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OzZET

Hiicre ici kalsiyum (Ca*¥) konsantrasyonundaki yer ve zamana bagli degisimler viicutta
fizyolojik sureclerin yani sira kanserlesme surecinde de onemli igslev gérmektedir. Depo
kontrollii Ca*? girisi (Store-Operated Ca*Entry, SOCE) karaciger kanserini (Hepatocellular
Carcinoma, HCC) de kapsayan uyarilamayan hiicrelerde 6énemli bir Ca*® homeostaz
mekanizmasidir. Guncel ¢alismalarda tedavi sonrasi kanserin niiks etmesinin ana nedeninin
timdr popilasyonunda bulunan timér baglatici hiicrelerin (Tumor-initiating Cells, TIC)
oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle, calismamizda, EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule)
ve CD133 ylzey antijeni ifade eden Huh7 HCC hicre hattinda bulunan TIC'lerin
(EpCAM'CD133") fenotipik farklilasmasinda SOCE islevinin aydinlatiimasi hedeflenmistir..
Bu amacla, Huh7 hattindan TIC’ler spesifik floresan antikorlar ile akig sitometrisinde
ayristinimistir. Daha sonra, SOCE’nin iki énemli bileseni, endoplazmik retikulum (ER) Ca*?
iceriginin algilanmasindan sorumlu STIM1 (Stromal Interaction Molecule) ve hicre
membrandaki Ca*? kanali Orai1, bu hiicrelerde asiri diizeyde ifade (overexpression, OE)
ettirilmis ve Ca'? dinamiklerindeki degisim, hiicre proliferasyonu, ilag direnci (MDR1 gen
ifadesi), EMT (epitelden mezenkimale gecis) belirteclerinin ifadesi ve migrasyon-invazyon
ozellikleri incelenmistir. Bulgular, ER Ca* saliverilisi ve SOCEnin TIC'lerde arttigini

*2vi ER'de tamponlayarak ve mitokondriyal Ca*?

gOstermistir. Bu gozlem, TIC'lerin fazla Ca
alimini énleyerek apoptozu engelleyebileceklerini distindirmastir. TIC'lerin yavas prolifere
olmalari Ca*® tamponlayici mekanizmalarin hiicre farklilagsmasini baskilamasindan
kaynaklanabilir. SOCE bilesenleri STIM1 ve Oraitl’'in asiri ifadesi (STIM1+Orail-OE)
TIC’lerde SOCE vyanitini artirmistir. Bu durum, baska arastirmacilar tarafindan da
tanimlanan, STIM1 ve Orai1 arasinda sitokiyometrik bir iligkinin oldugunu dusundurmektedir.
MDR calismalarinda STIM1-OE, Orail-OE ve STIM1+Orail-OE gruplari arasinda en fazla
MDRL1 ifadesini STIM1+Orail-OE’nin géstermesi TIC’lerde MDR ve SOCE arasinda etkilesim
olabilecegini go6stermektedir. EMT belirteclerinin (epitelyal E-cadherin; mezenkimal: N-
cadherin ve Vimentin) mRNA duzeyleri STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE TIC’lerde yuksek
olusu bir ara faz olan parsiyel EMT’yi diisiindiirmektedir. islevsel ve genomik analizler STIM1
ve Orail’in ER'de Ca' tamponlama kapasitesi, SOCE giris mekanizmasi ve hiicresel
sagkalim sinyalizasyonunda o6nemli oldugunu gdstermektedir. TIClerde SOCE-iligkili
miRNA’larin hedeflenmesi 6zgll antikanser tedavi stratejilerinin gelistirimesinde yardimci

olabilir.

Anahtar sozciikler: HCC; SOCE; STIM1; Orail



ABSTRACT

Besides physiological processes, spatio-temporal changes in intracellular calcium (Ca?")
concentration plays a crucial role in carcinogenesis, as well. Store-operated Ca®* Entry
(SOCE) is an important Ca®; homeostasis mechanism in non-excitable cells including
hepatocellular carcinoma (HCC) cells. Recently, tumor initiating cells (TICs) in tumor cell
population were shown to be the main reason of the reoccurrence of cancer after treatments.
Therefore, the purpose of this study is to delineate the role of SOCE in phenotypical
differentiation of TICs found in Huh7 HCC cell line expressing specific cell surface markers,
EpCAM and CD133. We separated the TICs from parental cells via a flow cytometer by the
help of fluorescent specific antibodies. Later, we have the cells overexpressed (OE) the two
functionally important components of SOCE, endoplasmic reticulum (ER) Ca®* sensor,
stromal interaction molecule (STIM1) and a membrane Ca** channel (Orail), in these cells.
Then, changes in intracellular Ca®* dynamics, cellular proliferation, drug resistance (MDR1
gene expression), epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) marker expression, and
cellular invasion-migration properties were investigated. Based on our data, ER Ca** release
and SOCE were found to be higher in TICs compared to the EpCAM CD133 cells.This may
explain how TICs avoid apoptosis, possibly buffering the excess amount of Ca?* in ER in to
prevent mitochondrial Ca** uptake which is necessary for triggering apoptosis. Slow
proliferation rates of TICs might be the resulted of Ca?* buffering mechanism that holds these
cells in an undifferentiated state. Overexpressing (OE) the SOCE components, STIM1 and
Orail, in TICs led to an effective SOCE in STIM1+Orail-OE cells. This observation
suggested us that there might be a stoichiometric relationship between STIM1 and Orail
expressions also described by others. In MDR experiments, STIM1+Orail-OE has the
highest expression level of MDR1 gene suggesting a causal relationship between SOCE and
MDR development in TICs. In the epithelial to mesenchymal transition experiments, we
evaluated the transcription levels of EMT markers, E-cadherin (epithelial), N-cadherin and
vimentin (mesenchymal), in STIM1-OE and STIM1+Orail OE TICs. In this regard, elevation
of both epithelial and mesenchymal markers suggested us the presence of partial EMT, an
interphase between EMT and complete EMT. Based on our functional and genomic
analyses, STIM1 and Orail would be important for ER Ca** buffering capacity and SOCE
entry operation mechanism, respectively, crucial upstream events for cellular survival.
Targeting the TICs for SOCE-related miRNAs can support development of specific

anticancer strategies.

Key words HCC; SOCE; STIM1,; Orail



GiRIiS

Hepatoselliler karsinom (Hepatocellular carcinoma, HCC), diinyada sik karsilasilan kanser
turlerindendir. Geleneksel tedaviler sonrasi oldukga ylUksek niks oranina (yaklasik %70)
sahiptir. HCC tedavilerinin basarisiz olmasinin, heterojen tumor populasyonunda bulunan
tedaviye oldukgca direncli timoér basglatici hicrelerden (TICs, tumor initiating cells)
kaynaklandigi dastnilmektedir. Bu hicreler normal kok hicrelerin sahip oldugu birgok
Ozelligi  (6rn: kendini yenileyebilme ve farklilasma, sinyal yolaklari gibi) tasidiklar
bilinmektedir. Heterojen timér popllasyonunda yer alan TIC’lerin secilmesi hlicre ylzey
antijenleri sayesinde gerceklesmektedir. HCC timér dokusu ve hicre hatlari ile yapilan
calismalarda EpCAM ve CD133 ylzey antijenlerinin siklikla eksprese oldugu belirtiimistir.
Huh7 hepatoseliiler karsinoma hicre hattindan segilen EpCAM*CD133" hicreler NOD/SCID
fareye verildiginde (10.000 hicre 7 denemenin 6’sinda) tUmor olusumu gozlenmesi bu

hicrelerin timor baglatma potansiyeli oldugu gértusund desteklemistir.

Kanserlesme slrecinde yer alan proliferasyon, invazyon, migrasyon ve metastaz gibi birgok
siirecte Ca* yer almaktadir. Kanser hiicreleri gibi uyarilamayan hiicrelerde ana Ca*? girisi
SOCE aracihiyla saglanmaktadir. Bu nedenle calismada, hepatoselliler karsinomada timor
baglatma potansiyeli olan hiicrelerin (EpCAM*CD133") fenotipik farklilasmasinda hiicre igi
kalsiyum ve SOCE bilesenlerinin  kanserlesme slrecindeki etkilerinin incelenmesi

mekanizmanin aydinlatilmasini saglamistir.

Tamorun nuks etmesiyle antikanser tedavinin olumsuz sonuglanmasina yol agtigi disunulen
tumor baslatici 6zelligi olan belirli yizey belirteclerine sahip hicrelerin fenotipik farklilagsma
mekanizmalarinin aydinlatiimasina ve bu hicrelere kargi 6zgul terapoétik yontemlerin
geligtiriimesine katki saglayacaktir. Gelecekte kisisellestiriimis tip uygulamalarina yonelik
stratejilerin gelistiriimesinde timoér gelisimine neden olan bu hilcrelere yénelik yeni ilag

hedeflerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Proje kapsaminda yer alan miRNA dizileme ile SOCE duzenlenmesinde yer alan ve kanser
baslatma 6zelligi tasiyan hucrelerle iliskisi olan miRNA’larin agida ¢ikariimasi ile potansiyel

terapétik hedeflerin ve ilgili sinyal yolaklarin aydinlatiimasina katkida bulunacaktir.

Xi



1 GENEL BILGILER

1.1 Kalsiyum

Kalsiyumun hucresel islevler bakimindan énemli role sahip oldugu ilk kez Sydney Ringer
tarafindan 1883'te yaptigi calismada gdsterilmistir. Calismada Ca*? iceren gesme suyundan
hazirlanmis olan tuzlu su izole edilen kurbaga kalbinin kasilmasina yol agarken, Ca®
icermeyen distile sudan hazirlanan tuzlu suda ayni durumun gézlenmemesi kalsiyumun
onemini bir kez daha vurgulamaktadir (BOOTMAN, 2012).

Birgok hiicresel sire¢ Ca*® iyonunun katkilariyla gerceklesmektedir. Zihnimizde
depoladiklarimizdan, beyinde bilgilerin olusturulmasina, hareketlerimizden, kalbimizin
atmasina kadar hiicreler arasi bilgi alisverisinde ikinci mesajci olarak yer almaktadir. Ca*?
yasamdan olume kadar olan canliik sirecinin buyuk bir kismina katkida bulunmaktadir.
Yumurtanin fertilizasyonundan baslayarak, gelisim ve farklilasma ile hicre tdrlerinin
olusmasil, islevlerini gergeklestirmesi ve hicrenin godrevini tamamlayarak yasaminin
sonlandiriimasinda yer alan apoptoz ve nekroz gibi islevierde Ca*? temel islev gérmektedir
(PAREKH, 2005). Canlihgin surdirilebilmesi icin gerekli olan ekzositoz, gen ekspresyonu,
hareketlilik, migrasyon, proliferasyon gibi ¢ok cesitli hiicresel sureclerin gerceklestirimesi
(DEHAVEN, 2009; CHEN, 2011; MCANDREW, 2011; MOTIANI, 2013), (BOOTMAN, 2012;
XIA, 2016) Ca*?nin sitoplazmik konsantrasyonundaki yer ve zamana bagl (spatio-temporal)
degisimleri aracihigiyla olusmaktadir (PAREKH, 2005). Sé6z konusu Ca*? sinyallerinin esnek
degiskenligi farkh hucrelerde zamana bagl farkl iglevlerin gergeklestirilebilmesini saglar.
Hiicrenin gesitli islevlerini yerine getirmesindeki Ca* hiicre digindan (ekstraseliiler alan) ya
da hucre icindeki endoplazmik retikulum (ER) ya da sarkoplazmik retikulum (SR) olarak
adlandirilan Ca*? depolarindan saglanmaktadir. Hiicresel fonksiyonlarin sirdiiriilmesi icin

hiicredeki Ca*? konsantrasyonu ([Ca*’]) belli diizeylerde tutulmaktadir. Yiksek [Ca*?);

apoptozu tetikleyebileceginden uzamsal [Ca*?);

degdisimleri kisa sureli ve dusik genlikte
(amplittid) olusturulmaktadir. Tek gegici sinyaller kaslarin kasilmasi, sekresyon gibi
fonksiyonlarin aktivasyonunda gézlenirken uzun aktarim siiresi gereken bilgiler icin Ca*?
akimlari olarak adlandirilan tekrar eden sinyaller olusturulur. Ca*? sinyalizasyonu temel
hucresel sureclerde iglev gorur (Sekil 1a). Temel olaylarin uzam-zamansal 6zelliklerinden
olan Ca* kivilcim (sparks) ve Ca*? puflari (puffs) kanalin bélgesine ve 6zelligine gore farklilik
gostermektedir. Kanallara ézgii olan bu sinyaller sayesinde Ca** sinyalizasyonunun
ayrintilarina ulagilabilmektedir. Temel olaylar iki sekilde tanimlanmakta olup kanallara
oldukga yakin gevrede (Sekil 1a) bulunan hicresel islevlerin aktivasyonu ya da kanallarin
sayisi hicre boyunca artirilarak (recruitment) islevleri global seviyede tutmaktadirlar (Sekil

1b,1c). Farkli hicresel islevlerin yerine getiriimesi icin temel sinyallerin gergeklestiriimesinde
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subseliiler bolgedeki Ca*? kanallarinin yerlesimi 6nemlidir. Diiz kasta plasma membrani
yakinindaki bolgede olusan Ca*? kivilcimlarinin K* kanallarini aktive etmesiyle (Sekil 1.1a)
kas gevseme siireci baslar. Temel olaylardan kaynaklanan derinlerdeki sinyaller global Ca*
sinyalleri olugturmak Uzere duzenlendiginde ise kas kasilir. Bu durum ayni hicrede
gerceklesen zit olaylarin Ca* tarafindan aktivasyonun saglandi§i uzamsal organizasyona
érnektir. Temel Ca** saliverilisindeki bolgelerin olusturdugu kiiresel yanitlarda her kanalin
diger bir kanal ile etkilesimi Ca*? dalgalarinin olusturuimasinda gereklidir (Sekil 1.1b).
Hucrelerin bir arada bulundugu durumlarda intraselller dalgalar komsu hiicrelere dagilarak
interseliiler dalgalar haline gelerek dokudaki hiicresel yanitlari diizenlerler (Sekil 1.1c). Ca*?
sinyalinin amplitidindeki c¢esitlilik farkh bilgilerin aktariimasinda kullaniimaktadir (farkl
genlerin farkli Ca*® amplitiidleri ile uyarilmasi gibi) (BERRIDGE, 1998)

a Temel olaylar e b Global Ca*? dalgalan (intraseliiler) ¢ Global Ca*? dalgalan (interseliiler)
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Sekil 1.1. Hiicreigi Ca*? sinyalinin uzamsal etkileri. Hiicre icine hiicre disindan Ca*Znin
girmesiyle ya da (a) hucre igindeki depolardan (ER ya da SR) salinmasiyla (kirmizi renkli
boélgeler) temel olaylar olusmaktadir. Hiicresel materyalin eksportunu kapsayan birgok islemi
aktive edecek olan Ca'? konsantrasyonunda yerel degisimler olusur (1) K* kanallarinin
agiimasi (2) ve mitokondrideki metabolizma (3). Cekirdege de Ca*? sinyalleri girebilir (4).
Bitiin bu islevler oldukga yiiksek Ca*? konsantrasyonunda yanit olusumu ile temel olaylarin
alt siireglerini yapilandirmaktadir. Global Ca*? sinyalleri temel olaylarin aktivasyonuyla birlikte
olusturulan Ca*? dalgalar hiicre icinde dagilmaktadir (b). Dokuyu olusturan komsu hiicrelerin
uyariimasi bir hiicreden diger hiicreye gecen hiicrelerarasi Ca** dalgalari ile koordine edilir
(BERRIDGE, 1998).

Hiicre icin gerekli olan sitoplazmik Ca*™ iki sekilde elde ediimektedir: (1) hiicre ici Ca™

+25

deposu olan organellerden (ER ve mitokondri gibi), (2) hicre disindaki Ca™“’nin ekstraseluler

alandan hdcre icine girigi ile saglanmaktadir. Hicre iginde bulunan organellerden en genis



Ca™ depolama 6zelligine sahip olan organel ER'dir. Mitokondride intraseliler Ca*?
konsantrasyonunun saglanmasina ve belli fizyolojik kosullar altinda (apoptotik slrecin

baslatilmasi gibi) katkida bulunmaktadir. Hiicreden gegici olarak Ca*?

nin uzaklastiriimasi 10-
20 saniye gibi kisa bir siire igerisinde Ca*? saliverilisini saglayan kanallar ya da ligand-kenetli
Ca™? kanallarin inaktive olmasiyla ve ¢ok hizli bir sekilde sitozolde bulunan organeller
araciligiyla (ER ve mitokondri gibi) tamponlanmasi, Na*/Ca** degis-tokuscusu (Na*/Ca*?
exchanger, NCX) ile disari atilimi ve Sarkoplazmik/Endoplazmik Ca*® ATPazlar (SERCA) ile
saglanmaktadir. Hiicresel islevler igin sitozolde gereksinim duyulan Ca*? konsantrasyonu
hiicre disindan hiicre icine Ca* girisiyle desteklenmektedir. Dinlenim halindeki (polarize)
hiicrelerde plazma membrani boyunca 10.000 kat fazla olan Ca*? uyariimis (hiperpolarize)

membran potansiyeli ile birlikte Ca*?

nin hicre icine girmesi igin buylk bir elektrokimyasal itici
glic olusturur. Dinlenim halinde olan hiicreler Ca* icin oldukca diisiik gegirgenlige sahiptir.
Gecirgenlikteki en kiigiik artis bile hiicre igerisine gok miktarda Ca*? girisine yol agabilir. Ca*?
iyonlarina karsi membran gegcirgenliginin arttirilmasi membranda bulunan Ca*? gegirgen iyon
kanallarinin aciimasiyla saglanir. Plazma membraninda bircok Ca*? kanali bulunmaktadir
(Sekil 1.2.). Voltaj-kontrollikanallar (Voltage-operated Channels, VOC) sinir hlicresi ve kas
hicresi gibi uyarilabilen hicrelerde bulunurken uyarilamayan hicrelerde ifade edilmezler.
Reseptdr-kontrollii kanallar (Receptor-operated Channels, ROC) uyarilan hicrelerde siklikla
gériilmekte ve ndrotransmitter gibi dis ligandlarin baglanmasiyla agiimaktadir. ikinci ulak
aracili kanallar pek yaygin olmamakla beraber bazi uyarilabilen ve uyarilamayan hicrelerde
bulunmaktadir. Depo-Kontrollii Ca*? (Store-operated Ca*?, SOC) kanallari oldukga yaygin
olup birgok canlida (bUtlin &karyotlarda mayalardan insanlara kadar) ifade edilmektedir
(PAREKH, 2005).

Dinlenim durumunda hiicre disi Ca*? konsantrasyonu 1,2 mM iken hiicre ici 50-100 nM
arasinda tutulmaktadir (BRONNER, 2001; STEWART, 2015). Hicre ici Ca*?
konsantrasyonunun dizenlenmesinde islev géren SR membraninda bulunan SERCA ve
hiicre membraninda bulunan PMCA (Plasma Membrane Ca*? ATPase) pompalari hiicre igi
Ca' konsantrasyonunu azaltici yénde etki gostermektedir (DEHAVEN, 2009;
PREVARSKAYA, 2014). Sitoplazmik Ca*® konsantrasyonu hiicre tarafindan siki sekilde
kontrol edilmektedir. Kalsiyumun hiicre i¢i dizeylerinin yliksek kalmasi toksik sonuglar
dogurabilmektedir. Ca™ konsantrasyonunu diizenleyen yolaklarda meydana gelen
bozukluklar kas hastaliklari (GOMMANS, 2002), Alzheimer (LAFERLA, 2002), immunolojik
hastaliklar (FESKE, 2007), hipertansiyon, kalp hastaliklari, diyabet ve kanser (MONTEITH,
2007; PREVARSKAYA, 2014; STEWART, 2015) gibi ¢esitli hastaliklar ile iligkilendirilmistir
(CHEN, 2016; XIA, 2016).
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Sekil 1.2. Plazma membraninda bulunan diizenlenmis Ca*? giris yollar. Ca* hiicre igine
birgok Ca*? kanali araciidi ile girebilir. Bunlar, VOC, SMOC-, SOC, ROC-reseptor aracili
kanallar. VOC’ler membranin depolarize olmasi ile aktive olur, SMOC kanallari birgok kigik
mesajci molekdl ile aktive olurlar bunlardan en ¢ok bilineni inozitol fosfat, siklik nikleotidler
ve lipid kdkenli mesajcilardir (diagilgliserol, arasidonik asit ve metabolitleri). SOC’ler hticre igi
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depolardaki Ca™’nin azalmasiyla aktive olurlar. ROC’ler nérotransmiterlerin ya da hormon
agonistlerin direkt baglanmasi ile aktive olurlar. Bazi durumlarda Ca*? hiicre icine Na*/Ca*?
degis-tokusgularinin (NCX) ters yonde galismasiyla girerler (PAREKH, 2005). VOC: Voltage-
operated Channels (Voltaj-kontrolli kanallar), SMOC: Second Messenger-Operated
Channels (ikinci mesajci-kontrolli kanallar), ROC: Receptor-operated Channels (Reseptor-

kontrolll kanallar, SOC: Store-Operated Channels (Depo-Kontrolli Kanallar).

Tablo 1.1. Kalsiyum hemeostazinda igslev gdren sistemler

A. Hducre ici sistemler:
1. SR Ca' Kanallari
a. Inozitol-3-fosfat (inositol-tri phosphate, 1P;) reseptérii Ca*? kanali
b. Ryanodin reseptoérii Ca*? kanali
2. Mitokondri
a. Mitokondride bulunan Ca*? giris yolaklar
b. Mitokondride bulunan Ca*?gikis yolaklari
3. Sarko(endo)plazmik retikulum Ca*? pompasi
B. Hicre membranindaki (sarkolemmal) sistemler
1. Plazma membrani Ca™ ATPaz (PMCA)
2. Hiicre membranindaki Na*/Ca* degis-tokuscusu(Na*/Ca*? exchanger, NCX)



C. Hiicre membrani Ca*? kanallari
1. Voltaj-kontrollii Ca*? kanallari (Voltage-Operated Ca** Channels, VOCC)
2. Ligand/reseptér-kontrollii Ca*? kanallari (Ligand/Receptor-Operated Ca** Channels,
ROCC)
3. Depo-kontrollii Ca* kanallari (Store-Operated Ca** Channels, SOCC)

1.2 TRP Kanallan
TRP (TransientReceptor Potential) kanallari katyon gecgirme yeteneginde olan proteinlerdir.

TRP kanali ile ilgili olan gen ilk olarak Drosophila melanogaster'da saptanmistir. Daha
sonralari 50'ye yakin TRP kanali bircok canlida tanimlanmistir. Evrimsel bakimdan ilk TRP
kanallari protistalarda, alglerde, maya ve bakterilerde kimyasal, termal ve mekanik
algilamaya olanak sagladigi belirlenmistir. Bu 0Ozellikler en gelismis canliya kadar
korunmustur. TRP kanallari sicak/soguk, dodal kimyasal bilesikler (mentol, kafur, kapsaisin),
mekanik uyaran, lipid tabakanin igerigindeki degisiklikler gibi bircok uyaran ile agilmaktadir.
TRP kanallari kan basinci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesi, renal Ca*™ / Mg+2 iletimi,
keskin tad ve kokulu bilegiklerin (hardal, sarimsak gibi), mekanik degisikliklerin, agri, sicaklik,
tat, koku, ses, feromon, isik algilama gibi gok dnemli birgok slrecte islev gérmektedir (GEES,
2010).

Memelilerde 28 tane TRP kanali bulunmakla beraber amino asit dizi benzerliklerine gbre 6 alt
aileye ayrilmaktadir (Sekil 1.3): TRPC (canonical, TRPC1-7), TRPV (vanilloid, TRPV1-6),
TRPM (melastatin, TRPM1-8), TRPA (ankyrin, TRPA1l), TRPML (mucolipin), TRPP
(policystin) (GEES, 2010).
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Sekil 1.3. TRP kanal stiper ailesinin filogenetik agaci. TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP,
TRPML sadece memelilerde bulunan alt ailelerdir (GEES, 2010).

TRP’ler bitin hicre tiplerinde olmasa da birgok uyarilabilen ve uyarilamayan ozellikteki
hicrelerde ifade edildikleri saptanmistir (GEES, 2010). TRP slper aile tyeleri olan katyon
kanallari arasinda %20-60 benzerlik saptanmigtir (VAZQUEZ, 2004). TRP kanallari ile ilgi
bilgiler sinirl olmasina karsin elde edilen bilgilerden yola g¢ikarak uyarilabilen ve
uyarilamayan hiicrelerde hiicre ici Ca*? seviyesinin diizenlenmesinde dnemli islevleri oldugu
gorilmektedir. Birgok fizyolojik islevde gereksinim duyulmasinin yani sira duyusal islevlerden
(tat, sicaklik, homeostaz, kas faaliyetleri gibi) feromonlarin algilanmasina kadar genis bir

yelpazede iglev gérmektedirler.

TRP kanallarinin temel yapisini, membrani 6 kez gegen bolgelerin (6 transmembran, TM1-6)
olusturdugu dnerilmektedir. TM5. ve 6. segmentler arasindaki hidrofobik halkanin iyon kanali
olusturan por oldugu ve —NH, ve -COOH uglarinin sitoplazmada bulundugu diasinilmektedir.
TRP alttipleri homo ya da heterotetramerik yapilar olusturarak fonksiyon géstermektedirler
(Sekil 1.4.)(GEES, 2010; NILIUS, 2011).

Sekil 1.4. TRP kanallarinin topolojisi. (NILIUS, 2011).



TM5 ve TM6 segmentleri arasinda iyon kanali olusturan por bdlgesi icermektedir. Amino
(NH,) ve karboksil (<COOH) uglarinin uzunlugu ve cesitliligi sahip olduklar farkli bolgelere
g6re degisiklik gostermektedir (NILIUS, 2011).

1.2.1 TRPC
TRPC kanallari non selektif katyon kanallari olmakla birlikte Ca** iyonuna karsi segiciligi

oldukga azdir. K*, Na*, Cs*, Ca™, Ba' gibi iyonlarina karsi gegcirgenlik gosterirken diger
divalan katyonlara kargi gecirgenligi degiskendir (CHENG, 2013).

