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OZET

A549 AKCIGER EPITELYAL KARSINOMA HUCRE DiZiSINDE VE BEAS-
2B AKCiGER BRONS EPITELYAL NORMAL HUCRE DiZiSiNDE
PROSTAGLANDIN ENDOPEROKSIT SENTAZ-2, KALRETIKULIN VE
MAGE AILESi A3 UYESI GENLERININ TRANSKRIiPSIiYON
ASAMASINDAKI GEN ANLATIMLARININ KARSILASTIRMALI
OLARAK INCELENMESI

Ad-Soyad: Biisra KOSE
Program: Tibbi Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Program
Danmisman: Siireyya BOZKURT
2019

Bu caligmadaki amag; akciger adenokarsinomunu modelleyen A549 hiicre
dizisinde ve saglikli brons epiteli BEAS-2B hiicre dizisinde PTGS2, CALR ve
MAGE-AS3 genlerinin transkripsiyon diizeyindeki gen anlatimlarinin karsilastirmali
olarak incelenmesidir. Odaklanilan nokta, saglikli duruma gore kanserdeki degisimi
aydinlatmaktir.

Calismada biyogiivenlik kabininde geleneksel hiicre kiiltiirii teknikleri, yari
manuel kit ile RNA izolasyonu, termal dongii cihazinda sirasiyla cDNA sentezi ve es
zamanlt kantitatif PCR yontemleri uygulanmistir. Kiiltiirlenen kanserli ve saglikli
akciger hiicre hatlar1 hasat edilerek total RNA’lart ayristirilip enzimatik olarak
tamamlayict DNA’lara donistiirilmistir. PTGS2, CALR ve MAGE-A3 genlerine
0zel olarak tasarlanmis olan primerler yardimiyla es zamanli PCR uygulanmustir.

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli es zamanli PCR sonuglarinin delta
delta Ct hesaplamasi ile A549 hiicre hattinda BEAS-2B hiicre hattina kiyasla PTGS2
geninin anlatiminda 229,13 kat; CALR geninin anlatiminda 4,03 kat; MAGE-A3



geninin ifadesinde ise 3,41 kat artis saptanmustir. Bu {i¢ genin kanserde hiicre
boliinmesi, apoptoz direnci, invazyon, anjiyogenez gibi olaylarda rol alabildigi
bilinmektedir. Bu ¢alisma sonucunda, bu ii¢ genin NF-kB sinyal yolaginda ortak bir
etkisi oldugu ve bu li¢ gen icin protein diizeyinde arastirma yapmanin faydali

olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, es-zamanh PCR, gen anlatinm, PTGS2,
CALR, MAGE-A3



ABSTRACT

COMPERATIVE ANALYSIS OF THE EXPRESSION ON TRANSCRIPTION
STAGE OF THE PROSTAGLANDIN ENDOPEROXIDE SYNTHASE-2,
CALRETICULIN AND MAGE FAMILY MEMBER-A3 IN A549 LUNG
CANCER CELL LINE AND BEAS-2B HEALTHY LUNG EPiTHELIAL

CELL LINE.

Name - Surname: Busra KOSE
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2019

The aim of this study was to investigate the expression levels of PTGS2,
CALR and MAGE-A3 genes in the A549 cell line which is modeling lung
adenocarcinoma compared to the BEAS-2B cell line which is modeling healthy
bronchial epithelium. The focal point is cancerous alteration compared to healthy.

In this study, conventional cell culture techniques in biosafety cabinet, total
RNA isolation with semi-manual kit, both cDNA synthesis and real-time quantitative
PCR in thermal cycler were applied. Cultured cancerous and healthy lung cell lines
were harvested and their RNAs were separated. Total RNAs were enzymatically
converted into cDNAs. The real-time PCR was performed with the specific primers
have designed for PTGS2, CALR and MAGE-A3 genes.

In the results of the study, the delta delta Ct calculation in A549 cell line
compared with BEAS-2B cell line, 229,13 fold increase in PTGS2 gene; 4,03 fold
increase in CALR gene; 3,41 fold increase in MAGE-A3 gene was observed. These

three genes are known to play role in cancer cell division, apoptosis resistance,



invasion and angiogenesis. As a result of this study, these three genes are thought to
have jointly effect on the NF-xB signaling pathway. It may be beneficial to

investigate on protein level for these three genes to illuminate at this point.

Keywords: Lung cancer, Real-time PCR, expression, PTGS2, CALR, MAGE-
A3



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesi, deney asamalari ve yazim siirecinde bilgi,
tecriibe ve yardimlarimi esirgemeyen degerli hocam Dr. Ogretim Uyesi Siireyya

BOZKURT a, tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢aligmalarimiz boyunca bilgi, Oneri ve deney malzemelerindeki
yardimlari ile bize destek olan T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1 Baskan1 degerli hocamiz
Prof. Dr. Veysel Sabri HANCER e tesekkiirlerimi sunarim.

Kendisine her ihtiyacimda yanimda oldugunu hissettiren, bana her zaman
yogun temposunun igerisinde muhakkak bir vakit ayirmaya c¢alisan degerli hocam
Saglik Bilimleri Fakiiltesi Dekani Prof. Dr. Engin ULUKAYA’ya tesekkiirlerimi

sunarim.

Deneylerimiz boyunca her sekilde yardim ve desteklerini esirgemeyip bize

yoldaslik eden boliim arkadasimiz Okan Remzi AKAR’a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvarda beraber ¢alistiimiz, tiim deney malzemelerini paylastigimiz,
bu siire¢ boyunca zorluklar1 beraberce astigimiz degerli arkadaslarim Hiima Tugge
SEZGIN’e, Duygu KAYA’ya, Ceren AYNACI ya, Eqzona QIPA’ya, Elif CINAR a,

Hacer KOTAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmeme vesile olan, beni diinyaya getirip yetistiren, maddi
manevi desteklerini ve sevgilerini gostermeyi hi¢bir zaman esirgemeyip her zaman

yanimda olduklarini hissettiren degerli aileme tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER LISTESI

ONAY
ETIK BEYANI
OZET ... i
ABST RACT ettt sb e b et b bt b re et e I
TESEKKUR .......oooiiiiiiiecieeeeeet ettt esis s enestss st st nes s ene s s naannans iii
ICINDEKILER LISTESI ........cooiiiiiiiiiieseeesteeees et iv
SEKIL LISTEST .......cooiiiiiiiesieceieee ettt v
TABLO LISTESI .....ccoooiiiiiiiiii st Vi
KISALTMALAR LISTESI ......coooiiiiiiiirceeescsseses s vii
O €] 1 24 1N 1
2. GENEL BILGILER..........cocoviitiitiiiiiiess s 1
2.1, AKCIZEr KanSeri....ccooicviiiiiiiiiiiiciis s 1
2.1.1.  EPIAemiYOlO]i...cccciiiieiicciicicceese e 2
2.15. KHDAK evreleri asagidaki gibi incelenebilmektedir..............cccoveuninne. 4
2.2. A549 ve BEAS-2B Hilicre Hatlart .........cccovvieiiiiiiiic e 5
2.3. PTGS2, CALR V& MAGE-A3 GENIEI ...occiiviiiiiiciiie e 6
3. MATERYAL VE METOD .....oiiiiiiii e s 8
3.1 HUCTE KUIUIT ..ottt 8
3.1.1.  Besiyeri hazirlaniSi........ccooviiiiiiiiiiee e 8
3.1.2.  Hiicre hatlarinin stoktan ¢ikartitlmast ..........ccccovveeririiinniniiie e 8

3.1.3.  Besiyeri deSiStirme........ccvcvviiiiiriiiiiieiii e 2



3.1.4.  Hiicre kiiltiiriniin pasajlanmast.........c.cceeviverinieeiiiee e 2
3.1.5.  Hiicrelerin stoKlanmasi..........ccoovviiiiiiiiiiiiii 2
3.1.6. Hemositometre ile hiicrelerin sSayimi .........cccovveeiiieiiiiieniiee e 3

3.2. Total RNA IZ0IaSYONU.....c.cueveveeieerereteieiercteietesete ettt 5
3.3. Komplementer DNA (CDNA) SENLEZI ......cccvveveiieiiciecieceece e 6
3.4, Kantitatif PCR ..o 7
4, BULGULAR ...t 10
4.1. Gergek zamanli PCR sonuglariin analizi..........cccooeeevviiiiniienniennenne 10

5. TARTISMA VE SONUQ ......ccooiiiiiiiiiiiiiii e 15
KAYNAKLAR bbbttt b bbbt 19
OZGECMIS ...ttt ettt enenes 26



Sekil 3.1.:
Sekil 3.2.:
Sekil 3.3.:
Sekil 4.1.;
Sekil 4.2.:
Sekil 4.3.

