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OZET

Sakar, D.N Meme Kanserinde DHRS2 Geninin Ubikitin Ligaz Genleri ile Iliskisinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2023

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen kanser tiiridiir. TP53 kanser
arastirmalarinda siklikla calisilan timor baskilayict gendir. MDM2, TP53%in bir E3
ubikitin ligaz1 olarak gorev yapar ve poliubikitinlesmeyi katalize eder. DHRS2,
Mdm2'yi baskilayarak TP53" diizenler. Ubikitinasyon, protein degradasyonunda rol alir
ve E1-E2-E3 enzim kaskadi tarafindan gerceklestirilir: Calismamizda MCF7, T47D,
MCF10A ve MDA-MB-231 olmak tizere dort farkli insan meme hiicre hatt1 kullanildu.
Onceki calismanmizda hiicre hatlarindaki DHRS2 geninin ekspresyonu gen spesifik
siRNA ile susturulmus ve DHRS2 ekspresyon vektorii ile overeksprese edilmistir. Bu
orneklerden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. gRT-PCR
kullanilarak AACT yontemi ile ekspresyon degerleri belirlendi. DHRS2 mRNA
seviyesindeki degisim diger ubikitin genleri iizerinde arastirildi. MDA-MB-231 vektor
grubunda STUBI1 kontrol grubuna kiyasla yiiksek ekspresyon gosterirken BRCA2’nin
ifadesi ciddi oranda azaldi. MCF7 hiicre hatti vektér grubunda BRCA1 ve MYC
genlerinin ifadesi kayda deger ekspresyon artisi gosterirken buna kiyasla STUB1 ve
BARDZ’in ifadesi kontrol grubuna gore ciddi oranda azaldi. T47D vektor grubunda
MYC ifadesi en yiiksek seviyede artarken STUBI’in ifadesi 6nemli 6lgiide azaldi.
DHRS2 ifadesi MCF7 siRNA grubunda baskilandiginda MYC ifadesi yiiksek oranda
ekspresyon gosterdi. MDA-MB-231 siRNA grubunda TRIM6 disinda ifadesi azalan gen
tespit edilmedi. Hiicre hatlarinin RNAi/vektor uygulamasi etkisiyle birgok spesifik
genomik degisiklik olusturdugu diislinlilerek hedef genlerimizin farkli davrandig:
belirlendi. Bu tez calismasi, DHRS2 ile ¢oklu hiicre i¢i ubikitin genlerinin iliskisini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Hiicre Hatlari, DHRS2, Ubikitin Ligaz Genleri,
Ubikitinasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 38259



ABSTRACT

Sakar, D.N Investigation of the Association of DHRS2 Gene with Ubiquitin Ligases
Genes in Breast Cancer. .Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics
Department. Master Thesis. Istanbul. 2023

Breast cancer is the most abundant cancer type within the women worldwide. TP53 is
the widely-studied tumor suppressor gene. The E3 ubiquitin ligase of TP53, known as
MDMZ2, catalyzes the polyubiquitination. DHRS2 regulates TP53 via suppressing
Mdmz2. Ubiquitination has a role in protein degradation and the capability of E1-E2-E3
enzyme cascade. MCF7, MCF10A, T47D, and MDA-MB-231 are human breast cell
lines used in this thesis. The expression of the DHRS2 gene in cell lines was silenced
beforehand by gene-specific sSIRNA and overexpression with the DHRS2 expression
vector. Followingly, total RNA isolation, cDNA synthesis were performed. Expression
values were determined by the AACT equation using qRT-PCR. Alterations in DHRS2
MRNA level were investigated on other ubiquitin genes. In the MDA-MB-231 vector
group, STUB1 showed high expression in contrast with the control group, while the
expression of BRCA2 was noteworthy declined. The expression of the BRCAL and
MY C genes in the MCF7 cell line vector group indicated a remarkable increase whereas
the STUB1 and BARDL1 expressions were significantly diminished. MYC expression
was highest in the T47D vector group, while the expression of STUB1 was considerably
reduced. When DHRS2 expression was repressed in the MCF7 siRNA group, MYC
expression was highly expressed. No diminished gene was detected in the MDA-MB-
231 siRNA group, except for TRIM6. It has been determined that our target genes
behave differently, considering that cell lines produce many specific genomic changes
due to the effect of RNAI/vector application. This thesis demonstrates the correlation
between DHRS2 and multiple intracellular ubiquitin genes.

Key words: Breast Cancer, Cell Lines, DHRS2, Ubiquitin Ligases Genes,
Ubiquitination

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 38259



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik karsilagilan kanserlerden biridir ve kansere bagl
6liimlerde ikinci sirada bulunmaktadir. 2050 yilina kadar diinya genelinde kadinlarda
meme kanseri insidansinin yilda neredeyse 3,2 milyon yeni vakaya yaklasacagi
tahmin edilmektedir. Meme kanseri giiniimiizde, farkli biyolojik alt tiplerden olusan
ve farkli belirtileri olan bir hastaliktir. Cesitli klinik, patolojik ve molekiiler 6zellikler
cergevesinde degerlendirilen birden fazla faktoriin sebebiyet verdigi bir hastalik
olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte bazi vakalar iyi prognozla yavas

ilerleme gosterirken, bazi vakalar agresif bir klinik izlemektedir.

Ubikitin ligazlar ubikitin aktive edici bir enzim (E1), ubikitin-konjugasyon enzimi
(E2) ve ubikitin ligaz (E3) olmak tizere ii¢ siifa ayrilir. E3 grubunun ¢ogu, E6 ile
iliskili protein (E6-AP), COOH terminus (HECT) bdlge homolog veya RING finger
bolge icerir. Tim HECT bolgesi ve bazt RING finger E3'leri bagimsiz olarak islev
gorebilmesine ragmen, bazi RING finger proteinleri Cullins ve F-Box gibi bir kag
baska protein ile E3 kompleksleri olusturur. HECT bdlgesi igeren proteinler, ubikitin
ile tiyol ara tiriinleri olusturabilir ve bagimsiz E3'ler olarak islev gorebilir. Ubikitin
ligazlarin en biiyiik alt ailesini RING finger E3’ler olusturur. MDM2, BRCAL,
BARDL1 gibi bircok RING finger E3'iniin meme karsinojenezinde 6nemli roller
oynadigi one siriilmiistir. F-Box Proteinleri ise protein-protein etkilesim bdolgesi

icerir. SCF kompleksleri igin substrat tanimaya aracilik eder.

DHRS2 (Hep27) oOnemli bir protein olarak bilinen, kisa zincirli alkol
dehidrojenaz/rediiktaz (SDR) enzim ailesinin bir iiyesidir. DHRS2 geni, E3 ubikitin
ligazlardan biri olan MDM2 homologunun bir inhibitorii olarak gorev yapar.
Cekirdekteki MDM2'nin merkezi alanina baglanir ve MDM2'in E3 ubikitin ligaz
aktivitesini inhibe eder, bdylece hiicrede TP53’iin islevinin stabilize edilmesini
saglar. Mdm2-TP53 stres cevap yolu, hiicresel homeostazin 6nemli bir diizenleyicisi

olarak rol alir.

