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1. OZET :

Insan Kanser Hiicre Hatlarinda Peroksizom Proliferator ile Etkinlesen Reseptor
Gamma Genindeki Prol12ala Polimorfizminin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Hatice Kurnaz

Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Hande Kogak

Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Tek Niikleotit polimorfizmleri (SNP), DNA dizisinde tek bir niikleotitte meydana
gelen degisikliklerdir. SNP’ler gemomda en sik goriilen genetik varyasyonlar olup gen
ifadesini ve fonksiyonunu etkileyebildikleri bilinmektedir.

Peroksizom Proliferatdr ile Etkilesen Reseptor Gamma (PPARy) geninin 12.
kodonunun 34. niikleotidinde meydana gelen C> G doniisiimii ile olusan prolin amino
asitinin alanin amino asitine degisimi sonucunda Pro12Ala polimorfizmi olugmaktadir.
Son zamanlarda yapilan birgok calisma Prol2Ala polimorfizminin obezite, diyabet,
baz1 kanser tiirleri gibi bir¢ok hastalik ile iligkili olabilecegini gostermistir. Hiicresel
diizeyde ise kanser ile Prol2Ala polimorfizmi iliskisini inceleyen bir c¢alismaya
rastlanmamuistir.

Bu c¢alismada kanser hiicre hatlar1 ile normal hiicre hatlarinda Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile Prol2Ala polimorfizmi incelenmis ve
Prol2Ala polimorfizminin PPARy mRNA ekspresyonu {iizerindeki etkisi Gergek
Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) yontemi ile arastiriimistir.

Aragtirma sonucunda, taranan 13 hiicre hatt1 igerisinde sadece AGS ve Caki-1 hiicre
hatlarinda Prol2Ala polimorfizmi tespit edildi. Bu hiicre hatlarinin PPARy mRNA
ifadesinin, Prol2Ala polimorfizmi bulunmayan MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453,
MDA-MB-458 hiicre hatlarina kiyasla daha diistik oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: PPARy, Prol2Ala Polimorfizmi, Kanser, Hiicre hatti,
mRNA ekspresyonu



2. SUMMARY :

Investigation of Prol2Ala Polymorphism in the Peroxisome Proliferator-

Activated Receptor-Gamma Gene in Cancer Cell Lines

The Name of the Student: Hatice Kurnaz
Supervisor: Asst. Prof. Hande Kogak, PhD
Department: Medical Biology and Genetics

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the variations in single nucleotide in the
DNA sequence. They are the most common genetic variations in genome. It is known
that SNPs may have effects on gene expression and function.

The Prol2Ala polymorphism is the change of proline amino acid to alanine amino
acid by the conversion of cytosin(C) to guanine (G) at 34th nucleotide of the 12th
codon in the Peroxisome Proliferator Receptor Gamma (PPARY) gene. Several recent
studies have shown that Prol2Ala polymorphism may be associated with many
diseases, such as obesity, diabetes, and some types of cancer. At the cellular level,
there were no studies investigating the relationship between cancer and Prol2Ala
polymorphism.

In this study, Prol2Ala polymorphism in PPARY gene was investigated in cancer cell
lines and normal cell lines via using restriction fragment length polymorphism (RFLP)
method and the effect of Prol12Ala polymorphism on PPARy mRNA expression was
investigated via using Real Time Polymerase Chain Reaction method.

In conclusion; amongst 13 cell lines that are screened, Prol2Ala polymorphism was
detected in only AGS and Caki-1 cell lines. PPARY mRNA expression of these cell
lines was found to be lower than PPARy mRNA expression of cell lines without
Prol12Ala polymorphism such as MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458

cell lines.

Key Words: PPARY, Prol2Ala Polimorphism, Cancer, Cell line, mRNA expression



3. GIRIS VE AMAC :

Peroksizom proliferator ile etkinlesen reseptér (PPAR), lipit metabolizmast ve
adipogenezin diizenlenmesinde gorev alir (Gimble ve ark., 1998; Corrales ve ark.,
2018a). PPAR, farkli genler tarafindan kodlanan ve yiiksek oranda birbirlerine
benzerlik gosteren ii¢ farkli alt birimden olusur. Bu alt birimler a, B/d ve y olarak
adlandirilmaktadir (Fang ve ark., 2016; Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Yousefnia ve
ark., 2018).

PPARYy bir adipojenik diizenleyicidir (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004). PPARY,
yag hiicrelerinin yani sira diger doku ve hiicrelerde de eksprese edilmektedir (Wang ve
Kilgore, 2002; Giaginis ve ark., 2009; Jain ve ark., 1998; Kliewer ve ark., 1994).
PPARY, niikleer reseptor ailesinin diger iiyelerine kiyasla daha fazla adipojenik etkiye
ve transkripsiyon aktivitesine sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve

Spiegelman, 2008).

PPARy’nin iki protein izoformundan biri olan PPARy2proteini PPARy1’den
farkli olarak 30 aminoasitlik eklentiye sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve
Spiegelman 2008; Fajas ve ark., 1997; Berger ve Moller, 2002). PPARyl mRNA’s1 A1,
A2 ve 1-6 ekzonlarini igerir ve Promotor P1°1 kullanirken; PPARy2 mRNA’s1 ise B ve
1-6 ekzonlarini icerir ve Promotor P2 kullanir (He, 2009; Gouda ve ark., 2010).

PPARy2’deki tek niikleotit degisimi ile meydana gelen alanin aminoasiti ile
prolin aminoasitine doniistimii Prol2Ala polimorfizmini olusturur (Mansoori ve ark.,
2015; Yen ve ark., 1997). Prol12Ala polimorfizmi ve kanser iliskisini inceleyen bir¢ok
farkli ¢alismada bu polimorfizmin kanser riski lizerindeki olasi etkisinin kanitlayacak
ya da yalanlayacak ortak bir sonuca ulagilamamis olup farkli ¢aligmalarda ayni kanser

tiiriine ait farkli sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.

Yapilan literatlir caligmalarinda PPARy’nin obezite, diyabet ve bazi kanser
tirleri gibi birgok hastalik ile baglantili olabilecegi goriilmiistiir. Adiposit
farklilagmasinin PPARy tarafindan programlanabilmesi ve PPARy’nin giicli

baglandig1 agonist ligandlarinin bulunmasi, PPARy’ nin kanser ile iligkili olabilecegini



disiindiirmiistiir (Tontonoz ve Spiegelman, 2008). Yapilan bir calismada PPARy’ nin
akciger kanseri ilizerinde etkili olabilecegi gosterilmistir (Tsubouchi ve ark., 2000). Bir
caligmada ise post genomik ve genomik olarak PPARy incelenmis ve obezitede
PPARy’daki Prol2 allelinin mRNA ifade diizeyinde artisa sebep oldugu goriilmiistiir
(Berhouma ve ark., 2013).

Yapilan literatiir ¢alismasi sonucunda Prol2Ala polimorfizmini ve bu
polimorfizmin PPARY ekspresyonu iizerine etkisini kanser hiicre hatlarinda inceleyen
caligmaya rastlanmamuistir. Bu sebeple ¢alismamizda farkli hiicre hatlarinda Prol12Ala
polimorfizminin varligini aragtirmak ve Prol2Ala’nin PPARy mRNA ekspresyon
diizeyinde etkisini arastirmak amaglanmigtir. Caligmanin ilerleyen siirecinde
goniilliller ve kanser hastalarindaki Prol2Ala polimorfizmine bakilarak Prol2Ala
polimorfizminin c¢esitli kanser tiirleri ile iliskisinin arastirilmasinin yaninda Pro12Ala
polimorfizminin PPARy mRNA ifadesine etkisinin kanser hiicre hatlar1 ile normal

hiicre hatlarinda karsilastirilmasi planlanmaktadir.



4. GENEL BILGILER :

4.1. PEROKSiZOM PROLIFERATOR ILE ETKINLESEN
RESEPTOR (PPAR)

Peroksizom proliferator ile etkinlesen reseptor (PPAR), niikleer hormon
reseptOri siiper ailesine ait olan ligand bagimli bir transkripsiyon faktoriidiir. Ligand
baglanmasi ile aktiflesip hedef genlerin trans-aktivasyonunu ve trans-represyonunu
saglamakla birlikte kompleks biyolojik etkilere neden olmaktadir (Corrales ve ark.,
2018b; Thomas ve ark., 2011). Bu transkripsiyon faktoriiniin temel gorevi lipit
metabolizmas1 ve adipogenezden sorumlu olan genlerin promotorlarint kontrol
etmektir (Gimble ve ark., 1998; Yousetnia ve ark., 2018; Corrales ve ark., 2018a).
Bununla birlikte PPAR aracili gen aktivitesi diizenlemesi bircok farkli sistemik ve
hiicresel metabolik yolakta gorevli olup birgok farkli dokuda 6nemli rol oynar. (Sekil

1) (Dhaini ve Daher, 2019).

Besinler

Yag Asitleri Hormonlar
A Endokrin Bozucular

Y »

N Y/

Biiviime Faktorleri

PPARC, /0, ¥
) ] ) aracihg ile
Sirkadiyen Duzenleme duzenlenen gen
aktivitesi
Hiicre Sagkalimi ‘ Karaciger
= Metabolik Duzenleme Beyin  Deri
Cogalma
« N Kas Pankreas
Farkhlasma Hicresel <> Sistemik Bobrek
Gelisme/Blyume Yag Dokusu
Homeostasis [Yetiskin)
Saghk

Hastahk
[Kanser, inflamatuvar)
Yaslanma/Uzun Omir

Sekil 1. PPAR’1n fizyolojik fonksiyonlarinin genel gosterimi [(Dhaini ve Daher, 2019)’dan

adapte edilmistir)]



4.1.1. PPAR’n Ozellikleri ve Cesitleri

PPAR proteini bes farkli bolgeden olugsmaktadir(Sekil 2). Ligand baglayici bolge
(LBD), yarismal1 olarak ligandlar1 baglanmakla gorevlidir (Glass ve Ogawa, 2006) ve
PPAR, biiyiik ligand baglama ceplerine sahip olmasi nedeni ile ¢esitli ligandlar
baglayabilmektedir (Varga ve ark. 2011). Trans-aktivasyon alani, transkripsiyonel
aktivasyonu saglamakla gorevlidir. DNA baglanma bolgesi (DBD), PPAR’ 1n DNA
tizerindeki PPAR yanit elementlerine (PPRE) baglanmasini saglayan bolgedir (Brown
ve Plutzky, 2007; Mangelsdorf ve ark., 1995). Aktivasyon fonksiyonu-1 (AF-1)
bolgesi, ligand bagimsiz olarak amino terminal trans-aktivasyon bolgesi iken;
aktivasyon fonksiyonu-2 (AF-2) bolgesi, LBD iginde yer alan, koaktivator ve
korepresorlerin baglandig: bolgedir (Glass ve Ogawa, 2006; Beekum ve ark., 2009).

Birincil Yam Tersiver Yam
DNA Baglanmasi .
- AF2 Ligand
LA [ ZnfZn] | 1L |—
Transaktivasyon Ligand Baglanma,
Transaktivasyon,

Dimerizasyon, Represvon

Sekil 2. PPAR’nin da dahil oldugu niikleer reseptorlerin yapisi ve lizerinde yer alan bdlgeler
[(Glass ve Ogawa, 2006)’dan adapte edilmistir)]

PPAR’m ii¢ farkli gen tarafindan kodlanan ve % 60-80 oraninda birbirleri ile
benzerlik gosteren o, B/d ve y olarak adlandirilan 3 farkhizoformu bulunmaktadir
(Fang ve ark., 2016; Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Yousefnia ve ark., 2018). Bu
izoformlarin biyolojilerinin ayni1 oldugu bilinmektedir. Ligandlar kendi izoformlarina
LBD bolgesinden baglanir (Brown ve Plutzky, 2007). Bu baglanma hedef genlerin
mRNA ifadelerinin seviyelerinde farkliliklara neden olmaktadir (Willson ve ark.,
2000). Ligand baglanmasi ile AF-2 bolgesinde konformasyonel degisiklik meydana
gelir. Retinoik X Reseptorii (RXR), kendi ligandi ile aktive olarak PPAR ile
heterodimer olusturur. Bu heterodimer yapisi, PPRE’ye, DBD’i aracilig1 ile baglanir
(Brown ve Plutzky, 2007). Steroid reseptorii koaktivatorleri (SRC) ve CREB (cAMP



duyarli elemanlar1 baglayici protein) baglayici proteininin (CBP)-p300 de baglandigi
bir promotor elementi olan PPRE, aralarinda birka¢ niikleotit bulunan AGGTCA
tekrarlarindan olusur (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004, Brown ve Plutzky, 2007). PPAR
izoformlarimin transkripsiyon diizenlemesinde gorev yapabilmesini saglayan ¢esitli
koaktivatdrler ve korepresorler ile beraber galistig1 bilinmektedir. (Sekil 3) (Brown ve

Plutzky, 2007; Kravchenkoa ve Yarmysh, 2011).

_ @ Korepresdrler
Koaktivatorler ae ﬁ ng:uldl:lr 0 @

PPAR —= &)Cb «~ RXR
AGONCANAGOGNGA,
TOCNGTXTCCNGT

Sekil 3. PPAR transkripsiyon diizenlemesini gerceklestirmek icin PPAR ve RXR

heterodimerine baglanan koaktivator, korepresor, ligandlar ve PPRE bolgesinin sematik ¢izimi

[(Kravchenkoa ve Yarmysh, 2011)’ den adapte edilmistir]

PPAR hedef genleri iizerinde yapilan bir ¢alisma PPARa’nin 83 hedef geni,
PPARPB/d’nin 83 hedef geni ve PPARY’ nin 104 hedef geni oldugunu gostermistir (Fang
ve ark., 2016; Yousefnia ve ark., 2018). Bu izoform, ifade ve ligand baglanma
spesifitesi acisindan dokuya gore farklilik gosterir (Wang ve Kilgore, 2002). PPAR
izoformlariin bulunduklar1 dokular ve fonksiyonlar1 Tablo 1’de ayrintili olarak

verilmistir (Dhaini ve Daher, 2019).



