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ÖZET 

T.C.  

NECMETTĠN ERBAKAN ÜNĠVERSĠTESĠ 

SAĞLIK BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

Uzun Kodlamayan RNA ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hücre Hatlarında 

EMT, Metastaz ve Apoptoz Üzerinden Etkilerinin AraĢtırılması 

 

Canan EROĞLU 

 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı  

 

Doktora Tezi/ KONYA-2019 

 

Kadınlarda yaygın olarak görülen meme kanseri, kansere bağlı ölüm oranları dikkate 

alındığında ikinci sırada yer almaktadır. Kanser üzerine yapılan çalıĢmalarda genellikle gen ifadesi 

üzerine odaklanılmıĢ olmasına rağmen artık kodlamayan RNA‟larında önemi anlaĢılmıĢtır. Uzun 

kodlamayan RNA‟lar (lncRNA) kodlamayan RNA ailesinin bir üyesidir. lncRNA‟ların EMT 

(Epitelyal-mezenkimal geçiĢ), metastaz ve apoptoz gibi farklı süreç ve yolaklarda görevli genlerin 

düzenlenmesinde önemli iĢlevleri olduğu bilinmektedir. Bu nedenle de kanser patogenezinin 

moleküler düzeyde anlaĢılmasına katkıda bulunması kaçınılmazdır. lncRNA ZEB2NAT, EMT 

sürecinde önemli role sahip ZEB2‟nin doğal antisense transkriptidir. Bu tez çalıĢmasında MCF7 ve 

MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde lncRNA ZEB2NAT‟ın EMT, metastaz ve apoptoz 

üzerinden etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

ZEB2NAT‟ın ifadesi siRNA transfeksiyon metodu ile baskılanmıĢtır. ZEB2NAT‟ın MCF7 

ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde EMT, metastaz ve apoptozda önemli olan 

genlerin ifadeleri üzerine etkisi gerçek-zamanlı PZR (qPZR) ile belirlenmiĢtir. Önemli değiĢim 

görülen genlerden ZEB2, E kaderin ve N kaderinin protein seviyeleri western blot yöntemi ile kontrol 

edilmiĢtir. ZEB2NAT‟ın hücre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve koloni oluĢturma kapasitesi 

üzerine etkisi sırasıyla XTT, FITC annexin V, invazyon ve koloni testleri kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir.  

ZEB2NAT‟ın baskılanması her iki hücre hattında da EMT, metastaz ve apoptozda önemli 

olan bazı genlerin ifadelerini anlamlı derecede değiĢtirerek antimetastatik ve apoptotik etkiye sahip 

olduğu qPZR analizi ile tespit edilmiĢtir. ZEB2NAT‟ın baskılanması durumunda her iki hücre 

hattında da gen ifadelerinde anlamlı değiĢim görülen ZEB2 ve N kaderin protein ifadelerinin azaldığı 

E kaderin protein ifadesinin ise arttığı protein düzeyinde western blot analizi sonucunda belirlenmiĢtir. 

Ayrıca XTT testi sonuçlarında ZEB2NAT‟ın baskılanmasının her iki hücre hattında da hücre 

çoğalmasını anlamlı derecede azaltıcı etki gösterdiği belirlenmiĢtir. Akım sitometri sonuçları 

ZEB2NAT‟ın baskılanmasının her iki hücre hattında da apoptozu anlamlı derecede uyardığını 

göstermiĢtir. Ġnvazyon ve koloni testleri sonucunda ZEB2NAT‟ın baskılanmasının her iki hücre 

hattında da belli oranlarda sırasıyla invazyon ve koloni oluĢum kapasitelerini anlamlı derecede 

azalttığı saptanmıĢtır. 

ZEB2NAT‟ın baskılanması hem MCF7 hemde MDA-MB-231 insan meme kanseri 

hücrelerinde anti-metastatik ve apoptotik etkiye neden olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlar EMT 

sürecinde önemli role sahip olan ZEB2 transkripsiyon faktörünün antisense transkribi olan 

ZEB2NAT‟ın meme kanserinde EMT, metastaz ve apoptoz üzerinden önemli rollere sahip olduğunu 

göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, EMT, meme kanseri, metastaz, ZEB2NAT. 
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Investigation of the Effects of Long Noncoding RNA ZEB2NAT via EMT, Metastasis and Apoptosis 
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Breast cancer, which is common in women, is the second considering the most common 

cancer-related mortality. Although studies on cancer have been generally focused on gene expression, 

importance of non-coding RNAs have been also understood. Long non-coding RNAs (lncRNA) are 

member of the non-coding RNA family. It is known that lncRNAs have important functions in the 

genes regulation of role in the different processes and pathways such as EMT (Epithelial-

mesenchymal transition), metastasis and apoptosis. Therefore, it is inevitable that lncRNAs have 

potential contribution for the understanding of cancer pathogenesis at the molecular level. lncRNA 

ZEB2NAT is the natural antisense transcript of ZEB2, which has an important role in the EMT 

process. In this thesis, the objective was to investigate effects of lncRNA ZEB2NAT via EMT, 

metastasis and apoptosis in MCF7 and MDA-MB-231 human breast cancer cell lines. 

The expression of ZEB2NAT was suppressed by the siRNA transfection method. The effect 

of ZEB2NAT on the expression of important genes in EMT, metastasis and apoptosis was determined 

by real-time PCR (qPCR) in MCF7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells. The protein levels 

of ZEB2, E cadherin and N cadherin were investigated by western blot analysis. The effects of 

ZEB2NAT on cell proliferation, apoptosis, invasion and colony formation were evaluated using XTT, 

FITC annexin V, invasion and colony tests, respectively. 

Expression of some important genes in EMT, metastasis and apoptosis pathways in both cell 

lines was determined by qPCR analysis. It was thereby suggested that the suppression of ZEB2NAT 

revealed anti-metastatic and apoptotic effects. The suppression of ZEB2NAT resulted in a decrease in 

ZEB2 and N cadherin and an increasing in E cadherin protein levels by western blot analysis in both 

cell lines. In addition, it was determined that suppression of ZEB2NAT significantly decreased cell 

proliferation in both cell lines in the XTT test. The results of flow cytometry showed that suppression 

of ZEB2NAT significantly stimulated apoptosis in both cell lines. As a result of invasion and colony 

tests, it was found that suppression of ZEB2NAT significantly decreased invasion and colony 

formation capacities in both cell lines. 

It was shown that suppression of ZEB2NAT caused anti-metastatic and apoptotic effect in 

both MCF7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells. These results have suggested that 

ZEB2NAT, the antisense transcript of the ZEB2 transcription factor, has an important roles in EMT, 

metastasis and apoptosis in breast cancer. 

Keywords: Apoptosis, EMT, breast cancer, metastasis, ZEB2NAT. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Günümüzün en önemli sağlık sorunlarından biri olan kanser, Amerika 

BirleĢik Devletleri‟nde kalp hastalıklarından sonra erkek ve kadınlarda en sık 

görülen ikinci ölüm nedenidir ve yaklaĢık her dört ölümün birinden sorumludur. 

Meme kanseri, kadınlarda en çok görülen kansere bağlı ölüm oranları dikkate 

alındığında ikinci sırada yer almaktadır (Siegel ve ark., 2018). Her 8-10 kadından 

birinin meme kanseri olabileceği tahmin edilmektedir. Dünya da her 18 saniyede bir 

meme kanseri vakası görülmekte ve yaklaĢık 1,7 milyon insanda meme kanseri 

teĢhisi yapılmaktadır (Harbeck ve Gnant, 2017; Winter ve ark., 2017).  

Kanser üzerine yapılan çalıĢmalarda genellikle proteinlere odaklanılırken 

artık kodlamayan RNA‟larında önemi anlaĢılmıĢtır. Artan çalıĢmalar ile birlikte bu 

kodlamayan RNA‟ların çeĢitli biyolojik rollere sahip olduğu gösterilmiĢtir. 

Kodlamayan RNA ailesinin bir üyesi olan uzun kodlamayan RNA‟ların (lncRNA) 

özellikle son yıllarda birçok hastalığın yanı sıra kanser biyolojisindeki yeri de ortaya 

konmaya baĢlanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar göz önünde bulundurulduğunda 

lncRNA‟ların epitelyal-mezenkimal geçiĢ (EMT), metastaz ve apoptoz gibi birçok 

süreci kontrol eden genlerin düzenlenmesinde önemli iĢlevleri olduğu ve bu nedenle 

de kanser patogenezinin daha iyi anlaĢılmasına katkısı kaçınılmazdır (Esteller, 2011; 

Prensner ve Chinnaiyan, 2011).  

Bu tez projesinin amacı bir lncRNA olan ZEB2NAT‟ın (ZEB2 antisens RNA 

1) MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde EMT, metastaz ve 

apoptoz üzerinden etkilerini araĢtırmaktır. Bu amaçla ZEB2NAT‟ın ifadesi siRNA 

transfeksiyonu yöntemi ile baskılanmıĢtır. ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinde EMT, metastaz ve apoptoz yolaklarında önemli genlerin ifadeleri 

üzerine etkisi gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmiĢtir. mRNA 

düzeyinde anlamlı değiĢim görülen bazı genlerin protein seviyeleri western blot 

yöntemi ile kontrol edilmiĢtir. ZEB2NAT‟ın hücre proliferasyonu üzerine etkisini 

değerlendirmek için XTT ve FITC annexin V yöntemleri kullanılmıĢtır. Ayrıca 

ZEB2NAT‟ın invazyon ve koloni oluĢturma kapasitesi üzerine etkisini 

değerlendirmek için invazyon ve koloni testleri yapılmıĢtır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Meme Kanseri  

Kanser hücrelerinin çoğu tipi tümör olarak adlandırılan bir kitle oluĢturur ve 

vücutta tümörün köken aldığı kısmın adını almaktadır. Meme kanseri de bu kanser 

türlerinden biridir. Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser türleri arasında 

yer almaktadır (Prat ve ark., 2010). Meme kanserlerinin çoğu süt bezlerinde ya da süt 

kanallarında baĢlayan malignitelerdir. Memenin geri kalan kısmı, yağ, bağ ve 

lenfatik dokulardan oluĢmaktadır. Meme kanseri meme epitel dokusunda hücrelerin 

anormal çoğalması ile karakterizedir. Meme kanserinde tümör küçük olduğunda 

semptom üretmez ancak tedavi bu aĢamada daha kolaydır. Bu nedenle tarama erken 

teĢhis için çok önemlidir (American Cancer Society, 2017). Meme kanserlerinin 

yaklaĢık %70'inde östrojen reseptör (ER) ifadesi görülmektedir (Prat ve ark., 2010). 

Tümörogenezin erken evrelerinde ER‟nin aĢırı ifadesi, meme hücrelerinin tümör 

geliĢimine neden olan anormal çoğalmasını uyaran önemli bir faktör olarak 

tanımlanmıĢtır (Musgrove ve Sutherland, 2009). ER ifadesinin varlığı anti-hormonal 

tedavi için önemli bir belirteçtir (Osborne, 1998).  Erken evrede teĢhis edilen meme 

kanserlerinde cerrahi ve radyoterapi teknikleri ile lokal terapiler mümkünken, ileri 

evrede baĢarı Ģansı düĢük düzeylerdedir. Bu nedenle metastaz süreci ileri evre 

tümörlerde oldukça önemlidir (Nguyen ve Massague, 2007). Genellikle ER pozitif 

meme kanserli hastalarda ER negatif olanlara göre daha iyi klinik sonuçlar 

görülmektedir. ER negatif olarak adlandırılan meme kanserleri genellikle aĢırı 

agresif ve metastatik olmaları nedeniyle bu tip meme kanserli hastalarda sağ kalım 

oranları düĢüktür (Sørlie ve ark., 2001; Finnegan ve Carey, 2007).  

A.B.D‟de yapılan istatistiki bir araĢtırma sonucunda, 2018 yılı için tahmin 

edilen meme kanseri olgusunun tüm kanser olgularının %30‟unu ve ölüm oranlarının 

ise toplam kanser ölüm oranlarının %14‟ünü oluĢturabileceği rapor edilmiĢtir (Tablo 

2.1; Siegel ve ark., 2018). 
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Tablo 2.1. A.B.D.‟de kadınlarda 2018 yılı için farklı tipteki kanser olgularının tahmini sayıları ve 

ölüm oranları (Siegel ve ark., 2018).  

Kanser Olgularının Tahmini Sayıları Kanser Olgularının Tahmini Ölüm 

Oranları Meme 266,12

0 

%30 Akciğer 70,500 %25 
Akciğer 112,35

0 

%13 Meme 40,920 %14 

Kolon 64,640 %7 Kolon 23,240 %8 

Uterus 63,230 %7 Pankreas 21,310 %7 

Tiroid 40,900 %5 Ovaryum 14.070 %5 

Melanoma  36,120 %4 Uterus 11,350 %4 

Non-Hodgkin lenfoma 32,950 %4 Lösemi 10,100 %4 

Pankreas  26,240 %3 Karaciğer 9,660 %3 

Lösemi 25,270 %3 Non-Hodgkin lenfoma 8,400 %3 

Böbrek 22,660 %3 Beyin 7,340 %3 

Tümü 878,98

0 

%100 Tümü 286,01

0 

%100 

 

Türkiye Cumhuriyeti, Sağlık Bakanlığı, Sağlık Ġstatistikleri Yıllığı Verilerine 

bakıldığında, kadınlarda en sık görülen 10 kanser türü insidansları arasında meme 

kanseri ilk sırada yer almaktadır (Tablo 2.2; Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 

2017)  

Tablo 2.2. Türkiye‟de yıllara göre kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün insidansı (100.000 kiĢi 

ölçeğinde) (Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 2017). 

 

 

Türkiye Cumhuriyeti, Sağlık Bakanlığı, Sağlık Ġstatistikleri Yıllığı Verilerine 

göre kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün toplam kanser içindeki dağılımı 

göz önünü alındığında meme kanseri %24,7‟lik oranla ilk sırada yer almaktadır. 

(ġekil 2.1; Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 2017). 

 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 

Meme 40,6 38,6 44,2 46,8 45,9 43,0 43,8 

Tiroid 18,6 18,1 20,4 20,3 21,3 20,7 21,7 

Kolorektal 13,4 13,1 13,3 15,2 15,3 13,8 14,4 

Uterus Korpusu 9,3 9,6 10,5 10,1 9,9 9,8 10,0 

Trake, Akciğer ve BronĢ 8,1 8,0 7,8 9,3 10,0 8,7 9,0 

Mide 8,1 7,2 7,9 7,8 7,1 6,5 6,3 

Over 6,9 6,6 7,3 7,3 7,0 6,1 6,4 

Non-Hodgkin Lenfoma 5,3 5,3 5,0 5,2 5,3 5,0 4,9 

Uterus Serviksi 4,5 4,0 4,5 4,5 4,6 4,0 4,5 

Beyin, Diğer Sinir Sistemi 5,0 4,4 4,5 4,7 4,7 4,1 4,1 
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Şekil 2.1. Türkiye‟de kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün toplam kanser içindeki dağılımı, 

(%), 2015. (Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı, 2017). 

  

2.1.1. Meme Kanserinde Risk Faktörleri  

Epidemiyolojik çalıĢmalar sonucunda gözlenen meme kanseri insidansındaki 

artıĢ nedeniyle meme kanseri oluĢumundaki risk faktörleri önemlidir. Ayrıca 

değiĢtirilebilir risk faktörlerinin belirlenmesi meme kanseri insidansını azaltan 

önleme stratejilerinin geliĢtirilmesine katkıda bulunabilir. Neoplastik dönüĢüm 

sürecini etkileyen faktörler doğal ve değiĢtirilebilir faktörler olarak ikiye 

ayrılabilmektedir. Doğal risk faktörleri içinde yaĢ, cinsiyet, ırk ve genetik yapı gibi 

faktörler sayılabilir. Bu faktörler bağımsız parametreleri oluĢturmakla birlikte bu 

faktörlerde bir bireyin yaĢamı boyunca çok fazla değiĢiklik görülmez. DeğiĢtirilebilir 

ya da dıĢsal faktörler olarak da adlandırılabilen faktörleri de yaĢam tarzı, diyet veya 

oral hormon kullanımı ve östrojen replasmanı tedavisi gibi belirli bir dereceye kadar 

değiĢtirilebilir faktörler oluĢturur (Kamińska ve ark., 2015). Yeni tanı konmuĢ meme 

kanseri vakalarının %20-30‟unun meme hücrelerinin neoplastik transformasyon 

sürecini aktif olarak baĢlatan veya değiĢtiren çeĢitli risk faktörlerinin ortaya çıkması 

ile iliĢkili olduğu yapılan araĢtırmalar ile anlaĢılmıĢtır (Bucholc ve ark., 2001). 

Meme kanseri için önemli risk faktörlerinden bazıları aĢağıda kısaca özetlenmiĢtir: 

Yaş: Meme kanseri insidansı ve ölüm oranları genellikle yaĢla birlikte artmaktadır. 

2014-2015 yılları arasında meme kanseri teĢhisi konulan kadınların yaĢ ortalaması 62 

olarak rapor edilmiĢtir. Ortalama meme kanseri tanı yaĢının beyaz ırktan olan 

kadınlarda 63, siyah ırk kadınlarında ise 59 olduğu gösterilmiĢtir (Howlader ve ark., 
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2017). Neoplastik hastalığın teĢhis edildiği yaĢ ile incelenen tümör dokusunda 

bulunan meme kanserinde önemli bir belirteç olan östrojen reseptörünün 

ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon görülmüĢtür (Ban ve Godellas, 2014).  

Cinsiyet: Tanı alan tüm meme kanserlerinin %1‟den daha az kısmını erkekler 

oluĢturmaktadır. Meme kanseri daha çok kadınlarda teĢhis edilmekte ve kadınlarda 

görülen en yaygın kanser türü olarak bilinmektedir (Gnerlich ve ark., 2011). 

Epidemiyolojik veri analizleri erkeklerde son 30 yılda meme kanseri oluĢumunda bir 

artıĢ olduğunu göstermektedir (Speirs ve Shaaban, 2009). Ayrıca histopatolojik 

inceleme sonucunda meme kanseri teĢhisi konulan erkek hastalardan alınan 

dokuların meme kanseri olan kadınlardan alınan dokulara göre %80 daha fazla 

östrojen ve progesteron reseptörü ifadesi gösterdiği görülmüĢtür. Bu reseptörlerin 

aĢırı ifadesi ile BCL2 protein seviyesinin de korele olduğu bulunmuĢtur. Erkeklerde 

meme kanseri oluĢumuna yol açan diğer risk faktörleri arasında obezite, testis 

hormonal fonksiyon bozukluğu veya Klinefelter sendromu nedeniyle artan östrojen 

seviyeleri önde gelmektedir (Weiss ve ark., 2005).  

Irk: Meme kanserinde ırk önemli risk faktörü olarak karĢımıza çıkmaktadır. Ban ve 

Godellas (2014) beyaz ırktan olan kadınlarda meme kanserinin görülme sıklığının 

100.000 kiĢide yaklaĢık 127,4 olduğunu rapor etmiĢtir. Siyah ırktan olan kadınlarda 

da meme kanseri sıklığının 100.000 kiĢide yaklaĢık 121,4 olduğu belirtilmiĢtir. 

Ġspanya kökenli kadınlarda meme kanseri sıklığı çok düĢüktür. Bu kadınlarda genel 

olarak hastalığın erken teĢhisinin yanı sıra aĢırı HER2, östrojen ve progesteron 

reseptör ifadesinin olmadığı görülmüĢtür.  

Genetik Etkenler: Son yıllarda, malign meme veya yumurtalık kanseri oluĢma 

riskinin artmasıyla iliĢkilendirilen fonksiyon bozukluğu olan genlerin 

tanımlanmasına yol açan yoğun çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bu genlerden en önemlileri 

hücrede tümör baskılayıcı genler olarak da bilinen BRCA1 (BRCA1 DNA tamiri 

iliĢkili) ve BRCA2 (BRCA2 DNA tamiri iliĢkili)‟dir. Bu genlerin kodlama 

dizilerindeki değiĢiklikler kalıtsal meme ya da yumurtalık kanserine neden 

olabilmektedir. Tanı alan ailesel meme ve/veya yumurtalık kanseri vakaları tüm 

vakaların yaklaĢık %10‟unu oluĢturmaktadır (Francken ve ark., 2013). BRCA1 veya 

BRCA2 genlerindeki mutasyonların tanımlanması mutasyon tipine bağlı olarak 
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sırasıyla mutasyon taĢıyıcıların %65 veya %45'inde meme ve/veya yumurtalık 

kanseri görülme riskinin artması ile iliĢkilendirilmiĢtir (Antoniou ve ark., 2003).  

Ailesel Meme Kanseri Hikayesi: BRCA1 veya BRCA2 gen mutasyonlarının neden 

olduğu kalıtsal sendromlar, hastada kompleks bir moleküler analiz gerektirebilecek 

çeĢitli klinik semptomlarla iliĢkilendirilmiĢtir. Bir soyağacında birinci ve ikinci 

derece akrabalarda meme kanseri vakalarının sıklığının belirlenmesi kalıtsal meme 

kanseri sendromları kriterlerinden birini oluĢturmaktadır (Mohamad ve Apffelstaedt, 

2008). Ayrıca, BRCA mutasyon taĢıyıcılarının oluĢturduğu bir hasta 

popülasyonundan rastgele seçilen gruptaki hastaların %35-50'sinde aile öyküsü 

bulunmadığı da rapor edilmiĢtir (Ban ve Godellas, 2014). Epidemiyolojik veriler 

dikkate alındığında birinci ve ikinci derece akrabalarda meme neoplazmalarının 

birikmiĢ ailesel varlığı olan ve meme bezlerinin benign proliferatif lezyonları tanısı 

alan kadın grubunda aile kanseri hikayesi olmayan kadınlara göre meme kanseri 

riskinde 11 kat artıĢ görülmüĢtür (Hartmann ve ark., 2005).  

Beslenme: Meme kanseri oluĢma riskini değiĢtiren en önemli dıĢ faktörlerden birisi 

özellikle geliĢmiĢ ülke popülasyonlarında sıklıkla görülen obeziteye yol açabilecek 

diyet alıĢkanlıklarıdır. AĢırı kilo veya obeziteye yol açan yağ açısından zengin 

yiyeceklerin yanı sıra, lezzet arttırmak ve/veya koruma amaçlı gıda katkı maddeleri 

ve farklı kimyasallar içeren iĢlenmiĢ ürünler, meme bezi hücrelerinde neoplastik 

transformasyon iĢlemini arttıran bir faktör olabilmektedir (Kamińska ve ark., 2015). 

AraĢtırmacılar, menopozdan sonra, neoplastik hastalık için tedavi gören bir grup 

kadında düĢük yağlı diyet kullanılmasının, primer cerrahi iĢlemden sonra neoplazm 

nüks riskini önemli ölçüde azalttığını göstermiĢtir (Saxe ve ark., 1999).   

Vücut Ağırlığı: AĢırı vücut ağırlığı ve vücut kitle indeksi birçok kanser türünde 

olduğu gibi meme kanseri riskinin artmasıyla iliĢkilendirilmiĢtir (La ve ark., 2011).  

Alkol: Karaciğerdeki östrojen metabolizmasını etkilediği için alkol tüketiminin bir 

sonucu olarak meme kanseri riski artabilmektedir (Bagnardi ve ark., 2013). 

 Doğurganlık Hikayesi: Meme kanserinin ortaya çıkma riski ile ilk baĢarılı 

hamilelik yaĢı arasında bir iliĢki olduğu bulunmuĢtur. Erken gebelik ve son doğum 

tarihi meme kanserinden koruyucu bir etkiye sahiptir ve daha düĢük meme kanseri 

riski ile iliĢkilendirilmiĢtir. AĢağıda da belirtildiği gibi uzun süreli emzirmenin de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kami%26%23x00144%3Bska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26528110
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benzer aktivite göstererek meme kanseri oluĢma riskini azalttığı belirtilmiĢtir (Ban ve 

Godellas, 2014).  

