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Oz

Amag: Pankreas kanseri, tiim kanserler igcinde en kot prognoza sahip olanlar arasindadir. Tripartite Mo-
tif-Containing Protein 3 (TRIM3) geni tumor baskilayici bir gen olarak kanser hticrelerinin proliferasyonu,
migrasyonu ve invazyonunu kontrol ederek timér baskilayici olarak rol oynamaktadir. Bu galismanin
amaci, AsPC1, BxPC-3 ve PANC-1 pankreas kanseri hiicre hatlarindaki TRIM3 geninin mRNA seviyesindeki
ekspresyonunu arastirmaktir.

Materyal ve metod: AsPC1, BxPC-3 ve PANC-1 hiicre hatlari 37°C’'de %5 CO2 iceren ortamda kdlture
edildi ve total RNA izolasyonu yapildi. TRIM3 geni mRNA ekspresyon seviyesi Kantitatif Ters Transkripsi-
yon PCR (RT-gPCR) metodu ile incelendi. Rélatif gen ekspresyonu verilerinin analizi 222" metodu kullani-
larak yapildi.

Bulgular: Ug hiicre hattinda da TRIM3'iin mRNA ekspresyon seviyelerinin ¢ok diisiik oldugu tespit edildi.
ilaveten kat degisimi hesaplandiginda hiicre hatlari arasinda istatiksel fark gézlenmedi.

Sonug: TRIM3 geni karsinogenez siirecinde timar baskilayici gen olarak rol oynamaktadir ve kanser hiic-
relerinde TRIM3 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Literattirdeki diger kanser tirleri ile uyumlu se-
kilde pankreas kanseri hiicrelerinde TRIM3 mRNA ekspresyonunun ¢ok disilik oldugu tespit edilmistir. Bu
galisma AsPC1, BxPC-3 ve PANC-1 pankreas kanseri hiicre hatlari ve TRIM3 arasindaki iligkiyi arastiran tek
¢alisma olmasi sebebiyle bundan sonra yapilacak fonksiyonel ¢aligmalara igik tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, TRIM3, AsPC1, BxPC-3, PANC-1

Abstract

Background: Pancreatic cancer is among those with the worst prognosis of all cancers. The Tripartite Mo-
tif-Containing Protein 3 (TRIM3) gene, as a tumor suppressor gene, plays a role as a tumor suppressor by
controlling the proliferation, migration and invasion of cancer cells. The aim of this study was to investi-
gate the expression of TRIM3 gene at the mRNA level in AsPC1, BxPC-3 and PANC-1 pancreatic cancer cell
lines.

Materials and Methods: AsPC1, BxPC-3 and PANC-1 cell lines were cultured at 37°C in an environment
containing 5% CO2 and total RNA was isolated. TRIM3 gene mRNA expression level was analyzed by Qu-
antitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR) method. Analysis of relative gene expression data was
performed using the 22T method.

Results: The mRNA expression levels of TRIM3 were found to be very low in all three cell lines. In addi-
tion, when fold change was calculated, no difference was observed between cell lines.

Conclusions: TRIM3 gene plays a role as a tumor suppressor gene in the process of carcinogenesis and it
has been shown that TRIM3 expression is decreased in cancer cells. Consistent with other cancer types in
the literature, TRIM3 mRNA expression was found to be very low in pancreatic cancer cells. Since this
study is the only study investigating the relationship between AsPC1, BxPC-3 and PANC-1 pancreatic can-
cer cell lines and TRIM3, it will shed light on future functional studies.
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Giris

Pankreas kanseri, tim kanserler icinde en kotli prognoza
sahip olanlar arasindadir ve 5 yillik sagkalim orani %9’dur
(1). Son yillarda, hastaligin tanisi ve tedavisinde bircok iler-
leme kaydedilmis olmasina ragmen hastalarin genel sagka-
iminda 6nemli 6lgide iyilesme olmamistir (2). Genom ve
epigenom capinda iliskilendirme ¢alismalari, pankreas kan-
seri ile iliskili genlerin belirlenmesinde bliyik katki sagla-
mistir (3-6).

Tripartite Motif (TRIM) ailesi proteinleri tipik olarak E3 ubi-
kuitin ligaz aktivitelerine sahiptirler ve hedef proteinlerin
proteazom tarafindan parcalanmasinda énemli rol oynar-
lar. TRIM ailesi proteinleri, bir RING (R) alt birimi, bir veya
iki cinko baglayici B-kutusu (B-box) ve yumaksi sarmal (coi-
led-coil) alt birimlerini iceren benzer bir karakteristik yapiyi
paylasirlar (7).

