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T.C
ISTINYE UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “HCT116 Kolorektal Karsinoma Hiicre
Hattinda Prostaglandin Endoperoksit Sentaz 2 (PTGS2) ve Keratin19 (KRT19) Gen
Anlatimlarinin  Transkripsiyonel Diizeyde Incelenmesi’” adli calismanim, proje
sathasindan sonu¢lanmasina kadar gegen biitiin siireglerde bilimsel etik kurallarina
uygun bir sekilde hazirlandigin1 ve yararlandigim eserlerin kaynaklar boliimiinde

gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Elif CINAR



OZET

HCT116 KOLOREKTAL KARSINOMA HUCRE HATTINDA
PROSTAGLANDIN ENDOPEROKSIT SENTAZ 2 (PTGS2) VE KERATIN 19
(KRT19) GEN ANLATIMLARININ TRANSKRIPSiYONEL DUZEYDE
INCELENMESI

Elif Cinar
Tibbi Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Program
Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Filiz SAGLAM
2020

Calismadaki amag; HCT116 kolorektal kanser hiicre hattinda prostaglandin
endoperoksit sentaz 2 (PTGS2), Keratin1l9 (KRT19) genlerinin transkripsiyon
diizeyindeki gen anlatimlarinin belirlenmesi ve karsilastirilmasidir. Bu c¢alismada
hiicre kiiltiirii teknikleri, yar1 manuel kit ile RNA izolasyonu, termal dongii cihazinda
cDNA sentezi ve es zamanl kantitatif PCR yontemleri kullanilmistir. Kiiltiire edilen
kolon hiicre hattindan total RNA izole edilip enzimatik olarak tamamlayici DNA’lara
doniistiiriilmiistiir. Son olarak PTGS ve KRT19 genlerine 6zgii tasarlanan primerler
ile es zamanli1 PCR yapilmustir.

Sonug olarak gercek zamanli PCR sonuglarinin delta delta Ct hesaplamasi ile
HCT116 hiicre hattinda KRT19 gen ifadesinde 93,7 kat artis oldugu; PTGS2 gen
ifadesinde ise 5,88 kat azalma oldugu saptanmigtir. PTGS2 ve KRT19 genlerinin
kolorektal kanser gelisiminde rol alabilecegi ve ileride yapilacak detayl ¢aligmalarla
prognostik dneme sahip olacagi 6n goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal karsinoma, gPCR, PTGS2, KRT19



ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL EXAMINATION OF GENE PROSTAGLANDIN
ENDOPEROXIDE SYNTHASE 2 (PTGS2) AND KERATIN19 (KRT19)
EXPRESSION IN HCT116 COLORECTAL CARCINOMA CELL LINE

Elif Cinar
Medical Biology and Genetics Master Program
Advisor’s: Asst. Prof. FilizSAGLAM
2020

The purpose of the study; HCT116 is the determination and comparison of
gene expression at the level of transcription of Prostaglandin Endoperoxide Synthase
2 (PTGS2), Keratin19 (KRT19) genes in colorectal cell line. In this study, cell culture
techniques, RNA isolation with semi-manual kit, cDNA synthesis in the thermal loop
device and simultaneous quantitative PCR methods were used. Total RNA was
isolated from the cultured colon cell line and transformed into complementary DNA
enzymatically. Finally, PCR was performed simultaneously with the primers
designed for PTGS2 and KRT19 genes.

As a result, there was 93,7 fold increase in KRT19 gene expression in the
HCT116 cell line with the delta delta Ct calculation of the real-time PCR results;
PTGS2 gene expression was found to be 5,88 time less. It is predicted that PTGS2
and KRT19 genes may play a role in the development of colorectal cancer and will
have prognostic significance with future studies.

Keywords: Colorectal carcinoma, gPCR, PTGS2, KRT19
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GIRIS

Kolon kanserinde karsinogenezi dolayli yoldan etkileyen genlerdeki ifade
degisimlerinin anlagilmasi, kanserin baslangi¢ mekanizmasimin anlasilabilmesi
acisindan oldukca dikkat ¢ekici ve Onemli bir konudur. Meydana gelen
mutasyonlarin yanm1 sira, karsinogeneze etki ettikleri bilinen genlerin ifade
diizeylerinin saptanmasi, yeni inhibitorlerin ve antikor bazli ilaglarin gelistirilmesi
icin ve ilag hedefi olabilecek reseptorlerin belirlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bu
calismadaki amag; karsinogeneze etkileri oldugu bilinen KRT19, PTGS2 genlerinin

anlatim diizeylerinin transkripsiyonel diizeyde arastirilmasidir.

1. GENEL BILGILER
1.1. KOLON KANSERI

Kanser, viicuttaki kontrolsiiz hiicre biiyiimesinin bir sonucu olarak gelisir.
Viicudumuzun hemen hemen her yerindeki hiicreler kanserli hale gelebilir ve diger
bolgelere yayilabilir.

Kolon veya rektum kaynakli kanserlere kolorektal kanser denir. Bu kanserler,
kaynaklandiklar1 bolgeye bagl olarak dogrudan kolon kanseri veya rektum kanseri
olarak adlandirilabilse de, paylastiklar1 birgok 6zellik nedeniyle ortak bir grup i¢inde
distiniiliirler.

Kolorektal kanser kadin ve erkekler arasinda teshis edilen en yaygin tigiincii
kanser tiridir (Siegel ve ark., 2017). Kolon epitel hiicrelerinde onlart
adenokarsinomlara doniistiiren genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesinden
kaynaklanir.

Karsinogenezdeki ilk asama kolon veya rektumun i¢ tabakasindaki polip adi
verilen bilyiimelerdir. iki ana polip tipi ise adenomatdz polipler (adenomlar) ve
hiperplastik ve enflamatuar poliplerdir. Adenomlar, kansere doniigebildiginden,
kanser oOncesi lezyonlar olarak kabul edilir ve kolorektal kanserlerin %95’ini

olusturur.



Kolon kanseri, insan saghigini tehlikeye atan yaygin bir malign tiimordiir.
Morbidite ve mortalitesi yildan yila artmaktadir. Tedavisi ile ilgili aragtirmalar da
stirekli ilerlemektedir. Kolon kanseri patogenezi iizerine yapilan arastirmalarin
derinlestirilmesi ile tedavi, cerrahi ve kemoradyoterapiden bireysel tedavi kavramina
kaymistir. flerlemis kolorektal karsinoma hastalar1, 6zellikle metastazi olanlar igin
etkili bir tedavi yontemi yoktur (Punt ve ark., 2017; Torring ve ark., 2019; Spartalis
ve ark., 2019).

1.1.1. Epidemiyoloji

Bir kalin barsak hastaligi olan kolorektal kanser, erkeklerde akciger ve
prostat, kadinlarda ise akciger ve meme kanserinden sonra en sik goriilen kanser
tirtidiir. Giincel olarak 1,8 milyon tani ile toplam kanser vakalarinin %10,2’sini
olusturmaktadir (Bray ve ark., 2018).

