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OZET

Meme kanseri, Diinya’da kadinlar arasinda yaygin goriilen multifaktoriyel bir hastaliktir. Kansere
bagli oliimlerin biiyliik ¢ogunlugu, metastaza bagli olarak meydana gelmektedir. Giiniimiizde kanser
metastazinin hiicrelerin epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT) siireci ile bagladigi bilinmektedir. Bu
stirecin temel tetikleyicilerinden biri, TWIST! transkripsiyon faktoriidiir. Bu tez ¢alismasinda endojen
olarak TWIST1 1 yiiksek diizeyde ifade eden metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde anti-
sense oligontikleotidler yardimi ile TWIST! geninin baskilanmasi ve buna bagli olarak degisen transkriptom
profili ile hedef genlerin belirlenmesi amaglandi. Bunun i¢in antisense-TWIST1 cDNA dizisi klonlanmig
pcDNA3.1 plazmid vektorii ve kontrol olarak bos plazmid vektdrii, hiicrelere lipofektamin yardimu ile
transfekte edildi. Transfekte edilen hiicreler, G418 igeren ortamda Kkiiltlire edilerek secildi. Segilen tek
koloni 3 ay boyunca segici besiyerinde ¢ogaltildi ve protein lizatlar elde edildi. Western blot yontemi ile
TWIST1 baskilanmasi protein diizeyinde dogrulandi. S6z konusu hiicrelerden izole edilen RNA
orneklerine ait transkriptom verileri DNBseq platformu araciligiyla analiz edildi. Bu verilerin analiz
sonuglarina gore; 633 adet gen 2-kat ve daha fazla ifade artis1 gosterirken, 604 adet farkli genin ise 2-kat
ve daha fazla azalig gosterdigi saptandi. Bu genler i¢inde dikkate deger bir cogunlugunun hiicre membrani
ve hiicre dis1 komponentler ile iliskili oldugu anlagildi. Bu genlerden integrin sinyali ile iliskili olan;
Integrin beta-8, Integrin-1 binding protein, Integrin alfa-3, Talin-1, Filamin-beta, PAR6-Beta, Fibronektin,
Aktinin alfa-1, Kollajen-542, Kollajen-4A42, Kollajen-341 ve Kollajen-1241 genleri olast TWIST-1 hedef
genleri olarak belirlendi. Segilen bu genlerin ifade degisimleri qRT-PCR ydntemi ile dogrulandi. Bulgulara
gore, TWIST1’in baskilanmasma bagl olarak Integrin beta-8 ve Kollajen-341 gen ifadeleri artarken
digerlerinin dogru orantili olarak azaldigi saptandi. Sonug olarak, TWISTI transkripsiyon faktoriiniin
Integrin yolag: iizerinde énemli bir regiilatér oldugunu ve bu baglamda 6nemli bir terapotik hedef olarak

degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, TWIST1, Transkriptom analizi, integrin yolag1.
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ABSTRACT

Breast cancer is a multifactorial disease that is common among women around the world. The
majority of cancer-related deaths occur due to metastasis. Today, it is known that cancer metastasis begins
with the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process of cells. One of the main triggers of this process
is the transcription factor TWIST]. In this thesis, it was aimed to determine the suppression of TWISTI with
the help of anti-sense oligonucleotides in metastatic MDA-MB-231 breast cancer cells that endogenously
express TWISTI at a high level and accordingly the changing transcriptome profile. For this, the plasmid
vector pcDNA3.1 with cloned antisense-TWIST1 cDNA sequence and an empty vector as a control were
transfected into cells with the help of lipofectamine. Transfected cells were selected by culturing in medium
containing G418. The selected single colony was grown on selective medium for 3 months and protein
lysates were obtained. TWIST1 suppression was confirmed at the protein level using the western blot
method. The transcriptome data of the RNA samples isolated from the cells in question were obtained via
the DNBseq platform. According to the results of the analysis of these data; It was determined that 633
genes showed a 2-fold or more expression increase, while 604 different genes showed a 2-fold or more
decrease. A remarkable majority of these genes were found to be associated with cell membrane and
extracellular components. Associated with integrin signal from these genes; Integrin beta-8, Integrin-1
binding protein, Integrin alfa-3, Tallin-1, Filamin-beta, PAR6-Beta, Fibronectin, Actinin alfa-1, Collagen-
5A2, Collagen-4A2, Collagen-3A1 and Collagen-12A1 genes were identified as possible TWIST-1 target
genes. Expression changes of these selected genes were confirmed by qRT-PCR method. Accordingly, it
was determined that Integrin beta-8 and Collagen-3A1 gene expressions increased due to the suppression
of TWIST1, while the others decreased in direct proportion. According to these findings, it is thought that
the TWIST1 transcription factor is an important regulator on the Integrin pathway and can be considered

as an important therapeutic target in this context.

Keywords: Breast cancer, TWIST1, Transcriptome analysis, Integrin patway.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin bdliinme sinyallerine ihtiya¢ duymadan ¢ogalmasi sonucunda
meydana gelen multifaktoriyel bir hastaliktir. Kanser progresyonu, yasam tarzi, ¢evre,
hormonlar gibi faktorler ile genetik faktorlerin birlikteligi sonucunda meydana
gelmektedir. Kanser gelisimi cinsiyete bagl olarak farklilik arz edebilmektedir. Erkek
hastalarda trake, bronsit ve akciger kanserleri 6ne ¢ikmakta iken kadin hastalarda ise

meme kanseri daha sik goriilmektedir.

Kadinlarin %70’in etkilenyen meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarin 6liimiine
neden olan hastaliklarin baginda gelmektedir. Meydana geldikleri doku tipi ayn1 olmasina
karsin, WHO (World Health Organization) ac¢iklamasina gore tiimor siniflandirmasinda
meme kanserine ait 20 major tip ve 18 minor alttipi mevcuttur. Meme kanserinin
kadinlarda daha sik goriilmesinin nedeni; kadin meme dokusunun kanser olugumunu

tetikleyen lezyonlara erkeklere gore daha yatkin olmasindan kaynaklanmaktadir.

TWISTI geni ilk olarak Drosophyla melanogaster embriyolarinda morfogenezis
asamasinda tanimlanmistir. Yapilan aragtirmalar neticesinde TWIST1’in onkogenik
ozellikleri olan bir transkripsiyon faktorii oldugu anlasilmistir. TWIST1, promotorlarinda
E-box dizisi tagiyan bircok genin ifadelenmesini diizenlemektedir. Tiimor hiicrelerinin
invazyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda anahtar noktanin E-Kaderin kaybi oldugu ve
TWIST1’in E-kaderin genini transkripsiyonel diizeyde baskiladigi anlagilmistir. Ornegin,
meme kanseri tanisi konan hastalardan elde edilen invazif duktal karsinoma 6rneklerinde
%97 oraninda E-Kaderin ifadesinin azaldig1 ve beraberinde TWIST1 seviyesinde de artig
oldugu belirlenmistir. Saglikli meme epitel hiicrelerinde TWISTI gen ifadesi oldukca
diisiiktiir, ancak metastatik karsinoma dokularinda TWIST1 ifadesinin artmasi1 dikkat
cekicidir. Bu baglamda son zamanlarda literatiirde, TWIST1’in kanser metastazinda ve

epitelyal-mezenkimal transisyon siirecinde anahtar rol oynadig1 agiklanmastir.

Gelisen teknolojilerle birlikte hastaliklarin olusum mekanizmalar1 giin gegtikge
daha da aydinlatilmaktadir. Bu kapsamda transkriptom analiz yontemleri iyi gelismeler
kaydetmistir. Transkriptomik analizler sayesinde hiicredeki tiim transkripsiyonal ifade
tirlerini ve miktarmi es zamanlh olarak incelemektedir. Bu yontemler, drneklere ait

genlerin bir kismin1 ya da tamaminin ekspresyon diizeyleri ile birlikte tek niikleotid



degisimlerine (SNP) insersiyonlar, delesyonlar, translokasyonlar1 ve kodlanmayan
RNA’lar1 da inceleme olanagi sunmaktadir. Transkirptom analizleri bdlgesel
yapilabilecegi gibi tim genomu kapsayacak sekilde de yapilabilir. Transkriptom
analizleri sayesinde gilinlimiizde kanser gibi multifaktoriyel hastaliklardaki hiicresel
mekanizmalar detayli olarak incelenebilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda, tez calismamizda MDA-MD-231 hiicrelerinde endojen
olarak mevcut olan TWIST1 ifadesinin baskilandigi durumda mRNA transkriptlerindeki
degisimi ve olas1 TWIST1 hedefi olabilecek genleri belirlemeyi amagladik.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin boliinme sinyallerinden bagimsiz olarak siirekli boliinmeleri
sonucunda meydana gelen multifaktoriyel bir hastaliktir (Eroglu, E. 2019, ;Sudhakar, A.,
2009). Kanser olusumunu tetikleyen unsurlarin basinda yasam tarzi, ¢evre, hormonlar
gibi genetik olmayan faktorler ile birlikte genetik faktorler gelmektedir. (Eroglu, E.
2019). Normal hiicrelerde meydana gelen genetik instabilite kanser gelisimini tetikler
(Kandel E.S.,1999). Bununla birlikte, komsu hiicrelerle iligkilerini ve immiin sistemden
kagma kapasitesitelerini kontrol eden mekanizmalarda meydana gelen hasarlar
kanserlesme siirecine eslik eder (Eroglu, E. 2019; Sudhakar, A., 2009).

Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerin aksine, boliinme sinyalinden bagimsiz
boliinmeye devam etmektedirler. Saglikli hiicrelerin DNA’sinda meydana gelen hasar
sonucunda hiicre boliinmesi durdurulur ve DNA onarimi gergeklesir. Hasar
onarilamayacak kadar biiylikse hiicreler 6lim yolaklarindan biri olan apoptozis ile
yasamsal dongiisiinii sonlandirir. Kanserselme siirecine giren olan hiicreler zamanla
apoptozise direng kazanirlar (Eroglu, E. 2019; Kandel E.S.,1999). Siirekli bdliinme
ozelligi kazanan hiicreler apoptozis yolagini kontrol eden genlerde olusan mutasyonlar
ile bu direnci kazanilir (Eroglu, E. 2019). Bu genler temel olarak retinoblastoma ve TP53
genleridir (Bray, F. ve ark., 2018). Kanser hiicrelerinin devamli olarak béliinmesi tiimoral
doku gelisimini saglar. Kanser hiicrelerinde telomeraz enzim aktivasyonu artarak,
hiicrelerin immortalizasyonu tetiklenir (Eroglu Koksal, E., 2019 ;Sudhakar, A., 2009).
Primer tiimor olusmasi sonucunda, mutasyonlarin artarak birikmesi ve epigenetik
modifikasyonlarla gen ekspresyon diizeylerinin degisimine bagli olarak kanser hiicreleri
metastaz Ozelligi gelisirir. (Eroglu, E., 2019). Kansere bagli oliimlerin ¢ogu metastaza
bagli olarak gelistigi bilinmektedir. Bu olayda epitelyal hiicreler Epitelyal Mezenkimal
Transisyon (EMT) siirecine girer ve epitelyal karakterini kaybederek invazyon

kabiliyetine sahip, metastatik mezenkimal karakter kazanirlar (Kandel E.S., 1995).



Diinyada meydana gelen tiim Sliimlerin ilk sebebi kardiyovaskiiler hastaliklar
iken, kansere bagli oliimler ikinci sirada yer almaktadir (Bora B. ve ark., 2018).
Tiirkiye’de bu durum istatistiksel olarak benzer diizeydedir. Kansere baglh dliimler, tiim
oliim sebepleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Oliime sebep olan kanser tiirleri
toplumun yasina, cinsiyetine ve yasam kosullarma gore farklilik gostermektedir.
Istatistiklere gore Tiirkiye’de kadinlarin %45,6’sinda gériilme oraniyla meme kanseri
kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada gelmektedir. Erkek hastalarda ise
%70,6’lik yilizdelige sahip olan trake, bronsit ve akciger kanserleri ilk sirada yer
almaktadir (Bora B., ve ark., 2018). Diger kanser tiirlerinin istatistiklerine bakildiginda;
prostat kanseri erkeklerde %41,7, kadinlarda ise tiroid kanseri %22,4 oranla dnemini
korumaktadir. Ayrica, kolorektal, mide, mesane, uterus, over ve hematolojik
malignansiler de iilkemizde siklikla goriilen kanser tiirlerri arasindadir (Dindaroglu,
G. 2019).

Kadinlarin yaklasik %50’sinde meme kanseri gelisebilmektedir (Sahin, H., ve
ark., 2020). Meme kanseri ilizerine yapilan aragtirmalara gore, bu oran giliniimiizde
artmaya devam etmektedir (Sekil 2). Bu alanda yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla meme
kanseri genetigini agiklama ve anlamaya yonelik olmaktadir (Sahin, H., ve ark., 2020;
Cakmak, G., ve ark., 2020). Insan genom projesinin tamamlanmasiyla, hastalik
durumunda hangi genlerin aktif rol oynadig1 da hangi genlerin pasiflestigi biraz daha
anlasilmis olsa da, yeni genler ve bu genlerin kanser tiirlerinin meydana gelmesindeki
rolii tam olarak aydinlatilmamis olup bu alanda bilgi eksiklikleri mevcudiyetini
korumaktadir. Bilgi birikiminin artmasiyla meme kanseri basta olmak iizere, bir¢ok
hastaligin etiyolojisi daha iyi anlagilacak olup, kanser tedavilerine yeni bir yaklasim

getirilebilecegi diistiniilmektedir (Cakmak, G., ve ark., 2020).