Tablo 1: Tablolardan uyarlanan PPAR izoformlarinin dokularda ifadeleri, ligandlar1 ve

fonksiyonlari [(Dhaini ve Daher, 2019)’dan adapte edilmistir. ]

Gen EkspIr)i)slSu?alrdugu Fonksiyonu
Yag asidi ve kolesterol katabolizmasini
Karaciger, Kalp alftive eder ve glukoneogenezi ve keton
bobrekler, bagirsak, Y ocut sentezini uyarir
PPARa kahveren;gi adipoz ’ Heme septemm uyarir. o
doku Aminoasit metabolizmasini ve iire sentezini
kontrol eder.
Insiilin direncini azaltrr.
Enerji homeostazi, yag asidi katabolizmasi
ve adaptif termojenezi kontrol eder.
Deri, Gastrointestinal, Hiicre  proliferasyonunu  ve  terminal
PPARPB/d  adipoz doku, iskelet farklilagmasini kontrol eder.
kasi, beyin, plasenta  iltihabi engeller.
Plasenta ve Gastrointestinalin gelisiminde
rol oynar.
PPARYI: Adipogenvezi ve lipid biyqsentezini diizenler.
Gas troini[es tinal Beyaz yag.dokvusunda lipit depo}annzamm ve
RAWE - hiicr;:leri, ka?verengl yag dokusunda enerji dagilimini
PPARYy Immiin hiicreleri .sag'l.a}r. . ..
Insiilin direncini azaltir.
PPARY2: Adipositlerin farklﬂagmasnu desfte;kl;r
Yag dokillarl Plasenta ve embriyonik kalp gelisiminde rol
oynar

4.1.2. PPARy’nin Ozellikleri ve Cesitleri

PPARYy adipojenik diizenleyici olmasi nedeni ile oOzellikle farklilagmay1
saglamak i¢in yag hiicrelerinde eksprese edilir (Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Wang
ve Kilgore, 2002; Chawla ve ark., 1994). Bunun yaninda PPARYy, adiposit
farklilasmasi, lipit depolanmasi, inflamatuvar siire¢ yoOnetimi, glukoz ve insiilin
homeostasisi gibi gorevleri yerine getirdigi i¢in az da olsa diger hiicre ve dokularda da
eksprese edilmektedir (Giaginis ve ark., 2009; Jain ve ark., 1998; Kliewer ve ark.,
1994). PPARy’ nin adipositler disinda da karaciger, kas, meme bezi gibi bir¢ok dokuda
farkli islevlerin gerceklesmesinde gorevlidir. (He, 2009) (Sekil 4).



Ghukoz alimi ve

Adipogenez ve insiilin duyarlhg Inflamatuvar sitokin
lipogenez (kas) tretimini inhibe eder
(adipositler) _ . (makrofajlar)
Lipit ahrm ‘ PPARYy Kemik homeostaz
(karaciger) (osteoklastlar)
. ' Kalp hipertrofisini baskilar
Uriner konsantrasyon . (kalp)
(bobrek) Inflamatuvar siit

uretimini inhibe eder
(meme bezi)

Sekil 4. PPARy’nin farkli dokular tizerinde rol oynadigi pleiotropik islevleri [(He, 2009)’dan
adapte edilmistir)

PPARYy, diger niikleer reseptor ailelerinden daha fazla transkripsiyon aktivitesine
ve adipojenik aktiviteye sahiptir (Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve Spiegelman,
2008). PPARYy islevlerini yerine getirebilmek i¢in Tablo 2’de de gosterildigi lizere
bir¢ok yolak ile etkilesim halindedir. (Brown ve Plutzky, 2007).

Tablo 2. PPARYy c¢esitli yolaklarin kontroliinii farkli gen gruplarinin kontrolii ile saglar
[(Brown ve Plutzky, 2007)’ den adapte edilmistir]

Adipogenesis Lipid Glukoz Kontrolii iltihap/Vaskiiler
Metabolizmasi
AP2 Diisiik yogunluklu GLUT4 Interferon-y,
lipoprotein
Adiponektin ABCALI Thioredoksin Kemokinler (Mig,
baglanma proteini- iTAC, 1IP10),
2
Adipsin ABCGI1 Resistin Kemokin
reseptorleri (CCR2)
CCATT/gogaltan  Yag asidi baglanma Yiimor nekrosis
baglayici protein o proteini-4 faktor-o
MMP-9

Insanda PPARY geni (OMIM: 601487) kromozom 3p25°de yer alir ve Sekil 5°de
gosterildigi gibi PPARy’nin PPARy1, PPARY2, PPARY3, PPARY4 olmak iizere dort
farkl1 transkripti bulunmaktadir (Aprile ve ark., 2014). PPARy2 beyaz ve kahverengi
yag dokularinda onemli miktarda eksprese edilirken, PPARy3 beyaz adiposit ve
hepatoselliiler hiicreler, insan bagirsak hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelerde eksprese edilir.

PPARy1 ise makrofaj hiicrelerinde, kolon, kemik, karaciger gibi bir¢cok organin




hiicrelerinde eksprese edilir. PPARy4 adipoz dokuda eksprese edilir fakat hakkinda
fazla bilgi yoktur. PPARy1, PPARy3, PPARy4 ayni protein {irlinlinii kodlamaktadir
(Meirhaeghe ve Amouyel, 2004; Corrales ve ark., 2018b). PPARy’nin PPARYI ve
PPARY2 olmak iizere iki protein izoformu vardir (Sekil 5) (Gimble ve ark., 1998;
Aprile ve ark., 2014). PPARY2 mRNA’s1i, PPARy1’den farkli olarak farkli promotor
kullanim1 ve alternatif splayzing nedeni ile 30 aminoasitlik eklentiye sahiptir
(Tontonoz ve ark., 1994; Tontonoz ve Spiegelman 2008; Fajas ve ark., 1997; Berger ve
Moller, 2002). PPARY1, Promotor P1’i, PPARYy2, Promotor P2’yi, PPARYy3 Promotor
P31, PPARy4 ise Promotor P4’ii kullanir (He, 2009; Dragojevi¢ ve ark., 2008).
PPARyl mRNA’s1 Al, A2 ve 1-6 ekzonlarini igerirken; PPARy2 mRNA’s1 B ve 1-6
ekzonlarini icerir, PPARY3 mRNA’s1 A2 ve 1-6 ekzonlarim igerir, PPARy4 ise 1-6
ekzonlarini igerir (Sekil 5) (He, 2009; Gouda ve ark., 2010; Dragojevic ve ark., 2008).
Ek olarak PPARy2, PPARyl ile kiyaslandiginda adipojenik ve transkripsiyonel
aktivitesi de daha ytiksektir (Mueller ve ark., 2002).

PPARy’nin (pre-)adipositlerdeki ekspresyonunun diizenlenmesinde ii¢ faktor
etkilidir. Bu ¢ faktor epigenetik degisiklikler ve ilave kromatin yapilanmalari,
PPARy’nin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorleri ve mikroRNA

(miRNA)’lardir. (Broekema ve ark., 2019).

PPARy’nin endojen ligandlarindan bazilar1 doymamis yag asitleri, 15-Deoxy-
Delta-12,14-Prostaglandin J2 (15d-PGJ2), 15-HETE, 9-HODE, 13-HODE ve Okside
Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (oxLDL)'lerin bilesenleri iken, sentetik ligandlarindan
bazilar1 ise Tiyazolidindionlar (TZD’ler) (rosiglitazon, pioglitazon, troglitazon ve
ciglitazon), farglitazar, tirozin tiirevleri, Nonsteroidal Anti-inflammatoruar Ilag
(NSAID)'lardir (Varga ve ark., 2011; Wang ve ark., 2006). PPARy ligandlarinin timor
gelisimini baskilayabilmektedir (Tachibana ve ark., 2008; Grygiel-Goérniak, 2014).
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Sekil 5. PPARy geni (ilk sira), mRNA’lar1 ve protein izoformlarinin sekilsel gosterimi
[(Dragojevic ve ark., 2008)’den adapte edilmistir. ]

PPARYy aktivasyonu ve baskilanmasinda koaktivatdrler ve korepresorler gorev
yapmaktadir (Sekil 3). CBP-p300, SRC ailesi, RNA polimeraz II transkripsiyon aracist
(MED)-1, tiroid hormonu reseptorleri ile iliskili protein (TRAP) 220, PPAR
koaktivatori  (PGC)-1  koaktivatorleri PPARy’nmin  aktivitesini  diizenleyen
koaktivatorlerden bazilaridir. Retinoik Asit ve Tiroid Hormonu Reseptdriiniin Susturucu
Mediatorii Alfa (SMRTa), Nikleer Reseptor Korepresor (NCoR), Reseptor Etkilesimli
Protein 140 a (RIP1400) ise PPARy’nin aktivitesini baskilayan korepresorlerden
bazilaridir (Leader ve ark, 2006; Kotta-Loizou ve ark., 2012; Dhaini ve Daher, 2019).

Giaginis ve arkadaslar1 ve Belvisi ve arkadaglar1 tarafindan derlenen makalelere
gore PPARy’nin hedef gen trans-represyonunu saglamak i¢in ii¢ potansiyel
mekanizmas: vardir (Giaginis ve ark., 2009; Belvisi ve ark., 2006). Ilk mekanizma
olarak ligand aktivasyonundan sonra PPARY/RXR heterodimerlerinin diger
transkripsiyon faktorleri ile pro-inflamatuvar gen uyarimi agisindan Onemli olan
koaktivatorlere baglanabilmesini gostermislerdir. Bdylece aktive edilmis protein-1
(AP-1), sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii (STAT-1), Niikleer Faktor-kB (NF-
kB) ve aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) gibi pek c¢ok
transkripsiyon faktoriinlin transkripsiyonel trans-aktivasyonu, oldukga diisiirtilebilir.

Ikinci potansiyel trans-represyon mekanizmasi; NFAT, NF-kB ailesi p50, p65 alt
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tiniteleri gibi transkripsiyon faktorleri PPARy ve RXR heterodimerine baglanmasidir.
Ugiinciisii mekanizmanm ise ligand ile aktive olan PPARy ve RXR heterodimeri
mitojen tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolagimi negatif yonde
diizenlemesi oldugu Onerilmistir. PPARy ve RXR heterodimeri MAPK ailesinin
tiyelerinden bazilarinin aktivasyonunu ve fosforilasyonunu inhibe edebilir. (Giaginis

ve ark., 2009; Belvisi ve ark., 2006).

4.1.3. PPARY’1n Varyantlan ve Etkileri

4.1.3.1. Tek Nokta Polimorfizmleri

DNA dizilerindeki meydana gelen niikleotit degisikliklerini adlandirmak ig¢in
farkli  terimler kullanilmaktadir. Bu degisiklikler popililasyonda goriilme
sikligiin %1°den fazla olmasi durumunda polimorfizm olarak adlandirilirken,
goriilme siklhigr %1°den diislik ise mutasyon olarak adlandirilmaktadir (Aksoy ve
Soydemir, 2017; Utine ve Utine; 2012). Bu degisikliklerin goriilme sikliklar
popiilasyondan popiilasyona degismesi bu degisikliklerin fonksiyonel sonuglarin1 daha
onemli hale getirmistir. Bu terimler sadece popiilasyonda goriilme siklig1 lizerinden
degerlendirme yapildiginda s6z konusu DNA degisikliklerinin protein iizerinde
yarattig1 fonksiyonel sonuglar1 kapsamak konusunda yetersiz kalmaktadir. Bu durum
polimorfizm ve mutasyon kavramlarinin kullaniminda ortak bir goriis olusturmay1
zorlagtirmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 polimorfizm ve mutasyon kavramlar: yerine
varyant kavraminin kullanilmasi yayginlasmaya baglamistir. (Karki ve ark., 2015;

Condit ve ark., 2002).

Genetik polimorfizmler, gen iirliniinde aminoasit degisimine, kodlama
bolgesindeki cerceve kaymasi ile delesyon ve insersiyon olusmasina neden olabilir.
Bunun yaninda gen transkripsiyonunu, RNA splayzini, mRNA stabilitesini veya
mRNA translasyonunu direk etkileyebilir veya bir genin tamamen silinmesine neden
olabilir (Daly ve Day, 2001). Bununla birlikte bazi polimorfizmler tiimor biiylimesi ve
metastazi gibi timor Ozelliklerini etkileyebilir ve kansere yatkinliga neden olabilir

(Zhang ve ark., 2013).
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Tek Niikleotit Polimorfizmi (SNP), DNA {izerindeki kodlanan ve kodlanmayan
bolgelerde meydana gelen tek bir bazin baska bir baz ile yer degistirmesi sonucu
olusan genelde popiilasyonda goriilme sikligi %1’inden fazla olan degisikliklerdir.
(Aksoy ve Soydemir, 2017; Secer ve ark., 2011). En sik goriilen genetik varyant olan
SNP’lerin biiylik bir ¢ogunlugunun insan hastaliklar1 iizerinde etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Ek olarak SNP’ler az bulunan allelerin tanimlanmasinda da biiyiik 6nem
tasir. Ramirez-Bello ve Jiménez-Morales‘nin hazirladigi tablodan uyarlanan SNP

Ozellikleri Tablo 3’te gosterilmistir (Ramirez-Bello ve Jiménez-Morales, 2017).

