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OZET
Doktora Tezi
Kolorektal Kanserlerde Yeni Biyobelirteclerin Tanimlanmasi
Sidika Oztop
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Aytekin Akyol ve Es Danigman Prof. Dr. Erkan Yilmaz

Kolorektal kanser multifaktoriyel bir hastalik olmasi sebebiyle biyolojik davranis ve
molekiiler altyap1 bakimindan heterojen bir grup tiimorii temsil etmektedir. Heterojen yapida
olan bu tiimdrlerin kemoterapdtik tedavilere yaniti hastalarin genetik ve epigenetik
farkliliklardan dolayr degiskenlik gostermektedir. Bu noktada hastaligin alt tiplere
ayirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiyact goz oniinde bulundurarak yiiriitiilen tez
calismasinda KRK’de yeni bir biyobelirte¢ ve/veya alt grubun tanimlanmasi amacglanmaistir.
Calismamiz kapsaminda TUBB3 ifadesinin kolorektal kanser ve kolorektal kanser onciil
lezyonlarinda dagilimi tespit edildikten sonra TUBB3’lin metastaz ve antimikrotiibiiler
kemoterapi ajani paklitaksele duyarliliktaki rolii incelenmistir. Calismada, TUBB3 ifadesi
14 neoplastik olmayan kolon mukozasi 6rnegi, 78 kolorektal kanser onciil lezyonu, 202
kolorektal kanser olgusu ve HCT116 hiicre hattinda gesitli yontemlerle belirlenmistir. Daha
sonra HCT116 hiicre hattinda siRNA araciligiyla TUBB3 ifadesi susturulmustur. TUBB3’{in
susturulmasinin canlilik ve paklitaksel duyarliligi {izerindeki etkisi degisen dozlarla
incelenmistir. Calismamizdan elde edilen veriler kolorektal kanser olgularinda TUBB3
negatif bir alt grubun varhigm gostermis ve HCT116 hiicrelerinde TUBB3 ifadesinin
paklitaksel duyarlilig: ile iliskili oldugunu ortaya ¢gikarmistir. Bu sonuglar; TUBB3 negatif
olgularin taksan tiirevi kemoterapi ajanlarina duyarli olabilecegini ve diisiik dozlar ile
tedavinin  bu  hastalarda  degerlendirilebilecegini  diigiindlirmektedir. ~ TUBB3
kisisellestirilmis tip uygulamalarinda kolorektal kanser olgularinda antimikrotiibiiler

kemoterapi ajanlarindan fayda gorebilecek olgular icin bir biyobelirteg olarak kullanilabilir.
2019, 114 sayfa

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser; TUBB3; biyobelirteg; paklitaksel



ABSTRACT
PhD Thesis
Identification of Novel Biomarkers In Colorectal Cancers
Sidika Oztop
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Dr.Aytekin Akyol and co-advisor Prof. Dr. Erkan Yilmaz

Colorectal cancer represents a heterogeneous group of tumors in terms of biological behavior
and molecular structure because it is a multifactorial disease. The response of these
heterogeneous tumors to chemotherapeutic treatments is variable due to the genetic and
epigenetic differences of the patients. At this point, it is necessary to separate the disease
from the subtypes. In the thesis study carried out with this need in mind, it is aimed to define
a new biomarker and/or subgroup in the CRC. In our study, the role of TUBB3 in the
metastasis and paclitaxel chemosensitivity was examined after the TUBB3 expression was
detected in colorectal cancer and colorectal cancer precursor lesions. In the study, TUBB3
expression was determined by various methods in 14 nonneoplastic colon mucosa cases, 78
colorectal cancer precursor lesions, 202 colorectal cancer cases and HCT116 cell line.
Subsequently, TUBB3 expression is silenced by way of sSiRNA in the HCT116 cell line. The
effect of TUBB3 silencing on proliferation and paclitaxel chemosensitivity has been
examined. The data obtained from the study showed the presence of a negative TUBB3
subgroup in colorectal cancer cases and found that the TUBB3 expression was associated
with paclitaxel chemosensitivity in HCT116 cell line. These results suggest that TUBB3
negative cases may be susceptible to taxane-derived chemotherapy agents and treatment with
low doses may be evaluated in these patients. TUBB3 can be used as a biomarker to identify
cases of colorectal cancer that may benefit from antimicrotubuler chemotherapy agents in

precision medicine applications.
2019, 114 pages

Keywords: Colorectal cancer; TUBB3; biomarker; paclitaxel
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1. GIRIS

Kanser, son yillarda diinyada en yaygin goriilen saglik problemleri arasinda yer almaktadir
(1). Epitel hiicrelerinde gelisen adenokarsinomlar, insidansi oldukga yiiksek olan meme,
prostat ve kolorektal kanser (KRK) gibi kanser tiplerini barindirmaktadir (2). Cinsiyet baz
alindiginda diinyada kadinlar arasinda ikinci, erkekler arasinda ii¢lincii en yaygin goriilen
kanser tipi olan KRK, iilkemizde her iki cinsiyette de en yaygin goriilen tiglincii kanser tipidir
(1, 3). KRK ¢evresel faktorler, genetik ve ailesel yatkinlik gibi genis bir etken spekturumuna
sahip olmasi nedeniyle multifaktoriyel bir hastaliktir (4). Heterojen yapida olan bu
timorlerin kemoterapétik tedavilere yaniti hastalarin genetik ve epigenetik farkliliklardan
dolay1 degiskenlik gostermektedir (5). Bu noktada hastaligin alt tiplere ayirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir.

Hastaliklarin tanisinda, tedavisinde ve alt tiplere ayirilmasininda yol gosterici olan
biyobelirtegler gelisen teknoloji ve yeni teknikler sayesinde daha kolay tespit
edilebilmektedir. Son yillarda kanser biyobelirteci kesfetmek kanser arastirmalarinin major
odak noktas1 haline gelmistir. Ozellikle insidans1 artma egiliminde olan ve erken
tani/tedavide hala mutlak basari saglanamayan KRK ig¢in yeni biyobelirteglere ihtiyag

duyulmaktadir.

KRK hem sporadik hem kalitsal formda goriildiigii i¢in diger kanserlerden daha detayl
calisilmis olup klasik yolak ve alternatif yolak olarak adlandirilan iki gelisim mekanizmasi
ortaya ¢ikarilmistir (6-8). Bu mekanizmalar hastaya uygulanabilecek tedaviler ve prognoz
hakkinda c¢esitli bilgiler sunmakta ancak bireysel genetik ve epigenetik farkliliklarindan
dolay: yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle yeni biyobelirtecler ile hastaligin daha kiigiik alt
gruplara ayirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut bu ihtiyact géz oniinde bulundurarak

tez ¢aligmasinda kolorektal kanserde yeni bir biyobelirtecin tanimlanmasi hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda TUBB3 geni biyobelirteg adayi olarak segilmistir. Bu genin KRK
hastalarma uygun tedaviyi belirleme asamasinda yeni bir alt grup olusturabilecegi gesitli
yontemler ile arsiv olgular, taze dokular ve hiicre hattinda yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Calisma konusu olan KRK tanim, istatistikleri, genetigi, biyolojisi ve tedavisi ile ilgili

bilgiler bu boliimde detaylandiriimaktadir.

2.1. KOLOREKTAL KANSER

Kolon ve rektum, gastrointestinal sistem (GIS) olarak adlandirilan sindirim kanalinin son
boliimiinde yer alan ve kalin bagirsagi olusturan yapilardir. Kalin bagirsakta goriilen malign

neoplaziler kolorektal kanser olarak tanimlanmaktadir.

Kolon dokusu histolojik olarak dort tabakadan olusmaktadir. Kolon duvari tam kat kesitinde
icten disa dogru bu tabakalar; mukoza, submukoza, kas tabakasi ve seroza seklinde yerlesim
gostermektedir. Luminal yapilar1 doseyen mukoza tabakasi; emici ve salgilayici 6zellikteki
basit kolumnar epitel hiicreleri ile kaplidir ve kolon kanseri bu tabakayi olusturan epitel

hiicrelerinde ortaya ¢ikmaktadir. (Sekil 2.1.)

DA A

o
=
33
= L) =
+ By
b f
.}‘ :

Sekil 2.1. Neoplastik olmayan kolon dokusu histolojisi; A: Kolon duvari tam kat

hematoksilen eozin (H&E) kesiti, B: Kolon mukozast H&E kesiti (Dog. Dr. Aytekin
Akyol’un arsivinden)

2.1.1. KOLOREKTAL KANSER ONCUL LEZYONLARI

Kolon mukozasi tizerinde hiicre yiginlarinin sekillendirdigi farkl biiyiikliikteki kabarikliklar
“polip” olarak tanimlanmaktadir, ileri yasla birlikte goériilme sikligi artan bu lezyonlari

neoplastik ve neoplastik olmayan polipler olarak ikiye ayirmak miimkiindiir (9).



Neoplastik karakterli polipler KRK 6nciil lezyonlaridir ve histomorfolojik 6zellikleri dikkate
alinarak Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization, WHO) tarafindan tiibiiler
adenom, tiibiilovilloz adenom, vill6z adenom ve “serrated” adenom olarak siniflandirilmistir

(10-12).

Histolojik goriiniimleri agisindan ¢ikintili veya diiz, kiiresel ve sapli olabilen adenomatéz
polip olarak da adlandirilan tiibiiler adenomlar (TA) kolon adenomlari arasinda %65-80
oranla en sik goriilen adenom tipidir (13, 14). Cap1 ortalama bir cm'den kiiglik olmakla
beraber 0,5 cm'den biiyiik olan adenomlar genellikle sapli histoloji gostermektedir (9).
Adenom-karsinom teorisine gore birgok kolorektal kanserin dnciil lezyonu olan adenomatdz
poliplerin (15, 16) prevelansi yasa bagimli olarak artmaktadir (12). Villoz adenomlar, ¢ok
sayida parmaksi ¢ikintidan olusan genellikle sapsiz yapidaki adenomlardir (13, 17). Papiller
polip olarak da bilinen vill6z adenomlar neoplastik polipler arasinda %10-15 oraninda
goriilmektedir (14). Tibiiler ve villoz adenom yapilarinin birlikte goriildiigii lezyonlar
tibiilovilloz adenom (TVA) olarak adlandirilirken tiibiiler/vill6z adenom oranlar1 %20-80
veya %80-20 olarak bildirilmektedir (13). Neoplastik polipler arasinda TVA adenomlar %
10-25 oraninda goriilmektedir (14). Sapsiz morfolojileri ile bilinen serrated adenomlar (SA)
WHO tarafindan yapilan siniflandirmada; traditional serrated adenom (TSA), sessil serrated
adenom (SSA) ve hiperplastik polip (HP) olmak iizere {i¢ alt gruba ayirilmaktadirlar (18,
19). SSA geleneksel adenomlardan farkli olarak heterojen yapili lezyonlar olup kolonik kript
tabaninda bozukluk, dallanma, testere disli yap1 ve genellikle proksimal kolonda yerlesim
ile karakterizedir (20). KRK molekiiler profilinin belirlenmesiyle serrated adenomlarin
yiiksek oranda metillenme gosterdigi ve diger adenomlardan farkli sekilde kanser gelisimine
gittigi gosterilmistir (7). Yapisinda tiibiller ve villoz bilesen de igerebilen serrated
adenomlarda degisken miisin oranlar1 da bu lezyonlarin karakteristigidir (13, 21). Tekli veya
cok sayida goriilebilmelerinin yani sira timorli dokularla birlikte de goriilebilen hiperplastik
polipler; sitoplazmasinda belirgin miisin vakiiolleri olan olan poliplerdir (13). Daha 6nce
non-neoplastik oldugu diisiiniilen bu poliplerin bir kisminin morfolojik ve genetik a¢idan
non-neoplastik poliplerden farkli oldugu ve serrated neoplazi yolagi ile gelisen KRK ile
iligkili oldugu bildirilmistir (13, 22, 23).

Neoplastik olmayan polipler ise inflamatuar polip (iP), inflamatuar fibroid polip (IFP) ve

hamartomat6z polipten olusmaktadir. Hamartomatoz polipler tiimor benzeri yapisal gelisim



gosterebilen ancak malign 6zellikte olmayan poliplerdir (24). Kronik inflamatuar bagirsak
hastalig1 ve divertikiilit gibi kronik inflamatuarlarda goriilen inflamatuar polipler reaktif

epitelyum, fibréz doku ve graniilasyon dokusundan olusmaktadir (13). Kolonoskopi

stirasinda goriilen polipler polipektomi ile ¢ikarilmaktadir.

Sekil 2.2. Kolorektal kanser onciil lezyonu; A: Kolektomi spesmeninde kolon polipleri, B:
Polipektomi spesmeni (Dog. Dr. Aytekin Akyol’un arsivinden)

2.1.2. KOLOREKTAL KANSER GELISIMINDE RiSK FAKTORLERI

KRK gelisimi %65-85 sporadik, %25-30 ailesel ve %3-6 oraninda kalitsal olmak tizere ii¢
farkli paternde gézlenmektedir (25). Kalitsal kolorektal kanserlerin en sik rastlanilan iki
formu %1 ile Ailesel Adenomatdz Polipozis (Familial adenomatous polyposis, FAP) ve %5

ile Lynch Sendromu (Herediter nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)’dur (25, 26).

KRK’de en 6nemli risk faktorii yas olmakla beraber KRK epidemiyolojisi lizerine yapilan
calismalar hastaligin ¢evresel, genetik ve ailesel risk faktorlerinden etkilendigini
gostermektedir (4, 27). Sigara ve uzun siireli alkol tiikketimi (28-30), hareketsiz yasam,
beslenme ve obezite (31-33) gibi gevresel etmenlerlerin yani sira kolorektal polip varligi,
aile hikayesi, FAP, HNPCC, Attenuated Familial Adenomatous Polyposis (AFAP) ve bazi
influmatuar bagirsak hastaliklarinin da KRK gelisiminde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir

(4,7, 25, 34).

FAP pozitif bireyler 40’11 yaslardan 6nce ¢ok sayida polip gelistirirler, bu hastalarda koruma
amacl total kolektomi yapilmazsa erken yasta KRK gelistirme riski %100’diir (7, 34).



Lynch sendromuna sahip kisilerde ise 20-30 yas arasinda KRK gelistirme riski %80°dir
ancak bu hastalarda KRK disinda endometrium, mide, yumurtalik, idrar yollar1 gibi farkl

tiimorlerin olusmasi da olasidir (7, 34).
2.1.3. KOLOREKTAL KANSER iSTATISTIiKLERI

Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan GLOBOCAN 2018 verilerine
gore KRK diinyada en yaygin goriilen tiglincii kanser tipi olup kanser iliskili liimlerde ise
ikinci sirada yer almaktadir (1). Cinsiyet baz alindiginda diinyada kadinlar arasinda ikinci,
erkekler arasinda tiglincii en yaygin goriilen KRK i¢in 2018 yilinda 1,8 milyondan fazla yeni
vakanin tanit aldigt ve 881,000 vakanin hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (1).
Sosyoekonomik gelisimin bir igareti olarak kabul edilebilen KRK insidansi gelismis
iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore 3 kat daha fazladir ve KRK insidansi diinyada
bolgelere gore kolon ve rektum ig¢in sirasiyla 6-8 kat gibi genis bir Ol¢lide degiskenlik
gostermektedir (1).

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Kanser Daire Bagkanligi’nin 2014 yili verilerine gére KRK
iilkemizde en yaygin goriilen kanserler arasinda hem kadinlarda hem erkeklerde iigiincii
sirada yer almaktadir (3). 2014 yilinda iilkemizde en sik goriilen kanserlerin yasa goére
standardize edilmis hizlar1 dikkate alindiginda KRK’in kadinlarda 100 000°de 13,8 oraninda
erkeklerde ise 100 000°de 22,8 oraninda goriildiigi bildirilmistir (3). (Sekil 2.3. ve Sekil
24)

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’na bagli Kanser Savag Daire Bagkanlig1 “Tiirkiye’de Kanser
Onleme ve Taramalar1 2014 Kisa Raporu” baslikli bir faaliyet raporu yaymlamistir. Bu
rapora gore KRK’in erken teshisine yonelik 2012 yilinda birinci basamak saglk
kuruluslarinda baglatilan tarama programlarinin hedefinde olan 6 400 000 kadin ve erkegin
%22,4’line ulasildig1 ve bu taramalarda 2012-2014 yillar1 arasinda biiyilik ¢cogunlugu erken
evre olan 234 olgunun teshis edildigi bildirilmistir (35).
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Sekil 2.3. Kadmlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar1 (3)
(Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (Diinya Standart Niifusu, 100 000 Kiside)
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Sekil 2.4. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari (3)
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (Diinya Standart Niifusu, 100 000 Kiside)



2.1.4. KOLOREKTAL KANSER GENETIK MODELI

KRK’in hem kalitsal hem de sporadik formda goriilmesinden dolayr KRK hakkinda diger
kanser tiplerine gore daha fazla bilgi birikimi mevcuttur. Yapilan ¢alismalar sonucunda

KRK gelisiminde iki ayri mekanizma oldugu gésterilmistir (6-8).

Birinci mekanizma “klasik yolak™ olarak tanimlanan adenom-karsinom yolagidir (7, 8). Bu
yolak ile olusan KRK olgular1 mikrosatellit kararli (Mikrosatellit stable, MSS) karaktere
sahiptir, MSS KRK'ler;

1. Adenomatdz polipozis koli (Adenomatous polyposis coli, APC) geninde olusan

germline mutasyonun otozomal dominant taginmasiyla ortaya ¢ikan FAP sendromu,
2. Kendiliginden olusan APC mutasyonu sonucu gelisen sporadik KRK

olmak tizere iki ayr1 formda gézlenmektedir (6, 7, 36).
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Sekil 2.5. KRK'de ¢ok basamakli karsinogenezis modeli (7)

Sekil 2.5. A'da klasik yolak ile olusan KRK asamalar1 sematize edilmistir. Bu mekanizmada;

besinci kromozomun uzun kolunda bulunan APC geninin inaktivasyonu veya kaybi



sonucunda normal bir epitel hiicresi displastik kripte donlismektedir. Bu asamada KRAS
onkogeni mutasyonu ile adenomatdz lezyon olusumu sekillenmektedir. Siirecin devaminda
adenomat6z lezyonda ortaya ¢ikan kromozomal kararsizlik (Chromosomal Instability, CIN)
ve timor baskilayic1 genlerin (Tumor Suppressor Gene, TSG) bulundugu kromozom

kollarinin kayb1 adenomun karsinoma doniismesine neden olmaktadir.

Klasik yolak ile gelisen MSS KRK'lerin CIN profili gosterdigi, yaygin olarak heterozigotluk
kaybina (loss of heterozygosity, LOH) ugradigi, andploidi ve poliploidi 6zelligi tasidig
bildirilmigstir (6, 7, 36). Yine MSS KRK'lerin sol kolon tutulumu sergiledigi, kotii
diferansiye, nadiren miisindz karakterli, kotii prognozlu ve lenf nodu infiltrasyonunun az

oldugu da belirtilmistir (6, 7, 36).

Ikinci mekanizma “alternatif yolak™ olarak tanimlanmaktadir (7). Alternatif yolak ile olusan
KRK olgulart DNA hatali eslesme tamir mekanizmasi genlerindeki (Mismatch repair,
MMR) bozukluklar nedeniyle mikrosatellit kararsizlik (Mikrosatellit instablity, MSI)
gostermektedir, MST KRK'ler;

1. MMR genlerinde olusan germline mutasyonun otozomal dominant taginmasiyla

gelisen Lynch Sendromu (HNPCC)

2. MMR genlerinde kendiliginden olusan mutasyonlar ve metilasyon ile ortaya ¢ikan

sporadik KRK
olmak tizere iki ayr1 formda gozlenmektedir (7, 37).

Sekil 2.5. B'de alternatif yolak ile olusan kalitsal ve sporadik KRK asamalar1 sematize
edilmistir. Bu mekanizmaya gore kalitsal form olan Lynch sendromunda normal epitel
hiicresinin displastik kripte doniismesi MMR genlerindeki bozulmalarin olusturdugu MSI
ile tetiklenmektedir. Displastik kriptin adenomat6z lezyona doniisiimii ise Wnt yolagi genleri
ile KRAS onkogenindeki mutasyonlar neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Siirecin devaminda
TGFBR, BAX, TP53 gibi TSG’lerdeki mutasyonel inaktivasyonlar da adenomatdz
lezyonlar: karsinomaya doniistirmektedir. Sporadik KRK formunda ise MMR genlerindeki
kalitsal olmayan bozulmalar displastik kripti olusturmaktadir. Displastik kript Wnt yolagi
genleri ve. KRAS/BRAF onkogen mutasyonlar ile sapsiz morfolojiye sahip SSA’lara

doniismektedir. Sapsiz adenomlar daha sik goriilen sapli adenomlara gore molekiiler olarak
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daha yiiksek oranda metillenme profiline sahiptir. Bu nedenle siirecin devaminda ¢esitli

genlerin metilasyon ile susturulmasi adenomadan karsinoma gelisimini sekillendirmektedir.

Alternatif yolak ile gelisen MSI KRK'lerin diploidi 6zelligi tasidigi, baskin olarak sag kolon
tutulumu sergiledigi, iyi diferansiye, genellikle miisindz karakterde, iyi prognozlu ve lenf
nodu infiltrasyonunun pozitif oldugu bilinmektedir (6, 7, 36). Sporadik yolla olusan MSI
KRK’lerde genellikle MLHI kaybi goriilmektedir ve bu olgularda MLH1 promotor
metilasyonu ve eslik eden BRAF V600E mutasyonu mevcuttur (38-40).

Literatiirde; KRK’lerin %85’inin klasik yolak tizerinden gelisirken %15’inin MSI yolagi
tizerinden gelistigi bildirilmistir (7, 36). KRK olgularinin %5’ini sendromik form olan

HNPCC olustururken %10’unu sporadik MSI KRK’ler olusturmaktadir (6, 7, 36).

MMR genlerindeki bozukluklar ile ortaya ¢ikan “deficient MMR” (dMMR) profili MSI
timorlerin  olusumuyla iligkili iken bu genlerde herhangi bir bozukluk goriilmeyen
“proficient MMR” (pMMR) profili MSS tiimorlerin gelisimiyle iliskilendirilmektedir (6).
Bu nedenle MSI agisindan degerlendirilen KRK olgulart MMR sisteminde bozukluk olanlar
“dMMR” ve MMR sisteminde bozukluk olmayanlar “pMMR” seklinde siniflandirilabilir.

Tiimdrlerin MSI olup olmadigr immunohistokimyasal yontemle ve yaygin goriilen MSI
marker setlerinin analizi yontemiyle belirlenebilir (41, 42). MSI durumunda gozlenen 5-10
mikrosatellit bolgesini belirte¢ olarak igeren referans bir panelin kullanildig1r analizde
calisilan belirteglerin %30'undan fazlasi instabil ise yiiksek MSI (MSI-High, MSI-H)
belirteglerin %10-30’u instabil ise diisik MSI (MSI-Low, MSI-L) ve instabil belirteg
saptanmamasi durumunda da MSS olarak sonug verilmektedir (42). Immiinohistokimyasal
analiz yonteminde ise timor dokusunda MMR sisteminde gorevli olan genlerin (MLHI,
PMS2, MSH2, MSH6) proteinleri incelenmektedir. Bu proteinlerin dokudaki varligini tespit
etmek icin ilgili antikorlar ile dértlii immiinohistokimya (IHK) paneli uygulanmaktadir. IHK
paneline géore MMR genlerinde kayip olup olmadigi belirlenen olgular AIMMR ve pMMR
seklinde siiflandirilmaktadir (41-43).

