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OZET

TMEM97'nin (Transmembran Protein 97) Kanser Hiicrelerinde Kolesterol
Metabolizmasinin Diizenlenmesindeki Roliiniin Arastirilmasi

Yozbatiran, Yahya
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Tip Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Burcu Yiicel
Mayis 2023

Kanser hiticrelerinde metabolik yolaklar enerji (ATP) tiretimini artiracak sekilde
yeniden diizenlenir. Hiicrelerdeki bu metabolik degisikliler timor cevresi
tarafindan uyarilmaktadir. Kanser hiicreleri yasamalar1 ve ¢ogalabilmeleri i¢in bu
metabolik degisiklilere bagimlidirlar. Metabolizmada pek cok yolagmn temel
bilesenleri ¢ok iyi tanimlanmasina ragmen, timor besin cevresine bagli olarak
hiicre icerisinde metabolitlerin akisinin nasil diizenlendigi hentiz tam olarak
anlasilamamistir. Ayrica kanser hiicrelerinin dtisik besin miktarlarinda
gosterdikleri metabolik degisiklikler cok iyi bilinememektedir.

Kolesterol bir non-esansiyel metabolittir. Kolesterol biyosentezi, enerji gerektiren
bir anabolik olay oldugundan hiicre ici kolesterol seviyesindeki degisiklige bagh
olarak aktive edilir. Yeni gelisen genomik/proteomik araclarla yapilan sistematik
calismalar regtilasyonunda rolii olabilecek yeni proteinlerin tanimlanmasma
yardimci olmustur. TMEM97 (Transmembran protein 97) geni bu genlerden biri
olup, kolesterol metabolizmasinda rol alan genler ile birlikte eksprese oldugu
gosterilmistir.

Calismamizda, literattir ve veri tabanlari analizi dogrultusunda TMEM97 nin
kanser kolesterol metabolizmasimin diizenlenmesindeki roliinii arastirmak
amaclanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda TMEM97'nin kanser hiicrelerinin
kolesterol yokluguna verdikleri yanittaki roltiinti, kolesterol metabolizmasinin
dtizenlenmesindeki fonksiyonunu hem in vivo hem de in vitro inceledik.

Bulgularimiz TMEM97 KO (susturulmus) yapilmis HGC27 hiicrelerinde
kolesterol regiilasyonunda rol alan diistik yogunluklu lipoprotein (LDLR),
skualen epoksidaz (SQLE) ve 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA)
rediiktaz (HMGCR) ekspresyon seviyelerinin lipoprotein icermeyen besiyerinde
degistigini gosterdi. TMEM97 eksprese etmeyen hiicrelerin kolesterol icermeyen
besiyerinde eksprese eden hiicrelere kiyasla daha az ¢ogaldigimni gosterdi. Ayrica
TMEMY97 baskilanmis hiicrelerde, lipoprotein icermeyen ortamda kolesterol
allmmm daha cok oldugu gosterildi. TMEM97 KO hiicrelerde lipoprotein
icermeyen besiyerinde toplam hiicresel kolesterol miktarmm diistagtini



belirledik. Xenograft deneyinde TMEMY97 baskilanmis hiicrelerden gelisen
tumorlerin daha kiigiik hacime ve agirliga sahip oldugu gozlendi. Tiimorlerde
yapilan immiinohistokimyasal analizler TMEM97 baskilanmis hiicrelerde
apoptozun daha ytiksek oldugunu, proliferasyon belirteci Ki67 skorunun ve
nekrozun ise daha dustik oldugunu gosterdi. Ayrica immiin boyamalar sterol
dtizenleyici element baglayici protein 1 (SREBP1), sterol diizenleyici element
baglayic1 protein 2 (SREBP2) proteinleri TMEM97 susturulmus timor
gruplarmda daha diistik oranda, LDLR ve SQLE proteinlerinin ise daha ytiksek
oranda bulundugunu gosterdi. Sonug¢ olarak TMEM97'nin kolesterol
metabolizmasinin diizenlenmesinde rolii oldugunu ve mide kanseri hiicrelerinde

onkojenik aktiviteye sahip oldugunu gosterdik.

Anahtar Sozciikler: Kanser metabolizmasi;, TUNEL, Dil-LDL, Kolesterol,
TMEM97



ABSTRACT

Investigation of the Role of TMEMY97 (Transmembrane Protein 97) in the
Regulation of Cholesterol Metabolism in Cancer Cells

Yozbatiran, Yahya
Master’s Thesis, Department of Molecular Medicine
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burcu Yticel
May 2023

Metabolic pathways are rewired in cancer cells toward fueling biosynthetic
processes while maintaining sufficient ATP production to support cell
proliferation and survival. Many cancer cells are dependent on these changes in
metabolism. While the core components of most pathways of intermediary
metabolism have long been described, it remains poorly understood how the
flow of metabolites is rewired in cancer cells in the tumor microenvironment.
Particularly, the metabolic dependencies of cancer cells to low nutrient levels is
not well understood as it requires systematic approaches.

Cholesterol is a non-essential metabolite. The biosynthesis of cholesterol is an
energy-consuming anabolic process that is activated in response to changes in
cellular  cholesterol levels.  Systematic  studies employing novel
genomic/ proteomic tools have aided in the identification of new proteins that
may play a role in its regulation. Among these genes is TMEMY97
(Transmembrane protein 97), which has been shown to be co-expressed with
genes involved in cholesterol metabolism.

The objective of our study was to investigate the role of TMEM97 in regulating
cancer cholesterol metabolism through literature review and database analysis.
To accomplish this goal, we examined the role of TMEMY97 in the response of
cancer cells to cholesterol depletion and its function in the regulation of
cholesterol metabolism, both in vivo and in vitro.

Our findings demonstrated that the expression levels of low-density lipoprotein
receptor (LDLR), squalene epoxidase (SQLE), and 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A (HMG-CoA) reductase (HMGCR), which are involved in cholesterol
regulation, were altered in TMEMY97 knockout HGC27 cells cultured in
lipoprotein-deficient medium. TMEM97-deficient cells exhibited reduced
proliferation compared to cells expressing TMEMY97 in lipoprotein-deficient
medium. TMEM97 knockout cells exhibited reduced proliferation compared to
cells expressing TMEMY97 in a lipoprotein-deficient medium. Furthermore,
TMEMO97 knockout cells showed increased cholesterol uptake in the absence of



lipoproteins. We determined that the total cellular cholesterol content decreased
in TMEMY97 knockout cells cultured in the lipoprotein-deficient medium. In
xenograft experiments, tumors derived from TMEM97 knockout cells displayed
smaller volume and weight. Immunohistochemical analysis of the tumors
revealed increased apoptosis and decreased Ki67 score and necrosis in TMEM97
knockout cells. Additionally, immunostaining showed lower levels of sterol
regulatory element-binding protein 1 (SREBP1) and sterol regulatory element-
binding protein 2 (SREBP2) proteins and higher levels of LDLR and SQLE
proteins in TMEMY97 knockout tumor groups. We have demonstrated that
TMEMY7 plays a role in the regulation of cholesterol metabolism and exhibits
oncogenic activity in gastric cancer cells.

Keywords: Cancer Metabolism, TUNEL, Dil-LDL, Cholesterol, TMEM97
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1. GIRIS

Kanser hticrelerinde metabolik yolaklar enerji (ATP) tiretimini artiracak sekilde
yeniden diizenlenir. Hiicrelerdeki bu metabolik degisikliler timor cevresi
tarafindan uyarilmaktadir. Kanser hiicreleri yasamalar1 ve ¢ogalabilmeleri i¢in bu
metabolik degisiklilere bagimlidirlar [1]. Metabolizmada pek ¢ok yolagin temel
bilesenleri ¢ok iyi tanimlanmasina ragmen, timor besin cevresine bagl olarak
hticre icerisinde metabolitlerin akisinin nasil diizenlendigi hentiz tam olarak
anlasilamamistir. Ayrica kanser hiicrelerinin dtisiik besin miktarlarinda
gosterdikleri metabolik degisiklikler ¢ok iyi bilinememektedir [2]. Clinkii bu tur
calismalar sistematik yaklasimlar gerektirmektedir.

Cogalan hiicrelerde yeni membranlarin yapilabilmesi ve hiicre sinyal ileti
sisteminin aktif bir sekilde devam edebilmesi icin kolesterole gereksinim vardir
[3]. Kolesterol bir non-esansiyel metabolittir. Disaridan alman kolesteroliin %75 i
duistik yogunluklu lipoproteinden (LDL) kaynaklanmaktadir [4]. Hiicre ici diistik
sterol seviyelerinde LDL’ in reseptor aracili endositozla hiicre icerisine alinmasi
artmaktadir [5]. Kolesterol disaridan besinlerle almabildigi gibi Asetil KoA’dan 3-
hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz (HMGCR) enzimi ile
mevalonat (MVA) olusmasini takip eden bir seri enzimatik reaksiyonlarla de
novo olarak da sentezlenmektedir. Kolesterol biyosentezi, enerji gerektiren bir
anabolik olay oldugundan hiicre ici kolesterol seviyesindeki degisiklige bagli
olarak aktive edilir [6]. Kolesterol biyosentezinin regiilasyonu iyi bilinmekle
birlikte yeni gelisen genomik/proteomik araclarla yapilan sistematik calismalar
fonksiyonlar1 tam olarak bilinmese de regtilasyonunda rolii olabilecek yeni
proteinlerin tamimlanmasina yardimci olmustur. TMEMY97 (Transmembran
protein 97) geni bu genlerden biri olup, kolesterol metabolizmasinda rol alan
genler ile birlikte eksprese oldugu gosterilmistir [7].

Kolesteroliin karsinogenez, timor biiytimesi, kemoterapiye direng, migrasyon ve
sinyal iletimi gibi hiicresel olaylarda rol aldig1 gosterilmistir [8]. Ancak kanser
hiicrelerinin kolesterol yokluguna gosterdikleri hiicresel yanmt bilinmemektedir
[9]. Ayrica, kanser hiicrelerinde kolesterol metabolizmasmin nasil
diizenlendigine dair veriler ise oldukca kisitlidir. Daha ¢nce yapmus oldugumuz
on deneylerde bazi kanser hiicrelerinin kolesterol yoklugunda yasayamadigini
belirledik. Bu grup kanserlerde kolesterol biyosentezinde gorevli skualen
epoksidaz enzimini kodlayan SQLE gen ekspresyonun diisiik oldugunu tespit
ettik. Cancer cell line encyclopedia (CCLE) veri tabanindan yararlanarak
yaptigimiz analizlerde ise SQLE ekspresyonu diistik olan bu grup hiicrelerde
ayni zamanda TMEMY97 gen ekspresyonunun diisiik oldugunu gordiik.



Bu tez calismasinin amaci literatiir ve veri tabanlari analizi dogrultusunda
TMEM97'nin kanser kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesindeki rolunii
arastirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, TMEM97'nin kanser hiicrelerinin
kolesterol yokluguna verdikleri yanittaki roliinti, kolesterol metabolizmasimnin
diizenlenmesindeki fonksiyonu incelenmistir. Bu amacla TMEM97 ekspresyon
degisimine baglh olarak kolesterol metabolizmasinda meydana gelen degisimler
kantitatif gercek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) ile ve hiicre canliligr ise CellTiter Glo assay ile tespit edilmistir. Ayrica
TMEM97'nin tumor gelisiminde ve agresifligindeki rolti ise terminal
deoksintikleotidil transferaz (TdT) 2’-deoksitiridin, 5°-trifosfat (dUTP) Nick ug
etiketleme (TUNEL) assay ve Ki67 immiinohistokimyasal boyama ile
gosterilmistir. Parafine gomulti timor dokusu kesitlerinde kolesterol
metabolizmasinda rol oynayan sterol diizenleyici element baglayici protein 1
(SREBP1), sterol diizenleyici element baglayici protein 2 (SREBP2), skualen
epoksidaz (SQLE) ve LDL reseptorii (LDLR) anahtar faktorleri de
immiinohistokimyasal boyama ile gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, normal biiytime ve farklilasmay1 saglayan mekanizmalardaki kontroliin
kaybolmas1 sonucu degisime ugramis bir hiicrenin kontrolsiiz ¢ogalmas: sonucu
gelisen bir hastaliktir [10]. En sik 6lim nedenleri arasinda kanser, kalp krizinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir [11]. Kanserli hiicreler sahip olduklar1 genetik
mutasyonlar nedeniyle hiicre dongtisti kontrol mekanizmalarina yakalanmazlar
ve apoptozdan kurtularak kontrolstiz bigimde gogalirlar [12]. Bu nedenle kanser,
hticrelerin genetik bir hastalig1 olarak da tanimlanur.

Hizla c¢ogalan kanser hiicreleri metabolizmalarinda 6nemli problemlerle
karsilasirlar. Ciinkii her bir hiicre dongtisii sonunda iki yavru hiicre olusur ve
bunun icin gereken toplam biyokiitle (protein, lipid ve niikleik asit) miktar: iki
kattir [13]. Bu durum c¢ogalma uyarist alan ve buna yanit veren hiicre icin
metabolik yiik olusturmaktadir. Hiticreler artmis biyoenerji ihtiyaclarin
karsilamak icin daha fazla besin kullanirlar. Elde edilen metabolitler ise
biyosentez yolaklarma yonlendirilirler. Hiicre ¢ogalmasini1 uyaran sinyaller ayni
zamanda hiicrenin metabolik aktivitesinin yeniden diizenlemesini de saglar.
Kanser hiicreleri ile ‘normal” hiicreler arasindaki bu metabolik farkliliklar
kanserde yeni yaklasimlarin saglanmasi acisindan daha detayl arastirilmaya
baslanmistir ~ [14]. Tumor gortintilemede bu metabolik  farkliliktan
yararlanilmaktadir. Kanser hastalarinda hastaligin  evrelendirilmesinde
kullanilan florodeoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi (18FDG-PET) ve 1H
manyetik rezonans goriintiileme yontemleri kanser hiicrelerinin artmis glukoz
almi ve laktat tiretimi esasmna dayalidir [15]. Metabolizmada pek ¢ok yolagin
temel bilesenleri (binlerce ortak metabolitler ile birlesen farkli yolaklarda
organize olan ~ 3000 metabolik gen) ¢ok iyi tanimlanmasina ragmen, tiimor besin
cevresine bagli olarak hiicre icerisinde metabolitlerin akisinin nasil diizenlendigi
hentiz tam olarak anlasilamamuistir [16]. Ayrica kanser hiicrelerinin diisiik besin
miktarlarinda gosterdikleri metabolik degisiklikler ¢ok iyi bilinememektedir,
c¢iinkti bu tiir calismalar sistematik yaklasimlar gerektirmektedir. Yapilan az
sayidaki genis kapsamli sistematik analizler kanser hiicrelerinin bulunduklar1
cevre ile iliskisinin birden fazla etkilesim ile oldugunu gostermistir [17].