Tablo 3. Tek niikleotit polimorfizmlerinin insan genomunda dagilimi, lokalizasyonu, allel
sayisi, biyolojik etkisi, SNP degerlendirmesi [(Ramirez-Bello ve Jiménez-Morales,
2017)’den adapte edilmistir]

Ozellikler Acgiklama

Dagilim Ortalama olarak, her 250 b¢’de bir SNP bulunur; yaklasik 11
milyon SNP rapor edilmistir.

Yerlesim Inter-genik (veya ekstra-genik) ve intra-genik bolgeler; Pro-

tein kodlama ve kodlamayan genler son bélgelerde bulunur.

Allele say1s1 Genellikle bialleliktir, ancak triallelik ve quadriallelik olabilir.

Biyolojik etkisi Notr ve fonksiyonel

SNP degerlendir- Otomatik teknolojiler aracilig1 ile kolayca genotipleme

mesi

SNP genotipleme i¢in birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP) yontemi, DNA dizi analizi, mikroarray analizi, allele spesifik hibridizasyon,
PZR tabanli metodlar, oligoniikleotit ligasyonu bunlardan birkag¢ tanesidir (Chuang ve

ark., 2008; Wang ve ark., 2018; Myakishev ve ark., 2001).

Genlerin kontrol bdlgelerinde ve genlere baglanan diizenleyici proteinlerin
kodlayici ve kontrol bdlgelerinde bulunan DNA dizilerinde meydana gelen
degisiklikler, genin ifade diizeyi olarak bilinen gen {iriinlerinde ve bu {riinlerin
miktarinda degisime neden olur (Ekmekei, 2008). Sekil 6’da goriildigi gibi
SNP’lerde mRNA seviyesini degistirebilir. Promotorda meydana gelen bir SNP,

transkripsiyon faktoriinliin promotora yerlesimini engelleyebilir ve transkripsiyonun
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azalarak mRNA seviyesinde diisiise neden olabilir. Bu durum proteinin olusumunu

cesitli sekillerde bozabilir (Sekil 6) (Fareed ve Afzal, 2013).

Tek niikleotit polimorfizmleri genlerin ifadesini ve fonksiyonunu etkileyebilir ve
tedavi sirasinda kullanilan ilacin etkisini degistirebilir, yan etki olusturabilir (Li ve

ark., 2018, Zhang ve ark., 2013).

TF I ; TF
1“‘ Kodlanan dizi .. 5 Vs SNF Kodlanan dizi .
DNA | | |

Promotor Promotor
v I Transkrpsivonel seviye ] o
Normal mRNA seviyesi Dugiil mRINA seviyesi
v I Translasyonel sevive ] v
mBENA
' v o
MNormal sekilde  mRNA vapisiun stabilitesini Kozak sekansinda, Ekson bélzesindela SNP.
translasyon, arttirabilir, daha az protein  translasyon baslangic daha lasa 1:111:.'1111&:‘1&
splayzing ve translasyonuna neden  vermini degigtinir, farkh sonuglanan bir ekzon
protein olabilir. Protein protein sevivelerinde _ Stframasmna neden olur.
konformasyonu konformasyonunu sonuglanr. Intronlardaki SINF, anormal
degistirebilir. splayzinge sebep olabilir.
‘ [[’ranslasyon SOMrasi seviye ] l
Nommal protein katlanmasi: Farkh protein stabilitelenne, baglanma

afinitelerine ve katalitik Szelliklere vol agabilen
protein katlanmaso degigtirir,

Sekil 6. Diizenleyici bir bolgedeki SNP’nin mRNA {iizerindeki etkisi ve bu etki sonucunda
meydana gelen degisikliklerin 6rnek bir gosterimi [(Fareed ve Afzal, 2013)’ten adapte
edilmistir. ]

4.1.3.2. PPARY Varyantlar

PPARYy tizerinde Sekil 7°deki gosterildigi gibi bir ¢ok varyant yer almaktadir
(Jeninga ve ark.,, 2009). Bu varyantlardan Prol2Ala ve His477His disindaki
polimorfizmlerinden bircogu nadir goriilen polimorfizmler oldugundan dolay1
haklarinda ¢ok fazla bilgiye ulasgilamamaktadir. PPARY2’de yer alan varyantlardan
bazilar1 alt basliklar halinde verilmistir. Calismamizda yer alan Pro12Ala polimorfizmi

ayr1 bir baslik altinda degerlendirilmistir.
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Sekil 7. Insanda PPARY iizerinde bulunan varyantlar. Yanlis anlaml1 varyasyonlar seklin {ist
kisminda, stop kodonu olusturan mutasyonlar seklin alt kisminda verilmistir.[(Jeninga ve
ark., 2009)’dan adapte edilmistir.]

4.1.3.2.1. P113Q Varyanti (rs1800571)

Literatiirde Proll13GIn ve Proll5GIn gibi farkli numaralandirmalar ile
bildirilmis olan bu yanlis okuma varyanti PPARy proteininin 113. (diger bir
numaralandirmaya gore 115.) pozisyonundaki prolin amino asidinin glutamin amino
asidine doniismesine neden olur. Bu amino asit degisikligi bu amino asidin
yakimindaki Ser112’nin(diger bir numaralandirmaya goére Ser114’iin) fosforilasyonunu
engellemektedir. Normalde Ser112/Ser114’iin fosforilasyonu, PPARy2‘nin hiicrelerin
adiposite farklilagma yetenegini kisitladigi igin lipid birikimini smirlandirirken;
Ser114/Ser112 fosforile olamadigi zaman hiicrelerin adipogenez potansiyeli ve buna
bagli olarak da adiposit farklilasmasi artar. Bu sebeple Prol13GIn/Prol15GIn’nin
obezite, tip 2 diyabet ve insiilin direnci gibi hastaliklar ile iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir. (Ristow ve ark., 1998; Koumanis ve ark., 2002; Broekema ve ark.,

2019; Brunmeir ve ark., 2018).

4.1.3.2.2. Val290Met Varyanti (rs72551362)
PPARY geninin Kodon 290’da meydana gelen GTG’den ATG’ye degisimi valin

amino asidinin metiyonin amino asidine doniismesine neden olarak Val290Met

(V290M) varyasyonu meydana getirmektedir.
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Barrosso ve arkadaslari, erken yasta tip II diyabet ve hipertansiyon hastaliklar
goriilen bir bireyde bu varyantin potansiyel iglev kaybettirici etkisinin PPARy’nin
ligand baglama ya da kofaktér baglama kapasitesindeki azalmadan

kaynaklanabilecegini gostermislerdir (Barroso ve ark., 1999).

4.1.3.2.3 Pro467Leu Varyanti (rs121909244)

PPARy geni kodon 467°de meydana gelen CCG’den CTG’ye degisim prolin
amino asidinin 10sin amino asidine degisimine neden olarak Pro467Leu(P467L)
varyasyonu meydana getirmektedir. Yapilan bir ¢alismada Pro467Leu varyasyonu
yoniinden heterozigot olan annenin 30 yasindaki oglunda erken baslangi¢li diyabet ve
hipertansiyon gozlenmisken, homozigot wild type olan diger aile bireylerinde diyabet
ve hipertansiyon gozlenmemistir. Bu durum, domanint-negatif etki gdsterdigi
diistiniilen Pro467Leu varyantinin diyabet ve hipertansiyon ile iliskili olabilecegini

diisiindiirmektedir (Barroso ve ark., 1999).

4.1.3.2.4. His477His Varyant1 (rs3856806)

Bu varyant C1431T, CI161T, CACA477CAT isimleri ile de bilinmektedir
(Dragojevic ve ark., 2008). En yaygin gorilen PPARy varyantlarindan olmasi
acisindan polimorfizm olarak degerlendirilir. PPARy geni ekzon 6’da meydana gelen
CAC’den CAT’ye doniisiimii igeren bir sessiz polimorfizmdir (Doney ve ark., 2002;
Yen ve ark., 1997). Koroner kalp hastalig1 riskini azaltabilecegi ve kolorektal kanser
riski lizerinde de koruyucu bir etkiye sahip oldugu ile ilgili meta-analizler mevcuttur
(Ding ve ark., 2012; Liang ve ark., 2018). Etkilerinin g¢evresel etmenler ve diger
genetik faktorler tarafinan madulasyona ugradigi goriilmiistiir (Heikkinen ve ark.,

2007).

4.1.3.2.5. Arg425Cys Varyant1 (rs72551364)

Bu varyant R425C R397C olarak da bilinmektedir. PPARY geninde 6. Ekzonda
bulunan CGC kodonunun TGC kodonuna doéniisimii (1273. niikleotitde meydana

16



gelen C’den T’ye doniisiim) ile arginin aminoasitinin sistein aminoasitine dontisiimii
sonucunda meydana gelen bir fonksiyon kaybi varyantidir. Yapilan bir ¢alismada
Ailevi kismi lipodistrofi (FPL) ile iligkili olabilecegini gosterilmistir (Agarwal ve
Garg, 2002).

4.1.3.2.6. Phe360Leu Varyanti (rs72551363)

F360L varyant1 Phe388Leu olarak da bilinmektedir. PPARY geni ekzon 5’de
1164. niikleotitte meydana gelen T’den A’ya doniisiim sonucu fenilalanin
aminoasitinin 16sin aminoasitine degisimi ile olusan bir varyanttir. FPL ile iliskili

olabilecegi gosterilmistir (Hegele ve ark., 2002).

4.1.3.2.7. 185Stop Varyanti

Bu varyant (A553AAAAIT)fs.185(stop 186) ve FSX olarak da bilinmektedir.
Bu cerceve kaymast mutasyonu gende erken stop kodonu olusumuna sebep
olmaktadir. Bu varyant tek basina insiilin direncine etki gostermeyebilir. Ancak
PPP1R3A genindeki (C1984AAG)fs.662(stop 668) mutasyonu ile birlikte bakildiginda
iki gende de meydana gelen heterozigotluk durumunda ytiksek insiilin direncine neden

olabilmektedir (Agostini ve ark., 2006; Savage ve ark., 2002).

4.2. Pro12Ala POLIMORFiZMi

PPARy2’nin NH:-Terminalinin B ekzonunun 12. kodonunda 34. niikleotitte
meydana gelen C’den G’ye doniisiim sonucu prolin aminoasitinin alanin aminoasitine
degisimi Prol2Ala polimorfizmi (rs1801282) meydana gelmesine neden olur
(Mansoori ve ark., 2015; Yen ve ark., 1997). Prol2Ala varyantt PPARy’da en sik
goriilen iki varyasyondan biri oldugundan polimorfizm olarak adlandirilmaktadir.
Prol12Ala polimorfizmindeki prolin aminoasitinin alanin aminoasitine doniigiimiiniin
proteinde konformasyonel degisime neden oldugu disiiniilmektedir. Prol2Ala

polimorfizminin PPARY2’nin DNA’ya baglanma afinitesini azaltarak transkripsiyonel
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aktivitesini diisiirdiigii gosterilmistir (Aguayo-Armendariz ve ark., 2018; Masugi ve

ark., 2000; Deeb ve ark., 1998).

4.2.1. PPARY ve Prol12Ala Polimorfizminin Hastahklardaki Rolii

PPARy’nin kanser, diyabet gibi birgok hastalikta rol oynadigi bilinmektedir.
Sekil 8’de gosterildigi gibi Prol2Ala polimorfizminin viicut kitlesine dogrudan veya
proteinler araciligi ile etki edebilirken, tip II diyabet, polikistik over sendromu, kanser
gibi bir¢ok hastaliga ise serbest yag asitleri (FFA), leptin gibi molekiilleri aracilidi ile
etki edebilecegi gosterilmistir (He, 2009).

Insiilin Duyvarlilig

(Kas)
A

% Tip 2 Diyabet Riski

i

~ Lipid Profilindelki
" Degisiklikler

Vicut Kitlesi
(Adipositler)

FFAlar, IL-6.
Adiponektin,
Leptin vb.

T\ Kalp ve Damar
Hastalilklar: Riski

Kanser icin Risk ~N Polikistikk Owver
Yaslamma ve Alzheimer Sendromu
Hastalig

Sekil 8. Pro12Ala polimorfizminin insan sagligi izerine dogrudan ve dolayli etkisi. [ (He,
2009)’den adapte edilmistir.]

4.2.1.1. PPARYy ve Prol2Ala Polimorfizminin Kanser Disindaki Hastaliklar ile
Mliskisi

PPARy’nin obezite, diyabet ve bir¢ok hastalik ile baglantili olabilecegi yapilan
calismalarda  goriilmiistiir. Yapilan ~ bir  calismada  PPARy’daki = Prol2Ala
polimorfizminin obezite ile iligkisi gen diizeyinde ve PPARy’nin mRNA ekspresyonu
bakilarak arastirilmis ve bu ¢alisma sonucunda obezitede derialti adiposit dokusunda
Pro alleli ile PPARy mRNA ekspresyonundakiyiiksek artis arasinda iliski olabilecegi
goriilmiistiir (Berhouma ve ark., 2013). Obezite ile Prol12Ala iligkisini inceleyen baska

bir ¢calismada 33 obezite hastasi ve 36 normal olmak iizere toplam 69 birey incelenmis
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Prol12Ala polimorfizminin obezite ile iliskisinin olmadigr ama viicut yag yiizdesinin
Ala aleli tasiyanlarda daha yiliksek oldugu goriilmiistiir (Aguayo-Armendariz ve ark.,
2018). Ek olarak 160 obezite hastasi ile obez olmayan 140 birey ile yapilan bir
calismada da Prol2Ala’nin obezite {lizerinde direk etkisinin olmadigr bulunmustur
(Becer ve Cirakoglu, 2017). Yapilan 56 calismay1 inceleyenbir meta-analize gore ise
Prol2Ala polimorfizminin Ala allelinin viicut kitle indeksini arttirabilecegi
bulunmustur (Mansoori ve ark., 2015). Sonuglarda tam bir mutabakat olmamakla

birlikte biiyiik kism1 Ala allelinin obeziteyi arttirabilecegini diistidiirmektedir.

