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MDA-MB-231 MEME KANSERI HUCRE DiZiSINDE PROSTAGLANDIN
ENDOPEROKSID H SENTAZ 2 (PTGS2), KALRETIKULIN (CALR) VE
KERATIN-19 (KRT19) GENLERININ TRANSKRIPSIYON ASAMASINDA
ANLATIMLARININ ARASTIRILMASI

Duygu Kaya
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2020

Calismadaki amag, bir meme kanseri hiicre dizisi olan MDAMB-231’de prostaglandin
endoperoksid h sentaz 2 (ptgs2), kalretikulin (calr) ve keratin-19 (krt19) genlerinin
transkripsiyon diizeyindeki gen anlatimlarinin belirlenmesi ve karsilagtirilmasidir. Bu
calismada hiicre kiiltiirii teknikleri, yart manuel kit ile RNA i1zolasyonu, termal dongi
cihazinda cDNA sentezi ve es zamanli kantitatif PCR yontemleri kullanilmistir.
Kiiltirlenen meme hiicre hatlarindan total RNA’lar ayristirilip enzimatik olarak
tamamlayict DNA’lara doniistiiriilmiistiir. PTGS2, CALR ve KRT19 genlerine 6zgii
tasarlanmis olan primerler ile es zamanli PCR yapilmistir.

Sonug olarak 3 kez tekrarli es zamanli PCR sonuclarinin delta delta Ct hesaplamasi ile
MDAMB-231 hiicre hattinda PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat; CALR gen ifadesinde
1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artis oldugu saptanmistir. Bu ii¢ genin
farkli kanserlerde, apoptoz direnci, metastatik dagilimlar, anjiyogenez gibi biyolojik
stireclerde rol alabildigi tespit edilmistir KRT19, CALR, PTGS2 genlerinin meme
kanseri gelisiminde rol aldigi ve ileride yapilacak detayli ¢aligmalarla prognostik
Oneme sahip olacagi 6n goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, es-zamanli PCR, gen anlatimi, PTGS2, CALR,
KRT19



ABSTRACT
INVESTIGATION OF PROSTAGLANDIN ENDOPEROXID H SYNTHASE 2
(PTGS2), CALRETICULIN (CALR) AND KERATIN-19 (KRT19) GENES
EXPRESSION AT THE TRANSCRIPTION STAGE IN THE MDA-MB-231
BREAST CANCER CELL LINE

Duygu Kaya
Medical Biology and Genetics Master Program
Advisor’s: Asst. Prof. Sureyya BOZKURT

2020

The aim of the study was to determine and compare the gene expression of
prostaglandin endoperoxide h synthase 2 (PTGS2), calreticulin (CALR) and keratin-
19 (KRT19) genes in MDAMB-231 transcription-level, a breast cancer cell sequence.
Cell culture technigues, RNA isolation with semi-manual kit, cDNA synthesis in
thermal loop device and real time PCR methods were used in this study. Total RNAs
from cultured breast cell lines were isolated and enzymatically converted into
complementary DNA. PCR was used simultaneously with designed specific primers
for the PTGS2, CALR, and KRT19 genes.

As a result, 3-time simultaneous PCR results were found to be 14.92 times higher in
PTGS2 gene expression; 1.45 times higher in CALR gene expression; and 6.72 times
higher in KRT19 gene expression in MDA MB-231 cell line by Delta Delta Ct
calculation. These three genes have been found to play a role in different cancers, in
biological processes such as apoptosis resistance, metastatic distributions,
angiogenesis. KRT19, CALR, PTGS2 genes are involved in the development of breast
cancer and may will have prognostic significance with detailed studies to be carried
out in the future.

Keywords: Breast cancer, Real-time PCR, expression, PTGS2, CALR, KRT19
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GIRIS

Meme kanseri en sik goriilen kanser tiirtidiir ve 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada gelmektedir. Meme kanseri alaninda yapilan birgok ¢alismada, KRT19, CALR,
COX-2 genlerinin timdr gelisimi, ilerlemesi, yayilmasi ve metastazi agisindan 6nemi
vurgulanmistir. KRT19, CALR, COX-2 genlerinin ekspresyon mekanizmalarinin
ortaya c¢ikarilmasinin yeni bilgiler saglayabilecegi ve yeni hedefler belirleyebilecegi
bildirilmektedir.

1. GENEL BILGILER

1. KANSER
Kanser, genetik degisikliklerin diizenli olan siirece miidahalesi ile baslar. Hiicreler
kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalirlar. Bu hiicreler, tiimor ad1 verilen bir kitle olusturabilir.

Bir timor kotii veya iyi huylu olabilir.

Metastasik bir tiimor ¢ogaldike¢a, kan akimi veya lenfatik sistem kanser hiicrelerini
viicudun diger kisimlarina tasiyabilir. Metastaz olarak bilinen bu siirecte kanser

hiicreleri ¢ogalir ve yeni tiimorlere doniisebilir (Caughran ve ark.,2018).

Bir kanserin yayildigi ilk yerlerden biri lenf bezleridir. Lenf bezleri, enfeksiyonla
savasmaya yardimci olan kii¢ilik organlardir. Boyun, kasik bolgesi ve kollarin alt1 gibi

viicudun farkli bélgelerinde kiime seklinde bulunurlar.

Kanser kan dolasimi ile kemik, karaciger, akciger veya beyin gibi viicudun her
bolgesine yayilabilir. Kanser ilk nerede basladiysa ona gore isimlendirilir. Ornegin,
meme kanseri akcigerlere yayilirsa, akciger kanseri degil, metastatik meme kanseri

olarak adlandirilir.

Kanser viicudun hemen her yerine yayilabilir. Bazi kanser tiirleri viicudun belirli
bolgelerine yayilma egilimindedir. Ornegin meme kanseri kemik, karaciger, akciger,

gogiis duvari ve beyne yayilma egilimindedir (Joshi ve ark.,2018).



1.1.1  Meme Kanseri
Kanser, olustugu viicut kismindan sonra adlandirilir; bu nedenle, meme kanseri,

meme dokusundan kaynaklanan hiicrelerin diizensiz biiylimesini ve ¢cogalmasini ifade

eder (Khuwaja ve ark.,2004).

Meme, iki ana doku tiiriinden, yani glandiiler dokulardan ve stromal dokulardan
olusur. Glandiiler dokular siit iireten bezleri ve kanallar1 barindirirken, stromal dokular
memenin yagl ve lifli bag dokularini igerir. Meme, hiicresel sivilari ve atiklart gideren

lenfatik doku bagisiklik sistemi dokusundan da yapilir (Khuwaja ve ark.,2004).
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Sekil 1.1. Meme Anatomisi

Meme kanseri uzun yillardan beri yaygin olan ve farkli alt tipler igeren son derece
heterojen bir hastaliktir. Meme kanserinin heterojenitesinin taninmasinda ilk adim,
meme kanseri 0rneklerinin yaklasik ticte ikisinde fonksiyonel hormonal reseptorlerin
varliginin gosterilmesidir. Teknolojilerin gelistirilmesi ve 6zellikle tamamlayict DNA
(cDNA) mikrodizilerinin kullanilmasi bize simdi binlerce genin eszamanli analizini
ve gen ekspresyon profilleri / genetik parmak izlerine dayali yeni, daha rafine edilmis

meme kanserinin alt tiplerinin olusturulmasini saglamaktadir (Martin M. ,2006 ).



1.2 MEME KANSERININ SINIFLANDIRILMASI VE ASAMALARI

1.2.1 Patolojiye, invazivlige ve Prevalansa Dayali Meme Kanseri Tipleri

Kanallar, lobiiller veya aralarindaki doku gibi memenin farkli bolgelerinde
bulunan birgok meme kanseri tiirii vardir. Meme kanseri tipi, etkilenen spesifik
hiicreler tarafindan belirlenir. Hangi hiicre orijininin dahil olduguna bagh olarak,
meme kanserleri, karsinomlar ve sarkomlar olmak lizere iki sinifta incelenebilir.
Karsinomlar, memenin epitelyal bileseninden kaynaklanan meme kanserleridir.
Bunlar, lobiilleri diizenleyen hiicreler ve siit tretiminden sorumlu terminal
kanallarindan olusur. Sarkomlar, memenin stromal bilesenlerinden kaynaklanan,
miyofibroblastlari iceren ¢ok nadir goriilen bir meme kanseridir. Bazi durumlarda tek
bir meme tiimorii farkli hiicre tiplerinin bir kombinasyonu olabilir (Veronesi ve ark
2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark
2007; Allison ve ark 2012).

Cogu meme kanseri karsinomdur. Biiylik karsinom grubunda, primer timor
bolgelerine gdre tanimlanmis birgok meme kanseri tiirii vardir. Cesitli alt tipler
arasinda ayrim yapabilmek, her birinin farkli prognozlari ve tedavi sonuglari
oldugundan hayati 6neme sahiptir. Patolojik 6zellikler ve invazivite kriterlerine gore,
yaygin meme kanserleri li¢ ana gruba ayrilabilir: invaziv olmayan, invaziv ve
metastatik meme kanserleri (\Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark
1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012).

1.2.1.1  Invaziv olmayan meme kanseri

Yerinde Ductal karsinomu (DCIS; ayrica intraductal karsinom olarak da bilinir):
En yaygin meme kanseri tiirlerinden biri olan DCIS, 6nceden var olan normal
kanallarin i¢inde gelisen invaziv olmayan bir meme kanseridir (Veronesi ve ark 2005;
Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007,
Allison ve ark 2012).

DCIS'in kendi invazif olmasa da, in situ karsinomlarin invazif kanser olma
potansiyeli yiiksektir, bu nedenle erken ve yeterli tedavi, hastanin invaziv kanser

gelistirmesini 6nlemede onemlidir.



1.2.1.2  Invaziv veya infiltre olan meme kanseri

Invaziv meme kanserleri, gevresindeki meme stromal dokusunda biiyiiyen normal
meme loblar1 ve kanallarinin digina saldiran ve yayilan kanser hiicrelerine sahiptir
(Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012;
Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012).

1.2.1.3  Invaziv karsinomlar

Lenf bezleri veya diger organlar gibi viicudun diger bolgelerine yayilma ve
metastaz olusturma ve bdylece metastatik meme kanserlerinin siniflandirmasina giren
bir potansiyele sahiptir (Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996;
Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012).

