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KISALTMALAR

KRK: Kolorektal kanser

ESM: Ekstraselliiler matriks

MMP: Matriks metalloproteinaz

ROCK: Rho kinaz

SEER: Surveillance, epidemiology and end results
FAP: Ailesel adenomattz polipozis

HNPCC: Kalitsal non-polipozis kolon kanseri

NSAID: Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglar

MMR: Hatali eslesme tamiri

APC: Adenomatoz polipozis koli

K-RAS: Kirsten sigan sarkomu viral onkogen homolog
p53: Tiimor protein 53

ACF: Aberan kript odak

GSK-3p: Glikojen sentaz kinaz 33

CKI: Kazein kinaz I

TCF/LEF: T-hiicre faktorii/Lenfoid arttiric1 baglama faktorii
EMT: Epitelyal-mezenkimal doniisiim

Rho GEF: Rho GTPaz-spesifik guanin niikleotid ¢evirme faktorii
Rho GAP: Rho-spesifik GTPaz aktive eden protein
GDI: Guanin-niikleotid-dissosiyasyon inhibitorii
mDia: Drosophila diaphanous’un memeli homologu
MRLC: Miyozin II regiilator hafif zinciri

MYPT1: Miyozin fosfataz hedef alt birimi 1

SRF: Serum yanit faktorii

STAT3: Sinyal aktaric1 ve transkripsiyon aktive edici-3
NF-kB: Niikleer faktér Kappa B

3D: Ug boyutlu

FAK: Fokal adezyon kinaz

IGF: Insiilin benzeri bliylime faktori

al-PI: al- proteinaz inhibitorii

IGFBP: insulin-benzeri biiyiime hormonu baglayic1 protein




IL-1p: Interlokin-1B

TNF: Tiimor nekroz faktor

HOXD10: HomeoboxD10

TIMP: Metalloproteinazlarin doku inhibitori
MT-MMP: Membran tip-MMP

AP-1: Aktivator protein

PEA3: Polioma gii¢lendirici aktivator 3

Sp-1: Spesifite Protein 1

NF-kB: Niikleer Faktor Kappa B

IL: interlokin

EGF: Epidermal biiylime faktori

KGF: Keratinosit biiylime faktorii

NGF: Sinir biiylime faktorii

HGF': Hepatosit bliytime faktorii

bFGF: Temel fibroblast biiylime faktori

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii

PDGF: Platelet tiirevi biiyiime faktorii

MAPK: Mitojen aktive eden protein kinaz

ADAM: Bir disintegrin ve metalloproteinaz

RECK: Reversion-inducing-cystein-rich protein with kazal motifs
CT-PCPE: Prokollajen C terminal proteinaz gii¢lendiricinin bir C-terminal fragmenti
TGF-a: Transforme eden biiylime faktor-o

TGF-p: Transforme eden biiyiime faktor 3

HB-EGF: Heparin-baglama epidermal biiyiime faktoriinii
FGF-2: Fibroblast biiyiime faktorii-2

uPAR: Urokinaz tip plasminojen aktivatdr reseptorii
IL-2Ra: Interlokin-2 reseptor-o

CXCL12: CXC ligand 12

FBS: Fotal dana serumu

PBS: Fosfat tampon tuzu

DMSO: dimetilsiilfoksit

WST-1: 4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat




siRNA: small interfering RNA
RISC: RNA-uyarimli susturma kompleks
AGO: Argonaute

Real Time Polimerase Chain Reaction: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA: Riboniikleik asit

mRNA: Mesajc1t RNA

DNA: Deoksiriboniikleik asit

cDNA: Komplementer DNA

Ct: Threshold cycle

dNTP: Deoksintiikleosid trifosfat
SDS: Sodyum dodesil siilfat

PAGE: Poliakrilamid jel elektroforezi
BCA: Biginkoninik asit

BSA: Sigir serum albumini

TEMED: N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamid
APS: Amonyumpersiilfat

PVDF: Poliviniliden floriir

TBS-T: Tris tampon tuzu - Tween

HRP: Yabanturbu Peroksidazi
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KOLON KANSER HUCRELERINDE RhoC YOLAKLARI iLE EKSTRASELLULER
PROTEOLIZ ARASINDAKI OLASI iLISKININ INVAZYON ve METASTAZ
ACISINDAN BELIiRLENMESI

Didem KELES, Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, 35340, Inciralt1, izmir

OZET
Giris: Kolorektal kanser kaynakli 6liimlerin ¢ogu, primerden ¢ok metastatik hastalik sonucu
gerceklesmektedir; bu nedenle akciger, prostat ve meme kanserinden sonra en sik 6liimle
sonuglanan kanser tiirtidiir. Ekstraselliiler alanda yer alan ve primer olarak ekstraselliiler
matriksin yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteinazlarm (MMP’ler) kolorektal
karsinogenezi ve metastazini destekledigi bilinmektedir. Bununla birlikte kiiciik GTPaz'lar
ailesinden olan RhoC, hiicre i¢i sitoiskelet elemanlarinin regiilasyonunu saglayarak hiicre
migrasyonunda rol almakta ve kanser metastazi ile yiiksek korelasyon gostermektedir.
Amag: Bu calismanmn amaci; primer ve metastatik kolon kanser hiicrelerinde sitoiskelet
elemanlarin regiilasyonunda rol alan RhoC’nin ekstraselliiler proteolizden sorumlu olan
MMP’ler arasindaki olasi iligkinin invazyon ve metastaz agisindan arastirilmasidir.
Yéntem: Ilk olarak, primer (HT-29, HCT116, SW480) ve metastatik (SW620 ve LoVo)
kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu siRNA teknigi ile susturuldu. Bu susturum
sonucunda ROCK-I, mDia, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14, TIMP-1 ve TIMP-2 mRNA
ekspresyon diizeyleri Real Time PCR; MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14 ve TIMP-2
protein ekspresyon diizeyleri Western Blot teknigi ile incelendi. Bunun yani sira MMP-2 ve
MMP-9 salinim ve aktivite diizeyleri Jelatin Zimografi teknigi ile belirlendi. RhoC susturumu
sonrast kolon kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yetenekleri Hiicre Migrasyonu ve
Matrijel Invazyon teknikleri ile degerlendirildi.
Bulgular: RhoC'nin baskilanmas1 sonucunda HT-29 hiicrelerinde MMP-9 mRNA ekspresyon
diizeylerinin azaldigi, TIMP-2 mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin ise anlamli olarak
arttirdig1 belirlendi. HCT116 hiicrelerinde ise MMP-9 mRNA ekspresyonunun anlamli olarak
azaldigi, TIMP-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin ise arttigi belirlendi. Ayrica RhoC
inhibisyonu ile HT-29 hiicrelerinde proMMP-2, proMMP-9 ve aktif MMP-9, SW480
hiicrelerinde ise proMMP-2 aktivitelerinin azaldig: goriildii. Ek olarak, RhoC susturulan HT-



29, SW480, SW620 ve LoVo hiicre hatlarinda hiicre migrasyonunun ve HT-29, HCT116,
SW480 SW620 ve LoVo hiicre hatlarinda hiicre invazyonunun baskilandig1 belirlendi.

Sonug: Sonug olarak elde ettigimiz verilerin ileride kolorektal kanser metastazinin 6nlenmesi
amaciyla; hem MMP aktivitesinin hem de RhoC sinyal yolaklarinin baskilanmasmi hedef
alan, antimetastatik Ozellikte yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine katki saglayacagini
ongormekteyiz.

Anahtar Sozciikler: RhoC, Matriks Metalloproteinaz, Metalloproteinazlarin Doku

Inhibitorleri, Kolon kanseri, Metastaz



DETERMINATION OF POSSIBLE RELATION BETWEEN RhoC AND
EXTRACELLULAR PROTEOLYSIS IN TERMS OF INVASION AND METASTASIS
IN COLON CANCER CELLS

Didem KELES, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Biochemistry, 35340, Inciralti, izmir

ABSTRACT

Introduction: Most of deaths derived from colorectal cancer are due to metastasis rather than
primary tumor; therefore colorectal cancer is the fourth leading cause of cancer death after
lung, prostate and breast cancers. It is known that matrix metalloproteinases (MMPs) which
are primarily responsible for degradation of extracellular matrix and locate in the extracellular
area contribute carcinogenesis and metastasis of colorectal cancer. In addition RhoC, a
member of small GTPases family, is involved in cell migration by regulating cytoskeletal
components and highly correlated with metastasis.

Objective: The aim of this research is to investigate the possible relation between RhoC that
regulates the cytoskeletal components and MMP that is responsible for extracellular
proteolysis in terms of invasion and metastasis in primary and metastatic colon cancer cells.
Method: At first, RhoC gene expression was silenced with siRNA transfection in primary
(HT-29, HCT-116 and SW480) and metastatic (SW620 and LoVo) colon cancer cells. After
this transfection ROCK-I, mDia, MMP-2, MMP-7, MMP-9, = MMP-14, TIMP-1 and TIMP-
2 mRNA expression levels were investigated with Real Time PCR; the protein expression
levels of MMP-2, MMP-9, MMP-7, MMP-14 and TIMP-2 were determined with Western
Blot. In addition, secretion and activity levels of MMP-2 and MMP-9 were detected with
Gelatin Zymography. After RhoC silencing, migration and invasion capability of colon cancer
cells were evaluated with Cell Migration and Matrigel Invasion techniques.

Results: The knockdown of RhoC resulted in decreased MMP-9 mRNA expression levels
and significantly increased TIMP-2 mRNA and protein expression levels in HT-29 cells. In
HCT116 cells, MMP-9 mRNA expression levels were significantly decreased and TIMP-1
mRNA expression levels were increased. Furthermore, RhoC inhibition declined proMMP-2,

proMMP-9 and active MMP-9 activities in HT-29 cells and also proMMP-2 activity in



SW480 cells. In addition, cell migration was inhibited in RhoC silenced HT-29, SW480,
SW620 ve LoVo cell lines and cell invasion was decreased in RhoC silenced HT-29,
HCT116, SW480 SW620 and LoVo cells.

Conclusion: In conclusion, we predict that our results may contribute for developing new
anti-metastatic therapeutic agents that target both RhoC signalling and MMP activity to
prevent colorectal cancer metastasis.

Key Words: RhoC, Matrix Metalloproteinase, Tissue Inhibitors of Metalloproteinases, Colon

Cancer, Metastasis



1. GIiRIiS ve AMAC

1.1 Problemin Tanim ve Onemi

Kolorektal kanser (KRK), 2012 yilinda diinya genelinde bes yillik sagkalimi % 60 - 65
arasinda olan; akciger, prostat ve meme kanserinden sonra en sik goriilen bir malign
timordiir. Metastatik kolorektal kanserli olgularda, birincil hedef organ karacigerdir ve
kansere bagli dliimlerin baglica sebebini olusturmaktadir. Metastatik tiimorlerin biyolojik ve
klinik davraniglar1 primerlerden farklilik sergilemekle birlikte, tiimdr fenotipindeki bu
davranis farkliliklarinin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Tiimor hiicrelerinin yayiliminda, ekstraselliiller matriksin (ESM) proteolitik yikimi
zorunlu bir basamaktir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ESM proteolizinden sorumlu olan
matriks metalloproteinazlarm (MMP’ler), pek ¢ok tiimor dokusunda asir1 eksprese edildigi ve
bu ekspresyonun tiimor invazyon ve metastazi ile iligkili oldugu rapor edilmektedir. Ancak in
vivo hayvan tiimor modellerinde ve insanlarda yapilan klinik ¢alismalarda, MMP’leri hedef
alan inhibitdrlerin, hiicre invazyonunu engellemede zayif etkili olmasi, hiicrenin alternatif bir
invazyon modeline sahip oldugunu gdstermektedir. Tiimor invazyonunda iki tiir hiicre
hareketi bulunmaktadir: 1) proteoliz aracili mezenkimal hareket, 2) aktomiyozin aracili
ameboid hareket. Ameboid hareketin, aktinin yeniden organizasyonunda rol alan Rho/Rho
kinaz (ROCK) mekanizmasina bagimli oldugu bilinirken, proteoliz aracili mezenkimal
hareketin Rho sinyal iletimi ile ilgili olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. Ancak yapilan
arastirmalarda, Rho proteinlerinin, MMP ekspresyon ve/veya aktivitesini arttirabilecegi

ongoriilmektedir.

1.2 Arastirmanin Amaci
Bu bilgiler 15181inda, tez ¢alismamizin temel amaci; kolon kanser hiicrelerinde tiimor
invazyonu ve metastazina katkisi oldugu diisiiniilen RhoC ile ekstraselliiler proteolizden
sorumlu olan MMP ekspresyonu, salinimi ve aktivitesi lizerindeki olast iligkisini invazyon ve

metastaz acisindan arastirmaktir.



1.3 Arastirmanmin Hipotezleri

Projemizin hipotezini ise su sekilde agiklayabiliriz: "Kolon kanser hiicrelerinde RhoC,

matriks metalloproteinaz ekspresyon, salinim ve aktivitesini arttirarak hiicre migrasyonu ve

invazyonunu arttirmaktadir.”

Ileri siirdiigiimiiz hipotezimizin dogrulugunu incelemek amaciyla hedeflerimizi su

sekilde siralayabiliriz

1.

Ik olarak insan primer kolon kanser hiicrelerinde (HT-29, HCT116 ve SW480) ve
metastatik kolon kanser hiicre hattinda (lenf nodu metastazi olan SW620 ve sol
supraklavikiiler bdlgeye metastaz yapan LoVo) siRNA teknigi ile RhoC gen
ekspresyonu susturuldu.

RhoC susturumunun; RhoC'nin alt akim efektdr molekiilleri olan ROCK-I ve mDia,
ekstraselliiler proteolizden sorumlu olan MMP-2, MMP-7, MMP-9 ve MMP-14,
endojen metalloproteinaz inhibitérii olan TIMP-1 ve TIMP-2 gen ekspresyon
diizeylerine olan etkisi incelendi.

Bununla birlikte, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14 ve TIMP-2 protein ekspresyon
diizeylerindeki olas1 degisimler incelendi.

Ayrica RhoC susturumu sonrast MMP-2 ve MMP-9'un ekstraselliiler alana salinimi
ve aktiviteleri lizerindeki etkisi arastirildi.

RhoC susturumu sonrasi kolon kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon

yeteneklerindeki degisim irdelendi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 KOLOREKTAL KANSER

% 80’1 kolonda, % 20’si rektumda meydana gelen kolorektal kanser (KRK); 2012
yilinda yapilan istatistiklere gore; diinya genelinde (basta Kuzey Amerika, Yeni Zelanda,
Avustralya, Avrupa ve Gliney Kore olmak iizere) erkeklerde akciger ve prostat kanserinden
sonra en sik goriilen iiclincii; kadinlarda ise meme kanserinden sonra en sik goriilen ikinci
biiyiik kanserdir. Ekonomik olarak gelismis iilkelerde, erkeklerde sirasiyla prostat, akciger ve
kolorektal; kadinlarda ise meme, kolorektal ve akciger kanseri en sik goriilen kanserlerdir.
Ekonomik olarak gelisen iilkelerde ise, erkeklerde sirasiyla akciger, karaciger ve mide;
kadinlarda ise meme, serviks uteri ve akciger kanseri ilk ii¢ sirada yer almaktadir (1).

Yasam tarzinin degistirilmesi, diizenli goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi ile erken
tan1 ve etkili miidahale sonucu bati iilkelerinde (6zellikle Birlesik Devletleri’'nde) KRK
insidans1 diismektedir. Buna karsilik Asya ve Dogu Avrupa'da sagliksiz beslenme, obezite ve
sigara kullanim1 gibi bati-tarzi yasama adaptasyon nedeniyle KRK insidanst her gecen yil
artmaktadir. Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) programimin veritabani
analizlerine gore, KRK tanisi alan hastalarda 5 yillik sag kalim orani, diinya genelinde %60 -
65 arasinda oldugunu bildirilmistir (2).

KRK gelisimi, tipik olarak genetik ve cevresel etkiler arasindaki kompleks etkilesimin
bir sonucudur. KRK hastalarmnin % 25’inde ailesel dykii bulunur ve bu durum genetik
faktorlerin Onemini ortaya koymaktadir. Kalitimsal KRK iki ana gruba ayrilabilir: kolon
kanseri olgularinin % 1’ini kapsayan Ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ve % 5-10’unu
kapsayan kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC) (3).

KRK’nin bilinen pek cok risk faktorii vardir. Yapilan arastirmalara gore, 50 yasin
istiinde olmak, obezite, fiziksel olarak inaktif yasam tarzi, alkol ve sigara kullanimu,
cogunlukla kirmizi etle beslenme, diisiik kalsiyum alimi, diisiik tam tahilli gidalarla, meyve ve
sebze ile beslenme, polip/KRK ge¢misi ya da aile dykiisi, iilseratif kolit veya Crohn hastalig1
gibi kronik inflamatuvar barsak hastalik ge¢cmisi, Tip 2 Diyabet varligt KRK riskini
artirmaktadir. Aspirin gibi non-steroid anti-inflamatuvar ilaglarn  (NSAID) diizenli
kullanimimnin KRK riskini azalttig1 ileri siiriilmektedir. Ancak bu ilaglarin diizenli kullanilmasi1
sonucunda mide kanamas1 gibi tehlikeli saglik problemleriyle karsilasilmakta ve bu nedenle
KRK'i 6nlemek amactyla kullanimi tavsiye edilmemektedir. Menopozal hormon terapisinin

(6zellikle Ostrojen ve progesteron) de KRK riskini azalttigin1 gdsteren c¢alismalarin sayisi




artmaktadir. Ancak hormon terapisinin meme kanseri, inme, kalp krizi risklerini arttirmasi

nedeniyle KRK gelisimini 6nlemek amaciyla kullanilmasi 6nerilmemektedir (2).

2.1.1 Kolorektal Kanserin Evrelendirilmesi

Evrelendirme sistemi, kanserin niifuz etme miktarmi degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Giiniimiizde kanserin evrelendirilmesi amaciyla en sik kullanilan sistem
TNM evrelendirme sistemidir. Burada T, tiimor penetrasyonunun derinligi; N, lenf nodunun
varlig1 veya yoklugu; M, uzak metastazin varligin1 veya yoklugunu gostermektedir (Tablo 1)
(4). Ilk KRK evrelendirme sistemi, 1932 yilinda Dr Cuthbert E. Dukes tarafindan ileri siiriildii
ve hastaligin tanis1 ve en iyi tedavi yonteminin belirlenmesi amaciyla gilinlimiizde halen
kullanilmaktadir (5) (Tablo 2). KRK evrelendirmesinde Dukes sistemi TNM siniflandirma

sistemine uyarlanmigtir ve bu paralel evrelendirme sistemi Tablo 3°te gdsterilmistir (6).

Tablo 1. TNM evrelendirme sistemi.

Evre T: Intestinal duvara invazyon derecesi
TO Timor kanit1 yoktur
Tis Kanser in situ (tliimor var ancak invazyon yok)

Submukozadan lamina propriaya invazyon

T1 (bazal membrana invazyon)

T2 Muscularis propriaya invazyon

T3 Subseroza invazyon

T4 Diger organlara veya peritona direkt invazyon
Evre N: Lenf nodunun bulunma derecesi

NO Lenf nodunun bulunmamasi

N1 1-3 lenf nodunun varligi

N2 4 veya daha fazla lenf nodunun varligi
Evre M: Metastaz derecesi

MO Uzak metastazin olmamasi

Ml Uzak metastaz varligi




Tablo 2. Dukes evrelendirme sistemi.

Evre Histopatolojik Ozellikleri

Dukes A Intestinal duvarla smirlanan timér varlig
Dukes B Intestinal duvara invazyon yapan timor varlig
Dukes C Lenf nodunun varlig1

Dukes D Uzak metastazin varligi

Tablo 3. Kolorektal karsinomlarin Dukes ve TNM evrelendirme sistemi.

Dukes Evresi TNM

Histopatolojik Ozellikler

Dukes A (Evre I) TINOMO

Bolgesel lenf nodu igermeyen ve muskularise niifuz
etmemis yiizeysel lezyonlar vardir.

Dukes B (Evre II)
Dukes B 1 T2NOMO

Dukes B 2 T3-4NOMO

Lenf nodu olmadan barsak duvarina daha derin niifuz
eden tiimorleri kapsamaktadir.

Tumorin muskularisle smirlanmasi.

Timoriin serozaya dogru veya seroza igine niifuz
etmesi.

Dukes C (Evre III)
Dukes C 1 T2N1IMO

Dukes C 2 T3-4N1MO

Bolgesel nodlar igeren tiimorler bu grupta yer alir.
Timoriin muskularisle siirlanmasi.

Timoriin serozaya dogru veya seroza igine niifuz
etmesi.

Dukes D (Evre IV) TXNXM1

Bu gruptaki tiimorler; karaciger, akciger, kemik veya
diger anatomik olarak wuzak bdlgelere metastaz
yapmistir.

w7 Diger organlara yayihm

Sekil 1. KRK’nin Dukes evrelendirme sistemi (7). Bir tiimor, barsak duvari infiltrasyon

uzunluguna, lenf nodlarmin varhigmma veya karaciger gibi uzak organlara yayilip

yayilmamasina gore smiflandirilir.



2.1.2 Kolorektal Kanser Progresyonu

KRK, bir seri kompleks molekiiler degisikliklerden olusan heterojen bir hastaliktir.
Normal kolonik mukozanin benign adenoma, ardindan adenomatdz polipe ve daha sonra
invazif kansere doniisiimii, i¢erisinde krozomal ve mikrosaltellit instabilitenin de bulundugu
bir seri genetik ve epigenetik siirecler ile baglantilidir (Sekil 2). Kromozomal instabilite
kolorektal kanserlerin %70 - 85'inden sorumludur. Mikrosatellit instabilite ise kalan kolon
kanserlerin %15'inde goriilmekte ve DNA hatali eslesme tamiri (Missmatch Repair - MMR)
sistemindeki kayiplar ile karakterizedir. Kolorektal karsinogenezini, DNA replikasyonu veya
DNA tamir genleri, adenomatdz polipozis koli (APC), kirsten sigan sarkomu viral onkogen
homolog (K-RAS), SMAD4 ve tiimor protein 53 (p53)’ii kapsayan bir takim genlerdeki
kalitimsal ve somatik mutasyonlar tetiklemekte ve desteklemektedir.

KRK olusumunda en erken tanimlanabilen lezyon, aberan kript odaklardir (aberrant
crypt focus - ACF). Bu lezyonun gergek neoplastik potansiyeli hentiz belirlenmemistir ancak
bu lezyonlarin bir kism1 frank adenokarsinoma dogru ilerleyebilir ve bilinyesinde K-RAS ve
APC gen mutasyonlarini barindrrabilir. Ozellikle displastik aberan kript odaklar1 siklikla APC
geninde mutasyonlar tasimaktadir.

"Kolorektal Tiimorigenezin Bekgisi"” olarak da bilinen APC geni, kolorektal kanser
olgularinin %70-80’inde mutasyonlar nedeniyle inaktif formdadir. APC proteini; B-katenin, y-
katenin, glikojen sentaz kinaz-3B (GSK-3f), Aksin/konduktin, tubulin gibi bir¢ok hiicresel
protein ile etkilesime girmektedir. APC'nin ana fonksiyonu, GSK-3f ve iskele proteini olan
Aksin/konduktin ile birlikte membrana bagli olmayan sitozolik B-katenin havuzunu regiile
etmektir. Fizyolojik kosullar altinda B-katenin, hiicre-hiicre adezyon molekiilii olan E-
kadherin ile bagl olarak bulunmaktadir. Kazein kinaz I (CKI) tarafindan fosforilasyon, [-
kateninin adheran kompleksten ayrilmasma ve sitozolde birikmesine neden olur. Sitozolde
serbest halde bulunan B-katenin ya proteozomal yolla yikima ugrar ya da niikleusta bir takim
genlerin aktivasyonunu saglar. Degredasyon yolunda, serbest [-katenin sitoplazmada
APC/Axin/GSK-3p ile bir kompleks olusturur. Bu komplekste GSK-3f, B-kateninin amino
ucunda bulunan belirli amino asitleri fosforiller ve ubikitin-aracili proteoliz ile proteozomlar
tarafindan degredasyona ugrar.

APC genindeki mutasyonlar sonucunda, APC/B-katenin etkilesimi bozularak Wnt sinyal
iletim yolag1 asir1 aktive olur ve kolonda tiimor olusum siireci baslar. APC'nin inaktif olmas1

sebebiyle, serbest halde bulunan sitozolik B-katenin sitoplazmada birikir ve daha sonra
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nukleusa transloke olur. Burada transkripsiyonel aktivator gorevi goren [-katenin,
transkripsiyon faktorleri ailesinden T-hiicre faktorii/Lenfoid arttirict baglama faktori
(TCF/LEF) iyeleriyle birlikte, promotor sekanslarina baglanarak hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. Sonug olarak; icerisinde c-Myc, siklin D1, MMP-7, gastrinin
de bulundugu bir takim spesifik genlerin transkripsiyonlar1 aktive olur.

RAS ailesinin bir {iyesi olan K-RAS, kolorektal karsinogenezinde en Onemli
protoonkogenlerden biridir. Kolon karsinomlarin %37-41'inde  K-RAS mutasyonlarinin
oldugu ve erken siirecte APC mutasyonlarin ardindan ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. K-RAS
gen mutasyonlart EGFR-Ras-Raf-ERK-Jun/Fos metabolik yoluyla proliferasyonu uyarir ve
prokaspazi fosforilleyerek apoptozu inhibe eder. Yapilan arastrmalarda K-RAS’m adenom
biliylimesine aracilik ederek adenom-karsinom sekansinin erken evrelerinde kolon kanser
olusumunu destekledigi ancak adenomlarin adenkarsinomaya doniisiimii i¢in gerekli olmadig:
belirlenmistir.

Bir transkripsiyon faktorii olan p53, apoptoz ve hiicre dongiisiiniin progresyonunu
kontrol ederek genomik stabiliteyi saglamada rol olan bir tiimdr siipresor gendir. p53'iin
fonksiyonu G1 fazindan S fazina gegmeden 6nce DNA hasarmi tanimak, hiicre dongiisii
tutuklanmasini uyarmak ve DNA tamiri veya apoptoz siirecini baslatmaktir. Bu fonksiyonlar1
nedeniyle "Genomun Gardiyam" olarak da adlandirilmaktadir. p53 mutasyonlar1 kolon
adenomlarindan ziyade kolon adenokarsinom sekansinin daha ileri evrelerinde goriilmekte ve

adenomdan karsinoma doniisiimde aracilik ettigi ileri stiriilmektedir (8).

