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KISALTMALAR
2-APB 2-aminobiphenylborate

a-AR Alfa adrenerjik reseptdr
AR Ankyrin Repeat, TRP proteinlerinde bulunan bir peptid dizi tekrari
ATP Adenosine triphosphate. Adenozin trifosfat
b.c. baz ¢ifli
BLAST Basic local alignment search tool
BSA Bovine serum albumin. Sigir serum albumini
Ca Kalsiyum iyonu
I('a'j’l. Hicre igi Ca'” konsantrasyonu
CaM Calmodulin. kalmodiilin
CClL Capacitative calcium entry. Kapasitatif kalsiyum girisi
cDNA Complementer DNA, komplementer DNA
CaM IP; R Binding domain. biitiin TRPC lerde bulunan CaM ve IP3R
CIRB
ctkilesim bolgesi
CPA Cyclopiazonic acid. siklopiazonik asit
CRAC Calcium release-activated Ca™, Ca'” saliverilisi tarafindan aktive edilen
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Ca”. bkz. SOC ve SOCE.

CyPB Cyclophillin B, siklofilin B
DAG Diagil gliserol
DAPI 4' 6-Diamidino-2-phenylindole, ¢ift sarmal DNA boyar belirteg
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium, bir kiiltiire hiicre bliyiime ortami
DS Distile su
ECL Enhanced chemiluminescence, gii¢lendirilmis kemiliiminesans
EDTA Etilen diamin tetra asetik asit
ER Endoplazmik retikulum
ET Endotelin
EtOH Etanol
FTS Fizyolojik tuzlu su, %0.9’luk NaCl ¢ozeltisi
HEPES-Buffered Saline, HEPES ile tamponlanmis %0.9’luk sodyum kloriir
HBS
¢ozeltisi
HEPES N-2-Hidroksietilpiperazin-N'-2-Etansulfonic Asid, tampon ¢dzelti
HRP Horseradish peroksidaz
5-HT 5-Hidroksi triptamin, serotonin
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inositol-1.4,5-triphosphate, Inositol-1.4.5-trifosfat

IP; reseptorii

Lysogeny broth veya Luria-Bertani broth, zengin bakteriyel besi ortami

Mesajc1 Riboniikleik asit

Poliacrylamide gel electrophoresis, poliakrilamid jel elektroforezi

Point Accepted Mutations, evrimsel siire icinde amino asit degisimine

yansiyan mutasyon sayist

Phosphate-buffered saline, fosfat tamponu igeren %0.9°luk sodyum kloriir

¢ozeltisi

Polimerase chain reaction, Polimeraz zincir reaksiyonu

Phosphatidyl inositol 2-phosphate

Phospholipase C, Fosfolipaz C

Plazma membrani

RNA interference, RNA’ya miidahale

Receptor-operated Ca’” channels, Reseptor-kontrollii Ca* kanallari

Reverse transcription, Ters transkripsiyon

Real-time PCR, Gergek zamanli PCR




Ryanedine receptor, bitkisel bir alkaloid olan ryanodin tarafindan aktive

edilen SR Ca'™ kanali

Sodyumdodesilsiilfat

Sarko(endo)plazmik retikulum Ca>-ATPaz

Small interfering RNA

Sarkolemma, plazma mambrani

Store-operated Ca®*

Store-operated Ca®* channels, Depo kontrollii Ca™ kanallari

Sarko(endo)plazmik retikulum

Stromal interaction molecule, stromal interaksiyon molekiili

Tris buffered saline

Tween-20 igeren TBS

6 Transmembrane domain, plazma membranini 6 kez gegen protein

N.N.N'N’-Tetra (2-pridilmetiletilen diamin. bir ER Ca'? tamponu

Tripure isolation reagent, Tripure izolasyon ¢ozeltisi

Melting temperature, Ergime sicakhigi

1-(2-Trifluorometilfenil) imidazol




Transient receptor potential, gecici membran potansiyeli

TRP canonical

VOCC

Voltage-operated Ca’* Channels, voltaj-kontrollil Ca'’ kanallan:

VSM

Vascular smooth muscle, damar diiz kasi




1- OZET

Bu ¢alismanin amaci kapasitatif kalsiyum giriginin (Capacitative Ca’’ Entry, CCE) vaskiiler
diiz kastaki (Vascular Smooth Muscle, VSM) diizenlenme mekanizmasim geleneksel ve gen
susturma yontemleri ile arastirmaktir. ilk olarak, sican torasik aortunda kontraksiyon gelisimi
ile  eszamanlt olarak, VSM  hiicrelerinde (A7r5) ise sadece hiicre ici rCa"Lz
konsantrasyonlarindaki ([Ca’"])) gergek zamanh degisimleri fura-2 epiﬁﬁoresans yontemi ile
izleyebilecek bir aparat yapzlmz‘stir. CCE blokorii oldugu ileri s‘ﬁrﬁien 2-APB ve TRIM’in
Ca'? depolarim bosaltarak depo-kontrollii Ca’? kanalim (Store-Operated Ca”® Channel.
SOCC) aktive eden selektif sarko-endoplazmik retikufum Ca"’ATPaz (SERCA) blokorii
siklopiazonik asit (cyclopiazonic acid, CPA) ile artan [Ca’']; izerindeki etkileri arastirlmistir.
CPA’min - artirdig [Ca+2]i ve kontraksiyon, 2-APB taréfmdan, 5-HT yar:iitlarlnl dé
azalttigindan, non-selektif olarak tamamen inhibe edilmisti. CPA-aracih [Ca™'] ve
kontraksiyon artist voltaj-kontrolli Ca'? kanal blokorii verapamil veya sozde SOCC blokorii
TRIM tarafindan etkilenmemistir. SOCC mekanizmasint daha ileri diizeyde incelemek igﬁin,
kanal blokorleri lameller iizerinde {iretilen A7r5 hiicrelerinde denenmistir. 2-APB ve TRIM
saglam dokudakine benzer etkiler gstermistir. Son olarak, SOCC bilesiminde temel islevi
oldugu dusiiniilen TRPC1 geninin post-transkripsiyonel susturulmasmm: etkisini aragurmak
icin TRPC1 mRNA’sina komplementer 21 be’lik siRNA’lar A7r5 hiicrelerine uyguianﬁxﬁur.
Transfeksiyondan 72 saat sonra, TRPC1 mRNA diizeyleri %40 oraninda azalirken TRPCE
%70 artmstir. Beklenmedik bir sekilde, siTRPCI uygulanan hiicrelerde SOC artmustir.
Ayrica, in vivo siRNA uygulamasi ile TRPC1 ekspresyonu etkilenmezken TRPC6 dﬁizeyleri
ATr5’te gozlenene benzer sekilde VSM ve endotelde de artmistir. Bu sonuglar 'I‘R?Cl’in
SOCC’nin regiilator alt birimi olabilecegini ve TRPC6 ile kompanjse edilebilecegini

diisiindiirmektedir.



2- ABSTRACT

This study investigates the regulatory mechanism of capacitative Cazfentry (CCE) in vascular

smooth muscle (VSM) through conventional and gene silencing approaches. Initially, an
original apparatus was designed to monitor real-time changes in cytosolic Ca’’ concentration
([Ca®}) via fura-2 epifluorescence in ‘VSM cells (A7r5) as well as force generation
simultaneously in isolated aorta. Purported blockers of CCE, 2-APB and TRIM, were tested
on [Ca®"]; elevation induced by selective sarco-endoplasmic reticulum Ca®'-ATPase (SERCA)
blocker, cyclopiazonic acid (CPA), which activates store-operated Ca** channels (SOCCs) by
emptying Ca’" stores. CPA-clevated [Ca”"]; and force were abolished by 2-APB non-

1. and force were not

selectively as it also decreases 5-HT responses. CPA-elevated [Ca
affected by voltage-operated Ca®* channel blocker, verapamil or a purported SOCC blécker,
TRIM. To further investigate SOCC mechanism, channel blockers were tested on ATrS cells
grown on cover slips. 2-APB and TRIM demonstrated similar effects as in intact tissue.
Finally, to investigate the effects of post-transcriptional silencing of TRPC1 gene reportedly
acting a central role in multimeric SOCC formation in VSM cells. 21 bp-small interfering
RNA (siRNA) complementary to TRPCI mRNA was administered into the culture medium.
72 h post transfection, TRPC1 mRNA levels were decreased by 48% along with ~%70
upregulated TRPC6 levels. Unexpectedly, SOC increased in silRPCl-administered cells. In
addition, in vivo siTRPC1 administration did not apparently affect the TRPCI expression
while it appeared to increase TRPC6 levels in VSM as observed in A7r5 cells as well as in the
endothelium. These results suggest that TRPC1 may be the regulatory subunit within the

SOCC and possibly replaced by TRPC6 as a result of a compensatory mechanism.




3- GIRIS

Bu projenin amaci kardiyovaskiiler hastaliklarda Snemi son on yil iginde artan kapasitatif
kalsiyum giriginin (Capacitative Ca'? Entry. CCE) veya daha yaygin kullamlan adiyla depo-
kontrollii Ca’? girisinin (Store-Operated Ca™ Entry, SOCE) vaskiiler diiz kastaki islevini
diizenleyen farmakolojik ve molekiiler yaklagimlart aragtirmaktir. SOC kanalimin (S0OC
Channel, SOCC) bugiine kadar ‘tammlanmls voltaj-kontrollii Ca" kanallarindan (voltage-
operated Ca'? channels, VOCC) ayr1 degerlendirilmesinin temel nedeni kanal yapisina katilan
alt birimlerinin farkli genler tarafindan kodlanmasi ve kanal bilesiminin yer, zaman ve

uyari/strese bagh olarak farkhlasmasidir (MINKE, 2002; MONTELL, 2005).

ilk defa meyve sineginde islevsel varliklarinin gosterilmesi sonrast insanda da degisik
dokularda farkls islevlerinin bulunmasi ve dogmatik dis uyar yerine hiicre i¢i mesaj ile aktive
olmalar1 SOCC’yi biyolojik ¢aligmalarin oncelikli hedefi haline getirmigtic (MINKE, 2006;
MONTELL, 2003). Selektif antagonistinin bulunmayist SOCC aragtirmasinda  yeni
teknolojilerin  kullanimint  zorunlu  kilmistir.  Bu nedenle, ¢alismamizda farmakolojik
yaklagimlara ek olarak gen islevini tanimlamada kullanilan, 6zellikle memeli hiicrelerinde de
islevselligi kanitlanan (ELBASHIR, 2001) ve giincel bir islevsel genomik (functional
genomics) yontemi olan RNA interferans (RNAQ) kullanilmistir. Bu amagla, hedef gene
spesifik 21 bg’lik kiigiik “miidahale edici” RNA (small interfering RNA, siRNA) transfekte
edilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirleri kullanilarak islevsel kaybin oldugu fenotip loss-of-
function phenotype) ya da soz konusu genin siRNA-aracilt susturulmasina karst geligen
kompansatuvar iglev artig1 olan fenotip (gain-of-function phenotype) belirlenmeye calisilmstir.

Bunlara ek olarak, in vitro ¢alismalarda belirlenen hedef genin in vivo ortamda da susturulmasi
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3- GIRIS

Bu projenin amaci kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemi son on yil iginde artan kapasitatif
kalsiyum girisinin (Capacitative Ca’? Entry, CCE) veya daha yaygimn kullanilan adiyla depo-
kontrollii Ca*™ girisinin (Store-Operated Ca™ Entry, SOCE) vaskiiler diiz kastaki islevini
diizenleyen farmakolojik ve molekiiler yaklagimlari arastirmaktir. SOC kanalmin (SOC
Channel, SOCC) bugiine kada‘r tamimlanmis voltaj-kontrollii Ca™ kanallarindan (voltage-
operated Ca™ channels, VOCC) ayr1 degerlendirilmesinin temel nedeni kanal yapisina katilan

alt birimlerinin farkli genler tarafindan kodlanmasi ve kanal bilesiminin yer, zaman ve

uyari/strese bagh olarak farkhilasmasidir (MINKE, 2002; MONTELL, 2005).

[k defa meyve sineginde islevsel varliklarinin gosterilmesi sonrast insanda da degisik
dokularda farkli islevlerinin bulunmas: ve dogmatik dis uyari yerine hiicre i¢i mesaj ile aktive
olmalart SOCC’yi biyolojik ¢alismalarin oncelikli hedefi haline getirmistir (MINKE, 2006:
MONTELL, 2003). Selektif antagonistinin bulunmayisi SOCC arastirmasinda  veni

teknolojilerin  kullanimim  zorunlu kilmistir. Bu nedenle, c¢alismamizda farmakolojik

yaklagimlara ek olarak gen islevini tanimlamada kullanilan, 6zellikle memeli hiicrelerinde de

islevselligi kanitlanan (ELBASHIR, 2001) ve giincel bir islevsel genomik (functional
genomics) ydntemi olan RNA interferans (RNAIQ) kullanilmistir. Bu amacla, hedef gene
spesifik 21 bg’lik kiigiik “miidahale edici” RNA (small interfering RNA, siRNA) transfekte
edilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirleri kullamilarak islevsel kaybin oldugu fenotip (loss-of-
function phenotype) ya da s6z konusu genin siRNA-aracth susturulmasina Karst gelisen
kompansatuvar islev artist olan fenotip (gain-of-function phenotype) belirlenmeye calisilmstir.

Bunlara ek olarak, in vitro ¢alismalarda belirlenen hedef genin in vivo ortamda da susturulmas:




icin gerekli 6n ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla, hedef mRNA’nin farkl bolgelerini
komplementer olarak tantyan ii¢ siRNA karisimi mikroemiilsiyon formiilasyonu i¢inde sican
kuyruk veninden enjekte edilmig ve 72 saat sonra izole edilen damarlarda hedef mRNA

diizeyleri ve olasi fonksiyonel degisimler test edilmistir.

Hedef genin (TRPCI) SOC kanahinin bileseni olan TRPCI proteinini kodlamasi nedeniyle
gergek zamanh hiicre ici Ca+2‘konsantrasyonlarmdaki degisimi spektrofluorometrik olarak
izleyebilecek bir deney aparatinmn mithendislik tasarimi ile gelistirilmesi de calismanin
gerceklesen hedefleri arasinda yer almigtir. Molekiiler ¢aligmalara ek olarak SOC nin vaskiiler

kontraksiyondaki islevi ve sdzde antagonistlere duyarhg: hiicre igi Ca' ve kontraksiyonun

eszamanh Sl¢timii ile test edilmistir. Proje arastiricilari olarak bu gahsman,m' vaskiiler

aragtirmalarda iilkemizde uygulanan ilk “islevsel genomik” projesi olmasinin yani sira
teknolojik olarak yurtdist laboratuvarlarla esgiidiim i¢inde calisabilecek potansiyele erisildigi

kanisindayiz.




4- GENEL BILGILER

Proje geligimi sirasinda SOCC bilesimine giren yedi adet transient receptor potential canonical
(TRPC1-7) proteinleri iginde TRPCI alt tipinin hedefsel Snemi artristir. Haziran 2007°de
tamamlanan SBAG-2735 numarali arastirma projemizde  sican aortundaki TRPC gen

ckspresyonlarinin yaglanma siirecinde belirgin olarak degistigi gozlenmistir (ERAC, 2006).

Boylelikle, “vaskiler diiz kas TRPCI ekspresyonunun dramatik olarak azalmasimin yaslanma-

ile iliskili Ca’” homeostazindaki degisimlerden sorumly oldugu” hipotezini gelistirdik. Bu
hipotezi test edebilmek icin laboratuvarimizda TRPC1’deki azalmayi taklit ederek TRPC1’in
islevini belirleyebilecegimiz bir “fonksiyonel genomik”™ modeli olusturulmustur. Ayrica,
memelilerde iyon kanalmt olusturdugu ileri siiriilen ilk TRPC iiyesi olusu (ZITT, 1996), insan,
tavsan ve farelerde yaygin eksprese edilen (XU, 2001) TRPCI’i genis kapsamli zaman. emek

ve maliyet gerektirecek tarama ¢aligmalarimizin sncelikli hedefi haline getirmistir.

Ancak, TRPCl'in tek bagina kanal islevi goremeyecegine iliskin kanttlar ve iyon kanalnim
farkli TRPC alt birimlerinin tetramerik (dortlil) bilesiminden olugtugu savi gahismalarin yon ve
kapsamint degistirmistir (HOFMANN, 2002; PUTNEY, 2004; STRUBING. 2003). Bu
nedenle, bulgularimiz V€ TRPCI geninin susturulmasina iliskin gtincel literatiit
(BRUEGGEMANN, 2006) dogrultusunda sncelikle embriyonik sigan aortik diiz kas hiicre
(A7r5) kiiltiiriinde RNA miidahale (RNA interferans, RNAI) yontemi ile post-transkripsiyonel
gen susturma hedef validasyonu yaptimistit (SELLI, 2007). TRPC1in transkripsiyonel olarak

baskilanmasinmn kapasitatif Ca'” degisimleri ve diger TRPC lerin ekspresyonlar iizerindeki

etkisi de izlenmistir.




Post-transkripsiyonel gen susturma (PTGS): RNAi

Basarih bir sekilde uyguiadzgimiz PTGS (post-transcriptional gene silencing) ve gercek

zamanlt hiicre i¢i Ca* izleme yontemleri TRPC1’in CCE’ye aracilik eden depo-kontrollii Ca™
kanalinin diizenleyici bileseni oldugu varsayimini kuvvetlendirmistir. TRPC1’in bu islevini tek
bagina m1 yoksa yakin zamanda varligi kesfedilen STIM1 ve Orai adaptor proteinleri araciligi
ile gerceklestirdigi olgusu CCE’nin hiicre i¢i aktivasyon yolagm aydinlatma firsatini
olugturmustur. SOC’nin patolojik siireclerdeki islevsel Snemi ve TRP gen ailesinin ekspresyon
kaliplarinin vaskiiler sistem disinda o6zellikle prostat kanserinde de ayrimsal degisiklikler
gostermesi (FIXEMER, 2003; TSAVALER, 2001; VANDEN ABEELE, 2003) ve apoptotik
stireglere katilmalari (MARASA, 2006) TRPC’leri hastalik tan1 ve tedavisinde hedef haline
getirmistir. Son yillarda TRPC alt tiplerinin de prostat kanserinde ayrimsal islevleri oldugunun
gosterilmesi TRPC’lerin glindemde tutulmalarma neden olmustur (PIGOZZI, 2006). Apoptotik
stirece katilan genlerin transkripsivonunda islev gdren niikleer faktor kappa B (NFxB)
aktivasyonu SOC girigindeki artis tarafindan baskilanarak hiicrenin apoptotik siirece girmesini
kolaylagtirmaktadir. TRPC1’in bagirsak epitel hiicrelerinde kiicitk engelleyici RNA (small
interfering RNA, siRNA) aracihig1 ile susturulmasi azalan SOC girisine bagh olarak apoptozu
engellemektedir. S6z konusu gézlem TRPCI’in intestinal mukozanin apoptotik hiicre 6ltimi

ve mukozanin homeostazi i¢in kritik 6nem tasidiginm kanitlamaktadir (MARASA, 2006).

figing olarak familyal segmental glomeriiloskleroz sendromundan (FSGS) non-selektif katyon
kanalini kodlayan TRPC6 genindeki mutasyonun sorumlu oldugu gosterilmistic (WINN,
2005). Bu olguda arastirmacilar TRPC6 mutasyonunun glomeriiler homeostazi bozdugunu
ve/veya apoptozu tetikledigini ileri siirerek TRPC6'min da apoptotik siireclerde islev

gordiigiinii 5Snermektedir (WALZ, 2005).