SEKIL LiSTESI

AS549 hiicrelerinin mikroskobik gOrintlisii.........ccovevrrviiieiiiieiiiee e 1
BEAS-2B hiicrelerinin mikroskobik gortintiisii .........ccooevevivvriiiesiiineennn. 1
Thoma Lami dUZENT ......cooviiiiiiiiiiie e 4
PTGS2 Geninin Ct ve Tm grafifi.......c.cccovveviiiiiiiiiiiieiieeseseeesee 11
CALR Geninin Ct ve Tm @rafigi.......cccccovveiverieereniieieeresie e esie e s 12
MAGE-A3 Geninin Ct ve Tm grafigi ........cccocevviiiiiiiiiiiieiiie e 13



Tablo 3.1.:
Tablo 3.2.:
Tablo 3.3.:
Tablo 3.4.:
Tablo 3.5.:
Tablo 3.6.:
Tablo 4.1.:

TABLO LIiSTESI

izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri............ 6
cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri........cccovvriiiiiiciiniiiicce 7
CDNA sentez reakSiyon asamalart ...........ccceeveereeriesieeseenieseesieeneeseesnens 7
Tasarlanan primer dizilimIeri..........cocoooviiiiiiiie e 8
gPCR reaksiyon bileSenleri........cocviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 9
qPCR dongii agamalart............ccceiiiiiiiiiiiiiece 9

Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglari.................... 14
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1. GIRIS

Akciger kanserinde dolayli yoldan karsinogenezi tetikleyen genlerdeki ifade
degisimleri dikkat c¢ekici bir konudur. Mutasyonlarin yani sira hiicredeki boliinme,
apoptoz, invazyon ve hiicre gogleri tizerinde etkili olan genlerin ifade artiginin
saptanmasi, yeni inhibitdr veya monoklonal antikor ilaglar1 gelistirme g¢alismalari
icin 6nem arz etmektedir. Bu calismadaki amag; etkili olduklar1 sinyal yolagi veya
metabolik yolaklarda karsinogeneze etki ettigi bilinen PTGS2, CALR ve MAGE-A3
genlerinin saglikli ve kanserli akciger hiicre hatlarindaki transkripsiyon diizeyinde
anlatimlarini arastirmaktir. Bu dogrultuda, satin alinmis olan ticari hiicre hatlarindan
total RNA elde edilmistir. Komplementer DNA’lara doniistiiriilen RNA’lar ile sz
konusu gen boélgelerine 6zel olarak tasarlanmis primerler yardimiyla uygulanan
gercek zamanli PCR sonucunda, bu genlerin hiicrelerdeki anlatim miktarlar1 ortaya
konmustur. Sonuglar literatiir ile paralel olup, ileriki ¢alismalarda bu genlerin

ifadesinin protein diizeyinde incelenmesi gerektigi diisliniilmektedir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger doku hiicrelerinin mutasyon birikimi, gen anlatimi
degisimi, epigenetik faktorler gibi c¢esitli sebeplerle hiicresel kontrol
mekanizmalarinin bozulup hiicrelerin anormal diizeyde ¢ogalarak akcigerde bir kitle
(timor) olusturmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir.

Akciger kanseri, hiicrelerin mikroskop altindaki goriiniimiine dayanarak genel
olarak iki ana grupta siniflandirthir: “kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)”
ve “kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)”. Kiigiik hiicreli akciger kanseri ile diger
gruba kiyasla daha az karsilasilir, ancak bu grup ¢ok daha hizli gelisir ve metastaz,
morbidite ve mortalitesi daha yiiksektir. KHDAK, akciger kanserlerinin %80’ini,

kiigiik hiicreli akciger kanseri ise kalan %20’sini olusturur (Yilmaz, 2018).



2.1.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, diinyada kansere bagli 6liimlerde ilk siralarda yer alan bir
kanser tiiriidiir (World Cancer Reports, 2018). Diinya genelinde erkeklerde kansere
bagli 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer alirken, kadinlarda bu kanser tiiriine bagl
Olimler ikinci siradadir (Horeweg ve ark., 2012). Son yillarda tedavi
yontemlerindeki ilerlemelere ragmen, akciger kanseri tanis1 almig kisilerin neredeyse
yarisinda halen 6nemli 6l¢iide ilerleme saglanamamistir (Richards ve ark., 2014).

Diinya genelinde raporlanan verilere gore, cinsiyet ayirimi yapmaksizin
degerlendirildiginde, akciger kanserinin yilda %0,5 oraninda arttigi bilinmektedir
(World Cancer Reports, 2018). Tiirkiye’de de akciger kanseri en sik rastlanan kanser
cesitleri arasindadir. Saglik Bakanligi Kanser Kontrol ve Istatistigi Kurumu 1999°da
akciger kanseri insidansi erkeklerde 7,8/100.000; kadinlarda 1,2/100.000 olarak
aciklanmistir. Bu verilere gore, akciger kanseri iilkemizde erkeklerde en sik goriilen
kanser tiirii iken, kadinlarda 6. sirada yer almistir. Bu rakamlar 2015°te ise yasa bagh
olarak erkeklerde 60,4/100.000; kadinlarda ise 9,3/100.000 olarak bildirilmistir
(TUIK, 1999; TUIK, 2015).

2.1.2. AKciger kanserinin patogenezinde molekiiler diizeydeki etkiler

Epidermal biiyiime faktoriinin (EGF) yiiksek ekspresyonu, KHDAK
hastalarinda bildirilmis, fakat KHAK ile iligkilendirilememistir (Rachwal ve ark.,
1995) Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) fazla eksprese edilmesinin
de KHDAK ’ta kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Dominant bir onkogen olan RAS, sinyal iletisinde ve hiicre ¢ogalmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. RAS proteinleri, hiicre i¢i sinyal aglarini basitce
“ac/kapa” yontemiyle kontrol eden ikili molekiiler anahtarlar olarak islev goriir. RAS
proteinleri, hiicre iskeleti biitiinliigii, cogalmasi, farklilagsmasi, adhezyonu, gocii ve
apoptoz gibi islemleri kontrol eder. RAS proteinlerinin ¢alisma seklinde, ¢ogu kanser
cesidinde invazyon ve metastazin artmasi, apoptozun sekteye ugramasi gibi anormal
tablolarla kargilasilir (Strauss ve ark., 1997).

