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OZET

Salman Yaylaz, B. (2024) Meme Kanserinde DHRS2 Geninin Rol Oynadig1 Molekiiler
Mekanizmalarin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Meme Kkanseri (lkemizde kadinlarda siklikla karsilasilan bir  malignitedir.
Postmenopozal donemdeki hormon degisiklikleri ve mutasyon yikinin de etkisiyle
ileri yas grubunda sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ailesel gecisli meme kanserleri
ise BRCA1/2 mutasyonlar iizerinden takip edilmekte ve hastalar daha geng¢ yasta tanm
almaktadir. Kanserin bu heterojenligi nedeniyle yeni biyobelirteclere tan1 ve tedavide
ihtiyag duyulmaktadir. Tez c¢alisgmamizda hiicre igerisindeki mekanizmalar tam
aydinlatilmamis ancak hiicrelerin regiilasyonunda 6nemli olabilecegini diisiindiigiimiiz
DHRS2 geninin olasi etkilerini transkriptomik ve fonksiyonel yaklasimlar kullanarak
inceledik. MCF10A, T47D, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda DHRS2’nin
hicre icerisindeki miktar1 siRNA ve OE-vektor araciligi ile manipiile edilmistir.
Akabinde hucre dongusi, Kaspaz 3/7 aracili apoptoz Olglimleri, migrasyon ve ileri
glikasyon son f{irlinlerinin tespiti yapilmistir. Transkriptom verilerini dogrulamak
amaciyla DHRS2 ile etkilesimde bulundugunu disiindigimiiz spesifik genlerin
ekspresyonlarini kantitatif PZR yontemi ile dogruladik. Bulgularimiz dogrultusunda
DHRS2 miktari arttiginda p21 miktarini arttirdigi ve bu sebeple hiicre donglsunin
GO0/G1 fazinda tutuldugu, Siklin D ve Siklin E ekspresyonlarinin arttigi goézlemlenmistir.
Ayrica transkriptom verilerimizin sonucunda hiicre membran molekiillerinin ve
duzenleyicilerinin DHRS2 seviyesinden etkilendigi ve mezenkimal benzeri 0zellik
kazandig1r gosterilmistir. Yine transkriptom datalarimizdan ve Kaspaz aktivitesi
Olgtimlerinin ardindan DHRS2nin inflamatuar cevapta ve piroptozun indiklenmesinde
rol alabilecegi diisiiniilmiistiir. DHRS2 mitokondriyal bir protein olmasina karsin hiicre
igerisindeki ¢esitli mekanizmalar1 diizenleme yetenegine sahiptir.  Meme kanseri
Ozelinde yaptigimiz bu c¢aligmamizda proliferasyon, invazyon ve metastaz, immin
sistemi regllasyonu gibi birden ¢ok mekanizmada DHRS2’nin p53 bagimli ve bagimsiz
etkilerinin oldugu ortaya ¢ikarimistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, DHRS2, Transkriptom, Proliferasyon, inflamasyon

Bu ¢alisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje No: TDK-
2021-37805) ve TUSEB tarafindan (Proje No0:2022-ACIL-16720) tarafindan
desteklenmistir.



ABSTRACT

Salman Yaylaz, B. (2024). Investigation of Molecular Mechanisms Involved by DHRS2
Gene in Breast Cancer. istanbul University, Institute of Health Science, Genetics.
Doktora Tezi. Istanbul.

Breast cancer is a malignancy frequently encountered in women in our country. It
occurs sporadically in the older age group due to hormone changes in the
postmenopausal period and mutation burden. Familial inherited breast cancers are
followed up based on BRCA1/2 mutations and patients are diagnosed at a younger age.
Due to this heterogeneity of cancer, new biomarkers are needed in diagnosis and
treatment. In our thesis study, we examined the possible effects of DHRS2 gene, whose
mechanisms in the cell have not been fully elucidated but which we think may be
important in the regulation of cells, using transcriptomic and functional approaches. In
MCF10A, T47D, MCF7 and MDA-MB-231 cell lines, the amount of DHRS2 in the cell
was manipulated by siRNA and OE-vector. Subsequently, cell cycle, Caspase 3/7-
mediated apoptosis measurements, migration and advanced glycation end products were
detected. In order to verify the transcriptome data, we confirmed the expression of
specific genes that we thought interacted with DHRS2 by quantitative PCR. In line with
our findings, we observed that when the amount of DHRS2 increased, the amount of
p21 increased and therefore the cell cycle was kept in the GO/G1 phase and the
expression of Cyclin D and Cyclin E increased. In addition, as a result of our
transcriptome data, it was shown that cell membrane molecules and regulators were
affected by DHRS2 level and gained mesenchymal-like properties. Our transcriptome
data and caspase activity measurements suggest that DHRS2 may play a role in
inflammatory response and induction of pyroptosis. Although DHRS2 is a
mitochondrial protein, it has the ability to regulate various mechanisms within the cell.
In our breast cancer-specific study, it was revealed that DHRS2 has p53-dependent and
independent effects in multiple mechanisms such as proliferation, invasion and
metastasis, and immune system regulation.

Key Words: Breast cancer, DHRS2, Transkriptomics, Proliferation, Inflammation.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. (Project
No. TDK-2021-37805) and TUSEB (Proje No:2022-ACIL-16720).



1. GIRIS VE AMAC

Turkiye Cumbhuriyeti Saglik Bakanliginin hazirladigi halk sagligi raporlarinda
meme kanseri hizinin son bes yil icerisinde artmis oldugu goriilmektedir. Diinyada ve
ilkemizde her gecen giin daha fazla kadinin meme kanseri teshisi almasi, meme kanseri
aragtirmalari1 da hizlandirmistir. Meme kanseri bes alt tipten olusan, hormon ve
biiyiime reseptorlerinin bu smiflandirmada kullanildig1 bir kanser tiiriidiir. Iyi prognoz
gosteren Luminal A alt tipi en sik goriilen tiriidiir. Metastaz yapabilme kapasitesi
yiikksek olan diger alt gruplar Luminal B ve bazal benzeri U¢li negatif gruptur.
Molekiiler mekanizmalarinin hala tam olarak aydinlatilamamis olmasi ve tani, takip ve
tedavide belirli genlerin incelenmesi hastalar icin yeterli olamamaktadir. Bu
limitasyonlarin asilabilmesi i¢in molekiiler anlamda daha detayli ¢alismalara ihtiyac
duyulmaktadir. DHRS2 geni hiicre igerisinde ¢esitli mekanizmalarin diizenlenmesinde
rol oynayan bir gendir. LEF1, MYB, p53 gibi gen ifadelerinin kontroliinden sorumlu
olan genler DHRS2 seviyelerini diizenler veya yanit olustururlar. Hiicredeki p53
diizenleyicisi MDM2 ligaz aktivitesinin yine DHRS2’ye bagli oldugu gosterilmistir.
Metabolik stres reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ve akabinde DNA hasarina neden
olmaktadir. Meme kanseri igin DNA tamir genlerindeki mutasyonlar buyiuk 6nem
tasimaktadir. DHRS2 ise oksidoredilktaz aktivitesi bulunan, redoks faaliyetlerine
katilarak hiicre i¢i ROS stresini azaltan bir gendir. Ayn1 zamanda meme dokusunun
adipoz dokuya olan yakinligi nedeniyle hiicrelerin lipid metabolizmalar1 da timor
olusumunda degisiklige ugramaktadir. Lipid metabolizmasinda da aktif rolii oldugunu
diistindiigiimiiz DHRS2 nin tim bu mekanizmalar g6z oniine alindiginda meme kanseri
calismalarinda kendisine daha fazla yer bulmasi kaginilmazdir. Yaptigimiz doktora tez
caligmasinda DHRS2 gen ifadesi degisimlerinin farkli meme kanseri hiicre hatlarinda
nasil cevaplar olusturacagi arastirtlmistir. Hormon reseptorlerinin ve hicredeki p53
mutasyon durumunun etkisini incelemek adina MCF10A, MCF7, T47D ve MDA-MB-
231 hucreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerdeki farkliliklar baz alinarak DHRS2’nin hiicre
proliferasyonu,  migrasyonu, apoptoz  egilimi, inflamatuar  yamit1  seker
metabolizmasindaki ikincil 0rlinler tizerindeki etkisi transkriptom yaklagimi ve

fonksiyonel ¢aligmalar araciligi ile bu tez ¢alismasinda arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kanserin Tamim

Kanser genel tanimu itibariyle bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiytiyerek viicudun
diger bolgelerine yayilan bir hastaliktir. Normal sartlarda hiicreler viicudun ihtiyaglarini
karsilamak i¢in yeni hiicreleri olusturmak amaciyla biiyiir ve hiicre boliinmesi olarak
adlandirilan bir mekanizma ile ¢ogalir. Hiicreler yaslandiginda ise oliir ve yerlerini yeni
hiicreler alir. Bu stire¢ bozuldugunda anormal veya hasarli hiicreler ortadan kaldirilmasi
gerekirken ¢ogalmaya devam ederler ve doku biitiinliiglinii bozabilirler. Bulunduklar1
dokunun biitiinliigiini bozmalarinin disinda baska dokulara da yayilabilirler ve oraya
yerleserek yeniden c¢ogalma siirecini baglatabilirler. Boliinme kontrolii bozulmus
hiicrelerin tamami koétii huylu ttimorler olusturmaz. Ayni zamanda dokudaki tiim hiicre
degisiklikleri de kanser olarak adlandirilamaz. Hiperplazi, displazi ve neoplaziler
patolojik incelemelerde normal olarak goriinen hiicre yapilanmalaridir. Neoplaziler
kanserin ilk isaret¢isi olarak goriiliir ve invaziv 6zellik gostermezler, diizenli kontrol

edilmeleri gerekmektedir (1).

Kanser genetik bir hastaliktir. Hiicrelerimizin c¢alisma seklini, 6zellikle boliinme
konusundaki yetenegini kontrol eden genlerdeki birtakim degisiklikler sonucu meydana
gelmektedir. Genetik degisimlerin en biiyiikk kaynagi karsinojenlerdir. DNA’ya zarar
veren karsinojenler kimyasal veya 1simalar (UV, x-ray) seklinde olabilir. Hiicrelerde
yillar igerisinde biriken mutasyon yiikii genomik dengesizlige neden olur. Bu
mutasyonlarin tamami kansere neden olmaz ancak siireci baslatici mutasyonlarla
birlestiginde hiicreler bu mutasyonlar1 béliinerek kendinden kdken alan diger hiicrelere
aktarirlar. Bu sekilde genomunda mutasyon tasiyan c¢ok sayida hiicre dokularda
birikmeye baslar ve nodiilleri diger bir adiyla tiimorii olusturur. Bu mutasyonlara ek
olarak ¢evresel faktorlere bagli olan epigenetik degisimler de kanser siirecine katki
saglar. Bu olusumlar devam ederken tiimor ¢evresi de yeniden diizenlenir ve kanserin
yayilabilmesi veya korunabilmesi i¢in immiin sistem hiicreleri ve bag doku hiicreleri
yeniden programlanir. Timor c¢evresinin sekillenmesinde Onciil (primer) kanser
hiicresinin tiimdr c¢evresine salgiladigi molekiillerin 6nemli bir yeri vardir. Bu
molekiillerin arasinda sitokinler olarak adlandirilan immiin sistem hiicrelerini uyaran

molekiillerin yanisira ekstraseliiler matriks yapisinin sekillenmesini saglayan ve timor



dokusuna besin ve oksijen tagimmmim saglayan yeni kan damarlarimin olusmasini
saglayan molekiiller de bulunur. Kanser olarak adlandirdigimiz tiimdrler malign
timorler olarak adlandirilir ve bu tiimorlerin ¢evre dokulara gidip yerlesebilme
ozellikleri vardir. Bu invazyon durumu kanser hiicresinin en ayirt edici 6zelliklerinden
biridir. Metastatik tiimorler ise kanser hiicrelerinin kan veya lenf dolasimina girerek
baska dokulara ge¢ip oraya yerlesme ve ¢ogalma 6zelligi gosteren hiicrelerden olusur.
Genel olarak en ¢ok yayillim gosteren kanserler en zor yok edilebilen kanser tiirleri

olmaktadir (2-4).

Kanser adlandirmalarinda primer kanser hiicresinin koken aldigi doku kullanilir.
Karsinoma epitel hiicrelerinin olusturdugu tiimdrlerdir ve kanserlerin yaklasik %85’ini
olusturur. Karsinomadan sonra gelen kanser tiirleri ise miyeloma, losemiler ve
lenfomalardir. Sarkomalar bag dokusu veya kas dokusundan koken alir ve sinir
sisteminden koken alan kanserle beraber siklig1 daha azdir. Kanserler koken aldigi doku
haricinde ilk ortaya c¢iktiklar1 organ ile de isimlendirilirler ve yiizden fazla tipi
bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2020 verilerine gore diinyada en sik goriilen
kanser tiirleri sirastyla meme (2,26 milyon), akciger (2,21 milyon), kolon ve rektum
(1,93 milyon), prostat (1,41 milyon), cilt (1,20 milyon) ve mide (1,09 milyon)
kanseridir. Kanser kaynakli oliimler listesi ise farkli bir siralama ile ilerlemektedir;
akciger (1,80 milyon), kolon ve rektum (916 bin), karaciger (830 bin), mide (769 bin)
ve son olarak meme kanseri (685 bin). Siralamanin bu sekilde degigsmesinde yeni teshis

ve tedavi yontemleri 6nemli roller oynamaktadir.

2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri anormal meme hiicrelerinin kontrolsiiz c¢ogalarak tiimor yapisini
olusturmasi ile sonuglanan bir hastaliktir. Erken teshis edilmedigi takdirde viicudun
diger organlarina sigrayarak Oliimciil bir hal alabilmektedir. Kadinlarda en sik goriilen
kanserdir ve lilkemizdeki insidans1 2018 yilinda 100.000 kadinda 48,6’dir (5). Cinsiyete
ek olarak, yas, obezite, alkol ve sigara kullanimi, ailede meme kanseri oykiisii ve
postmenopozal hormon tedavisi kullanimi bu kanser i¢in bir risk faktoridiir. Ailesel
meme kanseri dykiisii hastalik riskini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Ancak tiim meme
kanserleri ailesel gecisli degildir ve sporadik olabilir. Meme kanserinin ilk evrelerinde
bazi semptomlar gozlenebilir ve bu semptomlar kanserin erken teshisi i¢in oldukca

onemlidir. Memede sertlik veya nodiil, dis goriiniisiindeki farkliliklar (biiytiklik, sekil,



kizariklik, akint1), meme ucu ve etrafindaki derideki degisimler ve akintilar belirtilen
semptomlara drnek olarak gosterilebilir (6,7).

Meme kanseri olduk¢a heterojen bir kanserdir. Yillar igerisinde alt tiplerinin
siiflandirilmas: tedavi agisindan 6nem kazanmigtir. Smiflandirmanin ilk yillarinda
geleneksel histopatolojik yontemler kullanilmistir. Bu siniflandirma bazi kanser
hastalar1 i¢in fazla tedaviye maruz kalma, baz1 hastalar i¢cin ise tedavi alsalar bile
hastalifa yenik diismesine neden olmaktaydi. Perou ve Sorle’nin ekibi giiniimiizde
kullanilan molekiiler siniflandirmanin 6nciileridir. Ostrojen reseptdrii ve HER2 biiyiime
faktorii reseptorii bu siniflandirmanin temelidir ve giiniimiizde bu temel tizerine diger
molekiiler faktorler eklenmistir. Luminal, HER2 asir1 ifadesi, bazal benzeri intrinsik alt
gruplar Ostrojen reseptorii ve HER2 reseptorii ile karakterizedir. Perou ve arkadaslar
bes intrinsik alt grup tanimlamistir. Bu alt gruplar ve reseptor ifadeleri Sekil 1°de

gosterilmistir (8-10).
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Sekil 1: Meme kanseri alt tipleri ve dokuda yer aldig1 bolgelerin gosterimi

HER2 yo6niinden zengin meme kanseri alt tipi tim meme timorlerinin %15 ila
20’sini olusturmaktadir. Bu tiimoérler dstrojen reseptorii negatif ve HER2 nin asir1 ifade
edilmesi ile karakterizedir. HER2 ekspresyonuna ek olarak HER2 ile iligkili
yolaklardaki genlerin ve proliferasyon iligkili genlerin artmis ifadesi veya 17ql2
kromozom boélgesindeki HER2 amplikonlar1 da goriilmektedir. Kotii prognoz ile
iligkilendirilen bu alt tipte Ozellikle karaciger, akciger ve kemik bagsta olmak iizere
artmis metastaz riski ile 6ne c¢ikmaktadir. Luminal grupta ekspresyonu yiiksek olan
genlerin yerine bu grupta FGFR4 ve EGFR gibi buyime faktériu genlerinin ifadeleri
daha ytiksektir (11).



Bazal benzeri meme kanseri grubu tiim olgularin %10-20’sini olusturur. Bazal
benzeri fenotip bazal/myoepitelyal hiicreler tarafindan ifade edilen genlerin artmis
ekspresyonu ile karakterizedir ve dstrojen reseptori ve HER2 ekspresyonu bulunmaz
ancak buyuk bir bolimiinde TP53’iin ger¢eve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlari vardir.
RB1 ve BRCA1 delesyonlar1 ve MYC amplifikasyonlar1 da igerir. Bu tiimor, genetik
heterojenlik nedeniyle cesitli prognoz seviyeleri gosterebilir. Tedavisi en zorlu olan
gruplarin basinda gelen ti¢lii negatif (Gstrojen, progesteron ve HER2 reseptorii negatif

olan) meme kanserleri de bu alt tip icerisinde siniflandirilmaktadir (12).

