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Abstract

Colorectal cancer is the frequent cause of mortality in Western world. Metastasis associated with colon cancer
1 (MACC1) gene acts as a key regulator of HGF/Met pathway and is expressed highly in colorectal cancer.
MACC1 serves as a prognostic indicator for invasion and metastasis of several cancers. Potential links between
MACC1 AS1 RNA locus that located in the intron 6 of MACC1 gene and high expression of MACC1 are unknown.
Herein, the secondary structure of MACC-AS1 noncoding RNA and the complementarities between MACC1
mRNA and MACC1-AS1 were analyzed by RNAFold and IntaRNA programs. Since MACC1-AS1 has a proper
secondary structure to hybridize with MACC1 mRNA, a potential role of MACC1-AS1 in regulation of MACC1
expression could be thought. The study included 104 controls and 96 patients. Genomic DNA was isolated
from blood samples and analyzed by PCR-SSCP and sequence analysis. Three fragments and six genotypes (1,
2, 3, 1&2, 1&3, 2&3) were observed in the exon 1 of MACC1-AS1. A and GT (rs200028381) insertions in
genotype 1, G>A substitution and A insertion in genotype 2 were detected. However, no association was
observed between these SNPs and colorectal cancer (P>0.05). This is the first investigation on MACC1-AS1
gene mutation in colorectal cancer using molecular techniques. Novel SNPs in exon 1 were identified. In order
to understand the association between colorectal tumors and MACC1-AS1 RNA expression clearly; further
analysis, like Western blotting and immunohistochemistry of MACC1 and RNA analysis for MACC1-AS1, are
needed.
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Ozet

Kolorektal kanser, bati diinyasinda sik gozlenen dliim nedenlerindendir. Metastazla iligkili kolon kanseri 1
(MACC1) geni, HGF/Met yolaginin anahtar diizenleyicisidir. Kolorektal kanserde yiiksek oranda ifade
olmaktadir. MACC1 geninin altinci intronunda MACC1-AS1 karsit anlamli RNA bolgesi bulunmaktadir. Bu
calismada, kodlanmayan MACC1-AS1 RNA’sinin ikincil yapisi RNAFold, MACC1 mRNA’s1 ile arasindaki
etkilesim IntaRNA adh programlarla analiz edilmis ve MACC1 gen ifadesinin kontroliinde rol almaya uygun
yapisl nedeniyle kolorektal kanserde gézlenen MACC1’in yiiksek ifadesi ile iliskili olabilecegi varsayillmigtir.
Konu ile ilgili agik bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma MACC1’in kodlanmayan bélgesindeki (MACC1-AS1)
olas1 genomik degisimler ve kolorektal kanser arasindaki baglantiy1 arastiran ilk ¢alismadir. Calismaya 104
kontrol ve 96 hasta birey katilmistir. Kan érneklerinden elde edilen genomik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yontemiyle ¢ogaltilmis ve tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) ile analiz edilmis ve dizin
analizine tabi tutulmustur. Kontrol ve hasta érneklerinde ekzon 1’de, ii¢ farkli banddan (1, 2, 3) olusan 6
genotip (1, 2, 3, 1&2, 1&3, 2&3) goézlenmistir. Dizin analizi neticesinde genotip 1'in bir A eklenmesi ve ayrica
GT eklenmesi (rs200028381), genotip 2’nin ise G>A yer degisimi ve A eklenmesi barindirdig1 gorilmis; ancak,
genotip 3’te bir farklilik bulunamamistir. Ancak, bu degisimler ve kolorektal kanser tanisi arasinda anlaml bir
iliski kurulamamistir (P>0.05). Calismamiz molekiiler teknikler kullanilarak kolorektal kanserde MACC1-AS1
gen mutasyonlarinin arastirildign ilk c¢alismadir. MACC1-AS1’de muhtemel mutasyonlarin MACC1’in
transkripsiyonel diizenlenmesinde basarisizliga neden olabilecegi ve artmis MACC1 ifadesine sebep olacagi
distniilerek arastirma tasarlanmigtir. Ancak kolorektal tiimorler ve MACC1-AS1 arasinda anlaml bir iliski
kurulamamistir. immiinohistokimya, western blotlama ve mRNA ifade analizi gibi ileri analizlere ihtiya¢
oldugu goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser; DNA dizin analizi; MACC1-AS1; mutasyon tarama

