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OZET
DPPL2 Proteinin Apoptoz Uzerine Etkilerinin Meme Kanseri
Hiicrelerinde Arastirilmasi

Amag: Literatiirde sadece meme kanserli dokularda ekspresyonunun arttigi
bildirilen DPPL2 proteininin fonksiyonlarinin nasil icra ettigi bilinmemektedir.
Calismada amag, DPPL2 proteinin, hiicre O6liim{i, hiicre dongiisii ve hiicre
proliferasyonu {iizerine etkisinin meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi ve DPPL2

proteininin kanser olusum siirecindeki roliiniin belirlenmesidir.

Materyal ve Metod: Calismada MCF10A normal meme epitel hiicresi, MDA-
MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmistir. DPPL2 protein varliginin hiicrelerde
analiz edilmesi i¢in Western Blot teknigi kullanilmigtir. Olusturulan siRNA sistemleri
ile DPPL2 proteinin baskilanmas1 saglanmistir. Hiicre proliferasyonu MTS yontemi ile
belirlenmigtir. Hiicre dongiisii ve hiicre apoptozu Flow Sitometri yontemi ile

yapilmistir.

Bulgular: Western Blot analizi sonucunda DPPL2 proteinin MCF10A ve MCF-
7 de yiiksek diizeyde, MDA-MB-231’de diisiik diizeyde ifade edildigi goriilmiistiir.
siRNA uygulamasindan sonra DPPL2 proliferasyonunun tiim hiicre hatlarinda azaldig:
goriilmiistiir. DPPL2 hiicre proliferasyonun MDA-MB-231ve MCF-7 hiicrelerinde %
20, MCF10A hiicrelerinde ise %25 azaldigi belirlenmistir. DPPL2 siRNA uygulamasi
sonucu apoptoz miktarlari, MDA-MB-231hiicresinde %1,6, MCF-7 hiicresinde %0,06
ve MCF10A hiicresinde ise %1,98 olarak belirlenmistir.

Sonu¢: Calismada meme kanseri hiicreleri ve meme epitel hiicrelerinde DPPL2
proteinin apoptozdaki rolii arastirildi. DPPL2 proteinin baskilanmasinin hiicre

proliferasyonuna azaltic1 yonde, hiicre apoptozuna ise artiric1 yonde etki ettigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: DPPL2, Meme kanseri, Epitel hiicre



ABSTRACT

The Investigation of the Effects of DPPL2 Protein on Apoptosis in Breast Cancer
Cells

Aim: It is not known how DPPL2 protein, which is reported that its expression
Is increased only in breast cancer tissues in literature, performs its functions. The aim of
the study is to investigate the effect of DPPL2 protein on cell death, cell cycle, and cell
proliferation in breast cancer cells and to determine the role of DPPL2 protein in the

cancer formation process.

Material and Method: In the study, MCF10A normal mammary epithelial
cells, MDA-MB 231 and MCF-7 cell lines were used. The Western Blot technique was
used to analyze the presence of DPPL2 protein in cells. Suppression of DPPL2 protein
was achieved by generated siRNA systems. Cell proliferation was determined by the

MTS method. Cell cycle and cell apoptosis were performed by flow cytometry method.

Findings: In consequence of Western Blot analysis, it was seen that DPLL2
protein was expressed in high levels in MCF10A and MCF-7, in low level in MDA-
MB-231. It was seen that DPLL2 proliferation was decreased in all cell lines after the
treatment of SiRNA. DPPL2 cell proliferation was reduced by 20% in MDA-MB-231
and MCF-7 cells and by 25% in MCF10A cells. The amounts of DPPL2 siRNA
apoptosis were determined to be 1.6% in MDA-MB-231 cells, 0.06% in MCF-7 cells
and 1.98% in MCF10A cells.

Conclusion: In the study, DPPL2 protein analysis was performed in breast
cancer cells and mammary epithelial cells in vitro. It was seen that DPPL2 protein
suppression effected in a decreased manner on cell proliferation, and in an enhanced

manner on cell apoptosis.

Key Words: DPPL2, Breast Cancer, epithelial cell
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1. GIRIS

Kanser normal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmasi ile karakterize olan
bir hastalik grubudur. Amerikan Kanser Dernegine (American Cancer Society)’ne gore
de 2014 yil1 iginde Amerika’da yaklasik olarak 1.665.000 yeni kanser vakasinin tespit
edilmesi ve 585.720 kisinin ise kanserden Olmesi beklenmektedir (1). 1975 yili
istatistiklerinde 2 yillik sag kalim orani %49 iken 2003-2009 yillar1 arasinda 6 yillik sag
kalim oran1 % 68’°dir. Sag kalim oranindaki gelisme, kanserin erken dénemde tanis1 ve
tedavisindeki gelismeyi yansitmaktadir. 2013’de De Santis tarafindan yapilan
aragtirmalar da 2014°deki verilerle benzerlik gostermektedir (2).

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser cesitlerindendir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu’nun verilerine gére meme kanseri kadinlarda en yiiksek insidansa
sahiptir (34.73/100000) (3). Giincel Globocan verilerine gore ise kanser olan her dort
kadindan biri meme kanseridir (4). Kanser olusumuna katilan genler timdr supressor ya
da protoonkogen olarak gorev yapmaktadirlar. Protoonkogenler kanser olusumuna iki

sekilde neden olurlar:

1-Protoonkogenlerin yapisinda meydana gelen degisimlerle onkogenik 6zellik

kazanmasi

2-Protoonkogenlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimler ile onkogenik

karakter kazanmasi

Timor slipressor genler hiicre biiylimesinin ve bdliinmesinin kontroliinii

saglayan genler olduklarindan mutasyona ugramalar1 kanserlesmeye yol agar.

Meme kanserinin tani ve tedavisi siirecinde son on yilda 6nemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu gelismelerde yapilan ¢aligsmalarda risk faktorlerinin 1yi belirlenmesi,
etkin bigimde tarama stratejilerinin kullanilmasinin ve genetik bilimindeki gelismelerin
rolii yiiksektir. Ozellikle BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki mutasyonlarin meme
kanseriyle iliskisinin saptanmasi ve bu kisilerin periyodik araliklarla takibinin yapilmasi
neticesinde erken tani konan ve tedavi edilebilen hasta sayisinda onemli artiglar
olmustur (5).Teknolojinin gelismesi ile ilaglar ve yeni cerrahi yontemlerin katkisi ile

meme kanserleri 6liimlerinin sayis1 azalmaktadir.



Ancak ilaglara karsi direng ve ileri evre metastatik kanserler hala biiylik sorun
olarak bulunmaktadir. Bu sorunlarin asilabilmesi i¢in yeni ilaglara veya var olan,
cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavileri ile kombine edilerek

kullanilabilecek yeni tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Hiicre membraninin en 6nemli yapitaglarindan olan fosfolipitler bir fosfat bagh

polar bas grup ve iki yag asidi zincirinden olusmaktadir.

polar
R’ . —CH,

R" @ O CH O

O e, .

nonpolar O

Sekil 1:Yag asidinin yapist. R' ve R", yag asidi gruplari; X, fosfolipitin tipini belirleyen alkol grubu.

Polar kisim suya egilimli boliim, apolar kismu ise sudan kagan kisim (6).

Gliserol-3- fosfat ile 2 molekiil yag agil coA, agcil transferazlar tarafindan
katalizlenen iki kademeli bir reaksiyonda birlesirler ve fosfatidat olusur (7). Fosfatidat
ise fosfolipit sentezinde bir ara bilesiktir ve memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulum

ve mitokondri dis zarlarinda sentezlenmektedir.

Fosfatazlar farkli maddeleri defosforile etme yetenegine sahip bir grup
proteinlerdir. Fosfatazlar, klasik serin/treonin fosfatazlar, protein tirozin fosfatazlar,
aspartat bagli tirozin fosfatazlar olmak fiizere 3 gruba ayrilmislardir (8). Bu
siniflandirma, katalitik etki ve bu proteinlerin yapisal benzerlik aminoasit sekansina

dayanmaktadir.



Fosfatidat fosfatazlar ise C-3 fosfat grubunu hidrolize ederler ve diagilgliserol
aciltransferaz tarafindan katalize edilen bir {giincii asetilasyon ile triacilgliserol

olusumunu saglamaktadir.

) ADP ATP
Gliserol-3-
Glikoz ——= Dioksiaseton- ___  fosfat Gliserol
fosfat l r—
Fosfatik asit PI
Acy!-S-CoA
Fosfatldll "/. CDP-DAG ],2 DwC"' _.Trlagllgllserol
inositol Serin gliserol  cpp Kalin
Etanolamin Fosfatidilserin (etanolamm)
o l\-c— CO Fosfokalm
Fosfatidiletanolamin ADP
cH \1 ATP
Fosfatidilkalin Etanolamin

Sekil.2. Fosfolipit Sentez Basamaklar1 (9).

Fosfatidat fosfataz ailesinin iiyeleri olan DPPL1ve DPPL2 gen iiriinleri genis
substrat 6zgiilliigii olan, fosfatidat fosfataz aktivitesi gosteren ve farkli hiicrelerde ifade
edilen proteinlerdir. DPPL1 mRNA’s1, dokularda ve tiim hiicrelerde ifade edilebilirken,
DPPL2 mRNA’s1, beyin, bobrek ve testis olmak iizere bir ka¢ doku ile sinirli ve endotel
hiicrelerinde ifade edilmektedir. DPPL1 ve DPPL2 genlerinin biyokimyasal ve

fizyolojik fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir.

DPPL2 geni 10 ekzonlu bir gen olup, 10.q26.12°de yerlesiktir. Fosfatidatin
defosforilasyonu katalizleyen, hem lipit biyosentezi hem de lipit sinyal molekiillerinin
yikimi/yapimina katilan fosfatidat fosfataz enzimlerinden birini kodlamaktadir (8). Bu
enzimin kanser hiicrelerinde rolii bilinmemekle birlikte 6strojen negatif meme kanseri
ile yapilan bir transkriptom ¢aligmasinda DPPL2 mRNA” sinda 2.04 kat bir artma tespit
edilmistir (9). Lazer mikrodiseksiyon ile yapilan bir caligmada ise meme timorii ve
normal doku Kkarsilagtirillmasi sonucunda %84 oraninda kanserli dokuda daha fazla

DPPL2 ifadesi tespit edilmistir (10).