Luminal meme kanserleri Ostrojen reseptoriiyle iligkili genler ile birbirlerinden
ayrilirlar. Luminal A tiimorleri tiim meme karsinomlariin yaklasik %40’mi1 olusturur
ve proliferasyon genlerinin diisiik seviyelerde ifade edilmesiyle bilinirler. Histokimyasal
boyamalarda 6strojen ve progesteron reseptorlerinin yiksek ifadesi gortlirken HER2
reseptorl ifadesi gortlmez. Bu alt tipte PIK3CA mutasyonlari siklikla goriiliir ancak
relaps ve hastaligin niiks orani1 oldukga diisiiktiir. Luminal B tiimorleri heterojen bir
dagilim gosterir ve tim meme kanseri vakalarinin %25’ini olusturur. Luminal B
tiimorleri A’nin tersine yiiksek proliferasyon gen ifadesine sahiptir. Diisiik seviyede
Ostrojen ve progesteron ekspresyonunun yani sira HER2 reseptor tastyiciligi pozitiftir
ve PIK3CA geni degil de TP53 genindeki mutasyon orani daha yiiksektir. Luminal A
grubu ile kiyaslandiginda daha kotii bir uzun donem etkisi bulunmaktadir. Siklikla
kemik metastazlar1 goriilmektedir. Luminal grup tiimorleri genellikle hormon tabanh

terapiler ile tedavi edilmektedir (13,14).

Kanser sadece tiimor hiicresinden ibaret degildir. Malign yapilagsmay1 toplu
olarak belirleyen birtakim degisimlerle iliskili yerel bir ekosistemdir. Bu degisimler
bliylime sinyal yolaklarinin siirekli aktif halde tutulmasi, biiyiimeyi engelleyici
sinyallere duyarsizlik, programli hiicre 6liimiinden kacis, sinirsiz bliinme, anjiyogenez,
doku invazyonu ve metastaz gibi yeteneklerdir. Epidemiyolojik calismalar sonucu
belirlenen ve her giin maruz kaldigimiz kimyasallarin yani sira, kanserlesme riskini
arttiran bir diger Oonemli nokta ise hiicrelerin tasidigi mutasyon yiikleridir. Meme
kanseri i¢in en c¢ok taramasi yapilan genler ailesel gecis genleri de olan BRCAL ve
BRCAZ2’dir. Meme kanseri i¢in yapilan sayisiz ¢alismada bir¢ok somatik ve germline

mutasyon tespit edilmistir, bu genler ve mutasyon bilgileri Tablo 1’de verilmistir. En



stk mutasyona rastlanan genler ise TP53, PIKI3CA, MYC, PTEN, CCND1, ERBB2
(HER2), FGFR1 ve GATAS3 genleridir (15).

Tablo 1: Meme kanseri izlencelerinde ve mutasyon taramalarinda incelenen gen listesi

GEN SEMBOLU

BRCAlL
TP53
BRCA2
PIK3CA
MYC
PTEN
CCND1
ERBB2
ERBB3
FGFR1
FGFR2
GATA3
AKT?2
ARID1B
CASP8
CDKN1B
MAP3KI
MAP3KI3
NCOR1
SMARCD1
TBX3
RB1
ESR1
FOXA1l
CDH1
APOPBEC3B

MUTASYON CESIDI

Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Somatik
Somatik
Germline/Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Germline/Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Germline/Somatik
Somatik
Germline/Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Somatik
Germline/Somatik

Somatik

GENOMIK LOKASYON

17q21.31
17p13.1
13q12.1
3q26.32
8024.21
10g23.31
11g13.3
17q12
12013.2
8p11.23
10g26.13
10p14
19g13.2
6025.3
2033.1
12p13.1
5q11.2
3027.2
17p12-pl1
12¢13.12
12g24.21
13q14.2
6025.1
14921.1
16022.1
22013.1



PALB2
ATM
CHEK?2
RAD51
RADS1C
MSH2
BARD1
STK11
BRIP1
MALAT1
HOTAIR
MEG3
H19

Tumorin blydmesi

Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Germline/Somatik
Somatik

Somatik

Somatik

Somatik

16p12.2
11¢22.3
22g12.1
15q15.1
17922
2p21
2035
19g13.3
17023.2
11913.1
12g13.13
14G32.2
11p15.5

ve ilerlemesini devam ettirebilmesi ig¢in bazi ozellikleri

kazanmasi gerekmektedir. Kanserin isaretgileri olarak adlandirilan bu 6zellikler

tiimdrlesme siireci hakkinda bize bilgi vermektedir. Bu 6zellikler asagida listelenmistir.

e Proliferatif sinyallemenin strdirtalmesi

e Biiyilime baskilayicilardan kaginma

e Bagisiklik hiicrelerinin yikimindan kaginmak

e Replikatif 6liimsiizligii etkinlestirme

e Tiimdrlesmeyi tesvik eden inflamasyon

e Invazyon ve metastaz aktivasyonu

e Anjiyogenezi indiklemek

e Genom kararsizlig1 ve mutasyon

e Hicre 6limuine direnmek

e Hucresel enerjilerin deregiilasyonu

e Fenotipik plastisitenin acilmasi



e Mutasyon sonucu olmayan epigenetik yeniden programlama
e Hiicre yaslanmasi
e Polimorfik mikrobiyomlar

Kanserlesme siirecindeki bu isaretcilerin belirlenmesi ile kanser g¢aligmalari
belirli alanlara yonelmistir. Kanser ¢aligmalarinin biiyiik ¢ogunlugu ilag hedefi
olabilecek mekanizmalarla ilgilidir. Hicre bélinmesi ve hicre dongisunin

diizenlenmesi bu mekanizmalarin baginda gelmektedir (3,4,10).

2.2. Hlcre DOngust

Hiicre dongiisiiniin temel gorevi DNA’nin kopyalanip olusan iki genetik olarak
aym iki hiicreye ayrilmasidir (segregasyon). Bu siire¢ hiicre dongiisliniin iki elzem
boliimii ile agiklanmaktadir. Kromozom duplikasyonu S fazi dedigimiz sentez fazinda
gerceklesmektedir. Bu faz1 gerceklesme siiresi tiim dongii siiresinin yarisina tekabiil
etmektedir. Sentez fazindan sonra kromozom ayrilmasi ve hiicre bdliinmesinin
gerceklestigi faz ise M, mitoz fazidir. Mitoz fazinda ise iki Onemli olay
ger¢ceklesmektedir. Bunlardan birincisi ¢ekirdek boliinmesi digeri ise hiicrenin kendisini
ikiye ayirdig1 ve sitokinez olarak adlandirilan sitoplazmik boliinmedir. M fazi profaz,

metafaz, anafaz ve telofaz olarak dort alt gruba ayrilmaktadir (2).

Profaz evresinde kardes kromatitler bir araya gelirler ve ¢ekirdek zarinin ortadan
kaybolmasiyla beraber ig ipliklerine tutunurlar. Ardindan metafaz evresinde her bir
kardes kromatit ig ipliklerine birbirlerine zit yonde olacak sekilde baglanir ve hiicrenin
ekvator diizleminde siralanirlar. Kardes kromatitlerin arasindaki baglarin kopup zit
kutuplara c¢ekilmesi ise anafaz evresinde gerceklesmektedir. Telofaz evresinde ise
ayrilan kromatitlerin cekirdek icerisinde paketlenmesi evresidir. Sitokinez hiicrenin

ikiye ayrilmasini saglar ve olusan bu hiicreler iki ¢ekirdekten birine sahip olmus olur.

Bu iki biiyiik fazin disinda Okaryotik hiicrelerde gap fazi denilen fazlar da
mevcuttur. G1 fazi hiicre boliinmesinden tekrar S fazina gecene kadarki siirectir. G2
fazi ise S fazindan M fazina gecis fazidir. G1, S ve G2 faz1 ayn1 zamanda interfaz evresi

olarak da adlandirilir (2).

C- ve D-tipi siklinler G1 (Gap 1) faz1 boyunca hiicre dongiisiine girisi kontrol
eder, S (DNA Sentezi) fazina girisi kontrol eden E-tipi siklinlerdir, DNA

replikasyonunu ve G2 fazi boyunca ilerlemeyi kontrol eden A-tipi siklinlerdir ve mitoza



(M) girisin ve kromozom ayrigmasinin ana diizenleyicileri olarak B-tipi siklinler gérev
almaktadir(16).
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Sekil 2: Hiicre dongiisii ve kontrol noktasi elemanlari

2.2.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisii kontrol sistemi daha c¢ok hiicre dongiisiindeki sirali olaylar
tetikleyen bir zamanlayic1 olarak islev goriir. Bu sistem birbirine bagli her biri hiicre
dongiisiindeki gorevi 6zellesmis, biyokimyasal olaylara dayanmaktadir. Biyokimyasal
anahtarlar bircok dnemli 6zelligin dogrulugunu ve giivenirligini arttirmaktadir. Buna ek

olarak hiicre dongiisiindeki bir siirecte aksama olmasi durumunda i¢ ve dis sinyal



yolaklarim1 aktiflestirerek bu aksamanin giderilmesini, eger giderilemiyorsa da

dongiiniin durdurulmasi yoniinde hiicresel mekanizmalar aktif hale getirirler (17,18).

Okaryotik  hiicrelerin ~ bircogunda  kontrol sistemi  ddngiiniin  belirli
noktalarindadir. G1 kontrol noktasi hiicrenin dongiiye girip girmemesi ve kromozom
duplikasyonunun baslamasi kararinin verildigi yerdir. G2/M gegis kontrol noktasi
kromozomlarin ekvatorda diizgiin bir dizilimine izin veren yerdir. Genetik materyalin
replikasyonunda veya kardes kromatitlerin olusumundaki hatalar bu kontrol noktasinda
tespit edilir. Olusacak yeni hiicrelerdeki genetik materyalin dogru bir sekilde
ayrilmasinda biiyiik 6nemi vardir. Uciincii kontrol noktas1 ise metafaz-anafaz gegisi
kontrol noktasidir. Mitozun tamamlanmasi ve sitokinezin olmasi i¢in gerekli uyarim bu

noktadan saglanir (2).

Hiicre dongiisii kontrol sisteminin ana bilesenleri protein kinaz ailesine ait olan
siklin-bagimli kinazlardir (CDK). Déngii boyunca bu kinazlarin miktari hiicre igerisinde
artma ve azalma gosterir. CDK’lar1 diizenleyen proteinler ise siklinler olarak bilinir.
CDK’lar islev gosterebilmesi i¢in adindan da anlasilacagi iizere kinaz aktivitesi
bulunmayan siklinlerle bag kurmak zorundadir. Siklin proteinlerinin dongiisel
degisimleri hiicre dongiisiiniin hangi asamada oldugu ile ilgili bilgi vermektedir.
Siklinler ii¢ ana gruba ayrilirlar; G1/S siklinleri, S siklinleri ve M siklinleri. Siklin-CDK
kompleksleri dongiiniin sadece bir periyodunda gérev almaz, birden fazla dongii fazinda

farkli islevler gosterebilir.

2.2.2. Siklin Bagimh Kinazlar (CDK)

Bunlar arasinda CDK1, 2, 4 ve 6, kanser hiicrelerinde olduk¢a bozulmus bir
stire¢ olan hiicre déngusu ilerlemesinde 6nemli roller oynar. CDK'larin aktivasyonu,
diizenleyici siklinlerinin sentezine ve degradasyonuna baglidir. Biiylime faktorleri G1
fazina girisi baglatir ve CDK4 veya CDKG6 ile etkilesime giren Siklin D1, D2 ve D3'lin
aktivasyonunu indukler. Artan Siklin D CDK4/6 aktivitesi, retinoblastoma proteininin
(pRB) fosforilasyonu ve p53'ln inaktivasyonu ile sonuclanarak E2F'nin pRB-E2F
kompleksinden salinmasina neden olur. Bu salimim, besin maddelerinin diisiik
mevcudiyeti tespit edildiginde hiicre dongiislinii durduran kisitlama G1 kontrol
noktasinin inaktivasyonuna yol agar. Siklin E-CDK2'nin aktivasyonu S fazina giris i¢in
gerekli genlerin transkripsiyonunu saglar. Siklin A-CDK2 S fazinda ve Siklin A-CDK1
G2 fazinda ilerlemeyi saglar ve Siklin B-CDK1 ge¢ G2'den mitoz ¢ikisina kadar



ilerlemeyi diizenler. Diger kinazlar, 6zellikle Polo benzeri kinaz 1 (PLK1) ve Aurora

kinaz A/B, mitoz, kromozom ayrimi ve sitokinez yoluyla ilerleme i¢in kritik dneme

sahiptir (19).

Hiicre donglisiinin bu geri dondiiriilemez ilerleyisi, siklinlerin iki E3
proteazomal ligaz, anafaz tesvik edici kompleks/siklozom (APC/C) ve Skpl/Cullin/F-
box (SCF) tarafindan belirli zamanlarda kademeli olarak biriktirilmesi ve aniden yok
edilmesinden kaynaklanmaktadir. CDK aktiviteleri ayrica iki inhibitor ailesi (CKl'ler)
tarafindan da inhibe edilir, 6zellikle CDK4 ve CDKG6'ya spesifik olarak baglanan INK4
ailesi (p16, p15, p18 ve pl9) ve tiim ana CDK'lar1 inhibe eden WAF1/CIP/KIP ailesi
(p21, p27 ve p57). Ayrica, CDK'lar fosforilasyonla, ozellikle de Weel ve Mytl
tarafindan fosforile edilen CDKI1 ile inhibe edilebilir ve mitoza girisi askiya alir. Bu
CDK1 inaktivasyonu, Weel'i parcalayan Cdc25 fosfataz ve SCF-b-TrCP tarafindan
tersine cevrilir (19,20).

2.3. Tleri Glikasyon Son Uriinleri (AGE)

Kanserlesme stirecindeki bir diger 6nemli isaret¢i ise kanser hiicrelerinin enerji
metabolizmalarim1  yeniden diizenleyebilmeleridir. Enerji metabolizmasi normal
kosullarda anabolik biiylimenin devami, besin kitli§i durumunda ise hiicre sagkaliminin
desteklenmesi, metabolitlerin olusturdugu hiicre i¢i stresin engellenmesi i¢in redoks
sistemlerinin gii¢clendirilmesi i¢in diizenlenir. Hiicresel enerji metabolizmasinin bir
diger 6nemi onkogen aktivasyonu ve kinaz aktivitelerinin devamu i¢in hiicreye fazladan
enerji saglamaktir. Son yillarda timor davranigini tahmin etme ve tiimor ilerleyisinin
temel yollarin1 bloke etmede metabolizmanin yeniden programlanmasi veya
onkometabolit olarak adlandirilan kanser hiicrelerinde belirgin bir sekilde miktar1 artan
metabolitler {izerinde caligsmalar yapilmaktadir. Kanserde en bilinen metabolik yolak
duzenlenmesi Warburg etkisi olarak da isimlendirilen normal hicrelerin hipoksi
durumunda verdigi tepki olan aerobik glikolizdir (3). Guniimuzde kanser hiicrelerinin
aerobik glikoliz durumu onkogen aktivasyonu, timor baskilayicilarin kaybi, PI3K
yolaginin asir1 aktivasyonu ve metabolik Onciillerin anabolik yolaklar i¢in kullanima
hazir olmalar1 ile agiklanmistir. Hiicrelerin ¢ok miktarda seker tiikketmesi kanser
hiicrelerinin takibinde radyoaktif takip imkani saglamaktadir. Glikoz oksidasyonu
aracihigiyla enerji tiretimi yapilan birgok ¢alismada ortaya koyulmustur (21). Bu denli

yiiksek glikoz tiiketimi sonucunda ortaya ¢ikan ikincil metabolitler hiicre i¢erisinde ya



diger bilesenlere doniistliriiliir ya da birikmeye baslar. Hiicrelerde biriken bu
metabolitler bir siire sonra hiicrelere zararli hale gelmeye baslar. Disaridan besinler
araciligi ile alian ve/veya hiicredeki enerji iiretimi ile ortaya ¢ikan metabolitler hiicre
icerisindeki serbest proteinlere, niikleik asitlere, lipidlere baglanarak makromolekiiller
olustururlar. Bu makromolekiiller hiicre igerisindeki stresi arttirdigi gibi dolagim
sistemine katilarak diger organlara ulasip onlara da hasar verebilmektedir. Ileri
glikasyon son iiriinleri (Advanced Glycation End Products, AGE) olarak adlandirilan
reaktif molekiiller seker rezidiilerinin lipid, protein veya niikleik asitler gibi
makromolekiillerle bir araya gelmesi ile olusur. Glikasyon karmasik ve ¢ok basamakli

bir stirectir (22,23).