D R LLTTTTT TP Yanhs-eslesme Tamir Genlerinin «« - exsssmsemsmmmsanmssannnannn >
Inaktivasyonu
Mutasyon ve Gen Kaybt Mutasyon Gen Kaybt Mutasyon ve Gen Kaybt
APC KRAS SMAD2/4 TP53
Normal Epitelyum gri:{:; ;:;:{e;g:;’t/ Ara Adenom Geg Adenom Karsinom Metastaz

St S

£ 4
~
3
"
o

Degismis DNA b Diger Genetik Degisiklikler
Metilasyonu

Sekil 2. Kolorektal karsinogenezinde adenom-karsinom sekansi (9).
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2.1.3 Kolorektal Kanser Metastazi
Metastaz, kanser hiicrelerinin primerden ayrilip uzak organlarda sekonder lezyonlar

olusturdugu ¢ok adimli bir siirectir. Primeriin cerrahi girisimle alindig1 hastalarin ¢ogunda,
daha sonradan uzak metastazlarin meydana geldigi goriilmekte ve bu metastazlarin, ilk
ameliyat sirasinda fark edilmeyen mikrometastazlar nedeniyle olustugu diistiniilmektedir (10).
Metastatik kaskad hakkindaki genel kani; primer lezyondaki malign hiicrelerde metastaz
evresine ilerleme yetenegi veren bir dizi molekiiler siirece dayanmaktadir. Bu molekiiler
stirecler sirastyla asagidaki adimlar1 kapsar (Sekil 3) (11):

1) Bazal membranin ve ESM'nin proteolizini kapsayan epitelyal-mezenkimal doniisiim

(EMT),

2) Adhezif 6zelliklerin degismesi nedeniyle tiimor hiicrelerinin solid tlimorden ayrilmasi,

3) Lokal invazyon ve hiicre migrasyonu,

4) Anjiyogenez ve intravazasyon,

5) Vaskiiler sirkiilasyonda immiin sistemden kagma ve canli kalma,

6) Damarlardan ekstravazasyon,

7) Uzak embolizasyon ile yeni anatomik bdlgeye yerlesme ve burada hayatta kalma,

8) Son olarak, mikro ve makrometastazlarin olugmasi.

Diinya genelinde yeni KRK olgular1 1.2 milyonu asmis ve her yil 600000 dan fazla
olguda 6liimle sonuclanmistir (12). KRK hastalarmin %20'sinde teshis konuldugu anda
metastaz oldugu, %20-25'inde hastalik sirasinda metastaz gelistigi ve bu nedenle %40-45 gibi
bir yliksek mortalite orani ile sonuglandigi distiniilmektedir (13). Kolorektal kanserli
hastalarda en sik karaciger metastaz1 goriilmekte ve kolorektal kansere bagli 6liimlerin en
temel nedenidir. Hastalarin yaklasik %19’unda kolorektal kanser tanisit koyuldugu anda
karaciger metastazi bulunmaktadir (senkron metastaz), %30-40’inda ise primeriin cerrahi
girisim ile ¢ikarilmasindan sonraki iki yil i¢inde karaciger metastazi (metakron metastaz)
gelismektedir (14). Karaciger metastazinin olusmasi, gastrointestinal sistemin portal
drenajindan dolay1 anatomik nedenle olabilecegi gibi, metastaza katkida bulunan bir¢ok
molekiiler degiskenden de kaynaklanabilmektedir. Bugline kadar, kanserin molekiiler
mekanizmalari lizerine ¢esitli arastirmalar yapilmasina karsin, metastatik mekanizmalar heniiz

tam olarak aydinlatilamamuistir.
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Sekil 3. Metastaz olusumunda yer alan adimlar (10).

2.2 RHO-GTPaz AILESI
Ras-benzeri protein siiper ailesine ait olan Rho GTPaz ailesi, 8 alt gruptan olusur ve
20’den fazla liyeye sahiptir (Sekil 4). Rho GTPaz ailesi hiicrenin farkli bolgelerinde stres
fiber, kontraktil halka gibi aktomiyozin demetlerin olusumunu uyararak hiicre morfogenezi,
adezyonu, migrasyonu ve hiicre dongiisii gibi hiicresel siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadirlar
(15, 16). 1985 yilinda ilk tanimlanan Rho GTPaz’lar RhoA, RhoB ve RhoC’dir (17). Bu ¢

protein %88’den fazla benzer amino asit sekansina sahip, olduk¢a homolog proteinlerdir (18).

Sekil 4. Memeli Rho GTPaz siiperailesinin filogenetik semast (19).
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Rho GTPaz’larm bu fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri icin GTP bagl aktif formda
bulunmalar1 ve membrana tutunmalar1 gerekmektedir. Bunun i¢in, Rho proteinleri,
prenilasyon (farnesilasyon veya grenilasyon) veya palmitoilasyon ile C-terminal bolgelerine
bir lipidik grubun baglanmasiyla post translasyonel olarak modifiye edilerek membrana
baglanirlar. Rho proteinlerinde bulunan prenil gruplarin uzunluklar: birbirinden farklhidir.
Ornegin RhoB ya 15-karbonlu farnesil grubu ya da 20-karbonlu geranilgeranil gurubu ile
prenillenirken, RhoA ve RhoC sadece geranilgeranil grubu tasimaktadir. Bu farklilik Rho
proteinlerin lokalizasyonlarmi etkiler. Ornegin RhoB temel olarak ge¢ endozomlar ve
lizozomlarda bulunurken, RhoA ve RhoC sitoplazma veya plazma membraninda lokalizedir
(20).

Rho GTPaz’larm GDP bagli inaktif formlarmdan GTP bagh aktif formlarina doniistimii,
Rho GTPaz-spesifik guanin niikleotid g¢evirme faktorlerin (Rho GEF’ler) Dbl ailesi
tarafindan katalizlenir (21). GTP bagl formdan GDP bagli forma doniisiimii ise, Rho-spesifik
GTPaz aktive eden proteinler (Rho GAP’lar) tarafindan stimule edilmektedir (22). Bunlarin
yaninda guanin-niikleotid-dissosiyasyon inhibitorleri (GDI proteinleri), hem aktif hem de
inaktif Rho GTPaz’larin C-terminal prenil gruplarma baglanarak, Rho proteinlerinin
membrana baglanmalarini engeller ve sitoplazmada serbest halde kalmalarini saglar. Ayrica
aktif Rho GTPaz’in efektére baglanmasini ve inaktif Rho GTPaz’in aktive olmasini engeller.
Sonug olarak, Rho GTPaz’larin altakim yolaklarindaki hedef efektorlerine ulasmasini bloke
eder (Sekil 5) (23). Aktive edilen Rho GTPaz’lar farkli efektdor molekiillere baglanarak,

hiicresel yanit1 olusturacak bir sinyal kaskadini tetiklerler.
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Sekil 5. Rho GTPaz aktivasyon dongiisii (19).

14



2.2.1 Effektor Molekiiller: ROCK ve mDia

Rho proteinlerinin primer etkisi, hiicrede aktin sitoiskeletinin spesifik bir tipini uyarmak
ve mikrotiibiillerin lokal dinamiklerini modiile etmektir. Rho tarafindan uyarilan bu aktin
sitoiskelet tipleri, bir interfaz hiicresindeki stres fiberler ile mitotik hiicrede olusan kontraktil
halkadir (Sekil 6b). Hem stres fiberler hem de kontraktil halka miyozin ile ¢apraz baglanmis
antiparalel aktin filamanlardan olusan aktomiyozin demetlerdir. Rho, aktin filamanlarin
olusumunu ve miyozinin aktivasyonunu uyarir. Bu nedenle hiicre dongiisii fazina bagl olarak
hiicrenin farkli bolgelerinde olusan aktomiyozin demetlerde lokalizedir. Rho GTPaz’larin bu
etkilerini ortaya ¢ikaran c¢esitli efektor molekiiller (WASP, PAK vb) bulunmaktadir ancak
RhoA, B, C ailesine ait iki temel efektor bilinmektedir: ROCK (Rho kinaz) (24) ve mDia
(Drosophila diaphanous’un memeli homologu) (25).

Bir formin molekiili olan mDia, profiline baglanarak aktin niikleasyonunu ve
polimerizasyonunu katalizleyerek diiz ve uzun aktin filamanlarin olusumunu saglar. mDia’nin
bilinen bir diger fonksiyonu ise mikrotiibiil stabilizasyonunu regiile etmektir (26). ROCK ise
cesitli substratlar1 fosforilleyen bir serin/threonin kinazdir (27). ROCK i¢in tanimlanan primer
rol, aktin-miyozin sitoiskelet organizasyonunu regiile etmektir. Fosforillenmis miyozin II
regililator hafif zinciri (MRLC), miyozin II ATPaz’1 aktive ederek miyozinin F-aktin ile
etkilesimine olanak saglar ve aktomiyozin kontraktilitesinin olugsmasina katkida bulunur (28).
MLC defosforilasyonunu saglayan MLC fosfataz kompleksi bir PP1cd katalitik alt birimden,
bir miyozini fosfataza hedefleyen miyozin baglama altbiriminden (MYPT1) ve kiiciik bir
regiilator altbirimden olusur (29). ROCK tarafindan MYPT1’in fosforilasyonu sonucunda
miyozinin fosfatazdan ayrilmasi saglanarak MLC defosforilasyonu inhibe edilir ve bdylece
net MLC fosforilasyonunda artisa neden olur (30). Ek olarak ROCK, LIM kinazi
fosforilleyerek aktin filaman dinamiklerini regiile eder. Aktif LIM kinaz, aktin dagitic1 protein
olan kofilini fosforilleyerek inaktive eder ve bdylelikle hiicre i¢indeki aktin filaman sayisinda
net artisa neden olur (31) (Sekil 6a).

ROCK ve mDia’nin aktin ve miyozin iizerindeki etkileri Rho alt akimi ile birlikte
hiicrede aktomiyozin demetlerin uyarmmi ile sonuglanir (Sekil 6b). Sonu¢ olarak, mDia ve
ROCK’m birlikteligi, stres fiber ve kontraktil halka gibi aktomiyozin demetlerin toplanmasi
icin gereklidir (32).
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Sekil 6. a) Rho GTPaz’larin, ROCK ve mDia araciligiyla aktin niikleasyonu, polimerizasyonu
ve aktin-miyozin ¢apraz baglarin olusumunu regiile etmesi, b) Stres fiberleri ve kontraktil

halka olusumunda Rho tarafindan uyarilan aktin sitoiskeleti (32).

2.2.2 Rho GTPaz’lar ve Kanser
Malign tiimor hiicreleri; kontrolsiiz proliferasyon, epitelyal hiicre polaritesinin kayb,
ESM ve komsu hiicreler arasindaki etkilesimlerin degismesi ve artmis migrasyon yetenegi
gibi ozelliklere sahiptir. Rho proteinleri tiim bu siirecleri regiile etmektektedir ve bu nedenle
Rho GTPaz’larn, regiilatorlerinin ve alt akim efektdrlerinin tiimér olusumu ve progresyonunu
kontrol ettigi ileri siiriilmektedir. Yapilan arastirmalar, kanserde Rho’larm birbirlerinden
farkli bir sekilde regiile edildigini ve farkli rollere sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin;

RhoA ve Racl siklin D1 miktarmi arttirarak G1-S gecisini desteklerken, RhoA ayrica hiicre
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dongiisii inhibitorleri olan p2lcipl ve p27kipl diizeylerini negatif yonde regiile eder.
Boylelikle RhoA ve Racl hiicre dongiisiinii stimiile ederek hiicre proliferasyonunu arttirir (33,
34). Buna karsilik RnD3/RhoE siklin D1 ekspresyonunu posttranslasyonel diizeyde bloke
ederek hiicre dongiisiinii inhibe eder (35). RhoA hiicre dongiisii progresyonunu ve sitokinleri
stimiile ettigi gibi hiicre migrasyonunu da regiile eder (36). Cdc42 ise Serum yanit faktorii
(SRF) (37), Sinyal aktarici ve transkripsiyon aktive edici-3 (STAT3) (38) ve Niikleer faktor
Kappa B (NFkB) (39) gibi transkripsiyon faktorlerini modiile ederek kanser hiicre sagkalimini
desteklemektedir. Buna karsin RhoB ekspresyonunun epitelyal kanser hiicrelerinde ve
fibroblastlarda apoptozu destekledigi ileri siiriilmiistiir (40, 41). Hiicre migrasyonunda ise Rho
GTPaz’lar, filapodial (Cdc42, RhoD, Rif, Wrchl, Chp) veya lamellipodial (Rac1, Rac2, Rac
3, RhoG) membran ¢ikmtilarinin olusumuna aracilik ederler (42). RhoA, B ve C stres
fiberlerin ve fokal adezyonlarin olusumunu, aktomiyozin hiicre kasilmasini ve hiicrenin arka
ucunun ayrilmasimni stimiile ederken (18), Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE ve Wrch-1 stres fiberleri
negatif olarak etkiler (42). Ek olarak, Cdc42 hiicre yonelenimini ve polarizasyonunu kontrol
eden en 0nemli elemanlardan biridir (43).

Bu ozellikleri nedeniyle Rho GTPaz’larin hem mRNA hem de protein ekspresyon
diizeyleri kolon, akciger, meme ve pankreas gibi farkl kanser tiirlerinde incelenmistir. RhoA,
RhoC, Racl, Rac2, Rac3, Cdc42, Wrch2/RhoV ve RhoF'nin de bulundugu pek ¢ok Rho
GTPaz bazi insan tiimorlerinde upregiile edilmektedir (44-46). RhoA c¢esitli insan timor
tiplerinde upregiile edilirken, RhoB ekspresyonunun bir¢ok tiimor hiicre tipinde azaldig1 ve
asirt eksprese edilmesi sonucunda kanser hiicre migrasyonu, invazyonu ve metastazinin
baskilandig1 bildirilmistir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle RhoB tiimor silipresér olarak
goriilmektedir (47). Cesitli arastrmalar in vivo metastazda RhoC’nin Onemini ortaya
koymustur. Ornegin, RhoC baskilanan melanoma hiicrelerinde, metastazin inhibe edildigi
bildirilmistir (36). Ek olarak RhoC delesyonu fare modelinde meme kanser biiylimesine etki

etmezken, spesifik olarak metastazi azaltmistir (48).
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2.2.3 Migrasyon ve Invazyonda Rho GTPaz’larin Rolleri

Hiicre migrasyonunda, aktin sitoiskeleti ve mikrotiibiil organizasyonu kritik bir rol
oynamaktadir. Hiicre migrasyonu genellikle 4 adimli bir dongiiden olusur:

1. Hiicrenin 6n yiiziinde membran ¢ikintilarmin (lamellipodia, filapodia) aktin
polimerizasyon aracilikli olusumu ile baslar.

2. Migrasyonu etkili hale getirmek i¢in bu c¢ikintilarin fokal adezyonlar ve fokal
baglantilar gibi hiicre-substrat baglant1 bolgesini olusturan integrin protein ailesinin
spesifik reseptorleri tarafindan ECM’ye tutunmasi gerekir.

3. Go¢ dongiisii hiicre bedeninin akto-miyozin aracilikli kontraksiyonu ile devam eder.

4. Daha sonra hiicrenin arka bolgesinin ayrilmasi ile sonlanir.

Kollajen gibi ESM proteinlerinin fibriler ag sistemleri, tiimor hiicrelerinin hareketini
kisitlamaktadir. Bu nedenle tiimdr hiicrelerinin ii¢c boyutlu (3D) alandaki invazyon davranisi
cok Onemlidir. Timor hiicrelerinin invazyonu i¢in, hiicre adezyonu/motilitesinin
koordinasyonu ile ESM substratlarinin proteolitik yikimimin gerekli oldugu diisiiniilmektedir
ve bu goriis in vivo ve in vitro model caligmalari ile desteklenmistir (49). Ancak in vivo
hayvan tiimér modellerinde ve insanlarda yapilan klinik c¢alismalarda ESM yikimindan
sorumlu proteazlar1 (6zellikle MMP’leri) hedef alan inhibitorlerin uygulanmasinin oldukca
zayif bir etkisi olmustur. Bu durum MMP inhibisyonu oldugu durumda hiicrenin alternatif bir
invazyon modeline sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Friedl ve ark. (50) bu durumu
aydmlatmak i¢cin MT1-MMP asir1 eksprese eden HT1080 fibrosarkoma hiicrelerinin in vitro
3D kollajen matriksinde gocilinii incelediler. Elde ettikleri verilere gore, proteaz
inhibisyonunun olmadig1 durumda, hiicrelerin integrine bagimli olarak kollajen matriksine
baglandigini, proteoliz ile matrikste tiip benzeri defektler iirettigini ve olusan bu tiiplerden go¢
ettigini belirlediler. Bu durum klasik motilite-proteoliz koordinasyon konsepti ile uyumludur.
Ancak proteolitik aktivite inhibe edildiginde, proteoliz bagimli mezenkimal hareketin
ameboid harekete doniistiigii goriilmiistiir. Sahai ve Marshall (51), birkag tiimor hiicre hattinin
3D matriksteki davranigini incelediler ve bazi tiimdr hiicrelerinin kontraksiyon yoluyla
yuvarlak formda 3D matrikste goc ettigini belirlediler. Sahai ve Marshall daha sonra bu
mekanizmanin altinda yatan sinyal yolagmi incelediklerinde Rho/ROCK yolunun bu
migrasyon yolu i¢in temel gii¢ oldugunu belirlediler. Sahai ve ark. bu ¢aligmay1 daha sonra

genisleterek yuvarlak morfolojiye sahip hiicrelerin, invazyon i¢in dnlerinde bulunan kollajeni
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ittirdigini ve bu deformasyonun ROCK aktivitesi ve miyozin fosforilasyonuna bagli oldugunu
gosterdiler (52).

Sonug olarak, ESM ag boyutlarinin genis olmasi durumunda, hiicrelerin Rho/ROCK
yolagin1 aktive ederek ameboid hareketi kullandigi ileri siiriilmistiir (53). Bu ameboid
harekette kortikal aktomiyozin kasilma giicii ile hiicreler morfolojilerini degistirerek sferikal
sekle adapte olurlar ve fibriler agda bulunan bosluklardan gegebilirler. Ayrica hiicre
ylizeyinde a231 integrinlerin ve fokal adezyon kinazlarm (FAK) fosforilasyonunda azaldigi
gosterilmis ve bu adezyona karsi diisiik afinite sonucunda hiicrelerin sferikal sekle daha kolay
adapte oldugu belirlenmistir (54).

ESM’deki ag yogunlugun artmasi (ESM kaymasi) durumunda, fibriler ag caplari
kiiciileceginden kanser hiicrelerinin hareketi kisitlanir (53). Kanser hiicreleri, ECM’nin
mekanik Ozelliklerindeki modifikasyonlar1 integrin aracili adezyonlar ve altakim
mekanosensor protein sinyal iletimi (6rnegin; vinkulin, FAK, ve filamin A) araciligi ile
algilarlar (55-57). Bu algilama sistemi hiicrelerde fokal adezyonlarin giiglenmesine, hiicre
cikintilarinin ve yiiksek ¢ekme giiciiniin olusmasina ve uzamis hiicre sekline yol acar (58).
ESM kaymasi sonunda hiicre seklindeki bu adaptasyonunun yami sira kanser hiicreleri
MMP’ler, serin proteazlar ve katepsinler gibi bir takim proteolitik enzimler araciligi ile fiber
matriksi degrade ederek ESM tarafindan olusan mekanik giiclin {istesinden gelebilirler.

Olusan bu yeni hareket ise mezenkimal hiicre hareketi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 7).

ESM Kaymasi

] Genis ag boyutu ] ! Kiiciik ag boyutu ]

Ameboid Motilite Mezenkimal Motilite

1| a2b1 integrin ekspresyonu t integrin aracih baglantilar
} FAK fosforilasyonu t Fokal adhezyonlar

1 Fokal adhezyonlar t Proteolitik enzimlerin

! Rho/ROCK sinyal iletimi AV ler, serim proteaiar;

katepsinler) salinmasi

Sekil 7. Ameboid ve mezenkimal motilite doniisiimii (59).
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2.2.4 Kanserde RhoC’nin Onemi

Insan tiimérlerinde Rho GTPaz'larin asir1 eksprese edildiginin belirlenmesi ve timor
invazyonundaki  fonksiyonlarmin  gdsterilmesi, bu proteinlerin "invazyon-metastaz
kaskadi"nda onemli olduklarini ortaya koymaktadir. Klinik kanserlerde ve tiimdr hiicre
hatlarinda gen ekspresyon arastirmalarinda, RhoA ve RhoC’nin asir1 ekspresyonu siklikla
gosterilmistir. Ek olarak RhoC ekspresyonunun klinik kanserlerin invazif fenotipi ile iligkili
oldugu belirtilmektedir (60). Suwa ve ark. 33 pankreatik duktal adenokarsinom olgusunda
RhoA, B, C ekspresyonunu incelediler ve RhoC ekspresyon diizeyinin, malign olmayan
dokulara gore tiimor dokularinda ve primerlere gore metastatik lezyonlarda daha yliksek
oldugunu gosterdiler. Ayrica RhoC’nin perindral invazyon, lenf nodu metastazi ve zayif
prognoz ile iligkili oldugunu bulurken, RhoA ve B ekspresyonunun klinikopatolojik verilerle
herhangi bir korelasyon gostermedigini belirlediler (61). Clark ve ark. yiiksek metastatik
melanom hiicrelerin genomik analizlerinde, RhoC geninin metastaz siirecinde yer alan bir gen
oldugu tanmmlanmistir. A375P insan melanom hiicrelerini veya B16F0 fare melanom
hiicrelerini nude farelere intravendz olarak enjekte ederek akcigerde olusan metastatik
kolonilerin hiicrelerini doku kiiltiirtinde biiylitiip konukcu fareye tekrar enjekte ettiler. Bu
prosediir ii¢ kere tekrar ederek elde edilen her yeni hiicre hattindan yiiksek metastatik
potansiyeli olan hiicre popiilasyonlar1 izole ettiler. Yapilan mikroarray analizleri sonucunda,
her hiicre hattindan olusan tiim metastatik dokularda {i¢ genin - fibronektin, RhoC ve timozin
B4 - yiiksek diizeyde eksprese edildigini belirlediler. Ekzogenz RhoC asir1 eksprese eden
hiicreler ile metastatik hiicre popiilasyonunda proliferasyonun artmadigmi, ancak bu
hiicrelerin migrasyon yeteneginin arttigini, daha invazif karakter kazandigini ve uzamis
morfolojiye sahip oldugunu belirttiler (62). Bu ¢alisma bdylece deneysel olarak RhoC’nin
metastazdaki 6nemini dogrulamaktadir.

Pille ve ark. ise yiiksek metastatik karaktere sahip olan MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinde RhoA ve RhoC'nin ayr1 ayr1 baskilanmasi sonucunda hiicre prolifresyonu ve
invazyonunun inhibe edildigini gosterdiler (63). Ma ve ark. miR-10b ekspresyonunun
metastatik meme tiimorlerinde ve metastatik meme hiicre hatlarinda asir1 eksprese edildigini
belirlediler. Daha sonra bu miR-10b’nin in vitro’da hiicre migrasyonu ve invazyonunu regiile
ettigini ve in vivo’da timdr invazyonunu ve uzak metastazini baslattigim gosterdiler. miR-
10b’nin uyardigi mekanizmay1 incelediklerinde, miR-10b’nin igerisinde RhoC’nin de

bulundugu migrasyonda rol alan bir takim genlerin ekspresyonunu inhibe eden
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HomeoboxD10 (HOXD10)’un translasyonunu inhibe ettigini ortaya koydular (64). Benzer
sekilde Nakayama ve ark. yumurtalik kanser hiicrelerinde miR-10b uyarimi sonucunda
HOXD10 proteinin azaldigmi, RhoC ve MMP-14 proteinlerinin arttigmi ve bu verilerle dogru
orantili olarak hiicrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin arttigini ileri siirdii (65).
Boylece tiimor invazyonunda RhoC’nin bulunduguna dair kanitlara bir yenisi daha

eklenmistir.
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2.3 MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

Kompleks bir ag yapisinda olan ESM; hiicrelerin etrafinda ¢esitli yapisal proteinlerin ve
makromolekiillerin olusturdugu iic boyutlu bir mikrogevre olusturur. ESM’nin temel
bilesenleri; kollajenler, yapisal non-kollajendz glikoproteinler (fibronektin, laminin, tenaskin
ve nidojen/entaktin gibi) ve proteoglikanlardan olusmaktadir. Fizyolojik siire¢ sirasinda ESM
kompozisyonu; 0Ozellikle proteazlar tarafindan ESM’nin yeniden sekillenmesi sonucu
cesitlenebilmektedir. Proteazlar, ESM proteinlerinde bir takim yapisal ve konformasyonel
degisikliklere neden olabilmektedir, bu nedenle fizyolojik ve patolojik siirecte Snemli
fonksiyonlara sahiplerdir.

