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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Uzun Kodlamayan RNA ZEB2NAT in MCF7 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda
EMT, Metastaz ve Apoptoz Uzerinden Etkilerinin Aragtirilmasi

Canan EROGLU
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi/ KONYA-2019

Kadmlarda yaygin olarak goriilen meme kanseri, kansere bagli 6lim oranlar1 dikkate
alindiginda ikinci sirada yer almaktadir. Kanser iizerine yapilan ¢aligmalarda genellikle gen ifadesi
lizerine odaklanilmis olmasina ragmen artik kodlamayan RNA’larinda 6nemi anlasilmistir. Uzun
kodlamayan RNA’lar (IncRNA) kodlamayan RNA ailesinin bir iiyesidir. IncRNA’larin EMT
(Epitelyal-mezenkimal gegis), metastaz ve apoptoz gibi farkli siireg ve yolaklarda gorevli genlerin
diizenlenmesinde Onemli islevleri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle de kanser patogenezinin
molekiiler diizeyde anlasilmasina katkida bulunmasi kagmilmazdir. IncRNA ZEB2NAT, EMT
stirecinde 6nemli role sahip ZEB2’nin dogal antisense transkriptidir. Bu tez ¢alismasinda MCF7 ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde IncRNA ZEB2NAT’in EMT, metastaz ve apoptoz
iizerinden etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

ZEB2NAT 1 ifadesi siRNA transfeksiyon metodu ile baskilanmistir. ZEB2NAT’1in MCF7
ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde EMT, metastaz ve apoptozda Onemli olan
genlerin ifadeleri {izerine etkisi gergek-zamanli PZR (qPZR) ile belirlenmistir. Onemli degisim
goriilen genlerden ZEB2, E kaderin ve N kaderinin protein seviyeleri western blot yontemi ile kontrol
edilmistir. ZEB2NAT’ in hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve koloni olusturma kapasitesi
lizerine etkisi swrasiyla XTT, FITC annexin V, invazyon ve koloni testleri kullamlarak
degerlendirilmistir.

ZEB2NAT’ 1n baskilanmasi her iki hiicre hattinda da EMT, metastaz ve apoptozda énemli
olan bazi genlerin ifadelerini anlamli derecede degistirerek antimetastatik ve apoptotik etkiye sahip
oldugu qPZR analizi ile tespit edilmistir. ZEB2NAT i baskilanmasi durumunda her iki hiicre
hattinda da gen ifadelerinde anlamli degisim goriilen ZEB2 ve N kaderin protein ifadelerinin azaldigi
E kaderin protein ifadesinin ise arttig1 protein diizeyinde western blot analizi sonucunda belirlenmistir.
Ayrica XTT testi sonuglarinda ZEB2NAT’in baskilanmasinin her iki hiicre hattinda da hiicre
¢ogalmasini anlamli derecede azaltici etki gosterdigi belirlenmistir. Akim sitometri sonuglari
ZEB2NAT’mn baskilanmasimin her iki hiicre hattinda da apoptozu anlamli derecede uyardigini
gdstermistir. Invazyon ve koloni testleri sonucunda ZEB2NAT’in baskilanmasmin her iki hiicre
hattinda da belli oranlarda sirasiyla invazyon ve koloni olusum kapasitelerini anlamli derecede
azalttig1 saptanmistir.

ZEB2NAT’in baskilanmast1 hem MCF7 hemde MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde anti-metastatik ve apoptotik etkiye neden oldugu goriilmiistir. Bu sonuglar EMT
siirecinde Onemli role sahip olan ZEB2 transkripsiyon faktoriiniin antisense transkribi olan
ZEB2NAT’1in meme kanserinde EMT, metastaz ve apoptoz lizerinden dnemli rollere sahip oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, EMT, meme kanseri, metastaz, ZEB2NAT.
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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 (IncRNA) are
member of the non-coding RNA family. It is known that INcRNAs 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 IncRNAs have
potential contribution for the understanding of cancer pathogenesis at the molecular level. IncRNA
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 INCRNA 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 gPCR 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. GIRIS VE AMAC

Gilinimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanser, Amerika
Birlesik Devletleri’nde kalp hastaliklarindan sonra erkek ve kadinlarda en sik
goriilen ikinci 6liim nedenidir ve yaklasik her dort 6liimiin birinden sorumludur.
Meme kanseri, kadinlarda en ¢ok goriilen kansere bagli oliim oranlar1 dikkate
alindiginda ikinci sirada yer almaktadir (Siegel ve ark., 2018). Her 8-10 kadindan
birinin meme kanseri olabilecegi tahmin edilmektedir. Diinya da her 18 saniyede bir
meme kanseri vakasi goriilmekte ve yaklasik 1,7 milyon insanda meme kanseri

teshisi yapilmaktadir (Harbeck ve Gnant, 2017; Winter ve ark., 2017).

Kanser iizerine yapilan caligmalarda genellikle proteinlere odaklanilirken
artik kodlamayan RNA’larinda 6nemi anlagilmistir. Artan calismalar ile birlikte bu
kodlamayan RNA’larin ¢esitli biyolojik rollere sahip oldugu gosterilmistir.
Kodlamayan RNA ailesinin bir iiyesi olan uzun kodlamayan RNA’larin (IncRNA)
Ozellikle son yillarda bir¢ok hastaligin yani sira kanser biyolojisindeki yeri de ortaya
konmaya baglanmistir. Yapilan c¢alismalar g6z Oniinde bulunduruldugunda
IncRNA’larin epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), metastaz ve apoptoz gibi birgok
stireci kontrol eden genlerin diizenlenmesinde onemli islevleri oldugu ve bu nedenle
de kanser patogenezinin daha iyi anlasilmasina katkis1 kagimilmazdir (Esteller, 2011;

Prensner ve Chinnaiyan, 2011).

Bu tez projesinin amaci bir IncRNA olan ZEB2NAT’1n (ZEB2 antisens RNA
1) MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde EMT, metastaz ve
apoptoz iizerinden etkilerini arastirmaktir. Bu amagla ZEB2NAT 1n ifadesi siRNA
transfeksiyonu yontemi ile baskilanmistir. ZEB2NAT’in MCF7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde EMT, metastaz ve apoptoz yolaklarinda onemli genlerin ifadeleri
lizerine etkisi gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir. MRNA
diizeyinde anlamli degisim goriilen bazi genlerin protein seviyeleri western blot
yontemi ile kontrol edilmistir. ZEB2NAT’1n hiicre proliferasyonu iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in XTT ve FITC annexin V yontemleri kullanilmistir. Ayrica
ZEB2NAT’in invazyon ve koloni olusturma kapasitesi iizerine etkisini

degerlendirmek i¢in invazyon ve koloni testleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Kanseri

Kanser hiicrelerinin ¢ogu tipi tiimor olarak adlandirilan bir kitle olusturur ve
viicutta tiimoriin koken aldigr kismin adin1 almaktadir. Meme kanseri de bu kanser
tiirlerinden biridir. Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri arasinda
yer almaktadir (Prat ve ark., 2010). Meme kanserlerinin ¢ogu siit bezlerinde ya da siit
kanallarinda baslayan malignitelerdir. Memenin geri kalan kismi, yag, bag ve
lenfatik dokulardan olusmaktadir. Meme kanseri meme epitel dokusunda hiicrelerin
anormal c¢ogalmasi ile karakterizedir. Meme kanserinde tiimor kii¢iik oldugunda
semptom lretmez ancak tedavi bu asamada daha kolaydir. Bu nedenle tarama erken
teshis i¢in ¢ok Onemlidir (American Cancer Society, 2017). Meme kanserlerinin
yaklasik %70'inde Gstrojen reseptor (ER) ifadesi goriilmektedir (Prat ve ark., 2010).
Tiimoérogenezin erken evrelerinde ER’nin asir1 ifadesi, meme hiicrelerinin timor
gelisimine neden olan anormal c¢ogalmasini uyaran Onemli bir faktor olarak
tanimlanmistir (Musgrove ve Sutherland, 2009). ER ifadesinin varligi anti-hormonal
tedavi i¢in 6nemli bir belirtectir (Osborne, 1998). Erken evrede teshis edilen meme
kanserlerinde cerrahi ve radyoterapi teknikleri ile lokal terapiler miimkiinken, ileri
evrede basar1 sans1 diisiik diizeylerdedir. Bu nedenle metastaz siireci ileri evre
timorlerde oldukga onemlidir (Nguyen ve Massague, 2007). Genellikle ER pozitif
meme kanserli hastalarda ER negatif olanlara gore daha iyi klinik sonuglar
gorilmektedir. ER negatif olarak adlandirilan meme kanserleri genellikle asiri
agresif ve metastatik olmalar1 nedeniyle bu tip meme kanserli hastalarda sag kalim

oranlar1 diigiiktiir (Serlie ve ark., 2001; Finnegan ve Carey, 2007).

A.B.D’de yapilan istatistiki bir arastirma sonucunda, 2018 yili i¢in tahmin
edilen meme kanseri olgusunun tiim kanser olgularinin %30’unu ve 6liim oranlarinin
ise toplam kanser 6liim oranlarinin %14 {inli olusturabilecegi rapor edilmistir (Tablo

2.1; Siegel ve ark., 2018).



Tablo 2.1. A.B.D.’de kadinlarda 2018 yili igin farkli tipteki kanser olgularmin tahmini sayilar1 ve
oliim oranlari (Siegel ve ark., 2018).

Kanser Olgularinin Tahmini Sayilar1 Kanser Olgularinin Tahmini Oliim
Meme 266,12 %30 Akciger 70,500 %25
Akciger 112,35 %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 Losemi 10,100 %4
Pankreas 26,240 %3 Karaciger 9,660 %3
Losemi 25,270 %3 Non-Hodgkin lenfoma 8,400 %3
Bobrek 22,660 %3 Beyin 7,340 %3
Tiimii 878,98 9100 Tiimii 286,01 %100

Tiirkiye Cumhuriyeti, Saglik Bakanlhigi, Saglik Istatistikleri Yillig1 Verilerine
bakildiginda, kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiirii insidanslar1 arasinda meme
kanseri ilk sirada yer almaktadir (Tablo 2.2; Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi,
2017)

Tablo 2.2. Tiirkiye’de yillara gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidans1 (100.000 kisi
6lceginde) (Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 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, Akciger ve Brong 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 53 53 5,0 5,2 53 5,0 4.9
Uterus Serviksi 4,5 4,0 4,5 4,5 4,6 4,0 4,5
Beyin, Diger Sinir Sistemi 50 4.4 45 4,7 4,7 4.1 41

Tiirkiye Cumhuriyeti, Saglik Bakanligi, Saglik Istatistikleri Yillig1 Verilerine
gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriinlin toplam kanser i¢indeki dagilimi

g6z Oniinii alindiginda meme kanseri %24,7’lik oranla ilk sirada yer almaktadir.

(Sekil 2.1; Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 2017).
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriintin toplam kanser i¢indeki dagilimi,
(%), 2015. (Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, 2017).

2.1.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

Epidemiyolojik caligsmalar sonucunda gozlenen meme kanseri insidansindaki
artis nedeniyle meme kanseri olusumundaki risk faktorleri Snemlidir. Ayrica
degistirilebilir risk faktorlerinin belirlenmesi meme kanseri insidansini azaltan
Onleme stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Neoplastik doniisiim
siirecini etkileyen faktorler dogal ve degistirilebilir faktorler olarak ikiye
ayrilabilmektedir. Dogal risk faktorleri i¢inde yas, cinsiyet, irk ve genetik yap1 gibi
faktorler sayilabilir. Bu faktorler bagimsiz parametreleri olusturmakla birlikte bu
faktorlerde bir bireyin yasami boyunca ¢ok fazla degisiklik goriilmez. Degistirilebilir
ya da dissal faktorler olarak da adlandirilabilen faktorleri de yasam tarzi, diyet veya
oral hormon kullanimi ve &strojen replasmani tedavisi gibi belirli bir dereceye kadar
degistirilebilir faktorler olusturur (Kaminska ve ark., 2015). Yeni tan1 konmus meme
kanseri vakalarinin %20-30’unun meme hiicrelerinin neoplastik transformasyon
stirecini aktif olarak baglatan veya degistiren cesitli risk faktorlerinin ortaya ¢ikmasi
ile iligkili oldugu yapilan arastirmalar ile anlagilmistir (Bucholc ve ark., 2001).

Meme kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerinden bazilar1 agagida kisaca 6zetlenmistir:

Yas: Meme kanseri insidans1 ve 6liim oranlar1 genellikle yasla birlikte artmaktadir.
2014-2015 yillar1 arasinda meme kanseri teshisi konulan kadinlarin yas ortalamasi 62
olarak rapor edilmistir. Ortalama meme kanseri tani yasimnin beyaz irktan olan

kadinlarda 63, siyah 1tk kadinlarinda ise 59 oldugu gosterilmistir (Howlader ve ark.,



2017). Neoplastik hastaligin teshis edildigi yas ile incelenen tiimor dokusunda
bulunan meme kanserinde O©nemli bir belirteg olan 0Ostrojen reseptoriiniin

ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (Ban ve Godellas, 2014).

Cinsiyet: Tani alan tim meme kanserlerinin %1’den daha az kismii erkekler
olusturmaktadir. Meme kanseri daha ¢ok kadinlarda teshis edilmekte ve kadinlarda
goriilen en yaygin kanser tiirii olarak bilinmektedir (Gnerlich ve ark., 2011).
Epidemiyolojik veri analizleri erkeklerde son 30 yi1lda meme kanseri olusumunda bir
artis oldugunu gostermektedir (Speirs ve Shaaban, 2009). Ayrica histopatolojik
inceleme sonucunda meme Kkanseri teshisi konulan erkek hastalardan alinan
dokularin meme kanseri olan kadinlardan alinan dokulara gore %80 daha fazla
Ostrojen ve progesteron reseptorii ifadesi gosterdigi goriilmiistiir. Bu reseptorlerin
asir1 ifadesi ile BCL2 protein seviyesinin de korele oldugu bulunmustur. Erkeklerde
meme kanseri olusumuna yol agan diger risk faktorleri arasinda obezite, testis
hormonal fonksiyon bozuklugu veya Klinefelter sendromu nedeniyle artan dstrojen

seviyeleri 6nde gelmektedir (Weiss ve ark., 2005).

Irk: Meme kanserinde 1rk onemli risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ban ve
Godellas (2014) beyaz irktan olan kadinlarda meme kanserinin goriilme sikliginin
100.000 kiside yaklasik 127,4 oldugunu rapor etmistir. Siyah irktan olan kadinlarda
da meme kanseri sikliginin 100.000 kiside yaklasik 121,4 oldugu belirtilmistir.
Ispanya kokenli kadimlarda meme kanseri siklig1 ¢ok diisiiktiir. Bu kadinlarda genel
olarak hastaligin erken teshisinin yani sira asir1 HER2, Ostrojen ve progesteron

reseptor ifadesinin olmadig1 goriilmiistiir.

Genetik Etkenler: Son yillarda, malign meme veya yumurtalik kanseri olusma
riskinin  artmasiyla iligkilendirilen  fonksiyon bozuklugu olan genlerin
tanimlanmasina yol agan yogun c¢alismalar yapilmistir. Bu genlerden en 6nemlileri
hiicrede tiimor baskilayici genler olarak da bilinen BRCAL1 (BRCA1 DNA tamiri
iligkili) ve BRCA2 (BRCA2 DNA tamiri iligkili)’dir. Bu genlerin kodlama
dizilerindeki degisiklikler kalitsal meme ya da yumurtalik kanserine neden
olabilmektedir. Tan1 alan ailesel meme ve/veya yumurtalik kanseri vakalart tiim
vakalarin yaklagik %10’unu olusturmaktadir (Francken ve ark., 2013). BRCA1 veya

BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin tanimlanmasi mutasyon tipine bagli olarak



sirastyla mutasyon tasiyicilarin %65 veya %45'inde meme ve/veya yumurtalik

kanseri goriilme riskinin artmasi ile iligskilendirilmistir (Antoniou ve ark., 2003).

Ailesel Meme Kanseri Hikayesi: BRCA1 veya BRCA2 gen mutasyonlarinin neden
oldugu kalitsal sendromlar, hastada kompleks bir molekiiler analiz gerektirebilecek
cesitli klinik semptomlarla iligkilendirilmistir. Bir soyagacinda birinci ve ikinci
derece akrabalarda meme kanseri vakalarinin sikligiin belirlenmesi kalitsal meme
kanseri sendromlari kriterlerinden birini olusturmaktadir (Mohamad ve Apffelstaedt,
2008). Ayrica, BRCA mutasyon tastyicilarimin  olusturdugu bir hasta
popiilasyonundan rastgele segilen gruptaki hastalarin %35-50'sinde aile Oykiisii
bulunmadig1 da rapor edilmistir (Ban ve Godellas, 2014). Epidemiyolojik veriler
dikkate alindiginda birinci ve ikinci derece akrabalarda meme neoplazmalarinin
birikmis ailesel varlig1 olan ve meme bezlerinin benign proliferatif lezyonlar1 tanisi
alan kadin grubunda aile kanseri hikayesi olmayan kadinlara gére meme kanseri

riskinde 11 kat artis goriilmiistiir (Hartmann ve ark., 2005).

Beslenme: Meme kanseri olusma riskini degistiren en énemli dis faktorlerden birisi
ozellikle gelismis tilke popiilasyonlarinda siklikla goriilen obeziteye yol agabilecek
diyet aligkanliklanidir. Asir1 kilo veya obeziteye yol agan yag acisindan zengin
yiyeceklerin yani sira, lezzet arttirmak ve/veya koruma amagh gida katki maddeleri
ve farkli kimyasallar iceren islenmis Uriinler, meme bezi hiicrelerinde neoplastik
transformasyon islemini arttiran bir faktor olabilmektedir (Kaminska ve ark., 2015).
Arastirmacilar, menopozdan sonra, neoplastik hastalik icin tedavi gdéren bir grup
kadinda diisiik yagl diyet kullanilmasinin, primer cerrahi islemden sonra neoplazm

niiks riskini 6nemli 6l¢iide azalttigin1 gostermistir (Saxe ve ark., 1999).

Viicut Agirhgi: Asir1 viicut agirligi ve viicut kitle indeksi bircok kanser tiiriinde

oldugu gibi meme kanseri riskinin artmasiyla iligskilendirilmistir (La ve ark., 2011).

Alkol: Karacigerdeki dstrojen metabolizmasini etkiledigi i¢in alkol tiiketiminin bir

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

Dogurganhk Hikayesi: Meme kanserinin ortaya ¢ikma riski ile ilk basarili
hamilelik yas1 arasinda bir iliski oldugu bulunmustur. Erken gebelik ve son dogum
tarihi meme kanserinden koruyucu bir etkiye sahiptir ve daha diisiik meme kanseri

riski ile iliskilendirilmistir. Asagida da belirtildigi gibi uzun siireli emzirmenin de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kami%26%23x00144%3Bska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26528110

benzer aktivite gostererek meme kanseri olusma riskini azalttig1 belirtilmistir (Ban ve

Godellas, 2014).

Laktasyon: Epidemiyolojik gézlemler sonucunda her bir yil emzirmenin neoplastik
hastalik riskini %4,3 azalttigi bulunmustur (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer, 2002). Ayrica, ¢ocuklarint bir yil veya daha uzun siire
emziren BRCA1 mutasyon tastyicilarinda %32'lik bir meme kanseri riskinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Emzirmenin, hiicre ¢ogalmasi sirasinda ortaya ¢ikabilecek DNA
seviyesindeki mutajenik faktorlerin ve bozukluklarin aktivitesine daha az duyarli
olmalar1 sayesinde siit kanali epitel hiicrelerinin dogru farklilagsmasini kolaylastirdigi

goriilmektedir (Ban ve Godellas, 2014).

Erken Menars: Kadinlarin erken yasta adet gormeye baslamalari, buna bagli olarak
Ostrojen aktivitesine daha uzun siire maruz kalmalar1 nedeniyle meme kanseri
goriilme riskini arttirmaktadir (Hsieh ve ark., 1990; Kruk ve Aboul-Enein, 2003).
Ayrica menarsin her 2 yilda bir gecikmesi, meme kanseri olugma riskini %10
azaltmaktadir. Her adet dongiisiinde Ostrojen ifadesi, 12 yasindan 6nce menarsin
gerceklestigi kadinlarda 13 yasindan sonra menarsi olan kadinlardan daha yiiksektir

(Apter ve ark., 1989).

Gec¢c Menapoz: Ayrica menopoz yasinin da meme kanseri olma riski ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Menstriiasyonun devam ettigi her yil meme kanseri riskinin
%3 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Bu sonucu 40 yasma kadar ovariektomi yapilan
kadinlarda meme kanseri riskindeki %50'lik bir azalma desteklemektedir (Ban ve
Godellas, 2014).

