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OZET

HCT116 KOLOREKTAL KARSINOMA HUCRE HATTI VE BEAS-2B
BRONSIYAL EPITEL NORMAL HUCRE HATTINDA TMPRSS4, CALR,
MAGEA3 GEN ANLATIMLARININ TRANSKRiPSiYONEL DUZEYDE

INCELENMESI
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2020

Kanser olusumunda anlatim diizeyleri degisen genleri saptamak oldukca
onemli bir konudur. Belirli gen anlatimlarinin degismesi, hiicreyi normal siklusundan
cikarmakta, fonksiyonunu kaybettirmekte ve hiicrenin kaderini tamamen
degistirmektedir. Bu ¢alismada karsinogenezi direkt ya da dolayli yoldan tetikledigi
diistintilen TMPRSS4, CALR ve MAGEA3 genlerinin ifade diizeyleri transkripsiyonel
diizeyde incelenmistir. Bu baglamda HCT116 kolorektal karsinoma hiicre hattindan
ve BEAS-2B saglikli brongiyal epitel hiicre hattindan total RNA izolasyonu yapilarak
kantitatif PCR gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda, TMPRSS4 geninin
ifadesinde 564,17 kat; CALR geninde 1,75 kat; MAGEA3 geninde 15,75 kat artis
saptanmigtir. Bu {i¢ genin de karsinogenezde farkli sinyal yolaklariyle iligkili oldugu
bilinmektedir. Bu yiizden fonksiyonel diizeyde ileri aragtirmalarin yapilmasinin kanser
olusum mekanizmasin1 anlamaya ve yeni tedavi yaklasimlarina bulunulmasinda

onemli katkilariin olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal karsinoma, qPCR, TMPRSS4, CALR,
MAGEA3



ABSTRACT

EXPRESSION ANALYSIS OF TMPRSS4, CALR AND MAGEA3 GENES AT
TRANSCRIPTIONAL LEVEL ON HCT116 COLORECTAL CARCINOMA
AND BEAS-2B BRONCHIAL EPITHELIAL CELL LINES
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Detection of overexpressed genes during cancer formation is remarkably an
important topic. Alteration of specific gene expressions lead to disruption of cell cyle,
disfunction and changing the fate of the cell. In this study, expression of TMPRSS4,
CALR ve MAGEA3 genes which are directly or indirectly induce carcinogenesis was
investigated at transcriptional level. In this context, HCT166 colorectal carcinoma cell
line and BEAS-2B bronchial epithelial cell line were used. Total RNAs of these cells
were isolated and qPCR was performed with using these RNAs samplea. As a result
of this research; 564,17 fold, 1,75 fold and 15,75 fold increase was calculated in
HCT166 cell line compared to BEAS-2B cells at expression of TMPRSS4, CALR and
MAGEA3 respectively. These genes are involved in carcinogenesis via different
signalling pathways. Consequently, further research on their functional role may be
necessary to better understanding of cancer formation mechanism and new therapeutic

approaches.

Keywords: Colorectal carcinoma, qPCR, TMPRSS4, CALR, MAGEA3
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GIRIS

Kolon kanseri olusumunda karsinogenezi etkileyen genlerin anlatim diizeyi
degisimleri, kanserin olusum mekanizmasinin anlagilmasi ag¢isindan Onemlidir.
Onkogen ve proto-onkogenlerdeki mutasyonlarin yanisira, karsinogenezle ilgili
genlerin ifade diizeylerinin saptanmasi yeni inhibitér ve antikor bazli ilaglarin
gelistirilmesi ve ila¢ hedefi olabilecek reseptorlerin belirlenmesi i¢in dnemlidir. Bu
caligmada, ait olduklar1 hiicresel sinyal veya metabolik yolaklar ile karsinogeneze etki
ettikleri bilinen TMPRSS4, CALR ve MAGE-A3 genlerinin anlatim diizeyleri
transkripsiyonel diizeyde arastirilmigtir. Arastirmada saglikli bronsiyal epitel hiicre
hatt1 olan BEAS-2B ve kolorektal karsinoma hiicre hatti olan HCT116 hiicreleri
kullanilmistir. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu yapilmis ve komplementer
DNA (cDNA) sentezlenmistir. Sonrasinda ilgili gen bolgelerine spesifik primerler ile
kantitatif PCR (qPCR) ile genlerin anlatim diizeyleri belirlenmistir.

1. GENEL BILGILER

1.1. KOLON KANSERI

Kolon kanseri, birka¢ on yil Oncesine kadar diisiik insidansli bir kanser
olmasina ragmen yillar igerisinde predominant bir kanser haline gelmistir ve bati
iilkelerinde kansere bagli o6liimlerin yaklasik %10’unu olusturmaktadir. Gelismis
iilkelerdeki bu artigin sebepleri arasinda yasli niifusun artmasi, modern diyet
aliskanliklar, sigara kullanimi, diisiik fiziksel aktivite ve obezite sayilabilir. Kolon

kanseri, kalitsal sebeplerle olabilecegi gibi cogunlukla sporadiktir.

Kolon kanseri karsinogenezinde ilk asama kolon mukozasinda spesifik tipli
neoplastik poliplerin olusumudur. En yaygin iki histolojik tip ise hiperlastik ve
adenomatozdur. Kolon kanserlerinin ¢ogu adenoma kokenlidir ve adenomadan
karsinomaya doniigiir (Cappell, 2008). Kolorektal karsinoma, kolon ve rektumda
olusan kanserlesmeyi kapsarken, kolon kanseri yalnizca kolondaki kanserlesmeyi

ifade eder.

