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OZET

Klotho Geni Transfekte Edilmis Kolon Kanser Hiicrelerinde

Canlhilik ve Proliferasyonun Belirlenmesi

Klotho geni bir¢ok biyolojik siirecte yer alan anti-aging, anti-inflamatuvar ve
anti-ttimor 6zellikleri olan humoral bir faktordiir. Klotho geninin ifadesindeki azalma,
kolon kanseri de dahil olmak iizere ¢ogu kanser tipinde malign olusumlara neden olur.
Klothonun antitiimér etkisi, kanser hiicrelerinde malign olusuma neden olan sinyal
yolaklarini inhibe etmesinden kaynaklanir. Tiimor nekroz faktoriine bagli apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL), kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen tiimor nekroz
faktdr (TNF) sitokin siiper ailesinin bir {iyesidir. Insan tiimérlerinin %60 gibi dnemli
bir oran1 TRAIL'e kars1 direng gosterir. TRAIL, kanser tedavisinde kemoterapotik
toksisiteye neden olmadan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltarak apoptozu
indiikler. TRAIL, 6liim reseptdrleri olan DR4 ve DRS ile etkilesime girerek apoptotik

etki gosterir.

Bu c¢alismadaki amag¢, TRAIL direngli insan adenokarsinom kolon kanseri
hiicrelerinde (Caco-2), apoptoz indiikleyicisi oldugu bilinen klotho geninin
ekspresyonunu degistirerek (gen aktivasyonu ve knock-out), bu ekspresyon
degisimlerinin kanser hiicrelerindeki TRAIL aracili apoptotik duyarliliga etkisinin
olup olmadigini aragtirmakti. Boylece klotho geninin 6nemli fonksiyonlarindan biri
olan apoptotik siirecin, ilk kez TRAIL 6liim reseptorleri (DR4, DRS, DcR1 ve DcR2)
tizerinden analiz edilmesi saglandi. Bu amagcla oncelikle klotho geni CRISPR/Cas9
teknigi ile Caco-2 hiicrelerinde klotho geni aktiflestirildi ve knock-out edildi. Klotho
geninde yapilan bu ekspresyon degisikliklerinin kanser hiicrelerindeki etkisi;
annexinV/P1 flow sitometri, WST-8, gRT-PCR, invazyon, koloni olusturma

potansiyeli ve immunohistokimyasal analizler ile degerlendirildi.

Sonuglarimizda Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyon artisinin hiicrelerin
proliferasyon, invazyon ve koloni olusturma potasiyelini baskiladigi ve kaspaz
aktivitesini artirdig1 goriildii. Bu etkinin gen aktivasyonuna bagli olup olmadig1 ise
genin knock-out edilmesiyle test edildi. Bulgularimiz klotho gen aktivasyonunun

apoptoza direncli kanser hiicresinde antitiimor etkiye sahip oldugunu gosterdi.



Calismamizda ile elde edilen ilk verilerin in vivo ¢aligmalar ile desteklenmesi
gerektigi, klothonun kolon kanser tedavisinde giiclii bir belirteg olabilecegi ve temel

kanser ¢aligsmalar1 i¢in 6nemli bir alt yap1 hazirlayacagi goriisiindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, klotho, TRAIL reseptorleri, antitimor etki,

CRISPR-Cas9.



SUMMARY

Determination of Viability and Proliferation in Klotho Gene

Transfected Colon Cancer Cells

The klotho gene is a humoral factor with anti-aging, antiinflammatory and
antitumor properties, which is involved in many biological processes. Decreased
expression of the klotho gene causes malignant formations in most types of cancer,
including colon cancer. Klotho's antitumor effect is due to the inhibition of signalling
pathways that cause malignant formation in cancer cells. Tumor necrosis factor-
induced apoptosis inducing ligand (TRAIL) is a member of the TNF cytokine
superfamily that induces apoptosis in cancer cells. A significant 60% of human tumors
show resistance to TRAIL. TRAIL induces apoptosis in cancer treatment by reducing
the proliferation of cancer cells without causing chemotherapeutic toxicity. TRAIL

interacts with the death receptors DR4 and DR5 and demonstrate an apoptotic effect.

The aim of this study was to investigate whether these expression changes have
an effect on TRAIL-mediated apoptotic sensitivity in cancer cells by altering
(overexpression and knock-out) the expression of the klotho gene, which is an
apoptosis inducer, in TRAIL-resistant human adenocarcinoma colon cancer cells
(Caco-2). Thus, the apoptotic process, one of the important functions of the klotho
gene, was analysed for the first time on TRAIL death receptors (DR4, DR5, DcR1 and
DcR2). For that purpose, the klotho gene was firstly klotho gene activation and knock-
out on Caco-2 cells using the CRISPR/Cas9 technique. The effect of these expression
changes in the klotho gene on cancer cells; annexin V/PI flow cytometry, WST-8,

gRT-PCR, invasion and colony-forming potential and immunohistochemical analysis.

In our results, it was seen that the increase in klotho gene expression in Caco-2
cells inhibited the proliferation, invasion and colony forming potential of the cells and
increased the caspase activity. It was determined that the decrease in klotho gene
expression had no effect on the viability of Caco-2 cells. These results show that klotho
gene activation has an antitumor effect in cancer cells resistant to apoptosis. We are

of the opinion that the first data obtained with this study should be supported by in

Vi



vivo studies and that klotho will be an important basis for basic cancer studies in order
to be a strong marker in the treatment of colon cancer.

Keywords: Colon cancer, klotho, TRAIL receptors, antitumor effect, CRISPR-Cas9.
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FBS : Fotal sigir serumu
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LG : Low glucose, diisiik sekerli

WST-8 : 2- (4-iodophenyl) -3- (4-nitrophenyl) -5- (2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium-8

KO : Knock-out
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1. GIRIS VE AMAC

Kanserin 0Ozellikleri arasinda kendi olusturdugu biiylime sinyallerine yanit
vermesi, proliferasyon sinyallerini artirmasi, invazyon, metastaz, anjiyogenez, Sinirsiz
replikasyon yetenegi ve hiicre 6limiine direng sayilabilir (Kretz vd., 2018). Kolon
kanseri bu oOzelliklerin hepsini tasir ve erken donemde higbir belirti gdstermeden
ilerleyebilir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) istatistiklerine gore kolon kanserinin
diinyada goriilme siklig1 erkeklerde figiincii, kadinlarda ise ikinci sirada yer
almaktadir. Gilinlimiizde tedavi secenekleri cerrahi miidahale, kemoterapi ve

radyoterapidir.

Klotho geni ilk defa 1997 yilinda Kuro-o ve arkadaslar1 tarafindan
kesfedilmistir. Bobrekte distal kivrimli tiibiillerde, beyinde koroid pleksus, hipofiz ve
paratiroid bezinde, pankreas, yumurtalik, testis, plasenta, idrar kesesi, i¢ kulak, meme
epiteli ve kolon hiicrelerinde eksprese edilir (Kuro-0, 2009; Kuro-o, 2018). Klotho,
normal hiicrelerin dogal apoptotik siirecinde gorevli iken, kanser hiicrelerinde
apoptozun indiikleyicisi olarak gérev yapar (Behera vd., 2017). Klotho, bu o6zelligi
sayesinde kanserde terapotik girisimlerin gelistirilebilmesi igin potansiyel bir ajan

olarak onerilmektedir (Li vd., 2014; Zhou ve Wang, 2015).

Tiimdr dokularinda klotho ekspresyonunun, saglikli bolgelere gore daha diisiik
oldugu ve klotho ekspresyon kaybinin kolon da dahil olmak {izere bazi kanserlerde
malign olusuma neden oldugu belirlenmistir (Li vd., 2014). Ayrica sekrete klotho
ifade eden kanser hastalarinda, ifade etmeyen kanser hastalarina gore hastaligin
mortalite oranin daha diigiik oldugu gosterilmistir. Bu yiizden klothonun, hastaligin
prognozunu belirlemek agisindan bagimsiz bir biyobelirte¢ olabilecegi One

stiriilmiistiir (Lu vd., 2008).

Apo-2 ligand (Apo2L) olarak da bilinen tiimor nekroz faktorii (TNF) ile iligkili
apoptoz-indiikleyen ligand (TRAIL), TNF sitokin siiper ailesinin bir {iyesidir (Pitti
vd., 1996; De Miguel, Lemke, Anel, Walczak ve Martinez-Lostao, 2016). Yapilan
calismalarda TRAIL’in saglikli hiicreleri korurken kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi yani segici bir apoptoz indiikleyicisi oldugu bulunmustur (De Miguel vd.,
2016; Kretz vd., 2018). TRAIL, kanser tedavisinde kemoterapétik toksisiteye neden

olmadan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltarak apoptozu indiikler (Refaat



vd., 2014). Ancak insan tlimdrlerinin yaklasik olarak %60’1t TRAIL'e kars1 direng

gostermektedir. Bu direncinin mekanizmasi hala belirsizdir (Yildiz vd., 2010).

Kolon kanseri hedef odakli bir tedavinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulan,
kansere bagli Oliimlerin diinyada yaygm oldugu bir kanser tiliriidiir. Yapilan
caligmalarda insan kolon kanser hiicrelerinin cogunda TRAIL apoptozuna kars1 bir
direng gozlenmistir. Insan gastrointestinal adenokarsinomlarda ve dzellikle kolorektal
kanserde direngli hiicrelerin TRAIL'in neden oldugu apoptozun sitotoksik etkilerine
kars1 nasil duyarlilik kazanabilecegi konusunda bir bosluk vardir. Calismamizda
TRAIL iligkili apoptoza kars1 direngli insan adenokarsinom kolon kanser hiicrelerinde
(Caco-2) apoptozu indiikledigi bilinen klotho geninin ekspresyonundaki degisim
giiniimiizde en ¢ok kullanilan gen diizenleme teknigi olan CRISPR/Cas9 sistemiyle
saglandi. Kolon kanser hiicrelerinde klotho geninin ekpresyon seviyesinin
degistirilmesinin TRAIL &liim reseptorleri {izerinden kanser hiicrelerindeki apoptotik

duyarliliga etkilerinin incelenmesi kapsaminda;

Insan Caco-2 kanser hiicrelerine CRISPR/Cas9 teknigiyle klotho geni
aktarilarak klotho+Caco-2 hiicreleri elde edildi.

Daha sonra elde edilen klotho+Caco-2 hiicreleri; canlilik ve proliferasyon
(WST-8 testi), apoptoz (Annexin V/PI), koloni olusturma potansiyeli,
invazyon yetenegi, gen seviyesindeki degisimler (QRT-PCR ile klotho, DR4,
DR5, DcR1, DcR2, kaspaz 3, kaspaz 8, bclz, bid, bax, bad ve GAPDH’nin
tespiti) ve immiinohistokimyasal (DR4, DRS, kaspaz3 ve kaspaz 8) acidan
analiz edildi.

Ardindan Caco-2 hiicrelerinde gozledigimiz apoptotik cevabin, klotho
geninin asir1 ekspresyonuna bagli olup olmadigini belirlemek icin insan
Caco-2 kanser hiicrelerinde CRISPR/Cas9 teknigiyle klotho geni silinerek
(knock-out) KO klotho-Caco?2 hiicreleri elde edildi.

Daha sonra KO klotho-Caco? ile yukaridaki analizler tekrar edildi.

Son olarak klotho+Caco-2 hiicrelerinden elde edilen veriler; saglikli kolon
hiicreleri (CCD841 CoN), Caco2 hiicreleri ve KO klotho-Caco-2

hiicrelerinden elde edilenlerle karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra goriilen ikinci 6liim
nedenidir. Yunan doktor Hipokrat (460-370 MO) karsinom tiiméorlerini tanimlamak
icin “karkinos” kelimesini kullanmistir. Celsus “karkinos” kelimesini Latince
“cancer” olarak ¢evirmistir, bu kelime ayni zamanda Latince’de yenge¢ anlamina
gelir. Daha eski donemlerde Misir’da insan kemik kanseri ve meme kanseri
vakalarinin goriildiigiine dair el yazmalar1 bulunmaktadir. Sadece palyatif tedavilerin
mevecut oldugu hatta giiniimiizde de hala kullanilan cerrahi yontemlerle timor
dokusunu bulundugu bolgeden c¢ikartarak tedavilerin denendigi bilinmektedir

(Sudhakar, 2009).

Kanser hiicrelerinin en temel iki 6zelligi vardir: Hiicrelerin anormal biiylimesi
ve boliinmesi, yakin dokulara yayilmasi (invazyon) ve viicudun diger bdliimlerine
yayilmasidir (metastaz) (Alberts vd., 2015). Kanser hiicrelerinin yayilim1 kan dolagimi
ve lenf damarlar1 yoluyla olabilir (Sudhakar, 2009). Tiimor hiicreleri iyi huylu
(benign) ve kotii huylu (malign) olarak ayrilir. Benign tiimor hiicreleri saglikli
hiicrelere ¢ok benzerdir, saglikli hiicrelerdeki gibi hiicre yapigsma molekiilleri
aracilifiyla koken aldiklar1 dokuda bulunurlar, yayilim gostermezler. Malign tiimor
hiicreleri ise saglikli hiicrelere oranla daha hizli béliiniirler ve normal bir 6liim seyri
izlemezler. Malign tiimorler endoderm veya ektodermden kdken alirlarsa karsinom,
mezodermden koken alirlarsa da sarkom olarak adlandirilirlar. Karsinomlar bilinen en
yaygin kotii huylu tiimér tipidir. insan kanserlerinin yaklasik %90’1n1 olustururlar.
Sarkomlar ise 16semiler ve lenfomalar olarak 6zel iki alt sinifa ayrilarak kan ve immun

sistem hiicrelerinde goriiliirler (Lodish vd., 2011).
Kanser hiicreleri temel alt1 6zellige sahiptir. Bunlar:

Hiicre ¢ogalmasini diizenleyen distan ve icten gelen sinyallere uymazlar.
Koken aldiklar1 dokularda yayilma egilimi gosterirler (invazyon).

Yabanci bolgelerde yasar ve ¢ogalirlar (metastaz).

M W np e

Apoptoz  yolaklarim1  inaktive ederek hiicre Oliimiinden kaginma
egilimindedirler.

5. Genetik ve epigenetik olarak kararsizdirlar.
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6. Telomeraz enzimi iireterek veya telomerlerin stabilitesini saglayarak hiicrenin

yaslanmasini engellerler (Alberts vd., 2015).
2.1.1. Kolorektal kanser

Kolorektal kanser, kolorektal mukozadan meydana gelen rektum veya kalin
bagirsak  tlimorlerini  ifade eder. Kolorektal kanserin yaklagik  %95°1
adenokarsinomdur. Adenokarsinom salgi yapabilme 6zelligine sahip dokularda ortaya
cikan karsinom tlriidiir. Adenomatdz poliplerin displastik degisikliklere ugramasi
sonucunda malign tiimor gelisimi ortaya ¢ikar (Sekil 2.1) (Thrumurthy, Thrumurthy,
Gilbert, Ross ve Haji, 2016).
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Sekil 2.1. Kolorektal polipten kansere gecis (Thrumurthy 2016).