Ostrojen Replasmani: Ostrojen reseptorii asir1 ifadesi ER (+) gdsteren neoplazmlar,
50 yasina kadar daha sik goriilen ER (-) timorlerinin aksine yagla artmaktadir. Bu
durumda menopozdan sonra kadinlarin yiiksek oranda ER (+) tiimor ile tan1 aldiklar
goriilmektedir (Ban ve Godellas, 2014). Menopoza giren kadinlarda uzun siire
Ostrojen tedavisi gordiikleri durumda meme kanseri riskinin artti§i da gorilmiistiir

(Cuzick, 2003).

Dogum Kontrol Hapr Kullanmilmasi: Bazi calismalarda, dogum kontrol hapi
kullaniminin meme kanseri riskini artirdigini ve en yiiksek insidans artiginin dogum

kontrol hapi kullanimi sirasinda gozlemlendigi rapor edilmistir (Hunter ve ark.,



2010; Ban ve Godellas, 2014). Baz1 arastirmacilar da birgok analiz sonucunda dogum
kontrol hap1 formiilasyonu ile meme kanseri riskini arttirma arasinda anlamli bir
iliski gozlemlememistir (Marchbanks ve ark., 2012). Dogum kontrol haplarmin
kanser riskini artirdigina dair veriler olmasina ragmen hala bu konuda net bir durum

s0z konusu degildir (Clamp ve ark., 2003).

Sosyoekonomik Durum: Sosyoekonomik agidan gelismis toplumlarda dogum
oraninin azligi, fazla alkol ve yagl besin tiiketimi gibi diger risk faktorlerine bagh

olarak meme kanseri goriilme oraninin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (Ozmen ve

ark., 2009).

Radyasyon: Radyasyon maruziyetinin atom bombasi magdurlarinda ve Hodgkin
lenfoma gibi 10-30 yaslar1 arasinda yiiksek doz radyasyon tedavisi almis kadinlarda

meme kanseri riskini arttirdigi goriilmiistiir (Preston ve ark., 2002; Travis ve ark.,

2003).

2.1.2. Meme Kanseri Tiirleri

Iki ana in situ meme kanseri tiirii vardir. Bunlar in situ duktal karsinom ve in
situ lobiiler karsinomdur. Diger in situ meme kanserleri hem duktal hem de lobiiler

karsinomlarin 6zelliklerine veya bilinmeyen kokenlere sahiptir.

In Situ Duktal Karsinom: In situ vakalarin yaklasik %83’iinii olusturan duktal
karsinom anormal hiicrelerin meme kanallarinin epitel hiicreleri farklhilastirdigi,
kanallar1 ve lobiilleri biiyiik 6l¢iide genislettigi durum olarak ifade edilmektedir. Bu
karsinom invaziv olmayabilir ve bazen tedavi olmasa bile yavag bilylimesi nedeniyle
kadinin saghgin etkilemez (Sanders ve ark., 2005; Erbas ve ark., 2006; Allred,
2010).

In Situ Lobiiler Karsinom: /n situ meme kanseri vakalarinin yaklasik %13 {inii
olusturan lobiiler karsinoma meme lobiillerinin bazilarinda biiyiiyen ve gelisen
anormal hiicreler sonucu olusmaktadir. Genellikle invaziv kanser Onciisii oldugu
diisiiniilmez, ancak invaziv kanser i¢in risk faktorii olarak goriilebilmektedir

(American Cancer Society, 2015.).

Meme kanserlerinin yaklasik %80’ini invaziv karakterdedir. Meme kanseri

tek bir hastalik olarak adlandirilmasina ragmen 21 ayr histolojik alt tipi ve risk
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faktorleri, tedaviye cevap ve sonuglar acisindan farklilik gosteren en az dort farklh
molekiiler alt tipi vardir (Tamimi ve ark., 2012; Cancer Genome Atlas Network,
2012; Dieci ve ark., 2014). Gen ekspresyonu profilleme teknikleri, meme
kanserlerinin molekiiler alt tiplerinin daha iyi anlagilmasini saglamistir. Molekiiler alt
tipleri hormon (Gstrojen ve progesteron) reseptor (HR+/HR-) ve insan epidermal
biliylime faktori reseptorii 2 (HER2) nin asir1 ifadesi ve/veya HER2 geninin ekstra
kopyalarinin (HER2+/HER2-) varlig1 veya yoklugu rutin olarak degerlendirilmis
biyolojik isaretleyiciler kullanilarak tanimlanmistir (Cheang ve ark., 2015). Meme
kanserinin dort ana molekiiler alt tipleri ve bunlarin dagilimi asagida kisaca

Ozetlenmistir:

Luminal A (HR+/ HER2-): Luminal A kanserleri strojen reseptorii (ER)+ ve/veya
progesteron reseptorii (PR)+ ozellikte olup, dagilimi %71 oranindadir. Bu kanserler
yavag biiyiime ve diger alt tiplerden daha az agresif olma egilimindedir. Luminal A
timorleri, 6zellikle kisa vadede, anti-hormon tedaviye daha duyarlidir ve bu nedenle

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

Uclii Negatif (HR-/ HER2-): ER-, PR- ve HER2- olmalar1 nedeniyle ii¢lii negatif
olarak adlandirilmaktadir. Siklig1 daha diisiik (%12) orandadir. Bu kanserler, siyah
kadinlarda A.B.D.'deki beyaz kadinlardan iki kat daha yaygindir. Ayrica
premenopozal ve BRCALl gen mutasyonlu kadinlarda daha yaygin olarak da
goriilmektedir (Perou ve Borresen-Dale, 2011). Gen ekspresyon profili nedeniyle
tcli negatif meme kanserlerinin yaklasik %751 bu kanserlerin molekiiler alt
tiplerinin heterojen bir topluluktan olustugunu diisiindiirmektedir. Uglii negatif meme
kanserleri, bu tiimorler i¢in hedef tedaviler bulunmamasi nedeniyle diger alt tiplerden

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

Luminal B (HR+/ HER2+): Luminal A kanserleri gibi, luminal B kanserleri de ER+
ve/ veya PR+'dir. Ortalama %12 sikligina sahiptir. Bu kanserlerde Ki67 (aktif olarak
boliinen hiicrelerin biiyiik bir boliimiiniin gostergesi) veya HER2 yiiksek ifadesi ile
tanimlanir. Luminal B meme kanserleri daha yiiksek evrede olma egilimindedir ve

luminal A kanserlerinden daha kotii prognoz ile iligkilidir (Haque ve ark., 2012).

HER2 (HR-/ HER2+): Bu kanserlerde genellikle ER/PR- iken HER2+’dir. HER2+

kanserler, diger alt tiplerden daha agresif bir sekilde biiyiime ve yayilma



egilimindedir. Daha az (%5) siklikta gozlenir. Ayrica bu kanserler HR+ meme
kanserlerine kiyasla daha kisa stireli kotii prognoz ile iligkilidir. Bu kanserlerde
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesiyle hastalarda iyi tedavi sonuglari

goriilmektedir (Haque ve ark., 2012).
2.1.3. Meme Kanserinin Evrelemesi

Invaziv meme kanserinin prognozu hastaligin ilk tamisinin konuldugunda Ki
kanserin boyutu ve yayilmasindan yani evresinden etkilenmektedir. Kanserin
evrelemesinde iki ana sistem bulunmaktadir. Timoérlerin TNM smiflandirmasi;
timor boyutu ile birlikte memeye ve komsu dokulara ne kadar yayildigi (T),
yakindaki lenf diigiimlerine yayilma derecesi (N) ve uzak metastazlarin varligi veya
yoklugu (M) hakkinda bilgi vermektedir (Edge ve ark., 2010). Tiimorler T, N ve M
belirlendikten sonra 0, I, II, III veya IV olmak iizere 2. evreleme yapilmaktadir.
Anormal hiicreler kdken aldiklar1 kanallara veya bezlere niifuz etmemislerse evre 0,
erken evre invaziv kanserse evre I, en ilerlemis hastalik ise evre IV olarak tanimlanir.
Meme kanserinde TNM evrelemenin son revizyonu meme Kkanseri evreleme

sistemini daha da gelistirmek i¢in biyolojik faktorleri de igermektedir.

Amerikan Kanser Ortak Komisyonu’'na (AJCC) gore TNM evreleme

sisteminde;

Evre 0: In situ evre olarak da bilinen evre yakindaki dokulara invaze olmamis

anormal hiicrelerin varligini ifade etmektedir.

Evre I ve baz1 evre II: lokal evre olarak da bilinen meme ile sinirli kanserleri ifade

etmektedir.

Evre II veya III: biiyiiklik ve lenf diiglimii tutulumuna bagl olarak bolgesel evre
olarak da bilinen ¢evredeki dokuya ya da yakindaki lenf diiglimlerine yayilmis

timorleri ifade etmektedir.

Evre Illc veya IV: kopriiciik kemigi tizerindeki uzak organlara veya lenf diiglimlerine

metastaz yapan kanserleri ifade etmektedir.

Meme kanseri i¢cin AJCC’nin primer tiimor, lenf nodu ve metastaz (TNM)
siniflamasinin sekizinci baskisinin revizyonu, multidisipliner bir meme kanseri

uzmanlart ekibi tarafindan belirlenmistir. Panel, tliimor asamasi, proliferasyon hizi,
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ER ve PR ekspresyonu, HER2 ekspresyonu ve gen ekspresyonu prognostik panelleri
gibi biyolojik faktorleri evreleme sistemine dahil etme ihtiyacini kabul etmistir.
Panel, diinya ¢apinda degeri korumak i¢in tiimor evreleme sisteminin TNM anatomik
faktorlerine dayanmasi gerektigini belirtmistir. Bununla birlikte, evrelerin prognostik
etkisinin, hormon reseptorii ekspresyonunun ve HER2 amplifikasyonunun kabul
edilmesi, bunlarin evrelendirme sistemine dahil edilmesini zorunlu kilmistir. Ticari
olarak temin edilebilen, gen bazli analizlerin 6nemi anlasilmis ve prognoz igin
onemli oldugu kabul edilmistir. Tiimor biyobelirtegleri prognoz ve evrelemeyi
degistirebilir. Bu giincellemelerin evrelendirme sistemine ek hassasiyet ve esneklik
saglamas1 beklenmektedir. Boylece, AJCC TNM evreleme sisteminin 8. baskisi,
hasta biyobelirtegleri ve cok faktorlii prognostik paneller kullanilarak degistirilebilen
ve gelistirilebilen geleneksel anatomik faktorlere dayanan prognostik siniflandirma
icin esnek bir platform saglamistir. Sekizinci baski, meme kanseri evrelemesinde

diinya capinda bir temel olmaya devam etmektedir (Giuliano ve ark., 2017).
2.1.4. Meme Kanseri Tedavisi

In situ duktal karsinomanin ilerleme potasiyelinin belirlemenin kesin bir yolu
olmadigi igin tan1 sonrasi cerrahi ve/veya hormon tedavisi yapilmaktadir (Elshof ve
ark., 2015; Francis ve ark., 2015). Klasik in situ lobiiler karsinoma ise cerrahi tedavi
gerekmez. Ancak daha agresif in situ lobiiler karsinoma igin optimal tedavi
konusunda bir fikir birligi s6z konusu degildir (Morrow ve ark., 2015; Wazir ve ark.,
2016). Erken evre meme kanserli kadinlarin ¢ogu, niiks riskini azaltmak igin
radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormon tedavisi ve/veya hedeflenmis tedavi gibi
siklikla bagka tedavilerle kombine edilen bir tiir ameliyat gegirmektedir. Metastaz
oldugu durumda hastalar oncelikle kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve hormonal
tedaviyi iceren sistemik tedaviler ile tedavi edilmektedir. Lenf diigiimlerinde kanser
hiicrelerinin varlig1 hastaligin tekrarlama riskini arttirir ve bu nedenle ileri tedavi

ihtiyacini belirleme konusunda 6nemlidir (American Cancer Society, 2017).

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in yliksek enerjili 1s1nlarin
veya partikiillerin kullanilmasidir. Ameliyattan sonra meme, gogiis duvart veya
koltuk alt1 bolgesinde kalan kanser hiicrelerini yok etmek amaciyla tercih
edilebilmektedir (Darby ve ark., 2011). Radyasyon ayrica, 6zellikle merkezi sinir

sistemine veya kemiklere yayilmis meme kanserinin semptomlarini tedavi etmek igin

11



de kullanilabilmektedir. Sistemik terapi ise kan dolasimindan gecen ve viicudun
hemen her yerini etkileyen bir tedavi yontemidir. Sistemik terapi, hepsi farkli
mekanizmalarla ¢alisan kemoterapi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedaviyi
icermektedir. Ornegin, kemoterapi ilaglar1 genellikle kanser hiicreleri gibi hizli
cogalan hiicreleri hedef alarak etki gostermektedir. Hormon tedavisi bazi kanserlere
neden olan hormonlarin seviyelerini diislirme ya da viicudun dogal hormonlarini
bloke etme mekanizmasina sahiptir. Hedefe yonelik tedavi kanser hiicrelerinde daha
yaygin ifade olan ya da spesifik molekiillere etki etmektedir (American Cancer
Society, 2017).

Hastalara cerrahi Oncesi verilen sistemik tedaviler neoadjuvan tedavi olarak
adlandirilmaktadir. Bu tedavi biiylk meme tiimorlerinde genellikle cerrahi
rezeksiyonu daha kolay ve daha az kapsamli hale getirmek amaciyla timorii
kiictiltmek i¢in kullanilir. Neoadjuvan sistemik tedavinin, ameliyat sonrasi sagkalim
ve uzak niiks agisindan verilen ayni tedavi kadar etkili oldugu bulunmustur (Mauri
ve ark., 2005). Ameliyat sonrasi hastalara verilen sistemik tedavi ise adjuvan tedavi
olarak adlandirilmaktadir. Bu tedaviler de viicudun diger boliimlerine invaze olan
saptanmamig timor hiicrelerini 6ldiirmek ic¢in kullanilmaktadir. Sistemik tedavi,
metastatik meme kanserli kadinlar i¢in ana tedavi secenegidir (American Cancer

Society, 2017).

Kemoterapinin faydasi, tiimdriin boyutu, lenf nodu sayisi, ER veya PR’nin
varlig1 ve kanser hiicrelerinde HER2 asir1 ekspresyonunun varligi gibi bir¢ok faktore
baghdir (Carey ve ark., 2007). Arastirmalar, ilag kombinasyonlarinin erken evre
meme kanserinin tedavisi i¢in tek bir ilagtan daha etkili oldugunu ve bir kemoterapi
rejimi secerken cesitli segeneklerin bulundugunu gostermistir. Kullanilan ilaglarin
kombinasyonuna bagli olarak, adjuvan ve neoadjuvan kemoterapi genellikle 3-6 ay
boyunca verilir. HR+ meme kanseri olan hastalara ostrojen seviyelerini diisiirmek
veya Ostrojenin meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesi iizerindeki etkilerini bloke

etmek i¢in hormon tedavisi verilebilmektedir (American Cancer Society, 2017).

Tamoksifen, Ostrojenin meme dokusundaki etkilerini bloke eden, ancak
karaciger, uterus ve kemikler gibi diger dokularda Ostrojenik etkileri olan bir
tedavidir. Tamoksifen hem menopoz 6ncesi hem de menopoz sonrasi kadinlarda hem

erken hem de ileri derecede HR+ meme kanserini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
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Erken evre HR+ meme kanserinin en az 5 yil boyunca tamoksifenle adjuvan
tedavisinin, ilk on yilda niiks oranii yaklasik %40-50 oraninda azalttigi ve meme

kanseri 6ltim oranini ilk 15 yilda {i¢te bir oraninda azalttig1 gosterilmistir (Davies ve

ark., 2011).

Letrozol, anastrozol ve ekzemestan gibi aromataz inhibitorleri (Al'ler), hem
erken hem de ileri diizey HR+ meme kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan bagka bir
ilag smifidir. AI’'min genellikle HR+ meme kanserli postmenopozal kadmnlarin
tedavisinde kullanilmasi Onerilmektedir. HR+ tiimorlii premenopozal kadinlarin

¢ogunda tedavinin temeli tamoksifendir (Burstein ve ark., 2014).

Fulvestrant, metastatik meme kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan baska bir
tedavi segenegidir. Ostrojen reseptdr ifadesini azaltan ve dstrojen baglanmasini bloke
eden intramiiskiiler enjeksiyonla verilen bir anti-Gstrojen ilagtir (American Cancer
Society, 2017).

Meme kanserlerinin yaklasik %17'si, biiyiimeyi tesvik eden protein HER2’yi
asir1 ifade etmektedir ve bu alt tipin tedavisi icin birgok ila¢ onaylanmustir. Ilk onayl
ilag olan trastuzumab, HER2 proteinini dogrudan hedef alan monoklonal bir
antikordur. Bu ilag HER2+ meme kanseri standart tedavisinin bir parcasi olarak
kabul edilmistir (Romond ve ark., 2005).

2.2. Kodlamayan RNA’lar

Molekiiler biyoloji ve genetik alaninda kullanilan teknolojide gozlenen hizli
gelisme ile birlikte RNA diinyas1 ve farkli transkriptlerin islevleri de daha detayh
anlasilmaya baglanmistir. Gen ifadesi diizenlenmesinin transkripsiyon faktorleri ve
diger proteinler ile gerceklestiginin 6tesinde bilgiler ENCODE (DNA Elementleri
Ansiklopedisi) gibi genis ¢apli genom caligmalariyla ortaya konulmustur. Bu bilgiler
genomun ¢ok biiylik bir kisminin kodlamayan RNA’lar oldugu ve bunlarin 6nemli
rollere sahip oldugunun anlasilmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. ENCODE projesi
ile birlikte transkripsiyon, kromatin yapist ve histon modifikasyon bdlgeleri
sistematik olarak haritalanmistir. Bu veriler protein kodlayan bélgelerin disinda
genomun %80’inin fonksiyonlarinin anlagilmasini saglamistir. Kesfedilen aday

diizenleyici elementlerin cogu fiziksel olarak birbiriyle ve ifade edilen genlerle

13



iligkilidir. Ayrica bu bilgiler gen diizenlenme mekanizmalari hakkinda bilgiler

saglamaktadir (ENCODE Project Consortium, 2012).