2.1.1. Kanser tiirlerinin goriilme sikhig1 ve adlandiriimasi

Gilinlimiizde en 6nemli saglik sorunu haline gelen kanser, olustugu dokuya goére
adlandirilmakta ve bir¢ok tiirde dokuya 6zgii kanser tiirleri gelismektedir (Bulut, D.,
2019). Metastaz yoluyla meydana gelen kanser tiirleri adlandirilirken yayilim
gosterdikleri dokudan degil, koken aldiklar1 dokuya gore adlandirilir. Kanser hastalarinin
fizyolojik 6zellikleri, yaslari, yasam kosullari, medeni durumlar1 gibi 6zellikleri kisiden
kisiye farklilik gostermektedir. Bu da kanser tiirlerinin ¢esitlilik olusturmasini agiklarken,
ayni zamanda her kanser tiirlinlin goriilme sikligmin farkli olmasina zemin

hazirlamaktadir. Ayrica, cinsiyet agisindan kadinlarda ve erkeklerde ilk sirada akciger



kanseri gortiliirken, ikinci sirada kadinlarda meme kanseri, erkek hastalarda ise prostat
kanseri yer almaktadir (Bulut, D. 2019). 2020 global kanser istatistiklerine gore; 19.3
milyon yeni kanser vakasi tanimlanmis ve yaklasik 10 milyon vakada kanser kaynakli
Olimler meydana gelmistir. Kadinlarda meme kanseri vakalarinin, tiim kadin vakalarin

%11.3%nii olusturdugu saptanmistir (Lortet-Tieulent, J., ve ark., 2020).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlarin 6liimiine neden olan hastaliklarin baginda
gelmektedir. 2008’den itibaren meme kanser insidanst %20’den daha fazla artmistir.
Diinya c¢apinda 184 iilkenin 140’inda kadinlarda tani konan kanser tiirlerinin basinda
meme kanseri gelmektedir. Istatistiklere gore Tiirkiye’de her 4 kadindan birine meme
kanseri tanis1 konmaktadir. WHO (World Health Organization) yaptig1 agiklamada,
timor siniflandirmasinda meme kanserine ait 20 major tip ve 18 minor tip tanimlanmigtir
(Gokdeniz Yildirim, A., 2019). Meme kanserinin erkeklere gore kadinlarda daha sik
goriililyor olmasmin sebebi; anatomik olarak kadin meme dokusunun erkek meme
dokusuna gore lezyonlara daha yatkin olmasidir (Sekil 3). Kadin meme dokusu, her yasta
farklilik gosteren dinamik bir yapiya sahiptir. Ayrica meme dokusu, ¢esitli fizyolojik
degisikliklere duyarlidir (Dogum, emzirme, menopoz vb.) (Gokdeniz Yildirim, A., 2019).
Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi, meme kanserinde de kisinin diyetle aldig1 yag ve
kolesterol, hastaligin seyrinde 6nemli rol oynar (Kutlu, S., 2019). Meme dokusu zamanla
degistigi i¢cin yag ve kolesterol alimi premenopozal ve postmenopozal siirecleri meme
kanseri olusumunda ayni oranda etkili degildir (Gokdeniz Yildirim, A., 2019; Giil, A., ve
ark., 2021). Meme kanserinin bu kadar yaygin olmasi ve yiiksek mortaliteye sahip
olmasinin nedenini anlamak i¢in, bu hastaligin genetik yapisini detaylica incelemek ve

anlamlandirmak gerekmektedir (Gokdeniz Yildirim, A.,2019; Bray, F. ve ark. 2018).



Sekil 1. Meme dokusunun anatomik yapisi meme kanseri olusumu (Dindaroglu, G. 2019).

Meme kanseri diger kanser tiirlerine gore daha erken yasta ortaya ¢ikabilmektedir.
Bunun sebebi meme dokusunun ergenlik doneminde baglayarak menopoz donemine
kadar aktif olarak salgilanmakta olan ovaryan hormonlarina duyarli olmasina dayanir.
Bununla birlikte bu zamana kadar meme kanseri lizerinde etkisi olan bir¢cok faktor
tanimlanmistir (Gokdeniz Yildirim, A., 2019). Bu faktorlerden en 6nemli olanlar yas ve
cinsiyettir. Meme kanseri yasa bagl olarak goriilme sikligi artmakta olup kadinlarda
erkeklere oranla daha fazla goriilmektedir. Bir diger faktor de aile dykiisiidiir (Giines, B.,
D., ve ark., 2021; Giil, A., ve ark., 2021). Yakin akrabasi (anne-kiz kardes) meme
kanserine sahip kadinlarda meme kanseri gelisme orani diger bireylere kiyasla 2-3 kat
daha fazladir. Bunun nedeni tam olarak bilinmese de bazi genetik faktorlerin (biiyiime
faktorii-1 (IGF-1)) etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Biigiil Kilingarslan, M. 2021;
Dekkers, J. F., ve ark., 2021). Meme kanserini tetikleyen diger faktorler; iyonize
radyasyon, Ostrojen diizeyi, beslenme gibi faktorlerdir (Giines, B., D., ve ark., 2021)
(Tablo 1).



Tablo 1. Meme kanserinde risk faktorleri (Gokdeniz Yildirim, A., 2019).

Alkol kullanimi Yaslanma

Obezite Genetik miras

Fiziksel aktivite eksikligi Ailesel meme kanseri gegmisi
Geg hamilelik Yogun meme dokusu
Emzirmeme Irk ve etnik koken

Dogum kontrol haplari

Hormonal tedaviler

2.2.1. Meme kanserinin molekiiler biyolojisi ve genetigi

Meme kanserini tetikleyen birgok mekanizma bulunmus olsa da, bu
mekanizmalarin isleyisi tam olarak aydinlatilmamistir (Kleer, C., ve ark., 2000). Baz1
mekanizmalar beslenme ile iligkili iken, bazilar1 da genetik faktorlerle de iligkilidir.
Giliniimiizde BRCA1 ve BRCA2 genlerinde meydan gelen mutasyonlarin dogrudan
meme kanseri olusumu ile iligski oldugu bilinmektedir (Biancolella, M., ve ark., 2020;
Dekkers, J., F., ve ark., 2021). Bu genler insan genomunda sirasiyla 17. ve 13.
kromozomlar iizerinde bulunmaktadir. Mutant BRCA1 ve BRCA2 genlerini tagiyan
insanlarin %85’inde meme kanseri olusumu goriilmektedir (Weigelt, B. ve ark., 2005).
13. kromozomda lokalize olan retinoblastoma geni bir tiimdr siipressor genidir. Eger
kromozomun bu bdlgesinde heterojinite kaybi olursa premenopozal meme kanseri
gelisebilmektedir (Weigelt, B. ve ark., 2005; Dekkers, J. F., ve ark., 2021). Ayrica 17.
kromozomda bulunan p53 geni meme kanseri olusumunda etkin rol oynar. p53 geninde
meydan gelen mutasyonlar genin aktivite kaybina sebep olmakla birlikte meme kanseri
olusumuna zemin hazirladig1 bilinmektedir (Eroglu, E. 2019). Meme kanserinin gen
profili incelendiginde genis bir spektruma sahip oldugu goriilmektedir. BRCA1, BRCA2,
Integrin, Kaderin, HER2, EGFR, p53, Ki67, Katepsin D, PCNA gibi genler meme
kanserinde kilit noktalarda gorev yapmaktadirlar (Capanoglu, G., ve ark., 2018).

2.3. Integrin Yolagimin Meme Kanseriyle iliskisi

Temelde integrinler, hiicrelerin birbirine baglanmasini saglar (Kumar, C., C.,
1998). integrinler, nonkovalent sekilde bir arada duran a ve B alt birimlerinden meydana
gelmis transmembran glikoproteinlerdir (Celik, E., 2008; Kumar, C., C., 1998) (Sekil 4).
Integrinlerin her alt birimi; ekstraselliiler domain, hiicre membran1 boyunca uzanan bir

domain ve kisa katalitik Ozelligi olmayan bir kuyruktan meydana gelmektedir.



Integrinlerin minimum 24 farkli kombinasyonu mevcuttur. Bu kombinasyonlart meydana
getiren 16a ve 88 zinciri olmak {izere toplamda 24 tane integrin alt birimi vardir (Celik,
E., 2008). Bu alt birimlerin kombinasyonu tiim integrinler i¢in farklidir. Integrinlerin her
biri ayr1 birer liganda baglanmir. Ornegin integrin olB1 heterodimerine kollajen

baglanabilmektedir (Celik, E., 2008).

integrin
heterodimeri
lizand baglanma
hilzesi oL B
hiicre ici
domaini

-

Sekil 2. Integrin molekiiler yapist (Celik, E., 2008).

Integrinler, ekstraseliiller matriks (ECM) ile etkilesime giren heterodimerik
reseptorlerdir. ECM elemanlari, glikozaminoglikanlarla ve diger makromolekiillerle
etkilesim halinde ti¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. Bu kompleksin en temel gorevi, hiicre
migrasyonu, hiicreler aras1 adezyon, hiicrelerin canliliginin devamliigi ve
proliferasyonunu saglamaktir. ECM elemanlarinin yapilart bulundugu dokuya gore
farklilik gorstermektedir (Kumar, C., C., 1998; Celik, E., 2008).

Yapilan c¢alismalarda metastatik kanser hiicrelerinde ECM’ye baglanma
afinitesinin artt1i§1 gdzlemlenmistir (Holle, A. W, ve ark., 2016). Integrin ifadesi ve
etkilesimde bulundugu ECM komponentleri kanser gelisimini destekler. Herbir integrinin
yapisal olarak alt birimlerine gore affinitesinin yiiksek oldugu belirli ECM bilesenleri
mevcuttur (Celik, E., 2008 ) (Sekil 5). Integrin sinyal yolaklari; gen ekspresyonun
diizenlenmesi, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicre sagkalim sinyalleri ve
hiicre adezyon yollaklarinin diizenlenmesi gibi temel hiicresel mekanizmalarda rol alirlar

(Ozkara, G., ve ark., 2020).



A Kollajen reseptorleri

(GFOGER)

reseptorleri

aapa0ydasaa yyisads-J1soyo T

Laminin reseptorleri

Sekil 3. A) Integrin ailesi, B) Integrin altbirimlerinin sematik gésterimi (Ozkara, G., ve ark., 2020).

Integrinler, ECM ile etkilesime girdigi zaman aktive olarak fokal edezyonlarin
olusmasint saglar. Ayrica kendine 6zgii yolaklar1 aktive etme 6zelligine sahiptir (Sekil
6). Bu yollaklardan biri de PI3K sinyal yolagidir (Apaydin, E. 2019; Celik, E., 2008).
PI3K, SH-2 domaini tasiyan FAK ve Src fosfotirozinleri ile etkilesime girer. Bu etkilesim
sonucunda PI3K plazma membranma transloke olur ve sinyal yolag: aktive olur. PI3K
sinyal yolaginin aktive olmasi hiicre i¢i gorev yapan bazi molekiilerin sentezi igin

onemlidir (Apaydn, E. 2019; Ozkara, G., ve ark., 2020).

A)  Icten disa (inside-out) sinyal fletimi B) Distan ige (outside-in) sinyal iletimi
[ 1
P Integrin-GFR etkilesimi
Integrin a3y o Fokal adezyon olusumu
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Sekil 4. integrinlerde hiicre iginden disina (inside-out) dogru (A) ve hucre disindan icine (outside-in)

dogru (B) sinyal iletimi ve bu sinyallerin iletimde gérev yapan molekiiler (Ozkara, G., ve ark., 2020).
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2.4. TWISTI Geni ve Yapisi

TWISTI geni, bazik heliks-loop heliks (bHLH) yapisal 6zelligine sahip bir
transkripsiyon faktoriinii kodlar. TWISTI transkripsiyon faktorii, erken embriyonik
gelisim donemlerinde rol almaktadir (Wang, T., ve ark., 2021) TWISTI geni, insan
genomunda 7p21°de lokalizedir; 2188 b¢ uzunlugunda iki ekzondan (960 ve 647 bg) ve
bir introndan (539 b¢) meydana gelmektedir (Wang, T., ve ark., 2021) (Sekil 7).

Homo sapiens TWIST1 gene (2188 bp)

609 bp

539 bp

=== [Ntron Exons

== Non-isolated sequence 3 Coding region

Sekil 5. insan TWISTI geninin yapisi (Pehlivanoglu, S., ACAR, C. A., 2020).

TWISTI geni ilk olarak Drosofhila melonogaster mezoderm spesifik genlerini
transkripsiyonel aktivasyonu nedeniyle kesfedilmistir. Letal mutant D. melonogaster 'de
gozlenen kivrilmis “TWISTed” yapidaki morfolojiden dolay1 gene bu isim verilmistir
(Thisse, B., ve ark., 1987). Bunun yanisira TWISTI geninin sinonimleri de mevcuttur.
Ornegin Acrocephalosyndactyly 3 (ACS3), b-HLH DNA binding protein, H-TWIST.
TWISTI, promotor bolgesinde E-Box dizisi “CANNTG” tasiyan genlerin
transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir (Liu, L., ve ark., 2021). Bu nedenle,
TWISTI embriyonik tabakalarin olusumunda, morfogenezde, ostogenezde ve
tiimorgenezde dnemli rollere sahiptir (Mater, Y., 2019; Pilanci, K., ve ark., 2016).

Son yillarda TWISTI’in bir onkogen oldugu kanitlanmistir. TWIST1, bir proto-
onkogen olan AK7?2 ekspresyonunu arttirmakla birlikte p53 ve E1A4 gibi tiimdr baskilayci
genlerin ekspresyonunu baskilamaktadir. 7WISTI, Bununla birlikte osteosarkomaya
sahip hastalarda 7WISTI geninin yliksek seviyede eksprese oldugu gozlemlenmistir.
Glioma, prostat, mide, karaciger, gastrik gibi bir¢ok kanser tiirlerinde ifadesinin

yiikseldigi belirlenmistir (Dindaroglu, G. 2019; Pehlivanoglu, S., ACAR, C., A., 2020).