Laktasyon: Epidemiyolojik gözlemler sonucunda her bir yıl emzirmenin neoplastik 

hastalık riskini %4,3 azalttığı bulunmuĢtur (Collaborative Group on Hormonal 

Factors in Breast Cancer, 2002). Ayrıca, çocuklarını bir yıl veya daha uzun süre 

emziren BRCA1 mutasyon taĢıyıcılarında %32'lik bir meme kanseri riskinde azalma 

olduğu görülmüĢtür. Emzirmenin, hücre çoğalması sırasında ortaya çıkabilecek DNA 

seviyesindeki mutajenik faktörlerin ve bozuklukların aktivitesine daha az duyarlı 

olmaları sayesinde süt kanalı epitel hücrelerinin doğru farklılaĢmasını kolaylaĢtırdığı 

görülmektedir (Ban ve Godellas, 2014).  

Erken Menarş: Kadınların erken yaĢta adet görmeye baĢlamaları, buna bağlı olarak 

östrojen aktivitesine daha uzun süre maruz kalmaları nedeniyle meme kanseri 

görülme riskini arttırmaktadır (Hsieh ve ark., 1990; Kruk ve Aboul-Enein, 2003). 

Ayrıca menarĢın her 2 yılda bir gecikmesi, meme kanseri oluĢma riskini %10 

azaltmaktadır. Her adet döngüsünde östrojen ifadesi, 12 yaĢından önce menarĢın 

gerçekleĢtiği kadınlarda 13 yaĢından sonra menarĢı olan kadınlardan daha yüksektir 

(Apter ve ark., 1989).  

Geç Menapoz: Ayrıca menopoz yaĢının da meme kanseri olma riski ile iliĢkili 

olduğu bilinmektedir. Menstrüasyonun devam ettiği her yıl meme kanseri riskinin 

%3 oranında arttığı görülmüĢtür. Bu sonucu 40 yaĢına kadar ovariektomi yapılan 

kadınlarda meme kanseri riskindeki %50'lik bir azalma desteklemektedir (Ban ve 

Godellas, 2014).  

Östrojen Replasmanı: Östrojen reseptörü aĢırı ifadesi ER (+) gösteren neoplazmlar, 

50 yaĢına kadar daha sık görülen ER (-) tümörlerinin aksine yaĢla artmaktadır. Bu 

durumda menopozdan sonra kadınların yüksek oranda ER (+) tümör ile tanı aldıkları 

görülmektedir (Ban ve Godellas, 2014). Menopoza giren kadınlarda uzun süre 

östrojen tedavisi gördükleri durumda meme kanseri riskinin arttığı da görülmüĢtür 

(Cuzick, 2003).  

Doğum Kontrol Hapı Kullanılması: Bazı çalıĢmalarda, doğum kontrol hapı 

kullanımının meme kanseri riskini artırdığını ve en yüksek insidans artıĢının doğum 

kontrol hapı kullanımı sırasında gözlemlendiği rapor edilmiĢtir (Hunter ve ark., 
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2010; Ban ve Godellas, 2014). Bazı araĢtırmacılar da birçok analiz sonucunda doğum 

kontrol hapı formülasyonu ile meme kanseri riskini arttırma arasında anlamlı bir 

iliĢki gözlemlememiĢtir (Marchbanks ve ark., 2012). Doğum kontrol haplarının 

kanser riskini artırdığına dair veriler olmasına rağmen hala bu konuda net bir durum 

söz konusu değildir (Clamp ve ark., 2003).  

Sosyoekonomik Durum: Sosyoekonomik açıdan geliĢmiĢ toplumlarda doğum 

oranının azlığı, fazla alkol ve yağlı besin tüketimi gibi diğer risk faktörlerine bağlı 

olarak meme kanseri görülme oranının yüksek olduğu düĢünülmektedir (Özmen ve 

ark., 2009).  

Radyasyon: Radyasyon maruziyetinin atom bombası mağdurlarında ve Hodgkin 

lenfoma gibi 10-30 yaĢları arasında yüksek doz radyasyon tedavisi almıĢ kadınlarda 

meme kanseri riskini arttırdığı görülmüĢtür (Preston ve ark., 2002; Travis ve ark., 

2003).  

2.1.2. Meme Kanseri Türleri 

Ġki ana in situ meme kanseri türü vardır. Bunlar in situ duktal karsinom ve in 

situ lobüler karsinomdur. Diğer in situ meme kanserleri hem duktal hem de lobüler 

karsinomların özelliklerine veya bilinmeyen kökenlere sahiptir. 

İn Situ Duktal Karsinom: İn situ vakaların yaklaĢık %83‟ünü oluĢturan duktal 

karsinom anormal hücrelerin meme kanallarının epitel hücreleri farklılaĢtırdığı, 

kanalları ve lobülleri büyük ölçüde geniĢlettiği durum olarak ifade edilmektedir. Bu 

karsinom invaziv olmayabilir ve bazen tedavi olmasa bile yavaĢ büyümesi nedeniyle 

kadının sağlığını etkilemez (Sanders ve ark., 2005; Erbas ve ark., 2006; Allred, 

2010).   

İn Situ Lobüler Karsinom: İn situ meme kanseri vakalarının yaklaĢık %13‟ünü 

oluĢturan lobüler karsinoma meme lobüllerinin bazılarında büyüyen ve geliĢen 

anormal hücreler sonucu oluĢmaktadır. Genellikle invaziv kanser öncüsü olduğu 

düĢünülmez, ancak invaziv kanser için risk faktörü olarak görülebilmektedir 

(American Cancer Society, 2015.).  

Meme kanserlerinin yaklaĢık %80‟ini invaziv karakterdedir. Meme kanseri 

tek bir hastalık olarak adlandırılmasına rağmen 21 ayrı histolojik alt tipi ve risk 
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faktörleri, tedaviye cevap ve sonuçlar açısından farklılık gösteren en az dört farklı 

moleküler alt tipi vardır (Tamimi ve ark., 2012; Cancer Genome Atlas Network, 

2012; Dieci ve ark., 2014). Gen ekspresyonu profilleme teknikleri, meme 

kanserlerinin moleküler alt tiplerinin daha iyi anlaĢılmasını sağlamıĢtır. Moleküler alt 

tipleri hormon (östrojen ve progesteron) reseptör (HR+/HR-)  ve insan epidermal 

büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2)‟nin aĢırı ifadesi ve/veya HER2 geninin ekstra 

kopyalarının (HER2+/HER2-) varlığı veya yokluğu rutin olarak değerlendirilmiĢ 

biyolojik iĢaretleyiciler kullanılarak tanımlanmıĢtır (Cheang ve ark., 2015). Meme 

kanserinin dört ana moleküler alt tipleri ve bunların dağılımı aĢağıda kısaca 

özetlenmiĢtir: 

Luminal A (HR+/ HER2-): Luminal A kanserleri östrojen reseptörü (ER)+ ve/veya 

progesteron reseptörü (PR)+ özellikte olup, dağılımı %71 oranındadır. Bu kanserler 

yavaĢ büyüme ve diğer alt tiplerden daha az agresif olma eğilimindedir. Luminal A 

tümörleri, özellikle kısa vadede, anti-hormon tedaviye daha duyarlıdır ve bu nedenle 

iyi prognoza sahiptir (Blows ve ark., 2010; Haque ve ark., 2012).  

Üçlü Negatif (HR-/ HER2-): ER-, PR- ve HER2- olmaları nedeniyle üçlü negatif 

olarak adlandırılmaktadır. Sıklığı daha düĢük (%12) orandadır. Bu kanserler, siyah 

kadınlarda A.B.D.'deki beyaz kadınlardan iki kat daha yaygındır. Ayrıca 

premenopozal ve BRCA1 gen mutasyonlu kadınlarda daha yaygın olarak da 

görülmektedir (Perou ve Borresen-Dale, 2011). Gen ekspresyon profili nedeniyle 

üçlü negatif meme kanserlerinin yaklaĢık %75‟i bu kanserlerin moleküler alt 

tiplerinin heterojen bir topluluktan oluĢtuğunu düĢündürmektedir. Üçlü negatif meme 

kanserleri, bu tümörler için hedef tedaviler bulunmaması nedeniyle diğer alt tiplerden 

daha kötü prognoza sahiptir (Bianchini ve ark., 2016).  

Luminal B (HR+/ HER2+): Luminal A kanserleri gibi, luminal B kanserleri de ER+ 

ve/ veya PR+'dır. Ortalama %12 sıklığına sahiptir. Bu kanserlerde Ki67 (aktif olarak 

bölünen hücrelerin büyük bir bölümünün göstergesi) veya HER2 yüksek ifadesi ile 

tanımlanır. Luminal B meme kanserleri daha yüksek evrede olma eğilimindedir ve 

luminal A kanserlerinden daha kötü prognoz ile iliĢkilidir (Haque ve ark., 2012).  

HER2 (HR-/ HER2+): Bu kanserlerde genellikle ER/PR- iken HER2+‟dır. HER2+ 

kanserler, diğer alt tiplerden daha agresif bir Ģekilde büyüme ve yayılma 



10 

 

eğilimindedir. Daha az (%5) sıklıkta gözlenir. Ayrıca bu kanserler HR+ meme 

kanserlerine kıyasla daha kısa süreli kötü prognoz ile iliĢkilidir. Bu kanserlerde 

hedefe yönelik tedavilerin geliĢtirilmesiyle hastalarda iyi tedavi sonuçları 

görülmektedir (Haque ve ark., 2012).  

2.1.3. Meme Kanserinin Evrelemesi 

Ġnvaziv meme kanserinin prognozu hastalığın ilk tanısının konulduğunda ki 

kanserin boyutu ve yayılmasından yani evresinden etkilenmektedir. Kanserin 

evrelemesinde iki ana sistem bulunmaktadır. Tümörlerin TNM sınıflandırması; 

tümör boyutu ile birlikte memeye ve komĢu dokulara ne kadar yayıldığı (T), 

yakındaki lenf düğümlerine yayılma derecesi (N) ve uzak metastazların varlığı veya 

yokluğu (M) hakkında bilgi vermektedir (Edge ve ark., 2010). Tümörler T, N ve M 

belirlendikten sonra 0, I, II, III veya IV olmak üzere 2. evreleme yapılmaktadır. 

Anormal hücreler köken aldıkları kanallara veya bezlere nüfuz etmemiĢlerse evre 0,  

erken evre invaziv kanserse evre I, en ilerlemiĢ hastalık ise evre IV olarak tanımlanır. 

Meme kanserinde TNM evrelemenin son revizyonu meme kanseri evreleme 

sistemini daha da geliĢtirmek için biyolojik faktörleri de içermektedir. 

Amerikan Kanser Ortak Komisyonu‟na  (AJCC) göre TNM evreleme 

sisteminde; 

Evre 0: İn situ evre olarak da bilinen evre yakındaki dokulara invaze olmamıĢ 

anormal hücrelerin varlığını ifade etmektedir. 

Evre I ve bazı evre II: lokal evre olarak da bilinen meme ile sınırlı kanserleri ifade 

etmektedir. 

Evre II veya III: büyüklük ve lenf düğümü tutulumuna bağlı olarak bölgesel evre 

olarak da bilinen çevredeki dokuya ya da yakındaki lenf düğümlerine yayılmıĢ 

tümörleri ifade etmektedir. 

Evre IIIc veya IV: köprücük kemiği üzerindeki uzak organlara veya lenf düğümlerine 

metastaz yapan kanserleri ifade etmektedir. 

Meme kanseri için AJCC‟nin primer tümör, lenf nodu ve metastaz (TNM) 

sınıflamasının sekizinci baskısının revizyonu, multidisipliner bir meme kanseri 

uzmanları ekibi tarafından belirlenmiĢtir. Panel, tümör aĢaması, proliferasyon hızı, 
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ER ve PR ekspresyonu, HER2 ekspresyonu ve gen ekspresyonu prognostik panelleri 

gibi biyolojik faktörleri evreleme sistemine dahil etme ihtiyacını kabul etmiĢtir. 

Panel, dünya çapında değeri korumak için tümör evreleme sisteminin TNM anatomik 

faktörlerine dayanması gerektiğini belirtmiĢtir. Bununla birlikte, evrelerin prognostik 

etkisinin, hormon reseptörü ekspresyonunun ve HER2 amplifikasyonunun kabul 

edilmesi, bunların evrelendirme sistemine dahil edilmesini zorunlu kılmıĢtır. Ticari 

olarak temin edilebilen, gen bazlı analizlerin önemi anlaĢılmıĢ ve prognoz için 

önemli olduğu kabul edilmiĢtir. Tümör biyobelirteçleri prognoz ve evrelemeyi 

değiĢtirebilir. Bu güncellemelerin evrelendirme sistemine ek hassasiyet ve esneklik 

sağlaması beklenmektedir. Böylece, AJCC TNM evreleme sisteminin 8. baskısı, 

hasta biyobelirteçleri ve çok faktörlü prognostik paneller kullanılarak değiĢtirilebilen 

ve geliĢtirilebilen geleneksel anatomik faktörlere dayanan prognostik sınıflandırma 

için esnek bir platform sağlamıĢtır. Sekizinci baskı, meme kanseri evrelemesinde 

dünya çapında bir temel olmaya devam etmektedir (Giuliano ve ark., 2017).  

2.1.4. Meme Kanseri Tedavisi  

İn situ duktal karsinomanın ilerleme potasiyelinin belirlemenin kesin bir yolu 

olmadığı için tanı sonrası cerrahi ve/veya hormon tedavisi yapılmaktadır (Elshof ve 

ark., 2015; Francis ve ark., 2015). Klasik in situ lobüler karsinoma ise cerrahi tedavi 

gerekmez. Ancak daha agresif in situ lobüler karsinoma için optimal tedavi 

konusunda bir fikir birliği söz konusu değildir (Morrow ve ark., 2015; Wazir ve ark., 

2016). Erken evre meme kanserli kadınların çoğu, nüks riskini azaltmak için 

radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormon tedavisi ve/veya hedeflenmiĢ tedavi gibi 

sıklıkla baĢka tedavilerle kombine edilen bir tür ameliyat geçirmektedir. Metastaz 

olduğu durumda hastalar öncelikle kemoterapi, hedefe yönelik tedavi ve hormonal 

tedaviyi içeren sistemik tedaviler ile tedavi edilmektedir. Lenf düğümlerinde kanser 

hücrelerinin varlığı hastalığın tekrarlama riskini arttırır ve bu nedenle ileri tedavi 

ihtiyacını belirleme konusunda önemlidir (American Cancer Society, 2017). 

Radyasyon tedavisi, kanser hücrelerini öldürmek için yüksek enerjili ıĢınların 

veya partiküllerin kullanılmasıdır. Ameliyattan sonra meme, göğüs duvarı veya 

koltuk altı bölgesinde kalan kanser hücrelerini yok etmek amacıyla tercih 

edilebilmektedir (Darby ve ark., 2011). Radyasyon ayrıca, özellikle merkezi sinir 

sistemine veya kemiklere yayılmıĢ meme kanserinin semptomlarını tedavi etmek için 
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de kullanılabilmektedir. Sistemik terapi ise kan dolaĢımından geçen ve vücudun 

hemen her yerini etkileyen bir tedavi yöntemidir. Sistemik terapi, hepsi farklı 

mekanizmalarla çalıĢan kemoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yönelik tedaviyi 

içermektedir. Örneğin, kemoterapi ilaçları genellikle kanser hücreleri gibi hızlı 

çoğalan hücreleri hedef alarak etki göstermektedir. Hormon tedavisi bazı kanserlere 

neden olan hormonların seviyelerini düĢürme ya da vücudun doğal hormonlarını 

bloke etme mekanizmasına sahiptir. Hedefe yönelik tedavi kanser hücrelerinde daha 

yaygın ifade olan ya da spesifik moleküllere etki etmektedir (American Cancer 

Society, 2017). 

Hastalara cerrahi öncesi verilen sistemik tedaviler neoadjuvan tedavi olarak 

adlandırılmaktadır. Bu tedavi büyük meme tümörlerinde genellikle cerrahi 

rezeksiyonu daha kolay ve daha az kapsamlı hale getirmek amacıyla tümörü 

küçültmek için kullanılır. Neoadjuvan sistemik tedavinin, ameliyat sonrası sağkalım 

ve uzak nüks açısından verilen aynı tedavi kadar etkili olduğu bulunmuĢtur (Mauri 

ve ark., 2005). Ameliyat sonrası hastalara verilen sistemik tedavi ise adjuvan tedavi 

olarak adlandırılmaktadır. Bu tedaviler de vücudun diğer bölümlerine invaze olan 

saptanmamıĢ tümör hücrelerini öldürmek için kullanılmaktadır. Sistemik tedavi, 

metastatik meme kanserli kadınlar için ana tedavi seçeneğidir (American Cancer 

Society, 2017). 

Kemoterapinin faydası, tümörün boyutu, lenf nodu sayısı, ER veya PR‟nin 

varlığı ve kanser hücrelerinde HER2 aĢırı ekspresyonunun varlığı gibi birçok faktöre 

bağlıdır (Carey ve ark., 2007). AraĢtırmalar, ilaç kombinasyonlarının erken evre 

meme kanserinin tedavisi için tek bir ilaçtan daha etkili olduğunu ve bir kemoterapi 

rejimi seçerken çeĢitli seçeneklerin bulunduğunu göstermiĢtir. Kullanılan ilaçların 

kombinasyonuna bağlı olarak, adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi genellikle 3-6 ay 

boyunca verilir. HR+ meme kanseri olan hastalara östrojen seviyelerini düĢürmek 

veya östrojenin meme kanseri hücrelerinin büyümesi üzerindeki etkilerini bloke 

etmek için hormon tedavisi verilebilmektedir (American Cancer Society, 2017). 

Tamoksifen, östrojenin meme dokusundaki etkilerini bloke eden, ancak 

karaciğer, uterus ve kemikler gibi diğer dokularda östrojenik etkileri olan bir 

tedavidir. Tamoksifen hem menopoz öncesi hem de menopoz sonrası kadınlarda hem 

erken hem de ileri derecede HR+ meme kanserini tedavi etmek için kullanılmaktadır. 
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Erken evre HR+ meme kanserinin en az 5 yıl boyunca tamoksifenle adjuvan 

tedavisinin, ilk on yılda nüks oranını yaklaĢık %40-50 oranında azalttığı ve meme 

kanseri ölüm oranını ilk 15 yılda üçte bir oranında azalttığı gösterilmiĢtir (Davies ve 

ark., 2011).  

Letrozol, anastrozol ve ekzemestan gibi aromataz inhibitörleri (AI'ler), hem 

erken hem de ileri düzey HR+ meme kanserini tedavi etmek için kullanılan baĢka bir 

ilaç sınıfıdır. AI‟nın genellikle HR+ meme kanserli postmenopozal kadınların 

tedavisinde kullanılması önerilmektedir. HR+ tümörlü premenopozal kadınların 

çoğunda tedavinin temeli tamoksifendir (Burstein ve ark., 2014).  

Fulvestrant, metastatik meme kanserini tedavi etmek için kullanılan baĢka bir 

tedavi seçeneğidir. Östrojen reseptör ifadesini azaltan ve östrojen bağlanmasını bloke 

eden intramüsküler enjeksiyonla verilen bir anti-östrojen ilaçtır (American Cancer 

Society, 2017). 

Meme kanserlerinin yaklaĢık %17'si, büyümeyi teĢvik eden protein HER2‟yi 

aĢırı ifade etmektedir ve bu alt tipin tedavisi için birçok ilaç onaylanmıĢtır. Ġlk onaylı 

ilaç olan trastuzumab, HER2 proteinini doğrudan hedef alan monoklonal bir 

antikordur. Bu ilaç HER2+ meme kanseri standart tedavisinin bir parçası olarak 

kabul edilmiĢtir (Romond ve ark., 2005).  

2.2. Kodlamayan RNA’lar 

Moleküler biyoloji ve genetik alanında kullanılan teknolojide gözlenen hızlı 

geliĢme ile birlikte RNA dünyası ve farklı transkriptlerin iĢlevleri de daha detaylı 

anlaĢılmaya baĢlanmıĢtır. Gen ifadesi düzenlenmesinin transkripsiyon faktörleri ve 

diğer proteinler ile gerçekleĢtiğinin ötesinde bilgiler ENCODE (DNA Elementleri 

Ansiklopedisi) gibi geniĢ çaplı genom çalıĢmalarıyla ortaya konulmuĢtur. Bu bilgiler 

genomun çok büyük bir kısmının kodlamayan RNA‟lar olduğu ve bunların önemli 

rollere sahip olduğunun anlaĢılması olarak karĢımıza çıkmaktadır. ENCODE projesi 

ile birlikte transkripsiyon, kromatin yapısı ve histon modifikasyon bölgeleri 

sistematik olarak haritalanmıĢtır. Bu veriler protein kodlayan bölgelerin dıĢında 

genomun %80‟inin fonksiyonlarının anlaĢılmasını sağlamıĢtır. KeĢfedilen aday 

düzenleyici elementlerin çoğu fiziksel olarak birbiriyle ve ifade edilen genlerle 
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iliĢkilidir. Ayrıca bu bilgiler gen düzenlenme mekanizmaları hakkında bilgiler 

sağlamaktadır (ENCODE Project Consortium, 2012). 

Ġnsan genomunun %90‟ı transkribe olmasına rağmen genom sekansının sadece 

%2‟sinin protein kodlayan genler olduğu bilinmektedir (Gibb ve ark., 2011). GeliĢen 

moleküler teknikler ile birlikte transkriptomun insan hastalıklarında önemli role 

sahip ve gen ekspresyonunun düzenleyicileri olarak iĢlev gören çeĢitli fonksiyonel 

kodlamayan RNA sınıflarını da içerdiği görülmüĢtür (Taft ve ark., 2010). 

Kodlamayan RNA‟lar uzun kodlamayan RNA‟lar ve küçük kodlamayan RNA‟lar 

olmak üzere iki ana sınıf altında toplanmaktadır. Bu RNA‟lar gen ekspresyonunun 

düzenleyicileri olarak görev almaktadır (Lewis ve ark., 2003).  

2.2.1. Uzun Kodlamayan RNA’lar 

Uzun kodlamayan RNA'lar (lncRNA'lar) ortalama 200 bp - 100 Kbp 

büyüklüğündedir. Her ne kadar lncRNA‟larda ekzon bölgeleri içersede, mRNA'dan 

farklı olarak daha az ekzon bölgelerine sahiptirler. Ayrıca lncRNA‟lar çoğunlukla 

mRNA'lar gibi RNA polimeraz II tarafından transkribe edilmektedir. lncRNA‟lar  

splayzing, 5‟
 
baĢlık eklenmesi ve 3‟ poliadenilasyon gibi post-transkripsiyonel 

modifikasyonlara uğrayabilmektedirler (Derrien ve ark., 2012). lncRNA‟lar gen 

ekspresyonunun düzenleyicileri olarak rol oynamaktadırlar. Sekanslama tekniklerinin 

geliĢmesiyle çok sayıda lncRNA tanımlanmıĢtır. Ayrıca bu lncRNA‟ların özellikle 

son yıllarda birçok hastalığın yanı sıra kanser biyolojisindeki yeri de ortaya konmaya 

baĢlanmıĢtır (Liu ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015a; Zhao ve ark., 2015). 

lncRNA'ların, hastalık patogenezi yanında geliĢim, farklılaĢma ve hücre kaderi gibi 

çeĢitli fonksiyonel rollere de sahip olduğu belirlenmiĢtir (Rinn ve ark., 2007; Guan 

ve ark., 2013; Kung ve ark., 2013; Lee ve Bartolomei, 2013). Çok sayıda lncRNA 

tanımlanmasına rağmen fonksiyonları tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Ancak 

literatürde bazı kanser tiplerinde ekspresyonlarının farklılıklar gösterdiği lncRNA‟lar 

ile ilgili çalıĢmalar mevcuttur (Brunner ve ark., 2012).  

2.2.1.1. ZEB2NAT 

Derin DNA dizileme çalıĢmaları ile birlikte protein kodlayan sense genlerin 

büyük bir kısmının doğal antisense transkriptleri (NAT) olarak bilinen antisense 

transkripsiyon da sergiledikleri görülmüĢtür (Katayama ve ark., 2005; Engstrom ve 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ENCODE%20Project%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
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ark., 2006).  Bu doğal antisense transkriptler uzun kodlamayan RNA‟lar olarak 

sınıflandırılabilmektedir. ZEB2 transkripsiyon faktörü, EMT ve bir epitelyal 

fenotipin kaybı ile yakından iliĢkilendirilmektedir (Gheldof ve ark., 2012). Ġlk 

çalıĢmalar ZEB2 geninin bir doğal antisense transkript varlığını ortaya koymuĢ ve 

daha sonraki araĢtırmalar ile bu transkriptin ZEB2 ifadesinin düzenlenmesinde 

önemli role sahip olduğu bulunmuĢtur (Nelles ve ark., 2003; Beltran ve ark., 2008).  

