektal kanser
iizerine etkisi ve yine gen ifadesinin diizenlenmesinde son yillarda yogun olarak
calisilan miR-25’1n hiicre i¢indeki ifadesi bu ¢calismanin amacini olusturmustur. Bir
kimyasalin hiicre iizerine belli etkilerinin galisilmasi sitotoksik doz belirlendikten
sonra gerceklestirilir. Ozellikle kanser hiicreleri icin organizmalarda etkili doz
belirlenirken hiicrelere sitotoksik etki aragtirmanin baslangicini olusturur. Hiicre
canlilik testlerinde genel uygulama farkli platformlarda elde edilen sonuglarin
birbiri ile uyumlu olmasidir. Yapilan bu tez ¢alismasinda oncelikle emodinin, HT-
29 kolorektal kanser hiicre hattinda proliferasyona etkisi MTT hiicre canlilik testi
ve hiicre analiz cihazi canlilik testi yontemleriyle doza ve siireye bagli olarak
saptanmis 24 ve 48 saat i¢in veriler elde edilmistir (Sekil 4.1, 4.3, 4.5). MTT ve akis
sitometrisi benzeri caligan hiicre analiz siztemi (Muse™) sonuglari uyumlu

cikmistir ve elde edilen degerler ileri uygulamalar icin secilecek bilesik
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konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmigtir. 24 saat sonucunda hiicrelerin
canlilig1 tizerinde emodinin kararl1 bir etkisinin olmadig1 ve daha kararl ve etkin
stirenin 48 saat oldugu goriilmiistiir. Emodin uygulamasinin farkli konsantrasyonlar
i¢in hiicre calilig1 grafiginde (r>=0.9627) hiicrelerin yarisinin canli oldugu doz yani
IC50 degeri 55 uM olarak saptanmistir (Sekil 4.4). Bu saptanan [C50
konsantrasyonu daha 6nceki ¢aligsmalarla karsilagtirildiginda farkli kanser tiplerinde
uygulanan emodin dozuna yakin oldugu goriilmektedir. Zu ve arkadaglar1 (2015),
tarafindan meme kanseri hiicrelerine 10 pM ve 40 uM emodin uygulamasi yapilarak
etkin dozun 40 pM oldugu bulunmustur Bagka bir calismada da yine meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 hiicrelerinin farkli dozlarda (10-20-40 ve 60 uM) emodin
uygulamasi yapilarak etkin dozun 40 uM oldugu bulunmustur (Sui vd., 2014). HT-
29 kolorektal kanser hiicre hattinda belirlenen 55 uM emodin konsantrasyonu
caligmanin sonrasi i¢in yapilacak denemelerde de Apoptoz icin AP50 (hiicrelerin
%350’sinin apoptik oldugu konsantrasyon) degerinin belirlenmesi ¢alismalari

disinda iist sinir1 olusturmustur.

Emodin ve miR-25 ifadesinin iliskilendirildigi kanser gelisimi ve tedavisi ile ilgili
mekanizmalardan birisi apoptozdur. Apoptoz, anormal hiicrelerin bir organizmadan
cikarildigi, genetik olarak diizenlenmis bir hiicre 6lim sekli olup, ¢ok hiicreli
organizmalarin doku homeostasi bakimindan normal gelisimini saglar (Reed, 2003).
Apoptotik hiicre 6liimiine, kompleks biyokimyasal olaylar serisi ve kesin morfolojik
degisiklikler eslik eder; bunlar hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlasmasi, DNA
parcalanmasi, zar tomurcuklanmasi ve membrana bagli apoptotik cisimlerin ortaya
cikisidir (Wylli vd., 1981). Emodinin apoptoz lizerinde etkisine bakmak i¢in
apoptozu belirleme yontemlerinden siklikla kullanilan HO/PI boyama yontemi
kullanilmigtir.  Apoptozun etkin dozunun belirlenmesi igin proliferasyonda
kullanmis oldugumuz dozlar baz alinarak uygulamalar yapilmigtir. HO/PI boyama
yontemiyle yapilan uygulama sonucunda elde edilen verilerden emodinin artan
konsantrasyonlarda apoptozu indiikledigi gorilmistiir (Sekil 4.7) Elde edilen
proliferasyon ve apoptoz verilerine gore 24 ve 48 saatler icin konsantrasyona karsi
apoptik hiicre grafikleri ¢izilmistir. 24 ve 48 saat i¢in emodin uygulamalarindan elde
edilen doza bagli apoptoz ve proliferasyon grafiklerinden korelasyon (r?) degeri 0.9
tizerinde olan 48 saat uygulamalarinin verileri kullanilarak AP50 (Sekil 4.8) icin
etkin dozun yaklasik 55 pM oldugu hesaplanmistir ve ¢alisma bu belirlenen doz

