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MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Dizisinde Prostoglandin Endoperoksid H Sentaz
2 (PTGS2), Kalretikulin (CALR) ve Keratin-19 (KRT19) Genlerinin Transkripsiyon

Asamasinda Anlatimlarinin Arastiriimasi
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Amag: Bu calismada MDA-MB-231 meme kanser hiicre hattinda prostaglandin endoperoksid H
sentaz 2 (PTGS2), kalretikulin (CALR) ve keratin-19 (KRT19) genlerinin transkripsiyon diizeyindeki
gen anlatimlarinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve metod: Kiiltiir ortaminda gogaltilan MDA-MB-231 meme kanser hiicrelerinden RNA
izolasyonu yapilmis ardindan cDNA sentezi gergeklestirilmistir. PTGS2, CALR ve KRT19 genlerine
spesifik primerler ile es zamanli PCR yapilarak, bu genlerin ifadesi transkripsiyonel seviyede
belirlenmistir.

Bulgular: MDA-MB-231 hiicre hattinda PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat; CALR gen ifadesinde 1,45
kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artis oldugu saptanmustir.

Sonug: Farkli solid kanserlerde, apoptoz direnci, metastaz, anjiyogenez gibi biyolojik stireclerde rol
aldigi bilinen KRT19, CALR, PTGS2 genlerinin meme kanseri gelisiminde de rol alabilecegi ve ileride
yapilacak detayli ¢alismalarla prognostik Gneme sahip olacagi 6n gortimektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, PTGS2 geni, CALR geni, KRT19 geni

Abstract

Background: In this study, we aimed to determine the gene expressions of prostaglandin
endoperoxide H synthase 2 (PTGS2), calreticulin (CALR), and keratin-19 (KRT19) genes at
transcriptional level in MDA-MB-231 breast cancer cell line.

Materials and Methods: RNA was isolated from MDA-MB-231 breast cancer cells grown in culture
medium, followed by cDNA synthesis. Real-time PCR with specific primers for PTGS2, CALR and
KRT19 genes was used to determine the expression of these genes at the transcriptional level.
Results: In the MDA-MB-231 cell line, a 14.92-fold increase in PTGS2 gene expression, a 1.45-fold
increase in CALR gene expression and a 6.72-fold increase in expression of the KRT19 gene were
found.

Conclusions: It is predicted that the KRT19, CALR, PTGS2 genes, which are known to play a role in
biological processes such as apoptosis resistance, metastasis, and angiogenesis in different solid
cancers, may also play a role in the development of breast cancer and will have prognostic importance
with further studies.
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Girig

Meme kanseri oldukga yaygin olan ve farkli alt tipler iceren
son derece heterojen bir hastaliktir (1). Meme kanserleri-
nin alt tiplerinin prognoz ve tedavileri farkli olabileceginden
dolayi, alt tiplerinin arasinda ayrim yapabilmek hayati
6neme sahiptir. Patolojik 6zellikler ve invaziv dzelliklerine
gbre, yaygin meme kanserleri i¢ ana gruba ayrilabilir: in-
vaziv olmayan, invaziv ve metastatik meme kanserleri (2-
5). Uglii negatif meme kanseri, dstrojen hormon reseptorii
(ER), progesteron hormon reseptori (PR) ve insan epider-
mal biylime faktorl reseptorlii 2 (HER2)'den yoksun, ol-
dukga agresif bir meme kanseri tipidir. Uglii negatif meme
kanserinin tedavisinde segenekler oldukca kisitl oldugun-
dan, hastaligin molekler temelini anlamak, etkili yeni ilag
gelisimi icin ¢ok 6nemlidir (6). MDA-MB-231 hiicreleri ol-
dukga agresif, zayif farklilagmis Uglii negatif meme kanseri
hiicre dizisidir.