2.2, Kolesterol Metabolizmasi

Kolesterol normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi icin gerekli olan bir non-
esansiyel metabolittir. Cogalan hiicrelerde yeni membranlarmn yapilabilmesi,
hticre sinyal ileti sisteminin aktif bir sekilde devam edebilmesi i¢in endojen
kolesterol sentezine ve disaridan lipid partikiillerinin alinmasina ihtiya¢ vardir



[18]. Disaridan alinan kolesteroliin %751 diisiik yogunluklu lipoproteinden
(LDL) kaynaklanmaktadir. LDL hiicre igerisine LDL reseptorti (LDLR) aracilt
endositoz ile alinmaktadir. LDLR"1n endositozla hiicre icerisine alinmasi hiicre igi
diistik sterol seviyelerinde artmaktadir [19]. LDLR gen transkripsiyonu
endoplazmik retikulum (ER) membranlarindaki kolesterol konsantrasyonu
degisikligine gore diizenlenir. Kolesterol biyosentezi sitoplazma ve endoplazmik
retikulum membraninda gerceklesir, sentezlenen kolesterol ER’dan plazma
membran1 ve diger organellere dagitilir [20]. Ana basamaklardan birisi tig
molekiil Asetil KoA” nin yogunlasmas: ile mevalonat (MVA) olusmasidir. Bu
basamak 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz (HMGCR)
enzimi araciligi ile olmaktadir ve kolesterol biyosentezinin regiilator
reaksiyonlarindandir. MVA 30 karbonlu lineer bir yapiya sahip skualene
donusturilur, skualen ise lanosterole donusturilur (Sekil 1.) [21]. Lanosterolden

3 karbonun uzaklastirilmasi ile kolesterol olusturulur [22, 23, 19].

= Acetyl-CoA —e— —e— FA B-oxidation Mitokondri
Acetoacetyl-CoA
| Acelpacalyt CoAY
1 MG %:eLoacetyl -Coh
1 -0 Acetoacetate
I synthase * HMG-CoA lyase + .
HMG-CoA  ———— Acetyl-CoA Peroksizom
1
i R [ B-oxidation of VLCFAs, LCFAs
I Sitoplazma ?
= p— pcetyl-CoA = —I‘,“_‘_ el ACElyHCOA == == mmm o = I
ACEfﬁ,?gfggg CoA 1 N % Acetoacetyl-CoA o I
Acetoacetyl-CoA = = tiiorase =
HMG-CoA synthase 1S | Acetoacetyl-CoA =
ER IE o {,HMG—COA synthase =1
HMG-CoA 1% g HMG-CoA A
HMG-CoA reductase 1o T }HMG_CoA reductase . ||
e
Mevalonate === — ol

— —— — e \lovalonate —e s ——
Mevalonate kinase

Mevalonate-5-P
Phosphomevalonate
kinase
Mevalonate-5-PP
1 Diphosphomevalonate

decarboxylase
IPF isomerase
Isopentenyl-PP <—=imethylallyl-PP

Farnesyldiphosphate
synthase Farnesyl-PP
A
/ER v Squalene synthase \
Squalene

‘, Sgualene epoxidase

Squalene epoxide
‘, Oxidosqualene cyclase

Lanosterol
7-Dehydrocholesterol Desmosterol
7-DHC \ / Desmaosterol Membrane/rafts
reductase reductase __ Steroid hormones
Cholesterol " Lipoproteins

Protein modification

Sekil 1. Kolesterol Biyosentezi ara basamaklari [21].



2.3. Kolesterol Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Enerji gerektiren kolesterol biyosentezi hiicrelerde iyi bir kolesterol algilama
‘sensing’ mekanizmas: ile kontrol altinda tutulur ve sadece disardan alinan
kolesterol az oldugunda ve/veya hiicre icinde miktar: yetersiz oldugunda aktive
edilir. Hiicrelerde kolesterol algilama mekanizmas1 kolesterol biyosentez
yolagma oldukca yakin gerceklesir. Kolesterol algilayici protein ve kolesterol
biyosentezinde rol alan genlerin ekspresyonunu uyaran transkripsiyon faktor ER
membraninda bir arada dururlar (Sekil 2.) [20]. Kolesterol algilayici protein sterol
diizenleyici element baglayici protein (SREBP) kesimini aktive eden protein
(SCAP) bes membran gegisli bir transmembran protein olup transmembran
domaini sterol sensing domain olarak tanimlanir ve buradan kolesterole baglanir.
Hiicre ici kolesterol seviyesi yiiksek oldugunda ise kolesterol bagli SCAP
konformasyonel degisiklige gider ve ER membraninda instilin ile indtiklenen gen
(INSIG) ad1 verilen, SREBP ile SCAP arasinda baglayic1 olan proteine afinitesi
artar [24]. Kolesterol miktar1 azaldiginda ise kolesterol bagli olmayan
SCAP/SREBP kompleksi INSIG'den ayrilir ve golgiye hareket eder. Golgideki
proteazlar tarafindan SREBP'nin sitoplazmik N terminal ucu yariklanir ve salimir.
SREBP'nin ayrilan sitoplazmik fragmenti nukleusa gecerek kolesterol
biyosentezinde gorevli genlerin ekspresyonunu uyarir. Kolesterol seviyesinin
yiikselmesini takiben negatif feedback ile SREBP'nin yariklanmasi engellenir [21].

SCAP Insig-1
ER membrani

SREBP-2 Azalmu hicre igi
kolestelol seviyesi
INSIG ]

Golgi
Nukleus

S1P

_/ otwod >
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Sekil 2. SREBP aracili kolesterol Biyosentezi regiilasyonu [20].
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Kolesterol algilayici bir diger mekanizma ise ER membraninda HMGCR enzimi
araciligi ile olur [24]. HMGCR diisiik kolesterol konsantrasyonlarinda SREBP'nin
transkripsiyonel hedefidir. HMGCRnin sitoplazmaya agilan C terminal ucu
katalitik aktiviteye sahip olup, transmembran domaini SCAP gibi sterol
algilayicidir. Kolesterol sentezi ara metabolitlerinin ytiksek seviyesi HMGCR nin
INSIG proteinine baglanmasini tetikler. INSIG” e bagli olan ubiquitin kompleks
HMGCR'nin degredasyonunu saglar (Sekil 3.) [18, 25].
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Sekil 3. HMGCR'nin INSIG aracih degradasyonu. {lk adimda lanosterol, HMGCR nin
INSIG1 veya INSIG2'ye baglanmasin tetiklemektedir. INSIG, membrana gomula bir E3
ubikitin ligaz1 olan glikoprotein (gp78) ile bir kompleks halinde bulunur. Gp78 de, E2
ubikitin konjuge enzime (Ubc7) ve membranlardan ubikitinlestirilmis proteinleri
c¢itkarmada rol oynayan bir adenozin trifosfataz (ATPaz) olan valosin iceren proteine
(VCP) baghdir. ikinci adimda, gp78'in E3 aktivitesi HMGCR ubikitinlestirir. Ugtincii
adimda, wubikitinlestirilmis HMGCR VCP tarafindan membrandan c¢ikarillir ve
degradasyonu igin proteazoma yonlendirilir. Bu post-ubikitinasyon adimi, Rab
proteinlerinden biri gibi geranilgeranilenmis bir proteini iceren hentiz aydinlatilamamis
bir mekanizma araciligtyla geranilgeraniol tarafindan uyarilir [25].

Kolesterol biyosentezi basamaklar1 ve regiilasyonu iyi bilinmekle birlikte yeni
gelisen genomik/proteomik araclarla yapilan sistematik calismalar ozellikle
kolesterol metabolizmasinin regiilasyonunda rolii oldugu dustintilen yeni
proteinlerin tanimlanmasina yardimci olmustur [26, 27]. Sterol uzaklastirilmis
ortamda cogaltilan hiicrelerde yapilan tiim genom ekspresyon analizinde



TMEMY97 (Transmembran protein 97) kolesterol metabolizmasi regiile eden yeni
bir gen olarak onerilmistir [28].

24. TMEM97

TMEMY97 plazma membrant ve organel membranlar1 gibi zarlarda yer alan
integral TMEM proteinlerinin bir tiyesidir [29]. Bir opioid reseptorii olan sigma-2
reseptorii (02R), 2017'de transmembran protein 97 (TMEM97, meninjiyom iliskili
protein (MAC30) olarak da bilinir) olarak tanimland: [30, 29]. Yapilan korunmus
dizi analizlerinde TMEM97'nin omurgalilarda buytk o6lcide korundugu
gosterilmistir (Sekil 4.). TMEM97'in TMEMO97'nin molekiiler fonksiyonu ¢ok iyi
bilinmemesine ragmen kolesterol homeostazindaki roliinden &tiirti son yillarda
cazibe kazanmistir. TMEMO97’nin kolesterol biyosentezindeki roliine dair yapilan
genis kapsamli bir calismada kolesterol deplesyonu yapilan hiicrelerde
TMEM97'nin artmis ekspresyonu gosterilmis, TMEM97'nin kiictik engelleyici
RNA (siRNA) baskilanmasi ile hiicrelere LDL girisinin azaldig1 belirlenmistir
[28]. 2018’de yapilan bir calismada TMEM97’in progesteron reseptér membran
komponenti 1 (PGRMC1) ve LDLR ile kompleks olusturdugu belirlenmistir ve bu
trimerik kompleksin LDL'nin LDLR tarafindan hizli internalizasyonu icin gerekli
oldugu tespit edilmistir [31]. Yapilan ‘prediction’ analizlerinde TMEM97 nin
sterol diizenleyici element baglayici protein 1 (SRE 1) konsensus dizisi tasidig:
belirlenmis ve TMEM97'nin SREBP hedeflerinden biri oldugu 6ne stirtilmiisttir.
Sterol diizenleyici element baglayici proteinin 2 (SREBP2) siRNA aracilh
baskilanmast sonucu sterol deplesyonu yapilan hiicrelerde TMEM97
ekspresyonunun da baskilandig1 gozlemlenmistir [28]. Ancak SREBP2'nin
TMEMY97 promoter bolgesine baglanarak transkripsiyonunu direkt olarak mu
yonettigi  gosterilmemistir. Dolayistyla, TMEM97'nin  kolesterol olmayan
hticrelerde kolesterol biyosentezi genlerinin ekspresyonunu hangi mekanizmalar
ile nasil diizenledigi ya da artirdig1 da hentiz bilinmemektedir.
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Sekil 4. TMEM97 nin korunmusluk analizi.

TMEM97'nin hiicre icerinde ER membrani, niikleus membraninda lokalize
oldugu, sterol uzaklastirilmis ortamda ise plazma membran ve endolizozomal
kompartmanlara lokalize oldugu gosterilmistir [28]. Sterol bulunmayan ortamda
TMEM97'nin endolizozoma lokalize olmasi Niemann Pick hastalig1 tip C1
(NPC1) proteini ile etkilesebilecegini diistindtirmiis ve ko-lokalizayon yam sira
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immiinopresipitasyon yontemi ile iki protein arasinda etkilesim gosterilmistir [7].
NPC1 kolesterol baglayici bir integral membran proteini olup lizozomal
kolesteroliin disar1 salinmasindan sorumludur. Bu sonug¢ kolesterol az olan
ortamda TMEM97'nin NPC1 ile etkileserek hiicre igi kolesterol seviyesini
artirmak amaciyla lizozomlardan kolesterol salinimmi indikledigini
gostermektedir. Ancak TMEM97'nin hangi mekanizmalarla endolizozomal
kompartmanlarda yer aldig1 bilinmemektedir. Ayrica TMEM97'nin ER’de
lokalize olmasi hiicrelerde ektopik eksprese ettirilmesi ile iliskili olabilir. Endojen
olarak yiiksek TMEMY97 ekspresyonuna sahip hiicrelerde TMEMY97
lokalizasyonunun gosterilmesi proteinin fonksiyonuna dair daha aydmlatic1 bilgi
edinmemizi saglayacaktir.

2.5. TMEM97'nin Karsinogenezdeki Rolii

Hiicre membranmin kolesterol yapisi, hiicre boltinmesi i¢in metabolik bir
gereksinimdir ve ¢ogalan hiicrelerde artmis kolesterol alimi oldugu gosterilmistir
[18]. Kolesterol biyosentezinin kanser hiicreleri gibi genetik modifikasyonlara
(mutasyonlara) sahip hiicrelerde nasil diizenlendigine dair veriler oldukca kisith
olup, kanser hiicrelerinin kolesterol yokluguna verdikleri yamt ve bu yartta rol
alan sinyal mekanizmalar1 tanimlanmis degildir [32]. Bununla birlikte kolesterol
metabolizmasinin deregiilasyonunun kanser gelisimine katkisi oldugu o©ne
strtilmektedir. Ayrica fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (AKT)/
rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), RAS, timor protein 53
(TP53) gibi farkli onkojenik sinyallerin kanser hiicrelerinde kolesterol sentezini
etkiledigi gosterilmistir [33]. Kolesteroliin karsinogenez, tiimor biiylimesi ve
kemoterapiye direngte rol alan hiicre cogalmasi, migrasyon ve sinyal iletimi gibi
hiicresel olaylarda rol aldig1 in vitro kanser hiicre hatlarindan, kanser doku
profillerinden ve hayvan modellerinden elde edilen verilerle gosterilmistir [33,
32]. Kolesterolin kanser gelisimine katkis1 oldugunun gosterilmesi pek c¢ok
arastirmacinin ilgisini kolesterol metabolizmasimnin maniptilasyonunun anti-
kanser tedaviler icin hedef olup olamayacag konusuna ¢ekmistir. Statinler kan
kolesteroliinu dustirtci ilaglar olup, HMGCR enzimini inhibe ederek kolesterol
sentezinin inhibisyonunu saglarlar [34]. Pek ¢ok kanser hiicre hattinda da anti-
tumor etkisi calisilmistir. Lovastatin, simvastatin gibi statinlerin kolon kanseri
hiicre hatlarinda, timor xenograftlarinda apoptozu indiikledigi, farelerde kolit
iliskili kolon kanserini hafiflettigi gosterilmistir [35, 36].

TMEMOY97'nin epitelyal, akciger, kolon, yumurtalik ve meme kanserlerinde artmis
ekspresyonu bildirilmistir [37-41]. Baz1 kanserlerde artmis ekspresyonu ¢zellikle
kotti prognoz ve metastaz ile iliskilendirilmistir [37, 38]. Ayrica TMEM97'nin
siRNA aracili baskilanmasi sonucu mide [42] ve glioma kanser hiicrelerinde
hticre proliferasyonunun inhibe oldugu gosterilmistir [43]. Kanser hticrelerinin
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kolesterole metabolik bagimlilig1 ve kolesterol metabolitlerinin kanser tizerindeki
cesitli etkileri goz ontine alindiginda, TMEMY97, kolesterol homeostazina dahil
olarak kanserde rol oynayabilir (Sekil 5.) [30].