iizerinden yapilmistir.
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Yapilan proliferasyon ve apoptoz deneylerinde kullanilan  emodin
konsantrasyonlarinin hiicre dongiisii lizerine etkisine bakilmistir. Hiicre dongiisiinde
yer alan ya da dongiiniin diizenlenmesinde etkili olan bazi molekiiler hedefler
vasitast ile kimyasallar etkili olabilmektedir. Ozellikle siklinler ve siklin bagl
kinazlarin aktivitesinin diizenlenmesi 6nemlidir. Bu siklinlerin veya siklin bagl
kinazlar hiicre dongiisiiniin belli asamalarinin baglamasi ya da tamamlanmasini
yonlendirir. Bu amagla artan konsantrasyonlarda emodin uygulamasinin hiicreleri
belli agamada tutup tutmadiklar test edilmistir. IC50 ve AP50 degerleri {izerinde
olan 80 uM konsantrasyonda 24. saatte hiicreler GO/G1 fazinda tutulurken, 48. saat
de G2/M fazinda tutulan hiicre sayisinin goreceli olarak az oranda arttig
goriilmektedir (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Ancak bu dozlar sitotoksik ve apoptotik
dozlarin tlizerinde oldugu i¢in ¢aligmada hiicre dongiisii diizenleyici genler siklin D1
disinda degerlendirilmemistir. Uygulanan dozlardan sitotoksik ve apoptotik
dozlarin altinda kalan dozlarda da hiicre dongiisii iizerine belirgin bir etki

gbzlenmemistir.

MiRNA’lar, protein kodlamayan yaklasik 18-23 niikleotid uzunlugunda RNA
molekiilleridir. Bu RNA molekiillerinin hiicre farklilagmasi ve tipinin belirlenmesi
gibi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda diizenleyici olarak 6nemli roller
aldigr  gosterilmistir. Karsinogenezde miRNA’larin ifade seviyelerindeki
degisimlere bakildiginda, normal ve tiimorlii dokular arasinda farklilik oldugu
belirlenmistir. Gen ifadesini diizenlendigi gosterilen miRNA’larin  kanser
hiicrelerindeki seviyelerinin normal hiicrelerle karsilastirilmasi kanserin tani, takip
ve tedavisinde onemli olmustur (Celik vd., 2013). Pek ¢ok ¢alismada miRNA’larin
apoptoz ve hiicre bliylimesi diizenlenmesinde rol aldigini géstermistir (Cheng vd.,
2005; Tanno vd., 2005).

Calismada proliferasyon ve apoptoz deneyleri sonucunda belirlenen emodin
dozunun mIiR-25 ifadesine etkisine bakilmustir ve sonugta miR-25 ifadesinin
zamana bagli olarak arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.11). Daha once yapilan ¢aligmalar
incelendiginde emodin uygulamasi yapilan hiicrelerde miR-25 ifadesine etkisi
arastirilmamistir. Emodin uygulamasi sonrasinda miR-25 ifadesinde elde ettigimiz
artig, proliferasyon ve apoptoz sonuglari, emodinin hiicre ¢gogalmasi ya da apoptoz
iizerinde etkili olabilecegini gostermistir. Kolorektal kanserde miRNA ifade
diizeyleri farklilik gostermektedir. 2003 yilinda Micheal ve arkadaslari kolorektal
kanserli doku Orneklerinde miRNA-143 ve miRNA-145’in  azaldigini
belirtmiglerdir (Chen vd., 2009). Ng ve arkadaglar1 (2009) tarafindan kolorektal
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kanserli ve normal dokularda miR-17-3p ve miR-92 seviyelerine bakildiginda
kanserli hastalarda gen ifadelerinin yiiksek oldugu goriilmiistir. MiR-25 ifadesi
cesitli kanser tiplerinde arastirilmistir ve kimisinde onkogen o6zellik gdsterirken
kimisinde tiimér baskilayici olarak gorev gormektedir. Li ve arkadaglari (2013)
tarafindan miR-25’in kolorektal kanserde ifadesi arastirilmis normal dokulara gore
kanserli dokularda miR-25 ifadesinin 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir. Bagka
bir ¢aligmada miR-25in anormal ifadesi hiicreleri hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda
tutuklanmasini indiikleyerek koloni olusumunu inhibe ettigini ortaya koymustur
(Esposito vd., 2012). Elde edilen sonuglar emodin uygulamasi ile elde edilen miR-
25 ifade artisinin emodinin etki mekanizmalarindan birini olusturdugunu
diistindiirmektedir. Ancak emodin uygulamasi ile artan miR-25 ifadesinin Esposito
ve arkadaglarmin (2012) 6ngordiigii gibi hiicre boliinmesini goreceli olarak
artirmasa da belirgin olarak G2/M fazinda tutmadigi sOylenebilir. Muhtemelen
dogrudan bu agsamada etkisini soylemek i¢in miR-25 mimik transfeksiyonu ile hiicre
dongiisiinii degerlendirmek ¢ok daha dogru sonug verecektir.