2.1.5. KOLOREKTAL KANSERDE HETEROJENITE

Timdr heterojenitesi; genetik, epigenetik ve fenotipik agidan kanser hiicrelerinin

evrimlesebilmesine ve klonal seleksiyon yetenegini arttirarak farkli kiiciik alt gruplar
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olusturabilmesine neden olmaktadir (44). On dokuzuncu yiizyilin baslarinda Virchow'un
kanser hiicrelerindeki morfolojik goézlemleri, timdrli hiicrelerin pleomorfik ozellikte
olabilecegi fikrini ortaya atmistir. Daha sonra yapilan kapsamli genetik ve molekiiler
arastirmalar kanser hiicrelerinin morfoloji, tiimoérojenite, metabolizma, gen ekspresyon
paterni, mutasyon profili, metastaz yetenegi ve tedaviye direng agisindan farkli alt gruplara
ayrildigini1 bu nedenle tiimor kitlesinin hem bireysel hem de hastalar arasinda heterojen
yapida oldugu gostermistir (7, 44-47). Bu heterojenligi ag¢iklamak i¢in “kanser kok hiicresi
modeli (hiyerarsik model)” ve “stokastik model” olarak adlandirilan iki farkli yaklasim
dikkate alinmaktadir (45). Kanser kok hiicresi modelinde; tiimor kitlesinin tek bir kanser kok
hiicresinden koken aldig1 diisiiniiliirken stokastik modelde ise tiim hiicrelerin bu kitleyi

olusturabilme potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir (45, 48, 49).

KRK multifaktdriyel bir hastalik olmasi sebebiyle biyolojik davranis ve molekiiler altyap1
bakimindan heterojen bir grup tiimorii temsil etmektedir (44). Sekil 2.6.'da bir hastanin lenf
nodu timor ornegine ait H&E boyamasi goriilmektedir. Bu hastaya ait dort metastatik lenf
nodundan bir tanesinde miisin6z, mediiller, tash yiiziik hiicreli ve adenokarsinom olmak
tizere dort farkli tiimor paterninin bir arada bulundugu tespit edilmistir. Timor heterojenitesi
dikkate alindiginda kanser teshisinde 6nemli bir bilesen olan ve tiimoriin tamamina kiyasla
kiiciik bir alani temsil eden biyopsi drnekleri tiimoriin tiim paternini belirlemede yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle heterojen alt gruplar arasindaki iligkiyi belirleyebilecek molekiiler

yaklasimlar 6nem kazanmaktadir.
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Sekil 2.6. Dort farkli timor paterninin bir arada gortildiigii metastatik lenf nodunun H&E
goriintiisii (Dog. Dr. Aytekin Akyol’un arsivinden)

2.1.6. KOLOREKTAL KANSERIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Mutasyon ve/veya promotor metilasyonu sonucu genlerde ortaya ¢ikan islev bozukluklari,
degisen sinyal yolak aktiviteleri ve kromozomal yapi degisiklikleri KRK'in molekiiler

profilinin anlagilmasinda 6nemli bilesenleri temsil etmektedir (46, 47, 50).

Kanser Genom Atlas1 (The Cancer Genome Atlas, https://cancergenome.nih.gov/) projesi

kapsaminda KRK olusumunda etkili olan somatik degisikliklerin profilini ¢ikarmak
amaciyla yapilan analizler 2012 yilinda Nature dergisinde yayinlanmistir (46). Bu proje
kapsaminda mutasyon spektrumunu belirlemek i¢in tiimorlii ve normal dokularda ekzom
sekans analizi yapilmis, tiimorler tagidiklari mutasyon oranina gére hipermutasyonlu ve
hipermutasyonlu olmayan tiimdrler olarak iki kategoride siniflandirilmis ve MSI profili
incelenmistir (Sekil 2.7.). Bu sonuglar MMR genlerindeki mutasyon orani ile hiicrenin

hipermutasyon profili arasinda bir dogru orant1 oldugunu gostermektedir (46).
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Sekil 2.7. MMR genlerindeki mutasyonun, hipermutasyonlu ve hipermutasyonlu olmayan
timorlerdeki orani (46)
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Sekil 2.8. Hipermutasyonlu ve hipermutasyonlu olmayan tiimorlerde mutant gen paterni (46)

Tiimdrde bening-maling gecisi ciddi sekilde mutasyon birikimi gerektirir ve bu siireg
kolorektal kanserde ¢ok iyi ¢alisilmistir (7, 47, 50). APC, BRAF, KRAS, TP53, PIK3CA,
SMAD4, FBXW7, CDK8 KRK’de mutasyon hedefi olan genlerden bazilaridir (7, 47). Bu
genlerde goriilen mutasyon cesitleri ve frekanslar1 Cizelge 2.1.'de gosterilmistir. Bu veriler

Kanser Genom Atlas1 projesinde yapilan mutasyon analizleri ile de desteklenirken, analiz
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sonucunda hipermutasyonlu ve hipermutasyonlu olmayan tiimdrler karsilagtirildiginda iki

grupta mutasyonlarin farkli genlerde biriktigi goriilmistiir (46). (Sekil 2.8.)

Hiicre metabolizmasi, proliferasyon, farklilasma gibi hiicresel siiregler iizerinde etkili olan
sinyal yolaklarindaki bozukluklar da kanser gelisimi ve ilerlemesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. KRK'de en sik mutasyona ugrayan onemli sinyal yolaklar1t Wnt, TGF-B,
PI3K, RTK-RAS yolaklaridir (7, 46, 47). (Sekil 2.9.)
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Sekil 2.9. Kolorektal kanserde siklikla mutasyona ugrayan sinyal yolaklari (46)

Genetik degisikliklerin yan1 sira promotor metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin da
gen ifadesini etkiledigi bilinmektedir. Metilasyonda, genin promotor bdlgesinin 5' ucunda
bulunan sitozinden zengin CpG adaciklar1 metillendigi igin transkripsiyon faktorleri
promotora baglanamamakta ve gen ifadesi inhibe olmaktadir (51). Hiicrede metilasyon
paternini anlamak icin ilgili gendeki CpG adalarmin metilasyon fenotipi (CpG Island
methylator phenotype, CIMP) kontrol edilir. KRK vakalarinda birgok farkli bolgede CIMP
gosteren hipermetilasyon degisiklikleri g6zlenmektedir (46, 51).

CIMP gosteren tiimorlerin bir alt grubunda MMR genlerinden MLH1'in hipermetilasyonu
s6z konusudur (46). Bu metilasyonu tasiyan tiimoérler, sporadik MSI-H KRK tiimérlerinin

onemli bir kismini temsil eder ve bu tiimorler siklikla BRAF geninde fonksiyon kaybi
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mutasyonlart barindirmaktadir (38-40). HNPCC olgularinda ise BRAF mutasyonuna
rastlanmadig bildirilmistir (38-40, 52).

Cizelge 2.1. KRK'da tekrarlayan somatik mutasyonlarin hedefi olan onkogenler ve timor
baskilayici genler (7)

Gen Mutasyon tipi Degisimin tahmini frekansi
Onkogenler
KRAS Nokta mutasyonu (kodon 12,13,61) %40 (>%75'den fazlas1 kodon
12'de)
NRAS Nokta mutasyonu (kodon 12,13,61) < %5
PIK3CA Kinaz aktivitesini aktifleyici nokta mutasyonu %15-25

BRAF Kinaz aktivitesini aktifleyici nokta mutasyonu ~ %5-10 (CIMP+KRK ile iligkili)

EGFR Gen amplifikasyonu %5-15
CDK8 Gen amplifikasyonu %10-15
CMYC Gen amplifikasyonu %5-10
CCNE1 Gen amplifikasyonu %5
CTNNBI1 Dengeleyici nokta mutasyonlar: ve N-terminal <%5

ucunda ¢erceve icinde delesyonlar)

NEU (HER2) Gen amplifikasyonu < %5

MYB Gen amplifikasyonu < %5

Tiimor baskilayici genler

p53 Nokta mutasyonu, allel kayb1 %60-70 (nokta mutasyonlarinin
>%95 yanlis eslesme)

APC Cerceve kaymasi, nokta mutasyonu, delesyon, %70-80 (neredeyse tiim
allel kayb1 mutasyonlar proteini kesmekte)
FBXW7 Sessiz mutasyon, yanlis eslesme, delesyon %20
PTEN Sessiz mutasyon, delesyon %10
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SMAD4 Sessiz mutasyon, delesyon, allel kayb1 %10-15

SMAD2 Sessiz mutasyon, delesyon, allel kayb1 %5-10
SMAD3 Sessiz mutasyon, delesyon %5
TGFBIIR Cerceve kaymasi, sessiz mutasyon %10-15 (MSI-H KRK'in %90"1nda

mutasyon var)

TCF7L2 Cerceve kaymasi, sessiz mutasyon %S5 (hem MSI-H hem de MSS
KRK'de mutasyon)
ACVR2 Cerceve kaymasi %10 (MSI-H KRK'in %80'inde

mutasyon var)

BAX Cergeve kaymasi %5 (MSI-H KRK'nin ~%50'sinde
genellikle tek allel)

2.1.7. KOLOREKTAL KANSERDE TEDAVI YAKLASIMI

KRK tedavisini yonlendiren en 6nemli faktér hastalifin evresidir. Tiimoriin evresi ve
derecesi patolojik taniyla belirlendikten sonra cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe

yonelik tedavi ve immiinoterapi yaklagimlarindan uygun olani ile tedavi planlanmaktadir.

KRK’de en ¢ok fayda saglayan tedavi se¢enegi cerrahidir. Cerrahi tedavinin amaci timor
tutulumu olan bélgenin eksizyonudur. Tiimorlii dokularin tamaminin ¢ikarilmasi klinik

acidan bir sikint1 olusturmuyor ise hastaligin tiim evrelerinde cerrahi tedavi uygulanir.

Radyoterapi; iyonizan radyasyon ile kanserlesen hiicrenin DNA yapisin1 bozarak hiicre
oliimiinii hedefleyen bolgesel bir tedavidir, niikks olasiligini azaltmak amaciyla ameliyat

oncesinde veya sonrasinda kullanilabilmektedir (53, 54).

Kemoterapi; spesifik olmaksizin kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi amaglayan sistemik bir
tedavidir. Genellikle cerrahi sonrasi koruma amagli uygulanan adjuvan kemoterapi ile
hastada kalmis olabilecek tiimor hiicrelerinin eradike edilmesi hedeflenmektedir. KRK
hastalarinda kemoterapi i¢in siklikla kullanilan protokoller; irinotekan, 5-FU (5-flouro-
urasil) ve Oksaliplatin’dir (55, 56). Irinotekan; topoizomeraz 1 enzimini inhibe ederek
transkripsiyon hatalar1 olusturmay1 ve hiicre proliferasyonunu engellemeyi amaglarken,

Oksaliplatin; replikasyon ve transkripsiyonu inhibe ederek apoptozisi indiiklemeyi
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amaglamaktadir. 5-FU ise DNA replikasyonu i¢in gerekli olan timidin sentezinden sorumlu

olan timidilat sentaz inhibitorii olarak islev gormektedir (55, 56).

Akciger, meme ve ovaryum kanseri tedavisinde primer olarak kullanilan
kemoteropatiklerden biri olan taksan grubu (paklitaksel, dosetaksel vb.) ajanlar mikrotiibiil
yapisinin dinamikligini bozarak hiicre boliinmesini inhibe etmektedir (57-60). Kolorektal
timorlerinin taksan grubu kemoterapi ajanlarina gosterdigi antimikrotiibiiler direng
nedeniyle bu ajanlar KRK hastalarinda ¢ok az etki gostermekte veya hi¢ etki
gostermemektedir (61-66).

Bagimsiz calismalar ve Kanser Genom Atlasi analizleri tiimorlerin farkli molekiiler
profillere sahip oldugunu ortaya c¢ikarmustir (7, 44, 46, 47). Timorlerde goriilen bu
heterojenlik; KRK tedavisinde kullanilan kemoterapi ve hedefe yonelik ilaglarda farkli
cevaplarla kendini gostermektedir (5, 44). Bu noktada hastaya uygun tedaviyi verebilmek
icin tiimorlerin molekiiler profiline gore simiflandirilmasi ve tedaviden fayda goriip

goremeyecegini isaret eden belirteglerin tanimlanmasi 6nem kazanmaktadir (67).
2.2. BIYOBELIRTEC

Biyobelirteg; WHO tarafindan "viicut veya viicut Uriinlerinde dlgiilebilen ve hastalik veya
akibet ile ilgili etki veya insidanslarin tahmin edilebilmesinde kullanilan herhangi bir madde,
yapt1 ya da siire¢" olarak tanimlanmustir (68, 69). Biyobelirteg; bir laboratuvar testi gibi basit

olabilecegi gibi genlerin veya proteinlerin paterni kadar kompleks de olabilir.

Kanser hiicresinin DNA, RNA, protein veya metabolit seviyesindeki Olctilebilir spesifik
molekiiler degisimler “kanser biyobelirteci” olarak nitelendirilebilir (70). Son yillarda
kanser biyobelirteci kesfetmek kanser arastirmalarinin da major odak noktasi haline

gelmistir.

KRK olgularinda hem geleneksel hem de molekiiler ¢aligmalar: iceren bir kistm deneysel
belirtegler tanimlanmistir (71). Bunlar; risk degerlendirilmesi/yatkinlik biyobelirtegleri,
tarama/erken tani1 biyobelirtegleri, tanisal biyobelirtecler, farmakolojik biyobelirtegler,
tahmin ettirici biyobelirtegler ve prognostik biyobelirtegler seklinde smiflandirmak
miimkiindiir (71). KRK tani ve tedavisinde dikkate alinan bu biyobelirtecler Cizelge 2.2.’de

goriilmektedir.
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Cizelge 2.2. Kolorektal kanserlerin tedavisinde kullanilan yontem ve ajanlar (71)

1- Risk degerlendirilmesine yonelik biyobelirtecler

Aile hikayesi

Kalitsal kanser sendromu tanisi

2- Tarama/erken tani biyobelirtecleri

Gaitada gizli kan

Kolonoskopi

3- Tamisal biyobelirtecler

Karsinoembriyonik antijen (CEA)

Sirkiilasyondaki niikleik asitler

4- Farmakolojik biyobelirtecler
UGTA1*28 genotipleme

Dihidroprimidin dehidrogenaz polimorfizmi

5- Tahmin ettirici biyobelirtecler

DNA hatali eslesme tamir mekanizmasi bozuklugu ve MSI

KRAS ve BRAF mutasyonu

6- Prognostik biyobelirtecler
TNM evresi

DNA hatali eslesme tamir mekanizmasi bozuklugu ve MSI

KRAS ve BRAF mutasyonu

2.3. TUBB3

Mikrotiibiiller; alfa ve beta tubulinlerden olusan dinamik karakterde sitoplazmik filamentler
olup hiicre iskeletinin kurulmasz, hiicrelerarasi tasima, mitoz boliinme, néron morfolojisi ve
hiicre hareketinde etkin rol oynamaktadir (72). Mikrotiibiillerin yapisina katilan beta
tubulinler farkli kromozomlarda yer alan sekiz izotipten olusan genis bir gen ailesidir (73-
75). TUBB, TUBBI1, TUBB2A, TUBB2B, TUBB2C, TUBB3 ve TUBB4, TUBB6’y1 igeren
bu izotiplerin mikrotiibiil yapisina katilma oranlar1 hiicre ve doku tipine gore degiskenlik

gostermektedir (72, 75, 76).
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Bu aile iiyelerinden biri olan tubulin beta III; genomda 16924.3 lokasyonunda bulunan
TUBB3 geni tarafindan eksprese edilir (77). Bes ekzondan olusan TUBB3 geninin en biiyiik

tirtinii 450 aminoasit uzunlugunda ve 50 kDa agirliginda olan TUBB3 proteinidir.

Saglikli insan dokular1t TUBB3 ekspresyonu agisindan incelendiginde en yiiksek ifadenin
beyin (77, 78) dokusunda ve noéronlarda(79) oldugu gosterilmistir. Noronal spesifik tubulin
izoformu olan TUBB3 proteini siklikla noronlarda farklilasma belirteci olarak
kullanilmaktadir (80, 81). TUBB3’iin ayrica saglikli fibroblast ve keratinosit hiicrelerinde
ifade edildigi (82) ¢ok diisiik diizeyde de ince bagirsak, testis ve plesantada eksprese oldugu,
diger saglikli dokularda ise ifade edilmedigi bildirilmistir (72, 78). Tiimor dokularinda
tubulin beta alt tiplerinin ifade diizeyi incelendiginde en fazla artisin TUBB3 izotipinde
oldugu, saglikli meme ve akcigere kiyasla tiimorli meme ve akcigerde TUBB3
ekspresyonunun sirasiyla 43 ve 71 kat fazla oldugu gosterilmistir (72). Yiiksek TUBB3
ekspresyonu kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) (83), yumurtalik kanseri
kolorektal kanser (84), pankreas kanseri (85) ve mesanenin iirotelial karsinomasi (86) gibi

pek cok solid tiimdrde zay1f klinik ¢iktilarla da iliskilendirilmistir.

TUBB3 ekspresyonu hem transkripsiyonel hem de translasyonel seviyede regiile
edilmektedir. TUBB3 regiilasyonunun trankripsiyonel seviyede REST (RE-1 silencing
transcription factor) (87, 88), HIF1A ve HIF2A (hipoksi indiiklenebilir faktor 1A ve 2A)
(89, 90) ve histon asetilasyonu (87) araciligiyla translasyonel seviyede mikro RNA miR-
200c (91, 92) ile protein diizeyinde ise fizyolojik olarak ubiquitin-proteozom sistemi (87)

tizerinden kontrol edildigi bildirilmistir.

Kemoterapide kullanilan antimikrotiibiiler ilaglar hiicrenin iskelet yapisini hedefleyerek
hiicre 6liimiinii tetiklemeyi amaglamaktadir (57-59). TUBB3 ekspresyonunun taksan grubu
kemoterapi ajanlarma diisiik duyarlilik gosterdigi yumurtalik kanseri (93), prostat kanseri
(94), NSCLC (95), gastrik kanser (96) gibi bir¢cok epitelyal kokenli kanser tipinde
bildirilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

KRK gelisimi ¢ok basamakli uzun bir siirecin sonucudur. Hiicrenin gegirdigi molekiiler,
genetik ve epigenetik degisimler tiimor hiicrelerinde farkli kombinasyonlar seklinde
gorilmektedir. Bu durum tiimorlerin biyolojik davranis ve molekiiler altyapi bakimindan
heterojen olmasina sebep olmaktadir. Tiimorlerin ileri derecede heterojen olmasi nedeniyle
standart kemoterapi tedavileri her hastaya ayni sekilde etki etmemektedir. Bu noktada
uygulanabilen mevcut tedavilerden en yiiksek oranda fayda gorebilecek spesifik alt gruplarin
veya bu alt gruplar tespit edebilen biyobelirteglerin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu
ihtiyac1 goz onilinde bulundurarak yiiriitiilen tez ¢calismasinda KRK’de yeni bir biyobelirte¢

ve/veya alt grubun tanimlanmasi amaglanmustir.

Bu baglamda birkag aday gen ile laboratuvarimizda yapilan 6n ¢alisma sonucuna gére KRK
hiicrelerinde artis gosteren TUBB3 geni bu tez ¢alismasinda arastirilmak iizere se¢ilmistir.
Calismamizin ii¢ temel amaci vardir. Birinci amacimiz neoplastik olmayan kolon
mukozasinda, KRK 6nciil lezyonlarinda, KRK olgularinda ve KRK hiicre hatlarinda TUBB3
ifade diizeyinin dagilimm belirlemektir. ikinci amacimiz elde edilen verilere dayanarak
KRK’de TUBB3 ifadesinin proliferasyona ve invazyona etkisini incelemektir. Ugiincii
amacimiz ise TUBB3 ifadesinin taksan grubu kemoterapi ajanlarindan paklitaksel tedavisine
kemo-duyarliliktaki roliinii inceleyerek KRK hastalarinda tedaviden fayda gorebilecek bir

alt grup varligini aragtirmaktir.

Calismay1 yaptigimiz 6rneklemde TUBB3 ifadesi ile dIMMR KRK ve pMMR KRK alt
gruplar1 arasinda bir baglantt olup olmadigi belirlenecektir. Calismamiz sonucunda
TUBB3’iin KRK 6nciil lezyonlarindaki ifade diizeyleri gosterilecektir. TUBB3 ifadesinin
taksan grubu kemoterapi ajanlarina karsi gosterilen kemo-duyarlilikta rol oynayip
oynamadig1 akciger, meme, prostat gibi farkli epitelyal tiimorlerde calisilmigtir ancak
kolorektal kanserde bu yonde bir ¢alismaya rastlanilmamustir. Literatiirde bu iki konuda veri

bulunmadigindan ¢alismamiz bu agidan 6zgiindjir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Bu calisma; KRK tanis1 almis olgularin formalinle fikse edilmis parafine gomiilii (Formalin
Fixed Parafin Embedded, FFPE) dokular1, ameliyat spesmenlerinden elde edilen taze tiimor
doku ornekleri ve HCT116 KRK hiicre hatti {izerinden yiiriitilmistiir. Calisma i¢in
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 07.02.2017
tarihli toplantisindan GO 16/720-03 karar numarasi ile alinan etik izin belgesi Ek 1'de

mevcuttur.

Calismaya dahil edilecek retrospektif olgularin belirlenebilmesi i¢cin 2004-2016 yillar
arasinda Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi'nde opere olmus ve Hacettepe Universitesi Tip
Fakdiltesi Patoloji Anabilim Dali'nca KRK tanisi almis hastalarin listesi ¢ikarilmistir. Kolon
rezeksiyon materyaline ait H&E boyali kesitler arsivden ¢ikarilarak degerlendirilmis ve
operasyon Oncesinde kemoterapi almamis 202 KRK olgusu ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu
olgulardan 14 tanesinin neoplastik olmayan kolon mukozasi1 6rnekleri de ¢alismaya dahil
edilmistir. Kesitlerin morfolojik incelenmesi sirasinda hastalarin operasyon tarihleri, patoloji
raporu tanilari ile TNM evreleri gibi 6lciitler dikkate alinmamistir. Klinikopatolojik verilerin

incelenmesi olgular belirlendikten sonra yapilmistir.

Calismaya dahil edilecek KRK 06nciilii lezyonlarin belirlenebilmesi i¢cin 2004-2016 yillari
arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde opere olmus ve Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nca 6nciil lezyon tanis1 almis hastalarin listesi ¢ikarilmistir.
Kolon rezeksiyon materyaline ait H&E boyali kesitler arsivden ¢ikarilarak degerlendirilmis
ve 78 KRK onciil lezyon olgusu ¢alismaya dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen onciil
lezyonlar; tiibiiler adenom (n=37), tiibiilovilloz adenom (n=8), traditional serrated adenom
(n=18), sessile serrated adenom (n=1), serrated adenom (n=2), hiperplastik polip (n=6),
hamartomatoz polip (n=4), inflamatuar fibroid polip (n=1) ve inflamatuar polibi (n=1)

kapsamaktadir.

