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OZET

Karaciger kanseri, 6liime sebebiyet veren kanserler siralamasinda erkeklerde 2.
kadinlarda ise 6. sirada olup One cikan en yaygin tipi Hepatoseliiler Karsinom
(HCC)’dur. HCC olusumunu tetikleyen etmenlerin basinda viral hepatitler, aflatoksin
zehirlenmeleri ve asir1 alkol tiiketimi gelmektedir.

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi HCC tanisinin Olimciil agamalara
gelmeden konulabilmesi ic¢in tiimoér olusumunda rol alan gen ve proteinlerin
seviyelerindeki degisimin anlasilmasi gerekmektedir. Bu sebeple genotipik ve
fenotipik acgidan farkli 6zellikler sergileyen dokuz HCC hiicre hatt1 ile ¢alisilmistir.
Bu hiicre hatlarinda, hem pro — apoptotik hem de hiicre dongiisiinii ve canliligin
destekleyici rolleri  bulunan FLASH/CASP8AP2 ifadelenmesi, RT-gPCR,
immiinfloresan ve immiinhistokimya yontemleriyle incelenmistir. Immiinhistokimya
analizleri i¢in ¢oklu doku makrodizinleri kullanilmistir.

CASP8AP2 geni tiim hiicre hatlarinda ifadelenmekte olup bu hiicreler arasinda
goze carpan bir degisim gozlenmemistir. Gen ifade diizeyleri, immiinofloresanda
elde edilen protein ifadelenmeleri ile kiyaslandiginda sonuglarin tutarli oldugu
saptanmigtir. Hem saglikli hem de ¢esitli kanser dokularinda yapilan
immiinhistokimya analizleri sonucunda sadece saglikli mide dokularinda FLASH

protein ifadelenmesine rastlanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Kanseri, Hepatoseliiler Karsinom (HCC),
FLASH/CASP8AP2, Apoptoz, Histon Pre — mRNA Olgunlasmasi.



SUMMARY

Liver cancer is the second leading cause of cancer deaths in men and the sixth
leading cause of cancer deaths in women. Hepatocellular Carcinoma (HCC) is the
most common type among the liver cancers. Viral hepatitis, aflatoxin intoxication
and excessive alcohol consumption are the leading factors triggering HCC
development.

As in the case for other cancer types, genes and proteins involved in tumor
progression must be thoroughly investigated in order for HCC to be diagnosed before
the disease reaches end-stage fatal status. For this purpose, nine different HCC cell
lines exhibiting distinct genotypic and phenotypic traits are used in this study.
FLASH protein encoded by CASP8AP2 gene was shown to play roles in apoptosis,
cell cycle and cellular proliferation. Thus, its expression is investigated in HCC cell
lines and tissues by RT-gPCR, immunofluorescence and immunohistochemistry.
Immunohistochemical analyses were performed in multiple tumor tissue arrays as
well.

Although there has been CASP8AP2 expression in all HCC cell lines, we didn’t
observed marked changes in expression levels. Gene expression levels were in
accordance with the protein levels obtained by immunofluorescence microscopy.
According to the immunohistochemistry studies performed on both various normal
and cancer tissues, FLASH protein expression was only detected in healthy stomach

tissue samples.

Key Words: Liver Cancer, Hepatocellular Carcinoma (HCCQC),
FLASH/CASP8AP2, Apoptosis, Histone Pre — mRNA maturation.
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1. GIRIS

Karaciger kanseri, diinya ¢apinda erkeklerde en sik teshis konulan 5. kanser
tiiri olup kanser oliimlerinde ise 2. siradadir. Kadinlarda ise en sik teshis konulan
kanser tiplerinde 7. sirada iken 6liime sebebiyet veren kanserler arasinda 6. siradadir
[Jemal et al., 2011].

Primer karaciger kanserleri arasinda, hepatoseliiler karsinom (HCC) histolojik
acidan one cikan en Onemli alt tiir olup, diinya ¢apinda toplam karaciger kanseri
vakalarinin %70 — 85’ini kapsamaktadir [Jemal et al., 2011].

Karaciger kanserinin en onde gelen sebepleri arasinda viral hepatitler,
aflatoksin zehirlenmeleri ve asir1 alkol tiketimi gelmektedir [Jemal et al., 2011],
[Wang et al., 2002].

Hepatoseliiler karsinoma olusumunun hem 6ncesinde hem de olusum siirecinde
pek cok sinyal ileti yolaginda ve gen ifadesinde degisimler gozlenmektedir. Bu
degisimlerden bazilari, 6zellikle viral hepatitler nedeniyle olusan p53 proteinindeki
anomaliler, hiicre dongusunt kontrol eden genlerin ifadelerindeki ve WNT sinyal
ileti yolagindaki degisimlerdir [Nita et al. 2002], [Cha and DeMatteo, 2005].

Kanser arastirmalarinda pek c¢ok hiicre hatti kullanilmakta olup bu hiicre
hatlarinda, pek ¢ok 6zelligin yan sira farklilasma oranlar1 ve metastaz 6zellikleri de
degisiklik gosterebilmektedir.

CASP8AP2 geni tarafindan tretilan FLASH, pro-apoptotik bir protein olarak
kesfedilmesine ragmen [Imai et al., 1999] hicre proliferasyonunu destekler
bigimdeki diger 6zelliklere de sahip bir proteindir [Choi et al., 2001], [Barcaroli et
al., 2006a], [Yang et al., 2009].

Bu calismada, farklilasma diizeyleri, metastaz Ozellikleri ve diger bazi
ozellikleri (p53 gen ifadesi gibi) farklilik gosteren dokuz HCC hiicre hatt1 kullanilmis
ve bu hiicre hatlarinda FLASH/CASP8AP2 ifadelenmesi hem protein hem de gen
dizeyinde in vitro incelenmistir. In vivo ¢alismalar i¢in ise pek ¢ok farkli tipteki
normal ve kanserli doku orneklerini iginde barindiran parafin doku dizinlerinde

immiinhistokimyasal analizler gergeklestirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Hem hiicre 6liim yolaginda hem de hiicrelerin bdliiniip ¢ogalmalari i¢in gerekli
streclerde rol alabilen FLASH/CASP8AP2 geninin, bu slreclerdeki anomaliler
sonucu kanserlesmis hiicrelerdeki ifadesi merak konusudur.

Apoptotik Ozelliklerinin yan1 sira, NF-«xB aktivasyonu, hiicre dongiisii
regulasyonu, steroid hormon reseptor transaktivasyonunun modiilasyonu gibi farkli
gorevleri bulunan FLASH 1n, kanserli hiicrelerde de farkl ifadeleri gosterilmistir. 11k
bulundugunda sitoplazmik bir protein olarak gosterilse de, sonraki caligmalarda
FLASH’1n 6zellikle CB (Cajal Cisimcikleri), PML-NB (Promyelocytic Leukemia —
Nukleer Cisimsikleri) ve HLB (Histon Locus Cisimcik)’lerde de lokalize oldugu
anlasilmistir. Prof. Dr. Tamer Yagci tarafindan Bilkent Universitesinde gelistirilen
1A4 hibridoma klonu anti-FLASH monoklonal antikorunu Gretmektedir. Bu
calismada, FLASH’in HCC hiicre hatlarindaki ifadesinin hem gen hem de protein
seviyesinde incelenmesi amaclanmis ve protein ifadesinin diizeyi ve yerlesimi 1A4
monoklonal antikoru ile saptanmistir. Antikorun in vivo degerlendirilmesi HCC ve

¢oklu tiimor doku dizinlerinde gergeklestirilmistir.



2. KARACIGER KANSERI

2.1. Karaciger Histolojisi

Hepatositler 6 veya daha fazla yiizeyli, polihedral ve yaklagik 20-30 mikron
capli hiicrelerdir. Genellikle bir veya bazen iki nukleuslu olup, soluk pembe
sitoplazma boyanmasi gosterirler. Hepatositlerin sitoplazmalarinda ince kahverengi
graniiller halinde lipofiissin pigmenti ve seyrek olarak da yag vakuolleri
bulunabilmektedir.

Histolojik agidan bakildiginda ise karaciger, hepatosit kordonlarinin meydana
getirmis olduklari lobiillerden olusmaktadir. Karaciger lobiilleri yapisal anlamda 0,7
x 2 mm. boyutlarinda, poligonal, prizmatik bir karaciger kitlesi olarak tarif edilebilir.

Komsu hepatositler arasindan, duvari iki hepatositin plazma membranlarindan
olusan safra kanalikiilleri ge¢mektedir. Bu kanalikiiller, safranin tagindigi ilk
yapilardir.

Hepatositlerde, organizmanin yaslanmasimna bagli olarak artan lipofiissin

miktart ve bliylimiis nukleuslar belirgin 6zelliklerdendir [Aksoy, 1977].
2.2. Karaciger Kanserine Genel Bakis

Karacigerde goriilen malignant (kotii  huylu)  timorler, temelde
adenokarsinomalar (metastaz 6zelligi olmayan) olup, en 6nemli iki tlri hepatoseliiler
karsinoma ve kolanjiokarsinomadir.

Karaciger kanserlerinin histolojik agidan siiflandirilmasi ise su sekildedir:

e Hepatoseliiler Karsinom (karaciger hiicre karsinomu)

o Hepatoseluler Karsinom — Fibrolamellar tipi (Kadinlarda daha yaygindir)
e Kolanjiokarsinom (Intra ve ekstrahepatik safra kanal1 karsinomu)

o Karisik Tipli Hepatoseliiler Kolanjiokarsinom

e Farklilasmanin Goriilmedigi Diger Tipler



Yine bu simiflandirma icinde yer alan fakat erigkinlerde pek rastlanilmayan

diger bir tip ise hepatoblastomdur [Web 1, 2012].
2.3. Hepatoseltler Karsinom (HCC)

Karaciger kanseri, diinya capinda erkeklerde en sik teshis konulan 5. kanser
tiiri olup kanser oliimlerinde ise 2. siradadir. Kadinlarda ise en sik teshis konulan
kanser tiplerinde 7. sirada iken 6liime sebebiyet veren kanserler arasinda 6. siradadir.

2008’de diinya ¢apinda yaklasik 748.300 yeni karaciger kanseri vakasi ve
695.900 oliimii gergeklesmistir. Bu vaka ve dliimlerin yarisinin ise Cin’de oldugu
saptanmustir.

Primer karaciger kanserleri arasinda, hepatoseliiler karsinom (HCC) histolojik
acidan One c¢ikan en Onemli alt tiir olup, diinya ¢apinda toplam karaciger kanseri
vakalarinin %70 — 85’ini kapsamaktadir.

Geligmis tilkelerde, toplam karaciger kanseri nedenlerinin %?23’iini HBV
(Hepatit B Virst) enfeksiyonu olustururken, %20’sini ise HCV enfeksiyonu
olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde ise, HBV enfeksiyonu toplam karaciger
kanseri vakalarinin % 60’11, HCV (Hepatit C Virls) enfeksiyonu da % 33’{inii teskil
etmektedir. Ayrica, kronik HBV enfeksiyonu ile aflatoksin B1 (AFB) arasindaki
etkilesimin de karaciger kanserini arttirdig1 gézlenmistir.

Amerika’da ve diger pek ¢ok diisiik-risk seviyesindeki Bati iilkelerinde, alkole
bagimli sirozun ve muhtemelen obeziteyle iligkili alkolden bagimsiz karaciger
yaglanmasinin, karaciger kanserinin en temel nedenleri oldugu diisiiniilmektedir.

Obezite salgin1 ve enjeksiyonlu ilag kullanicilar1 arasindaki devam eden
bulasma nedeniyle artan HCV enfeksiyonlarindan dolay1 karaciger kanserinin
goriilme sikligi Amerika ve Orta Avrupa da dahil olmak tizere diinyanin pek ¢ok

yerinde gittik¢e artmaktadir [Jemal et al., 2011].



2.3.1. HCC’da Patogenez ve Karsinogenez

2.3.1.1. Viral Hepatit Kaynakh Karaciger Kanserinin Molekiiler
Patogenezi

2.3.1.1.1. Hepatit B Viriisii (HBV)

HBV, dairesel genomik DNA’ya sahiptir ve karacigerde nekrozla seyreden
akut ve kronik yangilar olusturabilmektedir.