Gen ifadeleri degerlendirilirken hem emodin uygulamasinin hem de miR-25
ifadesinin siklin D1 ve survivin genlerinin ifadelerine etkisi ¢aligilmistir. Emodin
uygulamasi ile korele olan miR-25 ifade artis1 dogrudan olmasada dolayli olarak
hiicre igindeki gen ifadesi degisimi ile iligskilendirilebilir. Bunun dogrulugunu ortaya
koymak i¢in izlenecek yol hiicrelere ilgili mikroRNA’nin transfeksiyonu,
susturulmasi ve mekanizmalarda yer alan muhtemel genlerin mRNA dizilerinin,
miRNA dizilerinin hedef dizilerinin olup olamayacaginin saptanmasidir. Bu veriler
is1g¢inda  emodin  uygulamasi ile artan miR-25 ifadesi yerine miR-25
susturuldugunda emodin uygulamasi ile arastirilan gen ifadelerinin degisiminin de
saptanmasi amaglanmigtir. Bunun igin hiicre igindeki mevcut miR-25 ifadesi anti-
miR25 uygulamasi yapilarak baskilanmis ve ilgili gen ifadeleri bu hiicrelerde
aragtirilmigtir. HT-29 hiicrelerinde uygun anti-miR-25 uygulama dozu iiretici firma
yOnergesine uygun olarak test edilererek saptanmigtir. Anti-miR-25 transfeksiyonu
yapilarak 24. ve 48. saatler sonunda elde edilen miR-25 ifadesine bakilmig ve uygun
transfeksiyon dozunun 30 uM oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).

Elde etigimiz emodin uygulamasi yapilan ve miR-25 ifadesi susturulmus
hiicrelerden elde ettigimiz total RNA ve protein kullanilarak emodin ya da miR-
25’in hiicre boliinmesi ve apoptozda dnemli islevi olan gen ifadelerindeki degisim
arastirtlmigtir. Siklin D1, hiicre dongiisiinde diizeyi ilk artan, G1 evresinde ortaya
cikarak cdk 4 ve 6’y1 aktive edip hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde 6nemli rolii olan
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bir molekiildiir. Siklin D1, ¢ogu kolon kanseri hiicrelerini indiikledigi goriilmiistiir
(Al-Maghrabi, vd., 2015). Emodin uygulamasi yapilan HT-29 hiicrelerinden elde
edilen cDNA’lardan siklin D1 gen ifadesine mRNA diizeyinde bakilmis ve kontrol
DMSO grubuna gore karsilagtirma yapildiginda zamana bagli olarak azaldigi
gortilmiistir (Sekil 4.13). 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada MCF-7 hiicrelerine
Ostrojenin neden oldugu hiicre ¢ogalmasi ve anti-apoptoz etkileri emodin
uygulanmasinin inhibe edilebilecegi, siklin D1 ifadesini diisiirdigli goriilmistiir
(Sui vd., 2014). SiHA ve HeLa hiicrelerine emodin uygulamasi yapilmis ve
sonucunda emodinin siklin D1 ifadesini disiirdiigii belirtilmistir (Thacker,
Karunagaran, 2015). Calismamizda emodin uygulamas ile siklin D1 mRNA ifadesi
diiserken (Sekil 4.13) protein seviyesinde bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.17). Ayni
sekilde hiicre dongiisiinde de Gl fazinda tutulan hiicre sayisinda bir artig
saptanamamigstir (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Bu siklin D1 ifadesinin degisimi hiicre
boliinmesi ile iliskilendirilememistir. Muhtemelen canli hiicre sayisindaki diisiis
hiicre boliinmesinin durdurulmasindan ¢ok apoptozun tetiklenmesi ile iligkili

goriinmektedir.

