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OZET
UCLU NEGATIF MEME KANSERINDE SiKLIN E1 GENi ASIRI iIFADESININ
ROLU

Nigar Pelin MAKAS

Biyoloji Anabilim Dal1
Molekiiler Biyoloji Bilim Dal1

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Nisan 2021
Danisman: Dog. Dr. Filiz ALANYALI

Uclii negatif meme kanseri (TNMK), &strojen reseptorii (ER), progesteron
reseptorii. (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptori-2 (HER2)
ekspresyonundan yoksun, en agresif meme kanseri alt tipidir. Bazaloid yapiya sahip
olmasma ragmen bazal meme kanserinden % 20-30 farklidir. Diger alt tiplerle
karsilastirildiginda, kemoterapt TNMK’ leri tedavi etmek icin kullanilan ana
yontemdir. TNMK alt tipine 6zel, hedefe yonelik ve kisisellestirilmis tedavi
programi bulunmamaktadir. Siklin E1 (CCNE1), katalitik alt birimi Siklin baglh
kinaz-2 (CDK2) ile birlikte hiicre dongiisii regiilasyonunda, DNA replikasyonunda,
kromozom segregasyonunda ve G1'den S-fazina geciste kritik bir rol oynamaktadir.
Bu calismada CCNEI geni, mRNA ve protein seviyesinde, TNMK, diger alt tip
meme kanserleriyle istatistiksel olarak kiyaslanmistir. CCNE1 ifadesi, istatistiksel
olarak anlamli ve yiiksek gozlemlenmistir. Bu ¢alismada, CCNEI1 geninin, diger
meme kanseri alt tiplerine kiyasla TNBC' de istatistiksel olarak yliksek mRNA
ekspresyonu ve protein seviyeleri ile potansiyel bir tedavi hedefi ve hastalik

prognozu biyobelirteci olabilecegini gdsterdik.

Anahtar Sézciikler: Meme kanseri, TNMK, Uglii negatif meme kanseri, Biyobelirteg,
CCNE], Siklin E1
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ABSTRACT

ROLE OF CYCLIN E1 OVEREXPRESSION IN TRIPLE NEGATIVE
BREASTCANCER

Nigar Pelin MAKAS

Department of Biology
Programme in Molecular Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, April 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz ALANYALI

Triple negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive breast cancer subtype,
lacking the expression of the estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR)
and human epidermal growth factor receptor-2 (HER2). Although It has basaloid
structure, it is %20-30 different from basal like breast cancer. Compared to other
subtypes, which can be treated with targeted therapies, chemotherapy is the major
regimen used to treat TNBCs. There is no viable target and therfore personalized
treatment program specifically for TNBC subtype. CCNE1 along with its catalytic
subunit Cyclin-dependent kinase-2 (CDK2), plays a critical role in cell cycle
regulation, DNA replication, chromosome segregation, and G1-S transition. In this
study, we showed that CCNE1 gene can be a potential treatment target and disease
prognosis biomarker, with statistically high expression at mRNA and protein levels

in TNBC compared to other breast cancer subtypes.

Keywords: Breast cancer, TNBC, Triple negative breast cancer, Biomarker, CCNE],
Cyclin El
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1. GIRIS
1.1. Meme Kanseri

Meme, tiibiilo-alveoler yapida 15-20 loblu ve bircok siit bezi (lobiil) iceren bir
organdir. Bebegin beslenmesi icin var olan bu organda siit, siit bezlerinde meydana
gelerek, kanallar (duct) ile meme basina ulasmaktadir (Sekil 1.1.) . Bu siireci kontrol eden
ve yoneten ¢ok sayida hormon vardir [1]. Bu siit bezlerini ve kanallarin1 kaplayan
hiicrelerin (luminal ve bazal hiicreler), kontrolsiiz cogalmasi ve viicudun bagska

bolgelerine yayillmasina meme kanseri adi verilmektedir.

3 &

7 e Meme Ucu Kompleksi
(Areola Complex)

St Bezi (Lobuls)

Sekil 1.1. Normal bir meme yapist [2]

Amerikan Kanser Arastirmalar1 Dernegi (Surveillance Research American Cancer
Society) tarafindan yapilan arastirmalar, meme kanserinin diinya ¢apinda 6nemli bir halk

saglig1 problemi oldugunu ifade etmektedir.

Tirkiye Cumbhuriyeti, Halk Saghgi Genel Midiirliigli tarafindan yapilan
aragtirmalara gore Tiirkiye’de de kadinlarda tiim yaslar i¢in en sik goriilen kanser, meme

kanseridir ve %24,8 orani ile ifade edilmektedir (Sekil 1. 2.),[3].
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Sekil 1.2. 2016 yili Tiirkiye kanser hastasi istatistikleri [3]

Ulkemizdeki istatistiksel veriden anlasilacag lizere meme kanseri, diger kanser
tiirleri goz Oniline alindiginda ilk sirada gelmektedir ve ciddiye alinmasi1 gereken 6nemli

bir halk saglig1 sorunudur.

1.2. Meme Kanserinin Alt Tiplerinin Siniflandirilmasi

Meme kanseri, biyolojik dogasi geregi heterojen bir hastaliktir [1]. Bu 6zelligi
sergileyen meme kanseri, patolojik, histolojik ve molekiiler alt tiplerine gore
siiflandirilmaktadir [4]. Bu farkli 6zellikteki meme kanseri alt tiplerinin tedavi
planlarinin da farkli olmas1 gerekmektedir [5]. Biitiin bunlar degerlendirilerek, meme
kanserlerinin klinik olarak dogru gruplandirilmasi, tedavide karar verme siirecinde ¢ok

Oonemlidir [6].

Hormon reseptorleri (HR) yani Ostrojen (ER) ve progesteron (PR) ile insan
epidermal biliyiime faktorii reseptorii-2” niin (HER2) normale kiyasla miktar1 kiyaslanarak
yapilan smiflandirmasina, patolojik smiflandirma denilmektedir. Tablo 1.1. ‘de ifade
edildigi gibi Luminal A [HR pozitif (+) ve HER2 negatiftir(-) ], Luminal B [HR (+) ve
HER2(+) ], Uglii negatif meme kanseri (TNMK), [HR (-) ve HER2 (-)], HER2 ile

zenginlestirilmis [HR (-) ve HER2 (+) ] meme kanserleri olarak siiflandirilmistir [7].

2



Tablo 1.1. Meme kanserinin patolojik alt tipleri [7]

Meme kanseri

. o ER PR HER?2
patolojik alt tipleri
Luminal A Pozitif Pozitif Negatif
Luminal B Pozitif Pozitif Pozitif
TNMK Negatif Negatif Negatif
HER2 Negatif Negatif Pozitif

Meme kanseri histolojik olarak, in situ kanser ve invaziv kanser olmak tizere ikiye
ayrilir. In situ kanserde maligni epitelyal hiicreler bazal membran icerisinde smirh
kalirken, invaziv kanserde neoplastik hiicreler bazalda bulunan membrani asarak dagilim
gostermektedir (Sekil 1.3.) . Bu sekilde lenf ve kan damarlarina, lenf diiglimlerine ve

diger organlara metastaz yapabilmektedir (Sekil 1.3) [8].

Normal Meme Kanal in-situ duktal karsinom (DCIS) invaziv meme kanseri

Sekil 1.3. Meme karsinomunun histolojik ayrumi Normal meme kanali, in situ karsinom meme karsinomu
ve invaziv meme kanseri yapist [8]

In-situ karsinom (DCIS), duktal ve lobiiler; invaziv karsinom, tiibiiler, duktal

lobiiler, invaziv lobiiler, infiltre duktal, miisin6z olmak {izere siniflara ayrilir [8].

2000’ 11 tarihlerin baglarina kadar kabaca ER duyarlilig1 ya da duyarsizligina gore
siiflandirilan meme kanseri alt tipleri, Perou, Sorlie ve arkadaslar1 tarafindan, gen
ekspresyon modelleri incelenerek, inflamatuvar meme kanseri (IBC) hiicreleri
“portreleri” olarak degerlendirilmislerdir. Yapmis olduklar1 ¢alismanin amaci, meme

kanseri tlimorlerinin, klinik davranisin1 ve tedavisine verilen yaniti daha dogru sekilde



anlayabilmek ve taksonomide hiyerarsik kiimeleme yontemi kullanarak bes iliskili gen

ekspresyon modelini bulgulamaktir (Sekil 1.4.) [9, 10].

| P ) R

il

53 ll

(R us:x'u:,zxu i , I 'x': :,lu,;lx'ugx H uu:l'z u': ;Z;u w3}

A '!HH Im i ii}};;ixﬂm ;:ﬂhxm

Luminal Subtype A ERBB2+ Basal Subtype

Sekil 1.4. Meme kanserinin gen ifade profiline gore molekiiler siniflandirilmast [11]

Meme kanseri molekiiler olarak; Luminal A [ER (+), PR (+) ve HER2 (-)], Luminal
B [ER (+), PR (+) ve HER2 (+)], HER2+ [ER (-), PR (-)ve HER2 (-) ], Basal benzeri [ER
(-), PR (-) ve HER2 (-) ] ve Normal meme dokusu benzeri alt tiplerine ayrilmaktadir [11].
Normal meme benzeri kanser tiirli, microarray siniflandirmalarinda zayif sekilde
gozlendigi Perou ve arkadaslari tarafindan belirtilse de [10] yeterli bilgi bulunamadig:

icin Tablo 1. 2.’de yazar tarafindan dahil edilmemistir.