Kolorektal kanser, kolon kanseri ve rektum kanseri olarak iki gruba ayrilir. Kolon
ve rektum kanserleri arasinda etiyolojik farklilar bulunmustur. Ornegin yiiksek viicut
kitle indeksi (b.w), diisiik fiziksel aktivite, islenmis et ve alkoliin diyetle yiiksek
miktarda aliniminin kolon kanseri i¢in risk faktorleri oldugu, ancak rektum kanseri
icin olmadig1 gosterilmistir. Mutasyonlarin ve kalitsal kanser tiplerinin prevalansi,
kolon kanseri ve rektum kanseri arasinda degisiklik gostermektedir. Kolon ve rektum
anatomik olarak lokasyon, kanlanma, drenaj ve innervasyon bakimindan oldukc¢a
farklidir. Bu farkliliklar primer tiimoriin invazif bilylimesinin, cerrahi yaklagimlarin
ve tedavi sonuglarinin da farklilik gostermesine neden olur. Rektum
kanserindekaraciger, akciger ve kemik metastaz1 goriiliirken, kolon kanserinde

peritona metastaz goriiliir (Van der Sijp vd., 2016).



DSO verilerine gore, kolon kanserinin diinya iizerinde goriilme siklig1 (prevalans)
erkeklerde ticiincii kadinlarda ise ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilinda diinya
capinda 1.8 milyon kolon kanseri vakasinin 861.000’inin &liimle sonuglandigi
bildirilmistir. Yine DSO raporuna gore, Tiirkiye’de kolon kanserinin gériilme siklig
kadin ve erkeklerde tigiincii sirada yer almaktadir. 2018 yilinda yeni tan1 almis 20.031
kisi bulunmaktadir (WHO, 2018). Kolon kanserine yakalanma orami erkeklerde

kadinlara gére 6nemli oranda yiiksektir (Macrae, Goldberg, Seres ve Savarese, 2019).

Kolon kanseri goriilme sikligi tahminleri, 50 yas ve {stli, korunmamig
bireylerde; invaziv kolon kanseri olma ihtimali %0.5 ile %2.0 arasinda, in Situ
karsinom olma ihtimali %1.0 ile %1.6 arasinda, biiyiik adenom (>1 cm) olma ihtimali
%7 ile %10 arasinda ve degisen boyutlarda adenom olma ihtimali ise %25 ile %40

arasindadir (Libutti vd., 2015).

Yas, kolon kanseri insidansinda diger demografik faktorlere gore daha fazla
etkilidir. 45 ile 50 yasin iizerinde sporadik kolon kanseri 6nemli 6l¢iide artmaktadir.
Hastalarin yaklasik %70'1 65 yasin iizerindedir. Hemen hemen tiim {ilkelerde yasa gore
standartlastirilmis kolon kanseri insidans orani kadinlarda erkeklere oranla daha
diigiiktiir. Kolon kanserinin gelisme riskinde genetik faktorler ve yasam tarzi (sigara,
alkol, 1slenmis kirmizi et tiikketimi ve hareketsiz yasam gibi) belirleyici etkenler olarak

gorilmektedir (Davis vd., 2011; Libutti vd., 2015).

Kisilerin hastalik ge¢misinde; Crohn’s hastaligi ve iilseratif kolit gibi
inflamatuar bagirsak hastaliklari, aile Oykiisiinde kolon kanseri veya polip olmasi,
ailesel adenomato6z polipozis ve varyantlari, Lynch ile iligkili sendromlar, Turcot ve
Peutz-Jegher gibi kalitsal sendromlarve MUTYH (MutY DNA glikozilaz) ile iligkili
polipoz sendromlart riskin yiiksek oldugu gruplardir (Schmoll vd., 2012; Balmana vd.,
2013; Labianca vd., 2013).

Kolon kanserinin belirtileri arasinda sunlar yer alir:

- Bagirsak aligkanliklarinin degismesi ve bu degisimin birka¢ glinden uzun
stirmesi

- Bagirsaklarda tam bosalmama hissi

- Digkinin renginin degismesi ve kan goriilmesi

- Karinda gegmeyen siskinlik hissi, agri ve gaz sikayetleri



- Sebepsiz kilo kaybi, yorgunluk ve halsizlik hissi (Kuipers vd., 2015).

Kolon kanserinin geleneksel tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi ve
kemoterapi gibi tedavi secenekleri uygulanmaktadir. Cerrahi miidahale ile timor
cikartilirken tiimor ¢evresinde bulunan saglikli doku ve lenf diigimleri de tiimorle
birlikte ¢ikarilmaktadir. Sistemik olarak uygulanan kemoterapi ise sadece timor
dokusunun ¢evresinde degil hastanin biitiin viicut hiicrelerine etki etmektedir (Kuipers

vd., 2015; Daaboul ve El-Siba 2017).

2.2. Klotho’nun Kesfi

Klotho geni ilk defa 1997 yilinda Kuro-o ve arkadaslar1 tarafindan farelerle
yapilan bir deneyde yaslanma ile ilgili bir gen olarak tanimlanmistir. Bu gen, Yunan
mitolojisinde ii¢ kader tanrigasindan biri olan ve hayat ipligini egiren Klotho’dan
esinlenerek isimlendirilmistir. Yunan mitolojisine gore kisilerin dogmasiyla birlikte
hayat ipligi egrilmeye baslar. Zeus’un kizlar1 olan kader tanricalart Moira’lardan

birincisi Klotho’dur. Klotho hayat ipligini egmek anlamina gelir.

Kuro-o ve arkadaglarinin yaptiklar1 deneyde, klotho geni sessizlestirildiginde
farelerin 3 haftalik gelisimlerinin normal bir sekilde ilerledigi ancak 8-9 hafta
icerisinde farelerin 6lduigu tespit edilmistir. Defektli farelerde 6liim sebebi olarak
goriilebilecek bir hastalik goriilmemistir. Klotho gen ekspresyonundaki bir hata
insanda yaslanmaya benzer bir hastalik tablosu ile sonuclanir. Molekiiler diizeyde
yapilan analizler, farelerde bu fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasinda 5. kromozom
tizerinde lokalize olan klotho geninin normal islevini yapamadigini gostermistir

(Kuro-o vd., 1997; Kim vd., 2015).
2.2.1. Klotho geninin molekiiler ozellikleri

Klotho 130 kDa agirliginda transmembran B-glukuronidaz proteinidir. Klotho
geni farelerin 5. kromozomu iizerinde bulunur. insanda fare ile homoloji gdsteren gen,
13. kromozom iizerinde yer almaktadir. 13. kromozomun kisa kolunda bulunan klotho

geni 5 ekzon ve 4 introndan olusmaktadir (Matsumura vd., 1998; Olejnik vd., 2018).

Genin mRNA’larinin alternatif islenmesi sonucunda zarda yer alan ve sekrete
edilen olmak iizere iki farkli formda klotho proteini sentezlenir (Sekil 2.2). Yapisal bir
protein olan klotho 1014 amino asitten olusan tek gegisli bir zar proteinidir. Karboksi

terminalinde 10 aminoasit uzunlugunda transmembran bdlgesini tasir (Matsumura vd.,
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1998, Kuro-o, 2009). Ekstraselliiler bolgede zayif homolojiye sahip klotho 1 ve klotho
2 olarak adlandirilan iki domaini vardir. iki domainde B-glukozidaz ailesiyle homoloji
gosterir (Kuro-0, 2009; Olejnik vd., 2018).

ss Glikozil hidrolaz-1 (KL1) Glikozil hidrolaz-1 (KL2) T™
p-Kesim bolgesi o-Kesim bélgesi

sexrete Kotno [ —

TWM= Transmembran domain
SS= Sinyal sekansi

Sekil 2.2. insan klotho geni (Xu ve Sun, 2015).

Sektere formdaki proteinin sentezi, ADAM10 (ADAM metallopeptidaz domain
10) ve  ADAM17 (ADAM metallopeptidaz domain 17) proteazlariin membran
tizerinde bulunan tek gecisli transmembran proteinini plazma zarinin istiinden
kesilmesi ile gergeklesir (Kuro-0, 2009). Sekrete edilen formu 549 amino asitten
olusur. Kan, idrar ve serebrospinal sivida bulunur (Matsumura vd., 1998). Klotho
proteini ilk kesfedildigi yillarda ii¢ farkli hipotez ortaya atilmistir. Bunlar: (1) klotho
proteini aktif olmayan Onciil bir proteini, aktif bir humoral faktore doniistiiriir. (2)
Klotho proteinin kendisi hiicre dis1 bosluga salgilanir ve humoral bir faktor olarak
islev goriir. (3) Klotho proteini bir reseptor gérevi gorerek yeni bir humoral salginin
olugmasini baglatmak i¢in gerekli olan sinyale aracilik eder (Shiraki-lida vd., 1998).
Yapilan ¢alismalar gostermistir ki bu protein oksidatif stres, biiylime faktori,
reseptorler ve iyon kanallarmin aktivitesini diizenleyen humoral bir faktordiir
(Matsumura vd., 1998; Yamamoto vd., 2005; Kuro-o, 2010). Klotho geni, siirl
dokularda ve hiicre tiplerinde eksprese edilir. En yiiksek ekspresyon, bobrekte distal
kivriml tiibiillerde ve beyinde koroid pleksusta goriiliir. Hipofiz bezi, paratiroid bezi,
pankreas, yumurtalik, testis, plasenta, iskelet kasi, idrar kesesi, i¢ kulak, meme epiteli
ve kolon hiicrelerinde ise daha az klotho ekspresyonun oldugu saptanmistir (Kuro-0,
2018).

Klothonun gorevlerinden bir tanesi fibroblast biiylime faktorii 23’iin (FGF23)
ko-reseptorii olmasidir. Klotho aracili FGF-23 sinyallesmesi bobrekte fosfat geri

emilimini ve D vitamininin metabolizmasini kontrol eder (Urakawa vd., 2006;
7



Razzaque, 2009; Kuro-o, 2010). Klothonun diger bir gorevi insiilin ve insiilin benzeri
biiyiime faktorii-1 (IGF-1) yolagii inhibe etmesidir. Klotho eksikligi olan farelerin
insiiline kars1 olduk¢a duyarli oldugu, klotho ekspresyonu arttirilmis farelerin ise aglik
kan sekerinin normal oldugu ve insiiline kars1 diren¢li olduklar1 gézlenmistir. Yapilan
calismalarda sekrete klothonun IGF-1 reseptoriiniin fosforillenmesini saglayarak
insiilin ve IGF-1 yolagini inhibe ettigi gosterilmistir (Wolf vd., 2008; Kurosu vd.,
2008; Chen, Wang, Zhao & Wu, 2010; Li vd., 2014; Rubinek ve Modan-Moses, 2016).
Klotho, IGF-1 sinyal yolagimi baskilayarak forkhead box O (FoxO) transkripsiyon
faktorlerini aktive eder. FoxO aktiflesmesiyle katalaz ve mitokondriyal mangan
stiperoksit dismutaz (MnSOD) gibi antioksidan enzimleri diizenler. Bu antioksidan
enzimlerin ekspresyonun artmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasi ve
oksidatif stresin azaltilmasi saglanir (Yamamoto vd., 2005; Brobey, Makoto ve
Rosenblatt, 2011).

Klothonun bilinen bir diger 6zelligi Wnt sinyal yolaginin bir inhibitorii gibi
davranmasidir (Liu vd., 2007; Behera vd., 2017). Wnt sinyal yolaginin asir
aktivasyonu hem yaglanmayir hem de tiimdrlesmeyi beraberinde getirir. Yapilan
caligmalarda klothonun, Wnt sinyalinin antagonisti oldugu bulunmustur. Bu durum
klothoyu potansiyel bir tiimor baskilayici olarak géstermektedir (Chen, Ma, Liu, Zhao
ve Wu, 2012). Wnt sinyal yolaginda, 8 kateninin ¢ekirdege translokasyonunu inhibe
ettigi bunun sonucu olarak da sinyal yolagini inhibe ettigi bulunmustur (Tang vd.,
2016).

Klothonun, hiicre i¢ci ve dis1 Ca*? seviyesinin diizenlenmesinde rol oynadig

*2un bobrekten

bilinmektedir. Klotho geni defektli farelerde yapilan bir ¢galismada, Ca
atilimmnin ve beden Ca*? homeostazinin diizenlenmesinde bu genin énemli bir rolii
oldugu gosterilmistir (Xuan ve Van Hai, 2018). Klothonun bu etkiyi gecici reseptor
potansiyel katyon kanali (TRPVY) iizerinden yaptigi saptanmistir. Sekrete klotho

+25

TRPVS5’in hiicre yiizeyindeki ifadesini artirir ve bdylece Ca™’un hiicre igerisine

akisini ve renal geri emilimini saglar (Kuro-o0, 2010).
2.2.2. Klothonun kanser ve sinyal yolaklari ile iliskisi

Son yillardaki calismalarda, bozulmus klotho gen ekspresyonunun sadece
yaslanma siirecine degil, ayn1 zamanda tiim6r olusumuna da katkida bulundugu ortaya
konmustur. Yapilan c¢alismalarda Kklotho gen ekspresyon seviyesinin kanser
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hiicrelerinde azalmis oldugu belirlenmistir (Pan vd., 2011). Meme (Wolf vd., 2008;
Rubinek vd., 2012), serviks (Lee vd., 2010), ovaryum (Lojkin vd., 2015), melanoma
(Camilli vd., 2011), mide (Wang vd., 2011), pankreas (Abramovitz vd., 2011; Jiang,
Gu, & Chen, 2014), 6zofagus (Tang vd., 2014), karaciger (Shu vd., 2013; Xie vd.,
2013a), akciger (Wang vd., 2013; Ibi, Usuda, Inoue, Sato ve Takegahara, 2017) ve
kolon (Pan vd., 2011) kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok timdr dokusunda klotho
ekspresyonu incelenmistir. Ozellikle tiimdr dokularinda klotho ekspresyonunun,
tiimor olmayan bdlgelere gore daha diisiik oldugu ve klotho ekspresyon kaybinin
kolon da dahil olmak iizere bazi kanserlerde malign olusuma neden oldugu
belirlenmistir (Li vd., 2014). Ayrica sekrete klotho ifade eden kanser hastalarinda,
sekrete klotho ifade etmeyen kanser hastalarina oranla hastaligin mortalite oraninin
daha diisiik oldugu gosterilmistir. Bu yiizden klothonun, hastaligin prognozunu
belirlemek agisindan bagimsiz bir biyobelirte¢ olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Lu vd.,
2008). Meme ve hepatoselliiler karsinomda klotho geninin mutasyona ugramasi ya da
hipermetilasyona ugramasi, bu genin kanserin erken evresinde bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini diigiindiirmektedir. Bu nedenle kanserde terapdtik girisimlerin
gelistirilebilmesi i¢in klotho geni potansiyel bir ajan olarak onerilmektedir (Li vd.,

2014; Zhou ve Wang, 2015; Tang vd., 2016).