TRIM proteinlerinin; proliferasyon, apoptoz ve transkripsi-
yonel diizenleme dahil olmak Uzere gesitli biyolojik sureg-
lerde yer aldig1 gosterilmistir (8, 9). Tripartite motif-contai-
ning 3 (TRIM3) proteini, TRIM protein ailesinin bir tiyesidir
ve 11p15.5'de lokalizedir (10, 11, 12). Literatirde,
TRIM3'lin kanser hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu
ve invazyonunu kontrol edebildigini ve karaciger kanseri,
glioblastomlar ve kolorektal kanser gibi ¢esitli kanserlerde
bir timor inhibitori olarak hareket edebilecegi bildirilmistir
(8, 13, 14). Mevcut ¢alismalar, karaciger kanseri, kolorektal
kanser, mide kanseri ve rahim agzi kanseri dahil olmak
lizere birgok insan kanserinde TRIM3 ekspresyonunun azal-
digini gostermistir. TRIM3 ekspresyonunun yukari diizen-
lenmesi hiicre malignite davranislarini inhibe ederken,
TRIM3'lin asagl dizenlenmesi ise hiicre malignitesini kont-
rol etmektedir (8, 14-16).

TRIM3 ekspresyon kaybinin, glioblastomalarin gelisimini ve
ilerlemesini destekledigi, asiri ekspresyonun ise glioblasto-
malarin tiimdrijenitesini azalttigi bildirilmistir. Glioblasto-
ma'daki TRIM3'ln timor baskilayic islevi, cdk inhibitéra
olan p21’in dizenlenmesi ile baglantihdir (17, 18).
miR-4513’Gn TRIM3 ekspresyonunu asagl yénde regiile
ederek meme kanseri hiicre hatlarinin hiicre biiyiimesini,
koloni olusumunu, migrasyonunu ve invazyonunu kontrol
ettigi gosterilmistir. Bu bulgular miR-4513 veya TRIM3'Un
meme kanseri igin potansiyel yeni terapétik hedefler olabi-
lecegini gostermektedir (19). TRIM3'iin meme kanserinde
iyi prognoz ile iliskili oldugu, ancak yalnizca P53 yabanil tip
meme kanseri hastalarinda kot sagkalim ile iliskili oldugu
gosterilmistir. TRIM3'in P53 yikimini destekledigini ve P53
hedef gen ekspresyonunu baskiladigini, bu sekilde kanser
hiicresi blylimesini tesvik ettigini ve P53 yabanil tip meme
kanseri hiicrelerinde sisplatin kaynaklh apoptozu inhibe et-
tigini gosteren gcalismalar vardir. Bu sonuglar ile TRIM3, P53
sinyal yolaginin yeni kesfedilen bir modulatori olarak P53
yabanil tip meme kanserini tedavi etmek icin umut verici bir
hedef olabilmektedir (20). TRIM3'in tamoksifene direncli
meme kanserinde 6nemli 6lglide yukari regiile edildigi ve
tamoksifen tedavisi sirasinda meme kanserli hastalarin
kot sagkalimiyla iliskili oldugu bulunmustur (21).

Pankreas Kanseri Hiicrelerinde TRIM3 Ekspresyonu

Lu ve arkadagslari, ilk kez TRIM3'in Ewing sarkom hiicrele-
rinde Beclinl'in yikimini saglayarak otofajiyi negatif olarak
diizenledigini ortaya koymustur ve bu bulgularin Ewing sar-
kom arastirmasi icin fikirler saglayabilecegini soylemistir
(22).

TRIM3, GO/G1 fazinda htiicre dongisini durdurur ve hiicre
proliferasyonunu azaltarak karaciger kanseri gelisimininde
tlimor baskilayici bir rol oynamaktadir (8). TRIM3 ekspres-
yonunun hepatoselliler karsinomda hem mRNA hem de
protein seviyelerinde asagi yonde regiile edildigi ve diisiik
TRIM3 ekspresyonunun koti prognoz ile iliskili oldugu gos-
terilmistir (23).

Bircok arastirmaci TRIM3'(i aday bir tiimor baskilayici gen
olarak degerlendirmistir, clinkli asiri ekspresyonu kanser
hicresi proliferasyonunu inhibe etmektedir ve TRIM3 eksp-
resyonu kotu prognozla iliskilidir (23). Bununla birlikte,
pankreas kanserinde TRIM3’Un islevi hala belirsizdir.

Bu ¢alismada, Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR (RT-qPCR)
metodu ile pankreas kanseri hiicrelerinde TRIM3 mRNA
ekspresyonunu incelendi.

