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OZET

MDA-MB-231 MEME KANSER HUCRE DiZiSINDE
TRANSMEMBRAN SERIN PROTEAZ 4 (TMPRSS4) VE MAGE AILE
UYESI A3 (MAGE-A3) GENLERININ TRANSKRIPSIYON ASAMASINDA
ANLATIMLARININ ARASTIRILMASI

Hacer Kotan
TIBBIi BiYOLOJi VE GENETiIg ANABILIM DALI
Damisman: Filiz SAGLAM

2020

Bu calismada amacimiz; kanserlesmeye etki ettigi bilinen MDA-MB-231
agresif meme hiicre hattinda TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerinin ACTB genine gore
transkripsiyon diizeyinde anlatimlarmin arastirtlmasidir. Calismada hiicre kiltiirii
teknikleri, yar1 manuel kit ile total RNA izolasyonu, cDNA sentezi, es zamanl
kantitatif PCR yontemleri uygulanmistir. TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerine 0zel
olarak tasarlanmis olan primerler araciligiyla es zamanli PCR yapilmistir. Referans
olarak ACTB geni kullanilmigtir.  Calismanin sonuglarinda es zamanli PCR
sonuglarinin Delta Ct hesaplamasi yapildi. TMPRSS4 geninde 1,21 kat azalma,
MAGE-A3 geninde 12,46 kat artis gozlendi. TMPRSS4 ve MAGE-A3’iin kanser
gelisiminde, timor olusumu, cogalmasi ve metastazinda rol aldigi diisiiniilmektedir.
TMPRSS4 ve MAGEA3’ iin meme kanseri tzerindeki etkisini daha iyi anlayabilmek
i¢cin daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, es zamanh kantitatif PCR, MDA-
MB-231, gen ifadelenmesi, TMPRSS4, MAGE-A3



ABSTRACT

INVESTIGATION OF TRANSMEMBRANE SERINE PROTEASE 4
(TMPRSS4) AND MAGE FAMILY A3 (MAGE-A3) GENES IN
TRANSCRYPTION STAGE IN MDA-MB-231 BREAST CANCER CELL
SERIES

Hacer Kotan
Program: DEPARTMENT OF MEDICAL BIOLOGY AND GENETICS
Advisor: Filiz SAGLAM

2020

Our aim in this study was to investigate the transcription level expression of
the TMPRSS4 and MAGE-A3 genes in the MDA-MB-231 aggressive breast cell line,
which is known to have an effect on cancer, according to the ACTB gene. Cell
culture techniques, total RNA isolation with semi-manual kit, cDNA synthesis,
simultaneous quantitative PCR methods were applied. Concurrent PCR were made
through primers specifically designed for the TMPRSS4 and MAGE-A3 genes. The
ACTB gene has been used as a reference. Delta Ct calculation of simultaneous PCR
results was performed in the results of the study 1,21-fold decrease was observed in
the tmprss4 gene and 12,46-fold increase in the MAGE-A3 gene. TMPRSS4 and
MAGE-A3 are thought to be involved in cancer development, tumor formation,
proliferation and metastasis. Further research is needed to better understand the
impact of TMPRSS 4 and MAGEA3 on breast cancer

Keywords: Breast Cancer, Real-time PCR, expression, MDA-MB-231,
TMPRSS4, MAGE-A3
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GIRIS

Kanserler, hicrelerin anormal ve kontrolsiiz bir sekilde biiylidiigii ve bu
hiicrelerin ¢evresindeki normal dokulari istila ederek viicudun diger bolgelerine
yayllma potansiyeline sahip oldugu bir grup hastaliktir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Bu ¢aligmadaki amag, etkili olduklar1 sinyal yolaklar1 ve kanserdeki etkileri
bilinen TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerinin meme kanserindeki anlatimlarini

transkripsiyon diizeyinde arastirmaktir.



1.GENEL BILGILER

1.1.MEME KANSERI

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biridir
ve 2015 yilinda yaklasik 570.000 kisinin 6liimine sebep olmustur. Diinyada her yil
1,5 milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konulmaktadir (Stewart ve ark.;
WHO: Geneva, Switzerland. Breast cancer, 2008). 2017 yilinda ABD' de kadinlar
arasinda tiim yeni kanser vakalarinin %30'unu meme kanserinin olusturdugu
bildirilmistir (Siegel ve ark., 2017). Baz1 meme kanseri tlrleri metastatik 6zellik
gostermektedir ve ¢cogunlukla, tedavi edilmezse kemik, karaciger, akciger ve beyne
metastaz yapar. Hastaligin erken teshisi sag kalim oranini arttirir. Kuzey Amerika'da,
meme kanseri hastalarmin 5 yillik sag kalma oranlari, bu hastaligin erken tespiti
sayesinde %80'in Uzerindedir (DeSantis ve ark., 2016). Mamografi, meme kanserinin
tespitinde yaygin olarak kullanilan bir tarama yontemidir ve meme kanserine bagh
Oliimlerin azaltilmasinda etkili oldugu kanitlanmistir. Son on yilda, mamografiden
daha hassas olan Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) gibi diger tarama
yontemleri de uygulanmaktadir (Drukteinis ve ark., 2013). Cinsiyet, yaslanma,
Ostrojen, aile Oykiisili, gen mutasyonlar1 ve sagliksiz yasam tarzi gibi ¢ok sayida risk
faktorii vardir ve bunlar meme kanserine yakalanma olasiligini artirabilir (Majeed ve

ark., 2014).

1.1.1.Risk Faktorleri

Yaglanma cinsiyetin yani sira meme kanserinin onemli risk faktorlerinden
biridir, ¢iinkii meme kanseri insidansi artan yagla yakindan ilgilidir. 2016 yilinda,
ABD’de meme kanseri ile iligkili tim oliimlerin yaklasik %99.3’U 40 yas {isti
kadinlarda ve % 71.2'si 60 yas iistii kadinlarda bildirilmistir (Siegel ve ark., 2017).

Aile Oykiisii; Meme kanserli hastalarin ¥ iinde aile hikayesi vardir. Annesi, kiz
kardesi veya ailesinde meme kanseri olan kadinlar bu hastaliga yatkindir (Brewer ve
ark., 2017). Meme kanserinde kalitsallik kismen BRCA1 ve BRCA2 gibi meme

kanseri ile iligkili genlerin mutasyonlarina baglanmaktadir.