Klotho, normal hiicrelerin dogal apoptotik siirecinde gorevli iken, kanser
hiicrelerinde apoptozun indiikleyicisi olarak gorev yapar. Klothonun timor
metastazindaki etkisi yogun bir sekilde arastirilmamis sadece birkag¢ ¢calismada klotho
ekspresyonunun tiimdriin invazyon ve metastazla iliskisi incelenmistir. Ornegin
klothonun melanoma hiicrelerinin invazyonunu azalttigr bulunmustur (Behera vd.,
2017). Klotho geninin ekspresyonunu arttirarak kanser hiicreleri {izerinde etkili ve
hedefe yonelik tedavi protokolleri olusturmay1 amaglayan ¢aligmalar bulunmaktadir.
Bu protokollerin bazilarinda in vitro ya da in vivo eksojen klotho uygulanmasi,
bazilarinda da hiicrenin kendi klotho geninin ekspreyonunu arttirmaya yonelik
stratejiler kullanilmis ve fonksiyonu cesitli sinyal yolaklar1 tizerinden c¢aligilmistir.
Klotho geninin antitiimdr etkisini, baslica hiicre cogalmasinda goérevli olan IGF-1 (Shu
vd., 2013; Xie, Chen, Liu ve Zhan 2013b; Ligumsky vd., 2015; Zhou vd., 2017), hiicre
dis1 sinyalle diizenlenen protein kinazlar 1/2(ERK1/2) (Shu vd., 2013), Wnt/B-katenin
(Camilli vd., 2011; Chen vd., 2012; Tang vd., 2016; Behera vd., 2017) ve



fosfatidilinositol 3-kinaz/AKT (PI3K/AKT) (Zhu vd., 2013) sinyal yolaklar
tizerinden kontrol ederek gergeklestirdigi belirlenmistir (Sekil 2.3) (Pan vd., 2011).
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Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin klotho geni ile iligkili sinyal yolaklari. Klotho hormon olarak
gorev yaptigi i¢in pek ¢ok hiicreye ulasabilir. Hiicre ylizeyinde bulunan reseptorler

sayesinde kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etki gdsterebilecek sinyal yolaklari
inhibe edebilir (Rubinek ve Wolf 2016).

N

Klotho ile iliskili sinyal yolaklarindan biri olan IGF-1 saglikli dokularda
eksprese edilir, biiyiime ve gelisme gibi fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli rol iistlenir
(Yuan, Yin, Tao, Wang ve Gao 2018). Bu 6nemli rollerden bir tanesi insiilin/IGF-1-
PIBK-AKT-mTOR sinyal yolaginda yer alan biiylime sinyalinin hiicre otofajisini
diizenlemesidir (Shu vd., 2013). IGF-1 sinyal yolunun kanser olusum siirecinde ve
gelisiminde Onemli etkisi oldugu bilinmektedir (Abramovitz vd., 2011). IGF-1
reseptoriiniin (IGF-1R) ekspresyonun ve aktivitesinin, bir¢ok timor tipinde arttig1 ve
kanser hiicresi proliferasyonuna ve apoptozun durdurulmasina kars1 katkida
bulundugu bilinmektedir. IGF-1 sinyalinin saglikli hiicrelerde asir1 ekspresyonu,
hiicreleri malign doniisiime tesvik ederek kanser hiicrelerinin invazyonu, metastazi ve
anjiyogenezine katilir (Yuan vd., 2018). Klotho, IGF-1 reseptdriiniin aktivasyonunu
reseptorii fosforilleyerek baskilar (Kurosu vd., 2005; Wolf vd., 2008). Sinyal
kaskatinin devaminda gelen PI3K/AKT ve ERK sinyal yolaklarini da dolayl1 olarak
inhibe etmis olur (Li vd., 2014; Shu vd.,2013). Kolon (Li vd., 2014), pankreas
(Abramovitz vd., 2011), lenfoma (Zhou vd., 2017) ve hepatoselliiler karsinoma (Shu
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vd., 2013) hiicreleriyle yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalarda klothonun asiri
ekspresyonun IGF-1 sinyal yolunu inhibe ederek hiicre proliferasyonunu, timor
invazyonu ve metastazi onledigi bulunmustur. Bununla birlikte hiicre apoptozunu

indiikledigi gozlenmistir (Rubinek ve Wolf 2016).

Klothonun etkiledigi sinyal yolaklarindan biri de Wnt/pB-katenin sinyal
yolagidir. Wnt, hiicrelerin proliferasyonu i¢in gerekli olan bir faktordiir (Wang ve Sun,
2009). Wnt sinyalinin yoklugunda [-katenin kararsizlasmakta ve proteazomlar
tarafindan yikilmaktadir. Wnt sinyalinin aktivasyonunda sitoplazmik [-katenin
birikerek hiicre ¢ekirdegine transloke olur. B-kateninin ¢ekirdege transloke olmasiyla
birlikte hiicre proliferasyonunu etkileyen c-myc ve siklin D1 gibi genlerin aktivasyonu
gerceklesir (Tang vd., 2016). Klotho kaybinin, Wnt sinyalinin anormal aktivasyonuna
ve hiicrelerin malign olusumuna etki ettigi bulunmustur (Chen vd., 2012; Rubinek ve
Wolf 2016; Tang vd., 2016). Tiimor baskilayici bir gen olan klothonun, akciger (Chen
vd., 2012), melanoma (Tang vd., 2016) ve hepatoselliiler karsinoma (Behera vd.,
2017) hiicrelerinde Wnt sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonunu inhibe
ederek hiicrelerin biiylimesini yavaglattigi ve kanser hiicrelerinin invazyonunu
azalttigi bulunmustur (Chen vd., 2012; Behera vd., 2017). Tiim bu g¢aligmalarin
sonucunda klothonun, bir Wnt antagonisti olarak da etki ettigi ve Wnt ligandlarina

baglanarak sinyal yolunu inhibe ettigi bulunmustur (Liu vd., 2007; Tang vd., 2016).

Klothonun antitiimor etkisini gdstermek icin kontrol ettigi bir baska sinyal yolag:
ise PI3K/AKT dir. PI3K aktivitesi, biliyiime faktorii reseptorleri tirozin kinaz (RTK)
ve insiilin reseptor substrati (IRS) tarafindan dogrudan veya dolayl olarak diizenlenir.
Tiimorlesme sirasinda anjiyogenez, hiicre dongiisiiniin tesviki ve metastazda dahil
olmak iizere farkli roller iistlenir. Kanser hiicrelerinde, pro-anjiyogenik faktorlerin
ekspresyonunu arttirtp anti-anjiyogenik faktorlerin baskilanmasini1 saglayarak
anjiyogenezi tesvik eder. Hiicre dongiisiinde S-fazina giris i¢in gerekli olan genlerin
transkripsiyonunu artirir ve  mRNA'larin translasyonunu baglatir. Pro-apoptotik
faktorleri inhibe ederek hiicre dongiisiiniin kontrolsiiz ilerlemesini saglar. Matriks
metalloproteinazlarin (MMP) aktivasyonunu arttirarak hiicre dist matriksi (ECM)
parcalayarak metastazi destekler (Owusu-Brackett, Shariati ve Meric-Bernstam 2019).
PI3K/AKT sinyal yolunun inhibisyonu sonucunda MMP ekspresyonun inhibe edildigi

ve malign tiimor hiicrelerinin biiylimesi ve metastazinin baskilandigi bilinmektedir (Li
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vd., 2014). Renal karsinom, akciger ve kolon kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda
klotho geninin asir1 ekspresyonu kanser hiicrelerinde PI3K/AKT sinyal yolaginin
aktivasyonunun, ¢ogalmayi, invazyonu ve epitelyal mezenkimal gegisi baskiladig
gosterilmistir. Klothonun renal karsinoma, akciger ve kolon kanseri i¢in potansiyel
terapotik bir ajan oldugu oOne siiriilmistiir (Wang vd., 2013; Zhu vd., 2013; Li vd.,
2014).

2.3. Tiumoér Nekroz Faktori ile Iligkili Apoptoz
Indiikleyici Ligand

Apo-2 ligand (Apo-2L) olarak da bilinen tiimor nekroz faktorii (TNF) ile iliskili
apoptoz-indiikleyen ligand (TRAIL), TNF sitokin siiper ailesinin bir tiyesidir (Pitti vd.,
1996; De Miguel vd., 2016). TRAIL, Wiley ve arkadaslar tarafindan 1995 yilinda
tanimlanmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda TRAIL’in sagliklt hiicreleri korurken
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, yani se¢ici bir apoptoz indiikleyicisi oldugu,
bulunmustur (Bernardi, Secchiero ve Zaulii 2012; Cali, Liu, Huang, Zhang ve Liu
2012; Szliszka vd., 2012; He vd., 2013; Turner vd., 2013; Refaat, Abd-Rabou ve Reda,
2014; De Miguel vd., 2016; Kretz vd., 2018). Insan tiimérlerinin %60 gibi dnemli bir
oran1 TRAIL'e kars1 direnglidir ve bu direncin mekanizmasi hala belirsizdir (Yildiz
vd., 2010). TRAIL, bagisiklik reaksiyonunun bir pargas: olarak dokularin cogunlugu
tarafindan salgilanan bir sitokindir. Anne siitiinde yiiksek oranda TRAIL’in bulundugu
ve bu durumun bebeklerde anti-kanser etkilere neden olabilecegi gosterilmistir.
TRAIL, kanser tedavisinde kemoterapdtik toksisiteye neden olmadan kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu azaltarak kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler (Refaat
vd., 2014). TRAIL'in terapotik potansiyeli, lenfositler, dalak, timus, ovaryum, prostat,
plasenta ve kolon gibi ¢esitli dokularda reseptor ifadesinden kaynaklanir. Bu nedenle
TRAIL, umut verici ve etkili bir antitimor ajan olarak kabul edilir (Trivedi ve Mishra,
2015; Wong vd., 2019).

2.3.1. TRAIL reseptor sistemi

TRAIL’in iki agonistik ve ili¢ antagonistik reseptorii oldugu bilinmektedir.
Agonistik reseptorleri TRAIL-R1 (DR4/TNFRSF10A), TRAIL-R2
(DR5/TNFRSF10B/TRICK2/Killer)’dir.  Antagonistik  reseptorleri TRAIL-R3
(DcR1/TNFRSF10C/TRID/LIT), TRAIL-R4 (DcR2/TNFRSF10D/TRUNND) ve
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soluble reseptor olan osteoprotegerin (OPG/TNFRSF11B)’dir (Pan vd., 1997;
Walczak vd., 1997; Emery vd., 1998; LeBlanc ve Ashkenazi,2003; Trivedi ve Mishra,
2015; Kretz vd., 2018) (Sekil 2.4).

TRAIL, hiicre zarinda bulunan 6liim reseptorlerine baglanarak apoptotik hiicre
Olimiinii indiikleyebilir (Legler vd., 2018). TRAIL, bu bes reseptdrden biriyle
etkilestiginde, hangi reseptorle etkilesime girdigine bagl olarak apoptozu uyarir veya
baskilar (Yildiz vd., 2010). TRAIL, apoptoz kaskatinin baslamasini saglayan 6liim
reseptorlerine (DR4 ve DRS) daha yiiksek afinite gosterir. DR4 ve DR5 korunmus
sitoplazmik Olim domainleri sayesinde TRAIL kaynakli apoptoz kaskatini
baslatabilirken, DcR1, DcR2 ve OPG reseptorleri islevsel sitoplazmik o6lim
domainleri bulunmadigi i¢cin TRAIL kaynakli apoptozu baslatamaz (De Miguel vd.,
2016; Kretz vd., 2018).

Oliim domaini iceren iki TRAIL reseptdrii arasindaki en belirgin molekiiler fark,
DR4 i¢in yalnizca tek bir 6liim domain varyantinin olmasi iken, DRS i¢in iki 6lim
domain varyantinin bulunmasidir (Wang ve Jeng 2000). DR5’in uzun ve kisa
izoformlar1 vardir. Uzun izoformunda hiicre zarinin iizerinde 29 amino asit iceren ek
bir bolge bulunur. Bu ek polipeptid treonin, alanin, prolin ve glutamin (TAPE)
bakimindan zengindir (Richter vd., 2012). Bu polipeptid, uzun izoformun
glikokaliksten disariya dogru ¢ikinti yapmasini saglar (von Karstedt, Montinaro ve
Walczak, 2017).
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Sekil 2.4. Tiimor nekroz faktori ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) reseptorleri.
Hiicre igerisinde hiicre i¢i 6liim domainine sahip iki reseptér (DR4 ve DRS) ve islevsel
olmayan liim domaini i¢ceren (DcR2) bir reseptdr ifade edilir. DRS, TAPE (treonin, alanin,
prolin ve glutamin) alaninin varlig1 veya yokluguna goére uzun ve kisa izoform olarak ifade
edilir. DcR1 hiicre membranina glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglantisiyla tutunur, bes
TAPE domaini igerir ancak hiicre i¢i domain igermez. Osteoprotegerin (OPG), TRAIL igin
diisiik afiniteli bir soluble reseptor olarak gorev yapar (von Karstedt vd., 2017).

2.3.2. TRAIL sinyal yolu

TRAIL'In 6lim reseptori DR4 veya DRS5'e baglanmasiyla hiicre igi 6liim
domainleri FAS ile iligkili 6liim domain proteini (FADD) ile etkilesir (Trivedi
veMishra, 2015). FADD, baslatici kaspaz-8 ve 10’un 6liim efektor domainleri ile bir
araya gelip trimerizasyon olusturmasini saglar. Bu etkilesimle olusan kompleks, 6liim
indiikleyen sinyalleme kompleksi (DISC) adimi alir (von Karstedt vd., 2017). DISC
icerisinde yer alan pro-kaspaz-8/10 homodimer olustururlar. Bu durum DISC’in
kaspaz aktivasyona yani pro-kaspaz-8/10 molekiillerinin pargalanmasina neden olan
bir yapisal degisime neden olur (De Miguel vd., 2016). Pro-kaspazin, C terminal
bolgesi cullin-3 araciligiyla ubikuitin proteine baglanir. Bu poli-ubikuitin baglanmis
pro-kaspaz p62’ye baglanmaya baglar. DISC kompleksi igerisinde bu ubikuitinden
zengin bolgeler kesilir ve pro-kaspazlar aktif hale gecerler (Dai vd., 2016; De Miguel
vd., 2016; von Karstedt vd., 2017). DISC'de kaspaz-8/10'un aktivasyonu apoptoz
sinyalini apoptoz uygulayicilarina ekstrinsik veya intrinsik olarak aktarir. Bazi hiicre
tiplerinde, kaspaz-8'in aktivasyonu, efektor kaspaz 3'lin aktivasyonu ve apoptozun

uygulanmasi i¢in yeterlidir. Ancak diger hiicre tiplerinde intrinsik yolunaktivasyonu
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gereklidir. TRAIL, kaspaz-8/10’un aktivasyonuyla apoptozun her iki yolunu da aktif
hale getirebilir. Intrinsik yol, hiicrenin stres durumunda iiretilen hiicre igi sinyallerle
aktive olur. Apoptotik molekiiller aktive olduktan sonra mitokondri i¢ zarindan salinir.
Ekstrinsik yol ise DISC olusumuna baglhdir. Ekstrinsik yol, hiicre yiizeyinde yer alan
o6liim reseptdrlerine hiicre disindan gelen ligandlarin baglanmasiyla aktive olur (Sprick
vd., 2002; Alberts vd., 2015; Trivedi ve Mishra, 2015; Dai vd., 2016; De Miguel vd.,
2016).