Polikistik Over Sendromu ile Prol2Ala arasindaki iliskiyi konu alan bir meta-
analiz kapsaminda 11’1 Avrupa, 2’si Asya popiilasyonu olmak iizere 13 farkl
calismada toplam 1598 hasta, 1881 kontrol kullanilmistir. Calisma sonucunda
Polikistik Over Sendromu ile Prol2Ala arasinda iliski bulunamamistir (Tang ve ark.,
2012). Buradaki baz1 ¢calismalar1 da igeren farkli bir meta-analiz ¢alismasinda ise 2149
hasta ve 2124 kontrolliin kullanildigi 17 caligma incelenmistir. Bu meta-analiz
sonucunda Ala allelinin Polikistik Over Sendromu i¢in koruyucu etkisinin oldugu, Pro
allelinin ise Polikistik Over Sendromu riskini arttirabilecegi goriilmiistiir (He ve ark.,
2012). Bu sonuglar Polikistik over sendromu ile Prol2Ala iliskisi hakkinda kesin bir

kantya varilamadigini géstermektedir.

Hipertansiyon ile Prol12Ala arasindaki iliskiyi konu alan bir meta-analizde ise 3
410 olgu ve 3580 kontrol iceren 13 c¢alisma incelenmistir. Bu meta-analiz sonucunda
PA ve AA genotiplerinin hipertansiyona karst koruyucu etki gosterdigi goriilmiistiir.
Fakat bu iligkinin gilivenilirligi arttirmak i¢in daha fazla ¢caligmaya yapilmasi gerektigi

belirtilmistir (Yang ve ark., 2017).

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) ile Prol2Ala polimorfizmi iliskisini
inceleyen bir meta-analizde 2980 GDM hastas1 ve 7054 kontroldan olusan 12 ¢alisma
incelenmistir. Bu meta-analizde Gestasyonel Diabetes Mellitus ile Prol2Ala
polimorfizmi arasinda bir iligki bulunamamistir (Wang ve ark., 2016). Tip 2 Diabetes
Mellitus ile Prol2Ala iliskisini inceleyen bir baska meta analizde ise 9357 kisiden
olusan 20 g¢alisma incelenmistir. Bu calisma kapsaminda Prol2Ala polimorfizminin

Tip 2 diyabetes mellitus riskini azaltabilecegi goriilmiistiir (Ding ve ark., 2015).
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Kardiovaskiiler hastaliklarla Prol12Ala polimorfizminin iligkisini inceleyen Asya
poplilasyonunda yapilmis 3 c¢alisma, Kafkas populasyonunda yapilmis 8 calisma,
Afrika popiilasyonunda yapilmis 1 ¢alismayr iceren bir meta-analiz sonucunda
Prol12Ala’nin kalp krizi riskini arttirabilecegi bulunmustur (Li ve ark., 2015). Koroner
kalp hastalig1 ile Prol2Ala polimorfizmi iligkisini inceleyen bir meta-analizde 9069
kontrol ve 5795 vakadan olusan 12 ¢alisma incelenmis ve Prol2Ala’nin koroner kalp

hastalig1 riski ile iliskisi bulunamamistir (Ding ve ark., 2012).

4.2.1.2. PPARY ve Prol12Ala Polimorfizminin Kanser ile Tliskisi

Tiimor gelisimine neden olan birgok faktor vardir. Bu faktorlerden en 6nemlisi
hiicre dongiisiindeki bozulmalardir (Massagué, 2004). DNA tamir mekanizmasinda
meydana gelen polimorfizmler (Goode ve ark., 2002) ve apoptozisin engellenmesi de

bu faktorler igerisinde yer almaktadir (Ekmekei, 2008).

Hiicre biliylimesinin durdurulmasinda gérev alan adiposit farklilasmasi, PPARYy
tarafindan programlanabilir (Tontonoz ve Spiegelman, 2008). PPARy tiimor
inhibisyonunu durdurmada rol alabilmektedir (Hou ve ark., 2014, Hou ve ark., 2012).
Yapilan bir ¢alismada PPARy’nin p65’e baglandigr ve NFkB’nin asir1 aktivasyonunu
engelleyebilecegi bulunmustur. Bu durumla baglantili olarak PPARy’nin kanseri

onleyebilecek fonksiyonunun olabilecegi diistinilmektedir (Hou ve ark., 2012).

Cin popiilasyonunda yumurtalik kanseri ile inflamatuvar yanit genlerindeki
polimorfizmler arasindaki inceleyen bir arastirmada, PPARy Prol2Ala
polimorfizminin Pro/Ala genotipinin yumurtalik kanseri riskini arttirabilecegi, Ala/Ala
genotipinin ise bu kanser ile iligkisinin olmadigt bulunmustur. Bu farkli gozlemin
nedeninin PPARYy’nin kanserle iligkili sitokinlerin {retilmesinin diizenlemesinde ¢ok

yonlii bir rolii olabilecegidiisiiniilmektedir (Lu ve ark., 2016).

PPARy ligandlarimin akciger kanseri hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi
gorilmistiir (Tsubouchi ve ark., 2000). Yapilan bir caligmada prostat kanserinde ise
PPARYy ligandlarinin tiimor baskilayict 6zelliginin olabilecegi gosterilmistir (Segawa

ve ark., 2002). Baz1 polimorfizmlerin prostat kanseri iliskisini inceleyen bir calismada
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ise prostat kanseri ile Prol2Ala polimorfizmi arasinda iliski bulunamamistir (Cui ve

ark., 2015; Paltoo ve ark., 2003).

Pankreas kanserinde yapilan bir ¢alismada pankreatik karsinoma hiicrelerinde
PPARy’nin ¢ekirdekte eksprese edildigi ve PPARy ligand1 olan troglizon ile yapilan
PPARYy aktivasyonunun hiicre biiylimesinin inhibisyonuna neden oldugu goriilmiistiir

(Motomura ve ark., 2000).

Ozafagus kanserinde yapilan bir calismada 6zafagus epitel hiicreleri ile 6zafagus
yasst kanser hiicreleri karsilastirilmis ve kanser hiicrelerinde normal epitele gore

PPARY ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu gortilmiistiir (Terashita ve ark., 2002).

PPARy’nin kolorektal kanserdeki tam rolii bilinmemesine ragmen kolorektal
karsinogenezde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Fredericks ve ark., 2018). PPARy’nin
kolorektal kanserde mRNA ekspresyon seviyesinin normale gore degismedigi
goriilmistiir (Fredericks ve ark., 2018, Zafari ve ark., 2017). Yapilan bir ¢alismada ise
PPARy ligandi olan pioglitazon, rosiglitazon, troglitazon fareler iizerinde kolon
kanserdeki etkisi incelenmis ve sonucunda PPARy ligandlarmin kolon kanserini
baskilayict etkisinin olabilecegi goriilmiistiir (Osawa ve ark., 2003). Kolorektal kanser
ile Pro12Ala polimorfizmi iligkisini inceleyen 2003-2012 yillar1 arasinda yapilmis bir
calismada 17 makaleyi iceren meta-analiz sonucunda Prol2Ala’nin kolorektal
kanserini azaltabilecegi gorlilmistiir. Populasyon bazinda incelendiginde Prol2Ala
polimorfizminin varliinda ise Kafkas irkinda kolorektal kanser riskinde azalma
gortliirken Asya popiilasyonunda 6nemli bir fark goriilmemistir. Kolorektal kanserin
alt gruplar olan rektal kanser ve kolon kanserinde azalma goriilmiistiir. Populasyon
bazinda incelendiginde ise kolorektal kanser ile benzer sekilde Kafkas irkinda riskte
diisiis varken, Asya halkinda etki goriilememistir (Liang ve ark., 2018). Ayni
calismada Asya popililasyonunda net fark goriilememesinin Asya popiilasyonunda

yapilan calisma sayisinin azligindan da kaynaklanabilecegi vurgulanmaistir.

Mide kanseri ile Prol2Ala iliskisini inceleyen bir meta-analiz ¢alismasinda ise
Asyalilar lizerinde 2, Kafkasyalilar {izerinde 3 olmak {izere 5 vaka analizi kapsaminda
546 olgu ve 827 kontrol ¢alisilmistir. Bu ¢calisma sonucunda G alleli tasiyanlarda mide

kanseri goriilme olasiliginin tasimayanlara gore 2,31 kat daha yiliksek oldugu
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goriilmistiir. Caligmadaki farkli populasyonlar ele alindiginda ise G allelini tagiyanlar
G alleli tasimayanlara gore Asyalilarda 2,56 kat, Kafkasyalilarda 2,20 kat mide kanseri
riski goriilmiistiir. Mide kanserinin ana sebeplerinden biri olan Helicobacter pylori (H.
Pylori) ile Pro12Ala iliskisi incelendiginde ise her iki populasyonda G alleli tasiyan ve
H. Pylori enfeksiyonu goriilen hastalarda mide kanseri riskinin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. (Zhao ve ark., 2015). Mide kanseri ile Prol12Ala iliskisini inceleyen bir
calisma da Tirkiye'de yapilmistir. Bu calisma 86 hasta ve 129 kontrolden olugmakta
olup Prol2Ala polimofizmi tasiyan bireylerin mide kanseri agisinda daha fazla risk
altinda oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda G allelinin az diferansiyasyon gosteren ve
metastatik slirecte olan mide kanseri hastalarinda fazla oldugu goriilmiistiir (Canbay ve
ark., 2012). H.pylori ile Pro12Ala polimorfizmi iligskisine bakilan bir ¢alismada ise 98
hasta ile calisilmis ve polimorfizm ydniinden heterozigot olan bireylerde H.pylori ve
mide kanserinin yaygin oldugu fakat mide kanser hastalarinda bu CC genotipine sahip

mide kanseri hastast bulunamamistir (Goudarzi ve ark., 2015).

Prol2Ala polimorfizminin meme kanseri ve benign meme hastaliklar1 ile
iligkisini inceleyen bir calisma yapilmistir. Calisma 38 meme kanseri hastasi, 75
benign meme hastast ve 116 kontrolden olugsmustur ve c¢alisma sonucunda bu
hastaliklar ile Prol2Ala polimorfizmi arasinda iligki bulunamamistir (Concei¢ao ve
ark., 2016). Meme kanseri ile Prol2Ala polimorfizmi iliskisini inceleyen bir meta-
analizde ise 4 ¢alismadaki 2279 vaka ve 2360 kontrolden olusan analizde G allelinin
koruyucu etkisi olabilecegini fakat yeterli calisma olmadigi ve daha sonraki ¢alismalar
ile desteklenmesi gerektigi belirtilmistir (Mao ve ark., 2013). Yapilan bir calismada
meme kanseri hiicre hatlarinda PPARYy transkriptinin normal dokulara gore diisiik
oldugu goriilmiistiir (Jiang ve ark., 2003). Baska bir ¢alismada ise Tayvan niifusunda
kadinlar ile yapilan calismada Prol2Ala polimorfizminin meme kanseri riskini

arttirabilecegi gosterilmistir (Wu ve ark., 2011).
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4.3. HUCRE HATLARI VE OZELLIKLERI

Hiicre hatlar1i, yapay olarak olusturulan kosullar altinda biyolojik dokunun
fonksiyonun incelenmesine olanak saglar. Hiicre hatlar1 kullanimi ile tiim
organizmanin incelenmesinde ortaya ¢ikan etik sorunlarin da Oniine ge¢ilmektedir

(Saifullah ve Tsukahara, 2018).

Kanser ¢aligmalarinda tiimor dokusu, hayvan modelleri ve hiicre kiiltiiri olmak
tizere lic farkli sekilde yapilabilmektedir. Tiimoér dokusu ile kanser hiicre hatti
karsilastirildiginda, tiimor dokusunun miktar1 sinirlidir ve c¢esitli miktarda malign
olmayan hiicre igerir. Ek olarak tiimdr dokusunun elde edilmesi, dagitimi ve kullanimi1
konusunda zorluklari bulunmaktadir. Bu nedenlerle kanser hiicre hatlarinin kullanimi
daha kolaydir. Fakat kanser hiicre hatlar1 stromal ve inflamatuvar hiicreler
icermemektedir. Stromal hiicrelerin bulunmamasi tiimor hiicre karakterizasyonunda
onemlidir (Gazdar ve ark., 2010). Kanser hiicre hatlari, kanserlerle iliskili olan
morfolojik ve biiyiime 6zelliklerini gdstermektedir. Tiimor hiicresi 6zelliklerinden olan
yayilim, sekil, hiicre yiizeyi degisiklikleri, yapiskanlik o6zelligi gibi o6zelliklerin
sitoiskeleti ile dogrudan veya dolayl olarak iliskili olabilmektedir (Brinkley ve ark.,
1980). Fakat stromal ve inflamatuvar hiicrelerin tiimdriin yeri, olusumu, biiyiimesi ve
dagilimi acgisindan 6nemli olmasi hiicre hatti kullaniminin dezavantajidir (Gazdar ve

ark., 2010).

