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Amac: Kanserle iliskili genetik degisimlerin belirlenmesi erken tani, hastaligin takibi ve hedefe yonelik
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. CIP2A, bir¢ok insan kanserleri ile
iligkilendirilmis yeni tanimlanmig bir onkoproteindir. Bir¢ok kanserde CIP2A gen ekspresyonunun
artis1 gosterilmistir ancak bu giine kadar AGS, HelLa, HT'1080 kanser hticre soylarinda CIP2A pro-
motor bolge mutasyonlariin aragtirildigr ve tarafimizdan yapilmig olan bir ¢aliyma disinda herhangi
bir kanser tipinde CIP2A geninin kodlayan dizilerindeki mutasyonlarini aragtiran bir ¢alisma yapil-
mamistir. Bu calismamizda CIP2A gen ekspresyonunun kanserdeki artigina iligkin molekiler mekaniz-
malarmn aydmlatilmasina katkida bulunmak amaci ile bu genin onkogenik etkisinin olusmasinda roli
olmas1 muhtemel regtlatér bolge ve gen i¢ci mutasyonlar aragtirilmigtir.

Gereg ve Yontemler: CIP2A geninin kodlayan dizileri, ekzon-intron baglant1 bolgeleri ve promotor
boélgesi DNA dizi analizi yontemiyle SK-OV-3, Ov-CAR3 ve Caov-3 insan yumurtalik kanseri hiicre

soylarinda taranmugtir.

Bulgular: Ov-CARS3 hiicre soyunda ekson 3, intron 6 ve intron 8°de, Caov-3 hiicre soyunda ise sade-
ce intron 6 ve intron 8’de genomik degigimler saptanmugtir.

Sonug: Bulgularimiz, yumurtahk kanseri i¢cin CIP2A ekspresyonundaki artista CIP2A'daki genomik
degisimlerin etkisini diglamaktadir. CIP2A onkoproteinini yiiksek diizeylerde ekspresyon eden hiic-
relerde bu duruma neden olabilecek diger mekanizmalarin da arastirildign fonksiyonel ¢alismalara
gereksinim vardir.

Anahtar Sézciikler: CIP2A geni, DNA dizi analizi, SK-OV-3, Ov-CAR3, Caov-3

ABSTRACT

Objective: Determination of genetic changes associated with cancer is important for early diagnosis,
follow-up of the disease and development of targeted therapeutic approaches. CIP2A is a newly
identified oncoprotein associated with many human cancers. In many cancers, an increase in the
CIP2A gene expression has been shown, but until now there has been no study investigating CIP2A
promoter region mutations except our previous study about the mutations in the coding sequence of
the CIP2A gene in AGS, HeLa, HT'1080 cancer cell lines. The aim of this study was to contribute to
the elucidation of the molecular mechanisms of CIP2A over expression in cancer and investigate the
possible regulatory regions and intra-genic mutations that may play a role in the oncogenic effect of
this gene.

Material and Methods: The sequences encoding the CIP2A gene, exon-intron linkage regions,
and the promoter region were screened in the SK-OV-3, Ov-CAR3, and Caov-3 human ovarian
cancer cell lines by DNA sequence analysis.

Results: Genomic changes were detected at exon 3, intron 6 and intron 8 in the Ov-CAR3 cell line
and at intron 6 and intron 8 in the Caov-3 cell line.

Conclusion: Our findings exclude the effect of genomic alterations in CIP2A in the increase in CIP2A
expression for ovarian cancer. For cells expressing CIP2A oncoprotein at high levels, there is a need for
functional studies to examine the underlying mechanisms.
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GIRIS
CIP2A  birgok kanser tirtyle iligkilendirilmis yeni
tammlanmig  bir onkoproteindir. CIP2A ik olarak