Proje kapsamindaki temel kavramlar ve giincel durumlari

Kalsiyum: Kalsiyum iyonu (Ca™) tiim memeli organizmalarinda hiicrenin dogum, yasam ve
sliim- siireglerinde ¢ok yonlii islevler goren basit ancak becerikli bir molekiildir. Hareket
etmemizi saglayan iskelet kasinin kontraksiyonundan beynimizin bilgi isleme ve depolama

siirecine kadar birgok mekanizma Ca™ tarafindan diizenlenir. Kalsiyum iyonunun bu

mekanizmalardaki temel islevi hiicre i¢inde bilginin aktariimasini saglamaktir. Kalsiyumun bu

basit yapst ile farkl stireglerde diizenleyici olarak islev gormesi, hiicre icinde belirli bir
yerdeki konsantrasyonunun esik degerlere yitkselme veya alcalmasinin yan sira yer ve zamana
bagh degisim kaliplarindaki farkliklarla iliskili goziikmektedir (BERRIDGE, 1998). Soz
konusu degisimler bir ndronun digeri ile sinaptik baglanti yapmak fizere akson boyunun
uzatilmasindan, membran eksitasyonu, vezikiil sekresyonu, mitoz boliinme, mitokoﬁdriyal

metabolizma ve diiz kas gevsemesi gibi temel intraseliiler mekanizmalari kapsar.

Sarko-endoplazmik retikulum ve hiicre ici sinyal iletimindeki stradist islevi: Sarko-
endoplazmik retikulumun (SR/ER) geleneksel olarak hiicre ici Ca" iyonlarim depoladigi ve
gerektiginde hiicre igi sinyal iletimi sonucunda depolanan Ca”? iyonlarini salivererek hiicresel
siireclere katildigt bilinmektedir. SR membranindan siirekli fakat diigtik diizeyde Ca’’ sizintist
meydana gelirken, aktif Ca'? saliverilmesi bugiine kadar belirlenen iki tip spesifik kanal
(inozitol-3-fosfat reseptorii, IPR ve ryanodin reseptori, RyR) aracilig: ile geréekiesmektedir.
SR icerisine kalsiyumun alumi ise SR membraninda bulunan Ca™*-pompalari (SERCA)
aracthii ile gerceklesmektedir (MARTONOSI, 2003). SERCA ailesi farkl genler tarafindan
kodlanan 3 temel izoformdan (SERCAL, 2 ve 3) olugmaktadir. Diiz kasta daha cok SERCA2b
izoformu bulunmaktadir (MACLENNAN, 1992: MARTONOSI, 2003). Bilindigi gibi bir

integral membran proteini olan fosfolipaz C (PLC) enziminin aktivasyonu ile iliskili hiicre
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yiizey reseptorlerinin uyarilmast sonucunda hiicre iginde inozitol-3-fosfat (IP;) diizeyindeki
artis depo bosalmasina neden olmaktadir. IP;, SR membraninda bulunan tetramerik (dort
birimli) IP; tarafindan aktive olan Ca™ kanallari (IPR) araciligi ile SR’den Ca"
saliverilmesine neden olmaktadir. Yaklagik 20 yil kadar 6nce tammlanan bu Ca™ sinyal

yolagi hiicre membranindan Ca'? girisinin aktivasyonuna neden olmaktadir (BERRIDGE,

2003).

~

Kapasitatif Ca™* (Capacitative Ca™’) veya Depo-kontrollii Ca™ (Store-operated Ca®, 50C):

i1k olarak uyarilamayan hiicrelerde belirlenen bu Ca*? giris yolagi hiicre igi Ca™ depolarinin
bosalmasina yanit olarak uyarildigi (ve bu depolarin dolmasi ile inaktive olduklart) icin depo-
kontrollii Ca™ girisi (store-operated Ca" entry, SOCE) olarak isimlendirilmistir (Sekil 4.1)
(PUTNEY, 1986). Sonraki yillarda SOCE, ndron (LI, 1999)ve diiz kas hiicrelerinde de
bulunmus (ALBERT, 2002; TREPAKOVA, 2000) olup sigan torasik aortundaki islevi
tanimlanmustir (TOSUN, 1998). Bunlara ek olarak subaraknoid kanamanin indiikledigi tersinir
olmayan baziler arter spazminda da islev gordiigii ilk kez tarafimizdan gBsterilmistir
(ZUCCARELLO, 1996). Son bulgular protein sentezinin SR’den Ca™ saliverilmesi ve SOC ile
iliskili oldugunu gostermektedir. Protein sentezinin sonlandirtimasi ve baslangi¢ asamasindaki
polipeptidin  saliverilmesi  SR’den Ca™ saliverilmesi sonucunda ribozom-translokon
kompleksinin iyon gegirgenligindeki degisiklikle iliskilidir (CAMELLO, 2002; LOMAX,
2002; ONG, 2007). Farkhi kosullar ile SR’nin bogalmasi SOC aktivasyonu izerinde
birlesmektedir. T-lenfosit aktivasyonu (LEWIS, 2001), diiz kas kontraksiyonu (OKON, 2002),
endotel hiicrelerinin gegirgenligi (CIOFFI, 2003; TIRUPPATHI, 2002), salgi bezlerinin
sekresyonu (LIU, 2004; LIU, 2000) gibi ndrotransmitere bagimli fizyolojik siireclere ek olarak
SOC ayrica SR-Ca" konsantrasyonunu koruyarak protein sentezini optimum diizeylerde

strdiirilmesini  saglar (HUSSAIN, 1999). SOC’nin protein sentezi, hiicre gelisimi ve
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proliferasyon igin kritik olan hiicre ici depolarn uygun bir gekilde yeniden dolmasi igin

programlanmis yasamsal bir mekanizma oldugu diistiniilmektedir (VENKATACHALAM,

2002).

SOC kanallar1 SR Ca'? ierigini azaltan IP; ya da diger bir uyarnin (HOTH, 1992; PAREKH,
1997) yam sira tapsigargin (THASTRUP, 1990), siklopiazonik asit (CPA) (SEIDLER, 1989)
ve di-ter-biitilhidroksikinon (MOORE, 1987) gibi SERCA inhibitorii ajanlarin etkisi ile de
aktive olabilir. SERCA blokc'irlerin‘in kalsiyumun aktif olarak SR i¢ine pompalanmasini inhibe
ederek SR’nin pasif olarak bosalmasi sonucunda SOC girisini reseptorden bagimsiz olarak
aktive etmeleri SOC aragtirmalarina olanak vermistir. Calismarmizda SERCA inhibisyonuna
neden olarak dogrudan hiicre igi Ca'? depolarii bosaltuigz bildirilen CPA kullanilmastir

(PAREKH, 2005; PUTNEY, 2001; SCHILLING, 1992).

SERCA

. CaEGTA—~— Ca**
' ECTA

Sekil 4.1. SOC fizyolojik aktivasyon yolagl Agonistin reseptoriine (R) baglanmast G
proteini ya da tirozin kinaz (TK) aracih@ ile fosfolipaz C’yi (PLC) aktive eder. V?LVC'

membrandaki PIP,’yi hidroliz eder ve IP; olugmasina neden olur. IP; IPR ile ER’den Ca’



saliverilmesine neden olur. ER Ca™ konsantrasyonundaki azalma SOC kanallarini aktive

eder. TPEN: ER Ca™ tamponu (N,N,N°.N’-tetra (2-pridilmetil)etilen diamin) (LEWIS, 2007).

SOC kanallarimn diger Ca*? kanallarindan yapisal ve islevsel farklihklari: SOC kanallarmin
diger Ca™ kanallarindan yapisal olarak bir takim farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. Bes
protein altbiriminden (a;, a2, B. v, 8) meydana gelen voltaja duyarli Ca™ kanallari (VOCC) tek
gen tarafindan kodlanan «; altbtriminin 6 defa membran: geg¢en (6TM) domainlerinin 4 kez
tekrarlanmast ile kanal yapisi olustururlar. Her bir modiildeki pozitif yiiklii amino asidlerce
zengin dordiincii segmentin (S4) voltaj duyargast olarak iglev yapugi diisiiniilmektedir
(FLOCKERZI, 1986; TAKAHASHI, 1987; TANABE, 1987). Diger yandan SOC kanallarin
olusturdugu bilinen bazi TRP kanallarinin homo- ya da heterotetramerik yapilar olusturarak
fonksiyon gosterdigi Onerilmektedir (Sekil 4.2) (CLAPHAM, 2003; HOFMANN, 2002;
PUTNEY, 2004; STRUBING, 2003; VANNIER, 1998). Hidropati analizlerine gére SOC
kanallarint olusturan her bir TRP alt biriminin membrani 6 kez gegen segmentlerden olustugu
digtintilmektedir. Bu yapinin VOCC’lerin dort 6TM yapisindan birine benzemesi nedeniyle
VOCC’lerin gelisimsel stiregleri ile iligkili olabileceklerini akla getirmektedir. Ancak
VOCC’lerin aksine voltaj duyargast S4’{in islevini tagtyan bir TRP proteini SOCC bilesiminde

bulunamamustir.

In  vivo ortamda islevsel TRP  kanal komplekslerinin  bir araya  gelisi
homo/heteromultimerlesme ve yapisal proteinler ile kompleks olusumlar tarafindan
yonetilmektedir (DIETRICH, 2006). Farkh dokularda 6nerilen fizyolojik islevler ile heterolog
ekspresyon sistemlerinde gozlenen TRP kanallarinin islevsel 6zellikleri arasindaki farkliliklar
bu olusumlar ile agiklanabilir. SOC girisine neden olan kanallar hemen hemen tiim hiicre

tiplerinde eksprese olurken farklt hiicrelerde farkli 6zelliklere sahiptir. Ilk belirlenen SOC
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salerilmesine neden olur. ER Ca™ konsantrasyonundaki azalma SOC kanallarint aktive

eder. TPEN: ER Ca' tamponu (N,N,N’,N’-tetra (2-pridilmetil)etilen diamin) (LEWIS, 2007).

SOC kanallarimin diger Ca™ kanallarindan yapisal ve islevsel farkliliklari: SOC kanallarinin
diger Ca™ kanallarindan yapisal olarak bir takim farklihiklar gosterdigi bilinmektedir. Bes
protein altbiriminden (. az, B, v, 8) meydana gelen voltaja duyarli Ca™? kanallari (VOCC) tek
gen tarafindan kodlanan ; altbiriminin 6 defa membrani gegen (6TM) domainlerinin 4 kez
tekrarlanmast ile kanal yapist olustururlar. Her bir modiildeki pozitif yiikli amino asidlerce
zengin dordiincii segmentin (S4) voltaj duyargasi olarak islev yaptign diisiiniilmektedir
(FLOCKERZI, 1986; TAKAHASHI, 1987; TANABE, 1987). Diger yandan SOC kanallarim
olusturdugu bilinen bazi TRP kanallarmm homo- ya da heterotetramerik yapilar olusturarak
fonksiyon gosterdigi Gnerilmektedir (Sekil 4.2) (CLAPHAM, 2003; HOFMANN, 2002;
PUTNEY. 2004; STRUBING, 2003; VANNIER, 1998). Hidropati analizlerine gdre SOC
kanallarint olusturan her bir TRP alt biriminin membrani 6 kez gecen segmentlerden olustugu
diistiniilmektedir. Bu yapinin VOCC'’lerin d6rt 6TM yapisindan birine benzemesi nedeniyle
VOCC lerin gelisimsel siiregleri ile iliskili olabileceklerini akla getirmektedir. Ancak
VOCC lerin aksine voltaj duyargas: $4°@in islevini tagtyan bir TRP proteini SOCC bilesiminde

bulunamamuistir.

In  vivo ortamda islevsel TRP  kanal komplekslerinin  bir araya  gelisi
homo/heteromultimerlesme ve yapisal proteinler ile kompleks olusumlar tarafindan
yonetilmektedir (DIETRICH, 2006). Farkli dokularda Snerilen fizyolojik islevler ile heterolog
ekspresyon sistemlerinde gozlenen TRP kanallarmin islevsel Szellikleri arasindaki farkliliklar
bu olusumlar ile agiklanabilir. SOC girisine neden olan kanallar hemen hemen tiim hiicre

tiplerinde eksprese olurken farkl hiicrelerde farkh ozelliklere sahiptir. ik belirlenen SOC
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release-activated calcium, CRAC) kanahidir

kanals Ca** -salwerilisi ile aktive olan Ca™ (Ca®”

(HOTH, 1992). Bu kanallar T-lenfositlerinde ve sigan bazofil 16semi (rat basophil leukaemia,

n kanallardir (PAREKH,

RBL) hiicrelerinde kalsiyuma son derece yitksek selektivite gostere

1997; PAREKH, 2005). SOC kanallarmin farkli hiicrelerde farkhi biyofiziksel ozelliklere

sahip oldugu g‘o’sterilmistir(AMBUDKAR, 2006; BOLOTINA, 2004; LIU, 2004; PAREKH,

farklilk gostermektedir.

2005). Bu kanallarin Ca™ selektiviteleri hiicre tiplerine gore

Molekiiler yapilari tam olarak bilinmemekle beraber alt tip bilesiminin kanalin fizyolojik

islevi ile iliskili olarak belirlendigi dusiiniilmektedir (Sekil 4.2) (AMBUDKAR, 2007,

MINKE, 2006; PUTNEY, 2004). Bu ters yonlii (hiicre icinden membrana) aktive olan

icerigini nasil algilayabildigi ve hepsinin ortak bir ER-PM

kanallarm hiicre i¢i depolarm Ca™

sinyali ile aktive olup olmadig1 hiicre biyolojisinin en snemli bilinmeyenleri arasindadir.




b} [{5] » {7%7 s
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Sekil 4.2. TRPC kanal proteinlerinin yapisi. a) Omek olarak gosterilen TRPC3 alt
biriminin membram alti kez gegen 6TM segmentleri (kavuni¢i) membrani tamamen
gegmeyen ve kanalin por kismini olusturduguna inamilan hidrofobik segment (P) gorilmekte.
Gri renkte goriilen segment de hidrofobik yapida olup membram gesmemektedir. Amino (N)
ucunda dort adet “ankyrin-benzeri tekrar” (AR) bulunmaktadir. Karboksi (C) ucunda ise
proteinin plazma membranina dogru iletimini sagladifina inanilan hem kalmoduline hem de
[P reseptériine baglanan bolge (CIRB, CaM IP3R binding) bulunmaktadir. b) Islevsel TRPC
kanalinm dért TRPC alt biriminin tetramerik bilesiminden olustugu dnerilmektedir. Kanal
konfigiirasyonu ve por (mavi) olusumu plazma membranimn i{izerinden hipotetik olarak
goriilmektedir. ¢) TRPC ailesinin yapisal iliskileri. Olgek bar: % PAM birimi (accepted point
mutations, iki amino asit dizisi arasindaki evrimsel uzaklik miktarimn bir 6lgiitit) (PUTNEY,

2004).
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Arastirmacilarin en bilyitk miicadelesi ER’deki Ca'™ iceriginin hangi mekanizma ile hiicre
membranma aktarildigidir. Bu kapsamda kabul géren 3 hipotetik mekanizma bulunmaktadir.
(i) SOCC’nin ER’deki IPR Ca’” kanali ile dogrudan etkilestigi (konformasyonel kenetlenme)
(IRVINE, 1990), (ii) difize olabilen bir faktor’in deponun bosalmasinin ardindan
sentezlenerek sahiverildigi (PUTNEY, 1990; RANDRIAMAMPITA, 1993) ve (iii) hiicre ici
vezikiillerde bulunan kanallarin hiicre membranina transfer oldugu (sekresyon-kenetlenme
modeli) (FASOLATO, 1993) énerilmektedir. Son on vil icinde SOC girisinin molekiiler
bilesenleri belirlenmistir. Bunlar arasinda en 6nemli kanal proteinleri TRPC lerdir. Bununla

birlikte gegen 2 yil boyunca gerceklestirilen calismalarda SOCC’nin yeni bilesenleri

saptanmustir (Sekil 4.3 ve 4.4) (AMBUDKAR, 2007; LIOU, 2005: ROOS, 2005; SMY TH,

2006: SOBOLOFF, 2006).




TRPC1-TRPC34.56
TRPC1-TRPC2, C7 '

Sekil 4.3. TRPCY’in SOC kanallarma katkisi. Homomerik ve heteromerik SOC kanallan

TRPC1’in diger TRPC monomerlerle etkilesimi ile meydana gelebilir. Bu TRPC kanallannin

bazilann STIM1 araciligh ile ER’ye kenetlenirken digerleri STIMl ile Vetkileg;méz‘ STIMI ile
etkilesmeyen TRPC’ler TRPC1 gibi depo bosalmas: ile dﬁzenlénen bir TRPC monomeri ile
etkileserek SOC girigine aracilik edebilir. Sekli basitlestirmek amac1 ile sadece dimerik
kanallar gésterilmis, TRPC1 fonksiyonunda rol alan diger proteinler (TPgR, Homer, kﬁ?}‘éﬁﬁﬁ

gibi) gosterilmemistir. (AMBUDKAR, 2007)

iil

Sekil 4.4. SOCE’de TRPC1 ve Orail’in olas: rolii. Dort olasihk gbsterilmektedir. (i)
TRPC1 ve Orail birbirinden bagimsiz kanallar olusturur, (ii) TRPCI ve Orail aym kanala
aracilik eder (iif) TRPC1 Orail kanahimn diizenleyicisidir (iistte turuncu okla gésterilmig;tir)

(iv) Orail TRPCI kanalinm diizenleyicisidir (AMBUDKAR, 2007).




TRPC]1 proteininin SOC kanalinin bir bileseni olduguna iligkin bulgular giderek artmaktadir.

