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OZET

TRPM2 iYON KANALLARINI KONTROL EDEN miRNA’LARIN
GLIiIOBLASTOMA MULTiFORME DOKU ORNEKLERINDE EKSPRESYONU VE
GLIiOBLASTOMA KULTUR HUCRELERINDE TRPM2 KANALLARININ
ELEKTROFIiZYOLOJIiK KARAKTERIZASYONU

Nurcan SAHIN DEMIR

Yiiksek Lisans Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez damismani: Prof. Dr. Ramazan BAL
Haziran 2014, 46 sayfa

Diinya saghk orgiitii, Glioblastoma multiformeyi (GBM) siddetlerine gore 4 evreye
ayirmustir. Bunlar evre I, evre I, evre III ve evre IV tir. Bu siralamaya gore 1. evre
timorler en az siddetli, IV. evre tiimorler ise en agresif tiimorler olarak bilinmektedir. TRP
iyon kanallarinin ¢ok cesitli doku ve hiicre gruplarinda iyon dengelenmesi ve farkli
uyartilara karsi hassas olabilme gibi cesitli fizyolojik olaylardan sorumlu oldugu
bilinmektedir. TRP iyon kanallarinin ¢ogunlugu segici olmayan Katyon kanallarina sahip
iken, bazilar1 Ca®" iyonlarni oldukca segici bazilari da Mg iyonlarma kars: gegirgen
Ozellik tasimaktadir. MikroRNA (miRNA) lar yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda kii¢iik
RNA molekiilleridir. miRNA’lar hiicrede proliferasyonu, hiicre farklilasmasi veya hiicre
O0limii gibi homeostatik siireglerde Onemli roller oynarlar. Yapilan c¢alismalarda
miRNAlarin bazilarmin timoér baskilayict 6zelliklerinin yani sira bazi miRNA larinda
onkogenik Ozelliklerinin oldugu gosterilmistir. Bu caligmanin amaci, farkli evrelerdeki
glioblastoma hastalarindan alinan arsiv materyallerinde TRPM2 genini hedefleyen miR-
4755-3p ve miR-423-5p nin ifadesi seviyeleri RT-PCR teknigiyle arastirilmustir.
Glioblastoma hiicre hatt1 olan U87 de TRPM2 iyon kanallarinin varligi, yama-kenetleme
(patch-clamp) teknigi ile gosterilmistir. Normal beyin dokusu olmadigindan 4. evredeki
hastalarin miR-4755-3p ve miR423-5p ifade degerleri 1 olarak kabul edilmis ve diger
evredeki hastalarin miR-4755-3p ve mMIiR423-5p ekspresyon degerleri evre 4 e gore
kiyaslanmistir. miR-4755-3p ve miR-423-5p nin ekspresyonlarinin evre 2 de azaldigi
gbzlenmistir. Tiim hiicre (whole-cell) akimi1 kismen N-(p-amylcinnamoyl) anthranilic acid
(AAC) (50uM) tarafindan inhibe edilmistir. ACA’ya duyarli bu akim, TRPM2 akimi olarak
tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, Kanser, miRNA, Patch-Clamp, TRPM2



ABSTRACT

EXPRESSION OF MIKRORNAS REGULATING TRPM2 ION CHANNELS IN
GLIOBLASTOMA MULTIFORME TISSUES AND ELECTROPHYSIOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF TRPM2 CHANNELS IN GLIOBLASTOMA CELL
LINES

Nurcan SAHIN DEMIR

Master of Science Thesis, Department of Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Ramazan BAL
June 2014, 46 pages

World Health Organization (WHO) divided gliomas into four grades depending on their
aggressiveness; grade I, grade 11, grade 111 and grade IV. According to this grading, grade I
is the most benign and grade IV is the most malignant tumors. It was found that TRP ion
channels are responsible for several physiological phenomenons such as ionic equilibrium
and sensitivity to different types of stimuli in many cell groups and tissues. Many of TRP
ion channels have nonselective cation channels, whereas some of them are selective for
Ca®* ions, some are permeable to Mg?* ions. miRNAs are small RNA molecules with 18-24
nucleotides. miRNAs have important roles in cell proliferation, cell differentiation and cell
death. It has been suggested that some miRNAs are acting as tumor suppressors, whereas
others have oncogenic properties. The aim of the study is to analyze of expression of
miR4755-3p and miR-423-5p, which target TRPM2 in paraffin tissue samples taken from
different glioblastoma patients with different grades by using by qRT-PCR. Presence of
TRPM2 channels was demonstrated by using patch-clamp technique in glioblastome cell
line U87. The expression levels of miR-4755-3p and miR423-5p of grade IV patients were
assumed as 1 because of absence of normal brain tissue.The expression levels of miR-
4755-3p ve miR423-5p of patients with grade I, 11 and 111 were compared with grade IV. It
was found that the expression levels of miR-4755-3p and miR423-5p were decreased in
grade Il. Whole cell current was partially blocked by N-(p-amylcinnamoyl) anthranilic
acid (AAC) (50uM). The ACA-sensitive current was referred as TRPM2 current.

Key words: Glioblastoma, Cancer, miRNA, Patch-Clamp, and TRPM2
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya saglik orgiitiine (WHO, World Health Organization) gore, ilk 5 yasindan sonra hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde ilk {i¢ 6liim nedenlerinden birisi kansere bagl
Olumlerdir. 2003 y1ili verilerine gore, diinyada her yil 6,4 milyon yeni kanser vakasi ortaya
cikmakta ve 4,8 milyon kisi de kanser nedeni ile &lmektedir. Intrakranial tiimorler
biitiiniiyle bakildiginda, biitiin kanserlerin yaklasik olarak %1,5’inden ve biitiin kansere
bagli 6liimlerin %2'sinden sorumludur. Kansere bagl dliimlerde dordiincii siradadir. Primer
beyin tiimorii insidansi, 70 yas civarinda 100.000°de 20 iken, 15 yas alti ¢ocuklarda
100.000°’de 2’den azdir. Tim c¢ocukluk cagi kanserlerinin %20’sini beyin tiimdrleri
olusturur. Glioblastoma multiforme, eriskinlerde goriilen en sik primer beyin tiimorii olup,

bilinen en hizli seyirli ve 6liimciil timorlerdendir (1).

Glioblastoma multiforme (GBM) her yasta goriilebilen, en sik primer beyin tiimoriidiir.
Erkeklerde daha sik goriilir. E/K orani 1,6’dir. Her yasta goriilebilirler. Tani sonrasi
ortalama sagkalim bir yildan azdir. En uygun tedavi kosullarinda bu siire iki yila
uzayabilmektedir. Tedavi uygulamalarindaki gelismelere ragmen, GBM tedavi
sonuglarinda 6nemli bir degisiklik olmamustir. Bu nedenle, malign gliomalarda RT ile
kombine edildiginde faydali olabilecek diger tedavi stratejilerini gelistirmek igin preklinik
ve klinik ¢alismalar artarak devam etmektedir. Giintimiizde GBM’li olgularda standart
tedavi; cerrahi + radyoterapi (RT) + kemoterapi (KT)’dir. GBM’li olgularda ikibinli yillarin
basindan itibaren temozolamid kemoteropatik ajan olarak standart tedavideki yerini
almistir. Bu gelismelere ragmen KT’ nin primer hastaligin adjuvan tedavisinde veya niiksten
sonra kullanimi sinirli bir rolii vardir. Sagkalim siiresini uzatmak icin farkli tedavi
yaklagimlar1 gelistirilmistir. Yiiksek doz RT, adjuvan KT, agir partikiil tedavisi, RT ile
birlikte radyoduyarlastirict kullanimi, intertisyel brakiterapi, radyocerrahi, sterotaktik
fraksiyone RT, yogunluk ayarli RT (IMRT) gelistirilmeye calisilan tedavi sekillerinden
bazilaridir (2).