Kaspaz-8 benzeri inhibitor protein (FLICE) FADD’a baglanmak icin kaspaz-8
ile rekabet halindedir. FLICE katalitik bir bolge igermediginden aktivite gosteremez.
Bu yiizden DISC aktivasyonuna ve apoptozun baslatilmasina karsi siklikla kanser

hiicrelerinde ekspresyonu arttirilir (von Karstedt vd., 2017).

Intrinsik yolda, kaspaz-8'in aktivasyonu, bcl-2 inhibitér BH3-domain etkilesimli
proteinin (bid) boliinmesine yol acar. Ardindan kesilmis bid (t-bid), bax ve bak ile
etkilesir ve mitokondriyal zar1 bozar. Sonu¢ olarak sitokrom c ve Smac/Diablo
salinimina yol agan mitokondriyal zarda oligomerizasyonu uyarir (Trivedi ve Mishra,
2015). Sitozol igerisine sitokrom ¢, ATP ve apoptotik peptidaz aktive edici faktor-1
(Apaf-1) ile birlesir ve pro-kaspaz-9'u apoptozom olarak adlandirilan bir sinyal
kompleksine dahil eder. Aktif kaspaz-9 daha sonra apoptozu indiiklemek igin efektor
kaspazlar olan 3, 6 ve 7'yi aktive eder (Dai vd., 2016). Sonug olarak hiicre apoptozu
gerceklesir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. TRAIL sinyal yolu. TRAIL ligandinin DR4 ve/veya DRS5 reseptdrlerine
baglanmast hiicre igerisinde FADD ile trimerizasyonu indiikler. Bu komplekse pro-kaspaz-8
6liim domainleri sayesinde baglanir. DISC olusumdan sonra kaspaz-8 aktiflesir. Boylece
bazi hiicrelerde dogrudan bazi hiicrelerde ise bid aktivasyonu yoluyla mitokondriyal apoptoz
ile efektor kaspazlar aktiflestirir. Sonug olarak DNA fragmantasyonu, niiklear zarfin ve
hiicre iskeletinin par¢calanmasi gerceklesir (Dimberg vd., 2013).

2.4. Gen diizenleme: CRISPR/CAS9

Bakteri ve arkelerin adaptif bagisiklik sistemlerinin temel bilesenlerinden
“diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR) ve iligkili
genleri (cas)” niikleik asit tabanlhidir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). CRISPR ilk
olarak 1987 yilinda E.coli bakterilerinde kesfedildi. Kesfinden sonra bu dizilerin
gizemi 2005 yilina kadar sakli kaldi. 2005 yilinda ti¢ farkli arastirma grubunun bu
dizilerin faj DNA’sinda da benzer bolgelerin oldugunu tanimlamasi iizerine bu
dizilerin bakterilerde adaptif bagisiklik sisteminin bir pargast oldugu ortaya cikti
(Bolotin, Quinquis, Sorokin, Ehrlich, 2005; Pourcel, Salvignol, Vergnaud, 2005;
Mojica, Garcia-Martinez, Soria, 2005).

Bugiine kadar pek cok CRISPR/cas sistemi tanimlanmistir. Bu sistemler

CRISPR bolgesinin diizenlenmesine ve Cas genlerinin igerigine gore ti¢ ana tipte (I,
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Il ve Ill) ve 11 alt tipte (I-A’dan I-F’ye, II-A’dan II-C’ye, ve lllI-A’dan III-B’ye)
siiflandirilmaktadir (Jiang ve Doudna, 2015). Yapilan arastirmalarda Tip II CRISPR
sisteminin Cas9 enziminin genom miihendisligi i¢in kullanilabilecegi potansiyeli
kesfedildi (Barrangou ve Marraftini, 2014). Bu potansiyel Tip II’nin hedef DNA’y1
kesen tek bir endoniikleaz aktivitesidir (Sapranauskas vd., 2011). DNA molekiiliiniin
kesilebilmesi i¢in iki farkli RNA’nin (CRISPR hedefleme (crRNA) ve trans-aktive
edici RNA (tracrRNA)) Cas proteinini aktive etmesi gerekir (Deltcheva vd., 2011;
Gasiunas, Barrangou, Horvath, Siksnys, 2012; Jinek vd., 2012). crRNA ve
tractrRNA’nin tek bir klavuz RNA’da (sgRNA) birlesmesiyle CRISPR-Cas sisteminin
gen diizenlemede kullanimi1 daha da basitlestirildi (Jinek vd., 2012).

Hedef DNA’nin kesilebilmesi i¢in 6ncelikle sgRNA’nin baglanmasi gereklidir.
Bu baglanma sonrasinda Cas9 niikleaz konformasyonel degisiklige ugrar ve hedef
bolgeye dogru yonlenir. sgRNA’nin baglanma 6zgiilliigili, iic niikleotidden olusan
protoaralik bitisik motifin (PAM sekansi, 5'-NGG-3' veya 5'-NAG-3’) transkripsiyon
yoniine gore Oniinde yer alan 20 niikleotidlik bir dizi ile belirlenir. Cift zincirli
DNA’nin ¢oziilmesi, PAM ve DNA-sgRNA baglanmasindan sonra Cas9 niikleaz
hedef dizide ¢ift iplik kirilmasini (DSB) saglar (Sekil 2.6 A). Hiicre DSB’yi iki farkl
mekanizma ile onarabilir. Birisi homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ), genellikle
insersiyon veya delesyonlara (in-del) yol agan mutasyonlara sebep olabilir. In-del
mutasyonlar1 sonucunda ¢erceve kaymasi mutasyonlari, erken durdurma kodonlari
ve/veya hedef genin bozulmasina neden olabilir. Bu mutasyonlar ile gen iirlinlerinin
bozulmas1 hedef genin ¢ikartilmasi (knock-out, KO) i¢in kullanilir. Onarim
mekanizmalarindan bir digeri ise homolojiye bagli onarim (HDR)’dir. DNA kiriginin
tamiri i¢in dondér DNA sablonu kullanir. Hiicre genomuna istenilen genin
eklenmesinde kullanilir (Sekil 2.6 B) (Jinek vd., 2012; Sternberg, Redding, Jinek,
Greene, Doudna, 2014; Zhan, Rindtorff, Betge, Ebert, Boutros, 2019).
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Sekil 2.6. CRISPR/Cas9 sistemi. (A) Bakterilerde CRISPR ile adaptif bagisikligin olugmasi.
(B) CRISPR sisteminin gen diizenlenmesi igin uygulama yontemleri
(https://www.abmgood.com/pub/media/catalog/category/docs/c/r/CRISPR-Quick-Guide-

Protocol-V2.pdf).

CRISPR/Cas9 sistemi hedef bdlgeye gore tasarlanarak hedef dis1 bolgelerde

olusabilecek olan mutasyonlarin azaltilmasini saglamasi, gen diizenlemenin kalici

olmasi, uygulanabilirliginin kolay ve hizli olmasi sayesinde giiniimiizde en ¢ok

kullanilan gen diizenleme aracidir. Bu sistem kullanilarak hem memelilerde hem de

cok ¢esitli organizmalarda gen diizenleme ¢aligmalar1 hizla devam etmektedir (Sander
ve Joung, 2014; Savic ve Schwank, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Kullamilan Kimyasal Maddeler

Fotal s1g1r serumu : FBS-12A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

Penisillin/Streptomisin : PS-B, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

Stabil glutamin : STA-B, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

Dulbecco's modified eagle's
medium yiiksek glikoz (DMEM- :DMEM-HPXA, Capricorn Scientific,
HG-4.5g/L) Ebsdorfergrund, Almanya

Dulbecco's modified eagle's
medium diisiik glikoz (DMEM-LG- : DMEM-LPXA, Capricorn Scientific,
1g/L) Ebsdorfergrund, Almanya

Dulbecco’s  phosphate  buffered . pgg.1 A Capricorn Scientific,
saline Ebsdorfergrund, Almanya

Tripsin-EDTA : 25200056, Thermo Fisher Scientific,
Gibco, Massachusetts, ABD

Klotho CRISPR aktivasyon plazmid : sc-400970-ACT, Santa Cruz
Biotechnology, Teksas, ABD

Kontrol CRISPR aktivasyon - 5¢-437275. Santa Cruz
plazmid Biotechnology, Teksas, ABD

Klotho CRISPR/Cas9 knock-out - 5¢-400970, Santa Cruz

plasmid Biotechnology, Teksas, ABD

Klotho HDR plasmid : 5¢-400970-HDR, Santa Cruz
Biotechnology, Teksas, ABD

Kontrol CRISPR/Cas9 plasmid 1 5¢-418922, Santa Cruz
Biotechnology, Teksas, ABD

Extractme Total RNA kit . EM09.1, Blirt S.A., Gdask, Polonya

Transcriptme RNA kit - RT31-100, Blirt S.A., Gdansk,
Polonya
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SYBR green RT-PCR kit

2-(4-lodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium (WST)-8

Cell Meter™ live cell caspase 3/7
and phosphatidylserine detection kit

KL polyclonal antibody

TNFRSF10A rabbit pAb

DR5 rabbit mAb

Casp8 polyclonal antibody

FITC goat anti-rabbit 19G (H+L)

Mouse anti-rabbit IgG-CFL 594

PE anti-human CD261 (DR4,
TRAIL-R1) antibody

APC anti-human CD262 (DRS5,
TRAIL-R2) antibody

PE anti-human DcR1 (TRAIL-R3,
CD263) antibody

Anti-CD264/TRAIL R4 antibody
[TRAIL-R4-01] (FITC)

20

: A12028,

: A12540, ABclonal,

: A19043,

» A11324,

: AMO02, Blirt S.A., Gdansk, Polonya

: 15705, AAT Bioquest, California,

ABD

. 22850, AAT Bioquest, California,

ABD

ABclonal, Massachusetts,

ABD

Massachusetts,
ABD

ABclonal, Massachusetts,
ABD
ABclonal, Massachusetts,

ABD

: AAT-16868, AAT Bioquest,

California, ABD

1 s¢-516250, Santa Cruz

Biotechnology, Teksas, ABD

: 307205, BioLegend Way, California,

ABD

: 307407, BioLegend Way, California,

ABD

: 307005, BioLegend Way, California,

ABD

: ARG53810, Arigobiolaboratories,

Hsinchu, Tayvan



3.2. Kullanilan Cihazlar

Laminar air flow-class Il

CO02/0,- ¢ok gazli inkiibator

-150°C derin dondurucu

Floresan atagmanli inverted

aragtirma mikroskobu

Kantitatif RT-PCR cihaz1

Flow sitometri cihazi

Flow sitometri cihazi

Floresan atagmanli arastirma

mikroskobu

Is1ik mikroskobu

Otomatik pipet seti

Masaiistii sogutmali santrifiij
Calkalamal1 su banyosu
Sarjl pipetor

ELISA okuyucu

Kit saklama dolab1 (+4/-20°C)

Bilgisayar

: Telstar Biovanguard, Tokyo, Japonya
: Panasonic MCO-170M-PE, Kadoma,
Japonya

: Panasonic MDF-C2156VVAN-PE,
Kadoma, Japonya

: Carl Zeiss Axi1o Observer D1,
Oberkochen, Almanya

: One-Step Thermo Scientific™
Carlsbad, ABD

: FACSCanto Il, BD Biosciences,
Kaliforniya, ABD

. Accuri™ C6, BD Biosciences,
Kaliforniya, ABD

: Leica DM2500, Wetzlar Almanya

: Kern, OBL-12/0OBL-13, Balingen,
Almanya

: Eppendorf, Research® plus, Hamburg
Almanya

: Hettich Rotina 380R, Westphalian,
Almanya

: JeioTech BS-11, Seul, Kore

: Rainin PX-100 EU, Kaliforniya, ABD
: Biotek ELx8081U, Winooski, ABD

: Panasonic MPR-414F-PE, Kadoma,
Japonya

: Lenovo Ideapad 310, Cin

21



3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

Bu calisma yalnizca hiicre kiiltiirii ortaminda (insan ya da hayvan viicudu
disinda) ve ticari olarak satin alinan hiicreler ile gergeklestirileceginden insan ya da

hayvan herhangi bir etik kurul izni gerektirmemektedir.
3.3.1. Deney gruplar

Calismamizda, klothonun insan kolon adenokarsinom hiicre hatti (Caco-2)
tizerine olas1 apoptotik etkilerini degerlendirmek i¢in 4 deney grubu olusturuldu. Bu

gruplar:

1. grup: Insan saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN)

2. grup: Insan kolon kanseri hiicreleri (Caco-2)

3. grup: Klotho geni aktive edilmis kolon kanser hiicreleri (klotho+Caco-2)
4. grup: Klotho geni silinmis kolon kanseri hiicreleri (KO klotho-Caco-2)
3.3.2. Hiicrelerin temini, cozdiiriilmesi ve kiiltiire edilmesi

3.3.2.1. Hiicrelerin temini

Calismada kullanilan Caco-2 (ATCC® HTB-37™, insan kolon adenokarsinoma
epitelyal hiicre hatt1), ve CCD 841 CoN (ATCC® CRL-1790™, saglikli kolon
epitelyal hiicre hatt1) hiicre dizileri ATCC (Washington, DC, ABD) hiicre bankasindan

satin alindi.
3.3.2.2. Hiicrelerin ¢oziilmesi ve kiiltiirii

Kolon kanseri hiicreleri (Caco-2) ve saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN)
coziilerek deneylerde gerekli olan saymin eldesi i¢in kiiltiir edilip ¢ogaltildi. Bunun
icin hiicreler; %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Almanya), %21 penisillin/streptomisin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Almanya) ve %1 stabil glutamin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya)
iceren Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) besiyerinde, %5 CO2, %95 bagil nemde ve 37°C
inkiibatorde (Panasonic, MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) ¢ogaltildu.

Kiiltiir kab1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman alt kiiltiirlere

pasajlandi. Bunun igin eski besiyeri cekilerek 3mL Ca*? ve Mg*? icermeyen
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Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Almanya) ile 3 kez yikama yapilarak eski besiyeri uzaklagtirildi. Ardindan hiicreler
tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Massachusetts, ABD) ile muamele edilerek siispanse edildi. Tripsin-EDTA’y1
notralize etmek i¢in tripsin miktarinin en az iki kat1 kadar besiyeri eklendi. Siispanse
hale gelen hiicreler santrifiij tiipiine (Sarstedt, Niimbrecht, Almanya) alinarak
300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya)
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Hiicre pelleti tekrar siispanse hale
getirildi ve tripan mavisi ile 1:1 oraninda karigtirilarak Thoma laminda 151k

mikroskobu (Kern, OBL-12/OBL-13, Balingen, Almanya) altinda sayildi.

Caco-2 hiicreleri 7,5x10° hiicre/flask, CCD841 CoN hiicreleri 5x10° hiicre/flask
olacak sekilde T75 flasklara ekilerek kiiltlirlerine devam edildi (Tablo 3.1). Hiicre
pelletinin kalan kism1 dondurulmak iizere 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve hiicre pelleti dondurma besiyeri (%60
DMEM, %35 FBS ve %5 DMSO) ile siispanse hale getirilerek kriyoviallere aktarildi.
-150°C derin dondurucuda (Panasonic MDF-C2156VAN-PE, Kadoma, Japonya)

saklandi.

Tablo 3.1. Hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerigi.

