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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AKCiGER KANSERi HUCRE HATLARINDA ALX3 GENININ iFADE VE
PROMOTOR BOLGESININ METILASYON DUZEYININ ARASTIRILMASI

Elif Beyza KARTALOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damisman: Dr.Ogr.Uyesi Elif UZ YILDIRIM

Son yillarda yapilan bazi caligmalar cesitli kanserlerde bazi genlerin biyobelirteg
olabilecegini gostermistir. Buna bagli olarak yapilan genom boyu taramalarda ALX
genlerinin de normal dokulara kiyasla metilasyon farkliliklar1 gosterip bu
biyobelirteglerden olabilecegi gosterilmis olmakla birlikte O6zellikle ALX3 geninde
yapilan ¢aligmalarin sayisi ¢ok azdir. Buna karsilik yapilan bu az ¢alismada bile ALX3
geninin metilasyon profilindeki farkliliklar bazi kanserlerde normal dokulara kiyasla
farklilik gostermistir. Ancak literatiirde ALX3 geni ve akciger kanseri arasinda bir
iligkiye rastlanmamistir. Bu bakimdan bu c¢alismada ALX3 geni ve akciger kanseri
arasindaki iliskinin gen ifadesi ve metilasyon profilleri agisindan incelenmesi ve bu
genin akciger kanseri patogenezinde bir biyobelirte¢ olup olamayacaginin bulunmasi
amaclanmistir. Bu amagla bu tez ¢alismasinda in vitro olarak A549 ve H1299 akciger
kanseri hiicre hatlar1 ile Beas-2B normal akciger dokusu hiicre hatti kullanilmistir.
Metilasyon analizi i¢in COBRA yo6ntemi, gen ifadesi analizi i¢in ise Gerg¢ek-Zamanl
PCR yontemi kullanilmistir. Sonug olarak akciger kanseri hiicre hatlari normal akciger
dokusu hiicre hattina kiyasla belirgin sekilde hipermetilasyon gdstermis olup gen
ifadelerinde belirgin bir farka rastlanmamistir. Sonuglara gore ALX3 geni akciger
kanserinde belirgin bir hipermetilasyon modeli sergiledigi igin biyobelirteg olma
potansiyeli bulunmaktadir. Yapilan bu in vitro analizlere ek olarak ayni arastirmalarin in
vivo bir sekilde hasta Orneklerinde yapilmasinin bu potansiyelin kesinlestirilmesine
fayda saglayabilecegi diigiiniilmektedir. Tiim bu sonuglar 1s18inda ALX3 geni akciger
kanseri i¢in potansiyel bir biyobelirtectir ve bu genin hipermetilasyonunu tersine
cevirecek bir biyoteknolojik ilag gelistirilmesi yoniinde yapilabilecek g¢aligmalar i¢in
temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, metilasyon, gen ifadesi, ALX3, akciger kanseri
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE EXPRESSION OF THE ALX3 GENE AND THE
METILATION LEVEL OF THE PROMOTOR REGION IN LUNG CANCER
CELL LINES

Elif Beyza KARTALOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Dr. Elif UZ YILDIRIM

Some studies in recent years have shown that some genes may be biomarkers in various
cancers. Accordingly, although it has been shown in genome-wide scans that ALX genes
show methylation differences compared to normal tissues and may be one of these
biomarkers, the number of studies especially on the ALX3 gene is very few. However,
even in these few studies, differences in the methylation profile of the ALX3 gene
differed in some cancers compared to normal tissues. However, no relationship was
found between the ALX3 gene and lung cancer in the literature. In this regard, in this
study, it was aimed to examine the relationship between the ALX3 gene and lung cancer
in terms of gene expression and methylation profiles and to find out whether this gene
can be a biomarker in the pathogenesis of lung cancer. For this purpose, A549 and
H1299 lung cancer cell lines and Beas-2B normal lung tissue cell lines were used in
vitro in this thesis study. COBRA method was used for methylation analysis and Real-
Time PCR method was used for gene expression analysis. As a result, lung cancer cell
lines showed significant hypermethylation compared to normal lung tissue cell lines,
and no significant difference was found in gene expressions. According to the results,
ALX3 gene has the potential to be a biomarker since it exhibits a prominent
hypermethylation pattern in lung cancer. In addition to these in vitro analysis, it is
thought that performing the same studies on patient samples in vivo may help to confirm
this potential. In the light of all these results, the ALX3 gene is a potential biomarker for
lung cancer and forms the basis for studies to develop a biotechnological drug that will
reverse the hypermethylation of this gene.

Key words: Biomarker, methylation, gene expression, ALX3, lung cancer
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TESEKKUR

Uludag Universitesi lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca bana her zaman destek
olan, bilgi ve deneyimlerini benden esirgemeyen ve bana her tiirlii imkan1 saglayan
danisman hocam Doktor Ogretim Uyesi Elif UZ YILDIRIM’ a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Deneylerim siiresince bana her tiirlii imkan1 saglayan ve laboratuvarini agan saymn
Profesor Doktor Ferda ARI ve ekibine tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimde ve projemizde her zaman engin fikirlerine ve yardimlarina ihtiyag
duydugumuz sayin Doktor Ogretim Uyesi Tolga ACUN hocama en i¢ten tesekkiirlerimi
sunarim.

Deneylerimizi yapmamiz ic¢in bize laboratuvarini agan saym Dogent Doktor Figen
ERSOY hocama tesekkiirlerimi sunarim.

TUBITAK 2211 Yurtici Lisansiisti Burs Programi’na tezimi oncelikli alanlar
kategorisine layik gordiikleri ve destekledikleri i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica KUAP(F)-2020/5 proje numarasi ile ¢alismalarimi destekleyen Bursa Uludag
Universitesi BAP birimine tesekkiirlerimi sunarim.

Bu zorlu siiregte benim her zaman yanimda olan, beni her daim motive eden ve
destekleyen sevgili annem Zeynep KARTALOGLU ve babam HARUN
KARTALOGLU’ na sonsuz tesekkiir ederim.

Elif Beyza KARTALOGLU
16/12/2021



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..o i
ABSTRACT ... ii
TESEKKUR . ...t iii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI..............ooo Vi
SEKILLER DIZINT. ..., iX
CIZELGELER DIZINI. ..., X
L GIRIS 1
2.KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI........cccooiiiiiiin. 4
2. L KNS . . . ettt 4
2.2, Kanser Cesitler. . ... o 4
2.3. Kanser Hiicrelerinin OzelliKIeri ...............ooiuiiiiieiiiiie e, 5
2.4. Kanser Olusumunda Etkili Molekiiler Faktorler ... 6
2.5, AKCIZET KANSETT . ..uuiiitiitt ettt et et et ettt et e e e et e e e e e e anees 7
2.5.1. Akeiger Kanseri tUrleri .........o.oiiuiiii i 8
2.6. Epigenetik Modifikasyonlar .............ooiiiiiiiiiii i 10
B T Y (571 F: T} 0 10
2.6.2. Metilasyon analizinde kullanilan yontemler ....................ocooiiiiiiiiiin, 11
2.7 ALX GBNIBII. .. 13
2.7 L AL X e 14
2.8. ALX GeNleri Ve KanSer .........ccoiuiiriiiniiiii i, 15
2.8.1. ALX3 ve Kanser 1lISKIST .....ovuuiii i 16
2.9.MRNA(Mesajc1 Riboniikleik Asit) ifadesinin Belirlenmesinde Kullanilan Y éntemler
........................................................................................................ 19
2.9.1. Gergek-Zamanli PCR ... ..., 19
2.9.2. NOIhern BIot ... 22
3. MATERYAL VE YONTEM ..., 24
3L MaAteryal .o 24
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler ... 24
3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler ... 25
3.1.3. Kullanilan cthazlar ... 25
R I 071 11<) 101 L) S 26
3.2.1. Hiiere KUIUIT .. oee e 26
3.2.2. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan besiyerinin hazirlanmast ..................cooo 27
3.2.3. Hiicre hatlarinin stoktan ¢ikarilmast ... 27
3.2.4. Hiicre hatlarindan DNA 1zolasyonu ...........cooooeiiiiiiiiiiiiiiiiene, 27
3.2.5. Izole edilen DNA &rneklerinin jel elektroforezi .............coooviuiuiiniinnnnnn. 28
3.2.6. Bisiilfit modifikasyonu ............oooiiiiiii e 29
3.2.7. Bisiilfit modifiye DNA 6rneklerine PCR yapilmast .................ccooeiiinennn 30
3.2.8. 500 ng'lik PCR iirlinlerine nested PCR yapilmast .................cooeiiiiiiiinin, 33
3.2.9. PCR ve nested PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitilmesi .......................... 34
3.2.10. Nested PCR iirlinlerine enzim kesimi yapilmast ................c.oooiiiiiiiiinn., 35
3.2.11. Nested PCR ve enzim kesimi iirlinlerinin yanyana jele yiiklenmesi ............. 35
3.2.12 Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu ..............cooviiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 36
3.2.13.RNA o6rneklerinden ilk zincir cDNA sentezi .............ccoeevvieiieniiiinnieeniienenn. 37
3.2.14.cDNA orneklerine Gergek-Zamanli PCR yapilmast ..., 37

Vi



4. BULGULAR .. 40
4.1. Akciger Kanseri ve Normal Akciger Dokusu Hiicre Hatlariin Mikroskop

GOTUNTHLETT. ... e 40

4.2. DNA ve RNA Orneklerinin Nanodrop Olgiim Sonuglart .............................. 42
4.3. Izole Edilen DNA’larin Agaroz Jel Elektroforez Goriintiileri ......................... 43
4.4. DNA'larm Bistilfit ile Muamelesi..........o.oeiiiiiiiiiiiiiiciiee 44
4.5. Nested ve PCR Uriinlerinin Agaroz Jel GOriintileri .............c.coevuiuniiniennnn..n, 44
4.6. Enzim Kesimi ve Nested PCR Uriinlerinin Birlikte Agaroz Jel Gériintiisii ..........46
4.7. Enzim Kesimi ve Nested PCR Uriinlerinin Metilasyon Oranlar1 ..................... 47
4.8. Gergek-Zamanli PCR Sonuglart ............ooooiiiiiiii e 48
5.S0NUQC ve TARTISMA ..o e 51
KAY N AK L AR e 55
ER L E R ..o 71

EK 1. Ger¢ek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B Hiicre
Hatlarinda ALX3 Geninin Amplifikasyon Grafikleri ................................ 72

EK 2. Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B Hiicre
Hatlarinda GAPDH Geninin Amplifikasyon Grafikleri ........................... 73

EK 3. Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B Hiicre
Hatlarinda ALX3 Geninin Erime Egrisi Grafikleri ......................coi 74

EK 4. Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B Hiicre
Hatlarinda GAPDH Geninin Erime Egrisi Grafikleri .............................. 76

EK 5. Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B Hiicre
Hatlarmin Ct Degerlerini Igeren Excel Tablosu................cccovveiueiineinn.n. 78
OZGECMIS . .o, 79

vii



Simgeler

O\DO/)@Q

Kisaltmalar

5-Aza-CdR
A549

ALK
ALX

ALX1
ALX3
ALX4
ANTP

AP-PCR
Beas-2B

BRAF

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

alfa

beta

gama
yiizde
santigrat derece
baz cifti
santimetrekare
dakika
gram

molar
miligram
mililitre
milimolar
nanogram
nanomol
pikomol
saniye
mikrogram
mikrolitre
mikromolar
linite

Aciklama

5-aza-2p-deoksisitidin (5-aza-2p-deoxycytidine)

Insan Adenokarsinomik Alveolar Bazal Epitel Hiicreleri (Human
Alveolar Basal Epithelium Cells)

ALK Reseptor Tirozin Kinaz (ALK Receptor Tyrosine Kinase)
Aristaless-Benzeri Homeobox Domaini  (Aristaless-Like Homeobox
Domain)

ALX Homeobox 1

ALX Homeobox 3

ALX Homeobox 4

Antennapedia-Sinifi Homeobox Genleri (Antennapedia-Class Homeobox
Genes)

Keyfi Olarak Cogaltilmis PCR (Arbitrarily Primed PCR)

Insan Bronsiyal Normal Epitel Hiicreleri (Human Bronchial Normal
Epithelium Cells)

B-Raf Proto-Onkogen, Serin/Threonin Kinaz (B-Raf Proto-Oncogene,
Serin/Threonin Kinase)

viii



bHLH
cDNA
CFTR

CO;
COBRA

DAMD
DMH

DNA
DNMT
EDTA
EGFR

FBS
FND
GAPDH

GCK
gDNA
H1299

H2A

H2B

H3

H4

Hpa II-PCR

MRNA
MEK

MEM
miRNA
MS-HRM

MSP
NaOH
NTD
PBS
PCR
PRD
RB1

RLGS

RNA

basic helix-loop-helix

Komplementer DNA (Complementary DNA)

Kistik Fibroz Transmembran Iletkenlik Regiilatorii (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductivity Regulator)

Karbondioksit (Corbondioxide)

Kombine Bisiilfit Restriksiyon Analizi (Combined Bisulfite Restriction
Analysis)

Metilasyon Farkliliklarinin Denatiirasyon Analizi (Denaturation Analysis
of Methylation Differences)

Diferansiyel Metilasyon Hibridizasyonu (Differential Methylation
Hybridization)

Deoksiribo Niikleik Asit (Deoxyribo Nucleic Acid)

DNA Metiltransferaz (DNA Methyltransferase)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid)
Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (Epidermal Growth Factor
Receptor)

Fetal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

Frontanazal Displazi (Frontanatal Dysplasia)

Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrojenaz (Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase)

Glikokinaz (Glucokinase)

Genomik DNA (Genomic DNA)

Insan Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomu Hiicreleri (Human Non-
Small Cell Lung Carcinoma Cells)

Histon 2A

Histon 2B

Histon 3

Histon 4

Hpa II-Kii¢iik Fragman Zenginestirmesi (Hpa 1l Small Fragment
Enrichment)

Mesajct RNA (Messenger RNA)

Mitojen ile Aktivate Olan Protein Kinaz 1 (Mitojen-Activated Protein
Kinase 1)

Minimum Essential Medium

Mikro RNA (Micro RNA)

Metilasyon-Spesifik Yiiksek Coziiniirliiklii Eritme (Methylation-Specific
High Resolution Dissolution)

Metilasyon-Spesifik PCR (Methylation-Specific PCR)

Sodyum Hidroksit (Sodium Hydroxide)

Noral Tiip Defektleri (Neural Tube Defects)

Fosfat Tuz Tamponu (Phosphate Salt Buffer)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

Paired-Smifi Homeobox Genleri (Paired-Class Homeobox Genes)
Retinoblastoma ile iliskili Protein 1 (Retinoblastoma-Associated Protein
1)

Restriksiyon Bolgesi Genomik Tarama (Restriction Landmark Genomic
Screening)

Ribo Niikleik Asit (Ribo Nucleic Acid)



ROS1
RP-HPLC

RPMI
RT-qPCR
TBE

Tm

TP53
uBC

uv

VGS

Ros Proto-Onkogen 1, Reseptor Tirozin Kinaz (Ros Proto-Oncogene 1,
Receptor Tyrosine Kinase)

Ters Fazli Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (Reverse Phase High
Pressure Liquid Chromatography)

Roswell Park Memorial Institute Medium

Gergek-Zamanli Kinetik PCR (Real-Time Kinetic PCR)
Tris-Borat-EDTA

Erime Sicakligi (Melting Temperature)

Timor Proteini p53 (Tumor Protein p53)

Ubikitin C (Ubiquitin C)

Ultraviyole (Ultraviolet)

Sanal Genom Taramasi (Virtual Genome Screening)



SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Kanserin kazanilmis yetenekIeri.......ccccoovvviiiiiiiiiiiiii e 6
Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinde ortaya ¢ikan ayirt edici ve etkinlestirici 6zellikleri ......... 6
Sekil 2.3. COBRA yonteminin sematik diyagrami.........ccoccevevivieniiiieiniieeniiiesniee e 13
Sekil 2.4. 2 2 °T yonteminin agilimi ve sematik diyagrami..........c..coooevverernrernrinninnes 22
Sekil 2.5. Northern blot sematik diyagrami ........ccccvveiiieiiiieniiieeiiie e 23
Sekil 3.1. ALX3 gen sekansinda primerlerin denk geldigi yerler...........ccocovvviiniinnenn. 32
Sekil 3.2. Bisiilfit modifikasyonu sonrast ALX3 gen sekansinda primerlerin denk.........
GEIAIGT VETIEE .o 32
Sekil 4.1 A549 mikroskop gOTUNTEST ...vvveivvieiiiiiiiie e 40
Sekil 4.2. H1299 mikroskop gOrlintlisli .........c.coeviiiviriiiiiiiiiesecc s 41
Sekil 4.3. Beas-2B mikroskop gOrtintlisii.........cueeiueieiiiiiiiiiniiiee e 41
Sekil 4.4. DNA izolasyonu sonrast jel gOrintlisii . ......cvevveveieeniniinieniee e 43
Sekil 4.5. Nested PCR iiriinlerinin agar0z jel gorintiisti-1..........cccoevvviiiiviiicicnnnninn 45
Sekil 4.6. Nested PCR firtinlerinin agaroz jel gorintisii-2 ..........cccovvverveiineeienneseennn 45
Sekil 4.7. Enzim kesimi ve Nested PCR 6rneklerinin jel gorintlisti ............ccoovvvviieennn. 46
Sekil 4.8. Gergek-Zamanli PCR sonucunda ALX3 primeri kullanilan &rneklerin agaroz
Jeldeki @OTTNTUSTL. ... eeiuveeiiieiie ittt e e e sneeene e 49
Sekil 4.9. Gergek-Zamanli PCR sonucunda GAPDH primeri kullanilan 6rneklerin
agaroz jeldeki gOrlntliSii. ... ....oouiie it 50
Sekil 4.10. Akciger kanseri hiicre hatlarinda ALX3 geni goreceli ifadesi...................50
Ek Sekil 1.1. A549 hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi.................. 72
Ek Sekil 1.2. H1299 hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi................. 72
Ek Sekil 1.3. Beas-2B hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi............... 72
Ek Sekil 2.1. A549 hiicre hattinda GAPDH geninin amplifikasyon grafigi............... 73
Ek Sekil 2.2. H1299 hiicre hattinda GAPDH geninin amplifikasyon grafigi............. 73
Ek Sekil 2.3. Beas-2B hiicre hattinda GAPDH geninin amplifikasyon grafigi........... 73
Ek Sekil 3.1. A549 hiicre hattinda ALX3 geninin erime egrisi grafigi...................... 74
Ek Sekil 3.2. H1299 hiicre hattinda ALX3 geninin erime egrisi grafigi.................... 74
Ek Sekil 3.3. Beas-2B hiicre hattinda ALX3 geninin erime egrisi grafigi.................. 75
Ek Sekil 4.1. A549 hiicre hattinda GAPDH geninin erime egrisi grafigi.................. 76
Ek Sekil 4.2. H1299 hiicre hattinda GAPDH geninin erime egrisi grafigi................ 76
Ek Sekil 4.3. Beas-2B hiicre hattinda GAPDH geninin erime egrisi grafigi.............. 77