Tablo 1.2. Meme kanserinin molekiiler alt tiplerine gére simiflandrilmast [11]

Meme kanseri

molekiiler alt tipleri =R PR HER?
Luminal A Pozitif Pozitif Negatif
Luminal B Pozitif Pozitif Pozitif
Basal benzeri Negatif Negatif Negatif
HER-2 Negatif Negatif Pozitif

Insan meme bezinde iki farkl1 epitel hiicre vardir. Bunlar Sekil 1.5.” te ifade edildigi

gibi bazal ya da miyoepitelyal hiicreler ve luminal hiicrelerdir. Siiflandirma yapilirken
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immiinohistokimyasal (IHC) boyama ile uygun sekilde ayirt edilmistir. (IHC belirtecler
Ki67 ve PCNA’ dir), [12].

Lobdl Kanal

[ | "\

'-.’r-

)\_4\_}\_4\_4\_/
3SoPERERERaRaRS

Luminal Bazal
Hucreler || Hicreler

Sekil 1.5. Normal meme hiicreleri ve memenin kanal-lobiil yapisi [13]

1.2.1. Uglii negatif meme kanseri

TNMK; ER, PR, HER2 reseptorlerinin ekspresyonunun olmamasiyla ifade edilen
bir kanser grubudur. Tiim meme kanserlerinin %10-20’ sini olusturmaktadir [13]. Artmis
anjiyogenez ve epitel mezenkimal gecis (EMT) gozlenmektedir ve diger tiirlere kiyasla
daha agresif klinik ile karakterize oldugu gozlenmistir. Heterojen bir tiimor ve yiiksek
derece metastatik tiimor hiicrelerinin alt kiimelerinin belirlenmesi, TNMK’ nin hassas
tedavisi i¢in yardimci olabilecek baska bir yontemdir [14]. Bazaloid yapida olmasina
ragmen bazal benzeri meme kanserinden %?20-30 oralarinda farklidir (Sekil 1.6.) [15].
TNMK diger kanser tiimorlerine kiyasla daha fazla timor boyutu, tiimor derecesi ve

proliferasyon indeksi icermektedir. [16].



Uclii negatif Usli Bazal benzeri
olmavan %20-40 negatif- olmayan %20-
Bazal benzen Bazal 30 Ucld negatif
meme kanseri benzen meme kanseri

Sekil 1.6 Bazal benzeri meme kanseri altipi ve Uclii negatif meme kanseri [17]

HER?2 i¢in hedefe yonelik ¢ok etkili tedaviler mevcutken TNMK, standart bir
tedaviden yoksundur. Bu kanser alt tipinin yakin zamana kadar omurga niteligindeki
tedavisi ilagh kemoterapidir (KT). Hasta, KT* ye olumlu yanit verse de hastalik hemen
tekrar edebilmektedir. Son zamanlarda yapilan yeni hedefli ¢aligmalar, bu alt tip icin

cesaret verici niteliktedir [17].

Rutin meme taramalar1 (mamografi) ile hastalar erken evrede tespit edilmektedir
[17]. timor kiiclikse, meme koruyucu cerrahi veya tiim memenin ¢ikarilmasi
(mastektomi) [18] arkasindan lokal radyasyon tedavisi uygulanmaktadir [19]. Bu
uygulama 6liim oranini son 11 yilda oldukc¢a azaltmistir [20]. Hastaligin ilk evresinde ki
genis bir hasta grubu i¢in iyilestirici yontem olmustur [21]. Fakat TNMK hastalarinin
tiimoriin alt tipine Ozel, hedefe yonelik ve dolayisiyla kisisellestirilmis bir tedavi
programina gereksinimi bulunmaktadir. Yeni tedavi yollarinin arastirilmast TNMK

hastalar1 i¢in ¢ok 6nemlidir [22].

Son zamanlarda yapilan molekiiler hedefli calismalar cesaret verici olmustur. Bu
caligmalar sayesinde hem molekiiler siniflandirma da hem genom diziliminde ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu durum yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina firsat olmustur [17] [5].
Bu tezde hastaligin prognozunun tespit edilmesinde kullanilabilir bir biyobelirteg ile

caligilmistir.

1.2. Biyobelirte¢ ve Kanser Biyobelirte¢leri Kullamim Alanlari
Biyobelirteg, Ulusal Kanser Enstitiisii’ ne (National Cancer Institute) gore “normal

ya da anormal bir silirecin, durumun ya da bir hastaligin belirtisi olarak, kanda ya da diger



viicut sivilarinda, dokularinda bulunan biyolojik molekiildiir (NCI) . Biyobelirtegler;
protein, DNA, RNA, antikor veya peptit yapida olabilmektedir [23].

Kanser biyobelirtecleri, Sekil 1.7.” de ifade edildigi gibi tedaviye yanit, tarama,
ayristiricr tani, hastaligin ilerlemesini izleme, risk degerlendirmesi yapabilme, prognoz,
terapotik hedefleri belirlemede 6nem tasiyan ve bazi durumlarda birden fazla amag i¢in

kullanilabilen biyobelirteglerdir [23].

Tedaviye
yanit

Terapotik
hedefler

Kanser
biyobelirteg

Hastalik
niiksiinii
izleme

Risk
tanimlama

Sekil 1.7. Kanser biyobelirtegleri kullanim alanlar: [23]

Tablo 1.3.” de belirtildigi gibi kanser biyobelirteglerini ve kullanim alanlarini,
ornekler ile agiklayabiliriz: Ailesinde yumurtalik kanseri gecmisi olan bir hasta BRCAI
germ mutasyon hatt1 tasiyicist olup olmadigini anlamak icin genetik testlere tabi
tutulabilir. Boylece kansere yakalanma riskini belirlemis olacaktir [24]. Tarama ig¢in
kullanilan prostat kanseri antijeni PSA’ dir [25]. Hastanin tarama sonucunda bir timor
gozlendiyse ayirici bir tan1 olusturabilmek i¢in o tiimorlii yapidan bir parga alinarak IHC
belirtegleri ile degerlendirmek gerekecektir [26]. Hastaya “kanser” teshisi koyulduktan
sonra tedaviden bagimsiz olarak prognozu belirlemeye yardimei olabilmek i¢in kullanilan

bir dizi gen ifadesi vardir. Bu testlerden en ¢ok kullanilan “Oncotype DX olarak bilinen



21 gen testidir. Tedaviye yanitin tahmini i¢in kullanilan biyobelirte¢ler de mevcuttur [27].
Kolon kanseri bir hastanin adjuvan tedavisini takiben olugmus bir karaciger metastazi

varsa bunun takibi belirli serilerle CEA testi yaparak saglanabilmektedir [28].

Tablo 1.3. Kanser biyobelirte¢lerinin kullanim potansiyelleri [23].

Kullanim amaci Ornek

Kansere yakalanma riskini tanimlama BRCAI germline mutasyonu (meme ve

yumurtalik kanseri)

Tarama Prostat kanseri spesifik antijeni (PSA)
Orijindeki dokuyu bilmek igin

Ayiricl tani immiinohistokimyasal belirteclerden

faydalanmak

21 gen testi (Oncotype Dx testi)
70 gen testi (MammaPrint)
Prognoz Meme kanseri indeksi

12 gen (Endopreddict)

50gen testi (Prosigna)

KRAS mutasyonu ve anti-EGFR antikoru

(kolerektal kanser)

Tedaviye yanitt tahmin etmek HER2 ekspresyonu ve anti HER2 tedavisi
(Meme ve mide kanseri)

Ostrojen reseptorii ifadesi (Meme kanseri)

Karsinoembiryonik antijen (CEA) hastaligin
Hastalik niiksiinii izlemek niiksiinii izlemek i¢in belirli araliklarla yapilan
belirtectir.

Metastazik hastalikta yanit1 veya

. .. CA15-3 ve CEA belirtegleri
ilerlemeyi izlemek

1.3.1. Meme kanseri tanisinda kullanilan biyobelirte¢

Adjuvan KT ve endokrin tedavisi mortalite oranini %50 oraninda azaltmistir. Erken
meme insidansinin artmasi, yogun tedavi konusunda tartisilmis, bu durumun ailevi ytikii
artirdig1 ve sosyal olarak yipratict oldugu ve olumlu prognoz gosteren hastalara gereksiz
bir zararlar da verebildigi diistiniilmiistiir [29, 30]. Bahsedilen bu hususlarin da etkisiyle
arastirmalar, kesin hedefe yonelik ve yan etkisi az olan yeni adjuvan tedaviler
gelistirilmesine odaklanmistir. Son on yilda kanserin yavas mi agresif mi oldugunu

belirleyen prognostik arag ve terapotik hedef saglamak i¢in molekiiler belirtecler {izerine
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calisilmaktadir [31, 32]. Meme kanseri, patolojik, morfolojik ve molekiiler alt tiplere
ayrilir ve heterojen timor grubu icerir. Bu nedenle farkli biyolojik davranig, sunum,
prognoz ile sonuglanir. Hastalik evresini anlamak ve fayda gdsterecek tedaviyi
uygulamak ic¢in molekiiler yap1 esastir. Meme kanserinin biyobelirtecleri ER, PRG,
HER2 reseptorleridir. IHC olarak tespit edilirler ve bize hastalar konusunda bilgi verirler.
Yiiksek risk altindaki kadinlarin taramasi ve takibinde, yiiksek meme kanseri duyarlilig

ile iligkisi bilinen mutasyonlar i¢in genetik testlerin rolii aragtirilmaktadir [33].

1.3.2. TNMK icin farkh biyobelirteclerin tanimlanmasinin 6nemi

TNMK i¢in hedeflenen tedavi kismen eksik kalmaktadir ve hastalar icin siire¢ kisa
zamanda Oliim ile sonug¢lanmaktadir. Erken tan1 koyulmasi ve tedavi uygulanmasi igin
TNMK alt tipine 6zgii farkli biyobelirteclerin tanimlanmasit 6nemlidir [34]. Bu
gereksinimi karsilayabilmek i¢in de kanser hiicresini cogaltan faktorleri bulmak
gereklidir. Bu faktorlerin en 6nemlilerinden bir tanesi de hiicrelerin ¢cogalmasini etkileyen

hiicre dongiisiidiir.