TRPC ailesinin memeli Uyeleri, islevsel benzerlik ve amino asit dizi benzerligi bakimindan
TRPC1, TRPC2, TRPC3/6/7 ve TRPC4/5 olmak Uzere 4 alt aileye ayriimaktadir (VAZQUEZ,
2004; GEES, 2010) TRPC kanallari Ca*?ye karsi segici gegirgen olmayan katyon kanallari
olmakla birlikte Pc./Pna gecirgenlik orani aileye 6zgl olarak farklilik gostermektedir. Bazi
TRPC proteinlerinin ifade kalib1 yaygin olmakla birlikte (TRPC1 gibi) diger TRPC proteinleri
ise dokuya 6zgu (sinir htcreleri, endotel hlcreleri gibi) olarak ifade edilmektedir.
(VENKATACHALAM, 2007). TRPC kanallari kalsiyuma karsi segici gegirgen olmayan katyon
kanallari olmakla birlikte Pc./Pna gecirgenlik orani aileye 6zglu farkliliklar gostermektedir.
TRPC ailesi oldukca genis ve bir¢cok hlicrede bulunan Uyelere sahiptir (GEES, 2010). Tablo
1.2. TRPC kanallarina ait 6zellikleri 6zetlemektedir (SALIDO, 2009; CHENG, 2013).

SOC girisi (Store-Operated Ca** Entry, SOCE) tarafindan gerceklestirildigi diisiiniilen birgok
fizyolojik islevde TRPC kanallarinin aracilik ettigi disindlmektedir (CHENG, 2013).

Tablo 1.2. TRPC kanal ozellikleri

Kanal | Iyon segiciligi iletkenlik Akim Aktivasyonu
TRPC1 Prna/Pca~1:12 Disa dogru nonselektif | *Reseptdr-kontrolll
katyon akimi (heteromer
TRPC1/TRPC4 vya da
TRPC1/TRPC5)
*Depo bosalmasi?
TRPC2 Katyon 42 pS Dogrusala yakin *Reseptdr-kontrolld,
nonselektif nonselektif katyon *Depo bosalmasi?
akimi
TRPC3 | Pna/Pca~1:1.5 66 pS ice ve disa dogru *DAG (Diagil gliserol)
nonselektif katyon
akimi
TRPC4 | Pna/Pca~1:1.1 41 pS Nonselektif, genellikle | *Reseptor-kontrolli,




ice dogru, ice-disa

*Depo bosalmasi?

dogru

TRPC5 Pna/Pca~1:9 63 pS Nonselektif, ice-disa *Reseptor-kontrolld,
dogru *Depo bosalmasi?

TRPC6 Pna/Pca~1:5 35pS ice-disa dogru, *DAG (Diagil gliserol),
nonselektif katyon *Depo bosalmasi?
akimi

TRPC7 Pna/Pca~1:2 -100-0 mV:25 pS ice-disa dogru, *PI(4,5)P,, DAG,

0-100 mV: 50 pS

nonselektif katyon

*Depo bosalmasi®

akimi

# TRPC4 ve TRPCS ile birlikte ifade edildiginde, © stabil olarak ifade edildiginde. (SALIDO, 2009)

TRPC kanallarinin Ca*? ya da diger katyonlara karsi gecirgenligi degisiklik gdsterse de
kanalin aktivasyonunun temelinde Fosfolipaz C (Phospholipase C, PLC) ile olan etkilesimler
yer almaktadir. PLC’nin yani sira IP; ya da tapsigarjin aracili hiicre igi depolarda bulunan
kalsiyumun azalmasi da TRPC’lerin aktif hale gelmesini saglamaktadir (VENKATACHALAM,
2007).

1.2.2 TRPC Aile Uyelerinin Ozellikleri

TRPC1
TRPC1 kalp, testis, ovaryum, beyin ve dalakta siklikla ifade edilmektedir
(VENKATACHALAM, 2007). Ca*'* ve Na® iyonlarina karsi nonselektif gegcirgenlik

gOstermektedir. TRPC1 kanallari bayime faktoru, agonist, protein kinaz C (PKC) ile
uyarildi§ginda trombosit, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve B-lenfositlerde Ca*? girisi igin

buyuk 6neme sahiptir (GEES, 2010). TRPC1 kanallarinin aktivasyonu ER deposunun

bosalmas;, ER ve PMnin vyapisal olarak kenetlenmesi ile gergeklesmektedir
(VENKATACHALAM, 2007).
TRPC1 proteininin  SOCC’lerin temel bir komponenti ve/veya dlzenleyicisi oldugu

dusundlmektedir (SALIDO, 2009). A7r5 damar diz kas hucrelerinde siRNA araciligi ile
TRPC1 geninin baskilandidi onceki calismamizda beklenenin aksine SOCE’deki artis
TRPC1 proteininin duzenleyici/inhibitér islevi oldugunu dusundurmdistur (SELLI, 2009).

TRPC2

TRPC2 kanallari insanlarda pseudogen (GEES, 2010; CHENG, 2013) olmasina karsin
testisler ve vomeronazal organ (VNO) gibi dokularda ifade edilmektedir. Kemirgenlerde

feromonlarin  algilanmasi  VNO duyusal noéronlari aracihgi ile saglanmaktadir.



Spermatozonun  yumurta zona pelusidasini  uyarmasindaki Ca*®  sinyallerinin
olusturulmasinda TRPC2 kanallari yer almaktadir. Hiicre ici depolarindan Ca*®
TRPC2'lerin etkili oldugu diisiinilmektedir (GEES, 2010). Ca"Na’ gecirgenligi 2.7'dir.
TRPC2 kanallarinin aktivasyonu DAG (Diagilgliserol) araciigi ile gerceklesmektedir

(VENKATACHALAM, 2007).

nin ¢ikisinda

TRPC3

TRPC3 kanallarinin en sik eksprese oldugu yer beyin, diz kas ve kalp kasidir (GEES, 2010).
Ca'*Na* gegirgenligi 1.6’dir. Kanal aktivasyonu depolarin bosalmasi, konformasyonel
kenetlenme, DAG ve ekzositoz araciliyla gerceklesmektedir. TRPC3 bir ROC oldugundan
aktivasyonunda DAG o6nemlidir. TRPC3 kanallarinin purinerjik reseptorler aracili ile
uyariimasiyla hiicre icine Ca' girisi ve diiz kas hiicrelerinin kasiimasi ve endotelin
depolarizasyonu saglanir (VENKATACHALAM, 2007; GEES, 2010).

TRPC4

Adrenal bezler, bébrek, beyin, endotel, testis, diiz kas ve retina TRPC4 ekspresyonunun
siklikla karsilasildigi dokulardir (GEES, 2010). Ca**Na" gecirgenligi 7’dir. Kanal aktivasyonu
ekzositoz ve depolarin bosalmasiyla gerceklestigi dusundlmektedir (VENKATACHALAM,
2007).

TRPC6

TRPC6 kanallarisiklikla ovaryum, akciger, bdbrek, beyin ve plasenta gibi dokularda iafade
edilmektedir. Ca**Na"* gegirgenligi 5'dir. DAG, PIP; ve konformasyonel kenetlenme ile kanal
aktivasyonu gergeklesmektedir (VENKATACHALAM, 2007; GEES, 2010).

TRPC7
Akciger, gdz, beyin TRPC7’nin en ¢ok ifade edildigi dokulardir. Ca**:Na* gegirgenligi

1.9 (kendiliginden) ve 5 (ATP’li akim)’tir. DAG ve depo bosalmasi ile kanal aktivasyonu
saglanmaktadir (VENKATACHALAM, 2007).

1.2.3 TRPC ile Olusturulan Kompleksler

TRPC-STIM1-Orail Kompleksi

TRPCL1 proteininin, Ca* sinyal yolaginda yer alan proteinlerle etkilesmesi, hiicreye Ca*
iceriginin saglanmasindaki 6nemini gdstermektedir. TRPC1 proteininin Ca*? sinyal yolaginda
yer alan kalmodulin (CaM), PMCA, IP3R, kaveolin 1 (Cav1) gibi molekullerle
iliskisinin/etkilesiminin oldugu gésterilmistir. ER Ca*? sensorii olarak da bilinen STIM (stromal
interaction molecule) uyarilamayan hiicrelerde SOCE ve Ca*? saliverilisi ile aktive olan Ca*?

kanallarinin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. STIM1 ER membraninda bulunan bir
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iintegral membran proteinidir. Birgok calismada STIM71'in TRPC1-SOCC ile etkilestigi ve
TRPC1/STIM1 kanallarinin aktivasyonu igin Orail proteininin gerekliligi gosterilmistir. Orail,
membrani dért defa gegen (4TM) ve dzellikle Ca**-saliverilisi ile aktive olan kanallarin (Ca**-
release activated Ca** channels, CRACs) por yapisini olusturan bir proteindir (CHENG,
2013). Son yillarda gergeklestirilien galismalarda meme kanseri migrasyon ve metastazi,
serviks kanseri geligsim, migrasyon ve anjiojenezinde STIM1 kaynakli sinyallerin rol oynadigi
gdzlemlenmistir. SOCE, karaciger kanser hiicrelerinin gelisiminde yer alan ana Ca* girig

yolaklarindan birisini olusturmaktadir (WU, 2015).

TRPC1-STIM1 Etkilesimleri
STIM1 ve TRPC1 arasindaki etkilesim;

e Deponun bosalmasi sonrasinda TRPC1 ve STIM?1'in bir araya gelerek kiimeler
olusturmasi ve birlikte immunopresipitasyonu,
o Cesitli hicre tiplerinde STIM?1’in susturuldugu kosullarda depo bosalmasina karsin
TRPC1-aracili Ca* girisi,
¢ TRPC1 ve STIM?'in birlikte ifade edildigi kosullarda SOCE’de artis gézlenmesi,
e STIMTi negatif ydnde etkileyen baskin yapilarin oldugu kosullarda TRPC1 aracili
SOCE’de azalma g6zlenmesi,
Bu kaynaklar depo-kontrolli TRPC aktivasyonunda STIM?1’in olduk¢a dnemli bir molekal
oldugu gorugunl desteklemektedir (CHENG, 2013).

TRPC-Orai1 Etkilesimleri
Depo bosalmasi sonrasi TRPC kanalinin aktive olabilmesi igin Orai1 proteininin varhgi

gerekmektedir. TRPC1 ve STIM1 molekdllerinin asiri eksprese oldugu kosullarda Orai1
molekUlinin baskilanmasi ya da hasarli Orai1 mutantlari ile hicrelerin transfeksiyonunda
SOCE’nin azalmasina yol agtigi goériimustir. Bu galismalar Orai1 molekuline midahalenin
TRPC kanallarinin aktivasyonunu ve SOCE'yi etkiledigini gostermektedir (CHENG, 2013).

1.3 Endoplazmik Retikulum (ER)
ER bitln ékaryot organizmalarda bulunan hiicre gelisimi ve islevinde énemli role sahip olan

¢oklu zar yapisinda bir organeldir. Proteinlerin katlanmasi, sentezi, siniflandiriimasi, ilgili
yerlere goénderilmesi gibi fonksiyonlarin yerine getiriimesini saglamaktadir. Proteinlerin
katlanmasini saglayan calnexin, calreticulin, GR78 ve GR94 gibi saperonlar yeni sentezlenen
katlanmamig proteinlerin hidrofobik bdlgelerine baglanarak protein-protein agregatlarinin
olusmasini Onleyerek proteinlerin dogru katlanmasini saglarlar. ER'de bulunan ATPaz
aktivitesine sahip saperonlar istenmeyen katlanmalarin elimine edilmesinde kullanilir. ER’ye

0zgl olan oksidatif cevre sayesinde disllfit baglarinin (-S-S-) olusturulmasi ve N-
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glikozilasyon, protein katlanmasinda énemli role sahiptir. ER hiicrede bulunan temel Ca*?
kaynaklarindandir. Saperonlar genellikle Ca** bagimlihg1 gosterirler. Bazal luminal Ca™
konsantrasyonu =1-2 mm iken sitozolde bu deger 0,1 uM'dir. ER’deki Ca* dengesi, RyR ve

IPsR aracilidi ile sitozole Ca* saliveriimesi ve SERCA ile ER icine alimiyla saglanmaktadir.

Ca dengesinin ER'de diizenlenmesi hiicre adaptasyonu, sinyalizasyonu ve yasamin
surdurtlmesinde 6nemli role sahiptir. Hucresel iglevlerin yerine getiriimesinde ER ile diger
organeller (mitokondri, golgi aygiti, ¢ekirdek ve plazma membrani gibi) arasinda iletisim
bulunmaktadir (Sekil 1.5.). ER'de depolanan Ca* seviyesindeki azalma SOCE'yi aktive
ederek hucre disinda bulunan kalsiyumun hdcre icine girisini saglar (BRAVO, 2012).

ER’de yanlis katlanan proteinlerin sayisinin artisi ER’nin “katlanmamis protein yaniti”
(Unfolded Protein Pesponse, UPR)na yol acar. Boylelikle saperon sayisi artirilir, protein
sentezi durdurulur ve yanlhs katlanan proteinlerin degradasyonu ER hacminde artisa neden
olur. ER’de meydana gelen bu durum PERK (Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum
kinase), IRE1a (inositol-requiring enzyme 1 alpha) ve ATF6 (Activating Transcription Factor
6) (transmembran proteinleri) aracilidi ile algilanir. IRE1a c¢esitli transkripsiyon faktoérleri
(XBP1, X-box, binding protein 1), coklu protein kompleksleri (TRAF2, TNF receptor-
associated factor 2; ASK1, Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1;BAX/BAK, BAX, Bcl2
associated X protein; BAK, BCL2-antagonist/killer) ve sinyal yolaklari (NFkB, Nuclear Factor
kappa B; JNK, c-Jun N-terminal kinase ve MAPK, MAPK, Mitogen Activated Protein Kinase)
ile etkileserek ER stresi sirasinda apoptozun aktivasyonu ya da inhibisyonunu
dizenlemektedir (BRAVO, 2012).
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Sekil 1.5. Endoplazmik retikulumda gergeklesen hiicresel islevler ve diger organellerle etkilesim.

(BRAVO, 2012)

1.4 Depo-Kontrollii Ca** Girisi (Store Operated Ca*? Entry, SOCE)

141 ERve SOCE

ER bircok hlcresel iglevin yer aldigi bir organeldir. Vezikul iletiminde, stres sinyallerinin
olusturulmasinda, kolesterol mekanizmasinin dizenlenmesinde, apoptozda 6nemli islevi
vardir. Bunun yani sira hdcresel kalsiyumun buylk miktarda depolandigi yerdir. Hiucresel
bircok islev, proteinin yanlis katlanmasi, ER stresi sonucu olusan yanitlar ve apoptoz
intraluminal  kalsiyuma gereksinim duymakta ve ER’deki kalsiyumun azalmasiyla

tetiklenmektedir.

Yagamsal bitinliigin sirdirilebilir olmasi bakimindan ER’deki Ca*™ konsantrasyonunun
belli bir diizeyde tutulmasi gerekmektedir. ER Ca*? iceriginde meydana gelen azalmalar
plazma membraninda SOCE'yi aktive eder. Bu yolla ER'ye yiiksek miktarda Ca** girisi
saglanarak ER’deki Ca™ igerigi korunmaktadir. ER’nin Ca* igerigi protein sentezlenmesi ve

katlanmasinda buyuk éneme sahiptir.
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Okaryotik hiicrelerin fizyolojik islevlerinin gerceklesmesinde SOCE’nin énemli bir yere sahip
oldugu gorasi kabul gérmektedir. SOCE’de meydana gelecek degisiklikler birgok hastalik ile
iliskilendirilmektedir (PAREKH, 2005).

Uyarilamayan hicrelerde kalsiyumun hticreye girisi SOCE ile saglanmaktadir (CHEN, 2011;
WANG, 2015; WU, 2015; ZHAN, 2015). ER’de depolanan kalsiyumun azalmasi sonrasinda
hiicre igine Ca* girisinin saglanmasi icin SOCE aktivasyonu gergeklesir. Bunun
gerceklesmesi birgcok hicrede PLC’nin reseptdr aracili aktivasyonuyla birlikte ikincil mesajci
olan IP; olusmasiyla baslar. ER {izerinde bulunan IP; reseptorlerinin IP; ile etkilesimi ile Ca*?
iyonlari ER Iumeninden sitoplazmaya saliverilir (BIRD, 2008; CHEN, 2016; LKHAGVADORJ,
2016). (Sekil 1.6.). SOCE aktivasyonu ile ER depolarinin doldurulmasinin yani sira gesitli

hucresel fizyolojik aktivitelerin surdurulmesi saglanir (DEHAVEN, 2009; BERGMEIER, 2013).

Agonist

Ekstrasellleralan

brani_

Sekil 1.6. SOCE aktivasyonu. Plazma membranindaki reseptoérlerin agonist ile aktivasyonu
sonrasinda PLC araciligi ile ikincil mesajci olan IP3 Uretimi gergeklesir. IP3, IP; reseptorine
(IP3R) baglanarak ER’dan Ca*? saliverilmesine yol agar. STIM1 araciligi ile ER’'deki Ca™
azalmasi Orail’de konformasyonel degisikliklere neden olur. Bu sayede STIM1 molekiilleri
Orail ile etkileserek SOCE aracili Ca*? girisi uyarilir (XIE, 2015).

SOCE STIM1 ve Orail molekullerinin katkisi ile gerceklesmektedir (YANG, 2009; MOTIANI,
2013; WANG, 2015; ZHAN, 2015; CHEN, 2016; LKHAGVADORJ, 2016; XIA, 2016). STIM
proteinleri, STIM1 ve STIM2'yi iceren ¢cogunlukla ER’de bulunan ve membrani bir kez gecen
tip 1 integral membran proteinleridir (XIE, 2015). ER membraninda yer alan STIM1 (Sekil
1.7A) proteini, ER Ca*? iceriginde meydana gelen degisimleri algilar (JARDIN, 2015) ve
Orail ile etkileserek SOCE aktivasyonuna neden olur (CHEN, 2011; XIA, 2016). STIM2
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proteini de Orail ile etkilesmektedir fakat Orail aktivasyonunda STIM1 kadar etkili degildir
(CHEN, 2016). Cogunlukla ER’deki Ca*? seviyesi belli bir oranda tutularak SOCE’nin
kontrolsuiz aktivasyonu engellenir (XIE, 2015). Orail (Sekil 1.7B) proteini ise plazma
membraninda (XIA, 2016) yer alan, kanal olusturan (YANG, 2009) ve membrani 4 kez gegen
yaplya sahiptir. Memelilerde Orai2 ve Orai3 olmak uzere Orail’'in iki tane homologu
mevcuttur. Orail homologlari depo bosaldijinda STIM1 ile etkilesip kanalin agilmasina
neden olmaktadir. Proteinin bir ylzl sitozole bir ylzi ise hicre membraninin disina
bakmaktadir. Sitozole bakan kisim STIM1 molekili ile etkileserek SOCE'yi uyarir (XIE,
2015).

C
fs/p—K—C
A y -
| SOAR/CAD Hiicre disi
Sitosol P
ER membrani
Oral/CRAC/SOC
SAM domaini
ER Iumeni [
Gizli EF eli ( g D ;
I .- Sitoplazma
o SPP |
Kanonikal EF eli ,J77TERM [
| /7 STIM1 CC
N y’ _CC |
B Ekstraselldler r\ ~SAM,
Plasma membrani ' @
cnl-

Sitosol J U \
o Endoplazmik

N A" caM baglanmadomaini Retikulum

Sekil 1.7. SOCE'’ye aracilik eden molekuller. STIM1 (A) ve Orail (B) molekullerinin sematik
g6sterimi, (C) STIM1-Orai1 etkilesimi. STIM1 proteini kanonikal EF eli, gizli EF eli ve SAM
domainini ER luminal kisimda icermekte olup CCD, SOAR ve ERM domainleri sitozolik
kisimda bulunan serin, prolin ve lizin zengin kimeler olusturmaktadirlar. (B) Orai1 proteini
membrani 4 kez gegen bolgelere ve intraseliler N- ve C- uglarina sahiptir. Orai1’e 6zgli N-
ucunda R/P zengin bdlge ve varsayimsal “coiled-coil” bdlgesi C-ucunda bulunmaktadir
(CLAPHAM, 2007; XIE, 2015).
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1.4.2 SOCE’nin Kanserdeki iglevi
Apoptoz, metastaz, proliferasyon gibi onkojenik transformasyonlarda, STIM1 ve Orail

proteinlerinin aracilik ettigi SOCE’nin yer aldigi bilinmektedir. Malignite onculi olan
hiicrelerde, SOCE aracili Ca* sinyalizasyonunda meydana gelen degisiklikler timor
baslangic asamasinda cesitli genetik degisimlerin gerceklestiriimesinde indikleyici islev
gorir. Bu genetik degisimler hucrelerin yeniden programlanmasina yol acarak malign

degisikliklerin olusmasina yol agmaktadir (XIE, 2015).

STIM1 ve Orai1 molekiilleri araciligi ile olusturulan Ca*? sinyallerine saglkl hiicrelerde
oldugu gibi hastalik modellerinde de gesitli hiicresel sureglerin gergeklesmesinde gereksinim
duyulmaktadir. Hilcre migrasyonu ve fokal adezyonlarin yikihmi (turnover) gibi onemli
hicresel islevlerde yer almaktadirlar. Kanserlesme sirecinde dnemli bir basamagi olusturan
metastaz, birincil timordeki hicreler arasi baglantilari tamamen ortadan kaldiracak kadar
zayiflatiimasiyla hicrelerin ikincil bdlgeye ekstraseliler matriks (Extracellular Matrix, ECM)
dogrultusunda hareket ederek goé¢ edilen bdlgeye yerlesmeleri ve ¢ogalmalar ile
gerceklesmektedir. Bu olusum sirasindaki hicrelerin ECM boyunca migrasyonu ve ikincil
bdlgeye yerlestikten sonraki gogalmalari Ca*? sinyallerinde meydana gelen degisiklikler
sayesinde gerceklesmektedir. Gé¢ halindeki HEK293 hicrelerinde Orai1 molekilu hicrelerin
on kismindaki fokal adezyonlarin dizenlenmesini saglarken, STIM1 htcrelerin 6n kisminda
fokal adezyonlarin yikimina neden olarak hicrelerin hareketi saglanmaktadir. STIM1 ve
Orail molekullerinin invazyon ve migrasyonu destekledigi birgcok kanser c¢esidinde
gOsterilmistir. Kolorektal kanserde STIM1 ekspresyon duzeylerinin yiksek olmasi timor
invazyon ve migrasyonu ile iligkili olabilecegini dustundirmektedir. Cesitli kanser turlerinde
STIM1 ve ORAI1 proteinlerinin posttranskripsiyonel olarak “knock-down” edilmesi sonucunda

invazyon ve migrasyonunun inhibe oldugu gézlenmistir (HOOPER, 2016).

SOCE tarafindan saglanan Ca*? sinyali ile proliferasyon, migrasyon, gen transkripsiyonu gibi
hayati 6neme sahip birgok hicresel fonksiyon gergeklestirilirken bu mekanizmada meydana
gelecek degisiklikler kanserlesme surecinde yer alan metastaz, invazyon, migrasyon gibi
temel slreglerin gerceklesmesine de katkida bulunmaktadir. Bu bakimdan SOCE bileseni
olan STIM1 ve ORAI1 proteinlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler (CHEN, 2016)
kanser turlerinde cesitlilik gdstermekte olup kanser tanisinda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilme olasilig tagimaktadir (ZUI, 2015).
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1.5 Kok Hucre
Kok hicre tanim olarak, kendini yenileyebilen ve gesitli hiicrelere farklilasabilme yeteneginde

olan farklilasmamis hicrelerdir (GUO, 2014). Kendini yenileyebilme 6zelligi ile kok hicre
populasyonunun devamlihgr saglanmaktadir. Kok hicrenin sayisi, proliferasyon, farklilagsma
ve hicre olimi gibi 6zelliklerinin kontrol altinda tutulmasiyla dengelenmektedir. Kok
hicrelerin  siniflandirilmasi  iki sekilde olmaktadir: (1) farkllasma potansiyeline goére
(totipotent, pluripotent, multipotent). (2) Doku kokenine gore (embriyonik ve yetiskin kok
hucre). Bu hucreler sonsuz sayida kendini yenileyebilme 06zelligine sahip, simetrik ve
asimetrik bdlinmelerle (Sekil 1.8) dokuya o6zgiu cesitli hicre tiplerine farklilasabilme
yetenegindeki kardes hucreleri olugtururlar. Simetrik boliunme genellikle hicre sayisinin
artirlmasi istendigi kosullarda tercih edilen bdlinme tipi olup ayni kadere sahip iki kardes
hicre meydana gelir. Asimetrik bélinmede ise kdk hlicre karakteristigi bakimindan anne
hicreye benzeyen bir hiicre ve ¢esitli hiicre nesillerine farklilasmasi igin gorevlendirilmis bir
kardes hiicre olusur. Kok hiicre karakteristigine sahip olan hlicre, kdk hicre nisinde
tutulurken, farkhlagsma ile gérevlendirilmis hlicre boliinmeye devam eder. Bu bélinme tipinin
normal doku homeostazinin saglanmasinda kullanildi§i dusuindlmektedir. Gereksinim
dogrultusunda ya da i¢ (intrinsik) ve dis (ekstrinsik) faktorlerin etkisiyle bu iki bélinme
arasinda gecis saglanmaktadir (SCHWARZ-CRUZ-Y-CELIS, 2011).

Kok hicrelerin ylzeyinde bulunan yuzey antijenleri heterojen hicre populasyonlarindan
fluoresans tarafindan aktive edilen hicre ayristirma (Fluorescence-Activated Cell Sorter,
FACS) yontemi ile kok hicre Kkarakteristigi tasiyan hicrelerin  segilmesine olanak
saglamaktadir (GUO, 2014).

Asimetrik Bélinme Simetrik Bolunme
/’ - LY vy -= \ 7 - \
{Eﬁ.i’:l;'“m'j Fankptasmis{ Perzsma
SN N N -

Sekil 1.8. Asimetrik ve simetrik kok hicre boliunmesi. Asimetrik boélinmeyle bir kdk hucre ve
bir farklilasmis hiicre olusur. Simetrik bélinme ile iki kdk hiicre ya da iki farklilasmis hiicre
olugsmaktadir (SHAHRIYARI, 2013).
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1.5.1 Kanser Kok Hiicreleri
“Kanser kok hitcrelerinin” (Cancer Stem Cells, CSC) kok hilicreye benzer sekilde kendini

yenileyebilme ve farklilasma gibi temel 6zelliklerinin yanisira kok hucreler tarafindan
kullanilan sinyal yolaklarini kullanmalari (Wnt/B-catenin, Notch, Hedgehog gibi) ‘kanser kdk

hicre’ taniminin olusmasini saglamistir.