Caco-2 hiicreleri icin kullanilan

CCD841 CoN hiicreleri icin kullanilan

%1 Stabil glutamin

%1 Penisilin/Streptomisin

besiyeri besiyeri
DMEM (HG) DMEM (LG)
%10 FBS %10 FBS

%1 Stabil glutamin

%1 Penisilin/Streptomisin

3.1.1. CRISPR/Cas9 genomik diizenlemeyle Caco-2 hiicrelerinde klotho genin
aktivasyonu ve silinmesi (knock-out)
3.1.1.1. CRISPR/Cas9 genomik diizenlemeyle Caco-2 hiicrelerinde klotho

geninin aktivasyonu

Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyonunu artirmak icin CRISPR
aktivasyon plazmid Kiti (Santa Cruz Biotechnology, ABD) kullanildi. Kit igerisinde
bulunan dCas9-VP64-Blast, MS2-P65-HSF1-Hygro, sgRNA (MS2)-Puro vektorler
klotho genin transkripsiyonel baglangi¢ sitesinin yaklasik 200-250 nt {ist kisminda
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bulunan spesifik bir bolgeye baglanarak klotho genin endojen transkripsiyonunu

aktivasyonunu saglar (Sekil 3.1).

] ™7 \
(| dCas9-VP64-Blast ‘ ' J.‘ASQ-PGB—HSF‘.-Hygro | sgRNA (MS2)-Puro ]
'{  PLASMID PLASMID \ ~ PLASMD |

AN
l

Sekil 3.1. Klotho CRISPR aktivasyon plazmidi.

Transfeksiyon igin hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda (SPL Life Science,
Gyeonggi, Kore), kuyucuk basina 3 mL antibiyotiksiz besiyeri igerisinde 2x10° olacak
sekilde ekildi. Hiicreler %70-90 konfluensiye ulastirildiktan 24 saat sonra
transfeksiyon gergeklestirildi. Liyofilize plazmid; 10 mM TRIS EDTA, 1 mM EDTA
tampon ¢ozelti igeren ultra saf, steril, DNaz icermeyen su igerisinde 0.1 pg/pL olacak

sekilde siispanse edildi.

Transfeksiyon oncesinde transfeksiyon sollisyonu oda 1sisina getirildi. 2,5ug
plazmid serum icermeyen 200 pL besiyeri igerisinde ¢6ziildii. Daha sonra igerisine 7,5
ul transfeksiyon soliisyonu (Transfectamine™ 5000 Transfection Reagent, AAT
Bioquest, California, ABD) eklenerek oda 1s1sinda 20 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin
tizerinde bulunan eski besiyeri cekilerek 1mL PBS ile yikandi. Transfeksiyon
soliisyonu ve plazmidin inkiibasyonun sonunda 2mL taze antibiyotik icermeyen
besiyeri ile birlikte hiicrelerin iizerine eklendi. 24 saat sonra transfeksiyonun
gerceklestigi hiicrelerin segilebilmesi icin eski besiyeri ¢ekildi. Biiyiime besiyeri
eklendi ve 3 giinde bir besiyeri tazelendi. Transfeksiyon i¢in kullanilan soliisyon
tireticinin Onerisi dogrultusunda belirlenen 48 ve 72. saatler en yliksek olabilecek
ekspresyon zamani olarak degerlendirildi. Klotho geninin aktivasyonu (klotho+Caco-
2) real time RT-PCR analizi ile karakterize edildi.
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3.1.1.2. CRISPR/Cas9 genomik diizenlemeyle Caco-2 hiicrelerinde Klotho

geninin silinmesi (knock-out)

Caco-2 hiicrelerinde klotho gen silinmesini (knock-out, KO) saglamak i¢in
CRISPR knock-out plazmid ve HDR plazmid kiti (Santa Cruz Biotechnology, ABD)
kullanildi. CRISPR/Cas9 knock-out plazmidi rehber-RNA sayesinde klotho geninin
promotor bolgesinde cift zincir kirig1 olusturdu ve HDR plazmidi bu kiriklar ile
homoloji gostererek genin inaktive edilmesini sagladi. CRISPR/Cas9 knock-out
plazmidi iizerinde bulunan GFP (yesil floresan protein) geni ve HDR plazmidi
tizerinde bulunan RFD (kirmiz1 floresan protein) geni sayesinde ise gorsel olarak
secilimi ve HDR plazmide bulunan antibiyotik diren¢ geni sayesinde ise de se¢ilimi

yapild1 (Sekil 3.2 ve 3.3).

20 nt non-coding RNA sequence: guides Cas9
to a specific target location in the genomic DNA

gRNA scaffold: helps Cas9
bind to target DNA

UB promoter: drives
expression of gRNA

Termination signal

Green Fluorescent
Protein: to visually
verify transfection

CRISPR/Cas9 B | 7
Knockout Plasmid [ } CBh (chicken B-Actn

& | hybrid) promoter: drives
2A peptide: = expression of Casd
allows production of both

Cas9 and GFP from the
same CBh promoter

Nuclear localization signal

Nuclear localization signal SpCas9 ribonuclease

Sekil 3.2. Klotho CRISPR/Cas9 KO plazmidi.

Red Fluorescent Protein:
to visually verify transfection

EF1a promoter: drives i RFP Puromycin resistance gene
expression of the Red allows for selection of cells
Fluorescent Protein and where successful Cas9-induced
Puromycin resistance gene DSBs have occured

Homology-Directed

Lox P (34 bp) Lox P (34 bp)
recompination site Repair (HDR) Plasmld reoombi_naﬁon site:
recognized by Cre recognized by Cre
recombinase recombinase

Sekil 3.3. Klotho HDR plazmidi.
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CRISPR/Cas9 knock-out plazmidinin ve HDR plazmidinin transfeksiyonu
tiretici Onerisi dogrultusunda ayn1 anda gerceklestirildi. Transfeksiyon i¢in hiicreler 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda (SPL Life Science, Gyeonggi, Kore), kuyucuk basina 3
mL antibiyotiksiz besiyeri icerisinde 2x10° olacak sekilde ekildi. Hiicreler %70-90
konfluensiye ulastirildiktan 24 saat sonra transfeksiyon gergeklestirildi. Liyofilize
plazmid; 10 mM TRIS EDTA, 1 mM EDTA tampon ¢ozelti iceren ultra saf, steril,
DNaz igermeyen su igerisinde 0.1 pg/uL olacak sekilde siispanse edildi.

Transfeksiyon dncesinde transfeksiyon soliisyonu oda 1sisina getirildi. 2,5 pg
plazmid serum icermeyen 200 pL besiyeri igerisinde ¢oziildii. Daha sonra igerisine 7,5
ul transfeksiyon soliisyonu (Transfectamine™ 5000 Transfection Reagent, AAT
Bioquest, California, ABD) eklenerek oda 1sisinda 20 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin
tizerinde bulunan eski besiyeri ¢ekilerek 1mL PBS ile yikandi. Transfeksiyon
sollisyonu ve plazmidin inkiibasyonun sonunda 2mL taze antibiyotik icermeyen
besiyeri ile birlikte hiicrelerin iizerine eklendi. 24 saat sonra transfeksiyonun
gerceklestigi hiicrelerin segilebilmesi igin eski besiyeri g¢ekildi. Biiyiime besiyeri
eklendi ve 3 giinde bir besiyeri tazelendi. Transfeksiyon i¢in kullanilan soliisyon
tireticisinin Onerisi dogrultusunda belirlenen 48 ve 72. saatler en yiiksek ekspresyon
zamani olan degerlendirildi. Klotho geninin knock-out edilmesi (KO klotho-Caco-2)
real time RT-PCR analizi karakterize edildi.

3.1.2. CRISPR/Cas9 genomik diizenlemeyle Caco-2 hiicrelerinde apoptozun ve
oliim reseptorlerinin degerlendirilmesi

3.1.2.1. qRT-PCR yontemi ile mRNA diizeyinde gen ekspresyon analizi

Tiim gruplardaki hiicrelerde TRAIL iliskili apoptozun belirteclerinin gen ifadesi
diizeyindeki degisimleri belirlendi ve klothot+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2
hiicrelerinin klotho geni agisindan karakterizasyonu yapildi. Hiicrelerden total RNA,
Extractme Total RNA kiti (Blirt S.A., Gdansk, Polonya) kullanilarak izole edildi. Tiim
gruplardaki hiicrelerde dnce eski besiyeri ¢ekilerek 3mL Ca*? ve Mg*? igermeyen PBS
ile 3 kez yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi. Ardindan hiicreler tripsin-
EDTA ile muamele edilerek siispanse edildi. Tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek icin
tripsin miktarinin en az iki kat1 kadar besiyeri eklendi. Siispanse hale gelen hiicreler
santrifiij tiipiine alinarak 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasinda siipernatant atild1 ve PBS ile 2 kez yikandi. Hiicre i¢erisindeki mRNAnin
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elde edilmesi i¢in santrifiij sonrast olusan pellet 2mL eppendorf tlipe aktarildi ve
tizerine 600uL RLys buffer ve 20uL. AFreagent eklenerek 60 saniye vortekslendi.
Acgiga c¢ikan hiicre artiklarinin uzaklastirilmasi i¢in 12.000g’de 120 saniye santrifiij
edildi. mRNA’nin etrafindaki suyun uzaklastirmak i¢in siipernatant yeni bir tiipe
aktarilarak 600uL %70 ethanol eklenerek vortekslendi. Elde edilen karisim ayristirma
kolonuna 700-800uL olacak sekilde aktarildi ve 12.000g’de 15 saniye santrifiijlendi.
Ayristirma kolonun iizerine 500uL yiliksek alkol igeren RW2 buffer eklenerek
12.000g’de 60 saniye santrifiij edildi. Ayristirma kolonuna 90uL 10X DNase I
reaction buffer ve 10uL reconstituted DNase I eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 600pL RW2 buffer eklenerek 12.000g’de santrifiij
edildi. Sonrasinda ayristirma kolonuna 700uL. RW1 buffer eklenerek 12.000g’de 15
saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 500uL RW2 buffer eklenerek 12.000g’de
santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Ayristirma kolonu 12.000g’de 90 saniye
santrifiij edildi ve yeni tiip lizerine yerlestirildi. Ayristirma kolonu yeni tiipe
yerlestirdikten sonra 1-2 dakika agz1 agik birakilarak alkoliin ugmasi saglandi. Son
olarak 50pL REB buffer eklenerek 12.000g’de 60 saniye santrifiij edilerek RNA nin
ayristirma kolonun filtresinden tiipe aktarilmasi saglandi. RNA konsantrasyonu
nanodrop spektrofotometre ile Olciildii. Elde edilen mRNA’lar cDNA sentez kiti
(Transcriptme RNA kit, Blirt S.A., Gdansk, Polonya) kullanilarak komplementer
DNA elde edildi. cDNA eldesi i¢in 10pL 2xRT master mix, 2uL Transcriptme enzyme
miX, niikkleaz icermeyen su ve mRNA karistirildi. 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 30
dakika, 85°C’de 5 dakika ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edilerek gerceklestirildi. Elde
edilen cDNA -20°C’de saklandi.

cDNA elde edilmesiyle birlikte, hedef genlere uygun probe-primerler (Tablo
3.2) ve SYBR Green RT-PCR kiti (Blirt S.A., Gdansk, Polonya) kullanilarak real time
gRT-PCR (One-Step Thermo Scientific™ Carlsbad, ABD) cihazinda gen

amplifikasyonu ile hedef genler ¢cogaltilarak analizi gergeklestirildi.

PCR dongiisii 95°C’de 3 dakika siire ile denatiirasyon, ardindan 95°C’de 5
saniye, 60°C’de 30 saniye siire ile 40 reaksiyon dongiisiinden ve 95°C’de 15 saniye,

60°C’de 1 dakika, 95°C’de 15 saniye siire ile son dongiiden olusuyordu.
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gRealTime PCR sonrasinda elde edilen Ct degerleri (threshold cycle) ile kontrol
olarak GAPDH referans geni kullanilip ham veri normalizasyonu ile AACT yontemine

dayali gercek zamanli PCR verileri analiz edildi.

Tablo 3.2. Real time PCR analizi i¢in sense ve antisense primerler.

Primerler Baz dizilimleri (5° - 3°)

Forward Reverse
Klotho TCAAAAAGTTCATCATGGAAACC | ATGAGGGACCATGCGGTAT
DR4 GGGTCCACAAGACCTTCAAGT TGCAGCTGAGCTAGGTACGA
DR5 AGACCCTTGTGCTCGTTGTC TTGTTGGGTGATCAGAGCAG
DcR1 CCCTAAAGTTCGTCGTCGTC TGGTGGCAGAGTAAGCTAGGA
DcR2 CTTCATCGTCGCGGTTCT CTGGACACTCCTCCTCCTTG
Kaspaz3 | TGGAATTGATGCGTGATGTT TCCAAAAATTATTCCTTCTTCACC
Kaspaz 8 GGTCACTTGAACCTTGGGAAT TTTCTGCTGAAGTCCATCTTTTT
Bcl-2 TTGACAGAGGATCATGCTGTACTT | ATCTTTATTTCATGAGGCACGTT
Bid CATAAGGAGGAAGCGGGTAGT TGGAACCGTTGTTGACCA
Bax AGCAAACTGGTGCTCAAGG CTTGGATCCAGCCCAACA
Bad ACCAGCAGCAGCCATCAT GGTAGGAGCTGTGGCGACT
GAPDH GCACAAGAAGAGAGAGACC AGGGGAGATTCGGTGTGGTG

3.1.2.2. \WWST-8 testi ile canlilik ve proliferasyon analizi

Saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN), kolon kanseri hiicreleri (Caco-2),
klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2 hiicreleri igin canlilik ve proliferasyonun
degerlendirilmesinde 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium (WST)-8 (AAT Bioquest, California, ABD) testi kullanildi (Stoddart,
2011). Canli ve apoptozun erken evresindeki hiicrelerde WST-8 tetrazolium halkasi
mitokondride bulunan dehidrogenaz enzimiyle parcalanarak turuncu renkli formazan
kristaller olusturmaktadir fakat 6lii hiicreler formazan kristalleri olusturamaz. Olusan
renk spektrofotometrik yontemle Ol¢iilerek hiicrelerin canlilik ve proliferasyonu

belirlenir.

Caco-2 kuyucuk basina 7x10° hiicre, CCD841 CoN kuyucuk basma 5x10° hiicre
olacak sekilde 100ul besiyeri igerisinde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Caco-2
hiicreleri klotho aktivasyon plazmidi ve knock-out-HDR plazmidi ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24, 48ve 72 saat sonra 10uL/kuyucuk WST-8 soliisyonu eklendi.
Hiicreler 3 saat boyunca %5 CO2, %95 bagil nem ve 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 absorbans degerleri 460nm’de monokromatér sistemli mikroplaka

okuyucuda (BIOTEK ELx808IU, Vermont, ABD) tespit edildi.
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3.1.2.3. Annexin V/PI flow sitometri analizi ile apoptozun belirlemesi

CCD841 CoN, Caco-2 ve genomik diizenleme yapilan hiicrelerde apoptozun
tespit edilmesinde Annexin V/PI boyamasi (Cell Meter™ Live Cell Caspase 3/7 and
Phosphatidylserine Detection kit, AAT Bioquest, California, ABD) yapild.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek siispanse
edildi ve tripsin-EDTA’y1 uzaklastirmak igin iki kez %10 FBS igeren DMEM ile
yikandi. 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicre pelleti olusturuldu. 1:100
oraninda diliie edilmis Annexin V-iFluor 488™ ve 1:500 oraninda diliie edilmis
propidyum iyodiir (PI) eklenerek %5 CO2, %95 bagil nemde, 37°C’de ve 1 saat
stiresince inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. ImL yikama soliisyonu eklendi ve tekrar siispanse edilerek 300xg’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Pellet tizerine 500uL yikama soliisyonu eklenerek Accuri™
C6 (BD Biosciences) flow sitometri cihazinda okutuldu. BD Accuri™ C6

programinda (BD Biosciences) analiz islemleri gergeklestirildi.