Calismamiza; KRK 6rnekleminden alt1 adet olgunun taze tiimor dokulart ve HCT116 KRK
hiicre hatti (Ortadogu Teknik Universitesi Biyolojik Bilimler Béliimii'nden Prof. Dr.
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Sreeparna Banerjee’nin hediyesidir) da dahil edilmistir. Hiicre hatt1 ile ilgili bilgiler Cizelge

4.1°de, calisma kapsaminda kullanilan kitler ve kimyasallar ise Cizelge 4.2.'de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Calismada kullanilan hiicre hattina ait bilgiler

Kullanilan besiyeri ve

Tarih Pasaj no | Hiicre hatti | Hiicre tipi katalog numaras: Ortam icerigi
01.03.2017 19 HCT116 | Adherent | Biowest DMEM-F12, %};’Bﬂ'&%ﬂ”ﬁgﬁ eES'
L.0092-500 ! P
Cizelge 4.2. Calismada kullanilan kitler ve kimyasallar
Malzeme Ad1 Marka Katalog No Kullanim Amaci
Agaroz Biomax 100 gr Agaroz Jel Elektroforezi
100 bp DNA Ladder SOLIS BIODYNE 07-11-00050  |Agaroz Jel Elektroforezi
Etidyum Bromiir (EtBr) Thermo Scientific 15585011 Agaroz Jel Elektroforezi
High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit Invitrogen 4368814 cDNA sentezi
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit QIAGEN 56404 DNA izolasyonu
Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM)-F12 Biowest L-0092-500 Hiicre Kiltiirii
Tripsin Biowest L-0909-100 Hiicre Kiiltiri
Fetal Bovine Serum (FBS) Biowest S181H-100 Hiicre Kiiltiiri
Dulbecco's phosphate-buffered
saline (DPBS) Biowest L0615-500 Hiicre Kiiltiirt
Penycilin-Streptomycin 100X Biowest L0022-100 Hiicre Kiiltiirii
ON-TARGETplus Smart Pool L-020099-00-0005
TUBB3 siRNA Dharmacon 5 nmol Hiicre Kiiltiirii
ON-TARGETplus Non-targeting
Control Pool Dharmacon D-001810-10-05 Hiicre Kiiltiirii
Dharmafect | Transfection Reagent Dharmacon T-2001-03 Hiicre Kiiltiri
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Ebetaxel SANDOZ 30mg/5mi Hiicre Kiiltiirii
WST1 -8 ML ROCHE 05015944001 Hiicre Kiiltiirii
Penicillin—Streptomycin Solution Biowest L0022 Hiicre Kiiltiirii
100X
Trypan Blue Solution Thermo Scientific 15250061 Hiicre Kiiltiiri
Ksilen Sigma-Aldrich CAS-1330-20-7 Immiinohistokimya
Etil Alkol (EtOH) SIGMA 32221 5L Immiinohistokimya
Sitrat Genemed Biotechnologies 10-0062C Immiinohistokimya
EDTA Dr. Zeydanh DZEDTA10-05 Immiinohistokimya
Methanol Merck 1.06009 2.5L Immiinohistokimya
Hidrojen peroksit (H202 Merck 108597 Immiinohistokimya
Acu-Satin Mouse+Rabbit HRP Kit | Genemed Biotechnologies 54-0003C Immiinohistokimya
UltraVision Detection System
Large Volume DAB Substrate
System (RTU) Thermo Scientific TA-125-HD Immiinohistokimya
Hematoksilen Merck 104302 Immiinohistokimya
Immiinohistokimya
Anti-beta I11 tubulin antibody
(TUJ-1) Abcam Ab14545 Western Blot
Large Volume UltrAb Diluent Thermo Scientific TA-125-UD Immiinohistokimya
UltraVision Detection System
Large Volume Anti-Polyvalent, Thermo Scientific TP-125-HL Immiinohistokimya
HRP(RTU)
Taq DNA Polymerase Thermo Scientific EP0402 PCR
dNTP Mix SIGMA D7295 PCR
Trizol Reagent Thermo Scientific 15596-018 RNA izolasyonu

22




Phenol-Chloroform-isoamyl

alcohol mixture Sigma-Aldrich 77617-100ML RNA izolasyonu

RNaseZAP Sigma R2020-250ML RNA izolasyonu

DEPC Water, Sterile OmniPur 9610 RNA izolasyonu

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific 34080 Western Blot
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 23225 Western Blot
PageRuler Prestained Protein

Ladder Thermo Scientific 26616 Western Blot
Monoconal Anti-B-Actin SIGMA-ALDRICH A3854 Western Blot
Amonyum Persiilfat SIGMA-ALDRICH A9164 100g Western Blot
Proteaz Inhibitorii SIGMA-ALDRICH P8340 Western Blot
Anti'MouZ?]tl%%d(;LL%S econdary Thermo Scientific 31430 Western Blot
Glisin SIGMA G8898-1KG Western Blot
Glisin Merck 1.04169.0250 Western Blot
TrisBase Merck 1.08387.2500 Western Blot
Sodyum kloriir Merck 1.06400.500 Western Blot
PVDF membrane Roll BIO-RAD 162-0177 Western Blot
Tween 20 Merck 8.22184 500ml Western Blot
2-propanol Merck 100272 Western Blot
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck 8.22050 1L Western Blot
Beta-mercaptoethanol SIGMA-ALDRICH M6250 Western Blot
TEMED Thermo Scientific 17919 Western Blot

Acrylamide/BisAcrylamide

SIGMA-ALDRICH

A3574-5X100ML

Western Blot
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4.2. YONTEM
4.2.1. DOKU MiKRODIiZiNi BLOKLARININ OLUSTURULMASI

Calismada ti¢ farkli boyutta doku mikrodizini blogu olusturuldu. KRK olgular1 igin bir
mm’lik, KRK o6nciil lezyonlar i¢in ti¢c mm’lik, KRK olgularin validasyonu i¢in ise bes
mm’lik bloklar hazirlandi. Bu bloklardan bir mm’lik olanlar Advanced Tissue Arrayer
(ATA100) cihazi kullanilarak ii¢ ve bes mm’lik olanlar ise Recipient Block Mold Kit (Quick
Mold) kullanilarak yapild.

ATAT100 cihazi ile olusturulan bir mm’lik doért doku mikrodizin blogundan ii¢ tanesi (TMA-
K2, TMA-KS3, TMA-K4) 64’er olgunun tiimor doku orneklerinden olusurken bir tanesi
(TMA-KT1) 16 olgunun tiimér, KRK &nciil lezyon ve neoplastik olmayan kolon mukozasi
orneklerinden olusmaktadir. Sekil 4.1.°de belirtilen bu bloklar asagidaki protokole gore

hazirlandi.

Caligmaya dahil edilen 202 KRK olgusunun H&E kesitlerinde tiimor morfolojisinin en iyi
temsil edildigi iki timor odagi isaretlendi. Kesitler ilgili parafin blok ile eslestirilerek bloktan

alinacak doku alani isaretlendi.

Isaretlenen parafin bloktan bir mm ¢apli tiimér doku odaklari alinarak manuel mikrodizin

cthaz1 ATA100 araciligiyla alici bloga aktarildi.

Her olgu iki tekrarli olmak suretiyle 202 olguyu igeren dort adet doku mikrodizin parafin

blogu olusturuldu.

Olusturulan parafin bloklar 50 °C'deki etiivde 15 dk bekletildikten sonra kuyulardaki tiimor

ornekleri ayni seviyeye getirilerek sabitlendi.

Sabitlenen bloktaki dokularin kurumasini 6nlemek igin blogun iizeri sivi parafin ile
kapatildi. Boylece olusturulan doku mikrodizini parafin blogu kesit almak i¢in hazir hale

getirildi.

Recipient Block Mold Kit kullanilarak olusturulan ti¢ mm’lik iki doku mikrodizin blogu 78
KRK 6nciil lezyon olgusunu, bes mm’lik iki doku mikrodizin blogu ise KRK olgularindan
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secilen TUBB3 pozitif ve negatif 15’er olguyu icermektedir. Bu bloklar asagidaki protokole

gore hazirlanmistir.

Calismaya dahil edilen 78 adenom ve validasyonu yapilacak KRK olgularinin H&E tiimoér
kesitlerinde tiimor morfolojisinin en iyi temsil edildigi iki odak isaretlendi. Kesitler ilgili

parafin blok ile eslestirilerek bloktan alinacak bolge belirlendi.
Silikon kaliplar (ii¢ ve bes mm'lik) 70-80 °C'lik etiivde 30 dakika bekletildi.

Etiivden alinan kaliplar 60-65 °C sicakligindaki sivi parafin ile doldurularak iizerine kaset
yerlestirildi. Kasetin iizeri yeterli miktarda sivi1 parafin ile kaplandi ve parafinin donmasi i¢in

oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Parafin blok ve silikon kalip birbirinden ayirilarak parafin blok kullanima hazir hale getirildi.

Alici bloktan aktarilacak tiimor alani, tek kullanimlik deri (punch) biyopsi igneleriyle alindi

ve hazirlanan parafin bloga aktarildi.

Olusturulan parafin bloklar 50 °C'deki etiivde 15 dk bekletildikten sonra kuyulardaki timor

ornekleri ayni seviyeye getirilerek sabitlendi.

Sabitlenen bloktaki dokularin kurumasini 6nlemek igin blogun iizeri sivi parafin ile
kapatildi. Boylece olusturulan doku mikrodizin parafin blogu kesit almak i¢in hazir hale

getirildi.

KRK olgularindan olusturulan 1 mm’lik doért doku mikrodizin blogu TMA K1, TMA K2,
TMA K3, TMA K4 seklinde isimlendirildi. 16 olgu igerecek sekilde tasarlanan doku dizini
blogundan iki tane yapildi. (TMA_K1A ve TMA _KI1B). Bu doku blogu normal, adenom ve
adenokarsinom kolon igerigini birlikte gosterebildigi i¢in H&E ve IHK boyamalarinin
optimizasyonu i¢in kullanildi. TUBB3 validasyonu i¢in hazirlanan parafin bloklardan pozitif
olgularin bulundugu blok TMA K35, negatif olgularin bulundugu blok TMA K6 seklinde
isimlendirilirken KRK 6nciil lezyonlarinin bulundugu bloklar ise TMA K7 ve TMA K8

seklinde isimlendirildi.
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Sekil 4.1 Calisma kapsaminda olusturulan 1 mm, 3 mm ve Smm’lik doku mikrodizin bloklar1

4.2.2. DOKU MIKRODIiZIN BLOKLARININ IMMUNOHISTOKIMYASAL
ANALIZI

Olusturulan tim doku mikrodizin bloklarindan 3,5 mikronluk seri kesitler alindi. Alinan
kesitlerde doku seviyesinin preparatlar arasindaki degisimini gérmek amaciyla periyodik

araliklarla H&E boyamasi yapildi.

KRK olgularinda MMR proteinlerinin kayip/intakt durumunu belirlemek igin dértlii IHK
paneli (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) yapildi. H&E boyamasi ve dortlii IHK paneli
Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji ABD laboratuvari otomatize boyama sistemi ile
yapildi. IHK analizlerinde kullanilan antikorlarm ideal diliisyonlar1 ve 6n islem bilgileri
Cizelge 4.3.’de goriilmektedir. KRK ve 6nciil lezyon doku mikrodizin bloklarinda (TMA-
K1, TMA-K2, TMA-K3, TMA-K4, TMA-K7, TMA-K8) TUBB3 protein tespiti i¢gin TUJ-1
antikoru kullanilarak asagidaki protokole gore IHK yapild.

Birinci Giin

Preparatlar etiivde bir gece 60 °C’de veya islem oncesi 45 dk 75 °C’de deparafinize edildi.

ikinci Giin

1. Parafini uzaklastirmak i¢in 2 x 10 dk ksilen inkiibasyonu uygulandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Rehidrasyon i¢in %96, %90, %70’lik EtOH inkiibasyonu 2 x 5 dk uygulandi.
Lamlar manyetik karistirici tizerinde ddH>20 ile 3 x 3 dk yikandi.

Antijen retrieval i¢in lamlar 1X Sitrat veya 1X EDTA (300 ml) soliisyonu igerisine

alindi.

Mikrodalga en yiiksek giicte galistirilarak soliisyon kaynayana kadar gézlemlendi.
Kaynama baslayinca firmin giici 540W’a indirilerek 10 dk daha isleme devam
edildi.

Lamlar oda 1s1sinda 10 dk bekletildi.
Lamlar manyetik karigtirictda ddH20 ile 3 x 3 dk yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in lamlar %6 H.O> + %80 Metanol
karisiminda 20 dk bekletildi.

Lamlar manyetik karistiricida ddH20 ile 2 x 3 dk yikandi.

Lamlar manyetik karistirictda 1X PBS (phosphate buffered saline) ile 2 x 5 dk
yikandu.
Lamlara antikor diliient uygulandi ve 5 dk oda sicakligindaki nemli tepsi i¢erisinde

bekletildi.

Lam fizerindeki soliisyon yikamadan uzaklastirildi, fazla soliisyon 3 MM kagit ile

silindi.

Birincil antikor (TUJ-1) ile 60 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi.
Lamlar manyetik karistiricida 1X PBS ile 3 x 5 dk yikand.

Ikincil antikor ile 30 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi.

Lamlar manyetik karistiricida 1X PBS ile 3 x 5 dk yikanda.

Streptavidin-peroksidaz ile 30 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Lamlar manyetik karistiricida 1X PBS ile 3 x 5 dk yikand.

DAB (3,3'-Diaminobenzidine) hazirlandi. (40 ul DAB + 1 ml substrat)

DAB soliisyonu 30 sn ile 2 dk arasinda mikroskop altinda kontrol edilerek uygulanda.
Optimum siireden sonra preparatlar ddH20’ya koyularak reaksiyon durduruldu.

Z1t boyama i¢in lamlar hematoksilen boyasina 5 sn batirilip ¢ikarildi.

Lamlar 1lik musluk suyunda minimum 10 dk yikandi.

Dehidratasyon i¢in %70, %90, %96’1ik EtOH’de 2 x 2 dk inkiibasyon uygulandi.
Lamlara 2 x 10 dk ksilen inkiibasyonu uygulandi.

Lamlar hafif egimli olacak sekilde havlu pegete iizerine alind1 ve balsam damlatilarak

lamel ile kapatildu.

Cizelge 4.3. IHK icin kullanilan antikorlarin baz1 6zellikleri

Antikor Diliisyon On islem Klon
MLH1 1/75 EDTA Zm 001
PMS2 1/250 EDTA Al6-4
MSH?2 1/80 EDTA 25D12
MSH6 1/50 EDTA 2D4BS5

TUBB3 1/500 Sitrat TUJ-1
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4.2.3. MLH1 KAYBI OLAN OLGULARDA BRAF MUTASYON TESPITi

4.2.3.1.

FFPE Dokulardan DNA izolasyonu

Dértlii THK paneline gére dMMR oldugu belirlenen ve MLH1 kayb1 bulunan 21 vakadan
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit ile asagidaki protokole gére DNA izolasyonu yapildi.

10.

11.

12.

13.

14.

Parafin dokudan 1 mm kalinliktaki enjektor ucu ile iki adet doku 6rnegi alinarak 2

ml'lik ependorf tiipe aktarildi.

Kesitlerin tizerine 1 ml ksilen eklenerek kuvvetlice 10 sn vortekslendi.
Oda sicakliginda 2 dk maksimum hizda santrifiijlendi.

Supernatant, pelete temas edilmeden dikkatlice alinip atild1.

Peletin tizerine 1 ml %96-100'liik EtOH eklenerek vortekslendi.

Oda sicakliginda 2 dk maksimum hizda santrifiijlendi.

Supernatant, pelete temas edilmeden dikkatlice alinip atildu.

Ependorf kapagi agilarak oda sicakliginda veya 37°C'de 10 dk veya EtOH tamamen

ucana kadar inkiibasyona birakildu.

Pelete 180 pul Buffer ATL ve 20 pul Proteinaz K eklenerek vortekslendi.
56 °C'de 1 saat inkiibasyona birakildi.

90 °C'de 1 saat inkiibasyona birakild1.

Kapakta biriken damlalar1 indirmek i¢in kisa siireli santrifiijlendi.

200 pl Buffer AL eklenerek vortekslendi, tizerine 200 ul %96-100'lik EtOH
eklenerek tekrar vortekslendi.

Kapakta biriken damlalar1 indirmek icin kisa siireli santrifiijlendi.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

4.2.3.2.

Lizat, 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirilen QIAamp MinElute kolona aktarildi. 6000

g'de 1 dk santrifiijlendi, santrifiij sonrasi kolon yeni bir toplama tiipiine alindi.

500 ul Buffer AW1 kolona eklenerek 6000 g'de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi

kolon yeni bir toplama tiipiine alind1.

500 pl Buffer AW2 kolona eklenerek 6000 g'de 1 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi

kolon yeni bir toplama tiiptine alindu.
Etanolden arindirmak i¢in maksimum hizda 3 dk santrifiijlendi.

Eliisyon i¢in kolon 1.5 ml'lik ependorf tiipe alindi, 50 pl Buffer ATE eklenerek

maksimum hizda 1 dk santrifiijlendi.

Kolon atildiktan sonra DNA kalitesi Nano-drop ile 6l¢iildi ve -20 °C'de muhafaza

edilmek tizere kaldirilda.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA izolasyonu yapilan 37 olgudan MLH1 mutasyonu olan 22 vaka ile BRAF mutasyon

tespiti i¢cin ARMS (Amplification-refractory mutation system) PCR kuruldu. PCR'da

kullanilan primerlerin bazi 6zellikleri Cizelge 4.4.'de goriilmektedir. PCR bilesenlerinin

karisimi asagida Cizelge 4.5.’de belirtilen miktarlara gore hazirlandi. Kalip DNA her 6rnek
icin 1000 ng/pl olacak sekilde kullanildu.

Cizelge 4.4. ARMS PCR'da kullanilan primerlerin baz1 6zellikleri

Primer Primer boyu 5°-3’ DNA Sekansi
Rimut 20 be CCCACTCCATCGAGATTTCT
Fo 25 b CTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAG
Ro 21 be GCCTCAATTCTTACCATCCAC
Fiwt 22 b GTGATTTTGGTCTAGCTACAGT
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Cizelge 4.5. ARMS PCR reaksiyonu bilesenleri

ddH20 14,8 ul x Ornek sayisi
10X PCR tamponu 2,5 ul x Ornek sayisi
25 mM MgClI2 2 ul x Ornek sayisi
Fo primer (10 mM) I ul x Ornek sayisi
Ro primer 10 mM) 0,5 ul x Ornek sayisi
Fiwt primer (10 mM) 0,5 ul x Ornek sayisi
Rimut primer (10 mM) 2 ul x Ornek sayisi
dNTP 0,5 ul x Ornek sayisi
Taq polimeraz 0,2 ul x Ornek sayisi
DNA 1 pul

Son hacim 25 ul

Hazirlanan PCR tiipleri Cizelge 4.6.’da belirtilen programin girildigi termal dongii cihazina
yerlestirildi ve reaksiyon baslatildu.

Cizelge 4.6. ARMS PCR termal dongii programi

Basamak | 1 2 3 4 5 6
Sicaklik (°C) 95 95 60 72 72 4
Siire 2sn 45 sn 45 sn 1 dk 5dk el
Dongii 39 dongii

4.2.3.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi

Reaksiyon sonrast PCR iiriinlerinin kontrolii %1,5’luk agaroz jel elektroforezinde yapilda.
Hazirlanan agaroz jelde 10 pl PCR iiriinii ve 2 pl 6X yilikleme boyast karisimi yiiriitiildii.

Boylece PCR ile yapilan mutasyon analizi sonuglari jelde goriintiilenerek kontrol edildi.
4.2.4, HUCRE HATTI VE TAZE DOKUDAN RNA IZOLASYONU

1. Izolasyon kaynagma gore uygun homojenizasyon asamasi uyguland.
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10.

11.

12.

4.2.5.

A- RNALater igindeki taze doku homojenizatére alindi ve 1 ml Trizol eklendi.

Homojenize edilen hiicre lizat1 2 ml’lik ependorf tiipe aktarildi.
B- Hiicre peleti lizerine 1 ml Trizol eklendi. Homojenizasyon i¢in pipetaj yapildi.
C- Hiicre kuyularina 1 ml Trizol eklendi. Homojenizasyon i¢in pipetaj yapildi

Hiicre lizati niikleoprotein kompleksinin ¢oziilmesi i¢in 5 dk oda sicakliginda

inkiibasyona birakild.

0,2 ml kloroform eklendi, 15 sn kuvvetlice karistirtldi. Oda sicakliginda 2-3 dk

inkiibasyona birakildi.
12000 g’de 15 dk 4 °C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi olusan ii¢ fazdan en istteki renksiz faz diger fazlardan bulag

olmayacak sekilde alind1 ve yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

RNA’y1 coktiirmek amaciyla 0.5 ml izopropanol eklendi. Tiip, asagi yukari
cevrilerek homojenlik saglandiktan sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona

birakildi.

12000 g’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi, siipernatant atildu.
Peletin yikamak i¢in %75’lik EtOH’dan 1 ml eklenerek vortekslendi.
7500 g’de 5 dk 4 °C’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi.

Pelet oda sicakliginda 5-10 dk bekletilerek alkoliin ugmasi saglandi.
100 pl RNase igermeyen su eklendi.

10 dk 55-60 °C’de inkiibe edildikten sonra RNA -80 °C’ye kaldirildu.

RNA KALITE VE KONTROL TAYINi

Elde edilen RNA 6rneklerinin saflik ve miktar tayini 6l¢timii Nano-Drop ile yapildi. (Cizelge

4.7.) Olgiim sonunda 200 ng/ul konsantrasyonda ve 50 ul hacimde alikodlanan RNA
ornekleri -80 °C’ye kaldirildi.
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Cizelge 4.7. Taze doku ve hiicre hattindan elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari

Ornek Ad1 Az60 Oram A260/A230 oram A260/A280 orani

1 (taze doku) 673 2,3 2,0

2 (taze doku) 13989 2,2 2,0

3 (taze doku) 251,9 2,2 2,0

4 (taze doku) 1367,3 2,2 2,0

5 (taze doku) 277,9 2.2 2,0

6 (taze doku) 309,3 2,1 2,0

HCT116 (siRNA o6ncesi-birinci 1630 1,91 2,0
biyolojik tekrar)

HCT116 (siRNA o6ncesi-ikinci 1500 1,9 2,0
biyolojik tekrar)

HCT116 - 12.5 nM TUBB3 siRNA 160 1,64 0,36
HCT116 - 25 nM TUBB3 siRNA 144,9 1,67 0,45
HCT116 - 50 nM TUBB3 siRNA 459,9 1,87 1,10
HCT116 - 12.5 nM kontrol siRNA 876 1,87 1,26
HCT116 - 25 nM kontrol siRNA 73,8 1,60 0,36
HCT116 - 50 nM kontrol siRNA 50,6 1,62 0,48

HCT116 - birinci kontrol 1449 1,75 0,85
HCT116 — ikinci kontrol 528,2 1,84 1,68

4.2.6. CDNA SENTEZIi

Izole edilen RNA &rneklerinden Invitrogen High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
kullanilarak c¢cDNA sentezi yapildi. Hiicre hatlari, taze KRK dokular1 ve SIRNA
transfeksiyonu dncesinde HCT116 hiicre hattt RNA 6rneklerinden 2000 ng ile transfeksiyon
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sonrasi elde edilen RNA 6rneklerinden 500 ng ile cDNA reaksiyonu kuruldu. Kit protokolii
asagidaki gibi uygulandi.

1. Son hacimi 20 ul olmas1 gereken her bir reaksiyon igin 2X revers transkriptaz (RT)
karisimi Cizelge 4.8.’de belirtilen miktarlara gére hazirlandi.

Cizelge 4.8. cDNA sentez protokoliine gore bilesenlerin miktar1

10X RT tamponu 2 ul x Ornek sayisi

25X dNTP karisima (100mM) 0,8 ul x Ornek sayisi
10X RT Random Primer 2,0 ul x Ornek sayisi
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0 pl x Ornek sayisi
RNase Inhibitorii 1,0 ul x drnek sayisi
Niikleaz icermeyen ddH20 3,2 ul x Ornek sayisi
Toplam 10 pl

2. Hazirlanan karisim 6rnek tiiplerine 10 pl olacak sekilde dagitildi, tizerine belirlenen
RNA konsantrasyonuna denk gelen hacim ve gerekiyorsa son hacmi 20 ul’ye

tamamlayacak kadar niikleaz igermeyen su eklendi.

3. Kisa bir santrifiijleme yapilan reaksiyon tiipleri Cizelge 4.9.’daki programin girildigi

termal dongii cihazina yerlestirildi ve reaksiyon baslatildi.

4. Reaksiyon sonrasi cDNA’lar -20 °C’ye kaldirildi.

Cizelge 4.9. Reverse transkriptaz PCR i¢in termal dongii programi

Basamak 1 2 3 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk 120 dk 5 Dk o0
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4.2.7. ES ZAMANLI KANTITATIiF POLIMERAZ ZiINCiR REAKSIYONU (QRT-
PCR)

Bu ¢alismada es zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) SYBR Green
bazli qRT-PCR olarak planlandi ve primer tasarimlar1 yapildi. TUBB3 normalizasyonu i¢in
HPRT1 geni referans olarak kullanildi. siRNA uygulamasi 6ncesinde yapilan qRT-PCR
reaksiyonlart iki biyolojik ve iki teknik tekrarli olup diger reaksiyonlar bir biyolojik ve iki
teknik tekrar olacak sekilde ¢alisildi. siRNA transfeksiyonu Oncesinde yapilan gqRT-PCR
reaksiyonlarinda cDNA baslangigc miktar1 ¢ok yogun oldugu i¢in 20X dilie edilerek
kullanilirken siRNA transfeksiyonu sonrasi cDNA 2X diliie edilerek kulanildi. Kullanilan
primerlerin 6zellikleri Cizelge 4.10.’da goriilmektedir. Reaksiyonlar, Thermo Scientific
Luminaris Color HiGreen Low ROX qPCR Master Mix (2X) kiti ile asagidaki protokole
gore hazirland1 ve Stratagene Mx3005P sisteminde ¢alistirildi.