HBV’nin transaktive edici proteininin bilesenlerinden olan HBx’in p53’e in
Vivo Ve in vitro baglandigi gosterilmistir. HBx, p53’iin indiikledigi apoptozu inaktive
etmekte ve hem p53’¢ bagimli hem de bagimsiz durumlardaki nikleotid eksizyon
tamirini inhibe etmektedir [Wang et al., 2002].

Onkogenik HBx nedeniyle hiicresel genlerin  deregiilasyonlarinin,
karacigerdeki kanserlesme siirecinde hepatosit proliferasyonunu destekleyen éncil
bir adim oldugu ileri siiriilmiistiir [Wang et al., 2002].

HBV kaynakli HCC’'nin farkli mekanizmalar sonucunda tetiklenebilecegi
disiiniilmektedir. (I) Konak genomuna viral entegrasyonun sonucunda hcre
dongiisii genlerindeki degisimler gerceklesebilir; (I1) kronik hepatit veya hepatik
siroz hiicre dongiisii genlerini somatik mutasyonlar ve/veya epigenetik degisikliklerle
etkileyip hipermutajenik bir durum olusturabilir; (III) kronik karaciger yangisi
mutasyona yatkin bir ¢evre olusturabilir; (IV) Viral transaktive edici protein olan
HBV X, konak genoma entegre olduktan sonra, p53 ve p21Wafl’in de aralarinda
bulundugu hiicre dongiisiinde gorevli genlerin deregiilasyonuna neden olabilir [Nita
etal., 2002].

HBV enfeksiyonu HCC gelistirme riskini 100 kat arttirmaktadir. X proteini,
HCC hiicre hatlarindaki EGFR anlatimini arttirmakta ve TGF-a’y1 da uyarmaktadir
[Cha and DeMatteo, 2005].



2.3.1.1.2. Hepatit C Virust (HCV)

HCV, bir RNA viriisiidiir ve kronik hepatit, siroz ve HCC’nin temel ajani
olarak gorilmektedir. HCV’nin kor ve NS4B proteinlerinin, 06zellikle HCC
olusumuyla ilgili yangisal sitokinlerin iiretimine ve hiicresel proliferasyona katki
sagladiklar1 gosterilmistir [Nita et al., 2002].

HBYV ile karsilastirildiginda, HCV, karacigerde daha fazla yangiya ve daha sik
siroz goriilmesine neden olmaktadir. Sirozlu hastalar karsilastirildiginda, HBV’li
hastalarin HCC gelistirme oranlar1 %27 iken, HCV’li hastalarin %75 dir. Kronik
HCV hepatitli hastalardaki HCC nin molekiiler patogenezi ¢ok iyi bilinmese de, in
vitro olarak ras ve diger pek ¢cok onkogenin promotor bolgesinin etkilendigi ve ayrica

p53 transkripsiyonunun engellendigi bildirilmistir [Cha and DeMatteo, 2005].

Viral Infection

/

Oxidative Stress

Stellate Cell Apoptosis

Activation Direct
Cirrhosis @——— P Genetic
Hepatocyte Defects
Regeneration

Fibrosis ————p HCC

Sekil 2.1: Kronik hepatitin HCC’nin patojenezindeki 6nerilen rolu.

2.3.1.2. Kalitimsal Metabolik Hastaliklar

HCC, hemochromatosis (hemokromatoz — asir1 demir depolanmasi), Wilson
hastalig1 (asir1 bakir depolanmast), porphyria (porfiri — hem biyosentezinde gorevli
enzimlerden birinin aktivitesinde azalma) ve o-antitripsin eksikligi gibi belirli
genetik hastaliklarda daha sik goriilmektedir [Wang et al., 2002].

Hemokromatozlu hastalarin yaklasik %40 ile 60’1 HCC gelistirmektedir. Yine
baska bir otozomal ¢ekinik bir hastalik olan tirozinemide de HCC gelistirme ihtimali
%40 civaridir [Cha and DeMatteo, 2005].



2.3.2. HCC’da Genomik ve Proteomik Degisimler

2.3.2.1. Preneoplastik Fazdaki Genomik Degisimler

Transforme edici biyume faktori-o (TGF-0) ve insiilin — benzeri biyime
faktorii - 2 (IGF-2)’nin artan ifadeleri, hepatositlerin asir1 prolifere olmalarini
saglamaktadir. Bu artisin temel sebebi, karsinogenlerden dolay1r zarar goérmiis
dokulara sizan kronik yangi hiicrelerince iiretilen sitokinler, viral transaktivasyon ve
karacigerin hiicre kaybina kars1 verdigi yenileyici yanitlardir.

Kronik hepatit ve sirozdan muzdarip karacigerlerin bir kisminda da DNA

metiltransferazlarin (DNMTs) anlatimlarinda artis goriilmistiir.

2.3.2.2. HCC’daki Genomik Degisimler

Kronik hepatit veya sirozdan muzdarip olan karacigerlerin sadece ¢ok az bir
kism1 sonugta HCC olusturmakta ve genlerde ilk olarak goriilen erken epigenetik ve
yapisal degimler tek baglarina malignant fenotipteki hepatosit olusumunda yetersiz
kalmaktadirlar.

Ornegin baslangigta c-myc geninin asir1 anlatimi promotor hipometilasyonu ile
es gidimli ilerlese de, sonrasinda gen amplifikasyonu da bu duruma katkida
bulunmaktadir. Yine, CDKN2A (diger ismiyle pl6INK4A) nin azalan
ekspresyonunun temel sebebi promotor hipermetilasyonu ile iliskilendirilse de,
heterozigotlugun kaybi (LOH: Loss of Heterozygosity), biallelik kayip ve
mutasyonlar da bu genin kaybinda i gormektedir.

Hepatokarsinogenezin  olusumunda, hepatositlerin  prolifearasyonlarinki
hizlanma tiim prencoplastik durumlarda gozlenebilse de, preneoplastik lezyonlardaki
genomik degisimlerin rastgele oldugu ve HCC hiicrelerinin farkli yollar1 izleyebildigi
diistintilmektedir. Bu sebeple HCC’de “heterogeneity”den (genomik degisimlerin
cesitliligi) bahsedilmektedir [Thorgeirsson and Grisham, 2002].



2.3.2.3. HCC Olusumunda Anlatimlar1 Degisen Diger Genler

2.3.2.3.1. p53

Karaciger kanserinde oOzellikle Aspergillus flavus ve tiirevleri tarafindan
uretilen aflatoksinlerle yakindan iligskilendirilmektedir. Aflatoksine ¢ok fazla maruz
kalan Cin, Senegal, ve diger Afrika iilkelerindeki HCC hastalarinin %20-75’i p53
geninde spesifik bir mutasyonuna sahiptir [Nita et al., 2002], [Cha and DeMatteo,
2005].

2.3.2.3.2. Hucre DOngusi

Siklin D1 ve pl16INK4 gen ifadesindeki degisimler HCC’larin %34 (nde
goriiliir. HCC’larin neredeyse %40’inda p21Wafl/cipl geni diisiik mRNA seviyesi
gostermektedir. Rb geninin bulundugu boélgenin, HCC hastalarinin %30’unda siklikla
kayboldugu gozlenmistir [Nita et al., 2002], [Cha and DeMatteo, 2005].

2.3.2.3.3. Apoptoz

Hepatositlerde apoptoz miktarindaki azalma, normal durumda 6lmesi gereken
hiicrelerin sagkalimlarina ve boylelikle molekiiler anomaliler igeren hiicrelerin klonal
artisa girmesine ve neoplastik degisimine sebebiyet vermektedir. Anti — apoptotik
Bcl-XL geninin HCC da predominant gen oldugu gosterilmistir. Zira Bcl-XL geni
azalan hepatoblastoma hiicre hatlarinin kemoterapi ilaglarina hassasiyeti artmistir

[Nita et al., 2002], [Cha and DeMatteo, 2005].

2.3.2.3.4. WNT Sinyal Yolag (APC/AXIN/p-Katenin/TCF)

Wnt sinyal yolagi organ olusumu ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin farkli
sathalarinda onemli gorevler iistlenmektedir. Bu yolaktaki sinyal iletiminde B —
katenini stabilize eden APC, AXIN ve GSK3p proteinleri de gorev yapmaktadir.

Calisilan 100 primer karaciger tumoriinde ve HCC tiirevli hiicre hatlarinda AXIN



geninin mutasyona ugradigir goriilmiistiir [Nita et al., 2002], [Cha and DeMatteo,
2005].

2.3.2.3.5. Heterozigotlugun Kaybi (LOH)

HCC’larin yarisinda Rb’da LOH goriilmiistiir. Buna karsin, APC geninde LOH
cok daha azdir (incelenen hastalarin 29°da 5’inde). HCCda en ¢ok gorilen genetik
defekt kromozom 16q’nun kaybi gibi goriilmektedir. Bu bolgedeki en olas1 hedef
160922 de bulunan E-kaderin genidir. Kronik hepatit veya sirozlu karaciger
dokularinin %46sinda ve HCC larin %67 sinde bu genin 5’CpG adalariin de novo
metilasyonu gozlenmistir [Nita et al., 2002], [Cha and DeMatteo, 2005].



3. FLASH (FLICE - ASSOCIATED HUGE
PROTEIN) VE LITERATURDEKI YERI

3.1. FLASH’1n Proapoptotik Ozellikleri

Flice (FADD-like interleukin 1-B converting enzyme) Associated Huge Protein
(FLASH) ilk olarak 1999 yilinda Imai ve ark. tarafindan [Imai et al., 1999], fare T-
hiicresi kaynakli cDNA kiitiiphanesinde yapilan maya-2-hibrid taramasi sonucunda,
Fas/FasL. ekstrinsink apoptoz yolagindaki DISC (Death-inducing signalling
complex)’in bir bileseni ve apoptoz i¢in gerekli bir protein olarak bulunmustur.
FLASH induklu apoptozun, FADD (Fas-associated protein with death domain) ve
kaspaz-8’in DED (Death-effector domain)’leri ile FLASH’in DRD (DED-recruiting
domain)’i arasindaki etkilesime bagli oldugu ve devaminda kaspaz-8 in FLASH
tarafindan aktive edildigi gosterilmistir. FLASH’1n apoptozun yani sira ve tam aksi
yonde hicre proliferasyonunu destekleyecek bicimde, NF-xB yi aktive ettigi de
gosterilmistir [Choi et al., 2001]. Bu suregte, TNF-o uyarimi iizerine, FLASH, NAD
(NF-kB-activating domain)’i Uzerinden TRAF2 ile etkilesmekte ve devaminda
TRAF2-NIK-IKKa yolag: iizerinden NF-kB aktivasyonu gerceklesmektedir. Sekil
3.1°de gosterildigi tizere, TNF-a sinyal ileti sisteminde, hem kaspaz-8-FLASH yolagi
uzerinden apoptoz, hem de TRAF2-FLASH yolag: {izerinden NF-kB aktivasyonu
saglanabilmektedir. Bu nedenle, FLASH {izerinden kaspaz-8’in de TNF-o’in
indiikledigi NF-kB aktivasyonunda gorev alabilecegi hipotezi One siirlilmiistiir. Bu
hipotez iizerine Jun ve arkadaslar1 [Jun et al.,, 2005], kaspaz-8’in TNF-o’nin
indiikledigi NF-xB aktivasyonunu kaspaz-8/FLASH/TRAF2 ¢l kompleksi
tizerinden gerceklestirdigini gostermislerdir. Buna ek olarak, sadece DRD igeren ve
islevsiz olan FLASH dizisi, kaspaz — 8 ve TRAF2’i bagladigi i¢in, TNF-a indikli

NF-kB aktivasyonunda dominant negatif etki gostermektedir.
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Sekil 3.1: TNF-a indiiklii NF-xB ve Apoptoz yolagi.