RAS mutasyonlarina KHAK’ta nadir olarak rastlanmaktadir, KHDAK
vakalarinin ise %15-20’sinde bu mutasyonlar mevcuttur. Bu mutasyonlarin %70’1

sigara dumani kokenli benzopiren dietiloksid ve nitr6zamin gibi DNA’ya kovalent



baglanan mutajenlerden kaynaklanan G-T bazlarindaki degisimleridir. Onkojenik
RAS mutasyonlarinin varliinda, guanozin trifosfat molekiilii guanozin difosfata
hidrolize edilemez olur ve bdylece siirekli bliylimeyi tesvik eden RAS-GTP aktif
formu olusur. Bu sekilde, yukarida bahsedilen “a¢/kapa” gorevi artik bozulur ve
sinyal yolagi siirekli “acik” yani siirekli aktif halde kalir. Bu durum, KHDAK’ta RAS
mutasyonu ve sigara kullanimi arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir (Strauss ve
ark., 1997).

MYC proto-onkogeni, heliks-sarmal-heliks yapisinda, karboksi ucunda 16sin
fermuar motifi, amino ucunda ise trans- aktive edici kismi bulunan niikleer bir
fosfoproteindir. MYC  proteinleri  transkripsiyonun  diizenlenmesinde  rol
oynamaktadir. MYC genlerinin transkripsiyonel kontroliin kaybi nedeniyle aktive
olmasi, insan akciger kanseri patogenezinde dnemli bir molekiiler mekanizmadir.
MYC gen aktivasyonu hem KHAK, hem de KHDAK’ta gézlenmektedir (Johnson ve
ark., 1996).

BCL2 proto-onkogeni gosterdigi anti-apoptotik etki ile hiicredeki apoptoz
kontroliiniin Kilit noktalarindan biridir. Bu genin ifadesi, timor siipresor P53 proteini
tarafindan negatif olarak regiile edilmektedir. P53, eli t¢ kilo daltonluk,
transkripsiyon faktorii olarak islev goren, niikleer bir proteindir. Bu protein, hiicre
dongiistinii bloke edebilir ve apoptozu tetikleyebilir, DNA hasar1 sirasinda hiicrenin
akibetinde rol oynar. BCL2 geninin fazla ifade edilmesi apoptozun baskilanmasina
sebep olur. Immiinohistokimyasal verilere gére BCL2 gen anlatimi normale kiyasla
KHAK’ta %75 ile %95 arasinda, skiiamoz hiicreli karsinomlarda %25 ile %30
arasinda, diger adenokarsinomalarda ise yaklasik %10 oraninda daha fazla eksprese
edilmektedir (Kaiser ve ark., 1996, Slebos ve ark., 1994).

Hepatosit biiylime faktorii de hiicre biiyiime ve farklilagmasini uyararak epitel
hiicrelerinin morfogenezinde rol almaktadir. Bu faktér, KHAK’ta ifade edilmeyip
KHDAK ’ta ifade edilmektedir. Fakat hepatosit biiyiime faktorii reseptorii proteini ise
bir proto-onkogen iiriinii olup hem KHAK hem de KHDAK tiimérlerinde ifadesi
mevcuttur (Siegfried ve ark., 1997).

Tiimoriin yayilmasi ve bilylimesi i¢in anjiyogenez yani yeni kan damarlarinin
olusumu gerekmektedir. Endotelyal hiicre yapimini ve gociinii tesvik eden ve
baskilayan bircok anjiyogenik faktér mevcuttur. Ozellikle KHDAK’ta vaskiiler
endotelyal blyiime faktorii, temel fibroblast biiyiime faktorii ve platelet kaynakl



endotelyal hiicre Dbiiyiime faktoriiniin  dogrudan anjiyogenezi diizenledigi
gosterilmistir (Fontanini ve ark., 1997; Koukourakis ve ark., 1997).

2.1.3. Akciger kanserinin karsinogenezinde 6nemli genetik olaylar sdyle
siralanabilir (Fry ve ark., 1996) :

1. Onkogenlerin mutasyona ugrayarak calisma prensiplerinin onkojenik hal

almasi (Ozellikle RAS ve MYC gen aileleri)

Tiimér baskilayic1 genlerin inaktivasyonu (Ozellikle P53 geni)

Hiicre dongiistinde rol oynayan genlerde ortaya ¢ikan anormallikler

DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan anormallikler

o B~ N

Biiyime faktorleri ve onlarin reseptorlerinde ortaya ¢ikan anormallikler

(Ozellikle EGF ve EGFR)

2.1.4. KHDAK dort alt gruba ayrilir:

1. Adenokarsinom: Akcigerlerin mukus iireten bezlerinde olusur ve
akcigerin merkezinden ziyade dis kisimlarina yakin bolgelerinde ortaya
cikmaktadir. KHDAK’larin %50’sini olusturur, kadinlarda erkeklere
kiyasla daha ¢ok goriiliir.

2. Skuamdz hiicreli karsinom veya epidermoid karsinom: Akcigerlerde
siklikla merkeze daha yakin olan brons duvarlarinda ortaya ¢ikmaktadir.
KHDAK’larin yaklasik %30’unu olusturur, erkeklerde kadinlara kiyasla
daha ¢ok goriilmektedir.

3. Bronkoalveoler karsinom: Bu akciger kanseri tipi, akcigerlerin hava
keseciklerinin yaninda olusan, adenokarsinomun nadir goriilen bir tipidir.
KHDAK ’larin yaklasik %35’ini olusturmaktadir.

4. Farklilagmamug biiyiik hiicreli kanser: Hizli ilerleyen bir kanser tipidir ve
akcigerlerin herhangi bir noktasinda geligebilir. KHDAK larin yaklagik
%15’1n1 olusturmaktadir.

2.1.5. KHDAK evreleri asagidaki gibi incelenebilmektedir:
Evre 1: Tlimor, sadece akcigerin kiiciik bir boliimiinde goriilmektedir.

Evre 2: Kanserlesme, en yakindaki lenf bezelerine sigramistir.



Evre 3: Tiimor, akcigeri saran zara ve/veya iki akciger arasindaki bosluga
velveya buradaki bezelere yayilmistir.
Evre 4: Kanserlesme karaciger, kemik, bobrek tistli bezi gibi uzak organlara

yayillmis durumudur.

Ulkemizde ne yazik ki hastalarin %81’ine ancak 3 ve 4. evrelerde tani
konmaktadir (Goksel ve Akkoclu, 2001). Bu da tedaviden yanit alinmasini
giiclestirici bir durumdur. Saglik Bakanligi verilerine gore, 2013 yilinda 41.129
akciger kanseri tanili hasta saglik kurumlarma basvurmus ve Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) raporlarma gére 2013’te 22.158 akciger kanseri hastasi bu
hastaliktan dolayr dlmiistiir. Yeni vakalar, toplam vakanin 2/3’i (%66) olup 2013
yilindaki tiim vakalarin %44°ii 6liim ile sonuglanmistir (TUIK, 2013).

2.2. A549 ve BEAS-2B Hiicre Hatlar1

Bu ¢aligmada, KHDAK adenokarsinom hiicre hatti A549 ve saglikli akciger
hiicre hatti BEAS-2B kullanilmistir. Hiicreler, American Type Tissue Culture
Collection (ATCC) firmasindan satin alinmistir.

A549 hiicre hatt1 ilk olarak D. J. Giard ve ekibi tarafindan 1972’de 58
yasinda, beyaz, erkek bir hastanin tiimoriinden elde edilerek olusturulmustur (LGC,
CCI-185). Skuaméz A549 hiicreleri, kiiltiirde tek tabaka halinde, kiiltiir zeminine
yapigarak, sitoplazma ¢ikintilari  olusturmus yassi sekilli hiicreler olarak
biiyiimektedirler. Ozellikle tip II pulmoner epitel hiicre modeli olarak ilag
metabolizmasi arastirmalar1 ve transfeksiyon c¢aligmalarinda in vitro ve in vivo olarak
yaygin sekilde kullanilir (Cooper ve ark., 2018; Foster ve ark., 1998).