Glikasyon siireci yogunlagsma, yeniden diizenlenme, fragmantasyon ve oksidatif
reaksiyonlarin kaynagi olan Maillard ve Polyol reaksiyonlar1 ile birlikte oldukga
kompleks bir siiregtir. Bu iiriinler glikoliz sirasinda glikoz veya fruktoz gibi sekerlerin
yikilmasi ile ortaya ¢ikan reaktif karbonil tiirlerinin enzimatik olmayan yollar ile basta
proteinler olmak iizere lipid ve DNA’ya baglanabilmektedir. Karbonhidratlar esansiyel
metabolitlerin iiretimi i¢in hiicre igerisinde yikima ugrarlar. Metabolitler serbest amino
gruplartyla etkilesime girerek reaktif karbonil tiirlerini olustururlar. Reaktif karbonil
tiirleri ise AGE Onciilleridir ve AGE iiretimine katki saglamak amaciyla oksidasyon,
dehidrasyon, polimerizasyon ve oksidatif pargalanmaya ugrayabilirler. Proteinlere
baglanmasi ise bu polipeptitlerde bulunan pozitif yiiklii ve hidrofilik 6zellikte olan lizin
ve arjinin aminoasitleri aracilifi ile olmaktadir. leri glikasyon son iiriinlerinin olusumu
ve birikimi proteinlerin fonksiyonlari i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. AGE’ler
proteinler arasi ¢capraz bag olusumuna katki saglayabilir; 6zellikle kolajen ve elastin gibi
uzun Omirlii proteinler arasinda, proteinlerin yiiklerini degistirerek baglanma
afinitelerini ve ii¢ boyutlu yapisint bozabilir, boylece o proteinlerin islevlerini
yitirmesine neden olurlar. AGE olusumunda kiimiilatif bir seker kullanim1 vardir, bu
nedenle diyabetli hastalarda ¢apraz bag olusumu oldukga sik goriilmektedir (24). Birgok
calismada AGE molekiillerinin olusumu diyabet ve dolayli olarak obezite ile
iliskilendirilmistir. Besinler yolu ile alinan AGE’lerin %10-30’u bagirsaklarda emilime
ugramaktadir ve bunun yalnizca iigte biri idrar ile viicuttan atilmaktadir. leri glikasyon

son irlinlerinin yillar i¢indeki birikimi ise organ hasarlari ile sonuglanmaktadir (25,26).
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AGE onciillerinin hiicre i¢i homeostazi AGE {iretimini arttirmak i¢in bozdugu ve bu
nedenle reaktif oksijen tiirlerinin miktariin hiicre i¢inde arttig1 gosterilmistir. Oksidatif
DNA hasarinin kanserdeki ©nemi bilinmektedir ancak nedenleri tam olarak
¢Oziimlenmemistir. Oksidatif stres seviyelerinde dongiisel bir artisa yol acan AGE ve
ROS arasinda gozlemlenen besleme dongiisii, kanserle iligkili DNA hasari igin kritik
sonuclara sahip olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak AGE aracili DNA hasarinin
oksidatife bagimli ve bagimsiz etkileri heniiz degerlendirilmemistir.

AGE molekiilleri ayn1 zamanda hiicrenin sinyal iletim kaskatinda da 6nemli roller
oynamaktadir. Hiicrelerin bir¢ok transmembran reseptorleri tarafindan taninirlar ve
sinyal iletimini baslatirlar. Bu reseptorlerden en iyi bilineni AGE reseptorii olarak
isimlendirilen RAGE (Advanced Glycation End Products Receptors)’lerdir. RAGE
immunglobulin ailesine ait bir reseptordiir ve embriyonik gelisim sirasinda hiicrelerde
olduk¢a yiiksek miktarlarda bulunurlar. Normal hiicrelerde ise immiin cevabin
dizenlenmesi, dentritik hiicre mobilizasyonu, T hiicre diizenlemesi, kok hiicre goci gibi
rolleri bulunmaktadir. Saglikli hiicrelerde diisiik seviyelerde ifade edilirken kronik
hastaliklarda ve kanserde yiiksek bulunmustur. RAGE aktivasyonu bir AGE
molekiiliiniin ligand olarak baglanarak sinyal iletimini baslatmasidir. Kanserde stres
cevap yolaklarinin aktivasyonu ile RAGE aktivasyonu benzer mekanizmalar aracilig ile

olmaktadir (27).

2.4. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Cok hiicreli canlilarin biiyiime ve gelismesi sadece hiicre bdliinmesine degil ayni
zamanda hiicre oliimiine de baghidir. Hiicre 6liimii normal sartlarda programli bir yok
olus durumudur ve apoptoz olarak isimlendirilir. Cok hiicreli gelismis organizmalarda
ihtiyaca veya organizmanin karsilagtigi etkene yanit verecek sekilde, apoptoz disinda
bir¢ok hiicre 6liim mekanizmasi vardir. Nekroz basta olmak iizere, netosis, piroptoz,

otofaji, mitofaji, ferroptoz bu mekanizmalara 6rnek gosterilebilir (2).

Apoptoz programli bir hiicre 6liimii olmakla beraber; karakteristik morfolojik ve
biyokimyasal degisimler sayesinde ayirt edilebilir. Biyokimyasal degisimler, komsu
hiicrelerin hedef hiicreyi yemesini (fagositoz) ve sindirmesini kolaylastirir. Apoptotik
hiicre kii¢iiliir, yogunlasir, ¢ekirdek zari erir ve kromozomlar kiiglik parcalara ayrilir.
Sonrasinda eger hiicre biiylikse, hiicre zar1 kromozom parcalarini i¢ine alacak sekilde

apoptotik cisim olarak adlandirilan kesecikler olusturmaya baglar. Hiicre zarn ve



elemanlar1 kimyasal olarak farklilagtigindan komsu hiicrelerin, genellikle makrofajlarin,
bu apoptotik cisimleri tanimasi ve ortadan kaldirmasi kolaylasir (28). Apoptoz
mekanizmalart hiicre i¢i ve hiicre disi sinyaller olmak iizere iki farkli yoldan
aktiflestirilebilir. Hiicre i¢inde ise apoptoz sinyali alindiktan sonra proteazlar bir sinyal
kaskadin1 baglatirlar. Bu proteazlar aktif bolgelerinde sistein barindirir ve ayn1 zamanda
hedef proteinlerinlerini aspartik asit dizisinden keserler. Bu nedenden 6turii apoptozda
rol alan proteazlara kaspaz (caspase; c-sistein, asp-aspartik asit) adi verilir. Kaspazlar
hiicrede inaktif formda bulunur ve apoptoz sirasinda aktiflesirler. Hiicrelerde iki tip
kaspaz bulunur; apoptozu baslatict ve uygulayici kaspazlar. Baglatici kaspazlar diger
baslaticilar ile birleserek bir kompleks olustururlar ve bu birlesme proteaz aktivasyonu
ile sonuglanir. Uygulayict kaspazlarin baslaticilar ile aktiflestirilmesinden sonra hiicre
igerisinde hiicreyi Oldiirmek amaciyla bir proteolitik akis baslatirlar (29). Hucre
apoptotik sinyali ise mitokondriden ya da Fas 6lum reseptori, TNF reseptorleri gibi
timor nekroz faktor reseptdr ailesine ait reseptorleri araciligiyla disaridan bir uyaran
olarak alir. Hasar almis veya enfekte hiicreler programli bir 6liim ile yok olmazlar.
Mekanik bir durum séz konusu oldugu i¢in hiicre parcalanir ve igerisindeki tiim
bilesenleri ortama yayilir, bu nedenle bu bdlgede bir inflamasyon goriilmesi
kaginilmazdir. Bu tip hiicre 6liimleri nekroz olarak adlandirilir. Hiicreler icin bir diger
onemli 6liim mekanizmasi ise kaspazlar disinda inflamatuar bilesenlerin de rol aldigi

piroptozdur.
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Sekil 4: Pirotoz yolag:

Piroptoz veya piroptozis, Kaspaz 1 veya Kaspaz 11 bagimli programli bir hiicre
Olimiidiir ve membran bozulmas: ile karakterizedir. Kanser ve kronik inflamasyon
korelasyonu 19. yiizyil itibariyle bilinmektedir ve tiimor dokusuna olan Idkosit
infiltrasyonunun fark edilmesi ile bulunmustur. Kronik inflamasyon uzun vadede
vaskiler proliferasyonu ve bircok kanser gostergesini desteklemektedir. Kaspaz 1, IL-
1B ve IL18"1 aktiflestirerek hiicre disina salinmasimi saglar. Her iki proinflamatuar
proteinin bir¢ok kanser tiirlinde dikkat cekici bir sekilde miktarinin arttig1 gosterilmistir.
IL-1B proinflamatuar sistemi baslatma kapasitesine sahipken, IL18 ise interferon gama
uretimi igin oldukga dénemlidir (30,31).
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2.5. Hiicre invazyonu ve Metastazi

Belirgin semptomlar1 olmayan, gizlice ilerleyen ve yasamsal faaliyetlere olan
etkisi yiiksek olan primer tiimorler disindaki primer olusumlarin sadece %10’u
kanserden 6liimlere neden oldugu diistiniilmektedir. Kanser hiicrelerinin bir diger ayirici
ozelligi ise bulundugu dokudan uzaklasarak yeni bolgelere yerlesebilmesi ve orada yeni
timor yapilart olusturabilmesidir. Kanser nedenli hayatin1 kaybeden kisilerde yapilan
bir ¢aligmada bu kisilerin %90’inda primer timor digindaki uzak bolgelerde kanser

benzeri yapilanmalar gézlemlenmistir (32).

Kanser hiicreleri morfolojik ve molekiiler yapilarini manipiilasyona ugratabilen
hiicrelerdir. Hiicre toplulugunun ihtiyaglar1 arttik¢a tiimor cevresi ile etkilesimi daha
fazla olur. Immiin sistem hiicrelerini kullanarak inflamasyonu indiiklemek anjiyogenez
icin ilk adimdir. Daha sonra hiicreler yiizeydeki hiicre-hiicre etkilesimlerine yardimc1
olan membran yapilarimi degistirmeye devam eder. Boylelikle hiicre bulundugu timor
dokusundan kopmay1 basarmistir. Dolasim sistemi ile etkilesimi kanser hiicrelerinin
farkli bolgelere gidebilmesini saglar. Bu tasinim ve yerlesim sirasiyla; invazyon, damar
yapisina giris, tasinim, damar yapisindan ¢ikis, metastatik kolonizasyon ve anjiyogenez

ile yeni damar yapilarinin olusumunu saglama basamaklarini takip eder (1).

PRIMER TUMOR DOKUSU METASTATIK ALAN
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Sekil 5: Hlcre metastasinin evreleri

Hiicreler invaziv hale gegebilmek i¢in EMT sistemini kullanirlar. EMT, epitelyal
mezenkimal gecis, epitel hiicrelerinin yiizey belirteclerinin gen ekspresyonlar1 stromal

tiimor mikrogevresi tarafindan salinan faktorler ile baskilanir ve mezenkimal hiicre
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0zelligi kazanabilmesi i¢in vimentin, fibronektin gibi mezenkimal hiicre belirte¢lerinin
ekspresyonlarini arttirir. EMT embriyonik gelisim ve yara iyilesmesi gibi siireclerde
onemli islevler goriir. Kanser hiicreleri ise EMT doniistimiinii hiicre-hiicre baglantilarini
koparmak ve bazal laminadan sizmak i¢in kullanirlar. Hiicre yiizey bilesenleri disinda
hiicre disindaki matriks yapisint bozarak EMT’ye katki saglayan bir diger onemli
protein grubu ise MMP enzim ailesidir. Intravazasyon ve ekstravazasyon (damar

yapisindan gecme) basamaklar1 benzerdir ve integrinler araciligi ile gergeklesir.

Y X
©, @ ©) @ ® ®

EPITEL EMI1 EM2 EM3 MEZENKIMAL METASTAZ

Sekil 6: Epitelyal mezenkimal gecisin evreleri (EMT)

Metastatik kolonizasyonda tohum-toprak hipotezi kabul gérmektedir. invaziv hale gelen
ve yeni dokuya uyum saglama yetenegi olan hiicreler “tohum”, dolasimda bulunan
kanser hiicrelerinin yerlesecegi ve kendisine uyumlu olan doku ise “toprak” olarak
tanimlanmaktadir. Metastatik kolonizasyonda mikrometastazlar gergeklesebilir ve
yillarca uykuda kalabilirler. Primer tiimorler metastatik nis olarak adlandirilan
metastazin yapilacagi dokunun hazir olmasini saglayan sinyaller gonderebilirler. Tiim
bunlara ek olarak kanser hiicrelerindeki metastazi1 engelleyici genlerin baskilanmasi da

hiicrelerin metastaz yetenegini arttirict etkiye neden olmaktadir (2).

2.6. SDR Ailesi ve Dehidrogenaz Reduktaz 2 (DHRS2) Geni

Kisa zincirli dehidrogenaz rediiktaz (Short-chain Dhydrogenase/Reductase, SDR) ailesi,
NADPH bagimli, hiicre igerisindeki birgok metabolik siirece dahil olan ve yasayan tiim

canlilarda bulunan bir enzim ailesidir. SDR tanimi1 1991 yilinda yapilmistir ve bu enzim



ailesinin toplamda 46 binden fazla iiyesi vardir, oldukca heterojen bir gruptur. Evrimsel
stirecte yiiksek korunmusluga sahiptirler, tiirler arasinda protein dizilerinin arasindaki
benzerlik gelismislik diizeyine gore degigsse bile peptit omurgasi ve katlanma
sonrasindaki ii¢ boyutlu yapilarinin benzerlik oranlar1 yiliksektir. Bakteri ve mayalarda
SDR proteinlerinin belirlenmesinin ardindan insan genomundaki SDR iiyelerinin
kiimelenip smiflandirilmasi kolaylasmistir. Temelde klasik ve genisletilmis olarak iki
ana gruba ayrilirlar. Bu siniflandirma N-terminal ucundaki aktif bélge ile kofaktor
baglanma bolgesine gore yapilir. SDR ailesinin enzim substratlar1 genis bir spektrum
olustururlar. Aromatik bilesikler, alkoller, sekerler, steroidlerden ksenobiyotiklere kadar
farkl substratlari isleyebilirler. SDR genlerindeki SNP varyantlar1 kanser ve metabolik
hastaliklarla iligskilendirilmistir (33-35).

Dehidrogenaz/Reduktaz 2 geni, DHRS2, SDR ailesinin mitokondride aktivite gdsteren
enzimlerinden sadece biridir. DHRS2 geni 14. Kromozomun uzun kolunun 11.2
bolgesinde yer almaktadir. (14q11.2) Birden fazla transkripti bulunmaktadir ve hangi
transkriptin proteine doniisecegi dokuya oOzeldir. 1991 yilinda sodyum biitirat
uygulanarak hiicre dongiisii bloklanmis HepG2 hiicre hattinda cekirdekte biriken
tanimsiz bir protein olarak fark edilmistir ve protein D olarak adlandirilmistir (36,37).
Sonraki yillarda aminoasit dizisinin belirlenmesinin ardindan ontoloji analizleri ile SDR
gen ailesine ait oldugu saptanmistir. Hiicre niikleusunda proteine doniistiikten sonra
yapisinda tasidigi sinyal peptiti araciligi ile mitokondriye tasinir ve orada
oksidoreduktaz aktivitesini gosterir. Hep27 ve SDR25C1 olarak da literatiirde yer alan
DHRS2 protein kodlayan transkriptine bagli olmak {izere 280 ila 300 aminoasit
uzunlugundadir ve protein bilyiikliigii 25-30 kDa arasinda degismektedir. i1k tanimlanan
9 ekzon daha sonraki c¢alismalarda Heinz ve arkadaslar1 tarafindan 5° ucunda
kodlamayan bir ekzon daha oldugu bulunmustur (38,39). Yapisal ilginglikleri bulunan
bu genin ikinci ekzonunda retroviral kokenli oldugu diisiiniilen proksimal bir promotor
bolgenin bulundugu ve 3., 4. ve 6. ekzonlarda baslangi¢ kodonu olarak tanimlanabilecek
bolgelerin bulundugu saptanmistir. Bu nedenle alternatif kirpilma ve bu promotér bolge
nedenli sentezlenen farkli transkriptlerin hiicreler icerisinde farkli islevler gosterebildigi
diistiniilmektedir. Bir baska yaklasimda ise DHRS4 genine olan genomik dizi
benzerliginden ve lokasyon yakinlifindan yola ¢ikan arastirmacilar, memeli sinifinin
ortaya ¢ikmasi sirasinda DHRS2 geninin DHRS4 "iin kopyasi olarak genoma girmesi ile
olustugunu dile getirmektedirler (40).
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Enzimatik aktivitesinin disinda hiicre i¢i yolaklarda diizenleyici gorevleri oldugu
bilinmektedir. MDM2 (zerinden p53 ve p2l diizenlenmesine yardimci olmasinin
yanisira, MYB ve LEF1 transkripsiyon faktorleri ile de etkilesim halindedir.
Proliferasyon, migrasyon ve invazyon, reaktif oksijen stres cevabi, hiicre dongiisii gibi
bir Meme, cilt, mesane, karaciger kanserleri gibi bircok kanserde ekspresyon
seviyelerinde degisim gozlemlenmistir ve glinlimiizde de DHRS2 hakkindaki calismalar

onem kazanmaktadir (41-43).
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Sekil 7: DHRS2 proteini ve etkilesimde oldugu diger proteinler (StringDB verisi)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicrelerin Secimi ve Transfeksiyon Islemleri

Gen ifade profillerinin daha iyi anlagilabilmesi ve karsilastirmalarin yapilabilmesi
amactyla, calismamizda dort farkli insan meme hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicre
hatlarindan ikisi luminal A alt tipli epitel ve duktal kokenli adenokarsinomlar olan
MCF7 ve T47D hiicreleridir. Diger bir hiicre hatt1 ise {iglii negatif olarak siniflandirilan
epitel kokenli MDA-MB-231 hiicreleridir. Tiim bu adenokarsinomlar ile saglikli doku
karsilagtirmas1 yaptigimiz fibrokistik epitel hiicrelerimiz ise MCF10A’dir. Hiicrelere

0zgii besiyerleri ve dondurma kosullar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Kiiltiir kosullar:

Hicre Blyume medyumu Dondurma kosullar
MCF7 %10 FBS %5 DMSO
%1 Penisilin/streptomisin Bilyime medyumu
DMEM
T47D %10 FBS %5 DMSO
%1 Penisilin/streptomisin Bilylme medyumu
RPMI1640
MDA-MB-231 %10 FBS %5 DMSO
%1 Penisilin/streptomisin Blyime medyumu
DMEM-F12
MCF10A %10 FBS %7,5 DMSO
%1 Penisilin/streptomisin Blyime medyumu
%0,02 EGF
(100 pg/ml stok)
%0,1 Hidroksikortizon
(0,5 mg/ml stok)
%0,1 Insiilin
(10 mg/ml stok)
%1 MEM aminoasit
(100X (10mM) stok)




Hiicreler uygun kosullarda ¢ogaltilip deney ic¢in uygun bir sayiya getirildikten sonra

transfeksiyonu islemlerine baslandi (44).