Cizelge 4.10. gqRT-PCR’da kullanilan primerlerin 6zellikleri

Primer Primer boyu = Tm (°C) 5°-3° DNA Sekansi Amplikon boyu
TUBB3-F 19 be 61 GGCCAAGGGTCACTACACG
85 bg
TUBB3-R 21 bg 60 GCAGTCGCAGTTTTCACACTC
HPRT1-F 21 bg 56 TGACACTGGCAAAACAATGCA
106 bg
HPRT1-R 21 bg 60 GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Caligmada farkli kaynaklarindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak qRT-PCR teknigi birkag

kez kullanildi. Bunlar sirasiyla;

1. caligmaya dahil edilecek hiicre hattinin belirlenebilmesi i¢in Caco-2, DLD-1,
HCT116, HT-29, LoVo, LS174T, SW480, SW837 ve RKO hiicre hatlarin1 kapsayan
dokuz adet KRK hiicre hattinda TUBB3 ifade diizeyinin belirlenmesi,

2. taze dokularda TUBB3 ifade diizeyinin belirlenmesi,

3. HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu oncesi ve sonrasinda TUBB3 ifade

diizeyinin belirlenmesi

35



seklindedir. Tiim asamalarda asagidaki protokol uygulandi.

1. Kit bilesenleri -20 °C’den g¢ikarilarak buz {izerinde c¢ozdiiriildi ve cok kisa

santrifiijlendi.

2. gRT-PCR karisimi Cizelge 4.11.°de belirtilen miktarlara gore hazirlandi.
Cizelge 4.11. qRT-PCR reaksiyonu bilesenleri

2X qRT-PCR karisimi 10 ul x Ornek sayisi
Primer karisim 2 ul x Ornek sayisi
cDNA 8 ul

Toplam 20 pl

3. Hazirlanan primer ve 2X qRT-PCR karigimu tiiplere 12 pl olarak dagitildi.

4. Yukaridaki tabloda belirtilen miktarda cDNA reaksiyon tiiplerine eklendi ve son
hacim 20 pul olacak sekilde tamamlandi.

5. Tiiplerde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek cok kisa santrifiijlendi.

6. Reaksiyon tiipleri cihaza yerlestirildi ve Cizelge 4.12.’de belirtilen programda
reaksiyon baglatildi.

7. Reaksiyon sonrasi iiriinler agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi, kalan miktar -
20 °C’ye kaldirildi.
Cizelge 4.12. qRT-PCR termal dongii programi

On islem ve
Amplifikasyon Erime Egrisi
Denatiirasyon
Basamak 1 2 3 4 5 6 7 8
Sicaklik (°C) 50 95 95 60 72 95 60 95
Siire 2 dk 10 dk 15 sn 30 sn 30 sn 15 sn 30 sn 30 sn
Dongii Sayisi 40
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4.2.8. QRT-PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE
KONTROLU

gRT-PCR reaksiyonlarindan elde edilen tiim tiriinlerin kontrol edilmesi igin %2’lik agaroz
jel elektroforezi yapildi. Hazirlanan agaroz jele 10 pul PCR iiriinii ve 2 ul 6X yilikleme boyasi
karisimu yiiklendi. Uriinler jelin yarisini gecene kadar yiiriitiildii ve daha sonra UV altinda

goriintlilendi.
4.2.9. HUCRE HATTINDAN PROTEIN iZOLASYONU

Calismada HCT116 hiicre hattindan siRNA uygulamasi Oncesi ve sonrasinda RIPA

(Radioimmunpresipitation assay buffer) soliisyonu kullanilarak protein izolasyonu yapildi.

4.2.9.1. RIPA Soliisyonunun Hazirlanmasi

Cizelge 4.13.’de 1 ml RIPA soliisyonu i¢in belirtilen miktarlar, izolasyonda kullanilacak

ornek sayis1 ve hacmi dikkate alinarak istenen son hacime gore degistirilebilmektedir.
1. Kullanilacak bilesenler buz iizerine alindi.

2. Asagida belirtilen miktarlar buz {izerindeki 2 ml’lik ependorf tiipe aktarildi.
Cizelge 4.13. RIPA soliisyonu bilesenleri

2M NaCl 75 pul
1M TrisHCI (pH 8.0) 50 pul
NP-40 10 ul
%10 SDS 10 pul
25X Proteaz inhibitorii 40 pl
ddH:20 815 ul
Toplam 1 ml

3. Karisim homojen bir goriintii kazanana kadar kuvvetlice vortekslendi.

4. Kullanima hazir hale gelen RIPA soliisyonu buz {izerine alindi.
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4.2.9.2. Protein izolasyonu

HCT116 hiicre hattinda siRNA uygulamasi oncesinde T75 flasktan, siRNA uygulamasi
sonrasinda ise 12 kuyulu plakanin bir kuyusundan protein izolasyonu yapildi. Protein

izolasyonunda asagidaki protokol uygulandi.

1. Hiicre peletinin tizerine 100 pl RIPA soliisyonu eklenerek homojen bir goriintii elde
edene kadar pipetaj yapildi.

2. Homojenizasyon sonrasinda kalan RIPA tekrar buza alinarak protein konsantrasyon
Ol¢timiinde kullanilmak iizere saklandi.

3. Homojen goriintiiye ulagsan 6rnekler her 10 dakikada bir kuvvetlice vortekslenmek
tizere 30 dk buzda inkiibasyona birakildi.

4. Ornekler 11.000 rpm’de (HETTICH ROTINA 380 R) 4 °C’de 20 dk santrifiijlendi.

5. Siipernatant pelet bulasi olmayacak sekilde yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

6. izole edilen protein konsantrasyonunun belirlenebilmesi icin &rnekler sonraki

asamaya kadar buzda inkiibe edildi.
4.2.10. PROTEIN KONSANTRASYON TAYINIi

Protein konsantrasyonu bisinkoninik asit yontemi (bicinchoninic acid assay, BCA) ile
belirlendi. Bu asamada Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit kullanildi. Kit
acildiginda once her oOlglimde kullanilacak olan sigir serum albiimin (bovine serum
albumine, BSA) standartlar1 (std) hazirlandi ve konsantrasyon tayini i¢in asagidaki protokol

uyguland.

4.2.10.1. BSA Standartlarimin Hazirlanmasi

Konsantrasyonu bilinmeyen proteinin dogru olgiilebilmesi amaciyla standart egrinin
cizilebilmesini saglayan BSA standartlari, kit protokoliinde Tablo-1’de belirtilen 20-2000
png/ml protein ¢alisma araligr dikkate alinarak Cizelge 4.14.’de belirtildigi gibi hazirlandi ve
-20 °C’ye kaldirildu.

38



Cizelge 4.14. BSA standartlarinin hazirlanisi

Tiip Diliient hacmi Hacim ve BSA kaynag konsanst(l)‘:s];iﬁu (mg)
A 0 300 pl stok 2000
B 125 375 ul stok 1500
C 325 325 pl stok 1000
D 175 175 ul B tiipti 750
E 325 325 pl C tiipii 500
F 325 325 pl E tiipti 250
G 325 325 pl F tiipii 125

4.2.10.2. Protein Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Bu asamada kit protokoliine uygun olarak asagida belirtilen protokol takip edildi. Ol¢iim

sonugclar1 Cizelge 4.16.'da goriilmektedir.

1. Calisma soliisyonu kit igerisindeki Reagent A ve Reagent B bilesenlerinden 50:1

oraninda hazirlanacagi i¢in sirasiyla 1 ml ve 20 ul alind1 ve ependorf tiipe aktarildi.
2. Hazirlanan ¢aligma soliisyonu buza alindi.
3. Cizelge 4.15.’de belirtildigi gibi 6l¢lim tlipleri hazirlandi.
4. Hazirlanan tiipler 37 °C’de 30 dk karanlikta inkiibe edildi.
5. Nano-drop cihazinda 2 pl ¢alisma soliisyonu ile blank yapildi.
6. 1-7 arasindaki tiim tiiplerin konsantrasyonu 2 ul hacim ile ikiser kez dlguldii.

7. Standartlarin tamam Olgiilerek standart egri ¢izildikten sonra kontrol 6rnegi 2 pl

hacim ile 6l¢iildi.

8. lzole edilen protein érnegi 2 ul hacim ile &lgiildii.
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9. Olgiim sonucuna gore izole edilen protein, belirlenen konsantrasyon ve hacimde

alikodland1 ve -20 °C’ye kaldirildu.

Cizelge 4.15 BCA assay i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

1 2 3 4 5 6 7 Kontrol | Protein
Cahsma
40 pl | 40 pl | 40 pl 40 pul | 40 pl | 40 pl | 40 pl 40 pl | 40 pl
Soliisyonu
BSA
2ulA | 2ulB | 2ulC | 2ulD | 2ulE 2ul F 2ul G - -
standartlar:
RIPA - - - - - - - 2 ul -
izole Protein - - - - - - - - 2 ul
\
|
Standartlarin 2 1.5 1 0.75 0.50 0.25 0.125
Konsantrasyonu pg/ml  ug/ml | pg/ml | pg/ml  pg/ml | pg/ml | pg/ml
Son Hacim 42 pul 42 ul 42 ul 42 pul 42 pul 42 ul 42 pl 42 ul 42 ul

Cizelge 4.16 Olgiilen protein konsantrasyonlari

Ornek Adi Protein Konsantrasyonu (mg/ml)
HCT116 siRNA 6ncesi 11,45
HCT116 50 nM TUBB3 siRNA 1,385
HCT116 50 nM kontrol siRNA 1,501
HCT116 kontrol 1,597
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4.2.11. WESTERN BLOT

HCT116 hiicre hattinda siRNA uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda TUBB3 ve referans olarak
kullanilan B-actin (ACTB) protein diizeyleri western blot ile analiz edildi. Western blot
analizinde calisilan kaynaktaki TUBB3 ve ACTB’nin ayn1 membranda goriintiilenebilmesi
icin membranda 6nce TUBB3 primer antikor uygulamasi ve goriintiilemesi yapildi. Ayni
membran goriintiileme agamasindan sonra tekrar bloklandi ve islemler ACTB antikoru igin
tekrarland1i. Western blot analizi dort temel asamada asagidaki protokolde belirtildigi gibi
uygulandi.

4.2.11.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Jele yiiklenecek protein miktart 30 pg olarak belirlendi. Yiikleme i¢in 6X Laemmli tampon
kullanildi. Bu asamada asagidaki protokol ile proteinler denatiire edilip indirgenerek

yiiriitmeye hazir hale getirildi.

1. Konsantrasyonu bilinen protein alikodundan 30 pg protein i¢in alinmasi gereken

hacim hesaplandi.
2. Protein alikodu -20 °C’den buz iizerine alinarak ¢ozdiiriildi.

3. Hacminin 1:8’i kadar B-merkaptoetanol eklenen 6X Laemmli tampondan uygun

hacim ependorf tiipe aktarildi.

4. Protein alikodundan hesaplanan hacimde alindi ve yiikleme tamponunun {izerine

eklendi.
5. Protein ve tampon karigim 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi kisa siire santrifiijlenen 6rnekler yiiklemeye hazir halde buza

alindi.
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4.2.11.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE ile goriintiilemek istenilen TUBB3 proteini 50 kDa referans protein ACTB ise

42 kDa agirligindadir. Bu nedenle ayirict jelin %10’luk, paketleyici jelin ise %5’lik

dokiilmesi kararlastirildi. %30’luk akrilamid/bisakrilamid (Ac/BisAc) karigimi ticari olarak

satin alindi. SDS-PAGE ig¢in asagidaki protokol uygulandi.

10.

11.

12.

Jelin dokiilecegi camlar EtOH ile silindi.
Jelin dokiilecegi istasyon hazirlandi ve camlar yerlestirildi.
%10’1luk ayirict poliakrilamid jel Cizelge 4.17.”deki gibi hazirlandi.

Jel dokiildiikten sonra havayla temasint kesmek igin tizeri 200 pl 2-propanol ile

kaplandi.

Jelin polimerlesmesi i¢in 30 dk beklendi, polimerlesen jelin iizerindeki 2-propanol

ddH>O ile yikanarak uzaklastirildi.

%351k paketleyici poliakrilamid jel Cizelge 4.18.”deki gibi hazirlandi.

Paketleyici jel dokiildiikten sonra tarak yerlestirildi.

Jelin polimerlesmesi i¢in 30 dk beklendi, polimerlesen jelden tarak ¢ikarildi.
Kuyularda kalan hava kabarciklar1 kuyularin ddH2O ile yikanmasiyla uzaklastirilda.

Jel sistemi tank icerisine yerlestirildi ve jel seviyesine kadar 1X yiiriitme tamponu

eklendi.
Once 6rnekler en son ladder dzel uglu pipet ile jele yiiklendi.

Paketleyici jelde 90 V ile ayiric1 jelde 120 V ile 6rnekler yiiriitiildii.

42



Cizelge 4.17. %10’luk ayirict akrilamid jel bilesenleri

%10 poliakrilamid jel 1 jel 2 jel

ddH:20 (ml) 1,9 4

1.5 M Tris (pH: 8.8) (ml) 1,3 2,5
%30’luk Ac/BisAc (ml) 1,7 3,3
%10 SDS (pl) 50 100
%10 APS (pl) 50 100

TEMED ( pnl) 2 4

Son Hacim (ml) 5 10

Cizelge 4.18. %5’lik paketleyici akrilamid jel bilesenleri

%35’lik poliakrilamid jel 1 jel 2 jel
ddH20 (ml) 1,4 2,7
0.5 M Tris (pH: 6.8) (ml) 0,25 0,50
%30’luk Ac/BisAc (ml) 0,33 0,67
%10 SDS (pl) 20 40
%10 APS (pl) 20 40
TEMED ( pul) 2 4
Son Hacim (ml) 2 4

4.2.11.3. Transfer

Transfer i¢in poli-viniliden floriir (PVDF) membran kullanildi ve transfer islemi 1slak

transfer seklinde yapildi. Bu agsamada asagidaki protokol uygulandi.

13. Elektroforez sonrasi jel aparati agild1 ve paketleyici jel kesilerek uzaklastirildi.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Orneklerin bulundugu ayirici jel transfer tamponu igerisine alind.

PVDF membran jel boyutunda kesildi ve %100 metanol igerisinde 20 sn inkiibe
edildi.

Metanolden alinan membran 6nce ddH2O daha sonra transfer tamponu i¢ine alindi.

Bu agsamada membran ve jel farkli ortamlarda transfer tampon igerisinde tutuldu.

Transfer siingerleri ve dort adet kurutma kagidi da jel ve membrandan ayri bir yerde

transfer tamponu igerisine alindi.

Tiim bilesenlerin transfer tamponu icerisindeki yaklasik 10 dk inkiibasyonundan

sonra elektriksel yone dikkat ederek transfer sandvigi hazirlandi.
Sandvig tank igerisine yerlestirilerek transfer tamponu eklendi.
Transfer islemi +4 °C’de 90 V’da 90 dakikada gergeklestirildi.

Transfer sonrasi sandvigten alinan PVDF membran TBST igerisinde oda sicakliginda

5 dk calkalayici lizerinde yikandi.

4.2.11.4. Bloklama ve Antikor Uygulamasi

Bu asamada proteinlerin transfer edildigi PVDF membran ile birincil antikor arasindaki

spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla yagsiz siit tozu kullanilarak bloklama

yapildi. Bloklama soliisyonu olarak %5°lik siit tozu igeren 15 ml TBST kullanildi. Birincil
antikor olarak; TUBB3 icin IHK analizinde kullanilan TUJ-1 antikoru, ACTB icin
Monoconal Anti-B-Actin antikoru kullanilds. ikincil antikor olarak Anti-Mouse 1gG (H+L)

Secondary Antibody, HRP kullanildi. Birincil ve ikincil antikorlarin diliisyonu bloklama
soliisyonu ile yapildi. TUJ-1 antikoru 1:1000 diliisyonda, ACTB antikoru 1:20000

diliisyonda, ikincil antikor ise 1:4000 diliisyonda kullanildx.

22.

23.

Membran TBST igerisinde 5 dk yikandiktan sonra TBST dokiildii, bloklama

soliisyonu membranin iizerine eklendi.

Membran bloklama soliisyonu igerisinde oda sicakliginda calkalayici {izerinde bir

saat inkube edildi.
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24. Bloklama sonrast membran TBST ile 5 x 5 dk yikandi.

25. Membran birincil antikor ile +4 °C’de ¢alkalayic1 {izerinde bir gece boyunca

muamele edildi.
2. giin
26. Birincil antikordan alinan membran 5 dk x 5 TBST ile yikandi.

27. Membran ¢alkalayici iizerinde 1:4000 diliisyondaki ikincil antikor ile bir saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

28. Ikincil antikordan alinan membran TBST ile 5 X 5 dk yikandu.

4.2.11.5. Goruntiilleme

PVDF membranin goriintiilenmesi i¢in Thermo Scientific SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate kullanildi. Goriintiilleme cihazinda kemiliiminesans filtre ile

goriintlileme yapildi.

29. Gorlintiileme substrat1 bilesenleri 1:1 oraninda son hacim 1 ml olacak sekilde

ependorf tiipe aktarildi.
30. Substrat TBST i¢inden alinan membran {izerine eklendi.
31. Membran ve substrat oda sicakliginda karanlikta 5 dk inkibe edildi.
32. Goriintiileme cihazinda protein bantlar1 kontrol edildi.
4.2.12. HCT116 HUCRE HATTINDA TUBB3’UN SUSTURULMASI

HCT116 hiicre hatti1 on dokuzuncu pasajda alindigi i¢in tiim islemler on dokuzuncu ve otuz
besinci pasajlar arasinda yapildi. Hiicre hatt1 ¢ogaltilarak TUBB3 ifade diizeyi qRT-PCR ve
western blot ile incelendi. Ayrica hiicre hattindan alinan hiicreler parafin bloga gomiilerek
[HK ile de TUBB3 ifadesi gosterildi. Daha sonra 12 kuyulu plakalara ekilen hiicrelere
siRNA transfeksiyonu yapildi. SIRNA transfeksiyonu sonuglart qRT-PCR ve western blot
ile gosterildi. Ikinci asama olarak 96 kuyulu plakalarda siRNA transfeksiyonu yapilan
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hiicreler belirlenen dozlarda paklitaksel ile muamele edildi ve hiicrelere canlilik tayini

yapildi ve paklitaksel i¢in ICso dozlari belirlendi.

4.2.12.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

HCT116 hiicre hatti %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 Penycilin-Streptomycin
(pen/strep) eklenen Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)-F12 ile ¢ogaltild1 ve
asagidaki protokole gore pasajlandi. Bu protokolde kullanilan malzemeler islem 6ncesinde
oda sicakligina getirilerek kullanildi. Caligma siiresince pasajlamalar 1:3 oraninda yapild1 ve
T25 flaskta hiicrelerin 2-3 giin igerisinde yiizeyi kaplayarak pasajlanmaya uygun hale geldigi

goriildii.

1. Hiicreler T25 flask alanin1 %80-90 oraninda doldurdugunda pasa;j islemi i¢in kiiltiir
kabinine alindu.

2. Flask igerisindeki besiyeri aspirator ile ¢ekilerek uzaklastirildi.

3. Flask ytizeyi 5 ml DPBS ile iki kez yikandu.

4. Flask icerisine 500 pl tripsin flask igerisine aktarildi ve flask 1 dk siire ile 37 °C’lik
etlivde inkiibe edildi.

5. Etiivden alinan flask icerisine 5 ml DMEM-F12 aktarildi, besiyeri birkag kez

yavasca ¢ekilip birakilarak hiicrelerin ylizeyden ayrildig goriildii.

Son durumda 5,5 ml olan flask igerigi 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

Hiicreler 125 g’de 5 dk santrifiijlendi, slipernatant aspire edildi.

Hiicreleri yikamak icin pelet 5 ml DPBS ile siispanse edildi.

© o N o

Hiicreler 125 g’de 5 dk santrifiijlendi, slipernatant aspire edildi.

10. Pelet 3 ml DMEM-F12 ile siispanse edildi.

11. Yeni agilan T25 flask igerisine 5 ml DMEM-F12 aktarildi.

12. Siispanse edilen hiicrelerden 1 ml alind1 ve yeni flaska aktarildi.

13. Flaska aktarilan hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi ve %5 CO2’li 37 °C’deki

etiive kaldirildi.

4.2.12.2. Hiicre Peleti Alinmasi

HCT116 hiicrelerinden RNA ve protein izolasyonu yapmak i¢in hiicreler T75 flasklarda

cogaltildi ve asagidaki protokole gore hiicre peleti alindi.
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T75 flaska 1:3 oraninda ekilen hiicreler yiizey alanini1 %80-90 oraninda kapladiginda
flask kiiltiir kabinine alindu.

Flask igerisindeki besiyeri aspirator ile ¢ekilerek uzaklagtirildi.

Flask ylizeyi 5 ml DPBS ile iki kez yikandi.

Flask igerisine 4 °C’den alinan 5 ml DPBS aktarildi.

Hiicreler kaziyict yardimiyla DPBS igerisinde flask yilizeyinden kaldirildu.

Flask igerigi 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

Hiicreler 125 g’de 5 dk santrifiijlendi, siipernatant aspire edildi.

Hiicre peleti izolasyon islemine kadar -20 °C’ye kaldirildu.

4.2.12.3. Hiicre Blogunun Hazirlanmasi

Hiicre

blogu hazirlanirken hiicre kaybi olabilecegi disiiniilerek hiicreler T75 flaskta

cogaltildi. Hiicreler flasklarin birinden kaziyict digerinden ise tripsin kullanilarak yukaridaki

protokollerde belirtilen sekilde kaldirildi ve iki ayr1 hiicre blogu asagidaki protokol takip

edilerek olusturuldu.

© © N o g b~ w DR
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Tripsin ile kaldirilan hiicreler DPBS ile yikanir, pelet DPBS ile siispanse edildi.
10 ml DPBS igerisinde siispanse haldeki hiicreler 50 ml’lik falkon tiipe aktarildi.
Hiicreler 1670 rpm’de (HETTICH ROTINA 380 R) 5 dk santrifiijlendi.
Stipernatant tamamen dokiilmeden dibinde 5 ml birakildi.

Falkon tiipe 10 ml %96 ik EtOH eklendi.

Falkon tiip calkalanarak pelet kaldirildi.

Hiicreler tekrar ¢okebilmeleri i¢in oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
Hiicreler 1670 rpm’de (HETTICH ROTINA 380 R) 5 dk santrifiijlendi.

Stipernatant tamamen ddkiilmeden dibinde 5 ml birakildi.

. Falkon tiipe 10 ml %96’°1ik EtOH eklendi.

. Falkon tiip ¢alkalanarak pelet kaldirildu.

. Hiicreler tekrar ¢okebilmeleri i¢in oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
. Siipernatant tamamen dokiildii.

. Kaset iizeri uygun sekilde yazildi.

. Falkon tiip uygun sekilde kesilmis kagit havlu iizerine ters g¢evrildi ve fazla sivi

alindi.
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16. Spatiil yardimiyla pelet kaldirildi, kavut havlu igerisine paketlenerek kasete

yerlestirildi.

17. Kaset yaris1 tamponlu formaldehit yaris1 %96’lik EtOH olan 200 ml’lik karisim

i¢erisinde en az bir saat inkiibe edildi.

18. Kaset patoloji anabilim dalinda kii¢iik doku takibine verildi.

19. Ertesi giin doku takibinden alinan kaset bloklandi.

20. Hiicre blogundan kesitler alindi patoloji anabilim dali H&E boyamasina verildi.
21. Kesitlere H&E ve TUBB3 IHK boyamasi yapildi.