Insan genomunun %90°1 transkribe olmasina ragmen genom sekansimin sadece
%?2’sinin protein kodlayan genler oldugu bilinmektedir (Gibb ve ark., 2011). Gelisen
molekiiler teknikler ile birlikte transkriptomun insan hastaliklarinda onemli role
sahip ve gen ekspresyonunun diizenleyicileri olarak islev goren cesitli fonksiyonel
kodlamayan RNA smiflarim1 da igerdigi goriilmistir (Taft ve ark., 2010).
Kodlamayan RNA’lar uzun kodlamayan RNA’lar ve kiigiik kodlamayan RNA’lar
olmak tizere iki ana smif altinda toplanmaktadir. Bu RNA’lar gen ekspresyonunun

diizenleyicileri olarak gorev almaktadir (Lewis ve ark., 2003).
2.2.1. Uzun Kodlamayan RNA’lar

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) ortalama 200 bp - 100 Kbp
biiytikligiindedir. Her ne kadar IncRNA’larda ekzon bolgeleri igersede, mRNA'dan
farkli olarak daha az ekzon bolgelerine sahiptirler. Ayrica IncRNA’lar ¢ogunlukla
mRNA'lar gibi RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilmektedir. IncRNA’lar
splayzing, 5 baslik eklenmesi ve 3’ poliadenilasyon gibi post-transkripsiyonel
modifikasyonlara ugrayabilmektedirler (Derrien ve ark., 2012). IncRNA’lar gen
ekspresyonunun diizenleyicileri olarak rol oynamaktadirlar. Sekanslama tekniklerinin
gelismesiyle ¢cok sayida IncRNA tanimlanmistir. Ayrica bu IncRNA’larin 6zellikle
son yillarda bir¢ok hastaligin yani sira kanser biyolojisindeki yeri de ortaya konmaya
baglanmistir (Liu ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015a; Zhao ve ark., 2015).
IncRNA'larin, hastalik patogenezi yaninda gelisim, farklilasma ve hiicre kaderi gibi
cesitli fonksiyonel rollere de sahip oldugu belirlenmistir (Rinn ve ark., 2007; Guan
ve ark., 2013; Kung ve ark., 2013; Lee ve Bartolomei, 2013). Cok sayida InCRNA
tanimlanmasina ragmen fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak
literatiirde baz1 kanser tiplerinde ekspresyonlarinin farkliliklar gosterdigi IncRNA’lar

ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Brunner ve ark., 2012).
2.2.1.1. ZEB2NAT

Derin DNA dizileme ¢alismalar1 ile birlikte protein kodlayan sense genlerin
biiylik bir kisminin dogal antisense transkriptleri (NAT) olarak bilinen antisense

transkripsiyon da sergiledikleri goriilmistiir (Katayama ve ark., 2005; Engstrom ve
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ark., 2006). Bu dogal antisense transkriptler uzun kodlamayan RNA’lar olarak
siiflandirilabilmektedir. ZEB2 transkripsiyon faktorii, EMT ve bir epitelyal
fenotipin kayb: ile yakindan iliskilendirilmektedir (Gheldof ve ark., 2012). ilk
caligmalar ZEB2 geninin bir dogal antisense transkript varligin1 ortaya koymus ve
daha sonraki arastirmalar ile bu transkriptin ZEB2 ifadesinin diizenlenmesinde

onemli role sahip oldugu bulunmustur (Nelles ve ark., 2003; Beltran ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢alisma ile SNAIL1 ile EMT nin uyarilmasindan sonra ZEB2
protein ifadesinin yiliksek oldugu gosterilmistir. SNAIL1 ZEB2 mRNA sentezini
etkilememis ancak ZEB2 mRNA transkriptinin 5 -UTR bdlgesinde bulunan biiyiik
bir intronun islenmesini engellemistir. Bu intron ZEB2’nin ifadesi i¢in gerekli olan i¢
ribozom giris bolgesi (IRES; internal ribosome entry sequence) igermektedir (Beltran
ve ark., 2008). Ayrica ZEB2 transkripti, 5'-UTR boélgesinde ZEB2 translasyonunun
diisiik seviyelerine neden olan bir ribozom tarama inhibitdr dizisini (RSIS; a
ribosome scanning inhibitory sequence) barindirir (Serviss ve ark., 2014). ZEB2 5'-
UTR intronunun korunmasi intronda 5 splayz bolgesi ile ¢akisan dogal bir antisense
transkriptin  (NAT) ifadesine baglidir. Epitel hiicrelerde bu NAT’1n asir1 ifadesi
ZEB2 ribozomal baglanmay1 saglayarak protein ifadesinin artmasina neden olan
ZEB2 5'-UTR’sinin splayzingini Onler. 5'-UTR intronunun korunmasi ve NAT
ifadesi arasinda giliglii bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu nedenle ZEB2
ekspresyonunu aktive eden ve ZEB2NAT olarak tanimlanan bir NAT varligi ortaya
konulmustur (Beltran ve ark., 2008; Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. ZEB2NAT mekanizmasi (Serviss ve ark., 2014).

2.2.2. Kiiciik Kodlamayan RNA’lar

RNA interferans (RNAi) son donemlerde olduk¢a yaygm kullanilan
transkripsiyon sonrasi gen ifadesi baskilama mekanizmasidir. RNA1i ilk 6nce 1998
yilinda Fire ve Mello tarafindan C. elegans'ta eksojen RNA tarafindan etkin gen
susturma mekanizmalarin1i  arastiran Nobel 06diilli  caligmasina dayanarak
tanimlanmistir (Fire ve ark., 1998). Son yillarda kesfedilen kiiglik interferans
RNA’lar (siRNA’lar) ve mikroRNA (miRNA’lar) gen diizenlemesinde 6nemli rol
oynayan kodlamayan RNA’lardir. Bu RNA’lar kanserler ve enfeksiyonlar da dahil
olmak tiizere bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in potansiyel terapdtik ajan siniflart olarak
arastirilmaktadir. siRNA ve miRNA etki mekanizmalarinda farkliliklar olmasina
ragmen ¢ok fazla ortak Ozellige sahiptir. Her ikisi de mesajct RNA'yr (mRNA)
hedefleyerek transkripsiyon sonrasi seviyede gen susturma etkilerine sahip kiigiik
RNA molekiilleridir. siRNA'lar ve miRNA'lar arasindaki en biiytik fark, siRNA’larin
sadece bir mRNA hedefine oldukca spesifik olmasi, miRNA’nin ise ¢coklu hedeflere
sahip olmasidir (Lam ve ark., 2015).
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2.2.2.1. siRNA ile Gen Susturulmasi

Genel olarak, ya hiicresel genlerden kopyalanan ya da enfekte edici
patojenleri kopyalayan ya da yapay olarak hiicrelere sokulan dsRNA, sitoplazmada
Dicer isimli 6zel bir riboniikleaz (RNase) III-benzeri enzim tarafindan daha kiigiik
bir dsRNA molekiiliine islenmektedir. Bu kisa dsRNA molekiilii, 3' ucunda iki
niikleotit ¢ikintist olan 21-23 niikleotide sahip siRNA olarak bilinmektedir. siRNA,
RNA aracili indiiklenen susturma kompleksi (RISC; RNA-induced silencing
complex) ile etkilesime girer ve bu kompleksi aktive etmektedir. RISC'nin
endoniikleaz argonaute 2 (AGO2) bileseni, sSiIRNA'nin yolcu zincirini (sense zincir)
ayirirken, kilavuz zincir (antisens zincir) RISC ile iligkili kalmaktadir. Daha sonra
kilavuz zincir, aktif RISC'yi, AGO02 ile ayrilmas1 i¢in hedef mRNA'sina yonlendirir.
Kilavuz zincir sadece komplementeri olan mRNA'ya baglanir ve RISC araciligr ile
SiRNA spesifik gen susturma islemine (Sekil 2.3) neden olur (Fire ve ark., 1998;
Elbashir ve ark., 2001; Agrawal ve ark., 2003; Pecot ve ark., 2011).

Yapilan c¢alismalarda sentetik siRNA’larin kullanilmast ile hedef genin
susturulmast  yoluyla genlerin fonksiyonlar1 arastirilabilmektedir. Bu tez
calismasinda da siRNA mekanizmas: kullanilarak IncRNA ZEB2NAT’mn
susturulmasiyla insan meme kanseri hiicrelerinde EMT, metastaz ve apoptoz

tizerindeki fonksiyonlar arastirilmstir.
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Sekil 2.3. siRNA mekanizmasi.

2.3. Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is (EMT) ve Metastaz
2.3.1. Epitelyal-Mezenkimal Gegis

Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMT) ve Mezenkimal-Epitelyal Gegisde
(MET), epitelyal ve mezenkimal kokenli hiicreler arasinda dontisiimden
bahsedilmektedir. EMT olaylar1 kanser gelisimi disinda da biiyiik 6neme sahiptir.
Spesifik olarak, EMT yetiskinlerde yara iyilesmesi ve doku onariminin yani sira
embriyonik donemde gastrulasyon sirasinda mezoderm olusumu, noral krest

olgunlagmasi, organ morfogenezi i¢in de kritik dneme sahiptir (Yan ve ark., 2010).

Epitelyal kanser hiicrelerinin mezenkimal 06zellikler kazanmasi tiimdriin
yayilmasinda onemli yer tutmaktadir. Bu siiregte epitelyal hiicreler hareketli bir
fenotip kazanmak i¢in hiicre iskeleti elemanlarin yeniden organize olmalariyla
diger epitelyal hiicreler ile baglantisin1 kaybederler. Bu asamada epitelyal hiicreler E-
kaderin ve epitelyal sitokeratin gibi hiicre-hiicre baglant1 proteinlerinin ifadesinin
azalmasma neden olan proteinlerin ifadesindeki degisiklikler ile epitelyal
ozelliklerini kaybedip fibronektin, vimentin ve N-kaderin gibi mezenkimal iliskili
proteinleri ifade etmeye baslamaktadirlar. E-kaderin ifadesinde azalma gelisim, doku
fibrozu, yara iyilesmesi ve kanser gelisimi ile iliskili EMT siirecinde neredeyse
herzaman gozlenir. Bu nedenle E-kaderin kaybt EMT olaylan igin belirte¢ olarak
kabul edilmektedir (Hay ve Zuk, 1995).
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E-kaderinin aktin iskeletine baglanmasinda p120, a-, B- ve y-kateninler ile
etkilesimi 6nemlidir. E-kaderin-katenin kompleksinin hiicre i¢i yikimi hiicre-hiicre
adezyonunun kaybi i¢in yeterlidir. Ayrica epitel doku bu nedenle karakteristik doku
sertligini de kaybetmektedir (Christofori ve Sembl, 1999). Aktif Wnt/p-katenin
sinyali ve niiklear f-katenin birikmesinin meme kanserinde EMT, invazyon ve zayif
prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (Prasad ve ark., 2009). Kisaca, E-kaderin
kaybi, niiklear B-katenin lokalizasyonu ve mezenkimal kaderin ekspresyonlarinin
kazanilmasi metastatik potansiyel ve EMT i¢in anahtar belirtegler olarak

tanimlanmaktadir.

Mezenkimal 6zellikleri kazanan hiicreler daha hareketli bir fenotip kazanmak
icin kendi fizyolojilerini degistirirler ve dokulara invazyon ve migrasyonda dnemli
rol oynayan matriks proteazlar ifade etmeye baslarlar (Hay ve Zuk, 1995). EMT ile
mezenkimal 0Ozellik kazanan hiicreler daha sonra sekonder epitel hiicreleri

olusturabilmek i¢cin MET potansiyeline sahiptir (Chaffer ve ark., 2007).

Tiimor metastazinin ilk asamalarinda kanser hiicrelerinin primer timor
bolgesinden ayrilarak kan dolagimi ve/veya lenfatik sistem araciligiyla viicudun diger
bolgelerine gog¢ ettigi karmasik bir dizi olay meydana gelmektedir. Metastazin
gerceklesmesi hiicrelerinin yayilma, migrasyon ve ¢evre dokulart istila etmek igin
gerekli 6zellikleri kazanmasina baglidir. Bu durumda EMT ile sonuglanan gelisimsel
yolaklarin yeniden aktif hale gelmesi, uzak metastazin olusmasinda ve hiicrelerin bu
yetenekleri kazanmasinda bir muhtemel mekanizma olarak goriilebilmektedir.
Gelisimsel ve onkogenik EMT arasinda oldukca fazla benzerlik tanimlanmis ve bu
benzerlikler EMT’yi diizenleyen ortak sinyal yolaklarinin ve transkripsiyonel
diizenleyicilerinin anlasilmasina yardimci olmustur. Bu yolaklarin ve faktdrlerin
anormal diizenlenmesi in vitro ve in vivo modellerde metastatik potansiyelin artmasi

ile iligkilidir ve kotii klinik sonuglar ile de uyumludur (Amatangelo ve ark., 2012).
2.3.1.1. EMT’nin Smiflandirilmasi

Gelisimsel EMT ve onkogenik EMT olduk¢a benzer olmasina ragmen,
Kalluri ve Weinberg (2009) EMT’yi ii¢ farkli sinifta degerlendirmistir. Erken
embriyo ve organ gelismesi ile iliskili EMT olaylar1 tip-1 EMT olarak kabul

edilmektedir. Tip-2 EMT olaylar1 yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve fibrozis ile
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iligkilidir. EMT nin bu tipi inflamasyona yanit olarak yetiskin dokularinda ortaya
cikmaktadir. Tip-3 EMT ise karsinoma hiicrelerinin mezenkimal hiicreler igin
karakteristik olan invaziv ve hareketlilige sahip fenotipi kazanmasindaki siire¢ olarak

tanimlanmaktadir.
2.3.1.2. Iskelet Dinamiklerindeki Degisiklikler

EMT ile ilgili ¢aligmalar bu siiregte vimentin ifadesinin 6nemli role sahip
oldugunu agiga cikarmistir. Vimentin mekanik strese karsi hiicreyi koruyan
mezenkimal bir ara filamenttir (Pekny ve Lane, 2007). Invaziv bir fenotip igin
karsinom ilerlemesine kanserlerin ¢ogunda vimentin ifadesi artisinin eslik ettigi
bilinmektedir (Lang ve ark., 2002; Hu ve ark., 2004; Otsoki ve ark., 2011). Ancak
patologlar kanserde vimentin ifadesinde her zaman 6nemli artis gdzlemlemedikleri
gibi benign tiimorlerde de bazen artmis vimentin ifadesine rastlandigini
belirtmektedir (Heatley ve ark.,, 1995). Vimentin ifadesi hiicre iskeleti
dinamiklerindeki degisikliklerden dolayr EMT ve metastatik potansiyel i¢cin 6nemli
pozitif belirte¢ olarak goriilebilmektedir.

2.3.1.3. Matriks Yeniden Diizenlenmesi

Epitel dokular normalde invazyon igin engel teskil eden bazal membran
olarak adlandirilan laminin ve tip-4 kollajen proteinleri bakimindan zengin bir ECM
(ekstraseliiler matriks) ile sarilidir (Lee ve ark., 2007). Bazal membran kayb1 kanser
invazyonunda anahtar basamaktir ve ¢ogu epitel karsinomalarda zayif prognozun en
glivenilir belirteci olarak kabul edilmektedir (Barsky ve ark., 1983). Fibronektin ile
fibronektin reseptorii olan o0sfB; integrinin  baglanmasit hiicresel uzantilarin

olusturulmasi ve hiicre hareketini indiiklemede 6nemlidir (Davidson ve ark., 2006).

EMT siirecinde ECM yikimi 6nemli asamalardan biri olmakla birlikte,
matriks metalloproteinazlar (MMP) olarak adlandirilan bir proteinaz ailesi tarafindan
gerceklestirilmektedir. MMP’ler yapisal olarak bir sinyal peptid, ¢inko baglayici
bolge igeren katalitik kisim ve bir c-terminal kuyruk kism1 bulundururlar ve kalsiyum
bagimli proteazlardir (Sato ve ark., 1994). Ayrica ECM’nin tiim elemanlarin1 yikma
ozelligine sahiptirler. MMP’ler fiziksel bariyerleri yikabildigi i¢in hiicreleri
invazyon, intravazasyon, ekstravazasyon ve migrasyona tesvik edebilmektedir. Bu

nedenle MMP’ler antimetastaz tedavileri i¢in molekiiler hedef olarak
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goriilmektedirler. Ancak MMP’ler fetal gelisim siirecinde ve doku tamirinde
ECM’nin yeniden diizenlenmesinde rol oynadigi gibi derinin otoimmiin olaylari,
romatoid artrit ve osteoartrit gibi patolojik durumlarda da MMP seviyelerinde artislar
gorilmektedir. Serum MMP seviyelerinin artisinda en 6nemli patolojik durumlardan
biri de kanserdir (Hidalgo ve Eckhardt, 2001; Bourboulia ve Stetler-Stevenson,
2010). MMP’ler biiylime faktorlerinin aktivasyonu, timor hiicre apoptozunun
baskilanmasi ve anjiogenik faktorlerin saliniminda da onemlidir (Hojilla ve ark.,

2003).
2.3.1.4. EMT Siirecinde Sinyal Ag1

EMT nin 3 tipinde de EMT; TGF-p (Transforme Edici Biiylime Faktori),
EGF (Epidermal Biiylime Faktorii) ve Ras, HGF (Hepatosit Biiylime Faktorii) ve
FGF (Fibroblast Biiylime Faktorii), Wnt/ p-katenin, Notch, Hedgehog gibi sinyal
yolaklar araciligr ile indiiklenir. Bu yolaklardaki anormallikler farkli kanser

tiirlerinde tiimdr gelisimi ve metastatik potansiyel ile iliskilendirilmistir (Amatangelo

ve Stearns, 2012).
2.3.1.4.1. TGF-g Sinyal Yolag:

TGF-B normal, gelisimsel ve malignant dokularda EMT’nin ana diizenleyicisi
olarak fonksiyon gosterebilen bir sitokindir. Tipik kanser hiicrelerinde, TGF-j
metastazda kritik rol oynayan EMT’yi indiikledigi ve gesitli kanserlerde de
kemoterapiye direngle iligkili oldugu gosterilmistir (Parikh ve ark., 2014).

Memelilerde TGF-p1, TGF-2 ve TGF-B3 olmak iizere 3 farkli TGF-f
izoformu ifadesi goriilmektedir. TGF-f sinyal yolaginda TGF-f tip-1 reseptorii Smad
proteinlerini fosforillemekte ve aktif hale getirmektedir. TGF-B ailesi Smad2 ve 3’
aktive etmektedir. Bu aktivasyon gergeklestiginde bu proteinler sitoplazmada Smad4
ile heterodimer olusturur ve niikleusta TGF-$ cevap genlerini diizenlerler. TGF-f
cevap genlerinden biri Smad7’dir ve negatif feedback olarak fonksiyon
gostermektedir. Smad7 ifadesi TGF-p tip-1 reseptorii ile daha fazla Smad proteinin
etkilesimini engellemektedir (Hayashi ve ark., 1997; Kavsak ve ark., 2000). TGF-31,;
integrinlerin, integrin ligandlarmin ve integrin iligkili proteinlerin ifadesini
diizenleyerek integrin aracili hiicre adezyonu ve migrasyonunu etkilemektedir

(Margadant ve Sonnenberg, 2010). TGF-f EMT’yi indiikleyen ana faktorlerden
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biridir ve Snail, Twist, Slug, ZEB1 ve ZEB2’nin aktivasyonuna neden olmaktadir
(Sekil 2.4; Thiery ve ark., 2009).
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Sekil 2.4. TGF-f sinyal yolagt.

Son yillarda yapilan molekiiler diizeyde calismalar TGF-f uyarimi ve TGF-3
reseptor aktivitesinin E-kaderin ve siki baglant1 proteinlerinin ifadesinin azalmasina
neden oldugu aciga cikartilmistir (Pardali ve Moustakas, 2007). Ayrica PI3K
(fosfotidilinositol-3-kinaz) ve PTEN’inde (fosfataz ve tensin homologu) E-kaderin-
katenin adezyon kompleksi ile iligkili oldugu ve TGF-B1 indiiklii o ve B-katenin’in

fosforilasyonunda 6nemli rol oynadiklar1 gésterilmistir (Vogelman ve ark., 2005).

2.3.1.4.2. EGF ve Ras Sinyal Yolag:

ErbB reseptor ailesi, epidermal biiylime faktor (EGF) reseptorii (EGFR,
ErbB1, HER1), ErbB2 (Neu, HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak iizere
4 reseptor tirozin kinaz iiyesi igermektedir (Linggi ve Carpenter, 2006). ErbB
reseptOr sinyal yolagi araciligiyla hiicre-hiicre baglantilarinin kayb1, epitelyal hiicre
polarite kaybi, migrasyon ve invazyon olaylar indiiklenebilmektedir (Normanno ve
ark., 2006). EGFR ve EGF ailesi farkli kanser tiplerinin patogenezinde ve

ilerlemesinde merkezi bir role sahiptir (Normanno ve ark., 2001). EGFR’nin hiicre
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dist domainine ligand baglandigi durumda EGFR homodimerize olur ve aktiflenir.
Bu homodimerizasyon hiicre igi tirozin kinaz domaininin fosforilasyonuna neden
olmaktadir. EGFR’nin aktivasyonu Ras/Raf/MAPK (mitogen aktive edici protein
kinaz) sinyal yolaginin aktivasyonunu igeren bir seri hiicre i¢i sinyali baslatir (Altieri
ve ark., 2013; Sekil 2.5). Ras ailesi ¢ogu biiyiime faktor reseptorleri tarafindan
aktiflenmektedir. Bu reseptorlerdeki bazi mutasyonlar sonucu Ras sinyal yolag asir
aktiflenmekle birlikte bu anormal aktivasyona ¢ogu kanser tiirlinde rastlanmaktadir
(Marshall, 1996). Ras-Raf-MAPK sinyali ve TGF-f sinerjistik olarak E-kaderin
degredasyonunda onemli rol oynamakla birlikte MMP-2, MMP-12 ve MMP-13
ifadesinde artisa da neden oldugu goriilmiistiir (Jechlinger ve ark., 2003; Janda ve
ark., 2006).
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invazyon
Metastaz

Sekil 2.5. EGF ve Ras yolagi.

2.3.1.4.3. HGF ve FGF Sinyal Yolag:

TGF-B ve EGF’nin yanm sira ozellikle FGF (fibroblast biiylime faktorii) ve
HGF (hepatosit biiylime faktorii) basta olmak iizere diger biiylime faktor reseptor
yolaklar1 da EMT nin indiiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. HGF, p85 (PI3K’1n
altbirimi), Grb2 ve Shc adaptdr proteinleri icin yerlesme bdlgeleri olusturan
tirozinlerin dimerizasyonu ve otofosforilasyonuna neden olan c-Met’e baglanir.
Boylece Ras-MAPK, PI3K, PLC-gamma ve Src kinaz yolag aktive edilir
(Amatangelo ve Stearns, 2012; Sekil 2.6). HGF’nin, hiicre hareketliligi ve
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invazivliginin yani sira EMT’ yide indiikledigi bilinmektedir (Uehara ve Kitamura,

1992).
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Sekil 2.6. HGF sinyal yolagi.