BEAS-2B hiicre hatt1 ise ilk olarak 1989°da R. R. Reddel ve ekibi tarafindan
immortalize edilmistir (LGC, CRL-9609). Brons epiteli kokenli olup, serumlu
ortamda kiiltiirlendiginde skuamdéz farklilasma yetenegini korur. Skuamoz A549
hiicreleri, kiiltiirde tek tabaka halinde, kiiltiir zeminine yapisarak, sitoplazma
cikintilart olusturmus yassi sekilli hiicreler olarak biiylimektedirler. Farklilagmay1 ve
karsinogenezi indiiklemek i¢in yahut herhangi bir ajanin farklilasma ve karsinogenez

tizerine etkilerini incelemek i¢in siklikla kullanilir (Kacar ve ark., 2019).



2.3. PTGS2, CALR ve MAGE-A3 Genleri

PTGS2 veya COX2 olarak kisaltilan prostaglandin endoperoksit sentaz-2 veya
siklooksigenaz-2 geni, GRCh38.p12 (NCBI, Genome Reference Consortium Human
Build 38 patch release-12) konumunda ve enzim yapida protein kodlayan bir gendir
(NCBI, Gene ID: 5743). PTGS2, Prostaglandin biyosentezinde hem dioksijenaz hem
de peroksidaz olarak gorev yaparak arasidonik asidin son iiriin olan Prostaglandin-E2
(PGE2)'ye doniistiiriilmesinde anahtar enzimdir. PTGS2 enzimi arasidonik asidin
Prostaglandin-G2’ye, ardindan Prostaglandin-H2’ye doniisiimiinii katalizler. Daha
sonra bu iiriin izomeraz enzimleri tarafindan Prostaglandin-E2’ye doniistiirtiliir.
PGE2, hiicresel hayatta kalimi aktive eden Niikleer Faktor-kappa B (NF-xB) sinyal
yolagindaki transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini artirir. Aktive olmus NF-kB
sinyal yolagi ise BCL2 anti-apoptotik proteininin transkripsiyonunu artirarak
apoptozun inhibe edilmesine yol agar. Bu sekilde, anormal diizeyde yiikselen PTGS2
ifadesi, PGE2 miktarini artirma yolu ile karsinogeneze dolayli yoldan katki saglar
(Park ve ark., 2006).

PTGS2 geninin insan viicudunda testis, plasenta, beyin ve bobrekte de ifadesi
mevcuttur. En yiiksek ifade diizeyi safra kesesi ve mesane dokularinda olmakla
birlikte, bazal durumda ¢ogu dokudaki protein diizeyi ¢ok az ya da saptanamayacak
diizeydedir. ifade diizeyi saglikli dokularda yalnizca yalnizca enflamasyon sirasinda
yiikselmektedir (The Human Protein Atlas, PTGS2; Sobolowski ve ark., 2010).
PTGS2 geninin ifadesi ultraviyole 151k, RAS onkogeni, Interlokin-1 (IL-1), epidermal
biiyiime faktorii, doniistiiriicii biiylime faktorii beta ve tiimor nekroz faktorii alfa ile
indiiklenebilir. Deksametazon ilaglar, antioksidanlar ve tiimor baskilayici protein P53

ise PTGS2 ifadesini baskilar (Zha ve ark., 2004).

CALR veya CRT olarak kisaltilan Kalretikulin geni, insan 19. kromozomunda
lokalize olup, toplamda 9 ekzon igermektedir (NCBI, Gene ID: 811). CALR, 3 ayn
yapisal ve fonksiyonel zincir iceren 46 kilo Dalton agirliginda bir proteindir. CALR
proteini 6zellikle endoplazmik retikulumda (ER) liimeninde, sitoplazmada ve hiicre
zarinin dis ylizeyinde bulunmaktadir. Fakat hiicre dist matrikste ve serumda da
varlig1 saptanmistir. CALR, sentezlenen proteinlerin uygun sekilde katlanmasinda rol
alan bir saperon proteinidir. Sadece protein islenmesinde degil, tasinmasinda da rol

alir. Ayrica kalsiyum baglayict islev gorerek, hiicre i¢i kalsiyum iyon



konsantrasyonunun korunmasinda rol oynamaktadir (UniProtKB, P27797; Gold ve
ark., 2010).

CALR proteini ayn1 zamanda niikleusta da bulunur, bu da gesitli hormonlarin
isleyis mekanizmalar1 igin transkripsiyonun diizenlenmesinde bir rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (Perrone ve ark., 1999).

CALR proteininin bir diger niikleer aktivitesi ise bir transkripsiyon faktori
olan NF-«B sinyal yolagi ile etkilesime girerek pro-enflamatuar sitokinlerin tiretimini
artmasidir. Ayrica dentritik hiicrelerin olgunlagsmasini indiikledigi de gosterilmistir.
Hatta kanserde efektor hafiza T hiicrelerininin aktivasyonunu ve dendritik matiir
hiicre infiltrasyonunu tetikleyerek, kansere karsi adaptif immiin yanita destek oldugu

da gosterilmistir (Bajor ve ark., 2011; Fucikova ve ark., 2016).

Melanom-iligkili antijen gen ailesinin 3 numarali iiyesi olan MAGE-A3 veya
MAGE-3 geni Xq28’de lokalizedir. Bu proteinler, kiigiik peptidlerden
sentezlendikten sonra ER’ye taginarak orada antijen olarak islenip, immiin sisteminin
elemanlarini uyaracak bir forma gelirler. Normal kosullarda saglikli dokularda testis
(sadece mRNA diizeyinde) haricinde ifadesi bulunmayip, embriyonik donemde
ozellikle plasentada islevseldir. Erigkin hiicrelerde ise herhangi bir islevi olup
olmadig1 bilinmemektedir. MAGE-A3’lin tim melanomlar, karaciger, KHDAK ve
hematolojik kanserler basta olmak {izere bir¢ok tlimoérde varligr tanimlanmistir
(NCBI, Gene ID: 4102). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri, testis kanseri,
bas ve boyun kanserleri, karaciger kanseri ve melanomalarda viicutta immiin
yanitsizliga yol acan bir proteini kodladig1 ve NF-«xB sinyal yolag: ile iliskili oldugu
bildirilmistir (The Human Protein Atlas, MAGEA3; Lu ve ark., 2017). Testis
dokusunda mRNA diizeyinde ifadesi mevcut iken, saglikli yumurtalik dokusunda
ifadesi yoktur. Bununla beraber yumurtalik kanserinde protein diizeyinde anlatimi
saptanmis, yumurtalik kanseri i¢in erken tanida ve hatta hedefe 0Ozel tedavi

yaklasimlarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Zhang ve ark., 2010).



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Besiyeri hazirlamsi

RPMI-1640 (Pan Biotech marka, P04-16500 katalog numarali {iriin) besiyeri
icerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS) (Pan Biotech marka, P30-1904 katalog
numarali {irlin) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Pan Biotech marka, P06-07100 katalog

numarali iiriin) olacak sekilde hiicre ortami hazirlanmastir.

3.1.2. Hiicre hatlarimin stoktan ¢ikartilmasi

ATCC’den temin edilmis kriyo tiipler igerisinde -80 °C’deki donuk hiicreler
(katalog numaralar;; A549: CCL-185, BEAS-2B: CRL-9609) protokole uygun
olarak, 50 °C’ye getirilmis sicak su banyosunda hizl bir sekilde ¢ozdiiriilmiistiir.