4.2.12.4. siRNA Transfeksiyonu I¢cin Hiicre Saymm ve Ekimi

Calisma Oncesi yapilan optimizasyona gore 12 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 1 ml

besiyeri icerisinde 50000 hiicre, 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna ise 100 pl besiyeri

icerisinde 5000 hiicre ekilmesine karar verildi. T25 flasktan kaldirilan hiicreler asagidaki

gibi sayilarak 12 veya 96 kuyulu plakalara siRNA fiireticisinin protokolde belirttigi gibi
antibiyotik icermeyen sadece %10 FBS eklenmis DMEM-F12 ile ekildi.

N o g &

T25 flasktan tripsin ile kaldirilan hiicreler DPBS ile yikandi.

Pelet 3 ml sadece %10 FBS eklenmis DMEM-F12 ile siispanse edildi.

Siispanse hiicreden 20 pl ve trypan blue boyasindan 20 pl alinarak 1:1 oraninda
karigtirildi.

Boya ve hiicre karistmi 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Karigim hemasitometre haznesine aktarildi.

Hiicre sayim1 yapildi ve 1 ml igerisindeki hiicre sayis1 belirlendi.

Ekilecek hiicre sayisi igin siispanse hiicre stogundan alinmasi gereken hacim
hesaplandi.

Siispanse hiicre stogundan ekim igin gereken hacim ¢ekildi ve %10 FBS eklenmis
DMEM-F12 bulunan kuyulara hiicre ekimi yapildi.

Ekim yapilan plaka %5 CO2’li 37 °C’lik etiive 24 saat inkiibasyon i¢in birakildi.

4.2.12.5. siRNA Transfeksiyonu

HCT116 hiicrelerinde TUBB3 genini en yiiksek oranda susturan siRNA miktarini belirlemek

amaciyla 12,5 nM, 25nM ve 50 nM olmak iizere ii¢ farkli siRNA konsantrasyonu

kullanilmasma karar verildi. Optimizasyon c¢alismasi 12 kuyulu plakalarda yapildi.
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Calismada her bir konsantrasyon i¢cin TUBB3 siRNA, kontrol siRNA ve herhangi bir
miidahalede bulunulmayan kontrol hiicre kuyusu olmak iizere ii¢ kuyu ¢alisilmasi planlandi.
(Cizelge 4.19.) siRNA konsantrasyonlar1 hazirlanirken antibiyotik ve FBS i¢ermeyen saf
DMEM-F12 ile sadece %10 FBS iceren DMEM-F12 kullanildi. Transfeksiyon asagida
belirtildigi gibi uygulandi.

Cizelge 4.19 siRNA transfeksiyonu optimizasyon plakasi

1 2 3 4

12,5 nM
Kontrol
siRNA

25 nM
Kontrol
siRNA

50 nM
Kontrol
siRNA

OOC0

1. Her bir kuyuda son hacim 1 ml olacagi i¢in 5 pM konsantrasyondaki stoktan

cekilmesi gereken siRNA miktar1 asagidaki gibi belirlendi.
5uMxA=125nM x 1000 ul = A=2,5ul
5uMxA=25nMx 1000 ul > A=5ypl
5uMx A =50nM x 1000 ul > A=10pl

2. Kontrol siRNA ve TUBB3 siRNA’nin her bir konsantrasyonu i¢in ikiser tane
ependorf tiip hazirland.

3. Transfeksiyon ajan1 (Dharmafect 1) ve saf DMEM-F12 igeren, hacmi 100 pl olan
ikinci tlipler kontrol siRNA ve TUBB3 siRNA i¢in Cizelge 4.20.’de belirtilen
miktarlara gore hazirlandi.

4. SiRNA ve saf DMEM-F12 igeren, hacmi 100 pl olan birinci tiipler kontrol siRNA ve
TUBB3 siRNA i¢in Cizelge 4.20.’de belirtilen miktarlara gore hazirlanarak oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
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5. Inkiibasyon sonrasi birinci tiiplerin icerigi her konsantrasyonun ikinci tiipiine
aktarildi ve 200 pl hacimdeki karisim 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin iizerine 800 pl antibiyotiksiz, %10 FBS iceren DMEM-
F12 eklendi.

7. Sonugta, her biri 1 ml hacimde olan {i¢ adet kontrol siRNA konsantrasyonu ve ii¢
adet TUBB3 siRNA konsantrasyonu kuyulara verilmek tizere hazirlandi.

8. 24 saat 6nce kuyularina 50000 hiicre ekilen Cizelge 4.19.’daki 12 kuyulu plaka
etlivden alind1.

9. Hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi.

10. Kuyulardaki besiyeri aspire edildi.

11. siRNA igeren besiyerleri Cizelge 4.19.’da belirtilen kuyulara aktarildi.

12. Hiicreler %5 CO2’li 37 °C’deki etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi.

13. siRNA transfeksiyonunun 48.saatinde besiyeri aspire edildi ve hiicrelerin iizerine
trizol eklenerek RNA izolasyonu protokolii uygulandi.

Cizelge 4.20. 12 kuyulu plakalar i¢in siRNA konsantrasyonlarinin hazirlanis

12,5 nM 25 nM 50 nM

1.tiip SuM siRNA - 2,5 ul S5uM siRNA - 5 ul SuM siRNA 210 pl

Saf DMEM-F12 97,5 ul |Saf DMEM-F12 95 pul Saf DMEM-F12 =90 pl

2.tiip Dharmafect I > 1 pl Dharmafect I - 1 pl Dharmafect I > 1 pul

Saf DMEM-F12 =99 ul Saf DMEM-F12 =99 ul | Saf DMEM-F12 =99 pul

Antibiyotiksiz, 800 pl 800 ul 800 ul
FBS iceren
DMEM-F12
Son Hacim Iml Iml Iml

Optimizasyon sonucunda qRT-PCR verilerine dayanarak 50 nM siRNA kullanilmasina
karar verildi. TUBB3 ifadesinin sustugunu protein diizeyinde de goérmek i¢in transfeksiyon
12 kuyulu plakada 50 nM kontrol siRNA ve TUBB3 siRNA ile tekrarlandi. Transfeksiyonun
72. saatinde protein izolasyonu i¢in kuyulardan hiicre kaziyici ile pelet alinarak protein

izolasyonu ve western blot protokolii uygulandi.
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TUBB3 ifadesi susturulan hiicrelere paklitaksel muamelesi ve canlilik tayini i¢in siRNA
transfeksiyonu 96 kuyulu plakalarda da tekrarlandi. 96 kuyulu plakalarda da 50 nM siRNA
transfeksiyonu ii¢ teknik ve ii¢ biyolojik tekrar olacak sekilde asagidaki protokole gore
yapildi. HCT116 hiicrelerinde TUBB3 ifadesinin proliferasyon iizerindeki etkisini
belirlemek i¢in Cizelge 4.22.’de goriilen plaka iki replikada siRNA transfeksiyonu yapildi.
Replika plakalardan birine transfeksiyondan 24 saat digerine 48 saat inkiibasyon sonunda
canlilik tayini protokolii uygulandi. Paklitaksel uygulamasi ve sonrasinda canlilik tayini igin

Cizelge 4.23.°de belirtilen li¢ plakada siRNA transfeksiyonu yapildi.

Cizelge 4.21. 96 kuyulu plakalar i¢in siRNA konsantrasyonlarinin hazirlanist

50 nM siRNA 1 kuyu 10 kuyu

1.tiip SuM siRNA =1 pl 5uM siRNA 210 pl

Saf DMEM-F12 -9 ul Saf DMEM-F12 =90 pl

2.tiip Dharmafect I - 0.1 pl Dharmafect I 2> 1 pl

Saf DMEM-F12 9.9 ul |Saf DMEM-F12 =99 ul

Antibiyotiksiz, 80 ul 800 pl
FBS iceren
DMEM-F12
Son Hacim 100 ul 1000 pl

1. Her bir kuyuda son hacim 100 pl olacagindan 50 nM siRNA uygulamak i¢in 5 uM
konsantrasyondaki stoktan c¢ekilmesi gereken siRNA miktar1 agsagidaki gibi
belirlendi.

5uMxA=50nMx 100 ul > A=1ul

Calisma ¢ teknik ve ii¢c biyolojik tekrarli planlandigi icin pipetaj hatasi dikkate
almarak 10 kuyuya uygulama yapilacak gibi hesaplama yapildi.

2. Kontrol siRNA ve TUBB3 siRNA ig¢in ikiger tane ependorf tiip hazirlandi.
3. Dharmafect | ve saf DMEM-F12 igeren, hacmi 100 pl olan ikinci tiip, kontrol siRNA
ve TUBB3 siRNA i¢in Cizelge 4.21.’de belirtilen miktara gére hazirlandi.
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4. SiRNA ve saf DMEM-F12 igeren, hacmi 100 pl olan birinci tiip kontrol siRNA ve
TUBB3 siRNA i¢in Cizelge 4.21.’de belirtilen miktara gore hazirlanarak oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonras1 birinci tiip icerigi ikinci tiipe aktarildi ve 200 pl hacimdeki
karisim 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi tiipiin iizerine 800 ul antibiyotiksiz, %10 FBS igeren DMEM-
F12 eklendi.

7. Son hacmi 1 ml olan kontrol siRNA ve TUBB3 siRNA kuyulara verilmek iizere
hazirlandi.

8. 24 saat dnce kuyularina 5000 hiicre ekilen 96 kuyulu plaka etiivden alindu.

9. Hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi.

10. Kuyulardaki besiyeri aspire edildi.

11. siRNA igeren besiyeri belirlenen kuyulara 100 ul olacak sekilde dagitildu.

12. Blank olarak belirtilen kuyulara hiicre ekimi yapilmamustir, bu kuyular proliferasyon
tayininde blank olarak kullanilacagindan kuyulara 100 ul siRNA igermeyen besiyeri
eklendi.

13. Hiicre plakast %5 COz2’1i 37 °C’deki etiivde inkiibasyona birakildi.

Cizelge 4.22. Proliferasyon takibi i¢in hazirlanan 96 kuyulu plaka

: : B )( =50 nM TUBB3 siRNA € : :
N’ N’ N’ N’ N’ N’ Ny’ N’ \_/

/'\A/'\/‘\/‘\/‘\A/-\/-\

=50 nM Kontrol siRNA - €
\ v N g Nua? N NNt ot \/

Ve T o W o W . WD e, W . W e W e DO oo
D Q )( Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri
~—

SN’ N N N N N N N NS
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Cizelge 4.23. siRNA transfeksiyonu sonrasi paklitaksel muamelesi i¢in hazirlanan 96 kuyulu

plakalar

1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12

=50 nM TUBB3 siRNA - 2.5 nM Paklitaksel €

N - Mot Nt Naaat? - Nt gt N Na
P e T

)( =50 nM Kontrol siRNA — 2.5 nM Paklitaksel €
S 2 R S i e G S o~ 2, e R

e NI e VBN e TR e TR e TR o TR o TRUT e TR
)C - siRNA uygulamasiz 2.5 nM Paklitaksel €

\/\/\/\/\/\/\/\/

-) 50 nM TUBB3 siRNA — 5 nM Paklitaksel (—
Sacl Swl Sw Sl Sl e Sl S

N =50 nM Kontrol siRNA - 5 nM Paklitaksel €
Sul Sa” Sw Sl Sw Sml Sl el Sl

- siRNA uygulamasiz 5 nM Paklitaksel €
SOS S S S S S S
S5 N GRS G RG Ry

PQQ,@,Q

I & mMm m O O W »

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri O
~— N N N N N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

B =50 nM TUBB3 siRNA - 10 nM Paklitaksel €<

- . g DT T R T e -
N N N N N N N N S

C O N 50 nM Kontrol siRNA — 10 nM Paklitaksel €
B C Sae el el Sae Sael ol Sael S
D O\ L - siRNA uygulamasiz 10 nM Paklitaksel €
A
N
K

N N N N N N N NS

P O O R R TN o T — M TR R
- 50 nM TUBB3 siRNA - 20 nM Paklitaksel €

= X X XK
FO N =50 nM Kontrol siRNA - 20 nM Paklitaksel &

XXX X X X X X
()
N

-> siRNA uygulamasiz 20 nM Paklitaksel €

N N N N N N N NS
P e e N e D s G s O i S e O e

H Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri
S~ N N N N N N N N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

=50 nM TUBB3 siRNA - 50 nM Paklitaksel €

\_/\_/\_/\/\_/\/\./\/
—~

N 50 nM Kontrol siRNA - 50 nM Paklitaksel €
> ] ] ] ] ] ]
-> siRNA uygulamasiz 50 nM Paklitaksel €
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N
Q Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri
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4.2.12.6. siRNA Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelere Paklitaksel Muamelesi

Hiicreler, siRNA transfeksiyonu yapildiktan sonra degisen dozlarda paklitaksel (PTX)

muamelesine maruz birakildi. Cizelge 4.23.’de belirtilen ti¢ adet plakada;

M wnp e

TUBB3 siRNA ile susturulan ve paklitaksel verilen hiicreler,
kontrol siRNA ile susturulan ve paklitaksel verilen hiicreler,
sadece paklitaksel verilen hiicreler,

herhangi bir miidahalede bulunulmayan kontrol hiicreleri

olmak {iizere dort hiicre grubu bulunmaktadir. Her hiicre grubu ii¢ biyolojik ve ii¢ teknik

tekrar olacak sekilde ¢alisildi. Paklitaksel; 2.5 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM ve 50 nM olmak

tizere bes farkli konsantrasyonda uygulandi. Calisma asagidaki protokole gore yapildi.

Uygulanmas: planlanan paklitaksel dozlarm1 elde etmek i¢cin 100 nM
konsantrasyondaki stoktan alinmasi gereken hacim asagidaki gibi belirlendi.
100nM x A=2,5nM x 100 pl = A=2,5ul
100nMxA=5nMx 100 ul > A=5yl
100nM x A=10nM x 100 ul > A=10 ul
100nM x A=20nM x 100 ul > A=20 pl
100 nM x A=50nM x 100 ul -> A=50 pl
96 kuyulu plakalarda transfeksiyonun 24. saatinde ortama eklenecek paklitaksel
hacmi kadar besiyeri kuyulardan gekildi ve ayn1 hacimdeki paklitaksel kuyulara
eklendi.
Blank olarak belirtilen kuyulara 100 pl siRNA igermeyen besiyeri eklendi.
[lag uygulamasi yapilan plakalar %5 CO2’li 37 °C’deki etiivde 48 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonunda sitotoksisite tayini protokolii uygulandi.

4.2.12.7. Hiicre Canhhlik Tayini

Canlilik tayini icin ROCHE marka “The Cell Proliferation Reagent WST-1" kullanilmistir.

Islem sonras1 plakalar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji ABD’da Prof.

Dr. Hakan Giirdal kontroliinde plak okuyucuda okutularak analiz edilmistir. Cizelge 4.22.’de

96 kuyulu plakada yapilan siRNA transfeksiyonunun proliferasyon iizerindeki etkisini

54



gormek igin iki adet replika plakalardan birinde 24 saat digerinde 48 saat sonunda canlilik
tayini yapilmistir. SIRNA transfeksiyonu sonrasi uygulanan paklitakselin etkisini incelemek
amaciyla Cizelge 4.23.’de belirtilen lic adet 96 kuyulu plakadan olusan deney setine
paklitaksel muamelesinden 48 saat sonra canlilik tayini yapilmistir. Her iki test i¢in de

tirtiniin kullanim kilavuzunda belirtilen agsagidaki protokol takip edilmistir.

1. Cizelge 4.22. ve Cizelge 4.23.’de belirtilen galisma plakalar1 uygun inkiibasyon
sonrasi etlivden alindi.

2. Blank olarak belirlenen kuyulara ve hiicre ekimi yapilan kuyulara 10 pl Cell
Proliferation Reagent WST-1 eklendi.

3. Plakalar %5 CO2’1i 37 °C’deki etiivde dort saat inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon siiresinin sonunda plakalar calkalayicida bir dk calkalandu.

5. Tiim plakalar 450 nm ve 600 nm olmak iizere iki dalgaboyunda okutuldu.
Okutulan tiim plakalarin ham absorbans degerleri Ek 4’te bulunmaktadir.
4.2.13. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizin istatistiksel analizleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Erdem Karabulut tarafindan SPSS yaziliminin 23. versiyonu
kullanilarak yapildi. Hastalarin TUBB3 ifadesi ile cinsiyet, sag/sol kolon tutulumu,
dMMR/pMMR, MMR genleri (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), adenomat6z polip/serrated
adenom, metastaz gibi degiskenler arasinda anlamli bir iligki olup olmadig: Pearson ki-kare
testi ile analiz edildi. Ayrica TUBB3 ifadesi ve sagkalim arasinda iliski olup olmadig
Kaplan Meier metoduna gore ¢izilen sagkalim egrisi ile analiz edildi. Paklitaksel uygulamasi
sonrasinda 1Cso dozlarinin hesaplanmasi ve canlilik tayini sonunda elde edilen verilerin iki
yonlii ANOVA ile analizi Prof. Dr. Hakan Giirdal tarafindan Microsoft Office Excel 2003
ile yapildi. Analizler sonucunda p<0,05 olan degiskenler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Calisma kapsaminda yapilan deneylere ait sonuclar analiz edilerek olusturulan tablolar,

grafikler ve arastirma sonuglari bu boliimde belirtilmektedir.

5.1. OLGULARIN OZELLIKLERI

Calismaya dahil edilen 202 KRK olgusunun yas, cinsiyet, tiimor boyutu, evre vb.
klinikopatolojik 6zellikleri ile tiimdrlerin molekiiler alt tipi, hastalik seyri ve sagkalimi gibi
bilgileri derlenerek bir veritabani olusturulmustur. Tamami adenokarsinoma tanist alan
olgularin  %41,25’i erken evre (I-1l) olgulardir. Orneklemi olusturan olgularin
klinikopatolojik 6zellikleri Cizelge 5.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 5.1 Calisma 6rneklemini olusturan olgularin klinikopatolojik 6zellikleri

Karakteristik n (%)
Yas (y1l) [n=202], ortalama (dagilim) 62,2 (24-93)
Cinsiyet
Kadin 70 (34,65)
Erkek 132 (65,34)
Timor lokasyonu
Sag kolon 75 (37,12)
Sol kolon 127 (62,87)
Boyut* (cm), ortalama (dagilim) 5,52 (1,7-16)
*bilinen 187/202 olgu (%95,57)
Evre**
**bilinen 160/202 olgu (%79,20)
I 12 (7,50)
I 54 (33,75)
Il 45 (28,13)
v 49 (30,62)
Durum*
*pilinen 201/202 olgu (%99,50) Sag 147 (72,87)
Olen 54 (27,13)
Takip Siiresi***(giin), ortalama (dagilim) 1201 (5-4978)
***hilinen 198/202 olgu (%98,01)
Metastaz
Negatif 119 (58.91)
Pozitif 56 (27.72)
Bilinmeyen 22 (10.89)
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5.2. KRK DOKU MiKRODIZINLERINDE MSI DORTLU PANEL BOYAMASI
SONUCLARI

Calismaya dahil olan 202 KRK olgusunun MSI statiilerini belirlemek amaciyla doku
mikrodizinlerine (TMA-K1A, TMA-K2, TMA-K3, TMA-K4) MMR genlerini kapsayan
dortlii THK paneli (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6) uygulandi.

IHK sonuglarinda dokiilme ve suboptimal fiksasyon veya takip teknik problem olarak
degerlendirildi. 202 KRK olgusundan 9 tanesi dokiilme kaynakli teknik problem sebebiyle
degerlendirmeye alinmadi. Kalan 193 olgunun boyanma paterni ii¢ kategoride
degerlendirildi; boyanma diizeyi %5’den az olan olgular negatif (0), boyanama diizeyi %5-
20 arasinda olan olgular fokal pozitif (f), boyanma diizeyi %20'den fazla olan olgular ise

pozitif (1) olarak skorlandi.

Neoplastik hiicrelerde en az bir belirtecin niikleer boyanma kayb1 gosterdigi olgular AIMMR
herhangi bir kayip mevcut olmayan olgular pMMR olarak degerlendirildi. Bu kriterlere gore
boyanma sonuglar1 incelenen 193 olgunun %20,2’si (n=39) dMMR, %79,8’i (n=154)
pPMMR olarak siiflandirildi. Bunlardan dMMR olan 39 olgunun; %56’sinda (n=22) MLH]1,
%63’linde (n=24) PMS2, %29’unda (n=11) MSH2 ve %42’sinde (n=16) MSH6 kaybi
oldugu goriildii. Degerlendirilen olgulardan pMMR ve dAMMR durumunu gosteren temsili
birer olgu Sekil 5.1.”de goriilmektedir.
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Sekil 5.1. MMR
sonucu A: Dort geninde pozitif oldugu pMMR olgu, B: MLH1 ve PMS2 kayb1 olan dAMMR
olgu.

53. MLH1 KAYBI OLAN OLGULARDA BRAF MUTASYON ANALIZi
SONUCLARI

[HK analizi sonucunda dAMMR olgularin %56’sinda (n=22) MLH1 kaybn tespit edildi. Bu
olgulara ARMS PCR metodu ile BRAF mutasyon analizi yapildi. Boylece sendromik form
olma ihtimali olan olgularin belirlenmesi amaglandi. Olgulardan BRAF mutant oldugu
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bilinen 6rnek pozitif kontrol olarak kullanildi. Degerlendirilen 22 olgudan %18’inin (n=4)
BRAF mutant, %82’sinin (n=18) BRAF yabanil oldugu goriildi. (Sekil 5.2.)

Sekil 5.2. MLHI1 kaybi olan 22 vakanin ARMS PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

5.4. NEOPLASTIK OLMAYAN KOLON MUKOZASINDA TUBB3 iHK ANALIZi
SONUCLARI

TMA-K1°de yer alan neoplastik olmayan kolon mukozas1 &rnekleri TUBB3 IHK boyamasi
acisindan degerlendirildi. TUBB3, sitoplazmik filamentlerden biri olan mikrotiibiil
yapisinda yer aldigi i¢in skorlamada sitoplazmik boyanma dikkate alindi. TUBB3 agisindan
pozitif olan periferik sinir dokusu boyamanin degerlendirilmesinde i¢ kontrol olarak
kullanild1. Olgularin boyama paterni ii¢ kategoride degerlendirildi; boyanma goriilmeyenler
negatif (0), boyanma diizeyi %1-20 arasinda olanlar fokal pozitif (f), boyanma diizeyi %20
ve lizeri olan olgular ise pozitif (1) olarak skorlandi. Degerlendirmede neoplastik olmayan

kolon mukozasi 6rneklerinin %100’tinde (n=14) TUBB3 proteininin negatif oldugu goriildii.

200 pm

Sekil 5.3. Neoplastik olmayan kolon mukozasinda temsili TUBB3 boyanma sonucu; A:
H&E goriintiisii, B: TUBB3 IHK boyamasi
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5.5. KRK ONCUL LEZYONLARINDA TUBB3 iHK ANALIZi SONUCLARI

TMA-K7 ve TMA-KS8 doku mikrodizin bloklarinda ¢alismaya dahil olan 78 KRK o6nciil
lezyonu da TUBB3 IHK boyamasi acgisindan degerlendirildi. Degerlendirme Kriterleri
yukarida belirtildigi gibi dikkate alind1. Dokuz ¢esit 6nciil lezyonun bulundugu 6rneklemde
olgularin %24,4’1 (n=19) TUBB3 negatif, %62,8’1 (n=49) TUBB3 fokal pozitif ve %12,8’1
(n=10) TUBB3 pozitif olarak degerlendirildi. Adenom ¢esitlerine odaklanildiginda TUBB3
protein pozitifliginin her adenom tipi icin farkli oldugu goriilmektedir. Incelenen &nciil
lezyon ornekleminin %47,4’tinli (n=37) olusturan TA’da TUBB3 boyanmasi; %16 negatif,
%73 fokal pozitif ve %11 pozitif iken 6rneklemin %10 unu (n=8) olusturan TVA’da TUBB3
boyamasi; %12,5 negatif, %62,5 fokal pozitif, %25 pozitifti. Orneklemin %27’sini
olusturan SA’da (n=21) TUBB3 boyamasi; %28.6 negatif, %57 fokal pozitif ve %14,3
pozitif iken 6rneklemin %7,7’sini olusturan HP’de (n=6) %67 negatif, %16,5 fokal pozitif
ve %16,5 pozitif sonu¢ verdi. IFP TUBB3 negatif iken IP ise fokal pozitiftir. Onciil
lezyonlarmn TUBB3 IHK boyama sonuglarina ait siniflanmus veriler Cizelge 5.2.’de, temsili
TUBB3 IHK boyama paternleri de Sekil 5.4.de goriilmektedir. Onciil lezyonlarda TUBB3
ifadesi ve adenomatoz polip/serrated adenom arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
olup olmadigi Pearson ki-kare testi ile analiz edildi. TUBB3 pozitifligi istatistiksel olarak
adenomatoz poliplerde anlamli (p<0,05) iken digerlerinde anlamsiz (p>0,05) bulundu.

