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OZET

KOLOREKTAL KANSER HUCRELERINDE LNCRNA MEG3°UN CDKN2A
VE HEDEF GENLERI UZERINDEKI ETKIiSi

Zekiye ALTAN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Tez danismani: Prof. Dr. Mehmet SAHIN

Eyliil 2020, 179 sayfa

Kolorektal kanser (KRK) uzun yillardir tiim diinyada énemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir. Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNAs), 200 niikleotidten daha uzun
olan ve genellikle bir proteine ¢evrilmeyen RNA molekiilleridir. Son yillarda yapilan
calismalar cesitli IncRNA’larin KRK olusumu ve metastazinda 6nemli rollere sahip
oldugunu gostermistir. Bu calismanin amaci, KRK’de heniiz tam olarak islevleri
aydmlatilamamis olan IncRNA MEG3 ve izoformu MEG3b’nin, hiicre dongiisii
kontroliinde kilit rol oynayan CDKN2A’nin ve hedeflerinin iizerindeki roliinii
degerlendirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda kolon dokusu ve HCT-116 ve HT-29 KRK
hiicre hatlarinda IncRNA MEG3’iin ve olas1 hedef genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-
PCR yontemi ile belirlenmistir. KRK hiicrelerinde MEG3 ekspresyonunun diistik oldugu
tespit edilmistir. Bu hiicre hatlarinda MEG3 ekspresyonunu arttirmak icin hiicreler
plazmid ile transfekte edilmistir. KRK hiicre hatlarinda, MEG3 ve MEG3b tarafindan
hedeflenen CDKN2A iliskili diizenlemeyi tespit edebilmek icin, CDKN2A ve hedefi olan
17 genin ifade diizeyleri MEG3 ve MEG3b transfeksiyonundan 6nce ve sonrasinda qRT-
PCR yontemiyle belirlenmistir. Transfeksiyon sonrasinda MEG3 overekspresyonu 17
hedef genden 14’iinde, MEG3b overekspresyonu ise 17 genden 15’inde anlaml1 de§isime
yol agmustir (p<0.05). Bununla beraber MEG3 ve MEG3Db transfeksiyonu HT-29 hiicre
hattinda CDKN2A’nin ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirmistir (p<0.05). Ayrica
transfeksiyon sonrasinda KRK hiicrelerinde MTT ile hiicre proliferasyonu; yara
iyilestirme deneyi ile migrasyon; koloni olusum deneyi ile koloni olusturabilme yetenegi
tayin edilmistir. MEG3 ve MEG3b’nin KRK hiicrelerindeki asir1 ekspresyonu, kontrol ve
bos plazmide kiyasla migrasyon, hiicre proliferasyonu ve koloni olusturabilme yetenegini
anlaml diizeyde baskilamistir (p<0.05). Elde ettigimiz bu veriler literatiirde IncRNA
MEG3 ile CDKN2A hedef genleri arasindaki iliskiyi ilk defa ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
nedenle yaptigimiz calisma IncRNA MEG3 ile CDKN2A arasindaki molekiiler
etkilesimin tanimlanmasina katki saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: CDKN2A, Hiicre Dongiisii, Kolorektal Kanser, LncRNA, MEG3



ABSTRACT

EFFECT OF LNCRNA MEG3 ON CDKN2A AND TARGET GENES IN
COLORECTAL CANCER CELLS

Zekiye ALTAN
Ph.D. Thesis, Department of Medical Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet SAHIN
September 2020, 179 pages

Colorectal cancer (CRC) continues to be an important health problem all over the world
for many years. Long noncoding RNAs (IncRNAs) are RNA molecules that are longer
than 200 nucleotides and generally cannot be translated into a protein. Recent studies
have shown that various IncRNAs have important roles in CRC formation and metastasis.
The aim of this study is to evaluate the role of IncRNA MEG3 and its isoform MEG3b,
which has not yet been fully clarified in CRC, CDKN2A, which plays a key role in cell
cycle control, and its targets. For this purpose, expression levels of IncRNA MEG3 and
possible target genes in colon tissue and HCT-116 and HT-29 CRC cell lines were
determined by qRT-PCR method. To increase MEG3 expression in these cell lines, cells
were transfected with plasmid. In order to detect the CDKN2A-related regulation targeted
by MEG3 and MEG3Db in CRC cell lines, expression levels of CDKN2A and its target 17
genes were determined by qRT-PCR method before and after MEG3 and MEG3b
transfection. After transfection, MEG3 overexpression caused a significant change in 14
of 17 target genes and MEG3Db overexpression in 15 of 17 genes (p<0.05). However,
MEG3 and MEG3b transfection significantly increased the expression of CDKN2A in
HT-29 cell line (p<0.05). In addition, cell proliferation with MTT in CRC cells after
transfection; migration with the wound healing test; colony formation ability was
determined by the colony formation experiment. Overexpression of MEG3 and MEG3b
significantly suppressed migration, proliferation and colony formation ability of CRC
cells compared to control and empty plasmid (p<0.05). These data have revealed the
relationship between IncRNA MEG3 and CDKN2A target genes for the first time in the
literature. Therefore, our work will contribute to the definition of the molecular
interaction between IncRNA MEG3 and CDKN2A.

Keywords: CDKN2A, Cell Cycle, Colorectal Cancer, LncRNA, MEG3



1. GIRIS VE AMAC

Protein kodlama potansiyeli olmayan RNA molekiilleri genel olarak kodlamayan
RNA’lar (ncRNA) olarak adlandirilir. Insan genomunun sadece %1-2 kadar;, RNA
diinyasini iki ayr1 gruba bolen proteinleri kodlar: 1) kodlama potansiyeline sahip RNA’lar
ve 2) kodlama potansiyeli olmayan kodlamayan RNA’lar (non-coding RNA) (1).
mRNA ’lar uzun yillar boyunca en ¢ok ¢alisilan RNA grubu olmasina ragmen, ncRNA’lar
diger tim RNA’larin biiylik bir kismin1 olusturur. En iyi bilinen ncRNA’lar; tasiyict
RNA’lar (tRNA), ribozomal RNA’lar (rRNA), kii¢iik niikleer RNA’lar (snRNA) ve
kiictik niikleolar RNA’lar (snoRNA) gibi protein biyosentezinde yapisal olarak islev
gosteren klasik "housekeeping"” RNA’lardir. Uzunluklarina gére ncRNA’lar ii¢ gruba
ayrilir: kisa ncRNA’lar (<200 nt), orta ncRNA’lar ve uzun ncRNA’lar. Son yillarda
mikroRNA’lar (miRNA), kii¢iik miidahaleci RNA’lar (siRNA) veya PIWI ile etkilesen
RNA’larin (piRNA) kisa ncRNA’lar igerisinde daha fazla ilgi gordiigii ve o6zellikle

miRNA’larin kanserde bircok dnemli rol oynadig1 gosterilmistir (2-4).

LncRNA’lar, 200 niikleotidten daha uzun olmakla beraber protein kodlayan ve
kodlamayan genleri kontrol edebilen usta bir gen diizenleyici olarak goriilmektedir.
Ayrica hiicrede proliferasyon, migrasyon, invazyon ve hiicresel transformasyon gibi
cesitli stireglerde yer alirlar (5). LncRNA’lar ¢esitli genlerin ifadelerini transkripsiyonel
ve transkripsiyon sonrasi seviyede diizenleyebilmektedir. Bunun yani sira kromatin
modifikasyonu, RNA’lara baglanan proteinlerle etkilesim, transkripsiyon faktorlerinin ve
baskilayicilarin  ko-aktivasyonu da dahil olmak iizere gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki neredeyse tiim basamaklardan sorumludurlar (6). Bu nedenle

IncRNA’larda meydana gelen diizensizlikler ¢esitli hastaliklarla iligkilidir (5).

Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik goriilen {i¢iincii kanser tiirii olmakla birlikte en
yiiksek mortalite oranina sahip olan dordiincii kanser tiiriidiir, bu nedenle insan saglig
icin 6nemli bir tehdittir (7). Diinya ¢apinda her yil KRK kaynakli olarak yaklasik 1.2
milyon yeni vaka ve 600.000 6liim meydana gelmektedir (8). Bununla birlikte, KRK’in
tarama, teshis ve tedavisine ydnelik klinik uygulamalar olduk¢a sinirhidir. Ornegin,
diskida gizli kan testi ve karsinoembriyonik (CEA) antijenler gibi KRK’in erken dénem

taramasinda kullanilan yontemler, genellikle bireylerin diger saglik sorunlart gibi diger



cesitli faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu durum disiik o6zgiillik ve duyarlilik
sonucunda yanlis klinik taniya sebep olabilmektedir. Malignite evrelerini tanimlamak ve
hasta prognozunu degerlendirmek icin tiimoér nod metastaz (TNM) evreleme sistemi
kullanilmaktadir. Buna ragmen, TNM evreleme sistemi, invaziv yontemlerden ve 6rnek
toplamadaki zorluklardan etkilenir. Ayrica bu yontemin uygulanmasi KRK’in tani ve
prognozunu sinirlandirir (9, 10). Ayrica KRK’in tedavisinde kullanilan setuksimab ve
panitumumab gibi hedefe yonelik ileri kemoterapi yontemleri kullaniliyor olsa da KRK
hastalart halen kotii prognoz gdstermektedir (11). Yapilan bu calismalar KRK’in
tanisinda daha iyi klinik yontemlere ihtiya¢ duyuldugunu vurgulamaktadir. KRK’li
hastalarin tanidan sonraki ilk 5 yil icerisinde erken evre KRK’li hastalarin yaklasik
%90’ 1mn1n, ileri evre KRK’li hastalarin sadece %14’linlin hayatta olduklarini1 ortaya
koymustur. Ancak, KRK vakalarinin sadece %39.6’s1 erken evrelerde teshis edilmektedir
(9, 10). Boylece, KRK’in gelisimi ve ilerlemesinde altta yatan mekanizmalarin ortaya
cikarilmasi, hastalarin prognozunu daha da iyilestirebilecek potansiyel tedavi hedefleri

saglayabilir.

Kolorektal kanserin gelisimi, ¢ok sayida genetik ve epigenetik degisiklikleri i¢eren ¢ok
asamal1 ve ¢ok adiml bir siirectir (12). Klinik ¢alismalarda, KRK hastalarinda, sinyal
iletiminde gorevli olan APC, KRAS, SMAD4 gibi onkogenlerle birlikte, hiicre
dongiisiinde anahtar rol oynayan TP53 gibi tiimor baskilayict genlerde siklikla mutasyon
meydana geldigi bildirilmistir (13). Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan bir
baska gen olan CDKN2A, siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) ve sikline bagimli kinaz 6
(CDK6)’nin inhibitoriidiir. CDKN2A bir timor baskilayict olarak islev goriir (14).
CDKN2A ifadesi, hiicresel senesensle beraber upregiile edilir ve ¢esitli insan dokularinda
yaslanmayla beraber belirgin sekilde artar (14). CDKN2A kanseri 6nlemek i¢in aktive
edilir ve hiicre biiyiimesinin durmasi ve senesensin uyarilmasi yoluyla yaslanmay: tesvik
edebilir (15). Delesyon, nokta mutasyon ve/veya promotdr metilasyonu ile CDKN2A’da
meydana gelen islev kaybi, neoplazik transformasyona neden olan kontrolsiiz hiicre

¢ogalmasina neden olabilir.

Guinney ve ark., KRK’i molekiiler olarak dort alt tipe aymrmustir bunlar; KRK
dokularindaki gen ifade motifine, genomik degisikliklere, ayirt edici ozelliklere ve
prognozuna gore olusturulmustur (12). Bu alt tipler KRK’in siniflandirilmasini

kolaylastirsa da, bu ¢ok basamakli siliregte ncRNA’larin da islevleri siirece dahil



edildiginde KRK’de heniiz aydmlatilmamig molekiiler siirecleri daha da
karmagiklastirmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, IncRNA’larin hiicre i¢i
sinyal iletiminin yeni diizenleyicileri oldugunu ve KRK’de tiimér olusumu ve

ilerlemesinde hayati rol oynadigini gostermektedir (16).

Insan genomundal4q32.3’de bulunan MEG3 (Maternally Expressed Gene 3) geni, 1.6
kilobaz (kb) uzunlugunda bir IncRNA’y1 kodlar (17). Beyin, mide, karaciger, pankreas
ve yumurtalik dahil olmak iizere, bir¢ok organda MEG3 ekspresyonu goriilmektedir.
Bunun aksine, MEG3 ekspresyonunun timoér dokularinda siklikla baskilandigi da
vurgulanmistir (17). Cesitli kanser tilirlerinde, MEG3 geninin promotor bolgesinde
genomik delesyon ve anormal metilasyonlarin oldugu fark edilmistir. Bu durum tiimor
dokularinda MEG3 ekspresyonunun azalmasina yada kaybolmasina yol agmistir (18-20).
MEGS3, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinde, p53°i ve p53’iin alt
sinyal yolaklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve apoptozisi indiikler
(19). Yapilan bazi ¢alismalarda da MEG3’iin asir1 ekspresyonu, p53 delesyonuna sahip
olan tiimdr hiicrelerinde, miRNA-421 ve miRNA-184 gibi miRNA’lar1 hedefleyerek
timor olusumunu inhibe eder (21, 22). Bu c¢alismalar, tiimor gelisiminde MEG3’iin
rollerinin altinda yatan ¢oklu mekanizmalar1 gdstermistir. Onceki calismalar, diisiik
MEG3 seviyesinin, KRK hastalarinda artmis karaciger metastazina (23) ve KRK

hiicrelerinde oksaliplatine kars1 artmis ilag¢ direnci ile iliskili oldugunu bildirmistir (24).

MEG?3’iin ¢esitli kanser tiirlerinde timor baskilayici aktivitesine iliskin bilgiler son 10
yilda artis gostermistir. Ancak MEG3’iin KRK hiicrelerinde proliferasyonu onleyici ve
apoptotik etkileri ve altta yatan molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgimiz halen
biiyilk Ol¢lide muammadir. Ayrica uzun yillardir KRK hastalarimin tedavisi i¢in
fonksiyonel molekiiler ilaglarin ve potansiyel hedeflerin kesfi i¢in yogun caba
harcanmaktadir. CDKN2A hiicre dongiisii calismalarinda en ¢ok calisilan timor
baskilayici genlerden biridir. CDKN2A hiicre dongiisii ilerlemesi, farklilagma, yaslanma
ve apoptozisde kritik bir role sahip oldugu icin, MEG3’e benzer sekilde bu gendeki
mutasyonlar veya fonksiyonel aktivite diizensizlikleri ¢esitli kanser tiirleri iliskilidir.
Yakin zamandaki bir ¢aligmada LncRNA MEG3’iin, miRNA aracili olarak CDKN2A nin
gen ekspresyonunu diizenlendigi ortaya konulmustur (25). Ancak MEG3 geninin
CDKN2A’nin hedef genleriyle olan iliskisi heniiz agiga ¢ikarilmamis olup, MEG3’iin



CDKN2A yolagindaki islevinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in s6z konusu hedef genlerle

olan iligkisinin arastirilmasina gereksinim duyulmaktadir.

Bu calismada, KRK hiicrelerinde hem transkripsiyonel hem de translasyon sonrasi
seviyelerde kovalent modifikasyonlarla CDKN2A geni tarafindan diizenlenen molekiiler
hedeflerin MEG3 ile olan iliskilerinin agiga ¢ikarilmasi i¢in, MEG3 ve CDKN2Anin gen
hedefleri arasindaki iligkileri arastirmay1 hedefledik. Bu amag¢ dogrultusunda KRK hiicre
hatlarinda plazmid aracili MEG3 ekspresyonunun arttirilmasinin, CDKN2A’nin hedef
genlerindeki ekspresyon degisimlerine ve KRK hiicre hatlarindaki migrasyon,
proliferasyon ve koloni olusum yetenegi iizerine etkilerini belirleyebilmek i¢in ¢esitli
yontemler kullanildi. Elde ettigimiz veriler gelecekte kolorektal kanser hastalari igin
potansiyel yeni tani, tedavi ve prognozunun iyilestirilmesine yonelik yeni hedefler
saglayacaktir. Literatiir taramalarinda KRK’de MEG3 ve CDKN2A hedef genleri
arasindaki diizenleyici bir iligki tespit edilememistir. Bu baglamda yaptigimiz calisma
KRK’de MEG3 ve CDKN2A vyolagindaki genler arasindaki iliskileri ilk kez aciga
cikaracagi i¢in Ozglindiir. Ayrica elde edecegimiz veriler KRK’in molekiiler

mekanizmalariin agiga ¢ikarilmasi i¢in ileriki ¢aligmalara 151k tutacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kodlamayan RNA’lar

Haploid genomun icerdigi DNA miktar1 1950’li yillarda C degeri ile ifade edilmistir.
Organizmanin genom biiyiikliigii ile karmagsiklig1 arasinda az da olsa bir iligski oldugu
diistiniilmekteydi. Ancak semender gibi basit yapili bir canlinin bile insandakinin
yaklasik 40 kat1 kadar biiyiiklilkte genoma sahip olmasi gen bilimcileri ¢ikmaza
stiriiklityordu. C degerine gore en gelismis yapida goriinen canli olan insanin diger
canlilardan daha fazla sayida gene sahip olmasi gerekmekteydi (26). Yaklagik 20 y1l sonra
genomda kodlanmayan DNA dizilerinin varliginin kesfedilmesiyle beraber C degeri
paradoksu kismen ¢oziimlenmis olsa da, benzer diizeyde karmasikliga sahip baz: tiirlerin
genomlarmin digerlerinden daha fazla miktarda kodlamayan diziler igerip igermedigi

halen bilinmemektedir (27).

Insan Genom Projesi (HGP-Human Genome Project) kapsaminda, uluslararasi genom
dizileme konsorsiyumu tarafindan 2001 yilinda insan genomunun ilk taslagi yayinlandi.
Insan genom projesinin ardindan, yeni nesil dizileme yontemleri ve protein kodlayan
genleri tespit eden yontemlerin de gelismesiyle beraber (28), yakin zamanda yapilan
calismalarda insan genomunda 19.000-20.000 kadar protein kodlayan genin var oldugu
ortaya konulmustur (29). insan Genom Projesinin yayinlandig1 zamana kadar, ncRNA’lar
“evrimsel atik” olarak goriilmekteyken (27), glinlimiizde ise genomun sadece ufak bir
boliimiiniin protein kodlayici genlerden olustugu bilinmektedir. Bununla beraber, C
degeri paradoksu’nun ¢oziimii i¢in yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak
artan kanitlar ncRNA’larin bir¢ok molekiiler mekanizma iizerinde biiytik bir etkiye sahip
oldugunu gdstermektedir. Buradan yola ¢ikarak bir organizmadaki ncRNA miktarinin,
organizma karmasikligi ile dogru orantili oldugu ortaya konulmustur. Bu da,
ncRNA’larin daha karmasik yapili hayvanlarin gelisimi ve organizasyonu iizerinde

muazzam bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir (26, 27).

Kodlayan ve kodlamayan RNA’lar1 (ncRNA) ayirt etmek ¢ogu zaman oldukca zor
olabilmektedir. Okaryotlarda, protein kodlayan bir transkript genellikle 100 amino asitten
daha biiyiik bir acik okuma cergevesinin (Open Reading Frame-ORF) varligi ile

tanimlanir. Bununla beraber, uzun bir ncRNA sadece tesadiifen boyle bir ORF icerebilir



ve iyi karakterize edilmis bir¢ok uzun ncRNA gergekten de uzun ORF’ler barindirir.
Karsilikli olarak, 100 amino asitten daha kiigiik proteinler de transle edilebilir, Drosophila
tirlerinde 11 amino asit kadar kiiciik fonksiyonel peptitlerin de transle edildigi rapor
edilmistir (30). Kodon kullanimin1 korumak i¢in yapilan se¢imin, sinonim olmayan
mutasyonlar iizerinde sinonim (sessiz) oldugunun gézlemlenmesi, sahte ORF’lerden
ziyade gergek olan transkriptleri ayirt etmek i¢in kullanilmistir (31). Bununla birlikte, son
yillarda transkriptlerin tanimlanmasindaki bu tiir kolaylastirmalara ragmen, ncRNA’larin
tatmin edici bir tanimindan hala yoksunuz. Ayrica hem kodlayan hem de kodlamayan
ozellikler gosteren birgok tanimlanmamis transkript bulunmaktadir. Bu da, nihayetinde
genomun, kodlayan ve kodlamayan transkriptleri gelisigiizel tanimlamalarimiza 6nem
vermeksizin, siirekli bir transkript ve bilgi spektrumunu kodlamak i¢in evrimlestigi

olasiligin1 diistindiirmektedir (32).

Alternatif kesime ugramis kodlayan ve kodlamayan izoformlarin iist iiste ¢akigmasi,
kodlayan ve kodlamayan transkriptleri ayirt etme problemini daha da
karmagiklastirmaktadir. Ilk ve en iyi karakterize edilmis IncRNA’lardan biri olan
SRA’nin, daha sonralar1 bu ncRNA’nin fonksiyonuna antagonistik olarak etki eden bir
proteini kodladig1 bulunmustur (33). Karsilikli olarak, birgok mRNA da RNA diizeyinde
islev gosterebilir. Ornegin p53 geninin mRNA’s;, MDM2 (Mouse Double Minute 2
Homologu) proteinini baglayarak dogal bir RNA regiilatorii gorevi goriir ve bu da p53
fonksiyonunu ve ekspresyonunu uyarir (34). Sinonim yani sessiz mutasyonlar da bu
stirece miidahil olurlar. Protein translasyonunu benzer sekilde etkileyen sessiz
mutasyonlar genomda olduk¢a yaygindir (35). Ayrica, mRNA’larin 3’ UTR bdlgeleri,
ilgili mRNA (36)’dan ayr1 olarak ekspresyon gosterebilir ve mRNA’nin kodladigi
proteinden bagimsiz olarak islevsel bilgi tastyabilir (37, 38). Tiim bu calismalar
transkriptlerin hem RNA seviyesinde potansiyel islev gordiikleri hem de protein

kodlayabildiklerini gdstermektedir.

ncRNA’lar, ribozomal RNA (rRNA) ve tasiyict RNA (tRNA) gibi "housekeeping"
RNA’larinin yani sira diizenleyici RNA’lar1 da igeren biiyiik bir transkript grubudur.
Diizenleyici RNA’lar, transkript uzunluklarma gore, 200 niikleotidten (nt) biiyiik olan
uzun ncRNA (IncRNA)’lar ve 200 nt’den daha kiigiik olan kisa ncRNA’lar olarak

kategorize edilmektedir.



Kiigiik diizenleyici ncRNA’larin iiyeleri arasinda mikroRNA (miRNA)’lar, PIWI ile
etkilesen RNA (piRNA)’lar ve endojen kiiciik etkilesen RNA (endo-siRNA)’lar bulunur.
Kisa ncRNA’lar; biyogenez yolaklari, uzunluklari ve Argonaute ailesinin farkli

proteinleri ile etkilesimleri sayesinde karakterize edilebilirler (39-42).

2.2. Uzun Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’larin genis bir alt sinifi olan uzun kodlamayan RNA (LncRNA veya
Uzun ncRNA)’lar tiirler arasinda az korunmus olup, 200 niikleotidten daha uzun olarak

transkribe olurlar (43).

LncRNA’lar1 diger protein kodlayan mRNA’lardan ayirmak dnemsiz bir siire¢ olmasa
da, yine de bariz bir sekilde transkriptomun 6nemli bir béliimiiniin protein kodlama
kapasitesi bulunmamaktadir. Genom Tilling Array (mikro dizileme yonteminin alt sinif1)
yonteminin artan hassasiyeti, kodlamayan dizilerin transkripsiyon miktarinin, kodlayan
dizilerden en az dort kat daha fazla oldugunu g6z Oniine sermistir. Ayrica poli-
adenillenmemis kodlamayan transkriptlerin ¢coklugunun daha 6nce goz ardi edildigini de
ortaya koymustur (44). Bu calismalar ayrica transkriptomun tahmin edildiginden ¢ok
daha karmasik oldugunu, uzun ncRNA’larin siklikla kodlayan ve kodlamayan
transkriptlerle iist {iste Ortiistiigli (overlapping) veya bu transkriptlerin aralarma
serpistirildigini (intronik) gdstermistir (45). Ayrica IncRNA’larin bir kismi Poli-A
kuyruguna sahipken bir kisminda ise Poli-A kuyrugu bulunmayisi da onlari daha

karmagik bir hale getirmektedir (46).

LncRNA’lar1 kendi igerisinde siniflandirma konusunda ortak bir fikre varilamamais olsa
da IncRNA’lar hakkindaki mevcut bilgilerimizle en kabul goren siniflandirma bigimi,
IncRNA’larin  protein kodlayan genlere olan mesafelerini baz alarak yapilan
simiflandirmadir. Genomda protein kodlayan gene olan konumlarina goére bes alt sinifta

incelenebilir:

- Sense IncRNA’lar ve antisense IncRNA’lar sirasiyla ayni ve karsit iplik lizerinde
bulunur ve en az bir ekzon ile komsu mRNA’lar ile iist iiste gelir.

- Intronik IncRNA’lar protein kodlayan genlerin intronlarmdan kopyalanir.



- Iki yonlii IncRNA lar, antisense sarmalindaki bitisik genlere yakin
transkripsiyon baslangic bolgelerine sahiptir ve bunlar ortak promotorlere
sahiptir.

- Intergenik IncRNA (lincRNA)’lar, iki gen arasindaki genomik bosluktan
kopyalanir.

- Promotor iliskili IncRNA’lar, promotoriin akis yukar: tarafinda bulunur.

- 3'UTR iliskili IncRNAlar, protein kodlayan bir genin 3’'UTR bdlgesinden
transkribe edilir (46) (Sekil 2.1).

intronik INcRNA

Sense IncRNA (Sense)
I) Ortiisen IncRNA
Kodlayan . > ‘
gen bolgesi - 7/ ;.
Intronik INcRNA
(Antisens) A
Antisens IncRNA
Il Ortiismeyen IncRNA Intergenik IncRNA(IincRNA)

Genom o
= 7
ANV

Iki yonli IncRNA

— YV - G

DNA IncRNA Protein kodlayan gen Ekzonlar

Sekil 2.1. LncRNA’larin genomik yerlesimlerine gore siniflandirilmasi.

LncRNA’lar, protein kodlayan genlerle iligkili olarak genomik orjinlerine gére 5 grupta incelenebilirler.

Bunlar; sense, antisense, intronik, ¢ift yonlii ve intergenik IncRNA’lardir (47).