Yasam sekli, asir1 alkol tiiketimi, yagli besin tluketimi, ¢ok fazla diyet
yapilmasi gibi sagliksiz yasam sekli meme kanseri riskini arttirabilir. Alkol tiiketimi,
kandaki Ostrojenle iliskili hormonlarin seviyesini ylikseltebilir ve dstrojen reseptorii
yolaklarini tetikleyebilir (Hamajima ve ark.,2002; Jung ve ark., 2016). Hem sigara
hem de alkol i¢en kadinlarda meme kanseri riski de artmaktadir (Knight ve ark.,
2017). Simdiye kadar, arastirmalarin ¢ogu 6zellikle erken yasta sigara kullaniminin
meme kanserine yakalanma riskini arttirdigin1 géstermektedir (Catsburg ve ark.,

2015; Kispert ve ark., 2017).

1.1.2.Patogenez

Meme timorleri genellikle duktal hiperproliferasyondan baslar ve daha sonra
cesitli kanserojen faktorler tarafindan stirekli uyarildiktan sonra iyi huylu timorlere
ve hatta metastatik karsinomlara doniisebilir. Stromal etkiler veya timor mikro
cevresi meme kanseri baslangicinda ve ilerlemesinde rol oynar (Maffini ve ark.,
2004; Sonnenschein ve ark., 2016). Ornegin mikrogevrede bulunan makrofajlar,
anjiyogenezin tesvik edilmesinde ve kanser hiicrelerinin immdiin yanittan kagmalarini
saglayan mutajenik bir enflamatuar ortam Uretebilir (Qian ve ark., 2010; Dumars ve
ark., 2016). Epigenetik faktdrler meme kanserinin gelisiminde rol alabilirler. Ornegin
normal ve tlimorle iligkili mikro ortamlar arasinda farkli DNA metilasyon sekilleri
gozlenmistir, TUmoOr mikro ortamindaki epigenetik modifikasyonlarin kanserin
olusum siirecinde rol alabilecegi belirtilmektedir (Polyak ve ark., 2007; Basse ve
ark., 2015).

Heterojen yapilar olan tiimorler igerisinde, son zamanlarda kanser kok
hiicreleri ad1 verilen yeni bir malign hilicre alt smifi belirlenmistir. Bu kanser kok
hlcreler timoriin baslangici, immin sistemden kacis ve hastaligin tekrari ile
iligkilidir. Kanser kok hicreleri kendini yenileme yeteneklerine sahiptir ve
kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilere karsi direnglidir (Maffini ve
ark., 2004; Qian ve ark., 2010). Meme kanseri kok htcreleri ilk olarak Ai Hajj
tarafindan tamimlanmistir (Ai-Hajj ve ark., 2003). Wnt, Notch, Hedgehog, p53, PI3K
ve HIF gibi sinyal yolaklari, meme kanseri kok hicrelerinin kendini yenilemesi,
¢ogalmasi ve invazyonu ile ilgilidir (Valenti ve ark., 2017; Kasper ve ark., 2009).
Bununla birlikte, meme kanseri kok hicrelerini anlasilmasi veya yok edilmesi igin

yeni stratejilerin gelistirilmesi ve daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
3



Meme kanserinin baglamasi ve ilerlemesi i¢in One sirilen iki teori vardir.
Bunlar kanser kok hiicresi teorisi ve stokastik teoridir (Polyak ve ark., 2007; Deng ve
ark., 2006). Kanser kok hiicre teorisi, tiim tiimor alt tiplerinin, ayn1 kok hiicrelerden
veya transit hicrelerden (progenitor hicreler) koken aldigini varsaymaktadir. Kok
hlcrelerde veya progenitor hiicrelerde bulunan genetik ve epigenetik degisiklikler,
farkli tiimor fenotiplerine yol acarlar (Sekil (Sekil 2A) .2A). Stokastik teori, her bir
timor alt tipinin, tek bir hicre tipinden (kok hicre, progenitér hicre veya
farklilasmis hiicreden) koken aldigini One surer (Sekil (Sekil 2B). Rastgele
mutasyonlar, herhangi bir meme hticresinde kademeli olarak birikebilir ve hiicrenin
timor hicresine donisiimiini saglayabilir. Her iki teori de ¢ok sayida veri ile
desteklenmesine ragmen, insan meme Kkanserinin kokeni heniiz tam olarak

aciklayamamaktadir.
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Sekil 1. Meme kanserinin baglangi¢ ve ilerlemesini agiklayan iki teori

1.1.3.Meme Kanseri ile iliskili Genler
Meme kanseri ile ilgili olarak bir¢ok gen tanimlanmistir. Hem onkogenlerde
hem de timoér baskilayici genlerde olusan mutasyonlar timorin olusumu ve

ilerlemesinde énemli rol oynar.



1.1.3.1.BRCA1/2

Meme kanseri ile iligkili gen 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCA2), meme kanserini
etkileyen iki o6nemli timor baskilayici gendir. BRCA1 ve BRCA2 sirasiyla
17.kromozomun 17921 bdélgesinde ve 13.kromozomun 13912 bdélgesinde bulunur.
Her ikisi de tlimor baskilayici proteinleri kodlar. BRCAL eksikligi, hiicre dongiisii
kontrolunde anormallikler, anormal sentrozom duplikasyonu, genetik instabilite ve
apoptoz diizensizligine yol acar. (Deng ve ark., 2006; Dine ve ark., 2013) BRCA1
ifadesi, p130, p107 ve retinoblastoma gibi proteinler tarafindan E2F'ye bagimli bir
sekilde susturulur (Tan-Wong ve ark., 2008; Hegan ve ark., 2010). BRCAZ proteini,
RADS51 ve DMCI ile etkilesime girerek DNA ¢ift iplik kiriklarinin rekombinasyonel
onariminda gorev alir (Sanchez ve ark., 2017; Martinez ve ark., 2016). BRCA1 veya
BRCA2 genlerindeki zararli mutasyonlar meme kanseri riskini arttirr. BRCAL/2
mutasyonlar1, otozomal dominant sekilde kalitilir. Toplamda kalitsal meme
kanserlerinin yaklasik %20-25'i ve tum meme kanserlerinin %5-10'u BRCA 1/2
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Balmana ve ark., 2011; Paluch-Shimon ve
ark., 2016). Chen tarafindan yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, BRCALl veya
BRCA2 mutasyonlar1 tagiyan 70 yasindan biiylik kadinlarda meme kanseri risk
oraninin sirastyla %57 ve %49 oldugunu gosterilmistir (Chen ve ark., 2007).