3.2. FLASH’m Transkripsiyonel Rolleri

FLASH’ 1 bu sitoplazmik gorevlerinin yani sira niikleer lokalizasyonu ve
buradaki islevleri de arastinlmistir. Glukokortikoid reseptorlerini NF-kB’nin
baskiladig1 bilinmekle beraber, NF-kB’nin beraberinde ayni iglevi gosteren diger
partnerlerin bulunmasina yonelik yapilan bir ¢alismada [Kino and Chrousos, 2003]
FLASH’m, tipki NF-kB gibi, TNF-o uyarisi iizerine niikleusa go¢ ettigi,
glukokortikoid reseptor (GR) aktivasyonu icin gerekli koaktivator alt ailelerinden
p160 ile etkilesip, GR aktivasyonunu baskiladig1 ve bu baskilamanin da NF-kB’den
bagimsiz oldugu gosterilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: FLASH’ 1n, GR indiiklii transaktivasyondaki antagonist etkisi. kB — RES:
kB — responsive elements («B’nin baglandigi DNA dizileri).

Fakat FLASH 1n p160 niikleer reseptor koaktivatorlerinden sadece TRAMI1 ve
GRIP1 ile etkilesebildigi ve dolayisiyla GRIP1 ve TRAM1’e bagimli Androjen ve
Progesteron Reseptor transaktivasyonunu baskilayabildigi; diger bir pl160 tip
koaktivator olan SRCL ile etkilesmedigi ve dolayisiyla SRC1’in indiikledigi Estrojen
Reseptor transaktivasyonunu ise baskilayamadigi sonradan aydinlatilmistir [Kino et
al., 2004]. Steroid temelli, yakindan iligkili iki niikleer reseptor olan glukokortikoid
(GC) ve mineralokortikoid (MR) reseptérleri ile fare hipokampusunda benzer bir
calisma yapilmistir [Obradovi¢ et al., 2004]. Ligand baglanma bdolgesi olarak bu iki
reseptérde de bulunup, ikisi arasindaki en farkli kistm olan AF-1 (Activation
function-1) domainine yonelik gergeklestirilen maya-2-hibrid taramasi sonucunda,
DAXX (Death-associated protein), FAF-1(Fas-associated factor-1) ve diger
etkilesime giren proteinlerin yan1 sira FLASH da bulunmustur. Her ii¢ proteinin de
mRNA transkriptleri rat hippokampiisiinde bulunmus olup, MR ve GR
transaktivasyonlarint DAXX baskilarken, FLASH arttirmis, FAF-1 ise sadece MR
transaktivasyonunu desteklemistir. Daha 6nceki sonuglar da géz Oniine alindiginda
FLASH’1n Glukokortikoid temelli transkripsiyonlar iizerindeki etkisinin hiicre tipine
bagimli olabilecegi one siiriilmiistiir [Obradovi¢ et al., 2004].

FLASH 1 yine nukleusta diger transkripsiyon faktorleriyle olan iliskileri de

ortaya konulmustur. Drosophila Melanogaster gelisiminde apoptotik etkisi olan
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Drophosila Deformed (Dfd) geninin omurgalilardaki homologu olan Hoxb4 geninin
downstream hedef genlerinin aydinlatilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada [Morgan et
al., 2004], notochordda FLASH ve Hoxb4 gen anlatimlarinin benzer kalipta oldugu,
FLASH’mm Hoxb4 tarafindan direk upregiile edildigi ve bu durumun protein
sentezinden bagimsiz oldugu gosterilmistir. Ayrica FLASH’1n, c-Myb transkripsiyon
faktoriinlin DNA baglanma domaini ile etkileserek c-Myb hedeflerinin anlatimini
arttiran bir koaktivator oldugu ve RNA polimeraz 11 odak bélgesine lokalize oldugu

da ortaya konulmustur [Alm-Kristiansen et al., 2008].

3.3. FLASH’1n Niikleer Cisimcikler ile Iliskileri ve Hiicre
Dongusindeki Roli

3.3.1. PML Cisimcikleri ve Apoptoz

FLASH’ 1 varolan apoptotik etkisinin yaninda, niikleustaki lokalizasyonu bazi
sorular dogurmus ve apoptoz ile niikleer cisimcikler arasindaki etkilesimde
FLASH’in da gorev alabilecedi diisiiniilmiistiir. Daha once sadece CB (Cajal
Cisimcigi)’lerde bulundugu ileri siiriilse de [Barcaroli et al., 2006a], FLASH’1n,
apoptotik sinyal iletimi ve DNA hasar cevabinda rol alan PML (promyelocytic
leukemia protein) niikleer cisimcikleri (PML-NB)’nde de lokalize olup burada Sp100
ile etkilestigi gosterilmistir. Dahasi, apoptotik CD95 sinyali iizerine, bulundugu
nikleer cisimciklerden sitoplazmaya transloke oldugu ve ileri siiriilenin aksine [Imai
et al., 1999], kazpaz-8 aktivasyonunu mitokondri ilizerinde gergeklestirdigi ortaya
konmustur [Milovic-Holm et al., 2007]. Aymi grubun, diger bir yayminda ise
FLASH’in hem apoptotik, hem de apoptotik olmayan gorevleri sematize edilerek
gosterilmistir (Sekil 3.3) [Krieghoff et al., 2007]. CD95 uyarimi iizerine PML
cisimciklerinde bulunan FLASH, sitoplazmaya go¢ edip mitokondri (zerinde pro-
kaspaz8’i aktive eder (Sekil 3.3a). FLASH apoptozun disinda ise, GR modiilasyonu,

histon transkripsiyonu ve NF-«kB aktivasyonu gibi siireglerde rol alir (Sekil 3.3b).
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Sekil 3.3: FLASH’1n A) apoptotik olan ve B) apoptotik olmayan islevleri.

3.3.2. FLASH’n Cajal Cisimcikleri, Histon Lokus Cisimcikleri ve
Histon Pre — mRNA’larinin Olgunlasma Siireclerindeki Rolii

FLASH 1, niikleer gorev ve lokalizasyonlarini daha detayli aydinlatmaya
yonelik yapilan ¢aligmalarda FLASH1n Cajal Cisimcikleri (CB)’nin i¢inde lokalize
olup bunlarin yapisal biitlinliikkleri i¢in gerekli oldugu ve CB’lerin temel
bilesenlerinden olan ve hiicre-dongiisiine bagimli histon transkripsiyon kompleksinde
de gorev alan Nukleer Protein Ataxia-Telangiectasia (NPAT)/p220 ile kolokalize
oldugu bulunmustur [Barcaroli et al., 2006a], [Barcaroli et al., 2006b]. FLASH’in
sitoplazmik bir protein oldugu diislincesinden ziyade, daha ¢ok niikleusta is gordigii
ve CB’lerde NPAT ile kolokalizasyonu nedeniyle de histon transkripsiyonunda gérev
alabilecegi distliniilmiistiir. Nitekim FLASH’1n histon transkripsiyonu i¢in gerekli
oldugu, FLASH down regiilasyonunun hiicrelerdeki histon mRNA seviyelerinin
azalmasina ve hiicrelerin S fazinda tutuklu kalmalarina neden oldugu gosterilmistir
[Barcaroli et al., 2006b]. 2008’de ise FLASH’in lokalize oldugu cisimciklerin
hepsinde coilin olmadigr yani Cajal Cisimciklerinin haricindeki yapilarda da
FLASH’1n lokalize oldugu gdosterildi. Bu yapilar Histon Lokus Cisimcikleri(HLB)
olarak adlandirilmaktadir ve HLB’ler ile hiicre ploidisi (kromozom sayisi) arasinda
bir koralesyon oldugu gosterilmistir [Bongiorne-Borbone et al., 2008]. Bir diger
calismaya [Kriyama et al., 2009] gore ise, FLASH’1n S fazda ilerlemeyi saglamasi
icin NPAT’dan ziyade [Barcaroli et al., 2006b], arsenite kars1 dayaniklilik saglayan

14



ARS?2 (Arsenite Resistance Protein 2) ile etkilesiminin gerekli oldugu gosterilmistir.
Bu etkilesim, FLASH’1in 914 — 926 aa’lerini kapsayan FARB (FLASH - ARS2
Binding) bolgesi ile ARS2’nin C terminalindeki ARS domaini Uzerinden
gerceklesmektedir.  FLASH’m N terminal bolgesindeki coiled-coil domaini
Uzerinden self-asosiyasyon sagladigi ve bu yapinin S fazda ilerleme igin gerekli
oldugu gosterilmistir. Ayrica, S fazda ilerlemenin saglanabilmesi ve replikasyona
bagimli histon mRNA’larinin olusumu ig¢in hem FLASH’1n coiled-coil domaininin
saglam olmas1 gerektigi hem de FLASH (FARB domaini) ve ARS2 (ARS2 domaini)
arasindaki etkilesimin gerekliligi ortaya konulmustur.

Bu veriler nedeniyle de FLASH’in histon pre-mRNA icin gerekli
mekanizmanin bir pargasi olabilecegi Onerilmistir. Bu amagla yapilan calismalarda,
FLASH’1n, histon pre-mRNA olgunlagmasinda gorevli olan U7 SnRNP (small
niiclear riboniikleoprotein) kompleksindeki Sm halkasinin bir parcasi olan Lsm11 ile
etkilestigi, histon pre-mRNA’sinin 3’ olgunlasmasini tetikledigi [Yang et al., 2009],
fakat histon pre-mRNA downstream kesim Urininin (DCP) daha sonraki
degredasyonunda rol almadigi gosterilmistir [Yang et al., 2011]. Sekil 3.4’de histon
pre-mRNA ile U7 tip snRNP arasindaki etkilesim gosterilmistir ve “X” olarak
gosterilen proteinin FLASH oldugu bulunmustur. Daha sonralar1 bu siirecte rol alan
diger protein ve faktorler de ayni1 grubun baska bir ¢aligmasinda anlatilmistir [Yang
et al., 2013]. Bunlara ek olarak UV-C’ye maruz birakilan hiicrelerde HLB’lerin
parcalandigi ve hiicre dongiisiinde duraksamaya neden oldugu belirtilmistir. Hiicre
dongusundeki bu duraksama ise FLASH’in proteozamal yikimi nedeniyle histon
mRNA ve protein seviyelerindeki azalmaya baghdir [Bongiorne-Borbone et al.,
2010].

Histon pre — mRNA olgunlagma siireci memelilere ek olarak Drosophila’da da
incelenmistir. Bu ¢alismada da onceki ¢alismalar1 dogrular sekilde Drosophila histon
pre - mRNA’larinin olgunlasabilmesi i¢in FLASH ve Lsmll1’in Drosophila
homologlarinin etkilesiminin gerektigi in vivo gosterilmistir [Burch et al., 2011].

Fare embriyolarinda yapilan ¢alismada ise [De Cola et al., 2012], embriyolarin
4 hucreli evresinden itibaren FLASH ve NPAT ifadelenmelerinin basladig1 ve ayni
evrede HLB’lerin olustugu gosterilmistir. Beklendigi gibi FLASH null embriyolar
ise sadece morula evresine kadar yasayabilmektedir ve bu durum histon H4/d
ifadesindeki azalma ve S-fazda duraksama ile karakterizedir. Ayni ¢alismada p73’iin

de FLASH ile etkilesip histon sentezinde rol aldig1 belirtilmistir.
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Sekil 3.4: Histon pre-mRNA’simin 3’ u¢ olgunlasmasinda gorevli faktor ve diziler.
Lsm11 ve histon pre-mRNA’sinin etkilesiminde gorev alan ve “X” olarak gosterilen
faktoriin FLASH oldugu gosterilmistir.

3.4. Kanser ve FLASH

FLASH’1n kanser ile iliskisine yonelik olan c¢aligmalar da rapor edilmistir.
DNA yanlis eslesmeyi-diizeltme (mismatch repair) mekanizmalar1 hatali olan insan
kolorektal, endometrial ve gastrik kanserlerinde mikrouydu instabilitesi vardir. Bu
instabilite ise tekrar eden DNA dizilerindeki genis ¢apli mutasyonlar ile karakterize
edilir. Bu sebeple kolorektal karsinom MSI-H (mikrouydu instabilitesi yiksek) hicre
hatlarinda kodlama yapan mikrouydulardaki mutasyonlar analiz edilmis ve
orneklerin %10’undan fazlasinda diger genlerin yanm1 sira CASP8AP2 geninin
mikrouydu dizisinde de mutasyon goriilmiis [Park et al., 2002] fakat incelenen 103
kolorektal karsinom doku Orneklerinin yalnizca ikisinde (%1,9) mutasyon
saptanmustir [Jeong et al., 2008]. Gastrik adenokarsinom dokularinda ayni sekilde
incelenen 184 o&rnegin ise sadece %0,5’inde mikrouydu mutasyonu goriilmiis;
immdunhistokimyasal analizlerde ise, gastrik karsinomlarin %70’inde FLASH protein
ifadesi pozitif ve sitoplazmaya yerlesik iken, normal gastrik mukoza epitelinde ¢cok
az oldugu veya hi¢ bulunmadigi gosterilmistir. Bu sebeple FLASH ifadesinin gastrik

kanser olusumunda rol almis olabilecegi 6nerilmis [Jeong et al., 2007] ve FLASH
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biitiinliigiiniin kanserli hiicrelerde korunmasi gerektigi sonucuna varilmistir [Jeong et
al., 2008].