Cesitli mitojenik ve genotoksik stres faktorleri, hiicre dongiisii durmasi, apoptoz,
DNA onarimi veya replikatif yaslanma birlikte TP53'e etki eder, TP53 koruyucu

gorev gorerek bu faktorlerin etkisini hiicrede 6nlemede rol alir.



Bununla birlikte onkojenik aktivitenin izlenmesinde TP53'in belirgin islevi g6z
Online alindiginda, asir1 eksprese edilen Myb’inde DHRS2’ye bagli bir sekilde
TP53'i stabilize ettigi ortaya ¢ikmistir. DHRS2, proto-onkogen c-Myb tarafindan
transkripsiyon seviyesinde diizenlenir ve c-Myb kaynakli TP53 stabilizasyonu igin
gereklidir. Siirekli onkojenik aktivitenin izlenmesinde TP53'lin roliiyle uyumlu
olarak, yiiksek c-Myb aktivitesi, DHRS2 ekspresyon seviyelerini artirabilir, bu da
DHRS2’nin daha fazla niikleer birikimine ve dolayisiyla TP53 stabilizasyonunun
artmasina neden olur. Bir ¢ok kanser tipinde c-Myb'nin diizenlenmesinde ubikitin-
proteazom sisteminin 6nemli bir rol iistlendigi ortaya konmustur. c-Myc dahil olmak
tizere bir dizi insan geninin promotdr boélgelerinde c-Myb bdlgeleri icerdigi
bildirilmistir. Ubikitin-proteazom sistemi yoluyla c-Myc protein stabilitesinin
diizenlenmesinde birden fazla E3 ligaz yer alir. c-Myc protein stabilitesinin
diizenlenmesinde gorevli E3 ligazlara 6rnek olarak; BRCALl, STUB1, FBXW?7,
BARD1, MDMZ2 verilebilir.

Bu tez ¢alismasinda MCF-7, MDA-MB-231, T47D ve MCF-10A meme hiicre hatlari
kullanildi. Belirtilen hiicre hatlarinda laboratuvarimizda daha once yapilan bir
calismada, DHRS2 geninin ekspresyonu gene 6zgii siRNA ile susturulmus ve
DHRS2 ekspresyon vektorii ile overekspre edilmistir. Aday genlerin ekspresyon
seviyeleri 3 farkli meme kanseri hiicre hattinda ve kontrol grubu olarak rol alan
fibrokistik meme hiicre hattinda karsilastirildi. Bu ¢alismada, DHRS?2 ile birtakim
onkogen ve timor baskilayici genlere etki eden ubikitin ligaz yolaklar1 tizerindeki
genlerin etkilesiminin arastirilmasit amaglandi. Aday genlerin meme kanseri
tizerindeki etkileri arastirilarak tan1 ve tedavide biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek

genler agiga ¢ikarilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Meme Kanserinin Tanim

Kanser, kontrolsiiz biiyliyen hiicrelerin neden oldugu karmasik bir hastalik
olarak nitelendirilmektedir. Kontrolsiiz hiicre biiytimesinin, ¢oklu hiicresel diizenleyici
gorevi goren sistemlerde biriken mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Anormal
hiicrelerin birikmesi sonucunda, tiimor adi verilen bir doku kiitlesi olusur. Timor iyi
huylu veya kétii huylu 6zelliklere sahip olabilir. Iyi huylu timérler viicuda yayilmaz.
Kétii huylu timérler, iyi huylu tiimdrlerin aksine, ¢evredeki saglikli dokulart istila etme
(invazyon) ve lenfatik veya dolasim sistemleri yoluyla viicudun diger bolgelerine
yayilma (metastaz) yetenegine sahiptir (1).

Kansere bagli dlimlerin baslica nedeni haline gelen meme kanseri kadinlarda
sikea goriilmektedir. Bir dizi morfolojik ve molekiiler alt tipten olusan heterojen bir
hastaliktir (2). Tim insan kanserlerinin %901 karsinomdur (1). Genelde memede
bulunan tiimorler, karsinom olarak nitelendirilen meme bezlerinin, epitel hiicrelerinin
malignitesidir. Meme kanserleri memede olustuklar1 yere gore iki grupta incelenir.
Duktal karsinom duktal dokuda meydana gelir, lobiillerde meydana gelenler lobiiler

karsinomdur.

2.1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya c¢apinda meme kanseri, kadin kanserlerinin yaklasik %30'unu
olugturmaktadir ve mortalite-insidans oran1 %15'tir (3). Diinya ¢apinda goriilme siklig1
27/100.000 (Afrika ve Dogu Asya) ile 97/100.000 (Kuzey Amerika) arasinda
degismektedir. Meme kanseri insidansi ile ekonomik gelismislik derecesi baglantilidir,
bu baglamda sosyal yasam ve yasam tarzi faktorleri arasinda iliski bulunmaktadir (4).
Diinya’da meme kanseri ¢ok yaygin goriilmekte olup 6liim oranlari toplumlara gore
farklilik gostermektedir. Ekonomik refahin yiliksek oldugu toplumlarda erken tani ve

tedavi sayesinde meme kanserindeki mortalite diismektedir (5,6).



2.1.3. Meme Kanseri Patofizyolojisi ve Prognozu

Tiim meme kanseri vakalarinin yaklasik %10'u, iilkeye ve etnik kokene gore
farklilik gostermekle birlikte, genetik yatkinlik veya aile Oykiisii 6onemlidir. Meme
kanseri ile iliskili en yaygin germline mutasyonlar BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde
bulunmaktadir ve bu genlerde goriillen mutasyonlarin kiimiilatif riski yasam boyunca
yaklagik %70'tir (7,8).

“Erken meme kanserinin prognozuna bakildiginda; Evre 0 ve Evre I'in her ikisi
de bes yillik sagkalim %100°diir. Evre II ve evre IIl meme kanserinin 5 yillik sagkalim
orani sirasiyla yaklasik %93 ve %72'dir. Hastalik sistemik olarak yayildiginda prognoz
ciddi oranda kotiilesir. Evre IV meme kanseri hastalarinin sadece %22'si tanidan 5 yil

sonrasina kadar hayatta kalir” (9).

2.1.4. Meme Kanserinin Etiyolojisi
Meme kanseri vakalarinin biiyilk bir kismi hamilelikle iligkili faktorlerle,
hormonal tedaviyle, yasam tarzi faktorleriyle (obezite, alkol alimi, diisiik lifli diyet ve

sigara igme) ve diger risk faktorleriyle iliskilendirilebilir (Tablo 2-1) (10).