Materyal ve Metod

Hiicre hatlari ve hiicre kiiltiirii

Calismada AsPC1, BxPC-3 ve PANC-1 pankreas kanseri
hiicre hatlari kullanildi. Hiicre hatlari American Type Cul-
ture Collection'dan (Manassas, VA, ABD) temin edildi.
AsPC1 ve PANC-1 hiicreleri pankreas basi adenokarsinomu-
dur. AsPC1 hiicrelerinin bir¢ok karin ici organa metastazi
mevcutken PANC-1 hiicreleri duodenum duvarina invaze
olmustur (24, 25). BxPC-3 hicre hattinda primer timor
pankreasin govde kisminda yer almaktadir ve metastazi
yoktur (26).

Hicreler, %10 isiyla inaktive edilmis fetal bovine serum
(Hyclone, USA) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Hyclone, USA)
antibiyotigi ile desteklenmis RPMI-1640 (Hyclone, USA) be-
siyerinde kulture edildi. Hlcreler 37°C'de %5 CO2 iceren
nemlendirilmis havaya sahip inkibatoérde steril kosullarda
cogaltild.

Total RNA izolasyonu

Pankreas kanseri hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu
TRIzol Reagent (Invitrogen, USA) ile Ureticinin protokoliine
gore yapildi. Total RNA konsantrasyonu, NanoDrop 2000
spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) ile 260 nm dalga boyunda 6l¢iildi. Total RNA'nin kali-
tesi agaroz jel elektroforezi ve 260 nm, 280 nm, 230 nm
dalga boyundaki absorbans 6l¢limleri ile incelendi.

Kantitatif Ters Transkripsiyon PCR (RT-qPCR)

cDNA sentezinde Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kullanildi. 1
pg total RNA, 100 uM oligo(dT)is primer, 5xReaction Buffer,
20 unite Ribolock RNase inhibitor, 10 mM dNTP mix, 200
unite RevertAid Reverse Transcriptase iceren reaksiyon ka-
risimi niikleaz icermeyen su ile 20 pl'ye tamamlandi.
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Elde edilen cDNA’lar, TRIM3 mRNA ekspresyon seviyesini
6lgmek icin qPCR reaksiyonunda kulllanildi. Referans gen
olarak B-aktin secildi. TRIM3 ve B-aktin genlerine spesifik
primerlerin dizileri Tablo 1'de listelenmistir.

Tablo 1. RT-qPCR'da kullanilan primerlerin dizileri

GEN iLERi PRIMER (5'-3') GERI PRIMER (5'-3")

TRIM3 TGGGAGCCAAACTTGA-  GAGACATAATTGTGGCAGAC-
AGAGGA TATGA

B-AKTIN  TTCCTGGGCAT- AGGAGGAGCAAT-
GGAGTCCT GATCTTGATC

Guvenilir RT-qPCR sonuglari elde etmek igin iki 6nemli nok-
taya dikkat edilerek RNA’ya 6zgii primerler dizayn edildi. ilk
olarak ileri ve geri primer, ekzon-ekzon birlesme noktalari
icerecek sekilde tasarlandi. ikinci olarak da ileri ve geri pri-
merler arasinda en az iki intron bolgesi birakilarak genomik
DNA’dan kaynaklanabilecek yanlis cogalmalar engellendi.
gPCR reaksiyonu SYBR® Green Master Mix Kit (Qiagen, Al-
manya) ile yapildi. 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master
Mix (1x) 12,5 pl, cDNA 500 ng, ileri primer 0.3 uM ve geri
primer 0.3 uM iceren PCR miksine toplam hacim 25 pl ola-
cak sekilde niikleaz icermeyen su eklendi. Pankreas kanseri
hiicre hatlarinin TRIM3 ekspresyon seviyelerini 6lgmek icin
TRIM3 ve B-aktin PCR Urlinlerinden seri on kat seyreltmeler
hazirlandi ve standartlar olarak kullanildi.

Amplifikasyon Rotor Gene Q5 Plex/ 5 Plex HRM Real Time
PCR cihazi ile Tablo 2'de belirtilen kosullara gére gercgekles-
tirildi. Erime Egrisi (Melt Curve) Analizi ile hedef bolgelerin
amplifikasyonlari kontrol edildi. Rolatif gen ekspresyonu
verilerinin analizi 222" metodu kullanilarak yapildi.

