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OZET

EPIiGENETIK BiR BASKILAYICI OLAN RNF2 GENiNi HEDEFLEYEN
miRNA’ LARIN BELIRLENMESI ve METASTAZ ve INVAZYONA ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Ceyda OKUDU
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof.Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
Ekim 2018, 73 Sayfa

Meme kanseri kadinlar arasinda en sik goriilen ve yliksek mortaliteye sahip bir kanser
tirtidiir. Histopatolojik ¢esitliliginin yan1 sira karmasik molekiiler alt yapis1 nedeniyle
meme kanserinde tedavi hedefleri i¢in molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
RNF2, polycomb baskilayict kompleks igerisinde yer alan baglandigi proteini
ubikitinleyerek baskilayan bir proteindir. Embriyonik ve yetiskin evrede 6nemli rol
oynayan RNF2’ nin, bir cok metastatik kanser turiinde ifadesinin artmasi ile beraber
timor baskilayict genleri susturmasi RNF2’ ye onkojenik bir rol kazanmistir. Bu
caligmada meme kanseri hiicre hatlarinda RNF2 gen ifade dlzeyindeki degisimler ve bu
genin miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p tarafindan baskilanip baskilanmadigi
analiz edilmistir. Ayrica bu miRNA’ larin transfekte edilmesi ile metastaz ve invazyon
Uzerine etkisi incelenmistir. Bunun i¢in MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve ZR-75-1
meme kanseri hiicre hatlarinda miRNA transfeksiyonu dncesi ve sonrasinda RNF2 gen
ifade duzeyleri RT-PCR; protein ifade diizeyleri ise western blot ile analiz edilmistir.
Metastaz ve invazyon lizerine etkisi ise yara iyilesme ve boyden chamber yontemleri
kullanilarak saptanmigtir. RNF2’ nin, MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlarinda
sirastyla 4,1 ve 7,1 kat ifadesinin arttig1 tespit edildi (sirasiyla p=0,048 ve 0,045). miR-
17-5p ve miR-20a-5p miRNA transfeksiyonu sonrasinda MDA-MB-231 hiicre hattinda
RNF2 gen ifade diizeyinde anlamli bir azalis saptandi (sirasiyla 3,5 ve 7,3 kat) (sirasiyla
p= 0,045 ve 0,039). Protein diizeyinde ise MDA-MB-231 hiicre hattinda her {ig miRNA’
nin da RNF2 proteinini azalttigi saptandi. Ayrica miR-17-5p ve miR-20a-5p metastaz
ve invazyonu baskilarken miR-106b-5p’ nin baskilamadigi saptandi. Sonug olarak,
metastatik yetenegi fazla olan meme kanseri hicrelerinde RNF2’ nin ifadesi artmistir.
miR-17-5p ve miR-20a-5p, RNF2 araciligi ile metastaz ve invazyonu baskilamaktadir.
RNF2 meme kanseri icin prognostik bir belirtec olmaya aday bir gen olarak
degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, metastaz, miRNA, polycomb, RNF2.



ABSTRACT

IDENTIFICATION of miRNAs THAT TARGET AN EPIGENETIC
SUPRESSOR RNF2 GENE and ITS EFFECT ON METASTASIS AND
INVASION

Ceyda OKUDU
PHD Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof.Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
October 2018, 73 pages

Breast cancer is the most common type of cancer among women and has a high
mortality rate. In addition to its histopathological diversity, new molecular and
molecular investigations are needed in the treatment of breast cancer due to its complex
molecular background. RNF2 is a protein that is repressed by ubiquitin binding of the
protein bound in the polycomb repressor complex. RNF2, which plays an important role
in a number of biological processes in embryonic development and adult stage, has
acquired an oncogenic role due to overexpression in several types of metastatic cancers,
as well as silencing tumor suppressor genes. In this study, changes in the level of RNF2
gene expression in breast cancer cell lines were analyzed and whether this gene was
suppressed by miR-17-5p, miR-20a-5p and miR-106b-5p. Furthermore, the effect of
transfection of these mMiRNAs on metastasis and invasion has been investigated. For this
reason, RNF2 gene expression levels before and after miRNA transfection in MCF-7,
MDA-MB-231, SK-BR-3 and ZR-75-1 breast cancer cell lines were analyzed by qRT-
PCR and western blot analysis of protein expression levels. The effect on metastasis and
invasion was observed using wound healing and dyed chamber methods. RNF2 was
overexpressed 4.1 and 7.1fold in the MDA-MB-231 and SK-BR-3 cell lines,
respectively (p=0,048 ve 0,045 respectively). A significant decrease in gene expression
after miRNA transfection was observed in miR-17-5p and miR-20a-5p (3.5 and 7.3
fold, respectively) (p= 0,045 ve 0,039 respectively) at MDA-MB-231 cell line. At the
protein level, it was observed that all three miRNAs decreased RNF2 protein at MDA-
MB-231 cell line. It was also observed that miR-17-5p and miR-20a-5p suppressed
metastasis and invasion and miR-106b-5p could not suppress it. As a result, RNF2 is
overexpressed in breast cancer cells with more metastatic ability. miR-17-5p and miR-
20a-5p suppress RNF2 targeting and suppress metastasis and invasion in this direction.
RNF2 may be considered as a candidate gene to be a prognostic marker for breast
cancer.

Key Words: Breast cancer, metastasis, miRNA, polycomb, RNF2.
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1. GIRIS ve AMAC

Gliniimiiz teknolojisiyle birlikte kanser biyolojisinin daha iyi anlagilmasi, kanserden
korunmada ve kanser tedavisinde kayda deger gelismeler saglamis olsa da gelismis
ulkelerde kanser nedenli 6limler halen yiksek duzeylerde bulunmakta ve toplumdaki
tiim Sliimlerin % 25’ ini olusturmaktadir. Kanserden oliimlerin % 90’indan ise metastaz
gelisimi sorumludur (1). En sik metastatik gelisim gosteren kanser tiirlerinden olan

meme kanseri lilkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilmektedir.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve mortaliteye sebep olan kanser tiiriidiir.
Meme kanserinin genetik, epigenetik ve transkriptomik degisiklikler nedeniyle c¢ok
farkl1 histolojik ve molekiler 6zelliklere sahip, klinik bulgular1 farkli olan ve tedaviye
cevaplar farklilik gosteren, beraberinde ¢esitli olusumlari iceren heterojen bir hastalik
oldugu goriilmektedir. Bu fenotipik farklilik, meme kanserinde tani, tedavi ve prognozu

etkilemektedir (2).

Embriyonik donemde hiicre farklilasmasinin ve yetiskin donemde ise doku
strekliliginin epigenetik diizenleyicisi olan polycomb grubu (PcG) transkripsiyonel
baskilayic1 olarak gorev yapmaktadir (3). Polycomb grup genleri tarafindan kontrol
edilen birgok gelisimsel siire¢ bulunmaktadir. Epigenetik baskilayici olarak gérev yapan
polycomb grubuna ait RNF2 (Ring Finger Protein 2) proteini E3 ligaz aktivitesi
gostererek histon ubikitinasyonunda rol oynamaktadir (4). Metastatik melanoma (5),
prostat (6), mesane (7), duktal meme kanseri (8), pankreatik duktal adenokarsinom (9),
yumurtalik (10) ve karaciger kanseri (11) gibi gesitli kanser tiirlerinde RNF2 geninin
ifadesinin arttig1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda RNF2’ nin epigenetik olarak susturdugu
genlerin biyolojik siirecte tiimor baskilayict olarak rol oynadigi bildirilmistir.
Dolayisiyla RNF2, hem ubikitinleyerek sessizlestirdigi genler acisindan hem de bir¢cok
metastatik timorde ifadesinin artmasi agisindan onkogenik bir protein olarak

anilmaktadir.

Bir diger epigenetik diizenleyiciler olan mikroRNA’lar, genom iizerinde protein

kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA

1



genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen,
fonksiyonel RNA molekilleridir. MikroRNA, fonksiyon olarak gen ifadesinin
duzenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak 18-24 niikleotit uzunlugunda tek
iplikgikli bir RNA molekiil ¢esididir (12). Olgun mikroRNA’lar hedef genlerin ifadesini
azaltarak protein sentezinin diizenlenmesine katilirlar. miRNAlar kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaligin molekiiler patogenezinde 6nemli rol
oynamalarinin yanisira insan kanserlerinin patogenezinde ve terapi ajanlarmin klinik
uygulamalarinda ana role sahiptirler (13). Bir kanser hiicresinde miRNA’lar,
hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gére onkogenik veya tiimor
baskilayici 6zellik kazanabilmektedir (12). Bu dogrultuda miR-17-5p, miR-20a-5p ve
miR-106b-5p mikroRNA’ larimin dokuya 6zgii olarak hem tiimor baskilayict hem de
onkogenik rol aldiklar1 bildirilmistir. Ornegin, miR-17-5p meme kanseri igin ok
onemlidir. AIB1 ve siklin D1 ifadelenmesini inhibe ederek meme kanserinde tumor
baskilayici olarak rol oynamaktadir. Ayrica TGFB ve hipoksi yolaklarini igeren birgok
pro-metastatik geni hedeflemektedir (14). miR-20a-5p ise onkogenik bir miRNA olarak
fonksiyon gostermektedir. Ornegin; nasofarinjeal karsinomda PTEN/PI3K/Akt yolagimi
aktive ederek radyoterapiye direnci indiikledigi bildirilmistir (15). miR-106b-5p” nin
PTEN’ i hedefleyip SETD2 gibi tiimor baskilayici geni inhibe ederek ve WNT yolagini
indiikleyerek kanser tetikleyici onkomir olarak rol oynadigi yapilan c¢aligmalarla

bildirilmisgtir (16-18).

Aragtirmamizda meme kanserinde, RNF2’ nin miRNA ile hedeflendiginde gen
ifadesinde meydana gelen degisimler ve bunun metastaz tizerindeki etkisinin ortaya
konmasi hedeflenmistir. Metastatik tiimor hiicrelerinde ifadesinin arttig1 bilinen RNF2
geninin miRNA’lar ile iliskisine dair bilgilerimiz dahilinde literatiirde tek bir ¢alisma
bulunmaktadir (19). Molekiler isleyisi tam aydinlatilamamis olan RNF2 geninin
kanserlesme siirecindeki olasi roliiniin ortaya konmasina katki saglamak amaglanmustir.
Ayn1 zamanda RNF2 geni ile bu miRNA’ lar arasindaki iligkinin aydinlatilmasi ile
meme kanserinin karmagik molekiiler alt yapisina yeni bir veri kazandirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser viicuttaki bir hiicre ya da hiicre grubunun i¢ ve dis etkenlerle farklilasarak asiri
ve kontrolsiiz bir sekilde g¢ogalmasi sonucu meydana gelen multifaktoriyel bir
hastaliktir. Diinya genelinde yaygin olarak goriiliip kardiyak rahatsizliklardan sonra en
sik goriilen 6liim sebebidir. Kanser hiicreleri farkli doku ve organlardan kdken alsa da
timorlesme siirecinde kazandig1 ortak karakteristik 6zellikleri vardir. Bunlarin basinda,
simirsiz  biilyiime, kontakt inhibisyonun ortadan kalkmasi, apoptoza direnme,
anjiyogenezin uyarilmasi, doku ve organ istilasi ile uzak dokulara metastaz siralanabilir
(20). Hiicrelerin anormal biiylimesi ve asir1 gogalmasi ile karakterize olan hiicreler ¢evre

dokular istila etme ve sonugta uzak doku ve organlara gé¢ etme egilimindedirler (21).

2.2. Metastaz

Kanserin en 6nemli 6zelliklerinden biri kendi dogal kokenlerinden uzaklagan anormal
hiicrelerin hizli bir sekilde olusumudur. Viicutta komsu dokulara ve daha sonra farkl
organlara yayilirlar. Bu sure¢ bircok kanserde oltimlerin ana sebebi olarak bilenen
“metastaz” olarak adlandirilmaktadir. Metastaz tiim kanserden Oliimlerin %90’ 1na

sebep olmakla birlikte farkli klinik karakteristikler sergilemektedir.

Metastatik siirecin baslamasinda belirli proto-onkogen ve tiimor baskilayict genlerin
etkisinin oldugu bilindigi gibi adezyon proteinleri, motilite faktorleri, matriks-bozucu
proteazlar da rol oynamaktadir. Primer tiimorden ayrilip uzak organlara taginmasi igin
metastatik kanser hiicrelerinin bitisik tiimor hiicrelere yapisma yeteneginin ortadan
kalkmasi ile go¢ ve istila kapasitesinin artmasi gerekmektedir. Bu siireg ise epitelyal
belirteg olan bazi genlerin (E-kaderin, klaudin, okludin gibi) ifadesinin azalmasi ve
mezenkimal belirteg olan bazi genlerin (N-kaderin, vimentin, fibronektin gibi)
ifadesinin artmas1 ile gerceklesmektedir (22). Hastalik gelisimi doneminde kanser
hiicreleri komsu stroma hiicrelerini bolgesel makrofaj ve fibroblastlarla uyarir ve
dolasimdaki monosit ve plateletleri primer timor ile mesgul eder. Stromayla iliskili

sitokinler, biiylime faktorleri, matriks metalloproteinazlar ve kemokinler kemik iligi



hiicrelerinin ve diger progenitdrlerin primer timor ¢evresine baglanmasina aracilik eder.
Bu dinamik aracilar anjiyogeneze ve primer kanser hiicrelerinin ayrilmasi, motilitesi ve

gO¢iiniin yan1 sira bazal membranin bozulmasina sebep olur (23).

Cok asamal1 ve karmasik bir siire¢ olan metastaz gelisimi 5 ana basamak igermektedir
(Sekil 2.1): (i) tek bir timor hiicresinin primer tiimorden ayrilarak bu bolgeden
uzaklastig1 “ayrilma” basamagi, (i1) ayrilmis tiimor hiicrelerinin ¢evre stromaya infiltre
oldugu ve bolgesel kan ve lenfatik damarlarin endotelyumunu destekleyen bazal
membrana dogru istila ve gog siireci olan “invazyon” basamagi, (iii) hiicre dig1 matriksi
basariyla gecen ayrilmis tiimor hiicrelerinin damara girisi “intravazasyon” basamagi,
(iv) ayrilmis tiimdr hiicrelerin uzak organlara kan ya da lenfatik yolla yayilmasi ve daha
sonra damart aktif olarak birakmasi yani “ekstravazasyon” basamagi ve (v) istilac

timor hiicrelerinin belki yillarca sessiz kaldigr ““ uyku” basamagidir (23).
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Sekil 2.1. Metastaz siireci agsamalari (23).

2.3. Meme Bezi Yapisi ve Biyolojisi

Insan memesi (meme bezleri) siit iiretimi icin 6zellesmis iiretici bir organdir. Meme
dokusu hem erkeklerde hem kadinlarda olmasina ragmen meme bezleri sadece
“postpartum” adi verilen dogum sonrast1 donemde fonksiyonel olmakta ve st

bezlerinden yenidogan bebegi beslemeye yonelik siit salgilanmaktadir (24).



Her meme bezi 15-20 loba ayrilmis olup her lob ¢ok sayida kiigiik lobiiller icermektedir.
Meme bezinin en temel, kugik birimleri terminal kanal (dukt) lobuler birimlerdir
(TDLUS) ve bunlar tek bir genis kanal olusturmak igin birlesirler. Bu lobiiler birimler
yagh siit iiretirler ve bu siit dogum sonrasi lobiillerden kanallar araciligiyla areolaya
dogru akar (25). Yag ve bag doku lobiiller ve kanallar arasindaki boslugu doldurur ve
lenfatik doku ile birlikte meme bezini olusturur (Sekil 2.2). Yag doku meme
biiyiikliigiinii olusturan ana bilesendir. Meme bezleri subkutan olarak anterior ve lateral
torasik duvarda lokalizedir. Meme ucundaki meme baslarin1 ¢evreleyen pigmentli alana
“areola” denmektedir (25). Duktal meme epiteli, salgilayici liiminal epitelyal hiicreler
ve bazal membranda yer alan kasilabilen miyoepitelyal bazal hiicreleri i¢eren baz1 hiicre

soylarindan olusur. Meme epiteli multipotent meme kok hiicrelerinden kdken alir (21).