Kolorektal kanser kadinlar ve erkekler birlikte degerlendirildiginde 3. en
stk goriilen kanser tlrtidiir. Diinya genelinde erkeklerde en ¢ok tani konulan ve
6lime sebep olan kanser tiirii akciger kanseriyken, ardindan prostat kanseri ve
kolorektal kanser gelmektedir. Kadinlarda ise meme kanseri insidans ve
olimciillik agisindan ilk sirada yer alirken, akciger kanseri ikinci sirada ve
kolorektal kanser %9,5 ile tiglincii sirada yer almaktadir (Bray ve ark., 2018).
2015 yihi Tiirkiye kanser istatistiklerine gore Tiirkiye’de hem kadinlarda hem de
erkeklerde 3.sirada goriilmektedir. Kadinlarda 14,4/100.000 ve erkeklerde
23,1/100.000 sikliginda goriilmektedir (TUIK, 2015).

1.1.2. Kolorektal Kanser Asamalari

Kolorektal kanser, "tekrarlayan" ad1 verilen besinci asama ile birlikte dort
ayr1 asamada siniflandirilir. Amerikan Kanser Ortak Komitesine gore, her asama
bes yillik sagkalim oranlart ile farkli tedavi seceneklerine sahiptir
(http://www.cancerstaging.org).

Asama 0; kolonun mukozal astarinda poliplerin olustugu kolon kanserinin
cok erken asamasidir. Kolonoskopi sirasinda polipler polipektomi ile tamamen
ortadan kaldirilir. Bu, kolon kanserinin ileri evrelerinin ortaya ¢ikmasini onler.

Asama I; bu asamada polip bir tiimore doniisiir ve mukozanin i¢ astarini
isgal eder. Genellikle cerrahi, dokularin kanserli kisminin kanserli olmayan
kisimdan ayrildig1 bu asama kolon kanserini tedavi etmek i¢in ana segenektir. Bu

asamada kolon kanseri tespit edilirse sagkalim oran1 %95 civarindadir.
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Asama II; Bu asama, kanserin kas tabakasina veya kolonun en dig
tabakasina veya kolonun 6tesine yayilmasina bagl olarak Asama ITA, Asama 11B
ve Asama IIC olarak alt kategorilere ayrilir. Rezeksiyon cerrahisi kolon
kanserinin bu evresini tehdit eden tek secenektir ve bu evrede hastalarin
sagkalimi1 % 85'tir.

Asama III; kolon kanseri bu asamada kolonun tiim duvarina ve ayrica
cevresindeki lenf diigiimlerine yayilmistir ve sagkalim orami yaklasik %30-60't1r.
Kanserin bu asamasi, kanserin kolonun ve ¢evresindeki lenf diiglimlerinin ig, orta
ve dis tabakasina yayilmasina bagli olarak evre III a, b ve c'ye ayrilir. Ameliyatla
birlikte, bu kanseri tedavi etmek i¢in kemoterapi ve diger tibbi tedavi gereklidir.

Asama IV; bu asamada kanser, karaciger, yumurtalik, testis, bagirsaklar
gibi viicudun diger boliimiine / organina yayilmistir. Hayatta kalma orani sadece
%3'tlir. Cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, radyasyon tedavisi uygulanir.
Kolonoskopi, rutin kontrollerinde 50 yas ve istii igin onerilir (Heidelbaugh ve
Tortorello, 2012).

1.1.3. Kolon Kanserinde Risk Faktorleri

Kolorektal kanser riskini arttiran semptom ve bulgular timoriin
lokalizasyonu, makroskopik yapisi timoriin yayilim derecesi ve kanama,
perforasyon ve tikanma gibi komplikasyonlarin olusumuna goére degisir. Kolon
kanserlerinin baglangici barsak i¢indeki hiicre biiyiimeleri yani poliplerdir. Cogu
adenoma kdkenlidir ve karsinomaya doniisiir (Steele ve Mayer, 1991).

Primer kolorektal kanserlerin %95’ini adenokarsinomlar olusturur. Kolon
kanserlerinin %601 distal kolonda, tiim kolorektal kanserlerin yaklasik %30’u
rektumda, %20’si sigmoid kolonda yerlesir ve siklikla proksimale gittikce azalir
ancak ¢ekumda hafifce artarak %25’lere ulagir (Noyan ve ark., 1988; Shrock, T.,
1989; Muslumanoglu, M., 2000; Onuk ve Tekin, 2000).

Kanser oraniin %75’ini higbir risk faktorii bulunmayan sporadik kanser
olgulart olusturur (Shelton ve Wong, 1999). Adenomat6z polipler basta olmak
izere, hemartomat6z ve jiivenil polipozis sendromlarinda da kolorektal kanser
riski artar (Desai ve ark., 1995; Spigelman ve ark., 1989). Meme, over ve uterus
kanserlerinde kolorektal kanser gelisme riski iki kat artmistir (Rosen ve ark.,
1986).



Kolorektal kanser riskini arttiran bazi risk faktorleri oldugu c¢esitli
aragtirmalar ile gosterilmistir. Bazilar1 diyet ve yasam tarziyla ilgili faktdrlerden
etkilenirken, bazilar1 genetik yatkinlikla iliskilidir. Diger bir risk faktorii, Crohn
veya llseratif kolit gibi uzun siiredir devam eden inflamatuar barsak
hastaliklarinin (IBD) varhigidir. Baz1 ¢aligmalar, sigara igmek, alkol kullanimi,
yiiksek oranda yagl {iriin, diisiik oranda posali yiyecek tiiketimi, diisiik fiziksel
aktivite ve obezitenin dahil oldugunu dogrulamistir. Ek olarak, bircok risk
faktoriiniin bir kombinasyonunu igeren kolon kanseri patogenezi tam olarak
anlagilamamistir ve bu alanlarda arastirma c¢alismalari devam etmektedir (Le
Marchand ve ark., 1997; Slattery, M.L., 2004; Xie ve ltzkawitz, 2008; Rothwell
ve ark., 2010; Agnoli ve ark., 2013).

1.1.4. Kolorektal Kanser Molekiiler Mekanizmasi

Kolorektal kanserler, cesitli genomik ve epigenomik degisiklikler ile
karakterize olan bir grup molekiiler olarak heterojen hastaliklar1 temsil eder (De
Souza ve ark., 2013; Sadanandam ve ark., 2013; Giannakis ve ark., 2014; Zhang
ve ark., 2014; Carethers ve Jung, 2015; Guinney ve ark., 2015; Phipps ve ark.,
2015; Sinicrope ve ark., 2015; Becht ve ark., 2016; Ravindranath ve Cadigan,
2016; Sinicrope ve ark., 2016; Boudjadi ve ark., 2017; Chang ve ark., 2017; Lee
ve ark., 2017; Marmol ve ark., 2017; Vu ve Datta, 2017). Genomik ve
epigenomik instabilite, neoplaziyi normal kolon epitelinden ayirir ve kolorektal
karsinogenezin en belirgin 6zelligidir (Hanahan ve Weinberg, 2000; Little ve
ark., 2008).