Yapılan bir çalıĢma ile SNAIL1 ile EMT‟nin uyarılmasından sonra ZEB2 

protein ifadesinin yüksek olduğu gösterilmiĢtir. SNAIL1 ZEB2 mRNA sentezini 

etkilememiĢ ancak ZEB2 mRNA transkriptinin 5ˈ-UTR bölgesinde bulunan büyük 

bir intronun iĢlenmesini engellemiĢtir. Bu intron ZEB2‟nin ifadesi için gerekli olan iç 

ribozom giriĢ bölgesi (IRES; internal ribosome entry sequence) içermektedir (Beltran 

ve ark., 2008). Ayrıca ZEB2 transkripti, 5ˈ-UTR bölgesinde ZEB2 translasyonunun 

düĢük seviyelerine neden olan bir ribozom tarama inhibitör dizisini (RSIS; a 

ribosome scanning inhibitory sequence) barındırır (Serviss ve ark., 2014). ZEB2 5ˈ- 

UTR intronunun korunması intronda 5ˈ splayz bölgesi ile çakıĢan doğal bir antisense 

transkriptin  (NAT) ifadesine bağlıdır. Epitel hücrelerde bu NAT‟ın aĢırı ifadesi 

ZEB2 ribozomal bağlanmayı sağlayarak protein ifadesinin artmasına neden olan 

ZEB2 5ˈ-UTR‟sinin splayzingini önler. 5ˈ-UTR intronunun korunması ve NAT 

ifadesi arasında güçlü bir iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. Bu nedenle ZEB2 

ekspresyonunu aktive eden ve ZEB2NAT olarak tanımlanan bir NAT varlığı ortaya 

konulmuĢtur (Beltran ve ark., 2008; ġekil 2.2).   
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Şekil 2.2. ZEB2NAT mekanizması (Serviss ve ark., 2014). 

 

2.2.2. Küçük Kodlamayan RNA’lar 

RNA interferans (RNAi) son dönemlerde oldukça yaygın kullanılan 

transkripsiyon sonrası gen ifadesi baskılama mekanizmasıdır. RNAi ilk önce 1998 

yılında Fire ve Mello tarafından C. elegans'ta eksojen RNA tarafından etkin gen 

susturma mekanizmalarını araĢtıran Nobel ödüllü çalıĢmasına dayanarak 

tanımlanmıĢtır (Fire ve ark., 1998). Son yıllarda keĢfedilen küçük interferans 

RNA‟lar (siRNA‟lar) ve mikroRNA (miRNA‟lar) gen düzenlemesinde önemli rol 

oynayan kodlamayan RNA‟lardır. Bu RNA‟lar kanserler ve enfeksiyonlar da dahil 

olmak üzere birçok hastalığın tedavisi için potansiyel terapötik ajan sınıfları olarak 

araĢtırılmaktadır. siRNA ve miRNA etki mekanizmalarında farklılıklar olmasına 

rağmen çok fazla ortak özelliğe sahiptir. Her ikisi de mesajcı RNA'yı (mRNA) 

hedefleyerek transkripsiyon sonrası seviyede gen susturma etkilerine sahip küçük 

RNA molekülleridir. siRNA'lar ve miRNA'lar arasındaki en büyük fark, siRNA‟ların 

sadece bir mRNA hedefine oldukça spesifik olması, miRNA‟nın ise çoklu hedeflere 

sahip olmasıdır (Lam ve ark., 2015).  
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2.2.2.1. siRNA ile Gen Susturulması 

Genel olarak, ya hücresel genlerden kopyalanan ya da enfekte edici 

patojenleri kopyalayan ya da yapay olarak hücrelere sokulan dsRNA, sitoplazmada 

Dicer isimli özel bir ribonükleaz (RNase) III-benzeri enzim tarafından daha küçük 

bir dsRNA molekülüne iĢlenmektedir. Bu kısa dsRNA molekülü, 3' ucunda iki 

nükleotit çıkıntısı olan 21-23 nükleotide sahip siRNA olarak bilinmektedir. siRNA, 

RNA aracılı indüklenen susturma kompleksi (RISC; RNA-induced silencing 

complex) ile etkileĢime girer ve bu kompleksi aktive etmektedir. RISC'nin 

endonükleaz argonaute 2 (AGO2) bileĢeni, siRNA'nın yolcu zincirini (sense zincir) 

ayırırken, kılavuz zincir (antisens zincir) RISC ile iliĢkili kalmaktadır. Daha sonra 

kılavuz zincir, aktif RISC'yi, AG02 ile ayrılması için hedef mRNA'sına yönlendirir. 

Kılavuz zincir sadece komplementeri olan mRNA'ya bağlanır ve RISC aracılığı ile 

siRNA spesifik gen susturma iĢlemine (ġekil 2.3) neden olur (Fire ve ark., 1998; 

Elbashir ve ark., 2001; Agrawal ve ark., 2003; Pecot ve ark., 2011).  

Yapılan çalıĢmalarda sentetik siRNA‟ların kullanılması ile hedef genin 

susturulması yoluyla genlerin fonksiyonları araĢtırılabilmektedir. Bu tez 

çalıĢmasında da siRNA mekanizması kullanılarak lncRNA ZEB2NAT‟ın 

susturulmasıyla insan meme kanseri hücrelerinde EMT, metastaz ve apoptoz 

üzerindeki fonksiyonları araĢtırılmıĢtır. 
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Şekil 2.3. siRNA mekanizması. 

 

2.3. Epitelyal-Mezenkimal Geçiş (EMT) ve Metastaz 

2.3.1. Epitelyal-Mezenkimal Geçiş 

Epitelyal-Mezenkimal GeçiĢ (EMT) ve Mezenkimal-Epitelyal GeçiĢde 

(MET), epitelyal ve mezenkimal kökenli hücreler arasında dönüĢümden 

bahsedilmektedir. EMT olayları kanser geliĢimi dıĢında da büyük öneme sahiptir. 

Spesifik olarak, EMT yetiĢkinlerde yara iyileĢmesi ve doku onarımının yanı sıra 

embriyonik dönemde gastrulasyon sırasında mezoderm oluĢumu, nöral krest 

olgunlaĢması, organ morfogenezi için de kritik öneme sahiptir (Yan ve ark., 2010). 

Epitelyal kanser hücrelerinin mezenkimal özellikler kazanması tümörün 

yayılmasında önemli yer tutmaktadır. Bu süreçte epitelyal hücreler hareketli bir 

fenotip kazanmak için hücre iskeleti elemanlarının yeniden organize olmalarıyla 

diğer epitelyal hücreler ile bağlantısını kaybederler. Bu aĢamada epitelyal hücreler E-

kaderin ve epitelyal sitokeratin gibi hücre-hücre bağlantı proteinlerinin ifadesinin 

azalmasına neden olan proteinlerin ifadesindeki değiĢiklikler ile epitelyal 

özelliklerini kaybedip fibronektin, vimentin ve N-kaderin gibi mezenkimal iliĢkili 

proteinleri ifade etmeye baĢlamaktadırlar. E-kaderin ifadesinde azalma geliĢim, doku 

fibrozu, yara iyileĢmesi ve kanser geliĢimi ile iliĢkili EMT sürecinde neredeyse 

herzaman gözlenir. Bu nedenle E-kaderin kaybı EMT olayları için belirteç olarak 

kabul edilmektedir (Hay ve Zuk, 1995).  
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E-kaderinin aktin iskeletine bağlanmasında p120, α-, β- ve γ-kateninler ile 

etkileĢimi önemlidir. E-kaderin-katenin kompleksinin hücre içi yıkımı hücre-hücre 

adezyonunun kaybı için yeterlidir. Ayrıca epitel doku bu nedenle karakteristik doku 

sertliğini de kaybetmektedir (Christofori ve Sembl, 1999). Aktif Wnt/β-katenin 

sinyali ve nüklear β-katenin birikmesinin meme kanserinde EMT, invazyon ve zayıf 

prognoz ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Prasad ve ark., 2009). Kısaca, E-kaderin 

kaybı, nüklear β-katenin lokalizasyonu ve mezenkimal kaderin ekspresyonlarının 

kazanılması metastatik potansiyel ve EMT için anahtar belirteçler olarak 

tanımlanmaktadır. 

Mezenkimal özellikleri kazanan hücreler daha hareketli bir fenotip kazanmak 

için kendi fizyolojilerini değiĢtirirler ve dokulara invazyon ve migrasyonda önemli 

rol oynayan matriks proteazları ifade etmeye baĢlarlar (Hay ve Zuk, 1995). EMT ile 

mezenkimal özellik kazanan hücreler daha sonra sekonder epitel hücreleri 

oluĢturabilmek için MET potansiyeline sahiptir (Chaffer ve ark., 2007). 

Tümör metastazının ilk aĢamalarında kanser hücrelerinin primer tümör 

bölgesinden ayrılarak kan dolaĢımı ve/veya lenfatik sistem aracılığıyla vücudun diğer 

bölgelerine göç ettiği karmaĢık bir dizi olay meydana gelmektedir. Metastazın 

gerçekleĢmesi hücrelerinin yayılma, migrasyon ve çevre dokuları istila etmek için 

gerekli özellikleri kazanmasına bağlıdır. Bu durumda EMT ile sonuçlanan geliĢimsel 

yolakların yeniden aktif hale gelmesi, uzak metastazın oluĢmasında ve hücrelerin bu 

yetenekleri kazanmasında bir muhtemel mekanizma olarak görülebilmektedir. 

GeliĢimsel ve onkogenik EMT arasında oldukça fazla benzerlik tanımlanmıĢ ve bu 

benzerlikler EMT‟yi düzenleyen ortak sinyal yolaklarının ve transkripsiyonel 

düzenleyicilerinin anlaĢılmasına yardımcı olmuĢtur. Bu yolakların ve faktörlerin 

anormal düzenlenmesi in vitro ve in vivo modellerde metastatik potansiyelin artması 

ile iliĢkilidir ve kötü klinik sonuçlar ile de uyumludur (Amatangelo ve ark., 2012). 

2.3.1.1. EMT’nin Sınıflandırılması 

GeliĢimsel EMT ve onkogenik EMT oldukça benzer olmasına rağmen, 

Kalluri ve Weinberg (2009) EMT‟yi üç farklı sınıfta değerlendirmiĢtir. Erken 

embriyo ve organ geliĢmesi ile iliĢkili EMT olayları tip-1 EMT olarak kabul 

edilmektedir. Tip-2 EMT olayları yara iyileĢmesi, doku rejenerasyonu ve fibrozis ile 
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iliĢkilidir. EMT‟nin bu tipi inflamasyona yanıt olarak yetiĢkin dokularında ortaya 

çıkmaktadır. Tip-3 EMT ise karsinoma hücrelerinin mezenkimal hücreler için 

karakteristik olan invaziv ve hareketliliğe sahip fenotipi kazanmasındaki süreç olarak 

tanımlanmaktadır. 

2.3.1.2. İskelet Dinamiklerindeki Değişiklikler 

EMT ile ilgili çalıĢmalar bu süreçte vimentin ifadesinin önemli role sahip 

olduğunu açığa çıkarmıĢtır. Vimentin mekanik strese karĢı hücreyi koruyan 

mezenkimal bir ara filamenttir (Pekny ve Lane, 2007). Ġnvaziv bir fenotip için 

karsinom ilerlemesine kanserlerin çoğunda vimentin ifadesi artıĢının eĢlik ettiği 

bilinmektedir (Lang ve ark., 2002; Hu ve ark., 2004; Otsoki ve ark., 2011). Ancak 

patologlar kanserde vimentin ifadesinde her zaman önemli artıĢ gözlemlemedikleri 

gibi benign tümörlerde de bazen artmıĢ vimentin ifadesine rastlandığını 

belirtmektedir (Heatley ve ark., 1995). Vimentin ifadesi hücre iskeleti 

dinamiklerindeki değiĢikliklerden dolayı EMT ve metastatik potansiyel için önemli 

pozitif belirteç olarak görülebilmektedir. 

2.3.1.3. Matriks Yeniden Düzenlenmesi 

Epitel dokular normalde invazyon için engel teĢkil eden bazal membran 

olarak adlandırılan laminin ve tip-4 kollajen proteinleri bakımından zengin bir ECM 

(ekstraselüler matriks) ile sarılıdır (Lee ve ark., 2007). Bazal membran kaybı kanser 

invazyonunda anahtar basamaktır ve çoğu epitel karsinomalarda zayıf prognozun en 

güvenilir belirteci olarak kabul edilmektedir (Barsky ve ark., 1983). Fibronektin ile 

fibronektin reseptörü olan α5β1 integrinin bağlanması hücresel uzantıların 

oluĢturulması ve hücre hareketini indüklemede önemlidir (Davidson ve ark., 2006).  

EMT sürecinde ECM yıkımı önemli aĢamalardan biri olmakla birlikte, 

matriks metalloproteinazlar (MMP) olarak adlandırılan bir proteinaz ailesi tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir. MMP‟ler yapısal olarak bir sinyal peptid, çinko bağlayıcı 

bölge içeren katalitik kısım ve bir c-terminal kuyruk kısmı bulundururlar ve kalsiyum 

bağımlı proteazlardır (Sato ve ark., 1994). Ayrıca ECM‟nin tüm elemanlarını yıkma 

özelliğine sahiptirler. MMP‟ler fiziksel bariyerleri yıkabildiği için hücreleri 

invazyon, intravazasyon, ekstravazasyon ve migrasyona teĢvik edebilmektedir. Bu 

nedenle MMP‟ler antimetastaz tedavileri için moleküler hedef olarak 
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görülmektedirler. Ancak MMP‟ler fetal geliĢim sürecinde ve doku tamirinde 

ECM‟nin yeniden düzenlenmesinde rol oynadığı gibi derinin otoimmün olayları, 

romatoid artrit ve osteoartrit gibi patolojik durumlarda da MMP seviyelerinde artıĢlar 

görülmektedir. Serum MMP seviyelerinin artıĢında en önemli patolojik durumlardan 

biri de kanserdir (Hidalgo ve Eckhardt, 2001; Bourboulia ve Stetler-Stevenson, 

2010). MMP‟ler büyüme faktörlerinin aktivasyonu, tümör hücre apoptozunun 

baskılanması ve anjiogenik faktörlerin salınımında da önemlidir (Hojilla ve ark., 

2003).  

2.3.1.4. EMT Sürecinde Sinyal Ağı 

EMT nin 3 tipinde de EMT; TGF-β (Transforme Edici Büyüme Faktörü), 

EGF (Epidermal Büyüme Faktörü) ve Ras, HGF (Hepatosit Büyüme Faktörü) ve 

FGF (Fibroblast Büyüme Faktörü), Wnt/ β-katenin, Notch, Hedgehog gibi sinyal 

yolaklar aracılığı ile indüklenir. Bu yolaklardaki anormallikler farklı kanser 

türlerinde tümör geliĢimi ve metastatik potansiyel ile iliĢkilendirilmiĢtir (Amatangelo 

ve Stearns, 2012). 

2.3.1.4.1.  TGF-β Sinyal Yolağı 

TGF-β normal, geliĢimsel ve malignant dokularda EMT‟nin ana düzenleyicisi 

olarak fonksiyon gösterebilen bir sitokindir. Tipik kanser hücrelerinde, TGF-β 

metastazda kritik rol oynayan EMT‟yi indüklediği ve çeĢitli kanserlerde de 

kemoterapiye dirençle iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Parikh ve ark., 2014). 

Memelilerde TGF-β1, TGF-β2 ve TGF-β3 olmak üzere 3 farklı TGF-β 

izoformu ifadesi görülmektedir. TGF-β sinyal yolağında TGF-β tip-1 reseptörü Smad 

proteinlerini fosforillemekte ve aktif hale getirmektedir. TGF-β ailesi Smad2 ve 3‟ü 

aktive etmektedir. Bu aktivasyon gerçekleĢtiğinde bu proteinler sitoplazmada Smad4 

ile heterodimer oluĢturur ve nükleusta TGF-β cevap genlerini düzenlerler. TGF-β 

cevap genlerinden biri Smad7‟dir ve negatif feedback olarak fonksiyon 

göstermektedir. Smad7 ifadesi TGF-β tip-1 reseptörü ile daha fazla Smad proteinin 

etkileĢimini engellemektedir (Hayashi ve ark., 1997; Kavsak ve ark., 2000). TGF-β1; 

integrinlerin, integrin ligandlarının ve integrin iliĢkili proteinlerin ifadesini 

düzenleyerek integrin aracılı hücre adezyonu ve migrasyonunu etkilemektedir 

(Margadant ve Sonnenberg, 2010). TGF-β EMT‟yi indükleyen ana faktörlerden 
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biridir ve Snail, Twist, Slug, ZEB1 ve ZEB2‟nin aktivasyonuna neden olmaktadır 

(ġekil 2.4; Thiery ve ark., 2009).  

 

Şekil 2.4. TGF-β sinyal yolağı. 

Son yıllarda yapılan moleküler düzeyde çalıĢmalar TGF-β uyarımı ve TGF-β 

reseptör aktivitesinin E-kaderin ve sıkı bağlantı proteinlerinin ifadesinin azalmasına 

neden olduğu açığa çıkartılmıĢtır (Pardali ve Moustakas, 2007). Ayrıca PI3K 

(fosfotidilinositol-3-kinaz) ve PTEN‟inde (fosfataz ve tensin homoloğu) E-kaderin-

katenin adezyon kompleksi ile iliĢkili olduğu ve TGF-β1 indüklü α ve β-katenin‟in 

fosforilasyonunda önemli rol oynadıkları gösterilmiĢtir (Vogelman ve ark., 2005).  

2.3.1.4.2. EGF ve Ras Sinyal Yolağı 

ErbB reseptör ailesi, epidermal büyüme faktör (EGF) reseptörü (EGFR, 

ErbB1, HER1), ErbB2 (Neu, HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak üzere 

4 reseptör tirozin kinaz üyesi içermektedir (Linggi ve Carpenter, 2006). ErbB 

reseptör sinyal yolağı aracılığıyla hücre-hücre bağlantılarının kaybı, epitelyal hücre 

polarite kaybı, migrasyon ve invazyon olayları indüklenebilmektedir (Normanno ve 

ark., 2006). EGFR ve EGF ailesi farklı kanser tiplerinin patogenezinde ve 

ilerlemesinde merkezi bir role sahiptir (Normanno ve ark., 2001). EGFR‟nin hücre 
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dıĢı domainine ligand bağlandığı durumda EGFR homodimerize olur ve aktiflenir. 

Bu homodimerizasyon hücre içi tirozin kinaz domaininin fosforilasyonuna neden 

olmaktadır. EGFR‟nin aktivasyonu Ras/Raf/MAPK (mitogen aktive edici protein 

kinaz) sinyal yolağının aktivasyonunu içeren bir seri hücre içi sinyali baĢlatır (Altieri 

ve ark., 2013; ġekil 2.5). Ras ailesi çoğu büyüme faktör reseptörleri tarafından 

aktiflenmektedir. Bu reseptörlerdeki bazı mutasyonlar sonucu Ras sinyal yolağı aĢırı 

aktiflenmekle birlikte bu anormal aktivasyona çoğu kanser türünde rastlanmaktadır 

(Marshall, 1996). Ras-Raf-MAPK sinyali ve TGF-β sinerjistik olarak E-kaderin 

degredasyonunda önemli rol oynamakla birlikte MMP-2, MMP-12 ve MMP-13 

ifadesinde artıĢa da neden olduğu görülmüĢtür (Jechlinger ve ark., 2003; Janda ve 

ark., 2006).  

 

Şekil 2.5. EGF ve Ras yolağı. 

2.3.1.4.3. HGF ve FGF Sinyal Yolağı 

TGF-β ve EGF‟nin yanı sıra özellikle FGF (fibroblast büyüme faktörü) ve 

HGF (hepatosit büyüme faktörü) baĢta olmak üzere diğer büyüme faktör reseptör 

yolakları da EMT‟nin indüklenmesinde önemli rol oynamaktadır. HGF, p85 (PI3K‟ın 

altbirimi), Grb2 ve Shc adaptör proteinleri için yerleĢme bölgeleri oluĢturan 

tirozinlerin dimerizasyonu ve otofosforilasyonuna neden olan c-Met‟e bağlanır. 

Böylece Ras-MAPK, PI3K, PLC-gamma ve Src kinaz yolağı aktive edilir 

(Amatangelo ve Stearns, 2012; ġekil 2.6). HGF‟nin, hücre hareketliliği ve 
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invazivliğinin yanı sıra EMT‟yide indüklediği bilinmektedir (Uehara ve Kitamura, 

1992).  

 

Şekil 2.6. HGF sinyal yolağı. 

FGF ligand ailesi en az 23 üyeden oluĢmakta ve 4 yüksek afiniteli reseptör 

tirozin kinaz (FGFR-1, 2, 3 ve 4) aracılığı ile sinyal iletimi gerçekleĢtirmektedir. 

FGF sinyal yolağı hücre hareketliliğini ve invazyonu arttırmada önemli rol 

oynamaktadır (Turner ve Grose, 2010).  

2.3.1.4.4. Wnt/ β-katenin Sinyal Yolağı 

Wnt sinyal yolağı yetiĢkin doku geliĢim sürecinde, organ geliĢiminde önemli 

role sahiptir. Ayrıca kanser kök hücre pluripotensinde oldukça merkezi role sahip 

yolaklardan biridir (Logan ve Nusse, 2004; Nusse ve ark., 2008). β-katenin, Wnt/β-

katenin sinyal yolağının merkezi düzenleyicisidir. Wnt sinyal yolağı çeĢitli hücre içi 

faktörler tarafından aktiflenir. Wnt ligandları FZD (Frizzled) ve LRP (Low-density 

lipoprotein receptor-related protein) gibi hücre yüzey reseptörlerine bağlanır. Bu 

bağlanma ile APC ve Axin proteinleri aktiflenir. APC ve Axin proteinlerinin aktive 

edilmesi GSK-3β‟nın defosforilasyonuna neden olur. Böylece Wnt ligand varlığı β-

katenin‟in sitoplazmada birikmesiyle sonuçlanır. β-katenin‟in artan ifadesi LEF 
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(lymphoid enhancer factor) ve TCF (T-cell factor) ile kompleks oluĢturmak için 

nükleusa geçiĢine neden olur ve Wnt hedef genlerinin ifadesi düzenlenir (Clevers ve 

Nusse, 2012; ġekil 2.7). 

 

Şekil 2.7. Wnt/ β-katenin sinyal yolağı. 

 

2.3.1.4.5. Notch Sinyal Yolağı 

Memelilerde Notch-1, Notch-2, Notch-3 ve Notch-4 olmak üzere dört Notch 

reseptör izotipi, Deltalike-1, -3, -4, Jagged-1 ile Jagged-2 olmak üzere de beĢ ligand 

ifade edilmektedir. Bu yolak iki farklı kısımda Notch reseptörünün proteolitik 

kesimine neden olan Jagged veya Deltalike ligandı ile Notch reseptörünün etkileĢimi 

aracılığıyla aktive edilir. Daha sonra Notch intraselluler domaini (NICD) gamma-

sekretaz aracılığıyla kesilir ve bu kısım nükleusa transloke olur. NICD nükleusta 

transkripsiyonel represör RBP-JK‟ya (CSL/CBF-1) bağlanır ve aktif transkripsiyonel 

kompleks oluĢur (ġekil 2.8). Notch ifadesinin çoğu insan kanserlerinde yüksek 

olduğu bilinmektedir (Penton ve ark., 2012).  
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Şekil 2.8. Notch sinyal yolağı. 