Caligmamiz sirasinda Prol2Ala polimorfizminin PPARy mRNA ekspresyonu ve
kanser ile iligkisini hiicresel diizeyde inceleyebilmek icin hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Arastirma sirasinda kullanilan hiicre hatlarmin 6zellikleri Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonu Merkezi (ATCC) ve sigmaaldrich’den yararlanilarak Tablo 4’te

verilmistir.
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Tablo 4. Hiicre hatlar ve 6zellikleri

Hiicre Hatt1 Kaynak Doku Morfoloji Kaynak Hastalik
Caco-2 Kolon Epitel benzeri  Kolorektal
adenokarsinom
Ishikawa Uterus Epitel benzeri Endometrial
adenokarsinom
MCEF-7 Plevral eflizyon kaynakli  Epitel Adenokarsinom
meme bezi
Huvec Gobek damari Endotel Normal
THP-1 Periferal kan Monosit Akut monositik
16semi
MDA-MB-453 Perikardial efiizyon Epitel Metastatik
metastatik alanindan karsinoma
tliremis meme
MDA-MB-468 Plevral eflizyon Epitel Adenokarsinoma
metastatik alanindan
tiiremis meme
MCF-10A Meme Epitel Fibrokistik
hastalig1
AGS Mide Epitel Mide
adenokarsinom
Caki-1 Deri metastatik alanindan  Epitel Berrak hiicreli
tiiremis bobrek adenokarsinom
HeLa Rahim agz1 Epitel Adenokarsinom
SK-BR-3 Plevral eflizyon Epitel Adenokarsinoma
metastatik alandan
tiiremis meme
Jurkat Periferal kan Lenfoblast Akut T hiicreli
16semi
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5. GEREC VE YONTEM :

5.1. GERECLER

5.1.1. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

+4° C Buzdolab1

15 ml Tiip

-20°C Buzdolab1

50 ml Tiip

-80°C Buzdolab1

Agaroz Jel Gli¢ Kaynagi

Beher

CFX Connect Real-Time System
CO Inkiibatorii

Distile Su Cihazi

Dry Block

Elektroforez Jel Sistemi
Elektronik Pipet

Erlen

Filtre

Filtreli ug¢ (10ul, 120u1,200u1 1000ul)

Flask (25 cm?)

Flask (25cm?) (Corning)
Goriintilleme Cihazi

Hassas Terazi

Inverted Mikroskop

Kriyotiip (2ml)

(Arcelik)

(Nest, Falcon)

(Vestel, Argelik)

(CAPP Denmark)
(Haier-Biomedikal)
(Consort)

(Borucam)

(Biorad)

(Sanyo)

(Smart 2 Pure Thermo
Scientific)
(Thermolyne)

(Midicell Primo EC330)
(Thermo Scientific)
(Isolab)

(Millipore Corporation
SCILOGEX)

(Isolab)
(Sigma-Aldrich)

Sigma
(Vilber Lourmat)

(Shimadzu)
(Olympus)

(GreinerBio-one)
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Laminar Flow Kabin

Buz Cihazi

Manyetik Karistirici

Meziir (100 ml, 250ml, 1000 ml)
Mikrodalga Firin

Mikropipet

MultiSkan GO uDrop

Otoklav

Parafilm

Parafilm

PCR tiipti (0.2 ml)

pH Metre

Pipet uglar1 (10pl, 200ul 1000ul)
Rack

Santrifiij

Serolojik Pipet (10ml)

S1v1 Nitrojen Tanki1

Su banyosu

Su Banyosu

Thermalcycler T100 PCR

Tiip (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Vorteks

5.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-merkaptoetanol

2X Taq Master Mix
Agaroz

(Faster Safe Fast Classic)
(AF 80 Scotsman)
(MR3001 K Heidolph)
(Isolab)

(Argelik)

(Axygen, Eppendorf
Research Plus, Kainin)
(Thermo Scientific)
(Nuve)

(BEMIS)

(Isolab)

(Axygen)

(ISOLAB)

(Isolab)
(Isolab)
(Niive
Biofuge
Super T21)

NF400, Heracus

Pico, Sorvall
(Capp Harmony)

(Thermo Scientific)
(Cleaver)

(Memmert WNB 14)
(Biorad T100)

(Eppendorf, Axygen)
(Janke & Kunkel VF2,
Labnet)

(Merck)
(Hibrigen)
(Sigma-Aldrich)
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Borik Asit

Bst-UI

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture
F-12 (DMEM/F-12)

1x Phosphate Buffered Salin (PBS)

EDTA

Fetal Bovin Serum (FBS)

Gel Loading Dye, Purple (6X), no SDS
GeneRulerTM 100 b¢ DNA ladder

Geri primer
Hidroklorik Asit (HCI)

HI Horse Serum

fleri primer

Insiilin

Nuclease-Free Water

Penisilin/Streptomisin

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI
1640 Medyum)

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit

Tris-baz

Trypsin

Trypsin / EDTA
UltraPure™ Etidyum Bromid (10 mg/ml)

(Sigma-Aldrich)
(Biolabs)
(Sigma-Aldrich)
(Thermo Fisher
Scientific)
(PAN Biotech)
(Sigma-Aldrich)
(Thermo Fisher
Scientific)
(Biolabs)
(Thermo-Fisher
Scientific)
(Sentromer)
(Riedel-de-Haen)
(Thermo Fisher
Scientific)
(Sentromer)
(Lantus SoloStar
100U/ml)
(Thermo-Fisher
Scientific)
(Thermo Fisher
Scientific)

(PAN Biotech)

(Bioline)
(Sigma-Aldrich)
(Thermo-Fisher
Scientific)
(PAN Biotech)
(Thermo-Fisher

Scientific)

27



5.1.3. Calismada Kullanilan Kitler

Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research)
SensiFAST™ c¢cDNA Synthesis Kit (Bioline)
NucleoSpin® RNA (Machery-Nagel)
5.2 YONTEM

Bu c¢alisma Demiroglu Bilim Universitesi Multidisipliner ~Arastirma
Laboratuvari’nda yapildi. Calismada ATCC’den temin edilen 13 adet hiicre hatti
kullanildi.

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

5.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Hiicrelerin Besiyerleri

Calismamizda HUVEC (ATCC® CRL-1730™), MCF10A (ATCC® CRL-
10317™), Caki-I (ATCC® HTB-46™), Jurkat (ATCC® TIB152™), SK-BR-3
(ATCC® HTB-30™), HeLa (ATCC® CRM-CCL-2™) MCF7 (ATCC® HTB-22™),
Ishikawa (Aydin Universitesi, Istanbul, Tiirkiye), THP-1 (ATCC® TIB-202™),
Caco-2 (ATCC® HTB-37™), AGS (ATCC® CRL1739™), MDA-MB-468 (ATCC®
HTB-132™) ve MDA-MB-453 (ATCC® HTB-131™) hiicre hatlar1 kullanildi.
Hiicreler i¢in kullanilan besiyerleri ve besiyerine eklenen ek malzemeleri Tablo 5°da

verilmistir.

Hiicreler 37°C’de, %5 CO; ve 1 atm basing kosullarini saglayan etiivde
inkiibe edildi.

Calismada kullanilan DMEM F-12-Ham (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham), RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
1640), EGF (Epidermal Growth Factor), Hydrokortizon, insulin, PBS (1x Phosphate

Buffered Salin), FBS (Fetal Bovine Serum), Horse Serum, Penicilin-Streptomycin ve
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Tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid), DMSO (Dimethyl Sulfoxide) ticari

olarak kullanima hazir bigimde temin edildi.

Kiiltiir devamliligin1 saglamak amaci ile yeterli sayiya ulasan hiicrelerin
pasajlar1 yapildi. Bu islem sirasinda medyumlar1 uzaklastirilan hiicreler PBS ile
yikandi. Flask yiizeyinden yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in 25 cm2’lik flask icin 1
ml Tripsin-EDTA kullanildi. Hiicreler tutunduklar1 yerden kalktiktan sonra Tripsin-
EDTA’nin etkisi FBS ile ortadan kaldirildi. Yiizeyden kalkan hiicreler santrifiij
tiiptine alindi, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tripsin-EDTA-FBS igeren
stipernatant hiicrelerden uzaklastirildi. Pellet 3 kere daha PBS ile 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek yikandi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet deney asamasinda

kullanilmak iizere -20 "C’ye kaldirildi.

Tablo 5. Hiicrelerin biiylimesi i¢in kullanilan besiyerleri ve eklenen diger malzemeler

Hiicre Besiyeri Besiyerine eklenen ek malzemeler
%10 FBS
HUVEC DMEM F12-Ham %1 Antibiyotik
100ml besiyeri i¢in;
%95 DMEM F12-Ham, %5 Horse Serum
MCF10A EGF 20pl, %1 Antibiyotik
Hydrokortizon 0,5pl,
Insulin 274pl
. %10 FBS
Caki-1 DMEM F12 %1 Antibiyotik
_ %10 FBS
Jurkat RPMI-1640 Medium %1 Antibiyotik
%10 FBS
SK-BR-3 DMEM F12 %1 Antibiyotik
%10 FBS
HelLa DMEM F12 %1 Antibiyotik
%10 FBS
MCF7 DMEM F12 %1 Antibiyotik
' , %10 FBS
Ishikawa RPMI-1640 Medium %1 Antibiyotik
_ %10 FBS
THP-1 RPMI-1640 Medium %1 Antibiyotik
%10 FBS
Caco-2 DMEM F12 %1 Antibiyotik
%10 FBS
AGS DMEM F12 %1 Antibiyotik
%10 FBS
MDA-MB-468 DMEM F12 %1 Antibiyotik
o
MDA-MB-453 DMEM F12 ol0 FBS

%1 Antibiyotik
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5.2.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

5.2.2.1 Hiicre Hattinin Acilmasi

Sivi azot tankindaki kriyo-tiiplerden hiicreler alindi ve 37°C’lik su
banyosunda 1-2 dakika bekletildi.  Gerekli goriildiginde,  ¢oziinen hiicre
siispansiyonun iginde bulundugu %10 DMSO’lu dondurma medyumunu
uzaklagtirmak i¢in hiicre siispansiyonu santrifiij edildi. Coziinen hiicre siispansiyonu
serumlu medyum igeren flaska eklendi. Hiicre eklenen flask, 37°C’de, %5 CO> ve 1

atm basing altinda etiivde inkiibasyona birakildi.

5.2.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreler 25cm®’lik flasklarda kendi 6zel medyumlar: igerisinde cogaltild:

(Tablo 5). %80-90 yogunluga geldiklerinde pasajlandi.

5.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flaskta bulunan hiicreler yeterli yogunluga ulastiginda ortamdaki medyum
uzaklastird1 ve kalan eser miktarda medyumun da uzaklastirilmasi i¢in hiicreler PBS
ile yikandi. Flaskta bulunan hiicrelerin iizerine Tripsin-EDTA eklendi ve 2 dakika
bekletildi. Tripsinin hiicreler tizerindeki etkisini kaldirmak igin tripsin ile aym
miktarda FBS eklendi. Hiicreler siispanse halde santrifiij tlipiine toplandiktan sonra
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine 1 ml
medyum eklendi ve silispanse edildi. Hiicreler 37°C’de %5’lik CO; etiive kaldirildu.

5.2.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi
Hiicreleri yiizeyden kaldirmak igin Tripsin-EDTA uygulamas:1 kullanildi.
Kalkan hiicreler tlizerine Tripsin-EDTA ile ayn1 miktarda FBS eklenerek Tripsin-

EDTA etkisi ortadan kaldirildi. Olusan siispansiyon santrifiij tiipiine alind1 ve 1000
rpm’de 5 dk santriflij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine %90 FBS
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ve %10 DMSO igeren medyum eklendi ve pellet homojen hale getirildi. Hiicre

icerigi kriyo tiipe alinarak 1 gece -20°C’de bekletildikten sonra -80°C dondurucuya

kaldirildi. 1 hafta sonunda -196 °C azot tankina kaldirildi.

5.2.3. DNA izolasyonu

Hiicre hatlarindan DNA izolasyonu i¢in Quick-DNA Miniprep Plus Kitin

protokoliine uygun olarak asagidaki protokol izlendi.

e 20mg Proteinaz K tiiptine 1040 pul Proteinase K Storage Buffer eklendi.

1.

10.

11.

Hiicre sayis1 1 x 10% den fazla oldugu igin hiicre pelletlerinin iizerine 200 ul
PBS eklendi.

200ul 6rnek iizerine 200 pl BioFluid & Cell Buffer ve 20 pl Proteinase K
eklendi.

Ornek 10-15 saniye vorteks yapildi ve 10 dk 55°C’de inkiibe edildi.

Ornek {izerine 420ul (1 hacim) Genomic Binding Buffer eklendi. Tekrar
10-15 saniye vorteks yapildi.

Toplama tiipli icine yerlestirilen Zymo-Spin™ IIC-XL kolonuna karigim
aktarild.

13000 rcf’de 1dk’lik santrifiij yapildi ve islem sonunda i¢inde sivi bulunan
toplama tiipti atildi.

Kolon, yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolonun igine 400ul DNA
Pre-Wash Buffer eklendi. Tiip 13 000 rcf’de 1dk santrifiij edildi ve toplama
tiipti bosaltildu.

Kolona tekrardan 700ul g-DNA Wash Buffer eklendi. Tiip 13 000 rcf’de
1dk santrifiij edildi ve toplama tiipii bosaltildi.