3.1.2.4. Flow sitometri analizi ile TRAIL reseptirlerinin belirlemesi

Tiim deney gruplarinda TRAIL sinyal yolaginin aktivite ya da inaktivitesi DR4,
DR5, DcR1(BioLegend Way, ABD) ve DcR2 (Arigobiolaboratories, Tayvan)
reseptoOrlerinin hiicre ylizeyindeki ekspresyon seviyeleri agisindan degerlendirildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler tripsin-EDTA ile siispanse edildi ve 2 kez
PBS ile yikandi. 100uL PBS icerisine SuLL DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 antikorlar1 veya
negatif kontrol fare IgG1 antikoru eklendi ve karanlikta 15-20 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edildi. 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet iizerine
500uL PBS eklenerek FACSCanto II (BD Biosciences, Kaliforniya, ABD) flow
sitometri cihazinda okutuldu. Negatif kontrol temel alinarak pozitif hiicre popiilasyonu

belirlendi. FACSDiva programinda (BD Biosciences) analiz islemleri gergeklestirildi.

3.1.2.5. Immiinohistokimyasal (IHK) analizler

Saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN), kolon kanseri hiicreleri (Caco-2),
klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde, TRAIL yolagimin (aktivite ya da
inaktivite) durumunu belirlemek (DR4, DRS) ve ekstrinsik/instrisk apoptotik yolagin
durumunu belirlemek (kaspaz 3 ve kaspaz 8) i¢in immiinohistokimyasal boyama

yapildi.
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Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra metanolle 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon
sonrasinda hiicreler yeniden PBS ile yikandi ve %1.5 normal blok serum igeren
PBS’de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonrasinda primer antikorlar (DR4 1:100, DR5
1:100, kaspaz 3 1:100, kaspaz 8 1:100 ABclonal, Massachusetts, ABD) eklenip
+4°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez PBS ile yikandi. Daha
sonra immunfloresans boyama i¢in uygun floresans (FITCve CF594) isaretli sekonder
antikorla 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak
icin DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) boyasini igeren kapatma soliisyonu (AAT
Bioquest, California, ABD) ile kapatildi. Hiicreler floresan mikroskopta (Leica
DM2500, Wetzlar Almanya) incelenerek fotograflandi.

3.1.2.6. Invazyon analizi

Hiicre motilitesi (hareketliligi) kanserde invazyon ve metastaz i¢in oldukga
onemli rol oynar. Klotho gen ekspresyonundaki degisimin Caco-2 hiicrelerinde
invazyon kapasitesine etkisini degerlendirmek i¢in, in vitro model olarak kabul edilen

in vitro yara iyilesme deneyi (scratch wound closure assays) yapildi.

Saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN) 1,6x10* hiicre/kuyucuk, kolon kanseri
hiicreleri (Caco-2), klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2 hiicreleri 2x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi ve % 80 konfluensiye
ulastirildi. Kiiltiir kabinin tabaninda goc¢ alani olusturmak i¢in bir pipet ucu ile ¢izildi.
Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra gog alaninin fotograflar: ¢ekildi (Carl Zeiss
Microscopy, CO2 Module S1/Temp Module S1, ABD). Cekilen fotograflardan gog
alanin alan1 hesaplandi. Caco-2 hiicrelerinin 24 sonundaki alan referans kabul edilerek

yiizde kapanma oran1 hesaplandi.

3.1.2.7. Koloni olusturma potansiyelinin analizi

Saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN), kolon kanseri hiicreleri (Caco-2),
klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyeli
hesaplandi. Koloni olusturma potansiyellerinin analizi i¢in Caco-2 hiicreleri 6-
kuyucuklu kiiltiir kaplaria ekildi. Her kuyucuk transfekte edildi. Transfeksiyondan
48 saat sonra kolonileri fikse etmek igin soguk metanolda 20 dakika bekletildi. %1.25
kristal violet ile boyanarak 1sik mikroskobu (Carl Zeiss Axio Observer DI,

Oberkochen, Almanya) altinda sayildi ve koloni olusturma orani hesaplandi.
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3.2. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi ANOVA Tukey Post hoc test ve
Student’s T testi kullanilarak gergeklestirildi. 0.05’ten kiiclik p degerleri anlamli
olarak kabul edildi (n = 3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Real-time PCR analizinin istatistiksel degerlendirilmesinde, elde edilen Ct
degerlerinden AACt degerleri hesaplandi. Referans gen ile hedef gen arasindaki kat
degisimi (fold change) gosterildi. Elde edilen verilenin Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk ile normal dagilimlar1 degerlendirildi daha sonra iss ANOVA Tukey

Post hoc tesiti ile istatistiksel anlamliliklar1 degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Caco-2 ve CCD841CoN Hiicrelerinin Kiiltiirii

Hiicreler kiiltir siiresi boyunca gilinliikk olarak faz-kontrast mikroskobu ile
incelenerek fotograf g¢ekimleri yapildi. Yapilan mikroskobik incelemelerde Caco-2
hiicreleri epitelyal sekilli kaldirim tasi dizilimli bir morfolojiye sahip iken CCD841
CoN hiicreleri, 1gsi ve yildizimsi sekilleri ile fibroblastik tipte morfoloji sergilediler.
CCD841 CoN hiicreleri arasinda yer yer epitelyal sekilli hiicre gruplari varligim
korudu (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kiiltiirdeki CCD841 CoN ve Caco-2 hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri (A-F).
CCD841 CoN hiicrelerinin kiiltiirdeki erken ve ileri pasajlardaki faz-kontrast mikroskobik
goriiniimleri izlenmektedir: (D) 11. pasaj, 6. giin. (E) 4. pasaj, 2. giin. (F) 9. pasaj, 6. giin.
Caco-2 hiicrelerinin kiiltiirdeki erken ve ileri pasajlardaki faz-kontrast mikroskobik
goriiniimleri izlenmektedir: (A) 13. pasaj, 2.giin. (B) 2. pasaj, 9. giin. (C) 5. pasaj, 6.giin.
(Barlar: A-D 50 pm, B-E 100 pm, C-F 200 um).

4.2. CRISPR/Cas9 Genomik Diizenlemeyle Caco-2
Hiicrelerinde Klotho Geninin Aktivasyonu ve Silinmesinin

(Knock-Out) Karakterizasyonu

Caco-2 hiicreleri; klotho ekspresyon vektortii, kontrol ekspresyon vektorii, KO
(knock-out) kontrol vektorii ve KO klotho vektori ile transfekte edilikten sonra faz-
kontrast mikroskobu ile incelenerek fotograf ¢ekimleri yapildi. Caco-2 hiicrelerine KO
kontrol vektorii ve KO klotho vektorii transfekte edildikten sonra, GFP (yesil floresans
proteini) ve RFP (kirmizi floresans proteini) ekspreyonlart floresans mikroskobu ile
incelendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Caco-2 hiicrelerine; klotho ekspresyon vektorii, kontrol ekspresyon vektorii
knock-out kontrol vektorii ve knock-out klotho vektorii transfekte edildikten sonraki faz-
kontrast ve floresans mikroskoptaki goriintiileri. (A) Klotho ekspresyon vektorii ile
transfekte edilen Caco-2 hiicreleri, (B) kontrol ekspresyon vektoriiile transfekte edilen Caco-
2 hiicreleri, (C) KO klotho vektorii ile transfekte edilen Caco-2 hiicreleri, (D) KO kontrol
vektorii ile transfekte edilen Caco-2 hiicreleri, (E-F) KO klotho vektorii ile transfekte edilen
Caco-2 hiicrelerinin GFP ve RFP pozitif goriintiileri, (G) KO kontrol vektorii ile transfekte
edilen Caco-2 hiicrelerinin GFP pozitif goriintiileri (Barlar: A-F 200pum, G 100um).
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4.2.1.gRT-PCR analizi

Caco-2 hiicrelerinde klotho geninin aktivasyonu ve silinmesinin (knock-out)
karakterizasyon analizi yapildi. Caco-2 hiicrelerinde klotho geninin aktivasyonu ve
knock-out edilmesinden hiicrelerdeki klotho ekspresyon diizeyi transfeksiyon
yapilmamis Caco-2 kolon kanser hiicresine gore karsilastirildi.
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CCD841 CoN Caco-2 Klotho+Caco-2 KO klotho-Caco-2
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Sekil 4.3.Tiim gruplardaki klotho geninin hiicre i¢i gen ekspresyon degisimi. Gen
ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Kontrol grubu olarak gen aktarilmamis
Caco-2 hiicreleri kullanildi (n=3, p>0.05).

Caco-2 hiicrelerinde klotho geninin aktivasyonu ve knock-out edilmesi ile Caco-

2 hiicrelerindeki klotho ekspresyon diizeyi sirasiyla 39,78 ve 1,48 kat artmig olarak
bulundu. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,361) (Sekil 4.3).

4.3.Caco-2 Hiicrelerinde Klotho Geninin Aktivasyonu ve Knock-

Out Edilmesi Ile Apoptozun Belirlenmesi
4.3.1. gRT-PCR analizi

Gen aktarilmamis Caco-2 hiicrelerine gore klotho+Caco-2 hiicrelerinde kaspaz
3, kaspaz 8, bcly, bid, bax ve bad genlerinin ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 2.05,
0.71,2.18,0.31, 1.18 ve 11.47 kat artt1g1 goriildii. KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde ise
kaspaz 3 (1.18 kat), kaspaz 8 (0.30 kat), bcl-2 (0.79 kat), bid (0.53 kat), bax (1.32 kat)
ve bad (10.18 kat) genlerinin ekspresyon seviyelerindeki artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p=0,361).
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Klotho+Caco-2 hiicrelerinde KO klotho-Caco-2 hiicrelerine goére kaspaz 3,
kaspaz 8, bcl-2, bad genlerinin ekspresyonlar1 artarken, bid ve bax genlerinin
ekspresyonu azaldi. Caco-2 hiicrelerinde kaspaz 3 geninin ekspresyonun artmasi

klothonun apoptozu ekstrinsik yoldan tetikledigini gosterir (Sekil 4.4).

oCCDs41 CoN
OCaco-2
uA7 OKlotho+Caco-2

10,18 D KO klotho-Caco-2

2,18

Goreceli Gen Ekspresyonu (AACT)

1,18 )
0,7 »T 132
091 9 096 1 { 0,53

il wtme Bolld modl il efml

Kaspaz 3 Kaspaz 8 Bel-2 Bax Bad Bid

Genler

Sekil 4.4. Kaspaz 3, kaspaz 8, bcl-2, bid, bax ve bad genleri tim gruplardaki hiicrelere gore
hiicre i¢i gen ekspresyon degisimi. Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir.
Kontrol grubu olarak gen aktarilmamis Caco-2 hiicreleri kullanildi (n=3, p>0.05).

4.3.2.WST-8 testi

Klothonun kolon kanser hiicrelerinde (Caco-2) canlilik ve proliferasyona etkisi
WST-8 testi ile analiz edildi. Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyonu
CRISPR/Cas9 genomik diizenleme teknigi ile klotho geninin aktivasyonu ve knock-

out yapildi.

Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra Caco-2 hiicrelerinin canliligi analiz
edildi. Klotho gen ekspresyonunun artirilmasi sonucunda 24 (**p<0.01), 48
(***p<0.001) ve 72 (***p<0.001) saat sonra hiicre canliligi ekpresyon vektoriiniin

hiicre canliligina gore ileri derecede anlamli oranda azaldi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Caco-2 hiicrelerine klotho ekspresyon vektorii ve kontrol ekspresyon vektorii ile
transfeksiyonundan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicrelerin canlilik sonuglari. Kontrol ekspresyon
vektorii ile transfekte edilen hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi (n=3, *p<0.05,
**p<0.01 ***p<0.001).



Klotho geninin knock-out’u sonucunda, 24 saat sonunda Caco-2 hiicre canliligt
knock-out vektoriine gore artarken (¥*p<0.01), 48 ve 72 saat sonunda hiicre canlilig

agisindan anlamli bir fark goriilmedi (*p>0.05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Caco-2 hiicrelerine klotho knock-out vektorii ve kontrol knock-out vektorii ile
transfeksiyonundan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicrelerin canlilik sonuglar1. Kontrol knock-out
vektorii ile transfekte edilen hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi (n=3, *p<0.05,
**p<0.01 ***p<0.001).

4.3.3. Annexin V/PI flow sitometri analizi
Gen transfeksiyonu yapilmayan saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN) 48 saat
sonunda flow sitometri yontemiyle analiz edildi. Bu hiicrelerdeki hiicre canliligi

%88.0, erken apoptoz %0.2, ge¢ apoptoz %1.5, nekroz ise %10.2 oraninda idi.

Klotho gen transfeksiyonunun 48 saat sonra kolon kanser hiicreleri lizerindeki
canliliga etkisi AnnexinV/PI flow sitometri yontemiyle analiz edildi. Kolon kanser
hiicrelerinde (Caco-2) hiicre canlilii %77.9, erken apoptoz %1.2, ge¢ apoptoz %17.2,

nekroz ise %3.8 oranindaydi.

48 saat sonunda klotho geni aktive edilmis kolon kanser hiicrelerinde
(Klotho+Caco-2) hiicre canliligt %56.8, erken apoptoz %4.5, ge¢ apoptoz %29.4,

nekroz ise %9.3 oraninda idi. Klotho geni silinmis kolon kanseri (KO Klotho-Caco-2)
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hiicrelerinde hiicre canlilig1 %55.0, erken apoptoz %2.9, gec apoptoz %29.1, nekroz
ise %12.9 oranindaydi (Sekil 4.7).

o~ Caco-2 48h

A o CCD841 CoN 48h
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Sekil 4.7. Caco-2 hiicrelerine transfeksiyondan 48 saat sonra klotho gen ekspresyonundaki
degisimin apoptotik etkisinin Annexin V/PI flow sitometri yontemi ile analizi. (A) CCD841
CoN, (B) Caco-2, (C) klotho+Caco-2, (D) KO klotho-Caco-2 hiicreleri. (LL: Canlilik, LR:
Erken apoptoz, UR: Ge¢ apoptoz, UL: Nekroz).

Gen transfeksiyonu yapilmayan saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN) 72 saat
sonunda flow sitometri yontemiyle analiz edildi. Bu hiicrelerdeki hiicre canliligi

%389.8, erken apoptoz %0.1, ge¢ apoptoz %1.4, nekroz ise %8.7 oraninda idi.

Klotho gen transfeksiyonunun 72 saat sonra kolon kanser hiicreleri tizerindeki

canliliga etkisi flow sitometri (AnnexinV/PI) yontemiyle analiz edildi. Kolon kanser
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hiicrelerinde (Caco-2) hiicre canliligt %73.7, erken apoptoz %0.6, gec apoptoz %?2.1,

nekroz ise %23.6 oranindaydi.