Anahtar molekiiler biyobelirtegler, kolorektal kanserlerin biyolojik
heterojenligini anlamak ve prognoz, tedavi yaniti ve niiks riskini tahmin etmek
icin kullanilabilecek alt tipleri siniflandirmak agisindan onemlidir. Bu temel
molekiiler 6zellikler veya yollar potansiyel olarak kisisellestirilmis tedaviler i¢in
hedefleri temsil edebilir (Inamura, K., 2018).

Mevcut molekiiler smiflandirma modellerinin  ¢ogu Mikrosatellit
Kararsizligit (MSI), kromozomal kararsizlik (CIN) ve CpG adast Metilator
Fenotipi (CIMP) iizerine dayanmaktadir (Gyparaki ve ark., 2013; Schweiger ve
ark., 2013).



En yaygin genomik instabilite sekli, kolorektal kanserlerin %85’inde
bulunan CIN vyani kromozomal kararsizliktir (Grady ve Carethers, 2008).
Anoploidi veya poliploidi varligi ile taninabilen kromozomal instabilite, sayisal
kromozom degisikliklerinin veya kromozomlarin ¢oklu yapisal sapmalarinin
varlig1 olarak tanimlanir. Akis sitometrisi, kargilastirmali genomik hibridizasyon,
biitlin ekzom dizilimi ve yiiksek yogunluklu SNP dizileri dahil olmak iizere
cesitli tekniklerle degerlendirilir (Grady ve Carethers, 2008; Walther ve ark.,
2008; Wang ve ark., 2014).

Kolorektal kanserde CIN nedenlerini belirleme konusunda &nemli
ilerleme kaydedilmesine ragmen, altta yatan mekanizmalar bilinmemektedir
(Vogelstein ve ark., 1988; Lengauer ve ark., 1998; Pino ve Chung, 2010). Olas1
mekanizmalar arasinda kromozom ayrimi, telomer disfonksiyonu ve TP53 ve
APC gibi kritik genleri etkileyen DNA hasar1 yanitindaki degisiklikler bulunur.
Ana hiicre dongiisii kontrol noktasi geni olan TP53’lin fonksiyon kaybi
mutasyonlari, hiicre dongiisiinde kontrolsiiz girise neden olur (Pino ve Chung,
2010). Kromozomal segregasyondaki kusurlarla iligkili olan APC mutasyonlari
(Fodde ve ark., 2001), CIN (Pino ve Chung, 2010) ile de gii¢lii bir sekilde
baglantilidir ve bu nedenle kromozomal instabiliteye yol agmasi ve kolorektal
kanserde, kanser oraninin ilerlemesini arttirmas: muhtemeldir. APC, WNT sinyal
yolunun bir pargasini olusturur ve inaktivasyonu, hiicre proliferasyonunda artigla
sonuglanir. Bu nedenle, WNT sinyal yolu CIN kolorektal kanserlerde bekgi rolii
oynar. WNT proteinleri, embriyonik indiiksiyon, hiicre polaritesi olusturma,
yetiskin homeostazinin korunmasinda da dahil olmak {izere cesitli gelisimsel
stireclerde 6nemli rollere sahip, yliksek glikolize edilmis, salgilanmis proteinlerin
bir ailesidir.

Mikrosatellit karasizligi (MSI), kolorektal kanser vakalarmin yaklagik
%?22’sinde pozitiftir. Kolorektal kanserler genellikle CIN tiimorlerinden karsilikli
olarak diglanmis sayilir ¢ilinkii tipik olarak bir diploid karyotip gosterirler ve
CIN’de goriilenlerden farkli bir dizi farkli gen mutasyonlar: tasirlar. Kolorektal
kanserler, hem CIN hem de MSI’y1 gosteren bir kolorektal kanser alt kiimesi
olarak goriilmektedir. Mikrosatellitler, DNA replikasyonu sirasinda c¢erceve
kaymas: mutasyonlarina ve baz cifti ikamelerine egimli kisa tekrarlayan DNA
niikleotit sekanslaridir. CIN’nin aksine MSI’nin altindaki mekanizmalar nispeten

1yl anlagilmistir ve genellikle DNA Yanlis Eslesme Onarimi (MMR) ailesindeki
)



genlerin normal olmayan DNA metilasyonu veya somatik mutasyon ile
inaktivasyonunu igerir (Grady, W.M.,2004). Ayrica, kalitsal kanser sendromu
olan bireyler, Lynch Sendromu, neredeyse sadece MSI kolorektal kanserleri
gelistirir, ¢linkii bunlar, MLH1, MSH2, MSH6’y1 iceren MMR genlerinden
birinde germline mutasyonlara sahiptir. Buna karsilik, sporadik MSI kolorektal
kanserlerin tirtikli neoplazia yolu ile iliskili oldugu ve siklikla BRAF/V600E
mutasyonlart  tagidigi, MMR genlerinde (Lynch Sendromu) germline
mutasyonlarindan kaynaklanan kanserlerde BRAF mutasyonunun olmadigi
bilinmektedir (Wang ve ark., 2003; Domingo ve ark., 2004).

MSI, tiimor hiicrelerinde artmis somatik mutasyonlara neden olarak,
yiikksek tiimor mutasyon yiikii, neoantijen ekspresyonunun artmasi ve bol
miktarda timor barindiran lenfositler dahil olmak iizere molekiiler ve biyolojik
degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler, kontrol noktasi inhibitor ilaglarina
duyarliligin artmasi ile iliskilidir (Llosa ve ark., 2015; Gargiulo ve ark., 2016;
Gelsomino ve ark., 2016; Overman ve ark., 2017).

CIMP’den sorumlu olan epigenetik kararsizlik, kolorektal kanserlerin bir
baska gecerli ozelligidir. CIMP-pozitif tiimdrlerin 6nemli 6zelligi, kanserle
iligkili genlerin promotdrlerinin hipermetilasyonudur. Bu olay genetik sessizlige
ve protein ekspresyonunun olmamasina yol agar. Kolorektal kanserlerde genetik
ve epigenetik degisimler birlikte olabilir, ancak metilasyon farkliliklar1 nokta
mutasyonlarindan daha sik goriiliir. CIMP’nin tanimlari, CIMP-pozitif ve CIMP-
negatif i¢in incelenen metilasyon odaklar1 ve kesme degerleri ile ilgili ¢alismalar
arasinda biiyliik olgiide degismektedir. CIMP durumunun kolorektal kanser
prognozu ile herhangi bir iligkisi mevcut degildir. APC mutasyonlar1 ve
WNT/CTNNBI sinyal yolunun aktivasyonu, CIMP ile ters iliskilidir (Jia ve ark.,
2016).