Tablo 2. gPCR protokoli

Reaksiyon Sicakhk Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 15 dakika 1
Denatilirasyon 95°C 15 saniye

Primer baglanma 58°C 30 saniye 38 dong
Uzama 72°C 30 saniye

Melting curve 72-95°C 1°C/5sn

Veriler, Rotor-Gene Q Series yazilimi v2.1.0 (Qiagen) kulla-
nilarak analiz edildi ve standart egri yontemi kullanilarak
ekspresyon seviyeleri hesaplandi. Deney setleri 3’er tekrarh
olacak sekilde gerceklestirilmis olup, ortalamalari alinarak
hesaplamalar yapildi. Roélatif gen ekspresyonu verilerinin
analizi 225°T [(ACt=Ctrrims-Cts-akein), AACT= (Ctrrimsz-Cte-ak-
tin)grupl-(CtTRIM3-Ct6-aktin)grup2] metodu kullanilarak yaplldl.

istatistiksel Analiz

Tim veriler SPSS 20.0 (SPSS, ABD) veya excel ile analiz
edildi. Tum sonuglar, ortalama % standart sapmalar (SD)
olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar Student's
t-testi ile yapildi ve p degeri 0.01'den kiiglikse sonuglar ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Pankreas Kanseri Hiicrelerinde TRIM3 Ekspresyonu

Bulgular

Pankreas kanseri hiicre hatlarinin TRIM3 mRNA ekspresyon
farkliliklari degerlendirmek icin RT-qPCR yontemi kullanildi.
Rolatif gen ekspresyonunu 6lgmek icin referans gen olarak
B-aktin kullanildi. Ug hiicre hattinda da TRIM3'in mRNA
ekspresyon seviyelerinin cok duslik oldugu tespit edildi (Se-
kil 1). ilaveten hiicre hatlari arasindaki kat degisimi hesap-
landiginda TRIM3 ekspresyonunun birbirine ¢ok yakin ol-
dugu gozlendi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlen-
medi (p>0.05). PANC-1 ve BxPC-3 hiicrelerinde ekspresyon
yaklasik ayni seviyede iken AsPC1 hiicresinde diger iki hiic-
reye kiyasla ¢ok az dusukti (Sekil 2).

0,0005
0.0004

0,0003

Relatif TRIM3 mRNA ekspresvonu

0,0002

0.,0001

0

PANC-1

Sekil 1. TRIM3 mRNA ekspresyon seviyesi
Pankreas kanseri hiicre hatlarinda TRIM3'in mRNA ekspresyon seviyesi
RT-GPCR ile &lciildii.

BxPC-3 AsPC1

Tartisma

TRIM3'lin pankreas kanserindeki potansiyel rollinii arastir-
mak i¢in, AsPC1, BxPC-3 ve PANC-1 hiicre hatlarinda
TRIM3'ln ekspresyonu RT-qPCR metodu ile incelendi. So-
nuglar, TRIM3'in mRNA ekspresyon seviyelerinin i¢ hiicre
hattinda da ¢ok dislik oldugunu ortaya koydu (Sekil 1). Li-
teratlire bakildiginda benzer sekilde farkli kanserlerde
TRIM3 ekspresyonunun azaldigi gézlenmistir.

TRIM proteinleri, RING tipi E3 ubiquitin ligazlarinin alt aile-
lerindendir ve neoplastik sireglerin kritik dizenleyicileri
olarak kabul edilirler (27, 28). TRIM proteinlerinin prolife-
rasyon, apoptoz, transkripsiyonel diizenleme ve bagisiklik
sistemi dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli biyolojik stireclerde go-
revlidirler (8, 9, 29).

TRIM3 geni, ¢ok sayida kanserle iliskili genin bulundugu
11p15.5 lokusunda yer almaktadir ve bu bulgu TRIM3'(in
yeni bir timor iliskili gen olabilecegini gostermektedir (12,
30). TRIM3 kolorektal kanser (14), meme kanseri (19), he-
patoselller karsinom (23) ve glioblastoma (18, 31) gibi ¢ce-
sitli kanserlerde tumor baskilayici rol oynamaktadir. Ayrica,
TRIM3, karaciger kanseri (8), 6zofagus skuamoz hiicreli kar-
sinom (32), kolon kanseri (14) ve mide kanseri (15) dahil ol-
mak Uzere gesitli kanserlerde asagi yonde regiile edilmek-
tedir ve hiicre proliferasyonu, invazyonu ve metastazi in-
hibe etmektedir.
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Relatif TRIM3 mRNA ckspresyonu (2-44¢T)

0

PANC-1 BxPC-3 AsPC1

Sekil 2. Rélatif TRIM3 mRNA ekspresyonu
PANC-1, BxPC-3 ve AsPC1 pankreas kanseri hiicre hatlarinda rolatif TRIM3
MRNA ekspresyonu 222" metodu ile hesaplandi.