Insan TWISTI geninin faredeki ortolog geni tamimlanmustir. Fare genomunda
TWISTI 2q37.3 lokasyonunda lokalize durumda bulunur. insan ve fare TWISTI genleri
arasinda yapilan ¢aligmalar, bu iki genin %96 oraninda homoloji gosterdigini saptanmigtir

(Wang, S. M., VE ARK., 1997). Bu benzerlik sadece protein kodlayan bolgelerde degil
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ayn1 zamanda promotdr bolgelerinde de mevcuttur. Ozellikle genin 5’ ucunda 300 bg lik
kismi kapsayan promotor bolgesinde dizi benzerligi %71 oranindadir. insan TWISTI
geninin promotdr bolgesinde birgok regiilatdr proteinin baglanmasi i¢in uygun diziler
bulunur. Bu bolgenin 824 niikleotidlik bolgesi incelendigi zaman NF -kB, SP1, Rb, AP2,
ATF/CREB ve STAT3 baglanma bolgelerine sahip oldugu saptanmigtir (Pehlivanoglu,
S., ve ark, 2020; Jabir, M. S ., ve ark., 2021; Yang, W. H., ve ark., 2012).

2.4.1. TWIST1 proteini ve yapisi

TWIST]1, bazik heliks-loop-heliks (PHLH) yapisinda, 202 aminoasitten olusan 21
kDa agirliginda bir proteindir (Pehlivanoglu, S., ACAR, C. A., 2020; Yang, W. H., ve
ark., 2021). bHLH transkripsiyon faktorleri, li¢ alt-aileden meydana gelmektedir. Bunlar;
sinif A, sinif B ve smif C’dir. Simif A proteinleri memeli hiicrelerinde yaygin olarak
eksprese edilen E2-2, E12, E47, HEB ve Daughterless’dir. B ve C ailelerinin de kendine
ozgii 0zellikleri mevcuttur. Smif B ailesi transkripsiyon faktorleri, Simif A faktorleri ile
heterodimer olusturur. Bu bakimdan TWIST1 Siif B bHLH transkripsiyon faktorii
sinifina dahildir (Sekil 8). Sinif C bHLH faktorler ise digerleri ile heterodimer
olusturmaz. TWIST1 protein sekansi ii¢ ana yapidan meydana gelmektedir (Yang, W. H.,
ve ark., 2021; Zhu, Q. Q., ve ark., 2016). Bu yapilar, N-terminal bolge (aa 1-108), bHLH
bolge (aa 109-163) ve C-terminal bolge (TWIST-box ve WR motif aa—202) olarak
adlandirilir. TWIST1 proteinine ait N-terminal bdlgesinde bulunan amino asitler yapi
itibariyle cogunlukla polar olup, lizin ve arjinin amino asitlerince zengindir (Yang, W.
H., ve ark., 2021; Zhu, Q. Q., ve ark., 2016). C-terminalde bulunan amino asitler ise
genellikle non-polardir. Bu nedenle TWIST1 proteininin N-terminaldeki yapis1 C-
terminaline gore daha fazla hidrofiliktir (Zhu, Q. Q., ve ark., 2016).

= 2
[ L
= [
5 I - . [ <
®
r TWI_A/TWI_B TWI_A/TWI_B E4T/TWI E4T/TWI

Sekil 6. Transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan TWIST1 heterodimer ve homodimer konformasyonu

(Pehlivanoglu, S., 2014).
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2.4.2. TWIST? in hiicredeki fonksiyonu

Genlerin transkripsiyonel regiilasyonunda TWIST1 transkripsiyon faktorti,
promotdr bolgeslerinde bulunan ve E-kutusu olarak bilinen “CANNTG” tanima dizilerine
nonkovalent baglanarak islev goriir (Pehlivanoglu, S., ACAR, C. A., 2020; Pehlivanoglu,
S., 2014). TWIST1 promotorlerine baglandigi genlerin ifadesini artirabilmekte ve
baskilayabilmektedir. TWISTI1, morfogenezde miyogenik, ndrogenik, kardiyogenik,
hematopoietik ve osteogenik hiicre farklilagmalarinda, inflamasyon ve tiimor olusumu
gibi siireglerde rol alir (Pehlivanoglu, S., 2014). Ayrica AKT2, STAT3 ve c-SRC gibi
proto-onkogenlerin ekspresyonunu artirirken p53, pl4 ARF ve El1A gibi tiimor
baskilayic1 genlerin ekspresyonunu inhibe eder. TWIST1‘in embriyonik gelisimdeki
roliinii aydinlatmaya yonelik yapilan caligmalarda, plasenta ve mezodermal kokenli doku
ve hiicre tiplerinde yliksek seviyede ifade edildigi ve niiklear lokalizasyon gosterdigi
tespit edilmistir. Erigkin dokularda ise ifadesi gorece olarak azalmis durumdadir
(Pehlivanoglu, S., 2014; Diikel, M., 2016).

Kanser hiicrelerinde ~TWIST1 ifadesi arttifinda E-Kaderin ifadesi
baskilanmaktadir. Timor hiicrelerinin invazyonu ve metastaz ile ilgili yapilan
aragtirmalarda anahtar noktanin E-Kaderin kayb1 oldugu gosterilmistir (Pehlivanoglu, S.,
ACAR, C. A., 2020; Diikel, M., 2016). Ornegin, meme kanserinin progresyonu ile iliskili
olarak invazif duktal karsinoma Orneklerinin %97’sinde E-Kaderin kaybi oldugu
gozlemlenmistir (Diikel, M., 2016). Yetiskin epitelyal hiicrelerde TWIST1 geni inaktif
halde bulunmaktadir. Bunun tam tersine metastatik karsinoma dokularindan alinan
orneklere bakildiginda, EMT siirecinde olan hiicrelerde, normalde diisiik diizeyde ifade
olan TWIST!’in transkripsiyonel ifadesinin ylikseldigi saptanmistir (Pehlivanoglu, S.,
2014).

2.5. Omik Teknikleri

Omik latince ‘timii’ anlamina gelmektedir. Bir organizmayr meydana getiren
yapilarin tiimii diizenli bir sekilde etkilesim halindedir. Bu etkilesimler, ayni tiir yapilar
arasinda olabilecegi gibi farkli yap1 ve mekanizmalar arasinda da olabilmektedir (Hu, Y.,
ve ark., 2018; Sariman, M. ve ark., 2015). Bunlar sadece protein bazinda degil, DNA,
RNA gibi diger hiicresel bilesenler arasinda da s6z konusudur (Sariman, M. ve ark.,
2015). Bu etkilesimleri degerlendirebilmek i¢in sistemin biitiiniiyle ve es zamanli olarak

incelenmesi  gereklidir. Bu ¢aligmalar, hastaliklarin temel mekanizmasinin
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aydinlatilmasinda ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde belirleyici rol oynamaktadir
(Hu, Y., ve ark., 2018).

Omik teknolojileri son yillarda yeni teknolojik gelismelerle birlikte yayginlasma
asamasindadir. Bu yenilik¢i yaklagimlar RNA, proteinler ve ara metabolitler gibi hayati
fonksiyona sahip molekiilerin analiz edilmesini kapsamaktadir (Hu, Y., ve ark., 2018;
Jagannathan, M., ve ark). Giiniimiizde kullanilan birden fazla omik teknoloji mevcuttur.
Bunlar; proteomik (protein diizeyinde analiz), trankriptomik (mRNA diizeyinde analiz),
metabolomik (metabolit diizeyinde analiz) ve genomik (gen diizeyinde analiz) olmak
iizere farkli katagorilerde degerlendirilmektedir —(Mohammed S., ve ark., 2020;
Jagannathan, M., ve ark., 2018) (Sekil 9).

PCR temelli

metodlar
DMNA

DNA Genomik . .
I— mikroarraylaeri

Paralel dizileme

— Mikroarray

= RNA dizileme

RNA Transkriptomik =

— RNA kesimleme

PCR temelli
metodlar

— Ayvirma

Protein Proteomik —

— Tanimlama

| 1 Nikleer manyetik
Hicre Metabolit Metabolomik rezonans
| T spektroskopisi

SAGLIK

Sekil 7. Omik analiz yontemlerinin alt birimleri (Kasurka, C., ve ark., 2019).

2.5.1 Transkriptom analizleri
Transkriptom analizinin temeli, bir hiicrede bulunan biitiin transkriptlerin tiirlerini

ve miktarin1 es zamanl olarak incelenmeye dayanir (Tremblay, B., ve ark., 2021;
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Sariman, M., ve ark., 2015). Bu analiz yontemleri, RNA miktarina bagl olarak, genlerin
bir kismini ya da tamaminin ekspresyon diizeylerini, tek niikleotid degisimlerini (SNP),
insersiyonlar, delesyonlar, translokasyonlar ve kodlanmayan RNA’lar1 inceleme olanagi
saglar (Sartman, M., ve ark., 2015). Transkriptom analizi, hiicrelerde es zamanh
gerceklesen dinamik isleyisi ve genler arasindaki iliskiyi agiklama imkani sunar
(Sariman, M., ve ark., 2015). Genlerin nasil diizenlendigini agiklamak icin, destekleyici
molekiillerin fonksiyonunu agiklamak gerekir (Kasurka, C., ve ark., 2019, Jiang, D., ve
ark., 2009). Bir genin mRNA'sinin transkripsiyonunu aktive eden veya inhibe eden
transkripsiyon faktorleri (TF'ler) i¢in baglanma motifleri olan DNA baglayici elemanlar
(RE'ler), promotor bolgesi iginde yer alirlar (Kasurka, C., ve ark., 2019; Jiang, D., ve ark.,
2009). Insanlarin ortak genomunda bulunan aymi genetik bilginin nasil bu kadar ¢ok farkli
hiicre ve doku tipine yol a¢tigin1 anlamak i¢in, insan genomunda kodlanmig bir¢ok TF'nin
ligand baglanmasi, post-translasyonel modifikasyon (PTM) tarafindan nasil diizenlendigi
molekiiler biyolojik yontemler araciligiyla anlasilabilir (Wang, D., 2010; Hu, Y., ve ark.,
2018). Bir genin ekpresyonunu ve bu genin proteininin hangi hiicrelerde ne zaman ve
hangi miktarda eksprese oldugunu anlamanin temelinde hem mRNA hem de protein

ekspresyon bilgilerinin gereklidir (Wang, D., 2010; Sayitoglu, M., 2020).

2.5.2. Transkriptom analiz basamaklar:

Transkriptom analizinde izlenmesi gereken temel basamaklar su sekildedir;
orneklerin hazirlanmasi, 6rneklere ait total RNA'dan mRNA eldesi, cDNA kiitiiphanesi
hazirlanmasi ve emiilsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (emPZR) (Ozdemir Sanci, T.,
2020; Zerrin, I. S. I. K., 2018). Bu asamalardan sonra eclde edilen verilerin
degerlendirilmesi biyoinformatik metodlar kullanilarak gergeklestirilir (Sariman, M. ve
ark., 2015; Geiersbach, K. ve ark., 2020).

Transkriptom analiziyle ylizlerce gigabayt veri elde edilmektedir. Bu verilerin
analiz edilmesi sonucunda transkriptoma ait anlamli bilgiler elde edilerek fiizyon genler,
tek niikleotid degisimleri, insersiyon, delesyon ve genlerin ifadesi es zamanli olarak
degerlendirilir ve bu mutasyonlar arasindaki etkilesimlerin ayni anda incelenmesine
olanak saglar (Rochfort, S., 2005; Ozdemir Sanct, T., 2020). Tiim bu verileri analiz etmek
icin donaniml bir bilgisayar sistemine ve veri depolama kaynaklarina ihtiya¢ duyulur

(Sariman, M. ve ark., 2015; Geiersbach, K. ve ark., 2020).
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2.6. Biyoinformatik Analizler

Omik teknolojilerinin kullanilmas1 ile elde edilen verilerin biyoinformatik
analizler; icin gelistirilmis bir¢cok bilgisayar programi mevcuttur. Bu programlardan
Galaxy yazilimi1 kullanimi1 kolay ve erisimine agik bir platformdur (Kaya, N. 2019). UNiX
shell programi ve Python ise veri analizi i¢in modifikasyon yapmaya elverisli
programlardir. (Geiersbach, K. ve ark., 2020). Bu programlara ilave olarak Cujjlinks,
(Alternatif kirpilma software), Galaxy (RNA-seq data analizi), Gene Ontology Blast2GO,
SATSUMA, SPINES, KeGG pathway, STRING database (genlerin birbiriyle etkilesimi),
DESeq, baySeq (ekspresyon software), fastQCtoolkit, NGSQCtoolkit (islem dncesi ve
kalite kontrol araglar1), MapView IGV (data goriintiileme araglar1) gibi programlar,
genom analizi teknikleri ile birlikte kullanima elverisli olan yardime1 programlardandir.
Bunlar disinda elde edilen genom bilgilerininin dosya formati genel olarak g¢apraz-
platform (cross-platform) iceren FASTA, FASTAQ, SAM, BAM, VCF, GTF YA DA
GFF gibi formatlar tavsiye edilir. Bu formatlarda elde edilen verilere ham(raw) veri denir
(SARIMAN, M. ve ark., 2015; Gezici, S., 2017). Bu verilerin igerinde yer alan bazi
kisimlarin ¢ikarilmast gerekmektedir. Ciinkii bu kisimlar verilerin yorumlanmasini ve
anlamalandirilmasini zorlastiran unsurlardir. Bu olgunlagtirma islemine ayni zamanda
“‘kalite kontrol islemi’” de denir. Kalite kontrol islemi sonrasinda varyat ¢cagirma islemi
yapilir. Buigslem sirasinda genom iizerinde bulunan delesyon, insersiyon gibi mutasyonlar
kontrol edilir. Biyoinformatik analizlerde haritalama stratejisi, gen ismi tayini,
normalizasyon, gen-gen etkilesimi ve protein 6zelliklerinin arastirlmasi gibi basamaklar
icermektedir (Geiersbach, K. ve ark., 2020; Unal, U., 2020). Biyoinformatik analizlerde
karsilagilan sorunlarin basinda hizalama gelmektedir. Sekansi ¢ikarilan bolgenin genom
iizerinde dogru bolge ile eslesip eslesmedigi en sik karsilagilan sorunlarin basinda
gelmektedir. Ayrica, genom analizlerinden elde edilen verilerin ¢ok biiyiik boyutlara
ulagmasi nedeniyle, depolama sikintis1 ortaya ¢ikmaktadir (Geiersbach, K. ve ark., 2020,
Unal, U., 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre kiiltiirii

Bu tez c¢alismasinda MDA-MD-231 hiicrelerini ¢ogaltmak icin hiicre kiiltiirii
yapildi. MDA-MD-231 hiicreler %10 FBS (Gibco), 1X Penisilin-Streptomisin (Merck)
iceren L-Glutaminli DMEM (Sigma) besiyerinde, %5 CO2 ve %95 nem igeren 37°C’deki
inkiibatorde (Esco) T25 flasklarda (Vwr) kiiltiire edildi. Konfluent hiicreler DPBS
(Gibco) ile y1ikanarak Tripsin-EDTA (Sigma) yardimu ile pasajlandi. Plazmid vektorlerin
hiicrelere transfeksiyonu asamasinda Optimem (ThermoFisher Sci.) besiyeri kullanildi.
Transfekte hiicreler tek koloni halinde 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda (Costar)
G418/Neomycin (Sigma) iceren kiiltiir besiyerinde se¢ildi. Deney boyunca kiiltiir takibi

inverted mikrosopta (Primovert, Zeiss) gerceklestirildi.