Xi



CIZELGELER DIiZiNi

Sayfa

Cizelge 2.1. ALX3 geni metilasyon farkliliklari ve buna baglhh olarak gen
ekspresyonunda degisiklik goriilen kanserler.............................. 18

Cizelge 3.1.COBRA ve nested PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve
OZCIIIKICTI. ..ot 31

Cizelge 3.2.PCR reaksiyonu mix bilesenleri..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
Cizelge 3.3.PCR reaksiyonuna eklenen bisiilfit modifiye DNA miktarlari ............... 33
Cizelge 3.4. Nested PCR reaksiyonu mix bilesenleri................ooooiiiiiiiiiin. .34
Cizelge 3.5. Enzim kesimi reaksiyon bilesenleri ................ccooiiiiiiiiiiiiiinnnen 35
Cizelge 3.6. cDNA sentezi komponent miktarlart .....................coooiiiiinn 37
Cizelge 3.7.Gergek-Zamanli PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve
OZCIIKICTI. ... 38

Cizelge 3.8.Gergek-Zamanlt PCR mix bilesenleri ..............cooevviiiiiiiiininnnnn... 39
Cizelge 4.1. DNA orneklerinin nanodrop 6lglim sonuglar.........cocuveerereienesesnnennens 42
Cizelge 4.2. RNA oOrneklerinin nanodrop 61¢iim sonuglart.......ccocvevvevviiiiienieiieennene 42
Cizelge 4.3. Enzim kesimi sonucu elde edilen bantlarin 6l¢iim degerleri ...................... 47
Cizelge 4.4. Gergek-Zamanli PCR sonucu A549, H1299 ve Beas-2B hiicre hatlarinda. ...
ALX3 ve GAPDH genleri i¢in elde edilen Ct degerleri....................... 49

Ek Cizelge 5.1. Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinin Ct degerlerini igeren excel tablosu.............ccoecverinnnne 78

xii



1. GIRIS

Viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak gogalmasi sonucu olusan hastaliklara kanser adi
verilmektedir (Nam ve Nei 2005). Cesitli kanserlerde kalitsal faktorlerin etkisiyle
beraber g¢evresel etkenler, diyet, yas, cinsiyet, yasam tarzi gibi etmenler de 6nem arz
etmektedir (Lichtenstein ve ark. 2000).

Akciger kanseri ise Diinya Saglik Orgiitii raporuna gore tiim diinyada 6liime en fazla
sebep olan kanser tiriidir (Globocan, 2018). Genel olarak artan yas ve sigara
kullanimina bagl olarak goriilme sikligi artmaktadir. 2015-2017 yillarindaki akciger
kanseri Olim oran1 % 4.8 olarak; 2010-2016 yillarindaki 5 yillik bagil sagkalim
oranlarina gore akciger kanseri sagkalim orani ise %20 olarak bildirilmistir (“American

Cancer Society | Cancer Facts & Statistics,” n.d.)

Cesitli kanserlerde oldugu gibi akciger kanserinde de farkli gen mutasyonlar
goriilmekte ve tedavide bu genleri regiile edecek biyolojik ilaglar kullanilmaktadir.
Asya-Pasifik bolgesindeki kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tipi olan
adenokarsinomlu hastalarda yaygin olarak EGFR (Epidermal Biiyiime Faktori
Reseptorii) mutasyonu goriilmiis ve bu mutasyonu barindiran hastalarda kullanilmak
tizere EGFR tirozin kinaz inhibitorii olarak erlotinib ve gefitinib ilaglar1 gelistirilmistir
(Rosell ve ark. 2012, Midha ve ark. 2015). Benzer sekilde ALK (ALK Reseptor Tirozin
Kinaz) ve ROS1 (Ros Proto-Onkogen 1, Reseptor Tirozin Kinaz) mutasyonlart igin
crizotinib, anjiyogenez inhibitorii olan bevacizumabin, BRAF (B-Raf Proto-Onkogen,
Serin / Threonin Kinaz) inhibit6rii dabrafenib ve MEK (Mitojen ile Aktive Olan Protein
Kinaz 1) inhibitorii trametinib de akciger kanseri tedavisinde kullanilan molekiiler

tabanli ilaglardir (Sandler ve ark. 2006, Planchard ve ark. 2016).

Epigenetik mekanizmalar normal siireclerde memelilerde gen ekspresyonunu kontrol
eden regiilator mekanizmalardir. Viicudumuzdaki tim hiicreler ayn1 genoma sahip
olmakla beraber her hiicrenin spesifik 6zelligi ve islevi bu epigenetik modifikasyonlar
sayesinde belirlenmektedir. Buradaki epigenetik mekanizmalarin dogru islememesi

sonucu da kanser, diyabet, astim, norolojik hastaliklar gibi bazi hastaliklar ortaya



cikmaktadir (Fardi ve ark. 2018). Son zamanlardaki ¢alismalar epigenetik
modifikasyonlarin  DNA  (Deoksiribo  Niikleik  Asit) metilasyonlari, histon
modifikasyonlari, niikleozomal degisiklikler gibi birtakim proseslere etki ederek tiimor
olusumu, kanserin ilerlemesi ve metastaz ile olan iliskisini gostermektedir (Park ve Han
2019, Shin ve ark. 2020). Metilasyon kanserlerde en fazla goriilen ve en ¢ok calisilan
epigenetik modifikasyondur. Ozellikle de kanserlerde onkogen hipometilasyonu ve
tiimor baskilayici genlerin hipermetilasyonu kanserin olusumu ve ilerlemesinde 6nemli
stireclerdir. Bu nedenle kanserdeki proseslerde rol alan genlerin promotor metilasyon

paternlerinin incelenmesi kanser teshisinde dnemli rol oynamaktadir.

Epigenetik mekanizmalarin geri doniislii oldugu bilinmektedir. Akut hastaliklarda ve
kanserde goriilen anormal epigenetik modifikasyonlarin tersine ¢evrilmesi ¢ogu kanser
tiiriinde biyobelirteg ve terapotik hedef olusturulmasi bakimindan insanlik i¢in ¢ok
onemlidir. Ornegin bas ve boyun kanserinde CFTR (Kistik Fibroz Transmembran
Iletkenlik Regiilatdri)) geninin hipermetile oldugu ve bunu tersine ¢evirmek igin
tedavide  5-aza-2p-deoksisitidin =~ (5-Aza-CdR)  kullannrminin ~ CFTR  geninin
ekspresyonunu regiile ettigi bulunmustur (Shin ve ark. 2020). Benzer sekilde DNMT
(DNA Metiltransferaz) enzimlerinin islevini azaltarak akut miyeloid 16semide
hipometilasyona ve tiimor supressor genlerin ekspresyonunun artisina sebep olacak bir
mMiRNA-(Micro RNA)- (MicroRNA-29b) bildirilmistir (Garzon ve ark. 2009).

ALX (Aristaless-Benzeri Homeobox Domain) gen ailesi temel olarak gelisim
donemlerinde 6nemli rol oynayan transkripsiyon faktorii ailelerinden birisidir. ALX gen
ailesi memelilerde ALX1 (ALX Homeobox 1), ALX3 (ALX Homeobox 3) ve ALX4 (ALX
Homeobox 4) olmak iizere li¢ paralog gen igermektedir. Gelisim dénemine etkilerinin
yaninda Yapilan cesitli caligmalarda ALX genlerinin bazi kanserlerde de rol oynadigi
gorilmistiir. Bu caligmalar i¢inde akciger kanseri ve ALX genleri arasindaki iliski pek
fazla incelenmemis olup; akciger kanserinde ALX genlerinden ALX1’in kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinde hipermetile oldugu bildirilirken (Sandoval ve ark. 2013) ;
benzer sekilde ALX4 geninin de akciger kanserinde hipermetile oldugu bildirilmistir (W.
Bin Liu ve ark. 2014). Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar arasinda ALX3 promotor



metilasyon diizeyleri ve akciger kanseri arasindaki iligkinin arastirildigit ¢alisma

bulunmamaktadir.

Baz1 kanserlerde (6rnegin kolorektal kanserde) epigenomdaki anomalilikler ilag
direncine sebep olabilmektedir (Barretina ve ark. 2012). Biyobelirteg olarak kullanilan
bu genlerin metilasyon diizeylerini degistirecek epigenetik ajanlarla yapilan kombine
tedaviler bu direnci azaltmaktadir. Bu sekilde ALX3 geninin metilasyon diizeylerinin
arastirilarak akciger kanseri tanisinda biyobelirte¢ olup olamayacaginin belirlenmesi ve
eger biyobelirteg olarak kullanilacaksa bu genin hipermetilasyonunu engelleyen
biyoteknolojik ilaglarin kullanim1 ve gelistirilmesi gibi gelismelerin de 6niiniin agilmasi

beklenmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez calismasinda, A549 (Insan Adenokarsinomik Alveolar
Bazal Epitel Hiicreler), H1299 (insan Kiigiikk Hiicreli Dis1 Akciger Karsinoma
Hiicreleri) ve Beas-2B (Insan Bronsiyal Normal Epitel Hiicreleri) akciger kanseri hiicre

hatlarinda ALX3 geninin ifade ve promotor metilasyon paternleri arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Viicudumuzdaki organlar1 olusturan hiicreler normal olarak boliiniip ¢ogalma egilimi
gosterirler, boylece eski hiicrelerin yerini yenileri alir. Ancak ortamda herhangi bir
toksik bilesigin hiicrelerdeki kalitim materyali olan DNA’ya hasar vermesi durumunda
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak tiimoér denilen yapiyr olustur. Kanser ayni
zamanda normal hiicrelere kiyasla sinirsiz biiyiime 6zellikleri gésteren anormal hiicre
popiilasyonu olarak da tanimlanmaktadir (Clark, 1991). Tiumoérler en temel olarak
benign ve malign timorler olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Benign tiimdrler az agresif
ozellik gosteren, kanserli olmayan ve bulundugu alana yayilmayan tiimérlerdir. Malign
timorler ise hizli, kontrolsiiz olarak ¢ogalan, ¢evre dokulara yayilan, kanser olarak
adlandirllan agresif tiimorlerdir. Bazi lezyonlarda benign tiimdrlerin artan malignite
gostererek malign tiimore donisebildigi gosterilmistir (Clark, 1991). Malign timor
hiicreleri ¢evre dokularda yeni damarlar olusturur, invazyon yapar ve prolifere olur.
Malign tiimor hiicrelerinin bu gegirdigi asamalar ve yayilimi metastaz olarak
adlandirilmaktadir (Woodhouse ve ark. 1997).

2.2. Kanser Cesitleri

Yiizden fazla tipi olmakla beraber kanserler, olustugu organ, doku veya bu yapilari

olusturan hiicre tipi ile isimlendirmektedirler:

1.Karsinomlar: Viicuttaki epitel hiicreler tarafindan kaynaklanan en yaygin kanser

tipidir. Epitel hiicrelerinin farkli tiplerinde baslayan cesitli karsinom tiirleri vardir:
Adenokarsinom, Bazal hiicreli karsinom, Skuaméz hiicreli karsinom ve Gegis hiicreli
karsinom.

2.Sarkomlar: Viicuttaki yumusak doku ve kemik dokularda goriilen kanser tipidir.
Osteosarkom drnek olarak verilebilir.

3.Losemi: Kan ve kemik iliginin kan yapan dokularindan kaynaklanan tiimoérlerdir.

4.1l enfoma: Viicutta bagisiklik hiicrelerinde (T ve B lenfositlerde) baslayip lenf
diigtimleri ile lenfatik kanallarda gelisen tiimorlerdir.

5.Multiple Miyelom: Plazma hiicrelerinde baslayan timdrlerdir.




6.Melanom: Ozellikle cilt olmak iizere viicutta cesitli pigmentli dokularda olusabilen
timorlerdir. Burada olusan tiimorlerin kaynagi melanosit hiicreleridir.

7.Beyin ve Omurilik Timdrleri: Tiimoriin merkezi sinir sisteminde olustugu yere,

kaynaklandig hiicre tiiriine bagli olarak olusan farkli tipleri vardir.

8.Germ Hiicreli Tiimoérler: Viicutta sperm ve yumurtayr olusturan hiicrelerden koken

alan timorlerdir.

9.No6roendokrin Tiimdrler: Kana hormon salgilayan hiicreler tarafindan kaynaklanan

timorlerdir.

10.Karsinoid Tiimoérler: Bu tip tiimorler aslinda noroendokrin tiimér sinifina dahildir.

Gastrointestinal sistemde goriilen hormon kaynakli timdrler 6rnek olarak verilebilir.
Kiigiik hiicreli akciger kanseri de noroendokrin tiimérler sinifina girmektedir (“Kanser

Nedir? - Ulusal Kanser Enstitiisii,” n.d.)

2.3. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak istilact 6zelliklerini desteleyecek
birtakim 6zelliklere sahiptir. Kanser isaretleri (hallmarks of cancer) olarak adlandirilan
bu o6zellikler, siirekli anjiyogenez, apoptozdan kagis, sinirsiz ¢ogalma potansiyeli, doku
invazyonu ve metastaz, biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik ve biiyiime
inhibitdr sinyallerine duyarsizlik olmak tizere Sekil 2.1° de goriildiigii lizere alt1 tanedir
(Hanahan & Weinberg, 2000). Daha sonra bu belirtilere Sekil 2.2.” de goriildiigii iizere
enerji metabolizmasimin yeniden programlanmasi ve bagisiklik tahribatindan kaginmak
olmak iizere iki yeni belirti, genom kararsizligt ve mutasyon ile tiimér tesvik edici
inflamasyon olmak tizere kanser hiicrelerinde etkinlestirici iki belirti de dahil edilmistir

(Hanahan & Weinberg, 2011).



Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Sekil 2.1. Kanserin kazanilmis yetenekleri (Hanahan & Weinberg, 2000)

/—< Emerging Hallmarks W

Deregulating cellular a@ Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Ny Tumor-promoting
and mutation - ET

L(Enabling Characteristics)—/

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinde ortaya g¢ikan ayirt edici ve etkinlestirici ozellikler
(Hanahan & Weinberg, 2011)

2.4. Kanser Olusumunda Etkili Molekiiler Faktorler

Kanser hiicrelerinin olusup olusmama kararin1 birtakim faktorler ve bu faktorlerde
goriilen mutasyonlar diizenlemektedir. Bu faktorler protoonkogenler ve tiimor supressor
genlerdir. Onkogenlerde goriilen asir1 ifade ve tiimor supressor genlerde goriilen diisiik

seviyede ifade tiimor olusumunu hedeflemektedir (Guo ve ark. 2014).



Protoonkogenler normal siire¢lerde hiicresel biiyiimeyi ve boliinmeyi saglayan
genlerdir. Cesitli sebeplerden ve etkenlerden dolayr nokta mutasyonu, kromozom
translokasyonu vb. mutasyonlar gegirip amplifiye olarak fonksiyon kazanirlar, daha
sonra aktif form olan onkogenlere doniisiirler, boylece kontrolsiiz ¢cogalmaya ve kanser
hiicrelerinin olusumuna sebep olurlar (Olah, 2005). Timor supressor genler ise
protoonkogenlerin aksine hiicre biiylimesi ve boliinmesini kontrol eden genlerdir.
Gegirdikleri islev kaybr mutasyonlar1 sonucunda bu kontrol yeteneklerini kaybederler.
[k tanimlanmis tiimér supressor geni RB1’dir (Retinoblastoma ile iliskili Protein 1).
Diger bir tiimor supressor gen ise TP53 (Tumor Proteini p53) ’tiir. Bu genin kodladigi
protein olan p53, DNA hasarinin tamir edilemedigi durumlarda hiicreyi apoptoza
gotiiriir. p53 proteinin mutasyona ugramasi hiicrelerin invazyon, metastaz, proliferasyon

gibi birtakim 6zellikler kazanmasina yol agmaktadir (Muller & Vousden, 2013).
2.5. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, klinik olarak 6nemli olan gesitli histolojik formlara sahip oldukca
kompleks bir hastaliktir (Rodriguez-Canales ve ark. 2016). 1985 yilindan bu yana
diinyada en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. Ayn1 zamanda molekiiler olarak hem
cevresel hem de kalitsal kokenlere sahip diinyada en fazla 6lim orani goriilen
kanserlerdendir. Akciger, mide, karaciger kanseri gibi yiiksek oranda 6liime sebep olan
kanserler erkeklerde kadinlara gore daha fazla goriilmektedir (Houts ve ark. 2000). Ozel
olarak ise akciger kanseri cinsiyet bakimindan erkeklerde daha fazla oranda goriilirken

kadinlarda daha diisiik insidans gostermektedir (Parkin ve ark. 1993, 2005).