Girig

Kolon kanseri veya kolorektal kanser (KRK) i¢ilincii
en yaygin koti huylu kanserdir (1,2). Birlesik
Devletler ve Avrupa Birligi iilkelerinde kadin ve
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erkeklerin her ikisini etkileyen, giderek artan kiiresel
olus sikligiyla oliimlere neden olan ikinci kanserdir
(1-3). Tumorler kolon ve/veya rektum duvarlarinda
yerlesmis polip olarak adlandirilan Kkontrolsiiz
béliinen hiicrelerden gelisebilir, iyi huylu veya koti
huyu olabilir (4). Selim poliplerin zamanla
adenomatoz dokuya ilerlemesi adenokarsinomaya
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neden olabilir ve gercekte, tim Kkolorektal
kanserlerin yaklasik %96’s1 adenomatoz dokulardan
gelisir (4). Kanser, tiimor olusumunu bagslatmak icin
diger organlara yayilim yapabilir (4). Yayilim
(metastaz) tedavi basarisizliginin en sik nedenidir
(4). Bir¢ok calisma, kolorektal kanserin yas, aile
hikayesi veya inflamatér bagirsak hastalig, sigara,
alkol tiiketimi, obezite ve diyet gibi bir dizi risk
faktoriiyle baglantili oldugunu yansitmaktadir (4).

Son zamanlarda, Stein ve ark. (5) metastasis-
associated colon cancer 1 (MACC1) adinda yeni bir
gen belirlemislerdir. MACC1 insanda kromozom 7’de
(7p21.1) yerlesiktir ve hiicre ¢ogalmasi, yayilimi,
gocll ve koloni olusumunu tesvik eder (5). MACC1
mRNA’sinin  ylksek ifadesi, halen kullanilan
Uluslararas1 Kanserle Miicadele Birligi/Amerika
Kanser Komitesi (AJCC/TNM) tiimor evrelemeden

bagimsiz, timor dokularda yayilim ve kolon
kanserlerinin  tekrarlamasi i¢cin 6nemli bir
belirleyicidir (5). Birincil tiimérlerde 5 yilhk

sagkalim orani, yiiksek MACC1 ifadeli hastalar i¢in
%15 olan sagkalim oramyla karsilastirildiginda,
diisitk MACC1 ifadeli hastalarda %80’dir (5-7).

MACC1, HGF/MET sinyal yolagimin etkinlesmesi
tizerinden tiimor gelisimi ve yayiliminin anahtar bir
diizenleyicisi olarak gorev alir (5,6). Hiicre ¢cogalmasi,
hareketlilik, niifus edebilirlik ve yayilimi saglamak
icin epitelyal-mezenkimal geciste 6nemli bir rol
oynar (5,7). MACC1 proteini bir transkripsiyon
faktorii olarak islev gorir ve reseptdr tirozin
kinazlarin (Met) 6zendirici boélgelerine (promoter)
baglanir (5-8). Met'in transkripsiyon etkinligini
uyarmak icin esas olan, Met oOzendirici bdlgesi
tizerinde o6zel Spl baglanma bdlgelerinin 60 bg
yakinina baglanir ve HGF/c-Met uyar1 yolaginin
etkinligini uyarir ve hiicre cogalmasini, hareketliligini
ve yaylllmi arttinir (9). Boylece, MACC1 Met
ozendirici bolge etkinligini ve ifadesini kontrol
ederek Met geninin ifadesini diizenler (9). Klinik
calismalar MACC1’in uzak yayilimc gelisim igin tani
koydurucu bir belirteg ve yiiksek yayilim riskli
kolorektal kanser belirlenmesine olanak oldugunu
diistindiirmektedir (10). Clinkii MACC1, birincil kolon
kanserine gore yayilimci kolon kanserinde asir1 ifade
olur (5,6,8-10). Benzer sekilde, normal dokulara gore
birincil kolon kanserinde de asir1 ifade olur (9,11). Bu
da, MACC1 mRNA asir1 ifadesinin mide (12), akciger
(13,14), hepatoselliiler (15,16), yumurtalik (17) ve
pankreatik kanser (18) gibi diger kat1 tiimorler icin
sagkalim1 ve kanser ilerleyisi icin bir biyobelirte¢
olarak goriilebilecegini diistindiirmektedir.

MACC1 geni, yedi ekzon ve alti intron igerir (7).
MACC1 852 amino asitlik bir protein kodlar.
Kromozom 7’de islev kazanimi veya p-kolunun
secimli kazanimi KRK’lerde goreceli olarak sik bir
olusumdur (7). 7p21.1 {lzerinde bu degisimler
MACC1 agsir1 ifadesinin tesvik edilmesine izin
verebilir (7,19).

Organizmalarin oldugu kadar doku ve organlar da
hiicre sagkalimi i¢in tiim etkin islevlerini siirdiirmeye
ihtiyag  duyarlar  (20). Protein  sentezinin
diizenlenmesi sikica kontrol edilmelidir (20). Protein
sentezi hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon
sonrasi diizeyde kontrol edilir (20). Transkripsiyonel
diizeyde, kiiciik RNA, mikroRNA ve kodlanmayan
biiyiilk RNA'min tamamlayict baz ciftlerinin
diizenleyici islevlerde cesitlilige sahip oldugu goriilir
(20). Son giinlerde bu kodlanmayan karsit anlamh

RNA {zerine olan ilgiler, proteinin sentezinin
transkripsiyonel diizeyde bile karmasik bir
diizenlemeye  girdigini ortaya  koymaktadir.