Gegici potansiyel reseptor gen ailesinin (TRP) varligi, 1969 yilinda ilk olarak sirke

sineginde (Drosophila melanogaster) gozlemlenmistir (3-5) ve 1989 yilinda da baska bir



grup arastirmaci tarafindan TRP genleri olarak isimlendirilmistir (4-6). TRP protein
ailesinin, hiicre zarinda iyon kanali olarak gorev yaptiklar1 gosterilmistir (4, 6-7).
Drosophila TRP proteininin  Ca®* gegirgen kanal olarak tanimlanmasi (8-10) ve
memelilerde homologunun kesfi (11-12), TRP kanallarindaki Ca?* sinyali {izerine olan
arastirmalarin artmasina neden olmustur (11, 13-14). TRP gen ailesinin tiyeleri mayalarda,
omurgasiz ve omurgali canlilarda bulundugu gosterilmstir (15). TRP ailesi
aminoasitlerindeki benzerliklerine gore yedi gruba ayrilmstir (15). Bunlar; TRPC (kanonik
yada klasik), TRPV (vanilloid reseptor), TRPM (melastatin), TRPP (polisistin), TRPML
(mukolipin), TRPA (Ankirin zengin protein) ve TRPN (NOMPC). TRP iyon kanallarinin,
cok cesitli doku ve hiicre gruplarinda iyon dengelenmesi ve farkli uyartilara karsi hassas
olabilme gibi ¢esitli fizyolojik olaylardan sorumlu oldugu gosterilmistir (5). TRP iyon
kanallarnin ¢ogunlugu segici olmayan katyon kanallarma sahip iken bazilari Ca?*
iyonlarina bazilar1 da Mgz+ Iyonlarina kars1 gegirgen 6zellik tasimaktadir. Bu kanallar ayni
zamanda cesitli katyonlarin hiicreler arasi katyon (Ca®* ve Mg®" gibi) iletiminde kapic1 gibi
gorev alirlar. Hiicre i¢i Ca® saliim kanallar1 gibi islevlerinden dolay: onlarm hiicresel
organeller (Lizozom ve Endozom) iizerinde 6nemli bir diizenleyici role sahip oldugu tespit

edilmistir (5).

Kiicik RNA olarak adlandirilan miRNA  (microRNA), kodlanmayan RNA
(noncodingRNAs) grubuna aittir ve yaklasik bir miRNA 18-25 niikleotit uzunlugundadir
(16). miRNA’larin insan genomunun %1-2’sinden olustugu ve protein kodlayan genlerin
yaklasik %50’sinin islevini kontrol ettigi tahmin edilmektedir (17). Son yapilan
calismalarda miRNA’larin normal olmayan ifadesi, kanser ile iliskilendirilmis cesitli
yolaklarla iligkili oldugu bulunmustur (18-19). miRNA’lar, onkogenler veya timor
baskilayici genler olarak ifade edilebilirler (19).

Bu calismada, glioblastoma kanserinin etyopatogenezinde TRPM2’nin rolii olabilecegi
diistincesiyle farkli evrelerdeki gliolastoma hastalarindan alinan arsiv materyallerinde
TRPM2 genini hedefleyen miR-4755-3p ve miR-423-5p nin ifadesi seviyeleri qRT-PCR
teknigiyle arastirilmistir. Ayrica Glioblastoma hiicre kiiltiirinde TRPM2 kanallarinin patch-

clamp yontemiyle aktivitesi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tiimorleri

Giliniimiiziin 6liim nedenleri arasinda kanser, iKkinci sirada yer almaktadir. Kanserin tanisi
ve tedavisine olanak saglamak amaciyla kanser arastirmacilar1 kanserin biyolojik kdkent,
kansere egilimi artiran genetik degisiklikler ve kanser olusumuna katilan genler ve sinyal
ileti yollarim1 aydinlatma alanlarinda biiyiik gelismeler kat etmektedir. Son yillarda kanser
belirteglerinin ortaya c¢ikmasini saglayan en onemli gelismeler; kanser kok hiicrelerinin
kesfedilmesi, epigenetik faktorler, kodlanmayan biiylik ve kiiciik RNAlar, miRNA gibi

parametreler yer almaktadir.

Kanserle ilgili bircok sinyal ileti sisteminde rol oynayan miRNAlar, kanser hiicrelerinin ve
kanser kok hiicrelerinin kendi-kendini yenileme ve farklilagmasim1 da diizenlemektedir.
Normal ve transforme olmus kok hiicrelerin kendi-kendilerini yenileme mekanizmalari,
benzer sinyal ileti sistemleri ile, fakat farkli sekilde diizenlenmektedir. Yapilan
calismalarda, normal kok hiicreler ile kanser kok hiicreleri arasinda bir ¢ok benzerlik

bulundugu saptanmastir.

Kanseri baslatan hiicreler olarak da adlandirilan kanser kok hiicreleri, kanserin baslamasi,
ilerlemesi ve klasik tedavi sekillerine direng gostermesinden sorumludurlar. Multi-potent
dokuya o0zgli, yetiskin kok hiicrelerde ve Oncii hiicrelerde ortaya ¢ikan genetik ve
epigenetik ve miRNA ekspresyonundaki degisikliklerin, kanser kok hiicrelerinde tiimor

olusumuna 6nciiliik ettigi bir¢ok arastirici tarafindan gosterilmektedir.

WHO, 2000 yilinda sinir sistemi tiimorlerini anaplazi evresine gore siniflandirmstir.



2.1.1. Noroepitelyal Doku Tiimorleri

1. Astrositik tiimorler
a. Diffiiz astrositoma
1. Fibriler astrositoma
2. Protoplazmik astrositoma
3. Gemiositik astrositoma
b. Anaplastik astrositoma
c. Glioblastoma multiforme
1. Dev hiicreli glioblastoma
2. Gliosarkom
d. Pleomorfik ksantroastrositom
e. Subependimal dev hiicreli astrositom
2. Oligodendroglial tiimorler
a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom
3. Mixed gliomalar
a. Oligoastrositom
b. Anaplastik oligoastrositom
4. Ependimal tiimorler
a. Ependimoma

1. Selliler



2. Papiller
3. Clear cell
4. Tanisitik
b. Anaplastik ependimoma
c. Miksopapiller ependimoma
d. Subependimoma
5. Koroid plexus tiimorleri
a. Koroid pleksus papillomu
b. Koroid pleksus karsinomu
6. Noronal ve karisik noroglial tiimorler
a. Gangliositom
b. Serebellumun displastik gangliositomu
c. Desmoplastik infantil astrositom
d. Disembriyoblastik ndroepitelyal tiimor
e. Gangliogliom
f. Anaplastik gangliogliom
g. Santral nérositom
h. Serebellar lipondrositom
i. Filum terminalenin paragangliomu
7. Noroblastik tiimorler

a. Olfaktor néroblastom (estesiondroblastom)



b. Olfaktor néroepitelyom
c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi néroblastomu
8. Pineal parenkimal tiimorler
a. Pineasitom
b. Pineablastom
c. Orta evrede diferansiasyon gosteren pineal parenkimal timor
9. Embriyonal tiimorler
a. Medullaepitelyom
b. Ependimoblastom
c. Medullablastom
1. Desmoblastik medullablastom
2. Large cell medulloblastom
3. Medullomyoblastom
4. Melanositik medulloblastom
d. Supratentoryel primitif néroektodermal tiimorler
1. Noroblastom
2. Ganglionoroblastom
e. Atipik teratoid/rabdoid tiimor
10. Orjini belirsiz glial tiimorler
a. Astroblastom

b. Gliamatosis serebri



c. 3. ventrikiil koroid gliomu

2.1.2. Periferik Sinir Tiimoérleri
1. Schwannoma
a. Selliiler
b. Pleksiform
c. Melanositik
2. Norofibrom
a. Pleksiform
3. Perinérom
a. Intrandral perindrom
b. Yumusak doku perinéromu
4. Malign periferik sinir kilifi tiitmorleri (MPSNT)
a. Epiteloid
b. Diverjant mezenkimal ve / veya epiteloid farklilagsma gosteren MPSNT
c. Melanotik

d. Melanotik psammomatoz

Bu smiflandirmaya gore astrositik tiimorler; pilositik astrositom (evre 1), diffiiz astrositom
(evre Il), anaplastik astrositom (evre Ill) ve glioblastoma multiforme (evre 1V) olarak
evrelendirilmektedir (20) Bu tiimorlerin goriilme yasi ve sikligi, farklilik gostermektedir.

Son iki dekatta primer beyin tiimorlerinin goriilme oraninin arttigi gosterilmistir (21).



2.1.3. Glioblastoma Multiforme

Yetigkinlerde saptanan en yaygin beyin tiimorii Glioblastoma Multiformedir. GBM, tiim
beyin tiimorlerinin %20-25’in1 olusturur. WHO, GBM’1 nekroz ve vaskiiler proliferasyon

ozelliklerine gore evre I-11-111-IV olarak siniflandirmaktadir.