72 saat sonunda klotho+Caco-2 hiicre canlilig1 %47.3, erken apoptoz %3.8, ge¢
apoptoz %20.6, nekroz ise %28.4 oraninda idi. KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde hiicre
canlilig1 %56.2, erken apoptoz %0.0, gec apoptoz %4.8, nekroz ise %39.0 oraninda
idi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Caco-2 hiicrelerine transfeksiyondan 72 saat sonra klotho gen ekspresyonundaki

degisimin apoptotik etkisinin Annexin V/PI flow sitometri yontemi ile analizi. (A) CCD841

CoN, (B) Caco-2, (C) klotho+Caco-2, (D) KO klotho-Caco-2 hiicreleri. (LL: Canlilik, LR:
Erken apoptoz, UR: Ge¢ apoptoz, UL: Nekroz).

4.3.4. Immiinohistokimya analizi

Hiicrelerde apoptoz belirtecleri kaspaz 3 ve kaspaz 8 antikorlari ile boyanarak

gosterildi (Sekil 4.9 ve 4.10). Kaspaz 3 ekspresyon aktivitesini gosteren hiicreler FITC
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ile isaretlenerek yesil, kaspaz 8 ekspresyon aktivitesini gosteren hiicreler CFL-594 ile
boyanarak kirmiz ile gosterildi. Cekirdek boyasi i¢in DAPI kullanilarak mavi olarak
gosterildi.

Klotho geninin ekspresyon degisimi sonucunda CCD841 CoN ve Caco-2
hiicrelerinde kaspaz 3 ve kaspaz 8 belirteglerinin negatif immunreaktivitesi gosterildi.
Kaspaz 3 ve kaspaz 8 belirtegleri igin pozitif immunreaktivite klotho+Caco-2

hiicrelerinde daha fazla iken KO klotho+Caco-2 hiicrelerinde de goriildii.

Sekil 4.9.Caco-2 hiicrelerinde klotho geninin aktivasyonu ve knock-out edilmesi sonucunda
kaspaz 3 aktivitesini gosteren hiicreler FITC ile boyanarak yesil renkte gosterilmistir.
Cekirdek boyasi olarak DAPI kullamlmustir. (A) CCD841 CoN, (B) Caco-2, (C)
klotho+Caco-2, (D) KO klotho-Caco-2 hiicrelerinin immiinfloresans boyama goriintiileri
izlenmektedir (barlar A-B-D 20um, C 50pm).
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Sekil 4.10. Caco-2 hiicrelerinde klotho geninin aktivasyonu ve knock-out edilmesi sonucu
kaspaz 8 aktivitesini gosteren hiicreler CFL-594 ile boyanarak kirmizi renkte gosterilmistir.
Cekirdek boyasi olarak DAPI kullanilmustir. (A) CCD841 CoN, (B) Caco-2, (C)
klotho+Caco-2, (D) KO klotho-Caco-2 hiicrelerinin immiinfloresans boyama goriintiileri
izlenmektedir (barlar A-B-D 20um, C 50um).

4.35. Invazyon analizi
Klotho gen ekspresyonundaki degisimin Caco-2 hiicrelerinde invazyon
kapasitesine etkisi in vitro yara iyilesme deneyi ile degerlendirildi. Serum igeren

besiyerinde 24, 48 ve 72 saat sonunda yara bdlgesinin kapanmas1 gozlemlendi.

CCD841 CoN hiicrelerinde yara iyilesmesi 24 saat sonunda yoktu fakat 48 ve
72 saat sonunda yara bolgesinin ¢evresinden yara bolgesine dogru hiicre gocii basladi

(Sekil 4.11).

24 saat sonunda Caco-2 hiicrelerinde iyilesme (hiicre gogii) goriiliirken diger iki
grupta (klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2) iyilesme gozlenmedi. 48 ve 72 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerindeki yara iyilesmesi diger gruplara gére anlamli derecede
yiiksekti. Klotho+Caco-2 hiicrelerinde ise yara iyilesmesi goriilmedi (Sekil 4.11 ve
4.12).
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CCD841 CoN Caco-2 Klotho+Caco-2 KO klotho-Caco-2
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Sekil 4.11.Saglikl1 kolon hiicreleri, kolon kanser hiicreleri ve klotho ekspreyonu degistirilen
kolon kanser hiicrelerinde in vitro yara iyilesme analizi. (A-C) Yara olusturulduktan 24, 48
ve 72 saat sonra CCD841 CoN hiicreleri, (D-F) Yara olusturulduktan 24, 48 ve 72 saat sonra
Caco-2 hiicreleri, (G-1) Yara olusturulduktan ve klotho vektorii ile transfeksiyondan 24, 48
ve 72 saat sonra klotho+Caco-2 hiicreleri, (J-L) Yara olusturulduktan ve klotho knock-out
vektorii ile transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra KO klotho-Caco-2 hiicreleri
(Barlar:200um).

Saglikl1 kolon hiicrelerinde 48 saat sonundaki yara iyilesme orani %11 iken 72
saat sonunda %25°ti. Kolon kanser hiicrelerinde 48 saat sonunda yara iyilesme orani
%8 iken 72 saat sonunda %21°di. Klotho+Caco-2 hiicrelerinde 48 saat sonundaki yara
iyilesme oran1 %1 iken 72 saat sonunda %>5’ti. KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde 48 saat

sonundaki yara iyilesme oran1 %7 iken 72 saat sonunda %8’di.

48 saat sonunda Caco-2 hiicrelerindeki yara iyilesme orani Klotho+Caco-2
hiicrelerine gore %7, 72 saat sonunda ise %16 (***p<0.001) oraninda daha fazlaydi.
Caco-2 hiicreleri KO klotho-Caco-2 hiicrelerine gore 48 saat sonunda %1 oraninda,
72 saat sonunda %13 (***p<0.001) oraninda yara iyilesme oranina sahipti.
Klotho+Caco-2 hiicrelerinde KO klotho-Caco-2 hiicrelerine gore 72 saatin sonunda

yara iyilesme oran1 %3 daha azd1 (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. Klotho gen ekspresyonundaki degisimin (klotho geninin aktivasyonu ve
knock-out) Caco-2 hiicrelerinde invazyon kapasitesine etkisi. Yara bolgesi olusturulduktan
24, 48 ve 72 saat sonunda ¢ekilen fotograflarda yara bolgesindeki alan hesaplandi. Caco-2

hiicreleri kontrol olarak kabul edildi. (n=3, *p<0.05, **p<0.01 ***p<0.001).

4.3.6. Koloni olusturma potansiyeli analizi

Kolon kanser hiicrelerine (Caco-2) klotho geni transfekte edildikten 24, 48 ve

72 saat sonra hiicrelerin koloni olusturma potansiyelleri analiz edildi.

Transfeksiyondan 48 saat sonra klotho+Caco-2 hiicrelerinde olusan koloni

sayist kontrol grubuna gore diigiiktli (Sekil 4.13 ve 4.14).

43



Sekil 4.13. Transfeksiyondan 48 saat sonra klotho geninin aktivasyonu ve knock-out
eilmesiyle olusan Caco-2 hiicre kolonilerinin faz kontrast mikroskobik goriintimleri. (A)
CCD841 CoN, (B) Caco-2, (C) klotho+Caco-2, (D) KO klotho-Caco-2 (Barlar: 200um).

CCD841 CoN Caco-2

Klotho+Caco-2 KO klotho-Caco-2

Sekil 4.14. Transfeksiyondan 48 saat sonra klotho geninin aktivasyonu ve knock-out
edilmesiyle olusan Caco-2 hiicre kolonilerinin kristal violet ile boyama sonras1 makroskobik
goriiniimleri.
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4.4.Caco-2 Hiicrelerine Klotho Geninin Aktivasyonu ve Knock-
Out Edilmesinin TRAIL Reseptorlerine Etkisi

4.4.1. Flow sitometri analizi

Klotho gen ekspresyonundaki degisimin TRAIL reseptorlerine etkisi flow
sitometri analizi ile degerlendirildi (Sekil 4.15). TRAIL reseptorlerinden DR4
reseptoriiniin  saglikli kolon hiicrelerindeki (CCD841 CoN) orant %60.29, kolon
kanser hiicrelerinde (Caco-2) %72.98, klotho gen ekspresyonu arttirilmis kolon kanser
hiicrelerinde (klotho+Caco-2) %63.55 ve klotho geni knock-out edilmis kolon kanser
hiicrelerinde (KO klotho-Caco-2) %60.70°ti.

CCD841 CoN hiicrelerinde bulunan DR4 reseptorii Caco-2 hiicrelerine gore
%12.69 oraninda daha azdi. Klotho+Caco-2 uygulanan hiicrelerdeki DR4 reseptor
sayist gen aktarilmamis Caco-2 hiicrelerindekine (kontrol) gore azaldi (% 9.43). KO
klotho-Caco-2 uygulanan hiicrelerdeki DR4 reseptorleri gen aktarilmamis Caco-2

hiicrelerindekine gore %12.28 oraninda azald.

DRS5 reseptor sayis1 CCD841 CoN hiicrelerinde %89.77, Caco-2 hiicrelerinde
2080.18, klotho+Caco-2 hiicrelerinde %69.99, KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde ise
%70.45 oranindaydi. CCD841 CoN hiicrelerinde bulunan DRS5 reseptorii Caco-2
hiicrelerine gore %9.59 oraninda daha fazlaydi. Klotho+Caco-2 uygulanan
hiicrelerdeki DRS reseptor sayis1 Caco-2 hiicrelerine gore %10.19 oraninda azalmasti.
KO klotho-Caco-2 uygulanan hiicrelerdeki DR5 reseptor sayist Caco-2 hiicrelerine

gore %9.73 oraninda azaldu.

DcR1 tuzak reseptorii CCD841 CoN hiicrelerinde %64.67, Caco-2 hiicrelerinde
%72.95, klotho+Caco-2 hiicrelerinde %64.80, KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde ise
%60.05 oranindaydi. CCD841 CoN hiicrelerinde bulunan DcR1 reseptorii Caco-2
hiicrelerine gore %8.28 daha azdi. Klotho+Caco-2 uygulanan hiicrelerdeki DcR1
reseptOr sayisi Caco-2 hiicrelerine gore %8.15 oraninda azaldi. KO klotho-Caco-2
uygulanan hiicrelerdeki DcR1 reseptor sayis1 gen aktarilmamig Caco-2 hiicrelerine

gore %12.09 oraninda azaldi.

DcR2 tuzak reseptdr sayist CCD841 CoN hiicrelerinde %7.02, Caco-2
hiicrelerinde %1.16, Kklotho+Caco-2 hiicrelerinde %0.43, KO klotho-Caco-2
hiicrelerinde ise %:2.32 oraninda idi. CCD841 CoN hiicrelerinde bulunan DcR2
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reseptorii Caco-2 hiicrelerine goére %5.86 oraninda daha fazlaydi. Klotho+Caco-2
uygulanan hiicrelerdeki DcR2 reseptdr sayis1 Caco-2 hiicrelerine gore %0.73 oraninda
azaldi. KO Kklotho-Caco-2 uygulanan hiicrelerdeki DcR2 reseptér sayisi gen

aktarilmamis Caco-2 hiicrelerine gore %1.16 oraninda artti.
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Sekil 4.15. Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyonundaki degisimin (klotho geninin
aktivasyonu ve knock-out) TRAIL reseptorlerine etkisinin flow sitometri yontemiyle
analizi. Oliim reseptdr antijenleri (A) CD261; DR4 ve (B) CD262; DRS5. Tuzak reseptor
antijenleri (C) CD263; DcR1 ve (D) CD264; DcR2. Histogram iizerinde antijenler mor renk
ile izotip antikorlar1 (negatif kontrol) ise yesil renk ile gosterildi.

4.4.2. qRT-PCR analizi

Klotho+Caco-2 hiicrelerindeki DR4 (0.64 kat), DR5 (0.43 kat), DcR1 (1.40 kat)

ve DcR2 (2.57 kat) genlerinin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore artti. KO
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klotho-Caco-2 hiicrelerinde DR4 geninin 0.39, DR5 geninin 0.26, DcR1 geninin 0.78
ve DcR2 geninin ise 0.87 kat arttig1 tespit edildi. CCD841 CoN hiicrelerindeki DcR1
geni Caco-2 hiicrelerindekine gore 16.13 kat artmis bulundu. Gen ekpresyon
degisimlerindeki artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,361).

Klotho+Caco-2 hiicrelerinde bulunan DR4, DR5, DcR1 ve DcR2 genlerinin
ekspresyon seviyelerindeki artisin KO klotho-Caco-2 hiicrelerine gore fazla oldugu
goriildii (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. DR4, DRS5, DcR1 ve DcR2 genlerinin tiim gruplardaki hiicrelere gore hiicre i¢i
gen ekspresyon degisimi. Gen ifadesindeki degisimler katlar seklinde belirtilmistir. Kontrol
grubu olarak gen aktarilmamig Caco-2 hiicreleri kullanildi (n=3, p>0.05).

4.4.3. Immiinohistokimya analizi

Hiicrelerde oliim reseptor belirtegleri DR4 ve DRS antikorlari ile boyanarak
pozitiflikler gosterildi (Sekil 4.17 ve 4.18). DR4 ekspresyon aktivitesini gdsteren
hiicreler FITC ile isaretlenerek yesil, DRS5 ekspresyon aktivitesini gosteren hiicreler
CFL-594 ile boyanarak kirmizi ile gosterildi. Cekirdek boyasi i¢in DAPI kullanilarak
mavi olarak gosterildi.

DR4 ve DRS belirtegleri i¢in klotho geninin ekspresyon degisimi sonucunda
CCD841 CoN, Caco-2, klotho+Caco-2 ve KO klotho-Caco-2 hiicrelerindeki pozitif

immunreaktivite gosterildi.
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Sekil 4.17. Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyon degisimi sonucunda DR4 aktivitesini

gosteren hiicreler FITC ile boyanarak yesil renkte gdsterilmistir. Cekirdek boyasi olarak
DAPI kullamlmustir. (A) CCD841 CoN, (B) Caco-2, (C) klotho+Caco-2, (D) KO klotho-
Caco-2 hiicrelerinin gorintiileri izlenmektedir (Barlar A 20um, B-D50um).
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Sekil 4.18. Caco-2 hiicrelerinde klotho gen ekspresyonundaki degisimin sonucunda DR5
aktivitesini gosteren hiicreler CFL-594 ile boyanarak kirmizi renkte gosterilmistir. Cekirdek
boyas1 olarak DAPI kullanilmistir. (A) CCD841 CoN, (B) Caco-2, (C) klotho+Caco-2, (D)

KO klotho-Caco-2 hiicrelerinin gortntiileri (Barlar A-D 50pum).



5. TARTISMA

Klotho gen ekspresyonundaki degisim; hiicre olgunlasmasi, hiicre farklilasmasi,
proliferasyon ve apoptoz ile ilgili hiicre fonksiyonlarini etkiler. Klotho geni ile yapilan
aragtirmalarda klotho genindeki DNA hipermetilasyonunun yaglanma, ¢esitli
hastaliklar ve kanser i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biri oldugu ortaya konmustur.
Klotho geni yaslanma ve inflamatuvar ile iliskili hastaliklara ve kansere karsi

korunmada 6nemli rol oynar (Xuan ve Van Hai, 2018).