3.1.1. DHRS2 Ekspresyon vektdru transfeksiyonu

DHRS2 geninin ifadesinin arttirilacagi grup olan ekspresyon vektorii grubu (DHRS2
OE-vektdr) ve ayn1 vektoriin promotdr bolgesinin (CMV promoter) kesilip ¢ikartilarak
kontrol grubu (DHRS2-vektor kontrol) olarak belirlenmistir. Bu vektorlerin
cogaltilmasinda ticari olarak aliman kompetan DH5a ve ccdB E.coli suslar

kullanilmistir. Vektor haritast ve kesim i¢in kullanilan enzimler asagida verilmistir.

Vektorler bakterilere asagidaki asamalar ile aktarilmistir.

e -80 °C‘de saklanan kompetan hiicreler buz tizerinde eritildikten sonra tzerine 1
mg plasmid eklendi ve 30 dakika buzda bekletildi.

e Sonrasinda bakterilerin oldugu deney tiipti 42 °C‘de 90 saniye 1s1 blogu veya
termal dongii cihazinda inkiibe edildi.

e 42 °C‘den alinan 6rnekler tekrar buza alindi1 ve 5 dakika birakild.

e Uzerine 900-500 pl SOC medyum eklenerek 37 °C‘de 1 saat calkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyonu tamamlanan ornekler santrifiij edildikten sonra pellet plasmidin
diren¢ genine uygun antibiyotik ile hazirlanmis agar plaklara ekilip 37 °C‘de
gece boyu inkiibasyona birakildi.

e Ertesi giin koloni olusumu kontrol edildi ve her bir siv1 besiyerine (LB) tek bir
koloni gelecek sekilde sivi besiyerinde ¢ogaltma gergeklestirildi.

e Bakteriler yeterli yogunluga geldikten sonra Qiagen QIAprep® Miniprep Kiti

araciligi ile plasmid izolasyonlart ger¢eklestirildi.

Transfeksiyonlar i¢in Invitrogen™ Lipofectamine™ 3000 kullanildi. Her hiicre grubu
icin Onerilen sayilar degigsmekle beraber transfeksiyon protokolii her hiicre i¢in
asagidaki sekilde yapilmistir.

e siRNA transfeksiyonundan farkli olarak Opti-MEM™ ile seyreltilen plasmid
DNA’sina uygun miktarda P3000 eklenir ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir.

e Arkasindan Opti-MEM™ ile seyreltilen Invitrogen™ Lipofectamine™ 3000 ile

plasmid igeren tiip birlestirilir ve ayn1 kosullarda hiicrelere aktarilir.
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Sekil 8: DHRS2 ekspresyon vektori ve enzim kesim bdlgeleri

3.1.2. DHRS2 siRNA transfeksiyonu;

Hiicreler deneyden bir giin dnce belirlenen sayilarda ve kendi medyumlarinda
hiicre kiiltiir kaplarina ekilir.

%80 yiizey kaplamasina ulastiklarinda hangi kuyulu kiiltiir kabina ekildigine
gore verilecek siRNA (Dharmacon™ SMARTpool ON-TARGETplus) miktar1
hesaplanir. Yiizey alan1 ve hiicrelerin igerisinde bulundugu besiyeri bu

hesaplama igin kritiktir.



Daha sonra yine siRNA i¢in yapilan pmol hesab1 gibi hiicrelerin
transfeksiyonunda kullanilacak lipozomal ajan miktar1 hesaplanir.

Gerekli miktarda Opti-MEM™ jle RNaz/DNaz icermeyen tuplerde Invitrogen™
Lipofectamine™ 3000 ve siRNA seyreltilir.

Daha sonra her iki tiip bir araya getirilir ve 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir.

Hiicre medyuma homojen bir sekilde dagitilir, dikey ve yatay hareketlerle

kuyunun tiim bolgelerine esit bir sekilde yayilmasi saglanir.

3.2. Gen Ifadelerindeki Degisimlerin Kantitatif Olarak Ol¢iilmesi

3.2.1. RNA izolasyonu
RNA izolasyonlart Monarch ® Total RNA Miniprep Kit, Invitrogen™ PureLink™

RNA Mini Kit ve Trizol yontemleri ile yapildi.
Monarch ® Total RNA Miniprep Kit, Invitrogen™ PureLink™ RNA Mini Kit

protokolii asagidaki gibidir.

Hiicreler kuyulu kiiltiir kaplarindan tripsin-EDTA ¢o6zeltisi ile kaldirilir ve
eppendorf tiiplerine toplanr.

Uzerinden besiyeri uzaklastirilmis hiicre pelleti lizis tampon ¢ozeltisi ile ¢oziiliir
ve hiicrelerin parcalanmasi saglanir.

Daha sonra iizerine kitin 6nerdigi oranda etanol eklenir.

Bu karisim RNA kolonlarina aktarilir ve protokole uygun bir sekilde santrifiij
edilerek (12000-16000xg) RNA’nin kolonlara tutunmasi saglanir.

Ardindan yikama soliisyonlari ile islem tekrarlanir.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra RNA’nin kolonlardan koparilmasi i¢in
RNaz icermeyen 6zel bir su kolonu tamamen 1slatacak sekilde kolona eklenip,
kolonlar toplama tiiplerine aktarilir.

Yine aym hizda santrifiij edilir ve toplama tiiplerindeki RNA’lar hizlica buza

alinir ve olgtimii gergeklestirilir.

Trizol ile manuel RNA izolasyonu yontemi hiicre sayisinin ¢ok oldugu veya RNA’larin

kirilmasin1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu yOntemin avantaji aynm siire¢

icerisinde hiicrenin DNA ve proteinlerinin de toplanabilmesidir. Islem basamaklari

asagidaki gibidir.



3.2.2.

Izole

Toplanan hiicre pelleti 1 ml trizol soliisyonunda ¢oziiliir ve lizerine 1:5 oraninda
kloroform eklenir. Tiipteki siv1 alt-iist edilerek karistirilir.

+4 °C‘de ~12000xg’de 15 dakika santrifuj edilir.

Tiipteki siv1 santrifiij sonrasinda 3 faz olarak goériinmelidir. En tstteki seffaf faz
yeni bir tiipe aktarilir.

Daha sonra (zerine izopropanol eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilir
ve 10 dakika santrifuj edilir.

Dipteki pellete zarar vermeyecek sekilde iist sivi ¢ekilir ve %75’lik etanol
eklenir.

Santrifiij sonrasi slipernatant iyice ¢ekilir ve steril bir ortamda tiipiin agz1 agik
birakilarak oda sicakliginda kalan alkoliin ugmasi beklenir.

Son olarak alkoliin uzaklastirilmasinin ardindan pellet RNaz icermeyen su ile

¢ozalir (20-40 pl) ve soguga alinur.

cDNA sentezi
edilen RNA’lar1 gen ifade analizlerinde kullanabilmek i¢in bu RNA’larin

komplementer DNA’ya doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu sayede deney sirasinda

RNA’lar kolayca par¢alanmaz ve uzun omiirlii olur. Komplementer DNA’ya doniisiim

icin ProtoScript® First Strand ¢cDNA sentez kiti kullanilmustir. Islem basamaklar1 ve

miktarlar1 Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3: cDNA sentezi basamaklar:

Total RNA 1-6 pl
. Toplam
Random Primer 2 ul )
: — hacim 8 pl
dH20 RNA hacmine gore belirlenir.
70 °C¢de 5 dakika
Termal 1s1 blogunda inkiibe edilir.
Buza alinir.

M-MultiV reaksiyon karisim | 10 pl Toplam hacim

20 pl
M-MultiV enzim karisimi 2 ul

(8+12 pl)

25 °C¢de 5 dakika
42 °C¢de 1 saat




80 °C¢de 5 dakika
Termal 1s1 blogunda inkiibasyon edilir.

Ornekler -20 °C’de saklanir.

3.2.3. Es zamanh Kantitatif PZR (Real-Time PCR)

CcDNA sentezinin ardindan gen ifadelerinin sayisal olarak Ol¢limlerinin yapilabilmesi
icin gen amplifikasyonlarinda 1s1ma vererek kantitatif bir deger eldesi saglayan SYBR-
green metodu kullanilmistir. Tiim okumalar, genlere 6zgii tasarlanmis olan primerlerin
uygun c¢alisma sicakliklar1 belirlendikten sonra gerceklestirilmistir. Bu siirecte

kullandigimiz soliisyonlarin igerigi asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4: Kantitatif PZR karisimu i¢in gerekli miktarlar

Luna Universal gPCR Master Mix Sul
Forward Primer 1l
Reverse Primer 1l
cDNA 2 ul
Nuclease-free su 1l

Toplam hacim 10 pl

Gerekli tiim malzemeler oda sicakligina getirilir, daha sonra buza alimir. Karigimlar
hazirlanirken soliisyonlarin tamamen erimesi beklenir, pipetleme ve kiigiik vorteksler ile
tamamen homojen bir karisim elde edilmesine dikkat edilir. Daha sonra karistm Roche
LC480 cihazina uyumlu beyaz qPZR plate'lerine dagitilir ve {izerine deney gruplarina
gore belirlenmis cDNA'lar eklenir ve plate'in lizeri kapatilir. (sealing film) Cihaza
koymadan once plate 1 dakika 2500-3000 rpm'de santriftj edilir ve cihaza koyulur.
Chaz kosullar Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5: Kantitatif PZR kosullar:

Sicaklik °C Sure Dongii sayist
On denatiirasyon 95 5 dakika 1




95

Cogaltma 64
72
95
Erime Egrisi 65
97
Sogutma 40

10 sn

20 sn 45
10 sn
5sn
1 dakika 1
30 sn 1

Tiim polimeraz zincir reaksiyonu deneyleri boyunca kullanilan ve cDNA’ya 6zgii

sentezlenmis primer dizileri asagida verilmistir.

Tablo 6: Kullanilan primerlerin listesi

Gen
DHRS2
TP53
MDM2
JMY
CDKN1A
CCND1
CCNE1
CDK4
CDK6
CDK2
RB1
IL1A
IL1B
CASP1
PYHIN1
MEFV
1L18
EpCAM

Forward dizi
GCTGTCATCCTGGTCTCTTCC
TGGCCATCTACAAGCAGTCA
CTACAGGGACGCCATCGAAT
GACCGAGCAGGAAATCGACA
CACTTTGATTAGCAGCGGA
AGCTGTGCATCTACACCGAC
CCCAAACTCAACGTGCAAGC
GCCAGCCGAAACGATCAAG
CGAAGTCTTGCTCCAGTCCA
ACTGGCATTCCTCTTCCCCT
GACCGAGAAGGACCAACTGA
GGTAGTAGCAACCAACGGGAA
TCGACACATGGGATAACGAGG
ACAAGACCTCTGACAGCACG
CCAGCACAACCCTACCTGAA
TGCCTGTCCCTGAAAAGTGG

Reverse dizi
CTGGAACCACGCAGTTTACC
GGTACAGTCAGAGCCAACCT
ACTCTCCCCTGCCTGATACA
TTCTTCGTAGCCCTTCTGCC
AGCCGAGAGAAAACAGTCCA
TCTGTTTGTTCTCCTCCGCC
TTGCTCGCATTTTTGGCTGC
CAGCTTGACTGTTCCACCAC
CTCCTGGGAGTCCAATCACG
GCGAGTCACCATCTCAGCAA
CTGGAAGGCTGAGGTTGCTT
CAGCAGCCGTGAGGTACTGAT
CAACACGCAGGACAGGTACA
TAAACCACACCACACCAGGG
GATGACTGTGCTCCTGGGTG
TCAGCTCCGGAACATTGAAC

GCTGAAGATGATGAAAACCTGGA GAGGCCGATTTCCTTGGTCA

GTGAAAACTACAAGCTGGCCG

GCCAGCTTTGAGCAAATGACA
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ACTB  ACAGAGCCTCGTCGCCTTTGCC TGGGGTACTTCAGGGTGAGG
TBP ACTGACCTAAGACCATTGCAC CTTGAAGTCCAAGAACTAGCTGG

3.3. Hiicre Dongusu Analizleri

Floresan ubikitinasyon hiicre dongisu indikatori (Flourescent Ubiquitination Cell
Cycle Indicator, FUCCI) hiicre dongiisiiniin evrelerinde farkli renkler veren floresan
ozellikli bir proteindir. Cdtl ve geminin proteininin flizyonundan olusur. G1 fazinda
geminin proteini ubikitin igaretlenip yikima ugradig i¢in ortamda sadece kirmizi isaretli
protein (RFP, ex/em; 555/584 nm) olan Cdtl kalir ve G1 fazindaki hiicreler kirmizi
renkli olarak goriiliir. Eger hiicre dongiisii S, G2 veya M fazinda ise Cdtl yikilir ve
ortamda GFP (ex/em; 485/520 nm) isaretli geminin proteini kalir ve hiicreler yesil
renkte goriiniir. Hiicreler G’den S fazina geg¢is asamasinda ise ortamda her iki protein de
bulunacagindan hem kirmizi hem de yesil 1s1ma verirler. Bu iki renk birbirinin iizerine
geldigi i¢in sar1 renkli goriiniirler. Bu dinamik kirmizi- sari- yesil renk degisimi hiicre

dongiisiiniin ilerleyisini gostermektedir.

Sekil 9: Floresan isaretli ubikinleyici hiicre dénglst indikatéri (FUCCI)



Bu ¢alismada hiicre dongiistiniin takibi i¢in hiicreler 6nce Premo™ FUCCI Cell Cycle
Sensor BacMam 2.0 sistemi ile muamele edildi. BacMam 2.0 sistemi bir viral partikil
sistemidir ve hiicrelere bu sensoriin kolayca girebilmesini saglamaktadir. Hiicre basina
20 PPC (particle per cell) olacak sekilde alt1 kuyulu hiicre kaplarinda, iki adet yuvarlak
cam lamel iizerine ekilmis 200.000 hiicreye uygulama yapildi. Hiicrelere sensor
transfeksiyonundan sonra DHRS2 OE-vektor, DHRS2 siRNA verildi ve deney gruplari
olusturuldu. Daha o6nceden belirledigimiz inkiibasyon siireleri sonrasinda yuvarlak
lameller temiz lam {izerine alinarak 40X mercek kullanilarak, belirtilen

emisyon/eksitasyon dalga boylar sisteme girilerek konfokal mikroskopta incelendi.

3.4. Hiicre Oliimiiniin incelenmesi (Apoptoz Deneyleri)

Hiicre oliimiiniin belirlenebilmesi igin hiicresel apoptoz yolaklarindan biri olan
Kaspaz3/7 aktivitesi baz alinarak veriler elde edildi. Kullanmis oldugumuz Invitrogen™
CellEvent™ Caspase-3/7 Red Detection Reagent kiti niikleik asit baglayic1 floresan
boya konjuge halde bulunan DEVD olarak kisaltilan dért aminoasitten olusan peptitin
kesilmesi ile iglev gormektedir. Apoptoz sirasinda aktif halde bulunan Kaspaz 3 ve
Kaspaz 7 DEVD peptitini keserek niikleik asite baglanma afinitesi olan boyay1 serbest
birakir ve bu boya DNA’ya baglanarak florojenik bir 1is1ma verir. Bu yontem Kaspaz
aktivitesinin yanisira hiicrelerin ¢ekirdeklerinin durumu hakkinda da bilgi vermektedir.
Her bir hiicre hattindan 50.000 hiicre/ kuyu olacak sekilde 24 kuyulu kiiltlir kaplarina
ekildi ve transfeksiyon uygulamalari yapildi. Deney gruplar i¢in daha dnce belirlenen
inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra Invitrogen™ CellEvent™ Caspase-3/7 Red
Detection Reagent toplam hacimde 1X olacak sekilde kit protokoliiniin 6nerdigi yontem
ile eklendi ve bir saat 37 derecede inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda

hiicreler PBS ile yikanarak konfokal mikroskopta goriintiilemesi yapildi.