CSC’ler, kendini yenileyebilme, toksik maddelere karsi direng gésterme, sag kalim
yolaklarinin aktivasyonunda artis, farklilasma, simetrik ve asimetrik bdlinme, invazyon,
migrasyon, proliferasyon hizinda azalma ve c¢oklu ilag diren¢ mekanizmalarinda artis gibi
Ozelliklere sahiptir. Timoér dokusu icinde yer alan CSC’ler oldukga az bir alt populasyona
(%0,01-1) sahiptirler. CSC’lerin olusumu ile ilgili iki hipotez mevcuttur; stokastik hipotez ve
hiyerarsik hipotez. Stokastik hipoteze goére tiumoérde bulunan butin hicreler timorijenik
potansiyele sahiptir ve timdr, homojen timorijenik 06zellikteki hlicre toplulugundan
olusmaktadir. Hiyerarsik hipotoze gore tiumdr heterojen hicre populasyonundan
olusmaktadir ve farkli biyolojik ézellikte, timor olusumu ve blyumesini strdlrebilen CSC’leri
icermektedir (Sekil 1.9.) (SCHWARZ-CRUZ-Y-CELIS, 2011; CHIBA, 2016).

Stokastik hipotez Hiyerargik hipotez
CSCs

&,

Q0. —
Q00—
L JCIO) -

Sekil 1.9. Stokastik hipotez ve Hiyerarsik hipotez. (SCHWARZ-CRUZ-Y-CELIS, 2011) (CSCs: Cancer
stem cells-Kanser kok hucreleri)

Tumor olugumu Tumor olugumu

Cerrahi girisim sonrasi meydana gelen niks, metastaz, kemorezistans, timor heterojenitesi
gibi durumlarin heterojen tumoér popllasyonunda bulunan CSC’lerden” kaynaklandigi
dusunulmektedir (LIU, 2015; CHIBA, 2016).

1.6 Hepatoseliiler Karsinoma
Hepatoselliler karsinoma (Hepatocellular Carcinoma, HCC) dinya capinda siklikla

karsilasilan kanserden kaynaklanan olimlerde Uguncl sirayr almakla (YANG, 2009;
HOFFMANN, 2010), (BEHNE, 2012; ZHAO, 2013; D'ANZEO, 2014; CALLEGARI, 2015;
SUGIMACHI, 2015; NEGAHDARY, 2015 June) birlikte giderek artan insidans ve &lim
oranina sahiptir (WU, 2015). HCC olgularinin goérildigl hasta popilasyonunun a) %80-

%90’1 siroz dykisline sahip hastalar, b) slregelen karaciger hasari ve rejenerasyonundan
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kaynaklanan kronik ve yayillmis hepatik hastaliklar, c) karaciger sirozunun da ana
nedenlerinden olan hepatit B ve C enfeksiyonu olugtugu gorulmektedir. Aflatoksin B1 ve vinil
klorire maruz kalmak, alkol igmek, sigara icmek, diyabet, hemokromatozis ve a-1 antitripsin
eksikligi gibi genetik hastaliklar da HCC’ye yol acabilmektedir (CALLEGARI, 2015). Hepatit-B
ve Hepatit-C viral enfeksiyonlari HCC’ye yol agan bagslica kaynak olarak gdsteriimektedir
(NISHIKAWA, 2012). Kronik Hepatit-B virisu enfeksiyonu siroz ve HCC olugumu agisindan
risk faktdord olusturmaktadir. HCC olusumunda Hepatit B virlisl enfeksiyonundan
kaynaklanmasinin yani sira birgok faktorin aracilik ettigi kontrolsiiz hiicre bdélinmesi,
proliferasyon, ekstraselliler matriksten ayrilmasi, invazyon, migrasyon gibi birgcok biyolojik

islevin biraraya gelmesi ile gergeklesmektedir.

Kaydedilen yeni gelismelerle birlikte sag kalim suresinde artis s6z konusu olsa da hastaligin
tekrar etmesi ve metastazi oldukga yuksek oldugundan hastalidin seyri ve bakimindan
oldukca az bilgiye ulasilabilmektedir (WU, 2015). Teshis sonrasi 5 yil icinde sag kalim siresi
%5-9 olup dismal prognozu timorin ge¢ safhada saptanmasindan kaynaklanir. 5 yillik sag
kalim suresi, tumorun varhgi teshis edildikten sonra operasyon ile mudahale edilen hastalar

icin gegerli olmakla birlikte hastaligin niiks etme olasiligi olduk¢a yUksektir (HUNG, 2014).

HCC patolojik ve klinik olarak heterojenite géstermektedir. Rezidlel karaciger fonksiyonu ve
agresifligine goére prognozu saglanmaktadir. HCC’nin ilerlemesinde cesitli genlerin
deregulasyonuyla hilcresel iglevlerde yer alan c¢esitli mekanizma ve sinyal yolaklarinda
meydana gelen degisiklikler neden olmaktadir. Metabolik farklilasmadan kaynaklanan kronik
enflamasyonlar, cesitli virUsler, genetik ve epigenetik degisimlerle birlikte sinyal yolaklarinda
meydana gelen farkhliklarin biraraya gelmesi kanser olusumuna yol agmaktadir. qRT-PCR
ve genom c¢apl mikrodizin gen ekspresyon cgalismalari hlicre proliferasyonu, sagkalimi,
farklilasmasi, anjiogenez bakimindan sinyal yolaklari her HCC olgusunda degisiklik oldugunu
gOstermektedir (GIORDANO, 2013). Geg¢mis yillarda c¢alismalar HCC olusumu ve
ilerlemesinde iglev géren gen ve proteinlere odaklanirken gtiinimizde mikroRNA (miRNA)

olarak adlandirilan kuguk duzenleyici RNA molekullerine yogunlagmaktadirlar (HUNG, 2014).

1.6.1 HCC’de Kanser Kok Hiicresinin Kdkeni

HCC’de bulunan CSC’lerin kokeni Uzerine kesin bir bilgi bulunmasa da normal kok
hucrelerde meydana gelen gesitli mutasyonlarin neden oldugu dusunulmektedir (Sekil 1.10.)
(CHIBA, 20186).
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Sekil 1.10. Hepatik kanser kok hicrelerinin olusmasi (hipotetik model). Normal hepatik
kok/progenitér hicrelerin onkojenik olaylarla timorojenik aktivite kazanarak hepatik kanser
kok hicresi (cancer stem cell, CSC) gibi davranmasi. Benzer sekilde, yeniden programlanma
ve onkojenik olaylar olgun hepatositleri ya da kolanjiositleri hepatik CSC’ye doénusturebilir
(CHIBA, 2016).

1.6.2 HCC’de CSC Belirtegleri

Gunumuzde yapilan yeni bircok calisma ile HCC diyagnozunda, oncul prognozunda ve
tedavisinde, potansiyel hepatik kdk hiicre belirteglerinin bulunmasiyla ilgili ¢esitli girisimler
baslamistir. CD133, CD44, CD90, EpCAM gibi hlicre ylzey belirtegleri HCC kék hticrelerinin
belirlenmesinde ve c¢ogaltilmasinda siklikla kullanilan belirteglerdendir (LEE, 2013; LIU,
2015; CHIBA, 2016).

1.7 Mikro RNA (miRNA)

miRNA’lar kodlanmayan RNA’lardan (non-coding RNA) olup 20-25 nukleotid
uzunlugundadirlar. Bugine kadar yaklagik 1,870 adet insan miRNA dizisi miRBase
veritabaninda yer almaktadir. miRNA’lar hedef mRNA’larin (mesajci RNA, messenger RNA)
translasyonunu ve stabilizasyonunu saglayan molekullerdir. miRNA-mRNA etkilesimi 3’'UTR
bélgesindeki etkilesim ile gergeklesir (HUNG, 2014; MORISHITA, 2015). miRNA’larin
MRNA’ya baglanmasi ile hedef transkriptin degradasyonu ya da translasyonel baskilanmasi
seklinde etkilerini gdstermektedirler. insan genlerinin yaklasik olarak Ugte birinin miRNA'lar
tarafindan dizenlendigi tahmin edilmektedir. Buna gore bir miRNA'nin yuzlerce gen ile
etkilestigi dustnutlmektedir. Bu bakimdan sadlikh hicrelerden kanserlesme strecine
gecilmesinde tek bir miRNA'nin etkili olmasi s6z konusu olmaktadir. miRNA’lar embriyonik
gelisim, metabolizma, hicre dongusu, farkllagsma, karsinojenez, timorin ilerlemesi gibi
bircok temel hicresel faaliyetin gerceklesmesinde yer almaktadir. (D'ANZEO, 2014; HUNG,
2014).
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1.7.1 miRNA Biyogenezi

Cekirdekte RNA polimeraz Il tarafindan miRNA genlerinin ilk transkripsiyonu gercgeklestirilir
(Sekil 1.11.). Bu sayede 1-4 kb uzunlugunda basglikli, uzun ve poli-adenil birincil miRNA (pri
mMiRNA) olusmaktadir. Birincil miRNA’lar daha sonra mikroprosesér kompleksi Drosha
(nUkleaz) ve Pasha (cift iplikli RNA’ya baglanan protein) tarafindan kesilerek 60-100
nukleotid uzunlugunda o6ncul miRNA’lara (pre miRNA) donugur. Cekirdekten pre-miRNA
exportin 5 araciligi ile sitoplazmaya c¢ikarilir. Dicer (RNaz enzimi) tarafindan kesilerek gift
iplikli miRNA’lar olusur. Helikaz tarafindan cift iplik kesilerek miRNA’lar tek iplikli hale getirilir
ve olgun miRNA'lar olusur, miRNA’lar RISC kompleksi ile birlesir (Sekil 1.11.) (HUNG, 2014;
WANG, 2015; YANG, 2015).

1.7.2 miRNA’larin Ozellikleri

miRNA’lar proteine kodlanmayan kiglik RNA molekilleri olup hedef mRNA'nin 3’'UTR
bolgesi ile etkileserek gen ekspresyonunun dizenlenmesini saglamaktadir. miRNA’larin
uzunluklari 21-23 nukleotid arasinda degismektedir. miRNA’larin transkripsiyon sonrasi
regllasyonu saglayan ve buylume, gelisme, farklilasma, treme gibi bircok hicresel ve
gelisim iglevinde yer aldidi ileri stridlmuastir. miRNA'lar timérigenezin olusumunda 6nemli
role sahiptirler. miRNA mikrodizinleri (transkriptom) kanser tanisinda potansiyel belirtec
Ozelligi gostermektedirler. miRNA transkripsiyon kaliplari sayesinde tumorin gelisim kokeni
ve farkhlasma asamalarinin aydinlatimasi saglanabilmektedir. Bircok miRNA timor
baskilayici, onkogen ya da CSC’lerin ve metastaz dizenleyicisi olarak tanimlanmigtir.
miRNA’larin hedefi ve ilgili sinyal yolaklarinin tanimlanmasinin miRNA tabanli terapétiklerin

gelistiriimesine katkida bulunacagi digunulebilir (ZHU, 2014).
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Sekil 1.11. miRNA biogenezi. (MORISHITA, 2015)

1.7.3 miRNA ve HCC

Son yillarda karsinojenezde rol oynayan miRNA’larla ilgili calismalar yapilmaktadir. Kanser
hucrelerinde  miRNA ekspresyonlarinin  siklikla degistigi goézlemlenmigtir.  Apoptoz,
proliferasyon, farkllasma, anjiyojenez, metastaz ve invazyonun mekanizmasinda
miRNA’larin etkisiyle gesitli degisiklikler gergeklesmektedir. miRNA’larin ekspresyonlarindaki
degisiklikler (azalma-artma) sayesinde karsinojenik suregler yapilandiriimaktadir. miRNA’lar
hedeflerinin hicresel islevine gére onkogen ya da tumér baskilayici genler gibi etki

gOsterebilirler (HUNG, 2014; CALLEGARI, 2015).

HCC birgok risk faktérinin yol actigi ¢ok faktdrli bir kanser turaduir. Tumoérin baglamasi,
ilerlemesi ve metastazinda rol oynayan molekliler mekanizmalarin yanisira tam olarak
mekanizmasi anlasilamamistir. miRNA’larin kesfedilmesi ve iligkili molekuler hedefleri iceren
tedavilerin giderek ortaya c¢ikmasiyla HCC daha bas edilebilir hale gelmektedir. Son
gunlerdeki karaciger miRNA calismalarinda cesitli tekniklerle spesifik miRNA’larin asiri
dizeydeifade ettiriimesi ya da inhibisyonu ile in vivo kosullarda miRNA’larin karacigerde
onemli igleve sahip oldugu saptanmistir. Bazi miRNA’larin HCC olusumu sirasinda anormal
sekilde eksprese oldugu gdsterilmistir. Bu miRNA’lardan bazilarinin prognoz agisindan

onemli olabilecedi digunulmektedir (ZHU, 2014).
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1.8 Kanserde Goklu ilag Direng Kavrami

Kanser hastalarinin tedavisinde siklikla karsilagsilan durumlardan bir tanesi de ¢oklu ilag
direncidir. Kemoterapi sonrasinda tedaviye istenilen yanitin alinamamasinin sebebi tUmor
hicrelerin birgok farkli yapi ve fonksiyona sahip sitotoksik ilaglara kargi duyarsiz hale
gelmesidir (TAHERI, 2010). Coklu ilag direnci (Multiple Drug Resistance, MDR) proteinlerinin
(ATP-baglayici kaset proteinleri, ATP-Binding Casette) insanlarda baslica 3 ¢esidi vardir, 1-
ABCB (ABCB1/MDR1/P-glikoprotein), 2-ABCC (ABCC1/MRP1, ABCC2/MRP2, ABCC3-6,
ABCC10-11), 3-ABCG(ABCG2/MXR/BCRP). Bu pompalar ¢ok sayida ilag substratini tanima
Ozeliginde olup hepsi farkli Ozellikteki bilesenlere karsi daha duyarhdir (Sekil 1.12.).
Genellikle hidrofobik bilesiklere duyarli olmalarina karsin amfipatik katyon ve anyonlarin
hicre disina atilmasinda etkilidirler. ABCB1 genellikle hiicreden buyulk hidrofobik maddelerin
atiimasini saglarken ABCC1 ve ABCG2 hem hidrofobik hemde buyulk hidrofobik anyonik
bilesiklerin hicreden disari atiimasini saglar (SARKADI, 2006). HCC’de transmembran
ABC’lerin hlicrede fazlaca ifade edilmesiyle sitotoksik bilesenlerin disari atiimasi
saglanmaktadir. Bu MDR pompalari sayesinde cesitli farmakolojik maddelerin hicre iginde
dagilimi, absorpsiyonu, hicre disina atilimi  gerceklestiriimektedir. HCC'de MDR
proteinlerinin ekspresyonundaki artis hastanin yasam suresini olumsuz etkilemenin yani sira

tumaorun daha agresif 6zellikte olmasina neden olmaktadir (HOFFMANN, 2010).

Sekil 1.12. ABC transportorlerinin genel isleyis mekanizmasi. MDR transportorleri plazma
membraninda yer almakta olup gesitli hidrofobik, amfipatik maddelerin disari atiimasini
saglarlar. X: hidrofobik bilesikler, C-X: hidrofobik, hicreiginde olusturulan metabolitler orn:
glutatyon, glukuronid bilegikleri (SARKADI, 2006).
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1.9 Epitelyal Mezenkimal Gegis (Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT)
EMT, epitelyal o6zellikteki hlcreler gegici bir sireliine mezenkimal benzeri hicrelere

doénusmektedir. EMT sirasinda hicreler, hiicreler arasi baglantilarindan kurtularak bireysel
olarak hareket edebilme 6zelliine sahip olmaktadirlar. EMT sirasinda epitelyal belirte¢
ekspresyonlarinda (E-cadherin) azalma, mezenkimal belirte¢ ekspresyonlarinda (N-cadherin,
vimentin, fibronectin) artis goézlenmektedir. Kanserlesme slrecinde EMT-MET gegisleri
kanser hucrelerinin metastazinda onemli isleve sahiptir. Bu sayede kanser hucreleri
bulunduklari bélgeden baska bdlgelere gb¢ ederek, yerlesim saglamaktadirlar (GIANNELLI,
2016).

SOCE’nin ve bilesenlerinin HCC gelisiminde temel islevlerinin gosterilmesi tedaviye direncli
olmalari nedeniyle kemoterapi sonrasi nukslere neden olan s6z konusu tumor hucresi alt
populasyonlari olan CSC’lerin fenotipik farklilasmasinda SOCE operasyonel oldugunu
hipotezini gelistirmemize neden olmustur. Bu nedenle, SOCE’ye aracilik eden iyon kanall
bilesenleri olan TRPC, STIM1 ve Orail’in iglevsel genomik dlzeyde incelenmesi
mekanizmanin aydinlatiimasini ve HCC CSC’lerde hedef miRNA ve iligkili transkriptler hedef
validasyonu kapsaminda arastirilmistir. STIM1 ve Orai1 OE uygulamalarinin her ikisinde de
iki adet miRNA duzeyi belirgin olarak artmis olup STIM1 ve Orai1’in kanser hucrelerinin 3E
sureglerinden E2 “Equilibrium” (denge) fazinda islevsel olabilecedi gériimustir. Bu durum
kanser bagisik yanit dizenlenmesinde (cancer immunoediting) énemli bir terapétik hedef

geligtiriimesi firsati olusturmaktadir.
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2 GEREG ve YONTEM

Calismamizda insan hepatoselller karsinoma hicre hattt Huh7 hidcrelerinden timor
baslatma (Tumor-Initiating, TI) potansiyeli ve kanser kdék hicre (Cancer Stem Cell, CSC)
Ozelligine sahip oldugu ileri sdrtlen hicreler EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule,
epitelyal hicre adhezyon molekllli) ve CD133 (Prominin-1) ylzey antijenlerine goére akis
sitometrisi ile segilmisti. EpCAM*CD133" Huh7 hiicrelerde depo kontrollii Ca*™ girisinin
(Store-Operated Ca?* Entry, SOCE,) iki énemli bileseni olan STIM1 ve Orail molekdillerinin
asiri eksprese edildigi kosullardaki hiicre ici Ca™ konsantrasyonunda zamana bagl
degisimler ile ilgili islevsel analizler ve miRNA dizileme ile hedef miRNA’larin belirlenmesi ve
mikrodizin calismalari gergeklestiriimistir. Secilen hiicrelerde gergeklestirilen deneyler Sekil

2.1.'de verilmistir.

Huh7 (Hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatoindan akis sitometrisi ile
EpCAM*CD133* ve EpCAMTCD133 hiicrelerin secilmesi

l

SOCE"yi olusturan bilesenlerin vektdr aracih asirn ekspresyonu (STINL ve ORAIL)

/ N\

Asin ekspresyon sonrasi ekspresyon analizleri  pgin ekspresyon sonrasi islevsel analizler

-RT-PCR -Hiicre igi [Ca*Z]; dinamikleri
-Western blot - Proliferasyon dagihmilar
-miRMA dizileme

-Mikrodizin

Sekil 2.1. Akis sitometrisi ile ayristirma sonrasi gergeklestirilen deneyler.

2.1 Huh7 HCC Hiicre Hatti Kiiltiirii
Huh7 hucreleri %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), 2 mM L-glutamin ve 0,1
mM esansiyel olmayan aminoasit karigimi eklenen DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium) besi ortaminda ¢ogaltildi.

2.1.1 Huh7 HCC Hicre Hatti Kimlik Dogrulamasi
Calismalara baslamadan 6énce Huh7 HCC hicre hatti kimlik dogrulamasi (authenticity)
analizi yaptirildi (ldexx, Almanya). Kimlik dogrulamasi sonucunda &rnegin insan kokenli

oldugu ve diger memeli hiicre hatlari ile kontamine olmadigi dogrulandi. Ornekteki 9 farkli
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alel ilgili “belirtecler” kullanilarak belirlendi ve Huh7 HCC hulcre hattina 6zgu aleller ile

kargilastirildi.

2.1.2 Mikoplazma Kontrolii

Belirli araliklarla, mikoplazma belirleme kiti (MycoAlert, Lonza) kullanilarak mikoplazma
kontrolleri yapildi. Yontem, kontaminasyon varliginda besi ortamindaki mikoplazmaya ait
enzimlerin MycoAlert substrati ile reaksiyona girerek ADP’nin ATP’ye donusumunu katalize
etmesi ile ATP duzeylerindeki artisa bagh olarak olugan biyoliminesansin luminometrik

olarak belirlenmesi (Varioskan Multiplate Reader, Thermo) esasina dayanir.

2.2 FACSile EpCAM'CD133" Hiicrelerin Ayrilmasi

Hucre sUspansiyonu 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra pellet FACS tampon ¢ozeltisi
(1XPBS, 1 mM EDTA, 25 mM HEPES, %1 FBS iceren ¢dzelti, 0,2 um filtreden gecirildi) ile
resuspanse edildikten sonra hicre agregatlarini uzaklastirmak icin énce por ¢api 100 ym
olan (Miltenyi 130-098-463) daha sonra da 30 ym’lik (Miltenyi 130-098-458) elekten (Miltenyi
352235) gegcirildi.

Hiicre sayimi yapilarak hiicreler 15x10° olacak sekilde ayrildi ve 1500 rpm’de santrifiij edildi.
Hicre pelleti 105 pyl FACS tampon cozeltisi ile restuspanse edildikten sonra 30 ul FcR
bloklama ajani (Miltenyi, 130-059-901), 15 ul FITC (fluorescein isothiocyanate) ile konjuge
EpCAM (CD326) antikoru (anti-EpCAM-FITC, Miltenyi 130-080-301, 1:11 oraninda) ve 15 pl
PE (R-phycoerythrin) ile konjuge CD 133 antikoru (anti-CD133-PE, Miltenyi 130-080-801,
1:11 oraninda) eklendi. +4 °C’de 10 dk karanlikta inkiibe edidi. inkiibasyon sonrasi FACS
cozeltisi ile iki kez 1500 rpm’de 5 dk santriflj edilerek yikama yapildi. Daha sonra hicre
pelleti 2 ml FACS c¢ozeltisi ile resispanse edilerek DAPI boyamasi (0,5 pl/ml) ile 6n nicel
analiz sirasinda 6lU hucre populasyonlari tanimlanarak ayrimlama sirasinda elimine edildi. 2
ml FACS c¢ozeltisindeki hicre suspansiyonu BD FACS Aria Ill (BD Biosciences) cihazi
araciligiyla EpCAM*/CD133" ve EpCAM/CD133" olacak sekilde 1 ml FBS igeren iki ayri tlp
icinde toplandi.

2.2.1 Akis sitometrisi ile EpCAM'CD133" ve EpCAM™CD133 Hiicre Popiilasyonlarinin
Belirlenmesi
Hiicreler (2x10°) 1500rpm’de 5 dk santrifijj edildi. Siipernatant atilarak boyanmamis hiicreler

500 pl FACS ¢ozeltisinde restspense edildi, sadece EpCAM-FITC boyamasi hiicre pelleti 40
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Ml FACS c¢ozeltisinde ¢dzildikten sonra 10 yl FcR ve 5 ul FITC ile +4 °C’de karanlikta inktbe
edildikten sonra 500 pl FACS c¢dzeltisi ile 5 dk santrif(j edildi, sipernatant atildiktan sonra
pellet 500 yl FACS c¢ozeltisi ile reslispanse edildi. Sadece CD133-PE boyamasi igin hlcre
pelleti 40 pl FACS cozeltisinde c¢oziildiikten sonra 10 pl FcR ve 5 ul PE ile +4 °C'de
karanlikta inktbe edildikten sonra 500 yl FACS c¢ozeltisi ile 5 dk santrifijlendi, sipernatant
atildiktan sonra pellet 500 yl FACS ¢dzeltisi ile restspanse edildi. EpCAM-FITC ve CD133-
PE boyamasi (ikili boyama) igin hucre pelleti 35 pl FACS ¢ozeltisinde ¢ozuldikten sonra 10
Ml FCR ve 5 ul FITC ve 5 ul PE ile +4 °C’de karanlikta inkiibe edildikten sonra 500 pl FACS
¢cozeltisi ile 5 dk santrifij edildi, sipernatant atildiktan sonra pellet 500 pyl FACS c¢ozeltisi ile
resuspanse edildi. FACS Caliburda okumalar yapildi ve hicrelerin ylzde degisimleri

belirlendi.

2.2.2 immiinofloresan (IF) ile EpCAM*CD133" Yiizey Antijenlerini tagtyan Huh7
Hiicrelerinin Belirlenmesi

12 mm c¢apinda dairesel lamel Uzerinde ¢ogaltilan hicreler formaldehit (%4) ile fikse edildi.

Daha sonra bloklama ¢ozeltisi (0,3 M glisin, % 5 BSA, %0,1 Tween20 iceren PBS, PBS-T) 1

saat oda sicakhiginda inkiibe edildi. 1/50 oraninda FITC isaretli anti-EpCAM antikoru (anti-

EpCAM-FITC, BD, 347197) ile gece boyunca +4°C’de karanlikta inktbe edildi. DAPI iceren

¢ozelti ile kapatilan lameller fluoresan mikroskopu (Olympus, 1X71) kullanilarak gérintulendi.

2.3 Plazmid Vektorlerin Bakteriyel Transformasyonla Cogaltilmasi ve Saflastiriimasi

2.3.1 Plazmidlerin Cogaltilmasi

STIM1 ve Orail genlerinin asiri eksprese edilmesine (overexpression, OE) neden olan
plazmid vektorler (STIM1 icin MO70 S$ekil 2.2. ve Orail i¢in pDest501 Sekil 2.3.),
transfeksiyon c¢alismalarinda kullaniilmak (zere c¢ogaltildi. Bu amagla ayni zamanda
fluoresan protein eksprese eden CFP Orail, eYFP STIM1 ve PCMV6 plazmidleri hidrofilik
yapida olmalari nedeniyle bakteri membranindan gegisini kolaylastirmak amaciyla membrani
kimyasal olarak gegirgen hale getirilmis kompetan E.coli bakterilerine transformasyonu

gerceklestirildi.
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Sekil 2.2. eYFP STIM1’ cDNA’sI tasiyan MO70 plazmid haritasi.
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Sekil 2.3. CFP Orail cDNA’siniI tagiyan pDESTS501 plazmid haritasi.

Transformasyon Protokolii
1. -86°C’de saklanan 50 ul hacimdeki bakteriler buzda ¢6zulda.