Apoptoz, programlanmig hiicre Oliim siireci olarak bilinmektedir. Apoptoz
genlerin diizenlemis oldugu, organizmada hemostazin korundugu, protein sentezi, RNA
ve enerjiye ihtiya¢ duyulan ve hiicrelerin kendi kendilerini programli olarak yok ettigi

bir stiregtir. (11).

Bu caligmada hiicre membran1 komponentlerinden olan fosfolipit sentezinde bir
ara bilesik olan fosfatidatlarin defosforile edilmesinde gorev alan DPPL2 proteininin

apoptoz siireci ile iliskisinin meme kanseri hiicrelerinde arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Yapisi

Meme yapisi, lobiiler olarak bilinen siit bezleri, siit kanallari, baglayic1 dokular
ve yag dokusundan meydana gelen stromadan olusmaktadir. Gogiis 6n yiizeyinde yer
alan meme 15-20 tane bez dokusu lobundan olusmustur. Memeyi olusturan loblar
birbirine fibréz doku ile baglanmislardir. Loblar arasinda ise bol miktarda yag dokunun

varligt mevcuttur (12).

Kopricik kem igi
Kaburga
Kas
Bag dokusu
Yag dokusu —
Areola
Meme

asgl
Sit kanalh

Siit hezi

Sekil 3: Memenin anatomik yapist (13).

2.1.2. Meme Kanserinin Epidemiyolojisi

Meme kanseri Diinya Saglik Orgiitii 2008 verilerine gore, melanoma dis1 deri

kanserleri hari¢ tutuldugunda tiim diinyada akciger kanserinden sonra ikinci siklikla



goriilen, kadinlarda ise en ¢ok goriilen ve en fazla 6liime neden olan kanser tiirii olarak
belirtilmistir (1). Tirkiye’de ise Saglik Bakanliginin yaymladigi 2004-2006 yillar
arasindaki kanser istatistiklerinde, kadinlarda, deri kanserleri dahil olmak {izere meme

kanseri en fazla goriilen kanser tiirii olarak belirtilmistir (2).

2008 yilinda diinya ¢apinda yapilan arastirmalar sonucunda 12,7 milyon kanser
vakasinin tespit edildigi ve bunlarin 7,6 milyonun kanser nedeniyle oldiigi tespit

edilmistir. Olgularin % 56's1, 6liimlerin ise % 64’1 ekonomik olarak gelismis tilkelerde

goriilmektedir (14).
B Meme
M Tiroid
20.088 M Kolorektal
("30) ® Uterus Korpusu
M Akciger
H Mide
1.548 e
(%2) B NHL
1.587 Beyin Sinir Sistemi
(%2) W Serviks
1.936  Diger
(%3) 2.361
(%4) 2-516 3368 3.794

(%4) (%5) (%6)

Sekil.4. Tirkiye’de goriilen kanser gesitleri (15).
2.1.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri
Hormonal Faktorler:

Meme kanserlerinde destekleyici tedavilerde tamoksifenin, kullanim siirecince
kontralateral meme kanserlerinin beklendiginden az olmasi, tamoksifenin meme

kanserinde koruyucu bir rolii oldugu goriisiinii giiglendirmektedir (16).



Viicuttaki hormonlarin seviyesi meme kanserinin olusmasinda ve ilerlemesinde
onemli yer tutmaktadir. Menstrual dongii siiresince bireyin yliksek diizeyde Ostrojene
maruz kalmasi kisinin yasamini olumsuz etkilemektedir. Dogum sayisinin birden fazla
olmasi, reprodiiktif yasamin uzun siirmesi ideal dogum yasinin normalden daha geg
olmasi gibi hormonal risk faktorlerinin ¢ogu, menstrual dongii siiresince kisinin yiiksek
oranda Ostrojen salgilamasimin sonuglaridir. Over tiimdrlerinin fonksiyonel halde
olduklar1 yerlerin Ostrojen {izerinde bulunmasi postmenopozal donemdeki kadinlarda
artan meme kanseri ile iliskilendirilmistir. Kadinlarin menopoz donemlerinde oral
kontraseptif kullanmalar1 ve bu siiregte hormon tedavisi almalari hormonal dengesizlige

yol acarak meme kanserine neden olabilmektedir (17).
Cevresel Faktorler
Beslenme:

Yaglh yiyeceklerin siirekli olarak tliketilmesinin serum &strojen diizeyini
artirarak meme kanseri riskini artirdigina dair kanitlar bulunmaktadir. Yapilan bazi
arastirmalarda kirmizi eti ¢ok tiiketen toplumlarda meme kanseri oraninin yiiksek
oldugu gozlemlenmistir (18). Meme kanserinde korunmada D vitamini aliminin etkili

olabilecegine dair caligmalar bulunmaktadir (19).
Egzersiz:

Meme kanseri olan kadinlarda &zellikle menopoz Oncesi donemde egzersiz
faaliyetlerin artmasinin meme kanseri riskini azalttig1 yoniinde bulgular mevcuttur (20).
Yapilan ¢aligmalarda diizenli yapilan egzersizlerin anovalotuar dongii sayisinda artisa

yol acarak meme kanseri riskini azalttig1 gézlemlenmistir.
Alkol:

Yapilan arastirmalarda alkol tiiketme stiresi ve tiiketilen alkol miktarinin meme
kanseri riskinde artisa sebep olduguna dair bulgular mevcuttur. Yapilan ¢aligmalarda
alkol alimindaki giinlik 1 ftnitelik artisin meme kanseri riskini %7-10 arttirdig
belirtilmistir (21). Ostrojen serum seviyelerinin alkol tiiketimi sayesinde yiikseldigi
bilinmektedir. Yakin dénemlerde yapilan ¢alismalarda alkol tiiketim miktarinin artmasi

ile Ostrojen pozitif reseptor meme kanseri sayisinin arttig1 gézlemlenmistir (22).



Radyasyon:

Kadinlarda meme gelisiminin en yogun oldugu dénem 10-14 yas araligidir. Bu
meme geligiminin kritik oldugu donemde kadimnlarin radyasyon yayan ortamda
bulunmalarinin meme kanseri riskini arttirdigi goézlemlenmistir. Fakat kadinlar tani
konulmasi amaciyla hastanelerde radyasyona maruz kalabilmektedir. Bu tan1 siirecinde

alinan radyasyon ile meme kanseri riski arasindaki iliski hala tartigma konusudur (23).
Sosyoekonomik Diizey:

Genel olarak meme kanseri sosyoekonomik durumu yiliksek olan kadinlarda
daha fazla goriilmektedir. Bu yiizden meme kanseri riskinde yiikselen sosyoekonomik
durumun artan meme kanseri riskiyle alakali oldugu diisiiniilmektedir. Fakat
sosyoekonomik diizey, meme kanserinde bagimsiz bir risk faktorii olarak
diisiiniilmemis, mevcut olan bu durumun iireme aligkanliklarindan kaynaklandigi

diistiniilmiistiir (24).
Genetik Faktorler
Aile OyKiisii:

Meme kanseri lizerinde yapilan ¢ok yonlii aragtirmalarda ailede meme kanseri
bireyin varliginin meme kanseri olusumunda risk faktérii oldugunu ortaya koymustur.
Fakat meme kanserinin olusumunda ailesel ya da genetiksel yatkinlik, hastaligin %15-
20’sini olusturmaktadir. Diger geriye kalan %80-85 oranindaki hastalarda ise ailesel ya

da genetiksel yatkinlik bulunmamaktadir (25).

2.2. Meme Kanseri Genetigi

Meme Karsinogenezi, hiicre biiyiimesi, hiicre gelismesi, hiicresel yolaklar ve
genetiksel degisimleri igeren ¢oklu bir mekanizma sonucu olusmaktadir. Kanser
olusumuna neden olan temel genler, onkogenler ve protoonkogenlerdir. Onkogenlerin
aktive olmas1 kanser olusumuna neden olmaktadir. Insan kanser tiirlerinin olusumunda
birgok onkogen gorev almaktadir. Transgenik fare modelleri {izerinde yapilan

deneylerde meme kanserine 6zgii belirli onkogenlerin varligi gozlenmistir (26).

Meme kanseri olusumunda etkili olan bir diger gen grubu tiimor baskilayic

genlerdir. Timor baskilayici genler genellikle metastatik potansiyel lizerine negatif etki



yaparlar. Tiumor baskilayict genlerde olusan mutasyonlar bu genlerin etkKisini

kiracagindan kanserlesme artmis olacaktir (27).
2.2.1. Meme Kanseri Olusumunda Etkili Onkogenler

CerbB-2 (HER2/Neu):

EGFR (Epidermal growt factor receptor) ailesinin bir iiyesi olan cerbB-2 meme
kanserlerinde genetik degisikler gdsteren en yaygin protein olarak bilinmektedir.
Protoonkogen olan cerbB-2 kromozomda 17q12’de yerlesiktir ve transmembran tirozin
kinaz biiyiime reseptoriinii kodlamaktadir. cerbB-2 onkogenin protein iiriinlerinin hiicre
farklilagmasi ve hiicre boliinmesinde gorev aldigi bilinmektedir. Meme kanserleri i¢in
degerli bir prognostik belirte¢ olarak goriilmektedir. Bunun sebebi ise, gen iiretimini
cok miktarda artirarak meme kanseri patolojisine katilmis olmasidir. Bu sebepten dolay1
meme kanserleri aragtirmalarinda iizerinde en ¢ok durulan onkogenlerden biri

olmaktadir (28).

Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR):

EGFR ailesi dort liyeden olusmaktadir. Bunlar EGFR, HER2, HER3 ve HER4
olarak bilinmektedir. Enzimatik gérev olarak, EGFR’nin tirozin kinaz aktive ettigi
bilinmektedir. EGFR geni kromozomun 7ql2 bdlgesinde bulunmaktadir. EGFR
ifadesinin kanser hiicrelerinde yilikselmis olmasi EGFR’nin onkogen olduguna isaret
etmektedir. Meme kanserlerinin yaklagik yarisinda EGFR’nin ¢ok yiiksek miktarlarda
tiretimi goriilmiig, ancak bunun ifade edilebilirlik oran1 %0-14 arasinda degiskenlik

gostermistir (29).
c-Myc:

Hiicresel metabolizmada ve proliferasyonda uzman diizenleyiciler olarak
bilinmektedir. Normal hiicrelerde c-Myc genin ifadesi ve fonksiyonu mitotik sinyallerle
diizenlenir. Normal hiicrelerde c-Myc protein diizeyi ve transkripsiyonu diisiik ve
proliferasyonu azdir. Fakat timor hiicrelerinde c-Myc proteinin ve transkripsiyonunun
arttigi  goriilmektedir (30). Yapilan aragtirmalar c-Myc proteinin mitokondriyal
biyogenezde roliiniin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (31). Son yillarda glikoz ve glutamat
metabolizmasi lizerinde yapilan caligmalarda kanserle iliskili degisimlerin c-Myc
geninin ifadesinden etkilendigini gostermistir. c-Myc geninin olmasi1 gerekenden fazla

olmasinin genin yapisinda degisiklige yol agarak memede kanserlesmeye yol agtigi
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saptanmistir. Meme kanserlerinin %32’sinde c-Myc protoonkogeninin 2-15 kat daha
fazla iretildigi saptanmigtir. Meme kanserleri hastalarinda ti¢ hastadan birinde c-Myc
geninin expresyonunun arttig1 belirtilmistir. Ozellikle yash kadinlarda c-Myc onkogeni
ifadesinin arttifi ve beraberinde meme kanseri oranlarininda yiliksek oldugu

goriilmektedir(32).
Ras:

Ras ve ras ailesi proteinleri hiicre i¢i sinyal iletiminin anahtarlar1 olarak gorev
yapmakta ve hiicrelerdeki ¢ogalma, farklilasma ve hiicre olimii faaliyetlerini
yiriitmektedirler. Hiicreler arast mesajlasmanin saglanmasinda araci olarak islev
gormektedir. Mitoz boliinmelerin aktiflesmesinde gorev yapmaktadir. Bunu protein
kinazlar ile kurdugu iliski ile gerceklestirir. Meme kanseri hiicrelerinde ras
proteinlerinin asir1 ifade edilmesi veya nokta mutasyonlarinin olmasi Ras proteinlerinin

onkogenik 6zellik kazanmasina neden olmaktadir (33).
2.2.2. Timér Baskilayic1 Genlerin Meme Kanserinde Etkisi

TP53:

Molekiiler agirligi 53kD olan bir proteini kodladigindan bu isimle anilan TP53
geni, kromozomun 17p13 bolgesine konumlanmistir. Tiimor baskilayici protein olarak
bilinen TP53 geni, hiicre dongiisiiniin kesilmesi, DNA hasari, apoptozis, anjiyogenezis,
senesens ve otofaji gibi onemli hiicresel siireclerde rol oynamaktadir. Bu hiicresel siire¢
araciligiyla TP53 tiimor baskilayict 6zelligini gostermekte ve hiicrenin genomik
stabilitesini saglamakta ve hiicreyi kanser gibi hastaliklara karsi korumaktadir (34).
Radyasyona maruz kalma, UV 1s1ga maruz kalma ya da kanserojenik maddelere maruz
kalma sonucu DNA hasari olustugunda, hasarin giderilmesi i¢in aktiflesmektedir. Sayet
olusan bu kusuru giderilemez ise TP53, hiicreyi apoptoz siirecine gotiiriir. Meme
kanseri hastalarinda TP53 geni mutasyonlarin yarisindan fazlasinin nokta mutasyonu

olarak ortaya ¢iktig1 saptanmistir (35).
2.2.3. Meme Kanseri Yatkinlhik Genleri
ATM Geni (Mutant Ataksi Telenjiektasi):

ATM geni kromozom 11 de yerlesmis olan, cekinik olarak diger nesillere

aktarilan, ¢ok karmasik ve uzun bir gendir. ATM geni hastalik olusumuna iki mutant

10



alelle katilmaktadir. Meme kanseri riski tek mutant allellerde artmis olarak
belirtilmistir. Meme kanseri hastalarmin yaklagik %3’ ATM gen kaynakl

mutasyonlardan olugsmaktadir (36).
BRCA1 ve BRCA 2:

BRCA1 ve BRCAZ2 genleri, meme kanseri yatkinlik genleri olarak bilinmekte ve
bu genlerde olusan mutasyonlarin kanserlesmeye neden oldugu bilinmektedir. BRCA
iliskili meme kanseri riski penectransinin olduk¢a degiskenlik gostermesi, hastaligin

yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerle modifiye edilebilecegini gostermektedir (37).

BRCA1 geni 24 ekzonlu olup kromozom 17q21°de yerlesiktir ve 1863 amino
asitlik bir proteini kodlamaktadir. BRCA1, DNA’nin tamirinde, transkripsiyonel
diizenlemelerde ve hiicre biiylimesinin kontroliinde dnemli rol oynamaktadir. BRCA1
cogunlukla endokrin dokularda ifade edilmektedir, ancak 0&zellikle erken gelisim
donemlerinde diger hiicrelerde de bulunmaktadir. BRCA1 en yiiksek seviyelerde, sinir
sisteminde ve embriyonik fare dokusunda gelismekte olan noroepitelde goriilmiistiir
(38).

BRCA2 geni 27 ekzondan olusmus olup kromozomda 12q13.2°de yerlesiktir ve
3418 amino asitlik bir protein kodlamaktadir. BRCA2 geni hiicrelerde 6zellikle hiicre
dongiistiniin  geg-Gl/erken-S fazinda ifade edilen niikleer bir proteindir. BRCA2
mutasyonunun sebep oldugu hastaliklar daha diisiik penetransa sahiptir. BRCA2
mutasyonuyla ortaya ¢ikan sendromlar az olmasina ragmen bazi toplumlarda yaygindir.
Ornegin Askenazi toplulugunda %1.5 oraninda spesifik bir mutasyon (6174delT),
Izlandalilarda ise %0.6 oraninda baska bir mutasyon (999del5) gériiliir (39).

PALB2 Geni :

Meme kanserinin gelisiminde etkili oldugu bilinen BRCA1 ve BRCAZ2’nin
yanisira, 2014 yilinda PALB2 geninin meme kanseri olusumunda etkili oldugu
bulunmustur. PALB2 geni kromozomun 16p12.2 bolgesinde yerlesiktir. PALB2 geni
timor silipressor islevi olan bir protein kodlamaktadir. PALB2 geni BRCA2’nin biiyiik

bir baglanma partneri olarak tanimlanmistir (40).
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PTEN GENI:

Tiimor baskilanmasinda gorevli bir fosfataz olan PTEN, kromozomun 10qg22-23
bolgesinde yerlesik olarak bulunmaktadir. Protein tirozin fosfataz ailesinin {iyesi olan
PTEN, 403 aminoasit dizisinden olusmaktadir. Lipit fosfataz olan PTEN genel olarak
PI3-Kinaz sinyal yolaklarin1 diizenlemektedir (41). Kadinlarda yiiksek oranlarda
gozlenen ve dominant olarak kalitilan Cowden Sendromlu hastalarin %80’inde PTEN
geni mutasyonu gozlenmesi PTEN geninin meme kanserinde yatkinlik geni oldugunu
gostermektedir (42).

CHEK2 GENI:

Checkpoint kinase 2 olarak adlandirilan CHEK2 geni insan kromozomunda
22ql2.1°e yerlesik olarak bulunmaktadir. CHEK2 geni, DNA hasarina kars:1 hiicresel
yanitta gorev alan onemli bir sinyal ileticisi olarak gérev yapmaktadir. CHEK2 Serin
tironin kinaz ailesinin bir iiyesidir. CHEK2 geninde meydana gelen mutasyonlarin Li-

Fraumeni sendromu ile iliskili olup olmadig hala tartigilmali bir konudur (43).
BRIP1 GENI:

BRIP1 geni BRCAL1 ile iliskili bulundugundan diger ismi BACH1 (BRCA1
Associated C-Terminal Helikaz 1)’dir. Kromozomun 17q22 bdlgesine yerlesik olup
BRCAL genin hemen yaninda bulunmaktadir. Erken meme kanseri baglangicinda BRIP1

geni mutasyonlari goriilmistiir (44).
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Sekil.5. Meme Kanserlesmesinde Gen Mutasyonlar1 insidans1 (45).
2.2.4. Meme Kanseri Tipleri

Meme kanseri memenin c¢esitli bolgelerinde meme dokusunu olusturan doku

tiplerinden ortaya ¢ikabilmektedir.

Tablo.1. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2003

1-In situ karsinom
-In situ duktal karsinom
-In situ lobiiler karsinom
2-Invaziv Karsinom
-Invazif duktal karsinom

- Pleomorfik karsinom

- Melanositik 6zellikli karsinom

- Osteoklastik dev hiicreli karsinom

- Koryokarsinomat6z 6zellikli karsinom
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-Tubuler karsinom
-Invaziv lobiiler karsinom
-Invazif kribriform karsinom
-Meduller karsinom
-Miisin6z karsinom

- Miisindz karsinom

- Tagh yiiziik hiicreli karsinom

- Miisindz kist adenokarsinom
-Invaziv papiler karsinom
-Sekretuar karsinom
-Apokrin karsinom
-Adenoik Kistik karsinom
-Metaploid karsinom

-Saf epitelyal karsinom
- Mixt epitelyal-Mezensimal

-Inflamatuar karsinom
-Noroendokrin karsinom
-Onkositik karsinom
-Adeno kistik karsinom
-Yag bezi karsinomu
-Bilateral meme karsinomu

-Asinik hiicreli karsinom

2.2.5. Meme Kanseri Tedavi Sekilleri

Meme kanseri 6nemli bir saglik problemi oldugu i¢in meme kanseri tedavisinde

dogru yaklasim ¢ok 6nemlidir.

Meme kanseri olan kadinlarda tedavi sekilleri kanserin evrelerine gore,
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi tedavi, hormonal tedavi ve immiinoterapi gibi bir ¢ok
yontemle yapilmaktadir. Meme kanseri tedavi sekilleri sistematik tedaviler ve lokal

tedaviler diye ikiye ayrilmaktadir.
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Lokal Tedavi:

Lokal tedavide ama¢ memedeki tlimoriin ortaya ¢ikarilmasidir. Radyoterapi ve
Cerrahi yontemlerin kullanildigr bu tedavide amag, tiimoriin farkli yerlere ulasmasini

engellemektir.
Cerrahi Tedavi:

Meme kanserinin tedavisinde meme koruyucu ameliyatlar ve mastektomi olmak

tizere iki tiir tedavi uygulanmaktadir.