Kodlanmayan bu RNA'lar kii¢iik ¢ekirdek¢ik RNA’lar1
(snoRNA), mikroRNA’'lar (miRNA), kisa miidahil
(interference) RNA’lar (siRNA), kii¢lik cift zincirli
RNA'lar (20) ve kodlanmayan biiyiik RNAlardir
(IncRNA) (21). Kodlanmayan bu RNA’lar kromatin
yapimini, RNA diizenlenmesini, RNA uygunlugunu,
translasyonu ve olasi transkripsiyon ve ayiklanmay1
iceren ¢ogu diizeylerde gen ifadesini diizenler (20).
Karsit anlamli RNA’lar ayrica protein transkriptlerini
iceren daha uzun birincil transkript ekzonlar ve
intronlardan ¢ok basamakli yolaklarla islenir (20).
Cogu gelisimsel farklilasmada oldugu gibi embriyonal
kok hiicre farklilagsmasina katilan dokuya dzgiin ifade
kaliplar1 gosterir ve bazilar1 mihiirlenmistir
(imprinted) (20). Boylece, organizmalarda genis bir
oranda gelisimsel ve fizyolojik yolaklar1 kontrol
etmek icin gorev alirlar (20). Kodlanmayan dizilerin
transkripsiyonu ve kiigik RNA’larin  bolluguy,
kalitimla olusan dis goriiniimle iliskisi ve gelisim i¢in
genis diizenleyici bir ag1 akla getirir (20). Saghkta ve
hastalikta 6zellikle kanser gelisiminde kodlanmayan
kiiciik RNA’lar tarafindan protein sentezinin
diizenlenmesi bir¢ok calismayla 6rneklendirilmistir
21D).

Bu ¢alismada biz, MACC1 gen iiriinii diizeyleri kanser
hastalar1 icin sagkalim oranlarin1 yansittigl igin,
MACC1 gen iirlinii ifade diizeylerini belirleyen
dizenleyici mekanizma(lar)nin var olabilecegini
varsaydik. MACC1 karsit anlamli RNA 1 (MACC1-
AS1)'in agikliga kavusturulacak hedef boélgelerden
biri oldugunu 6ngordiik. MACC1-AS1 kodlanmayan
RNA geni 11616 nt uzunlukta MACC1 geninin 6.
intronunda bulunmaktadir (19). Bu c¢alismada,
MACC1-AS1 RNA’sinin tahmini ikincil yapist RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAfold.cgi?PAGE
=3&ID=0EddQ8Anca) programi yardimiyla (Sekil 1),
MACC1 mRNA’s1 ile MACC1-AS1 arasindaki olasi
eslesme bolgeleri ise Freiburg RNA Tools IntaRNA
(http://rna.informatik.unifreiburg.de:8080/v1/IntaR

NA.jsp) programi (Sekil 2) kullanilarak tespit
edilmistir. Ayrica, molekiiler genetik laboratuar
yontemlerinin kullanilmasiyla, MACC1-AS1

kodlanmayan RNA genindeki olas1 degisikliklerin
varligini incelemek ve kolorektal kanser ile iliskisini
arastirmak amaclanmistir.
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Gereg ve Yontem

Orneklerin toplanmasi ve DNA eldesi

Gaziantep Universitesi Cerrahi Anabilim Dal
tarafindan toplanan 96 [59 erkek (ortalama yas:
54,22) ve 37 kadin (ortalama yas: 51,64)] hasta ve
104 saglikli kontrol olmak iizere toplam 200 bireyin
kan o6rnegi incelendi. Hastalar klinik 6zellikleri,
cinsiyeti, yas ortalamasi ve kanser tiplerine (birincil
olusum yerine, metastaza ve erkek ve kadinlarda
kanser  gelisiminin  sikligina)  bagh  olarak
gruplandirildi (Tablo 1). Calisma i¢in hastalarin onay1
ve etik kurul izni alinmisur (Karar No:
05.02.2013/54). Hasta ve saglikli kontrol 6érneklerin
kan oOrneklerinden tuz-kloroform metoduyla DNA
elde edildi. DNA ornekleri ileri analizlere kadar -
20°C’de saklandi.