Lobuler hiicreler

Kanal
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Sekil 2.2. Meme anatomik yapisi (26).
2.3.1. Meme gelisimini etkileyen hormonlar ve diger diizenleyici faktorler

Meme gelisimini ve dogum sonrasi siit salgilanmasin etkileyen en énemli hormonlar
ostrojen, progesteron, prolaktin ve oksitosindir. Ostrojen kiz ¢ocuklarinda meme de
dahil olmak Uzere ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimini hizlandirir. Progesteron
memeyi laktasyona hazirlar. Ostrojen memede stromal dokunun ve duktal sistemin
gelisimini saglar ve yag depolanmasina yardimci olur. Progesteron ise memede
lobiiloalveolar farklilasma igin gereklidir. Bu steroid hormonlar htcrelerdeki

reseptorlerine baglanarak gesitli sinyal mekanizmalarini tetikler (24).



Ostrojen reseptori (ER) intraselller bir reseptordir ve ER-a ve ER-B olmak iizere 2
formu vardir. Normal insan meme dokusunda ER-o luminal epitelyal hiuicrelerde ve ER-
B miyoepitelyal hiicrelerde ve stromal hiicrelerde ifadelenmektedir. ER-a -0strojen
kompleksi gen transkripsiyonunu aktive ederken, ER-B -6strojen kompleksi
transkripsiyonu ya aktive eder ya da inhibe eder. Progesteron reseptorinin (PR) ise 2
isoformu vardir: Progesteron-o. ve PR-B. Farelerde yapilan deneylerde PR-o’nin
hamilelikle induklenen memedeki duktal dallanmada ve PR-fB’nin ise lobiiloalveoler

gelisme i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur (27).

Noral gelisimde rol oynayan “Neuregulin”, parakrin bir etkiyle lobiiloalveolar gelismeyi
de artirmaktadir. Over kaynakli olmayan prolaktin ve oksitosin gibi ndroendokrin
hormonlar da meme fonksiyonu igin 6nemlidir (24). Prolaktin hem meme bezlerinin
biiylime ve gelismesini artirir, hem de sitin sentez ve salgilanmasini saglayarak
laktasyonun ger¢eklesmesinde Onemli bir hormondur (28). Hipotalamusta sentezlenen
oksitosin hormonu ise dogum esnasinda uterus kasilmalarini uyarir ve memedeki
miyoepitelyal hicrelere etki ederek sitiin alveollerden kanallara gegisini saglar. Yeni

doganin emme refleksi prolaktin ve oksitosin salgilanmasini uyarir (24).

Amfiregulin, HGF (hepatosit blyltme faktori), EGF (epidermal blyiime faktori), TGF-
a (transforme edici buylme faktori-o), IGF (insiilin benzeri biiyiime faktorii) ve FGF-3
(fibroblast blytme faktort) gibi blyltme faktorlerinin hepsi 0Ostrojenin etkilerinin
parakrin diizenleyicileridir. Amfiregulin ve HGF duktal dallanmay: artirmaktadir. insan
meme stromal fibroblastlarinda yapilan ve gicli bir mitojen olan EGF meme duktal
gelisimi ve dallanmasi icin gereklidir. EGF ve HGF ile birlikte TGF-a lobiilo alveolar
gelisimi hizlandirmaktadir (24).

2.4. Meme Kanseri

Meme kanseri her biri farklt morfoloji, davranis ve klinik 6zellikle karakterize olmus
cesitli tiimdr olusumlarini kapsayan karmasik bir hastaliktir (29). Ozellikle kadinlar
arasinda meme kanseri en yaygin goriilen kanser tirtidir. Meme kanseri lobuller ve

kanallar1 olusturan epitelden koken alan karsinomdur. Meme kanserinin temelinde



bulunan birgok genetik ve ¢evresel etmen s6z konusu olup bu dogrultuda heterojen bir

hastalik olarak tanimlanmaktadir (29).

2.4.1. Meme kanseri epidemiyolojisi ve etiyolojisi

Meme kanseri oOzellikle geligsmis iilkelerde kadinlar arasinda en yaygin goriilen
neoplazm turuadur (29). 2018 yilinda 266.120 (tiim kanserler iginde %15.3) yeni meme
kanseri olgusu ve 40.920 (tim kanserler arsinda %6.7) meme kanseri kaynakli 6liim
meydana gelecegi tahmin edilmektedir (30). Meme kanseri 20 yas sonrasi her donemde
ortaya ¢ikabilecegi gibi orta yasli ve yash bayanlarda (ortalama 62 yas) yaygin olarak
gorulmektedir. Dlnyada akcigerden sonra gelerek en ¢ok yeni olgu tespit edilen ikinci
kanser tlirtidiir (%11.9) ve yasam boyunca her 8 kadindan birinin meme kanserine

yakalanma riski vardir (31).

Meme kanseri riskini artiran birgok faktor s6z konusudur. Bunlar arasinda yas en giiclii
risk faktoru olarak gorulmektedir ve 50-60 yas arasi kadinlarda meme kanseri goriilme
riski en fazladir (25). Demografik faktorler ve etnik kdken de meme kanseri
olusumunda etkili olmaktadir. Gelismis tilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha sik
meme Kkanseri goriilmektedir. Bunun sebepleri arasinda dogum oranmin azalmasi,
yeterince emzirmeme gibi durumlar yer alabilmektedir (21, 24). Ayrica dogum kontrol
ilaglari, hormonal tedavi alinmasi meme kanseri riskini artirmaktadir. Bu faktorlerin
yanm1 sira viicut-kitle indeksi, alkol alimi, beslenme, fiziksel aktivite, medikal
radyasyona maruz kalma, gece ndbetli ¢alisma hayat1 gibi faktorlerin de meme kanseri

riskini artirdig1 saptanmustir (32).

Ayrica daha 6nce bir meme hastaliginin yasanmig olmast meme kanseri riskini 3-4 kat
artirmaktadir. Meme kanserinin aile Oykiisii de etkilenen birey sayisina bagli olarak
meme kanseri riskini artirmaktadir. Birinci derece akrabalarda (anne, kiz kardes, kiz
cocuk gibi) meme kanseri gozlenmesi riski iki kat artirmaktadir (21). Meme kanserine
yatkinligr arttiran 6 gen ve gen bdlgesi tanimlanmustir (25). Bunlar BRCA1, BRCAZ2,
p53, Cowden, AR (androjen reseptor geni) ve AT (ataksi talenjiyektazi geni)’ dir.
BRCAL ve BRCA2 ailesel meme kanserlerinin biiyiik bir kismindan sorumludur (25).



2.4.2. Meme kanseri siniflamasi

2.4.2.1. Morfolojik ve histolojik siniflama

Meme karsinomlar1 ¢ok sayida farkli fenotip ve 6zel prognostik ya da klinik 6zelliklere
sahip histopatolojik tiirler gosterir. Meme tliimorlerinin biiylik ¢ogunlugu meme
epitelinden koken alan adenokarsinomlardir (21). Geleneksel olarak patologlar
tarafindan klinik oOzellikleri ve anatomik bolgeleri dikkate alinarak histolojik
goriiniimlerine gore siniflandirilmistir. Anatomik yerlesim bolgelerine gore kanallarla
siirlandirilmis in sitd karsinoma (duktal ve lobller) ve bazal membrani asarak ¢evre
dokulara yayilan invaziv ya da infiltratif karsinoma (duktal ve lobiler) olmak Uzere
ikiye ayrilir. Histolojilerine gore Diinya Saghk Orgiitii tarafindan en az 17 farkh
histolojik 6zellesmis tiir tespit edilmistir (21). In situ karsinomlarin biiyiik ¢ogunlugunu
duktal karsinoma in siti (DCIS) olusturur. Meme kanallarindan kaynaklanan bu
karsinomlar tedavisiz birakildiginda invaziv karakter kazanmaktadir (33). Meme
kanserlerinin yaklasik %8’ i lobuler karsinoma in siti (LCIS) olup duktal karsinoma in
sitiden daha az yaygindir ve meme lob ve bezleri ile sinirlanmistir. En yaygin invaziv
meme timord ise invaziv duktal karsinom (IDC) olup siit kanallarinda gelisir ve komsu
adipoz dokuyu istila eder. Invaziv lobiler karsinom (ILC) ise daha az goriilmekte ve
meme loblar1 zarindaki hiicrelerde baslayarak g¢evresindeki meme dokusuna yayilim
gosterir. Bunlarin diginda medullar, musintz, tibuler gibi nadir gortlen histolojik alt
tirler de bulunmaktadir (21).

Meme kanserinde evreleme sistemi TNM (Tiimér, Nod, Metastaz) siniflamasina gore
yapilmaktadir. TNM siniflamasi ilk teshis kondugu zaman kanser yayilimimin boyutu
hakkinda bilgi verir. Tiimorlerin TNM siniflamasi tiimdr biiyiikliigii ve meme ve yakin
organlara ne kadar yayildigi (T), lenf nodlarina invazyon (N) ve uzak metastazlarin

varligl ya da yoklugu (M) bilgisini kullanir (34).

2.4.2.2. Molekdiler simiflama

Gegtigimiz yillarda gen ifadelenme profillemesinde mikroarray teknolojilerinin
kullanimi meme tiimorii heterojenitesinin daha iyi anlasilmasina yol agmistir (21).
Meme kanserinin alttiirlerinin tanimlanmasinda histopatoloji 6énemli bir yer almaktadir.
Onko-klinik karakterlerdeki bu ¢esitlilik mikroskobik olarak benzer kanser Kkitleleri

arasinda farkli molekiiler 6zelliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (26).



Molekiiler siniflama yapilirken hiicre biiylime sinyallerine aracilik ettigi bilinen dstrojen
reseptér (ER), progesteron reseptér (PR) ve insan epidermal buyime faktor reseptor 2

(HERZ2) genlerinin ifadesine gore yapilmaktadir (2).

Immiinhistokimyasal belirtegler olan hormon ve biiyiime faktor reseptdrleri disinda,
DNA tamiri ve hiicre dongiisii kontroliinde gorev alan tiimor baskilayict BRCA1 (meme

kanseri 1) ve BRCAZ2 genlerinde mutasyon taramasi 6nemlidir.

2.5. Polycomb Grup Genleri

Polycomb sistemi embriyonik dénemde hiicre farklilasmasinin ve yetiskin donemde
doku siirekliliginin epigenetik diizenleyicisidir (3). Polycomb grup (PcG) genleri ilk kez
Drosophila’ da yaklasik 30 yil kadar 6nce Hox genlerinin baskilanmasi yoluyla 6n-arka

viicut modelinin diizenleyicisi olarak kesfedilmistir (4).

PcG genleri transkripsiyonel baskilayici olarak gorev yapan proteinleri kodlar. PcG
genleri tarafindan kontrol edilen gelisimsel silirecler on-arka eksen farklilagmasini,
damgalanmis genlerin monoallelik ifadelenmesini, embriyonik ve somatik kok
hlcrelerin yenilenmesini icerir (3). Bunun icin kromatin dinamiklerini ve gen ifade
Ozelliklerini diizenleyerek bir hiicrenin gelisimsel programimi korur (35). PcG
proteinleri kromatinin transkripsiyonel olarak inaktif ya da tamamen kapatilmis duruma
geemesini  saglamaktadir (35). PcG proteinleri disilerde X  kromozomu
inaktivasyonunda gorev almaktadir. Susturulacak olan X kromozomu uzerinde Xist geni
RNA drunlerinin birikmesiyle bu kromozom (zerinde PcG proteinleri epigenetik

degisimler yaparak bu kromozomun imprintlenmesini saglar (36).

Polycomb grup proteinler iki ana gruba ayrilir ve bu gruplar polycomb baskilayici
kompleks 1 (PRC1) ve 2 (PRC2) adin1 almaktadir (39). PRC1 proteinleri RNF1 (Ring
Finger protein 1), RNF2, CBX2 (chromobox homolog 2), CBX4, CBX8, PHC1
(polihomeotik homolog 1), PHC2, PHC3 ve BMIL1 proteinlerini icerirken; PRC2
proteinleri ise EZH1 (zeste homolog artirict 1), EZH2, EED (embriyonik ektoderm
gelisimi), SUZ12 (zeste homolog baskilayic1 12), RBBP4 (retinoblastoma baglanma
proteini 4) ve RBBP7 proteinlerinden olusmaktadir (35). PRC1 grubu RNF2 proteini



aracilifiyla histon H2A’ nm 119. lizinin monoubikitinasyonunu (H2AK119ub)
gerceklestirir. PRC2 grubu ise EZH2 araciligyla histon H3’ iin 27. lizinin
trimetilasyonunu  (H3K27me3) gergeklestirir (37). PRC proteinleri kromatin
yogunlagsmasi, RNA Pol II tutulumu veya kromatin yeniden sekillenmesinin
baskilanmast gibi mekanizmalarla etki ederek hedef genlerin transkripsiyonunu
baskilamaktadir (Sekil 2.3) (38). PcG proteinlerin bir kromatini nasil diizenledigi su
sirayla gergceklesmektedir: transkripsiyon faktorleri ve bunlarla iligkili sinyaller
susturulacak hedef bolgeyi belirler ve PRC2 bu hedef bolgeyi histon H3’
metilasyonunu gergeklestirerek isaretler. H3K27me isareti PRC1 proteinlerinden CBX’
lerin bu metillenmis histonu tanimast ve buraya baglanmasini saglar. Bu arada PRCI

kompleksi i¢indeki E3 ligaz aktivitesi olan RNF2 proteini H2A’ y1 monoubikitinleyerek

kromatini inaktif hale getirir (4; 35). PcG proteinleri Polycomb cevap elementleri
(PRES) ile etkilesim kurarak genleri baskilar (39).

Kromatin yeniden
diizenleme mekanizmasin
bastinlmasi

RNA Pol IT nin tutulmasi

Sekil 2.3. Polycomb baskilayici kompleksler etki mekanizmasi (38).

PRC proteinleri hiicrede apoptoz, hiicresel yaslanma ve epitelyal-mezenkimal gecisi
etkileyen transkripsiyonel programlarin dizenlenmesinde birlikte islev goriirler.
Polycomb grup proteinler kanser hiicrelerinde genel olarak apoptozu inhibe eder. Bir
onkogen olan BMI1, CDKN2A lokusuna baglanarak apoptozu inhibe eder. BMI1, MYC
ile birlikte hiicresel yaslanmadan kacarak tiimorlesme gelisimine destek sagladigi
yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Bir bagska PRC proteini olan ve yine onkogenik
karakter gosteren EZH2, E-kaderin transkripsiyonunu baskilayarak kanser hicrelerinde

epitelyal-mezenkimal gegise yol acip metastazi uyarmaktadir (39).
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2.5.1. Ring finger protein 2 (RNF2)

Polycomb baskilayic1 kompleks 1 igerisinde yer alan RNF2 ya da RinglB geni 1.
kromozom (zerinde 1g25.3 bolgesinde yer almaktadir (3). Bu gen 7 ekzona sahip olup
336 amino asitlik protein kodlar. RNF2 proteini N ucunda Ring finger domaini
bulundurmakta ve bu ring domainleri araciligi ile diger PRCI1 proteinleri ile
heterodimerize olmaktadir. Ayrica bu ring finger domaini E3 ligaz aktivitesinin
karakteristik bir yapisidir (50). C ucunda ise RAWUL (Ring finger And WD40
Ubiquitin-Like) domainleri yer almakta olup bu domainle CBX ya da RYBP proteinleri
ile etkilesim kurmaktadir. RAWUL domaini genis Olciide B-tabaka yapilari igeren
globuler bir sekil almistir (40) (Sekil 2.4).

Chr 1
[Sr . | o
— = oty [ar] sn] - Lo s e ] — ot [V = | [ ] — 0l
[ ) = = 090 - - [ I B B ey o - = [nr . o [T I e B = B B ) - [ s N L .
LXr . ] Lo S T I ) o L) [T B I o ] — ol L | 0 0 0 LA I L ] =< = = = =
Qo A v A v v o o [ I v v I v o o O o O oo o oo O o oo OO
I | 136

RING 1 E I
NG BOmain

Sekil 2.4. RNF2 kromozom yerlesimi ve protein yapisi (40).