Meme Kkoruyucu ameliyatlarda sadece timoér ¢ikarilmakta meme ise
alinmamaktadir. Meme koruyucu ameliyatlar parsiyel mastektomi ve lumpektomi
olmak iizere iki yontemle uygulanmaktadir. Parsiyel mastektomide memenin dortte biri
ya da daha fazlas1 kanserli doku ile birlikte alinmaktadir. Lumpektomi de ise normal
meme dokusu ile cevrili 3-4 cm’yi gegmeyen kanserli dokular ¢ikarilmaktadir. Her iki
yontem sonunda da memede kalmis olabilecek kanserli hiicreleri yok edebilmek icin

radyoterapi uygulanmasi gerekmektedir.
Radyoterapi:

Radyoterapi meme kanseri tedavisinde sistematik ve cerrahi tedavi ile beraber
o6nemli bir modelini olusturmaktadir. Radyoterapi hastaligin evresine bagli olarak
bolgesel yineleme riskini azaltir, sagkalimi azaltir ve semptom palyasyonu saglar (46).
Erken evre meme kanserinde, meme koruyucu cerrahi sonrasi radyoterapi, tedavinin
mutlak bir bileseni olarak kabul edilmektedir (47). Daha ileri evre olgularda adjuvan
radyoterapinin lokal yineleme riskini azalttigi ve aksilla metastaz1 yapmis olgularda

sagkalimi arttirdigi gézlenmistir (48).
Hormonal tedavi:

Meme kanserinin tedavisinde hormonal tedavi amagli en c¢ok Tamoksifen
kullanilmaktadir. Tamoksifen segici 0strojen reseptorii olarak islev gérmektedir. Meme
kanserlerinde meme tiimdrlerinin %60-70 dolaylarinda o6strojen reseptorii ifadesinin
bulunmasi tamoksifenin endokrin tedavi i¢in kuvvetli bir aday oldugunu gdstermektedir
(49). Meme kanseri tedavisinde tamoksifenin haricinde Anastrozole, Letrezole,

Exemestane ve Goserelin hormonal tedavi amacli kullanilan ilaglardir.
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Kemoterapi:

Kemoterapdotik tedavilere en duyarli kanserlerden biri meme kanseri olmasina
ragmen, meme kanserinde kemoterapdtik tedavi saglanamamaktadir. Kemoterapi hasta
olan bireylerin yasam Kkalitesini artirmak ve semptomlarin giderilmesi amaciyla
uygulanmaktadir. Meme kanserinin tedavisinde en ¢ok kullanilan kemoterapik ajanlar

taksanlar ve antrasiklinlerdir (50).
2.2.6. DPPL2 Proteini

DPPL2 diger ismiyle PPAPDC1A (Phosphatidic acid phosphatase type 2 domain
containing 1A) geni fosfatidat fosfataz aktivitesi olan bir protein olarak bilinmektedir.
Fonksiyonel olarak DPPL2 proteinin in vitro ortamda magnezyum bagimsiz olarak
fosfaditat fosfataz aktivitesinin oldugu bulunmustur. DPPL2’nin diagilgliserolde

fosfatidik asit doniisimiinii katalizledigi belirtilmistir (9).

DPPL1 ve DPPL2, maya diagilgliserol profosfat fosfataz (DGPP) ile biiyiik
oranda homojenik benzerlik gostermektedir. DPPL1 mRNA’lar1 ¢esitli dokularda
yaygin olarak ifade edilebilmektedir. DPPL2 mRNA’lar1 ise birka¢ dokuda ifade
edilmektedir. Bu dokular beyin, bobrek ve testislerdir (9).

Takeuchi ve arkadaslari gesitli doku ¢cDNA’lar1 kullanarak yapilan real-time
PCR calismalar1 ile DPPL1 ve DPPL2’nin dokulardaki ifade diizeyine bakmislardir.
DPPL1 geninin pankreas ve prostat dokularinda yiiksek diizeyde ifade edildigini
belirtmislerdir. Ancak beyin, kalp, plasenta, akciger, karaciger, kemik iligi, iskelet
kaslar1, mide, timis, testis ve dalak dokularinda DPPL1 ve DPPL2 ifade diizeyinin az

oldugunu belirtmislerdir (9).

DPPL2 mRNA’s1 ile yapilan gercek zamanli PCR sonuglarinda oncelikli olarak
insan endotel hiicrelerindeki ifadesi arastirilmistir. Bu hiicreler; insan gobek bagi
endotel hiicreleri (HUVECS), insan deri mikrovaskiiler endotel hiicreleri (HDMECS),
insan akciger mikrovaskiiler endotel hiicreleri (HLMVECS), insan aort endotel hiicreleri
(HAECS) ve insan akciger arter endotel hiicreler (HPAECS)’ dir. Arastirma sonucunda
insan akciger mikrovaskiiler endotel hiicreleri ile insan aort endotel hiicrelerinde DPPL2

ifadesinin yiiksek diizeyde oldugu belirtilmistir (9).
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Manzano ve arkadaslar1 tarafindan 41 Gstrojen reseptdr negatif meme kanseri
hastalar1 ile hem ERBB2" hem de ERBB2 iki grubu karakterize etmek amaciyla
molekiiler mikroarray fosfatom calismasi yapilmistir. Yapilan c¢alismada Gstrojen
negatif meme kanseri hastalar ile Ostrojen pozitif meme kanseri hastalarda DPPL2
geninin ifade diizeyi karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda ERBB2 tiimorlerinde

en ¢ok ifade edilen fosfatazlardan birinin DPPL2 oldugunu belirtmislerdir (8).

Dahl ve arkadaslart DNA mikroarray analizleri, cONA dot blot analizleri ve
revers transkripsiyon-PCR tekniklerini kullanarak invazive duktal meme karsinomlari
ve normal meme dokusu hiicrelerini karsilagtirmislardir. Yapilan analiz sonuglarinda
DPPL2 proteinin meme kanseri dokularindaki seviyesinin normal meme dokusundaki
DPPL2 seviyesinden %84 daha fazla bulundugunu belirtmislerdir. Bu analiz sonuglari

DPPL2'nin, lipit fosfat fosfataz ailesinin yeni bir {iyesi oldugunu gostermektedir (10).

Kang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda kalici ve gecici dislerin olusumunda
genlerin etkilesim durumlarina baktiklarinda, dort genin merkezcil yapida oldugunu
gormiislerdir. Bunlardan birinin DPPL2 geni oldugunu belirtmislerdir. DPPL2 geninin
kalict ve gegici diglerin ifadesinde farkli diizeylerde ifade edildigini belirtmislerdir.
Yaptiklari revers transkripsiyon-PCR sonuglarinda DPPL2 ifadesinin kalici dislerde
daha az oldugunu bulmuslardir (51).

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan akciger karsinomlarinda LPP(lipid fosfat
fosfataz) protein ailesinin ifade edilisine bakilmistir. Kanser Genom Atlasi (TCGA)’dan
elde edilen verilerden akciger karsinomlarindaki RNA ifade diizeyine bakilmistir.
TCGA’nin sonuglarina gore akciger karsinomlarinda DPPL2 diizeyinin diger LPP’lerle
kiyaslandiginda yiiksek oldugu belirtilmistir. Akciger karsinomlarinda ve hiicrelerinde
DPPL2’nin asir1 ifadesi ile akciger kanseri hastalarinin ilerleyen klinik patolojik

ozellikleri ve kotii prognozla pozitif bir iligkisinin oldugu goértilmistiir.

Zhang ve arkadasalar tarafindan 8 ¢ift akciger karsinomlarindan gergek zamanli
PCR ve 265 akciger karsinom dokularindan immiinohistokimyasal analizler yapilmistir.
Analiz sonuglart degerlendirildiginde, DPPL2 proteinin yiiksek miktarda ifadesi artan
akciger karsinomlarinin klinik patoloji ile iligkilendirilmistir. Analiz sonuglar1 DPPL2
proteininin yiiksek miktarda ifadesinin, akciger hiicrelerinde tiimorlesmeyi ve
proliferasyonu artirmasinin yani sira katyon kanallarinda kalsiyum gecirgenligini

sagladigin1 gostermistir. Tim bu bulgular g6z Oniine alindiginda, DPPL2 proteinin
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akciger kanserlerinin ilerlemesinde 6nemli bir roliiniin oldugunu ve insan akciger
kanserlerinin tedavisinde DPPL2’nin potansiyel bir hedef olabilecegini gostermektedir
(52).

Kresovich ve arkadaslar1 Viva Cohort Projesi ile kord kaninda DNA
metilasyonuna ve onun erken ve orta yas cocukluktaki sismanlikla olan iliskisini
aragtirmiglardir. Bireylerin kord kanindaki CpG bdlimlerinden PRLHR, KPRP,
SLC9A10, MYLK2 ve DPPL2’deki metilasyonlar1 saptamislardir. Bunlarda olusan
metilasyonun erken c¢ocukluktaki asir1 kilolukla iligkisini arastirilmistir. Deney
sonuglarinda 6zellikle DPPL2’nin erken yas ve orta yas ¢ocuklarda subskapular ve

triseplerde ifade edildigi belirtilmistir.

Sonug olarak yag doku iligkili olan bu doért promotor bdlgenin CpG bdliimlerine
bakildiginda DPPL2 miktariin artan diizeyde ifade edilmis olmasinin DPPL2‘nin yag
doku iliskili olaylar igin belirteg olabilecegini belirtmislerdir (53).