GBM, giinlimiizde yaygin olarak rastlanan ve mortalitesi olduk¢a yiiksek olan bir beyin
tiimori tipidir. Eriskinlerde en sik rastlanan ve en malign beyin tiimorii olmakla beraber
hizli ilerlemesinin yani sira ¢evre dokulara cabuk ve yogun yayilmasi nedeni ile de tedavisi
oldukca zordur. Cerrahi olarak tiimoriin tamaminin ¢ikarilmasit da genellikle miimkiin
olmamaktadir. Ayni tiimor dokusunda ve farkli hastalara ait tiimor orneklerinde genetik
yapinin degismesinden dolayr “multiform” olarak isimlendirilmektedir. Tiim kanserlerde
oldugu gibi GBM dokusuna ait tiimor hiicrelerinde de yasam sinyallerinin aktivasyonunda

art1s, anjiyogenez, kontrolsiiz boliinme, doku invazyonu ve apoptoza direng goriilmektedir.

GBM, diger malign timorlerde oldugu gibi, kontrolsiiz gelisme, dokuya invazyon

yapabilme, apoptozisin azalmasi ve anjogenesis gibi malign fenotipik 6zelliklere sahiptir
(22).

Glioblastomlar, molekiiler temelde birincil ve ikincil olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.
GBM’lerin %90’1 birincil GBM, %10’u ise ikincil GBM olarak tanimlanir. Birincil
GBM’ler glial oncli hiicrelerden direkt gelisen ve ilk histopatolojik incelemede
glioblastoma tanis1 konulan tiimorlerdir. Hizli gelistikleri i¢in ilk 3 ay iginde klinik belirti
verirler. Primer GBM’lerin 6ncesinde diisiikk evreli gliomlardan ikincil olarak gelisir. Bu
nedenle birincil GBM’ler 60’1 daha fazla goriilmektedir (23).

GBM nin en yaygin belirtileri; bas agrisi, bulanti, kusma, epileptik nobetler, ndromotor
fonksiyon kayb1 ve mental degisikliklerdir. GBM’nin neden oldugu semptom ve belirtilerin
cogu hizli biiyiimekte olan tlimére, ¢cevresinde yaptig1 6deme, obstriiksiyona ve artmis kafa
ici basinca baglidir. Tiimor lokalizasyonuna bagli olarak fokal bulgular da olusabilir (24).

GBM tedavisi glictiir, yliksek morbidite ve mortalite riskine sahiptir.

Gilinimiizde GBM’li olgularda standart tedavi; cerrahi + radyoterapi (RT) + kemoterapi
(KT)dir (25). GBM’li olgularda 2000 1i yillarin bagindan itibaren temozolamid
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kemoteropatik ajan olarak standart tedavideki yerini almistir. Bu gelismelere ragmen
KT’nin primer hastaligin adjuvan tedavisinde veya niiksten sonra kullanimi sinirli bir rolii
vardir (26-27). Sagkalim siiresini uzatmak i¢in farkli tedavi yaklagimlari gelistirilmistir.
Yiksek doz RT, adjuvan KT, radyoterapide alternatif fraksiyonasyon rejimleri, agir
partikiil tedavisi, RT ile birlikte radyoduyarlastirici kullanimi, intertisyel brakiterapi,
radyocerrahi, yogunluk ayarli RT (IMRT) gelistirilmeye calisilan tedavi sekillerinden
bazilaridir (2, 28-29).

2.1.4. Beyin Tiimérlerinde Tam1 Metodlar:

Beyin tiimorlii hastalarin ilk muayenesi, ayrintili bir hikaye almay: ve fizik muayeneyi
kapsamalidir. Aile hikayesi 6nemlidir. Beyin tiimorleri ile iliskili olan herediter hastaliklar,
kimyasal maddelere maruz kalinmis olmasi, enfeksiyon hikayesi etyolojinin
belirlenmesinde yardimci olabilir (30-31). Norolojik muayenede davranis bigimi, duygusal
yapi, entellektiiel diistince gibi mental durumun saptanmasi; yliriime, denge gibi
koordinasyon durumunun tespiti; agri, dokunma, vibrasyon gibi duyusal algilamalarin
anlasilmasi; kas giicii, kas tonusu, pasif hareketlere karsi kaslarin direnci gibi motor yaniti
ve kranyal sinirlerin saglikli c¢alisip calismadiginin belirlenmesi amaglanir. Yapilmasi
gereken bir diger rutin test ise, artan intrakranyal basincin 6nemli bir gostergesi olan, papil
O6dem varhigin1 gostermek igin géz dibi muayenesidir (30-31). Gorme alan1 muayenesi ise
optik sinir, optik kiazma, optik traktusu etkileyen veya oksipital lobda lokalize tiimorlerde
yararl olur (32).

Glial tiimorlerinde BT, tan1 koyma, lokal tedavileri planlarken tiimor boyutunu 6lgme,
tedavi altindaki hastalarda tiimore bagh degisen parametrelerin degerlendirilmesi ile,
tedavinin etkinligini belirleme ve tedavi sonrasi takiplerde, tedaviye yaniti1 6l¢gmede yaygin
olarak kullanilan temel yontemdir. GBM genellikle BT de “hipodens” lezyonlardir, ancak
“izodens” de olabilirler. Kontrast madde enjeksiyonunu takiben BT’de kontrast tutan
bolgeler, timor dokusunu yansitir. Kontrast madde tutulumu, bir tiimoriin ¢evresinin
tanimlanmasi igin gereklidir. Tiim6r boyutunu tanimlamada pek g¢ok klinisyen, BT de

kontrast madde tutmus alanlar1 kullanmistir. BT’de kontrast tutulumu, neovaskiilarite

11



varligi ile iliskilidir. BT’de ttimoral doku i¢inde yer alan diisiik dansiteli alanlar,
kanlanmanin zayif oldugu alanlar1 belirler. Bu bolgeler ayn1 zamanda nekrozu da temsil
eder. BT de goriilen tiimor ¢evresindeki diisiik dansiteli alanlar ise, tiimore baglh gelisen
O0demi gosterir. BT, tan1 ve cerrahi rezeksiyon sonrasi tedavilere temel olusturacak rezidiiel

tiimoriin boyutunu belirlemek amaciyla da kullanilmaktadir.

Son 20 yildir, MRI ve BT, intrakraniyal ve spinal lezyonlarin tanisinda standart kullanima
girmis tekniklerdir. BT; beyinin anatomik tanimlamasini yaparak, kontrastin yogunlastig
hacimle iligkili olarak, bir bdlgede gelisen tiimoral yapryr gosterir. BT tiimdriin
lokalizasyonu, yayilimi, evresi, tek veya ¢ok odakli olmasi, tek ya da gift tarafli yerlesimi,
ekilim yapmis olmasi gibi gelisme sekli ile birlikte; 6demi, santral hipodens alanlari
varligiyla nekrozu, kalsifikasyonu gibi ayrintilar1 hakkinda da bilgi verir. Fiziksel temeli
anatomik yapidaki elektromanyetik etkilesim yetenegine dayanan MRI ise; normal
anatomik yapiy1 ve beyin parankimindeki degisiklikleri daha detayli gosterir. Giinlimiizde
BT ve MRI ile tiimor bliyiikligi 6lgiimleri yapilabildiginden, tedaviye cevabi 6lgmekte
oncelikle kullanilan teknikler olarak kabul edilmislerdir (32). MRG’de glioblastomalar
heterojen kitleler seklinde goriintirler. Bu heterojen goriiniim nekroz ve/veya Kkist

olusumuna baghdir.

2.2. Iyon Kanallan

Iyon kanallart hiicre zarinda gdzenek olusturan, gorevleri gecici zar potansiyeli
olusturmak, aksiyon potansiyelini sekillendirme ve diger elektriksel sinyalleri iletmek
olan zar proteinleridir. Ayrica hiicre hacmini kontrol etmek amaciyla, salgi ve epitel
hiicrelerinde iyonlarin hiicre zar1 boyunca akisini1 diizenleyici rolleri vardir. Tim
hiicrelerin hiicre zarinda iyon kanallar1 bulunur. Iyon kanallari, iyonofor proteinlerin iki
geleneksel grubundan biri kabul edilir. Ikinci grup iyon tastyici proteinler ise, sodyum-
potasyum pompasi, sodyum-kalsiyum degistiricisi ve sodyum-glukoz nakil

proteinleri olarak sayilabilir.
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2.2.1 Gegici Potensiyel Reseptor Ailesi (Transient Receptor Potential Family, TRP)

Gegici potensiyel reseptor genlerinin varligt 1969 yilinda ilk defa sirke sineginde
(Drosophila melanogaster) goézlemlenmistir (3, 5). 1989 yilinda Montel ve Rubin
tarafindan TRP genleri olarak adlandirilmistir (5-6). Bu genlerin kodladigi proteinlerin
hiicre zarinda iyon kanali olarak gorev yaptiklari saptanmistir (5, 7). Drosophila TRP
proteininin ca® gecirgen kanal olarak tanimlanmast ve memelilerde homologunun kesfi,

TRP kanallarindaki Ca®* sinyali lizerine olan arastirmalarin artmasina neden olmustur.