Ilgili doku ve hiicre tiplerine dayanarak, invaziv meme kanserleri ayrica asagidaki

iki tipe ayrilir:

Invaziv Ductal Karsinomu (IDC): IDC, tiim meme kanserlerinin yaklasik %80'i
invaziv duktal karsinomlardan olusan en yaygin meme kanseri tiiriidiir (Veronesi ve
ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark
2007; Allison ve ark 2012).

IDC simiflandirmasi birkag alt tip icerir: Memenin tiibiiler karsinomasi, memenin
mediiller karsinomasi, memenin miik6z karsinomu, memenin papiller karsinomas1 ve
memenin kribriform karsinomu (Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve
ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012).

Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC): ILC, en yaygin ikinci tip meme kanseridir ve
tim meme kanserlerinin yaklasik %10-15'ini olusturur. ILC her yasta kadini
etkileyebilse de, yash kadinlarda daha yaygindir. ILC, IDC'den daha erken yasta,
ornegin 60'lh yaslarin basinda IDC i¢in 50'li yaslarin ortasina gegcme egilimindedir
(Veronesi ve ark 2005; Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012;
Polyak ve ark 2007; Allison ve ark 2012).

IDC ve ILC kanserlerinin her biri farkli patolojik 6zellikler gosterir. Lobiiler
karsinomlar, ayr1 ayrt veya tek hiicreler halinde biiyiir ve bunlart duktal
karsinomlardan ayiran farkli molekiiler ve genetik sapmalara sahiptir. Ductal ve
lobiiler karsinomlar farkli prognozlara ve tedavi segeneklerine sahip olabilir ve bu

nedenle birbirlerinden agik¢a ayirt edilebilmeleri 6nemlidir (Veronesi ve ark 2005;
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Lancet ve ark 2001; Hulka ve ark 1996; Colditz ve ark 2012; Polyak ve ark 2007,
Allison ve ark 2012).

1.3 MEME KANSERI VE ETIYOLOJISI

Meme kanseri en sik goriilen kanser tiiriidiir ve ikinci 6nde gelen Oliim
nedenlerindendir. Bu hastalik, 45-55 yaslar1 arasindaki kadinlarda birincil 6liim
nedenidir (Jemal ve ark.,2009) Kanserin primer risk faktorleri yas (Steiner ,2008),
yiiksek hormon seviyesi (Yager ve ark.,2006), irk, ekonomik durum ve diyetteki iyot
eksikligidir (Venturi,2001; Stoddard ve ark.,2008).

1.4 MEME KANSERI GELISIMI VE ETKILI OLAN GENLER

Molekiiler diizeyde embriyonik gelisim ve kanserin ilerlemesi arasinda dikkate
deger paralellikler vardir (H. Macias ve ark.,2012; RJ Huebner ve ark.,2014). Insan
gelisimi, hiicrelerin birbirleriyle ve ¢evreleriyle iletisim kurmasina izin veren karmagik
sinyal yollar1 ile sik1 bir sekilde kontrol edilir (Hunter, 2000; Hunter,2007). Temel
olarak, kanser, hiicrelerin normal olarak ¢cogalma, hayatta kalma ve goclerini kontrol
eden mekanizmalardan kagmalarina izin veren genetik ve epigenetik degisiklikler
tarafindan yonlendirilir (Sever ve ark.,2015). Bu degisikliklerin ¢ogu, hiicre
¢cogalmasini ve boliinmesini, hiicre Oliimiinii, hiicre farklilagsmasini ve hiicre
hareketliligini yoneten sinyal yollarina isaret eder (Sever ve ark.,2015). Boylece,
proto-onkogenlerin aktif mutasyonlari, bu sinyal yollarinin hiperaktivasyonuna neden
olabilirken, tiimor baskilayici genlerin etkisizlestirilmesi, sinyallesmenin kritik negatif

regiilatorlerini ortadan kaldirir (Sever ve ark.,2015).

Meme kanseri, asir1 ifade edilen ve meme kanseri hiicrelerinin ilerlemesinde kilit
aktorler olarak rol oynayan bir¢ok farkli gen bulundugundan, heterojen bir hastaliktir.
Ostrojen reseptdrii (ER), insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2 / neu),
progesteron reseptorii (PR) ve iirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) gibi meme
kanseri belirteclerinin ifadesi, meme kanserinin ilerlemesini ve agresifliginin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Polyak ve ark.,2011; Chan ve ark.,2015;
Tang ve ark.,2013).

1.4.1 Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR)
EGFR, reseptor tirozin kinaz ailesinde bulunan bir transmembran reseptoriidiir

(Mansel ve ark.,2007).



EGFR, meme kanserinin ilerlemesi ile iliskilendirilen reseptorlerden biridir ve
EGFR'nin asir1 ekspresyonu siklikla kotii prognoz ile iligkilidir (Harris ve ark.,1992).
MDA-MB-231 gd6giis kanseri hiicre dizisi iizerinde ve EGF'nin, ERK1 / 2 sinyal
yolunun aktivasyonu ile meme kanseri hiicrelerinin gogiinii uyarabildigi tespit
edilmistir (Price ve ark., 1999; Witsch ve ark.,2010). Molekiiler apokrin meme kanseri
(MABC) durumunda, meme kanserinin bu molekiiler alt tipi, bu alt tip Ostrojen
reseptOriiniin negatif ekspresyonuna sahip oldugundan kotii prognoz ile iliskilidir (Liu

ve ark.,2018).

1.4.2 Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptdr 2 (HER2 / ERBB2)

HER2, ERBB2 geni tarafindan kodlanan reseptor tirozin kinaz ailesinin
tiyelerindendir. Transmembran reseptorii, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi gibi gesitli
hiicresel fonksiyonlarda 6nemli roller oynar (Gutierrez ve ark.,2011; Rubin ve
ark.,2001). Bununla birlikte, bu genin amplifikasyonunun %20 ile %30'u meme
kanseri timorlerinde siklikla goriiliir (Mitri ve ark.,2012). HER2 ile 6strojen reseptorii
(ER), IGFR ve EGFR gibi diger hiicre zar1 reseptorleri arasindaki ¢apraz gegisler,
meme kanseri hiicrelerinde MAPK ve PI-3 kinaz yolaklarinda asagi akis sinyalini

baslatabilir (Kamaruzman ve ark.,2018).

1.5 MEME KANSERINDE SINYAL YOLLARI

Hiicre zar reseptorleri ve iyon kanallari, hiicre sinyalini etkileyen hiicre dis1
bolgeden hormonlar, norotransmiterler, antikorlar, sitokinler, bliyiime faktorleri ve
iyonlar gibi uyaranlar1 alirlar (Nooren ve ark.,2003). Uyaricilar ve reseptorler veya
iyon kanallar1 arasindaki etkilesimler, Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve
fosfoinositid-3-kinaz-protein kinaz B (PI3K / AKT) ve Ca?* sinyal yollarinda oldugu
gibi ¢esitli sinyal yolaklarini tetikleyebilir. Sinyal iletim yollar1 arasindaki etkilesim
veya karsilikli konugmalar, meme kanseri sinyal kaskadlarinin karmasikligin arttirir,
bdylece hastaligin iyilestirilmesi siirecini zorlastirir. Proto-onkojenler ve tiimor
baskilayic1 genler, biiylime, bolinme ve hayatta kalma gibi normal hiicre
fonksiyonlarinin korunmasinda rol oynarlar. Bununla birlikte, bu genlerin fonksiyon
kazanma veya kayiplarla sonuglanan delesyon, insersiyon veya nokta mutasyon
formundaki mutasyonlari, tiimorijenezi baslatan, sinyalleme yollarmi yapisal olarak

aktive edebilir (Chial,2008; Basu,2018).
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Sekil 1.2. Meme kanseri hiicrelerinde ¢ogalma ve birkag sinyal yolunun diyagrami

1.5.1 Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) Yolu

Mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK!'ler), hiicre dis1 sinyalleri iletme
ve c¢ogaltmada islev goren proteinlerdir (Schaeffer ve ark.,1999). ERK yolu
aktivasyonundan sinyal veren MAPK, reseptdr tirozin kinaz (RTK) gibi ligandin hiicre
zar1 reseptOriine baglanmasiyla diizenli olarak aktive edilir. Bunlar daha sonra 6rnegin
Ras proteininin aktivasyonu i¢in yolun asagi akis tepkilerini tesvik edecektir. Ras
aktivasyonu, gen transkripsiyonu ve ekspresyonu igin sinyalleri gekirdege iletmek
tizere ERK1 / 2 sinyal proteinlerinin daha sonra uyarilmasina yol acabilir; Boylece
hiicre proliferasyonu, sagkalim, apoptoz ve farklilasma gibi biyolojik olaylar
tetiklenebilir (Cargnello ve ark.,2011). MAPK'nin gen ifade diizeyinde azalma
oldugunu gosteren caligmalar, meme kanseri hiicre proliferasyonunda ve hiicre

gociinde azalma oldugu tespit edilmistir (Meng ve ark.,2011).

1.5.2 PI3K/AKT Yolu

AKT veya protein kinaz B, hiicre proliferasyonu, hayatta kalim, glikojen
metabolizmasinin ve hareketliliginin diizenlenmesinde 6nemli bir faktordiir (Vivanco
ve ark.,2002). Memelilerde ii¢ izoformda bulunur; AKTI1, AKT2 ve AKTS3.
Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), kognat reseptdr tirozin kinazdan AKT'ye sinyallerin
baglanmasi i¢in hayati bir proteindir (Baselga ve ark.,2011). Yapilan ¢ok sayida



calisma, meme kanserlerinin %70'inde bu yolda yer alan genlerde bir¢ok mutasyonun
varligini ortaya koymaktadir (Luo ve ark.,2003; Wickenden ve ark.,2010).

1.5.3 Kalsiyum Sinyal Yolu

Kalsiyum (Ca?") hiicre sinyalizasyonunda gorev alan 6nemli ikincil habercil
molekiiliidiir. Homeostazini, normal hiicre sinyal dizisinde stabil tutmak ¢ok
onemlidir. Ca**, hiicre dongiisiinlin Gl'den S fazimna ilerlemesi i¢in siklin bagimli
kinazlarin (CDK4 ve CDK?2) aktivasyonu ile ilgili oldugu i¢in hiicre cogalmasinda rol
oynar (Roderick ve ark.,2008).