Tablo 2-1:Meme kanseri olusumundaki risk faktorleri (11)

Meme Kanseri Olusumundaki Risk Faktorleri

Yaslanma

Genetik mutasyonlar (6rnegin, BRCA1, BRCA2, PALB2, RADSI, vb.)
Ailede kanser oykiisii, 6zellikle meme, yumurtalik, pankreas ve prostat
Meme lezyonlariin kisisel dykiisii

- Proliferatif olmayan lezyonlar

- Atipisiz proliferatif lezyonlar

- Yiiksek riskli lezyonlar (yani, atipik duktal hiperplazi ve lobiiler intraepitelyal
neoplazi)

- Meme kanseri (duktal karsinom in situ, invaziv meme kanseri)

Tip Il diyabet

Geg gebelik faktorleri

Diisiik dogum sayis1 veya gebelik olmamasi

Obezite



Diyet icerigi (6rnegin, yiiksek yag ve diisiik lif)
Steroid hormonlara maruziyet

- Iklimsel semptomlar igin hormonal tedavi

- Oral hormonal kontraseptifler

Diisiik fiziksel aktivite

Yiiksek gelirli tilkelerde, meme kanseri vakalarinin iigte birinden fazlasinin
yasam tarzinda degisiklige gidilmesi durumunda, 6nlenebilir oldugu goriilmektedir (10).
Oral hormonal kontraseptif kullanimnin meme kanseri riskini artirtp artirmadigi
tartisma konusudur ancak risk kiigliktiir ve artmis oliim riski ile iligkili olmadigi
ongoriilmektedir (12). Ancak menopozal hormon tedavisinin, kadinlarda meme kanseri

riskini arttirdig1 daha agik bir sekilde gosterilmistir (13).

2.1.5. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tipleri

Meme kanseri ¢ok heterojendir ve klinik olarak hormon reseptorii (ER ve PR) ve
HER2 (ERBB2) durumuna gore ii¢ ana alt tipe ayrilir: Ilki luminal ER-pozitif ve PR-
pozitif belirtegleridir ki bunlar luminal A ve B'ye olmak iizere iki alt gruba ayrilir. Bu
iki grupta birbirinden HER2 ve K167 faktorleri ile ayrilir. HER2’nin overekspre oldugu;
ve liglii negatif meme kanseri (TNBC) diger alt gruplardir (Sekil 2-1) (14). ER, PR ve
HER2'nin ti¢lii negatif statiisline sahip hiicre hatlari, ¢cogu literatiirde bazal A ve bazal B
hiicre hatlart olarak ayrilir. Bazal A daha liiminal benzeridir (15). Hormon
reseptorlerinin  (ER  ve PR) ve HER2'nin uluslararast kilavuzlara dayali
standartlastirilmis tanisal degerlendirmesi, bu alt tiplerin belirlenmesi i¢in gereklidir
(16,17). Luminal A benzeri ve B benzeri meme kanserlerini ayirt etmek igin

proliferasyon belirteci protein Ki-67 (MKI167) kullanilir (Sekil 2-1) (18).



Alt Grup
Lwminz]l A
Luminal
Luminzl B
HEFZ
HERI+
OVErEXpressian
Bassl
Tl Negatif
Mormal-Like

Biyobelirteg Cirilme Sk

[ER-HFE+] HEEX- EI§7-

[ERHPE+] HEF2- EI&7+ %2 158

[ER+PR+] HERZ+ KIf7+ %14

ER-PE-HER I+ % 11.2

[ER-FE-] HER2-, basal

marksr+ %5123

[EF+HPE+] HEF2-EI47-

Sekil 2-1: Meme tiimorii molekiiler alt tiplerinin 6zeti (18)

Ozetle; ER, PR, HER2 durumuna gore meme kanseri liminal A, liiminal B,
HER?2 pozitif ve iiglii negatif olarak siniflandirilir. Uglii negatif tiimérler ; Bazal alt tip
olarak adlandirilir; bazal A ve bazal B, sirasiyla bazal tiimérleri ve claudin-low ve MBC
tiimorlerini temsil edecek sekilde daha da farklilastirilir. Liiminal hiicre hatlar1 A ve B
olarak ikiye ayrilir. Liiminal A’da HER2 ve K167 biyobelirteci yoktur. Liiminal B ise
HER2’nin varligina gore ikiye ayrilir. Liiminal tipteki timorler daha iyi prognoza

sahiptir. Bunun aksine tiglii negatif hiicrelerde kotii prognoz ve daha agresif bir durum

s6z konusudur. (Sekil 2-2) (15).



ivyi PROGNOZ TUMOR ALT TiPLERI KOTU PROGNOZ

Luminal A I Luminal B | HER2+ | Triple negative D
o

Basal | Claudiniow | mec | -

Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal
///’ > 4
_Basala | Basal B \]
DUSUK'AGRESIFLIK HUCRE HATTI YUKSEK AGRESIFLIK
ALT TiPLERI

Sekil 2-2:Meme kanseri hiicre hatlari ve tiimorler arasindaki mevcut alt tipleme
semalarimin karsilastirilmas: (MBC:metaplastik meme kanseri) (15)

2.2. SDR Ailesi ve DHRS2 Geni

2.2.1. SDR Ailesi

SDR, genis bir dehidrojenaz ve rediiktaz ailesidir. SDR siiper ailesi, lipidlerin,
amino asitlerin, karbonhidratlarin, steroid hormonlarin ve daha bir ¢ok bilesenin
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. Bununla birlikte redoks mekanizmalarinda yer alir
(19). SDR'ler ara metabolitler ve sinyal molekiilleri metabolizmasinda; steroidler,
retinoidler , lipidler, polihidrik alkoller, niikleotid molekiiliiniin yapisindaki seker ve
eksojen bilesikler gibi substrat reaksiyonlarimi katalize etmek icin dehidrojenazlar,
rediiktazlar, izomerazlar veya liyazlar olarak gorev yapan fonksiyonel aktiviteler

gosterir (19).

2.2.2. DHRS2 Geni

2.2.2.1. DHRS2'nin Yapisi ve Organel Lokalizasyonu

DHRS2 geni Dehidrojenaz/Rediiktaz SDR ailesi {iye 2 olarak bilinmektedir.
Ayni1 zamanda HEP27 olarak da bilinir. DHRS2 geni 14q11.2 bolgesinde lokalizedir.
DHRS2 geni 9 ekzon icermektedir (20,21). DHRS2 ilk sodyum biitirat ile muamele
edilmis insan hepatoseliiler karsinom hiicre hatti HepG2'de niikleer protein olarak

tanimlanmustir (22).
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Sekil 2-3: DHRS2 geninin genomdaki lokasyonu , ekzonlar: ve protein yapisi (23-25)

2.2.2.2. DHRS2’nin Fonksiyonu

DHRS2, peroksizom matriksinde retinoid dehidrojenaz rediiktaza benzer iig
peptit (tripeptid) Ser-Arg-Leu dizisini igermektedir (26). DHRS2 geninin iki farkli
promotdr bdlgesi vardir: Ilki, histon deasetilaz inhibitdrii olan sodyum biitirat tarafindan
indiiklenebilen hepatoseliiler spesifik bir promotordiir. Digeri 0Ozellikle dendritik
hiicrelerde aktif olan upstream promotor’diir. (27). c-Myb ve Ets-varyant gen5 (ETV5)
transkripsiyon faktorleri bu promotorlere baglanmaktadir (26).