KRAS geni, kolon kanseri ve adenomlarda en sik gozlenen aktive edici
onkogendir. Bu gen hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonunda rol oynar ve 1 cm’den
kiigiik adenomlarin %10’undan daha azinda, 1 cm’den biiyiikk adenomlarin
yaklasik %50’sinde mutasyona ugramis haldedir (Kumar ve ark., 2005).

KRAS geninin 12,13 ve 61. kodonlarindaki nokta mutasyonlari, kolorektal
kanserli vakalarin yaklasik %30-40’inda pozitiftir ve toplamda yaklasik 85
KRAS mutasyonu tanimlanmistir. KRAS 1in bu farkli molekiiler fenotipleri,



makroskopik fenotipi degistirebilecek farkli karsinogenez yollarina neden olabilir
(Corso ve ark., 2013).

VEGF endotel hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve vaskiiler
gecirgenlikte rol oynayan proanjiyonik bir faktérdir (Lee ve Chan, 2011).
Ifadesindeki artis kotii prognoz, preoperatif radyoterapiye diisiik yanit ve

tekrarlama olasiligi ile iliskilidir (Zlobec ve ark., 2013).

1.2.HCT116 HUCRE HATTI

Bu ¢alismada American Type Tissue Culture Collection (ATCC) firmasindan
temin edilen HCT116 kolorektal karsinoma hiicre hattt deney grubu olarak
kullanilmastir.

Brattain ve ekibi tarafindan 1981 yilinda kolorektal karsinomali yetiskin
erkek hastalarin tiimorlerinden elde edilmis olan bir hiicre hattidir. HCT116 hiicre
hatt1 transfeksiyon i¢in uygun bir konaktir ve kiiltiir ortaminda adherent ¢ogalirlar.
Transformin growth factor beta 1 (TGFB1) ve beta 2 (TGFB2) ekspresyonu
pozitiftir. Bu hiicre hatti, ras proto onkogenin 13. Kodonunda bir mutasyona sahiptir

ve bu 6zelligi sayesinde PCR analizleri i¢in pozitif bir kontrol olarak kullanilabilir.

(ATCC CCL-247)

1.3.PTGS2 ve KRT19 GENLERI

PTGS2 veya COX2 olarak kisaltilan Prostaglandin Endoperoksit Sentaz-2
veya Siklooksigenaz-2 geni, GRCh38.p12 (NCBI, Genome Referance Consortium
Human Build 38 patch release-12) konumunda ve enzim yapida protein kodlayan bir
gendir (NCBI, Gene 1ID:5743). PTGS2, prostaglandin biyosentezinde hem
dioksijenaz hem de peroksidaz olarak gorev yaparak aragidonik asidin son {iriinii olan
Prostaglandin-E2 (PGE2)’ye donistiiriilmesinde anahtar enzimdir. PTGS2 enzimi
arasidonik asidin Prostaglandin-G2’ye, ardindan Prostaglandin H2’ye doniisiimiinii
katalizler. Daha sonra bu {irlin izomeraz enzimleri tarafindan Prostaglandin-E2’ye
dontistiriilir. PGE2, hiicresel hayatta kalimi aktive eden Niikleer Faktor-kappa B
(NF-kB) sinyal yolagindaki transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini arttirir. Aktive
olmus NF-kB sinyal yolagi ise Bcl2 anti-apoptatik proteininin transkripsiyonunu
arttirarak apoptozun inhibe edilmesine yol acar. Boylece, anormal sekilde yiikselen
PTGS2 ifadesi, PGE2 miktarini arttirarak karsinogeneze dolayli yoldan katki saglar
(Park ve ark., 2006).



PTGS2’nin ¢ogu solid timoér tipinde ifade edildigine dair giiglii kanitlar
vardir. Hiicresel ifadesi, karsinogenezin ilk evrelerinde, timor gelisimi ve invaziv
timor biiylimesi yoluyla artmistir (Ogino ve ark., 2008). PTGS2 ifadesinin meme
kanseri, safra yolu kanseri ve kolorektal kanser ile de iliskili oldugu bulunmustur
(Cox ve ark., 2004; Langsenlehner ve ark., 2006; Sakoda ve ark., 2006).

PTGS2nin ifadesi, ultraviyole 1stk RAS onkogeni, Interlokin-1 (IL-1),
epidermal biiyiime faktorii beta ve timor nekroz faktorii alfa ile indiiklenebilir.
Deksametazon ilaglar, antioksidanlar ve tiimor baskilayici protein p53 ise PTGS2
ifadesini baskilar (Zha ve ark., 2004).

Kanser ve lenf nodu metastazi, zayif farklilasma ve artmig timor biytikligi
gibi kotii prognoz indiikleyicileri ile iliskilendirilmistir. Ayrica, PTGS2 ’nin steroid
olmayan anti-enflamatuar ilaglar tarafindan inhibe edilmesi, gesitli kanserlere karsi
koruyucu bir etki ile iliskilendirilmistir. Steroid olmayan ilaglarin kullaniminin
ortaya c¢ikmasi aspirin ya da segici PTGS2 inhibitorleri kolorektal kanser riskini
azaltabilir. PTGS2 ’nin tanisal belirtegler veya ilag hedefi olarak tanilanabilecegi hala
belirsizdir (Daneau ve ark., 2010).

Sitokeratin ailesi, 20’den fazla farkli protein igerir ve asidik asit tip I ve temel
tip 1l olmak iizere iki alt gruba bolinmistiir. Temel tip keratinler KRT1 ila KRTS,
asidik tip keratinler, KRT9 ila KRT20yi igerir. Yapisal biitiinliigiinii korumanin yani
sira, keratinler hiicre sinyallesmesinde, stres yanitinda ve apoptozda dnemli rol oynar
(Coulombe ve Omary, 2002).

Keratinl9, tip | keratindir. 17q12-921 kromozom bdlgesinde bulunan keratin
19 (KRT19) geni, asidik tip I proteini olan CK-19’u kodlar (Paiva ve ark., 2011).

KRT19 transkripsiyonunun ER2/ERK/SP1 sinyal yolunun aktivasyonu ile
arttirildigt ve KRT19’un HER2 reseptorii translokasyonuyla sonuglandigi ortaya
cikmistir (Ju ve ark., 2015; Ohtsuka ve ark., 2016).

KRT19, epitelyal hiicrelerin ¢ogunda (Bartek ve ark., 1986) bol miktarda
eksprese edilen, ancak ilging bir sekilde, lenf nodu lenfositleri, periferik kan
hiicreleri veya kemik iligi hiicreleri (Traweek ve ark., 1993; Datta ve ark., 1994) ile
ifade edilmeyen ipliksi bir sitokeratin proteinidir. Ekspresyonu endotelyal hiicrelerde
ve fibroblastlarda da tespit edilmistir (Traweek ve ark., 1993).