FLASH’1n temel gorevi apoptozla iliskili oldugundan, bu sonuglar iki tirli
aciklanmustir: (1) Sadece FLASH ifadesi yiiksek olan karsinom hticrelerinin segilerek
hayatta kalabildigi, bu sayede kanser hiicrelerinin daha sonraki gelisim ve ilerleme
safhalarinda FLASH’1n indiikledigi apoptoza kars1 koyabildigi veya (1) FLASH’in
apoptotik 6zelligine ragmen, NF-kB aktivasyonu gibi tiimér olusumunda rol alan
fonksiyonlarmin da bu durumu desteklemis olabilecegi onerilmistir [Jeong et al.,
2007].

Bunun haricinde 6zellikle Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)’de CASP8AP2’nin
prognostik 6nemi vurgulanmistir [Flotho et al., 2006]. Diger kan kanserleri gibi
ALL’de de Minimal Residual Disease (MRD) genleri prognostik (hastaligin seyrini
belirleyen) belirtegler olup hastaligin tedaviden sonra tekrar ortaya ¢ikma ihtimali
hakkinda da bilgi verir. Bu yayinda, tedaviye baslandiktan belirli bir slre sonra
yapilan incelemelerde, kotli prognozlu (olumsuz seyir izleyen) hastalarda CASP8AP2
gen ifadesi diisiik iken, iyi prognozlu (olumlu seyir izleyen) hastalarda CASP8AP2
gen ifadesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, CASP8AP2’yi diisiik ifade
eden hastalarin erken tedaviye verdikleri cevapta yavaslama gozlenirken, yiiksek
CASP8AP2 ifadelenmesi ise tedaviden sonra event — free survival (olaysiz sagkalim)
oranlarindaki artis ile iligkilendirilmistir. Cocukluk doénemi T- hucre akut
lenfoblastik 16semi (T-ALL) hastalarinda yapilan bir ¢alismada ise [Remke et al.,
2009], olumsuz MRD sergileyen hastalarda en c¢ok delesyona maruz kalan
kromozom bdlgelerinden birinin 6q15 — 16.1 oldugu ve bu delesyon sonucunda en
cok CASP8AP2 mRNA diizeyinin etkilendigi gosterilmistir. Akut lenfoblastik 16semi
hastalarinda CASP8AP2 geninin epigenetik durumu da aydinlatilmistir [Li et al.,
2013] ve CASP8AP2 geni ylksek metile olan hasta grubunun tedaviye yanitlarinin da
yetersiz oldugu ortaya konmustur. Yine pediatrik ALL’de yapilan bir ¢alismada [Jiao
et al., 2012], CASP8AP2 gen ifadesi diisiik olan hastalarda kemik iliginde hastaligin
yinelenme oranimin yiiksek oldugu ve tedavi sirecinin 33. gininde olumsuz MRD
sergileyen hastalarda CASP8AP2 ifadesinin de diisiik oldugu bulunmustur. T —hcre
lenfoblastik lenfoma (T-LBL) hastalari ile yapilan bir diger ¢alismada ise [Callens et
al., 2012], hastalarin %18’inde CASP8AP2 geninde monoalellik delesyona

rastlanmustir.
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3.5. Hipoksia’da FLASH ve miRNA KontrolU

Dokulara ulasan kanin belirli bir siire de olsa kesilmesi (ischemia — iskemi)
hiicre ve dokularda O6liimciil olabilmektedir. Kanin daha sonra akisinin tekrar
saglanmasi ise (reperfusion) daha farkli zararlara sebep olabilmektedir (reperfusion
injury). Bu sebeplerden ikisi, dokulara ulasan kan hiicrelerinin olusturdugu yangi ve
oksijenden kaynaklanan oksidatif strestir. Bu zararlar1 ortadan kaldirmak igin
dokularda iskemik onkosullandirma (ischemic preconditioning) ile, araliklarla kisa
streli kan verilip dokudaki homeostasinin eskisi gibi olmasi saglanir. Mezenkimal
kok hiicreler ile yapilan bir ¢alismada bu sistem denenmistir [Kim et al., 2009]. Bu
amacla, kemik iligi tlirevli mezenkimal kok hiicre (MSC)’ler iskemik
onkosullanmaya maruz birakilip, enfarkte kalbe (kriz gecirmis kalp) aktarilmistir. Bu
onkosullandirilmig hiicrelerin uzun siireli anoksia kosullarina daha uzun siire
dayanabildikleri, Hipoxia-Inducible Factor-lo’nin downstream hedeflerinden biri
olan miR-210 seviyesinin paralel sekilde indiiklendigi ve miR-210 hedefinin de
CASP8AP2 oldugu gosterilmistir. Onkosullandirilmis hiicrelerde artan miR-210
ifadesi sonucu CASP8AP2 ifadesinde ve ilgili hicrelerin apoptoza girmelerinde
azalma belirlenmistir.

FLASH’In bu zit rolleri goz Oniine alindiginda kanserdeki rolleri merak
uyandirmaktadir. Bu sebeple HCC hiicre hatlarinda FLASH/CASP8AP2 ifadelenmesi
hem gen hem de protein diizeyinde incelenmis, saglikli ve kanserli dokulardan elde

edilen sonuglarin da kendi i¢indeki tutarliliklar: arastirilmustir.
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Gerecler

4.1.1. Kullanilan Kimyasallar

EDTA (Merck), MBG Etanol (Riedel de Haen), LE Agaroz (Lonza) ve RNase-
ExitusPlus (AmpliChem) haricindeki tiim kimyasallar Fischer Scientific firmasindan

temin edilmistir.
4.1.2. Kullamilan Hicre Kiltira Malzemeleri

Hiicre besiyeri olarak diisiik-glikoz ve yuksek-glikoz icerikli DMEM
besiyerleri (Lonza), % 10 fotal dana serumu (FBS, Lonza), % 1 Penisilin-
Streptomisin (Lonza), 400 mM L-glutamin (Lonza), 1X fosfat tamponlu tuz
soliisyonu (PBS, Lonza) ve 10X Tripsin (Lonza).

4.1.3. Kullanmilan Kitler

Kiltire edilip buyatilen hucrelerden total RNA izolasyonu igin NucleoSpin
RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanilmistir. izole edilen total RNA’lardan
tek zincirli cDNA sentezlemek icin ProtoScript First Strand cDNA sentez Kiti
(BioLabs) kullanilmistir. Gen ifadesi analizi i¢in Maxima Cybergreen qPCR Master
Mix (2X) (Thermo Scientific) kullanilmistr.

Array calismalari i¢in ise iki farkli Parafin Doku Makrodizin (Katalog No:
Z7020059 [Dizin 1] ve T8235713-5 [Dizin 2]) (Biochain) kullanilmistir. 1. dizinde
16 farkli HCC doku 6rnegi ve karsilik gelen saglikli dokulari, 2. dizinde ise farkli
tipteki kanserler ve karsilik gelen saglikli dokular1 yer almaktadir.
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4.1.4. Kullanilan Hicre Hatlar

Bu c¢alismada 8 hepatoma (Snu 182, Snu 398, Snu 423, Snu 475, Hep3B,
SkHepl, HuH7 ve PLC/PRF/5) ve 1 hepatoblastoma hiicre hatti (HepG2) nin yani
sira, serviks kanseri kokenli HeLa hiicre hatt1 ve Bilkent Universitesinde Prof. Dr.
Tamer Yagci tarafindan gelistirilen ve FLASH proteinine karsi spesifik monoklonal

antikor tireten 1A4 isimli hibridoma hiicreleri kiiltiire edilmistir.

4.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Nkleik asit ¢ozeltileri;

e Tris—EDTA (TE) Tamponu
— 10 mM Tris—-HCI (pH 8.0)
— 1mM EDTA (pH 8.0)

e Tris — Asetik asit — EDTA (TAE)(50x)
— 121 g Tris bazi
~ 18,6 g EDTA
— 28,55 ml glasiyel asetik asit

Belirli miktar ddH,O (iki kere aritilmis su) icinde cozilup, pH 8,55’

ayarlandiktan sonra 500 ml’e ddH,0 ile tamamlanur.
Hicre kultlrd ¢ozeltileri;
e Hiicre Dondurma Ortami

— %10 DMSO
— %90 FBS
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e PBS (10X)
— 80 g NaCl
— 2 gKClI
— 17,8 g Na;HPO4.2H,0
— 2,4 g KH,PO,

Belirli miktar ddH,O iginde ¢oziilip, pH 7,4’¢ ayarlandiktan sonra 1 L’ye

ddH-,0 ile tamamlanir.

Immiunofloresan ¢ozeltileri;

e DAPI (4’, 6 — diamino — 2 — fenilindol)

Ticari olarak satin alinan DAPI (Cell Signaling) ddH,O ile 5 mg/ml stok haline

getirilmistir.

¢ Paraformaldehit (PFA) (%4)

8 g PFA 1X PBS iginde ¢Ozullp pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 200 ml’e ddH,O

ile tamamlanir. — 20°C’de saklanur.

e Triton X -100

Triton X — 100 stok ¢ozeltisi 1X PBS icinde % 0,1’e seyreltilir.

¢ Bloklama Cozeltisi

Stok FBS ¢ozeltisi 1X PBS igerisinde % 5’e seyreltilir.

o Sabitleme Cozeltisi

Stok Gliserol ddH,0 ile %80’e seyreltilir.
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4.1.6. Kullanilan Antikorlar DNA Belirtecleri ve YUkleme
Tamponlan

Anti-FLASH antikorlar1 1A4 hibridoma hiicrelerinde {iretilmistir. Diger
antikorlar Anti-Mouse AlexaFluor Green 488 ve Mouse IgG1 izotip kontrol antikoru
Cell Signaling firmasindan temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforez icin 100 — 1000 baz ¢ifti araligindaki (New England
BioLabs) DNA boyut belirteci ve yikleme tamponu olarak da Gel Loading Dye Blue
(6X) (New England BioLabs) kullanilmistir. Niikleik asit boyanmasi igin ise RedSafe

Nucleic Acid Staining Solution (Intronbio) kullanilmustir.
4.1.7. Insan Karaciger Total RNA ve Oligoniikleotidler

RT-qPCR deneylerinde kullanilan Insan Karaciger Total RNA ekstrakt:
Agilent Technologies’den, primerler ise Alpha DNA’dan temin edilmistir.