Cizelge 5.2. Onciil lezyonlarda TUBB3 IHK boyanma sikliginin simiflandiriimis dagilimi

Adenom cesitleri TUBB3 (-) TUBB3 (fokal +) TUBB3 (+) Toplam Olgu
Adenomatoz polip %15,5 %71 %13,5
45
(TA, TVA) (n=7) (n=32) (n=6)
Serrated polip %37 %48 %15
27
(TSA, SSA, SA, HP) (n=10) (n=13) (n=4)
%25 %75
Hamartomatoéz polip - 4
(n=1) (n=3)
%50 %50
Diger (iFP, iP) - 2
(n=1) (n=1)
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Sekil 5.4. KRK &nciil lezyonlarinda TUBB3 IHK boyamasi sonuglari. Adenomatoz polipte;
A: H&E boyamasi, B: TUBB3 negatif boyanma (4X), C: TUBB3 fokal pozitif boyanma
(20X) D: TUBBS pozitif boyanma, Serrated polipte; E: H&E boyamasi (4X), F: TUBB3
negatif boyanma (20X), G: TUBB3 fokal pozitif boyanma, H: TUBB3 pozitif boyanma
(4X), Hiperplastik polipte; I: H&E boyamasi, K: TUBB3 negatif boyanma (20X),
L:TUBB3 fokal pozitif boyanma, M: TUBB3 pozitif boyanma

5.6. KRK OLGULARINDA TUBB3 IHK ANALIZi SONUCLARI

KRK olgularini igeren doku mikrodizin bloklarinda (TMA-K1, TMA-K2, TMA-K3, TMA-
K4) TUBBS3 proteininin varhig IHK boyama yontemi ile arastirildi. 202 KRK olgusundan
12 tanesi dokiilme kaynakli teknik problem sebebiyle degerlendirmeye alinmadi. Kalan 190
KRK olgusunun boyama paterni yukarida belirtildigi gibi skorlandi.

190 KRK olgusunun TUBB3 IHK boyamasinin degerlendirilmesi sonucunda olgularin
%40,5’inin (n=77) negatif, %35,8’inin (n=68) fokal pozitif ve %23,7’sinin (n=45) pozitif
oldugu goriildii.
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Sekil 5.5. KRK olgularinda TUBB3 IHK boyamasi sonuglar; A: TUBB3 negatif olgunun
H&E boyamasi, B: TUBB3 negatif boyanma (4X), C: TUBB3 negatif boyanma (20X) D:
TUBBS3 fokal pozitif olgunun H&E boyamasi, E: TUBB3 fokal pozitif boyanma (4X), F:
TUBBS3 fokal pozitif boyanma (20X), G: TUBB3 pozitif olgunun H&E boyamasi, H:
TUBBS3 pozitif boyanma (4X), I: TUBB3 pozitif boyanma (20X)

KRK olgularinda TUBB3 ifadesi ile yas, Cinsiyet, sag/sol kolon tutulumu, dMMR/pMMR
statiisii, MMR genleri (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ve metastaz gibi klinikopatolojik
degiskenler arasinda anlamli bir iliski olup olmadig1 Pearson ki-kare testi ile analiz edildi.
Bu analizlere gore TUBB3 ifadesi ile yas, cinsiyet, sag/sol kolon tutulumu ve metastaz
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski olmadig: tespit edildi (p>0,05). Olgularimizda
TUBBS ifadesinin pMMR statiisii ile istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) dMMR statiisii ile
anlamsiz (p>0,05) oldugu goriildii. TUBB3 ifadesinin MMR genleri ile tek tek iligkisi
irdelendiginde ise TUBB3 pozitifliginin istatistiksel olarak MLH1, PMS2 ve MSH6
pozitifligi ile anlaml (p<0,05), MSH2 pozitifligi ile anlamsiz (p>0,05) oldugu bulundu.
TUBB3 ifadesi ve sagkalim arasinda iligki olup olmadigi ise Kaplan Meier metoduna gore

cizilen sagkalim egrisi ile analiz edildi. (Sekil 5.6.) Bu analiz sonucunda incelenen KRK
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olgularinda (n=185) TUBB3 ifadesinin sagkalim ile iligkili olmadigi (p>0,05) ancak TUBB3

ifadesi gosteren olgularin daha kétii prognoz egiliminde oldugu goriildii.

TUBB3
10 3
t '__‘1_|_L 77 Negatif
I " : i —7 Fokal
o = 7 Pozitif

08 — - } " Negatif-sansrli
¢ Fokal-sansurla
Lﬂ—ﬁ-‘ —H#———— Pozitif-sansurli

06 I

04

Postop Sagkalim

00

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Siire (ay)
Sekil 5.6. KRK olgularinda TUBB3 ifadesine gore postop sagkalim egrisi

57. KRK DOKU MIiKRODIZINLERINE AIT TUBB3 1IHK ANALIiZi
VALIDASYON SONUCLARI

Bir mm’lik KRK doku mikrodizinlerine ait boyama sonuglarinda pozitif ve negatif olarak
degerlendirilen olgularin valide edilmesi amaciyla rastgele belirlenen 15’er adet pozitif ve
negatif doku ile bes mm’lik validasyon doku mikrodizinleri (TMA-KS, TMA-K6) yapild:.
Validasyon doku mikrodizinleri ile yapilan TUBB3 IHK sonuglarina gére pozitif olan on bes
olgudan sadece bir olgunun fokal pozitif digerlerinin ise pozitif oldugu, negatif olan on bes
olgudan bes olgunun ise fokal pozitif, kalan on olgunun negatif oldugu tespit edildi.
Validasyon sonucu giincellenen veriler ile 190 KRK olgusunun %38’inin (n=72) TUBB3
negatif, %39 unun (n=74) TUBB3 fokal pozitif ve %23’{inlin (n=44) TUBB3 pozitif oldugu

belirlendi.
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5.8. KRK TAZE DOKULARINDA TUBB3 QRT-PCR ANALIiZi SONUCLARI

Altt KRK taze dokusunda TUBB3 ekspresyon diizeyini belirlemek icin iki teknik tekrarl
gRT-PCR kuruldu. TUBB3 geninin normalizasyonu HPRT1 geni ile yapildi. Cizelge 5.3.’de
goriilebilen ham verilerin analizi 22 metodu kullanilarak relatif kantitasyon ile yapild: ve
TUBBS3 ifade degerleri grafige doniistiiriildii (Sekil 5.7.). Incelenen alt1 olgu IHK’da TUBB3
ifadesi agisindan; 1,2 (negatif), 3, 4, 5 (fokal pozitif), 6 (pozitif) olarak skorlandi. qRT-PCR
analizinde TUBB3 ifade diizeyleri HPRT-1 genine gore negatif olgularda 0,3 kat (1) ve 0,5
kat (2) seklinde iken fokal pozitif olgularda; 0,8 kat (3), 1,2 kat (4) ve 0,7 kat (5), pozitif
olguda ise 0,9 kat (6) olarak saptandi. qRT-PCR bulgular1 IHK analizi ile benzer bir patern
gostermektedir. Fokal pozitif ve pozitif olarak skorlanan olgularin hiicrede yaklasik olarak

HPRT-1 kadar ifade edildigi goriilmektedir.

TUBB3 Ekspresyonu

1,4

1,2

0,8
0,6
0,
0' l I
0
1 2 3 4 5 6

Sekil 5.7. KRK taze dokularinda qRT-PCR analizi sonucuna goére TUBB3 ifade diizeyi

>

Géoreceli ifade Degerleri (TUBB3-HPRT1)
N
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Cizelge 5.3. 6 KRK taze dokusunun qRT-PCR iiriiniine ait ortalama Cp degerleri ve 24
yontemi ile analiz sonuglari

Ornek Ad1 — Primer Ortalama Ct Act (Ct srnek-Ct referans) 2-ACt
1-TUBB3 25,165 1,38 0,3842
2-TUBB3 23,495 1,11 0,4616
3-TUBB3 24,45 0,25 0,8408
4-TUBB3 22,045 -0,3 1,2311
5-TUBB3 23,605 0,34 0,7900
6-TUBB3 22,37 0,17 0,8888
1-HPRT1 23,785 - -
2-HPRT1 22,38 = -
3-HPRT1 24,2 = -
4-HPRT1 22,345 - -
5-HPRT1 23,265 - -
6-HPRT1 22,2 - -

Reaksiyondan alinan Crossing Point (Cp, Ct) degerlerinin ilgili gene ait oldugunu gostermek
icin reaksiyonun sonuna erime sicakligr (Tm) programi da eklendi ve tiim sonuglarimizi
temsilen bir reaksiyon i¢in cihazdan elde edilen erime egrisi ve amplifikason egrisi Ek 3’te
sunuldu. gRT-PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Beklenen PCR
tiriinii boyu TUBB3 i¢in 85 bg iken HPRT1 i¢in 106 b¢ uzunlugundadir. Sekil 5.8.”deki jel
gorlintiisii Uriinlerin beklenen boyda oldugunu ve negatif kontrollerin temiz oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 5.8. 6 KRK taze dokusuna ait qRT-PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

5.9. KRK HUCRE HATLARINDA TUBB3 QRT-PCR ANALIZi SONUCLARI

Hiicre kiiltiirii ¢aligsmalariin yiiriitiilecegi KRK hiicre hattin1 TUBB3 seviyesi yliksek olan
hiicre hatlar1 arasindan se¢ilmesi planlandi. Bu nedenle laboratuvar arsivimizdeki dokuz adet
KRK hiicre hattinda TUBB3 ekspresyon diizeyleri qRT-PCR analizi ile incelendi. Calisma
iki teknik tekrarli olarak kuruldu ve TUBB3 geninin normalizasyonu HPRT1 geni ile yapildi.
Bu &rneklerin analizi de Cizelge 5.4.’de goriilebilen 22" metodu kullanilarak relatif
kantitasyon ile yapildi ve TUBB3 ifade degerleri grafige dontstiirildii (Sekil 5.9.). Hiicre
hatlar1 arasinda HPRT-1’e gore TUBB3 ifadesi en yiiksek olan hatlar; LoVo (3,2 kat),
SW837 (2,9 kat) ve HCT116 (2,8 kat), SW480 (1,86 kat) iken ifadesi en diisiik hatlar Caco-
2 (0,6 kat), RKO ve HT-29 (0,1 kat) olarak belirlendi. DLD-1 hiicre hatti HPRT-1 ile ayni
oranda (1,0) TUBB3 ifadesi gosterirken, LS174T hiicre hattinda ise TUBB3 ifadesinin zayif
oldugu goriilmiistiir. Erime sicakligi egrisi bu reaksiyonda da kontrol edildi ve tiriinlerin ayni
noktada Tm verdigi goriildi. PCR firtinleri %2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Beklendigi
gibi TUBB3 iiriinlerinin 85 b¢ HPRT]1 iiriinlerinin 106 bg¢ hizasinda bulundugu ve negatif
kontrollerde herhangi bir kontaminasyon olmadig1 goriildii (Sekil 5.10. ve Sekil 5.11.).
Ekspresyon diizeyleri dikkate alinarak hiicre kiiltiirii asamasinda HCT116 hiicre hatt1 ile

calisilmasina karar verildi.
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Cizelge 5.4. 9 KRK hiicre hattinda TUBB3 qRT-PCR iiriiniine ait ortalama Ct degerleri ve

2t yontemi ile analiz sonuglari
Ornek Ad1 — Primer Ortalama Ct Act (Ct srnek-Ct referans) 2-ACt
Caco-2 - TUBB3 24,96 0,74 0,60
DLD-1 - TUBB3 23,19 -0,05 1,03
HCT116 - TUBB3 23,15 -1,47 2,77
HT-29 - TUBB3 25,60 3,35 0,10
LoVo - TUBB3 22,48 -1,68 3,19
LS 174T - TUBB3 26,60 3,42 0,09
SW480 - TUBB3 22,22 -0,90 1,86
SW837 - TUBB3 22,60 -1,51 2,85
RKO - TUBB3 25,28 3,15 0,11
Caco-2 - HPRT1 24,23 -
DLD-1 - HPRT1 23,23 -
HCT116 - HPRT1 24,62 -
HT-29 - HPRT1 22,25 -
LoVo - HPRT1 24,16 -
LS 174T - HPRT1 23,18 -
SW480 - HPRT1 23,12 -
SW837 - HPRT1 24,11 -
RKO - HPRT1 22,13 -
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Gireceli ifade Degerleri (TUBB3-HPRT1)

Sekil 5.9. 9 KRK hiicre hattinda TUBB3 ifade diizeyini gosteren qRT-PCR analizi sonucu

- Negatit
1kb LoVo DLD-1 3W430 RKO HCT116 HT-23 SW3837 Caco-2 L3174T Konfrol

Sekil 5.10. Dokuz KRK hiicre hattina ait TUBB3 qRT-PCR iiriinii agaroz jel goriintiisii
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Sekil 5.11. Dokuz KRK hiicre hattina ait HPRT1 qRT-PCR {iriinii agaroz jel goriintiisii

5.10. SIRNA TRANSFEKSIYONU ONCESIi HCT116 HUCRE HATTINDA TUBB3
QRT-PCR ANALIiZI SONUCU

HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu oOncesi TUBB3 ekspresyon diizeyini
belirlemek igin iki biyolojik ve iki teknik tekrarli qRT-PCR kuruldu. TUBB3 geninin
normalizasyonu HPRT1 geni ile yapildi. Cizelge 5.5.’de gdriilen ham verilerin analizi 22t
metodu kullanilarak relatif kantitasyon ile yapildi ve TUBB3 ifade degerleri grafige
dontstiirtildii. HCT116 hiicre hattinda HPRT1’e gore TUBB3 ifadesinin 1,4 kat oldugu
gorildi (Sekil 5.12.). PCR iriinleri %2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Beklendigi gibi
TUBB3 iiriinlerinin 85 b¢ HPRT1 iiriinlerinin 106 b¢ hizasinda bulundugu ve negatif
kontrollerde herhangi bir kontaminasyon olmadig: goriildii (Sekil 5.13.).

Cizelge 5.5. HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu 6ncesi TUBB3 qRT-PCR
iiriiniine ait ortalama Ct degerleri ve 22 yontemi ile analiz sonucu

Ornek Ad - Ortalama Ct | Act (Ct srnek-Ct referans) ~ 2-2€* | Ortalama 2-A¢t
Primer
Pasaj 25 - TUBB3 22,06 -0,7 1,624 1,41
Pasaj 26 - TUBB3 24,41 -0,275 1,209
Pasaj 25 - HPRT1 22,76 -1,47
Pasaj 26 - HPRT1 24,69 3,35
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Sekil 5.12. siRNA transfeksiyonu dncesi HCT116 hiicre hattinda TUBB3 ifade diizeyini
gosteren QRT-PCR analizi sonucu

Sekil 5.13. siRNA transfeksiyonu éncesi HCT116 hiicre hattina ait qRT-PCR f{iriinlerinin
agaroz jel goriintiisii

5.11. SIRNA TRANSFEKSiYONU ONCESi HCT116 HUCRE HATTINDA TUBB3
WESTERN BLOT ve iHK ANALIiZi SONUCU

HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu 6ncesi TUBB3 protein diizeyi hem western
blot hem de hiicre blogunda yapilan IHK boyamasi ile gosterildi. Western blotta TUBB3 ve
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B-actin antikorlar1 kullanildi. Beklendigi gibi TUBB3 antikorunun 50 kDa’da, B-actin
antikorunun da 42 kDa’da bant verdigi goriildi (Sekil 5.14.).

TUBB3 | 4
f-actin | u——

Sekil 5.14. HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu dncesi TUBB3 ve B-actin’in
western blot analizi sonucu

Kaziyicr ile kaldirilan hiicreler parafin bloga gomiildiikten sonra TUBB3 protein varligi IHK
ile incelendi. Boyamanin skorlanmasinda daha once yukarida belirtilen degerlendirme
kriterleri ayn1 sekilde dikkate alindi. Sekil 5.15.’te goriildiigii gibi HCT116 hiicre hattinda
TUBB3 IHK boyamasi pozitiftir.

v ; %’ .v W, ‘ / ' ._ -,"4,-; .- ; Y | _-’\:‘\b
e a an AAE'E" & ¥ N ) o 28 489 ¥ ki MR ]
Sekil 5.15. HCT116 hiicre hattindan yapilan hiicre blogunun boyama sonuglari; A: H&E
goriintiisti, B: TUBB3 pozitif boyanma
5.12. SIRNA TRANSFEKSIYONU SONRASI HCT116 HUCRE HATTINDA TUBB3
QRT-PCR ve WESTERN BLOT ANALIZi SONUCLARI

HCTI116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu yapildiktan sonra hangi dozun TUBB3
ifadesini en yiiksek oranda susturdugu qRT-PCR analizi ile belirlendi. Ug farkli siRNA
konsantrasyonu uygulanan orneklerde TUBB3 ekspresyon diizeyini belirlemek igin ikKi

teknik tekrarli qRT-PCR kuruldu. TUBB3 geninin normalizasyonu HPRT1 geni ile yapildi.
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Cizelge 5.6.’da goriilen ham verilerin analizi 22 metodu kullanilarak relatif kantitasyon
ile yapildi ve TUBB3 ifade degerleri grafige doniistiriildii (Sekil 5.16.). TUBB3 ifadesi
siRNA ile susturulan hiicreler kontrol siRNA verilen hiicreler ile normalize edilmistir. Her
konsantrasyonun kendi kontrol siRNA’s1 ile normalize edildigi analizde 12,5 nM, 25 nM ve
50 nM siRNA uygulamasinin TUBBS3 ifadesini sirasiyla %41,40, %73,74 ve %96,25
oraninda susturdugu tespit edildi. PCR triinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiildi. Beklendigi
gibi TUBBS3 iirtinlerinin 85 b¢ HPRT1 firtinlerinin 106 bg¢ hizasinda bulundugu ve negatif
kontrollerde herhangi bir kontaminasyon olmadig1 goriildii. TUBB3 siRNA dozu diistiikge
bant kalinliginin arttig1 Sekil 5.17.’de gorilmektedir.

Cizelge 5.6. siRNA transfeksiyonu sonrast TUBB3 qRT-PCR iiriiniine ait ortalama Ct
g Yy q
degerleri ve 222 yontemi ile analiz sonuglar

A B C D E i G H | J K
1 r(")mek Doz |CtHPRTI|Ct TUBB3 ACt ACt | Ortalama ACt | ACt Sed, Sapma | AACE ‘AﬁCt Std. Sapma |% Susma Degeri
2| (Ctroggs Ctigar) T Rontrol sRVA fe normaizasyen| (1-AACE)100
3 OO | 247 | 3L | 3¢ | 000 | 00 0056 | 08T | 08 925
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TUBB3 Ekspresyonu

1,600
1,400

1,200

1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
*

0,000

Goreceli ifade Degerleri (TUBB3-HPRT1)

50 nM 25 nM 12.5 nM 50nM 25 nM 12.5nM Kontrol

Sekil 5.16. siRNA transfeksiyonu sonrast HCT116 hiicre hattinda TUBB3 ifade diizeyini
gosteren qRT-PCR analizi sonucu

o ] e Ao A

Sekil 5.17. siRNA transfeksiyonu sonrast HCT116 hiicre hattina ait TUBB3 gqRT-PCR
tirtinlerinin agaroz jel goriintiisii
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Sekil 5.18. siRNA transfeksiyonu sonrast HCT116 hiicre hattina ait HPRT1 qRT-PCR
tirtinlerinin agaroz jel goriintiisii

HCT116 hiicre hattinda ¢aligma konsantrasyonu olarak karar verilen 50 nM siRNA yapilan
transfeksiyon sonrast TUBB3 protein diizeyi western blot ile analiz edildi. Western blotta
TUBB3 ve p-actin antikorlar1 kullanildi. Birinci kuyuya yiiklenen TUBB3 siRNA
transfeksiyonu yapilan hiicrelerden izole edilmis protein 6rnegi; B-actin antikoru ile bant
verirken TUBB3 antikoru ile bant vermedigi, kontrol siRNA transfeksiyonu yapilan hiicreler
ve kontrol hiicrelerinde ise her iki antikor ile de bant elde edildigi goriildii. Beklendigi gibi
TUBB3 antikoru 50 kDa’da, B-actin antikoru da 42 kDa’da bant verdi. Sekil 5.19.’da
TUBB3’ilin 50 nM siRNA transfeksiyonu sonrasi belirgin sekilde sustugu protein diizeyinde

goriilmektedir.

TUBB3 - g

B-al:tiﬂ o R .

TUBB3 Kontol Kontol
siRNA  siRNA

Sekil 5.19. HCT116 hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu sonrast TUBB3 ve B-actin’in
western blot analizi sonucu
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5.13. CANLILIK TAYINI SONUCLARI

Calismada plak okuyucuda 6lgiilen absorbans degerlerine gore canli hiicre sayis1 % sagkalim

degeri olarak;

(Absorbans omex — Absorbans siank) / (Absorbans kontrol-Absorbans giank) X 100

formiilii ile hesaplandi. Bu formiilde Absorbans omek ile belirtilen deger ilgilenilen drnek
kuyusunun 450 nm’de okunan degeri, bu degerden ¢ikartilan Absorbans giank ile belirtilen
deger ise aym 6rnek kuyusunun 600 nm’de okunan degeridir. Ayn1 hesaplama formiiliin
paydasinda belirtildigi gibi referans olarak kullanilacak kontrol i¢in de yapildi. Bu ¢alismada
referans olarak kullanilacak hiicre grubu kontrol siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerdir.
Olgiim sonucu ham verilerde dncelikle bu islem yapilarak her kuyunun gergek absorbans
degeri bulundu. Daha sonra 6rnegin gercek absorbans degeri referans olarak kullanilacak
kontroliin gergek absorbans degerine boliindii. Elde edilen bu deger referansa gore drnek
kuyusundaki canli hiicrelerin absorbans degeridir. Bu degerin yiiz ile ¢arpilmasiyla yiizde

sagkalim oran1 hesaplanmis olmaktadir. Referansa gore 6rnek kuyusundaki 6liim orani ise;

‘(1-Sagkahm) X 100‘

formiilii ile hesaplandi. Ilgilenilen 6rnegin 6liim orani; elde edilen sagkalim absorbans
degerinin birden ¢ikarilmasi ile bulundu. Bu degerin yiiz ile ¢arpilmasiyla 6liim oraninin
yiizde degeri hesaplanmis olmaktadir. Calismada ti¢ biyolojik tekrar bulunmaktadir. Her
biyolojik tekrarin ti¢ teknik tekrarina ait absorbans ortalamasi o biyolojik tekrarin gercek
absorbansini vermektedir. Her doz i¢in ii¢ biyolojik tekrarin gercek absorbans ortalamasi
alinarak bir ortalama absorbans degeri elde edildi. Ilgili dozda TUBB3 transfeksiyonu
yapilan 6rnegin absorbans degeri kontroliin ortalama absorbans degerine boliindii ve ¢ikan
deger yiiz ile ¢arpildi. Kontrol siRNA transfeksiyonu yapilan hiicreler ile kontrol hiicreleri
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi icin sagkalim hesaplamasinda hem TUBB3
siRNA hem paklitakselin etkisini géormek amaciyla kontol hiicreleri referans alindi.