1.4. Hiicre Dongiisii ve Siklinler

Iki yavru hiicre olusturmak igin birbirini takip eden iki mitoz arasinda gegirilen
stireye hiicre dongiisii denilir. Hiicre dongiisii, interfaz ve mitoz (M) olmak {izere iki
asamadan olusmaktadir. Interfaz en uzun siiren, hiicre dongiisiiniin %95 ini olusturan ve
onemli olaylarin gergeklestigi bir stirectir. Sekil 1.8.’de ifade edildigi gibi interfaz, birinci
biliylime faz1 (G1) , sentez faz1 (S), ikinci biiylime faz1 (G2) olmak iizere birbirini takip

eden 3 kisimdan olusmaktadir.

Glfaz §faz G2 faz
{11saat) (Bsaat] (4saat)

Sekil 1.8. Hiicre dongiistinde, interfazin kisimlar: yaklasik olarak G1 fazi, S fazi, G2 fazidw. M fazi 1
saat kadar siirmektedir. Ve dongii tekrar G1 fazina girerek devam etmektedir.

G1 faz1 sonunda hiicreler DNA ¢ogalmasi i¢in S fazina ya girerler ya girmezler.

Eger bir hiicre S fazina girmiyorsa GO fazina girer ve hiicre dongiisiine geri donmesi
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giinler, aylar ya da yillar alabilir. Bu siire¢ kosullarin diizelmesine baglidir. Bu siireci,
dongili mekanizmasinda yoneten siklin, siklin bagli kinaz (CDK) ve siklin bagh kinaz
inhibitorleridir. CDK* lar kritik olan proteinleri fosforile ederler ve dongiiniin
devamliligin1 saglarlar. Inaktif durumlarinda siklin ailesine bagli kaldiklar1 bilinmektedir

[35-39].

Siklinlerin fonksiyonlart CDK’ lar1 aktif hale getirmektir (Sekill.9.). Hiicre
dongiisiinlin evrelerinde gozlemlenirler ve 15 tanesi tanimlanmistir. CCND, CCNE,
CCNA ve CCNB olarak bilinenleri bir ya da birden fazla CDK’ ya baglanabilmektedirler
ve en Onemlileridirler. CCND’ nin ti¢ formu vardir D1, D2, D3 olarak isimlendirilirler.
G1 evresinde CDK4’e baglanarak onu aktif hale getirir, olusan bu birliktelik kritik gorev
olarak retinoblastoma (Rb) proteinini fosforilize eder. Rb fosforilasyonu hiicre
dongiistinde 6nemli bir anahtardir. Rb hipofosforilasyonu, E2F (transkripsiyon faktorii)
ile biraraya gelerek, hiicrelerin replikasyonunu engeller. Rb fosforilasyonu ise bu
birlikteligi bozar ve transkripsiyon engelini ortadan kaldirir. CCNE’nin E1 ve E2 olmak
tizere iki tipi vardir. S evresinde CDK2 ile baglanabilir ve her iki siklin formunun
eksikliginde hiicre dinlenme moduna girer ve dongiiye donemez. CCNE& CDK2 aktif
birlikteliginin S fazina gegmesiyle DNA polimerazin transkripsiyonu artirilir ve DNA,
replikasyon i¢in uyarilir. CCNA& CDK2 ile olusan aktif kompleks yap1, G2 fazindan M

fazina gegis noktasini yoneten dnemli bir karar merkezidir.

Siklin

Siklin Bagl Kinaz (Cdk)

Sekil 1.9. Siklin ve Siklin bagh kinaz (Cdk)
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Bu kompleks mitotik profazdaki olaylar1 diizenler. CCNB& CDKI1 ile kompleks
olusturan 6nemli bir medyatordiir. Bu medyator profazin ilerisine gecisi saglamaktadir.
Protein fosfotaz (cdc 25) tarafindan aktif hale getirilir. CCNB& CDK1 kompleksi hiicre
cekirdegi igerisinde birikir ve ¢ekirdek zarini eriterek mitozu baglatir (Tablo 1.4.) [35,
40].

Tablo 1.4. Hiicre dongiisiinde siklin bagh kinazlar (CDK) ve gorevleri [35, 40]

Siklin Bagh Kinaz Gorevi

CDK4 CCND ile birlesir, Rb’ yi fosforile eder..

CCNE ile birlesir. G1/S gecisinde etkilidir. S
CDK2 evresinde CCNA ile birlesir, G2/M ge¢isine izin

verir.

CDK1 CCNB ile birlesir, G2/M gecisinde izin verir.

CDK inhibitorleri, Siklin & CDK komplekslerinin fonksiyonlarini kontrol
etmektedir. Cip/Kip ve INK4/ARF olmak tizere baslica iki tip CDK inhibit6rii vardir. Bu
inhibitorler timor engelleyici genlerdir ve tiimor tizerinde siirekli degisiklige ugrarlar.

Cip/Kip tipinin p21, p27 ve p57 olmak iizere ii¢ eleman1 vardir (Tablo1.5.) .

Tablo 1.5. Hiicre Déngiisii Inhibitorleri ve gorevleri [41-43]

Hiicre Déngiisii inhibitorleri Bashca Gorevleri

Siklin& CDK ‘ya baglanir ve bu yap1y1 inhibe
Cip/Kip ailesi (p21,p27,p57) derl
ederler.

pl6, CDK4’e baglanarak, CCND& CDK4

INK4/AREF ailesi (p16, p14)
yapisin1 yani Rb fosforilasyonunu engeller.

CDK kompleks yapilarin arasina baglanarak onlar1 inaktif hale getirirler. p53 timor
engelleyici geni de hiicre dongiisiinde p21° in transkripsiyonel aktivasyonunu kontrol

eder. Insandaki kanserlerin ¢ogu bu gen mutasyonuna ugramistir.
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Hiicre hasara ugramissa, p53 geni, dongiisliniin ilerlemesini yavaglatan veya

durduran hiicre dongiisii kontroldrlerini uyarir belki de apoptoza sebep olmaktadir.

INK4/ARF ailesi CDK inhibitorleri genleri p16INK4a ve p14ARF olmak tizere iki
proteini kodlar. pl6INK4a inhibitorii CDK4’ i inhibe ederek CCND ile kompleks
olusturup Rb fosforilasyonunu engeller ve ge¢ G1 evresinde hiicre dongiisiinii durdurur.
pl4ARF ise p53 geni lizerinde etkili davranarak p53’ iin degredasyonunu engelleyerek
hiicre dongiisiinii bloke eder (Tablo 1.6.) [41-43].

Tablo 1.6. Hiicre dongiisiiniin evrelerinde gorev alan siklin, siklin bagh kinaz ve hiicre dongiisii
inhibitorleri [44].

o Hiicre Dongiisii
Hiicre Dongiisii Siklin Siklin Bagh Kinaz ,
Inhibitorii
p16lNK4A plslNK4B
Gl Siklin D1/ D2/ D3 CDK4/6 ’ ’
pl 8INK4AC’ p 1 9INK4D
G1/18 Siklin E1/E2 CDK2 p27krl/ WAF1
Siklin E1/E2 \
S CDK2 p27%P!, p57kip2
Siklin A2
G2/M Siklin A2 CDKI (cdc2)
M Siklin B1 CDK1 WEEI1, MYT1

1.4.1. CCNE’ nin meme kanserindeki 6nemi

CCNE normal bir hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazina geg¢isi saglamaktadir.
Eger CCNE seviyesinde artis olursa bu gecis hizlanmaktadir. Bu durumda CCNE
genlerinin ¢gogalmasi, CCNE proteinlerinin meme kanseri hiicre dizilerinde yapisal olarak

daha ¢ok ifade edilmesidir.

50 kilodalton (kDa) molekiiler agirliktadir. Diisiik izoformlar1 39 kDa ve 49 kDa
molekiil agirligindadir. Amino terminali degillerdir, fosforilasyonda tam uzunluktaki
proteinlere kiyasla hiperaktiftir ve G1 fazdan S fazina ilerlemeyi indiiklenirler. Yapilan
bir arastirmada CCNE izoformlarinin diizeylerinin meme kanseri hastalarindaki
sonugclarla iliskisi olup olmadig1 arastirilmistir. CCNE ve onun diisiik izoformlariyla

yapilan bu ¢alismada western blot ve IHC teknikleri kullanilarak 6l¢timler yapilmis ve
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western blot ile Olclildigii halde THC ile Olclilmeyen toplam CCNE seviyeleri
kiyaslandiginda, meme kanserli hastalar ve hayatta kalma arasinda giiglii bir iliski oldugu

diistintilmiistiir [44-46].

CCNE geni, 8q.22 kromozomal lokusunda yer almaktadir. Bu gen insanda, 2 farkl
varyanti ile ifade edilmektedir ( 39kDa ve 49 kDa). Bu gen, 19. Kromozomda, q12 sito-
bant (cyto-band) ve 29811898- 29824308 baz ¢ifti (bp) lokasyonludur [47].

1.5. Tezin Amaci

Meme kanserinde farkli siklinlerin ve inhibitdrlerinin, neoadjuvan tedavideki
Onemi arastirilmistir fakat yapilan ¢alismalarda CCNE1 ve inhibitérleri ve onlarin meme
kanseri tedavisindeki etkilerinin daha kapsamli sekilde arastirilmasi gerektigi bulgusuna
ulagilmistir. Meme kanserinin en agresif ve kotli prognoz gosteren alt tipi TNMK’ da
kemoterapi disinda etkili alternatif hedef tedavi molekiillerinin tespitine yonelik 6nemli
bir ihtiyag mevcuttur. Ayrica CCNE1 geninin meme kanseri ve diger pek ¢ok kanserde
onemli bir potansiyele sahip oldugu bilinmekle birlikte TNMK’ da rolii ve etkisine
yonelik yeterli bulgu bulunmamaktadir. Bu noktada CCNE1 geninin ifadesinin TNMK
alt tipinde etkisinin ve tedaviye yonelik potansiyelinin mRNA ve protein seviyesinde
incelenmesi ve ayn1 zamanda biyoinformatik analizlerle hasta 6rnekleri ile dogrulanmasi

tezin temel amacini olugturmaktadir.