3.2. MDA-MB-231 hiicrelerine plazmid vektorlerin transfeksiyonu

Bu c¢alismada MDA-MD-231 hiicrelerini transfekte etmek i¢in 24-kuyucuklu
kiiltiir kaplarinda (Costar) yaklasik %70 konfluent olan MDA-MB-231 hiicrelerine
TWIST]1 antisense cDNA’s1 klonlanmis pcDNA3.1 vektorii ile kontrol olarak ayrica bos
pcDNA3.1 vektorii transfekte edildi. Plazmid vektorlerin hiicrelere transfeksiyonu
Lipofectamine™ 3000 ajani (ThermoFisher Sci.) araciligiyla gergeklestirildi. Uygulama
ticari kitin protokoliine gore yapildi. Kisaca, 2 pLL Lipofectamine i¢eren ve final hacmi
25 pL olan Optimem besiyeri hazirlandi. Ay bir tlipe 2,5 pg/uL plazmid vektor iceren
ve final hacmi 25 pL Optimem igeren ikinci bir tiip hazirlandi. Yaklasik 5 dakika
sonrasinda bu iki tiip tek bir tiipte birlestirildi ve bu halde oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. Siire sonunda karisim hiicre kiiltiirii iizerine damlatildi ve giinliik kiiltiir takibi

yapild.

3.3.Transfekte edilen hiicrelerinin se¢ilimi

Plazmid vektorlerin transfeksiyon asamasindan sonra transfekte edilen MDA-
MD-231 hiicrelerinin sec¢ilimi i¢in, hiicreler 72 saat boyunca kiiltiire edildi. Sonrasinda,
0,4 pg/mL G418/Neomycin igeren kiiltiir besiyerinde hiicreler 1 hafta boyunca kiiltiire
edildi. Tek koloni eldesi i¢in hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alindi. Tek koloni
halinde olan hiicreler ilgili kuyucuktan kaldirilarak yaklasik 3 ay G418/Neomycin i¢ceren
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besiyerinde, deneysel calismalar icin gerekli yogunluga ulasana kadar, ¢ogaltildi ve

donduruldu.

3.4. Western blot deneyi

Transfekte edilen MDA-MD-231 hiicrelerinde TWIST1’in ifadesine protein
diizeyinde bakmak i¢in Western blot deneyi gerceklestirildi. MDA-MB-231 hiicrelerine
antisense TWIST1 cDNA dizisi klonlanmis pcDNA3.1 vektorii ve ayrica kontrol bos
vektoriin transfeksiyonundan ve hiicrelerin G418 ile se¢iliminden sonra TWIST1 protein
diizeyi Western blot deneyi ile analiz edildi. Bunun igin, s6z konusu test ve kontrol

hiicrelerinden ayr1 ayr1 total protein lizatlar1 hazirlandi.

3.4.1. Protein lizatlarinin hazirlanmasi

Test ve kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinin tiim protein lizati, proteaz inhibitor
kokteyli (Roche) iceren 1X liziz tamponu (Cell Signalling) ile elde edildi. Bunun i¢in
hiicreler soguk 1X DPBS ile iki defa yikandiktan sonra, 100 mm? petri i¢in yaklagik 750
puL 1X soguk liziz tamponu kullanildi. Hiicre kaziyicist (Greiner) yardimi ile hiicreler
kaldirilarak 1,5 mL’lik santrifiij tliplerine aktarildi. Tiiplere 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij

islemi yapild1 ve siipernatant yeni bir tiipe transfer edildi.

3.4.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Protein lizat 6rneklerindeki protein miktar1 Bradford ajani (BioRad) yardimi ile
olciildii. Oncelikle, 6rnekler Bradford ajam 1:5 oraninda olacak sekilde diliie edilerek
hazirlandi. Bovine serum albiimin (BSA) standartlar1 i¢in, BSA c¢alisma soliisyonu
1ug/pL olacak sekilde hazirlandi ve 1, 3, 5, 7 ve 9 uLL miktarlarda 96-kuyucuklu plakadaki
kuyucuklara ayr1 ayr1 konuldu. Lizat 6rneklerinden 1’er pL alinarak ayri kuyucuklara
konuldu. Her konsatrasyon i¢in iiger tekrar hazirlandi. Orneklerin iizerine son hacmi 100
uL olacak sekilde hazirlanan Bradford ajani ilave edildi ve 15 dk oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki renk degisimi spektrofotometre
(MultiscanGO, ThermoFisher Sci.) yardimi ile 595 nm’de analiz edildi. BSA standardina

gore orneklerin protein miktarlart hesaplandi.

3.4.3. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
Protein miktarlar1 hesaplanan her bir 6rnekten 50°er pg alinarak poliakrilamid jele

yiiklenmistir. Poliakrilamid jel kuyucuklarin oldugu tstteki kistm 6rnek yiikleme jeli



(yiikleme) Tablo 4’te, alttaki kism1 ise ayristirict jel (ayristirict) ise Tablo 5’te verildigi

sekilde hazirlandu.

Tablo 2. Yiikleme jelinin igerigi.

Su 3mL.
Tampon 1.25 mL.
Acr (29:08) 0,625 mL.
%10 SDS 50 pL.
%10 APS 50 pL.
TEMED 5 L.

Tablo 3. Ayristirict jelin igerigi.

Su 11,55 mL.
Tampon 7,5 mL.
Acr (29:08) 10,5 mL.
%10 SDS 0.3 mL.
%10 APS 0.3 mL.
TEMED 30 pL.
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Poliakrilamid jel tamamen polimerlestiginde tanka (BioRad) yerlestiridikten
sonra elektroforez tank yliriitme tamponu ile dolduruldu. Buzda 6nceden hazirlanmis olan
ve 50 pg protein igeren lizatlar i¢cine B-merkaptoetanol eklenmis yiikleme tamponu
yardimui ile kuyucuklara yiiklendi. Jele yliklenen 6rnekler yiikleme jelini gegene kadar 80

voltta, ayristirict jelde ise 120 Voltta yiiriitildi.

3.4.4. Proteinlerin membrana transferi

Elektroforez asamasindan sonra jel ¢ikarilarak transfer i¢in jel kasetine (BioRad)
yerlestirildi. Transfer tamponunda 1slatilmis kurutma kagidi, stinger, jel, PVDF membran,
siinger ve tekrar 1slatilmis kurutma kagidi iceren sandvig hazirlandi. Orneklerin membran
yoniinde dogru transferi i¢cin akim yonii (-)’ten (+) yone olacak sekilde transfer tamponu
bulunan transfer tankina yerlestirildi. Tankin i¢erisine uygun buz akiisii yerlestirildikten

sonra gece boyu 40 voltta proteinler membrana transfer edildi.
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3.4.5. Iimmiinblotlama ve goriintiileme

PVDF memrana aktarilan proteinler uygun antikorlar yardimi ile isaretlendi.
Membran TWIST1 ve Beta-Aktin (ACTB) primer antikorlar1 (SantaCruz) ile isaretlendi.
Bunun i¢in 6ncelikle membran %1 BSA iceren TBST bloklama tamponu ile 2 saat
boyunca calkalayicida ¢alkalandi. Sonrasinda igerisine 1:1000 oraninda primer antikor
eklendi ve membran 1 saat ¢alkalandi. Yikama iglemi 2x 15 dk olacak sekilde yikama
tamponu ile gerceklestirildi. Sonra, 1 saat boyunca sekonder (anti-mouse) antikor ile
isaretleme yapildiktan sonra, tekrar ayni yikama agsamasi uygulandi. Membran
calkalayicidan penset yardimi ile ¢ikarilarak iizerindeki tampon kurutma kagidi yardimi
ile sizdirildiktan sonra iizerine dnceden 1:1 oraninda karistirilmis ECL reaktifi membrani
tamamen 1slatacak sekilde uygulandi ve 2 dk bekletildi. Sonrasinda ECL de
siizdiiriildiikten sonra, membran jel goriintileme sistemi (BioRad) yardimi ile

goriintlilendi.

3.5. Test ve kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinin matrijel iceren ortamda Kkiiltiire
edilmesi

Hiicreler ekstraseliiler matriks elemanlarini igeren matrijel ile kaplanmig kiiltiir
kaplarinda 72 saat boyunca kiiltiire edilerek kiiltiir dinamigi ve hiicresel morfolojileri
incelenmistir. Oncelikle kiiltiir kaplar1 matrijel (Corning) ile kaplandi. Bunun igin,
onceden 250 pL olarak boliinmiis matrijel buz icinde ¢ozdiiriildii. Sonrasinda 250 pL
alinarak 10 mL soguk besiyeri igerisinde ¢oziinmesi saglandi ve bos 6-kuyucuklu kiiltiir
kaplarma her kuyuya 2’ser mL konuldu. Bu sekilde 37°C’deki inkiibatoérde en az 1 saat
bekletildi. Siire sonunda matrijel kaplanan kuyucuklardan besiyeri uzaklastirilarak 1x10°

hiicre/kuyu ekildi ve 72 saat boyunca mikroskobik olarak takip edilerek kiiltiire edildi.
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3.6. MDA-MB-231 hiicrelerinden total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in ticari kit (RNeasy mini kit 50, QTAGEN) kullanild:.

Uygulama Kit protokoliine gore agsagidaki gibi gergeklestirildi;

1.

10.

11.
12.

13.

14.

Steril ependorf tiipiiniin icine 6ul. f-Merkapto alindiktan sonra iizerine 600 uL
RLT buffer konuldu.

Hiicrelerin i¢inde bulundugu besiyeri serolojik pipet ile uzaklastirildi.
Hazirlanan RLT + 3 Merkapto karigimi hiicrelerin blundugu flaska alind1 ve RLT
+ B Merkapto karisimi hiicreleri liziz hale getirdikten sonra hiicre lizatlar
toplandi.

Toplanan hiicre lizatlar1 steril eppendorf tiiplerine her tiipte 600 uL olacak sekilde
dagitild1.

Eppendorf tiiplerinin {izerine total hacim 1 ml olacak sekilde %70 Etanol ilave
edildi.

2ml’lik santrifiij (isolab) tiiplerinin igerisinde RNase (Qiagen) mini tiipler
mevcuttur. Bu tiiplere 700ul daha 6nceden santrifiij tlipiine (isolab) alinan hiicre
lizat1 ve EtOH karisimindan ilave edildi.

Santrifiij (Isolab) tiipleri 8000g de 15 sn santrifiij (Nuve 1200R) edildi.

Santrifiij (Isolab) tiiplerindeki slipernatant sivisi atildi.

700 uL RWI1(RW1 tamponu etanol ile birlikte bir guanidin tuzu icermektedir. Bu
tampon silika membrana spesifik olarak bagli olmayan karbonhidratlar,
proteinler, yag asitleri vb. gibi biyomolekiilleri uzaklastirmakta kullanilan bir
yikama tamponudur. Bu tampon ayni zamanda 200 bg¢’den biiyiik RNA
molekiillerin kolonda kalmasini saglar.) RNase tampon dondiirme tiipiine eklendi.
700 uL RW1 santrifiij (Isolab) tiipiine eklendikten sonra, 8000g de 15 sn santrifiij
yapild.

Santrifiijden sonra santrifiij tliplerindeki siipernatant sivisi atildu.

500 uL RPE Tampon RNase (Tampon RPE; hafif bir yikama tamponu olmakla
birlikte RNeasy (Qiagen) Kitlerinin temel bilesenlerinden biridir. Temel gorevi
protokolde daha 6nce kullanilan tamponlar nedeniyle ortamda bulunabilen tuz ve
benzeri bilesenleri ortamdan uzaklastirmaktir.) santrifiij tlipline eklendi.

500 uL. RPE Buffer RNase eklendikten sonra, tiipler 8000 g de 2 dk siireyle
santrifiij (Nuve 1200R) edildi.

Santrifiijden sonra 6rnekler 2 mL’lik steril santrifiij (Iso) tiiplerine alindu.
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15. Tiplerin i¢ine 50uL RNase icermeyen H>O pipet ucu 6rnege dokunmayacak
sekilde eklendi.

16. 50ul RNase Free H2O eklendikten sonra 6rnekler oda sicakliginda 1 dk stireyle
bekletildi.

17. 1 dk bekleme siiresinden sonra 6rnekler 8000 g de 1 dk olacak sekilde santrifiij
(Nuve 1200R) edildi.

18. Santrifiijden sonra RNase Mini Tiiplerdeki 6rnekler 2 ml’lik santrifiij tiiplerine
alindi.

19. Tipler parafin ile kaplandiktan sonra, saklama kosullarina uygun sekilde

dondurucuya alindu.