Bakteri sispansiyonuna 1-5 pl plazmid eklendi.
Bakteri ve plazmid karisimi 30 dk buzda bekletildi.
Karisim 42°C su banyosunda 30 sn bekletildikten sonra 2 dk buzda sogutuldu.

o &~ 0N

Bakteri ve plazmid karisimini iceren test tlptne énceden isitilmig 250 yl SOC besi
yeri eklendi.
6. 37°C’de galkalamali inkibatorde (225 rpm) 1 saat inkube edildi.
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7. 20-200 ul transformasyon ¢ozeltisi, ampisilin (100 ug/ml) iceren “Luria-Bertani” LB

agar petrilere yayilarak 12 saat 37°C’de inklbe edildi.

Not: Sadece ampisilin direng genini tasiyan plazmidler ile transforme olan bakteriler ampisilin

iceren besi ortaminda ¢ogdalarak kolonize olurlar.

Olusan koloniler 100 pg/ml ampisilin iceren sivi LB ortaminda ¢alkalamali inktbatérde (37°C,
200 rpm, 12 saat) ¢ogaltildi. Sivi besi yerinde ¢ogalan bakteri kiltlirlerinden gliserol stoklari

hazirlanarak plazmid izolasyonu yapildi.

Kompedan Bakterilerin Gliserol Stoklarinin Hazirlanigi
850 ul bakteri kiltirtine 150 pl steril gliserol (% 50) eklendikten sonra -86 °C’de saklandi.

Plazmid izolasyonu
Plazmidleri Ureten bakteri kiltirlerinden plazmid izolasyonu “PureLink HiPure Plasmid Filter
Purification Kit” (Invitrogen) kullanilarak asagidaki sureg izlenerek gerceklestirildi.

e Bakteri kultart 50 ml santrif(jj tiblne alindi. Ylksek kopya sayisina sahip plazmidler
icin 15-25 ml, disuk kopya sayisina sahip plazmidler icin 25-100 ml hacminde
kaltirden izole edildi.

¢ 10 dk santriflij (4000 g) edildikten sonra bakteri pelleti Gzerindeki sivi uzaklastirildi.

e Bakteri pelleti 10 ml “Resuspension Buffer” (RNase A igeren) ile sispande edildi.

e Hiucre slspansiyonu yeni bir tiipe alinarak tzerine 10 ml “Lysis Buffer” eklendi.

¢ 10 ml “Precipitation Buffer” eklenerek tekrar ¢okelme saglandi.

e CoOkturulen lizat “Midi” kolonlara aktarildiktan sonra lizatin kendiliginden akmasi
beklendi.

e 10 ml “Wash Buffer’ eklenip lizatin yikanarak ¢dzeltinin filtreden gegmesi igin
beklendi.

e ¢ kisimdaki filtrasyon kartusu atildi ve 20 ml “Wash Buffer” filtre kolonuna eklendi.

e HiPure filtre kolonu altina 15 ml’lik santrif(j tipU yerlestirildi.

e 5 ml “Elution buffer” ile ayrisma sonrasi alttaki siviya 3,5 ml izopropil alkol eklendi.

o 2 dk oda sicakliginda bekletildi.

e 30 dk +4°C’de santrifuj (12,000 g) edildi.

o Ustteki siipernatant atildiktan sonra 3 ml etanol (%70) eklendi.

e 5 dk +4°C’de santriftj (12,000 g) edildi.

e Sipernatant uzaklastirildiktan sonra plazmid DNA pelleti hava ile kurutuldu.

e Pellet 100-200 pl steril TE tampon ¢ozeltisinde ¢6zuldu.
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izole edilen plazmidlerin miktar tayinleri spektrofotometrede (Nanovette, Beckman Coulter)
260 nm’deki absorbans (Aze0) dlgcimu ile yapildi. Safliklart A260/280 degerleri ile belirlenerek
kontrol edildi. Axeo/2s0 degeri 1,8'den ylksek olan plazmidler transfeksiyon galismalarinda
kullanildi.

2.3.2 FACS ile Segilen EpCAM'CD133" Huh7 Hiicrelerinde eYFPStim1 ve CFPOrai1
Transfeksiyonu

Hiicreler herbirinde yaklasik 10° sayida olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekildi ve 24 saat
sonra transfeksiyon islemi gergeklestirildi. %10 FBS iceren DMEM uzaklastirildiktan sonra
serum igcermeyen ortamda (opti-MEM, Gibco) hicreler transfeksiyon éncesi 1 saat bekletildi.
Her 6rnek igin 100 pl Opti-MEM, 1.5 pg plazmid DNA (MO70-STIM1-eYFP ve pDEST501-
Orail-CFP) ve 1 yl X-tremeGENE HP DNA transfeksiyon ajanindan (Roche) olusan
kompleks 30 dk oda sicakhiginda inkibe edildi. Ornek iceren her kuyucuga 100 pl
transfeksiyon kompleksi damla damla eklenerek ¢ozeltinin dengeli karismasi saglandi ve 24-
72 saat inkibasyona birakildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra serumsuz DMEM, serum
iceren DMEM ile degistirildi. Kontrol grubu hucreler STIM1 ve Orail cDNA’sI icermeyen
pCMV6-AC-GFP vektori ile transfekte edildi.

2.4 Konvansiyonel PCR

Hucrelerden total RNA izolasyonu “High Pure RNA Isolation” kiti (Roche, 11828665001)
kullanilarak yapildi. RNA miktarlari spektrofotometrede 260 nm’deki absorbans (A260)
degerleri (Nanodrop) Odlgulerek belirlendi. “Transcriptor cDNA synthesis kiti (Roche,
04379012001) kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi. EpCAM transkripsiyon dizeyini
belilemek icin PCR optimizasyon c¢alismalari yapildi. Bu amagla, Tag PCR kiti (NEB
E5000S) ve termal donguleyici (thermal cycler, Techne, TC512) kullanildi.

2.5 RNA izolasyonu
Hucrelerden High Pure RNA Isolation Kiti (11 828 665 001, Roche) kullanilarak total RNA
izolasyonu gergeklestirildi.

e Hucreler tripsinize edildi ve santriflj edilerek (180 g 7 dk) pellet olusturuldu.

e Pellet 200 ul PBS igerisinde tekrar stspansiyon haline getirildi.

e Lizis/baglanma g¢ozeltisi (400 pl) eklendi.

o Ekstraksiyon tiplerine (spin cartidge) yuklendi, 15 sn santrifij edildi (25°C, 8.000 g).

e DNase inkubasyon c¢ozeltisi (90 pl) + DNase | (10 pl) karisimi ile 15 dk inkube edildi

(25°C).

29



2.6

500 ul yikama ¢ozeltisi (1) eklendi ve 15 sn santrif(ij edildi (25°C, 8.000 g).

500 ul yikama ¢ozeltisi (I1) eklendi 15 sn santrifij edildi (25°C, 8.000 g). Bu yikama
islemi tekrarlandi.

2 dk santrifu edildi (25°C, 13.000 g).

Ayristirma icin ekstraksiyon tlplerine 50 pl ayristirma (elution) ¢ozeltisi eklendi ve 1 dk
santrifij edildi (25°C, 8.000 g).

cDNA Sentezi:

Total RNA 6rneklerinden Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanilarak

cDNA 6rnekleri olusturuldu.

2.7

1 ug total RNA’ya 1 ul anchored-oligo(dT) primer eklenerek total hacim su ile birlikte
13 ul tamamlandi..

Primer-template karisimi 65 °C’de 10 dk termal cycler’da isitildi.

4 ul transcriptor “reverse transcriptase”(RT) reaksiyon ¢dzeltisi,

0,5 pl Protector RNase inhibitor,

2 yl dNTP karigimi,

0,5 ul transcriptor RT eklenerek 20 ul total hacim elde edildi.

30 dk 55°C’de thermal cycler'da bekletildi.

Son olarak 85°C’de 5 dk bekletildi.

Gergek Zamanli Nicel RT-PCR (Real Time quantitative Reverse Transcriptase
PCR, qRT-PCR)

FC ile segilen EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133 hiicrelerde hedef genlerin mRNA
ekspresyon dizeyleri qRT-PCR (LightCycler 1.5, Roche) kullanilarak nicel olarak belirlendi.

Hucrelerden kit (HighPure RNA Isolation Kit, Roche) kullanilarak izole edilen RNA

orneklerinden 1 pg kullanilarak sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit) ile

cDNA’lar olusturuldu.

Kullanilan PCR programi:

1) Baslangi¢ denatirasyonu: ¢ift sarmal cDNA’nin tek sarmal hale getiriimesi

2) Amplifikasyon: hedef cDNA’nin ¢ogaltiimasi

e Denaturasyon: ¢ift sarmal DNA'nin tek sarmal hale getiriimesi
e Primer baglanmasi: hedef DNA’ya spesifik primerlerin baglanmasi

o Uzama: ¢ift sarmal DNA’nin sentezlenmesi (72°C)

3) Ergime egrisi

4) Sogutma
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MRNA ekspresyon dizeylerinin belirlenmesi icin FastStart DNA Master SYBR Green | Kkiti
(Roche) kullanildi. Standart (18S rRNA) dilisyonlari kullanilarak her ¢alismaya 6zel ¢izilen

egriler kullanilarak mRNA konsantrasyonlari hesaplandi.

PCR reaksiyonu MgCl, 2 mM, ileri “forward, F” ve geri “reverse, R” primerler (Tablo 2.1.) her
biri 0,5 uM olacak sekilde gerceklestirildi ve 18S rRNA referans olarak kullanildi.

Tablo 2.1. PCR galismalarinda kullanilan primer dizileri

Gen Erisim No Yon | Primer dizisi (5-3’) Uriin
boyutu
(bg)

F CTG GCC GTAAAC TGC TTT GT

EpCAM NM_002354 182
R AGC CCA TCATTG TTC TGG AG
F CAG AGG GGA TGG TCAGTG TT

MDR NM_000927.4 197
R TCA TAG GCA TTG GCT TCC TT
F AGC AGA GTT TTG CCG AAT TG

STIM1 NM_001277961 132
R ATC ACT TTC TTC CAC ATC CAC AT
F CAG AGT TAC TCC GAG GTG ATG AG

Orail NM_032790.3 119
R GAG AGC AGA GCC GAG GTC C
F TAC ACT GCC CAG GAG CCA GA

E-cad NM_004360.3 103
R TGG CAC CAG TGT CCG GAT TA
F ATT GGA CCA TCA CTC GGC TTA

N-cad NM_ 159
R CAC ACT GGC AAA CCT TCA CG

_ _ F CCT TGA CAT TGA GAT TGC CAC CTA

Vimentin NM_003380.3 215
R TCA TCG TGA TGC TGA GAA GTT TCG
F CAA GCC AGA TGT CAG AAG C

Fibronektin NM_212482.2 139
R GGA TGG TGC ATC AAT GGC A
F CGA CGA CCC ATT CGA ACG TCT

18sRNA R GCT ATT GGA GCT GGA ATT ACC G 312

2.8 Protein Analizleri (Western Blot)
Western blot (WB) yontemi ile hucre kiltirinden elde edilen érneklerde protein ifade

diuzeyleri spesifik antikorlar yardimiyla belirlendi. WB protokoll asagdida 6zetlenmigtir:
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Protein izolasyonu
505-Poliakrilamid jel elektroforezi (SD5-PAGE)
Proteinlerin jelden membranatransferi

Spesifik olmayan baglanmalarin inhibisyonu

|

Antikor hibridizasyonu

Gardntileme

2.8.1 Protein izolasyonu

Protein izolasyonu “cOmplete Lysis-M, EDTA free” (Roche) ile gergeklestirildi.

e 6 kuyucuklu petriye yaklasik 25x10* hiicre ekildi.

e Kuyucuklardan besi ortami uzaklastirildi.

e 1X PBS ile yikama yapildi.

e Her kuyucuga 200 pl Lysis-M tamponu eklenerek 5 dk oda sicakliinda inkibe edildi.
Hucre lizati 14.000 g de 10 dk santriftijlendi.

e Santriflij sonrasi elde edilen slipernatant proteinleri icerir.

e Supernatant steril bir tlpe aktarilarak Qubit protein assay (Invitrogen) ile

konsantrasyon olgumleri yapildi.

2.8.2 SDS Jel Elektroforezi

Proteinler jele 40 pg konsantrasyonda olacak sekilde yuklendi. Her 6rnek icin hesaplanan
hacimde protein Uzerine érnek 6x ylkleme tamponu (1:6 oraninda) ilave edildi. Ornek
yukleme c¢ozeltisi indirgeyici bir ajan olan B-merkaptoetanol (B-ME) icermektedir. B-ME
tampon icerisine ornek ylklenecedi zaman ilave edildi. Hazirlanan protein drnekleri jele
yuklenmeden o6nce 5 dk 95-100°C’de kaynatilarak SDS (Sodyum Dodesil sulfat)’nin
proteinlerin etrafini kusatarak proteinleri denatlire etmesi saglandi (tampon igerisinde
bulunan SDS’nin proteinlere baglanmasi ile proteinler negatif yUkli hale gelir). Protein
ornekleri %10 ve %12,5lik SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) jeline
yuklenerek SDS-protein komplekslerinin molekul agirliklarina goére ayriimalari saglandi.
Tankin igine yerlegtirilen jel yuriatme tamponu igerisinde “stacking” jel icin 120 volt, resolving

icin 150 volt uygulanarak érnekler = 2-3 saat yurutaldu.
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Proteinlerin Transferi

PVDF (Immobilon-P polyvinylidene difluoride, PVDF, Sigma) membran 15 sn metanolde
bekletildi. Daha sonra jel ve membran = 5-10 dk kadar transfer ¢dzeltisi icerisinde inklbe
edildi. Ayrica kullanilacak olan, Whatman filtre kagidi ve singerler de transfer ¢ozeltisi
icerisinde bekletildi. Proteinlerin jelden membrana transfer edilmesi igin Whatman kagitlari ve
sungerler ile bir sandvi¢ olusturuldu. Jel tasiyici kaset Uzerine sirasiyla sunger, 2 filtre kagidi
ve jel yerlestirildi. Bunlarin Gzerine jele uygun buyuklukte kesilen membran, 2 filtre kagidi
yerlestirildi. Sandvici iceren jel tasiyici kaset elektrod modiliine yerlestirilip transfer tankina
yerlestirildi. Transfer tanki transfer tamponu ile dolduruldu, elektrod modull transfer tamponu
dolu transfer tanki icerisine yerlestirildi. Transfer islemi oda sicakhdinda 0,25 Amp’de 90 dk
sure ile gerceklestirildi (negatif yUkli proteinler katottan anoda dogru hareket ederler).
Transfer islemi sonrasinda proteinlerin etkin bir sekilde transfer olup olmadigini kontrol
etmek amaciyla membran Ponceau cozeltisi ile = 5 dk muamele edildi. Transfer olan

proteinler kirmizi/pembe renkte gorulir.

Membranin Bloke Edilmesi ve Antikorlar ile inkiibasyonu

Membran BS blocking buffer(Odyssey, Licor) icerisinde 1 saat oda sicakliginda g¢alkalayici
uzerinde inkube edildi. Membranin daha sonra protein buyuklik belirleyicisi (Blue Prestained
Protein Standard, NEB) yardimi ile belirlenen uygun vyerinden kesildi. Bdylece ayni
membranda hem yukleme kontroll olarak kullanilan B-aktin proteini hem de Stiml, Orail,
TRPC1 ve TRPC6 proteinleri belirlenebilmistir. 3-aktin proteininin (~43 kDa) bulundugu
distndlen membranin alt kismi anti- B-aktin antikoru (1:1500 dilisyon, Abcam) ile
membranin kalan kismi anti-Stim1 (3 ug/pl konsantrasyonda, Abcam), anti-Orail (1:750
dilisyon, Abcam), anti-TRPC1 (1:1000 dilisyon, Abcam) ve anti-TRPC6 antikorlari (1:1000
dilisyon, Sigma) ile +4°C’de bir gece boyunca inkibe edildi. Primer antikorlarla inkiibasyon
sonrasinda membran TBS-T ile 3 kez 5’er dakika (toplam 15 dk) ¢alkalayici Uzerinde yikandi.
Membran anti-rabbit ve anti-mouse (kullanilan primer antikora gore) sekonder antikorlar ile
(Odyssey, Licor) 1:5000 dilisyonda 1 saat suresince karanlikta g¢alkalayici Gzerinde inkibe
edildi. Membran tekrar TBS-T ile 3 kez 5 dakika yikanarak géruntilemeye hazir hale getirildi.
Membran, goérintileme cihazinda (Odyssey, Licor) sekonder antikorlara gore 680RD ve
800CW kanalinda géruntilendi. Stim1, Orai1, TRPC1 ve TRPCG6 proteinlerinin bant siddeti

Odyssey 3.0v yazilimi ile belirlenerek -aktin bandina orantilandi.
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2.9 Hiicre igi Ca* Konsantrasyon Degisimlerin Gergek Zamanli izlenmesi

Hiicre igi Ca*? konsantrasyon ([Ca*?];) degisimleri, Ca*? iyonuna spesifik baglanma gésteren
fura-2/asetoksimetil (AM), hicre membranindan gectikten sonra ester grubu sitozolik
esterazlarla kesilir. Fura-2’nin karboksil uglari serbest halde oldugunda eksitasyon dalga
boyu 380 nm iken Ca*? baglandiginda 340 nm’ye kayar ve 510 nm’de izlenen emisyon
siddeti Ca*® konsantrasyonu ile orantili olarak artis gésterir. Hiicre igi Ca* degerlerindeki

degisim orantisal olarak (Fz40/380) verilmigtir.

Huicrelerin hazirlanmasit:

e Hucreler, yuvarlak lamel tzerine ekildikten 24 saat sonra hicrelerin izerindeki besi
ortami uzaklastirildi ve PBS ile yikandi.

e Ca?*-spesifik bir boya olan fura-2/AM (5 uM) ve %0,02 pluronik asit (Fura-2/AM’nin
inkibasyon c¢ozeltisinde dagihmini saglayan toksik olmayan deterjan) iceren %1
BSA/HBS c¢ozeltisi ile karanlikta 25°C’de 60 dk inkibe edildi. HBS (HEPES ile
tamponlanmis fizyolojik NaCl ¢ozeltisi), 135 mM NacCl, 5,9 mM KCI, 1,2 mM MgCl,, 1,5
mM CacCl,, 11,6 mM, 5 mM NaHCO3;, ve 11,5 mM glukoz, pH:7,3)

e Inkiibasyon sonrasinda %1 BSA/HBS c¢ozeltisi ile 15 dk siireyle 2 kez yikand..

o Lameller spektrofluorometre (QM8/2005, Photon Technology International) kiveti icine

yerlestirildi ve Ca*? diizeylerindeki gergek zamanl degisimler izlendi.

Deney suresince hucreler HBS (pH:7,3, 25°C) ¢ozeltisi ile perflize edildi. SOCE’nin izlenmesi
amaciyla kullanilan deney protokoliu asagida verilmigstir:

e Hicreler Ca* icermeyen HBS cozeltisi ile inkiibe edildi.

e Cozeltiye 10 uM CPA ilave edilerek depodan saliverilen Ca*? diizeyleri belirlendi.

e Cozeltiye final konsantrasyonu 1,5 mM olacak sekilde Ca*™ cozeltisi eklenerek

SOCE gergek zamanli olarak izlendi.

2.10 invazyon ve Migrasyon Deneyleri

FACS ile segilen EpCAM'CD133" hiicreler kontrol, eYFPStim1 ve CFPOrail plazmidleri ile
transfeksiyondan 48 saat sonra 6 kuyucuklu petrilerden kaldirarak matrigel kaph ve kapli
olmayan kuyucuklara (Corning, 8 um por capina sahip, Sekil 2.4.) 6x10* hiicrenin ekimi
gerceklestirilerek hucrelerin invazyon ve migrasyon 6zellikleri incelendi. Kuyucuklara ekimin

24 saat sonrasi hicreler boyanarak migrasyon ve invazyon dézellikleri degerlendirildi.
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Hiicre siispansiyonu %2 FBS igeren DMEM (6x10? hiicre)

Kuvucuk
Petri duvari

0.8 um porcaph membran

210 FBS iceren DMEM

Sekil 2.4 invazyon ve migrasyon deneylerinde kullanilan kuyucugun sematik gérinim.

2.10.1

2.10.2

invazyon
Her kuyucuga 150 ul matrijel (son konsantrasyon 0,25 mg/ml olacak sekilde DMEM-0

icerisinde seyreltilerek) 2 saat 37°C olan inkiibatorde tutularak matrijelin donmasi
saglandi.

2 saat sonrasinda donmamig olarak kalan matrijel kuyucuklardan uzaklagtirildi.
%0,1BSA iceren DMEM-O filtrelendi ve her kuyucuga 300 ul eklenerek bloklama
islemi gerceklestirildi ve bloklama sollUsyonu hizla uzaklastirildi.

Kuyucuklar 24 kuyucuklu petrilere yerlestiriimeden dnce petrinin icine 750 ul %10
FBS iceren DMEM eklendi, tizerine kabarcik kalmayacak sekilde kuyucuk yerlestirildi.
Kuyucugun icine 500 ul %2 FBS iceren DMEM iginde 6x10” hiicre olacak sekilde
hicre stspansiyonu eklendi.

inklibatére (%5 CO, ve 37°C) kaldirildi.

24 saat sonra Diff-Quick (Siemens) kiti ile kuyucuklar boyandi. Once fiksatif (Yesil),
Eosin (Kirmizi) ve Hematoksilen (Mavi) ile 1’er dakika boyama yapildi.

Kuyucuklarin i¢ kismindaki hicreler pamuk gubukla temizlendikten sonra dig kisma

g6¢ etmis hucreler invert mikroskop altinda sayildi.

Migrasyon
Kuyucuklar 24 kuyucuklu petrilere yerlestirimeden 6nce petrinin igine 750 pl %10

FBS iceren DMEM eklendi, Gzerine kabarcik kalmayacak sekilde kuyucuk yerlestirildi.
Kuyucugun igine 500 pl %2 FBS igeren DMEM icinde 6x10* hiicre olacak sekilde
hicre stspansiyonu eklendi.

inkiibatére (%5 CO, ve 37°C) kaldirildi.
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24 saat sonra “Diff-Quick (Siemens) kiti ile kuyucuklar boyandi. Once fiksatif (Yesil),
Eosin (Kirmizi) ve Hematoksilen (Mavi) ile 1’er dakika boyama yapildi.
Kuyucuklarin i¢ kismindaki hicreler pamuk gubukla temizlendikten sonra dis kisma

g6¢ etmis hucreler inverted mikroskop altinda sayildi.

2.11 miRNA dizileme ve mikrodizin ¢aligmalari

2.11.1 Total RNA izolasyonu
Mikrodizin ve miRNA dizilemede kullanilacak olan htcrelerden Total RNA purification Kit

(Norgen) kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Kullanilan izolasyon kiti total RNA ile

birlikte miRNA'lari da igeren kiclik RNA’larin izolasyonunu da mumkin kilmaktadir.

Orneklerin konsantrasyon él¢timleri Nanodrop ile gerceklestirildi.

Norgen RNA izolasyon Protokolii

Hiicre lizati hazirlama

6 kuyucuklu petrilerden besiyeri uzaklastirildi ve kuyucuklar 1XPBS ile yikand1.

350 ul lizis sollisyonu kuyucuklara eklendi.

Cozelti yuzeyde 5 dakika bekletildikten sonra nazikce petriye vurularak hcrelerin
parcalanmasi saglandi.

Enjektdr yardimiyla hicre slispansiyonu homojenize edildi.

Hucre lizati mikrosantrif(j tipUne aktarildi.

Lizatlara 200 pl %96-100’lUk etanol eklendi.

RNA’nin kolona baglanmasi

Kolonlar, toplama tubu ile biraraya getirilir.
600 pl lizat kolona aktarilarak 1 dakika 23,500 x g’de (=6,000 RPM) santrifj edildi.

Toplama tlpu bosaltilarak kolon ile tekrar biraraya getirildi.

DNA’nin uzaklastiriimasi
Total RNA’da genomik DNA kalintisi kalmamasi i¢in uygulanir.

Ornek sayisi kadar 15 pl DNaz | ve 100 pl Enzim inkiibasyon soliisyonu A’dan olusan
karisim hazirlandi.

400 ul yikama soltisyonu kolonlara eklenerek 2 dk santrifij edildi.

Hazirlanan karigsimdan her kolona 100 pl eklendi ve 1 dk 14,000 g’'de santrif(j edildi.
Toplama tupunde biriken kisim pipetlenerek kolona tekrar eklendi.

Kolon 15 dakika 25-30°C’de inkiibe edildi.
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Kolon yikama
e 400 pl yikama sollisyonu kolonlara eklenerek 1 dk santrif(jj edildi.

e Toplama tupunde kalan kisim atildi ve kolonla toplama tiipu tekrar biraraya getirildi.
o Usteki iki basamak iki kez tekrar edildi.

e Kolon kurumasi igin 2 dk santrifuj edildi.

e Toplama tupu atildi, kolon eppendorf tlplerine yerlestirildi.

e Kolona 50 pl elisyon solusyonu A eklendi.

o 2 dk 200 g’yi takiben 1 dk 14.000 g’de santrifiij edildi.

o Santrifij sonrasi eppendorf tliptinde toplanan kisim total RNA’y1 icermektedir.

2.11.2 Total RNA’larda Kalite Kontroli
izole edilen total RNA érnekleri Agilent Bioanalyzer 2100 sisteminde analiz edilerek RNA

Integrity Number (RIN) degerleri hesaplanmistir. RIN degerleri ile RNA’nin ikincil yapisindaki
bozulmalardan kaynaklanan RNA degradasyonu ile ilgili bilgilere ulagiimasi saglanir. RIN
degeri 1-10 arasinda deger almaktadir. 1 ¢cok degrade olmus RNA yapisina karsilik gelen bir
deger iken 10 RNA yapisinin ¢ok iyi korundugunugoéstermektedir.

Total RNA’larin RIN Degerinin Belirlenmesi
Jel-Boya Karisiminin Hazirlanmasi
¢ 1 ul RNA boya konsantresi 65 pl filtrelenmis jele eklendi.
o (Cozelti iyice karistirildiktan sonra 1300 g’de oda sicakhdinda 10 dk santrifij
edildi.

Ladder ve Orneklerin yiiklenmesi
¢ Merdiven isareti bulunan kuyucuga 1 pl ladder eklendi.

12 6rnek kuyucugunun her birine 1 ul drnek eklendi.

Kullaniimayan kuyucuklara 1 yl RNA marker eklendi.

Cip yatay sekilde vortekse yerlestirilerek 1 dk 2400 rpm’de vortekslendi.