1.Meme kanseri farkl: alt gruplarina ait hiicre hatlarinda CCNEI gen ifadesinin qRT-PCR

ile arastirilmasi

2. Meme kanseri farkli alt gruplarina ait hiicre hatlarinda CCNEI1 protein ifadesinin

western blot teknigi ile arastirilmasi

3. Molekiiler alt tip siniflarina ayrilmis hasta verilerine bakilarak CCNEI gen ifadesinin

kiyaslanilmasi

4. Meme kanseri derecelerinin CCNE]1 ifadesine gore birbirleriyle kiyaslanilmasinin

yapilmast
5. CCNEI geninin ifadesinin TNMK ve TNMK olmama durumuna gore kiyaslanilmasi

6. CCNE1 i¢in TNMK da sag kalim analizinin yapilmasi ve yliksek CCNE1 ifadeli
hastalarin daha kotii sag kalima sahip oldugunun GSE21653 hasta verileri kullanilarak

Kaptan-Meier egrisiyle ifade edilmesi
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2. MATERYAL
2.1. Kullanilan Materyaller
2.1.1. Tamponlar

Deney sirasinda kullanilan tamponlar Tablo 2.1. ¢ de ifade edildigi gibidir.

Tablo 2.1. Kullanilan tampon isimleri ve hazirlaniglart

Tampon Eklenen malzemeler:
1X Anot tamponu I 300 mM” lik Tris, % 20 (v/v)’lik metanol
1X Anot tamponu II 25 mM’ lik Tris, % 20 (v/v)’lik metanol
= — — oy

1X Katot tamponu 40 mM’ ik 6-aminokaparoik asid, % 20 (v/v)’lik

metanol

137 mM’lik NaCl, 2.7 mM’lik KCI, 10 mM’lik
1X PBS

Na,HPO4, 2 mM’lik KH,PO4 (pH: 7.4)

1X SDS-PAGE Yiiriitme tamponu

25 mM’lik Tris, 14.41 g/I’lik glisin, % 1” lik (v/v)
SDS

1X TBS-T

20 nM’lik Tris, 137 mM’lik NaCl, % 0,2’lik (v/v)
Tween20

Bloklama Soliisyonu

12,5 gr BSA, 250 ml 1X TBS-T

RIPA Liziz tamponu

150 mM’lik NaCl, % 1°lik (v/v) NP-40, % 0,5’1ik
(v/v) Sodyum DOC, 50 mM’lik Tris- HCI (pH:8.0),
50 mM’lik NAF, 1 mM’lik NaVOys, % 4’lik (v/v)
Proteaz inhibitor, % 4°liik (v/v) fosfotaz inhibitor

14



2.1.2. Kimyasallar ve Reaktorler

Deneyde kullanilan kimyasallar ve reaktorler Tablo 2.2.” de ifade edildigi gibidir.

Tablo 2.2. Kullanilan kimyasallar ve reaktorler

Kimyasallar ve Reaktorler

Aciklamalar

4X Protein yiikleme boyasi

6-aminokaparoik asit
Akrilamit/ bisakrilamit
Amonyum peroksisiilfat
Bovin Serum Albiimin
Proteinaz inhibitor kokteyli

dNTPs

ECL

Etanol

Izopropanol

Light Cycler 480 SYBR Green I Karisim
Metanol

Niikleazsiz su

Protein cetveli (ladder)

Ponceu S

Sodyum klorit

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

250 mM’lik Tris HCI (pH: 6.8), % 10°liik (w/v) SDS,
% 0,1’lik (w/v) Bromofenol mavi, % 50°’lik Gliserol
(v/v), % 25°1ik (v/v) B-merkaptoethanol

Sigma Aldrich, USA

Applichem, Almanya

Carlo Erba, Italya

Santa Cruz, USA

Roche Applied Science, Almanya
Thermo Fisher Scientific, USA

Amersham Pharmacia Biotech, UK

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma Aldrich, St Louis, USA
Sigma Aldrich, St Louis, USA
Roche Applied Science, Almanya
Sigma Aldrich, St Louis, USA
Applied Biosystems/Ambion, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma Aldrich, St Louis,USA

Merck, Darmstandt, Almanya

Merck, Darmstandt, Almanya
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TEMED Serva, Heidelberg, Almanya

TRIsure Bioline, Luckenwalde, Almanya
Trizma base Sigma Aldrich, USA
Tween-20 VWR, Radnor, USA

2.1.3. Hiicre Besiyerleri ve Digerleri

Deneyde kullanilan hiicre besiyerleri ve diger malzemeler Tablo 2.3.” te belirtildigi

gibidir.

Tablo 2.3. Hiicre biiyiitmek i¢in gerekli materyaller

Hiicre Besiyerleri ve Digerleri Aciklamalar
DMEM Lonza, Basel, Isvicre
Fetal sigir serumu (FBS) Biowest, Fransa
Insiilin soliisyonu (sigir pankreasindan) Roche,Almanya
Esansiyel olmayan amino asit Lonza, Isvicre
Penicillin/Streptomycin Lonza, Isvigre
L-glutamine Lonza, Isvicre
2.1.4. Kitler

Deneylerde kullanilan kitler Tablo 2.4. * te ifade edildigi gibidir.

Tablo 2.4. Kullanilan kitler ve diger bilgiler

Kitler Aciklamalar

BCA Protein analiz kiti Pierce, Rockford, IL, USA

Ilk iplik cDNA sentez kiti Fermantas, St. Leon-Roth, Almanya
Light Cycler SYBR Green I Master Roche, USA
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2.1.5. Ekipmanlar

Deneyde kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 Tablo 2.5.” te ifade edildigi gibidir.

Tablo 2.5. Kullanilan ekipmanlar ve diger bilgiler

Ekipmanlar

Aciklamalar

Otoklav

Kuru sterilizator

Ceker ocak

Buz makinasi

Ependorf santrifiiji

Sogutmali santrifiij

Saf su ve ultra saf su cihaz1

Etiiv FN500

Axiovision 4.3 mikroskop

Nikon TS100 inverted mikroskop

Leica DMi8 inverted mikroskop

Sinif II biyogiivenlik kabini

Hiicre kiiltiri karbondioksit inkiibatori

Pipet seti

Pipetor

Vakum motoru

Sogutucu (-80°C)

Derin dondurucu (-20°C) ve buzdolabi (4°C)

Horizontal ¢alkalayici

Varioklav, Dampfsterlisatoren, Almanya

Niive-KD200, Tiirkiye

Variolab Mobilien W90, Kazakistan

Hoshizaki, Aichi-Tokyo, Japonya

Heraeus, Hanau, Almanya

Beckman coulter GS15R, USA

Sartorius Arium , Fransa

Niive, Turkiye

Carl Zeiss, Munich, Germany

Nikon, Japonya

Leica, Almanya

Niive, Ankara, Turkey

Nuaire, USA

Gilson, USA

Gilson, USA

Isolab, Almanya

Hettich, Hollanda

Bosch, Almanya

Bellco, USA

17



LightCycler 96 qRT-PCR

Mini-PROTEAN Jel dokiim modili

Mini-PROTEAN 4°1ii hiicre sistemi

Nanodrop One

Test tiipii 1s1ticist

Thermocycler PCR

Gii¢ kaynag1

Semidry Western Blot transfer iinitesi

Synergy HT mikroplaka okuyucu

Amersham imager 600 goriintiileme cihazi

Vorteks

Su banyosu

2.1.6. Sarf malzemeler

Roche Applied Science, Almanya

Biorad, Hercules, USA

Biorad, Hercules, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Stuart Scientific, UK

Thermo Fisher Scientific, USA

Biorad, Hercules, USA

Biorad, Hercules, USA

Biotek, Winooski, USA

Amersham, USA

Isolab, Almanya

Niive, Turkiye

Deneyde kullanilan sarf malzemeler Tablo 2.6.” da ifade edildigi gibidir.