Kalretikulin, endoplazmik retikulumun liimeninde yer alan
major bir Ca?* baglayici proteindir (7). Kalretikulin kalsiyum
homeostazindaki gdrevinin yani sira, hiicre gogalmasi,
adezyon, gen ekspresyonunun modifikasyonu ve immin
yanitta da rol oynamaktadir (8-10). Sitokeratin 19 (KRT19)
ise yapisal sertlikten sorumlu olan bir sitoplazmik ara fila-
ment proteinidir. Sitokeratin 19'un da dahil oldugu Keratin
ailesi proteinleri yapisal bitlnligu korumanin yani sira,
hicre sinyalizasyonunda, stres yanitinda ve apoptozda
onemli rol oynar (11). Calismamizda ifade duzeyini aragtir-
digimiz bir diger gen Siklooksijenaz veya COX2 olarak da
bilinen prostaglandin-endoperoksit H sentaz (PTGS2) geni
idi. Bu gen driinii olan PTGS2 proteini prostaglandin biyo-
sentezinde anahtar bir enzimdir ve hasarli hiicre zarlarinin
bir Grlinii olan arasidonik asidin prostaglandinlere dénisu-
munde sinirlayici role sahiptir (12). PTGS2'nin birgok solid
timar tipinde ifade edildigi ve metaztaz ile ilintili oldugu ra-
por edilmistir (13).

Yapilan bu ¢alismada MDA-MB-231 icli-negatif meme
kanser hucrelerinde, prostaglandin endoperoksid H sentaz
2 (PTGS2), kalretikulin (CALR) ve keratin-19 (KRT19) gen-
lerinin transkripsiyon asamasindaki ifade dizeyleri belir-
lenmigtir. Bu genlerin oldukga agresif olan bu meme kan-
ser alt tipinde, birer biyobelirte¢ olarak kullaniima potansi-
yelleri arastinimistir.

Materyal ve Metod

Calismamizda kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatti Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)' dan
temin edilmistir.

Hiicre Kiiltiirii Uygulamasi:

MDA-MB-231 hucre hatti %10 FBS, %1 penisilin-strepto-
misin ilave edilmig, 4,5 glukoz, L-glutamin ve sodyum piru-
vat iceren hazir Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) ortaminda kulttire edildi. BUttin hlcre gruplart %5
CO; ve 37 °C'de hiicre Killtiir etliviinde steril sartlarda kiil-
tiire edildi. inkiibasyon sonras! hiicreler toplandi ve analiz
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icin hicre peletleri elde edildi.

RNA izolasyonu;

Hucrelerden total RNA elde etmek icin, Omega Biotek
marka, R6834 katalog numarali RNA izolasyon kit Griin
kullanilmis ve elde edilen RNA ‘lar -80 °C’de saklanmistir.
c¢DNA Sentezi ve Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu:

cDNA sentezi i¢in Qiagen marka QuantiTect Reverse
Transcription kiti kullanilmistir. Gen ifadelerinin analizi igin
qPCR’da kullaniimak Uzere tasarlanmis olan her bir gene
ait primerler Tablo 1'de gosteriimektedir.

Tablo 1. Genlere ait primer dizileri

Gen Primer dizisi

PTGS2 Forward: ATCATTCACCAGGCAAATTGC
Reverse: GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG

KRT19 Forward: CGGGACAAATTCTTGGTGCC
Reverse: ATCCAGCACCCTGCGCAGGCC

CALR Forward: AAGTTCTACGGTGACGAGGAG
Reverse: GTCGATGTTCTGCTCATGTTTC

GAPDH Forward: TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
Reverse: AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

Amplifikasyon, Corbett Research Real-Time PCR Thermal
Cycle cihazinda gerceklestirimistir. Reaksiyon karigimi
her bir reaksiyon tliptine 10 uL 2X SYBR Green (HibriGen
marka, mg-sybr-01-400 katalog numarali irtin), forward ve
reverse primerlerin her birinden 1,5 pL, 4 uL cDNA 6rnedgi,
4 UL nikleazdan arindiriimig su eklenerek hazirlandi. Re-
aksiyonun bilesenleri Tablo 2'de, reaksiyonun asamalari
ise Tablo 3'de verilmigtir.