Sekil 1. MACC1-AS1 RNA’sinin RNAFold isimli programla elde edilen
tahmini ikincil yapisi. Ok ile gosterilen boélge 1, ekzon 1'in iginde;
bolge 2 ekzon 2'nin icinde ve bolge 3 ekzon 3’in iginde yer
almaktadir(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAfold.cgi?PAGE=3&
ID=0EddQ8Anca).

MACC1-AS1 RNA’sinin ikincil yapisinin tahmini ve
MACC1 mRNA’si ile etkilesimi

Kodlanmayan MACC1-AS1 RNA’sinin ve MACC1
mRNA’simin niikleotid dizileri NCBI veri tabanindan
indirildi. 1lk olarak, MACC1-AS1 Kkarsit anlaml
RNA'nin ikincil yapisin1 6ngérmek amaciyla RNAFold
isimli ~ program (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAfold.cgi?PAGE=3&ID=0EddQ8Anca) (Sekil 1)
kullanild.

Tablo 1. Kanser tiirii ve cinsiyete gore hasta 6rnek sayisi

Kanseri Tipleri Erkek Kadin Toplam
Kolon adenokarsinomu 28 10 38
Kolon kanseri 8 2 10
Kolon kanseri metastazi 14 10 24
Kolorektal kanser 5 11 16
Rektal adenokarsinom 1 2 3

Rektal kanser 1 1 2
Apendiks kanseri 1 1 2

Anal kanal kanseri 1 0 1
Toplam 59 37 96

Sonrasinda MACC1-AS1 RNA’s1 ve MACC1 mRNA’s1
arasindaki muhtemel etkilesimleri gorebilmek
amaciyla online tahmin aracl IntaRNA
(http://rna.informatik.unifreiburg.de:8080/v1/IntaR
NA.jsp) (Sekil 2) kullanildi.

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR)

MACC1 geninin 6. intronunda bulunan kodlanmayan
MACC1-AS1 geninin (GI: 224589819:20181539-
20193154 Homo sapiens kromozom 7, GRCh37.p10
Primary Assembly) dort ekzonunu ¢ogaltmak
amaciyla SDSC Workbench primer tasarim programi
(http://workbench.sdsc.edu) kullanilarak 4 cift
primer tasarlanmistir (Tablo 2). Polimeraz zincir
tepkimesi 10X (NH4)2SO+'l1 tampon, 2 pl 25 mM
MgClz, 2 ul 2 mM dNTP karisimi, 1’er pl 20 mM ileri
ve geri primerler ve 1 u Taq DNA polimeraz
varliginda; M] Research, AB Applied Biosystem PCR
cihazlar1 kullanilarak 94°C 40 sn, 59.6°C 45 sn ve
72°C 30 sn sl dongi kosullar1 altinda
gerceklestirilmistir.

Tek iplik konformasyon polimorfizmi (Single Strand
Conformation Polymorphism, SSCP)

Cogaltilan PCR tirtinleri 49:1 %7°lik poliakrilamid jele
yiklenerek 16 saat 430 V elektroforeze tabi

tutulmustur. Hareketlilignde farklihk go6zlenen
bantlar jelden Kkesilerek dizin analizi i¢in
hazirlanmistir.

Niikleotid dizin analizi

Dizilenmek tizere hazirlanan 5 pl PCR drind 2pl
ExoSap ile karistirilarak 37°C’de 30 dk, 85°C’de 15 dk
bekletilmigtir. Dizin PCR1 kalip DNA, 2 uM primer,
5X tampon ve BigDye (v3.0) varliginda; 96°C 10 sn,
50°C 5sn ve 60°C 30 sn (25 tekrar) 1s1l dongii
kosullarinda gergeklestirilmistir. Elde edilen iirtinler
Sephadex ile saflandirildiktan sonra ABI 3330 dizin
analiz cihazina yiiklenmistir.

Istatistiki hesaplamalar
Sonuglari degerlendirmek amaciyla Fisher exact testi
kullanilmistir.

Bulgular

SSCP sonuglari

Ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 4’tin SSCP sonuglarinda
farkl hareketlilik gdsteren banda (genotip)
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Tablo 2. MACC1-AS1 geninin dort ekzonunu ¢ogaltmak iizere tasarlanan primer ciftleri ve elde edilen iiriin biyiikliikleri gorilmektedir.