RNF?2 proteini E3 ubikitin ligaz aktivitesine sahiptir. Diger PRC1 proteinleri ile birlikte
histon H2A ubikitinasyonundan sorumludur (41). RNF2 hedefledigi proteinler
dogrultusunda birgok biyolojik siiregte rol oynamaktadir. RNF2’ nin susturulmasi ya da
ifadesinin artmasi birgok molekiler bozulmalara ve sonucta kanser gibi multifaktoriyel
hastaliklara sebep olmaktadir. RNF2 Ser*™’ de fosforillenmis bir fosfoproteindir ve
fosforillenmesinde p38-MAPK ve MEKI1/2 yolaklari rol oynamaktadir. RNF2
5INK4b>

fosforillenmesi ortadan kalktiginda bir tiimdr baskilayict gen olan pl nin
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baskilandigi embriyonik bobrek hiicrelerinde gozlenmistir (42). Choi ve Kang (2011)
tarafindan yapilan, insan bobrek hiicrelerinde RNF2 cevap elementlerinin tanimlanmasi
ve karakterizasyonunu igeren ¢alismada 33 RNF2 cevap elementi bolgesi tespit edilmis
ve bu bolgelerin 26’ sinin RNF2 cevap elementine komsu promotoru olan genlerin
susturuldugu tespit edilmistir (43). Rasgele segilen 5 bolgede gesitli biyolojik siireglerde
rol oynayan genlerin (ndrofibromin 2, JARID1A, HDAC9, SLC29A2 ve ODZ1) RNF2
susturuldugunda ifadelenmesinin arttig1 bildirilmistir. Fare embriyonik fibroblast
hiicrelerinde RNF2 otofaji yolagi belirteglerinden biri olan AMBRA1’ 1 ubikitinleyerek

pargalanmasini tetiklemis ve dolayisiyla otofajiyi baskilamigtir (44).

RNF2’ nin bir¢ok kanser tiiriinde ifadesinin arttig1 ve onkogenik rol oynadigi daha
onceki yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. RNF2 ifadesi ylksek dereceli pankreatik
intraepitelyal neoplazi ve pankreatik duktal adenokarsinomda onemli derecede ve
sirekli olarak artmistir (44). Yapilan baska bir ¢alismada kolorektal kanser
hiicrelerinde, RNF2’ nin susturulmasi bu hiicrelerde apoptozun uyarilmasina Yol
acmustir. Ayrica RNF2; p53 ve MDM2’ ye dogrudan baglanarak MDM2 - aracilt p53
parcalanmasini uyarmistir (45). Pankreatik kanser hiicrelerinde RNF2’ nin Snail ile E-
kaderin promotorunda birikerek epitelyal-mezenkimal gegisi ve dolayisiyla metastazi
uyardigi bildirilmistir (46). RNF2’ nin melanomada artis1 metastaz ve invazyonu
tetiklemektedir (5; 47). Ayrica mesanenin irotelyal karsinomunda (7) ve agresif
yumurtalik kanserinde (10) RNF2 ifadesinin arttigi rapor edilmistir. Hepatoselliiler
karsinoma hiicrelerinde RNF2 ifadesinin arttigi ve bir serin/treonin kinaz olan SIK1
genine dogrudan baglanarak baskiladigi ve proliferasyonu uyardigi Qu ve Qu (2017)
tarafindan yapilan galisma ile ortaya konmustur (11). Benzer sekilde Wei ve ark. (2017)
tarafindan prostat kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismada RNF2’ nin ifadesinin arttig1 ve
RNF2 susturuldugunda hiicre dongii tutulumunun ve apoptozun uyarildig: bildirilmistir
(6). Yine bu ¢alismada bir tiimor baskilayict gen olan TXNIP (Tioredoksin etkilesim
proteini) promotorunda RNF2 biriktigi ve RNF2 susturuldugunda bu genin ifadesinin
arttig1 tespit edilmistir. Zhang ve ark., (2017) mide kanseri hiicrelerinde RNF2’ nin
susturulmasinin  hiicre canliligin1 azaltip hiicre dongiisii tutulumunu uyardigini
saptamiglardir  (48). Ozofagal kanserlerde RNF2 ifadesi artmakla beraber

susturuldugunda bu kanser hiicrelerinin radyoterapiye duyarliligi artmistir (49).
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RNF2 ve meme kanseri ile iligkili yapilan ¢aligmalara bakildiginda invaziv duktal meme
kanserinde RNF2 ifadesindeki artis imminhistokimyasal olarak gosterilmis olup
metastatik bir yolak olan fokal adezyon kinaz (FAK) ifadelenmesini uyardigi
bildirilmistir (8). Aksine 17q23 amplifikasyonu i¢ceren meme kanseri hiicre hatlarinda

RNF?2 ifadelenme seviyesi azalmistir (50).

Bircok kanser tiirlinde onkogenik rol aldigi gosterilen RNF2, farkli biyolojik siireglerde
de onemli role sahiptir. Niikleotid kesip ¢ikarma tamirinin ¢ekirdekte diizenlenmesine
aracilik etmektedir (51). DNA ¢ift iplik kiriklarinin tamirinde rol oynamaktadir (52).
Spermatogenez siirecinde gerekli olan bazi germline genlerin aktivasyonunu
saglamaktadir (53). Ayrica interferon uyarict gen (ISG) ifadelenmesini baskilayarak

interferon bagimli antiviral yaniti azaltma yoluyla inflamasyonda rol oynamaktadir (54).

2.6. MikroRNA lar

MikroRNA’lar (miRNA), genom Uzerinde protein kodlayan intron veya ekzon bélgeleri
ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat
proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel RNA molekilleridir. miRNA,
fonksiyon olarak gen ifadelenmesinin diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik olarak
18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplik¢ikli bir RNA molekiil ¢esididir (12). Olgun
MIiRNA’lar hedef genlerin ifadelenmesini azaltarak protein sentezinin dizenlenmesine
katilirlar. miRNA’lar kendi niikleotid dizilerini tamamlayict hedef genleri tanima
Ozelligine sahiptir. miRNA’ lar baglangicta tek bir birim ya da birkag miRNA’ dan
olusan bir kiime seklinde RNA polimeraz II tarafindan primer-miRNA (pri-miRNA)
olarak transkript edilirler. Daha sonra pri-miRNA bir mikro isleyici kompleks olan
Drosha-DGCRS tarafindan taninarak oéncii miRNA (pre-miRNA) olarak islenir ve Ran-
GTP bagiml olan eksportin-5 ile sitoplazmaya tasiir. Sitoplazmada pre-miRNA bir
RNaz III endoniikleaz olan Dicer’ a baglanir ve sap-ilmigi kesilir. Boylece
miRNA:miRNA dubleksi olusur. Bir helikaz tarafindan bu dubleks birbirinden ayrilarak
olgun miRNA olusur. Bu miRNA ipliklerinden biri argonat proteini (Ago) iceren RNA-
indiikleyici susturma kompleksi (RISC) icerisine alinir. Diger iplik ise parcalanir. Bu
olgun miRNA kompleks RISC igerisinde hedef mRNA’ y1 tanimak i¢in kismi baz
ciftlesmesi yoluyla bir rehber gorevi goriir ve kompleks i¢inde miRNA hedef mRNA’
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nin 3’UTR bolgesi ile etkilesime girerek bu mRNA’ nin translasyonunun

baskilanmasina ya da mRNA’ nin par¢alanmasina yol agar (55) (Sekil 2.5).

Nukleus
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Sekil 2.5. miRNA biyogenezi ve isleyisi (55).

MIRNA’ nin hedefi tanimasi miRNA ve mRNA arasinda baz eslesmesine baglidir.
miRNA:mRNA arasindaki baz eslesmesi %100 oluyorsa mRNA kesilip yikima
gonderilir ancak bu eslesme tam olmuyorsa translasyonel baskilama olur. Bunun disinda
eslenecek bazlarin 3’UTR’ ye yakinligi ve adenin-urasil icerigi de miRNA:MRNA
eslesmesini etkileyen faktorlerdendir (56). mRNA hedefleme miRNA ipliginin 5° ucu
ile gerceklesir. Ozellikle 5° ugtaki 2-8 niikleotid hedef mRNA’ nin 3’ UTR’ sine dizi-
spesifik baglanmaya katkida bulunur (56).

miRNAlar kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin
molekdiler patogenezinde o©nemli rol oynamalarinin yanisira insan kanserlerinin
patogenezinde ve terapi ajanlarinin klinik uygulamalarinda ana role sahiptirler (13). Bir
kanser hiicresinde miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki
ozelligine gore onkogenik veya tiimdr baskilayici dzellik kazanabilir (12). Ornegin
miR-17-5p ve miR-20a-5p° yi i¢eren miR17-92 miRNA kimesi E2F gibi timor
baskilayic1 genleri susturarak onkogenik 6zellik gosterirken SRC-3 gibi onkogenleri

susturarak timor baskilayict 6zellik de gostermektedir (57).
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2.6.1. Meme kanseri ile iliskili miRNA”’ lar

Meme kanseri genetik olarak hem lokus hem de allel igerigine gbre heterojen bir
hastaliktir. Meme kanserindeki miRNA ifadelenme ¢alismalar1 hastaligin siiflamasi ve
prognostik belirte¢ gelistirilmesi agisindan miRNA’ larin 6nemini ve potansiyel
kullanim alanlarini ortaya koymustur. Meme kanseri ve iligkili miRNA” lar ile ilgili veri
bankalar1 tarandiginda yaklasik 424 miRNA meme kanseri ile iligkili bulunmustur
(mircancer.ecu.edu). Yapilan bir¢ok ¢alisma ile ¢ok sayida miRNA’ nin herhangi bir
onkogeni ya da tiimor baskilayict geni hedef alarak meme kanseri gelisimine katki
sagladig1 ortaya konmustur. Meme kanserlerinin molekiiler siniflamasinda 6nemli bir
belirteg olan HER2’ yi hedefleyen miR25 ve miR125a meme kanserinde timoOr
baskilayic1 bir rol oynamaktadir (58). Yine meme kanseri hiicrelerinde miR-17/20
kiimesi siklinD1’ i baskilayarak G1/S gegisini engelleyip proliferasyonu 6nlemistir (59).
miR200-c E-kaderin transkripsiyonel baskilayicisi olan DeltaEF1’ i baskilayarak meme
kanserinde metastaz1 engeller. Meme kanseri hiicre hatlarinda bir E2F1 ve ERa
aktivatori olan AIB1 (amplified in breast cancer 1) miR-17-5p tarafindan baskilanarak
E2F1 ve ERa’ y1 baskilar (60). Bunlarin disinda meme kanserinde miR206, let7,
miR34a, miR31, miR335, miR126, miR101, miR145, miR146a/b ve miR205 timdr
baskilayic1 6zellik gostermektedir. Ayrica meme kanserinde bu tiimor baskilayici
0zellik kazanan miRNA’ larin yani sira cdc/siklin B’ nin aktiflesmesinde rol alan
miR27a ve miR21, miR155, miR10b, miR373/520c, miR221/222 gibi onkogenik
ozellikte miRNA” lar da rol almaktadir (61).

2.6.2. Cahismada Analiz Edilen miRNA’ lar: miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-
5p

miR-17-5p ve miR-20a-5p ayn1t miRNA kiimesinin (MiR-17~92) Uyelerinden olup 13.
kromozomun 13913 lokusunda yer alan MIR17HG geninden kodlanmaktadir. miR-
106b-5p ise bu gen kimesine paralog bir gen kiimesinin (miR-106b~25) yesidir ve
7q22.1° de yer alan MCM7 geni 13 ve 14. ekzonlari arasindaki bolgeden kodlanir (62).

Daha dnce yapilan ¢alismalara bakildiginda bu miRNA’ larin dokuya 6zgii olarak hem
tiimdr baskilayici hem de onkogenik rol aldiklari bildirilmistir. Ornegin, miR-17-5p
meme kanseri i¢in oldukca 6énemli bir biyobelirtegtir. miR-17-5p’ nin metastatik meme

kanseri htcrelerinde daha fazla ifadelendigi ve meme kanseri hiicre hatlarinda timor
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baskilayic1 gen HBP1 (HMG box igeren proteinl)’ i inhibe ederek hiicre gogiinii ve
invazyonu uyardigi bildirilmistir (63). AIB1 ve siklin D1 ifadelenmesini inhibe ederek
bazal meme kanserinde timor baskilayici olarak rol oynadigi; ayrica TGF ve hipoksi
yolaklarin1 igeren bir¢ok pro-metastatik geni hedefledigi gézlenmistir (64). Meme
kanseri hiicre hatlarinda miR-17-5p” nin p21° i baskilayarak hiicre proliferasyonunu
uyardigi bagka bir ¢alisma ile ortaya konmustur (66). Hucre proliferasyonunu ve timor
biliyiimesini uyarmakla beraber meme kanseri hastalarinda miR-17-5p° nin ifade
artisinin kotli prognozla iliskili oldugu gézlenmistir (65). Liao ve ark. (2017) tarafindan
yapilan calismada ise MiR-17-5p’ nin meme kanseri hiicre hatlarinda STAT3’ i
baskilayarak apoptozu uyardigi rapor edilmistir (66). Ozellikle metastatik meme
kanserlerinde ifadesinin arttigi gosterilen onkogenik Ozellige sahip MiR-17-5p° nin
hepatoselliiler karsinom, akciger karsinomu, mide karsinomu, kolorektal karsinom,
osteosarkom, 16semi ve prostat kanserinde rol aldigi yapilan bir¢ok ¢alisma ile ortaya

konmustur (67).

Yine miR-20a-5p’ nin de meme kanseri basta olmak tiizere bir¢ok kanser tiiriinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Ornegin; hepatoselliiler kanserde ifadesinin arttig1 ve RUNX’ i
hedefleyerek metastaz ve invazyonu baskiladigi bildirilmistir (68) Osteosarkomda
kinesin ailesi tiyesi KIF26B genini hedefleyerek coklu ila¢ direncini baskiladig:
gosterilerek timor baskilayici 6zelligi ortaya konmustur (69). Bu caligmalara zit olarak
Cheng ve ark., (2016) tarafindan yapilan caligmada miR-20a-5p’ nin kolorektal
kanserde Smad4”’ i inhibe ederek metastaz ve invazyonu uyardigi bildirilmistir (70).
Ozcan ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada ise kolorektal kanserde ifadesinin
arttignt  saptanmistir  (71). Bir baska ¢alismada, nasofarinjeal karsinomda
PTEN/PI3K/Akt yolagini aktive ederek radyoterapiye direnci indiikledigi bildirilmistir
(72). Yine meme kanserinde yapilan bir ¢alismada miR-20a-5p baskilandigi
saptanmistir ve bu miRNA’ nin deneysel olarak ifade artis1 saglandiginda meme
karsinogenezinde onemli role sahip HMGA?2 baskilanarak; hiicre biiylimesi, mobilitesi,
invazivliginin azaldigi ve apoptozun uyarildig: tespit edilmistir (73). Ayrica skuamoz
akciger kanserinde (74) ve metastatik melanomada da (75) ifadesinin arttig
saptanmistir. Yu ve ark. (2018) tarafindan yapilan caligmada ise noroblastom
hlcrelerinde miR-20a-5p’ nin ATG7 (otofaji iliskili gen-7) genini hedefleyerek timor

proliferasyonunu baskiladigi saptanmstir (75).
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miR-106b-5p’ nin PTEN’ i hedefleyip SETD2 gibi tiimér baskilayici geni inhibe ederek
ve WNT vyolagini indiikleyerek kanser tetikleyici onkomir olarak rol oynadigi
bildirilmistir (76-78). Meme kanserinde fukoziltransferaz 6 (Fut6)° y1 baskilayarak
metastaz ve invazyonu tetikledigi rapor edilmistir (79). Li ve ark., (2017) meme
kanserinde miR-106b-5p” nin ifadesinin arttigi ve PTEN’ i baskilayarak hiicre
proliferasyonunu, metastaz ve invazyonu artirdigi bildirilmistir (80). Akciger
kanserinde BTG3’ i hedefleyerek apoptozu inhibe etmis ve proliferasyonu uyarmistir
(81). Dong ve ark. (2018), mide kanserinde miR-106b-5p’ nin p21’ i baskilayarak
hiicresel yaslanmada rol oynadigini bildirmistir (82). Kanserde énemli role sahip oldugu
gosterilen miR-106b-5p ayrica adipogenez (83) gibi biyolojik sureglerde rol oynadigi ve
diyabet ve obezitede 6nemli bir belirte¢ oldugu bildirilmistir (83, 84).