10



Literatiirde tanimlanmis IncRNA’larin bir ¢ogu polimeraz Il tarafindan transkribe edilir,
bdylece baslik eklenebilir, poliadenilasyona ugrayabilir ve mRNA gibi kesilebilirler (48,
49). Uzun intergenik kodlamayan RNA (lincRNA), genomun intergenik bolgesine
kopyalanirken, dogal antisense transkript olan NAT lar, protein kodlayan genlerin karsi
ipliginden kopyalanir. LincRNA’lar, uzun kodlamayan RNA’larin simdiye kadar
kesfedilmis en kalabalik alt smifidirr. mRNA ile karsilastirildiginda, IncRNA’lar
mRNA'’lara gore daha az ekzon igerebilir, genellikle daha zayif splays olurlar ve zayif

poliadenilasyon sinyallerine sahiptirler (50).

Proteinlere benzer sekilde, IncRNA’larin islevi de, i¢cinde bulunduklar: hiicre bélmesine
baglidir ve bulunduklar1 hiicre lokalizasyonu IncRNA’larin iglevini tahmin etmek i¢in bir
miktar referans saglayabilir (51). LncRNA’lar, hiicresel lokalizasyonlarina gore
sitoplazma ve niikleer IncRNA’ya boliinebilir. Bazi IncRNA’lar ¢ekirdekte bulunur ve
bazilar1 ise sitoplazmada yerlesmislerdir. LncRNA’larin hiicre igerisindeki
lokalizasyonlari ¢esitli diizenleyici mekanizmalarda rol almalarini saglar. Sitoplazmada
bulunan IncRNA’lar, mRNA ekspresyonunun diizenlenmesine katilabilir ve mRNA
kararliligini koruyabilir. Ornegin, ceRNA iskelet kasmin farklilasmasini diizenledigi icin
Linc-MD1 esas olarak sitoplazmada eksprese edilir (52). LncRNA eger cekirdekte
yerlesik ise, hedef gen ekspresyonunu inhibe etmek veya aktive etmek i¢in dogrudan
hedef gene baglanma yetenegine sahip olabilir. Ayrica c¢ekirdekte lokalize olan bazi
IncRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesine aracilik etmek amaciyla transkripsiyon
faktorlerini veya histon modifiye edici komplekslerin bir araya toparlanmasini saglar.
Cekirdekte lokalize olmus bir IncRNA ¢esidi olarak Xis#, inaktivasyona ugramis X
kromozomu {izerinde lokalize olmustur. Xist, X kromozomunun kromatin yapisini

degistirerek transkripsiyonu etkiler (53, 54).

2.2.1.1. Uzun Kodlamayan RNA’larin Islevleri

Cesitli hiicresel kosullarda ve biyolojik siireclerde IncRNA’larin transkripsiyonel, post
transkripsiyonel ve epigenetik modifikasyonlarinin gen ekspresyonu {iizerinde
diizenleyici etkileri vardir (48). NcRNA’lar ile miRNA’lar arasindaki etkilesim
mekanizmasinin, RNA-RNA tamamlayici eslesmesi yoluyla oldugu bilinmektedir (55).
miRNA larla karsilastirildiginda IncRNA’lar, daha uzun bir dizilime ve karmagik uzaysal
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yapilara sahiptirler. Bu nedenle daha kompleks mekanizmalara sahip, olup daha fazla

bilgi icermektedirler (56).

LncRNA’lar, cis-trans veya antisense etkilesim yoluyla gen ifadesini diizenleyebilen;
molekiiler tuzak, molekiiler iskele, molekiiler sinyal ve molekiiler kilavuz da dahil olmak

tizere birgok farkli mekanizmaya sahiptir (Sekil 2.2) (57).

\

) e, ¢ ............ > |

Qoo g T
st

mRNA translasyonu

miRNA tuzagi

B .o
=0 s

RBP tuzagi Protein devirme Organel iglevi

Sekil 2.2. LncRNA aracili gen ifadesinin diizenlenmesine genel bakis.

MRNA yikimi ve translasyonu; IncRNA’lar sitoplazmaya aktarildiktan sonra spesifik mRNA’larin
stabilitesini ve/veya translasyonunu diizenlemek igin RNA baglayici proteinlerle (RBP) veya kismen
tamamlayict mRNA’larla birlesebilir. Sinyal iletimi; RBP’lerin IncRNA’lar ile birlesmesi sinyal
molekiillerini (6r. Kinazlar) aktive eden konformasyonel degisikliklere yol agabilir. Organel fonksiyonu,
RBP’ler, IncRNA’larin belirli fonksiyonlari yerine getirdikleri hiicresel organellere tasinimini
gerceklestirmek icin saperona islevi gosterebilir. Protein stabilitesi, IncRNA’lar, spesifik RBP’lerin protein
par¢alanma makinelerine sunumunu kolaylastiran iskeleler olarak islev gérebilir. RBP tuzagi ve mikroRNA
tuzag; RBP’lere ve mikroRNA’lara baglanan IncRNA’lar, mRNA’nin kaderini diizenleyerek bu

faktorlerin mRNA’lara ve miRNA’lara olan erisimini azaltabilir veya engelleyebilir (58).
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LncRNA’lar hiicre igerisinde pek ¢ok diizeydeki molekiiler siireclerde rol almaktadirlar.
[k baslarda kesfedilen bazi IncRNA’larin molekiiler mekanizmalar iizerindeki islevleri
neredeyse tamamen agiga kavusturulmustur. Bununla beraber IncRNA’larin biiyiik bir
kisminin igleyis mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgiye sahibiz (43, 59). LncRNA’lar;
hiicrelerin farklilagmasi, proliferasyonu, biiylime ve gelisimi gibi siireclerin yani sira
organ olusumu, bagisiklik yanit1 ve tiimdr olusumu gibi cesitli diizenleyici siireclerde de
rol oynamaktadir (59). Ayrica, son calismalar IncRNA’larin hiicre dis1 vezikiiller
icerisinde lokalize oldugunu gostermekle beraber hiicre i¢i iletisimde ve biyolojik

belirtegler olarak islev gormesi i¢cin dnemli olabilecegini de kanitlamigtir (60-62).

2.2.2. Uzun Kodlamayan RNA’larla iligkili Hastaliklar

LncRNA’larin fizyolojik ve patolojik yanitlarda 6nemli diizenleyiciler olduguna dair
kanitlar vardir (63-65). LncRNA’larin tiimor olusumuyla iliskili olarak oksidatif stres,
inflamasyon, apoptozis, hiicre biiyiimesi ve canliligimi diizenleyen mekanizmalarda
onemli role sahip olduklar1 bilinmektedir (66-70). Ornegin, HOX transkript antisense
RNA (HOTAIR), gen regiilasyonu ve kromatin dinamiginde énemli bir rol oynar ve
cesitli kanserlerde ekspresyonu artmistir (66, 71). HOTAIR, PRC2 ve LSD1 histon
modifikasyon komplekslerini birbirine baglar. Bdylece gen susturulmasini indiiklemek
ve kanser hiicre proliferasyonunda artist ve metastazini tesvik etmek igin kromatin

yapisini degistiren bir molekiiler iskele iglevi gosterir (66, 71).

Karaciger kanserinde yiiksek ekspresyon gosteren IncRNA HULC, kanserle iliskili baska
bir IncRNA’dir. HULC, tiimor baskilayici 6zellikte bir miRNA olan miR-372 de dahil
olmak {izere ¢esitli miRNA’larin islevlerini durdurabilir veya inhibe edebilir (72, 73).
Bununla birlikte, IncRNA’larin diizensizligi sadece ¢esitli kanser tiirleri ile degil, cesitli
insan hastaliklariyla da iligkilidir. Bunlar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar (74-76),
diyabet (77), membrandz nefropati (78), otizm spektrum bozuklugu ve Alzheimer
hastalig1 gibi noral patogenezler (63, 79, 80) ve hem dogal hem de adaptif bagisiklik
sistemi degisiklikleri (81, 82) sayilabilir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. LncRNAlarla iligkili hastaliklar (83).

LncRNA iliskili Hastaliklar

aHIF Coklu Kanserler

GASS Meme Kanseri

AK023948 Papiller Tiroid Karsinoma

ANRIL Koroner Arter Hastalig1, Coklu kanserler

H19 Coklu Kanserler

HOTAIR Coklu Kanserler

ASFMRI1 Frajil X Sendromu; Frajil X Tremor Ataksi Sendromu
HULC Coklu Kanserler

Kenglotl Kolon Kanseri

Kraslp Prostat Kanseri

MALAT-1 Coklu Kanserler

MIAT Miyokardiyal Enfarktiis

NcRNA Noroblastoma

RMRP Losemi ve Lenfoma

Ube3a-as Angelman Sendromu

Uc.73A Kolon Kanseri

FMR4 Frajil X Sendromu; Kirilgan X Tremor Ataksi Sendromu
BACE1-AS Alzeimer Hastalig1

ATXN8OS Spinoserebellar Ataksi Tip 8
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2.2.2.1. immiin Hastahklar

LncRNA’lar bagisiklik hiicrelerinin  farklilagsmasi ve aktivasyonunun Onemli
diizenleyicileri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (84, 85). Birgok ¢aligmada, otoimmdiin ve
alerjik hastaliklar da dahil olmak fizere g¢esitli enflamatuar durumlarda IncRNA
seviyelerinde anormal degisimler oldugu bildirilmistir (86-91). Ornegin, yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, romatoid artrit risk bolgesinde TRAFI1-C5’in patogenez igin
onemli olan transkript C5 diizeylerini etkileyen yeni C5T1IncRNA kesfedilmistir (92).
Sedef hastaligi, genellikle ¢evresel faktorlerce tetiklenen genetik bir hastalik oldugu
diistiniilen bir bagka otoimmiin bozukluktur. PRINS (psoriasis associated non-protein
coding RNA induced by stress), stres kaynakli sedef hastaligi yatkinligma katkida
bulunan bir IncRNA’dir (93, 94).

2.2.2.2. Metabolik Hastaliklar

Metabolizmanin ve glikoz homeostazisinin diizenlenmesi, dokularin/organlarin karmasik
bir etkilesimidir ve mekanik olarak &nemli birkag IncRNA’y1 da igerir (95). Ornegin,
IncRNA GASS hiicre biiylimesini diizenler ve besin yoksunlugu ve hiicresel stres
kosullart altinda indiiklenir (96-98). Fonksiyonel olarak, GAS5 hem snoRNA’lar i¢in
oncidiir (99), hem de glukokortikoid reseptorii (GR) i¢in tuzaktir (96). GASS5, GR
DNA'’ya baglanan dizilerle rekabet ederek, GR’ye bagimli gen promotdrlerinin trans-
aktivasyonunu baskilar (96). GASS ayrica diger steroid hormon reseptdrlerinin etkilerini
de bastirtyor gibi goriinmektedir (96). Steroidlere cevap veren genlerin ekspresyonunu
kisitlayarak enerji kaynaklariin agliga uyarlanabilir bir yanit olarak tasarrufunda rol
oynayabilir. Bunun yani sira proapoptotik fonksiyonlara sahip oldugu da bildirilmistir

(96-98).

Diyabetin nedenlerini molekiiler diizeyde anlayabilmek i¢in IncRNA’lar iizerinde yapilan
calismalar, bazi IncRNA’larin kaybmin diyabetle iligkili oldugunu agiga ¢ikarmigtir
(100). Carter ve ark. yaptiklar1 bir calismada, ABD’li askerlerin GASS5 serum

diizeylerinin azalmasinin tip 2 diyabet ile iliskili oldugunu gostermislerdir (77).
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2.2.2.3. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Son ¢aligmalar ayrica IncRNA’larin kardiyovaskiiler hastaliklarin baslamasint ve
ilerlemesini modiile etmede kritik rolleri oldugunu gostermektedir (74, 101, 102). Bvrt,
Fendrr, ANRIL, MIAT ve MyHeart (Mhrt) gibi LncRNA’lar, miyokard enfarktiisii,
kardiyomiyopati, kalp yetmezligi ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler gelisim ve kalp
hastaliklarinda 6nemli roller oynarlar (75, 103-107). Ornegin Mhrt, Brgl’in helikaz
domainine baglanarak, stresle tetiklenen kromatin yeniden modelleme faktoriiniin yol
actig1 kromatin hedeflemesini ve anormal gen diizenlemesini inhibe ederek farelerde

miyopatiyi 6nler (105).

2.2.2.4. Norolojik Hastaliklar

Tiim dizilenmis IncRNA’larin 6nemli bir kismi1 beyin dokusuna 6zgii ekspresyona ugrar.
Beyin dokusunda ekspresyon gosteren bu IncRNA’lar tam olarak diizenlenmis zamansal
ve uzamsal ekspresyon motifleri gosterirler (63, 108). Genom ¢apinda iliski ¢calismalari
ve karsilagtirmali transkriptomik ¢aligmalar, IncRNA’larin sizofreni, bipolar bozukluk,
depresyon, otizm spektrum bozuklugu, Asperger sendromu, dikkat -eksikligi,
hiperaktivite bozuklugu, ndropatik agri, epilepsi ve amiyotrofik lateral skleroz,
Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif bozukluklarda, ekspresyon
profilinde anormal degisimler oldugu bildirilmistir (63, 80, 109-111). Ornegin: IncRNA
BACEI-AS, BACEI1 geninin antisensi olup Alzheimer hastalarinin beyinlerinde kontrol
gruba kiyasla 2-6 kat daha yiiksek diizeylerde ekspresyon gostermektedir (79). BACEI
geni, Alzheimer hastalifinda patojenik AP-42 peptitlerinin asir1 {iretimini saglayan,
transmembran bir protein olan beta-sekretazi kodlar (79). Fonksiyonel olarak, BACE1-
AS, BACE1’in pozitif diizenleyicisi olup, BACE1 mRNA’sina baglanir ve stabilize eder.
Deneysel veriler, BACE1-AS’nin toksik AB-42 peptitlerinin asir1 iiretimini tesvik ettigi
ve daha sonra BACEI1-AS asir1 ekspresyonunun ve amiloid birikim hizinin artigin

indiikleyen pozitif bir geri besleme dongiisii oldugunu gostermektedir (79).
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2.3. Hiicre Dongiisii ve CDKN2A

Kanser, genetik ve epigenetik bozukluklarin birikiminden kaynaklanan, ¢ok agamali bir
stirectir (112). Timor hiicreleri bu siireglerin sonunda, sinirsiz ¢ogalma potansiyeli,
stirekli bitylime sinyali liretebilme, besin ve oksijen ihtiyacini kargilamak i¢in yeni damar
olusumu (anjiyogenez) ve anti-proliferatif ve apoptotik uyaranlara direng gibi yeni

ozellikler kazanirlar (113).

Dinlenme evresindeki hiicrelerde hiicre dongiisii, kontrol noktalarinda déngiiyii kontrol
eden bir dizi diizenleyici protein tarafindan siki bir sekilde yonetilir (14, 114). Bu hiicre
dongiisii makineleri, ¢esitli timor baskilayict genlerin susturulmasinin bir sonucu olarak
kanserde genellikle deregiilasyona ugramaktadir (112, 114). Aslinda, delesyon, inaktive
edici mutasyonlar, epigenetik susturma veya translasyon sonrasi modifikasyon ile tiimor
baskilayici genlerin ve bunlarin kodlanmig proteinlerinin kayb1 tiimdr olusumuna neden
olur. Memelilerde hiicre dongiisiiniin G1’den mitoza ilerlemesi, ¢esitli siklin proteinleri
ve bunlarin siklin bagimli kinazlar (CDK) olarak adlandirilan katalitik alt birimleri
tarafindan diizenlenir (115). Yapisal ve fonksiyonel olarak homoloji gésteren CDK4 ve
CDKaG6, siklin D proteinleri ile kompleks olusturduklarinda G1 fazindaki hiicrelerin S
fazina gecisini diizenler (Sekil 2.3). Siklin D proteinlerinin ii¢ alt tipi vardir ve bu
proteinler mitojenik uyaranlarin varlifinda birikir (116-118). CDK4 / 6’nmin kinaz
aktivitesi, Rb, RBL1 (p107) ve RBL2 (p130) dahil olmak iizere retinoblastoma (Rb)
protein ailesi iiyelerinin fosforilasyonuna yol agar, bu da fonksiyonel inaktivasyonlariyla
sonuglanir (116, 119, 120). Sessiz evredeki hiicrelerde, aktif hipofosforile Rb, E2F
transkripsiyon faktorii ailesinin iiyelerine korepresorlerle baglanir ve E2F fonksiyonunu
baskilar. Fosforilasyon sonras1 Rb proteini bu kompleksten ayrilir ve hiicre dongiisiiniin
S fazina gecisi icin gerekli olan siklin A, siklin E ve dihidrofolat rediiktaz dahil E2F hedef
genlerinin transkripsiyonuna izin verir (119). Bu durum, CDK4/6 aktivitesinin
inhibisyonuna, Rb’nin fosforilasyonuna ve E2F aktivitesinin baskilanmasina yol agar, bu
da GO/G1’de dongiiniin durmas: tesvik edilmig olur (Sekil 2.3). CDK4/6’nin negatif
regiilatorleri, CDK 4/6 aktivitesini siklin D1 ile baglanmasin azaltarak veya dogrudan
katalitik alt tinitelerini isgal ederek inhibe eder. CDK’lara baglanan ve onlar1 inaktive

eden bir siklin-CDK inhibitér proteinleri ailesi (CDI) izole edilmistir. Bu aile, p16™~*,

INK4b 8INK4C 9INK4d KIP2,

p21<"! p27%"! ve iliskili proteinler p15 ytigerir (115,

121).

,pl ,pl ve p57
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CDK4/6-RB yolagmin yani sira, pS3 aracili hiicre dongiisii kontrol noktas: da G1/S’e
geciste hiicrelerin bekletilmesinden sorumludur. Hiicre dongiisii kontrol noktalari,
hiicrelerde DNA hasarini tespit eden, onarim i¢in zaman tanimak iizere hiicre dongiilerini
durduran ve boylece yeni nesil yavru hiicrelerde genom biitiinliigiinii saglayan denetim
mekanizmalari olarak islev goriirler (122). ATM (ataksi telanjiektazi mutasyona ugramis)
ve ATR (ataksi telanjiektazi ve Rad3 ile iligkili) DNA hasar sensorii olarak islev
gosterirler. ATM ve ATR, dogrudan veya dolayl1 olarak p53 fosforilasyonunu indiikler.
Bu fosforilasyon, bir ubikitin ligaz1 ve p53 arasindaki etkilesimi kesintiye ugratarak
p53’tin koruyarak bozulmasini onler (122, 123). Bu proteinler potansiyel tiimor
baskilayicilar olarak islev goriirler ve bunlarin inaktivasyonu insanlarda kanser olusumu

ile sonuglanir.

Kanserde inaktive edilmis tiimor baskilayict proteinlerden biri de, CDKN2A (siklin
bagimli kinaz inhibitérii 2A) veya MTS1 (¢oklu tiimor baskilayict 1) geni tarafindan
kodlanan p16™5* proteinidir (124). CDKN2A geni, siklikla delesyona ugrayan 9p21
kromozomal bélgesinde yer alir (125). Iki intron ve ii¢ ekzondan meydana gelen
CDKN2A geni 8,5 kb uzunlugundadir ve p16™** proteinini kodlar. P16™** proteini, 16
kDa molekiil agirligina sahip 156 amino asitten olusan bir proteindir ve hiicre

dongiisiiniin negatif diizenleyicisidir (126).

P16™**ya ek olarak CDKN2A nin alternatif bir agik okuma gergevesinden (farelerde
ARF veya p19Arf) transkribe olan ve p53 diizenleyici proteinle etkilesime giren MDM?2
proteini kodlanir (127). Basit tandem diizenlemesi, kendi promotoriinden kopyalanan
fazladan bir ekzon 1 varligindan dolay1 olduk¢a komplikedir. Elde edilen RNA ekzon 2
ve 3’1 igerir, ancak ayr1 bir proteini belirtir, ¢linkii ekzonlar alternatif bir okuma gergevesi
tarafindan transkribe edilir. Boylece ekzon 2 ve 3, iki mRNA tarafindan paylasilirken,
p16™5* ve ARF olmak iizere iki farkl protein iiriiniinii kodlar (Sekil 2.4) (128). P16™ %
proteininin CDK4 veya CDK6’ya spesifik baglanmasi, bu proteinlerde allosterik
konformasyonel bir degisikligi indiikler ve CDK4 veya CDKG6 ile siklin D arasinda
kompleks olusumunu engeller (126). Bu kompleks olusumun eksikligi, Rb’yi
hipofosforile halde tutar ve biiyiimeyi baskilar. Rb/E2Fs-baskilayici kompleksin

olusumu, G1 evresinde hiicre dongiisiiniin durmasini indiikler (129).
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Sekil 2.3. CDKN2A-RB-CDK 4/6 yolaginin sematik gosterimi.

CDKA4/6, siklin D ile etkilesince Rb’yi fosforiller. Bu etkilesim, Rb’nin E2F transkripsiyon faktorleri
ailesinden ayrilmasina yol agar ve G1’den S fazina hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan E2F hedef
genlerinin transkripsiyonuna izin verir. CDK4/6 nin kiigiik molekiil inhibitorleri, Rb fosforilasyonunu, S
fazina ilerlemeyi ve hiicre proliferasyonunu inhibe eder. CDK4/6’nin aktivitesi ayrica, upstream mitojenik
sinyal yolaklari, CDK4 (INK4) proteinlerinin inhibitorii ve p53 yolagini da iceren kontrol noktasi

mekanizmalarindan da etkilenir (130).
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Sekil 2.4. CDKN2A’nin lokusunun genomik yapisi ve lokusundan iiretilen transkriptler.

(a) Ekzon 1’lerin lizerindeki oklar promotdrleri, genomik yapinin iizerinde ve altindaki siirekli ve kesikli
cizgiler sirasiyla p16 ve ARF’nin kesim motiflerini gostermektedir. Ekzon 1f transkripsiyonuna ekzon 2
ve 3’e eklenmesi, p16™ *’y1 kodlayan o-transkript ile sonuglanirken, ekzon 1p’nin downstream yoniinden
baslayan transkripsiyon, ekzonl’in ve ortak ekzon 2 ve 3’iin ARF kodladig1 B-transkripti iiretir ( insanda
p14**% farede p19Arf). Sar1 ve kirmizi renkte sirasiyla pl6 ve ARF’nin agik okuma gergeveleri (ORF)
belirtilir, ekzon 2 iki drtiisen ORF gosterir. Beyaz kutular 3' ve 5' uglarinda gevrilmemis bdlgeleri temsil
ederken y1ldiz isaretleri (*) dur kodonlarin1 gésterir. (b) iki protein tarafindan diizenlenen yolaklar: p14*%F,
MDM?2 fonksiyonlarini p53 stabilizasyonu ile inhibe ederken, pl6™"* siklinD-CDK4/6 kompleksini

inhibe eder, boylece retinoblastoma proteinini (pRb) biiylime baskilayict modunda tutar (131).
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2.3.1. Kolorektal Kanserde CDKN2A

Kolorektal kanser gelisimi, CDKN2A da dahil olmak iizere bir¢ok tiimdr baskilayici
genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik degisiklikleri i¢erir (132). Diger kanserlere
benzer sekilde, CDKN2A geni KRK patogenezi sirasinda promotdr hipermetilasyonu
yoluyla susturulmustur (133). CDKN2A’nin promotdr metilasyonunun 285 sporadik
KRK hastasinin %11.9’unda meydana geldigini bildirmistir. CDKN2A promotor
hipermetilasyonlu kanser hastalar1 arasinda, 264 hastada %10.6 sikliginda
mikrosatellitlere rastlanmaktayken, 21 hastada %?28.6 olmak iizere yiiksek siklikta
mikrosatellitlere rastlanmaktadir (133). Baska bir calismada, 497 hastanin %17.1’inde
CDKN2A promotdr metilasyonu bulunmaktadir. CDKN2A’da meydana gelen bu
diizenleme II ve III. evredeki KRK hastalarinda kétii sag kalim oraniyla yiiksek oranda
iligkilidir (134). Ayrica bu gende meydana gelen metilasyonun prognostik degeri,
cinsiyetle iliskilidir ve bu iligki sadece erkek hastalarda anlamlidir (134).

2.4. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, diinya capinda her yil teshis edilen kanserlerin ve kansere bagl
Olimlerin yaklasik %10’unu olusturmaktadir (135). Kadinlarda en sik goriilen ikinci,
erkeklerde ise en sik goriilen tigiincii kanser tiiriidiir. Kadinlarda insidansi ve mortalitesi
erkeklerdekine gore yaklagik %25 daha digiiktiir. Bu oranlar cografyaya gore degiskenlik
gostermekle beraber, yas standardina gore en yiiksek oranlar gelismis {ilkelerde
goriilmektedir (Sekil 2.5). Gelismekte olan iilkelerdeki stirekli artiglarla beraber, diinya
capinda KRK insidansinin 2035 yilinda 2.5 milyon yeni vakaya ylikselecegi tahmin
edilmektedir (135, 136).
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Sekil 2.5. Diinya capinda kolorektal kanserin yasa bagli gériilme orani (135).

Yeni vaka sayisindaki diisiis ve stabilizasyon egilimi yalnizca oldukga gelismis iilkelerde
goriilmektedir. Bu basari, yasam tarzi ve beslenmedeki degisimlerin katkis1 da olmasina
ragmen, Oncelikle iilke ¢apindaki tarama programlar1 ve genel olarak kolonoskopinin
yayginlagsmasina atfedilmistir (137). Buna karsilik, 6zellikle 50 yasindan kiiciik KRK
tanisi ile bagvuran hasta sayisinda endise verici bir artis gézlenmektedir. Her ne kadar
genetik, yasam tarzi, obezite ve cevresel faktorlerin etkisi olsa da, bu artigin kesin bir

nedeni ortaya konulamamaistir (138-141).