Canli organizmalarda bulunan metalloproteinazlar, aktif bolgelerinde Zn** atomu igeren
endopeptidazlardir ve bundan dolay1, "metallo” 6n ekini almaktadirlar. Metalloproteinazlarin
metzinkin alt ailesi, li¢-histidin ¢inko-baglama motifi ve aktif bolgenin ardindan korunmus bir
metiyonin doniisli ile karakterize edilmistir (66). Metzinkin ailesinin matriksin sinifinda yer
alan matriks metalloproteinazlar (MMP’ler), yaklasik 28 {iyeden olusan ve ESM bilesenlerini
yikima ugratabilen ¢inko ve kalsiyum bagimli bir proteinaz ailesidir (67) (Tablo 4). Yapi,
substrat spesifikligi ve hiicresel lokalizasyonlarma gore temel olarak 7 ayr1 grupta

siiflandirilmislardir (68):

Kollajenazlar (MMP-1, -8, -13)

Jelatinazlar (MMP-2 ve -9)

Stromelizinler (MMP-3, -10 ve -11)

Membran-tip MMP’ler (MMP-14, -15, -16, -17, -24 ve -25)
Matrilizinler (MMP-7 ve -26)

Makrofaj elastaz (MMP-12)

Diger MMP’ler (MMP-19, -21, -23, -27 ve -28)

AL o L

Ayrica ekstraselliiler alana saliman MMP'ler ve membrana baglanan (membran tip)
MMP'ler olmak {izere iki ayr1 grup altinda da incelenmektedir. Membran tip MMP'ler (MT-
MMP) hiicre membranma kovalent bagli olarak bulunurken, salman MMP'ler ise ya
integrinler veya CD44'e baglanarak (69, 70) ya da hiicre yiizey iliskili heparan siilfat
proteoglikanlari, Tip IV kollajen veya ekstraselliller matriks metallproteinaz uyaricisi

(EMPRIN) (71) ile etkilesime girerek hiicre yiizeyinde lokalize olabilirler.
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Tablo 4. Proteazlarin smiflandirilmasi

|  PROTEAZLAR | |

‘ —[ Metalloproteazlar ]

I—[ Metzinkinler }

Matriksinler }

1

—l MMP | |

— MT-MMP |

Adamalizinler

Leismanolizinler

Astakinler

Serralizinler

Snapalizinler

INNI

Sistein Proteazlar

Aspartik Proteazlar

Serin Proteazlar

Treonin Proteazlar

I

MMP’ler, cesitli ESM bilesenlerini katabolize edilme yeteneklerinden dolay1 patolojik
doku yikimi ve normal matriksin yeniden sekillenmesinde rol almaktadirlar. ESM
bilesenlerinin yani sira bir takim biliylime faktorleri, reseptorler, kemokinler, Fas ligandi, diger
proteinazlar, integrinler ve hiicre-hiicre adezyon molekiilleri gibi ESM dis1 bilesenlerin de
yikimindan sorumlu olduklar1 bilinmektedir (Tablo 5). Bu fonksiyonlar1 nedeniyle MMP’ler;
hiicre biiyiimesi, differansiyasyon, apoptoz, migrasyon ve invazyon gibi pek ¢ok hiicresel
fonksiyonda gorev almaktadir. Dolayisiyla hem yara iyilesmesi, embriyo implantasyonu ve
gelisimi, ovulasyon, kemik sekillenmesi ve fizyolojik anjiyogenez gibi ¢esitli fizyolojik
stireglerde hem de romatoid artrit, ateroskleroz, timor invazyonu ve metastazi gibi patolojik

hastaliklarda ¢ok 6nemli rol oynarlar (72).
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Tablo 5. MMP’ler ve substratlar1 (73).

MMP Temel Ady ESM Substrati ESM-Dust
Substrati
Kollajenler (I, 11, III, VII, VIII, X), ol-PI, IL1- B,

Kollajenaz - 1

MMP-1 Mcol-A

jelatin, proteoglikan bagli protein,

agrekan, versikan, tenakin, entaktin

proTNF, IGFBP-3,
MMP-2, MMP-9

MMP-2 Jelatinaz - A

Kollajenler (I, IV, V, VII, X, XI,
X1V), jelatin, elastin, fibronektin,
laminin-1, laminin-5, galektin-3,
agrekan, dekorin, osteonektin
proteoglikan bagl protein

IL-1B, al-PI,
MMP-1, MMP-9,
MMP-13

MMP-3 Stromelizin-1

Kollajenler (ITI, IV, V ve 1X),
jelatin, agrekan,

versikan, perlekan, dekorin,
proteoglikan bagl protein, bliyiik
tenaskin-C, fibronektin, laminin,
entaktin, osteonektin

antitrombin-III,
IL-1B,

IGFBP-3, fibrinojen,
capraz bagl fibrin,
plazminojen,
MMP-2/TIMP-2
kompleksi,
MMP-7.,-8,-9,-13

MMP-7 Matrilizin

Kollajenler IV ve X, jelatin,
agrekan, dekorin, proteoglikan
bagli protein,

fibronektin, laminin,
¢Oziinmez fibronektin
fibrilleri, entaktin,

biiytik ve kiiciik tenaskin-C

MMP-1,

MMP-2, MMP-9
MMP-9/TIMP-1
komplesi,

al-PI, plazminojen

MMP-8 Kollajenaz - 2

Kollajenler (I, 11, IIL, V, VII,
VIII, X), jelatin, agrekan

al-PI, o2-antiplazmin,
fibronektin

MMP-9 Jelatinaz-B

Kollajenler (IV, V, VII, X, XIV),

jelatin, elastin, galektin-3, agrekan,

fibronektin, proteoglikan baglh
protein, entaktin, osteonektin

al-PI, IL-1p, plazminojen

MMP-10 Stromelizin- 2

Kollajenler (III, IV ve V), jelatin,
kazein, elastin, agrekan,
proteoglikan bagli protein

MMP-1, MMP-8

MMP-11 Stromelizin- 3

Kazein, laminin, jelatin,
fibronektin, kollajen IV,
karboksimetillenmis transferin

ol-PI, kazein, IGFBP-1
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Kollajen IV, jelatin, kazein, elastin, al-PI, fibrinojen, fibrin,

MMP-12 Metalloelastaz laminin, proteoglikan monomeri,  plazminojen, myelin

fibronektin, vitronektin, entaktin proteini

Kollajenler (I, 11, IIL, IV, IX, X, MMP-9,

. X1V), jelatin, agrekan, plazminojen aktivator

MMP-13 Kollajenaz=3 1 1ekan, biiyiik tenaskin-C, inhibitor-2

fibronektin, osteonektin

Kollajenler (I, IT ve I1I), Kazein,

elastin, fibronektin, jelatin, ol-PI, MMP-2,
MMP-14 MT1-MMP laminin, vitronektin, MMP-13

biiytik tenaskin-C, entaktin,

proteoglikanlar

Biiyiik tenaskin-C, perlekan, MMP-2
MMP-15 MT2-MMP fibronektin, laminin, entaktin, )

agrekan,
MMP-16 MT3-MMP Kollajen—.IH, jelatin, kazein, MMP-2

fibronektin
MMP-17 MT4-MMP Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-18 Kollajenaz- 4  Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-19 RASI-1 Jelatin Bilinmiyor
MMP-20 Enamelizin Amelojenin Bilinmiyor
MMP-21 - Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-22 - Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-23 CA-MMP Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-24 MTS5-MMP Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-25 Lokolizin Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-26 Endometaz Kollajen IV, jelatin, fibronektin EE?EMPQ’ fibrinojen,
MMP-27 Bilinmiyor Bilinmiyor
MMP-28 Epilizin Kazein Bilinmiyor
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2.3.1 MMP’lerin Domain Yapusi

MMP’lerin domain yapilart incelendiginde, tim MMP’lerin bir sinyal peptid, bir
propeptid ve bir N terminal katalitik domaini igerdigi goriiliir. Ayrica MMP-7, -23A, -23B ve
-26 harig, diger MMP’ler bir C-terminal hemopeksin domaini igermektedir. Sinyal peptidi
enzimin sekresyonu i¢cin Onemli iken; propeptid, MMP’lerin regiilasyonu igin kritiktir.
Propeptitte bulunan PRCG(V/N)PD motifinin igerisindeki sistein kalmtisi, aktif bolgede
bulunan Zn** atomuna baglanarak proteolitik aktiviteyi bloke eder (74). Ancak propeptid
parcalandig1 zaman, sistein ve Zn** arasidaki etkilesim kaybolur ve enzim aktif forma gecger
(72). Substratin degredasyonu ve otolitik par¢alanmadan sorumlu olan katalitik domain,
HEXXHXXGXXH sckansi icerisinde bulunan ve hem Zn** hem de Ca®* atomuna baglanan
korunmus ii¢ histidin kalintis1 igermektedir (75). C terminal domaini ise, hemopeksin ailesi
iiyelerinin sekansma ¢ok benzemektedir ve substratin baglanmasindan sorumludur. Ayrica
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP’ler) ile etkilesiminde rol almaktadir (66). N-
terminal katalitik ve C-terminal hemopeksin domainleri, MMP fonksiyonu i¢in 6nemli olan
cesitli uzunlukta ve esneyebilen bir baglayici peptide baglidirlar. Jelatinazlar (MMP-2 ve -9),
bir fibronektin tip II benzeri modiiliin ii¢ ardisik kopyasindan olusan fibronektin benzeri
domaine sahiptir. Bu domain denatiire tip IV ve V kollajenlere, elastine, denatiire ve nativ tip
I kollajene baglanir ve boylelikle substrat spesifikligine katkida bulunur (67). Membrana bagli
olarak bulunan 6 farkli membran tip-MMP (MT-MMP) bulunmaktadir. MT1-, MT2-, MT3-
ve MT5-MMP bir transmembran domaine (tip I transmembran) ve C terminal bolgesinde bir
sitoplazmik kuyruga sahiptir. Transmembran domaini, proteolitik aktivitenin hiicre yiizeyinde
lokalize olmasini saglarken sitoplazmik kuyruk intraselliiler proteinlerle (6rnegin potansiyel

fosforilasyon bolgeleri) etkileserek aktivite ve lokalizasyonu regiile eder (72) (Sekil 8).
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a MAP'lerin vapazal domainleri
Einwval peptid

Transmambran domain

Hemopelesin

Propeptid
ropep | Mentass domain

Furin pargalama bal
bihaes B V M: T St
: 2 : o _— vruls
Tip II fikronelktin Fatalitil domain
telerarlan MT-loop
-‘:*E-tafmiﬂal sval Sistein dizist [ Iz-benzen G?.,I
baglantis domain beglmten

b  Yapizal domainlerine gore MAP altgruplam

Matrilizinler: /’?

BMP-T, MMP-2E

Eollajenazlar, stromelizinler va difer
RIWIE e MMP-1, MMP-E, MMP-13, /‘T

MMP-3, MMP-10, MMP-12, MMP-18, ' /\..-u
MMP-20, MMP-27
Jelatinazlar: MMP-2, MNF-2 /? /\-c

Fiirin ile aktive adilen MMPlar: /_-b
MIE-11, MMP-21, MMP-23 | /\,g

hMembran-tip MLE et

MT1-3MP, MT2-MMP. MT3-MME /{? /\’ﬂ_ : 151._

MTE-MME

GPT bagh ML lar:

MT4-MME, MTE-MMP /’?I\"u_m
Tip II transmambran: ,—A
MMP-Z24, MNF-238 P’ .

Sekil 8. MMP’lerin domain yapilarma gore smiflandirilmasi (72).
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2.3.2 MMP'lerin Regiilasyonu
Tiim salgilanan proteinazlarda oldugu gibi MMP’lerin katalitik aktivitesi dort noktada
regiile edilir:

1. Gen ekspresyonu,

2. Proenzim (veya zimojen) aktivasyonu,
1) Allosterik aktivasyon,
2) Protein kovertazlar tarafindan aktivasyon,
3) MMP’ler tarafindan aktivasyon,
4) Oksidatif aktivasyon,

3. Enzim inaktivasyonu,
1) Metalloproteinazlarin Doku Inhibitorleri,
2) Diger dogal inhibitorler,
3) Oksidatif inaktivasyon,
4) Endositoz,

4. Kompartmanlagsma (enzimin periselliiler birikimi)

2.3.2.1 MMP Gen Ekspresyonunun Regiilasyonu

MMP promotorleri, AP-1 (Aktivator protein 1), PEA3 (Polioma giiglendirici aktivator
3), Sp-1 (Spesifite Protein 1), B-katenin/ TCF-4 ve NF-kB iceren cesitli trans-aktivatorler
aracilifiyla. MMP gen ekspresyon regiilasyonunu saglayan bir takim cis-elementleri
icermektedir. Integrinler, interlokinler, interferonler, epidermal biiyiime faktdrii (EGF),
keratinosit bliylime faktorii (KGF), sinir biiyiime faktorii (NGF), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
(VEGF), platelet tiirevi bliyiime faktorii (PDGF), TNF-a gibi ¢ok cesitli faktorler, AP-1
ve/veya PEA3 elementlerinin etkilesimi yoluyla MMP promotorlerin trans-aktivasyonuna
neden olan hiicre sinyal iletimini uyarmaktadirlar. AP-1 veya PEA3 sayesinde artan trans-
aktivasyon, genellikle mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK) aracili fosforilasyon
iizerinden gergeklesmektedir. AP-1 ve PEA-3 baglama bdlgelerinin yani sira, B-katenin/ LEF
baglanmasi i¢cin MMP-7, -14, -12 ve -26 promotorlerdeki TCF-4 bolgesi, MMP-9
promotdrdeki NF-kB baglama bdlgesi de gen ekspresyonu regiilatorleridir (76).
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2.3.2.2 Proenzim Aktivasyonu (Sistein Salter Mekanizmast)

ProMMP’ler, korunmus prodomaindeki sisteinin tiyol grubu ile katalitik bolgedeki
¢inko iyonunun etkilesmesi sonucu katalitik olarak inaktif durumda tutulurlar. Bir
proMMP’nin katalitik olarak aktif olabilmesi i¢in, tiyol-Zn®* etkilesiminin par¢alanmasi
gerekmektedir. Van Wart ve Birkedal-Hansen (77) bu islemin, tiim proMMP’lerin
aktivasyonunda genel ve gerekli oldugunu ileri siirdiiler ve bu mekanizmay1 sistein salter
mekanizmasi olarak adlandirdilar. Esansiyel olarak; tiyol-Zn** etkilesimi, {i¢ mekanizma ile
kirilabilir ve bir latent MMP katalitik aktivitesini kazanabilir:

1. Fizyolojik (oksidanlar, distilfidler, elektrofiller) veya fizyolojik olmayan bilesikler,
2. Baska bir proteinaz tarafindan prodomainin direkt pargalanmasi,
3. Prodomainin inter veya intramolekiiler otolitik pargalanmasini saglayan zimojenin

kimyasal veya allosterik etkisi (Sekil 9).

Latent MMP

Non-proteolitik
+ Allosterik
+ROS
+ SDS/APMA

Aletif MNP

Sekil 9. proMMP’lerin aktivasyon mekanizmasi. Latent formda prodomain, katalitik
merkezi sararak substrat ile etkilesimini engeller. Furin veya diger proteazlar tarafindan
prodomainin proteolitik pargalanmasi, katalitik bdlgedeki ¢inkoyla etkilesen sisteinin tiyol
grubunun uzaklastirilmasini saglar. Bu tiyol-¢inko etkilesimi, APMA gibi molekiiller

araciligiyla non-proteolitik olarak da parcalanabilmektedir (78).
proMMP'nin reaktif oksijen tiirleri (ROS) veya allosterik efektorler araciligi ile

aktivasyonunda prodomainin proteolitik olarak uzaklastirilmas: gerekli degildir. Buradaki

allosterik faktor zimojene baglanarak konformasyonel degisiklige neden olur ve Kkatalitik
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merkezdeki tiyol-Zn®* arasindaki etkilesimi bozarak prodomain proteolitik olarak
ayrilmaksizin aktivite olmasmi saglar. Daha sonra substrat proteoliz olur olmaz, enzim ya
yeniden inaktif konformasyonuna doner ya da otoliz yoluyla prodomainini uzaklastirarak aktif
formda kalir (78).

Otolize ek olarak, MMP’lerin prodomaini diger proteinazlar tarafindan direkt olarak da
parcalanabilir. MMP’lerin yaklasik iicte biri (tlim membran tip MMP’ler de dahil), pro ve
katalitik domainleri arasinda, proprotein konvertazlar veya furinler icin hedef olan RXKR
veya RRKR sekansima sahiptir. Furin, trans-Golgi aginda bulunan subtilisin-benzeri bir serin
proteazdir ve furinle pargalanma bdlgesi olan MMP’ler, sekresyon metabolik yolu icerisinde
intraselliiler olarak islenirler (79-81). Ayrica in vitro’da bir takim proteolitik enzimler de,
latent formdaki MMP’lerin prodomainlerini parcalayarak aktivitelerini kazanmalarini
saglayabilirler (82). Ik parcalama, ya bir serin proteaz, bir MMP, bir aspartat proteaz ya da
bir  sistein  proteaz  tarafindan  gerceklestirilebilir.  Ornegin,  miyofibroblast
transdifferansiyasyonu sirasinda pro-MMP-9’un aktivasyonu aktif MMP-13’iin varligina
ihtiya¢ duymaktadrr (83). Bu zamana kadar en iyi tamimlanmis non-furin proteolitik
aktivasyon mekanizmasi, hiicre yilizeyindeki proMMP-2’nin aktif MMP-14 tarafindan
parcalanmasidir. Ancak, tim MMP’lerin aktivasyon mekanizmalar1 heniiz net olarak

bilinmemektedir.

2.3.2.2.1 MMP-2’nin, MT1-MMP ve TIMP-2 Araciligiyla Aktivasyonu

MMP-2’nin aktivasyon mekanizmasi, diger MMP’lerden farkli olarak TIMP-2 bagimli
MTI1-MMP aracili bir mekanizma ile gerceklesmektedir (Sekil 10). MT1-, MT2-, MT3-
MT5- veya MT6-MMP’lerin tiimiiniin in vitro’da proMMP-2’yi aktive ettigi gosterilmistir
ancak MT1-MMP araciligiyla pro MMP-2 aktivasyon mekanizmasi en ¢ok calisilan
konulardandir (84-88). Pro MMP-2 aktivasyonunun giincel modeline gore; hiicre ylizeyindeki
MT1-MMP, TIMP-2 i¢in reseptor olarak rol almakta ve TIMP-2, kendi N-terminal domaini
araciligryla MT1-MMP’nin aktif bolgesine baglanmaktadir. Bu ikili kompleks daha sonra pro
MMP-2 i¢in reseptdr gibi hareket ederek TIMP-2’nin C terminal domaini ile birlikte pro
MMP-2"nin C terminal domainine baglanmaktadir (89). Olusan ii¢lii komplekse en yakin olan
serbest aktif MT1-MMP, daha sonra pro MMP-2’nin propeptid iizerinde bulunan N37-L38
bagini parcalar ve ara uriinler olusturur. Ara iiriinlerde bulunan kismi propeptid bolgesi,

otokatalitik bir mekanizma aracilifiyla ileri proteolize ugrayarak, tam bir aktif enzim olusumu
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gerceklesir. Bu modelde, pro MMP-2 aktivasyon mekanizmasiin gerceklesebilmesi igin,
TIMP-2 konsantrasyonunun yeterli diizeyde diisiik olmasi gerekmektedir, buna karsilik
TIMP-2 diizeylerinin yiikselmesi durumunda, tim MTI1-MMP’lerin aktivasyonu inhibe
edileceginden pro MMP-2 aktivasyonunu engellenir (90). TIMP-2 yoklugunda MT1-MMP,
otokatalitik prosese ugrar ve 45 kDa’lik inaktif forma doniigiir. Bu sebeple, TIMP-2 molekiilii
dogrudan ve pozitif yonde otokatalitik prosesi sinirlayarak hiicre yiizeyindeki aktif MT1-

MMP konsantrasyonunu ve pro MMP-2 aktivasyonunu regiile eder (91).

a. Diigiik TIMP-2 8\ 4 b. Yiiksek TIMP-2
&4 -
) -
S\ 4 &\ 4
< 4 - »
ﬁ ekstraselliiler a é ekstraselliler a
%, intraselliiler }? %, intraselliiler #
N C
TIMP-2 <l MT1-MMP b~ 82l pro-MMP-2 " -

Sekil 10. proMMP-2 aktivasyon mekanizmasi.

2.3.2.3 MMP’lerin Inaktivasyonu

Metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP) ailesi, dort glikoprotein iiyesinden
(TIMP-1, -2, -3, ve -4) olugsmaktadir; MMP ve bir disintegrin ve metalloproteinazlarin
(ADAM) aktif merkezlerine baglanarak bu proteinazlari inhibe ederler. TIMP-2, tiim
dokularda yapisal olarak eksprese edilirken; TIMP -1, -3, -4 ekspresyonu uyarilabilir ve doku
spesifikligi gostermektedir. Buna gére TIMP-1 {ireme organ sistemlerinde; TIMP-3 kalp,
bobrek ve timiiste; TIMP-4 beyin, kalp, yumurtalik ve iskelet kasinda daha c¢ok
bulunmaktadir. TIMP’ler spesifik metalloproteinazlar i¢in farkli affinite gosterirler (92).
TIMP-1"" olan farelerde akut akciger hasari, alveolar alanda hizlanmis re-epitelizasyon ve

artmig notrofil girisi ile karakterize edilmistir (93). TIMP-3" farelerde alveolar alanlarin
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kendiliginden genisledigi goriilmiistiir (94). Bu gibi anfizem benzeri degisiklikler, anormal
MMP aktivitesine dayandirilmisti. MMP ve TIMP arasindaki dengenin bozulmasi; timdr
invazyonu, metastazi, anjiyogenezi ve yara iyilesmesini kapsayan bir¢ok patolojik siirec ile
sonuglanabilir (95).

a-2-makroglobulin, pek ¢ok aktif enzimi yakalayan ve daha sonra makrofajlarin ¢opcii
reseptorleri tarafindan alinmasina aracilik eden genis spektrumlu bir inhibitordiir. Membran
bagh bir glikoprotein olan RECK (reversion-inducing-cystein-rich protein with kazal motifs)
ise; MMP-2, -9 ve -14’ii (96) inhibe ederken, CT-PCPE (Prokollajen C terminal proteinaz
giiclendiricinin bir C-terminal fragmenti), in vitro’da MMP inhibitorii olarak fonksiyon

gosterir (97).

2.3.3 Kanser Progresyonu ve Metastazda MMP’ler

Kanser progresyonunun altinda yatan 6 temel degisim bulunmaktadir: 1) Kendi biiyiime
sinyallerini desteklenmesi, 2) Biliylime inhibitdr sinyallerine kars1 duyarsizlasma,
3) Apoptozdan kagma, 4) Sonsuz boliinme, 5) Devamli anjiyogenez, 6) invazyon ve metastaz
(98). Timor biyolojisinde ilk olarak MMP’lerin, ESM ve bazal membranin olusturdugu
fiziksel bariyeri kaldirarak  metastazi1 kolaylastirdigina inanilirdi. Ancak gliniimiizde
MMP’lerin karsinogenezin farkli basamaklarinda da ¢ok yonlii biyolojik fonksiyonlarinin
oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda bir takim ESM bilesenlerinin proteolizi ile sinyal
iletim yetenekleri olan gizli domainlerin salindig1 gosterilmistir (99).

MMP'lerin kanser progresyonunda hem kanseri destekleyici hem de inhibe edici
birbirine zit fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Sekil 11 A ve B). Kanser progresyonu basamaklari
g6z Oniine alindiginda; tiimor biiylimesinde MMP'ler, IGF-BP kesilmesini saglayarak IGF
biyosaglanabilirligini arttirr, transforme eden biiyiime faktor-o (TGF-a) gibi biiyiime
faktorlerinin transmembran prekiirsoriinii keser ve ESM regiilasyonunu saglayarak indirekt
olarak ESM-integrin etkilesimini saglar. Bu fonksiyonlar1 araciliiyla MMP'ler hiicre
biiylimesini destekler. Buna karsilik MMP'ler, latent formda olan transforme eden biiyiime
faktor B (TGF-B) komplesinden TGF-3 salinimin1 saglayarak kanser hiicre biiyiimesini inhibe
eder (100). Ek olarak MMP-7 6nciil heparin-baglama epidermal biliytime faktoriinii (pro-HB-
EGF) keser ve ERBB4 reseptor tirozin kinazi stimule ederek hiicre sagkalimimimi saglayan

olgun HB-EGF olusturur (70). Ek olarak MMP'ler IGF salmimmi saglayarak ve FAS
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ligandmi keserek kanser hiicre sagkalimmi desteklerken, ESM kompozisyonunu degistirip
integrin sinyal yolagini etkileyerek apoptoza katkida bulunur.

Anjiyogenezdeki rollerini incelendiginde pro-anjigenik biiylime faktorii olan VEGEF,
fibroblast biliylime faktori-2 (FGF-2), and TGF-B biyosaglanabilirligini arttirarak
anjiyogenezi stimule eder ve boylelikle endotelyal hiicre migrasyonu ve proliferasyonuna
destek olur. Bununla birlikte kollajen tip I, kollajen tip IV ve fibrin gibi ESM komponentlerini
keserek endotelyal hiicre invazyonunu kolaylastirir. Kesilmis kollajen tip IV proanjiyogenik
olarak avP3 integrine baglanir. Anti-anjiyogenik olarak, plasminojen ve kollajen tip XVIII'i
keserek anti-anjiyogenik faktorler olan anjiyostatin ve endostatin olusumunu saglar. MMP'ler
ayrica kollajen IV'liin bir fragmenti olan tumstatinin olusumuna da katilirlar. Ek olarak,
endotel hiicre ylizeyinde bulunan ve endotelyal hiicre invazyonu i¢in gerekli olan tirokinaz tip
plasminojen aktivator reseptorii (WPAR) keserek anjiyogenezi inhibe ederler.

MMP'ler ayrica kanser hiicrelerine kars1 immiin reaksiyonlar1 inhibe eder. MMP'ler T
lenfositlerdeki interlokin-2 reseptor-a (IL-2Ra) keserek T lenfosit prolifresyonunu inhibe
ederler. Ayrica kanser hiicrelerine kars1 gelisen T hiicre reaksiyonlarinin énemli bir inhibitorii
olan TGF-B'nin salinimini saglarlar. al-PI kesilmesini saglarlar ve boylelikle dogal dldiiriicti
hiicrelerin kanser hiicre duyarliliginin azalmasina neden olur. Cok cesitli CC ve CXC
kemokin ailesi liyelerini keserler ve boylelikle bu faktorler 16kositleri artik cekemezler (100).

Hiicre migrasyonu ve invazyonu acisindan genellikle metastazi destekleyici rol
istlenirler. MMP-2 ve MMP-14 tarafindan Laminin-5'in kesilmesi sonucunda hiicre
motilitisini tetikleyen kriptik bolge aciga ¢ikar (101, 102). Hyaluronan i¢in temel reseptor
olan CD44, MMP-14 tarafindan kesilerek ekstraselliiller domaininin salmmasimi saglar ve
kesilme bolgesi mutasyona ugratildiginda ise hiicre migrasyonu inhibe olur (103). CD44
ayrica MMP-9'a da baglanir ve boylelikle enzimin hiicre yiizeyinde lokalize olmasimi saglar.
Bu lokalizasyon MMP-9'un tiimor invazyonu ve anjiyogenezi desteklemesi i¢in gereklidir.
Hiicre yiizeyindeki CD44-MMP-9 kompleksinin bozulmasi sonucunda in vivo'da timor
invazifligi de inhibe olur (69).