SiRNA ile “knock-down™ ve faredeki delesyon ¢aligmalart TRPC1 (BRUEGGEMANN, 2006;
CHEN. 2003: WU, 2004) ve TRPC4’iin (FREICHEL, 2001; TIRUPPATHI, 2002) SOCC
bilesiminde oldugunu gostermistir. TRPC3. TRPC6 ve TRPC7 ise diagilgliserol (DAG) ile
aktive olmaktadir (DIETRICH, 2005 INOUE, 2001; SOBOLOFF, 2005). Meyve sineklerinin
gorme  sistemlerindeki kesifleriyle baslayan ve insan homologlari bulunan gen ailesi
tarafindan kodlanan iyon kanalt preteinlerinin dig uyaranin ortadan kalkmasina karsin genis
bir esitlilikteki hiicresel yanitlarin siirdiirilebilmesinde etkin islev gormesi TRP genlerini
islevsel genomik ¢aligmalarinin temel hedefleri arasinda tutmaktadir. TRP’lerin homomerik
ya da heteromerik iyon kanali olusturma potansiyelleri gesitli vaskiiler hastaliklarda selektif
terapétik ajalarin gelistirilmesinde spesifik hedefler belirleme acisindan olduk¢a 6nemli

goziikmektedir (VAN BREEMEN, 2006).
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TRPC1 proteininin SOC kanalinm bir bileseni olduguna iliskin bulgular giderek artmaktadir.
SiRNA ile “knock-down™ ve faredeki delesyon calismalari TRPC1 (BRUEGGEMANN, 2006;
CHEN. 2003; WU, 2004) ve TRPC4’lin (FREICHEL, 2001, TIRUPPATHI, 2002) SOCC
bilesiminde oldugunu gostermistir. TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 ise diagilgliserol (DAG) ile
aktive olmaktadir (DIETRICH, 2005; INOUE, 2001; SOBOLOFF, 2005). Meyve sineklerinin
gérme  sistemlerindeki kesifleriyle baglayan ve insan homologlar1 bulunan gen ailesi
tarafindan kodlanan iyon kanali proteinlerinin dig uyaranin ortadan kalkmasina karsin genis
bir ¢esitlilikteki hiicresel yanitlarin siirdiiriilebilmesinde etkin iglev gormesi TRP genlerini
islevsel genomik calismalarinimn temel hedefleri arasinda tutmaktadir. TRP’lerin homomerik
ya da heteromerik iyon kanal olusturma potansiyelleri gesitli vaskiiler hastaliklarda selektif
terapdtik ajalarin gelistirilmesinde spesifik hedefler belirleme agisindan oldukga onemli

goziikmektedir (VAN BREEMEN, 2006).
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TRPC]1 proteininin SOC kanalinin bir bileseni olduguna iligkin bulgular giderek artmaktadir.
SiRNA ile “knock-down™ ve faredeki delesyon caligmalart TRPCI (BRUEGGEMANN, 2006;

C4’tin (FREICHEL, 2001; TIRUPPATHI, 2002) SOCC

CHEN, 2003; WU, 2004) ve TRP

bilesiminde oldugunu gostermigtir. TRPC3, TRPC6 ve TRPC7 ise diagilgliserol (DAG) ile
aktive olmaktadir (DIETRICH, 2005; INOUE, 2001; SOBOLOFF, 2005). Meyve sineklerinin
gérme  sistemlerindeki kesifleriyle baglayan ve insan homologlart bulunan gen ailesi
tarafindan kodlanan iyon kanall‘proteinlerinin dig uyaranin ortadan kalkmasina karsin genis
bir gesitlilikteki hiicresel yanitlarin siirdiiriilebilmesinde etkin islev gormesi TRP genlerini
islevsel genomik ¢alismalarinin temel hedefleri arasinda tutmaktadir. TRP’lerin homomerik
ya da heteromerik iyon kanali olusturma potansiyelleri gesitli vaskiiler hastaliklarda selektif

terapotik ajalarin geligtiriimesinde spesifik hedefler belirleme agisindan oldukga onemli

gozitkmektedir (VAN BREEMEN, 2006).
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5- GEREC VE YONTEM

Calismalarimizda kullandigimiz RNA, protein izolasyonu, hiicre ici Ca'?, simiiltane ca*/
kontraktilite deneyleri, hiicre kiiltiirii, in vitro ve in vivo gen susturma uygulamalan Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji AD, kantitatif RT-PCR ve klonlama ¢aligmalari
ise Ege Universitesi, Tip Fakiltesi, Tibbi Biyoloji AD, laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Asagida baslangigta planlanan galisma akis protokolleri zetlenmektedir (Sekil 5.1). Proje
bulgular: ve giincel literatiirdeki gelismeler dogrultusunda kapasitatif Ca™ kanalinm islevsel
alt tipini belirlemede sinyal/giiriiltii oraninin yiiksek oldugu sigan aortik diiz kas hiicre
hattinda (A7r5) in vitro gen susturma ¢alismalarini yapma gerekliligi dogmustur. Hedef

validasyonu amagli RNAi aracih iglevsel genomik ¢aligmamiz sistemik uygulamaya

gecmeden islevsel TRPC alt tipini belirleme firsati vermistir.

Bu calismalar takiben in vivo gen susturma 6n caligmalari yapilmigtir. Sistemik uygulama

amagli TRPC1 mRNA'sinin 3 farkli bélgesini hedefleyen ¢ift sarmal siRNA karisim ile

mikroemiilsiyon formiilasyonu yapilmigtir. Maksimum 300 ul hacminde siRNA

mikroemiilsiyon formiilasyonu simrli sayida bir yagindaki Sprague Dawley tirii erkek
siganlara kuyruk veni aracihgt ile uygulanmistir. Bu calismalar kapsaminda in vivo siTRPC1
uygulamasinin VSM ve endotel TRPCekspresyonlart ve endotelsiz izole torasik aortundaki

kapasitatif Ca** girisine baglt simultane Ca/kontraktilite degisimleri iizerine olast etkileri

izlenmistir.
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5.1 Hiiere i¢i Ca™ iyon konsantrasyonlarindaki degisimlerin izlenmesi

Kurumumuzda kurulumu gergeklestirilen PTI QM8/2005 yiiksek hizh coklu eksitasyonlu
spektrofluorometre, optimizasyonu ve kalibrasyonu yapilarak 6ncelikle hiicre kiiltiirii ile

yaptigimiz ¢aligmalara hazir hale getirilmistir (Fotograf 5.1, Sekil 5.3).

Bu amagla 24 hazneli petri plag: igine yerlestirilen dairesel polistiren lameller iizerine ekilen
kontrol ve siRNA (Boliim 5.3) uygulamasi yapilan hiicreler kullamlmistir. Hiicreler tampon
¢ozeltisi (HEPES-Buffered Saline, HBS: 135 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 1.2 mM MgCh, 1.5
mM CaCl,, 11.6 mM, 5 mM NaHCOs, ve 11.5 mM glukoz, pH:7.3, 25°C, (FAN, 2000) ile
yikanan hiicreler karanhkta 5 pM fura-2/AM (fura-2 tetra-asetoksi metil esteri) ve 0.02%
pluronik (Fura-2/AM’nin inkiibasyon ¢ozeltisinde dagilimmi saglayan deterjan) iceren %l
BSA/HBS ¢ozeltisi ile 60 dak inkiibe edilmistir. Spesifik olarak Ca* iyonuna afinite gosteren
fura-2 AM, hiicre membranindan gegtikten sonra AM ester grubu sitozolik esterazlarla
uzaklastinlir. Fura-2’nin serbest halde iken eksitasyon sinyali 380 nm iken Ca”
baglandiginda 340 nm’ye kayar ve 510 nm’de alnan emisyonun siddeti Ca** konsantrasyonu
ile orantih olarak artis gosterir. Inkiibasyon sonrasi 15 dk arayla 2 defa %1 BSA/HBS

¢ozeltisi ile yikanan lameller ¢elik mandal ile sabitlenerek spektrofluorometre kitveti igine

yerlestirilmistir.
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Fotograf 5.1. Spektrdﬂuorometre sistemi. 300-600 nm arasinda on farkls eksitasyonu 3

milisaniye araliklarla olug;turabiien cihéz kullanilarak kalsiyuma spesifik bir florofor olan
fura-2/AM inkiibe edilmis hiicre kﬁltﬁrledn&e ve canlt dokuda hiicre ici Ca*? konsantrasyon
degisimleri gergek zamanh olarak izlenmistir. (Soldan saga: oksijen tanki, kﬁizeﬁ ve ﬂag:
¢Ozeltilerini sabit sicaklikta tutulmasini saglayan sirkiilatorlii su banyosu, yﬁkéek doérulukta
g:ahsaﬁ peristaltik pompa, fluorometre omek kompartimani, emisyon monbkrézﬁatérﬁne
kenetli foton gogaltici, ksenon 15tk kaynagi, monitor; altta: bilgisayar ve gesitli ara-kontrol

¥

donanimlar: goriilmekte.)
Spektrofluorometre kiivet kompartimanina monte edilen gerek hiicre kiiltiirli gerekse de canli
doku kullanimina uygun hiicre i¢i eszamanl Ca'*/izometrik gerilim aparat: orijinal olarak

tasarlanmis ve imal ettirilmigtir (Fotograflar 5.2 - 5.4; Sekil 5.2).




-

Fotograf 5.2. Fizyolojik tuz ¢ozeltisi ile perfiize edilebilen polistiren dairesel lameli tutan

mandal sistemi tasiyan spektrofotometre kiivet tutucusu. Tiim pargalar PTI QM8/2005

spektrofluorometre cihazina adapte olacak sekilde tasarlanmustir. (Olgek: 1/1)

Fotograf 5.3. Polistiren lamel ve ¢elik mandal sistemi. Uzerinde A7r5 hiicre kolonileri olan

1,2 mm ¢apindaki lamel 6nce ¢elik mandal ile sabitlendikten sonra spektrofluorometre kiiveti

icine yerlestirilmektedir. (Olgek: 2x)
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Fotograf 5.4. izole damar dokularmda eszamanh hiicre ici Ca™ ve izometrik kasilma
dleiim aparati. Kiivet tutucunun iizerindeki damar diiz kasindaki izometrik gerilimleri
izlemede kullanilan transdusir sag tarafta 6zel bir kizak sistemine hassas bir sekilde monte

edilmigtir. Kizak iistiindeki (resim diginda) mikrometre tarafindan pozisyonu ince bir sekilde

ayarlanabilmektedir.(Olgek %)

34




-
§
.
.
-
%
o
-
‘xgﬁ
-
‘%
-
.
-

SRR s

Gerilim /
algilayict & llag uygulama

FTS (37°C)__

e

UV Eksitasyon

(340/380 nm) Isik
T T T kaynadji

/&

/ Emisyon (510 nm)

Monokromator

Foton
gogaltict

Elektronik
arayuiz

Sekil 5.2. fzole canh damar dokusunda hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunun ve

gerilimlerdeki degisimlerin e

deneyde degist

szamanh dl¢iilmesinin sematik gosterimi. Aparat her

irilen ultraviyole iiga gegirgen ozellikte polimetilmetakrilat (1x1x5 cm)

spektrofotometre kiivetine uyumlu olarak 2 ml kapasitesinde kapah sistem bir izole organ

banyosu gibi calismaktadir. Hucre kiltlird igin

tutucu kancalar yerine mikrosko

p lamelini sabitleyen bir aparat bulunmaktadir.

olan adaptdrde transdusira baglantili doku
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Sekil 5.3. Iki dalga boyu arasindaki eksitasyon kaymasinin ve Ca’" indikatoriiniin testi.
Kalibrasyon kiti (Calcium Calibration Buffer Kit 3, C6775, Molecular Probes) ile

Ca’'konsantrasyonundaki hassas artislara (0-0.017-0.038-0.065-0.100-0.150-0.225-0.351-

'0.602-1.350 pM) duyarh fura-2 (iyonik yapida) molekiiliiniin eksitasyon spektrumdaki

degisim. Fura-2’nin izosbestik noktast olan 360 nm’deki eksitasyonu Ca** iyon
konsantrasyonuna duyarsiz oldugundan 510 nm dalga boyundaki emisyonunda degisiklik
olmamasi, Ca”" varliginda ise eksitasyon dalga boyunun 380 nm’den 340 nm’ye kayarken

artan Ca”" konsantrasyonuna bagli olarak 510 nm’deki emisyonunun siddetinin artmasi

cihazin saglikli calistigin gostermektedir.

Spektrofluorometri yonteminde kullanilan kimyasal maddeler, tiretici firmalar ve hazirlanma

kosullar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.
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Tablo 5.1.Spektrofluorometri yonteminde kullamlan kimyasallar. DS, distile su; DMSO,

dimetilsiilfoksit; PBS, fosfatla tamponlanmis fizyolojik tuzlu su.

Ajan adi Uretici Stok / Coziicii Final
Konsantrasyonu

BSA Sigma %2 / PBS %0, 1

Fura-2/AM Molecular Probes 10° M/DMSO 5x10° M

Pluronic asit Molecular Probes %20/ DMSO %0,02

Siklopiazonik asit Sigma 10° M/ DMSO 10°M

Serotonin Sigma 10° M/ DS 10°M

5.2 Hiicre kiiltiirii

Avrupa Hiicre Kiiltiir Kolleksiyonu'ndan (ECACC) satin alinan A7r5 hiicreleri (sigan, DB1X,
embriyonik torasik aort hiicre hatt) DMEM/Ham’s F12 (%5 FBS + %l Penisilin,
streptomisin) ile beslendi. %80 yogunluga (confluency) ulastiginda 1:2 oraninda pasajlanan
hiicrelerin kayitlan tutularak stok durumu ve pasaj nolar takip edildi. [n vitro gen susturma
calismalarina baglamadan once farkli RNA izolasyon kit ve protokolleri kullanilarak

hiicrelerden izole edilen RNA verimini arttirmaya yonelik 6n ¢alismalar yapildi ve susturmayi

hedefledigimiz TRPC1 in mRNAsmin varhgi dogrulandi.

5.3 Post-transkripsiyonel gen susturma
Bu amagla TRPCI kii¢iik miidahale edici RNA (small interfering RNA, siRNA ) oligomerleri
ve transfeksiyon ajani (siGENOME ON-TARGETplus, DharmaFect2, Dharmacon) kullanildi.

Gen susturma calismalarinda kullamlan siRNA dizileri ve TRPCI1 transkripti (mRNA)

iizerinde eslestikleri bolgeler Tablo 5.2 de gosterilmistir.

37



-

SRR S

A

Tablo 5.2. TRPC1 siRNA dizileri ve transkript iizerinde eslestikleri bolgeler

Dizi adi

Dizinin niikleotid igerigi

A

Sense

GAA CAU AAA UUG CGU AGA U:.
Antisense AUC UAC GCA AUU UAU GUU €'

B

Sense

GGA CUA CGG UUG UCA GAAA
Antisense UUU CUG ACA ACC GUA GUCC: i

C

Sense

GAA UUU AAG UCG UCU GAA A’

Antisense UUU CAG ACG ACU UAA AUUC'

D

Sense

UGA ACU UAG UGC UGA CUU A
Antisense UAA GUC AGC ACU AAGUUC A" |

1
61
121
181
A 241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

TRPCI mRNA

ctgccccegt
gtctcctcect
ctgaaggatg
gcgtgcegaca

cctgggecge
cctceatgee
tgcgagaggt
agggtgacta

NM 053558 . 4015 bg

gatgatggcg
ttccteecceca
gaaggaggag
tratatggtt

taaattgcegt

agatltgctt

gacttggéca
aacgaaagct
cgaattcaga
catcgtaaca
ccceccatgetyg
agacattcca
ttaacagagyg
agccttgtgg
tttgctaaag
catacabtcta

tggatatact
atccggaata
actatgagat
ttggctgtga
ggtttcgtct
aggatccaat
aggtggaatt
atttgecrtge
gtgatgagcc

3961 gagtgaataa aatttggcat

C §s841 lagtcgtctga a
901 cagcagttcc tgaacaccgt

ttgctat

gcagctgett
ctcaacaaca
cctcacaatg
atgcacgctg
tgatatctat
tctgagagcg
ctggaatgac
gcaagctcgg
tcttgacaaa
caaatataac
ttggttcgga

tagattataa

gccectgtace
tecctocteat
aacaccttga
aaaaagattt
gggagaaatg

cgagcacgga
cgcccaacgda
atgagaagct
tggaggaaaa
ctgttaccat

cctctetygge
agtgatggcyg
tttcttgetyg
cagttcaggt
aactattgaa

tﬂé§§ctacg

gttgtcagaa

arttatggaa

atggatgttyg
cttctgaagc
tgttctgcga
agqatgtctad

caccagttat
aggacgtgge
aaaacaaaaa

tttagectgcet
tttgcccaag
ggacagcctc

ccagtccage tctaataatg

T aactta
tatgaagagc
aattctecgtyg
cgaggactac
cagaaggaqgrt
cagatgtcag

aaaaaaaaaa

tgctgactt
tagcccegtca
aactggaagt
tagaagaaag
ttgtectecca
gttaccgccey

ajaaaaaaaaas

aggaacte
gtgcaaaatyg

taaggcecace

agaaa

_

be¢: baz ¢ifti.

Caligmanin baglangicinda TRPCI mRNA dizisinin 4 farkh bdlgesine komplementer her biri

71 nikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidlerin, oncelikle tek baslarina daha sonra

P

gerektiginde susturma etkinligini arttirmak amactyla kombine edilmeleri planlandi. %50-70

arasinda gen susturma etkinligi goriilen hiicrelerde islevsel degisikliklerin saptanmast ile ilgili

dizinin (Tablo 5.3, Dizi A) kullammina devam edildi. Gen susturma galigmalarinda pozitif

kontrol olarak siklofilinB (CyPB) siRNA, negatif kontrol olarak non-targeting (NT) siRNA

kullanildi (Tablo 5.4).



Tablo 5.3. Negatif ve pozitif kontrol siRNA dizileri

Dizi adi Niikleotid igerigi
NT siRNA Sense UAG CGA CUA AAC ACAUCA A
Antisense UUG AUG UGU UUA GUC GCU A

CyPB siRNA Sense GGA AAGACUGUU CCA AAA A
Antisense UUU UUG GAA CAG UCU UUCC

Gen susturma c¢aligmalarinda kullanilan siRNA dizilerinin  hedef mRNA ile eslesip
eslesmedigt BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) analizi ile kontrol edildi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome /seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10116; Tablo 5.5).
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Tablo 5.4. siRNA dizilerinin BLASTN analizi

pizi

ANALTZ SONUCU

TRPC1 siRNA

BLASTN 2.2.17 (Aug-26-2007)

Reference:
Altschul SF, TL Madden, AA Schaffer, J Zhang, Z Zhang, W
Miller, and DJ Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a

new generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.
RID: HGVD1E6MO1Z

Database: Rattus norvegicus RefSeqg RNA
35, 902 seqguences; 72,405,186 total letters

,,,,,,,,,,,, 14¢) Rattus norvegicus transient
receptor potential cation channel, subfamily C, member 1
(Trpcl), mRNA
Length=4015

r -
> ref |NM 053558.1]

Score = 38.2 bits (19), Expect = 0.001
Identities = 19/19 (100%), Gaps = 0/19 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 GRACATRAATTGCGTAGAT 19

ERRRRRRRRRRRRERERN
Sbjct 246 GAACATARATTGCGTAGAT 264

NT siRNA

BLASTN 2.2.17 (Aug-26-2007)
Reference:
Altschul et al. (1997) Nucleilc Acids Res. 25:3389-3402.

RID: HGYT3YXWO15
Database: rat build 4 genome database (reference and

alternate assemblies)
8014 sequences; 5,387,086,425 total letters

No significant similarity found.