FGF ligand ailesi en az 23 iiyeden olusmakta ve 4 yiiksek afiniteli reseptor
tirozin kinaz (FGFR-1, 2, 3 ve 4) aracilig1 ile sinyal iletimi gerceklestirmektedir.
FGF sinyal yolagi hiicre hareketliligini ve invazyonu arttirmada Onemli rol

oynamaktadir (Turner ve Grose, 2010).
2.3.1.4.4. Wnt/ g-katenin Sinyal Yolag:

Wnt sinyal yolagi yetiskin doku gelisim siirecinde, organ gelisiminde onemli
role sahiptir. Ayrica kanser kok hiicre pluripotensinde olduk¢a merkezi role sahip
yolaklardan biridir (Logan ve Nusse, 2004; Nusse ve ark., 2008). B-katenin, Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin merkezi diizenleyicisidir. Wnt sinyal yolagi gesitli hiicre igi
faktorler tarafindan aktiflenir. Wnt ligandlart FZD (Frizzled) ve LRP (Low-density
lipoprotein receptor-related protein) gibi hiicre yiizey reseptorlerine baglanir. Bu
baglanma ile APC ve Axin proteinleri aktiflenir. APC ve Axin proteinlerinin aktive
edilmesi GSK-3B’nin defosforilasyonuna neden olur. Boylece Wnt ligand varligt -

katenin’in sitoplazmada birikmesiyle sonuglanir. B-katenin’in artan ifadesi LEF
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(lymphoid enhancer factor) ve TCF (T-cell factor) ile kompleks olusturmak igin
niikleusa gegisine neden olur ve Wnt hedef genlerinin ifadesi diizenlenir (Clevers ve

Nusse, 2012; Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Wnt/ B-katenin sinyal yolagi.

2.3.1.4.5. Notch Sinyal Yolag

Memelilerde Notch-1, Notch-2, Notch-3 ve Notch-4 olmak iizere dért Notch
reseptor izotipi, Deltalike-1, -3, -4, Jagged-1 ile Jagged-2 olmak {izere de bes ligand
ifade edilmektedir. Bu yolak iki farkli kisimda Notch reseptoriiniin proteolitik
kesimine neden olan Jagged veya Deltalike ligand1 ile Notch reseptoriiniin etkilesimi
araciligiyla aktive edilir. Daha sonra Notch intraselluler domaini (NICD) gamma-
sekretaz araciligiyla kesilir ve bu kisim niikleusa transloke olur. NICD niikleusta
transkripsiyonel represér RBP-JK’ya (CSL/CBF-1) baglanir ve aktif transkripsiyonel
kompleks olusur (Sekil 2.8). Notch ifadesinin ¢ogu insan kanserlerinde yiiksek
oldugu bilinmektedir (Penton ve ark., 2012).
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Sekil 2.8. Notch sinyal yolagi.

2.3.1.4.6. Hedgehog Sinyal Yolag:

Sonic hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert hedgehog (Dhh)
olmak tizere 3 homolog hedgehog ligandi bulunmakla birlikte hedgehog sinyali,
Patched (Ptch) ve Smoothened (SMO) transmembran reseptorleri ile isbirligi
icindedir. Hedgehog (Hh) ligand1 reseptore baglandiktan sonra SMO’nun inhibitor
etkisi salimir ve Gli kompleksi niikleusa geger ve hedgehog hedef genlerinin
aktivasyonunu arttirir. Hedgehog ligandi reseptore baglanmadigi durumda, Ptch
katalitik olarak SMO’nun aktivitesini baskilar ve yolagin alt kisminda bulunan
genlerin aktivitesi engellenir (Sekil 2.9). SMO ve Gli’nin ifadesi hedgehog yolag
aktivasyonu icin belirtectir. Shh, Smo, Ptchl ve Glil’in ifadesi akciger skuamoz
hiicre  karsinomalarinda  belirlenmistir ve Shh  yolaginin  aktivasyonunu
gostermektedir. Glil ve B-katenin’in yanisira Glil ve E-kaderin arasinda da zit

korelasyonun oldugu goriilmiistiir (Yue ve ark., 2014).
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Sekil 2.9. Hedgehog sinyal yolagi.

2.3.1.4.7. EMT Siirecinin Transkripsiyonel Diizenleyicileri

Son yillarda EMT siirecinde asir1 ifade olan Snail (SNAI1 ve SNAI2/Slug),
Zeb (ZEBl1 ve ZEB2/SIP1) ve basic helix-loop-helix (Twist ve Twist2)
transkripsiyon faktorleri de kanser iliskili patogenezde EMT nin ana transkripsiyonel

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

Snail ve Slug

Snail (SNAI1) ve Slug (SNAI2) Snail siiperailesinin tiyeleri olmakla birlikte
her iki transkripsiyon faktorii E-kaderin’in promotoruna baglanir ve transkripsiyonel
baskilayici olarak hareket etmektedir (Cano ve ark., 2000; Bolos ve ark., 2003).
Ayrica, MAPK ve PI3K sinyal yolagmin Ras aktivasyonu Snail promotorunun
aktivasyonunu indiiklemek i¢in TGF-beta ile isbirligi i¢indedir (Peinado ve ark.,
2003). Snail’in tiimorogenez sirasinda hedgehog ve B-katenin indiikli EMT nin ana

transkripsiyonel diizenleyicisi olarak fonksiyon gosterdigi goriilmiistiir (Li ve ark.,
2007).

Zebl ve Zeh2

Zebl (delta-EF1) ve Zeb2 (Sipl) invazyonda 6nemli olan E-kaderin geninin
direk transkripsiyonel represorii olarak ortaya ¢ikan ¢inko parmak transkripsiyon

faktorleridir ve hiicrelerin invazyon kapasitelerinin artmasi ile iligkilidirler (Comijn
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ve ark., 2001; Eger ve ark., 2005). ki ZEB proteinide N- ve C-terminal DNA
baglanma ¢inko parmak motifleri arasinda bir merkezi represér domaini
bulundurmaktadir. ZEB proteinleri ile Smad aracili transkripsiyonun diizenlenmesi
Smadlar tarafindan ZEB proteinlerinin dogrudan transkripsiyona sokulmasi ile
gerceklestirilebilmektedir. Ancak TGF-beta bagimli genlerde ZEB baglanma
bolgelerinin  varligi hedef genlerde endojen ZEB ve Smad proteinlerinin

konsantrasyonuda énemli olabilmektedir (Postigo, 2003).

Zebl ve Zeb2, reseptor tarafindan aktiflenmis Smad’larla etkilesebilme ve
onlarin aktivitesini diizenleme yeteneginde proteinler olarak tanimlanmaktadir
(Verschueren ve ark., 1999; Postigo, 2003). ZEB proteinin ifadesinin TGF-beta, NF-
kappaB ve hipoksi indiiklii sinyalizasyon ile indiiklendigi gosterilmistir
(Krishnamachary ve ark., 2006; Chua ve ark., 2007). ZEB proteinleri
promotorlarinda hipoksi response element icerir ve bobrek kanseri hiicrelerinde HIF-
lo bagimli E-kaderin baskilanmasina aracilik ettigi goriilmistiir (Krishnamachary ve
ark., 2006). ZEB2, dokulardan epitelyal hiicrelerin ayrilmasina katki saglayan birkag
sitki baglanti, adherens baglanti, desmozom ve gap junction proteinlerininde

promotor aktivitelerinin engellenmesiyle ifadelerini baskilamaktadir (Vandewalle ve

ark., 2005).

Twistl ve Twist2

Helix-loop-helix yapilariyla yiiksek oranda korunmus olan Twist bir¢ok
kanser tiiriinde temel onkogenik 6zellikleri diizenledigi disiiniilmektedir (Mironchik
ve ark., 2005; Ohuchida ve ark.,, 2007; Khan ve ark., 2013). Snail ve ZEB
transkripsiyonel faktorleri gibi HIF-lo da Twist promotorunda HRE (hypoxia-
response element)’e direk baglanarak hipoksi sirasinda Twist ifadesini
diizenlemektedir (Yang ve ark., 2008). Twistl ve Twist2 transkripsiyonel baskilama
icin HDAC (histon deasetilaz) kompleksleri ile etkilesmektedir (Hayashi ve ark.,
2007; Koh ve ark., 2009). Twist proteinlerinin baz1t EMT olaylari sirasinda N-kaderin
ifadesinin direk artisina ve E-kaderin ifadesinin direk azalisina neden oldugu rapor

edilmistir (Alexander ve ark., 2006).
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2.3.2. Metastaz

Metastaz, invazyon-metastaz kaskadinda hiicrenin ¢ok basamakli biyolojik
siirecinin son asamasidir. Kanser hiicrelerinin anatomik olarak uzak organlara
yayllmast ve bununla birlikte yabanci doku mikrogevresine adaptasyonu bu
kaskadlar ile saglanmaktadir (Valastyan ve Weinberg, 2011). Ayrica metastaz kendi
0zgiin ¢evresinden ayrilarak zorlu fizyolojik engelleri asan nadir tiimor hiicrelerinin
yayillmasi ile sonug¢lanan bir siire¢ olarak da gorilebilmektedir (Nguyen ve

Massague, 2007).

Metastaz sirasinda adezyon kaybi, intravazasyonu gergeklestirebilmek icin
invazivlik ve motilitenin artigi, lenf diigiimleri ve kan damarlar1 aracilifiyla dolagima
katilma ve kan damarlarina baglanma gibi olaylar1 igeren oldukca karmasik bir siireg
olarak bilinmektedir (Fidler, 2003). Metastaz, kanser nedenli 6liimlerin %90’mndan
sorumludur (Hanahan ve Weinberg, 2000). Sinirlt primer tiimorler cerrahi miidahale
ve adjuvan tedaviler ile tedavi edilebilirken, metastatik kanserlerin terapotik ajanlara
timor hiicrelerinin direnci ve onlarin sistemik dogasi nedeniyle tedavi edilmeleri

oldukga zor bir durumdur (Steeg, 2006).

Metastazin gerceklesmesi i¢in kanser hiicresi ve stromasinin birlikte degisim
gostermesi gerekmektedir. Bu nedenle metastatik siiregte stroma yani mikrogevre
olduk¢a Onemlidir. Stroma, ekstraseliiler matriks ve ekstraseliiler molekiiller ile
birlikte fibroblast, glial, epitelyal, vaskiiler, diiz kas ve immiin hiicrelerden
olusmaktadir. Bu hiicreler kanser hiicreleri ve birbirleriyle direk ya da dolayli olarak
etkileserek anormal fonksiyonlar gdstermektedirler. Bu anormallikler ile birlikte
kanser stroma fenotipi ortaya c¢ikmaktadir. Fibroblastlar ve immiin hiicreler
tarafindan biiyiime faktorii ve kemokin tiretimi anormal timor hiicre biiylimesinin

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

Kanser metastazi, birbiriyle baglantili ve arka arkaya meydana gelen birgok
olay dizisinden olusan kompleks bir siire¢ ile birlikte ortaya c¢ikmaktadir. Bu
olaylardan herhangi birinde yetersizlik veya basarisizlik meydana geldigi durumda
bu siire¢ durdurulabilir. Asagidaki olaylar bu silirecin ana basamaklarini

olusturmaktadir (Fidler, 2003; Sekil 2.10).
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1. Hiicresel degisim ve tiimdr biiylimesi (tiimor ilk asamada basit diflizyon ile

beslenir).

2. Timdr capmin 1-2 mm’yi agmasi i¢in anjiogenez olmasi gerekmektedir.
Angiogenik faktorlerin sentezi ve salinimi konak doku etrafinda kilcal ag olusturur

(Folkman, 1986).
3. Tiimor hiicrelerinin konak stromaya lokal invazyonu gergeklesir (Liotta, 1986).

4. Timor hiicreleri ayrilir ve dolasima gectikten sonra ya kapiller endotel hiicrelere
ya da subendotelyal bazal membrana yapisarak uzak organlarin kapillerine gegerler

(Nicolson, 1988).
5. Tiimor hiicreleri damar disina ¢ikar (ekstravazasyon).

6. Organ i¢inde tlimor hiicresinin ¢ogalmasi ile metastatik siire¢ tamamlanir.
Mikrometastazin ¢ogalmasi icin bir damar agi gelistirilmelidir. Hiicreler kan

damarlarina gegerek ek metastaz gergeklestirebilmektedir (Folkman, 1986).

1. Tlimér Biiyiimesi
(Primer Tiimor)

2. Anjiogenez 3. invazyon

BSirkﬁlasyon

6. Metastaz
(Sekonder tiimor)

Bazal membran

Kanser hiicreleri (EMT)

Kanser hiicreleri (MET)

Sekil 2.10. Metastatik kaskadin ana basamaklari.
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Tiimdr metastazi siirecinin meydana gelmesi igin oncelikle hiicrelerin normal
davraniglarini diizenleyen mekanizmalarin bozulmast sonucu kontrolsiiz ve anormal
sekilde c¢ogalan hiicrelerin olusmasi olarak adlandirilan tiimdrogenez siirecinin
gergeklesmesi ve ardindan da metastazda Onemli olan olaylarin islemesi
gerekmektedir. Bu 6nemli olaylar hiicre fenotipini degistiren ve hiicre hareketini
arttiran genlerin ifadesindeki degisiklikler ile ortaya c¢ikmaktadir (Nguyen ve
Massague, 2007; Sekil 2.11).

invazyon- Migrasyon

E-kaderin N-kaderin A
Klaudin Vimentin

Okludin Fibronektin
Sitokeratin MMP’ler

a-katenin Snail, Slug

B-katenin ZEB1, ZEB2
y-katenin \} Twist |

Sekil 2.11. Kanser metastazi siirecinde genetik belirleyiciler.

Tiimor hiicreleri genellikle lenfatik sistem araciligiyla lokal lenf nodlarina
invazyonu ile yayillmaktadir. Ancak agresif tiimor hiicreleri genellikle kan
dolagimina girer ve uzak dokulara ulasir (Nguyen ve Massague, 2007). Timor
hiicreleri invaziv 6zellik kazanmak i¢in epitelyal fenotipten mezenkimal fenotipe
doniismek egilimindedir ve metastaz da bu epitelyal-mezenkimal gecis metastazin

olusmasinda anahtar noktalardan biridir.
2.4. Apoptoz

Insan viicudu yaklasik 10" hiicreden olusmakta ve organizmanin
islevselligini saglamak i¢in her giin milyarlarca hiicre Olmektedir. Hiicre
homeostazinin saglanmasi amaciyla normal siiregte hiicre 6liimii ve hiicre boliinmesi

arasinda bir denge s6z konudur (Raff, 1992). Apoptoz, fizyolojik ve patolojik
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kosullarda olusabilen programli bir hiicre 6liim siirecidir. Kanser siirecinde apoptoz
mekanizmasinin baskilanmasi nedeniyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin meydana
geldigi goriilmektedir. Bu siiregte hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki denge
bozulmus ve 6lmesi gereken hiicreler 6liim sinyalini alamamaktadir (Wong, 2011).
Apoptoz 1970’lerde Kerr ve ark. tarafindan tanimlandigindan beri biyolojik
arastirmalarin en ¢ok arastirilan konularindan biri olmaya devam etmektedir (Kerr ve
ark., 1972). Apoptoza olan bu biiyiik ilginin nedenleri arasinda 6zellikle apoptozun
kanserde az goriilmesi, parkinson, Alzheimer, spinal miiskiiler atrofi gibi

hastaliklarda da ¢ok goriilmesi yer almaktadir (Leist ve Jaattela, 2001).

Programli hiicre oliimii terimi aslinda gelisim sirasinda hiicre Gliimiiniin
rastgele olmadiginin ve bir dizi kontrollii adim izlediginin 6ne siiriilmesiyle 1964
yilinda ortaya atilmigtir (Lockshin ve Williams, 1964). Apoptoz, belli durumlarda bir
dizi sinyal basamaklar1 ile diizenlenen bir hiicre 6limi tiiriidiir. Apoptozun
uyarilmasi i¢in reseptorler, enzimler ve proteinleri i¢eren ¢esitli sinyal molekiillerinin
isbirligi gerekmektedir (Launay ve ark., 2005). Apoptotik hiicre morfolojik olarak
kompakt sitoplazma, hiicre membraninda vakuollerin olugsmasi, kromatin
kondenzasyonu, DNA parcalanmasi ve apoptotik cisimciklerin olusmasi ile
karakterizedir (Ziegler ve Groscurth, 2004). Apoptozda kaspazlarin aktivasyonu,
DNA ve protein pargalanmasi, fagositik hiicreler tarafindan tanimabilen hiicre zari
degisiklikleri ti¢ ana biyokimyasal farkliliklar1 olusturmaktadir (Kumar ve ark.,
2010).

Apoptozda kaspazlar ad1 verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin
aktivitesi dnemli rol oynamaktadir. Sistein (c) proteazlart olmalari, hedef proteinleri
C-uglarinda bulunan aspartik asit (asp) rezidiilerinden kesmeleri ve enzim (ase)
olmalar1 nedeniyle kaspaz (caspase) olarak isimlendirilmistir (Lavrik ve ark., 2005).
Kaspaz aktivasyonu cesitli yolaklar ile gergeklesebilmektedir. Ekstrinsik veya 6liim
sinyalleri aracili hiicre 6liimii ve intrinsik veya mitokondri aracili hiicre 6liimii olarak

iki ana yolak ile kaspazlar aktive edilebilmektedir (Wong, 2011).
2.4.1. Oliim Sinyalleri Aracih Hiicre Oliimii (Ekstrinsik Yolak)

Ekstrinsik 6liim yolagi oliim ligandlarinin 6liim reseptoriinii uyarmasi ile
baslamaktadir. En iyi bilinen 6liim reseptorleri TNFR, FAS ve TRAILR1/TRAILR2
olmakla birlikte TNF, FASL ve TRAIL sirastyla bu 6liim reseptorlerinin ligandlar
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olarak bilinmektedir (Hengartner, 2001). Bu 6liim reseptorleri TNF reseptorii ile
iligkili 6lim domaini (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim domaini (FADD) gibi adaptor
proteinleri baglayan hiicre i¢i bir 6lim alanina sahiptir. Olim ligandmin &liim
reseptOriine baglanmasi, bir adaptor proteini i¢in bir baglanma bolgesi olusumu ile
sonuglanir ve tiim ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi 6liim indiikleyici sinyal
kompleksi (DISC; death-inducing signalling complex) olarak bilinmektedir. DISC
daha sonra pro CASPS8’in baglanmasini ve aktivasyonunu baslatmaktadir. Aktiflesen
ve baglatic1 kaspaz olan CASP8 hiicre 6liimii ile sonuglanan spesifik substratlar
parcalayan efektor kaspazlar1 (CASP3, 6, 7) aktive etmekte ve apoptoz
gerceklesmektedir (Schneider ve Tschopp, 2000; Wong, 2011; Sekil 2.12).

2.4.2. Mitokondri Aracih Hiicre Oliimii (intrinsik Yolak)

Intrinsik 6liim yolag: ekstrinsik 6liim yolaginin aksine hiicre icinden gelen
uyari ile baglatilmaktadir. Bu yolak hipoksi, genetik hasar, yiiksek sitozolik kalsiyum
iyonlar1 konsantrasyonu ve asir1 oksidatif stres gibi faktorlerin mitokondri
gecirgenligini arttirmasi ile tetiklenmektedir (Schultz ve Harrington, 2003). CYCS
gibi proapoptotik molekiillerin zarlararas1 bolgeden sitozole salinimi mitokondriyal
gecirgenligin artmasinin bir sonucudur (Danial ve Korsmeyer, 2004). Bu yolak
BCL2 ailesine ait bir grup protein tarafindan diizenlenmektedir. Bu proteinler BAX,
BAK, BAD, BCL-XS, BID, BIK ve BIM gibi proteinleri igeren proapoptotik ve
BCL2, BCL-XL ve BCL-W gibi proteinleri iceren antiapoptotik iiyelerden olusan iki
ana gruba ayrilmaktadir. Antiapoptotik proteinler CYCS’nin mitokondriden
salinmasin1 bloke ederek, proapoptotik proteinler ise CYCS’nin mitokondriden
salinmasin tesvik ederek apoptozu diizenlemektedirler. Apoptozun baslamasi bu
proapoptotik proteinler ve antiapoptotik proteinler arasindaki dengeye baglidir
(Reed, 1997). Mitokondriyal zarlar arasi alandan sitoplazmaya salinan diger
apoptotik faktorler arasinda AIF (apoptosis inducing factor), SMAC (second
mitochondria-derived activator of caspase), DIABLO (direct IAP Binding protein
with Low pl) ve HTRA2 (Omi/high temperature requirement protein A)
bulunmaktadir. CYCS’nin sitoplazmik salinimi, CYCS, APAF1 ve CASP9'dan
olusan apoptozom olarak bilinen bir kompleksin olusumu yoluyla CASP3'i aktive
eder. Diger yandan, SMAC/ DIABLO veya HTRA2, IAP’lara (inhibitor of apoptosis
proteins) baglanarak IAP’larin CASP3 veya CASP9’a baglanmasimi engelleyerek
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kaspaz aktivasyonunu tetikler (Kromer ve ark., 2007; LaCasse ve ark., 2008; Sekil
2.12).