2.4.1. Risk Faktorleri

Kolorektal kanser i¢in yapilan epidemiyolojik caligmalarda, ilerlemis yas ve cinsiyetin
erkek olmasi, hastalik insidansinin artisi ile gii¢lii iliskiler gostermektedir. Hem kalitsal
hem de cevresel risk faktorleri KRK’in gelisiminde rol oynar. Pozitif aile dykiisii, KRK’li
tim hastalarin yaklagik 9%10-20 kadarinda goriilmekle beraber (142), etkilenen

akrabalarin sayisi, akrabalik derecesi ve KRK’in tan1 yasina bagl olarak risk orani da
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degiskenlik gostermektedir (143). ikizler iizerinde yapilan ¢alismalara gére KRK’in
kalitim oranm1 %12 ila %35 arasinda degismektedir (144, 145). KRK ile iligkili genom
capinda yapilan birka¢ ¢alismada, KRK riski ile iliskili SNP’ler basariyla tanimlansa da,
KRK’in kalitimina etki eden faktorlerin cogunun halen anlasilmasi giictiir ve daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (146). KRK’li hastalarin yaklasik 9%5-7’si iyi
tanimlanmis olan ailesel KRK sendromundan etkilenir (147). Bu hastalarda KRK’i
onlemek i¢in uygun bir gozetim stratejisi gelistirilmesi gerekmektedir. Gozetim stratejisi,
KRK gelisimi durumunda en uygun tedavinin saglanmasini ve risk altindaki akrabalarin
tespitini kolaylagtirmaktir. Ayrica, uzun siiredir devam eden inflamatuar bagirsak

hastaligina sahip bireyler ve daha 6nce KRK veya adenom Oykiisii olan hastalar

kolorektal kanser i¢in daha fazla risk altindadir (148-150).

Kalitsal kolorektal kanser sendromlar1 polipozsuz (Lynch sendromu ve ailesel kolorektal
kanser) ve polipozlu olarak iki alt gruba ayrilabilir. Polipoz sendromlari, doktor
tarafindan polip sayisinin ¢oklugu sayesinde daha kolay taninir. Poliplerin tipi dogrudan
imkani verebilir. Ancak Lynch sendromunda, genellikle hastalarda ¢ok az adenom oldugu
ve bu adenomlari morfolojileri sporadik lezyonlara benzedigi i¢in siklikla gozden kagar.
Bu nedenle, bu genetik sendromun tanisini gelistirmek i¢in, 70 yasindan kiiciik herhangi
bir yas grubundaki hastalarda tiimor dokusu i¢in sistematik bir molekiiler analiz
kullanilmaktadir. Lynch sendromunun tanisi i¢in mikrosatellit instabilitesi (MSI) metodu
kullanilmaktadir. Bu sendromda saglikli doku ile karsilastirildiginda, tiimor dokularinda
DNA tamir sisteminde meydana gelen bozukluk sonucunda mikrosatellit bolgelerinde
geniglemeler veya biiziilmeler meydana gelir, bu durum MSI olarak adlandirilir. Ayrica,
immiinohistokimya yontemi ile bu tiimérlerde, DNA tamir mekanizmasindan sorumlu
proteinlerin eksik oldugu da gdsterilmistir. Ancak MSI, Lynch sendromuna 6zgii bir
durum degildir ve sporadik olgulu KRK’lerin yaklasik %15’inde MSI’ya rastlanir. Bu
hastalarda hizlanmis adenom-karsinom olusumu nedeniyle, Lynch sendromlu hastalarin
20 ila 25 yaslan arasinda, 1-2 yillik sikliklarla kolonoskopi yaptirmalar: tavsiye edilir
(147-151). Ayrica, bu hastalar endometriyal kanser ve diger maligniteler (6rn. ince

bagirsak, mide ve yumurtalik kanserleri) i¢in de daha fazla risk tasirlar.
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Sigara (152), asir1 alkol tiiketimi (153), viicut agirligindaki artis (154), kirmizi ve islenmis
et titkketimi (155) gibi biiyiik dl¢lide degistirilebilir ¢cevresel ve yasam tarzi faktorleri KRK
riskini arttirmaktadir. Kolon mikrobiyota arastirmalari, Fusobacterium nucleatum ve
Bacteroides fragilis gibi belirli bakteri tiirleriyle enfeksiyonun da KRK riskini
artirabilecegini disiindiirmektedir (156-158).

2.4.2. Kolorektal Kanserde LncRNA’lar

LncRNA’lar hiicre gelisimi ve farklilasmasi sirasinda gen ekspresyonu ve hiicresel
homeostazinin diizenlenmesinde ve siirdiiriilmesinde anahtar rol oynarlar (159, 160).
LncRNA’lar hematopoetik, iirolojik, akciger, karaciger, meme, yumurtalik ve kolorektal
gibi baz1 kanser c¢esitlerinde anormal ifade gostermektedir (161-167). Bu molekiillerde
meydana gelen degisiklikler, tani, prognoz ve terapotik uygulamalar i¢in klinik
biyobelirtegler elde etmek amaciyla KRK’de arastirma konusu olmustur (168, 169).
KRK’de bir¢ok IncRNA, klinik ve mekanistik olarak 6nemli molekiiller olarak

iligskilendirilmislerdir.

Bu baglamda bir IncRNA olan GAS5 (Growth arrest spesific-transkript 5), 630 nt
uzunlugunda (96), 1925 tlizerinde lokalize olmustur. GASS, biiylime faktorlerinin
yoklugu veya serum acliginin neden oldugu biiyiime durmas: sirasinda upregiile edilir.
GASS, glukokortikoid reseptdriiniin (GR) DNA baglanma domainine baglanarak,
glukokortikoid yanit elemani (GRE) icin tuzak islevi gordiigii gosterilmistir. Boylece
GR’ye baglanmak i¢cin DNA GRE’leri ile rekabet edebilir (96). Bu IncRNA, timor
baskilayic1 olarak hareket ederek hiicre cogalmasimi Onleyebilir ve apoptozu tesvik
edebilir (170). Giinlimiizde arastirmalar, GAS5’in meme kanseri, prostat kanseri ve renal
karsinom gibi ¢esitli kanser hiicrelerinde down regiile edildigini gdstermektedir (98, 171,

172).

Insan KRK tiimér dokularinda, GASS5 down regiile edilmistir, bu regiilasyon timdr
boyutu, TNM evrelemesi ve lenf nodu metastazi ile iligkilidir (173-177). Ayrica,
GASS5’in asin1 ifadelenmesinin, in-vitro ve in-vivo (173) hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilecegi, migrasyonu ve invazyonu Onleyebildigi rapor edilmistir (177, 178). Bunun
yani sira GAS5’in Akt, Erk ve mRNA ifadesini inhibe ederek KRK hiicrelerini apoptozisi
tesvik ettigi de bildirilmistir (174, 175, 177).

24



KRK ile iligkili diger bir IncRNA HOTALIR, ileri seviyedeki KRK’lerde asir1 ifadelenir
(179-182) ve bazi ¢alismalar, HOTAIR’in sadece sag (proksimal) KRK numunelerinde
asirt ifade edildigini gostermektedir (183). Bu asir1 ifadelenme lenf ve tiimoér nodu
metastazi, uzak doku metastazi, farklilasma derecesi ile iliskilendirilmistir (179). in-vitro
olarak, HOTAIR baskilanmasi, hiicre proliferasyonun, invazyon ve migrasyonu
azaltmanin yani sira, siklin E ve CDK?2 ifadesini de baskilamakla beraber apoptozisi ve
p21 ifadesini arttirmistir (179). Bir baska ¢alismada ise, IncRNA HOTAIR’in timor
olusumunu ve saldirganhigini arttirdigr bildirlmistir (180). Ek olarak, KRK hiicre
dizilerinde HOTAIR’in yikima ugramasi ve miR-203a-3p’nin arttirilmig ifadesi, Wnt/f-
katenin sinyal yolagini inhibe ederek hiicre proliferasyonunu azaltmis ve ila¢ direncini

distirmustiir (181).

2.4.3. Polipten Kolorektal Kansere ilerme Mekanizmasi

Kolon, ince bagirsak ile rektum arasinda yer alan kalin bagirsagin en biiyiik ve ilk bolimii
olup, sindirim sisteminin temel kisimlarindan biridir. Baslica islevleri su, mineral ve
besin maddelerinin emilimi ve digkiy1 olusturan atik malzeme igin bir depolama alani

olarak gorev yapmaktir (184).

Kolon, kalin bagirsagin en biiyiik kismidir bu nedenle kolondan bahsedildiginde kelime
anlami olarak kalin bagirsakla ortiigiir. Kalin bagirsak ¢cogu kaynakta, ¢ekum, kolon,
rektum ve anal kanalin kombinasyonu olarak tanimlanir. Kolon bes bdliimden olusur: sag
tarafta bulunan ¢ikan kolon; enine kolon veya transvers kolon; sol tarafta bulunan inen

kolon, sigmoid kolon ve rektum (Sekil 2.6) (184, 185).
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Sekil 2.6. Kolonun yapisi ve boliimleri (184).
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Ince bagirsaginkinden daha kalin bir mukozaya sahip olan kolon, epitel yiizeyi boyunca
genis, derin ve ¢ok sayida olan ve epitelyumun yenilenmesinin gerceklestigi ¢ok tiiplii
invajinasyonlara sahiptir. Ortalama yetiskin insan kolonunun uzunlugu erkekler i¢in 166

cm (80 ila 313 cm arasi) ve kadilar i¢in 155 cm'dir (80 ila 214 cm) (186).

Cogu KRK kolon igerisinde gelisen bir polipten kaynaklanir. Bu siireg, neoplastik bir
oncil lezyona (polip) doniisen ve nihayetinde 10-15 yillik bir siire boyunca KRK’e
ilerleyen anormal bir kript ile baglar. KRK’lerin ¢ogunun kdken aldig1 hiicrenin bir kok
hiicre veya kok hiicre benzeri hiicre oldugu varsayilmaktadir (187, 188). Bu kanser kok
hiicreleri, tiimorii baskilayici genleri inaktive eden ve onkogenleri aktive eden genetik ve
epigenetik degisikliklerin kademeli birikiminin bir sonucudur. Kanser kok hiicreleri
kolon kriptlerinin tabaninda bulunur ve bir tiimoriin baglatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in

gereklidir (187, 188).

Bazi genetik sendromlar polip olusum mekanizmasina katkida bulundugundan dolay1
daha yiiksek KRK oranlart ile iliskilidir. Bunlardan en yaygin olani, KRK’li kisilerin ¢ok
az bir kisminda goriilen kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanserdir (HNPCC veya
Lynch sendromu) (189). Kolorektal kanserle giiclii bir sekilde iligkili diger sendromlar
arasinda Gardner sendromu ve ailesel adenomatoz polipozis (FAP) bulunur (190). Bu
sendromlar1 olan insanlar i¢in kanser neredeyse her zaman meydana gelir ve kanser
vakalariin %]1’ini olusturur (191). Yiiksek malignite riski nedeniyle dnleyici bir dnlem
olarak FAP’li kisiler i¢in toplam proktokolektomi Onerilebilir. Kolektomi, kolonun
cikarilmasi, rektum kalirsa ytliksek rektal kanser riski nedeniyle onleyici bir 6nlem olarak
yeterli olmayabilir (192). Kolonu etkileyen en sik goriilen polipoz sendromu, %25-40’11ik
bir KRK riski ile iligkili olan tirtikli polipozis sendromudur (193). POLE ve POLDI gen

ciftindeki mutasyonlar ailesel kolon kanseri gelisimiyle iliskilendirilmistir (194).

Genel olarak, iki belirgin Oncii lezyon yolag:i vardir (Sekil 2.7). KRK’lerin %70-90’1na
yol agan geleneksel adenom-karsinom yolu (kromozomal instabilite dizisi olarak da
bilinir) ve KRK’lerin %10-20 kadarin1 olusturan tirtikli neoplazi yolu. Bu yollar, ardisik
bir sirada farkli ¢oklu genetik ve epigenetik olaylari temsil eder (195).
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Kromozomal instabilite fenotipleri tipik olarak bir APC mutasyonu ile baslatilan genomik
olaylar takiben RAS aktivasyonu veya TP53 fonksiyon kaybi sonrasinda gelisir. Bunun
aksine, tirtikli neoplazi yolu, RAS ve RAF mutasyonlar1 ve CpG adaciklar1 metilasyon
fenotipi ile karakterize edilen, mikrosatellit bakimindan kararli ve kararsiz kanserlere yol

acan epigenetik instabilite ile iligkilidir (196).

APC

. NRAS
KRAS SMAD4 P53
Adenoma-» kanser ; . s
(Lynch sendromunda - s A
CIN ve MSI) T
Normal epitel MAPK sinyali
WNT sinyali
KRAS |
LRP5 PI3K sinyali
— FZD10 Sgﬁg EN | TGTFGBF;Z‘;"" 53 sinyali
SFRP ERBB2 PI3KCA
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(CIMP ve MSI)
e
CTNNB1 KRAS
BRAF TGFBR2
— —

Sekil 2.7. Kolorektal kanser dizilerinde polipten kansere ilerleme siireci.

APC, adenomatdz polipozis coli; CIN, kromozomal instabilite; CTNNBI, katenin-B1; FAM123B, 123B dizi
benzerligine sahip aile (AMERI olarak da bilinir); FZD10, kivrilmis sinif reseptorii 10; LRPS, diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iligkili protein 5; MAPK, mitojenle aktiflestirilen protein kinaz; MSI,
mikrosatellit kararsizligt; PI3K, fosfatidilinositol 3-kinaz; PI3KCA, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz
katalitik alt birim-a; PTEN, fosfataz ve tensin homologu; SFRP, kivrilmus, iliskili protein salgilar; SMAD4,
SMAD aile iiyesi 4; TGFp, dontistiiriicti biiylime faktorii-8; TGFBR2, TGF-B reseptorii 2 (196).

Her iki kolon hiicre hattinda normal kolon epitel hiicrelerinin anormal kript odaciklarina
ilerlemesinin ardindan erken ve ileri polipleri takiben erken kansere ve daha sonra ileri
kansere ilerlemeyi icerir. "Klasik" veya geleneksel yol, adenokarsinomlara ilerleyebilen

tiibiiler adenomlarin gelisim siirecini icermektedir. Alternatif yol ise son 5-10 yil
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icerisinde tanimlanmis olup, tirtikli polipleri igerir ve tirtikli kolorektal kansere yol acar.
Mutasyona ugramis veya epigenetik olarak degistirilmis genler her hiicre dizisinde
belirtilmistir; baz1 genler iki yolakta da mevcutken bazilari her bir yolak i¢in benzersizdir.
Ornegin; BRAF mutasyonlari ve CpG adaciklar1 metilatdr fenotipi (CIMP) sadece tirtikli
yolakta goriilmektedir (196).

2.5. Uzun Kodlamayan RNA MEG3 (LncRNA MEG3)

MEG3 (Maternally Expressed Gene 3) ve faredeki homologu Meg3, androgenetik ve
normal déllenmis embriyolara substaktif hibridizasyon metodunu takiben EST veri tabani
kullanilarak tanimlanmistir (197). Bu gen, farelerde distal kromozom 12 insanlarda ise
kromozom 14q flizerindeki DLDKI1-MEG3 bolgesi iizerinde yerlesiktir (197-199).
DLK1-MEG3 bolgesi, paternal alel tizerinde iki DMR (diferansiyel metillenmis bdlgeye)
sahiptir. Bunlardan biri MEG3’{in transkripsiyon baglangi¢ bolgesinin yaklasik 13 kb
yukarisinda yer alan intergenik DMR (IG-DMR) adi verilen ve digeri ise MEG3 ile
ortiisen promotor bolgesidir (197, 200, 201). Alternatif RNA kesimi ile bu genetik
lokustan ¢ok sayida transkript izoformu tretilmistir. Bu genetik bolgeden ¢ok sayida
transkript izoformunun iiretilmesi ile sonug¢lanmigtir. Baglica ifade edilen izoform 1-4 ve
8-10 ekzonlarint igerir (17). Olgun MEG3 RNA uzunlugu yaklasik 1.600 nt olan on
ekzondan olusur (198). Dizi analizleri sonucunda MEG3 geni i¢in belirgin bir agik okuma
cercevesi (ORF) belirlenemedigi icin bu gen uzun kodlanmayan RNA olarak

siiflandirilmistir.

MEG3, PRC2 (policomb repressive complex 2)’nin etkilesime girdigi kromatin ile
etkilesen bir IncRNA’dir. Bu IncRNA, EZH2 ile benzer hedeflere sahiptir ve bunlar
arasinda TGF-f3 yolaginda yer alan genler de bulunmaktadir. LncRNA MEGS3, hedeflerini
RNA-DNA tripleks olusumu yoluyla tanir (202).

MEG3'liin insan kanserlerindeki katkisina dair ilk kanitlar, MEG3 ifadesinin tamamen
kayboldugu hipofiz bezinin islevsiz hipofiz adenomlarindan (NFPA) elde edilmistir (17).
Daha sonra, MEG3 ifadesinin ¢esitli kanser tiirlerinde azaldigi gosterilmistir. Ileri
evrelerdeki meningiomlarda alele 6zgii MEG3 kaybi saptanmistir ancak erken evrede

olanlarda MEG3 kaybi1 s6z konusu degildir (203). Promotdr hipermetilasyonu, islevsiz
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adenoma (201), menenjiom (203) ve noroblastomadaki (204) MEG3 down-
regiilasyonunun altinda yatan bir diger nedendir. Baz1 miRNA’larin post-transkripsiyonel
seviyede MEG3 ifadesini diizenledigi gosterilmistir. Buna karsilik, MEG3 bir dizi
miRNA i¢in yarigsmali endojen RNA olarak islev goriir (205).

2.5.1. LncRNA MEG3’iin Tiimér Baskilayic1 Yolaklar Uzerindeki islevleri

MEG3, p53 timor baskilayict geninin ifadesini diizenler ve ¢esitli mekanizmalar
lizerinden p53'e baglh transkripsiyonu uyarir. Oncelikle, MDM2 seviyesini diisiiriir ve
daha sonra p53'iin iibikitin aracilt yikimini inhibe eder. Bu teori, MEG3’lin artmis

ekspresyonunun ardindan MDM2 diizeyinin azalmasi ile dogrulanmistir (206).

MEG3 ayrica p53’tin DNA baglama domainine ve p53’iin ¢ok sayida hedef genine
dogrudan baglanabilir. p53°e duyarli bir raportdr vektoriin MEG3 ekspresyon vektort ile
birlikte transfeksiyonu, MEG3'in p53’ln transkripsiyonel aktivitesini arttirdigini
gostermistir. MEG3'lin delesyonlu mutantlariin olusturulmasi, p53°iin transkripsiyonel
aktivitesini uyarmak icin MEG3’iin iic domaininin hepsinin de gerekli oldugunu
dogrulamistir. MEG3 upregiilasyonu, transkript seviyesini etkilemeden p53 protein
seviyelerini arttirdigindan, muhtemelen p53 proteininin stabilitesini arttirir. Ayrica,
MEG3 ve p53'iin dogrudan etkilesimi, MEG3’iin M3 domaini ve p53°tin DNA baglama
domaininin araciligiyla gergeklesir (Sekil 2.8) (207). Ozellikle MEG3, p53 yoklugunda
bile hiicre proliferasyonunu baskilayabilir (206). Bu IncRNA’nin ifadesi p53

aktivasyonunu takiben endotelyal hiicrelerde artmistir (208).
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MEG3

plginkia / \ MDM2

Rb pS3
GDF-15 Diger genler?
Proliferasyonun inhibe Edilmesi Diger Fonksiyonlar
Tumor Baskilanmas:

Sekil 2.8. MEG3’iin tiimdr baskilayici yolaklardaki genlerle etkilesimi.

Rb ve p53 hiicre dongiisiinde rol alan iki 6nemli tiimor baskilayicidir. MEG3, Rb ile iliskili yolaklarda
6nemli bir timor baskilayici rolil oynayabilir, MEG3 Rb'yi dogrudan RNA-protein etkilesimleriyle aktive
eder veya dolayli olarak pozitif regiilatér p16°’y1 aktive ederek hiicre ¢ogalmasini ve timér olusumunu
baskilamak i¢in Rb yolagini aktive eder. Rb yolagina benzer olarak, MEG3 p53’ii dogrudan RNA-protein

etkilesimleriyle aktive eder veya dolayli yollardan negatif regiilator olan MDM2’yi baskilayarak hiicre

¢ogalmasini ve tiimor olusumunu baskilamak i¢in p53 yolagini aktive eder (209).

MEG3, bir diger 6nemli tiimdr baskilayici olan Rb ile de etkilesime girer. MEG3 ifadesi,
hiicre proliferasyonu ile iligkili olarak bu tiimor baskilayici protein tarafindan modiile
edilir. Farelerde Rb familyasimin genetik olarak delesyonu, MEG3 ifadesinin bariz
sekilde susturulmasi ile sonuglanmistir. Tersine, pRb’nin aktivasyonu MEG3 ifadesini

arttirmistir (210). MEG3, Rb iizerindeki etkilerini dogrudan Rb fosforilasyonunun
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modiilasyonuyla veya dolayli olarak Rb ifadesini arttiran p16™~**’mn indiiklenmesiyle
gerceklestirir (Sekil 2.8) (211). Ayrica, MEG3’iin PRC2 kompleksi ile agikca etkilesimi
vardir. Bu etkilesim, TGF-B (Transforming Growth Factor-f) yolagindaki genlerin
ifadesinin dlizenlenmesine katkida bulunur. ChOP (Chromatin Oligo Affinity
Prespitation ) yontemiyle, bir dizi TGF-f yolagi geni ile MEG3 arasinda dogrudan
etkilesimlerin oldugunu gostermistir. Buna ilave olarak daha ilerki ¢aligmalarda, GA-
zengini dizilerin, bu hedef dizilere IncRNA MEG3 tasmimint kolaylagtirdigini
gostermistir (202).

MEGS3 i¢in One siiriilen tiimor baskilayici rolii ile uyumlu olarak, bir¢ok ¢aligmada ayni
kokene sahip normal dokularla karsilastirildiginda, bu IncRNA’nin tiimér dokularinda
down regiile oldugu bildirilmistir (Tablo 2.1). MEG3’iin asir1 ekspresyonu, akciger
kanseri (210), yassi epitel hiicreli karsinom (212), gastrointestinal kanser (213) ve benzeri
birgok kanser hiicre dizisinde hiicre cogalmasini durdurmus ve apoptozisi indiiklemistir.
Kanitlarin aksine, Wang ve ark. bir insan osteoblast hiicre hattina kiyasla osteosarkom
hiicre hattinda MEG3'in asir1 ekspresyonunu gostermistir. Bu IncRNA’nin yikilmasi,
miR-127 ekspresyonunu modiile ederek hiicrelerin bilylimesini ve metastazini inhibe
etmis ve osteosarkom hiicre hattinda apoptozisi indiiklemistir (214). Bununla birlikte,
osteosarkom hiicre hatlarinda ve klinik 6rneklerle yapilan diger ¢aligmalar, s6z konusu
calismanin sonuglarint dogrulamamistir (215-217). Yakin zamanda yapilan bir pilot
calismada ise, KRK hastalarindan elde edilen plazma ornekleri kanserli olmayan

kontrollere gore daha yiiksek MEG3 seviyeleri gostermistir (218).
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Tablo 2.2. MEG3 geninin ¢esitli kanser tiirlerindeki ifade diizeyi.

Kanser Tiirii  ifade Motifi Hedefleri/Diizenleyicileri Sinyal Yolagi Referans
Mesane Kanseri Azalan pS53, MMP2, MMP9, Kaspaz-3, bax - (219)
Akciger Kanseri Azalan Skp2, p27, miR-3163 - (210)

GRP78, IRE1, PERK, ATF6, CHOP

Meme Kanseri Azalan Kaspaz-3, NF-kB, p33 NF-«B ve p53 (220)

Mide Kanseri Azalan p53 - (213)

Kolon Kanseri Azalan Clusterin Vitamin D 221

Siklin E1, CDK1, Siklin D1, CDK4
p38/ERK/AKT
Pank Kaspaz-3, Kaspaz-9,Bcl-2,miR-183,
anxreas Azalan ve Wnt/p-Catenin (222)
Kanseri BRI3
Serviks Kanseri Azalan Racl Racl (223)
Prostat Kanseri Azalan Bcl-2, Bax, Kaspaz 3, Siklin D1 - (224)
Notchl, Hes1,TGF-B, N- Kaderin
Azalan E-Kaderin, miR-664a - (215, 217)
Osteosarkoma
Artan miR-127, ZEB1 JNK ve Wnt (214)
Retinoblastoma Azalan - Wnt/B-catenin (225)
Sirt7, Bax, caspase-3/-9, Beclin- 1
. PI3K/AKT ve
Glioma Azalan p62, LC3-II/LC3-1 mTOR (226)
Losemi Azalan miR-147, DNMT1, JAK2, TYK2 JAK/STAT (227)

STAT3, HDAC1, DNMT3B, MBD2,
MECP2
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2.5.2. LncRNA MEG3’iin Diagnostik ve Prognostik Onemi

Son yillarda yapilan ¢alismalar GASS, p21, H19, HOTAIR ve PTENP1 gibi bazi
IncRNA’larin hiicre proliferasyonunu, invazyonu ve metastaz1 etkileyerek timor
baskilamasinda rol oynayabilecegini One stirmektedir (228-233). Ayrica, bazi
IncRNA’larin ifadesi kanserde kemoterapinin etkinligi ile iliskilidir (234-236). Bu
nedenle, bazi IncRNA’lar kanser tedavisi i¢in potansiyel terap6tik hedef olmanin yan

sira kanserlerin tan1 ve prognozu i¢in de biyo-belirtecler olarak kullanilabilir (166, 237-

240).

MEG3, bir¢ok normal dokuda eksprese eden bir IncRNA’dir. Bununla birlikte, bir¢ok
insan timoriinde ve tiimor kokenli hiicre hatlarinda siklikla kaybolur veya mutasyona
ugrar ya da ifadesi azalir (198, 237, 241). MEG3 ifadesinin normal haline dondiiriilmesi
tiimor hiicresinin proliferasyonunu inhibe eder ve hiicrede apoptozisin yani1 sira otofajiyi
indiikler (215, 242, 243). Bu bulgular, MEG3'iin tiimor baskilayict aktiviteye sahip olan
IncRNA’lardan biri oldugunu diisiindiirmektedir (17).

2.5.2.1. LncRNA MEG3’iin ifade Diizeyi ile Kanser Arasindaki iliski

Beyin, adrenal bez, plasenta, testis, yumurtalik, pankreas, dalak, meme bezi ve karaciger
dahil olmak {tizere cesitli dokularda bol miktarda MEG3 ifadesi oldugu gdsterilmistir
(198). Son c¢alismalar ¢esitli primer insan kanserlerinde MEG3 seviyelerinin diistiigiinii
gdstermistir (Tablo 2.1). Ornegin akciger kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, mide
kanseri, osteosarkoma ve gliomada MEG3 ekspresyon seviyesi azalmaktadir. Yapilan
calismalarda MEG3 delesyonunun genellikle daha agresif kanserlerle iliskili oldugu ve
MEG3 seviyesinin meninjiyomlarda tiimor derecesi ve prognozla iligkili oldugunu

bildirilmistir (198).