Durgun
(quiescent)
Tiimor Hiicresi

Cogalan
Tiumor Hiicresi

LDL'in ‘ Hizli Uptake'i

Sekil 5. Durgun ve prolifere olan tiimor hiicrelerinde LDL alim mekanizmas: [30].

Kanser hiicrelerinde kolesterol metabolizmasinda meydana gelen degisiklikleri
arastirmak amaciyla yaptigimiz 6n calismada bir grup kanser hiicresinde skualen
epoksidaz (SQLE) gen ekspresyonunu diisiik bulduk. Skualenden lanosterol
sentezini katalizleyen bu enzimin eksikliginde kanser hiicrelerinde kolesterol
olmayan ortamda skualen  biriktigi ve  kolesterol  biyosentezinin
tamamlanamadigi, hiicrelerin ¢ogalamadigi, SQLE'nin bu hiicrelerde ektopik
ekspresyonu ile hiicrelerin yeniden c¢ogalabilir hale geldiklerini belirledik.
Yaptigimiz ileri analizlerde ayni grup hiicrelerde SQLE ekspresyonu ile birlikte
TMEMOY7 ekspresyonunun diisiik oldugunu tespit ettik.

2.6. TMEM97’nin Ila¢ Gelistirilmesindeki Rolii

Yapilan bir calismada TMEM97'nin bir sterol izomeraz olan emopamil baglayici
protein (EBP) ile birlikte genisletilmis EBP stiperailesi (EXPERA) ad1 verilen bir
domaine sahip oldugu, TMEM97'nin de EBP gibi enzimatik fonksiyona sahip
oldugu gosterilmistir [44]. EBP kolesterol biyosentezi, otofaji, oligodendrosit
olusumunda yer alan bir endoplazmik retikulum membran proteinidir [45]. EBP,
kolesterol biyosentezinde ara metabolit olan zimosterol ve zimostenol tin
karsilig1 olan izomerlerine dontisiimiinden sorumludur [45, 46]. Meme kanseri



tedavisinde kullanilan 6strojen reseptor antagonisti olan tamoksifen ilacitnin EBP
inhibitorii oldugu bilinmektedir [29].

TMEMY97 fonksiyonu tam olarak aydinlatilamasa da oldukca hidrofobik bir
membran proteini olmast nedeniyle kiigiik molekiil ya da terapotik antikor
baglamasmin zor oldugu diistintilen bir proteindir [29]. Ancak yapilan bir
calismada TMEM97'nin oldukga fazla pek ¢ok farkh kiigtik molekiil kemotipi
ligand baglama kapasitesi oldugunu gostermistir [47]. Bunlardan biri de Ro 48-
8071 olarak adlandirilan lanosterol sentezini inhibe ettigi gosterilen ilactir. Duistik
mikromolar seviyelerinde Ro 48-8071'nin TMEM97'ye baglandig1 gosterilmistir.
Oldukca yeni bir galismada ise Ro 48-8071'nin meme kanseri hiicrelerinin
btiytimesini baskiladig1 gosterilmistir [48]. Ayrica, kolon ve prostat kanseri hiicre
hatlarinda metastazi baskilamistir [49].

3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Kimyasallar

Tablo 1. Calismada kullanilan Kimyasallar

Uriin Marka
Etidyum bromiir Sigma
Agaroz LE Genaxxon
[zopropanol (CsHsO) Merck
Metanol Merck
Tris Baz Roche
Tris-HCI Sigma
Tween 20 Sigma
Triton X-100 Sigma
2-Merkaptoetanol Sigma
CAPS Sigma
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Amido Black 10B Fisher
Glisin Sigma
Bovine Serum Albumin Merck
NBD-Kolesterol Invitrogen
Sodyum Klortir (NaCl) Merck

Stit tozu Enka
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Fisher
Amonyum perstilfat (APS) Invitrogen
TEMED Invitrogen
Resolving Gel Buffer Invitrogen
Stacking Gel Buffer Invitrogen
Glasiyel asetik asit Merck
Paraformaldehit Sigma
Ponceau S Fisher
Nonyl phenoksipoliethoksiletanol (INP40) -

HEPES Sigma
Antikor HMGCR (ab214018), rabbit Abcam
cOmplete Tablets, mini, EDTA-free, EASYpack Roche
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Fisher
DMSO Fisher
Tryptone Sigma
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Yeast Extract Sigma
Agar Sigma
DAPI Invitrogen
40% (w/v) Akrilamid Invitrogen
IGEPAL CA-630 Sigma
Antikor Beta Aktin (8HH10D10), mouse Cell Signaling
Antikor TMEM97 (NBP1-30436), rabbit NOVUS
Antikor SQLE (12544-1-AP), rabbit Proteintech
Antikor Beta Tubulin, rabbit Cell Signaling
Antikor Anti-Rabbit Cell Signaling
Antikor Anti-Mouse Cell Signaling
LDL Lee Biosolution
BCA Thermo Scientific
Antikor SREBF1 (14088-1-AP), rabbit Proteintech
Antikor SREBF2 (14508-1-AP), rabbit Proteintech
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
RPMI1640 Gibco
LPDS Capricorn
0.25% Tripsin-EDTA Gibco
Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) w/o

Gibco
Mg*2 Ca*2
Fetal Bovin Serum (FBS) Gibco
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Penisilin/Streptomisin Gibco

L-glutamin Gibco

PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems
Etanol (C2H50) Merck

FuGENE transfeksiyon ajani Promega
XtremeGene 9 transfeksiyon ajani Sigma

Polybrene Sigma

DAB -

Antikor LDLR (10785-1-AP), rabbit Proteintech
Puromisin -

GeneRuler 1kbp DNA Ladder Thermo
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo

Gel Loading Dye Purple (6x) Biolabs
Formaldehit %37 ISOLAB

Ksilen Merck

Gliserol Tekkim

ECL soliisyonu ThermoScientific,

3.1.2. Kitler

Tablo 2. Calismada kullanilan Kitler

Uriin Marka

Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit Invitrogen

CellTiter-Glo® Liiminesans hiicre canlilik
y Promega
iti
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Nucleospin Gel-PCR cleanup

Macherey-Nagel

One-step TUNEL in situ apoptoz kiti

Elabscience

Nucleospin Plasmid

Macherey-Nagel

RNaesy

Qiagen

High-Capacity RN A-to-Cdna Kit (50)

Applied Biosystems

Pierce BCA Protein miktar tayini kiti

Thermo Scientific

Dil-LDL assay

Invitrogen

HRP Anti-Polyvalent Lab Pack

SensiTek
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3.1.3. Cihazlar

Tablo 3. Calismada kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka

Distile Su cihaz1 Millipore Elix
Cytation 5 Multimode reader Biotek

Real-Time PCR cihazi Qiagen Rotor Gene Q
Nanodrop Denovix DS-11
MultiSkanGo Plate Reader Thermo Scientific
Kar-Buz makinesi Brema

Laminer FLow Kabin Class II Thermo Scientific
CO, Inkiibator HeraCell150i Thermo Scientific
CO, Inkiibator C 150 Binder

Ettv Memmert
Santriftij Allegra X-15R Beckman Coulter
Santriftij MicroCL21R Thermo Scientific
Invert Mikroskop Zeiss

Derin dondurucu -86° Thermo Scientific
No frost Buzdolabi (+4, -20) Argelik
Frost-free Buzdolabi (+4, -20) Regal

UV Transilluminator uvp

Vortex WiseMix
Otoklav VWR
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Su banyosu VWR
Calkalayict inktibator LABWIT
Sogutmali calkalayici inktibator LabART

Mikroplate calkalayici

Thermo Scientific

Su banyosu

Nive

Hot plate Thermo Scientific
Orbital calkalayici IKA

Calkalayict VWR

Mini calkalayici VWR

Manyetik karistirict IKA

pH metre Thermo Scientific
Microcentrifuge MiniStar VWR

PipetAid Eppendorf
Thermal Cycler BioRad

Gii¢ kaynag1 PowerPac Universal BioRad

Gtig¢ kaynag1 PowerPac 300 BioRad




3.1.4. Sarf Malzemeler

Tablo 4. Calismada kullanilan Sarf Malzemeler

Malzeme

Marka

Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml)

SPL Life sciences

Falkon Ttipleri (15, 50 ml)

SPL Life sciences

Hiicre Kultur Flasklar (T25)

SPL Life sciences

Petri Kaplar1 (100mm)

Firatmed

Cell culture dishes (100mm)

Corning

Well Plate (6,12,96)

SPL Life sciences

Mikropipet Uclari (10, 200, 1000pl) Axygen
Mikro Santrifiij Ttipleri (1,5 ml) Axygen
Pudrasiz Eldiven (S, M, L) Dolphin
Soltisyon Rezervuari (50 ml) Isolab

Kriyojenik ttip (2ml) Corning

8-stripli Pcr Tupleri

Thermo Scientific

Whatmann Kagztlar:

BioRad




3.1.5. Soliisyonlar
3.1.5.1. Western Blotlama Soliisyonlar:

Tablo 5. 5x Protein yiikleme boyasi (22.5 ml, pH 6,8)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
%20 SDS 11,25 ml %10
2-Merkaptoetanol 5,625 ml %25

Tris-HCl 084 ¢g 240 mM

%100 Gliserol 5,625 ml %25

Bromofenol mavisi 12,5 mg 830 uM

%20 SDS icin 2,25 g SDS dH-O icerisinde ¢oziildii ve son hacim dH2O ile 11,5
ml’e tamamlandi. Hazirlanan SDS soltisyonu icerisine tablo 5te belirtilen
miktarlarda 2-merkaptoetanol, gliserol, Tris-HCl eklendi ve pH 6.8’e ayarlandi.
Hazirlanan karisima en son 12,5 mg bromofenol mavisi eklendi ve nihai karisim
laminar air- flow kabininde 0,20 pM por capina sahip filtreden gecirilerek steril
edildi. Sterilizasyonu takiben, soltisyon, 2 ml mikro santriftij ttiplere
alikotlanarak -20 °C’de sakland.

Tablo 6. %10 IGEPAL CA-630 (100 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

IGEPAL CA-630 10 ml %10

10 ml IGEPAL CA-630 80 ml dH-O icerisinde, 42 °C su banyosunda ¢oziildi ve
son hacim 100 ml’e dH>O ile tamamland: (Tablo 6). Soliisyon oda sicakliginda
sakland.

Tablo 7. 0,5 M EDTA (100 ml, pH 8,0)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

EDTA.2Na.2H>O 18,612 g 0,5M
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Disodyum EDTA 70 ml dH>O’da 4 saat calkalanarak ¢oziildti. Soltisyonun pH"1
8,0’a ayarlandi ve son hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandz (Tablo 7).

Tablo 8. 0,5 M HEPES (500 ml, pH 7,4)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

HEPES 59,575 g 05M

400 ml dH-O igerisine tablo 8'de belirtilen miktarda HEPES eklendi ve pH 7,4’e

ayarlandi. Son hacim dH>O ile 500 ml’e tamamlandi. Soltisyon oda sicakliginda
saklandi.

Tablo 9. RIPA protein izolasyonu lizis soltisyonu (250 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
HEPES (0.5 M) 25 ml 50 mM

NaCl (2 M) 37,5 ml 150 mM

%10 IGEPAL CA-630 25 ml %1

%10 SDS 2,5ml %0,1

EDTA (0.5 M) 1ml 2mM

RIPA lizis soliisyonu igin tablo 9'de belirtilen kimyasallar 159 ml dH2O icerisinde
¢oziildii. Soltisyon +4 °C’de saklanda.

Tablo 10. 10X SDS jel ytirtitme soliisyonu (1 L)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
Tris baz 30g 250 mM

Glisin 144 g 19M

SDS 10g 35 mM
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SDS-PAGE stok yiirtitme soltisyonu igin tablo 10°da belirtilen kimyasallar 750 ml
dH:O igerisinde ¢oziildii ve son hacim 1 L'ye dH2O ile tamamlandi. Soliisyon
oda sicakliginda saklandi.

Tablo 11. 10X TBS-T yikama soltisyonu (1 L, pH 7,6)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
NaCl 80,063 g 1,37 M

Tris baz 4954 ¢ 40 mM

Tris-HCl 25,06 g 159 mM

Tween-20 10 ml %1

10X TBS-T soliisyonu hazirlamak icin tablo 11°da belirtilen kimyasallar 700 ml
dH2O igerisinde ¢oziuldii ve pH 7,6'ya ayarlandi. Son hacim dH:O ile 1 L'ye
tamamlandi. Soliisyon oda sicakliginda saklandi.

Tablo 12. Transfer tampon soltisyonu (1,5 L)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
NaOH 114 g 19 mM

CAPS 3,32 10 mM

Etanol 150 ml %10

Yaklasik 5 tablet NaOH ve tablo 12'de belirtilen miktarda CAPS ile etanol 1,2 L
dH>O igerisinde, manyetik karistiricida ¢oziildii. Son hacim distile su ile 1,5 L'ye
tamamlandi. Soliisyon oda sicakliginda saklandi.

Tablo 13. Bloklama & antikor diltisyon soliisyonu (100 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon

Stit tozu 5g %5
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Bloklama ve calismada kullanilan antikorlarin diltisyonu igin tablo 13’te
belirtildigi gibi 5 g stit tozu 100 ml 1X TBS-T igerisinde ¢oziildii. Soltisyon +4
°C’de sakland.

Tablo 14. Membran yeniden kazanim soltisyonu (50 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
2-Merkaptoetanol 350 %0.7

%20 SDS 5 ml %2

1M Tris pH 6,8 3,125 ml 62,5 mM

Stripping soltisyonu hazirlamak icin 2-merkaptoetanol, %20 SDS ve 1 M Tris pH
6,8 50 ml distile suda ¢6ztildii. Soliisyon oda sicakliginda saklandi (Tablo 14).

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan MCF7, HGC27, HELA, HEK293, HEK293-T hiicre hatlar:
icin, %10 FBS (Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin
iceren, high glucose DMEM (Gibco) besiyeri kullanilmistir. MKN45 hiicre hattt
icin %10 FBS (Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren
RPMI 1640 (Gibco) besiyeri kullanilmistir. AGS hiicre hatt1 icin %10 FBS (Gibco),
%1 penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren DMEM-F12 (Gibco)
besiyeri kullanilmustir. Hiicreler 37°C’'de %5 CO:’li ortamda kiiltiire edilmistir.
Calismada kulllanilan hiicre hatlar listesi tablo 15’de verilmistir.