2.3.1.4.6. Hedgehog Sinyal Yolağı 

Sonic hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert hedgehog (Dhh) 

olmak üzere 3 homolog hedgehog ligandı bulunmakla birlikte hedgehog sinyali, 

Patched (Ptch) ve Smoothened (SMO) transmembran reseptörleri ile iĢbirliği 

içindedir. Hedgehog (Hh) ligandı reseptöre bağlandıktan sonra SMO‟nun inhibitör 

etkisi salınır ve Gli kompleksi nükleusa geçer ve hedgehog hedef genlerinin 

aktivasyonunu arttırır. Hedgehog ligandı reseptöre bağlanmadığı durumda, Ptch 

katalitik olarak SMO‟nun aktivitesini baskılar ve yolağın alt kısmında bulunan 

genlerin aktivitesi engellenir (ġekil 2.9). SMO ve Gli‟nin ifadesi hedgehog yolağı 

aktivasyonu için belirteçtir. Shh, Smo, Ptch1 ve Gli1‟in ifadesi akciğer skuamöz 

hücre karsinomalarında belirlenmiĢtir ve Shh yolağının aktivasyonunu 

göstermektedir. Gli1 ve β-katenin‟in yanısıra Gli1 ve E-kaderin arasında da zıt 

korelasyonun olduğu görülmüĢtür (Yue ve ark., 2014). 
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Şekil 2.9. Hedgehog sinyal yolağı. 

2.3.1.4.7. EMT Sürecinin Transkripsiyonel Düzenleyicileri 

Son yıllarda EMT sürecinde aĢırı ifade olan Snail (SNAI1 ve SNAI2/Slug), 

Zeb (ZEB1 ve ZEB2/SIP1) ve basic helix-loop-helix (Twist ve Twist2) 

transkripsiyon faktörleri de kanser iliĢkili patogenezde EMT‟nin ana transkripsiyonel 

düzenleyicileri olarak kabul edilmektedirler (Peinado ve ark., 2007). 

Snail ve Slug 

Snail (SNAI1) ve Slug (SNAI2) Snail süperailesinin üyeleri olmakla birlikte 

her iki transkripsiyon faktörü E-kaderin‟in promotoruna bağlanır ve transkripsiyonel 

baskılayıcı olarak hareket etmektedir (Cano ve ark., 2000; Bolos ve ark., 2003). 

Ayrıca, MAPK ve PI3K sinyal yolağının Ras aktivasyonu Snail promotorunun 

aktivasyonunu indüklemek için TGF-beta ile iĢbirliği içindedir (Peinado ve ark., 

2003). Snail‟in tümorogenez sırasında hedgehog ve β-katenin indüklü EMT‟nin ana 

transkripsiyonel düzenleyicisi olarak fonksiyon gösterdiği görülmüĢtür (Li ve ark., 

2007). 

Zeb1 ve Zeb2 

Zeb1 (delta-EF1) ve Zeb2 (Sip1) invazyonda önemli olan E-kaderin geninin 

direk transkripsiyonel represörü olarak ortaya çıkan çinko parmak transkripsiyon 

faktörleridir ve hücrelerin invazyon kapasitelerinin artması ile iliĢkilidirler (Comijn 
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ve ark., 2001; Eger ve ark., 2005). Ġki ZEB proteinide N- ve C-terminal DNA 

bağlanma çinko parmak motifleri arasında bir merkezi represör domaini 

bulundurmaktadır. ZEB proteinleri ile Smad aracılı transkripsiyonun düzenlenmesi 

Smadlar tarafından ZEB proteinlerinin doğrudan transkripsiyona sokulması ile 

gerçekleĢtirilebilmektedir. Ancak TGF-beta bağımlı genlerde ZEB bağlanma 

bölgelerinin varlığı hedef genlerde endojen ZEB ve Smad proteinlerinin 

konsantrasyonuda önemli olabilmektedir (Postigo, 2003). 

Zeb1 ve Zeb2, reseptör tarafından aktiflenmiĢ Smad‟larla etkileĢebilme ve 

onların aktivitesini düzenleme yeteneğinde proteinler olarak tanımlanmaktadır 

(Verschueren ve ark., 1999; Postigo, 2003). ZEB proteinin ifadesinin TGF-beta, NF-

kappaB ve hipoksi indüklü sinyalizasyon ile indüklendiği gösterilmiĢtir 

(Krishnamachary ve ark., 2006; Chua ve ark., 2007). ZEB proteinleri 

promotorlarında hipoksi response element içerir ve böbrek kanseri hücrelerinde HIF-

1α bağımlı E-kaderin baskılanmasına aracılık ettiği görülmüĢtür (Krishnamachary ve 

ark., 2006). ZEB2, dokulardan epitelyal hücrelerin ayrılmasına katkı sağlayan birkaç 

sıkı bağlantı, adherens bağlantı, desmozom ve gap junction proteinlerininde 

promotor aktivitelerinin engellenmesiyle ifadelerini baskılamaktadır (Vandewalle ve 

ark., 2005). 

Twist1 ve Twist2 

Helix-loop-helix yapılarıyla yüksek oranda korunmuĢ olan Twist birçok 

kanser türünde temel onkogenik özellikleri düzenlediği düĢünülmektedir (Mironchik 

ve ark., 2005; Ohuchida ve ark., 2007; Khan ve ark., 2013). Snail ve ZEB 

transkripsiyonel faktörleri gibi HIF-1α da Twist promotorunda HRE (hypoxia-

response element)‟e direk bağlanarak hipoksi sırasında Twist ifadesini 

düzenlemektedir (Yang ve ark., 2008). Twist1 ve Twist2 transkripsiyonel baskılama 

için HDAC (histon deasetilaz) kompleksleri ile etkileĢmektedir (Hayashi ve ark., 

2007; Koh ve ark., 2009). Twist proteinlerinin bazı EMT olayları sırasında N-kaderin 

ifadesinin direk artıĢına ve E-kaderin ifadesinin direk azalıĢına neden olduğu rapor 

edilmiĢtir (Alexander ve ark., 2006).  

 

 



29 

 

2.3.2. Metastaz 

Metastaz, invazyon-metastaz kaskadında hücrenin çok basamaklı biyolojik 

sürecinin son aĢamasıdır. Kanser hücrelerinin anatomik olarak uzak organlara 

yayılması ve bununla birlikte yabancı doku mikroçevresine adaptasyonu bu 

kaskadlar ile sağlanmaktadır (Valastyan ve Weinberg, 2011). Ayrıca metastaz kendi 

özgün çevresinden ayrılarak zorlu fizyolojik engelleri aĢan nadir tümör hücrelerinin 

yayılması ile sonuçlanan bir süreç olarak da görülebilmektedir (Nguyen ve 

Massague, 2007). 

Metastaz sırasında adezyon kaybı, intravazasyonu gerçekleĢtirebilmek için 

invazivlik ve motilitenin artıĢı, lenf düğümleri ve kan damarları aracılığıyla dolaĢıma 

katılma ve kan damarlarına bağlanma gibi olayları içeren oldukça karmaĢık bir süreç 

olarak bilinmektedir (Fidler, 2003). Metastaz, kanser nedenli ölümlerin %90‟ından 

sorumludur (Hanahan ve Weinberg, 2000). Sınırlı primer tümörler cerrahi müdahale 

ve adjuvan tedaviler ile tedavi edilebilirken, metastatik kanserlerin terapötik ajanlara 

tümör hücrelerinin direnci ve onların sistemik doğası nedeniyle tedavi edilmeleri 

oldukça zor bir durumdur (Steeg, 2006).  

Metastazın gerçekleĢmesi için kanser hücresi ve stromasının birlikte değiĢim 

göstermesi gerekmektedir. Bu nedenle metastatik süreçte stroma yani mikroçevre 

oldukça önemlidir. Stroma, ekstraselüler matriks ve ekstraselüler moleküller ile 

birlikte fibroblast, glial, epitelyal, vasküler, düz kas ve immün hücrelerden 

oluĢmaktadır. Bu hücreler kanser hücreleri ve birbirleriyle direk ya da dolaylı olarak 

etkileĢerek anormal fonksiyonlar göstermektedirler. Bu anormallikler ile birlikte 

kanser stroma fenotipi ortaya çıkmaktadır. Fibroblastlar ve immün hücreler 

tarafından büyüme faktörü ve kemokin üretimi anormal tümör hücre büyümesinin 

direk uyarımına neden olabilmektedir (Li ve ark., 2007). 

Kanser metastazı, birbiriyle bağlantılı ve arka arkaya meydana gelen birçok 

olay dizisinden oluĢan kompleks bir süreç ile birlikte ortaya çıkmaktadır. Bu 

olaylardan herhangi birinde yetersizlik veya baĢarısızlık meydana geldiği durumda 

bu süreç durdurulabilir. AĢağıdaki olaylar bu sürecin ana basamaklarını 

oluĢturmaktadır (Fidler, 2003; ġekil 2.10). 
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1. Hücresel değiĢim ve tümör büyümesi (tümör ilk aĢamada basit difüzyon ile 

beslenir). 

2. Tümör çapının 1-2 mm‟yi aĢması için anjiogenez olması gerekmektedir. 

Angiogenik faktörlerin sentezi ve salınımı konak doku etrafında kılcal ağ oluĢturur 

(Folkman, 1986). 

3. Tümör hücrelerinin konak stromaya lokal invazyonu gerçekleĢir (Liotta, 1986). 

4. Tümör hücreleri ayrılır ve dolaĢıma geçtikten sonra ya kapiller endotel hücrelere 

ya da subendotelyal bazal membrana yapıĢarak uzak organların kapillerine geçerler 

(Nicolson, 1988). 

5. Tümör hücreleri damar dıĢına çıkar (ekstravazasyon). 

6. Organ içinde tümör hücresinin çoğalması ile metastatik süreç tamamlanır. 

Mikrometastazın çoğalması için bir damar ağı geliĢtirilmelidir. Hücreler kan 

damarlarına geçerek ek metastaz gerçekleĢtirebilmektedir (Folkman, 1986). 

 

 

 

Şekil 2.10. Metastatik kaskadın ana basamakları. 
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Tümör metastazı sürecinin meydana gelmesi için öncelikle hücrelerin normal 

davranıĢlarını düzenleyen mekanizmaların bozulması sonucu kontrolsüz ve anormal 

Ģekilde çoğalan hücrelerin oluĢması olarak adlandırılan tümörogenez sürecinin 

gerçekleĢmesi ve ardından da metastazda önemli olan olayların iĢlemesi 

gerekmektedir. Bu önemli olaylar hücre fenotipini değiĢtiren ve hücre hareketini 

arttıran genlerin ifadesindeki değiĢiklikler ile ortaya çıkmaktadır (Nguyen ve 

Massague, 2007; ġekil 2.11).  

 

Şekil 2.11. Kanser metastazı sürecinde genetik belirleyiciler. 

Tümör hücreleri genellikle lenfatik sistem aracılığıyla lokal lenf nodlarına 

invazyonu ile yayılmaktadır. Ancak agresif tümör hücreleri genellikle kan 

dolaĢımına girer ve uzak dokulara ulaĢır (Nguyen ve Massague, 2007). Tümör 

hücreleri invaziv özellik kazanmak için epitelyal fenotipten mezenkimal fenotipe 

dönüĢmek eğilimindedir ve metastaz da bu epitelyal-mezenkimal geçiĢ metastazın 

oluĢmasında anahtar noktalardan biridir. 

2.4. Apoptoz 

Ġnsan vücudu yaklaĢık 10
14 

hücreden oluĢmakta ve organizmanın 

iĢlevselliğini sağlamak için her gün milyarlarca hücre ölmektedir. Hücre 

homeostazının sağlanması amacıyla normal süreçte hücre ölümü ve hücre bölünmesi 

arasında bir denge söz konudur (Raff, 1992). Apoptoz, fizyolojik ve patolojik 
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koĢullarda oluĢabilen programlı bir hücre ölüm sürecidir. Kanser sürecinde apoptoz 

mekanizmasının baskılanması nedeniyle kontrolsüz hücre çoğalmasının meydana 

geldiği görülmektedir. Bu süreçte hücre bölünmesi ve hücre ölümü arasındaki denge 

bozulmuĢ ve ölmesi gereken hücreler ölüm sinyalini alamamaktadır (Wong, 2011). 

Apoptoz 1970‟lerde Kerr ve ark. tarafından tanımlandığından beri biyolojik 

araĢtırmaların en çok araĢtırılan konularından biri olmaya devam etmektedir (Kerr ve 

ark., 1972). Apoptoza olan bu büyük ilginin nedenleri arasında özellikle apoptozun 

kanserde az görülmesi, parkinson, Alzheimer, spinal müsküler atrofi gibi 

hastalıklarda da çok görülmesi yer almaktadır (Leist ve Jaattela, 2001).  

Programlı hücre ölümü terimi aslında geliĢim sırasında hücre ölümünün 

rastgele olmadığının ve bir dizi kontrollü adım izlediğinin öne sürülmesiyle 1964 

yılında ortaya atılmıĢtır (Lockshin ve Williams, 1964). Apoptoz, belli durumlarda bir 

dizi sinyal basamakları ile düzenlenen bir hücre ölümü türüdür. Apoptozun 

uyarılması için reseptörler, enzimler ve proteinleri içeren çeĢitli sinyal moleküllerinin 

iĢbirliği gerekmektedir (Launay ve ark., 2005). Apoptotik hücre morfolojik olarak 

kompakt sitoplazma, hücre membranında vakuollerin oluĢması, kromatin 

kondenzasyonu, DNA parçalanması ve apoptotik cisimciklerin oluĢması ile 

karakterizedir (Ziegler ve Groscurth, 2004). Apoptozda kaspazların aktivasyonu, 

DNA ve protein parçalanması, fagositik hücreler tarafından tanınabilen hücre zarı 

değiĢiklikleri üç ana biyokimyasal farklılıkları oluĢturmaktadır (Kumar ve ark., 

2010).  

Apoptozda kaspazlar adı verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin 

aktivitesi önemli rol oynamaktadır. Sistein (c) proteazları olmaları, hedef proteinleri 

C-uçlarında bulunan aspartik asit (asp) rezidülerinden kesmeleri ve enzim (ase) 

olmaları nedeniyle kaspaz (caspase) olarak isimlendirilmiĢtir (Lavrik ve ark., 2005). 

Kaspaz aktivasyonu çeĢitli yolaklar ile gerçekleĢebilmektedir. Ekstrinsik veya ölüm 

sinyalleri aracılı hücre ölümü ve intrinsik veya mitokondri aracılı hücre ölümü olarak 

iki ana yolak ile kaspazlar aktive edilebilmektedir (Wong, 2011).  

2.4.1. Ölüm Sinyalleri Aracılı Hücre Ölümü (Ekstrinsik Yolak) 

Ekstrinsik ölüm yolağı ölüm ligandlarının ölüm reseptörünü uyarması ile 

baĢlamaktadır. En iyi bilinen ölüm reseptörleri TNFR, FAS ve TRAILR1/TRAILR2 

olmakla birlikte TNF, FASL ve TRAIL sırasıyla bu ölüm reseptörlerinin ligandları 
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olarak bilinmektedir (Hengartner, 2001). Bu ölüm reseptörleri TNF reseptörü ile 

iliĢkili ölüm domaini (TRADD) ve Fas ile iliĢkili ölüm domaini (FADD) gibi adaptör 

proteinleri bağlayan hücre içi bir ölüm alanına sahiptir. Ölüm ligandının ölüm 

reseptörüne bağlanması, bir adaptör proteini için bir bağlanma bölgesi oluĢumu ile 

sonuçlanır ve tüm ligand-reseptör-adaptör protein kompleksi ölüm indükleyici sinyal 

kompleksi (DISC; death-inducing signalling complex) olarak bilinmektedir. DISC 

daha sonra pro CASP8‟in bağlanmasını ve aktivasyonunu baĢlatmaktadır. AktifleĢen 

ve baĢlatıcı kaspaz olan CASP8 hücre ölümü ile sonuçlanan spesifik substratları 

parçalayan efektör kaspazları (CASP3, 6, 7) aktive etmekte ve apoptoz 

gerçekleĢmektedir (Schneider ve Tschopp, 2000; Wong, 2011; ġekil 2.12).  

2.4.2. Mitokondri Aracılı  Hücre Ölümü (İntrinsik Yolak) 

Ġntrinsik ölüm yolağı ekstrinsik ölüm yolağının aksine hücre içinden gelen 

uyarı ile baĢlatılmaktadır. Bu yolak hipoksi, genetik hasar, yüksek sitozolik kalsiyum 

iyonları konsantrasyonu ve aĢırı oksidatif stres gibi faktörlerin mitokondri 

geçirgenliğini arttırması ile tetiklenmektedir (Schultz ve Harrington, 2003). CYCS 

gibi proapoptotik moleküllerin zarlararası bölgeden sitozole salınımı mitokondriyal 

geçirgenliğin artmasının bir sonucudur (Danial ve Korsmeyer, 2004). Bu yolak 

BCL2 ailesine ait bir grup protein tarafından düzenlenmektedir. Bu proteinler BAX, 

BAK, BAD, BCL-XS, BID, BIK ve BIM gibi proteinleri içeren proapoptotik ve 

BCL2, BCL-XL ve BCL-W gibi proteinleri içeren antiapoptotik üyelerden oluĢan iki 

ana gruba ayrılmaktadır. Antiapoptotik proteinler CYCS‟nin mitokondriden 

salınmasını bloke ederek, proapoptotik proteinler ise CYCS‟nin mitokondriden 

salınmasını teĢvik ederek apoptozu düzenlemektedirler. Apoptozun baĢlaması bu 

proapoptotik proteinler ve antiapoptotik proteinler arasındaki dengeye bağlıdır 

(Reed, 1997). Mitokondriyal zarlar arası alandan sitoplazmaya salınan diğer 

apoptotik faktörler arasında AIF (apoptosis inducing factor), SMAC (second 

mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO (direct IAP Binding protein 

with Low pI) ve HTRA2 (Omi/high temperature requirement protein A) 

bulunmaktadır. CYCS‟nin sitoplazmik salınımı, CYCS, APAF1 ve CASP9'dan 

oluĢan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin oluĢumu yoluyla CASP3'ü aktive 

eder. Diğer yandan, SMAC/ DIABLO veya HTRA2, IAP‟lara (inhibitor of apoptosis 

proteins) bağlanarak IAP‟ların CASP3 veya CASP9‟a bağlanmasını engelleyerek 
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kaspaz aktivasyonunu tetikler (Kromer ve ark., 2007; LaCasse ve ark., 2008; ġekil 

2.12). 

    

Şekil 2.12. Apoptotik sinyal iletim yolaklarının basamakları. 

 

2.5.  Hipotez  

 Kodlamayan RNA‟ların biyolojik öneminin anlaĢılması bu konu ile ilgili 

çalıĢmaların sayısının her geçen gün artmasına neden olmuĢtur. Bu ailenin bir üyesi 

olan lncRNA‟ların kanser biyolojisinde ki önemi de ortaya konmaya baĢlanmıĢtır. 

EMT, metastaz ve apoptoz da dahil olmak üzere farklı biyolojk süreçlerde 

lncRNA‟ların kritik rolünü tanımlamaya yönelik çalıĢmalar halen büyük hızla devam 

etmektedir. Bu tez çalıĢmasının hipotezi; ZEB2 geninin bir doğal antisense 

transkripti ve ZEB2 ifadesinin düzenlenmesinde önemli rolü olduğu ortaya konulan 

lncRNA ZEB2NAT‟ın, MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde 

apoptoz, invazyon ve koloni oluĢturma yetenekleri üzerine etkili olacağı ve bu 

etkilerini bu yolaklarda rol alan önemli bazı genlerin ifadesini etkileyerek 

gerçekleĢtireceğidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü  

 ÇalıĢma için 17.03.2017 tarih ve 2017/845 karar sayısı ile N.E.Ü. Meram Tıp 

Fakültesi Ġlaç ve Tıbbi Cihaz DıĢı AraĢtırmalar Etik Kurul Kararı alınmıĢtır (Bkz. EK 

A). ÇalıĢmada insan meme kanseri hücre hatlarından ER+ özellikte olan MCF7 

(ATCC
® 

HTB-22
TM

) ve ER- özelliğe sahip MDA-MB-231 (ATCC
® 

HTB-26
TM

) 

hücreleri kullanılmıĢtır. Her iki hücre hattında da WNT7B onkogen ifadesi 

mevcuttur. Ayrıca MCF7 hücre hattında IGFBP2, IGFBP4 ve IGFBP5 ifadesi vardır. 

MDA-MB-231 hücre hattıda büyüme faktörlerinden olan TGF ve EGF ifadesi 

mevcuttur (https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-

22.aspx?geo_country=tr, http://www.lgcstandars-atcc.org/products/all/HTB-

26.aspx?geo_country=tr). Farklı özelliklere sahip bu hücrelerin çoğalmaları %10 

fetal sığır serumu (Heat Inactivated FBS, Capricorn; FBS-HI-11B), 2 mM L-

glutamin (Pan Biotech; P04-80100) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco) içeren 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (RPMI Medium 1640 (1X); Gibco) 

kültür ortamı kullanılarak %95 nemli ve %5 CO2‟li etüvde 37ºC‟de sağlanmıĢtır. 

3.2. siRNA Transfeksiyon Yöntemi 

MCF7 (3,3x10
5 

hücre/ kuyucuk) ve MDA-MB-231 (1,6x10
5 

hücre/ kuyucuk) 

hücrelerinin ekimleri 6 kuyucuklu plakalara %10 FBS içeren ancak antibiyotik 

içermeyen RPMI 1640 besiyerleri ile yapılmıĢtır. Ekimi yapılan hücreler CO2‟li 

etüvde 37°C‟de 24 saat inkübe edilmiĢtir. Her bir kuyucuk için 2 ayrı ependorf 

hazırlanmıĢtır. Birinci tüpe 5 μM siRNA‟dan (Dharmacon; N-188372-01-0002, 

ZEB2NAT-siRNA-1: GGACUGGAUCCCAAUAUUA, N-188372-02-0002, 

ZEB2NAT-siRNA-2: CAUCUUAGGGCAUGUGUAU, D-001320-10-05, Kontrol-

siRNA: UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUGA, 

UGGUUUACAUGUUUUCUGA, UGGUUUACAUGUUUUCCUA) 10 μl ve serum 

içermeyen besiyerinden 190 μl konulmuĢ ve 5 dk oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Ġkinci tüpe ise 7 μl transfeksiyon solüsyonu (Dharmacon; T-2001-03) 

ve serum içermeyen besiyerinden 193 μl konulmuĢtur. Birinci ve ikinci tüp 

birleĢtirilip 20 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıĢtır. Daha sonra birleĢtirilen 

tüpün üzerine 1600 μl antibiyotiksiz ancak serumlu besiyerinden konulmuĢtur. 

https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-22.aspx?geo_country=tr
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HTB-22.aspx?geo_country=tr
http://www.lgcstandars-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx?geo_country=tr
http://www.lgcstandars-atcc.org/products/all/HTB-26.aspx?geo_country=tr


36 

 

siRNA içeren toplam 2000 μl besiyeri 24 saat inkübe edilen ve besiyerleri çekilen 

kuyucuklara aktarılmıĢtır. Deney protokollerinde hücreleri toplama süresi değiĢiklik 

arzetmektedir. Ġnkübasyon sonrası 24 saati aĢan deneyler için 24 saat sonra siRNA 

içeren besiyeri çekilip yerine antibiyotiksiz ancak serumlu besiyerinden eklenmiĢtir.  

3.3. Gerçek-Zamanlı PZR Analizi 

3.3.1. Hücre Hatlarından Total RNA İzolasyonu 

Kontrol ve lncRNA ZEB2NAT susturulmuĢ MCF7 ve MDA-MB-231 insan 

meme kanseri hücrelerinden mRNA ekspresyon seviyelerinin değerlendirilmesi için 

total RNA izolasyonu RiboEx (GeneAll; 301-001) total RNA izolasyon solüsyonu 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 6 kuyucuklu plakalara ekilen hücreler 1 ml RiboEx 

total RNA izolasyon solüsyonu eklenerek hücre kazıyıcı ile kazınmıĢtır. Toplanan 

hücreler ependorf tüplere alınmıĢ ve 10 dk oda ısısında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

sonrası her bir ependorfa 200 μl kloroform eklenmiĢ ve pipetaj yapılmıĢtır. 