Hesaplamalar1 gosteren ¢izelgeler asagida goriilmektedir.

HCT116 hiicrelerinde TUBB3 geni susturuldugunda canlilik diizeyinin nasil etkilendigini
incelemek amaciyla canlilik tayini yapildi. Bunun i¢in Cizelge 4.21.de belirtilen iki replika

olarak hazirlanan plakalarin birine transfeksiyonun 24. saatinde digerine ise 48. saatinde
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canlilik tayini yapilarak sagkalim ve oliim oranlari hesaplandi. TUBB3 transfeksiyonu
yapilan hiicrelerde 24 saat sonra sagkalim orani %79,6 6liim oran1 %20,4 olarak tespit edildi.
Replika plakada 48 saat sonra yapilan canlilik tayininde sagkalim orani %74,8 6liim orani
%25,2 olarak tespit edildi. HCT116 hiicrelerinde TUBB3 siRNA transfeksiyonu yapildiktan
sonra hiicrelerdeki 6lim oraninin 48. saatte daha yiikksek oldugu goriildii ve hiicre
canliligindaki bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). sSiRNA transfeksiyonu
sonrasi 24. ve 48. saatte yapilan canlilik tayininde Ol¢iilen absorbans degerleri Cizelge
5.7.’de belirtilerek canlilik diizeyi Sekil 5.20.’deki gibi grafiklendirildi.

Cizeklge 5.7. siRNA transfeksiyonu sonrasi yapilan canlilik tayini analiz sonucu

Ornek Ortalama Absorbans |Standart Sapma % sagkahm
Kontrol 1,35 0,08
24 saat [Konftrol siRNA 1,26 0,08
TUBB3 siRNA 1,08 0,09 79.62
Kontrol 2,98 0,35
48 saat [Kontrol sSiRNA 2,60 0,04
TUBB3 siRNA 2,23 0,22 74,85

Canlihk Dazeyi

B Konfrol  mKonfrol siRNA TUBB3 siRNA

Absorbans (A;so-Asao)
= = M o
o — w e [ Sy} (%] w P

24 saat 48 saat
Sekil 5.20. siRNA transfeksiyonu sonras1 24. ve 48. saatte canlilik diizeyi

HCT116 hiicre hattina TUBB3 transfeksiyonu yapildiktan sonra ortama eklenen

paklitakselin canlilik iizerindeki etkisini incelemek amaciyla tekrar canlilik tayini yapildi.
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Bes farkli dozun Cizelge 4.23.’de belirtildigi gibi uygulandig: ii¢ plakadan olusan deney

diizeneginde canlilik tayini sonucunda sagkalim ve 6liim oranlar1 hesaplandi.

48 saat paklitaksel inkiibasyonu sonrasi elde edilen absorbans degerleri ve analiz sonuglari
Cizelge 5.8.’de gosterilmektedir. ila¢ dozu ve absorbans diizeylerindeki degisim Sekil
5.21.’deki gibi grafiklendirildi. Iki yonlii ANOVA analizine gére TUBB3 ifadesi susturulan
hiicrelerde 2,5 nM ve 10 nM paklitaksel muamelesinin canlilik diizeyini anlamli sekilde
diistirdiigii tespit edildi (p<0,05). 2,5 nM paklitaksel muamelesinin canlilik diizeyini %61’e,
10 nM paklitaksel muamelesinin ise %46’ya diisiirdiigii goriilmektedir. 20 nM paklitaksel
muamelesinde TUBB3 siRNA etkisinin kayboldugu, 50 nM paklitaksel muamelesinde de
bu durumun devam ettigi ve her iki konsantrasyonda da hiicre gruplarinin ilagtan benzer

derecede etkilendigi goriilmektedir.

Paklitaksel i¢in ICso dozlart; herhangi bir transfeksiyon islemi yapilmayan kontrol hiicre
grubunda 18,43+0,6 nM, kontrol siRNA transfeksiyonu yapilan hiicre grubunda 17,11+0,6
nM buna karsin TUBB3 siRNA transfeksiyonu yapilan hiicre grubunda ise 10,47+1,5 nM
olarak hesaplandi. Bu sonu¢ TUBB3 ifadesi susan hiicrelerde 1Cso dozunun kontrol
hiicrelerine gore 1,76 kat, kontrol siRNA verilen hiicrelere gore ise 1,63 kat diistiigiinii
gostermektedir. Her {i¢ grup icin de hesaplanan ICsp dozlar1 ve standart sapmalar1 Cizelge
5.9.°da ve her ¢ hiicre grubunda doz ve yiizde sagkalim oranlar1 dikkate alinarak c¢izilen
grafik ise Sekil 5.22.’de goriilmektedir.
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Cizelge 5.8. siRNA transfeksiyonu sonrasi 48 saat paklitaksel muamelesi uygulanan
hiicrelerde canlilik tayini analiz sonucu

) Standart
Ornek PTX Dozu|Ortalama Absorbans Sapma % sagkalm

Kontrol 0 2,98 0,35
plaka 1 [Kontrol siRNA 0 2,60 0,04

TUBB3 siRNA 0 2,23 0,22 74,70

Kontrol 2.5 nM 2,91 0,23

Konfrol siRNA 2.5 nM 2,70 0,14

TUBB3 siRNA 2.5 nM 1,85 0,11 61,81
plaka 2

Kontrol 5nM 2,30 0,06

Kontrol siRNA 5nM 2,06 0,30

TUBB3 siRNA 5nM 1,60 0,47 53.5

Kontrol 10 nM 2,43 0,28

Konfrol siRNA 10 nM 2,24 0,04

TUBB3 siRNA 10 nM 1,37 0,09 46,00
plaka 3

Kontrol 20 nM 0,99 0,14

Konfrol siRNA 20 nM 0,90 0,13

TUBB3 siRNA 20 nM 0,90 0,09 30,00

Kontrol 50 nM 0,28 0,06
plaka 4 [Kontrol siRNA 50 nM 0,20 0,07

TUBB3 siRNA 50 nM 0,15 0,03 5,90

Cizelge 5.9. HCT116 hiicrelerinde 48 saat paklitaksel muamelesine ait ICso dozlar

TUBB3 siRNA Kontrol siRNA Kontrol

Birinci Biyolojik Tekrar 9,706 17,555 16,971
ikinci Biyolojik Tekrar 15,498 18,309 18,974
Uciincii Biyolojik Tekrar 13,674 15,468 19,363
ICs0 (NM) 10,47 17,110 18,436
Standart Sapma 1,570 0,693 0,605
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Canlihk Duzeyi

m Kontrol  m Kontrol siRNA TUBB3 siRNA
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Sekil 5.21. HCT116 hiicrelerinin 48 saatlik paklitaksel muamelesinde doz ve absorbans
diizeyi degisimi

120
A TUBB3 siRNA

m Kontrol siRNA

@ Kontrol

Sagkalim (%)
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Paklitaksel (nM)

Sekil 5.22. HCT116 hiicrelerinin 48 saatlik paklitaksel muamelesinde doz ve sagkalim (%)
diizeyi degisimi
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

KRK diinyada kadinlar arasinda ikinci erkekler arasinda iigiincii en sik goriilen kanserdir.
Ulkemizde ise her iki cinsiyette de insidans1 en yiiksek olan iigiincii kanser tipidir.
Arastirmalarda KRK gelisiminde rol oynadig tespit edilen kritik mutasyonlar genellikle iki
temel KRK gelisim yolaginin varligin1 gostermektedir (6-8). Alternatif yolak ve klasik yolak

olarak adlandirilan bu mekanizmalarda ¢ok basamakli tiimor gelisimi s6z konusudur.

Bu tez c¢alismasinin ilk asamasinda 202 KRK olgusunun dMMR/pMMR statiisiinii
belirlemek amaciyla dértlii IHK paneli yapilmistir. Dokiilme sebebiyle degerlendirme disi
birakilan dokular haricindeki 193 olgunun %20,2’sinin dMMR aktivitesine %79,8’inin
pMMR aktivitesine sahip oldugu gdosterilmistir. Elde edilen bu sonu¢ KRK’lerin %15
oraninda MSI yolag: tizerinden gelistigini belirten literatiir ile benzerlik gostermektedir (7,

36).

Literatiirde daha 6nce ARMS PCR ile JAK?2 ve V617F mutasyonlarinin tespit edilebildigi
gosterilmistir (97, 98). Farkl bir arastirma grubu da ARMS-PCR metodunu BRAF V600E
mutasyon tespiti i¢in kullanmistir (99). Dort primerin ayni anda g¢alistigt bu PCR
yonteminde; internal kontrol olarak mutasyon bolgesini de i¢ine alan 200 b¢ uzunlugunda
bir fragment, yabanil sekansi gosteren 97 b¢ uzunlugunda ikinci bir fragment ve mutant
sekans1 gosteren 144 b¢ uzunlugunda iiclincii bir fragment olugsmaktadir. Her {i¢ fragmentin
de birlikte goriildiigii olgular BRAF V600E mutant olarak degerlendirilirken 200 bg ve 97
b¢ uzunlugundaki iki fragmenti igceren olgular BRAF V600E agisindan yabanil olarak
degerlendirilmektedir. Caligmamizda MLH1 mutasyonuna sahip olgularda BRAF V600E
mutasyonunun tespiti ARMS PCR ile yapilmistir.

Elde ettigimiz dortlii IHK paneli sonucuna gére dMMR profili gdsteren olgularin %56 sinda
(n=22) MLH1 kaybi bulunmaktadir. Bunlardan sporadik dMMR KRK olan olgularin
belirlenebilmesi amaciyla ARMS PCR metodu ile BRAF V600E mutasyon tespiti
yapilmistir. Analiz sonucunda, MLH1 kayip olgularin %82’sinin (n=18) BRAF yabanil
oldugu, %18’inin (n=4) BRAF mutant oldugu goriilmektedir. BRAF mutant olan olgular
(n=4) sporadik dAMMR KRK gelisimine isaret ederken, MLH1 kayb1 gosteren ve BRAF
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yabanil olan 18 olgu ile MLH1 disindaki genlerde (PMS2, MSH2, MSH6) kayip gosteren
17 olgu olmak iizere toplamda 35 olgunun Lynch Sendromu tanisi agisindan genetik test
(DNA sekansi) ile degerlendirilmesi gerekmektedir. pPMMR ve dMMR olgulardan olusan
orneklemlerde BRAF mutasyon orani sirasiyla %14 (n=26) ve %15,2 (n=30) olarak
belirtilmistir (39). Calismamizda dMMR olan olgulardan elde ettigimiz % 18 BRAF
mutasyon orant literatiirde belirtilen %15,2 oranina oldukga yakin bir sonugtur. Yine ARMS
PCR sonucuna goére; BRAF mutant olan dort vakanin %75’i (n=3) sag kolon, %25’i (n=1)
sol kolon tutulumu gostermektedir. AMMR olgularinin ¢ogunlukla sag kolon tutulumu
sergiledigi daha once literatiirde bildirilmistir (36). Bu analiz sonuglari mutasyon orant

acisindan literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Teknolojik gelismeler sonucunda hastaliklarin daha iyi anlasilmaya baslanmasiyla birlikte
hastalik seyri, tedavisi ve erken tanisi ile ilgili yeni biyobelirteclerin arastirilmasi hiz
kazanmigtir. BoOylece hastaligin altgruplara ayirilmast ve hastayr uygun tedaviye
yonlendirebilecek yeni biyobelirteclerin tanimlanmast da 6n plana ¢ikmistir. Tez
caligmasiin ikinci asamasinda biyobelirteg aday1 olarak c¢alismaya karar verdigimiz
TUBBS, neoplastik olmayan kolon mukozasi 6rneklerinde, KRK 6nciil lezyonlarinda, KRK
olgularinda ve KRK hiicre hattt HCT116’da detayl1 olarak galigilmistir.

Literatiirde meme (100, 101), akciger (83), mide (96, 102), prostat (103), melanoma (104)
gibi farkli kanser tiplerinde TUBB3 ekspresyon diizeyi ve etkileri hakkinda kapsamli veri
olmasina ragmen kolorektal kanserde bu veriler daha kisithdir. TUBB3iin ¢esitli adenom
tiplerini igeren KRK onciil lezyonlarindaki durumu hakkinda detayli bir inceleme ise
bildirilmemistir. TUBB3 ve Onciil lezyonlar ile ilgili kisitli bilgi rektal kanserde yapilan bir
caligsmada displazi alanlarinda yapilan incelemeyle sinirlidir (105). Ayrica literatiirde KRK
ile yapilan ¢alismalarda dMMR ve pMMR KRK ile TUBB3 arasinda bir iliski olup

olmadigina iliskin detayli veri de mevcut degildir.

Melling ve arkadaslar1 1800 KRK olgusunda yaptig1 ¢calismada TUBB3 IHK sonuglarini;
hi¢ boyama goriilmeyen olgular1 negatif, boyanma alan1 %20’ye kadar olan olgular1 (3),
%350’ye kadar olan olgular1 (2), %50’den fazla olan olgular1 (1) olarak skorlamistir (106).
Bu skorlamada (3); zayif pozitif, (2) orta pozitif ve (1) kuvvetli pozitif olarak tanimlanmig

ve ii¢ grup birlikte TUBB3 ekspresyonu agisindan pozitif olarak kabul edilmistir. Bu
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skorlamaya gore degerlendirilen 1619 olgunun TUBB3 acisindan %79,2 oraninda pozitif,
%20,8 oraninda negatif oldugu belirtilmis olup pozitif olgularin %41,7’sinin zay1f pozitiflik
ve %37,5’inin kuvvetli pozitiflik gosterdigi bildirilmistir (106). Toth ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢calismada KRK olgularinin karaciger metastazi 6rneginde TUBB3 ifadesi dagilimi
IHK yontemi ile incelenmistir (107). Calismada TUBB3 IHK sonuglari; hi¢c boyama
goriilmeyen veya boyanma alan1 %10’dan az ve soluk boyanan olgular negatif (0), timor
merkezinde zayif veya soluk ancak invaziv ug ile tomurcuklanma (budding) bolgesinde
yaygin giiclii boyanma olan olgular (1), tim tiimd6r alanindaki giiclii boyanma olan olgular
ise (2) olarak skorlanmistir (107). Bu skorlamaya gore degerlendirilen olgularin (n=100)
TUBB3 ifadesi agisindan %35 oraninda negatif, %52 oraninda invaziv uglarda pozitif ve
%13 oraninda ise tiimoriin tamaminda pozitif oldugu bildirilmistir (107). Portyanko ve
arkadaslarmin ¢alismasinda kantitatif THK degerlendirmesi “The Positive Pixel Count
Algorithm, v.9” programi ile yapilmis olup TUBB3 boyanmasi; zayif, orta ve giiglii olarak
tic grupta skorlamistir (108). Bu ti¢ grubun birlikte TUBB3 ifadesi agisindan pozitif olarak
kabul edildigi caligmada normal kolonik epitelyumun TUBB3 ifadesi agisindan negatif buna
karsin KRK olgularinin %100’tiniin (n=32) pozitif oldugu bildirilmistir (108). Calismada
orneklemin Ozellikle invaziv uglara sahip tiimorlerden secildigi belirtilmistir. Zhao ve
arkadaglarinin 111 olgudan 72 tanesinin invaziv uca sahip oldugu KRK 6rneklemi ile yaptigi
calismada TUBB3 IHK sonuglari; boyanma yogunluguna gore zayif, orta ve giiglii seklinde
skorlanirken boyanma goriilmeyen olgular negatif olarak degerlendirmistir (109). Bu
skorlamaya gére TUBB3 acisindan olgularin; %5,4’i (n=6) negatif, %9’u (n=10) zayif
pozitif, %58,5’1 (n=65) orta pozitif ve %27’si (n=30) gii¢clii pozitif olarak skorlanmistir
(109).

Bu tez calismasinda IHK boyamalarmin degerlendirilmesi iki bagimsiz patolog (Dog. Dr.
Aytekin AKYOL ve Dr. Giines GUNER TAS) tarafindan yapilmistir. Neoplastik olmayan
kolon mukozas1 6rneklerinde yapilan IHK sonucunda; olgularin %100’iiniin (n=14) TUBB3
ifadesi agisindan negatif oldugu goriilmistiir. Neoplastik olmayan kolonik epitelyumun
TUBB3 ifadesi agisindan negatif oldugu literatiirde bildirilmistir (108). Calismamizda KRK
olgularinda TUBB3 ifadesi %38 (n=72) negatif, %39 (n=74) fokal pozitif ve %23 (n=44)
pozitif olarak tespit edilmistir. Boyanma acisindan negatif olarak degerlendirilen olgular,
literatiirle benzer sekilde hi¢c boyanma gostermeyen olgulart kapsamaktadir. Tez

calismamizda TUBB3 boyama sonucu fokal pozitif ve pozitif olan olgular birlikte
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degerlendirildiginde olgularimizin %62 oraninda pozitif oldugu, Melling ve arkadaslarinin
caligmasinda belirtilen orana yakin bir sonug elde edildigi goriilmektedir. Toth ve
arkadaslarinin sonuglar1 ise TUBB3 ifadesi agisindan calismamizdan elde edilen %38
negatif ve %62 pozitiflik oranlar ile olduk¢a benzerdir. Orneklem biiyiikliigii acisindan
Melling ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile benzer sonuglarin elde edilmesi KRK’de TUBB3
ifadesinin yiiksek oldugunu diigiindiirmektedir. Caligmamizda incelenen 6rneklemde sadece

bir olguda tiimoriin invaziv ucundaki hiicrelerde TUBB3{in pozitif oldugu gorilmiistiir.

Calismamizda TUBB3 ifadesinin dAMMR ve pMMR KRK’le iliskisi de incelenmistir.
dMMR aktivitesi gosteren olgularin %33,3’i (n=13), pMMR aktivitesi gosteren olgularin
%67,5’1 (n=104) TUBB3’ii ifade etmektedir. pMMR aktivitesi gosteren olgularin TUBB3
pozitiflligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonu¢ pMMR KRK’ler ile
TUBB3 pozitifligi arasinda bir iligki olabilecegini diisiindiiriitken, pMMR KRK olgularinda
TUBB3iin ifade diizeyini arttirabilecek bir mekanizmanin varligini da diisindiirmektedir.
pMMR KRK’de TUBB3 ifadesinin anlamli ¢ikmasi olast bir mekanizmasinin arastirilmasi
acisindan 6nemli bir sonuctur. Calismamizda %80 pMMR ve %20 dAMMR dagilim1 gésteren
KRK ornekleminde TUBB3 ifadesinin %62 oldugu dikkate alininca; pMMR ve TUBB3
ifadesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmasi beklenmedik bir sonug
degildir. TUBB3 ifadesi ve dMMR aktivitesi arasinda istatistiksel olarak bir Gnem
bulunamamis olmasia ragmen dMMR olgularin %33 oraninda TUBB3 ifadesi gostermesi
dikkat ¢ekicidir. Bu sonuglar TUBB3’iin; KRK’in pMMR ve dMMR alttiplerinden bagimsiz
bir sekilde ifade yetenegi kazandigini gostermektedir. Literatiirde bu yonde bir veriye

rastlanilmadigi i¢in bulgularimiz herhangi bir karsilastirmaya tabii tutulmamastir.

Toéth ve arkadaslart TUBB3 ifadesi ile MLH1 ve MSH2 ifadesi arasinda pozitif korelasyon
oldugunu belirtmistir (107). Melling ve arkadaglart TUBB3’lin intakt MMR sistemi ile
tiimorlerde DNA tamirine katkida bulunabilecegi yorumunu yapmistir (106). Calismamizda
TUBB3 ve MMR proteinlerinin pozitifligi birlikte degerlendirildiginde istatistiksel olarak
TUBB3; MLH1, PMS2 ve MSH6 ile anlamli (p<0,05), MSH?2 ile anlamsiz (p>0,05) sonug
vermistir. Bu veri ¢alismamizda belirttigimiz pMMR aktivitesi ve TUBB3 pozitifliginin
iligkili oldugu sonucunu desteklemektedir. Calismamizdan elde edilen bu veriler TUBB3
ifadesi ile MLHI1, PMS2 ve MSH6 ifadesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu

gostermektedir.
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KRK’de TUBBS3 ifadesi ile yas, cinsiyet, sag/sol kolon tutulumu gibi klinikopatolojik
ozellikler arasindaki iliski de farkli ¢alismalarda incelenmistir. Melling ve arkadaslar1 artmis
TUBB3 ekspresyon diizeyi ve sol kolon tutulumu gosteren KRK’ler arasinda bir baglanti
olabilecegini vurgulamistir (106). Téth ve arkadaslart TUBB3 ifadesi ve yas arasinda negatif
bir korelasyon oldugunu bildirmistir (107). Calismamizda TUBB3 pozitif (fokal pozitif ve
pozitif) olgularin %65’inin sol kolon tutulumu sergiledigi goriilmiis ancak bu veri
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bu ag¢idan bulgularimiz sol kolon
tutulumu ve TUBB3 ifadesinin iliskili oldugu yoniindeki verileri destekler nitelikte degildir.
Olgularimizin TUBB3 pozitifligi cinsiyet ve yas dagilimi agisindan da incelenmis ancak
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,05). Bu sonuca goére TUBB3
pozitifliginin yas ve cinsiyet ile iliskili olmadig1 ifade edilebilir. Calismamizda KRK
olgularinda TUBB3 ifadesinin sagkalim ile iligkili olmadig1 (p>0,05) ancak bu olgularin

kotii prognoz egiliminde oldugu gosterilmistir.

KRK onciil lezyonlar1 TUBB3 ifadesi agisindan %24,4 (n=19) negatif, %75,6 pozitif olarak
saptanmigtir. Pozitif olarak degerlendirilen olgularin %62,8’1 (n=49) fokal pozitif, %12,8’1
(n=10) pozitiftir. Klasik yolak gelisiminde etkin olan adenomat6z lezyonlar TUBB3 ifadesi
acisindan tek basma degerlendirildiginde; olgularin %15,5’inin negatif, %84,5’inin pozitif
oldugu goriilmiistiir. Alternatif yolak 1ile iliskili serrated adenomlar tek basina
degerlendirildiginde ise olgularin %37 negatif, %63 pozitif oldugu goriilmiistiir. Neoplastik
karakterli KRK onciil lezyonu olan bu iki gruptan sadece adenomatdz lezyonlarda TUBB3
pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonu¢ adenomato6z lezyonlar
ve TUBB3 poziftiligi arasinda bir iligki olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine bu sonug;
adenomatodz lezyonlarin adenom-karsinom yolagi {izerinden gelistirdigi pMMR KRK’ler ile
TUBB3 pozitifligi arasinda iliski olabilecegi yoniindeki bulgumuzu destekler niteliktedir.
Bu iki sonug birlikte diisliniildiigiinde adenom karsinom yolagiyla olusan KRK olgularinda
TUBB3’ilin daha fazla ifade edilebilmesine olanak saglayan bir mekanizmanin olabilecegi
diisiincesi glic kazanmaktadir. Literatiirde neoplastik olan ve olmayan KRK 6nciil
lezyonlarinda TUBB3 ifadesi ile iligkili veriye rastlanmadigindan bulgularimiz i¢in herhangi

bir karsilastirma yapilamamaistir.