3.5. Ileri Glikasyon Son Uriin Seviyelerinin Tespiti

Hiicrelerde metabolik indirgenmeler sonucunda olusan ve diger bilesenlere baglanarak
hiicre i¢i stres yolaklarmi aktiflestiren ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGES)
hiicrelerdeki miktarlar1 OxiSelect™ AGE Competitive ELISA kiti ile ol¢lilmiistiir. Bu
Kit birden fazla tipteki AGE’leri taniyarak kolorimetrik 6lgiim imkani1 saglamaktadir.

Ik olarak plaka AGE konjugati ile kaplanir. Bu kaplama islemi asagidaki basamaklar
takip edilerek yapilmistir.



100X konjugat seyreltici solisyonu PBS igerisinde seyreltilir ve 1X sollisyon
elde edilir.

AGE konjugatinin derisimi 10 pg/ml olacak sekilde hazirlanir.

Bu iki bilesen 1:1 oraninda karistirilir ve 96 kuyulu plakanin her bir kuyucuguna
100 pl eklenir ve gece boyunca +4°C’de birakilir.

Ertesi giin kuyulardaki sivi ¢ekilir ve PBS ile yikanir, izerine 200 pl seyreltici
soluisyon eklenir ve 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

Kullanim 6ncesine kadar i¢erisindeki sivi uzaklastirilmaz ve +4 °C*de saklanuir.

Kaplama isleminden sonra kullanilacak ornekler, tampon ¢ozeltiler ve AGE-BSA

standartlar1 hazirlanir.

Yikama soliisyonu deiyonize su ile 100X ten 1X’e seyreltilir.

Anti-AGE ve sekonder antikor 1:1000 oraninda 6rnek seyreltici ile seyreltilir.

50 ul 6rnek ve standart, 6nceden belirlenen plaka tasarimina uygun olarak AGE
konjugat kapli kuyulara eklenir ve 10 dakika, oda sicakliginda orbital calkalayici
tizerinde inkiibasyona birakilir.

Sonrasinda 6rneklerin tizerine 50 pl seyreltilmis anti-AGE antikoru eklenir ve 1
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

1 saatin sonunda 3 yikama yapilir. 250 pl 1X yikama tamponu kuyulara eklenir
ve iyice ¢ekilir. Daha sonra kurutma kagidina vurularak tiim sivi uzaklastirilir.
Yikamadan sonra 100 pl seyreltilmis sekonder antikor-HRP konjugati eklenir ve
oda sicakliginda, orbital calkalayici lizerinde 1 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan bir 6nceki yikama islemi ayni
sekilde tekrarlanir.

Oda sicakligina getirilmis substrat soliisyonundan her bir kuyuya 100 pl eklenir.
Oda sicakliginda 2 ila 30 dakika calkalayici {izerinde inkiibasyona birakilir. Bu
asamada renk degisimi beklenmektedir.

Siirenin tamamlanmasinin ardindan her bir kuyuya 100 pl durdurma sollisyonu

eklenir ve hemen plaka okuyucuda 450 nm’de 6l¢limii yapilir.

3.6. Migrasyon (Yara lyilesme) Testleri

8 kuyulu cam chamber slide kiiltiir kaplarma 5x10° hiicre ekildi. Hiicreleri

yilizeye %90 oraninda yayilma gosterdiginde 200 ul’lik pipet ucuyla bastan sonra lineer



bir ¢izgi cizildi. Kuyular yapisan hiicrelere zarar vermeden PBS ile 2 kez yikandi.
Kuyularin tizerine DHRS2 siRNA, hedefsiz (NT) siRNA, DHRS2 OE-vektér ve bos
vektor olarak adlandirilan vektor kontrol grubu i¢in olusturulan DHRS2 dizisi kesilmis
olan vektor lipozomal ajan araciligi ile verildi ve birer kuyu transfekte edilmemis
kontrol grubu olarak birakildi. Yara 6ncesi, 0 olmak {izere her 24 saat sonunda gruplarin
goriintiileri kamera baglantili 151k mikroskobunda 4X biiyilitmeli objektif ile alindi.

Image J programi ile yara agikliklarindaki degisimler analiz edildi.

3.7. Istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki gen ifadelerinin karsilastirilmasi1 GraphPad Prism versiyon 8
ile yapildi. Ttm grafikler ve istatistiksel testlerde yine ayni1 program kullamildi. Gruplar
arast karsilagtirmalarda Holm-Sidak, tek yonli ANOVA ve t-test yaklagimlari
kullanildi. Floresan isaretli proteinlerin goriintii ve yogunluk miktarlar1 Imagel/FIJI
araylizii kullanilarak sayisal degerlere doniistiiriildii. Buna ek olarak migrasyon
analizleri wound healing size tool eklentisi ile yapildi ve alan 6lgiimleri tamamlandi.
Olgiimlerin standart sapmalar1 ve ortalamalart Microsoft Excel ile hesapland.

Istatistiksel anlamlilik tiim karsilastirmalarda 0,05°den kiiciik olarak tanimlanmistir.



4. BULGULAR

4.1. Optimizasyon Sonuclar

Fonksiyonel g¢alismalara baglamadan énce DHRS2 geninin optimal baskilanma
ve artma sureleri farkli saat dilimlerinde denenmistir. Baskilanma orani i¢in belirlenen
esik %85, artma esigi ise 100 katin iizerinde olarak belirlenmigstir. Tiim hiicrelerde
transfeksiyonlar es zamanli gergeklestirilmis olup herhangi bir dis etkiye maruz kalmasi

engellenmistir.
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Sekil 10: Optimizasyon sonrasinda deney gruplarindaki DHRS2 gen ifade seviyeleri

4.2. Hiicre dongiisii bilesenlerinin gen ifadeleri ve FUCCI analiz sonuglar:

DHRS2 hiicre dongiisii  durdurulmus hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
kesfedilmesine ragmen hiicre donglistiniin hangi asamasinda gorev yaptigi hala
bilinmemektedir. Bu nedenle hiicre dongiisiiniin baslatic1 (G1) ve sentez (S) evrelerine
gecisi saglayan ve bu gegisi diizenleyen genlerden bazilar1 incelenmistir. Hiicre

dongiisiiniin kanser hiicrelerinde oldukca aktif oldugu bilinmektedir. Bu dongiiniin



baglamasi igin gerekli sinyali veren genlerden biri olan RB1 her i¢ kanser hicresinde
kontrol olarak kullandigimiz MCF10A ile kiyaslandiginda ortalama 4 kat daha fazla
eksprese olmaktadir. Benzer sekilde CCNEL (Siklin E) ve CCND1 (Siklin D) genleri ise
MCF7, T47D ve MDA-MB-231lhiicrelerinde sirastyla 5 kat ve 2 kat artmis ifadeye
sahiptir. Hucre dongustnin duzenlenmesi igin gerekli olan inhibitérlerden biri olarak
gorev yapan CDKNI1A, diger adiyla p21, adenokarsinom hiicrelerinde %70 oraninda
baskilanmistir.

CDKNI1A ifadesi kanser gruplarinda DHRS2’nin artmasi ile paralellik gosterirken,
MCF10A grubunda tam tersi DHRS2’nin baskilandigi grupta artmis ifadeye sahiptir.
CDK2, T47D DHRS2 OE-vektor ve MCF10A DHRS2-siRNA gruplarinda artarken,
diger tiim gruplarda azalmistir ve en diisiik seviyesi MDA-MB-231 DHRS2-siRNA
grubunda gozlemlenmistir. CDK4 MCF10A DHRS2-siRNA grubunda 2,7 kat artmistir.
CDK4 ile kompleks olarak gorev alan CDKG6 ise yine aymi grupta 3 katlik bir artig
gosterirken, MCF7 DHRS2-si grubunda 22 katlik bir artis gostermistir. Siklin E ve
Siklin D ise karsinom grubunda DHRS2’nin baskilanmasi durumunda azalma
gosterirken, fibrokistik MCF10A’da ise durum tam tersi olarak Ol¢iilmiistiir. Gen

ekspresyonlarindaki tiim degisimler grafikler ile gdsterilmistir.
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Sekil 11: MCF10A hicrelerinde hiicre dongusi genlerinin ifade seviyeleri
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Sekil 12: MCF7 hucrelerinde hiicre déngtsu genlerinin ifade seviyeleri
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Sekil 13: T47D hucrelerinde hiicre dongusu genlerinin ifade seviyeleri
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Sekil 14: MDA-MB-231 huicrelerinde hiicre dongusi genlerinin ifade seviyeleri

Hiicre dongiisii belirli genlerin ifadelerinin Olciilmesinin yanisira FUCCI (floresan
ubikitinasyon hiicre dongiisii indikatorii) ile de analiz edilmistir. Bu analiz metot
boliimiinde detaylica agiklanan hiicrenin hangi fazda olduguna bagli olarak ubikitinlenip
yikilan proteinlerin verdigi floresan 1sima araciligr ile gergeklestirilmistir. Konfokal
mikroskop ile fotograflanan hiicrelerin 151k yogunlugu analizlerinin ardindan gruplar
arasi karsilastirmalar istatistiksel olarak yapilmistir. Hiicrelerdeki kirmizi yogunlugunun
ylksek olmasi G1, sar1 olarak goriilmesi S ve yesil miktarinin daha ytiksek olmasi o
hiicrenin G2/ M fazinda oldugu bilgisi ile sonuglar degerlendirilmistir. Hiicrelerde ayn1
anda her iki floresan proteinin bulunabilecegi literatiirde mevcuttur.

DHRS2 OE-vektor uygulanmis tiim hiicre gruplarinda, hiicrenin dongiiye giremedigi
gozlemlenmistir. Ayni sekilde DHRS2-siRNA uygulanmis hiicrelerde ise hiicrelerin
Gl’den normal boliinme siirelerinden daha erken c¢iktigt ve S fazina gegtigi
gozlemlenmistir. Bu hizlanmanin en net goriildiigii hiicre MCF7 hiicreleri olmustur

(p=8,2E-10). MDA-MB-231 ve T47D, MCF10A ile benzer bir patern gostermislerdir.
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Sekil 15: DHRS2 siRNA gruplan icin FUCCI 151k yogunlugu 6l¢iimii
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Sekil 16: DHRS2 OE-Vektor gruplari icin FUCCI 151k yogunlugu dl¢iimii



4.3. Hiicrelerin inflamasyon ve Kaspaz 3/7 aracili apoptoz yanitlar:

DHRS2 geninin hedef yolaklarindan biri inflamasyon ve sitokin yaniti oldugunu
Ongordiigiimiiz i¢in DHRS2 gen ifadesi hiicre i¢inde degistiginde bu yolaklarda bulunan
ilgili genlerdeki degisim kantitatif gercek zamanli PZR ile analiz edilmistir. Epitelyal
kokenli oldugunu bildigimiz bu dort hiicre grubunda kontroller arasi karsilastirma
yapildiginda hedef genlerin bir¢cogunun ekspresyonlarinin MCF10A hiicrelerine gore
azaldigi CASP1 geninin MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde ortalama 8 kat arttigi,
TP53 gen ifadesinin ise MCF7 hiicrelerinde 2,3 kat arttigi ancak MDA-MB-231
hiicrelerinde 2 kat azaldig1r gozlemlenmistir. Bu bilgiye ek olarak, IL1A ve IL1B gen
ifadelerinin MCF7 ve T47D hiicrelerinde ¢ok diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir.
IL18 piroptoz yolag: i¢in 6nemli bir sitokindir ve MCF10A, MCF7 ve MDA-MB-231
hicrelerinde DHRS2 gen ifadesi arttirildiginda kontrole gore 1,5 kat artma gostermistir.
T47D hiicrelerinde ayni alt grupta grup i¢i kontroline goére %80 azalma
gbzlemlenmistir. DHRS2’nin baskilandig1 gruplarda ise 1L18 seviyesi MCF7 harig¢ tim
hiicreler kontrol ile ayn1 seviyede kalmistir. IL18 ile dogrudan etkilesimde olan CASP1
geni ise en yiiksek degisimi T47D hiicrelerinde gostermistir. Bir diger inflamatuar gen
olan MEFV geni ise sirastyla T47D ve MCF7 hiicrelerinin DHRS2 OE-vektor
gruplarinda sirasiyla 58 ve 38 katlik degisimler gostermistir. PYHIN1 geni ise en yiksek
gen ifade degisimini grup i¢i kontrol ile kiyaslandiginda MDA-MB-231 hiicre grubunda
gostermistir. Hiicre igerisindeki DHRS2 miktart arttiginda PYHIN1 gen ifadesi 119
katlik bir artis gostermektedir. Bu oran MCF10A hiicreleri i¢in 3,5’tir. T47d ve MCF7
hicrelerinde ise PYHIN1 artis1 DHRS2 ifadesinin baskiladigi hiicrelerdedir.

IL1IA ve IL1B genleri MCF7 ve T47D hiicrelerinde ¢ok diisiik seviyelerde olsa da
MDA-MB-231 hiicrelerinde  DHRS2 OE-vektor grubunda artmis, DHRS2-SIRNA
gruplarinda ise %95 oraninda azalmistir. MCF10A grubunda ise DHRS2 ifadesinin
baskilanmasi hiicre icerisindeki IL1A ve IL1B ifadesini degistirmemistir. Tiim degisim

katsayilar1 Sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17: MCF10A hiicrelerindeki secili inflamasyon iliskili genlerin ifade seviyeleri
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Sekil 18: MCF7 hucrelerindeki secili inflamasyon iliskili genlerin ifade seviyeleri
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Sekil 19: T47D hiicrelerindeki secili inflamasyon iliskili genlerin ifade seviyeleri
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Sekil 20: MDA-MB-231 hiicrelerindeki secili inflamasyon iliskili genlerin ifade seviyeleri



DHRS2 gen ifadesindeki degisimlerin hiicre i¢i Kaspaz aracili apoptoz mekanizmalarini
nasil etkiledigi immiinfloresan yontemler araciligi ile belirli saat gruplarinda
Olclilmistir. Karsilagtirmalar hiicrelerdeki en yiiksek DHRS2 baskilanmasi ve
arttilmasinin saptandigi saatler de dikkate alinarak yapilmistir. Goriintilleme sonucu
elde edilen fotograflardan elde edilen yogunluk dl¢iimleri sonucunda istatistiksel testler
yapilmustir. Bu testlere gore MCF7 hiicrerlerinde DHRS2-siRNA grubunda en yiiksek
apoptoz orani saptanmustir (p=0,003). DHRS2 ifadesi baskilandiginda hiicreler CASP3/7
aracili apoptoz yolaklarim aktiflestirmektedir. Ayni sekilde T47D ve MDA-MB-231
hicrelerinde de DHRS2 ifadesinin baskilanmasi sonucunda apoptotik hiicrelerin miktar1
artmistir (sirasiyla p=4,8E-06, p=1,76E-06). MCF10A grubunda ise DHRS2-siRNA
grubunda degil DHRS2 OE-vektor grubunda en yiksek apoptotik hiicre verisine
ulasilmistir (p=4,29E-05). Bu sonu¢ DHRS2 gen amplifikasyonunun kanser htcreleri
icin apoptozdan kacis mekanizmalarindan biri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hicrelerdeki CASP3/7 aracili apoptoz 6l¢timleri asagida verilmistir.
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Sekil 21: MCF10A hcreleri icin Kaspaz 3/7 aracilhi apoptoz Olctimleri
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Sekil 22: MCF7 hiicreleri icin Kaspaz 3/7 aracili apoptoz dl¢iimleri
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Sekil 23: T47D hiicreleri icin Kaspaz 3/7 aracili apoptoz dl¢iimleri
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Sekil 24: MDA-MB-231 hiicreleri icin Kaspaz 3/7 aracih apoptoz dlciimleri

4.4, Tleri Glikasyon Son Uriinleri

fleri glikasyon son iiriinleri (AGE) hiicrelerdeki seker metabolizmas1 sonucunda agiga
c¢ikan ikincil metabolitler ile hiicre igerisindeki niikleik asitler veya proteinlerin ¢apraz
baglar yaparak yeni bir bilesik olusturmasi durumunda olusan metabolitlerdir.