Ardindan kolona 200ul g-DNA Wash Buffer eklendi. Tiip 13 000 rcf’de
1dk santrifiij edildi ve toplama tiipii i¢indeki sivi ile birlikte atildu.

Kolon yeni bir 1,5 ml tiipe yerlestirildi. Kolona 35ul DNA Elution Buffer
eklendi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. islemin ardindan 1 dk 13
000 rct’de santrifiij edildi. Kolon atildi.

Tiipte kalan 6rnekler -20°C buzdolabina kaldirildi.
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5.2.4.

Total RNA izolasyonu

Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin RNA Kiti kullanilarak

asagidaki protokol izlendi.

1.

Hiicre hattindan elde edilen pelletin tizerine 350 pL Buffer RA1 ve 3.5 ul B-
mercaptoethanol eklendi ve vortekslendi.

Mor renkli kolon, toplama tiipline yerlestirildi. Birinci adimda elde edilen
ornek kolonda bulunan filtrenin iizerine eklendi ve 11 000 rcf’de 1 dk santifiij
edildi.

Kolon atildi. Toplama tiiplindeki 6rnegin tizerine 350 pl %70’lik ethanol
eklendi ve vortekslendi.

Yeni bir toplama tiipline a¢ik mavi renkteki kolon yerlestirildi. Pipetaj ile
karistirilan lizat mavi kolona eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifiij edildi.
Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolonun iizerine 350 ul MDB (Membrane Desalting Buffer) eklendi ve 11
000 rcf’de 1 dk santifiij edildi.

DNase reaksiyon karisimi hazirlamak i¢in 90 pl Reaction Buffer for rDNase
ve 10 pl reconstituted rDNase 1,5 ml’lik steril tiipte konuldu. Tiipe hafifce
vurularak karistirildi.

Kolonun silika membranina 95 pl DNase reaksiyon karisimi konuldu. Oda
sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

Kolona 200 pl Buffer RAW2 eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifiij edildi.
Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 600 pl Buffer RA3 eklendi ve 11 000 rcf’de 30 sn santifiij edildi.
Toplama tiipii bosaltilip ayn1 kolon tekrardan toplama tiipiine yerlestirildi.
Kolona 250 pl Buffer RA3 eklendi ve membranin tamamen kurumasi igin 11
000 rcf’de 2 dk santifiij edildi. Kolon nuclease-free toplama tiiptine (1,5 ml)
yerlestirildi.

10. Kolona 60 pl RNase-free H>O eklendi ve 11 000 rcf’de 1 dk santifiij edildi.

Kolon atild1 ve toplama tiipii direk buza alind1 ve -80 °C’ye kaldirild1.
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5.2.5. Spektrofotometre ile Saflik Olciimii

Nanodrop cihazinda DNA ve RNA 6rneklerinden 2 pl alinarak dl¢tim yapildi.
Bu islem ile DNA ve RNA konsantrasyonu, A260/A280 ve A260/A230

hesaplamalari ile saflik oranlar1 tespit edildi.

5.2.6. PZR-RFLP Yontemi

Cogaltilmis DNA’larin kesilmesine dayali analiz yontemi RFLP yontemi olarak
isimlendirilmektedir. Bu yontem sayesinde farkli SNP’ler belirlebilir. Bir SNP
bolgesinde farkli niikleotit iceren Ornekler varsa farklilik bolgelerine spesifik
restriksiyon endoniikleaz ile kesildiginde farkli uzunluklardaki DNA parcalari

olusabilir. Bu parcalar jel elektroforezi ile ayrilabilir (Chuang ve ark., 2008).

Bu yontem asagidaki basamaklardan olugmaktadir.

5.2.6.1. PZR Yontemi

PZR isleminde daha oOnceden literatiirde kullanilmis olan PPARy spesifik
primer dizileri kullanildi (Tablo 6) (Xita ve ark., 2009; Yang ve ark., 2013).

Tablo 6. PZR islemi i¢in kullanilan primer dizileri

Primer Dizisi (5'23")

Ileri Primer GCC AAT TCA AGC CCA GTC

Geri Primer GAT ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG AAG GAA TCG
CITTCCG

Hiicre hatlarindan izole edilen DNA, PZR yontemi ile ¢cogaltildi. PZR yontemi
icin Tablo 7°de belirtilen malzemeler, her Ornek basma diisen miktarlarinda
kullanildi. Negatif kontrol olarak DN A miktar1 kadar ddH»O eklendi ve Tablo 8’deki
PZR dongii sicakliklar ve siireleri kullanildi.
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Tablo 7. PZR islemi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar (ul)
2X Master Mix 7.5
Ileri Primer (10uM) 1
Geri Primer (10uM) 1
DNA 1
ddH>0O 4,5
Toplam 15
Tablo 8. PZR dongii sicakliklar ve siireleri
Asama Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baglangi¢ Denatiirasyonu 94°C 8 dk 1
Denatiirasyon 94°C 50 sn 35
Baglanma 59°C 50 sn 35
Uzama 72°C 1 dk 35
Son Uzama 72°C 5dk 1

5.2.6.2. Restriksiyon Enzimi ile Kesim

PZR isleminin ardindan Tablo 9’daki

malzemeler yaninda belirtilen

miktarlarda kullanilarak PZR iriinlerinin BstUI restriksiyon enzimi ile kesimi

yapildi. Malzemeler eklendikten sonra 15 dk, 60°C’de dryblock’ta inkiibe edildi.

Tablo 9: PZR truniiniin enzim ile kesimi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar (ul)
BstUI 1

BstUI buffer (10X) 5

PZR iiriinii (1pg) 5

dH:O 39

Toplam 50
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5.2.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Agaroz jelde kullanilmak {izere 5X TBE hazirlamak i¢in Tablo 10°daki
malzemeler ve yaninda belirtilen miktarlar kullanildi. Agaroz jelde kullanilmak iizere
1L 0,5X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE’den 100ml alind1 ve iizerine 900ml distile su
eklendi. pH’1 8,3’e diisiirmek i¢in HCI eklendi ve 1L’ye tamamlanacak sekilde distile

su eklendi.

Tablo 10: 5X TBE hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Kimyasal Kullanmilan Miktar

Tris 54 ¢

Borik Asit 275¢

EDTA 20 ml

Distile su 1 L’ye tamamlanincaya kadar

% 2,5’luk agaroz jel hazirlamak i¢in 2,5g agaroz tartildi ve erlene alindu.
Erlene alinan agarozun lizerine 100ml 0,5X TBE eklendi. Hafif¢ce karistirildiktan
sonra erlen mikrodalga firina konularak erlendeki agaroz eriyene kadar kaynatildu.
Erlenin icindeki karisima %3’°liik Etidyum bromiir eklenerek hafifce karistirildi.
Hazirlanan karisim tarak ve kenarliklar1 takilmis olan jel tabagina dokiildii. Agaroz
jel elektroforezi tankina 0,5X TBE eklendi. Jel tabaginda bulunan jel donduktan

sonra jel tabagi elektroforez tankina yerlestirildi.

PZR firiiniiniin tespiti i¢in jelde ilk kuyucuga Spul 100b¢ marker DNA, diger
kuyucuklara Sul PZR firiinii ve 1ul Gel Loading Dye ile karistirilip yiiklendi. Kesim
lirlinlin tespiti i¢in jelde ilk kuyucuga 10ul 100b¢ marker DNA, diger kuyucuklara
25ul PZR fiirtinii ve 5ul Gel Loading Dye ile karistirilip yiliklendi. DNA olan bolge
negatif (-) elektrota bagli olacak sekilde pozitif (+) ve negatif (—) uglu elektrotlar giic
kaynagina baglandi. Jel, 100V, 300mA ve 1 saat yiiriitiildii. Yiriiyen jel tanktan
cikarildiktan sonra Ultra-viyole (UV) 1s1k altinda goriintiilendi.
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5.2.7. Sanger Sekanslama

Sanger sekanslamanin alt yapisin1 olusturan dizi sonlandirma tekniginde
ddNTP’ler 3" hidroksil grubu tasimamalar1 nedeni ile gelecek dANTP’lerin 5° fosfat
gruplart ile fosfodiester bagi olusturamayacagindan DNA zinciri uzamaz. DNA
uzama reaksiyonuna sinirli konsantrasyonda etiketlenmis ddNTP’ler ve standart
dNTP’ler karistirilir. Reaksiyona rastgele ddNTP katilmasi reaksiyonu durdurur ve
miimkiin olan biitiin kombinasyonlarda iriin elde edilir. Klasik Sanger
reaksiyonunda, her bir ddNTP baz1 iceren dort paralel reaksiyon poliakrilamid jelde
calisilir ve niikleotid sekansini anlayabilmek icin radyoaktif ddNTP isaretlemesi
yapilmis reaksiyonlarda otoradyografi kullanilir (Heather ve Chain, 2016; Darcan ve
Tiirkyilmaz, 2018).

RFLP sonuglari, ABI 3100 dizileyicisi kullanilarak Sanger sekanslama ile
dogrulandi. Primer dizisi olarak 5°-GCC AAT TCA AGC CCA GTC-3" kullanild1 ve

veriler SnapGene yazilimi ile analiz edildi.

5.2.8. cDNA Sentezi

Bu islem i¢in Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi
(RT-PZR) kullanilir. RT-PZR isleminde RNA’y1 sablon olarak kullanan ters
transkriptaz enzimi ile tek zincirli komplementer DNA (cDNA) sentezlenir (Bluth ve

Bluth, 2018; Myers ve Gelfand, 1991).

SensiFAST™ c¢DNA Synthesis Kit’i ile cDNA sentezi gerceklestirmek igin
asagidaki protokol uygulandi. Her bir tiip icin 1 pg RNA, 4ul 5X TransAmp Buffer,
1 pl Reverse Transcriptase eklendi ve ddH2O ile toplam hacim 20’ye tamamlandi.

Uriinler PZR cihazina konuldu ve Tablo 11°deki déngii ve sicakliklar kullanild.

Tablo 11. cDNA sentezinde kullanilan dongii ve sicakliklar

Sicaklik Zaman
25°C 10 dk
42°C 15 dk
85°C 5dk
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5.2.9. Gerg¢ek zamanh PZR (GZ-PZR) Yontemi

Calismamizda gen ekspresyonunun kantitatif tayini i¢in ger¢ek zamanli PZR (GZ-
PZR) yontemi kullanildi. GZ-PZR, floresan boya ya da problarin kullanimi yardimi
ile PZR iglemini gercek zamanl sekile goriiniir hale getirebilen ve DNA miktarinin
artigini gosteren bir yontemdir. Calismamizda SYBR Green I ile gergek zamanli PZR
(GZ-PZR) yontemi kullanildi. SYBR Green I boyasimin kullanildigi bu yontemde,
uzama asamasinda SYBR Green boyasi cift zincirli DNA molekiiliiniin arasina
girerek floresan yayilimi gergeklesir. Bu durum ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin

artmasiyla birlikte floresan 1s1manin artmasina neden olur (Giinel, 2007).

Bu islemi icin kullanilan ileri ve geri primer dizileri Tablo 12’de, islemde
kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 13’te, PZR dongii sicaklari ve siireleri

Tablo 14’te verilmistir.

Tablo 12. GZ-PZR isleminde kullanilan primerler ve dizileri

Primer Dizisi (5°=23")

PPARY lleri Primer TGAAGTGTGACGTGGACATC
PPARY Geri Primer GGAGGAGCAATGATCTTGAT
B -actin Ileri Primer AATCAAAGTGGAGCCTGCAT
f -actin Geri Primer ACCCTTGCATCCTTCACAAG

Tablo 13. GZ-PZR i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar (ul)
2X SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit 10

Ileri Primer (5uM) 1

Geri Primer (5uM) 1

cDNA (4 ng/ul) 2

ddH>O 6

Toplam 20
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Tablo 14. GZ-PZR dongii sicakliklari ve siireleri

Asama Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 10 sn 45
Baglanma 55°C 10 sn 45
Uzama 72°C 30 sn 45
Son Uzama 95°C 10 dk 1

5.2.10. Veri Analizi

GZ-PZR islemi i¢in iki teknik tekrar yapildi. Gergeklestirilen reaksiyon f-
aktin geni kullanilarak normalize edildi. Delta siklus esigi (ACt) degerleri
kullanilarak AA Ct degerleri hesaplandi ve 24 formiilii kullamlarak ekspresyon

degisimi hesaplandi. Error barlar iki tekrarin ortalamasina gore hesaplandi.
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6. BULGULAR

6.1 HUCRE HATLARINDA PPARy Prol2Ala POLIMORFIZMIN
ARASTIRILMASI

Hiicre hatlarindan elde edilen tiim DNA Orneklerinin saflik oranlar
(A260/A280) yaklasik 1,8 olarak tespit edildi. HUVEC, MCF10A, Caki-1, Jurkat,
SKBR3, HelLa, MCF7, Ishikawa, THP-1, Caco-2, AGS, MDA-MB-468 ve MDA-
MB-453 hiicre hatlarindan izole edilen DNA 0&rnekleri PPARy genine spesifik
primerler kullanilarak PZR islemine tabi tutularak hedef bolge ¢ogaltildi. Bu islem
sonucunda dogru bolgenin ¢ogaltilmasinin kontroliinii saglamak i¢in agaroz jel
elektroforezi teknigi kullanildi. Agaroz jelde PPARYy geninin 270bg’lik iiriin olarak
goriilmesi beklenmektedir (Chao ve ark., 2015). Calismamizda elde edilen agaroz jel
sonucu Resim 1’de gosterilmistir.  Kuyucuklarin tstiinde kuyucuklarda Ornegi
bulunan hiicre hatlarmin isimleri yazilmis olup ilk kuyucuga marker olarak

GeneRulerTM 100 b¢ DNA ladder yiiklenmistir.