Tablo 15. Calismada kullanilan Hiicre hatlar:

Hiicre Hatt1 Hiicre Tipi

MKN45 Mide kanseri

HGC27 Mide kanseri

AGS Mide kanseri

MCF7 Meme kanseri

HEK293 Insan embriyonik bobrek
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HEK293-T Insan embriyonik bobrek

HELA Rahim agz1 kanseri

3.2.2. Hiicre Sayim

Xenograft, hiicre canlihk, Dil-LDL kolesterol uptake ve kolesterol olcuimii
deneylerinde hiicre miktarinin ayarlanmasi igin manuel olarak Thoma lamu ile
hticre saymm yapildi. Hiicrelerden saymm i¢in homojen sekilde 50 pL alindi,
hticreler ¢ok yogunsa diltisyon yapildi ve 20 uL hacim Thoma lamina ytiklenerek
sayilldi. Alman partikiill sayisindan mililitredeki hiicre sayisi asagidaki gibi
hesaplanda.

Hiicre say1s1 (ml)= Sayilan partikiil sayis1 x 10 x (diltisyon kat say1si)

3.2.3. Kolesterol Deplesyonu

Hiicre hatlari, lipoprotein icermeyen, Lipoprotein Deficient Serum (LPDS)
kullanilarak hazirlanan DMEM (% 10 LPDS, %1 pen/strep, % 1 L-glutamin, 10
mM Glukoz) besiyeri icerisinde ¢ogaltilirken, deneylerde kontrol gruplar1 LPDS+
50 pg/ml LDL veya %10 FBS (normal sartlar) iceren besiyerlerinde cogaltildi.
llgili kosullarda 37°C'de %5 CO'li etiivde 4 giin gogaltilan hiicrelerde hiicre
canliligr belirlendi. LPDSli deney grubu ve FBS'li kontrol grubu tablo 16’da
gosteriilmistir.

Tablo 16. Deney ve kontrol gruplarinin besiyeri icerigi

Hiicre Hatlar Deney Gruplar

HGC27 TMEM97 KO1 %10 FBS %10 LPDS %10 LPDS+LDL

HGC27 TMEM97 KO2 %10 FBS %10 LPDS %10 LPDS+LDL

HGC27 KONTROL %10 FBS %10 LPDS %10 LPDS+LDL
3.24. Hiicre Canliliginin ATP Seviyesinin Ol¢iilmesi ile Belirlenmesi

Hiicre canlilik deneyinde CellTiter GLO Luminescent Reagent (Promega) kit
kullanmildi. Bunun igin 25000 hiicre/ml konsantrasyonda 200 pL hiicre
stispansiyonu 96 kuyucuklu platelere yukarida belirtilen kosullarda dortli
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tekrarlar halinde ekildi. Deney siiresinin sonunda plate inkiibatérden alind: ve
oda sicakligma gelmesi icin 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Her bir
kuyucuga oda sicakligina getirilmis 40 pL Cell Titer GLO soltisyonu eklenip,
plateler oda sicakliginda 5 dakika, 800 rpm’de mikroplaka c¢alkalayicida
calkalandi. Plate 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Agiga cikan
liminesans miktar1 ¢ok modlu mikroplaka okuyucuda belirlendi. %10 FBS
(normal sartlar) igeren kiiltiirde biiytiyen hticreler referans alinarak, diger deney
kosullarindaki hiicre canlilig1 rolatif olarak Microsoft Office Excel programinda
hesaplandi. Grafikler GraphPad Prism 9 (GraphPAD software inc, ABD)
programinda olusturuldu.

3.2.5. Kolesterol Uptake Assay

3.25.1.  Dil-LDL Assay

Hiicrelerin TMEM97 ekspresyonundaki degisiklige bagli olarak LDL uptake’leri
immiinofloresan gortintiileme ile belirlendi. 12 well platede kuyulara, {i¢ tekrarh
olmak tizere, 2 ml %10 FBS'li besiyerinde 150000 hiicre ekildi ve 24 saat 37°C’'de
%5 CO'li ettivde inkiibe edildi. Hiicreler 500 pL PBS ile yikand1 ve %10 LPDS
iceren 500 unL. DMEM besiyerinde 6 saat 37°C’de %5 CO’li ettivde inkiibe edildi.
Ardindan hiicrelere 5 pg/ml Dil LDL eklendi. Hiicrelerdeki LDL uptake floresan
mikroskop altinda goriintiilendi. Hiicreler 500 pL soguk PBS ile yikandi.
Kuyulara 120 pL, proteaz inhibitorii eklenmis RIPA lizis buffer eklendi ve plate
10 dakika buz icerisinde inkiibe edildi. Plate’in zemini kazinarak hiicreler
eppendorf tiiplere toplandi. Tipler 12000 rpm’de 4 dakika +4°C’de santrifijj
edildi. Stipernatant toplandi, 20 puL’si protein konsantrasyonunun belirlenmesi
i¢in BCA kit ile kullanildi. Stipernatanttan 100 pL seffaf 96 well plate’e eklendi ve
¢oklu mod plate okuyucuda 520 uyarilma/580 emisyon degerlerinde floresan
1s1tma miktar: olciildii.

3.2.5.2. NBD-Kolesterol Uptake Assay

Hiicrelerin, kolesterol acligina birakildiginda, TMEM97 ekspresyonundaki
degisime gore kolesterol alimindaki farklilig1 saptamak icin NBD-Kolesterol (22-
(N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl) Amino)-23,24-Bisnor-5-Cholen-33-Ol)

(Thermo Fisher Scientific) assay uygulandi. HGC27 TMEMY97 KO1,2 ve kontrol
HGC27 hiicreleri, 96 well-plate igerisine 4 tekrarli olarak 15000 hiicre/ml olacak
sekilde % 10 LPDS, %1 pen/strep, % 1 L-glutamin, 10 mM glikoz igeren fenol
kirmizist igermeyen 200 pl DMEM F-12 besiyerinde ekildi. Hiicreler mikroplaka
calkayicida 800 rpm’de 5 dakika calkaland1 ve 4 giin 37°C'de %5 CO?’li etiivde
inkiibe edildi. 4. Giiniin sonunda hiticrelere 2 mM NBD-Kolesterol'den 1 pul
eklenerek final konstantrasyon 10 pM’a ayarlandi. Plate mikroplaka calkalayicida
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800 rpm’de 5 dakika galkalandi ve 37°C’de %5 CO2'li ettivde 6 saat inkiibe edildi.
Hiicreler Zeiss invert mikroskopta yesil floresan filtre kullanilarak fotograflandi.
Inkiibasyondan sonra platedeki floresan 1stma miktari, goklu mod mikroplaka
okuyucuda 469 uyarilma/537 emisyon nm’de dlctildi.

3.2.6. RNA izolasyonu

TMEMY97 baskillanmis HGC27 ve HGC27 hiicre hatlarindan RNA izolasyonu
RNeasy Plus Mini Kit'in protokoliine uygun yapildi. ilk asamada Hiicreler
topland1 ve 1250 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santriftij sonrasinda,
fazla besiyerleri atildi. Elde edilen hiicre pelleti PBS ile restispanse edildi ve 1250
rpm'de 5 dakika daha santriftij edildi. Bu islemdem sonra PBS tamamen
uzaklastirildi. Pellet 350 pl RLT lizis soliisyonu ve 350 ul %70 etanol ile
restispanse edildi. Stispansiyon, kitin igerisinde yer alan filtreli kolonlarin takil
oldugu toplama ttiplerine aktarildi ve 9000 xg'de 15 saniye santrifiij edildi.
Kolonlar yeni toplama ttiplerine takildi ve tizerlerine 700 pl RW1 yikama
soltisyonu eklendi. Tekrardan 9000 xg'de 15 saniye santriftij yapildi. Toplama
tuplerindeki sivi uzaklastirildi. Kolonlar yeniden ayni toplama tiiplerine
yerlestirildi ve filtreye 500 ul RPE soltisyonu eklendi. Ttipler tekrar 9000 xg'de 15
saniye santriftij edildi. Toplama tiiptinde biriken sivi atildi ve kolonlar ayni
tiiplere takildi. Uzerlerine 500 ul RPE soliisyonu eklendi ve 9000 xg’de 2 dakika
santrifiij edildi. Toplama ttiptindeki siv1 atild1 ve kolonlar yeni toplama ttiplerine
yerlestirildi. Kolondaki filtrenin kurumas: icin 14000 xg’de 1 dakika santrifiij
yapildi. Kolonlar RNase-free mikrosantrifiij ttiplerine takildi ve tizerlerine 30 ul
RNase-free su eklendi. Tupler 9000 xg’'de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlar atild1.
Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometre cihazinda
olctildii ve daha sonra cDNA sentezi icin kullanilmak tizere -80°C” ye kaldirild1.

3.2.7. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA eldesi High-Capacity RNA-to-cDNA Kit
kullanilarak protokole uygun yapildi (Tablo 17). Biitiin islemler buz tizerinde
gerceklestirildi. Ttip hacimleri dH2O ile 20 pl'ye tamamlanarak Thermal Cycler’
da 6nce 37°C’ de 60 dakika, sonra 95°C 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
tamamlaninca cDNA’lar 1:8 oraninda niikleaz icermeyen su ile diltie edilerek
qRT-PCR i¢cin kullanmilmak tizere -20°C’ ye kaldirild1.

24



Tablo 17. cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin protokoli

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
RNA 1pg

2x RT buffer mix 10 pl

20x RT enzim mix 1pl

dH20 -pl

Total 20 pl

3.2.8. qRT-PCR

Kolesterol metabolizmasinda rol oynayan TMEM97, LDLR, SQLE ve HMGCR ile
house-keeping gen olarak RPLPO icin primerler Primer3 programu ile tasarlandi.
HGC27-TMEM97 KO ve HGC27 hiicreleri normal DMEM, %10 LPDS'li DMEM
ve %10 LPDSli DMEM +50 pg/ml LDL iceren besiyerinde 4 gitin 37°C'de %5
COli ettivde inkiibe edildi. Hiicreler toplandi ve PowerUp SYBR® Green PCR
Master Mix protokolii uygulanarak (Tablo 18) Qiagen Rotor Gene Q cihazinda
tablo 19°da belirtilen kosullar ayarlanarak gen ekspresyonlari tespit edildi.
Calismada kullanilan primerler tablo 20’de verilmistir.

Tablo 18. qRT-PCR i¢in kullanilan kitin protokolii

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix 10 pl
Primer Forward (10 pm) 0,5 pul
Primer Reverse (10 pm) 0,5 pul
cDNA 2ul

dH20 7 pl

Total 20 pl
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Tablo 19. qRT-PCR Kosullar:

qPCR Kosullar1

UDG aktivasyonu 50 °C 2dk

Baslangic denatiirasyonu 95 °C 2dk

Denattirasyon 95 °C 15 sn

Baglanma 60 °C 15 sn 40 Dongu
Sentez 72 °C 60 sn

Bekleme 4°C 0

Tablo 20. qRT-PCR primer listesi

Gen 1X (Hacim) Primer dizisi

Forward AGCATCTACAACCCTGAAGTG
RPLPO

Reverse AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC

Forward GCCATTTTGCCCGAGTTTTAG
HMGCR

Reverse TGCCAGAGGGAAACACTTG

Forward GATGCAGCTATTTTCGAGGC
SQLE

Reverse AGGGTTAGGAGACAATACAGAAAG

Forward ACATCTACTGGACCGACTCTG
LDLR

Reverse TGTTTTCAGTCACCAGCGAG

3.2.9. Protein izolasyonu

Hiicreler 1 x 10° olacak sekilde T25 flaska 5 ml %10 FBS %1 pen/strep %1 L-
glutamin iceren DMEM besiyeri icerisine ekildi. Flask gece boyunca 37 °C, %5
CO: saglayan inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben hiicreler, 1 ml
%0,25 Trypsin-EDTA yardimiyla 15 mL falkona toplandi. Falkon 3000 rpm’de 2
dakika + 4 °C’'de santriftij edildi. Pellet buzda sogutulmus 500 pL PBS ile
resiispanse edilip mikrosantrifijj tiiplere alindi. Tekrar 3000 rpm’de 2 dakika + 4
°C’de santriftij edildi. PBS pelleti bozmadan ortamdan uzaklastirildi. Pelletin
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tizerine 200 uL (100000-300000 hiicre icin) , proteaz inhibitorti eklenmis, RIPA
lizis soliisyonu eklenip birkag kez pipetlendi. 10 dakika buzda lizis icin bekletildi.
Tipler 12000 rpm’de 4 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Protein konsantrasyonlar:
Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokol
uygulanarak olgtildii. Orneklerdeki protein miktarlar1 lizis soliisyonu
kullanilarak esitlendi.

3.2.10. Western Blotlama

Western Blotlama icin protein 6rneklerinin konsantrasyonlar: 1000 pg/ml’ye son
hacim 160 pL olacak sekilde ayarlandi. Uzerlerine 5X protein yiikleme
tamponundan 40 pL eklendi. Orneklerden 20 puL %4-12lik Tris-Glisin jellere
yiiklenerek SDS-PAGE jel elektroforezi yapildi. Elektroforez sonrasi jeller 1slak
transfer yontemi ile 0,45 um pore capina sahip PVDF membrana transfer edildi.
Transfer sonrast membran 1 saat %5 yagsiz siit tozu/1X TBS-T soliisyonu
icerisinde calkalayic1 {izerinde bloklandi. Bloklanan membranlar 1:1000
konsantrasyonda primer antikor ile bir gece +4 °C’de blotland1. Ertesi giin 3 kere
1X TBS-T ile yikanip 1:2000 konsantrasyonda sekonder antikor ile oda 1smnda 1
saat blotlandi. Proteinlerin kemiltiminesan goriintiilenebilmesi icin membran 3
dakika, ECL soltisyonu ile muamele edildi. Gortinttiler Azure C300 cihazinda
alindi. Housekeeping proteinlerin tespiti icin membranlara yeniden kazanim
(stripping) yapildi. Membranlar 5 ml stripping soltisyonunda 30 dakika 60 °C su
banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 5er dakika dH>O igerisinde oda
sicakliginda calkalayic1 da inktibe edildi. Bloklama, blotlama, yikama ve diger
asamalar tekrar edilerek goriintii elde edildi.