Belirti ve bulgular1 arasinda oksiiriik, kanl balgam, gogiis agrisi, seste degisiklikler,
agirlasan nefes darlig1, bronsit ve zatiirre bulunmaktadir (Houts ve ark. 2000).

2016-2018 verilerine gore insanlarin yaklasik %6,1” inin yasamlarinda akciger ve brong
kanserine yakalanma ihtimalleri bulunmaktadir. Ayrica akciger ve brons kanseri teshisi
konan hastalarin 5 yillik bagil sagkalim oranlar1 %21,7 olarak verilmistir (“Akciger ve

Brons Kanseri - Kanser Durumuyla ilgili Gergekler,” n.d.).

DNA onarim mekanizmalarinda rol oynayan genler, interlokin kodlayan genler, matris

metaloproteinaz genleri, p53 gibi timor supressor genleri, hiicre dongiisiinde rol



oynayan genler akciger kanseri riski ve yatkinligi iizerinde etkisi goriilen genlerdir.
Ozellikle bu genlerdeki epigenetik modifikasyonlar akciger kanserinde duyarliligi

artiran 6onemli etkenlerdendir (Dela Cruz ve ark. 2011).
2.5.1 Akciger kanseri tiirleri

Akciger kanserinin temel siniflandirilmast mikroskop goriintiilerine bakilarak yapilmis
olup ana olarak iki formu bulunmaktadir: kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (tim
akciger kanserlerinin yaklasik %83’tinii olusturur) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
(tiim akciger kanserlerinin %13’{inli olusturur). Bunlarin disinda kalan ytizdelik kisim
ise salivary gland-type (tiikiiriik bezi tipi) tiimorler, sarcomatoid karsinomalar ve diger
tipleri icermektedir (Rodriguez-Canales ve ark. 2016). Kiiciik hiicreli akciger kanseri
daha ileriki evrelerde teshis edilen, hastalarda zayif prognoz ile iligkili olan malign bir

timorddur.

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri farkli histolojik alt tiplerden olusmaktadir.
Bunlar adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biyiik hiicreli akciger
kanserleridir. Adenokarsinom akciger kanserinde en yaygin goriilen tipken bunu
squamous-cell karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom izlemektedir (Herbst ve ark. 2008,
Dela Cruz ve ark. 2011).

Akciger kanserinde hava kirliligi, radon gazi, iyonize radyasyon, asbest, diyet ve bazi
mesleki maruziyetlerin yani sira ana risk faktorii sigara kullanimidir ve tiim akciger
kanseri tiplerinde etkisi goriillmektedir. Ancak en fazla kiiciik hiicreli akciger kanseri ve
squamous-cell karsinom tizerinde etkisi goriiliirken sigara kullanmayan hastalarda ise en
yaygin olarak adenokarsinom goriilmektedir (Yang ve ark. 2002, Herbst ve ark. 2008,
Dela Cruz ve ark. 2011). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda timor
heterojenitesi, klinik olarak hastalarin farkli sonuglara ve tedaviye farkli cevaplar

vermesine sebep olmaktadir (Herbst ve ark. 2008).



Kiiciik hiicreli olmayan akciger kansersi:

Kiiclik hiicreli akciger kanserine gore tedaviye daha az duyarhidir. 2010-2016 yillart

arasindaki verilere gore 5 yillik sagkalim orami %21’ dir (PDQ Adult Treatment

Editorial Board, 2002). Bu kanser tiirleri akcigerin hem merkezinde hem de periferalde

yerlesim gostermektedir (Yeleser irem, 2020).

a)

b)

Adenokarsinomlar: Adenokarsinomlar akciger kanserinin en yaygin tiiri
olmakla birlikte akciger kanserlerinin yaklasik %40’ m1 olusturur (Herbst ve ark.
2008, Dela Cruz ve ark. 2011, Zappa & Mousa, 2016). Akcigerdeki mukus vb.
maddeleri salgilayan tip-2 alveolar hiicrelerden kaynaklamaktadir (“Small
adenocarcinoma of the lung. Histologic characteristics and prognosis -
PubMed,” n.d.). Ayn1 zamanda glandiiler lezyonlar1 da bulunan malign 6zellikte

epitelyal bir timor ¢esididir (Rodriguez-Canales ve ark. 2016).

Skuamoz hiicreli  karsinom: Skuamdz hiicreli karsinom tiim akciger
kanserlerinin yaklagik %20-25’ini olusturmaktadir. Akcigerlerdeki brong
tiiplerinde bulunan skuamoz hiicrelerinden kaynaklanmaktadir (Zappa & Mousa,
2016).

Biiytik hiicreli karsinom: Bu kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tiirii ise tim
akciger kanserlerinin yaklasik %5’ini olusturmakla birlikte incelendiginde
skuaméz, glandiiler veyahut adenokarsinoma gibi spesifik ozellikler
gostermedigi i¢in diger siniflarin disinda kalir ve mikroskop altinda diger tiirlere
kiyasla daha biiyiik hiicreleri oldugu i¢in bu sekilde siniflandirilmistir (Zappa &
Mousa, 2016, Yeleser Irem, 2020).

Kiicik hiicreli akciger kanseri:

Brongiyal karsinomlarin %15 ini olusturan siniftir. Tedaviye daha duyarli olmasinin

yaninda genis bir yayillma egilimi gosterdiginden genellikle tedavide zorlanilmaktadir. 5

yillik sagkalim orani %5-10 arasinda degismektedir (NCI (National Cancer Institute),



2019). Bu kanser tiiri daha c¢ok akciger merkezi etrafinda dagilim gostermektedir

(Yeleser Irem, 2020).
2.6. Epigenetik Modifikasyonlar

Epigenetik terimi ilk olarak yiiksek yapili organizmalarda farklilasmaya neden olan
cevre ve genom arasindaki etkilesimler olarak kullanilmistir. Ayni zamanda DNA
sekansinda degisiklik olusturmayan kalitsal degisiklikler olarak da tanimlanmaktadir
(Handy ve ark. 2011). Bu modifikasyonlar normal olarak ¢esitli biyolojik siireglerde
gozlenmekte, kromatin yapisini degistirerek gen ekspresyonunu kontrol etmektedir.
Kromatini olusturan DNA sarmali H2A (Histon 2A), H2B (Histon 2B), H3 (Histon 3)
ve H4 (Histon 4) histonlar1 tarafindan olusturulan niikleozom yapilar1 olarak
paketlenmektedir. Bu DNA sarmali ve histon proteinleri arasindaki etkilesimler
epigenetik modifikasyonlar ve histon modifikasyonlar1 arasindaki koordinasyonu
saglamaktadir (Fardi ve ark. 2018).

Metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon en fazla bilinen ve c¢alisilan epigenetik

modifikasyonlar arasinda bulunmaktadir.

2.6.1. Metilasyon

Metilasyon 1980’lerin baslarinda insanlarda ilk bulunan epigenetik modifikasyondur
(Cooper, 1983). Ayrica epigenetik modifikasyonlar arasinda en iyi incelenen ve memeli
gelisimi icin gerekli olan bir modifikasyondur. Metilasyon %98 oraninda genlerin
promotor bolgelerindeki CpG adalar1 denilen sitozin ve guanin bazlarinca zengin
bolgelerde goriilmektedir (Fardi ve ark. 2018). DNMT enzimleri tarafindan
diizenlenmektedir. Metil gruplari CpG boélgelerindeki sitozin bazlarma 5-metilsitozin
olusturmak tiizere takilarak transkripsiyon faktorii gibi bazi bilesenlerin baglanmasini
engeller ve ilgili genin ekspresyonunu durdurur. Ayn1 zamanda genomda metillenmis
CpG bolgeleri mutasyon gecirmeye egilimli bolgeler olduklarindan bu durumda
kimyasal kanserojenlerin DNA’ya baglanmasina neden olabilmektedir (Baylin & Jones,
2016). Anormal DNA metilasyonu (hipometilasyon ve hipermetilasyon) prostat,
karaciger, meme, akciger, bas ve boyun kanseri, 16semi ve glioblastoma gibi ¢ok sayida

ve cesitli kanserlerde goriilmektedir (Barbano ve ark. 2013, Chao ve ark. 2013, Mehta
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ve ark. 2015, X. Liu ve Brenner 2016, Cecotka ve Polanska 2018, Klughammer ve ark.
2018, Shin ve ark. 2020).

DNA metilasyonunun yaninda histonlar da metilasyon modifikasyonu gegirebilir
(Moore, Le, & Fan, 2013). Lizin ve arginin aminoasitleri metile olabilir. Bu histon
metilasyonu da DNA transkripsiyonunu diizenlemektedir. Ornegin H3K4, H3K36 ve
H3K79 metilasyonlar1 genlerin transkripsiyonunu arttirirken H3K9, H3K27 ve H3K20
metilasyonlar1 transkripsiyonu baskilamaktadir (Barski ve ark. 2007). Bu histon
modifikasyonlar1 genellikle kromatin yapistyla iliskilidir. DNA metilasyonu kanserin
yani sira genomik damgalama, X-inaktivasyonu, dokuya 6zgii gen ekspresyonu gibi
bir¢cok biyolojik siiregte dnemli bir molekiiler mekanizma olarak kabul edilmektedir

(Riggs 1975, Razin ve Cedar 1991 ,Li ve ark. 1993).

2.6.2. Metilasyon analizinde kullanilan yontemler

DNA metilasyonunun analizinde kullanilan yontemler temel olarak 3 basliga ayrilabilir:
Erken Ddnem Spesifik Olmayan Yontemler, Gen-Spesifik Yontemler ve Genom Boyu
Metilasyon Analizi (Harrison ve Parle-McDermott 2011, Kurdyukov ve Bullock 2016).
Erken Dénem Spesifik Olmayan Yontemler daha ¢cok genomda epigenetik degisiklikleri
genel olarak belirlemek ve profillerini ¢ikarmak igin kullanilmaktadir. Bu yontemler
restriksiyon endontikleaz kesimi ve izotop birlestirme (Bestor ve ark. 1984), RP-HPLC (
Ters Fazli Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi) (Kuo ve ark. 1980), anti 5-metilsitozin
antikoru kullanimi (Adouard ve ark. 1985, Oakeley ve ark. 1997), HPLC-kiitle
spektometrisidir (Annan ve ark. 1989).

Ardindan sodyum bilsilfitin piirin ve pirimidin bazlar1 iizerindeki etkisinin
anlasilmasiyla (Hayatsu ve ark. 1970, Wang ve ark. 1980) ve Hpa II-PCR (Hpa Il
kiiciik Fragman Zenginlestirmesi-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) , Ligasyon Aracili PCR
gibi tekniklerin gelismesiyle bu epigenetik degisikliklerin kesfi daha da kolaylasmis ve
gen seviyesine indirgenebilmistir (Pfeifer ve ark. 1989, Singer-Sam ve ark. 1990).
Bisiilfitle muamele edilen DNA ardindan sekanslanilarak ilgili genin metilasyon

durumu tespit edilebilir (bu yontem bisiilfit sekanslama olarak da bilinir) (Frommer ve
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ark. 1992) veya enzim kesimi kullanilarak COBRA (Kombine Bisiilfit Restriksiyon
Analizi) yontemiyle gen metilasyon seviyeleri analiz edilebilir (Xiong & Laird, 1997).
Bu yontemler haricinde MSP (Metilasyon-Spesifik PCR) (Herman ve ark. 1996) veya
MS-HRM ( Metilasyon-Spesifik Yiiksek Coziintirliikli Eritme) (Wojdacz & Dobrovic,
2007) gibi yontemler kullanilarak da bistilftitle muamele edilen DNA’daki metilasyon
seviyeleri RT-qPCR (Gergek-Zamanli Kantitatif PCR) ile de analiz edilebilir.

Sonralar1 insan genom dizilenmesi tamamlanip Epigenom Projesi’nin Oniiniin
acilmasiyla birlikte genom boyu tarama yontemleri gelistirilmistir. Genom boyu
metilasyon analizinde ise yine HPLC-UV (Kuo ve ark. 1980), RLGS (Restriksiyon
Bolgesi Genomik Tarama) (Hatada ve ark. 1991), AP-PCR (Keyfi Olarak Cogaltilmis
PCR) (Welsh ve Mcclelland 1990, Liang ve ark. 2002), DMH (Diferansiyel Metilasyon
Hibridizasyonu) (Huang ve ark. 1999), Tiim Genom Bisiilfit Sekanslama (Lister ve ark.
2009) veya ELISA tabanli yontemler kullanilabilmektedir. Kullanilacak yontem

arastirmacinin istedigi hedef dogrultusunda secilebilmektedir.

Tezimizde tek genin metilasyon seviyesi analiz edilecegi igin sectigimiz COBRA
yonteminin sematik diyagrami Sekil 2.3 ’te goriilmektedir. COBRA yontemi, ucuz ve
giivenilir bir yontemdir. Bu yontem temel olarak DNA 6rneginin bisiilfitle muamele
edilmesiyle baglar. Bisiilfit temel olarak metilasyon analizinde kullanilabilen bir
kimyasaldir ve halen metilasyon analizi igin altin standart olarak kabul gormektedir
(Frommer ve ark. 1992). Bisiilfitin etkisiyle metillenmemis sitozinler urasile doniisiir ve
PCR sonrasi timin olarak okunurken metillenmis sitozinler aynen kalmaktadir.
Bisiilfitle muamele edilen DNA’ya hedef gen bdlgesine uygun primerler kullanilarak
PCR yapilir. PCR sonrasi hedef gen bolgesine spesifik restriksiyon enzimleriyle kesim
yapilir, daha sonra jel elektroforezinde enzim kesim bdolgelerinin modellerinin metilli-
metilsiz kontrol DNA 6rneklerinin jel modelleriyle kiyaslanmasiyla metilasyon

seviyeleri hakkinda tespit yapilir.
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COBRA - Combined Bisulfite Restriction A nalysis
(BisulfitePCR ) E=» (_Quantitation )

Restriction Digestion
5.-,10 "’5 Uu-T1 PAGE Gel
C->""C-C Oligo Hybridization
Phosphorimager Quantitation
Example: Sample1 Bample? Sample 3
Methylated | [ Unmethylated | - Bsth - Bswi - Bs
Bst Ul Site Bst Ul Sita
A [l L) [1] ) B
"cG™cG|| cece - == .=
} '
CGCG TGTG Methylation: 0% B0 % 100 %
Bst U Site Bst Ul Site C
| Retalned Lost % Methylation = 100 X (B +C

Sekil 2.3. COBRA yonteminin sematik diyagrami (Xiong ve Laird 1997)

2.7. ALX Genleri

Homebox genleri taninabilir bir protein domaini kodlayan DNA sekansina sahip
embriyonik gelisimde énemli rol oynayan yiiksek oranda korunmus genlerdir. insan
genomunda 11 sinifa ve 100 gen ailesine ayrilan yaklasik 200 homeobox geni
tanimlanmistir (Holland ve ark. 2007). Homeobox genleri ¢ok fazla alt ve {ist sinifa
ayrilmakla birlikte genel olarak hiicresel siireglerde ve gelisimde onemli rol oynayan
ANTP (Antennapedia-Sinifi Homeobox Genleri) ve PRD (Paired-Sinifi Homeobox
Genes) olmak tizere iki ana sinif icermektedir (Galliot ve ark. 1999, Nam ve Nei 2005).
Bu isimleri Drosophila melanogaster ’deki birtakim genlerden almaktadir. PRD sinifi
homeoproteinlerin bir kiimesi aristaless domaini ile karakterize edilmektedir (Pérez-
Villamil ve ark. 2004). ALX genleri de PRD simifina ait bir homeobox gen ailesidir
(Holland ve ark. 2007). Ayrica ilk olarak ALX ismi Drosophila melonagaster ’deki
aristaless homeobox domaininden tiiretilmistir (Beverdam & Meijlink, 2001).

ALX genleri bir homeobox tipi transkripsiyon faktorii ailesidir ve insanda 3 gen olarak
bulunur: ALX1, ALX3 ve ALX4. Gelisim doneminde ekspresyon paternleri noral krest,
uzuv tomurcuklari, viicut duvari mezodermi ve branchial kemerlerin olusturdugu

kraniyal mezenkim dokularidir (Beverdam ve Meijlink 2001, Pérez-Villamil ve ark.
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2004). Dolayisiyla omurgalilarda embriyonik dénemde craniyofasiyal gelisim, temel
polarizasyonun belirlenmesi, noral tiip gelisimi (Q. Zhao ve ark. 1996), uzuv gelisimi ve

olusumunda (Qu ve ark. 1997) 6nemli rol oynamaktadirlar.