Olam ligandlan
(TNF, FASL, TRAIL)

Ekstrinsik yolak Oliim reseptorleri
{TNFR, FAS, TRAILR1/TRAILR2)

Adaptor protein
| {FADD, TRADD)
Pro

CASP8 intrinsik yolak

Sekil 2.12. Apoptotik sinyal iletim yolaklarinin basamaklart.

2.5. Hipotez

Kodlamayan RNA’larin biyolojik 6neminin anlasilmasi bu konu ile ilgili
caligmalarin sayisinin her gegen giin artmasina neden olmustur. Bu ailenin bir tiyesi
olan IncRNA’larin kanser biyolojisinde ki onemi de ortaya konmaya baslanmistir.
EMT, metastaz ve apoptoz da dahil olmak iizere farkli biyolojk siireglerde
INcRNA’larin kritik roliinii tanimlamaya y6nelik ¢aligmalar halen biiyiik hizla devam
etmektedir. Bu tez c¢alismasinin hipotezi; ZEB2 geninin bir dogal antisense
transkripti ve ZEB2 ifadesinin diizenlenmesinde nemli rolii oldugu ortaya konulan
INcRNA ZEB2NAT’1n, MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde
apoptoz, invazyon ve koloni olusturma yetenekleri {izerine etkili olacagi ve bu
etkilerini bu yolaklarda rol alan Onemli bazi genlerin ifadesini etkileyerek

gerceklestirecegidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiltiiri

Calisma icin 17.03.2017 tarih ve 2017/845 karar sayisi ile N.E.U. Meram T1p
Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurul Karar1 almmistir (Bkz. EK
A). Calismada insan meme kanseri hiicre hatlarindan ER+ 6zellikte olan MCF7
(ATCC® HTB-22™) ve ER- ozellige sahip MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)
hiicreleri kullanilmistir. Her iki hiicre hattinda da WNT7B onkogen ifadesi
mevcuttur. Ayrica MCF7 hiicre hattinda IGFBP2, IGFBP4 ve IGFBPS ifadesi vardir.
MDA-MB-231 hiicre hattida biiylime faktorlerinden 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). Farkli 6zelliklere sahip bu hiicrelerin ¢ogalmalar1 %10
fetal sigir serumu (Heat Inactivated FBS, Capricorn; FBS-HI-11B), 2 mM L-
glutamin (Pan Biotech; P04-80100) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco) igeren
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (RPMI Medium 1640 (1X); Gibco)
kiiltiir ortami kullanilarak %95 nemli ve %5 CO;’li etiivde 37°C’de saglanmustir.

3.2. siRNA Transfeksiyon Yoéntemi

MCF7 (3,3x10° hiicre/ kuyucuk) ve MDA-MB-231 (1,6x10 hiicre/ kuyucuk)
hiicrelerinin ekimleri 6 kuyucuklu plakalara %10 FBS iceren ancak antibiyotik
icermeyen RPMI 1640 besiyerleri ile yapilmigtir. Ekimi yapilan hiicreler CO>’li
etlivde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Her bir kuyucuk icin 2 ayr1 ependorf
hazirlanmistir. Birinci tiipe 5 pM 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 pl ve serum
icermeyen besiyerinden 190 pl konulmus ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmigtir. Ikinci tiipe ise 7 pl transfeksiyon soliisyonu (Dharmacon; T-2001-03)
ve serum icermeyen besiyerinden 193 pl konulmustur. Birinci ve ikinci tiip
birlestirilip 20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra birlestirilen

tiiptin lizerine 1600 pl antibiyotiksiz ancak serumlu besiyerinden konulmustur.
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siRNA igeren toplam 2000 pl besiyeri 24 saat inkiibe edilen ve besiyerleri ¢ekilen
kuyucuklara aktarilmistir. Deney protokollerinde hiicreleri toplama siiresi degisiklik
arzetmektedir. Inkiibasyon sonras1 24 saati asan deneyler i¢in 24 saat sonra SIRNA

igeren besiyeri ¢ekilip yerine antibiyotiksiz ancak serumlu besiyerinden eklenmistir.
3.3. Ger¢ek-Zamanh PZR Analizi
3.3.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

Kontrol ve IncRNA ZEB2NAT susturulmus MCF7 ve MDA-MB-231 insan
meme kanseri hiicrelerinden mRNA ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi igin
total RNA izolasyonu RiboEx (GeneAll; 301-001) total RNA izolasyon soliisyonu
kullanilarak gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler 1 ml RiboEX
total RNA izolasyon soliisyonu eklenerek hiicre kaziyici ile kazinmistir. Toplanan
hiicreler ependorf tiiplere alinmus ve 10 dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasit her bir ependorfa 200 pl kloroform eklenmis ve pipetaj yapilmistir.
Ependorflar 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra +4'C* de 15.000 g’de 20 dk
santrifiij (Hettich 200R, Almanya) edilmis ve renksiz olan ist faz toplanip, ayri
ependorf tiiplere aktarilmistir. Toplanan Ust fazin iizerine 500 pl isopropanol
eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan tipler 15 dk +4'C’de
15.000 g’de santriflij edilmis ve siipernatant atilip olusan pellet lizerine %70’lik
etanol ilave edilmistir. Daha sonra tiipler +4 C’de 12.000 g’de 10 dk santrifiij edilmis
ve slipernatant tekrar atilip pellet kisa bir siire kurutulmustur. Kurumaya birakilan

pellet 40 ul RNase-DNase free su ile ¢oziilmiistiir.
3.3.2. RNA Kalitesi ve Miktarinin Belirlenmesi

Elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktar1 Nanodrop cihazi (Maestrogen;
Tayvan) kullanilarak belirlenmistir. Izolasyon sirasinda olusabilecek fenol, protein
ve genomik DNA kontaminasyonlarint belirlemek i¢in A260/A280 ve A260/A230
oranlar1 degerlendirilmistir. UV 6l¢timleri A260/A280 i¢in 2+0,1 ve A260/A230 igin
2,0-2,4 arasinda olan RNA oOrnekleri analizlerde kullanilmistir. RNA Orneklerinin
kalitesinin belirlenmesi amaciyla 1 pg/10 pl konsantrasyonundaki RNA iizerine 6X
yiikleme boyasindan 2 ul konularak %1°lik agaroz jel elektroforez sonrast ethidyum
bromiir (EtBr) ile boyanan RNA bantlarinin kalitesi goriintiileme sisteminden

(Syngene Gbox Chemi 16) alinan resim ile degerlendirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Ornek RNA agaroz jel goriintiisii.

Olas1 genomik DNA kontaminasyonlarinin ortadan kaldirilmasi amaciyla
DNAse-1-RNase-free (Thermo Scientific; #EN0521) enzim reaksiyonu ve iiretici
firmanin protokoliine gére uygulanmistir. Bu protokole gore 2 png/20 pl total RNA
tizerine 1 U/ul DNAse-I enziminden 2 ul konularak 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak amactyla 50 mM EDTA’dan 2 pl ilave edilip 65°C’de 10 dk

inkiibasyona birakilmistir. Total RNA 6rnekleri -80°C derecede muhafaza edilmistir.
3.3.3. Revers Transkriptaz Reaksiyonu ile cDNA Sentezi

Kalite kontrolii yapilmis RNA o6rneklerinden cDNA sentez kiti (Bio-Rad
iScript™ cDNA Synthesis Kit #170-8891, A.B.D.) kullamilarak iiretici firmanmn
talimatlarina gére cDNA sentezlenmistir. Kisaca, 2 pg/20 pl total RNA’dan tek
zincir ¢cDNA iretilmesi i¢in 4 pl 5X iScript reaksiyon karigimi ve 1 pl Reverz
Transkriptaz 2 png/20 ul RNA iizerine ilave edilmistir. Ardindan 25°C’de 5 dk,
42°C’de 30 dk ve 85°C’de 5 dk protokoliine gore cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.3.4. Primer Dizaym

Bu tez calismasinda EMT, metastaz ve apoptozda Onemli rol oynayan
genlerden gPZR analizlerinde kullanilanlarin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.
Calisilan genlere ait MRNA dizi bilgilerine Gen Bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) iizerinden ulasilmistir. Alinan sekanslar Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/) ve IDT Primer Quest

(http://eu.idtdna.com/home/home.aspx) programlar1 kullanilarak gergek-zamanh
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PZR’de kullanilabilecek primerler dizayn edilmistir (Tablo 3.2). Ger¢ek-zamanl

PZR i¢in ozellikle primerlerin self- ve/veya hetero-dimer olusturmamasina dikkat

edilmistir.

Tablo 3.1. EMT, metastaz, apoptoz ile iliskili genler ve bu calismada kullanilan diger genlerin
tanimlamalari.

No Gen Sembolii Tammlama

1 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

2 COL1A2 Collagen, type I, alpha 2

3 COL3A1 Collagen, type Ill, 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 ILIRN Interleukin 1 receptor antagonist

16 ILK Integrin-linked kinase

17 ITGAS5 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 MMTYV integration site family, member 11
41 WNT5A Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A
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Tablo 3.1. EMT, metastaz, apoptoz ile iligkili genler ve bu calismada kullanilan diger genlerin
tanimlamalar1 (devamu).

No Gen Sembolii Tanimlama

42 WNT5B Wingless-type MMTYV 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 MTAL Metastasis associated 1

62 MTSS1 Metastasis suppressor 1

63 PTEN Phosphatase and tensin homolog

64 RB1 Retinoblastoma 1

65 SMAD?2 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 ¢, 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 ZEB?2 antisense RNA 1

82 ACTB Aktin, Beta
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Tablo 3.2. Caligmada kullanilan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz ¢ifti uzunluklar1.

Gen Forward Primer (5'->3") Reverse Primer (5'->3") Uzunluk
(be)
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
ILIRN GACCTTCTATCTGAGGAACAACC CACAGGACAGGCACATCTT 146
ILK CTCAGCAGACATGTGGAGTTT TCATGAGCTTACACACATGAGG 164
ITGAS 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
SNAI1L 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
WNTSB 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. Caligmada kullanilan genlerin simgeleri, primer dizileri ve baz ¢ifti uzunluklar1 (devamu).

Gen Forward Primer (5'->3") Reverse Primer (5'->3") Uzunluk
(bo)
CDH1 GAGAGCGGTGGTCAAAGAG AGCTGGCTCAAGTCAAAGT 117
CDH2 GCTGACCAGCCTCCAAC CATGTGCCCTCAAATGAAACC 112
CDKN2A TTCCTGGACACGCTGGTG CATGGTTACTGCCTCTGGTG 160
COL4A2 AAGTACAGCTTCTGGCTGAC AGCGGCTGATGTGTGTG 103
CTNNA1L 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. Ger¢ek-Zamanh PZR Reaksiyonu

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon islemi gergeklestirilmis
MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda EMT, metastaz ve apoptozda rol oynayan
genlerin ve ayrica IncRNA ZEB2NAT’im mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri
Gergek zamanli PZR Sistemi (Bio-Rad CFX Connect™ Optics Module; Singapur)
kullanilarak degerlendirilmistir. Boya olarak ¢ift iplikli DNA’ya baglanabilen
EvaGreen (Solis BioDyne, 5X Hot FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus)
kullanilmistir. Reaksiyon final konsantrasyonu 1X olacak sekilde 5X EvaGreen
miksi, 5 pMol ileri, 5 pMol geri primer, 2ul cDNA templeyt ve toplam 20ul’ye steril
RNase-DNase free su ile tamamlanmis ve reaksiyon, steril 8’li PZR stripleri iginde
gerceklestirilmistir. Reaksiyonun 1s1 profili +95°C 15 dakika, 40 siklus (95°C 15
saniye, 60°C 20 saniye, 72°C 20 saniye) olacak sekilde ¢alisilmistir. Daha sonra
60°C’den 95°C’ye 0.5°C artigla kademeli olarak 1sitma islemi gergeklestirilmis ve
wsilar igerisindeki her 0.5°C artista optik Olciimler yapilarak erime egrisi (melting
curve) analizi ile erime egrisi grafigi olusturulmustur (Sekil 3.2). Ger¢ek zamanh
PZR’de optik analiz sonucu elde edilen veriler (Ct) olarak kayit edilmis ve hedef

genlerin ekspresyon seviyeleri ACTB referans geni ile normalize edilmistir.

Melt Peak
T
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Sekil 3.2. Ornek erime egrisi grafigi.

3.4. Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon islemi gergeklestirilmis
hiicre gruplart karsilastirildiginda mRNA diizeyinde anlamli degisim goriilen
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genlerin protein diizeyindeki ekspresyon seviyeleri western blot analizi ile

gerceklestirilmistir.
3.4.1. Protein Izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in 6 kuyucuklu plakalara ekilen ve kontrol-siRNA ve
ZEB2NAT-siRNA uygulanmis hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra buz
tizerine alinmistir. Kuyucuklara 10 pl proteaz inhibitér kokteyli (Protease inhibitor
coctail kit, Thermo Scientific; 78410) igeren 1 ml RIPA lizis soliisyonu (RIPA Lysis
Buffer, VWR, N653, A.B.D.) eklenmis ve hiicreler 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra lizis soliisyonu ile hiicreler toplanmig ve 10.000 rpm ve
4°C’de santrifiij sonrasinda hiicre dokiintiileri ¢oktiiriilmiis ve total proteini iceren
siipernatant ayr1 bir ependorf tiipe alinmistir. Proteinler ¢alisilincaya kadar -80°C°de

muhafaza edilmistir.
3.4.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jelinin Hazirlanmasi

Proteinlerin jelde yiginlanmasi amaciyla yiginlama (stacking) ve proteinlerin
ayrilmasi amaciyla ayirma (separating) jelleri hazirlanmistir. Bu jeller 10x10 cm’lik
Imm kalinhgindaki cam kaliplar arasina dokiilmiistiir. Once ayirma jel ¢ozeltisi 3,1
ml su, 2,4 ml %30’luk bisakrilamit ¢ozeltisi, 1,9 ml ayirma jeli ¢ozeltisi, %10’luk
amonyum persiilfattan 150 pl ve TEMED’den 8,3 pl konularak hazirlanmistir.
TEMED ve amonyum persiilfat ekleme islemleri her iki jelinde hazirlanma
asamalarinda hizlica yapilmistir. Ayirma jeli dokiildiikten sonra iist kisimda olusan
hava kabarciklarin1 gidermek amaciyla butanol eklenmis ve donma sonrasi butanol
uzaklagtirilmistir. Ayirma jeli donduktan sonra yiginlama jeli 1 ml su, 300 pl
%30’luk bisakrilamit ¢ozeltisi, 444 ul yiginlama jeli ¢ozeltisi, %10’luk amonyum
persiilfattan 33 pul ve TEMED’den 5 pl olacak sekilde hazirlanmaya baglanmistir.
Daha sonra cam kalibin '4’lik kismina yiginlama jeli dokiilmiis ve taraklar

kuyucuklarin olugsmasi amaciyla camlar arasina yerlestirilmistir.
3.4.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyon islemi gergeklestirilmis
hiicre gruplarindan izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar: Bradford soliisyonu

(Bradford dye Reagent, Thermo; Almanya) ve mikroplaka okuyucu (Biotek Epoch;
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A.B.D.) kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan BSA diliisyonlar1 ile birlikte protein
ornekleri mikroplakalara konulmus ve 595 nm dalga boyunda okuma islemi
gerceklestirilmistir. Proteinler konsantrasyonlart BSA diliisyonlar1 ile olusturulan
grafige gore hesaplanmistir (Sekil 3.3). Esit miktarda protein drneklerine 6x yiikleme
tamponu (7 ml 4X Tris-HCL, 3,6 ml gliserol, 1 gr SDS, 2 mg Brom fenol mavisi,
400 pl B-mercapto-etanol olacak sekilde 10 ml ye su ile tamamlanmistir) eklenerek 5
dakika 90°C'de kaynatma islemi gergeklestirilmistir. Her bir protein 6rneginden 30
ug protein ve protein markerdan (HiMark Pre-Stained Protein Standard, Thermo
Fisher Scientific) 7 pl jellere yiiklenmistir. Kullanilan 10X elektroforez yiiriitme
tamponu 6,005 gr Tris, 28,82 gr glisin, %10’luk SDS ¢o6zeltisinden 20 ml ve iizeri
200 ml ye su ile tamamlanarak hazirlanmistir. 1X elektroforez yiiritme tamponu ile
90 V’de yiiriitme iglemi baslatilmistir. Ayirma jeline gelindiginde 110 V’de yiiriitme
islemine devam edilmistir.
05
y=0.014x+0,127

R?=0,936
04

Optik dansite (595)
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Sekil 3.3. Bradford protein standart egrisi.

3.4.4. Protein Transferi ve Bloklama

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra camlar arasindan ¢ikarilan jel Trans-
Blot™ Turbo™ Transfer sistemi (BioRad Laboratories, Inc, Singapur) kullamlarak
1,3 A elektrik akimi, 25 V’da 7 dk boyunca transfer soliisyonunda PVDF membrana
(EMD Millipore, Immobilon-P Transfer Membrane, A.B.D.) transfer islemi
gerceklestirilmistir. Transfer soliisyonu 3,03 gr Tris, 14,41 gr glisin, %10’luk SDS
¢ozeltisinden 10 ml, 150 ml metanol ve iizeri 250 ml ye su ile tamamlanarak
hazirlanmistir. Transfer isleminin ardindan membran %3 yagsiz siit tozu (BioShop,

Skim milk, A.B.D.) igeren TBST igerisinde 1 saat inkiibe edilerek protein bloklama

44



islemi gergeklestirilmistir. TBST; 2,42 gr Tris, 9 gr NaCl, 1 ml Tween 20’nin su ile 1

1t’ye tamamlanmasi ile hazirlanmigtir.
3.4.5. Western Blot Analizi

Protein ekspresyonunun degerlendirilmesi amaciyla 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 oraninda,
housekeeping antikoru olarak kullanilan GAPDH (Santa Cruz Biotechnology; sc-
25778) 1:5000 olacak sekilde sulandirilmistir. Sekonder antikor olarak kullanilan
goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology; sc-2054) 1:5000 olacak sekilde
bloklama soliisyonunda sulandirma islemleri gerceklestirilmistir. Bloklama sonrasi
membranlar primer antikorlarda +4°C'de gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast membranlar 3X10 dakika TBST ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan
membranlar sekonder antikora alinmistir ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Daha sonra tekrar membranlar 3X10 dakika TBST ile yikanmistir. Goriintiileme
isleminin  gerceklestirilmesi amaciyla yikama islemi sonrast membranlar
kemiliiminesans soliisyonu (Boster Biological Technology, Hypersensitive ECL
Chemiluminiscence substrate AR1170, A.B.D.) ile 5 dk muamele edilmistir.
Muamele sonrast membranlarin goriintiisii, goriintiileme sistemi (Azure Biosystems,

Bioanalytical Imaging System c 280; A.B.D.) ile alinmistr.
3.5. Hiicre Canhilik Testi

Hiicre canlilik testi XTT metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. XTT (2,3-
bis- (2- methoxy- 4- nitro- 5- sulfophenyl)- 2H- tetrazolium- 5-carboxanilide) canli
hiicreler tarafindan turuncu renkli formazan kristallerine indirgenmektedir.
Metabolik olarak aktif hiicre sayisi1 formazan kristallerinin olusumu ile dogru orantili
olmasi nedeniyle hiicre canliliginin tespitinde kullanilan yontemlerden biri de XTT
yontemidir. Formazan olusumu bir spektofotometre ile belirli dalga boylarinda
okutularak tespit edilebilmektedir. Kisaca, MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme
kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ekilmis ve 37°C’de %5 CO2’li
etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-
SiRNA transfeksiyon islemleri gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplari
transfeksiyon isleminin ardindan 24, 48, ve 72. saatlerde her bir kuyucuga XTT
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soliisyonunun eklenmesinden 4 saat sonra ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda
ve 630 nm referans araliginda okutulmustur. Hiicre canliligi yiizdesinin
hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