DPPL2 proteinin hiicresel olaylardaki rolii bilinmemektedir. Ancak fosfataz
aktivitesi ile proteinlerin fonksiyonlarinda degismeler meydana getirmesi
beklenmektedir. Bdylelikle meme kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisti, hiicre

proliferasyonu ve apoptozda rol oynayabilecegi hipotez edilmistir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Cahismada Kullanilacak Malzemeler

Tablo.2. Kullanilan Cihazlar

Malzeme Adi Markasi

Buz cihazi Scotsman AF 80
Otoklav Hirayama

Is1 Blogu Benchmark
Inkiibator Euro Elone

Ph metre Thermo Scientific

Hassas Terazi

AND Company

Santrifiij Niive
Laminar Kabin Euro Elone
Shaker Gerhardt

Manyetik Karistiric

Daihan Scientific

Kemoliiminesens ChemiDoc-It2
Su aritma Cihazi Direct-Q 3UV
Western Blot Tanki Bio-Rad

Su banyosu Benchmark
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3.2. Cahsmada Kullanilacak Kimyasallar

Tablo.3. Kullanilan Kimyasallar ve Markalari

Kimyasal

Marka Adi

Akrilamid

Acros Organics

Ammonium Persulfate %98

Acros Organics

Bromophenol Blue

Bio Basic

Bovin Serum Albumin

Sigma

Dimethyl Sulfoxide

Fisher Scientific

Ethanol Sigma-Aldrich
Glycine Carlo Erba
Hiperfect Transfection Reagent Qiagen
Luminol Sigma

2-Mercaptoethanol, %99,extra pure

Acros Organics

Metanol Sigma-Aldrich
N-Ethylmaleimide Sigma-Aldrich
Phosphate Buffered Saline (PBS) Zymed
2-Propanol Sigma
Propidium lodide Sigma
Protease Inhibitor Sigma

Protogel (%30 Acr., %0,8 Bis)

National Diagnostics

Rnase A

Applicem

Resolving Buffer

National Diagnostics
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Sodium Chloride

Merck

Sodium Dodecyl Sulfate

Fisher Scientific

Stacking Buffer

National Diagnostics

Stripping Buffer

Thermo

Tetramethylethylenediamine %99,

Acros Organics

Extra Pure

Tris Base Sigma

Triton X-100 Fisher Scientific
Trizma Hydrochloride Sigma

Tween 20 Sigma-Aldrich
DMEM F12 1:1 Mix PAN Biotech
Tripsin-EDTA PAA

Fetal Bovine Serum PAA
L-glutamin Lonza
Penicilin-Streptomycin PAN Biotech
MEBM Lonza

Prism Ultra Protein Ladder (10-180 Abcam

kDa)

21



3.3. Calismada Kullanilan Kitler

Tablo.4. Kullanilan Kitler ve Markalari

CellTiter 96@Aqueous One Solution Promega

Cell Proliferation Assay

BD pharmingen FITC Annexin V BD Biosciences
Apoptosis Detection Kit |

BCA Protein Quantification Kit 1000 Abcam
tests

Protein Assay Kit Bio-rad

3.4. Cahsmada Kullanilan Antikorlar

Tablo.5.Kullanilan antikorlar ve Markalari

DPPL2 Abcam
Caytaxin Santa Cruz
Beta Actin Sigma
Caspase 3 Cell Signalling
Caspase 9 Cell Signalling
Goat Anti-Rabbit IgG-HRP Santa Cruz
Goat Anti-Mouse IgG-HRP Santa Cruz

3.5. Calismada Kullanmilan Cozeltiler
3.5.1. 10X Yiiriitme Tamponu

1L 10x’lik stok soliisyon igin;

— 30 gr Tris Base




— 144 gr Glisin

1L ye tamamlanarak ¢ozdiiriildii. +4°C de muhafazasi saglandi.

3.5.2. 10X TBS (Tris-Buffer-Salin)
1L stok i¢in;

— 31,5 Tris-HCI
— 80 gr NaCl

1L’ye tamamlanarak ve pH:7,6 ‘da sabitlenecek sekide ¢ozdiiriildii.
3.5.3. 1X Yiiriitme Tamponu

— 100 ml 10X yiirtitme tamponu
— %10 SDS 10ml
— 890 ml dH20

Proteinlerin biiytikliiklerine jelde elektrik akimi ile gore ayristirilmasi igin tampon

olarak kullanildi.
3.5.4. Transfer Soliisyonu

— 100 ml 10x’lik Yiriitme Buffer
— 700 ml dH20
— 200 ml metanol

Jel tizerindeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarilmasi amaciyla hazirlandi ve

+4°C de muhafazasi saglanarak kullanildi.
3.5.5. TBS/Tween -20
-900 ml dH,0
-100 ml TBS

-2 ml Tween-20

Membran yikamalarinda ve membrana antikor uygulamalarinda kullanildi ve oda

kosullarinda muhafazasi saglanda.
3.5.6. Lizis Soliisyonu

100 ml i¢in;
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— %1 Triton-X, 1ml

— 150 mM NacCl, 876 mg

— 25mM Tris, 303 mg
50 ml distile su tizerine 303 mg Tris eklenerek ¢6ziilene kadar karistirildi. Coziinme
islemi tamamlanarak pH 7,6’ya sabitlendi. Cozeltiye 876 mg NACI eklenerek

¢ozdiiriilmesi saglandi. Uzerine 1ml Triton-X-100 eklenerek ¢ozdiiriilmesi saglandi.
3.6. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismalarda, ATCC firmasindan MCF10A (ATCC® CRL-10317™), MCF-7
(ATCC® HTB-22™) ve MDA-MB-231(ATCC® CRM-HTB-26™) hiicre hatlar1 temin

edilerek kullanilmistir.
3.6.1. MDA-MB-231 Hiice Hatta

MDA-MB-231 hiicre hatti meme dokusu epitel hiicrelerinden olusmaktadir. Hiicre
kiiltirii ortaminda flaska alindigi zaman, flask tabanina yapisabilmektedir. Progesteron
reseptor ve Ostrojen reseptor olarak negatif olan hiicre hattidir. HER2 amplifikasyonu

negatif olan hiicre hattidir.

3.6.2. MCF-7 Hiicre Hatt1

MCEF-7 hiicre hattt meme dokusu epitel hiicrelerinden olugsmaktadir. Hiicre kiiltiirii
ortamiyla beraber flaska alindiginda flaskin tabanina yapisabilme 6zelligindedir. HER2
amplifikasyonu olarak negatif olmasina karsin, progesteron reseptorii ve Ostrojen

reseptOrii pozitif olan bir hiicre hattidir.
3.6.3. MCF10A Hiicre Hatt1

MCFI10A hiicre hatt1 timorojenik olmayan epitel hiicre hatlaridir. Hiicre kiiltiirti
ortamiyla beraber flaska alindiginda flaskin tabanina yapisabilme o6zelligindedir.
MCF10A hiicre hatlar kolera enterotoksin, insiilin, glikokordiosit ve epidermal biiylime
faktorii (EGF) ne kars1 hassastirlar.
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3.7. Calismanin Asamalari

3.7.1. Hiicre Kiiltiiriniin Hazirlanmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri igin DMEM F-12-1:1 biiylime medyumu
kullanildi. Biiyiime medyumunun igerisine 50 ml %10’luk Fetal Sigir Serum(FBS ), 5
ml Penisilin/Streptomisin ve 5 ml L-Glutamin eklendi. Hiicrelerin ekimi T25 flasklara
yapildi. Haftada en az iki kez (hiicrenin yogunluguna gore degisir) hiicreler tripsin ile
kaldirilarak pasajlanmasi saglandi. Yapilan tiim hiicre kiiltiirii islemleri laminar akiml
kabin igerisinde gerceklestiridi. Inkiibasyon islemleri %5 CO2igeren ve 37 °C de calisan
etiivde gergeklestirildi.

MCF10A hiicreleri, MEGM kit(2ml BPE, 0,5ml EGF, 0,5ml Insiilin, 0,5ml
hidrokortizon, 0,5ml GA-1000), %5°lik 200 ul kolera toksini, 5ml Pen/Strep ve %10 at
serumu iceren MEBM biiyiime medyumu ile 25 cm?’lik flasklara ekildi.

3.7.2. Hiicrelerin Coziilmesi

DMEM F-12- 1:1 ve MEGM besiyerleri +4°C de bulunan ortamlarindan alinip
37°C ye kadar 1sitilmasi saglandi. Her bir hiicre hatti i¢in 25 cm?lik flasklar hazirlandi.
Kroviyal tiipte bulunan hiicreler -80°C’lik ortamindan alimarak hizlica ¢oziilmesi
saglandi. Coziilen hiicreler pipetle birka¢ kez karigtirilarak 15 ml’lik Falkon tiiplere
alindi. Hiicrelerin iizerine 5.5 ml’lik besi yeri eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi {ist kisim atild1 pellet {izerine 3 ml besi yeri eklenip 25 cm*’lik

flasklara alinarak hacmin 6 olmasi saglandi.

3.7.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Doluluk oranlar1 % 70’e ulasan hiicrelerin kiiltiir ortami atild1. 25 cm?’lik flasklarda

bulunan kiiltiirlere 2 ml Tripsin ilave edildi. Tripsin eklenen kiiltiirler %5 CO- igeren 37°C

deki 5 dakika inkiibatérde bekletildi. Mikroskop ile hiicrelerin morfolojik goriiniimlerine

bakildiktan sonra flask dibine tutunan hiicrelerin kaldirilmasi el darbeleri ile saglandi.

Hiicreler flaskin tabanindan kaldirildiktan sonra tripsini ortamdan uzaklagtirmak igin 4 ml

besi yeri eklenerek 15 ml’lik falkon tiiplere alind1 ve 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant atild1 ve elde edilen pelletteki hiicre miktarina gore

hiicreler DMEM F-12-1:1 ve MEBM besi yerleri ile karistirildi ve 25 cm*’lik flasklara

alindi. Flasklar i¢inde hiicrelerin homojen olarak dagilimlarini saglamak igin flasklar
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dairesel olarak ¢alkalandi. Hiicrelerin son durumu faz konstrast mikroskobunda bakilarak

degerlendirildi. Hiicrelerin % 5 COziceren 37°C deki inkiibatorde muhafazasi saglanda.
3.7.4. Hiicrelerin Besi Yerlerinin Degisimi

Ekimi yapilan hiicrelerin ¢ogalma orani her giin mikroskopla bakilarak kontrol
edildi. Cogalma oran1 % 80’e ulasamayan ancak kiiltiir ortam1 yetersiz goriilen hiicrelerin

flasklarindaki kiiltiir ortamu atilarak tizerlerine taze besi yerleri eklendi.