Cip Agilent 2100 bioanalizore yerlestirilerek okumalar yapildi.
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2.11.3 Total RNA Orneklerinin RIN Degerleri

Ornek, RIN: 8,5
[FUT ~ Sample 4 Sangie 1
300 4
250 6
200
150
100+ 5
SD_WJL . : 2 8 } 7 /
o | A_AM - - by -~
20 2% 0 s P 45 50 55 @ fs] N y M s « s M P > Sfs

Sekil 2.5. Total RNA'lara ait elektroferogramlar. ilk elektroferogramdaki RNA érneginde RIN
degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan parametreler (1) marker bolgesi, (2) 5S bdlgesi, (3)
hizh bolge, (4) 18S fragmani, (5) ara bodlge, (6) 28S fragmani, (7) arka plan. FU:
Fluorescence Unit.

RIN degeri 7-10 arasi olan total RNA drnekleri iyi kalitede olarak kabul edilmektedir. Small
RNA dizilemede genellikle RIN degeri 27 olan orneklerin kullaniimasi 6nerilmektedir. Sekil

2.6., total RNA’larin kalitesiyle ilgili baska bir gésterimi olan sanal jel goruntusu.

A. Ornek 1-12 arasi B. Ornek 13-24 arasi

Sekil 2.6. izole edilen total RNA érneklerinin sanal jel gériintiisii A) ilk 12 érnek B) ikinci 12
ornek. ik bant 28S (4,5 kb), ikinci bant 18S (1,9 kb) ribozomal RNA'yi (rRNA)
go6stermektedir. Yiksek kalitedeki RNA’da, 28S rRNA bandi 18S rRNA’ninkinin iki katidir.
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2.12 Kiigiik RNA (small RNA, sRNA) Dizileme
sRNA dizileme asagidaki basamaklardan olusmaktadir (Sekil 2.7.);

Adaptorlerin baglanmasi

- 3" adaptori

- 5" adaptori

Ters transkripsiyon ve kitiphanelerin ¢odaltiimasi
cDNA’nin ¢ogaltiimasi

Katiphanelerin kontrol edilmesi

Kitiphanelerin normalizasyonu

Total RMNA ‘ l
FRNA Adaptiri {
3 Ligasyon ’
FRNA Adaptéri
:] 5' Ligasyan
o ndapors [ 550 Aoy /

RT-PCR 1. iplik Sentezi

PCR Amplifikasyonu
Indeks Dizisi

Jel Piirifikasyonu

Sekil 2.7. sSRNA Dizileme Akis Semasi

Total RNA ornekleri 5 pl niikleaz igcermeyen su icinde 1 pg olacak sekilde hazirlandi.

2.12.1 Adaptorlerin Baglanmasi
200 pllik PCR tuplerine her 6rnek icin (Sekil 2.8):

1 pl 3" RNA adaptori ve 5 yl nikleaz icermeyen 1 ug total RNA eklendi.
70°C’de 2 dk inkiibe edildi ve daha sonra buza alind!.

Ornek sayisi kadar asagidaki karigim hazirlandi ve her érnege 4 pl eklendi.
- Ligasyon tamponu 2 ul

- RNase inhibitor 1 pl

- T4 RNA Ligaz 2, delesyon mutanti 1 pl

28°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Her 6rnege 1 ul Stop Solution (STP) eklenerek nazikge pipetaj yapildi.
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e 28°C’de 15 dk inkube edildi ve érnekler buza alindi.

e Ornek sayisi x 1,1 ul 5’RNA adaptorii (RA5) 200 ul'lik PCR tiiplerine aktarildi.
e 70°C’de inkube edildi ve 6rnekler buza alindi.

e Ornek sayisi x 1,1 10 mM ATP eklendi.

e Ornek sayisi x 1,1 yl T4 RNA ligaz karigsima eklendi.

¢ RAS3 karisimini igeren 6rneklere 3’er yl RA5 karisimindan eklendi.

e 28°C’de 1 saat inkiibe edildi.

miRNA
{22 ny)

miRNA

l o il

B 3Acoper (4 B ) st

l 21 ne) (22 nt)

miRNA
RNA 5'Adapter (RAS) RNA 3'Adapter (RA3)

126 nt) (21 nt)

(26 nt) miRNA [21 nt)
RMA 5'Adapter (RAS5) RMA 3'Adapter (RA3)

Sekil 2.8. Adaptdrlerin baglanmasi.

2.12.2 cDNA Sentezi ve Kiitiiphanelerin Amplifikasyonu

RT ile cDNA sentezi
RT sonrasinda gercgeklestiriien PCR ile 3’ ve 5’ adaptéru tagsiyan sRNA 6rnekleri kalip olarak

kullanilarak cDNA sentezlenmektedir. PCR, adaptdrlerin ucuna baglanan iki primer ile

yapilmaktadir.

e 5’ ve 3’ adaptor bagh olan RNA’lardan 6 pl alinarak 200 pl'lik PCR tlplerine aktarildi.
e 1 pl RT RNA primeri eklendi.

e 70°C’de 2 dk inkiibe edildi ve hizlica buza alind.

¢ Bir baska PCR tlblnde asagidaki karisim hazirlandi.

-Ornek sayisi x 5x 1% strand tamponu,

-Ornek sayisi x 0,5 pl 12,5 mM dNTP karigimi,
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-Ornek sayisi x 1 yl 100 mM DTT,
-Ornek sayisi x 1 yl RNaz inhibitér,
Ornek sayisi x 1 pl SuperScript Il RT ile olusturulan karisimdan her érnege 5,5 l

aktarildi.
50°C’de 1 saat inklbe edildi.

PCR Amplifikasyonu

Buz icinde bulunan 200 ur'lik PCR tiplUne asagidaki karisim hazirlandi.

-Ornek sayisi x 8,5 l ultrasaf su,

-Ornek sayisi x 25 ul PCR karisimi,

-Ornek sayisi x 2 pl RNA PCR primeri (RP1),

Ornek sayisi x 2 yl RNA PCR indeks primeri (RPIX) iyice karistirip kisa sureli

santrifij edildikten sonra her 6rnege karisimdan 37,7 ul aktarildi.

Toplam hacim 50 pl oldu.

Tapler “termal cycler’a yerlestirilerek asagidaki PCR kosullari uygulandi.

a.

C.

98°C’de 30 sn

15 dongu asagidaki kosullarda yapildi;
e 98°Cde 10 sn,

e 60°Cde 30 sn,

e 72°Cde 15 sn,

72°Cde 10 dk

Ornekler DNA 1000 chip’e yiiklenerek bioanalizérde okumalar yapilarak olgun miRNA ve

diger regulator sSRNA’larin cDNA kalitesi kontrol edildi.

Agilent biyoanalizrde PCR islemi sonucu 150 bp civarinda olan miRNA’larin ¢ogaltilip-

¢ogaltiimadig! kontrol edildi.
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(26 nt) miRNA (21 nt)
RNA 5'Adapter (RAS) RMA 3'Adapter (RA3)

A e—— RNA RT Primer

Reversetranscribe
[22 nt)

J PCR Amplification

(50 nt)
24nt  &nt
33n
—t v ¢ . I . '
gt + (28t 4 {22 nt) + [21mt) 4 380t S 147 nt

Sekil 2.9. RT ve Kitlphanelerin Amplifikasyonu

Olgun miRNA’lar =147-150 nt civarinda pik sinyali vermektedir. Sekil 2.10."da miRNA’larin

bulundugu yer siyah ok ile géstermektedir.

IRUI4 W R [bp] [bp]
&

o0y Ladder Sample 4 Sample 5 Sample 6 Sample 7 Sample 8 Sample 9 Sample... Sample.

140+
1500 - —_—_——-— - 1500
1000 — m— - 1000
700 — - 700
500 — - 500
400 - - 400
300 — - 300
200 - ——m—m- w r =200
150 - - 150
100 - - 100

50 - -50

U T T T T T R
15 50 100 150 200 300 400 500 700 1500 [bp] 15 s emm— S -15

Sekil 2.10. Biyoanalizor giktisi. (A) 147 nt'lik fragmana ait pik siyah ok ile isaretlenmistir. (B)
orneklerin sanal jel gérintisid. 22 nt sRNA fragmanlarindan olusan olgun miRNA'lar yaklasik
147 nt uzunlugunda gozlenmektedir.

2.12.3 Jel Elektroforezi ve cDNA’larin Jelden izolasyonu
Jel 60 dk 145 V‘da yurGtaldi. Yuratilen jelde cDNA'larin goérintilenmesi igin jel 15 dk

karanlikta galkalayici Uzerinde etidyum bromur (EtBr) ile muamele edildi. EtBr ile boyama
sonrasi cDNA bantlari goruntilemek Uzere jel UV transluminatére alindi (Sekil 2.11.).
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Sekil 2.11. Jelin transluminatérdeki gériinimu.

miRNA’lar yaklasik 22 nt uzunlugunda olup 3’ ve 5’ adaptérlerinin eklenmesi ile yaklagik 147-
150 nt uzunluga ulagsmaktadir. 160 bp’lik bandin alt siniri ile 145 bp’lik bandin Gst siniri

arasinda kalan kisim kesilerek alindi (Sekil 2.12.).

A) B)

HRL CRL Ornekler

Sekil 2.12. “HRL Ladder” ve “CRL ladder” bantlarin boyutu ve o&rnekler. (A) jelin
transluminatorde goéruntilenerek miRNA’lari igeren bandin kontrol “CRL” ladder'a goére 145

bp ve 160 bp arasinin kesilmesi (B).

Bu basamakta bir onceki basamaktan elde edilen cDNA'nin jelden saflastiriimasi
saglanmaktadir. Jelden saflastirma sonrasinda konsantre final kutiphane elde

edilebilmektedir.

e “HRL ladder” ve “CRL ladder” yardimiyla miRNA’lari iceren 145 bp-160 bp arasi kalan

kisimda bulununa bantlar jelden kesilerek ucu delik olan santrifij tpanun i¢ine alindi.
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e 20.000 x gde 2 dk santrifij edilerek 0,5 ml tlp igcinde bulunan jelin 1,5 mllik
eppendorf tipine gegmesi saglandi. 200 pl ultra saf su 1.5 mrlik jel bulunan tiplere
eklenerek oda sicakliginda calkalayici Gzerinde 2 saat birakildi.

e Tup icinde bulunan elisyon ve jel debrisi 5 uym’lik filtreye aktarildi.

¢ Filtre 600 g’de 10 sn santriflij edildi ve kitliphane validasyonu basamagina gecildi.

2.12.4 Kiitiphane Validasyonu
Kiitliphane Kontrolii
1 ul resispanse edilmis halde bulunan drneklerden alinarak Agilent 2100 Biyoanalizérde

boyut, saflik ve kutiphanenin konsantrasyonu bakimindan degerlendirildi.

Kitliphanelerin Normalizasyonu
Kime (cluster) olugsumu icin DNA kaliplarinin 2 nM degere normalize edilmesi

gerekmektedir.

2.12.5 Dizileme
Dizileme surecinde, lllumina NextSeq 500 yeni nesil dizileme platformu (zerinden

gerceklestirildi. lllumina tarafindan kullanilan Solexa dizileme yénteminde, DNA fragmanlari
oncelikle akig-hticresi (flow cell) adi verilen gipler Uzerine yerlestirildi ve yerlestigi boélgede
yuksek dogrulukta sinyal vermek igin bolgesel olarak ¢ogaltildi (bridge amplification). Sonug
olarak flow cell Gzerinde milyonlarca fragman kumeleri (cluster) olugsmaktadir. Flow cell
Uzerinde olusan fragman kiimeleri, her bir donglide 1 baz okunacak sekilde dizilendi. lllumina
tarafindan geligtirilen sentez ile dizileme “Sequencing-by-Synthesis” yontemi ile her donglde,
DNA fragmanlan 2 farkli boya ile isaretlenir ve 4 farkli dinUkleotite maruz birakilir. Her bir
doénglde, uygun dintkleotitin baglanmasi sonrasi fluoresan kamera ile o kiimenin gorseli
alindi. Her bir kimeden gelen gorseller birlestirildi ve sonucta ilgili kimelerin 1g1ma

karakterlerinden nikleotit dizileri ¢ikarildi.

2.12.6 On Analiz

Fastq Olusturulmasi ve “Demultiplexing”

NextSeq 500 dizileme platformu okuma verileri, *.bcl formatinda olusturulmaktadir. Bu
dosyalar, DNA kumelerinin flow cell Gzerindeki konum ve ID’lerini, 1sima karakterlerini
icermektedir. Bu verilerden Bcl2fastq v.2.1 (lllumina) programi kullanilarak *.fastq dosyalari
elde edildi. Ayni zamanda, fastq verileri, icerdigi indeks verilerine gore farkli érneklere

ayristirildi (Demultiplexing).
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Kalite Kontrol
Kalite kontrol islemleri, ham fastq verilerinin incelenerek dizileme calismasinin etkinligini

6lcmede kullanilir. Boylelikle, calismada yasanan herhangi bir sorun ve olasi sebepleri
hakkinda bilgi edinilmis olur. Calismada bu amagla FASTQC programi

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanildi.

Okuma Filtreleri ve “Trimming”
Dizileme surecinde, Fastq okuma verilerindeki dusik kalitedeki baz okumalari, sonraki analiz

basamaklarinda false positif sonuglara neden olmamasi igin, okumalardan c¢ikarildi. Kalite

filtreleri ve kesim iglemleri icin Trimmomatic uygulamasi (http://www.usadellab.org/cms

[?page=trimmomatic) kullanildi.

miRBase Veritabani Eslestirmesi
miRNA dizilerinin tespit edilebilmesi icin belirlenen tekil dizileri miRBase (www.mirbase.org)

Uzerinden BLAST ile eslestirildi. incelenen dizilerin miRBase veritabanindaki miRNA dizileri
ile nukleotit dizimi ve boy acisindan tam olarak eslesmesi durumunda, ilgili dizi miRNA olarak
kabul edildi.

2.13 Total RNA Mikrodizin ¢aligmalari
4 farkh gruptan toplam 12 adet RNA 6rnegiyle calisma gergeklestirildi. Orneklerin cRNA

doénusumleri yapilarak lllumina iScan platformunda 45 binden fazla prob kullanilarak,
“‘HumanHT-12 V4 Expression BeadChip” ile tim genom ifade kalibi ¢ikarildi. Ayni érnek
grubuna dahil olan &rnekler ayni kodla adlandirilip, teknik replika olarak degerlendirildi.

Ornek no ve kodlari Tablo 2.2'te, Tablo 2.3'de karsilastirma gruplari verilmigtir.

Tablo 2.2. Mikrodizin ¢alismasinda kullanilan érnek no ve kodlari.

Ornek No | Ornek Kodu

1-2-3 PK (Pozitif Kontrol)
4-5-6 X (STIM1 OE)
7-8-9 Y (STIM1-Orail OE)

10-11-12 | NK (Negatif Kontrol)
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Tablo 2.3. Karsilastirma gruplari

Karsilastirma Hedef grup | Kontrol Grup
1. Kargilagtirma | X/PK PK
2. Karsilagtirma | Y/PK PK
3. Karsilagstirma | NK PK

lllumina HumanHT-12_v4 BeadChip gen cipi kullanilarak direkt hibridizasyon yontemi ile
gerceklestiriimistir. RNA dérnekleri ¢ip Uzerine hibridize edilmeden 6nce gogaltiimis ve biotin
ile isaretlenmistir. Hibridizasyon sonrasi Cy3-streptavidin ile isaretleme yapilmis ve c¢ip
gorintilenmistir. Kullanilan gen ¢ipi Gzerinde 12 adet érnek haznesi ve her bir haznede,
tanimlanmis 25.000 adet gene spesifik 47.231 prob bulunmaktadir. 50 b¢ uzunlugundaki
problar adres dizi ile 3 mikron gapindaki kiureler Uzerine baghdir. Kullanilan gen ¢ipi ve direkt

hibridizasyon ¢alisma ilkesi Sekil 2.13.’de verilmistir.

Cy3

% Streptavidin

PR R

" Biotin

. Biotinisaretli
cRNA

Adres

Bilye 25 be

Sekil 2.13. Transkriptom analizinde kullanilan gen ¢ipi. Transkriptom analizinde kullanilan
gen ¢ipi (A) ve direkt hibridizasyon ¢alisma ilkesi (B)

2.13.1 RNA Amplifikasyonu
izole edilen RNA &rnekleri (500 ng) cogaltiimis ve biotin isaretli cRNA’lar olusturulmustur
(llumina Total Prep RNA Amplification Kit, Ambion). Calismanin basamaklari Sekil 2.14.’te

verilmistir.
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A) B)
— ) g — AWM
5 P TTT . . ik
Total RNA ——— 3 T 175
P TTTT.17 cDNA
T7 Oligo(dT) Primer
TITT. 17 2h
TITT-T# 2hr .
_ ' ) MAL.TT
— - — AAAA-T TT11.17
TTTT.T7-5 :
cDMNA dsDNA transkripsiyon kaliby
C) D)
AT AMA T7-3
T LB L i TTIT-T7-5
dsONA transkripsiyon kalibs dsDNA transkripsiyon kalibi
414w
Enzim ) 20 min ’
Tuz
RNA A s
Kullaniimayan primerler 343 "--.1,4" __—} U5
34—, _umus
M. T7 St —— 13 4
_ bl 343 o TR,
dsDNA transkripsiyon kalibs X 5
Biyotinigaretli cRNA

E)
3 -1'3“'\~-~._t s
AT s
AT~ TR

BiyotinisaretlicRNA

£ 20 min
Enzim /
Tuz

* Kullanilmayan dNTP

T~ v
3 i'!“*-—.;_t U5
F4tT~— " s

BiyotinisaretlicRNA

A) RT ile birinci tek sarmal (single strand,
ss) cDNA sentezi; T7 promotor dizi iceren
T7 oligo(dT) primerler ile cDNA sentezi
gergeklestirildi. B) Ikinci sarmal cDNA
sentezi; RNaz H ile RNA yikilirken DNA
polimeraz ile ikinci sarmal cDNA sentezi
gerceklestirildi. C) cDNA saflastiriimasi; in
vitro transkripsiyonu inhibe edebilecek
kullaniimayan primer, enzim, tuzlar ve RNA
uzaklastinldi. D) in vitro transkripsiyon; gift
sarmal cDNA kaliplarindan biotinlenmis
cRNA kopyalari olusturuldu. Bu basamak
amplifikasyon ve isaretleme asamasidir. E)
cRNA saflastiriimasi; dNTP, tuz, enzim ve
inorganik fosfat uzaklastinldi  (lllumina
TotalPrep RNA Amplification Kit Yénergesi,
IL1791M rev. E, 02/2011). dsDNA: “double-
stranded” DNA, cift-sarmal DNA. cDNA,
komplementer DNA; cRNA, komplementer
RNA.

Sekil 2.14. lllumina TotalPrep RNA Amplifikasyon sureci.

Birinci Tek iplikli cDNA Sentezi

RT reaksiyonu ile total RNA 6rneklerinden ile birinci tek iplik (single strand, ss) cDNA sentezi
gercgeklestirilmigtir. Bu reaksiyon T7 “promoter” tagiyan oligo(dT) primerleri, dNTP karigimi,
RNaz inhibitéra ve yuksek verimli ve “full-length” cDNA olusturan “RT (ArrayScript) varliginda
gerceklestirilmistir.
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ikinci Tek iplikli cDNA Sentezi ve Saflastinimasi
In vitro transkripsiyonda kalip olarak kullanmak amaciyla dNTP karisimi, RNaz H ve DNA

polimeraz varliginda dsDNA olusturulmustur. Olusan dsDNA’lar kartus filtrelerden gegirilerek

saflastiniimistir.

In Vitro Transkripsiyon ve cRNA’larin Saflagtiriimasi
Biotin isaretli NTP ve T7 RNA polimeraz enzimi kullanilarak dsDNA’lardan biotin isaretli

cRNA'lar olusturulmustur. Olusan cRNA’lar kartus filtrelerden gecirilerek saflastiriimistir.
Quant-iT RNA boyasi kullanilarak fluorometrik yontemle cRNA miktar tayini yapilmigtir (Qubit

fluorometre, Invitrogen).

Direkt hibridizasyon
lllumina HumanHT-12_v4 BeadChip gen ciplere 12 6rnek ylklenebilmektedir. Cipin her bir

kuyucuguna 750 ng cRNA yuklenmis ve 58 °C’de 16 saat hibridizasyon firininda inklbe
edilmistir (Sekil 2.15).

Biotin isaretli cRNA'lar

Sekil 2.15. Biotin isaretli cRNA ipliklerinin ¢ipe hibridizasyonu. BeadChip Uzerindeki gene
spesifik dizi iceren problara biotin isaretli cRNA’lar hibridize olur.

2.13.2 Cipin Goriintillenmesi ve Analizi

isaretieme yapilan ¢ip, 0,8 um ¢dzinurliige sahip lazer tarayicili konfokal mikroskop igeren
sistemde (iScan, lllumina) goruntilenmis ve sonuglar ilk olarak GenomeStudio (lllumina)
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Veri analizine gegilmeden gen ekspresyonu mikrodizin
veri kalite kontroll icin 6nce sistem kontrollerinden alinan sinyaller degerlendirilmigtir.
Sistemde kullanilan kontrol problar a) hibridizasyon kontroll; b) biotin kontrolu ve c) negatif
kontroldur. Cip Uzerinde ayrica biyolojik 6érnegin butunligu yapisal genlerin (housekeeping
gene, HKG) kontrol edilmesi ile izlenebilmektedir. Her drnekte eksprese edilmesi gereken her
HKG icin 2 kontrol probu (toplam 14 adet) bulunmaktadir. Bu kontrol problari birlikte
degerlendirildiginde aykiri (outlier) érneklerin, aykiri verininin olasi nedeninin belirlenmesi ve

tekrarlanmasi ya da veri setinden cikartiimasi gereken drneklere karar verilmesi olasidir.
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2.14 Yumusak Agarda Koloni Olusturma (Soft agar assay)

%6’lik agaroz (low melting) hazirlanarak sterilizasyon amagl otoklavlanir. %6’lik agarozdan
alt kisimdaki agarozu olusturacak olan %0,6’likk agaroz serum icermeyen medium iginde
hazirlanarak 24 kuyucuklu petrilere 500 ul eklenerek 30 dk kadar donmasi beklendi. Kontrol,
STIM1 OE ve STIM1-Orail OE olan EpCAM*CD133* Huh7 3x10° hiicreyi iceren %0,4’liik st
agaroz (FBS iceren mediumda) 500 pl hacimde alt agarozun Ustline eklendi ve yaklasik 30
dk donmasi beklendikten sonra inkuibatore kondu. Kolonilerin olugsmasi 14-21 gin araliginda

gerceklesti.

2.15 Sferoid olusturma

%1,5'lik agaroz (low Electroendosmosis “EEQO” agaroz) suda c¢ozuldukten sonra sterilize
etmek amaciyla otoklavlandi. 48 kuyucuklu petrilere kuyucugun tabanini kaplayacak sekilde
150 ul eklendi ve yaklasik 30 dk donmasi beklendi. 200 pl hiicre siispansiyonu (2x102 hiicre)
iceren medium agarozu donmus olan kuyucuklara eklendi ve inktbatére kaldirildi. Hlcrelerin

sferoid olusturmasi 7 glin igcinde gerceklesti.

2.16 Gercgek zamanl Hiicre Analizi (Real Time Cell Analyzer, RTCA)

Hiicre Proliferasyon Profillerinin Belirlenmesi

RTCA, Multi Plate cihazi hiicre kuiltir ortamlarindaki farkli tip ve sayidaki hicrelerin
proliferasyon slreglerinin 6x96 kuyucukta inkibatérden c¢ikartmaksizin ayni zamanda
izlenmesini saglamistir. Bu sistemde hicre proliferasyonun dolayh bir dlcitl olarak yluzeyde
¢ogalan hucrelerin elektromanyetik alanda olusturduklar girisim sonucu empedansdaki
degisim orani (hucre indeksi) izlenmektedir. Hucreler, ylzeyleri altin elektrot ile kaph 6zel

petrilere (E-plate 96) ekilmistir.

E-plate’lerin her kuyucuguna 100 pl medium eklendikten sonra 30 dk inkUbatérde
bekletildikten sonra cihazda 6lgim alindi. Daha sonra hulcre sispansiyonunu da igeren 100
Ml besleyici ortam kuyucuklara eklendi, kuyucuklardaki toplam hacim 200 pl oldu. E-plate
inkibatorde 30 dk bekletilip hicrelerin kuyucuklara ¢okmesi saglandiktan sonra cihaza

yerlestirildi ve her 15 dk’da bir 6lgim alinmaya baglandi.

Cihazda hiicre indeksi asagidaki formil ile hesaplanmistir:

“Hucre indeksi (Cl)=Hucre impedansi (Rt)- Bazal impedans (Rb)”
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2.17 Goklu ilag Direnci (Multiple Drug Resistance, MDR) ilag Atihm (Drug Efflux)
Deneyleri

96 kuyucuklu siyah duvarli (fluorometrik dlgiim igin) seffaf tabanl petrilere 5x10° kontrol,

STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" hiicre ekildikten 24 saat sonra hiicre

icinden disina ABC transportérleri aracilidi ile olan ila¢ atim mekanizmasi degerlendirildi.

ATP pompolarini bloke edici ajan olarak 10 yM verapamil kullanildi. MDR aktivasyonu i¢in 1

MM doksorubisin kullanildi. 90 dakika sonra Varioskan’de doksorubisin igin (eksitasyon: 470

nm ve emisyon 585 nm) florometrik 6lgim yapildi.

2.18 Elektrofizyoloji (Patch Clamp)
Akis sitometrisi araciligi ile parental Huh7 hicrelerinden EpCAM+CD133+ hicreler

secildikten sonra kontrol, STIM1-OE, STIM1+Orail-OE vektorleri ile transfeksiyonu
gerceklestirildikten sonra hicreler 6 kuyucuklu petrilerden cok fazla tripsinle maruza
birakilmadan kaldirildi. Hicre stspansiyonlari 1500 rpm’de 5 dk santrifljlenerek hicre
pelletleri olusturuldu. Hicre pelletleri Eksternal ¢dzelti icinde slspanse edilerek 2-3,5 MQ
(Mega Ohm)luk cipe aktarildi. Patch clamp’in “Whole-cell” konfigirasyonundaki 500
“sweep”ten olusan “TRP ramp” protokoliyle -100 mV ve +100 mV arasindaki akimda
meydana gelen degisiklikler zamana ve voltaja karsi incelendi. TRP ramp protokolinde CPA,

CaCl,, EDTA ve MgCl, varliginda meydana gelen degisimler incelendi.