% Hiicre Canlilig1 =(Olgiilen optik dansite degeri)/(Kontrol optik dansite degeri)x100
3.6. Akim Sitometri Analizi ile Apoptoz Tayini

Kontrol ve siRNA transfeksiyon islemi gerceklestirilmis olan MCF7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranmin
belirlenmesi amaciyla FITC annexin V apoptoz Kiti (BioLegend FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit with 7-AAD, 640922, A.B.D.) kullanilmistir. Yontem
tiretici firmanin talimatlarina gore kisaca su sekilde gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu
plakalara ekilmis hiicrelere 24 saat inkiibasyon sonrasinda siRNA transfeksiyon
islemi gergeklestirilmistir. Transfeksiyon isleminin ardindan 24 saat sonra hiicreler
toplanmis ve PBS ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonlari
olusturulmus ve iki kez yikama islemi yapilmistir. Ardindan hiicre slispansiyonundan
100 pl 5 ml’lik bir tlipe aktarilmis ve iizerine 5 pl FITC Annexin V ve 5 pl 7-AAD
ilave edilerek oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dk inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 400 pl Annexin V baglanma tamponu ilave
edilmistir. Tipler baglanma tamponu ilavesi sonrasi akim sitometri cihaz1 (BD

FACSAria™ I11) kullanilarak analiz edilmistir.
3.7. invazyon Testi

Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonunun ardindan MCF7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyon kapasiteleri “BioCoat Matrigel Invasyon
Chamber-invazyon odalar’” (Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion Chamber,
354480, A.B.D.) kullanilarak 24-kuyucuklu kiiltiir plakalar1 icerisinde arastirilmistir.
Kisaca; hiicrelerin invazyon kapasitesinin belirlenmesi amaciyla invazyon
kuyucugunun alt odacigma serum igeren kiiltiir ortam1 konulmustur. 8 pm por-
aciklikli matrigel membranin st kismina ise Kontrol sSiRNA ve ZEB2NAT-siRNA
transfeksiyonunun gergeklestirildigi hiicrelerden 2.5x10% hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilen hiicreler serumsuz kiiltiir ortaminda 22 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrast membranin {izerinde kalan invaze olmamis hiicreler

uzaklastirilmig, membranin alt kismina gegen invaze olmus hiicreler ise %5 Kristal
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violet boyasi ile boyama islemi gergeklestirilmis ve 1s1tk mikroskobunda sayim

yapilarak degerlendirilmistir.
3.8. Koloni Olusum Testi

Kontrol siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonu gergeklestirilen MCF7
ve MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler 10 giin boyunca 2 giinde bir ortamlari
degistirilerek 37'C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler 10-15 giiniin
sonunda soguk metanol ile -20'C’de 10 dk fikse olmalar icin bekletilmistir. Fikse
olmus koloniler %5 kristal violet boyasi ile boyanmistir. Boyandigi gozlenen
koloniler Kontrol siRNA ve ZEB2NAT-siRNA transfeksiyonu gergeklestirilen

gruplarda ayr1 ayri sayilip koloni olusum kapasiteleri degerlendirilmistir.
3.9. Istatistiksel Analizler

Aday genlerin gercek zamanli-PZR ekspresyon verileri housekeeping gen
verileri ile normalize edilmistir. Genlerin kantitasyon degerlerinin istatistiksel analizi
igin 2% metodu ile “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” olarak
isimlendirilen web tabanli program ile Volcano Plot analizi yapilmistir. Gruplarin
karsilastirilmast “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan
“Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Diger analizlerde
gruplar arasindaki karsilagtirma SPSS 20.0 programi kullanilarak Student t-testi ile
degerlendirilmistir. Tim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. ZEB2NAT’1n Susturulmasimmin Gerc¢ek-Zamanh PZR Analizi ile Kontrolii

MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine 25 nM Kontrol-siRNA ve
25 nM ZEB2NAT-siRNA’larinin  (ZEB2NAT-siRNA-1: N-188372-01-0002,
ZEB2NAT-sIRNA-2: N-188372-02-0002) 24 saat uygulamasi sonrasi Gergek-
Zamanl PZR ile ZEB2NAT ifadesinin kontrolii yapilmistir. Susturulma oranlarinin
hesaplanmasi sonrast MCF7 hiicre hattinda Kontrol-siRNA uygulanmis grupla
karsilastirildiginda, ZEB2NAT-siIRNA-1 kullanilmas1 durumunda %88, ZEB2NAT-
SIRNA-2 kullanilmast durumunda ise %79 oraninda mRNA diizeyinde ZEB2NAT
ifadesinin susturuldugu goriilmiistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ise Kontrol-
siRNA uygulanmis grupla karsilastirildiginda ZEB2NAT-siRNA-1  kullanildigi
durumunda %64, ZEB2NAT-siRNA-2 kullanilmasi durumunda ise %28 oraninda
MRNA diizeyinde ZEB2NAT ifadesinin susturuldugu goriilmistiir. Ayrica kat
degisimleri dikkate alindiginda MCF7 hiicre hattinda Kontrol-sSiRNA grubuyla
karsilastirildiginda ZEB2NAT mRNA ifadesinin ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda 9
kat, ZEB2NAT-siRNA-2 grubunda 4,9 kat anlamli derecede azaldigi saptanmustir.
siRNA kullanilmayan Kontrol ve Kontrol-siRNA’nin kullanildigi grup arasinda

anlamli bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.1).

1,5 *

1,25 I [

0,75

ZEB2NAT kat degigimi

Kontrol Kontrol siIRNA ZEB2NAT-siRNA-1 ZEB2NAT-siRNA-2

Sekil 4.1. MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT ekspresyonunun gergek zamanli PZR ile kontrolii
*|
p<0,05.
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MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubuyla karsilastirildiginda
ZEB2NAT mRNA ifadesinde ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda 2,7 kat, ZEB2NAT-
SiRNA-2 grubunda 1,4 kat azalis oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel analizler
sonucunda ZEB2NAT-siRNA-1 grubundaki, azalmanin anlamli ZEB2NAT-SiRNA-2
grubundaki azalmanin ise anlamli olmadig bulunmustur. MDA-MB-231 hiicre
hattinda da siRNA kullanilmayan Kontrol ve Kontrol-siRNA’nin kullanildig1 grup
arasinda anlamli1 bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.2). Bu sonuglardan yola ¢ikarak
sitotoksisite deneyi hari¢ sonraki analizlerde her iki hiicre hattinda da ZEB2NAT-
SIRNA-1 kullanilmistir ve “ZEB2NAT-siIRNA” olarak tanimlanmustir.
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Kontrol Kontrol-siRNA ZEB2NAT-siRNA-1  ZEB2NAT-siRNA-2

ZEB2NAT kat degigimi

[
w

Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinda ZEB2NAT ekspresyonunun gercek zamanli PZR ile kontroli
*
p<0,05.

4.2. siRNA Uygulamasi Sonrasi Hiicrelerin Morfolojilerinin G6zlenmesi

MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine 25 nM Kontrol-siRNA ve
ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat sonra hiicrelerin morfolojileri invert

mikroskop altinda 10X ve 20X biiylitmelerde incelenmistir (Sekil 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.3. MCF7 hiicrelerine Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat sonra
hiicrelerin morfolojileri

MDA-MB-231 Kontrol-siRNA (20X)

MDA-MB-231 ZEB2NAT-5iRNA (20X)

Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicrelerine Kontrol-siRNA ve ZEB2NAT-siRNA muamelesinden 24 saat
sonra hiicrelerin morfolojileri.

50



4.3. ZEB2NAT’mn Susturulmasimin EMT, Metastaz ve Apoptoz ile iliskili Genler
Uzerindeki Etkilerinin Ger¢ek-Zamanh PZR Analizi ile Belirlenmesi

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda ZEB2NAT’1in susturulmasi
durumunda EMT, metastaz ve apoptozda onemli olan genlerin ifadesine olan etkisi
Tablo 4.1°de gosterilmistir. MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT ifadesinin susturulmasi
Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda EMT ve metastazda 6nemli olan DSP,
TIMP1, TIMP3, CDHI ve COL4A2 genlerinde sirasiyla 1,16, 7,94, 1,28, 3,12 ve
8,63 kat anlamli (p<0,05) artisa neden olmustur. Ayrica ZEB2NAT’1n susturuldugu
durumda Kontrol-siRNA grubu ile karsilagtirildiginda EMT ve metastazda 6nemli
olan CTNNBL1 (1,07), IGFBP4 (3), ITGAS (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 anlamli
derecede (p<0,05) kat azalis1 goriilmistiir. Ayn1 hiicre hattinda apoptozda 6nemli
olan PTEN, RB1, CASP9, CYCS, TNF ve TRADD gen ifadeleri ZEB2NAT
susturuldugunda Kontrol-siRNA grubuna gore sirasiyla 1,34, 49,87, 4,17, 179,15,
1,68 ve 2,62 kat anlaml1 (p<0,05) derecede artmistir (Tablo 4.1).

MDA-MB-231 hiicrelerinde ZEB2NAT i susturuldugu durumda EMT ve
metastazda onemli rol oynayan genlerden DSP, GSK3B, CDH1l ve MTSS1
ifadelerinde Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla 1,23, 1,35, 4,01 ve
1,68 kat anlamli artig goriilmistiir. Ayni hiicre grubunda ZEB2NAT 1n baskilandigi
durumda Kontrol-siRNA grubuna gére EMT ve metastazda énemli rol oynayan FN1
(1,56), PDGFRB (1,25), SNAI2 (1,42), STEAP1 (1,64), TCF4 (1,62), TGFBL1 (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 anlamli (p<0,05) kat azalisi bulunmustur. Ayrica, bu hiicrelerde
ZEB2NAT’ 1n baskilanmasi1 Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda apoptozda
onemli olan PTEN, CASP3 ve CASP9 gen ifadelerinde sirasiyla 1,78, 1,34 ve 1,66
kat anlamli (p<0,05) artisa neden olmustur (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. ZEB2NAT 1n susturulmasinin MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda Kontrol-siRNA
gruplarina gore genler lizerine etkisi.

MCE7 MDA-MB-231
Gen Artis/Azahs P degeri Artis/Azalhs P degeri
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
COL3A1l 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 1,3440,15 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
ILIRN 1,24+0,15 0,2207 -1,11+0,16 0,5450
ILK 1,44+0,34 0,1918 1,09+0,05 0,1639
ITGAS -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 1n susturulmasinin MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda Kontrol-sSiRNA
gruplarina gore genler {izerine etkisi (devami).

MCF7 MDA-MB-231
Gen Artis/Azahs P degeri Artis/Azahs P degeri
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
CDH?2 -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
MTAl 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
SMAD?2 -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’n Susturulmasinin Bazi Genlerin Protein Seviyeleri Uzerindeki

Etkisinin Western Blot Yontemi ile Belirlenmesi

Gergek-Zamanli PZR analizi sonucunda mRNA seviyesinde her iki hiicre
hattinda da anlamli derecede degisiklik goriilen ZEB2, E kaderin ve N kaderin
proteinlerinin  seviyelerindeki olas1 degisiklikler western blot ydntemi ile
belirlenmistir. Western blot analizi sonucunda her iki hiicre hattinda da Kontrol-
siRNA grubu ile karsilastirildiginda ZEB2NAT-siRNA gurubunda ZEB2 ve N
kaderin protein seviyelerinin azaldigi E kaderin protein seviyesinin ise arttigi

goriilmistiir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Kontrol-siRNA ~ ZEB2NAT-siRNA

ZEB2 SRS ——

indein | N
N kaderin ——— R ———

GAPDH " i ot

Sekil 4.5. MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT ’1n susturulmasinin ZEB2, E kaderin ve N kaderin protein
ifadeleri iizerine etkisi.

Kontrol-siRNA  ZEB2NAT-siRNA

ZEB2 | —~ | ——

Nkaderin e <S>
O e —

Sekil 4.6. MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT ’1n susturulmasinin ZEB2, E kaderin ve N kaderin protein
ifadeleri lizerine etkisi.

45. ZEB2NAT’mn  Susturulmasimin  Hiicre Canhlign Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Meme kanserinde ZEB2NAT’in roliinii ortaya ¢ikarmak amaciyla
ZEB2NAT’ i susturulmas1  ZEB2NAT-siRNA’larinin  transfeksiyonu  ile
saglanmigtir. MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme Kkanseri hiicrelerinde

ZEB2NAT 1n susturulmasinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig
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tizerine etkisini degerlendirmek amaciyla XTT testi kullanilmistir. Hiicre canliligi
oranlart dikkate alindiginda, MCF7 hiicre hattinda Kontol-siRNA grubu ile
karsilastirildiginda ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda sirasiyla 24., 48. ve 72. saatlerde
%74, %62 ve %43 oldugu goriilmiistiir. Ayni hiicre hattinda ZEB2NAT-SiRNA-2
grubunda ise 24., 48. ve 72. saatlerde bu oranlarin sirasiyla %89, %67 ve %47

oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.7).

a
) m Kontrol-siRNA B ZEB2NAT-siRNA-1 OZEB2NAT-siRNA-2
3
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3
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b) 120 ® Kontrol-siRNA  ® ZEB2NAT-siRNA-1 OZEB2NAT-siRNA-2
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=
Foo .
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20
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Sekil 4.7. ZEB2NAT’1in MCF7 hiicre canlilig1 iizerine (a) optik dansite degerlerine (b) % canlilik
oranlarma gore etkisi *p<0,05.

MDA-MB-231 hiicre hattinda kontol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda
hiicre canliligi oraninin ZEB2NAT-siRNA-1 grubunda sirasiyla 24., 48. ve 72.
saatlerde %70, %60 ve %63 oldugu bulunmustur. Ayni hiicre hattinda ZEB2NAT-
siRNA-2 grubunda ise 24., 48. ve 72. saatlerde bu oranlarin sirasiyla %85, %63 ve
%64 oldugu saptanmustir. Iki hiicre hattinda da kontrol-siRNA uygulanmis gruplarla
karsilastirildiginda ZEB2NAT-siRNA tranfekte edilen gruplarda hiicre canliliginin
azaldigr gorilmistiir (Sekil 4.8). Her iki siRNA’nin uygulanmasi sonrasi hiicre
canliligr azalmistir. Ancak ZEB2NAT-siRNA-1 uygulamasinin hiicre canlilig

tizerine etkisi daha fazla bulunmustur.

55



a) 3

B Kontrol-siRNA ~ ® ZEB2NAT-siRNA-1 OZEB2NAT-siRNA-2

2
3
=
<
-
=
[=9
o
0
24 a8 72
Saat
b) 110 = Kontrol siRNA ™ ZEB2NATsiRNA-1 ~ OZEB2NAT siRNA 2
120
100
=
= 80 *
3
s 60

40

20

24 48 72
Saat

Sekil 4.8. ZEB2NAT’in MDA-MB-231 hiicre canlilig1 iizerine (a) optik dansite degerlerine (b) %
canlilik oranlarina gore etkisi *p<0,05.

4.6. ZEB2NAT’1n Susturulmasimin Apoptoz Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canli (annexin V-/7-AAD-), erken
apoptoz (annexin V+/7-AAD-), ge¢ apoptoz (annexin V+/7-AAD+) ve nekroz
(annexin V-/7-AAD+) oraninin belirlenmesi amaciyla FITC annexin V yontemi
kullanilmistir. Akim sitometri analiz sonuglarr, MCF7 hiicre hattinda Kontrol-SiRNA
grubunda ortalama toplam apoptoz oranmnin %7,45+2,7 oldugunu gostermistir.
ZEB2NAT-siRNA grubunda toplam apoptoz orani ise %27,6+2,1 olarak
hesaplanmistir. ZEB2NAT’1n susturulmast MCF7 hiicre hattinda anlamli derecede
apoptozu uyarmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. ZEB2NAT’in MCF7 hiicrelerinde apoptoz tizerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-siRNA ve b)

MDA-MB-231 hiicrelerinde akim sitometri analizleri sonucunda Kontrol-
siRNA grubunda toplam apoptoz oraninin %6,7+1,5, ZEB2NAT-siRNA grubunda
ise %18,45+0,7 oldugu gorilmiistir. ZEB2NAT i susturulmasi durumunda MDA-

MB-231 hiicrelerinde apoptoz oraninin anlamli derecede arttig1 goriilmektedir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. ZEB2NAT’ in MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptoz iizerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-
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4.7. ZEB2NAT’in Susturulmasinin Hiicre Invazyonu Uzerine Olan Etkisinin

Belirlenmesi

ZEB2NAT’1in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyon {izerine etkisi
invazyon odaciklar1 ile degerlendirilmistir. Invazyon odaciklarindan diger tarafa
gecen hiicreler invaze hiicreler olarak kabul edilmis ve mikroskopta sayilmistir.
MCF7 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubunda ortalama invaze hiicre sayisinin
79£11 oldugu goriilmiistiir. ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama invaze hiicre
sayist 5445 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda ZEB2NAT’1n
susturulmast durumunda MCF7 hiicre hattinda invazyonun %31,6+9 oraninda

baskilandig1 goriilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. ZEB2NAT in MCF7 hiicrelerinde invazyon tizerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-siRNA ve
b) ZEB2NAT-siRNA invazyon gériintiisii, ¢) Kontrol- SiRNA ve ZEB2NAT-siRNA gruplari invaze
hiicre sayisi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubunda ortalama invaze
hiicre sayis1 85+6 olarak hesaplanmistir. ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama

invaze hiicre sayisinin 50+8 oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar dikkate alindiginda
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ZEB2NAT’ i susturulmasi durumunda MDA-MB-231 hiicre hattinda invazyonun
%41+6,2 oraninda baskilandig goriilmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. ZEB2NAT ’in MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyon tizerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-
SiRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon goriintiisii, ¢) Kontrol- SIRNA ve ZEB2NAT-siRNA
gruplar1 invaze hiicre sayisi.

4.8. ZEB2NAT’m Susturulmasimin Koloni Olusumu Uzerine Olan Etkisinin
Belirlenmesi

ZEB2NAT’1n MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu iizerine
etkisi koloni testi ile degerlendirilmistir. Bu test sonucunda ZEB2NAT’in
susturulmast bu hiicrelerde koloni olusum kapasitesini anlamli derecede inhibe
etmigtir. MCF7 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubunda koloni sayisinin ortalama
246127 ZEB2NAT-siRNA grubunda ise ortalama 151433 oldugu goriilmiistiir.
MCEF7 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubu ile karsilagtirildiginda ZEB2NAT-
siRNA grubunda koloni olusumunun %38+ 7,3 oraninda baskilandig1 goriilmektedir
(Sekil 4.13). Bu sonuglar, asirt ZEB2NAT ifadesinin MCF7 hiicrelerinin koloni

olusturma yetenegini arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.13. ZEB2NAT’ ’1n MCF7 hiicrelerinde koloni olusumu iizerine etkisi *p<0,05. a) Kontrol-
SiRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon goriintiisii, ¢) Kontrol- sSiRNA ve ZEB2NAT-siRNA
gruplari ortalama koloni sayisi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubunda ortalama 59+15
koloni sayilmistir. Ancak ZEB2NAT-siRNA grubunda koloni sayist ortalama 36+14
olarak hesaplanmigtir. MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontrol-siRNA grubu ile
karsilagtirildiginda ZEB2NAT-siRNA grubunda koloni olusumunun %40+15,3
oraninda baskilandig1 goriilmektedir (Sekil 4.14). Bu sonuglar asirt ZEB2NAT
ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturma yetenegini arttirdigini

gostermektedir.
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Sekil 4.14. ZEB2NAT’in MDA-MB-231 hiicrelerinde koloni olusumu tizerine etkisi *p<0,05. a)
Kontrol-siRNA ve b) ZEB2NAT-siRNA invazyon goriintiisii, ¢) Kontrol- sSiRNA ve ZEB2NAT-
siRNA gruplari ortalama koloni sayisi.
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5. TARTISMA

Son yillara kadar kanser iizerine yapilan ¢aligmalarda proteinlere
odaklanilmistir. Ancak gelisen teknoloji ile birlikte transkriptlerin %2’sinin protein
kodladigr %98’inin ise kodlamayan RNA’lar oldugu anlasilmistir (Gezer ve ark.,
2014). Daha sonra artan caligmalar ile birlikte kodlamayan RNA’larin cesitli
biyolojik rollere sahip oldugu gosterilmistir. Cogu kodlamayan RNA >200
niikleotidden olusur ve wuzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) olarak
tanimlanmaktadir (Wang ve ark., 2016). IncRNA’larin 6zellikle son yillarda bir¢ok
hastaligin yani sira kanser biyolojisindeki yeri de ortaya konmaya baslanmistir (Liu
ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015a; Zhao ve ark., 2015).

siRNA ve miRNA gibi kiiciik kodlamayan RNA’lar ile ilgili olduk¢a veri
bulunmasina ragmen, IncRNA’lar konusunda literatiir daha siirlidir (Kapranov ve
ark., 2007; Meseure ve ark., 2015). IncRNA’larin anjiyogenez, metastaz (Zhan ve
ark., 2016) ve apoptoz (Wang ve ark., 2015b) gibi farkl: siire¢ ve yolaklarda gorevli
genlerin diizenlenmesinde Onemli islevleri oldugu ve bu nedenle de kanser

patogenezinin molekiiler diizeyde anlagilmasina katkida bulunmasi kaginilmazdir.