CyPB siRNA

BLASTN 2.2.17 (Aug-26-2007)
Reference:
Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: HH143ATRO1Z
Database: Rattus norvegicus RefSeqg RNA
35,902 sequences; 72,405,186 total letters

Length=840

Score = 38.2 bits (19), Expect = 0.001

Tdentities = 19/19 (100%), Gaps = 0/19 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 GGAARGACTGTTCCAARRA 19

RERRRRERRRRRRRRRRE
Sbijct 194 GGAARGACTGTTCCARAAA 212
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Yaklagik ellibin hiicre igeren 6 hazneli petri plagt i¢ine ekilen hiicrelere 12 saat sonra

DharmaFECT2 ile siRNA (100 nM) transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyon protokolii asagida

belirtilen 5 farkli grupta uyguland (Sekil 5.4):

S

TRPC1 mRNA sina spesifik siRNA

Pozitif kontrol (siklofilin B, CyPB siRNA)

Negatif kontrol (non-targeting NT, higbir genomik diziyl hedeflemeyen siRNA)
Yalanci transfeksiyon (sadece transfeksiyon ajant) (mock, M)

Hicbir uygulama yaptimamis (untreated, UT)

Sekil 5.4. siRNA uygulamasinin sematik gosterimi. Deney protokolii 6 hazneli petri

plaginda antibiyotik icermeyen besi ortaminda % 70 yogunluga kadar ¢ogaltlmig A7r5

hiicrelerine uygulanmistir.

A7r5 transfeksiyon protokolii:

» 2 adet 6 hazneli petri plaginda her kuyucuga yaklagik 50.000 hiicre/ml ekim

yaptldr.
» 12 saat sonra hiicreler PBS ile yikandu.

» Oligoniikleotid, final konsantrasyon 100 nM olacak sekilde antibiyotiksiz besi

ortami ile karistirtldr ve 25°C’de 5 dk inkiibe edildi.

» Ay bir tiipte transfeksiyon ajant (4 nl) antibiyotiksiz besi ortamu ile karigtirtld

ve 25°C de 5 dk inkiibe edildi.

» Oligoniikleotid ve transfeksiyon ajani igeren besi ortamlari birbirine karistirildi

ve 25°C"de 20 dk inkiibe edildi.
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~ Hiicrelerden PBS uzaklagtirildi ve antibiyotiksiz besi ortami eklendi.

~ Transfeksiyon karigimi besi ortami igine eklendi.

» 37°C de 72 saat boyunca COs inkiibatorii i¢inde bekletildi.

~ Inkiibasyon sonrasi PBS ile yikanan hiicrelerden RNA ve protein izolasyonu

vapildi.

Cahsmanm zorluklar: siRNA transfeksiyonunda antibiyotiksiz besi ortaminin kullaniimasi
gerekliligi ve hiicrelerin 3 giin gibi uzun bir siire boyunca bu ortam iginde korunmasiz olarak

bulunmast kontaminasyon olasithgini arttirmaktadir.

5.4  Gen susturma sonrasi ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

Bu amagla kantitatif Real Time-PCR ve WB (Western Blot) yontemleri kullanildr.

SIRNA uygulamasi sonrasi TriPure izolasyon ¢6zeltisi (TIR, TriPure Isolation Reagent,
Roche) kullandarak hiicrelerden total RNA  ve protein izolasyonu yapildi. RNA
konsantrasyonlari 260 nm (Ax) eksitasyon dalga boyundaki absorbansin 6lgiilmesi ile
hesaplandi. RevertAid First Strand ¢cDNA Sentez kiti (MBI Fermentas) kullamlarak ¢cDNA

ornekleri olusturuldu.

Tripure RNA izolasyon protokolii:
~ Her kuyucuga I ml TIR eklendi ve pipetaj yapilarak santrifiij tiibiine alind.
# 25°C de 5 dk bekletildi.
» Her I mI TIR i¢in 0.2 ml kloroform eklendi ve 15-20 sn siddetle ¢alkalandi.
~ 25°C7de 15 dk bekletildi.

# (Ozeltiyi 3 faza ayirmak i¢in 12000 x g'de 40 dk +4°C de santrifiij edildi.
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Santrifiij sonrasinda cn istteki sulu faz yeni bir tiipe alind1.

Her 1 ml TIR igin 0,5 ml izopropanol eklendi ve alt iist gevrilerek kanistirildi.
25°C’de 10 dk bekletildi.

12000 x g'de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi ve stipernatant uzaklastinilds.

% Pellet {izerine 1 ml etanol (%75) eklendi ve vortekslendi.

» +4°C’de 5 dk 7500 g’de santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

» Pellet kurutuldu ve RNAaz igermeyen su icerisinde ¢Oziinduriildi.

cDNA sentez protokolii:

cDNA sentezi Thermal Cycler PCR cihazi (Techne Genius) kullanilarak gergeklestirilmistir.
» 11 pl RNA + | pl Primer (oligo dT) PCR tiipiine alindi.
» Hizl santriftij edildi.
% 70°C’de 5 dk bekletildi, buzda sogutuldu ve hizli santrifiij edildi.
> 4 pl reaksiyon tamponu + 1 ul RNAaz inhibitorli + 2 pl dNTP karigimi ilave
edildi.
» 37°C’de 5 dk bekletildi.
» Reaksiyon karigimina 1 pl “reverse” transkriptaz (RT) enzimi eklendi.

» Sirastyla 42°C"de 60 dk ve 70°C de 10 dk bekletildi.

Tripure protein izolasyon protokolii:
» RNA izolasyon protokoliindeki ilk 6 basamak uygulandi.

» Santrifiij sonrast olusan st faz RNA izolasyonunda kullanilmak {zere
ayrildiktan sonra tiipte kalan orta ve alt faz protein izolasyonunda kullamildt.

» Her | ml TIR icin 0,3 ml etanol (%100) eklendi ve alt tist yaparak karigtirild1.

» 25°C"de 3 dk bekletildi.
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5 dk +4°C’de santriftij (2000 gJ edildi.

Stipernatant alindi ve {izerine her 1 ml TIR igin 1,5 ml izopropanol eklendi ve

alt iist yaparak karigtinldi.

25°C’de 10 dk bekletildi.
5 dk +4°C’de santrifiij (12000 g) edildi. (Bu asamada protein pelleti olugur)
Siipernatant uzaklastirildr.

Pellet iizerine 1 ml guanidin HCI (0.3 M %95 etanol iginde) eklendi ve alt iist

«

yaparak karistinldr.

25°C de 20 dk bekletildi.

+4°C’de 5 dk santrifiij (7500 g) edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

Son 3 basamaktaki islemler (guanidin yikamast) 2 defa daha tekrarlandi.
Pellet tizerine 1 ml etanol (%100) eklendi ve vortekslendi.

25°C’de 20 dk bekletildi.

+4°Cde 5 dk santrifiij (7500 g) edildi ve siipernatant uzaklastirilds.

Pellet kurutuldu ve %1 SDS i¢inde ¢oziinduriildi.

+4°C"de 10 dk santrifiij (10000 g) edildi ve siipernatant yeni bir tiibe alind1.

izole edilen proteinler -80°C’de saklandi.

Kantitatif RT-PCR:

Kantitatif RT-PCR (Light Cycler, Roche) ¢aligmalart FastStart DNA Master SYBR Green |
kiti kullamlarak gergeklestirildi. Kullanilan primer dizilerin (Tablo 5.7) hedefledigi gen
bolgelerinin tiirler arasindaki korunmuslugu goz Sniine alinmugtir. BLASTN analizi ile de
primerlerin hedef gene spesifik oluglar kontrol edildi. Her bir primer igin gerceklestirilen
optimizasyon ¢alismalari sonucunda belirlenen kosullar ve PCR kangimlarinin igerigi

sirastyla Tablo 5.5 ve Tablo 5.6’da verilmistir.
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PCR driinlerinin dogrulugu ergime egrisi analizinin yani sira agaroz (%2) jel elektroforezi ile

kontrol edildi.

Light Cycler deney protokolii:

Programlar
I. Denatiirasyon | II. Amplifikasyon III: Ergime Egrisi IV. Sogutma
Analiz modu - Kantitasyon Ergime egrisi -
Dongii sayisi ] 50 1 1
Segmentler
1 2 3 1 2 3
Hedef sicakhik (°C) 95 95 * 72 95 50 99 40
inkiibasyon siiresi 10 dk 10sn | 10sn * Osn | 15sn 0 sn 30 sn
Sicaklik degisimi
20 20 20 20 20 20 0.2 20
(°C/sn)
Analiz modu - - - tek - - Siirekli -

*Tablo 5.5°e bakimz.

Tablo 5.5. Primerlerin optimizasyon kosullari; baglanma sicaklhiklari, MgCl,

konsantrasyonlari ve uzama siireleri

Gen Baglanma MgCly | Uzama
0 (mM) | (sn)
TRPCI 57 2 19
TRPC3 58 1 17
TRPCH 57 2 19
TRPCS 54 2 19
TRPC6 57 2 15
Siklofilin 57 | 15

45




Tablo 5.6. PCR karisimimin hazirlanmasi
* LightCycler FastStart enzim karigimi: Enzim (la) + Reaksiyon karisimi (1b).

Bilesenler x2 hacim (ul) Final konsantrasyon
(mM)
H,O 12,4/13.2 -
MgCl; (25 mM) 1,6/0.8 2/1
Ileri primer (10 uM) 1 0,5
Geri primer (10 uM) 1 0,5
Enzim karigim* 1 -
cDNA 2 -
Toplam: | 20

«

Tablo 5.7. PCR’da kullamilan primer dizileri

Gen Primer dizisi (5°-3’) Yerlesim  Uriin (bg)
rTRPCI [teri TGG TAT GAA GGG TTG GAA GAC 1300-1321

NM_ 053558 Geri TGC TGT TCA CAG AAG ATG CC 1689-1709 o
rTRPC3 lleri ATG CTG CTT TTA CCA CGG TTG 1568-1588 R
NM_ 021771 Gert ACA TCA CTG TCA TCC TCG ATT TC 1767-1790 20
rTRPC4 Mleri CTG CAG ATATCT CTG GGA AGA 1562-1582

NM 053434 Gerni GCT TTG TTC GAG CAA ATT TCC 1953-1973 e
rIRPCS [eri GCA ATC AAA TAT CAC CAG AAA 1208-1229

NM_ 080898 Geri GGA GAA GCA TGA AGA GGA AGG 1457-1478 =
rTRPC6 Hieri GAT ATC TTC AAA TTC ATG GTC ATA 1894-1918

NM 053559 Geri ATC CGC ATC ATC CTC AAT TTC 2193-2214 o
ri3-actin fleri AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT 851-870 ,
NM 031144 Geri GACTCATCG TACTCCTGC TT 1075-1094 2
rCvPB [leri GGG CTCCGTTGTCTTCCTTT 55-74

NM 022536.1 Gerti CCATAGTGC TTC AGC TTGAAGTTC T 375-399 i
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Kantitatif RT-PCR’de miktar tayini

SYBR Green boyalar ¢ift sarmal DNA'nin kiicik oyuklarina baglanirlar. Baglanma ile
birlikte fliioresans siddeti de artar. PCR’nin farkli fazlarinda var olan ¢ift sarmal iplikli
DNA’nin miktarina bagh olarak farkh fliioresans sinyalleri belirlenmektedir (Sekil 5.5).
PCR’nin denatiirasyon dongiisiinden sonra tim DNA’'lar tek sarmal hale gelirler.
Reaksiyonun bu agamasinda SYBR Green | boya DNAya baglanamaz ve fliioresan sinyalinin
siddeti ¢ok diisiiktiir. PCR primerferinin hedef diziye baglandigi asamada (annealing) kiigiik
miktarda ¢ift sarmal DNA olusur ve bunlara boyanin baglanmasi ile fliioresan siddeti artar.
Uzama fazinda (elongation) PCR primerleri uzar ve daha fazla SYBR Green | boyanin
baglanmasi ile fliloresan daha da artar. Uzama fazinin sonunda tim DNA’lar ¢ift-sarmal hale
gelirler ve boyanin maksimum miktan baglanir. Fluoresans uzama fazinin sonunda kaydedilir
(530 nm’de) ve PCR iiriiniiniin artan miktarlart dongii-déngii izlenebilir. Fluoresans siddetinin
artisginin baglamasi hedet” dizinin baslangigtaki konsantrasyonuna baglidir. Hedef dizinin
olmadigi negatit’ kontrolde de sinyal artisi gézlenebilir. Bunun sebebi boyanin primerlerin

kendi kendine baglanmasi ile olusan dimerik yapilara baglanmasi olabilir.

PCR driiniiniin miktart platoya ulasmadan once ilk PCR dongiilerinde logaritmik olarak
artmaktadir. Ornek konsantrasyonunun (kopya sayisinin) dogru olarak belirlenebilmesi igin
sadece bu ilk dongiiler g6z oniinde tutulmahdir. Daha ileri PCR déngiilert PCR iiriiniiniin
final miktarint belirlerken, baslangi¢ konsantrasyonu konusunda bilgi vermez. Déngiilerin her
birinin goriintiilenmesi PCR’nin hangi dongiide log-lineer fazda oldugunu kesin olarak
belirler. Her dongiide PCR {irliniiniin miktan iki katina ¢ikar. Bu fazda sinyal kolaylikla arka

plandaki sinyalden ayrilabilir. Boylece hedef dizinin baslangi¢ konsantrasyonu hakkinda
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dogru bilgi alinir. Sekil 5.5’te goriildiugti gibi PCR’nin log-lineer fazinda sinyal siddetinde

belirgin farkliliklar goriilebilirken, izleyen plato fazinda sinyallerin ayirt edilmesi zordur.

Fr‘wﬂ,wﬂww..p SO

Hes (Bre | @ebisen
:

Sekil 5.5. TRPC6 ve B-aktin genleri icin amplifikasyon siiresince fliioresan
emisyonundaki artis. Hedef genlerin amlifikasyonu ilerledikge, ¢ift-sarmal DNA’ya
baglanan, 470 nm’de uyarilan SYBR Green I boyamn 530 nm’deki fliioresan emisyon siddeti
de artar. Egrinin logaritmik faza girdigi dongii sayist cDNA 6rneginde hedef gene ait kopya
say1st hakkinda bilgi verir. Logaritmik faza 6nce girmesi o genin drnekte daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ornek grafikte goriildiigii gibi ev sahibi (house-keeping) gen olan p-aktin

beklendigi gibi TRPC6’ya gore gok daha erken bir dongiide logaritmik faza girmistir.
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Standart egrinin ¢izimi
Standart kontrol gen olarak B-aktin’in (yapisal “house-keeping” gen) plazmide klonlanmis
¢DNA’lart kullanmildi. Ticari olarak alinan ve 10" kopya B-aktin cDNA (plazmid DNA) i¢eren
stok kullanilarak steril distile su ile diliisyon (10%-10%) serileri hazirlandi. Her bir PCR’da
orneklerin yani sira 3 farkli standart diltisyonu ile calisildi. Standart diliisyonlar kullanilarak
her calismaya ozel ¢izilen egriler ile hedef transkriptin konsantrasyonu hesaplandi.
Her bir TRPC geni igin daha dnceden ayri ayri optimize edilen real-time PCR kosullarinda
final konsantrasyon 107-10% kopya olacak sekilde seri diliisyonlar kullanilarak PCR
gergeklestirildi. PCR tamamlandiktan sonra LC yazihmi her bir 5rnekteki hedef genin kopya
sayisim dongii sayisina karsilik fliioresan emisyon siddeti kullanilarak ¢izilen logaritmik egri
ile belirler. Diger bir deyigle her bir standartin lineer logaritmik faza girdigi déngii sayist yani
x-cksenini kestigi noktalar belirlenir. X ekseninde standart konsantrasyonlarinin
logaritmalarina karsihk dongii sayist (Y ekseni) ile grafik olusturulmas: sonucunda standart
egri ¢izildi (Sekil 5.6). Konsantrasyonu bilinmeyen ornekler ile PCR islemi sonunda her gen

i¢in ayr1 ayni gizilen bu standart egriler ile konsantrasyon hesabt yapildi.
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Kopya gsays

— S0
— St 0P
—— Gt 105
— SO
—— S110%
— St 102

- —x Ornek

= =% Ornek

10,000,000
1,000,000
100,000
10,000
1,000

100

10,990,600
891,500
104,700
9261

1003
104 8
6.965

7403

Al 4214

12.00
15.87
18.17
229
2633
29,81

2335

26,80

Sekil 5.6. Standart egri ¢izimi ve grafikleri. A: Dongii sayisina karsilik fliioresans (F1)

siddetindeki logaritmik artismn egrisi. B: Standartlarin logaritmik konsantrasyonlanna karsihik

logaritmik faza girdikleri dongii sayilar ile ¢izilen dogru (standart). C: Orneklerin hesaplanan

konsantrasyonlari. Her bir 6rnekteki TRPC genlerinin nicel oran1 kendi kalibrasyon egrilerine

gore belirlendikten sonra bu degerler aym dmekteki B-aktin referans genine normalize edildi.

Kons.: Slgiilen konsantrasyon (kopya sayist).

Nicel oran = TRPC, gen kopya sayist / B-aktin (referans gen) kopya sayisi
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Ergime egrisi analizi

Her bir ¢ift sarmal DNA iiriinii kendine 6zel ergime sicakhgina (Ty) sahiptir. T,, DNA’larin
%50°sinin tek sarmal hale geldigi diger yarisinin ¢ift sarmal halde kaldigr sicaklik olarak
tanmimlanmaktadir. Cift sarmal DNA’nin T,, sini belirleyen en Snemli faktérler uzunluk ve
icerdigi GC sayisidir. Son PCR dongiisiinden sonra iiriinler 95°C de denatiire edilir, daha
sonra 50°C’de baglanirlar. Bu asamadan sonra 50°den 99°C’ye kadar yavasg¢a isitilirlar.
Fliioresans siddeti her O.2°C:lik sicaklik artislart siiresince §lgiiliir. Fragman denatiire oldugu
igin ¢ift sarmal iiriine baglt boyanin fliioresans siddeti (F1) giderek diiser (Sekil 5.7A). Bu
fragmanin Ty,’si ergime egrisinin birinci negatif tiirevinin (-dF/dT) alinmas: ile kolaylikla
hesaplanabilir. Bu ergime egrisinin doénme noktas: -dF/dT egrisinin pik yaptigi noktayi

gbsterir (Sekil 5.7B).

SYBR Green [ boyast ile PCR iiriiniiniin T, sinin belirlenmesi (Sekil 5.8),
- PCR iiriiniintin belirlenmesini

- Spesifik PCR driintiniin primer-dimer gibi spesifik olmayan iriinlerden

ayrilmasini saglar.

PCR iriintiniin Tm kontrolii jel elektroforezinde iiriiniin uzunlugunun kontrol edilmesi ile

Kargilastirilmalidir. Bu amagla tiim PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek ({riin

buyiikligtintin ve biitiinliigtiniin saglamasi yapildi.
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Sekil 5.7. PCR iiriiniin ergime egrisi analizi. A: Denatiirasyon sonucu fliioresans siddetinde

goriilen azalma. B: Emisyonun zamana bagli degisimi.
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Sekil 5.8. Hedef gene (TRPC6) spesifik PCR iiriiniine ait ergime egrisi analizi. NK,

negatif kontrol.
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RNA izolasyonu, cDNA sentezi, RT-PCR ve elektroforezde kullanilan kimyasal maddeler ve

iiretici firmalar Tablo 5.8”de gosterilmistir.