3.7.5. Hiicrelerin Lizis Edilmesi

T 25 flasklarda kiiltiirii yapilan hiicreler tripsinle muamele edilerek kaldirildu.
Hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere medyumuyla beraber aktarildi. Ardindan 1500 rpm de
5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatan kismi atildi, kalan
pelletin iizerine ise 1 ml PBS aktarilarak hiicreler 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi.
Ependorf tiiplerde bulunan hiicreler 3000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant kismi atildi. Kalan pellet kisminin {izerine 100 pL liziz
tamponu eklendi. Hiicreler 30 saniye vortekslendikten sonra buz iizerine alinarak 10
dakika siiresince bekletildi. Bu uygulama 3 kez tekrarlandiktan sonra bu siispansiyon
13000 rpm de 10 dakika siiresince santrifiij edildi. Santrifiijden sonra pellet kismi atildi

ve siipernatant kisimlari yeni bir ependorf tiiplere alindu.

3.7.6. Protein Miktarmin Belirlenmesi

Hiicreler lizis edildikten sonra total protein miktarinin belirlenmesi igin Protein
Assay Kit(Bio-Rad) alinarak Bradford yontemi kullanildi. Bradford yontemi igin 3
solusyon kullanildi.

1-Protein Assay Reagent A
2-Protein Assay Reagent B
3-Protein Assay Reagent S

ik once standartlar olusturuldu. Bunun icin 1 ml distile suda 10 mg BSA
cozdiirtilerek ana stok olusturuldu. Olusturulan ana stoktan 0, 0.25, 0,5, 1 ve 2 pg/ul’lik
konsantrasyonlarda 5 adet standart hazirlandi

Protein miktarinin Slgiimii, 96 kuyucuklu platelerde yapildi. Ik &nce hazirlanan

standartlardan 5’er pL ilk bes kuyucuga eklendi.
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1 2 3 4 )
Standart 0 pg/ul 0.25 pg/ul | 0.5 pg/ul 1 pg/ul 2 png/ul
Ornek 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

Tablo.6. Protein Standartlarinin Konsantrasyonlari

Sonrasinda Reagent S ve Reagent A’dan sirasiyla 20/1000 ml oraninda 6rnek
sayisina gore karigim olusturuldu ve standartlarin altindaki her bir kuyucuga 25 pL

eklendi. Hazirlanan protein drneklerinden 5 pL {izerine eklendi.
Sonrasinda Reagent B soliisyonundan 200 pL tiim kuyucuklara eklendi (standartlar dahil).
Hazirlanan 6rneklerin spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda 6l¢timii yapildi.

3.7.7. Western Blot Analizi

Western Blot analizi i¢in ilk dnce ayirici jel hazirlandi

% 12’lik jel i¢in: Ayricl jel
-2,6 ml H20
- 3,2 ml %30 Akrilamid/Bisakrilamid
-2 ml 1,5 Tris-HCI ph: 8.8
-80 uL %10 APS
- 80 uL %10 SDS
-8 uL TEMED

Yukarida verilen oranlarda karistirildi ve western camlart arasina konularak jelin
donmasi saglandi. Ust kismmada diizgiin bir yiizey olusumu icin jelin {izerine 2-
propanol eklendi. Jel donduktan sonra iizerindeki 2-propanol bosaltildi. Bosaltilan yere
proteinlerin yiiriitiilecegi kuyucuklarin olusturulmasi i¢in depolayici jel hazirlandi.

% 6 ‘lik jel icin: Depolayici jel
-2,6 ml H20
- 1 ml % 30 AC/bisACA

-1.25 ml 0,5M Tris HCI ph:6,8
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- 50 uL %10 APS
- 50 uL %10 SDS
-5 uL TEMED

Yukarida verilen oranlarda karistirilarak depolayici jel olusturuldu. Depolayict jel,
ayirici jelin tizerine eklendi. Depolayici jelin iizerine taraklarin takilmasiyla kuyucuklarin

olusturulmasi saglanda.
Hazirlamis oldugumuz her bir protein igin:
-16 pL yiikleme tamponu ( %5beta merkaptoetanol igeren)

- 35 uL ornek ve su (Protein Quantificationda excel dosyasinda 6l¢iilen degerlere

gore)

Yukaridaki verilere gore her biri ayr1 birer ependorfa alindiktan sonra 100 °C de 6
dakika inkiibe edildi. Sonra ilk siraya Marker (3 pL) gelecek sekilde 6rnekler kuyucuklara
esit miktarda (35 pg) olacak sekilde yiikleme yapildi. Yiiklenen 6rnekler 120 Volt’ ta SDS-
PACE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide) jel elektroforeziyle 1,5 saat yiritildi.
Elektroforez sonrasi drnekler nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfer isleminden
sonra membran, 100 ml TBS/T (trans-buffer —salin/Twen 20) ve 2,5 gr siit tozundan olusan
solusyonla 1 saat bloklanmasi saglandi. Sonrasinda 5 kez 10 ar dakika arayla TBS/T ile
yikanma saglandi. 100 ml TBS/T (trans-buffer —salin/Twen 20) ve 2,5 gr siit tozundan
olusan soliisyonda DPPL2 monoklonal antikoru konularak bir gece boyu +4 °C de inkiibe
edildi. Ertesi giin membranlar 10’ar dakika arayla 5 kez TBS/T ile yikandi. Sonrasinda
TBS/T ile hazirlanan ve igerisinde %2,5’luk siit tozu soliisyonda anti-rabbit sekonder
antikor eklenerek 1 saat +4 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi membran
tekrar TBS/T ile 10’ar dakika arayla 5 kez yikandi. Yikamalarin sonunda membranlar ECL

soliisyonu ile muamele edilerek UVP ChemiDoc-It? cihazinda goriintiilendsi.
3.7.8. SiRNA ile DPPL2 ifadesinin Baskilanmasi

Tiim deneylerde SiRNA uygulamalari standart olarak hiicrelerin ekiminin {izerinden
bir gece gegtikten sonra yapildi. sSiRNA uygulamasinin ilk asamasinda 200000 hiicre ekimi
yapildi. Tim deneylerde siRNA uygulamasi yapilan grup tedavi grubu, siRNA

uygulanmayan grup ise tedavisiz grup olarak kabul edilmistir.
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SiIRNA soliisyonu:
-20uL siRNA
- 190uL Optimem besiyeri
-15uL Hiperfect Tx ajani

Yukaridaki oranlarda mikrotiiplere aktarilan 6rnekler tamamen karistirildiktan sonra
20 dakika oda kosullarinda bekletildi. 20 dakika Ssonra hazirlanan siRNA soliisyonu bir giin
once ekilen hiicrelerin iizerine eklenip etlive atildi. 3 giin sonra etlivden alindi. Hiicreler

tekrardan Western Blot analiz yapilmak i¢in toplandi.
3.7.9. Apoptoz Degerlendirilmesi ve Hiicre Proliferasyonu

Hiicrelerin apoptoz degerlendirilmesi Flow Sitometride annexin boyama, hiicre

proliferasyonu ise MTS Assay Testi yontemi ile gerceklestirildi.

1-Flow Sitometri:

Hiicrelerin 300.000 olacak sekilde T25 flasklara ekimi yapildi. Hiicreler %5 CO2
igeren 37 °C’lik etiivde bir giin boyunca inkiibe edildi. Bir giin sonra hiicreler tripsinle
muamele edilerek kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve pellet PBS (1ml) ile yikamasi yapildi. PBS ile
beraber tekrar 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.
Pelletin tizerine 100 uL. PBS eklenip karistirildi. Hazirlanan flow tiiplerinin i¢ine 100puL
hiicrelerden eklendi. Hiicrelerin tizerine 5 pL FITC annexin ve SuL PI boyalar1 eklendi.
Ornekler aliiminyum folyo ile kaplanip vortekslendikten sonra 15 dakika karanlik oramda
bekletildi. Bekleme siiresi dolduktan sonra 6rneklerin tlizerine 400 pL 1x Binding eklendi

ve ornekler vortekslenerek Flowsitometri cihazinda 6l¢iildd.

2-MTS Assay:

Hiicrelerin her bir kuyucuga 1500 hiicre olacak sekilde 96 well platelere ekimi
yapildi. Hiicreler %5 COg igeren 37 °C’lik etiivde bir giin boyunca inkiibe edildi. 24 saat
sonra hiicrelere DPPL2 siRNA uygulamasi yapildi. Hiicreler %5 CO2 igeren 37 °C’lik
etiivde 3 giin boyunca inkiibe edildi. inkiibe edilen hiicrelere MTS soliisyonu eklenerek

sonuglarin analizi yapildi.

29



4. BULGULAR

4.1. DPPL2 Protein Ifadesinin Hiicrelerde Gosterilmesi

Calismada MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF10A hiicre hatlarinda DPPL2 protein
ifadesi Western Blot teknigi ile belirlenmistir. Western blot analiz sonuglarina gore
MCF10A, MCEF-7 hiicrelerinde DPPL2 ifadesi yiiksek diizeyde goriiliirken, MDA-MB-
231 hiicrelerinde DPPL2 ifadesinin diisiik oldugu belirtilmistir.

MDA-MB-231

<
S
i
L
O
=

MCF7

DPPL2 30 kDa

B-actin 30 kDa

Sekil.6. MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda DPPL2 Protein

[fadesinin Gosterilmesi.
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4.1.2. siRNA Uygulanan Hiicrelerin Goriintiileri,

Calismada DPPL2 protein varliginin kanser hiicrelerindeki ifadesini belirlemek
amactyla siRNA uygulamasi yapilmistir. siRNA uygulamast ile DPPL2 proteinin
ifadesi baskilanmis ve hiicrelerin siRNA uygulamasindan 72 saat sonraki morfolojik

goriintlileri Sekil. 7°de gosterilmistir.

MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231
100X 200X 400X

KONTROL
SiRNA

DPPL2
SiRNA

Sekil.7. Kiiltiire Alinan ve siRNA Uygulanacak MDA-MB-231 Hiicrelerinin

Tedavi Edilmeden Onceki Goriintiisii.