3.2.11. TMEMY97 Susturulmus Hiicre Hatlarinin Eldesi
3.211.1. TMEM97 KO icin CRISPR/Cas9 Plazmitlerinin Hazirlanmasi

TMEMY97 geni icin 5 farkli guideRNA (gRNA) UCSC genome browser ve
crisprmit.edu web sayfalar1 kullamilarak belirlendi (Tablo 21.). gRNA’lar
LentiCRISPR V2 vektoriine klonlandi. Klonlama i¢in 6ncelikle LentiCRISPR V2
vektorti BsmBI restriksiyon endontikleaz: ile 30 dakika 37 °C’de kesildi (Tablo
22)). Aym zamanda tablo 21'deki sgRNA’lar T4 PNK (NEB) enzimi ile
fosforillendi ve bagland: (Tablo 23.). Baglanma thermal cycler cihazinda
gerceklestirilmistir ve kosullar tablo 24’te belirtilmistir. Baglanmis sgRNA’lar
1:200 oraninda dH>O ile sulandirildi. Klonlama icin sulandirilmis sgRNA’lar ile
kesilmis vektor T4 DNA ligaz (NEB) enzimi kullanilarak 37 °C’de 30 dakika
inktibasyon kosullarinda bagland: (Tablo 25.). Transformasyon icin ligasyon
turtinlerinden 5 pl alindt ve 50 pl E. coli STBL3 susu igerisine aktarildi
Mikrosantrifiij ttiptindeki bakteri ve plazmid karistmi 10 dakika buz igerisinde
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inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiip, 30 saniye 42 °C su banyosunda
bekletilerek, bakteri 1s1 sokuna ugratildi. Ardindan tiip 2 dakika buzda inkiibe
edildi. Karisim 300 pl zenginlestirilmis LB (SOC) besiyerine aktarildi ve 45 dakika
calkalayicida inkiibe edildi. Kiltiir, 3000 rpm’de 3 dakika santriftij yapildi.
Supernatant atild1 ve bakteri pelleti 30 pul SOC besiyerinde restispanse edilerek
1:1000 oraninda ampisilinli petriye ekildi. Petri 30 °C’de 20 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi petriden tek koloni secildi ve 5 ml ampisilinli LB icerisine
aktarilarak gece boyu 37 °C’de kiilttirlendi. Kiltirden MN plazmid izolasyonu
protokoliine uygun olarak DNA izole edildi. Klonlama, %1’lik agaroz jel ile
gerceklestirilen agaroz jel elektroforezde dogrulandi.

Tablo 21. sgRNA’ler igin siparis verilen oligoniikleotid dizileri

TMEMY97 sgRNA_1F caccGAGGAAGGCATACGTTGCAA

TMEMY97 sgRNA_1R aaacTTGCAACGTATGCCTTCCTC

TMEMY97 sgRNA_2F caccGCGCGAGCTCTACCCAGTCG

TMEMY97 sgRNA_2R aaacCGACTGGGTAGAGCTCGCGC

TMEMY97 sgRNA_3F caccGGGCGCCCCTCACCTCGACT

TMEMY97 sgRNA_3R aaacAGTCGAGGTGAGGGGCGCCC

TMEMY97 sgRNA_4F caccgCCTGCTGAAGTGGTATGCTA

TMEMY97 sgRNA_4R aaacTAGCATACCACTTCAGCAGGC

TMEMY97 sgRNA_5F caccgCATTTACCAACCTTTGAGGA

TMEMY97 sgRNA_5R aaacTCCTCAAAGGTTGGTAAATGC

control sgRNA_2F caccgATTATACCTCITCACAGCTG

control sgRNA_2R aaacCAGCTGTGAAGAGGTATAATC

Tablo 22. BsmBI restriksiyon endontikleaz: ile kesim protokolii

Karisim Bilesenleri Miktar
LentiCRISPR V2 plazmid S5pg
FastDigest BsmBI enzim 3ul
FastAP alkalin fosfataz 3pul
10X FastDigest buffer 6 ul
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dH20 - pl

Total 60 ul
Tablo 23. sgRNA’larin baglanmasi (annealing)

Karisim Bilesenleri Miktar

sgRNA Forward primer 1pl

sgRNA Reverse primer 1pl

10X T4 ligasyon buffer 1l

T4 PNK 0,5 pl

dH-O 6,5 pl

Total 10 pl
Tablo 24. sgRNA'larm baglanma kosullar:

Derece Dakika

37°C 30

95°C = ] 5

5°C kademeli diisiis 1

25°C 0
Tablo 25. sgRNA'lar ile vektoriin ligasyon protokolii

Karisim Bilesenleri Miktar

Baglanmis sgRNA 1l

Kesilmis LentiCRISPR V2 plazmid 2l (50 ng)

10X T4 ligasyon buffer 1l

dH>O 6 ul

T4 DNA ligaz 1l
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Total 11 pl

3.211.2. Viriis Uretimi ve Transfeksiyon

Virtis tiretimi XtremeGene 9 transfeksiyon ajani protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Protokole gore ilk once 6 well plate’in 5 kuyusuna 5x10° sayida
Hek293T hiticresi 1,9 ml %5 FBS %1 L-glutamin igeren DMEM besiyeri icerisine
ekildi ve plate 37 °C %5 CO; etiivde gece boyu, hiicrelerin kuyularin %80-%90 11
kaplamas: igin inkiibe edildi. Transfeksiyon karisimi icin sgRNA’lar1 igeren
rekombinant vektor ile paketleme ve kilif DNA’lar1 (pVSV-G, pLP1 ve pLP2) ve
transfeksiyon ajani tablo 26'da belirtilen miktarlarda 100 pl serum ve antibiyotik
icermeyen DMEM besiyeri icerisine eklendi. Karistm oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 1 gitin 6nce ekilen Hek293T hiicrelerine damla damla
damlatildi. Plate 24 saat 37 °C %5 CO; etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast
hiicrelerin besiyeri %10 FBS %1 pen/strep %1 L-glutamin iceren 3 ml DMEM
besiyeri ile degistirildi. Plate 24 saat 37 °C %5 CO; etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast viriis iceren besiyerleri 15 ml'lik falkon tiiplere toplandi ve
0,45 pm por capma sahip filtreden, enjeksiyon yardimiyla, gecirildi. Elde edilen
virtisler -80 °C’ye kaldirildi. Transfeksiyon icin 3x10> HGC27 hiicreleri 6 well
plate’in 5 kuyusuna 2 ml %10 FBS %1 L-glutamin iceren DMEM besiyeri igerisine
ekildi ve plate gece boyu, kuyularm %60-%70'inin kaplanmasi igin, 37 °C %5 COz
etiivde inkiibe edildi. Viriisler -80 °C dolabindan c¢ikarildi ve 37 °C su
banyosunda ¢oziildi. Inkijbasyondan cikan hiticrelere 8 pg/ml olacak sekilde
polybrene ve 1’er ml viriis damla damla eklendi. Plate elle hafifce calkalandi ve 1
saat 2200 rpm 30 °C’de santrifiij edildi. Santriftijden sonra plate 37 °C %5 COz
ettivde inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonu takiben hiicrelerin besiyeri %10 FBS
%1 pen/strep %1 L-glutamin iceren 3 ml DMEM besiyeri ile degistirildi ve
hticreler 24 saat 37 °C %5 COz ettivde inkiibasyona birakildi. Ertesi gitin hiicrelere
final konsantrasyonu 2 pg/ml seklinde puromisin eklendi ve plate 3 gtin 37 °C
%5 CO: etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler
mikroskopta kontrol edildi ve kontrol hiicrelerinin tamamen 6ld{igii gozlenirken
deney gruplarindaki hiicrelerde yiiksek hiicre popiilasyonu saptanda.

Tablo 26. 6 well plate i¢gin XtremeGene 9 transfeksiyon karisimi

Karisim Bilesenleri Miktar
sgRNA iceren LentiCRISPR V2 plazmid 1,5 pg
pVSVG 1,5 pg
pLP1 1,5 pg
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pLP2 1,5 pg

XtremeGene 9 transfeksiyon ajani 18 pl

Serumsuz ve antibiyotiksiz DMEM 100 pl

3.211.3. Tek Hiicre Klonlama Yoéntemiyle TMEM97 KO Hiicrelerin Tespiti

Tek hiicre klonlama yontemi igin hticreler tripsin ile kaldirildi ve 15 ml falkonlara
toplanarak 1250 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Hiicre pelleti 2 ml %10 FBS %1
pen/strep %1 L-glutamin iceren DMEM besiyeri ile restispanse edildi ve hiicre
saymmi yapildi. Her bir hiicre grubu icin 96 seffaf well plate’lere ilk stitunun ilk
kuyusunda 6000 hiticre olacak sekilde 200 pl %10 FBS %1 pen/strep %1 L-
glutaminli DMEM besiyeri igerisine ekildi. Bu yontemde icerikleri ayn1t DMEM
besiyeri kullarldi. ilk siitunun 1. kuyusu hari¢ diger kuyulara ayni besiyerinden
100%er pl eklendi. {lk kuyudan 100 pl hiicre, pipetleme yapilarak, alindi ve 1.
stitunun 2. kuyusuna eklendi. Ardindan 2. kuyudan 100 pl hiicre almarak 3.
kuyuya eklendi. Bu islem ilk stitunun son kuyusuna kadar devam etti. Son
kuyuya da 100 pl hiicre eklenince ilk stitunun diger kuyularma 100 pl besiyeri
eklendi ve biitiin kuyularda son hacim 200 pl oldu. Rezervuara 20 ml besiyeri
dokildi ve ¢coklu mod pipet ile 100 pl alinarak 1. stitun harig tiim kuyulara 100 pl
eklendi. Ardindan 1. stitundaki hticrelerden, pipetleme yapilarak, 100 pl almarak
2. stituna aktarildi. Sonra 2. siitundaki hiicrelerden 100 pl alinarak 3. siituna
aktarildi. Bu islem son siituna kadar devam etti. Son siitun da tamamlaninca, son
stitun hari¢ diger tim kuyulara 100 pl besiyeri eklenerek son hacim 200 pl'ye
tamamlandi. Plate 1 ay boyunca, haftada 1 besiyeri tazelenerek, 37 °C %5 COz
etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler mikroskopta kontrol
edili ve tek hiicre kolonileri saptandi. Gozlenen koloniler tripsin ile kaldirild: ve
mikrosantriftij ttiplerinde 1250 rpm’de 5 dakika santriftij edildi. Pellet
besiyerinde stispanse edildi ve hiicreler 6 well plate’lere ekildi. Plate 37 °C %5
CO; etiivde 1 hafta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicre ayni sekilde
toplanarak bu sefer T25 flaska ekildi ve aym siire etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicrelerden protein izolasyonu yapilarak TMEM97 protein
ekspresyon seviyesi Western Blotlama ile kontrol edildi. TMEM97 ekspresyonu
gozlenmeyen hiicreler etiketlendi sonraki deneylere bu hticreler ile devam edildi.

3.2.12. Plazmid izolasyonu (Miniprep)

Petri kabindaki tek koloniler, 10 mikrolitrelik pipet uglariyla alinarak, 1:1000
oraninda ampisilin iceren 15 ml falkon tiiplerdeki 4 ml LB besiyerine aktarildi. Bu
kilttir 250 rpm'de 37 °C'de bir gece boyunca calkalandi. Falkon tiipteki kiiltiirler
4000 xg’'de 10 dk santrifiij yapildi. Nucleospin miniprep kit protokoliine uygun
olarak stipernatant uzaklastirild1 ve bakteri pelletleri 250 pl Al soliisyonu ile
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vortex ve pipetleme yardimiyla resiispanse edildi. Stispansiyonlar 1.5 ml
mikrosantrifiij ttiplerine alind1 ve tizerine 250 ul A2 soltisyonu ilave edildi.
Tupler 8 kez yavasca ters yiiz edilerek karistirildi ve 5 dakika oda sicakhiginda
bekletildi. Ardindan tizerine 300 pl A3 soltisyonu eklendi ve tiipler tekrar 8 kez
yavasca ters yuiz edildi. Suspansiyon 11000 xg'de 10 dakika santriftij edildi.
Stipernatant, kitin igeriginde bulunan, filtreli kolona aktarild1 ve kolon 11000
xg'de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama ttiptindeki siv1 atild1 ve kolona 500 pl 50
°C'de 1sttilmis AW yikama soltisyonu eklendi. Kolon 11000 xg'de 1 dakika
santrifiij edildi. Toplama ttiptindeki atik uzaklastirildi. Filtreye 600 pl A4 yikama
soltisyonu eklendi ve kolon 11000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama ttiptine takildi ve 11000 xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon 1,5 ml
mikrosantrifijj tiiptine yerlestirildi ve filtreye yapisan DNA’y1 ¢cokttirmek icin 50
ul AE eltisyon soltisyonu eklendi. Kolon 3 dakika oda sicakliginda bekletildi ve
ardindan 11000 xg'de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi ve mikrosantrifiij
tiptine ¢oktiirtilen plazmid DNA’smin konsantrasyonu nanodrop’ta ¢l¢tld.

3.2.13. Hiicrelerde Total Kolesterol Ol¢iimii

Olciim, Amplex Red Cholesterol Assay kit kullanilarak, kitin énerdigi protokol
dogrultusunda yapildi. Deney icin TMEM97 KO HGC27 hiicreleri ve kontrol
grubu icin de TMEM97 eksprese eden HGC27 hiicreleri 20000 cells/ml
konsantrasyonda 72 saat boyunca = DMEM+FBS, = DMEM-+LPDS,
DMEM+LPDS+50 png/ml LDL iceren besiyerlerinde 12 well-plate’de 37°C %5
CO; ettivde cogaltildilar. Ayn1 deney TMEMY97 overeksprese MKN45 hiicre
hattinda da uygulanmistir. Hiicrelerden total protein izolasyonu yapild: ve total
kolesterol miktari total protein miktarina boliinerek normalize edildi.