Primer ve metastatik kolon kanseri icin gelistirilen yeni yontemler arasinda;

primer hastalik i¢in laparoskopik ameliyat, hastalifin metastaz yaptig1 bolgeler i¢in



rezeksiyon ya da radyoterapi, neoadjuvan ve palyatif kemoterapi sayilabilir
(Hainsworth ve ark., 2004; Papamichael ve ark., 2015). Ameliyat yontemlerinde ve
medikal terapilerdeki biiyiik ilerlemelere karsin, hastalarin kiir ve uzun donem yagsama
orani az miktarda artmistir. Bu bilgilerin 1s181nda, kolon kanseri kendini polipler ile
gostermesine ragmen, yeni nesil goriintiileme teknikleri (fekal immiinokimyasal test,

fekal DNA testi gibi non-invasive yontemler) erken tani i¢in hiz kazandirmstir.

Gelistirilen yontemlere ve simdiye kadar edinilen bilgi birikimine ragmen
kolon kanserine ait karsinogenez ve metastaz mekanizmalar1 heniiz tam olarak agikliga

kavusturulmadigi i¢in arastirilmaya devam edilmesi gerekmektedir.

1.1.1. Epidemiyoloji
Kolorektum kanseri, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin (IARC) 2018

yili raporlarina gore diinya ¢capinda insidans olarak akciger ve meme kanserinden sonra
3. sirada yer almaktadir. Kansere bagl oliimlerde ise akciger kanserinden sonra 2.
sirada yer almaktadir. Giincel olarak, 2018 yilinda 1,8 milyon tani ile toplam kanser

vakalarinin %10,2 sini olusturmaktadir (Bray ve ark., 2018).

Diinya genelinde erkeklerde en ¢ok tani koyulan ve 6liime sebep olan kanser
tiiri akciger kanseriyken, bu sira prostat kanseri ve kolorektal kanser tarafindan takip
edilmektedir. Kadinlarda ise meme kanseri insidans ve 6liimciilliik agisindan ilk sirada
yer alirken, akciger kanseri ikinci sirada ve kolorektal kanser %9,5 ile {igiincii sirada
yer almaktadir (Bray ve ark., 2018). 2015 yili Tiirkiye kanser istatistiklerine gore
Tiirkiye’de hem kadinlarda hem erkeklerde iiglincii sirada yer almaktadir. Erkeklerde

23,1/100.000 ve kadimlarda ise 14,4/100.000 sikhiginda goriilmektedir (TUIK, 2015).

1.1.2. Kolon Kanseri Patofizyolojisi Ve Molekiiler Mekanizmasi
Karsinogenezin ilk asamasi, kolon mukozasinda neoplastik poliplerin

olusmasidir. Bu poliplerin histolojisi malignansi potansiyelinin tanimlanmasi i¢in ¢ok
onemlidir. En yaygin iki histolojik tip hiperplastik ve adenomatdz poliplerdir. Bircok
hiperplastik polip kanserle hi¢ iligskili olmasa da bazilar1 direkt olarak kanserle
iligkilendirilmistir (Winawer ve ark., 2006). Hiperplastik poliplerin, son zamanlarda
yapilan yeni siiflandirmaya gore “cikintili adenoma” olarak adlandirilan yapilar

aracilifiyla kanserle baglantili oldugu diistiniilmektedir (Higuchi & Jass, 2004).



Kolon kanseri, molekiiler genetik perspektifinden en iyi anlagilmis kompleks
kanserdir. Kolon kanserine sebep olan g¢evresel ve genetik faktorler, kolon epitel
hiicrelerinde kanserin “ayiric1 6zelliklerini ” aktive ederek kanserlesmeyi baglatirlar.
Bu ayiric1 6zelliklerin aktiflestirilmesinin bir yolu, onkogenleri aktive eden ve proto-
onkogenlerin susturan genetik mutasyonlarin ve epigenetik bozulmalarin birikimidir.
Genetik ve epigenetik stabilitenin bozulmasi erken neoplastik lezyonlarin hemen
hepsinde goriilmektedir. Stabilitenin bozulmasinin, kolon kanserinin baslangicinda ve
gelisiminde en Onemli molekiiler ve patofizyolojik olay oldugu disiiniilmektedir
(Colussi, Brandi, Bazzoli, & Ricciardiello, 2013; Grady & Carethers, 2008). Kolonda,
epitel hiicrelerin adenokarsinomaya evrilmesi bir dizi 6ngdriilebilir histolojik, genetik
ve epigenetik degisim ile gergeklesir. “Klasik™ kolon kanseri olusumu modelinde,
kanserlerin biiyiik cogunlugu polipin seklinin bozulmastyla baslar ve sonrasinda erken
adenomaya evrilir (<1 cm boyutta). Adenoma, ileri adenomaya doniisiir (>1 cm
boyutta ve villdz yapili) ve sonunda kolon kanseri olusumu gergeklesir. Tiim bu proses
genetik ve epigenetik mutasyonlar tarafindan yonetilir ve normalde 10-15 yillik olan
bu siire¢ Lynch sendromu gibi durumlarda ¢ok daha hizli ortaya ¢ikabilir (Jones ve
ark., 2008). Polipten kolorektal karsinoma olusumunda rol oynayan 6nemli mutasyon

ve sinyal yolaklart Sekil 1‘de gosterilmistir.