1.5.4 Notch Sinyal Yolu

Notch sinyal yolu, bir hiicrede ligandlarin ve bitisik hiicrede Notch reseptoriiniin
etkilesimi ile baslar (Acar ve ark.,2016). Bu sinyal yolu, proliferasyon, apoptoz,
anjiyogenez, hipoksi, kanser kok hiicre aktivitesi, mezenkimal gecis ve metastaz gibi
hiicresel ilerleme ile iligkilidir. Meme kanserinde Notch reseptorleri ve ligandlarinin
asir1 ifade edildigi bulunmustur. Meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalimmin Notch
sinyal yolu ile AKT yolu aktivasyonu iizerinden indiiklenebilecegi bulunmustur (Acar
ve ark.,2016; Ling ve ark.,2010; Cohen ve ark.,2010).

1.5.5 Hedhedog Sinyal Yolu

Hedhedog sinyal yolu, hiicre proliferasyonu, sagkalim, farklilagma, doku
homeostazi, rejenerasyon ve kok hiicre bakimi siirecini kontrol eder (Kasper ve
ark.,2009). Bazal benzeri meme kanserlerinin ¢ogu, dnemli reseptorlerin (ER—, PR—
ve HER?2) ii¢lii negatif fenotipine sahiptir ve kemoterapi tedavilerine direnglidir. Bazal
benzeri meme kanserleri agresif bir biiylimeye sahiptir ve diger organlara metastaz

yapma olasilig1 yiiksektir (Mott ve ark.,2018).

1.5.6 JAK/STAT Sinyal Yolu

Sitokinler (6rnegin, interlokinler, interferonlar ve biiyiime faktorleri) gibi hiicre
dist uyaricilar, JAK / STAT sinyal yolunu aktive edebilir. JAK veya Janus kinaz ve
STAT (sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorii), transkripsiyonu ve gen
ekspresyonu i¢in ¢ekirdege sinyalleri iletmede transmembran reseptorii ile isbirligi
yapan hiicre i¢i proteinlerdir. STAT, JAK'in substrati olarak islev goriir, fosforile edilir
ve gen transkripsiyonunu tesvik etmek icin ¢ekirdege gider. JAK / STAT sinyal yolu,

hematopoezde rol oynar ve enflamatuar yanit siirecine katilir. Bu sinyal yolu, hiicre



cogalmasini, farklilagmasini destekleyebilir ve hiicresel apoptozun kontroliinde bir rol

alir (Croker ve ark.,2008).

1.5.7 Anti-Apoptotik Sinyal Yolu

Anti-apoptotik sinyal yolu, meme kanserinde bir baska énemli bilesendir. BCL-
2, anti-apoptotik bir gendir. Bu genin, prostat, akciger, mide, yumurtalik ve meme
karsinomasit gibi bir¢ok kanserde asir1 ifade edildigi belirlenmistir (Kirkin ve
ark.,2004). BCL-2 (B hiicreli lenfoma 2) proteini, kanser hiicrelerinin uzun siireli
hayatta kalimina yol agan anti-apoptotik bir rol oynar (Oltersdorf ve ark.,2005;Klasa
ve ark.,2002;Carpenter ve ark.,2013;Hata ve ark.,2015).

HER2 gibi biiyiime faktorii reseptorlerinin  aktivasyonu, PI-3 Kinaz
sinyalizasyonunun aktivasyonu yoluyla BCL-2 ifadesini degistirebilir ( Carpenter ve
ark.,2013). Ostrojen reseptorii (ER) ile diger membran reseptorleri arasindaki ¢apraz
etkilesimler, BCL-2 gen ekspresyonu gibi hedef genlerin transkripsiyonunu
indiikleyebilir. BCL-2, proapoptotik proteinleri inhibe ederek, kanser hiicrelerinin

hayatta kalim siiresini uzatirlar (Hata ve ark.,2015).

1.6 MEME KANSERINDE TEDAV]

Meme kanserinin temel biyolojisinin anlasilmasi basarili tedaviler igin yeni
hedeflerin belirlenmesine veya meme kanserinin 6nlenmesine yardimci olabilecegi
{imit edilmektedir. Ideal olarak, yeni terapdtik veya profilaktik ajanlarm, meme timor
hiicrelerinde ~ kritik  biyolojik  yollar1  spesifik olarak  hedefleyebilecegi
diisiiniilmektedir. Tedavinin 2 temel prensibi lokal niiks olasiligin1 ve metastatik
yayilma riskini azaltmaktir. Radyoterapi, kanserin lokal kontroliinii saglar. Metastatik
niiks riski varsa, sistemik tedavi, hormonal tedavi, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi
veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu uygulanir. Lokal ilerlemis hastalikta,
sistemik tedavi, ameliyat i¢in kiiglik veya hi¢ rolii olmayan bir palyatif tedavi olarak

kullanilir (Rocque ve ark.,2018; Vande ve ark.,2018; Seroussi ve ark.,2018).

1.7 MDA-MB-231 HUCRE HATTI
MDA-MB-231 hiicre hatt1 tipta en sik kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan
biridir. Bu hiicre hatt1 ilk kez metastatik meme adenokarsinomasi olan 51 yasinda bir

kadinin plevral eflizyonundan elde edilmistir. En sik kullanilan insan meme kanseri

hiicre hattidir (Cailleau ve ark.,1978).



Sekil 1.3. Kiiltirde MDA-MB-231 hiicreleri

MDA-MB-231 hiicreleri dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptoriinden
(PR) yoksun oldugu i¢in oldukga agresif, zayif farklilasmis ti¢lii negatif meme kanseri
(TNBC) hiicre dizisidir. MDA-MB-231 hiicrelerinin invazivligi, hiicre dig1 matriksin
proteolitik bozunmas ile ortaya ¢ikar (Liu ve ark.,2003; Chavez ve ark.,2010).

ER, PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonunun eksikliginin bir sonucu
olarak, hiicre hatti baslangigta 'bazal' meme kanseri hiicre dizisi olarak

smiflandirilmistir (Holiday ve ark.,2011).

Uclii negatif meme kanseri, agresif bir meme kanseri seklidir ve tedavi segenekleri
sinirhdir. Uclii negatif meme kanserinin molekiiler temelini anlamak, etkili yeni ilag
gelisimi igin ¢ok onemlidir. Kemik metastazi arastirmasi igcin MDA-MD-231 hiicre
hatti, iyi bir ara¢ olarak belirlenmistir (Simmons ve ark.,2015). Calismalarda
genellikle farelerin kemiklerine, beynine ve akcigerlerine metastaz yapan MDA-MB-
231 hiicrelerinin alt klonlar1 da izole edilmistir. Boylece bu hiicre hatti metastaz
potansiyel aracilar1 olan genlerin ve yolaklarin ¢aligmalarin da kullanilmistir (Chavez

ve ark.,2010; Bos ve ark.,2009; Kang ve ark.,2003; Minn ve ark.,2005).

1.8 CALR GENI
Kalretikulin, endoplazmik retikulumun liimeninde majoér bir Ca*" baglayici

(depolama) proteini gorevi goren ¢ok fonksiyonlu bir proteindir (Perrone ve ark.,
1999).

Kalsiyum homeostazi, ER'nin liimenindeki kalretikulinin temel islevidir
(McCauliffe ve ark.,1992). ER disinda, kalretikulin hiicre adezyonu (Rooke ve
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ark.,1997), gen ekspresyonunun modifikasyonu (Wase ve ark.,1997) ve immiin yanitta
(Smith ve ark.,1989) rol oynamaktadir. Kalretikulinin ayrica hiicresel proliferasyon ve
metaplastik olaylar ile korele oldugu bildirilmistir (Wase ve ark.,1997).

Kalretikulin proteini, CALR geni tarafindan kodlanan ve endoplazmik retikulum
igerisinde ve digarisinda kritik gorevlere sahip olmakla birlikte protein katlanmasinda
ve kalsiyum dengesinde anahtar rol oynayan bir proteindir. Kalretikulin, niiklear
hormon reseptorleri tarafindan gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir

modiilator gérevi gorebilir (Michalak ve ark.,1999).

1.9 KRT19 GENI
Sitokeratin 19 (KRT19), yapisal sertlikten ve ¢ok amagl iskelelerden sorumlu
olan bir sitoplazmik ara filament proteinidir. Bu gen tarafindan kodlanan protein,

keratin ailesinin bir tiyesidir (Subbroto ve ark.,2018).

Sitokeratin ailesi, 20'den fazla farkli protein igerir ve asidik tip I, temel tip Il
olmak iizere iki alt gruba boliinmiistiir. Temel tip keratinler KRT1 ila KRTS, asidik tip
keratinler, KRT9 ila KRT20'yi igerir. Yapisal biitiinliigiinii korumanin yani sira,
keratinler hiicre sinyallesmesinde, stres yanitinda ve apoptozda 6nemli rol oynar

(Coulombe ve ark,2002).

Krtl9 transkripsiyonunun HER2/ERK/SP1 sinyal yolunun aktivasyonu ile
arttirlldigr ve Krt19'un HER2 reseptoriine translokasyonuyla sonuglandigi ortaya
cikmistir (Ju ve ark.,2015; Ohtsuka ve ark.,2016).

KRT19'un EGRI/PTEN/AKT, Wnt/B-katenin/¢entik ve diger yollar (Saha ve
ark.,2017; Ju ve ark.,2013) gibi sinyal yolu kaskadlarini modiile ederek kanser
ozelliklerini diizenleyebilecegini ve KRT19'un meme kanseri hiicre ¢ogalmasini,

gociinii ve kiire olusumunu tesvik edebilecegini gostermektedir (Ju ve ark.,2013).

1.10 PTGS2 GENI

Prostaglandin-endoperoksit sentaz (PTGS), ayn1 zamanda siklooksijenaz olarak
da bilinen prostaglandin biyosentezinde anahtar bir enzimdir ve hem dioksijenaz hem
de peroksidaz olarak gérev yapar. Iki PTGS tipi vardir: PTGS1 ve PTGS2. Bu gen,
indiiklenebilir izozimi kodlar. iltihaplanma ve mitogenezde rol oynayan prostanoid

biyosentezden sorumlu oldugunu diisiindiiren spesifik uyaricilar tarafindan diizenlenir

(Hla T.,1992).
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Ayn1 zamanda siklooksijenaz veya COX olarak da bilinen prostaglandin-
endoperoksit sentaz (PTGS), hasarli hiicre zarlarinin bir {iriinii olan arasidonik asidin

prostaglandinlere doniisiimiinde sinirlayici bir enzimdir (Daneau ve ark.,2010).