Klotho geni karaciger, ince bagirsak, bobrek, dalak ve kolon dokularinda
eksprese edilir. Ozellikle tiimdr dokularinda klotho geninin ekspresyonu, timdr
olmayan bdlgelerdekinden daha diisiiktiir. Yumurtalik ve akciger kanserinde %50
oraninda klotho gen ekspresyon kaybi goriiliircken meme, pankreas ve rahim agzi
kanserlerinde %80 oraninda oldugu gosterildi (Lee vd., 2010; Abramovitz vd., 2011;
Usuda vd., 2011; Rubenik vd., 2012; Lojkin vd., 2015). Bu durum baz1 kanserlerde
klotho gen ekspresyon kaybinin malign olusumlara neden olabilecegini diigiindiiriir
(Li vd., 2014). Klothonun tiimor baskilayict 6zelligi ilk kez Wolf ve arkadaslarinin
(2008) meme kanserinde yaptigi galismada gosterilmistir. Daha sonrasinda klothonun
asir1 ekspresyonunun; tiroid (Dai vd., 2016), karaciger (Shu vd., 2013; Tang vd.,
2016), akciger (Chen vd., 2010), bobrek (Zhu vd., 2013) ve kolon (Pan vd., 2011)
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttifi ve apoptoza neden oldugu

gosterilmistir.

Calismamizda kullanilan direngli insan adenokarsinom kolon kanser (Caco-2)
hiicrelerinde klotho geni aktiflestirildi ve knock-out edildi. Klotho geninin
ekspresyonu arttirildiginda siireye parelel olarak (24, 48 ve 72. saatlerde) Caco-2
hiicrelerinin canliliginin azaldigi gortildi (***p<0.001) (Sekil 4.5). Klotho geninin
Caco-2 hiicrelerinde knock-out edilmesinin hiicre canliligina etkisinin olmadigi
goriildii (*p>0.05). Transfeksiyon isleminin hiicre canliligin1 gen ekspresyonundan
bagimsiz olarak azalttig1 tespit edildi (Sekil 4.6). Bu sonuglar klotho gen ekspresyon
artisinin kanser hiicrelerinde proliferasyonu azalttigin1 desteklemektedir (Chen vd.,

2010; Pan vd., 2011; Shu vd., 2013; Zhu vd., 2013; Dai vd., 2016; Tang vd., 2016).

Caco-2 hiicrelerinde CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak olusturulan klotho gen
ekspresyonundaki degisimin apoptoza etkisinin incelendigi flow sitometri
analizlerimizde, klotho+Caco-2 hiicrelerinde 48 saat sonunda apoptoz %33.9, nekroz

50



ise %9.3 oraninda tespit edildi. Caco-2 hiicrelerinde klotho geni knock-out edildiginde
ise apoptoz %32, nekroz ise %12.9 oraninda bulundu. Klotho+Caco-2 hiicrelerinde 72
saat sonunda apoptoz %?24.4, nekroz ise %?28.4 oraninda idi. KO klotho-Caco-2
hiicrelerinde apoptoz %4.8, nekroz ise %39.0 oraninda bulundu (Sekil 4.7 ve 4.8).
Sonuglarimiz lenfoma, akciger, karaciger ve kolon kanser hiicrelerinde yapilan

calismalarla benzerdi (Chen vd., 2010; Pan vd., 2011; Sun vd., 2015; Zhou vd., 2017).

Kanserde hiicre motilitesi invazyon ve metastaz i¢in olduk¢a Onemlidir.
Calismamizda invazyon sirasinda epitel hiicre gogilinii degerlendirmek igin in-vitro
model olarak kabul edilen in-vitro yara iyilesme deneyi (scratch wound closure
assays) ile klotho ekspresyonundaki degisimin kolon kanser hiicrelerinde invazyon
kapasitesine etkisini degerlendirdik. Sonuglarimiz Caco-2 hiicrelerinde klotho gen
ekspresyon artisinin  yara bolgesinin  kapanmasina etki etmedigini gosterdi
(***p<0.001). Hiicrelerde klotho geni knock-out edildiginde ise yara bdlgesinin
kapanmaya basladig1 ancak transfeksiyon yapilmayan Caco-2 hiicrelerine gore bu
kapanmanin daha az oldugu gortildi (***p<0.001) (Sekil 4.11 ve 4.12). Diger taraftan
yapilan aragtirmalarda akciger (Chen vd., 2012) ve bobrek (Zhu vd., 2013) kanser

hiicrelerinde de benzer sonuglar elde edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerinde klotho ekspresyon artiginin koloni
olusumunu azalttig1 gosterilmistir (Abramovitz vd., 2011; Sun vd., 2015). Pan ve
arkadaslar1 (2011) HCT-116 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri ile yaptiklari ¢aligmada
klotho gen ekspresyonunun artirilmasinin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigi ve koloni olusturma potansiyelini azalttiginm1 gosterdiler. Li ve arkadaslar
SW480 ve HT-29 kolon kanser hiicreleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada viriis aracili
transfekiyonla klotho geninin ekspresyonunu artirdilar ve klotho gen ekspresyonunun
artisina bagli olarak kolon kanser hiicrelerinde koloni olusumunun azaldigin
gosterdiler. Calismamizda ise benzer sekilde Caco-2 hiicrelerinde klotho ekspresyonu
arttirildiginda kontrol grubuna goére olusan koloni sayisinin diisiik oldugunu tespit ettik

(Sekil 4.13 ve 4.14).

Bcl-2 gen ailesinden olan proapoptotik bax, bad, bid genleri ve antiapoptotik
bcl-2 geni kolon kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiiriiniinde énemli rol
oynamaktadir. Apoptotik yanit i¢in bilinen bir bek¢i olan bel-2 geni apoptozu

engelleyen bir proteindir. Ozellikle apoptozun bagirsak déngiisiinde ¢ok onemli bir
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stire¢ oldugu diisiiniildiigiinde bax/bcl-2 orani kritik bir 6neme sahiptir. Kolorektal
kanserin de dahil oldugu pek ¢ok kanser tiirlinde bax/bcl-2 orani potansiyel olarak
prognostik 6neme sahip olabilir (Khodapasand vd., 2015; Huangvd., 2017; Bhardwaj,
Mardi, Kaushal, Sharma ve Rao 2020; Ramesh ve Medema 2020). Ayrica kolon
kanserinde kaspaz 3 ve 8 ekspresyonlari kanserle ilgili prognostik 6neme de sahiptir.
Apoptozda en iyi bilinen uyarici kaspaz olan kaspaz 3, kolon kanserindeki aktivitesi
kemoterapi ve radyoterapiye duyarliligi artirmanin yaninda kanser hiicrelerinde
invazyonu da inhibe ettigi bulunmustur. Kolon kanser dokusunda kaspaz 3’iin
ekspresyonun saglikli dokudakine gore oldukga diisiikken kaspaz 8’de bu durum soz

konusu degildir (Asadi vd., 2018; Zhou vd., 2018).

Akciger kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismada klotho geninin ekspresyonunun
artirilmasiyla bcl-2’nin  ekspresyonunun azaldigi, bax’in ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir. Klotho geni susturuldugunda ise bcl-2 geninin ekspresyonu artarken
bax geninin azaldigi tespit edilmistir (Chen vd., 2010). Lenfoma hiicreleri ile yapilan
caligmada klotho geninin artirilmasiyla antiapoptotik mcl-1 geninin azaldigi aktif

kaspaz 3 geninin artig1 gosterilmistir (Zhou vd., 2017).

Calismamizda kolon kanser hiicrelerinde klotho gen ekspresyon degisimine
bagl olarak apoptozun belirlenmesinde kapsaz 3, kaspaz 8, bid, bad, bcl-2 ve bax
genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Klotho+Caco-2 hiicrelerinde KO klotho-
Caco-2 hiicrelerine kiyasla kaspaz 3, kaspaz 8, bcl-2, bad genleririn ekspresyonlari
artarken, bid ve bax genlerinin ekspresyonu azaldi. Caco-2 hiicrelerinde kaspaz 3
geninin ekspresyonun artmast klothonun apoptozu ekstrinsik yoldan tetikledigini
gosterir (Sekil 4.4). Calismamiz Zhou ve arkadaslarinin (2017) lenfoma hiicreleri ile
yaptig1 calismada kaspaz 3 ekspresyonun artmasi ile benzerdir ancak Chen ve
arkadaglarmin (2010) akciger kanser hiicreleri ile yaptig1 ¢alismada bel-2 geninin

ekspreyonunun azalmasi ile farklilik gosteririr.

Immunfloresans boyamalarimizda saglikli kolon hiicreleri (CCD841 CoN) ve
kolon kanseri hiicrelerinde (Caco-2) kaspaz 3 ve 8’in negatif immunreaktivite,
klotho+Caco-2 hiicrelerinin pozitif immunreaktivite gosterdigi tespit edildi. KO
klotho-Caco-2 hiicrelerinde ise klotho+Caco-2 grubuna kiyasla daha az pozitiflik
goriildi (Sekil 4.9 ve 4.10). KO klotho-Caco-2 hiicrelerindeki kaspaz 3 ve 8’deki
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pozitif immunreaktivite transfeksiyon isleminden kaynakli olabilir. immunfloresans

boyama sonuglarimiz qRT-PCR sonuglarimizi desteklemektedir.

TRAIL segici bir apoptoz indiikleyicisi olarak kanser tedavisinde umut verici
kemoterapotik bir ajandir. Kolorektal kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda bu
hiicrelerin %50'sinin TRAIL'e direngli oldugunu gdsterilmistir (Zhang vd.,2019).
Ozellikle kolorektal kanserde kemoterapiye kars1 direncli hiicrelerin TRAIL'in neden
oldugu apoptozun sitotoksik etkilerine kars1 nasil duyarlilik kazanabilecegi konusunda

bir bosluk vardir.

TRAIL apoptozu DR4 ve DRS reseptorleri araciliyla baslar. Kolorektal kanser
hiicrelerinin apoptoza gidebilmesi igin DR4 ve DRS arasindaki etkilesimin TRAIL
yolaginin aktiflestirilmesinde oldukca dnemli oldugu gosterilmistir (Zhang vd., 2015).
Nahacka ve arkadaslarinin (2018) HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinde DR4 ve DRS5
reseptorlerinin verimliligi ile ilgili yaptiklari ¢alismada bu reseptorler uyarilarak
trimerizasyon gerceklestirilmis ve ardindan kaspazlar kesilerek aktiflestirilmistir.
Uyarilan bu reseptorlerden DRS reseptoriiniin DR4’e gore daha fazla kaspaz
aktiflestirilmesinde rol aldig1 gdsterilmistir. Dogal antioksidan olan resveratroliin
DLD-1 kolon kanser hiicrelerinde DR5’in ekspresyonunu artirdigi ve kanser
hiicrelerinde apoptozu tesvik ettigi ortaya konmustur (Li vd., 2015). Yapilan baska bir
calismada kolon kanser hiicresi olan HCT-116’da antimitotik etkisi oldugu bilinen
diaminotiyazoller grubu ilaglardan DAT1’in MEK/ERK sinyal yolunu aktive ederek
p53'ten bagimsiz olarak DRS reseptoriiniin ekspresyonunu artirdigi bulunmustur
(Thamkachy, Kumar, Rajasekharan ve Sengupta, 2016). Qiao ve arkadaslarinin (2018)
yaptig1 bagka bir ¢caligsmada ise klinikte yaygin olarak kullanilan azitromisinin HCT-
116 ve SW480 kolon kanser hiicrelerinde DR4 ve DRS ekspresyonunu artirarak kanser
hiicrelerini TRAIL’a kars1 duyarli hale getirdigi ortaya konmustur. Kemoterapdtik
ilaglar olan siklofosfamid, gemsitabin ve oksaliplatinin ile yapilan calismada akciger
(A549), kolon (HCT116) ve meme (MCF-7) kanser hiicrelerinde gemsitabinin 6liim
reseptOrlerinin - ekspresyonunu artirdigi  boylece kanser hiicreleri kemoterapi
tedavisinden sag ¢ikmasina ragmen Oliim reseptorlerinin ekspresyonunun artmasiyla
immiin hiicreler tarafindan oldiirilmeye duyarli hale geldigi ortaya konmustur

(Gravett, Dalgleish ve Copier, 2019).
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Calismamizda klotho gen ekspresyonundaki degisimin TRAIL o6lim
reseptorlerine etkisi flow sitometri yontemiyle incelendiginde, Caco-2 kolon kanser
hiicrelerinde DR4 ve DcR1 reseptorlerinin sayist CCD841 CoN saglikli kolon
hiicrelerindekine gore daha fazlaydi. Ancak DRS ve DcR2 reseptdr sayilarinin saglikli
kolon hiicrelerinde daha fazla goriildii. Klotho geni Caco-2 hiicrelerinde klotho
geninin aktivasyonu ve knock-out edildiginde ise transfeksiyon yapilmamig Caco-2
hiicrelerine gore incelenen tiim reseptorlerde azalma vardi. Bu durumun transfeksiyon
isleminin hiicrelerdeki canlilig1 azaltmasindan dolay1 olabilecegini diisiinmekteyiz.
Klotho geninin aktivasonu Caco-2 hiicrelerinde (klotho+Caco-2) klotho knock-out
edilen Caco-2 hiicrelerine (KO klotho-Caco-2) gore DR4 ve DcR1 reseptorleri daha
fazla bulunmaktadir. DR5 ve DcR2 reseptorlerinin ise KO klotho-Caco-2 hiicrelerinde
daha fazla oldugu bulunmustur (Sekil 4.15). DR4 ve DRS5’in immunfloresans
boyamalar1 sonucunda goriilen pozitif immunreaktivite flow sitometri analiz
sonuglarimiza parelellik gosterdi (Sekil 4.17 ve 4.18). Klotho gen ekspresyonundaki
degisimin TRAIL o6liim reseptorlerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan qRT-PCR
analizinde klotho+Caco-2 hiicrelerindeki DR4, DRS, DcR1 ve DcR2 genlerindeki
ekspresyon seviyelerindeki artisin KO klotho-Caco-2 hiicrelerine gore fazla oldugu
goriildii (Sekil 4.16).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda klotho geninde yapilan ekspresyon degisikliklerinin direngli
kolon kanser hiicresinde TRAIL sinyal yolagini aktiflestirerek apoptoza duyarli hale
getirdigini tespit ettik. Sonuglarimiz klotho gen ekspresyon artisinin kanser
hiicrelerinin motilitesini, cogalmasin1 ve koloni olusturma potansiyelini baskiladigi,
kaspaz aktivitesini artirarak apoptozu indiikledigini gosterdi. Bu etkinin klotho gen
aktivasyonuna bagli olup olmadig1 klotho geninin knock-out edilmesiyle test edildi.
Klotho gen ifadesindeki azalmanin Caco-2 hiicrelerinin canliligina etkisinin olmadigi
belirlendi. Bu sonuglar klotho geninin aktivasyonuyla apoptoza direngli kanser
hiicresinde antitimor etkili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle klothonun kolon

kanserinin tedavisinde giiclii bir belirte¢ olacagini dngdriiyoruz.
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