4.1.8. Kullanmilan Cihazlar

+4 °C Buzdolabi (Ariston), -20 °C Derin Dondurucu (Ariston), -80 °C Derin
Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
NanoSpec (Shamadzu), Laminar Akim Kabini (Labconco, Logic), Karbondioksit
Inkiibatorii (Labogene, Scancell), Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), RT-qPCR
(Stratagene Mx3000, Agilent), PCR Kabini (Lab Companion), Su Banyosu
(TECHNE, TE-10A Tempette), Santrifiij (Niive, NF400), Sogutmali Santrifij
(Labogene, Scanspeed 1580R), Vortex (DragonLabs, MX-S), PCR (Biorad, Mj
Mini), KuroGEL Midi 13 elektroforez tinitesi (VWR), PS300B Gii¢ kaynagi
(Hoefer), Jel Gorlntileme Sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), Nikon Eclipse 80i
immuinfloresan mikroskop, Nikon Digital Sight DS — 5Mc kamera, CH3 Patoloji
Mikroskobu (Olympus) ve BenchMark — XT Autostainer (Ventana Medical
Systems).
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4.2. Yontemler

4.2.1. Hiicre Cozme islemi

Sivi azot tankindan alinan hiicre hatlar1 oda sicakliginda eriyince, (zerine
yavasca %10 fotal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve 8mM L-Glutamin ile
desteklenen besiyeri eklendi ve 15 ml santrifiij tiipiine alindi. Hiicreler 1500 rpm’de
5 dk santrifiijlendi. Ust siv1 aspire edildi ve hiicre pelleti besiyeri ile sulandirildi ve

100 mm’lik kiiltiir kabina ekim yapilarak 37°C’de %5 CO;’li inkiibatére yerlestirildi.
4.2.2. Hicre Kiltlrd ve Biiyiitiilme Sartlar

Hicreler 100 mm’lik kiiltiir kabinin %80 - 90’11 kapladiklarinda besiyeri
aspire edildi. Hiicrelerin {izerine 1X PBS eklenerek hiicreler yikandi. 1X PBS aspire
edilerek 3X tripsin eklendi ve hiicreler kaldirildi. Hiicreler gerekli oranlarda
pasajlanarak kiiltiire edilmeye devam edildi. Snu 182, 398, 423 ve 475 hiicre hatlar
RPMI1640 besiyerinde, Huh7, Hep3B, PLC/PRF/5, Sk-Hep1 ve HepG?2 hiicre hatlar
diisiik — glikoz igerikli, 1A4 hibridoma ve HelLa hiicre hatti ise yiiksek — glikoz
icerikli DMEM besiyerinde buyutildu. Tdm besiyerlerine %10 FBS ve %l

Penisilin — Streptomisin antibiyotik karisimi eklenmistir.
4.2.3. Hiicre Dondurma islemi

Hiicreler stok yapma amaciyla dondurularak saklandi. Hiicreler 1500 rpm’de 5
dk santrifiijlendi. Ust siv1 aspire edildi ve hiicre pelletinin iizerine hiicre dondurma

ortam1 eklendi. 2ml tiiplerde hiicreler 6nce -80°C derin dondurucuya alind1 ve takip

eden giin s1v1 azot tankina aktarilarak uzun siireli saklanmalar1 gergeklestirildi.
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4.2.4. Kiiltiire Edilen Hiicrelerden RNA izolasyonu

Kilture edilen hicrelerden RNA izole edilmesi, NucleoSpin RNA 11 izolasyon
Kiti (Macharey-Nagel) kullanilarak, tretici firmanin verdigi kullanma talimatina
uygun bir sekilde yapildi. Kisaca, lizis tamponu ile hiicre pelleti lizis edildi.
Ardindan elde edilen lizat filtrelendi. Filtreden gegen sivinin iizerine RNA-baglama
solisyonu eklendi. Bu iist sivi kolona uygulanarak RNA’nin kolona baglanmasi
saglandi. Kolondaki tuzlar MDB (Membran Desalting Buffer) eklenerek ortamdan
uzaklastirildi. Kolondaki DNA, rDNase kullanilarak pargalandi. Kolon yikandi ve
kurutuldu. Yiiksek saflikta RNA’1n eliisyonu 40 ul dH,O kullanilarak yapildi.

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 oran1 NanoSpec
spektrometre cihazi ile dlgiildii. Izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.

4.2.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

4.2.4.1.1. DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jeli, istenilen miktardaki toz agarozun 1X TAE tamponu icerisinde
¢oOziildiikten sonra igerisine 6 ul/100 ml olacak sekilde RedSafe (20.000X)
boyasindan eklenmesiyle hazirlandi. RT — qPCR 0Ornekleri ise 6X DNA yikleme
boyast ile son hali 1X olacak sekilde karistirilip jele yiiklendi. Belirteg olarak ise
100 — 1000 baz ¢ifti araliginda bantlar olusturan DNA boyut markir1 kullanildi.
Jelde yuratulen nikleik asitler, ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel goriintiileme cihazi ile

goruntulendi.

4.2.4.1.2. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen total RNA ornekleri, 65°C’de 5 dakika inkiibe edilip hemen
ardindan 2 dakika buzda bekletildi. Ardindan 6rnekler 6X DNA yiikleme boyasi ile
son hali 2X olacak sekilde karigtirllip %2’lik agaroz jelde 1X TAE tamponu
kullanilarak yiritildi. Jelde yurutilen nukleik asitler, ChemiDoc XRS+ (BioRad)

jel goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
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4.2.5. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi, ProtoScript First Strand cDNA sentez
Kiti kullanilarak, {iiretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun bir sekilde
yapildi. Kisaca, -80°C derin dondurucudan alimman RNA’lar ile PCR tiipiinde total
RNA/Primer/dNTP karigimi1 (Tablo 4.1) hazirlandi. Bu karisim PCR cihazina
yerlestirildi ve 70°C’de 5 dk 6n-inkiibasyon gergeklestirildi. Ardindan tiip hafifce
vortekslenip hemen buza alindi ve iizerine RT karigimi (Tablo 4.2) eklendi. Hacmi
20 pl olan cDNA sentez karisimi PCR cihazina yerlestirilip 42°C’de 60 dk sentez

islemi ve 80°C’de 5 dk enzim inaktivasyonu islemi yapildu.

Tablo 4.1: RNA/Primer/dNTP karisimu.

RNA / Primer / ANTP karigimi

Total RNA (1 ug) 0,8-3,78 ul
Primer 2 ul

dNTP mix 2ul

N.F. dH,0O (Nuclease — free dH,0) 2,22-5,2 ul
Toplam 8 ul

Tablo 4.2: RT karisimu.

RT mix

M — MulV Reaction Mix 10 pl
M — MulV Enzyme Mix 2ul
Toplam 12 ul

20 pl olan PCR hacmi reaksiyon sonunda N.F. dH,O (Nuclease — free distile
su) ile 100 ul’ye tamamlandi. cDNA konsantrasyonu ve ODgg0/280 orani NanoSpec

spektrometre ile 6l¢uldu. Sentezlenen cDNA, -20°C derin dondurucuda saklandi.

25



4.2.6. RT-gPCR ile Gen Ifadesi Analizi

RT — gPCR igcin gerekli FLASH primeri primer 3 programi ile tasarlandi,
GAPDH primeri ise daha 6nce belirtilmistir [Sayan et al., 2001a] (Tablo 4.3).

RT — gPCR islemlerinde total reaksiyon hacmi 20 pl olarak hazirlandi ve 1 ul
cDNA kalip olarak kullanildi (Tablo 4.4). FLASH ve GAPDH primerleri ile Maxima
Cybergreen qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) kullanilarak kitin 6nerdigi

dongii sartlarinda (Tablo 4.5) RT-qPCR reaksiyonu gergeklestirildi. Gen ifadesindeki
degisim ise, 44Ct formull [Pfaffl, 2001] ile GAPDH’a gore normalize edildikten

sonra, ya geometrik ortalamaya ya da saglikli insan karacigerindeki gen ifadesine

gore kalibre edilerek hesaplandi.

Tablo 4.3: Calismada kullanilan ileri ve geri primerler.

Gen

Adi Ileri Primer

Geri Primer

FLASH 5’- GCCCCTCCTGTGACTAAAGA -3’ 5- CCGGTCATCATTTCTTGTCC -3’

GAPDH | 5- GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT -3’ | 5-CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA -3’

Tablo 4.4: RT-gPCR reaksiyon tablosu.

20 pl Reaksiyon Hacmi

2X master mix 10 pl

fleri primer (200 mM) 0,4 pl
Geri primer (200 mM) 0,4 pl
Kalip cDNA (200 — 300 ng) 1wl
N.F. dH,0 8,2 ul

Toplam 20 pl
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Tablo 4.5: RT-gPCR dongii sartlari.

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
1 dongu 95 10 dakika
95 15 saniye
40 dongu 58 30 saniye (6lgtim)
72 30 saniye
Her 0.1°C sicaklik
Erime egrisi 55-95
degisiminde 6l¢iim

Kullanilan primerlerin etkinligi (E degeri) hesaplanirken konsantrasyonu
bilinen cDNA’dan 5 farkli diliisyon hazirlandi. Bu diliisyonlar kalip DNA olarak
kullanildi. Yapilan qPCR sonucunda E degeri MxPro yaziliminin, Ct degerlerini

kullanarak olusturdugu 5 noktali standart egrinin egimi ile hesaplandi (Tablo 4.6).

Ele-l/Egim (4'1)

Tablo 4.6: Primer etkinlikleri.

) Primer
Primerler
Etkinligi
FLASH 2,1156
GAPDH 2,1191

RT-gPCR reaksiyonlar1 i¢in duplike c¢alisilmis, denemeler 2’ser kez
tekrarlanmis ve iki ayr1 zamanda izole edilen ¢cDNA’lar kullanilarak elde edilen

sonuclarin ortalamasi alinmistir.
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ACthedef(Ctgai~ Clyrn)

AACt = “Hede

Norm

(4.2)

ACtNorm(Ctgai— Clyyy)

® Eyeaer - Hedef gene spesifik primerin etkinlik degeri

® ACtyeqes: Hedef genin kalibratordeki Ct degeri (Ctyg;) ile 6rnekteki Ct degeri
(Ctyyr) arasindaki fark

® Enorm : Normalizator gene spesifik primerin etkinlik degeri

® ACtyorm: Normalizator genin kalibratordeki Ct degeri (Ctg,;) ile 6rnekteki Ct

degeri (Cty,,) arasindaki fark

Kalibrator olarak hedef genin (CASP8AP2/FLASH), ya kullanilan hiicre
hatlarindaki gen ifadelerinin geometrik ortalamalari ya da saglikli insan
karacigerindeki ifadesi kullanildi.

AACt formiiliinden elde edilen degerler log2 tabaninda grafige gegirilerek gen
ifadelerindeki degisim 2’nin katlar1 seklinde ifade edildi.

4.2.7. immiinhistokimya ile HCC Doku Makrodizinlerinde Protein
ifadesi Analizi

Biochain firmasindan temin edilen doku makrodizinlerinin klinikopatolojik
karakteristikleri Tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Immiinhistokimya analizleri Anadolu Saglik Merkezi (ASM) (Sifa —
ISTANBUL) Patoloji biriminde BenchMark — XT Autostainer (Ventana Medical
Technologies) cihazi kullamlarak gerceklestirilmistir. Immiinhistokimya boyamast,
cihazin temin edildigi firma tarafindan Onerilen protokole gore gerceklestirilmistir.
Kisaca, doku makrodizinleri anti-FLASH antikor veya izotip antikorla 30 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ikincil antikor, substrat eklenmesi ve
hematoksilen ile boyama islemleri ise sistemde optimize edilmis standart protokol
cercevesinde gergeklestirildi.

Immiinhistokimya ile boyanan doku makrodizinlerinin degerlendirilmesi ise,
CH3 Patoloji Mikroskobunda (Olympus) ASM Patoloji birim sorumlusu Prof. Dr.
Hiiseyin Baloglu’nun katkilariyla gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.7: 1. Dizinin klinikopatolojik karakteristikleri.