DHRS2 proteininin organel lokalizasyonu esas olarak sitoplazma, ¢ekirdek ve
mitokondridedir (19). En yiiksek DHRS2 nin ekspresyonu parotis bezi ve yumurtalikta
bulunur; karaciger, plasenta, meme bezleri ve testislerdeki ekspresyonu nispeten diisiik
seviyededir (28). DHRS2, indirgenmis bir nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) bagimli karbonil rediiktazdir. 1-fenil-1,2-propandion, 2,3-heptandion ve 3,4-
heksandion gibi dikarbonil bilesiklerinin indirgenmesini katalize ederek hiicreleri
karbonil sitotoksik hasarindan korur (19,29).

DHRS2 lipid metabolizmasinda da onemli gorev istlenmekle birlikte lipid
metabolizmasinin  deregiilasyonu, kanser dahil olmak {izere c¢esitli metabolik
hastaliklarin bir 6zelligidir (20).



DHRS2 o6strojen ve steroid hormonlari i¢in metabolik enzim gérevi goriir. Bu
sayede kanserin progresyonunda onemli bir rol oynar. Enzimatik aktivitesine ek olarak,
DHRS2’nin katalitik olmayan fonksiyonlar1 da vardir. DHRS2 proteini mitokondriye N-
terminal mitokondriyal hedef sinyal iletim yolu ile ulasir. Bu sayede mitokondriyal
matriks proteini olarak gorev alarak oksidatif stres mekanizmasinda rol oynar. Oksidatif
stres kosullar1 altinda, hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesi 6nemli dlgiide
artar (26). DHRS2, hiicrelerin oksidatif hasar gormesini siiperoksitleri ortadan
kaldirarak engeller (26). DHRS2 ayn1 zamanda “E3 ubiquitin enzyme murine double
minute 2 homolog” (MDM2) geninin inhibitorii olarak gorev yapar.

MDM2, TP53'e baglanarak aktivitesini inhibe eder. DHRS2 ise cekirdege
giderek MDM2'ye baglanir bu sayede aktivitesi inhibe edilen TP53’iin fonksiyonunu
geri kazandirir (27,30).

Son yillarda, SDR enzim ailesinin tiimoérijenez ve ilerlemedeki rolii konusundaki
aragtirmalar artmistir. Cesitli kanserlerde 14ql11.2 bdlgesinin kaybi en yaygin
kromozomal degisikliklerden biridir (26,31). DHRS2 geni, kromozom 14ql11.2'de yer
alir ve bu sebeple tiimdr baskilayict gen (TSG) olarak hareket edebilecegini diistindiiriir
(29). Ote yandan, geliskili calismalar da bildirilmistir. Bu nedenle, DHRS2'nin bir
onkogen olarak m1 yoksa TSG olarak mu islev gordiigii spesifik kanser tipine baglidir.
Ornegin gastrik kanserde regiilasyon seviyesi azalirken meme kanserinde artmaktadir

Tablo (2-2) (20).

Tablo 2-2: Kanser tiplerinde DHRS2’nin rolii (20)

DHRS2
Hastahk Tipi Hastaligin prognozunda DHRS2’nin etkisi
Ekspresyonu
Ozofagus yasst Diisiik Kanser hiicrelerinin invazyonunu ve lenf diigiimleri
hiicre karsinomu ekspresyon  metastazini inhibe eder
Diistik Kanser hiicrelerinin HDAC’i tedavisine duyarl

Yumurtalik kanseri o )
ekspresyon  hale getirilmesi

) ) Diisiik Kanser hiicrelerini 5-FU tedavisine duyarli hale
Gastrik kanseri )
ekspresyon  getirmek




10

Diisiik

Nazofarenks kanseri Kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe etmek
ekspresyon

] Yiksek

Meme kanseri ER-meme kanserine 6zel terapotik hedef
Ekspresyon

. ) Yiiksek o

Iskemi reperfiizyon hasari Hiicreleri oksidatif stresten korumak
Ekspresyon

2.2.3. MDM2 ve TP53 Genleri

2.2.3.1. TP53
TP53 ilk olarak SV40 biiyiik T antijeni ile kompleks halinde kesfedilmistir (32).
17p13.1 lokusunda bulunan insan tiimor baskilayici gen olarak bilinen TP53, 393 amino

asit uzunlugunda bir proteini kodlamaktadir (33).
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Sekil 2-4: TP53 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (34,35)

TP53, genis bir dizi hiicresel hasara yanit olarak apoptoz, biiylimenin durmasi
ve vyaslanmada temel faktordir (36). Genom biitiinliigiini diizenlemek, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptoz tek bir gen i¢in biiyiik islevler olsa da , siirekli

genigleyen bir ag ile, TP53'in etkilerine katkida bulunan ek yolaklarda bulunmaktadir.

Ornek olarak, TP53 otofajiyi diizenleyebilir. Metabolizma faaliyetlerini
degistirebilir, pluripotensi ve hiicresel plastisiteyi baskilayabilir ve ferroptoz olarak
bilinen apoptotik olmayan demire bagimli bir hiicre 6liimii bi¢imini kolaylastirabilir.
TP53’tin bazal seviyedeki fonksiyonu bile Sekil 2-5te goriildiigii gibi diger birgok

timor baskilayici agin olusumunu gii¢lendirebilir (37).
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Sekil 2-5: TP53 Network (37)

2.2.3.2. MDM2

MDM?2 geni, 498 aminoasit iceren bir proteini kodlar. 11 ekzon igeren 2372 kb
MDM2, kromozom 12'nin uzun kolunda lokalizedir (Sekil 2-6) (38). MDM2 proteini,
TP53 proteininin birincil negatif diizenleyici faktoridiir. Onkogenik E3 ubikitin ligaz
olan MDMZ2, TP53 proteinini sitoplazmaya aktarabilir. TP53 proteazomlar tarafindan
yikilabilir (39).
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Sekil 2-6: MDM2 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (40,41)

TP53 ve MDM2 Sekil 2-7’da gosterildigi iizere bir feedback mekanizmasi
olusturur. TP53, MDM2'in ifadesini uyarir;, MDM2 ise TP53 aktivitesini baskilar.
MDM2 TP53’iin ¢ekirdek ve sitoplazmadaki bozulmasini uyarir, transkripsiyonel

aktivitesini engeller .
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DNA'ya zarar veren ¢ok cesitli ajanlar veya diizensiz onkogenler, TP53
aktivasyonunu indiikler. DNA hasari, TP53 ve MDM2'nin fosforilasyonunu uyarir,
boylece etkilesimlerini 6nler ve TP53'i stabilize eder. Aktive edilmis onkogenlerde
MDM2'yi niikleolusa baglayan ARF proteinini indiikleyerek boylece TP53'in yikimini
onler. Survival signal ise, Akt aktivasyonu yoluyla TP53'in stabilizasyonunu
engelleyerek MDM2'in niikleer aktarimina katkida bulunur.