TRP aile iiyelerinin maya hiicrelerinde, omurgasiz ve omurgalilarda bulundugu
saptanmustir (15). TRP ailesi aminoasit benzerliklerine gore alt1 gruba boliinmiistiir (15):
TRPC (kanonik yada klasik), TRPV (vanilloid reseptér), TRPM (melastatin), TRPP
(polisistin), TRPML (mukolipin), TRPA (Ankirin zengin protein) ve TRPN (NOMPC).
TRPN sadece balik ve omurgasizlarda bulunmustur (Sekil 2.1) (15). TRP iyon kanallar
cok cesitli doku ve hiicre gruplarinda iyon dengelenmesi ve farkli sinyallere karsi hassas
olabilme gibi ¢esitli fizyolojik olaylardan sorumlu oldugu anlasilmistir (15). TRP iyon
kanallarinin ¢ogunlugu secici olmayan Kkatyon kanallarina sahip iken, bazilart Ca?*
iyonlarina oldukea segici bazilari da Mg?* iyonlarina karsi gecirgenlik 6zelligi tagimaktadir.
Bu kanallar ayn1 zamanda cesitli katyonlarin hiicreler arasi katyon (Ca®* ve Mg®* gibi)
iletiminde kapici gibi gorev alirlar. Hiicre igi Ca®" salimim kanallari gibi islevlerinden
dolay1 bunlarin hiicresel organeller (Lizozom ve Endozom) iizerinde 6nemli bir diizenleyici
role sahip oldugu tespit edilmistir (15, 33). Cesitli TRP genlerinde meydana gelebilecek
mutasyonlar norodejeneratif hastaliklar, iskelet displazisi (dysplasia), bobrek bozukluklar
ve agr1 gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadirlar. Giiniimiizde
devam eden bilimsel calismalar yukarida saydigimiz patolojik rahatsizliklara yeni tedavi

yontemleri bulmada yardimci olacaktir (15).

TRP kanallariin ¢evresel uyarilardaki degisiklikleri ayirtedici olarak belirleyen biyolojik
sensorler olduklart diistiniilmektedir. TRP kanallar1 sicak/soguk, dogal kimyasal bilesikler
(mentol, kafur, act biber), mekanik uyaran, lipid tabakanin igerigindeki degisiklikler gibi
bircok uyaran ile agilmaktadir. TRP kanallar1 kan basinci ve diiz kas tonusunun

diizenlenmesi, renal Ca®* / Mg®" kontrolii, keskin tad ve kokulu bilesiklerin (hardal,
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sarimsak gibi) mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, tadin, kokunun, sesin, feromonlarin,

15181n algilanmasi gibi 6nemli birgok siiregte iglev gormektedir (34-35).

28 mammalian members (6 subfamilies)

“Vanilloid” TRPV4 TRPVZ TRpyS
TRPV2 ’ —

TRPV1 '\q‘x\ ‘r :f o “Melastatin”

Q fv TR rReMa

“Canonical” \\1'5' EI.-’ T

JERI TRPM7
TRPC4
TRPCS TRPM2
TRPMS

TRPC3
TRPCY TRPM4
TRPCE TRPMS

TRPC2

“Ankyrin™

“Mucolipin™

TRPML1 f \ TRPA1

TRPML2 [ H “Polycystin”
TRPML3 . 4 TRPPZ

TRPP5 TRPP3

Sekil 2.1: Memelilerdeki TRP Gen Siiperailesinin Filogenetik Agaci. 6 aileden ve 28 iiyeden meydana
gelmektedir. TRPC (kanonik yada klasik), TRPV (vanilloid reseptdr), TRPM (melastatin), TRPP (polisistin),
TRPML (mukolipin), TRPA (Ankirin) (36).

2.2.2. TRPM2 (Transient Receptor Potential Cation Channel, Subfamily M, Member
2)

TRPM2 proteini, TRPM2 geni tarafindan kodlanmaktadir. Beyinde gen ifadesi olmaktadir.
Beyinde gen ifadesi olmasi dolayisiyla manik-depresif hastalariyla iligkilendirilmektedir
(37). TRPM2 nin fizyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Yapilan bazi
caligmalarda insililin  salmimiyla bagigiklik  hiicrelerinin - TNF  alfa etkileriyle
iliskilendirilmektedir (38-39). Bunlarin yani sira bir ¢ok inflamasyonla, metabolik
hastalikla, obeziteyle beyindeki toksik amiloid beta proteinleriyle ve Alzheimer hastaligiyla
da iligkilendirilmistir (40-41).
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TRPMZ2’ler kalsiyum iyonlarinin hiicre zarindan gecisi konusunda segici degillerdir.
TRPMS kanallarinda, mentol ve soguga kars1 hassasiyet gozlenirken, TRPM2 de soguga
kars1 herhangi bir hassasiyetten s6z etmek miimkiin degildir. TRPM2 lerin bir ¢ok alternatif
cesitleri tanimlanmis olmasina ragmen tiim parga olan proteinin fonksiyonu tam olarak

bilinmemektedir (42-44).

A MHR ™ CC  NUDT9-H
L} L} | L} I LA 1
— X L ] o o e e e ]
f L) 1 L] T T 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
& Na* o Ca?
0,0

8-Br-cADPR AMP

Sekil 2.2: TRPM2 nin protein yapisi [45].

Insan TRPM2 proteini yaklasik olarak 170 kDa ve 1503 aminoasitten olusmaktadir.
(farelerde ise 1507 aminoasiddir). TRPM2 proteininin N terminali ucunda dort tane
birbirinin benzeri olan, fonksiyonu bilinmeyen ve kalsiyumu baglama yetenegi olan
kalmodulin, 6 adet de transmembrane segmentten olugsmaktadir. TRPM 2 kanallar1 S5 ve

S6 domainleri arasinda bulunan kisimlarda lokalize olmaktadir (Sekil 2.2) (45).
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TRPM2 nin C terminal ucunda ise TRP kutusu coil coil (sarmal —sarmal) domainler ve C
terminal ucu Adenozin difosfatribose (ADPR), piirofosfotaz (NUDT9) domaninlerinden
olusmaktadir (45). TRPM2 nin C ve N terminal uglari sitoplazmaya bakmaktadir. Sitozolik
ADPR TRPM2 nin NUDT9 H bolgesine baglanarak, kalsiyum ve sodyumun hiicre igerisine
gecisini saglarlar (45).

2.3. mikroRNA (miRNA)

mikroRNA (miRNA) lar yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda kii¢ciik RNA molekiilleridir
(46). miRNA’lar hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi veya hiicre olimii gibi
homeostatik siireclerde 6nemli roller oynarlar. Yapilan calismalarda miRNAlarin
bazilarinin tiimor baskilayici Ozelliklerinin yani sira bazi miRNA’larin da onkogenik
Ozelliklerinin oldugu gosterilmistir (47-49). Kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde,
miRNA’lar, hedefledikleri genin karakterine gore, timor siipresorler veya onkogenler gibi
fonksiyon gostermektedirler. Ik olarak miRNA’lar 1993 yilinda kesfedilmis olup, miRNA
tanim1 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (50). miRNAlar agirlikli olarak
yuvarlak solucan olan Caenorhabditid elegansi gen igerigi bakimindan taranmistir, lin-4
olarak adlandirdiklar1 genin hicbir protein kodlamamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda
kiiciik bir RNA transkribe ettigini raporlamiglar (51). Let-7’nin insanlar da dahil olmak
tizere tiim tiirler arasinda da korunmus oldugu kesfedilmis olup, bu durum let-7 nin 6nemli
bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Daha sonraki yillarda let-4 ve let-
7’ye benzeyen birgok kiicik RNA molekiilii, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli

organizmalarda kesfedilmistir ve miRNA’lar olarak isimlendirilmistir (52).