Daha once yapilan galismalar incelendiginde RNF2’ nin bir miRNA ile iliskisinin
ortaya kondugu ilk caligma 2018 yilinda Chen ve ark. tarafindan yayinlanmistir (19).
Yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda yapilan bu ¢alismada; miR139-5p° nin ifadesi
arttiginda ve es zamanli olarak MAPK susturuldugunda RNF2’ nin baskilandig1 ve
sisplatin direncinin azaldigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda; meme kanseri hiicre
hatlarinda RNF2 geninin miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p ile olasi iligkisinin

analiz edilmesi hedeflenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Meme kanseri hiicre hatlarinda RNF2 genini hedefleyen miRNA’ larin belirlenmesi ve
bunlarin metastaz ve invazyona etkisini arastirmayi planladigimiz bu g¢alismaya dair
tum deneyler Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Arastirma Laboratuvarlarinda yapilmistir. Bu tez ¢alismas1 Gaziantep Universitesi
Bilimsel Arastima Projeleri Birimi tarafindan maddi olarak desteklenmistir (Proje No:
TF.DT.17.29). Deneyler in vitro kosullarda hiicre hatlar1 tizerinde yapildig1 i¢in etik

kurul onay1 alinmamustir.

3.1. Gereg

3.1.1. Cahsmada Kullamlan Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

Bu calismada deneylerde kullanmay1 hedefledigimiz 4 farklt meme kanseri hiicre hatti
(MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve ZR-75-1) ve kontrol olarak kullandigimiz normal
meme epitel hiicre hatti (h\TERT-HME1) ATCC (American Type Culture Collection,
VA, Amerika) firmasindan temin edilmistir. Bu hiicre hatlarinin molekiiler ve

histopatolojik ozellikleri ile ilgili bilgiler Tablo 3.1° de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre hatlarinin molekiiler ve histopatolojik ozellikleri

Hiicre Hatt1 Immiinprofili Simiflama Histopatoloji

MCF-7 ER+, PR+/—, HER2—- Luminal A Adenokarsinom
MDA-MB-231 | ER—-, PR—, HER2- Disiik Klaudin | Adenokarsinom

SK-BR-3 ER—, PR—, HER2+ HER2 Adenokarsinom

ZR-75-1 ER+, PR+/—, HER2+ Luminal B Invaziv duktal karsinom
hTERT-HME1 - - Insan normal meme epiteli

3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasal maddeler
A. Calismada kullanilan cihazlar
e Hiicre Kkiiltiirii calismalari icin;
Steril kabin (Thermo, Amerika)
COz inkibatori (Thermo, Amerika)
Hiicre sayim cihazi (Eve NanoEntek, Kore)
Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

-80 sogutucu (Thermo, Amerika)
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Invert mikroskop (Leica, ingiltere)
Sogutmali santrifiij (Thermo, Amerika)

RNA ve protein izolasyonu igin;
Sogutmali mini santrifiij (Eppendorf, Almanya)

RNA ve protein konsantrasyon tayini igin;

Spektrofotometre (Thermo, Amerika)

cDNA sentezi igin;

Termal Dongii Cihazi (Applied Biosystem, Amerika)

Gen ifade analizi igin;

RT-PCR cihazi (Qiagen, Almanya)

Protein ifade analizi icin;

Mini PROTEAN Tetra Cell tek boyutlu dikey elektroforez sistemi (BioRad,
Almanya)

Orbital galkalayic1 (Stuart, ingiltere)

Kemiliiminesan goriintiileme cihazi (Vilmer Lourmat, Almanya)
Cozelti hazirlama asamasi icin;

pH metre (Hanna, Italya)

Hassas terazi (Hanna, Italya)

Manyetik karistiric1 (Hanna, italya)

B. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve kimyasal maddeler
Hiicre Kiiltiirii ¢calismalari icin;

DMEM (Gibco, Amerika)

RPMI 1640 (Gibco, Amerika)

Fetal sigir serumu (Sigma, Almanya)

Penisilin/streptomisin (Sigma, Almanya)

Tripsin (Sigma, Almanya)

HBSS (Sigma, Almanya)

25 ve 75 cm?’ lik hiicre kiiltiir flask1 (Corning, Amerika)

50 ve 15 ml lik tiip (Isolab, italya)

6 ve 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabag1 (Corning, Amerika)

1,5 ml lik ependorf tiip (Isolab, italya)

0,5 ml lik tiip (Isolab, Italya)

0.2 lik PCR tlpu (Corning, Amerika)

10, 100, 1000 ul lik pipet seti (Eppendorf, Almanya)
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10, 100, 1000 ul lik pipet uglar1 (Gilson, Amerika)
Tripan mavisi (BioRad, Almanya)

Transfeksiyon ajani (Qiagen, Almanya)

miRNA mimikleri (Qiagen, Almanya)

Negatif kontrol sSIRNA (Qiagen, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

RNA ve protein izolasyonu igin;
Hiicre parcalama ajan1 (Qiagen, Almanya)

RNA izolasyon Kiti (Qiagen, Almanya)

PBS (Sigma, Amerika)

RIPA buffer (BioRad, Almanya)

BCA Protein Tayini Kiti (Thermo, Amerika)
Proteaz inhibitér kokteyl (Thermo, Amerika)
Kloroform (Merck, Almanya)

cDNA sentezi i¢in;

cDNA sentez kiti (Qiagen, Almanya)

Gen ifade analizi igin;

Strip tlpler (Qiagen, Almanya)

miRNA primer assay (Qiagen, Almanya)
RNF2 ve GAPDH i¢in ileri ve geri primerler (Invitrogen, Amerika)
RNUGB primer assay (Qiagen, Almanya)
miRNA RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya)
Quantitect RT-PCR kit (Qiagen, Almanya)
Protein ifade analizi i¢in;

PVDF membran (BioRad, Almanya)
Kurutma kagidi (Isolab, Italya)

Laemmli Buffer (BioRad, Almanya)

Protein Biomarker (Abcam, Ingiltere)
Akrilamid:bisakrilamid (BioRad, Almanya)
ECL kemiluminesan goruntileme kiti (BioRad, Almanya)
Primer antikor (Abcam, Ingiltere)

Sekonder antikor (Abcam, Ingiltere)

Cozelti hazirlama asamasi icin;

Sodyum dodesil sulfat (Merck, Almanya)



Amonyum persulfat (Sigma, Amerika)
TEMED (Sigma, Amerika)
Tris (Sigma, Amerika)
Glisin (Merck, Almanya)
B-merkaptoetanol (Merck, Almanya)
Metanol (Merck, Almanya)
Tween 20 (Sigma, Amerika)
Yagsiz siit tozu (Cell Signaling, Amerika)
Hidroklorik asit (Merck, Almanya)
EDTA (Merck, Almanya)
Sodyum klorur (Merck, Almanya)
Tris-HCI (Merck, Almanya)
Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

e Metastaz ve invazyon analizi igin;
Hiicre Migrasyon ve invazyon Testi (Cell Biolabs, Amerika)
Boyden chamber (Corning, Amerika)

Matrigel matriks (Corning, Amerika)

3.1.3. Calismada kullamilan c¢ozeltiler

e %12’ lik ayristima jeli bilesenleri:

O AH20 ... 3,3ml
0 9%30° Tuk AC:BIS. ..o 4 ml
O 15SMTris (PH8.8)euviiiiiiii i 2,5ml
0 %10 SDS. . 0,1 ml
0 Y10 APS. .. 0,1 ml
O TEMED... .o 10 pl
e Toplayic jel bilesenleri:

O AH20.. 2 ml

0 %30° Tuk AC:BIS. ..ot 0,5 ml
0 O5SMTris(PH6.8)uvvieniiiiiiiieiiieeeeee 0,8 ml
0 %10 SDS. . 30 pl
0 10 APS. .. 20 ul
O TEMED... ..o 3ul
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e 10X yiiriitme tamponu bilesenleri:

O TrisBase.....coovvuiiiiiiii i, 303¢
O SDS (%10) ... 10 ml
O GLSIN. ..t e 144 ¢
O AH2O. e 1L

“pH 8.3’ e ayarlanur.

e 10X Transfer tamponu bilesenleri:

O TSt 303 ¢
O GLSIN. ..ot 144 ¢
O AH2O. i 1L
e 1X Transfer tamponu bilesenleri:
o 10X transfer tamponu..............cooeiiiiiiiiiiiiiinenin. 100 ml
O Metanol........ooiiiii 200 ml
O AH20. . ., 700 ml
e 10X TBS tampon ¢ozelti bilesenleri:
O TrHS—HCL ..ooiiii e, 2423 ¢
GlNaC]. 4. ... . . A ... ... . 88 ¢g
o Trigh...... M. . 4 . ... . %% ... 5,6 ¢g
O AH20. . i, 1L

“pH 7.6’ ya ayarlanir.
e TBST tampon ¢ozelti bilesenleri:

O 0K TB S o, 100 ml
0 OH2O . 900 ml
O TWEEN 20 .. e 1 ml

e Bloklama tamponu bilesenleri:

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre hatlar kiiltiir asamasi

Hiicre kiiltiirti; canli bir doku veya organdan alinan kiigiik bir par¢anin in vitro ortamda
biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemine verilen isimdir (85). Tek bir hiicre tipi hakkinda

en iyi bilgiyi elde edebilmek icin hiicrenin bulundugu dokudan ve diger hiicre
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tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir. Bu izolasyon sonucunda olugan homojen
hiicre popiilasyonu dogrudan ya da kiiltiir ortaminda ¢ogaltildiktan sonra analiz
edilebilir (86). Hiicre kiiltiiriiniin amaci, bir grup hiicreyi yasatmak, ileri ¢alismalar igin
cogaltmak, gerektiginde kullanmak icin dondurarak saklamaktir. Hiicrelerin
cogaltilmasi, yapilabilecek deneylerin sayisini arttirmayi; deney yapilan pasajdaki
hiicrelerin ~ dondurulmasi  ise ileride deneyin ayn1 pasajdaki hiicrelerle
tekrarlanabilmesini saglar. Her asamada tizerinde dikkatle durulan durum ise hicrelerin
canliligidir (87). Hiicre ve doku kiiltiirli; as1, monoklonal antikor, ¢esitli enzimler ve
hormonlarin iiretimi, hiicre i¢i aktivite 6l¢limii, ¢esitli ilaglarin hiicre siklusuna etkisi,
sinyal iletim mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi, hiicrenin beslenme 6zellikleri,
enfeksiyon arastirmalari, viral transformasyon, kimyasal transformasyon, 6zel trinlerin
sentezlenip salgilatilmasi, embriyonik arastirmalar, hiicre popiilasyon kinetigi, adezyon,

sitogenetik analiz gibi ¢esitli amaglarla yapilmaktadir (85).

Hicre hatlar1 siv1 azottan alinarak %10 serum ve %1 antibiyotik iceren besiyerlerinde;
%5 CO, ve 37 °C sicakligin saglandig1 kosullarda kiiltiire edildi. Serum olarak fetal sigir
serumu ve antibiyotik olarak penisilin/streptomisin kullanildi. MCF-7, MDA-MB-231,
SK-BR-3 ve hTERT-HMEI hiicre hatlar1 igin DMEM besiyeri kullanilirken ZR-75-1
hiicre hatt1 i¢in RPMI 1640 besiyeri kullanildx.

3.2.2. RNF2 genini hedefleyen miRNA’ larin se¢imi

RNF2 genini hedefleyen miRNA’ larin biyoinformatik olarak taranmasi internet
ortaminda yapilip bunun i¢in TargetScan, miRBase ve miRDB veri tabanlar1 kullanildi.
RNF2’ yi hedefleyen miRNA’ lar segilirken hedef gen mRNA” s1 ile 8 mer’ lik merkez
eslesmesine, AU igerigine, 3’ tamamlayiciligina, 3° UTR uclaria yakinligina ve yiiksek

oranda korunmus olmasina dikkat edildi.

3.2.3. RNF2 Genini Hedefleyen miRNA’ larin Biyoinformatik Analizi

TargetScan, miRBase ve miRDB veri tabanlarindan yapilan taramaya gore RNF2 genini
hedefleyen ve tamamlayiciligi en yiiksek olan miRNA’ lar arasindan miR-17-5p, miR-
20a-5p ve miR-106b-5p secildi. Bu miRNA’ larin 6zellikleri ve hedef gene baglanma
duyarlilig1 Tablo 3.2’ de verilmistir.
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Tablo 3.2. RNF2 hedefleyen miRNA” larin 6zellikleri (www.targetscan.org).

miR-17-5p miR-20a-5p miR-106b-5p
Baz eslesme uyumu 8 mer 8 mer 8 mer
Tamamlayicihik (%) 97 98 98
RNF2 3°UTR hedef 863-870 bg
bolgesi
5 ..UAAUGGAGAUAUUUUGCACUUUA...
RNF?2 ile eslesme ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
dizisi

3 UAGACGUGACAGUCGUGAAAU

3.2.4. Hiicre hatlarina mimik transfeksiyonu

Niikleik asitlerin memeli hiicrelerine viral olmayan yontemler kullanilarak aktarilmasi
islemine “transfeksiyon” denir. DNA veya RNA gibi biiyiik ve polar molekiiller hiicre
zarindan basit difiizyon ile gecemezler. Niikleik asit transferi sirasinda bu problemi
ortadan  kaldirmak i¢in kalsiyum fosfat transfeksiyonu, elektroporasyon,
mikroenjeksiyon, lipid-katyon bazli ajanlar gibi bircok yontem kullanilmaktadir.
Giiniimiizde en yaygin kullanilan ve ticari olarak da yaygin iiretilen yontem lipid-katyon
bazli ajanlardir. Bu yontem, DNA’nin iyonik etkilesimine ve kiiltiire edilmis hiicrelerde
DNA’y1 fonksiyonel olarak koruyabilen lipozom adi verilen yapilara dayanmaktadir
(88). Katyonik lipit ajanlar, sulu ¢ozeltilerde kiicuk unilamellar yani lipozomlar (pozitif
yiikli hidrofilik bas dista hidrofobik kuyruk igte kalir) olustururlar. Pozitif yiiklii olan
katyonik lipidler negatif yiiklii DNA ile etkilesime girerek DNA’ nin endositozla hiicre
icine girmesini saglamaktadir. Bu ¢alismada kullanilan transfeksiyon ajani da lipid-

katyon bazli bir ajandir.

Hiicreler, 75 ¢cm? lik kiiltiir kabmin tiim yiizeyini kaplayacak yogunluga ulastiginda
transfeksiyon i¢in tripsinizasyon ile kaldirildi. Bunun i¢in her flaska 4 ml tripsin eklenip
37 °C’ de inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildi. Tripsin ile kalkan hiicrelere tripsin
aktivitesini sonlandirmak i¢in 8 ml serumlu besiyeri eklenip 4000 rpm’ de 4 dakika
santrifiij edildi. Siipernatan atilip pelet durumunda ¢oken hiicreler 2 ml besiyerinde
sulandirilip tripan mavisi kullanilarak otomatik hiicre sayim cihazinda sayildi. Her
kuyucukta 200.000 hiicre olacak sekilde antibiyotik igermeyen serumlu besiyeri ile
hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklarina ekildi.
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miRNA transfeksiyonu igin kullanilacak olan miR-17-5p (katalog no: MSY0000070),
miR-20a-5p (katalog no: MSY0000075) ve miR-106b-5p (katalog no: MSY0000680)
mimikleri (Qiagen, Almanya) ve transfeksiyon ajan1 (HiPerFect Transfection Reagent,
katalog no: 301705 Qiagen, Almanya) ticari olarak temin edilmis olup gegici
transfeksiyon yapilmistir. Transfeksiyon sirasinda negatif kontrol olarak, bilinen
herhangi bir memeli geni ile homoloji olusturmayan ve dolayisiyla sessizlestirmeyen
siRNA - scramble (AllStars Negative Control siRNA, kataloh no: 1027280 Qiagen,
Almanya) kullanilmigtir. Transfeksiyon ajan1 ve mimiklerin hangi konsantrasyonda

hazirlandg: {iretici firmanin Onerisi dogrultusunda Tablo 3.3’ de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.3. Transfeksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Adi Miktari Final
(her kuyucuk igin) Konsantrasyon
HiPerFect Transfeksiyon Ajani 4 ul -
MiRNA mimik* 0,6 ul 5nM
DMEM (antibiyotik ve serum yok) 100 pl -

*Negatif kontrol siRNA mimiklerle ayn1 miktarda hazirlanmistir.