Yin ve ark., 62 kolorektal kanser vakasini analiz etmis ve diisiik MEG3 seviyesinin daha
diisiik patolojik derece, daha derin tiimdr invazyonu ve ileri TNM (tiimor digiimi
metastazi) evresi ile iligkili oldugunu gostermistir (20). Li ve ark., invaziv NFPA’larda
invaziv olmayan NFPA’lara kiyasla MEG3 ekspresyon diizeyinin anlaml1 derecede diisiik

oldugunu bildirmislerdir (244).
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Sun ve ark., ifade seviyesi diisgen MEG3'iin kotii prognoz ile iliskili oldugunu ve mide
kanserinde hiicre proliferasyonunu destekledigini bildirmistir (245). Bu bulgular, MEG3
seviyesinin sadece kanser gelisimine katkida bulunmadigini, ayn1 zamanda kanserin
patolojik derecesi ve kanser hastalarinin prognozu ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Son zamanlardaki meta-analiz ¢aligmalar1 ayrica MEG3 seviyesinin kanser evreleri ve

sag kalim sonuglari ile iligkisini de gostermektedir (237).

2.5.2.2. MEGS3 Hiicre Proliferasyonunu Baskilar ve Apoptozisi Indiikler

MEG3'iin in-vivo iglevini incelemek i¢in birkag Meg3 nakavt (KO) fare modeli
kullanilmistir. Zhou ve ark. ilk bes eksonu ve Meg3 promotoriiniin kiiciik bir kismin
iceren 5 kb genomik bdlgenin delesyonuna sahip olan fare modeli olusturmuglardir (246).
Paternal alel delesyonuna sahip fareler canli ve normaldir. Bununla birlikte, maternal allel
delesyonu sonucunda farelerde major iskelet kas1 defekti meydana geldigi i¢in dogumdan
hemen sonrasinda fareler 6lmiistiir. Ayrica bu farelerde hem Meg3 hem de Meg3’iin akis
asagisindaki Meg8 geninin ifadesi kayiptir. Takahashi ve dig. MEG3-DMR ve Meg3
geninin ilk bes ekzonunu igeren genomun 10 kb’lik bdlgesini delesyona ugratarak baska
bir Meg3 KO fare modeli olusturmustur; maternal alelde delesyonu olan fareler
dogumdan 4 hafta sonra 6lmiistiir (247). Sasirtict bir sekilde, homozigot delesyonu olan
fareler hayatta kalarak saglikli bir yetiskin olmuslardir (247). Takahashi’nin KO
farelerinde IG-DMR’nin metilasyon durumu etkilenmemis (247), ancak Zhou’nun KO
farelerinde 1G-DMR boélgesi hipermetillenmistir (246). Bu, MEG3-DMR’nin IG-
DMR ’nin metilasyon durumunu etkileyebilecegini ve Meg3-DMR delesyonundan sonra
IG-DMR’nin metile olacagimi gostermektedir. Bu nedenle, Meg3-DMR’nin olast
islevlerinden biri, akis asagisindaki MEG’lerin ifadelenmesine izin veren IG-DMR
bolgesindeki aktif (metillenmemis) durumun muhafaza edilmesidir. Gordon ve ark.
tirettikleri Meg3 KO fare modelinde, Meg3’den yoksun embriyolarda beyin mikrodamar
olusumunda artis oldugunu gdstermiglerdir. Bu bulgu MEG3’iin anjiyogenez yolagindaki

genlerin aktivitelerini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (246, 248).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltira

Cesitli hiicre hatlarinda CDKN2A ve MEG3 geninin ifade diizeylerini belirleyebilmek

amactyla Gaziantep Universitesi Tibbi Biyoloji AD’nin azot tankindan alinan hiicrelerin,

optimal biiylime kosullarinin saglanmasi ve kiiltiire edilmesi i¢in ATCC (ATCC,

Teddington, UK)’nin her bir hiicre i¢in 6nerdigi protokoller takip edilmistir. Caligmada

kullanilan hiicre hatlar1 ve her bir hiicre hatti i¢cin kullanilan besiyerleri, Fetal Sigir

Serumu (FBS) (Sigma, Deisenhofen, Almanya) ve antibiyotik oranlari Tablo 3.1°de

verilmigtir. Tiim hiicreler CO; oran1 %5, nem orani1 %95 ve 37°C sicakliktaki inkiibatorde

kiltiire edilmistir.

Tablo 3.1. Her bir hiicre i¢in ¢alismada tercih edilen besiyeri ¢esidi, FBS ve antibiyotik

oranlari.
Hiicre Ad1 Kokeni Besiyeri FBS Oram g:;il:)liyotik
HGC 27 Mide kanseri DMEM %10 %1
HE-LA Serviks kanseri DMEM %10 %1
HL-60 Losemi RPMI %10 %1
PANCI Pankreas kanseri DMEM %10 %1
HUV-EC-C Gobek kordonu RPMI %10 %1
A-172 Glioblastoma DMEM %10 %1
BEAS-2B Akciger, brons RPMI %10 %1
A549 Akciger kanseri RPMI %10 %1
Nthy-ori 3-1 Tiroid foliiler epitel RPMI %10 %1
B-CPAP Tiroid karsinom RPMI %10 %1
CAL-29 Mesane kanseri DMEM %10 %1
LNCaP Prostat kanseri RPMI %10 %1
DU 145 Prostat kanseri RPMI %10 %1
PNTIA Normal prostat RPMI %10 %1
PC-3 Prostat kanseri RPMI %10 %1
DLD-1 Kolorektal kanser DMEM %10 %1
HT-29 Kolorektal kanser DMEM %10 %1
HCT-116 Kolorektal kanser DMEM %10 %1
HCC-1500 Meme kanseri RPMI %10 %1
hTERT-HME1 Normal meme bezi RPMI %10 %1
MCEF-7 Meme kanseri DMEM %10 %1
SK-BR-3 Meme kanseri DMEM %10 %1
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MDA-MB-231 Meme kanseri DMEM %10 %1

2-A Fetal bobrek RPMI %10 %1
HEK-293 Embriyonik bdbrek DMEM %10 %1
Hep G2 Hepatoseliiler karsinom DMEM %10 %1
SNU-423 Hepatoseliiler karsinom DMEM %10 %1
hFOB 1.19 Osteoblast pams 2 w0 %1
OST-7 Osteosarkoma DMEM %10 %1
U-20S Osteosarkoma DMEM %10 %1

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Thermo Scientific, California, USA) RPMI: Roswell Park
Memorial Institute 1640 Medium (Sigma, Deisenhofen, Almanya) Antibiyotik: Penisilin/Streptomisin
(Sigma, Deisenhofen, Almanya)

3.1.1. Hiicre Sayim

Hiicreleri saymak icin hiicre sayim cihazi (EVE™ Automated Cell Counter)
kullanilmigtir. Hiicreler %0.25 Tripsin-EDTA (Sigma, Deisenhofen, Almanya) ile
kaldirilip santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda siispanse edilerek Tripan mavisi boyasi ile
1:1 oranda karistirilarak hiicre sayim aparatina koyularak cihazda okumasi yapilmstir.
Bu test ile canli hiicreler, zar biitiinliigli bozulmamis oldugundan Tripan mavisi boyasint
icerisine alamayacagi icin kolayca tespit edilmektedir. Olii hiicrelerin sitoplazmalar1 mavi

olarak gdriinmektedir.

3.1.2. Hiicre Pasaji

Calismada kullanilan HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinin koloni, plazmid
transfeksiyonu, MTT ve yara iyilesme deneylerinde kullanilincaya kadar pasajlarinin
devam ettirilmesi i¢in T25’lik ve T75’lik flasklar kullanilmistir. T25°1ik flasklarda %100
yogunluga erisen hiicreler, 2 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Sigma,
Deisenhofen, Almanya) ¢ozeltisiyle dikkatlice yikanmigtir. Daha sonra hiicrelerin iizerine
3 dk boyunca 37°C’lik sicaklikta 2 ml %0.25 Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenerek inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari1 mikroskop altinda kontrollii sekilde
gbzlemlenmis, tamamen yiizeyden ayrildiklarinda Tripsin aktivitesini sonlandirmak
amactyla 6 ml %10 FBS iceren DMEM eklenmistir. Serolojik pipet yardimiyla flasktaki
hiicre ¢ozeltisi dikkatlice toplanarak 50 ml’lik falkon tiipe aktarilmistir. Hiicre ¢ozeltisi
4000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir. Coken hiicreler 1:3 oraninda
seyreltilerek T25’lik flasklara veya 1:2 oraninda seyreltilerek T75’lik flasklara tekrardan

ekilmistir.
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3.2. MEGS3 Genine Uygun Plazmid Secilmesi

Addgene Deposit Plasmids plazmid veri taban1 kullanilarak, ¢calismamiza uygun MEG3
plazmidleri secilmistir (249). Bos plazmid (pMIG), MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b
(MEG3 izoformu), calismada kullanilmak {izere Addgene (Addgene, Watertown,
USA)’den temin edilmistir. Tiim plazmidler agara goémiilii halde satin alinmigtir.
Calismada kullandigimiz plazmidlerin gen haritalar1 Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4°de verilmistir.

(6481) PfIMI

(a7 s BmgBI (79)
(6422 .. 6441) IRES-F Ncol (121)
(6391) Dralll \ BstXl (122)
(6367) Aarl e .
(6344) BsaAl - Pmll "\ it om—
(6195 .. 6212) IRES reverse __ _ \ J I _-BtgZl (244)
g fi Jol T _EXFP-R (420 .. 448)

(6179) Avrll —__ ML $
(6145) Apal — T~ ~ \ il P EGFP-C (776 ..797)
(6141) PspOMI —— -

Pacl (851)
(6027) EcoRI Stul (886)
(6023) Hpal — Sall (926)
(6015) PaeR71 - Xhol — ~~ _ Accl (927)

(6009) Bglll -

(5970 .. 5986) pBABE 5’ —_
{5932 .. 5954) pLXSN 5' ~

(5815) SexAl *°
(5687) BStENl

{5324) Eagl
(5260) Spel

~—__—BspDI -Clal (947)

" BspQl - Sapl (1869)
TS L4440 (1875 .. 1892)

(4421) SgrAl
(4379 .. 4398) pBRrevBam =
(4273) sphl
(4229 .. 4251) M13/pUC Forward ~

" pBR3220ri-F (2126 .. 2145)

(4049) Ndel ;
(4016 .. 4035) pRS-marker / / /
(3894 .. 3916) pGEX3' / 7
(3838 .. 3856) pBRforEco /,/
(3428 .. 3447) Amp-R Scal (3358)

Sekil 3.1. Bos plazmidin gen haritast.

Calismada bos plazmid olarak, pMIG plazmidi kullanilmigtir. Plazmidin aktarildigt
bakteri sugu Stbl3’tiir. Plazmidin omurga biiyiikliigii 6492 b¢ uzunlukta olup, Ampisilin
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diren¢ geni ve IRES-GFP (Yesil Floresan Proteini) fiizyon geni bulundurmaktadir.
(Addgene Deposit Plasmids).

(96) BsrGl Spel (152)
(4987 .. 5006) pBR3220ri-F {

SnaBl (493)
Ncol (513)

CMV-F (672 .. 692)
/ LNCX (718 ..742)
J / Ecos3KI (719)
< — Sacl (721)

— Pstl (830)
— BfuAl - BspMI (844)

_ pMT2-F (972 ..991)

Nhel (1052)
_~— Bmtl (1056)
—— Sall (1098)
| PfIFI - Tth111l (1108)

(4107) NmeAlll

—— Xeml (1197)

I~ Pasi (1217)

pCI-MEG3-del5 Sphl (1243)
5159 bp

__— Bcll* (1394)

~ BseRI (1402)
(3685 .. 3704) Amp-R —

—— Pmll (1643)
. PSpOMI (1710)
—_Apal (1714)
PshAl (1729)
PfIMI* (1786)
Kfll (1821)
Bsgl (1857)
.\ Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (1916)
| BmeT110l (1917)
Smal (1918)

(3276 .. 3294) pBRforEco
(3216 .. 3238) pGEX 3'
(3097 .. 3116) pRS-marker
~~ Eagl - Notl (2251)

. EBV-rev (2284 ..2303)
SV40pA-R (2338 ..2357)

Hpal (2394)

(2872 .. 2893) Flori-F ~
(2808) Dralll ‘

(2702) Nael Mfel (2403)

(2200)"NgoMIV BspDI - Clal (2489)
(2662 .. 2681) Flori-R BsaBl* (2495)

Sekil 3.2. MEG3-del5 plazmidinin gen haritasi.

MEG3-del5 plazmidi MEG3 geninin 1200 bg’lik kismini igerir. Bu plazmid, MEG3’iin
ilk 450 bazlik kisminin delesyona ugratilmasiyla elde edilmistir. Plazmidin omurga
biiylikliigii 4006 b¢ uzunlukta olup, rekombinant plazmid uzunlugu 5159 bg’dir.
Amphisilin diren¢ geni bulundurmaktadir. (Addgene Deposit Plasmids).
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(96) BsrGl Spel (152)
{5441 .. 5460) pBR322ori-F

\ | SnaBl (493)
Ncol (513)
CMV-F (672 .. 692)
[ LNCX (718..742)
| | _Ecos3ki (719)
<"— — Sacl (721)

_— Pstl (830)
pMT2-F (972..991)

PaeR71 - Xhol (1058)
EcoRI (1063)
BssHII (1080)
Kasl (1128)
~ Narl (1129)
Sfol (1130)
PluTl (1132)
Blpl (1221)

(4561) NmeAlll

pCI-MEG3
5613 bp

— Pvull (1374)
(4139 .. 4158) Amp-R —

— Aarl (1511)
Sall (1552)

—~— Pasl (1671)
~ Sphl (1697)

(3730 .. 3748) pBRforEco ~ Bcll* (1848)

(3670 .. 3692) pGEX 3'

(3551 .. 3570) pRS-marker T Pmll (2097)

PspOMI (2164)
Apal (2168)
PshAl (2183)
PfIMI* (2240)

5
(3326 .. 3347) Flori-F ———

(3262) Drall —
(3156) Nael —

Kfll (2275)
(3154) NgoMIV Bsgl (2311)
(3116 .. 3135) Flori-R \
4 | |
(2949) BsaBl* / ¥
o ésle i | g‘ Eagl - Notl (2705)
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Sekil 3.3. MEG3 plazmidinin gen haritasi.

Bu ¢aligmada MEG3 geninin memeli hiicrelerindeki kopya sayisini arttirmak amactyla
pCI-MEG3 rekombinat plazmidi kullanilmigtir. MEG3 rekombinat plazmidi, MEG3
geninin 1600 bg¢’lik  kismmi  igerir. Plazmidin  aktarildigi  bakteri susu
DHS5alpha’tiir.Plazmidin omurga biiyiikliigii 4006 bg¢ uzunlukta olup, rekombinant

plazmid uzunlugu 5613 bg¢’dir. Amphisilin direng geni bulundurmaktadir. (Addgene
Deposit Plasmids).
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Sekil 3.4. MEG3b plazmidinin gen haritasi.

pCI-MEG3b plazmidi, MEG3’lin izoformunun 1586 baz’lik kismini icermektedir.
Plazmidin aktarildig1 bakteri susu DH5alpha’tiir. Plazmidin omurga biiyiikligii 4006 bg

uzunlukta olup, rekombinant plazmid uzunlugu 5565 bg¢’dir. Amphisilin diren¢ geni
bulundurmaktadir. (Addgene Deposit Plasmids).
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3.3. Bakteri EKimi ve Plazmid Cogaltilmasi

3.3.1. LB Agar Besiyeri Hazirlanmasi ve Bakteri Ekimi

12 g agar-agar (Cat: 05039) (Sigma, Deisenhofen, Almanya) ve 25 g LB Broth (Cat:
1.10285) (Sigma, Deisenhofen, Almanya) tartilarak 1 litre suda ¢6zdiirtildii ve 121 °C ve
1 atm basing altinda otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 55-60 °C’ye kadar
sogumas1 beklendikten sonra 100 ul, 100 ug/ul ampisilin eklenerek karistirildi. Agarlt
besiyeri karigimi petrilere dokiildi. Soguyup katilasan agarli besiyerleri ilerleyen

asamalarda kullanilmak iizere, 4 C’de saklandi.

MEG3 geninin ifade seviyesini arttirabilmek icin MEG3 plazmiti tastyan, transforme
bakteriler satin alindi. Agara gomiilii halde elimize ulasan transforme hiicrelerden saf
kiiltiir elde edilmek icin, agarl besiyerlerine 6ze yardimiyla ekim yapildi. Ekim yapilan
agarli besiyerleri 24-72 saat 37 °C’de saf koloniler olusuncaya kadar inkiibasyona
birakildu.

3.3.2. Sivi Besiyeri Hazirlanmasi ve Bakteri Ekimi

25 g LB Broth tartilarak 1 litre suda ¢ozdiriilerek 121 °C ve 1 atm basing altinda
otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 55-60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 100

ug/ul ampisilin eklenerek karistirildi. Hazirlanan karigim plazmid ¢ogaltiminda

kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi.

Petrilere saf kiiltiir ekimi yapilan tekli koloniler, bek alevi etrafinda 6ze yardimiyla
alinarak, 15 ml’lik falcon tiiplerdeki sivi besiyerlerine ekildi. Ekim sonrasinda sivi

besiyerleri 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde gece boyu inkiibasyona birakildi.

3.4. Bakteri Stogu Hazirlanmasi ve Saklanmasi

S1v1 besiyerinde gece boyunca ¢ogaltilan koloniler daha sonra kullanmak iizere her
plazmid izolasyonu 6ncesinde stoklanarak -80 °C’de saklanmak iizere stoklanmistir.
Addgene’den temin edilen bakteri kiiltiirlerinin korunmasi amaciyla asagidaki protokol

izlenmistir.
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3.5.

Saf gliserolden 1:1 oraninda gliserol: dH,O olacak sekilde gliserol ¢ozeltisi
hazirlanir.

Bakteri biiylimesini takiben sivi besiyeri tiiplerinin agiz kisimlar1 alevden
gegirilir.

Tiiplerden dikkatli sekilde 500 pl kiiltiir sispansiyonu alinarak, 2 ml’lik ependorf
tiip icerisine konulur.

%350 oranindaki gliserol ¢ozeltisinden 500 pl alinarak kiiltiir karisimina yavasga
eklenir ve nazikce karistirlir.

Gliserol ve bakteri kiiltiiriiniin homojen sekilde karistigindan emin oluktan sonra

stoklar beklemeden 80 °C’ye kaldirilir.

Plazmid izolasyonu

Calismada kullanilan kontrol (pMIG), MEG3-Del5, MEG3 ve MEG3b plazmitleri sivi

besiyeride gece boyu inkiibe edildikten sonra koloniler, besiyeri bulaniklastiktan sonra

bek alevinin etrafinda dikkatli sekilde 1.5-5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Plazmid
DNA’y1 saflagtirmak i¢in Biobasic EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps Kit
(Cat: BS4139) (Biobasic, Markham, Kanada) kullanildi. Plazmid saflastirilmasi i¢in

asagida verilen protokol izlenmistir.

Ependorf tiiplere aktarilan besiyerleri 2 dakika boyunca 12.000 rpm'de
santrifiijlenir. S1vi kisim tamamen uzaklastirlir.

Geride kalan pelete 100ul Soliisyon I eklenip, iyice karistirilir ve 1 dakika oda
sicakliginda bekletilir.

Elde edilen karisima 1pl VisualLyse eklenir (Bu asama istege baglidir).
Karigima 200ul Soliisyon II eklenir ve tiip 4-6 defa alt st edilerek hafifce
karistirilir. Sonrasinda 1 dakika boyunca oda sicakliginda tutulur. Genomik DNA
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in vorteksten kaginilmalidir.

VisualLyse eklenmigse, Soliisyon II’nin eklenmesinden sonra ¢ozelti maviye
donecektir. Homojen mavi renkteki siispansiyon da gozlemlenmelidir.
Siispansiyon diizensiz mavi renk veya beyaz / kahverengimsi hiicre kiimeleri

iceriyorsa, dikkatlice karigtirmaya devam edilir.
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e 350ul Soliisyon III eklenir ve yavasga karistirilir. Oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edilir. Inkiibasyonu takiben kabarik beyaz bir madde olusur. Olusan lizat
daha az viskoz hale gelmelidir. VisualLyse eklenmigsse, tiim mavi renk gidene
kadar ve lizat renksiz hale gelinceye dek siispansiyon karistirilmalidir.

* 12,000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenir.

* Santrifiij sonrasinda siipernatant EZ-10 kolonuna aktarilir. 10,000 rpm’de 2
dakika santrifiijlenir.

* Tiipilin altindaki s1v1 kisim bosaltildiktan sonra kolona 750 pl yikama soliisyonu
eklenir ve 2 dakika boyunca 10,000 rpm’de santrifiijlenir.

* Yikama prosediiriinii tekrarlanir.

e Santrifiijden sonra kolonun altindaki siv1 atilir.

* Kolondaki fazla sivinin uzaklastirilmasi i¢in ilave olarak 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenir.

* Kolon temiz bir 1.5 mI’lik ependorf tiipe aktarilir. Kolonun orta kismina 50 pl
elisyon tamponu eklenir ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir. 10.000 rpm'de
2 dakika santrifiijlenir.

* Elde edilen s1v1 kisim saflastirilmis DNA’y1 icerir. Kalite tayini i¢in NanoDrop’ta
saflik 6l¢timii yapildiktan sonra -20 °C’de saklanur.

3.6. Hiicre Hatlarina Plazmid Verilmesi

Transfeksiyondan 18 ila 24 saat 6nce, HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar1 uygun kiiltiir
kosullarinda 12 kuyulu kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler transfeksiyon sirasinda %70 ila
%90 yogunluga erisene kadar 37 °C sicakliktaki CO, inkiibatoriinde inkiibasyona
birakildi. Transfeksiyon i¢in DNAfectin'™ Plus Transfeksiyon Reagent (ABM Good,

Kanada) protokolil izlenmistir. Transfeksiyon protokolii asagida verilmistir:

- 200 pl serumsuz, antibiyotik igermeyen besiyerine 2.0 pg DNA eklenir (Soliisyon
A).

- DNAfectin™ Plus, kullanmadan 6nce oda sicakligina getirilir ve hafifce
vortekslenir.

- Soliisyon A’ya 6 ul DNAfectin™ Plus eklenir.

- Cozeltiyi tamamen homojenize etmek icin birkag¢ kez yavasca pipetaj yapilir.
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3.7.

DNAfectin™ Plus-DNA kompleksi olusturmak icin oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edilir. Olusan kompleks oda sicakliginda 3-5 saat stabil kalabilir.
DNAfectin™ Plus-DNA kompleksi kiiltiir kabmin farkli bolgelerine yavasca
damla damla aktarilir. Kompleksin esit olarak dagilmasi icin kiiltiir kab1 yavasga
ileri-geri ve saga-sola sallanir.

Transfekte edilen hiicreler 12-16 saat boyunca uygun kosullarda inkiibe edilir.
DNAfectin™ Plus ile transfeksiyonun ardindan kiiltiir ortaminin degisimi gerekli
degildir. Ancak hassas hiicre hatlar1 igin kiiltlir ortam1 transfeksiyondan sonraki
6-24 saat arasinda degistirilebilir.

llgili yontemler kullamlarak transfeksiyondan sonraki 24-72 saat siiresince

transfeksiyon verimliligi izlenir.

Total RNA Izolasyonu

Transfeksiyondan 6nce Tablo 3.1°de verilen hiicre hatlariin tamami gen ekspresyon

diizeyi ol¢timiinde kullanilmak iizere, uygun kosullarda cogaltildiktan sonra Tripsin-

EDTA c¢ozeltisi kullanilarak kaldirilmigtir. HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar1 da uygun

kosullarda ¢ogaltilip plazmid ile transfekte edildikten sonra, Tripsin-EDTA c¢ozeltisi
kullanilarak kaldirilmigtir. Roche High Pure RNA izolasyon kiti (Cat : 11828665001)

(Roche, Mannheim, Almanya) kullanilarak agagidaki yontemle Tripsin-EDTA ¢ozeltisi

kullanilarak kaldirilmis tiim hiicrelerden RNA eldesi yapilmigtir.

1-

Hiicre kiiltiiriinden uygun yontemlerle elde edilen siispanse hiicreler 8,000 x g’de
5 dk boyunca santrifiijlenir, list faz uzaklastirilir.

Peletin tizerine 200 pl PBS eklenerek iyice karistirildiktan sonra {izerine 400 pl
Lysis / Binding Buffer eklenerek 15 s vortekslenir.

Filtreli tliplerin alt kismina toplama tiipleri (Collection Tube ) takilir ve 6rnekler
filtreli tiipe tek seferde en fazla 700 pl 6rnek olacak sekilde eklenir.

8,000 x g 15 saniye santrifiijlenerek, toplama tiipleri yenisiyle degistirilir.

Her bir 6rnek i¢in 10 ul DNAse ve 90 ul DNAse incubation buffer karigimi toplam
100 pl olacak sekilde eklenir.

30 dakika oda sicakliginda (+15 ile +25°C) bekletilir.

500 pl Wash Buffer I ilave edilir.

8,000 x g’de 15 saniye santrifiijlenerek, toplama tiipleri yenisiyle degistirilir.
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9- 500 ul Wash Buffer II ilave edilir.

10- 8,000 x g’de 15 saniye santrifiijlenerek, toplama tiipleri degistirilir.

11- 200 pl Wash Buffer II ilave edilip, 2 dakika en yiiksek devirde santrifiijlenir.

12- Filtreli tlip temiz 1.5 mI’lik kapakli tiiplere alinir.

13- Filtrenin {izerine 50 pl elution buffer eklenerek, 1 dakika 8,000 rpm’de
santrifiijlenir.

14- Santrifiij sonrasi kapakli tiipler RNA igermektedir.

15-Elde edilen RNA kiiciik miktarlarda tliplere bdliinerek, kullanacagimiz vakte
kadar —80°C’de saklanir.

3.8. [Elde Edilen RNA’larin Kalite ve Miktar Tayini

CDKN2A ve MEG3 genlerinin saglikli insan dokularindaki ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilmak {izere Doku Paneli RNA’lar1 (Cat. No: 636643, Human
Total RNA Master Panel II, Clontech Laboratories) ticari olarak temin edilmistir.
CDKN2A ve MEG3 genlerinin ¢esitli hiicre hatlarindaki ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilmak iizere elde edilen hiicre hattt RNA’larinin; transfekte edilmis
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindan elde edilen RNA’larin; ve ticari olarak temin edilen
doku RNA’larinin deneyde kullanilmaya elverisli olup olmadigini tayin edebilmek icin
RNA konsantrasyonu ve kalite tayini i¢in spektrofotometrik Olciim yOntemi
kullanilmistir. Bu yoéntem i¢in NanoDrop ND-1000™ (Thermo Scientific, US)

kullanilarak nicel 6l¢iim yapilmistir.