DNA damage

A

ATM, ATR, hCHK, ...

(‘ p Phosphorylation

T A

’.‘1“ i Acetylation / /X
Ubiquitylation ~
T ol ©° (p53)”

A ,7> 04— \p
Proteasome

Inhibit the o
MDM2-p53 A '(/

@D@\/

Achvoted
oncogenes

| * inferaction
T X~

PTEN

Growth/survival factor
Receptor

Phosphorylation

| p53-independent

| activities DNA damage
L

Sekil 2-7: TP53’iin MDM2 tarafindan diizenlenmesi (42)

2.3. Post-Translasyonel Modifikasyonlar

Translasyon sonrasi protein modifikasyonu (PTM), bir dizi biyolojik fonksiyona
sahip hiicresel proteinlerin 6nemli diizenleyici mekanizmalarindan biridir. Proteomdaki
herhangi bir protein, translasyonu takiben veya translasyon esnasinda modifiye
edilebilir (43). PTM'ler, bir proteinin amino asit yan zincirlerinde veya C- veya N-
terminalinde meydana gelebilir (44). Farkli modifikasyon tiirleri, proteinin
hidrofobikligini, yapisini ve stabilitesini degistirir ve nihayetinde islevini etkiler. Protein

modifikasyonu geri doniistimliidiir ve farkli organellerde farkli islevlere sahiptir (43).

Bugiin itibariyle, translasyon sonrasi modifikasyon yoluyla hedef proteinlerin
aktivitesini, hiicre i¢i dagilimi, protein etkilesimlerini ve protein Omriinii degistirebilen
fosforilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon ve sumoilasyon dahil olmak iizere 450’den
fazla benzersiz protein modifikasyonu tanimlanmistir (45). Ubikitinasyon, Ubikitin-
Proteozom sistemi (UPS) tarafindan gergeklestirilir (46).



13

2.3.1. Ubikitinasyon ve Ubikitin-Proteozom Sistemi (UPS)

Proteinler, hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde temel birimlerdir.
Ubikitinasyon, proteinler i¢in fosforilasyonun ardindan ikinci en yaygin translasyon
sonrasi modifikasyondur. Bu nedenle, ubikitinasyonun anormal ger¢eklesmesi, kanser

basta olmak tizere hastalik gelisimine ve ilerlemesine yol agabilir (47).

Ubikitin, yapis1 Sekil 2-8’de gosterilen 76 amino asitlik bir proteindir. Ubikitin
timi ubikitine olabilen yedi Lys kalintis1 (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ve K63)
icermekle birlikte uygun hedef Lizin kalintilariyla geri doniisiimli izopeptit baglar
olusturmaktadir. Metiyonin 1 (Metl) baglantili sekizinci zincir tipi, ubikitin ikinci bir

ubikitinin N-terminaline eklendiginde {iretilir (48).

Lys63
./ Met1

Lys48 7 /

N\, _/f : Lys29
11 Lys27 Tehad

dar'/ A
> -\z;y.. N Lys33

Lys6 WA ¥ =%
\LysH
C-term
\

B T

Sekil 2-8: Ubikitinin yapis1 (48)

Bir proteinin proteazom tarafindan taninmasi i¢in, dnce hedef proteine kiigiik bir
peptit (ubikitin) eklenmelidir. Bu islem, serbest ubikitin'i aktive eden ve onu hedef
proteine tasiyan bir dizi enzim tarafindan gerceklestirilir (Sekil 2-9). Bu enzimler E1,
E2 ve E3 olarak adlandirilir (49). Ubikitin-proteazom sistemi (UPS), hiicre iginde
gerceklesen bir protein degradasyon sistemidir (50). ilk olarak ubikitin, ubikitin aktive
edici enzimin (E1) aktif bolge sistemi ve ubukitinin karboksil terminusu arasindaki

yiiksek enerjili tiyoester bagin ATP'ye bagimli olusumu araciligiyla aktive edilir.
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Ubikitin daha sonrasinda ubikitin konjugaz’a (E2) transfer edilir. Son olarak
substrat i¢indeki lizin kalintilarina veya bir ubiquitin (E3) ligase tarafindan N-terminal
amino grubuna konjuge edilir. Ek ubikitin molekiilleri, substrat bozulmasina yol agan
26S proteazomu tarafindan taninan poliubikitinlenmis bir eklenti olusturarak birincisine
konjuge edilir (51,52). UPS, birka¢ basamaktan olusan bir reaksiyondur. Yanlis
katlanmig, kisa Omiire sahip ve hasarli proteinlerin bozulmasinda rol oynar (53). UPS

hiicrelerde %80'den fazla proteinin degredasyonunda etkindir (54).

Step 1 Step 2 Step 3

'§ 5 3 Y
Ub
PPi + AMP @ target

ATP 3% proteasome

@.,:n@

a

Sekil 2-9: Ubikitin-proteazom sisteminin (UPS) ii¢ asamas1 (52)

2.4. Ubikitin E3 Ligazlar ve Siniflandirmasi

Insan genomu 600°den fazla E3 ligaz kodlamaktadir (55). Yap: ve fonksiyon
farkliliklarina gore, E3 ligazlari RING-finger, HECT, U-box ve RBR tipi olmak iizere
dort kategoriye ayrilabilir (56). BRCAL, BARD1, FBXW?7 ve STUBLI tiimér baskilayict
E3 ligaz olarak gorev alirken, MDM2 onkogenik E3 ligaz olarak gérev alir (57).

2.4.1. Ring Tipi E3 Ligazlar
RING E3 ligazlari, E3 ligazlarmin baslica tiiriidir ve RING domaini ile
karakterize edilir (58). Ubikitinasyon islemi sirasinda, RING E3 ligazlariin RING

domaini, E2 konjugasyon enzimine baglanir.
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Sekil 2-10’da gosterildigi gibi HECT E3 ligazlarmin aksine, bir E3-Ub ara
maddesi olmadan E2'den dogrudan alt tabakaya aktarilir (59). RING E3 ligazlar iki
biiyiik aileye ayrilir: Monomerik “RING finger” ve ¢ok alt birimli E3 ligazlar. Cok alt
birimli E3 ligazlardan olan “Cullin-RING” ligazlar (CRL'ler) birka¢ ortak o6zellikle
karakterize edilen, ¢esitli bir ubikitin ligaz sinifidir. Cullin yapisi, N terminali “RING-
box”proteini, bir adaptor proteini ve C terminali substrat reseptoriinii icerir (60). SCF
E3 ligazlari, Skpl, Cullinl ve F-box proteinleri dahil olmak {izere en biiyiik E3 ligaz
kompleksidir. Bu proteinler birbirleriyle baglant1 kurar ve farkli islevler gergeklestirir
(61).

2.4.2. HECT Tipi E3 Ligazlar
HECT (E6AP karboksil terminaline homolog) E3 ligaz ailesi, en genis ve en

erken ¢alisilan E3 ligazlardan biridir (62).