3.2.14. Xenograft

TMEMY97 geninin timor gelisimi tizerindeki etkisinin gozlenmesi ve timoriin
histolojik analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla TMEMY97 baskilanmis ve
eksprese eden HGC27 hiicre hatlari ile xenograft deneyi yapildi. Deneyde her bir
hiicre hatt1 icin 8 tane olmak tizere toplam 24 nude fare kullanildi. Enjeksiyon,
farelerin sag bogir bolgesine matrijel icerisinde 1 milyon hiicre enjekte edilerek
gerceklestirildi. Deney, Corning® Matrigel® Matrix (Cat. Nos. 354234) protokolii
dogrultusunda yapildi. Deneye baslamadan 4 saat 6nce R&D Systems™ Cultrex
Basement Membrane Extract (Type 3, Pathclear (363200102)) matrijel -20 °C’den
+4 °C’ye alind1. Ayrica deneyde kullanilacak pipet uglari, mikrosantrifiij ttipleri
ve 26 G'lik insilin siringalari -20 °C’ye alind1. Ik asamada HGC27 TMEM97 KO
1, KO 2 ve kontrol hiicreleri 10 mm3 hiicre kiilttirti dislerine 1x106 hticre 10 ml
fenol kirmizisi icermeyen %10 FBS %1 pen/strep %1 L-glutaminli DMEM
icerisine ekildi ve gece boyu 37 °C %5 CO; etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin
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platedeki hiicreler tripsinle kaldirild1 ve 15 ml falkon ttiplere toplanarak 1250
rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiijlendi. Supernatant tamamen uzaklastirildi.
Falkonlar ve PBS buza yerlestirildi. Pellet 2 ml soguk PBS’de ¢oziildii ve hiicre
saymmi1 yapildi. Enjeksiyon 100 pl hacimde gerceklestirilecegi ve 1:1 hiicre:matrijel
konsantrasyonu olacag1 icin stispansiyondan her hticre grubu i¢in 8 milyon hiicre
miktar1 almarak yeni falkon ttiplere aktarilarak 1250 rpm’de 5 dakika +4 °C’'de
santriftij edildi. Stipernatant tamamen uzaklastirild1 ve pellet 400 pl %10 FBS %1
pen/strep %1 L-glutaminli fenol kirmizisi icermeyen DMEM besiyeri ile ¢oziild{i.
Matrijel +4 °C’den, diger materyaller ise -20 °C’den alinarak buza yerlestirildi.
Soguk matrijel’den 50’ser pl, soguk pipet ucu aracilig1 ile, 24 tane mikrosantrifij
tuptine eklendi. Bu sirada matrijelin koptirtiilmemesine dikkat edildi. Hiicrelere
fazlaca pipetleme yapildi ve ilgili mikrosantriftij ttiplerine 50’ser pl dagitildi.
Karisimin homojen olmas icin 3-4 kez pipetleme yapildi. Karistm hazir olunca
hizlica enjeksiyon asamasina gecildi. Fareler seffaf indiiksiyon kutusuna alind,
ilk etapta %3 konsantrasyonda izofluran ile indiiksiyon saglandiktan sonra
maske ile %2 konsantrasyonda anestezi devam ettirildi. 26 G’lik enjektoriin
ignesi ¢ikarildi ve matrijel karisimi 1-2 kez karistirilarak cekildi ve enjektore
ignesi takildi. Hayvanin sag bogiir bolgesindeki deri metal pens yardimiyla
kaldirildi, bolge %70 etanol ptiskiirtilmiis pegete ile silindi ve karisim olusan
deri alt1 bosluga enjekte edildi. Subkutan enjeksiyon sonrasi fareler hassas
terazide tartilarak agirliklar, tarih, agirlik (g) ve hayvan grubu (TMEM97 KO 1,
TMEM97 KO 2 ve kontrol) seklinde not edildi. Ayrica hayvanlar, kulak zimbasi
kullanilarak etiketlendi. Prosediirden sonra matrijel degradasyonu igin 1 hafta
beklendi. Ardindan haftada 2 kez hayvanlar tartildi ve timor olusumu kaliper
yardimiyla olgiildii. Deney 52 giin sonra durduruldu. Hayvanlar seffaf pleksiglas
COz solutma kutusuna 2’serli gruplar halinde alind1 ve hipoksik sok ile sakrifiye
edildi.

3.2.15. Tiimor Dokularinin Toplanmasi

Xenograft deneyi sonlandirildiktan, tim hayvanlar sakrifiye edildikten, sonra
subkutan tomerler farelerden aseptik kosullarda, makas ve penset yardimiyla,
yag dokusu alinmadan, toplandi. Farelerin ve tiimorlerin boyutu cetvel
yardimuyla olgtildi. Ayrica elde edilen tiimorler tartildi. Tartim isleminden sonra
tumorler, 50 ml falkon ttiplerde %10 formalin tamponlu notral fiksatifi icerisinde
1 hafta +4 °C’de sakland1.

3.2.16. Hematoksilen & eozin ve Immunohistokimya

Dokular notral fiksatifinde fiksasyon sonrasinda alkol serisinden gegirilerek
dehidre edildi ve parafine gomiildii. Parafine gomdiilti dokulardan 4 pm’lik
kesitler alind1 ve 60 °C’de 1sitild1. Ksilenle deparafinizasyon yapild1 ve kesitler
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yeniden hidratlandi. Ornekler hematoksilen eozin (H&E) boyamasina veya
immunohistokimyaya (IHC) tabi tutuldu. Slaytlar Olympus BX61 mikroskopu
altinda gortintiilendi ve Olympus DP72 kamera ile fotograflandi. Fotograflar Fiji
kullanilarak degerlendirildi.

IHC boyamasi SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack kullanilarak yapildi.
Kisaca endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin kesitler %3'liik hidrojen
peroksitte 20 dakika inkiibe edildi. Antijen geri kazanimi, slaytlarin Tris-EDTA
tamponunda 1slatilmasi ve 20 dakika boyunca 95 °C'ye kadar 1sitilmasiyla elde
edildi. Bloklama sonras: kesitler Ki-67 (orb389335), SQLE (Proteintech, 12544-1-
AP), SREBF1 (Proteintech, 14088-1-AP), SREBF2 (Proteintech, 14508-1-AP)
antikorlar1 ile 4 °C'de gece boyunca inkiibe edildi. Biyotinlenmis sekonder
antikor ve streptavidin/HRP, oda sicakliginda 20 dakika stireyle uygulandi. Son
asamada kromojen olarak DAB (diaminobenzidin) kullanild1 ve cekirdekler
hematoksilen ile zit boyandi.

3.2.17. TUNEL Assay

Apoptoz tespiti icin One-step TUNEL In Situ Apoptosis Kit (Elabscience, E-CK-
A320) kullanildi. Slaytlar 1 gece 60 °C’de inkiibe edildi. Deparafinizasyon
asamasi icin slaytlar oda sicakliginda sirasiyla 2 dakika 1 kez ve 10 dakika 2 kez
saf ksilende inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben slaytlar sirasiyla, her asamada 3
dakika inkiibe edilerek, %100, %96, %90, %80 ve %70’lik etanol serisinden
gecirildi. Slaytlar 2 kez 5er dakika PBS ile yikandi. Ornekler nemlendirilmis
kutuya yerlestirildi. Dokulardan PBS tamamen uzaklastirildi ve {izerlerine
Proteinaz K eklenerek 37 °C’de 20 dakika inkiibasyon yapildi. Ardindan 3 kez
5er dakika PBS ile yikama yapildi. Slaytlardaki pozitif ve negatif kontrol
gruplarmma DNaz I tampon soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildi. Ardindan soltisyonlarin tamami1 uzaklastirild1 ve pozitif kontrole
DNaz I (200 U/ml) enzimi eklenirken negatif kontrol ve deney grubuna DNaz I
tampon soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon yapildi. Slaytlar 3
kez 5er dakika PBS ile yikandi. Tum orneklere TdT equilibration soliisyonu
eklendi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibasyon yapildi. Soliisyon tamamen
uzaklastirild1 ve etiketleme icin FITC labeling working (Tablo 27.) soliisyonu
pozitif kontrol ve deney grubuna eklenirken, TdT enzimi igermeyen labeling
working soltisyonu negatif kontrole eklendi. Slaytlar 37 °C’'de 60 dakika inkiibe
edildi. Ardindan 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildi. Zit boyama icin tim
orneklere DAPI soliisyonu eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
yapildi. Slaytlar 4 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Goriintiileme islemi igin
slaytlara entellan eklendi ve lamel kullanilarak kapatma islemi yapildi. Olympus
BX61 mikroskop kullanilarak ornekler gortintiilendi ve Olympus DP72 kamera
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kullanilarak fotograflandi. Apoptotik indeks, fotograflarin Fiji uygulamasinda
degerlendirilmesiyle, apoptotik hiicre sayisiin toplam hiicre sayisina
boliinmesiyle hesaplandi.

Tablo 27. Tek bir preparat icin FITC labeling working soltisyon igerigi

Karisim Bilesenleri Miktar
TdT equilibration soltisyonu 49 pl
TdT enzim 7 pl
FITC labeling soliisyonu 14 pl
Total 70 pl

3.2.18. Istatistiksel Hesaplamalar

Elde edilen veriler igin istatistiksel hesaplamalar Ortalama + Standart Sapma
veya Ortalama + Standart Hata seklinde yapilmistir. Farkli gruplar arasindaki ve
icindeki anlamli fark olup olmadigini degerlendirmek icin Student's t-test
yontemi kullanildi. Verilerin analizi ve gorsellestirilmesi icin GraphPad PrismV9
yazilimi kullanildi.

4. BULGULAR

4.1. TMEM97 Geninin HGC27 Hiicrelerinde CRISPR/Cas9 ile
Susturulmasi
Laboratuvarda bulunan farkli hiicre hatlarinda TMEM97 protein ekspresyonu

kontrol edildi (Sekil 6.). MCF7, HGC27, MKN45, HEK293, HELA ve AGS
hiicrelerinde TMEM97 ekspresyonu yiiksek bulunan hiicrelerden mide kanser
hiicre hattt HGC27 CRISPR/Cas9 yontemi ile susturulmasia karar verildi.

TMEMS7
B tubulin -

Sekil 6. AGS, HGC27, MKN45, HEK 293, MCF7, HELA hiicrelerinde TMEM97
ekspresyonu. AGS son kuyucuga yeniden ytiklendi.

TMEMY97 ekspresyonu fazla oldugu belirlenen HGC27 hiicre hatlarinda
CRISPR/Cas9 ile TMEMY97 geni susturuldu. Tablo 21’deki sgRNA’lar ile
transfeksiyon sonrasi tek koloniler secildi ve gogaltildi. Hiicrelerden protein
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izolasyonu yapildi ve TMEMY97 proteinini eksprese etmeyen koloniler, western
blot yontemi ile tespit edildi (Sekil 7.). HGC27 sgRNA5-koloni 4'te TMEM97
ekspresyonu gozlendi. Diger hiicre hatlarnda TMEM97 ekspresyonu olmadigi

gozlenmlgtlr
N Y NN o,v%b/\l\:\b
1 T T T 24 TR
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Sekil 7. CRISPR/Cas9 ile TMEMY97 susturulmasi. HGC27 hiicre hatlarinda viral
enfeksiyon sonrasi segilen kolonilerin tamamen KO olup olmadiklar1 western blot ile
dogruland1. Iki basamakli ifadelerde ilk rakam sgRNA numarasi, ikinci rakam secilen
koloni numarasidir.

4.2. TMEM97 Ekspresyon Diizeyi Farkli Hiicrelerde Kolesterol
Biyosentezinde Rol Alan Anahtar Genlerin Ekspresyonlarinin qRT-PCR ile
Belirlenmesi

Normal besiyeri, LPDS’li besiyeri ve LPDS+LDL iceren besiyerinde ¢ogaltilan
HGC27-TMEM97 KO hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA'lar
ile qRT-PCR’da LDLR, SQLE ve HMGCR gen ekspresyonlar1 belirlendi. TMEM97
KO LPDS1i besiyerinde cogalan hiicrelerde her ti¢ genin de ekspresyon
seviyesinin kontrol grubuna kiyasla azaldig1 gozlemlendi (Sekil 8.).
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Sekil 8. HGC27 TMEMY97 KO hiicrelerde LDLR, SQLE ve HMGCR gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi. (Data mean+SEM olarak sunuldu, * p<0.05, ** p<0.01.).
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4.3. Kolesterol Uptake’in Belirlenmesi

4.3.1. Dil-LDL Assay

Hiicre dis1 isaretli kolesterol alimi TMEMY97 KO yapilmis HGC27 hiicre
hatlarinda belirlendi. LPDS’li besiyerinde ¢ogaltilan TMEM97 susturulmus hiicre
hatlarinda, kontrol hiicrelerine kiyasla, kolesterol aliminda artis gozlendi (Sekil
9.). Hiicrelerdeki Dil-LDL alimi floresan mikroskop ile gortintiilendi.

Dil-LDL uptake
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Sekil 9. TMEM97 KO hiticrelerde Dil-LDL alimi. A) 1 pg protein basina diisen floresan
ol¢tim spektrofotometrik olarak belirlendi (Data mean+SD olarak sunuldu, * p<0.05.). B,
C ve D Dil-LDL alimmin reprezentatif mikroskobik gortintiileri B) TMEM97 KO1
HGC27, C) TMEM97 KO2 HGC27, D) Kontrol HGC27. 20X magnifikasyon.

4.3.2. NBD-Kolesterol Assay

Lipoprotein icermeyen besiyerinde 4 giin boyunca kolesterol aclhigima birakilan
TMEM97 KO HGC27 hiicrelerinde hiicre disi kolesterol alimindaki orani
gostermek icin hiicreler 10 uM NBD etiketli kolesterol ile muamele edilmistir.
TMEMY97 baskilanmus hiicreler kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre disi kolesterole
daha ¢ok ragbet gostermistir (Sekil 10.).
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Sekil 10. TMEM97 KO HGC27 hiicrelerinde NBD-kolesterol alimi. A) 1 pg protein basina
diisen floresan ol¢ctim spektrofotometrik olarak belirlendi (Data meantSEM olarak
sunuldu, * p<0.05, ** p<0.01). B, C ve D NBD-kolesterol aliminin reprezentatif
mikroskobik gortinttileri. Yesil NBD-kolesterolti temsil ederken mavi DAPI ¢ekirdek
boyamasmi gostermektedir. B) TMEM97 KO1 HGC27, C) TMEM97 KO2 HGC27, D)
Kontrol HGC27. 20X magnifikasyon.

4.4. LPDS’li Besiyerinde TMEM97 KO Hiicrelerin Proliferasyonunun
Belirlenmesi

Lipoprotein icermeyen serumlu besiyerinde kiiltiirlenen TMEM97 KO HGC27
hiicrelerinde hiicre canlilig1 CellTiter kullanilarak belirlendi. Hiicrelerde kontrol
grubuna (sgRNA ctrl) gore anlamli bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 11.).
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Sekil 11. HGC27 hiicrelerinden elde edilen TMEM97 KO izojenik hiicrelerin FBS'li,

LPDS’li ve LPDS+LDL iceren besiyerinde cogalma grafigi. (Data mean+SEM olarak
sunuldu, * p<0.05.).

4.5. TMEM97 KO Hiicrelerde Amplex Red Cholesterol Assay ile Total
Kolesterol Ol¢iimii

HGC27 TMEM97 KO hiicreler normal besiyeri, LPDS’li besiyeri ve LPDS+LDL
iceren Dbesiyerinde kiltiirlendi. Kitin protokoline uygun olarak farkl
besiyerlerinde cogaltilan hiicrelerde total kolesterol miktar: olgiildii. Ayrica
hiicrelerden protein izolasyonu yapild: ve total kolesterol miktari, 6lctilen protein
miktarlara gore normalize edildi. TMEM97 eksprese eden kontrol hiicrelerinde
normal besiyerinde kolesterol miktar: yiiksek bulundu. Yine aym sekilde LPDS'li
besiyerinde de TMEM97 KO hiicrelerine kiyasla kontrol hiicrelerinde total
kolesterol miktarmin fazla oldugu gozlendi. TMEM97 eksprese etmeyen
hiicrelerde hiicre ici kolesterol miktarinin azaldig: belirlendi (Sekil 12.).
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Sekil 12. TMEMY97 KO hiticrelerde kolesterol 6l¢timii. (Data mean+SD olarak sunuldu, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.).