MMP-7 ve MMP-3 tarafindan E-kadherinin kesilmesi EMT'yi de tetikleyerek agresif
malign davranis ile iligkili olan bir hiicresel fenotip kazandirir (104). Ayrica MMP-3 hiicre
icinde reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini arttiran Raclb ekspresyonunu uyararak EMT'yi

tetikleyen Snail ekspresyonunu stimiile eder (105).
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Kesilmis E-kadherin parcalar1 daha sonra diger kesilmemis E-kadherin molekiillerine
baglanarak inhibe edebilir. Ayrica E-kadherinin kesilmesi sonucunda serbest kalan B katenin
niikkleusa transloke olarak hiicre proliferasyonunu desteklemektedir. Bununla birlikte
MMP-28, TGF-fB'nin salmimi saglayarak EMT'nin uyarilmasina katkida bulunur (106).

Invazyon sirasnda MMP-2, -9 ve -14 hiicre membranmda 6zellesmis yiizey ¢ikintilar
olarak bilinen invadapodia'da lokalize olarak invazyona katkida bulunurlar (107). MMP'ler
ESM ve bazal membran degredasyonunu da saglayarak invazyon i¢in engel olan bariyerin
ortadan kalkmasmi saglarlar. Ornegin MMP-2 ve MMP-9 bazal membranda buluna kollajen
tip [V'iin yikimin1 saglarlar (108). Buna ek olarak MMP-1 interstisyal kollajeni degrade
ederek kanser hiicrelerinin invazyonunu kolaylastirir (109).

Her ne kadar invazyonu arttirici fonksiyonlart olsa da metastazi bloke eden
fonksiyonlara da sahiplerdir. Ornegin, MMP'ler meme kanser metastazina katkida bulunan ve
bir kemokin olan CXC ligand 12'yi (CXCL12) keserek metastazi inhibe ederler (100).

Yapilan arastirmalarda artmug MMP-1, -2, -3, -7, -9, -13 ve -14 ekspresyon diizeylerinin
timor progresyonu, metastazi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (110-115). Son
zamanlarda MMP-9'un iiglii negatif meme kanserinin tiimér progresyonu ve metastazinda
etkili oldugu (116) ve melanomun erken evrelerinde MMP-9 ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir (117). Ek olarak, MMP-2 veya MMP-9 negatif farelerde kanser hiicreleri
akcigerlerde daha diisiik koloni olusturma kapasitesine sahiptir (118, 119). MMP-3 ve MMP-
14'in asir1 ekspresyonunun da meme karsinogenezini destekledigi ileri siiriilmiistiir (120,

121).
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2.3.3.1 Kolorektal Kanserde MMP lerin Rolii

Birgok MMP, cesitli insan malign tiimor tiirlerinde asir1 eksprese edilmektedir ve bu
enzimlerin ekspresyonu ve aktivasyonu; metastatik potansiyel ve timor agresifligi ile dogru
orantili olarak artmaktadir. Kolorektal kanserli hastalardan alinan kan ve /veya doku
orneklerinde MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-13 ve MMP-14'lin yiiksek
diizeyleri pek c¢ok calismada yaymlanmustir (123-130). Ozellikle MMP-2 ve MMP-9'un
kolorektal karsinogenezinde ve metastazindaki 6nemini ortaya koyan arastirmalarin sayis1 her
gecen giin artmaktadir. Ornegin, Herszényi ve ark. immiinohistokimyasal olarak MMP-9
ekspresyonunun orta ve kotii differansiye tiimorlerde 1yi differansiye tlimorlere gore anlamli
olarak daha yiiksek oldugunu gosterdi. Ayni1 zamanda hem tiimor hem de stromal hiicrelerde
giicli MMP-9 ekspresyonu oldugunu belirlediler. Real Time PCR calismalarinda ise
immiinohistokimyasa calismalar1 ile uyumlu olarak; kanser dokularinda normla kolonik
mukozaya oranla daha yiiksek MMP-9 ekspresyonunun oldugunu gdosterdiler (131). Daha
sonra Buhmeida (132) ve Chu (133)'nun yaptiklar1 immiinohistokimya c¢alismalarinda
kolorektal kanserde MMP-9'un bagimsiz bir prognostik marker olarak rol alabilecegi ve
MMP-9 ekspresyonunun yiiksek oldugu belirlenen hastalarda, hastalifin yeniden goriilme
riskinin yiiksek oldugunu belirlemede 6nemli olabilecegini ileri stirdiiler. Chu ve ark. MMP-9
immiinpozitifliginin invazyon derinligi, lenf nodu metastazi ve uzak metastaz ile iliskili
oldugunu gosterdiler. Ayrica Kaplan-Meier analizi ile MMP-9 pozitif olan hastalarda, MMP-9
negatif olan hastalara oranla daha kotii sagkalim oldugunu gosterdiler. Yapilan baska bir
arastrmada MMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerinin Dukes C evresindeki kolorektal
tiimorlerinde Dukes B ve normal dokuya oranla daha yiiksek oldugu gosterilmistir (134).
Parson ve ark. aktif MMP-2/proMMP-2 oraninin kolorektal kanser dokularinda eslenik
normal dokulara gore 20 kat daha yiliksek oldugunu belirlediler (135). Matsuyama ve ark.'nin
yaptig1 jelatin zimografi ¢aligmalarmda ise MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin karaciger
metastazi olan zenograftlarda, metastazi olmayan zenograftlara oranla arttigini rapor ettiler
(136).

Erken kolonik adenomlarin biiylimesinde ve invazif kansere doniismesinde MMP-7
onemli bir rol oynamaktadwr (137). Yapilan arastrmalarda kolonik adenokarsinomlarin
%90'mda  yiiksek MMP-7 ekspresyonu oldugu belirlenmistir (138-140). Ayrica
immiinohistokimya ve in situ hibridizasyon ¢aligmalar1 ile kolorektal kanserde MMP-7'nin

asir1 ekspresyonunun direkt olarak nodal ve uzak metastaz ile iliskili oldugu gosterilmistir
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(141). Daha once kolorektal kanserli hastalardan alinan doku Orneklerinde yaptigimiz
calismamizda, tiimor dokularinda eslenik normal doku 6rneklerine oranla MMP-7 mRNA ve
protein ekspresyon diizeylerinin anlamli yiiksek oldugunu belirledik. Ek olarak, MMP-7
mRNA ekspresyon diizeylerinin tiimor ve patolojik evre ile pozitif, yas ile negatif korelasyon
gosterdigini saptadik. Ayrica MMP-7 mRNA ekspresyonu 0,0006 esik degerinde %81,3
duyarlilik ve % 81,2 ozgiillige (AUC = 0.883) sahip oldugunu ve bu nedenle kolorektal
kanserin tanisinda potansiyel bir belirteg olabilecegini ileri siirdiik. Ayrica kazein zimografi
ile pro ve aktif MMP-7 aktivite diizeylerinin ve in situ kazein zimografi ile lokal kazeinolitik
aktivitenin kolorektal tiimor dokularinda arttigin1 gosterdik (142).

Takahashi ve ark. kolon kanserlerin %90'inda MMP-14'lin asir1 eksprese edildigini ve
MMP-14'lin Wnt sinyal yolaginda yer alan B-Katenin/Tcf kompleksinin bir hedefi oldugunu
iler1 siirdiiller (143). Yang ve ark. MMP-14 protein ekspresyon diizeylerinin kanser
dokularinda normal dokulara gore arttigini1 immiinohistokimya caligsmalar1 ile gosterdiler.
Ayrica MMP-14 ekspresyonunun differansiyasyon derecesi, infiltrasyon deriligi, Duke's
evresi ve lenf nodu metastazi ile arasinda pozitif iliskisi oldugunu belirlediler. Bes yillik
sagkalim ise MMP-14 pozitif hastalarda MM-14 negatif hastalara oranla daha diisiik
oldugunu ve bu nedenle MMP-14 ekspresyonunun bagimsiz bir prognostik faktor
olabilecegini ileri siirdiiler (144).

MMP ve TIMP'ler arasindaki dengenin bozulmasi gastrointestinal malignansilerin
gelismesi i¢in esansiyel bir adimdir ve tlimor progresyonunun erken siireclerinde kritik bir
Oonem tasimaktadir. TIMP-1 tercihen MMP-1, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9’u inhibe ederken,
TIMP-2 tercihen MMP-2 ve MMP-9’u inhibe eder (145, 146). TIMP-2 diizeyinin timor
dokularmda downregiile edildigini gosterilmistir (147). Ornegin, Baker ve ark.lar1 46
kolorektal kanser hastasindan alman dokularda ELISA yontemi ile (148), Tae-Dong ve
ark.lar1 22 kolorektal kanser hastasindan alinan dokularda Western blot yontemi ile (149)
TIMP-2 diizeylerini incelemis ve normal dokularda TIMP-2’nin asir1 eksprese oldugunu
belirlemistir. Benzer sekilde in vivo calismalarda farelerde TIMP-1 asir1 ekspresyonunun

karaciger ve beyine metastazini azaltmistir (150-152).
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3.

GEREC ve YONTEM

Kolon kanser hiicrelerinde (HT-29, HCT116, SW480, SW620, LoVo hiicre hatlarinda)

sitoiskelet elemanlarinin regiilasyonunda rol alan RhoC ile hiicre invazyonuna katkist olan

MMP'ler arasindaki olasi iliskiyi belirlemek ve RhoC’nin kolon kanser hiicre invazyondaki

etkisini incelemek amaciyla asagidaki tekniklerden yararlanilmistir:

v

v

Hiicrelerin ikiye katlanma zamanlarinin belirlenmesi: HT-29, HCT116, SW620,
SW480 ve LoVo kolon kanser hiicrelerinin ikiye katlanma zamanlar1 belirlendi.
WST-1 analizi: Transfeksiyon reaktifinin SW620, SW480 ve LoVo kolon kanser
hiicrelerinin canliliklar1 tizerindeki etkisi incelendi.

siRNA teknigi: HT-29, HCT116, SW480, SW620 ve LoVo kolon kanser hiicrelerinde
RhoC gen ekspresyonu siRNA teknigi ile susturuldu.

Real Time PCR: RhoC gen ekspresyonu susturumu sonrast hem siRNA tekniginin
gerceklestigini kanitlamak hem de bu susturumun MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-
14, TIMP-1, TIMP-2, mDia ve ROCK-I mRNA ekspresyon diizeyleri {lizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla Real Time PCR teknigi kullanildi.

Western Blot: RhoC gen ekspresyonu susturumu sonrast mRNA ekspresyon
degisimlerinin proteine yansiyrp yansimadigmi belirlemek amaciyla Western Blot
yontemi ile RhoC, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14 ve TIMP-2 protein ekspresyon
diizeyleri incelendi.

Jelatin Zimografi: RhoC gen ekspresyonu susturumu sonrast MMP-2 ve MMP-9'un
hiicre disina salmimi ve aktivite diizeyleri "Jelatin Zimografi" teknigi ile belirlendi.
Hiicre Migrasyonu ve Matrijel invazyon Denemeleri: RhoC gen ekspresyonu
susturumu sonrasi kolon kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerindeki

degisimi incelenmek amaciyla "Hiicre Migrasyonu ve Matrijel Invazyon" teknikleri

kullanildi.

3.1 Arastirmamn Tipi

Bu calisma deneysel (in vitro) bir calismadir.

38



3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuarlari, Izmir Biyotip
ve Genom Merkezi (IBG) ve Arastirma Laboratuar1 (ARLAB) nda Ocak 2012 - Haziran 2015

tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi /Cahsma Gruplan
In vitro hiicre kiiltiiri calismasit olmasi nedeniyle bir evreni ve Orneklemi

bulunmamaktadir.

3.4 Cahsma Materyali

HT-29 ve HCTI116 insan kolon kanser hiicre hatlari, Ocak 2012 tarihinde Ege
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimiinden Prof. Dr. Kemal
KORKMAZ tarafindan, LoVo insan metastatik kolon kanser hiicre hatt1 ise Nisan 2014
tarihinde Imperial Collage, Life Sciences Boliimiinden (Londra — Ingiltere) Prof. Dr. Mustafa
Djamgoz tarafindan hediye edilmistir. Ocak 2013 tarihinde SW620 ve SW480 insan kolon
kanser hiicre hatlar1t ATCC'den ticari olarak satin almmustir. HT-29, HCT116, SW480 ve
SW620 DMSO igerisinde dondurulmus hiicreler sivi azot/kuru buz igerisinde laboratuar
ortaminda taginmustir. LoVo hiicre hatti ise RPMI ortamu ile doldurulmus 25cm*’lik flaskta

kargo araciligi ile 24 saat igerisinde laboratuar ortaminda getirtilmistir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
v" RhoC susturumu (bagimsiz degisken)
v" mRNA ve protein ekspresyonu, aktivite, migrasyon ve invazyon degisimleri (bagimh

degisken)

3.6 Veri toplama Araclan
3.6.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Tablo no 6'da cihazlar ise Tablo no

7'de belirtilmistir.
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Tablo 6. Proje siiresince kullanilan kimyasal malzeme ve kitlerin marka ve kod numaralari

Malzeme/Cihaz Adi Markast Model/Kod
Numarasi

HT-29 hiicre hatt1 ATCC HTB-38™
HCT116 hiicre hatt1 ATCC CCL-247™
SW620 hiicre hatti ATCC CCL-227™
SW480 hiicre hattt ATCC CCL-228"
LoVo hiicre hatti ATCC CCL-229™
RPMI Lonza BE12-167F
Mc Coy's 5SA Lonza BE12-688F
Leibovitz’s L-15 Lonza BE12-700F
Fetal Dana Serum (FBS) Lonza DE14-801F
L-Glutamin Lonza BE17-605E
Penisilin/Streptomisin Lonza DE17-602E
Fosfat Tamponu Tuzu (PBS) (10X) Lonza BE17-517Q
Tripsin/EDTA Lonza CC-5012
Tripan Mavisi Biochrom L 6323
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Fischer Scientific EC-200-664-3
RhoC siRNA Dharmacon LQ-008555-00
Non-Target siRNA Dharmacon D-001810-10
Transfeksiyon Reaktifi -1 Dharmacon T-2001
Transfeksiyon Reaktifi - 2 Dharmacon T-2002
WST-1 Kiti Roche 11 664 807 001
Total RNA Izolasyon Kiti Roche 11 828 665 001
cDNA Sentez kiti Roche 04897030001
LightCycler 480 Probes Master Roche 04887301001
Primer Prob RhoC Roche 139281
Primer Prob MMP-2 Roche 103899
Primer Prob MMP-9 Roche 139820
Primer Prob MMP-7 Roche 104396
Primer Prob MMP-14 Roche 109081
Primer Prob TIMP-1 Roche 103847
Primer Prob TIMP-2 Roche 110664
Primer Prob ROCK-I Roche 104682
Primer Prob mDia Roche 116382
Primer Prob GAPDH Roche 101128
Big¢inkoninik asit total protein tayin kiti Thermo Scientific 23225
Matrigel Corning Life Sciences 354234
Motilite/invazyon kuyular1 BD Bioscience 354578
Diff-Quik Stain Set Siemens B4132-1A
% 3’7 Formaldehit Sigma F1635
Agaroz Tip III High EEO Sigma A6138
Etidyum Bromiir Sigma E8751
Gliserol AppliChem A1123
EDTA Sigma EO2P
MOPS Sigma M1254

N, N-dimetil formamide Sigma D8654



Sodyum asetat

Akrilamid

N,N'metilen bisakrilamid
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
TEMED
Amonyumpersiilfat (APS)
Isopropanol

Tris-Baz

Tris-HCl

Sodyum kloriir

Kalsiyum Klortir

NP-40

Sodyum deoksikolat

NaF

PMSF

Leupeptin

Pepstatin

Isopropanol

Glisin

Protein Molecular Weight Marker

Rekombinant pro MMP-2
Rekombinant pro MMP-9
Rekombinant Rho C
Tween-20

Yagsiz siit tozu

Metanol

PVDF Membran
Whatmann kagidi

Mouse monoclonal GAPDH primer antkior
Polyclonal rabbit RhoC primer antikor
Polyclonal rabbit MMP-2 primer antikor
Polyclonal rabbit MMP-9 primer antikor
Polyclonal rabbit MMP-7 primer antikor
Polyclonal rabbit MMP-14 primer antikor
Polyclonal rabbit TIMP-2 primer antikor
Polyclonal rabbit B-aktin primer antikor
Goat anti-mouse IgG-HRP sekonder antikor
Anti-rabbit IgG, HRP- sekonder antikor

ECL Dura
Konsantrator tiip
Jelatin Type B

Triton X-100

Brij 35

Coomassie Blue R-250
Asetik Asit

CODEY
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Riedel de Haen
Sigma

Sigma

Riedel de Haen
Riedel de Haen
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Riedel de Haen
Sigma

Thermo Scientific
R&D

R&D

Abnova
AppliChem
Applichem
Sigma

Santa Cruz
Bio-Rad

Santa Cruz
Cell Signaling
Santa Cruz
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Santa Cruz
Cell Signaling
Thermo Scientific
Millipore
Sigma
AppliChem
Sigma

Sigma

Riedel de Haen

366207
A9099
M7279
L-4390
T7024
A9164
24137
T6066
T5941
13423
12022
NP40
D6750
S-1504
P7626
L2884
P5318
24137
G8898
22619
902-MPN
911-MP
HO00000389-P01
A4974
A0830
27,047-4
PV4HYO000GL
1703932
SC-365062
3430S
SC-8835
3852
3801
13130
5738
4967S
sc-2005
70748
35075
UFC200324
G-6144
A4975
430AG-6
B0149
27225




Tablo 7. Proje siiresince kullanilan cihazlarin marka ve kod numaralar1

Malzeme/Cihaz Adi Markast Model/Kod Numarast

Laminar Akimhi Kabinet ESCO EQR / GL-64

CO; Inkiibatérii Thermo Scientific Model:311

Ters-faz Isik Mikroskobu Nikon ECLIPSE TS100

Nanodrop Thermo NanoDrop 3300

Thermal Block Cycler Biorad 1709701EDU

RT-PCR Cihazi Roche Ligtcycler® 480 Versiyon 2.0

RT-PCR Yazilimi Roche Lightcycler® 480 Verisyon 1.5.0
Software

Horizontal Elektroforez

. . Thermo Scientific OWL EASYCAST B1
Sistemi
Gili¢c Kaynagi Thermo Scientific EC 300 XL
Vertikal Elektroforez Sistemi Biorad -
Giic Kaynagi Biorad PowerPac Basic
Wet Transfer Sistemi Biorad Mini Trans Blot
Giic Kaynagi Biorad Power Pac Hc
Jel Gortintiileme Cihazi Kodak/Carestream 4000MM IS
Jel Gortintiileme Cihazi UvP EC3 Chemi HR 410
Plak Okuyucu BioTek ELX 50
Termal Isitic1 Blok Stuart SBH130D
Lab Roller Labnet H5000
Hassas Terazi Precisa XB 220A
Manyetik Karistirici VELP Scientificia F20520162
pH Metre J.P Selecta 4120500
Sogutmali Etiiv VELP Scientifica FOC 225E
Sabit acili santrifuj Heraeus Biofuge Stratos
Salinimli santrifiij Hettich 320R
Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50
Spinner WISD Wisespin CF-45
Vorteks Heidolph REAX Top
Derin Dondurucu -80° C Thermo Scientific Forma Model 705
Derin Dondurucu -20° C Ariston Hotpoint
Buzdolab1 +4° C Ariston Hotpoint

3.6.2 Yontemler

3.6.2.1 Hiicre Kiiltiirii
Bu calismada primer (HT-29, HCT116 ve SW480) ve metastatik (lenf nodu metastazi
SW620 ve sol supraklavikiiler bolgeye metastaz yapan LoVo) kolon kanser hiicre hatlar
kullanildi. Bu hiicre hatlarma ait genel bilgiler Tablo 8’de 6zetlenmistir. Tiim ¢aligmalar

aseptik kosullar altinda, Sinif Il Laminar Flow igerisinde gerceklestirildi (153).
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Tablo 8. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri (154).

Hiiicre

Cinsiyet Doku  Morfoloji Tiimoér Evresi Tiirii
Hatt1
Kadin Primer Kolorektal
- Kol Epitel
HT-29 (44 yas) oon pite (Evre I) Adenokarsinom
Erkek Kolorektal
Kol Epitel Pri
HCT116 (48 yas) olon pite rimer Karsinom
Erkek Primer Kolorektal
4 Kol Epitel
SW480 (50 yas) ofon pite (Dukes tip B) Adenokarsinom
Metastatik
Erkek ’ Kolorektal
SWe20 o lr ‘; ,  Kolon  Epicl Lenf Nodu N deso(l’(z;iom
i
yas (Dukes tip C)
Metastatik; sol
Erkek ’ Kolorektal
Kol Epitel lavikiiler bol
LoVo (56 Yas) olon pite supraklavikiiler bolge Adenokarsinom

(Dukes' tip C - Evre 1V)

3.6.2.1.1 Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmast
HT-29 ve HCT116 hiicre hatlar1 i¢in McCoy’s 5SA, SW620 ve SW480 hiicre hatlar1 i¢in
Leibovitz’s L-15 ve LoVo hiicre hatt1 igin RPMI 1640 kiiltiir ortamlar1 kullanildi. Bu ortamlar
icersine, %10 inaktif fotal dana serumu (FBS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/mL penisilin - 100
pg/mL streptomisin konuldu. HT-29, HCT116 ve LoVo hiicre hatlar1 37°C’de %35 CO; igeren
CO;, inkiibatorunde, SW480 ve SW620 hiicre hatlar1 ise 37°C’de normal atmosfer
ortamindaki CQO, inkiibatoriinde inkube edildi.

3.6.2.1.2 Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi
1) Siv1 azot tankinda veya -80°C’deki dondurucuda saklanan hiicreler c¢ikarilarak
37°C’deki su banyosunda hizla ¢oziildii.
2) Elde edilen hiicre siispansiyonu 8 ml kiiltiir ortamu i¢eren bir tiipe aktarildi.
3) Hiicreler, saliniml santrifiijde oda sicakliginda 1300 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiirtildii.
4) Siipernatant atild1 ve elde edilen hiicre pelleti uygun kiiltiir ortamu ile siispanse edildi.
S) Hiicre sayimi yapildiktan ve hiicre canliligi kontrol edildikten sonra hiicre

slispansiyonu 25 cm”’lik flaska ekildi.

43



6) Inverted mikroskopta incelenen hiicreler 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO,

inkiibatorine kaldirildi.

3.6.2.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Flasklarin ig¢indeki eski ortam atild1 ve flaska tutunan hiicrelerin yilizeyi hem FBS'yi
hem de 6li hiicreleri uzaklastirmak amaciyla 1X PBS ile yikand1.

2. Flaska 1-2 ml Tripsin/EDTA konuldu ve hiicreler kalkincaya kadar (yaklagik 1-5
dakika), 37°C’deki inkiibatorde inkiibe edildi.

3. Hiicrelerin ylizeyden ayrildig1 mikroskop altinda izlendikten sonra Tripsin/EDTA’y1
inhibe etmek amaciyla, 1:1 oraninda kiiltiir ortami1 eklendi ve hiicreler steril bir falkon
tiipe aktarildi. Flaskin yiizeyi 1X PBS ile yikanarak kalkan hiicreler ayni falkonda
topland1.

4. Hiicreler salinimli santrifiijde oda sicakliginda 1300 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiiriildii.

5. Siipernatant atild1 ve hiicre pelleti uygun kiiltiir ortamu ile siispanse edildi.

6. Hiicre saymmi yapildiktan ve hiicre canliligi kontrol edildikten sonra hiicre
stispansiyonu uygun kiiltiir kabina ekildi.

7. Inverted mikroskopta incelenen hiicreler 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO,

inkubatorine kaldirildi.

3.6.2.1.4 Hiicrelerin Sayilmast ve Canlilik Kontrolii

1. Bolim 3.6.2.1.3'de "Hiicrelerin Pasajlanmasi" protokoliinde belirtildigi sekilde
hiicreler kaldirilarak, hiicre siispansiyonu elde edildi.

2. Elde edilen hiicre slispansiyonundan 50 pL alindi ve 1:1 oraninda % 0,4 tripan mavisi
ile bir tiip i¢inde karistir1ldi. Uygun miktarda steril 1X PBS ile seyreltme yapildu.

3. Hazrlanan hiicre/boya karistmindan 10 pL Neubauer lamina (Sekil 12) aldi. Lamin
saymm alanmmn koselerinde bulunan dort biiyiik karede (1 mm”lik bolimler) bulunan
canli (tripan negatif - renksiz) ve Olii (tripan pozitif - mavi renk) hiicreler inverted

mikroskopta sayild1 ve hiicre sayimlarinin ortalamasi alind1.
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Sekil 12. Neubauer lami sayim alani

4. Hiicre siispansiyonunun mililitresindeki canli ya da 6lii hiicre sayisini (hiicre sayisi/ml)
ve % hiicre canliligii belirlemek i¢in asagidaki hesaplamadan yararlanildi:
Hiicre sayisi (hiicre sayisi / ml): Ortalama hiicre sayisi x seyreltme faktorii x 10*

9% Hiicre canlhihgi: (canh hiicre sayis1) / (6lii+canli hiicre sayisi) x 100

3.6.2.1.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Flasklarin i¢indeki eski ortam atildi ve flaska tutunan hiicrelerin yiizeyi hem FBS'yi
hem de 6lii hiicreleri uzaklastirmak amaciyla 1X PBS ile yikandi.

2. Flaska yeterli miktarda Tripsin/EDTA konuldu ve hiicreler kalkincaya kadar (yaklasik
1-5 dakika), 37°C’deki inkiibatorde inkiibe edildi.

3. Hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrildigi mikroskop altinda izlendikten sonra
Tripsin/EDTA’y1 inhibe etmek amaciyla, 1:1 oraninda uygun kiiltiir ortami eklendi ve
hiicreler steril bir falkon tiipe aktarildi. Flaskin yiizeyi 1X PBS ile yikanarak kalkan
hiicreler ayn1 falkonda toplandi.

4. Hiicreler salinimli santrifiijde oda sicakliginda 1300 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiirtildii.

45



5. Bu siire igerisinde dondurma ortami hazirlandi: Uygun kiiltiir ortamu igerisinde % 10
dimetilsiilfoksit (DMSO), % 20 inaktif fotal FBS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/mL
penisilin - 100 pg/mL streptomisin konuldu.

6. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti hazirlanan dondurma
ortaminda siispanse edildi.