Primer ismi Primer dizisi (5'>3") PCR iiriinii (bg)
Ekzon 1

MACC1-AS1-1FW CCCCCAAAATAAGCAAATAAT 180 bp
MACC1-AS1-1RV AGAGACAAAGGCAGACCAAA

Ekzon 2 250 bp
MACC1-AS1-2FW CAACAGCAATCTTACCTTCAACA

MACC1-AS1-2RV AATTACATTTTGTCACATTAAAGGATT

Ekzon 3 254 bp
MACC1-AS1-3FW AAGCCAGCGAAGTCAATGTT

MACC1-AS1-3RV TTCTTGAAAATCAACAACTTTCTTATC

Ekzon 4 346 bp

MACC1-AS1-4FW
MACC1-AS1-4RV

TGCTGTTAGGCACAAGTTAAACA
TTGATTTGACTCTACTTTTCATGC

MACCT mRNA =3 =
Ekzon 1

MACC1-ASIRNA

MACCT mRNA * LT
Ekzon 2

MACC1-ASIRNA
Ekzon 3

Sekil 2. MACC1-AS1 RNA’s1 ve MACC1 mRNA’s1 arasindaki tamamlayici bolgeler goriilmektedir. IntaRNA programi yardimiyla elde edilmistir

(http://rna.informatik.uni-freiburg.de:8080/v1/IntaRNA.jsp)

Tablo 3. Hasta ve kontrol 6rneklerinde genotiplerin dagilimi

Hasta Kontrol
Genotip Adet Yiizde (%) Adet Yiizde (%)
1 3 3.19 2 1.92
2 14 14.89 14 13.46
3 9 9.75 20 19.23
1,2 12 12.76 16 15.38
1,3 18 19.14 17 16.34
2,3 32 34.04 31 29.80
X 8 4
Toplam 96 104

rastlanmamigtir. MACC1-AS1 geninin 1. ekzonunda
saglikli ve hasta orneklerinde, alti farkli genotip
tespit edilmistir (Sekil 3). Genotip 1, 2, 3, 1&2, 1&3 ve
2&3, sirasiyla tiim oOrneklerde % 5,0, % 28,35, %
2898, % 28,14, %3548 ve % 63,84 siklikla
belirlenmistir (Tablo 3).

Hasta ve saglikli kontrol gruplarinda tiim genotip
dagilimi Tablo 4’te gosterilmistir. Veriler istatistiki
olarak Fisher exact test kullanilarak
degerlendirilmistir (P>0.05). MACC1-AS1 geni ve
kolorektal kanser gelisimi arasinda anlamli bir iliski
bulunamamaistir.

Dizileme sonuglari

SSCP sonucunda farkl hareketlilik gosteren birinci
ekzon drneklerinden, alti1 farkli genotip (1, 2, 3, 1&2,
1&3ve 2&3), mutasyon veya ¢okyapililik belirlemek
uzere dizilenmistir. MACC1-AS1’in niikleotid dizisi
NCBI veri tabanindan indirilerek hasta érneklerinden
elde edilen DNA dizin sonuglarim1 karsilastirmada
kullanilmistir.

Genotip 1, 2 ve 3'de birtakim degisiklikler
bulunmustur. Genotip 1’de A (adenine) ve GT (guanin
timin) (rs200028381) eklenmeleri gozlenmistir
(Sekil 4). Genotip 2’de G>A yer degistirmesi ve
adeninin eklenmesi goriilmistiir (Sekil 5). Genotip
3’de bir degisim saptanmamuistir.

Tartisma

Kolorektal kanser diinya ¢apinda 6liime neden olan
ikinci kanserdir ve en yaygin {lglincii kanser tipidir
(4). MACC1 geni tim genom (whole-genome
screening)  arastirmalariyla  kesfedilmis  yeni
tanimlanmis bir gendir (5). MACC1 uzak metastaz
olusumunda tanida kullanilabilecek bir belirtectir ve
metastatik kanser i¢in yiiksek riskli kolorektal kanser
hastalarinin belirlenmesine olanak saglar. Bu genler
insan kolon kanser dokularinda, normal dokularda,
birincil tlimorlerde ve metastazda farkli bir sekilde
ifade edilirler (5).

Stein ve arkadaslar1 (7) MACC1 mRNA ifadesinin
kolorektal karsinomada, hastaliksiz sagkalim ve
tekrarlamada bagimsiz bir tani belirteci olabilecegini
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Sekil 3. Poliakrilamid jel elektroforezi sonrasi giimiis boyama ile elde edilen SSCP bandlarinin gértinimd. (1), (2), (3), (1&2), (1 &3),(2&3)

numarall genotipler gézlenmistir. 1 numarali genotip 10. kuyuda, 2 numarali genotip 8, 15, 17 ve19. kuyuda, 3 numarali genotip 6,9, 11, 23 ve
25 numaral kuyularda, 1&2 genotipi 1, 3, 4, 7, 12 ve 22 numarali kuyularda, 1&3; 5, 20, 24 ve 26 numarali kuyularda ve 2&3 genotipi ise 2, 13,
14, 16, 18 ve21 numaral kuyularda goriilmektedir.

bildirmistir. Yiilksek MACC1 mRNA ifadesi olan MACC1 mRNA ifadeli kolorektal karsinomali
hastalardaki %15 oraniyla karsilastirildiginda diisiik ~ hastalarin sagkalim orani %80’dir (5).