Tablo 5.8. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR’da kullanilan kimyasal madde/
cihaz ve iiretici firmalar

Uriin ve Cihaz Uretici

Agaroz Applichem

¢DNA Synthesis kit for RT-PCR Roche Applied Science
Etanol Applichem

Etidyum bromiir (EtBr) Applichem
izopropanol Applichem

Kloroform Merck

Konvansiyonel PCR (Thermal Cycler) Techne

L.C FastStart DNA master SYBR Green I | Roche Applied Science

LC Sample Capillaries (20 pl) Roche Applied Science
Otomatize PCR (Light Cycler 2.0) Roche Applied Science
TriPure RNA Isolation Reagent Roche Applied Science

5.5 Waestern blot

siRNA uygulamasi sonrasi hiicrelerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonu 280 nm
(Aag) eksitasyon dalga boyundaki absorbansin spektrofotometrik (ND-1000, NanoDrop)
olarak belirlenmesi ile hesaplandi (1 Az = | mg/ml). Pozitif kontrol olarak sican beyin
dokusundan izole edilen protein 6rnegi kullanildi. Protein 6rnekleri her kuyucukta 20 pg
protein olacak gekilde jele yiiklendi ve SDS-PAGE yapildi. Elektroforez sonrasi proteinler,
iBlot Transfer cihazt (Invitrogen) kullanilarak membrana aktarildi. Membran 1 saat (%5 siit
tozu, TBS-T i¢inde) bloklandiktan sonra 1/1500 B-aktin ve 1/200 TRPC1, TRPC6 (anti-rabbit,
Chemicon) primer antikoru ile 4°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. TBS-T ile 4 defa

yitkama yapildi. Sekonder antikor (1/1500, HRP konjuge donkey anti-rabbit, Santa Cruz) ile
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25°C’de 1 saat inkiibe edildi. TBS-T ile yikama sonrasinda, ECL Plus Detection Reagent

(Amersham) kullanilarak olusan kemiliiminesans goriintiilendi (Kodak GelLogic 1500).

5.6 Immiinofliioresan boyama ve immiinofliioresans (IF) mikroskopisi

SIRNA uygulamasi sinirl sayida hiicre iceren petri plaklarinda yapildigindan Western blot

analizi i¢in yeterli miktarda protein izole edememe riski olusmustur. Bu nedenle TRPC]

proteininin  A7r5 hiicrelerindeki dagilimint IF miksroskopisi ile belirlemeyi amagladik.

Yontemin optimizasyonunu takiben siTRPC] uygulanan hiicrelerde de IF yapilmasi

planlandi. Bu amagla hiicreler 50.000 hiicre/ml yogunlukta lamel lizerine ekilerek gece boyu
37°C’de inkiibe edildi. %4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra %0,2 Triton-X100 iceren
PBS ile 15 dk inkiibe edilerek permeabilize edildi. %1 BSA iceren PBS ile bloklama
yapildiktan sonra TRPC1 primer antikor (1/50) ile 60 dakika, fliioresan isaretleyici
(Alexafluor-484) ile konjuge sekonder antikor (1/150) ile 20 dakika inkiibe edildi. Lam
lizerine yapistirma soliisyonu ile kapatilarak gortntilendi (Sekil 5.9). Ancak, erisilen gen
susturma etkinliginin diisiik olusu nedeniyle IF calismalari TRPC1’in vaskiiler diiz kas

hiicresindeki yaygin dagilimini géstermenin Gtesine gecememistir,
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Sekil 5.9. A7r5 hiicrelerinde TRPC1 protein dagilimi. Fluoresan mikroskopi
goriintillerinde DAPI ile etkilesen DNA hiicre ¢ekirdegini mavi renkte boyamakta, TRPC1
primer antikoruna baglanan Alexa Fluor 484-isaretli sekonder antikorlar ise kirmiz1 renkte

goriilmektedir.

5.7 Invivo gen susturma amach 6n ¢cahsmalar

5.7.1 Hiicre iginde siRNA olusturan plazmid vektor tasarim ve klonlanmasi

Dharmacon firmasindan satin alinan 21mer uzunlugundaki siRNA oligoniikleotidleri hizla

enzimatik degredasyona ugramalan nedeniyle in vivo kullamima uygun degildir. Bu nedenle in
vivo gen susturma amactyla yiiksek diizeyde ve stabil siRNA ekspresyonu saglayan vektor-
aracih siRNA uygulama (shRNA, short hairpin RNA) ¢alismalari planlandi. Bu amagla
oncelikle oligoniikleotidler plazmid vektor igine yerlestirildikten sonra bakteriyel klonlama ile
gogaltilmasina ¢alisildi. {lk asamada, Brummelkamp (BRUMMELKAMP, 2002) tarafindan
tantmlanan ve gen ekspresyonunun kalici olarak baskilanmasim saglayan pSUPER siRNA

ekspresyon vektorii (Yrd. Dog. Dr. E. FErdal, DEU) saglandi. Ayrica vektdr icine
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yerlestirilmek tizere TRPC1 mRNA’sina komplementer insert dizi (DNAEngine, Seattle,

ABD) sentezlettirildi. (Sekil 5.10).

A
Dicer
st ot
SIRNA

&

PSUPER
B

Bglll sense hairpin antisense Hindil
5 GATCCCCGAACATAAATTGCGTAGATTTCAAGAGAATCTACGCAATTTATGT TCTTTTTA 3
GGGCTTGTAT T TAACGCATCTAAAGTTCTCTTAGATGCGTTAAATACAAGAAAAATTCGA

Sekil 5.10. pSUPER vektor ve eklenecek “insert” dizi. Plazmid vektor tizerinde enzim

kesim yerleri (A) ve vektore eklenecek siRNA dizisini kodlayan dizi (B) goriilmektedir.

pSUPER klonlama basamaklari:
1. llgili geni hedefleyen diziyi igeren sense ve antisense oligolarin dubleks hale
getirilmesi (annealing),
2. pSUPER. retro.neo vektdriin Bglll ve HindlIl ile lineer hale getirilmesi,
3. Annealed oligolarin vektér igine klonlanmasi,

4. Bakteriyel transformasyon.

Insert dizinin hazirlanmasi: pSUPER  vektdr igine yerlestirmek amaciyla in vitro

e

calismalarimizda %350-70 susturma saglayan oligoniikleotid diziden yola ¢ikarak 57 ve 3
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uc¢larinda Bglll ve HindIIlI kesim bolgeleri ve hairpin bolgesi ice
5.10). Her biri 60 niikleotid boyundaki tek zincir “sense” ve “
60mer) sentez ettirildi (OligoEngine). Bu diziler birbirleri ile
ucunda Bglll ve 3’ucunda HindIIl kesim bélgesi bulunan g¢ift zi
Annealing protokolii:
» “Annealing” tamponu (100mM NaCl, 50 m
sterilizasyonu) hazirlandi.
> 48 pul “annealing‘” tamponu igine 1 pl “sense” (3 nr
mg/ml) ilave edildi.
» Reaksiyon karigim1 6nce 90°C’de 4 dk sonra 70°C’
» Kademeli olarak (her 5 dakikada 10°C azalmalarla’

» Tek zincir diziler ve “annealed” dizi PAGE (%12)




.

-

uclarinda Bglll ve HindIlI kesim bolgeleri ve hairpin bolgesi igeren shRNA tasarland1 (Sekil
5.10). Her biri 60 niikleotid boyundaki tek zincir “sense” ve “antisense” diziler (50 nmol,
60mer) sentez ettirildi (OligoEngine). Bu diziler birbirleri ile eslestirilerek (annealing) 5’
ucunda Bglll ve 3’ucunda HindIII kesim bolgesi bulunan ¢ift zincir (insert) haline getirildi.
Annealing protokoli:

» “Annealing” tamponu (100mM NaCl, 50 mM HEPES, pH:7.4 filtre

sterilizasyonu) hazirland1.

> 48 pl “annealing” tamponu icine 1 pl “sense” (3 mg/ml) ve 1 pl “antisense” (3

mg/ml) ilave edildi.

» Reaksiyon karigimi once 90°C’de 4 dk sonra 70°C’de 10 dk inkiibe edildi.

3 Kademeli olarak (her 5 dakikada 10°C azalmalarla) 10°C’ye sogutuldu.

» Tek zincir diziler ve “annealed” dizi PAGE (%]12) ile dogrulandi (Sekil 5.11).

Sekil 5.11. Oligoniikleotidlerin PAGE analizi. Her biri 60 nt boyundaki oligoniikleotilerin
ayri ayri ve eslestirilmis (annealed) formlar (A) ve ligasyon éncesi pSUPER plazmid

fragman ve eklenecek (insert) dizinin jel goriintiisti (B).
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Vektoriin lineer haline getirilmesi ve jel pririfikasyonu: Sirkiler halde bulunan pSUPER
vektdr (pSUPER.retro.neo, OligoEngine, hediye) BgllIl ve HindIIl enzimleri ile kesilerek
linearize edildi. pSUPER vektér, enzimlerin optimum etkinlikte galigtiklari tampon ¢ozeltileri
icinde énce Bglll (Biolabs) sonra HindIII (Fermentas) ile 37°C’de 2 saat inkiibe edilerek
lineer hale getirildi ve kesim reaksiyonu %1 agaroz jel elektroforezi ile dogruland: (Sekil

5.12).

7641 bp

6658 bp

983 bp

Sekil 5.12. Sirasiyla Bglll (A) ve HindIII (B) ile kesilen pSUPER plazmid vektoriin
agaroz jel goriintiisii. Sirkiiler pPSUPER (7641 bp); HindIII 1441, bp’den, BglII 2424, bp°den

keser; ¢ikarilan parga 983 bp; lineer pSUPER 6658 bp.

Kesim reaksiyonu ¢ozeltisi %0,7 agaroz jele yiiklendi (Sekil 5.13) ve pSUPER bandi UV
altinda kesilerek jelden plazmid vektor ekstraksiyonu (NucleoSpin Extract Kit, Macherey-

nagel) yapildi.
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Jel ekstraksiyon protokolii:
» Jelden DNA fragmam kesildi, santrifiij tiibiine alind1 ve tartildi.
> NTI tamponu (300 ul NT1/100mg jel) iginde 50°C’de 10 dk inkiibe edilerek
¢ozlinmesi saglandi.
> Cozelti, toplama tiibli igine yerlestirilen kolon iizerinden gegirilerek DNAnin
kolona baglanmasi saglandi ve 8000 g’de 1 dk santrifiyj edildi.
» Kolon iizerine NT2 (500 pl) eklendi ve 11000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
> Kolon tizerine NT3 ‘(600 ul) eklendi ve 11000 g°de 1 dk santrifiij edildi.
> Kolon iizerine NT3 (200 pl) eklendi ve 11000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
» Kolon iizerinden 50 pl NE tamponu gegirildi, oda sicakliginda 1 dak bekletildi

ve 11000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

20000 &
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7000

5000 £

1000

500

Sekil 5.13. pSUPER vektoriin %0,7 agaroz jel elektroforezi

Ligasyon: Lineer pSUPER ve insert T4 DNA ligaz (Invitrogen) ile ligate edildi. Total 20 pl
hacimde ligaz enzimi (0,8 pl) ve tamponu (2 ul), insert: vektor (3:1 ul) ve dH,0 (13,2 ul)
iceren ligasyon karisimi 25°C’de gece boyu bekletildi. Vektoriin kendi kendine baglanarak

insert icermemesine karsin bakterilere diren¢ kazandirip kazandirmadifim test etmek igin
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negatif Kkontrol reaksiyonu gerceklestirildi. Negatif kontrol reaksiyonu sadece insert

icermemektedir.

Transformasyon: Ligasyon ¢Ozeltisinin tamami kimyasal kompetan E. coli hiicrelerine

transforme edildi (One Shot Topl0 Competent Cells, Invitrogen). Kimyasal transformasyon

protokolii:

» Bir tiip (50 pl) OneShot hiicre igine pSUPER (0,3 pg/ml, 1 pnl) ilave edildi.

» Buzda 30 dk inkiibe edildi.

» 42°C su banyosunda 40 sn bekletildi ve sonra buza alind1.

» 250 pl SOC medium eklendi ve ¢alkalayicili inkiibatrde (42°C 225 rpm) 1
saat inkiibe edildi.

~ Reaksiyon ¢ozeltisi 100 pg/pl ampisilin_igeren LB agar petri’ye yayild.

(Transforme olan bakteriler ampisilin direnci kazanir ve ampisilin igeren
besiyerinde pozitif klonlarin segilimi yapilir)

~ Petri ters ¢evrilerek 37°C etiivde gece boyunca inkiibe edildi.

» Ertesi giin orta biiyiikliikteki koloniler secilerek LB besiyeri (3 ml) igine alind
ve 37°C 225 rpm’de 8 saat inkiibe edildi.

~ Beklenen bakteriyel ¢ogalma gériilmedi.

Bu asamada beklenen ¢ogalmanin gériilmeyisi dogru koloninin segilememesine bagli olabilir

veya LB agar plate lizerinde olusan koloniler yalanci pozitif olabilir. BLASTN analizinde

sense dizi E. coli genomu iizerinde herhangi bir bélge ile eslesmemekle birlikte TRPCI

siRNA dizisinin bakteriler i¢in olasilikla “off-target” etkiler nedeniyle 6liimciil olabilecegi de

distintilmiistiir.




Karsilagtlan sorunu ¢6zme amaciyla;

1) LB agar petriden segilen koloniler yine 100 pg/ml antibiyotik igeren LB agar petriye
yayildi. Cogalan koloniler petriden alinarak LB besi ortaminda ¢ogaltiimaksizin dogrudan
izolasyona alindt (Plasmid Mini Kit, QITAGEN). izolasyon protokolii:
» Santrifiij tiibiine alinan koloni siirlintiisii tizerine P1 tamponu (300 pl) eklendi.
» P2 tamponu (300 pl) eklendi, tiip alt iist ¢evrilerek siddetlice ¢alkalandi ve
25°C’de 5 dk inkiibe edildi.
» Onceden 4°C’ye sogutulmus P3 tamponu eklendi ve tiip hemen alt iist yaparak
siddetlice galkalandi, buz tizerinde 5 dak inkiibe edildi.
» 14.000 g’de 10 dk santriflij edildi. Plazmid DNA igeren siipernatant ayri bir
tiipe alind1.
» DNA baglayict kolon; “QIAGEN-tip” i¢inden 1 ml QBT tamponu gegirilerek
dengelendi.
» Siipernatant "QIAGEN-tip” iginden gegirildi.
» “QIAGEN-tip” iginden 2 defa 2 ml QC tamponu gegirilerek yikandi.
» Kolon iizerinde tutulan DNA QF tamponu (800 pl) ile ¢ziindiirtildii.
» Oda sicakhginaki izopropanol (560 pul) eklendi (DNA presipitasyonu). 14000
g de 30 dak santrifuj edildi, siipernatant uzaklastiriidi.
~ DNA pelleti 1 ml %70 etanol ile yikandi, 10000 g’de 10 dk santifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi.
# Pellet kurutuldu ve 50 ul steril TE tamponu, pH:8.0 (Tris HC1 10 mM, EDTA

I mM) iginde ¢oziindurildii.

[zole edilen plazmidin varligi kesim yapilarak %1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

Toplam 20 pl hacimde, izole edilen plazmid ¢6zeltisi (2 pul); Fast Digest EcoRI (1 pl); Fast
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Digest HindIII (1 pl); enzim tamponu (2 pl) ve dH,O (16 pl) igeren reaksiyon karisimi

37°C’de 5 dk inkiibe edildi. Reaksiyon karigimi (10 pl) %1 agaroz jele yiiklendi. Agaroz jel

elektroforezinde beklenen bant gortilmedi (Sekil 5.14).

Sekil 5.14. izole edilen plazmidin agaroz jel (%1) elektroforezi. LB agar petriden segilen
kolonilerden izole edilen &rnek ve yam sira kontrol amaciyla sirkiiler pPSUPER jele yiiklendi.

Sol siitunda 500-2000 bp’lik marker (GeneRuler 1 kb DNAladder, Fermentas) bantlari

goriilmektedir.

2) Kimyasal transformasyona alternatif olarak elektroporasyon uygulandi. Bu amagla
oncelikle ligasyon ¢ozeltisi etanol ile ¢Oktiirtildii. Presipitasyon protokolii:
# Glukojen (20 pg/pl) 1 pl, amonyum asetat (7,5 M) 5 ul, Etanol (%100) 37,5 ul
karistirild:
> -80°C’de 10 dk bekletildi.
» 4°C’de 14000 rpm’de 25 dk santrifiij edildi ve stipernatant uzaklagtirilds.
» 150 ul %70 etanol eklendi ve 4°C’de 2 dk santriflij (14000 rpm) edildi ve

stipernatant uzaklastirildi. Etanol yikamas: tekrarlands.
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» Etanol uzaklastirildi ve pellet 10 pl TE tamponunda ¢ziindiiriildi.

E. coli hiicreleri gogaltildi ve kompetan hale getirildi.
Kompetan hale getirme protokolii:
» LB agar petriden segilen koloniler 3 ml LB besiyeri i¢inde ¢ogaltildi.
» 4°C’de 4100 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirild.
» Protokol boyunca tiipler buz iizerinde tutuldu.
» -20°C’ye sogutulmug %10 gliserol eklendi.
» 4°C’de 4100 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi.
Yikama islemi 4 defa tekrarlandi.
# Pellet 300 pl gliserolde ¢dziindiiriildii, sivi azot iginde hizla donduruldu ve -

80°C de sakland:.

Elektroporasyon protokolii:
» 50 ul kompetan hiicre iizerine 1,5 ul ligasyon ¢ozeltisi eklendi.
~ Kiivet iginde elektroporatére yerlestirildi (1800 V, 15 pF, 335 R, 0,0047 ms).
# 1 ml SOC besiyeri eklendi.

» 37°C’de 170 rpm’de | saat inkiibe edildi.

v

100 pg/ml ampisilin iceren LB agar petriye yayildi.

37°C’de gece boyu inkiibe edildi.

v

Sonug: Petride pozitif koloni olugsmadi.

3) Transtormasyonda kullanilan kimyasal kompetan £. coli susunun (DH10B) plazmide
uygun olmadigr diisiincesinden yola ¢ikarak pSUPER protokoliinde 6nerilen farkh bir bakteri

susu (DH5a) ile kimyasal transformasyon tekrarlandr ancak pozitif koloni olusmadi.
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Not: Laboratuvar olanaklarimizin ve sarf malzemelerinin kisith olusu, klonlama isleminin

farkli  basamaklarinin  farkli laboratuvarlarda yapiimasint  gerektirmistir. Bakteriyel
klonlamanin ardi sira yapilmasi gerekliligi ve insert iceren vektdriin kompetan hiicrelere
kazandiriimasinin zorlugu g6z niine alindiginda, zaman ve sarf malzemelerindeki yetersizlik
nedeniyle stabil siRNA iireten hiicre ve in vivo gen susturmaya uygun shRNA tasyan plazmid

olusturma amacli ¢alismalar bu ajamada durdurulmustur.

LB agar petri hazirlanis::
» 5 gtripton, 2,5 g “bacto-yeast extract” ve 5 g NaCl 400 ml suda ¢6ziindiiriildii.
» NaOH ile pH:7,0ye ayarlandi ve 500mL"ye tamamlandi.
» 7.5 g agar eklendi ve otoklav sterilizasyonu (120°C 15 dk) yapilds.
~ Su banyosunda 50°C"ye sogutuldu ve antibiyotik (100 ng/ml) ilave edildi.
~ Steril galigma kabininde steril petrilere dokiildii.