Tablo 2.6. Kullanilan sarf malzemeler ve diger bilgiler

Sarf malzemeler

Aciklamalar

100 mm plate

145 mm plate

Filtreli pipet ucu (10 pul-20 pl-200 pl-1000 pl)

Lamel (18x18)

Kriyojenik tiip (1,5ml)

Thoma lamu

Greiner bio-one, Almanya

Greiner bio-one, Almanya

Greiner bio-one, Almanya

Marienfeld, Almanya

Greiner bio-one, Almanya

Marienfeld, Almanya
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Parafilm

PCR tiip

Plastik serolojik pipet (5ml-10 ml-25 ml)

Cam Pasteur pipet (145ml-225ml)

PVDF Membran

Reaksiyon tiipleri (500 pl-1.5 ml-2 ml)

Erlen (250 ml-500 ml-1 L)

Whatman kagidi

qRT-PCR Plakasi

Siringa filtresi (0,20 ya da 0,45mikron- 25mm)

Siringa (50ml)

VWR, Radnor, USA

Axygen, Corning, USA

Corning Incorporated, Corning, USA

Isolab, Almanya

Biorad, USA

Axygen, USA

Corning Incorporated, USA

GE Healthcare, UK

Roche Applied Science, Almanya

Corning, ABD

Ayset, Tiirkiye
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3. METOTLAR

3.1. Hiicre Hatlar

Insan meme kanserli hiicre hatlar, MCF7, T47D, ZR75-1, MDA.MB.453,
MDA.MB.231, HCCI1143, MDA.MB.468, CAL51, MDA.MBI57, BT474,
MDA .MB.436 ile birlikte normal meme epitel hiicre hattt MCF 12A Dog. Dr. Ozgiir
Sahin, Bilkent Universitesi, HCC38 hiicre hatti Do¢ Dr. Ali Osmay Giire, Bilkent
Universitesi tarafindan hediye edilmistir. Bu ¢calisma da kullanilan hiicre hatlarinin, klinik

alt tipleri ve molekiiler alt tipleri Tablo 3.1.” de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre hatlarinin, klinik alt tipleri ve molekiiler alt tipleri

Hiicre hatlar: Klinik alt tipleri mg‘i‘ﬁler Alt
MCF12A I}ji?crrn:ﬂa?;eme epitel E&rﬁzﬁaﬁfme epitel
MCEF7 ER(+) Luminal

T47D ER(+) Luminal
ZR75-1 ER(+) Luminal

MDA MB.453 HER2 HER2(+)
BT474 HER2 HER2(+)
HCC38 TNMK Basal benzeri
CAL 51 TNMK Basal benzeri
HCC1143 TNMK Basal benzeri
MDA.MB.231 TNMK Basal benzeri
MDA .MB.468 TNMK Basal benzeri
MDA.MB.157 TNMK Basal Benzeri
MDA.MB.436 TNMK Basal benzeri
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3.1.1. Hiicre hatlarinin biiyiimesi i¢cin olusturulan kosullar

Biitlin hiicreler 37° C, %S5 karbondioksit (CO.) ile inkiibe edilmistir. MCF12A,
MCF7, T47D, ZR75-1, MDA.MB.453, HCC38, MDA.MB.231, HCCI1143,
MDA.MB.468, Cal51, MDA.MB157, BT474, MDA.MB.436 hiicrelerini biiylitmek i¢in
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) igerisine penisilin/streptomisin (P/S) %1,
Esansiyel olmayan aminoasid (NEAA) %]l, fetal sigir serumu (FBS) %10 ve DMEM
icerisinde dahil degilse L-glutamin %1 eklenir. Bunlara ek olarak BT474 hiicre besiyerine

fazladan insiilin %0,1 eklenmistir.

MCF7, T47D, ZR75-1 hiicrelerini biiyiitmek i¢in fenol olmayan DMEM igerisine
P/S %1, NEAA %1, FBS %10, insiilin %0,1 eklenmistir.

HCC38, HCC1143 hiicrelerini biiyiitmek i¢in Roswell Park Memorial Institute
1640 besiyeri (RPMI) igerisine P/S %1, NEAA %1, FBS %10, L-glutamin %1 eklenir.

MCF12A hiicre hatt1 icin DMEM igerisine P/S %1, NEAA %1, FBS %10, L-
glutamin %1, insiilin %0,1, epidermal biiyiime faktorii (EGF) 20ng/ml, hidrokortizon
500ng/ml eklenmistir.

Hiicreler 100 mm plate igerisinde agilmis, ilerleyen asamada 145 mm plate ile

bliyiitiiliirek %70 doluluk saglamalar1 gézlenmistir.

3.2. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

3.2.1. RNA izolasyonu

3.1.1. de bahsedildigi gibi besiyerleri icerisinde ve uygun kosullarda biiyiitiilen
hiicreler, belirtilen siirelerin sonrasinda 1X PBS ile yikanmaistir, tripsinize edilmistir ve
1,5ml’ lik reaksiyon tiiplerinde pelet elde edilmistir. Uzerine 500 ul TRIsure eklenerek
oda sicakliginda 5 dakika siiresince homojenize ve lize karisim olusturulmustur. TRIsure
protokoliine bagli olarak bundan sonraki islemler ¢eker ocak altinda yapilmistir. Olusan
karigima 100ul kloroform eklenerek oda sicakliginda kuvvetlice 15 saniye karistirilmistir.
Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmis, sonrasinda +4 soguklukta 13000g devirde 15
dakika santrifiij edilerek faz olusumu gézlenmistir. RNA izolasyonu i¢in seffaf olan yani
en istteki faz, farkli bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilmistir. Uzerine 0,5 ml izopropil alkol
eklenmis 5 dakika siiresince kuvvetlice karistirilmis, inkiibasyon i¢in 10 dakika buz

tizerinde bekletilmistir. Sonrasinda +4 soguklukta 13000g devirde 10 dakika santrifiij
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edilmis ve siipernatant kismi atilmistir. Peletleri yikamak i¢in Iml %75 lik etanol
eklenmistir. Bu durumda pelet hareket edebildigi gdzlenmis, pelete zarar vermemek i¢in
kanstirnlmamistir. +4 soguklukta 13000g devirde 5 dakika santrifiij edilmis ve
slipernatant kismi atilmistir. Peletleri yikamak i¢in 1ml %100’liik etanol eklenmis ve ayni
seylere dikkat ederek, +4 soguklukta 13000g devirde 5 dakika santrifiij edilmistir ve
stipernatant kismi atilmistir. Sonrasinda peletler bir petri kutusu igerisinde, oda
sicakliginda 30 dakika siiresince bekletilmistir. Kurudugu goézlenen peletlerin iizerine
10u1-20ul arasinda niikleazsiz su eklenerek pipetaj yapilmistir ve pelet ¢ozdiiriilmiistiir.
Sonrasinda nanorop cihazinda oOlgiimler alinmis, saklamak ig¢in -80 sogutucuya

yerlestirilmistir.

3.2.2. cDNA sentezi

3.1.1." de bahsedildigi gibi besiyerleri igerisinde ve uygun kosullarda biiyiitiilen
hiicreler, belirtilen siirelerin sonrasinda 1X PBS ile yikanmus, tripsinize edilmis ve 1,5ml’
lik reaksiyon tiiplerinde pelet elde edilmistir. Uzerine 500 ul TRIsure eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika siliresince homojenize ve lize karisim olusturulmustur. TRIsure
protokoliine bagli olarak bundan sonraki islemler ¢ceker ocak altinda yapilmistir. Olusan
karisima 100ul kloroform eklenerek oda sicakliginda kuvvetlice 15 saniye karistirilmas,
oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda +4 soguklukta 13000g devirde
15 dakika santrifiij edilerek faz olusumu gozlenmistir. RNA izolasyonu i¢in seffaf olan
yani en iistteki faz, farkli bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilmistir. Uzerine 0,5 ml izopropil alkol
eklenmis 5 dakika siiresince kuvvetlice karistirilmis, inkiibasyon i¢in 10 dakika buz
tizerinde bekletilmistir. Sonrasinda +4 soguklukta 13000g devirde 10 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant kismi atilmistir. Peletleri yikamak i¢in 1ml %75’ lik etanol
eklenmistir. Bu durumda peletin hareket edebildigi gézlenmis, pelete zarar vermemek
icin karigtirllmamistir. +4 soguklukta 13000g devirde 5 dakika santrifiij edilmis ve
siipernatant kismi atilmistir. Peletleri yikamak i¢in 1ml %100°’liik etanol eklenmis ve ayni
seylere dikkat edilerek, +4 soguklukta 13000g devirde 5 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant kismi atilmistir. Sonrasinda peletler bir petri kutusu igerisinde, oda
sicakliginda 30 dakika siiresince bekletilmistir. Kurudugu gozlenen peletlerin iizerine
10ul-20ul arasinda niikleazsiz su eklenmis ve pipetaj yapilarak pelet ¢cozdiirtilmiistiir.

Sonrasinda nanorop cihazinda o6lglimleri alinmistir. cDNA, Tablo 3.2.” deki talimatlar
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gibi RevertedAid RT (Thermo Fisher Scientific) kiti kullanilarak, her 6rnek i¢in 2 pg
RNA’dan iiretilmistir. Termal dongiileyici PCR programi Tablo 3.3.” deki gibi secilerek
cDNA elde edilmistir. cDNA’ lar1 saklanmak i¢in -80 sogutucu kullanilmastir.

Tablo 3.2. Ters transkripsiyon malzemeleri

Reaktorler Konsantrasyon/Hacim
RNA 2 pg (X pLy'hk
Nucleassiz su (12-X) pL’lik

Random hekzamer primer 1 uL’Iik

5X Reaksiyon tamponu 4 puL’lik

Ribolock Ribonucleaz inhibitor (20U/pl) 1 uL’lik

dNTP karigim (10mM) 2 ul’lik

RevertAid RT 1 uL’lik

Tablo 3.3. Termal Déngiileyici PCR programi (LFirst strand cDNA Synthesis/Random hexamer primed
synthesis)

Sicakhk Zaman
25°C 5 dakika
42°C 60 dakika
70°C 5 dakika
4°C ®©
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3.2.3. mRNA ekspresyonu icin qRT-PCR
Tablo 3.4." de verilen protokole gore Tablo 3.5.’de listelenen her bir primer g¢ifti

i¢in reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

Tablo 3.4. gRT-PCR reaksiyonu igin ana karisim

Reaktor Hacmi
SYBR Green I boya 5yl lik
fleri Primer (20 pM) 0.25 ul’lik
Ters Primer (20 uM) 0.25 pl’lik
Nucleaz-olmayan su 2.5 ul’lik

Tablo 3.5. qRT-PCR analizi i¢in ileri ve ters primerleri sekanslart

Gen X )
Gen ID Ileri Primer Ters Primer
Sembolii
CCNE1 898 5’-gccagcecttgggacaataatg-3’ 5’-cttgcacgttgagtttgggt-3°
18S 100008588  5’-ctaccacatccaaggaagca-3’ 5’-tttttcgtcactaccteeecg-3’

gRT-PCR reaksiyonu 96 kuyucuklu plate kullanilarak her kuyucuga 8 ul (1X) ana
karisim ekledikten sonra iizerlerine 2 pl cDNA (20ng) (3.2.2. cDNA Sentezi
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anlatilmistir.) dikkatlice pipetlenerek karistirllmigtir. Jelatin ile iizeri sikica kapatilmistir.