Konum | Cinsiyet Yas Anatomik Patoloji Evre M
bolge Simflandirmasi
Al,B1 Erkek 40 Karaciger Hepatoseluler karsinoma (HCC) 1 T2NOMO
A2,B2 Erkek 39 Karaciger HCC 1 T2NOMO
A3,B3 Erkek 33 Karaciger HCC 1 T2NOMO
A4,B4 Erkek 47 Karaciger HCC 1] T2NOMO
A5,B5 Erkek 65 Karaciger HCC 1 T2NOMO
A6,B6 Erkek 68 Karaciger HCC 11 T2NOMO
A7,B7 Erkek 52 Karaciger HCC I-11 T2NOMO
A8,B8 Kadmn 46 Karaciger HCC -1 T2N1MO
C1 Erkek 40 Karaciger Al ve Bl'in timdr-dist dokusu
c2 Erkek 39 Karaciger A2 ve B2'nin tiimor-dis1 dokusu
C3 Erkek 33 Karaciger A3 ve B3'Uin timdr-dis1 dokusu
C4 Erkek 47 Karaciger A4 ve B4'in timdr-dist dokusu
C5 Erkek 65 Karaciger A5 ve B5'in tiimdr-dis1 dokusu
C6 Erkek 68 Karaciger A6 ve B6'nin tiimér-dist dokusu
c7 Erkek 52 Karaciger A7 ve B7'in timor-dis1 dokusu
C8 Kadn 46 Karaciger A8 ve B8'in tiimdr-dis1 dokusu
D1,E1 Kadin 52 Karaciger HCC 1 T1INOMO
D2, E2 Erkek 40 Karaciger HCC 1-11 T2NOMO
D3,E3 Erkek 41 Karaciger HCC 1 T2NOMO
D4,E4 Erkek 57 Karaciger HCC 1 T3N1IMO
D5,E5 Erkek 41 Karaciger HCC 1l T3NOMO
D6,E6 Erkek 36 Karaciger HCC H-111 T2NOMO
D7,E7 Erkek 61 Karaciger HCC 1-11 T2NOMO
D8,E8 Erkek 43 Karaciger HCC 1-11 T3N1MO
F1 Kadin 52 Karaciger D1 ve El'in timér-dist dokusu
F2 Erkek 40 Karaciger D2 ve E2'in timor-dist dokusu
F3 Erkek 41 Karaciger D3 ve E3'in timor-dist dokusu
F4 Erkek 57 Karaciger D4 ve E4'in timor-dis1 dokusu
F5 Erkek 41 Karaciger D5 ve E5'in timor-dist dokusu
F6 Erkek 36 Karaciger D6 ve E6'in timor-dist dokusu
F7 Erkek 61 Karaciger D7 ve E7'in timor-dist dokusu
F8 Erkek 43 Karaciger D8 ve E8'in timor-dist dokusu

TNM simiflandirma: Karaciger karsinom

T - Primer tumor

TX - Primer timor degerlendirilemedi

TO - Primer tumor bulgusu yok

e T1 - Damar invazyonu yapmamuis soliter timor

e T2 - Damar invazyonu yapmis soliter timor veya 5 cm'den biyik olmayan
coklu timor

e T3 -5 cm'den buyuk ¢oklu timdrler veya portal veya hepatik toplardamar
iceren tmorler

e T4 - Safra kesesinden baska komsu organlara dogrudan invazyon yapmis veya
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periton perforasyonuna yol agmis tiimdrler

¢ N - Bolgesel lenf diigiimleri

o NX - Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemedi
e NO - Bolgesel lenf diigiimii metastazi yok
e N1 - Bolgesel lenf diigiimiine metastaz
e M - Uzak metastaz
e Mx - Uzak matastaz degerlendirilemedi
e MO - Uzak metastaz yok
e M1 - Uzak metastaz var
Tablo 4.8: 2. Dizinin klinikopatolojik karakteristikleri.
Konum Yas | Cinsiyet Organ Patolojik Tan1 Tumor | Tumor Boyutu Farklilagma TNM
Gegmisi (cm)
Al 29 K Pozitif Kontrol Insan normal plasentast
A2 Negatif Kontrol Parafin
A3 47 E Adrenal Tamor Feokromositoma lay 6x6 Orta T2NOMO
Ad 22 E Adrenal Normal
A5 57 K Adipoz timor Liposarkom 2ay 28x18x6 Orta T3NOMO
A6 26 E Adipoz Normal
A7 36 E Mesane timori '.Fransi%yonel 12 ay 10x7x5 Orta T2NOMO
Hiicreli Karsinom Evre 11
A8 29 E Mesane Normal
A9 68 E Mesane timori .Transi.zyonel 3gun 2x1x0,5 Orta T2NOMO
Hicreli Karsinom Evre 111
Al10 34 E Mesane Normal
All 34 K Beyin Timoru Menenjiom 2ay 6x5x5 N/A T2NOMO
Al12 73 E Beyin Normal
B1 82 K Meme Tumor Invaziv Duktal Karsinoma 4yl 5x6 Orta T3N1MO
B2 27 K Meme Normal
B3 26 K Meme Timori Fibroadenom 2ay | 1,8x1,5x0,7 N/A T1NOMO
B4 44 K Meme Normal
B5 65 K Kolon timoru Adenokarsinom 5ay+ 3x3x1,4 Orta T2NOMO
B6 28 E Kolon Normal
B7 52 K Kolon timoriu Adenokarsinom 1ay+ 6x4x1,5 Orta T3NOMO
B8 64 E Kolon Normal
B9 39 E Duodenum timori Adenokarsinom 20gin| 1x1x0,8 Iyi TINOMO
B10 28 E Duodenum tumori Normal
B11 72 E  |Yemek Borusu tuméri Yass1 Hiicreli Karsinom 5ay 7x5x5 Zayif T3N1MO
B12 20 E Yemek Borusu Normal
C1 62 E Yemek Borusu timort Yassi1 Hiicreli Karsinom 20gun| 3x2,5x1,2 Zayif T2NOMO
C2 83 K Yemek Borusu Normal
C3 50 E  [Yemek Borusu timorii Adenokarsinom lay 3x2x1,5 Orta T2NOMO
C4 76 K Yemek Borusu Normal
C5 54 K Fallop tup tumord Adenokarsinom lay Dia0,8 Zayif TINOMO
C6 47 K Fallop tipu Normal
c7 74 E Safra Kesesi Tumori Adenokarsinom lay 3x2x2,5 Iyi T2NOMO
c8 24 E Safra Kesesi Normal
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Tablo 4.8: Devam.

Cc9 59 E Bobrek Tumorl Renal Hiicreli Karsinom lay 13x10x7 Iyi T4NOMO
C10 50 E Bobrek Normal

C11 50 M Bobrek Tundri Berrak Hucreli Karsinom | 30 giin 3.5x3.5x3 Orta TINOMO
C12 26 M Bobrek Normal

D1 47 F Karaciger Timorii Hepatoseluler karsinom 1yl 4x3 Orta T2NOMO
D2 26 M Karaciger Normal

D3 60 M Karaciger Timori Hepatoseluler Karsinom 1yl 3,5x3,5x3 Orta T2NOMO
D4 30 M Karaciger Normal

D5 65 F Akciger Timori Yasst Hiicreli karsinom 3ay+ Cap 2,5 Zayif T1INOMO
D6 26 M Akciger Normal

D7 66 M Akciger Timori Yasst Hiicreli karsinom 5ay+ Cap 8 Zayif T4AN1IM1
D8 24 M Akciger Normal

D9 70 M Akciger Tumérii Adenoskuamdz karsinom N/A Cap4 Orta T2N1MO
D10 21 M Akciger Normal

D11 74 F Akciger Tuméri Alveoler Hucreli Karsinom | 1ay+ Cap 3,5 Orta T2NOMO
D12 83 F Akciger Normal

El 76 M Akciger Timori Alveoler Hucreli Karsinom | 2 hafta Cap 0,8 Tyi TINOMO
E2 26 M Akciger Normal

E3 68 M Lenfoma Lenfoma 12 ay 6x5x4 Iyi TINOMO
E4 29 M Lenf Dugiimi Normal

E5 76 M Lenfoma B Hiicreli Lenfoma N/A N/A N/A N/A
E6 61 F Lenf Diigiimii Normal

E7 60 F Yumurtalik Timéori Adenokarsinom lay 5x5x4 Zayif T3N3M1
E8 50 F Yumurtalik Normal

E9 34 F Yumurtalik Timéori Kist-Adeno karsinom 2 yil+ 12x11,5x4 Zayif N/A
E10 60 M Yumurtalik Normal

El1l N/A N/A Pankreas TUmorl Adenom karsinom N/A N/A N/A N/A
E12 66 M Pankreas Normal

F1 59 M Parotis timori Plasmasitom 2ay 6x5x4 N/A T2NOMO
F2 25 M Parotis Normal

F3 63 M Prostat TUmori AdenoKarsinom, Miikoz N/A N/A N/A N/A
F4 23 M Prostat Normal

F5 54 E Rektum Tumori Adenokarsinom, tlser 7ay 6x4,5x1 Orta T3NOMO
F6 23 E Rektum Normal

F7 71 E Rektum Timéri Adenokarsinom 20 giin Cap 2 Orta T2NOMO
F8 24 E Rektum Normal

F9 43 E Deri TUméri Melanom N/A N/A N/A N/A
F10 44 K Deri Normal

F11 68 K |ince bagirsak Tiimorii Adenokarsinom, Ulser 3ay 3x4 Iyi T2NOMO
F12 36 E Ince bagirsak Normal

G1 N/A N/A Yumusak Doku Rhabdomyosarkom N/A N/A N/A N/A

Tumoru

G2 24 E Yumusak Doku Normal Iskelet Kas1

G3 40 E Mide Tumort Adenokarsinom 2ay 3,6x3,5x2 Orta T2N1MO
G4 66 E Mide Normal

G5 48 E Mide Tumort Adenokarsinom lay 6x5x2 Zayif T3N1MO
G6 39 K Mide Normal

G7 42 K Mide TUmori Adenokarsinom 15 giin 4,2x4,2x2 Orta T2N1MO
G8 47 E Mide Normal

G9 43 E Testis TUmoru Seminom 2ay 2,5x1,5x1,5 N/A T1NXMO
G10 27 E Testis Normal
G11 66 K Tonsil TUmoru Skuamdz Hiicreli Karsinom 1yl N/A Iyi TxN1IMO
G12 76 E Tonsil Normal
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Tablo 4.8: Devam.

H1 60 E Farenks Tumori Skuamdz Hicreli Karsinom lay 2,9x2,5x1,2 Orta-lyi T2NOMO
H2 26 E Farenks Normal

H3 43 K Timis Tumérd Timoma 10 guin 16x10x10 Iyi T3NOMO
H4 29 E Timis Normal

H5 27 K Tiroid TUmori Papiller Adenokarsinom 15yl | 1,7x1,5x1,2 Orta TINOMO
H6 23 E Tiroid Normal

H7 58 E Tiroid TUméri Adenokarsinom 6 ay 5x4,6x4 Zayif T3NOMO
H8 26 E Tiroid Normal

H9 49 K Uterus Timérl Leiomyoma 24 ay N/A Iyi N/A
H10 8 E Uterus Normal

H11 62 K Uterus Timéri Adenokarsinom 2ay Dia0,1cm Zayif TINOMO
H12 40 K Uterus Normal

e N/A: Degerlendirilemedi

e T - Primer timor

e TX - Primer tiimor degerlendirilemedi

e TO - Primer tumor bulgusu yok

e Tis - Karsinoma in situ; epitelici veya lamina propria invazyonu

e T1 - TUimor submukoza'ya invaze

e T2 - Timor muscularis propria'ya invaze

e T3 - TUmor muscularis propriadan subserosa'ya veya periton-disi perikolik

veya perirektal dokulara invaze

e T4 - Tiimor dogrudan diger dokulara invaze ve/veya peritonu perfore etmis

N - Bolgesel lenf digiimleri

Nx - Bolgesel lenf diigtimleri degerlendirilemedi

NO - Bolgesel lenf diigiimii metastaz1 yok

N1 - 1-3 bolgesel lenf diigiimiine metastaz

N2 - 4 veya daha fazla bolgesel lenf diiglimiine metastaz

M - Uzak metastaz

Mx - Uzak matastaz degerlendirilemedi

MO - Uzak metastaz yok
M1 - Uzak Metastaz var
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4.2.8. Immiinofloresan

Sterilize edilmek i¢in %100 alkole batirilip alevden gecirilen lameller
6 — kuyulu hiicre kabina yerlestirildi. Ardindan her bir kuyuya 1 — 3x10° hiicre
lamellerin iizerine ekilip 2 ml besiyerinde 1 gece boyunca biiyiimeleri beklenmistir.
Ertesi giin, iki kere soguk PBS ile yikanan hiicreler %4 paraformaldehit ile 5 dk.
inklibe edilerek fikse edilmistir. Iki kere PBS ile yikanan hiicreler, 2 dk. %0,1
TritonX-100 ile muamele edilip gegirgenlik saglanmistir. Tekrar 2 kere PBS ile
yikanan hucreler bloklama igin 45 dk. %5 FBS ile oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Hicreler bloklamanin ardindan primer antikor olarak kullanilan hibridoma
siipernatanlar1 ile 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Kontrol
orneklerinde ise hibridoma siipernatanlar1 yerine IgG1 izotip antikoru kullanilmustir.
5 — 6 kere PBS ile yikamanin ardindan hiicreler 45 dk boyunca uygun ikincil
antikorla (AlexaFluor Green 488) muamele edilmistir. %5 FBS icerisinde hazirlanan
ikincil antikora ayrica son hali 1:100.000 olacak sekilde DAPI (5 mg/ml) de
katilmigtir. Son olarak ise 3 kere PBS ve 1 kere de ddH,O ile yikanan lameller, lam
lizerine sabitleme cozeltisi ile yerlestirilmistir. Ikinci antikorun eklenmesinden
sonraki tim asamalar karanlikta gergeklestirildi. Boyanan hiicreler floresan
mikroskopta (Nikon Eclipse 80i) incelenip, Nikon Digital Sight DS — 5Mc kamera ile
fotograflandi.