Hazirlanan transfeksiyon bileseni oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben 12 kuyucuklu kiiltiir tabaklarmda ekilmis olan hiicrelere damla

damla birakildi ve 48-72 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.5. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu

48-72 saatlik inklbasyon sonunda hiicrelerden miRNeasy Mini Kit (katalog no: 217004
Qiagen, Almanya) kullanilarak miRNA’ y1 da igeren total RNA izolasyonu yapildi.
Calisma sirasinda asagidaki protokol uygulandi:

e Hicrelerin Uzerindeki besiyeri aspire edildi ve 300 pl tripsin eklenerek
kaldirildi. Tripsinin inaktivasyonu igin 600 ul serumlu besiyeri eklenerek
hiicreler 2 ml lik tiiplere alind1 ve 13.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan atilip pellete 700 pl Qiazol pargalama ajani eklendi.

e 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Daha sonra 140 pl kloroform eklendi ve 15 sn elde yukari asagi ¢alkalandi.

e (Oda sicakliginda 2-3 dakika inkibe edildi.

e 12,000xg’ de, 4 °C sicaklikta 15 dakika santrifiij edildi.
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e Santrifiij sonras: tiipte 3 faz goriindii. Ust akoz faz, ara fazdan alinmamaya
dikkat edilerek yeni bir tlipe transfer edildi.

e Ust fazin 1,5 kat1 kadar (yaklasik 525 pl) absoliit etanol eklendi ve pipetaj
yapilarak iyice karistirildi.

e Ornekten 700 pl alimip 2 ml toplama tiipiiniin icindeki RNeasy mini kolonun
icine birakildi. 8,000xg” de 15 sn oda sicakliginda santrifiij edildi. Alta gegen
stvi atildi. (Eger toplama tiipiinde hala 6rnek kalmigsa bu basamak tekrar edilir.)

e Mini kolona 700 ul RWT tamponu eklendi ve 8,000xg’ de 15 sn santrifiij edildi.
Alta gecen s1v1 atildi.

e Mini kolona 500 ul RPE tamponu eklendi ve 8,000xg” de 15 sn santrifiij edildi.
Alta gegen s1vi atildu.

e Mini kolona 500 pul RPE tamponu eklendi ve 8,000xg’ de 2 dakika santrifiij
edildi. Alta gegen siv1 atild1.

e Tam kurumasini saglamak i¢in kolon yeni bir 2 ml lik toplama tiipline alind1 ve
en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edildi.

e Kolon 1,5 ml’ lik yeni tiipe transfer edildi. 25ul RNaz i¢cermeyen su dogrudan
membran {lizerine konarak 8,000xg’ de 1 dakika santrifiij edildi.

e Elde edilen RNA’ lar konsantrasyon Ol¢timleri yapilip daha sonraki asamalarda

kullanilmak iizere -80 °C’ ye kaldirld.

3.2.6. Izole edilen RNA’ larin kalite ve miktar tayini
Izole edilen RNA’ larm kalite ve miktar tayini spektrofotometrede 6lgiilerek elde edildi.
RNA’ larin konsantrasyon miktarlar1 Tablo 3.4 ‘de verilmis olup tim RNA’ larin

konsantrasyonlart 100 ng/ul’ ye ayarlandi.
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Tablo 3.4. Elde edilen RNA konsantrasyonlari

Ornek ad1 Konsantrasyon
(ng/pl)
MCF-7 326,98
MCF-7 + Sc 92,47
MCF-7 + mimik 17-5p 201,8
MCF-7 + mimik 20a-5p 127,13
MCF-7 + mimik 106b-5p 153,88
MDA-MB-231 273,1
MDA-MB-231 + Sc 348,16

MDA-MB-231 + mimik 17-5p 344,47
MDA-MB-231 + mimik 20a-5p 378,51
MDA-MB-231 + mimik 106b-5p | 292,94

SK-BR-3 951,92
SK-BR-3 + Sc 344,47
SK-BR-3 + mimik 17-5p 386,27
SK-BR-3 + mimik 20a-5p 268,39
SK-BR-3 + mimik 106b-5p 324,15
ZR-75-1 204,71
ZR-75-1 + Sc 274,43
ZR-75-1 + mimik 17-5p 178,98
ZR-75-1 + mimik 20a-5p 258,51
ZR-75-1 + mimik 106b-5p 1971

hTERT-HME1 148,71

3.2.7. RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentezi

Konsantrasyon miktarlar1 100 ng/ul’ ye ayarlanan total RNA icindeki miRNA ve
mRNA’ nin cDNA’ ya gevrilmesi igin miScript I RT Kit (katalog no: 218161 Qiagen,
Almanya) kullanildi. Hem miRNA hem de cDNA i¢in aym kit kullanilabilmektedir. Kit
icerigindeki HiFlex tamponu hem miRNA’ y1 hem de mRNA’ y1 cDNA’ ya
cevirebilmektedir. Bu sebeple hem miRNA ifadelenmesi hem de RNF2 geni

ifadelenmesi analizi i¢in kullanilan cDNA tek bir kitten elde edilmistir.
Elde edilen RNA buz {izerinde ve kit igerigi oda sicakliginda ¢ozduruldi. Tablo 3.5 de

verilen oranlarda ¢ozeltiler karistirilarak RNA eklendi ve iyice karistirilip kisa bir

santrifiij edildi. Tiim karisimin buz {izerinde hazirlanmasina dikkat edildi.

27



Tablo 3.5. Ters Transkriptaz PCR Bilesenleri

Bilesen Reaksiyon Hacmi Final Konsantrasyon
(k)

5x miScript HiFlex Tamponu 4 1X

10x miScript Nucleics Karisimi 2 1X

miScript Ters Transkriptaz Enzim -

Karisimi 2

RNaz icermeyen su 2 -

Kalip RNA 10 1ug
Toplam Hacim 20 -

cDNA sentezi i¢in bilesenler hazirlandiktan sonra termal dongii Tablo 3.6° da verilen
kosullar uygulandi. PCR kosullar1 tamamlandiktan sonra cDNA’ lar dogrudan buz

iizerine alinarak -20 °C” ye kaldirilds.

Tablo 3.6. cDNA sentezi igin PCR kosullar1

Sicaklik (°C) | Zaman (dakika)
37 60
95 5

3.2.8. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-PCR) ile gen ifade
analizi

Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), DNA’ ya baglanan boyalarin
kullanim1 ile amplifikasyonun es zamanli olarak takibini saglayan bir yontemdir.
Sicaklik dongiileri ve floresan okuma ayni tiip i¢inde gerceklesmektedir. Boylece hedef
bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire i¢inde saptanabilmektedir. RT-
PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen iiriin varliginin saptanmasi c¢esitli
sekillerde yapilabilmektedir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilan1 6zgiil olmayan bir
yontem olan ¢ift zincirli DNA boyalarinin kullanilmasidir. Bu amagla en sik kullanilan
boya SYBR Green I’dir. SYBR Green sadece ¢ift iplikli DNA’ ya baglanan bir boyadir.
Primerlerin baglanmasimi takiben gergeklestirilen polimerizasyon asamasinda hedef
DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar: artar ve buna bagl
olarak yayilan 1s1ma miktarinda artis gézlenir. SYBR Green boyasindan alinan 1gimanin
siir degeri astigi noktaya “Ct degeri” denilmektedir (89). Bu noktada hedef DNA
cogalmaya baslamistir. Elde edilen floresanin istenen hedef bolgenin amplifikasyonuyla

mi gergeklestigi, yoksa non-spesifik bir {irlin mii oldugunu anlayabilmek i¢in “melting
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curve” (erime egrisi) analizi yapilir. Clinkii SYBR Green belirli bir DNA molekiiliine
baglanan 0zgiil bir boya degildir ve primer dimerleri gibi tiim c¢ift iplikli DNA
molekiillerine baglanabilmektedir (90).

3.2.8.1. Primer tasarimi

Gen ifadesi icin tasarlanan primerler hedef genin ifade edilip edilmedigini anlamak i¢in
genin kodlanan bolgesinin herhangi bir kismindan alinabilir. Ancak kodlanan bir RNA
s0z konusu oldugu i¢in ilgili RNA iiriinlinden bagka bir iiriin (DNA kirliligi gibi)
cogaltmamak icin primer tasarimi yaparken ekzon-ekzon kesisim bolgesi icermesine de

dikkat edilmelidir.

Calismada hedef gen RNF2 ve “housekeeping” gen GAPDH i¢in primer se¢imi NCBI
veritabanindan  “Gene” araylizii  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/)
kullanilarak yapilmistir. RNF2 ve GAPDH ileri ve geri primer dizilimleri, baglanma
sicakliklari, tirlin bliyilikligii, %GC oranlar1 Tablo 3.7° de verilmistir.

Tablo 3.7. Tasarimi yapilan primerlerin 6zellikleri

Primer Uriin %GC | Baglanma
Adi Biiyiikliigii Ileri ve Geri Primer Dizileri (5’-3°) icerigi sicakhgi
(bg) ' (°C)
RNF2 140 Ileri (F) | GTCTCAGGCTGTGCAGACAA 55 62
Geri (R) | CACTGTGTAGACTTCGAGGTGA 50 66
GAPDH 168 fleri (F) | AATGGGCAGCCGTTAGGAAA 50 60
Geri (R) | GCGCCCAATACGACCAAATC 55 60

miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR10b-5p mikroRNA’ larinin ifadelenme analizi igin
primerler hazir olarak satin alinmistir. miR-17-5p igin miR17 miScript Primer Assay
(katalog no: MS00029274), miR-20a-5p ig¢in miR-20a-5p miScript Primer Assay
(katalog no: MS00003199) ve miR-106b-5p i¢in miR106b miScript Primer Assay
(katalog no: MS00003402) kullanilmistir. miRNA ifadelenme seviyesinin lglimiinde
normalizasyon i¢in miRNA “housekeeping” gen olan kiiciik niiklear RNA; RNUG6B
kullanilmistir. Yine bu genin de primeri, RNU6B 13 miScript Primer Assay (katalog
no: MS00033740 Qiagen, Almanya) olarak temin edilmistir.
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3.2.8.2. PCR bilesenleri

Hiicre hatlarinda miRNA transfeksiyonu Oncesi ve sonrasinda RNF2 geni ifadelenme
seviyesini tespit etmek i¢in yapilan RT-PCR analizi Rotor Gene 6000 Real-Time PCR
cihaz1 kullanilarak yapildi. Elde edilen 6rneklerde miRNA’ larin ifadelenme diizeyinin
belirlenmesi icin miScript SYBR Green PCR Kit (katalog no: 218073 Qiagen,
Almanya) kullanilirken, transfeksiyon oncesi ve sonrast RNF2 ifadelenme seviyesinin
belirlenmesi icin QuantiTect SYBR Green PCR Kit (katalog no: 204143 Qiagen,

Almanya) kullanilmistir.

3.2.7.2.A. miRNA ifadelenme diizeyi 6lciimii icin PCR bilesenleri ve kosullar:
miRNA ifadelenme seviyesinin analizi i¢in kullanilan kit igerigindeki bilesenler buz

Uzerinde Tablo 3.8’ de verilen oranlarda karistirilip cCDNA eklenerek hazirlandi.

Tablo 3.8. miRNA ifadelenme seviyesi 6l¢timii icin PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim (ul) Final
Konsantrasyon

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12,5 1X
10x miScript Universal Primer 2,5 1X
10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA primeri) 2,5 1X
RNaz icermeyen su 6,5 -
cDNA 1 0,05 g
Toplam Hacim 25

Tim karisim hazirlandiktan sonra tiiplere cDNA’ lar eklendi, yavasca karistirildi ve

ornekler cihaza yerlestirildi. Tablo 3.9’ de verilen PCR kosullart uygulandi.

Tablo 3.9. miRNA ifadelenmesi igin RT-PCR kosullari.

Sicaklik (°C) | Zaman (sn)
[k Denatiirasyon | 95 15 dak
Denattirasyon 94 15
Primer Baglanmas1 | 55 30 45 dongu
Uzama 70 30
Erime Egrisi 55 —=> 90 5
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3.2.8.2.B. RNF2 ifadelenme diizeyi 6l¢iimii icin PCR bilesenleri ve kosullar:
RNF2 ifadelenme seviyesinin analizi i¢in kullanilan kit icerigindeki bilesenler buz

Uzerinde Tablo 3.10° da verilen oranlarda hazirlanip cDNA eklendi.

Tablo 3.10. RNF2 ifadelenme seviyesi 6lgiimii igin PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim (pl) Final
Konsantrasyon

2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12,5 1X
10 uM ileri primer 1 0,4 uM
10 puM geri primer 1 0,4 uM
RNaz icermeyen su 8,5 -
cDNA 1 0,05 ug
Toplam Hacim 25

Tiim karistm hazirlandiktan sonra tiiplere cDNA’ lar eklendi, yavasca karistirildi ve

ornekler cihaza yerlestirildi. Tablo 3.11’ de verilen PCR kosullar1 uygulandi.

Tablo 3.11. RNF2 ifadelenmesi i¢in RT-PCR kosullari.

Sicaklik (°C) | Zaman (sn)
Ik Denatiirasyon | 95 15 dak
Denattirasyon 94 15
Primer Baglanmasi | 60 30 40 dongu
Uzama 72 30
Erime Egrisi 55 —=> 90 5

3.2.9. Hiicre hatlarindan protein izolasyonu
48-72 saatlik transfeksiyonun ardindan hiicrelerden protein elde etmek icin asagidaki
yontem kullanilmagtir:
e Mimik transfeksiyonunu takiben 48-72 saat sonra hiicrelerin ekili oldugu hiicre
kiltlir tabag1 buz tizerine konarak besiyeri aspire edildi.
e Hiicreler 2 kez 1 ml soguk 1X PBS ile yikandi ve 1 ml PBS i¢inde hiicre kaziyici
ile iyice kazinarak 1,5 ml lik tiiplere alindu.
e 13000 rpm’ de 4 °C’ de 4 dakika santrifiij edildi, siipernatan atildi, yavasca

birka¢ kez vurularak pelletin homojen dagilimi saglandi.
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e 200 pl RIPA tamponu eklendi. RIPA pargalama tamponu olup hazir olarak

temin edilmistir (Thermo, Amerika). Her kullanimdan 6nce RIPA igerisine taze

hazirlanmis proteaz inhibitor kokteyl eklendi (RIPA tamponunun %1’ i1 kadar

inhibitor kokteyl eklenir).

e 30 dakika buz Uzerinde bekletildi. Bu silrecte her 10 dakikada bir ornekler

vortekslendi.

e 14000 rpm’ de 4 °C’ de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatan her tiipte 100 pl

olacak sekilde alikotland1 ve sonraki asamalar icin kullanilmak iizere -80 °C” de

muhafaza edildi.

3.2.10. izole edilen proteinlerin kalite ve miktar tayini

Elde edilen proteinlerin kalite ve miktar tayini Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo,

Amerika) kullanilarak yapildi. Bu yontem total proteinin kolorimetrik tespiti ve miktar

tayini igin bisinkoninik asite (BCA) dayanan bir yontemdir.

Protein miktar tayin yontemi icin asagidaki asamalar izlendi:

e Alblimin (BSA) stogundan belirli konsantrasyonlarda 10 adet standart Tablo

3.12’° de verilmis olan oranlarda karistirilarak hazirlandi.

Tablo 3.12. BSA standartlarinin hazirlanisi ve son konsantrasyonlari

Standart Karisim Son BSA
adi miktarlari Konsantrasyonu
(ng/ml)

A 300 pl stok + 0 pul su 2000

B 375 ul stok + 125 pl su 1500
C 325 pul stok + 325 pul su 1000
D 175 pl B + 175 pl su 750

E 325 pl C + 325 pl su 500

F 325 ul E + 325 pl su 250

G 325 pl F + 325 pl su 125

H 100 pl G + 400 pl su 25

I 100 pl H + 400 pl su 5

J 0 pl stok + 400 pl su 0

e Standartlarin hazirlanmasimi takiben calisma ajanlar1 A ve B sirasiyla 50:1

oraninda karistirildi ve 96 kuyucuklu pleytin her kuyucuguna 200 ul eklendi. Bu
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calisma ajaninin miktar1 standartlar1 da kapsamalidir yani Ol¢lim yapmak

istedigimiz ornek sayist + 10 (standart sayisi) kadar olmalidir.

e Kuyucuklardaki ¢alisma ajani iizerine her standart ve 6rnekten 25 pl eklendi ve

pleyt calkalayicida 30 sn calkalandi.

e 37 °%C’ de 30 dakika inkiibasyonun ardindan 562 nm’ de absorbans degeri

Olctildii. Elde edilen total protein konsantrasyonlar1 Tablo 3.13° de verilmistir.