270 bg

Resim 1. Hiicre hatlarinin PZR iglemi sonucunu goriintiilemek igin yapilan agaroz jel
elektroforezi sonucunun goriintiisii

Hiicre hatlarindan elde edilen PZR firiinlerinden Prol2Ala polimorfizmini
belirlemek amaci ile yapilan kesim isleminin sonucunda olusan jel goriintiisii Resim
2 ve Resim 3’te verilmistir. Kesim iirlinii sonucunda Prol2Ala bakimindan

homozigot olan orneklerde 227b¢ ve 43 bg¢’de bant, Prol2Ala bakimindan
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heterozigot olan Orneklerde 270 bg, 227 bg ve 43 bg’de bant, Prol2Ala alleli
olmayan oOrneklerde ise 270b¢’de bant olusmasi beklenmektedir (Chao ve ark.,
2016). Fakat 43 bg’lik bantlar ¢ok kiigiik oldugundan dolayr primer dimer ile
karismamasi i¢in 227 b¢’lik bantlar dikkate alinmistir. Kesim islemi sonucunda
Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda PZR {irlinlerinin kesime ugradigi goriiliirken,
HUVEC, MCF10A, Jurkat, SK-BR-3, HeLa, MCF7, Ishikawa, THP-1, Caco-2,
MDA-MB-468 ve MDA-MB-453 hiicre hatlarinda kesim goriilmemistir. Bunun
sonucunda Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda heterozigot Prol2Ala polimorfizminin
oldugu soylenebilirken diger hiicre hatlarinda Prol2Ala polimorfizminin olmadig:

sonucuna ulasilabilir.

270 be
227 be

Resim 2. HUVEC, MCF10A, AGS, Caki-1, MDA-MB-453 ve MDA-MB-468 ve SK-BR-3
hiicre hatlarindan elde edilen PZR iriinlerinin BstUI kesim enzimi sonucunun
goriintiilenebilmesi i¢in yapilan agoroz jel elektroforezi sonucunun goriintiisii

270 bg

Resim 3. MCF7, Jurkat, THP-1, Caco-2, Ishikawa ve HeLa hiicre hatlarinda elde edilen PZR
iriinlerinin BstUI kesim enzimi sonucunun goriintillenebilmesi i¢in yapilan agoroz jel
elektroforezi sonucunun goriintiisii
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Yapilan RFLP isleminin sonuglar1 sanger sekanslama ile dogrulandi. Sanger
sekanslama sonucunda, RFLP analizi sonuglar1 ile uyumlu olarak, AGS ve Caki-1
hiicre hatlarinda heterozigot Prol2Ala polimorfizmi bulunurken, diger hiicre
hatlarinda polimorfizme rastlanmadi. AGS, Caki-1 ve MCF10A hiicre hatlarindan

elde edilen kromotogram sonuglart Sekil 9’da gosterilmistir.

\ |
LYY (VL W (V)

AGS Caki-1 MCF-10A

Sekil 9. AGS, Caki-1 ve MCF10A hiicre hatlarinin sanger sekanslama sonuglariin
kromotogram sonuglari.

6.2. HUCRE HATLARINDA PPARy EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

Hiicre hatlarindan elde edilen tim RNA Orneklerinin saflik oranlar
(A260/A280) yaklasik 2 olarak tespit edildi. Hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lar
GZ-PZR’de kullanilmak {iizere cDNA’ya g¢evrildikten sonra GZ-PZR islemi
gergeklestirildi. Bu islem sonucunda MCF10A (tiimorijenik olmayan meme hiicre
hatt1) ve SK-BR-3 (meme kanseri hiicre hatt1) ile diger hiicre hatlarinin
karsilagtirmasindan elde edilen normalizasyon grafigi, sirastyla Sekil 10 ve Sekil
11°de gosterilmistir. Ik grafige gore (Sekil 10) hiicre hatlarinin mRNA ekpresyonlari
karsilastirildiginda en fazla PPARy mRNA ekspresyonu gosterenden en az PPARYy
mRNA ekspresyonu gosterene gore siralama MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-468,
MDA-MB-453, Caki-1, AGS seklindedir. Prol2Ala polimorfizmi bulunduran hiicre
hatlar1 Caki-1 ve AGS’de, MCF-10A ile karsilastirildiginda PPARy mRNA
ekspresyonunda belirgin bir diisiis gdzlenmistir. Ikinci grafikte (Sekil 11) de patern
degismemis, mRNA ekpresyonlar1 karsilastirildiginda en fazla PPARy mRNA
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ekspresyonu gosterenden en az PPARy mRNA ekspresyonu gdsterene gore siralanis
sirastyla SK-BR-3, MDA-MB-468, MDA-MB-453, Caki-1, AGS seklinde olmustur.
Yine Prol2Ala polimorfizmi bulunduran hiicre hatlar1 Caki-1 ve AGS’de, SK-BR-3

ile karsilastirildiginda PPARy mRNA ekspresyonunda belirgin  bir

gozlenmistir.
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Sekil 10. Hiicre hatlarinda PPARy mRNA ifadesinin MCF10A’ya gdre normalizasyon grafigi
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Sekil 11. Hiicre hatlarinda PPARy mRNA ifadesinin SK-BR-3’e gore normalizasyon grafigi
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7. TARTISMA

PPAR’lar adipogenez ve lipit metabolizmasinda gorev alan bir niikleer reseptor
ailesidir (Gimble ve ark., 1998; Yousefnia ve ark., 2018; Corrales ve ark., 2018a).
PPAR’mn {i¢ izoformundan biri olan PPARy’nin adipojenik diizenleyici olmakla
birlikte, bir ¢ok farkli gorevi vardir. Buna bagl olarak yag hiicrelerinin yaninda diger
hiicre ve dokularda da az da olsa eksprese edilmektedir (Giaginis ve ark., 2009; Jain
ve ark., 1998; Kliewer ve ark., 1994). PPARy nin proliferasyonu sinirlayan ve
apoptozu ile farklilasmay1 destekleyen ozellikleri sebebiyle birgcok hiicre ¢esidinde
kanserojen oOnleyici rolleri oynadigi diisiiniilmektedir. (Michalik ve ark., 2004)
Ozellikle  hiicre béliinmesinin durmasina sebep olan adiposit farklilasmasimin
programlanmasinda gorev almasi PPARYy’y1 tiimor biliylimesinin kontrolii agisindan

onemli bir hedef haline getirmistir. (Tontonoz ve Spiegelman, 2008).

PPARYy geninin 12. kodonunun 34. niikleotidinde meydana gelen C>G
dontigiimii ile olusan prolin amino asitinin alanin amino asitine degisimi sonucunda
Prol12Ala polimorfizmi olugmaktadir. Prol2Ala polimorfizminin obezite, diyabet,
bazi kanser tiirleri gibi bir¢cok hastalik ile iliskili olabilecegi gosterilmistir. Hiicresel
diizeyde ise kanser ile Prol2Ala polimorfizmi iliskisini inceleyen bir calismaya

rastlanmamaistir.

Calismamizda PPARYy genindeki Prol2Ala polimorfizminin hiicre hatlarindaki
varliginin tespit edilmesi ve bu polimorfizmin hiicre hatlarindaki PPARy mRNA
ekspresyon seviyesine etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. Calismamiz sonucunda
Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda Prol12Ala polimorfizmi tespit edilmis ve bu hiicre
hatlarindaki PPARyY mRNA ekspresyon diizeyi; Prol2Ala polimorfizmi bulunmayan
MCF10A, SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458 hiicre hatlarindaki PPARYy
mRNA ekspresyon diizeyinden diisiik bulunmustur.

Genetik varyantlarin hastaliklarla iliskisinin arastirllmasinda yaygin olarak
poplilasyondaki hasta ve normal bireylere ait kan 6rnekleri kullanilmaktadir. Fakat
bu varyantlarin hiicresel diizeydeki etkilerini gérmek i¢in hiicre hatlarinda ¢alismak

daha yararh bir yol olacaktir. Etik agidan kullanim kolayligi saglamasinin yaninda,

43



hiicre hatlarinin siirdiiriilmesinin kolaylig1 ve hiicre disindaki degiskenler sabit
tutularak hiicreye 6zgii bir sonu¢ verilme olanagi hiicre hatlarini uygun bir ¢alisma
modeli haline getirmektedir. Literatiire bakildiginda hiicre hatlarinda yapilmis
polimorfizm c¢alismalarina ¢ok sik rastlanmasa da belirli hiicre hatlarinin genomunda
bulunan SNP’lere bakildigi goriilmektedir (Saifullah ve Tsukahara, 2018). Oysa ki bu
caligmalar, genlerin farkli varyantlarinin genin mRNA/protein ekspresyonu, protein
lokalizasyonu, gen {riiniiniin fonksiyonu gibi hiicresel fenotipe etkilerini anlamak
acisidan ¢ok Onemlidir. Ayrica hiicre hatlarinda yeni varyantlar tespiti
COSMIC(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) gibi veri tabanlarina ve bu
gibi kaynaklar1 birlestiren GEMICCL (Gene Expression and Mutations in Cancer
Cell Lines) gibi ortak veri tabanlarina katki saglayacaktir. Buna bagli olarak hiicre
hatlarinin  varyantlar1 ve bu varyantlarin hastalikla iliskisi hakkinda fikir

edinilmesinin 6nii agilacaktir.

GEMICCL veritabani, insan hiicre hatlarindaki mutasyon, gen ekspresyonu ve
kopya sayis1 degisikliklerini (copy number variation; CNV) ti¢ farkli veri tabani olan
CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia), COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer) ve NCI60’dan veri toplayarak, deneysel olarak dogru hiicre hatti
seciminde arastirmacilara kaynak saglamayir amaglamaktadir. Arastirmamiz
kapsaminda, GEMiCCL veri tabaninda bulunan ve arastirmada kullandigimiz hiicre
hatlarinda PPARy’daki mutasyonlar1 inceledi. Bu inceleme sonucunda Jurkat hiicre
hattinda Chr3:12393133-12393133 pozisyonunda sessiz bir mutasyon(c.42C>T)
oldugu gorildii. Bu mutasyon disinda ve diger hiicre hatlarinda ise PPARy’da
mutasyona rastlanmadi. Calismamiz sonucunda Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda
Prol2Ala polimorfizmi tespit ettik. Daha once bu hiicre hatlarinda Prol2Ala
polimorfizmi c¢alisilmadigindan ve bahsedilen hiicre hatlarinda tespit ettigimiz
Prol2Ala polimorfizminin veri tabanlarina yeni bir veri ekleme imkani1 sunacagin

diistinmekteyiz.

Polimorfizmlerin ~ genlerin mRNA  ekspresyonunu  etkileyebilecegi
bilinmektedir. Berhouma ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢alismada obezite
hastalarindan alinan doku Orneklerinde Prol2 alelinin PPARy mRNA’sinin asir1

ekspresyonu ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Berhouma ve ark., 2013). Fakat
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Prol12Ala polimorfizminin kanser hiicre hatlarinda PPARy mRNA ekspresyonuna
etkisi lizerine bir calismaya rastlanmamistir. Bizim g¢alismamiz da genlerdeki
polimorfizmlerin mRNA ekpresyonunu etkileyebilecegini destekleyici sonuglar
sunmaktadir. Ozellikle yapilan calismalarda farkli kanser hiicre hatlarinda farkli
oranda PPARyY mRNA ekspresyonu goriilmektedir. Elnemr ve arkadaglarinin
yaptiklar1 c¢alismada pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan AsPC-1, MIA PaCa-2,
PANC-1 ve BxPC-3’iin PPARY protein ekspresyonu, pozitif kontrol olarak kullanilan
kolon kanseri hiicre hatti HT-29’a kiyasla daha yiiksek ¢ikmistir (Elnemr ve ark.,
2000). Takahashi ve arkadaglarinin yaptiklari calismada mide kanseri hiicre hatti olan
MKN45’de PPARy ekspresyonu kolon kanseri hiicre hattt HT-29 ile
karsilastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada HT-29’un PPARy mRNA ekspresyonunun,
MKN45°deki PPARy mRNA ekspresyonu ile esit diizeylerde oldugu saptanmustir.
Bunun yaninda PPARY protein ekspresyonuna bakildiginda, MKN45’deki PPARy
protein ekspresyonunun HT-29’daki ekspreyona esit hatta ondan yiiksek oldugu
bulunmustur (Takahashi ve ark., 1999). Farkli kanser hiicre hatlarindaki farkl
diizeyde PPARy mRNA/protein ekspresyonu, kanser hiicre hatlarinin farkh
karsinogenez mekanizmalaria bagl olabilecegi gibi PPARYy’daki polimorfizmlerine

de olabilir.