~ Ters gevrilerek 4°C’de saklandi.

L.B besiyeri hazirlanisi:
~ 10 g tripton, 5 g “bacto-yeast extract” ve 10 g NaCl 900 ml suda ¢Oziindiiriildii.
» NaOH ile pH:7.0ye ayarlandi ve 1000 ml’ye tamamland.
~ Otoklav sterilizasyonu (120°C 15 dk) yapildi.

~ Isiktan koruyarak 4°C de sakland..

SOC besiyeri hazirlanisi:
» 5 gtripton, 1.25 g “bacto-yeast extract” ve 0,125 g NaCl, 0,625 ml KCI (I M)

242.5 ml suda ¢oziindiiriildii.
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» Otoklay sterilizasyonu (120°C 15 dk) yapilds.

» 2,5 ml Mg stok (MgCl, ve MgSOy4 | M, steril) ve 5 ml glukoz (1 M, steril)
eklendi.

» 4°C’de saklandi.

5.7.2  In vivo siRNA uygulama calismalar:

TRPC1 gen ekspresyonun in vivo ortamda post-transkripsiyonel olarak susturulmasi siRNA
miktarinin sinirht olmasi nedeni ile i deneme ile test edilmistir. Bu amagla, TRPC1
mMRNAsinin farkli bolgelerine spesifik iiglii sSiRNA karisimi (Tablo 5.2. B, C, D dizileri) 6zel
tampon ¢6zelti (Dharmacon) iginde mikroemiilsiyon formiilasyonu (125 pl siRNA ¢ozeltisi +
125 pl mikroemiilsiyon) hazirlanmigtir. 250 pl siRNA mikroemiilsiyon formiilasyonu yavas
i.v. inflizyon seklinde sigan kuyruk venine insiilin enjektorii (21 G) ile uygulanmstir Kontrol
grubu olarak kuyruk veninden sadece sivag (125 pl mikroemiilsiyon + 125 pl tampon ¢ézelti)
uygulanmustir (Fotograf 5). Hiicre kiiltiiriindeki gibi 72 saat sonra doku 6rnekleri toplanmis
ve gerekli izolasyonlar (RNA, protein) yapilmistir. Ayni zamanda her bir damar dokusunun
orta kismindan aliman 3 mm’lik halkalar {izerinde kapasitatif Ca'? degisimleri,
spektrofluorometreye monte edilimis &zel aparat sayesinde kontraksiyon gelisimleri ile

eszamanli olarak izlenmistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyonu: 0,5 g Labrofil M (yag), 4 g Labrosol (non iyonik surfaktan), |

g Plural Oleique(non iyonik surfaktan), 0,714 g etanol (ko-surfaktan).
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Fotograf 5.5. Sican kuyruk veninden insiilin enjektori ile ila¢ uygulamasi. Kontrol (n=3)
ve siRNA (n=3) grubu Sprague Dawley tiirii sicanlar ag1z kismindan hava alabilecek bir poset
yardim ile sabitlenerek kuyruk veninden 300 ul hacimde mikroemiilsiyon g¢ozeltisi

verilmistir.

RNA ve protein izolasyonu:

Servikal dislokasyon ile Sldiiriilen siganlardan torasik aort izole edildi. Endotele ait total RNA
1 ml Tripure RNA izolasyon ¢ozeltisinin (Roche Applied Science) aort limenininden 22-G
igne kullamlarak ti¢ defa gegirilmesi ile elde edildi (SIMON, 2003). Ug aortdan elde edilen
endotelyal lizatlar bir araya getirildi (endotel 6rnekleri). Endoteli uzaklastinlmis aortlar ise
FTS icerisinde dis yiizeyinde bulunan ya§ ve bag dokulant temizlendikten sonra Tripure
¢ozeltisi igerisinde homojenize edildi. Homojenizasyon buz i¢inde tutulan tiiplerde
gergeklestirildi. RNA’lan parcalayan RNAaz’lan inhibe etmek amactyla RNA izolasyonu
sirasinda kullamlan tim cerrahi malzemeler RNase ZAP (Sigma) ile, FTS ve diger
malzemeler (pipet ucu, falkon, ependorf tiip vs.) dietilpirokarbonat (DEPC) igeren DS ile
etkilestirildi. Tripure soliisyonunu iireten firmamn izolasyon protokolii kullamlarak damar diiz

kas1 ve endotel lizatlarindan total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA 6meklerinin
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biitiinliigii agaroz jel elektroforezi yapilarak kontrol edildi. RNA konsantrasyonlart 260 nm

(Aas0) dalga boyundaki absorbansin dlciilmesi ile hesaplandi.

Tripure RNA ve protein izolasyon protokolii:

» Her 50-100 mg doku igin I ml TriPure izolasyon ¢ozeltisi (TIR, TriPure
Isolation Reagent) polipropilen santrifij tiibiine alind1 (15-25 °C).
» Taze ya da dondurulmug doku tiipe alindi ve homojenizator (Tissue Lyser,
Thermo) yardimi ile h‘omojenize edildi.
> Ornekler nitkleoprotein komplekslerinin tamamen ayrilmasini saglamak lizere
5 dk 15-25 °C’de bekletildi.
» Her | ml TIR igin 0.2 ml kloroform eklendi ve tiip siddetli bir sekilde 15-20 sn
calkalandi.
» 15 dk 15-25 °C’de bekletildi.
» Cozeltiyi 3 faza ayirmak i¢in 12000 g’ de 40 dk +4 °C’de santrifij edildi.
» Santrifiij sonrasinda en iistteki sulu faz yeni bir tiipe alind1.
<Protein izolasyonu i¢in bkz. Béliim 5.4.>
» 0.5 ml izopropanol eklendi ve tiip birkag sefer kanstirtldi.
» RNA’nin ¢okelmesi igin 5-10 dk 15-25 oC*de bekletildi ve rnekler 12000 g'de
10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
» Ustteki faz atildi ve | ml %75 etanol eklendi.
» RNA pelleti etanol igerisinde 2-3 sn girdapl karigtirict ile yikandi.
» Ornekler 7500 g'de 5 dk +4 °C’de santriftj edildi. Ustteki faz atild.
» RNA pelletinden kalan etanol hava ile uzaklastirildt ve DEPC (dietil

pirokarbonat) ile etkilestiriimis RNAaz igermeyen su icerisinde RNA pelleti

¢Ozlindiirildi.
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Simiiltane Ca’*/kontraksiyon deneyleri:

Aortun orta bolimiinden kesilen 3 mm uzunlugundaki damar segmenti endotelsizlestirilmis
ve ters gevrilerek Ca”/kontraksiyon aparatina yerlestirilerek 1 g 6n gerilim ile 3 saat boyunca
karanhkta 5 puM Fura-2/AM, %0,02 pluronic127, | mM probenesid, 0,2 mM neostigmin
iceren 2 ml Krebs i¢inde (mM igerigi: NaCl: 118; KCI: 4,73; MgSO4: 1,2; CaNaEDTA:
0.026: NaH,PO4: 1.2; CaCly: 2,5; NaHCO;: 25; glukoz: 11) 25°C’de inkiibe edilmistir.
[nkiibasyon sonrasi doku Krebs ¢ozeltisi (37°C, %95 O, + %5 CO,) ile 15 dk’lik aralarla
perfiize edilerek kademeli olarak 1 g'lik sabit 6n gerilime getirilmistir. Stabil dinlenim
kontraksiyonuna eristikten sonra test protokolii uygulanmistir. Deneyin sonunda doku 10 uM
verapamil varhginda Ca® igermeyen Krebs (0 Ca) ile 1,5 dk etkilestikten sonra 10 uM CPA
uygulamasi ile Ca™ depolari bosaltilmis ve Ca™ 2.5 mM olacak sekilde kiivete ilave

edilmistir. Bu protokol ile gozlenen Ca™ artisi izole dokuda sadece SOC’yi gostermektedir.

5.8 Istatistiksel analiz

Tiim veriler ortalama ve + O.S.H. (ortalamanin standart hatasi) olarak ifade edilmistir. “n”
deneyde kullanilan farkls hiicre pasajlarinin sayisim gostermektedir. Ortalamalar arasindaki
farkin anlamlihig Student’s r-testi (iki grup karsilastirnildiginda) ya da goklu karsilagtirmalar
icin ANOVA ve sonrasinda Student-Newman-Keuls testi ile analiz edilmistir. Ortalamalar

arasindaki fark P<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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6- BULGULAR

6.1 izole canh dokuda eszamanh [Ca“];/izometrik kontraksiyon gelisimi iizerine
TRIM ve 2APB’nin etkileri

Oncelikle SOC nin canhi izole dokuda islevsel olup olmadigni test etmek amaciyla hiicre igi
Ca™ konsantrasyonundaki degisimleri kontraktil yamit olusumu ile eszamanl olarak
izleyebilecek yontem tasarlanarak laboratuvarimizda kurulumu gergeklestirilmistir. Bu sistem
kullanilarak SOC blokdrii oldugu ileri siiriilen farmakolojik ajanlarm test edilmesi miimkiin
olmustur. Ik olarak organik yapili ve SOC kanalini bloke ettigi bildirilen TRIM’in etkisi
incelenmistir. Literatiirde onerilen konsantrasyonda kullanilan TRIM Sekil 6.1.’de goriildugii
gibi CPA'nin neden oldugu hiicre i¢i Ca™ artigini ve buna paralel gelisen kontraktil yaniti
inhibe edememistir. Buna karsin diisiik diizeyde olsa da 5-HT yanitlarinda azalmaya neden
olurken a-adrenerjik reseptdr aktivasyonuna bagli gelisen Ca** artisini ve kontraksiyonu

etkilememistir.
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6- BULGULAR

6.1 izole canli dokuda eszamanl [Ca”]dizometrik kontraksiyon gelisimi iizerine
TRIM ve 2APB’nin etkileri

Oncelikle SOC nin canli izole dokuda islevsel olup olmadigini test etmek amaciyla hiicre i¢i
Ca™ konsantrasyonundaki degisimleri kontraktil yamt olusumu ile eszamanli olarak
izleyebilecek yontem tasarlanarak iaboratuvanmnzda kurulumu gergeklestirilmistir. Bu sistem
kullanilarak SOC blokorii oldugu ileri stiriilen farmakolojik ajanlarin test edilmesi miimkiin
olmugtur. Ilk olarak organik yapili ve SOC kanalini bloke ettigi bildirilen TRIM’in etkisi
incelenmistir. Literatiirde dnerilen konsantrasyonda kullanilan TRIM Sekil 6.1."de goriildiigii
gibi CPA’nin neden oldugu hiicre i¢i Ca™ artisint ve buna paralel gelisen kontraktil yaniti
inhibe edememistir. Buna Kkargin diisiik diizeyde olsa da 5-HT yanitlarinda azalmaya neden

olurken w-adrenerjik reseptor aktivasyonuna bagh gelisen Ca’* artisinl ve kontraksiyonu

etkilememistir,
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Sekil 6.1. Reseptor-aracii veya SOC’ye bagh artan hiicre ici Ca** ve eszamanh gelisen

kontraktil yamit kahiplan iizerine TRIM’in etkisi. 5-HT, fenilefrin ve CPA Ca*" yanitlan

tizerine TRIM (200 uM) uygulanmistir. Her iki panelde de alttaki trase es zamanh gelisen

kontraktil yanitlari gostermektedir.
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Sekil 6.1. Reseptor-aracili veya SOC’ye bagh artan hiicre i¢i Ca*? ve eszamanh gelisen
kontraktil yamit kaliplan iizerine TRIM’in etkisi. 5-HT, fenilefrin ve CPA Ca*" yantlan

tizerine TRIM (200 pM) uygulanmustir. Her iki panelde de alttaki trase es zamanlt gelisen

kontraktil yamtlar: gostermektedir.
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SOCC blokdrii oldugu soylenen organik kimyasal maddelerin kisitlt sayida ve non-selektif

olmalar nedeniyle spesifik gen susturma ¢alismalarina gegilmistir (Bolim 6.2). Hiicre kiiltir

ortaminda TRPC1 hedef geninin susturulmasinm TRPC ekspresyon diizeyleri tizerindeki

etkisi incelenmistir.

Gen susturma amact ile kullantlan siRNA dublekslerinin sistemik etkinlik gosterebilmesi i¢in
yitksek miktarlarda uygulanmasi nerilmektedir. siRNA dublekslerinin yiiksek maliyetleri
nedeniyle bakteriyel transformasyonla ¢ogaltilmalart ¢ahsmalar ekonomik nedenlerle

durdurulmustur.

71



6.2 In vitro siRNA uygulamasi

6.2.1 Gen susturmanim TRPC ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkisi

Gercek zamanl PCR (RT-PCR):

Gen susturmanin mRNA diizeyleri tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla RT-PCR yontemi
kullanilmistir. A7r5 hiicrelerinde TRPC1 ve TRPC6 tespit edilebilirken (TRPC3, C4 ve C5
belirlenememistir (Sekil 6.2. A ve B). TRPC3, C4 ve C5 pozitif kontrol olarak kullanilan

beyin 6rneklerinde belirlenmigtir (Sekil 6.3. A-C).

TPPCE 321 bp |

TPPC1 410 bp |

g actin 244 bp

|  actin 244 bp |

Sekil 6.2. TRPC1 (A) ve TRPC6 (B) RT-PCR iiriinlerinin jel elektroforez goriintitleri.
RT-PCR tamamlandiktan sonra reaksiyon karisimi (10 pl) 2 pl boya (6x) ile kangtinlarak jel

elektroforez yapildi. Marker; GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas).
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TPPC4 412 bp

p-actin 244 bp |

B-actin 244 bp

TPPC3 226 bp |

AT7rd Beyin
] ]

‘ TPPCS 271 bp

“q—

‘ B actin 244 bp

Sekil 6.3. TRPC3 (A), C4 (B) ve C5 (C) RT-PCR iiriinlerinin jel elektroforez
goriintiileri. TRPC3, C4 ve C5 sican beyin dokusunda belirlenebilirken A7r5 hiicrelerinde

belirlenememigtir. Marker; GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas).
Gen susturulmasina bagli ilgili genin (TRPCI) amplifikasyon egrisinin saga (Sekil 6.4A) veya
iliskili diger bir genin amplikasyon egrisinin ise sola (Sekil 6.4B) dogru kaymasi bir &rnekte

mRNA diizeylerindeki degisim hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 6.4. TRPC1 (A) ve TRPC6 (B) amplifikasyon egrileri.
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Ayni kosullarda gergeklestirilen (100 nM siRNA, 72 saat inkiibasyon) li¢ farkli gen susturma

calismasina ait TRPC1 ekspresyon diizeyleri Tablo 6.1.°de verilmistir. TRPCI mRNA

diizeyi, kontrol grubuna kiyasla ortalama %40 azalmigtir. Ancak gen susturma

calismalarimizda aym kosullarda bulunan iki farkli petri plag: arasinda bile ekspresyon

diizeyleri agisindan belirgin faklhiliklarin goriilmesi, farkh zamanlarda yapilan ¢alismalara ait

verilerin bir arada degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Gen susturmanmin 3 glin gibi bir

siireyi kapsamasi ve inkiibasyon_siiresince baslangigta her kuyucuga ayni sayida (50.000

hiicre/ml) ekilen hiicrelerin ¢ogalma hizinin farkhihk gostermesi, ekspresyon diizeylerinde
rakamsal olarak 10-15 kat (Tablo 6.1.) degiskenlik olugmasina neden olmaktadir. Bu
durumda farkli denemelere ait verilerin ortalamalarinin alinmasi, standart sapmanin artmasina

neden olmakta ve istatistiksel anlamlilik goriilmemektedir (Sekil 6.5.)

Tablo 6.1. TRPC1 ekspresyon diizeyleri

6 farkli calismada siTRPC1 uygulanan ve kontrol &rneklerinde TRPC1 mRNA ekspresyon

degerleri TRPC 1/B-aktin x100 olarak verilmistir.

TRPC1 Ekspresyonu

Deneme| Kontrol | +siTRPC1
1 0,78 0,23

2 0,90 0,46

3 8,44 5.33

4 4,29 1,06

5 5,44 3,15

6 8.60 6,92
Ort 4,74 2,86
O.S.H. 1,41 1,13
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Sekil 6.5. Gen susturma (siTRPC1) ve kontrol drneklerinde rolatif TRPC1 mRNA
ekspresyon diizeyleri. Degerler (TRPC1/p-aktin x 100) ortalama ve ortalamanin standart

hatas1 (Ort£0.S.H.) olarak verilmektedir.

Her denemeye ait degerler ortalamaya alimaksizin kendi icinde degerlendirildiginde siRNA

uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere oranla TPRPC! diizeyinde % 20-75 azalma

goriilmiistir.

Gen susturma calismalarinda 5 farkh deney grubu ile calisilmistir. Bu hiicre gruplarindaki
TRPCI ekspresyon diizeyleri asagida verilmistir (Tablo 6.2., Sekil 6.6.). Tiim gruplarda
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistikse!l olarak anlamli farkltlik goriilmemistir. NT ve UT
Srnekleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamasi (Student-Newman Keuls

testi) nedeniyle her iki deger kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 6.5. Gen susturma (siTRPC1) ve kontrol drneklerinde rolatif TRPCI mRNA
ekspresyon diizeyleri. Degerler (TRPCI/B-aktin x 100) ortalama ve ortalamanin standart

hatast (Ort£0.S.H.) olarak verilmektedir.

Her denemeye ait degerler ortalamaya alinmaksizin kendi iginde degerlendirildiginde siRNA

uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere oranla TPRPC1 diizeyinde % 20-75 azalma

gorilmistir.

Gen susturma ¢ahismalarinda 5 farkli deney grubu ile ¢ahsilmustir. Bu hiicre gruplarindaki
TRPC1 ekspresyon diizeyleri asagida verilmistir (Tablo 6.2., Sekil 6.6.). Tiim gruplarda
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemigtir. NT ve UT
srnekleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamasi (Student-Newman Keuls

testi) nedeniyle her iki deger kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 6.2. TRPC1 ekspresyon diizeyleri

Gen susturma ¢alismalarinda kullanilan 5 farkli deney grubunda TRPC1 mRNA ekspresyon
degerleri TRPC1/B-aktin x 100 olarak verilmigtir. (Pozitif kontrol, CyPB: siklofilinB; Negatif

kontroller, NT: “non-targeting”; UT: “untreated” ; M: “mock”)

TRPC1 Ekspresyonu
Deneme | siTRPC1 | CyPBsiRNA | NT siRNA | UT M
1 0,19 0,37 04| 0,64 0,52
2 0,34 0,04 - 0,57 0,28
3 5,33 11,04 3,15] 844 -—
4 1,06 5,54 — 4,29 7,10
S 3,15 7,02 552 544 6,85
6 6,92 8,99 8,39 8,60 5,84
Ort 2,83 5,50 437 4,66 4,12
O.S.H. 1,14 1,83 1,70, 1,45 1,53
[ siTRPC1
10 CyPB siRNA
2 B NT siRNA
o] 8- - Ut
2 QY
2
& 64
X
w
O 4 -
o
o
o
0 n=4-6

Sekil 6.6. Gen susturma (siTRPC1) ve kontrol drneklerinde rilatif TRPC1 mRNA
ekspresyon diizeyleri. Degerler (TRPC1/B-aktin x 100) ortalama ve ortalamanin standart

hatas1 (Ort+0.S.H., n=4-6) olarak verilmektedir.
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siTRPC1 aracilt gen susturma uygulanan hiicrelerde TRPC1’in yani sira TRPC6 diizeyindeki

degigiklikler belirlenmistir. TRPC6 mRNA diizeyi, kontrol grubuna oranla ortalama %70

artmistir (Tablo 6.3, Sekil 6.7). Her denemeye ait degerler ortalamaya alinmaksizin kendi

iginde degerlendirildiginde siRNA uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere oranla TRPC6

diizeyinde % 0,25-257 arasinda artig goriilmiistiir.