IncRNA’lardan MALAT]1 (Gutschner ve ark., 2013), HOTAIR (Ding ve ark.,
2014) ve TRE (Gumireddy ve ark., 2013); kromatin modifikasyonu, epigenetik
diizenlenme, alternatif splayzing ve translasyonel kontrol araciligi ile hiicre
migrasyonu, invazyon, EMT ve metastazin kontroliinlin 6nemli 6rneklerini
olusturmaktadir. Ancak, son yillarda daha c¢ok transkriptin kanser metastazi ile
iligkilendirilmesi ve fonksiyonlarinin aciga ¢ikarilmasi potansiyel arastirma
konularin1 olusturmaktadir (Dhamija ve Diederichs 2016). Ornegin, IncRNA
LEIGC’nin mide kanserinde EMT nin engellenmesinde onemli bir faktor oldugu
gosterilmistir. Ayn1 c¢alismada mide kanserinde LEIGC’nin baskilandigi durumda
EMT siirecinde oOnemli olan SNAIL, Slug, TWIST ve ZEB transkripsiyon
faktorlerinin ifadelerinde 6nemli artisa neden oldugu gosterilmistir (Han ve ark.,

2014).

Antisense uzun kodlamayan RNA’lar bir protein kodlama lokusuna karsi
antisense yonde ifade olan IncRNA’lardir. Antisense IncRNA’lar insan hiicrelerinde

siklikla ifade edilmektedir. Ayrica, tiim transkribe edilen bdlgelerin %61-72’si
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antisense IncRNA’lara sahiptir (He ve ark., 2008). IncRNA ZEB2NAT, EMT
stirecinde Onemli role sahip ZEB2’nin dogal antisense transkriptidir. ZEB2
mRNA’smin 5 -UTR bolgesinde yer alan bir intron, aktif translasyona neden olan i¢
ribozom giris bolgesi (IRES) igcermektedir. Bu intronun splayzinginin 6nlenmesi
ZEB2’nin dogal antisense transkriptinin varligina baghdir. Epitelyal hiicrelerde bu
dogal antisense transkriptin ifadesi ZEB2 5'-UTR’sinin splayzingini Onledigi
durumda ZEB2 protein ifadesinin artisina neden olmakla birlikte E-kaderin
ifadesinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica ayni c¢alismada kolon kanserinde
ZEB2NAT, ZEB?2 intron ve E-kaderin ifadeleri arasinda bir uyum oldugu rapor
edilmistir (Beltran ve ark., 2008).

Calismalar ZEB2NAT’in mide kanseri (Wang ve ark., 2019), kolon kanseri
(Jiangiang ve ark., 2018), akciger kanseri (Guo ve ark., 2018), mesane kanseri (Wu
ve ark., 2017) ve hepatoseliiler karsinomun (Lan ve ark., 2016) ilerlemesinde rol
oynadigin1 gostermistir. Ancak ZEB2NAT 1n meme kanserindeki rolii heniiz agiga

cikarilmamustir.

Bu tez calismasinda, ZEB2NAT’in meme kanseri {izerindeki roliiniin agiga
cikarilmasi1 amaciyla iki farkli 6zellige sahip MCF7 (ER+) ve MDA-MB-231 (ER-)
insan meme kanseri hiicreleri kullanilmistir. Bu amagla hiicrelerde ZEB2NAT ifadesi
SiIRNA yontemi ile baskilanmistir. Yapilan ¢alismalarda sentetik siRNA’larin
kullanilmast ile hedef genin susturulmasi yoluyla genlerin fonksiyonlar
arastirilabilmektedir. siRNA yontemi ile genin tamamen baskilanmasi miimkiin
olmamakla birlikte uygun diziler kullanilarak yiiksek oranda gen baskilama islemi
gerceklestirilmektedir. Daha 6nce ZEB2NAT’1 Wu ve ark. (2019) mide kanseri
hiicrelerinde, Jin ve ark. (2017) hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde, Guo ve ark.
(2018) ise akciger kanseri hiicrelerinde siRNA yontemi ile yiiksek oranda
baskilamay1r  basarmis, ancak hicbir ¢alismada tamamen  baskilandigi
gosterilmemistir. Bu tez ¢calismasinda susturma islemi, ZEB2NAT ifadesinin gergek-
zamanli PZR metodu ile kontrol edilmistir. MCF7 hiicre hattinda en yiiksek susturma
orani %88 olarak hesaplanmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde de ZEB2NAT ifadesi
%064 oraninda baskilanmistir. Daha sonra ZEB2NAT’in meme kanseri hiicreleri
tizerindeki etkisi EMT, metastaz ve apoptoz yolaklarinda 6nemli genlerin ifadeleri,

ZEB2, E kaderin, N kaderin protein ifadeleri, hiicre proliferasyonu, apoptoz,
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invazyon ve koloni olusturma kapasitesi sirasiyla, gercek-zamanli PZR, western blot
analizi, XTT metodu, FITC annexin V yontemi, invazyon ve koloni testleri

kullanilarak degerlendirilmistir.

Kolorektal kanserli hastalarda IncRNA ZEB2NAT'n ifadesinin klinik
Ooneminin arastirildigr bir ¢alismada kolorektal kanserli 87 hastadan kanser dokusu ve
komsu normal mukozal dokular alinmigtir. Alinan dokularda ZEB2NAT ifadesi ile
kolorektal kanserli hastalarin klinikopatolojik o6zellikleri karsilastirilmistir. Normal
doku ile kiyaslandiginda kolorektal kanser dokusunda ZEB2NAT ifadesinin 18,75
kat anlamli bir sekilde artmis ifadesi goriilmiistiir. Ayrica kolorektal kanserdeki
ZEB2NAT ifadesinin bu hastalarda oliim ile de pozitif korele oldugu rapor
edilmistir. Hastalarin 5 yillik sagkalim oranlar1 dikkate alindiginda yiiksek
ZEB2NAT ifadesinin goriildiigii hastalarda sagkalim oranmimn %43,2, diisik olan
hastalarda ise %76,7 oldugu gorilmiistiir. Ayrica, disik ZEB2NAT ifadesinin
hastalarin daha iyi sagkalim ile iligkili prognostik faktdrii oldugu gosterilmistir

(Jiangiang ve ark., 2018).

TGFp sinyal yolagi EMT’de 6nemli bir yolaktir ve invaziv kanserlerde
ifadesinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Van Belle ve ark., 1996). Zhuang ve ark.
(2015) tarafindan insan mesane kanseri dokularinda ZEB2NAT transkribi ve ZEB2
protein ifadesinin TGFB1 mRNA seviyesi ile uyumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica
mesane kanseri hiicrelerinde ZEB2NAT araciligiyla EMT nin indiiklendigi rapor
edilmistir (Zhuang ve ark., 2015).

Bu tez calismasinda da ZEB2NAT’1n susturuldugu durumda Kontrol-siRNA
gruplart ile karsilastirildiginda MCF7 hiicre hattinda TGFBI1 ifadesinin 1,32 kat
(p=0,0016), MDA-MB-231 hiicrelerinde 4,39 kat anlamli (p=0,0007) derecede
azaldigr goriilmiistiir. TGFB2 ifadesi ise MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
sirasiyla 3,43 (p=0,0821) ve 1,43 (p=0,0189) kat azalmistir. Tiimor biiyiimesinde
onemli role sahip diger bir biliylime faktorii olan IGFBP4 gen ifadesi de MCF7 hiicre
hattinda ZEB2NAT’in susturuldugu durumda 3 kat anlamli derecede (p=0,0094)
azalmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ise IGFBP4 ifadesinde 1,06 kat artis

(p=0,3015) goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur.
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Biiytime faktorii ailesinin bir {iyesi olan PDGF (platelet kaynakli biiyiime
faktorii) sinyal yolagi anjiyogenezde 6nemli rol oynamaktadir. Bu yolak tirozin kinaz
aktivitesi gosteren PDGFRA ve PDGFRB olarak tanimlanan farkli iki PDGF
reseptorii  tarafindan aktiflenmektedir (Uutela 2004). PDGF reseptorlerinin
ekspresyonunun meme kanserindeki ifadesinin arastirildigi bir ¢alismada meme
kanseri doku 6rneklerinde komsu normal dokulara gére PDGFRB ifadesinde dnemli
pozitif bir fark oldugu, ancak PDGFRA ifadesinde anlamli fark goriilmedigi rapor
edilmistir (Vrekoussis ve ark., 2007). Bu tez c¢alismasinda ZEB2NAT’in
susturulmasi anjiyogenezde onemli role sahip PDGFRB ifadesini MCF7 hiicre
hattinda 1,39 kat (p=0,0179) MDA-MB-231 hiicre hattinda ise 1,56 kat (p=0,0030)

anlamli derecede azaltmistir.

Ayrica [B-katenin ve TGF-beta/Smad sinyalleri transkripsiyon faktor
kompleksi olarak gorev alan TCF/LEF ve Smad araciligi ile EMT siirecinde 6nemli
rol oynayan genlerin aktivasyonunda birlikte rol oynamaktadirlar (Labbe ve ark.,
2000). Bu tez c¢alismasinda gercek-zamanli PZR sonuglart ZEB2NAT’in
baskilanmasinin TGF-beta sinyal yolaginda 6nemli role sahip SMAD?2 ifadesinde de
onemli degisiklige neden oldugunu gostermistir. ZEB2NAT 1n baskilanmasi MCF7
hiicre hattinda SMAD?2 ifadesinin 1,14 kat (p=0,0442), MDA-MB-231 hiicre hattinda
ise 2,56 kat (p=0,0173) anlamli derecede azalmasina neden olmustur. Bu sonuglar
TGFbeta sinyal yolagi iizerinden ZEB2NAT’mm EMT’yi indiikleyebilecegini

diistindiirmektedir.

Invazyon ve metastazda primer tiimdr bdlgesinde hiicre-hiicre baglant1 kayb1
oldukca Onemli bir siiregtir. Desmosomlar, hiicre-hiicre baglantisin1 saglayan
hiicreler arasi baglantilardir ve epitel doku biitiinligiiniin saglanmasinda 6nemlidir
(Thomason ve ark., 2010). Desmozomal protein ifadesinin meme kanserinin (Oshiro
ve ark., 2005) yani sira orofaringeal skuamdz hiicreli karsinoma (Papagerakis ve ark.,
2009), servikal karsinoma (Alazawi ve ark., 2003), kolorektal kanser (Cui ve ark.,
2011) ve pankreas kanserinde (Hamidov ve ark., 2011) diisiik oldugu daha 6nceden
yapilan c¢alismalarla bulunmustur. Bu tez calismasinda hiicre-hiicre baglantisinda
onemli olan ve dolayisiyla hiicre hareketini kisitlayan DSP gen ifadesi ¢alisilmstir.
ZEB2NAT ifadesinin susturulmast MCF7 hiicre hattinda 1,16 kat (p=0,0153), MDA-
MB-231 hiicre hattinda ise 1,23 kat anlamli artisa (p=0,0278) neden olmustur.
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Dolayistyla ZEB2NAT 1n baskilanmasi hiicre-hiicre baglantisinda dnemli role sahip
DSP’nin artisina neden olarak EMT’yi baskilayabilecegi ve metastazi da

azaltabilecegi diistiniilmektedir.

ZEB?2, E kaderin ve epitelyal hiicreler aras1 baglantilar i¢in gerekli olan diger
genlerin ifadesini baskilayarak EMT’yi aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir.
ZEB2 proteinin sentezi, kendisinin dogal bir antisensi olan ZEB2NAT isimli
IncRNA ile kontrol edilmektedir. Yapilan bir c¢alismada yetiskin fare
fibroblastlarinda ZEB2NAT ifadesinin susturulmasinin hem ZEB2NAT hem de
ZEB?2 ifadesinin azalmasini indiikledigi ve yaslt fibroblastlarin pluripotent hiicrelere
yeniden programlanmasini artirdigi rapor edilmistir. Daha onceden yapilan bu
calisma ile birlikte bir antisense transkript olan ZEB2NAT’in yash hiicrelerin
yeniden programlanmasinda, farklilasmasinda ve pluripotenside etkileri olan yeni bir
diizenleyici oldugu gosterilmistir (Bernardes ve ark., 2018). Hem EMT siirecinde
hemde kok hiicrede dnemli olan Wnt yolaginin aktivasyonu ve B-katenin’in niikleer
birikimi kolon kanserinde E kaderin kaybini arttirmis birkag meme kanseri hiicre
hattinda vimentin ifadesini ve EMT siirecini indiiklemistir (Brabletz ve ark., 2001,

Gilles ve ark., 2003).

Bu tez calismasinda, ZEB2NAT susturuldugu durumda ger¢ek-zamanli PZR
sonuglar1 EMT siirecinde 6nemli olan WNT yolagindan baz1 genlerin anlamli
derecede degistigini gostermistir. ZEB2NAT’1n susturulmasit MCF7 hiicre hattinda
WNT5B gen ifadesinde 1,35 kat (p=0,0460) anlamli azalisa, MDA-MB-231 hiicre
hattinda 1,07 kat (p=0,7308) anlamli olmayan artisa neden olmustur.

Ayrica ZEB2NAT 1n susturuldugu durumda MCF7 hiicre hattinda WNT11 ve
WNTS5A gen ifadelerinde sirasiyla 1,08 (p=0,7954) ve 1,33 kat (p=0,1365) azalis
goriilmiistiir ancak, istatistiksel olarak anlamli degildir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda ise ayni genlerde sirasiyla 2,22 ve 44,79 kat anlamli derecede azalis
saptanmistir (p<0,05). Ayrica WNT yolaginin 6nemli bir bileseni olan CTNNBI1
(Katenin beta 1) gen ifadeside MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT’1in susturuldugu
durumda 1,07 kat (p=0,0236) anlamli derecede azalmistir. MDA-MB-231
hiicrelerinde ZEB2NAT’in susturuldugu durumda CTNNB1 ifadesinin 1,51 kat

arttig1 gériilmiis ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamistir (p=0,2446).
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GSK3B sitoplazmada B-katenini fosforilleyerek proteozomal degredasyonuna
neden olmakta ve B-katenin ifadesini negatif olarak diizenlemektedir. Bu nedenle
Whnt/B-katenin sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olarak rol oynamaktadir
(Mishra, 2010; Aristizabal-Pachon ve ark., 2015). 2005 yilinda yapilan kapsamli bir
calismada in vitro kosullarda kinaz inaktif GSK3B’nin B-katenin ifadesini stabilize
ettigi ve onun niikleusta lokalizasyonunu katalizledigi gosterilmistir. Ayrica in vivo
kosullarda kinaz inaktif GSK3B transgenik farelerde B-katenin ve siklin D1 asir1

ifadesi ile meme tiimor gelisimin arttig1 rapor edilmistir (Farago ve ark., 2005).

Bu tez ¢alismasinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olan
GSK3B’nin ifadesi MDA-MB-231 hiicrelerinde ZEB2NAT ifadesi susturuldugunda
1,35 kat anlamli derecede arttigi goriilmustir (p<0,05). MCF7 hiicre hattinda
GSK3B gen ifadesinde anlamli degisim saptanmamakla birlikte 1,01 kat artig
goriilmistiir (p=0,9634).

Invazyonun &nemli basamaklarindan olan bazal membran yikiminda énemli
role sahip MMP’lerden MMP2, MMP9 ve MT1-MMP’nin ovaryum, meme ve
prostat kanser invazyonunda 6nemli oldugu gosterilmistir (Jones ve ark., 1999;
Schmalfeld ve ark., 2001; Morgia ve ark., 2005). p-katenin/TCF/LEF
transkripsiyonel aktivitesi MT1-MMP, MMP-7 ve MMP-26’nin ifadesi araciligiyla
invazyon ve metastazi indiiklemektedir (Marchenko ve ark., 2002; Takahashi ve ark.,
2002). In vitro kosullarda E-kaderin ifadesinde azalma ve vimentin ifadesinde artma
ile karakterize EMT’li prostat kanser hiicrelerinde MMP2, MMP9 ve MT-MMP
ifadesinin yiiksek oldugu gorilmiistiir (Daja ve ark., 2003). Bu tez ¢aligmasinda
hiicrelerin invazyon ve migrasyonunda 6nemli rol oynayan matriks metalloproteinaz
(MMP) fiiyelerinden bazilarinin ifadelerinde ZEB2NAT’ 1in susturuldugu durumda
degisiklikler goriilmiistiir. Bunlar; MCF7 hiicre hattinda MMP2, MMP3 ve MMP7
gen ifadesinde sirasiyla 21,48, 14,98 ve 2,48 kat anlamli azalis bulunmustur
(P<0,05). MDA-MB-231 hiicre hattinda ise ZEB2NAT’in susturulmast MMP2,
MMP3 ve MMP7 gen ifadesinde sirasiyla 1,13 (p=0,5354), 1,97 (p=0,0276) ve 4,65
(p=0,0196) kat azalisa neden olmustur. Ayrica MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT’in
susturulmas: matriks metalloproteaz inhibitorleri olarak bilinen TIMP’lerden
(metalloproteazlarin spesifik doku inhibitorleri) TIMP1 ve TIMP3 gen ifadelerinde
sirastyla 7,94 ve 1,28 kat anlamli artisa neden oldugu goriilmiistiir (p<0,05). MDA-
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MB-231 hiicre hattinda ZEB2NAT 1n susturulmasi TIMP1 ve TIMP3 gen ifadeleri

tizerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

WNT ile aktive edilen B-katenin/TCF kompleksi, EMT ile iliskili genlerin
ekspresyonunu degistirerek meme kanseri metastazin1 giliclendirmektedir (Wu ve
ark., 2012). Daha 6nce yapilan bir aragtirmada B-katenin/TCF4’iin dogrudan ZEBI
promotdriine baglanarak ZEBI transkripsiyonunu aktive ettigi gosterilmistir. Ayrica
B-katenin ve TCF4’iin baskilanmasi ZEB1 ifadesinin inhibisyonuna neden oldugu da

rapor edilmistir (Sanchez-Till6 ve ark., 2011).

Bu tez calismasinda da EMT’de 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan TCF4
gen ifadesinde ZEB2NAT’1n baskilanmast MCF7 (1,47 kat) ve MDA-MB-231 (1,62

kat) hiicre hatlarinda anlamli azalmaya neden olmustur (p<0,05).

MTSS1 (Metastaz supresor 1) bir hiicrede kanser ilerlemesi veya timor
metastazi ile iliskili oldugu bilinmektedir. MTSS1’in azalan ifadesinin meme kanseri
metastazini arttirdigi daha once yapilan bir ¢aligmada rapor edilmistir (Xie ve ark.,
2018). MTSS1 normal ve bazi metastatik olmayan kanser hiicrelerinde 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 bobrek
kanseri (Du ve ark., 2012) gibi farkli kanser tiirlerinde azalmis veya yoktur. Bu tez
calismasinda, onemli bir tiimor baskilayici olan MTSS1 ifadesinin MDA-MB-231
hiicre hattinda ZEB2NAT’1n susturulmasi durumunda 1,68 kat arttig1 goriilmiistiir.
MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT’in susturuldugu durumda bu genin ifadesinde

anlaml bir degisim saptanmamustir.

Fibronektin (FN1) ile fibronektin reseptorii olan asf; integrinin baglanmasi
hiicresel uzantilarin olusturulmas: ve hiicre hareketini indiiklemede Onemlidir
(Davidson ve ark., 2006). Fibronektinin prostat ve mide kanser hiicrelerinde
invazyon ve hiicre hareketini arttirdigi goriilmiistiir (Zeng ve ark., 2006; Yang ve
ark., 2008).

Bu tez ¢alismasinda, 6énemli bir ECM proteini olan FN1 (Fibronektin 1) gen
ifadesinin MDA-MB-231 hiicre hattinda ZEB2NAT’1n susturulmasi durumunda 1,25
kat anlaml1 azalisa neden olmus ve MCF7 hiicre hattinda FN1 gen ifadesinde anlamli

bir degisiklik goriillmemistir. Ayrica ITGAS (integrin subunit alfa 5) gen ifadesi
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MCF?7 hiicre hattinda ZEB2NAT’1n susturuldugu grupta 1,27 kat anlamli derecede
azalmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda ZEB2NAT’in susturulmasi ITGAS gen

ifadesini anlamli derecede degistirmemistir.