4.1.3. MTS ile Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Caligmada DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde
olusan hiicre proliferasyonuna bakilmistir. Sekil.8.de MDA-MB-231hiicresinin
stepkrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmis ve elde edilen sonuglar yiizde
olarak verilmistir. Tim MTS Assay calismalarinda Student T Non Parametrik Test ile
istatistik analizler yapilmistir. Analiz sonuglarina gore tedavisiz grup ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2
siRNA uygulamasi yapilan grup karsilastirildiginda ise hiicrelerdeki canlilik oraninin

yaklagik olarak %16 oraninda azaldigi goriilmiis ve bu fark anlamli goriilmemistir
(p>0.05).
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Sekil.8. DPPL2 siRNA Uygulamasi SonucuMDA-MB-231  Hiicrelerindeki

Proliferasyon. DPPL2’nin susturulmasiyla hiicre proliferasyonu arasinda anlamli bir iliski
bulunmamustir (p>0,05).

Calismada DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda MCF-7 hiicre hatlarinda
meydana gelen hiicre proliferasyonuna bakilmistir. Sekil 9’de MCF-7 hiicresinin
stepktrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmis ve elde edilen sonuglar yiizde
olarak verilmistir. Analiz sonuglarina gore tedavisiz grup ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark olmadigi gorilmistir (p>0.05).Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA
uygulamasi yapilan grup karsilastirildiginda ise hiicrelerdeki canlilik oranmin yaklagik

olarak %18 oraninda azaldig1 goriilmiis ve bu fark anlamli bulunmamistir (p>0.05).

MCF-7
120

100 -+

Proliferasyon (%o)
& 8 8
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TEDAViISiz KONTROL siRNA DPPL2 siRNA

Sekil.9.
DPPL2 siRNA Uygulamasi Sonucu MCF-7 Hiicrelerindeki Proliferasyon. DPPL2’nin

susturulmasiyla hiicre proliferasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunmamistir (p>0,05).
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Calismada DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda MCF10A hiicre hatlarinda
meydana gelen hiicre proliferasyonuna bakilmistir. Sekil.10. MCF10A hiicresinin
stepktrofotometre analiz verileri grafik haline getirilmis ve elde edilen sonuglar yiizde
olarak verilmistir Analiz sonuc¢larina gore tedavisiz grup ile kontrol grubu arasinda
anlamlt  bir fark olmadigi goriilmiistir (p>0.05).Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA
uygulamasi yapilan grup karsilastirildiginda ise hiicrelerdeki canlilik oraninin yaklasik

olarak %20 oraninda azaldig1 goriilmiis ve bu fark anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil.10. DPPL2 siRNA Uygulamas: Sonucu MCF10A Hiicrelerindeki Proliferasyon.

DPPL2’nin susturulmastyla hiicre proliferasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunmamustir (p>0,05).

4.1.4. Flow Sitometri Yontemi ile Apoptozun belirlenmesi

4.1.5. Annexin Boyama ile Apoptoz belirlenmesi

Caligmada apoptoz degerlendirilmesi i¢in Annexim boyama ile Flow Sitometri
uygulamasi yapilmistir. Sekil.11’deDPPL2 siRNA uygulamasi sonucu MDA-MB-231
hiicrelerinde tedavisiz grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz
yiizdeleri Flow Sitometri analizi verileriyle gosterilmistir Sekil.12’de MDA-MB-231
hiicrelerinde Flow Stometri analiz verileri grafik haline getirilmis ve elde edilen
sonuglar yiizde olarak verilmistir. Analiz sonuglarma gore tedavisiz grup ile kontrol
grubu arasinda apoptoza ugrama bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hiicreler kiyaslandiginda DPPL2 siRNA
uygulanan hiicrelerde % 1,6 daha fazla hiicre Sliimii goriilmiis ve bu fark anlaml

bulunmamastir (p>0,05).
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Sekil.11. MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamas1 Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri (Q2+Q4=apoptoz yiizdeleri).
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Sekil.12. DPPL2 siRNA Uygulamasi Sounucu MDA-MB-231 Hiicrelerinde Hiicre
Oliimii Yiizdesi (p>0,005).

Sekil.13’de DPPL2 siRNA uygulamast sonucu MCF10A hiicrelerinde tedavisiz
grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz yiizdeleri Flow Sitometri
analizi verileriyle gosterilmistir. Sekil.14’da Flow Sitometri analiz verileri grafik haline
getirilmis ve elde edilen sonuglar yiizde olarak verilmistir. Analiz sonuglarina gore
tedavisiz grup ile kontrol grubu arasinda apoptoza ugrama bakimindan anlaml bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hiicreler
kiyaslandiginda, DPPL2 siRNA uygulanan hiicrelerde % 1,98 daha fazla hiicre 6liimii

gOriilmiis ve bu fark anlamli bulunmamustir (p>0.005).
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Sekil. 13. MCF10A Hiicre Hattinda Tedavisiz, Kontrol sSiRNA ve DPPL2 siRNA
Uygulamast Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri (Q2+Q4=apoptoz yiizdeleri).
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Sekil.14. DPPL2 siRNA Uygulamasi Sonrast MCF10A hiicrelerinde hiicre 6liim
yiizdesi (p>0,05)

Sekil.15°de DPPL2 siRNA uygulamasi sonucu MCF-7 hiicrelerinde tedavisiz
grup, kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA grubundaki apoptoz yiizdeleri Flow Sitometri
analizi verileriyle gosterilmistir. Sekil.16’de Flow Sitometri analiz verileri grafik haline
getirilmis ve elde edilen sonuglar yiizde olarak verilmistir. Analiz sonuglarina gore
tedavisiz grup ile kontrol grubu arasinda apoptoza ugrama bakimindan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Tedavisiz grup ile DPPL2 siRNA uygulanan hiicreler
kiyaslandiginda DPPL2 siRNA uygulanan hiicrelerde % 0,66 daha fazla hiicre 6liimii

goriilmiis ve bu fark anlamli bulunmamastir (p>0.05).
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Sekil.15. MCF-7 Hiicre Hatlarinda Sirasiyla Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2

SiIRNA Uygulamasi Sonucu Olusan Apoptoz Yiizdeleri(Q2+Q4=apoptoz yiizdeleri).
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Sekil.16. DPPL2 siRNA Uygulamas1 Sonras1t MCF-7 hiicrelerinde hiicre 6liim yiizdesi
(p>0,005).

4.1.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Calismada DPPL2 siRNA uygulamasindan sonra MDA-MB-231, MCF-7 ve
MCF10A hiicrelerinde Flow Sitometri teknigi ile hiicre dongiisii analizi yapilmistir.
Sekil.17’da MDA-MB-231 hiicre hattinda Flow Sitometri ile yapilan hiicre dongiisii
analizi verileri gosterilmistir. Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmis ve
elde edilen sonuglar yiizde olarak Sekil.18’de gosterilmistir. DPPL2 siRNA uygulamasi
sonucu hiicre dongiisii evrelerinde (G1,S,G2) olusan hiicre miktar1 yiizdelerine

bakildiginda tedavi gruplariin hepsinde G1 ve S fazlarinda %S5 in altinda hiicre miktari
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gOriilmiistiir. Hiicre miktarinin %80’e yakin olani hiicre dongiisiiniin G2 evresinde

gerceklesmistir.
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Sekil.17. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamas1 Sonucu Hiicre Dongiisiinde Olusan Hiicre Miktarlari(P5:G1 Fazi, P6:S Fazi,
P7:G2 faz1).

MDA-MB-231

Yo}
o

00
o

~
o

2]
o

m TEDAVISIiZ

w1
o

S
o

m KONTROL

w
o

w DPPL2

Hiicre Miktari (%)

N
o

[uny
o

}

G1 S

Sekil.18. MDA-MB-231 Hiicresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamasi Sonras1 Hiicre Dongiisiinde Olusan Hiicre Miktarinin Yiizdesi.
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Sekil.19°de MCF10A hiicre hattinda Flow Sitometri ile yapilan hiicre dongiisii
analizi verileri gosterilmistir. Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmis ve
elde edilen sonuclar yiizde olarak S$ekil.20’de gosterilmistir. MCF10A hiicresinde
Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA uygulamasi sonucu hiicre dongiisii
evrelerinde(G1,S,G2) olusan hiicre miktar1 ylizdelerine bakildiginda tiim tedavi
gruplarindaki hiicre miktarinin %53’iin G1 evresinde ,% 11°nin S evresinde ve %30’

nun da G2 evresinde gergeklestigi goriilmiistiir.
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Sekil.19. MCF10A Hiicre Hattinda Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamasi1 Sonucu Hiicre Dongiisii Evrelerinde Olusan Hiicre Miktarlar1 (P5:G1 Faz,
P6:S Fazi, P7:G2 faz1).
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Sekil.20. MCF10A Hiicresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamasi Sonras1 Hiicre Dongiisiinde Olusan Hiicre Miktarinin Yiizdesi.

Sekil.21’de MCF-7 hiicre hattinda Flow Sitometri ile yapilan hiicre dongiisii
analizi verileri gosterilmistir. Flow Sitometri analiz verileri grafik haline getirilmis ve
elde edilen sonuglar ylizde olarak Sekil.22’de verilmistir. MCF-7 hiicresinde Tedavisiz,
Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA uygulamasi sonucu hiicre dongisii
evrelerinde(G1,S,G2) hiicre miktar1 yiizdelerine bakildiginda tiim tedavi gruplarinda
hiicre miktarinin %42’sinin G1 evresinde, %18’nin S evresinde, %23’ilinlin ise G2

evresinde olustugu goriilmiistiir.
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Sekil.21. MCF-7 Hiicre Hattinda Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA

Uygulamast Sonucu Hiicre Dongiisii Evrelerinde Olusan Hiicre Miktarlari(P5:G1 Faz,
P6:S Fazi, P7:G2 faz).
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Sekil.22. MCF-7 Hiicresinde Tedavisiz, Kontrol siRNA ve DPPL2 siRNA Uygulamasi

Sonras1 Hiicre Dongiistinde Olusan Hiicre Miktariin Yiizdesi.

40



4.1.7. Caspase Ifadesinin Western Blot ile Gosterilmesi

Apoptoz, genler tarafindan diizenlenen, protein sentezi ve enerjiye ihtiyag
duyulan hemostasinin korunmasini saglayan programli hiicre Sliimiidiir. Caspase-3 ve
Caspase-9 apoptoz belirtegleri oldugu i¢in, calismada DPPL2 siRNA uygulamasindan
sonra MDA-MB-231, MCF-7 ve MCF10A hiicrelerindeki Caspase-3 ve Caspase-9
ifadelerine Western Blot Teknigi ile bakilmustir.