4.6. Xenograft
4.6.1. TMEM97'nin Tumor Gelisimindeki Etkisi

TMEM97 KO HGC27 hiicrelerinin nude farelere subkutan enjeksiyonu ile tiimor
gelisimi gerceklestirildi. Deney sonucunda TMEM97 KO hiicrelerden kokenlenen
tumorlerin  hacimsel olarak daha dtsiik oldugu gozlendi. Farelerin
sakrifikasyonunu takiben toplanan tiimorler fotograflandi (Sekil 13.).
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Sekil 13. Xenograft sonrasi toplanan timorlerin her gruptan bir temsili fotografi. A)
HGC27 kontrol grubunu, B) TMEM97 KO1 HGC27 grubunu ve C) TMEMY97 KO2
HGC27 grubunu gostermektedir.

Xenograft deneyinin baslangicindan bittigi gtine kadar yapilan olgtimlere gore
kontrol grubunda gelisen tiimorler hacimsel olarak istikrarli bir sekilde artarken
TMEMY97 KO yapimis gruplarda artis yavas gerceklesmistir. TMEM97 KO
hticrelerinden kokenlenen ttimorlerin agirliklarmin da kontrol grubuna kiyasla
¢ok daha diuistik oldugu belirlenmistir (Sekil 14.).
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Sekil 14. HGC27 TMEMY97 KO ve kontrol hiicrelerinden kokenlenen tiimdrlerin
hacimleri ve agriliklari. A) Timor hacimlerini gosterirken, B) sakrifikasyon sonrasi

toplanan tumorlerin agirhiklarini gostermektedir. (Data meantSEM olarak sunuldu, *

p<0.05).

4.6.2. Tumor Kesitlerinde Nekrotik Alan Tespiti

TMEM97'nin timor agresifligi tizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla timor
kesitlerinde nekrotik bolgelerin oransal dagilimi incelenmistir. Tumor
kesitlerinde hematoksilen & eozin boyamasi yapilmistir ve koyu pembe renk
hiicre cekirdeklerini gosterirken acik pembe alanlar nekrotik bolgeleri temsil
etmektedir (Sekil 15.). Nekrozun kontrol grubuna kiyasla TMEM97 KO gruplarda
daha ytiksek bir oranda oldugu saptanmistir (Sekil 16.).

A)

Sekil 15. Tumor kesitlerinde nekrotik alan. A) HGC27 kontrol hiicrelerini, B) TMEM97
KO1 HGC27 hiicrelerini ve C) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X
magnifikasyon.
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Sekil 16. Tuimor gruplarinda nekrotik alanlar. (Data mean+SEM olarak sunuldu, *

p<0.05, ** p<0.01.),

4.6.3. TMEM97'nin Apoptoz Uzerindeki Etkisi

Apoptoz tespiti icin One-step TUNEL In Situ Apoptosis Kit (Elabscience, E-CK-
A320) kullanild1. Protokole gore apoptozun ge¢ asamasinda ortaya cikan
parcalanmis DNA'nin 3’-OH bolgesine florokrom (FITC) etiketli dUTPlerin
baglanmasiyla yesil floresan 1s1ma ortaya ¢ikmaktadir. Nude farelerden toplanan
tumorlerden alinan kesitlerde apoptotik hiicreler, TMEM97 KO edilmis
hiicrelerde dikkat cekici diizeyde fazlayken kontrol grubunda bu oran ¢ok
dustiktur (Sekil 17).

Sekil 17. TUNEL assay kullanilarak ttiimor kesitlerindeki apoptotik hiicrelerin gosterimi.
Mavi DAPI ile boyanmis hiicre gekirdegini gosterirken, yesil TUNEL-pozitif apoptotik
hiicreleri gostermektedir. A) HGC27 kontrol hiicrelerini, B) TMEM97 KO1 HGC27
hiicrelerini ve C) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X magnifikasyon.

TUNEL assay sonras: fotograflar Fiji'de analiz edildi. Hesaplanan apoptotik
indeks, TMEM97 geni baskilanmis HGC27 hiicrelerinden kdkenlenen tiimorlerde
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kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek oranda apoptozun tetiklendigini
gostermistir (Sekil 18.). Veriler istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 18. Tumor kesitlerinde apoptotik indeksin ytizdesel ifadesi. (Data mean+SEM
olarak sunuldu, ** p<0.01, *** p<0.001.).

4.6.4. Tiimor Kesitlerinde Immiinohistokimyasal Analiz

Tumor kesitlerindeki agresifligi ve proliferasyon aktivitesini ortaya koymak icin
Ki67 antikoru ile immiin boyama gerceklestirildi. Sekil 19'da Ki67 immiin
boyama koyu kahverengi ile temsil edilirken zit ¢ekirdek boyamas: acik mavi ile
gosterilmistir. TMEM97 KO gruplardaki Ki67 yogunlugunun kontrol grubuna
kiyasla daha az oldugu saptanmistir. TMEM97 baskilanmis hiicrelerdeki Ki67
skorunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (Sekil
20.).

Sekil 19. Tumor kesitlerinde Ki67 immiin boyama. A) HGC27 kontrol hiicrelerini, B)
TMEM97 KO1 HGC27 hiicrelerini ve C) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini
gostermektedir. 40X magnifikasyon.
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Sekil 20. Timor dokularinda Ki67 skoru. (Data meantSEM olarak sunuldu, ****
p<0.0001.).

Tiumor kesitlerinde SREBF1, SREBF2, skualen ve LDLR antikorlar:1 kullamilarak
yapilan immiinohistokimyasal boyamalar Fiji uygulamasinda
degerlendirilmistir. Pozitif bolgelerde DAB kromojeni kahreverengi renk
olusturmustur. Kesitlerdeki hiicreler sayilmis ve pozitif piksel toplam piksel
miktarma oranlanmistir. Boyamalardaki koyu kahverengi immiin boyamay1
gosterirken pembe-kirmizi boyama ise zit cekirdek boyamasini gostermektedir.

Kolesteroliin ¢ncti molekiillerinin sentezinden sorumlu SREBF1 transkripsiyon
faktort. TMEM97 KO gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulundu (Sekil 21.).
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Sekil 21. SREBF1 immiinohistokimyasal degerlendirilmesi. A) Tumor gruplarmnda
SREBF1 pozitiflik orani, B) HGC27 kontrol hiicrelerini, C) TMEM97 KO1 HGC27
hiicrelerini ve D) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X magnifikasyon.
(Data mean+SEM olarak sunuldu, **** p<0.0001.).

LDL reseptorti aracili hiicre disi kolesterol alimmi dtizenleyen SREBF2
transkripsiyon faktortiniin pozitifligi TMEM97 KO gruplarda kontrol grubuna
kiyasla ¢ok daha ytiksek ¢ikmustir (Sekil 22.).
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Sekil 22. SREBF2 immiinohistokimyasal degerlendirilmesi. A) Tumor gruplarinda
SREBF2 pozitiflik orani, B) HGC27 kontrol hiicrelerini, C) TMEM97 KO1 HGC27
hiicrelerini ve D) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X magnifikasyon.
(Data mean+SEM olarak sunuldu, **** p<0.0001.).

Kolesterol sentezinde bir ara molekiil olan lanosteroliin sentezinden sorumlu
skualen epoksidaz da TMEMY97 KO gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha
dustik oranda bulunmustur (Sekil 23.).
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Sekil 23. SQLE immiinohistokimyasal degerlendirilmesi. A) Ttimor gruplarinda SQLE
pozitiflik orani, B) HGC27 kontrol hiicrelerini, C) TMEM97 KO1 HGC27 hiicrelerini ve
D) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X magnifikasyon. (Data
mean+SEM olarak sunuldu, **** p<0.0001.).

Ilgin(; bir sekilde TMEMY97 baskilanmis hiicrelerde LDL reseptor pozitifligi
SREBEF?2 ile korelasyon gostermemis ve kontrol grubuna kiyasla daha az bir oran
gozlenmistir (Sekil 24.).
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Sekil 24. LDLR immiinohistokimyasal degerlendirilmesi. A) Tumor gruplarinda LDLR
pozitiflik orani, B) HGC27 kontrol hiicrelerini, C) TMEM97 KO1 HGC27 hiicrelerini ve
D) TMEM97 KO2 HGC27 hiicrelerini gostermektedir. 40X magnifikasyon. (Data
mean+SEM olarak sunuldu, **** p<0.0001.).
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5. TARTISMA

Kanser diinya capinda ikinci énde gelen 6liim nedenidir [11]. Kanser, genlerde
birbirini izleyen bir dizi mutasyonun birikmesiyle olusur ve biriken mutasyonlar
hticre fonksiyonlarmi degistirir [50]. Bir cok kanser tiirtinde meydana gelen
mutasyonlar 6zellikle hiicre dongtistinti kontrol eden, hiicre proliferasyonundan
ve biiytimesinden sorumlu protoonkogenlerin onkogenlere doniismesine neden
olur [51]. Ayrica protoonkogenlere zit yonde etki gosteren, hiicre
proliferasyonunu baskilayan ve hiicre biiytimesini kontrol eden timor baskilayici
genler de mutasyona ugrayarak kontrolstiz hiicre boliinmesine neden
olmaktadir. Kanser hiicrelerinin kontrolstiz ¢cogalmasi beraberinde metabolik
faaliyetlerini yerine getirmek igin enerji kaynaklarina olan ihtiyaci dogurur.
Bunlarin basinda glikoz, glutamin, yag asitleri ve kolesterol gelmektedir.

Hiicrelerdeki kolesterol seviyesi dinamik olarak de novo biyosentez,
ekstraseliiler alim, depolama ve ekstraseliiler transport seklinde diizenlenir [52].
Kolesterol metabolizmasi normal hiicrelerde siki bir sekilde diizenlenir, kontrol
edilir. Insanlarda toplam kolesteroliin yaklasik %80’i viicutta sentezlenir, kalan
%20'lik dilim ise diyetle viicuda almnir [9]. Kolesterol, lipoproteinlerin bir parcas:
olarak kan dolasima dahil olur [53]. Plazma lipoproteinlerinin igerisinde
silomikronlar, VLDL, LDL ve HDL yer almaktadir.

Memeli hiicreleri, kan dolasimindaki LDL lipoproteinlerini LDL reseptorleri
(LDLR) aracilig1 ile absorbe eder. LDL'in LDLR’a baglanmasi ile reseptor-ligand
kompleksi olusur ve bu kompleks hiicre icerisine endositoz araciligy ile almir
[54]. Endozomda LDL, LDLR'dan ayrilir ve ardindan lizozoma transfer olur.
Burada LDL icerisindeki kolesterol esterleri hidrolizlenir ve serbest kolesterol
molekiilleri olarak salimir. NPC proteinleri serbest kolesterollerin lizozamdan
disar1 salmmasinda rol alir. Kolesterol, bu sterol transfer proteinlerinin
yardimiyla hiicre membranma veya endoplazmik retikulum membranina
transfer edilir [55].

Kolesterol biyosentezi, asetil-CoA’'nin kolesterole doniistimiiyle sonuclanan
yaklasik 30 enzimatik reaksiyonun bulundugu, mevalonat (MVA) yolag: ve
skualen biyosentezinin de yer aldig1 karmasik bir stirectir [56, 57]. Tum bu
stirecte 3-hidroksi-3-metil glutaril koenzim-A (HMG-CoA) rediiktaz (HMGCR)
ve skualen epoksidaz (SQLE) HMG-CoA’y1 MVA’a indirgeyen ve skualenin
oksidasyonu ile 2,3-epoksi skualene dontisimiinii saglayan iki anahtar hiz
limitleyici enzimlerdir [54].

Kolesterol homeostazimnin saglanmasinda sterol diizenleyici eleman proteinleri
(SREBP’ler) anahtar rol oynar. SREBP2 genel olarak kolesterol metabolizmasinda
rol alan genlerin ekspresyonunu diizenler ve kolesterol sentezinin ve aliminin
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birincil diizenleyicisidir. Kolesterol sentezini HMGCR’in aktivasyonunda rol
alarak, kolesterol alimini ise LDLR genini direkt aktive ederek dtizenler [58].
SREBP1 ise yag asidi sentezinde rol alan ve trigliserit metabolizmasinda rol alan
genlerin ekspresyonlarmi diizenler [59]. Dolayl olarak da LDLR aktivasyonunda
rol alir. ER membranindaki kolesterol seviyesi ytikseldigi zaman, bir kolesterol
algilayic1 olan SREBP kesimini aktive eden protein (SCAP) konformasyonel
degisime gider ve ER membranindaki Insig-1 proteinine baglanir [24]. Bu durum
SCAP/SREBP kompleksinin ER membraninda tutulmasiyla sonuglanir. ER
membranindaki kolesterol seviyesi diistiigtinde ise Insig-1 SCAP’tan ayrilarak
proteazomal degradasyona ugrar. Bunun sonucunda SCAP/SREBP kompleksi
golgi'ye hareket eder [54]. Burada SREBI”ler proteolitik olarak aktive olur ve bu
proteinlerin N terminal bolgeleri niikleusa giderek yag asidi sentezinde,
kolesterol biyosentezinde ve aliminda rol alan genlerin transkripsiyonunu aktive
eder [21]. LDLR ve kolesterol sentezinde rol alan 6zellikle HMGCR ve SQLE gibi
anahtar unsurlar SREBP proteinleri tarafindan direkt olarak diizenlenir [60].

Kolesterol, memeli hiicrelerinin hayatta kalmas1 ve biiytimesi i¢in hayati 5neme
sahiptir. Membran akiskanligina sahip ttim hiicre zarlarmin temel bilesenidir
[61]. Ayrica kolon, meme ve prostat kanserlerinin olusmasini tetikleyebilen veya
ilerletebilen safra asitlerinin ve steroid hormonlarmin 6ncti molekiliidiir [62].
Hedgehog ve SMO proteinlerinin kovalent modifikasyonunda rol alan kolesterol,
tumor olusumda ve kanser ilerlemesinde yer alan sinyal yolaklarmni da
dtizenleyebilir [62]. Kanser hiicreleri hizli cogalan hiicreler olarak, zar biyogenezi
ve diger fonksiyonel ihtiyaclar icin yiiksek seviyelerde kolesterole gereksinim
duyar [62]. Dahas1 kolesteroliin yapisal ve sinyalizasyondaki rolleri bagisiklik
sistemi hiticrelerinin aktivasyonu icin elzemdir. Dolayisiyla kolesterol ve
metabolitlerinin yiiksek konsantrasyonu yalmizca malign hiicre aktivitesini
tetiklemekle kalmaz ayni zamanda kanser hiicrelerine karsi verilecek immiin
yanitlar1 da engeller [63]. Son yillarda yapilan calismalar kolesterol
metabolizmasinin kanser gelisiminde ve ilerlemesindeki 6nemli rollerini ortaya
koyarken, tim bu islevleri hangi molekiiler yolaklar {izerinden nasil ve hangi
anahtar molekiiller tizerinden ytnettigi net olarak aydinlatilamamustir.