hepatoselliiler karsinomda ekspresyonundaki artig nedeniyle
kanserle iligkilendirilmis ve molekiil agirligindan yola ¢ikarak
P90 proteini olarak isimlendirilmigtir. CIP2A onkogeni 2002
yihinda klonlanarak molekiiler karakterizasyonu yapilmigtir
(1). Junttila ve ark. CIP2A onkogeni ekspresyonundaki
artisin, protein fosfotaz 2A (PP2A) araciligr ile gergeklesen
c-Myc Serin (62) defosforilasyonunu, boylelikle c-Myc
degredasyonunu engellemek suretiyle hticrede artmig
onkojenik sinyale neden oldugunu gostermiglerdir. Ayrica,
veri tabanlarinda KIAA1524 6n isimlendirmesiyle de
tanman p90 proteinini, c-Myc artigina neden olan PP2A
inhibisyonundan yola ¢ikarak “Cancerous Inhibitor of PP2A”
(CIP2A) olarak isimlendirmiglerdir (2).

CIP2A geni kromozomal olarak 3ql3.13 bolgesinde
lokalize, yaklagik 40 kb’ lik bir bolgede yer almaktadir.
CIP2A geni negatif zincir tzerindedir ve 905 amino
asitlik bir proteini kodlar (1). CIP2A proteini testis, beyin,
prostat ve kemik iligi gibi simirl sayidaki normal dokuda
yiiksek miktarda, diger normal dokularda ise az miktarda
sentez edilir (2). Ginumiizde halen CIP2A’nin hiicredeki
biyolojik rolii bilinmemektedir. CIP2A geninin yeni bir
onkogen olarak tamimlanmasimin ardindan, caligmalar
hastalardan elde edilen dokularda farkli kanser tiplerinde
tani, prognoz ve tedavi yontinden Onemini aragtirmaya
yonelmigtir. CIP2A onkoproteini mide, meme, prostat,
mesane, Ozofarengeal, kii¢iik hiicreli olmayan akciger
iligkilendirilmigtir  (3-11).
CIP2A solid tiimérlerin diginda akut myeloid 16semi ile de
iliskilendirilmistir (12). Ayrica CIP2A’ min hepatoselliler
karsinoma hiicrelerinde AKT sinyal yolagi iizerinden

ve yumurtalik kanserleriyle

bortezomib indiiklii apoptozisi inhibe ettigi ve direnglilikten
sorumlu oldugu gosterilmistir (13). Yumurtalk kanseri
hiicre soyunda CIP2A ekspresyonunun baskilanmasinin
cisplatine hassasiyeti artirdig1 gosterilmistir (14). Yapilan
bu cabymalarm yam swra, CIP2A onkogeninin kanser
hiicrelerinde ekspresyonun artmasina neden olan molekiiler
mekanizmalara yonelik caligmalar da diger taraftan
Mide
pylori tarafindan tretilen Cag A proteininin Src ve MEK/

ilerlemektedir. kanserinde rolii olan Helicobacter
ERK sinyal yollart aracihigr ile CIP2A ekspresyonunda
artisa neden oldugu gosterilmigtir (15). Bag-boyun bolgest
skuaméz hiicreli karsinomda CIP2A geni kopya sayist
artiginin kot prognoz ile iligkisi gosterilmistir (5). Ayrica,
EGFR-MEKI1/2 sinyal yolu ve ETSI transkripsiyon
faktori
gosterilmigtir. Aynm1 zamanda bu ¢aliymada AGS, HelLa,

aracihgr ile CIP2A  ekspresyonunun arttigi
HT1080 gibi degisik kokenlerden gelen kanser hicre
soylarinda CIP2A geni promotor mutasyonlarmin varlig
ve CIP2A protein miktart arasindaki iligki rapor edilmistir
(16). Bugtine kadar herhangi bir kanser tipinde CIP2A
geninin kodlayan dizilerindeki mutasyonlar1 aragtiran
bir ¢aliyma yapilmamigtir. Ayrica yumurtalik kanserinde
CIP2A promotor bolge mutasyonlart arastirilmamigtir.
Calismamizda, CIP2A  ekspresyonunun artmig oldugu
daha 6nceki caligmalar ile gosterilmis olan (10, 17) insan
yumurtalik kanseri hiicre soylarinda CIP2A’nin onkogenik
etkisinin olusmasinda rolii olmasi muhtemel olan promotor
bélge ve gen i¢ci mutasyonlart DNA dizi analizi yontemiyle
aragtinlmigtir.