3.7. MDA-MB-231 hiicrelerinin transkriptom analizleri

TWISTI1 ifadesi baskilanmis ve kontrol MDA-MB-231 hiicrelerinden total
RNAlar izole edildi. Orneklerin transkriptom analizi DNBSeq platformunda Genoks
Teknoloji Sirketi’inden hizmet satin almasi ile gerceklestirildi. Yapilan transkriptom
caligmasi 6zetle; RNA deplesyonu, pargalanmasi, cDNA eldesi, kiitliphane olusturulmasi,
dairesellestirme ve sekans ¢alismas1 asamalaridan olugsmaktadir. i1k asamada, mRNA ve
benzer uzunlukta olan IncRNA’larin amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Burada, poli-T
oligoniikleotidler yardimi ile poli-A iceren mRNA’larin amplifiye edilerek istenmeyen
RNA fragmentlerin tiikenmesi saglanir. Sonra, ¢cogaltilan mRNAlar yiiksek sicaklik ve
+2 degerli katyonlar varliginda fragmente edilir. S6z konusu fragmentlerden ters
transkriptaz yardimi ile cDNA eldesi gergeklestirilir. cDNA eldesinden sonra dsDNA
olusmasi i¢in ikinci DNA ipligi sentezlenir. Bu sentez Polimeraz I ve RNaz H yardimi ile
gerceklestirilir. dsDNA fragmentlerine 3’-ter bolgesine Adenin eklenir. Bunu ligasyon
asamasi ile adaptor ve barkodlarin eklenmesi islemleri takip eder. Bu yapilar PCR
asamasinin baslayabilmesi i¢in gereklidir. Sonrasinda dairesellestirme agsamasinda DNA
nanoball (DNB) yapilarmin olusumu saglanir. Bu yap1 PCR hatalarinin azaltilmasina
yardimci olur. DNB yapilart meydana getirildikten sonra, sekans asamasina gegilir. Bu
asamada, her bir DNB yapist DNBSeq G-400 patern array platformuna yerlestirilir ve
burada flow cell’de DNA dizileri sekanslanir. Bu teknolojide, cPAS teknolojisi
kullanilarak tiim DNB yapilarindaki diziler ayr1 ayr1 sekanslanir. Sekanslama
asamasinda, florokromlar ile konjuge edilmis ANTP’ler kullanilir. ANTPlerin baglanmasi
ve bunlardan gelen sinyaller dogrultusunda dijital veriler elde edilir. Calismamizda 6rnek

basina, 6 GB clean FASTQ verisi elde edilmistir.
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3.8. Transkriptom verilerinin biyoinformatik analizi

Elde edilen verilerden giiriiltiiyli azaltmak i¢in adaptor sekanlaridan, ¢ok diigiik
okuma degerlerinden ve 6zgilin olmayan sekanslardan kurtulmak i¢in filtreleme islemi
gerceklestirildi. Ardindan elde edilen tiim okumalar STAR yazilimi1 kullanilarak referans
genomu gore hizalandi. Hizalanan okumalarin STAR ve Samtools yazilimlar araciligiyla
FASTQ girdi dosyalarindan BAM ¢ikt1 dosyalar1 elde edilir. Hizalanan BAM dosyalari
HISAT2 yazilimi ile kiimeleme ve anotasyon islemleri gergeklestirildi. Referans
genomda birden fazla dizi ile islesen diziler transkriptom analizinden ¢ikarildi. Ozgiin
transkriptlerin eldesi i¢in StringTie yazilimi kullanildi. Bu yazilim ile sekanslar yeniden
bir araya getirildi. Buradan birlestirilmis GTF dosyast olusturuldu. Bu dosyalarin
karsilastirilmasi ile her gen icin ikili (test / kontrol) gen ifade degisimleri karsilagtirildi.

Ortalama gen ifade degeri, kat artis1, p degeri ve standart hata degeri belirlendi.

3.9. ¢cDNA kiitiiphanesinin elde edilmesi

Izole edilen RNA &rneklerinden cDNA elde etmek icin ticari kiti (Applied
systems) kullanildi. ¢cDNA elde etmek icin yapilan tiim deneyler buz iizerinde
gerceklestirildi ve asagida verilen miktarlarda reaksiyon hazirlandi.

Tablo 4. Biosystem cDNA kittininde yer alan bilesenler ve kullanilan hacimleri.

Soliisyon 1X
10X RT Tamponu 2.0 uL
25X dNTP Karisimi (100 mM) 0.8 uL
10X RT Random Primerler 2.0 uL
Ters Transkriptaz 1.0 L
RNaz Inhibitorii 0.5 uL
Steril H.O 3.7uL
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Hazirlanan reaksiyon tiipleri PCR reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in Thermal

Cycler cihazinda (BioRad) asagidaki sekilde uygulandi;
1.

2.
3.
4.

3.10. Kantitatif es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)

259C 10dk

379C 120 dk
859C 5dk
+49C o

Test ve kontrol MDA-MB-231 hiicre RNA 0Orneklerinden elde edilen cDNA’lar

kullanilarak qRT-PCR c¢alismasi gergeklestirildi. S6z konusu 6rneklerde; Aktinin al,

Kollajen-5A2, Kollajen-3A1, Kollajen-4A2, Kollajen-12A1, Fibronektin-1, Filamin-3,

Integrin-1BP, Integrin a-3, Integrin -8, PAR6P, ve Talin-1 gen ifade diizeyleri

arastirilmistir. Bu calisma ic¢in gerekli primer dizileri Integrated DNA Technologies

(https://www.idtdna.com/pages) yardimi ile tasarlandi. Tasarlanan primerlerin dizileri

asagida tablo 5 ‘te verildigi gibidir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan gqRT-PCR primerleri.

Gen Primerler Tm (°C)
Aktinin ol fleri: 5°- CAACAAGCACACCAACTACAC -3°
Geri: 5~ AGGATCTGGTTCTCTACCTCAT -3° 62
Col5A2 fleri: 5- AGCTGGGAAACGTGGATTAC -3°
Geri: 5~ GAAGACCCTGAAGACCAGTAAAG -3° 62
Kollajen3A1 | lleri: 5'- CTGGCATTCCTTCGACTTCT -3°
Geri: 5- AGCTTCAGGGCCTTCTTTAC -3° 62
Kollajend4A2 | lleri: 5'- CCTGGTGATGTCTGCTACTATG -3°
62
Geri: 5- GCTGATGTAGGGCTTGATCTC -3°
Kollajen12A1 | lleri: 5~ GTTAAGTGGGATCCTGCTAGTG -3
Geri: 5°- TCCTCCTATTGTGGTCGTTTG -3° 62
Fibronectin-1 __|fleri: 5°- GTATCCCTCGTGGCCATAAA -3’
Geri: 5~ TCGGTGTTGTAAGGTGGAATAG -3° 62
Filamin Beta _ |1leri: 5- CGACATCCCACTTTCTCCTTATC -3°
Geri: 5~ GCCTACTTCTTCGCCAGTTT -3° 62
Integrin -1 binding | lleri: 5~ CAGTGTGACTACCATTCCTGTT -3
protein Geri: 5~ TACCACTGCCTTCCCTTCTA -3° 62
Integrin Alpha-3 |lleri: 5~ GCAGATGGATGTGGATGAGAA -3’
Geri: 5°- GGTCTTGTGGACGATGTTGA -3° 62
Integrin Beta-8 | lleri: 5- CCTGGAACCTGGTAGAGTAGAT -3
Geri: 5~ GGAAATCTCTTGGGAAGAGTGAG -3° 62
PAR-6 Beta | lleri: - GAGGATGAAGACAGCGAAGAAG -3°
Geri: 5~ TGACTCCAGGCTCTCAGTATTA -3° 62
Talin-1 fleri: 5- GTGCAAACCAGGCAATTCAG -3°
Geri: - ACAGTGCAGAGGTGTGTTTAG -3’ 62

qRT-PCR ¢aligmasi, Ampigene qPCR Green Mix HI-Rox (Enzo) kiti kullanilarak
Quantstudio3 cihazinda (Applied Biosystems) gerceklestirildi. Oncelikle, Ampigene
qPCR Green Mix HI-Rox kit reaksiyonu her 6rnek i¢in tablo 6’da veridigi gibi hazirlandi.



Tablo 6. qRT-PCR reaksiyon igerigi.

Ampigene qPCR Green Mix 10 uL
[leri Primer (uM) 1 L
Geri Primer (uM) 1 uL
cDNA (20 ng) 1 pL
PCR grade H20 7 uL
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Reaksiyon miksi buz iizerinde hazirlandiktan sonra Ornekler Quantstudio3 (Applied

Biosystems) cihazi i¢in uygun 0.2 mL’lik 96-kuyucuklu PCR plakasina pipetlendi ve

plaka cihaza yerlestirildi. Orneklerin analizi icin Quantstudio3 (Applied Biosystems)

cihazinda uygulanan program asagidaki tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. qRT-PCR sicaklik sartlari.

Dongii Sicaklik Zaman

1 95 °C 2 dk

40 95 °C 5sn
60 °C 20 sn
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu tez caligmasinda, metastatik meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231)
endojen olarak yiiksek diizeyde ifade edilen TWISTI transkripsiyon faktoriinii, antisense
oligoniikleotidler ile baskilayarak MDA-MB-231 hiicrelerinde integrin yolagi ile iliskili
olan TWIST1 hedef genlerini transkriptom profilinin degerlendirilmesi ile belirlemesi

amaclandi.

4.1.1. Hiicre kiiltiirii

In vitro hiicre kiiltiirii yontemi ile MDA-MB-231 hiicrelerinin kiiltiirasyonu basar1
ile gerceklestirildi. Mikrobiyal kontaminasyon olmadan, %5 CO2, %95 nem ve +37°C
ortama sahip etiivde inkiibe edilerek ve belirli periyotlarla uygun besiyeri ile beslenerek

hiicrelerin ¢ogalmasi1 saglandi. Kiiltiir ortamindaki MDA-MD-231 hiicrelerinin

Sekil 8. Kiiltiire edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin inverted mikroskoptaki goriintiisii (Objektif 20X).

4.1.2. Plazmid vektorlerin MDA-MB-231 hiicrelerine transfeksiyonu ve secilimi
MDA-MB-231 hiicrelerine kontrol olarak bos vektor (pcDNA3.1) ve TWIST1
Antisense (AS) dizisini igeren vektoriin lipofektamin 3000 ajan1 (TWIST1-AS-
pcDNA3.1) aracili transfeksiyonunu gergeklestirildi. MDA-MB-231 hiicreleri
karakterleri itibariyle transfeksiyonu zor olan hiicrelerdir. Bu nedenle hiicrelere

transfeksiyon islemi sonrasinda popiilasyonda transfesiyonu basarili olan hiicrelerin
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secilimi i¢in 0,4 ug/mL G418/Neomycin antibiyotigi ilave edildi. Segilen hiicrelerden 96-
kuyucuklu kiiltiir kaplari kullanilarak tek koloni diigsiirme teknigi ile morfolojik olarak en
iyi koloni se¢ilmeye caligild1 (Sekil 2). Koloni segici besiyerinde toplam 3 ay boyunca
kiiltiiri devam edilerek ¢ogaltildu.

O

Sekil 9. TWIST1-AS-pcDNA3.1 plazmid vektor ile transfekte edilen ve G418/Neomycin’li besiyerinde
secilen koloninin morfolojik goriintiisii (Objektif 40X).

Kontrol olarak bos vektor (pcDNA3.1) ve TWISTI ifadesinin susturulmasi igin
TWISTI1-AS-pcDNA3.1 vektor aktarilan hiicreler basart ile kiiltiire edilerek ¢ogaltildi ve
stoklar1 olusturuldu. TWIST1 ifadesi baskilanan hiicrelerin morfolojilerinde beklenen
morfolojik degisimler gozlemlendi. TWIST1, mezenkimal morfolojinin olusumu ig¢in
tetikleyici bir faktor oldugundan, baskilandigi durumlarda hiicrelerin bu mezenkimal-
benzer morfolojiden uzaklasip epitelyal-benzer bir morfolojiye doniismesini gdzlemlendi

(Sekil 12).
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MDA 231 (40X) MDA 231 (20X)

Sekil 10. Kontrol ve TWISTI ifadesi baskilanmig (TW-AS) MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik

goriintiileri.

4.1.3. Antisense oligoniikleotidler ile TWIST1 baskilanma diizeyinin Western Blot
yontemi ile belirlenmesi

Antisense cDNA dizisi ile endojen TWISTI ifadesinin baskilanma basarisini
protein diizeyinde dogrulamak i¢in Western blot yontemini uygulandi. Elde edilen
bulgulara gore, kontrol hiicrelere kiyasla TWIST1 ifadesi test hiicrelerinde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yaklasik 2,5-kat baskilandigini gozlemlendi. Western blot
deneyinde internal kontrol olara Beta-Aktin (ACTB) kullanildi (Sekil 14).
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Sekil 11. Bos ve TWIST1-AS pcDNA3.1 vektorlerinin transfekte edildigi ve Neomycin ile segilen MDA-
MB-231 hiicrelerinde TWIST1 ve Beta-Aktin (ACTB) protein ifadeleri (A) ve karsilastirmali grafigi (B).
(p degeri: 0,0014).

4.1.4. Transkriptom analizi sonugclar:

Yapilan ¢alisma sonucunda toplam 268034 transkript elde edildi. Bu okumalardan
31370 adet okuma nonsense oldugu icin elendi. Geriye kalan 236664 okuma igerisinden
ifadesi 2 kat ve daha fazla artis gosteren 633 gen saptanirken, 604 tane genin de ifadesinin
2 kat ve daha fazla azalig gosterdigi saptandi.
RNA sekanslama calismasindan sonra, ham veriler incelendi. Veri incelemesi sirasinda,
ham okumalardan adaptdér dizileri, kontaminasyonu ve diisiik kaliteli okumalarin

cikarilmasi gerceklestirildi. Bir sonraki basamakta verilen veri sonuglarina ait istatistikler

elde edildi (Tablo 8).
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Tablo 8. Transkriptom analizi genel okuma sonuglari.