7. Kriyo tiiplere 2 mL hiicre siispansiyonundan konuldu ve bu tiipler kriyo kutuya
konularak -80°C’de saklandi.

8. Dondurulan hiicreler, daha sonra ihtiya¢ duyulan saklama zamanma gore -80°C’ye

veya -186°C’ye (s1v1 nitrojen) kaldirildi.

3.6.2.1.6 Katlanma Zamani Tayini

1. Kolon kanser hiicrelerinin ikiye katlanma zamanlarmi belirlemek amaciyla,
6 kuyucuklu plagin her bir kuyusuna SW480 hiicre hattindan 2x10°; HT-29, HCT-116,
SW620 ve LoVo hiicre hatlarmdan 4x10” hiicre ekildi.

2. Daha sonra plaklar 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO, inkiibatoriinde 24 - 48 - 72
saat inkiibe edildi.

3. Ekim yapildiktan sonra 24 - 48 - 72. saatlerde boliim 3.6.2.1.4'te belirtilen "Hiicrelerin
Sayilmast ve Canlilik Kontrolii" protokoliinde belirtildigi sekilde hiicre sayimlari
yapildi. Her sayim ti¢ kere tekrar edildi.

4. Katlanma zamani "www.doubling-time.com/compute.php" internet sitesinden ve
"Katlanma Zamani =T In2/In(Xe/Xb)" formiiliinden faydalanilarak hesaplandi
(155). Buna gore;

T = Inkiibasyon zamani
Xb = Inkiibasyona baslangi¢c zamanimdaki hiicre sayis1

Xe = Inkiibasyonun sonlandig1 zamandaki hiicre say1s1

3.6.2.2 Hiicre Canlilik Testi (WST-1)
Transfeksiyon reaktifinin SW480, SW620 ve LoVo hiicre canliligna olan etkisi WST-1
(4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat) reaktifi
kullanilarak incelendi. Yontemin prensibi; canli hiicrelerde, tetrazolyum tuzu olan WST-1’in

mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan suda ¢6ziinebilir formazan kristalleri olusturmasina
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dayanir. Coziinen kristallerinin olusturdugu sari-turuncu renk 450 nm’de spektrofotometrik

olarak ol¢iiliir (156).

1. 96 kuyulu plagm kuyularma 100 pL kiiltiir ortamu icerisinde 0,5x10* - 1x10* - 2x10*
hiicre olacak sekilde 3 farkli yogunlukta hiicre ekildi.

2. Hiicrelerin plagin yilizeyine tutunmalar1 i¢in 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO;
inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edildi.

3. Siire sonunda ortamlar uzaklastirildi ve

e Kontrol grubuna 100 pL taze antibiyotiksiz ortam,

e Deney grubuna 5nM GAPDH siRNA ve 0,1 pL - 0,2 pL - 0,3 upL
Transfeksiyon Reaktifi igeren 100 pL taze antibiyotiksiz ortam,

e Kor olarak, hiicre ekilmemis kuyulara antibiyotiksiz taze ortam konuldu.

4. 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO, inkiibatoriinde 24 saat inkiibe ettikten sonra;
1s1ks1z ortamda her kuyuya 10 pL WST-1 reaktifi eklendi ve WST-1"in iyice karigmasi
icin 5-10 saniye plak karistirildi ve 37°C'de inkiibe edildi.

5. WST-1 reaktifinin konulmasindan 0,5 - 1 - 2 - 3. saatlerde plak okuyucuda 450 nm
dalga boyunda (Referans dalga boyu: 632 nm) absorbanslar1 kaydedildi ve asagidaki
esitlik kullanilarak % canlilik belirlendi.

% Canhlik = (Ort Ornek Abs — Kor Abs/ (Ort Kontrol Abs - Ort Kér Abs)) x 100

3.6.2.3 RhoC siRNA Transfeksiyonu

Yontemin prensibi 20-25 niikleotidlik ¢ift zincirli "small interfering RNA (siRNA)"
dizilerinin hiicreye disaridan verilmesiyle hedef mRNA’nin yikilimi ve hedef genlerin
susturulmasidir. Sentetik olarak iiretilen siRNA, susturulacak hedef mRNA’mn, proteini
kodlayan niikleotid sekansina komplementer olacak sekilde dizayn edilir. siRNA'nin memeli
hiicresine verilmesinde c¢esitli teknikler kullanilmaktadir: 1) siRNA'nin mikroenejsiyonu,
2) Katyonik lipidler ile transfeksiyonu, 3) siRNA'nin -elektroporasyonu, 4) siRNA
ekspresyonu igeren plazmidlerin transfeksiyonu, 5) siRNA eksprese eden rekombinant
viriisler tarafindan hiicrelerin enfeksiyonu. Hiicre igerisine transfekte edilen sentetik cift
zincirli siRNA, 6ncilil RNA-uyarmmli susturma kompleks (pre-RISC)'ye baglanir ve pre-RISC

icerisindeki Argonaute (AGO) proteini aracilig1 ile ¢ift zincirin birbirinden ayrilmasi saglanir.
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Ayrilan zincirlerden biri uzaklastirilirken diger zinciri tastyan olgun RISC post translasyonel

gen susturumu i¢in hedef mRNA’nin degredasyonunu tetikler (Sekil 13) (157, 158)

siRNA

SPO, rrrrrrrrrrrrrrrrrer 3OH
3'OH AMALULLLLLULLLLLLLL ooy

£ 1 a2
mRNA kesimi <= n'(; o 2 AAAA

e

AGO aracihikli kesim

Sekil 13. Sentetik olarak iiretilen siRNA'nin hiicre i¢cindeki metabolik yolu.

1. Real Time PCR, Migrasyon ve Invazyon calismalar1 icin 6 kuyucuklu plagin her bir
kuyusuna 5x10°%; Western blot ve Zimografi ¢alismalar1 i¢in 25cm?’lik flasklara 1x10°
HT-29, HCT116, SW480, SW620 ve LoVo kolon kanser hiicresi ekildi ve 24 saat
inkiibe edildi. Ug farkli grup olusturuldu:

v RhoC siRNA verilen deney gurubu (R grubu),
v" Non-target siRNA verilen negatif kontrol deney grubu (N grubu),
v Kontrol grubu (K grubu).

2. HT-29 i¢in 5x10° hiicreye 0,2 ul; HCT-116 igin 5x10° hiicreye 0,1 pl; SW480, SW620
ve LoVo igin 1x10* hiicreye 0,1 ul olacak sekilde transfeksiyon reaktifi antibiyotiksiz
ve serumsuz ortamda hazirland1.

3. Ayn bir tiipte 5SnM RhoC ve Non-target siRNA antibiyotiksiz ve serumsuz ortamda

hazirlandi.
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4. Her iki ¢ozelti pipetaj yapilarak karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi.

5. Daha sonra transfeksiyon reaktifi ile siRNA ¢ozeltileri 1:1 oraninda iyice karigtirilarak
20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Hiicrelerin bulundugu antibiyotikli ortam uzaklastirildi ve flasklar iki kere 1X PBS ile
yikandi. Daha sonra her flaska antibiyotiksiz ortam konuldu.

7. Deney gruplarina hazirlanan konsantrasyonlarda RhoC siRNA ve Non-target siRNA
verildi. Kontrol grubuna sadece antibiyotiksiz ortam verildi.

8. Ardindan hiicreler 37°C’de ve uygun atmosferdeki CO, inkiibatdriinde 24 saat inkiibe
edildi.

9. 24 saat sonra: Hiicrelerin bulundugu antibiyotiksiz ortam uzaklastirild1 ve flasklar iki
kere 1X PBS ile yikandi. Daha sonra her kuyuya taze ortam (%10 inaktif FBS, %1 L-
glutamin ve % 1 penisilin/streptomisin i¢eren) konuldu.

10. 48 saat sonra: Real Time PCR ¢alismalar1 yapilacak hiicreler tripsinle kaldirilarak,
total RNA izolasyonunda kullamldi. Migrasyon ve Invazyon amagl kullanilacak
hiicreler ise tripsinle kaldirildiktan sonra invazyon/migrasyon kuyularma ekildi.
Western blot ve Zimografi ¢aligmalarinda kullanilacak hiicrelerde ise, serumlu ortam
uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikandiktan sonra hiicrelere uygun serumsuz ortam (%1
Penisilin/Streptomisin, %1 L-glutamin i¢eren) konuldu. Flasklar 37°C’de ve uygun
atmosferdeki CO, inkubatoriinde 24 saat inkiibe edildi.

11.72 saat sonra: Ekstraselliiler alana salinan proteinleri igeren ortam bir tiipe alind1 ve
2500rpm’de santriftij edilerek ortamda bulunan Ol hiicrelerin ¢oktiiriilerek
uzaklastirilmas1 saglandi. Siipernatant ayr1 bir tlipe almarak -80°C’de zimografi
calismalarinda kullanilmak iizere saklandi. Intraselliiler protein ekspresyon diizeylerini
incelemek amaciyla flaskta bulunan hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra protein

izolasyonunda kullanild1.

3.6.2.4 Es Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Real Time PCR
Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA igerisinde yer
alan, niikleotid dizisi bilinen 6zgiin bir bdlgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan
tepkimelere verilen molekiiler biyolojik bir yontemdir. Kary Mullis tarafindan 1983 yilinda

gelistirilen bu teknik, glinlimiizde DNA-temelli filogeni, genlerin klonlanmasi, katilsal
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hastaliklarin tanisi, genlerin fonksiyonel analizleri, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi,

DNA klonlanmas: i¢in sekanslama, enfektoz hastaliklarin tanist gibi pek c¢ok amag icin

siklikla kullanilmaktadir. Gen ekspresyonu analizlerinde, drneklerden oncelikle total RNA

veya mRNA izolasyonu, daha sonra reverse transkriptaz tarafindan komplementer DNA

(cDNA) sentezi ve son olarak PCR igleminin uygulanmasi gereklidir (159, 160).

3.6.2.4.1 Total RNA Izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izole etmek amaciyla, DNaz ile muamele ederek genomik DNA

kontaminasyonunu engelleyen kolon sistemine dayali "Roche High Pure Total RNA

Isolation" kiti kullanildi.

1.

Lol O

10.

11.

12.

13.

1x10° hiicreye karsilik gelen hiicre siispansiyonu 1,5 mL’lik DNaz/RNaz igermeyen
tiiplere aktarild1.

Tiipler oda sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonunda iist faz atildi, pelletler 200 pL 1X PBS ile siispanse edildi.
Siispansiyon icersine 400 pL lizis/baglanma tamponu eklendi ve oda sicakliginda 15
saniye vortekslendi.

Kitte bulunan filtreli tiipler, toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirildi ve elde edilen hiicre
lizat1 filtreli tiipe aktarild:.

Tipler oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

Santrifiij sonunda toplama tiiplindeki siv1 atilarak, filtreli tiip tekrar kendi toplama
tiipline yerlestirildi.

Steril bir tiipte 6rnek basma 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ile 10 pL. DNaz I
olacak sekilde karistirildi.

Hazirlanan DNaz I ¢ozeltisi 6rnek basma 100 pL olacak sekilde filtreli tiipe konuldu
ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan, filtreli tiiplere 500 puL yikama tamponu I eklendi ve tiipler
oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

Santriflij sonunda toplama tiiplindeki siv1 atilarak, filtreli tiip tekrar kendi toplama
tiipiine yerlestirildi.

Filtreli tiiplere 500 pL yikama tamponu II konuldu ve tiipler oda sicakliinda 8000
g’de 15 saniye santrifiijlendi.

Santriflij sonunda toplama tiiplindeki siv1 atilarak, filtreli tiip tekrar kendi toplama

tiipiine yerlestirildi.
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14. Filtreli tiiplere 200 pL yikama tamponu II konuldu ve tiipler oda sicakliginda 13000
g’de 2 dakika santrifiijlendi.

15. Toplama tiipleri atilarak, filtreli tiipler 1,5 mL’lik DNaz - RNaz icermeyen tiiplere
yerlestirildi.

16. Filtreli tiiplerin igersine 50 pL eliisyon tamponu eklendi.

17. Tiipler oda sicakliginda 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi.

18. Filtreli tiipler atildi ve elde edilen RNA Orneklerinin 260nm ve 280nm’de
absorbanslar1 alindi. RNA konsantrasyonu ve saflig1 asagidaki formiiller kullanilarak
hesaplandu.

Crna= Azsonm X Seyreltme faktorii x 40 pg/mL
RNA saflig1 = Azeonm/Azsonm (Bu oran 1,8 — 2,0 arasinda olmali)
19. Konsantrasyonlar1 belirlenen 6rnekler daha sonraki denemeler igin -80°C’ye

kaldirildi.

3.6.2.4.1.1 RNA 'min % 1,2 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesi
Izole edilen RNA 6rneklerinin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla, RNA 6rnekleri
% 1,2°1ik formaldehit agaroz jelde goriintiilendi. RNA’lar intramolekiiler baz eslesmesinden
dolay1 sekonder yapilar olustururlar. Bu durum elektroforez sirasinda molekiil boyutuna goére
orneklerin dogru bir sekilde go¢ etmesine engel olur. Bu nedenle RNA Ornekleri
goriintiilenirken jele, yiirlitme tamponuna ve 6rnek ylikleme tamponuna denatiirasyon ajani

olan formaldehit eklenir ayrica 6rneklerin 1s1yla denatiirasyonu saglanir (155).

A. RNA % 1,2 Formaldehit Agaroz Jel Hazirlama

1. 50 mL agaroz jel i¢in bir erlene; 0,6 gr agaroz 5 mL. 10X Formaldehit Jel tamponu
(Tablo 9) ve 45 mL. DNaz/RNaz icermeyen dH,O konuldu.

Karisim eriyene kadar mikrodalga firinda kaynatildi.

Yaklasik 65°C’ye kadar sogutuldu ve tizerinde 900 pL % 37 Formaldehit eklendi.

Hazirlanan ¢6zelti horizontal elektroforez sistemine dokiildii ve taraklar1 yerlestirildi.

AR SR

Jelin polimerlesmesi igin yaklasik 30 dakika beklendi.
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B. Izole Edilen RNA Orneklerinin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

1. 5X RNA 06rnek yiikleme tamponu (Tablo 9) ve 1 pg total RNA 6rnekleri DNaz/RNaz

icermeyen tiiplerde hazirlandi. Ornekler 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire
edildi ve siire sonunda hizla buz igerisine alind1.

2. Hazirlanan % 1,2’lik formaldehit agaroz jel, elektroforez sistemine yerlestirildi ve
tizerine 1X FA yiirlitme tamponu (Tablo 9) konuldu.

3. Taraklar ¢ikarildiktan sonra 6rnekler kuyulara yiiklendi.

4. Sabit 80 Volt’da 30-45 dakika elektroforez uygulandi ve jeller UVP jel

dokiimantasyon cihazinda goriintiilendi.

Tablo 9. % 1,2’lik Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri
. 10 mM EDTA, pH 7,0
;OX Formaldehit Jel 200 mM MOPS
ampont 50 mM Sodyum Asetat
80 ul 0,5 M EDTA pH 8,0
720 pl % 37 Formaldehit
. 2ml % 100 Gliserol
5X RNA Ornek Yiikleme m B
3084 pl Formamid
Tamponu

4ml 10X FA Jel Tamponu

Brom fenol mavisi

40 pg/mL Etidyum Bromiir

50 mL 10X Formaldehit Jel Tamponu
10 mL % 37 Formaldehit

440 mL RNaz free dH,O

1X Formaldehit Jel Yiiriitme
Tamponu

4.6.2.4.2 Komplementer DNA (cDNA) sentezi
mRNA molekiiliiniin tek iplikli cDNA molekiiliine doniistiiriilmesi islemi iki basamakta
gerceklesir. Ilk adimda mRNA random primer ile hibridize olur ve transkriptdr reverse
transkriptaz enzimiyle deoksiniikleosid trifosfat (dNTP’ler) kullanilarak zincir uzamasi

saglanir. Tkinci adimda ise, transkriptdr reverse transkriptazin RNaz H aktivitesi araciligiyla

RNA-DNA hibritlerindeki RNA molekiilii pargalanir ve tek iplikli cDNA elde edilir (155)
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1. ik olarak RNA &rneklerinden 1 pg olacak sekilde alindi1 ve DNaz/RNaz igermeyen

dH,O ile son hacim 11 pL’ye tamamlandi.

2. Her tiipe 2 uL random hegzamer primer konuldu ve tiipler 5 saniye spin edildi.

3. RNA sekonder yapilarinin denatlirasyonu amaciyla tiipler, "Thermal Block Cycler

PCR" cihazinda 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sirasinda drnek sayisma gore "RT mix" hazirlandi (Tablo 10).

Tablo 10. RT mix hazirlama

Reaktifler Tek ornek icin miktar
Transcriptor RT Reaction Buffer 4 uL
Protector RNaz Inhibitor 0,5 uL
Deoxynucleotide mix 2 uL
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 uL

5. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 7 uL RT mix konuldu ve tiipler 5 saniye spin edildi.

6. Daha sonra tiipler Thermal Block Cycler PCR cihazina yerlestirilerek;

a)
b)
©)
d

10 dakika 25°C
60 dakika 50°C
5 dakika 85°C

oo zamanda +4°C’de inkibe edildi.

7. Sentezlenen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.6.2.4.3 Real Time PCR (Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR, ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresan sinyal veren boyalar

(6rn, SYBR Green) ya da 6zel problar kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artisi ile olusan

floresan sinyalin kantitasyonunu yapan bir PCR teknigidir. Bu teknik; tekrarlanan {i¢ termal

dongii temeline dayanmaktadir: 1) Denatiirasyon: Kalip DNA 90-95°C’de denatiire edilerek

cift sarmal yapidaki DNA zincirlerinin fiziksel olarak birbirinden ayrilmasi saglanir. Elde

edilen iki DNA zinciri, Taq polimeraz (DNA polimeraz) i¢in kalip gorevi goriir. 2) Primer

baglanmasi (annealing): Bu basamakta sicaklik 55-60°C dereceye disiiriilerek hedef

bblgeye komplementer olan primerlerin DNA zincirlerine baglanmasi saglanir. 3) Zincir

uzamasi (extension): Bu basamak, Taq polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75°C

arasinda gerceklestirilir ve aktiflesen Taq polimeraz secici olarak hedef bdlgeyi cogaltir. Bu
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iic adim bir PCR dongiisiinii olusturur ve yaklasik 25-40 dongii sonrasi hedef bdlgenin
milyarlarca kopyasi (amplikon) elde edilir (155).

Real-Time PCR diziye 6zgiin olmayan floresan boyalar ya da diziye 06zgiin problar
kullanilarak hedef genin hem kalitatif hem de kantitatif analizini saglayan ve es zamanl
olarak PCR reaksiyonunu goriintiileyen/kaydeden bir tekniktir. Real Time PCR yOdnteminin,
konvensiyonel PCR yonteminden en onemli avantajlari; reaksiyon sirasinda veri takibinin
yapilabilmesi, duyarliliginin yiiksek olmasi, kantitasyon yapilabilmesi ve PCR sonrasi

elektroforez islemini gerektirmemesidir (161).

1. GAPDH housekeeping gen olarak kullanild1.
2. Ornek sayisina gore Master mix hazirlandi (Tablo 11).

Tablo 11. Master mix hazirlama

Reaktifler Tek ornek icin miktar
PCR grade dH,O 2 uL
Primer Probe 1 uL
Master mix S5uL

3. 96-kuyucuklu plak kullanildi ve her kuyuya 8 pL. Master mix ve 2 pL cDNA 6rnekleri
konuldu. Negatif kontrol i¢in PCR grade su kullanildi. Cozeltilerin kuyularin dibinde
toplanmasi ve iyice karigmasi i¢in plak spin edildi.

4. Plak, Light Cycler 480 PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki Real Time PCR islemi
baslatildi:

a) 95°C’de 10 dakika, 1 dongii denatiirasyon basamagi

b) 95°C’de 10 saniye,

c) 60°C’de 30 saniye,

d) 72°C’de 10 saniye, 40 dongii amplifikasyon basamagi

5. Roche Lightcycler 480 (V 1.5.0) yazilimi kullanilarak her bir 6rnege ait hedef gen gen
ekspresyonu, eslenik housekeeping (GAPDH) gen ekspresyonuna oranlanarak prAAct
yontemi ile "Rolatif Kantitasyon" yapildi. Hesaplama asagidaki esitlikten yola
cikilarak yapild1.
ACt yonwo= kontrole ait hedef genin Ct degeri- kontrole ait referans genin Ct degeri
ACt smek= Ornege ait hedef genin Ct degeri- 6rnege ait referans genin Ct degeri

Normalize edilmis hedef gen ekspresyonu;: 2 ~ (At omek -ACtkentroh) _ 5 = AACK
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3.6.2.5 Western Blot

Molekiiler ¢alismalarda siklikla kullanilan Western blot teknigi, bir protein lizatinda
ilgilenilen proteinin varliginin tayininde ve ekspresyon diizeyinin semi-kantitaitf olarak
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.

Bu yontemde oncelikle indirgeyici kosullarda SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(PAGE) ile proteinlerin molekiil agirliklarina gére ayrimi saglanir. Elektroforezin ardindan
jelde ayrimlanan proteinler, elektroblotlama ydntemiyle nitroselilloz veya PVDF gibi bir
membrana transfer edilir. Transfer sonras1 membran ilk olarak spesifik bir primer antikor ile
inkiibe edilir. Bu siirecte primer antikor membranda bulunan hedef proteine seg¢ici olarak
baglanir. Daha sonra membran primer antikora baglanan bir sekonder antikor ile inkiibe
edilerek ilgilenilen proteinin deteksiyonu saglanir. Bunun i¢in kullanilan sekonder antikora
genellikle biyotin, alkalen fosfataz veya yabanturbu (horseradish-HRP) peroksidazi gibi bir
enzim baglidir. Protein bantlarmin deteksiyonunda yaygin olarak yabanturbu peroksidaz bagh
sekonder antikor kullanilmaktadir. Bu enzim hidrojen peroksit varliginda substrati olan
luminolii oksitlemesine ve luminoliin uyarilmis durumdan bazal duruma gegerken yaydigi
kemiliiminesan 1g1manin rontgen filmini yakmasi veya CCD kamera tarafindan algilanmasiyla

detekte edilir (155).

3.6.2.5.1 Hiicre Lizizi
Hiicrelerin membran ve intraselliiler proteinlerini elde etmek amaciyla hiicreler RIPA

tamponu ile lize edildi.

1. Yaklasik 3x10° hiicreye karsilik gelen hiicre siispansiyonu oda sicakligmda 2500
rpm'de 5 dakika santrifiijlendi.

2. Santrifiij sonunda iist faz atildi, pelletler 40 pL Liziz Tamponunda (Tablo 12) pipetaj
yapilarak lize edildi.

3. Daha sonra tiipler vortekslendi ve 5 dakika buz icerisinde bekletildi. Toplam 30 dakika
boyunca her 5 dakikada bir bu islem tekrar edildi.

4. Liziz sonunda tiipler 10.000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

S. Siipernatantlar yeni bir tiipe alind1 ve analiz siiresine kadar -80°C’de saklandi.

55



Tablo 12. Hiicre lizizinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri

20 mM Tris-HCI pH 7,5
150mM NaCl

% 0,1 SDS

% 1 NP-40

50mM NaF

50ug/mL PMSF
1pug/mL Leupeptin
1ng/mL Pepstatin

RIPA Liziz Tamponu

3.6.2.5.2 Protein Tayini

Elde edilen hiicre lizatinda bulunan total protein konsantrasyonu Bi¢inkoninik Asit

(BCA) yontemi ile saptandi. Yontemin prensibi, alkali kosullarda protein tarafindan Cu*>

iyonunun Cu'' iyonuna indirgenmesine ve BCA reaktifi tarafindan renk degisimine

dayanmaktadir (162)

A A

. Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) ve kor olarak dH,O kullanild1.

. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 pg/ml)

BSA standartlar1 hazirland.

Icerisinde biginkoninik asit bulunan A Reaktifi ve % 4 bakir siilfat iceren B Reaktifi
50:1 oraninda karistirilarak "Calisma Reaktifi" hazirlanda.

96 kuyucuklu bir mikroplagin kuyularina 25 pl standart ve 6rnekler konuldu.

Daha sonra her kuyucuga 200 ul "Calisma Reaktifi" eklendi ve pipetajla karistirildi.
Plagin kapag kapatildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda mikroplak okuyucuda 562 nm’de Ornek ve standartlarin absorbans
degerleri okundu.

Elde edilen absorbans verilerine karsi standart konsantrasyonu grafigi ¢izildi ve bu

standart grafiginden yararlanilarak 6rneklerin total protein konsantrasyonu hesaplandi.
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3.6.2.5.3 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) proteinlerin molekiil

agirhiklarina gore ayrimlanmasinda kullanilan bir yontemdir. Proteinler farkli yapi, yik ve

molekiil agirhigma sahiplerdir. Bu nedenle proteinler SDS ile muamele edilerek hem

proteinlerin negatif yiikle yiiklenmeleri hem de denatiire olarak primer yapida kalmalari

saglanir. Akrilamid monomerlerinin polimerizasyonu ile olusan poliakrilamid jel kullanilarak

ise, elektriksel alanda farki biiyiikliikteki proteinlerin farkli hizlarda go¢ etmeleri ve boylelikle

birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

S i A W

A. SDS-Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasi

. Oncelikle jel hazirlama diizenegi kullanilarak aralarinda 0,75 mm bosluk bulunacak

sekilde camlar sisteme yerlestirildi.

. Oncelikle %10’luk ayiric1 jel ¢ozeltisi hazirlanarak iki cam arasinda dokiildii (Tablo

13). Jellerin hava ile temasini engellemek amaciyla lizerine az miktarda izopropanol

eklendi.

. Yaklasik 20 dakika jelin polimerlesmesi i¢in beklendi.
. Ayrici jel polimerlestikten sonra izopropanol dokiildii ve jelin tizeri dH,O ile yikanda.
. Ardindan %5’lik paketleyici jel hazirlandi (Tablo 13) ve ayirict jelin lizerine dokiildii.

. Orneklerin uygulanacag: kuyucuklarin olusturulmasi igin paketleyici jel iizerine hava

kabarcigr olusturmayacak sekilde 0,75 mm kalinliginda 10 kuyucuklu taraklar
yerlestirildi.

. Yaklagik 15 dakika paketleyici jelin polimerlesmesi i¢in beklendi.