4.2.9. Oksidatif Stres induiksiyonu

Oksidatif stresin FLASH lokalizasyonuna olan etkisini incelemek icin HuH7
hlcreleri, 72 saat boyunca %0,1 FBS iceren besiyerinde inkibe edildiler. 72 saatin
ardindan 24 saat daha 100 uM H,0, igeren %0,1 FBS’li besiyerinde inkibe edildiler.

4.2.10. istatistiksel Analizler

HCC hiicre hatlarindan elde edilen CASP8AP2 gen ifadeleri, hem geometrik
ortalamaya gore hem de saglikli insan karacigerine gore kalibre edilmislerdir. Iki
farkli kalibrator ile elde edilen sonuclar ise Pearson Korelasyon testine tabi

tutulmustur.
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5. BULGULAR

5.1. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Kiiltiire edilip biiyiitillen hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. izole edilen
RNA konsatrasyonu NanoSpec spektrometre cihazi ile 6lgiildii. Ol¢iim sonucunda
OD 260/280 orani 2,06 ve RNA konsantrasyonu 400 — 800 ng/ul olarak bulundu.

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. Sentezlenen cDNA miktar
NanoSpec spektrometre cihazi ile 6lgiildii. Ol¢iim sonucunda 260/280 OD degeri
1,78 - 1,82 ve tek-zincir DNA miktar1 200 — 300 ng/ul olarak bulundu.

5.2. RT — qPCR ile Gen Ifadesi Analizi

5.2.1. HCC Hiicre Hatlar1 ve Normal Insan Karaciger Total RNA
Ekstraktinda CASPSAP2 ifadesinin Analizi

Kiiltiire edilip biiylitilen HCC hiicre hatlarindan ve normal insan karaciger
total RNA ekstraktindan sentezlenen cDNA’lar kullanilarak RT-qPCR ile
CASP8AP2 geninin ifadesi arastirildi. Normalizator olarak yine aymi orneklerdeki
GAPDH gen ifadesi kullanildi. Kalibrator olarak ise ya normal insan karacigerinden
elde edilen CASP8AP2 gen ifadesi (Sekil 5.1), ya da HCC hiicre hatlarindan elde
edilen CASP8AP2 gen ifadelerinin geometrik ortalamalar1 (Sekil 5.2) kullanildi.
AACt metoduna gore hesaplanan ve log2 tabaninda ifade edilen CASP8AP2 gen

anlatimindaki goreceli degisimler sekil 5.1 ve 5.2°de gosterilmistir.
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Kat Degisimi (log,)

FLASH/CASP8AP2

3
2,5
2
1,5 T
1 - T
05 - I r
i I B b
-0,5 J/"o 5 J"’o > JX}’Q = '<, %’OG‘ ,%o ,o(_ &vo)
1 i2) % NI S %J
-1,5

Hiicre Hatlar:

Sekil 5.1: Saglikli insan karacigerine gore kalibre edilmis CASP8AP2 gen ifadeleri.

HCC hiicre hatlari, hepatosit veya projenitor hiicre kokenlidir. Kalibrator

olarak kullanilan saglikli insan karacigeri ise, karaciger hepatositlerine ek olarak bu

organdaki diger tip hiicreleri de i¢cermekte oldugundan, elde edilen bulgulari teyit
etmek igcin CASP8AP2 ifadelerinin HCC’deki geometrik ortalamalari da kalibrator

olarak kullanilmustir.

Kat Degisimi (log,)

-0,5

-1,5

-2,5

FLASH/CASP8AP2

2,5

1,5

Hiicre Hatlan

Sekil 5.2: HCC hiicre hatlarindaki geometrik ortalamaya gore kalibre edilmis

CASP8AP2 gen ifadeleri.
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gPCR analizleri sonucunda (Sekil 5.1 ve 5.2), Hep3B, HepG2 ve Snul82 hiicre
hatlarinda CASP8AP2 ifadelenmesi artig yoniinde bir egilim gosterirken, Sk-Hepl ve
Snu 475 nispeten azalmaya yonelik bir egilim gostermistir. Ama temel olarak 9 farkli
HCC hiicre hattinin tamamu diistiniildiigiinde CASP8AP2 gen ifadesinde asir1 bir
degisime (over-expression veya down-regulation) rastlanilmamustir.

Ardindan, her iki kalibratore gore elde edilen sonuglar arasinda Pearson

Korelasyon analizi de gergeklestirildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: HCC hiicre hatlarinda CASP8AP?2 ifadelerinin iki farkli kalibrator
arasindaki Pearson Korelasyon analizi. Skala, (-1) ile (+1) araligindadir.

Hiicre Hatti Korelasyon Katsayisi

Snu 182 0,68
Snu 423 0,67
Snu 475 0,80

HepG2 0,50

Hep3B
Sk-Hep1l

PLC
Huh7

ki farkli kalibrator kullanildiginda elde edilen sonuglara gore, Snu 398, Sk-
Hepl, PLC ve Snu 475 ylksek korelasyon, Snu 182, Snu 423 ve HepG2 hiicreleri
orta seviye Kkorelasyon, Hep3B ve Huh7 hiicreleri ise diisiik korelasyon

sergilemislerdir.
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5.3. Anti - FLASH Antikoru ile immiinofloresan

5.3.1. Hela ve HCC Hiicre Hatlarimin Anti — FLASH Antikoru ile
Boyanmasi

Daha 6nce gelistirilen poliklonal antikorlar HeLa hticrlerinde test edildiginden,
HeLa hiicre hatti, FLASH protein ifadesi igin pozitif kontrol olarak kullanildi
[Barcaroli et al., 2006a]. Lamel iizerinde biiyiitillen HeLa hiicre hatt1 ve diger HCC
hiicre hatlar1 anti — FLASH antikoru kullanilarak boyandi. Niikleuslar ise DAPI ile
boyandi.

Hem HeLa (Sekil 5.3) hem de HCC hiicre hatlarinda (Sekil 5.4 — 5.12) FLASH
proteininin lokalize oldugu nukleer cisimcikler gorilmekle beraber niukleus ve

sitoplazmay1 kapsayan diffiiz bir boyanma da gozlendi.

a) b)

Sekil 5.3: Hela hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama goriintuleri. Niikleuslar DAPI ile

boyanmistir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyutme 400X"dir.
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a) b)

Sekil 5.4: Snu 182 hiicre hattinda a) izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama gortintdleri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmustir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyultme 400X"dir.

A
A~
a) b)

Sekil 5.5: Snu 398 hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immunfloresan boyama gorintileri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmistir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri géstermektedir.
Buyutme 400X’dir.
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a) b)

Sekil 5.6: Snu 423 hiicre hattinda a) izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama gortntdleri. Nukleuslar DAPI ile
boyanmustir. Beyaz oklar, FLASH in lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.

Blyutme 400X’dir.

a) b)

Sekil 5.7: Snu 475 hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immunfloresan boyama gorintileri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmistir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri géstermektedir.
Buyutme 400X’dir.
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a) b)

Sekil 5.8: HepG2 hiicre hattinda a) izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immunfloresan boyama gorintileri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmustir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyutme 400X’dir.

-
N
a) b)

Sekil 5.9: Hep3B hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama gortintdleri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmustir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyultme 400X"dir.
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AN
a) b)

Sekil 5.10: Sk-Hep1 hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immunfloresan boyama gorintileri. Nukleuslar DAPI ile
boyanmustir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.

Buyutme 400X’dir.

-
T
a) b)

Sekil 5.11: PLC hiicre hattinda a) Izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama gortintdleri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmstir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyultme 400X"dir.
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a) b)

Sekil 5.12: Huh7 hiicre hattinda a) izotip antikoru, b) anti — FLASH antikoru
kullanilarak elde edilen immiinfloresan boyama gortntdleri. Nukleuslar DAPI ile

boyanmstir. Beyaz oklar, FLASH’1n lokalize oldugu cisimcikleri gostermektedir.
Buyultme 400X"dir.

5.3.2. Oksidatif Strese Maruz Birakilmis Huh7 Hlicre Hattinda
FLASH Proteininin Immiinfloresan Boyanmasi

Huh7 hicrelerinin distiik serumlu (%0,1) ortamda 100 uM H,O; ile muamele
edildiginde oksidatif strese ugradiklar1 bilinmektedir [Sayan et al., 2001b]. Buna
dayanarak, lamel Uzerinde buydtulen HuH7 hicreleri 72 saat %0,1 FBS igeren
besiyerinde inkibe edildikten sonra, 100 uM H,0; i¢eren ve FBS oran1 %0,1 olan
besiyerinde 24 saat daha inkiibe edildi. Imminfloresan boyama sonucunda oksidatif
strese maruz birakilmayanlar ile karsilagtirildiginda, niikleusta gozlenen hem spesifik
FLASH noktaciklarinin hem de diffiiz FLASH i1simasiin kayboldugu goézlendi
(Sekil 5.13). Bu durum, apoptotik uyarim sonucu ger¢eklesen FLASH

translokasyonuna benzerlik gostermektedir [Milovic-Holm et al., 2007].
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c) f)

Sekil 5.13: Oksidatif stres sonucu FLASH1n sitoplazmaya translokasyonu. Oksidatif
strese maruz birakilmadan normal serumlu ortamda biiyiitiilen HuH7 hiicre
hatlarinda a) izotip antikoru, b), ¢) anti — FLASH antikoru kullanilarak
gerceklestirilen immdanfloresan boyama goruntuleri ile oksidatif strese maruz
birakilan HuH7 hiicre hatlarinda d) izotip antikoru, e), f) anti — FLASH antikoru
kullanilarak gergeklestirilen immunfloresan boyama gorunttleri. Beyaz oklar,
FLASH’1n lokalize olduklar1 niikleer cisimcikleri, kirmizi kesik ¢izgili oklar ise
oksidatif stres sonucu FLASH’1n terk ettigi niikleuslar1 gostermektedir. Niikleuslar
DAPI ile boyanmustir. Biyutme 400X’dir.
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Oksidatif stres sonucu FLASH translokasyonu gosteren hucrelerin yizdesini
belirlemek igin hem normal sartlarda biiylitillen hem de oksidatif strese maruz
birakilan hiicreler immiinfloresan yontemiyle analiz edilmis ve 500 hiicre sayilmistir.
Normal sartlar altindaki hiicrelerde herhangibir FLASH translokasyonuna
rastlanilmamustir. Oksidatif strese baruz birakilan hiicrelerin ise %56’sinda FLASH
halen nukleusta lokalize iken, %44’tinde FLASH translokasyonu saptanmigtir
(Sekil 5.14).

100
90
80
70
60 -
50
40
30
20
10

m Nikleer

m Sitoplazmik

Hucrelerin %0'si

Kontrol H,0,

Sekil 5.14: Oksidatif stres sonucu FLASH’1 niikleus veya sitoplazma lokalizasyonlu
gosteren hiicrelerin orani.

5.4. Parafin Doku Makrodizinlerinde Immiinhistokimya
Boyamalari

Parafin Doku Makrodizinler kullanilarak hem HCC ile eslenik dokular arasinda
hemde diger tip kanser dokularinda FLASH protein ifadesi immiinhistokimya
yontemiyle incelendi. 1.panelde saglikli dokulariyla kiyaslanarak 16 karaciger
kanseri 6rnegi (Katalog No: Z7020059), 2. panelde ise farkli tiirdeki kanserler ve
ilgili saglikli dokular1 (Katalog No: T8235713-5) incelenmistir. Boyanmalarin
yayginliklar ve siddetleri (+) ile (+++) skalasinda degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal analizler sonucunda sadece 2. panelde ii¢ normal mide
orneginde (G4, G6 ve G8) FLASH boyanmasi gozlenmistir (Sekil 5.15a, b ve ¢). Bu
boyamalar mide epitelinde ve sitoplazmik olup, yayginliklar1 (++), siddeti ise (+)
dizeyindedir. Bu ii¢ ornegin karsilik gelen kanserli orneklerinde ise FLASH

boyanmasina rastlanmamustir (Sekil 5.15d, e ve f).
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Sekil 5.15: Parafin doku makrodizinlerinde anti — FLASH antikoru kullanilarak
gerceklestirilen immiinhistokimya analizi. @), b), ¢) 3 farkli saglikli mide dokusunu;
d), e), f) ise sirasiyla karsilik gelen kanserli dokular1 gostermektedir. Buyutme
200X"dir.