GEREC ve YONTEMLER

Oncelikle CIP2A geni igin veri tabanlarinda yer alan
fonksiyonel agidan 6nemli olabilecek genomik varyantlar
tespit edildi. CIP2A geni bilinen bu genomik varyantlari,

Tablo I: CIP2A geni DNA dizi analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

F primer R primer

1. Bolge GCAGAAGGGGCGGGTGTAGG CGCCACTCCTCGGCCTCACT
2. Bolge GGCCGACCGAACTGAGATGGT CCACCGCCCTGCCCCAAATT
3. Bolge AGTTTGCCCACTCTGTGCAAGA TGGAGAATGGCACAACCCTATTGA
4. Bolge CCTCTGAGGTTCTCACAGTCCTGC ACTATCCCCAGTAGTCAGGCAACAA
5. Bolge TCACAGGAGACTTAGGTCAATGGCA ACTGATCGTCCGTCCAGGGGA
6. Bolge TGCCTAAGGTTACCGTCTGTTGTTG AGGAAAAGGCTGAGGAAGCAGCA
7. Bolge ATGAGAATGCTGATGGTGTGCACA TCGGGTCTCAGAAAAGAAATGCTGC
8. Bolge ACCACATCAGTCAACCAAAACATGT AGCAATTGCCTGTAACTTCCACCA
9. Bolge ACTTGCCTTAGAGCGCAGGCA TGCACACTTGAAAATACCAGGTGCT
10. Bolge CCCAATTCCTTAGGCTTCCT GGCAAAACAGAATAGAAAGCAA
11. Bolge TTGGATTCTACTCTTGCTGCAT GCACTAGGCTAGGCTGTCTCA
12. Bolge TGTCTCTGAAGAAGCACAAAAGA TGCATGCAATTTCAAAAGAGA
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Tablo II: Yumurtalik kanseri hiicre soylarinda tespit edilen CIP2A geni genomik degisimleri.

Yumurtalik ) )
Kanseri Hiicre Ekzon 3 Intron 6 Intron 8

Soylar1

SK-OV-3 - - -

Ov-CAR3 c.686G>A (rs2278911) / N ¢.1515+212A>G (rs1454194) / N ¢.2211-105A>G (rs2045095) / N

Caov-3 - c.1515+212A>G (rs1454194) / N ¢.2211-105A>G (rs2045095) / N

330 340 70 80

CCATG6CTCRAAACATTITIC CATSC TS el E SATREECAETE T H E6H &

Sekil 1: Ekson 3’teki ¢.686 G>A (rs2278911) degisimi.

610 620
T € XK T &% B € A e E K T

Sekil 2: Intron 6°daki +212A>G (rs1454194) degisimi.

eksonlari, intron-ckson baglanti bélgelerini ve promotor
bélgesini kapsayacak gekilde 12 bolgeye ayrilarak insan
yumurtalik kanseri hiicre soylart olan SK-OV-3, Ov-
CAR3, Caov-3 hiicre soylarinda DNA dizi analizi
yontemiyle analiz edildi. Boylelikle CIP2A geni, daha 6nce
tanimlanmig genomik varyantlar agisindan tarandign gibi
ayni zamanda genin kodlayan dizilerinin biyik bolimii
ve promotor bolgesi icin DNA dizi analizi yontemi ile
tarandi. CIP2A geni iizerinde ilgilenilen gen bolgelerinin
PCR yontemiyle ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri
Tablo I’ de yer almaktadir. DNA amplifikasyonlar: ProFlex
model PCR cithazi (Applied Biosystems) kullanilarak
saglandi. PCR trtnleri %2’ lik agaroz jel elektroforezi ve
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Sekil 3: Intron 8’deki -105A>G (rs2045095) degisimi.

jel goruntiileme sistemi (Vilber Lourmat) ile gériintillenerek
kontrol edildikten ve manuel yontemle saflastirildiktan
sonra, saflagtirilan PCR drtnleri agaroz jel elektroforezi
ile tekrar kontrol edilerek DNA dizi analizi reaksiyonlar
gergeklestirildi. DNA dizi analizi reaksiyonu sonrast manuel
saflagtirma yapilarak kapiller elektroforezleri gergeklestirildi.
Elde edilen DNA dizi analizi sonuglart CIP2A geni referans
dizilerine kargilagtinlarak degerlendirildi ve genomik
degisimler saptandi. Saptanan genomik degigimler sekans
reaksiyonlar ve dizi analizi tekrar edilerek teyit edildi.