Tablo 13. SDS-Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

. %10°luk %5°lik
Kullamilan Reaktifler Ayirict Jel Paketleyici Jel
%30 Akrilamid/bis akrilamid karisimi 3,3 mL 0,67 mL
dH,O 4,0 mL 2,1 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 mL -
1,0 M Tris-HCI pH 6,8 - 380 uL
% 10 SDS 100 pL 40 uL
% 10 APS 100 pL 40 uL
TEMED 4 uL 4 uL
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B. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

1. Hazirlanan jel dikey elektroforez sistemine yerlestirildi ve igerisine 1X Yiirlitme
Tamponu (Tablo 14) konuldu.

2. 0,5 mL’lik tiiplerde 100 pg total protein olacak sekilde hiicre lizat1 ve 1:1 oraninda
2X Ornek Yiikleme Tamponu (Tablo 14) karistirildi.

3. Tiipler daha sonra termal bloga yerlestirildi ve proteinlerin denatiirasyonu ig¢in
95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tiipler hizla buz igerisinde yerlestirildi.

4. Tarak dikkatlice jelden ¢ikarildi ve hazirlanan 6rnekler kuyucuklara yiiklendi.

5. Proteinlerin diizgiin paketlenmesini saglamak amaciyla oncelikle sabit 70V’da 30

dakika daha sonra 110V’da yaklasik 90 dakika +4°C’de elektroforez islemi uygulandi.

3.6.2.5.4 Proteinlerin PVDF Membrana Transferi
Yontem jel yiizeyine dik bir elektrik akimi uygulanarak eksi yiikli proteinlerin jelden
cikarak hemen {istiinde bulunan membrana adsorbe olmalarini saglayan elektroforetik transfer

ilkesine dayanmaktadir.

1. Elektroforez sonrasi sistemden ¢ikarilan jel, esitlenmesi i¢in 1X Transfer Tamponu
(Tablo 14) iceren bir kap icerisine alind1.

2. Daha sonra PVDF membran, jel boyutu ile ayni olacak sekilde kesildi ve aktive
edilmesi i¢in %100 metanol icerisinde 1-2 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
membran, esitlenmesi i¢in 1X Transfer Tamponu igerisine alindi.

3. Ayni sekilde 2 adet kalin Whatmann kagidi esitlenmesi i¢in, 1X Transfer Tamponu
iceren ayr1 bir kaba alind1.

4. Islak transfer sisteminde bulunan kaset igersine sirasiyla iist iiste olacak sekilde 1 adet
whatmann kagidi, membran, jel ve tekrar 1 adet whatmann kagidi yerlestirildi ve kaset
sikica kapatildi.

5. Islak transfer kasetleri ve buz blogu transfer tankina yerlestirildi ve tank 1X Transfer
Tamponu ile dolduruldu.

6. Tankin icerisine manyetik bar konuldu ve manyetik karistiricida siirekli karigtirilmasi

saglanarak sabit 130mA’de 18 saat +4°C’de transfer islemi gerceklestirildi.
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3.6.2.5.5 Bloklama, Antikor Baglamast ve Kemiliiminesan Goriintiileme

. Spesifik olmayan bantlarin olusumunu engellemek amaciyla transfer sonrasi membran
uygun bloklama ¢ozeltisinde inkiibe edildi. Bunun i¢in membran 50mL’lik bir falkon
tiipe alind1 ve tiipe 5 mL bloklama ¢6zeltisi olan %5 yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T
(Tablo 14) konuldu. Daha sonra falkon tiip Lab Roller cihazinda 5 rpm’de oda
sicakliginda 1 saat karistirildi.

. Bu siire icerisinde kullanilacak antikor hazirlandi. Caligsma siiresinde kullanilan primer
antikorlar ve diliisyon oranlar1 su sekildedir: MMP-2 ve MMP-9 primer antikorlar
1:200; MMP-7 ve MMP-14 primer antikor 1:500; TIMP-2 ve RhoC antikorlar 1:1000;
GAPDH 1:3000 oraninda %5’lik yagsiz siit tozu iceren 1X TBS-T ile diliie edildi.

. Siire sonunda bloklama ¢ozeltisi atild1 ve yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan ve
calisilacak olan primer antikor konuldu.

. Tip daha sonra Lab Roller cihazinda 5 rpm ve +4°C’de karistirilarak 18 saat
inkiibasyona birakild1.

. Primer antikor ile muamelenin ardindan, ortamdaki baglanmamis antikor
uzaklastirmak amaciyla membran, oda sicakliginda sirasiyla 1 kere 15 dakika, 3 kere 5
dakika stireyle 1X TBS-T ile yikand1.

. Bu sirada sekonder antikorlar hazirlandi: MMP-2 ve MMP-9 i¢in 1:500, MMP-7 ve
MMP-14 i¢in 1:1000; TIMP-2 ve RhoC i¢in 1:3000; GAPDH i¢in 1:5000 oraninda
sekonder antikor % 1 yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T ile diliie edildi.

. Yikamalarm ardindan membranlar ise hazrilanan sekonder antikorlarla 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

. Daha sonra ortamdaki baglanmamis antikor uzaklagtrmak amaciyla membran, oda
sicakliginda sirasiyla 1 kere 15 dakika, 3 kere 5 dakika siireyle 1X TBS-T ile yikandu.

. Yikamalar sonrast membran KODAK 4000MM goériintilleme cihazi igersine

yerlestirildi ve lizerlerine 1’er mL ECL ¢ozeltisi eklenerek goriintiileri alind1.
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Tablo 14. Kullanilan ¢ozeltiler ve ozellikleri

Cozeltiler Ozellikleri

20 mM Tris-baz

0,2 M Glisin

% 0,1 SDS

192 mM Glisin

125mM Tris baz (pH 6,8)

%4 SDS

2X Ornek Yiikleme Tamponu %10 B-Merkaptoetanol
%20 Gliserol
%0,004 Bromfenol mavisi

25 mM Trisbaz
1X Transfer Tamponu %20 Metanol

1X Yiiriitme Tamponu

10 mM Tris-HCI1
1X TBS-T 140 mM NaCl
%1 Tween-20

3.6.2.6 Jelatin Zimografi

Zimografi, proteazlarin (6zellikle MMP’lerin) aktif ve zimojen formlarini tayin etmede
kullanilan basit ve duyarli bir yontemdir. Bu yontemde Oncelikle indirgeyici olmayan ve
1s1yla denatiire edilmeyen kosullarda SDS-PAGE ile proteinlerin molekiil agirliklarina gore
ayrimi saglanir. Ayrimda kullanilan poliakrilamid jel, akrilamid ile kopolimerize olmus
spesifik bir substrat (6rnegin, jelatin veya kazein) icerir. Elektroforez sirasinda SDS,
MMP’leri denatiire ederek inaktif formda olmalarini saglar. Elektroforez sonrasi, jeller Triton
X-100 ile yikanarak jellerden SDS’in uzaklastirilmasi ve enzimlerin aktivitelerini geri
kazanmalar1 saglanir. Bu silire¢ igerisinde latent MMP’ler pro domianlerini kaybetmeden
otokatalitik olarak aktive olurlar. Daha sonra poliakrilamid jel, aktivasyon tamponunda ve
uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir. Bu siire¢ icerisinde renatiire olan MMP’ler jel
igerisinde bulunan substrat1 pargalarlar. Inkiibasyon sonrasi jeller Coomassie Blue boyasi ile
boyandiginda, pargalanmamis substrata ait koyu mavi bir arka plana karsilik, MMP

aktivitesini gdsteren substratin pargalandigi litik beyaz bantlar goriiliir (163).

3.6.2.6.1 Ortamlarin Konsantre Edilmesi
1. Salinan proteinleri incelemek amaciyla alinan ortamlar 3 kDa ve yukarisini konsantre

eden konsantratdr tiiplere konuldu.

2. Tipler sabit ac1l1 santrifiijde 7500g ve +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi.
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3. Santrifiij sonrasi konsantre edilen 6rnekler yeni tiiplere aktarildi ve -80°C’de saklandu.

3.6.2.6.2 Protein Tayini
Jelatin Zimografi analizlerinde kullanilmak {izere konsantre edilen ortamlardaki total
protein miktari, boliim 3.6.2.5.2'de agiklandig1 gibi BCA yoOnteminden yararlanilarak

belirlendi.

3.6.2.6.3 Jelatin Zimogram Jel Hazirlama
Bolim 3.6.2.5.3 Bolim A'da agiklandigi gibi SDS-Poliakrilamid Jel hazirlma
yonteminden yararlanilarak 1mg/mL jelatin substrat iceren SDS-Poliakrilamid jeli hazirland:.

Jel igerikleri Tablo 15°de gdsterilmistir.

Tablo 15. Jelatin zimografide poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

% 10°luk % 5°lik

Kullanilan Reakti
ullanilan Reaktifler Ayrict Jel Paketleyici Jel

% 30 Akrilamid/bis akrilamid karistmi 1,7 mL 500 ul
dH,0 1,4 mL 2,1 mL
10 mg/mL Jelatin 500 uL -
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 mL -
1,0 M Tris-HCI pH 6,8 - 380 uL
% 10 SDS 50 uL 30 uL
% 10 APS 50 uL 30 uL
TEMED 2 uL 4 uL

3.6.2.6.4 Jelatin Zimografi

1. Hazirlanan jeller elektroforez sistemine yerlestirildi ve igerisine 1X Yiriitme
Tamponu (Tablo 16) eklendi.

2. Her kuyucukta 30 pg protein olacak sekilde konsantre ortam ve 2X Tris-Gly-SDS
Ornek Yiikleme Tamponu (Tablo 16) karistirildu.

3. Jellerden dikkatlice taraklar ¢ikarildi ve hazirlanan 6rnekler kuyucuklara yiiklendi.

4. Proteinlerin diizglin paketlenmesini saglamak amaciyla Oncelikle sabit 70V’da 30
dakika daha sonra 110V’da yaklasik 90 dakika +4°C’de elektroforez islemi uygulandi.

S. Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak amaciyla jeller yarim saat

stireyle % 2,5 Triton X-100 "Renatiirasyon Tamponu" (Tablo 16) ile yikandi.
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6. Daha sonra jeller, enzimlerin (pro ve aktif MMP-2) jel i¢indeki jelatini parcalamalari

icin 37°C’de 48 saat aktivasyon tamponunda inkiibe edildi.

7. Jeller, Boyama Cozeltisi (Tablo 16) ile 1 saat boyunca boyama yapildi.

8. Fazla boyadan arindirma amaciyla Yikama Tamponu (Tablo 16) ile yikama yapildi.

9. UVP marka Jel Dokiimantasyon Cihazi kullanilarak yikanan jellerin goriintiileri

alindi.

Tablo 16. Jelatin zimografi yonteminde kullanilan ¢6zeltiler

Cozeltiler Ozellikleri

20 mM Tris-baz
1X Yiiriitme Tamponu 0,2 M Glisin

% 0,1 SDS

2X Tris-Gly-SDS Ornek
Yiikleme Tamponu

1,0 ml 0,5 M Tris-baz (pH 6,8)

0,8 ml Gliserol

3,2 ml %10’luk SDS

0,2 ml % 0,2’lik Bromfenol mavisi
2,8 ml d H,O

Renatiirasyon Tamponu

% 2,5 Triton X-100

Aktivasyon Tamponu

0,5 M Tris-baz (pH 7,6)
0,1 M CaCl,
0,5 M NaCl
%0,5 Brij 35

Boyama Cozeltisi

%0,5 Coomassie Blue R-250
% 40 Metanol
% 10 Asetik Asit

Yikama Cozeltisi

% 40 Metanol
% 10 Asetik Asit

3.6.2.7 Matrijel Invazyon ve Hiicre Migrasyonu

In vitro'da timor hiicrelerinin bazal membranlardan invaze olma kapasitelerini

degerlendirebilmek amaciyla cesitli in vitro sistemler gelistirilmistir. Bunlardan bir 6rnek olan

Matrijel ekstraselliiller matriks proteinlerinden zengin olan Engelbreth—-Holm—Swarm fare

sarkomasindan ekstrakte edilen ¢dziinebilir bir bazal membran preparatidir (164). Baslica

laminin, kollajen IV, heparan siilfat proteoglikanlar, entaktin ve nidojen, tiim bazal membran

komponenlerini igermektedir. Matrijel invazyonda, hiicrelerin matrikse tutunup, matriksden

invaze olma ve daha sonra kemoattraktana dogru migrate olma yetenegi dl¢iilmektedir (Sekil

14).
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2. Invaze olan hiicreler matrijel tabakasmm

. B . gecerken, invaze olmayan hiicreler matrijel

1. Invazyon kuyularma hiicre ekimi SN
tabakasmnm iizerinde kalr.

%2 FBS igeren

%2 FBS igeren
, ortam
y ortam
’ _ Ekilmis hicraler
Invaze olmayan
hocreler
_ R Re s ~ Matrije! tabakas:
Yan-gegirgen %10 FBS igeren ortam — Matrijel tabakas:
membran Yan- geguzm
membran R10FBS Invaze olan
hicraler

Sekil 14. Matrijel invazyon denemesinin prensibi

1. Invazyon kuyularinin olusturulmas: i¢in stok konsantrasyonu 9,8mg/ml olan matrigel
son konsantrasyon 0,25mg/mL olacak sekilde ortam i¢inde hazirland1.

2. Her invazyon kuyucuguna 150 ul olacak sekilde matrijel eklenerek 2 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonrasmda kuyular 3001 0,1% BSA iceren ortam eklenerek blokland.

4. Matrigel ile kaplanmamis kuyular “Hiicre Migrasyonu” deneyleri i¢in kullanildi.

5. Invazyon ¢ahismasi igin, %2 FBS iceren ortamda HT-29 hiicrelerinden 5x10°; HCT116
hiicrelerinden 3X104, SW480 hiicrelerinden 2.5x104; SW620 hiicrelerinden 4x10° ;
LoVo hiicrelerinden 2x10 hiicre/kuyu olacak sekilde matrijel kapli kuyulara ekildi.

6. Migrasyon calismasi icin, %2 FBS igeren ortamda HT-29 hiicrelerinden 3x10%;
HCT116 hiicrelerinden 2x10* SW480 hiicrelerinden 1x10% SW620 hiicrelerinden
3x10%; LoVo hiicrelerinden 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde migrasyon kuyularina
ekildi.

7. 24 kuyucuklu plaklara 500 pL %10 FBS igeren ortam konuldu. Hazirlanan
invazyon/migrasyon kuyulari, 24 kuyucuklu plaklarda bulunan ortamlarin iizerine
hava kabarcigi olmayacak sekilde yerlestirildi ve uygun CO; inkiibatoriinde 24 saat
inkiibasyona birakild1.

8. Inkiibasyon sonrasi invazyon kuyular1 Diff-Quik boyama kiti kullanilarak, hiicreler
oncelikle fikse edildi, daha eozin ve tiazin boyalar ile niikleus ve sitoplazma boyand:.

9. Kuyularin i¢ kisminda bulunan invaze/migrate olmayan hiicreler pamuklu c¢ubuk
yardimiyla temizlendikten sonra, kuyularm alt tabanma (2% FBS’li ortamdan 10%
FBS’li ortama) gd¢ eden hiicreler inverted mikroskopta sayildi.
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10. Yapilan hiicre sayimi sonucunda % invazyon ve % migrasyon asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi:
% Invazyon = (Ornek invaze olan hiicre sayisi/ Kontrol invaze olan hiicre sayis1) x 100

% Migrasyon = (Ornek migrate olan hiicre sayisy/ Kontrol migrate olan hiicre say1s1) x 100

3.7 Arastirma Plam ve Takvimi

Arastirmanin plan1 ve takvimine ait akig grafigi Sekil 15'de gosterilmistir.

Evylal 2011 - Ocak 2012
Proje onerisinin hazirlanmasi ve sunulmasi

A 4

Haziran 2012 — Ocak 2013
Proje onerisinin kabul edilmesi / Malzeme alimlar:

|

Ocak 2012 —Haziran 2014
Kolon kanser hiicrelerinin cogaltilmas: ve dondurulmas: /
Katlanma zamanlarimin belirlenmesi

{

Ocak 2013 - Temmuz 2014 A

Transfeksivon reaktifinin hiicre canlihg izerine etkilerinin

incelentmesi/ Uygun siRNA konsantrasyonunun belirlenmesi
amaciyla siRNA 6n denemelerinin yapilmas: )
: \

Nisan 2013 —Haziran 2015
Kolon kanser hcrelerinde siRNAteknigi ile RhoC gen

ekspresyonunun susturulmasi )

Real Time PCR

v

v

Western Blot

Jelatin Zimografi

v

L 4
(-_h\u—'\r_\i_‘\

Matrijel Invazyon

Transvers Migrasyon /
denemeleri

Sekil 15. Deney akis semast
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi
Elde edilen veriler GraphPad Prisim 5.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.
Tiim ¢alismalar en az 3 kere tekrar edildi. Gruplar arasindaki anlamli farklilik "student's t"

testi ile analiz edildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak ifade edildi.

3.9 Arastirmanin Simirhhiklar

Arastirmamizin sinirlikliklarini su sekilde siralayabiliriz:

1. Bazikolon kanser hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerinin
diisiik olmas1 (Ct > 40) nedeniyle, bu hiicre hatlarinda RhoC gen susturumunun
MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerine olan etkisi incelenememistir.

2. Bazi kolon kanser hiicrelerinde MMP-2, MMP-9, MMP-7 ve TIMP-2 protein
ekspresyonlarinin deteksiyon limitinin altinda olmasi nedeniyle Western blot
calismalarinda analiz edilememistir.

3. Bununla birlikte kolon kanser hiicrelerinde MMP-14 protein ekspresyon diizeyleri

Western blot teknigi ile detekte edilememistir.

3.10 Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu,
22/03/2012 tarih ve 2012/11-02 karar numarasi ile 548-GOA protokol numarali ¢alismamizin
etik acidan sakincali olmadigina karar vermistir. Daha sonra, 02.04.2015 tarihli ve 2015/10-31
karar numarasi ile ayn1 protokol numarali ¢alismamizin proje adi degisikligi ayni etik kurul

heyeti tarafindan kabul edilmistir (EK-1).
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4. BULGULAR

4.1 Kolon Kanser Hiicrelerinin Katlanma Zamanlan
Bu ¢aligmada kullandigimiz kolon kanser hiicrelerinin ikiye katlanma zamanlar1 HT-29
icin 24,5 saat (Sekil 16); HCT116 ic¢in 26,5 saat (Sekil 17); SW480 igin 33,4 saat (Sekil 18);
SW620 i¢in 41,4 saat (Sekil 19); LoVo i¢in 26,1 saat (Sekil 20) olarak belirlendi. ATCC’nin
hiicre hatlarini inceleyen “Physical Sciences - Oncology Center Network Bioresource Core
Facility”ye gore ikiye katlanma zamanlart HT-29 i¢in 23 saat; HCT116 icin 21 saat; SW480
icin 38 saat; SW620 i¢in 26 saat; LoVo hiicreleri i¢in 34 saat oldugu rapor edildi (165).

" Ongne
Several Time P g */Cce >
?"gss B caco HT-29
Paste your data here 5% Douing Time = 24.59.cro:  Sym Calculat v
(couple time-amount) Growth Rate = 0.0282 h» Formula 4x10°°
o coe Growth Rate = number of doublings that occur per unit
e Equation : amount=385909 92890 0282"time 3109 6
At t=0, calculated cell concentration = 385909 9289 Z
Exponential regression (}:;’
w 2x10°°
3000000 =
What is the 15! column ? =
o =
Time 2000000 1x10° 6
Amount
submit 8
% 20 40 5 8 o ! ! !

9

> ® v

Zaman (Saat)

Sekil 16. HT-29 hiicrelerinin katlanma zamani. A) www.doubling-time.com/compute.php
internet sitesinden elde edilen veriler; B) HT-29 hiicrelerinin katlanma grafigi (Ortalama +

Standart hata)

A B

AaChoces [>
Several Time gms HCTI116
Paste your data here Doubling Time = 26.58.z00221 sym> Formula 3x10° 6+
Growth Rate = 0.0261 > Cell Cull h
Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation : amount=277452 2086"0.0261°time 2x10° ¢4
At 1=0, calculated cell concentration = 277452 2086 z
Exponential regression Z 2x10°°
@z
2
What is the 1%t column ? 3 1x10°
Time @ =
Amount SXIOD 5.4
submit
0 T T T T
A» ° v

Zaman (Saat)

Sekil 17. HCT116 hiicrelerinin katlanma zamani. A) www.doubling-time.com/compute.php
internet sitesinden elde edilen veriler; B) HCT116 hiicrelerinin katlanma grafigi (Ortalama +

Standart hata)
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A

AdChoices >
» Calculator

» Cell Culture
Lﬁ_vﬂm&

. P With
Several Time Pgints
Boost Vour
Paste your data here 401k
(couple time-amount)

Doubling Time = 33.47 2000000
Growth Rate = 0.0207

342335230 Growth Rate = number of doublings that occur per unit of tim
';g jz‘zggg Equation : amount=158728 31317¢0.0207"time
Att=0, calculated cell concentration = 158728 3131
Exponential regression =

600000
What is the 15! column ?
Time @ 400000

°
Amount
submit
o
() 20 40 60 80

Sekil 18. SW480 hiicrelerinin katlanma zamana.

B
SW480
1.0x10° A
8.0x10°
2
Z 6.0x10° 4
@
o
S 4.0x10°4
=
=
2.0x10%
0 T T T T
Q > ) &
Zaman (Saat)

A) www.doubling-time.com/compute.php

internet sitesinden elde edilen veriler; B) SW480 hiicrelerinin katlanma grafigi (Ortalama +

Standart hata)

A

Several Time Points

AaChewces >

gt
Doubling Time = 414000 > Compute
Growth Rate = 0.0167 u» Cell Cultire

Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
Equation - amount=334255 8437 " V167 Uime

Paste your data here

Att=0, calculated cell concentration = 334255 8437
Exponantial regression
1600000
1200000 °
1000000 /
Whatis the 1% column 7 t A
Time @ e ! //’
Amount “‘“"”k > ¢
submit SRR~
200000
o » P ®

Sekil 19. SW620 hiicrelerinin katlanma zamanai.

B
SW620
1.5x10° -
Z 1000000
;.
wn
v
-
:g
2 500000
pd—v . : :
N » S S

Zaman (Saat)

A) www.doubling-time.com/compute.php

internet sitesinden elde edilen veriler; B) LoVo hiicrelerinin katlanma grafigi (Ortalama +

Standart hata)
A
Several Time Points o>
Fioem > ulator

.
METTLER
Paste your data here  METTLER

(couple time-amount)

Doubling Time = 26.15..c0
Growth Rate = 0.0265

‘.b Cell Growth
hb Cell Culture

24‘23:; Growth Rate = number of doublings that occur per unit of time
48 759600 = +e0.0265'
ba 2038600 Equation : amount=276098 6365 sl

Att=0, calculated cell concentration = 276098 6365 H

Exponential regression E‘

7]

o

=

Whatis the 1! column ? 2

Time @ =
Amount
submit

Sekil 20. LoVo hiicrelerinin katlanma zamani.

B
LoVo
3x10° 4
2x10° ¢
2x10° 4
1x10° ¢4
5x10° 54
0 T T T L)
Q > ® "\
Zaman (Saat)

A) www.doubling-time.com/compute.php

internet sitesinden elde edilen veriler; B) LoVo hiicrelerinin katlanma grafigi (Ortalama =+

Standart hata)
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4.2 Transfeskiyon Reaktifinin Hiicre Canhlig: Uzerindeki Etkileri

siRNA transfeksiyonunda kullanilan transfeksiyon reaktifinin SW480, SW620 ve LoVo
hiicre canliligina olan etkisi WST-1 kullanilarak incelendi. SW480, SW620 ve LoVo
hiicrelerinde, 5000 hiicre basma 0,3yl transfeksiyon reaktifinin verildiginde hiicre
canliliklari1 sirasiyla % 69, % 65 ve % 49 oraninda azalttigi belirlendi. Transfeksiyon
reaktifinin daha diisiik dozlarmin ise (0,2 — 0,1 pL) ise her ii¢ hiicre hattinda da hiicre
canliligmi daha az etkiledigi goriildii. 10.000 ve 20.000 hiicre basina verilen transfeksiyon
reaktifinin hiicre canlilig1 iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1r goriildii (Sekil 21-23).
Uretici firma (Dharmacon — Thermo Scientific) HT-29 ve HCT116 icin toksik olmayan

transfeksiyon reaktifi miktarini belirlediginden bu hiicrelere canlilik testi uygulanmadi.

SW480

Kontrol
0,1 TR
0,2ul TR
0,3l TR

NN

5
s\\\ g

5
A NN,

% Canhhk

AN

AR

N

t\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

5.000 hiicre 10.000 hiicre 20.000 hiicre

Sekil 21. SW480 hiicrelerinin 24 saat transfeksiyon reaktifi (TR) ile inkiibasyon sonrasi

% canlilik degerleri (Ortalama +Standart hata)
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150+

% Canhhk

A I I AR
AAAWAINAWMNNNRNNNNMNN

S
]
NN

SRS ARAAANAAARSASAANNS

SN

5.000 hiicre

SW620

10.000 hiicre

20.000 hiicre

Hl Kontrol
0,1ul TR
B 0.2u TR
3 03u TR

Sekil 22. SW620 hiicrelerinin 24 saat transfeksiyon reaktifi (TR) ile inkiibasyon sonrasi

% canlilik degerleri (Ortalama +Standart hata)

1504

% Canhhk

5.000 hiicre

LoVo

El Kontrol
0,1ul TR
B 02u TR
3 0.3u TR

Sekil 23. LoVo hiicrelerinin 24 saat transfeksiyon reaktifi (TR) ile inkiibasyon sonrasi

% canlilik degerleri (Ortalama +Standart hata)
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4.3 REAL-TIME PCR Sonugclari

4.3.1 RNA Orneklerinin %1,2 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesiizole
edilen RNA oOrneklerinin intakt olup olmadigini belirlemek amaciyla denatiire kosullar altinda
agaroz jel elektroforezi uygulandi. Bu jel goriintiilerine gore, RNA 6rneklerinin intakt (28S ve

18S’de keskin banda sahip) oldugu goriildii (Sekil 24).