1.1.3.2.HER2

Ayn1 zamanda c-erbB-2 olarak da bilinen insan epidermal biyime faktori
reseptori 2, meme kanserinde dnemli bir onkogendir ve insan kromozomu 17.
kromozomun17q12 uzun kolunda bulunur (Shih ve ark., 1981). HER2 geninin asir1
ifadelenmesi, temel olarak genin amplifikasyonu ve yeniden diizenlemeleri yoluyla
olur (Harbeck ve ark., 2017).



1.1.3.3.Epidermal Buylme Faktoru Reseptori (EGFR)

Insanlarda c-erbB-1 veya Herl olarak da bilinen EGFR, kromozom 7nin kisa
kolunda (7p12) bulunur. EGFR proteini, tirozin kinaz ailesinin bir hicre yizey
glikoproteinidir . PI3K, Ras-Raf-MAPK ve JNK dahil olmak lizere EGFR'nin asag1
akig sinyal yolu, hiicre ¢ogalmasi, hiicre invazyonu, anjiyogenezi ve hucreleri
apoptoza karsi korumak igin tetiklenir (Appert-Collin ve ark., 2015; Ali ve ark.,
2017). EGFR'nin asir1 ifadesi, ¢ok agresif bir meme kanseri tipi olan enflamatuar
meme kanseri vakalarinin %30'undan fazlasinda bulunur (Alanazi ve ark., 2016;
Zhang ve ark., 2009). Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ifadesi
ve HER2 amplifikasyonu olmamasiyla bilinen ucli negatif negatif meme kanseri
vakalarinin yarisindan fazlasinda EGFR asir1 ifadesi gorilmistir (Kim ve ark.,
2017).

1.1.3.4.c-Myc

Bu gen, kromozom 8'in (8q24) uzun kolunda bulunur ve bir transkripsiyon
faktori olan Myc proteinini kodlar (Green ve ark., 2016; Poole ve ark., 2017).
MTAI1, hTERT ve PEG10 gibi Myc tarafindan diizenlenen genlerin bazilari, meme
kanserinin baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynar. C-Myc'nin asirt
ekspresyonu ilerleyen meme kanserlerinin invazyonunda go6zlenirken, iyi huylu
dokularda c-Myc amplifikasyonu tespit edilmemistir (Chen ve ark., 2008; Jung ve
ark., 2017).

1.1.3.5.Diger ilgili genler

Ras gen ailesinde li¢ liye vardir: Hras, Kras ve Nras. Bu genlerin kodladig1
proteinler, guanosin trifosfat (GTP) baglayici protein (G proteini) siiper ailesine aittir
(Pylayeva-Gupta ve ark., 2011). Ras proteinlerinin mutasyonlari meme kanserinde
nadir gorilmekle birlikte (<%5), Ras sinyal iletim yolagindaki anormallikler hem iyi
huylu hem de habis meme dokularinda gézlenmektedir (Siewertsz van Reesema ve
ark., 2016).



1.1.4.Meme kanserinde etkili olan baslica sinyal yolaklari

Insan gelisimi, hiicrelerin birbirleriyle ve gevreleriyle iletisim kurmasini
saglayan karmasik sinyal yollar1 ile kontrol edilir. Bu sinyal yolaklarinin g¢ogu,
kanser hucreleri ve kanser kok hiicrelerinde duzensizdir. Temel olarak, kanser,
hiicrelerin normal olarak ¢ogalma, hayatta kalma ve go¢ etmeyi kontrol eden
mekanizmalardan kagmalarini saglayan genetik ve epigenetik degisikliklerle olur

(74. Sever ve ark., 2015).

1.1.4.1.ER sinyali ve ER-Pozitif meme kanseri

Ostrojen reseptorleri (ER'ler), zar Ostrojen reseptdrlerinden (¢ogunlukla G
protein-baglantili reseptorler) ve niiklear Ostrojen reseptorlerinden (ERa, ERP)
olusur. Meme kanseri hiicrelerinin nispeten yiiksek ERa ifadesi ve diisiik ERp ifadesi
vardir. Bu iki tiir niikklear hormon reseptori, ligand baglanmasi {izerine homo veya
heterodimerler olusturur ve ER'lerin ana islevi olan transkripsiyonel diizenleme i¢in
hiicre ¢ekirdegine translokasyon yapar. ER dimerleri, hedef genlerin ERE bdolgesine
baglanir ve transkripsiyonel aktivitenin diizenlenmesini saglamak ic¢in yardimci
diizenleyiciler katilir. ER'lerin hedef genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi bir bagka
mekanizma, diger transkripsiyon faktorleri igin bir yardimci-diizenleyici gorevi
gormektedir. (Kumar ve ark., 1987; Osborne ve ark., 2001; Renoir ve ark., 2013;
Cheskis ve ark., 2007).

E — ——— .
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sitoplazma

Transkripsiyonel coNDY

diizenlenme
Cekirdek HIFTA
e
Bl hedef genler

ERE Non-ERE

Sekil 2. ER sinyal yolu.
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BRCA1, kismen ERa sinyallesmesini inhibe ederek bir tiimor baskilayici
gorevi gordr (Fan ve ark., 2001). ERa, meme kanserlerinin patogenezinde 6nemli bir
rol oynar, ¢iinkii meme kanserlerinin yaklasik %75'i bu spesifik hormonal reseptoriin

pozitif ekspresyonunuyla olur (Nadji ve ark., 2005).

1.1.4.2.HERZ2 sinyal ve HER2-Pozitif meme kanseri

Insan epidermal biiyime faktori reseptorii-2 (HER2 / NEU, ¢c-ERBB2) EGFR
ailesinin bir tyesidir (Wee ve ark., 2017). HER2, hiicre dis1 bir ligand baglayici alan
ve transmembran reseptOr igeren tirozin kinazdir (Arteaga ve ark., 2014; Wieduwilt
ve ark., 2008). Yapisal olarak aktif formu, HER2'yi diger molekiiller ile dimerler
olusturmak i¢in bilesen haline getirir ve HERZ2'ye ¢esitli hiicresel fonksiyonlari
etkileme kabiliyeti verir. HER2'nin hiicre i¢i alanindaki artiklar, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat 3-kinaz (PI3K) yolaklari
gibi ¢oklu akis asagi sinyal yolaklarmin aktivasyonuna yol agmistir (Burgess ve ark.,
2008; Mayer ve ark., 2016; Ono ve ark., 2006). Bu sayede olusan sinyallesmeler
meme timort olusumuyla oldukga iliskilidir. HER2 ve ayrica EGFR ailesinin diger
tiyeleri, hiicre zar1 iizerinde bulunan ve ¢esitli ligandlara cevap veren reseptor tirozin
kinazlardir. Sitoplazmada tirozin kinaz bdlgesinin fosforilasyonu, PI3K / AKT yolu
ve Ras / MAPK yolu gibi asagi akis yoniinde onkojenik sinyal yollarimi baglatir.
(Sekil 4) (Nadji ve ark., 2005; Wee ve ark., 2017; Burgess ve ark., 2008; Elizalde ve
ark., 2016).
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Sekil 3. HER2 sinyal yolu.