+4 sicaklikta 1000rpm de 1 dakika santrifiijlenmis ve LightCycler 96 qRT-PCR cihazinda

Tablo 3.6.” da ifade edilen qRT-PCR programinda ¢alistirilmistir.

Tablo 3.6. gRT-PCR program

nkiibasyon 6ncesi

Hedef Egim Her °C* Saniyeki
Veri | Siire : Adim
Sicaklik orani verialma | Hedef Dngii
alma | (hh:mm:ss) °C)
O o o o
(°Cls) | °C) O
95 Yok | 00:05:00 44 5 0 0 0
Amplifikasyon
95 Yok | 00:00:10 44 5 0 0 0
58 Tek 00:00:20 22 5 0 0 0
72 Yok | 00:00:20 4.4 5 0 0 0
Erime egrisi
95 Yok | 00:00:05 44 5 0 0 0
55 Yok | 00:01:00 2.2 5 0 0 0
Stirek
95 . 00:00:00 0.11 5 0 0 0
1
Sogutma
40 Yok | 00:00:30 2.2 5 0 0 0

3.2.4. gRT-PCR ekspresyon analizi
qRT-PCR

verileri, goreceli

kantifikasyon yontemi

ile analiz edilmistir.

Yinelenenlerin Ct degerlerinin ortalamasi alinmistir. Kontrol numunelerinin ortalama Ct

degeri, hedef gen ve referans gen i¢cin muamele numunelerinin ortalama Ct degerinden
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ayr1 ayri ¢ikarilmistir (ACt degerleri). Daha sonra hedef genin verimliligi (2 *) referans

genin verimliligine normalize edilmistir (AACt degerleri).

3.3. Protein izolasyonu

Hiicre peletleri boyutuna bagli olarak RIPA (Tablo 3.7.) liziz 50 pl -100 pl tampon
eklenmistir ve yukar1 agagi iyice pipetlenerek karistirllmigtir. Her bir 1,5ml ependorf tiip
her 5 dakikada bir toplam 30 ya da 40 dakika olmak tizere vortekslenmistir. +4 sicaklikta
15000 rpm’de 1 saat siiresince santrifiijlenmis ve protein lizat1 baska bir tiipe alinmistir.
Biitiin bu calismalar buz iizerinde yapilmistir. izole edilen proteinler -80 sogutucuya

yerlestirilmistir.

Tablo 3.7. RIPA tamponu protokolii

Birlesenler Stok Konsantrasyonu Final Konsantrasyon 1 ml i¢in
NaCl 2 M’lik 150 mM’lik 75 ul’lik
NP-40 %10°1ik %1’lik 100 pl’lik
Sodyum DOC %10°1ik %0.5’lik 50 pl’lik
SDS %10°1ik %0.1’lik 10 pl’lik
Tris HCI (pH 8.0) 2 M’lik 50 mM’lik 25 ul’lik
NAF 1 M’lik 50 mM’lik 50 pl’lik
NaVO4 100 mM’lik ImM’lik 10 ul’lik
Proteaz inhibitor 25X’1lik %4°lik 40 pl’lik
Fosfataz inhibitor 10X’lik %4’lik 40 pl’lik
Ultra saf su (ddH20) 600 pl’lik

3.3.1. Protein miktar tayini
BCA protein assay kit kullanilarak, kullanilan proteinlerin miktar tayini yapilmstir.
-80 dolaptan ¢ikartilan proteinler, buz {izerine alinmis, erimesi beklenmistir.

Vortekslenerek 96 kuyucuklu plakada, her o6rnek i¢in 2 tekrar olacak sekilde her
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kuyucuga, 3 ul 6rnek eklenmistir. A+B BCA kiti karigimidir ve aralarinda 50:1 orani
vardir. Bu durumda 16 c¢esit protein i¢in 2 tekrar ile 32 kuyucuk isimlendirilmistir.
32x200 yani 6400 ul A ve 128 ul B miktarlar1 ile A+B karistirilmis ve her kuyucuga 200
ul pipetlenmistir. Pipetleme sonrasinda 37°C’de 30 dakika aliiminyum folyoya sarilip
inkiibasyona birakilmistir. Bu islemler sirasinda siirelere dikkat edilerek SynergyHT
mikroplaka okuma cihazi ile 562 nm de okuma yapilmistir Sonuglar bir excel dokiimani
olarak elde edilmistir (Tablo 3.8.). BSA standartlarindan alinan absorbans okumalarina
bagli olarak standart bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Tablo 3.9.) ve Ornek

konsantrasyonlari, egrinin ¢izgi grafiginden dl¢tilmistiir.

Tablo 3.8. BCA standartlar: konsantrasyon ve absorbans degerleri

Standartlar | X yl y2 Y (ortalama)
Konsantrasyon Absorbans
Vial (ug/ul)
X=5(y-a)/b
A 2 2,091
B 15 14
C 1 1,008 1,008 1,008
D 0,75 0,842 0,842 0,842
E 0,5 0,581 0,581 0,581
F 0,25 0,344 0,344 0,344
G 0,125 0,218 0,218 0,218
H 0,025 0,101 0,101 0,101
| 0 0,073 0,073 0,073

Tablo 3.8.’deki gibi y=a+bx formiilii kullanilarak a=0,084308, b=0,959224, R*>=
0,992676 BCA standart egrisi Tablo 3.9 de gosterildigi gibi olusturulmustur.
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Standart Egrisi

2,5
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R*=0,9927 _.-"
15
°
1 -
e
[ 2
0,5
o
-"‘..
0 ®
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 3.1. BCA Standart egrisi

3.3.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel electroforezi (SDS-PAGE)
Protein ornekleri, 4X protein ylikleme boyas: ile karistirilmis ve 95°C sicaklikta 3-
5 dakika test tiipii 1siticisinda bekletilmistir. Poliakrilamit jel Tablo 3.10° a bagli olarak

¢eker ocak altinda hazirlanmustir.

Tablo 3.9. Cozme ve istifleme jellerinin farkll konsantrasyonlarinin igerikleri

Coziicii Istifleme
Reaktor (Resolving) jel (Stacking) jel
8% 10% 12% 5%
Ultra saf su 2.3 ml’lik 1.9 ml’lik 1.6 ml’lik 1.36 mI’lik
%30’Tuk
1.3 ml’lik 1.7 mI’lik 2 ml’lik 340 ul’lik
akrilamit
1 M Tris (pH=8.8) (pH=8.8) (pH=8.8) (pH=6.8)
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1.3 mI’lik 1.3 ml’lik 1.3 ml’lik 260 ul’lik

%10’luk SDS 50 pl’lik 50 ul’lik 50 pl’lik 20 pl’lik
%10’luk APS 50 pl ‘lik 50 ul’lik 50 pl’lik 20 pl’lik
TEMED 5 ul ‘lik 5 ul’lik 5 ul’lik 2 ul’lik

Toplam hacim 5 ml’lik 5 ml’lik 5 ml’lik 2 ml’lik

Mini-PROTEAN Jel dokiim modiilii kullanilarak, ilk olarak ¢oziicii jel ¢ozeltisi
dokiilmiistiir ve jel polimerlesene kadar izopropanol ile {izeri kaplanmistir (kabarcik
olugmasint engellemek icin yapilmistir). Coziicii jel kuruduktan sonra izopropanol
dokiiliip yavasca kurulanmistir. Alttaki jelin ilizerine istifleme jel ¢ozeltisi dokiilmiistiir.
Bu jelin igerisine 10 veya 15 oyuklu tarak yerlestirilmistir. Her kuyucuga 10-20 pg
protein O6rnekleri yiiklenmis ve bos kuyucuklar seyreltilmistir. Protein ylikleme boyasi ile
doldurulmustur. Elektroforez baslangigta 90 V' de 20 dakika sonrasinda 110-120 V' de
90-120 dakika uygulanmistir.

3.3.3. Western blotting teknigi ve proteinlerin goriintiilenmesi

Semi-Dry transferi i¢in 3 mm kalinhigindaki Whatman marka membran
kagitlarindan {icii (7x9 cm?) anot tamponu-I’ de, ikisi anot tampon-II" de ve besi katot
tamponunda 1slatilmistir. PVDF membran ilk 6nce 3 dakika %100 metanole ve ardindan
1 dakika anot tamponu II' ye daldirilmistir. Whatman kagitlari, jel ve membran Biorad
Semi-Dry Turbo Blot makinesinde, anottan katoda su sirayla istiflenmistir: 3 adet anot I,

2 adet anot II, PVDF membran, ¢oziicii jeli, 5 adet katot

Whatmann marka membran kagitlarmmin 25V' de 30 dakikada transferleri
saglanmistir. Sonra, protein 6rneklerini PVDF membrani {izerinde gorsellestirmek i¢in 3
dakika boyunca Ponceu S boyamasi yapilmistir. Daha sonra, membranlar, ultra saf su ile
yikanmistir. Membran ilgili spesifik kDa’ dan kesilmistir. Kesilen membranlar, yavas
calkalama ile oda sicakliginda 1 saat boyunca bloklama soliisyonu (Tablo 2.1.) ile bloke
edilmistir. Daha sonra bloklama soliisyonu ¢ikarilmistir ve membranlar birincil antikor
(Tablo 3.11) ile oda sicaklifinda gece boyunca (yaklasik 16 saat) +4 ° C' de inkiibe

edilmistir.
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Birincil antikor inkiibasyonundan sonra, membranlar calkalayicida 10 dakika
boyunca 1X TBS-T ile li¢ kez yikanmistir, her seferinde bir dnceki yikama soliisyonu
dokiilmistiir. Ardindan oda sicaklifinda en az 3 saat ikincil antikor inkiibasyonu
yapilmistir. Daha sonra membranlar, ¢alkalayicida 10 dakika boyunca 1X TBS-T ile ii¢
kez yikanmustir. Inkiibasyonlar, horizontal galkayicilar ile yapilmistir. Antikorlar 2 yada
3 kez tekrarli kullanilabilmektedir. -20 sogutucuda saklanmistir Blok tampon 2 yada 3

kez tekrarli kullanilabilmektedir ve +4 sogutucuda saklanmistir.

