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URG-4/URGCP'nin, kolon kanseri hiicreleri ve dokularinda yapilmis herhangi bir ¢alisma
mevcut degildir.

Bu amagla ¢alismalarimizda 15 adet taze kolon kanserli ve normal kolon dokularindan RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Hem URG-4/URGCP geninin hem de metastatik marker
genlerin ifadesi MRNA diizeyinde gRT-PCR metodu ile arastirilmistir. Hiicre ¢alismalarinda
ise kolon kanseri hiicreleri (HT-29) kullanilmistir. ilk olarak, URG-4/URGCP geninin ifadesi,
ShRNA vektor uygulama ¢alismalariyla kolon kanseri hiicrelerinde susturulmustur. mMRNA ve
protein dizeyinde genin susturuldugu dogrulanmistir. Susturulmus ve normal kolon kanseri
hiicrelerinde koloni formasyon ve yaralanma deneyleri gergeklestirilmistir. Ayni1 zamanda
proliferatif kabiliyetinin belirlenmesi amaciyla MTT deneyleri yapilmistir. URG-4/URGCP
geni susturulmus olan ve normal kolon kanseri hiicreleri kullanilarak, URG-4/URGCP
geninin metastatik ve proliferatif marker genlerle (osteopontin, vimentin, E-kaderin, twist,
p27 ve siklinD1) iliskisi analiz edilmistir. Bu analiz mRNA (qPCR) ve protein
seviyesindewestern blotlama yéntemi ile yapilmistir.

Calismalarimiz sonucunda URG-4/URGCP geninin tumorli dokularda normal dokulara
kiyasla ifadesinin arttigi, diger genler igin ise kisisel gen farkliliklarin olmakla beraber genel
olarak vimentin, E-kaderin, twist gen ifadelerinde artis, osteopondin ifadesinde ise azalis
gozlemlenmistir. URG-4/URGCP geninin susturulmasi hiicrenin koloni formasyon olusturma
kabiliyetini azalttig1, proliferasyon ve metastatik kabiliyetini etkilemedigi bulunmustur.
Metastatik marker primerler olan vimentin, E-kaderin, twist ifadelerinde azalis
gozlemlenmistir. p27 ve siklinD1 gen ifadeleri de azalis géstermistir.

ANAHTAR KELIMELER: URG-4/URGCP, kolon karsinoma, metastaz
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ABSTRACT

THE RELATIONSHIP OF URG-4/URGCP GENE WITH PROLIFERATIV AND
METASTATIC GENES IN COLON CARCINOMA TISSUES AND CELLS
MSC THESIS
TUNZALA ABDUSALAMOVA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR:PROF. DR. FERAY KOCKAR)
(CO-SUPERVISOR: DR. ESRA TOKAY)
BALIKESIR, JANUARY - 2022

There are no studies of URG-4/URGCP in colon cancer cells and tissues.

For this purpose, RNA was isolated from 15 fresh colon cancer and normal colon tissues in
our studies. Expression of both URG-4/URGCP gene and metastatic marker genes were
investigated at the mMRNA level by qRT-PCR method. Colon cancer cells (HT-29) were used
in cell studies.First, expression of the URG-4/URGCP gene was silenced in colon cancer cells
by shRNA vector application studies.Gene silencing was confirmed at the mRNA and protein
level. Colony formation and injury assays were performed on silenced and normal colon
cancer cells. At the same time, MTT experiments were carried out to determine its
proliferative ability.The association of the URG-4/URGCP gene with metastatic and
proliferative marker genes (osteopontin, vimentin, E-caderin, twist, p27, and cyclin D1) was
analyzed using URG-4/URGCP gene silenced and normal colon cancer cells. This analysis
was performed by mRNA (qPCR) and protein level dewestern blotting.

As a result of our studies, an increase in the expression of the URG-4/URGCP gene in tumor
tissues compared to normal tissues, and an increase in vimentin, E-cadherin, twist gene
expressions and a decrease in osteopondin expression were observed in general, although
there are individual gene differences for other genes. It was found that silencing the URG-
4/URGCP gene reduces the cell's ability to form colonies, but does not affect its proliferation
and metastatic ability. A decrease was observed in the expression of metastatic marker
primers vimentin, E-cadherin, twist. p27 and cyclin D1 gene expressions also decreased.

KEYWORDS:URG-4/URGCP, Colon carcinoma, metastatic, HT-29
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1. GIRIS

1.1 Kolorektal Kanser

Kanser, sadece genetik mutasyonlarin olusumuna bagl olmayan kompleks bir siiregtir. Baz1
genlerin (proto-onkogen ve ya timor siipresor gen) mutasyona ugramasi sonucunda hiicre
kanserlesebilir ve genomik instabilite gelisir. Kolon kanseri buna en iyi 0Ornektir.

Onkogenezin, genetik agidan multistep (¢ok asamali) bir siire¢ oldugunu séyleyebiliriz [1].

APC (Adenomat6z Polipozis Koli) geni mutasyon hiicre boliinmesinin kontroliinii saglar. Bu
gen cesitli ailesel kanserlerde inaktivdir. MLH1 (Mut L homologu-1), MSH2 (Mut S
homologu-2), MSH6 (Mut S homologu-6), PMS2 (mayotik sonrasi segregasyon-2) genleri ise

sporadik tumarlerde inaktive olan tumaor stipresor genleridir [1].

Normal bir dokunun kanserlesebilmesi i¢in hiicrenin 6 temel 6zellige sahip olmasi gerekir. Bu
Ozelliklere; otokrin uyarim, biiyiimeyi engelleyen sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagis,
strekli bollinme potansiyeli, anjiyogenez kabiliyeti, invazyon ve metastaz olarak siralanir [2].
Tumor mikrogevresi proliferasyon, EMT (epitelyal-mezensimal gegis), anjiyogenez, apoptoz

ve metastaz gibi 6zellikler gosterebilir [3].

KRK (Kolorektal Karsinom)’larin yaklasik %47’sinde ise CIN (Chromosomal instaiblity)
etkili olmaktadir. CIN kromozomlarda biyik ya da kii¢iik pargalarin kazanimi veya kaybina
neden olur. CIN yolaginda, APC, P53 (protein 53), SMAD2 (small mothers against
decapentaplegic-2), SMAD4 (small mothers against decapentaplegic-4), DCC (Deleted In
Colorectal Carcinoma) gibi TSG (tumér slpressor genler) ve onkogenler (KRAS ve B-

katenin) rol oynamaktadir [4].

KRK'larin yaklagik %40’inda epigenetik dengesizlikler rol oynamaktadir. Bu zaman DNA
dizisinin 5’ucunda yer alan CpG ile zengin bdlgelerin hipermetilasyonu tiimor siipressor

genlerin (hMLH1, P16INK4A, MGMT, ER, APC, COX2) sesizlesmesine sebep olur [4].

KRK normal epitel hiicresinin APC geninin her iki allelinin kayb1 ve ya inaktivasyonu erken
adenom olusumuna sebep olur. Hiicrelerin 12p (KRAS), 18q (DCC-Smad), 17p (p53)
kromozom bdlgelerinde olusan mutasyonlar kolon kanserine sebep olacak malignant

transformasyona yol acar [5].



KRK’larin %80'de APC inaktivasyonu gerceklesir. Mutasyon ve delesyonlar ile kisalmis APC
proteini iiretilir. APC geni Wnt/B-katenin sinyal yolaginda etkin bir molekiil olan B-katenin
diizeyini kontrol ediyor. 5921-22°de yerlesimli bir timor stpresor gendir. APC hiicre-hiicre
adezyonunda B-katenin’in degradasyonuna yol acar. B-katenin ve nukleus proteinlerinin
birikimi ile hiicre ¢ogalmasinda artis gézlemlenir. Bu da azalmis apoptozla sonuglanir. -

katenin, hiicre disindan gelen sinyallerin hiicre i¢ine iletilmesini saglar [6].

APC’de mutasyon olusursa adezyonda degisikliklere sebep olur. Hiicreler arasi adezyonda
etkin transmembran proteini E-kaderindir. E-kaderinin sitoplazmik boliimii ile B-kateninin

olusturdugu kompleks alfa-katenine ve aktine baglanarak adezyon olusumunda rol oynar [6].

KRK’lerin %75'inde kromozomun 17p’inde yerlesen p53 geninin delesyonuna
rastlanmaktadir. p53 geninin kaybi1 hasarli hiicrenin apoptozdan kacgis sebebidir. p53 geni
hiicre siklusunda G1-S fazlarinda hiicrenin DNA hasarlanmalarina karsi korunmasini saglayan
bir kontrol noktasi proteinidir. Bu gen hiicrenin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda gorev alir.
p53'lin inaktivasyonu kolorektal karsinogenezin ge¢ donemlerinde olusanadenomun

karsinoma doniisiimiinii yonetir [6].

1.2 Kolorektal Kanser Metastaz1 ve Molekiiler Genetik Temeli Epitelyal-Mezensimal
Gecis Kavramlan

Metastatik kaskad bir cok basamagi igerir: primer tiimor odagindan kagis, bdlgesel stromaya
penetrasyon, intravazasyon, reseptor ekspresyonu, immun hicrelerden kagis, endotelle
etkilesime ge¢cme ve adezyon, ekstravazasyon, Koloniler olusturma ve blylme. Kanser
hiicresinin bu basamaklarda epitelyal ve mezenkimal fenotipleri arasindaki doniistimler
mevcuttur. EMT invazyon ve metastazin gelisiminde anahtar rolii oynar. Epitelyal
hiicrelergesitli molekiiler baglantilar ile birarada tutulur. Epitelyal hiicreler mezenkimal
karakter kazanarak invaziv 6zellik kazanir ve apoptoza direng gelistirir. MET (mezenkimal-
epitelyal transizyon) EMT surecinin biyokimyasal ve morfolojik olarak tersi olarak
tanimlanir. MET tiim0r hiicrelerinin primer odaktan ayrilip, uzak yere metastaz yapmasindan

sonrast (teorik olarak ekstravazasyondan sonra) siire¢ olarak belirlenmistir [8].



1.3 Kolorektal Kanserde EMT Surecinin Transkripsiyonel Dizenlenmesi

EMT, KRK metastazinda olduk¢a 6nemlidir. E-kaderinin azalan ekspresyonu ve vimentinin
artan ekspresyonu zayif tiimér diferansiyasyonu ve kétii prognoz ile iliskilendirilmistir. Ug
grup transkripsiyon diizenleyici EMT mekanizmasmi diizenler. Ik grup Snail ¢inko parmak
ailesidir. Bu grubun iki iiyesi (SNAI1 ve SNAI2) bulunmaktadir. Ikinci grupa ZEB ailesi
dahildir. Bu grubun da iki tiyesi (ZEB1 ve ZEB2) mevcuttur. Ugiincii grupa ise bHLH ailesi
dahildir. Bu grupun ise TWIST1, TWIST2 ve E12/E47 isimli U¢ uUyesi var. KRK
hastalarindan elde edilen rezeksiyon dokularinda TWIST1'in kuvvetli ekspresyonu
gozlenmistir. E-kaderin ekspresyonunun azalmasi SLUG1, ZEB1, ZEB2 artis1 ile koreledir.

TWIST1'in ekspresyonu lenf nodu invazyonu ve kotii sonugla iligkilendirilmistir [9].

1.4 Kolorektal Kanserin EMT Siireci ile Tliskili Sinyal Yolaklan

Tumdr mikrogevresinden gelen bir dizi ekstraseliiler sinyale yanit olarak kanser hiicreleri
EMT siirecine girer. KRK’nin da dahil oldugu birgok kanserde TGF-beta, Wnt ve biylime
faktor reseptorlerinin dahil oldugu sinyal yolaklar1 invazyon ve metastazda oldukga aktiftir.
KRK’da TGF beta/Smad sinyal yolagi EMT’nin gelisiminde olduk¢a onemlidir. TGF-beta
ligandlari, reseptorlerin dimerizasyonu ile Smad’in fosforillenmesini yonetir. Bu zaman aktiv
hale gecen Smad-2 ve Smad-3, nlkleusta Smad4 ile birlikte lokalize olur. KRK
metastazlarmin %30’unda Smad-4’iin kaybi saptanmistir. E-kaderinin ekspresyon kaybi ile

artan B-katenin ekspresyonu korele bulunmustur [10].