Keratin 19, hematopoetik hiicrelerden epitelyal hiicreleri ayirmak i¢in keratin
8 ve keratin 18 ile birlikte kullanilir (Lu ve ark., 2010; Fortier ve ark., 2013).



Genellikle Anti-Ck19, kolon adenokarsinomlari, mide, pankreas, safra yollari,

karaciger ve meme dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli epitelyal maligniteler ile reaksiyona

girer (Eyken, V., 1991; Velden, L.A., 1993).

1.4.KANTITATIF PCR (gqPCR)

Real-time PCR DNA’nin ¢ogaltimint ve triinlerini tek bir tiipte belirlemeyi
mimkiin kilan bir metotdur (Gibson ve ark., 1996). Gen anlatiminin analizini
degistiren bu metot ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR
¢ogaltimmi goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir
cogaltma yontemidir (Bustin, S.A., 2000).

PCR dongiisii seri halde yapilan sicaklik degisimleri dongiilerinden olusur.
Her bir dongii 3 adima ayrilabilir:

e Denatiirasyon: 95 °C’de ¢ift iplikli DNA sarmalinin ayrilmasi,

e Primerlerin baglanmasi: Primerlerin 50-60 °C’de hedef DNA’ya hizalanmasi,

e Uzama ya da polimerizasyon: 68-72 °C’de, DNA’ya karsilik gelen
dNTP’lerin baglanmasi.

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinda “°SYBR Green I’
yontemi glinlimiizde oldukca sik kullanilmaktadir. Bu yontemde kullanilan floresan
boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa
paralel olarak real-time PCR cihazinda okunan floresanin da miktar1 es zamanl
olarak artar. Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii,
primerler ve °SYBR Green I’ boyas1 bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA
molekiilii ¢cok az bir floresan 151ma yapar. Primerler baglanip uzama basladiginda
boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baglar.

Baslangictaki dongii boyunca sinyal zayiftir; iiriin miktar1 arttikca floresan
miktar1 hizla artar ve bu artis ‘’real-time’” cihazinin monitoriinden izlenebilir
(Kubista ve ark., 2006). Floresan sinyalin esik degerini astig1 noktadaki dongii sayisi
“Cycle of treshold (Ct)’” olarak ifade edilir. Ct degeri, sistemin floresan
miktarindaki artis1 farketmeye basladigt ve PCR iiriiniiniin log-lineer fazda

eksponensiyal olarak artmaya basladig1r zamandir.



2. MATERYAL VE METOD
2.1. HUCRE KULTURU

2.1.1. Besiyeri Hazirlanist

Kolorektal kanser hiicre hattt olan HCTI116 (ATCC ® CCL247™)
hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS, Pan Bitech marka, P30-1904 katalog
numaralt tirtin) ve %21 Penisilin/Streptomisin (Pan Biotech marka, P06-07100
katalog numarali iiriin) igeren Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

besiyeri igerisinde kiiltiir edilmistir.

2.1.2. Hiicre Hatlarinin Stoktan Cikartilmasi

Sivi azotta, kriyo tiipler icerisinde saklanan hiicreler protokole uygun
olarak 50 °C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde hizli bir sekilde ¢6ziinmesi
saglanmistir. 15 mililitrelik (mL) santrifiij tiiplerine alinan hiicreler, DMSO’nun
uzaklastirilmas1 amaciyla 21 °C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte
kalan siv1 kisim (siipernatant) aspire edilerek {lizerine 1 mL sivi besiyeri ilave
edilmistir. Nazikce pipetaj yapilarak hiicre pelletinin ¢oziilmesi saglanmig ve
hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, icerisinde 5
mL besiyeri bulunan 25 santimetre karelik (cm?) kiiltiir flasklarina alimp 37 °C
sicaklikta, %5 karbondioksit (CO,) igeren ortamda inkiibe edilmistir. Kanser
hiicre hatt1 kiiltiirde tek tabaka halinde, flask zeminine yapisarak biiylitiilmiistiir.

(Hiicrelerin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri i¢in Sekil 2.1’e bakiniz.)
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2.1.3. Besiyeri Degistirme

Besiyerini degistirmek gerektiginde flask icerisindeki besiyeri aspire
edilerek 1X 2 mL steril fosfat tampon tuzlu ¢ozeltisi (PBS) eklenerck hiicre
yiizeyinin hafifce yikanmasi saglanmistir. PBS ortamdan aspire edilerek

uzaklastirildiktan sonra flask igerisine 5 mL taze besiyeri eklenmistir.

2.1.4. Hiicre Kiiltliriiniin Pasajlanmast

Hiicreler, flask yiizeyini %60-70 oraninda kapladiklarinda (konfluent,
stkistk durumda olduklarinda) pasajlanmalari amaciyla iizerlerindeki besiyeri
aspire edilmistir. Hiicre yiizeyi serum ve besiyeri kalintilarindan tamamen
arindirilmak amaciyla 1X 2 mL PBS ile nazik¢e yikanmistir. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask ylizeyine yapisan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmasi i¢in 0,5 mL %0,05’lik Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve
hiicreler 37 °C’de %5 karbondioksit (CO;) igeren inkiibatdrde 5 dakika inkiibe
edilmistir. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen
hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kat1 (5 mL) kadar besiyeri ilave edildi.
Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayrildiktan sonra hiicre membranlarina

zarar vermeye baslamasi engellenmis oldu.
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Hiicrelerin istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalarini saglamak igin Once,
flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15 mL’lik falkon
tiip icerisine alindi. 21 °C’de 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1 mL besiyerinde
¢oziindiikten sonra hiicre siispansiyonu 75 cm?lik flasklara alinarak 37 °C’de, %5

CO;igeren ortamda inkiibasyona birakildi.

2.1.5. Hiicre Soylarinin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Hiicreler flask yiizeylerini kapladiklarinda igerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1X 2 mL PBS ile nazikg¢e yikandiktan
sonra hiicrelerin flask yilizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in %0,05°lik Tripsin-
EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler, 37 °C’de, %5 CO; iceren inkiibatorde 5
dakika inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden
ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kat1 kadar
besiyeri eklendi. Flask icerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri
bulunan 15 mL’lik falkon tiip icerisinde, 21 °C, 800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant kisim aspire edildi. Hiicreleri dondururken kullanilan
medya 5 mL dimetil siilfoksit (DMSO, Neofroxx marka, 1264 katalog numarali
tirtin), 5 mL FBS (Pan Biotech marka, P30-1904 katalog numarali iiriin), 40 mL
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Pan Biotech marka, P04-03590
katalog numarali iirlin) seklinde hazirlanmigtir. Hiicre peletleri bu medyanin
igerisinde dikkatlice ¢oziilmiistiir ve 1,5 mL medya ile her tiipte 1 milyon hiicre

olacak sekilde dagitilmistir. Ardindan -80 °C’de saklanmugtir.