Yapilan AGE ELISA deneyleri sonucunda, adenokarsinom hiicrelerde kontrol grubumuz
olan MCF10A hiicrelerine nazaran 1,8 kat daha fazla AGE iiretimi gézlemlenmistir. Her
tic hiicrenin grup i¢i kontrollerinde benzer miktarlarda AGE salinimi1 mevcuttur. Tiim
calisma gruplarindaki AGE miktar1 Sekil 25°te optik yogunluk Olgiimii olarak

verilmistir.
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Sekil 25: AGE ELISA sonuclarinin gruplardaki dagilim

Kontrol hiicrelerde DHRS2 ekspresyonu AGE miktarini zit yonlii olarak degistirmistir
ancak karsinom gruplari ile kiyaslandiginda bu degisim orani ¢ok kii¢iiktiir. DHRS2’nin
baskilanmast sonucunda MCF7 en yiiksek yaniti vermistir ve %33 oraninda AGE
miktarinda azalma gozlemlenmistir. Yine ayni Luminal alt tipine ait olan bir baska
hiicre olan T47D hiicrelerindeki AGE miktar1 ise DHRS2 miktarinin artmasi sonucunda
%28 oraninda azalma gostermistir. Hiicre gruplarinda DHRS2 gen ifadesi
degistirildiginde hiicre disina salinan AGE miktarlar1 da degisim gostermektedir. Bu
degisimler Sekil 26’da ylizde oran olarak bildirilmistir.
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Sekil 26: DHRS2 ifadesi degistirilen gruplardaki AGE miktarimin degisim oranlari

4.5. Migrasyon Olgtmleri

DHRS2 gen ifadesi azaldiginda MCF7 hiicrelerinde kontrollere gore yara kapanma
hizinin oldukga diisiik oldugunu 6nceki caligmalarimizdan da bilmekteyiz. Tiim ¢alisma
gruplarinda DHRS2-siRNA gruplart %2,5 ila %]14,8 arasinda degisen oranlarda
kapanma ylizdeleri gostermislerdir. En diisiik kapanma orani ise hiicre i¢i kontrol grubu
ile kiyaslandiginda MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilmiistir. DHRS2 OE-vektor
gruplarinda ise yara kapanma oranlar1 kontrol gruplari ile benzer olmasina ragmen Sekil
36°da gosterildigi tizere yapidan kopup hareketlenen ¢ok fazla hiicre goézlemlenmistir.
Bu da Hiicrelerin invazyona daha acik hale geldiginin bir gdstergesi olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 27: MCF10A deney gruplarindaki saatlere bagh yara iyilesme gorunttleri
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Sekil 28: MCF10A hcreleri igin FIJI programindan alinan bos alan 6l¢iimleri
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Sekil 29: MCF10A hcreleri icin hiicre iskeleti ile iliskili secili genlerin ifade degerleri

Kontrol hicre grubu olan MCF10A hiicrelerinde meme kanseri icin biyobelirteg
olarak kullamilan genlerden EpCAM ifadesi luminal A grubu hiicrelere nazaran daha

azdir ve DHRS2 gen ifadelerinden etkilenmemistir.
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Sekil 30: MCF7 deney gruplarindaki saatlere bagh yara iyilesme goriintiileri
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Sekil 31: MCF7 hiicreleri icin FIJI programindan alinan bos alan dl¢iimleri
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Sekil 32: MCF7 hiicreleri icin hiicre iskeleti ile iliskili secili genlerin ifade degerleri

MCF7 hicrelerinde tiim genlerin ekspresyonlart MCF10A hiicrelerinden daha
yiiksek bulunmustur. DHRS2 siRNA uygulamasi TP53 ve ona bagimli olarak gorev
yapan JMY geninin ekspresyonunu azaltmistir. ACTB ise DHRS2 baskilandiginda %78

oraninda azalma gdstermistir.
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Sekil 33: T47D deney gruplarindaki saatlere bagh yara iyilesme goriintiileri
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Sekil 34: T47D hiicreleri icin F1JI programindan alinan bos alan 6l¢iimleri
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Sekil 35: T47D hiicreleri icin hiicre iskeleti ile iliskili secili genlerin ifade degerleri

T47D hicrelerinde JMY ifadesi diger tiim hiicrelerden daha yiiksek
bulunmmustir. EpCAM ifadesi de MCF7 ile benzer oranda kontrol grubuna gore
artmakla beraber deney gruplart arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir. Ancak ACTB
geninde DHRS2 OE-Vektor grubunda yaklasik 6 katlik bir artis gortilmiistir.
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Sekil 36: MDA-MB-231 deney gruplarindaki saatlere bagh yara iyilesme goriintiileri



50

KONTROL
= VEKTOR KONTROL
=1 DHRS2 OE-VEKTOR
=3 siRNA KONTROL

MDA MB 231 DHRS2 SRNA
150+
~~
=
[as
—
o H :
X 1004 — R —
— H
= [ | : _
s
ke, - - __
g
— 50.
<«
{720
=)
m
r——_
24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Sekil 37: MDA-MB-231 hiicreleri i¢cin FIJI programindan alinan bos alan dl¢iimleri
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Sekil 38: MDA-MB-231 hucreleri igcin hicre iskeleti ile iligkili secili genlerin ifade

degerleri

MDA-MB-231 hiicre grubunda tiim kontrollere kiyaslandiginda ACTB geni en

yiiksek ifadeye bu hiicre grubunda sahiptir. Buna zit olarak en diisiik EpCAM seviyesi

de yine bu hiicrelerde goriilmiistiir. JMY geni ise DHRS2 siRNA grubunda 6 kat

azalmustir.
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4.6. Transkriptom verisi sonuglari

Tiim fonksiyonel ¢alismalara ek olarak DHRS2 nin hiicre i¢indeki gen ifadelerine olan
etkisi incelenmek amaciyla dort farkli hiicre ve DHRS2-siRNA, DHRS2 OE-vektor,
kontrol olmak Uzere ¢ gruptan toplam 12 adet hicrenin RNA dizilemesi
gercgeklestirildi.

En yiiksek degisimin goriildiigii ilk 50 gen ile yapilan dendogram ve hiicrelerin ortak
egilimlerinin sematize edildigi PCA analizleri Sekil 39ve 40’da gosterilmistir. Ayni
meme kanseri alt tipine ait hiicrelerin benzer egilimlere sahip oldugu bu analizler ile

gosterilmistir.
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Sekil 39: Transkriptom analizinde ifadesi en ¢ok degisen 50 gen
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Sekil 40: Temel bilesen analizi (PCA) goruintisi

Ekspresyon degerlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasindan sonra gen
ontoloji analizleri yapildi. Bu analizler sirasinda 6zellikle DHRS2 OE-vektor
gruplarinda immiin yanit ve hiicre sinyal iletim mekanizmalar1 daha ¢ok etkilenirken,
DHRS2-siRNA gruplarinda ise metabolik yolaklar, hiicre adezyon genlerinin
ifadelerinde en yiiksek degisimler gézlemlendi. DHRS2 OE-vektor gruplarinda yapisal,
farklilagsmada rol oynayan ve gelisimsel genlerin ekspreyonlarinda diisiis goriildii. Ayn
grupta stres, sitokin gibi stimiilantlara olusturulan hiicresel cevapta rol oynayan genlerin
hiicre i¢i ifadeleri artmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde digerlerinden farkli olarak
hiicresel biyosentez ve bu sentez 0rinlerinin dizenlenmesinde gorevli genlerin

ifadelerinde artis gozlemlenmistir. DHRS2 ifadesinin baskilanmasi her hiicrede farkli



yanitlar olusturmustur ancak gelisimsel prosesler ve hiicre iskeletinin diizenlenmesi her
hiicrede ortak olarak bulunmustur. Daha Onceki c¢alismamizda MCF7 hicrelerinde
DHRS2-siRNA gruplarinda migrasyon hizinin azaldigi saptanmigtir. Bu bilgiye ek
olarak mikrotiibiil ve hiicre iskeleti bilesenlerinin gen ifadelerinin azaldigi yapilan
transkriptom verisi ile desteklenmistir. MCF7 ve MDA-MB-231 hucrelerinde DHRS2
geni yoklugunda hiicreler arasi iletisim, adezyon ve biyolojik proseslerin regiilasyon
mekanizmalart benzer sekilde etkilenmektedir. T47D hiicrelerinde yine DHRS2
baskilandiginda sitokin ve dogal immiin sistem yanitinda rol oynayan genlerin ifadeleri
degismektedir. MCF10A hiicrelerinde ise organel diizenlenmesi ve katabolik aktivite
dizenlenmesi etkilenen prosesler arasindadir.

Tablo 7: MCF10A hticreleri DHRS2 siRNA ve DHRS2 OE-Vektor uygulamasi sonucu

ifadesi artan ve azalan genler i¢in gen ontoloji analizlerinde bulunan biyolojik
prosesler

MCF10A DHRS2-siRNA Grubu

Biyolojik Prosesler

ifadesi azalan genler Ifadesi artan genler
) Organonitrojen bilesigi metabolik
Niikleozom duzenlemesi G0:0006334 ) G0:1901564
stireci
Hiicre geligimi G0:0048468 | Protein metabolik sureci G0:0019538

Nukleozom organizasyonu G0:0034728 | Makromolekil modifikasyonu G0:0043412

Organel organizasyonu G0:0006996

Protein modifikasyon siireci G0:0036211

Birincil metabolik stirecin

) G0:0080090
diizenlenmesi
Hiicresel azot bilesigi
) ) ) G0:0044271
biyosentetik streci
Hucresel lokalizasyon GO0:0051641
Azot bilesigi metabolik siirecinin
G0:0051171

diizenlenmesi




Katabolik sire¢ G0:0009056
Hiicre i¢i tagima G0:0046907
Strese kars1 hiicresel tepki G0:0033554
Lokalizasyon GO0:0051179
Hiicre icinde lokalizasyonun
G0:0051649
olusturulmasi
Makromolekiil lokalizasyonu G0:0033036
Post-translasyonel protein
. G0:0043687
modifikasyonu
Biyolojik slrecin pozitif
: G0:0048518
diizenlenmesi
Hucresel surecin pozitif
) G0:0048522
diizenlenmesi
Organik dongiisel bilesik
) ) ) G0:1901362
biyosentetik streci
Organonitrojen bilesik biyosentez
) G0:1901566
sureci
MCF10A DHRS2 OE-vektor Grubu
Biyolojik Prosesler
ifadesi azalan genler ifadesi artan genler
Nukleozom diizenlemesi GO:0006334|Biyolojik diizenleme G0:0065007
Nukleozom organizasyonu G0:0034728| Biyolojik strecin dizenlenmesi G0:0050789
Protein-dna kompleksi Biyolojik stirecin pozitif
G0:0065004 ) G0:0048518
birlesimi dizenlenmesi
Birincil metabolik siirecin
G0:0080090

diizenlenmesi




Azot bilesigi metabolik siirecinin

diizenlenmesi

Hiicresel surecin pozitif

diizenlenmesi

Hucresel sureglerin diizenlenmesi

Uyariciya verilen yanitin

dizenlenmesi

Gelisimsel siire¢

Strese kars1 yanit

Anatomik yap1 gelisimi

Protein metabolik sireci

Organonitrojen bilesik metabolik

sireci

Sinyal iletiminin diizenlenmesi

Protein modifikasyon streci

Makromolekiil modifikasyonu

Hiicre iletigsiminin diizenlenmesi

Metabolik siirecin diizenlenmesi

Sinyalizasyonun dizenlenmesi

Metabolik surecin pozitif

dizenlenmesi

GO0:0051171

G0:0048522

GO0:0050794

G0:0048583

G0:0032502

G0:0006950

G0:0048856

G0:0019538

G0:1901564

G0:0009966

G0:0036211

G0:0043412

G0:0010646

G0:0019222

G0:0023051

G0:0009893




Tablo 8: MCF7 hucreleri DHRS2 siRNA ve DHRS2 OE*Vektdr uygulamasi sonucu ifadesi
artan ve azalan genler igin gen ontoloji analizlerinde bulunan biyolojik prosesler

MCF7 DHRS2-siRNA Grubu

Biyolojik Prosesler

ifadesi azalan genler ifadesi artan genler
Kimyasal sinaptik iletim G0:0007268 | Cok hucreli organizma stireci | GO:0032501
Anterograd trans-sinaptik . o
) ] G0:0098916 | Anatomik yap1 gelisimi G0:0048856
sinyalizasyon
Trans-sinaptik sinyalizasyon |G0:0099537 |Gelisimsel siire¢ G0:0032502
Sinaptik sinyalizasyon G0:0099536 |Hiicre farklilasmasi G0:0030154
Hiicre-hiicre sinyalizasyonu |GO:0007267 |Hiicresel gelisim siireci G0:0048869
Cok hticreli organizma siireci |GO:0032501 | Anatomik yap1 morfogenezi G0:0009653
Hiicre yapismast GO0:0007155 |Sistem gelisimi G0:0048731
Sistem prosesi G0:0003008 |Hucre geligimi G0:0048468
Transmembran tagima G0:0055085 |Cok hiicreli organizma gelisimi | GO:0007275
Heterotipik hicre-hiicre Cok hicreli organizma stirecinin
G0:0034113 ) G0:0051239
yapismast diizenlenmesi
Kimyasal sinaptik iletimin ) .
G0:0050804 |Biyolojik diizenleme G0:0065007
modulasyonu
Trans-sinaptik
sinyalizasyonun GO0:0099177 |Hiicre yapismasi GO0:0007155
diizenlenmesi
Hiicre popiilasyonu ¢ogalmasi | GO:0008283
Biyolojik strecin diizenlenmesi | GO:0050789




Hayvan organ gelisimi

Hucre iletisimi

Sinyalizasyon

Gelisimsel siirecin

diizenlenmesi
NGrogenez
Biyolojik kalitenin

dizenlenmesi

G0:0048513

G0:0007154

G0:0023052

G0:0050793

G0:0022008

G0:0065008

MCF7 DHRS2 OE-vektdr Grubu

Biyolojik Prosesler

ifadesi azalan genler

Ifadesi artan genler

Gelisimsel siireg

Gok hiicreli organizma stireci

Anatomik yap1 gelisimi

Sistem gelisimi
Cok hticreli organizma

gelisimi

Hiicre farklilasmasi

Hiicresel gelisim siireci

Anatomik yap1 morfogenezi

Sinir sistemi gelisimi

G0:0032502

G0:0032501

G0:0048856

G0:0048731

G0:0007275

G0:0030154

G0:0048869

G0:0009653

G0:0007399

Biyotik uyarictya yanit
Savunma yaniti

Diger organizmalara cevap

Dis biyotik uyarictya yanit

Dis uyaranlara yanit

Organizmalar arasindaki tiirler
aras1 etkilesimde yer alan
biyolojik siire¢

Diger organizmalara karsi

savunma tepkisi

Immiin yanit

Dogal bagisiklik yanitt

G0:0009607

G0:0006952

G0:0051707

G0:0043207

G0:0009605

G0:0044419

G0:0098542

G0:0006955

G0:0045087




Hiicre iletisimi

Hayvan organ gelisimi

Cok htcreli organizma

surecinin diizenlenmesi

Sinyalizasyon

Tagimaciligin diizenlenmesi
Biyolojik kalitenin

diizenlenmesi

Hucre-hiicre sinyali

Biyolojik diizenleme

Hiicre gelisimi

Hiicre popiilasyonu ¢ogalmast

Norogenez

G0:0007154

G0:0048513

G0:0051239

G0:0023052

G0:0051049

G0:0065008

G0:0007267

G0:0065007

G0:0048468

G0:0008283

G0:0022008

Immiin sistem silireci

Bagisiklik sistemi siirecinin

diizenlenmesi

Cok hicreli organizma stirecinin
diizenlenmesi

Biyolojik siirecin pozitif
diizenlenmesi

Sitokine yanit
Uyarictya yanit

Hucresel surecin pozitif

diizenlenmesi

Cok hicreli organizma strecinin

pozitif diizenlenmesi
Biyolojik slrecin diizenlenmesi

Bagisiklik sistemi surecinin

pozitif diizenlenmesi

Biyolojik diizenleme

G0:0002376

G0:0002682

G0:0051239

G0:0048518

G0:0034097

G0:0050896

G0:0048522

G0:0051240

G0:0050789

G0:0002684

G0:0065007

Tablo 9: T47D hucreleri DHRS2 siRNA ve DHRS2 OE-Vektor uygulamasi sonucu ifadesi
artan ve azalan genler icin gen ontoloji analizlerinde bulunan biyolojik prosesler