STEAP1 (Six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1) prostat
kanseri ve diger bircok dokudan elde edilen insan kanser hiicrelerinde asir1 ifade
edilen prostat spesifik hiicre yiizey antijeni olarak tanimlanmistir. STEAP1’in insan
meme kanserlerinde asir1 ifade oldugu daha Once yapilan bir calismada da
gosterilmistir. Ayrica STEAPI transkripsiyonunun meme kanseri vakalarinda timor
derecelendirmesi ile pozitif korelasyon gosterdigi de rapor edilmistir (Maia ve ark.,
2008). Mevcut tez calismasinda, STEAPL1 gen ifadesinin MDA-MB-231 hiicre
hattinda ZEB2NAT’1in susturuldugu durumda 1,64 kat anlamli derecede azaldig
gorlilmiigtir. Ayrica MCF7 hiicre hattinda STEAP1 gen ifadesinde anlamli bir

degisim saptanmamustir.

ECM’nin major komponentlerinden hyaluronan (HA) direk ve indirek olarak
hiicre biyolojisinin temel yonlerini etkilemektedir. Bu nedenle, HA’da ortaya ¢ikan
anormallikler enflamatuar hastaliklar ve kanser gibi bircok hastalikta rol
oynamaktadir (Toole, 2004). HA, N-asetil glukozamin ve glukuronik asit disakkarit
tekrarlarindan olusan biiyiik bir polisakkarittir. Normal fizyolojik sartlarda HA
25,000 disakkarit birimlerinden olusmaktadir. Ancak patolojik durumlarda HA, daha
kiigiik ve daha daginik hale gelebilmektedir (Heldin ve ark., 2013). HA hiicre yiizey
reseptorleri ile etkilesip hiicre i¢i sinyal iletimini aktive ederek fibroblast motilitesini
uyandirir. Spesifik olarak bu molekiil miyofibroblastlarin HA bagimli invazyon
kapasitesini hiicre-hiicre baglantilarinda énemli rol oynayan hiicre yiizey molekiilii
CD44 ile baglanarak arttirabilir (Li ve ark., 2011). 6-mer HA oligosakkaritleri
fibroblast migrasyonunu uyarmak i¢in CD44 tarafindan ligandin taninmasinda
gereklidir (Tolg ve ark., 2014). HA sentez inhibitorii 4-methylumbelliferone (4-
MU)’un CD44 sinyalini azaltarak osteosarkoma hiicrelerinin akcigere metastazini

inhibe ettigi gosterilmistir (Arai ve ark., 2011).

Bu tez caligmasinda da hiicre migrasyonunda 6nemli role sahip CD44 gen
ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinde ZEB2NAT’1n susturuldugu durumda 1,55 kat
anlamli derecede (p=0,0016) azaldigi goriilmiistiir. Ancak, MCF7 hiicre hattinda da
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ZEB2NAT’1n susturulmasi CD44 gen ifadesini 1,7 kat azaltmis ancak istatistiksel
olarak anlamlilik (p=0,1772) bulunmamustir.

Tip IV kollajen bazal membranin ana bilesenidir ve alt1 farkli a zincir (al-
a6) arasindan ii¢ zincirin kombinasyonu ile olusmaktadir. Bu alt1 zincir de farkli alt1
gen (COL4A1-COL4AG) tarafindan kodlanmaktadir (Ricard-Blum, 2011). Arresten,
canstatin ve tumstatin tip IV kollajenin sirasiyla al, a2 ve a3 zincirlerinden salinan
antianjiyogenik fragmentlerdir (Monboisse ve ark., 2014). 2015 yilinda yapilan bir
calismada meme kanseri hiicre hatlarinda azalan kollajen IV ifadesinin kollajenin
yeniden diizenlenmesine neden oldugu ve bununda ECM’ye tiimdr invazyonunu
arttirdigr rapor edilmistir (Afzan ve ark.,, 2015). Bu tez c¢alismasinda bazal
membranin ana kompenentlerinden biri olan COL4A2 (Kollajen tip IV alfa 2)
ifadesi MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT’1n susturuldugu durumda 8,63 kat anlamli
derecede artmistir (p<0,05). Ancak MDA-MB-231 hiicre hattinda ZEB2NAT’in

baskilanmast COL4A2 gen ifadesinde anlamli bir degisime neden olmamustir.

Snail ailesi promotor analizleri sonucunda AP1 ve AP4, Smad baglanma
bolgeleri, LEF1 baglanma bolgeleri ve bunlarin transkripsiyonel aktivitesini
diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin promotora baglanmasina yardimci olan iki E
box bolgeleri tanimlanmistir (Barbera ve ark., 2004; Sakai ve ark., 2005). Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda AP4’tin kolon kanserinde invazyon ve hiicre
migrasyonunu arttirdigi ve EMT siirecini diizenledigi, ayrica ¢cogu kanser tipinde
yiiksek seviyede ifade oldugu ve kanser hastalarinda kotii prognoz ile baglantili
olduguda rapor edilmistir (Buechler 2009; Jackstadt ve ark., 2013; Hu ve ark., 2013).
Epitelyal sitokeratinlerin yanisira siki baglantilar ve epitelyal hiicre polaritesi igin
gerekli olan klaudin ve okludinleri igeren diger yaygin epitelyal genlerin bir ¢esidinin
represOrii olarak Snail ailesi gosterilmektedir (Peinado ve ark., 2007). Snail’in CAR,
okludin, klaudin-3 ve E kaderin’in promotorlarint hedef alan transkripsiyonel
represor kompleksini sekillendirmek i¢in Smad3 ve Smad4 ile etkilesim iginde
oldugu goriilmiistiir (Vincent ve ark., 2009). Cok fazla kanser hiicre hatt1 kullanilarak
gerceklestirilen calisma sonucunda Snail ifadesinin ZEB1 ifadesini indiikledigide
goriilmiistir (Guaita ve ark., 2002). Meme kanserlerinde, Snail ve Slug ifadesi
degerlendirilmis ve E kaderin baskilanmasi ile iliskilendirilmistir. Ayrica, Snail ve

Slug ifadesi lenf nodu metastazinda, tiimor niiksiinde ve kotii prognozda artmistir
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(Elloul ve ark., 2005; Come ve ark., 2006). Ayrica, Snail MMP2 promotorunu aktive
etmis, vimentin ifadesini arttirmig ve skiiamoz hiicre karsinomlarin invazyonunu
indiiklemistir. Snail ¢esitli hiicre hatlarinda da MMP9, MT1-MMP ve MT2-MMP
ifadelerini indiiklemistir (Yokoyama ve ark., 2003; Jorda ve ark., 2005; Ota ve ark.,
2009). Ozetle, bir transkripsiyon faktdrii olarak Snail siki baglanti stabilitesinde,
epitelyal hiicre polaritesi ve morfolojisini diizenleyen kontrol genlerinde anahtar rol
oynayarak cesitli kanser tiplerinde EMT, invazyon, koti klinik sonug ve metastazin
gelisimi ile iliskili oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da SNAI2 (Slug)
ifadesi ZEB2NAT ifadesinin baskilandigi durumda Kontrol-sSiRNA grubu ile
karsilagtirildiginda MDA-MB-231 hiicre hattinda 1,42 kat (p=0,0046) anlamli
derecede MCF7 hiicre hattinda 1,67 kat (p=0,0684) azalmustir.

Daha 6nce yapilan bir aragtirma da western blot analizleri sonucunda A549 ve
NCI-H292 insan akciger kanseri hiicrelerinde ZEB2NAT ifadesinin susturulmasinin
BAX, CASP3, CASP9 protein ifadesini arttirdign gosterilmis ve CASP8 protein
ifadesi lizerine anlamli bir etkisi olmadigi belirtilmistir. H-125 ve H1975 insan
akciger kanseri hiicrelerinde asir1 ZEB2NAT ifadesinin saglanmasi durumunda
BAX, CASP3 ve CASP9 protein ifadesinin de azaldigi rapor edilmistir (Guo ve ark.,
2018).

Bu tez c¢alismasinda da MCF7 hiicrelerinde ZEB2NAT ifadesinin
susturulmasinin apoptozda 6nemli 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
anlamli derecede artmalarina neden oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica MDA-MB-
231 hiicrelerinde apoptoz ile iliskilendirilen PTEN, CASP3 ve CASP9 genlerinin
ifadeleri ZEB2NAT baskilandiginda Kontrol-siRNA grubuna kiyasla sirasiyla 1,78,
1,34 ve 1,66 kat anlaml:i derecede artmistir (p<0,05). Bu bulgular ZEB2NAT’1n
baskilanmasinin ifadeleri degisen genler iizerinden her iki hiicre hattinda da apoptozu

indiikleyebilecegini gostermektedir.

Daha o6nce yapilan bir ¢alismada, ZEB2NAT ifadesinin baskilandigi durumda
karaciger kanseri hiicrelerinde tiimdr biiylimesinin ve metastazinda baskilandigi
belirtilmistir. Ayrica ayni calismada karaciger kanseri dokularinda ZEB2NAT
ifadesinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Lan ve ark., 2016).
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Wang ve ark. (2019) tarafindan yapilani bir ¢calismada ZEB2NAT ’in mide
kanseri hiicrelerinde susturulmasmin Ki-67, PCNA, VEGF ve MMP9 ifadelerini
azalttigt CASP3, CASPS, CASP9 ve PARP seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir.
Ayrica daha onceden yapilan bu c¢alismada ZEB2NAT in EMT markerlarindan E
kaderin, Vimentin and ZEB2 fizerindeki etkilerini arastirmistir. Bu hiicrelerde
ZEB2NAT’in susturulmasi EMT markerlarindan E kaderin protein ifadesini
arttirdigi, vimentin ve ZEB2 protein seviyesini de Onemli derecede azalttig

belirtilmistir (Wang ve ark., 2019).

Bu tez galismasinda da her iki hiicre hattinda, onemli EMT markerlarindan E
kaderin, N kaderin, ZEB2 ve vimentin ifadeleri degerlendirilmistir. ZEB2NAT’1n
susturulmasi E kaderin (CDHI) ifadesinde MCF7 hiicre hattinda 3,12, MDA-MB-
231 hiicre hattinda 4,01 kat anlamli artisa neden olmustur (p<0,05). Ayrica western
blot sonuglar1 E kaderin (CDHI1) protein ifadesinde de artis oldugunu iki hiicre
hattinda da gostermistir. ZEB2NAT’in susturulmast durumunda MCF7 hiicre
hattinda N kaderin (CDH2), ZEB2 ve vimentin (VIM) ifadelerinde sirasiyla 4,06
(p=0,0000), 1,62 (p=0,0333) ve 1,08 (p=0,0109) kat anlamli azalis goriilmiistiir.
MDA-MB-231 hiicre hattinda da ZEB2NAT’in susturulmasi N kaderin (CDH2),
ZEB2 ve vimentin (VIM) ifadelerinde sirasiyla 1,61 (p=0,0158), 1,51 (p=0,0001) ve
1,65 (p=0,0009) kat anlaml azalisa neden olmustur. Ayrica her iki hiicre hattinda da
western blot sonuglar1 ZEB2NAT’1n susturuldugu durumda N kaderin (CDH2) ve

ZEB2 protein seviyesinin azaldigini gostermistir.

Wu ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, SGC-7901 insan mide
kanseri hiicrelerinde ZEB2NAT 1 hiicre canliligina etkisi CCK-8 hiicre canlilik testi
ile belirlenmistir. Ayni c¢alismada SGC-7901 insan mide kanseri hiicrelerinde
ZEB2NAT ifadesinin susturuldugu durumda hiicre ¢ogalmasinin baskilandig

belirtilmistir.

Bu tez c¢alismasinda MCF7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde ZEB2NAT’in susturulmasinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi
hiicre canlilig1 lizerine etkisini degerlendirmek amaciyla XTT hiicre canlilik testi
yapilmigtir. Sitotoksisite deneyleri sonucunda MCF7 hiicre hattinda ZEB2NAT 1n
susturulmasimin  Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda hiicre canlihig

oranlarinin sirasiyla 24., 48. ve 72. saatlerde %74, %62 ve %43 oldugu goriilmiistiir.
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MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontol-siRNA grubu ile karsilagtirildiginda
ZEB2NAT 1n baskilandig1 grupta hiicre canliligi oraninin sirasiyla 24., 48. ve 72.
saatlerde sirasiyla %70, %60 ve %63 oldugu bulunmustur. Bu sonuglar dikkate
alindiginda ZEB2NAT’in her iki hiicre hattinda da hiicre canliligmi etkiledigi

goriilmektedir.

Daha o6nce gergeklestirilen bir ¢alismada, mide kanserinde in vitro (hiicre
hatt1) ve in vivo da (doku oOrneklerinde) ZEB2NAT ifadesi arastirilmistir. Mide
kanseri orneklerinde ZEB2NAT ifadesinin tiimor ilerlemesi arasinda pozitif bir
korelasyon belirtilmistir. Ayrica mide kanseri hiicrelerinde de ZEB2NAT ifadesinin
yiikksek oldugu gostermislerdir. Arastirmacilar ZEB2NAT’in mide kanseri hiicre
apoptozu iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla Annexin V FITC/PI yontemini
kullanmislardir. ZEB2NAT 1n susturulmasinin SGC-7901 ve BGC-823 mide kanseri
hiicrelerinde apoptozun artisina neden oldugunu rapor etmislerdir (Wang ve ark.,
2019).

Bu tez calismasinda ZEB2NAT’in MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde hiicre apoptozu iizerine etkisi FITC annexin V apoptoz kiti ile
degerlendirilmistir. Akim sitometri analizi sonucunda MCF7 hiicre hattinda toplam
apoptoz oranmin Kontrol-SIRNA grubu (%7,45+2,7) ile karsilastirildiginda
ZEB2NAT 1n baskilanmasi sonucu (%27,6+2,1) anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir
(p<0,05). Benzer sekilde MDA-MB-231 hiicre hattinda da Kontrol-siRNA grubu
(%6,7+1,5) ile karsilastirildiginda ZEB2NAT 1n baskilandigi durumda (%18,45+0,7)
apoptozun uyarildigr sonucuna varilmistir. Her iki hiicre hattinda da ZEB2NAT 1n

baskilanmasi hiicre apoptozu iizerine uyarici etki gostermistir.

Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde hepatit B virus X proteini tarafindan
indiiklenen EMT’de IncRNA’larin fonksiyonlarinin arastirildigi bir calismada
hepatoseliiler karsinoma doku 6rneklerinde IncRNA array yapilmistir. Hepatoseliiler
karsinoma dokularinda hepatit B virus X proteinin 2002 IncRNA’nin ifadesini 2
kattan daha fazla degistirdigi bulunmustur. Onemli degisiklik gdsteren
IncRNA’lardan birinin de ZEB2NAT oldugu ifade edilmis ve Hepatit B virus X
proteini indiikli EMT’de ZEB2NAT ifadesinin 3,79 kat arttigi gosterilmistir.
ZEB2NAT ifadesinin susturuldugu durumda EMT’de 6nemli role sahip E kaderin,
Vimentin ve ZEB2 ifadelerini diizenleyerek EMT’yi baskiladigi rapor edilmistir.
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Ayrica invazyon odalar1 kullanilarak invazyon testi yapilmis ve ZEB2NAT i
baskilanmast  durumunda  hepatoseliller —karsinoma hiicrelerinin  metastaz

yeteneklerinin azaldig1 gosterilmistir (Jin ve ark., 2017).

Bu tez calismasinda da ZEB2NAT in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
invazyon iizerine etkisi invazyon odaciklari ile degerlendirilmistir. MCF7 hiicre
hattinda ZEB2NAT’in  susturulmast durumunda Kontrol-siRNA grubu ile
karsilastirildiginda invazyonun %31,6+9 oraninda baskilandigi goriilmiistiir. MDA -
MB-231 hiicre hattinda ise Kontrol-siRNA grubu ile Kkarsilastirildiginda
ZEB2NAT’1n susturulmasi invazyonun %41+6,2 oraninda baskilanmasina neden

oldugu belirlenmistir.

Daha once yapilan bir arastirmada, ZEB2NAT ifadesinin hem in vivo hem in
vitro insan akciger kanserinde belirgin sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica
A549 ve NCI-H292 insan akciger kanseri hiicrelerinde ZEB2NAT’in
susturulmasinin koloni olusumunu azalttigi, H-125 ve H1975 insan akciger kanseri
hiicrelerinde ZEB2NAT’in  asir1  ifadesinin  saglanmasit durumunda koloni

olusumunun arttig1 rapor edilmistir (Guo ve ark., 2018).

Bu tez ¢alismasinda da ZEB2NAT’1in MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
koloni olusumu {izerine etkisi koloni testi ile degerlendirilmistir. MCF7 hiicre
hattinda Kontrol-siRNA grubu ile karsilastirildiginda ZEB2NAT-siRNA grubunda
koloni olusumunun %38+7,3 oraninda baskilandig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar asiri
ZEB2NAT ifadesinin MCF7 hiicrelerinin  koloni  olusturma yetenegini
arttirabilecegini gostermektedir. Ayrica, MDA-MB-231 hiicre hattinda Kontrol-
siRNA grubu ile karsilastirildiginda ZEB2ZNAT-siRNA grubunda koloni olusumunun
%40+15,3 oraninda baskilandigr bulunmustur. Bu sonuglar asir1 ZEB2NAT
ifadesinin MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olugturma yetenegini arttirabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda, ER+ 6zellikte MCF7 ve ER- 6zellige sahip MDA-MB-
231 insan meme Kkanseri hiicrelerinde IncRNA olan ZEB2NAT’in etkisi
arastirtlmistir.  ZEB2NAT’in insan meme kanseri {zerindeki etkileri asagida

Ozetlenmistir;

» ZEB2NAT ifadesinin baskilanmasi durumunda her iki hiicre hattinda da EMT,
metastaz ve apoptoz genleri lizerindeki etkisi gercek-zamanli PZR ile
degerlendirilmis ve bazi genler iizerinden antimetastatik ve apoptotik etkiye
neden oldugu gosterilmistir.

» Yapilan sitotoksisite deneyleri sonucunda ZEB2NAT’1n baskilanmasinin her iki
hiicre hattinda da hiicre cogalmasini azalttig1 gézlenmistir.

» ZEB2NAT’in baskilanmasinin her iki hiicre hattinda da apoptozu indiikledigi
tespit edilmistir.

> Invazyon testleri sonucunda her iki hiicre hattinda ZEB2NAT 1n baskilanmasinin
belli oranlarda anti-invaziv etki gosterdigi saptanmustir.

» Koloni testi sonucunda ZEB2NAT’in baskilanmasi her iki hiicre hattinda da

koloni olusumunu belli oranlarda azalttig1 goriilmiistiir.

Tiim sonuglar bir biitlin olarak degerlendirildiginde, EMT siirecinde 6nemli
role sahip olan ZEB2 transkripsiyon faktoriiniin antisense transkribi olan
ZEB2NAT’1n meme kanserinde EMT, metastaz ve apoptoz tizerinden énemli rollere
sahip oldugu gorilmektedir. Ancak, ZEB2NAT’1n meme kanserinde prognostik
faktor olarak kullanilmasi ya da terapdtik amagla hedef alinmasi igin in vivo modeller

kullanilarak daha ileri aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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9. EK

EK A. Etik Krul Karari

T
_NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
ILAC VE TIBBi CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Toplanti1 Sayis1:47 Toplant: Tarihi: 17.03.2017

Karar Savisi:2017/845:Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Béliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Bagskani Dog. Dr. Ercan KURAR’ 1n “Uzun kodlamayan RNA ZEB2NAT in MCF7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarinda EMT, metastaz ve apoptoz iizerinden etkilerinin arastiriimasy”
baslikli doktora tez galigmast ile ilgili 13.03.2017 tarihli dilekgesi ve ekleri goriisiildd, Ars. Gor. Canan
EROGLU’ nun doktora tez ¢alismasmmn Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Bolimii Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Baskan: Dog. Dr. Ercan KURAR’ 1n sorumlulugunda biitge desteginin saglandigina dair
belgenin flag ve Tibbi Cihaz Dist Arastirmalar Etik Kuruluna sunulduktan sonra ¢alismanin baglamasinin
uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Not: Calisma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk arastirmacilara aittir.
Sorumlu Arastirmaci: Dog. Dr. Ercan KURAR
Yardimei arastirmaci: Ars. Gor. Canan EROGLU
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