KONTROL-1-MDA-MB231_1_1 42960482 | 4296048200 100 100 100 | 96.73 88.25
KONTROL-1-MDA-MB231_1_2 42960482 | 4296048200 100 100 100 | 95.93 87.34
KONTROL-2-MDA-MB231_97_1 9761306 976130600 100 100 100 96.56 88.48
KONTROL-2-MDA-MB231_97_2 9761306 | 976130600 100 100 100 | 95.27 87.23
I KONTROL-2-MDA-MB231_98_1 12511904 | 1251190400 100 100 100 | 96.39 87.9
I KONTROL-2-MDA-MB231 98 2 12511904 | 1251190400 100 100 100 94.56 85.57
I KONTROL-2-MDA-MB231_99_1 12900067 | 1290006700 100 100 100 96.36 87.84
IKONTROL-Z—MDA-MBNI_”_Z 12900067 | 1290006700 100 100 100 94.1 84.57
’ TEST1_100_1 15633698 | 1563369800 100 100 100 96.91 88.99
’ TEST1_100_2 15633698 | 1563369800 100 100 100 | 95.76 87.73
’ TEST1_101_1 17594835 | 1759483500 100 100 100 96.76 88.54
’ TEST1_101 2 17594835 | 1759483500 100 100 100 | 95.95 88.06
’ TEST1_102_1 22883342 | 2288334200 100 100 100 | 96.23 87.12
’ TEST1_102_2 22883342 | 2288334200 100 100 100 | 95.63 87.27
l TEST2_103_1 22393794 | 2239379400 100 100 100 96.1 87.16
TEST2_103_2 22393794 | 2239379400 100 100 100 | 94.41 85.19
TEST2 104 1 21212933 | 2121293300 100 100 100 96.3 87.8
TEST2 104 2 21212933 | 2121293300 100 100 100 94.6 85.78

Ham verilerin kalite kontrolii yapildi. Bu calismada FastqC (v0.11.9) ile
okumalarin kalitesini kontrol edildi. Her okumanin kalite kontroliinden sonra, FastqC
sonuclarint birlestirmek i¢in MultiqC (v1.10.1) kullanildi. MultigC'den elde edilen
istatistikler asagida gosterilmistir (Grafik 1). Transkriptom analizi sonucunda elde edilen

verilerin kalite agisinda gilivenilir oldugu anlagildi.
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Grafik 1. FastqC sonuglarimin, MultiqC araciliiyla birlesitirilmesi ile elde edilen ortalama kalite

verileri.

RNA sekanslarini igeren kiitiiphanelerin igerigi her organizmada farklilik gosterir.
Yiiksek diizeyde ifade olunan genlerin saptanmasi i¢in ¢ok fazla okuma gerekmezken, az
miktarda ifade edilen genlerin saptanmasi i¢in ¢ok fazla okuma almak gerekir. Tim
genlerin ifadesi okunurken her gen i¢in esit sayida sekanlama yapilamaz. Bu nedenle
yliksek diizeyde eksprese olunan traskriptler bir siire sonra yapilan okumalarda kendi
iizerilerine katlanarak duplike olmus yapilara meydana getirir. Asagidaki duplikasyon

grafiginde goriildiigli lizere traskriptlerin %25’i yiliksek diizeyde ifade edilmektedir
(Grafik 2).

% of Library

™ . A - =Y (8] [N x
> D © \ o} 2 N o o 4 » 'Qc _\x A

Sequence Duplication Level

Grafik 2. FastqC: sekanslarin duplikasyon seviyesine ait veriler.
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Elde edilen transkriptom analiz sonuglarinin anlamlandirilmasi i¢in referans
genoma ihtiyag duyulur. Bu calismada referans transkriptler icin kullanilan genom
Arabidopsis thalian’dir. Karsilastirma i¢in 177.852.361 ¢ift uglu okumalar kullanildi.
Analiz igin referans dizisi almak iizere 268.034 transkript bir araya getirildi. Referans

genoma gore transkriptlerin anotasyonu icin Stringtie2 yazilimi kullanildi.

Tablo 9. StringTie ile anotasyonu gerceklestirilen transkriptlerin 6zellikleri.

reference_vs_stringtie_merged.annotated.fa 268034 553106753 8 2064 | 347561

Calisma sonucunda ayrica, hizalanmis ve birlestirilmis 31370 adet yeni transkript
tespit edildi. Bununla birlikte tekrarli ¢alisilan kontrol ve test 6rneklerine ait okunan

transkript sayilar1 agagidaki tabloda verilmistir (Tablo 8).

Tablo 10. Transkriptom analizinde yapilan hizalama sonuglari.

KONTROL-1-MDA-MB231_1 8592096400 | 85920964 39742713 46178251
KONTROL-2--MDA-MB231_97 1952261200 | 19522612 8218245 11304367
KONTROL-2--MDA-MB231_98 2502380800 25023808 10362238 14661570
KONTROL-2--MDA-MB231_99 2580013400| 25800134 10710467 15089667
TEST1_100 3126739600 31267396 12406841 18860555
TEST1_101 3518967000| 35189670 13962485 21227185
TEST1_102 4576668400 45766684 17949628 27817056
TEST2_103 4478758800 44787588 21021083 23766505
TEST2_104 4242586600 42425866 18799153 23626713

4.1.4.1. ifadesi degisen genlerin (DEG) analizi

DEG analizi iki farkli 6rnek arasinda farkli sekilde ifade edilen genlerin tespit
edilmesinde kullanilan bir programdir. Bu analiz sayesinde TWIST1 ifadesi baskilanan
hiicrelerimizde normal hiicrelere gére hangi genlerin ne diizeyde ifadesinde degisiklik
oldugu saptanmistir. Kontrol ve test karsilagtirmasi sonucunda elde edilen MA, dagilim

ve volkan grafigi ile 1s1 haritas1 asagidaki gibidir (Grafik 3,4).
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Figure 4.2. Scatter plot of DEGs.

Grafik 3. Kontrol ve test karsilastirilmasi sonucu elde edilen DEG dagilim grafikleri.
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Figure 4.4. Heatmap of DEGs.

Grafik 4. DEG 1s1 haritasi.

4.1.4.2. DEG analizi ile belirlenen genlerin biyolojik fonksiyonlar:

TWISTI ifadesini baskilanan MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrole gore degisen
gen ifadelerinin biyolojik fonksiyonlar1 incelendiginde, 6n plana ¢ikan; hiicreyi uyaran
cesitli stimiilator molekiilleri kodlayan 498 gen, hiicre sinyal yolaklarini diizenleyen 423
gen, hiicre lokalizasyonundan sorumlu 406 gen, hiicre canliligin1 saglayan 230 gen ve

hiicre adezyonundan sorumlu 200 gen saptandi (Tablo 11).



34

Tablo 11. Transkriptom analizi sonucunda belirlenen genlerin hiicresel fonksiyonlari.

Gen sayisi Genin hiicre icindeki aktivasyonu
498 Hiicre Stimiilasyonu
423 Sinyal Yolaklar1
406 Hiicresel Lokalizasyon
230 Hiicre Canlilig1
200 Hiicre Adezyonu

4.1.5. Hedef genleri belirlenmesi

Elde edilen transkriptom sonuglarina gore, hiicre membrani iligkili hiicresel
organizasyonlarda ve ekstraseliiler bolgelerde rol alan genlerin ifadelerinde degisimler
dikkat c¢ekici olmustur. Bu bakimdan saptanan integrinler (ITGB1BP1, ITGBS ve
ITGA3) ve yolaklar ile iligkili genlerde yaklasik 2-kat ve daha fazla olacak sekilde
anlamli degisimler belirlendi. Bu genler; Integrin Alfa 3 (ITGA3), Integrin Beta 8
(ITGBS), Integrin bindin-1 protein ITGB1BP1), Kollajen3A1 (COL3A1), Kollagen4A2
(COL4A2), KollagenSA2 (COL5ATI1), Kollagen12A1 (COL12A1), Talin-1(TLN1),
Fibronectin-1 (FN1), Filamin  (FLNB), Actinin-al (ACTN1) ve PAR6 genleridir.

Tablo 12. Hedef genlerin transkripsiyon analizi sonucunda degisen ifadelerine ait veriler.

Gen Ensembl ID Log2 Kat Degisimi P Degeri

Kollagen5A2 ENSG00000204262 10,33 0

Integrin Beta 8 ENSG00000105855 8,06 0

Kollajen3Al ENSG00000168542 7,28 0

Kollagen4A2 ENSG00000188153 3,21 2.54390652455974¢-14
Kollagen12A1 ENSG00000111799 -6,33 5e-323

Integrin Alfa 3 ENSG00000005884 -4,34 0

Fibronektin 1 ENSG00000115414 -3,03 4.28449587985601e-284
Actinin Alfa 1 ENSG00000072110 -2,45 0

Talin 1 ENSG00000137076 -2,05 0

Filamin B ENSG00000136068 -1,95 0

PAR 6 B ENSG00000124171 -1,90 8.9762380759266e-70
Integrin Binding ENSG00000119185 -1,84 7.57419264134553e-39
Protein-1

S6z konusu bu genlerin degisimlerini tasarlanan primerleri kullanarak qRT-PCR

yontemi ile dogrulandi. Quantstudio3 cihazinda genlere ait elde edilen amplifikasyon

egrileri Grafik 5’te gOsterilmistir.
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Grafik 5. qRT-PCR ¢alismasina ait amplifikasyon egrileri.

qRT-PCR sonuglarimiza gore, TWIST1 ifadesi baskilanan MDA-MB-231
hiicrelerinde kontrole gore; ITGBS 8.14 kat ve COL3A1 7.5 kat artmis oldugu belirlendi.
Bunun aksine ITGA3 8.24 kat, ITG1BP1 1.91 kat, COL4A2 2.1 kat, COL5A1 5.2 kat,
COL12A1 10.1 kat, FN1 3.1 kat, FLNB 4.9 kat, TLN1 2 kat, ACTNI 2.5 kat ve PAR6

1.8 kat azalmis oldugu belirlendi (Grafik 4).

2-08CT (Kat Degisimi)
N

ITGB8 ITGA3 ITGBP1 FN1 FLNB TLN1 ACTN1 PAR6 COL3A1 COL4A2 COL5A1 COL12A1

Grafik 6. TWIST]1 ifadesi baskilanan MDA-MD-231 hiicrelerinde kontrole kiyasla ifadesi degisen genlerin
qRT-PCR verileri.
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4.1.6. Kontrol ve TWIST1 ifadesi baskilanmis MDA-MB-231 hiicrelerinin matrijel
kaplh yiizeydeki hiicre morfolojileri

TWIST1 baskilanmasi sonucunda qRT-PCR ile Integrin yolaklar ile iliskili
genlerin ifadesinin degistigini belirledik. Elde ettigimiz sonuglara gére TWIST1 Integrin
yolagim desteklemektedir. Ozellikle néral migrasyonda gorevli integrin-A3 (ITGA3)
ekstraseliiler matriks komponentlerinden laminin, kollajen ve fibronektin gibi yapilarin
reseptoriidiir (Subbaram, S., ve ark., 2011). Bu baglamda deneysel olarak, hiicrelerimizi
major komponenti laminin olan ve kollajen IV iceren bir matrijel (Corning) ile kaplh
yiizeylerde kiiltiire edildi. Kullandigimiz bu matrijel; Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
fare sarkomasindan elde edilmis ekstraseliiler matriks komponentlerini icermektedir.
Matrigel, cogunlukla laminin ve kollajen IV yani sira heparan siilfat proteoglikanlar,
entaktin/nodogen ve bir¢ok biiylime faktoriinii icermektedir. Matrijel kaplh ylizeyde 72
saat boyunca kiiltiire edilmis kontrol MDA-MB-231 hiicrelerine baktigimizda net bir
sekilde invadopodlarin olusumlari, say1 ve uzunluklari dikkat ¢ekici diizeydedir. Bunun
aksine, TWIST1 baskilanmis hiicrelerde kontrole kiyasla anlamli bir sekilde invadopod
yapilarinin olusmadig1 ve matrijel igermeyen ortamdaki hiicrelere benzer bir morfolojide
olduklar1 anlasiimigtir. Bu bulgulara gére TWIST1’in fonksiyonel olarak integrin-A3 ve

Integrin-B8 yolaklarini regiile edebildigi sonucuna varilabilir.

Kontrol TW-AS

"-T R

Matrijel (+) Matrijel (+)
Sekil 12. Matrijel kapli hiicre kiiltiir kaplarinda kontrol ve TWIST]1 ifadesi baskilanmis (TW-AS) MDA-

MB-231 hiicrelerinin in vitro morfolojileri.
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4.2. Tartisma

Kanser gelisim siireci ¢ok basamakli bir siirectir. Meme kanseri gelisiminde
hiicresel mekanizmalarin farklihigmma baglh olarak, tedavide farkli yanitlar
gozlemlenebilmektedir. Dolayisiyla bu siirecte anahtar role sahip hedef molekiillerin
belirlenmesine ve bunlarin hiicre regiilasyonlarindaki roliiniin aydinlatilmasina halen
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasindaki amag, kanser gelisimini ve metastazini tetikleyen temel
faktorlerden biri olan TWIST]1 transkripsiyon faktoriiniin agresif meme kanseri hiicreleri
olan MDA-MB-231 hiicrelerinde hedef genlerini belirlemektir. Bunun i¢in endojen
olarak TWISTI ifadesi yiiksek olan bu hiicrelerde antisense oligoniikleotid teknolojisi ile
TWIST1 ifadesi baskilandi. Kontrol olarak bos vektor aktarilan hiicreler kullanildi.
Kontrol ve test hiicrelerinin toplam RNA’lar1 izole edilerek transkriptom analizi
gerceklestirildi. Bu analiz neticesinde birgok gen verisinin igerisinden anlamli olarak bazi
integrin genlerinin ve integrin yolaginda goérev alan komponentleri kodlayan genlerin bir
kisminin transkripsiyonel degisimlerini incelendi. S6z konusu genlerin ifade degisimleri
qRT-PCR c¢alismast ile teyid edildi.

Bu calismada oncelikle antisense TWIST1 ¢cDNA dizisi klonlanmig pcDNA3.1
(TWIST1-AS) vektoriinli basarili bir sekilde MDA-MB-231 hiicrelerine lipofektamin
ajan1 araciligryla aktarildi. Transfekte olan hiicrelerin segilimini G418/Neomycin
antibiyotigi varhiginda gerceklestirildi. Bu hiicrelerden tek koloni eldesini saglanarak
hiicreler izole ettik. Mikroskobik takip neticesinde TWIST1 ifadesi baskilanan MDA-
MB-231 hiicrelerinin morfolojileri mezenkimal-benzer bir morfolojiden epitelyal-benzer
bir morfolojiye doniistiigiinii gézlemlendi. TWIST1 literatiirde epitelyal-mezenkimal
transisyon (EMT) mekanizmasinin temel faktorlerinden biri olarak bilinmektedir. Bu
durumda, TWIST1 baskilanan hiicrelerimizde mezenkimal-epitelyal transisyon (MET)
stirecinin tetiklendigini morfolojik olarak belirlendi. Bu hiicrelerde, TWIST1’in protein
diizeyinde baskilandigin1 Western blot deneyi ile gdsterildi.