(Eksternal g¢ozelti (mM): NaCl, 140; KCI, 4; MgCl,, 1; CaCl,, 2; D-glukoz monohidrat, 5;
HEPES, 10; pH:7,4. internal gézelti (mM):CsCl, 50; NaCl, 10; CsF, 60; EGTA, 20; HEPES,
10, pH: 7,4. Cip direnci (MOhm) 2-3,5)
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3 BULGULAR

3.1 Parantel Huh7 Hiicre Hattinin Kimlik Dogrulamasi

Parantel Huh7 hicre hattinin (Sekil 3.1.A) kimlik dogrulamasi (authenticity) (Sekil 3.1.B)
Kimlik dogrulamasi sonucunda 6rnegin insan kdkenli oldugu ve diger memeli hicre tirleri ile
kontamine olmadigi dogrulanmigtir. Ornekteki 9 farkh alel ilgili “marker’lar kullanilarak
belirlenmis ve Huh7 hiicre hattina 6zgu aleller ile karsilastiriimistir. Sonug olarak, test edilen

ornegin genetik profilinin Huh7 hicrelerinden farkh olmadigi belirlenmistir.

A ) B
> Marker Analysis
|
Marker Name

s
AMEL X X
CSF1PO 11 11
D13S317 10, 11 10, 11
D16S539 10 10
D5S818 12 12
D75820 11 11
THO1 7 74
TPOX 8,11 8,11
VWA 16, 18 16, 18

Sekil 3.1. Parental Huh7 hicreleri. (A) Faz-kontrast mikroskopisi goruntileri (20x biyttme,

Olympus IX71) ve (B) Huh7 hicrelerinin kimlik dogrulamasi (IdexxBioResearch, Almanya).

3.2 Akis Sitometrisi Araciligi ile EpCAM'CD133" ve EpCAM'CD133" Huh7 Hiicrelerin
Secilmesi
Heterojen Huh7 hicre populasyonundan kanser kok hicresi oldugu dustnulen hicreler

hicre ylzey antijenlerine gére EpCAM ve CD133 akis sitometrisi araciligiyla segilerek
ayristirildi. Sekil 3.2.de akis sitometrisi ile ayrimlanan huicrelerin sematik gdsterimi
verilmistir. Gergeklestirilen uygulamalar akis sitometrisi ile segilen EpCAM'CD133" ve
EpCAMCD133 Huh7 hicrelerinde gerceklestirildi.
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Heterojen Huh7
hiicre populasyonu

Akis sitometrisi ile
hiicre yiizey antijenine gére
hiicrelerin ayrimlanmasi

Floresan ozellik tagiyan
> antikor ile hiicrelerin e
inkiibasyonu

‘ = l
+ + *EpCAM-FITC (Fluorescein isothiocyanate) . .
B o ammemiaa’ bz e e ==
p to: ?
M*‘CD133+ ’ EpCAM-CD133-

EpCAI

Sekil 3.2. Akis sitometrisi ile ayristirilan hicrelerin sematik gosterimi.

3.2.1 imminofluoresan (IF) Mikroskopisi ile EpCAM ifade Eden Hiicrelerin
Belirlenmesi

Parental Huh7 hiicrelerden EpCAM" hiicreler segildikten sonra EpCAM yiizey antijeni taglyan
hicreler FITC isaretli anti-EpCAM antikoru ile inkiibe edilerek fluoresan mikroskobu ile

goruntulendi (Sekil 3.3.).

A) EpCAM" Huh7 hcrelerinin
faz-kontrast ve fluoresan
goruntuleri. Faz kontrast
goruntusu (A), DAPI
boyamasi mavi hucre
cekirdekleri (B), EpCAM

antijeni tasiyan hicresel

boélgeler yesil renkte (C). B
ve C’deki gorlntulerin Ust
uste gakistiriimasi (D)
goOrulmektedir. (20x,
Olympus IX71).

Sekil 3.3. EpCAM" Huh7 hiicrelerinde EpCAM yiizey antijeninin dagihimi.
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3.3 [Ca'?; degisimlerinin izlenmesi

SOCE'nin izlendigi deney protokolii Sekil 3.4.'te gésterilmistir. Ca** yoklugunda (Ca*? free)
gorilen gegici ilkk yanit, sarkoplazmik retikulum Ca** pompasi (Sarcoplasmic-Endoplasmic
Reticulum Ca*® ATPase, SERCA) inhibisyonuna (CPA, cyclopiazonic acid) bagh hiicre igi
depolarin bosalmasindan, Ca* eklendiginde olusan kalici yanit ise membranlarda bulunan
TRPC-iligkili SOC kanallari ile gerceklesen SOCE’den kaynaklanmaktadir.

<
<
i

P ov
&

Sekil 3.4. SOCE deney protokoliine ait hiicreigi Ca*? konsantrasyonunda zamana bag tipik
degisim.

3.3.1 EpCAM'CD133*veya EpCAM CD133 Huh-7 Hiicrelerinde ER ve SOCE lligkili
Ca'? Artiglan

Parental Huh7 hicrelerinden akis sitometri araciligi ile EpCAM*CD133" ve EpCAM CD133

hiicreler ayrigtirilarak Ca** konsantrasyonlarindaki gercek zamanli degisimler izlendiginde

EpCAM'CD133" hiicrelerinde ER saliverilisinde anlamli bir artig gozlenirken, SOCE'de

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis saptandi (Sekil 3.5.).

A
259 -Ca CPA +Ca
¢ 4 s
2.0- = gpcAM*cD133"
2
™
S
5 1
hghigbH > oo
1.0
| | ] | ]
0 5 10 15
Dakika
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EpCAM*CD133"

0.54 [ ] EpcamcD133

0.4+

AF340/380

ER saliveriligi SOCE

Sekil 3.5. EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133  Huh-7 hiicrelerinde ER Ca*? saliverilisi ve
SOCE duzeylerindeki degisim. EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133  hiicrelere ait deney
kayitlari (Ort£O.S.H.) (A). ER saliverilisi ve SOCE dizeyleri (B). (Student t testi,
eslestirilmemis veriler,*p<0,05, n=4-6). F340/380: [Ca*?]; dederlerindeki degdisim orani.

STIM1-, Orail- ve STIM1+Orail-OE EpCAM*CD133"* Huh-7 Hiicrelerinde ER Ca*?
Saliverilisi ve SOCE

Parental Huh7 hicrelerden akis sitometrisi ile EpCAM*CD133" hiicreler segildikten sonra bu

hicreler SOCE’yi olusturan bilesenler STIM1 ve Orail'in asiri eksprese edildigi cesitli

kosullardaki ER saliverilis ve SOCE izlendi. eYFPSTIM1-OE vektort (STIM1-OE), CFPOrail

OE vektori (Orail-OE), pCMV6 (kontrol) vektort ve eYFPSTIM1-OE vektori+ CFPOrail-OE

vektorleri (STIM1+Orail-OE) ile transfekte edildikten sonra (Sekil 3.6.) hiicre ici Ca*?

degisimleri izlendi.
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Kontrol (A ve B), STIM1 OE
(C ve D), Orail OE (E ve F),
STIM1+Orail OE (G ve H).
Blyitme: 20x, Olympus
IX71.

Sekil 3.6. Transfeksiyon sonrasi EpCAM*CD133" Huh7 hicrelerinin faz kontrast ve fluoresan

goruntuleri.

STIM1-OE EpCAM*CD133" Huh-7 Hiicrelerinde ER Ca* Saliveriligi ve SOCE

EpCAM*CD133" hlcrelerde STIML'in agiri ifadesi (OE) EpCAM'CD133" ve EpCAM CD133
hiicreler arasindaki farka benzer bir sekilde ER Ca* saliverilisinde ve SOCE’de artis

g6zlenmistir (Student t testi, eslestiriimemis veriler, n=4-6, Sekil 3.7.).
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2.5+
-Ca CPA +Ca
" T d
2.0-
o
(-]
0
S -= STIM1OE
> 1.5
L
-8 Kontrol
1.04
L) ] | ]
0 5 10 15
Dakika
B
1.0
4
D
S
(12}
L
<
i

ER saliveriligi

Sekil 3.7. STIM1-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hiicrelerinde ER Ca* saliverilisi ve SOCE.
Kontrol ve STIM1 -OE hicrelere ait deney kayitlari. (OrtxOSH) (A), kimdalatif veriler (Student
t testi, eslestiriimemis veriler, n=4-6) (B). [Ca

(F340/380) verilmigtir.

Orail-OE EpCAM*CD133" Huh-7 Hiicrelerinde ER Ca'? Saliverilisi ve SOCE
Orai1 geninin agir ifade edildigi EpCAM'CD133" hiicrelerinde (Orail-OE) kontrole oranla

ER'den saliverilen Ca™ diizeyinde ve SOCE'de istatistiksel olarak anlamli olmayan bir

azalma go6zlendi (Sekil 3.8.).

SOCE

+2]i
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259 .ca CPA +Ca

v & AP
-8- Kontrol

- Orai1 OE

F340/380

1.54

1.0

0 é 10 15
Dakika

Kontrol

0.5+ I ORAI1 OE

0.4+

AF 3401380

0.0 T
ER saliverilisi SOCE

Sekil 3.8 EpCAM*CD133" Huh-7 Orail-OE hiicrelerde ER Ca'? saliverilisi ve SOCE. Kontrol ve Orail-
OE hucrelere ait deney kayitlari (A), kimulative veriler (Student t testi, eslestiriimemis veriler, n=5) (B).
[Ca+2]i degerlerindeki degisim orantisal olarak (F340/380) verilmistir.

STIM1+Orail-OE EpCAM*CD133* Huh-7 Hiicrelerinde ER Ca** Saliveriligi ve SOCE
STIM1+Orail-OE hicrelerde kontrole gore ER saliverilisinde herhangi bir degisiklik

g6zlenmezken, SOCE'’de istatiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (Sekil 3.9.).
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1.8+
0Ca CPA Ca
164 | | 2
3 1.4 W -= STIM1+Orai1 OE
3
[TH 1.2'
1.0 W -8- Kontrol
0.8 T T 1
0 5 10 15
Dakika
B
Kontrol
I STIM1 OE+Orai10E
0.4-
0.3-

AF 3401380
o
N
1

1

ER saliverilisi SOCE

Sekil 3.9 STIM1-Orail-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hiicrelerinde ER Ca'? saliverilisi ve
SOCE. Kontrol ve STIM1 OE+Orail-OE hucrelere ait deney kayitlari (A). Kimulatif veriler
(Ort.+OSH, Student t testi, eslestiriimemis veriler, n=4) (B). [Ca*?]; dederlerindeki degisim
orantisal olarak (F340/380) verilmistir.
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3.4 RT-PCR BULGULARI

3.4.1 STIM1 ve Orai1 Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
STIM1 ve Orail ifade dizeyleri sirasiyla EpCAM*CD133",EpCAM CD133 ve STIM1-OE,
STIM1+Orail-OE EpCAM*CD133" Huh7 hiicrelerinde RT-PCR araciligiyla belirlendi.

EpCAM*CD133" ve EpCAMCD133  Huh7 Hiicrelerinde STIM1 ve Orail Ekspresyon
Duzeyinin Belirlenmesi

STIM1 ve Orail ifade diizeylerinde EpCAM*CD133" ve EpCAM CD133arasinda herhangi bir
fark gézlenmedi (Sekil 3.10.).

+ + EpcAM cD133"
A) EpCAM T CD133 B) pCAM :
EpCAM CD133" | |EpcamcD133
15+ 5
<
Z — <
104 2
% % 104
o (-]
= =
S -
= =
= § 5-
f o
0_

Sekil 3.10. EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133 Huh-7 hicrelerinde STIM1ve Orail
transkripsiyon dizeyi. STIM1 (A) ve Orai1 (B) mRNA dizeyleri. Degerler 18S RNA mRNA
ifade diizeylerine normalize edilmistir. (Hedef gen/18S RNA mRNA x 10% Student t testi

eslestiriimemis veriler, n=3-4)

STIM1 OE, STIM1-Orail OE EpCAM*CD133* Huh7 Hiicrelerinde STIM1 ve Orail ifade
Diizeyinin Belirlenmesi

STIM1

STIMT’in asir eksprese edildigi EpCAM*CD133" Huh-7 hicrelerden elde edilen total
RNA’lardan olusturulan cDNA’larda STIM1 ekspresyon duzeyleri incelendi (Sekil 3.11.,
Student t testi, eslestirimemis veriler, *p<0,05, n=4). STIM1-OE hicrelerde STIM1
ekspresyonunun kontrole gore (yaklasik 120 kat) daha yuksek oldugu belirlendi (Sekil 3.11.).
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[JKontrol
[ESTIM1 OE

1500+

*

.

1000

500

-

[3,]
1
1

STIM1 /18s RNA
2

3]
1

]

o

Sekil 3.11. STIM1-OE EpCAM*CD133" Huh-7 hiicrelerinde STIM1 mRNA dlizeyi.

Degerler 18S RNA mRNA ekspresyon diizeylerine normalize edilmistir (Hedef gen/18S RNA
mRNA x 10% Student t testi, eslestirilmemis veriler,*p<0,05, n=4). Not: Y ekseni iki parcali

gosterilmistir.

STIM1+Orai-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hiicrelerinde STIM1 mRNA ifadesinin beklendigi
gibi kontrole gére (yaklasik 30 kat) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 3.12.).

I:l Kontrol
[l sTIM1+0rai10E

2004
1804
160+
1404
1204

100+
101

8-
6-
44
2-

—

STIM1 /18s RNA

Sekil 3.12. STIM1 OE-Orail-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hiicrelerinde STIM1 mRNA diizeyi.
Degerler 185 RNA mRNA ekspresyon dizeylerine normalize edilmistir (Hedef gen/18S RNA
mRNA x 10% Student t testi, eslestirimemis veriler, **p<0,01, n=4). Not: Y ekseni iki parcali

gOsterilmistir.
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Orail

Orail-OE EpCAM+CD133+ Huh-7 hcrelerinden elde edilen total RNA’lardan olusturulan
cDNA’larda Orai1 ekspresyon dizeyleri degerlendirildi (Sekil 3.13). Orail-OE hicrelerde
kontrole gore Orai1 ifadesinin beklendigi gibi (yaklagik 80 kat) daha fazla oldugu belirlendi.

[CIKontrol

[l orai1 OE

500+
400-
3004
200+
1004

ORAI1 /18sRNA

Sekil 3.13. Orail-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hticrelerinde Orail mRNA diizeyi. Degerler 18S
RNA mRNA ekspresyon diizeylerine normalize edilmistir (Hedef gen/18S RNA mRNA x 107

Student t testi, eslestiriimemis veriler, **p<0,01, n=4). Not: Y ekseni iki parcali gosterilmistir.

STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hicrelerinde Orai1 ifadesinin kontrole gore
(yaklagik 70 kat) daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 3.14.).

|:| Kontrol

-]STIM 1+Orai10E

6004
5004
400+
3004
2004

100+
101

8- 1
64
4
2_

ORAI1 /18sRNA

Sekil 3.14. STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" Huh-7 hiicrelerinde Orail mRNA dizeyi.
Degerler 185 RNA mRNA ekspresyon diizeylerine normalize edilmistir (Hedef gen/18S RNA
mRNA x 10% Student t testi, eslestiriimemis veriler, **p<0,01, n=4). Not: Y ekseni iki parcali

gOsterilmistir.
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3.4.2 MDR1
MDR1 gen ifadesi sirasiyla EpCAM'CD133", EpCAM'CD133" Huh7 ile STIM1-OE, Orail-OE
ve STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" Huh7 hiicrelerinde incelendi.

A) B)

18- 184 [_|Kontrol *
[l ErCAM*CD133" [CIsTim1 o€

- [ ]epcAmcD133- < [ljorai1 OE

e 147 @ 1271 sTiM1+Orai1 OE

@ &

s 5 Kk

- > |

g 6 *k a 6 -:-

= =

| =

Sekil 3.15. Huh-7 hicre altpopulasyonlarinda ve STIM1- velveya Orail-OE durumlarinda
MDR1 transkripsiyon diizeyleri. EpCAM'CD133" ve EpCAM CD133" Huh-7 hiicrelerinde (A)
ve EpCAM*CD133" STIM1-OE, Orail-OE ve STIM1+Orail-OE hiicrelerde MDR1 mRNA
ekspresyon diizeyi (B). (Hedef gen/18S RNA mRNA x 10% *p<0,05 Kontrol ve STIM-OE;
Kontrol ve STIM1+0Orail-OE, **p<0,01 Kontrol ve Orail-OE, Student t testi, eslestirimemis
veriler, n=4-5,)

EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133 Huh7 hiicrelerinde MDR1 gen ifadesinin
EpCAM*CD133"lerde EpCAMCD133”lere oranla daha fazla (yaklasik 2 kat, **p<0.01)
oldugu belirlendi (Sekil 3.15.A). Kontrole gore EpCAM'CD133" STIM1-OE, Orail-OE ve
STIM1+Orail-OE hicrelerde MDR1 ifadesinin anlamli sekilde daha ylksek oldugu
belirlenmigtir (Sekil 3.15.B). Sekil 3.16. mRNA MDR1 ifade dizeyleri degerlendirilen
EpCAM'CD133" (akis sitometrisi ile ayrigtirma sonrasi) ve EpCAM*CD133" STIM1-OE,
Orail-OE ve STIM1+Orail-OE hucrelerin (ayristirma sonrasi 4. gun) EpCAM ve CD133
ylzey antijeni ylzdeleri verilmistir. Sekil 3.16.A EpCAM*CD133" (+/+: %96,2) ve Sekil 3.16.B
Kontrol (bos plazmid iceren EpCAM*CD133" hiicreler, +/+: %64,3) hiicreler arasindaki MDR1
gen ifade farki EpCAM*CD133" yiizdelerindeki azalmadan kaynaklanmaktadir.
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A) FACS ile ilk ayristirma sonrasi B) Ayristirma sonrasi 4. Glin FC
analizi

1|ZI5

#

9 %1.26 %64.33
w < o
a - w O
& o =

- 2 o™

a (@)
o("l gFF
= (@)
O =

OO %4.84 %29.57

oot et 700 101 102 103 10%
EPCAM-FITC EpCAM-FITC

Sekil 3.16. FC ile ayristirma sonrasi 4. giinde EpCAM*CD133" hiicre oranlarindaki degisim.
Parental Huh7 hucrelerden akis sitometrisi ile segilen EpCAM'CD133" (A) ayni
EpCAM'CD133" hicrelerin ayristirma sonrasi 4. giin EpCAM ve CD133 yiizey antijeni
yuzdelerinin degisimi (B) (*Soldaki BD FACS Aria lll, sagdaki BD FACS Caliburda
yapiimistir, P4: EpCAM CD133", P5: EpCAM'CD133" hiicrelerin ylizdesini géstermektedir).

3.4.3 STIM1-OE, Orail-OE, STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" Huh7 Hiicrelerinde EMT
Belirteclerinin mRNA Duzeyleri
EMT asamasinda epitelyal Ozelliklerin azalmasiyla hidcre-hicre arasi badglantilarindan

ayrilirlar. Mezenkimal karakteristik kazanmaya basladiklarinda ise farkli bdlgelere dogru
hareket edebilmektedirler. EMT’nin degerlendiriimesinde birgok belirteg mevcuttur. Genellikle
E-cadherin (epitelyal), N-cadherin (mezenkimal) ve vimentin (mezenkimal) belirtecleri

kullaniimaktadir.

STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE EpCAM*CD133" Huh7 hiicrelerinde EMT belirtegleri olan N-

cadherin, E-cadherin ve vimentin mRNA ifade duzeyleri degerlendirildi.

E-cadherin
STIM1 OE ve STIM1+Orail OE EpCAM'CD133" Huh7 hucrelerde E-cadherin ifadesinin

beklendigi gibi kontrole gore daha fazla (yaklasik 3 kat) oldugu belirlenmistir (p<0,05, Sekil
3.19.).
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A) [ Kontrol B) [JKontrol
[EESTIM1 OE IS TIM1+Orai1 OE

12- 125

E-cadherin/18s RNA
(<]
1
E-cadherin/18s RNA

Sekil 3.17. STIM1-OE ve STIM1-OE+Orail-OE EpCAM*CD133" Huh7 hicrelerinde E-
cadherin mRNA dizeyi. STIM1 OE (A) ve STIM1-Orail-OE (B), (Hedef gen/18S RNA mRNA
x 10%; Student t testi, eslestirimemis veriler, *p<0,05, n=4)

N-cadherin

Mezenkimal belirteclerden biri olan N-cadherin ifadesi STIM1-OE hicrelerde kontrole oranla
degismezken STIM1+Orail-OE hucrelerde anlamh olmayan bir artis (yaklasik 2 kat)
belirlenmigtir (Sekil 3.20.).

] Kontrol B) [ Kontrol
A) [ sTIM1 OE [l STIM1+0rai10E

=

24

N-cadherin/18s RNA
»
1

N-cadherin/18s RNA
N

Sekil 3.18. STIM-OE ve STIM1OE-Orail OE EpCAM*CD133" Huh7 hiicrelerinde N-cadherin
mRNA diizeyi. STIM-OE (A) ve STIM10OE-Orail-OE (B) (Hedef gen/18S RNA mRNA x 10%;
Student t testi, eglestiriimemis veriler, n=3)
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Vimentin
Mezenkimal belirteglerden bir digeri olan vimentin geninin ifadesinde STIM1 OE hiicrelerde

kontrole gére herhangi bir degisiklik gdézlenmezken, STIM1+Orai1-OE hiicrelerde istatistiksel
olarak anlamli oimamakla birlikte yaklasik 2 kat artis belirlenmistir (Sekil 3.19.)

B)
[JKontrol [C] Kontrol
& STIM1 OE [l STIM1+Orai10E

A)

25+ 25+
204
154

104 10-

Vimentin/18s RNA
Vimentin/18s RNA

o
1

Sekil 3.19. STIM1OE ve STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133" Huh7 hiicrelerinde vimentin
mRNA diizeyi. STIM-OE (A) ve STIM+Orail-OE (B) (Hedef gen/18S RNA mRNA x 107
Student t testi eslestiriimemis veriler, n=4)

3.44 EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133 Huh7 hiicrelerinde TRPC1 mRNA ifadesi
SOCE’nin bilesenlerinden oldugu dusunulen TRPC1 proteininin  mRNA ifade duzeyi

EpCAM'CD133" ve EpCAM'CD133" hiicrelerde incelendi.

TRPC1 mRNA ifade diizeyinin EpCAM*CD133" hiicrelerde EpCAM'CD133" hiicrelere gore
yaklasik 4 kat fazla oldugu belirlenmistir (*p<0,05, Sekil 3.20.).

mmEpCAM cD133"
[CJEpCAM CD133"

0.025+

TRPC1/18s RNA

Sekil 3.20. EpCAM'CD133" ve EpCAM'CD133" hiicrelerde TRPC1 mRNA dlzeyi. (Hedef
gen/18S RNA mRNA x 10?% Student t testi, eglestirilmemis veriler, *p<0,05, n=4).
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3.5 Western Blot
STIM1-OE hdcrelerden izole edilen proteinlerde STIM1, Orail, TRPC1 ve TRPC6

proteinlerine spesifik antikorlar kullanilarak WB c¢alismalari gergeklestiriimistir. Caligilan
proteinlerin yaklasik olarak molekuler agirliklar kontrol plazmid GFP, 27 kDa; STIM1, 77
kDa; Orai1, 33 kDa; TRPC1, 120 kDa; TRPC6, 106 kDa; B-aktin, 43 kDa'dir.

STIM1, Orail, TRPC1 ve TRPCG6 proteinlerinin bantlarinin yogunluklari (optik yogunluk)
hesaplandi. Daha sonra hedef genlerin protein ekspresyon dizeyleri (3-aktin proteininin
optik yogunluguna normalize edilerek (Hedef gen / B-aktin) STIM1, Orail, TRPC1 ve
TRPCG6 proteinlerinin ekspresyon dizeyleri belirlenmistir. Plazmid vektorlerinin tasidigi
fluoresan proteinlerin molekdl agirliklar Ori1 igin CFP: 31,3 kDa ve STIM1 icin YFP: 26,4
kDa’dir.

STIM1-OE hcrelerde beklendigi gibi STIM1 protein ekspresyonu anlamli sekilde artmistir
(yaklasik 3 kat, **p<0,01, Sekil 3.21).

A B
190kDa.
1 DSTIMI
STIM1 0 s o o
STIM1+eYFP
103kDa (LI TTT e — 100kDa 2
i g 0.404
& sTM1 g 0359
15kDa 5 g 0301 --
' = . 0.204
‘D = 0.034
B-aktin - - 42 kDa gs
—-— & 0.021
S oo
=
@ 0.00 T

Sekil 3.21. STIM1-OE EpCAM'CD133" Huh7 hicrelerinde STIM1 protein analizi. WB
analizinde STIM1 OE ve STIM1 bantlari (STIM1 OE; STIM1 + eYFP =103 kDa, STIM1 77
kDa) (A) ve STIM1 protein dizeylerinin kimdulatif verileri (B). STIM1 bant yodunluklar 3-aktin
(42 kDa) bantlarina gére oranlanarak protein ekspresyon dizeyleri belirlendi. (Student t testi,

eslestiriimemis veriler, **p<0,01, n=4). Not: Y ekseni iki parcgali olarak gdsterilmigtir.

STIM1-OE olan hicrelerde Orai1 protein ekspresyonunda kontrole karsi azalma gézlenmistir
(Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. STIM1-OE EpCAM'CD133" Huh7 hicrelerinde Orail protein analizi. WB
analizinde Orail bantlar (Orail 33 kDa) (A), Orail protein duzeylerinin kimulatif verileri (B).
Orail bant yogunluklari B-aktin (42 kDa) bantlarina gdre oranlanarak protein ekspresyon

duzeyleri belirlendi. Student t testi, eslestiriimemis veriler, n=4).

STIM1+Orail-OE EpCAM+CD133+ Huh7 hulcrelerinde STIM1 ve Orail protein ifadeleri
belirlendi (Sekil 3.23. ve 3.24.). Ikili plazmid uygulamasina bagli olarak STIM1 diizeylerinde

azalma gozlendi.
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STIM1 Protein Ekspresyonu
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Sekil 3.23. STIM1+0rail-OE hicrelerinde STIM1 protein analizi. WB analizinde STIM1 OE
ve STIM1 bantlari (STIM1 OE; STIM1 + eYFP =103 kDa, STIM1 77 kDa) (A), STIM1 protein
duzeylerindeki degisim kimulatif verileri(B). STIM1 bant yodunluklari -aktin (42 kDa)
bantlarina gore orantilanarak protein ekspresyon duzeyleri belirlenmigtir. (Student t testi,

eslestiriimemis veriler, **p<0,01, n=4).