miRNA’lar oOncelikli olarak miRNA genlerinden primer miRNA (primiRNA)’larin
transkripsiyonu  gerceklesir. Ikinci olarak primiRNA’lar prekiirsor miRNA(pre-
miRNA)’lara niikleus i¢inde doniistiiriiliir. Son adim olarak olgun miRNA’larin sitoplazma
icinde olusumu gergeklesir (53). miRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA
polimeraz Il enzimi tarafindan genomik DNA®“dan sentezlenir. Cekirdekte pri-miRNA,
RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha tarafindan

yaklagik olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA’ya doniistirilir (Sekil 2.3) .
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Pre-miRNA Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli sekilde
sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda, pre-miRNA’lar sitoplazmada RNAaz |11 enzim ailesinden
Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda olgun miRNA’lar
olusturur (54). Dicer tarafindan kesilen pre-miRNA’nin miRNA RISC kompleksine dahil
olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan argonaute’un etkisiyle bu iki
iplikten 5’ucu daha kararli olani secilip komplekse dahil edilir. Bu iplik, kilavuz iplik
(guide strand) olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak
adlandirilir, RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. miRNA’lar, aktif RISC
kompleksine entegre olduktan sonra, mRNA’nin parcalanmasina Vveya protein

sentezlenmesinin baskilanmasina neden olurlar (55).

Translational mRNA
Repression Cleavage
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miRNA miRNAS3
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Sekil 2.3: miRNA nin biyogenezi. (53)

2.3.1. Kanserde miRNA

Tanimlanmis bazi miRNA’larin kanserlesme siirecine katkida bulundugu ile ilgili yapilan
ilk caligmada hastalarda miR-15a ve miR-16-1 diizeyleri azalmig veya herhangi bir
degisikligin olmadig1 gosterilmistir (56). Kronik Lenfositik Lésemi (KLL) hastalarinin
yaklasik %350’sinde 13ql4 bolgesinin delesyona ugramadigi da ayrica gosterilmistir.
mMIiRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore, onkogenik
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veya timor siipresor ozellik kazanabilir. Normal dokularda, miRNA’larin bazilarinin
protoonkogenlerin translasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir. Fonksiyonlar1; bir
onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan bu miRNA’lar, “tiimor baskilayici
miRNA’lar (TB-mir) olarak ifade edilmektedir. Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA“larin
ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun artmasina ve timdér olusumuna sebep
olur. Bunun tersi olarak, “onko-mir” olarak ifade edilen bazi miRNA’larin kanserin
geligimini arttirdigi goriilmektedir. Bu miRNA’lar, bir timdr siipresoriin baskilanmasini
saglarlar. miRNA’lar, onkogen ve tiimor stipresor mRNA’larin her ikisini de potansiyel
hedef olarak gorebilir. Bu yiizden, belirli bir miRNA’nin ger¢ek fonksiyonu ya TB-mir’in

veya onko-mir’in hiicresel igerigine baghdir (57).

2.3.2. Timor Baskilayict miRNA’lar

mMIRNA’larin kanserlesme siirecine etkisi yapilan bir ¢ok calismayla ortaya konulmustur
(58-61). Yapilan arastirmada miR-15a ve miR16-1 ekspresyon seviyelerinin KLL (Kronik
Lenfositik Losemi) hiicrelerinde, anti-apoptotik B hiicreli lenfoma proteini olan Bcl-2’nin
tiretimi ile ters iligkili oldugu tespit edilmistir (62). Bu iki miRNA’nin diisiik seviyelerinin
(timor siipresor fonksiyon kaybi) yiiksek seviyede Bcl-2 proteini ile iligkili oldugu
dolayistyla anormal hiicre biiylimesini gergeklestirdigi, yiliksek seviyelerinin (normal timor
stipresor aktivite) ise apoptoz ile iliskili oldugu ortaya konmustur. miR200 ve mir34 timor
baskilayict miRNA olup miR 200 ailesinin bes adet iiyesi bulunmaktadir. miR200 agirlikli
olarak epitelden mezenkime geciste rol alarak, kanser kok hiicrelerini baskilamaktadir (63).
Akciger timor dokularinda yapilan aragtirmalarda; let-7’nin, onkogen olan RAS’in
aktivitesini kontrol ettigi gosterilmistir (64-65). GBM’nin yaklasik %60-70 de p53 timor
baskilayici geninde mutasyonlar tespit edilmistir (66). GBM’de, p53 iin izoformu olan p63,
p73 ve miR34 {in kritik rol oynadig1 gdsterilmistir (67).

2.3.3. Onkogenik miRNA’lar

Tiimor siipresor miRNA’larin tersine, onkogenik miRNA’lar ¢ogunlukla kanser tiirlerinde

kontrolsiiz biiylimeyi arttirici ve/veya anti-apoptotik yonde fonksiyon gdsterirler.
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Gegtigimiz son 10 yilda bir ¢ok kanserde ve GBM’de miRNAlarin rolii biiyiik 6nem
kazanmaktadir. miRNA ve kanserle ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmakta ve
yaymlanmaktadir. Kanserde bazi miRNA larin ekspresyonu artarken bazi miRNA larin
azalmig bazilarinin ise ekspresyonunda diizensizlikler ortaya konulmustur (67). Yakin
zamanda yapilan ¢alismalarda, miR-155’in B hiicreli lenfoma, meme, pankreas, akciger ve
Hodgkin’s lenfoma gibi kanserlerde espresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir (68-69).
miRNA larin hangi genleri hedefledigi veya hangi genlerin hangi miRNA lar tarafindan
hedeflendigini gdstermek igin bir ¢ok bilgisayar yazilimi ortaya konulmustur. (Ornegin:
www.microrna.org, www.mirdb.org, www.targetscan.org, www.ncrna.org ve benzeri bir
¢ok online yazilim bulunmaktadir. Bir miRNA bir ¢ok geni hedefleyebilecegi gibi bir
miRNA da bir ¢ok geni hadefleyebilmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 07.01.2014 tarihli
07.01.2014/28 karar numarast ile onay alman bu galismada Gaziantep Universitesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji bolimii arsivinden evre 1-2-3-4 Glioblastoma
karsinom nedeni ile cerrahi uygulanmis hasta dokular1 seg¢ildi. Olgulara ait H&E boyali tiim
lamlar gbézden gegirildi. Histolojik evre ve histolojik tiplendirme parametreleri agisindan

tekrar degerlendirildi ve gruplara ayrildi.

3.2. miRNA ANALIZi
3.2.1.Parafin Bloktan Total RNA Elde Edilmesi

Parafin bloklardan total RNA izolasyonu, miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

kullanilarak yapilmustir. Uretici firmanin tavsiyesine gore protokol izlenmistir.

Ayni hastaya ait tiimorlii parafin bloklar secildi. Parafin bloklardan 3,5 pm kalinliginda 10-
12 kesit 1,5 ml lik ependorf tiipiine alindi.Tiiplere 200 pm ksilen eklenerek 10sn
vortekslendikten sonra kisa siire santrifiij edildi. 56 °C’ de 3 dk inkiibe edildikten sonra oda
sicakliginda sogutuldu. 200 pm PKD buffer eklendikten sonra vortekslenerek 1dk 10000
rpm de santrifiij edildi. 10 um proteinaz K eklenerek karistirildi. Once 56 °C’ de 15 dakika
sonra 80 °C’ de 15 dakika inkiibe edilerek proteinler yok edildi. 3 dakika buz {izerinde
bekletildikten sonra 15 dakika 13500 rpm de santrifiij edildi. Siipernatant 2ml tiipe alinip
pellet atildi. Siipernatanta 10 um DNase booster buffer eklenerek kisa siire santrifiij
edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. 400 um RBC buffer eklendi.
1250 um %100 etil alkol eklenerek pipetle karistirildi. Karisimdan 700 pm alinarak RNA
filtreli (RNeasy MinElute spin) tiipe aktarildi. 15 sn 10000 rpm de santrifiij edildi. Filtre
yeni tlipe alinarak tekrar 700 um eklenerek karisim bitene kadar bu adimlar tekrar edildi.
RNeasy MinElute spin filtreye 500 pm RPE buffer eklenerek 2 dk 10000 rpm de santrifiij
edildi. RNeasy MinElute spin filtre yeni bir tiipe alinarak 5 dk yiiksek hizda santrifiij edildi.
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RNeasy MinElute spin filtre yeni bir tiipe alinarak 25 pm RNase free water eklenerek 1dk
yiiksek hizda sanrifiij edildi. Total RNA filtreden tiipe aktarilmis oldu. RNA 6rnekleri - 80°

C’de saklanmustir.