PTGS, PTGS1 (COX-1) ve PTGS2 (COX-2) halde bulunur. PTGS1 bir¢ok
dokuda yapisal olarak ifade edilir. Mide mukozasinda ve bobreklerde fazla ifade edilir.
PTGS2 normal kosullar altinda ifade edilmezken sitokinler ve biiyiime faktorleri
tarafindan indiiklenen iltihaplanma sirasinda yiiksek seviyelerde bulunurlar. PTGS2
aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, apoptoz inhibisyonu, immiin yanit
baskilanmasi ve tiimor hiicresi istilas1 ve metastazini artirabilen bir dizi hiicre sinyal
yolu iizerinde etkili olan prostaglandin E2'yi (PGE2) iiretir. Hipoksi, timor
hiicrelerinde tercihli bir PTGS2 indiiksiyonuna yol agar ve tiimor hiicrelerinin

metastatik olma durumunu arttirir (Daneau ve ark.,2010).

PTGS2'nin ¢ogu solid tiimor tipinde ifade edildigine dair giiglii kanitlar vardir.
PTGS2'nin hiicresel ifadesi, karsinojenezisin ilk evrelerinde, timor gelisimi ve invaziv
timor biiyiimesi yoluyla artmustir (Ogino ve ark.,2008). PTGS2 genotip, meme
kanseri, safra yolu kanseri ve kolorektal kanser ile de iligkili bulunmustur ( Sakoda ve

ark.,2006; Langsenlehner ve ark.,2006; Cox ve ark.,2004 ).

PTGS2 CpG adas1 hipermetilasyonu insan prostat kanserinde artmig niiks riski
tasimaktadir (Yegnasubramanian ve ark.,2004). PTGS2-pozitif pankreas kanserinde,
nimesulid kaynakli VEGF iiretiminin kanser hiicreleri tarafindan artmasi, timor
anjiyogenezinin azalmasina yol acan ve tiimor disi1 hiicre tiplerinin VEGF iiretimindeki
bir diisiis ile dengelenmistir (Eibl ve ark.,2005). Kanser ve lenf nodu metastazi, zayif
farklilasma ve artmis tiimor biylikligli gibi kot prognoz indiikleyicileri ile
iliskilendirilmistir. Ayrica, PTGS-2 bynonsteroidal anti-enflamatuar ilaglarin
inhibisyonu, cesitli kanserlere karsi koruyucu bir etkiye neden olmustur ve meme
kanserinin Onlenmesinde ve tedavisinde etkili olabilecegi disilintilmektedir.
PTGS2'nin meme kanseri ve hasta prognozu ile iligkili oldugu konusunda neredeyse
fikir birligi vardir. Bununla birlikte, tiim meme kanseri hastalarinda PTGS2 geni veya
PTGS2 ifadesi anomalileri gdzlenmez, bu nedenle PTGS2'min diyagnostik belirtegler

veya ila¢ hedefi olarak tanimlanabilecegi hala belirsizdir (Daneau ve ark.,2010).
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2. MATERYAL VE METOD
Besiyeri RPMI-1640 igerisinde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %l

Penicilin/streptomisin eklenerek hazirlanmistir.
Hiicre Kiiltiirlerinin Stoktan Cikartilmasi:

Hiucreleri cogaltmak amaciyla kriyovialler -80°C den alinarak sicak su
banyosunda hizli bir sekilde c¢oziilmistiir. Hiicre silispansiyonu; ilgili hiicrenin
blyiitiilmesinde kullanilan besiyeri igerisine alinip ve falkon tiip, 21°C 800 rpm’de
5dk santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant kisim aspire edilip ve hiicre peleti
tizerine 1ml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglanmustir.
Hiicre silispansiyonu, igerisinde 5ml besiyeri bulunan 25 cm?’lik flasklara alinarak

37°C’de, %5 CO: igeren ortamda inkiibe edilmistir.

2.1 BESIYERI DEGISTIRME

Flask igerisindeki besiyeri uzaklastirilarak (aspire edilerek) 1X PBS; 25 cm?*’lik
flask icerisine 2 ml, 75 cm?’lik flask icerisine 4 ml ilave edilir ve hiicrelerin
yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglanmistir. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra 25cm?’lik flask igerisine 5 ml, 75 cm?’lik flask igerisine 10 ml

taze besiyeri eklenmistir.

2.2 HUCRE KULTURUNUN PASAJLANMASI

Hiicre kiiltiirleri, flask ylizeyini % 60-70 kapladiklarinda flask igerisindeki
besiyeri aspire edilmistir. Hiicrelerin serumdan arindirilmasi i¢in 25 cm?’lik flask
icerisine 2 ml 1X PBS ilave edilip hiicrelerin yiizeyleri hafif¢e yikanmigtir. PBS
ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin
ylizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilmstir.
Hicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edilmistir. Mikroskopla
bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe
edilmesi i¢in on kat1 kadar besiyeri ilave edilmistir. Bdylece tripsinin hiicreleri
yluzeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslamasi
engellenmistir. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15
ml’lik falkon tiip icerisine alinmistir. 21 °C 800 rpm’de 5 dK santrifiij yapildiktan sonra
slipernatant kisim aspire edilip elde edilen hiicre peleti 1 ml besiyerinde ¢oziindiikten

sonra hiicre slispansiyonu 75 cm?’lik flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO: igeren
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ortamda inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar

cogalmalar1 saglanmustir.

2.3 HUCRE SOYLARININ STOKLANMASI

Hiicreler konfluent olduklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire edilerek
ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicreler 1X PBS ile hafifce yikandiktan sonra PBS aspire
edilerek uzaklastirilip ve hiicrelerin flask yilizeyinden kalkmalarimi saglamak i¢in %
0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklenmistir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO%’li ortamda 5
dk inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kat1 kadar
besiyeri ilave edilmistir. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri
bulunan 15 ml’lik falkon tiip igerisine alinarak 21°C 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapilip
ve sonra siipernatant kisim aspire edilmistir. Pelet tizerine her bir kriyovial igin 1.5 ml
dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml FBS + 40 ml DMEM) karanlik ortamda ilave
edilerek hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilip ve hemen -80°C’ye

kaldirilmastir.

2.4 HEMOSITOMETRE ILE HUCRELERIN SAYIMI

Hiicre sayimminda; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
siispansiyonundan 10 pl almip ve iizerine esit miktarda %0,5 tripan konarak iyice
karismalart saglanmistir. Bu karisimdan 10 pl alinarak thoma lamina koyulup ve
mikroskopta bu lam {izerinde bes alanda hiicre sayimi yapilmistir. Bulunan say1
sulandirma katsayis1 ile ¢arpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu

hesaplanmustir.
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Sekil 2.1. Thoma Lami1 Diizeni
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1 biiyiik karenin hacmi;
0,1cmx 0,1 cm=0,01 cm?
Bolmenin derinligi; 0,1mm= 0,01 cm

0,01 cm**0,01 cm = 0,0001 cm?* = 0,0001ml = 0,1 pl

Hiicre Sayis1 x 10.000
Sayilan Alan x Diliisyon

Konsantrasyon (hiicre/ml) =

Sulandirma katsayisi (diliisyon); 1:10 diliisyon i¢in; 0,1

Sekil 2.2. MDA-CNT
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2.5 TOTAL RNA IZOLASYONU

Kiiltiir yapilmis olan 1 X 10¢ hiicreden total RNA elde etmek i¢in, Omega Biotek
marka, R6834 katalog numarali RNA izolasyon kit {iriinti kullanilmistir. Ceker ocakta
trizol igerikli TRK soliisyonuna 1 mililitre/20 mikrolitre beta-merkaptoetanol
eklenmistir. Beta-merkaptoetanol disiilfit baglari1 kirar ve RNAaz DNAaz gibi
enzimlerin, enzim islevselligi icin gereken ii¢ boyutlu konformasyonu bozarak
istedigimiz niikleik asidi elde etmemize olanak saglar. Daha sonra 1 mililitre besiyeri
igerisindeki hiicre siispansiyonuna 350 mikrolitre TRK soliisyonu eklenerek

homojenizasyon yapilmaistir.

TRK i¢indeki Trizol, fenol ve guanidium izotiyosiyanatin bir ¢ozeltisidir,
proteinleri denatiire eder. Bu kimyasallar, niikleik asitlerin yapisina zarar vermez,
hiicre bilesenlerini bozar ve proteinleri denatiire eder, proteinleri ortamdan ayrilmak

istenen niikleik asitlerden kurtarir.

Hiicre lizatina 500 mikrolitre %70 etil alkol ilave edilip vortekslenmistir. Hiicre
lizat1, kit i¢erisinde bulunan dondiirme kolonlu toplama tiiptline aktarilmistir. 60 saniye

10.000 g'de santrifiijlenip toplama tiipline inen s1v1 bosaltilmistir.

RNA Yikama Tamponu I’den 500 mikrolitre kolonlu tiipe eklenip ve 10.000 g’de
30 saniye santrifiij edilmistir. Tiipe inen s1v1 bosaltilmistir. %99’ luk etil alkol ile diliie
edilmis RNA Wash Buffer II’den 500 mikrolitre eklenir ve santrifiij tekrarlanir. Tiipe

inen s1v1 bosaltilmistir.

Kolonlu tiip, koleksiyon tiipten alinip ve yeni bir koleksiyon tiipiine oturtulup
10.000 g’de 3 dakika santrifiij edilmistir.Daha sonra Kolonlu tiip, bos 1,5 mililitrelik
santrifiij tiiptine alimip ve 60 mikrolitre steril distile su eklenerek 10.000 g’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. RNA, su ile ¢oziiniip kolondan ayrilmistir. Elde edilen RNA -80°C

dereceye kaldirilmistir.