3.9. c¢DNA Sentezi

Calismada kullanilan RNA’lardan ¢cDNA eldesi i¢in Revert Aid First Strand DNA kit
(Cat: K1621) (Thermo Scientific, California, USA) kullanilmistir. Tablo 3.2’deki
miktarlar kullanilarak; doku, hiicre hatlar1 ve transfekte edilmis HCT-116 ve HT-29 hiicre
hatlarindan elde edilen kalip RNA ve primer PCR tiipline konulduktan sonra toplam

hacim su ile 12 pl’ye tamamlanmustir.
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Tablo 3.2. Tek sarmal cDNA eldesi i¢in bilesenler ve miktarlar

Bilesen Miktar

Kalip RNA Hiicre soylarindan elde edilen RNA 0.1 ng - 5 pg arasi
Primer Random Hexamer Primer 1wl

Su 12 pl’ye tamamlanir.

Elde edilen karigim Sensoquest PCR cihazi kullanilarak, 5 dk 65 °C’de bekletilmis ve

hemen ardindan buz {izerine alinarak sirasiyla Tablo 3.3’e gore PCR tiipline ekleme

yapilmigtir.

Tablo 3.3. cDNA eldesi
Bilesen Miktar
5x Reaction Buffer 4 ul
Ribolock RNase Inhibitor Il
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT 1ul

PCR karigimi yeniden cihaza konularak 6nce 5 dakika 25 °C’de sonra 60 dakika 42 °C’de
bekletilerek reaksiyon gerceklestirilmigtir.

3.10. Elde Edilen cDNA’larin Kalite ve Miktar Tayini

Doku, hiicre hatlar1 ve transfekte edilmis HCT-116 ve HT-29 hiicre hatti RNA’larindan
elde edilen cDNA’larin, deneyde kullanilmaya elverisli olup olmadigini tayin edebilmek
icin cDNA konsantrasyonu ve kalite tayini icin spektrofotometrik ol¢lim yontemi
kullanilmistir. Bu yéntem i¢in NanoDrop ND-1000™ (Thermo Scientific, US)
kullanilarak nicel 6l¢iim yapilmistir. Olgiim sonrasi cDNA’larin konsantrasyonlar: Real

Time PCR’da kullanilmak tizere ddH,O ile 150 ng/ pl’e sulandirilmistir.
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3.11. Primer Tasarmm

Gen ifade seviyelerini belirlemek i¢in ilgili genlerin bazi bolgelerine 6zgiil primerler
tasarlanmistir. RNA izolasyonu sirasinda olas1t DNA kirliligini 6nlemek ve sadece RNA
transkriptini ¢ogaltmak i¢in primerler ekzon-ekzon baglanti bdlgelerine tasarlanmaistir.
Referans gen olarak Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) geni sec¢ilmistir.
Primerler NCBI veri tabanmi kullanilarak tasarlanmistir (250). Tasarimi yapilan
primerlerin forward ve reverse dizilimleri, iirlin boyutu ve baglanma sicakliklar1 Tablo

3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4. Calismada kullanilan genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in dizayn

edilen primer dizilimleri ve 6zellikleri.

GEN ADI iLERI TM  GERI ™ Baglanma
Sicakhig
CDKN2A CTCGTGCTGATGCTACTGAGGA 66.7 GGTCGGCGCAGTTGGGCTCC 73.1 66.7
CASC3 GGACTTGAGCAAGATGTGGCAC 66.7 AAACTGAGGTGGAGGTCCTGCT  68.5 66.7
RELA TGAACCGAAACTCTGGCAGCTG 68.1 CATCAGCTTGCGAAAAGGAGCC  67.2 67.2
AURKA  GCAACCAGTGTACCTCATCCTG 65.8 AAGTCTTCCAAAGCCCACTGCC 683 65.8
HUWEl  CGGCTTTTCCTGAAGAAGGGAC 66.3 GTTTCCAAAGGCTTCAGAGCAGC 67.3 66.3
TOP1 GAACAAGCAGCCCGAGGATGAT 67.8 TGCTGTAGCGTGATGGAGGCAT  69.2 67.8
VHL GACACACGATGGGCTTCTGGTT 67.9 ACAACCTGGAGGCATCGCTCTT  69.2 67.9
CCDNI  TCTACACCGACAACTCCATCCG 66.6 TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG 65.8 65.8
SIVA1 GCAGATGCTGATTGGACCAGAC 664 CTCGCTCACACTGACCGCAGA 69.3 66.4
EGRI AGCAGCACCTTCAACCCTCAGG 69.7 GAGTGGTTTGGCTGGGGTAACT  67.6 67.6
PCNA CAAGTAATGTCGATAAAGAGGAGG  69.7 GTGTCACCGTTGAAGAGAGTGG  65.8 65.8
SP1 ACGCTTCACACGTTCGGATGAG 69.7 TGACAGGTGGTCACTCCTCATG  66.7 66.7
RAFI TCAGGAATGAGGTGGCTGTTCTG 674 CTCGCACCACTGGGTCACAATT  68.1 67.4
TFDPI CACTTTGCCTCTCAGAACCAGC 66.5 CTTTCCTCTGCACCTTCTCGCA 67.6 66.5
KAT2B  GCACCATCTCAACGAAGACTGC 66.6 GTGTGGTTTCGTACCGAGGTAG  65.3 65.3
E2F1 GGACCTGGAAACTGACCATCAG 65.6 CAGTGAGGTCTCATAGCGTGAC  65.2 65.2
MAPK8  GACGCCTTATGTAGTGACTCGC 65.6 TCCTGGAAAGAGGATTTTGTGGC 66.1 65.6
P53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG 652 TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC  66.8 65.2
GAPDH  AGACCACAGTCCATGCCATCAC 67.6 GGTCCACCACCCTGTTGCTGT 70.0 67.6
MEG3 CCACTCCCAGTTCAATTACAGCTC 66.1 TAGTGCCCTCGTGAGGTGTAG 66.0 66.0
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3.12. Gen ifade analizi

Real Time PCR (qPCR) veya Eszamanli PCR teknolojisi DNA’nin ya da mRNA
orneklerinin ¢ogaltimini ve iiriinlerinin miktarini glivenilir bir sekilde tespit edebilen, son
yillarda popiiler olmus bir yontemdir. Real Time PCR, polimeraz zincir tepkimesi
teknolojisi i¢in 6nemli bir gelismedir. Bu teknik, hedef bir diziye hibridize olmasi i¢in
tasarlanmis bir oligoniikleotid probunun, diziye hibridizasyonunu miimkiin kilar. Taq
polimerazin 5' niikleaz aktivitesi, PCR esnasinda probun boliinmesine neden olarak,

hedef iirliniin amplifikasyonunu nicel olarak belirler (251).

CDKN2A hedef genleri ve MEG3 geninin, HCT 116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki ve
saglikli insan dokularindaki bazal seviyesini tespit edebilmek i¢in transfeksiyondan 6nce
Qiagene Rotor-Gene Q (Cat: 9001550) (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) Real Time
PCR cihazt kullanilarak qPCR yapilmistir. Bu genlerin ifade diizeylerini
degerlendirebilmek i¢in GAPDH geni, kullanilmigtir. qPCR’da kullanilan bilesenler ve
miktarlar1 Tablo 3.5, Tablo 3.6 ve Tablo 3.7°de, PCR kosullar1 Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.5. CDKN2A hedef genleri i¢in qPCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar1 (pl)
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 7,5
CDKN2A Hedef Primeri R 0,5
CDKN2A Hedef Primeri F 0,5

Su 4.5

Kalip 2
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Tablo 3.6. MEG3 geni i¢in qPCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar1 (pl)
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 7,5

MEG?3 Primeri R 0,5

MEG?3 Primeri F 0,5

Su 4.5

Kalip 2

Tablo 3.7. GAPDH geni i¢cin qPCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar1 (pl)
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 7,5

GAPDH F Primeri 0,5

GAPDH R Primeri 0,5

Su 4.5

Kalip 2

Tablo 3.8. qPCR dongii kosullari.

Adim Siire Sicaklik
Etkinlestirme Adimi 15 dk 95 °C
3-Adimh Doéngii:

Denatiirasyon 15s 94 °C
Baglanma 30s 55°C
Uzama 30s 70 °C
Dongii Sayisi 40 dongii
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Gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢im, Real Time PCR yontemi ile elde edilen
Ct degerleri kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir. Tiim genlerin ifade seviyelerini
belirlemek i¢in referans gen (hamarat, housekeeping gene) olarak GAPDH (Gliseraldehit
3-fosfat dehidrogenaz) kullanilmistir.

Real Time PCR sonuglarma istatistiksel analiz yapilirken 2™ formiilii kullanilmugtir

(252).

ACt = Hedef gen— Referans Gen

3.13. MTT Hiicre Canlihig: Testi

Hiicre proliferasyon analizleri i¢in MTT testi kullanildi. MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi ve
sitotoksisiteyi analiz etmeye yarar. Hiicredeki metabolik aktiviteye dayali olarak canli
hiicre miktar1 hakkinda fikir veren kolorimetrik bir 6l¢iim metodudur. Bu yontem
MTT nin hiicresel mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan yikilmasia dayanir. Canlt
hiicrelerde sar1 renkteki MTT aktif bigimde yikima ugrayarak mor renkteki bilesenlere
ayrigir. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi 500-600 nm dalga boylar1 arasinda
spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Canli hiicre sayis1 arttik¢a, mitokondriyal dehidrogenaz

aktivitesi ylikselmekte ve dlgiilen absorbans artmaktadir (253).

HCT-116 ve HT-29 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyuda 100.000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Her kuyuya 2 ml DMEM eklenerek hiicreler 24 saat siireyle uygun
kosullarda inkiibe edildi. 24 saatin sonunda yeterli yogunluga erisen hiicrelerin se¢ilen 4
kuyusuna kontrol, MEG3-Del5, MEG3 ve MEG3Db plazmitleri transfekte edildi. Segilen
bir kuyudaki hiicrelere herhangi bir plazmit transfeksiyonu yapilmadan kontrol grubu
olusturuldu ve 24 saat siireyle uygun kosullarda inkiibasyona birakildi. Hiicreler 24 saatin
sonunda tripsinle kaldirilarak sayildi. Her 24 kuyulu kiiltiir kaplarinin her kuyusuna
12.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat olmak iizere ti¢ farkli
zaman araliginda, 37°C sicaklikta %5 CO, igeren inkiibatore birakildi. MTT
konsantrasyonu %10 olacak sekilde RPMI igerisinde hazirlanarak 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilmis hiicrelerin, besiyerleri uzaklastirilarak 500 pl MTT eklendi. 4 saat uygun
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kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda MTT uzaklastirilarak kuyulara
500 pl asidik izoprapanol (mutlak izopropanolda hazirlanmis 0.04 M HCI (10 ml
izopropanolden 33 pl atilip yerine 33 uL HCI eklenerek hazirlanir) eklendi. Boyanin
homojenize olmasi i¢in pipetaj yapildi. Coziinen boya 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
aliarak 2 dk 5000 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda {ist fazdan 250 pl alinarak
96 kuyulu olgiim kaplarina eklendi. 570 nm dalga boyunda Thermo Scientific™
Multiscan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific, California, USA)
icerisine yerlestirilerek absorbans dl¢iimii yapildi. Deneyler 3’er kez tekrar edildi. Olgiim
sonrasi elde edilen OD degerleri GraphPad Prism 7.02 (San Diego, California) programi

kullanilarak grafige dontistlirtilmustiir.

3.14. Koloni Olusum Deneyleri

Koloni, 50 hiicreden olusan hiicre toplulugu olarak tanimlanir. Koloni olusum deneyi,
hiicrelerin neslinin devamliligini ne kadar saglayabildigi hakkinda yorum yapabilmemize
olanak veren bir deneydir. Bu deney esasinda hiicre popiilasyonundaki her bir hiicrenin
“limitsiz” olarak bolinme kapasitesini test etmektedir. Hiicre Kkiiltlirlinde iyonize
radyasyonun etkisini tespit etmek i¢in kullanilan bir yontem olmasina ragmen hedef
genlerin asir1 ifade edilmesi veya susturulmasmin hiicre hatlar1 iizerine etkisinin
aragtirilmasi i¢in de tercih edilmektedir. Kiiltlir kaplarina ekilen hiicrelerin yalnizca bir
kismu koloni iiretme kapasitesi gosterir. Koloni olusturma kapasitesinin dl¢iimiinde, tek
bir hiicreden en az 50 hiicrelik olusturabilme yetenegini test eder (254, 255). Bu

calismada 2 boyutlu koloni olusum deneyi yapilmstir.

HCT-116 ve HT-29 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyuda 100.000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Her kuyuya 2 ml DMEM eklenerek hiicreler 24 saat siireyle uygun
kosullarda inkiibe edildi. 24 saatin sonunda yeterli yogunluga erisen hiicrelerin secilen 4
kuyusuna kontrol, MEG3-Del5, MEG3 ve MEG3b plazmitleri transfekte edildi. Bir
kuyudaki hiicrelere herhangi bir plazmit transfeksiyonu yapilmadan kontrol grubu
olusturuldu. Olusturulan deney grubu hiicreleri 24 saat uygun kosullarda inkiibe
edildikten sonra tripsinle kaldirilarak sayildi. 6 kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyuda 1000
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin her 3 giinde bir besi yeri degimleri yapildi.
Hiicreler koloni olusturmaya baslayip, her kolonideki hiicre sayis1 50’yi gectikten sonra
(yaklasik 2 hafta sonra) besi yeri uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikandi. Sonrasinda, 1
ml %70’lik metanol eklenerek oda sicakliginda 5 dk boyunca hiicreler fikse edildi. 5 dk
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sonunda metanol uzaklastirildi ve 1 ml %1 kristal viyole eklenerek 15 dk oda sicakliginda
boyama i¢in bekletildi. Arka plandaki fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in musluk altinda
kuyular yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra koloniler 151k mikroskobu

altinda sayild1 ve goriintiileri alindu.

3.15. Migrasyonun Yara Iyilestirme Deneyi ile Tayini

Migrasyon, normal gelisimde, immiin cevapta ve kanser metastazi ve yangi gibi hastalik
stireclerinde 6nemli olan ve canli hiicrelerin anahtar bir 6zelligidir. Hiicre migrasyonunu
test eden yontemler kanser biyolojisi, immiinoloji, vaskiiler biyoloji, hiicre biyolojisi ve
gelisim biyolojisi gibi bircok biyomedikal arastirma alanlari i¢in kullanish ve 6nemlidir
(256). Hiicresel migrasyonu ¢alisma yollar1 arasinda en kolay ve ucuz olan yontem yara
iyilestirme deneyidir. Bu yontem, biitiin hiicre kiitlelerinin migrasyonunu 6lgmek i¢in
oldukca basit ve hizhidir. Dahasi, hiicrelerin migrasyon sirasindaki morfolojik
karakteristiklerinin incelenmesi ag¢isindan da kullanilabilir. Yara kapanmasi analizi
sonrasinda bir¢ok fenotip ortaya konulabilir. Zamana goére kapanan uzakligin dl¢tilmesi
ve bu uzakligin kontrollere gore kiyaslanmasi 6zgiil migrasyon degisikliklerini veya daha
once bilinmeyen sorunlu bir migrasyon fenotipini ortaya koyabilir. Ayrica, tek hiicre
lamellipodun olusumu, kuyruk geri ¢ekmesi ve hareket yonii hiicrelerde neyin sikintili
veya artmis oldugu hakkinda bilgi verebilir (257). Bu ¢alismada hiicre migrasyonunu
tayin edebilmek amaciyla yara iyilestirme yontemi kullanildi. Yara iyilestirme deneyi i¢in

asagida verilen protokol izlendi.

- HCT-116 ve HT-29 hiicreleri %0.25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile kaldirilir. Tripsin
aktivitesini durdurmak igin hiicrelerin iizerine 15 ml %10 FBS ve %1 Penisilin-
Streptomisin igeren DMEM besi yeri (biiyiime ¢ozeltisi) eklenerek 50 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarilir ve 4500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir.

- Ust faz uzaklastirildiktan sonra iizerine 10 ml biiyiime ¢ozeltisi eklenerek
homojenize edilir.

- Tripan mavisi kullanilarak hiicre sayim cihazi ile hiicre sayimi yapilir. 6 kuyulu
kiiltiir kaplarina, 24 saat sonra %80 yogunluga erisecek sekilde 1 x 10° hiicre
ekilir.

- Segilen kuyulara kontrol, MEG3-Del5, MEG3 ve MEG3b plazmitleri transfekte

edilir ve 24 saat boyunca uygun kosullarda inkiibasyona birakilir.
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- 100 pl’lik pipet ucu kullanilarak kiiltlir kaplarinin ortasindan yukaridan asagiya
dogru ¢izgi ¢ekilir. Kuyu ylizeyine zarar verebilecegi icin pipet ucuyla kiiltiir
kabina fazla kuvvet uygulamamaya dikkat edilir.

- Kiiltiir kaplan1 dikkatli bir sekilde HBSS ¢ozeltisi ile iki kez yikanir. Hiicre
kalintilarin1 uzaklastirmak icin kaplarin igindeki ¢ozelti aspire edilir. Kuyularin
altin1 6rtmek ve tutunmus hiicrelerin yiizeyden kopmasini dnlemek i¢in kuyu
duvarina oldukca hassas sekilde 2 ml besi yeri eklenir.

- Yaranin ortaya ¢ikmasi ve incelenmesinin ardindan ilk resim c¢ekilir ve kiiltiir
kaplar inkiibatore yerlestirilir.

- 24 saatlik zaman araliklarinda inkiibatdrden alinan kiiltiir kaplarinin i¢indeki
cozelti uzaklastirilip mikroskop altinda goriintii alinir ve yara kapanma siireci

gozlenir.

Gortlintlilenen resimlerde bosluklar arasindaki uzunluk Image J (National Instuties of

Health, Maryland, USA) programi kullanilarak dl¢iilmiistiir.

3.16. Biyoinformatik Analizler ve CDKN2A Hedef Tayini

CDKN2A geninin iligkili oldugu genlerin belirlenmesi i¢in Reactome veritabani
kullanilmigtir. CDKN2A ile iligkili oldugu deneysel yontemlerle tespit edilmis ve 17
hedef gen secilmistir (258).

Hedef genlerin plazmid transfeksiyonundan 6nceki ifade profillemeleri icin DISPLAYR

veritabanindan sicaklik haritasi analizi gergeklestirilmistir (259).

3.17. Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Analizi

Tiim deneyler sonrasi elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prism
7.02 (San Diego, California) programi kullanilarak yapilmistir. Verilerin ortalama ve
standart sapma (SD) degerleri en az 3 bagimsiz deney tekrarinin hesaplanmastyla,

tanimlayic istatistiklerden Column Statistics ile yapildi. Veriler ortalama + SD olarak
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verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlilik derecelerini belirlemeden
once Shapiro-Wilk normality test kullanilarak normalite testi yapilmigtir. Gen ifade
seviyelerinin degerlendirilmesi, koloni olusumu, yara iyilesmesi ve MTT sonuglarinin
gruplar arasi karsilastirilmasinda, one-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi kullanildi. Deney gruplarinin = karsilastirilmalarinda  #p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilirken, anlamlilik dereceleri #p<0.05; #*p<0.01;

#3x:4p<0.001; #x#:p<0.0001 olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kolorektal Kanser Hiicre Hatlarinda ve Kolon Dokusunda Transfeksiyon

Oncesi Gen ifadeleri

4.1.1. AURKA

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve normal kolon doku (NKD)’sunda
AURKA geninin ifade diizeyi Sekil 4.1°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore
NKD’suna kiyasla HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde AURKA geninin ifade
diizeyinin artt1g1 tespit edilmistir. AURKA nin ifade diizeyindeki artisi istatistiksel olarak
anlamlidir (HCT-116 p<0.01; HT-29 p<0.01).

Goéreceli AURKA ifade dizeyi
N

Sekil 4.1. AURKA geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki AURKA ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (++p<0.01).
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4.1.2. CASC3

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda CASC3 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.2°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde CASC3 geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit
edilmistir. CASC3’iin ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-
116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.2. CASC3 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki CASC3 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.3. CCND1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda CCND1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.3’de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde CCND1 geninin ifade diizeyinin azaldig1
tespit edilmistir. CCND1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir
(HCT-116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.3. CCND1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki CCNDI1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.4. CDKN2A

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda CDKN2A geninin
ifade diizeyi Sekil 4.4’de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla
HCT-116 hiicre hattinda CDKN2A ifade diizeyi azalmistir. HT-29 hiicre hattinda ise
CDKN2A ifade diizeyi NKD’suna gore artis gostermistir. Her iki kolon kanseri hiicre
hatlarindaki CDKN2A ifade diizeyindeki degisimler istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-
116 p<0.0001; HT-29 p<0.01).
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Sekil 4.4. CDKN2A geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki CDKN2A ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.
Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#p<0.01, **#%p<0.0001).
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4.1.5. E2F1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda E2F1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.5’de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde E2F1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit
edilmistir. E2F1’in ifade diizeyindeki bu artis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.001; HT-29 p<0.01).
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Sekil 4.5. E2F1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki E2F1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.
Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (*#p<0.01, ##%p<0.001).
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4.1.6. EGR1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda EGR1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.6’da verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde EGR1 geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit
edilmistir. EGR1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.6. EGR1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki EGRI1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.7. HUWEI1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, HUWE1 geninin
ifade diizeyi Sekil 4.7’ de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla
HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde HUWEI geninin ifade diizeyinin azaldig1
tespit edilmistir. HUWEI’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir
(HCT-116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.7. HUWEI geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD'sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki HUWEI] ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.8. KAT2B

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, KAT2B geninin ifade
diizeyi Sekil 4.8’de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde KAT2B geninin ifade diizeyinin azaldig1
tespit edilmistir. KAT2B’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir
(HCT-116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.8. KAT2B geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki KAT2B ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.9. MAPKS

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, MAPKS geninin ifade
diizeyi Sekil 4.9°da verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde MAPKS geninin ifade diizeyinin azaldig1
tespit edilmistir. MAPKS’in ifade diizeyindeki bu azalig istatistiksel olarak anlamlidir
(HCT-116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.9. MAPKS geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki MAPKS ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.10. MEG3

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, MEG3 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.10’da verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde MEG3 geninin ifade diizeyinin azaldig tespit
edilmistir. MEG3’iin ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.10. MEG3 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki MEG3 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (s#3#%p<0.0001).
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4.1.11. P53

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, P53 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.11°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde P53 geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit
edilmistir. P53’{in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamhidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.11. P53 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki P53 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir. Veriler

ortalama + SD olarak verilmistir (###%p<0.0001).
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4.1.12. PCNA

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, PCNA geninin ifade
diizeyi Sekil 4.12°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde PCNA geninin ifade diizeyinin azaldig tespit
edilmistir. PCNA’nin ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-
116 p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.12. PCNA geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki PCNA ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.13. RAF1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, RAF1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.13de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde RAF1 geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit
edilmistir. RAF1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.13. RAF1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki RAF1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.14. RELA

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, RELA geninin ifade
diizeyi Sekil 4.14°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla
HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda RELA geninin ifade diizeyinin azaldigi tespit
edilmistir. RELA’nin ifade diizeyindeki bu azalig istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-
116 p<0.01).
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Sekil 4.14. RELA geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki RELA ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.01).
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4.1.15. SIVA1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, SIVA1 geninin ifade

diizeyi Sekil 4.15°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-

29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde SIVA1 geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit

edilmistir. SIVA1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.15. SIVA1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki SIVAI ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.16. SP1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, SP1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.16°da verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde SP1 geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit
edilmistir. SP1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.16. SP1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki SP1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir. Veriler

ortalama + SD olarak verilmistir (####p<0.0001).
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4.1.17. TFDP1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, TFDP1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.17°de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde TFDP1 geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit
edilmistir. TFDP1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.17. TFDP1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki TFDP1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmaistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05 ,*#p<0.01).
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4.1.18. TOP1

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, TOP1 geninin ifade
diizeyi Sekil 4.18de verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde TOP1 geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit
edilmistir. TOP1’in ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.18. TOP1 geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki TOP1 ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (#3#%p<0.0001).
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4.1.19. VHL

HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve NKD’sunda, VHL geninin ifade
diizeyi Sekil 4.19°da verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gére NKD’suna kiyasla HT-
29 ve HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde VHL geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit
edilmistir. VHL nin ifade diizeyindeki bu azalis istatistiksel olarak anlamlidir (HCT-116
p<0.0001; HT-29 p<0.0001).
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Sekil 4.19. VHL geninin kolorektal kanser hiicreleri ve NKD’sundaki ifade diizeyi.
HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki VHL ifade diizeyi NKD ile kiyaslanmistir. Veriler

ortalama + SD olarak verilmistir (*###p<0.0001).
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4.2. HCT-116 Hiicre Hattinda Transfeksiyon Sonrasi Gen ifade Diizeyleri

4.2.1. HCT-116 Hiicre Hattinda AURKA ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda AURKA geninin ifade diizeyi Sekil 4.20°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmide kiyasla MEG3b ve MEG3
plazmidi verilen deney gruplarinda AURKA geninin ifade diizeyinin arttigi tespit
edilmistir. MEG3-del5 plazmidi verilen deney grubuna kiyasla MEG3 plazmidi verilen
deney grubunda da AURKA ifadesinde artis tespit edilmistir ancak istatistiksel olarak
anlamli degildir. MEG3 plazmidine gére MEG3b plazmidi verilen deney grubunda
AURKA’nm ifade diizeyindeki artig istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.20. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1t AURKA geninin
ifade diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (+#p<0.01, ##%p<0.001).
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4.2.2. HCT-116 Hiicre Hattinda CASC3 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda CASC3 geninin ifade diizeyi Sekil 4.21°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmide kiyasla MEG3-del5, MEG3
ve MEG3Db plazmidi verilen deney gruplarinda CASC3 geninin ifade diizeyinin arttigi
tespit edilmistir ancak bu deney gruplarindaki ifade artis1 istatistiksel olarak anlamli
degildir. MEG3b plazmidi verilen deney grubunda da MEG3 plazmidi verilen gruba gore
CASC3 geninin ifadesi artig gostermistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.21. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast CASC3 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.
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4.2.3. HCT-116 Hiicre Hattinda CCND1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda CCND1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.22°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
CCNDI geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. CCND1’in ifade diizeyindeki
bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney grubunda CCNDI1 geninin ifade diizeyi
azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile
transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda
CCNDI1 geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.22. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast CCNDI1 geninin

ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#*p<0.01).
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4.2.4. HCT-116 Hiicre Hattinda CDKN2A ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda CDKN2A geninin ifade diizeyi Sekil 4.23’de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmide kiyasla MEG3-del5, MEG3
ve MEG3b plazmidi verilen deney gruplarinda CDKN2A geninin ifade diizeyinin arttig1
tespit edilmistir ancak bu deney gruplarindaki ifade arti1 istatistiksel olarak anlamli
degildir. MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile
transfekte edilmis deney grubunda CDKN2A geninin ifade diizeyi artmistir ancak bu artig

istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.23. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi CDKN2A geninin

ifade diizeyi. Veriler ortalama = SD olarak verilmistir.
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4.2.5. HCT-116 Hiicre Hattinda E2F1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda E2F1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.24’de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
E2F1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. E2F1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3b ile transfekte edilen deney grubunda E2F1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda E2F1 geninin ifade diizeyi

azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.24. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1 E2F1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#%p<0.001).
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4.2.6. HCT-116 Hiicre Hattinda EGR1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda EGR1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.25°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
EGRI1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. EGR1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3Db ile transfekte edilen deney grubunda EGRI1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda EGR1 geninin ifade diizeyi

azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.25. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1t EGR1 geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05, *%p<0.01, *#%p<0.001).
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4.2.7. HCT-116 Hiicre Hattinda HUWEI ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda HUWE]1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.26’da
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
HUWEI] geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. HUWE1 in ifade diizeyindeki
bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney grubunda HUWEI1 geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3Db plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda HUWEI

geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.26. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast HUWE1 geninin

ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+##p<0.001).
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4.2.8. HCT-116 Hiicre Hattinda KAT2B ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda KAT2B geninin ifade diizeyi Sekil 4.27°de
verilmistir. Real Time PCR sonuclarina gére, MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda KAT2B
geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir, bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Bos
plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b ile transfekte
edilen deney grubuplarinda KAT2B geninin ifade diizeyi artmigtir ve bu artis istatistiksel
olarak anlamlhidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda KAT2B geninin ifade diizeyi azalmistir ve

bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.27. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi1 KAT2B geninin

ifade diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+%p<0.01, **%p<0.001).
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4.2.9. HCT-116 Hiicre Hattinda MAPKS ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda MAPKS geninin ifade diizeyi Sekil 4.28°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
MAPKS geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. MAPKS8’in ifade diizeyindeki
bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda MAPKS geninin ifade

diizeyi artmigtir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.28. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast MAPKS geninin

ifade diizeyi. Veriler ortalama = SD olarak verilmistir.
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4.2.10. HCT-116 Hiicre Hattinda MEG3 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda MEG3 geninin ifade diizeyi Sekil 4.29°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
MEG3 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. MEG3’iin ifade diizeyindeki bu
artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda MEG3 geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda MEG3

geninin ifade diizeyi artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.29. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast MEG3 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (##p<0.001).
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4.2.11. HCT-116 Hiicre Hattinda P53 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda P53 geninin ifade diizeyi Sekil 4.30°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
P53 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. P53’ilin ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda P53 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda P53 geninin ifade diizeyi

artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.30. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi P53 geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05, ##%p<0.001).
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4.2.12. HCT-116 Hiicre Hattinda PCNA ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda PCNA geninin ifade diizeyi Sekil 4.31°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
PCNA geninin ifade diizeyinin artt1g1 tespit edilmistir. PCNA’nin ifade diizeyindeki bu
artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda PCNA geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3Db plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda PCNA

geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.31. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast PCNA geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (**%p<0.001).
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4.2.13. HCT-116 Hiicre Hattinda RAF1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda RAF1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.32°de
verilmistir. Real Time PCR sonuclarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda RAF1 geninin
ifade diizeyinde degisim olmamistir. MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda RAF1 geninin
ifadesi azalmistir ancak bu azalma anlamli degildir. Bos plazmidle transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda RAF1 geninin ifade

diizeyi artmigtir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.32. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast RAF1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.
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4.2.14. HCT-116 Hiicre Hattinda RELA ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda RELA geninin ifade diizeyi Sekil 4.33’de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b plazmidi ile transfekte edilen deney gruplarinda
RELA geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir. RELA’nin ifade diizeyindeki bu
azalma istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilen deney grubunda da RELA geninin ifade
diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica MEG3b
plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney
grubunda RELA geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak

anlaml degildir.
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Sekil 4.33. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast RELA geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*p<0.05, **p<0.01).
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4.2.15. HCT-116 Hiicre Hattinda SIVAL1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda SIVA1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.34’de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidiyle transfekte edilen deney grubunda SIVA1 geninin
ifade diizeyi artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. MEG3-del5
plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte
edilen deney grubunda SIVAI geninin ifade diizeyinde degisim olmamistir. Bos
plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney

grubunda SIVA1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.34. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi SIVA1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#p<0.01).
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4.2.16. HCT-116 Hiicre Hattinda SP1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda SP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.35°de
verilmistir. Real Time PCR sonuclarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen deney gruplarinda
SP1 geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte
edilen deney grubunda SP1 geninin ifade diizeyi artmistir ancak bu artig istatistiksel
olarak anlamli degildir. MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda SP1 geninin ifade diizeyi azalmigtir ve bu

azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.35. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast SP1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.
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4.2.17. HCT-116 Hiicre Hattinda TFDP1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda TFDP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.36’da
verilmigstir. Real Time PCR sonuglarina gére, MEG3-del5 ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda TFDP1 geninin
ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. TFDP1’nin ifade diizeyindeki bu artis istatistiksel
olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3b ile
transfekte edilen deney grubunda TFDP1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda TFDP1 geninin ifade

diizeyi azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.36. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast TFDP1 geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05, *#p<0.01, #*#p<0.01).
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4.2.18. HCT-116 Hiicre Hattinda TOP1 ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda TOP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.37°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
TOP1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. TOP1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3Db ile transfekte edilen deney grubunda TOP1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda TOP1 geninin ifade diizeyi

azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.37. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1t TOP1 geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. (+#p<0.01, ##%p<0.001).
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4.2.19. HCT-116 Hiicre Hattinda VHL ifade Diizeyi

HCT-116 kolorektal kanser hiicre hattinda VHL geninin ifade diizeyi Sekil 4.38de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
VHL geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. VHL nin ifade diizeyindeki bu
azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda VHL geninin ifade diizeyi
azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile
transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda

VHL geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.38. HCT-116 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast VHL geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#%p<0.001).
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4.3. HT-29 Hiicre Hattinda Transfeksiyon Sonrasi Gen Ifade Diizeyleri

4.3.1. HT-29 Hiicre Hattinda AURKA Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda AURKA geninin ifade diizeyi Sekil 4.39’da
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
AURKA geninin ifade diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. AURKA’nin ifade
diizeyindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda AURKA geninin

ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

e~ 0.6+ -
Q

N

He )

O

Q

o 0.4-
=

&z

< 0.2-
=

(&)

o

:0

O 0.0

Sekil 4.39. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast AURKA geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05, *#%p<0.001).
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4.3.2. HT-29 Hiicre Hattinda CASC3 Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda CASC3 geninin ifade diizeyi Sekil 4.40°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
CASC3 geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. CASC3’iin ifade diizeyindeki
bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda CASC3 geninin ifade diizeyi
azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3b plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda CASC3

geninin ifade diizeyi artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.40. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1t CASC3 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.3. HT-29 Hiicre Hattinda CCNDI1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda CCNDI1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.41°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
CCNDI geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. CCND1’in ifade diizeyindeki
bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney grubunda CCNDI1 geninin ifade diizeyi
azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile
transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda

CCNDI geninin ifade diizeyi azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.41. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast CCND1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.4. HT-29 Hiicre Hattinda CDKN2A Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda CDKN2A geninin ifade diizeyi Sekil 4.42°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
CDKN2A geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. CDKN2A’nin ifade
diizeyindeki bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda CDKN2A geninin
ifade diizeyi artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3b plazmidi ile
transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda
CDKN2A geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.42. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast CDKN2A geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.5. HT-29 Hiicre Hattinda E2F1 Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda E2F1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.43’de
verilmigstir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmidle transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b plazmidi ile transfekte edilen deney gruplarinda E2F1
geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. E2F1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3-del5 ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla
MEGS3 ile transfekte edilmis deney grubunda, E2F1’in ifadesi anlamli diizeyde artmistir.
Ayrica, MEG3D ile transfekte edilen deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis
deney grubunda E2F1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu artis istatistiksel olarak

anlamlidir.
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Sekil 4.43. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi E2F1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (##p<0.001).
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4.3.6. HT-29 Hiicre Hattinda EGRI1 Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda EGR1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.44’de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
EGR1 geninin ifade diizeyinin artt1g1 tespit edilmistir. EGR1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3Db ile transfekte edilen deney grubunda EGRI1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu

artis istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.44. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast EGR1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.7. HT-29 Hiicre Hattinda HUWE]1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda HUWEI geninin ifade diizeyi Sekil 4.45°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
HUWEI] geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir. HUWE1 in ifade diizeyindeki
bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney grubunda HUWEI1 geninin ifade diizeyi

azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.45. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast HUWEI geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+#%p<0.001).
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4.3.8. HT-29 Hiicre Hattinda KAT2B ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda KAT2B geninin ifade diizeyi Sekil 4.46’da
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
KAT2B geninin ifade diizeyinin artti1 tespit edilmistir. KAT2B’nin ifade diizeyindeki
bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3Db ile transfekte edilen deney grubunda KAT2B geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Bununla beraber MEG3b ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile tranfekte edilmis deney grubunda KAT2B nin

ifade diizeyi anlamli diizeyde artis gostermistir.
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Sekil 4.46. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast KAT2B geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#p<0.01,#*%p<0.001).
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4.3.9. HT-29 Hiicre Hattinda MAPKS Ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda MAPKS8 geninin ifade diizeyi Sekil 4.47°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
MAPKS8 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. MAPKS’in ifade diizeyindeki
bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda MAPKS geninin ifade

diizeyi artmigtir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.47. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast MAPKS geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.
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4.3.10. HT-29 Hiicre Hattinda MEG3 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda MEG3 geninin ifade diizeyi Sekil 4.48’de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
MEGS3 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. MEG3’iin ifade diizeyindeki bu
artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda MEG3 geninin ifade diizeyi
artmustir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3Db plazmidi ile transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda MEG3 geninin

ifadesi artig gostermistir, bu artis istatistiksel olarak anlamlidir.

%% %

k%

'S, 5000- o
o ——
N

:_g

S 4000-

©

p

- 300041

O 0.10+

(11

=

S 0.05-

(&)

o

:0

® 0.00-

Sekil 4.48. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast MEG3 geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (3p<0.05, s##:#%p<0.0001).
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4.3.11. HT-29 Hiicre Hattinda P53 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda P53 geninin ifade diizeyi Sekil 4.49’da
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
P53 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. P53’iin ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3D ile transfekte edilen deney grubunda P53 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda P53 geninin ifade diizeyi

artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.49. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi P53 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.12. HT-29 Hiicre Hattinda PCNA ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda PCNA geninin ifade diizeyi Sekil 4.50°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
PCNA geninin ifade diizeyinin artt1g1 tespit edilmistir. PCNA’nin ifade diizeyindeki bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda PCNA geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3Db plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda PCNA

geninin ifade diizeyi artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.50. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonras1 PCNA geninin ifade
diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+*p<0.01, *#%p<0.001).
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4.3.13. HT-29 Hiicre Hattinda RAF1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda RAF1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.51°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuclarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda RAF1 geninin
ifade diizeyinin artt1g1 tespit edilmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml1 degildir.
Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen
deney grubunda RAF1 geninin ifade diizeyinde degisim olmamistir. Ayrica MEG3b
plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney
grubunda RAF1 geninin ifade diizeyi artmigtir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 4.51. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast RAF1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.
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4.3.14. HT-29 Hiicre Hattinda RELA ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda RELA geninin ifade diizeyi Sekil 4.52°de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
RELA geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. RELA’ nin ifade diizeyindeki bu
artig istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda RELA geninin ifade diizeyi
artmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3Db plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda RELA

geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.52. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast RELA geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.15. HT-29 Hiicre Hattinda SIVA1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda SIVA1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.53’de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda SIVA1 geninin
ifadesi anlaml diizeyde artis gostermistir. MEG3-Del5 plazmidi ile transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilen deney grubunda SIVA1 geninin ifade
diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. MEG3b plazmidi
ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney
grubunda SIVA1 geninin ifade diizeyi azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak

anlaml degildir.
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Sekil 4.53. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi SIVA1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05).
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4.3.16. HT-29 Hiicre Hattinda SP1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda SP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.54’de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
SP1 geninin ifade diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir. SP1’in ifade diizeyindeki bu
azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3D ile transfekte edilen deney grubunda SP1 geninin ifade diizeyi azalmigtir
ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte
edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda SP1 geninin

ifade diizeyi azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.54. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrasi SP1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.3.17. HT-29 Hiicre Hattinda TFDP1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda TFDP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.55°de
verilmistir. Real Time PCR sonuclarina gore, bos plazmid ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile transfekte edilen deney gruplarinda
TFDP1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. TFDP1’in ifade diizeyindeki bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda TFDP1 geninin ifade
diizeyi artmistir ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayrica MEG3b
plazmidi ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney
grubunda TFDP1 geninin ifade diizeyi azalmigtir ancak bu azalma istatistiksel olarak

anlaml degildir.
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Sekil 4.55. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast TFDP1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (+p<0.05).
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4.3.18. HT-29 Hiicre Hattinda TOP1 ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda TOP1 geninin ifade diizeyi Sekil 4.56’de
verilmigtir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
TOP1 geninin ifade diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. TOP1’in ifade diizeyindeki bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna kiyasla,
MEG?3b ile transfekte edilen deney grubunda TOP1 geninin ifade diizeyi artmistir ve bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile transfekte edilmis deney
grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda TOP1 geninin ifade diizeyi

azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

'S, 0.6-

Q *kk

N r T J

:3 ! Kk 1

U e —

Q T

g 04-

o =T

o T

o ——

F 0.2

[

(&)

o

:0

O 0.0 . 1 T
o ' N\ o>

Sekil 4.56. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast TOP1 geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (##p<0.001).
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4.3.19. HT-29 Hiicre Hattinda VHL ifade Diizeyi

HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda VHL geninin ifade diizeyi Sekil 4.57°de
verilmistir. Real Time PCR sonuglarina gore, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3 plazmidi ile transfekte edilen deney grubunda
VHL geninin ifade diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. VHL nin ifade diizeyindeki bu
azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Bos plazmidle transfekte edilmis deney grubuna
kiyasla, MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda VHL geninin ifade diizeyi
azalmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrica MEG3b plazmidi ile
transfekte edilmis deney grubuna kiyasla, MEG3 ile transfekte edilmis deney grubunda

VHL geninin ifade diizeyi artmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.57. HT-29 hiicre hattinda plazmid transfeksiyonu sonrast VHL geninin ifade

diizeyi. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (*#%p<0.001).
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4.4. MEG3 Geninin Hiicre Hatlarindaki ifade Diizeyi

Cesitli hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lar kullanilarak, Real Time PCR ydntemi
kullanilarak MEG3 geninin ifade diizeyi belirlenmistir. Cesitli hiicrelerdeki MEG3 gen
ifade diizeyleri ve kullanilan hiicreler Sekil 4.59°da gosterilmistir. Buradan elde edilen
verilere gore ¢alismada kullandigimiz hiicre hatlarinin biiyiik bir kismimnda MEG3 geninin
ifadesi oldukca oldukea diisiiktiir. Ayrica HGC 27, HL-60, A172, HCT116, SK-BR-3 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda ifadesi kayiptir. Bunun aksine hTERT-HME1, BEAS-
2B ve hFOB 1.19 hiicre hatlarinda asir1 ifadelenme gostermektedir.
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Sekil 4.58. Real Time PCR sonucunda MEG3 geninin ¢esitli hiicre hatlarindaki ifade

diizeylerinin gosterilmesi.

Yiiksek

Orta
hTERT-HMEA1
MDA-MB-231

MCF-7

Dusuk
MEG3
@ rcs
) -
I

HGC 27
HE-LA
HL-60
PANC1
HUV-EC-C
A172
BEAS-2B
A549
Nthy-ori 3-1
B-CPAP
CAL-29
LNCap
DU 145
PNT1A
HCT 116
HCC1500
SK-BR-3
2-A
HEK-293
Hep G2
SNU-423
hFOB 1.19
OST-7

U-2 0S

Sekil 4.59. Real Time PCR sonucunda MEG3 geninin ¢esitli hiicre hatlarindaki ifade

diizeylerinin sicaklik haritas1 yontemiyle gosterilmesi.
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4.5. MEGS3 Geninin Dokulardaki ifade Diizeyi

Ticari olarak temin edilen 20 farkli insan dokusundan Real Time PCR yontemi
kullanilarak MEG3 geninin ifade diizeyi belirlenmistir. Cesitli insan dokularindaki
MEGS3 gen ifade diizeyleri ve kullanilan dokular Sekil 4.59°da gosterilmistir. Buradan
elde edilen verilere gore ¢alismada kullandigimiz insan dokularinin biiyiik bir kisminda
MEG3 geninin ifadesi mevcuttur. Bununla beraber kalp ve kemik iliginde MEG3 ifade
edilmemektedir. Bununla beraber timiis, mide, iskelet kasi, bobrek ve akciger dokusunda
diisiik ifade diizeyine sahiptir. Plesenta, karaciger, beyin, serebellum ve adrenal bezde ise

MEGS3 oldukga yiiksek diizeylerde ifadelenmektedir.
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Sekil 4.60. Real Time PCR sonucunda MEG3 geninin normal insan dokularindaki ifade

diizeylerinin gosterimi.
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Sekil 4.61. Real Time PCR sonucunda MEG3 geninin normal insan dokularindaki ifade

diizeylerinin sicaklik haritas1 yontemiyle gosterimi.
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4.6. CDKN2A Geninin Normal insan Dokularindaki ifade Diizeyi

Ticari olarak temin edilen 20 farkli insan dokusundan Real Time PCR yontemi
kullanilarak CDKN2A geninin ifade diizeyi belirlenmistir. Cesitli insan dokularindaki
CDKN2A gen ifade diizeyleri ve kullanilan dokular Sekil 4.58de gosterilmistir. Buradan
elde edilen verilere gore ¢calismada kullandigimiz insan dokularinin tamaminda CDKN2A
gen ifadesi mevcuttur. Bununla beraber, kalp, bobrek, karaciger ve fetal karacigerde
CDKN2A’nin ifade diizeyi oldukg¢a diisiiktiir. Bunun aksine adrenal bez, dalak, mide ve
testis dokusunda ise CDKN2A oldukga yiiksek diizeylerde ifadelenmektedir.
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Sekil 4.62. Real Time PCR sonucunda CDKN2A geninin normal insan dokularindaki

ifade diizeylerinin gosterimi.
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Sekil 4.63. Real Time PCR sonucunda CDKN2A geninin normal insan dokularindaki

ifade diizeylerinin sicaklik haritas1 yontemiyle gosterimi.
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4.7. MEG3 ve MEG3b Transfeksiyonunun Hiicre Proliferasyonu Uzerine
Etkileri

HCT-116 hiicreleri bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile
transfekte edildikten sonra, absorbans olgiimlerinden elde edilen hiicre proliferasyon

grafigi Sekil 4.64 *de verilmistir.

-+ Kontrol

-#- Bos plazmid
MEG3-del5

-o- MEG3

-+ MEG3b

OD degeri (570 nm)

0.0 T T T
0 24 48 72

Saat (s)

Sekil 4.64. HCT-116 hiicre hattinda transfeksiyonun hiicre proliferasyonu {izerine

etkileri. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir (24 s; p<0.05) (48s ve 72s; p<0.05).

HCT-116 hiicre hattinda 24 saatlik dilimde MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu sonrasinda
bos plazmide kiyasla hiicre proliferasyonu anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). MEG3
ve MEG3Db plazmidleriyle transfekte edilen hiicre gruplarinda 48 ve 72 saat dl¢iimlerine
gore hiicre proliferasyonu kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 verilen hiicrelere kiyasla

azalmistir. Hiicre proliferasyonundaki bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01).

115



HT-29 hiicreleri bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile transfekte

edildikten sonra, absorbans 6l¢iimlerinden elde edilen hiicre proliferasyonu grafigi Sekil

4.65’de verilmistir.
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Sekil 4.65. HT-29 hiicre hattinda transfeksiyonun hiicre proliferasyonu {izerine etkileri.

Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir (24 s; p<0.05) ( 48s ve 72s; p<0.05).

HT-29 hiicre hatlarinda 24 saatlik dilimde MEG3 ve MEG3Db transfeksiyonu sonrasinda
bos plazmide kiyasla hiicre proliferasyonu anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). MEG3
ve MEG3Db plazmidleriyle transfekte edilen hiicre gruplarinda 48 ve 72 saat dl¢iimlerine
gore hiicre proliferasyonu kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 verilen hiicrelere kiyasla

azalmistir. Hiicre proliferasyonundaki bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01).
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4.8. MEG3 ve MEG3b Transfeksiyonunun Koloni Olusumu Uzerinde Etkileri

HCT-116 hiicreleri bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile
transfekte edildikten 14 giin sonra koloni saymmi yapilmistir. HCT-116 hiicrelerine
plazmid transfeksiyonunun koloni olusum yetenegi iizerindeki etkileri Sekil 4.66’de

verilmigtir.

Kontrol

Bos plazmid

MEG3-del5

Sekil 4.66. HCT-116 hiicre hattinda transfeksiyonun koloni olusum yetenegi {izerine

etkisi.

Koloniler 151k mikroskobu altinda sayildiktan sonra elde edilen veriler kullanilarak elde
edilen grafik Sekil 4.67’de verilmistir. HCT-116 hiicre hattinda, kontrol ve bos plazmidle
transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla MEG3 ve MEG?3D ile transfekte edilen hiicre
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gruplarinda koloni olusum yetenegi ciddi anlamda azalmistir. MEG3 ile transfekte
edilmis hiicre hattinda MEG3-del5 ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla koloni
olusum yetenegi azalmigtir. Ayrica kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney
gruplaria kiyasla MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda koloni olusturabilme
yeteneginde saptanabilir diizeyde degisim olmamstir. Elde edilen tiim bu veriler

istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.67. HCT-116 hiicre hattinda, transfeksiyon sonrasi olusan kolonilerin Image J ile
analizi sonrasinda elde edilen grafik. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. (+#p<0.01,

#4xp<0.001).

HT-29 hiicreleri bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile transfekte
edildikten 14 gilin sonra koloni sayimi yapilmistir. HT-29 hiicrelerine plazmid

transfeksiyonunun koloni olusum yetenegi tizerindeki etkileri Sekil 4.68 *de verilmistir.
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Kontrol
MEG3

Bos plazmi
MEG3b

MEG3-del5

Sekil 4.68. HT-29 hiicre hattinda transfeksiyonun koloni olusum yetenegi iizerine etkisi.

Koloniler 151k mikroskobu altinda sayildiktan sonra elde edilen veriler kullanilarak elde
edilen grafik Sekil 4.69°de verilmistir. HT-29 hiicre hattinda, kontrol ve bos plazmidle
transfekte edilmis hiicre gruplarina kiyasla MEG3 ve MEG3D ile transfekte edilen hiicre
gruplarinda koloni olusum yetenegi ciddi anlamda azalmistir. MEG3 ile transfekte
edilmis hiicre hattinda MEG3-del5 ile transfekte edilmis deney grubuna kiyasla koloni
olusum yetenegi azalmigtir. Ayrica kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney
gruplarma kiyasla MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicre grubunda koloni olusturabilme
yeteneginde saptanabilir diizeyde degisim olmamustir. Elde edilen tiim bu veriler

istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 4.69. HCT-29 hiicre hattinda, transfeksiyon sonrasi olusan kolonilerin Image J ile
analizi sonrasinda elde edilen grafik. Veriler ortalama =+ SD olarak verilmistir.

(+#%p<0.001).

4.9. MEG3 ve MEG3b Transfeksiyonunun Hiicre Migrasyonu Uzerinde Etkileri

HCT-116 hiicreleri, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile
transfekte edildikten sonra, transfeksiyonun hiicre migrasyonu iizerinde etkilerini tayin
edebilmek i¢in olusturulan yara 0, 24, 48 ve 72 saat araliklarla goriintiilenmistir. Her 24

saatte bir goriintiilenen yaranin kapanma siireci Sekil 4.70 *de verilmistir.
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Sekil 4.70. HCT-116 hiicre hattinda MEG3 ve MEG3b’nin asir1 ifadesinin hiicre

migrasyonu iizerine etkisi.
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Yara kapanma siirecinin Image J ile analizi sonrasinda elde edilen verileri kullanilarak
olusturulan grafik Sekil 4.71°de verilmistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte
edilen HCT-116 hiicre gruplarinda olusturulan yara 24, 48 ve 72 saat Ol¢timlerine gore
kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicrelere kiyasla daha geg
kapanmistir. Buradan elde edilen verilere géore MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu yapilmis

hiicrelerde migrasyon hizi azalmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0.05).
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Sekil 4.71. HCT-116 hiicre hattinda yara kapanma siirecinin analizi sonrasinda elde

edilen grafik.

HT-29 hiicreleri, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3Db plazmidleri ile transfekte

edildikten sonra, transfeksiyonun hiicre migrasyonu lizerinde etkilerini tayin edebilmek
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icin olusturulan yara 0, 24, 48 ve 72 saat araliklarla goriintiillenmistir. Her 24 saatte bir

goriintiilenen yaranin kapanma siireci Sekil 4.72°de verilmistir.

piwze|d Sog
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Sekil 4.72. HT-29 hiicre hattinda MEG3 ve MEG3b’nin asir1 ifadesinin hiicre migrasyonu

uzerine etkisi.
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Yara kapanma siirecinin Image J ile analizi sonrasinda elde edilen verileri kullanilarak
olusturulan grafik Sekil 4.73’de verilmistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte
edilen HT-29 hiicre gruplarinda olusturulan yara 24, 48 ve 72 saat Ol¢limlerine gore
kontrol, bos plazmid ve MEG3-del5 ile transfekte edilen hiicrelere kiyasla daha geg
kapanmistir. Buradan elde edilen verilere géore MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu yapilmis

hiicrelerde migrasyon hizi azalmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0.05).
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Sekil 4.73. HT-29 hiicre hattinda yara kapanma siirecinin analizi sonrasinda elde edilen

grafik.
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4.10. Kolorektal Kanser Hiicrelerinde Transfeksiyonun Hiicre Morfolojisi

Uzerinde Etkileri

HCT-116 hiicreleri, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3b plazmidleri ile
transfekte edildikten sonra, transfeksiyonun hiicre morfolojisi tlizerinde etkilerini tayin
edebilmek i¢in hiicre morfolojisi 0, 24 ve 48 saat araliklarla goriintiilenmistir. Her 24

saatte bir goriintiilenen hiicre morfolojisi Sekil 4.74°de verilmistir.