TRIM3’ln mide kanserinde hiicre biiyiimesini ve metastazi
inhibe ederek timor baskilayici olarak islev gormesi
TRIM3’Un tanisal bir biyobelirteg ve terapotik hedef olarak
kullanilabilirligini desteklemektedir (15). Bununla birlikte
mide kanseri hastalarinda TRIM3 mRNA seviyesindeki azal-
manin koti prognoz ile iliskili oldugu gdsterilmistir. ilaveten
bu hastalarda TRIM3'lin yukari yénde regiile edilmesinin
daha uzun sagkalim oranlarina eslik etmesi sebebiyle artan
TRIM3 mRNA seviyesinin, mide timorlerinin ilerlemesin-
deki rollerini hafifletmek icin B-katenin, CyclinD ve BCL2'nin
asiri ekspresyonuna bir yanit oldugu diisinulmektedir (33).
Chao ve arkadaslari, hepatoseliiler karsinom tiimor dokula-
rini kanserli olmayan dokularla karsilastirdiginda TRIM3
ekspresyonunun hem mRNA hemde protein seviyesinde
onemli 6lglide asagi yonde regile edildigini bulmuslardir ve
ayni zamanda dislik TRIM3 ekspresyonunun kétii progno-
zun bagimsiz bir gostergesi oldugunu bildirmislerdir (23).
TRIM3 ekspresyonunun karaciger kanseri hiicrelerinde nor-
mal karaciger hiicrelerine goére daha dusik oldugu bulun-
mugtur. TRIM3’ilin asiri ekspresyonu hicre proliferasyonu,
migrasyonu, invazyonu ve koloni olusumunu 6nemli élglide
inhibe ederken, TRIM3 ekpresyonunun baskilanmasinin bu
slrecleri destekledigi gosterilmistir (8).

TRIM3 ekspresyonunun meme kanseri hiicre hatlarinda
normal hiicre hattina kiyasla 6nemli 6lgiide azaldig tespit
edilmistir ve TRIM3’Un meme kanseri hiicrelerinde tiimér
baskilayici fonksiyon géstermesine karsin miR-4513'lGin on-
kojenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. miR-4513’iin
asagl yonde dizenlenmesi, TRIM3'(i hedefleyerek hiicre ¢o-
galmasini, koloni olusumunu, migrasyonu ve invazyonu
baskilamistir (19). TRIM3’Un insan meme kanseri hiicrele-
rinde P53 sinyalinin dlizenleyicisi olarak rol oynadigi goste-
rilmistir. TRIM3, P53 protein seviyesini baskilamakta ve

Pankreas Kanseri Hiicrelerinde TRIM3 Ekspresyonu

meme kanseri hiicre bliyliimesini ve anti-apoptozu destek-
lemektedir. P53 sinyal yolunun yeni kesfedilen bir modiila-
toru olarak TRIM3, P53 yabanil tip meme kanserini tedavi
etmek icin umut verici bir hedef olarak gézilkmektedir (20).
Song ve arkadaslari, miR-454-3p'nin rahim agzi kanseri ti-
mor blyumesi ile iliskili oldugunu gostermistir. miR-454-
3p'nin ektopik ekspresyonu, dogrudan TRIM3'( hedef ala-
rak, P38 MAPK sinyalinin aktivasyonu yoluyla P53’(in asagi
yonde diizenlenmesine ve kaspaz-3'liin yariklanmasina yol
acarak rahim agz1 kanserinde hiicre proliferasyonunu in-
hibe etmektedir. Béylece miR-454-3p, rahim agzi kanseri
tedavisi igin yeni bir gen olarak tanimlanmaktadir (34).
Literatlirde pankreas kanseri ile ilgili tek bir ¢calisma bulun-
maktadir. Nahakira ve arkadaslari pankreas kanseri hiicre
hatti MiaPaCa2 hiicrelerini gemsitabine direngli hale getir-
miglerdir ve gemsitabine direng genlerini arastirirken
TRIM3'Un asagl yonde regiile oldugunu bulmuslardir (35).
Yapilan literatlr taramasina gore; bu g¢alisma AsPC1, BxPC-
3 ve PANC-1 hiicre hatlari ve TRIM3 arasindaki iliskiyi bildi-
ren tek calisma olmasi sebebiyle bundan sonra yapilacak
fonksiyonel ¢alismalara 1sik tutacaktir.

Etik onam: Bu ¢alisma etik onam alinmasi gereken ¢alismalar kap-
sami disinda olan hiicre kiltiiri ¢calismasidir.
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