1.1.4.3.Meme kanserinde kanonik Wnt / -katenin sinyalleri

Wnt proteinleri, embriyonik indiiksiyon, hiicre polaritesi olusturma yetiskin
doku homeostazinin korunmasida dahil olmak iizere cesitli gelisimsel siireglerde
onemli rollere sahip, yiksek glikozile edilmis, salgilanmis proteinlerin bir ailesidir
(Logan ve ark., 2004; Luo ve ark., 2007; Yang ve ark., 2016; Mohammed ve ark.,
2016; MacDonald ve ark., 2009; Clevers ve ark., 2012; Nusse ve ark., 2017;
Krishnamurthy ve ark., 2018). Kanonik Wnt/B-catenin sinyal yolu. Kanonik Wnt
sinyalleri, meme bezi gelisimi ve meme tiimdrleri gibi birgok biyolojik ve patolojik
siiregte  Onemli roller oynar. Wnt ligandlari, recep-TrCP ile cat-katenin
ubiquitinasyonunu hafifleten, kivrilmis zar reseptorleri ve LRP'lerle baglanir. P-
katenin birikimi, niikleus translokasyonuna ve asagi akis transkripsiyonel
aktivasyonuna izin verir. DKK'lar ve SFRP'ler gibi Wnt sinyalinin inhibitorleri, -
katenin bozulmasina katkida bulunan tiimor baskilayicilar1 olarak islev goriir,
boylece B-katenin hedefleyen onkojenlerin transkripsiyonunu engeller.

kapali acik
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Sekil 4. Kanonik Wnt / -catenin sinyal yolu.
1.1.5.Hucre dizisi MDA-MB-231
MDA-MB-231 hiicre dizisi, metastatik bir meme adenokarsinomas: olan 51

yasinda beyaz bir kadin hastanin, plevral eflizyonundan elde edilen ve en sik

kullanilan, epitel, insan meme kanseri hiicre dizisidir (Valastyan ve ark., 2011).
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MDA-MB-231, 0strojen reseptori (ER) ve progesteron reseptori (PR)
ekspresyonu ve HER2 (insan epidermal blylme faktori reseptorli 2)
amplifikasyonundan yoksun oldugundan, oldukca agresif, istilact ve zayif
farklilagtirilmis ti¢lii negatif meme kanseri (TNBC) hiicre dizisidir (Cailleau ve ark.,
1978). Diger metastatik kanser hiicre hatlarina benzer sekilde, MDA-MB-231

hlcrelerindede, hiicre dis1 matriks proteolitik enzimlerce bozulmus durumdadir.

ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun eksikligi nedeniyle,
MDA-MB-231 hiicre dizisi baslangicta bir "bazal" meme kanseri hiicre dizisi olarak
siniflandirmakla birlikte, MDA-MB-231 hucre dizisinde, claudin-3 ve claudinin-4
proteinleri ile Ki-67 ¢ogalma biyobelirtegi daha az ifade edildiginden ve epitelyal-
mezenkimal gegis ile iliskili biyobelirtecler daha yiiksek ifade edildiginden, bu hiicre
dizisi claudin-diisiik molekiiler alt tipine ait kabul edilmektedir.

Uclii negatif meme kanseri, smirli tedavi segenegine sahip agresif bir meme
kanseridir. Bu nedenle bu meme kanserinin molekdler temelini anlamak, etkili yeni
ilag gelisimi i¢in oldukga onemlidir. Bu amagla yiiksek metastatik 6zellige sahip

MDA-MB-231 hiicre dizisi ile yapilan bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

MDA-MD-231 hiicre dizisi, kemik metastazi arastirmasi igin iyi bir arag olarak
belirlenmistir. Tercihen intraventrikiiler enjeksiyondan sonra farelerin kemiklerine,
beynine ve akcigerlerine metastaz yapan MDA-MB-231 hiicrelerinin alt klonlar1 da
izole edilmistir, bu nedenle bu hiicre hatti, metastazda rol alan genlerin ve yolaklarin

tanimlanmasinda sik¢a kullanilmistir (Liu ve ark., 2010).
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1.1.6.TMPRSS4

Transmembran proteaz, onceden TMPRSS3 olarak adlandirilan serin 4
(TMPRSS4) (Wallrapp ve digerleri, 2000), kromozom 11'in uzun kolunda (11g23.3)
lokalizedir ve bir serin proteaz kodlar. Bu gen 48,597 bg icerir ve 13 ekzon ile 12
introndan olusur. 18 farkli transkripti olusturulabilir, bunlardan 2'si nonsense aracili

!

degisir ve 8'1 protein Urlnine doniismez. Kalan sekizden iiclinde 5 ' veya 3 ' 'de
tamamlanmamis kodlama dizisi (CDS) bulunur ve kodon dizileri baslama veya
durdurma 6zelliklerine sahip degildir. Buna gére, TMPRSS4 geni tam CDS'ye sahip
bes izoformu kodlar. Kanonik protein (TMPRSS4-1) 437 amino asitten (tahmin
biiyiikliigii 48 kDa ve 130 ve 178 amino asidinde iki glikozilasyon bolgesi ile) olusur

(NCBI, Gene 1D: 56649).