Insanlarda bu ALX genlerindeki mutasyonlar genel olarak kraniyofasiyal
malformasyonlara neden olmaktadir (Wuyts ve ark. 2000, Twigg ve ark. 2009, Uz ve
ark. 2010). Ozel olarak, ALX1 mutasyonlari ciddi frontanazal bozukluklara ve néral tiip
defektlerine yol acarken (Q. Zhao ve ark. 1996) ALX3 mutasyonlari bu bakimdan daha
hafif bir fenotipe sebep olmaktadir. ALX4 mutasyonlart ise farkli sa¢ gelisimi
problemlerine sebep olmaktadir (Kayserili ve ark. 2009). Farede ALX4 mutasyonlari ise
kraniyal kemik defektlerine, viicut duvar1 malformasyonlarina ve insandan farkli olarak
polidaktiliye neden olmaktadir (S. Qu ve ark. 1998, Takahashi ve ark. 1998).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kanser hiicrelerinin epigenomunda goriilen birtakim
degisikliklerin dolayisiyla promotor metilasyon diizeylerinin 6nemi gosterilmeye
baslanmustir (You ve Jones 2012, Shen ve Laird 2013, Bouras ve ark. 2019, Michalak
ve ark. 2019).

Genom boyu metilasyon analizi yapilan timor 6rneklerinde ALX ailesi genlerinin de
metilasyon diizeylerinin ve ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak farkli oldugu ve cesitli kanserlerde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
gosterilmigtir (Mori ve ark. 2011, Mahoney ve ark. 2012, Sun ve ark. 2018). Bazi
kanserlerde (6rnegin kolorektal kanserde) epigenomdaki anomalilikler ilag direncine
sebep olabilmektedir (Barretina ve ark. 2012). Bu epigenetik anomalileri tersine

cevirecek ila¢ kullanimi da kanser tedavisinde 6nem arz etmektedir.

2.7.1. ALXS

ALX3 embriyonik gelisim doneminde eksprese edilen aristaless benzeri homeobox
genidir (Pérez-Villamil ve ark. 2004). Kraniyofasiyal gelisimde ve 6zellikle g6z, burun
ve frontanazal bolgenin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. ALX3 mutasyonlar1 bu
bolgelerin gelismesini engelleyerek Frontanazal Displazi I’ e (FND 1) (MIM#136760)
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sebep olmaktadir (Twigg ve ark. 2009, Pham ve ark. 2011, Ullah ve ark. 2018). Benzer
sekilde ALX3 mutasyonlar1 noral tiip kapanmasini engelleyerek Noral Tiip Defektlerine
(NTD) de sebep olmaktadir (Lakhwani ve ark. 2010).

ALX genlerinin gelisim donemlerindeki islevlerinin bilinmesine ragmen hedef genleri
tam olarak bilinmemektedir. ilging bir sekilde yaklasik 15 yildir yapilan calismalarda
ALX3’ {in pankreatik adaciklarin gelisiminde 6nemli rol oynayan genlerin (insiilin gibi)
ekspresyonunu diizenledigi goriilmistir (M. Mirasierra ve ark. 2011). Pankreastaki
insiilin, glukagon ve somatostatin ifade eden a, B ve & hiicrelerinde ifade edildigi
gosterilmigtir. ALX3, basic helix-loop-helix proteinleri ile (b0HLH) —6zellikle E47 ile-
etkileserek pankreatik [ hiicrelerinde insiilin gen promotoruna baglanarak
transkripsiyonunu diizenler. Bdylece insiilin ALX3 i¢in ilk hedef gen olarak
belirlenmistir (Mercedes Mirasierra & Vallejo, 2006). Benzer sekilde ALX3, GCK
(Glikokinaz) ve glukagon genlerinin transkripsiyonunu da diizenlemektedir ve yapilan
fare deneylerinde ALX3 eksikliginin glikoz homeostazin1 bozarak hiperglisemiye,
apoptotik hiicrelerin artmasiyla pankreatik adacik biiyiikliigliniin azalmasina ve ayni
zamanda ileriki donemlerde insiilin direncine neden oldugu gosterilmistir (M.
Mirasierra ve ark. 2011). ALX3 ayni zamanda glikoza bagimli olarak pankreatik o
hiicrelerinde glukagon ekspresyonunu da diizenlemekte, ALX3 eksikligi glukagon

ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir (Mercedes Mirasierra & Vallejo, 2016).

2.8. ALX Genleri ve Kanser

ALX genleri yapilarindaki homeobox domaini sayesinde g¢esitli genlerin promotor
bolgelerine baglanarak gen ifadelerini etkileyebilmektedir. Son donemlerdeki
calismalarda ise ALX genlerinin gelisim donemlerindeki rollerinin yani sira promotor
metilasyon diizeylerinin farklt kanser tiirlerinde biyobelirte¢ oldugu ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan tespit edilmistir. ALX1 metilasyon diizeyleri agiz kanserleri
(Acquafreda ve ark. 2010), akciger, (Sandoval ve ark. 2013) , meme (De Groot ve ark.
2014 ve 2016, akciger, mide, bobrek, meme ve karaciger ¢oklu kanserlerinde (Ohara ve
ark. 2017) ve glioblastomada (Zhao ve ark. 2019) biyobelirte¢ olarak isaret edilmis ve

kontrol grubuna gore hipermetile olarak ifadesinin azaldigi, buna karsin over (Yuan ve
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ark. 2013), osteosarkom (M. Yang ve ark. 2015) ve baz1 akciger tiimor dokularinda
(Yao ve ark. 2015) ifadesinin arttigi bildirilmistir. Benzer sekilde metilasyondan
bagimsiz olarak melanomada (Jiao ve ark. 2019) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger

kanserinde (G. Wang ve ark. 2020) overeksprese oldugu bildirilmistir.

ALX4 metilasyon diizeyleri kolorektal (Ebert ve ark. 2006, Zou ve ark. 2007, He ve ark.
2010, Tanzer ve ark. 2010, Kim ve ark. 2011, Shull ve ark. 2013, Amiot ve ark. 2014,
Perez-Carbonell ve ark. 2014, Salehi ve ark. 2015, Rasmussen ve ark. 2016, 2017,
Sambuudash ve ark. 2017, Sobhani ve ark. 2019, Bach ve ark. 2021, Sobanski ve ark.
2021), mide (Chen ve ark. 2012), akciger (W. Bin Liu ve ark. 2014, Song ve ark. 2020),
over (Yuan ve ark. 2015), mesane (Yu ve ark. 2007, Deng ve ark. 2015), hepatoseliiler
(Shi ve ark. 2017, Ji Zhao ve ark. 2019 , Lu ve ark. 2020, Xu ve ark. 2020), pankreas
(Henriksen ve ark. 2017), meme (J. Yang ve ark. 2017) ve tiroid (X. Zhao & Hu, 2019)
kanserlerinde biyobelirte¢ olarak isaret edilmis, hipermetile olarak ifadesinin azaldigi
bildirilmistir. Metilasyondan bagimsiz olarak farkli meme kanserlerinde ALX4
overekspresyonu (Gu ve ark. 2020) ve ALX4 ekspresyon kaybi (Chang ve ark. 2009 ,
Zhu ve ark. 2020) bildirilirken; medullablastomada (Koso ve ark. 2014), mide
kanserinde (Ghasemvand ve ark. 2016) ve osteosarkomda ise ALX4 upregiilasyonu (Xie
ve ark. 2018) bildirilmistir.

ALX3 metilasyon diizeyleri hakkinda yapilan caligmalarin sayisi ise daha az gériilmekte
olup; noroblastoma (Wimmer ve ark. 2002), kolorektal (Mori ve ark. 2011),
rabdomayosarkom (Mahoney ve ark. 2012) kanserlerinde hipermetile oldugu ve
ifadesinin azaldigi, hepatoseliiler karsinomda (Sun ve ark. 2018) ve rahim agzi

kanserinde (Qi ve ark. 2021) ise ifadesinin bir miktar arttig1 belirtilmistir.

2.8.1. ALXS3 ve kanser iliskisi

Ozellikle 2000 yil1 sonrasi yapilan birtakim calismalar bazi kanserlerde ALX3’ {in CpG
bolgelerininin farkli metilasyon profili sergiledigi bulunmustur. Noroblastom hiicre
hatlarinda ve tiimor dokularinda yapilan sanal genom taramalarinda ALX3 geninde

promotor hipermetilasyonu ve gen ekspresyonunda baskilanma gézlenmistir (Wimmer
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ve ark. 2002). Kolorektal kanserli timor dokularinda yapilan mikroarray tabanli
metilasyon taramasinda ALX3’ {in hipermetile oldugu ve biyobelirte¢ olarak belirlendigi
gosterilirken (Mori ve ark. 2011), genom boyu metilasyon taramalar1 sonucunda
rabdomayosarkomlu tiimor dokularinda ve hiicre hatlarinda ALX3’ {in hipermetile
oldugu (Mahoney ve ark. 2012); hepatoseliiler karsinomda yapilan in silico genom boyu
metilasyon taramasinda da normale gore farkli eksprese edildigi ve hipermetilasyon
profili sergiledigi gozlenmistir (Sun ve ark. 2018). Rahim agz1 kanserinde de yine
ifadesinin arttig1 bildirilmistir (Qi ve ark. 2021). ALX3 geni metilasyon farkliliklar1 ve
buna bagli olarak gen ekspresyonunda degisiklik goriilen kanserler temel olarak Cizelge
2.1° de belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. ALX3 geni metilasyon farkliliklari ve buna bagli olarak gen
ekspresyonunda degisiklik goriilen kanserler (VGS: sanal genom taramasi, DAMD:
metilasyon farkliliklarinin denatiirasyon analizi)

Kanser Tipi Kullanilan Kullanilan Sonug¢ Referans
Ornekler Yontem
Noroblastoma SH-SY5Y, RLGS Noroblastoma (Wimmer
IMR-32, VGS timorlerinde ALX3 | ve ark.
MHH-NB-11 | Northern Blot metilasyonunda artig | 2002)
ve RT-PCR (hipermetilasyon) ile
KCNR hiicre birlikte ifadesinde diisiis
hatlari ile gbzlenmistir.
kontrol ve
ndroblastoma
tiimor dokular1
Kolorektal Kontrol ve | Metilasyon Kolorektal kanser | (Mori  ve
Kanser tiimor dokular1 | Microarray Analizi | hiicrelerinde ALX3 geni | ark. 2011)
MSP dahil 14 gende kontrol
RT-PCR grubu olan neoplastik
olmayan kolorektal
hiicrelerine kiyasla
hipermetilasyon
gozlenmistir.
Rabdomayo- RD, RhJT, | DAMD RMS hiicre hatlar1 ve | (Mahoney
sarkoma Rh18 ve Rh30 | Bisiilfit doniistimii | timo6r dokularinda ALX3 | ve ark.
hiicre hatlar1 | RT-PCR geni dahil bir¢cok genin | 2012)
ve tiimor | Sekanslama promoter CpG adalarinda
dokular1 anormal DNA
hipermetilasyonu
g6zlenmistir.
Hepatoseliiler In silico analiz | Hepatoseliiler HCC timor grubunun | (Sun  ve
Karsinoma karsinoma  DNA | eslesen adjacent dokuya | ark. 2018)
ekspresyonu ve | kiyasla hipermetile
metilasyon verileri | oldugu gésterilmistir.
TCGA (Kanser | ALX3 geni de dahil 14
Genom Atlasi) ‘dan | farkli gen, kontrol
indirilmistir. gurubuna kiyasla az
Diferansiyel analiz | miktarda upregiile
yapilmigtir. olmustur.
Rahim Agz1 | In silico | RT-PCR ALX3 ekspresyonu | (Qi ve ark.
Kanseri analiz, CSCC | Western blot kanser hiicre hatlarinda | 2021)
ve normal artmustir.
hiicre hatlari
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2.9. mRNA (Mesajc1 Riboniikleik Asit) Ifadesinin Belirlenmesinde Kullanilan
Yontemler

2.9.1. Gercek-Zamanh PCR

Bu calismamizda gen ifade diizeylerinin belirlenmesinde temel olarak kullandigimiz
kantitatif PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) olarak da bilinen Gerg¢ek-Zamanli PCR
yontemi, ilk olarak 1990’larin basinda kullanilmaya baslanmis olup (Higuchi ve ark.
1992, 1993) ileriki yillarda ve halen giinimiizde de siklikla kullanilmaya devam
etmekte olan, hedef DNA’nin amplifikasyonu ve es zamanli olarak DNA miktarinin da
olgtilebildigi bir tekniktir (Singh & Roy-Chowdhuri, 2016). Ger¢ek-Zamanli PCR’ da
hedef DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan problar veya floresan boyalar
da ¢ogalir ve boylece olusan sinyal okunarak iiriiniin ne kadar ¢ogaldigi analiz
edilebilir. Yapilan ¢ogaltma ve okuma islemi kapali bir tiip igerisinde gerceklestigi icin
kontaminasyon riski de azdir. Bu sayede ¢ok az miktardaki bir 6rnek bile hizli, hassas

ve kontaminasyon riski az olacak sekilde gilivenilir olarak calisilabilir.

Bu yontemde kantitatif ¢alismalar diziye 6zgiil ve 6zgiil olmayan saptama olarak ikiye
ayrilmaktadir. Diziye 0zgil olmayan yontemde ¢ift zincirli floresan boyalar
kullanilmakta olup en yaygin ve basit olan1 SYBR Green I’ dir. Bu floresan boya cift
iplikli DNA’ya baglanir, amplifikasyona paralel olarak okunan floresan sinyal de es
zamanli olarak artig gosterir. Boylece DNA konsantrasyonlar1 6lgiilebilir. Basit bir
yontem olmasina karsin sadece ortamdaki hedef PCR firtinlerine degil diger ¢ift iplikli
DNA molekiillerine de baglanabildigi i¢in istenmeyen PCR iiriinlerinin de ¢ogalmasina

ve yanlis sonug elde edilmesine yol agabilen bir yontemdir (Zipper ve ark. 2004).

Bu yontemde kullanilan primerlerin dimer yapmamasina ve cDNA” ya (komplementer
DNA) 6zgili olmasina dikkat edilmelidir (Rodriguez ve ark. 2015). Boyle bir durum
olma ihtimaline kars1 Gergek-Zamanlit PCR’ da g¢ogaltilan DNA’nin hedef DNA olup
olmadigimi anlayabilmek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmaktadir. Her
cift iplikli DNA’nin kendine 6zgii Tm (Erime Sicakligi -¢ift iplikli DNA’nin %50’sinin
tek iplikli hale geg¢mesi icin gerekli sicaklik-) degeri vardir. PCR amplifikasyonu

sonrasi sicaklik kademeli olarak yiikseltilir ve floresan miktar1 kaydedilir. Erime egrisi
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analizi yapilarak Tm degeri hesaplanir. Baslangigta ortama eklenen pozitif kontroliin
Tm derecesiyle karsilastirilarak PCR {irliniiniin 6zgiil olup olmadigi anlasilabilir (Ririe
ve ark. 1997). Bu yontem mutlak niceleme olarak da bilinir. (Livak & Schmittgen,
2001).

Gergek-Zamanli PCR’ da yapilan diger bir kantitatif ¢alisma yontemi de 6zgiil olan
problarla saptamadir. Bu yontemde TagMan problar1 (hidroliz problari), hibridizasyon
problar1 veya molekiiler boncuk yontemleri kullanilabilir. Bu problar da yine floresan
isaretlidir (raportor-baskilayici, donor-acceptor) ancak ilgili prob dizisini iceren DNA
bolgesinin amplifikasyonu sirasinda primerin uzamasina bagli olarak i1simaya neden

olur.

PCR yontemi arkaplan fazi, log fazi ve plato fazi olmak iizere ti¢ fazdan olusur (Prada-
Arismendy & Castellanos, 2011). Gergek-Zamanli PCR’ da 6l¢iim bir esik degere gore
yapilir, bu esik deger (Ct) iiriinlin olusturdugu spesifik floresan sinyalinin arkaplan
floresan sinyalini gectigi degerdir. Miktar tayini i¢in yaygin olarak bu Ct degerinin
kullanildigr 2 ™4 T yontemi kullanilir. Yontemin a¢ilimi ve sematik diyagrami Sekil
2.4’ te belirtildigi gibi olup bu yontem nispi nicelendirme olarak da bilinmektedir
(Livak & Schmittgen, 2001). 2 *°T yonteminde temel olarak segilen referans bir gene

gore hedef genin ekspresyonundaki degisiklikler belirlenir (Rao ve ark. 2013).

Gen ifadesini analiz etmek i¢in normal kosullarda bir organizmanin her hiicresinde sabit
bir sekilde ifade olan ayn1 zamanda housekeeping genler olarak da bilinen referans
genler kullanilir (Eisenberg & Levanon, 2013). Son yillarda GAPDH (Gliseraldehit 3-
Fosfat Dehidrojenaz) ve beta-actin genleri bu amagla siklikla kullanilmaktadir (Radonié¢
ve ark. 2004, Kozera ve Rapacz 2013). Bu referans genler kullanilarak ornekler

arasindaki gen ifadesi miktarlar1 karsilastirilir.