Tablo 3.13. Elde edilen total proteinlerin konsantrasyonu

Ornek Adi Protein
Konsantrasyonu

()
MCF-7 + Sc 2,18
MCF-7 + mimik 17-5p 1,59
MCF-7 + mimik 20a-5p 2,65
MCF-7 + mimik 106b-5p 1,78
MDA-MB-231 + Sc 1,89
MDA-MB-231 + mimik 17-5p 2,18
MDA-MB-231 + mimik 20a-5p 1,69
MDA-MB-231 + mimik 106b-5p 1,72
SK-BR-3 + Sc 1,75
SK-BR-3 + mimik 17-5p 2,29
SK-BR-3 + mimik 20a-5p 2,05
SK-BR-3 + mimik 106b-5p 2,12
ZR-75-1 + Sc 1,95
ZR-75-1 + mimik 17-5p 2,19
ZR-75-1 + mimik 20a-5p 2,43
ZR-75-1 + mimik 106b-5p 2,52

3.2.11. Western blotlama ile protein analizi

Immiin blot olarak da bilinen western blot ydntemi proteinlerin tespiti ve analizinde

yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem bir antikor:protein kompleksi

olusumuna dayanmaktadir. Bir membran iizerine sabitlenmis proteine spesifik baglanan

antikor ve bu antikorun isaretli ikinci bir antikorla tespitine dayanan bir yontemdir (90).

3.2.11.1. Protein konsantrasyonlarinin esitlenmesi ve denatiirasyonu

Total protein konsantrasyonlari belirlendikten sonra western blot analizi igin jele

yiiklenecek her proteinin 20 pg olmasi saglandi ve RIPA tamponu ile 15 pl’ ye
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tamamlandi. Yiikleme tamponu olarak 2X Laemmli tampon kullanildi. Proteinlerin
tictinciil ve dordiinciil yapisindan kurtulmasi i¢in sistein birikintileri arasindaki distilfit
baglarim1 kesen [-merkaptoetanol (ylikleme tamponunun %5’ 1 kadar) yilikleme

tamponuna eklenerek 95 °C’ de kaynatilip denatiire edildi.

Yiikleme tamponu ve protein drnekleri 1:1 oraninda karistirildi. Bunun i¢in asagidaki
oranlarda karisim hazirlandi:

15 pl 20 pg protein + 15 pl 2X Laemmli tampon
Elde edilen karisim 95 °C’ de 5 dakika denatiire edildi.

3.2.11.2. Jel elektroforezi

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrigsmasini saglamak i¢in sodyum dodesil
slfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. SDS-PAGE
yontemi giiglii bir anyonik deterjan olan SDS ile farkli elektriksel yilklere sahip olan
proteinlerin negatif yliklenmesine dayanmaktadir. RNF2 proteini ve “housekeeping”
protein olarak kullanilan GAPDH proteinlerinin molekiiler agirligi ayn1 olup 37 kDa’
dur ve molekiiler agirliklarina gore %12’ lik jel hazirlanmistir. Molekiiler agirliklart
ayni oldugundan daha sonraki asamalarda (antikorla inkiibasyon asamasinda) problemle
karsilagmamak i¢cin RNF2 ve GAPDH i¢in ayn jel hazirlanip ayni anda yiiriitiiliip

transfer edilmistir.

SDS-PAGE elektroforezi igin Mini PROTEAN Tetra Cell tek boyutlu dikey
elektroforez sistemi kullanilmistir. Alt kisimda ayristirma jeli ve iistte toplayici jel
olacak sekilde elektroforez camlari arasina hazirlanan jeller dokiildii ve polimerlesmesi
icin beklendi. Yiiriitme yapilacak tankin igerisine 1X Yiiritme Tamponu (Running
Buffer) belirtilen hacme kadar eklendi. 1X yiritme tamponu 10X stok yiriitme
tamponundan seyreltilerek elde edildi.

Polimerlesen jel tankin igerisine alinarak kuyucuklara 30 pl denatiire edilmis protein
ornekleri ve protein belirteci (Prism Ultra Protein Ladder, Abcam, Ingiltere) yiiklendi.
Toplayict jeli gecene kadar 60 voltta 1 saat 40 dakika; ayristirma jeline gegince 100

voltta 2,5 saat yuratulda.
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3.2.11.3. Proteinlerin membrana transferi

Molekiiler agirliklarina gore jelde ayristirilan proteinler bir membrana aktarildi.
Proteinlerin membrana transferi i¢in “islak transfer” yontemi kullanildi. Membran
olarak polivinilidenflorit (PVDF) membran kullanildi. Aktarma islemi, proteinlerin
jelden ayrilip bir membran iizerine tasinmasina neden olan jel yizeyine dik olarak
yonlendirilmis bir elektrik alani kullanarak gerceklestirildi. Jelde yiiriitme isleminin
bitmesine yakin transfer islemi i¢in hazirliklar yapildi.

Membranlar jel biiyiikliigiinde kesilip 2-3 dakika metanolde bekletildi. Daha sonra
soguk 1X transfer tamponunda 5 dakika bekletildi.

Islak transfer i¢in gereken filtre kagitlar1 ve siingerler de soguk 1X transfer tamponunda
tyice 1slatildi. Jel yiiriitme islemi bitince transfer kasetleri arasina membran, jel ve filtre
kagitlart Sekil 3.1° de gosterildigi gibi yerlestirilip transfer tankinin igerisine konuldu.
Transfer tankina yine soguk 1X transfer tamponu belirtilen hacme kadar (yaklasik 1 L)

eklendi ve 20 voltta 4 °C° de bir gece (yaklasik 16 saat) transfere birakildi.

Anot (+ kutup)

) A

Slnger

1

Filtre kagidi (2 adet)

1

Membran

1

Jel

1

Filtre kagidi (2 adet)

Transfer Yonu

A,
|

Sekil 3.1. Transfer kasetlerine membran ve jelin yerlestirilme modeli.

3.2.11.4. immiin blotlama (antikor inkiibasyonu)
Proteinlerin jelden membrana transferi gergeklestikten sonra bloklama islemleri i¢in

gereken TBST ve bloklama tamponlar1 hazirlandi.
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Membranlar kiigiik plastik kaplara alinarak bloklama tamponunda orbital ¢alkalayici
tizerinde 70 rpm hizda yaklasik 2 saat bloklandi. Bloklama isleminin amaci primer ve
sekonder antikorlarla muamele edildiginde arka zemindeki spesifik olmayan

baglanmalar1 6nlemektir. Bloklamanin ardindan 5 dakika TBST ile yikandi.

RNF2 ve GAPDH i¢in primer antikorlar iiretici firmanin Onerisi dogrultusunda
(Abcam, Ingiltere) asagida verilen miktarlarda bloklama tamponu ile karistirildi. Her iki
primer icin diliisyon oran1 1:2000 olarak alindi. Her membran ayri primer antikorla
orbital galkalayici tizerinde 1,5 saat inkiibe edildi. Primer antikor i¢in diliisyon miktari

asagidaki gibidir:

7,5 il primer antikor + 15 ml bloklama tamponu

Primer antikor inkiibasyonu bitince 3 kez 15” er dakika bloklama tamponunda inkiibe
edildi. Daha sonra yeniden 5 dakika TBST ile yikandi. Yikamay: takiben membran 30
dakika 1:2000 oraninda diliie edilen sekonder antikor (Kegi anti-tavsan IgG HRP,
Abcam, Ingiltere) ile muamele edildi. Sekonder antikor igin diliisyon miktar1 asagidaki

gibidir:

3 pl sekonder antikor + 6 ml bloklama tamponu

Inkiibasyonu takiben membranlar tekrar TBST ile 2 kez yikandi. 3 kez 15 er dakika
bloklama tamponu ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan gériintiileme asamasina

gecildi.

3.2.11.5. Goruntuleme ve analiz

Membranda proteinlerin gorinttlenmesi icin Pierce ECL Western Blotting Substrate
kiti (Thermo, Amerika) kullanildi. Kit igeriginde bulunan tespitleme ajan1 1 ve 2; 1:1
oraninda karistirilarak 500 pl membran tlizerine birakildi. Karanlikta 5 dakika bekletildi
ve membranlar kemiliiminesan goriintileme cihazinda (Vilmer Lourmat, Almanya)

goriintilendi.
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3.2.12. Metastaz ve invazyon testi

Metastaz tiimor hiicrelerinin kendi bolgelerinden ayrilip uzak doku ve organlarda
kolonize olmasimi saglayan ¢ok asamali karmasik bir siirectir. (20). miR-17-5p, miR-
20a-5p ve miR-106b-5p mikroRNA’ larmin meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde
metastatik etkisinin olup olmadigini arastirmak amaciyla metastaz analiz yontemleri

kullantlmistir.

Kanser hicrelerinin metastaz analizi i¢in kullanilan yontemlerden biri “Boyden
Chamber” yontemidir. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagina sigacak biiyiikliikte, 8 mm
por genigligine sahip insortler kullanilmaktadir. Yontemin gerceklestirilmesi igin
CytoSelect 24-Well Cell Migration and Invasion Assay (katalog no: CBA-100-C Cell
Biolabs, Amerika) kiti kullanilmistir. Uretici firmanin &nerdigi dogrultuda asagidaki
protokol uygulanmaistir:

e 12 kuyucuklu hiicre kiiltir tabagma 200.000 hiicre ekilmis ve mimik
transfeksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Kontrol olarak bir kuyucukta ise negatif
kontrol siRNA (scramble) transfeksiyonu yapilmistir.

e Tranfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirilip serum icermeyen
besiyerinde 0.5-1.0x10° hiicre olacak sekilde bir hiicre siispansiyonu hazirlandi.

e 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagina kemoatraktan olarak (hiicrenin bu besiyerine
dogru gociinii saglamak ic¢in) 500 pul %10 serum iceren besiyeri eklendi.

e Her insorte ise hazirlanan hiicre siispansiyonundan 300 pl eklenerek serumlu
besiyeri iceren kuyucuklarin igine yerlestirildi ve 24 saat inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyonun ardindan insért igindeki besiyeri aspire edildi. Islatilmis pamuk
uclu cubuklarla nazik bir sekilde membranin iistiinde kalan, gb¢ etmeyen
hucreler temizlendi.

e insortler 400 pl hiicre boyama ¢ozeltisi iceren temiz kuyucuklara transfer edildi
ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e insortler birkag defa su neherlerinde yikandi ve kurumaya birakildi. Kurumanin
ardindan 151k mikroskobunda 10X biiylitme ile gé¢ eden hiicreler sayildi.

e Her insort 200 pl ekstraksiyon cozeltisi iceren temiz Kkuyucuklara transfer

edilerek orbital calkalayici tizerinde 10 dakika inkiibe edildi.
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e Inkiibasyon sonunda her 6rnekten 100 pl almarak 96 kuyucuklu tabaga eklendi
ve 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo, Amerika) 6l¢im

yapildu.

Hucre invazyon analizi metastaza benzemektedir ancak hiicrelerin hiicredis1 matriks
gibi bir bariyeri enzimleri araciligiyla pargalayip asarak bir diger alana dogru hareket
etmesi gerekmektedir. Invazyon analizinde yine metastaz analizinde kullanilan yéntem
ve kitin aynis1 uygulanmistir. Farkli olarak, hiicreler ekilmeden 6nce insortler Matrigel
Matrix (katalog no: 354248 Corning, Amerika) ile kaplanmistir. Bunun igin 1:30
oraninda DMEM ile sulandirilan matrijel her insortii kaplayacak sekilde eklenmis ve
oda sicakliginda 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben bu soliisyon aspire edilip

yukaridaki agamalar aynen uygulanmustir.

3.2.13. Yara iyilesme deneyi

Bir diger hiicre gocii/metastaz analiz yontemlerinden biri olan yara iyilesme deneyi
kalturdeki hicrelerin go¢ karakteristiklerini 6lgmede giclu bir yontemdir. Bu yéntem
biitiin hiicre kiitlelerinin gociinli 6l¢gmemizde yarar saglamaktadir. Bu yontemin temeli;
tabak yiizeyine tamamiyla kaplamis hiicrelere bir ¢izik atilarak bu olusan araligin ne
kadar siirede ne kadar kapandiginin test edilmesi seklindedir. Yara iyilesme deneyi i¢in
izlenen protokol asagidaki gibidir:

e 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabagina her kuyucukta 200.000 hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-106b-5p ve kontrol amagli scramble
mimikleri her kuyucuga transfekte edildi.

e Hiicreler kiiltiir tabagi iizerinde %80-90 yogunluga ulasincaya kadar
inkiibasyona birakild1.

e Hiicreler bu yogunluga ulasinca 100 pl’ lik pipet ucu kullanarak tabagin tam
ortasinda dikey bir ¢izik atilarak yara olusturuldu.

e Kiiltiir tabaklar1 HBSS ile iki kez yikandi ve bu c¢ozelti aspire edilerek
mikroskopta 4X buyltmede resim cekildi.

e Resim ¢ekimini takiben besiyeri eklenerek hiicreler inkiibatére kaldirildi. Bu
sekilde 0. saat ve 24. saat olmak (zere 2 farkli zamanlarda resim alinarak

yaranin zamana gore kapanma miktar1 analiz edildi.
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3.2.14. Verilerin istatiksel analizi

Hiicre hatlarinda gen ifadelenme seviyelerinin karsilastirilmasinda Qiagen ara yiizii
kullanilarak Student’s t-testi kullanilmistir. Istatiksel ¢oziimlemelerde p<0,05 degeri

anlamli kabul edilmistir.
Protein analiz yonteminde ise bant yogunluklar1 Image J programinda analiz edilip ikili

karsilagtirmalarda istatiksel olarak SPSS versiyon 22 paket programi kullanilarak

Student’s t-testi ¢alisilmistir. Tiim ¢alismalar {i¢ kez tekrar edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Hatlarinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p ifade Analizi
Sonuc¢larn

Aragtirmamizda ¢alismay1 hedefledigimiz MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve ZR-75-
I meme kanseri hiicre hatlarindan ve kontrol olarak normal meme epitel hiicresi
hTERT-HMEI hiicre hattindan miRNA” y1 da igerecek sekilde total RNA izolasyonu
yapilmis olup elde edilen RNA miktarlar1 kantitatif olarak olgiilerek tiimii 100 ng/ul’ ye
esitlenmistir.  RNA konsantrasyonlar1 esitlenen Ornekler, ters transkriptaz PCR
kullanilarak komplementer DNA (cDNA)’ ya c¢evrilmistir. Elde edilen cDNA
orneklerinden miRNA ifadelenmesi gercek zamanli PCR yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu miRNA’ larin normalizasyonu yapilirken miRNA i¢in “housekeeping”

gen olan RNU6B 13 kullanilmugtir.

Sonuglar yorumlanirken kat degisim oranlari ve istatiksel olarak anlamlilik dikkate
almmustir. Ifade artis1 hesaplanirken 2 katin iistii ve ifade azalirken -2 katin alti
degisimler anlamli kabul edilmistir. Ayrica Student t testi kullanilarak yapilan istatiksel

analizde p degeri 0,05’ in altinda olanlar anlamli kabul edilmistir.

4.1.1. MCF-7 hiicre hattinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p gen ifade
analizi sonuglari

miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p miRNA’ larnin MCF-7 hiicre hattindaki
ifadelenme seviyesi hTERT-HMEI hiicre hattindaki ifadelenme seviyeleri ile
karsilastirilmigtir. 27 24t formiiliine gore hesaplanan kat degisim degerleri Sekil 4.1° de
verilmistir. Grafige gére miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p seviyeleri normal
meme epitel hiicresi ile karsilastirildiginda sirasiyla 2,1, 1,9 ve 1,7 kat artmustir.
Sonuglar istatiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir degisim bulunamamistir (p

degerleri sirasiyla 0,394, 0,407 ve 0,404 olarak hesaplanmustir.).
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Sekil 4.1. MCF-7 hiicre hattinda goreceli miRNA ifadelenme sonuglari (27 24<Y),

4.1.2. MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p gen
ifade analizi sonu¢lari

miR-17-5p, miR-20a-5p ve mIiR-106b-5p miRNA’ larmin MDA-MD-231 hiicre
hattindaki ifadelenme seviyeleri hTERT-HMEI! hiicre hattindaki ifadelenme seviyeleri
ile karsilagtirilmistir. 2" 24t formiiliine gore hesaplanan kat degisim degerleri Sekil 4.2’
de verilmistir. Grafige gére miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p seviyeleri normal
meme epitel hiicresi ile karsilagtirildiginda sirasiyla 11,9, 12,9 ve 12,9 kat fazladir. Bu
sonuclara gore miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p mikroRNA’lar1 metastatik
MDA-MB-231 hiicre hattinda ifadesinin arttigi saptanmistir. Ayrica bu ifade
seviyesindeki artig oranlar istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p degerleri sirasiyla

0,047, 0,041 ve 0,049 olarak hesaplanmustir.).