T47D DHRS2-siRNA Grubu

Biyolojik Prosesler

ifadesi azalan genler

ifadesi artan genler

Gelisimsel siireg

Kuguk molekil metabolik

sureci

G0:0032502

G0:0044281

Savunma yaniti

Immiin sistem prosesi

G0:0006952

G0:0002376




Anatomik yapilarin gelisimi

Cok hticreli organizma

stirecleri

Cok hticreli organizma

gelisimi

Oksoasit metabolizmasi

Karboksilik asit metabolizmasi

Organik asit metabolizmasi

Organonitrojen bilesik

metabolik slreci

Sistem gelisimi

Hiicre iskeleti organizasyonu

Fosfor metabolik stireci

Fosfat iceren bilesik metabolik

sureci
Organel birlesmesi

Kigik molekul biyosentetik

sureci

Biyolojik diizenleme

Huicre bolinmesi

Organel organizasyonu

Hiicre popiilasyonu ¢ogalmast

G0:0048856

G0:0032501

G0:0007275

G0:0043436

G0:0019752

G0:0006082

G0:1901564

G0:0048731

G0:0007010

G0:0006793

G0:0006796

G0:0070925

G0:0044283

G0:0065007

G0:0051301

G0:0006996

G0:0008283

Savunma yaniti to other organism

Innate immune response

Response to external stimulus

Biyotik uyariciya yanit

Immiin yanit
Diger organizmalara yanit
Dis biyotik uyarictya yanit

Organizmalar arasindaki tiirler
arasi etkilesimde yer alan biyolojik

sureg

Viral genom replikasyonunun

negatif diizenlenmesi

Viriise kars1 savunma yaniti

Simbiyont i¢in savunma yaniti
Viriise yanit

Viral stirecin negatif diizenlenmesi

Uyariciya yanit

Sitokine yanit

Viral yagsam dongiisiiniin
diizenlenmesi
Viral genom replikasyonunun

diizenlenmesi

G0:0098542

G0:0045087

G0:0009605

G0:0009607

G0:0006955

G0:0051707

G0:0043207

G0:0044419

G0:0045071

G0:0051607

G0:0140546

G0:0009615

G0:0048525

G0:0050896

G0:0034097

G0:1903900

G0:0045069




Mikrottbul temelli siireg G0:0007017| Strese verilen yanit G0:0006950
T47D DHRS2 OE-vektor Grubu
Biyolojik Prosesler
ifadesi azalan genler ifadesi artan genler
Gelisimsel siireg G0:0032502 | Biyotik uyariciya yanit G0:0009607
Anatomik yapilarin gelisimi G0:0048856 | D1s biyotik uyarictya yanit G0:0043207
Sistem gelisimi G0:0048731 | Diger organizmalara yanit GO0:0051707
Diger organizmalara savunma
Cok hiicreli organizma gelisimi | GO:0007275 G0:0098542
yaniti
Gok hticreli organizma
] G0:0032501 | Savunma yaniti G0:0006952
stirecleri
Hiicre farklilagmasi G0:0030154 | D1s uyaranlara yanit G0:0009605
Hiicresel gelisimsel siireg G0:0048869 | Dogal bagisiklik yaniti G0:0045087
Organizmalar arasindaki tiirler
Anatomik yap1 morfogenezi G0:0009653 | arasi etkilesimde yer alan G0:0044419
biyolojik sure¢
Sinir Sistemi gelisimi G0:0007399 | Simbiyont i¢in savunma yaniti G0:0140546
Hayvan organ gelisimi G0:0048513 | Viriise kars1 savunma yaniti G0:0051607
Biyolojik diizenleme G0:0065007 | Viriise yanit G0:0009615
Hcre projeksiyon ,
] G0:0030030 | Immiin yanit G0:0006955
organizasyonu
Gelisimsel siire¢ regiilasyonu | GO:0050793 | immiin sistem prosesi G0:0002376
Plazma membranina bagl
G0:0120036 | Stres yaniti G0:0006950

hiicre projeksiyon




organizasyonu

Norogenez

Hiicre popiilasyonu ¢ogalmast

Biyolojik slirecin diizenlenmesi

Hiicre gelisimi

Noron Uretimi

Doku gelisimi

G0:0022008

G0:0008283

G0:0050789

G0:0048468

G0:0048699

G0:0009888

D1s uyaranlara verilen yanitin

diizenlenmesi

Viral siirecin negatif

diizenlenmesi

Sitokine yanit

Biyotik uyariciya yanitin

dizenlenmesi

Viral yasam dongiisiiniin

dizenlenmesi

Uyariciya yanit

G0:0032101

G0:0048525

G0:0034097

G0:0002831

G0:1903900

G0:0050896

Tablo 10: MDA-MB-231 hucreleri DHRS2 siRNA ve DHRS2 OE-Vektor uygulamasi
sonucu ifadesi artan ve azalan genler i¢in gen ontoloji analizlerinde bulunan

biyolojik prosesler

MDA-MB-231 DHRS2-siRNA Grubu

Biyolojik Prosesler

Ifadesi azalan genler

Ifadesi artan genler

Cok hticreli organizma

siirecleri

Sistem gelisimi

Anatomik yapilarin geligimi

Gelisimsel siire¢

Cok hticreli organizma

gelisimi

Monoatomik iyon taginimi

G0:0032501

G0:0048731

G0:0048856

G0:0032502

G0:0007275

G0:0006811

Cok hticreli organizma siirecleri

Cok htcreli organizasyon sureglerinin

diizenlenmesi

Kimyasal maddelere yanit

Anatomik yap1 homeostazi

Doku homeostazi

Gelisimsel siire¢

G0:0032501

G0:0051239

G0:0042221

G0:0060249

G0:0001894

G0:0032502




Monoatomik iyon

G0:0034220| Hayvan organ gelisimi G0:0048513
transmembran tasinimi
Cok hticreli organizma
] G0:0032501 | Hiicre iletigimi GO0:0007154
stirecleri
Sistem gelisimi G0:0048731| Anatomik yapilarin geligimi G0:0048856
Anatomik yapilarin gelisimi| GO:0048856| Doku yeniden sekillenmesi G0:0048771
Kemik erimesi G0:0045453
Hiicre farklilagmasi G0:0030154
Sistem gelisimi G0:0048731
Hiicresel gelisimsel siire¢ G0:0048869
Biyolojik duzenleme G0:0065007
Biyolojik stirecin diizenlenmesi G0:0050789
Sinyalizasyon G0:0023052
Endojen uyarana hiicresel yanit G0:0071495
Anatomik yap1 morfogenezi G0:0009653
Hiicre yapismasi G0:0007155
MDA-MB-231 DHRS2 OE-vektoér Grubu
Biyolojik Prosesler
Ifadesi azalan genler ifadesi artan genler
CGok hicreli organizma Organonitrojen bilesik metabolik
] G0:0032501 ] G0:1901564
stirecleri sireci
Gelisimsel siire¢ G0:0032502| Protein metabolik siireci G0:0019538
Anatomik yapilarin gelisimi | GO:0048856| Organel organizasyonu G0:0006996




Hiicre farklilasmasi

Gelisimsel siire¢

Cok htcreli organizma
gelisimi
Gelisimsel siirecin

diizenlenmesi

Hiicre gelisimi

Sistem gelisimi

Uyariciya yanit

Gok hiicreli organizasyon

slireclerinin dizenlenmesi

Ureme
Anatomik yap1 morfogenezi

Hiicre popilasyonu
cogalmasi

Hucre popilasyonu
proliferasyonunun

dizenlenmesi

Biyolojik diizenleme

Hayvan organ gelisimi

Ureme prosesi

Hiicre iletisimi

Sinyalizasyon

G0:0030154

G0:0048869

G0:0007275

G0:0050793

G0:0048468

G0:0048731

G0O:0050896

G0:0051239

G0:0000003

G0:0009653

G0:0008283

G0:0042127

G0:0065007

G0:0048513

G0:0022414

G0:0007154

G0:0023052

Birincil metabolik sirecin

diizenlenmesi

Azot bilesigi metabolik siirecinin

diizenlenmesi

Makromolekiil modifikasyonu

Hiicresel azot bilesigi biyosentetik

stireci
Protein modifikasyon siireci

Nikleobaz igeren bilesiklerin

metabolik sureglerinin diizenlenmesi

Niikleobaz igeren bilesik biyosentetik

sureci

Heterosiklik biyosentetik slre¢

Aromatik bilesik biyosentetik siireci

Metabolik slirecin diizenlenmesi

Katabolik sure¢

Fosfor metabolizmasi

Organonitrojen bilesik biyosentez

sureci

Organik dongiisel bilesik biyosentetik

sureci

Azot bilesigi metabolik siirecinin

pozitif dlizenlenmesi

RNA metabolik sirecinin

diizenlenmesi

Fosfat iceren bilesik metabolik siireci

G0:0080090

GO0:0051171

G0:0043412

G0:0044271

G0:0036211

G0:0019219

G0:0034654

G0:0018130

G0:0019438

G0:0019222

G0:0009056

G0:0006793

G0:1901566

G0:1901362

GO:0051173

G0:0051252

G0:0006796




5. TARTISMA

Kanser, teknolojinin ve bilimsel tekniklerin de ilerlemesiyle tedavisi mumkin
hastalik grubu haline gelmistir. Ancak bu ilerlemeye ragmen, insan genomunun her bir
birey icin 0zgl olmasi nedeniyle kanserin giiniimiizde kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Kanser kalitimsal olabilecegi gibi yillar igerisinde biriken mutasyon
yukiiniin etkisiyle sporadik de olabilir. Giliniimiiz yasam kosullar1 birgok cevresel
etmene maruz kalmamiza neden olmaktadir. Bu dis etmenler ve aligkanliklar kanser
vakalarinin her gegen giin artmasina neden olmaktadir. Kanser bir hastalik tipi olmakla
beraber koken aldigi doku veya organa gore isimlendirilmektedir. Kanseri cinsiyete
bagl olarak smiflandirmak miimkiindiir. Erkeklerde akciger kanseri en sik goriilen
kanserlerden biriyken kadinlarda meme kanseri 6ne ¢ikmaktadir. Meme kanseri, alt
tipine bagli olarak tedavi orani en yiiksek kanserlerden biridir. Buna ragmen iicli
negatif veya inflamatuar meme kanseri tipleri gibi metastaz orani yliksek gruplarda
oldukca koti bir seyir izlemektedir. Bu heterojenite nedeniyle meme kanseriyle olan bu
miicadelede molekiiler mekanizmalarin ve ila¢c hedefi olabilecek yeni hedef genlerin
tespitine ihtiyag duyulmaktadir. Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda hiicre i¢i fonksiyonu
tam anlamiyla tammlanmamis olan, hiicre homeostazinda olduk¢a Onemli bir yeri
oldugunu diisiindigiimiiz kisa zincir dehidrogenaz rediiktaz ailesi iiyesi 2 (DHRS2)

geninin meme kanseri hiicrelerindeki olasi etkilerini inceledik.

Hiicreler gelisimsel siirecte veya strese maruz kaldiklarinda senesens, uyku hali
(quiescence) veya farklilagma yolunu segebilirler (18). Hicre senesensinde hiicre
boliinmesi geri doniisiimsiiz olarak durdurulurken kanser kok hiicrelerinin en belirgin
Ozelliklerinden biri hiicre boliinmesinin devamliligidir. Bu hiicreler hiicre dongiistindeki
diizenleyici mekanizmalar1 baskilayabilir veya boliinme sinyalinin stirekli aktif
durumda kalmasini saglayabilir. Biiylime sinyalinin devamlilig1 hiicre yiizey reseptorleri
ile baslar. Meme kanserinde ise biiylime faktor reseptorlerinin etkisinin yanisira hormon
reseptorleri de aktif olarak hiicre i¢i sinyal mekanizmalarini uyarmaktadir. Luminal A
alt tipinde ER ve PR reseptorleri pozitif, HER2 reseptori ise negatiftir ve her bir
reseptor hiicre dongiistinii farkli sekillerde uyarmaktadir (44). Normal meme dokusunda
bu reseptorler Ostrojen, progesteron gibi lireme hormonlar1 araciligiyla uyarilirlar.

Meme dokusunun gelisimi ve siit bezlerinin olusumu igin olduk¢a Onemlidir (45).



Kanser hucrelerinde ise 6strojen ve progesteron, Siklin D (CCND1) ve/veya CDK2 gibi
hiicre dongiisii bilesenlerini fosforilleyebilirler (6). DHRS2 proteini sodyum butirat
uygulamasi sonucu hiicre dongiisii durdurulmus hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
cekirdekte biriken bir protein olarak kesfedilmistir (36,40). Bu kesif bizlere bu genin
hiicre dongiisii elemanlar1 ile bir etkilesimde olabilecegini diistindiirdiiglinden, insan
meme kanseri hiicre hatlarinda yaptigimiz g¢alismamizda DHRS2 gen ifadesindeki
degisimlerle hiicre dongiisii bilesenleri arasindaki etkilesim incelenmistir. incelenen
hicre dongusi genleri, DHRS2 gen ifadesi OE-vektor araciligi ile arttirildiginda
hiicrelerin dongiiye girememesi {izerine GO0/Gl fazina gore seg¢ilmistir. Prostat
kanserinde insan gobek kordonu mezenkimal kok hicrelerden elde edilen ekzozomlar
kullanilarak DHRS2 ekspresyonu kanser hiicrelerinde arttirilmistir. Bu hiicrelerde Siklin
D ve Siklin E miktarlarinda artis saptanmustir. Buna ek olarak hiicrelerin sonuglarimiza
benzer sekilde GO/G1 fazinda tutuldugu, DHRS2 siRNA verilen grupta ise S fazina
gecis yaptigr bulunmustur (46). Benzer ¢alismalarda ise DHRS2 ekspresyonunun uyku
halindeki (quiescence) hiicrelerde arttigi ve hiicresel senesens i¢in 6nemli bir araci
olabilecegi goriilmiistir. DHRS2’nin  Hiicre evrelerinde rol oynayabilecegi
distintilmektedir (41,47). Yapilan floresan isaretli ubikitin hiicre dongiisii indikatorii
analizlerinden sonra hicrelerde DHRS2 gen ekspresyonu baskilandiginda hiicrelerin
kendi kontrol gruplarina gére dongiide daha ileride oldugu gézlemlenmistir (kontrol-
G1, DHRS2 siRNA- S fazlarinda goriilmiistiir.). Bu calismaya ek olarak, yapilan
kantitatif gen ekspresyon analizlerinde hiicreler arasinda fark bulunmustur. Kontrol
grubu olarak kullandigimiz fibrokistik meme epitel hiicresi olan MCF10A Ostrojen ve
progesteron reseptorii bulunmayan bir hiicre hattidir (48). MCF10A grubunda diger tim
kanser grubu hiicrelere oranla hiicre donglsu icin 6énemli bir dizenleyici olan p21
ifadesi daha yuksektir ve DHRS2 yoklugunda p21 ifadesinin arttigi gézlemlenmistir.
Benzer bir ifade artig1 hiicre senesensini indiikklemek iizere doksisiklin uygulanmis insan
diploid fibroblast hiicrelerinde goriilmiistiir. DHRS2’nin p53 ve p21 aktivasyonunda
rolii olabilecegi diistiniilmektedir (41). DHRS2’nin siklinler ve siklin bagimli kinazlar
disinda hiicre dongiisiinii diizenleyici bazi1 transkripsiyon faktorleri ile iliskisi
bilinmektedir. MYB transkripsiyon faktor bunlardan biridir, c-MYB ve b-MYB formlari
S faz1 diizenleyicilerindendir ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (49). ER nin c-MYB
ekspresyonunu modifiye ederek DHRS2 ifadesini degistirdigi ve boylece MDM2 ve p53

Uzerinden p21 ifadesini diizenledigi bilinmektedir (50). Bulgularimizin 1s18inda



DHRS2’nin tiimor hiicrelerindeki artisi hiicrelerdeki p21 seviyesini arttirmakta ve
hiicrelerin G1 fazinda tutulmasina neden olmaktadir (51). Bulgularimizi destekler bir
caligma da patojenlerden horizontal gen aktariminin incelenmesi amactyla HEK293T ve
NIH3T3 hiicrelerinde yapilmistir. Bu calismada GO/G1 fazinda tutulan hiicrelerde
DHRS2 ifadesinin arttigi bulunmustur (52). DHRS2 transkript miktari artiginin siklin
bagimli kinaz seviyelerinin en dramatik bir sekilde degistigi grup bazal benzeri meme
kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicreleridir. Tedavide kullanimda olan
Palbiciclib, Abemaciclib ve Ribociclib gibi CDK4/6 inhibitérlerinin segiminde DHRS2

seviyesinin bir kriter olabilecegini diistinmekteyiz (53).

Kanser hiicrelerinin enerji metabolizmalar1 en hizli sekilde enerjiden en yiiksek verim
alabilecegi sekilde modifiye olmaktadir. Normal kosullarda hiicreler glikoliz sonrasinda
hiicre i¢in gerekli diger metabolitlerin iiretimine devam ederken, tiimor hiicreleri gen
ifadelerini degistirerek besin kithginda bile ATP sentezleyebilecek bicimde TCA
dongdlerini modifiye ederler (21). DHRS2 cekirdekte sentezlendikten sonra sahip
oldugu mitokondriyal sinyal peptiti sayesinde mitokondriye tasinir ve bu sinyal dizisi
kesildikten sonra olgun halde enzimatik islev gosterir. NADPH bagimli bir enzimdir ve
hiicre igerisinde NADPH dengesinin korunmasinda da rol oynar (38). NADPH hiicrede
onemli bir elektron donériidiir, redoks ve anabolik reaksiyonlarin olusturdugu stresin
giderilmesinde kritik rollere sahiptir. NADPH homeostazi hiicre igerisinde cesitli
yolaklar tizerinden desteklense de indirgenen antioksidan seviyesi kanserlerde oksidatif
stresin de artmasi nedeniyle bozulmustur (54). DHRS2, NADPH ile olan baginin
yanisira mitokondride diizenleyici bircok aktiviteye sahiptir. Yapmis oldugumuz
transkriptom sonuglarina gore katyonik veya anyonik iyon baglanmasi ve transportu
(Ca+2, gesitli tuzlar), voltaj kanallarinin diizenlenmesi ve oksidorediiktaz aktivitesini
dizenleyici NOTCH3, S100A14, NECAB2, ALOX15B gibi bircok gen hicre icerisinde

DHRS2 miktarinin degisiminden en ¢ok etkilenen genler olmuslardir.