Hiicre siispansiyonu, 15 mL’lik (mL) santrifiij tiipiinde hazirlanan besiyeri
icerisine almarak 21 °C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan
(siipernatant) kisim aspire edilip hiicre pelleti iizerine 1 mL besiyeri ilave edilerek
hiicrelerin konforlu hale gelmesi saglanmistir. Hiicre siispansiyonu, igerisinde 5 mL
besiyeri bulunan 25 santimetre karelik (cm?) kiiltiir flasklarina almarak 37 °C %5
karbondioksit iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Her iki hiicre hatti da
kiiltirde tek tabaka halinde, kiiltiir zeminine yapisarak, sitoplazma ¢ikintilar
olusturmus yasst sekilli hiicreler olarak biyiitiilmiistiir. (Hicrelerin mikroskop

altindaki goriintiileri i¢in Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’ye bakiniz.)



Sekil 3.1.: A549 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii

Sekil 3.2.: BEAS-2B hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii




3.1.3. Besiyeri degistirme

Kiltiir flask: igerisindeki besiyeri aspire edilerek 1X konsantrasyonda 2 mL PBS
(Fosfat tampon tuzlu ¢ozeltisi) ilave edilerek hiicrelerin yapistigi yiizeyin bu tampon
cozeltisi ile birkag dakika hafif¢e yikanmasi saglanmistir. PBS ortamdan aspire

edilerek uzaklastirildiktan sonra kiiltiir flaski igerisine 5 mL taze besiyeri eklenmistir.

3.1.4. Hiicre Kkiiltiiriiniin pasajlanmasi

Hiicre dizileri, mikroskop altinda inceleme sonucunda flask yiizeyini %60-70
oraninda kapladiklar1 (konfluent, sikisik duruma gegtiklerinde) tespit edilince flask
icerisindeki besiyeri aspire edilmistir.

Hiicrelerin serumdan arindirilmast i¢in 1X konsantrasyonda 2 mL PBS ilave
edilerek hiicrelerin yapistig1 ylizeyin bu tampon ¢ozeltisi ile birka¢ dakika hafifce
yikanmasi saglanmistir. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask
ylizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 mL %0,05’1lik Tripsin-
EDTA soliisyonu kullanilmis ve hiicreler 37 °C, %5 karbondioksit igeren ortamda 5
dakika inkiibe edilmistir. Hidrolitik bir enzim olan tripsin, hiicrelerin flask yiizeyine
yapigmak i¢in hiicre zarindan flask zemimine dogru uzattigi integrinler gibi adezyon
proteinleri  hidrolize ederek hiicreleri flask zemininden kaldirmak ig¢in
kullanilmaktadir.

Mikroskopta incelenerek flask yiizeyinden ayrildigi gozlenen hiicrelere, tripsinin
inhibe edilmesi i¢in on kati besiyeri ilave edilmistir. Bdylece tripsinin, hiicreleri
yiizeyden ayirdiktan sonra hiicrelerin  membranmna zarar vermeye baglamasi
engellenmistir. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, iginde besiyeri bulunan 15
mL’lik santrifiij tiipleri igerisine alinip 21 °C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edildikten siipernatant kisim aspire edilmistir. Elde edilen hiicre peletine 1 mL’lik
besiyeri eklendikten sonra hiicre siispansiyonu 75 cm®lik flasklara almarak 37 °C,
%5 karbondioksit iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde hiicreler

istenilen sayiya gelene dek ¢ogalmalari saglanmistir.

3.1.5. Hiicrelerin stoklanmasi
Mikroskop incelemesi sonucu, hiicreler konfluent hale geldikleri tespit edilince
flask icerisindeki besiyeri aspire edilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicreler 1X

konsantrasyondaki 2 mL’lik PBS ile hafif¢e yikandiktan sonra PBS aspire edilerek



uzaklastirilmig ve hiicrelerin yapismis oldugu flask yiizeyinden kalkmalarini
saglamak i¢in %0,05°1ik Tripsin-EDTA soliisyonu eklenmistir. Hiicreler 37 °C, %5
karbondioksit iceren ortamda 5 dakika inkiibe edilmistir. Mikroskopla bakildiginda
flask ylizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on
kat1 besiyeri ilave edilmistir. Hiicre slispansiyonu 15 mL’lik santrifiij tiipe alinarak
21 °C, 800 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilip siipernatant kisim aspire edlmistir.
Pelletlerin alindig1 kriyo tiipe 1,5 mL dondurucu medya (5 mL dimetil siilfoksit,
“DMSQO” (Neofroxx marka, 1264 katalog numarali iiriin) + 5 mL FBS (Pan Biotech
marka, P30-1904 katalog numarali iiriin) + 40 mL DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, “DMEM?”, Pan Biotech marka, P04-03590 katalog numarali {iriin)
ile hazirlanmigtir.) karanlik ortamda ilave edilerek hiicre siispansiyonu kriyo tiipler

icerisine dagitilip hemen -80 °C’ye kaldirilmustir.

3.1.6. Hemositometre ile hiicrelerin sayimi

Hiicre saymmi igin, tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10 mikrolitresi (uL) 5 mL’lik santrifiij tiipiine alinip iizerine % 0,5
olacak oranda tripan mavisi (Neofroxx marka, 1475 katalog numarali iiriin)
eklenerek iyice karigmalar1 saglanmigtir. Bu karigimdan 10 pL alinarak thoma lamina
koyulmus ve mikroskopta bu lam iizerindeki bes alanda hiicre sayimi yapilmistir.
Bulunan say1, sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 mL’lik besiyerinde ne kadar hiicre

oldugu hesaplanmustir.



Sekil 3.3.: Thoma Lam diizeni

1 biiyiik karenin hacmi;

0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm?

Bolmenin derinligi; 0,1 mm =0,01 cm

0,01 cm?x 0,01 cm = 0,0001 cm® = 0,0001 ml = 0,1 puL

Hiicre sayis1 x 10.000

Konsantrasyon (hiicre/mL) =

Sayilan alan x Diliisyon

Sulandirma katsayisi (diliisyon); 1:10 diliisyon i¢in; 0,1

1:100 diliisyon i¢in; 0,01

Bu formiilasyon ile her iki pasaj da sayilarak, her bir kriyotiipte 1 x 10° hiicre, ileriki

calismalar i¢in ayrilmistir.



3.2. Total RNA izolasyonu

Kiiltiirlenmis 1 x 10° hiicreden total RNA elde etmek i¢in, Omega Biotek

marka, R6834 katalog numarali RNA izolasyon Kit tirtinii kullanilmastir.
Kit komponentlerinden olan trizol icerikli TRK soliisyonuna ¢eker ocakta 1 mL/20
uL  beta-merkaptoetanol eklenerek isleme baslanmistir. Beta-merkaptoetanol
indirgeyici bir kimyasal ajan olarak, disiilfit baglarini1 kirarak enzim islevselligi i¢in
gereken ii¢ boyutlu dogal konformasyonunu bozmaktadir. Bdylece elde etmek
istedigimiz niikleik asitleri yikilmayacak olan enzimler (RNaz, DNaz gibi) geri
doniistimsiiz olarak denatiire olmaktadir.

Ardindan 1 mL besiyeri icerisindeki hiicre siispansiyonuna 350 pL TRK

soliisyonu eklenerek, 21G 6l¢iilii 5 mL’lik steril siringali enjektor ile 10 kez mekanik
olarak homojenizasyon yapilmistir. TRK soliisyonu icerisindeki trizol, biyolojik
materyalleri ¢Ozlindiiren ve proteinleri denatiire eden, fenol ve guanidiyum
izotiyosiyanatin ¢ozeltisidir. Bu kimyasallar niikleik asitlerin yapisina zarar
vermeyerek, hiicre bilesenlerini pargalayip protinleri denatiire ederek ortamdan
ayristirtlmak istenen niikleik asitlerden proteinleri kurtarmaktadir.
500 uL %70’lik etil alkol eklenip vortekslenen hiicre lizatindan 700 pL, Kit
komponentlerinden olan spin kolonlu koleksiyon tiiptine aktarilmistir. Lizat, 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 pL kolonlu tiipe
eklenip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Tipe inen sivi bosaltilip ayni
santrifiij, bu kez %99’luk etil alkol ile diliie edilmis RNA Wash Buffer II’den 500
uL eklenerek tekrarlanmistir. Bu islem bir kez daha uygulanmistir. Ardindan
herhangi ekleme yapilmaksizin yalnizca santrifiij tekrarlanip yine tiipe inen sivi
bosaltilmistir.