3.2.2 miRNA Revers Transkriptaz Sentezi

Elde edilen total RNA’dan miScript II RT Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
cDNA elde etme islemi tamamlanmistir. Protokol {iretici firmanin tavsiyesine gore takip

edilmistir. Biitiin asamalar buz lizerinde yapilmistir.

Kalip RNA ¢ozdiriildi. 10x miScript Nucleics Mix , 5x miScript HiSpec tamponu, su ve
primerler oda sicaklifinda ¢ozdiiriiliip homojenize edildi ve spin yapildi.

Tablo 3.1°de cDNA reaksiyonu i¢in karigim miktarlar1 gésterilmistir.

Tablo 3.1: cDNA Reaksiyonunda kullanilan maddelerin igerikleri ve miktarlar1

Eklenen Madde ul
5x miScript HiSpec Buffer 4
10x Nucleics Mix 2
RNase-free water 7
miScript RT Mix 2
Total RNA (10-2000ng/ pl) 5

Kalip RNA, RT master karisimi iceren her tlipe eklenir. Yavasca karistirilir, kisa bir sekilde
santrifiij edilir ve hizl1 bir sekilde kaldirilir. Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra tiipler
37 °C’de 60 dk, ve 95 °C’de 5 dk olmak iizere cihaza konulur. Reaksiyon sonunda drnekler

hizl1 bir sekilde buz iizerine alinarak -20 °C’de ¢alisilmaya baslanincaya kadar saklanur.
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3.2.3. Real-Time PCR ile miRNA Analizi

MIRNA revers transkriptaz sentezi gergeklestirildikten sonra Orneklerde miRNA
ekspresyon analizi Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) RT-PCR cihazi
kullanilarak yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan maddelerin igerikleri ve miktarlar1 tablo
3.2. de ayrintili olarak gosterilmistir. Analiz sonucunda cihazin her 6rnek i¢in verdigi Ct

degerleri kullanilarak normal ve tiimorli dokulardaki degisimleri hesaplanmustir.

Tablo 3.2: Real-Time PCR Reaksiyonunda kullanilan maddelerin igerikleri ve miktarlar

Eklenen Madde ul
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 12,5
10X Universal Primer 2,5
10X miScript Primer Assay 2,5
Rnaz igermeyen su 5
Kalip cDNA 25
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3.3. Yama-Kenetleme (Patch-Clamp) Yontemi

Patch-clamp, hiicre membrani kanallarindan gegen iyon akimlarini incelemek i¢in yaygin

bir sekilde kullanilan modern bir elektrofizyolojik tekniktir (70-71) (Sekil 3.1) (Resim 3.1).

Patch-clamp yontemi, 6zel olarak hazirlanmis mikroelektrot agzinin hiicre zar1 pargasina
(patch, yama) sikica yapistirilarak (clamp, kenetleme) membran potansiyellerinin sabit bir
degere tespit edilmesi ile kanallardan gegen akimlarin kayit ve analiz edilmesidir. Kaynak
yaptirilan bolgede gigaohm diizeyinde elektriksel direng olusmaktadir (72-73).

Calismanin amacina gore, arastirilmasi istenilen kimyasala veya norotransmitter maddenin

¢esidine bagli olarak 4 gesit patch-clamp konfigiirasyonu vardir. Bunlar;

e Hiicre iizerinde (Cell attached-On cell)
e Tiim hiicre kaydi (Whole-Cell recording)
e Disi disarida (Outside-Out)

e Ici disarida (Inside-Out) uygulamalaridir.

r €

Igi Disanda Dhst Dtia:nda-

Geri Geri
I celkme T celcme

. =)

Hiicre Uzerinde Tim Hiicre Eayat

Sekil 3.1: Patch-clamp konfigiirasyonlari (74).
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3.3.1. Hiicre Uzerinde (Cell Attached- On Cell)

Pipetin (u¢ kalinligi 1um) kayit alinacak hiicre ile temasi saglanir. Pipete az miktarda
negatif bir vakum uygulanarak, gigaohm diizeyinde bir direng olusturulur. Pipet ucundaki
hiicre membrani, membranin diger kisimlarindan izole edilmistir fakat hiicre i¢i ortamdan
(ikincil haberciler, ndrotransmitterler vb.) etkilenir. Bu uygulama, ikincil haberciler ve

voltaj degisiklikleri incelenecegi zaman tercih edilir (70, 75).

3.3.2. Tiim Hiicre Kaydi (Whole-Cell Recording)

Pipetin hiicre ile temasi saglandiktan (gigaseal) sonra, gii¢lii bir vakumlama uygulanarak,
hiicre membran1 yirtilir. Pipet elektrodu, dogrudan hiicre sitoplazmasindaki voltaj
degisimlerini Olger. Pipet ucu ile membranin yirtilmas: sonucunda pipet igerisindeki
sollisyon hiicre sitoplazmasina, hiicre sitoplazmasida pipet igerisine gecer ve denge
durumuna gelirler. Bu tip uygulamalar, membranda bulunan tiim Ca** kanallarinin ve hiicre
ici ikincil habercilerin etkilerinin arastirilmasinda kullanilir. Ayrica hiicre igerisine
aktivator veya inaktivator maddeler kolaylikla verilerek hiicre zar1 cevaplari kontrol edilir

(70, 75).

Bu tez ¢alismasinda tiim hiicre kayit konfigiirasyonu kullanilmistir.

3.3.3. Dis1 Disarida (Outside-Out)

Hiicre, tiim hiicre kaydi doneminde iken, hiicre membraninin digar1 koparilmasi ile kayit
almmasi durumudur. Cember hiicre dist soliisyon icerirken, pipet icerisi hiicre ici
soliisyonla doldurulur. Norotransmitter maddelerin arastirilmasinda ve tek kanal

akimlarinin kaydi sirasinda genellikle bu yontem kullanilir (70, 75-76).

3.3.4. Ici Disarida (Inside-Out)

Hiicre iizerinde konfigiirasyonunda iken, manipiilatoriin ani titresim gostermesiyle elde

edilir. Pipet ucundaki membran parcasinin sitoplazmaya bakan yiizii disarda kalir. I¢i
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disarida yontemi Ca®* gibi intraselliiler faktorler tarafindan aktive edilen kanallar ile tek

kanal kayit ¢alismalarinda kullanilir (70, 76-77).

Resim 3.1: Yama-kenetleme sisteminin genel goriiniisi.

Mikroelektrod Uretimi ve Deney Diizenegi (Resim 3.2); Boroslikat cam borulardan (dis
capt: 1 mm ve i¢ ¢api: 0.58 mm) (World Precision Instruments, Sarasota, FL. USA)
mikroelektrodlar {iiretildi (Brown-Flaming P-97 Sutter Puller). Kayitlarda kullanilan
pipetlerin u¢ direngleri 4-8 MQ (pipet soliisyonu doldurulduktan sonra) arasinda idi.
Kesitlerdeki hiicreler suya girebilen 630x biiyiitmeye sahip differansiyel interferans
kontrast objektifli upright mikroskop (Axioscope FS, Zeiss) ile goriintiilendi. Voltaj
sabitleme (voltage clamp) ile iyon akimlarinin 6lgtimii, patch-clamp amplifikatorii (200B
Amplifier Axon instruments) kullaninarak yapildi. Elektrofizyolojik veriler, analog/dijital
doniistiiriicii ile bilgisayara aktarildi (Digidata (76) 0, Axon Instruments, ABD). Uyari
olusturulmas1 ve veri toplanmasi (data acquisition) i¢in pClamp yazilimi (Axon
Instruments) kullanildi. Akim kayitlarinin 6rneklemesi 25 10 kHz frekansla yapildi ve

bunlar 5-10 kHz’de filtre edildi.
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MODEL P-97

FLAMINGBROWN MICROPIPETTE PULLER

Resim 3.2: Mikroelektrodlarin tiretiminde kullanilan pipet ¢ekici (puller).
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4. ISTATISTIKSEL ISLEMLER

miRNA ve mRNA miktar degisimi degerlendirilmesinde Mann-Whitney U Test analizinin
yanisira http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php web sitesindeki

“RT? profiler” PCR array Data Analsis version 3.5 kullamlmustir.
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5. BULGULAR

5.1. Glioblastoma Kanser Hiicre Kiiltiirlerinde TRPM2 Gen ifadesi Bulgular

Glioblastoma kanser dokusunda TRPM2 genini hedefleyen miR-4755-3p ve miR-423-5p
nin ifadesi calisilmadan 6nce, s6z konusu TRPM2 geni ve dolayisiyla ilgili iyon kanal
proteinlerinin ifade edilip edilmediginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla,
glioblastoma kanser dokusunu kullanmak teknik olarak mimkiin olmadig1 igin,

glioblastoma kanser hiicre kiiltiirii kullanildi.