Tablo 6.3. TRPC6 ekspresyon degerleri. Al farkhi ¢alismada siTRPC1 uygulanan ve

kontrol &rneklerinde TRPC6 mRNA ekspresyon degerleri TRPC1/B-aktin x 100 olarak

verilmistir,
TRPC6 Ekspresyonu

Deneme| Kontrol + siTRPC1
1 6,79 10.67
2 7.94 7,96
3 12,69 30,03
4 17,58 40,88
5 2,13 7,62
6 15,67 8,98
Ort 10,46 17,69
O.S.H. 2,39 5,80
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Sekil 6.7. Gen susturma (siTRPC1) ve kontrol érneklerinde rolatif TRPC6 mRNA
ekspresyon diizeyleri. Degerler (TRPC6/B-aktin x 100) ortalama ve ortalamanin standart

hatast (Ort+0.S.H.) olarak verilmektedir (n= 6 ).

Gen susturma calismalarinda pozitif kontrol olarak CyPB siRNA kullamldi. CyPB mRNA
diizeyi, CyPB siRNA uygulanan 6rneklerde NT siRNA uygulanan 6rneklere gore belirgin
diizeyde (P<0,01) azalmus, ortalama yaklagik %91 susturma saglanmistir (Sekil 6.8). Bu
bulgu transfeksiyonun basarili olarak gergeklestirildigi ve TRPC1 diizeyindeki susturmanin

goreceli olarak az olmasimn kullanilan siRNA dizisi ile iligkili oldugunu g&stermektedir.
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Sekil 6.8. Gen susturma (CyPB siRNA) ve kontrol (NT siRNA) érneklerinde rolatif
CyPB mRNA ekspresyon diizeyi. [kili ¢alisilan orneklerin ortalamasi dikkate almmustir.
Degerler (CyPB/B-aktin x 100) ortalama ve ortalamamin standart hatas1 (Ort = O.S.H.) olarak

verilmektedir. (*¥*; P<0,01)(NT, non-targeting; CyPB; siklofilinB).

Western Blot (WB):

Transkripsiyon sonrasi gen susturmantn protein diizeyleri lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla WB  yontemi kullamlmigtr. WB uygulamasinda A7r5 hiicrelerinden elde
proteinlerin yani sira pozitif kontrol olarak sican beyin dokusundan izole edilen protein ornegi
kullamlmistir. A7r5 protein Srneklerinin blot analizlerinde herhangi bir bant goriilmemistir.
Bu sonug, izolasyon sonucu belirgin bir total protein pelleti olugmasina kargin mevecut
yontemle (TriPure izolasyon Kiti) hiicrelerden yeterli miktarda hedef proteinin izole
edilemedigini gostermektedir. Membranin Ponceau boyamas1 ile boyama olugmas: total
protein izolasyonunda bir sorun olmadigimi gostermektedir. Tripure izolasyon kitinin
secilmesindeki neden aym hiicrelerden hem RNA hem de protein izolasyonuna olanak
saglamast ve bdylece aym hiicre grubunda hem RNA hem protein diizeyindeki susturma
etkinliginin belirlenebilmesidir. Literatiirde siRNA c¢alismalarinda daha yiiksek miktarda
protein izole edebilmek amactyla arastirmacilarin RNA ve protein izolasyonunu farkls hiicre

gruplarindan yaptiklart (SOBOLOFF, 2005) veya protein ekstrelerini bir araya getirerek
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“pool™ ettikleri bildirilmektedir. Ancak, ayni kosullarda gahgilan iki farkh petri arasinda bile
susturma etkinligi agisindan belirgin farklihiklarn g(ﬁzlcmlcnmesi nedeniyle ayr orneklerde
mRNA ve protein analizlerinin yapilmasi birbirlerini dogrulamayacaktir. On denemelerde
jelden membrana yiiksek verimlilikle protein transfer ettigini gézlemledigimiz [Blot transfer
cihazt (Invitrogen) ve yliksek duyarlikli kemiluminesans belirleyici bir goriintiileme cihazi
kullanmamiza karsin sonug alinamamistir. Bu kapsamda nanokristal ile konjuge primer

antikor kullaniminin kantitatif bir duyarlhik artis olusturabilecegi diigiincesindeyiz.

6.2.2 Gen susturmanin kapasitatif Ca’" iizerindeki etkisi

Polistiren lamel iizerinde yetistirilen TRPCI geni susturulmug veya kontrol uygulama
yapimis A7r5 hiicreleri Fura-2 ile yiiklendikten sonra Yontem bolimiinde belirtildigi gibi

epifltioresans yontemi ile kullanilarak hiicre ici Ca™ konsantrasyonlarindaki degisimler

kaydedilmistir. Kontrol agonist olarak sadece 3-HT kullanilmistir. Bunun nedeni, kiiltir

ortaminda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sadece vazopresin reseptorlerinden baska sadece 5-

HT reseptorlerini bulundurmasidir. Dogrulamak amactyla uygulanan KCl, fenilefrin ve

seruma yanit vermemistir. Reseptorden bagimsiz olarak SOC girisi SERCA blokdrii olan

sisklopiazonik asit (CPA) tarafindan her seferinde aktive edilmistir. Bu nedenle. CPA'nin
aktive ettigi SOC yamtlar 5-HT aracihigt ile artan Ca’™ yanitlarina orantilanmistir. Bazi hiicre

seneklerinde SOCC leri bloke ettigi ileri siirlilen ve organik yapilari nedeniyle TRIM ve

> APB nin oncelikle CPA yanitlar iizerindeki etkileri test edilmistir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9. CPA’nin neden oldugu Ca®" artislar1 iizerine 2APB ve TRIM’in etkileri.

2APB’nin yiksek (100 pM, A) ve diustik (10 uM, B) konsantrasyonlarinin  etkisi
goriilmektedir.

2APB 100 uM konsantrasyonda kullanildiginda hiicre i¢i SERCA iligkili depolari tamamen

bosalttigy bilinen 10 pM CPA Ca®" yanitimi bazal diizeyin altina dustirmiistiir (Sekil 6.9A).



Daha sonra 10 pM 2APB’nin optimal diizeyde etkili oldugu saptanmistir (Sekil 6.9B).

Yiiksek konsantrasyonda kullanilmasina karsin CPA yaniti iizerine TRIM herhangi bir
inhibitdr etkinlik gostermemistir (Sekil 6.9). Ancak, yine de etkisizligini dogrulamak i¢in her

defasinda kullanilmistir.

Ilging olarak, hiicre pasaj numaras arttikga 5-HT yamitinda belirgin bir degisiklik olmazken

CPA yamtlarinda artislar gézlenmistir (Sekil 6.10).

499 A715 (Kontrol, p#25)

5-HT (1 M) cPA

Ca™ (R340/380)

T T
0 600 1200
Zaman (sn)

Sekil 6.10. Yiiksek pasaj numaral hiicrelerde CPA yamitlarindaki artis.

CPA yamtlarimin sadece SOC’dan kaynaklanan béliimiiniin TRIM ve 2-APB duyarligini test
etmek igin perfiizyon ¢ozeltisi Ca" icermeyen HEPES tampon ¢ozeltisi ile degistirilmis ve
kiivet igine 10 uM CPA uygulanmistir. Kalsiyumsuz ortamda verilen CPA sadece SR’leri
bosaltarak gegici bir Ca*” sinyaline neden olmugtur. CPA uygulamasindan 10 dk sonra kiivet

igine 2 ml’de final konsantrasyon 1,5 mM olacak sekilde konsantre Ca®* ¢ozeltisi eklenmisgtir.
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Bu asamadan sonra gézlenen Ca’" sinyalinin sadece SOC den kaynaklandigi bilinmektedir

(Sekil 6.11). TRIM bu kosulda zamanla azalma egilimi olan SOC yanitin1 degistirmezken 50

uM 2APB yine etkili olmustur.

Ileri pasajlarda daha belirgin olmak iizere TRPCI geninin susturulmasi beklenenin aksine

SOC yanitlarim artirmistir (Sekil 6.11, 6.12).
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Sekil 6.11. Diisiik pasaj numaral hiicrelere TRPC1 siRNA uygulamasindan 72 saat

sonra gozlenen SOC yanitlar: ve 2-APB’nin etkisi. A: kontrol, B: siRNA uygulanmis.
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Sekil 6.12. Yiiksek pasaj numarah hiicrelere TRPC1 siRNA uygulamasindan 72 saat
sonra gizlenen SOC yanitlar1 ve 2-APB’nin etkisi. A: kontrol (NT), B: siRNA uygulanmus.
Gen susturmanin kapasitatif Ca*" lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla siTRPC1 uygulanan

hiicrelerde sirasiyla SHT ve CPA yanitlan almmis ve CPA yamtlari SHT yanitlarina

86



boliinerek (CPA/SHT) normalize edilmigtir. CPA/SHT yanitlart susturma uygulanan

hiicrelerde kontrol hiicrelere gore ortalama %30 artmistir. Ancak her denemeye ait sonuglarin
kendi iginde ve ekspresyon diizeylerindeki degisimlerle birlikte degerlendirilmesi daha

gergekgi olacaktir (Tablo 6.5, Sekil 6.13).

Tablo 6.4. Gen susturmanin CPA/SHT yanitlar iizerindeki etkisi. sSiTRPC1 uygulanan

hiicrelerde CPA/SHT yanitlari kogtrol hiicrelere gore ortalama %30 artmustir.

CPA/SHT
Deneme | Kontrol | siTRPC1 | %Degisim
1 3.04 5,95 195,37
2 5.32 5,23 11,82
3 1,93 2,27 117,24
Ort 3,43 4,48 130,50
0.S.H. 0,99 1,12
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Sekil 6.13. Gen susturma (siTRPC1) ve kontrol 6rneklerinde kapasitatif Ca™ girisindeki

degisimler. CPA’nin neden oldugu Ca*? artiglan 5-HT yanutlari ile normalize edilmigtir. n=3

6.3 In vivo siRNA uygulamasi (On deneme sonuglar)

6.3.1 In vivo siRNA uygulamasinin TRPC mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi

Veri azligy nedeniyle parenteral siTRPC1 uygulamasinin TRPC1 ekspresyonlar: iizerinde

herhangi bir etkisi belirlenememistir. Ancak, endotelde siTRPC1 uygulamas: sonrast TRPCI1

ekspresyonlarinda artig gozlenmistir (Sekil 6.14.).
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Sekil 6.14. Parenteral siTRPC1 uygulamasinin vaskiiler diiz kas ve endoteldeki TRPC1
ekspresyonu iizerindeki etkisi. Mikroemiilsiyon formiilasyonu iginde 40 pg/kg siTRPC1
karisiminim kuyruk veninden uygulanmasmin 72 saat sonra SD torasik aortunda TRPCI
ekspresyonu iizerindeki etkisi A: PCR tirlinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri, B: kantitatif

ekspresyon degerleri. U¢ mRNA Ornegi birlestirilerek (pooled) ¢alisilmigtir,



Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltirtinde elde ettigimiz sonuglara benzer gekilde siTRPCI
uygulamasi in vivo ortamda da TRPC6 ekspresyonlaﬁnda artisa neden olmugtur (Sekil

6.15B). Saglam dokuda ek olarak endotelde de benzer artislar izlenmistir (Sekil 6.15B).

Kontrol SiRNA

TPPC8 321 bp

B actin 244 bp

50
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Q
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Sekil 6.15. Parenteral siTRPC1 uygulamasinin vaskiiler diiz kas ve endoteldeki TRPC6
ekspresyonu iizerindeki etkisi. Mikroemiilsiyon formiilasyonu iginde 40 pg/kg siTRPC1
karistminin (250 pl) kuyruk veninden yavas infiizyon seklinde uygulanmasinin 72 saat sonra
torasik aortdaki TRPC6 ekspresyonu tlizerindeki etkisi A: PCR iriinlerinin agaroz jeldeki

goriintiileri, B: kantitatif ekspresyon degerleri.
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6.3.2  In vivo siRNA uygulamasiim TRPC protein ekspresyonu iizerindeki etkisi

Parenteral siTRPC1 uygulanan érneklerde TRPC1 protein ekspresyonlarinda kontrole oranla

goriiniir bir azalma belirlenememigtir (Sekil 6.16.).

siRNA Kontrol

| Pactin

Sekil 6.16. Parenteral siTRPC1 uygulamasimin TRPC1 protein ekspresyonu iizerindeki
etkisi. Ayri ayrnn TRPCI ve pB-aktin antikoru ile etkilestirilmis membran fragmanlari

goriilmektedir. Her bir kolon ayn siganlardan izole edilen protein Srneklerine aittir.

Parenteral siTRPC1 uygulanan érneklerde TRPC6 protein ekspresyonlarinda kontrole oranla

artis gdzlenmistir (Sekil 6.17.).

SiRNA Kontrol

9% kDa — TRPC6

46 kDa — | | 6 actin

Sekil 6.17. Parenteral siTRPC1 uygulamasinin TRPC6 protein ekspresyonu iizerindeki
etkisi. Ayn ayn TRPC6 ve B-aktin antikoru ile etkilestirilmis membran fragmanlari

goriilmektedir. Her bir kolon ayri siganlardan izole edilen protein drneklerine aittir.

e
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6.3.3 In vivo siRNA uygulamasinin Ca*? diizeyleri lizerindeki etkisi

Biyokimyasal ¢ahismalara ek olarak aym torasik aortun orta bolimiinden kesilen 3 mm
boyundaki damar halkast ile simiiltane Ca*/kontraktilite deneyleri gerceklestirilmistir. Bu
amagla izole torasik aortta kapasitatif Ca** girigini (CCE) aktive eden 10 pM CPA yanitlan
karsilastirimistir. CPA'nin neden oldugu Ca'? artislari, L-tipi Ca™ kanallarinin olasi etkisini
gidermek amaciyla Ca'? icermeyen krebsle ve 10 puM verapamil varhiginda CPA uygulanmig
ve depolarin bosalmasini takiben final konsantrasyonu 2.5 mM olacak sekilde Ca™ kiivete
ilave edilmistir. Bu durumda damar diiz kas hiicreleri igine giren kalsiyumun cogunlukla

TRPC iliskili depo-kontrollii Ca™? girisinden (SOCE) kaynaklandig1 kabul edilmektedir.

Kalsiyumun tekrar ilavesi ile yapilan deneylerde SOCE’de degisiklik goriilmezken, normal

krebsteki CPA ve a-AR aracili yanitlarda artis goriilmiistiir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18. Vaskiiler diiz kasta reseptor stimiilasyonuna bagimh ve bagimsiz hiicre ici

Ca™ konsantrasyonlaridaki degisimler. o;-Adrenerjik reseptér stimiilasyonu 1 pM
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fenilefrin (FE), reseptdrden bagimsiz ve SERCA inhibisyonu ile Ca** depolarimi bosaltarak
p

SOCE’yi aktive eden 10 uM CPA uygulamalari goriilmektedir. A: Kuyruk veninden sadece
sivag uygulanmis endotelsizlestirilmis sigan izole torasik aortu; B: +siTRPCI, kuyruk
veninden mikroemiilsiyon formiilasyonu iginde 40 pg/kg siTRPCl  karnigiminin
uygulanmasindan 72 saat sonra izole edilen endotelsizlestirilmis damar segmenti. (Not: Ayni
giin i¢inde en fazla iki deneme yapilabildigi i¢in kontrol ve test grubuna ait sadece iki deney
trasesi gorillmekte. B panelinde [Ca+z]i degisimlerinin beraberinde eszamanli olarak kontraktil

~

yanit gelisimi de izlenebilmistir.)
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7- TARTISMA ve SONUC

Farede siRNA uygulamasi ile PTGS (RNA interferans veya genetik “knock-down™) ve
delesyon yolu ile genetik “knock-out” calismalari sonucunda TRPC]I (BRUEGGEMANN,
2006;: CHEN, 2003; WU, 2004) ve TRPC4’iin (FREICHEL, 2001; TIRUPPATHI, 2002)
SOCC bilesiminde oldugu onerilmistir. Sigan aortunda baskin izoformlar olan TRPCI1 ve
TRPC6 ekspresyonlarmin (SOBOLOFF, 2005: SOBOLOFF, 2006; YIP, 2004) yaslanma
stirecinde dramatik bir sekilde degismesi (makale degerlendirme asamasinda, SBAG2735) ve
burada sunulan islevsel genomik bulgularimiz dogrultusunda bu iki alt tipin vaskiiler diiz kas

Ca™ homeostazi i¢in esansiyel oldugunu diistindiirmektedir.

Fizyolojik ve patofizyolojik siireglerde onemi giderek artan ve gelisimsel siiregte islevsel
olduklart bildirilen (BABICH., 2004; CLARSON, 2003; STRUBING, 2003) TRPC
proteinlerinin sican torasik aortunda yaglanma siirecinde ekspresyonlarinin ayrimsal olarak
degismesi (SBAG2735) SOCC yapisina giren alt tiplerin bulunmast ile yashhk fenotipininin

belirlenme yolunu agmistir.

TRPCT’in olasi inhibitér etkinligi:

TRPC1in transkripsiyonel diizeyde ~%40 oraninda baskilandig hiicrelerde SERCA blokaijt ile
aktive olan SOC artismin TRPC1’in Ca™ kanalinin diizenleyici alt birimi oldugunu
digiindiirmistiir. Bu Gneriye karsi tek gozlem yine A7r5 hiicrelerinde ancak stabil siRNA
ckspresyonu  olusturan  plazmid  vektsr  kullanilan  bir calismadan  gelmektedir

(BRUEGGEMANN, 2006). TRPC1, 4 ve 6 disinda TRPC alt tiplerinin belirlenemedigi s6z
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konusu ¢alismada arastirmacilar TRPC1 siRNA eksprese eden A7r5 hiicrelerinde yine bir
SERCA blokérii  olan  tapsigargin  tarafindan  olusturulan SOC  girisinin  azaldi@ini
gizlemlemislerdir (BRUEGGEMANN, 2006). Bu kapsamda Brueggemann ve arkadaslarmin
kullandig: hiicre hatlarinin pasaj numaralarinin spesifik olarak belirtilmemesi c¢alismalarin
dogrudan yorumunu etkilemektedir. Bu kapsamdaki kendi ¢alisma protokollerimiz sirasinda
pasaj numaralar1 da dikkate alinmistir. Bunun 8nemli bir nedeni pasajlamaninda da hiicresel
yaslanma siirecini taklit etmesidir. CPA yanitlarinin 6zellikle ileri pasajlarda gozlenmesi bunun
dnemli bir gostergesidir. SBAG2735 numarali projemizde TRPC ekspresyonlarinin yaslanma
siirecindeki sigan aortunda ayrimsal ve dramatik olarak degistiginin ilk defa tarafimizdan
gozlenmesi (ERAC, 2006) hiicresel yaslanmada da aym regiilator yolaklarin aktive

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde de A7r5’lere benzer sekilde TRPCI1, 4 ve 6 mRNA
diizeyleri diger TRPC alttiplerinden belirgin diizeyde daha fazla oldugu gésterilmistir (YU,
2004). TRPC3 ve 5’in belirlenemeyecek diizeyde olusu bu alttiplerin 6zellikle endotel
hiicrelerinde daha islevsel oldugunu spekiile etmektedir. TRPC4 protein diizeylerinin
endotelsizlestirmeye paralel olarak azalmasi (BERGDAHL, 2005) bu izoformun spesifik
olarak endotelde bulundugunu 6nermektedir (FREICHEL, 2004; MINKE, 2006; PAREKH,
2005). Boylelikle vaskiiler diiz kas i¢in TRPC1 ve TRPC6 en dikkat ¢ekici aday konumuna

gelmektedir.