Akciger dokusu i¢in kullanilan bazi referans genler ise su sekildedir: GAPDH (Minn ve
ark. 2005, Silvia ve ark. 2006, Jen ve ark. 2017, Marco ve ark. 2017, Saxon ve ark.
2018), endojen UBC (ubikitin C) (Cooke ve ark. 2019), beta-actin (X. Xu ve ark. 2020),
tubulin (Minn ve ark. 2005).
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Bu yontemin dayandigi iki varsayim su sekildedir: reaksiyonun %100 verimli bir
sekilde calismasi, Ornekler arasinda referans gen kullanilmasidir (Livak ve Schmittgen
2001, VanGuilder ve ark. 2008).

Eger kullanilan primerin verimliligi %100 degilse yani reaksiyon tam verimle
calismiyorsa o zaman Pfafl Metodu ile reaksiyon verimliligi hesaplanir (1,1) (Pfaffl,
2001).

ACt = [(Enhedef) ACthedef (kontrol-6rnek) (Eref) ACtreferans (kontrol-6rnek)] 1,2

Bu formiildeki E degeri PCR reaksiyonunun verimliligini gostermektedir. Bu degeri
hesaplamak i¢in reaksiyon her primer ¢ifti igin cDNA 6rnekleri (1-1:100 000 seyreltme)
diliie edilerek gergeklestirilir. Daha sonra bu seyreltme serisindeki her 6rnegin logl0
tirevinden miktarina karsilik gelen Ct degerleri kullanilarak bir grafik elde edilir. Bu
grafigin egim degeri kullanilarak (E=10(1/egim)) formiilii ile primerlerin/reaksiyonun

verimliligi hesaplanir.

Gergek-Zamanli PCR’da kullanilacak primer ve problarin tasarimina dikkat edilmelidir,
bu durum amplifikasyon verimliligini arttirir. Onemli bir 6zellik primerlerin
uzunlugudur. Kullanilacak primerler 16-28 niikleotit olmalidir. Daha uzun primerler
dimerlere ve ikincil yapilara sebep olurken, daha kisa primerler PCR o6zgiilliigiinii
degistirmektedir. Tm degeri de uygun primer tasarimi i¢in 6nemlidir. Her iki primer
ayni Tm degerine sahip olmali ve bu deger genellikle 58-60 °C araliginda se¢ilmelidir.
Amplifiye edilen iriin 100-250 bp araliginda bulunmali, GC igerigi ise %35-65
olmalidir. Diistik miktarda GC igerigi baglanan primer oraninda azalmaya sebep olurken
yiikksek miktardaki GC igerigi ise yanlis hizalanmaya ve yanlis amplikon sentezine

neden olabilir (Prada-Arismendy & Castellanos, 2011).
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Quantitation by Real-Time qgPCR
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Sekil 2.4. 2 **°T yonteminin acilimi ve sematik diyagrami (VanGuilder ve ark. 2008)

2.9.2. Northern blot

Northern blot, ilk olarak 1977 yilinda elektroforezde ayrilan RNA (Ribo Niikleik Asit)’
larin jelden membrana aktarim teknigi adiyla gelistirilen gen ifadesinin belirlenmesinde
kullanilan temel bir yontemdir (Alwine ve ark. 1977). Genel olarak doku veya
hiicrelerdeki total RNA izole edilir. Daha sonra RNA 6rnekleri genellikle % 1.2 agaroz
jelde (Kroczek, 1993) ayrilir. Ayrilan RNA Ornekleri naylon veya nitroseliiloz
membrana aktarilir ve tek sarmalli hedef gen iiriinii RNA’ya komplementer ¢cogunlukla
radyoaktif etiketli problarla hibridize edilir (Sabelli & Shewry, 1995). Hibridize
olmayan problarin arka plan sinyallerini 6nlemek i¢in membran yikanir. Daha sonra
membrandaki hibridize olan RNA Orneklerinin hedef gen {irlinii olup olmadigi

otoradyografiyle tespit edilir (Sekil 2.5.).
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Fig. 1. A schematic representation of Northern blotting.
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Sekil 2.5. Northern blot sematik diyagrami (Trayhurn, 1996)
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3.  MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

-Penisilin-Streptomisin  Soliisyonu (100X) (10000 U/ml penisilin,20.00 mg/ml
streptomisin, 9.00 mg/ml sodyum Klorid), Cegrogen-biotech

-MEM (Minimum Esasantial Medium) Nonessential Amino Asit (100X), Diagnovum
-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco

-Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit K1820-01, ThermoFisher Scientific
-RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit K1622, ThermoFisher Scientific
-Monarch T2010S Total RNA Miniprep Kit, NEB

-Epimark E3318S Bisulfite Conversion Kit, NEB

-Luna Universal gPCR Master Mix M3003S, NEB

- DreamTaqg DNA Polimeraz EP0702, ThermoFisher Scientific

-dNTP mix N0447S, NEB

- Primerler-(ALX3) , sentebiolab

-Tagl-v2 R0149S, NEB

-Marker, N3233S NEB

-Methylated Human Control DNA N1231, Promega

-HeLa Genomic DNA (Serviks Adenokarsinoma) N4006S, NEB

-Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

-0.05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit 1X (Tripsin-EDTA), Gibco
-Etanol (%96-100), Merck

-NaOH (Sodyum Hidroksit), Fisher Scientific, UK

-Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA-Dihydrate), Bioshop

-Tris Base, Fisher Scientific

-Boric Asit, Bioshop

-Agaroz, Prona Basica Le

-DNA yiikleme boyasi, abm G030

-Etidyum Bromiir, Merck
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3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

-Steril Santrifiij Tiipleri 15 ml, Nest

-Steril Santrifiij Tiipleri 50 ml, Nest

-25cm? ve 75cm?’lik flask, Sunub

-1,5 ml Steril Niiclease-free mikrofiij tiipleri (Ependorf) , Isolab
-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Genject

-10 ul pipet uglari, Biopointe scientific

-100 ul pipet uclari, Biopointe scientific

-200 ul pipet uglari, Vertex

-1000 ul pipet uglari, Isolab

-0,2 ml PCR tiipleri, ThermoFisher Scientific

-0.1 ml RT-PCR tiipleri ve kapaklari, ThermoFisher Scientific
-2 ml‘lik cam pastor pipetler, Isolab

-Meziir 100 ml-1000 ml, SUPERIOR MARIENFELD

-Erlen 250 ml, S&H labware

-Parafilm, PARAFILM

3.1.3. Kullanilan cihazlar

-Steril Kabin, Fagus

- -80 °C Dondurucu, HARRIS

- -20 °C Dondurucu, Argelik

-S1v1 azot tanki, International Cryogenics, Inc. IC 20D
-10 ul mikropipet, Nichipet EX-Plus 11

-10 pl mikropipet, JENCONS SEALPETTE
-100 ul mikropipet, RAININ

-1000 pl mikropipet, RAININ

-Santrifiij, NUVE- NF-800R

-Aspirator, Value- VE115N

-CO; inkiibatorii ( %5 CO,; 37 °C), Panasonic
-Inverted mikroskop, Euromex- CMEX PRO 5
-Mikrosantrifiij, Microfuge 16- Beckman Coulter
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-Vortex, VELP Scientifica

-Vortex, Vortex-Genie2 —Scientific Industries

-Nanodrop, ThermoFisher Scientific NANODROP 2000

-Kuru hava sterilizatorii, NUVE- FN-500

-Hassas terazi, Radwag AS220/C/2

-pHmetre, Adwa AD1000

-Mikrodalga, Argelik MD564

-Mini jel elektroforez sistemi, ThermoFisher Scientific OWL EASYCAST B1-BP
-Elektroforez gii¢ kaynag, life technologies PowerEase 90W
-Ultraviyole (UV) goriintiileme cihazi, Major Science UVDI
-Termal dongiileyici PCR Cihazi, MJ RESEARCH ,INC. PTC-100
-Mikrosantrifiij, Scanspeed mini, Labogene

-Is1 blogu, Thermo Block TDB-120- Biosan

-Etiiv, niive FN-500

-Distile su cihazi, MILLIPAK 20 MILLIPORE

-Manyetik karistirici, Biosan

-Buz makinasi, Biobase FIM20

-Gii¢ kaynagi, Tescom Neoline 2000

-Gergek-Zamanl PCR, StepOnePlus ThermoFisher Scientific

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre kiiltiirii

BURSA Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi 6gretim iiyesi Prof.Dr. Ferda ARI’
dan temin edilen A549, H1299 ve Beas-2B hiicre hatlar1 bu tez ¢alismasinda kullanilmis
olup kriyoviyaller igerisinde -80 °C dolaplarda saklanmstir. A549 (insan
Adenokarsinomik Alveolar Bazal Epitel Hiicreleri) ve H1299 (Insan Kiigiik Hiicreli
Dis1 Akciger Karsinomu Hiicreleri) hiicre hatlar1 insan akciger kanseri hiicre hatlari
olup Beas-2B (Insan Bronsiyal Normal Epitel Hiicreleri ) normal akciger dokusu hiicre

hattidir ve kontrol amagh kullanilmistir.
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3.2.2. Hiicre Kkiiltiirii icin kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

A549 ve HI1299 hiicre hatlar1 i¢in %10 FBS (PAA), %1 Penisilin-Streptomisin
Soliisyonu (100X- 10000 U/ml penisilin,10.00 mg/ml streptomisin, 9.00 mg/ml sodyum
klorid, Cegrogen-biotech) ve %1 L-Glutamin i¢ceren RPMI (1640, Gibco) soliisyonu

kullanilmustir.

Beas-2B hiicre hatt1 igin %10 FBS (PAA), %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (100X-
10000 U/ml penisilin,10.00 mg/ml streptomisin, 9.00 mg/ml sodyum klorid, Cegrogen-
biotech), %1 MEM Nonessential Amino Asit (100X, Diagnovum) ve %1 L-Glutamin
iceren RPMI (1640, Gibco) soliisyonu kullanilmastir.

3.2.3. Hiicre hatlariin stoktan c¢ikartilmasi

Hiicreler -80 °C’ den cikartilarak oda sicakligindaki bir su banyosunda hizlica
¢ozdiiriildii. Hiicre siispansiyonlar1 (yaklasik 1 ml) her hiicre hatt1 i¢in hazirlanan 5 ml
RPMI besiyeri igerisine konuldu. 1000 rpm’ de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij
edilen falkon tiipiin iizerindeki siipernatan aspire edildi. Hiicre pelleti iizerine 10 ml
besiyeri eklendi ve pipetaj ile siispanse edildi. Her hiicre hatti icin DNA ve RNA
izolasyonunda kullanilmak iizere 2’ser flaska 5’er ml bu soliisyondan 25 cm?® lik
flasklara almarak 37 °C %5 CO, iceren ortamda inkiibe edildi. Invazif timorler daha
hizli ¢ogalma egilimindedirler, normal doku hiicreleri ise daha yavas ¢cogalirlar bundan
dolay1r A549 ve H1299 hiicre hatlar1 4 giin inkiibe edilirken Beas-2B hiicre hatt1 1 hafta

inkiibe edilmistir.

3.2.4. Hiicre hatlarindan DNA izolasyonu

25 cm?’ lik flasklara ekilen A549, H1299 ve Beas-2B hiicrelerinin tamamu (yaklagik
5x10° hiicre) DNA izolasyonu i¢in kullanildi. A549, H1299 ve Beas-2B hiicre
hatlarindan DNA, Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit (K1820-01) kullanilarak
izole edildi. Deneye baglamadan 6nce 1s1 blogu 55 °C’ye ayarlandi. Yikama Tamponu
soliisyonlarina kitin talimatlarina gore etanol eklendi ve iyice karistirildi. Flasklardaki
hiicreler (yaklasik 5x10° hiicre) iki kez Fosfat-Tuz Tamponu (PBS) ile yikandiktan

sonra 1 ml tripsin kullanilarak tripsinizasyon ile kaldirildi ve 1000 rpm’de 5 dakika
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santrifiij edildi. Siipernatan atildiktan sonra pelletin iizerine 200 pl Fosfat-Tuz Tamponu
eklenerek hiicreler siispansiyon haline getirildi. Soliisyon steril bir ependorfa aktarildi.
Bu agsamaya kadar olan tiim islemler steril kabin i¢inde yapildi. Ependorftaki hiicre
stispansiyonu tiizerine 20 pl proteinaz K ve 20 ul RNaz A eklendi. Kisaca vorteks
yapilarak oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan tizerine 200 pl
Lysis / Binding Tamponu eklendi, kisaca vorteks yapilarak 55 °C’ye ayarlanan 1s1
blogunda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiiplere 200 pl etanol eklenip
kopiirmeyecek sekilde 5 saniye pipetaj yapilarak karigsmasi saglandi. Soliisyon (yaklasik
640 ml) kitin igerisinden ¢ikan spin kolonlarina aktarildi. Oda sicakliginda 10.000 g’de
1 dakika santrifiij edildi. Ardindan spin kolon kitin i¢erisinden ¢ikan temiz bir toplama
tiipiine alindi. 500 pl Yikama Tamponu 1 eklenerek oda sicakliginda 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Spin kolon temiz bir toplama tiipiine alinip lizerine 500 pl
Yikama Tamponu 2 eklenerek oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edildi. Spin kolon steril 1.5 ml ependorf tiipe aktarilarak iizerlerine 100 ul Eliisyon
Tamponu eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip maksimum hizda 1 dakika
santrifiij edildi. DNA’nin spin kolondan tam ayrilmasini saglamak icin iki asamali
elisyon yapildi. Bunun i¢in 100 pl daha Eliisyon Tamponu eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilip maksimum hizda 1.5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
toplama tiipleri etiketlendi, nanodropla 6l¢iim yapildiktan sonra ornekler -20 °C’de

saklandi.

- DNA orneklerinin nanodrop ile 6lciilmesi

DNA o6rnekleri ol¢iilmeden 6nce nanodrobun bilgisayarindaki program agildi ve 6rnek
adi vb. bilgiler girildi. DNA izolasyonunda eliisyon ic¢in Elisyon Tamponu
kullanildigindan blank olarak 1 pl bu tampon ¢ozelti okutuldu. Sonra her DNA

orneginden 1 pl kullanilarak 6l¢iim gergeklestirildi.
3.2.5. 1zole edilen DNA érneklerinin jel elektroforezi
Elektroforez i¢in hazirlik asamasi siiresinde DNA 6rnekleri ¢dziinmesi i¢in -20 °C’ den

buz akiisiine alindi. ilk olarak 10X stok TBE (Tris-Boric Asit-EDTA) soliisyonu
hazirlandi. Bunun i¢in 6nce 10X stok TBE soliisyonunda kullanilacak 0.5 M EDTA
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hazirlandi. 37 g disodyum EDTA hassas terazide tartild1 ve cam bir kaba alindi. Uzerine
distile su eklenerek 200 ml’ye tamamlandi. pH metre ile pH=8 civari olana kadar 10 M
NaOH soliisyonundan damla damla eklendi. Toz EDTA’ nin ¢oziinmesi saglandi. 10 X
TBE i¢in; 108 g Tris Base, 55 g Boric Asit hassas terazide tartilip 1 litrelik meziire
alindi. Az bir miktar distile su ile ¢oziildii ve manyetik karistirictya alindi. Partikiiller

tamamen ¢oziindiikten sonra 40 ml 0.5 M EDTA eklendi ve 1 litreye tamamlandi.

10 X stok TBE soliisyonundan 1X working TBE soliisyonu hazirlamak i¢in 100 ml 10
X TBE ve 900 ml distile su karistirildi.

%1°lik agaroz jel hazirlamak igin 0.5 g agaroz tartild1 ve 250 ml’lik erlenmayere alindu.
Uzerine oda sicakligindaki 50 ml 1 X TBE ve 10 ml distile su eklendi. Mikrodalga
firmin en yiiksek derecesinde ara ara calkalayarak 2 dakika 1sitildi. Toz eriyince jel
biraz soguduktan sonra i¢ine 1 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml) eklendi. Jel kivam alinca
mini elektroforez tankina dokiildii ve tarak yerlestirildi. Jel donunca tarak yavasca
¢ikarildi ve tizerini kaplaymcaya kadar 1X TBE eklendi. DNA orneklerinden 3 pl ve
DNA yiikleme boyasindan (6X) 1 ul alinip pipetaj yapildiktan sonra kuyucuklara
yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynag baglandi ve DNA 6rnekleri 100 voltta yaklasik 1

saat yiiriitiildii. Daha sonra UV goriintiileme sisteminde fotograflandi.

3.2.6. Bisiilfit modifikasyonu

Ab549, H1299 ve Beas-2B DNA o6rnekleri ve kontrol olarak kullanilacak HeLa Genomik
DNA (NEB N4006S) ile Methlylated Human Control DNA (Promega N1231)
orneklerine NEB Epimark Bisiilfite Conversion Kit ( E3318S) kullanilarak bistilfit
dontisiimii yapildi.

Deney oOncesinde DNA oOrnekleri ¢Oziinmeleri igin buz akiisiine alindi. Kitin
talimatlarina gore Yikama Tamponuna 40 ml ve Desulphonation Reaction Tampon
konsantresine 27 ethanol eklendi. Bisiilfit mix i¢in kitte saglanan kati sodyum
metabistilfite 650 pl niikleaz-free su ve 250 ul Solubilization Tamponu eklendi ve kati
sodyum metabisiilfitin iyice ¢oziinmesi i¢in 2-5 dakika vorteks yapildi ve 55-60 °C’de
1 dakika 1sitildi. 0.2 ml’lik PCR tiipleri etiketlendi ve tiiplere her reaksiyon i¢in 10 pl

29



DNA ve 130 pl Bistilfit mix konulup pipetaj yapildi. PCR cihazi asagidaki programa

ayarlandi ve program calistirildi.