BULGULAR

Insan yumurtahk kanseri hiicre soylar olan SK-OV-3,
Ov-CAR3, Caov-3 hiicrelerinde CIP2A geni DNA dizi
analizi yontemiyle tarandiginda bir tanesi genin kodlayan
dizilerinde, diger ikisi intronik dizilerde olmak tizere toplam
¢ genomik degisim saptandi. Veri tabanlarinda yapilan
aragtirma bu li¢ genomik degisimin daha 6nce bildirilmig
oldugunu gosterdi. Kodlayan diziler iizerinde yer alan
genomik degisgim CIP2A proteininde 229. pozisyondaki
Arjinin amino asidinin Glisine déniigmesine neden olan
c.686 G>A (rs2278911) degisimidir (Sekil 1). Diger iki
intronik degisim ise intron 6° daki +212 A>G (rs1454194)
ve intron 8’deki -105A>G (rs2045095) degigimleridir (Sekil
2 ve 3). Tespit edilen genomik degisimler ve hangi huicre
soylarinda bulunduklar1 Tablo II’ de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Cahsmamizda CIP2A geninin kodlayan dizileri, ekzon-
intron baglanti bolgeleri ve promotor bolgesi DNA dizi
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analizi yontemiyle SK-OV-3, Ov-CAR3, Caov-3 yumur-
talik kanseri hticrelerinde tarandr. Kanser hiicre soylarindan
elde edilen CIP2A geni DNA dizileri veri tabanlaridan
elde edilen referans diziler ile kargilagtinldiginda 3 farkh
genomik degisiklik tespit edildi. Bu genomik degigimlerden
rs2278911 kodlayan diziler tizerinde yer almaktadir ve 229.
pozisyondaki Arjinin amino asidinin Glisine dénmesine
neden olan ¢.686 G>A degisimidir. 1000 genom projesi
verilerine gore 1rs2278911 (NM_020890.2:c.686G>A.
NP_065941.2:p.Arg229GIn) referans numarasiyla daha
once bildirilmig olan degigimin sikhigt Avrupa toplum-
lar1 i¢cin 0.08 olarak bildirilmektedir. Kodlayan diziler
tzerinde yer alarak amino asit degisimine neden olan
bu degisimin kanser disi dokularda bildirilmig olmasi bu
degisimin kansere 6zgli somatik bir mutasyon olmadigini
gostermektedir. Literatiirde rs2278911°in kansere yatkin-
likla iligkisinin arasgtinldigi bir ¢aliyma mevcuttur ve bu
calismada rs2278911’in hepatoseltler karsinoma ile ilig-
kili olmadigr bildirilmistir (18). Calismamizda tespit edilen
diger genomik degisimler intronik diziler tizerinde yer alan,
rs1454194 ve rs2045095 referans numaralar: ile taninan
daha once bildirilmis genomik degisimlerdir. 1000 genom
projesinde bu iki SNP’nin birbirine ¢ok yakin sikhikta gortl-
dugu bildirilmigtir. Literatir bilgisine ilave olarak caliyma-
mizda rs1454194 ve rs2045095 SNP’ lerinin Ov-CAR3
ve Caov-3 hiicrelerinde birlikte heterozigot formda gorl-
meleri ve SKOV-3 hiicrelerinde ise her ikisinin de olma-
mast bu iki SNP’nin ayni haplotip tizerinde bulunduklarim:
digtindiirmektedir. Literatiir taramalarimizda rs1454194
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