Perivaskiiler silikon yaka uygulanmig fare karotid arterinde intimal hiperplazi geligimi
beraberinde TRPC1 ekspresyonunda ve SERCA blokérii tapsigarginin neden oldugu hiicre igi
Ca™ konsantrasyonunda artislar gozlenmistir (KUMAR. 2006). Bu gozlem TRPC1'in SOC

girisinde etkili olan SOCC nin islevsel alt birimi oldugunu 6nermekle birlikte kendi bulgu ve
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onerilerimize gériiniirde bir zithk  olusturmaktadir. Ancak gozlemlerin vaskiiler hasar

modelinde yapilmis olmasi s6z konusu SOCC nin patolojik durumdaki bilesimi ve islevi ile

iliskili goziikmektedir.

TRPC6 ekspresyonundaki artisin olasi kompansatuvar islevi:

Calismalarimizda TRPC1 ekspresyonunun siRNA aracili baskilanmasi sonucunda TRPC6
ekspresyonunun  hiicre i . Ca* konsantrasyonundaki artislarla  karakterize SOC
potansiyalizasyonun gériildiigii hiicrelerde artmasi oldukga dikkat ¢ekici bir bulgudur. /n vivo
siTRPCI &n denemelerimizde TRPC1 mRNA diizeylerinde belirgin bir degisim olmamasina
karsin TRPC6 ekspresyonundaki artis TRPCI’e herhangi bir miidahelenin TRPC6
ekspresyonunu tetikledigini disiindiirmektedir. TRPC6'nin a-AR aktivasyonu iginde bir
komponent olduguna iliskin artan veriler dogrultusunda erken ve heniiz tek gézlem olmasina
karsin parenteral (in vivo) siTRPCI uygulanmis deneklerde fenilefrin-aracili Ca"™ artist bu
Onerileri destekleyici gozitkmektedir. Bu gozlemler stabil TRPC1 siRNA eksprese eden A7r5
hiicrelerinde diger TRPC alttiplerinde herhangi bir degisiklik goriilmemesi ile uyusmamaktadir
(BRUEGGEMANN, 2006). Bu durum s6z konusu arastirmada plazmid vektdr aracily eksprese
edilen siRNA’lara bizimkinde ise “eiplak™ siRNA™ dublekslerinin  kullanilmasindan
kaynaklantyor olabilir. TRPC6 nin SOC kanali bilesiminde olmayip daha ¢ok aj-adrenerjik
reseptdrlerin sinyal yolaginin bir bilegeni olduguna iliskin kanitlar (INOUE, 2001; WELSH,

2002) bulunmakla birlikte TRPC1'in baskilanmasi ile vaskiiler diiz kas hiicresinde yaygin

bulunan TRPC6nin tercihli olarak kanal bilesimine girmesi yine de akiler goriilmektedir.

Diger yandan idiyopatik pulmoner arter hipertansiyonu olan hastalarda artan vaskiiler
rezistanstan baslica pulmoner arter (PA) diiz kas hiicre proliferasyonu sorumlu gériinmektedir.

Normal PA diiz kas hiicrelerinde en yaygin cksprese edilen TRPC6 nin proliferasyon belirteci
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Ki67 ekspresyonu ile yakin iliskili olmast TRPC6'nin PA hiicrelerinin sessiz fazdan mitoz

bolinme  siirecine  gegmelerinde islevsel oldugunu distindiirmiistiir (YU, 2004). Aym
calismada, siRNA aracili TRPC6 ekspresyonunun transkripsiyonel diizeyde baskilanmasi
sonucu PA hiicrelerinin proliferasyonunun belirgin  diizeyde baskilandigi  gosterilerek

TRPC6’nin hiicre gogalmasindaki islevi dogrulanmistir.

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda herhangi bir reseptor aktivatoriiniin kullanilmadigi ve sadece
selektif SERCA blokérii CPA taraf.mdan uyarilan hiicre igi Ca"? yamitlarindaki belirgin artiglara
paralel post-transkripsiyonel TRPC1 mRNA baskilanma oranina benzer TRPC6 ekspresyon
artist islevsel bir kompansatuvar mekanizmanin varhgim diistindiirmektedir (SELLL, 2007).
Buna ek olarak 5-HT ve AVP (arjinin vazopresin) disinda herhangi bir agoniste yanit
vermeyen A7rS hiicre hattindaki s6z konusu TRPC1 ve TRPC6 iliskisi TRPClI
ckspresyonunun ve buna baglt olarak Kkapasitatif Ca" girisinin siki bir sekilde kontrol
edildigini diisindiirmektedir. CCE’nin genellikle subsarkolemmal alanlarda goriilmesi ve bu
alanlarin SR ler tarafindan sinirlandirilmis olusu CCE'nin dzellikle protein sentezinde Snemli
islev  gordiigii  hipotezini  kuvvetlendirmektedir  (HUSSAIN, 1999). CCE’nin protein

sentezindeki olasi islevi proliferatif siiregteki 6nemi ile de Ortiismektedir.
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Tablo 7.1. Ekspresyon diizeyleri ve SOC girisindeki degisim. Ayni seri i¢inde siTRPCI

uygulanan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde TRPC1 ekspresyon diizeyinin azalmasinin ve C6
diizeyinin artmasmin CPA’nin neden oldugu kapasitatif Ca™ artis1 iizerindeki etkilerini
yorumlamak i¢in bir arada gostermektedir.* TRPC6 ekspresyonunun ileri diizeyde artiginin
goriildagi bu denemede ilging bir sekilde Ca'* yamtlari degismemistir. Bu gozlemin siRNA
eksprese eden vektor ile susturma etkinliginin ayarlanabildigi sistemler kullamilarak

dogrulanmasi gerekmektedir.

-

% Degisim

Deneme | TRPC1 | TRPC6 | CPAI/SHT
1 5833%| 2646 4| 95374
2 50244 | 140824| 182 ¥*
3 28,21¥ 674 V| 17244
ort 30,85¥| 7217 4| 30504

SOCC’nin kimyasal ajanlarla blokaji (2-APB ve TRIM):

10 uM CPA uygulamasi sonucu gerceklesen SERCA blokajina bagli SOCC aktivasyonu ile
artan hiicre ici konsantrasyonunun TRIM tarafindan etkilenmezken IP; reseptor blokorii ya da
modiilatsrii oldugu onerilen 2-APB ile tamamen engellenmesi degisik mekanizmalarla
yorumlanabilir. TRPC lerin karboksi ucunda IPsR ile etkilesme yerinin bulunmasi (TANG,
2001) selektif olmayan SOCC blokajt yaptigi 6nerilen 2-APB’nin TRPC alt tipi bilesenine
gore yamt ve duyarhginda farklilik olabilecegini diisiindiirmektedir. Ca* depolarinin
bosalmasi sonucunda SR ile hiicre membranlarinin dogrudan etkilestiklerinin ileri siirtilmesi
(BERRIDGE, 1995; IRVINE, 1990) IP5 reseptdriini SOCC’lerin aktivasyonu igin gerekli

islevsel konuma getirmektedir (MA, 2000; MA, 2001). Ancak 2-APB’nin hepatositlerde IP;
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reseptorii ile etkilesmeksizin SOC’yi bloke etmesi ve inferior vena kavada SOC yanitlarini

etkilememesi (LEE, 2002b) bu ajanin SOC arastirmalarinda daha dikkatli kullaniimasi

gerektigini gostermektedir (GREGORY, 2001).

Bishara ve arkadaslari (BISHARA, 2002) fura-2 yiiklii sigir aortu endotel hiicre kiiltiiriinde
30-100 pM konsantrasyonlarda kullanilan 2-ABP’nin ATP ve bradikinin ile reseptor-aracilt
ve tapsigargin ile aktive edilen, reseptdrden bagimsiz CCE’yi inhibe etmesinin yani sira ATP
ve [H’]IP; baglanmasim etkilemedigini gdstermislerdir. Buna ek olarak aktin polimerizasyonu
ile olusan hiicre iskeletinin sitokalasin (100 uM) uygulamasi ile bozulmasinin da CCE’yi
bloke ettiginin gosterilmesi (BISHARA, 2002) SOCC aktivasyonu igin SR ile hiicre
membranmnin dogrudan temas etmesi gerektigini kanmitlamaktadir. Cahgmalarimizda 2-
APB’nin VOCC blokérii verapamil (10 uM) varhgmda ve SR Ca'? saliverilisinin nceden
elimine edildigi durumda CCE sinyalini tamamen bloke etmesinin yam sira gerek canlt
dokuda gerekse de hiicre kiiltiirinde 5-HT nin neden oldugu Ca™ sinyalini de inhibe etmesi
selektif olmadigim gostermektedir. 2-APB’nin SOCC’lerin bilesiminde bulunan TRPC
proteinlerinin SR’da bulunan IP; reseptdril ile etkilesimlerini bozarak etki gosterdikleri
mantikli goziikmektedir. TRPCI geninin susturulmasinin 2-APB etkinliginde bir azalma
yapmamast TRPC1 disinda bir alt tip ile etkilestigini diisiindiirmektedir. Ancak, siTRPC1
uygulamasi sonrast artan TRPC6'min TRPCl’in yerine ge¢mesi ile 2-APB baglanma

bolgesinin kaybi da dikkate alinmahidir.

TRPC’lerin islevsel kompartmantalizasyonu:
Hiicre i¢i kalsiyum ve kontraktil yanitlardaki eszamanli degisimleri sigan torasik aortunda
gozlemleyerek algilama diizeyimizi gelistirdigimiz SOC’nin islevsel kompartmantalizasyonu

(TOSUN, 1998) iizerine ¢alismalarimiz SOCC bilegiminin belirlenmesi agamasina gelmistir.
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Sekil 7.1’deki model SOC’nin ¢ahsma mekanizmasint 6zetlemektedir SOC’nin endojen

prostanoidlerin sentezinin bloke edildigi durumda (indometazin ile) kontraktil aparatla
etkilesmeyip sirlarim yiizeyel SR ve hiicre membraninin olusturdugu subsarkolemmal
kompartmanlarda “hapsedildigi” ve ancak bu kompartmanla etkilesen reseptdr aktivasyonu ile

kontraksiyona kenetlendigine iligkin 6nerimiz hala kabul gérmektedir (MCFADZEAN, 2002).

ETR ET-1
5-HTR  5-HT
VOCC as-AR ® SOCC (TRPC1)
= s
o : [&] (<]
o] ]
=] 2]
o SR

Kontraktil aparat

Sekil 7.1. Subsarkolemmal kompartman modeli (5-HT, ETR ve SOCC). Model ozellikle
vaskiller diiz kas hiicresinde endotelin (ET) ve 5-HT reseptorii i¢in segimli
kompartmantalizasyonu 6nermektedir. SOC ozellikle subsarkolemmal SR’ler tarafindan
simirfandirnimig  yaklasik 200-300 nm derinliginde bir kompartman (LEE, 2002a) iginde
artmaktadir. CPA aracih sarko-endoplazmik retikulum Ca™ ATPaz (SERCA) inhibisyonu
sonucu ( @ ) Ca' sizintist nedeniyle bosalan SR SOCC’leri aktive eder. A ve B

kompartmanlari diginda artan Ca™ SL Ca™ atim mekanizmalan ile sitoplazmadan

uzaklastirtlir. A ve B Ca™ igerigi SOCC nedeniyle artmus halde kalir. A ve B'de artan

kaveola (C) membraninda bulunan ET, 5-HT reseptorlerinin agonistleri ile

internalizasyonunu kolaylastirarak uzamig kontraksiyona neden olur va da



R

varhgmnda hiicre proliferasyonunu tetikler. Model tarafimizdan ilk defa onerilisi (TOSUN,
1998) sonrast Lockwick (LOCKWICH, 2000) ve Ma’nin (MA, 2000) fiziksel kenetlenme
onerileri iizerine onerileri ve islevsel bulgularimiz (TOSUN, 2007) dogrultusunda modifiye

edilmistir.
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Gelecege yonelik uygulamalar:

Hipertansiyon ve fel¢ gibi ileri vazospazmla karakterize hastaliklardaki islevi bildirilen ve
TRPC proteinlerinden olustugu 6nerilen kapasitatif kalsiyum kanallarinin  multimerik
bilesiminin ve strese bagl degisimlerinin belirlenmesi, geleneksel antagonisti olmayan bu
kanallarm isleyis mekanizmalarinin aydinlatiimasinda ve ilgili hastahklarin tedavisinde kritik
onem tagimaktadir. TRPC ve diger TRP kanal proteinlerinin kanser olgularinda ve 6zellikle
niikleer faktor kappa B (NFxB) etkilesimi iizerinden apoptotik siireclerde de islev gormesi
TRP gen ailesi tarafindan kodlanan proteinlerin  Snemini ¢alismamizda model olarak
kullandigimiz vaskiiler diiz kas hiicrelerinin Gtesine tagimaktadir. Sinir hiicrelerinde norit
olusumunu tetikleyerek sinaptik baglantilarda ve dolayist ile sinaptik plastisitede islev
gormeleri TRPC’leri 6grenme ve bellek ¢alismalarinda temel hedef haline getirmektedir.
Gelecekte izoform-, splice-variant- ve heteromerik kompleks-spesifik TRP blokaj1 saglayan
siRNA uygulamalar gelistirmek yeni miicadele alanim olusturacaktir. Bu mantik
dogrultusunda, gergeklestirilecek ¢aligmalarin analizlerinin yliksek dogrulukta yapilmasma
olanak verecek teknolojik uygulamalarin kullanilmasi sonuglarm anlamlihigi bakimindan

kritik 6nem tasimaktadir.
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RNAI teknolojisini uygulama asamalarinda kullanilan geleneksel analiz yontemlerindeki

sinirlamalar ve iyilestirilme onerileri:

. Hiicre i¢i Ca™ ol¢iimii: Proje kapsaminda gelistirdigimiz epifliioresans yontemi ile hiicre
igi Ca™ Sl¢iim aparatt amacimiz dogrultusunda hiicre i¢i Ca™? konsantrasyonundaki
global degisimleri izleme kapasitesi tasimaktadir. Cihaz spektrofluorometre kiiveti
igine yerlestirilen gerek doku gerekse de lamel iizerinde yetistirilen hiicreler olsun
sadece yaklasik 4 mm’ eksitasyon yiizeyi i¢ine diisen hiicrelerin ortalama emisyonunu
belirlemektedir.  Bu  durum  normal uygulamalarda  genelde bir  sorun
olusturmamaktadir. Ancak, basarili gen transfeksiyonu yapilmis hiicrelerin disaridan
verilen siRNA’y1 almamus hiicrelerle ayni 4 mm?®’lik alanda bulunmalari izlenen Ca™
sinyallerinin ger¢ek degerlerin altinda goziikmesine yol agmaktadir. TRPC] gen
susturulmasinin islev kaybi olan fenotipin belirlenmesinde belirleyici oldugunu
bulmamiz nedeniyle bu durum bir sorun olusturmamistir. Céziim énerisi: Mevcut
cihaza CCD kamerah mikroskop modiiliiniin takilmasi ile sadece siRNA alan hiicrede
Olgim yapma firsati dogacaktir. Bu da 6n denemelerini yaptigimiz pSuper plazmid
vektdriiniin yesil fliioresans protein (GFP) eksprese eden tipinin kullanilmasi ile

miimkiin olabilir. Béylelikle, sadece GFP sinyalinin oldugu hiicre mikroskopta

hedeflenerek gergek zamanl Ca™ §l¢timii yapilabilecektir.

. Protein analizleri: Geleneksel Western blot (WB) ve immiinofliiorosans (IF)
mikroskopisi yontemleri diisiik diizeyde eksprese olan proteinler igin yeterli
¢oziiniirliikte ve tekrarlanabilen sonuglar vermemistir. Olduk¢a pahahi olan siRNA
dublekslerinin kiiltiir ortaminda sinirh sayida (50 bin) hiicreye uygulanmasi nedeniyle

TriPure izolasyon ¢ozeltisi ile total RNA nin yaninda WB duyarlik skalasi i¢inde
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yeterli miktarda protein izole edilememistir. Diger arastirmacilar siRNA uygulanmis
farkli petri plaklarindaki hiicrelerden sadece protein izolasyonu yapabilecek yontemler
kullanmislardir. Ancak bu RNA’nin ayri plaklardan elde edilmesi gibi yamitici bir
durum olusturmustur. Protein ve RNA’min farkh kuyucuklardan elde edilmesi
dogrulayict degildir. Immiinofliirosans mikroskopisinde fluorofor sinyalindeki kayip
(fading veya photobleaching) kontrol ve siRNA uygulanmis hiicre arasinda
karsilagtirma sorunu olusturmaktadir. Coziim énerisi: Son bir yil i¢inde ticari olarak
erisimi olan nanok;istal partikiillerinin primer antikorlara konjuge edilmesi ile gerck
WB gerekse de IF’de karsilasilan duyarlik ve sinyal kaybt sorunlari belirgin diizeyde
azaltilabilecektir. Nanopartikiil kullanimi ile aym zamanda kantitatif énaiize de olanak

saglayabilir. Farkli boyuttaki nanopartikiiller ile konjuge farkli primer antikorlarin

kullamimt ile aynt hiicrede birden fazla proteinin isaretlenmesi de miimkiin olacaktir.

. Kantitatif Real Time PCR: TRPC1 siRNA kullanimina bagl olarak TRPC6 mRNA

ekspresyonunda artis gbzlememiz siRNA aracilt susturma sonrasinda TRPC1’in yam
sira diger alt tiplerin transkripsiyon diizeylerindeki degisikliklerin kantitatif olarak
izlenmesinin kritik oldugunu gostermistir. siRNA uygulamasinin pahali olmasi
nedeniyle drnek sayisini da sinirlandirmak zorunda kalmmistir. Céziim énerisi: PCR
analizinde fliioresans isaretli primer dizilerin kullanilmas:, hedef genlerin aym ornek
iginde ayrimsal amplifikasyonlarinin gercek zamanli olarak izlenmesi ve nicel

analizinin yiiksek dogrulukta yapilmasini saglayabilir.
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