APC_ NRAS
Adenoma - kanse KRAS SMAD4
(CIN ve MSI Lynch :
s

senaromu

Normal Epitel

UV

PI3K Sevvdl Yolain
PTEN

PI3KCA

Sekil 1. Polipten kolorektal karsinoma olusumu (Kuipers ve ark., 2015)

5-10 yil oncesine kadar tiibiiler ve tiibiiloviloz adenomatdz polipler sadece
kanser gelistirme potansiyeli olan lezyonlar olarak diisiiniilmekteydi. Bununla birlikte,
poliplerin yaklasik %5-10"unu olusturan ve “duragan ¢ikintili polip (sessile serrated

polyps)” olarak adlandirilan poliplerden kanser gelistigi gézlenmistir (Bettington ve
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ark., 2013). Serrated polipler sag kolonda ortaya ¢ikarken genellikle metinall (MSI)
ozelligi gosterirler ve CpG adalarinda asir1 derecede DNA metilasyonu gosterirler, bu
fenomen CpG adalar1 metilator fenotip (CIMP) olarak adlandirilir. Tam aksine sol
kolonda ortaya ¢ikan polipler mikrosatellit kararlidir ancak genellikle KRAS
mutasyonu tagirlar ve bir grubu da CIMP’nin bozulmus formuna sahiptir (Bettington
ve ark., 2013; Jass, 2004).

Kolorektal kanser, tasidig1 6zelliklere gore ¢esitli alt gruplara ayrilmistir. Alt
gruplara ait spesifik yeni mutasyonlar ve epigenetik degisimler hala tanimlanmaktadir.
Yine de APC ve SMAD family member 4 (SMAD4) mutasyonlar tiim alt gruplarda
ortaktir, bu da kolorektal kanserde ana role sahip olduklarina isaret etmektedir
(Chittenden et al., 2008). En yaygin mutasyonlar; WNT-B-catenin, epidermal growth
factor (EGF), mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) ve TGFp sinyal yolaklar1 gibi anahtar rol oynayan yolaklar1 ya da DNA
onarimi, proliferasyon gibi temel yolaklar1 bozan mutasyonlardir. Bu mutasyonlar
APC, catenin-Bl1 (CTNNBI), KRAS, BRAF, SMAD4, transforming growth factor-3
receptor 2 (TGFBR2), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit-o (PIK3CA), sex-determining region Y box 9 (SOX9) genlerinde gerceklesir
(Brennan ve ark., 2013; Grady & Pritchard, 2014). Kolorektal kanser genellikle WNT
sinyal yolagindaki mutasyonlarla baslar ve neoplastic hiicreleri karsinogeneze dahil
eder. Sonrasinda RAS-RAF-MAPK-TGFB ve PI3K-AKT sinyal yolaklarinda
bozulmalar meydana gelir (Bardelli ve ark., 2003).

1.2. HCT116 VE BEAS-2B HUCRE HATLARI
Bu ¢alismada deney grubu olarak HCT116 kolorektal karsinoma hiicre hatt1 ve

kontrol grubu olarak BEAS-2B akciger saglikli hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre
hatlari, American Type Tissue Culture Collection (ATCC) firmasindan temin
edilmisgtir.

HCT116 hiicre hatti, 1981 yilinda Brattain ve ekibi tarafindan kolorektal
karsinoma sahibi olan yetiskin erkek hastanin tiimoriinden elde edilerek
oliimsiizlestirilmigtir. Kiiltiir ortaminda adherent olarak ¢ogalirlar. Transfeksiyon
caligmalari i¢in uygun bir konaktir. Transforming growth factor beta 1 (TGFBI) ve
beta 2 (TGFB2) ekspresyonu pozitiftir. Ayrica p2lras proto-onkogeninde mutasyon



tastyan bu hiicre hatti, kolon kanseri arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (LGC,
ATCC CCL-247).

BEAS-2B hiicre hatti ise ilk olarak 1989°da R. R. Reddel ve ekibi tarafindan
immortalize edilmistir. Brons epiteli kokenlidir ve kiiltiir kab1 zeminine yapisarak
cogalir. Hiicreler, kiiltiir ortamindaki seruma yanit olarak skuamoz farklilasma
yetenegini korur ve diferansiyasyonu ya da karsinogenezi etkileyen biyolojik/kimyasal

ajanlarin goriintiilenmesi i¢in kullanilabilir (LGC, ATCC CRL-9609).

1.3. TMPRSS4, CALR VE MAGE-43 GENLERI
Transmembrane serine protease 4 (TMPRSS4) geni, 11. kromozomun uzun
kolunda (11g23.3) lokalize olan bir gendir (NCBI, Gene ID: 56649). Serin proteaz
ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. {1k kez pankreatik karsinomada asir1 eksprese olan
bir gen olarak tanimlanmigtir. Kodlanan protein N-ucu dizisi sayesinde membrana
baglanmaktadir ve glikozillenmis ekstraselliiler bolgesi serin proteaz domenini igerir.
Bu gen, 48.597 baz ciftinden olusur ve 13 ekzon, 12 intron igerir. Genin farkl
izoformlarin1 kodlayan c¢esitli transkiptleri bulunmaktadir (NCBI). TMPRSS4 geninin
kolonda, duodenumda, apandistte, 6zofagusta, safra kesesinde, endometriyumda,
bobrekte, deride, midede ve mesanede anlatimi oldugu bilinmektedir. En yiiksek
anlatim diizeyinin kolonda oldugu gosterilmistir (Fagerberg ve ark., 2014).
TMPRSS4’tin proteolitik domeni type 2 transmembrane serine protease
(TTSP)’ler arasinda yiiksek oranda korunmustur ve aktivitesi Histidin, Aspartik asit
ve Serin aminoasitlerinden olusan “katalitik t¢liiniin” varligina baghdir. Ayrica
enzimatik aktivite, enzim spesifitesini de belirleyen substrat baglanan cep kismi
tarafindan da diizenlenir (Antalis ve ark., 2010). Aktif TMPRSS4 proteaz domeni
hiicrelerden salinip kiiltiir medyasinda bulunabilir (Min, Lee, Lee, & Kim, 2014). Bu
bulgu, c¢oziinebilir molekiillerin timér tasiyyan hastalarin  serumlarinda
saptanabilmesinin 6niinii agmis ve dolayistyla TMPRSS4’iin non-invaziv tani belirteci

olarak kullanilabilecegine isaret etmektir.