Ependorflar 15 dk oda ısısında inkübe edildikten sonra +4
º
C‟ de 15.000 g‟de 20 dk 

santrifüj (Hettich 200R, Almanya) edilmiĢ ve renksiz olan üst faz toplanıp, ayrı 

ependorf tüplere aktarılmıĢtır. Toplanan üst fazın üzerine 500 μl isopropanol 

eklenmiĢ ve 10 dk oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. Ardından tüpler 15 dk +4
º
C‟de 

15.000 g‟de santrifüj edilmiĢ ve süpernatant atılıp oluĢan pellet üzerine %70‟lik 

etanol ilave edilmiĢtir. Daha sonra tüpler +4
º
C‟de 12.000 g‟de 10 dk santrifüj edilmiĢ 

ve süpernatant tekrar atılıp pellet kısa bir süre kurutulmuĢtur. Kurumaya bırakılan 

pellet 40 μl RNase-DNase free su ile çözülmüĢtür.  

3.3.2. RNA Kalitesi ve Miktarının Belirlenmesi 

Elde edilen RNA‟ların kalitesi ve miktarı Nanodrop cihazı (Maestrogen; 

Tayvan) kullanılarak belirlenmiĢtir. Ġzolasyon sırasında oluĢabilecek fenol, protein 

ve genomik DNA kontaminasyonlarını belirlemek için A260/A280 ve A260/A230 

oranları değerlendirilmiĢtir. UV ölçümleri A260/A280 için 2±0,1 ve A260/A230 için 

2,0-2,4 arasında olan RNA örnekleri analizlerde kullanılmıĢtır. RNA örneklerinin 

kalitesinin belirlenmesi amacıyla 1 µg/10 µl konsantrasyonundaki RNA üzerine 6X 

yükleme boyasından 2 µl konularak %1‟lik agaroz jel elektroforez sonrası ethidyum 

bromür (EtBr) ile boyanan RNA bantlarının kalitesi görüntüleme sisteminden 

(Syngene Gbox Chemi 16) alınan resim ile değerlendirilmiĢtir (ġekil 3.1).  
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Şekil 3.1. Örnek RNA agaroz jel görüntüsü. 

Olası genomik DNA kontaminasyonlarının ortadan kaldırılması amacıyla 

DNAse-I-RNase-free (Thermo Scientific; #EN0521) enzim reaksiyonu ve üretici 

firmanın protokolüne göre uygulanmıĢtır. Bu protokole göre 2 µg/20 µl total RNA 

üzerine 1 U/µl DNAse-I enziminden 2 µl konularak 37˚C‟de 30 dk inkübe edilmiĢtir. 

Reaksiyonu durdurmak amacıyla 50 mM EDTA‟dan 2 µl ilave edilip 65˚C‟de 10 dk 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Total RNA örnekleri -80°C derecede muhafaza edilmiĢtir. 

3.3.3. Revers Transkriptaz Reaksiyonu ile cDNA Sentezi 

Kalite kontrolü yapılmıĢ RNA örneklerinden cDNA sentez kiti (Bio-Rad 

iScript
TM

 cDNA Synthesis Kit #170-8891, A.B.D.) kullanılarak üretici firmanın 

talimatlarına göre cDNA sentezlenmiĢtir. Kısaca, 2 µg/20 µl total RNA‟dan tek 

zincir cDNA üretilmesi için 4 µl 5X iScript reaksiyon karıĢımı ve 1 µl Reverz 

Transkriptaz 2 µg/20 µl RNA üzerine ilave edilmiĢtir. Ardından 25˚C‟de 5 dk, 

42˚C‟de 30 dk ve 85˚C‟de 5 dk protokolüne göre cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.4. Primer Dizaynı  

Bu tez çalıĢmasında EMT, metastaz ve apoptozda önemli rol oynayan 

genlerden qPZR analizlerinde kullanılanların listesi Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. 

ÇalıĢılan genlere ait mRNA dizi bilgilerine Gen Bankası 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) üzerinden ulaĢılmıĢtır. Alınan sekanslar Primer Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/) ve IDT Primer Quest 

(http://eu.idtdna.com/home/home.aspx) programları kullanılarak gerçek-zamanlı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
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PZR‟de kullanılabilecek primerler dizayn edilmiĢtir (Tablo 3.2). Gerçek-zamanlı 

PZR için özellikle primerlerin self- ve/veya hetero-dimer oluĢturmamasına dikkat 

edilmiĢtir. 

Tablo 3.1. EMT, metastaz, apoptoz ile iliĢkili genler ve bu çalıĢmada kullanılan diğer genlerin 

tanımlamaları. 

   

No Gen Sembolü Tanımlama 

1 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 

2 COL1A2 Collagen, type I, alpha 2 

3 COL3A1 Collagen, type III, alpha 1 

4 COL5A2 Collagen, type V, alpha 2 

5 CTNNB1 Catenin, beta 1 

6 DSP Desmoplakin 

7 EGFR Epidermal growth factor receptor 

8 ERBB3 V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3  

9 ESR1 Estrogen receptor 1 

10 FGFBP1 Fibroblast growth factor binding protein 1 

11 FN1 Fibronectin 1 

12 FZD7 Frizzled family receptor 7 

13 GSK3B Glycogen synthase kinase 3 beta 

14 IGFBP4 Insulin-like growth factor binding protein 4 

15 IL1RN Interleukin 1 receptor antagonist 

16 ILK Integrin-linked kinase 

17 ITGA5 Integrin, alpha 5  

18 ITGAV Integrin, alpha V  

19 ITGB1 Integrin, beta 1 

20 JAG1 Jagged 1 

21 NOTCH1 Notch 1 

22 OCLN Occludin 

23 PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide 

24 SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor, clade E 

25 SNAI1 Snail homolog 1 

26 SNAI2 Snail homolog 2 

27 SNAI3 Snail homolog 3 

28 STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3  

29 STEAP1 Six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 

30 TCF3 Transcription factor 3 

31 TCF4 Transcription factor 4 

32 TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 

33 TGFB2 Transforming growth factor, beta 2 

34 TGFB3 Transforming growth factor, beta 3 

35 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 

36 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 

37 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 

38 TWIST1 Twist homolog 1 

39 VIM Vimentin 

40 WNT11 Wingless-type MMTV integration site family, member 11 

41 WNT5A Wingless-type MMTV integration site family, member 5A 
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Tablo 3.1. EMT, metastaz, apoptoz ile iliĢkili genler ve bu çalıĢmada kullanılan diğer genlerin 

tanımlamaları (devamı). 

  

No Gen Sembolü Tanımlama 

42 WNT5B Wingless-type MMTV integration site family, member 5B 

43 ZEB1 Zinc finger E-box binding homeobox 1 

44 ZEB2 Zinc finger E-box binding homeobox 2 

45 BRMS1 Breast cancer metastasis suppressor 1 

46 CD44 CD44 molecule 

47 CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin 

48 CDH2 Cadherin 2, N-cadherin 

49 CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16) 

50 COL4A2 Collagen, type IV, alpha 2 

51 CTNNA1 Catenin, alpha 1 

52 HGF Hepatocyte growth factor 

53 KISS1 KiSS-1 metastasis-suppressor 

54 KISSIR KISS1 receptor 

55 MMP2 Matrix metallopeptidase 2 

56 MMP10 Matrix metallopeptidase 10  

57 MMP11 Matrix metallopeptidase 11  

58 MMP13 Matrix metallopeptidase 13  

59 MMP3 Matrix metallopeptidase 3  

60 MMP7 Matrix metallopeptidase 7  

61 MTA1 Metastasis associated 1 

62 MTSS1 Metastasis suppressor 1 

63 PTEN Phosphatase and tensin homolog 

64 RB1 Retinoblastoma 1 

65 SMAD2 SMAD family member 2 

66 SMAD4 SMAD family member 4 

67 TP53 Tumor protein p53 

68 BAX BCL2-associated X protein 

69 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 

70 CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase 

71 CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase 

72 CASP8 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase 

73 CASP9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase 

74 CASP10 Caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase 

75 CYCS Cytochrome c, somatic 

76 FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain 

77 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 

78 TNF Tumor necrosis factor 

79 TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A 

80 TRADD TNFRSF1A-associated via death domain 

81 ZEB2NAT ZEB2 antisense RNA 1 

82 ACTB Aktin, Beta 
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Tablo 3.2. ÇalıĢmada kullanılan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz çifti uzunlukları.  

Gen Forward Primer (5'->3') Reverse Primer (5'->3') Uzunluk 

(bç) 

AKT1 CAAGGACGGGCACATTAAGA CATTGTCCTCCAGCACCTC 125 

COL1A2 TCCTGGTGCTGTAGGTG AGGACCAGCAAATCCATTG 154 

COL3A1 GCTGGGATTGGAGGTGAAA TGTCCATTAACAGACTTGAGTGA 116 

COL5A2 CAGGGAATTGATGGAGAACCA TCATCCAACCCAGCCATTT 128 

CTNNB1 AGATGATGGTCTGCCAAGTG GCTGGTCAGATGACGAAGAG 116 

DSP CACGGGAGGTCTTGTTGAC ATAGCTGCTGGTGTCTTGC 115 

EGFR TTTGCCAAGGCACGAGTAA AAATTCCCAAGGACCACCTC 106 

ERBB3 CACACACCAGAGTGATGTC CCCTTCTCTAGCAGGTCT 117 

ESR1 CGAGTCCTGGACAAGATCAC GTACAGATGCTCCATGCCTT 150 

FGFBP1 CCTCACCCTGCTCTCCTT TGGCTTGGTCTTTGGTGAC 185 

FN1 CCCTAAAGGACTGGCATTCA CTCGAGTAGGTCACCCTGTA 102 

FZD7 GCAGACGTGCAAGAGCTATG TCCAGAAGCCAGTGGTGAT 128 

GSK3B CTAACACCACTGGAAGCTTGT TCTTGAGTGGTGAAGTTGAAGAG 113 

IGFBP4 GGCGACGAAGCCATCCA CGCAAGTGGCGCAACAG 118 

IL1RN GACCTTCTATCTGAGGAACAACC CACAGGACAGGCACATCTT 146 

ILK CTCAGCAGACATGTGGAGTTT TCATGAGCTTACACACATGAGG 164 

ITGA5 AAGGCAGAAGGCAGCTATG GGAGGGAGCGTTTGAAGAAT 124 

ITGAV CTTTCTTCCGATTCCAAACTGG GCCTTGCTGAATGAACTTGG 120 

ITGB1 ACAGATCCGAAGTTTCAAGGG TCTCCTTTATTGAAGGCTCTGC 107 

JAG1 CAAAGTGTGCCTCAAGGAGTA AGGCGAAACTGAAAGGCA 158 

NOTCH1 CAATGAGTGCAACAGCAACC GTAGCCACTGGTCATGTCTTT 175 

OCLN TCGAAGAAAGATGGACAGGTATG CTCTTTCCACATAGTCAGATGGG 155 

PDGFRB TGGTGATCTCAGCCATCCT CTCTTTCCACATAGTCAGATGGG 117 

SERPINE1 TGGTTCTGCCCAAGTTCTC CGTTCACCTCGATCTTCACTT 171 

SNAI1 AAGATGCACATCCGAAGCC GGCTTCTCGCCAGTGTG 113 

SNAI2 TCAGTGCAATTTATGCAATAAGACC GCTCACATATTCCTTGTCACAGTAT 127 

SNAI3 AGCTGCACTGCCACCTG GTGCGGATGTGCATCTTGAG 97 

STAT3 GCTGAAATCATCATGGGCTATAAG ATACTTTCCGAATGCCTCCTC 108 

STEAP1 GACATCTATTCCATCTGTGAGTGA TCTATCCACTTATTCCAGGCAAA 132 

TCF3 GGTCTTCCATCCTCGGTGTA TGCCATCTGCCACGTAGA 124 

TCF4 ATCACAGCAGTGACCCTTG GGATAGCTCAAACGTTCATGTG 136 

TGFB1 GCCTGGACACGCAGTACA TTGCAGGAGCGCACGAT 172 

TGFB2 AAAGACAGGAACCTGGGATTTA TGTGGAGGTGCCATCAATAC 135 

TGFB3 CTTGCAAAGGGCTCTGGT CTAATGGCTTCCACCCTCTTC 120 

TIMP1 GCGTTATGAGATCAAGATGACCA AACTCCTCGCTGCGGTT 141 

TIMP2 GCTGCGAGTGCAAGATCA CTCTTGATGCAGGCGAAGAA 136 

TIMP3 GCAAGATCAAGTCCTGCTACTAC GGATGCAGGCGTAGTGTTT 123 

TWIST1 CCGCAGTCTTACGAGGAG TTGCTCAGCTTGTCCGA 137 

VIM TCCAAGCCTGACCTCAC CACCTGTCTCCGGTACTC 189 

WNT11 CTATTTGCTTGACCTGGAGAG GTTGTCCGCACATCCTC 184 

WNT5A CTGCAGCTGGCAGACTT GCTGTTGACCTGTACCAACT 108 

WNT5B CTTCGCCAAGGAGTTTGTG AGCCAGCAGGTCTTGAG 189 

ZEB1 CCCTGTGCAGTTACACCTTT GGGCATTCATATGGCTTCTCT 205 

ZEB2 TTTGCCCAACTGCTGACC GCTACAGAGAGGGCAGGAA 123 

BRMS1 GGCTTCTGTCTGGATGTGAT GTCCTCCTCCAGCCTCT 141 

CD44 TTCTGGATCAGGCATTGATGA GTCCAGTCCTGGTTCTGTTT 99 
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Tablo 3.2. ÇalıĢmada kullanılan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz çifti uzunlukları (devamı). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Forward Primer (5'->3') Reverse Primer (5'->3') Uzunluk 

(bç) 

CDH1 GAGAGCGGTGGTCAAAGAG AGCTGGCTCAAGTCAAAGT 117 

CDH2 GCTGACCAGCCTCCAAC CATGTGCCCTCAAATGAAACC 112 

CDKN2A TTCCTGGACACGCTGGTG CATGGTTACTGCCTCTGGTG 160 

COL4A2 AAGTACAGCTTCTGGCTGAC AGCGGCTGATGTGTGTG 103 

CTNNA1 ACAACCCTTGTAAACACCAAT CAAGAAATTCTCAGTTGCTTGTTC 111 

HGF TTTGCCTTCGAGCTATCGG CAGGTCATGCATTCAACTTCTG 156 

KISS1 TCTGTGCCACCCACTTTG TAGCAGCTGGCTTCCTCT 144 

KISS1R TCAACTACATCCAGCAGGTCTC CCAGATGCTGAGGCTGACA 149 

MMP2 TGGCAGTGCAATACCTGAA GCATGGTCTCGATGGTATTCT 147 

MMP10 GCATTCCTTGTGCTGTTGTG CTAGGTATTGCTGGGCAAGAT 103 

MMP11 AGGTGCTCAGTACTGGGTGTA CAGACCAAGGCAGCATGGA 105 

MMP13 CCTGGACAAGTAGTTCCAAAGG GGTCTTCATCTCCTGGACCATA 201 

MMP3 GGAGATGCCCACTTTGATGA AGGTCCATAGAGGGACTGAAT 219 

MMP7 GTGCCAGATGTTGCAGAATAC GTTTCCTGGCCCATCAAATG 258 

MTA1 ACCAAAGTGCGCCTGATCC CAGGGCGATGGGCTTGTAG 183 

MTSS1 CACAAACTGCCCTCCTCAA GAGTCACTGCTGTTGACACT 155 

PTEN CGTTACCTGTGTGTGGTGATA CTCTGGTCCTGGTATGAAGAATG 116 

RB1 CCCTACCTTGTCACCAATACC TGTTGGCAGACCTTCTGAAA 136 

SMAD2 GCTAACTAGAATGTGCACCATAAG GGGATCCCATCTGAGTTAATACTT 155 

SMAD4 GGAAAGGATTTCCTCATGTGATCTA ATGGATTCACACAGACACTATCAC 132 

TP53 GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG TTTATGGCGGGAGGTAGACT 129 

BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT 151 

BCL2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 125 

CASP3 GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA TCAATGCCACAGTCCAGTTC 162 

CASP7 CGAAACGGAACAGACAAAGATG TTAAGAGGATGCAGGCGAAG 169 

CASP8 GCCCAAACTTCACAGCATTAG GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT 160 

CASP9 CGACCTGACTGCCAAGAAA CATCCATCTGTGCCGTAGAC 153 

CASP10 CTGCCAAGGTGAAGAGATACAG CCACATGCCGAAAGGATACA 158 

CYCS GGAGAGGATACACTGATGGAGTA GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT 102 

FADD TGACCGAGCTCAAGTTCCTATG CCAGGTCGTTCTGCTCCAG 108 

FAS GTGATGAAGGACATGGCTTAGA GTGTGCATTCCTTGATGATTCC 156 

TNF CCTCCTCTCTGCCATCAAG CCAGATAGATGGGCTCATACC 86 

TNFRSF1A CGAGATCGATCGGCTGGAG GTCCATGTCGCGGAGCA 139 

TRADD TTTCTGTTCCAGGGTCAGC GCCATTTGAGACCCACAGA 89 

ZEB2NAT GCATGGGAGCTGCATCTTA TAATATTGGGATCCAGTCCAGAAAT 75 

ACTB AGCACGGCATCGTCACCAACT TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT 179 
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3.3.5. Gerçek-Zamanlı PZR Reaksiyonu 

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında EMT, metastaz ve apoptozda rol oynayan 

genlerin ve ayrıca lncRNA ZEB2NAT‟ın mRNA düzeyinde ekspresyon seviyeleri 

Gerçek zamanlı PZR Sistemi (Bio-Rad CFX Connect
TM 

Optics Module; Singapur) 

kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Boya olarak çift iplikli DNA‟ya bağlanabilen 

EvaGreen (Solis BioDyne, 5X Hot FIREPol
®
 EvaGreen

®
 qPCR Mix Plus) 

kullanılmıĢtır. Reaksiyon final konsantrasyonu 1X olacak Ģekilde 5X EvaGreen 

miksi, 5 pMol ileri, 5 pMol geri primer, 2µl cDNA templeyt ve toplam 20µl‟ye steril 

RNase-DNase free su ile tamamlanmıĢ ve reaksiyon, steril 8‟li PZR stripleri içinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyonun ısı profili +95˚C 15 dakika, 40 siklus (95˚C 15 

saniye, 60˚C 20 saniye, 72˚C 20 saniye) olacak Ģekilde çalıĢılmıĢtır. Daha sonra 

60˚C‟den 95˚C‟ye 0.5˚C artıĢla kademeli olarak ısıtma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve 

ısılar içerisindeki her 0.5˚C artıĢta optik ölçümler yapılarak erime eğrisi (melting 

curve) analizi ile erime eğrisi grafiği oluĢturulmuĢtur (ġekil 3.2). Gerçek zamanlı 

PZR‟de optik analiz sonucu elde edilen veriler (Ct) olarak kayıt edilmiĢ ve hedef 

genlerin ekspresyon seviyeleri ACTB referans geni ile normalize edilmiĢtir. 

 

 

Şekil 3.2. Örnek erime eğrisi grafiği. 

3.4. Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi 

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücre grupları karĢılaĢtırıldığında mRNA düzeyinde anlamlı değiĢim görülen 
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genlerin protein düzeyindeki ekspresyon seviyeleri western blot analizi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.4.1. Protein İzolasyonu 

Protein izolasyonu için 6 kuyucuklu plakalara ekilen ve kontrol-siRNA ve 

ZEB2NAT-siRNA uygulanmıĢ hücreler soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra buz 

üzerine alınmıĢtır. Kuyucuklara 10 µl proteaz inhibitör kokteyli (Protease inhibitor 

coctail kit, Thermo Scientific; 78410) içeren 1 ml RIPA lizis solüsyonu (RIPA Lysis 

Buffer, VWR, N653, A.B.D.) eklenmiĢ ve hücreler 10 dakika inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Daha sonra lizis solüsyonu ile hücreler toplanmıĢ ve 10.000 rpm ve 

4
o
C‟de santrifüj sonrasında hücre döküntüleri çöktürülmüĢ ve total proteini içeren 

süpernatant ayrı bir ependorf tüpe alınmıĢtır. Proteinler çalıĢılıncaya kadar -80
o
C‟de 

muhafaza edilmiĢtir.  

3.4.2. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamit Jelinin Hazırlanması  

Proteinlerin jelde yığınlanması amacıyla yığınlama (stacking) ve proteinlerin 

ayrılması amacıyla ayırma (separating) jelleri hazırlanmıĢtır. Bu jeller 10x10 cm‟lik 

1mm kalınlığındaki cam kalıplar arasına dökülmüĢtür. Önce ayırma jel çözeltisi 3,1 

ml su, 2,4 ml %30‟luk bisakrilamit çözeltisi, 1,9 ml ayırma jeli çözeltisi, %10‟luk 

amonyum persülfattan 150 µl ve TEMED‟den 8,3 µl konularak hazırlanmıĢtır. 

TEMED ve amonyum persülfat ekleme iĢlemleri her iki jelinde hazırlanma 

aĢamalarında hızlıca yapılmıĢtır. Ayırma jeli döküldükten sonra üst kısımda oluĢan 

hava kabarcıklarını gidermek amacıyla butanol eklenmiĢ ve donma sonrası butanol 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Ayırma jeli donduktan sonra yığınlama jeli 1 ml su, 300 µl 

%30‟luk bisakrilamit çözeltisi, 444 µl yığınlama jeli çözeltisi, %10‟luk amonyum 

persülfattan 33 µl ve TEMED‟den 5 µl olacak Ģekilde hazırlanmaya baĢlanmıĢtır. 

Daha sonra cam kalıbın ¼‟lik kısmına yığınlama jeli dökülmüĢ ve taraklar 

kuyucukların oluĢması amacıyla camlar arasına yerleĢtirilmiĢtir. 

3.4.3. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi 

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ 

hücre gruplarından izole edilen proteinlerin konsantrasyonları Bradford solüsyonu 

(Bradford dye Reagent, Thermo; Almanya) ve mikroplaka okuyucu (Biotek Epoch; 
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A.B.D.) kullanılarak belirlenmiĢtir. Hazırlanan BSA dilüsyonları ile birlikte protein 

örnekleri mikroplakalara konulmuĢ ve 595 nm dalga boyunda okuma iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Proteinler konsantrasyonları BSA dilüsyonları ile oluĢturulan 

grafiğe göre hesaplanmıĢtır (ġekil 3.3). EĢit miktarda protein örneklerine 6x yükleme 

tamponu (7 ml 4X Tris-HCL, 3,6 ml gliserol, 1 gr SDS, 2 mg Brom fenol mavisi, 

400 µl β-mercapto-etanol olacak Ģekilde 10 ml ye su ile tamamlanmıĢtır) eklenerek 5 

dakika 90
o
C'de kaynatma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir protein örneğinden 30 

µg protein ve protein markerdan (HiMark
 
Pre-Stained Protein Standard, Thermo 

Fisher Scientific) 7 µl jellere yüklenmiĢtir. Kullanılan 10X elektroforez yürütme 

tamponu 6,005 gr Tris, 28,82 gr glisin, %10‟luk SDS çözeltisinden 20 ml ve üzeri 

200 ml ye su ile tamamlanarak hazırlanmıĢtır.  1X elektroforez yürütme tamponu ile 

90 V‟de yürütme iĢlemi baĢlatılmıĢtır. Ayırma jeline gelindiğinde 110 V‟de yürütme 

iĢlemine devam edilmiĢtir.  

 

Şekil 3.3. Bradford protein standart eğrisi. 

3.4.4. Protein Transferi ve Bloklama  

Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra camlar arasından çıkarılan jel Trans-

Blot
®)

 Turbo
TM

 Transfer sistemi (BioRad Laboratories, Inc, Singapur) kullanılarak 

1,3 A elektrik akımı, 25 V‟da 7 dk boyunca transfer solüsyonunda PVDF membrana 

(EMD Millipore, Immobilon-P Transfer Membrane, A.B.D.) transfer iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Transfer solüsyonu 3,03 gr Tris, 14,41 gr glisin, %10‟luk SDS 

çözeltisinden 10 ml, 150 ml metanol ve üzeri 250 ml ye su ile tamamlanarak 

hazırlanmıĢtır. Transfer iĢleminin ardından membran %3 yağsız süt tozu (BioShop, 

Skim milk, A.B.D.) içeren TBST içerisinde 1 saat inkübe edilerek protein bloklama 
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iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. TBST; 2,42 gr Tris, 9 gr NaCl, 1 ml Tween 20‟nin su ile 1 

lt‟ye tamamlanması ile hazırlanmıĢtır.  