Tablo 4. Hem hasta hem kontrol gruplarinin genotip dagilimi ve P degerleri

Kanseri Tipleri Genotip Erkek Kadin Toplam P degeri
1 1 2 3 0,1191
g 2 3 3 6 0,7865
g 3 4 0 4 0,3128
§® 1,2 3 0 3 1,0000
2 _g 1,3 4 2 6 1,0000
£ 2,3 11 2 13 0,6831
= X 2 1 3 0,3847
Toplam 28 10 38
T 3 0 1 1 0,4481
@ 1,2 2 0 2 1,0000
g 1,3 2 1 3 0,4388
) 2,3 4 0 4 1,0000
S Toplam 8 2 10
2 2 3 5 0,3588
= 3 2 1 3 0,5624
bAS 1,2 1 1 2 0,5217
58 1,3 2 3 5 0,7650
g g 2,3 4 2 6 0,8038
< E X 3 0 3 0,1262
4
Toplam 14 10 24
Kanseri Tipleri Genotip Erkek Kadin Toplam P degeri
5 2 2 3 0,7190
2 3 0 2 2 0,5215
g 1,2 1 2 3 1,0000
g 1,3 1 1 2 0,7347
< 2,3 1 4 5 1,0000
s X 2 1 3 0,0679
= Toplam 7 11 18
. 1,2 1 0 1 1,0000
24 23 0 1 1 1,0000
Q
< g Toplam 1 1 2
g 1,3 0 1 1 1,0000
g 2,3 1 1 2 1,0000
52
R
~ 2 Toplam 1 2 3
<
<<
P 1,2 1 0 1 1,0000
= 5 2,3 0 1 1 1,0000
=
:%3 Toplam 1 1 2
E - 1,3 1 0 1 1,0000
S 8
~ «n
= 5 Toplam 1 0 1
(=
<
Toplam 59 37 96
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Sbict 20182964
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Sekil 4. Genotip 1'de gozlenen A ve GT (rs200028381) eklenmeleri oklarla isaret edilmistir.
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Sekil 5. MACC1-AS1 geninin 1. ekzonunda gézlenen 2 numarali genotipin dizin analizi sonucu. Oklarla isaret edilen G>A degisimi ve adenin

(A) eklenmesi gozlenmistir.

Ayrica Stein ve arkadaslar1 (5,7), MACC1 geninin
insan 7. kromozomu tizerinde 7p21.1 kromozomal
bolgede bulundugunu ve hiicre goci, yayilim, koloni

olusumu ve ¢ogalmaylr artiran tam1 amach
kullanilabilecek bir belirteg oldugunu
gostermislerdir. MACC1, yayiim go6stermeyen
tiimorlerin sitoplazmasinda baskin olarak

gozlenirken, esas olarak yayilimci tiimor hiicrelerinin
cekirdeginde ifade oldugu gozlendi. Fakat yayilimci
tiimor HGF ile muamele edildiginde, MACC1 mRNA's1
sitoplazmadan c¢ekirdege ge¢cme yetenegindedir ve
ifadesini diizenlemek igin 06zglin Met o6zendirici
bélgesinin Spl uyusum dizisine baglanir (5,7).
MACC1 transkripsiyonel hedef geni MET icin ana
diizenleyici olarak gérev alr. Ozendirici bélgesine
baglanarak Met ifadesini ve etkinligini kontrol eder
(5,7,9). Bu bulgular, MACC1'in HGF/Met uyar1
yolaginin diizenlenmesi i¢in ana anahtar olarak gérev
aldigin kanitlamaktadir. Dahasi, MACC1 MAPK uyari
yolagina katilabilir (5,7,9).

Bu calisma, MACC1 geninin 6. intronunda bulunan
MACC1-AS1  geninin  ekzonlarinda  olusmasi
muhtemel ¢okyapililigin  etkisini ve KRK'in
tanisindaki etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir. Bu
calismada, hasta ve saglikli kontrol Orneklerinde
MACC1-AS1 geninin birinci ekzonunda
tanimlanmamis bir tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
bulunmustur. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan
genotipler ve fenotip arasinda anlamli bir iliski
olmadigr gozlenmistir. Karsit anlamli RNA’larin
prokaryotik ve 6karyotik organizmalarin her ikisinde
de gen ifadesinin diizenlenmesinde islevsel oldugu
bilinmektedir (22).