Kanser hiicrelerinin glikoz ile iligkisi goriindiigiinden daha karmasiktir. Bu nedenledir
ki diyabet ve obezite kanser i¢in risk olusturmaktadir. Meme kanserinde postmenopozal
vakalarda tip 2 diyabet artmis risk ile iligskilendirilmistir. Adipoz dokunun artmast ile
Ostrojen tiretiminin indiiklenmesi arasinda iliski bulunmustur. Lipid metabolizmasindaki

genlerin transkripsiyon faktéri olan PBX1 geni ile ER durumunun meme kanseri hiicre



hatlar1 ve hastalarinda incelendigi bir bagka ¢aligmada reseptdr negatif hiicre hatt1 olan
MCF10A hicrelerinde PBX1 transfeksiyonu sonrasinda, ER arttiginda DHRS2
seviyesinin yukari yonlii bir egilime sahip oldugu gosterilmistir (55). Buna ek olarak
obeziteyle artan insiilin direnci hiperglisemiye neden olmaktadir ve bu tiimdr biiytimesi
icin yarar saglamaktadir (56,57). Bir baska yaklasim da Ostrojen reseptdriiniin insulin
blyime faktori (IGF-1) ile ¢ift yonlii ¢alistigt ve bu mekanizmanin meme kanserinde
bozuldugu yoniindedir. ER hedefi olan progesteron reseptoriiniin indiiklenmesi normal
sartlarda serum konsantrasyonunun %1’in altina diismesiyle gerceklesirken, IGF artist
PR aktivasyonunu saglamaktadir (58). Seker metabolizmasindaki degisimler meme
kanseri progresyonunu cesitli agilardan desteklemektedir. Glikoliz sonrasinda agiZa
c¢ikan ikincil metabolitler de hiicre ig¢erisindeki ROS stresini arttirabilmektedir. Glikoz
ve fruktozun TCA dongiisiine katilmasindan sonra ortaya c¢ikan ve ikincil metabolit
olarak adlandirilan ara iirlinlerin hiicre icerisinde serbest bulunan protein, niikleik asit
veya lipidler ile bag kurmasi sonucu ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) olugsmaktadir.
Bu iirtinler hiicre igerisinde olusabilecegi gibi besinler yolu ile alinabilir. Giiniimiizde
AGE firiinleri daha cok diyabet, obezite ve yaslanma ile iligskilendirilse de hiicre
yuzeyinde bulunan RAGE reseptorlerine baglanmasiyla ROS stresini arttirabilecegi
veya dogrudan DNA’ya baglanarak DNA hasarina neden olabilecegi gosterilmistir.
DNA kiriklar1 veya hiicredeki ROS stresi kanserlerin en 6nemli baglaticilarindandir.
DHRS2 kisa zincir dehidrogenaz/rediiktaz ailesi enzimlerinden biri olup, polyol, steroid,
yag asidi tiirevleri ve ksenobiyotikleri NADPH bagimli bir sekilde indirgedigi
diistiniilmektedir. AGE iiretiminde Maillard ve Polyol yolaklar1 aktiftir ve hiicre i¢i
AGE {iretiminde agiga ¢ikan triinler DHRS2 substrati olabilirler (59). Ayn1 zamanda
mitokondriyal ROS seviyesinin DHRS2 miktarinin artmasiyla zit yonlii korelasyon
gosterdigi bilinmektedir (60). Hiicre igerisindeki ROS kaynaklarindan biri olan AGE
urunlerinin DHRS2 gen ifadesindeki degisimlerden etkilenip etkilenmedigi bu tez
kapsaminda arastirilmistir. Hiicrelerdeki AGE seviyeleri kolorimetrik olarak Eliza testi
ile Ol¢iilmiistiir. MCF10A hiicrelerinde AGE iiriinlerinin miktarindaki degisim diger
gruplara nazaran daha disiiktiir. Ayrica MCF10A hiicrelerinde DHRS2 ifadesi
arttirilldiginda AGE miktar1 da artarken diger gruplarda azalma goriilmektedir. Yabanil
tip p53 tasityan MCF7 hiicreleri en biiyiik diislis ylizdesini gosterirken p53 mutasyonu
tastyan T47D ve MDA-MB-231 hiicreleri birbirlerine benzer oranlarda yanit
vermislerdir. Luminal A grubu ER(+) MCF7, ER(-) MDA-MB-231 hiicrelerine oranla



daha diisik RAGE ifadesine sahiptir (61). Bu yamit farklilignt MCF7 hiicrelerinde
DHRS2’nin RAGE ifadesinde bir artisa neden oldugunu diisiindiirmektedir. RAGE
ekspresyonuna ek olarak AGE drinlerinin MAPK yolagii aktiflestirdigi ve bazi
transkripsiyon faktorlerini fosforilledigi bilinmektedir. Aktivasyon kanser hiicrelerinde
sinyal iletiminin siirekli agik kalmasi ve tiimor gelisimine katki saglamasi anlamina
gelmektedir. ER ifadesinin meme kanserinde AGE iiriinleri ile olan etkilesiminin ortaya

c¢ikarilmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

AGE-RAGE etkilesimi sadece ROS iiretimine sebep olmaz, aynit zamanda inflamasyon
yolaklarmin aktiflesmesine de neden olur. Uglii negatif meme kanseri hiicrelerinde
yapilan bir ¢alismada AGE iiriinlerinin NF-kB yolagimi aktiflestirdigi gosterilmistir
(62). NF-kB’nin hedef genlerinin islevleri arasinda inflamasyon disinda farklilagsma,
apoptoz, proliferasyon diizenlemeleri bulunur (63). Inflamasyon tiimérlerde
proliferasyonun, anjiyogenezin ve invazyonun arttirilmasini saglar. inflamazomlar ise
inflamatuar sitokinlerin olgunlagsmasini ve salinimini saglamak i¢in gerekli kaspazlarin
aktivasyonundan sorumlu oligomerik protein  kompleksleridir.  Transkriptom
bulgularimizda DHRS2 miktar1 hiicre igerisinde arttifinda hormon reseptdr pozitif
hiicrelerde, T47D ve MCF7, immun reseptor, sitokin ve kemokin aktivasyonu ve
interferon yanitlarini1 diizenleyen genlerin ekspresyon seviyelerinde artma goriilmiistiir.
Bu bulgular DHRS2’nin luminal A grubunda inflamatuar yaniti diizenleyen bir gen
olabilecegini gostermistir. Bu nedenle tez ¢alismamizda CASP1, IL18, IL1B, IL1A,
PYHIN1 gibi inflamasyon ve buna bagl olarak piroptoz yolaginda rol oynayabilecegini
diistindigiimiiz genleri 6zel olarak inceledik. PYHIN1, HIN domaini iceren interferonlar
tarafindan uyarilabilen ve Gasdermin B, MEFV, CARD ve MDM2 ile etkilesimli bir
gendir. Meme kanserinde ekspresyon seviyesi oldukca disiiktiir. Kanser grubu
hicrelerde DHRS2 ifadesinin baskilanmasinin ardindan ekspresyonu artarken MCF10A
hicrelerinde vektor verilen grupta PYHINL artig1 gortilmiistiir. PYHIND hiicre icerisinde
koruyucu etkiye sahiptir. Hicre icerisinde p53 ve RB’dan bagimsiz bir sekilde p21’i
arttirarak CDK2’nin kinaz aktivitesini azalttigi, bu sayede proliferasyonu diizenledigi
gosterilmistir (64). Kazpaz 1 (CASP1) hiicre 6liim mekanizmalarindan biri olan piroptoz
yolagt i¢in 6nemli bir iiyedir. IL1B ve IL18’1 keser ve bu sitokinlerin salinimi
gerceklesir. 1L18, STRINGdb protein-protein etkilesimi veritabaninda DHRS2 ile

etkilesimde olarak gosterilmistir. Bu nedenle IL18 seviyesindeki degisimi daha net



anlayabilmek icin CASP1 ifadesi de bu ¢alismada incelenmistir. MCF7 ve MDA-MB-
231 hicrelerinde DHRS2 gen ifadesi baskilandiginda CASP1 ifadesinde dramatik bir
diisiis goriilmiistiir. Buna zit olarak T47D hiicrelerinde vektdr uygulamasi sonrasinda
CASP1 ifadesi artmistir. Hiicrelerin tiimiinde CASP1 ve IL18 ifadeleri birbirine zit
yonlii olarak degismistir. Kontrol grubumuzda [L18 ifadesindeki degisim diger
hiicrelerden daha belirgindir. Bunun nedeni olarak bazi kanserlerde 1L18’in koruyucu
bir etkiye sahip olmasidir. Anti-timor immdin sistemi harekete gecirerek bu koyucu
etkiyi sagladigi disiiniilmektedir (65). Buna ek olarak Gcli negatif meme kanseri
hastalarinda serumda |L18 miktarmin arttigi saptanmistir. MCF7 hiicrelerinde

doksorubisin uygulamasi sonrasinda yine hiicrelerde IL18 artis1 goriilmiistiir (66).

IL18 sadece dogal bagisiklik diizenleyicisi, NF-kB, MAPK ve PI3K sinyal yolaklarini
aktiflestiren bir sitokin degildir. IL18 tiimor gelisiminde etkileri olan bir sitokindir.
Yapilan ¢aligmalarda IL18’in epitel yeniden diizenlenmelerine katildigi, ekspresyonu
artmast durumunda timor progresyonunu Onledigi gosterilmistir. IL18’in yam sira
DHRS2’nin vimentin, kadherin gibi hiicre adezyon molekiilleriyle iliskisi oldugu
veritabanlarinda gosterilmistir. Transkriptom calismamizda 6zellikle MCF7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde kalsiyum iyon metabolizmasinda islevi olan genlerin ve 6zellikle
vimentinin  DHRS2 ekspresyonundan etkilendigi bulunmustur. Fokal adezyon
durumunda kadherin ve integrinlerin yapisal degisiklik ve bag kurabilmesi igin
kalsiyum iyonlarina ihtiya¢ vardir (67,68). Acik erisimli veritabanlarinda metastatik
kanserlerde DHRS2 amplifikasyonlart bildirilmistir. Daha 6nceki ¢alismamizda MCF7
hicrelerinde DHRS2 siRNA uygulamasindan sonra hiicre migrasyonunun azaldigini
gostermistik. (69). Gastrik kanserlerde HOXA13 "in artist DHRS2’yi baskilayarak hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu Onemli Ol¢lide arttirmistir (43,70). Bu bulgu
DHRS2’nin farkli hiicre tiplerinde farkli rollerinin olabilecegini gostermektedir. Tez
calismamizda ise MCF7 hiicrelerindeki DHRS2 gen ifadesi baskilandiginda hiicre
membran ve adezyon molekiilleri, hiicre baglantilarinda rol oynayan proteinlerin
ifadelerinin azaldig1 tespit edilmistir. Kontrol hiicrelerinde bu etki daha az
gorilmektedir. STAMBPL1 geni NF-kB sinyal yolaginin indirekt aktivatorlerinden
biridir ve EMT gegisinde rol oynamaktadir. Akciger kanserinde STAMBPL1 geni
baskilandiginda DHRS2 ifadesi artmis ve hiicrelerin invazyon yetenekleri azalmistir. Bu

nedenle akciger kanserinde koruyucu 6zellik gosterdigi ve bir timor baskilayici gen gibi



hareket ettigi diistiniilmektedir (71). Kalsiyum dizenlenmesine ek olarak vimentin,
kolajen, aktin gibi mezenkimal hicre belirtecleri de hicre ici DHRS2 seviyesinden
oldukca etkilenmigstir. Aktin filamentler hiicre hareketini kolaylagtiran yapilardir ve
mezenkimal hiicrelerde farkli diizenlenmelere maruz kalirlar (72). MCF10A
hicrelerinde DHRS2 baskilanmasi mikrotiibiil diizenlenmesinde rol alan genlerin
ifadelerini diisiirtirken, T47D hiicrelerinde DHRS2 gen ifadesi arttifinda benzer bir
yanit olusmustur. Bu bilgilerden yaptigimiz ¢ikarim, DHRS2’nin kanser hiicrelerinde

invazyon ve metastazi tetikleyecek molekiilleri diizenledigi yoniindedir.

Aktin filamentlerin diizenlenmesi mezenkimal ge¢is icin 6nemli oldugu kadar hiicre
O0lim mekanizmalart i¢cin de Onemlidir. Aktin filamentlerin apoptotik hiicrelerdeki
veziklil olusumu, diger proteinlerle olan sinyal iletimi ve kaspazlarla olan iliskileri
bilinmektedir (73). Yaptigimiz Kaspaz 3/7 analizlerinden sonra DHRS2 ifadesi
arttirtlmis MCF10A hiicrelerinde apoptotik hiicre miktarinin arttig1 saptanmistir. Buna
karsin T47D, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde siRNA uygulamasi sonucu grup i¢i
kontrollere de bakildiginda Kaspaz 3/7 miktar1 artmistir. Bir baska apoptoz
diizenleyicisi olan p53, aktin diizenlenmesine katki saglayan proteinlerden biridir (74).
Hiicre igerisinde normal sartlarda MDM2 ubikitin E3 ligaz aracilifi ile bazal seviyede
tutulan p53, stres durumunda niikleusta gesitli genlerin aktivasyonunu saglar. Birgok
protein ve protein kompleksleriyle iligkide bulunan p53’tin mutasyonlart hiicre
homeostazin1 olumsuz etkilemektedir. DHRS2, MDM2 aracili bir p53 duzenleyicisi
olarak tanimlanmigtir ve bu tanimlamanin ardindan kanserdeki sinyal yolaklar ve ilag
direnci ¢aligmalarinda 6ne ¢ikmaya baslamistir (42). DHRS2’nin MDM2’nin merkez
domainine baglanarak p53 ve kesilmis PARP miktarin1 arttirarak renal karsinoma
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir).75) Bir diger ¢alismada anti timor
0zelligi oldugu diisiiniilen gentian viyolet (GV) DHRS2’ye bagimli bir sekilde MDM2
ekspresyonunu ve ayni zamanda p53 ekspresyonunu SK-HEP-1 ve SMMC-7721
hiicrelerinde arttirmaktadir. DHRS2’nin MDM2’ye baglanarak onu proteolitik yikimdan
korudugu, MDM2 seviyesinin azalmamasina ragmen islev goremez halde olmasi
nedeniyle p53 seviyesinin arttigi 6ne siiriilmiistiir. GV hiicrelerdeki Fas ligand tiretimini
arttirarak digsal apoptoz mekanizmalarini aktiflestirmektedir. Bu ¢alisma ile DHRS2’nin
Fas ligand tizerinden de apoptoz mekanizmalarina dahil oldugu gosterilmistir (76).

DHRS2’nin mitokondriyal islevinden otilirii igsel apoptoz yolaginda sitokrom c¢



salimiminda etkili olup olmadigi hala bir merak konusudur. Kanser hiicre hatlarinda
DHRS2 OE-vektor gruplarinda CYCS geninde 3 katlik bir artis bulunmustur. Ancak
MCF10A hcrelerinde durum tam tersidir ve DHRS2 ifadesi baskilandiginda sitokrom c
miktar1 artmaktadir. DHRS2’nin yiiksek ekspresyonu yumurtalik ve 0Ozafagus
kanserlerinde yine apoptoz ile iliskilendirilmistir (60,77). Beta hicrelerinde ise pro-
apoptotik bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (78). Meme ve prostat kanserinde
SUV420H2 geni EMT ile iliskilidir ve metastaza katki saglamistir. Renal karsinoma
hiicrelerinde yapilan bir CHIP-seq analizde histon metiltransferaz geni olan SUV420H2,
apoptotik sureglerde DHRS2’nin hedeflerinden biri oldugu bulunmustur. SUV420H2
geni kromatin bolgelerinin metillenmesi ile gorevlidir ve hiicre igerisindeki miktar1
azaldiginda DHRS2 geninin promoter bdlgesi metillenmez ve asir1 liretimi gergeklesir.
Hiicrede artan DHRS2 miktar1 apoptoz mekanizmalarini aktiflestirir (79). Bir diger
apoptoz iligkili over kanserindeki bir epigenetik calismada, histon deasetilaz
inhibitorlerinin secimlerinde DHRS2’nin potansiyel bir biyobelirte¢ oldugu sdylenmistir
(80). Onceki ¢alismamizda MCF7 hiicrelerinde Annexin V/7AAD deneyleri sonucunda
siRNA uygulamasinin apoptoz siirecinde etkin olmadigini, nekrotik hiicrelerin
oranlarmi  arttirdigimizi  gosterdik  (69). DHRS2’nin  hem aktin filamentlerin
diizenlenmesi hem de hiicre zarinin yapisina katilan metabolitlerin sentezinde gorev
aldig1 diisiiniildiiginde hipotezimizi destekler nitelikte bir sonugtur. DHRS2’nin hiicre
apoptozundaki roliiniin daha net bir sekilde ortaya g¢ikarilmasi igin ileri fonksiyonel

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

DHRS2 kanser hiicrelerinde bircok mekanizmaya dahil olmaktadir. Yapmis oldugumuz
fonksiyonel ve transkriptom calismasinin sonuglar1 birbiri ile uyum gostermektedir.
DHRS2’nin yiiksek ekspresyon gosterdigi hiicrelerde hiicre dongiisiiniin tutuldugu,
sitokin salinimi ile beraber inflamasyonu tetikledigi ve ikincil yollardan hcre
apoptozunu indiikledigi gosterilmistir. Bulgularimizin sonucu olarak DHRS2 nin meme
kanserinde hiicre proliferasyonu, apoptozu, invazyon ve migrasyonunu etkiledigini

bildirmekteyiz.
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