Denatiirasyon: 95 °C 5 dakika
Inkiibasyon: 65 °C 30 dakika
Denatiirasyon: 95 °C 5 dakika
Inkiibasyon: 65 °C 60 dakika
Denatiirasyon: 95 °C 5 dakika
Inkiibasyon: 65 °C 90 dakika
Hold: 18 °C 12 saat

Reaksiyonun ardindan her tiipteki karisim ayr1 ayr1 1.5 ml’lik ependorflara alind1 ve
tizerlerine 500 pul DNA Binding Tampon eklenip pipetaj yapildi. Soliisyonun tamami
kitte saglanan spin kolonlarina aktarildi. 15.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki
kisim atild1 ve 500 pl Yikama Tamponu eklenerek 15.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Alttaki kisim atildi ve 500 upl Desulphonation Reaction Tampon eklenip oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan 15.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Alttaki kisim atildi. Uzerine 500 pl Yikama Tamponu eklendi ve 15.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Alttaki kisim atilarak yikama adimi tekrarlandi. Spin kolonlar steril 1.5
ml’lik ependorflara alindi. 20 pl Elisyon Tamponu eklenip 15.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. 20 pl Elisyon Tamponu daha eklenip 15.000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Hazirlanan bisiilfit mix, DNA ve bisiilfit modifiye DNA’lar -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.7. Bisiilfit modifiye DNA 6rneklerine PCR yapilmasi

A549, Beas-2B, H1299, HeLa Genomik DNA ve Methlylated Human Control DNA
bisiilfit modifiye DNA 6rnekleri ilk olarak 500 ng olacak sekilde hesaplanarak PCR ile
cogaltildi. Kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 3.1." de, genomik sekansta denk
geldigi yerler ise Sekil 3.1. ve Sekil 3.2. ‘de belirtilmistir. PCR i¢in gerekli bilesenler
Cizelge 3.2 ‘de belirtildigi gibi olup her bir hiicre hatt1 i¢in hesaplanarak mix buz

tizerinde olusturulup spin down ile ¢oktiiriildii. Ardindan her hiicre hatt1 igin 500 ng’ a
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gore hesaplanan bisiilfit modifiye DNA miktarlar1 Cizelge 3.3.” te verildigi gibi tiiplere

eklendi ve spin down ile ¢oktiiriilerek PCR cihazina konuldu.

PCR programi,
95°C5dk

95 °C 30 sn

50 °C 30 sn 35 dongii
72°C 40 sn

4 °C hold

Cizelge 3.1. COBRA ve nested PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Ad1 | Sekans (5°-3°) Skala Tm (°C)

ALX3C(F) TTTGAGTTGTTT GGG ATT GG 200 47.68 °C

ALX3C(R) CTC TAA AAA ATA AAA CTC CAA AAACC gg]OOI 50.08 °C

ALX3C2(F) | TGGATGGTTTTAGTATTAAGT TAGA SBnOOI 54.8°C

ALX3C3(R) | CACACT AACCTTTACCTAACCC 23100: 58.4°C
nmo
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ACACCTCAAATACATAGRRAGACCCAGGGT TGGLT TGGCCCGACCTCCACAGT CAGAT GAGEACACTAAT GATTEGLGC
AAGGRACCATAGCTAATTRAATGATAGT GTCCAGET CCARGCTCCCCAGCACCCCATTCCCAGCTTAGATCTTCTCCACA
CAACACTCCCRATAGCT CCTTTCACTGT GAGR AR AAGAGRGATCTCTARGEGAGET GTT TTI TGCTGAGGCARCATTT
TGTCCAGCTCCTAGCGEAGACCTARGT ARARCT GLAGCCTAAGGCCT GCCTGT CTGCCCGCCCAGGCCCT CATCCCCAG
GCTGATGTCCAGAGT CCAGGCCCARARGTGTT TGGGGGGEAT GLCCACACGECCTCACCCCTCTAGGEGCARGTGCCTC
TAGGCTGGEAT AT CAGGACCACGGGT GCT GCTCT GAGCARGRGACT CACCT GEATGEETAGACARAGGEAT CCTGCCCTA
GAGAGGAAGCTGCTTCATCCTCT GCTCTGEGT GRATGGGGEGAGEGEEETT CCCGEGCTC
CGAGGGGTTARCCCGCACGGEECCACACGTGEAC 5GCGCGGCCCCCTCCCCTG
CCCCCCGCCCCCCGECCCCCCELGGCGEGOECCGCT CoCGEGECTCOGCGCCCCCECCCGCCCAGET COCT COCCCTTRE
GGGCGCT CACAGGCGGCCECOOGCAGCGCGAGCCCOBGAGCCCCEGAGECCTGTECECCCTGAGCCOECATEGACCCCE
AGCACTGCCCOCCCCTTTCCGCCTEGECCTGCACCOCGCCOCTATGTGOCCTCOoGCRACGABCC TCCGEECCCECACD
GAACCOCCGCOGCTGCGOCTCACCTGCACCCCGOGOCGOCOCGCGECCCGCGECTCACCCGCTTTCOGGCC
GECCAAGCCOOCCOCCAACTACC TOCAGRACCTCOGCCOGGOCCOGCCCTCAAC
GGCGGCCACTTC TACGAGEGOCCCBCGGAAGET AACGC GLGLGCGECEGGGCCGTAGCGCGCAGCCCGRCCCTCTCTTCT
TCTTCCTACCCGGGECCCACCOGGGCCT TCCTT GCT TAT CT CT CCCGCT CGLCTAT TTCTCARCTT TTTGCCCCTCTCGE
CTTTCGCCACGECTTCCACGRRAGC CEGGT TEGCGCT oo Ol SRS - - = GG G AG GG T GAR
CCGTTCCTCGGLGGECGEGRATGGAAGELGGEAGET CoAGEGRAAGETGLAGTGGCGACGGCCOGGAGTCCAGTCGEGGCC
CGARRGCAGT TEGEACCT GEGARGGRAGRGAGCAT GCTCT GCCGARGTT GEACT GRRARACT GCCACCTACCCT GRAAGCCCAG
ACCCGGCCGAGEGCTGT GEAGCCACACT GAGACCT GACGRAGARGCGLGECT TTTGI GTCTGECGCCCTT TGAGGGCCC
TGAGGCTGGGCCTCARCCTAGRGTGGET CARAT CGGGGT CEGCTGEGEACT GCGGCCT GGT CTT GECCCGT CTCTCCCCC

Sekil 3.1. ALX3 gen sekansinda primerlerin denk geldigi yerler (a¢ik mavi:C(F),
kirmizi: C(R), pembe: C2(F), yesil: C3(R), sar1 bolge: promotor bolgesi )

L=

ALX3 Bisulfite modified Genomik DNA
Transcript: ALX3-201 ENSTO0000647563.2

aaatatattttaaatatatagaaagatttagggttggtttggttocgatttttatagttag
atgaggatattaatgattggogtaaggaattatagttaattaatgatagtotttagottt
28QLCLLLLAgrAt LAttt tagtitagat tLytLttLatataatatt tttaatagtt
ttttttattgtgagaaataagagattittaagggagytgtitttgttgagytaatattt
LOLLCagtttttagcgyagatttaagtaaaat toragtttaagurttgtitytttgtteg
LLLEgQLtLLtattttagyttyatgtitagagt ttagyti tadaagtgtt tygUygygat
grtLatacygttttatitttttagygytaagtgtttitagyttgyatattaggattacgy
gtgttgttttgagtaagagatttatttggatgggtagataaagggattttgttttagaga
ggaagttgttttattttttEEEgag o e E0gUa EEg gy L t LYoyt Jaat ggygygag
ggggttttogggtttogaggggttaattogtacggggttatacgtgac
ggcgoggtttttttttttgttitttogtttttogtttttcgoggoge
JCOLCQLLLLCOgUUgLttCUCgttthCgogt L tagy L L LLELL L LYUCgUUCO LT |

ATAGGCEECECEGETAGCECGAGTT TCGEAGT TTOGEAGETT TGT GOGTT TT GAGTCGE
ATGGATTTCGAGTAT IGEGCGI TTT TT GG GGG TTGTAT TCGGTITTTATGTGETT
TCGGGEGACGAGTITTCGGGITCGTAGGEAAT TTTCGTCGITGOGTITTATITGTATTTIC
GGG TTCCGE T TG GG TGATICGI TTTTCGET TT GEGGE

CGGTTARGT CGTTOGTTAAGTATTT GTAGGATTTCGEETT CGGTT CGETT
TTTAACGGCGEITATITITACGAGEGI TTCGEGEARG

Sekil 3.2. Bisiilfit modifikasyonu sonrast ALX3 gen sekansinda primerlerin denk geldigi
yerler (agik mavi:C(F), kirmizi: C(R), pembe: C2(F), yesil: C3(R),sar1 bolge: promotor
bolgesi )
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Cizelge 3.2. PCR reaksiyonu mix bilesenleri

PCR mix bilesenleri Final Konsantrasyon 1rxn
dNTP (10 mM) 0.2 mM 0.5 ul
Buffer (10X) (20 mM MgCI2) 1X, 2.0 mM MgCI2 2.5 pl
Taqg Polymerase (5U/ul) U 0.2 pl
Forward Primer (ALX3C(F)) — (10 | 10 pmol/ pul 1.0 pl
pmol/pul)

Reverse Primer (ALX3C3(R)) - (10 | 10 pmol/ pl 1.0 pl
pmol/pul)

Total Hacim - 52l

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonuna eklenen bisiilfit modifiye DNA miktarlar

A549 Beas-2B | H1299 | Methylated HelLa Negatif
Control Control Control

Bisiilfit 5.4 ul 3.58 ul 5.8 ul 1.96 pl 5.0 ul Ol
modifiye
DNA
(-500 ng)
Niikleaz-free | 14.44 ul | 16.22 ul | 140l | 17.84 pl 14.8 pl 19.8 pl
su
PCR mix 5.2 ul 52 ul 52 ul 52 ul 5.2 ul 5.2 ul
Total Hacim | 25 ul 25 pl 25 pl 25 ul 25 pl 25 pl

3.2.8. 500 ng’lik PCR iiriinlerine nested PCR yapilmasi

IIk olarak 500 ng’a gore g¢ogaltilan PCR iiriinleri daha sonra baska primer gifti
kullanilarak nested PCR ile tekrar c¢ogaltildi. Bunun i¢in ilk olarak 500 ng olarak
cogaltilan PCR iriinleri 1:3 oraninda niikleaz-free su ile sulandirildi. Nested PCR
reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.4. ‘te verildigi gibi olup her bir hiicre hatt1 i¢in bu
miktarlara gére mix buz iizerinde hazirlandi ve ardindan ilgili her tiipe 1:3 oraninda

sulandirilan 500 ng ‘lik PCR driinlerinden eklendi. Ardindan tiipler spin down ile

santrifiij edilerek PCR cihazina konuldu.
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PCR programu;
95°C5dk

95 °C 30 sn

50 °C 30 sn 35 dongii
72°C 40 sn

4 °C hold

Cizelge 3.4. Nested PCR reaksiyonu mix bilesenleri

Nested PCR mix bilesenleri Final Konsantrasyon 1rxn
dNTP (10 mM) 0.2 mM 0.5 pl
Buffer (10X) (20 mM MgCI2) 1X, 2.0 mM MgCI2 2.5l
Taqg Polymerase (5U/ul) U 0.2 ul
Forward Primer (ALX3C2(F)) — 10 | 10 pmol/ ul 1.0 ul
pmol/ ul

Reverse Primer (ALX3C(R)) — 10 | 10 pmol/ pl 1.0 pl
pmol/ ul

1:3 oraninda sulandirilan 500 ng’lik | - 3ul
PCR iiriinleri

Niikleaz-free su - 16.8 pul
Total Hacim - 25.0 pl

3.2.9. PCR ve nested PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

PCR iirtinleri 1 pl etidyum bromdir igeren %]1°lik agaroz jelde 1X TBE kullanilarak 120
voltta yaklasgtk 1.5 saat yiritildi. Daha sonra UV goriintileme sisteminde
fotograflandi.

Yiikleme sirasinda PCR firtinlerinden 5 pl alinip 1 pl yiikleme boyasiyla karistirildi.
Markerdan (New England Biolabs, N3233S) ise 2 ul alindi, 3 pl su ve 1 ul yiikleme
boyasiyla karigtirildi.
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3.2.10. Nested PCR iiriinlerine enzim kesimi yapilmasi

Nested PCR iirlinlerine enzim kesimi yapmak i¢in her bilesen buz iizerine alindi. Her
reaksiyon i¢in 0.1 ul Taql-v2 restriksiyon enzimi ve 5 ul 10 X Buffer olacak sekilde
enzim mix hazirlandi. Ardindan Cizelge 3.5. ‘teki miktarlara gore nested PCR iiriinleri
ve toplam hacim 50 pl olacak sekilde niikleaz-free su igeren tiiplere enzim mixinden
dagitilarak 65 °C 15 dk PCR cihazinda inkiibe edildi. Ardindan enzim kesimi {iriinleri
%2 ‘lik agaroz jelde 120 voltta yaklasik 1.5 saat yliriitiiliip fotograflandi. Yiikleme
sirasinda enzim kesimi iriinlerinden 25 pl alimip 5 pl yiikleme boyasiyla karistirildi.

Markerdan ise 2 pl alind1, 3 pl su ve 1 pl yiikleme boyasiyla karistirildi.

Cizelge 3.5. Enzim kesimi reaksiyon bilesenleri

A549 Beas-2B | H1299 Methylated Hela Negatif
Control Control | Control

Nested PCR | 20 pl 10 ul 10 ul 10 pl 10 pl Ol
uruni
Enzim mix 51l 5.1yl 5.1yl 51yl 51l 51l
Niikleaz-free | 24.9 ul | 349 ul | 349ul | 349l 349 ul | 449yl
Su
Total Hacim | 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

3.2.11. Nested PCR ve enzim Kesimi iiriinlerinin yan yana jele yiiklenmesi

Tiim triinlerin yanyana yiiklenmesi icin once %3’ liik agaroz jel hazirlandi. 1.5 pl
etidyum bromiir iceren 1X TBE igerisinde 120 voltta yaklasik 2 saat yiiriitiilda.
Yiikleme sirasinda enzim kesimi iirlinlerinden 20 pl alimip 4 pl yiikleme boyasiyla
karistirildi. Nested PCR iriinlerinden 5 pl ve 1 pl yiikkleme boyasi karigtirildi.
Markerdan ise 2 pl alind1, 3 pl su ve 1 pl yiikleme boyastyla karistirildi.

Yiiriitme sonras1 bant yogunluklar1 ImageJ programi kullanilarak hesaplandi.
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3.2.12. Hiicre hatlarindan RNA izolasyonu

25 cm?’ lik flasklara ekilen A549, H1299 ve Beas-2B hiicrelerinin tamami (yaklasik 3,5
x10° hiicre) RNA izolasyonu i¢in kullanildi. A549, H1299 ve Beas-2B hiicre
hatlarindan RNA Monarch NEB Total RNA Miniprep Kit (T2010S) kullanilarak izole
edildi. Deneye baglamadan 6nce kitin talimatlarina goére Yikama Tamponu soliisyonuna
etanol eklendi ve iyice karistirildi. DNaz | ise Kitin talimatlarina gore niikleaz-free su ile
¢oziildi. Her hiicre hattt icin DNaz I’den 5 ul ve DNaz I Reaction Tamponu’ndan 75 pl
olmak iizere hesaplanarak birlestirildi. RNA Lysis Tamponu isitildi. Flasklardaki
hiicreler (yaklasik 3,5 x10° hiicre) iki kez Fosfat-Tuz Tamponu (PBS) ile yikandiktan
sonra 1 ml tripsin kullanilarak tripsinizasyon ile kaldirildi ve 1000 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatan atildiktan sonra pelletin {izerine 450 pul RNA Lysis
Tamponu eklendi ve kopiikklenmemesi i¢in yavasca pipetaj yapildi. Yaklagik 600 pl
hiicre lizat1 kitin icerisinden ¢ikan gDNA (Genomik DNA) Removal kolona aktarildi.
30 saniye spin edildikten sonra spin kolonlar atildi. Lizatin iizerine 6rnek hacmi kadar
(yaklasik 500 pl) etanol eklendi ve pipetaj yapildi. Lizat daha sonra kitin igerisinden
¢ikan RNA Purification kolonuna aktarildi. 30 saniye spin edildikten sonra alt kisim
olan toplama tiipleri atildi. Spin kolona 500 pul RNA Yikama Tamponu eklenip 30
saniye spin edildi ve alt kisim olan toplama tiipleri atildi. Spin kolon RNaz-free
mikrofiij tiipiine alinip iistiine DNaz I ve DNaz I Reaction Tamponu karisimindan 80 pl
eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi. 500 pl RNA Priming
Tamponu eklenip 30 saniye spin edildi ve toplama tiipii atildi. 500 ul RNA Yikama
Tamponu eklenip 30 saniye spin edildi ve toplama tiipii atildi. 500 pl daha RNA
Yikama Tamponu eklenip 2 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipii atildi. Spin kolon
RNaz-free mikrofijj tiipline alindi. 35 pl niikleaz-free su eklenip 30 saniye spin edildi.
RNA’nin kolondan tam ayrilmasini saglamak icin iki agamali eliisyon yapildi. Bunun
icin 35 pl daha niikleaz-free su eklenip 30 saniye spin edildi. Elde edilen toplama tiipleri

etiketlendi, nanodropla 6l¢iim yapildiktan sonra 6rnekler -80 °C’de saklandi.