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

Kolonlu tiip, bos 1,5 mL’lik santrifiij tiiptine alinarak 60 puL Kitte mevcut olan
niikleazdan arindirilmis steril distile su eklenip 10.000 g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Boylece RNA, su ile ¢oziiniip kolondan ayrilarak serbest kalacaktir.

Santrifiij sonunda tiipiin dibindeki s1vi, elde etmek istedigimiz RNA’dir. Elde edilen



bu RNA, konsantrasyon ve optik dansitesi (OD) 6l¢iildiikten sonra deney zamanina
dek -80 °C’ye kaldirilmistir.

RNA konsantrasyon ve saflik oranini 6lgmek i¢in, “SPECTROstar Nano
Absorbance Plate Reader” cihazi ve “LVis Plate” fonksiyonu kullanilmistir. LVis
Plate’teki ornek olglim noktaciklarina 2 ul. RNA koyulmustur. OD ve konsantrasyon
ol¢timii 1. Tablodaki gibidir.

Tablo 3.1.: izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

Blank: Su

Omek | OD Olgiimii | Konsantrasyon (ng/mL)
1|A549 1,88 61,59
2 | BEAS-2B 2,05 2,60

3.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi i¢in bu ¢alismada Qiagen marka QuantiTect
Reverse Transcription Kit iiriinii kullanilmigtir.

10 pL total RNA ornekleri, primerlerin RNA iplikleri iizerinde uygun yerlere
baglanmasi i¢in 65 °C, 5 dakika inkiibe edilerek isleme baslanmistir. Hemen
ardindan, spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek igin 5 dakika boyunca buzda
bekletilmistir.

5 uL 5X konsantrasyonlu reaksiyon tamponu, 2 pL deoksiniikleozit trifosfat
(ANTP) ¢ozeltisi, 5,25 uL randomize primerler, 0,5 M RNaz inhibitori, 1,25 M da
bir indirgeyici ajan olup RNA’nin ikincil yapisini olusturan baglar1 kirarak RTE nin
daha kolay islev gormesine yardimci olan dikloro difenil trikloroethan (DTT), 1 M
ters transkriptaz enzimi ve son olarak 10 pLL RNA &rnekleri 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 birakilmis, reaksiyon sonunda ise tiipler 4 °C’de sabit

tutulmustur.



Tablo 3.2.: cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Icerik Miktar Konsantrasyon
5X Reaksiyon tamponu 5ulL 1X
dNTP 2 uL 10 mM
Randomize primerler 5,25 uL 100 uM
RNaz inhibitorii 1uL 0,5mM
DTT 0,25 uL 1,25 mM
RTE (200 U/uL) 15puL 1M
RNA o6rnekleri 10 uL 3M
Toplam hacim 25 ulL

Tablo 3.3.: cDNA sentez reaksiyon asamalari

cDNA Sentez Dongili 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

3.4. Kantitatif PCR

Gergek zamanli veya es zamanli kantitatif PCR, biyolojik bir materyalden
elde edilmis total RNA’nin enzimatik olarak doniistiiriildiigii DNA’nin, polimeraz
zincir reaksiyonu boyunca miktarinin anlik olarak matematiksel tespit edilebildigi bir
sistemdir.

qPCR’da niikleik asit ¢ogalmasi ile es zamanl olarak artis gosteren floresans
sinyalin Ol¢limiine dayanan ve gen ifadesinin degisimi hakkinda bilgi veren “esik
dongiisii” (cycle of treshold, Ct) bulunmaktadir. Ct, floresan sinyal miktarinin esik
¢izgisini agtig1 noktadaki dongii sayisidir.

Bu uygulamada, floresans sinyalin artis1 spesifik olmayan amplikonlar1 da
icerebilmektedir. Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green molekiilleri,

ortamda hedef molekiiller olmadiginda primer dimerizasyonlarma da katilarak




floresans simyali olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii gidermek
icin amplifikasyon iiriinlerinin “erime egrisi” (melting curve, Mc) analizi de
yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA fragmenti, kendine o6zgii “erime sicakligi”
(melting temperature, Tm: ¢ift sarmal DNA’nin %350’sinin tek sarmal hale gelmesi
icin gereken sicaklik noktasi) degerine sahiptir. PCR ¢ogalmasinin ardindan sicaklik
yavas yavas ylkseltilerek, belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift
sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baglayinca Syber green molekiilleri
serbest kalmakta ve floresans miktar1 aniden diismektedir. Erime egrisinden
yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen 6rnege ait Tm
derecesi, ayni kosullarda isleme aliman pozitif kontroliin Tm derecesiyle
karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.
gRT-PCR g¢alismasma oOncelikle ifade diizeyleri incelenecek olan genler igin,

asagidaki tablodaki gibi primerler tasarlanarak baglanmistir.

Tablo 3.4.: Tasarlanan primer dizilimleri

Genin Ad1 | Primer Primer Dizilimi
PTGS2 Forward | ATCATTCACCAGGCAAATTGC
PTGS2 Reverse |GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG
CALR Forward | AAGTTCTACGGTGACGAGGAG
CALR Reverse |GTCGATGTTCTGCTCATGTTTC
MAGE-A3 | Forward | AAGCCGGCCCAGGCTCGGT
MAGE-A3 | Reverse |GCTGGGCAATGGAGACCCAC

Amplifikasyon, “Corbett Research Real-time PCR Thermal Cycler” cihazi
kullanilarak, reaksiyon tiipiine 2X konsantrasyondaki Sybr Green (HibriGen marka,
mg-sybr-01-400 katalog numarali iriin) igerikli reaksiyon karigimindan 10 pL,
reverse ve forward primerlerin her birinden 1,5 pL, 4 pL cDNA &rnegi ve son olarak

4 uL niikleazdan arindirilmis su eklenerek tamamlanmistir. Reaksiyonun asamalari

Tablo 3.6.’daki gibidir.



Tablo 3.5.: qPCR reaksiyon bilesenleri

Igerik Miktar Konsantrasyon
2X SYBR Green Reaksiyon Karisimi 10 uL 1X
Forward primer 1,5uL 0,3 uM
Reverse primer 1,5 uL 0,3 uM
cDNA 4 uL <500 ng
Su 4 uL
Toplam hacim: 21 uL
Tablo 3.6.: qPCR dongii agamalari
gPCR Dongli Asamalari
Denatiirasyon 94 °C’de 4 dakika
1. Denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye
Cogalma 2. Baglanma 58 °C’de 30 saniye
3. Uzama 72 °C’de 30 saniye
Son uzama 72 °C’de 10 dakika

X 36 DONGU




4. BULGULAR

4.1.Gercek zamanh PCR sonuclarmmin analizi

Yapilan ger¢cek zamanli PCR analizinde, PTGS2, CALR ve MAGE-A3 genleri ve
referans olarak kullanilan f-aktin geninin Ct ve Tm degerlerini gosteren tablolar,
asagidadir. Ifade analizi, ii¢ tekrarli deney seti sonucundan elde edilen Ct
degerlerinin ortalamasi ile hesaplanmaktadir (Rao ve ark.,, 2013). Oncelikle
arastirilmak istenen her bir genin Ct degeri, house-keeping denen ifade seviyesi bir
hiicrede her zaman ayni1 olan genin Ct degerinden ¢ikartilir. Bu degere, “delta Ct”
denmektedir. Sonrasinda deney gurubunun delta Ct degerleri, kontrol gurubunun
delta Ct degerlerinden sirasiyla cikartilarak “delta delta Ct” degerleri bulunur. Bu
degerler ise deney gurubunun kontrol gurubuna kiyasla, arastirilan genlerdeki house-
keeping genine nazaran ifade seviyesindeki degisimi gostermektedir. Bu degerlerin
her bir replikasyon dongiisiindeki artan veya azalan kat sayisini bulmak i¢in ise 2

tizeri negatif kuvveti alinmaktadir.