“SPECTROstar Nano absorbance plate reader” cihazi ve LVis Plate ile RNA
konsantrasyon ve saflik orani 6l¢iilmiistiir. Konsantrasyon 6l¢iimii ve optik yogunluk

degeri (OD) Tablo 2.1°de ki gibidir.
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Tablo 2.1. izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

Blank: Su

Ornek

OD Degeri Konsantrasyon

1 MDAMB-231

1,77

9,11 ng

2.6 CDNA SENTEZI

cDNA sentezi icin Qiagen marka QuantiTect Reverse Transcription Kit {iriinii

kullanildi. Sirastyla asagidaki basamaklar gerceklesmistir.

1.10 ml RNA 0,2’lik tiiplere alinmustir.

2.65°C’ de 5 dakika inkiibe edilmistir.

3.1 dakika buzda bekletilmistir.

4. Mix agagidaki 2.2. Tablo’ da ki gibi hazirlanmistir.

Tablo 2.2. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Icerik Miktar
5X Reaksiyon tamponu 5ul
dNTP 2l
Randomize primerler 5,25 ul
RNaz inhibitori 05M
DTT 1,25 M
RTE 1M
RNA oOrnekleri 10 pl
Toplam hacim 25 ul

5.Total mix miktar1 30 olacak sekilde ayarlanmastir.

6.Tablo 2.3’te bulunan sicaklik ve inkiibasyon degerlerine gére PCR’a yiikleme

yapilmistir.
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Tablo 2.3. cDNA sentez reaksiyon agamalari

cDNA Dongii Asamalari

Primer baglanmasi 65°C 5 dakika, 4°C 5 dakika

DNA polimerizasyonu | 25°C 10 dakika, 50°C 60 dakika

Enzim deaktivasyonu 85°C 5 dakika

2.7  GERCEK ZAMANLI PCR
qPCR ¢aligmasinda genlerin ifade diizeylerini incelemek igin, oncelikle primerler

tasarlanmistir. Kullanilan primer dizileri asagida Tablo 2.4°teki gibidir.

Tablo 2.4. Primer dizilimleri

CALR Forward AAGTTCTACGGTGACGAGGAG
CALR Reverse GTCGATGTTCTGCTCATGTTTC
PTGS2 Forward ATCATTCACCAGGCAAATTGC
PTGS2 Reverse GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG
KRT19 Forward CGGGACAAATTCTTGGTGCC

KRT19 Reverse ATCCAGCACCCTGCGCAGGCC

“Corbett Research Real-time PCR Thermal Cycler” cihazi1 amplifikasyon igin
kullanilmistir. Reaksiyon tiipiine 2X konsantrasyondaki Sybr Green (HibriGen marka,
mg-sybr-01-400 katalog numarali iiriin) igerikli reaksiyon karisimindan 10 mikrolitre
eklenmistir. Reverse ve forward primerlerin her birinden 1,5 mikrolitre eklendi ve 4
mikro litre cDNA 6rnegi ile 4 mikrolite niikleazdan arindirtlmig su eklenmistir (2.5.

isimli tabloya bakiniz.) Reaksiyonun dongii asamalari 2.6. Tablodaki gibi yapilmustir.
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Tablo 2.5. qPCR reaksiyon bilesenleri

Icerik Miktar
2X SYBR Green Reaksiyon Karigimi 10 pl
Forward primer 1,5 ul
Reverse primer 1,5 ul
cDNA 4l

Su 4 ul

Toplam hacim: 21 ul

Tablo 2.6. qPCR dongiisii

qPCR Dongli Asamalari
Denatiirasyon 94 °C 4 dakika
1. Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Cogalma |2. Baglanma 58 °C 30 saniye
3. Uzama 72 °C 30 saniye
Sonlanma 72 °C 10 dakika
X 36 DONGU
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3. BULGULAR

3.1 GERCEK ZAMANLI PCR SONUCLARININ ANALIZi

Gergek zamanli PCR analizinde, referans olarak kullanilan GAPDH geni ile
PTGS2, CALR ve KRT19 genlerinin Ct ve Tm degerlerini Tablo 3.1’ de belirtilmistir.
Ifade analizi, ii¢ tekrarli deney seti sonucu ¢ikan Ct degerlerinin ortalamasi seklinde
alinmaktadir (Rao ve ark., 2013). Her genin Ct degeri, house-keeping olarak
isimlendirilen ifade seviyesi bir hiicrede her zaman ayni olan genin Ct degerinden
cikartilmistir. Bu deger, “delta Ct” olarak isimlendirilir. Sonrasinda deneyde
kullaninlan genlerin delta Ct degerleri, kontrol geninin delta Ct degerlerinden sirasiyla
cikartilarak “delta delta Ct” degerleri olarak tespit edilmistir. Elde edilen degerlerin
her bir replikasyon dongiisiindeki artan veya azalan kat sayisin1 bulmak i¢in 2 iizeri

negatif kuvveti alinmstir.
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Tablo 3.1. Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglari

MDA-MB-231 | Delta CtACt Ekspresyon Degisimi
Ortalama Ct (MDA-MB- 2"- AACt
degeri 231)
GAPDH
(house-

keeping gen) 29,31

KRT19 22,28 7,95 6,72

CALR 30,23 13,1 1,45

PTGS2 23,16 7,07 14,92

Tablo 3.1°de, housekeeping gen GAPDH olmak iizere, MDA MB 231 hiicre
hattinda PTGS2, KRT19 ve CALR genlerinin ifade seviyeleri verilmistir. Gergek
zamanli PCR analizi sonuglarma gore her ii¢ genin ifade seviyesinde de artis
gbzlemlenmistir. Analiz, ii¢ tekrarli deney seti halinde gergeklestirilmis olup, esas

alinacak deger i¢in {i¢liniin ortalamas1 alinmistir.

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli gergek zamanli PCR sonuglarinin delta
delta Ct hesaplamasi ile MDA-MB-231 hiicre hattinda PTGS2 gen ifadesinde 14,92
kat; CALR gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artis oldugu

saptanmuistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda kansere bagli 6liimlerin baginda
gelen bir saglik sorunudur. Gortilme sikligi giderek artmakta olup, Tiirkiye’nin de
iginde yer aldig1 gelisen {ilkelerde daha fazla gériilmektedir (Murray ve ark.,1997).
Kalretikulin proteini, CALR geni tarafindan kodlanan ve endoplazmik retikulum
icerisinde ve disarisinda kritik gorevlere sahip olmakla birlikte, 6zellikle protein
katlanmasinda ve kalsiyum dengesinde anahtar rol oynayan bir proteindir (Michalak
ve ark.,1999). Akciger kanseri, yumurtalik kanseri, glioblastoma, gastrointestinal
kanser, meme kanseri gibi c¢esitli kanser tiirlerinde CALR ifade diizeylerinde
degisiklikler goriilmiistiir ve bunun sonucunda da kanser olusumunu kolaylagtirmis ya

da baskilamustir.

Bu tez ¢alismasinda CALR geninin ifadesi, meme hiicre hattt MDA- MB-231 de
gPCR yontemi ile belirlenmigtir. MDA-MB-231 hiicre hattinda, CALR geninin
ifadesinde 1,45 Kat artis tespit edilmistir.

Zamanian ve arkadaslari yaptiklar1i c¢alismada meme kanserinde malign
lezyonlarin invazivligi ile CALR ifade diizeyi arasinda dogru- korelasyon oldugunu
gostermistir (Zamanian ve ark.,2016). Chen ve arkadaslari ise bizim ¢alismamiza
benzer sekilde, yaptiklari ¢alismada dahil ettikleri 30 gastrik kanser hastasinin % 67’
sinde CALR geninin anlaml bir sekilde yiiksek oldugunu, hiicre proliferasyonunu ve

gociinii arttirdigini gozlemlemislerdir (Chen ve ark.,2009).

Lwin ve arkadaslarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarmi dahil ettigi
calismada ise CALR ifade diizeyinin MDA-MB-231 hiicre hattinda anlamli bir sekilde
yiiksek oldugu saptamiglardir (Lwin ve ark.,2010). Kageyama ve arkadaglarmin
mesane kanserinde yaptigi calismada ise hasta idrar Orneklerinde kalretikulin
miktarmin yiiksek oldugu belirlenmis ve arastiricilar tarafindan bu kanser tiirii igin

biyobelirteg olarak kullanilmasi 6nerilmistir (Kageyama ve ark.,2009).

Ayrica akciger kanser hiicre hatlarinin dahil edildigi ¢alismalarda, kalretikulin
ifade diizeyinde meydana gelen azalmalarin proliferasyonu arttirdigi belirlenmistir

(Bergner ve ark.,2009 ; Chen ve ark.,2007).

Bir sitoplazmik ara filament proteini olarak KRT19, yapisal sertlikten ve ¢ok

amacl yap1 iskelelerinden ve ayrica epitel hiicre ve dokularin bir belirteci olmaktan
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sorumlu olabilir (Coulombe ve ark.,2004). Yaptigimiz ¢alismada KRT19 gen ifade
diizeyinin 6,72 kat artig1 gdzlemlenmistir. Subbroto Kumar ve arkadaslar1 2018 yilinda
KRT19 ekspresyonunun bazi hastalardan tiiretilmis meme kanseri dokularinda
zayifladigin1 ve KRT19 ekspresyonunun diisiik oldugu meme kanseri hastalarinda
kotli prognoz ile anlamli sekilde korele oldugunu bulmuslardir (Subbroto ve
ark.,2018).

KRT'lerin, sinyal yollarin1 diizenleyen ve hiicre apoptozuna, hiicre dongiisii
inhibisyonu, istila ve metastaza aracilik edebilen adaptorler, efektorler, kinazlar ve
reseptorler gibi birka¢g sinyal iletim molekiilii ile etkilesime girebilecegi de
bilinmektedir (Coulombe ve ark.,2004 ; Hendrix ve ark.,1996). Bununla
birlikte KRT19 ifadesinin, meme kanseri kok hiicre benzeri hiicrelerde ve hiicre
hatlarinda kanser ilerlemesi ile negatif iligkili oldugu da bilinmektedir (Saha ve ark.,
2017; Ju ve ark.2013 ; Bambang ve ark., 1964-1974). KRT19 ifadesi meme

kanserinde klinik sonuclarla anlamli sekilde iliskilidir.

Kabir NN ve arkadaslar1 2014 yilinda 2.400 hastanin gen ifade profillerini
kullanarak, keratin 19'u (KRT19) meme kanserinde oldukc¢a diizensiz bir gen olarak
tanimlamigtir. KRT19 ekspresyonunun hasta wrkindan bagimsiz, ancak hastalik
derecesi ve ER, PR veya HER2 ekspresyonu ile korele oldugunu bulmuslardir.
Yaptiklari ¢alismanin sonucunda KRT19 ifadesinin prognostik bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir (Kabir ve ark., 2014).