2.1.6. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayiminda Thoma Lami kullanmilmistir. Hiicreler, tripsin
uygulanarak yiizeyden kaldirildiktan sonra hiicre siispansiyonundan 10 mikrolitre
(ul) alinarak tizerine %0,5 olacak sekilde tripan mavisi (Neofroxx marka, 1475
katalog numaral iirtin) eklenerek pipetaj yapilip iyice karigmasi saglanmistir. Bu
hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak thoma lamina konuldu ve mikroskopta bu
lam ilizerinde bes alanda hiicre sayimi1 yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi

ile ¢arpilarak 1 mL’lik besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplanmistir.
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2.2.TOTAL RNA [ZOLASYONU

Kiiltiirlenmis 1 x 10° hiicreden total RNA elde etmek igin, Omega Biotek
marka, R6834 katalog numarali RNA izolasyon kit {iriinti kullanilmistir.

Kit komponentlerinden olan trizol igerikli TRK soliisyonuna g¢eker ocakta 1
mL/20 pl beta-merkaptoetanol eklenerek isleme baslanmistir. Ardindan 1 mL
besiyeri igerisindeki hiicre siispansiyonuna 350 pl TRK soliisyonu eklenerek, 21G
Olctilii 5 mL’lik steril siringali enjektor ile 10 kez mekanik olarak homojenizasyon
yapilmistir. TRK soliisyonu igerisindeki trizol, biyolojik materyalleri ¢oziindiiren ve
proteinleri denatiire eden, fenol ve guanidiyum izotiyosiyanatin ¢ozeltisidir. Bu
kimyasallar niikleik asitlerin yapisina zarar vermeyerek, hiicre bilesenlerini
pargalayip proteinleri denatiire ederek ortamdan ayristirllmak istenen niikleik
asitlerden proteinleri kurtarmaktadir. Beta-merkaptoetanol ise indirgeyici bir
kimyasal ajan olarak, disiilfit baglari kirarak enzim islevselligi icin gereken ii¢
boyutlu dogal konformasyonunu bozmaktadir. Boylece elde etmek istedigimiz
niikleik asitleri yikilmayacak olan enzimler (Rnaz, Dnaz gibi) geri doniisiimsiiz
olarak denatiire olmaktadir.

500 ul %70’lik etil alkol eklenip vortekslenen hiicre lizatindan 700 pl’si, Kit
komponentlerinden olan spin kolonlu koleksiyon tiipiine aktarilmistir. Ornek, 10.000
g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipline inen sivi bosaltilip santifiij
tekrar edilmistir.

Kit komponentlerinden olan RNA Wash Buffer I’den 500 ul kolonlu tiipe
eklenip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Tiipe inen sivi bosaltilip aym
santrifiij, bu kez %99’1uk etil alkol ile diliie edilmis RNA Wash Buffer II’den 500 pl
eklenerek tekrarlanmistir. Bu islem bir kez daha uygulanmistir. Ardindan herhangi
bir ekleme yapilmaksizin yalnizca santrifiij tekrarlanip yine tiipe inen sivi
bosaltilmistir.

Kolonlu tiip, koleksiyon tlipiinden ayrilip kitte mevcut olan yeni bir
koleksiyon tiipiine oturtularak herhangi bir ekleme yapilmaksizin 10.000 g’de 3
dakika santrifiij edilmistir.

Kolonlu tiip, bos 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine alinarak 60 ul kitte mevcut olan
niikleazdan arindirilmig steril distile su eklenip 10.000 g’de 2 dakika santrifiyj

edilmistir. Boylece RNA, su ile ¢6ziiniip kolondan ayrilarak serbest kalacaktir.
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Santrifilij sonunda tiipiin igerisindeki sivida ¢oziinmiis halde elde edilmistir.
Elde edilen bu RNA, konsantrasyonu ve optik dansitesi (OD) olciildiikten sonra
deney zamanina kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

RNA konsantrasyon ve saflik oranini 6lgmek i¢in, ’SPECTROstar Nano
absorbance plate reader’’ cihazi ve “’Lvis Plate’” fonksiyonu kullanilmigtir. Lvis
Plate’teki 6rnek 6l¢iim noktaciklarina 2 pl RNA koyulmustur. OD ve konsantrasyon

Ol¢iim sonuclar1 Tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.1. izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

Blank: Su Ornek OD Olg¢iimii Konsantrasyon(ng/mL)

HCT116 1,89 91,88

2.3.KOMPLEMENTER DNA (cDNA) SENTEZI

Tamamlayict DNA sentezi i¢in Qiagen marka QuantiTect Reverse
Transcription kiti kullanilmustir.

Kite ait protokol izlenerek her bir drnekten alinan 10 pL total RNA, 65 °C
sicaklikta 5 dakika inkiibe edilerek isleme baslanmigtir. Bu islemin yapilmasinin
sebebi primerlerin RNA iplikleri {iizerinde uyun yerlere baglanabilmesidir.
Sonrasinda spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in 5 dakika boyunca buzda
bekletilmistir.

5 pL 5X konsantrasyondaki reaksiyon tamponu, 2 pL deoksiniikleozit
trifosfat (ANTP) ¢ozeltisi 5,25 pL randomize primerler, 0,5 M Rnaz inhibitéri, 1,25
M’da dikloro difenil trikloroethan (DTT), 1 M reverse transkriptaz enzimi ve son
olarak 10 pL RNA o6rnekleri eklenerek reaksiyon tiipii 25 °C’de 10 dakika, 50 °C’de
60 dakika ve son olarak 85 °C’de 5 dakika olmak tizere 75 dakikalik reaksiyona
birakilmistir. Reaksiyon sonunda tiipler 4 °C’de sabit tutulmustur. cDNA sentezinde
kullanilan bilesenler ve kullanilan miktarlar1 Tablo 2.2’de, sentez asamalar1 ise Tablo

2.3’te gosterilmistir.
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Tablo 2.2. cDNA sentez reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Miktar Sonug konsantrasyonu
5 X Reaksiyon tamponu 5ul 1X

dNTP 2 uL 10 mM
Randomize primerler 5,25 uL 100 puL.

RNaz inhibitora 1 ulL 0,5 mM

DTT 0,25 uL 1,25 mM

RTE (200 U/ pL) 1,5 uL 1M

RNA 10 pL 3M

Toplam 25 uL

Tablo 2.3. cDNA sentez reaksiyonundaki agamalar

Dongii Asamalari

Primer baglanmasi

65°C°de 5 dakika; 4°C°de 5 dakika

DNA polimerizasyonu

25°C’de 10 dakika; 50°C’de 60 dakika

Enzim deaktivasyonu

85°C’de 5 dakika
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2.4 KANTITATIF PCR (qPCR)

Gen ifadelerinin analizi i¢in qPCR’da kullanilmak iizere tasarlanmis olan

primerler Tablo 2.4’te gosterilmektedir.