Amplification Curves
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Sekil 5.1: U87 glioblastoma hiicre hattinda TRPM?2 ifade seviyesi.

Glioblastoma hiicre hatti U87°de, TRPM2 geninin ifade edilip edilmedigini anlamak i¢in
U87 hiicre hattindan total RNA izolasyonu yapildi ve qRT-PCR ile TRPM2 geninin ifade
diizeyine bakildi. Ayni1 6rnekde kontrol amacli GABDH house keeping geni kullanildi.
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TRPM2 gen ifade diizeyi GABDH gen ifade diizeyine gore kiyaslandi. Sekil 5.1°de de
goriildigi gibi TRPM2 nin real-time PCR’da verdigi ifade grafik olarak goziikmektedir.
U87 hiicre hattinda TRPM nin seviyesinin ¢ok ¢ok az oldugu gozlenmektedir. TRPM2 ile
ilgili gen ifadesi sinyali ancak 35. PCR dongiisiinde elde edilmistir. Bu da TRPM2
ifadesinin ¢ok az oldugunu gostermektedir (Sekil 5.1).

5.2. Glioblastoma Kanser Dokusunda TRPM2 Genini Hedefleyen mir-4755-3p ve
mir-423-5p nin Ifadesi

Bu galismada farkli evrelerdeki glioblastoma hastalarindan alinan arsiv materyallerinde
TRPM2 genini hedefleyen miR-4755-3p ve miR-423-5p nin ifade seviyeleri gRT-PCR
teknigiyle arastirtlmisgtir.  miR-4755-3p ve miR-423-5p nin normalizasyonu RNU 6 ile
yapildt  Sekil 5.3. gqRT-PCR gen ifadesi analiz sonucu gosterilmistir.
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Sekil 5.2: gRT-PCR gen ifadesi analiz sonucu.

Ancak normal doku olarak kullanilacak herhangi bir materyal olmadigindan, farkl

evrelerdeki glioblastoma dokularinda miR-4755-3p ve miR-423-5p nin ekspresyonlari
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kendi icerisinde degerlendirildi. Grup 1, 2, 3, 4 diye ifade edilen evre 1, 2, 3, 4

glioblastoma kanser hasta gruplaridir.

mir-4755-3p ifadesinin gruplarda
grup 4'e gore artis orani
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Sekil 5.3: miR-4755-3p nin RNU 6 ile normalize edildiginde farkli evrelerdeki glioblastoma dokularindaki
ekspresyon durumunun 4. Evre glioblastoma dokularina gore kiyaslanmas.

miR-4755-3p i¢in ifade diizeyine bakildi, 4 evre glioblastoma hastalarindaki miR-4755-3p
degerleri 1 kabul edildi ve diger evrelerde olan hastalardaki miR-4755-3p nin ifade
seviyeleri kiyaslandi. Sekil 5.6 da da goriilecegi gibi miR-4755-3p nin evre 1 ve evre 3
glioblastoma hastalarinda da artis1 veya azalisi s6z konusu gozilkmemektedir. Evre 2 de

azalma gozlenmistir.
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mir-423-5p ifadesinin gruplarda
grup 4'e gore artis orani
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Sekil 5.4: miR-423-5p nin RNU 6 ile normalize edildiginde farkli evrelerdeki glioblastoma dokularindaki
ekspresyon durumunun 4. Evre glioblastoma dokularina goére kiyaslanmasi.

miR-423-5p i¢in de Yyukarida agikladigimiz gibi ifade diizeyine bakildi, 4. evre
glioblastoma hastalarindaki miR-423-5p degerleri 1 kabul edildi ve diger evrelerdeki
hastalardaki miR-423-5p nin ifade seviyeleri kiyaslandi. Sekil 5.4 de de goriilecegi gibi
miR-423-5p evre 1 de yaklasik 1.5 katlik artarken evre 2 de yaklasik 2 katlik azalma
gozlenirken miR-4755-5p evre 3 de ciddi oranda bir degisme gozlenmemistir. Evre 3

hastalarda miR-423-5p nin dagiliminin homojen olmadig1 gézlenmektedir.
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5.3. Glioblastoma Kanser Hiicre Kiiltiirlerinde Yama-Kenetleme Bulgular:

Glioblastoma kanser hiicre kiiltiirlerinde yama-kenetleme bulgularini incelemek amaciyla,
glioblastoma kanser hiicre hatt1 U87 kullanildi. Kover sliplerine yapistirilan hiicreler, kover
sliplerine yapismis halde yama-kenetleme yapmak amaciyla yama-kenetleme kayit
odacigma alindi. Kayit odacigi yapay serebrospinal solusyonu (aCSF) ile dolduruldu.
Normal aCSF soliisyonu, 138 mM NacCl, 4.2 mM KCI, 2.4 mM CacCl,, 1.3 mM MgCl,, 10
mM HEPES ve 10 mM glukoz icerdi. aCSF’nin pH’1 7.4’ye ayarlandi. Daha sonra yapay
stoplazmik soliisyon igeren mikropipet ile tim hiicre (whole-cell) konfigiirasyonunda
yama-kenetleme yapildi. Yapay stoplazmik soliisyon (mikropipet soliisyonu), 108 mM K-
glukonat, 9 mM HEPES, 9 mM EGTA, 4.5 mM MgCI2, 14 mM fosfokreatinin, 4 mM ATP
ve 0.3 mM GTP icerdi. pH’1 7.4’e ayarlandu.

Kontrol sartlarinda yapilan yama-kenetleme kayitlarinda hiicrelerden, hiicrenin
bliytikliigliyle orantili olarak, de§isen miktarlarda akimlar kaydedildi. Bu akimin bir kismi
spesifik TRPM2 iyon kanal blokiirii olan N-(p-amylcinnamoyl) anthranilic acid (ACA)
tarafindan bloke edildigi belirlendi (Sekil 5.5. Al). ACA tarafindan bloke edilen akim,
yaklasik olarak -15 mV zar potansiyeli degerlerden daha negatif degerlerde hiicre disindan
hiicre igerisine dogru akarken, -15 mV’tan daha pozitif degerlerde hiicre igerisinden hiicre
disina dogru aktigi belirlendi. Bu durum, akim voltaj iliskisinde goziikmektedir (Sekil 5.5.
C). Ayrica ACA tarafindan bloke edilen akimin (Sekil 5.5. A2) genligi, hiicre zar1 voltaj
depolarize edildikge azaldigi ve yaklasik olarak -15 mV degerinde sifir oldugu, daha
depolarize degerlerde ise daha da biiyiidiigii gozlendi (Sekil 5.5. C).
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Sekil 5.5: Glioblastoma kanser hiicre Kiiltiirlerinde TRPM2 iyon kanallarimin elektrofizyolojik olarak
karakterizasyonu. Al. Hiicre altta verilen voltaj protokolii ile voltaj kenetlemeye tabi tutumustur. Yani hiicre
zar1 -60 mV tutma (holding) potansiyelden +10 mV’a kadar basamak potansiyeli uygulanmigtir. Bu basamak
potansiyeline yanit olarak olusan zar akimi kaydedilmistir. A2: ACA varliginda ayni voltaj protokoli
uygulanmistir. A3: ACA varliginda elde edilen akim, kontrol sartlarinda elde edilen akimdan ¢ikartilarak
ACA tarafindan bloke edilen akim elde edilmistir. B: Kontrol, ACA varliginda elde edilen akim ve bu iki
akimin farki tistiiste bindirilerek gosterilmistir. C: ACA ile bloklanan akimin voltaj iligkisi.
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6. TARTISMA VE SONUC

WHO, siddetlerine gore GBM’i 4 evreye ayirmustir. Bunlar evre 1, evre Il, evre 11l ve evre
IV tiir. Bu siralamaya gore |. evre tiimorler en az siddetli, IV. evre tiimdrler ise en agresif
tiimorler olarak bilinmektedir. Ayrica I ve II. evre tiimorlere digiik evreli tiimor, 111 ve 1V
ise yiiksek evreli timor adi verilir. Timoriin evrelendirilmesi, timoriin hiicre bazindaki

Ozelliklerine gore yapilir.