Keratin 19 (K19), insan hepatoseliiler karsinomunda (HCC) kétii prognoz ve
yayilimin bilinen bir belirtecidir. Takayuki Kawai ve arkadaslar1 2015 yilinda K19' un
HCC'de yeni bir kanser kok hiicresi (CSC) markorii ve terapotik hedefi olarak
kullanilip kullanilamayacagini  belirlemislerdir. K19, EMT ve TGFb / Smad
sinyallesmesi ile baglantili yeni bir CSC isaretleyicisi olarak, TGFbR1 inhibisyonu
icin iyi bir terapotik hedef olacagini ortaya koymuslardir (Kawai ve ark., 2015).

Prostaglandin metabolizmasinin enflamatuar siireclerde énemli bir rol oynadigi
ve ayrica kansere neden olan kanserojenez, tiimor farklilagmasi ve tiimor biiyiimesinde
rol oynadig1 gosterilmistir. Siklooksijenaz-2 (COX-2) prostaglandin sentezini

tetikledigi i¢in kilit bir enzimdir.
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Prostaglandin H sentetaz (PGHS) olarak da bilinen siklooksijenaz enzim sistemi,
iki farkli izoenzimlerden, siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2'den (COX-2)
olusur. Siklooksijenaz-2 enzim sistemi ile meme kanserojenezi arasinda énemli bir
iliski vardir. Cox2 ifadesi diizeyinin MDAMB 231 hiicre hattinda ki degisimini tespit
etmek i¢in yaptigimiz ¢calismada, ekspresyon diizeyinde 14,92 kat artis oldugunu tespit
edilmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, yliksek seviyelerde prostaglandin ve COX-
2'nin kolon, mide ve mesane tiimorleri dahil olmak iizere ¢esitli timorlerde eksprese
edildigini gostermistir (Sano ve ark.,1995; Ristimaki ve ark.,1997; Yoshimura ve
ark.,2000; Mohammed ve ark., 1999).

Ari Ristimaki ve arkadaslar1 2012 yilinda 1576 kisiyi dahil ettikleri meme kanseri
calismasinda ilk kez artan Cox-2 proteini ekspresyonun, kétii prognoz igin belirteg
olarak kullanilabilecegini ve sagkalimin azalmasiyla anlaml sekilde korele oldugunu
ortaya koymuslardir. Elde ettikleri diger bir bulgu ise, karsinomalarin % 37.4'tinde
yiiksek diizeyde Cox-2 protein ekspresyonunu tespit etmeleridir (Ari Ristimaki ve
ark.,2012).

Soslow Ra ve arkadaslari (2000 Aralik) Akciger tiimorlerinin % 90’inda
(skuamoz hiicreli karsinomlar ve adenokarsinomlar), kolon adenokarsinomlarinin
%71'inde ve meme tiimorlerinin % 56'sinda (DCIS ve sizan duktal ve lobiiler
karsinomlar), COX-2'yi orta ile giiclii diizeyde anlamli sekilde farkli gostermislerdir.
Meme karsinomlar1 arasinda, DCIS'in COX-2'yi eksprese etme oranlarinin invaziv

karsinomlardan daha fazla oldugunu gostermislerdir (Soslow ve ark.,2000).

COX-2 ifadesinde, akciger, kolon ve memenin iyi ve orta derecede farkli
karsinomlarinda artis gézlenirken, COX-1'in yapisal olarak diisiik seviyelerde ifade
edildigini ortaya koymuslardir (Soslow ve ark.,2000).

2003 yilinda Shim jeong ve arkadaslari, ¢alistiklart meme kanseri orneklerinin
%72'sinde COX-2 pozitifligi gostermislerdir ve COX-2 geninin asir1 ifadesini, timor
biiyiikliigii ve ileri evre ile anlamli olarak korele oldugunu bulmuslardir. COX-2'nin
meme kanseri gelisimine katkida bulunabilecegini ve meme kanserinde prognostik bir

gosterge olarak kullanilabilecegini ve se¢ici COX-2 inhibitorlerinin meme kanserinin
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kemoprevensiyonunda ve adjuvan tedavisinde yararli olabilecegini gdstermislerdir

(Shim ve ark.,2003).

Ghahremanfard ve arkadaslari ise 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada COX-2'nin asir1
ifadesinin, lenf nodu tutulumunun derecesi ile pozitif iliskili oldugunu, ancak HER2,
ER ve PR reseptorlerinin ekspresyonu ile iligskili olmadigimi goézlemlemislerdir

(Ghahremanfard ve ark.,2013).

SinghRanger ve arkadaslar1 (2008) ile Zhao ve arkadaslari (1996) hormon
reseptoric  pozitif meme karsinomunda COX-2 mRNA ekspresyonunda bizim
calismamiza benzer sekilde artis bulmuslardir. Bu bulgular 1s18inda, hormon-reseptor
negatif meme kanserinde COX-2 protein ifadesinin azaldigim1 gézlemlemislerdir.
COX-2 mRNA ekspresyonu, tiim meme karsinomlarmin ortalama %90'inda tespit
edilir. mMRNA ve protein ekspresyon seviyelerindeki fark muhtemelen transkripsiyon
sonrast isleme ve translasyon sonrast degisikliklere dayanmaktadir (SinghRanger ve

ark., 2008; Zhao ve ark., 1996).

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli es zamanli PCR sonuglarinin delta delta Ct
hesaplamasi ile MDA MB-231 hiicre hattinda PTGS2 gen ifadesinde 14,92 kat; CALR
gen ifadesinde 1,45 kat; KRT19 geninin ifadesinde ise 6,72 kat artis oldugu
saptanmistir. Bu ti¢ genin farkli kanserlerde, apoptoz direnci, metastatik dagilimlar,
anjiyogenez gibi biyolojik siireclerde rol alabilecegi saptanmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, bu ii¢ genin meme kanseri gelisiminde rol aldig1 ve ileride yapilacak

detayl1 calismalarla prognostik 6neme sahip olacagi 6n goriilmektedir.

26



KAYNAKLAR
Acar, A., Simoes, B.M., Clarke, R.B., Brennan, K. (2016). A role for Notch

signaling in breast cancer and endocrine resistance. Stem Cells Int. 2498764

Basu, A.K., (2018). DNA damage, mutagenesis and cancer. Int. J. Mol.
Sci.19:970.

Baselga, J., (2011). Targeting the phosphoinositide-3 (P13) kinase pathway in
breast cancer. Oncologist. 2011;16(Suppl. 1):12-19. doi: 10.1634/theoncologist. S1-
12.

Bambang, IF., Lu, D., Li, HP., Chiu LL., Lau QC., Koay E., Zhang DH
Cytokeratin. (2009). Cytokeratin 19 (KRT19) has a Role in the Reprogramming of
Cancer Stem Cell-Like Cells to Less Aggressive and More Drug-Sensitive
Cells. Exp. Celi Res.; 315.

Bergner, A., Kellner, J., Tufman, A. (2009). Endoplasmic reticulum Ca2+-
homeostasis is altered in small and non-small cell lung cancer cell lines. J Exp Clin
Cancer Res. 28:25.

BS ,Hulka., (1996 ). Epidemiology of susceptibility to breast cancer Prog Clin
Biol Res, 395, Pages 159 — 174

Bos ,PD., Zhang ,XH., Nadal, C., Shu, W., Gomis , RR., Nguyen, DX., Minn
AJ., van de Vijver MJ., Gerald, WL., Foekens, JA., Massagué, J., (2009). Genes that
mediate breast cancer metastatis to the brain. Nature. 459(7249):1005-1009.

Cancer ResFebruary 1 2002 Prognostic Significance of Elevated

Cyclooxygenase-2 Expression in Breast Cancer (62) (3) 632-635;

Chavez, KJ., Garimella, SV., Lipkowitz S. Triple Negative Breast Cancer Cell
Lines: One Tool in the Search for Better Treatment of Triple Negative Breast Cancer.
Breast Dis. 32(1- 2):35-48.

Croker, B.A., Kiu, H., Nicholson, S.E. (2008). SOCS regulation of the
JAK/STAT signaling pathway. Semin. Cell Dev. Biol. 19:414-422.

Chen, CN., Chang, CC., Su, TE., Hsu, WM., Jeng, YM., Ho, MC., Hsieh, FJ.,
Lee, PH., Kuo, ML., Lee, H., Chang, KJ. (2009). Identification of calreticulin as a

27



prognosis marker and angiogenic regulator in human gastric cancer. Ann Surg Oncol.
16: 524-33.

Chavez, KJ., Garimella, SV., Lipkowitz, S. (2010). Triple Negative Breast
Cancer Cell Lines: One Tool in the Search for Better Treatment of Triple Negative
Breast Cancer. Breast Dis. 32(12):35-48.

Coulombe, PA., Omary, MB. (2002). 'Hard' and 'soft' principles defining the
structure, function and regulation of keratin intermediate filaments. Current opinion
in cell biology 14 (1):110-122

Cailleau, R., Olive, M., Cruciger, QV. (1978). Long-term human breast
carcinoma cell lines of metastatic origin: preliminary characterization. In Vitro.
14(11):911- 915.

Caughran, J., Braun, TM., Breslin, TM., et al. 2018 The effect of the 2009
USPSTF breast cancer screening recommendations on breast cancer in Michigan: a
longitudinal study. Breast J. 24(5):730-737.

Carpenter, R.L., Lo, H.W. (2013). Regulation of apoptosis by HER2 in breast
cancer. J. Carcinog. Mutagen. (Suppl. 7):003.

Chan, M., Chang, M.C., Gonzalez, R., Lategan, B., del Barco E., Vera-Badillo
F., Quesada, P., Goldstein, R., Cruz, I., Ocana, A. (2015). Outcomes of estrogen
receptor negative and progesterone receptor positive breast cancer. PLoS ONE.
10:e0132449. doi: 10.1371/journal.pone.0132449.

Chen, CN., Su, TE., Lu, YC. (2007). Calreticulin regulates cell proliferation
and migration in gastric cancer cell line AGS. FASEB J. 21:928.6.