Tablo 3.10. Western Blot Tekniginde kullanilan antikorlar

Katalog
Antikor Marka Diliisyonu
numarasi
CCNEl1 Merck 05-363 1:1000
Anti-o-Tubulin Sigma-DM1A 32-293 1:2500

Inkiibasyonlar1 ve yikamalari tamamlanan PVDF membranlardan kemiliiminesans
goriintiileri alinmistir. Bunun i¢in Amersham Imager 600 cihazinda goriintiileme yapmak
icin Amersham ECL reaktifi yada Pierce ECL Western Blotting Substrat1 farkli pozlar

i¢cin kullanilmistir.

3.3.4. Imaje J Analizi

Western Blot goriintiisii ImageJ tarafindan islenmis, goriintii tlirii 8 bit olarak
belirlenmistir. Protein ekspresyon seviyelerine karsilik gelen bantlar tek tek secilmis ve
bant yogunluklar1 Imagel' de grafikler olarak verilmistir. Her bir grafigin alani, ¢izimlerle
olusturulan her bir tepe noktasi etiketlenerek se¢ilmistir. Bu dlgiimlerin ylizdesi bir excel
dosyasma ¢ikarilmigtir. Hedef proteinlerin ifadeleri, o-Tiibilin referans proteine
normalize edilmistir (Hedef hiicre protein ifadesi/ a-Tiibilin ifadesi). Cikan veriler
GarphPad’ de bir grafik iizerinde, g¢alisilan her hiicre hatti, kendi alt tipine gore

gruplandirilarak, CCNE1 protein ekspresyonlariin ifadeleri gosterilmistir.
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3.3.5. NCBI GEO Analizi
Hasta veri setleri NCBI GEO veri tabanindan GSE21653” den [48] alinmistir. Bu

veri tabani yiiksek gen ekspresyon degisikliklerini aragtirmak i¢in kurulmustur.

Sistemin kendi analiz motoru tizerinden “Analyze with GEO2R” se¢ilmis verilerin
oldugu tablo bulunmustur. “Define group” secenegi ile bazal benzeri, luminalA, luminal
B, HER2, normal benzeri alt gruplar1 olusturulduktan sonra grup iiyeleri, verilerin kayith
oldugu tablodan se¢ilmistir. Gruplar tamamlandiktan sonra karsilastirmay1 baslatmak i¢in
“Top 250 segenegi secilmistir. P degerlerine gdore anlamliliklari siralanmistir. “Set
Column” segenegi ile mevcut istatistiklerin ve ek agiklamalarin oldugu sayfaya
yonlendirilmistir. Bu analizde 626 hasta verisi kullanilarak excel dosyasina
kaydedilmistir. Sonrasinda Garphpad’ de t-testi (2-tailed Student’s t-test) kullanilarak, alt
tiplerin CCNE1 ekspresyonlar1 birbirleriyle kiyaslanmistir.

3.3.6. Istatistiksel analizler

Iki deneysel grubu karsilastirmak icin t-testi (2-tailed Student’s t-test) yapilmustir.
Ust ve alt ¢izgilere karsilik gelen degerler, gruptaki minimum ve maksimum degeri
gostermektedir. Grafikler ve egriler GraphPad, kullanilarak ¢izilmistir. Anlamlilik esigi:

“* p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; ns, oSnemli degil “ olarak yorumlanmaktadir.

3.3.7. Kaplan-Meier sag kalim analizi

Kaplan-Meier sag kalim analizi, TNMK hastalarinin CCNE1 geninin mRNA’ daki
ifadesinin sag kalima etkisini degelendirmistir. GSE21653 [48] veri kaynagindaki TNMK
hastalarinin uzak metastaz sag kalimina (DMFS) bakilmistir. Elde edilen hasta verileriyle

GraphPad kullanilarak grafik elde edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Biyoinformatik analizler

Hasta verileri GSE21653 [48] den alinmistir. Elde edilen hasta bilgileriyle
GraphPad, t-test (2-tailed Student’s t-test) kullanilarak, HER2, luminal A, luminal B ve
normal benzeri meme kanseri alt tipleri, basal benzeri alt tipiyle Sekil 4.1.’deki gibi
kiyaslanmistir. Bazal benzeri alt tipinin p**<0,01 anlamlilikta CCNE1 gen ifadesinin

diger alt tiplere kiyasla daha fazla oldugu bulgulanmustir.
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Sekil 4.1. CCNE! gen ifadesinin molekiiler alt tiplere ayrilmis gruplarda biyoinformatik analizlerle
siniflandiriimasi
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Hasta verileri GSE21653 [48]’den alinmistir. Elde edilen hasta bilgileriyle
GraphPad t-test kullanilarak, seviye II ve III TNMK hastasi, seviye I’e gore Sekil
4.2.°deki gibi kiyaslanmustir. Seviye III olan hastalarda p**<0,01 anlamlilikta CCNE1

gen ifadesinin hastaligin seviyesi arttik¢a arttigi bulgulanmistir.
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Sekil 4.2. CCNEI gen ifadesinin meme kanseri derecelerine gére biyoinformatik analizlerle

swiflandiriimasi

Hasta verileri GSE21653 [48]° den almmistir. Elde edilen hasta bilgileriyle
GraphPad t-test kullanilarak, TNMK olan hastalar ile TNMK olmayan hastalarin
kiyaslanmasi sonucunda, TNMK olan hastalarin p**<0,01 anlamlilikta CCNEI gen
ifadesine sahip oldugu Sekil 4.3.’teki gibi bulgulanmastir.
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Sekil 4.3. TNMK hastalarinda CCNE 1 ifadesi ile TNMK olmayan alt tiirlerdeki CCNE| ifadesinin
kiyaslanmasi

3.3.7 ‘de belirtildigi gibi Kaplan-Meier sag kalim analiziyle CCNEI1 geninin diisiik
ve yliksek ifadesinin DMFS egrisi, GraphPad iizerinde survival testi kullanilarak Sekil
4.4.teki gibi ¢izilmistir.
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Sekil 4.4. TNMK de CCNE 1 geni aswr1 ifadesinin diisiik sag kaliminin Kaptan Meier verileriyle
GarphPad’ de gosterimi

4.2. Meme Kanseri Alt Tiplerinin Hiicre Kiultiri

MCFI12A Normal meme epitel hiicre hatti ve MCF7, T47D, ZR75-1,
MDA.MB.453, MDA.MB.231, Cal51, HCC1143, MDA.MB.468, HCC38,
MDA.MB.157, BT474, MDA.MB.436 kanserli meme hiicre hatlar1 kiiltiire edilmistir ve
Leica DMi8 inverted mikroskop ile 10X biiyilitme yapilarak Gorsel 4.1 de gosterildigi
sekilde fotograflar1 cekilmistir. Genel olarak deneyler sirasinda kullanilan hiicrelerin
pasajlar1 20 pasaj farkini1 gegmemistir. Hiicre doluluk oraninin %60-70 oraninda olmasina

0zen gosterilmistir.
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Gorsel 4.1. Kiiltiire edilen hiicre hatlart ve Leica inverted mikroskop 10x biiyiitme fotograflar
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4.3. Normal ve Kanserli Meme Hiicre Hattinda CCNE1 mRNA Seviyesi

Biitiin hiicrelerin (Gorsel 4.1.) mRNA’larindan qRT-PCR, normal meme hiicre
hattina goére meme kanserli hiicre hatlar1 normalize edilerek, kat degisimi grafigi
tizerinde, CCNEI1 anlamhiliklarm1i ve mRNA seviyeleri, istatistiksel olarak

degerlendirmistir (Sekil 4.5.).

Tek tek ele alinirsa, MCF7 [ER(+)], **p<0,01; T47D ***p<0,001; ZR-75-1
[ER(+)], ***p<0,001; MDA-MB-453 (HER2) ***p< 0,001; BT-474 (HER2) **p<0,01;
HCC38 (TNMK) **p<0,01; CAL 51 (TNMK) **p<0,01; HCC1143 (TNMK) **p<0,01;
MDA.MB.231 (TNMK) ***p<0,001; MDA.MB.468 (TNMK) ***p<0,001;
MDA.MB.157 (TNMK) ***p<0,001; MDA.MB.436 (TNMK) ***p<0,001
anlamliliktadir. Ayn1 zamanda, T47D ve ZR75-1 [ER(+)] hiicre hatlarinda, normal hiicre
hattina kiyasla CCNEI ifadesinin daha fazla oldugu gozlemlenirken; ER(+) olan MCF-7
hiicre hattinda CCNEI1 ifadesinin, normal hiicre hattina kiyasla azaldigi gézlenmistir.
HER?2 hiicre hatlarinda, normale kiyasla CCNE] ifade artis1 gézlenmektedir. Bu analiz
ile tiim meme kanseri alt tiirlerinde mRNA seviyelerini tarayarak TNMK hiicre hatlarinda

en fazla CCNEI1 gen ifadesinin olustugunu gézlemlemis bulunmaktayiz (Sekil 4.4.).