Portyanko ve arkadaslar1 KRK olgularinda TUBB3 ifadesinin invaziv uglarda olmasin

hiicrenin invazyon ve metastaz yetenegi ile iliskilendirmistir (108). Ayni sekilde Zhao ve
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arkadaslar1 da KRK olgularinda TUBB3 ifadesinin lenfatik metastaz ile iliskili oldugunu
bildirmistir (109). Toth ve arkadaslarinin 6zellikle KRK karaciger metastazi drneklerini
secerek TUBB3 ve metastaz arasindaki iligkiyi irdeledigi ¢alismasinda, KRK karaciger
metastazi orneklerinin TUBB3 ag¢isindan %35 negatif ve %65 pozitif oldugunu bildirmistir
(107). Bahsedilen bu ¢aligsmalarda sadece KRK olgular1 ve KRK karaciger metastaz dokulari
degerlendirilerek TUBB3 ifadesinin metastaz ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (107-109).
Bu stratejilerden farkli olarak ¢alismamizda hem primer KRK olgulart hem de KRK 6nciil
lezyonlar1 TUBB3 ifadesi agisindan incelenmistir. TUBB3 ifadesi agisindan primer KRK
olgular1 %38 negatif ve %62 pozitif iken KRK 6nciil lezyonlar1 %24,4 negatif ve %75,6
pozitif sonug vermistir. Olgularimizin TUBB3 ifadesi ile metastaz statiisii incelendiginde bu
iki degisken arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunamamistir (p<0,05). Primer
KRK olgularinin KRK metastaz 6rnekleri ile neredeyse ayni oranda TUBB3 ifadesine sahip
olmasi, metastaz yetenegi bulunmayan Onciil lezyonlarda TUBB3 ifadesinin goriilmesi ve
KRK olgularinda TUBB3 ve metastaz statiisii arasinda anlamli bir iliski bulunamamasi,
KRK’de TUBB3 ifadesi ile metastaz arasinda direkt bir iliski olmayabilecegini
diistindiirmektedir. Yine bu durum TUBB3 pozitif lezyonlarin timor heterojenitesine neden
olarak invaziv bir timor fraksiyonu olusumunda rol oynayabilecegini ve bu fraksiyonun

epitelyal-mezenkimal ge¢isi (EMT) uyarabilecegini diisiindliirmektedir.

Retrospektif olarak degerlendirilen KRK olgularinin alt1 tanesine ait taze tlimoér dokusu da
caligmaya dahil edilmistir. TUBB3 protein diizeyi IHK ile analiz edilen olgulardan elde
edilen sonuglar; olgulara ait taze dokular ile mRNA diizeyinde yapilan analizle teyit
edilmistir. Ayn1 olgularn IHK skorlamalarina gére mRNA diizeylerindeki gorece kiigiik
farkliliklarin ¢alisilan biyomolekiillerden birinin mRNA digerinin protein olmasi ve timor
orneklerinin FFPE doku/taze doku gibi iki farkli sekilde muhafaza edilmesinden kaynakli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica IHK nin taze dokudan elde edilen sonuglarla benzer
paternde sonu¢ vermesi retrospektif calismalarda gen ifadesinin belirlenmesi icin IHK nin

tutarl1 bir yontem oldugunu da gostermektedir.

Calismanin son agamast HCT116 hiicre hatt1 ile yiiriitiilmistir. HCT116 hiicre hattinda
siRNA transfeksiyonu &ncesi TUBB3 ifadesi qRT-PCR, western blot ve THK ile analiz
edilmistir. Calisilan ti¢ teknikte de HCT116 hiicre hattinda TUBB3 ifadesinin varlig1 teyit
edilmistir. TUBB3 ifadesini yiiksek oranda susturabilecek siRNA konsantrasyonunu
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belirlemek i¢in {i¢ farkli siRNA dozu transfekte edilen hiicrelerde, qRT-PCR sonucuna gore
50 nM siRNA transfeksiyonu, gen ifadesini %96 oraninda susturmustur. Bu sonu¢ western
blot yontemi ile protein diizeyinde de teyit edilmistir. TUBB3’iin degisen siRNA
konsantrasyonlar1 ile transfekte edildigi ve gen ifadesinin yiiksek oranda sustugu farkli

calismalar mevcuttur (103, 104).

Taksan grubu kemoterapi ajanlar1 ile yapilan denemelerde KRK olgularinda
antimikrotiibiiler ajanlarin ¢ok az veya hi¢ etki gostermedigi bildirilmis ve ¢alismalar faz
ikiden oteye gidememistir (61-66). Son yillarda birgok solid tiimor ¢esidinde paklitaksel,
dosetaksel gibi taksan grubu antimikrotiibiiler kemoterapi ajanlarina duyarsizligin ytliksek

TUBB3 ifadesi ile iliskili oldugu bildirilmistir (94, 96, 100-104, 110, 111).

Ploussard ve arkadaglari prostat kanseri hiicre hatlarinda TUBB3 geninde susturma ve ifade
artttrimi manipiilasyonlarinin dosetaksel duyarliligina etkisini incelemistir (103). TUBB3
ifadesi LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda vektor yardimiyla arttirilirken 22Rv1 hiicre
hattinda siRNA ile susturulmustur (103). LNCap hiicre hattt ve DU145 hiicre hattindan iki
klon 2 nM-50 nM arasinda degisen dozlarda dosetaksel ile 72 saat inkiibe edilmistir (103).
Kontrol hiicrelerine gore TUBB3 ifadesi arttirilan LNCap hiicrelerinde 1Cso dozunun 6,6 kat
arttig1 ve hiicrelerin dosetaksel duyarliligiin istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gosterdigi tespit edilmistir (103). DU145 hiicre hattinda birisi yiiksek digeri orta derecede
TUBB3 ifade eden iki klonda ise yiiksek oranda TUBB3 ifade eden klonun diger klona ve
kontrol grubuna gore 1Cso dozunun 2 kat arttigi ve istatistiksel olarak anlamli derecede
dosetaksel duyarliliginin diistiigii goriilmistiir (103). 22Rv1 hiicreleri siRNA transfeksiyonu
sonrasi 2,5 nM-20 nM arasinda degisen dozlarda dosetaksel ile 72 saat inkiibe edilmis ve
kontrol hiicrelerine gore TUBB3 siRNA verilen hiicrelerin dosetaksele iki kat daha duyarli
hale geldigi belirtilmistir (103). Ploussard ve arkadaglari bu verilere dayanarak TUBB3
ekspresyonunun prostat kanserinde taksan tabanli kemoterapi ajanlarindan fayda

gorebilecek olgulari belirlemek i¢in molekiiler belirte¢ olabilecegini 6ne siirmektedir (103).

Akasaka ve arkadaslar1 yedi malignant melanoma ve iki neonatal epidermal melanosit
(NHEM) hiicre hatt1 kullanilarak TUBB3’iin primer malignant melanomada taksan
tiirevlerinden cevap alabilecek olgular1 belirleyebilen bir biyobelirte¢ olup olamayacagin

irdelemistir (104). TUBB3 ifadesi kuvvetli olan NHEM ve alti melanosit hiicre hatti ile
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TUBBS3 ifadesi negatif olan bir melanosit hiicre hattina 72 saat paklitaksel muamelesi
sonucunda yogun TUBB3 ifadesine sahip hiicre hatlarinin istatistiksel olarak paklitaksele
diisiik duyarlilikta oldugu ve TUBB3 protein diizeyinin paklitaksel duyarliligi ile negatif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (104). Apoptotik analizler ise TUBB3 pozitif HMV-I1 ve
NHEM-D hiicre hatlarina kiyasla TUBB3 negatif HMV-I hiicre hattinda yiiksek diizeyde
paklitaksel ile uyarilmis apoptotik hiicrelerin varligir gostermistir (104). TUBB3 ifadesi
yiikksek olan HMV-II hiicre hattt TUBB3 ifadesi siRNA araciligiyla %10’un altina
distriildiikten sonra 20-80 nM paklitaksel ile 72 saat muamele edilmis ve hiicre hattinda
paklitaksel duyarliliginin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gosterilmistir (104). Bu
sonuglara dayanarak Akasaka ve arkadaslart TUBB3’tin malignant melanomada taksan
tirevi kemoterapi alabilecek olgularin se¢ilmesinde iyi bir biyobelirte¢ olabilecegini
bildirerek TUBB3 IHK incelemesi ve kemo-duyarlilik testinin bireysellestirilmis kemoterapi

icin faydali bilgiler saglayabilecegini ifade etmistir (104).

Yang ve arkadaslari NSCLC’de taksan/vinorebine tabanli kemoterapi verilecek olgularda
TUBB3’{lin prognostik rolii lizerine 28 bagimsiz ¢alismay1 ve 2401 NSCLC olgusunu igeren
bir meta analiz ¢alismas1 yapmustir (112). Calismada taksan/vinorebine tabanli kemoterapi
alan olgularda TUBB3 ifadesi ile genel sagkalim (OS), hedeflenen cevap orani (ORR),
olaysiz sagkalim (EFS) gibi klinik kemoterapi ¢iktilar1 arasindaki iliski irdelenmistir (112).
Caligmada NSCLC olgularinda diisiik TUBB3 ifadesine kiyasla yiiksek TUBB3 ifadesinin;
diisiik ORR, kisa OS ve kotii EFS ile iliskili oldugu gosterilmis ve TUBB3’iin NSCLC
olgularinda taksan/vinorebine tabanli kemoterapi duyarlilig1 i¢in bir biyobelirteg oldugu
bildirilmistir (112). Yang ve arkadaslar1 bu verilere dayanarak NSCLC olgularinda TUBB3
ifade diizeyinin gelecekte kisisellestirilmis kemoterapi tedavisinde faydali bir biyobelirteg
olabilecegini ifade etmistir (112).

Hwang ve arkadaglari tekrarlayan ve metastatik mide kanserinde taksan+cisplatin
kemoterapisi alan 146 olguda TUBB3iin prognostik ve prediktif roliinii irdelemistir (102).
Calismada; tekrarlayan veya metastatik gastrik kanserde taksan tabanli kemoterapi alan
olgularda yiiksek TUBB3 ifadesinin kisa ilerlemesiz sagkalim siiresi ve diisiik kemoterapi
cevabina egilim ile iligkili oldugu ancak genel sagkalim ile iliskili olmadigini1 ve TUBB3’iin

bu olgular i¢in prediktif 6nemi oldugunu bildirilmistir (102). Yine Lu ve arkadaslar ile
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Urano ve arkadaslar1 da TUBB3’lin gastrik kanserde taksan tabanli kemoterapi alacak

olgular i¢in prediktif biyobelirteg olarak dnemli oldugunu bildirmistir (96, 111).

Tommasi ve arkadaslart meme kanserinde TUBB3’iin paklitaksel tedavisine duyarlilikta rol
oynayan etkenlerden biri oldugunu ve TUBB3 ifadesinin paklitaksel kemoterapisiyle
ilerleme gosterebilecek olgulart bireysellestirebilecegini ifade etmistir (100). Yuan ve
arkadaglar1 da metastatik meme kanseri olgularinda TUBB3’iin survivin geni ile birlikte

dosetaksel tedavisi i¢in prediktif bir indeks oldugunu bildirmistir (101).

Calismamizda KRK’de TUBB3 ifadesinin paklitaksel duyarlilig: ile iliskisini incelemek
amactyla TUBB3 ifadesi HCT116 hiicre hattinda siRNA araciligiyla susturulmustur. Bu
hiicrelere farkli dozlarda paklitaksel muamelesi uygulanmis ve proliferasyonun degisim
paterni incelenmistir. HCT116 hiicrelerinde TUBB3 siRNA transfeksiyonundan 48 saat
sonra proliferasyonun yaklasik %25 oraminda anlamli sekilde diistiigii gorilmiistiir.
Shibazaki ve arkadaslart HEK291 ve HELA hiicrelerinde TUBB3’iin %80-90 oraninda
susturulmasinin hiicre biiyiime hizini diisiirdiigiinii ve normal hiicre biiytimesi icin TUBB3
ifadesinin gerekli oldugunu one siirmiistiir (87). Bu bulgu dikkate alinirsa HCT116
hiicrelerinde proliferasyondaki %25’lik diisiisiin hiicre biiylime hizinin azalmasi neticesinde

ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir.

TUBB3 ifadesi neredeyse tamamen susan HCT116 hiicreleri 2,5 nM ve 50 nM arasinda
degisen bes farkli paklitaksel konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda 2,5 nM paklitaksel uygulanan hiicrelerde proliferasyonun kontrol hiicrelere gore
%38,2 oraninda, 10 nM paklitaksel uygulanan hiicrelerde ise %54 oraninda anlamli sekilde
distiigii belirlenmistir. 20 nM paklitakselin ise her ii¢ hiicre grubunu da neredeyse aym
derecede etkiledigi bu etkinin 50 nM paklitakselde de devam ettigi ve canli hiicre oraninin
%S35,9’a dustiigii goriilmistiir. Bu durum paklitakselin 20 nM konsantrasyonda hiicrede
sitotoksik etki yaptigin1 ve TUBB3 siRNA’sinin etkisini kaybettigini gostermektedir. 50 nM
paklitaksel uygulamasinda ise hiicre gruplarinin sagkalim diizeyi sifira yaklasmistir.
Paklitaksel inkiibasyonundan elde edilen bu verilere géore TUBB3 siRNA ile 5 nM
paklitaksel kombinasyonu etkisiz doz, 2,5 nM ve 10 nM paklitaksel kombinasyonu terapdtik
doz, 20 nM paklitaksel kombinasyonu sitotoksik doz ve 50 nM paklitaksel kombinasyonu

letal doz olarak nitelendirilebilir.
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Kontrol hiicrelerine gére TUBB3 ifadesinin susturuldugu hiicrelerde paklitaksel ICso dozu
1,76 kat diigmiistiir. Bu veriler TUBB3 ifadesi olmayan hiicrelerin diisiik konsantrasyondaki
paklitaksele kars1 daha duyarli oldugunu gostermektedir. Bu sonug istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur. HCT116 hiicrelerinde TUBB3 ifadesi ile paklitaksel duyarlilig:
iligkilidir. Bu baglamda TUBB3 ifadesi olmayan KRK olgularinda paklitakselin diisiik

dozlarda etkili olabilecegi ve tiimor proliferasyonunu diisilirebilecegi ongdriilmektedir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar; TUBB3 ifadesinin diger kanserlerde oldugu gibi
KRK’de de taksan tiirevi kemoterapi ajanlarina duyarlilik ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Solid tiimor gesitlerinden elde edilen bu sonuglara gére; TUBB3 taksan
tirevi kemoterapilerden fayda gorebilecek olgularin  belirlenmesini  ve  timor
heterojenliginden dolay1 giderek ©nem kazanan bireysellestirilmis tip tedavilerinin

yonlendirilmesini saglayan bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.

KRK odaginda yiiriitiillen bu ¢alismada hastalarin %38’inde TUBB3 ifadesinin negatif
oldugu goriilmiistiir. Bu oran KRK’de taksan tiirevi kemoterapi ajanlarinin uygulanabilecegi
hedef kitleyi ifade etmektedir. TUBB3 ifadesi gostermeyen KRK olgular
immiinohistokimyasal boyama gibi rutinde kullanilan ucuz ve kolay bir yontem ile
belirlenebilir. TUBB3 negatif bu olgularin tedavisinde diisik dozlarda taksan tiirevi

kemoterapoétik ajanlarin kullanimi daha ileri ¢aligmalar ile degerlendirilebilir.
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6.2. SONUC

Neoplastik olmayan kolon mukozasinda TUBB3 ifadesi negatiftir. Neoplastik karakterli
KRK 6nciil lezyonlarinin ve kolorektal tiimorlerin biiylik bir kisminda ise TUBB3 ifadesi
goriilmektedir. Bu sonuglar kolorektal tiimorlerin karsinogenez siirecinin basindan itibaren

TUBB3’1i ifade edebildigini gdstermektedir.

KRK onciil lezyonlarmin biiyiikk bir kisminda TUBB3 ifadesinin goriilmesi ve KRK
olgularinda metastaz ile TUBB3 arasinda anlamli bir iliski bulunamamasi, TUBB3 ifadesi

ile metastaz arasinda direkt bir iligki olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

Adenomatdz lezyonlarda ve pMMR kolorektal kanserlerde TUBB3 ifadesinin anlamli
olmasi adenom karsinom yolaginda TUBB3’iin yer aldig1 bir mekanizmanin olabilecegini

isaret etmektedir.

Calismamizda incelenen KRK 6rnekleminin bir kisminda TUBB3 ifadesi pozitif iken bir
kisminda negatiftir. TUBB3 ifadesi dikkate alindiginda KRK' evreninde olgulari klinik
acidan TUBB3 pozitif ve TUBB3 negatif olarak iki ana gruba ayirmanin miimkiin

olabilecegi diisliniilmektedir.

TUBB3 ifadesi susturulan HCT116 hiicrelerinde, paklitaksel sitotoksik olmayan dozda
uygulandiginda kontrol hiicrelerine gore sagkalim anlamli bir sekilde azalmistir. Bu durum
TUBB3 ifadesinin HCT116 hiicre hattinda paklitaksel duyarliligini direkt olarak etkiledigini
gostermektedir. Calismamizdan elde edilen verilere géore TUBB3 negatif KRK olgulari
taksan grubu kematerapi ajanlarma duyarli olabileceginden diisiik dozlarda tedavi bu

olgularda degerlendirilebilir.

Bu sonuglar dikkate alindiginda gelecekte KRK hiicre hatlarinda ve/veya primer doku
kiiltiirlerinde TUBB3 ifadesinin arttirilmasi ve susturulmasini igeren gen maniiplasyonu
calismalarinin, zenograft model ¢aligmalarinin ve KRK olgularinda paklitaksel faz III
caligmalarinin yapilmast TUBB3’lin invazyon ve bireysellestirilmis tedavide alabilecegi

roller hakkinda daha net bilgiler elde etmede faydali olacaktir.
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EKLER

Calisma icin alinan etik izin belgesi, canlilik tayini ham absorbans ol¢limleri, qRT-PCR
deneylerine ait Tm ve amplifikasyon egrileri ekte gdsterilmistir. Ayrica kullanilan hiicre

hattinin 6zellikleri ve kullanilan mevcut makine techizat listesi ekte verilmistir.

Ek 1: Calisma icin Ahnan Etik izin Belgesi

T.C.
HACETTEPE UNIiVERSITESI

Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayi : 16969557 — 2-2-
Konu : ARASTIRMA PROJESI DEGERLENDIRME RAPORU

Toplant1 Tarihi : 07 SUBAT 2017 SALI

Toplant1 No :2017/04
Proje No : GO 16/720 (Degerlendirme Tarihi: 24.11.2016)
Karar No : GO 16/720- 03

Universitemiz Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali §gretim iiyelerinden Dog. Dr. Aytekin
AKYOL’ un sorumlu aragtirmact oldugu ve Blm. Uzm. Sidika OZTOP’ un doktora tezi olan,
GO 16/720 kayit numaraly, “Kolorektal Kanserlerde Yeni Biyobelirteclerin Tanimlanmast”
bashkli proje dnerisi aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak

incelenmis olup, etik agidan uygun bulupmustur.
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Ek 2: Kullanilan Hiicre Hattinin Ozellikleri

HCT116 (DSMZ)

Cell line: HCT116

DSMZ no.: ACC 581

Species: human (Homo sapiens)

Cell type: colon carcinoma

Origin: established from the primary colon carcinoma of an adult man; cells

were described in the literature to carry a RAS mutation in codon 13

and to be tumorgenic in nude mice

Reference(s): Brattain, M. G., Brattain, D. E., Sarrif, A. M., McRae, L. J., Fine, W,
D., Hawkins, J. G. (1982). Enhancement of growth of human colon
tumor cell lines by feeder layers of murine fibroblasts. Journal of the
National Cancer Institute 69 (4): 767-771.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6956756

Biosafety level: 1
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Ek 3: Kullanilan Makine-Techizat Listesi

Kullamilan Makine — Techizat Listesi

Adi/Modeli

Kullamim Amaci

Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi, Protein
Simple marka FluorChem FC3 model

Agaroz jel ve western blot membranlarinin goriintiilenmesinde
kullanilmugtir.

Spektrofotometre, Nanodrop ND-2000
Spektrofotometre

DNA ve RNA Kalite-kontrol tayini i¢in kullanilmgtir.

Masaiistii Sogutmali Santrifiij, HETTICH
Marka ROTINA 380 R Model Masaiistii
Sogutmal1 Santrifiij

RNA ve protein izolasyonu i¢in kullanilmstir.

Class Il Mikrobiyolojik Emniyet Kabini
("Laminar Flow"), BIOBASE BSC-1300 II
A2-X model

Hiicre kiiltiirti ¢aligmalari i¢in kullanilmustir.

PCR (Thermal cycler) Cihazi, Bioer GenePro
thermal cycler with B-96G (gradient)

PCR c¢aligmalari i¢in kullanilmustir.

Mini Western Blot Seti, BioRad Mini
PROTEAN Tetra Cell

Western blot i¢in kullanilmigtir.

Otomatik Pipet Seti ve Pipetleme Yardimcisi,
Gilson Pipetman neo

Tiim deneylerde 6lgiilii 6rnek aktarimi igin kullanilmigtir.

Isiticili Manyetik Karistiric, Finetech SHPM-
10 model

[HK ve tampon hazirlamak icin kullanilmstir.

Masa Tipi PH Metre, Hanna HI 221 PH metre

Tamponlarin hazirlanmasinda kullanilmastir.

Karbondioksitli inkiibator, VISION BIONEX
Marka VS 9000 Model Karbondioksitli
Inkiibator

Hiicre kiiltiirti i¢in kullanilmigtir.

Goriintiileme Sistemli Stereo Zoom
Mikroskop, Leica S6D

Hiicre kiiltlirtinde hiicreleri goriintiilemek i¢in kullanilmustir.

Cekerocak, Uniterm Marka

[HK ¢alismalarinda kullanilmustir.

Hassas Terazi, Kern ABS 220-4M

Kat1 kimyasallarin tartilmasinda kullanilmustir.

Su banyosu, JSR JSWB-11T

Hiicre kiiltiiri ve RNA izolasyonu igin kullanilmistir.

Etiiv (Inkiibatdr), JSR JSGI-30T inkiibatér

[HK i¢in kullanilmistir.

Kaba Terazi, Kern PLE 3100-2N

Kati malzemelerin tartilmasinda kullanilmigtir.

Yatay Elektroforez Sistemleri, Scie-Plas VG-
SYS Yatay Elektroforez sistemleri

Agaroz Elektroforezi i¢in kullanilmustir.

Vakum Pompasi, ROCKER 300 Vacuum
Pump

Hiicre kiiltiiriinde aspirasyon igin kullanilmustir.

Spectrafuge cihazi, Labnet-C1301-230V

Orneklerin kisa siire santrifiijlenmesinde kullanilmustir.

Masaiistii santrifiij, Orto Alresa Microcen 22

DNA izolasyonu ve hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmusgtir.

Is1 blogu, BIOSAN- TDB-120 Dry block
thermostat

Western blot i¢in kullanilmigtir.

gRT-PCR, Agilent Stratagene Mx3005P

gRT-PCR i¢in kullanilmustir.

Gii¢ kaynag1, BIO-RAD PowerPac Basic

Elektroforez ve western blot i¢in gii¢ kaynagi olarak kullanilmistir.

Vorteks, DRAGONLAB MX-F

Cesitli malzemelerin vortekslenmesinde kullanilmugtir.

Yatay calkalayici, Grant-bio Mini-Rocker
Shaker, PMR-30

Western blot igin kullanilmigtir.

S1 aritma sistemi, MILLIPORE Water
Purification System, ZRQSVP030

ddH:20 elde etmek i¢in kullanilmugtir.

96 kuyulu plaka okuyucu, SpectraMax Plus
384 Microplate Reader

Hiicre kiiltiirii igin kullan1ilmistir. Bu 6lgiim Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji anabilim dali1 laboratuvarinda
yapilmustir.
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Doku takibi cihazi, Thermo Scientific
Excelsior ES Tissue Processor

Doku takibi i¢in kullanilmistir. Bu islem Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi T1ibbi Patoloji anabilim dali laboratuvarinda yapilmustir.

Otomatize IHK cihazi, Leica Bond Max Fully
automated IHC & ISH Stainer

Otomatize sistemde [HK igin kullamlmistir. Bu islem Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji anabilim dalt
laboratuvarinda yapilmustir.

Manuel doku mikrodizin cihazi, Advanced
Tissue Arrayer (ATA100), CTR Scientific

Doku mikrodizini yapilirken kullanilmugtir.

Manuel doku mikrodizin araci, UNITMA
Recipient Block Mold Kit (Quick Mold)

Doku mikrodizini yapilirken kullanilmistir.
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Ek 5: gRT-PCR Analizlerine Ait Tm ve Amplifikasyon Egrileri

Transfeksiyon oncesi HCT116 hiicreleri ile yapilan qRT-PCR analizi Tm ve Amplifikasyon

egrileri

Transfeksiyon 6ncesi HCT116 hiicreleri ile yapilan qRT-PCR analizi Tm ve Amplifikasyon

egrileri
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