Karsit anlamli RNA tarafindan gen ifadesinin
diizenlenmesi kavrami, tamamlayici bir niikleotit
dizisine sahip olan Kkarsit anlamli RNA'nin

transkripsiyonunu icerir. Ozgiin hedef mRNA ile
hibridize olabilir ve RNA-RNA hibridizasyonu olusur.
RNA sarmalinin olusumu transkripsiyon, ayiklanma,
RNA tasinimi, translasyon ve RNA kararlihigi gibi
cesitli basamaklarda gen ifadesini engelleyebilir (23).
Gen ifadesini diizenlemek icin karsit anlamli RNA
islevini etkileyen bazi hiicresel etkenlerin var oldugu
ve ayrica ortaya ¢ikan RNA'nin akibetine ve etkili
RNA-RNA etkilesimlerinin her ikisine de bagh
islevlerinin oldugu ileri siiriilmiistiir (23).

MACC1, miRNA-143’lin hedefidir, yiiksek miRNA-143
ifadesi belirgin bir sekilde MACC1 protein ifadesini
azaltir (8). KRK yayiliminda, miRNA-143’iin, MACC1
genini hedefleyerek KRK hiicre yayilimi ve gociinii
baskiladig1 bulunmustur (8). Stein ve arkadaslar (5),
MACC1 siRNA’s1 ile muamelenin Met yikimi ve gog
veya ¢ogalmanin engellenmesiyle sonuglandigini,
SW620 hiicre hattinda MACC1 siRNA veya MET
siRNA’s1 ile muamele edildiginde hiicre hareketinin
ve ¢ogalmasinin engelledigini fakat MET siRNA's1 ile
muamele edildiginde MACC1 ifadesine etki
etmedigini bildirmislerdir.

Bu calismada, anal kanal kanserinde, kér bagirsak
kanserinde, rektal kanserde, kolorektal kanserde,
kolon kanser metastazinda, kolon kanserinde, rektal
adenokarsinomada ve kolon adenokarsinomasinda
MACC1 ekzon bir kodlanmayan bdlgesinde bazi yeni
SNP’ler (MACC1-AS1 RNA geni) ve tanimlanmis bir
SNP (rs200028381) belirledik. Ancak kanser varlig
ile anlaml bir iligki gozleyemedik.

Schmid ve arkadaslar1 (24) birincil kolorektal
timorlerde  MACCl’in  kodlanan  bdlgesinde
rs4721888, rs975263, rs3735615 numarali SNP’ler
belirlemislerdir. Fakat bu SNP’ler ile MACC1 ifadesi
arasinda, metakronoz metastazda oldugu gibi yas,
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cinsiyet, UICC-evreleri, timér ve lenf nodu
infiltrasyonu gibi Kklinik etkenlerle birlikte iliski
gozlenmemistir (24). Lang ve arkadaslar1 (25), KRK'li
hastalarda 6lim icin artmus risk ile MACC1'de yer
alan SNP rs1990172 arasinda pozitif iliski bulmustur.
Genotiplenmis SNP’ler rs3114446, rs10275612,
rs3095007, rs3095009 ve rs7780032'nin genel
sagkalimla iliskili olmadiglr goériilmiistiir (25). Bu
degiskenlerin hepsi kodlanmayan veya diizenleyici
olmayan bélgelerde bulunmaktadir ve HapMap veri
tabaninda verilen islevsel SNP’lerin hig¢biriyle yliksek
baglanti esitsizliginde (linkage disequilibrium)
degildir (25). Cesitli zararhi varsayilan SNP’ler
MACC1 lokusunda bulunmaktadir: 390. noktada
erken dur kodonunun olugsmasiyla baglantili olarak
SNP rs2108292, 670 numarali amino asit sonra
okuma c¢er¢evesinde kaymaya neden olan
rs36106647 ve 1rs35043094 numarali SNPler
bilinmektedir (25).

MACCYT’in birincil ve metastatik tiimoérlerde daha
yiksek miktarda ifade oldugu, kolon kanser
metastazi ve metastazsiz sagkalim icin (5,7,10) ayrica
uzak metastaz olusumu ve bazi kanser tiplerinin

sagkaliminda, MACC1l’in asir1 ifadesinin tani
koydurucu hayati etken oldugu cesitli ¢calismalarda
incelenmigtir (5,7,10). MACC1 kolorektal

karsinomada tani koydurucu bir belirtectir (11).
Ayrica bazi calismalar mide (12), akciger kanseri
(13,14), hepatoselliiler karsinoma (15), yumurtalik
kanseri (17) ve pankreatik kanser (18) metastazinda
ylksek diizeyde MACC1 mRNA varlhigini géstermistir.