Tablo 2.4. Tasarlanan primer dizileri

Gen Primer dizisi

PTGS2 Forward: ATCATTCACCAGGCAAATTGC
Reverse: GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG

KRT19 Forward: CGGGACAAATTCTTGGTGCC
Reverse: ATCCAGCACCCTGCGCAGGCC

Amplifikasyon, Corbett Research Real-Time PCR Thermal Cycle cihazinda
gerceklestirilmistir. Reaksiyon tiiptine 10 L. 2X SYBR Green (HibriGen marka, mg-
sybr-01-400 katalog numarali {iriin), forward ve reverse primerlerin her birinden 1,5
nL, 4 pL cDNA 06rnegi, 4 pL niikleazdan arindirilmis su eklenerek hazirlandi.
Reaksiyonun bilesenleri Tablo 2.5’teki gibi, reaksiyonun asamalar1 ise tablo 2.6’daki
gibidir.
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Tablo 2.5. gPCR reaksiyonu bilesenleri

Icerik Miktar Sonug konsantrasyonu
2X SYBR Green Reaksiyon 10 uL 1X
Karigimi
Forward primer 1,5 uL 0,3 uM
Reverse primer 1,5 uL 0,3 uM
cDNA 4 uL <500 ng
Su 4 uL
Toplam 21 uL
Tablo 2.6. qPCR dongii asamalari
qPCR Dongili Asamalari
Denatiirasyon 94 santigrat derecede 4 dakika
95 santigrat derecede 30 saniye
1. Denatiirasyon
Cogalma 58 santigrat derecede 30 saniye
2. Baglanma
72 santigrat derecede 30 saniye
3. Uzama
Sonlanma

72 santigrat derecede 10 dakika

X 36 DONGU
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3. BULGULAR

3.1.KANTITATIF PCR (qPCR) SONUCLARININ ANALIZI

Yapilan qPCR analizinde; KRT19 ve PTGS2 genlerinin anlatim diizeyleri
GAPDH genine gére normalize edilerek arastirilmustir. Ifade analizi, ii¢ tekrarl
deney seti sonucundan elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi ile hesaplanmaktadir
(Rao ve ark., 2013). Oncelikle arastirilmak istenilen her bir genin Ct degeri, house-
keeping denilen ifade seviyesi bir hiicrede her zaman ayni olan genin Ct degerinden
cikartilir. Bu degere, “delta Ct” (ACt) denilmektedir. Sonrasinda deney grubunun
delta Ct degerleri, kontrol grubunun delta Ct degerlerinden sirasiyla c¢ikartilarak
“delta delta Ct” (AACt) degerleri bulunur. Bu degerler ise deney grubunun kontrol
grubuna kiyasla, arastirilan genlerdeki house-keeping genine nazaran ifade
seviyesindeki degisimi gostermektedir. Bu degerlerin her bir replikasyon
dongiisiindeki artan veya azalan kat sayisini bulmak icin ise 2 iizeri negatif kuvveti

alinmaktadir (2°42Y),
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Tablo 3.1.

Ct degerleriyle ifade degisim oranini hesaplama sonuglari

HCT116 Delta Ct Ekspresyon Degisimi
ACt 2"- AACt
Ortalavma} Ct (HCT116)

degeri
GAPDH 29,31
(house-keeping gen)
KRT19 15,1 11,75 93,70
PTGS?2 26,19 0,66 0,17

Tablo 3.1°de house-keeping gen GAPDH olmak iizere, HCT116 hiicre

hattinda KRT19 ve PTGS2 genlerinin ifade seviyeleri verilmistir. Gergek zamanl

PCR sonuglarina gore genlerden birinin ifade seviyesinde artis, digerinde ise azalma

oldugu gozlemlenmistir. Analiz, {i¢ tekrarli deney seti halinde gerceklestirilmis olup,

esas alinacak deger i¢in ikisinin ortalamasi alinmustir.

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli es zamanli PCR sonuglarmin delta

delta Ct (AACt) hesaplamasi ile genlerin ifade oranlart HCT116 hiicre hatti i¢in;
KRT19 geninde 93,7 kat artmis, PTGS2 geninde ise 5,88 kat azalmis oldugu

saptanmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda kadinlar ve erkekler arasinda goriilen en
yaygin uglincli kanser tiiriidiir (Siegel ve ark., 2017). Kolon epitel hiicrelerindeki
genetik ve epigenetik degisimlerin birikmesiyle adenokarsinomlara doniiserek, insan
sagligini biiyiik dl¢lide tehlikeye atan yaygin bir malign tiimore sahiptir.

Kolorektal kanser karsinogenezini dogrudan ya da dolayli yoldan etkileyen
genlerdeki ifade degisimleri hem kanserin baslangic mekanizmasinin anlagilmasi
acisindan hem de yeni ve etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan oldukca
onemli oldugu diistiniilmektedir.

Siklooksijenaz-2 (PTGS2) upregiilasyonu 6zellikle kolon kanserlerinde dikkat
¢ekicidir. PTGS2 normal kolonik mukozada tayin edilemezken kolorektal
karsinomlarin %85’inde artmis olarak bulunur (Brown ve DuBois, 2005).

Ozellikle hiicre kiiltiirlerinde ~ yapilan  calismalar  yiiksek PTGS2
ekspresyonunun; dayanikli hale getirerek tiimorojenik potansiyele sahip oldugunu
gostermistir ve bu fenotipik degisiklikler yiiksek selektif PTGS2 inhibitorleri
verilerek geriye dondiiriilmustiir (Tsujii ve DuBois, 1995). Son yapilan galigmalar
PTGS2’nin neoplastik timor hiicreleri ile iliskili anjiyogenezde c¢ok onemli rol
oynadigini gostermistir (Tsujii ve ark., 1998).

Yapilan calismalar PTGS2’nin karsinogenezde Onemli rol oynadigini
diistindiirmektedir (Eberhart ve ark., 1994; Sano ve ark., 1995; Reddy ve ark., 1996;
Zimmermann ve ark., 1999).

PTGS2 ’nin 6rnegin aspirin gibi steroidal olmayan anti-enflamatuar ilaglarla
inhibisyonunun, kolorektal kanser ameliyatini takiben klinik sonuglar1 iyilestirdigi ve
insidansini azalttigi1 gosterilmistir (Tougeron ve ark., 2013; Zoratto ve ark., 2014).

Calismamizda PTGS2 geninin ifadesi, kolorektal karsinoma hiicre hatti
HCT116’da qPCR yontemi ile belirlenmistir. HCT116 hiicre hattinda, PTGS2
geninin ifadesinde 5,88 kat azalma tespit edilmistir.