41



16

14

10 ~

hsa-miR-17-5p hsa-miR-20a-5p hsa-miR-106b-5p hTERT-HME1

Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinda goreceli miRNA ifadelenme sonuglari (27 4<).

4.1.3. SK-BR-3 hiicre hattinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p gen ifade
analizi sonuclari

SK-BR-3 hiicre hattinda hTERT-HMEI1 hiicre hatt1 ile karsilastirmali olarak ifadelenme
seviyeleri verilen miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p miRNA’ larmnin 2~ 24¢
formiiliine gore hesaplanan kat degisim degerleri Sekil 4.3 de verilmistir. Grafige gore
miR-17-5p (16,9 kat), miR-20a-5p (54,7 kat) ve miR-106b-5p (52,5 kat) seviyelerinin
normal meme epitel hiicresi ile karsilastirildiginda meme kanseri hiire hatlarinda
ifadelerinin arttig1 saptanmistir. Kat degisim oranlari istatistiksel olarak analiz
edildiginde anlamli bir degisim bulunamamistir (p degerleri sirasiyla 0,357, 0,124 ve
0,224 olarak hesaplanmustir.)
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Sekil 4.3. SK-BR-3 hiicre hattinda goreceli miRNA ifadelenme sonuglari (27 24Y).

4.1.4. ZR-75-1 hiicre hattinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p gen ifade
analizi sonuclari

Invaziv duktal meme karsinomu olan ZR-75-1 hiicre hattinda ¢alistigimiz bu miRNA’
larin ifadelenme seviyesi normal meme epiteli ile karsilagtirildiginda arttig
gdzlenmistir. MiR-17-5p, mMIiR-20a-5p ve mMIiR-106b-5p miRNA’ larinin 224
formiiliine gore hesaplanan kat degisim degerleri Sekil 4.4° de verilmistir. Grafige gore
miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p seviyeleri normal meme epitel hicresi ile
karsilastirildiginda sirasiyla 15,4, 65,8 ve 92,4 kat fazladir. Kat degisim formiiliine gore
ifade artisi bulunan bu miRNA’ larin istatistiksel analizi yapildiginda bu degisim
anlamli bulunamamustir (p degerleri sirasiyla 0,333, 0,354 ve 0,337 bulunmustur.).
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Sekil 4.4. ZR-75-1 hiicre hattinda goreceli miRNA ifadelenme sonuglari (2°2ACY),

Tim meme kanseri hiicre hatlarindaki miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p
miRNA’ larmin ifadelenme seviyeleri karsilastirildiginda en fazla invaziv duktal meme
kanseri hiicre hattinda ifadelerinin arttigi bulunmustur (Sekil 4.5). Metastatik 6zelligi
diger hiicre hatlarina gore daha az olan MCF-7 hiicre hattinda ise en az ifadelenme
seviyesi gosterdikleri tespit edilmistir. Bununla beraber istatiksel olarak anlamli artist
MDA-MB-231 hicre hattinda vermistir. MDA-MB-231 metastatik 6zelligi en fazla olan
hiicre hattidir. Sonu¢ olarak bu miRNA’ lar meme kanserinin normal karsinomdan
metastatik evreye gegiste biyobelirte¢ olarak kullanilmaya aday miRNA’ lar olarak

gosterilebilir ve meme kanseri prognozu ile giiglii bir iligki i¢inde olabilirler.
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Sekil 4.5. miRNA seviyelerinin meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda karsilastirilmasi
(2- AACt)_

4.2. Hiicre Hatlarinda RNF2 Geninin ifade Analizi Sonuclari

MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3 ve ZR-75-1 meme kanseri hiicre hatlarindan ve
hTERT-HMEI normal meme epiteli hiicre hattindan elde edilen total RNA’ nin cDNA’
ya doniisiimii gerceklestirildikten sonra RT-PCR yontemi kullanilarak RNF2 gen
seviyesi analiz edilmistir. RNF2 gen normalizasyonu i¢in “housekeeping” gen olarak
GAPDH kullanilmistir. Bu meme kanseri hiicre hatlarindaki 222t formiliine gore
hesaplanan kat RNF2 gen ifadelenme seviyesi Sekil 4.6° da gdsterilmistir. Her hiicre
hattinda RNF2 geni farkli bir ifadelenme seviyesi gostermistir. MCF-7, MDA-MB-231
ve SK-BR-3 hiicre hatlarinda sirastyla 1,3, 4,1 ve 7,1 kat fazla ifadelenirken ZR-75-1
hiicre hattinda bu gen ifadesinin 1,3 kat azaldig: tespit edilmistir. Sonuglar istatistiksel
acidan degerlendirildiginde ise MDA-MB-231 (p=0,048) ve SK-BR-3 (p=0,045) hiicre

hattinda anlamli bir degisim bulunmustur.

RNF2 geninin MDA-MB-231 ve SK-BR-3 gibi metastatik hiicre hatlarinda ifadesinin
arttig1 bulunmustur. Agresifligi diger hiicre hatlarindan daha az olan MCF-7 hicre

hattinda ise bazal seviyede bulunmustur.

45



7

6

5

4

3

2 1,3 1
N | ]
0

MCF-7 MDA MB- 231 SK-BR-3 hTERT-HME1

[\
IEY
U

Sekil 4.6. RNF2 gen seviyesinin meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda karsilastirilmasi
(2- AACt)_

4.3. Mimik Transfeksiyonu Sonras1t miRNA Seviyelerindeki Degisim

Biyoinformatik olarak RNF2 genini hedefledigini tespit ettigimiz miR-17-5p, miR-20a-
5p ve miR-106b-5p miRNA’ larinin RNF2 genini transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel seviyede baskilayip baskilamadigini arastirmak i¢in tasarladigimiz
calismada bu miRNA’ larin sentetik mimikleri meme kanseri hiicre hatlarina verilmistir.
Transfeksiyondan 48-72 saat sonra transfeksiyonun gerceklesip gergeklesmedigini tespit
etmek icin miRNA’ larin ifade analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
transfeksiyonlar basarili bir sekilde gerceklesmistir. miRNA seviyelerinin ifadelerinin
arttig1 tespit edilmis olup en az artis MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-106b-5p° de
gozlenirken (1036 kat) en fazla artig ise ZR-75-1 hiicre hattinda miR-106b-5p miRNA’
sinda (9553 kat) gozlenmistir (Sekil 4.7). Ancak mimik transfeksiyonu sonrast miRNA

seviyelerindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).
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Sekil 4.7. Mimik transfeksiyonu sonrast miRNA ifade seviyelerindeki degisim (27 44Y),
4.4, Mimik Transfeksiyonu Sonrast RNF2 ifadelenme Seviyesindeki Degisim
Transfeksiyon sonrast meme kanseri hiicre hatlarinda normal meme epitel hiicre hatti ile
karsilagtirildiginda RNF2 gen seviyesindeki degisim hesaplanmistir. RT-PCR
analizinde normalizasyon icin ‘“housekeeping” gen olarak GAPDH alinmigstir.
Karsilagtirma yapilan kontrol grubunu ise negatif kontrol siRNA (scramble) transfekte

edilen hiicreler olusturmaktadir.

4.4.1. MCF-7 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 ifadelenme
seviyesindeki degisim

Mimik transfeksiyonu sonrast MCF-7 hiicre hattindaki RNF2 gen seviyeleri Sekil 4.8’
de gosterilmistir. Her i¢ mimigin de transfeksiyonu sonrasi transkripsiyonel seviyede
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilememistir (p>0,05). miR-17-5p RNF2
gen seviyesini 2,2 kat (p=0,422), miR-20a-5p’ nin 1,2 kat (p=0,446) ve miR-106b-5p’
nin ise 3,4 kat (p=0,410) azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. MCF-7 hiicre hattinda mimik transfeksiyonu sonras1 RNF2 gen ifade analizi
(2- AACt).

4.4.2. MDA-MB-231 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2
ifadelenme seviyesindeki degisim

Mimik transfeksiyonu sonrast MDA-MB-231 hiicre hattindaki RNF2 gen seviyeleri
Sekil 4.9’ da gosterilmistir. MiR-17-5p° nin RNF2 gen seviyesini 3,5 kat (p=0,045),
miR-20a-5p’ nin 7,3 kat (p=0,039) ve miR-106b-5p’ nin ise 2,4 kat (p=0,049) azaltt1g1
tespit edilmistir. miR-20a-5p basta olmak tizere her ii¢ mimik transfeksiyonunun da

RNF2 gen seviyesini anlaml1 derecede azalttig1 bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.9. MDA-MB-231 hiicre hattinda mimik transfeksiyonu sonrast RNF2 gen ifade

analizi (224,

4.4.3. SK-BR-3 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 ifadelenme
seviyesindeki degisim

Mimik transfeksiyonu sonras1 SK-BR-3 hiicre hattindaki RNF2 gen seviyeleri Sekil
4.10° da gosterilmistir. Her li¢ mimiginde transfeksiyonu sonrasi transkripsiyonel
seviyede istatiksel olarak anlamli bir artis ya da azalig bulunamamistir (p>0,05). miR-
17-5p RNF2 gen seviyesini 1,4 kat (p=0,153) artirirken, miR-20a-5p’ nin ve miR-106b-
5p’ nin ise 1,1 kat (p=0,763) azalttig1 tespit edilmistir.

49



RNF2

1,5 1,4

miR-17-5p

-1,1 -1,1

-1,5

Sekil 4.10. SK-BR-3 hiicre hattinda mimik transfeksiyonu sonrast RNF2 gen

ifadelenme seviyeleri (27 44¢Y).

4.4.4. ZR-75-1 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 ifadelenme
seviyesindeki degisim

Mimik transfeksiyonu sonrast ZR-75-1 hiicre hattinda RNF2 gen seviyeleri Sekil 4.11°
de gosterilmistir. Her i¢ mimigin de transfeksiyonu sonrasi transkripsiyonel seviyede
istatiksel olarak anlamli bir degisim bulunamamis (p>0,05); hatta olusturdugumuz
hipotezin aksine RNF2 gen seviyesinde artis gbzlenmistir. miR-17-5p RNF2 gen
seviyesini 1,4 kat (p=0,586), miR-20a-5p’ nin 1,2 kat (p=0,546) ve miR-106b-5p’ nin
ise 2,3 kat (p=0,420) artirdig tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. ZR-75-1 hiicre hattinda mimik transfeksiyonu sonrast RNF2 gen ifadelenme

seviyeleri (2 24¢Y),

4.5. miRNA Transfeksiyonu Sonrasi RNF2 Protein Seviyesindeki Degisim

MCF-7, MDA-MB-231, SK-BR-3, ZR-75-1 hiicre hatlarina mimik transfeksiyonu
sonrast RNF2 geninin transkripsiyonel seviyede gosterdigi degisiklik MDA-MB-231
hiicre hatt1 disinda anlamli bir sonu¢ vermemistir. Bu sebeple muhtemel transkripsiyon
sonrast translasyonun baskilanmasi ile olusabilecek degisimleri gdzlemlemek icin ayni
hiicre hatlarinda protein analizi yapilmistir. Western blotlama yontemi kullanilarak
mimik verilen hiicre hatlarinda RNF2 protein miktari analiz edilmistir. Protein analizi
sirasinda “housekeeping” protein olarak GAPDH kullanilmistir. Western Blot analizi
sonucu elde edilen veriler Image)J programiyla densitometre analizi yapilarak
degerlendirilmistir. Yapilan densitometre analizi sonucu elde edilen bant yogunluklar

GAPDH ile normalize edilmistir.

45.1. MCF-7 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 protein
seviyesindeki degisim

MCF-7 hiicre hattinda kontrolle karsilastirildiginda miR-17-5p ve miR-106b-5p
mimikleri verilen hiicrelerde RNF2 protein seviyesinde azalma gdzlenmekle beraber
miR-20a-5p mimigi verilen hiicrelerde azalma gézlenmemistir (Sekil 4.12.a ve b).
Istatiksel olarak anlamli bir degisim bulunamamistir (p>0,05). miR-17-5p i¢in p degeri
0,071, miR-20a-5p i¢in 0,077 ve miR-106b-5p i¢in p degeri 0,062 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. MCF-7 hiicre hattinda transfeksiyon sonrast RNF2 protein seviyesindeki
degisim. (a) protein seviyesinin western blot gorintiileri, (b) Image J analizi ile
proteinlerin bant yogunlugu grafigi.

4.5.2. MDA-MB-231 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 protein
seviyesindeki degisim

MDA-MB-231 hiicre hattinda kontrole kiyasla her ti¢c mimik verildiginde de RNF2
protein seviyesinde azalma gozlenmistir. Caligma hipotezine gore beklendigi gibi bu
miRNA’ lar hedef protein RNF2’ yi transkripsiyon sonrasi asamada baskiladigi tespit
edilmistir (Sekil 4.13. a ve b). Istatiksel olarak analiz edildiginde her {i¢ mimigin de
anlaml1 seviyede RNF2 protein seviyesini azalttig1 gozlenmistir (p=0,044).
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Sekil 4.13. MDA-MB-231 hiicre hattinda transfeksiyon sonrast RNF2 protein
seviyesindeki degisim. (a) protein seviyesinin western blot goriintiileri, (b) Image J

analizi ile proteinlerin bant yogunlugu grafigi.

45.3. SK-BR-3 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 protein
seviyesindeki degisim

SK-BR-3 hiicre hattinda kontrolle karsilagtirildiginda miR-17-5p ve miR-106b-5p
mimikleri verilen hicrelerde RNF2 protein seviyesinde azalma gozlenmesine ragmen
miR-20a-5p mimigi verilen hiicrelerde RNF2 protein seviyesi artmistir (Sekil 4.14.a ve
b). Bant yogunlugu dikkate alinarak yapilan istatiksel analizde ise anlamli bir degisim

gbzlenmemistir (p=0,087).
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Sekil 4.14. SK-BR-3 hiicre hattinda transfeksiyon sonras1t RNF2 protein seviyesindeki
degisim. (a) protein seviyesinin western blot goriintiileri, (b) Image J analizi ile

proteinlerin bant yogunlugu grafigi.

45.4. ZR-75-1 hiicre hattinda miRNA transfeksiyonu sonucu RNF2 protein
seviyesindeki degisim

ZR-75-1 hiicre hattinda ise kontrolle karsilastirildiginda her iic mimik verildiginde de
RNF2 protein miktarnin arttii gozlenmistir (Sekil 4.15.a ve b). Istatiksel olarak
anlamli bir degisim tespit edilememistir (p=0,746).
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Sekil 4.15. ZR-75-1 hiicre hattinda transfeksiyon sonrast RNF2 protein seviyesindeki
degisim. (a) protein seviyesinin western blot goriintiileri, (b) Image J analizi ile

proteinlerin bant yogunlugu grafigi.

miRNA transfeksiyonu sonrasi protein seviyelerindeki degisim incelendiginde RNF2
seviyesinde bir azalma (ZR-75-1 hiicre hatt1 hari¢) s6z konusu olmustur. Hem gen
seviyesinde hem de protein seviyesinde azalma goériilen MDA-MB-231 hiicre hattinda

bu miRNA’ larin RNF2’ ye tam baglanarak yikima génderdigi tahmin edilmektedir.
Gen ifade analizi ve protein seviyesindeki degisim analizine gore en anlamli sonucu

veren ve ayni zamanda RNF2’ nin ifadesinin arttig1 hiicre hattt MDA-MD-231 oldugu

i¢in daha sonraki asamalarda sadece bu hiicre hattindan devam edilmistir.
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4.6. miRNA Transfeksiyonu Sonras1 Metastaz ve Invazyon Analizi Sonuclar

MDA-MB-231 hiicre hattina miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p mimik

transfeksiyonu gergeklestirildikten sonra bu mimiklerin metastaz ve invazyon

Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Metastaz ya da hiicre goglinii aragtirmak i¢in “Boyden

chamber” ve yara iyilesme deneyleri yapilmistir.