TMPRSS4 proteininde proteolitik, kok, transmembran ve sitoplazmik bolgeler
bulunur (Antalis ve ark., 2010). Proteolitik bdlge ve aktivitesi, His, Asp ve Ser amino
asitlerini iceren bir "katalitik Us" varligina bagldir. Enzimatik aktivite, enzimin
Ozgiinliigiinii belirleyen bir substrat baglayici cep tarafindan da modiile edilir (Daly
ve ark., 1995). Kok bolge, TMPRSS4'te bulunan bir LDL reseptor sinif A alaninda
oldugu gibi farkl diizenleyici ve / veya baglayici alanlar igerebilir. (Netzel-Arnett ve
ark., 2003). Copeii reseptor alani ayrica kok bolgede bulunur. Bu alan
lipoproteinlerin, lipitlerin ve polisakkaritlerin baglanmasinda rol oynar (Min ve ark.,
2014). Kalan alanlar, transmembran bodlgesinden ve kisa bir sitoplazmik kuyruktan
olugsmaktadir. Bu sitoplazmik kuyrugun islevi heniliz tam olarak bilinmemekte olup,
hicre sinyalizasyonunda ve hiicre iskeletine baglanmada is gordigi
diistiniilmektedir. TMPRSS4, tek gecisli bir tip II membran proteinidir. C
terminalinde (peptidaz S1) bir serin proteaz bolgesi, ardindan bir temizleyici reseptor
sistein bakimindan zengin bolge (SRDR) ve diisiik yogunluklu bir lipoprotein
reseptoriic A smifi bolge icerir. Serin proteaz alanindaki H, D ve S sirasiyla ii¢

katalitik tortu histidin, aspartat ve serinin konumunu gosterir (Antalis ve ark., 2010).
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Sekil 5. TMPRSS4 yapisinin sematik diyagrami

Aktif TMPRSS4 proteaz domeni, kiiltiirdeki hiicrelerden salinabilir ve
sartlandirilmis ortamda bulunur (Passero ve ark., 2012). Bu ilging bulgu, ¢ozulebilir
parcalarin  timor tasiyan hastalarin  serumunda tespit edilebilebilecegini ve
dolayisiyla TMPRSS4'Un invasif olmayan bir teshis biyobelirteci olarak

kullanilabilecegi olasiligini ortaya koymaktadir.

TMPRSS4 proteini, matriptaz, furin veya stromelisin proteazlari gibi kanserde
Klinik potansiyeli olan yeni bir adaydir. TMPRSS4 temel olarak hem embriyo
gelisiminde hem de kanser gelisiminde rol almaktadir. Zebra baligi embriyosunda
organogenez igin gerekli oldugu disiiniilmektedir. Ciinkii morfolinolarda,
TMPRSS4’iin  susturuldugu bir c¢alismada, patolojik bir iskelet kasi olusumu,
yavaglayan kalp atis1 ve dejenere olmus bir vaskiiler sistem dahil olmak {izere doku
gelisimi ve hiicre farklilasmasinda ciddi kusurlara neden oldugu gosterilmistir. Bu
sonug, TMPRSS4'lin organ gelisiminde rol alan adhezyon molekiillerinin aktivitesini

degistirebilecegini diisiindiirmektedir (Ohler ve ark., 2011).
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1.1.7.MAGE-A3

MAGE-A3 geni, MAGE-A gen ailesinin bir (yesidir. Bu ailenin Uyeleri,
birbirlerine %50 ile %80 oraninda 6zdeslik goésteren proteinleri kodlar. MAGE-A
genleri, Xq28 kromozomal konumunda kiimelenir (NCBI, Gene ID: 4102).

MAGE-A3 ile iliskili hastaliklar arasinda Melanom ve Okiiler Melanom
bulunur. ilgili yollar1 arasinda NF-kappaB Sinyali vardir. Bu genin 6nemli bir
paralojisi MAGE-A6' dir. Melanom antijen (MAGE) ailesi, ¢ogu kanserde yiiksek
oranda eksprese edilen ve tumor olusumunda kritik rol oynayan kanser-testis
antijenlerini kodlayan 60'tan fazla genden olusur. Bununla birlikte, bu protein
ailesinin biyokimyasal ve hiicresel islevlerinin ¢ogu belirsiz kalmistir (The Human

Protein Atlas, MageA3).
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2.MATERYAL VE METOD

2.1.HUCRE KULTURU
Besiyeri, RPMI-1640 icerisinde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %l

Penicilin/streptomisin olacak sekilde hazirlandi.

Hiicre Soylarmin Stoktan Cikartilmasi: Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla
kriyovialler -80°C den alinarak sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii. Hiicre
siispansiyonu; ilgili hiicrenin biiyiitiilmesinde kullanilan besiyeri icerisine alinarak
falkon tlp, 21°C 800 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve hiicre peleti tizerine 1 ml besiyeri ilave edilerek htcrelerin sispansiyon hale
gelmesi saglandi. Hiicre siispansiyonu, igerisinde Sml besiyeri bulunan 25 cm?’lik

flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO2 iceren ortamda inkibe edildi.

e f e

Sekil 6. MDA-MB-231 hiicre dizisi

Besiyeri Degistirme: Flask icerisindeki besiyeri uzaklastirilarak 1X PBS; 25
cm?’1ik flask icerisine 2 ml, 75 cm?’lik flask icerisine 4 ml ilave edildi ve hiicrelerin
ylzeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra 25

cm?’lik flask igerisine Sml, 75 cm?’lik flask icerisine 10 ml taze besiyeri eklendi.
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Hiicre Soylarmin Pasajlanmasi: Hiicre soylari, flask yiizeyini %60-70
kapladiklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan
arindirilmast icin 25 cm?’lik flask icerisine 2 ml 1X PBS ilave edildi ve hiicrelerin
ylzeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari igin
0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu kullanild1 ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li
ortamda 5dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildig
kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kat1 kadar besiyeri ilave
edildi. Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina
zarar vermeye baglamasi engellenmis olundu. Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu,
icerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip igerisine alindi. 21 °C 800 rpm’de
5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre
peleti 1ml besiyerinde ¢oziindiikten sonra hiicre stispansiyonu 75 cm?lik flasklara
alinarak 37°C’de, %5 CO2 igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler

istenilen sayiya gelene kadar gogalmalar1 saglanmig oldu.

Hiicre Soylarmin Stoklanmasi: Hiicreler konfluent olduklarinda flask
icerisindeki besiyeri aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile
hafifce yikandiktan sonra PBS aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask
yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi.
Hicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibasyona birakildi. Mikroskopla
bakildiginda flask yilizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe
edilmesi i¢in on kati kadar besiyeri ilave edildi. Flask icerisindeki hiicre
slispansiyonu icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisine alinarak 21
°C 800 rpm’de 5dk santrifiij yapildi ve sonra siipernatant kisim aspire edildi. Pelet
uzerine her bir kriyovial igin 1.5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO +5 ml FBS
+40 ml DMEM) karanlik ortamda ilave edilerek hiicre silispansiyonu kriyovialler

icerisine dagitildi ve hemen -80°C’ye kaldirildi.

Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi: Hiicre sayiminda; tripsinizasyon islemi
sonucunda elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 ul alind1 ve {izerine esit miktarda
%0,5 tripan konarak iyice karigmalar1 saglandi. Bu karigimdan 10pl alinarak thoma

lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi.
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Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak Iml besiyerinde ne kadar hiicre

oldugu hesaplandi.

2.2. TOTAL RNA IZOLASYONU

RNA izolasyonu: Kiiltiirlenmis 1 x 10° hiicreden total RNA elde etmek igin,
Omega Biotek marka, R6834 katalog numarali RNA izolasyon kit tiriinii kullanildu.

Kit iceriklerinden olan trizol TRK soliisyonuna ¢eker ocakta 1 mililitre/20
mikrolitre beta-merkaptoetanol ilave edilerek isleme baslandi. Trizol hcre
bilesenlerine zarar vermeyerek proteinleri denatiire etmek i¢in kullanildi. Beta-
merkaptoetanol distilfit baglar1 kirarak ii¢ boyutlu yapiy1 bozmaktadir. Ardindan 1
mililitre besiyeri icerisindeki hiicre stispansiyonuna 350 mikrolitre TRK soliisyonu
eklendi ve 21G olgiilii 5 mililitrelik steril siringali enjektor ile 10 kez mekanik olarak

homojenizasyon yapildi.

500 mikrolitre %70’lik etil alkol ilave edilerek vortekslenen hiicre lizatindan
700 mikrolitresi, kit komponentlerinden olan spin kolonlu koleksiyon tipine
aktarildi. Ornek, 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve koleksiyon tiipiine inen sivi
bosaltilip santifiij tekrar yapildi.

Kit igeriginde olan RNA Yikama Tamponu I’den 500 mikrolitre kolonlu tlipe
eklenerek 10.000 g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Tiipe inen sivi bosaltilip ayni
santrifiij, bu kez %99’luk etil alkol ile diliie edilmis RNA Wash Buffer [I’den 500
mikrolitre eklendi ve tekrarlandi. Bu islem bir kez daha yapildi. Herhangi ekleme

yapilmadan sadece santrifiij tekrarlanarak tlipe inen siv1 bosaltildi.

Kolonlu tiip, koleksiyon tiipten ayrilip kitte mevcut olan yeni bir koleksiyon

tiiptine oturtuldu ve bir ekleme yapilmadan 10.000 g’de 3 dakika santrifiij edildi.
Kolonlu tiip, bos 1,5 mililitrelik santrifiij tlipline alind1 ve 60 mikrolitre kitte

mevcut olan niikleazdan arindirilmis steril distile su eklenerek 10.000 g’de 2 dakika

santrifiij yapildi. Elde etmek istedigimiz RNA’ -80 °C kaldirild1.
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RNA konsantrasyon ve saflik oranini 6lgmek igin, “SPECTROstar Nano
absorbance plate reader” cihaz1 ve LVis Plate fonksiyonu kullanildi. LVis Plate’teki
ornek Olglim noktaciklarina 2 mikrolitre RNA koyuldu ve OD ve konsantrasyon

Olctimii 1. Tablodaki gibi yapildi.

Tablo 1. izole edilen RNA 6rneklerinin saflik ve konsantrasyon sonuglar

Blank: Su
- Konsantrasyon
Ornek OD Olgiimii | (ng/mL)
MDA-

1 MB-231 1,88 61,59

2.3.cDNA SENTEZI

cDNA Sentezi: ¢cDNA sentez igin ¢alismamizda Qiagen marka QuantiTect
Reverse Transcription Kit tirtinii kullanildi. 10 mikrolitre RNA 6rnekleri, 65 °C 5
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 5 dakika yaklasik olarak 4 °C buzda bekletildi.

5 mikrolitre 5X konsantrasyonlu reaksiyon tamponu, 2 mikrolitre
deoksinukleozit trifosfat (ANTP) cozeltisi, 5,25 mikrolitre randomize primerler, 0,5
Molar RNaz inhibitori, RNA’nin ikincil yapisint olusturan baglari kirmak i¢in 1,25
Molar dikloro difenil trikloroethan (DTT), 1 Molar ters transkriptaz (reverse
transcriptase, RTE) enzimi ve 10 mikrolitre RNA 6rnekleri ilave edilerek reaksiyon
tipl 25 °C 10 dakika, 50 °C 60 dakika ve 85 °C 5 dakika olarak 75 dakikalik

reaksiyon yapildi. Reaksiyon bitiminde ise cihaz tiipleri 4 °C sogutmaya ayarland.
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Tablo 2. cDNA reaksiyonuna eklenenler

Icerik Miktar Konsantrasyon
5X Reaksiyon tamponu Sul 1X
dNTP 2l 100 mM
Randomize primerler 5,25 ul 100 pm
RNase inhibitoru 05M 0,5 mM
DTT 1,25 M 1,25 mM
RTE 1M 1M
RNA oOrnekleri 10 pl 3M
Toplam hacim: 25 pl 25 ul

Tablo 3. cDNA sentezindeki asamalar

cDNA Sentez Dongii Asamalari

Primer baglanmasi 65 °C 5 dakika, 4 °C 5 dakika
DNA polimerizasyonu 25 °C 10 dakika, 50 °C 60 dakika
Enzim deaktivasyonu 85 °C 5 dakika

2.4, KANTITATIF PCR

gPCR ¢alismasina ilk olarak genlerin ifade duzeylerini incelemek igin, 4.
Tablo’daki primerler tasarlandi.
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Tablo 4. Primer dizimleri

Genin Adi Primer Dizilimi

ACTB Forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
ACTB Reverse AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA
TMPRSS4 | Forward | CCTGGCGAGTATCATCATTGTG
TMPRSS4 | Reverse GATCGGTCCTTGGAGAGGCG

MAGE-A3 | Forward | AAGCCGGCCCAGGCTCGGT

MAGE-A3 | Reverse GCTGGGCAATGGAGACCCAC

Amplifikasyon i¢in, “Corbett Research Real-time PCR Thermal Cycler” cihazi
kullanild1 ve reaksiyon tupine 2X konsantrasyondaki Sybr Green (HibriGen marka,
mg-sybr-01-400 katalog numarali iiriin) igerikli reaksiyon karisimindan 10 mikrolitre
eklendi, reverse ve forward primerlerin her birinden 1,5 mikrolitre eklendi, 4 mikro

litre cDNA 06rnegi ve 4 mikrolite niikkleazdan armdirilmis su eklendi (5. Tabloya

bakiniz.) Reaksiyonun asamalar1 5. Tablodaki gibi yapildi.