Sekil 4.1.: PTGS2 Geninin Ct ve Tm grafigi
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Sekil 4.2: CALR Geninin Ct ve Tm grafigi
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Sekil 4.3.: MAGE-AS3 Geninin Ct ve Tm grafigi
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Tablo 4.1.: Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglari

A549 BEAS-2B
(kontrol) Delta Ct Delta Ct Delta Delta Ct Ekspresyon
ACt ACt Hesaplamas1 Degisimi
Ortalama Ct|Ortalama Ct|  (as49) (BEAS-2B) AACE 2A-AACE
degeri degeri
Beta-Actin 31,25 3162
(house-keeping gen)
PTSG2 1793 26,14 1332 548 -7,84 229,13
CALR 14,37 16,75 16,88 14,87 -2,01 4,03
MAGE-A3 22,78 2492 847 6,70 -,77 341

Tablo 4.7.°de, housekeeping gen Beta-aktin olmak iizere, BEAS-2B hiicre
hattina gore A549 hiicre hattinda PTGS2, CALR ve MAGE-A3 genlerinin ifade
seviyeleri verilmistir. Yapilan gercek zamanli PCR analizi sonuglaria gore her ii¢
genin ifade seviyesinde de artis gozlemlenmistir. Analiz, ili¢ tekrarli deney seti
halinde gergeklestirilmis olup, esas alinacak deger icin iigliniin ortalamasi alinmistir.
Calismanin sonuclarina dair Ct (soldaki) ve Tm (sagdaki) grafikleri ve delta delta Ct
(AACt) hesaplamasi ile genlerin ifade artis oranlart A549 hiicre hatti igin, PTGS2
geninde 229,13 kat; CALR geninde 4,03 kat; MAGE-A3 geninde ise 3,41 kat olarak

saptanmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Yiiksek PTGS2 ifadesi, PGE2 miktarimi artirarak NF-xB  yolagimin
aktivasyonunu artirir.  Aktivasyonu artan NF-xB  sinyal yolagi, BCL2
transkripsiyonunu tetikler ve hiicrede apoptoz direnci meydana getirir (Park ve ark.,
2006).

Daha once yapilan ¢alismalarda, PTGS2 geninin diger birgok kanser tipinde
oldugu gibi, akciger kanserindeki ifade artis1 metastaz ve invazyon ile iliskisi
bulunmustur (Hida ve ark., 1998; Wolff ve ark., 1998).

Literatiirdeki ¢aligmalarda, PTGS2 geninin bir¢ok kanserli dokuda ifadesinin
artt1ig1; dolayl olarak anjiyogenez ve apoptoz direncinde rol oynadigi ve ozellikle
mesane kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Daniel ve
ark., 1999; Dempke ve ark., 2001).

Bu tez ¢alismasinda PTGS2 geninin ifadesi, KHDAK adenokarsinom hiicre
hattt A549 ve saglikli akciger epiteli hiicre hatti BEAS-2B’de qPCR yontemi ile
belirlenmigstir. Buna gore, literatiirdeki onceki g¢alismalarin sonuglartyla uyumu
olarak KHDAK A549 hiicre hattinda, saglikli akciger epitel hiicte hattt olan BEAS-
2B’ye gore PTGS2 geninin ifadesinde 229,13 kat artis tespit edilmistir.

Benzer olarak Cin’de 2014 yilinda Li ve ekibi, A549 hiicre hattinda PTGS2
ifadesinin ¢ok yiiksek oldugunu tespit etmistir. Calismada, Cin’de sekonder
metabolitleri geleneksel tedavilerde kullanilan Rhus verniciflua ve Butea
monosperma bitkilerinden elde edilen butein maddesi, PTGS2 inhibitorii olarak
kullanilmistir. Butein muamelesinin PTGS2 mRNA ve protein seviyesini azaltip,
hiicreleri apoptoza tegvik ettigi gosterilmistir (Li ve ark., 2014).

PTGS2 proteini, normal kolon ve meme dokularinda hi¢ tespit
edilmemektedir. 2001°de Dannenberg ve ekibi, kolon ve meme kanserlerinde bu
genin ifadesinde sirasiyla %85 ve %40 oranlarinda artis meydana geldigini
gostermistir. Bununla beraber skuamdz hiicreli adenokarsinom, mesane kanseri,
kolorektal kanserler, mide, karaciger 6zofagus ve cilt kanserinde de PTGS2 gen
ifadesinin yiiksek oranda arttigi bilinmektedir (Dannenberg ve ark., 2001; Fosslien
ve ark., 2001; Hosomi ve ark., 2000).

Yine Cin’de 2018 yilinda Zhang ve ekibi, meme kanseri hastalarindan alinmis
serum Orneklerinde bulunan tiimor hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada, PTGS2

ifadesinin RNA diizeyinde artmis oldugunu gostermis ve PTGS2 mRNA’larinda



siRNA ile molekiiler sessizlestirme yoOntemini uygulayarak kanserde gerileme
kaydettiklerini 6ne siirmiislerdir (Zhang ve ark., 2018).

Chung ve arkadaslarinin Tayvan’da 2012 yilinda yaptigi calismada ise
PTGS2 ifadesinin akciger kanserinde, kanserin ilerleme hizina ve ilag direncine katk1
sagladig1 gézlemlenmistir (Chung ve ark., 2012).

2014’te Polonya’da yayinlanmis Pastuszak-Lewandoska ve arkadaslarinin
yaptig1 c¢alismada da yine PTGS2 yiiksek ifadesinin KHDAK’in histopatolojik
Ozellikleri ile uyumlu oldugu ortaya konmustur (Pastuszak-Lewandoska ve ark.,
2014).

Dave ve arkadaglarinin 2017°de ABD’de yaptigi c¢alismada ise akciger
fibroblastlarinda PTGS2 geni ifadesinin degisimi enflamasyon ve onkogenezde
proteomik diizeyde incelenmistir. Her iki durumda da PTGS2 enzim miktarinin
yiikseldigi ve hiicresel gogii tetikledigi bulunmustur (Dave ve ark., 2017). Gerek
akciger kanseri gerekse diger solid tiimorlerde PTGS2 geni ile ilgili yapilan
calismalara bakildiginda, PTGS2 geninin yiiksek oranda ifade edildigi ve kanserin

gelisimine ve yayilimina katki sagladigi goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, KHDAK adenokarsinom hiicre hatti olan A549°da ifade
diizeyi yiiksek bulunan diger gen ise CALR genidir. CALR geninin ifadesi, saglikli
akciger hiicre hattt BEAS-2B’ye gore 4,03 kat artmis olarak bulunmustur. CALR
proteininin iglevi ile alakali olarak, hem immiin yanitta anti-kanser rol oynadigi, hem
de kanserli hiicrelerdeki ifade artisinin hiicrelere apoptoz direnci kazandirdigina dair
caligma sonuglar1 mevcuttur.