- RNA oérneklerinin nanodrop ile 6l¢ciilmesi

RNA o6rnekleri olgiilmeden once nanodrobun bilgisayarindaki program agildi ve 6rnek

adi1 vb. bilgiler girildi. RNA izolasyonunda eliisyon i¢in niikleaz-free su
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kullanildigindan blank olarak 1 ul niikleaz-free su okutuldu. Sonra her RNA 6rneginden

1 pl kullanilarak dl¢tim gergeklestirildi.
3.2.13. RNA arneklerinden ilk zincir cDNA sentezi

A549, H1299 ve Beas-2B RNA oOrneklerinden ¢cDNA sentezi RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher (K1622) kullanilarak yapildi. Deney oncesi RNA
ornekleri -80 °C’den ¢ikarilarak buz akiisii tizerine yerlestirildi ve cDNA sentez kiti oda
sicakliginda c¢ozdiiriildii. Kullanilan biitiin soliisyonlar kullanmadan once kisaca
vortekslendi. Niikleaz-free PCR tiipleri etiketlendikten sonra Kkitin talimatlarina ve
nanodropta Olgiilen RNA  konsantrasyonlarma gore hesaplanan miktarlarda
komponentler Cizelge 3.6." da belirtildigi gibi eklendi. Kisaca spin attirildiktan sonra
kitin talimatlarina gore once 42 °C’ de 60 dakika ardindan 70 °C’ de 5 dakika inkiibe
edilerek reaksiyon sonlandirildi. Inkiibasyon sonrasi ¢cDNA &6rnekleri -80 °C’ye

kaldirildi.

Cizelge 3.6. cDNA sentezi komponent miktarlari

ornek | Total RNA oligodT |su toplam | 5X- Ribolock |dNTP |Revertaid | TOTAL
miktari primer Reaction | RNase mix M-MuLV
(1pg) Buffer Inhibitor RT enzim
7,08
A549 (3,92 ul 1 ul ul 12ul |4 ul 1 ul 2 ul 1 ul 20ul
7,21
H1299 | 3,79 ul 1 ul ul 12ul |4 ul 1 ul 2 ul 1 ul 20ul
Beas- 8,02
2B 2,98 ul 1 pl pl 12ul [4pl 1 pl 2 ul 1 pl 20ul

3.2.14. ¢cDNA orneklerine Ger¢cek-Zamanh PCR yapilmasi

Sentezlenen cDNA 6rneklerine gercek zamanli PCR yapilmasinda NEB Luna M3003S
kiti ve ThermoFisher Scientific StepOnePlus cihazi kullanildi. Ilk olarak cDNA
disindaki bilesenler kullanilarak hiicre hatt1 sayisina gére hesaplanarak mix hazirlandi.

Bu mixte her bir 6rnek i¢in ti¢lii tekrar yapilacak sekilde hesap yapildi.
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Bu mixten her stripe 19 pl dagitildi. Son olarak striplere ilgili cDNA’dan 1 pl eklendi,

spin down santrifiijlemenin ardindan cihaza yiiklendi.

Gergek-Zamanli PCR programu;
95 °C 60 sn
95°C 15 sn
55 °C 30 sn
(60 °C 30 sn GAPDH)

60-95 °C erime egrisi analizi

40 dongii

Gergek-Zamanli PCR deneyi sonrasi gen ekspresyonunda meydana gelen ifade
degisikligi (kat degisikligi), elde edilen erime egrisi ve relatif kantitasyon verilerinin
GAPDH referans geni (housekeeping genes) ile normalize edilmesi ve 2 €T
yontemiyle hesaplanmasi ile belirlendi.

Kullanilan primerlerin 6zellikleri Cizelge 3.7. ‘de, Gergek-Zamanli PCR mix i¢in

kullanilan bilesenler ise Cizelge 3.8. ‘de verilmistir.

Cizelge 3.7. Ger¢ek-Zamanli PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Adi Sekans (5°-3°)

ALX3RT-(F) ATC CTG ATG TGT ATG CCC GG
ALX3RT-(R) AGG GAG TTCTGC AGC TGA G
GAPDH- (F) AAC AGC CTC AAG ATC ATC AGC
GAPDH- (R) GCG TCA AAG GTG GAG GAG TG
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Cizelge 3.8. Gergek-Zamanli PCR reaksiyonu mix bilesenleri

ALX3 mix 20 ul rxn (1 tiip) | Final 20 rxn
Konsantrasyon
Luna gPCR Master Mix (2X) 10 pl 1X 200 pl
Forward Primer (10 pmol/ pl) 0.5 ul 0.25 pmol/ ul 10 pl
Reverse Primer (10 pmol/ pl) 0.5 ul 0.25 pmol/ pl 10 pl
cDNA 1yl <100 ng -
Niikleaz-free su 8 ul - 160 pl
Total Hacim 20 pl - 380 ul
GAPDH mix 20 pl rxn (1 tiip) | Final 20 rxn
Konsantrasyon
Luna gPCR Master Mix (2X) 10 ul 1X 200 pl
Forward Primer (10 pmol/ pul) 1l 0.5 pmol/ pl 20 pl
Reverse Primer (10 pmol/ pl) 1l 0.5 pmol/ pl 20 pl
cDNA 1ul <100 ng -
Niikleaz-free su 7 ul - 140 pl
Total Hacim 20 pl - 380 ul
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4. BULGULAR

4.1. Akciger Kanseri ve Normal Akciger Dokusu Hiicre Hatlarinin Mikroskop
Goriintiileri

Tez caligmasi kapsaminda temin edilen ve kiiltiire edilen A549, H1299 akciger kanseri
hiicre hatlar1 ile Beas-2B normal akciger dokusu hiicre hatti inverted mikroskop ile
gorlntiilendi ve fotograflandi. Bu kapsamda Sekil 4.1. ‘de akciger kanseri hiicre hatti
olan A549 hiicre hattinin mikroskop goriintiisii, Sekil 4.2.°de ise bu c¢alismada
kullanilan bir diger akciger kanseri hiicre hatt1 olan H1299 hiicre hattinin mikroskop
goriintlisti, Sekil 4.3.’te ise normal akciger dokusu hiicre hatti olan Beas-2B hiicre

hattinin mikroskop goriintiisii goriilmektedir.

Sekil 4.1. A549 mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.3. Beas-2B mikroskop goriintiisii
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4.2. DNA ve RNA Orneklerinin Nanodrop Ol¢iim Sonuclar

Akciger kanseri ve normal akciger dokusu hiicre hatlarindan izole edilen DNA ve RNA
ornekleri ThermoFisher Scientific NANODROP 2000 ile 6l¢iilip, DNA 6rneklerinde
blank olarak izolasyon sirasinda kullanilan Eliisyon Tamponundan kullanildi. DNA
orneklerinden 1 pl kullanilarak 6l¢iim yapildi. RNA 6rneklerinde ise blank olarak 1 pl
niikleaz-free su kullanildi. RNA 6rneklerinden 1 pl kullanilarak 6l¢iim gergeklestirildi.

DNA orneklerinin 6l¢iim sonuglart Cizelge 4.1.’de, RNA orneklerinin 6l¢iim sonuglart

ise Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. DNA orneklerinin nanodrop 6l¢iim sonuglari

Ornek Ad1 DNA konsantrasyonu (ng/ pl) | A260/280 | A260/230
Ab549 93,2 1,89 2,73
H1299 85,4 1,90 2,78

Beas-2B 139,6 1,90 2,63
Cizelge 4.2. RNA 0Orneklerinin nanodrop 6l¢im sonuglari

Ornek Adx RNA konsantrasyonu (ng/ ul) | A260/280 | A260/230
A549 255,2 2,08 2,24
H1299 263,4 2,03 2,27

Beas-2B 335,1 2,10 2,28
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4.3. izole Edilen DNA’larin Agaroz Jel Elektroforez Gériintiileri

Izole edilen DNA’lar %1’lik agaroz jelde vyiiriitiildii ve DNA’larda bozulma -smear-
olup olmadiklarma bakildi. izole edilen DNA’larin jelde olusturduklari bantlar Sekil
4.4’ te gorilmektedir. Jel goriintiisiine bakildigi zaman yiikleme sirasinda bazi
kuyucuklara tam yiiklenememis olmasina ragmen goriintiiye bakildiginda smear
olmamast DNA’mizda bozulma olmadigini goéstermektedir.

(Deneylerimiz sirasinda akciger kanseri ve normal akciger dokusu hiicre hatlariyla
birlikte baska kanser hiicre hatlar1 da calisilmis olup bu nedenle jel goriintiilerinde bu
hiicre hatlar1 da goriilmektedir ancak bu hiicre hatlar1 tezimiz kapsami disinda olup bu

tezde sadece A549, H1299 ve Beas-2B hiicre hatlarinin sonuglari kullanilmistir.)

(o2}
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.

%1 Agarose Jel
15.04.2021
x2.3 Zoom

Loading Dye(x6) 1 uL,
DNA o6rneklerden 3 uL yiiklendi.

Sekil 4.4. DNA izolasyonu sonrasi jel goriintiisii ( Bu tez kapsaminda A549, H1299 ve
Beas-2B hiicre hatlar1 kullanilmis olup MCF-7 ve MDA hiicre hatlar1 ¢alisma kapsami
disindadir.)
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4.4. DNA’larin Bisiilfit ile Muamelesi

A549, H1299 ve Beas-2B hiicrelerinden izole edilen DNA’lara NEB E3318S bisulfit
modifikasyon kiti kullanilarak bisiilfit modifikasyonu yapildi, deney sonucunda her

ornek i¢in 40’ar pl iirtin elde edildi ve PCR i¢in hazirlandi.

4.5. Nested ve PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiileri

Bistilfit ile muamele edilen genomik DNA’lar farkli primer ¢iftleri ile ¢ogaltilmaya
calisilmig olup, birden fazla primer denemesi sonucunda PCR i¢in (bisiilfit modifiye
DNA’lardan 500 ng olacak sekilde) ALX3C(F) (TTT GAG TTG TTT GGG ATT GG)
ve ALX3C3(R) (CAC ACT AAC CTT TAC CTA ACC C) kullanildi, ardindan elde
edilen bu {iriinler 1:3 oraninda sulandirildi ve her bir 6rnekten Nested PCR’da template
olarak 3 pl kullanildi. Nested PCR’da bu templateleri ¢ogaltmak icin ise ALX3C2(F)
(TGG ATG GTT TTAGTA TTA AGT TAG A ) ve ALX3C(R) (CAC ACT AACCTT
TAC CTA ACC C) primer ¢ifti kullanildi. Ayn1 zamanda Nested PCR’da A549, H1299
ve Beas-2B haricinde bisiilfit ile muamele edilmis metile kontrol ve HeLa kontrol
DNA’lar da ayni primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Nested PCR sonucunda
beklenen {irtin boyutu 380 bp olup deneylerimiz boyunca A549 DNA’sinda uzun bir
stire boyunca bant elde edememis olmamiza ragmen sonunda hafif de olsa bir bant elde
edilmistir. Sonug olarak Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da goriildiigli tizere A549 (hafif bir
sekilde olsa da), H1299, Beas-2B, metile kontrol ve HeLa kontrol iiriinlerinde 380 bp
civarinda bantlar elde edildi. Tim jelde yiiritme islemlerinde marker olarak NEB

N3233S kullanildu.
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BisC sonrasi PCR (riinti 1/3 sulandirilip 3er uL alindi
Primers: Alxc2f-Alx3cr (beklenen:380 bp) %2 Agaroz Jel

Enzyme Tagq Pol x2.3 Zoom
Dongii: 50 Derece, 35 Cycle 08.07.2021

Sekil 4.5. Nested PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii-1

500 ng PCR template 3 uL alind, %?2 Agarose Jel
Mix: Alx3c2f-Alx3cr /Taq Pol, 30.07.2021
Beklenen bant uzunlugu: 380 bp x2.3 Zoom

Sekil 4.6. Nested PCR firiinlerinin agaroz jel goriintiisii-2 ( Nested PCR sirasinda A549,
H1299 ve Beas-2B hiicre hatlar1 ile birlikte kontrol olarak metile kontrol ve HeLa
kontrol DNA’lar kullanilmigtir. Ayn1 zamanda olup bu tez kapsaminda olmayan MCF-7
ve MDA hiicre hatlar1 da ¢alisilmis olup bu hiicre hatlar1 bu tezin kapsami1 disindadir.)
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4.6. Enzim Kesimi ve Nested PCR Uriinlerinin Birlikte Agaroz Jel Goriintiisii

Nested PCR firiinleri uncut (kesilmeyen) ve enzim kesimi iirlinleri cut (kesilen) olmak
izere sirastyla A549, H1299, Beas-2B, metile kontrol ve HeLa kontrol olmak iizere
%3’liik agaroz jele yiiklendi ve yiiriitiildii. Yiikleme sirasinda PCR iiriinlerinden 5 pl
alinip 1 pl yiikleme boyasiyla, enzim kesimi tiriinlerinden ise 20 pl alinip 4 pl yiikleme
boyastyla karistirildi.

Sekil 4.7.’de gorildiigii lizere kesim olmayan PCR firiinlerinde sadece 380 bp iiriin
goriiliirken metilasyon olan ve dolayisiyla kesime ugrayan {iriinlerde 199 ve 181 bp
olmak fizere ikiser adet bant goriilmektedir. Kesim iiriinlerinden Beas-2B, metile
kontrol ve HeLa kontrol iiriinlerinde 199 ve 181 bp ile birlikte ayn1 zamanda 380 bp
civarinda da bant goriilmektedir. Bu durum Beas-2B’de %100 metilasyon olmadigini,

kontrol olarak kullanilan 6rneklerin ise %100 verimli olmadigin1 géstermektedir.
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WIS3X 66¢TH

PCR rinleri 5'e 1 yijklendi, 03.08.2021
Kesim Urtinleri 20'ye 4 ytklendi x2.3 Zoom
PCR beklenen uriin boyutu: 380 bp %3 Agaroz Jel
Kesim sonrasi beklenen triin boyutu : 199 bp

Kesilmeyen bdélge igin beklenen riin boyutu: 181 bp

Sekil 4.7. Enzim kesimi ve Nested PCR 6rneklerinin jel goriintiisii (A549 6rnegi tam
verimle ¢ogaltilamamis olup kesim sonrasinda da jelde hafif bant vermistir. A549 PCR
stitununda 380 bp’de bant goriiliirken A549 Kesim siitununda 199 ve 181 bp’lerde bant
goriilmektedir. Marker:NEB N3233S)
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4.7. Enzim Kesimi ve Nested PCR Uriinlerinin Metilasyon Oranlari

Kesilen ve kesilmeyen iiriinlerin bant yogunluklar1 ImageJ programi ile 6l¢iilmiis olup
sonuclar Cizelge 4.3.’teki gibidir. Bu degerler kullanilarak Sekil 2.3.’teki COBRA
yonteminde ifade edildigi gibi metilasyon hesab1 yapildi ve akciger kanseri hiicre hatlari
A549 ve H1299°da %100 metilasyon goriiliirken normal akciger dokusu hiicre hatti1 olan
Beas-2B’de %66,55 metilasyon goriilmektedir. Kontrol drneklerinde ise sirasiyla metile
kontrolde %68,07, HeLa kontrol de %65,60 metilasyon goriilmektedir. Bu sonuglara
gore akciger kanseri hiicre hatlari normal akciger dokusu hiicre hattina gore
hipermetilasyon sergilemektedir. Ayn1 zamanda bu sonuglar kontrol olarak kullanilan

metile ve HeLa kontrol drneklerinin %100 verimli olmadigin1 da gostermektedir.

Cizelge 4.3. Enzim kesimi sonucu elde edilen bantlarin 6l¢iim degerleri

Template Area Mean Min Max
1 | Beas-2B-380 bp 4028 153.096 140.333 164.667
2 Beas-2B-199 bp 4028 153.248 134.667 165.333
3 | Beas-2B-181 bp 4028 151.396 135.667 164.000
4 | H1299-199 bp 4028 139.827 123.000 158.000
5 H1299-181 bp 4028 138.180 124.000 154.333
6 | A549-199 bp 4028 124.992 116.333 134.000
7 | A549-181 bp 4028 124.562 113.667 138.000
8 Methly.C-380 bp 4028 142.540 127.333 153.000
9 Methyl .C-199 bp 4028 153.479 127.000 174.333
10 | Methyl.C-181 bp 4028 150.396 121.000 173.333
11 | Hela.C- 380 bp 4028 140.022 121.333 157.667
12 | Hela.C- 199 bp 4028 133.852 118.000 146.667
13 | Hela.C-181 bp 4028 133.198 115.667 146.000
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4.8. Gercek-Zamanh PCR Sonuclan

ALX3 geninin ifadesi ve metilasyon profili arasindaki farkin incelenmesi amaciyla
kullandigimiz Gergek-Zamanli PCR yo6ntemi, Luna Universal qPCR Master Mix
kullanarak gergeklestirildi. Bu amagla GAPDH geni housekeeping gen olarak kullanildi.

Akciger kanseri hiicre hatlar1 A549 ve H1299 ile normal akciger dokusu hiicre hatti
Beas-2B hiicrelerinden RNA izolasyonu ve ardindan cDNA sentezi yapildi. Daha sonra
hedef genimize uygun primer c¢ifti kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirildi.
Reaksiyon sonucunda elde edilen Ct degerleri Cizelge 4.4.’te goriilmekte olup bu
degerler kullanilarak ALX3 geninin ifadesini analiz etmek amaciyla hiicre hatlarinda
goriilen ifade degisikliklerini (kat degisimleri) belirleyebilmek icin GAPDH referans

geni ile relatif kantitasyon testi gergeklestirildi ve sonuglar grafige aktarildi.