Tablo 5. qPCR reaksiyonu icin eklenler

fcerik Miktar Konsantrasyon
2X SYBR Green Reaksiyon Karigimi 10 pl 1X

Forward Primer 1,5 pl 0,3 um
Reverse Primer 1,5 ul 0,3 um

Cdna 4 pl <500 ng

Su 4 ul

Toplam hacim: 21 ul
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Tablo 6. qPCR ddngsu

gPCR Doéngii Asamalari
Denattrasyon 94 °C 4 dakika

1. Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Cogalma 2. Baglanma 58 °C 30 saniye

3. Uzama 72 °C 30 saniye, Floresan okuma
Sonlanma 72 °C 10 dakika

X 36 DONGU
3.BULGULAR

3.1.GERCEK ZAMANLI PCR SONUCLARI
Asagidaki sekillerde TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerine ait Ct ve Tm grafikleri

gorulmektedir.

TR W W

Morm. Fluoro.

=1
[
[

0,00 4 TrreshobtEmem

0 65 70 7% 80 8 8 %

?_' § 10 15 il
Cycle

Adjust Scale...  Auto-Scale  DefautScale  Log, Scale Adjust Scale  Auto-Seale

Sekil 7. TMPRSS4 Ct ve Tm sonucu

Morm. Fluoro.

0251

000 veshebi— "

{/&,J § 10 15 il
Cycle

Sekil 8. MAGEA3 Ct ve Tm sonucu
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Tablo 7. Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglart

MDA-MB- Ekspresyon
231 Delta Ct Degisimi
Ortalama Ct | ACt 2"- AACt
degeri (MDA-MB-
231)
Beta-Actin 29,31
(house-keeping gen)
TMPRSS4 30,55 -0,32 0,82
MAGE-A3 22,2 8,03 12,46

Yapilan ger¢ek zamanli PCR analizinde, TMPRSS4 ve MAGE-A3 genleri ve referans
olarak kullanilan f-aktin geninin Ct degerleri hesaplamada kullanildi. Elde edilen

degerle her bir replikasyon dongiisiindeki artan veya azalan degisim kat sayisini

bulmak igin ise 2 tizeri negatif kuvveti alindi.

Tabloda, TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerinin Beta-Aktin genine kiyasla ekspresyon
seviyeleri gosterilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR analizi sonuglarina gére TMPRSS4
geni icin hesaplama sonug 1°den kiigiik oldugu i¢in 1/0,82 seklinde hesaplanmuistir.

Bu hesaplamaya gore ifade seviyesinde de -1,21 kat azalis gostermistir. Diger gen

2 —AACt

olan MAGE-A3 geninde ifade seviyesi ise 12,46 kat artis gézlenmistir.
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4.TARTISMA VE SONUC

TMPRSS4 kanserin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar ve 6zellikle meme
kanseri i¢in gen terapisinde kullanilabilecegi ileri siirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda
TMPRSS4 geninin ifade diuzeyi MDA-MB-231 hiicre hattinda qPCR yoOntemiyle
belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonrasinda elde ettigimiz bulgular literattrdeki
calismalarin tersi 6zellikte olup, gendeki ifade duzeyi BEAS-2B ye gore 1,21 kat

azalmstir.

Son yillarda TMPRSS4 popiiler bir aragtirma konusu olarak yer almaktadir.
TMPRS$4 ile ilgili verilerin ¢ogu, kanser gelisiminin ve metastazin arastirildig
calismalardan gelmektedir. TMPRSS4’{in asir1 ifadelenmesi, pankreas, yumurtalikta,
tiroid, kolorektal, akciger, meme, servikal, safra kesesi, gastrik ve karaciger

timorlerinde belirlenmistir (Li ve digerleri, 2011).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda farkli kanser tiirlerinde tespit edilen TMPRSS4
geninin agir1  ifadesinin, gen amplifikasyonu, kromozom diizenlenmeleri,
transkripsiyonel diizensizlikler veya diger mekanizmalara bagli olup olmadig: hala
bilinmemektedir. Li ve arkadaslarmin hepatokarsinom hiicrelerinde yaptigi bir
calismada, TMPRSS4'Un, ilk VEGF ve MMP-9 kaynakli hiicre yanit genlerinin
ifadesi normal seviyelere dondiiglinde, isinlanmadan 30 giin sonra gen ifade
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Arastiricilar TMPRSS4'tin asir1 ifadesinin, bu
hiicrelerin yayilmasi ve metastaz1 icin kritik olabilecegini belirtmislerdir (Li ve

digerleri, 2011).
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Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda, kolon, akciger ve meme kanseri hiicre hatlari,
TMPRSS4'in kanserlesme siiresindeki roliinii ortaya ¢ikarmak icin in vitro modeller
olarak kullanilmistir. Bu c¢alismalarda kanser hiicrelerinde TMPRSS4'iin asir1
ifadelenmesinin, tiimor invazyonu ve metastazint goOsteren bir biyobelirteg
olabilecegi belirtilmistir (Jung ve arkadaslari, 2008). Akciger ve kolon kanserlerinde
yapilan c¢aligmalarda ise, TMPRSS4'in inhibisyonun hiicre go¢iinii azalttig
belirlenmistir. Tersine, TMPRSS4 asir1 ekspresyonun, kolon kanserinde go¢ ve
istilay1 arttirdign sdylenmektedir. Ayrica TMPRSS4'e 6zgl shRNA ile transfekte
edilmis akciger kanseri hiicre hatlarinin proliferasyon oranlarinda bir inhibisyon

oldugu da bildirmistir (Larzabal ve ark. 2011).

Son aragtirmalar hiicre dongiistiniin, timor gelisiminde ve kanser tedavisinde
olumlu yanit almada 6nemli bir etken oldugunu géstermektedir. Hulcre dongusu,
timorin ilerlemesini ve kanserin tedaviye tepkisini azaltmak icgin aktif hale
getirilebilen koklesmis bir tiimor baskilama mekanizmasidir (Daiz Morelli ve ark.
2013) TMPRSS4’ {in kanser hiicre dongiisiindeki etkileri incelendiginde Assani ve
arkadaglarinin MDA-MB-468 meme kanseri hattinda TMPRSS4’iin inhibisyonunun
hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durudurulmasina imkan sagladigi ortaya ¢cikmistir

(Assani ve ark.,2019).