4.1.7.1. MDA-MB 231 Hiicre Hattinda Caspase ifadesi

DPPL2 siRNA uygulamasi sonrast MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre 6liimiiniin
saptanmast amaciyla Caspase-3 ve Caspase-9 ifadelerine Western Blot teknigi ile
bakilmistir. Analiz sonuglarinda DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda Tedavisiz grup,
Kontrol grubu ve DPPL2 siRNA gruplarinda Caspase-3 ile Caspase-9 ifadesinin varligi
Sekil.23’de gosterilmistir. Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin yiiksek diizeyde

goriilmesi DPPL2 siRNA uygulamasimnin hiicrede apoptoz olusturmadiginm

gostermektedir.
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Sekil.23. MDA-M-231 Hiicre Hattinda DPPL2 siRNA Uygulamas1 Sonucunda
Caspase-3 ve Caspase-9 Ifadesinin Western Blot ile Gosterimi.
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4.1.7.2. MCF-7 Hiicre Hattinda Casapase ifadesi

DPPL2 siRNA uygulamasi sonrasi MCF-7 hiicrelerinde hiicre o6liimiiniin
saptanmast amaciyla Caspase-3 ve Caspase-9 ifadelerine Western Blot teknigi ile
bakilmistir. Analiz sonuglarinda DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda Tedavisiz grup,
Kontrol grubu ve DPPL2 siRNA gruplarinda Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin varligt
Sekil.24’de  gosterilmistir. Caspase-3 ve Caspase-9 ifadesinin yiiksek diizeyde
goriilmesi DPPL2 siRNA uygulamasmin hiicrelerde apoptoz olusturmadigini

gostermektedir.
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Sekil.24. MCF-7 Hiicre Hattinda DPPL2 siRNA Uygulamas1 Sonucu Caspase-3 ve
Caspase -9 IfadesininWestern Blot ile Gosterimi.
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4.1.7.3. MCF10A Hiicre Hattinda Caspase Ifadesi

DPPL2 siRNA uygulamasi sonrasi MCF10A hiicrelerinde hiicre O6liimiiniin
saptanmasi amaciyla Caspase-9 ifadesinin Western Blot teknigi ile bakilmigtir. Analiz
sonuclarinda DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda Tedavisiz grup, Kontrol grubu ve
DPPL2 siRNA gruplarinda Caspase-9 ifadesinin varligr Sekil.25’de gosterilmistir.
Caspase-9 ifadesinin yiiksek diizeyde goriilmesi DPPL2 siRNA uygulamasinin

hiicrelerde apoptoz olusturmadigini géstermektedir.
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Sekil.25. MCF10A Hiicre Hattinda DPPL2 siRNA Uygulamasi Sonucu Caspase- 9

[fadesinin Western Blot ile Gosterimi.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada kromozomun 10026.12 bolgesine yerlesik olan 10 ekzon
uzunlugundaki DPPL2 geninin meme kanseri hiicrelerinde ifade diizeylerine bakilarak
apoptoza olan etkisi, hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisi arastirilmistir. DPPL2
proteininin kanser hiicrelerinde ifadesinin belirlenmesi i¢in MDA-MB 231, MCF-7 ve
MCF10A hiicre hatlar1 kullanilmistir. Kanser hiicrelerindeki durumun belirlenmesi
amaciyla MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri kullanilirken, kanser hiicresi ile saglikli
hiicreler arasindaki farkin degerlendirilmesi i¢in MCF10A meme epiteli hiicresi

kullanilmistir.

DPPL2 protein ekspresyonlari ile ilgili olarak literatiirde beyin, bobrek ve testis
calismalari mevcuttur (9). Calistigimiz hiicre gruplarinda DPPL2 ekspresyonlar
western blot yontemi ile tespit edilmis olup buna gére MCF10A ve MCF7 hiicrelerinde
DPPL2 ekspresyonlar1 yiiksek diizeyde tespit edilitken MDA-MB-231 hiicrelerinde ise
daha az diizeyde ifade edildigi saptanmistir. Karakter olarak daha agresif ve metastatik
olan MDA-MB-231 hiicrelerinde daha diisiik diizeyde DPPL2 saptanmasinin hiicreye
agresif karakterini kazandirabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica MCF7 hiicreleri ER ve
PR pozitif fenotip gosterirken MDA-MB-231 hiicreleri ER ve PR negatif karakterdedir.
Hiicre dis1 hormonal etkiye bagli gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli gorevler
alan bu reseptorlerin varligt DPPL2’nin diizeyini artirmis oldugu sonucuna varilabilir.
Literatiirde bu yonde bir bilgi olmadigindan ER ve PR’niin susturuldugu hiicrelerde

DPPL2 ekspresyonunun aragtirilmas: gerekmektedir.

Meme kanseri hastalari ile yapilan ¢aligmalarda DPPL2 genin ifadesinin yiiksek
olduguna dair c¢aligmalar mevcuttur (10).Literatiirde bu giine kadar DDPL2 hiicre
proliferasyonu ile ilgili ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alismada ilk kez, DPPL2 protein
ifadesi baskilanarak, MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu analiz edilmistir. Analiz sonuglarina gore MDA-MB-231 ve MCF10A
hiicrelerinde %25, MCF-7 hiicrelerinde ise %20 hiicre proliferasyonunda azalma
oldugu belirtilmistir. Fakat bu azalma miktari istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
DPPL2’nin ¢aligilan tiim hiicrelerde kritik gorevler almasi nedeniyle hem kanser hiicre
hatlarinda hem de immortalize meme epitel hiicresinde benzer oranlarda proliferasyonu

baskiladig1 sonucuna varilmaistir.
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Literatiirde DPPL2 proteinin hiicrelerde apoptoz siirecine olan etkisi iizerine
calisma yapilmadigi goriilmektedir. Ilk defa DPPL2 proteinin apoptoz iizerine olan
etkileri bu c¢alismada arastirilmistir. DPPL2 siRNA uygulamasiyla DPPL2 proteinin
etkisi baskilanip hiicrelerde apoptoz miktar1 belirlenmistir. MCF10A, MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicreleri kullanilarak yapilan DPPL2 siRNA uygulamasi sonucunda, MCF10A
hiicresinde % 2,34, MDA-MB-231 hiicresinde % 4,3, MCF-7 hiicresinde ise %1,66
diizeyinde apoptoz saptanmis olup bu deger anlamli bulunmamistir. Calismada apoptoz
belirtegleri olmasi bakimindan 6nemli olan Caspase-3 ve Caspase-9 enzimlerinin
DPPL2 siRNA uygulamasindan sonra hiicredeki ifadesine bakilmistir. Hiicrede apoptoz
olmasi durumunda parcalanmasi gereken enzimler olan Caspase-3 ve Caspase-9’un
MCF10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerindeki ifadelerine Western blot teknigi ile
bakilmistir. Hiicrelerde Caspase pargalanmasinin olmamasi, flowsitometrik olarak
annexin V boyanmasinin gosterilememesi, DPPL2’nin susturulmasinin apoptozu

uyarmadigi tezini giiclendirmistir.

Meme kanseri hiicrelerinde DPPL2 proteinin hiicre dongiisii lizerine etkisi daha
once arastinlmamigtir. Calismada DPPL2 siRNA uygulamasi yapilarak hiicre
dongiisiinde hangi evrede ne kadar hiicre olduguna bakilmistir. MDA-MB-231, MCF-7
ve MCF10A hiicreleri kullanilarak yapilan c¢alisma sonucunda MDA-MD-231
hiicresinde G2 evresinde, MCF-7 ve MCF10A hiicrelerinde ise G1 ile G2 evresindeki
hiicre miktarinin ¢ok oldugu goriilmiistiir. DPPL2 proteinin ekspresyonu baskilanarak
yapilan hiicre dongiisii analizlerinde hiicre dongiisii evrelerindeki hiicre miktarinin fazla
olmast DPPL2 protein ekspresyonun hiicre dongiisii iizerine etkisinin olmadigi

gorisiinii giiclendirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada DPPL2 proteininin in vitro ortamlarda meme kanseri hiicreleri
tizerine etkileri arastirilmistir. Arastirma yapilirken MDA-MB-231, MCF-7 kanser

hiicreleri ve MCF10A meme epitel hiicreleri kullanilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda
DPPL2 protein ifadesinin hiicre proliferasyonunda azaltici bir etkisinin oldugu fakat bu
azaligin anlamli olmadig1 gortilmiistiir. DPPL2 proteinin hiicre apoptozundaki ifadesine
bakildiginda da anlamli bir apoptozun olusmadig1 goriilmiistiir. DPPL2 proteinin hiicre
dongiisiindeki miktarlarina bakildiginda G1 ve G2 evresindeki hiicre miktarlar1 anlaml
bulunmustur. DPPL2 siRNA uygulamasi ile proliferasyonun azalmasi ve hiicre
dongiisiiniin belirli fazlarinda anlamli proliferasyonun goriilmesi DPPL2 proteininin
meme kanseri tedavisinde iyi bir hedef olabilecegini gdstermektedir. /n vitro ortamlarda
yapilan bu caligmalarin in vivo modellerle desteklenmesi ve bunun nasil sonuglar

doguracagmin gelecekteki calismalarin merkezi olacaktir.
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Tibbi Biyoloji ve Genetik AD Baskanlig'na. ‘

Anabilim Dalimiz Yiiksek Lisans 8grencisi Mehmet Ali Giizel'in tez bagh§ ‘DPPLZ proteinin
apoptoz {izerine etkisinin meme kanseri hiicrelerinde arastinimast’ olarak belirlenmis olup Saghk
Bilimleri Enstitlisti Mudarligince 6naylanml§t1r. Ancak enstitd yénetim kurufu karaninda, etik kurul
onayinin alinmast istenmektedir. Tez calismasinda; insan veya deney hayvanlar ile ilgili Gir deney
bulunmamakta, sadece ticari olarak temin edilen kanser hiicreleri {izerinde calisma yapilacagindan etik
leurul onéyma gerek duyulmamaktadir. Geregini bilgilerinize arz‘ederim.
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