R1 R2 R3 NI N2 N3 K1 K2 K3

—> 28S
—> 18S

—> 5§

HCT-116

—> 28S

—> 18S

—> 58

N1 N2 N3
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SW620

288

—> 18S

LoVo

R1 R2 R3 NI N2 N3 K1 K2 K3

—> 28S

—> 18S

—> 5§

Sekil 24. A) HT-29, B) HCTI116, C) SW480, D) SW620 ve E) LoVo kolon kanser

hiicrelerinin formaldehit agaroz jel elektroforezi goriintiileri

4.3.2 mRNA Ekspresyon Analizi
RhoC siRNA susturumu sonrasi kolon kanser hiicrelerindeki RhoC, ROCK-I, mDia,
MMP-2, MMP-9, MMP-7, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 ve GAPDH mRNA ekspresyon
diizeyleri, Light Cycler Software 480 1.5 (Roche Diagnostic) kullanilarak belirlendi. Her gene

-AACt
2

ait Ct (Threshold cycle) degerlerinden yararlanilarak yontemi ile rolatif RNA

ekspresyon analizi yapildi.
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4.3.2.1 RhoC mRNA Ekspresyonu

Kolon kanser hiicrelerinde, RhoC mRNA ekspresyon diizeyinin, RhoC siRNA grubunda

Non-target siRNA ve Kontrol gruplarina gére anlamli olarak baskilandigi belirlendi (Sekil 25)
(Tablo 17, 18).

Tablo 17. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 ~

AACt

degerleri
Hiicre Grup 27 M Degeri
Hatn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,64 1,00 1,47 1,37 0,191
HT-29 N Grubu 4,20 4,92 5,07 4,73 0,269
K Grubu 3,09 4,92 4,16 4,06 0,531
R Grubu 1,62 1,39 1,00 1,34 0,181
HCT116 N Grubu 24,49 22,82 19,37 22,23 1,507
K Grubu 19,78 25,37 22,21 22,45 1,618
R Grubu 1,00 1,02 1,00 1,01 0,007
SW480 N Grubu 2,91 3,31 3,41 3,21 0,153
K Grubu 4,09 3,68 3,37 3,71 0,209
R Grubu 1,00 1,25 1,17 1,14 0,737
SW620 N Grubu 18,28 11,78 2421 18,09 3,589
K Grubu 25,69 27,07 14,27 22,34 4,056
R Grubu 1,38 2,11 1,00 1,50 0,326
LoVo N Grubu 4,16 6,58 4,60 5,11 0,744
K Grubu 4,72 9,26 6,06 6,68 1,347
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RHOC mRNA Ekspresyonu

504
404
304

Il RhoC siRNA
Non-target siRNA
E Kontrol

10+
101

Ortalama 2 ~44Ct

|Ht29 | [merite | [swaso| [ swe2o |

Sekil 25. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun RhoC mRNA
ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

[statistiksel olarak anlamli: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 18. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC mRNA ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.
Istatistiksel olarak anlamli: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen A1 Grup p Degeri
HT.29 R Grubu vs N Grubu 0,0005%**
R Grubu vs K Grubu 0,0089%**
N Grubu vs K Grubu 0,3209
R Grubu vs N Grubu 0,0002*%**
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,0002%3*3*
N Grubu vs K Grubu 0,9233
R Grubu vs N Grubu 0,0001 ***
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,00023%:#:*
N Grubu vs K Grubu 0,1233
R Grubu vs N Grubu 0,0092%**
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,0064**
N Grubu vs K Grubu 0,4762
R Grubu vs N Grubu 0,0112%*
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,0201°*
N Grubu vs K Grubu 0,3662
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4.3.2.2 mDia mRNA Ekspresyonu
Kolon kanser hiicrelerinde, mDia mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar
arasinda herhangi bir fark belirlenmedi (Sekil 26) (Tablo 19, 20).

Tablo 19. Kolon kanser hiicrelerinde mDia mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 ~ <

degerleri
Hiicre Grup 27 A Degeri
Hatn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,44 1,04 1,15 1,21 0,119
HT-29 N Grubu 1,00 1,04 1,25 1,10 0,078
K Grubu 1,35 1,25 1,47 1,36 0,064
R Grubu 1,09 1,01 1,24 1,11 0,067
HCT116 N Grubu 1,40 1,13 1,00 1,18 0,118
K Grubu 1,17 1,41 1,23 1,27 0,072
R Grubu 1,32 1,12 1,39 1,28 0,081
SW480 N Grubu 1,38 1,00 1,16 1,18 0,110
K Grubu 1,15 1,08 1,10 1,11 0,021
R Grubu 1,12 1,25 1,52 1,30 0,118
SW620 N Grubu 1,11 1,66 1,25 1,34 0,165
K Grubu 1,00 1,52 1,45 1,32 0,163
R Grubu 1,72 1,20 1,39 1,44 0,152
LoVo N Grubu 1,76 1,04 1,00 1,27 0,247
K Grubu 1,90 1,43 1,13 1,49 0,224
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2.04

Ortalama 2 ~3ACt

mDia mRNA Ekspresyonu

[ HT-29 |

| HCT116 |

[ swaso |

| swe2o |

@ RhoC siRNA
Non-target siRNA
) Kontrol

Sekil 26. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun mDia mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 20. Kolon kanser hiicrelerinde mDia mRNA ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,4703
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,3390
N Grubu vs K Grubu 0,0605
R Grubu vs N Grubu 0,6651
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,1877
N Grubu vs K Grubu 0,5363
R Grubu vs N Grubu 0,5184
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,5662
N Grubu vs K Grubu 0,1168
R Grubu vs N Grubu 0,8412
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,9009
N Grubu vs K Grubu 0,9462
R Grubu vs N Grubu 0,5891
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,8625
N Grubu vs K Grubu 0,5455
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4.3.2.3 ROCK-I mRNA Ekspresyonu
Kolon kanser hiicrelerinde ROCK-I mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar
arasinda herhangi bir fark belirlenmedi (Sekil 27) (Tablo 21, 22).

Tablo 21. Kolon kanser hiicrelerinde ROCK-I mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 ~ “4

degerleri
Hiicre Grup 27 A Degeri
Hatn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,52 1,36 1,20 1,36 0,092
HT-29 N Grubu 1,23 1,00 1,47 1,23 0,136
K Grubu 1,53 1,26 1,39 1,39 0,078
R Grubu 1,12 1,01 1,15 1,09 0,043
HCT116 N Grubu 1,28 1,00 1,18 1,15 0,082
K Grubu 1,07 1,20 1,16 1,14 0,038
R Grubu 1,55 1,36 1,15 1,35 0,116
SW480 N Grubu 1,09 1,14 1,47 1,23 0,119
K Grubu 1,00 1,14 1,28 1,14 0,081
R Grubu 1,00 1,53 1,74 1,42 0,220
SW620 N Grubu 1,32 1,79 1,28 1,46 0,164
K Grubu 1,74 2,05 1,70 1,83 0,111
R Grubu 1,87 1,35 1,45 1,56 0,159
LoVo N Grubu 1,83 1,46 1,00 1,43 0,240
K Grubu 1,73 1,93 1,52 1,73 0,118
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Ortalama 2 ~22Ct

ROCK-I mRNA Ekspresyonu

[ HT-29 | [ HCT116 | [swaso [ | swe20 | | Lovo

Bl RhoC siRNA
Non-target siRNA
] Kontrol

Sekil 27. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun ROCK-I mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlamli:* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 22. Kolon kanser hiicrelerinde ROCK-I mRNA ekspresyon diizeylerine ait

p degerleri. Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,4834
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,7964
N Grubu vs K Grubu 0,3644
R Grubu vs N Grubu 0,5512
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,4325
N Grubu vs K Grubu 0,9173
R Grubu vs N Grubu 0,5098
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,2048
N Grubu vs K Grubu 0,5523
R Grubu vs N Grubu 0,8911
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,1742
N Grubu vs K Grubu 0,1371
R Grubu vs N Grubu 0,6829
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,4400
N Grubu vs K Grubu 0,3299
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4.3.2.4 MMP-2 mRNA Ekspresyonu
HT-29, SW620 ve LoVo Kolon kanser hiicrelerinde MMP-2 mRNA ekspresyon
diizeylerinin diisiik olmasi (Ct > 40) nedeniyle, bu hiicre hatlarinda RhoC gen susturumunun
MMP-2 iizerindeki etkisi incelenememistir. Buna karsilik HCT-116 ve SW480 hiicrelerinde
RhoC gen susturumunun MMP-2 iizerindeki etkisi incelendiginde; gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi (Sekil 28) (Tablo 23, 24).

Tablo 23. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 = “<

degerleri
Hiicre Grup 27 M Degeri
Ham 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 3,95 1,00 2,03 2,33 0,864
HCT116 N Grubu 3,75 2,49 2,53 2,92 0,414
K Grubu 3,11 1,24 1,60 1,98 0,573
R Grubu 1,14 1,39 1,38 1,30 0,082
SW480 N Grubu 1,26 1,00 1,07 1,11 0,078
K Grubu 1,33 1,10 1,12 1,18 0,074
MMP-2 mRNA Ekspresyonu
49 Bl RhoC siRNA
_ Non-target siRNA
% T E3 Kontrol

Ortalama 2

Sekil 28. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-2 mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

Istatistiksel olarak anlamz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Tablo 24. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerine ait
p degerleri. Istatistiksel olarak anlamr: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,5672

HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,7572
N Grubu vs K Grubu 0,2541
R Grubu vs N Grubu 0,1615

SW480 R Grubu vs K Grubu 0,3364
N Grubu vs K Grubu 0,5307

4.3.2.5 MMP-9 mRNA Ekspresyonu

SW620 ve LoVo Kolon kanser hiicrelerinde MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerinin
diisiik olmasi (Ct > 40) nedeniyle, bu hiicre hatlarinda RhoC gen susturumunun MMP-9
iizerindeki etkisi incelenememistir. SW480 hiicrelerinde RhoC gen susturumunun MMP-9
iizerindeki etkisi incelendiginde; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde
edilmedi. HT-29 hiicrelerinde ise RhoC gurunda MMP-9 ekspresyonu diger gruplara gore
yaklagik 2 kat oraninda azaldigi, ancak bu azalmanin anlamli olmadig1 goriildi. HCT-116
hiicrelerinde, RhoC siRNA grubunda MMP-9 mRNA ekspresyonunun Non-target grubuna
gore azaldigi ancak Kontrol grubuna gore degismedigi belirlendi (Sekil 29) (Tablo 25, 26).

Tablo 25. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 = “<!

degerleri
Hiicre 27 Y Degeri
Grup
Har 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama Standart Hata
R Grubu 2,15 1,00 1,00 1,38 0,383
HT-29 N Grubu 1,12 3,83 2,45 2,47 0,782
K Grubu 1,12 2,81 3,04 2,32 0,605
R Grubu 1,34 1,17 1,83 1,45 0,198
HCT116 N Grubu 2,68 2,68 2,06 2,47 0,207
K Grubu 1,71 2,03 1,00 1,58 0,304
R Grubu 1,61 1,69 1,19 1,50 0,155
SW480 N Grubu 1,66 1,65 1,20 1,50 0,152
K Grubu 1,36 1,23 1,00 1,20 0,105
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MMP-9 mRNA Ekspresyonu

Bl RhoC siRNA
Non-target siRNA
B Kontrol

Ortalama 2 ~2ACt
[\°)
1

HCT116

Sekil 29. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-9 mRNA
ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Tablo 26. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerine ait
p degerleri. Istatistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,2816
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,2598
N Grubu vs K Grubu 0,8918

R Grubu vs N Grubu 0,0230*
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,7320
N Grubu vs K Grubu 0,0721
R Grubu vs N Grubu 0,9770
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,1847
N Grubu vs K Grubu 0,1721
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4.3.2.6 MMP-7 mRNA Ekspresyonu

Kolon kanser hiicrelerinde, MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar

arasinda herhangi bir fark belirlenmedi (Sekil 30) (Tablo 27, 28).

- AACt

Tablo 27. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-7 mRNA ekspresyon diizeylerine 2
degerleri
Hiicre Grup 27 M Degeri
Hartn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama Standart Hata
R Grubu 1,23 1,96 2,04 1,74 0,258
HT-29 N Grubu 1,03 1,61 1,12 1,25 0,180
K Grubu 1,92 1,00 1,13 1,35 0,288
R Grubu 1,28 3,24 2,77 2,43 0,591
HCT116 N Grubu 2,30 1,00 3,40 2,23 0,694
K Grubu 1,73 1,44 1,13 1,43 0,173
R Grubu 2,14 2,20 1,59 1,98 0,194
SW480 N Grubu 2,18 1,37 1,89 1,81 0,237
K Grubu 1,74 1,00 1,11 1,28 0,231
R Grubu 1,00 1,88 1,48 1,45 0,254
SW620 N Grubu 1,41 1,07 1,84 1,44 0,223
K Grubu 1,12 2,68 1,10 1,63 0,523
R Grubu 1,57 1,60 1,32 1,50 0,089
LoVo N Grubu 1,28 1,71 1,20 1,40 0,158
K Grubu 1,40 1,17 1,00 1,19 0,116
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-AACt

Ortalama 2

MMP-7 mRNA Ekspresyonu

El RhoC siRNA
Non-target siRNA
) Kontrol

[ HT-20 |

[ HCT116 |

| swaso |

| swe2o |

| LoVo |

Sekil 30. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-7 mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 28. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-7 mRNA ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.
Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,1942
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,3659
N Grubu vs K Grubu 0,7899
R Grubu vs N Grubu 0,8397
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,1808
N Grubu vs K Grubu 0,3258
R Grubu vs N Grubu 0,6221
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,0829
N Grubu vs K Grubu 0,1842
R Grubu vs N Grubu 0,9704
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,7725
N Grubu vs K Grubu 0,7510
R Grubu vs N Grubu 0,6111
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,1036
N Grubu vs K Grubu 0,3517
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4.3.2.7 MMP-14 mRNA Ekspresyonu
Kolon kanser hiicrelerinde, MMP-14 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar
arasinda herhangi bir fark belirlenmedi (Sekil 31) (Tablo 29, 30).

Tablo 29. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-14 mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 ~ “4

degerleri
Hiicre 27 M Degeri
Grup
Hat 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,67 1,32 1,35 1,45 0,112
HT-29 N Grubu 1,26 1,37 2,86 1,83 0,516
K Grubu 1,02 1,00 1,34 1,12 0,110
R Grubu 1,54 1,20 1,52 1,42 0,110
HCT116 N Grubu 1,31 1,00 1,60 1,30 0,173
K Grubu 1,15 1,05 1,21 1,14 0,047
R Grubu 1,34 1,27 1,19 1,27 0,043
SW480 N Grubu 1,37 1,00 1,24 1,20 0,108
K Grubu 1,97 1,22 1,15 1,45 0,262
R Grubu 1,19 1,12 1,21 1,17 0,027
SW620 N Grubu 1,45 1,60 1,15 1,40 0,132
K Grubu 1,00 1,72 1,77 1,50 0,249
R Grubu 1,87 1,68 1,26 1,60 0,180
LoVo N Grubu 1,42 1,26 1,00 1,23 0,122
K Grubu 1,72 2,16 1,39 1,76 0,223
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Bl RhoC siRNA
Non-target siRNA
B Kontrol

Sekil 31. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-14 mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama+Standart hata)

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 30. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-14 mRNA ekspresyon diizeylerine ait

p degerleri. Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,5080
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,1061
N Grubu vs K Grubu 0,2496
R Grubu vs N Grubu 0,6002
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,0770
N Grubu vs K Grubu 0,4055
R Grubu vs N Grubu 0,6162
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,5357
N Grubu vs K Grubu 0,4893
R Grubu vs N Grubu 0,1686
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,2659
N Grubu vs K Grubu 0,7488
R Grubu vs N Grubu 0,1589
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,6212
N Grubu vs K Grubu 0,1056
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4.3.2.8 TIMP-1 mRNA Ekspresyonu
HT-29, SW480, SW620 ve LoVo kolon kanser hiicrelerinde, TIMP-1 mRNA

ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark belirlenmedi. HCT116

hiicrelerinde RhoC siRNA grubunda TIMP-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin Non-target

siRNA ve Kontrol gruplarina gore yaklasik 2 kat oraninda arttig1 ancak bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriildii (Sekil 32) (Tablo 31, 32).

Tablo 31. Kolon kanser hiicrelerinde TIMP-1 mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 =~ “A

degerleri
Hiicre 27 M Degeri
Grup
Hatn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,21 1,44 1,84 1,50 0,184
HT-29 N Grubu 2,15 1,15 1,00 1,43 0,361
K Grubu 1,10 1,26 1,45 1,27 0,101
R Grubu 1,57 2,90 1,98 2,15 0,393
HCT116 N Grubu 1,06 1,54 1,38 1,33 0,141
K Grubu 1,31 1,18 1,00 1,16 0,090
R Grubu 1,32 1,94 1,32 1,53 0,207
SW480 N Grubu 1,23 1,15 1,20 1,19 0,023
K Grubu 1,38 1,19 1,00 1,19 0,110
R Grubu 1,23 1,13 1,02 1,13 0,061
SW620 N Grubu 1,03 1,08 1,09 1,07 0,019
K Grubu 1,07 1,02 1,00 1,03 0,021
R Grubu 1,17 1,04 1,45 1,22 0,121
LoVo N Grubu 1,00 1,29 1,00 1,10 0,097
K Grubu 1,16 1,24 1,12 1,17 0,035
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B Kontrol
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| LoVo

Sekil 32. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun TIMP-1 mRNA

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 32. Kolon kanser hiicrelerinde TIMP-1 mRNA ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,8834
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,3412
N Grubu vs K Grubu 0,6855
R Grubu vs N Grubu 0,0707
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,1201
N Grubu vs K Grubu 0,3842
R Grubu vs N Grubu 0,1843
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,2236
N Grubu vs K Grubu 0,9777
R Grubu vs N Grubu 0,3977
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,2061
N Grubu vs K Grubu 0,2589
R Grubu vs N Grubu 0,4704
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,7299
N Grubu vs K Grubu 0,4976
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4.3.2.9 TIMP-2 mRNA Ekspresyonu
HCT116, SW480, SW620 ve LoVo kolon kanser hiicrelerinde, TIMP-2 mRNA
ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark belirlenmedi. Buna karsilik
HT-29 hiicrelerinde RhoC siRNA grubunda Non-target siRNA ve Kontrol gruplarma gore
TIMP-2 gen ekspresyon diizeylerinde anlamli artis oldugu belirlendi (Sekil 33) (Tablo 33,
34).

Tablo 33. Kolon kanser hiicrelerinde TIMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerine ait 2 =~ “A

degerleri
Hiicre 27 M Degeri
Grup
Hatn 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama  Standart Hata
R Grubu 1,98 2,43 2,40 2,20 0,087
HT-29 N Grubu 1,11 1,60 1,61 1,66 0,126
K Grubu 1,46 1,15 1,00 1,33 0,144
R Grubu 1,44 2,52 1,95 1,97 0,312
HCT116 N Grubu 1,06 1,00 2,17 1,41 0,380
K Grubu 1,36 1,92 2,03 1,77 0,207
R Grubu 1,73 1,22 1,43 1,46 0,148
SW480 N Grubu 1,48 1,23 1,53 1,41 0,093
K Grubu 1,34 1,00 1,26 1,20 0,103
R Grubu 1,00 2,15 1,55 1,57 0,332
SW620 N Grubu 1,16 1,07 1,07 1,10 0,030
K Grubu 1,02 1,53 1,12 1,22 0,156
R Grubu 1,13 1,01 1,32 1,15 0,090
LoVo N Grubu 1,00 1,24 1,04 1,09 0,074
K Grubu 1,15 1,07 1,78 1,33 0,225
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Sekil 33. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun TIMP-2 mRNA
ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 34. Kolon kanser hiicrelerinde TIMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.
Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0061 **
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0005***
N Grubu vs K Grubu 0,1148
R Grubu vs N Grubu 0,3185
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,6217
N Grubu vs K Grubu 0,4528
R Grubu vs N Grubu 0,8026
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,2223
N Grubu vs K Grubu 0,1980
R Grubu vs N Grubu 0,2342
SW620 R Grubu vs K Grubu 0,4024
N Grubu vs K Grubu 0,4809
R Grubu vs N Grubu 0,6347
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,4983
N Grubu vs K Grubu 0,3676
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4.4 Western Blot Sonuclan

RhoC siRNA susturumu sonrasi kolon kanser hiicrelerindeki RhoC, MMP-2, MMP-9,
MMP-7, MMP-14, TIMP-2 ve GAPDH protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Semi
kantitatif analiz i¢in elde edilen bantlarin dansitometrik analizleri UVP Bioimaging system
with LabWorks 4.6 Image Acquistion Software kullanilarak gergeklestirildi. Bunun i¢in her
bandmn alan (mm®) ve optik dansitesi (O.D/mm?) belirlendi ve bandin yogunlugu; "area
density = alan x optik dansite" formiiliinden hesaplandi. Her gruba ait protein ekspresyon
diizeyleri (area density) eslenik GAPDH protein ekspresyon diizeyine (area density)

oranlanarak rolatif kantitasyon yapildi.

4.4.1 RhoC Protein Ekspresyonu
Kolon kanser hiicrelerinde, RhoC protein ekspresyon diizeyinin, RhoC siRNA grubunda

Non-target siRNA ve Kontrol gruplarina gére anlamli olarak baskilandig1 goriildi (Sekil 34,
35) (Tablo 35).

HT-29

Rl R2 R3 N1 N2 N3 Kl K2 K3
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Rl R2 R3 N1 N2 N3 Kl K2 K3

GAPDH
T — e > e— — - < (37kDa)

RhoC
“*N e (22kDa)
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Sekil 34. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun RhoC protein
ekspresyon diizeylerine etkisi. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu,
K: Kontrol grubu
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Sekil 35. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun RhoC protein

ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 35. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC protein ekspresyon diizeylerine ait p degerleri.

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0009***
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0002%%**
N Grubu vs K Grubu 0,4758
R Grubu vs N Grubu 0,0043%**
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,0199*
N Grubu vs K Grubu 0,7978
R Grubu vs N Grubu 0,0057%**
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,001 1%
N Grubu vs K Grubu 0,3013
R Grubu vs N Grubu < 0,000 ***
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,0004 %
N Grubu vs K Grubu 0,0743
R Grubu vs N Grubu 0,0002%%**
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,0039%**
N Grubu vs K Grubu 0,4471
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4.4.2 MMP-2 Protein Ekspresyonu
HT-29, SW480 ve SW620 hiicrelerinde MMP-2 protein ekspresyon diizeyleri agisindan
gruplar arasinda herhangi bir fark belirlenmedi. HCT116 ve LoVo hiicrelerinde MMP-2
protein ekspresyon diizeylerinin diisikk olmasi nedeniyle analiz yapilamad: (Sekil 36, 37)

(Tablo 36).

HT-29

R1 R2 R3 NI N2 N3 Ki K2 K3
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PR =

S

R1 R2 R3 N1 N2 N3 Ki K2 K3

;.. it — Y~ S S—r
L e e e — — — — T

S SRS ENS SENS SIS G G G B <— 0,

Sekil 36. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-2 protein
ekspresyon diizeylerine etkisi. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu,
K: Kontrol grubu
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Sekil 37. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun MMP-2 protein ekspresyonu

lizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlamz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 36. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-2 protein ekspresyonu ait p degerleri. Istatistiksel
olarak anlami: * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,6213
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0913
N Grubu vs K Grubu 0,1890
R Grubu vs N Grubu 0,3326
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,8044
N Grubu vs K Grubu 0,3427
R Grubu vs N Grubu 0,2722
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,5150
N Grubu vs K Grubu 0,7627

4.4.3 MMP-9 Protein Ekspresyonu
HT-29, SW480 ve LoVo hiicrelerinde MMP-9'a ait herhangi bir bant elde
edilemezken, HCT116 ve SW620 hiicrelerinde MMP-9 protein ekspresyon diizeylerinin ¢ok
diisiik oldugu goriildii. HCT116 hiicrelerine ait bantlarin ince olmasi sebebiyle dansitometrik

analizi yapilamadi. SW620 hiicrelerinden elde edilen verilerde ise istatistiksel olarak anlaml1

bir fark elde edilmedi. (Sekil 38, 39) (Tablo 37).
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Sekil 38. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-9 protein ekspresyonuna ait western blot

goriintiisii. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu, K: Kontrol grubu
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Sekil 39. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun MMP-9 protein

ekspresyon diizeylerine etkisi.

Istatistiksel olarak anlamz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 37. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-9 protein ekspresyonu ait p degerleri.
Istatistiksel olarak anlamz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,3244

SW620 R Grubu vs K Grubu 0,0511
N Grubu vs K Grubu 0,0563
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4.4.4 MMP-7 Protein Ekspresyonu
HCT116, SW480 ve LoVo hiicrelerinde MMP-7'ye ait herhangi bir bant elde edilmedi.
HT-29 ve SW620 hiicrelerinde ise MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmedi. (Sekil 40, 41) (Tablo 38).

HT-29

proMMP-7
(29kDa)
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Sekil 40. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-7 protein ekspresyonuna ait western blot

goriintiisii. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu, K: Kontrol grubu

MMP-7 Protein Ekspresyonu

0.8+
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Sekil 41. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun MMP-7 protein ekspresyonu

tizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlamr: * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Tablo 38. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-7 protein ekspresyonu ait p degerleri. Istatistiksel
olarak anlami: * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,1496

HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,2402
N Grubu vs K Grubu 0,0528
R Grubu vs N Grubu 0,1828

SW620 R Grubu vs K Grubu 0,9718
N Grubu vs K Grubu 0,1064

4.4.5 MMP-14 Protein Ekspresyonu
Kolon kanser hiicrelerinde MMP-14 protein ekspresyonuna ait herhangi bir bant elde

edilemedigi i¢in analizi yapilamadi.

4.4.6 TIMP-2 Protein Ekspresyonu
RhoC gen ekspresyonunun susuturumu sonucu, HT-29 hiicrelerinde RhoC siRNA
grubunda Non-target siRNA ve Kontrol gruplarina gore TIMP-2 protein ekspresyon
diizeyinde bir artis goriiliirken, SW480 ve SW620 hiicrelerinde ise gruplar arasinda herhangi
bir fark belirlenmedi. HCT116 ve LoVo hiicrelerinde ise TIMP-2'ye ait herhangi bir bant elde
edilemedi (Sekil 42, 43) (Tablo 39).

RI_ R2 R3 NI N2 N3 Ki K2 K3
8l
L L ~ . TIMP-2

SW480

TIMP-2
—— — Vi ——— - < (22kDa)
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Sekil 42. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun TIMP-2 protein

ekspresyon diizeylerine etkisi. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu,

K: Kontrol grubu

TIMP-2 Protein Ekspresyonu

0.5

TIMP-2/GAPDH
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[ H1-29 | [ swaso |

Bl RhoC siRNA
[ Non-target siRNA
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Sekil 43. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun TIMP-2 protein

ekspresyonu iizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 39. Kolon kanser hiicre hattinda TIMP-2 protein ekspresyonu ait p degerleri.