3.4.5. Western Blot Analizi 

Protein ekspresyonunun değerlendirilmesi amacıyla primer antikorlardan 

anti-ZEB2 (St John‟s Laboratory; STJ29919), anti-E kaderin (St John‟s Laboratory; 

STJ97370), anti-N kaderin (St John‟s Laboratory; STJ94353) 1:1000 oranında, 

housekeeping antikoru olarak kullanılan GAPDH (Santa Cruz Biotechnology; sc-

25778) 1:5000 olacak Ģekilde sulandırılmıĢtır. Sekonder antikor olarak kullanılan 

goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology; sc-2054) 1:5000 olacak Ģekilde 

bloklama solüsyonunda sulandırma iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Bloklama sonrası 

membranlar primer antikorlarda +4
o
C'de gece boyunca inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

sonrası membranlar 3X10 dakika TBST ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢleminin ardından 

membranlar sekonder antikora alınmıĢtır ve 2 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

Daha sonra tekrar membranlar 3X10 dakika TBST ile yıkanmıĢtır. Görüntüleme 

iĢleminin gerçekleĢtirilmesi amacıyla yıkama iĢlemi sonrası membranlar 

kemilüminesans solüsyonu (Boster Biological Technology, Hypersensitive ECL 

Chemiluminiscence substrate AR1170, A.B.D.)  ile 5 dk muamele edilmiĢtir. 

Muamele sonrası membranların görüntüsü, görüntüleme sistemi (Azure Biosystems, 

Bioanalytical Imaging System c 280; A.B.D.) ile alınmıĢtır. 

3.5. Hücre Canlılık Testi 

Hücre canlılık testi XTT metodu kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. XTT (2,3- 

bis- (2- methoxy- 4- nitro- 5- sulfophenyl)- 2H- tetrazolium- 5-carboxanilide) canlı 

hücreler tarafından turuncu renkli formazan kristallerine indirgenmektedir. 

Metabolik olarak aktif hücre sayısı formazan kristallerinin oluĢumu ile doğru orantılı 

olması nedeniyle hücre canlılığının tespitinde kullanılan yöntemlerden biri de XTT 

yöntemidir. Formazan oluĢumu bir spektofotometre ile belirli dalga boylarında 

okutularak tespit edilebilmektedir. Kısaca, MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme 

kanseri hücreleri 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına ekilmiĢ ve 37
0
C‟de %5 CO2‟li 

etüvde 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Daha sonra Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-

siRNA transfeksiyon iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 96 kuyucuklu hücre kültür kapları 

transfeksiyon iĢleminin ardından 24, 48, ve 72. saatlerde her bir kuyucuğa XTT 
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solüsyonunun eklenmesinden 4 saat sonra ELISA cihazında 450 nm dalga boyunda 

ve 630 nm referans aralığında okutulmuĢtur. Hücre canlılığı yüzdesinin 

hesaplanmasında aĢağıdaki formül kullanılmıĢtır. 

% Hücre Canlılığı =(Ölçülen optik dansite değeri)/(Kontrol optik dansite değeri)x100 

3.6. Akım Sitometri Analizi ile Apoptoz Tayini 

Kontrol ve siRNA transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ olan MCF7 ve 

MDA-MB-231 hücrelerinde erken apoptoz, geç apoptoz ve nekroz oranının 

belirlenmesi amacıyla FITC annexin V apoptoz kiti (BioLegend FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit with 7-AAD, 640922, A.B.D.) kullanılmıĢtır. Yöntem 

üretici firmanın talimatlarına göre kısaca Ģu Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 6 kuyucuklu 

plakalara ekilmiĢ hücrelere 24 saat inkübasyon sonrasında siRNA transfeksiyon 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Transfeksiyon iĢleminin ardından 24 saat sonra hücreler 

toplanmıĢ ve PBS ile 1x10
6 

hücre/ml olacak Ģekilde hücre süspansiyonları 

oluĢturulmuĢ ve iki kez yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. Ardından hücre süspansiyonundan 

100 µl 5 ml‟lik bir tüpe aktarılmıĢ ve üzerine 5 µl FITC Annexin V ve 5 µl 7-AAD 

ilave edilerek oda sıcaklığında karanlık ortamda 15 dk inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrası her bir tüpe 400 µl Annexin V bağlanma tamponu ilave 

edilmiĢtir. Tüpler bağlanma tamponu ilavesi sonrası akım sitometri cihazı (BD 

FACSAria
TM 

III) kullanılarak analiz edilmiĢtir. 

3.7. İnvazyon Testi 

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonunun ardından MCF7 ve 

MDA-MB-231 hücrelerinin invazyon kapasiteleri “BioCoat Matrigel Invasyon 

Chamber-invazyon odaları” (Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion Chamber, 

354480, A.B.D.) kullanılarak 24-kuyucuklu kültür plakaları içerisinde araĢtırılmıĢtır. 

Kısaca; hücrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi amacıyla invazyon 

kuyucuğunun alt odacığına serum içeren kültür ortamı konulmuĢtur. 8 μm por-

açıklıklı matrigel membranın üst kısmına ise Kontrol siRNA ve ZEB2NAT-siRNA 

transfeksiyonunun gerçekleĢtirildiği hücrelerden 2.5x10
4
 hücre/kuyucuk olacak 

Ģekilde ekilen hücreler serumsuz kültür ortamında 22 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrası membranın üzerinde kalan invaze olmamıĢ hücreler 

uzaklaĢtırılmıĢ, membranın alt kısmına geçen invaze olmuĢ hücreler ise %5 kristal 
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violet boyası ile boyama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve ıĢık mikroskobunda sayım 

yapılarak değerlendirilmiĢtir. 

3.8. Koloni Oluşum Testi 

Kontrol siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonu gerçekleĢtirilen MCF7 

ve MDA-MB-231 hücreleri 6 kuyucuklu plakalara 10
3 

hücre/kuyucuk olacak Ģekilde 

ekimi yapılmıĢtır. Ekimi yapılan hücreler 10 gün boyunca 2 günde bir ortamları 

değiĢtirilerek 37
º
C‟de, %5 CO2‟li ortamda inkübe edilmiĢtir. Hücreler 10-15 günün 

sonunda soğuk metanol ile -20
º
C‟de 10 dk fikse olmaları için bekletilmiĢtir. Fikse 

olmuĢ koloniler %5 kristal violet boyası ile boyanmıĢtır. Boyandığı gözlenen 

koloniler Kontrol siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonu gerçekleĢtirilen 

gruplarda ayrı ayrı sayılıp koloni oluĢum kapasiteleri değerlendirilmiĢtir. 

3.9. İstatistiksel Analizler 

Aday genlerin gerçek zamanlı-PZR ekspresyon verileri housekeeping gen 

verileri ile normalize edilmiĢtir. Genlerin kantitasyon değerlerinin istatistiksel analizi 

için 2
(-∆∆Ct) 

metodu ile “RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis” olarak 

isimlendirilen web tabanlı program ile Volcano Plot analizi yapılmıĢtır. Grupların 

karĢılaĢtırılması “RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis” programında bulunan 

“Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak değerlendirilmiĢtir. Diğer analizlerde 

gruplar arasındaki karĢılaĢtırma SPSS 20.0 programı kullanılarak Student t-testi ile 

değerlendirilmiĢtir. Tüm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Gerçek-Zamanlı PZR Analizi ile Kontrolü 

MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerine 25 nM Kontrol-siRNA ve 

25 nM ZEB2NAT-siRNA‟larının (ZEB2NAT-siRNA-1: N-188372-01-0002, 

ZEB2NAT-siRNA-2: N-188372-02-0002) 24 saat uygulaması sonrası Gerçek-

Zamanlı PZR ile ZEB2NAT ifadesinin kontrolü yapılmıĢtır. Susturulma oranlarının 

hesaplanması sonrası MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA uygulanmıĢ grupla 

karĢılaĢtırıldığında, ZEB2NAT-siRNA-1 kullanılması durumunda %88, ZEB2NAT-

siRNA-2 kullanılması durumunda ise %79 oranında mRNA düzeyinde ZEB2NAT 

ifadesinin susturulduğu görülmüĢtür.  MDA-MB-231 hücre hattında ise Kontrol-

siRNA uygulanmıĢ grupla karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA-1 kullanıldığı 

durumunda %64, ZEB2NAT-siRNA-2 kullanılması durumunda ise %28 oranında 

mRNA düzeyinde ZEB2NAT ifadesinin susturulduğu görülmüĢtür. Ayrıca kat 

değiĢimleri dikkate alındığında MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT mRNA ifadesinin ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda 9 

kat, ZEB2NAT-siRNA-2 grubunda 4,9 kat anlamlı derecede azaldığı saptanmıĢtır. 

siRNA kullanılmayan Kontrol ve Kontrol-siRNA‟nın kullanıldığı grup arasında 

anlamlı bir değiĢim görülmemiĢtir (ġekil 4.1).  

 

 

 

Şekil 4.1. MCF7 hücre hattında ZEB2NAT ekspresyonunun gerçek zamanlı PZR ile kontrolü 

*p<0,05. 
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MDA-MB-231 hücre hattında Kontrol-siRNA grubuyla karĢılaĢtırıldığında 

ZEB2NAT mRNA ifadesinde ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda 2,7 kat,  ZEB2NAT-

siRNA-2 grubunda 1,4 kat azalıĢ olduğu görülmüĢtür. Ġstatistiksel analizler 

sonucunda ZEB2NAT-siRNA-1 grubundaki, azalmanın anlamlı ZEB2NAT-siRNA-2 

grubundaki azalmanın ise anlamlı olmadığı bulunmuĢtur. MDA-MB-231 hücre 

hattında da siRNA kullanılmayan Kontrol ve Kontrol-siRNA‟nın kullanıldığı grup 

arasında anlamlı bir değiĢim görülmemiĢtir (ġekil 4.2). Bu sonuçlardan yola çıkarak 

sitotoksisite deneyi hariç sonraki analizlerde her iki hücre hattında da ZEB2NAT-

siRNA-1 kullanılmıĢtır ve “ZEB2NAT-siRNA” olarak tanımlanmıĢtır. 

 

 

 

Şekil 4.2. MDA-MB-231 hücre hattında ZEB2NAT ekspresyonunun gerçek zamanlı PZR ile kontrolü 

*p<0,05. 

4.2. siRNA Uygulaması Sonrası Hücrelerin Morfolojilerinin Gözlenmesi 

MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerine 25 nM Kontrol-siRNA ve 

ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat sonra hücrelerin morfolojileri invert 

mikroskop altında 10X ve 20X büyütmelerde incelenmiĢtir (ġekil 4.3 ve 4.4).  
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Şekil 4.3. MCF7 hücrelerine Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat sonra 

hücrelerin morfolojileri 

 

 

 

 

Şekil 4.4. MDA-MB-231 hücrelerine Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat 

sonra hücrelerin morfolojileri. 
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4.3. ZEB2NAT’ın Susturulmasının EMT, Metastaz ve Apoptoz ile İlişkili Genler 

Üzerindeki Etkilerinin Gerçek-Zamanlı PZR Analizi ile Belirlenmesi 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında ZEB2NAT‟ın susturulması 

durumunda EMT, metastaz ve apoptozda önemli olan genlerin ifadesine olan etkisi 

Tablo 4.1‟de gösterilmiĢtir. MCF7 hücre hattında ZEB2NAT ifadesinin susturulması 

Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında EMT ve metastazda önemli olan DSP, 

TIMP1, TIMP3, CDH1 ve COL4A2 genlerinde sırasıyla 1,16, 7,94, 1,28, 3,12 ve 

8,63 kat anlamlı (p<0,05) artıĢa neden olmuĢtur. Ayrıca ZEB2NAT‟ın susturulduğu 

durumda Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında EMT ve metastazda önemli 

olan CTNNB1 (1,07), IGFBP4 (3), ITGA5 (1,27), PDGFRB (1,39), TCF4 (1,47), 

TGFB1 (1,32), VIM (1,08), WNT5B (1,35), ZEB2 (1,62), CDH2 (4,06), MMP2 

(21,48), MMP3 (14,98), MMP7 (2,48) ve SMAD2 (1,14) gen ifadelerinde anlamlı 

derecede (p<0,05) kat azalıĢı görülmüĢtür. Aynı hücre hattında apoptozda önemli 

olan PTEN, RB1, CASP9, CYCS, TNF ve TRADD gen ifadeleri ZEB2NAT 

susturulduğunda Kontrol-siRNA grubuna göre sırasıyla 1,34, 49,87, 4,17, 179,15, 

1,68 ve 2,62 kat anlamlı (p<0,05) derecede artmıĢtır (Tablo 4.1). 

MDA-MB-231 hücrelerinde ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda EMT ve 

metastazda önemli rol oynayan genlerden DSP, GSK3B, CDH1 ve MTSS1 

ifadelerinde Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında sırasıyla 1,23, 1,35, 4,01 ve 

1,68 kat anlamlı artıĢ görülmüĢtür. Aynı hücre grubunda ZEB2NAT‟ın baskılandığı 

durumda Kontrol-siRNA grubuna göre EMT ve metastazda önemli rol oynayan FN1 

(1,56), PDGFRB (1,25), SNAI2 (1,42), STEAP1 (1,64), TCF4 (1,62), TGFB1 (4,39), 

TGFB2 (1,43), VIM (1,65), WNT11 (2,22), WNT5A (44,79), ZEB2 (1,51), CD44 

(1,55), CDH2 (1,61), MMP3 (1,97), MMP7 (4,65) ve SMAD2 (2,56) gen 

ifadelerinde anlamlı (p<0,05) kat azalıĢı bulunmuĢtur. Ayrıca, bu hücrelerde 

ZEB2NAT‟ın baskılanması Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında apoptozda 

önemli olan PTEN, CASP3 ve CASP9 gen ifadelerinde sırasıyla 1,78, 1,34 ve 1,66 

kat anlamlı (p<0,05)  artıĢa neden olmuĢtur (Tablo 4.1).  
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Tablo 4.1. ZEB2NAT‟ın susturulmasının MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında Kontrol-siRNA 

gruplarına göre genler üzerine etkisi. 

 

 MCF7 MDA-MB-231 

Gen Artış/Azalış P değeri Artış/Azalış P değeri 

AKT1 -1,04±0,01 0,1285 1,03±0,09 0,7353 

COL1A2 1,67±1,06 0,3738 1,15±0,28 0,7389 

COL3A1 2,09±0,75 0,1003 -3,34±0,18 0,1304 

COL5A2 1,06±0,2 0,8909 1,31±0,17 0,1073 

CTNNB1 -1,07±0,02 0,0236 1,51±0,45 0,2446 

DSP 1,16±0,04 0,0153 1,23±0,07 0,0278 

EGFR 1,28±0,13 0,0848 1,12±0,26 0,8079 

ERBB3 -1,14±0,26 0,7114 1,18±0,21 0,3947 

ESR1 -1,13±0,07 0,2568 -1,91±0,14 0,0883 

FGFBP1 1,22±0,09 0,0745 1,23±0,16 0,1929 

FN1 1,34±0,15 0,0731 -1,25±0,03 0,0061 

FZD7 1,81±1,24 0,3567 1,23±0,38 0,6350 

GSK3B 1,01±0,09 0,9634 1,35±0,08 0,0060 

IGFBP4 -3±0,07 0,0094 1,06±0,06 0,3015 

IL1RN 1,2±0,15 0,2207 -1,11±0,16 0,5450 

ILK 1,44±0,34 0,1918 1,09±0,05 0,1639 

ITGA5 -1,27±0,06 0,0331 1,01±0,07 0,8594 

ITGAV 1,03±0,06 0,7115 -1±0,08 0,9521 

ITGB1 -1,01±0,07 0,8941 1,41±0,33 0,2288 

JAG1 1,23±0,16 0,1799 -1,16±0,13 0,3951 

NOTCH1 -1,01±0,01 0,5047 -1,15±0,18 0,6025 

OCLN -1,16±0,1 0,3097 -1,29±0,08 0,0923 

PDGFRB -1,39±0,05 0,0179 -1,56±0,05 0,0030 

SERPINE1 -1,09±0,06 0,2698 1,4±0,48 0,4849 

SNAI1 1,18±0,12 0,1745 -1,33±0,08 0,0735 

SNAI2 -1,67±0,11 0,0684 -1,42±0,04 0,0046 

SNAI3 1,54±0,39 0,1675 -1,18±0,17 0,3648 

STAT3 1,01±0,02 0,4250 -1,19±0,08 0,1363 

STEAP1 1,11±0,07 0,2077 -1,64±0,11 0,0321 

TCF3 -1,79±0,11 0,0744 -1,19±0,08 0,1363 

TCF4 -1,47±0,06 0,0137 -1,62±0,09 0,0239 

TGFB1 -1,32±0,02 0,0016 -4,39±0,06 0,0007 

TGFB2 -3,43±0,13 0,0821 -1,43±0,07 0,0189 

TGFB3 1,01±0,04 0,6948 -1,13±0,16 0,5904 

TIMP1 7,94±3,27 0,0002 -1,11±0,16 0,7010 

TIMP2 1,64±0,71 0,2904 -1,12±0,11 0,4040 

TIMP3 1,28±0,11 0,0418 -1,43±0,24 0,3255 

TWIST1 -82,14±0,03 0,1167 -2,23±0,25 0,3168 

VIM -1,08±0,01 0,0109 -1,65±0,03 0,0009 

WNT11 -1,08±0,46 0,7954 -2,22±0,11 0,0485 

WNT5A -1,33±0,11 0,1365 -44,79±0,04 0,0378 

WNT5B -1,35±0,046 0,0469 1,07±0,16 0,7308 

ZEB1 -1,46±0,61 0,8734 -1,14±0,11 0,3185 

ZEB2 -1,62±0,07 0,0333 -1,51±0,03 0,0001 

BRMS1 -1,49±0,17 0,1882 1,04±0,12 0,6778 
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Tablo 4.1. ZEB2NAT‟ın susturulmasının MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında Kontrol-siRNA  

gruplarına göre genler üzerine etkisi (devamı). 

 

 

 

 MCF7 MDA-MB-231 

Gen Artış/Azalış P değeri Artış/Azalış P değeri 

CD44 -1,7±0,19 0,1772 -1,55±0,03 0,0016 

CDH1 3,12±0,09 0,0000 4,01±0,87 0,0004 

CDH2 -4,06±0,01 0,0000 -1,61±0,08 0,0158 

CDKN2A -1,23±0,64 0,8428 -1,19±0,12 0,3083 

COL4A2 8,63±0,58 0,0000 -1,03±0,16 0,7506 

CTNNA1 -1,14±0,07 0,1944 -1,37±0,08 0,0712 

HGF 2,05±1,83 0,1945 1,50±0,25 0,0931 

KISS1 1,51±0,42 0,2233 -1,08±0,12 0,5097 

KISS1R 1,18±0,12 0,1950 1,14±0,31 0,8183 

MMP2 -21,48±0,01 0,0012 -1,13±0,25 0,5354 

MMP10 1,87±0,98 0,1876 -1,39±0,11 0,1205 

MMP11 1,05±0,19 0,9267 1,19±0,11 0,1204 

MMP13 -1,24±0,16 0,3189 -2,66±0,16 0,1051 

MMP3 -14,98±0,03 0,0002 -1,97±0,07 0,0276 

MMP7 -2,48±0,04 0,0004 -4,65±0,18 0,0196 

MTA1 1,02±0,02 0,3129 1,04±0,17 0,8908 

MTSS1 -10,8±0,21 0,2526 1,68±0,33 0,0350 

PTEN 1,34±0,11 0,0146 1,78±0,33 0,0177 

RB1 49,87±8,07 0,0007 -1,05±0,18 0,8162 

SMAD2 -1,14±0,03 0,0442 -2,56±0,06 0,0173 

SMAD4 1,02±0,07 0,8555 2,1±0,79 0,0977 

TP53 1,33±0,24 0,1823 1±0,11 0,8922 

BAX 5,53±4,78 0,1168 -1,38±0,11 0,1164 

BCL2 8,28±8,01 0,0601 -1,13±0,15 0,5946 

CASP3 -1,02±0,63 0,6701 1,34±0,06 0,0024 

CASP7 1,26±0,11 0,0591 1,25±0,15 0,1389 

CASP8 1,02±0,02 0,3776 1,85±1,16 0,6228 

CASP9 4,17±0,43 0,0010 1,66±0,06 0,0000 

CASP10 -1,23±0,25 0,4834 1,11±0,09 0,2820 

CYCS 179,15±27,4 0,0000 -1,79±0,05 0,2050 

FADD 1,19±0,13 0,2005 1,23±0,17 0,2178 

FAS 1,04±0,08 0,6477 -1,19±0,07 0,1184 

TNF 1,68±0,06 0,0000 -1,02±0,02 0,4083 

TNFRSF1A 1,12±0,11 0,2831 1,09±0,69 0,5839 

TRADD 2,62±0,74 0,0447 1,04±0,21 0,7330 
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4.4. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Bazı Genlerin Protein Seviyeleri Üzerindeki 

Etkisinin Western Blot Yöntemi ile Belirlenmesi 

Gerçek-Zamanlı PZR analizi sonucunda mRNA seviyesinde her iki hücre 

hattında da anlamlı derecede değiĢiklik görülen ZEB2, E kaderin ve N kaderin 

proteinlerinin seviyelerindeki olası değiĢiklikler western blot yöntemi ile 

belirlenmiĢtir. Western blot analizi sonucunda her iki hücre hattında da Kontrol-

siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA gurubunda ZEB2 ve N 

kaderin protein seviyelerinin azaldığı E kaderin protein seviyesinin ise arttığı 

görülmüĢtür (ġekil 4.5 ve ġekil 4.6). 

 

Şekil 4.5. MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulmasının ZEB2, E kaderin ve N kaderin protein 

ifadeleri üzerine etkisi. 

 

 

Şekil 4.6. MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulmasının ZEB2, E kaderin ve N kaderin protein 

ifadeleri üzerine etkisi. 

4.5. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Hücre Canlılığı Üzerine Etkisinin 

Belirlenmesi 

Meme kanserinde ZEB2NAT‟ın rolünü ortaya çıkarmak amacıyla 

ZEB2NAT‟ın susturulması ZEB2NAT-siRNA‟larının transfeksiyonu ile 

sağlanmıĢtır. MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hücrelerinde 

ZEB2NAT‟ın susturulmasının 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonrası hücre canlılığı 
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üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla XTT testi kullanılmıĢtır. Hücre canlılığı 

oranları dikkate alındığında, MCF7 hücre hattında Kontol-siRNA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda sırasıyla 24., 48. ve 72. saatlerde 

%74, %62 ve %43 olduğu görülmüĢtür. Aynı hücre hattında ZEB2NAT-siRNA-2 

grubunda ise 24., 48. ve 72. saatlerde bu oranların sırasıyla %89, %67 ve %47 

olduğu hesaplanmıĢtır (ġekil 4.7).  

 

Şekil 4.7. ZEB2NAT‟ın MCF7 hücre canlılığı üzerine (a) optik dansite değerlerine (b) % canlılık 

oranlarına göre etkisi *p<0,05. 

MDA-MB-231 hücre hattında kontol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

hücre canlılığı oranının ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda sırasıyla 24., 48. ve 72. 

saatlerde %70, %60 ve %63 olduğu bulunmuĢtur. Aynı hücre hattında ZEB2NAT-

siRNA-2 grubunda ise 24., 48. ve 72. saatlerde bu oranların sırasıyla %85, %63 ve 

%64 olduğu saptanmıĢtır. Ġki hücre hattında da kontrol-siRNA uygulanmıĢ gruplarla 

karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA tranfekte edilen gruplarda hücre canlılığının 

azaldığı görülmüĢtür (ġekil 4.8). Her iki siRNA‟nın uygulanması sonrası hücre 

canlılığı azalmıĢtır. Ancak ZEB2NAT-siRNA-1 uygulamasının hücre canlılığı 

üzerine etkisi daha fazla bulunmuĢtur. 
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Şekil 4.8. ZEB2NAT‟ın MDA-MB-231 hücre canlılığı üzerine (a) optik dansite değerlerine (b) % 

canlılık oranlarına göre etkisi *p<0,05. 