Ayni sekilde HT-29 hiicrelerine anti-miR-25 uygulamasi yapildiginda da negatif
kontrole goére siklin D1 ifadesinin azaldigi gorilmistiir (Sekil 4.15). Fakat,
hiicrelere hem emodin uygulamasi yapildiktan sonra hem de miR-25’in
susturulmasi sonucunda protein ifadesinde herhangi bir diisme gézlemlenmemistir
(Sekil 4.17, Sekil 4.18). Segilen doz ve siire igin hiicre dongiisiinde siklin D1’in
etkili oldugu G1 fazinda hiicrelerin hala S fazina gegmeleri protein seviyesindeki
sonuglar1 desteklemekte ancak emodinin hiicre b6liinmesini durdurmak i¢in siklin
D1 iizerinde RNA ifadesi ve protein ifadesi agisindan bir paralellik
bulunmamaktadir. Buradan yola gikarak, emodinin hiicre béliinmesine test ettigimiz
doz igin siklin D1 geni iizerinden belirli bir etkisinin olmadigini veya 48 saat emodin
uygulamasmin hiicrelerin G1’den S gegisi igin gerekli siklin D1 ifadesi
baskilamasini gergeklestiremedigi sdylenebilir. Yiiksek 80 uM doz igin hiicrelerin
daha ¢ok G1 de tutuldugu goézlenmistir ancak bu konsantrasyon sitotoksik doz
oldugu i¢in bu konsantrasyonda gen ifadesi ¢alisilmamustir.

Bir diger caligilan gen survivin, apoptoz proteinlerinin inhibitorlerinden ilk olarak
bulunandir ve kanser hiicrelerinde ifade olur (Aynaci vd., 2012). Survivin gen
ifadesinde ki artig bazi kanserler igin bir belirte¢ oldugu 6ngoriilmektedir (Dai vd.,
2010). Farkli galismalarda da emodin’in survivin ifadesine etki ettigi gortilmiistiir.

Lian ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada, insan myeloid 16semi hiicre hatt1
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olan U937 hiicrelerine emodin uygulamasi yapilarak survivin ifadesine bakilmis ve
ifadesinin azaldig1 goriilmiistir (Lian vd., 2014). HT-29 hiicrelerine yaptigimiz
emodin uygulamasinda survivin ifadesinin azaldigi (Sekil 4.14), anti-miR-25
uygulamasi yapilan hiicrelerden elde edilen veriler sonucunda ise survivin gen
ifadesinin arttigi bulunmustur (Sekil 4.16). Calismamizda emodin uygulamasi ve
miR-25 ifadesi baskilanmasi ile ortaya ¢ikan survivin ifadesindeki degisim,
emodinin miR-25 ifadesi artisi ile survivin ifadesini diisiirdiigii boylece hiicrelerin
apoptoza gittigi fikrini vermektedir. 2011 yilinda safra kesesi kanseri hiicresi olan
SGC996 ile gergeklestirilen bir ¢aligmada tek basina emodin kullaniminin survivin
ifadesi iizerine etkisinin olmadig1 goriilirken sisplatinle beraber emodin
uygulamasinin survivin ifadesini diigiirerek hiicreleri apoptoza siiriikledigi ortaya
cikartlmistir (Wang vd., 2010). Liu vd. (2011) tarafindan yapilmis olan diger bir
calismada, pankereas kanseri hiicresi olan SW1990’a emodin uygulamasi yapilmis
ve survivin ifadesinin diistiigii apoptozun arttigi gézlemlenmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, emodinin HT-29 kolon kanserinde, hiicrelerin
cogalmasini inhibe ettigi ve buna bagl olarak apoptozu indiikledigi goriilmiistiir.
Fakat, emodinin hiicre boliinmesi {iizerine etkisi siklin D1 iizerinden ortaya
konamamistir. Emodin uygulamas1 miR-25 ifadesinin HT-29 hiicrelerinde artirdigi
gbriilmiistiir. Emodin uygulamasi apoptoz inhibitorii olan survivin gen ifadesini
diisiirmektedir. Bu diislisiin miR25 ile iliskisini ortaya koymak i¢in yapilan miR-25
susturma deney sonuglart miR-25 ifadesi azalmasi ile survivin ifade artis1 arasinda
bir iligki oldugunu gostermektedir. Emodin uygulamasi sonucunda miR-25’in
ifadesinde goriillen artigin survivin tizerinden apoptozu indiikledigi, kanser
hiicrelerinin canliligini azalttig1 goriilmiis ve buna bagl olarak miR-25 ile apoptoz
arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Fakat bu iliskinin net bir sekilde ortaya
¢ikarilabilmesi i¢in MiR-25’in transfeksiyonu ile emodin uygulamasi olmaksizin
hiicredeki survivin ifadesinin, iliskili gen ifadelerinin ve eger miR-25’in dogrudan
hedefi survivin ise bunun ortaya konmasi i¢in daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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