TMEMY97’yi kodlayan gen kromozom 17q11.2'de lokalizedir. TMEMY97, hiicresel
kolesterol homeostazin1 diizenleyen integral membran proteinidir [64]. ER ve
lizozamlar gibi organellerin membraninda yer alir [30]. TMEM97 SREBP’in hedef
genidir ve LDL alimmni, kolesterol trafigini ve hiicresel kolesterol seviyesini
dtizenler [30]. Wilcox ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada TMEM97 ve
kolesterol biyosentez genlerinin birlikte ifadesini hem UCSC Genome Browser'm
Gene Sorter GNF Gene Expression Atlas2 veritabanmi kullanarak yaptiklari in
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siliko analiz hem de hiicrelerde yaptiklar1 mikrodizi analizler ile
desteklemislerdir [26].

TMEMY97 kanserde ©Onemli bir rol oynar [30]. TMEM97'nin hiicre
proliferasyonunun bir belirteci oldugu ortaya konmus ve kolon, mide, 6zofagus,
akciger, yumurtalik, prostat kanserleri gibi ¢ok ¢esitli insan ttimorlerinde ytiksek
oranda eksprese edildigi belirlenmistir [64, 30]. Fakat menenjiyomlar, pankreas
ve bobrek kanserinde ekspresyon seviyesinin diistigu belirlenmis [65, 66]. Bu
baglamda, TMEMO97'nin bazi tumorlerde fazla anlatimi s6z konusuyken
bazilarinda diisiik ekspresyon profili gostermesi bu proteinin insan
malignitelerinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir.

Ramalho-Carvalho ve ekibi TMEM97’yi prostat kanseri LNCaP hiticre hattinda
CRISPR/Cas9 aracili baskilamislar ve hiicre proliferasyonunun azaldigmi
gozlemlemisler [67]. Ayrica Qu, Qiu ve Xu ve ekiplerinin yaptig1 calismalarda,
meme kanseri, mide kanseri ve glioma hticrelerinde TMEM97'nin siRNA aracili
gecici olarak susturulmasmin hiicre canliligini ve invazyon ile gocti azalttig:
saptanmustir [30]. Ek olarak Dong ve arkadaslar1 kolorektal kanser hiticreleri
HCT116'da TMEM97’yi siRNA aracili susturmuslar ve SW480'da ise
overekspresyon yapmislar ve bunun sonucunda TMEM97'nin susturulmasi
hiicre proliferasyonunu azaltirken, overekspresyonu proliferasyonu pozitif
yonde etkiledigini gostermistir [64]. Ayrica yine aym1 grup, TMEM97'nin
kolorektal kanser hiicre hatlarinda hem in vivo hem de in vitro apoptozu inhibe
ettigini gostermistir [64]. Bu veriler, TMEM97'nin spesifik tiimor hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olabilecegini dustindtirmektedir.

Calismamizda, HGC27 hiicre hatlarinda CRISPR/Cas9 aracilig1 ile TMEM97 geni
susturuldu (Sekil 7.). TMEMY97 susturulmus HGC27 hiicreleri LPDS’li veya FBS'li
serum iceren besiyerinde kiilttirlendi ve hiicrelerde qRT-PCR ile kolesterol
metabolizmasinda anahtar rol oynayan HMGCR, SQLE ve LDLR gen
ekspresyonlari incelendi (Sekil 8.). LPDS’li besiyerinde ¢ogaltilan hiicrelerde bu 3
genin ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla daha diistik oldugu gozlendi.
LPDS’li besiyeri icerisinde kiiltiirlenen HeLa hiicreleri ile yapilan bir
kolokalizasyon calismasinda TMEMY97 ve LDLR'mn yiiksek derecede ortak
lokalizasyonu oldugunu gosterilmistir [31]. Bu veriler TMEM97'nin kolesterol
metabolizmasinda rol alan proteinlerle bir etkilesim icerisinde oldugunu
dustundurdu.

Bu tez kapsamunda TMEMY97 susturulmus HGC27 hiicre hatlarmnda normal
serumlu, LPDS’li ve LPDS’le inkiibasyondan sonra LDL eklenmis besiyerinde
hticre canliligindaki degisimi gostermek amaciyla hiicre canlilik deneyi yapildi
(Sekil 11.). TMEM97 susturulmus HGC27 hiicrelerinin LPDS’li ve LPDS+LDL
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besiyerinde kontrol grubuna kiyasla daha cok oldugu gozlendi. Bu sonuglar
TMEM97'nin hticre dist kolesterol aliminda onemli bir rolti olabilecegini
dustindirdi. TMEM97'nin kolesterol biyosentezindeki roliinti irdelemek
amaciyla TMEM97 susturulmus HGC27 hiicreleri normal serumlu, LPDS'li ve
LPDS+LDL'li besiyerinde gogaltild1 ve bu hiicrelerde toplam kolesterol miktar:
Amplex Red kolesterol assay ile olctildii. LPDS’li besiyerinde kiiltiirlenen
TMEMY97 susturulmus gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha az miktarda
kolesterol tespit edildi (Sekil 12.). Ek olarak TMEM97'nin hticre dis1 kolesterol
alimindaki etkisi Dil-LDL ve NBD-kolesterol assay yapilarak test edildi. TMEM97
KO HGC27 hicreleri lipoprotein icermeyen besiyerinde kolesterol agligina
brrakildi. Hiicrelere etiketli Dil-LDL ve NBD-kolesterol verildigi zaman TMEM97
KO hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla kolesterol aliminda anlamli bir artis
gozlendi (Sekil 9., Sekil 10.). Cantanero ve ekibinin yaptigi calismada, FBS'li
besiyerinde kiiltiirlenen TMEMY97 ekspresyon seviyesi diisiik MCF10A ve
TMEMY7 ekspresyonu yiiksek MDA-MB231 hiicre hatlarina TopFluor-kolesterol
verildiginde MCF10A’da MDA-MB231’e kiyasla daha diistik seviyede kolesterol
alimi  saptanmustir.  Yine aym ¢alismada MDA-MB231'de TMEMY7
susturuldugunda  kolesterol — alimmin dtstugt, MC10A’da  TMEMY97
overekspresyonu yapildiginda kolesterol alimmin arttig1 gosterilmistir [68]. Bu
veriler, TMEM97'nin kolesterol aliminda 6nemli bir etkisi oldugunu gosterirken
ayn1 zamanda farkli hiicre hatlarinda kolesterol alimmi zit yonde
etkileyebildigini de gostermektedir.

Calismamizda TMEM97'nin in vivo timor gelisimindeki ve timor hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkisini gostermek amaciyla TMEMY97 susturulmus
HGC27 hiicre hatlar1 nude farelere subkutan enjekte edildi. Deney siiresince
olusan tiimorlerin hacmi haftada 2 kez 6l¢iildii ve TMEMY97 susturulmus tiimor
grubunun kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha diistik hacimde oldugu gozlendi
(Sekil 14.). Ayrica sakrifikasyondan sonra ttimorlerin agirliklar1 da olctilerek
benzer bir netice elde edildi (Sekil 14.). Zhu ve arkadaslarmin yaptigi bir
calismada da TMEM97 KO MDA-MB231 xenograftlarinin timor gelisimini hem
hacimsel hem de agirlik olarak negatif yonde etkiledigi gosterilmistir [69].
TMEM97'nin apoptoz ile iliskisini belirlemek icin parafine gomdiilii ttimorlerden
kesit alarak TUNEL apoptoz tespit deneyi yaptik. Mikroskopta cektigimiz
fotograflarda TMEMY97 KO gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oranda apoptotik hiicre popiilasyonu oldugunu gosterdik (Sekil 17.). Fiji [70]
yaziliminda yaptigimiz analizde ise apoptotik indeksin TMEM97 KO hticrelerde
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu belirledik (Sekil 18.).
Wu ve ekibinin 2020°de yaptig1 calismada BGC-823 mide kanseri hiicrelerinde
TMEM97'nin  RNAi aracili susturulmasmin, Wnt/p-katenin sinyal yolag:
tizerinden, apoptozu indiikleyebilecegi 6ne stiriildii [71]. TMEM97'nin kolesterol
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metabolizmasinda rol alan SREBP1, SREBP2, LDLR ve SQLE anahtar proteinler
ile iligskisini in vivo gostermek amaciyla timor kesitlerinde immiin boyama
yapildi. Bunun sonucunda kontrol grubuna kiyasla, TMEM97 KO gruplarda
SREBP1 ve SREBP2 pozitifliginin anlaml1 derecede fazlayken (Sekil 21., Sekil 22.)
SQLE ve LDLR pozitifliginin ise anlamli derecede diistik oldugunu gosterdik
(Sekil 23., Sekil 24.). TMEM97 susturulmus HGC27 hiicrelerinde yaptigimiz in
vitro qRT-PCR calismast da in vivo ¢alismamizi dogrulamaktadir. TMEM97 nin
proliferasyon tizerindeki etkisini de ortaya koymak amaciyla parafine
gomdiiglimiiz timorlerde proliferasyon markiri Ki67 ile immiin boyama yapildi
(Sekil 19.). Bunun sonucunda TMEMY97 KO hiicrelerdeki Ki67 boyama
yogunlugunu kontrol grubuna kiyasla daha az oldugunu belirledik. Yaptigimiz
analizde ise Ki67 skorunun TMEMY97 susturulmus gruplarda kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede duisiik oldugunu gosterdik (Sekil 20.). Zhu ve ekibinin
yaptig1 calismada, TMEM97 KO MDA-MB231 xenograflarinda da benzer bir
sonu¢ ortaya konmustur [69]. Bu veriler, TMEM97'nin onkojenik potansiyele
sahip olabilecegini diistindtirmuistiir.

TMEMY97 susturulmus ttimor kesitlerinde nekrotik alanlarin kontrol grubuna
kiyasla daha az oldugunu gosterdik (Sekil 15.). Fiji [70] programinda yapilan
analizde ise TMEMY97 KO gruplarda nekrozun ytizdesel dagiliminin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede diistik oldugunu gosterdik (Sekil 16.). Timor
hipoksisi agresif kanserlerin énemli bir 6zelligidir ve bunun morfolojik belirteci
ise nekrozdur [72]. Nekrozun endometriyal kanserde artmis tiimor hiicre
proliferasyonu ile iliskisi oldugu [72] ve hepatoselliiler karsinomda timor
boyutu ve vaskiiler invazyon ile korelasyonu oldugu tespit edilmistir [73]. Bu
bilgiler bize TMEM97'nin timor gelisimde apoptozu inhibe ettigi ve nekrozu
tetikleyerek hiicre proliferasyonunu artirirken, timor agresifligini de
tetikledigini diistindturmiisttir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda,

1.

TMEMY97 KO HGC27 hiicrelerinde qRT-PCR ile LDLR, HMGCR ve SQLE’1n,
kolesterol biyosentezinden ve hiicre disi kolesterol aliminda gorevli anahtar
faktorlerin, gen ekspresyon seviyelerinin lipoprotein icermeyen besiyerinde
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugunu gosterdik. Gen ekspresyon
seviyelerinin yam1 sira Western blotlama ile de protein ekspresyon
miktarlarmin gosterilmesi bulgularimizi giiglendirebilir. Ayrica yine bu
genler sirayla CRISPR/Cas9 aracili susturulup TMEM97 gen ve protein
ekspresyon seviyesi kontrol edilerek ko-ekspresyon daha net gosterilebilir.
TMEM97 KO HGC27 hiicrelerinde hiicre disi kolesterol aliminin kontrol
grubuna kiyasla arttigini hem Dil-LDL hem de NBD-kolesterol assay ile
gosterdik. Literattirde farkli kanser hticrelerinde farkli sonuclar alinmistir. Bu
dogrultuda ayn1 deney farkl: tip kanser hiicre hatlarinda da yapilabilir.
TMEM97 KO yaptigimuz HGC27 hiicreleri ile hiicre canlilifi deneyi yaptik.
LPDS’li besiyerinde hiicre canliliginin TMEMY97 susturulmus gruplarda,
kontrole kiyasla, distugtinti belirledik. Farkli tip kanser hiicrelerinin
metabolik faaliyetleri de farkli oldugu icin bu deneyin farkli tip kanser
hticrelerinde de tekrarlanarak daha genis kapsamli bir sonug alinabilir.
TMEMY97 susturulmus HGC27 hiicreleri ile yaptigimiz xenograft deneyinde
TMEM97'nin, timor hiicre proliferasyonu, apoptozun inhibisyonu ve artmis
nekroz ile iliskisi oldugunu TUNEL assay ve immiin boyamalar ile gosterdik.
Ek olarak proliferasyon, apoptoz ve nekroz, tiimor dokularindan RNA
izolasyonu yapilarak qRT-PCR’da veya protein izolasyonu yapilarak Western
blotlama’da da gosterilebilir.

Yaptigimiz in vivo analizlerde TMEMY97 susturulmus timor kesitlerinde
SREBF1 ve SREBF2 transkripsiyon faktorlerinin, kontrole kiyasla, oldukga
yiiksek miktarda oldugunu gosterdik. Bu anahtar faktorler in vitro qRT-
PCR’da ve Western blotlamada da tespit edilerek in vivo ile korelasyonu
gosterilebilir. Ayrica tiimor Kkesitlerinde HMGCR ile immiin boyama
yapilarak qRT-PCR sonuclarimiz dogrulanabilir.

Yaptigimiz in vivo ve in vitro analizler TMEM97'nin onkojenik aktiveteye
sahip oldugunu ve kanserde kolesterol metabolizmasinda net bir roli
oldugunu gostermistir. Fakat TMEM97'nin kanser hiicrelerinde kolesterol
metabolizmasinda hiicre ici veya hiicre dis1 etki mekanizmasinin daha net
aydmlatilabilmesi i¢cin LPDS’li ve normal besiyerinde kiiltiirlenen TMEM97
KO hiicrelerinde lipidomiks, protemiks veya metabolomiks calismalar:
yapilabilir.
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7. Bulgularimiz TMEM97'nin kanser gelisiminde ve tiimor agresifligindeki
roliinii ortaya koymustur. TMEM97'nin hedeflenebilir bir molekiil potansiyeli
tasidigr literatiirde belirtilmistir. Bu baglamda TMEM97 uygun ligand
skoruna sahip molekiiller ile hedeflenebilir. Bu molekiiller terapotik
yaklasimlar i¢in kullanilabilir.

8. Yaptigimiz calismada TMEM97 KO HGC27 hiicrelerine ek olarak ayni
hticrelerde TMEM97 overekespresyonu da yapilarak sonuglar iki tarafh
degerlendirilebilir.
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