4.6. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Apoptoz Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde canlı (annexin V-/7-AAD-), erken 

apoptoz (annexin V+/7-AAD−), geç apoptoz (annexin V+/7-AAD+) ve nekroz 

(annexin V-/7-AAD+) oranının belirlenmesi amacıyla FITC annexin V yöntemi 

kullanılmıĢtır. Akım sitometri analiz sonuçları, MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA 

grubunda ortalama toplam apoptoz oranının %7,45±2,7 olduğunu göstermiĢtir. 

ZEB2NAT-siRNA grubunda toplam apoptoz oranı ise %27,6±2,1 olarak 

hesaplanmıĢtır. ZEB2NAT‟ın susturulması MCF7 hücre hattında anlamlı derecede 

apoptozu uyarmıĢtır (ġekil 4.9). 
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Şekil 4.9. ZEB2NAT‟ın MCF7 hücrelerinde apoptoz üzerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-siRNA ve b) 

ZEB2NAT-siRNA akım sitometri analizi, c) % apoptoz oranları. 

MDA-MB-231 hücrelerinde akım sitometri analizleri sonucunda Kontrol-

siRNA grubunda toplam apoptoz oranının %6,7±1,5, ZEB2NAT-siRNA grubunda 

ise %18,45±0,7 olduğu görülmüĢtür. ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda MDA-

MB-231 hücrelerinde apoptoz oranının  anlamlı derecede arttığı görülmektedir (ġekil 

4.10). 

 

Şekil 4.10. ZEB2NAT‟ın MDA-MB-231 hücrelerinde apoptoz üzerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-

siRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA akım sitometri analizi, c) % apoptoz oranları 
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4.7. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Hücre İnvazyonu Üzerine Olan Etkisinin 

Belirlenmesi 

ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde invazyon üzerine etkisi 

invazyon odacıkları ile değerlendirilmiĢtir. Ġnvazyon odacıklarından diğer tarafa 

geçen hücreler invaze hücreler olarak kabul edilmiĢ ve mikroskopta sayılmıĢtır. 

MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA grubunda ortalama invaze hücre sayısının 

79±11 olduğu görülmüĢtür. ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama invaze hücre 

sayısı 54±5 olarak hesaplanmıĢtır. Bu sonuçlar dikkate alındığında ZEB2NAT‟ın 

susturulması durumunda MCF7 hücre hattında invazyonun %31,6±9 oranında 

baskılandığı görülmektedir (ġekil 4.11). 

 

Şekil 4.11. ZEB2NAT‟ın MCF7 hücrelerinde invazyon üzerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-siRNA ve 

b) ZEB2NAT-siRNA invazyon görüntüsü, c) Kontrol- siRNA ve ZEB2NAT-siRNA grupları invaze 

hücre sayısı. 

MDA-MB-231 hücre hattında Kontrol-siRNA grubunda ortalama invaze 

hücre sayısı 85±6 olarak hesaplanmıĢtır. ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama 

invaze hücre sayısının 50±8 olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlar dikkate alındığında 
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ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda MDA-MB-231 hücre hattında invazyonun 

%41±6,2 oranında  baskılandığı görülmektedir (ġekil 4.12). 

 

 

Şekil 4.12. ZEB2NAT‟ın MDA-MB-231 hücrelerinde invazyon üzerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-

siRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon görüntüsü, c) Kontrol- siRNA ve ZEB2NAT-siRNA 

grupları invaze hücre sayısı. 

4.8. ZEB2NAT’ın Susturulmasının Koloni Oluşumu Üzerine Olan Etkisinin 

Belirlenmesi 

ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde koloni oluĢumu üzerine 

etkisi koloni testi ile değerlendirilmiĢtir. Bu test sonucunda ZEB2NAT‟ın 

susturulması bu hücrelerde koloni oluĢum kapasitesini anlamlı derecede inhibe 

etmiĢtir. MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA grubunda koloni sayısının ortalama 

246±27 ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama 151±33 olduğu görülmüĢtür. 

MCF7 hücre hattında Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-

siRNA grubunda koloni oluĢumunun %38± 7,3 oranında baskılandığı görülmektedir 

(ġekil 4.13). Bu sonuçlar, aĢırı ZEB2NAT ifadesinin MCF7 hücrelerinin koloni 

oluĢturma yeteneğini arttırdığını göstermektedir. 
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Şekil 4.13. ZEB2NAT‟ın MCF7 hücrelerinde koloni oluĢumu üzerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-

siRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon görüntüsü, c) Kontrol- siRNA ve ZEB2NAT-siRNA 

grupları ortalama koloni sayısı. 

MDA-MB-231 hücre hattında Kontrol-siRNA grubunda ortalama 59±15 

koloni sayılmıĢtır. Ancak ZEB2NAT-siRNA grubunda koloni sayısı ortalama 36±14 

olarak hesaplanmıĢtır. MDA-MB-231 hücre hattında Kontrol-siRNA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA grubunda koloni oluĢumunun %40±15,3 

oranında baskılandığı görülmektedir (ġekil 4.14). Bu sonuçlar aĢırı ZEB2NAT 

ifadesinin MDA-MB-231 hücrelerinin koloni oluĢturma yeteneğini arttırdığını 

göstermektedir. 
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Şekil 4.14. ZEB2NAT‟ın MDA-MB-231 hücrelerinde koloni oluĢumu üzerine etkisi *p<0,05. a) 

Kontrol-siRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon görüntüsü, c) Kontrol- siRNA ve ZEB2NAT-

siRNA grupları ortalama koloni sayısı. 
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5. TARTIŞMA 

Son yıllara kadar kanser üzerine yapılan çalıĢmalarda proteinlere 

odaklanılmıĢtır. Ancak geliĢen teknoloji ile birlikte transkriptlerin %2‟sinin protein 

kodladığı %98‟inin ise kodlamayan RNA‟lar olduğu anlaĢılmıĢtır (Gezer ve ark., 

2014). Daha sonra artan çalıĢmalar ile birlikte kodlamayan RNA‟ların çeĢitli 

biyolojik rollere sahip olduğu gösterilmiĢtir. Çoğu kodlamayan RNA >200 

nükleotidden oluĢur ve uzun kodlamayan RNA'lar (lncRNA'lar) olarak 

tanımlanmaktadır (Wang ve ark., 2016). lncRNA‟ların özellikle son yıllarda birçok 

hastalığın yanı sıra kanser biyolojisindeki yeri de ortaya konmaya baĢlanmıĢtır (Liu 

ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015a; Zhao ve ark., 2015).  

siRNA ve miRNA gibi küçük kodlamayan RNA‟lar ile ilgili oldukça veri 

bulunmasına rağmen, lncRNA‟lar konusunda literatür daha sınırlıdır (Kapranov ve 

ark., 2007; Meseure ve ark., 2015). lncRNA‟ların anjiyogenez, metastaz (Zhan ve 

ark., 2016) ve apoptoz (Wang ve ark., 2015b) gibi farklı süreç ve yolaklarda görevli 

genlerin düzenlenmesinde önemli iĢlevleri olduğu ve bu nedenle de kanser 

patogenezinin moleküler düzeyde anlaĢılmasına katkıda bulunması kaçınılmazdır. 

lncRNA‟lardan MALAT1 (Gutschner ve ark., 2013), HOTAIR (Ding ve ark., 

2014) ve TRE (Gumireddy ve ark., 2013); kromatin modifikasyonu, epigenetik 

düzenlenme, alternatif splayzing ve translasyonel kontrol aracılığı ile hücre 

migrasyonu, invazyon, EMT ve metastazın kontrolünün önemli örneklerini 

oluĢturmaktadır. Ancak, son yıllarda daha çok transkriptin kanser metastazı ile 

iliĢkilendirilmesi ve fonksiyonlarının açığa çıkarılması potansiyel araĢtırma 

konularını oluĢturmaktadır (Dhamija ve Diederichs 2016). Örneğin, lncRNA 

LEIGC‟nin mide kanserinde EMT‟nin engellenmesinde önemli bir faktör olduğu 

gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada mide kanserinde LEIGC‟nin baskılandığı durumda 

EMT sürecinde önemli olan SNAIL, Slug, TWIST ve ZEB transkripsiyon 

faktörlerinin ifadelerinde önemli artıĢa neden olduğu gösterilmiĢtir (Han ve ark., 

2014). 

Antisense uzun kodlamayan RNA‟lar bir protein kodlama lokusuna karĢı 

antisense yönde ifade olan lncRNA‟lardır. Antisense lncRNA‟lar insan hücrelerinde 

sıklıkla ifade edilmektedir. Ayrıca, tüm transkribe edilen bölgelerin %61-72‟si 
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antisense lncRNA‟lara sahiptir (He ve ark., 2008). lncRNA ZEB2NAT, EMT 

sürecinde önemli role sahip ZEB2‟nin doğal antisense transkriptidir. ZEB2 

mRNA‟sının 5ˈ-UTR bölgesinde yer alan bir intron, aktif translasyona neden olan iç 

ribozom giriĢ bölgesi (IRES) içermektedir. Bu intronun splayzinginin önlenmesi 

ZEB2‟nin doğal antisense transkriptinin varlığına bağlıdır. Epitelyal hücrelerde bu 

doğal antisense transkriptin ifadesi ZEB2 5ˈ-UTR‟sinin splayzingini önlediği 

durumda ZEB2 protein ifadesinin artıĢına neden olmakla birlikte E-kaderin 

ifadesinin azalmasına neden olmaktadır. Ayrıca aynı çalıĢmada kolon kanserinde 

ZEB2NAT, ZEB2 intron ve E-kaderin ifadeleri arasında bir uyum olduğu rapor 

edilmiĢtir (Beltran ve ark., 2008). 

ÇalıĢmalar ZEB2NAT‟ın mide kanseri (Wang ve ark., 2019), kolon kanseri 

(Jianqiang ve ark., 2018), akciğer kanseri (Guo ve ark., 2018), mesane kanseri (Wu 

ve ark., 2017) ve hepatoselüler karsinomun (Lan ve ark., 2016) ilerlemesinde rol 

oynadığını göstermiĢtir. Ancak ZEB2NAT‟ın meme kanserindeki rolü henüz açığa 

çıkarılmamıĢtır. 

Bu tez çalıĢmasında, ZEB2NAT‟ın meme kanseri üzerindeki rolünün açığa 

çıkarılması amacıyla iki farklı özelliğe sahip MCF7 (ER+) ve MDA-MB-231 (ER-) 

insan meme kanseri hücreleri kullanılmıĢtır. Bu amaçla hücrelerde ZEB2NAT ifadesi 

siRNA yöntemi ile baskılanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda sentetik siRNA‟ların 

kullanılması ile hedef genin susturulması yoluyla genlerin fonksiyonları 

araĢtırılabilmektedir. siRNA yöntemi ile genin tamamen baskılanması mümkün 

olmamakla birlikte uygun diziler kullanılarak yüksek oranda gen baskılama iĢlemi 

gerçekleĢtirilmektedir. Daha önce ZEB2NAT‟ı Wu ve ark. (2019) mide kanseri 

hücrelerinde,  Jin ve ark. (2017) hepatoselüler karsinoma hücrelerinde, Guo ve ark. 

(2018) ise akciğer kanseri hücrelerinde siRNA yöntemi ile yüksek oranda 

baskılamayı baĢarmıĢ, ancak hiçbir çalıĢmada tamamen baskılandığı 

gösterilmemiĢtir. Bu tez çalıĢmasında susturma iĢlemi, ZEB2NAT ifadesinin gerçek-

zamanlı PZR metodu ile kontrol edilmiĢtir. MCF7 hücre hattında en yüksek susturma 

oranı %88 olarak hesaplanmıĢtır. MDA-MB-231 hücrelerinde de ZEB2NAT ifadesi 

%64 oranında baskılanmıĢtır. Daha sonra ZEB2NAT‟ın meme kanseri hücreleri 

üzerindeki etkisi EMT, metastaz ve apoptoz yolaklarında önemli genlerin ifadeleri, 

ZEB2, E kaderin, N kaderin protein ifadeleri, hücre proliferasyonu, apoptoz, 
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invazyon ve koloni oluĢturma kapasitesi sırasıyla, gerçek-zamanlı PZR, western blot 

analizi, XTT metodu, FITC annexin V yöntemi, invazyon ve koloni testleri 

kullanılarak değerlendirilmiĢtir. 

Kolorektal kanserli hastalarda lncRNA ZEB2NAT'ın ifadesinin klinik 

öneminin araĢtırıldığı bir çalıĢmada kolorektal kanserli 87 hastadan kanser dokusu ve 

komĢu normal mukozal dokular alınmıĢtır. Alınan dokularda ZEB2NAT ifadesi ile 

kolorektal kanserli hastaların klinikopatolojik özellikleri karĢılaĢtırılmıĢtır. Normal 

doku ile kıyaslandığında kolorektal kanser dokusunda ZEB2NAT ifadesinin 18,75 

kat anlamlı bir Ģekilde artmıĢ ifadesi görülmüĢtür. Ayrıca kolorektal kanserdeki 

ZEB2NAT ifadesinin bu hastalarda ölüm ile de pozitif korele olduğu rapor 

edilmiĢtir. Hastaların 5 yıllık sağkalım oranları dikkate alındığında yüksek 

ZEB2NAT ifadesinin görüldüğü hastalarda sağkalım oranının %43,2, düĢük olan 

hastalarda ise %76,7 olduğu görülmüĢtür. Ayrıca, düĢük ZEB2NAT ifadesinin 

hastaların daha iyi sağkalım ile iliĢkili prognostik faktörü olduğu gösterilmiĢtir 

(Jianqiang ve ark., 2018).  

TGFβ sinyal yolağı EMT‟de önemli bir yolaktır ve invaziv kanserlerde 

ifadesinin yüksek olduğu gösterilmiĢtir (Van Belle ve ark., 1996). Zhuang ve ark. 

(2015) tarafından insan mesane kanseri dokularında ZEB2NAT transkribi ve ZEB2 

protein ifadesinin TGFβ1 mRNA seviyesi ile uyumlu olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca 

mesane kanseri hücrelerinde ZEB2NAT aracılığıyla EMT‟nin indüklendiği rapor 

edilmiĢtir (Zhuang ve ark., 2015).  

Bu tez çalıĢmasında da ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda Kontrol-siRNA 

grupları ile karĢılaĢtırıldığında MCF7 hücre hattında TGFB1 ifadesinin 1,32 kat 

(p=0,0016), MDA-MB-231 hücrelerinde 4,39 kat anlamlı (p=0,0007) derecede 

azaldığı görülmüĢtür. TGFB2 ifadesi ise MCF7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarında 

sırasıyla 3,43 (p=0,0821) ve 1,43 (p=0,0189) kat azalmıĢtır.  Tümör büyümesinde 

önemli role sahip diğer bir büyüme faktörü olan IGFBP4 gen ifadesi de MCF7 hücre 

hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda 3 kat anlamlı derecede (p=0,0094) 

azalmıĢtır. MDA-MB-231 hücre hattında ise IGFBP4 ifadesinde 1,06 kat artıĢ 

(p=0,3015) görülmüĢ ancak istatistiksel olarak anlamlı olmadığı bulunmuĢtur.  
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Büyüme faktörü ailesinin bir üyesi olan PDGF (platelet kaynaklı büyüme 

faktörü) sinyal yolağı anjiyogenezde önemli rol oynamaktadır. Bu yolak tirozin kinaz 

aktivitesi gösteren PDGFRA ve PDGFRB olarak tanımlanan farklı iki PDGF 

reseptörü tarafından aktiflenmektedir (Uutela 2004). PDGF reseptörlerinin 

ekspresyonunun meme kanserindeki ifadesinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada meme 

kanseri doku örneklerinde komĢu normal dokulara göre PDGFRB ifadesinde önemli 

pozitif bir fark olduğu, ancak PDGFRA ifadesinde anlamlı fark görülmediği rapor 

edilmiĢtir (Vrekoussis ve ark., 2007). Bu tez çalıĢmasında ZEB2NAT‟ın 

susturulması anjiyogenezde önemli role sahip PDGFRB ifadesini MCF7 hücre 

hattında 1,39 kat (p=0,0179) MDA-MB-231 hücre hattında ise 1,56 kat (p=0,0030) 

anlamlı derecede azaltmıĢtır. 

Ayrıca β-katenin ve TGF-beta/Smad sinyalleri transkripsiyon faktör 

kompleksi olarak görev alan TCF/LEF ve Smad aracılığı ile EMT sürecinde önemli 

rol oynayan genlerin aktivasyonunda birlikte rol oynamaktadırlar (Labbe ve ark., 

2000). Bu tez çalıĢmasında gerçek-zamanlı PZR sonuçları ZEB2NAT‟ın 

baskılanmasının TGF-beta sinyal yolağında önemli role sahip SMAD2 ifadesinde de 

önemli değiĢikliğe neden olduğunu göstermiĢtir. ZEB2NAT‟ın baskılanması MCF7 

hücre hattında SMAD2 ifadesinin 1,14 kat (p=0,0442), MDA-MB-231 hücre hattında 

ise 2,56 kat (p=0,0173) anlamlı derecede azalmasına neden olmuĢtur. Bu sonuçlar 

TGFbeta sinyal yolağı üzerinden ZEB2NAT‟ın EMT‟yi indükleyebileceğini 

düĢündürmektedir. 

Ġnvazyon ve metastazda primer tümör bölgesinde hücre-hücre bağlantı kaybı 

oldukça önemli bir süreçtir. Desmosomlar, hücre-hücre bağlantısını sağlayan 

hücreler arası bağlantılardır ve epitel doku bütünlüğünün sağlanmasında önemlidir 

(Thomason ve ark., 2010). Desmozomal protein ifadesinin meme kanserinin (Oshiro 

ve ark., 2005) yanı sıra orofaringeal skuamöz hücreli karsinoma (Papagerakis ve ark., 

2009), servikal karsinoma (Alazawi ve ark., 2003), kolorektal kanser (Cui ve ark., 

2011) ve pankreas kanserinde (Hamidov ve ark., 2011) düĢük olduğu daha önceden 

yapılan çalıĢmalarla bulunmuĢtur. Bu tez çalıĢmasında hücre-hücre bağlantısında 

önemli olan ve dolayısıyla hücre hareketini kısıtlayan DSP gen ifadesi çalıĢılmıĢtır. 

ZEB2NAT ifadesinin susturulması MCF7 hücre hattında 1,16 kat (p=0,0153), MDA-

MB-231 hücre hattında ise 1,23 kat anlamlı artıĢa (p=0,0278) neden olmuĢtur. 
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Dolayısıyla ZEB2NAT‟ın baskılanması hücre-hücre bağlantısında önemli role sahip 

DSP‟nin artıĢına neden olarak EMT‟yi baskılayabileceği ve metastazı da 

azaltabileceği düĢünülmektedir. 

ZEB2, E kaderin ve epitelyal hücreler arası bağlantılar için gerekli olan diğer 

genlerin ifadesini baskılayarak EMT‟yi aktive eden bir transkripsiyon faktörüdür. 

ZEB2 proteinin sentezi, kendisinin doğal bir antisensi olan ZEB2NAT isimli 

lncRNA ile kontrol edilmektedir. Yapılan bir çalıĢmada yetiĢkin fare 

fibroblastlarında ZEB2NAT ifadesinin susturulmasının hem ZEB2NAT hem de 

ZEB2 ifadesinin azalmasını indüklediği ve yaĢlı fibroblastların pluripotent hücrelere 

yeniden programlanmasını artırdığı rapor edilmiĢtir. Daha önceden yapılan bu 

çalıĢma ile birlikte bir antisense transkript olan ZEB2NAT‟ın yaĢlı hücrelerin 

yeniden programlanmasında, farklılaĢmasında ve pluripotenside etkileri olan yeni bir 

düzenleyici olduğu gösterilmiĢtir (Bernardes ve ark., 2018). Hem EMT sürecinde 

hemde kök hücrede önemli olan Wnt yolağının aktivasyonu ve β-katenin‟in nükleer 

birikimi kolon kanserinde E kaderin kaybını arttırmıĢ birkaç meme kanseri hücre 

hattında vimentin ifadesini ve EMT sürecini indüklemiĢtir (Brabletz ve ark., 2001; 

Gilles ve ark., 2003).  

Bu tez çalıĢmasında, ZEB2NAT susturulduğu durumda gerçek-zamanlı PZR 

sonuçları EMT sürecinde önemli olan WNT yolağından bazı genlerin anlamlı 

derecede değiĢtiğini göstermiĢtir. ZEB2NAT‟ın susturulması MCF7 hücre hattında 

WNT5B gen ifadesinde 1,35 kat (p=0,0460) anlamlı azalıĢa, MDA-MB-231 hücre 

hattında 1,07 kat (p=0,7308) anlamlı olmayan artıĢa neden olmuĢtur. 

Ayrıca ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda MCF7 hücre hattında WNT11 ve 

WNT5A gen ifadelerinde sırasıyla 1,08 (p=0,7954) ve 1,33 kat (p=0,1365) azalıĢ 

görülmüĢtür ancak, istatistiksel olarak anlamlı değildir. MDA-MB-231 hücre 

hattında ise aynı genlerde sırasıyla 2,22 ve 44,79 kat anlamlı derecede azalıĢ 

saptanmıĢtır (p<0,05). Ayrıca WNT yolağının önemli bir bileĢeni olan CTNNB1 

(Katenin beta 1) gen ifadeside MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu 

durumda 1,07 kat (p=0,0236) anlamlı derecede azalmıĢtır. MDA-MB-231 

hücrelerinde ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda CTNNB1 ifadesinin 1,51 kat 

arttığı görülmüĢ ancak istatistiksel olarak anlamlılık saptanmamıĢtır (p=0,2446).  
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GSK3B sitoplazmada β-katenini fosforilleyerek proteozomal degredasyonuna 

neden olmakta ve β-katenin ifadesini negatif olarak düzenlemektedir. Bu nedenle 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının negatif düzenleyicisi olarak rol oynamaktadır 

(Mishra, 2010; Aristizabal-Pachon ve ark., 2015). 2005 yılında yapılan kapsamlı bir 

çalıĢmada in vitro koĢullarda kinaz inaktif GSK3B‟nin β-katenin ifadesini stabilize 

ettiği ve onun nükleusta lokalizasyonunu katalizlediği gösterilmiĢtir. Ayrıca in vivo 

koĢullarda kinaz inaktif GSK3B transgenik farelerde β-katenin ve siklin D1 aĢırı 

ifadesi ile meme tümör geliĢimin arttığı rapor edilmiĢtir (Farago ve ark., 2005).  

Bu tez çalıĢmasında Wnt/β-katenin sinyal yolağının negatif düzenleyicisi olan 

GSK3B‟nın ifadesi MDA-MB-231 hücrelerinde ZEB2NAT ifadesi susturulduğunda 

1,35 kat anlamlı derecede arttığı görülmüĢtür (p<0,05). MCF7 hücre hattında 

GSK3B gen ifadesinde anlamlı değiĢim saptanmamakla birlikte 1,01 kat artıĢ 

görülmüĢtür (p=0,9634). 

Ġnvazyonun önemli basamaklarından olan bazal membran yıkımında önemli 

role sahip MMP‟lerden MMP2, MMP9 ve MT1-MMP‟nin ovaryum, meme ve 

prostat kanser invazyonunda önemli olduğu gösterilmiĢtir (Jones ve ark., 1999; 

Schmalfeld ve ark., 2001; Morgia ve ark., 2005). β-katenin/TCF/LEF 

transkripsiyonel aktivitesi MT1-MMP, MMP-7 ve MMP-26‟nın ifadesi aracılığıyla 

invazyon ve metastazı indüklemektedir (Marchenko ve ark., 2002; Takahashi ve ark., 

2002). İn vitro koĢullarda E-kaderin ifadesinde azalma ve vimentin ifadesinde artma 

ile karakterize EMT‟li prostat kanser hücrelerinde MMP2, MMP9 ve MT-MMP 

ifadesinin yüksek olduğu görülmüĢtür (Daja ve ark., 2003). Bu tez çalıĢmasında 

hücrelerin invazyon ve migrasyonunda önemli rol oynayan matriks metalloproteinaz 

(MMP) üyelerinden bazılarının ifadelerinde ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda 

değiĢiklikler görülmüĢtür. Bunlar; MCF7 hücre hattında MMP2, MMP3 ve MMP7 

gen ifadesinde sırasıyla 21,48, 14,98 ve 2,48 kat anlamlı azalıĢ bulunmuĢtur 

(P<0,05). MDA-MB-231 hücre hattında ise ZEB2NAT‟ın susturulması MMP2, 

MMP3 ve MMP7 gen ifadesinde sırasıyla 1,13 (p=0,5354), 1,97 (p=0,0276) ve 4,65 

(p=0,0196) kat azalıĢa neden olmuĢtur. Ayrıca MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın 

susturulması matriks metalloproteaz inhibitörleri olarak bilinen TIMP‟lerden 

(metalloproteazların spesifik doku inhibitörleri) TIMP1 ve TIMP3 gen ifadelerinde 

sırasıyla 7,94 ve 1,28 kat anlamlı artıĢa neden olduğu görülmüĢtür (p<0,05). MDA-
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MB-231 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulması TIMP1 ve TIMP3 gen ifadeleri 

üzerinde anlamlı bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. 