2.4.3. U-box Tipi E3 Ligazlar
U-box E3 ubiquitin ligazlari, 6karyotik hiicrelerde post-translasyonel proteinin

kalitesini kontrol etmek igin gerekli olan nispeten kiigiik bir ailedir (63). U-box E3
ligazlarinin C-terminali, mayadan insanlara yaklasik 70 amino asit rezidiisiinden olusan
korunmus bir U-box alani igerir. U-box'in ii¢ boyutlu yapisi, enzimatik aktivite igin

gerekli olan “RING finger ” alanina benzemektedir(64).

2.4.4. RBR Tipi E2 Ligazlar

Yeni kesfedilen RING-IBR-RING (RBR) E3 ligazlarinin, RING ve HECT tiirleri
ile ayn1 olmayan benzersiz bir RING-HECT hibrit E3 ligaz ailesi oldugu kanitlanmistir.
RBR E3 ligazlar, RING1, RING2 ve RING Kkatalitik korunmus bolge (IBR) ile
karakterizedir (59).
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a HECT E3 ligase b  RING E3 ligase

Sekil 2-10:Ubikitin Ligaz Tipleri (59)
2.5. Ubikitin E3 Ligazlarin Aktivasyonu

HECT ve RING ligazlarinin mekanizmalari farkli hareket eder. HECT E3
ligazlar1 ubikitinin substrata baglanmasini dogrudan katalize ederken, RING ligazlarinda
ubikitin, substratla birlikte E3'e baglanan E2'den aktarilir. E2'nin katalitik etkisinin
RING E3 tarafindan tam olarak nasil kolaylastirildig1 bilinmemektedir (Sekil 2-11) (65).

substrate

—*| substrate ‘

substrate

Sekil 2-11:HECT ve RING ligazlarinin mekanizmalar (65)
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2.6. FBXW?7, CCNE1, MYC, TRIM®6, STUB1, TRUSS, BRCA1, BRCA2, BARD1
Genleri

2.6.1. FBXW7

FBXW?7 geni 4931.3 bolgesinde lokalizedir. 4 intron ve 13 ekzondan olusur. (Sekil
2-12). FBXW7'nin ilk eksonu, transkripsiyonun pozitif diizenleyicisi olarak islev goren
bir TP53 baglama bolgesi igerir (66). FBXW?7, Skpl-Cdc53/Cullin-F-box-protein
kompleksinin (SCF/B-TrCP) bir parcasi olan F-Box protein ailesinin bir iiyesidir. F-Box
proteinleri, doniisiimlerini diizenleyen fosforile edilmis substratlar1 tanimaktan ve

bunlara baglanmaktan sorumludur (67).
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Sekil 2-12: FBXW?7 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (68,69)

Memeli hiicrelerinde FBXW7’nin FBXW7a, FBXW7B ve FBXW7y olmak
tizere {li¢ izoformu bulunmaktadir. 5'-UTR ve N-terminal kodlama bolgelerinde farklilik
gosterir. FBXW70 niikleoplazma-gekirdek, FBXW7 sitoplazmada ve FBXW7y
¢ekirdekgik olmak {izere farkli hiicresel lokalizasyonlara sahiptir (67) . Alfa formu en
bol bulunan izoformdur. FBXW?7, bir timor baskilayici gen olarak siniflandirilir.
FBXW?7 ekspresyonu, TP53 aktivasyonunu takiben artar (70). FBXW7a, dokularin
hepsinde ifade edilirken, FBXW?7p hiicre hatlarinda ve hatta ayn1 dokunun farkli
bolgelerinde degisik ifade edilebili. FBXW7p promotorii, DNA ve histon
modifikasyonlar1 yoluyla epigenetik olarak diizenlenebilmektedir. Baz1 kanser hiicre
hatlarinin %43'iinde ve primer meme kanseri tiimorlerinin %51'inde metile oldugu
belirlenmistir. Metilasyon sebebiyle FBXW78 gen ifadesinde azalma meydana

gelmektedir.
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Diger yandan lenf nodu pozitif meme kanseri hastalarinda FBXW7'nin
metilasyonunun, uzun sagkalim siiresi ile iligkili oldugu bildirilmistir (71).

TP53'teki mutasyonlar, FBXW7 promotoriiniin hipermetilasyonu ile iligkilidir.
Bu durum FBXW?7 gen seviyelerinin azalmasina neden olur. Bu, TP53'lin DNA
metiltransferaz 1'in (DNMTI1) ifadesinin artirmasi ile ilgili olabilmektedir. DNA
modifikasyonlarina ek olarak, histon modifikasyonlarinin FBXW7 ekspresyonunu
kontrol ettigi belirtilmistir (72). FBXW7 mRNA ekspresyonu, normal dokulara kiyasla
meme kanserinde daha diisiiktiir (73). Buna ek olarak FBXW7'deki nokta mutasyonlari
meme kanseri hastalarinda nispeten nadirdir. Meme kanseri hastalarinin yaklagik %1'i
FBXW7'de nokta mutasyonlari i¢erirken, buna kiyasla meme kanseri hiicre hatlarinin ve
hastalarin %30'unda FBXW?7 kromozomu 4q31'de delesyonlar vardir (73-75).

Farkli meme kanseri molekiiler alt tipleri analiz edildiginde (normal benzeri,
luminal A, luminal B, ERBB2 (Erb-B2 Reseptor Tirozin Kinaz 2 ve bazal), ERBB2 ve
bazal tiimorler, normal benzeri tiimorlere kiyasla 6nemli olglide daha diisiik FBXW?7
ekspresyonu gostermektedir (73). FBXW7'nin azalmis ekspresyonu, hiicre dongiisii

elemani olan pozitif CCNEL1 (Siklin E) protein ekspresyonu ile iligkilidir (76).

2.6.2. CCNE1

Siklin E/sikline bagimli kinaz Cdk2 (siklin E/CDK2), G1-S faz gecisinde
DNA replikasyonunu onaylayarak hiicre dongiisii ilerlemesini diizenler (77). CCNE1
geni 19912 bolgesinde lokalizedir (Sekil 2-13) (78).
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Sekil 2-13: CCNEI1 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (78,79)
Kanser tiirlerinin bir¢ogunda yiiksek seviyelerde CCNE1 ifadesi goriilir. CCNEL1’in
asir1 ifadesi, agresif tiimor iliskilidir (80,81). Ayrica, CCNEL1 regiilasyonunun bozularak

tiimor gelisiminde temel bir rolii oldugu diistiniilmektedir.
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CCNEL1 aktivitesi arttiginda S-fazina ilerleyerek DNA replikasyonunun bozulmasina
sebep olur. Bunun sonucunda hiicre G1 fazina geger ve genomik kararsizliga sebep olur
(82,83). Dolayisiyla, hiicrelerin CCNE1 aktivitesinin diizenlemesi olduk¢a 6nemlidir.
CCNEI1 E2F'nin hedef genidir. CCNEI1 promotorii E2F baglanma bolgeleri icermektedir
(84). CCNEL1 ubikitinasyonunu iki yolak tesvik eder. Cdk2'ye bagli olmayan Siklin E,
Cul3'i igeren bir pathway tarafindan ubikitinasyona ugrar (15). “CCNE1, Cdk2'ye
baglandiginda, Skpl-Cullinl F-box proteini (SCF) ubikitin ligaz FBXW?7 tarafindan
ubikitinasyon ig¢in hedeflenir. Bu ubikitinasyon, spesifik CCNEL1 fosforilasyonunu
gerektirir. FBXW?7, fosforile edilmis CCNE1’e baglanir”. CCNEI1’i SCF ubikitin
ligazin kalaniyla birlikte yakinlastirarak ubikitinasyonunu katalize eder. (81,85).