Cizelge 4.4.’teki Ct degerlerine ve Sekil 4.10.’daki grafige bakildiginda akciger kanseri
hiicre hatlarinda ALX3 ifadesi yok denecek kadar az olmakla birlikte Ct degerlerine
bakildig1 zaman normal akciger dokusu ve akciger kanseri arasinda ifade bakimindan
pek fark goriilmemektedir. Buna karsilik GAPDH referans genimizin ifadesi normal
seviyelerdedir. Bunu dogrulamak icin PCR reaksiyonu sonrasi 6rnekler %2’°lik agaroz
jelde yiiriitiiliip fotograflandi. Sekil 4.8.’de goriildiigii tizere ALX3 primerleri kullanilan
orneklerimizde herhangi bir banda rastlanmamisken Sekil 4.9.°da goriildiigii iizere

GAPDH primerleri kullanilan 6rneklerde bant gozlenmektedir.
Tek basma Sekil 4.10.” daki ifade degisimlerine bakildiginda normal akciger dokusu
Beas-2B’ye gore hesaplanan relatif kantitasyon sonucunda A549°’da yaklasik 0,645

katlik bir artis ve H1299’da ise yaklasik 0,252 katlik bir artis belirlendi.

Deney sonucunda elde edilen ham verilerimiz EK 1-5 ‘te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Ger¢ek-Zamanli PCR sonucu A549, H1299 ve Beas-2B hiicre hatlarinda
ALX3 ve GAPDH genleri i¢in elde edilen Ct degerleri

Hiicre hatt1 Gen Ct Ct Ortalamasi

%.

35,10084
36,71748 35,7349
35,38652
17,50546
17,13725 17,2007
16,95938

ALX3

A549

GAPDH

36,61535
35,87493 35,7091
34,63724
15,70007
16,12303 15,8209
15,63958

ALX3

H1299

GAPDH

35,50784
34,96534 35,35274
35,58504
17,31346
17,32303 17,44911
17,71084

ALX3

Beas-2B

GAPDH
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04.06.2021 %32 Agarose Gel

Sekil 4.8. Gergek-Zamanli PCR sonucunda ALX3 primeri kullanilan 6rneklerin agaroz
jeldeki goriintiisti (Gergek-Zamanli PCR deneyimizde akciger 6rnekleri haricinde yine
meme Ornekleri olan MDA ve MCF-7 hiicre hatlar1 da ¢alisilmis olup bu sonuglar tez
kapsami disindadir.)
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Sekil 4.9. Gergek-Zamanli PCR sonucunda GAPDH primeri kullanilan &rneklerin
agaroz jeldeki goriintiisii (Gergek-Zamanli PCR deneyimizde akciger Ornekleri
haricinde yine meme Ornekleri olan MDA ve MCF-7 hiicre hatlar1 da ¢alisilmig olup bu
sonuglar tez kapsami disindadir.)
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5. SONUC ve TARTISMA

Kanser ge¢misten giliniimilize genetik etmenlerin yani sira gevresel etmenler, yas,
cinsiyet vb. faktorlerin etkisiyle siiregelen ve halen de kesin bir tedavisi olmayan,
viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak boliiniip ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir
(Lichtenstein ve ark. 2000, Nam & Nei 2005). Kanser hiicreleri hem benign/malign
olma egilimi gostermekle birlikte malign tiimorler gesitli 6zelliklere sahiptirler. Bu
ozellikler; siirekli anjiyogenez, apoptozdan kagis, sinirsiz ¢ogalma potansiyeli, doku
invazyonu ve metastaz, biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik ve biiylime
inhibitor sinyallerine duyarsizlik, enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi,
bagisiklik tahribatindan kaginmak, genom kararsizligi ve mutasyon ile timor tesvik
edici inflamasyon olarak verilmektedir (Hanahan & Weinberg 2000, Hanahan &
Weinberg 2011). Tezimize konu olan akciger kanseri ise Diinya Saglik Orgiitii’ne gore
diinyada en fazla Oliime sebep olan kanser tiirii olmakla birlikte bu 6lim oram

erkeklerde daha fazla goriilmektedir (Houts ve ark. 2000, Globocan 2018).

Epigenetik mekanizmalar viicutta her mekanizmada rol alabilme 6zellikleri olan ve ayn1
zamanda gen ekspresyonunu kontrol ettigi diisiiniilen ve dogru islememeleri sonucunda
astim, diyabet, norolojik hastaliklarin yaninda kansere de neden oldugu bilinen

regiilator mekanizmalardir (Fardi ve ark. 2018).

Epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok One ¢ikan metilasyon profilindeki
degisiklikler prostat, karaciger, meme, akciger, bas ve boyun kanseri, 16semi ve
glioblastoma gibi ¢ok sayida ve gesitli kanserlere sebebiyet verebilmektedir (Barbano ve
ark. 2013, Chao ve ark. 2013, Mehta ve ark. 2015, X. Liu ve Brenner 2016, Cecotka ve
Polanska 2018, Klughammer ve ark. 2018, Shin ve ark. 2020). Ayni zamanda
epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok bilinen metilasyonun gen ekspresyonuyla
iligkili oldugu kabul edilmektedir. Genel olarak promotordaki hipermetilasyon gen

ifadesinin azalmasina neden olmaktadir.

ALX genleri temel olarak transkripsiyon faktorii olan 3 genden olusur. Bu genler: ALX1,

ALX3 ve ALX4’tiir. Bilinen gorevleri arasinda embriyodaki uzuv olusumu ve néral tiip
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gelisimi  bulunmaktadir. Aynt  zamanda son yillarda kanser hiicrelerinin
promotorlarindaki epigenetik profillerindeki degisikliklerin 6neminin anlasilmasiyla
birlikte yapilan bazi c¢alismalar bu ALX genlerinin c¢esitli kanserlerin patogenezinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Mori ve ark. 2011, Mahoney ve ark.
2012, Sun ve ark. 2018). Daha 6zel olarak ALX1 ve ALX4 daha genis bir yayilim ile
akciger kanserinden over kanserine kadar biyobelirteg olarak isaret edilmisken
(Sandoval ve ark. 2013, Yuan ve ark. 2013, De Groot ve ark. 2014, W. Bin Liu ve ark.
2014, Yuan ve ark. 2015, J. Yang ve ark. 2017, Song ve ark. 2020), ALX3 ile ilgili
yapilan c¢aligmalar daha kisithh kalmig bunun yaninda akciger kanseri ve ALX3

arasindaki iliskiyi inceleyen bir aragtirma bulunamamuistir.

Bu bilgilere dayanarak tezimizdeki hipotezimiz akciger kanseri hiicre hatlarinda ALX3
geninin kontrol grubuna gore ifade ve metilasyon farklarinin olabilecegi ve buna
dayanarak bu profilleri tersine ¢evirecek biyoteknolojik ilag¢ gelistirilmesine katki

saglanabilecegi lizerinedir.

Bu tez galismasinda ALX3 ve akciger kanseri arasindaki iliskiyi inceleyebilmek adina
akciger kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak metilasyon ve gen ifadesi analizi yapildi. Bu
tez calismasinin temel amaci, akciger kanseri hiicre hatlar1 ve normal akciger dokusu
hiicre hattindaki gen ifadesini analiz etmek ve buna bagl olarak promotor metilasyon

profillerinin korelasyon gosterip gostermedigini incelemektir.

Bu amagla bu galismada gen ifadesini analiz edebilmek amaciyla hizli, hassas ve
kontaminasyon riski az olan Gergek-Zamanli PCR yontemi, promotor metilasyon
profillerini analiz etmek amaciyla ise tek geni analiz edecegimiz i¢in ve ayni zamanda
diger yontemlere gore daha az maliyetli ve giivenilir olmasiyla birlikte metilasyon
analizinde altin standart olan bistilfit modifikasyonunu igerdigi icin COBRA ydntemi

kullanildi.
Gergek-Zamanli PCR’da referans gen olarak GAPDH (housekeeping gen) kullanildi.

Housekeeping genler normal kosullarda bir organizmanin her hiicresinde sabit bir

sekilde ifade olan referans genlerdir (Eisenberg & Levanon, 2013). Yapilan literatiir

52



taramasinda akciger dokusu i¢in ¢ogunlukla GAPDH (Minn ve ark. 2005, Silvia ve ark.
2006, Jen ve ark. 2017, Marco ve ark. 2017, Saxon ve ark. 2018), endojen UBC
(ubikitin C) (Cooke ve ark. 2019), beta-actin (X. Xu ve ark. 2020) ve tubulin (Minn ve
ark. 2005) genleri referans gen olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle tezimizde siklikla

calisilan GAPDH referans genini kullanmayi tercih ettik.

Metilasyon analizi sonuglarina gore deneyimiz sonunda akciger kanseri hiicre hatlari
A549 ve H1299’da Beas-2B’ye kiyasla hipermetilasyon gozlenmistir. Bu da ALX3
geninin akciger kanserinde farkli metilasyon profiline sahip olmasi yoniiyle biyobelirteg
olabilecegini gdstermektedir. Ancak Ger¢ek-Zamanli PCR ile yaptigimiz gen ifadesi
analizi sonuglarimiza gére A549, H1299 akciger kanseri ve normal akciger dokusu
Beas-2B hiicre hatlar1 arasinda belirgin bir fark goriilmemistir ve bununla beraber ALX3
geninin ifadesi neredeyse yok denecek kadar azdir. Yani sonuglarimiza gore akciger
kanseri hiicre hatlarinda normal akciger dokusu hiicre hattina kiyasla hipermetilasyon
goriiliirken gen ifadeleri birbirine gore degiskenlik gostermemis ve neredeyse gen
ifadesi gozlenmemistir. Bu durum ALX3 ekspresyonunun fare embriyolarinda
frontanazal kafa mezenkimi, kuyruk, uzuvlar, viicut duvar1 ve genital tiiberkiilde (ten
Berge ve ark. 1998) ve yetigskin hamsterlarda sadece pankreas ve testislerde eksprese
edilmesiyle (Rudnick ve ark. 1994) agiklanabilir.

Bu durum teorikte bilinen promotor bdlgesindeki hipermetilasyonun gen ifadesini
baskilamasinin beklenmesi yoniindeki yaklasim ile uyusmamaktadir. Bununla birlikte
yine literatiirde farkli metilasyon profillerinin gen ifadesini farkli ydnlerde
etkileyebildigi veya gen ifadesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig ile ilgili farkli
yayimlar mevcuttur (Lan, 1984, Carrington ve ark. 1987, Lee ve ark. 1987, Lambert ve
ark. 1990, Moarii, 2015, Spainhour ve ark. 2019, J. Lu ve ark. 2020).

Bu yayinlara gore gen ifadesi sadece promor metilasyon profiline degil, ortamdaki bir
metilasyon ajanina bagli olabilecegi gibi bu ajanlar (TET dioksijenaz, timidin DNA
glikozilaz gibi) aym1 zamanda genomdaki S-metilsitozini 5-hidroksimetilsitozine
dontistiirebilmektedir (J. Lu ve ark. 2020). Bir bagka yaklasima gore de gen ifade

modelleri farklilik gosteren farkli hiicre hatlar1 birbiriyle aym1 metilasyon profili
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sergileyebilmektedir (Carrington ve ark. 1987). Gen promotor bolgesindeki metilasyon
durumu ayn1 zamanda gen ifadesini artirict yonde de etki edebilirken (Lee ve ark.

1987), gen ifadesi az olan hiicre hatlarinda da hipometilasyon goriilebilmektedir (Lan,
1984).

Buradan anlasilacagi iizere teorikte dogru olan ‘“hipermetilasyon gen ifadesinin
azalmasina yol acar” ifadesi pratikte her zaman gecerli olmamakla birlikte bunun sebebi
olarak sunlar diisiiniilebilir: Hiicreler hiicre dongiisliniin farkli asamalarindan gecerken
birtakim faktorlerin etkisiyle metilasyon modelleri degisebilir veya metillenmis bolgeler
gen ifadesine izin verilen bir konfigiirasyonda olabilir ya da metilasyon bolgesinin
yakinlarindaki bir polimorfizm veya kromatin yapisi diziyi degistirmeden metilasyon
durumunun 6zgiilliigiinii etkileyebilir ve bu sekilde gen ifadesini etkileyebilir. Ayni1

zamanda kullanilan hiicreler metilasyon bakimindan heterojenlik gostermis olabilir.

Bu sonuclardan yola cikarak 6zetle ALX3 geni akciger kanserinde farkli promotor
metilasyonu profili sergilemesi yoniiyle akciger kanseri patogenezinde potansiyel bir
biyobelirtegtir. Ancak bu alanda yapilacak in vivo c¢aligmalar ALX3 geninin bu
potansiyelinin kesinlestirilmesi yoniinde katki saglayacaktir. Bu sekilde ALX3 geninin
promotor hipermetilasyonunu tersine g¢evirecek biyoteknolojik ilaglarin gelistirilmesi
yoniinde de yapilacak g¢aligmalara temel olusturacaktir. Bu sayede bu duruma 6zel
gelistirilecek bir biyoteknolojik ilag akciger kanserinin olusumunun engellenmesi veya

olusumundan sonra tedavisinde kullanilabilecektir.
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Gergek-Zamanli PCR analizi sonucuna gére A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda ALX3 geninin amplifikasyon grafikleri

Gergek-Zamanli PCR analizi sonucuna gore A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda GAPDH geninin amplifikasyon grafikleri
Gergek-Zamanli PCR analizi sonucuna gore A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda ALX3 geninin erime egrisi grafikleri

Gergek-Zamanli PCR analizi sonucuna gore A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinda GAPDH geninin erime egrisi grafikleri

Gergek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
hiicre hatlarinin Ct degerlerini igeren excel tablosu
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EK 1. Gercek-Zamanh PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
Hiicre Hatlarinda ALX3 Geninin Amplifikasyon Grafikleri
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Ek Sekil 1.1. A549 hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi
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Ek Sekil 1.2. H1299 hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi
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Ek Sekil 1.3. Beas-2B hiicre hattinda ALX3 geninin amplifikasyon grafigi
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EK 2. Gercek-Zamanh PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
Hiicre Hatlarinda GAPDH Geninin Amplifikasyon Grafikleri
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Ek Sekil 2.1. A549 hiicre hattinda GAPDH geninin amplifikasyon grafigi
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EK 3. Gercek-Zamanh PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
Hiicre Hatlarinda ALX3 Geninin Erime Egrisi Grafikleri
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Ek Sekil 3.1. A549 hiicre hattinda ALX3 geninin erime egrisi grafigi
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EK 4. Gercek-Zamanh PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
Hiicre Hatlarinda GAPDH Geninin Erime Egrisi Grafikleri
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Ek Sekil 4.1. A549 hiicre hattinda GAPDH geninin erime egrisi grafigi
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EK 5. Ger¢ek-Zamanh PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-2B
Hiicre Hatlarinin Ct Degerlerini Iceren Excel Tablosu

Ek Cizelge 5.1. Ger¢cek-Zamanli PCR Analizi Sonucuna Gore A549, H1299 ve Beas-
2B hiicre hatlarinin Ct degerlerini i¢ceren excel tablosu

Block Typewell

Chemistry SYBR_GREEN

Experimen D:\Applied One Software \2. LXeds
Experimen 2021-06-02 06:47:21 AM VET

Instrument steponeplus

Passive R(ROX.

Well Zone  Sample Ne Target Nar Task Reporter  Quencher RQ RQMin  RQMax Cr CrMean CrSD  ACT ACrMean ACTSE  HK Contro HK Contro AACT  Automatic Ct Threshc Automatic Baseline S Baseline E Eficiency Tm1 Tm2 m3 CommentsHIGHSD OUTLIERREXPFAIL MTP
AL 1A549  ALG  UNKNOWISYBR  None 35,10084 35,73495 0,862804 DOGRU_0,158426 DOGRU 3 30 1 77,08366 Y N N N

UNKNOWISYBR 0128083 0,106675 0,153787 16,10978 16,0181 0128394 0081284 DOGRU 1 86,16769
UNKNOWISYBR 36,71748 35,73495 0,862804 0,158426 DOGRU 1 82,00156 6426733 87,36653

UNKNOWISYBR 0,128083 0,108675 0,153787 1587137 16,01811 (0,128394 0081284 DOGRU
UNKNOWISYBR 35,38652_35,73495 0,862804 0,158426 DOGRU

UNKNOWISYBR 0128083 0,106675 0,153787 16,07318 16,0181 0128394
UNKNOWISYBR 35,50784 35,35274 0337711

GAPDH  UNKNOWISYBR Undetermil 37,09281 0081284 DOGRU 1 6187405
ALG  UNKNOWISYBR 34.96534 35,3574 0337711 0,158426 DOGRU 3 1 82,4863 67,69495

GAPDH  UNKNOWISYBR 37,00281 37,0981 0,081284 DOGRU 1 83634
AL UNKNOWISYBR 35,58504 35,3574 0337711 0,158426 DOGRU 1 82,15058 6769495

F 4NK UNKNOWISYBR Undetermil 37,0281 0081284 DOGRU 1 6157597
Analysis T Singleplex

Endogenal ALG

RQ Mihi95.0

Reference A543
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