Kanser hiicrelerinde siklikla asirt ifade edilen TMPRSS4' n, kanser gen
terapisi (CGT) stratejileri  kullanilarak biyobelirteg olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. TMPRSS4 susturma isleminin, kanser proliferasyonunu azalttigi ve
asirt ekspresyonunun indUksiyonunun, bircok kanser hiicresi soy tirlerinde hiicre
proliferasyonunu arttirdigr bildirilmistir (Fan ve digerleri, 2018; Huang ve

digerleri,al., 2014; Lee ve arkadaslari, 2016; Jung ve arkadaslari, 2008).

Daha oOnce yapilan g¢aligmalar TMPRSS4’ iin akciger kanserli hastalarda
prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gOstermistir. Ayrica, meme kanseri
hicre poliferasyonunda TMPRSS4 susturma isleminin hiicre ¢ogalmasini azalttigini
gostermektedir (Fan ve ark., 2018). Chikaishi ve arkadaslar1 akciger kanseri
hastalarinda hastaligin tekrar edisinde bir biyobelirte¢ olarak yer aldigini
belirtmektedir (Chikaishi ve ark.,2016).
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Agresif meme kanseri hiicre hattinda yaptigimiz arastirma sonucunda
TMPRSS4 geninde azalma oldugu tespit edilmistir. Daha Once bahsettigimiz
caligmalarda TMPRSS4’iin biyobelirteg olarak kullanilabilecegi soylenmektedir.
Bizim agresif meme kanseri hiicre hattinda yaptifimiz arastirmada TMPRSS4’te
transkripsiyonel seviyede azalma oldugu tespit edildi. Arastirma sonucunda
azalmanin 1,21 kat oldugunu gozlemledik. Daha once bahsettigimiz ¢aligmalarda
TMPRSS4’iin agir1 ifadelendigi ve asir1 ifadelenme sebebiyle kanserli dokularin

tespitinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi sdylenmektedir.

Bu tezin konusunu olusturan diger hedef gen olan MAGE-A3 geni embriyonel
donemde ifade edilen bir gendir. Normal dokularda ¢ok fazla ifade edilmemekle
beraber erigkin erkeklerin testis germ hiicrelerinde ifade edilmektedir. Tip | MAGE
genleri beyin, meme, karaciger, akciger, yumurtalik, prostat, cilt, testis ve tiroid dahil

olmak tizere gesitli kanser tiplerinde yiiksek oranda ifade edilir.

Tip | MAGE ifadesi, gesitli kanser tiplerinde ifadesi yiiksektir ve hastalarda
kotii prognoz ile iliskilidir. Tip I MAGE geninin kanser testis antijenlerinin, kanser
hiicresinin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, tiimér olusumunu ve metastazi aktif
olarak arttiran onkojenik 6zellikler gostermektedir (Bolli ve digerleri, 2002; Brasseur
ve digerleri, 1995; Brichard ve Lejeune, 2007; Dhodapkar ve digerleri., 2003; Patard
ve arkadaglari, 1995).

Liu ve ark. 2008’de yaptig1 calismada insan tiroid karsinomu hiicreleri
kullanilarak ortotopik fare modeli olusturmuslardir. Arastirmada MAGE-A3’{in asir1
ifadesi saglanilarak fonksiyonel etkileri incelenmistir. Calismada meme kanserinde
risk faktorii olusturan fibroblast biiylime faktorii reseptér 2’nin de hedefi olan
stromal fibronektin baskilanmig ve MAGE-A3’lin ifadesinin arttigt goézlenmistir.
Stromal fibronektin timor hticrelerinde fazla ifade edilirse tiimor hiicrelerinde hizli
poliferasyon, invazyon ve metastaza engel olmaktadir. MAGE-A3’lin kanser
ilerlemesindeki roliinii anlamak i¢in fibroblast biiyiime faktorii reseptér 2’nin ve
stromal fibronektininde dahil olmak iizere ¢esitli sinyal yolaklarinda fonksiyonel

gorev aldigi sonucuna varilmistir. (Liu ve ark., 2008)
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Testis ve ¢esitli tiimorlerde ifade edilen kanser-testis antijeni MAGE-A3, uzun
zamandir immiinoterapi i¢in ideal bir hedef olarak kabul edilmektedir. Wang ve ark.
2018’de yaptig1 ¢alismada MAGE-A3’tin STAT]1 (transkripsiyon sinyal ileticileri ve
aktivatorleri 1) ekspresyonunu diizenledigini belirtmektedirler. MAGE-A3, MAGE-
A3’e 0zgli siRNAlar tarafindan susturuldugunda STAT1’in ifade diizeyinde artig
oldugu goriilmistiir. STAT1’in anti-tiimor bagisikligint arttirdigr bilinmektedir.
Tumor hicrelerinde MAGE-A3 ifadesi, anti-tiimor immiin yanitlarini inhibe ederek
tiimor immiin kagisinda katkida bulundugunu goéstermistir. Calismadaki bulgularin
MAGE-A3’lin  immiinoterapideki yeri ig¢in yeni stratejiler saglayacagi
diistiniilmektedir (Wang ve ark., 2018).

Bu c¢alismada MDA-MB-231 agresif meme kanseri hiicre hattinda MAGE-A3’iin
ifadesinde BEAS-2B’ye gore 12,46 kat artis goriilmiistiir ve daha dnce bahsettigimiz
caligmalarla uyumludur. Daha Once bahsettigimiz calismalarda Tip | MAGE
ifadesinin kanser hiicrelerinde timoér olusumunu, ¢ogalmasini ve metastazi aktif
olarak arttirmasindan dolayr MAGE-A3’liin meme kanserine etkisini ve kanser

gelisimini anlayabilmek icin daha detayl1 arastirmalara ihtiyag vardir.

Yapilan galismalara tersi olarak buldugumuz TMPRSS4 genindeki 1,21 kat
azalma bu gende yapilacak protein diizeyindeki arastirmalara ihtiyag oldugunu
gostermektedir. TMPRSS4 iin bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaya devam edilmesi
konusu arastirtlmalidir. TMPRSS4 ile ilgili verilerden ve yaptigimiz ¢aligmadan yola
cikilarak genin sinyal yolaklarindaki etkisinin arastirilmasina ihtiya¢ vardir. MAGE-
A3 ile ilgili verilerden ve yaptigimiz calismadan yola ¢ikilarak ileride yapilacak
caligmalar sonucunda MAGE-A3’tin immunoterapide hedef gen olabilecegi

ongorulmektedir.
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