Ayrica Smad-4’tin kayb1 STAT3 aktivasyonu ile sonuglanir. Smad4 EMT’de dogrudan
etkilidir ve ZEB1 ekspresyonunu arttirararak KRK progresyonunda rol alir. Smad-4'Uin kayb1
KRK hastalarinda, metastazin ongdriilmesi agisindan umut vadeden bir belirteg olarak
gordlmistir. Smad-4’tin kaybt EMT’yi indiikler, Rho ve ROCK’mn aktiflenmesini saglar.
KRK progresyonu ve EMT i¢in Wnt sinyal mekanizmasi 6nemlidir. Bu yolagin
aktiflenmesini APC ve f-catenin mutasyonlar1 saglar. Wnt'nin DKK1 (dickkopf-1) inhibit6ri

araciligi ile EMT yi inhibe ederek KRK’nin ilerlemesini durdurdugu goézlemlenmistir [9].

KRK’de RAS/ERK1/2 yolagmin EMT’yi destekledigine dair sonuglar bulunmustur. Artan
RAS ekspresyonu, histon modifikasyonlar1 ile SiklinD1 ve E-kaderinin diizenlenmesini
saglamistir. RAS yolagi Slug'h diizenler ve mutant RASile EMT’ye giden KRK’lerde yeni bir
hedef haline gelebilir. BRAF ve RAS onkogenleri, hiicre migrasyonu ve invazyonunu ydneten

Rho GTPaz’lar1 diizenlemislerdir. MEK1 aktivasyonu bagirsak kdkenli epitelyal hiicrelerde
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EMT’yi indiiklemektedir. AKT sinyal yolagi SNAIl ve SLUG gibi EMT ile iliskili
transkripsiyon faktorlerinin ifade olmasindan sorumludur. Bu yolak EMT ve anjiyogenezi
dizenler. Metastaz iligkili fosfataz olan PRL-3 EMT’yi indiikler. AKT aktif hale gelir ve
PTEN baskilanir. PI3K/AKT alt yolaginda bulunan mTOR1 ve mTOR2'de Rho A ve Rac-1
araciligiyla KRK’da EMT, motilite ve metastaz induklenir [9].

1.5 URG-4/URGCP Geni
URG-4/URGCP, bir trans-aktivator olarak transkripsiyonu tesvik eden ve hiicre
proliferasyonunu arttirict olarak adlandirilan hepatit B viriisii X proteininin (HBx) varliginda

cok agsamali hepatokarsinogeneze dnemli 6lgiide katkida bulundugu varsayilan bir onkogendir

[7]1.

HBV (Hepatit B virlis) ile enfekte karaciger ve hepatoseliiler karsinom vakalarinda
URG4/URGCP'nin protein ekspresyonu yiksek, HBV ile enfekte olmayan Kkaraciger
dokularinda ¢ok az URG4/URGCP'nin protein ekspresyonu saptanmustir. Hepatosellller
karsinom olgularinda URG4/URGCP ve HBXAQ'nin protein ekspresyonu arasindaki iliski de
gosterilmistir [10].

RNA
polimeraz Il
UV-induced Apf)ptotik
DNA DNA surecte
binding (re5|s.tance
protein anti-fas
killing)
HBXxAG
P53 ve p55
Act trans negatif
factor2 biiyime
faktorleri
TATA
binding
protein

Sekil 1.1: HBxAG proteinin diger protein transkripsiyon faktorleri ile iliskisi



URG-4/URGCP geninin insanlarda 3 tane varyanti bulunmaktadir. Varyant 1 mRNAs1 3609
be, varyant 2 mRNA's1 3851 bg, varyant 3 mRNA's1 3636 bg uzunlugunda olup her tgl de
yaklagik 104 kDa agrrhiginda mitokondriyal protein sentezlemektedir. URG-4/URGCP
geninin farelerde (Mus muculus) iki varyanti bulunmustur. Varyantlar sirasiyla 5115 bp ve
5531 bp mRNA uzunluguna sahiptirler. Bunun yanisira varyant 3'in (931 aminoasit) diger
varyantlarla karsilastirildiginda en biiyiik proteini kodladigi tespit edilmistir [8].

URG4/URGCP geni 7p13 uzerinde 3.607 kb mRNA’a sahip onkogendir. Sitoplazmada 922
amino asit iceren protein sentezler [8] (Sekil 1.2).

Kromozom 7 - NC_000007.14

[ 43758122 [ 44019154 pr
LOcin2y24ade HRPE24 TUB&LP SPIVEL
ELURA URGCP-HRPE24 POLR234
URGEF‘_

LOCL0 7936741
UBE2D4

Sekil 1.2: URG-4/URGCP geninin kromozom 7 iizerindeki ifade olus yonii ve konumu
URG-4/URGCP promoter dizisi, ilk 300 bp'de % 80 yiizdeyle son derece yiiksek GC igerigine
sahiptir [10] (Sekil 1.1).

URG-4/URGCPasir1 ekspresyonu sadece in vitro HCC'nin biyimesini ve hayatta kalmasini,

ayni zamanda in vivo HCC gelisimini de hizlandirir [11].

URG-4/URGCP tiimér hiicrelerinin biiylimesini, proliferasyonu, invazyonu ve metastazi

tesvik, apoptozu ise inhibe eder [7].

g-PCR analizi sonucunda URG-4/URGCP geninin en az DU145 (Insan Prostat kanseri Hiicre
Hatt1) hiicre hatt1 ve en fazla ise MCF-7 (Insan Mide Kanseri Hiicre hatt1) hiicre hatlarinda

ekspre oldugu tespit edilmistir [10].

1.6 URG-4/URGCP geninin diger kanser tiirleri ile iliskisi

URG-4/URGCP geni, hepatoselliiler kanser, yumurtalik kanseri, mide kanseri, mesane
kanseri, glioblastoma, meme karsinomu, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, mediiller
tiroid kanseri, nazofarengeal kanser, noroblastoma, prostat kanseri ve I6semi dahil bircok

tumordin ilerlemesine katkida bulunur [9].



Dodurga ve grubu, tiroid hucrelerindeki ferulik asidin ve néroblastoma hiicrelerindeki
temozolomidin URG-4/URGCP ekspresyonunda 6nemli bir azalmaya ve dolayisiyla apoptoza
neden oldugu gosterilmistir [10]

Ayni ¢alismadan elden edilen bir bagka sonuca gore, HCC'de HBxAg, IGF-1 (insulinbenzeri
biyume faktord-1) ve IGF-2 (insulin benzeri bliylime faktOri-2) reseptoriinun ekspresyonunu

artirir. Bu da HBxAg'nin hiicre biiyilimesini artiran etkiye sahip oldugunu gosterir [12].

URG-4/URGCP, MAPK, PI3K, Akt ve NF-kappa B yollar1 araciligiyla hiicre
proliferasyonunu destekleyrek kotii huylu tiimoérlerin biyolojik islevini diizenlemede 6nemli

bir rol oynar [7].

Xie ve arkadaslari URG4/URGCP'nin test edilen tum HCC hiicre dizilerinde fazla
sentezlendigini bulmuslardir. URG4/URGCP'nin susturulmasi sonucunda, QGY-7703 ve
Hep3B hiicrelerinde VEGFC'min anjiyojenik kapasitesini ve ekspresyonunu da azalttigi

gosterilmistir [13].

URG4/URGCP'in insan mide kanseri hiicre hatlarinda asir1 ifade oldugu ve tedavide Umit
verici bir terapotik hedef oldugu tespit edilmistir. Bu hiicrelerde URG4/URGCP'nin asir1
ekspresyonu hiicre proliferasyonunu destekledigi belirlenmistir. Bu etkiyi Akt/FOXO3a sinyal
yolunu kullanarak gergeklestirdigi gosterilmistir. URG4/URGCP asir1 ifade oldugunda,
siklinD1'in ifadesi artmistir. Ayn1 zamanda, URG4/URGCP’nin susturuldugu hepatoselliiler

karsinom hticrelerinde siklinD1'in mRNA ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir [13].

Epitelyal yumurtalik kanserinde URG4/URGCP'nin onkojenik potansiyelinin timadr blyimesi

ve zayif sagkalim ile korele oldugu bulunmustur [15].

Yapilan baska bir ¢alismada, URG-4/-URGCP'nin susturulmasinin, NF-kB ekspresyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. NF-xB anti-apoptotik transkripsiyon faktoradir [11].

NF-xB yolu, HCC'deki URG4/URGCP'nin pro-anjiyojenik etkisinin temelini olusturabilir.
NF-kB hedef genleri olan TNF-a, IL-6, IL-8 ve MYC, URG4/URGCP genini asir1 ifade eden
hiicrelerde ekpsresyonlar1 artmistir. URG4/URGCP'nin susturulmus HCC hiicrelerinde ise
ifadelerinin azaldig: tespit edilmistir. URG4/URGCP'nin asir1 ekspresyonunun fosforile IKK
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ve fosforile IxBa seviyelerini arttirdigini, ancak IKK veya IkBa'nin toplam protein seviyesini

onemli Olcilide degistirmedigini gdstermistir [13].

Yapilan bir bagka ¢alismada mesane kanseri hiicrelerinin qRT-PCR analizi, URG4/URGCP
geninin ekspresyonunun artmasi ile CCND1, Bcl-2, MMP-9 ve VEGF dahil olmak (izere NF-
kB hedefli genlerin ifadesinin arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica URG-4/URGCP'nin

susturulmasinin mesane kanserinde bu genlerin ifadesini azalttig1 goriilmiistiir [11].

Ek olarak, URG-4/URGCP'nin Bcl-2, Bcl-xL (anti-apoptotik faktor) ekspresyonunu tesvik,
p53 ve kaspazlarin (Caspase-3 ve Cleaved-Caspase-3) (pro-apoptotik faktor) ekspresyonunu
inhibe ettigini gormiisler. Yapilmis olan bu ¢alismadan ¢ikan sonu¢: URG-4/ URGCP'nin
hedef genlerinin apoptoz icin kritik olan NF-kB yolunu aktiv ederek cisplatin kaynakli

apoptozu tesvik ettigidir [11].

Yapilan bir ¢alismadaki lusiferaz raportér tahlilleri sonucunda URG4/URGCP'yi asiri
eksprese eden HCC hiicrelerinde VEGFC’nin 6nemli Olgiide yukar1 regiile edildigini
gormiigler. VEGFC, TNF, IL-6, IL-8 ve MYC NF-kB yolagmin asagi akis genleridir.
URG#4’lin asir1 ekspresyonu, bu genleri de yukar1 regiile eder [13].

SP1, SP/KLF ailesine ait bir ¢cinko parmak transkripsiyon faktoriidir. Genlerin GC agisindan
zengin promoter bolgesine Ozel olarak baglanir. Yapilmis olan bu calismada da URG-
4/URGCP'in promotrunde bircok GC kutusunun varligindan dolayr SP1 transkripsiyon

faktori baglanma bolgelerine odaklanmuslar.

Ayrica SP1, p16, p53 ve p21'i kodlayan tiimor baskilayict genlerin temel bir dizenleyicisidir.
Transkripsiyon faktorlerinin gen promoterlerindeki spesifik DNA bodlgesine baglanmasi,

transkripsiyonel aktivasyon veya baskilamaya dogru anahtar bir adimdir [10].

Yapilmig olan ¢aliymada elde edilen transkripsiyon analizi, SP1 transkripsiyon faktorinin
(TF), URG-4/URGCP geninin promoter aktivitesini arttirdigini gostermisler [10].