STIM1-OE EpCAM+CD133+ Huh7 hucrelerinde TRPC1 protein ekspresyonunun kontrole
gbre daha fazla oldugu belirlenmistir (yaklasik 3 kat, *p<0,05, Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24. STIM1-OE EpCAM+CD133+ Huh7 hucrelerinde TRPC1 protein analizi. WB
analizinde (A)TRPC1 bantlari (TRPC1 120 kDa), (B)TRPC1 protein duzeylerinin kimulatif
verileri. TRPC1 bant yogunluklari B-aktin (42 kDa) bantlarina goére orantilanarak protein
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TRPC1 Protein Ekspresyonu

ekspresyon duzeyleri belirlenmistir. (Student t testi, eslestiriimemis veriler, *p<0,05, n=4)

Kontrol grubu hiicrelerde TRPC6 proteini belirlenemezken STIM1-OE EpCAM+CD133+
Huh7 hucrelerinde TRPC6 proteininin ifade edildigi gosterilmistir. STIM1 proteininin asiri
ifadesi TRPCG6 proteininin ifadesinde belirgin bir artisa neden olmustur (Sekil 3.25.).
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Sekil 3.25. STIM1 OE hucrelerinde TRPC6 protein analizi. WB analizinde (A) TRPC6 bantlar
(106 kDa), (B) TRPCS6 protein dizeylerinin verileri. TRPC6 bant yodunluklari - aktin (42
kDa) bantlarina gére oranlanarak protein ekspresyon dizeyleri belirlendi. (Student t testi,

eslestiriimemis veriler, **p<0,01, n=4,).

3.6 invazyon ve Migrasyon Analizleri

Transfeksiyondan 48 saat sonraki slregte, EpCAM'CD133" Huh7 STIM1-OE, STIM1+Orail-
OE hucreler, 6 kuyucuklu petrilerden kaldirildiktan sonra matrijel kapl (invazyon) ve kapli
olmayan (migrasyon) kuyucuklara (Corning, 8 um por gapina sahip, Sekil 3.26A) 6x10*
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saylida ekilerek invazyon ve migrasyon o6zellikleri incelendi. 24 saat sonra hlcreler boyandi

ve mikroskopta go¢ eden hucreler (Sekil 3.26.B ve $ekil 3.27.) sayildi.

A B
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Sekil 3.26. invazyon ve migrasyon deney aparati. invazyon ve migrasyonda kuyucugun
(insert) goérunutsu (A), Kuyucuklardan (insert) gecen hicrelerin gérunimi (B). Siyah oklar
hicreleri (pembe renkli kisim hicre c¢ekirdegi, mor renkli kisim hicre sitoplazmasi), kirmizi

ok ise 0,8 um capindaki porlari géstermektedir (10x buyutme, Olympus IX71).

Migrasyon c¢alismalarinda kontrole goére STIM-OE ve STIM+Orail-OE hucrelerde belirgin bir
degisiklik gdzlenmemistir. invazyon deneylerinde ise kontrole gdére STIM1-OE olan
hicrelerde insertten gecen hicre sayisi azalirken, STIM1+Orai1-OE hcrelerde arttigi
belirlenmigtir (p<0,01, Sekil 3.28.).

Migrasyon Invazyon
[JKontrol [IKontrol
i IS TIM1 O EEISTIM1 O
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Sekil 3.27. STIM1-OE ve STIM1+Orai-OE EpCAM*CD133" Huh-7 hlcrelerinin migrasyon ve
invazyon sonuglari. Migrasyon ve invazyon sonrasi kuyucuklardan (insert) gegen hicre
sayisl. Migrasyon; Kontrol, STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE hiicreler (A), invazyon: Kontrol,
STIM1 OE ve STIM1-Orail OE hicreler gegen hicre sayisinin kimdalatif verileri (B) (Student
t testi, eslestirimemis veriler, n=8, **Kontrol ve STIM1-OE, p<0,01; #STIM1-OE ve
STIM1+Orail-OE, p<0,05).
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3.7 Coklu ilag Direnci (Multiple Drug Resistance, MDR) ilag Atilim Deneyleri
Kontrol, STIM1 OE ve STIM1+Orail-OE EpCAM*CD133" hiicrelerde ¢oklu ilag direng

mekanizmasinda yer alan 6zelliklerden biri olan ilag atilim 6zellikleri 1 uM Doksorubisin, 1uM
Doksorubisin + 10 uM verapamil varliginda 90 dakika tutularak degerlendirildi. Kontrol ve
STIM1-OE’de doksorubisin+verapamil’de anlamli olmayan bir artis, STIM1+Orai1-OE’de ise
anlamh bir artis (p<0,05) saptanmistir (Sekil 3.28.).

[] poksorubisin (1 uM)
[ Doksorubisin (1 pM)+Verapamil (10 uM)

0.6+

Kontrol STIM1 OE STIM1+Orai1 OE

Sekil 3.28. STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE uygulamasinin EpCAM*CD133" hiicrelerde MDR
islevi Uzerine etkisi. Kontrol, STIM1 OE ve STIM1+Orail OE EpCAM'CD133" hiicrelerde
doksorubisin ve doksorubisin+verapamil varhiginda 90 dakikadaki atilimin azalmasina bagli
olarak hucre igi ilag tutulumunun fluorometrik élgima (STIM1+Orail-OE’de doksorubisin ve
doksorubisin+verapamil; Student t testi, eslestiriimemis veriler, *p<0,05, n=6). Doksorubisin

eksitasyon dalga boyu: 470 nm ve emisyon dalga boyu: 585 nm’dir.

70



3.8 Total RNA Mikrodizin Caligmalari
4 farkl gruptan toplam 12 adet RNA 6rnegiyle calisma gerceklestirildi. Orneklerin cRNA

donusumleri yapilarak lllumina iScan platformunda 45 binden fazla prob kullanilarak,
“HumanHT-12 V4 Expression BeadChip” ile tim genom ifade kalibi (transkriptom) ¢ikarildi.
Ayni 6rnek grubuna dahil olan 6rnekler ayni kodla adlandirilip, teknik replika olarak
degerlendirildi. Ornek no ve kodlari Tablo 3.1’de,Tablo 3.2'de ise karsilastirma gruplari

verilmistir.

Tablo 3.1. Mikrodizin ¢alismasinda kullanilan érnek no ve kodlari

Ornek No | Ornek Kodu

1-2-3 PK (Pozitif Kontrol)
4-5-6 X (STIM1-OE)
7-8-9 Y (STIM1+Orail OE)

10-11-12 NK (Negatif Kontrol)

Tablo 3.2. Karsilastirma gruplari

Karsilagtirma Hedef grup | Kontrol Grup
1. Karsilagtirma XIPK PK
2. Karsilagtirma Y/PK PK
3. Karsilagtirma NK PK

lllumina HumanHT-12_v4 BeadChip gen cipi kullanilarak direkt hibridizasyon yontemi ile
gercgeklestirilmistir. RNA 6rnekleri ¢ip tzerine hibridize edilmeden dnce ¢ogaltiimis ve biotin
ile isaretlenmigtir. Hibridizasyon sonrasi Cy3-streptavidin ile isaretleme yapilmis ve ¢ip
goruntilenmistir. Kullanilan gen ¢ipi Uzerinde 12 adet drnek haznesi ve her bir haznede,
tanimlanmis 25.000 adet gene spesifik 47.231 prob bulunmaktadir. 50 b¢ uzunlugundaki
problar adres dizi ile 3 mikron ¢apindaki kureler Gzerine baghdir. Kullanilan gen ¢ipi ve direkt

hibridizasyon ¢alisma ilkesi gere¢ ve yontem kisminda verilmigtir.

3.8.1 Verilerin Kalite Kontrolii

Ham mikrodizin (microarray) verisi GenomeStudio programi yardimi ile elektronik verilere
donustarulmustir. Mikrodizin verilerinin kalite kontrol amagcli olusturulan sinyal yogunluk
grafikleri asagida gosterilmistir. Yapilacak karsilagtirmali analizler igin her 6érnegin verisinden
arka plan guriltist uzaklastirlmis ve tim &rneklerin  verisi yuzdelik (quantile)

normalizasyona tabi tutulmustur. Problarin dagilim grafikleri Sekil 3.29'da gosterilmigtir.
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Sekil 3.29. Problarin dagihm grafikleri. “Profile plot” gosterimi (A), “Box-Whisker” plot
gosterimi (B). Y ekseni: “Normalized intensity value” (Normalize sinyal yogunlugu).

3.8.2 Cluster (Kiimeleme) Analizleri

Normalize edilen verilerin tim genom gen ekspresyon profilleri arasinda yapilan hiyerarsik
kimeleme analizi sonucu asagidadir (Sekil 3.30. ve 3.31). Hiyerarsik kimeleme
‘Hierarchical’ yaklasimi kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik birimi olarak “Euclidean” ve
baglanti kurali “Wards” olarak segilmistir. Ayrica, teknik replika olarak calisilan érneklerden
elde edilen prob isimalarinin ortalama verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin

hiyerarsik kimeleme sonucu ise asagida verilmistir.
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[*/PK]

[Fi]

[YiFK]

Sekil 3.30. Gruplar baz alinarak yapilan “Cluster” Analizi




027,
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Sekil 3.31. Ornekler baz alinarak yapilan “Cluster” Analizi (Problu gésterim)

3.8.3 lstatiksel Analizler

Calismalara 47.322 adet probla baslandi. Daha sonra problar ekspresyon seviyelerine gore
filtrelendi. Normalize verilerden %20’nin altinda 1sima alinan problar filtreye takildi. 46.898
adet probla ¢alismaya devam edildi. Bir probtan, herhangi bir grupta %20’nin lzerinde iIsima

alindiysa, filtreden ge¢cmesi saglandi ve bu sayede prob kaybi en aza indirildi.

Gruplar arasi One Way ANOVA ve Post Hoc Tukey testleri gergeklestirildi. FC (Fold Change,
kath degisim) analizi yapilarak 2’den buyuk kat degisimleri her bir prob igin artis ve azalg

olarak belirlendi.

Her bir grup icin filtrelemelerde, FC hesaplamasi yapildi. Artan problarin sicaklik haritasinda
degerleri kirmizi, azalan problarin ise yesil olarak gosterildi. Siyah renki bolgeler, belirtilen

gende anlamli degisiklik olmadigini géstermektedir.

X/PK Grubuna Karsi PK Grubu
Kontrol grubu olarak PK grubu secildi. FC degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak

hesaplandi. FC Filtresi 2 olarak belirlendi.

Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 10 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gobre artmig, 506 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna gore azalmistir. Artan problarin

sicaklik haritasi Sekil 3.32.A’da, azalanlarinki ise 3.32.B’de verilmistir.
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Sekil 3.32. X/PK Grubuna karsi PK Grubu. Artan (A) ve azalan (B) problarin sicaklik
haritasi.

Y/PK Grubuna karsi PK Grubu

Kontrol grubu olarak PK grubu secildi. FC degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak
hesaplandi. FC Filtresi 2 olarak belirlendi. Filtrelenmis 6érneklerden FC analizi sonucunda, 10
adet probun ifadesi kontrol grubuna goére artmis, 216 adet probun ifadesi kontrol grubuna
gbre azalmistir. Artan problarin sicaklik haritasi Sekil 3.33A’da, azalanlarinki ise Sekil

3.33B’de gdsterilmigtir.

B

Sekil 3.33. Y/PK Grubuna kargi PK Grubu. Artan (A) ve azalan (B) problarin sicaklik haritasi.



NK Grubuna Karsi PK Grubu
Kontrol grubu olarak PK grubu segcildi. FC degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak

hesaplandi. FC Filtresi 2 olarak belirlendi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda,
1193 adet probun ifadesi kontrol grubuna goére artmis, 1330 adet probun ifadesi kontrol
grubuna goére azalmistir. Artan problarin sicaklik haritasi $ekil 3.34.A’da, azalan problarin
sicaklik haritasi Sekil 3.34.B’de gosterilmistir.

A B

Sekil 3.34. NK Grubuna karsi1 PK Grubu. Artan (A) ve azalan (B) problarin sicaklik haritasi.

Tablo 3.3. Mikrodizin analizinden segilen transkripsiyonlari belirgin degisen genler.

Gen X-PK/PK Y-PK/PK

(STIM1 OE / Kontrol) (STIM1+Orail OE / Kontrol)
Vimentin 1,12 1,29-1,23
MCUR1 0,85 1,16
MCU1 0,68 1,15-1,14
Calcineurin 1,35 1,3
BID 0,79 1,19

Mikrodizin c¢alismalari sirasinda ekspresyonunda degisiklik gbézlenen genler arasindan
yukarida tabloda belirtilenler 6rnek olarak secilmistir. Vimentin mezenkimal EMT belirteci,
MCUR1 “mitochondrial calcium uniporter regulator 1”, MCU1l “mitochondrial calcium

uniporter 1”, calcineurin: Protein Phosphatase 2B (PP2B); BID: BH3-Interacting Domain
Death Agonist.
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3.9 miRNA (micro RNA) Dizileme
mMiRNA dizilemede kullanilan akis semasi Sekil 3.35’te verilmistir.

= E = e e
l | | |

Kalite Kontrol Fastqc miRBase Kargilagtirma

Kiitliphane

!

Dizileme

Sekil 3.35. miRNA dizileme (miRNom) akis semasi.

3.9.1 DIZILEME
Total RNA O&rneklerinin RIN degerleri belirlenerek kullanilan orneklerin kalite kontrolG

gerceklestirildi.

Kiitliphane Hazirlama

Katiphane hazirlama basamaginda “lllumina Small RNA Library Preparation” kit kullaniidi.
Olgunlagsmis miRNA’larin u¢ kisimlarinda 5’-fosfat ve 3’-hidroksil gruplari yer almaktadir.
Klatiphane hazirlama basamaginda kullanilan lllumina adaptérleri, dogrudan ve spesifik
olarak bu ug gruplar Gzerinden miRNA’lara baglandi. Baglanma sonrasinda RT islemi ile tek
zincirli cDNA elde edildi. cDNA eldesi ardindan 24 farkh indeks kombinasyonu igeren
primerlerle PCR gerceklestirildi. Calisma kapsaminda, adaptér baglanmasi, RT, PCR

amplifikasyonu ve jel purifikasyonu gercgeklestirilerek kitiiphane trina elde edildi.

Dizileme

Dizileme slrecinde, lllumina NextSeq 500 (lllumina) yeni nesil dizileme platformu Uzerinden
gerceklestirildi. lllumina tarafindan kullanilan Solexa dizileme ydnteminde, DNA fragmanlari
oncelikle akis hicresi “flow-cell” adi verilen cipler Uzerine yerlestiriimekte ve yerlestigi
bdlgede yiuksek dogrulukta sinyal vermek igin bdlgesel olarak ¢ogaltildi (bridge-amplification)
ve bunun sonucunda “flow-cell” Uzerinde milyonlarca fragman kiimeleri (cluster) olusturuldu.
“Flow cell” tzerinde olugan fragman kimeleri, her bir dongide 1 baz okunacak sekilde
dizilendi. lllumina tarafindan gelistirilen sentez ederek dizileme “Sequencing-by-Synthesis”
yontemi ile her dongude, DNA fragmanlar 2 farkh boya ile isaretlenmis 4 farkli dintkleotite
maruz birakildi. Her bir déngude, uygun dinukleotitin baglanmasini takiben floresans kamera
ile o kimenin gorseli alindi. Her bir kimeden gelen gorseller birlegtiriimekte ve sonugta ilgili

kimelerin i1sima karakterlerinden nukleotid dizileri ¢cikarildi.
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3.9.2 ON ANALIz

Fastq Olusturulmasi ve “Demultiplexing”

NextSeq 500 dizileme platformu okuma verileri, *.bcl formatinda olusturulmaktadir. Bu
dosyalar, DNA kumelerinin flow-cell Uzerindeki konum ve ID’lerini, 1sima karakterlerini
icermektedir. Bu verilerden Bcl2fastg v.2.1 (lllumina) programi kullanilarak *.fastq dosyalari
elde edildi. Ayni zamanda, fastq verileri, igerdigi “index” verilerine goére farkl 6rneklere

ayristirildi (Demultiplexing).

Kalite Kontroli

Kalite kontrol iglemleri, ham fastq verilerinin incelenerek dizileme calismasinin etkinligini
o6lcmede kullanilir. Bdylelikle, ¢alismada yasanan herhangi bir sorun ve olasi sebepleri
hakkinda bilgi edinilmis olur. Calismada bu amagla FASTQC programi

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanildi.

Okuma Filtreleri ve “Trimming”
Dizileme surecinde, Fastq okuma verilerindeki dusuk kalitedeki baz okumalari, sonraki analiz

basamaklarinda false positif sonuglara neden olmamasi igin, okumalardan c¢ikarildi. Kalite

filtreleri ve kesim islemleri icin Trimmomatic uygulamasi (http://www.usadellab.org/

cms/?page=trimmomatic) kullanildi.

miRBase Veritabani Eslestirmesi
mMiRNA dizilerinin  tespit edilebilmesi igin tespit edilen tekil dizileri miRBase

(www.mirbase.org) (zerinden BLAST ile eslestirildi. incelenen dizilerin miRBase
veritabanindaki miRNA dizileri ile nikleotit dizimi ve boy acisindan tam olarak eslesmesi
durumunda, ilgili dizi miRNA olarak kabul edildi.

mMiRNA dizilemede kullanilan gruplar Tablo 3.4.’de listelenmisgtir.

Tablo 3.4. Karsilastirma gruplari

Grup No | Ornekler

1 Kontrol ve STIM1 OE

Kontrol ve Orail OE

Kontrol ve STIM1+Orail OE

Kontrol ve EpCAM*CD133"

EpCAM'CD133"- ve EpCAM CD133"

o G A WO N

Kontrol ve EpCAM CD133
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3.9.3 Sonuglar

Karsilastirma sonrasinda kat degisimi FC degerlerine goére regllasyonu anlamli derecede
artan ve azalan miRNA’lardan (Sekil 3.36.) |[FC|21,5 ve raw (ham veri) p<0,05 kosullarini
saglayanlar alindi. Karsilastirma 1 (Kontrol ve STIM1-OE) 5 artan, 2 azalan miRNA,
karsilastirma 2 (Kontrol ve Orail-OE) 9 artan, 5 azalan miRNA, karsilastirma 3 (Kontrol ve
STIM1-Orai1 OE) artan ve azalan miRNA yok, karsilagstirma 4 (Kontrol ve EpCAM*CD133)
10 artan, 7 azalan miRNA, karsilastirma 5 (EpCAM'CD133" ve EpCAM CD133) 4 artan, 8

azalan miRNA, karsilastirma 6 (Kontrol ve EpCAMCD133) 24 artan, 32 azalan miRNA
saptanmistir.

Il Ekspresyon Artisi Il Ekspresyon Diistst
Karsilastirma 1
Karsilastirma 2
Karsilastirma 3
Karsilastirma 4
Karsilastirma 5

Karsilastirma 6

40

Sekil 3.36. Karsilastirma gruplarinda ekspresyonu artan ve azalan miRNA’lar. Ekspresyonu
artanlar mavi, ekspresyonu azalanlar yesil ile gdsterilmistir.
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STIM1 OE Orail OE

fc>1.5
miR-3653
miR-5001

fcc1
miR-3653
miR-5001

miR-1538
miR-26a-1
miR-451a

miR-3651
miR-6715a
miR-3607
miR-576
miR-101-1

miR-3162

minrys NLoooe
miR 3 miR-4771
1443 hiR-1288

miR-4710

STIM1+Orail OE

Kirmizi: ekspresyonu artan
Yesil: ekspresyonu azalan
fc: fold change (artis orani)

Sekil 3.37. Tum genom miRNA dizileme verilerinden olusturulan Venn semasi.

STIM1-OE, Orail ve STIM1+Orail-OE hucre gruplarindan elde edilen total RNA
orneklerindeki miRNA’larin mirPath v.3 (Diana Tools) yazilimi kullanilarak yapilan analiz
sonucu 1,5 (fc: fold change,) kat artan ve azalan miRNA’lar (yolak analizi yapilanlar) .

A

mirPath v.3 e

GO analysis
Reverse Search

New search

KEGG analysis

Add miRNAs: _ microT-CDS (v5.0) or upload a file

Run example

micreT-CDS [~]
microT-C0S [+]

genes 8 . :
i i pathways intersection
intersection ! pathways union athways intersection

0.05 Apply | default
0.8 Apply | default
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Sekil 3.38. Her ¢ uygulama grubunda artis gésteren miRNA'lar ile yapilan yolak analizi.
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STIM1-OE, Orail OE ve STIM1+Orail-OE hucrelerde farkl duzeylerde arttigi gorulen miR-
3653 ve miR-5001 miRNA’larin Diana Tools MirPath v.3'te KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) veri bankasinda belirlenen hedef mRNA’larin iglevsel gruplari (A ve B)
ve kargilik gelen miRNA yolak analizi (C). Her Ug uygulamada arttigi belirlenen miRNA’larin
‘antigen processing and presentation’ (antijen iglem ve sunumu) immin yanit kaskadinda
islevsel oldugu gorilmektedir. HLA: Human Leukocyte Antigen (insan akyuvar antijeni);
CREB: cAMP-Response Element Binding protein, siklik AMP yanit elementi baglayan

protein.

3.10 Hiicre Proliferasyonunun Gergek Zamanl izlenmesi
RTCA (Real Time Cell Analyzer), MP (Multi Plate, Acea) sisteminde hicrelerin cogalma

kaliplari izlendi. Hicreler 5000 hicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu “e-plate’e ekildi.
EpCAM'CD133" ve EpCAMCD133  Huh7 hiicrelere ait proliferasyon egrileri ve ortalama
verilerin bar grafikleri (Sekil 3.39.A) ve proliferasyon modelleri (Sekil 3.39.B) incelendi.

EpCAM'CD133" hiicrelerin proliferasyon hizlarinin EpCAM'CD133" hiicrelere gore belirgin

olarak yavas oldugu gozlenmistir.

A B

LB O e i e o e o i e e e e o

+ + By
EpCAM*CD133 80 F EpCAM"CD133"

[JEpCAM CD133° a0 |-

EpCAM*CD133*

©
Hucre indeksi
)

Hiicre indeksi
=y
- w
= & &
) )

[
1

[N)
h
°
°

0.0 50 10.0 15.0 200 250 30.0 350 400 450

Zaman(saat)

o
T

12s 24s 36s 48s

Sekil 3.39. EpCAM'CD133" ve EpCAM'CD133" Huh7 hiicrelerinde proliferasyonun gergek
zamanli izlenmesi. EpCAM'CD133"(mavi) ve EpCAM'CD133" (turuncu) Huh7 hicrelerinde
proliferasyonun suregleri. Calismada kullanilan 96-kuyucuklu petriye kuyucuk basina 5000
olarak ekilen hucrelerin 5000 hlcre/kuyucuk yogunlukta ekilen hicrelerin 4 farkli zamandaki
ortalama verilerin (OrtxO.S.H.) bar grafikleri (A) ve ortalama c¢ogalma trasesi (B), Hucre
indeksi: hicre ¢ogalmasina bagl empedans degisim orani (Student t testi, eglestirimemis
veriler, **p<0,01, n=24).
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3.11 Sferoid Olusturma

Kontrol, STIM1OE ve STIM1+OrailOE EpCAM'CD133" Huh7 hicrelerinde transfeksiyon
sonrasl 7. gune kadar sferoid olusturma &zellikleri incelendi. Sekil 3.40. mikroskop
goérintilerini, Sekil 3.41. olusan sfereroidlerin yM ve mm cinsinden c¢ap &l¢gimlerini

go6stermektedir.

Deneysel kisitlama: Hucrelerin sferoid olusturma 6zelliginin incelenmesi 7 giin stirmektedir.
Hucrelerin TIC 6zelligi ile iligkili oldugu bildirlen EpCAM ve CD133 yuzey antijenleri tagiyan
hicrelerin toplam popullasyona orani bes gin sonra %50’nin altina distiginden sferoid
olusumu ile ilgili hipotezimizi test edecek deney modelini uygunsuz duruma getirmektedir.
Bunun yani sira, “transient” (gegcici) transfeksiyon metodu kullanilarak transfeksiyonu
gerceklestirilen gruplarda asiri ifade (OE) plazmidlerin hiicre bdlinmesi ile gogalmalari
surecinde 72 saat (transfeksiyon uygulamasi 48. saatte mRNA'ya 72. saatte ise protein
ifadesine yansimaktadir) sonra plazmidlerini kaybetmesi nedeniyle sentezi induklenen STIM1
ve Orail genlerinin etkisi azalmaktadir. Ozetle, TIC hiicre populasyonunun 5. giinden sonra
azalmasi ve gegici transfeksiyon uygulanmasi kisitlayici durum olusturmustur. Tanisal kit
olusturma surecinde olan genis kapsamli transkriptom ve miRNom sonuclarimizin halka agik
veri bankalarinda HCC hasta verileriyle karsilastiriimasi insandaki durumu tam temsil
edemeyen in vitro karsinogenez deney sonuclarindan daha gercekgi degerlendirme

yapmamiza yardimci olacaktir.

Bu kapsamda, projemizin ikinci yilinda yayinlanan ve c¢alismalarimiz i¢cin énemli bir deger
olusturan Ji ve ark. 2015’te yaptid1 galismada (JI, 2015) hasta HCC tumor Orneklerinde
yapilan mikrodizin ve yeni nesil sekanslama calismalarinda, calismamizda kisitlama
olusturan (sferoid olusturma ve yumusak agarda koloni olusturma) in vitro karsinogenez
deneylerinin 6tesinde HCC hastalarindan ve normal karaciger orneklerinden elde edilen
veriler ile calismamizda elde ettigimiz verilerin birlikte degerlendiriimesi gercege daha uygun

gbzukmektedir.
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Sekil 3.40. Sferoid goéruntuleri. Kontrol (A ve B), STIM1-OE (C ve D), STIM1+Orail-OE (E ve
F) EpCAM*CD133" hiicrelerinin transfeksiyon sonrasi 7. giin spheroid goértntileri. A, C, E
mikroskop (4x) goéruntuleri, B, D, F (10x) goruntuleri (Olympus IX71).