WNT ile aktive edilen β-katenin/TCF kompleksi, EMT ile iliĢkili genlerin 

ekspresyonunu değiĢtirerek meme kanseri metastazını güçlendirmektedir (Wu ve 

ark., 2012). Daha önce yapılan bir araĢtırmada β-katenin/TCF4‟ün doğrudan ZEB1 

promotörüne bağlanarak ZEB1 transkripsiyonunu aktive ettiği gösterilmiĢtir. Ayrıca 

β-katenin ve TCF4‟ün baskılanması ZEB1 ifadesinin inhibisyonuna neden olduğu da 

rapor edilmiĢtir (Sánchez-Tilló ve ark., 2011).  

Bu tez çalıĢmasında da EMT‟de önemli bir transkripsiyon faktörü olan TCF4 

gen ifadesinde ZEB2NAT‟ın baskılanması MCF7 (1,47 kat) ve MDA-MB-231 (1,62 

kat) hücre hatlarında anlamlı azalmaya neden olmuĢtur (p<0,05).  

MTSS1 (Metastaz supresor 1) bir hücrede kanser ilerlemesi veya tümör 

metastazı ile iliĢkili olduğu bilinmektedir. MTSS1‟in azalan ifadesinin meme kanseri 

metastazını arttırdığı daha önce yapılan bir çalıĢmada rapor edilmiĢtir (Xie ve ark., 

2018). MTSS1 normal ve bazı metastatik olmayan kanser hücrelerinde ifade 

edilmektedir. Ancak MTSS1‟in ifadesi meme (Parr ve Jiang, 2009), mesane (Nixdorf 

ve ark., 2004), prostat (Loberg ve ark., 2005), mide (Liu ve ark., 2010) ve böbrek 

kanseri (Du ve ark., 2012) gibi farklı kanser türlerinde azalmıĢ veya yoktur. Bu tez 

çalıĢmasında, önemli bir tümör baskılayıcı olan MTSS1 ifadesinin MDA-MB-231 

hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda 1,68 kat arttığı görülmüĢtür. 

MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda bu genin ifadesinde 

anlamlı bir değiĢim saptanmamıĢtır. 

Fibronektin (FN1) ile fibronektin reseptörü olan α5β1 integrinin bağlanması 

hücresel uzantıların oluĢturulması ve hücre hareketini indüklemede önemlidir 

(Davidson ve ark., 2006). Fibronektinin prostat ve mide kanser hücrelerinde 

invazyon ve hücre hareketini arttırdığı görülmüĢtür (Zeng ve ark., 2006; Yang ve 

ark., 2008).  

Bu tez çalıĢmasında, önemli bir ECM proteini olan FN1 (Fibronektin 1) gen 

ifadesinin MDA-MB-231 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda 1,25 

kat anlamlı azalıĢa neden olmuĢ ve MCF7 hücre hattında FN1 gen ifadesinde anlamlı 

bir değiĢiklik görülmemiĢtir. Ayrıca ITGA5 (integrin subunit alfa 5) gen ifadesi 
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MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu grupta 1,27 kat anlamlı derecede 

azalmıĢtır. MDA-MB-231 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulması ITGA5 gen 

ifadesini anlamlı derecede değiĢtirmemiĢtir. 

STEAP1 (Six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1) prostat 

kanseri ve diğer birçok dokudan elde edilen insan kanser hücrelerinde aĢırı ifade 

edilen prostat spesifik hücre yüzey antijeni olarak tanımlanmıĢtır. STEAP1‟in insan 

meme kanserlerinde aĢırı ifade olduğu daha önce yapılan bir çalıĢmada da 

gösterilmiĢtir. Ayrıca STEAP1 transkripsiyonunun meme kanseri vakalarında tümör 

derecelendirmesi ile pozitif korelasyon gösterdiği de rapor edilmiĢtir (Maia ve ark., 

2008). Mevcut tez çalıĢmasında, STEAP1 gen ifadesinin MDA-MB-231 hücre 

hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda 1,64 kat anlamlı derecede azaldığı 

görülmüĢtür. Ayrıca MCF7 hücre hattında STEAP1 gen ifadesinde anlamlı bir 

değiĢim saptanmamıĢtır. 

ECM‟nin majör komponentlerinden hyaluronan (HA) direk ve indirek olarak 

hücre biyolojisinin temel yönlerini etkilemektedir. Bu nedenle, HA‟da ortaya çıkan 

anormallikler enflamatuar hastalıklar ve kanser gibi birçok hastalıkta rol 

oynamaktadır (Toole, 2004). HA, N-asetil glukozamin ve glukuronik asit disakkarit 

tekrarlarından oluĢan büyük bir polisakkarittir. Normal fizyolojik Ģartlarda HA 

25,000 disakkarit birimlerinden oluĢmaktadır. Ancak patolojik durumlarda HA, daha 

küçük ve daha dağınık hale gelebilmektedir (Heldin ve ark., 2013). HA hücre yüzey 

reseptörleri ile etkileĢip hücre içi sinyal iletimini aktive ederek fibroblast motilitesini 

uyandırır. Spesifik olarak bu molekül miyofibroblastların HA bağımlı invazyon 

kapasitesini hücre-hücre bağlantılarında önemli rol oynayan hücre yüzey molekülü 

CD44 ile bağlanarak arttırabilir (Li ve ark., 2011). 6-mer HA oligosakkaritleri 

fibroblast migrasyonunu uyarmak için CD44 tarafından ligandın tanınmasında 

gereklidir (Tolg ve ark., 2014). HA sentez inhibitörü 4-methylumbelliferone (4-

MU)‟un CD44 sinyalini azaltarak osteosarkoma hücrelerinin akciğere metastazını 

inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Arai ve ark., 2011).  

Bu tez çalıĢmasında da hücre migrasyonunda önemli role sahip CD44 gen 

ifadesinin MDA-MB-231 hücrelerinde ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda 1,55 kat 

anlamlı derecede (p=0,0016)  azaldığı görülmüĢtür. Ancak, MCF7 hücre hattında da 
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ZEB2NAT‟ın susturulması CD44 gen ifadesini 1,7 kat azaltmıĢ ancak istatistiksel 

olarak anlamlılık (p=0,1772) bulunmamıĢtır.  

Tip IV kollajen bazal membranın ana bileĢenidir ve altı farklı α zincir (α1- 

α6) arasından üç zincirin kombinasyonu ile oluĢmaktadır. Bu altı zincir de farklı altı 

gen (COL4A1-COL4A6) tarafından kodlanmaktadır (Ricard-Blum, 2011). Arresten, 

canstatin ve tumstatin tip IV kollajenin sırasıyla α1, α2 ve α3 zincirlerinden salınan 

antianjiyogenik fragmentlerdir (Monboisse ve ark., 2014). 2015 yılında yapılan bir 

çalıĢmada meme kanseri hücre hatlarında azalan kollajen IV ifadesinin kollajenin 

yeniden düzenlenmesine neden olduğu ve bununda ECM‟ye tümör invazyonunu 

arttırdığı rapor edilmiĢtir (Afzan ve ark., 2015). Bu tez çalıĢmasında bazal 

membranın ana kompenentlerinden biri olan COL4A2  (Kollajen tip IV alfa 2) 

ifadesi MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda 8,63 kat anlamlı 

derecede artmıĢtır (p<0,05). Ancak MDA-MB-231 hücre hattında ZEB2NAT‟ın 

baskılanması COL4A2 gen ifadesinde anlamlı bir değiĢime neden olmamıĢtır. 

Snail ailesi promotor analizleri sonucunda AP1 ve AP4, Smad bağlanma 

bölgeleri, LEF1 bağlanma bölgeleri ve bunların transkripsiyonel aktivitesini 

düzenleyen transkripsiyon faktörlerinin promotora bağlanmasına yardımcı olan iki E 

box bölgeleri tanımlanmıĢtır (Barbera ve ark., 2004; Sakai ve ark., 2005). Son 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda AP4‟ün kolon kanserinde invazyon ve hücre 

migrasyonunu arttırdığı ve EMT sürecini düzenlediği, ayrıca çoğu kanser tipinde 

yüksek seviyede ifade olduğu ve kanser hastalarında kötü prognoz ile bağlantılı 

olduğuda rapor edilmiĢtir (Buechler 2009; Jackstadt ve ark., 2013; Hu ve ark., 2013). 

Epitelyal sitokeratinlerin yanısıra sıkı bağlantılar ve epitelyal hücre polaritesi için 

gerekli olan klaudin ve okludinleri içeren diğer yaygın epitelyal genlerin bir çeĢidinin 

represörü olarak Snail ailesi gösterilmektedir (Peinado ve ark., 2007). Snail‟in CAR, 

okludin, klaudin-3 ve E kaderin‟in promotorlarını hedef alan transkripsiyonel 

represör kompleksini Ģekillendirmek için Smad3 ve Smad4 ile etkileĢim içinde 

olduğu görülmüĢtür (Vincent ve ark., 2009). Çok fazla kanser hücre hattı kullanılarak 

gerçekleĢtirilen çalıĢma sonucunda Snail ifadesinin ZEB1 ifadesini indüklediğide 

görülmüĢtür (Guaita ve ark., 2002). Meme kanserlerinde, Snail ve Slug ifadesi 

değerlendirilmiĢ ve E kaderin baskılanması ile iliĢkilendirilmiĢtir. Ayrıca, Snail ve 

Slug ifadesi lenf nodu metastazında, tümör nüksünde ve kötü prognozda artmıĢtır 
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(Elloul ve ark., 2005; Come ve ark., 2006). Ayrıca, Snail MMP2 promotorunu aktive 

etmiĢ, vimentin ifadesini arttırmıĢ ve sküamoz hücre karsinomlarının invazyonunu 

indüklemiĢtir. Snail çeĢitli hücre hatlarında da MMP9, MT1-MMP ve MT2-MMP 

ifadelerini indüklemiĢtir (Yokoyama ve ark., 2003; Jorda ve ark., 2005; Ota ve ark., 

2009). Özetle, bir transkripsiyon faktörü olarak Snail sıkı bağlantı stabilitesinde, 

epitelyal hücre polaritesi ve morfolojisini düzenleyen kontrol genlerinde anahtar rol 

oynayarak çeĢitli kanser tiplerinde EMT, invazyon, kötü klinik sonuç ve metastazın 

geliĢimi ile iliĢkili olduğu görülmektedir. Bu tez çalıĢmasında da SNAI2 (Slug) 

ifadesi ZEB2NAT ifadesinin baskılandığı durumda Kontrol-siRNA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında MDA-MB-231 hücre hattında 1,42 kat (p=0,0046) anlamlı 

derecede MCF7 hücre hattında 1,67 kat (p=0,0684)  azalmıĢtır.  

Daha önce yapılan bir araĢtırma da western blot analizleri sonucunda A549 ve 

NCI-H292 insan akciğer kanseri hücrelerinde ZEB2NAT ifadesinin susturulmasının 

BAX, CASP3, CASP9 protein ifadesini arttırdığı gösterilmiĢ ve CASP8 protein 

ifadesi üzerine anlamlı bir etkisi olmadığı belirtilmiĢtir. H-125 ve H1975 insan 

akciğer kanseri hücrelerinde aĢırı ZEB2NAT ifadesinin sağlanması durumunda 

BAX, CASP3 ve CASP9 protein ifadesinin de azaldığı rapor edilmiĢtir (Guo ve ark., 

2018).  

Bu tez çalıĢmasında da MCF7 hücrelerinde ZEB2NAT ifadesinin 

susturulmasının apoptozda önemli olan PTEN (1,34 kat), RB1 (49,87 kat), CASP9 

(4,17 kat), CYCS (179,15 kat), TNF (1,68 kat) ve TRADD (2,62 kat) gen ifadelerinin 

anlamlı derecede artmalarına neden olduğu görülmüĢtür (p<0,05). Ayrıca MDA-MB-

231 hücrelerinde apoptoz ile iliĢkilendirilen PTEN, CASP3 ve CASP9 genlerinin 

ifadeleri ZEB2NAT baskılandığında Kontrol-siRNA grubuna kıyasla sırasıyla 1,78, 

1,34 ve 1,66 kat anlamlı derecede artmıĢtır (p<0,05). Bu bulgular ZEB2NAT‟ın 

baskılanmasının ifadeleri değiĢen genler üzerinden her iki hücre hattında da apoptozu 

indükleyebileceğini göstermektedir. 

Daha önce yapılan bir çalıĢmada, ZEB2NAT ifadesinin baskılandığı durumda 

karaciğer kanseri hücrelerinde tümör büyümesinin ve metastazında baskılandığı 

belirtilmiĢtir. Ayrıca aynı çalıĢmada karaciğer kanseri dokularında ZEB2NAT 

ifadesinin yüksek olduğu gösterilmiĢtir (Lan ve ark., 2016).  
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Wang ve ark. (2019) tarafından yapılanı bir çalıĢmada ZEB2NAT‟ın mide 

kanseri hücrelerinde susturulmasının Ki-67, PCNA, VEGF ve MMP9 ifadelerini 

azalttığı CASP3, CASP8, CASP9 ve PARP seviyelerini arttırdığı rapor edilmiĢtir. 

Ayrıca daha önceden yapılan bu çalıĢmada ZEB2NAT‟ın EMT markerlarından E 

kaderin, Vimentin and ZEB2 üzerindeki etkilerini araĢtırmıĢtır. Bu hücrelerde 

ZEB2NAT‟ın susturulması EMT markerlarından E kaderin protein ifadesini 

arttırdığı, vimentin ve ZEB2 protein seviyesini de önemli derecede azalttığı 

belirtilmiĢtir (Wang ve ark., 2019).  

Bu tez çalıĢmasında da her iki hücre hattında, önemli EMT markerlarından E 

kaderin, N kaderin, ZEB2 ve vimentin ifadeleri değerlendirilmiĢtir. ZEB2NAT‟ın 

susturulması E kaderin (CDH1) ifadesinde MCF7 hücre hattında 3,12, MDA-MB-

231 hücre hattında 4,01 kat anlamlı artıĢa neden olmuĢtur (p<0,05). Ayrıca western 

blot sonuçları E kaderin (CDH1) protein ifadesinde de artıĢ olduğunu iki hücre 

hattında da göstermiĢtir. ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda MCF7 hücre 

hattında N kaderin (CDH2), ZEB2 ve vimentin (VIM) ifadelerinde sırasıyla 4,06 

(p=0,0000), 1,62 (p=0,0333) ve 1,08 (p=0,0109) kat anlamlı azalıĢ görülmüĢtür. 

MDA-MB-231 hücre hattında da ZEB2NAT‟ın susturulması N kaderin (CDH2), 

ZEB2 ve vimentin (VIM) ifadelerinde sırasıyla 1,61 (p=0,0158), 1,51 (p=0,0001) ve 

1,65 (p=0,0009) kat anlamlı azalıĢa neden olmuĢtur. Ayrıca her iki hücre hattında da 

western blot sonuçları ZEB2NAT‟ın susturulduğu durumda N kaderin (CDH2) ve 

ZEB2 protein seviyesinin azaldığını göstermiĢtir. 

Wu ve ark. (2019) tarafından yapılan bir çalıĢmada, SGC-7901 insan mide 

kanseri hücrelerinde ZEB2NAT‟ın hücre canlılığına etkisi CCK-8 hücre canlılık testi 

ile belirlenmiĢtir. Aynı çalıĢmada SGC-7901 insan mide kanseri hücrelerinde 

ZEB2NAT ifadesinin susturulduğu durumda hücre çoğalmasının baskılandığı 

belirtilmiĢtir.  

Bu tez çalıĢmasında MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri 

hücrelerinde ZEB2NAT‟ın susturulmasının 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sonrası 

hücre canlılığı üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla XTT hücre canlılık testi 

yapılmıĢtır. Sitotoksisite deneyleri sonucunda MCF7 hücre hattında ZEB2NAT‟ın 

susturulmasının Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında hücre canlılığı 

oranlarının sırasıyla 24., 48. ve 72. saatlerde %74, %62 ve %43 olduğu görülmüĢtür. 
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MDA-MB-231 hücre hattında Kontol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

ZEB2NAT‟ın baskılandığı grupta hücre canlılığı oranının sırasıyla 24., 48. ve 72. 

saatlerde sırasıyla %70, %60 ve %63 olduğu bulunmuĢtur. Bu sonuçlar dikkate 

alındığında ZEB2NAT‟ın her iki hücre hattında da hücre canlılığını etkilediği 

görülmektedir. 

Daha önce gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada, mide kanserinde in vitro (hücre 

hattı) ve in vivo da (doku örneklerinde) ZEB2NAT ifadesi araĢtırılmıĢtır. Mide 

kanseri örneklerinde ZEB2NAT ifadesinin tümör ilerlemesi arasında pozitif bir 

korelasyon belirtilmiĢtir. Ayrıca mide kanseri hücrelerinde de ZEB2NAT ifadesinin 

yüksek olduğu göstermiĢlerdir. AraĢtırmacılar ZEB2NAT‟ın mide kanseri hücre 

apoptozu üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla Annexin V FITC/PI yöntemini 

kullanmıĢlardır. ZEB2NAT‟ın susturulmasının SGC-7901 ve BGC-823 mide kanseri 

hücrelerinde apoptozun artıĢına neden olduğunu rapor etmiĢlerdir (Wang ve ark., 

2019).  

Bu tez çalıĢmasında ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri 

hücrelerinde hücre apoptozu üzerine etkisi FITC annexin V apoptoz kiti ile 

değerlendirilmiĢtir. Akım sitometri analizi sonucunda MCF7 hücre hattında toplam 

apoptoz oranının Kontrol-siRNA grubu (%7,45±2,7) ile karĢılaĢtırıldığında 

ZEB2NAT‟ın baskılanması sonucu (%27,6±2,1) anlamlı derecede arttığı görülmüĢtür 

(p<0,05). Benzer Ģekilde MDA-MB-231 hücre hattında da Kontrol-siRNA grubu 

(%6,7±1,5) ile karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT‟ın baskılandığı durumda (%18,45±0,7) 

apoptozun uyarıldığı sonucuna varılmıĢtır. Her iki hücre hattında da ZEB2NAT‟ın 

baskılanması hücre apoptozu üzerine uyarıcı etki göstermiĢtir. 

Hepatoselüler karsinoma hücrelerinde hepatit B virus X proteini tarafından 

indüklenen EMT‟de lncRNA‟ların fonksiyonlarının araĢtırıldığı bir çalıĢmada 

hepatoselüler karsinoma doku örneklerinde lncRNA array yapılmıĢtır. Hepatoselüler 

karsinoma dokularında hepatit B virus X proteinin 2002 lncRNA‟nın ifadesini 2 

kattan daha fazla değiĢtirdiği bulunmuĢtur. Önemli değiĢiklik gösteren 

lncRNA‟lardan birinin de ZEB2NAT olduğu ifade edilmiĢ ve Hepatit B virus X 

proteini indüklü EMT‟de ZEB2NAT ifadesinin 3,79 kat arttığı gösterilmiĢtir. 

ZEB2NAT ifadesinin susturulduğu durumda EMT‟de önemli role sahip E kaderin, 

Vimentin ve ZEB2 ifadelerini düzenleyerek EMT‟yi baskıladığı rapor edilmiĢtir. 
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Ayrıca invazyon odaları kullanılarak invazyon testi yapılmıĢ ve ZEB2NAT‟ın 

baskılanması durumunda hepatoselüler karsinoma hücrelerinin metastaz 

yeteneklerinin azaldığı gösterilmiĢtir (Jin ve ark., 2017).  

Bu tez çalıĢmasında da ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

invazyon üzerine etkisi invazyon odacıkları ile değerlendirilmiĢtir. MCF7 hücre 

hattında ZEB2NAT‟ın susturulması durumunda Kontrol-siRNA grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında invazyonun %31,6±9 oranında  baskılandığı görülmüĢtür. MDA-

MB-231 hücre hattında ise Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

ZEB2NAT‟ın susturulması invazyonun %41±6,2 oranında  baskılanmasına neden 

olduğu  belirlenmiĢtir. 

Daha önce yapılan bir araĢtırmada, ZEB2NAT ifadesinin hem in vivo hem in 

vitro insan akciğer kanserinde belirgin Ģekilde yüksek olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca 

A549 ve NCI-H292 insan akciğer kanseri hücrelerinde ZEB2NAT‟ın 

susturulmasının koloni oluĢumunu azalttığı, H-125 ve H1975 insan akciğer kanseri 

hücrelerinde ZEB2NAT‟ın aĢırı ifadesinin sağlanması durumunda koloni 

oluĢumunun arttığı rapor edilmiĢtir (Guo ve ark., 2018).  

Bu tez çalıĢmasında da ZEB2NAT‟ın MCF7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

koloni oluĢumu üzerine etkisi koloni testi ile değerlendirilmiĢtir. MCF7 hücre 

hattında Kontrol-siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA grubunda 

koloni oluĢumunun %38±7,3 oranında baskılandığı görülmüĢtür. Bu sonuçlar aĢırı 

ZEB2NAT ifadesinin MCF7 hücrelerinin koloni oluĢturma yeteneğini 

arttırabileceğini göstermektedir. Ayrıca, MDA-MB-231 hücre hattında Kontrol-

siRNA grubu ile karĢılaĢtırıldığında ZEB2NAT-siRNA grubunda koloni oluĢumunun 

%40±15,3 oranında baskılandığı bulunmuĢtur. Bu sonuçlar aĢırı ZEB2NAT 

ifadesinin MDA-MB-231 hücrelerinin koloni oluĢturma yeteneğini arttırabileceğini 

düĢündürmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu tez çalıĢmasında, ER+ özellikte MCF7 ve ER- özelliğe sahip MDA-MB-

231 insan meme kanseri hücrelerinde lncRNA olan ZEB2NAT‟ın etkisi 

araĢtırılmıĢtır. ZEB2NAT‟ın insan meme kanseri üzerindeki etkileri aĢağıda 

özetlenmiĢtir; 

 ZEB2NAT ifadesinin baskılanması durumunda her iki hücre hattında da EMT, 

metastaz ve apoptoz genleri üzerindeki etkisi gerçek-zamanlı PZR ile 

değerlendirilmiĢ ve bazı genler üzerinden antimetastatik ve apoptotik etkiye 

neden olduğu gösterilmiĢtir. 

 Yapılan sitotoksisite deneyleri sonucunda ZEB2NAT‟ın baskılanmasının her iki 

hücre hattında da hücre çoğalmasını azalttığı gözlenmiĢtir. 

 ZEB2NAT‟ın baskılanmasının her iki hücre hattında da apoptozu indüklediği 

tespit edilmiĢtir. 

 Ġnvazyon testleri sonucunda her iki hücre hattında ZEB2NAT‟ın baskılanmasının 

belli oranlarda anti-invaziv etki gösterdiği saptanmıĢtır. 

 Koloni testi sonucunda ZEB2NAT‟ın baskılanması her iki hücre hattında da 

koloni oluĢumunu belli oranlarda azalttığı görülmüĢtür. 

Tüm sonuçlar bir bütün olarak değerlendirildiğinde, EMT sürecinde önemli 

role sahip olan ZEB2 transkripsiyon faktörünün antisense transkribi olan 

ZEB2NAT‟ın meme kanserinde EMT, metastaz ve apoptoz üzerinden önemli rollere 

sahip olduğu görülmektedir. Ancak, ZEB2NAT‟ın meme kanserinde prognostik 

faktör olarak kullanılması ya da terapötik amaçla hedef alınması için in vivo modeller 

kullanılarak daha ileri araĢtırmaların yapılmasına ihtiyaç bulunmaktadır.  
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