2.6.3. MYC

Fbxw7 ubikitinasyon i¢in MYC’i hedefler ve kanserlerdeki mutasyonu hiicre
biiylimesini, bolinmesini ve farklilagsmasini1 diizenleyen yollar1 da etkileyebilir (86,87).
MYC hiicresel gen transkripsiyonunun ana diizenleyicisidir ve insan genomundaki
promotorlerin %15’ine kadar baglandigi bildirilmistir (88).

MYC hiicresel proliferasyonu, sagkalimi etkiler ve insan tlimorlerinde islevi farkli

yonlerde olabilir (89). MY C geni 8q24.21 bolgesinde lokalizedir (Sekil 2-14) (90).
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Sekil 2-14: c-MYC geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (90,91)
Hiicre igi iletim yollarinda MYC’in 6nemli rolii bulunmaktadir. Bu sebeple
ekspresyonu ve sonrasinda aktivitesinin diizenlenmesi bu yollarin isleyisinde son derece

Onemlidir.
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FBXW?7 geni susturuldugunda c-MYC ekspresyonunun ve aktivitesinin arttigi
gosterilmistir (92). Skp2 ve Fbxw?7 proteinleri, c-Myc proteinin tekrar doniisiimiinde
(recycling) gorev almaktadir (Sekil 2-15) (87).

) “MYC-nick"
¥ 1
MAX/MIZ1 dimerization
TAD D element DNA binding
T O Im N B PN
| -t
| =

226 270 320 352

Sekil 2-15: MYC Yapusi (93)
2.6.4. TRIM6

Uclii motif igeren protein (TRIM) ailesindeki proteinler, RING-B-box-coiled-
coil proteinleri olarak da bilinir ve hiicre gelisimi, apoptoz ve otofaji dahil olmak iizere
biyolojik siirece katilmak i¢in E3 ubikitin ligaz olarak islev goriir (94). TRIM'in
diizensizligi, gelisimsel bozukluklar, immiinolojik hastaliklar ve kanser dahil olmak
tizere cesitli hastaliklara yol agabilir.

TRIM6, STUBI'in ubikitinasyon aracili bozulmasini tesvik etmek igin bir E3
ligaz olarak islev gormektedir (95). TRIM6 geni 11p15.4 bolgesinde lokalizedir (Sekil
2-16) (96).
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Sekil 2-16: TRIM6 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (96,97)
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2.6.5. STUB1

STUB1 (“chaperone-associated U-box-containing”) E3 ligaz olarak gorev
yapmaktadir ve ayn1 zamanda CHIP olarakta isimlendirilir. STUB1 6ncelikle saperonun
substratina baglanir ve proteinin iic boyutlu yapisini ubikitine eder. 26S protein
kompleksi olan proteozoma yonlendirilmesinde gorevli proteini kodlar. MYC'yi 26S
proteazomu tarafindan yikim i¢in hedefler. MYC ile etkilesime giren en son ubikitin
ligaz STUBL'dir. STUB1’in aracilik ettigi Myc proteinin degredasyonu, Myc’in
trankripsiyonel aktivitesinin azalmasi ve sonucunda hedefledigi genlerin ekspresyonun
azalmasi ile dogru orantilidir (44). STUB1 geni 8g24.21 bolgesinde lokalizedir (Sekil
2-17) (98).
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Sekil 2-17: STUBI geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (98,99)
MYC-STUBL1 etkilesiminin dogrudan olup olmadigini belirlemek ve etkilesim
icin dnemli olan MYC bolgelerini belirlemek ve bu etkilesimin fizyolojik iliskisini

tespit etmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir (46).

2.6.6. TRUSS

TRUSS ayn1 zamanda TRPC4AP (tiimoér nekroz faktori reseptori ile iliskili) her
yerde bulunan scaffold ve sinyal proteini olarak da bilinir (100). TRUSS, “cullin-RING-
FINGER ubiquitin ligaz ” siiper ailesine ait olan DDB1-CUL4 ubikitin ligaz kompleksi
icin bir adaptor proteini kodlar (47). TRUSS tiimor nekroz faktorii reseptorii ile iligkili
hiicre igerisinde oOzellikle hiicre zarinda bulunan sinyal proteinidir. TRUSS geni
20q11.22 bolgesinde lokalizedir (Sekil 2-18) (101).

Yapilan c¢alismalarda, TRUSS'in hem ¢-MYC hem de n-MYC'yi bagladig1 ve
MYC ile DDB1-CUL4 E3 ligaz arasindaki etkilesime aracilik ettigi, boylece MYC

ubikitinasyon ve degradasyonunu uyardig1 gosterilmistir.
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p1z.2

< TRPC4AP-201 - EN5T00000252015
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- Reverse strand 90.40 kb

Sekil 2-18:TRUSS geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (101,102)

2.6.7. BRCA1, BRCA2 ve BARD1

BRCA1 ve BRCA2, 1990'larda kalitsal meme ve yumurtalik kanserlerinin sebep
olan genleri olarak tanimlandi (49). BRCA1 ve BRCA2, sirasiyla 1721 ve 13ql2
kromozomlarinda bulunan (Sekil 2-19 ve 2-20) tiimor baskilayict genlerdir (103).
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Sekil 2-19:BRCA1 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (104,105)
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Sekil 2-20: BRCA2 geninin yapisi ve kromozom lokasyonu (106,107)



23

Fonksiyonel BRCA proteinleri, homolog rekombinasyon (HR), hiicre biiyiimesi
regiilasyonu ve hiicre bdliinmesinin kontrolii ile DNA ¢ift zincir kiriklarinin (DSB'ler)
onarimi yoluyla genom stabilitesinin korunmasinda rol oynar (103).

BRCAL1 temel olarak, bir N-terminal RING motifi igerir. C terminalinin
yakininda bulunan BRCT alanlarina 6nemli derecede homolojiye sahip bir C-terminal
sekansi i¢eren RING alani proteini ile bir heterodimer olusturur (108). Bu BRCA1-
BARD1 kompleksi, bir E3 ubikitin ligaz olarak islev goriir. Heterodimer, bu aktivitede
bilesen proteinlerinden ¢ok daha etkilidir (109). Onu BARDI1'den ayiran ve E3 ligaz
aktivitesini ortadan kaldiran BRCA1 RING alam1 mutasyonlari genellikle kanser
yatkinlig ile iliskilidir. Hem E3 ligaz aktivitesini hem de BARD1 baglanmasini azaltan
kanserle iligkili bir BRCA1 RING (C61G) mutasyonu, meme kanserinin baskilanmasi
icin 6nemlidir (110).