Yapilan bir baska ¢alismada URG-4/URGCP'nin invazif meme karsinomunda Akt sinyal
yollarin1 aktive ettigi, hiicre donglisii inhibitorleri p27 ve p21'i inhibe ettigini ve NF-kB

aktivasyonu ile anjiyogenezi kolaylastirdigini gostermisler.
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Invazif meme karsinomunda URG-4/URGCP'nin mRNA ekspresyonu molekiiler olarak ve
URG-4/URGCP'nin protein ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Bu
caligmadan elde ettikleri sonuca gore tiimor dokularinda URG-4/URGCPgeninin mRNA
ekspresyon seviyeleri, kontrol gégiis dokularina kiyasla daha ytiksekti [14].

Calismada yapilan immiinohistokimyasal bir degerlendirme sonucuna gore, URG-4/
URGCP'in normal gégiis dokularinda ve memenin diisiik dereceli (derece | ve Il) duktal
karsinomlarmda gii¢lii bir sekilde, ancak yiiksek dereceli (derece IlIlI) duktal meme

karsinomlarinda zayif bir sekilde ifade edildigine kanaat gosterilmistir.

Ayrica  URG-4/URGCP'nin ekspresyonunun Ki 67 proliferatif indeksine Nottingham
prognostik indeksi ile negatif korelasyonlu oldugunu bulmuslar [14].

NF-kB ve AP-1, MMP-9 ekspresyonu igin iki ana transkripsiyon faktoridir. Bu nedenle,
URG-4/URGCP'in bu iki sinyalleme yolu araciligiyla MMP-9 ekspresyonunu indiikleyip
indiklemedigini arastirmiglardir. URG-4/URGCP'nin asir1 ekspresyonunun 6nemli 6lgiide
arttigin1 ve URG-4/URGCP susturmanin hem A549, hem de SK-MES-1 hicrelerinde AP-1
disindaki NF-kB'nin transkripsiyonel aktivitesini inhibe ettigini bulmusglardir. NF-«xB
aktivitesinin inhibisyonu, MMP-9 ekspresyonunu ve URG-4/URGCP'ni asir1 ifade eden
NSCLC hiicrelerinin (Kii¢iik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Hiicreleri) invazif kabiliyetini

azalttig1 goriilmistiir [15].

Son zamanlarda yapilan literatiirde URG-4/URGCP ve miRNA'lar ile ilgili sinirli sayida
calisma vardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda URG-4/URGCP varliginda miR-1274b, miR-
4271, miR-4286, miR-3926, miR-4267 gibi 77tane miRNA'nin ifadesinin arttigi, miR-3664,
miR-3663-5p, MiR-3134 gibi 9 tane miRNA ifadelerinin azaldigi gosterilmistir [13].

URG-4/URGCP ekspresyonuna osteosarkom olgularinin %87’sinde rastlanmistir. URG-
4/URGCP geni GSK3/B-katenin/siklin D1 yolu araciligiyla cesitli sinyal proteinlerini ve
transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek osteosarkomda hiicre donglsinl ve proliferasyonu

diizenledigi bulunmustur [13].



Yapilmis olan bu c¢aligmadan ¢ikan bir diger sonuca gore URG-4/URGCP'nin B-katenin
iizerinde hareket ederek EMT'yi aktive ettigi ve bdylece osteosarkom hiicrelerinin gogiinii ve

istilasin1 destekledigini tespit etmislerdir [7].

FA (ferulik asit) ile muamele edilmis TT hiicreleri (mediiller tiroid kanser) kontrol hiicreleri
ile kargilagtirilmistir. FA'nin URG-4/URGCP geninin ekspresyonunu azaltarak hiicre istilast,
hiicre go¢ii ve koloni olusumunda azalmaya neden olabilecegi kanaatine varmislar. FA ile
muamele edilmis TT hiicrelerinde URG-4/URGCP'nin CCND1, CDK4 ve CDK6'nin mRNA
ekspresyonunu onemli Olgiide asagi regiile ederek hiicre dongiisii susturulmasina sebep

olmustur [17].

Bu 6n calisgmada, RA (retinoik asit) tedavisinin farklilasmamis ve farklilasmis SHSYS5Y
noroblastoma hucrelerinde URG-4/URGCP, CCND1, Bcl-2 ve Baxgen ekspresyon
degisiklikleri tizerindeki etkileri analiz edilmistir. Elde ettikleri sonuca gore RA ile tedavi
edilen gruplarda Bcl-2 ve CCND1 gen ekspresyonu artttigi, RA tedavisi sonras1t SHSYS5Y
hicrelerinde kontrol hiicrelerine gére URG-4/URGCP ve Bax gen ekspresyonu azaldig1 tespit
edilmistir [19].

Yapilan bagka bir calismada temozolomid (TMZ)’in koloni olusumu ve istilas1 lizerindeki
etkileri SH-SY5Y hiicrelerinde arastirilmustir. SH-SY5Y hiicre hattindaki TMZ'min URGA4/
URGCP, CCND1, CCND2, CDK4 ve BCL2 gen ekspresyonlarinda 6nemli bir azalmaya

neden oldugunu gézlemlemisler [21].

URG-4/URGCP geninin cesitli sitokinlerce diizenlenme c¢alismalar1 yapilmistir. Insan
Hepatoma hiicre hattinda (Hep3B) TGF-B1 varliginda veya yoklugunda URG-4/URGCP
geninin mRNA protein seviyesi degisikliklerini analiz etmisler. Calisma sonucunda TGF-f
sitokinin URG-4/URGCP geninin ekspresyonunu mRNA ve protein dizeyinde arttirdigini
bulmuslardir. Ozellikle bu etkinin MAPK yolag1 iizerinden oldugunu tespit etmislerdir [20].

TNF-a sitokini ile serum aghgi ve varliginda URG-4/URGCP geni Uzerine etkileri Hep3B
hiicre hattinda arastirilmistir. Her iki farkli kosulda URG-4/URGCP geninin ayr1 yollarda
diizenlendigini bulmustur. Serum agligi olmadiginda Hep3B hiicrelerinde URG-4/URGCP

genini duzenlemek igin JNK ve PI3K yollarini kullandigi, serum varliginda ise wortmannin



(PI3K inhibitéril), MEK-1 (MAPK inhibitsri) ve SP600125 (INK inhibitdri) yollar:

iizerinden etkilendigi bulunmustur [22].

Yapilan bir bagka ¢aligmada elde edilen bulgular LINC00514’i OS icin etkili bir tanisal
biyobelirteg, prognostik gosterge ve terapotik hedef olarak onermisler ve LINC00514, URG-
4/URGCP'nin ekspresyonunu arttirdigini bulmuslardir [24].

Yapilan baska bir ¢alismada, NF-xB/c-myc/miR-16 yolunun, gliomablastoma hiicrelerinde
URG-4/URGCP aracili Cyclin D1 ve Cyclin El’in asir1 ekspresyonunu artirarak glioma
biiylimesini tesvik ettigini g0rmiislerdir [25].

Yapilan in vitro c¢alismada URG-4/URGCP'nin  normal mide epitel hcrelerile
karsilastirildiginda mide kanseri hiicrelerinde ifadesinin arttigini arastirmislardir. EK olarak
URG-4/URGCP'nin  siRNA ile indirgenmesi, SGC7901 ve MKN28 hicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicre dongiisii ilerlemesini bastirdigimi gostermislerdir.
Ayn1 zamanda URG-4/URGCPgeninin azaltilmasinin nude farelerde tiimoér olusumunu ve
blylmesini  baskiladigi  bulgusuyla  desteklemislerdir. ~URG-4/URGCP'nin  mide

karsinojenezinde ¢alisan bir onkojen olabilecegini dnermislerdir [26].

Rapamisin (RPM), G1'den S'e gecisi inhibe edebilen, Streptomyces hygroscopicus'tan izole

edilmis bir antifungal makrolid antibiyotiktir.

Yapilan bir ¢alismada RPM'li/ RPM'siz PC3, DU145 ve LNCAP hicre dizilerinde URG-
4/URGCP'nin ekspresyonunu arastirmislar. PC3, DU145, ve LNCaP hicrelerinde dozlar
sirastyla 10, 25, ve 50 nM olarak tespit edilmistir. URG-4/URGCP'nin gen ekspresyon

seviyesinin énemli dl¢iide azaldigin1 gézlemlemisler [27].

URG-4/URGCP, hiicre dongiisiinii uyaran FOXO3a'nin Akt aracili fosforilasyonu tarafindan
dizenlenir. Lenf nodu metastazi, rahim agzi kanseri hastalarinin prognozundagok énemli bir
rol oynar [28]. Calismadan ¢ikan sonuca gore lenf diigiimii metastazi durumunda, URG-
4/URGCP'nin servikal kanser hiicrelerinde lenfanjiyogeneze aracilik ederek Akt sinyal yolu

araciligiyla VEGF-C ekspresyonunu diizenleyebilecegini varsaymislar [28].
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2. AMAC
Kanserle dogrudan iliskili olan URG-4/URGCP birgok kanser hiicresindeki rolii ¢caligilmasina

ragmen kolon kanseri hiicreleri ve dokularinda yapilmis herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.
Genel amacimiz, URG-4/URGCP geninin kolon doku ve kanser hiicreleri Uzerine proliferatif
ve invaziv kabiliyeti iizerine etkisini arastirmaktir. Bu kapsamda ¢aligmalarimiz hasta ve

hiicre ¢aligmalar1 olarak bolinmiistiir.

Hasta ¢aligmalar1 kapsaminda, 15 adet taze kolon kanserli ve normal kolon dokularindan
RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve qRT-PCR stratejisiyle hem URG-4/URGCP geninin
hem de hiicre ¢aligmalarinda yapilan proliferatif ve metastatik marker genlerin ifadesi mRNA
diizeyinde arastirilmistir. Amacimiz, dokulardaki URG-4/URGCP ifadesini proliferativ ve

metastatik marker gen ifadeleri ile iligskisini mRNA seviyesinde gdostermektir.

Hiicre ¢alismalar1 kapsaminda ise, kolon kanseri hiicreleri (HT-29) kullanilmistir. ilk olarak,
on ¢aligmalarla mRNA (qPCR) ve protein (Western blotting) diizeyinde gosterdigimiz URG-
4/URGCP geninin ifadesi, shRNA vektorii sistemi uygulama c¢alismalariyla kolon kanseri
hiicrelerinde susturma ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Susturmanin dogrulugu mRNA ve
protein seviyesinde analiz edilmistir. Amacimiz, HT-29 hicrelerinde ifadesi olan URG-

4/URGCP geni ifadesini ShRNA vektor aracili olarak ifade diizeyini azaltmaktir.