Fucikova ve arkadaglarinin 2016'da yaptigi ¢aligmada, KHDAK’de
immiinolojik yanittaki ilk degisimlerden birinin, ER’den hiicrenin dis yiizeyine
CALR translokasyonu oldugu gosterilmistir (Fucikova ve ark., 2016). Hiicrenin dis
yiizeyindeki CALR, fagositoz yapan immiin hiicreler i¢in bir ¢esit “beni ye” sinyaldir
ve kanser hiicrelerinin yok edilmesi siirecinde rol oynamaktadir. Fakat kanserli
hiicrelerin ¢ogunun yok edilememesinin sebebi, CALR proteinini bloke eden, CD47
proteinidir. CD47 proteini, normal saglikli hiicrelerin yiizeyinde bulunur ve
makrofajlarin normal hiicreleri fagosite etmelerini 6nler. Kanser hiicreleri ise daha
yogun oranda CD47 ifade ederek, CALR nin fagositik hiicreleri uyarmasini engeller.
Dolayis1 ile KHDAK’ta CALR geninin ifadesinin artmasi, tiimore karsi verilen

immiin yanit1 destekler nitelikte goriinmektedir.



CALR proteininin immiin yanit, yara iyilesmesi, hiicre biiylimesi ve
boliinmesi, hiicre gogii, hiicre adezyonu ve apoptozun kontroliinde rol oynadigi 6ne
stiriilen ¢aligmalar mevcuttur (Klampfl ve ark., 2013; ). 2012’de Cin’de yapilan bir
calismada CALR monoklonal antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal deney dizisi
sonucu, CALR’nin akciger kanseri i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Lu ve ark., 2015).

2007°de Clarck ve Smith’in Nature’da yayinlanmis olan derlemesinde, CALR
proteininin immiin yaniti harekete gegiren anti-enflamatuar ve anti-kanser yanit
baslattigindan, hatta ¢evresindeki kanserlesmekte olan hiicreler icin bir ¢esit hiicre-
dis1 saperon islevi gordigii bildirilmistir (Clarke ve ark., 2007). Anti-enflamatuar
yanitta rol almasina 6rnek olarak, NF-kB sinyal yolag: ile etkilesime girerek pro-
enflamatuar sitokinlerin tretimini artirdigi bildirilmistir. Ayrica CALR, saperon
protein gorevini NF-xB sinyal yolag: vasitasiyla yapmaktadir (Bajor ve ark., 2011).

Bu tez ¢aligmasinda bulunan sonucun aksine; Bergner ve ekibi tarafindan
2009’da Almanya’da yayinlanmis olan ¢alismada, CALR ifadesinin akciger kanseri
ve hepatoselliiler kanserde, saglikli akciger epitel hiicrelerine kiyasla azaldigin1 ve
normal akciger epitel hiicreleri ile kanserli akciger hiicreleri arasinda Kalsiyum
homeostazinin ¢ok farkli oldugu ortaya konmustur. Akciger kanserinde, Kalsiyum
iyonlarin1 baglayan CALR proteinin ifadesi artarken, kalsiyum iyonlarim1 ER
limenine pompalayan proteinin ifadesinin azalmasindan dolayr ER’deki Kalsiyum
oraninin, saglikli akciger epitel hiicrelerindekine kiyasla ¢ok daha diisiik oldugu
ortaya konmustur. Boylece hiicre i¢i Kalsiyum iyon dengesinin bozulmasi yeni tanis
ve tedavi yaklagimlari olusturabilecegi 6ne siiriilmiistiir. (Bergner ve ark., 2009).

Stoll ve arkadaslarinin 2016’da yaptig1 calismada ise yumurtalik kanseri ve
KHDAK’ta CALR ifadesinin yiikseldigi ortaya konmustur. Yazarlar, sonuglar
muhtemelen CALR geninin ifadesi eger ¢ok daha fazla artacak olursa, hiicrelerin bu
“beni ye” sinyali ile kansere karsi koyma giiciliniin artacagi seklinde yorumlamistir

(Stoll ve ark., 2016).

NF-kB, immiin yanitta sitokin iiretimi ve hiicre hayatta kalimi ile dogrudan
iliskili bir transkripsiyon faktorii, bir niikleer sinyaldir. Immiinite, hiicresel cogalma,
enflamasyon ve apoptoz gibi yasamsal fonksiyonlarda birincil rol oynar. Islev

bozuklugu ise enflamasyon, otoimmdiin hastaliklar ve kanser ile dogrudan iliskilidir.



MAGE-A3 geninin ifadesi, bu sinyal yolaginin siirekli acik kalmasini saglayarak,
hiicreyi o6liimsiizliige gotiirmektedir.

2016 yilinda Singapur’da Xie ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile promotor
bolgesinden metilasyon ile epigenetik olarak diizenlenen MAGE-A3 antijeni, gen
anlatimi aktif ve inaktif iken hiicreler iizerindeki etkileri bakimindan incelenmistir.
Mide kanserinde hiicre boliinmesini tetikledigi ve kemoterapi ilaglarina karsi direng
gelisiminde rol oynadig1 gosterilmistir (Xie ve ark., 2016).

2016 yilinda Thongprasert ve arkadaglarinin Tayvan’da yayinladigi
calismada, Dogu ve Glineydogu Asyalit KHDAK hastalarindan alinmis 377 6rnegin
%26’sinda MAGE-A3 ifadesi saptanmigtir (Thongprasert ve ark., 2016). Chen ve
arkadaslarmin yine 2016’da ABD’de yaptig1 ¢alismada ise yine KHDAK’ta MAGE-
A3 ifadesinin prognozu ile ilgili oldugunu gézlemlenmistir (Chen ve ark., 2016).

MAGE-A3 proteini, “akciger kanseri antijeni” olarak bilinmektedir. Akciger
kanseri tedavi gelistirme ¢alismalart adina, 2004’te “MAGE-A3 asis1” uygulamasi
yapilmistir. Teshiste MAGE-A3 yiiksek ifadesi goriilen ve erken evrelerde olan 122
KHDAK hastasinda uygulanan klinik arastirmada, %33 basarili yanit alinmistir
(Raez ve ark., 2005)

2013 yilinda Belgika’da yapilan klinik arastirmada ise 182 KHDAK hastasi
tizerinde 27 aylik 13 dozlu bir MAGE-A3 immiinoterapisi uygulanmistir. Yiiksek
MAGE-A3 ifadesi saptanmis olan hastalarda, cerrahi yaklasim sonrasindaki siiregte
uygulanan bu yontem ile %35 oraninda kanserde gerileme tespit edilmis ve bu
uygulamanin minimum toksisite diizeyinde olup, TUgcilincii faz ¢alismalarina
gecilebilecegi one siirtilmistiir (Vansteenkiste ve ark., 2013).

Bu tez ¢aligmasinda da, literatiirdeki ¢alismalarla paralel olarak MAGE-A3
geninin ifadesinde A549 KHDAK hiicre hattinda, normal akciger epitel hiicrelerini
modelleyen BEAS-2B hiicre hattina kiyasla 3,41 kat artis gozlemlenmistir.

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikilarak, 6zellikle KHDAK i¢in tedavi yaklasimlarinda,
karsinogenezi dogrudan veya dolayli yoldan, baslatan veya indiikleyen/destekleyen
PTGS2, CALR ve MAGE-A3 proteinleri igin selektif inhibitorler veya monoklonal
antikor ¢alismalarinin énem arz ettigi vurgulanmaktadir. Ileriki ¢alismalarda, bu iic
gen i¢in protein diizeyinde arastirmalar yapilarak, bu ii¢ protein miktarinin artisi ile
NF-kB sinyal yolaginin karsinogenezdeki roliiniin bir tiir ortak iligskide olabilecegi

ongoriilmektedir.
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