Calreticulin (CALR) geni 19 kromozomun kisa kolunda (19p13.13) lokalize bir
gendir (NCBI, Gene ID: 811). 9 ekzon tasimaktadir. Endoplazmik retikulumun
limeninde Ca*? baglayici olarak gorev yapan multifonksiyonel bir proteindir. Hiicre
icinde sentezi tamamlanan proteinlerin dogru yapilarina kavusmalarini saglayan

saperon protein olarak da gorev yapmaktadir (NCBI, UniProtKB - P27797).



CALR proteini nukleusta da saptanmistir. Bu ¢ikti, CALR’nin ¢esitli hormonlarin
ve genlerin isleyis mekanizmalar i¢in transkripsiyonel diizeyde gorevi oldugunu

diisiindiirmektedir (Perrone ve ark., 1999).

Melanoma-associated antigen (MAGEA) gen ailesinin iiyesi olan MAGE-A3 geni
X kromozomunun uzun kolunda (Xq28) lokalizedir (NCBI, Gene ID: 4102). 6 ekzon
tagimaktadir. MAGEA ailesinin genleri kodladiklar1 protein dizileri bakimindan %50-
80 benzerlik gosterirler. MAGEA genlerine ait promotorler ve birinci ekzonlar
farklilik gosterebilir ve bu da farkli transkripsiyonel kontroller altinda ayni1 fonksiyonu
gosterdiklerini diisiindiirmektedir. Saglikli dokularda yalnizca testislerde anlatimi
saptanmistir. Embriyonel gelisimde ve tlimoér olusumunda rolii oldugu ve Nuclear
Factor - kB (NF-xB) sinyal yolag: ile baglantili oldugu bildirilmistir (The Human
Protein Atlas, MAGEA3; Lu ve ark., 2017). Olgunlagmis hiicrelerde islevinin olup

olmadigi heniiz bilinmemektedir.

1.4. KANTITATIF PCR (QPCR)
Kantitatif ya da es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR ya da qPCR),

niikleik asit miktarinin Sl¢lilmesini saglayan hizl, hassas ve tekrar edilebilir bir
yontemdir. 11k kez Higuchi ve arkadaslari tarafindan, 1992 yilinda gelistirilmistir. Bu
teknikte klasik PCR yontemine benzer olarak; bir ¢ift spesifik primer, deoksiniikleotit
trifosfatlar (AINTPs), reaksiyon tamponu, DNA polimeraz ve deteksiyonu saglayan bir
floresan molekiil ya da DNA’ya baglanan farkli ajanlar kullanilir. Giiniimiizde en
yaygin kullanilan ajanlardan biri SYBR Green boyasidir. SYBR Green cift iplikli
DNA'’ya entegre olmakta ve DNA polimerizasyonuyla dogru orantili olarak artan
floresan sinyali sayesinde gen ifadesinin miktar hesabma olanak saglamaktadir.
Calisma prensibi Sekil 1’de verilmistir. Floresan sinyalin esik degeri astig1 noktadaki

dongii sayis1 “Cycle of treshold (Ct)” olarak ifade edilir.



Baglanmamis SYBR 5
Green molekiilleri, ¢ok
. az miktarda ﬂorfasan < 5 ’
sinyal olusturur. Primer

baglanmasi ve P rl mer

polimerizasyon
sirasinda ¢ift iplikli

DNA'’ya entegre olan
SYBR molekiilleri <> 0 0 Primer baglanmasi ve

floresan sinyalde artiga <> uzama
sebep olur. O Baglanmamis SYBR
Green molekiilleri

Sekil 2.SYBR Green ¢ift iplikli DNA ajaninin ¢alisma prensibi (Arya ve ark., 2005)

PCR dongiisii seri halinde yapilan sicaklik degisimleri dongiilerinden olusur.
Herbir dongii 3 adima ayrilabilir:
o Denatiirasyon: 95 °C’de ¢ift iplikli DNA nin ayrilmasi
o Primerlerin baglanmasi: Primerlerin 50-60 °C’de hedef DNA’ya
hizalanmasi
o Uzama ya da polimerizasyon: 68-72 °C’de, DNA’ya karsilik gelen
dNTPlerin baglanmasi

qPCR ile gen ifadelerinin goreceli analizi yapilirken en yaygin kullanilan metot
22 metodudur. Bu yontemde, herbir dongiide DNA miktarinin ikiye katlandig1 ve
referans genin hep ayni diizeyde ifade edildigi kabul edilir. Deney ve kontrol grubuna
ait genler, referans gen ile normalize edilerek delta Ct (ACt) degerleri bulunur.
Sonrasinda deney grubunun ACt degerinden kontrol grubuna ait ACt ¢ikartilir ve AACt
elde edilir. Gen anlatiminin kat cinsinden degisimi ise 27**“'ile hesaplanir (Livak &

Schmittgen, 2001).



2.MATERYAL VE METOD
2.1. HUCRE KULTURU

2.1.1.Besiyeri Igerigi ve Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Kontrol grubu olarak kullanilan saglikli bronsiyal epitel hiicre hatti olan
BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) ve kolorektal kanser hiicre hatti olan HCT116
(ATCC® CCL247™) hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS, Pan Biotech, P30-1904)
ve %1 Penisilin/Streptomisin (Pan Biotech, P06-07100) igeren Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri i¢inde kiiltiir edilmistir.