Sekil 4.74. Transfeksiyonun HCT-116 hiicre hatt1 morfolojisi lizerindeki etkileri.

Kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla MEG3 plazmidi ile
transfekte edilmis deney gruplarinda hiicre morfolojisi 48 saatlik dilimde degismistir.
Benzer sekilde kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla
MEG?3Db plazmidi ile transfekte edilmis deney gruplarinda hiicre morfolojisi 48 saatlik
dilimde degismistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen hiicrelerin
morfolojik goriintiileri benzerlik gostermektedir. Kontrol ve bos plazmidle transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilen deney

grubunda 0, 24 ve 48. saatlerde hiicre morfolojisi degisim gostermemistir.
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HT-29 hiicreleri, bos plazmid, MEG3-del5, MEG3 ve MEG3Db plazmidleri ile transfekte
edildikten sonra, transfeksiyonun hiicre morfolojisi lizerinde etkilerini tayin edebilmek
icin hiicre morfolojisi 0, 24 ve 48 saat araliklarla gorlintiilenmistir. Her 24 saatte bir

goriintiilenen hiicre morfolojisi Sekil 4.75’de verilmistir.

_ Kontrol 7 EG3b

i ST 6
Wb 6

Sekil 4.75. Transfeksiyonun HT-29 hiicre hatt1 morfolojisi tizerindeki etkileri.

Kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla MEG3 plazmidi ile
transfekte edilmis deney gruplarinda hiicre morfolojisi 24 saatlik dilimde degismistir.
Benzer sekilde kontrol ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla
MEG?3Db plazmidi ile transfekte edilmis deney gruplarinda hiicre morfolojisi 24 saatlik
dilimde degismistir. MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle transfekte edilen hiicrelerin
morfolojik goriintiileri benzerlik gostermektedir. Kontrol ve bos plazmidle transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla, MEG3-del5 plazmidi ile transfekte edilen deney

grubunda 0, 24 ve 48 saatlerde hiicre morfolojisi degisim gostermemistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiim diinyada en yaygin ii¢lincii malignite ve en yiiksek 6liim oranina sahip dordiincii
kanser tiirii olan KRK’in 6liim orani son yillarda istikrarli bir sekilde azalmis olsa da
halen insan sagligi i¢in ciddi bir sorun teskil etmektedir (7). Metastatik yayilim, KRK’de
ciddi bir 6liim nedenidir ve yeni tan1 konulmus KRK hastalarinin yaklasik %20’sinde
uzak metastaz bulunmaktadir ve hastalarin yaklasgik %10°u, hastaliklarinin erken
evresinde metastatik hastalik gelistirir ve bu da 6liimle sonuglanir (260, 261). KRK’in
etiyolojisinin genetik anormalliklerin (mutasyonlar ve genomik dengesizlikler) ve
epigenetik degisikliklerin birikimi ile iligkili oldugu artik kabul edilmektedir (262).
Epigenetik degisiklikler, gen ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerdir, ancak bunlar
DNA sekansindaki degisikliklerin bir sonucu degildir (263). Bununla birlikte, anormal
DNA metilasyonunun KRK’de tiimér olusumunda onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (264). KRK’de, hipermetilasyon yoluyla tiimér baskilayic1 genlerin
promotdr inaktivasyonu, polipten adenokarsinoma ilerleme siirecinin histolojik
asamalarinin  tamaminda  bulunmustur. DNA  onarim  genlerindeki  ve
protoonkogenlerdeki mutasyonlar gibi genetik degisiklikler ve bazi tiimdr baskilayici

genlerdeki islev kaybi, KRK’in gelisimine yol agabilir (265).

Tipik olarak 200’den fazla niikleotidten olusan, uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA),
endojen hiicresel RNA’lar olarak adlandirilmaktadir (266). LncRNA’lar klasik olarak
tanimlanmis acik okuma c¢ergevelerinden yoksundur ve bu nedenle siirli protein
kodlama potansiyeline sahiptir veya hig¢ protein kodlamazlar (5, 267, 268). Cok sayida
IncRNA’nin ekspresyonundaki anormal degisimlerin, karsinogenez, invazyon ve
metastaz ile iligkili oldugu bilinmekle beraber ¢esitli biyolojik siireclerin degisiminde de
rol almaktadir (269-272). Ornegin; IncRNA SPRY4-IT1, melanoma hiicrelerinde
biiyiime ve farklilasmay1 etkiler. Ayrica apoptozisi indiikledigi ve invazyon siirecinde rol
oynadig1 da bildirilmistir (273). Dahasi, onkogenler veya anti-onkogenik faktorler olarak
IncRNA’larin rollerine ve bunlarin KRK da dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerin
saptanmast i¢in serumda biyobelirte¢ olabilme potansiyeline iliskin arastirmalar
artmaktadir (23, 274-276). Ornegin, KRK dokularinda IncRNA SPINT1-ASI’in
upregiilasyonunun; bolgesel lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve daha kisa sag kalim
stiresi gibi kismi klinik 6zelliklerle iliskili olarak KRK’de prognostik bir belirteg olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (9).
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LncRNA’larin tiimorler disinda cesitli insan hastaliklariyla iliskili oldugu bir¢ok
calismada rapor edilmistir. KRK’de de IncRNA’larin belirteg islevi gosterebilecegine
dair ¢aligmalar her gegen giin artmaktadir. Ornegin; iyi bilinen bir IncRNA olarak
HOTAIR, tiimor patogenezinde rol oynar. Ayrica KRK dahil olmak iizere cesitli insan
kanserlerinde giiclii bir prognoz belirteci olarak fonksiyon gosterir (277-279). LncRNA
GASS ise, hem hiicre proliferasyonunu etkiler hem de KRK’li hastalarda kotii prognoza
dair 6ngorii saglayabilir (173). LncRNA MALATI1, KRK’de tiimor biiylimesini ve
metastazt destekler (280). LncRNA UCA1, KRK’de upregiile edilir ve hiicre
proliferasyonunu, apoptozisi ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini etkileyebilir (281).
BRAF ile aktive olan IncRNA, epitel-mezenkimal gecisi indiikleyerek kolorektal
kanserde hiicre migrasyonuna katkida bulunur (282). Son on yilda IncRNA’lar iizerine
yapilan caligmalara ragmen, sadece birka¢ IncRNA, KRK icin biyobelirte¢ olarak
tanimlanmistir (283). Bununla birlikte, IncRNA’larin KRK’deki islevleri halen biiyiik
6l¢iide bilinmemektedir. Tiimor olusumunu 6nleyebilmenin en kritik yontemi, hiicre sag
kaliminin ve hiicre ¢ogalmasinin etkin kontroliidiir. Kanserlerle iliskili IncRNA’lar1
belirlemek ve bunlarin molekiiler mekanizmalarin1 ve islevlerini arastirmak; kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve sag kalimi lizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi ve prognozun

lyilestirilmesi i¢in bilylik 6nem tagimaktadir.

Maternal olarak eksprese edilen gen 3 (MEG3), insanlarda 14q32.3 kromozomunda yer
alan, damgalanmig DLK1-MEG3 bélgelerine ait IncRNA’y1 kodlayan bir gendir (197).
Bu bolge en az ii¢ tane paternal olarak eksprese edilen protein kodlayan geni ve ¢ok
saylida maternal olarak eksprese edilen kodlamayan RNA’y1 igerir (17). Bu genlerin
damgalanmuis ifadesi, hiicre gelisimi ve biiylimesi ile iliskilidir (199) ve in-vitro deneyler,
MEG3’iin insan kanser hiicre hatlarinin proliferasyonunu baskilayabilecegini
gostermistir (198). Arastirmacilar, mide (284), servikal (285) ve meme (286) kanseri gibi
cesitli insan kanserleri ile iligskili olarak MEG3 ekspresyonunun olmadigini
bildirmislerdir. MEG3, ¢esitli yonlerden tiimdr olusumunu engelleyebilir. ik olarak,
MEG3, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe edebilir ve sonug olarak in-vitro deneyler
ve hayvan modelleri (287) tarafindan dogrulanan apoptozis indiikleyebilir. ikinci olarak,
MEG3 epigenetik regiilasyonda bir rol oynar ve DNA metilasyonunu etkileyerek ve
snoRNA ve miRNA’nin fonksiyonlarini diizenleyerek kanser hiicrelerinin fonksiyonunu
degistirebilir (21, 22). Ayrica, MEG3 p53, MDM2 ve pRb yolaklar1 dahil olmak tizere

birgok tiimorle iligkili sinyal yolagimin diizenlenmesinde rol oynar (288).
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MEG?3’iin eksojen olarak asir1 ekspresyonu akciger kanseri hiicrelerinde apoptozisi tesvik
etmektedir (289). MEG3, TPMI ile birlikte miR-96’y1 diizenleyerek tiimor baskilayict
islevi gosterir (290). Jin ve ark., MEG3"in upregiilasyonunun safra kesesi kanserinde
hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigini ve nude fare deneylerinde
apoptozisin ve karsinogenezin azalmasina yol ac¢tigini bildirmislerdir (291). Xu ve ark.,
IncRNA MEG?3’iin hiicre proliferasyonunu ve migrasyonu inhibe ettigini, ancak Sirt7’yi
upregiile ederek glioma hiicrelerinde otofajiyi kolaylastirdigini ve PI3K / AKT / mTOR
yolaginin engellenmesinde islev gordiigiinii belirtmislerdir (226). LncRNA MEG3,
prostat kanseri doku ve hiicrelerinde downregiile edilir ayrica miR-9-5p’yi ve hedef geni
QKI-5’1 diizenleyerek prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon
yeteneklerini azaltabilir (292). MEG3, epitelyal over karsinomda (EOC) ATG3
aktivitesini diizenleyerek ve otofajiyi indiikleyerek EOC’de tiimor baskilayici islev goriir

(242).

INK4b-ARF-INK4a lokusu, hiicre dongiisiiniin durmasi, stresle indiiklenen apoptozis ve
yaslanmada 6nemli rollere sahip olan ii¢ timor baskilayict geni (p15INK4b, p14ARF ve
pl6INK4a (CDKN2A/pl16)) kodlar. CDKN2A/pl6 ve pl4ARF genleri, promotdr
bolgelerin aktivasyonunu takiben translasyona ugrar. CDKN2A/pl6 ve pl4ARF
proteinleri, amino asit sekanslar1 ve sirastyla pRB ve p53 sinyal yolaklar1 araciligiyla
hiicre donglisii regiilasyonundaki rolleri bakimindan farklilik gdsterir (293).
CDKN2A/p16 proteini, CDK4/6 inhibitdriidiir, pRB fosforilasyonunu onler ve boylece
G1 fazinda hiicre proliferasyonunu bloke eder (294). P14ARF proteini, p53°e bagimli bir
sekilde hem G1 hem de G2 fazinda duraklamayi indiikler (295). p14ARF, Mdm?2 ile
etkilesir ve onu niikleolusa baglayarak Mdm2’nin niikleer tasinimini engeller (296). Bu
durum Mdm2-p53 kompleksinin olusumunu bloke eder ve proteozomda Mdm?2 ile
uyarilan p53 bozunmasini inhibe eder ve sonunda p53°l stabilize eder (296). Bu tez
calismasinda ise KRK’de IncRNA MEG3’iin ve izoformu olan MEG3b’nin plazmid ile
asir1 ekspresyonu saglandiktan sonra yapilan analizler sonucunda p53’iin ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica ¢galismamizda artan MEG3 ekspresyonunun, HT-29 hiicre
hattinda CDKN2A ekspresyon diizeyini anlamli olarak arttirdigi bulunmustur (Sekil
4.49). KRK hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b’nin asir1 ekspresyonu hem p53 hem de
CDKN2A ekspresyonunda artisa sebep olmustur. MEG3’{in p53 {izerindeki diizenleyici

mekanizmas1 daha onceki ¢alismalarda ortaya konulmustur (206). Ancak literatlirde
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MEG3b’nin, p53 iizerinde MEG3’e benzer sekilde bir diizenleyici etkisinin oldugu bilgisi

mevcut degildir. Bu bilgi tez ¢alismamizla birlikte ilk defa literatiire katilmis olacaktir.

CDKN2A/p16 gen hipermetilasyonu, KRK dahil ¢esitli insan tiimorlerinde bildirilmigtir
(297). P16 geninin promotor metilasyonu, kolorektal displazide, timorlere bitisik normal
mukozada, habis tiimorlerde ve adenomlarda bulunmaktadir. Bununla birlikte, birkag
genin hipermetilasyonunun erken asamalarda ortaya ¢iktig1 ve yasla birlikte arttig1, belirli
patolojik durumlarda ise bu oranm arttig1 goriilmektedir. Ornegin, Hsieh ve ark. p16
promotdr hipermetilasyonunun yaygin bir durum oldugunu ve iilseratif kolitte neoplazik
transformasyon sirasinda erken ortaya ciktigint gostermislerdir. P16 promotdr
hipermetilasyonu, displazi riski yiliksek olan hastalari tanimlamak i¢in potansiyel bir

biyobelirte¢ aday1 olarak dnerilmektedir (298).

P16 promotdr metilasyonu KRK’e ek olarak; kolonik adenomlarda, anormal kript
odaklarinda, hiperplastik poliplerde ve ilerlemis adenomlarda bulunur ve pl6’da CpG
adacik hipermetilasyonunun pre-malignitede erken gerceklestigini gosterir (299). Minoo
ve ark., hiperplastik poliplerde yogun p16 gen hipermetilasyonunu gosterdiler ve genetik
yatkinligin  ¢esitli hiperplastik polip formlarina katkida bulunabilecegini One
stirmiislerdir. Bu durumun erken dénem gdostergeleri, normal kolon mukozasinda p16
geninin hipermetilasyonundan kaynaklaniyor olabilir (300). Baska bir ¢alisma, pl6
geninin ileri yagla iligkili promotér hipermetilasyonunun normal kolon mukozasi ile
iligkisini gostermistir (301). Yasla iligkili metilasyon ve p16 geninin inaktivasyonu, yasla
birlikte artmis kanser riski i¢in predispozan faktorler olabilir (300), bunun yani sira
pl6’nin hipermetilasyonu igin diger risk faktorleri tanimlanmistir. CDKN2A’nin
metilasyonu, Duke evrelemesi ve tiimor farklilasmasi gibi bazi klinikopatolojik

ozelliklerle iliskilidir (302).

Tez ¢aligmasi kapsaminda yaptigimiz literatiir taramalarinda kanserde dogrudan MEG3
ile CDKN2A arasinda bir iligskiyi ortaya koyan herhangi bir ¢aligma bulunamamustir.
Ancak ateroskleroz MEG3 geninin susturulmasi sonucunda MEG3 tarafindan hedeflenen

bir miRNA’nin CDKN2A’nin islevini diizenledigi agiga ¢ikarilmistir (25).

Yaptigimiz ¢aligmada, KRK hiicrelerinde CDKN2A’nin hedef genleriyle, IncRNA
MEG3 arasindaki iligki aragtinlmigtir. Bu ama¢ dogrultusunda ¢alismamizin

baslangicinda, IncRNA MEG3’iin 30 farkli hiicre hattinda ve 20 saglikli insan
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dokusundaki ekspresyon diizeyi belirlenmistir. MEG3 geni saglikli insan dokular1 ve
normal hiicre hatlarimin biiyiik ¢ogunlugunda ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir.
Bunun aksine kanser hiicrelerinde daha diisiik eksprese oldugu veya hi¢ ekspresyon
gostermedigi bulunmustur. Elde ettigimiz bu bulgular, literatiirdekine benzer sekilde
IncRNA MEG3’in tiimor baskilayict 06zelligini desteklemektedir (17). Ayrica
aragtirmamizda kullandigimiz HCT-116 ve HT-29 KRK hiicre hatlarinda ise normal
kolon dokusuna kiyasla, oldukca diisiik seviyelerde MEG3 ekspresyonu bulundugu
gosterilmigtir. Ayn1 zamanda CDKN2A geninin de 20 saglikli insan dokusunda ve KRK
hiicrelerinde ekspresyon diizeyi belirlenmistir. CDKN2A’nin ekspresyon profillemesi
sonucunda MEG3’iin profillemesine benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.60, Sekil
4.62). CDKN2A geninin HCT-116 hiicre hattindaki ekspresyonu, normal kolon dokusuna
kiyasla yok denilebilecek kadar diisiik iken; HT-29 hiicre hattinda normal kolon dokusuna
yakin ekspresyon diizeyi gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarindaki CDKN2A ekspresyonu,
transfeksiyon Oncesinde ve sonrasinda sasirtict bulgular ortaya koymustur. Literatiir
arastirmalarimiz sonucunda ATCC veri tabani iizerinden, HCT-116 hiicre hattinda
CDKN2A’nin mutant 6zellikte oldugu bilgisine ulasilmistir. Ayrica Halby ve ark.,
yaptiklari galigmada HCT-116 hiicre hattinda CDKN2A ’nin hipermetilasyona ugradigini
bildirmislerdir (303). Elde ettigimiz verilere gére HT-29 hiicre hattinda MEG3 ve
MEG3b ekspresyonundaki artis, CDKN2A’nin ekspresyonunu anlamli derecede
arttirmistir (Sekil 4.40). Ancak plazmid aracili transfeksiyon, HCT-116 hiicre hattindaki
CDKN2A ekspresyonunda anlamli degisimle sonu¢lanmamustir (Sekil 4.23). CDKN2A
ifadesindeki artigin anlamli diizeyde olmayis1 daha 6nce bahsettigimiz, HCT-116 hiicre

hattindaki CDKN2A hipermetilasyonun bir sonucu olabilir.

MEG3’in yapilan bircok calismada tiimor baskilayici ozellikte bir gen oldugu
bilinmektedir. Bunun yan1 sira hiicre dongiisiinde timor baskilayict 6zellik gosteren
CDKN2A geninin MEG3 tarafindan dolayli olarak hedeflendigi kisa bir siire 6nce tespit
edilmistir (25). CDKN2A’nin ¢ok sayida hedef geni bulunmakla beraber, bu ¢alismada
CDKN2A’nin hedefi olan 17 geni biyoinformatik veri tabanlar1 ve yazilimlar kullanarak
tespit ettik. Tespit ettigimiz 17 genden 2’si (p53 ve EGR1) haricindeki bu hedeflerin
heniiz MEG3 ile iliskisi ortaya konulmamistir. Bununla beraber kolorektal kanserde, bu

genlerin tamaminin MEG3 ve MEG3b ile iliskisine dair literatiire de rastlanmamistir. Bu
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baglamda calismamiz 6zgiin nitelik tasimaktadir. Bu genlerin MEG3 ile iligkisi olup
olmadigin1 agiga cikarabilmek amaciyla KRK’da diisiik ekspresyon gosteren MEG3
geninin ekspresyon seviyesi plazmid aracili olarak arttirilmigtir. MEG3’lin yan1 sira
MEG3b ve MEG3-del5’in ekspresyon diizeyleri de plazmid aracili olarak arttirtlmigtir.
HCT-116 hiicre hattinda transfeksiyon sonucunda MEG3 ve MEG3b plazmidleri
KRK’da diisiik eksprese olan MEG3’iin ekspresyonunu kontrole kiyasla yaklasik
400.000 kat arttirirken, HT-29 hiicrelerinde MEG3’iin ekspresyon diizeyini yaklasik
90.000 kat arttirmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.48).

AURKA yaygin bilinen ismiyle Auroro Kinaz A, hiicre dongiisiinde MAPK’in yokus
asag1 hedefinde bulunan bir gendir (304). Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada
AURKA’nm KRK’de p53 aracili DNA hasar yanit genlerini inhibe ederek, oksaliplatine
kars1 kemosensiviteyi arttirdigi bildirilmistir (305). AURKA ile MEG3 arasindaki
iliskiye dair mevcut literatiir verisi bulunmamaktadir. Calismamizda AURKA nin normal
kolon dokusuna kiyasla HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda ekspresyonunun arttigi
tespit edilmigtir. HCT-116 hiicre hattinda transfeksiyon sonrasinda MEG3 ve MEG3b ile
transfekte edilen deney gruplarinda AURKA geninin ekspresyonu kontrole kiyasla
anlamli diizeyde artis gdstermistir (Sekil 4.20). ilging bicimde HT-29 hiicre hattinda
transfeksiyon sonrasinda MEG3 ve MEG3 ile transfekte edilmis deney gruplarinda
AURKA geninin ekspresyon diizeyi anlamli diizeyde azalmistir (Sekil 4.39). Elde
ettigimiz bu bulgular MEG3 ve MEG3b geninin HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda
farkli ekspresyon motiflerine neden olabilecegini gostermistir. Bununla beraber elde
ettigimiz veriler dogrultusunda MEG3 ve MEG3b’nin AURKA geni iizerinde diizenleyici
etkisinin oldugu sdylenebilir. Ayrica AURKA’nin KRK hiicre hatlarindaki farkli
ekspresyon diizeyleri, c¢ift yonli ekspresyon motifine sahip olabilecegini de

diistindiirmektedir.

CASC3 ekzon birlesme kompleksinin bir tiyesi olup, kanserlerdeki islevine dair
bilgilerimiz olduk¢a sinirlidir. Bununla beraber hepatoseliiler karsinomda CASC3’iin
onkogenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (306, 307). Literatirde CASC3 geninin
KRK’deki islevine dair heniiz bir veriye rastlanmamistir. Calismamizda normal kolon
dokusuna kiyasla HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinde CASC3 geninin ekspresyon
diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir. HT-29 hiicre hattina MEG3 ve MEG3b

plazmidleriyle yapilan muamele CASC3 geninin ekspresyonunu baskilamistir (Sekil
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4.40). HCT-116 hiicre hattinda ise CDKN2A’ya benzer sekilde CASC3’{in ekspresyon
diizeyinde anlamli degisim olmamistir (Sekil 4.21). CASC3 i¢in elde ettigimiz bu veriler
MEG3 ile CASC3 arasinda diizenleyici bir mekanizma olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayn1 zamanda bu veriler literatiirde bir ilk olma 6zelligindedir.

CCNDI1 yaygin bilinen adiyla siklin D1 geni, mitoz sirasinda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini tesvik ettigi i¢in, hiicre proliferasyonunun mihenk tasi niteligindedir. Bu
sebepten CCND1’in artmis ekspresyonu bir¢ok kanserle iliski gostermektedir (308, 309).
KRK hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b’nin ekspresyon diizeyindeki artig, HCT-116 ve HT-
29 hiicre hatlarmin her ikisinde de CCND1 ekspresyonunda anlamli diizeyde azalmayla
sonuclanmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.41). Hiicre proliferasyonunda kilit noktada yer alan
bu genin ekspresyonunda meydana gelen azalma MTT deney verilerimizi de destekler
niteliktedir. Transfeksiyon sonrasi hiicre proliferasyonu kontrol gruba kiyasla oldukca
azalmistir. Elde ettigimiz bu veri MEG3 ve MEG3b’nin CCNDI1’i diizenliyor
olabilecegine dair literatiirdeki ilk bulgulardir. Bu veriyi desteklemek icin RNA
immiinoprespitasyon yontemi ile dogrulama yapmak, MEG3 ve CCNDI’in dogrudan

etkilesimi hakkinda fikir sahibi olmamizi saglayabilir.

Son birkag yildir, IncRNA MEG3’iin hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan genler
ile olan iligkilerine dair ¢alismalar artmaktadir. Rb1’in diizenlenmesinde 6nemli role
sahip oldugu bilinen E2F1, kesfedildigi glinden bu yana hiicre dongiisii ¢alismalarinda
siklikla aragtirmalara dahil edilmistir. Ayrica CDKN2A geni tarafindan kodlanan pl6
proteini Rbl aracili olarak E2F1 ekspresyonu diizenlemektedir (310). Ancak MEG3 ile
E2F1 arasindaki iligkiye dair literatiir bilgisi mevcut degildir. Bu baglamda ¢alismamizda
elde ettigimiz veriler E2F1 ile MEG3 arasindaki iliskiye dair ilk olma 6zelligindedir.
Calismamizda, MEG3 ve MEG3b’nin artmig ekspresyonunun hem HCT-116 hem de HT-
29 KRK hiicrelerinde E2F1 geninin ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirdig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.43). E2F1, Rb1’e baglandiginda tiimor baskilayict bir gen
olan Rb1’in ekspresyonunu engellemektedir. Artmis E2F1 ekspresyonunun hiicre
proliferasyonunu arttirict yonde etki gostermesi beklenirken, sasirtict bigimde KRK’da
E2F1’in artmis ekspresyonu hiicre ¢ogalmasini baskilamistir. Pierce ve ark. (311),
transgenik fare modelleri lizerinde yaptiklari ¢alismada E2F1’in hem tiimdr baskilayici
hem de onkogenik oOzellik gosterdigini rapor etmislerdir (311). Benzer sekilde

calismamizda transfeksiyon oncesi KRK hiicrelerinde, normal kolon dokusuna kiyasla
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E2F1 ekspresyonunun olduke¢a yiiksek seviyelerde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.5). Bu
durum KRK’da E2F1’in onkogenik 6zellikte oldugunu ancak MEG3 transfeksiyonu ile
beraber E2F1’in daha da artmis ekspresyonunun hiicre proliferasyonu, migrasyon ve
koloni olusum yetenegi iizerinde timor baskilayici isleve sahip olabilecegi tespit
edilmistir. Elde edilen bu bulgular1 degerlendirecek olursak; E2F1’in MEG3
ekspresyonuna bagli olarak KRK hiicrelerinde farkli fonksiyonlar gdstermesi, E2F1’in
KRK’da MEG3 etkisiyle c¢ift yonli etki gosterebilecegini diisiindlirmektedir.
Calismamizdaki bu bulgular, Pierce ve arkadaslarinin bulgularin1 (311), destekler

niteliktedir.