Yapilan calisma sonucunda transfeksiyonu zor olan MDA-MB-231 hiicrelerinde
endojen TWISTT ifadesini kontrole gore yaklasik 2,5-kat azaldigu belirledin. Bu sonug
ile hiicrelerdeki morfolojik degisimlerin TWIST1 baskilanmasina bagli olarak meydana

geldigini ileri siirebilir.
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TWISTI hedef genlerin belirlenmesi i¢in deney setinde hiicrelere ait RNA
ornekleri kullanilarak transkriptom analizini gergeklestirildi. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi ile anlamli oldugunu diisiiniilen baz1 genlerin ifade degisimleri dikkate
deger olabileceklerini degerlendirdi. Bu genler; Integrin-a3 (ITGA3), Integrin-p8
(ITGB8), Integrin bindin-1 proteinl (ITGB1BP1), Kollajen3A1 (COL3A1),
Kollagen4A2 (COL4A2), Kollagen5A2 (COL5A2), Kollagen12A1 (COL12A1), Talin-
I(TLN1), Fibronectin-1 (FN1), Filamin  (FLNB), Actinin-al (ACTN1) ve PAR6
genleridir. Bu genler, literatiirde integrin yolaklari ile iligkili oldugu bilinen genlerdir.

Literatiirde transmembran protein ailesinin ailesi olarak bilinen integrinler, hiicre
membraninda heterodimer yapida bulunurlar. Bu yapilar hem patolojide hem de gelisim
stirecinin kritik rollere sahiptirler. Toplamda 24 farkli (16 a ve 8 B) altbirimi igerirler
(Kumar, V., ve ark., 2015; Wang, W., ve ark., 2015). Bu alt birimlerin etkilesime girdigi
ligandlar1 birbirinden farklidir. Integrinler, biiyiime faktorleri, sitokinler, ekstraseliiler
matriks (ECM) degradasyon proteazlari, fibronektin, laminin, vitronektin ve kollajen gibi
ECM proteinleri ile etkilesim i¢inde olduklarindan dolay1 siniflandirmasi zordur. Meme
dokusunda biitiinliigiin korunmasi ve meme epitelinde bazal membranda luminal kismina
nispeten daha fazla bulunur. Yapilan in vitro deneylerde PBl-integrinlerin meme
gelisiminde hormonel kontrolliinde rolle sahip oldugu goézlemlenmistir. Ayrica B1-
integrinlerin tiimor hiicrelerinin proliferasyonu, sagkalimi ve invazif stirecinde dnemli bir
fonksiyona sahip olduklar1 goriilmiistiir. Integrinlerin farkli ligandlara baglanma
ozelligiyle birlikte bir ligand birden fazla integrin ile etkilesime girebilir. Bu 6zellik
hiicreler arasi etkilesimler i¢in 6nemlidir. Ayni1 zamanda integrinler hiicre-hiicre ya da
hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimini saglamaktadir (Kumar, V., ve ark., 2015).
Yapilan caligmalarda ITGBS seviyesinin kanser tiirlerine gore degistii saptanmistir.
Literatiirde genel olarak ITGBS8 seviyesindeki artis kanser gelisimini destekledigi
vurgulansada aksini belirten ¢aligmalar da mevcuttur. Denoyelle, C. ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, MDA-MD-231 hiicrelerinde ITGBS ifadesinin artmas: kanser
gelisimini negatif yonde diizenledigine dair verilere yer verilmistir (Denoyelle, C., ve
ark., 2003). Bu ¢alisma neticesinde ifade degisimini belirlenen ITGB8, TWIST1 ifadesi
baskilanmis MDA-MD-231 hiicrelerinde, ifadesi yaklasik olarak 8 kat artmis oldugu
saptandi. Buna gore, TWIST1’in ITGBS ifadesini baskilayabildigi sdylenebilir. Ancak,
TWISTI’in ITGBS8 transkripsiyonel diizenlenmesindeki roliiniin aydinlatilmasi i¢in

detayli fonksiyonel ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Integrinler, hiicrelerin tuttunmasinda da rol oynayan énemli yapilardir. integrin 1-
binding protein (ITGB1BP1) integrinlerin fonksiyonel bir iiyesidir. ITGB1BP1, kemik
gelisimi ve anjiyogenezde onemli rolleri vardir (Naik, M. U., ve ark., 2011; Puhl, A. C.,
ve ark., 2020). Bu siiregte ITGBIBP1, KRIT1 ve RAP1A komplekslerine dahil
olmaktadir (Naik, M. U., ve ark., 2011). Hiicresel proliferasyonu fibronektine bagimli bir
sekilde uyarir. ITGB1BP1 anjiogenezde, AKT ve Notch sinyal yolaklarinin aktivasyonu
ile endotel hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu, liimen olusumunu ve anjiyogenezi
azaltarak anjiyogenezin negatif diizenleyicisi olarak gorev yapar (Naik, M. U., ve ark.,
2011; Puhl, A. C., ve ark., 2020). Bu ¢alismada, TWIST1 ifadesi baskilanan hiicrelerde
ITGB1BP1’in ekspresyon seviyesinde kontrole gore 1.98-kat azalma gozlemledi. Bu
sonuca gore TWISTI ifade diizeyi ile ITGBIBP1 ifadesi arasinda pozitif bir
regiilasyonun oldugunu sdyleyebilir.

TWIST]1 ifadesine bagh olarak transkripsiyonel aktivasyonu degisen bir baska
gen de Integrin alfa-3 (ITGA3) genidir. integrin alfa-3/beta-1 heterodimeri, ekstraseliiler
matrikste yer alan kollajen molekiillerine baglanir ve hiicre gdgiinii tetikler. Integrin alfa-
3/beta-1 eksikligi durumunda kanser hiicre migrasyonun azaldig1 yapilan ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Subbaram, S., ve ark., 2011). Bu ¢alismada TWIST1 baskilanmis
MDA-MD-231 hiicrelerinde ITGA3 mRNA ekspresyon seviyesinin MDA-MD-231
hiicrelerine gore 8 kat azaldig1 belirlendi. Bu sayede, TWIST]1 ifadesi baskilanmig olan
MDA-MD-231 hiicrelerinde migrasyon kabiliyetinin azalabilecegi ileri siiriilebilir.

TWIST1 eksikligine bagli olarak ifadesi degisen bir diger gen de Talin-1
(TLN1)’dir. Bu gen, 270 kDa agirliginda bir sitoskeletal proteini kodlar. TLN1, integrin
aktivitesinin diizenlenmesinde goérev yapar. TLNI, integrin beta alt birimlerinin
sitoplazmik kuyruklarina spesifik olarak baglanir. Bu sekilde reseptdriin ligandlarina
baglanmasin1 destekleyen konformasyonel yeniden diizenlenmesini sagladigi biliniyor
(Fang, K. P., ve ark., 2016). TLN1’in prostat kanserinde yiiksek diizeyde ifade edildigi
ve bunun sonucunda hiicrelerin migrasyonu, adezyonu ve invazyonunun arttigi
gozlemlenmistir (Fang, K. P., ve ark., 2016). TLN1 geni baz1 kanser tiirlerinde biyolojik
marker olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu genin susturulmasi ile iiclii negatif meme
kanseri hiicrelerinin (0strojen hormon reseptorii (ER), progesteron hormon reseptdrii (PR)
ve human epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) bulundurmayan meme kanseri)
progresyonunu negatif yonde etkiledigi belirlenmistir (Fang, K. P., ve ark., 2016). Bu
calisgmada, TWIST1 baskilanan MDA-MD-231 hiicrelerinde TLN1’in ekpresyon
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seviyesinde kontrole gore iki kat azalma oldugu goriildii. Bu sonuca goére TWISTI ile
TLNI ifadesi arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu sdylenebilir.

Filamin beta (FLNB), hiicre c¢ogalmasini, farklilagmasini ve migrasyonunu
diizenleyen reseptorler ve hiicre i¢i proteinlerle etkilesime giren aktin baglayict bir
proteindir (Zieba, J., ve ark., 2022). Hiicre biitiinliigiiniin saglanmasini integrinlerle
etkilesime girerek gerceklestirir. Yapilan ¢alismalarda yiiksek diizeyde eksprese olmasi
pankreas kanseri, prostat kanseri, metastatik meme kanseri ve hepatite dahil olmak tizere
bir¢ok hastalikla klinik olarak iliskilendirilmistir (Zhou, A. X., ve ark., 2010). FLNB’nin
kanserle iliskisini agiklamak i¢in yapilan ¢aligmalarda bazi kanser tiirlerinde artig
gosterirken bazi kanser tiirlerinde de FLNB’nin ekspresyon seviyesinde azalma
gozlemlenmistir. Akgiger kanserinde FLNB’nin ekspresyon seviyesinin artis gosterdigi
belirlenmistir (Bandaru, S., ve ark., 2014, Zieba, J., ve ark., 2022). Akciger kanseri
hiicrelerinde FLNB geni susturuldugu zaman hiicrelerin fizyolosinin degistigi ve
hiicrelerin invazyon yeteneginin azaldigi gézlemlenmistir (Bandaru, S., ve ark., 2014,
Zieba, J., ve ark., 2022; Zhou, A. X., ve ark., 2010). Bu ¢alismada, TWIST1 baskilanan
MDA-MD-231 hiicrelerinde FLNB’nin ekspresyonunun, kontrol hiicrelere gore 4,87-kat
azaldigin1 saptandi. Bu sonu¢ TWIST1’in FLNB’nin ekspresyonunu pozitif olarak
diizenledigini gosterir. MDA-MD-231 hiicrelerinde FLNB’nin ekspresyon seviyesi
TWIST1 geni ile dogru orantili olarak degismektedir. Literatiir ile uyumlu olarak, FLNB
MDA-MD-231 hiicrelerinde morfolojik degisikliklere yol agmaktadir. TWIST1 geni aktif
olarak eksprese oldugu kontrol MDA-MD-231 hiicrelerinin morfolojisi ile TWISTI
baskilanan hiicreler arasindaki morfolojik farkliliklarin meydana gelmesinde FLNB’ ’nin
da rolii oldugu diisiiniilebilir.

Hiicreler arast baglantilar kanser invazyon diizeyi agisindan belirleyici
olmaktadir. Bu baglantilardan biri olan siki baglant1 (tight junction) yapilart PAR6
polarite kompleksi ile siki baglantilar kurar. Bu multiprotein kompleksi; morfolojik
degisiklerin diizenlenmesinde gorev yaparlar. Bu diizenleme kompleksi korunmus {i¢
temel yapi igerir; PAR6, PAR3 ve aPKC(atypical protein kinase) (Aranda, V., ve ark.,
2006; Viloria-Petit, A., ve ark., 2009). Diizenliyci kompleks yapida ilk tanimlanan bilesen
PAR6’dir. PARG6, asimetrik hiicre boliinmesini saglayan temel yapidir. PAR6’nin
ekspresyonun bazi kanser tiirlerinde arttigi gosterilmistir (Viloria-Petit, A., ve ark.,
2009). PAR6 nin iliskili oldugu kanser tiirlerinden biri meme kanseridir (Ren, X. 2000).
Gilinlimiizde kanserlesme stirecindeki rolii tam olarak aydinlatilmamaistir. PAR6 nin dahil

oldugu ErbB2—Par6—-aPKC kompleksinin anti-apoptotik 6zelligi oldugu ve bu 6zelligin,
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ErbB2—-Par6—aPKC'nin apikal-bazal polariteyi bozma yetenegi ile iliskili oldugu
distntilmektedir (Viloria-Petit, A., ve ark., 2009; Ren, X. 2000). Bu tez ¢alismasinda,
TWIST! in baskilanmas1 sonucunda PAR6 ekspresyonunda azalma (1,86-kat) oldugunu
saptandi. TWISTI ile PAR6 ekspresyonu arasinda dogru orant1 oldugu bu ¢alismada hem
genom analizi hem de qPCR ile dogrulanmistir. Ttim bu bilgiler 15inda TWIST1 ile PAR6
arasindaki iligkilinin daha detayli arastirilmast meme kanserinde PAR6’nin apoptoz
stirecindeki  rolliiniin  aydmlatilmast  i¢in  faydali  olacagini  sdylenebilir.

Tez ¢aligmamiz temelde TWIST1 in ifadesinin eksikligine bagli olarak MDA-
MD-231 hiicrelerinin gen ifade profilindeki degisimlerin saptanmasina dayanmaktadir.
Elde ettigimiz veriler dogrultusunda, TWIST1’in baskilanmasina bagh olarak ifadesi
azalan bir diger gen Fibronektin 1 (FN1) genidir. FN1, hiicre-matriks ve hiicre-hiicre
adezyonu, hiicre mobilitesi, opsonizasyon, yara iyilesmesi ve hiicre seklinin korumasi
gibi hiicre canlilifina etki eden siireglerde gorev almaktadir (Bae, Y. K., ve ark., 2013;
Lin, T. C., ve ark., 2019; Ruoslahti, E., 1999). Ayrica, hiicre farklilagmas1 ve onkojenik
doniisiimde de 6nemli roller oynar (Lin, T. C., ve ark., 2019; Ruoslahti, E. ve ark., 1999).
Literatiirde, FN1 yiiksek ifadesi kanser metastazini baslatici etkiye sahip oldugu ve bazi
kanser tiirleri i¢in biyobelirtec olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Lin, T. C., ve ark.,
2019). Meme kanseri, yumurtalik kanseri ve prostat kanserlerinde FN1 ekspresyonu ile
hiicre invazyonu arasinda pozitif etkilesim oldugu gosterilmistir (Sponziello, M., ve ark.,
2016). Bu c¢alisma sonucunda MDA-MD-231 hiicrelerinde FN1 ekspresyon seviyesinin
TWIST1 baskilanmasina bagl olarak 3-kat azaldigini saptadi. Elde edilen bu sonuglar
dogrultusunda TWISTI ile FN1’in meme kanseri hiicrelerinde iliskili oldugunu ve dogru
orantili olarak eksprese oldugu gézlemlendi.