Tablo 2. gPCR reaksiyonu bilesenleri

Igerik Miktar Sonug
konsantrasyonu
2X SYBR Green Reaksiyon Karigimi | 10 uL 1X
Forward primer 1,5k 0,3 uM
Reverse primer 1,5l 0,3uM
cDNA 4L <500 ng
Su 4L
Toplam 21 L
Tablo 3. gPCR Déngl Asamalari
gPCR Ddngii Agsamalari
Denattirasyon 94 °C 4 dakika
1. Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Qogalma 2. Baglanma 58 °C 30 saniye
3. Uzama 72 °C 30 saniye, Floresan okuma
Sonlanma 72 °C 10 dakika
X 36 DONGU
Bulgular

Gergek zamanli PCR analizinde, referans olarak kullanilan
GAPDH geni ile PTGS2, CALR ve KRT19 genlerinin Ct ve
Tm degerleri Tablo 4’ de belirtilmistir. Tablo 4’de houseke-
eping gen GAPDH olmak (izere, MDA-MB 231 hiicre hat-
tinda PTGS2, KRT19 ve CALR genlerinin ifade seviyeleri
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gorilmektedir. Gergek zamanh PCR analizi sonuglarina
gore her ¢ genin ifade seviyesinde de artig gozlemlenmis-
tir. Analiz, U tekrarli deney seti halinde gergeklestirilmis
olup, esas alinacak deger igin Uglinlin ortalamasi alinmig-
tir.

Tablo 4. Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonug-
lari

MDA-MB-231 Delta CtACt Ekspresyon
(MDA-MB-231) Degisimi

Ortalama Ct 27 AACt
degeri

GAPDH

(house-keeping | 29,31

gen)

KRT19 22,28 7,95 6,72

CALR 30,23 13,1 1,45

PTGS2 23,16 7,07 14,92

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli gergek zamanli
PCR sonuglarinin delta delta Ct hesaplamasi ile MDA-MB-
231 hiicre hattinda PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat;
CALR gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde
ise 6,72 kat artis oldugu saptanmistir.

Tartisma

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda kansere
bagl élimlerin baginda gelen bir saglik sorunudur (14).
Uclii negatif meme kanseri hiicre dizisi olan MDA-MB-
231'de prostaglandin endoperoksid H sentaz 2 (PTGS2),
kalretikulin (CALR) ve keratin-19 (KRT19) genlerinin,
transkripsiyon diizeyindeki gen anlatimlarinin belirlendigi
bu calismada calisilan her 3 gende transkripsiyonel du-
zeyde artis tespit edilmistir.