Coulombe, PA., Wong P. (2004). Cytoplasmic intermediate filaments
decimated as dynamic and multi-purpose scaffolds. Nat. Celi Biol. 6 : 699-706.

Cohen B., Shimizu, M., Izrailit, J., Ng, N.F., Buchman, Y., Pan, J.G., Dering,
J., Reedijk, M, Cyclin. (2010). D1 is a direct target of JAG1-mediated Notch signaling
in breast cancer. Breast Cancer Res. Treat. 123:113-124.

28



Cargnello, M., Roux, P.P. (2011). Activation and function of the MAPKSs and
their substrates, the MAPK-activated protein kinases. Microbiol. Mol. Biol. Rev.
MMBR. 75:50-83.

Chial, H. (2008). Proto-oncogenes to Oncogenes to Cancer. Nat. Educ. 1:33.

Cox, D.G., Pontes, C., Guino, E., Navarro, M., Osorio, A., Canzian, F.,
Moreno, V.Br. J. (2004). Cancer polymorphisms in prostaglandin synthase
2/cyclooxygenase 2 (PTGS2/COX2) and risk of colorectal cancer. Br J Cancer 91:
339-343

Daneau G., Boidot R., Martinive P., Feron, O. Clin. (2010). Cancer Res
Identification of cyclooxygenase-2 as a major actor of the transcriptomic adaptation of
endothelial and tumor cells to cyclic hypoxia: effect on angiogenesis and metastases.
Clin Cancer Res. 16(2):410-9

McCauliffe, D.P., Yang, Y.S., Wilson, J., R. D. Sontheimer and J.D. Capra.
(1992). “The 5° Flanking Region of the Human Calreticulin Gene Share Homology
with the Human GRP78, GRP94, and Protein Disulfide Isomerase Promoter”, J. Biol.
Chem. vol. 267, pp. 2557-2562

Eibl, G., Takata, Y., Boros, L.G., Liu, J., Okada, Y., Reber, ve ark., (2005).
Cancer Res. Growth stimulation of COX-2-negative pancreatic cancer by a selective
COX-2 inhibitor. Cancer Res. 65(3):982-90.

Ghahremanfard, F., Toussy, J.A., Kazeminezhad, B., & Ramezani, F. (2013).
Role of cyclooxygenese-2 (COX-2) expression in breast cancer differentiation and its
relationship with hormone receptors status. 8 (4): 235-240.

Gutierrez, C., Schiff R. (2011) HER2: Biology, detection, and clinical
implications. Arch. Pathol. Lab. Med. 135:55-62

Hata, A.N., Engelman, J.A., Faber, A.C. (2015). The BCL-2 family: Key
mediators of the apoptotic response to targeted anti-cancer therapeutics. Cancer
Discov. 5:475-487.

Hendrix, MJC., Seftor, EA., Chu, Y-W., Trevor, KT., & Seftor, REB.

(1997). Role of intermediate filaments in migration, invasion and metastasis. In P.

29


https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15173859.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15173859.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/20068092.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/20068092.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20068092
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15705899.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15705899.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15705899

Frost, I. Hart, & R. Kerbel (Eds.), Cancer and Metastasis Reviews (pp. 15: 507-525).
The Netherlands: Kluwer Academic Publishers.

Macias, H., Hinck, L. (2012) Mammary gland development Wiley Interdiscip
Rev Dev Biol, 1 (4), s. 533 — 557

Harris, A.L., Nicholson, S., Sainsbury, R., Wright, C., Farndon, J. (1992).
Epidermal growth factor receptor and other oncogenes as prognostic markers. J. Natl.
Cancer Inst. Monogr. 11:181-187.

Holiday, DL., Speirs, V. (2011). Choosing the right cell line for breast cancer
research. Breast Cancer Res. 13(14):215

Hla, T.Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1992). Human cyclooxygenase-2
cDNA.;89(16)7384-7388 PMID: 1380156

Ju, JH., Yang, W., Lee, KM,, Oh, S., Nam, K., Shim, S.; ve ark. (2013).
Regulation of cell proliferation and migration by keratin19-induced nuclear import of

early growth response-1 in breast cancer cells. Clin Cancer Res. 19 : 4335-4346.

J Clin Invest, K. Polyak. (2007). Breast cancer: origins and evolution. J Clin
Invest.117 (11), s 3155 — 3163

Ju, J.H.; Oh, S.; Lee, K.M.; Yang, W.; Nam, K.S.; Moon, H.G.; Noh, D.Y;
Kim, C.G.; Park, G.; Park, J.B. (2015). Cytokeratin19 induced by HER2/ERK binds
and stabilizes HER2 on cell membranes. Cell Death Differ. 22, 665676

Joshi, H., Press, MF. (2018) Molecular oncology of breast cancer. In: Bland
Kl., Copeland, EM., Klimberg, VS., Gradishar, WJ., eds. The Breast. Philadelphia,
PA: Elsevier 22.

Ju, J.-H.; Yang, W.; Lee, K.; Oh, S.; Nam, K.; Shim, S.; Shin, S.Y.; Gye, M.C,;
Chu, 1.-S.; Shin, 1. (2013). Regulation of cell proliferation and migration by keratin19-
induced nuclear import of early growth response-1 in breast cancer cells. Clin. Cancer
Res. 19, 4335-4346

Jemal, A., Siegel, R., Ward, E., Hao, Y., Xu, J., Thun, MJ. (2009). Cancer
statistics. CA Cancer J Clin. 59:225-49.

30


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23833298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17975657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17975657

Kamaruzman, N.l., Tiash, S., Ashaie, M., Chowdhury, E.H. (2018). siRNAs
Targeting Growth Factor Receptor and Anti-Apoptotic Genes Synergistically Kill
Breast Cancer Cells through Inhibition of MAPK and PI-3 Kinase Pathways.

Biomedicines. 6:73.

Kageyama, S., Isono, T., Matsuda, S. (2009). Urinary calreticulin in the
diagnosis of bladder urothelial carcinoma. Int J Urol. 16:481-486.

Kabir, NN, Ronnstrand, L. ve Kazi, (2014). JU Mol Biol Rep 41: 7729.

Kawai, T., Yasuchika, K., Ishii, T., Katayama, H., Yoshitoshi, E.Y., Ogiso, S.,
Kita, S., Yasuda, K., Fukumitsu, K., Mizumoto M. (2015). Keratin 19, a Cancer Stem
Cell Marker in Human Hepatocellular Carcinoma. Clin. Cancer Res. 21:3081-3091.

Kang, Y., Siegel, PM., Shu, W., Drobnjak, M., Kakonen, SM., Cordon-Cardo
C, Guise, TA., Massagué, J. (2003). A multigenic program mediating breast cancer
metastasis to bone. Cancer Cell. 3(6):537-549.

Rooke, K., BriquetLaugier, V., Xia, Y.R., AJ. Lusis and M.H. Doolittle.

(1997). “Mapping of the gene for calreticulin to mouse chromosome 8”. Mamm.

Genome, vol. 8, pp. 870-87

Khuwaja, G. A., Abu-Rezg, A. N. (2004). Bimodal breast cancer classification
system. Pattern Analysis and application. 7:235-242.

Kirkin, V., Joos, S., Zornig, M. (2004). The role of Bcl-2 family members in
tumorigenesis. Biochim. Biophys. Acta. 1644:229-249.

Klasa, R.J., Gillum, A.M., Klem, R.E., Frankel, S.R. (2002). Oblimersen Bcl-
2 antisense: Facilitating apoptosis in anticancer treatment. Antisense Nucleic Acid
Drug Dev.12:193-213.

Kasper, M., Jaks, V., Fiaschi, M., Toftgard, R. (2009). Hedgehog signaling in

breast cancer. Carcinogenesis. 30:903-911.

Liu, H., Zang, C., Fenner, MH., Possinger K., Elstner E. PPARgamma ligands
and ATRA inhibit the invasion of human breast cancer cells in vitro. Breast Cancer
Res Treat, (2003). 79(1):63-7.

31



Langsenlehner, U., Yazdani-Biuki, B., Eder, T., Renner, W., Wascher, T.C.,
Paulweber, B., Weitzer, W., Samonigg, H., Krippl, P. Clin. (2006). Cancer Res. The
cyclooxygenase-2 (PTGS2) 8473T>C polymorphism is associated with breast cancer

risk.

Liu, X., Feng, C., Liu, J., Liu, J., Li, C., Xu, C., Niu, Y. (2018). The importance
of EGFR as a biomarker in molecular apocrine breast cancer. Hum. Pathol. 77:1-10.

Ling, H., Sylvestre, J.R., Jolicoeur, P. (2010). Notchl-induced mammary
tumor development is cyclin D1-dependent and correlates with expansion of pre-
malignant multipotent duct-limited progenitors. Oncogene. 29:4543-4554.

Luo, J., Manning, B.D., Cantley, L.C. (2003). Targeting the PI3K-Akt pathway

in human cancer: Rationale and promise. Cancer Cell. 4:257-262.

Lwin, Z., Guo, C., Salim, A. (2010). Clinicopathological significance of

calreticulin in breast invasive ductal carcinoma. Mod Pathol 23, 1559-1566

Minn, AJ., Gupta, GP., Siegel, PM., Bos, PD., Shu, W., Giri, DD.,ve ark.
(2005). Genes that mediate breast cancer metastasis to lung. Nature. 436(7050):518-
524.

Minn, AJ., Kang, Y., Serganova, ., Gupta, GP., Giri, DD., Doubrovin, M., ve
ark. (2005). Distinct organ-specific metastatic potential of individual breast cancer

cells and primary tumours. J Clin Invest,. 115(1):44-55.

Wase, M., Mesaeli, N., Spencer, C., Michalak, M. (1997). “Regulation of
Calreticulin Gene Expression by Calcium”, J. Cell Biol., vol. 138, pp. 547557

Smith, M. J., Koch, G.L. (1989). “Multiple zones in the sequence of calreticulin
(CRPS55, Calregulin, HACBP), a major calcium binding ER/SR protein”. EMBO J. vol.
8, pp. 3581-3586

Mott, L., Su, K., Pack, D. (2018). Evaluation of FOXC1 as a therapeutic target
for basal-like breast cancer. Cancer Gene Ther. 25:84-91. Mitri Z., Constantine T.,
O’Regan R. (2012). The HER2 Receptor in Breast Cancer: Pathophysiology, Clinical
Use, and New Advances in Therapy. Chemother. Res. Pract. 743193,

32


https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16489098.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16489098.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16489098.html

Mansel, R.E., Fodstad, O., Jiang, W.G. (2007). Metastasis of Breast Cancer.
Springer; Dordrecht, The Netherlands. pp. 1-5.