“Boyden chamber” deneyi ile metastaz analizinin goriintiileri Sekil.4.16> da verilmis

olup hiicre yogunluk sonuglar1 verilmistir. Bu deneyin sonucuna goére miR-17-5p ve

miR-20a-5p metastaz1 baskilamistir. Ancak miR-106b-5p’ nin mikroskobik sonuglara

ve absorbans degerlerine gore metastazi baskilamadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.16. miRNA mimik transfeksiyonlarinin metastaza etkileri. (a) Boyden chamber’

da gb¢ yapan hiicrelerin goriintiileri. (b) Boyden chamber’ daki hiicre yogunlugunun

absorbans degerleri.
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”Boyden chamber” deneyi ile invazyon analizi sonuclart ise Sekil 4.17° de verilmistir.
Hicrelerin matrijeli enzimleri ile pargalayip go¢ etmesine dayanan bu deneyde miR-17-
5p ve miR-20a-5p invazyonu baskilamigtir. miR-106b-5p’nin ise invazyonu

baskilamadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. miRNA mimik transfeksiyonlarinin invazyona etkileri. (a) Boyden chamber’
da kristal viyole ile boyanan hiicrelerin goriintiileri. (b) Boyden chamber’ daki hiicre

yogunlugunun absorbans degerleri.

Hiicre gogiiniin bir diger analiz yontemi olan yara iyilesme deneyinin sonuglarina
bakildiginda ise kontrolle karsilastirildiginda miR-17-5p ve miR-20a-5p mimiklerinin
verildigi hiicrelerde yaranin kapanma miktar1 daha azdir. miR-106b-5p mimik
transfeksiyonu yapilan hiicrelerde ise kontrole yakin miktarda kapanma orani

gozlenmistir (Sekil 4.18. a ve b). Burdan yola ¢ikarak metastatik MDA-MB-231

57



hicrelerinde miR-17-5p ve miR-20a-5p’ nin metastazi baskiladigi ancak miR-106b-5p’

nin metastazi baskilamadigi gozlenmistir.

Scramble

miR-17-5p

miR-20a-

miR-106b-5p
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Sekil 4.18. miRNA mimik transfeksiyonlarinin hiicre gogiine etkileri. (a) MDA-MB-
231 hiicrelerinde 0 ve 24. saatlerde yara iyilesme goriintiileri. (b) Mimik transfeksiyonu

sonrasi 24 saatte yara kapanma yiizdesi.

Sonug olarak, MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p,
RNF2’ yi hedefleyerek gen ve protein seviyesini azaltmigtir. Bu durumun metastaz ve
invazyon lizerindeki etkisi aragtirildiginda miR-17-5p ve miR-20a-5p’ nin metastaz ve
invazyonu azalttig1 ancak miR-106b-5p’ nin ise etkilemedigi ya da az miktarda artirdig

tespit edilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

RNF2, polycomb baskilayict kompleksin Kkatalitik aktiviteye sahip merkez
proteinlerindendir. Sahip oldugu E3 ligaz aktivitesi ile histon H2A’ nin 119. lizin
ubikitinasyonunu gergeklestirerek post-translasyonel baskilama yapmaktadir (35).
RNF2 geninin pankreas, prostat, karaciger, yamurtalik, mesane, 6zofagal kanserlerde ve
melanoma gibi bircok kanser turiinde ifadesinin arttig1 ve hiicre dongusunde kritik rol
oynayan bazi tiimor baskilayici genleri ubikitinleyerek baskiladigi daha onceki yapilan
calismalarla ortaya konmustur (47). Bircok kanser tlriinde ifadesinin artmasiyla
onkogenik rol kazanan RNF2 geninin meme kanserinde de ifadesinin arttig1 daha énce

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (8,92).

Aragtirmamizda biyoinformatik analiz sonucu RNF2’ yi hedefledigini belirttigimiz
miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p’ nin meme kanserinde ifade artis1 gosterdigi
daha once yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. miRNA gen ifade seviyesinin meme
kanserinin histolojik ve molekiiler alt yapisina gore degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir (58, 59, 80). Calismamizda her ii¢ miRNA’ nin gen ifadesinin MDA-MB-231,
SK-BR-3 ve ZR-75-1 hiicre hatlarinda ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. En fazla ZR-
75-1 hiicre hattinda bu miRNA”’ larin gen ifadelerinin arttigi tespit edilmistir. MCF-7
hlcre hattinda ise herhangi bir artis ya da azalis gézlenmemistir. Benzer sekilde Li ve
ark., (2017) tarafindan yapilan calismada miR-106b-5p° nin hem meme kanserli
hastalardan alinan dokularda hem de MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda
ifadelerinin arttig1 bildirilmistir (80). Ancak MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlari
arasinda onemli derecede fark olduguna; metastatik yetenegi daha az olan MCF-7" de
MDA-MB-231" e kiyasla ifade diizeyinde azalma olduguna dikkat c¢ekilmistir. Yine
miR-17-5p gen ifade seviyesine bakildiginda Yang ve ark., (2017) tarafindan yapilan
calismada MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 arasinda 6nemli derecede fark oldugu
gosterilmis olup MDA-MB-231" de MCF-7 ile karsilastirildiginda ifade seviyesinde
artig oldugu tespit edilmistir (65). Liao ve ark. (2017) ise miR-17-5p seviyesinin meme
kanseri dokularinda normal meme dokularina gore ifade seviyesinde azalma oldugunu
bildirmislerdir (66). Leung ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ZR-75-1 ile ayni
molekiiler siniflamaya giren ancak adenokarsinom olan MDA-MB-361 hiicre hattinda
miR-17-5p ve miR-20a-5p’ nin ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (91). Yapilan

calismalar dikkate alindiginda bu miRNA’ larin gen ifade seviyelerinin, farkli
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molekiiler ve histolojik alt yapilarindan dolayr hiicreden hiicreye farklilik gosterdigi
gorulmektedir. Ayrica bu ¢aligmada da gorildigi gibi metastatik yetenek ve
agresifligin daha fazla oldugu hiicre hatlarinda bu miRNA’ larin ifade seviyesinde artis

oldugu saptanmistir.

Bu galismada farkli morfolojik ve molekiiler 6zelliklere sahip meme kanseri hiicre
hatlarinda RNF2 geninin ifadelenme seviyesi arastirilmistir. Bir¢ok kanser tiirtinde gen
ifade seviyesi arttig1 i¢in onkogenik davranan RNF2’ nin, ¢alismamizda kullandigimiz
dort farkli meme kanseri hiicre hattinin her birinde ifadelenme seviyeleri saptanmstir.
Metastatik ve Ui¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti1 olan MDA-MB-231 ve HER2
pozitif metastatik SK-BR-3 hiicre hattinda RNF2 geninin ifadesinin arttig1 saptanmuistir.
Bu sonugtan yola ¢ikarak RNF2’ nin metastatik ve kotii prognozlu meme kanserlerinde
daha fazla ifadelendigi sonucu ¢ikarilabilmektedir. Diger hiicre hatlarina gore daha az
metastatik ve agresif olan MCF-7 ve histolojik ozelligi ile digerlerinden ayrilan ve
invaziv olan ZR-75-1 hiicre hattinda ise bazal seviyede kalarak artis ya da azalis
saptanmamigtir. Bosch ve ark. (2014) tarafindan yapilan c¢alismada invaziv duktal
karsinom dokularinda histokimyasal yontemlerle analiz edildiginde ise RNF2’ nin
ifadesinin arttigi bildirilmistir (8). Literatiirle ¢elisen bu bulgunun ZR-75-1 hiicre
hattinin histolojik olarak ayni olsa da insan dokulari ile farkli molekiiler 6zellik

tastyabilme ihtimalinden kaynaklanabilecegi yonunde degerlendirildi.

Bircok metastatik timorde gen ifadesi artan ve tiimor baskilayici genleri hedef alarak
susturan epigenetik diizenleyici RNF2’ nin bu ¢aligmada miRNA’ lar ile hedeflenerek
baskilanmasi durumunda gen ve protein ifade seviyesindeki degisimin arastirilmasi
amaclanmistir. RNF2’ yi hedefledigi bilinen miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p
mimikleri hiicre hatlarina transfekte edildiginde RNF2 gen ifadesindeki degisim her
hiicre hattinda farkli seviyede gézlenmistir. miR-17-5p, MCF-7, SK-BR-3 ve ZR-75-1
hiicre hatlarinda RNF2 seviyesinde herhangi bir etki gostermemistir. MDA-MB-231
hiicre hattinda ise 3,5 kat azaltmistir. miR-20a-5p, MCF-7, SK-BR-3 ve ZR-75-1 hiicre
hatlarinda RNF2 gen seviyesinde herhangi bir artis ya da azalis gostermemistir.
Bununla birlikte MDA-MB-231 hiicre hattinda ise RNF2 gen ifade seviyesini 7,3 kat
azaltmistir. miR-106b-5p ise SK-BR-3 ve ZR-75-1 hiicre hatlarinda RNF2 gen
seviyesinde herhangi bir artis ya da azalis gdstermezken; MCF-7 hiicre hattinda RNF2
gen seviyesinde 3,4 kat azalma ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 2,4 kat azalma
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gostermistir. miRNA transfeksiyonu sonrast gen ifade seviyelerindeki degisimi
degerlendirdigimizde miR-17-5p ve miR-20a-5p° nin, RNF2 gen ifade seviyesini

anlaml bir sekilde azalttig1 gézlenmistir.

Protein seviyesindeki degisimlere bakildiginda ise miR-17-5p’ nin MCF-7, MDA-MB-
231 ve SK-BR-3 hiicre hattinda RNF2 protein seviyesini azalttigl; ZR-75-1" de ise
aksine artirdidi tespit edilmistir. 20a-5p ‘nin MCF-7" de etkilemedigi, MDA-MB-231
hiicre hattinda azalttig1 ve SK-BR-3 ve ZR-75-1" de ise aksine artirdig1 tespit edilmistir.
106b-5p’ nin MCF-7, MDA-MB-231 ve SK-BR-3 hiicre hatlarinda RNF2 protein

seviyesini azalttigi, ZR-75-1" de ise artirdg bulundu.

RNF2’ nin segilen miRNA’ larca hedeflenip gen ve protein diizeyinde azalmasini
bekledigimiz bu c¢alismada istatistiksel analizler dikkate alindiginda hipotezimizi
destekler yonde en anlamli sonucu, MDA-MB-231 hiicre hattinda miR-20a-5p
vermistir. Bu miRNA’ nin, MDA-MB-231 metastatik meme kanseri hiicre hattinda
ifadesi artmistir. RNF2 genini gen ve protein diizeyinde baskiladigi tespit edilmistir.
Nitekim yine meme kanserinde yapilan bir ¢alismada miR-20a-5p’ nin kanserlesmeyi
tetikleyen HMGA?2 genini hedefleyerek tiimor baskilayict bir rol oynadigi bildirilmigtir
(73). Yine Yu ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada otofaji iligkili gen ATG7’ yi
baskilayarak tiimor proliferasyonunu baskilamistir (75). Aksine Chen ve ark., (2016)
tarafindan yapilan ¢aligmada ise bir tiimor baskilayici olan Smad4’ 1 baskilayarak
invazyon ve metastazi uyardigi rapor edilmistir (68). miRNA’ lar kontrol ettigi genin
timor baskilayici ya da onkogenik 6zelligine gore, tiimor baskilayict ya da onkogenik

ozellik kazanmaktadirlar.

RNF2’ yi hedefleyerek hipotezimizi destekleyen diger miRNA ise miR-17-5p olmustur.
RNF2’ yi gen ve protein seviyesinde baskiladigi gozlenen miR-17-5p’ nin Fan ve ark.,
(2014) tarafindan bazal-benzeri meme kanserinde yapilan calismada bir¢ok pro-

metastatik geni baskilayarak metastaz baskilayici rol oynadigi bildirilmistir (64).

miR-17-5p, miR-20a-5p ve miR-106b-5p mimiklerinin metastatik MDA-MB-231 hiicre
hatlarina verildiginde RNF2’ deki degisimler dikkate alinarak metastaz ve invazyon
analizleri yapilmistir. Boyden chamber ve yara iyilesme deneylerinin sonucuna gore

miR-17-5p ve miR-20a-5p metastaz ve invazyonu baskilarken; miR-106b-5p aksine
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metastaz ve invazyonu baskilamadigi gozlenmistir. mMiR-17-5p° nin bazal meme
kanserinde metastatik baskilayici olarak rol aldig1 Fan ve ark., (2014); miR-20a-5p’ nin
ise meme kanseri hiicre hatlarinda metastazi baskiladigi Zhao ve ark., (2018) tarafindan
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (64, 73). miR-106b-5p ise MDA-MB-231 hicre
hattinda RNF2 gen seviyesinde anlamli bir artis ya da azalmaya sebep olmamasina
ragmen protein seviyesinde azalmaya sebep oldugu saptanmistir. Bununla beraber
metastaz ve invazyonu baskilamamistir. Bu sonuclar neticesinde miR-106b-5p° nin
RNF2 mRNA’ s baskilayarak proteine ¢evirimini engelledigi ve farkli yolaklara etki
ederek metastaz ve invazyonu baskilamadigi sonucuna ulasilabilir. Nitekim literatiir
bulgular1 da sonucumuzu desteklemekle birlikte miR-106b-5p° nin metastazi uyarici
etkiye sahip oldugu birgok kanser hiicre hattinda gosterilmistir. Willemijne ve ark.,
(2017) tarafindan yapilan calismada akcigere metastaz yapan meme kanseri olgularinda
miR-106b-5p’ nin ifadelenme seviyesinde artis oldugu bildirilmistir. Yine Shi ve ark.,
(2016) tarafindan yapilan calismada hepatoselliiler karsinomda miR-106b-5p° nin
metastaz ve invazyonu tetikleyip kok hiicre benzeri oOzelliklerin uyarilmasina ve

epitelyal-mezenkimal gegisin tetiklenmesine yol agtigi rapor edilmistir (83).

E3 ligaz aktivitesi ile ubikitinasyondan sorumlu epigenetik baskilayict olan RNF2’ nin
bircok metastatik kanser tlrinde ifadesinin arttigi ve tiimor baskilayici genleri
hedefleyip susturmasi ile onkogenik karakter kazandigi yapilan birgok c¢aligma ile
ortaya konmustur (6, 8, 11). Metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda RNF2 gen ifade
seviyesinin belirlenmesi, bu genin miRNA’ lar ile hedeflenmesi ve baskilanmasi sonucu
metastaz ve invazyona etkisinin arastirilmasi ¢alismamizin amacini olusturmustur. Bu
ama¢ dogrultusunda RNF2 genini hedefledigini biyoinformatik olarak tespit ettigimiz
miR-17-5p, miR-20a-5p ve mIiR-106b-5p° nin bu geni baskilayacagi yonde
hipotezinden yola ¢ikilmustir.

Ozet olarak elde edilen sonuclar neticesinde;
I.  RNF2’ nin metastatik meme kanseri hiicre hattinda ifade seviyesinin arttigi,
Ii. Metastatik meme kanseri hiicre hattinda miR-20a-5p ve miR-17-5p’ nin RNF2’
yi hedefleyerek gen ve protein diizeyinde ifade seviyesini azalttigi,
iii. RNF2 seviyesindeki azalisla iligkili olarak bu miRNA’ larin metastaz ve

invazyonu baskiladig tespit edilmistir.
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Bu c¢alisma ile isleyis mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olan RNF2’ nin meme
kanserindeki rolii ortaya konmaya ¢alisilmistir. Ayn1 zamanda karmagik molekiiler alt
yapiya sahip meme kanseri ile ilgili verilere yeni bir bilgi kazandirilmis olup; hastalarin
yasam kalitesinin artirilmasi ve kisiye 6zel tedavi yontemlerinin gelistirilmesi yoniinde

ilerleyen klinik caligmalara yeni bir veri sunulmustur.

Caismada analiz edilmis olan miRNA’ lar ile RNF2 arasindaki etkilesimin daha ayrintili
incelenecegi, RNF2’ nin hangi yolaklar1 etkilediginin arastirilacagi, RNF2’ nin hangi
kanserde bir biyobelirte¢ olarak rol alip almadiginin arastirilacagi yoniinde ¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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