—
y®)
]

—
o
|

k&
k3

oo
]

Kat degisimi
(fold change)
[0)]

[ |

d &

*hK L ew

T47D

o [4%)
L [ ]

b
BT-4744 |1
H(.‘(_‘.38-:|-1 %

(:a|51-j {

HCC1143= }—1 .
MDA-MB-231- ' 5{

MCFI12A
MCF-7
ZR-75-1
MDA-MB-453
MDA-MB-468=
MDA-MB-157
MDA-MB-436

ER+ HER? TNMK

Sekil 4.5. CCNEL1 q-RT PCR ¢alismast sonuglarinin grafikte gosterimi
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4.4. Normal ve Kanserli Meme Hiicre Hattinda CCNE1 Protein Seviyeleri

mRNA seviyelerine bakildiktan sonra ayni hiicre hatlarinda (Gorsel 4.1.) protein
seviyeleri degerlendirilmistir. SDS Page teknik ile jelde protein yiiriitmesi ve western blot
teknikleri uygulanarak elde edilen proteinler Amersham 600 Imager system cihazinda
goriintiilenmistir ve CCNE1 protein goriintiilemesi a-Tubulin’e gore belirlenmistir. 49
kDa seyrinde gozlenen a-Tubulin’e kiyasla TNMK alt tipleri hiicre hatlarinin pozlanmasi

Sekil 4. 6. paylasildig: gibi ifade edilmistir.
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Sekil 4.6. CCNE1 western ¢alismasi sonucu

Genel olarak bakildiginda mRNA ile uyumlu sekilde TNMK olanlarda yiiksek
ifadeli oldugu gozlenmistir. ER (+) hiicre hatlarinda, MCF7 az miktarda protein ifadesi
gozlenmektedir. T47D ifadesi daha nettir. Fakat ZR75-1 ifade olusturmamistir. HER2
hiicre hatlarinda MDA.MB.453 ve BT474 ifade olusturmamistir. TNMK alt grup hiicre
hatlarina bakildiginda MDA.MB 231, HCC1143, MDA.MB468, MDA. MBI157,
MDA.MB436, HCC38, Cal51 hiicrelerine bakildiginda 52 kDa seyrindeki CCNEI
protein ifadesi oldukca belirgin sekilde gozlenmektedir. Bu nicel gozlemin Image J
analizi ile degerlendirilmesi sonucunda, MCF 12A hiicreleri CCNEI1 protein ifadesi 2-4

arasinda kalirken, ER (+) hiicrelerinin 2-4 arasinda oldugunu, HER2 hiicrelerinin 0-2
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arasinda TNMK hiicrelerinin 2-8 arasinda anlamli bir fazlalik farki oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.7.)

ER+ HER2 TINME

CCNE1 protein ekspresyonu
(Relative to tubulin)
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Sekil 4.7. Farkli hiicre hatlarindaki CCNEI protein ekspresyonu o- tiibilin gore normalize edilmistir
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5. TARTISMA VE ONERILER

Meme kanseri siirekli artis gosteren ve kadinlarda sik gézlenen bir hastaliktir. Erken
tan1 ve yeni gelistirilen adjuvan tedavi stratejileri ile mortalite oran1 azalmaya baslamistir
[49]. Kotii prognoza sahip alt tiirii HR ve HER2 reseptorleri agisindan negatif olmasindan
dolay1 tedavi segenekleri kisithidir; bu sebeple de yeni tedavi segeneklerine ihtiyag
duyulmaktadir [50]. Bu duruma bagli olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina katkida
bulunan biyolojik siire¢ ve sinyal yolaklarinin, bu siirecte yer alan molekiillerin
etkinliginin tanimlanmasinda 6nem arz etmektedir. Bu calismada hiicre dongiisiinde
onemli bir role sahip olan CCNEI geni agir1 ifadesinin varliginin farkl alt tiplere ait hiicre
hatlar1 iizerinde incelenerek TNMK’ daki yiiksek oram gdzlenmistir. incelenen farkl
arastirmalarda sph53 ile insan meme epitel hiicrelerinden (HMECs) farkli onkojenik
yolaklarin farkli epigenetik degisikliklere yol agip agmayacaginin belirlenmesi i¢in bir
deney dizayn1 yapilmistir. Bu strateji dahilinde onkojenlerin erken aktivasyonunun, hiicre
soy kokeniyle birlikte meme kanseri molekiiler alt tiplerinin olusturulmasinda énemli bir
belirleyici oldugu gosterilmistir. Insan meme epitel hiicrelerinin farkli onkojenik yollari
aktive ettigi disiiniilen 3 onkojen WNT, CCNE1 ve HRASVI12 retroviral
transdiiksiyonlarinin  asir1  eksprese edildigi bulgusuna varilmistir (NCBI-GEO
GSE114848[51] ). Kanser hiicrelerinin azaltilmasim1 saglayabilmek icin hiicre
cogalmasinin Oniine gecilmelidir. Bunun i¢in de kanser yolaklarini destekleyen

molekiillerin ve sinyal yolaklarmin etkinliginin tanimlanmasi énemlidir.

CCNEI normal bir hiicre dongiisiinlin G1 fazindan S fazina gecisinde rol
almaktadir. CDK inhibitorii ve pl6INK4a proteinini kodlamaktadir. Bu protein ise Rb

fosforilasyonunu etkilemektedir [52].

Hiicre dongiisli kontrolii i¢in kritik olan genlerdeki polimorfizmler, yumurtalik
kanseri riski i¢in 6nemli bulunmus ve ¢ok sayida gen, farkli etiketlemeler ile tek niikleotid
polimorfizm (SNP) setleri olarak sorgulanmigtir. CDKN2A-CDKN2B, CCND1, CDK2
ve CCNEI sinyallerinin yumurtalik kanserinde tutarli oldugu ve CCNE1 geninin asir1
ekspresyonu yumurtalik kanserinde énemli bir anlam ifade ettigi bulgusuna varilmistir
[53]. Yapilan bagka bir ¢alismada da homolog rekombinasyon eksikligi (HRD), tiimér
BRCA1 / 2 mutasyonlar1 ve CCNE1 amplifikasyonunun yoklugunun, yumurtalik
kanserinin sag kaliminda iyilesme ile iligkili oldugu diisiintilerek CCNE1 geninin agir1

ekspresyonu dnemsenmistir [54]. Literatiire benzer sekilde, biz de ¢alismamizda 6zellikle
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TNMK hiicre hatlarinda hem protein hem RNA seviyesinde CCNE1 gen/ protein arttigini
gosterdik. Bu calismaya benzer olarak Metiltransferaz 3 (METTL3)’ iin, kolorektal
kanser (CRC) dokularinda regiilasyonunun yiiksek oldugu ve zayif sag kalma ile iligkisi
oldugu tespit edilmistir. CCNEI 'i hedefleyerek CRC hiicre ¢ogaltilmistir. Sonrasinda
biitiratin, METTL3 ve ilgili CCNE1'in ekspresyonu azaltilarak CRC gelisimi inhibe
edilmistir [55]. Literatiir taramalarinda benzer gastirik [56], akciger [57] veya TNMK

[58] yayinlarinda da CCNEI geninin asir1 ekspresyonu dnemsenmistir.

Hasta verileriyle yapmis oldugumuz biyoinformatik analizlerde bazal benzeri
meme kanserinin, HER2, luminal A, luminal B ve normal benzeri alt tipleriyle
kiyaslandiginda CCNEI gen ekspresyonunun arttig1 ve hastalik asamalar ilerledikge ilk
seviyesine gore artisinin p**< 0,001 anlamlilig1 gézlenmistir. Buna bagl olarak ER (+)
(MCF12A, T47D, ZR-75-1), HER2 (MDA.MB.453, BT 474) , TNMK (HCC38, Cal51,
HCC1143, MDA.MB.231, MDA .MB.468, MDA.MB.157, MDA.MB.436) alt gruplarin
belirtilen 1iiye hiicre hatlariyla c¢alisarak, transkripsiyonel modifikasyonlardan
etkilenmeden mRNA seviyesinde CCNE1 gen ekspresyonunun artig1 incelenmistir.
TNMK alt tiirindeki ifadenin, diger alt tiirlere kiyasla daha fazla oldugunu mevcut
bulgulara bakilarak belirtilebiliriz. mRNA seviyesinde gozlemlediklerimizi, protein
seviyesinde inceledigimizde de TNBC alt tiir liyelerinin, diger liyelere kiyasla CCNE1
artma egiliminde oldugu gdzlenmistir. Gen ekspresyonunun yiiksek olmasi ve western
bulgularmin dogrulamasi, CCNEI1’in bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Bu genin, genomik seviyede siRNA’lar ile hedeflenerek, TNMK hiicre
hatlarinin susturulmasi ve sonrasinda detayli yolak analizleri ile hangi yolaklar iizerinden
etki ettigi veya potansiyel metastazla ile iligkisinin ne oldugu arastirilabilir. Calismamiz
biyoinformatik analizlerle in-vitro olarak yiiriitiilmiistiir. Ancak ¢alisma dogrultusunda
elde edilen veriler in-vivo verileriyle ve dogrudan hastalardan tiimorli dokularin
analizleri ile desteklenmelidir. CCNE1 proteinini hedefleyen basarili spesifik bir inhibitor
gelistirilerek fare deneylerinde tiimdr biiylimesine olan etkisi incelenmelidir. Ayrica hasta

materyalleri IHC metodu ile incelenip CCNE1 mRNA ve protein seviyeleri belirlenebilir.

Bu ¢aligma ile CCNEI geni potansiyel 6zellikle TNMK hastalar i¢in hastaligin
prognozunun tespit edilmesinde ve alternatif hedef tedavi molekiillerinin tespitine

yonelik 6nemli bir biyobelirteg olarak sunulmaktadir.
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