Kriyo tiipler igerisinde, s1v1 azotta saklanan hiicreler protokole uygun olarak 50
°C’ye ayarlanmig su banyosu igerisinde hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmiistiir. 15 mililitrelik
(mL) santrifiij tliplerine alinan hiicreler, Dimetil siilfoksit DMSO’nun uzaklastirilmasi
amactyla 21 °C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki sivi kisim
(slipernatant) aspire edilip lizerine 1 mL siv1 besiyeri ilave edilmistir. Nazik¢e pipetaj
yapilarak hiicre pelletinin ¢oziilmesi saglanmis ve hiicre siispansiyonu elde edilmistir.
Hiicre siispansiyonu, igerisinde 5 mL besiyeri bulunan 25 santimetre karelik (cm?)
kiltir flasklarina alinarak 37 °C sicaklikta, %5 karbondioksit igeren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Saglikli ve kanser hiicre hatlarinin her ikisi de kiiltiirde tek
tabaka halinde, flask zeminine yapisarak biiytitiilmiistiir. (Hiicrelerin 151k mikroskobu

altindaki goriintiileri Sekil 1 ve Sekil 2°de verilmistir.)



Sekil 3. HCT116 hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii

Sekil 4. BEAS-2B hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii
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Besiyerinin degistirilmesi gerektiginde, flask igerisinde halihazirda bulunan
besiyeri aspire edildikten sonra 1X 2 mL steril fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) eklenerek
hiicrelerin bulundugu yiizeyde nazik¢e yikama yapilmistir. Sonrasinda PBS ortamdan
aspire edilmistir ve flask igerisine 5 mL taze besiyeri eklenmistir.

Hiicreler, flask yiizeyinin %60-70’ini kapladiklar1 durumda (konfluent
olduklarinda) pasajlanmalar1 amaciyla iizerlerindeki besiyeri aspire edilmistir. Hiicre
ylizeyi serum ve besiyeri kalintilarinin tamamen uzaklagtirilmasi igin, 1X 2mL PBS
ile nazik¢e yikanmigtir. Hiicrelerin tutunduklar1 ylizeyden kaldirilmasi i¢in 0,5 mL
%0,05’lik Tripsin-EDTA soliisyonu eklenmis ve hiicreler 37 °C, %5 karbondioksit
iceren inkiibatorde 5 dakika inkiibe edilmistir. Mikroskopta yilizeyden ayrildigina emin
olunan hiicrelere, tripsin enziminin zarar vermesini 6nlemek i¢in kullanilan tripsin
miktarmin on kati (5 mL) besiyeri eklenmistir. Boylece tripsin enzimi inhibe
edilmistir.

Siispansiyon haline getirilen hiicreler, 15 mL’lik santrifiij tiiplerine alinip 21
°C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edildikten silipernatant kisim aspire edilmistir.
Hiicre peletine 1 mL besiyeri eklenip pelet nazikge pipetlenerek ¢oziildiiktiinden sonra
75 cm® lik flasklara alinarak 37 °C, %35 karbondioksit igeren inkiibatore birakilmustir.

Bu sekilde, hiicrelerin istenen sayida {iretimleri gerceklestirilmistir.

2.1.2.Hiicre Stoklarinin Hazirlanmas1
Mikroskop ile konfluent hale geldigi tespit edilen hiicreler daha sonraki

caligmalarda kullanilmak {izere stoklanmistir. Bu amacgla oncelikle flask icindeki
besiyeri aspire edilip hiicre ylizeyi 1X 2 mL PBS ile nazik¢e yikanmistir. Sonrasinda
hiicreleri tutunduklar1 yiizeyden kaldirmak icin %0,05’lik Tripsin-EDTA soliisyonu
kullanilmistir. Flasklar, 37 °C, %5 karbondioksit i¢ceren inkiibatdrde 5 dakika inkiibe
edilmistir. Sonrasinda tripsin enzimini inhibe etmek i¢in, kullanilan tripsin miktarinin
on kat1 besiyeri ilave edilmistir. Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik santrifiij tiiplerinde, 21
°C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicreleri
dondururken kullanilan medya 5 mL dimetil siilfoksit (DMSO, Neofroxx 1264), 5 mL
FBS (Pan Biotech, P30-1904), 40 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Pan Biotech P04-03590) seklinde hazirlanmigtir. Hiicre pelletleri bu medyanin
icerisinde dikkatlice ¢oziilmiistiir ve 1,5 mL medya ile herbir tiipte 1 milyon hiicre

olacak sekilde dagitilmistir. Ardindan -80 °C’de saklanmustir.
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2.1.3.Hiicre Sayimi
Hiicreler sayilirken Thoma Lami kullanilmistir. (Sekil 3.) Hiicreler, tripsin

uygulanarak ylizeyden kaldirildiktan sonra hiicre siispansiyonundan 10 mikrolitre (uL)
alinarak iizerine %0,5 olacak oranda tripan mavisi (Neofroxx, 1475) eklenerek pipetaj
yapilmistir. Tripan mavisiyle karigan hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak Thoma
lamina konulmus ve mikroskop altinda lam iizerindeki bes alana diisen hiicreler
say1lmistir. Bulunan say1, diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak 1 mL medya i¢indeki hiicre

sayist hesaplanmustir.

Sekil 5. Thoma Lamu

Hiicre say1s1 x 10.000

Konsantrasyon (hiicre/mL) =

Sayilan alan x Diliisyon katsayisi

Diliisyon katsayist : 1:10 sulandirma ig¢in, 0,1

1:100 sulandirma igin, 0,01
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2.2. TOTAL RNA IZOLASYONU

Total RNA izolasyonu yapilirken, ticari bir RNA izolasyon kiti kullanilmigtir
(Omega Biotek, R6834). 1 x 10° hiicreden izolasyon gergeklestirilmistir. izolasyon
yapilirken kit protokoliine uygun olarak trizol igerikli TRK soliisyonuna, ¢eker ocak
icerisinde 1 mL/20 pL beta-merkaptoetanol eklenmistir. 1 mL medya icerisindeki
hiicre slispansiyonuna 350 uL TRK soliisyonu eklenmis ve 21G 6l¢iilii 5 mL’lik steril
siringali enjektor ile 10 kez mekanik olarak homojenizasyon yapilmaistir.