Susturmanm  dogrulandigi  HT-29  hiicreleri  kullanilarak  mekanistik ~ c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Mekanistik ¢alismalar kapsaminda MTT, koloni formasyon ve yaralanma
deneyleri gergeklestirilmistir. Amacimiz, URG-4/URGCP geninin hucre proliferasyonu,
koloni olusum kabiliyeti ve invaziv kabiliyeti {izerine etkisini normal ifadesi olan HT-29
hiicreleri ile kiyaslayarak vurgulamaktir. Ayni1 zamanda URG-4/URGCP geni susturulmus
olan ve normal kolon kanseri hiicreleri kullanilarak, URG-4/URGCP geninin metastatik ve
proliferatif marker genlerle (osteopontin, vimentin, E-kaderin, twist, p27 ve siklin D1) iliskisi
MRNA (gPCR) seviyesinde ve E-caderin, vimentin ve URG-4 ifadesi protein duzeyinde
gosterilmistir. Amacimiz URG-4/URGCP ifadesinin baskilandigi hiicrelerde metastatik
marker gen ifade degisimlerinin normal URG-4/URGCP ifade eden kolon kanseri hiicreleri ile

kiyaslayarak gostermektir. Sekil 2.1°de tez akis diyagrami gosterildigi gibidir.
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Metastatik genlerle
liskisinin
aydinlatilmas

Sekil 2.1: Akis diyagrami
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3. MATERYAL-METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Yapilan Calismalarda Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri ve Kimyasallar
Kimyasallarlarin olusturacagi tehlikeli durumlar dikkate alinarak caligmalar yapilmistir.
Calismalarda kullanilan laboratuvar malzemeleri ve kimyasallar ve Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.1:Kullanilan laboratuvar malzemeleri ve kimyasallar

Dokudan RNA izolasyonunda gerekli olan kitler ve kimyasallar

Trizol Reagent
Etanol

Izopropanol

Thermo scientific
Merck
Merck

DNA Sentezi ve Sonrasinda Kontrolii i¢in Kullanilan Malzemeler

10X Taq Tamponu (NH4),SO4

MgCI2

GeneRuler 1 kb DNA belirteg

6X DNA Yiikleme Boyasi

5X Reaksiyon Tamponu

Taq DNA Polimeraz (rekombinant)
Oligo dT

RiboLock RNaz Inhibitdr

Jel Yiikleme Boyasi, Mor (6X)
dNTPmix(deoksinukleotidmix sollisyon)
RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi
Beyaz, 96 kuyulu plaka

RealQ Plus 2X Master Mix

Agaroz

1 kb DNA belirteg

96 kuyulu plaka jelatini

Thermo scientific
Thermo scientific
Fermantas
Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
Thermo scientific
NEB

NEB

Thermo scientific
LightCycler480
Ampligon

Sigma, Prona
NEB

Thermo scientific




Tablo 3.1(devami)

Hiicre Kiiltiirii Deney Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Ependorf IsoLab

Dimetil sulfoksit (DMSO) Merck (Sigma-Aldrich)
Etilendiaminetetraasetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich
DMEM Gibco
Antibiyotik-Antimiyotik Sollisyon Gibco, Euroclone
FBS-FCS Gibco

PBS Tableti Amresco

25-75 cm?hiicre kiiltiirii sisesi Sarstedt, Germany
Steril Filtre (Filtropur) 0.20 uM Sarstedt, Germany
6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi SPL Life Sciences
10-25 mL Tek Kullanimlik Cam Pipet Sarstedt, Germany

Western Blot i¢in Kullamlan Kimyasallar

4x Laemmli Tamponu Bio-Rad
Sodyum dodesil stulfat (SDS) Sigma

Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry Milk) Santa Cruz
%90’ lik Izopropanol Merck

2-Beta Merkaptoetanol Sigma
TWEEN® 20 Sigma

TEMED Bio-Rad

2-Beta Merkaptoetanol Merck
Akrilamid (19:1) Sigma
Membran (PVDF) Millipore
Akrilamid (37.5:1) Sigma
Amonyum Persulfat (APS) Fisher Scientific
Protein Belirteci Thermo scientific

3.1.2 Yapilan Calismalarinda Kullanilan Laboratuvar Cihazlan
Yapilan deney ¢alismasi sirasinda kullanilan cihazlarm gerekli bakimi yapilmistir. Calisma

icin gerekli olan cihazlar Tablo 3.2'de verilmistir.
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Tablo 3.2: Deneyler icin gerekli geregler ve markalari

Cahsmada kullanilan laboratuvar cihazlar

UVP Jel Gorintuleme Sistemi
Otoklav

Elektro

Light- Cycler 480 Real-Time PCR
Luminometre

Santrifij

Buzdolabi (-20) ve (+4)

Buz Makinasi

Vorteks

Sicak su banyosu

Ultra Saf Su Cihazi

Tank Blot Sistemi

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (DNA-RNA)
Hassas terazi

Isiticili Manyetik Karistirici

Masa Tipi pH metre

Vilber Lourmat
Human Corporation
Roche Life Science
Thermo

Hettich Zentriflgen
Profilo/Turkiye
Hoshizaki, Japonya
Velp Scientfica
Elektromag/Turkiye
Thermo

Apelex, Ingiltere
Bio-Rad

Thermo Scientific
Sartorius

Heidolph

Hanna

Spektrofotometre Thermo Fisher
PZR Thermocycler Scientific
3.2. Metot

3.2.1.Cahsma ortaminve gerekli malzemelerinsterilizasyon islemi

Tez calismasinda kullanilan gesitli soliisyonlar ve cam malzemelerin sterilizasyonu 20 dk
121°C’de otoklav cihazinda saglandi. Daha sonra 80°C’lik etlivde kurutuldu. HEPA Filtre
cihazmi kullanarak havadan kaynaklanan Kirleticileriler hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
Onlenildi. Gerekli ara¢ gerecler %70’lik etil alkol kurulanarak steril edildi. Caligma alani
virkonla ve etil alkol (%70’1ik) ile steril edildi. Kullanilan soliisyonlara ek olarak RNA tabanli

calismalarda DEPC'li su ile mikropipetler temizlendi.
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3.2.2. Hasta dokularmin -80°C derin dondurucuda saklanilmasi

Bu arastirma igin gerekli hasta doku 6rnekleri, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve
Aragtrma Hastanesi Genel Cerrahi Kliniginde kolon kanseri tanisi ile ameliyatina
kararverilen hastalardan almmustir. Alinan normal ve timoér dokular1 bekletilmeden
ependoflardaki RNA koruyucu soliisyon igerisine koyulmustur. Daha sonra sollisyondan
¢ikarilan dokular -80°C dondurucuya kaldirildi. Calismada 15 kolon kanseri timdrli ve
tiimorsiiz kolon dokusu RNA ornekleri kullanildi. Calisma protokoliine uygun olarak alinan
ve —80°C de saklanan doku ornekleri RNA izolasyonu igin sivi azot igerisinde pargalanarak
homojenize edildi.

3.2.3 RNA Eldesi Asamasindaki Calismalar

Bu asamadaki c¢alismalara baglamadan o6nce DEPC’li su ¢Ozeltisi hazirlandi.
Hazirlayacagimiz miktar 1 L ise 1000 mL steril dH>O’dan pipetle 1 mL ¢ekilip atildi vel mL
DEPC eklendi. Ardindan 12 saatten az olmayacak bir siirede 37°C'lik inklibatorde bekletildi.
Daha sonra sterilizasyon i¢in 121°C’de 20 dk otoklav yapildi. Doku pargalanmasi igin gerekli
olan havanlar aliminyum folyaya sarilarak otoklavlandi. Otoklav sonrasinda kurutmaya

yerlestirildi. Calisma ortarm 6nceden hazirlanmis % 0.1 DEPC iceren su ile temizlendi.

3.2.3.1 Tiimérlii olan ve olmayan kolon dokularindan RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda Trizol Reagent kullanildi. Dokular sivi azot kullanilarak pargalanda.
Dokular1 ependorfa aktardiktan sonra tizerine 1 mL trizol eklendi. 5 dk inkiibasyon ardindan
vortekslendi. Uzerine 200 pL kloroform eklendi ve vortex ile karismasi saglandi. 12000
rpm'de 4°C’de 15 dk santrifllj yapildi. Bu asamada 3 kath bir goriintii elde edildi. RNA iceren
Ust beyaz kat yeni ependorfa aktarildi. Uzerine 0.5 mL isopropanol eklenerek 10 dk inkiibe
edildi. Ardindan 12.000 rpm'de 4°C’de 10 dk santrifilj edildi. Bu asamada RNA pellet olarak
elde edilmistir. SUpernatant atildiktan sonra RNA ¢okeltisinin {izerine %75’lik etanol 1 mL
olacak sekilde eklendi. Vorteksin ardindan 7500 rpm'de 5 dk santriftij edildi. Mikropipet ile
slipernatant atildiktan sonra 15 dk pecete Uzerine kurumaya koyuldu. 15 dk sonunda RNA

cokeltisi 50 pL steril enjeksiyonluk dH20O icerisinde ¢ozlld.
3.2.3.2 izole edilen RNA miktarinin tayin edilmesi

RNA’nm konsantrasyon Ol¢iimii uDrop™ Plate Cihazi kullanilarak 260 ve 280 nm dalga
boylarinda yapildi. pDrop™ plakaya eliisyon alinan steril dH2O’dan 2 puL ve elde edilen
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RNA'dan 2 pL konuldu. RNA 0&rneklerin konsantrasyon miktar1 asagidaki formiiller ile
yapildi;

RNA miktari= Absorbans x 40 x 20.408

3.2.4 Formaldehit RNA Jel Elektroforezi

Kullanilan elektroforez tanki, cam malzemeler RNaz enziminden arindirilarak kullanildi. Cam
malzemeler kullanilabilmek i¢in % 0,1 DEPC'li suda bekletildi. Daha sonra otoklavlandi.
Elektroforez tanki % 0.5'lik SDS ile temizlendi. Durulanmasi DEPC'li su ile yapildi. Saf

etanolle yikandiktan sonra kurutuldu.

0,5 g agaroz tartilip jelin yapimi igin 10 X'lik FA jel tamponunda ¢ozuldu (Tablo 3.3). %0,1
DEPC'li su ile 50 mL'ye tamamlandi. Kaynatilan jel 50 °C'ye kadar sogutuldu. Homojen bir
sekilde karismasi saglanarak 0,9 mL % 37'lik formaldehitten eklenerek, 1 pL Et-Br
solusyonundanilave edildi. Hazirlanan jel elektroforezine taraklar yerlestirildi. Kasete ddkilen

jelin polimerlesmesi beklendi.

3.2.4.1 RNA’larn jele yiiklenmesi

Ornek sayma gdre PCR tiplerine 5 pL RNA 6rmegi ve 3 pL 2X yiikleme boyasi eklendi.
Onceden 70 °C'ye ayarlanmis su banyosunda RNA 6rnekleri 10 dk 1s1 ile denatiire edildi.
Daha sonra 10 dk buzda bekletildi. Hazirlanan 6rnekler 1XFA jel tamponu icerisinde jele
yuklendi (Tablo 3.4). 90 Voltta 30 dk ydrtilerek UV cihazi ile goriintiilendi.

Tablo 3.3: 10 X FA c¢ozeltisi miktarlar1 ve bilesenleri

FA Cozeltileri Stok Konsantrasyon (son)
EDTA 0.5M 0,05 M

NaAc 1M 0,01 M

MOPS (pH:7,0) 1M 02M

DEPC' su ile 1L'ye tamamlandi. Tampon ¢6zelti % 0.1'lik DEPC'li sudan
hazirlandi. Kullanilmadan 6nce 121 °C’de 20 dk otoklavd:.
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Tablo 3.4: 1 X FA tamponu miktarlar1 ve bilesenleri

FA Cozelti Konsantrasyon (SON)
% 37 ’lik Formaldehit 0.25M
10 X FA Tamponu 1X

10 X FA tamponu 900 pL DEPC'li su ve 100mL % 37'lik formaldehit ile 1 L'ye

tamamlandi.

3.2.4.2 Reverse Transkriptaz Enzimi ile Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

Ribolock inhibitdri, fermentas reaksiyon tamponu, dNTP, oliqo dT ve reverse transkriptaz
bilesenleri 6nerildigi miktarlarda kullanilarak cDNA sentezi iki basamakta gergeklestirildi.
Her iki basamakta Tablo 3.5’de verilmistir. RT reaksiyonunun birinci basamagi son hacim
12,5 pL olacak sekilde; 1 pL Oligo dT primer (200 pmol), 1 pg/mL olacak sekilde RNA
kalibi ve dH20 ile tamamlanarak gerceklestirildi. 70 °C ‘de 5dk inkiibe edildi. Reaksiyon
tipine 4 pL 5X Reaksiyon tamponundan, 20 U/pL ribolock inhibitér stoktan 0.5 pL (20
U/mL), 10 mM dNTP karisimi stogundan 2 pL (I1mM), 1 pL reverse transkriptaz eklenerek
RT'nin ikinci basamagi gergeklestirildi. Bu bilesenler ilave edildikten sonra 25 °C'de 5 dk, 42
°C'de 60 dk ve 70 °C'de 5 dk inkiibasyona birakildi. Hazirlanan cDNA'lar -20 °C'de bekletildi.