45



6. TARTISMA ve SONUC

Karaciger kanseri kansere bagl dliimler arasinda erkeklerde 2. ve kadinlarda
ise 6. sirada olup en onde gelen tipi Hepatoseliiler Karsinom (HCC)’dur. Her yil
HCC teshisi konulanlarin sayisinda ve buna bagli 6liimlerde tipki diger kanserler gibi
artis gozlenmektedir. Bu sebepten 6tiirlii HCC tan1 ve teshisinde kullanilabilecek
belirteglerin bulunmasi énem arz etmektedir. HCC’dan muzdarip hastalardan elde
edilip kiiltiire edilen HCC hiicre hatlari hem HCC tanisina yonelik yapilan molekiiler
analizler, hem de kanserli hiicrelerin kanserlesme siireglerinde gegirdikleri
degisimleri inceleme agisindan énemli materyallerdir. HCC hiicre hatlarinda gen ve
protein diizeyindeki degisimler incelenerek HCC hicrelerinin kanserlesme siiregleri
ve sergiledikleri fizyopatalojik durumlar aydinlatilabilir ve bu siire¢leri aydinlatacak
belirtecler bulunabilir.

CASP8AP2 geni tarafindan iretilen FLASH proteini 1999°da Imai ve ark.
[Imai et al., 1999] tarafindan pro-apoptotik bir protein olarak bulunmustur. Devam
eden caligmalarda transkripsiyondaki gorevlerine ek olarak [Choi et al., 2001], [Jun
et al., 2005], [Kino and Chrousos, 2003], [Kino et al., 2004], [Obradovi¢ et al.,
2004], [Morgan et al., 2004], [Alm-KTristiansen et al., 2008], apoptotik &zelliginin
tersine, histon pre — mRNA olgunlagsmasi gibi hiicrenin sag kalimi igin gerekli
Ozellikleri de aydinlatilmigtir [Barcaroli et al., 2006a], [Barcaroli et al., 2006b],
[Kiriyama et al., 2009], [Milovic-Holm et al., 2007], [Krieghoff et al., 2007], [Yang
et al., 2009], [Yang et al., 2011], [Bongiorne-Borbone et al., 2008], [Yang et al.,
2013], [De cola et al. 2012]. FLASH’1n hiicre igindeki lokalizasyonu igin farkli
Oneriler getirilse de [Imai et al., 1999], [Kino and Chrousos, 2003], FLASH’in
nikleusta hem PML — NB’lerde [Milovic-Holm et al., 2007], [Krieghoff et al., 2007]
hem de HLB’lerde [Barcaroli et al., 2006], [Bongiorne-Borbone et al., 2008], [Yang
et al., 2013] lokalize oldugu kesfedilmistir. PML — NB’lerde lokalize olan FLASH,
apoptotik CD95 uyarimu {izerine sitoplazmaya go¢ edip mitokondri {izerinde Kaspaz-
8’1 aktive etmektedir. HLB’lerde bulunan FLASH ise histon pre — mRNA’larinin 3’
uc kesiminde gorevlidir.

Farkli kanser tiplerinde hem hiicre hatti hem de doku temelinde yapilan
calismalara gore, FLASH biitiinliigiinin kanserlerde korunmasi gerekmektedir.
Fakat, kan kanseri tiplerinden ALL ve T — LBL’de yuksek CASP8AP2 ifadesi,
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hastalarin iyi bir prognoz gosterebilmeleri icin gerekli gibi gozikmektedir [Flotho et
al., 2006], [Callens et al., 2012], [Remke et al., 2009], [Jiao et al., 2012], [Li et al.,
2013]. Farkli kanser tiplerinde yapilan mutasyon analizlerine gore ise, kolorektal
hiicre hatlarinin %10’undan fazlasinda CASP8AP2 mutasyonu goriilmiis [Park et al.,
2002], fakat bu durum ne kolorektal karsinom [Jeong et al., 2008] ne de gastrik
karsinom dokularinda [Jeong et al., 2007] dogrulanmis, hatta gastrik karsinom
dokularinda yiiksek FLASH protein ifadesi gozlenmistir [Jeong et al., 2007].

FLASH 1 hem apoptotik hem de tam tersi sekilde hiicre dongiisiiniin devami
icin gereken gorevleri g6z oniine alindiginda, HCC hiicre hatlar1 ve dokularindaki
durumu da merak konusudur.

Bu calismada 9 farkli HCC hiicre hattinda FLASH’in gen ve protein
ifadelenmesi incelenmistir. Bu amagla hiicrelerdeki FLASH transkript seviyesi RT —
gPCR ile, FLASH protein lokalizasyonu ise immiinfloresan yontemiyle saptanmuistir.
Parafin doku makrodizinleri kullanilarak hem saglikli hem de kanserli pek ¢ok farkli
tipteki dokuda FLASH ifadelenmesi incelenmistir.  Immiinfloresan  ve
immiinhistokimya analizlerinde ise, Prof. Dr. Tamer Yagci tarafindan Bilkent
Universitesinde gelistirilen ve FLASH proteinine spefisifik antikor treten 1A4
hibridoma hiicre hatt1 kullanilarak laboratuarimizda iiretilen antikorlar kullanilmustir.

Yapilan RT — qPCR analizleri sonucunda farkli tipteki HCC hiicre hatlarinda
gbze carpar bir asir1 ifadelenme veya diigikk ifadelenmeye rastlanilmamistir. Snu
hiicre hatlar1 (Snu 182, 398, 423 ve 475) ve Sk-Hepl hiicre hatti1 az farklilasmis ve
invaziv 6zellikler sergilerken, diger hiicre hatlarinin (HepG2, Hep3B, PLC ve Huh7)
farklilasma diizeyleri iyi olup invaziv degillerdir [Yuzugullu et al., 2009]. Bu sebeple
9 hiicre hatt1 farklilasma ve invazivlik 6zelliklerine gore iki gruba ayrilabilmektedir.
CASP8AP2, geometrik ortalamaya gore kalibre edildiginde, Snu 398, Snu 423 ve
Snu 475 hiicre hatlarinin CASP8AP2 ifadelerinde azalma gozlenirken, diger grup
hicrelerden HepG2 ve Hep3B hicrelerindeki CASP8AP2 ifadesinde artis
gozlenmistir. Fakat 9 hiicre hattinin hepsi goz Oniine alindiginda, bu hiicre hatlar
arasinda CASP8AP?2 ifadesine gore belirgin bir gruplama yapilamamaktadir.

Floresan mikroskobu ile elde edilen goriintiilerde, HCC hiicre hatlarinda da
FLASH 1n niikleer cisimciklerde lokalize oldugu gosterilmistir. Bu niikleer cisimler,
HCC hiicre hatlarindaki PML — NB’leri [Milovic-Holm et al., 2007] veya HLB’leri
[Bongiorne-Borbone et al., 2008] isaret edebilir. Buna ek olarak hem niikleus hem de
sitoplazmada diffiiz FLASH boyanmasi da elde edilmistir. FLASH’in sadece
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niikleusta degil, sitoplazmada da lokalize oldugunu gosteren yayinlar da mevcuttur
[Imai et al., 1999], [Kino and Chrousos, 2003].

Ek olarak, literatiirde belirtilen apoptotik translokasyona benzer sekilde
[Milovic-Holm et al., 2007], [Krieghoff et al., 2007] oksidatif stres sonucunda da
FLASH’1n niikleustan sitoplazmaya transloke oldugu, ilk defa HCC hiicre hatlarinda
gosterilmistir. Normal sartlar altinda hiicrelerin tamaminda FLASH baskin sekilde
nukleusta lokalize iken, oksidatif stres sonucunda hticrelerin ~%44’tinde FLASH
translokasyonu gozlenmistir.

RT — gPCR sonuglar1 ve immiinofloresan sonuglar1 kiyaslanarak gen ve protein
ifadelenmesi arasindaki uyum da incelenmistir. CASP8AP2’yi nispeten ylksek ifade
eden Hep3B ve HepG2 hiicre hatlarinin protein ifadeleri de nispeten fazladir.
CASP8AP2’yi nispeten daha diisiik ifade eden Snu 475 ve Sk — Hepl hicre
hatlarinda ise protein ifadeleri nispeten daha azdir. Snu 182 hiicre hattinin
haricindeki diger hiicre hatlarinin gen ve protein ifadelenmeleri kiyaslandiginda ise
biiyiik bir uyumsuzluk goézlenmemistir. Snu 182 hiicre hattinda CASP8AP2 gen
ifadesi diisiik olmamasina ragmen, immiinfloresan goéruntilerinde yeterli protein
ifadesi gozlenmemistir.

Daha once kanser hiicre hattt ve dokularinda yapilan ¢alismalarda FLASH
biitiinligiiniin korunmasi gerektigi 6ne siiriilmistiir. Parafin doku makrodizinlerinde
yapilan immiinhistokimya analizleri sonucunda, pek c¢ok farkli tipteki normal ve
kanserli dokular arasindan yalnizca saglikli mide doku o&rneklerinde boyanma
saptanmistir. FLASH boyamasinin sadece mide dokusunda go6zlenmesinin
nedenlerinden biri kullanilan antikorun yeterli konsantrasyonda olmamas1 olabilir.
Immiinhistokimya ¢alismalarinda hibridoma hiicre siipernatanlar1 ek bir isleme tabi
tutulmadan kullanilmigtir. FLASH antikorunun konsantrasyonunu arttirmak igin,
hibridoma  silipernatanlarinda  antikor  saflastirilmast  yapilip  antikorun
zenginlestirilmesi saglanabilir. Ayrica, doku 6rnekleri parafine gomiilii halde fikse
olduklarindan, antikorun, FLASH’da karsilik gelen spesifik epitopu kapanmis
olabilir. Bu sebeple, in vitro elde edilen sonuglarin in vivo’ya aktarilabilmesi igin
fresh — frozen dokularda daha konsantre antikorlar kullanilarak yeni galismalar
yapilmalidir.

Saglikli mide dokusunda elde edilen FLASH boyanmasi, gastrik karsinomda
elde edilen yiiksek FLASH boyanmasi sonucuyla uyusmamaktadir [Jeong et al.,
2007]. Midenin haricinde zaten higbir dokuda FLASH boyanmasi gézlenmediginden,
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yukarida bahsedilen faktorler degistirilip denemeler tekrarlandiktan sonra ancak
kesin bir sonuca varilabilir. Farkli denemeler sonucunda yine benzer bir sonug
alinirsa, pro — apoptotik bir protein olan FLASH’in mide kanseri hicrelerinde
baskilanmis olabilecegi sonucuna varilabilir.

Yapilan tiim analizler sonucunda, FLASH’1n transkript ve protein diizeyleri
arasinda gbze g¢arpan bir uyumsuzluk olmadigi ve anti-FLASH antikorunun in
vitro’da literatiirii dogrular sekilde FLASH’1 spesifik bir sekilde niikleustaki
cisimciklerde taniyabildigi, fakat bu sonuglarin in vivo’ya aktarilmasinda giigliik

yasandig1 anlagilmstir.
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7. ONERILER

Monoklonal anti-FLASH antikoru in vitro’da istenilen sonuglar1 vermistir. /n
vivo analizlerin de istenildigi sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in antikorun
zenginlestirilmesi veya deney kosullarinin ve kullanilan doku 6rnegi tiplerinin
degistirilmesi yoluna gidilebilir. Doku olarak fresh-frozen tipteki dokular
kullanilabilir ve dokularda sakli kalan epitoplarin agiga ¢ikmasi igin gergeklestirilen
“antigen retrieval” islemi de optimize edilmelidir. Antikor zenginlestirilmesi ise

Protein-G afinite kolonlar1 vasitasiyla gerceklestirilebilir.
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