Hiicre lizatina 500 pL %70’lik etanol eklenip vorteklendikten sonra 700 puL’si
kit bilesenlerinden spin kolonlu koleksiyon tiipiine alinmistir ve +4 °C, 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiine inen sivi uzaklastirilip santrifiij tekrar
edilmistir.

Kit bilesenlerinden RNA Wash Buffer I’den 500 puL kolonlu tiipe eklenip +4
°C, 10.000 g’de 30 saniye santrifiij yapilmistir. Tiipe inen s1v1 bosaltildiktan sonra ayni
kosullardaki santrifiij, %99’luk etanol ile diliie edilmis RNA Wash Buffer II’den 500
pL eklenerek tekrarlanmigtir. Bu islem bir kez daha yapilmistir. Ardindan ekleme
yapilmadan santrifiij tekrarlanip, tiipe inen s1vi uzaklastirilmistir.

Kolonlu tiip, koleksiyon tiipten ayrilip kitte mevcut olan temiz bir koleksiyon
tiipline oturtularak herhangi bir ekleme yapilmaksizin +4 °C, 10.000 g’de 3 dakika
santrifiij edilmistir.

Kolonlu tiip, bos 1,5 mL’lik santrifijj tiipiine alinarak 60 pL kitte mevcut olan
niikleazdan arindirilmis steril distile su eklenip +4 °C, 10.000 g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Boylece RNA, su ile ¢oziinlip kolondan ayrilarak serbest kalacaktir.
Santrifiij sonunda tiipiin igerisindeki sivida suda ¢oziinmiis halde elde edilmistir. Elde
edilen bu RNA, konsantrasyonu ve optik dansitesi (OD) olgiildiikten sonra deney
zamanina kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

RNA konsantrasyon ve saflik oranint 6lgmek icin, “SPECTROstar Nano
Absorbance Plate Reader” cihazi ve “LVis Plate” fonksiyonu kullanilmistir. LVis
Plate’teki ornek 6l¢iim noktaciklarina 2 puL RNA koyulmustur. RNA o6rneklerinin

Ol¢ciim degerleri Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. RNA 6rneklerinin OD ve konsantrasyon degerleri

Ornek OD Ol¢iimii Konsantrasyon (ng/mL)
HCT116 1,89 91,88
BEAS-2B 2,05 2,6

Blank: Su

2.3. KOMPLEMENTER (TAMAMLAYICI) DNA (CDNA) SENTEZI

Komplementer DNA sentezi icin QuantiTect Reverse Transcription Kiti
kullanilmistir (Qiagen).

Kit protokolii izlenerek her bir 6rnekten alinan 10 pL total RNA, primerlerin
RNA iplikleri iizerinde uygun yerlere baglanmasi i¢in 65 °C sicaklikta, 5 dakika
inkiibe edilerek isleme baglanmistir. Hemen ardindan, spesifik olmayan baglanmalari
engellemek icin 5 dakika boyunca buzda bekletilmistir.

5 pL 5X konsantrasyondaki reaksiyon tamponu, 2 pL deoksiniikleozit trifosfat
(dANTP) ¢ozeltisi, 5,25 pL randomize primerler, 0,5 M RNaz inhibitorii, 1,25 M da
dikloro difenil trikloroethan (DTT), 1 M reverse transkriptaz enzimi ve son olarak 10
pL RNA ornekleri eklenerek reaksiyon tiipii 25 °C’de 10 dakika, 50 °C’de 60 dakika
ve son olarak 85 °C’de 5 dakika olmak iizere 75 dakikalik reaksiyona birakilmas,
reaksiyon sonunda ise tiipler 4 °C’de sabit tutulmustur. cDNA sentezi bilesenleri Tablo
2’de, sentez asamalar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar Final Konsantrasyonu
5X Reaksiyon tamponu 5ulL 1X

dNTP 2 uL 10 mM
Random primerler 5,25 uL 100 uM
RNaz inhibitorii 1 uL 0,5 mM

DTT 0,25 uL 1,25 mM

RT (200 U/uL) 1,5 uL IM

RNA 10 uL 3M
Toplam 25 uL
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Tablo 3. cDNA sentez reaksiyonu agamalari

Dongii Asamalari
Baglanma 65 °C, 5 dakika; 4 °C, 5 dakika
Polimerizasyon 25 °C, 10 dakika; 50 °C, 60 dakika
Enzim deaktivasyonu 85 °C, 5 dakika

2.4. KANTITATIF PCR (QPCR)

Gen ifadelerinin es zamanli olarak analiz edilmesi amaciyla yapilan qPCR’da

kullanilan primer dizileri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Primer dizileri

Gen Primer dizisi

TMPRSS4 Forward: CCTGGCGAGTATCATCATTGTG
Reverse: GATCGGTCCTTGGAGAGGCG

MAGEA3 Forward: AAGCCGGCCCAGGCTCGGT
Reverse: GCTGGGCAATGGAGACCCAC

CALR Forward: AAGTTCTACGGTGACGAGGAG
Reverse: GTCGATGTTCTGCTCATGTTTC

ACTB Forward: TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
Reverse:
AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

qPCR, Corbett Research Real-Time PCR Thermal Cycler cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyon, forward ve reverse primerlerin her birinden 1,5 pL, 4
pL ¢cDNA, 4 uL niikleazdan arindirilmis su ve 10 pL 2X SYBR Green (HibriGen, mg-
sybr-01-400) olarak tlipte hazirlanmistir. Reaksiyon igerigi Tablo 5°te, asamalar

Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 5. qPCR reaksiyon igerigi

Bilesen Miktar Final Konsantrasyonu
Forward Primer 1,5 uL 0,3 uM
Reverse Primer 1,5 uL 0,3 uM
cDNA 4 uL <500 ng
Su 4 uL
2X SYBR Green 10 uL 1X
Toplam 21 uL
Tablo 6. qPCR dongii agamalari
qPCR asamalar

Denatiirasyon 94 °C, 4 dakika
Cogalma 1. Denatiirasyon 95 °C, 30 saniye

2. Baglanma 58 °C’de 30 saniye

3. Uzama 72 °C’de 30 saniye
Son Uzama 72 °C’de 10 dakika

X 36 DONGU

2.5.DELTA CT (ACT) VE DELTA DELTA CT (AACT) DEGERLERININ
HESAPLANMASI

Gen ifadelerinin analizi, li¢ bagimsiz tekrarli deneyin sonucunda elde edilen Ct
degerlerinin ortalamasi alinarak yapilmistir. Bu ¢aligmada S-aktin geni referans gen
olarak kulanilmistir. Oncelikle arastirilmak istenen ilgili genin Ct degeri, referans
genin Ct degerinden ¢ikartilarak normalize edilmis ve delta Ct (ACt) degeri
hesaplanmistir. Sonrasinda kontrol grubunun ACt degerleri, deney grubunun ACt
degerlerinden ¢ikartilarak AACt degeri bulunmustur. Gen ifadelerinin kat cinsinden
artan ya da azalan degerleri 2"**“* olarak hesaplanmustir. Bu anlatim asagida formiilize

edilmisgtir.
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ACt=Ct (kontrol) — Ct (referans)

AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)

Kat degigimi = 274!
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3.BULGULAR

3.1. KANTITATIF PCR SONUCLARI
Yapilan kantitatif PCR analizinde; TMPRSS4, CALR ve MAGEA3 genlerinin

anlatim diizeyleri ACTB genine gére normalize edilerek arastirilmustir. ilgili genlerin

Ct ve Tm degerlerinine ait grafikler Sekil 6,7 ve 8’de verilmistir.
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Sekil 6. TMPRSS4 geninin Tm ve Ct grafigi
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Sekil 7. CALR geninin Tm ve Ct grafigi
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Sekil 8. MAGEA3 geninin Tm ve Ct grafigi
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TMPRSS4, CALR ve MAGEA3 genlerinin ifade diizeylerinin kat cinsinden artig

oranlar1 hesaplanirken kullanilan degerler tablo halinde Tablo 7°de verilmistir.

HCT116 hiicre hatti, deney grubu olarak kullanilirken BEAS-2B hiicre hatti, kontrol

olarak kullanilmigtir. Herbir deney ii¢ bagimsiz tekrarli olarak yapilmistir ve gen

ifadeleri analiz edilirken bu ii¢ deneyin ortalamasi kullanilmistir. Gen anlatimlarinin

normalize edilmesi i¢in ACTB geni referans gen olarak alinmstir.

Tablo 7. Ortalama Ct degerleriyle kat cinsinden ifade degisimi hesaplama sonuglari

Ortalama | QOrtalama Ct ifade

Ct Degeri Degeri ACt ACt AACE Degisimi

(BEAS-2B) (HCT116) (BEAS-2B) | (HCT116) (Kat)

2-AACt

TMPRSS4 29,35 24,77 2,27 -6,87 -9,14 | 564,1754
CALR 16,75 15,96 -14,87 -15,68 -0,81 | 1,753211
MAGEA3 24,92 20,96 -6,7 -10,68 -3,98 | 15,77972
ACTB 31,62 31,64

Tablo 7°de hesaplanan degerler Sekil 9,10 ve 11°de grafik olarak verilmistir.

Yapilan qPCR analizine gére HCT116 hiicre hattinda BEAS-2B kontrol hiicre hattina

gore, AACt hesaplamasi ile TMPRSS4 geninin ifadesinde 564,17 kat, CALR geninin

ifadesinde 1,75 kat ve MAGEA3 geninin anlatiminda 15,77 kat artig saptanmustir.
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Sekil 9. HCT116 hiicre hattinda TMPRSS4 geninin anlatim diizeyinin BEAS-2B
kontrol hiicre hattina gore degisimi
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Sekil 10. HCT116 hiicre hattinda CALR geninin anlatim diizeyinin BEAS-2B kontrol
hiicre hattina gore degisimi
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Sekil 11. HCT116 hiicre hattinda MAGEA3 geninin anlatim diizeyinin BEAS-2B
kontrol hiicre hattina gore degisimi
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4. TARTISMA VE SONUC

TMPRSS4, kanserle baglantisindan dolay1 ve klinikte kullanilma potansiyeli
oldugu diisiiniildiigii i¢in son zamanlardaki kanser aragtirmalarinda dikkat ¢ekici bir
hedef haline gelmistir. Yapilan 6nceki ¢alismalara gore TMPRSS4’iin genel olarak
embriyo gelisimi ve kanser ile iliskisi oldugu bilinmektedir.. Bu genin asir1 diizeyde
ifadesi pankreas, yumurtalik, tiroit, kolorektal, akciger, meme, serviks ve karaciger
kanserlerinde tespit edilmistir (Wallrapp ve ark.,2000; Jung ve ark., 2008; Ohler ve
Becker-Pauly, 2011; Larzabal ve ark.,2011; Li ve ark., 2011; Takahashi ve ark., 2013).
Genin kanserde ekspresyonunun artmast gen amplifikasyonu, kromozomal
diizenlemeler, transkripsiyonel bozukluklar gibi mekanizmalarin hangisinden
kaynaklandig1r heniiz bilinmemektedir. Saglikli karcigerde TMPRSS4 promotdrii
metillenmis halde bulunurken, hepatoselliiler karsinomada hipometile durumdu
oldugu gosterilmistir (Stefanska ve ark., 2011). Bu bulgu, genin kanserde artan
anlatimindan epigenetik diizenlemelerin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir ancak
ileri deneylerle validasyona ihtiya¢ duyulmaktadir.