Bu tiimor yaklasik 100.000°de 5 kiside goriiliir. GBM biitiin primer beyin tiimorlerinin
yaklasik olarak %20-30’unu olusturmaktadir. Genellikle 40-60 yas arasinda ve erkeklerde
kadinlara oranla biraz daha fazla goriilmektedir. Cocukluk ¢agindaki tiimdrlerin %10’dan

az1 glioblastomadir. Bu tiimor her iki beyin yarim kiiresini de tutabilir.

GBM, genellikle ilk olustugu yerin 1-2 cm civarindaki ¢evre dokulara yayilir, ancak hemen
hemen hi¢ bir zaman viicuttaki baska organlara yayillmaz. Bazilar1 yavas biiylime
egilimindedir ancak daha siklikla ¢ok hizli biiyliyen ve yayilan glioblastoma tiirli yaygin

olarak goriiliir. Hizl1 biiyiiyen tiirii 3-6 ay i¢inde bulgu verebilir.

Glioblastomada en sik goriilen bulgular bas agrisi, hafiza kaybi, havale ve davranis
degisiklikleridir. Bu bulgular, timdriin hizla biiyliimesi sonucunda artan basing nedeniyle
ortaya ¢ikar. Tiimor bliyiidiikge, bas1 yaptig1 yerin 6zelligine gore bazi beden islevlerinde

kayiplar ortaya ¢ikabilir.

Glioblastoma hiicre hatlarinda TRPM2 iyon kanallarinin varlhigi, tiimor gelisimindeki rolii
hi¢ ¢alisilmamustir. Sadece TRPC5 (78) ve TRPV2 iyon kanali (79) ¢alisilmistir. Mevcut
calismada TRPM2 geninin glioblastoma kanser hiicre kiiltiirlinde ifade edildiginin
belirlenmis olmasi, bu iyon kanalinin en azindan gen diizeyinde ifade edildigini
gostermektedir. Ayrica glioblastoma kanser hiicre kiiltiir hiicrelerinde tiim hiicre akim
kayitlarinin ACA’ya duyarli olmasi, ACA’nin spesifik TRPM2 kanal blokiirii olmasi
nedeniyle (80) bu hiicrelerde TRPM2 iyon kanallarinin bulunduguna isaret etmektedir.

Dolayistyla TRPM2 iyon kanalinin varligi, PCR ile gen ekspirasyonu ve patch clamp
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teknigi ile TRPM2 iyon kanalindan gegcen TRPM?2 iyon akiminin kaydedilmesi ile ilk defa

mevcut calismamizda gosterilmistir.

mMIiRNA’lar, hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak, protein sentezinin diizenlenmesine
katilirlar. miRNA’lar, kendi niikleotid dizilerine komplimenter hedef genleri tanima
ozelligine sahiptir. miRNA, RISC ile kompleks olusturur, baz giftlesme ozelligi ile
mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin
yikimina neden olur. (46). mMiRNA’larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi birgok
biyolojik siirecte etkili anahtar molekiiller olduklar1 bilinmektedir. Kanser miRNA iligkisi
ilk olarak KLL hastalarinda yapilan molekiiler calismalarla ortaya c¢ikmistir. KLL
hastalarinin yaklasik %50’sinde 13q14 bolgesi delesyona ugramaktadir. Detayli delesyon
analizleri sonucunda bu bolgede yalnizca mir-15-a ve mir-16-1 genlerinin bulundugu tespit
edilmistir. Daha sonra KLL hastalarinin %68’inde bu miRNAlarin ekspresyonlarinin
azaldigi ya da olmadigi ortaya konmustur (56). Kanser ve normal doku arasindaki
ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi, miRNA’larin kanser patogenezindeki rollerini

gliclendirmistir.

Kanser karmasik bir genetik hastaliktir ve kodlanan ve kodlanmayan bolgelerde yapisal ve
ifade seviyesi olarak birgok normal olmayan durum barindirmaktadir. Bu noktada
miRNA’lar en ¢ok calisilan kodlanmayan RNA’lardandir (81) mikroRNA’lar, kanserin
ilerleyisi ve kanserin tedaviye yanit verisi hakkinda bilgi verebilecegi ve biyobelirteg
olabilecegi noktasinda caligmalar siirdiiriilmektedir (81). Yapilan tarama programlarinda
yeni biyobelirteclerin kesfi de onemlidir. Bu baglamda yapilan bir ¢ok kanser tiirlinde
miRNA’lar cesitli yontemlerle arastirilmaktadir (82). Ayrica mikroRNA’lar sadece
biyobelirteg degil kanser tedavisi noktasinda da diisiiniilmektedir (83). Bu noktada birgok
miRNA’nin onkogen gibi veya timor baskilayici olarak islev gordiigii aydmlatilmistir (82).
Ayrica bu miRNA’larin hangi yolaklarda gorev yaptigi ve hangi noktada kanseri etkiledigi
de calisilmaktadir (82).

2003 yilinda Michael ve arkadaslari, ilk olarak insanlardaki kati tiimorlerde (kolonik ve
rektal adenom karsinomlar) normal dokular ile karsilastirildiginda ekspresyon seviyeleri

degismis olan miRNA’lar1 rapor etmislerdir (84).
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Glioblastoma hiicre hatlarinda yapilan bir c¢alismada Akt geninin fosforlanmasinda

mMIiRNA-181c nin rol aldig1 gosterilmistir (85).

miRNA’larin glioblastoma hastalarinda siklikla diizensizliginden bahsedilmektedir (86).
Bu baglamda glioblastomali hastalardan alinan serum 6rneklerinde dolagimda olan miRNA
larin ekspresyonlarina microarray ile bakilmis miR-576-5p, miR-340 ve miR-626 yiiksek
oranda ifade edildigi bunlarin yani sira miR-320, let-7g-5p ve miR-7-5P nin ise az oranda
ifade edildigi gosterilmistir (86). Bu ¢alismalarin sonucunda glioblastomali hastalarin
teshisinde ve tedavisinde kullanilmak {izere yeni biyomarkerlar bulunmasi amag¢lanmistir

(86). Bu kapsamda TRPM2 iyon kanalini hedefleyen miRNA’lar daha 6nce galisilmamustir.

mMiRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore onkogenik
veya timor slipresor 0zellik kazanabilir. Tiimor baskilayict miRNA’larin ekspresyonunun
azalmasi, onkogenin ekspresyonunun artmasina ve timor olusumuna sebep olurken bazi
miRNA’larin  (onkojenik) ekspresyonunun artmasi kanser gelisimini  arttirdigi

goriilmektedir (87) .

Bu ¢alismada, glioblastomali hastalarin arsiv materyallerinden alinan 6rneklerde TRPM2
genini  hedefleyen miRNAlardan miR-4755-3p ve miR423-5p nin ifadesinin
belirlenmesinin yanisira glioblastom hiicre hatt1 olan U87 de patch-clamp metoduyla hiicre

membrani kanallarindan iyon akimlarini incelenmistir.

Farkli evrelerdeki (evre 1, 2, 3, 4) glioblastomali hastalarda g¢alisilan miR-4755-3p ve
mMiR423-5p nin ekspresyonlart RNU 6 ile normalize edilmistir. Yapilan ¢alismada, kontrol
grubu olarak normal beyin dokusu etik nedenlerden dolay1 kullanilamamistir. Bu nedenle
miR-4755-3p ve miR423-5p ekspresyonlari, kendi i¢inde hesaplanmaya c¢alisilmistir. 4.
Evredeki hastalarin miR-4755-3p ve miR423-5p ekspreyon degerleri 1 olarak kabul edilmis
ve diger evredeki hastalarin miR-4755-3p ve miR423-5p ekspresyon degerleri evre 4 gore

kiyaslanmustir.

Bu sonuglara gore; mir-4755-3p ekspresyonunun azalisina bagli olarak TRPM2’nin evre-2
glioblastomali  hastalarda  artabilecegini  diisinmekteyiz. Ayrica miR-423-5p’nin
ekpresyonunda artis, TRPM2’nin ekspresyonunda azalmaya neden olabilecegini

diisiiniiyoruz. Tiim sonuglara gore glioblastoma erken evresinde TRPM2 kanallarinin aktif
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rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilacak ileri molekiiler ve genetik ¢alismalarla bunlarin

gosterilmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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