Calisgmamizda PPARy Prol2Ala polimorfizminin mRNA ekspresyonunun
tizerindeki etkisini analiz etmek i¢in iki farkli yol kullanilmisti. Bu yollardan
birincisinde gen ekspresyon analizi normal meme hiicre hatt1 olan MCF10A kontrol
olarak kabul edilerek yapilmistir. Kontrol MCF10A ile karsilagtirilan diger hiicre
hatlar1 kanser hiicre hatlar1 oldugundan karsilastirma hem Pro12Ala polimorfizminin
hem de kanser-normal hiicre arasindaki PPARy mRNA ekspresyonu hakkinda bilgi
almak icin kullanilmistir. Bu analizde MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3
olmak tlizere 3 meme kanseri hiicre hatti, normal meme hatti MCF10A ile
karsilagtirilmis ve Prol2Ala polimorfizmi tespit edilmeyen bu hiicrelerin PPARYy
mRNA ekspresyonunda normale gore diisiis goriilmiistiir. Prol2Ala polimorfizmi
tespit edilen Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda ise PPARy mRNA ekspresyonunda
Pro12Ala polimorfizmi bulunmayan hiicre hatlarina gore daha biiyiik bir diisiis tespit
edilmistir. Bu diisiis hem kanser hiicresi ile normal hiicre arasindaki ekspresyon

farkina, hem de polimorfizmin etkisine baglanabilir. Kanser ve normal hiicre hatlar
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arasindaki farkliliklar1 diglamak ve kanserdeki polimorfizmden etkisini daha iyi
gormek i¢in ikinci analiz diger bir kanser hiicre hatt1 olan SK-BR-3"ii kontrol alarak
yapilmistir. Bu analizde Prol2Ala polimorfizmi tespit edilmemis hiicre hatlarinda
mRNA ekspresyonu ¢ok fazla degismezken, Prol2Ala polimorfizmi tespit edimis
olan Caki-1 ve AGS hiicre hatlarinda PPARy mRNA ekspresyonunda belirgin bir
diisiis goriilmiistiir. Bu nedenle bu analizde mRNA ekpresyonundaki diisiisiin
Prol12Ala polimorfizmi kaynakli olabilecegi sonucuna varilmistir. Bundan sonraki
adim bu ekpresyon farkinin kanser tiirleri arasindaki farktan kaynaklanma ihtimalini
dislamak icin karsilagtirmayr Prol2Ala polimorfizmi tespit edimis olan Caki-1 ve
AGS hiicre hatlar1 ile ayn1 tiimor tiiriinii kaynak alan ve Prol2Ala polimorfizmi
tespit edilmeyen kanser hiicre hatlar ile tekrarlamak olacaktir. Ayrica ayni etkinin
protein diizeyinde gerceklesip gergeklesmedigini gérmek icin Caki-1 ve AGS hiicre
hatlarinda Prol2Ala polimorfizminin protein ekspresyonu iizerindeki etkisi de

incelenecektir.

PPARy’nin; kolon, prostat, akciger, deri, meme kanseri, mesane kanseri gibi
cesitli timor dokularinda ekspresyonu vardir (Yun ve ark., 2018; Mansure ve ark.,
2009; Ban ve ark., 2010; Eastham ve ark., 2008; Freudlsperger ve ark., 2008).
PPARy’nin ligand: tarafindan aktive edilmesinin hiicre ¢ogalmasini durdurulmasina
ya da apoptosisi uyarilmasina sebep oldugu gozlenmistir. Bu mekanistigi, Fosfataz
ve Tensin Homolog (PTEN), B Hiicreli Lenfoma (BCL)-2, BCL2 Iliskili X (Bax) ve
fosfatazlarin yiliksek ekspresyonlarini ve survivin, Apoptoz Proteininin X Baglantil
Inhibitérii (XIAP), Siklin Bagimli Kinaz (CDK), Siklin D1, Siklooksijenaz-2 (COX-
2) gibi g¢esitli genlerin diisiik ekspresyonlarini saglamasi ile gergeklestirdigi
diisiiniilmektedir (Yun ve ark., 2018; Ban ve ark., 2010; Ma ve ark., 2019). Ayrica
kanser hiicresinin biiyiimesinin kontroliinde énemli rolii vardir (Lee ve ark., 2013;
Seifabadi ve ark., 2019). PPARy’nin ligand1 bazi kanser tiirlerinde tiimor olusumunu
baskiladig1 bu sebeple antinoplastik ilaglar olarak kullanim potansiyelleri oldugu

diisiiniilmektedir. (Tachibana ve ark., 2008)

Meme kanseri ve Prol2Ala polimorfizmi iliskisini inceleyen bircok farkli
calisma yapilmisti. Mao ve arkadaslarinin meme kanserinde Prol2Ala iligkisini

inceleyen meta-analiz sonucunda G allelinin meme kanseri iizerinde koruyucu etkisi
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olabilecegi gosterilmistir (Mao ve ark.,, 2013). Vogel ve arkadaslarinin
Danimarkalilar tizerinde yapilan meme kanseri ile Prol12Ala polimorfizmi arasindaki
iliskisini inceleyen ¢alismalar1 sonucunda Ala allelinin meme kanseri riskini
diisiirebilecegi goriilmiistiir (Vogel ve ark., 2007). Wu ve arkadaslarinin tarafindan
Tayvan niifusunda kadinlar ile yapilan calismada meme kanseri ile Prol2Ala
polimorfizmi iliskisinin incelenmesi sonucunda Prol2Ala polimorfizminin kanser
riskini arttirabilecegi gosterilmistir (Wu ve ark., 2011). Yapilan PPARYy ekspresyon
analizlerinde ise; Elstner ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma meme kanseri {lizerinde
PPARYy ekspresyonuna bakilmis olup bu c¢alismada hastalarin meme adenokarsinom
hiicrelerinde yliksek PPARy protein ekspresyon goriliirken bireylerin epitel
hiicrelerinde ise diisiik PPARy protein ekspresyonu goriilmiistiir (Elstner ve ark.,

1998).

Bizim calismamizda ise MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, MCF-10A,
SK-BR-3 olmak iizere 5 ayrt meme kanseri hiicre hatti ile calisilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda bu 5 ayr1 hiicre hattinda da Prol2Ala polimorfizmi tespit edilememistir.
Bu sebeple meme kanserinde Prol2Ala polimorfizminin etkisi ile ilgili bir sonuca
ulagilamamistir. Bu ¢alismada kullanilan meme kanseri hiicre hatlart PPARy mRNA
ekspresyonu agisindan degerlendirildiklerinde kanser hiicre hatlarinda PPARy mRNA
ekspresyonunun normal meme hiicre hattina gore diislis gosterdigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar Elstner ve arkadaglarinin PPARy protein datasiyla ters gorlinse de bizim
calismamizda protein diizeyinde ekspresyona bakilmadig: i¢in tam bir karsilastirma

yapilamamaktadir (Elstner ve ark., 1998).

Goudarzi ve arkadaslarimin Iran popiilasyonunda mide kanseri ve mide
kanserinin sebeplerinden biri olan H.pylori ile Prol2Ala inceleyen c¢alismanin
sonucunda heterozigot Prol2Ala’nin H.pylori ve mide kanseri hastalarinda yaygin
oldugu ve CC genotipine sahip mide kanseri hastasina rastlanilmadig gosterilmistir
(Goudarzi ve ark., 2015). Zhao ve arkadaslarinin mide kanserinde Prol12Ala iliskisini
inceleyen meta-analizde G allelini tasiyan bireylerde mide kanserinde goriilme
sikliginin 2,31 kat yiiksek oldugu ve H.pylori tastima durumunda riskin daha yiiksek
olabilecegi gosterilmistir. Popiilasyon tabanli bakildiginda Asya populasyonunda

2,56 kat, Kafkasya popiilasyonunda ise 2,20 kat yiiksek oldugu sonucuna varilmistir
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(Zhao ve ark., 2015). Canbay ve arkadaslar1 Tiirk popiilasyonunda mide kanseri ile
Prol2Ala polimorfizmini incelemesi sonucunda Prol2Ala polimorfizminin mide
kanseri riskini arttirdigi ve G allelinin az diferensiyasyon ve metastatik siirec ile

iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir (Canbay ve ark., 2012).

Xu ve arkadaglarinin metazanalizinde mide kanseri ile Prol2Ala iligkisine
bakildiginda G alleli tasiyicilarinda 2,31 kat daha fazla mide kanseri riski olabilecegi
gosterilmistir (Xu ve ark., 2010). Insan mide kanseri hiicreleri (MKN[145) iizerinde
yapilan bir ¢calismada ise PPARYy/o’nin agonisti olan TZD18 kullanilmistir. TZD18,
PPARY ve PPARa aktivasyonlari tizerinden anti-proliferasyonu gerceklestirmektedir.
Deney sonuglarinda, kanserli hiicrenin ¢ogalmasi azalmig ve apoptoz gerceklesmistir
(Ma ve ark., 2019). Yapilan bu ¢alismalar Prol2Ala polimorfizminin mide kanser

riskini arttirabilecegini gostermektedir.

Sato ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢alismada ise ayni kansere ait hiicre
hatlarim1 karsilastirmistir. Mide kanseri hiicre hatlar1 olan dort dokuda, MKN-7,
MKN-28, MKN-45 ve AGS’de, PPARy mRNA ekspresyonu ve protein seviyelerine
bakilmistir. Bu ¢alismada MKN-7 ve MKN-45 hiicre hatlarinda mRNA ekspresyon
seviyeleri MKN-28 ve AGS hiicre hatlarina oranla daha yiiksek bulunmustur. Yine
protein seviyeleri karsilastirilmis ve gorece en diisiik protein seviyesine sahip olan
hiicre hatt1 ise AGS olarak belirlenmistir (Sato ve ark., 2000). Yapilan bu calismaya
ek olarak bizim ¢aligmamizda da AGS mRNA ekspresyonunu diger farkli kanser
hiicre hatlar1 ile kiyaslandiginda da cok diisilk bir mRNA ekspresyonuna sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu durum diisiik PPARy protein ekspresyonuna da neden
olabilir. Sonucun Prol2Ala polimorfizminden kaynaklanip kaynaklanmadigim
incelemek i¢in bahsedilen hiicre hatlariin  Prol2Ala polimorfizm tastyip

tagimadiklarini tespit etmek gerekmektedir.

Sonug olarak bizim ¢alismamizda mide kanseri hiicre hatti olan AGS hiicre
hattinda ve deri metastatik alanindan tiiremis bobrek hiicre hatti olan Caki-1 hiicre
hattinda heterozigot Prol2Ala polimorfizmi bulunmustur. Calismamizda kullanilan
HUVEC, MCF10A, Jurkat, SK-BR-3, HeLa, MCF7, Ishikawa, THP-I, Caco-2,
MDA-MB-468 ve MDA-MB-453 hiicre hatlarinda Prol2Ala polimorfizmine
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rastlanmamistir. Prol2Ala polimorfizmlerine sahip olan Caki-1 ve AGS hiicre
hatlarinin mRNA ifadesi, Prol2Ala polimorfizmi bulunmayan MCF10A, SKBR3,
MDA-MB-453, MDA-MB-458 hiicre hatlarinin mRNA ifadesinden diisiik
bulunmustur. Bu farkliligin polimorfizmden kaynaklanip kaynaklanmadigi tespit
etmek ve olas1 etkinin karsinogenez mekanizmasindaki yerini arastirmak i¢in daha

kapsamli analizler gerekmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

Calismamiz sonucunda incelenen 13 farkli hiicre hatt1 igerisinde yalnizca AGS
ve Caki-1 hiicre hatlarinda PPARy geni Prol2Ala polimorfizmi tespit edilmistir.
Prol12Ala polimorfizmi tespit edilen bu hiicre hatlarinda, Prol2Ala polimorfizmi
bulunmayan SK-BR-3, MDA-MB-453, MDA-MB-458 kanser hiicre hatlarina gore
PPARy mRNA ekspresyonunun diisiik oldugu bulunmustur. Bu durum kanserde
hiicresel ~diizeyde Prol2Ala polimorfizminin  varligimin  PPARy mRNA
ekspresyonunu azaltabilecegini gdstermektedir. Bu polimorfizmin karsinogenez
mekanizmasindaki etkisini anlamak i¢in, daha kapsamli arastirmalar yapilmasi

gerekmektedir.

Calismamiz hiicre kiiltliri ve popiilasyon c¢alismalarinda polimorfizmlerin
etkisinin anlasilmast agisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir. Sonuglar
degerlendirilirken Prol2Ala polimorfizmi tasiyan 6rnek sayisinin diisiik olmasi goz

oninde bulundurulmalidir.

Yapilacak ¢aligmalarda hiicre hatlarindaki polimorfizm disindaki 6zellikler
esitlenerek daha net bir sekilde yorumlanabilir. Ornek olarak polimorfizm igermeyen
hiicre hatt1 olan MCF10A’da Prol2Ala polimorfizmi olusturmak normal hiicre
hattinda Prol12Ala polimorfizminin etkisini incelemeye olanak saglar. Ayn1 zamanda,
Prol2Ala polimorfizmi igermeyen ve kanser hiicre hatti olan SK-BR-3 hiicre
hattinda Prol2Ala polimorfizmi olusturularak kanser hiicre hattinda Prol2Ala
polimorfizminin etkisi gbézlemlenebilir. Bu sonuclar karsilastirilarak ise normal ve
kanser hiicre hatlarindaki farklililk  g6zlenebilir. Bu hiicrelerde  mRNA
ekspresyonunun yani sira protein ekspresyonuna da bakilarak polimorfizmin protein
diizeyindeki etkisi incelenebilir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise polimorfizm kaynakli
farklilik durumu gozlenmesi durumunda bu farkliligin pro-apoptotik etkiden mi ya

da hiicre cogalmasina olan etkiden mi kaynaklanip kaynaklanmadig arastirilabilir.

Caligmamiz genetik varyasyonlarin hiicresel fenotiplere etkisini gostermesi
acisindan Onem tagimaktadir. Bu c¢aligma hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan

deneylerde, cesitli kosullar altinda genlerin ekspresyon farklari ya da hiicresel
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fonksiyonlar1 arastirilirken arastirilan genin farkli hiicre hatlarinda bulunan farkli

varyantlariin etkisinin gz 6niinde bulundurulmasi gerektiginin altin1 ¢izmistir.
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