Jung ve ark, 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 7MPRSS4 geninin asir
ifadesinin kolon kanserinde migrasyonu ve invazyonu artirdigi saptanmaistir.

Ayrica TMPRSS4, epitelyalden mezenkimale donilisim (epithelial
mesenchymal transition, EMT) siireci i¢in de gereklidir (Jung ve ark., 2008; Larzabal
ve ark., 2011). Kolon kanseri hiicrelerindeki asir1 anlatimi FAK, ERK1/2, Akt, Src ve
Racl proteinlerinin dahil oldugu sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agmaktadir.
FAK ve Racl sinyal yolaginin, TMPRSS4 tarafindan yonlendirilen invazyon, hiicre
morfolojisindeki degisimler ve EMT i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Dahast,
TMPRSS4’lin asir1 anlatiminin oldugu hiicrelerde spesifik ajanlarla P13K ya da Src
inhibisyonu invazyonu diisiirmiis ve E-cadherin ifadesinde diizenleme olmaksizin
aktin yeniden-organizasyonuna sebep olmustur (Kim ve ark., 2010).

Bu ¢alismada, kontrol grubu olarak kullanilan saglikli BEAS-2B hiicrelerinden
ve kolorektal karsinoma hiicre hatti olan HCT116’dan total RNA izolasyonu yapilmis
ve TMPRSS4 geninin anlatim1 transkripsiyonel diizeyde qPCR ile arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére TMPRSS4 ifadesi HCT116 hiicre hattinda BEAS-2B hiicre
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hattina gore 564,17 kat fazla bulunmustur. Bu sonug literatiir ile paralellik
gostermektedir.

Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, TMPRSS4’ iin karsinogenezdeki
oncii roli dikkat ¢ekmektedir ve kanser tedavisine yaklagimda yeni bir potansiyel
hedef olarak gdsterilmektedir.

Bu arastirmada HCT116 kolorektal karsinoma hiicre hattinda BEAS-2B
saglikli hiicre hattina gore ifadesi yiiksek bulunan diger gen ise CALR genidir. Yapilan
qPCR sonucuna gére CALR geninin anlatim diizeyi 1,75 kat artmustir.

2017 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, apoptoz indiikleyici 6zelligi ile bilinen
epibrasinolit (EBR) ile muamele edilmis kolon kanseri hiicrelerinin ER stresine maruz
kaldiklarini ve bunun sebebinin CALR geninin anlatimi1 oldugunu bildirmislerdir.
EBR, CALR geninin kolon kanseri hiicrelerinde anlatimini bozarak kaspaz-bagimli
apoptozun gerceklesmesini saglamistir. CALR geninin sessizlestirmesi, EBR ile
indiiklenmis apoptozu engellemistir (Obakan-Yerlikaya ve ark., 2017).

Ayrica CALR proteini yara iyilesmesi, immiin cevap, hiicre biiylimesi,
proliferasyon, migrasyon ve hiicre adezyonu ile de iliskilendirilmistir (Klampfl ve ark.,
2013). CALR proteinin immiin yanitta rol olmasini saglayan anti-enflamatuar ve anti-
kanser yanit olusturmasini saglayan 6zelliklerinin oldugu da diistiniilmektedir. Dahasi,
cevresindeki kanserlesmekte olan hiicreler i¢in de ekstraselliiler bir saperon olarak
islev yaptig1 bildirilmistir (Clarke ve ark., 2007). Anti-enflamatuar yanitta NF-xB
yolagi vasitasiyla sitokin tiretimini tesvik ettigi rapor edilmistir. CALR proteini,
saperon gorevini de NF-xB sinyal yolagi aracilifiyla yapmaktadir (Bajor ve ark.,
2011).

Bu tez ¢alismasinda arastirilan ve HCT116 hiicre hattinda kontrol grubuna gore
anlattminin 15,77 kat arttig1 tespit edilen gen MAGEA3 genidir. Literatiirde bir¢cok
kanser tiiriinde anlatiminin arttig1 bildirilmistir.

2018 yilinda yapilan bir aragtirmaya goére miR-1273g isimli mikro RNA
MAGEA3/6’nin anlatimint durdurup AMPK sinyal yolagini aktive ederek kolon
kanseri hiicrelerinin bilyiimesini inhibe etmistir (Wu ve ark., 2018).

82 kolon kanseri hastast Ornegi ile yapilan calismada, MAGEA3 anlatim
diizeyinin testisteki anlatimina kiyasla oldukca yliksek oldugu saptanmistir (Santha
Kumara et al., 2012).

NF-«kB sinyal yolaginin immiin yanitla ve hayatta kalim ile dogrudan iliskili

oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Bu yolaktaki herhangi bir islev bozuklugu
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hiicrenin kaderini direkt olarak etkilemektedir. MAGEA3 geni ise bu yolagin devaml
olarak acik kalmasini saglayarak hiicreye 6liimsiizliikk kazandirir.

Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, kolon kanseri hiicre hattinda
anlatimi artan 7TMRPSS4, CALR, ve MAGEA3 genlerinin kolon kanseri
karsinogeneziyle direkt ya da dolayl olarak iliskili olabilecegi sonucuna varildi.
Kanser tedavisi yaklagimi olarak bu genlerin islev analizleri ile birlikte monoklonal
antikor tasarlanmasinda, hedefli gen terapileri gelistirilmesinde bu genler hedef olarak

degerlendirilebilir.
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