Tablo 3.5: cDNA icin gerekli kimyasallar ve basamaklar

Kullanilan Malzemeler ve Miktar: Hacim
dH20 (Enjeksiyonluk dH20) X uL
RNA kalib1 lug/mL
Oligo (dT) 1 uL
Son hacim 12.5 uL

Basamak2 :PZR'da 5 dk 65 °C’de inkiibe olunmas1 beklenildi.

dNTP (Deoksinikleotid) mix(10mM) 2uL
RiboLock RNaz Inhibitérii (40ng/uL) 0.5 pL
5 X Reaksiyon Tamponu 4ul
RevertAid Reverse Transkriptaz (20U/uL) luL
Toplam hacim 20 uL

Basamak? :Kullanilan cihazinda 60 dk ve 10 dk, 42’de ve 70°Cuyguland:.
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3.243PZR
HpB-2 gen primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gerceklestirildi. Tablo
3.6’de PZR i¢in gerekli bilesenler ve Tablo 3.7°da PZR ddngl kosullar1 verilmistir.

Tablo 3.6: PZR i¢in gerekli bilesenler

Hp-2 PZR bilesenleri Hacim
dNTP mix (10 mM each) 1 uL
10 X Taq polimeraz Tamponu 5uL
cDNA kalib1 1 uL
Taqg Polimeraz 0.5 uL
[leri HB-2 Primeri 1uL
Geri HB-2 Primeri 1ulL
MgCl2 2 uL
dH20 36.5 uL
Son Hacim 50 uL

Tablo 3.7: PZR dongi kosullar1

PZR Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangic
Denatiirasyonu 94 °C 3dk 1
Denaturasyon 94 °C 1 dk
Baglanma 58 °C-60 °C 45 san 35
Uzama 72°C 1dk
Final Uzama 72°C 10 dk 1

3.2.44 gRT-PZR

LightCycler® 480 Sistemi kullanilarak Kkantitatif olarak gen ekspresyon analizinin
degerlendirilmesi saglandi. Tablo 3.8’de, PZR i¢in gerekli kimyasallar, dongii sartlari, Tablo
3.9'da gerekli primerler Tablo 3.10'da yazilmistir.
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Tablo 3.8: PZR i¢in gerekli bilesenler

PZR malzemeleri Hacim
dH20 4,25 uL
2X Master Mix 6.25 uL
Geri primer 0,5 uL
Ileri Primer 0.5 uL
Kalip DNA 1 uL 20 ng (1-100 ng)

Tablo 3.9: gRT-PZR dongii kosullar1

Hp-2 PZR DOongu miktar Sicaklik °C Sire
Baslangi¢ Inklibasyonu 1 95°C 15saniye
Erime egris i35 95-65-97°C 5 san-1 dk
Amplifikasyon 40 95-55-72°C 30-30-30 saniye
Sogutmal 40°C 30 saniye

Tablo 3.10: Gerekli olan kspresyon primerleri

Gerekli olan ekspresyon primerleri

Ileri Primer (10 pmol) (HB-2) 5’-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’
Geri Primer (10 pmol) (HB-2) 3’-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-5
Ileri Primer (10 pmol) (E-caderin) 5-TTG GTT GTG TCG ATC ACT-3’
Geri Primer (10 pmol) (E-caderin) 3’-RCAG TGG TAC CCT TAG TTC-5’
Ileri Primer (10 pmol) (Vimentin) 5’>-TGGCCGACGCCATCAACACC-3°
Geri Primer (10 pmol) (Vimentin) 3’-CACCTCGACGCGGGCTTTG-5’
Ileri Primer (10 pmol) (Twist) 5’-GCCAGGTACATCGACTTCCTCT-3’
Geri Primer (10 pmol) (Twist) 3’-TCCATCCTCCAGACCGAGAAG-5’
Ileri Primer (10 pmol) (URG-4) 5’-CTTCATCCTGAGTCCCTACCG-3’
Geri Primer (10 pmol) (URG-4) 3’-GCCGTTCTGCTGCATTCG-5’
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3.2.4.5 Kantitatif RT-PZR’1n Degerlendirilmesi

Real Time sonuglar1 2 delta CT yontemine gore degerlendirildi. URG4/URGCP genlerinin
elde edilmis degerler ile insan Beta-2'nin deger ortalamasindan fark: bulundu. Deney gurbu
kontrol kuvveti degerine boliinerek birin kat1 hali ile hesaplanildi. Sonuglarn istatistiki analizi

MiniTab programiyla gergeklestirildi.

3.2.5 DNA ile ilgili Teknikler

3.2.5.1 Jel Elektroforezi-DNA

Bu yontemle PCR urlnlerinin gorintiilenmesi saglanilir. Ik olarak jel elektroforezi igin 5 X
TBE ¢ozeltisi (Tablo 3.11) hazilandi. Bu ¢Ozelti 0.5 X TBE’ye seyreltildi. Tablo 3.11'de
verilmis iizere 0.5 X TBE (75 mL) tampon ¢ozeltisinde 0.75 g agaroz mikrodalga firin
kullanilarak ¢6ziindiiriilip homojenize edildi. Jel karigimmin sicaklik derecesi 50 °C’ye
diistiikten sonra igerisine son konsantrasyon 0.5 pg/mL olacak bicimde Etidyum Bromdr ilave
edildi. Taraklar jel elektroforez kasetine yerlestirildikten sonra jel dokildi. Tampon ¢ozeltisi
(0.5 X TBE) bulunan tanka polimerlesen jel konuldu. 6X DNA yiikleme boyasi ile HB-2 PZR
boyandi. Kuyucuklara yiklenen ornekler 45 dk'da 90 voltda yuratuldid. UV cihazi ile

goriintiileme yapild1.

Tablo 3.11: Jel Agaroz kimyasallari.

Jel Agaroz kimyasallar

1 kb DNA Belirte¢ Thermo SM0311 4 uL enjeksiyonluk dH20,1 pL markir, 1
uL  6X vyikleme boyast ependorfta
karistirildi. -20°C’de bekletildi.

0.5X TBE 1 L 0.5X TBE i¢in 900 mL steril dH20
100 mL 5X TBE kullanildi. Karisim 20
dk 121°C’de otoklav yapilda.

5X TBE Sirast ile 20 mL 0.5M’lik EDTA, 27.5g
Borik asit, 54g Tris Base tartildi. 8.0%¢
pH’1 ayarlandi. 20 dk 121°C’de

otoklavlandi.
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3.2.6 Hucre Kultarta Metotlan
3.2.6.1 Cahsmalada Kullanilan Malzemelerin Hazirhik Asamalari

Kullanilacak malzemelerin 1s1ya dayaniklig1 dikkate alinarak sterilizasyon gerceklestirildi.

3.2.6.2 PBS'nin Hazirlanmasi
1 tablet PBS 100 mL saf suda ¢Ozulerek 1XPBS elde edilir. 20 dk 121°C’de otoklav yapalir.
Buzdolabinda +4°C’de bekletildi.

3.2.6.3 FBS'nin Hazilanmasi

FCS +4°C'de kullanilmadan 6nce eritildi. 30 dk 55°C‘de su banyosunda bekletilerek inaktive
edildi ve 50 mL’lik steril falkonlara paylastirildi. Deneylerde kullanilmak amacglh -20 °C’de
buzdolabinda saklandi.

3.2.6.4 Tripsin EDTA Solusyonunun olusturulmasi

Tripsin sollsyonu igin distile su kullanilarak 1X PBS sollisyonu hazirlandi. Tripsin (0.25 g)
ve EDTA (0.2 g) 100 ml 1X PBS solusyonun icerisine eklendi.Deney c¢alismasinda % 0.25
EDTA’l Tripsin soliisyonu kullanildi. 15 mL 6lculi falkonlara bolistiiriildii. Alikot yapildi.
-20 °C’de bekletildi.

3.2.6.5 Huicre Besiyerinin Hazirlanmasi
Calisma icin high glucoseL-glutamin iceren DMEM kullanildi. DMEM'in icerisine steril FCS
%10 oraninda eklendi. Son olarak %21 Anti-myco (antibiyotik eklendi). +4°C'de bekletildi.

3.2.7 Deneylerde Kullanilan Hiicre Hatt
Bu calismada HT29 (Insan Kolon Kanseri Hiicre Hatt1) kullanildi.

3.2.7.1 -80°C'de Bekletilen Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Hucreler -80°Cdondurucudan ¢ikarildi, 6nceden su banyosunda (37°C’lik) eriyene kadar
bekletildi. BOlim 3.2.6.5 'de agiklandig1 tizere HT-29 hucreleri %1 antibiyotik+ %10 FCS
iceren DMEM ile karisima eklendi. Sonrasinda 6l0 hicre ve DMSO olan ortamdan
uzaklastirmak i¢in 5 dk 1000 rpm’de hiicreler santrifiije birakildi. 2mL %10 FCS + %1
antibiyotik + DMEM'de pellet ¢oziilir. Sonra 13 mL FCS+DMEM eklenmis 75 cm? 'lik
flaska alinir. Uygun sekilde flask iizerine hiicre pasaj sayisi tarihi yazildi. 37°C'lik %5 CO2

ve % 95 nem iceren inkiibatore kaldirildi.

22



3.2.7.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicrelerin flaskin yiizeyini %80-90 civarinda kapladigi zaman pasaj yapild. FCS+DMEM
karigimi olan medyum uzaklastirildi. Daha sonra PBS ile yikama islemi yapildi. Tripsin-
EDTA eklenerek hiicrenin flask yiizeyinden kalkmasi i¢in (25cm? igin 1 mL ve 75cm? igin 3
mL) 3-4 dk inkiibatore kaldirildi. Tripsinizasyonu gdzlemlenen hicrelere FCS + DMEM
karigimi medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. %10 FCS + %1 antibiyotik +
DMEM ile pellet ¢ozildi. Flasklara ekim yapildi. 37°C ve % 5 COz igeren inklbatore
kaldirildi.

3.2.7.3 Tripan Mavisi ile Canh Hiicrelerin Boyanmasi

25 kii¢iik kareye ayrilmig, Thoma lami canli hiicrelerin toplam hacmini hesaplamak icin
kullanildi. Pellet 10 mL medyumda ¢ozinduruldd. Pelletden 1mL ependorfa aktarildi. 10 pL
alinarak tripan mavi boyasi ilel mL hiicre boyandi. Hicreler mikroskop altinda sayildu.

Thoma lam1 sayim sonucu x 2 x 10*= Toplam canl1 hiicre sayisi/mL

3.2.7.4 -80°C'de Hucrelerin korunmasi

%80-90 oraninda hiicreler flaski doldurdugu zaman, medyumdan ayristirildi. Yiizeye yapisik
olan hicreler PBS ile yikandiktan sonra EDTA kullanilarak ylzeyden ayristirildi. Medyum
stispanse hale getirilerek flasklara tasindi. CoOktirilmesi 5dk 1000 rpm’de yapildi
Slpernatant pellet pipetle uzaklastirildi. 100 uL DMSO, 900 uL FCS ile pellet karigimi

cozllerek, hicreler -80°C'de muhafaza edidi.

3.2.8 Transfeksiyon islemleri

5 dk 1000 rpm’de santrifijlendi. Hicre pelleti 6 mL medyumda ¢6zimlendi. Homojenize
edilen hiicrelerhiicre siispansiyonundan 30 pL almarak bir ependorfa aktarildi. Uzerine 30 L
Tripan Mavisi boya ilave edilerek sonra 5 dk oda normal sicaklikta bekletilir. Pipetaj yapilan
karigimdan 10 uL almarak thoma lamma aktarildi. Canli hiicrelerin sayimi yapildi. 1 mL’deki

hiicre miktar1 asagidaki formiile esasen hesaplandi.