MACCl’in  asir1  ifadesi, yerlesik bulunduguy,
kromozom 7p21.1’de andploididen kaynaklanabilir
(11). Aslinda, Galimi ve arkadaslar1 (11) tarafindan
gosterildigi gibi, MACC1 ifadesi metastatik KRK'de
kromozom 7’nin polizomisi veya p-kolunun
ploidisiyle iligkilidir. Ciinkiit MACC1 kolon kanserinde
MET gen ifadesinin diizenlenmesiyle go¢, yayilm ve
hiicre ¢ogalmasini artirabilir (5). MET’in asir1 ifadesi
HGF/MET sinyal yolaginin diizenini bozar, artmis
hiicre ¢ogalmasy, istila ve yayilima neden olur (26).

MACC1 proteininin c-Met 6zendirici bolgesine
baglanarak ve c-Met ifadesini artirarak HGF/c-Met
uyar1 yolaginda anahtar diizenleyici olarak goérev alir
(26). Met almaci farkl hiicre tiplerinde ve farkl stres
kosullarina yanitta hiicre 6limii 6ncesi (pro-
apoptotik) ve hiicre 6liimiine karsi (anti-apoptotik)
onemli bir role sahiptir (27). HGF sitoplazmadan
cekirdege MACC1’in yer degisimini saglayabilir (28).
MACC1 Met geninin o6zendirici bolge etkinligini
kontrol eder ve almag¢ tirozin kinaz Met'in
transkripsiyonunu etkinlestirir, bu Met proteininin
artmis miktarlar ile baglantilidir ve Met daha fazla
ligand (HGF) molekiiliine baglanarak metastaz,
¢ogalma, hiicre hareketi, HGF/Met uyarisinda artisa
neden olabilir (28). Etkinlestirilmis MET, anjiogenez,
yayllim, istila, anti-apoptoz ve hiicre sagkalimina
neden olan MAPK ve PI3K/Akt yolag1 gibi cesitli
uyart yolaklarin1 tetikler (28). HGF/MET uyari

yolagindaki asagi yonli olaylar Grb2-Ras-MAPK
yolagini kapsar, ileride uyar1 iletiminde MACC1’in
katilimi olasidir (5).

Kolorektal karsinomalar, ¢ogalmayi, gelisimi, hiicre
doéngiisiiniin  ilerleyisini, hiicre o6limini, hicre
tutunmasini, DNA tamirini diizenleyen genlerde ve
uyari-ileti islemlerine katilan genlerde
mutasyonlarin sonucu olarak bir dizi histopatolojik
degisiklikler {izerinden artar ve ilerlerler (28).
Ornegin, tiimér baskilayici genlerde (APC, p53, DCC,
ve  SMAD4), etkin olmayan mutasyonlar,
onkogenlerde (K-Ras, c-Myc ve B-katenin) etkin
mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler (28). APC
mutasyonlar1 tlimor ilerleyisinin erken evrelerinde
olusur, kolon tiimdrlerinin %85’inde APC mutasyonu
goriiliir ve Wnt uyar1 yolaginin “kapi bekgisidir” (29).
Ayrica B-katenin, Wnt yolaginda dnemli bir rol oynar
ve siklikla hiicre déngiisii, cogalma ve hareketliligini
diizenleyen siklin D1, S100A4 veya MMP7 gibi hedef
genlerin transkripsiyonunun tetiklendigi kolon
kanserlerinde mutasyona ugramistir (28). K-Ras gen
mutasyonu uyar1 iletiminin bozulmasmna ve
cogalmaya neden olur. Buna ek olarak, MET ve
ErbB2’'nin almacg tirozin kinazlar1 kolon kanserinde
siklikla ytliksek oranda ifade olur ve ayrica timor
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar (28,30). Bir¢ok
risk etkeni kolorektal kanser ilerleyisi ve gelisimiyle
baglantilidir. Yas (kolorektal kanser vakalarmin %90
dan fazlasi 50 yas ve st insanlarda gelisir),
adenomatoz poliplilerin kisisel hikayesine benzer
kalitimsal etkenler, inflamatuar bagirsak hastaligi,
adenomatoz polipler veya kolorektal kanser aile
hikayesi, kalitimsal genetik risk, beslenme, fiziksel
etkinlik ve obezite, sigara icme, asir1 alkol tiiketimi ve
diger faktorleri iceren 6nemli sayida cevresel faktor
ve yasam tarzi risk etkenleridir.

Bu ¢alisma molekiiler teknikler kullanilarak MACC1-
AS1 geni ve kolorektal kanser gelisimi arasinda
iliskiyi inceleyen ilk ¢alismadir. Ancak anlaml bir
iliski tespit edilememistir. Fakat MACC1-AS1 geninin
1. ekzonunda bazi yeni SNP’ler belirlenmistir.
Kolorektal tiimérler ve MACC1-AS1 RNA ifadesi
arasinda iligskiyi ortaya koyabilmek icin western
blotlama, RNA ifadesinin incelenmesi gibi ileri
analizlere ihtiya¢ oldugu goriilmiis; ¢alismalara
baslanmistir.
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