Normal kolon ve meme dokularinda PTGS2 proteini tespit edilememektedir.
2001 yilinda Dannenberg ve ekibi, meme ve kolon kanserlerinde PTGS2 geninin
ifadesinde sirasiyla %40 ve %85 oranlarinda artis oldugunu géstermislerdir. Bunun
yanisira kolorektal kanserler, mesane kanseri, skuamoz hiicreli adenokarsinom,
karaciger, mide, cilt ve 6zafagus kanserlerinde de bu genin ifadesinin yiiksek oranda
arttig1 bilinmektedir (Fosslien, E., 2000; Hosomi ve ark., 2000; Dannenberg ve ark.,
2001).
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PTGS2 gen ifadesinin yiiksek oranda olmasi, PGE2 miktarim1 ve NF-kB
yolaginin aktivasyonunu arttirir. Aktivasyonu artan NF-kB sinyal yolagi ise BCL2
transkripsiyonunu tetikleyerek hiicrede apoptoz direncinin meydana gelmesine neden
olur (Park ve ark., 2006).

Literatiirdeki ¢alismalarda, PTGS2 geninin bir¢ok kanserli dokuda ifadesinin
arttig1; dolayl bir sekilde anjiyogenez ve apoptoz direncinde rol aldigi ve mesane
kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Daniel ve ark.,
1999; Dempke ve ark., 2001).

2000 yilinda Soslow ve ekibi, PTGS2 ifadesinde, kolon, akciger ve meme
kanserlerinin iyi ve orta derecedeki farkli karsinomlarinda artig gozlemlemis, COX-
I’in ise yapisal olarak diisiik seviyelerde ifade edildigini ortaya koymuslardir
(Soslow ve ark., 2000).

PTGS2 ’nin asir1 ifadesinin, lenf nodu tutulumunun derecesi ile pozitif iligkili
oldugu, fakat HER2, ER ve PR reseptorlerinin ekspresyonu ile iligkili olmadigi
gozlemlenmistir (Ghahremanfard ve ark., 2013).

PTGS2 ekspresyonunun hiicreler arast adezyonu azalttigi, anjiogenezi
arttirdigl, hiicre proliferasyonunu arttirdigt ve apoptozisi azalttigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (Jones ve ark., 1999; Souza ve ark., 2000; Morris ve ark.,
2001; Kakiuchi ve ark., 2002).

Biz ise yaptigimiz bu ¢aligmada, daha 6nce bir¢ok farkli solid tiimor tipinde
PTGS2 'nin yiiksek ifadesinin bulundugu c¢alismalarin aksine, kolorektal kanser
hiicre dizisinde PTGS2 gen ifadesinin azalmis oldugunu tespit ettik.

Keratinler, epitelyal hiicrelerdeki ara filamentleri (IF) olusturan proteinlerdir
ve uzun yillar boyunca yaygin olarak tiimorlerin patolojik tanist igin
immiinohistokimyasal belirtegler olarak kullanilmigtir (Karantza V., 2011). 17g21.2
kromozom balgesinde bulunan keratin 19 (KRT19) geni, asidik tip | proteini olan
sitokeratin (CK) 19 proteini CK-19’u kodlar (Paiva ve ark., 2011).

KRT19 prognostik bir belirte¢ olarak calisilmis ve hepatoseliiler karsinom,
pankreatik noroendokrin timdrler ve potansiyel olarak HER2-pozitif meme kanseri
dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde spesifik olarak rol aldigi kanitlanmigtir (Cen
ve ark., 2017; Ju ve Datta, 2017). Yaptigimiz ¢alismada KRT19 geninin ifade
diizeyinde 93,7 kat artis gézlemlenmistir.
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KRT19’un tip I sitokeratin olarak epitelyal tiimdr hiicrelerinde bolca eksprese
edildigi ve metastatik tiimorler i¢in bir biyobelirteg gorevi gordiigli calismalarla
gosterilmistir (Stathopoulos ve ark., 2005; Chen ve ark., 2007).

Bir sitokeratin proteini olan KRT19’un birka¢ kanserde farkli sekilde
eksprese edildigi bilinmektedir. Meme, kolon, karaciger ve barsak kanserlerinde
yiiksek oranda eksprese edilir ve hastalarda kotii klinik sonuglarla iliskilidir (Kabir
ve ark., 2014; Asfaha ve ark., 2015; Ju ve ark., 2015; Kawai ve ark., 2015). Bununla
birlikte KRT19’un ekspresyonunun, meme kanseri kok hiicre benzeri hiicrelerde ve
hiicre dizilerinde kanser ilerlemesi ile negatif korelasyonu oldugu da bilinmektedir
(Bambang ve ark., 2009; Ju ve ark., 2013; Saha ve ark., 2017).

KRT19 sadece kanser metastazini ve ilag direncini diizenlemekle kalmaz, ayni
zamanda sertlik, metastatik ve ilaca direngli belirteclerin ekspresyonunu modiile
eder. KRT19’un PDGFRa/ laminin B1/ keratin 19, HER2/ EPK/ SP1, WNT/ NUMB/
NOTCH, EGR1/ PTEN/ AKT dahil olmak iizere gesitli sinyalleme kademelerini
diizenledigi bilinmektedir (Ju ve ark., 2013; Ju ve ark., 2015; Ohtsuka ve ark., 2016;
Goavere ve ark., 2017; Saha ve ark., 2017).

KRT19 kolon kanseri kok hiicreleri, kolon ve barsaklarda LGRS+ kripta bazl
kolon hiicrelerini yiikselterek radyo direnci gostermistir (Asfaha ve ark., 2015).

Biz de ¢alisma sonucumuzda literatiirii destekler sekilde, KRT19 ifadesinin

kolon kanser hiicre dizisinde arttigini tespit ettik.

Calismamizin sonucunda gercek zamanli PCR sonuglariin delta delta Ct
hesaplamasi ile HCT116 hiicre hattinda PTGS2 geninin ifadesinde 5,88 kat azalma;
KRT19 geninin ifadesinde ise 93,7 kat artis oldugu saptanmustir. Bu iki genin kolon
kanseri ve diger kanser tiirlerinde karsinogenezle dogrudan ya da dolayli olarak
iligkili oldugu ve anjiyogenez, apoptoz direnci gibi biyolojik siireclerde rol
alabilecegi saptanmustir.

Bu calisma sonucunda, bu iki genin kolon kanseri gelisiminde rol aldig1 ve
ileride yapilacak detayli ¢alismalarla genlerin fonksiyonel diizeyde arastirilmasiyla,
yeni inhibitér ve antikor bazli ilaglar1 gelistirme c¢abalar1 icin ve ilag hedefi
olabilecek reseptorlerin tayini agisindan prognostik bir oneme sahip olacagr 6n

goriilmektedir.
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