EGRI1 tarafindan kodlanan proteinler, ¢inko parmak protein ailesinin iiyesidir. EGR1
transkripsiyon faktorii olarak islev gdrmektedir. Ayrica aktive ettigi genler mitojenik
uyarim ve hiicresel farklilasmadan sorumludurlar (312). Diyabetik nefropatide IncRNA
MEG3’iin, miR-181a aracili olarak EGRI1 ekspresyonunu diizenledigi ortaya
konulmustur (313). KRK kanserde ise miR-34a tarafindan gii¢lendirilmis EGR1’in
ekspresyonu invazyon ve migrasyonu engelledigi bildirilmistir (314). Yaptigimiz bu
calismada ise transfeksiyon dncesinde normal kolon dokusuna kiyasla HCT-116 ve HT-
29 hiicre hatlarinda EGR1 ekspresyonu diisiikk bulunmustur (Sekil 4.6). Bu durum
literatiirdeki EGR1’in tiimdr baskilayici islevine dikkat ¢ekmis, KRK’da da EGR1’in
timor baskilayici 6zellik gdsterdigini ortaya ¢ikarmistir. Transfeksiyon sonrasinda hem
HT-29 hem de HCT-116 hiicre hattindaki EGR1 ekspresyonu anlamli derece artis
gostermistir (Sekil 4.25, Sekil 4.44). Ayrica transfeksiyon sonrasinda her iki hiicre
hattinda hiicre proliferasyonu, migrasyon ve koloni olusum yeteneginde ciddi diizeyde
azalma tespit edilmistir. Bu bulgular hem MEG3’tin hem de EGRI’in kanserlerdeki
timor baskilayici 6zellikleriyle parallelik gdstermektedir. Buradan yola ¢ikarak KRK’da
IncRNA MEG3 ile EGRI1 arasinda diizenleyici iliski bulunduguna dair g¢ikarimlar
gerceklestirilebilir. Caligmamizdaki bu veriler KRK’da EGR1 ile MEG3 arasindaki
iliskiye 151k tutmakta olup, 6zgiin literatiir niteligi tastmaktadr. fleriki calismalarla EGR1
ile MEG3 arasinda herhangi bir fiziksel etkilesimin olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi

MEG?3’iin EGR1 {izerindeki islevinin aydinlatilmasina yardimci olacaktir.

HUWEI1 geni, timor gelisiminde 6nemli bir {ibikitinasyon modiilatérii olarak islev
gormektedir. HUWE1’in onkogenik bir protein olan c-MY C’nin de diizenleyicisi oldugu
bildirilmistir (315). HUWEI, yapilan c¢aligmalarda tiimor baskilayict isleve sahip gibi
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goriiniiyor olsa da p53’iin iibikitinasyonu araciligtyla apoptozisi engeller (316). Bu durum
HUWET1’in tiimor olusumundaki iglevine dair mevcut bilgilerimiz bizi, HUWE1 in timor
baskilayic1 m1 yoksa onkogen mi olduguna dair bir paradoksa siiriiklemektedir. Bununla
beraber MEG3’iin p53°ii diizenledigine dair bulgularimiz1 ve literatiirdeki diger verileri
de goz oniine alacak olursak; MEG3 ile HUWE]1 arasinda CDKN2A yolagindan bagimsiz
olarak da diizenleyici bir mekanizmanin varligindan soz edilebilir. Bu bilgilerden yola
cikarak ¢aligmamizda KRK’da HUWEI ekspresyonunun tayini amaciyla normal kolon
dokusuna gére HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda ekspresyon analizi gerceklestirildi.
Normal kolon dokusuna kiyasla iki hiicre hattinda da HUWE1’in ekspresyon diizeyinde
azalma oldugu tespit edilmistir. Ancak MEG3 transfeksiyonundan sonra KRK
hiicrelerinde oldukga sasirtict sonuglar elde edilmistir. HUWE]1 ekspresyonu, HCT-116
hiicre hattinda transfeksiyon sonrasi anlaml diizeyde artig gosterirken (Sekil 4.26), HT-
29 hiicre hattinda anlaml diizeyde azalma gdstermistir (Sekil 4.45). Iki hiicre hattindaki
bu farkli ekspresyon motifinin nedeni, HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar1 arasindaki
genetik yapinin farkliligi olabilir. ATCC veri tabani tizerinden HCT-116 ve HT-29 hiicre
hatlariin genetik yapisi hakkinda edindigimiz bilgiler, bize HCT-116 hiicre hattindaki
RAS proto-onkogen mutasyonunun sonuglarimiz iizerinde etkisinin oldugunu
disiindiirmektedir. Jang ve ark. (317), yaptiklar1 ¢alismada HUWE1’in RAS ve RAF ile
birlikte bir iskele olusturarak iglev gosterdigini bildirmislerdir (317). Bu ¢alisma HT-29
hiicrelerine kiyasla olduk¢a farkli sonuclar elde etmemizi aydinlatabilecek nitelik
gostermektedir. Bu durumun bir diger nedeni HUWEI’in de IncRNA’larda siklikla
rastlanan bir durum olan, ¢ift yonlii fonksiyon potansiyeline sahip bir gen olmasi ile de
aciklanabilir. Tleriki calismalarda MEGS3 ile transfekte edilmis HCT-116 hiicre hatlarinda
RAS ve HUWEI ekspresyonlarimin birlikte degerlendirilmesi bu durumun
degerlendirilmesini kolaylastirabilir. Sonug¢ olarak MEG3’iin asir1 ekspresyonu
sonucunda HUWEI geninde meydana gelen degisimler literatiirde ¢aligmamizdan 6nce
mevcut degildir. Bu ¢alisma ile beraber ilk defa MEG3 ile HUWEI arasinda bir iliski
oldugu aciga c¢ikarilmistir.

Yakin zamanda yapilan bir calismada KAT2B daha az bilinen ismiyle p300, p53’iin
transaktivasyonunu sagladigi ve p53’tin KAT2B’nin otoasetilasyonunu uyardigi
bildirilmistir (318). Tez ¢aligmast kapsaminda p53 ile MEG3 arasindaki iliskiye dair
bulgulardan daha once bahsetmistik. CDKN2A ile de biyoinformatik olarak iliski
gosteren bu genin daha 6nce hem KRK’deki roliine dair hem de MEG3 ile iligkili
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olduguna dair literatiir bilgisine rastlanmamistir. Arastirmamizda, KAT2B’nin
ekspresyonu normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde daha diisiik seviyelerde
bulunmustur. Transfeksiyon sonrasinda hem HCT-116 hem de HT-29 KRK hiicrelerinde
KAT2B ekspresyonu anlamli seviyede artis gostermistir (Sekil 4.27, Sekil 4.46).
Calismamizda, KRK hiicrelerinde MEG3’iin KAT2B ekspresyonu iizerinde diizenleyici

etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir.

Mitojenle aktive edilen kinaz 8 olarak da bilinen MAPKS, hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve apoptozis de dahil olmak {iizere hiicresel siireclerin diizenlenmesinde
rollere sahiptir (319). MAPKS sinyal yolagindaki genetik modifikasyonlarin KRK’de
hayatta kalma oranin1 ve KRK riskini etkiledigi tespit edilmistir (320). Calismamizda
MAPKS transfeksiyon oncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde
diisiik ekspresyon diizeyi gostermistir (Sekil 4.9). MEG3 transfeksiyonu ise HCT-116 ve
HT-29 hiicrelerinde MAPKS ekspresyonunda anlamli diizeyde degisim saglayamamigtir
(Sekil 4.28, Sekil 4.47).

PCNA, DNA replikasyonunda acilan ipliklerinin birbirine dolanmasini engellemek
amaciyla kayan kiskag iglevi gosteren 6nemli bir molekiildiir. Ayrica PCNA’nin p53 ile
de yakindan iligkili bir diizenlenme mekanizmasinin olduguna dair ¢alismalar mevcuttur
(321). KRK’de PCNA ve MEG3 arasindaki iliskiye dair bir ¢calisma literatiirde mevcut
degildir. PCNA transfeksiyon Oncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK
hiicrelerinde diisiik ekspresyon diizeyi gostermistir. Transfeksiyondan sonra, hem HCT-
116 ve hem HT-29 hiicrelerinde PCNA ekspresyonu anlamli diizeyde artis gostermistir
(4.31, 4.50). Buradan yola ¢ikarak KRK hiicrelerinde, MEG3’{in asir1 ekspresyonunun

PCNA iizerinde ekspresyon arttirict etkisinin olabilecegi sdylenebilir.

RAF1, KRK’de KRAS mutasyonlu hiicre hatlar1 da dahil olmak {izere doniistiiriilmiis
hiicre fenotipinin korunmasinda kritik rol oynar. RAF1’in bu etkisi kinaza bagimlidir.
Ayrica RAF1, KRK hiicrelerinin morfolojik yapisini goblet benzeri hiicre yapisina
dontigtiirmiistiir (322). Tez calismamizda, RAF1 geni transfeksiyon oncesinde normal
kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde diisiik ekspresyon diizeyi gostermistir. MEG3
transfeksiyonu sonrasinda ise, HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde RAF1 ekspresyonunda
anlamli diizeyde degisim saglayamamustir (Sekil 4.32, Sekil 4.51). Ancak ¢alismamizda
transfeksiyon sonrasinda hem HCT-116 hem de HT-29 KRK hiicrelerinde morfolojik

136



degisim gozlenmistir. Bu degisim MEG3 ekspresyonundaki artistan kaynakli olabilecegi
gibi, MEG3 artisindan etkilenen genlerdeki ekspresyon degisiminin de bir sonucu
olabilir. Elde ettigimiz bulgular literatiirde daha 6nce mevcut degildir. Bu sebeple, MEG3
ile RAF1 arasindaki iliskiye dair yaptigimiz ¢alisma 6zgiin niteliktedir.

KRK’da RELA asetilasyonu tiimér olusumunu tesvik edici etkiye sahiptir (323).
Calismamizda, RELA’nin transfeksiyon 6ncesinde normal kolon dokusuna kiyasla HCT-
116 hiicre hattindaki ekspresyonu yliksek diizeyde iken, HT-29 hiicre hattinda normal
kolon dokusuna yakin diizeyde ekspresyon gostermistir. RELA ekspresyonu,
transfeksiyon sonrasinda HCT-116 hiicre hattinda azalmisken (Sekil 4.33), HT-29 hiicre
hattinda ise artis gostermistir (Sekil 4.52). Bu durum HCT-116 ve HT-29 hiicre
hatlarindaki farkli genetik yapidan kaynaklaniyor olabilecegi gibi, Luo ve ark.’nin,
yaptiklar1 calismadakine benzer sekilde (324), RELA geninin KRK’da heniiz
kesfedilmemis bir negatif geri besleme dongiisiiniin varligindan da kaynaklandig:
diisiiniilebilir. Bunu yan1 sira henliz MEG3 hakkindaki bilgilerimiz olduk¢a sinirlidir.
Ozellikle protein kodlayan genler iizerinde farkl: etkiler gdsterebilen IncRNA’lar, zaman
zaman kanserin molekiiler mekanizmalar1 {izerinde beklenmedik etkileriyle farkli

bulgular ortaya koyabilmektedirler.

Sahin ve ark., osteosarkomda mir-664’iin ekspresyonunu baskilayarak, mir-664’iin
molekiiler hedefi olan IncRNA MEG3’lin ekspresyonunu arttirmiglardir. Bu durum
osteosarkomda mir-664 aracili olarak MEG3 ekspresyonunun diizenlendigini
gostermistir (215). Yakin zamanda yapilan bagka bir ¢aligmada ise, mir-664’iin baska bir
hedefi olan SIVA1 geninin, mir-664 aracili olarak diizenlendigi bildirilmistir (325). Bu
durum SIVAI1 ile MEG3 arasinda bir iligki olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu iligkiye
dair mevcut literatiir bilgisi bulunmamaktir. Bu kapsamdaki arastirmamizda,
transfeksiyon dncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde daha diisiik
SIVA1 ekspresyonu oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira transfeksiyon sonrasi
MEG3 geninin ekspresyonundaki artis hem HCT-116 hem de HT-29 hiicrelerinde,
SIVAT1 ekspresyonunda anlamli diizeyde degisime neden olmamistir. Ancak MEG3b gen
ekspresyonundaki artis hem HCT-116 hem de HT-29 hiicre hatlarinda SIVA1 geninin
ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirmigtir (Sekil 4.34, Sekil 4.53). Bu veriler,
MEG3b’nin  SIVA1 geninin  diizenlenmesinde  etkiye sahip olabilecegini
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diisiindiirmektedir. Elde ettigimiz bu veriler ilk defa calismamizla beraber literatiire

katilacaktir.

SP1, onkogenlerin ve tiimdr baskilayicilarin yani sira apoptozis, yaslanma, proliferasyon,
farklilagma ve anjiyogenez gibi temel hiicresel fonksiyonlarda gorevli cesitli genlerin
ekspresyonunu hem aktive eder hem de baskilar (326). SP1, DNMT1’in ekspresyonunu
miRNA aracili olarak baskilamaktadir. Meme kanseri hiicrelerindeki bu baskilamanin in
vitro olarak ortadan kaldirilmasinin, DNMT1’in MEG3 geninde hipermetilasyonunu
azaltarak MEG3 ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir (327). Calismamizda, SP1’in
transfeksiyon Oncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde diisiik
ekspresyon diizeyi gosterdigi bulunmustur. Transfeksiyon sonrast HT-29 hiicre hattinda
SP1’in ekspresyonu anlamli diizeyde azalmistir (Sekil 4.54). Bununla beraber HCT-116
hiicrelerinde SP1 ekspresyonunda anlamli bir degisim meydana gelmemistir (Sekil 4.35).
Yaptigimiz ¢aligsmayla beraber KRK hiicrelerinde SP1 ve MEG3 arasindaki iliskiye dair

bulgular ilk defa literatiire kazandirilmistr.

TFDP1, transkripsiyon faktorii D1 olarak da bilinmektedir ve siklikla E2F1 ile birlikte
hiicresel diizenleyici mekanizmalarda rol almaktadir (328). TFDP1 ve E2F1’in MEG3 ile
arasindaki iliskiye dair literatiire rastlanmamistir. Yaptigimiz c¢alismada TFDPI,
transfeksiyon Oncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde diisiik
ekspresyon diizeyi gostermistir (Sekil 4.17). Transfeksiyon sonrast HCT-116 ve HT-29
hiicre hatlarinda MEG3b transfeksiyonu sonrasinda, TFDP1’in ekspresyonu anlamli
diizeyde artis gostermistir (Sekil 4.36, Sekil 4.55). Bununla beraber MEG3
ekspresyonundaki artis hem HCT-116 hem de HT-29 hiicre hatlarinda anlamli diizeyde
artig gostermemistir. Buradan yola ¢ikarak MEG3b’nin TFDP1 iizerinde diizenleyici rolii
oldugu sdylenebilir. Ancak bu diizenlenmenin MEG3b’nin dogrudan etkisi ile mi yoksa
dolayli mekanizmalar iizerinden mi gerceklestigine dair kesin bir sonuca ulasabilmek
icin, ileriki calismalarda TFDPI’in yakin etkilesimde oldugu genlerin ekspresyon

diizeylerinin de arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

TOP1, topoizomeraz I olarak bilinen DNA replikasyonunun hatasiz gerceklesebilmesi
icin DNA ipliginde kesim gergeklestirir. Bu nedenle genom biitlinliigliniin korunmasinda
kritik role sahiptir (329). Ancak TOP1’in zit fonksiyonlu islevleri, TOP1’in tiimdrlerdeki

etki bicimi hakkindaki ¢oziimlemelerimizi oldukca zorlastirmaktadir. TOP1 geninin
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siklikla KRK hiicrelerinde kopya sayisinda artis meydana gelmektedir (330). Bu tez
calismasinda TOP1 geni, transfeksiyon 6ncesinde normal kolon dokusuna kiyasla KRK
hiicrelerinde diisiik ekspresyon diizeyi gostermistir (Sekil 4.18). MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonu sonrasinda, HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda ise TOP1’in ekspresyonu
anlamli diizeyde artis gostermistir (Sekil 4.37, Sekil 4.56). MEG3 ve MEG3b genlerinin
TOP1 diizenlenmesindeki roliine dair literatiir mevcut degildir. Ik defa calismamizla
beraber, TOP1 geninin diizenlenmesinde MEG3 ve MEG3b’nin role sahip olabilecegi

ortaya konulmustur.

Giles ve ark., sporadik ve ailesel adenomatdz polipozis hastalarindan aldiklar1 6rneklerde
erken evre hastalarda VHL diizeylerinin yliksek oldugunu, ilerlemis evrelerdeki
hastalarda VHL diizeylerinin diisiik oldugunu bildirmislerdir (331). Calismamizda benzer
sekilde VHL, normal kolon dokusuna kiyasla KRK hiicrelerinde diisiik ekspresyon
diizeyi gostermistir. MEG3 tranfeksiyonundan sonra, hem HCT-116 hem de HT-29 hiicre
hatlarinda VHL ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.38, Sekil 4.57). Bu durum MEG3 hedefi
olan miRNA veya IncRNA’larda meydana gelen degisimlerin etkisinden kaynaklaniyor
olabilecegi gibi MEG3 ve VHL arasindaki fiziksel etkilesimden de kaynaklanabilir.
Ayrica yapilan bir ¢alismada VHL/HIF 1a’nin KRK’da hiicre sag kalimi igin negatif geri
besleme dongiisii olusturdugu bildirilmistir (332). Calismada kullandigimiz hiicre hatlari
VHL ile MEG3 arasindaki diizenlenmeye dair literatiir bilgisine rastlanmamistir. Bu

baglamda ¢aligmamiz 6zgiin nitelik tasimaktadir.

Sonug olarak ¢alismamizda MEG3’{in normal kolon dokusuna kiyasla kolorektal kanser
hiicre hatlarinda ifade kaybina ugradigi bulunmustur. Transfeksiyon sonrasinda elde
ettigimiz bulgular E2F1, EGR1, KAT2B, p53, PCNA, SIVAIl, TFDPI, TOPI ve
CDKN2A’nin ekspresyon diizeylerinin MEG3b overekspresyonu sonucu arttiini
gostermistir. Bununla beraber E2F1, EGR1, KAT2B, p53, PCNA, TFDP1, TOP1 ve
CDKN2A’nin ekspresyon diizeyleri MEG3 overekspresyonu sonucu artmistir. Bunun
aksine VHL, SP1, CCND1 ve CASC3 genlerinin MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu
sonrasinda ekspresyon diizeyleri azalmistir. Ayrica MAPKS8 ve RAF1 ekspresyon
diizeylerinde hem MEG3 hem de MEG3b transfeksiyonu sonrasinda anlamli bir degisim
olmamigtir. MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu sonrasinda HUWE1, RELA ve AURKA
genleri KRK hiicrelerinde ¢ift yonlii ekspresyon motifi gdstermistir. KRK hiicrelerinde
plazmid aracili olarak MEG3, MEG3b ve MEG3-del5’in asir1 ekspresyonu, kolorektal
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kanser hiicrelerinde proliferasyonu, migrasyonu ve koloni olusum yetenegini
baskilamigtir. HCT-116 hiicre hattinda, MEG3 ve MEG3b ile transfekte edilmis deney
gruplarinda MEG3-del5 ve bos plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla
hiicre proliferasyonu anlamli diizeyde azalmistir (Sekil 4.64). HCT-116 hiicre hattinda
proliferasyon tayini i¢in 24, 48 ve 72 saatlerde elde edilen bulgular, MEG3 ve MEG3b
transfeksiyonunun hiicreler {izerinde proliferasyonu baskilayict etkisi oldugunu
gostermektedir. HT-29 hiicre hattinda da HCT-116’dakine benzer sekilde, MEG3 ve
MEG3Db ile transfekte edilmis deney gruplarinda MEG3-del5 ve bos plazmidle transfekte
edilmis deney gruplarina kiyasla hiicre proliferasyonu anlamli diizeyde azalmistir (Sekil
4.65). HT-29 hiicre hattinda proliferasyon tayini igin 24, 48 ve 72 saatlerde elde edilen
bulgular, MEG3 ve MEG3b transfeksiyonunun HCT-116 hiicre hattinda oldugu gibi
proliferasyonu baskilayict etkisi oldugunu gostermektedir. Zhu ve ark. yaptiklari
calismada, vitamin D aracili MEG3 aktivasyonunun KRK hiicrelerinde proliferasyon ve
migrasyonu inhibe ettigini bildirmislerdir (221). Yin ve ark., azalan MEG3
ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu arttirdigini ve KRK’de kotii prognozla iligkili
oldugunu vurgulamiglardir (20). Tez calismasi kapsaminda elde ettigimiz bulgular
literatlir verilerini (20, 221), destekler niteliktedir. Calismamiz MEG3’iin KRK
hiicrelerinde farkli yolaklar iizerinden aktivasyonun hiicre proliferasyonunu azaltici
etkisini dogrulamaktadir. Bununla beraber MEG3b’nin KRK hiicrelerinde ¢ogalmay1

baskilayici etkisi ilk defa ¢alismamizla beraber literatiire katilmig olacaktir.

HCT-116 hiicre hattinda MEG3, MEG3b ve MEG3-del5’in asir1 ekspresyonunun koloni
olusum yetenegi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, plazmid transfeksiyonu
sonrasinda olusan koloniler sayildiktan sonra analiz edilmistir. MEG3 ve MEG3b ile
transfekte edilen deney gruplarinda koloni olusum yetenegi, MEG3-del5 ve bos
plazmidle transfekte edilmis deney gruplarina kiyasla azalmistir (Sekil 4.66, Sekil 4.67).
Benzer sekilde HT-29 hiicre hattinda da MEG3-del5 ve bos plazmidle transfekte edilmis
deney gruplarina kiyasla MEG3 ve MEG3D ile transfekte edilmis deney gruplarinda
koloni olusum yetenegi azalmistir (Sekil 4.68, Sekil 4.69). Elde ettigimiz bu veriler
dogrultusunda MEG3 ve MEG3b’nin asir1 ekspresyonunun KRK hiicrelerinde koloni
olusum yetenegini baskiladigin1 sdylemek miimkiindiir. Bununla beraber KRK
hiicrelerinde hem MEG3’iin hem de MEG3b’nin koloni olusum yetenegi iizerindeki

etkilerine dair literatiir mevcut degildir. Calismamizla beraber MEG3 ve MEG3b’nin
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KRK hiicrelerinde koloni olusumunu baskilayici etkisi ilk defa literatiire kazandirilmig

olacaktir.

MEG3, MEG3b ve MEG3-del5’in KRK hiicrelerinde migrasyon tizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla transfeksiyondan sonraki 0, 24, 48 ve 72 saat siireleri boyunca
olusturulan yara goriintiilendi. MEG3 ve MEG3b ile transfekte edilen HCT-116 hiicre
hattinda olusturulan yara MEG3-del5 ve bos plazmide kiyasla daha ge¢ kapanmistir.
HCT-116 hiicrelerinde MEG3 ve MEG3b plazmidleriyle ger¢eklestirilen transfeksiyonun
migrasyon hizin1 anlamli derecede azalttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.70). Benzer sekilde
HT-29 hiicre hattinda olusturulan yara, MEG3-del5 ve bos plazmidle transfekte edilmis
deney grubuna kiyasla, MEG3 ve MEG3b ile transfekte edilen deney grubunda daha geg
kapanmustir (Sekil 4.72). Calismamizda elde ettigimiz bulgular MEG3 ve MEG3b’nin
asir1 ekspresyonunun KRK hiicrelerinde migrasyonu baskiladigini gostermektedir. Elde
ettigimiz bulgulara paralel sekilde, D vitamini aracitli MEG3 aktivasyonunun KRK
hiicrelerinde migrasyonu inhibe ettigine dair literatiir bulgusu mevcuttur (221). Ancak
KRK hiicrelerinde, MEG3b’nin migrasyon {iizerindeki etkisine dair literatiir mevcut
degildir. Bununla beraber MEG3’e benzer sekilde MEG3b’nin de KRK hiicrelerinde

migrasyonu baskilayici etkisi ilk defa ¢aligmamizla beraber literatiire katilmis olacaktir.

HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlarinda MEG3 ve MEG3b transfeksiyonu sonrasi
morfolojik degisiklikler meydana gelmistir. Elde ettigimiz bulgulara gére MEG3’iin
delesyonlu kismini igeren plazmidin asir1 ekspresyonu, bos plazmidle oldukca benzer
sonuclar ortaya cikarmistir (Sekil 4.74, Sekil 4.75). Buradan yola ¢ikarak caligmada
kullandigimiz MEG3-del5 plazmidinin MEG3’e kiyasla islevini yitirmis halde oldugu
cikarilabilir. Sasirtict bir sekilde MEG3 izoformu olan MEG3b’nin ii¢ boyutlu yapisi
MEG3’ten farkli olsa da MEG3’e oldukg¢a benzer sonuglar ortaya koymustur. Buradan
yola ¢ikarak elde ettigimiz bulgular MEG3 ve MEG3b’nin katlanmis yapilar1 farkli olsa
da islevsel bolgelerinin benzerlik gdsterebilecegini diisiindiirmektedir. MEG3, MEG3b
ve MEG3-del5’in asir1 ekspresyonu sonucunda KRK hiicrelerinde meydana gelen
degisimler ilk defa g¢alismamizla beraber literatiire kazandirilmis olacaktir. MEG3 ve
MEG3b’nin asir1 ekspresyonu sonucunda CDKN2A hedef genleri iizerinde meydana
gelen ekspresyon degisimleri, MEG3 ile bu genler arasinda olasi1 fiziksel etkilesimlere
isaret etmektedir. Ancak MEG3 ile bu genler arasindaki kesin iliskiye dair sonuglar ortaya

koyabilmek i¢in ileriki ¢aligmalarda farkli yontemler araciligiyla da arastirilmasina
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gereksinim vardir. Caligmada kullandigimiz genlerin bazilari MEG3’lin asir1 ifadesi
sonucunda birbirlerine benzer sekilde ekspresyon paternleri gostermislerdir. Benzer
ekspresyon paternine sahip bu genlerin daha sonraki ¢aligmalarda arastirilmasi, hem
CDKN2A vyolaginin aydinlatilmasina hem de MEG3’iin yeni islevlerinin agiga
cikarilmasina yardimeci olacaktir. Bunlarla birlikte, ¢calismis oldugumuz genlerin biiyiik
bir kism1 KRK’de ilk defa arastirilmistir. KRK’de daha 6nce hi¢ ¢aligilmamis bu genlerin,
ileriki caligmalarda farkli KRK hiicre hatlarindaki islevlerinin ve birbirleriyle olan

iligkilerinin arastirilmasi KRK’de yeni tedavi hedeflerini agiga c¢ikarabilir.
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