Molekiiler bazli calismalar ve tekniklerdeki gelismeler sayesinde kanserlesme
stirecinin temelde ne kadar kompleks bir siire¢ oldugu anlagilmaktadir. Bu siirecte gen
ifade regiilasyonlarin birden fazla parametreden etkilenmesi s6z konusudur. Bu ¢aligmada
elde edilen sonucglara gore, TWIST1 transkripsiyon faktoriiniin gen ifadesini etkiledigi
diger bir gen Aktinin alfa-1 (ACTN1)’dir. 891 amino asitten olusan ACTN1, 104 kD
agirhiga sahip bir hiicre iskeleti proteinidir. ACTN1 hiicre i¢inde baglayici proteinlerin
olusumu, organizasyonu ve 6zellestirilmesi i¢in gereklidir (Craig, D. H., ve ark., 2007).
Hiicre iskeleti organizasyonu ve kas kasilmasinda yapisal ve diizenleyici rolleri vardir.
ACTNI c¢ok foksiyonlu bir proteindir. ACTNI1, kolon kanseri hiicrelerinde fokal adezyon
kompleksi ve hiicre iskeletinde sinyal iletiminde goérev yapmaktadir (Craig, D. H., ve

ark., 2007). ACTNI’in meme kanseri hiicrelerinde CLP36 proteini ile etkilesime girdigi
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saptanmistir. Bu etkilesim sayesinde meme kanserinde hiicre migrasyonunun tetiklendigi
gosterilmistir (Liu, Z., ve ark.,, 2015). Calisma sonuglarimiza goére, TWISTI
baskilanmasina bagli olarak ACTNI1 ekpresyon seviyesinde 2,44-kat azalma oldugunu
goriildii. Bu azalmanin ACTN1-CLP36 etkilesimini negatif yonde etkileyebileceginden
dolayr TWIST1hedefli tedavilerin hiicre metastazini azaltict yonde etkilerinin olacagi
ileri siiriilebilir. Bu hipotezin desteklenmesi icin ileri deneysel ¢aligmalarin
gerceklestirilmesi onerilebilir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda TWIST1 baskilanan MDA-MD-231 hiicrelerinde
COL5A1, COL4A2, COLI12 ve COL3ATI’in ekspresyon seviyelerinde meydan gelen
ifade degisimlerini mRNA diizeyinde incelendi. Kollajenler toplamda 28 adet alt
birimden meydana gelir ve bu genler kendi aralarinda dort smifa ayrilir. Tim
kollajenlerin fonksiyonlar1 ve ozellikleri birbirinden farklidir. Hiicre igerisindeki
kollajenlerin organizyonu ve miktarlar1 farkli mekanizmalar1 etkileyerek kanserlesme
stirecine dahil olurlar (Asokan, R., ve ark., 1993). Fibriler yap1 olusturan kollajenlerin bir
iiyesi olan kollajen 5A2, neredeyse her hiicrede bulunan kiiciik bir bag dokusu bilesenidir.
Tip V kollajen, dokuya 0zgii ekstraseliiler matriks olusumda anahtar role sahiptir
(Asokan, R., ve ark., 1993). Bazi patolojik durumlarda da COL5A1’in ekpresyonunda
artts saptanmugtir. Literatiirde, COLS5A1’mn bazi malign tiimdrlerin olusumunu
destekledigi gosterilmistir. Ornegin, gastrit ve yumurtalik kanserlerinde COL5A1’m
ekspresyon seviyesi yiiksek diizeydedir (Ren, W., ve ark., 2018). Meme kanseri ve
COLSALI arasindaki iliskiye onelik yapilan son arastirmalar gdsteriyor ki COL5AI,
inflamatuar olan ve olmayan meme tiimdrii 6rneklerinde anlamli olarak farkli diizeyde
oldugu belirlenmistir (Ren, W., ve ark., 2018; Liu, W., ve ark., 2018). Bu c¢alisma
sonucunda elde ettigimiz COL5A1’a ifade diizeyine ait veriler, literatiir bilgileri ile
uyusmaktadir. TWIST1 baskilanan MDA-MD-231 hiicrelerinde COL5A1’1n ekspresyon
seviyesinin kontrole kiyasla 5-kat azaldigini saptandi. COL5A’1n ekspresyon seviyesinin
artmast meme kanserinin ilermesine yol acti1 biliniyor (Ren, W., ve ark., 2018).
Dolayistyla COL5A1 baskilanmasi kanser progresyonunu olumsuz yonde etkilecegi
ongoriilebilir.

TWIST1’e bagl olarak ekspresyon seviyesi azalan bir diger gen COL4A2’dir.
Yapilan aragtirmalarda COL4A2'nin akciger ve prostat kanseri gibi birgok kanser tiiriinde
patogenezi destekledigine yonelik sonuclar elde edilmistir. (JingSong, H., ve ark., 2017).
Bu tez ¢alismasinda elde edilen COL4A2 genine ait veri bu grubun Onerisini destekler

niteliktedir. TWIST1 baskilanan MDA-MD-231 hiicrelerinde yapilan qPCR sanalizi
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sonucunda COL4A2’nin ekspresyon seviyesinin kontrole gore 1,98-kat azaldigini
gbzlemlendi.

TWIST1’1n baskilandig1 hiicrelerde ifade diizeyi incelenen bir bagka kolajen
COL12A1°dir. COL12A1, COL6A3, COL8AI1, COL1A2, COL5A2, COLI10AI,
COL11A1 ve COL2AL1 ile birlikte ekstraselliiler matriks proteinlerinin yapisina dahil
olmaktadir (Duan, S., ve ark., 2018). COL12A1, meme kanseri, yumurtalik kanseri ve
kolon kanseri basta olmak {izere bir¢ok kanser tiirii ile iligkili olan bir gendir (Wu, Y., ve
ark., 2020). Literatiirde COL12A1 1 kanser biyobelirteci olarak kullanilabilecegine
yonelik sonuglar elde edilmistir (Wu, Y., ve ark., 2020). COL12A1 bir¢ok kanser tiiriiyle
iliskilendirilmesine  ragmen kanser hiicrelerindeki  fonksiyonu tam olarak
aydmlatilmamistir. COL12A1’in TWIST1 ile olan iliskisi inceledigi bu c¢aligmada,
TWIST1 yoklugunda COL12A1’1n ekspresyonu azaldigini saptandi. Bu azalmanin
kontrol hiicrelere gore 10,32-kat oldugunu belirledi. COL12A1’in ekspresyon
seviyesinde meydan gelen bu azalisin hiicrede ne gibi degisiklere yol agabilecegini tespit
etmek i¢in COLI12Al’e yonelik fonksiyonel arastirmalarin yapilmasi gerektigini
ongoriilebilir.

Bu ¢alismada tip III kollajenin MDA-MD-231 hiicrelerinde TWIST1’in ifade seviyesiyle
ters orantili olarak ifade edildigini gozlemledi. COL3A1, ekstraselliiler matriksin
biitiinliigiiniin korunmasinda rol alir. Ayrica COL3A1, COL5AL1 ile birlikte onkogenezin
diizenlenmesine katilir (Han, S., ve ark., 2021). COL3A1’1n fazla eksprese olmasi ii¢lii
negatif meme kanserinin tetiklenmesine neden olmaktadir. COL3A1 katildig1 bir baska
kanser tlirli de kotii prognoza sahip mesane kanseridir (Han, S., ve ark., 2021).
COL3AI’m COL5AL ile birlikte olusturudugu yapinin kanser hiicrelerinin biiytimesini
desteklemektedir (Han, S., ve ark.,, 2021). Tez c¢alismasi sonucunda COL3A1’mn
ekspresyon seviyesinin arttigini gozlemlendi. Literatiirde, COL3A1’1n artmasi sonucunda
kanser gelisiminin destekledigi gosterilmistir. Fakat caligmamizda meme kanseri
hiicrelerinde TWIST1’in baskilanmast ile COL3A1’mn 7 kat arttigmi gozlemlendi.
Dolayisiyla hiicrelerde COL3A1 ifadesinin TWIST1 ile ters orantili olarak degistigini
gosterilmis oldu. COL3A1’1n ekspresyon degisikliginin etkilerini tam olarak agiklamak
icin TWIST1 varliginda ve yoklugunda COL3A1’m katildig1 yolaklarin incelenmesi

literatiir icin faydali olacaktir.
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Sonug olarak bu calismada, TWISTI hedefi oldugunu belirledigimiz 12 genin
hiicre morfolijisine, fokal adezyonlara ve kanser gelisimine dogrudan ya da dolayl bir
sekilde etki edebilecegini gosterildi. Bu baglamda temel regiilatér molekiil olarak
TWIST1 transkripsiyon faktoriiniin kanser tedavilerinde terapotik hedef olarak

degerlendirilebilecegi konusunda katki sagladigimiza inaniyoruz.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu tez calismasinda MDA-MD-231 meme kanseri hiicrelerinde TWIST1
transkripsiyon faktoriiniin regiile ettigi genleri saptanmast amaglandi. Bunun i¢in endojen
olarak TWIST1 ifade eden MDA-MD-231 hiicrelerinde TWIST1 ifadesi antisense
oligoniikleotit dizileri kullanilarak susturuldu. TWIST1’in baskilanmas1 Western blot
deneyi ile dogrulandi. Antisense TWIST1 cDNA dizisi transfekte edilen ve edilmeyen
kontrol MDA-MD-231 hiicrelerinden total RNA izolayonu yapildi. Bu ornekler
kullanilarak transkriptom analizi yapildi. Bu analizde anlamli oldugunu diisiindiigiimiiz
baz1 genlerin ifade degisimleri QRT-PCR yontemi ile dogrulandi.

Transkriptom analiz sonuglarina goére TWIST1 tarafindan regiile edildigini
diisiindiigiimiiz integrin yolaginda goérevli 12 genin ifade diizeylerini incelendi. TWIST]1
hedefi olarak belirlenen genler: Integrin beta-8, integrin-1 binding protein, Integrin alfa-
3, Talin-1, Filamin-beta, PAR6-Beta, Fibronectin, Actinin alfa-1, Kolajen-5A2, Kolajen-
4A2, Kolejen-3A1 ve Kolajen-12A1°dir. Bu calismada saptanan TWIST]1 ile dogrudan
iligkili olan integrin reseptdrleri; Integrin beta-8, integrin-3 alfa ve ayrica integrin binding
protein-1°dir. Kontrol MDA-MD-231 hiicreleri ile TWIST1 baskilanan test MDA-MD-
231 hiicrelerinin degisen gen ifadelerinin kiyaslandigi zaman hem sitoplazmada hem de

ekstraselliiler matrikste degisen genler oldugu gézlemlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. TWIST1’in MD-MD-231 hiicrelerinde transkripsiyonunu etkiledigi genlerin sematik

gosterilmesi.

Sitoplazmada ifadesi artan genler;

1) integrin Beta-8, TWIST1’in baskilanmasina bagli olarak 8.14 kat art1.

Sitoplazmada ifadesi azalan genler;

1) Integrin binding protein-1, TWIST1’in baskilanmasina bagl olarak 1.91

kat azaldi.

2) integrin Alfa-3, TWIST1 in baskilanmasina bagl olarak 1.91 kat azald1.
3) Aktinin Alfa-1, TWIST1 in baskilanmasina bagl olarak 2.5 kat azald.
4) Filamin Beta, TWIST1 in baskilanmasina bagl olarak 4.9 kat azald.

5) PAR-6, TWIST1’in baskilanmasina bagli olarak 1.8 kat azaldu.

6) Talin-1, TWIST1 in baskilanmasina bagl olarak 2 kat azald1.

Ekstraselliiler matriste ifadesi artan genler;

1) Kollajen 3A1, TWIST1’in baskilanmasina bagl olarak 7.5 kat arti.

Sitoplazmada ifadesi azalan genler;

1) Kollajen 12A1, TWIST1’in baskilanmasina bagli olarak 10.1 kat azaldu.
2) Kollajen 4A2, TWIST1’in baskilanmasina bagl olarak 2.1 kat azaldu.
3) Kollajen 5A2, TWIST1’in baskilanmasina bagli olarak 5.2 kat azald.
4) Fibronektin 1, TWIST1’in baskilanmasina bagl olarak 3.1 kat azaldh.
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5.2. Oneriler

)

2)

3)

4)

S)

Bu tez caligmasinda TWIST ile integrin yolagi arasinda bir etkilesim oldugu
belirledik. Fakat bu iligkinin tam olarak agiklanabilmesi i¢in bu alanda

fonksiyonel calismalarin yapilmasini dneriyoruz.

TWIST]1 ile COL3A1 arasinda pozitif iliski oldugunu saptadik. COL3A1 ve
TWIST!’in kanser olusumunu destekledigi biliniyor fakat iki faktoriin
birbirini etkileme sekillerinin  hangi mekanizma ile gergeklestigi

bilinmediginden dolay1 bu alanda yapilacak olan ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

TWIST1 ile Integrin alfa-3 arasindaki iliskini agikliga kavusturulmas: kanser
progresyonunun anlasilmasina katki saglayabilecek potansiyeli soz

konusudur.

Kanser olusumunun gozlendigi hiicrelerde hiicre adezyonun artig1 bilenen bir
gercektir. TWIST1’in hiicre adezyonu {iizerindeki etkisini hangi genleri
diizenleyerek yaptigini agiklamak i¢in detayl arastima yapilmasinin faydal

olacagini diisiliniiyoruz.

TWIST1’in meme kanseri mekanismasinda rol aldig1 biliniyor fakat Integrin
sinyalleri ile ilgili literatiir smirhidir. Bu baglamda TWIST1’in Integrin
yolaklarindaki roliiniin aydinlatilmasi kanser tedavisi agisindan yarali olacagi

kanisindayiz.
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