Hiicre miktar1 x Seyreltme faktorii (10*x ) = Huicre sayis1 (1 mL’deki)

Bu calisma i¢in oncelikle HT-29 hiicreleri yukarida anlatildigi sekilde sayilarak esit olacak
sekilde (500.000 hiicre) 6 kuyucuklu plakalara bollindu. Negatif kontrol olarak (scramle Scr)
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icin 5x10* HT-29 hiicreleri, 6 pL x 2 TurboFect transfeksiyon reaktifi, 3 uL x 2 plazmit DNA
ile transfekte edildi. 391 pL x 2 DMEM kullanildi. URG-4 i¢in 5x104 HT-29 hucreleri, 6 pL
x 2 TurboFect transfeksiyon reaktifi, 2.6 pL x 2 plazmit DNA ile transfekte edildi. 391.4 pL
x 2 DMEM kullanild.

3.2.8.1 Koloni formasyon

2000 sayisinda HT-29 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu paylastirildi. Iki tekrarh olacak
sekilde hiicrelere URG-4 shpLKO.1 vektdrii uygulandi. ki hafta sonra hiicrelerin bulundugu
medyum uzaklastirildi ve kuyular PBS ile yikandi. Hiicreler buzda 5 dk bekletilerek birkac
damla metanolle sabitlendi. Metanol tekrar PBS ile yikanarak uzaklastirildi Daha sonra
kristal viyole boyasi ylizeyi kapatacak kadar eklendi. Boya birkag defa PBS ile yikand:.
Colony counter programi kullanilarak koloni sayilar1 belirlendi ve Microsoft Excel programi

ile grafiklendirildi.

3.2.82MTT

MTT metodu canli hiicrelerin tetrazolium tuzu olan MTT'yi formazan kristallerine
doniistiirmesi esasma dayanir. Hiicreler her kuyuda 10.000 hiicre olacak sekilde paylastirildi.
Kuyular, SH-1 ve SH-2 kontrol, scr-1, scr-2, URG-4 (1), URG-4 (2) gibi ayrildi. Kuyular 100
ul besiyeri eklendi. 24 ve 48 saat sonrasinda hiicrelerin bulundugu ortama, 10 pl stok MTT
solusyonu eklendi ve ve 4 saat slresince 37°C, %5 CO2 igeren etlivde bekletildi.
Inkiibasyondan sonra medyum uzaklastirildi. Kristaller 0,004 M HCI iceren izopropanol ile

¢6zildu. 550 nm'de absorbans belirlendi.

3.2.8.3 Yaralanma Deneyleri

HT-29 hicreleri 250.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara paylastirildi. 24 saat
hiicrelerin tutunmas: ve tiim yiizeyi kaplamasi beklenildi. Kuyucuklara 10 pL pipet
yardimiyla art1 seklinde ¢izikler yapildi. ilk uygulama ami (0.saat) goriintiilendi. Sonrasinda
ise hiicrelerin arkadaki ¢izik alana dogru hiicre gé¢ hizinin hesaplanabilmesi icin 3, 6, 24, 48
ve 72. saatlerde kuyucuklar Nikon marka mikroskop ile gorintilendi. Sonuclar imaje J

programinda analiz edildi.

3.2.9 Western Blot Deney Basamaklar
3.2.9.1 RIPA Lizis ve Ekstraksiyon
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Pelletler -80°C'den ¢ikarilarak buz Uzerinde erimesi beklendi. Pellletlerin Uzerine 100 pL
RIPA tamponu eklendi. Tablo 3.13’de ekstraksiyon tamponu ve RIPA lizisin hazirlanigi
verilmistir. Daha sonra buz tizerinde 45 dk bekletildi. Ornekler pipetaj yapilarak ependorflara
aktarildi. 1200 g'de 10 dk santriftj edildi. Steril ependorflara alinan slpernatantlarin

konsantrasyonlar1 belirlendi.

Tablo 3.12: Ekstraksiyon (RIPA) ve lizis icin kimyasallar .

Son Konsantrasyon

Triton x 100 %1 500 uL.
NaCl 140 mM 7mL
Tris Cl pH:8 10 mM 500 uL
EGTA1mM 500 puLL
SDS %0.1 10 mL
Sodyum deoksikolat %0.1 0.05¢
EDTA 1mM 100 pL

Hazirlanan tampon ¢ozeltiler 15 mL’lik temiz falkona paylastirildi. Buzdolabinda -
20°C’de bekletildi.

3.2.9.2 Protein Miktarimn Bradford ile C6zimlenmesi

Bradford yontemi kullanilarak proteinlerdlculdi. Tablo 3.13’de kullanilan kimyasal
malzemeler verilmistir. Bradford denklemi yapildi. Islem icin distille su, stok ¢ozelti (BSA),
reaktif ile 6rnekler hazirlandi. 10 dk karanlik ortamda tutuldu. Plakanin herbir kuyucuguna
250 pL eklendi. Spektrofotometre cihazinda 595 nm'de 6lglim yapildi. Denklem olusturularak
hesaplanildi. Protein yiklemesi Ol¢iim sonucu kadar yapildi. -80°C muhafaza edildi. Sekil

3.1’de Bradford Standart Egrisi gosterilmistir.
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Bradford Standart Egrisi
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Sekil 3.1:Bradford Egrisi

Tablo 3.13: Bradford i¢in kullanilan kimyasallar

Gerekli malzemeler Standart egri icin Stok BSA
cozeltisi hazirlanmasi

0.05 L Etanol (% 95°1ik)

100 mL % 95’lik Fosforik asit 0.1g BSA

0.1g Coomassie Brilliant Blue 0.1L distille suda ¢ozunduruldr. +4
buzdolabinda bekletildi.

Kimyasallar distille su ile 2000 mL'ye sabitlenilir. Oda sicakliginda, 151k almayan bir

yerde tutulur.

3.2.9.3 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Bu ¢alisma icin gerekli lab malzemeleri: jel taraklari, cam plaka, elektroforez tanki %70'lik
etil alkol solusyonu, sonra steril su ile yikandi, kurumaya birakildi. Camlar bir-birine monte
edildi. Yigma jeli hazirlandi. Hazirlanan jelden yeteri kadar almarak camlarin arasina
eklenildi. Ardindan jelin diiz bir goriintiide olmasi igin izopropanol (%90'lik) ilave edildi.
Kuruyan jelden kurutma kagidi ile bu maddeler uzaklastirildi. Ardindan hazirlanan ayirma jeli
polimerlesen yigma jelinin {izerine eklendi. Jel taragi kuyucuk olugmasi i¢in cam plakalarin

arasina yerlestirildi. SDS-PAGE jel malzemeleri Tablo 3.14'de verilmistir.

-80°C'de muhafaza edilen protein Ornekleri 4X Laemli bufferin beta-merkapto etanol ile

karisimmim konsantrasyonu 30-50 pg olacak sekilde birlestirildi. Ornekler 5 dk 95°C-lik su
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banyosunda inkilbe edildi. Daha sonra ilk kuyuya markir diger kuyucuklara ise inkiibasyonu
tamamlanmis protein 6rnekleri yliklendi. Yiiriitme islemi yapmak i¢in kullanilan tankin igerisi

1X yiratme tamponu ile dolduruldu. Hazir olan 6rnekler 120 dk 90 V'de yurutaldd.

Tablo 3.14: SDS'in hazirlanmasi igin gerekli olan malzemeleri

(miktar 2 jel) Yigma Jeli Ayirma Jeli (%10’luk)
1.25 mL (Ust Tamponu) 2.5 mL (Alt Tamponu)
Akrilamid-Bisakrilamid 0.625 mL 2.5 mL
(37.5:1)/ (19:1)
TEMED Sul 10uL
dH20 3.07 mL 5mL
%10 APS 50uL 100uL

Tablo 3.15: Gerekli olan SDS kimyasallari

Kullanilan Soliisyon Icerigin Hazirlanmasi

Terazide 6.6 g Tris ve 0.4 g SDS c¢ozelti
Ust tamponu tartilarak Gzeri distille su 0.1 L’ye

tamamlanilir. +4°C'de bekletilir.

Alt tamponu Terazide 0.4 g SDS,19.8 g Tris, tartilarak
uzeri 100 mL’ye tamamlanilir. +4°C
bekletilir.

100 uL 2-Beta Merkaptoetanol 900 uL 4X

Yiikleme boyasi LSB igin gerekli olan miktardir.
Terazide 144.4 g Glisin, 30.3 g Tris
10X Yurutme tamponu tartilarak tizeri distille su ile tamamlanilir.

+4°C bekletilir.

900 mL distille su ile 100 mL 10X
1X Yuratme tamponu yuratme tamponul L’ye ayarlandi. 10 mL

SDS ¢Ozeltisi ilave edilir. Normal

sicaklikta bekletilir.

Terazide 87.6 g NaCl ve 24.22 g Tris

distille su ile 1000 mL’ye tamamlanilir.
10X TBS tampon soltisyonu +4°C'de bekletilir.
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Tablo 3.15 (devam)

200 mL metanol ve 100 mL 10X
Transfer tamponu tamponunun Uzeri distille su ile 1L'ye
tamamlanilr. %10 SDS'den 500 pL
soluisyon ilave edilir.
Brillant Mavi R-250 Boya 0.25 g Brillant mavisi 250, 100 mL Etanol
(Poliakrilamid Jel boyama ¢ozeltisi) (% 95°lik) ile Asetik Asit (% 10)
karistilarak oda sicakliginda bekletildi.
Terazide 10 g SDS cozeltisi tartilarak
%10 SDS c¢ozeltisi Uzerine 100 mL distille su eklenildi.
Normal sicaklikta bekletilir.
Bloklama tampon sollisyonu 1g yagsiz siit tozuna 20 mL 1XTBS tween
20 solisyonu eklendi. +4°C bir hafta
muhafaza edildi.
1X TBS-(%60,1) 900 mL steril dH20 ile 100 mL 10 XTBS
Tween20 tampon sollisyonu tamponu 1 L’ye tamamlandi. 1 mL tween20
maddesi icerisine eklendi. +4°C muhafaza
edildi.

3.2.9.4 Western Blot Membranina Protein Transferi

Yiritme islemi devam ettigi siirede taze transfer tamponu (Tablo 3.15) hazirlandi ve
buzdolabinda bekletildi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra membrana transfer islemine
devam edildi. Transferde PVDF membranlar kullanildi. Soguk transfer tamponuna alinan
SDS-poliakrilamid jel burada 5 dk bekletildi. Jeller dikkatli bir sekilde cam plakalardan
ayrildi. Soguk transfer tamponuna alinan SDS-poliakrilamid jel burada 5 dk bekletildi. Jeller
dikkatli bir sekilde cam plakalardan ayrildi. Sandivicleme olarak adlanan bu islemde sirasi ile
1'er sunger, L'er kurutma kagidi, 1'er membran, SDS jel, 1'er kurutma kagidi ve 1'er siinger
konuldu. Daha sonra tanka yerlestirildi. Transfer tankmm igerisine 1000mL soguk transfer

tamponu eklendi. Bir gece boyunca +4°C'de 15 V'da transfer edildi.

3.2.9.5 Antikorlama ve Membran Bloklama
Tranferden ¢ikarilan membran bloklama solisyonuna birakildi. Membran 1 saat boyunca

horizantal calkalayiciya alindi. 5 dk Briliant mavi R-250 boyasi ile SDS- poliakrilamid jel
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boyandi. Bu siirecin sonunda kullanilan boya su ile arindirildi. 1-1,5 saatde yikanmasi biten
PVDF membran Tablo 3.15'de anlatilan bloklama soltsyonu ile ¢alkalayiciya birakildi. PVDF
membran daha sonra 5'er dk 3 kere 1XTBS-Tween20 ile yikandi. URG-4/URGCP 1/1000
oraninda birincil antikorda, 1/5000 oraninda sekonder (anti-rabbit) antikorda lgece +4°C
bekletildi. Her antikorlama sonrasi 3 defa 5 dk 1XTBS-Tween20'de yikanmasi saglandi.