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri

R Grubu vs N Grubu 0,0005%%**
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,1246

N Grubu vs K Grubu 0,3993

R Grubu vs N Grubu 0,3031
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,1438

N Grubu vs K Grubu 0,0678

R Grubu vs N Grubu 0,6133
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,9009

N Grubu vs K Grubu 0,7398
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4.5 Jelatin Zimografi Sonug¢lar

Elde edilen sonuglar incelendiginde; HT-29 hiicrelerinde hem proMMP-2 hem de
proMMP-9 aktivitelerinde RhoC siRNA grubunda Non-target ve Kontrol gruplarina gore
anlamli olarak azaldig1 goriildii. Aktif MMP-9 diizeyleri ise, RhoC grubunda Non-target
grubuna gore yaklagik 2 kat azalirken, Kontrol grubuna gore fark belirlenmedi. Buna ek
olarak SW480 hiicrelerinde proMMP-2 aktivite diizeyleri RhoC grubunda anlamli olarak
azalirken, proMMP-9 aktivite diizeyleri acisindan gruplar arasinda herhangi bir fark
belirlenmedi. SW620 hiicrelerinde proMMP-9 diizeyleri RhoC grubunda Kontrol grubuna
gore anlamli olarak artarken, Non-target grubuna gore fark belirlenmedi. Burada negatif
kontrole gore fark belirlenmemesi nedeniyle elde edilen bu veri anlamli olarak
degerlendirilmedi. Ek olarak, SW620 hiicrelerinde proMMP-2 ve aktif MMP-9 agisindan
gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. LoVo hiicrelerinde proMMP-2 diizeyleri
belirlenirken, proMMP-9 saptanmadi. Bu hiicrelerde proMMP-2 diizeyleri gruplar arasi
anlamli bir fark goriilmedi. HCT-116 hiicrelerinde ise proMMP-2 ve proMMP-9 diizeyleri
acsindan gruplar aras1 herhangi bir fark belirlenmedi (Sekil 44 - 47) (Tablo 40-42).

| HT-29 |

R1 R2 R3 N1 N2 N3 Kl K2 K3

proMMP-9 (92kDa)

Aktif MMP-9 (82kDa)

\

proMMP-2 (72kDa)
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Rl R2 R3 N1 N2 N3 Ki K2 K3

proMMP-9 (92kDa)

70

proMMP-2 (72kDa)

98



SW480
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proMMP-9 (92kDa)
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I |
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proMMP-9 (92kDa)

100]
70kD
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Sekil 44. Kolon kanser hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerine ait jelatin zimogram
gortntiisii. R: RhoC siRNA grubu, N: Non-target siRNA grubu, K: Kontrol grubu.
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Sekil 45. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun proMMP-2 aktivitesi

lizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlamz: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 40. Kolon kanser hiicrelerinde proMMP-2 aktivite diizeylerine ait p degerleri.
Istatistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0336%*
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0093**
N Grubu vs K Grubu 0,3021
R Grubu vs N Grubu 0,6425
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,9630
N Grubu vs K Grubu 0,8067
R Grubu vs N Grubu 0,0054 %**
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,0189*
N Grubu vs K Grubu 0,3587
R Grubu vs N Grubu 0,3785
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,1049
N Grubu vs K Grubu 0,2512
R Grubu vs N Grubu 0,6242
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,8888
N Grubu vs K Grubu 0,5543
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Sekil 46. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun proMMP-9 aktivitesi

iizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 41. Kolon kanser hiicrelerinde proMMP-9 aktivite diizeylerine ait p degerleri.
[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0059%**
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0354*
N Grubu vs K Grubu 0,0977
R Grubu vs N Grubu 0,7966
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,7122
N Grubu vs K Grubu 0,9781
R Grubu vs N Grubu 0,1216
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,0768
N Grubu vs K Grubu 0,3325
R Grubu vs N Grubu 0,1694
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,0134*
N Grubu vs K Grubu 0,0517
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Sekil 47. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC siRNA susturumunun aktif MMP-9 aktivitesi

iizerine etkisi. Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 42. Kolon kanser hiicrelerinde aktif MMP-9 aktivite diizeylerine ait p degerleri.
[statistiksel olarak anlam: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0520

HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,4960
N Grubu vs K Grubu 0,0735
R Grubu vs N Grubu 0,5475

SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,0535
N Grubu vs K Grubu 0,1065

4.6 Hiicre Migrasyonu ve Matrijel Invazyon Sonuclan

HT-29, SW480 ve SW620 hiicrelerinde RhoC inhibe edilen grupta hiicre migrasyonu

Non-target ve Kontrol gruplarma gore anlamli olarak azaldi. LoVo hiicrelerinde de benzer

sekilde migrasyon diizeylerinde ortalama %57 oraninda azalma belirlendi. Ancak iki deneysel

tekrar yapilmasi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmedi. HCT116 hiicrelerinde

ise gruplar arasinda anlaml fark belirlenmedi. Hiicre invazyonlari irdelendiginde; HCT116,

SW480, SW620 ve LoVo hiicrelerinde hiicre invazyonu RhoC siRNA transfekte edilen grupta

Non-target ve Kontrol gruplarmna gore anlamli olarak azaldi. HT-29 hiicrelerinde ise RhoC

grubunda hiicre invazyonu Kontrol grubuna gore anlamli inhibe edilirken, Non-target grubuna

gore %22 oraninda bir azalma gosterdi (Sekil 49, 50) (Tablo 42, 43).
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Sekil 48. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun hiicre migrasyonu

tizerindeki etkisi (Ortalama+Standart hata) Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01;

#% < 0,001

Tablo 43. Kolon kanser hiicrelerinde hiicre migrasyonu denemesine ait p degerleri.

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,0378*
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0271%*
N Grubu vs K Grubu 0,5437
R Grubu vs N Grubu 0,6139
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,8306
N Grubu vs K Grubu 0,6222
R Grubu vs N Grubu 0,0021**
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,0114*
N Grubu vs K Grubu 0,1161
R Grubu vs N Grubu 0,0341*
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,001 7%**
N Grubu vs K Grubu 0,1746
R Grubu vs N Grubu 0,2248
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,0531
N Grubu vs K Grubu 0,4206
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Sekil 49. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC gen ekspresyonu sustrumunun hiicre invazyonu

iizerindeki etkisi (Ortalama+Standart hata)

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Tablo 44. Kolon kanser hiicrelerinde matrijel invazyon denemesine ait p degerleri.

Istatistiksel olarak anlami: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Gen Adi Grup p Degeri
R Grubu vs N Grubu 0,2590
HT-29 R Grubu vs K Grubu 0,0405%*
N Grubu vs K Grubu 0,2175
R Grubu vs N Grubu 0,0023%*
HCT116 R Grubu vs K Grubu 0,0417*
N Grubu vs K Grubu 0,7160
R Grubu vs N Grubu 0,0380*
SW480 R Grubu vs K Grubu 0,0275%*
N Grubu vs K Grubu 0,1280
R Grubu vs N Grubu 0,0470*
SWé620 R Grubu vs K Grubu 0,0317*
N Grubu vs K Grubu 0,4849
R Grubu vs N Grubu 0,0233%*
LoVo R Grubu vs K Grubu 0,0023**
N Grubu vs K Grubu 0,2860
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada primer (HT-29, HCT116 ve SW480) ve metastatik (SW620 ve LoVo)
kolon kanser hiicrelerinde, metastazla yiiksek korelasyon gosteren RhoC ile kolorektal kanser
metastazima onemli katkilar1 olan MMP’ler arasindaki iligki incelenmistir. Bu amagla kolon
kanser hiicrelerinde RhoC ekspresyonu siRNA transfeksiyonu ile susturuldu ve RhoC
baskilanmasii MMP ekspresyon/salinim/aktivite diizeyleri iizerindeki etkileri arastirildi. Ek
olarak, RhoC downregiile edilen hiicrelerin migrasyon ve invazyon yeteneklerindeki degisim
incelendi.

Bir kanser hiicresinin sekonder bir bolgede kolonize olmas1 i¢in "invazyon-metastaz
kaskad1" adi1 verilen ardisik bir seri adimlar1 tamamlamasi gerekir. Bu kaskad ilk olarak bazal
membran ve ¢evre dokudan lokal invazyonlar ile baglar ve kanser hiicrelerinin yakimindaki
kan veya lenfatik damarlara intravazasyonu ile devam eder. Ardindan bu damarlar aracilig
ile uzak bolgelere tasinma, damar luminasindan uzak dokunun parenkimasina
ekstravazasyonu, kiigiik nodiillerin olusmast  (mikrometastazlar) ve son olarak
mikrometastatik lezyonlarin makroskopik tiimorlere biiyiimesi (bu adim kolonizasyon olarak
bilinir) ile son bulur (166).

Calismamizda 5nM RhoC siRNA transfeksiyonu yapilan primer (HT-29, HCT116,
SW480) ve metastatik (SW620, LoVo) kolon kanser hiicrelerinde RhoC mRNA ve protein
ekspresyonlariin anlamli olarak baskilandigini gosterdik. RhoC susturumu sonrasi, Real
Time PCR calismalarinda, ROCK-I, mDia, MMP-2, MMP-9, MMP-7, MMP-14, TIMP- 1 ve
TIMP-2 mRNA ekspresyon diizeyleri incelendi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde,
RhoC baskilanan hiicrelerde, Rho proteinlerinin alt akim efektdr molekiilleri olan ROCK-I ve
mDia mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli bir etki goriilmedi. HT-29 hiicrelerinde RhoC
susturumu sonucunda TIMP-2 mRNA ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak arttigi, MMP-9
mRNA ekspresyon diizeylerinin ise yaklasik 2 kat oraninda azaldigi belirlendi. HCT116
hiicrelerinde ise MMP-9 mRNA ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak azaldigi, TIMP-1
mRNA ekspresyon diizeylerinin ise yaklasik 2 kat oraninda arttig1 belirlendi. Ancak diger
hiicre hatlarinda incelenen genler agisindan herhangi bir fark belirlenmedi.

Western blot ¢calismalarinda ise, RhoC siRNA transfeksiyonu sonrast MMP-2, MMP-7,
MMP-9, MMP-14 ve TIMP-2 protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Real Time PCR
sonuglar1 ile uyumlu olarak HT-29 hiicrelerinde RhoC siRNA transfeksiyonu yapilan grupta
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TIMP-2 protein ekspresyon diizeylerinde anlamli artis belirlendi. Diger hiicre hatlarmda ise
incelenen proteinler agisindan herhangi bir etki goriilmedi.

Jelatin zimografi saliman MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini incelemek amaciyla
kullanilan Western blot teknigine kiyasla oldukca duyarli bir tekniktir (167). Jelatin zimogram
jeller analiz edildiginde, RhoC inhibe edilen HT-29 hiicrelerinde hem proMMP-2 hem de
proMMP-9 aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 belirlendi. Aktif MMP-
9 diizeylerinin de azaldig1 goriildii ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Buna
ek olarak, SW480 hiicrelerinde RhoC-downregiile edilen grupta proMMP-2 aktivite diizeyleri
anlamli olarak azalirken, proMMP-9 aktivite diizeyleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir
fark belirlenmedi. Diger kolon kanser hiicrelerinde ise MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi a¢isindan
herhangi bir fark elde edilmedi.

RhoC baskilanmasmin hiicre migrasyonu tlizerindeki etkileri incelendiginde; HT-29,
SW480, SW620 ve LoVo hiicrelerinin motilitesinin azaldigr goriildii. Ancak HCT116
hiicrelerinde herhangi bir etki belirlenmedi. Ek olarak, RhoC inhibisyonu sonucunda HT-29,
HCT116, SW480, SW620 ve LoVo kolon kanser hiicrelerinin invazyon yeteneklerinin
baskilandig1 belirlendi.

Erisilebilir literatiir incelendiginde; kolorektal kanserde RhoC mRNA ve protein
diizeylerini inceleyen ii¢ yaym bulunmaktadir. Bellovin ve ark.larinin yaptigi1 calismada, 566
kolorektal tiimor ve eslenik normal doku orneklerinde immiinohistokimya yontemi ile RhoC
protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Bu calismada hastalarin %29,3’tinde herhangi bir
RhoC pozitivitesi belirlenmemistir. Bunun yaninda hastalarin %35’inde diisiik, %23,7’sinde
orta, %12’sinde ise yiiksek diizeyde RhoC ekspresyonunun oldugu goriildii. Normal
dokularda ise herhangi bir Rho boyamasi belirlenmedi. Ayrica artmis RhoC ekspresyonu ile
azalmig sagkalim arasinda anlamli korelasyon belirlediler ve bu nedenle RhoC'nin prognostik
bir belirte¢ ve terapotik hedef olabilecegini dngoérdiiler. Bu calismada ayrica kolon karsinom
hiicrelerinde (LIM 1862) RhoC ekspresyonu ve aktivasyonunun EMT tarafindan uyarildigi ve
RhoC ekspresyonunun Ets-1 transkripsiyon faktorii tarafindan regiile edildigi gosterildi (168).
Wang ve ark.lar1 68 kolorektal kanser hastasindan alinan dokularda RhoC mRNA diizeylerini
Real Time PCR ile inceleyerek tiimor dokularinda arttigini belirlemislerdir (169). Wang ve
ark. takip eden calismalarinda, kolorektal tiimor dokularinda eslenik normal dokulara kiyasla
miR-10b mRNA ekspresyonunun anlamli arttigin1 ve ileri evre ile iligkili oldugunu

gosterdiler. Aynt zamanda RhoC mRNA ve protein ekspresyonunun tiimdr dokularinda
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anlamli olarak arttigin1 belirlediler. miR-10b ve RhoC diizeyleri lenf nodu metastaz1 olan
timor dokularinda lenf nodu olmayan dokulara gore arttigini ortaya koydular (170).
Laboratuarimizda daha 6nce yaptigimiz bir ¢calismada, 23 kolorektal tiimor ve eslenik normal
dokularmda RhoC mRNA ve protein ekspresyonu acisindan anlamli bir fark belirlenmedi.
Ancak Wang ve ark.’nin ¢aligmasi ile uyumlu olarak RhoC protein ekspresyon diizeyleri ile
lenfatik invazyon varlig1 arasinda pozitif korelasyon belirlendi (171).

RhoC'nin kolon kanser hiicre invazyonu iizerindeki etkilerini inceleyen bir calisma ile
karsilagilmistir. Bu ¢alismada HCT116 hiicreleri RhoA ve RhoC shRNA tasiyan rekombinant
adenoviriis ile transfekte edilmistir. Boylelikle bu hiicrelerde hem RhoA hem de RhoC
ekspresyonunun bloke edildigi gosterilmis ve bu blokasyon sonucunda HCT116 hiicrelerin
invazyonunda anlami baskilanma oldugu belirlenmistir (172). Bu c¢alisma, HCTI116
hiicrelerinde RhoC siRNA transfeksiyonunun ardindan invazyonun baskilandigimi gdsteren
sonuglarimizi desteklemektedir.

Her ne kadar yapilan arastrmalarda RhoC’nin metastaz siireci ile iliskili oldugu
belirlense de RhoC’nin metastatik siiregteki etki mekanizmasi heniiz net olarak
aydmlatilamamistir. Yapilan arastirmalarda RhoC ve MMP’ler arasinda bir iligski olabilecegi
ongoriilmektedir. Bazal membran ve ekstraselliiler matriksin yikiminda gérev alan MMP'ler,
“invazyon-metastaz kaskadi’nin ilk adimina katkida bulunarak tiimor hiicrelerinin migrasyon
ve invazyon potansiyelini arttirirlar (173).

Literatiirde kanser invazyonu ve metastazinda RhoC'nin MMP ve TIMP proteinleri
iizerine direkt etkisini inceleyen ¢ok az sayida makale bulunmaktadir. Ikoma ve ark. RhoC
asir1 eksprese eden Lewis akciger kanser hiicrelerinde MMP-2, MMP-9, MMP-14 ve TIMP-2
mRNA diizeylerinin ve invazyonun arttigini, buna karsilik dominant negatif Rho verilen (Rho
proteinlerinin baskilandigi) hiicrelerde ise bu diizeylerin ve invazyonun anlamli olarak
baskilandigini tespit ettiler. Ayrica farelerin sol akcigerlerine RhoC asir1 eksprese eden Lewis
akciger kanser hiicrelerinin enjeksiyonu sonrasi mediastinal lenf nodu metastazmin arttigini
gosterdiler. Zimografik analizlerde pro MMP-2, pro MMP-9 ve aktif MMP-2 diizeylerinin
RhoC asir1 eksprese edilen grupta arttigini, RhoC baskilanan grupta ise azaldigini belirlediler.
Tiim bu sonuglar sonucunda RhoC'nin transkripsiyonel ve/veya enzimatik siirecte MMP'leri
up-regiile ederek Lewis akciger kanser hiicrelerinin invazif kapasitesinin artmasina neden
oldugunu ileri siirdiiler (174). Baska bir ¢aligmada ise, RhoC asir1 eksprese eden 6zofajiyal

squamdz karsinoma hiicrelerinde in vitro hiicre migrasyonun arttigi, bu hiicrelerin nude
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farelere verilmesi sonucunda tiimor hiicrelerinde MMP-1 ve MMP-9 proteinlerinde gii¢lii
reaktivite, TIMP-3 ekspresyonunda ise kayip oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada uygulanan
deneysel metastaz modelinde ise RhoC’nin akciger metastazini indiikledigi gosterilmistir
(175). Xue ve ark. ise; hem RhoC siRNA trasnfeksiyonu yapilan hem de ROCK inhibitorii
olan Y-27632 ile muamele edilen hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
mRNA ve protein ekspresyonlarinin azaldigint gostermis ve bu nedenle aktif Rho sinyal
yolaklarinin MMP ekspresyonunu tetikleyebilecegini 6ngormiistiir (176). Tsuji ve ark.’nin
calismasinda, RhoC’nin RhoA’dan daha etkili bir sekilde ROCK ile etkilestigi ve epitel
hiicrelerin adheran baglantilarin parcalanmasint kolaylastirdigr rapor edilmistir (177).
ROCK’1mn tercihli olarak RhoC’ye baglanmasi nedeniyle, in vivo’da RhoC aracili tiimor
invazyon mekanizmasi, hiicre-hiicre baglantisinin ROCK aracili par¢alanmasi, ROCK-
bagimli transmigrasyonu ve tiimor hiicrelerinin ameboid hareketi ile kismen agiklanmaktadir.
Vishnubhotla ve ark. non-malign (NCM460 ve IEC-6) ve malign (Caco-2 E, SW620 ve HCT-
116) kolon kanser hiicrelerini tip I kollajen iizerinde kiiltlire ettiler. Transmisyon elektron
mikroskobisi sonuglarma gore MMP-2, MMP-9 ve MMP-13'iin ROCK-II ile birlikte
invadopodia bolgesinde kolokalize oldugunu gdosterdiler. Ardindan ROCK-IT'nin siRNA ile
baskilanmasi sonucunda SW620 ve HCT116 hiicrelerinde invazyonun baskilandig1 belirlendi.
Bununla birlikte ELISA Activity Assay kit ile yaptiklar1 analizlerde malign kolon kanser
hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-13 aktivitelerinin azaldigini1 gosterdiler (178). Bu veriler ile
elde ettigimiz sonuglar beraber degerlendirildiginde, RhoC'nin ROCK aktivitesi iizerinden
MMP aktivitesini regiile edebilecegi diisliniilmektedir. Zhao ve ark.'nin yaptigi bir diger
calismada epitelyal over kanser dokularinda RhoC ekspresyonu ve MMP-9 ekspresyonu
arasinda pozitif korelasyon oldugu, bununla birlikte over kanser hiicrelerinde RhoC
ekspresyonunun siRNA ile baskilanmasi sonucunda MMP-9 ekspresyonunun da baskilandigi
ileri siirtilmiistiir (179). 2015 yilinda yapilan son arastirmada ise, RhoC susturulan
hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 protein ekspresyon diizeylerinin
baskilandig1 ve bu baskilanmanin Rapamisin ile daha da arttig1 gosterilmistir (180).
Erisilebilir literatiir incelendiginde, primer ve metastatik kolon kanser hiicrelerinde
RhoC'nin MMP/TIMP proteinleri ve migrasyon/invazyon lzerindeki etkileri ilk kez bu
calisma ile gosterilmistir. Calismamizda HT-29, HCT116 ve SW480 primer kolon kanser
hiicre hatlarinda RhoC’nin MMP ekspresyon/salimim/aktivite diizeylerini arttirict yonde
etkileri oldugunu gosterdik. Buna karsilik metastatik kolon kanser hiicre hatt1 olan SW620 ve
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LoVo hiicrelerinde RhoC’nin MMP ekspresyon/aktivte/salimim iizerinde etkisinin olmadigini
belirledik. Sonu¢ olarak, primer kolon hiicre hatlarinda MMP-bagimli olarak, metastatik
kolon hiicre hatlarinda ise MMP-bagimsiz olarak RhoC’nin migrasyon ve invazyon
yeteneklerini arttigini saptadik.

Sonug olarak elde ettigimiz verilerin ileride tiimér metastazinin dnlenmesi amaciyla;
ozellikle Evre I ve II olgularinda, hem MMP aktivitesinin hem de RhoC sinyal yolaklarinin
baskilanmasmi hedef alan, antimetastatik 6zellikte yeni terapodtik ajanlarmn gelistirilmesine

katki saglayacagini ongormekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismalarimiz primer (HT-29, HCT116 ve SW480) ve metastatik (SW620 ve LoVo)
kolon kanser hiicre hatlarinda gerceklestirildi.

2. Bu hiicre hatlarinda, RhoC gen ekspresyonu siRNA transfeksiyonu ile susturuldu

3. HT-29 hiicrelerinde RhoC baskilanmasi sonucunda TIMP-2 mRNA ve protein
ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak arttigr, MMP-9 mRNA ekspresyon
diizeylerinin ise azaldig1 belirlendi. Bu verilere paralel olarak proMMP-2, proMMP-9
ve aktif MM-9 diizeyleri RhoC inhibe edilen grupta azaldi. Tim bu etkilerin bir
sonucu olarak, HT-29 hiicrelerinin hem motilite hem de invazyon yetenekleri
baskilandi.

4. HCT116 hiicrelerinde RhoC siRNA transfeksiyonu sonrasi MMP-9 mRNA
ekspresyon diizeyleri azalirken, TIMP-1 mRNA ekspresyon diizeylerinde artis
saptandi. Ancak diger genlerde ve MMP-2/MMP-9 aktivitelerinde herhangi bir etki
goriilmedi. Ayrica RhoC baskilanmasinin hiicre migrasyonun iizerine herhangi bir
etkisi belirlenmezken, invazyon diizeylerini azalttig1 belirlendi.

5. SW480 hiicrelerinde ise, RhoC inhibe edilen grupta proMMP-2 diizeylerinin diistiigii
ancak proMMP-9 diizeylerinin diger gruplara gore degismedigi goriildi. Bu hiicrelerin
invazyon ve migrasyon yetenekleri ise anlamli olarak baskilandi.

6. SW620 ve LoVo hiicreleri incelendiginde ise, RhoC baskilanmasinin sadece hiicre
motilitesini ve invazyonunu azalttigi, ancak MMP ekspresyon ve aktivitesi iizerine

etkisinin olmadig1 belirlendi.
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7. RhoC susturumu sonrasi elde edilen sonuglar asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

RHOC SUSTURUMU SONUCUNDA

PARAMETRELER HT-29 HCT116 SW480 SW620 LoVo
TIMP-2
mRNA ve protein Artt1 Degismedi Degismedi Degismedi Degismedi
ekspresyon diizeyi
MMP- ) ) . . . .
MRNA ekspresyin diizeyi Azaldi Azaldi  Degismedi Degismedi Degismedi
TIMP-1
mRNA ekspresyon diizeyi Degismedi Artt1 Degismedi Degismedi  Degismedi
ProMMP-2
Azal Degi i Azal Degi i Degi i
aktivite diizeyleri ald1 egismedi ald1 egismedi egismedi
ProMMP-9
Azal Degi i Degi i Degi i Yok
aktivite diizeyleri ald1 egismedi Degismedi Degismedi 0
Aktif MMP-
. t.l .. ) . Azald1 Yok Degismedi Yok Yok
aktivite diizeyleri
Hiicre Migrasyonu Azald1 Degismedi Azald1 Azald1 Azald1
Hiicre invazyonu Azald1 Azald1 Azald1 Azald1 Azaldi

8. Ozellikle HCT116, HT-29 ve LoVo hiicrelerinde belirlenen, istatistiksel olmayan
farklarin anlamli olup olmadigini irdelemek amaciyla deneysel tekrar sayilarinin
arttirilmasi gerektigi ongorildii.

9. Calismamizda detekte edilemeyen MMP'lerin ekspresyon diizeylerini belirlemek
amactyla immunfloresan mikroskobisi, immiinpresipitasyon, ELISA gibi teknikler
kullanarak ekspresyon ¢alismalarini genisletmeyi hedeflemekteyiz.

10. RhoC ve MMP iligkisi belirledigimiz hiicre hatlarinda RhoC’yi asir1 eksprese ettirerek,
elde ettigimiz sonuglarm dogrulugunu gostermeyi hedeflemekteyiz.

11. Kolon kanser hiicrelerinde RhoC ve ekstraselliiler proteolizden sorumlu MMP'ler
arasindaki iliskiyi tanimlayan ve kolon kanser hiicre invazyonu ve migrasyonundaki
etkisini arastiran ilk ¢alisma niteligine sahiptir.

12. Sonug olarak elde ettigimiz verilerin ileride tlimor metastazinin 6nlenmesi amaciyla;
ozellikle Evre I ve II olgularinda, hem MMP aktivitesinin hem de RhoC sinyal
yolaklarmin baskilanmasini hedef alan, antimetastatik 6zellikte yeni terapdtik ajanlarin

gelistirilmesine katki saglayacagini 6ngdrmekteyiz.
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13. RhoC sinyal yolaklarmin baskilanmasma dayali gelistirilebilecek yeni terapotik
ajanlarin patentleri alindig1 takdirde metastatik kolorektal kanser tedavisine yonelik

klinik aragtirmalarda kullanilabilme olasilig1 dogacaktir.
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