[ Kontrol

[@sTIM1 OE [JKontrol
[ISTIM1+Orail OE B) [EsTiM10E
A) EElSTIM1+Orail OF
1500~ 1.5

s €

2 10001 E 10

=3 o

o i
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E 500 E 0.5

*n n

0

0.0

Sekil 3.41. Sferoid olusumu. Kontrol, STIM1-OE, STIM1+Orail-OE EpCAM'CD133"
hlcrelerde olusan sferoidlerin yM ve mm cinsinden &lgllmis c¢aplari. (Kontrol ve
STIM1+Orail OE, student t testi, eslestiriimemis veriler, *p<0,05, n=12)

Kontrole goére STIM1-OE hicrelerde anlamli olmayan bir azalma, STIM1+Orai1-OE
hlcrelerde sferoid ¢apinda anlamli bir azalma gézlenmesine karsin s6z konusu deneysel
kisittama nedeniyle yorumlanamamistir.
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3.12 Yumusak Agarda Koloni Olusturma
Kontrol, STIM1 OE ve STIM1+Orail OE EpCAM*CD133" hiicrelerin yumusak agarda koloni

olusturma 6zellikleri incelendi.

A B

Sekil 3.42. Koloni olusturma. Kontrol (A ve B), STIM1-OE (C ve D) ve STIM1+Orail-OE (E
ve F) EpCAM'CD133" hilicrelerde yumusak agarda koloni olugturma 21.giin gorintlleri (10x
buyutme, Olympus 1X71)

Deneysel kisitlama: Yukarida 3.11 bolimlnde sure ile ilgili benzer durumla iligkili olarak
hucrelerin yumusak agarda koloni olusturma 6zelliginin incelenmesi 21 gun surmektedir.
Hucrelerin TIC 6zelligi géstermesini saglayan hicre ylizey antijenleri EpCAM ve CD133 ifade
eden hicre sayisinin bes gin sonra dramatik olarak azalmasi yumusak agarda koloni
olusturma caligmalarinda saglikli veri olusturma kapsaminda kisitlayici olmustur. Kiritik
surenin on yedi asilmasina karsin yapilan deneylerde tekrarlanabilirligin ¢cok disuk olusu

nedeniyle ¢calismalara devam edilmemisgtir.
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3.13 Elektrofizyoloji (Patch Clamp)

Kontrol, STIM1 OE ve STIM1-Orail OE EpCAM*CD133" hiicrelerde 500 “sweep”ten olusan
TRP ramp protokoliinde CPA, CaCl,, EDTA ve MgCl, varliginda -100mV --- +100 mV arasi
akimda olan degisiklikler zamana karsi (Sekil 3.43) ve voltaja karsi izlendi.

A B
= cpa 10°M
...... CaCl,
-~ Min[A] EDTAO0.5M
- MaxfA] MgCl,
I-mon(A)
4
,"
0 3 ; . Time(s) |
4 012 1.5x10%2__2.0x10'2
24
Stimulus(V) S
4 -1.5x10° -1. 0G5 BRTa 5.0x107 1.0x10% 1.5x10°
Min[A] 2
49
C D
Max[A] = cpa 10°°M
6 - C,’;\CI2
0.5M EDTA - MinfA] - EDTA 0.5 M
4 . -= MaxA] MgCl,
I-mon(A)
2 31
MgCl
0 .g — 1 Time(s) 24
X X . 122551012
.21| l’ N ?js
-4 Qx“'\
Min[A] Stimulus(V) : . B . .
“1.5x108 -1.0, ; 5.0x107 1.0x10° 1.5x108
.14
E F
Max[A] I-mon(A)
6=
10 -3
; == cpa 10°M
-~ Min[A] o CaCl,
0.5M EDTA = MaxAl A /S - EDTA0.5M
5 ' ss\’\Z- ...... MgCl,
Stimulus(V) r e T T )
~1'5x10° -1.0x10° -5,0x107 5.0x107 1.0x108 1.5x10°
0 Time(s) -2+
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44
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Sekil 3.43. Elektrofizyoloji kayitlari. Kontrol (A ve B), STIM1-OE (C ve D) ve STIM1-Orail-OE
(E ve F) EpCAM*'CD133" hiicrelerde TRP rampa protokolliindeki akima karsi zaman (A, C, E)
ve IV akima karsi voltaj grafikleri (B, D, F). Rampa protokolu sirasinda CPA, CaCl,, EDTA ve
MgCl, varligindaki degigimler izlenmigtir.
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Deneysel kisitlama: Cipe pipet ile 5 ul (yaklasik 12500 hicre) uygulandiginda otomatik
vakum sistemi rastlantisal olarak bir hicreyi secerek c¢ipte bulunan mikro delige
sabitlemektedir. Ancak bu durumda iki belirsizlik O6lgme dogrulugunu olumsuz ybénde
etkilemektedir. Rastlantisal segilen hicrenin ilgili plazmidi tasiyip tasimadigi ve de TIC olup
olmadigi bilinememektedir. Adapte etmek istedigimiz goruntuleme sistemini kurma
girisimlerimiz giplerin tek kullanimlik olugu ve gerekli yazilim/donanimin yuksek maliyeti

nedeniyle bu proje kapsaminda gergeklestirilememigtir.
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4 TARTISMA

TRPC1, STIM1 ve Orai1 proteinlerinin SOCE’nin temel bileseni ve/veya dizenleyicisi oldugu
bircok calismada goésterilmistir (AMBUDKAR, 2007; DIETRICH, 2014). COS (Yesil Afrika
Maymunu ‘Cercopithecus aethiops’ boébrek hicresi) ve CHO (Chinese Hamster Ovary)
hiicrelerinde TRPC?’in ifadesinin agonist-aracili Ca*? girisini uyardigi gosterilmistir. Dr.
Ambudkar tarafindan insan submandibular tikrik hicrelerinde yapilan bir calismada
TRPC?’in ifade edilmesi SERCA blokorii thapsigargin (TG)-aracili Ca*? girisinde artisa neden
olurken (calismamizda tanimlanan ER Ca*" saliverilisi), TRPC1 susturulmasi, zit olarak,
Ca'? girisini azaltmaktadir (ZHU, 1996; ZITT, 1996; LIU, 2000; LIU, 2003; SALIDO, 2009).
Embriyonik sican vaskiler diz kas hiicre hattinda (A7r5), post-transkripsiyonel gen susturma
(PTGS) insan primer damar diz kas htcreleri ve parental Huh7 HCC hicrelerinde SOCE ile
iligkili oldugu gosterilen TRPC1 gen ekspresyonunun baskilandigi énceki caligmalarimizda
beklenenin aksine SOCE’deki artis TRPC1 proteininin SOCE’de negatif dizenleyici/inhibitér
olarak iglev gdsterebilecegini dustndirmastir (SELLI, 2015). TRPCTin PTGS aracil
baskilanmasi sonucunda Ca* girisinde dramatik artis meydana gelmesi SOCE’nin Ca™
homeostazinin saglanmasinda 6énemli bir iglevi oldugunu gostermistir (SELLI, 2009; ERAC,
2010; SELLI, 2015).

Bu c¢alismada, 6nceki ¢alismalarimizdan elde ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak Huh7 HCC
hucrelerinden timoér baglatma (Tumor-Initiating) o6zelligi tasidigi dusundlen EpCAM ve
CD133 hiicre ylizey antijenine sahip hiicreler (EpCAM*CD133" veya Tumor-Initiating Cells,
TIC) akis sitometrisi ile secilmis hiicre ici Ca*? homeostazinin saglanmasinda dnemli islevi
oldugu bilinen SOCE ve bilesenlerinin (STIM1 ve Orai1) (YANG, 2013) hicreleri Gzerine olan
etkileri;

e hiicre ici Ca** dinamikleri (ER Ca'? saliverilis ve depo kontrollii Ca*? girisi)
¢ ilag direnci (MDR1 gen ekspresyonu),

¢ epitelyal-mezenkimal gegis (epitelyal ve mezenkimal belirte¢ ekspresyonu)
e migrasyon/invazyon

e proliferasyon

e tum genom gen ifade kalibi (transkriptom) ve

e tum genom miRNA dizileme (miRnom) kapsaminda incelenmisgtir.

Yukarida belirtilen iglevsel bulgularin, analizi devam etmekte olan mikrodizin ve miRNA

dizileme araciliiyla elde edilen verilerilerle genomik duzeyde incelenmesi kanserlesme

87



surecinde kritik 6nemli olan sinyal yolaklarinin ve tedavi hedeflerinin belirlenmesine katkida

bulunacagini disinmekteyiz.

Bulgularimiza gore ifade ettikleri iki ylzey antijeni ile parental HCC hicre hatlarindan
ayristirlan EpCAM*CD133" ve EpCAM'CD133 hiicrelerin, hiicre ici Ca™ konsantrasyon
degisimlerinin izlendigi deneylerde EpCAM*CD133" hiicrelerde ER saliverilisinde anlamli bir
artis gbzlenirken, SOCE’de anlamli olmayan bir artis belirlenmistir. Hlcre igi sitozolik ve
mitokondriyal Ca*? konsantrasyonundaki artigin hiicrelerin apoptoza ydnelmesine neden
oldugu bilinmektedir (RIZZUTO, 2003; PINTON, 2008; GIORGI, 2012). TIC'lerin gdégus
kanserinde CD44 ve CD133, pankreas kanserinde CD24, CD44, ESA ve gibi hiicre ylzey
antijenlerini tasiyan hucrelerin apoptoza karsi direngli olduklari belirtiimistir (BAO, 2013;
FULDA, 2013; SAFA, 2016). TIC’lerin apoptozdan kagmak amaciyla sitozolde bulunan
Ca'?yi daha gok ER'da tutmasi ER saliverilisinde de artis meydana getirmis olabilir.

STIM1 ve Orail proteinlerin ifadelerinde meydana gelen yer ve zamana bagli degisimler
timorigenez slrecinde kanser hlcrelerinin ¢cogalmasi (proliferasyon), migrasyon ve apoptoz
direncinin olusturulmasi gibi birgok basamakta yer almaktadir (WEN, 2016). Meme kanseri
(MOTIANI, 2010), prostat kanseri (BOUTIN, 2015), glioblastoma (MOTIANI, 2013) ve HCC
(YANG, 2013) gibi bircok kanser turinde SOCE’nin iki énemli bileseni STIM1 ve Orail
ifadelerinin arttigr gosterilmistir (WEN, 2016). HCC'de o6zellikle STIM1’in daha fazla ifade
edildigi belirlenmistir (YANG, 2013; JARDIN, 2015). Bu bulgu, HCC’de STIM71’in prognostik
bir belirte¢ olarak olarak kullanilabilecedi onerisinin ileri surilmesine neden olmustur
(JARDIN, 2015). Ancak, s6z konusu STIM1 ve Orail artisinin gosterildigi caligsmalar
heterojen tumor populasyonunda gergeklestiriimistir. Calismamizda ise, heterojen Huh7 HCC
hicre popullasyonu igerisinden segilen, tumor baslatma 6zelligi oldugu bildirilen TIC’lerde
STIM1 ve Orail proteinlerinin iglevini arastirmak amaciyla bu proteinlerin ifadeleri viral
(CMV) promotori tasiyan plazmid vektér uygulanarak artiriimistir (overexpression, OE).
Kanserde gézlenen kosullara benzer sekilde STIM1 ve Orai1 OE durumda, hiicre ici Ca™

konsantrasyonundaki degisimler izlenmistir.

Gergeklestirilen farkl ¢galismalarda, tek bagina Orai1-OE, SOCE’de azalmaya neden olurken,
tek basina STIM1-OE’de herhangi bir degdisiklige yol agmamigtir. Buna karsin, STIM1+Orai1-
OE kogulunda SOCE’de dramatik bir artis gézlenmistir (CHENG, 2011). Bu durum STIM1 ve
Orail’in SOCE'yi olusturmak igin 1:1 sitokiyometrik oranda ifade edildiklerini

disundirmustar.

TIClerde STIM1-OE kosulunda ER saliverilisi ve  SOCE’de anlamh olmayan bir artis

belirlenmistir. ER Ca*? igeriginin bir sensérii olarak gérev yapan STIM1 miktarindaki artis ER
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Ca'? saliverilisindeki artis ile iligkili olabilir. Buna karsilik, Orai1 OE TIC'lerde ER saliverilisi
ve SOCE’de belirgin bir degisiklik gdézlenmemigtir. Hicre membraninda yer alan Orai1
artisinin ER saliverilisi Uzerine belirgin bir etki olusturmamasi beklenen bir sonu¢ olmakla
beraber Orail-OE sonrasinda SOCE’de artis beklentisinin aksine istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir azalma gézlenmistir. HEK293 hucrelerinde Orai1 proteininin asiri ifade edildigi
kosullarda gerceklestirilen bir galismada da benzer sekilde SOCE’'de azalma gdézlenmistir
(LIAO, 2008). Bu durum Dr. Soboloff ve ark. tarafindan fazla miktarda olan Orai1 kanal
proteinleri ile etkilesecek yeterli miktarda sensér STIM1 proteininin bulunmamasi ile
aciklanmistir (PUTNEY, 2004; SOBOLOFF, 2006; SOBOLOFF, 2006).

Prostat kanser hucre hatti DU145, HEK (Human embryonic kidney) ve RBL (Rat Basophilic
Leukemia) hlcrelerinde gercgeklestirilen ¢calismalarda en fazla SOCE artisi, STIM1 ve Orai1
proteinlerinin birlikte asiri eksprese edildigi kosulda gdsterilmistir (SOBOLOFF, 2006; LIAO,
2008; GIACHINI, 2011; XU, 2015). Bu sonuglar, SOCE i¢cin STIM1 ve Orai1 proteinleri
arasindaki etkilesimde sitokiyometrik bir oran olmasi gerektigi gorusunu desteklemektedir
(SOBOLOFF, 2006). Calismamizda STIM1+Orai1 OE TIC’lerde ER saliverilisinde belirgin bir
degisiklik gozlenmezken, SOCE’de istatiksel olarak anlamli bir artis belirlenmesi bu durumu

desteklemektedir.

Kanser hdcreleri uygulanan tedavilere karsi gelistirdikleri ila¢ direncininin, ilag hedeflerinin
degistirilmesi, ilacin inaktivasyonu, DNA hasar onarimi, apoptozdan ka¢gma, hicreden ilacin
atihmi, EMT ve heterojen tiumoér populasyonunda yer alan “kanser kok hacreleri” gibi
faktorden bir ya da birkagi aracilidi ile gergeklestigini gostermektedir (HOUSMAN, 2014).
CGalismamizda yukarida belirtilen ila¢ direncine karsi gosterilen davraniglardan ilag atihmi ile
ilgili olan ABC (ATP-binding casette) transportor ailesi proteinlerinden olan MDR1 geni trinu
(P-glikoprotein) (GOTTESMAN, 2015) mRNA ifade dizeyleri incelenmistir.

Kemoterapinin basarisizlik nedenlerinden biri oldugu distnilen kanser hucrelerinin ilag
atihmindaki artis davranisinin, ABC transportér aile Uyesi olan ilag atiim pompa
proteinlerinin ekspresyonundaki artistan kaynaklandigi belirtiimistir (FLETCHER, 2010).
Tamoér populasyonunda bulunan kanser kdk hucreler benzer sekilde hicre igine alinan
kemoterapodtik ajan miktarini, ilag atilimindaki artis ile en aza indirgemektedir (HOUSMAN,
2014). Calismamizda TIC’lerde MDR1 geninin transkripsiyonunun EpCAMCD133
hiicrelerdekinden fazla olusu, TIC'lerin ilag atilimi agisindan kanser kok hicreleri ile
benzerligini vurgulamaktadir. Akciger kanseri (WANG, 2010), gliyoblastoma (JIN, 2009),
osteosarkoma (ADHIKARI, 2010), ovaryum kanseri (HU, 2010) kanser kok hucrelerinde
MDR1 ifadesinde artisg bildiriimistir (ZHAO, 2015). Bununla birlikte TIClerde STIM1-OE,
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Orail-OE ve STIM1+Orail-OE kosullarinda MDR1 geninin mRNA duzeyinde anlaml artis
gosterdigi saptanmistir. Ug kosul arasinda en fazla artis STIM1+Orai1-OE hiicrelerde

gorilmesi SOCE’deki sitokiyometrik oran iligkisinin dnemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Doksorubisin ve doksorubisin+verapamil varliginda STIM1-OE ve STIM1+Orail-OE
hicrelerde degerlendirilen ilag atimi ¢alismalarinda hicreden doksorubisin’in atiliminin en
fazla STIM1+Orai1 OE hucrelerde oldugu gd6zlenmistir. Bu sonug, MDR1 geninin mRNA
dizeyinde ekspresyonunu dederlendirdigimiz STIM1+Orai1 OE hicrelerde en fazla olmasi

ila¢ atiminin bu hicrelerde fazla olmasini desteklemektedir.

Tamor hicresinin ilaca karsi direng gelistirmesinde katkisi bulundugu distnilen sinyal
yolaklarinin (JAK/STAT, PISK/AKT, MAPK/ERK gibi) tst kisminda yer alan Erk, AKT ve
STAT3 proteinlerinin fosforilasyonunun Ca** bagimli kinaz (Calcium/calmodulin dependent
protein kinase Il, CaMKIl) tarafindan gerceklestirimesi (WEN, 2016) Ca* ve ilag direng
mekanizmalari arasinda bir iligki oldugu goérisini kuvvetlendirmektedir. Bu bakimdan MDR1
MRNA ekspresyonunda en fazla anlamli artigin gbézlendigi STIM1+Orai1 OE hiicrelerde ilag
direncinin diger faktorleri (HOUSMAN, 2014) degerlendirilerek Ca*? ve ilag direng
mekanizmasi arasindaki iligkinin aydinlatiimasi ile yeni tedavi hedeflerinin olusturulmasi

saglanabilir.

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), hlcrelerin hicreler arasi badglantilardan kurtularak
epitelyal dzelliklerini azaltmasi, duragan olduklari bir asamadan mezenkimal o6zelliklerini
artirarak hareketli olduklari bir asamaya gecis surecinden olusmaktadir. Bu sayede kanser
hucreleri  bulunduklari boélgeden baska bdlgelere metastaz yapabilmektedirler. EMT
¢alismalarinda epitelyal belirte¢ olarak E-cadherin, mezenkimal belirte¢ olarak N-cadherin,
vimentin siklikla kullaniimaktadir (GIANNELLI, 2016). Calismamizda STIM1-OE ve
STIM1+Orail-OE TIC’lerde E-cadherin, N-cadherin, vimentin mRNA ifade duzeylerindeki
degisim incelenmistir. STIM1-OE ve STIM1+Orai1 OE hlcrelerde epitelyal belirte¢ olan E-
cadherin mRNA ifade dizeyinde anlamli bir artis gézlenmistir. Mezenkimal belirte¢ olan N-
cadherin ve vimentin ifadesinde STIM1-OE hicrelerde herhangi bir degisiklik gézlenmezken,
STIM1+Orail-OE hucrelerde anlamli olmayan bir artis belirlenmigtir. Epitelyal ve mezenkimal
belirteclerin birlikte ifade edilmesi parsiyel ya da “kismi EMT” olarak adlandiriimaktadir
(GIANNELLI, 2016). Elde edilen sonuglara gére, STIM1+Orai1 OE hicrelerde hem epitelyal
hem de mezenkimal belirteclerin ifadesinin gozlenmesi bu hucrelerin ‘kismi EMT’ evresinde

olabileceklerini dugtindirmektedir.

STIM1+Orail-OE TIC'lerin kismi EMT davranigi Dr. Robert Schreiber'in teorisi olan

kanserdeki 3E (1-Elimination, 2-Equilibrium, 3-Escape) kuralindaki 2. agama olan denge ile
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Ozdestiriimis olup EMT-MET gegisini mikrogevredeki kosullar dogrultusunda sekillendirerek
EMT ya da MET davranisina kaydirabilece@i seklinde yorumlanmistir (DUNN, 2004). Asiri
ekspresyon vektor uygulamalarimizin TIC’lerde bagisik yanit sisteminde antijen olusumu ve
sunumu yolaginda HLA baskilayici miR-3653 ve miR-5001'in artmasi bu hipotezimizi
desteklemektedir.

Daha o6nce, heterojen Huh7 hucrelerinde gergeklestirilen c¢alismalarimizda TRPC1?’in
susturulmasinin SOCE’de dramatik artisa yol agtiginin gdzlenmesi TRPC1’in SOCE’nin
negatif duzenleyicisi oldugunu duasundurmustu (SELLI, 2015). Sunulan c¢aligsmamizda,
TIC’lerde TRPC1 transkripsiyonunda anlamli bir artis belirlenmigtir. EMT ve MET arasindaki
dengenin TRPC1 araciligiyla saglandigi spekile edilebilir. STIM1+Orai1 OE TIC’ler TRPCA
ekspresyonununda artis ya da azalma ile SOCE-aracili hiicre igine Ca*? girisinin
dizenlenmesi EMT-MET gegigindeki islevsel yolaklari dengeleyerek kanserin bagigik yanit

yapilanmasi (Cancer immunoediting)’nda bir islevsel sureg olabilir.

Kanser hicrelerinin bulunduklari bélgeden ayrilarak ulastiklari bélgede yerlesim gdstermeleri
metastazin iki 6nemli agamasi migrasyon (go¢ etme) ve invazyon (istila etme) aracihigiyla
gerceklesmektedir (BOZZUTO, 2010; YANG, 2013). SOCE’nin kanserde migrasyonu
destekledigi mide kanseri (LIU, 2015), kolorektal kanser (WANG, 2015), melanoma
(UMEMURA, 2014), servikal kanser (CHEN, 2011) ve hepatoselller karsinomada (YANG,
2013) gosterilmistir (JARDIN, 2015; XU, 2015). SOCE’nin invazyon mekanizmasindaki iglevi
ekstraseliiler alandan hiicre igine Ca™ girisini saglayarak bu mekanizmada yer alan Ca*
bagimli kalpain, fokal adhezyon kinaz ve Rac (Rho ailesinden kiguk GTPaz) gibi
molekullerin aktivasyonunu ve migrasyondan sorumlu olan fokal adhezyonlarin yapim ve

yikim surecinde yer almasi olabilir (CHEN, 2016).

HCC ve servikal kanserde SOCE’nin induklendigi kosullarda fokal adhezyon doéngu
(turnover) hizindaki artis kanser hucrelerinin  migrasyonunu hizlandirirken, SOCE
inhibisyonunun daha genis fokal adhezyonlarin olusumu, déngu hizinda azalma ve hicre
adhezyonunda artisa yol agtigi gosterilmistir (YANG, 2013; ZHU, 2014). STIM1 OE ve
STIM1+Orail-OE TIC'lerin invazyon davraniglarini inceledigimiz  g¢alismalarimizin
sonuclarina goére insertten gegen hicre sayisinin STIM1+Orai1-OE hucrelerde daha fazla
oldugu belirlenmistir. STIM1:Orai1 proteinleri arasindaki kenetlenme igin gerekli olan
sitokiyometrinin SOCE acisindan 6nemli olmasi yukarida bahsedilen SOCE ve invazyon
iliskisini desteklemektedir. Calismamizda da, SOCE'nin daha fazla gézlendigi kosul olan
STIM1+Orail-OE hucrelerde invazyonda insertten gegen hicre sayisinda artig saptanmigtir.
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Bu durum, hucrelerin ortamda bulunan kalsiyumu kullanarak fokal adhezyon yapim ve yikim

hizini arttirmasi ve dolayisiyla invazyon kapasitelerini artirmalariyla agiklanabilir.

Tumor baglatma 6zelligine sahip oldugu dusuinilen “kanser kdk hicreleri” yani TIC'ler timor
hicrelerine oranla genellikle yavas blyime hizina sahiptir (MOORE, 2011; TAKEBE, 2015).
Calismamizda Huh7 TIClerin proliferasyonunun EpCAM'CD133" Huh7 hicrelerinkine oranla

daha yavas olmasi bu goérisi desteklemektedir.

Huh7 TIC’lerin dusuk proliferasyon hizina sahip olusu, proliferasyon hizlarini baskilamak ve
apoptozdan kacmak icin hiicre ici Ca*? iyonlarini ER'de tuttugunu distindiirmektedir.
TIC’lerin proliferasyon hizlarinin EpCAM CD133"lere oranla belirgin olarak yavas olusu hiicre
ici bazal Ca*™ konsantrasyonlarinin diisiik olmasindan da kaynaklanabilir. Bu durum bazal
Ca*® diizeylerinin belirlenmesi ile dogrulanabilir. Ancak, kullandigimiz hiicre ici Ca*?
indikatorii boya olan Fura-2’nin mikrogevreye bagli olarak Ca*? afinitesinin degismesi mutlak
Ca'? konsantrasyonlarinin belirlenmesi yerine sadece zamana bagl orantisal degisimleri

izlememize olanak vermistir.

Mikrodizin calismalarinda (transkriptom) ve miRNA dizileme (miRNom) calismalarinda
proliferasyon, migrasyon, invazyon, ila¢ direnci ile iligkili olan miRNA’larin ekspresyonunda
degisiklikler saptanmis olup halka acglk veri bankalarindaki insan &rnekleri ile
karsilastiriimistir. Kat degisimi belirgin olan bazi mRNA ve miRNA’larin disindakiler tani Kkiti
tasarimi amacgli dogrulama c¢alismalarinin devam etmesi nedeniyle sonu¢ raporunda

verilmemistir.
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5 SONUG

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda malignite durumlarinda kalsiyumun énemi ve her
hiicrenin kendine 6zgii bir Ca*™ “kodu” oldudu tartisilmaktadir. Malignite durumlarinda Ca*?
homeostazinin diizenlenmesinde olusan degisiklikler (ki uyarilamayan hicrelerde hcre ici
Ca'? diizenlenmesi baslica SOCE tarafindan saglanmaktadir) siklikla karsilasilan durumlar

olmasi nedeniyle bulgularimiz bu strecin aydinlatiimasina katkida bulunabilir.

Calismalarimiz SOCE araciligi ile gergeklesen hiicre igi Ca™ homeostazinin HCC hiicre
hattinda timoér baslatma ozelligi tasidigi dusindlen  TIClerin - yogun bulundugu
populasyonda, kanserlesme slrecinde proliferasyon, coklu ilag direnci, EMT gibi islevlerin
gerceklestiriimesinde islevsel oldugunu goénermektedir. SOCE’nin bileseni olan STIM1 ve
Orail molekdllerinin malignite durumlarindaki ifade degisiklikleri bu molekiillerin kanser
tanisinda belirte¢g olma potansiyeli tasidiklarini disindidrmektedir. SOCE bilesenlerinin ve

iliskili miRNA’larin hedeflenmesi ile spesifik antikanser tedavi stratejileri gelistirilebilir.
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