E-kaderin ve Vimentin i¢in kullanilan antikorlama 6l¢usi birincil 1/1000, sekonder (anti-
rabbit) 1/5000 oranindadir. Her antikorlama sonrast 3 defa 5 dk 1XTBS-Tween 20'de
yikanmasi saglandi. 1 gece +4°C bekletildi.

B-aktin bu 6lch birincil antikor icin 1:5000, sekonder antikor (anti-rabbit) icin 0.3:5000
oranindadir. Her antikorlama sonras1 3 defa 5 dk 1XTBS-Tween 20'de yikanmasi saglandi.
Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

3.2.9.6 Membranlarin PVDF Goruntulemesi

PVDFmembranlar, 1 dk karanlik ortamda ECL solusyonu ile bekletildi. Fusion Fx (Vilber )

ile goriintileme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 Tumorlu olan ve olmayan dokularda URG-4/URGCP geninin mRNA seviyesinde
ifadesinin incelenmesi

Bolum 3.2.3.1.’de ifade edildigi sekilde dokulardan RNA izolasyonu yapildi. Bolum
3.2.4.1'de gosterildigi gibi RNA’larin kalitesinin kontrolti RNA jel elektroforezi ile belirlendi.
B6lim 3.2.3.2°de RNA'larin miktar tayini yapildi. Sonuglar Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5°de
verildigi gibidir. Yaptigimiz doku izolasyonlar1 sonucunda bazi dokularm stoklama siiresinin
uzun olmasindan dolayr veriminin diisik ve RNA’nin intak olmadigi tespit edilmistir.
Hastanin tiimorlii dokusu T ve ayni hastanin tiimor dokusundan uzak normal dokusu da N
olarak sembolize edilmistir.
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Sekil 4.1: Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel goriintisu

1: T1 (50 mg/mL); 2: T1 (100 mg/mL); 3: T2 (50 mg/mL); 4: T2 (100 mg/mL);
5: N1 (50 mg/mL); 6: N1 (100 mg/mL); 7: N2 (50 mg/mL); 8: N2 (100 mg/mL)
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Sekil 4.2:Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel gérintisi
1: T3 (50 mg/mL); 2: T3 (100 mg/mL); 3: N3 (50 mg/mL); 4: N3 (100 mg/mL);
5: T4 (50 mg/mL); 6: T4 (100 mg/mL)
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Sekil 4.3:Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel gorintisi
1: T5 (50 mg/mL); 2: T5 (100 mg/mL); 3: N5 (50 mg/mL); 4: N5 (100 mg/mL); 5: T6 (50
mg/mL); 6: T6 (100 mg/mL); 7: N6 (50 mg/mL); 8: N6 (100 mg/mL)
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Sekil 4.4: Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel goriintisu
1: T7(50 mg/mL); 2: T7 (100 mg/mL); 3: N7 (50 mg/mL); 4: N7 (100 mg/mL)

e

Sekil 4.5: Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel gortintisu
1: T8 (50 mg/mL); 2: T9 (50 mg/mL)

Yontem optimizasyonu yapilarak kalitesi daha iyi RNA’larin elde edilmesi amaciyla hic
beklemeden kesim sonrasi temin edilmis olan kuzu karaciger dokusu ile ¢alisilmistir. Yapmus
oldugumuz c¢alisma sonuglar1 Sekil 4.6'da gosterildigi gibidir. Stoklanma siresinin hig
olmadig1 ve taze alinmig olan dokulardan elde edilen RNA kalitesinin ¢ok yuksek miktarda

oldugu ve RNA degredasyonunun gozlemlenmedigi tespit edilmistir.

31



o 2 3 4
 tlamE

Sekil 4.6: Taze hayvan dokularindan izole edilen RNA 6rneklerinin formaldehit jel
elektroforezi gorintisu

1: 0.5 g doku 6rnegi; 2: 1 g doku 6grnegi; 3: 1.5 g doku 6rnegi; 4: 2 g doku 6rnegi

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de elde edilen RNA goriintiileri Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi bilimlerden kolon tanis1 konulmus ve hi¢ bekletilmeden dokulardan elde edilmistir.
Yapilan ¢caligmada sonucunda bekletilmeden elde edilen RNA kalitesinin yiiksek oldugu ve
RNA’nin degrede olmadig1 gézlemlenmistir. Tablo 4.1°de dokulardan elde ettigimiz RNA
miktarlart  verilmistir. RNA miktar1 yliksek olan RNA’lardan c¢DNA sentezi
gerceklestirilmistir.

Sekil 4.7: Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel goriintisu

1: T10 (50 mg); 2: N10 (50 mg); 3: T11 (50 mg); 4: N11 (50 mg); 5: T12 (50 mg);
6: N12 (50 mg)

Sekil 4.8:Dokudan elde edilen RNA'larin formaldehit jel gérintisi
1: T13 (50 mg); 2: N13 (50 mg); 3: T14 (50 mg); 4: N14 (50 mg); 5: T15 (50 mg);
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6: N15 (50 mg); 7: T16 (50 mg); 8: N16 (50 mg)

Tablo 4.1 Elde edilen RNA 6rneklerinin 260 nm’de OD degerleri ve RNA miktarlari

Ornek Adi 260 nm absorbans RNA Miktan
(ng/mL)
1. T1 (50 mg/mL) 3.42 684
2. T1 (100 mg/mL) 1.08 216
3. T2 (50 mg/mL) Cok diisiik Cok distik
4. T2 (100 mg/mL) 0.083 16.6
5. N1 (50 mg/mL) 2.21 442
6. N1 (100 mg/mL) 4.39 878
7. N2 (50 mg/mL) 4.30 860
8. N2 (100 mg/mL) 1.54 308
9. T3 (50mg doku) 3.571 2.915
10.T3 (100 mg doku) 3.557 2.903
11.N3 (50 mg doku) 2.016 1.645
12.N3 (100 mg doku) 0.833 679.9
13.T4 (50 mg doku) 2.758 2.251
14.T4 (100 mg doku) 3.374 2.754
15.T5 (50mg doku) 3.571 2.915
16.T5 (100 mg doku) 3.557 2.903
17.N5 (50 mg doku) 2.016 1.645
18.N5 (100 mg doku) 0.833 679.9
19.76 (50 mg doku) 2.758 2.251
20.T6 (100 mg doku) 3.374 2.754
21.N6 (50 mg/doku) 0.378 308
22.N6 (100 mg doku) 0.3 244.8
23.T7 (50mg doku) 2.644 2.159
24.T7 (100 mg doku) 3.271 2.670
25.N7 (50 mg doku) 3.100 2.530
26.N7 (100 mg doku) 3.118 2.545
27.T78 (50 mg doku) 0.449 366.5
28.T9 (50 mg doku) 0.632 5134
29.(0.59) 3.094 2.525
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Tablo 4.1 (devam)

30.(0.75g) 2.878 2.878
31.(1gr) 2.538 2.538
32.(1.25 ) 2.297 2.297
33.(1.75g) 2.875 2.875
34.(29) 3.494 2.852
35.T10 (50 mg doku) 1.533 1251
36.N10 (50 mg doku) 0.692 565

37.T11 (50 mg doku) 0.826 674

38.N11 (50 mg/doku) 0.09 Diisiik
39.T712 (50 mg doku) 3.386 2764
40.N12 (50 mg doku) 1.584 1293
41.T13 (50 mg doku) 1.414 1154
42.N13 (50 mg doku) 0.225 183

43.T14 (50 mg doku) 1.049 856

44.N14 (50 mg/doku) 1.779 1452
45.715 (50 mg doku) 0.229 186

46.N15 (50 mg doku) 2.113 1724
47.7T16 (50 mg doku) 1.461 1192
48.N16 (50 mg doku) 1.593 1300

DNA (cDNA) Boélum 3.2.4.2'de ifade edildigi gibi yapildi. Bolim 3.2.4.3’de ifade edilen
yontemle PZR kuruldu. Bolim 3.2.5.1'de de bildirildigi gibi cDNA’lar referans gen olan Hj3-2
primerleri kullanilarak PZR ornekleri DNA jel elektroforezi, UV ile gorintilendi. Kontrol
PZR yapilarak ¢cDNA’nin kullanilabilirligi belirlendi. Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11°de calistig1

gosterilen cDNA’lar Real-Time PCR asamasina taginmistir.
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Sekil 4.9: HB-2 kullanilarak yapilan PZR jel gorintisi

M:1kbSMO0311 1: T1 (50 mg/mL); 2: T1 (100 mg/mL); 3: N1 (50 mg/mL); 4: N1 (100
mg/mL); 5: T3 (50 mg/mL); 6: T3 (100 mg/mL); 7: N3 (50 mg/mL); 8: N3 (100 mg/mL);
9: T4 (50 mg/mL); 10: T4 (100 mg/mL); 11: N4 (50 mg/mL); 12: N4 (100 mg/mL)

1 =2 - o+

i <

Sekil 4.10: HB-2 kullanilarak yapilan PZR jel goruntisi
M:1kbSM0311 1: T8 (50 mg/mL); 2: T9 (50 mg/mL)

M

Sekil 4.11: HB-2 kullanilarak yapilan PZR jel goruntisu
M:1kbSMO0311 1: T10; 2: N10; 3: T11; 4: T12; 5: N12

4.2 Metastatik ve proliferatif marker primerlerinin ¢ahsabilirliginin qPZR aracil
kontrol edilmesi

Real-Time PCR asamasina ge¢meden Once Real-Time asamasinda kullanilacak olan
metastatik ve proliferatif marker gen ifadeleri BOlim 3.2.4.4'de gosterildigi gibi
gerceklestirilmistir.  Sekil 4.12'de gosterildigi  sekilde Twist, Vimentin, E-kaderin,
osteopondin, siklin D1 ve p 27 primerlerinin dogru bolgede spesifik amplifikasyon verdikleri
g6zlemlendi.
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Sekil 4.12: PZRjel goruntiisu
M: 1kb DNA ladder 1: Twist; 2: Vimentin; 3: E-kaderin; 4: Osteopondin ;5: Siklin D1;
6: P27; (-) negatif kontrol; (+) pozitif kontrol

Elde edilen ve ¢alistig1 kontrol edilen cDNA kalip olarak kullanilarak URG-4 ifadesi ve diger
metastatik primerler kullanilarak Real time gergeklestirildi. Yapilmis olan sonuglara goére
Twist gen ekspresyonu normal dokulara kiyasla tiimorli dokularda artis gostermistir. E-
kaderin gen ifadesi ise bazi tiimorli dokularda normal dokulara kiyasla ifadesi azalirken
bazilarinda anlaml olarak artis gostermistir. Hastalardan alman tiimor ve normal dokularin
gen profilleri degiseceginden bu farkliliklar kaynaklanmaktadir. URG-4/URGCP, Twist ve
vimentin gen ifadesi normal dokulara kiyaslandiginda genel olarak artis gostermislerdir.
Osteopondin ifadesi ise normal dokulara gore ifadesi tumérli dokuda azalan genler
arasindadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Real-Time PCR analizleri

4.3 pLKO1 shRNA vektorii kullamlarak URG-4/URGCP geni ifadesinin HT-29 hucre
hattinda susturulmasinin dogrulanmasi