Meng, F., Zhang, H., Liu, G., Kreike, B., Chen, W., Sethi S., ve ark. (2011).
p38gamma mitogen-activated protein kinase contributes to oncogenic properties
maintenance and resistance to poly (ADP-ribose)-polymerase-1 inhibition in breast

cancer. Neoplasia. 13:472-482.

Michalak, M., Corbett, EF., Mesaeli, N., Nakamura, K., Opas, M. (1999).

Calreticulin: one protein, one gene, many functions. Biochem J. 344:281-92.
Martin M. Clin Transl Oncol. (2006). 8(1):7-14.

Mohammadreza, Z., Lama, AQH., Abhi, V., Sabariah, AR., Shamarina, S.,
Rozita, R. (2016). Calreticulin mediates an invasive breast cancer phenotype
through the transcriptional dysregulation of p53 and MAPK pathways.

Murray, CJL., Lopez AD. (1997). Mortality by cause for eight regions of the
world: Global Burden of Disease Study. Lancet. 349: 1269-1276

NCBI. CALR calreticulin.  (2019) [Homo sapiens (human)]
“https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/811” Gene ID: 811

Nooren, 1.M.A., Thornton, J.M. (2003). CHAPTER 4—Molecular Sociology
A2—Bradshaw, Ralph A. In: Dennis E.A., editor. Handbook of Cell Signaling.
Academic Press; Burlington, NJ, USA. pp. 21-26.

Ohtsuka, T., Sakaguchi, M., Yamamoto, H., Tomida, S., Takata, K., Shien, K.,
ve ark. (2016). Interaction of cytokeratin 19 head domain and HER2 in the cytoplasm
leads to activation of HER2-Erk pathway. Sci. Rep. 6, 39557

Ogino, S., Kirkner, G.J., Nosho, K., Irahara, N., Kure, S., Shima, ve ark.
(2008). Cancer Res. Cyclooxygenase-2 expression is an independent predictor of poor

prognosis in colon cancer.

Oltersdorf, T., EImore, S.W., Shoemaker, A.R., Amstrong, R.C., Augeri, D.J.,
Belli, B.A. (2005). An inhibitor of Bcl-2 family proteins induces regression of solid
tumours. Nature. 435:677-681.

33


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/811
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/19088039.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/19088039.html

Price, J.T., Tiganis, T., Agarwal, A., Djakiew, D., Thompson, E.W. (1999).
Epidermal growth factor promotes MDA-MB-231 breast cancer cell migration through
a phosphatidylinositol 3’-kinase and phospholipase C-dependent mechanism. Cancer
Res. 59:5475-5478.

Perrone, L., Tell, G., D Lauro, R. (1999). Calreticulin enhances the
transcriptional activity of thyroid transcription factor-1 by binding to its
homeodomain. Journal of Biological Chemistry, 274(8), 4640-4645.

Rubin, 1., Yarden, Y. The Basic Biology of HER2. Ann. Oncol. (2001).
12(Suppl. 1):S3-S8.

Roderick, H.L., Cook, S.J. (2008). Ca2+ signaling checkpoints in cancer:
Remodelling Ca2+ for cancer cell proliferation and survival. Nat. Rev. Cancer. 8:361—
375.

Rocque, GB., Williams, CP., Kenzik, KM., Jackson, BE., Azuero, A, Halilova,
KIl, ve ark. (2018) Concordance with NCCN treatment guidelines: Relations with
health care utilization, cost, and mortality in breast cancer patients with secondary
metastasis. Cancer 01;124(21):4231-4240.

RJ Huebner, AJ Ewald Cellular basis of breast tubulogenesis Semin Cell Dev
Biol , 31 (2014),s.124 - 131

Soslow, R. A., Dannenberg, A. J., Rush, D., Woerner, B. M., Khan, K. N.,
Masferrer, J., ve ark. (2000). 15 COX-2 is expressed in human pulmonary, colonic,
and mammary tumors. 89(12): 2637-2645.

Rao, X., Huang, X., Zhou, Z., Lin, X. (2013). An improvement of the 2" (—
delta delta CT) method for quantitative real-time polymerase chain reaction data
analysis. Biostatistics, bioinformatics and biomathematics, 3(3), 71.

Sever, R., Brugge, JS. (2015). Signal Transduction in Cancer Cold Spring
Harb Perspect Med. 5(4): a006098.

Saha, S., Choi, H., Kim, B., Dayem, A., Yang, G., Kim, K., ve ark. (2017).
KRT19 directly interacts with $-catenin/RAC1 complex to regulate NUMB-dependent
NOTCH signaling pathway and breast cancer properties. Oncogene, 36, 332

34


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4382731/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4382731/

Steiner, E., Klubert, D. (2008). Assessing Breast Cancer Risk in Women. Am
Fam Physician.; 78(12):1361-1366.

Stoddard, FR., Brooks, AD., Eskin, BA., Johannes, GJ. (2008). lodine alters
gene expression in the MCF7 breast cancer cell line: evidence for an anti-estrogen
effect of iodine. Int J Med Sci. 5(4):189-196.

Schaeffer, H.J., Weber, M.J. (1999). Mitogen-activated protein kinases: Specific
messages from ubiquitous messengers. Mol. Cell. Biol. 19:2435-2444,

Saha S., Choi H., Kim B., Dayem A., Yang G., Kim K., ve ark. (2016-2017)
KRT19 directly interacts with f-catenin/RAC1 complex to regulate NUMB-dependent
NOTCH signaling pathway and breast cancer properties 36: 332—-349.

Seroussi, B., Lamy, JB., Muro, N., Larburu, N., Sekar, BD., Guézennec, G., ve
ark. (2018). Implementing Guideline-Based, Experience-Based, and Case-Based
Approaches to Enrich Decision Support for the Management of Breast Cancer Patients
in the DESIREE Project. Stud Health Technol Inform. 255:190-194.

Shim, J., An, H., Lee, Y.(2003) Overexpression of Cyclooxygenase-2 Is
Associated with Breast Carcinoma and Its Poor Prognostic Factors. Mod
Pathol 16, 1199-1204

Subbroto, KS., Kyeongseok, K., Gwang-Mo, Y., Hye, YC., Ssang-Goo, C.
(2018). Cytokeratin 19 (KRT19) has a Role in the Reprogramming of Cancer Stem
Cell-Like Cells to Less Aggressive and More Drug-Sensitive Cells Int J Mol Sci. 19
(5): 1423

Sakoda, L.C., Gao, Y.T., Chen, B.E., Chen, J., Rosenberg, P.S., Rashid, A., ve
ark. (2006). Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) gene polymorphisms
and risk of biliary tract cancer and gallstones: a population-based study in Shanghai,

China. Carcinogenesis.
Hunter, T. (2000), Cell, Signaling Issue 1, Pages 113-127

Hunter, T. (2007). The Age of Crosstalk: Phosphorylation, Ubiquitination, and
Beyond Mol Celi, Pages 730 — 738

35


https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16361272.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16361272.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/16361272.html
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=35398114700&amp;eid=2-s2.0-0034614490
https://www.scopus.com/sourceid/18434?origin=recordpage

Tang, L., Han, X. (2013). The urokinase plasminogen activator system in breast
cancer invasion and metastasis. Biomed. Pharmacother. 67:179-182.

Venturi, S. (2001). Is there a role for iodine in breast diseases?. Breast. 10(5):379-
382.

Vivanco, I., Sawyers, C.L. (2002). The phosphatidylinositol 3-Kinase AKT

pathway in human cancer. Nat. Rev. Cancer. 2:489-501.

Vande, PP., Toledano, D., Corsini, C., Escriba, E., Laporte, M., Bertet H, ve ark.
(2018). Role of the general practitioner in the care of BRCA1 and BRCA2 mutation
carriers: General practitioner and patient perspectives. Mol Genet Genomic
Med. 6(6):957-965.

Zhao, Y., Agarwal, VR., Mendelson, CR., Simpson, ER. (1996). Estrogen
biosynthesis proximal to a breast tumor is stimulated by PGE2 via cyclic AMP, leading
to activation of promoter Il of the CYP19 (aromatase) gene, Endocrinology, Volume
137, Issue 12 Pages 5739-5742.

Yegnasubramanian, S., Kowalski, J., Gonzalgo, M.L., Zahurak, M., Piantadosi,
S., Walsh, P.C., Bova, G.S., De Marzo, A.M., Isaacs, W.B., Nelson, W.G. (2004).
Cancer Res. Hypermethylation of CpG islands in primary and metastatic human

prostate cancer.

Yager, JD., Davidson, NE. (2006). Estrogen carcinogenesis in breast cancer. N
Engl J Med. 354(3):270-282

Witsch, E., Sela, M., Yarden, Y. (2009). Roles for growth factors in cancer
progression. Physiology. 25:85-101.

Wickenden, J.A., Watson, C.J. (2010). Key signaling nodes in mammary gland
development and cancer. Signalling downstream of PI3 kinase in mammary

epithelium: A play in 3 Akts. Breast Cancer Res.12:202.

Zamanian, M., Qader, Hamadneh, LA., Veerakumarasivam, A., Abdul, Rahman
S., Shohaimi, S. (2016). Calreticulin mediates an invasive breast cancer phenotype
through the transcriptional dysregulation of p53 and MAPK pathways. Cancer Cell
Int. 16:56

36


https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15026333.html
https://www.wikigenes.org/e/ref/e/15026333.html

EKLER
A. OZGECMIS
Isim - Soyisim: Duygu Kaya
Acik adres: Altinsehir mahalle, Sengiil sokak, N0:13/10, Umraniye, Istanbul
Telefon: +90 535 700 34 99
E-posta adresi: duygukaya237@gmail.com

Dogum tarihi ve yeri: 03 Temmuz 1991 Uskiidar, Istanbul, Tiirkiye

Egitim:

Istinye Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Yiiksek
Lisans Pogrami (2017 — 2019)

Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
(2009 — 2013)

Istanbul Kadikdy Lisesi (2005 — 2009)

37