Calisilan genlerden biri olan CALR geni, Kalretikulin prote-
inini kodlar. Bu protein sentezlenen proteinlerin katlanma-
sinda ve kalsiyum dengesinde anahtar rol oynayan bir pro-
teindir (15). Meme kanseri de dahil olmak Uzere akciger
kanseri, yumurtalik kanseri, glioblastoma, gastrointestinal
kanserler gibi gesitli kanser tirlerinde CALR ifade diizeyle-
rinde degisiklikler gorulmustur (16). Calismamizda CALR
gen ifadesinin, MDA-MB-231 (i¢li negatif meme kanser
hiicre dizisinde 1,45 kat arttigi tespit edilmistir. Bizim so-
nuglarimiza benzer sekilde Lwin ve arkadaglari da MDA-
MB-231 hiicre hattinda CALR ifade diizeyini anlamli bir se-
kilde yiksek bulmuslardir (17). Ayrica meme kanserinde
malign lezyonlarin invazivligi ile CALR ifade diizeyi ara-
sinda dogru- korelasyon oldugu gosterilmistir (18).
Arastirdigimiz bir diger gen KRT19 idi. Ara tip ipliksi protein
olarak Keratin 19, hem normal hicrelerde hem de kot
huylu tiimér hiicrelerinde ifade edilmektedir. KRT'lerin, sin-
yal yollarini diizenleyen proteinler, apoptozda ve hiicre
déngusul inhibisyonunda rol alan proteinler, invazyon ve
metastaza aracilik eden proteinler ile etkilesimde oldugu
bilinmektedir (19,20). Bu ¢alismada MDA-MB-231 i¢ll ne-
gatif meme hiicre dizisinde KRT19 gen ifadesinin 6,72 kat
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arttigi tespit edildi. Kabir ve arkadaglari 2014 yilinda 2.400
hastanin gen ifade profillerini kullanarak, Keratin 19'u
(KRT19) meme kanserinde oldukca duizensiz bir gen ola-
rak tanimlamistir. KRT19 ifadesinin hasta irkindan bagim-
siz, ancak hastalik derecesi ve ER, PR veya HER2 eksp-
resyonu ile korele oldugunu bulmuslardir. Yaptiklari calis-
manin sonucunda KRT19 ifadesinin prognostik bir biyobe-
lirteg olarak kullanilabilecegini g6stermislerdir (21).
Calismamizda transkripsiyonel seviyede ifade dizeyini
arastirdigimiz bir diger gen ise COX2 olarak da bilinen
Prostaglandin-endoperoksit Sentaz 2 (PTGS) idi. Prostag-
landin H sentetaz (PGHS) olarak da bilinen siklooksijenaz
enzim sistemi, siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-
2 (COX-2) olmak Uzere iki farkli izoenzimden olugmaktadir.
Siklooksijenaz-2 enzim sistemi ile meme kanserojenezi
arasinda onemli bir iligki vardir. Yaptigimiz calismada
PTGS?2 ifadesi dizeyinde 14,92 kat artis oldugunu tespit
edilmistir. Literatlre bakildiginda meme kanserinde yUk-
sek PTGS?2 ifadesinin kotu prognozla iligkilendirildigi gorl-
mektedir (22,23). Ari Ristimaki ve arkadaslari 1576 kisiyi
dahil ettikleri meme kanseri calismasinda artan PTGS2 ifa-
desinin, kétii prognoz icin belirteg olarak kullanilabilecegini
ve duslk sag kalim orani ile anlamli sekilde korele oldu-
gunu ortaya koymuslardir (24). Bazi ¢alismalar da yiksek
PTGS2 ifadesi ile metastaz arasindaki iliskiye isaret et-
mektedir (25). 2003 yilinda Shim jeong ve arkadaslari, ¢a-
listiklart meme kanseri 6rneklerinin %72'sinde PTGS2 po-
zitifligi  gostermislerdir. Ayrica calistiklar hastalardaki
PTGS2 geninin asir ifadesinin, timor bayukluga ve ileri
evre ile anlamli olarak ilintili bulmuslardir. PTGS-2'nin
meme kanseri gelisimine katkida bulunabilecegini ve
meme kanserinde prognostik bir gésterge olarak kullanila-
bilecegini belirtmislerdir (26). Ghahremanfard ve arkadas-
lari ise 2013 yilinda yaptigi ¢alismada PTGS2'nin agir ifa-
desinin, lenf nodu tutulumunun derecesi ile pozitif iliskili ol-
dugunu, ancak HER2, ER ve PR reseptérlerinin ekspres-
yonu ile iligkili olmadigini gézlemlemislerdir (27).
MDA-MB-231 (cli-negatif meme kanseri hiicrelerinde,
PTGS2, CALR ve KRT19 genlerinin transkripsiyonel sevi-
yede ifadelerinin arastinldigi bu galismada her 3 genin ifa-
desinde de artis oldugu bulunmustur. PTGS2 gen ifade-
sinde 14,92 kat; CALR gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 ge-
ninin ifadesinde ise 6,72 kat artis belirlenmistir. Her (i¢ ge-
nin de farkli kanserlerde, apoptoz direnci, metastaz, anji-
yogenez gibi biyolojik siireglerde rol aldi§ini gdsteren ¢a-
lismalar g6z 6nlne alindiginda, bu Gg genin meme kanseri
gelisiminde rol alabilecegi ve ileride daha fazla sayida de-
nek ile yapilacak detayli galismalardan elde edilecek veri-
ler ile prognostik 6Gneme sahip olacagi on gortlmektedir.

Etik Kurul Onayi: Bu ¢alisma etik onam alinmasi gereken
calismalar  kapsami diginda olan hicre  Kkultdri
calismasidr.
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