HT-29 hucreleri igerisine BOlim 3.2.8’de anlatildig1 sekilde Dr. Esra TOKAY tarafindan
klonlanmas: yapilmigs olan URG-4 shpLKO.1 vektorii transfeksiyonu gerceklestirildi.
Transfeksiyon igleminden 48 saat sonra URG-4/URGCP’nin protein ve mRNA seviyesindeki
ifadesini gormek icin hicre peleti BOlum 3.2.9.1°de anlatildig1 sekilde toplandi. BOlum
3.2.9.3'de soylendigi gibi mRNA c¢alismasi i¢in peletten cCDNA ve RNA'larin izolasyonu
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gerceklestirildi. Elde edilen ¢cDNA kalip olarak kullanilarak Real-Time PCR c¢aligmasi
gerceklestirildi. Protein ifadesi igin hucre peletinden Bolim 3.2.9°da belirtildigi sekilde
protein lizat1 olusturuldu ve western blotting islemi uygulandi. Elde edilen sonuglara gore
URG-4/URGCP geni ifadesinin mRNA seviyesinde 0.14 kat azaldig: tespit edilmistir (Sekil
4.14). Protein seviyesinde ise yapilan analizlere gore susturma Scr-pLKO.1 transfekte edilmis
olan hiicre lizatindaki ifade kadar azalmis goriilmektedir (Sekil 4.14). Sadece hicre ile

kiyaslandiginda azalmanin protein seviyesinde 0.5 kat oldugu analiz edilmistir (Sekil 4.15)

URG-4/URGCP URG-4/URGCP

1.0-

Kat URG-4 ifadesi
Kat Protein

0.0-

Sekil 4.14: HT-29 hiicrelerinde Sadece Hiicre, Scr-pLKO.1 ve URG-4-shpLKO.1

transfeksiyon asamasindan sonra yapilmis olan Real-Time analizi ve protein seviyesi

URG-4sh
pLKO.1 Scr-pLKO.1 SH

URG.4 “ — B 00

B-aktin S\’ —r 47D

Sekil 4.15: HT-29 hiicrelerinde Sadece Hucre, Scr-pLKO.1 ve URG-4-shpLKO.1
transfeksiyon agamasindan sonra elde edilen protein lizatlar1 kullanilarak yapilan URG-

4/URGCP ve beta aktin antikorlar1 uygulamasina ait western blotting analizi
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4.4 Proliferatif ve Metastatik 6zellikleri Gzerine etkisinin belirlenmesi

Hucreler, Bolum 3.2.7.2'de anlatildig1 gibi kiltirde buyutiltikten sonra, 96 well kuyularina
paylastirildi. O, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonra BOlim 3.2.8.2°de anlatildig1 sekilde MTT testi
uygulanmistir. Spektrofotometrede 550 nm'deki olglimler excelde degerlendirildi. Sekil
4.16’da sonuclar gosterilmistir. Elde edilen sonuglara godre, URG-4/URGCP geninin

susturulmasinin hiicrenin proliferatif karakteri iizerine azaltici yada arttirict bir etkisi

gbzlemlenmemistir.
- SH
2.0-
= shURG-4pLKO.1
1.5+ T = ser-
m pLKO.1
(=
19
a 1.0
o
0.5
0.0~ I I
24sa 48sa

Sekil 4.16: OD 550nm’de alinan MTT 6l¢iim sonuglarma ait grafik

URG-4/URGCP geni transfekte edilen HT-29 hiicrelerinin koloni olusturma yetenekleri
Bolum 3.2.8.1'de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen koloni formasyon deneyi ile belirlendi.
Buna gore HT-29 hiicreleri yaklasik 2 hafta sonra %10 metilen mavisi ile boyand1 ve 20 X'lik
biiylitmede mikroskop kullanilarak fotograflandirildi. Proliferasyona neden olan URG-
4/URGCP geninin susturulmasmin saglandigr kuyucuklarda koloni olusumu azalmigken,
kontrol grubu olarak kullanilan hi¢bir uygulamanin yapilmadigi HT-29 hucreleri ve kontrol
Scr-pLKO.1 vektdriiniin transfekte edildigi hiicre grubunda koloni sayisinin daha fazla oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.17). Elde edilen koloni sayisi Cell counter programu ile sayilarak analiz

edilmis ve Graphpad Prism 8 programi kullanilarak grafiklendirilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17: Koloni formasyon sonucu
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Sekil 4.18: Koloni formasyon deneyine ait grafik
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Yaralanma deneyleri Boliim 3.2.8.3'de gosterildigi gibi yapildi. URG-4 geni susturulmus olan
HT-29 hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla kapanma hizinda anlamhi bir fark

gozlemlenmistir. Sonuglar Sekil 4.19°da gosterildigi gibidir.

0. saat 3. saat 6. saat 24 saat 48. saat 72. saat

B YWAE rary
T ELRAE L
r Y YT
LJL ahn 3
e YT}
- R SRS

Sekil 4.19: Yaralanma deneyi sonucu

4.5 URG-4/URGCCP ifadesinin susturulmasinin metastatik marker gen ifadeleri
Uzerine MRNA ve protein seviyesinde etkisi

URG-4/URGCP susturulmus hiicre cDNA’s1 ve kontrol grubu (Sadece Hiicre ve Scr-pLKO.1
vektorii transfekte edilmis hiicreler) ¢cDNA’lar1 kalip olarak kullanilarak matestatik ve
proliferatif markir gen primerleri ile Real-Time PCR analizi gergeklestirilmistir. Yapilan
calisma sonucunda E-kaderin, vimentin, osteopondin ifadesinin sadece hiicreye kiyasla
azaldig1 gosterilmistir. Ayni zamanda p27 ve Siklin D1 proliferatif marker gen ifadelerinde de
azalis gozlemlenmigstir. Protein seviyesinde ise vimentin seviyesinde azaliy mRNA ifadesi ile
korele iken, E-kaderin ifadesinde sadece hiicre grubuna kiyasla artig gosterilmistir (Sekil 4.20

ve Sekil 4.21).
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Sekil 4.20:Metastatik ve proliferatif marker gen primerleri kullanilarak Yapilan Real-Time
PCR grafigi ve vimentin, E-kaderin proteinlerinin western blotting yontemi ile ifadesinin
gosterilmesi
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Sekil 4.21: Protein ifadesi ¢caligsmalari
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5. TARTISMA ve SONUC

Son 40 yilda kansere bagli 6liim oranlar1 neredeyse % 40 artmistir. 13 milyon kiginin 2030'da
kanserden Olecegi tahmin ediliyor. Yapilan arastirmalar sonucunda rektum kanserli hastalarin

%75'i, kolon kanserli hastalarin % 80'i tan1 aninda > 60 yasindadir [29].

Kolorektal kanserin baglatilmasinda Wnt sinyal yolu etkilidir. Sonra RAS-RAF-MAPK,
TGF-p ve PI3K-AKT yollarminin regiilasyonunu 6nler [30-31]. URG-4 geni kanser tirlerinin
tedavisinde bir onkogen olarak bilinmektedir. URG4/URGCP geninin hem kolon kanserli
hastalarda hem de ayni hastalardan elde edilmis normal dokularda metastatik 6zelliklikte

etkisinin belirlenmesi agisindan merak konusu olmustur.

Bu amagla tez kapsaminin birinci asamasinda hasta ¢alismalar1 yapilmis ve tiimorli normal
kolon dokularindan elde edilen RNA ve cDNA’lar Real-Time PCR asamasinda kullanilmistir.
Elde ettigimiz bulgulara gére dokularda Twist’in gen ekspresyonu normal dokulara kiyasla
timorli dokularda artis gdstermistir. E-kaderin gen ifadesi ise bazi tiimorlii dokularda normal
dokulara kiyasla ifadesi azalirken bazilarinda anlamli olarak artis gdstermistir. Hastalardan
alman timor ve normal dokularin gen profilleri degistiginden dolayr bu farkliliklar
gozlemlenebilir. URG-4/URGCP, Twist ve vimentin gen ifadesi normal dokulara
kiyaslandiginda genel olarak artis gostermislerdir. Osteopondin ifadesi ise normal dokulara

gore ifadesi tlimorli dokuda azalan genler arasindadir.

Literatirde 226 mesane kanseri dokusunda yapilan calismada Twist'in ekspresyonunun

artmasile beraber E-kaderinin ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir [32].

Yapilan bir diger ¢alismada E-kadherinin ekspresyonunun azalmasi mesane kanseri hastalar1

icin potansiyel biyobelirteg olarak degerlendirilmistir [33].

Yapilan bir diger ¢alismada Vimentinin artan ekspresyonu bir¢cok insan kanserinde timor

progresyonu ve metastaz ile iliskilendirilmisti [34-35].

Literatiirde yapilan bir diger ¢alismada 17 erkek, 22 kadin kolorektal kanserli hastalar evre |-
I1- 1l olarak derecelendirildi. Yapilan bu calisma sonucunda Vimentinin ekspresyonunun

artt1g1, E-cadherinin ekspresyonunun azaldigini gérmiisler [36].
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Literatlrde 1598 gastrit kanserli hastanin dahil edildigi on c¢alismada Vimentin pozitif
ekspresyonunun kanserin belirlenmesinde biobelirte¢ olabilinecgi sonucunu bulmuslar. Bu

sebeple vimentinin ekspresyonunun tiimdriin daha ileri evrelerinde artabileceginin soylemisler

[37].

Literatirde 202 primer KRK doku, 41 adenom ve 37 normal kolonik mukozayi igeren bu
calismada KRK numunelerinin 35'inde (% 17.3) Vimentin ekspresyonu tespit edildi. Tam

normal mukoza ve adenom drnekleri vimentin negatifti [38].

Ikinci asamada ise hiicre ¢alismalarina gecilmistir. Hiicre calismalarinda HT-29 hiicresi tercih
edilmistir. HT-29 hicresinde sh vektor stratejisi kullanarak URG-4 geni susturulmustur.
Susturma calismalar1 m-RNA ve protein diizeyinde dogrulanmistir. Susturma ¢alismalarindan
sonra metastatik fonksiyonel caligmalar MTT, koloni formasyon, yaralanma deneyleri
yapilarak devam edilmistir. Yaptigimiz MTT sonucunda HT-29 hicrelerinin proliferativ
Ozelligi agisindan susturulan hiicrelerde bir farklilik gozlenmemistir. Bu ¢alismadan

beklentimiz proliferativ kabiliyyetin azalmasidir. Bu kabiliyet azalmamastir.

Koloni formasyon deneyleri sonucunda URG-4’{in susturulmus oldugu hiicrelerin daha az
koloni olusturdugu tespit edilmistir. Bu sonug sasirtict degildir. Onkogenik 6zellikte olan bir
genin kolon kanseri hiicrelerinde susturulmus olmasi bu kabiliyeti azaltmig olabilir diye

diistiniilebilir.

Yaralanma deneyleri sonucunda sadece hiicre grubu ile karsilastirildiginda URG-4’i
susturdugumuz hiicrelerde metastatik kabiliyyeti yavaslattigi goriilmiistir. Metastatik
primerlerle yapmis oldugumuz Real-Time sonucunda sonucunda E-kaderin, vimentin,
osteopondin ifadesinin sadece hiicreye kiyasla azaldigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda p27 ve
SiklinD1 proliferatif marker gen ifadelerinde de azalis gozlemlenmistir. Bu ifade protein

seviyesinde vimentin i¢in dogrulanmaistir.
Mide kanseri, hepatoseliiler kanser, akciger kanseri, bag ve boyun skuaméz hiicreli karsinom

ve meme kanseri ile ilgili yapilan bu caligmalarda  kanserli hiicrelerde E-kaderinin

ekspresyonunun azaldig goriilmiistiir [39-43].
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Yapmis oldugumuz bu caligma literatiire yeni bilgi saglamasi agisindan ve kolon kanseri

tedavisinde temel molekiiler mekanizma ¢aligmasi ihtiva etmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
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Ekler
EK A: DNA belirteci

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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Sekil A 1: DNA belirteci.
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EK B: Protein belirteci
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Sekil A 2: Protein belirteci.
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