BRCAL gen mutasyonlar1 kadinlarda %60-80 oraninda meme kanserine neden
olur. Erken baslangigli meme kanseri olan ailelerin %35’inde BRCA2 geninde ki
germline mutasyonlar1 gériiliir (111). Ostrojen reseptdr, progesteron reseptdr ve HER-2
reseptor negatif hiicrelerede TP53 geninde somatik mutasyonlar tespit edilmektedir
(112,113). BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme ve yumurtalik kanserinin otozomal
dominant formu ve yiiksek penetrasyonlu formlarini olusturan en yaygin genlerden

ikisidir (111).
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2.6.8. Aday Genlerin Pathway Uzerindeki Etkilesimi
STRING veri tabani (114), proteinlerin fonksiyonel etkilesimlerini tahmin etmek

icin kullanilir. Sekil 2-21'de gosterildigi gibi network 24 “edge” ile birlikte 11
“node”dan olusur; burada “node” ve “edge” , sirasiyla genleri ve deneysel anlamda

birlikteliklerindeki ifade etkilesimlerini temsil eder.

TRIME
MYC

BRCA2 @
~
7 =0

-

TRPCA4AP

>
[

bST UBl

Sekil 2-21: String veri tabaninda MYC-MDM2-TP53 yolag: iizerinden DHRS2

&

geninin aday genler ile etkilesimi (115)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Hiicre Soylari

Laboratuvarimizda oncesinde yapilan bir calismada MCF-10A (saglikli meme
hiicre hatt1), MCF7 (metastatik olmayan meme kanseri hiicre hatt1), MDA-MB-231
(metastatik meme kanseri hiicre hatt1) ve T47D (duktal karsinom hiicre hatt1) yaklasik
%80 biiylime kapasitesine ulasana Kadar biiyiitiilmiis ve hiicrelerde DHRS2 geninin
ekspresyonu DHRS2 hedefli siRNA tiirii ile transfekte edilmis ve DHRS2 ekspresyon
vektorii ile overeksprese edilmistir. Reseptor durumlart ve molekiiler alt tipleri Tablo 3-

1; de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Meme kanseri reseptor durumlari ve molekiiler alt tipleri

Hiicre Hatt1 ER PR HER?2 TP53 Alt Tip

MCF-7(ATCC®

+ - Yabanil Luminal A
HTB-22T™v)
MDA-MB-231 Uclii Negatif
- - - Mutant
(ATCC®HTB—26TM) (Claudin-Low)
T47D(ATCC® _
+ - Yabanil Luminal A

HTB-133™)




3.1.2. Cihazlar
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Buzdolab1 -80 C° (Thermo)

Buzdolab1 +4 C°ve -20 C° (Beko)

Laminar Akisli Steril Kabin (Nuanre)

S1v1 azot tanki

Distile Su Cihazi (Milipore)

Buz Makinesi (Cornelius)

Real Time PCR ( Roche , Light Cycler 480)

Santrifiij (Thermo/ Beckman Coulter)

Spektrofotometre (Nanodrop — Thermo Scientific)

Vorteks (Stuart)

Mikrosantrifuj (Beckman Coulter)

Pipet Seti (Gilson)

Otoklav (Siimer)

PCR Cihaz1 (Eppendorf, Techne 412)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Hassas Terazi (Kern)

Mikrodalga Firin (Argelik)

3.1.3. Kitler

PureLink, RNA Mini Kit (Invitrogen,1762380)

High-Capacity cONA RT Kit with RNase Inhibitor (Roche)

AMPIGENE gPCR Probe Mix No-ROX

SensiFast Bioline, Sybr Green
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3.2. Yontem

Bu tez ¢alismasinda meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7, T47D, MDA-MB-231
ve kontrol meme hiicre hatt1 olarak MCF-10A kullanildi. Bu hiicre hatlarinda
laboratuvarimizda daha Once yapilan bir c¢alisgmada, DHRS2 geninin ekspresyonu
siRNA yontemi ile susturulmus ve DHRS2 ekspresyon vektorii ile overeksprese
edilmistir. ifadesi baskilanan ve arttirilan hiicreler -80C° de saklanmaktadur.
DHRS2’nin susma ve asir1 ifadelenme orani en yiiksek olan deney gruplari segildi ve
calisma i¢in kullanildi. -80 C°’den alinan 6rneklere RNA izolasyonu ardindan cDNA
sentezi yapildi. Kantitatif es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) i¢in
primerlerin optimizasyonun saglanmasindan sonra siRNA grubu i¢cin DHRS2 siRNA ve
herhangi bir isleme tabi tutulmamis hiicreler (NTC) negatif kontrol olarak ikili tekrar
halinde c¢alisildi. Vektor grubu ise DHRS2 vektor pozitif ve NTC ikili tekrar olarak
calisildr.

Aday genlerin ekspresyon seviyeleri qRT-PCR kullanilarak belirlendi. Bu
hiicrelerde (DHRS2 susturulan, overeksprese edilen ve yabanil tip) belirlenen aday
genlerin ekspresyon seviyeleri karsilastirildi. MDM2 bir E3 ubikitin ligaz olmakla
birlikte, DHRS2 geni ile dogrudan etkilesimdedir. Amacimiz DHRS2’nin MDM2 geni
tizerinden hedefledigimiz ubikitin ligaz yolagindaki genler ile olan ifade degisimini
incelemek ve aday genlerin birbirleri ile olan iliskisini aydinlatmaktir. Bu tezde
DHRS2’nin hiicre igerisindeki miktarinin ubikitin ligaz genlerinin gen ifadelerine olan

etkisinin incelenmesi hedeflendi.
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3.2.1. Optimizasyon Deneyleri

3.2.1.1. Uygulanacak Primer Miktarinin ve Tm Derecelerinin Belirlenmesi
STUB1,BRCA1,BRCA2,TRIM6,FBXW7,TRUSS,BARD1,MYC,MDM2,CCNE1
genleri i¢in 60-61-62-64-65 C° sicakliklart denenmis olmakla birlikte her genin

normalize edildigi sicaklik asagida Tablo 3-2’de verilmistir ;

Tablo 3-2: Aday genlerin normalizasyon sicakliklar:

GEN SICAKLIK (C°)
STUB1 62
BRCAL 65
BRCA2 64
TRIM6 64
FBXW?7 64
TRUSS 62
BARD1 64
MYC 65
MDM2 64
CCNE1 62

3.2.1.2. DHRS2 Gen Anlatimi Arttirilan ve Baskilanan Orneklerin Secimi

Vektor grubu igin ekspresyon artis orani hesaplandiginda tiim hiicre hatlar1 icin
24 saat dilimindeki ornekler ele alindi. siRNA grubu i¢in ekspresyon baskilanma orant
hesaplandiginda hiicre hatti bazinda saat dilimlerinde farklilik gostermekle birlikte

susma orani %70’in tizerindeki 6rnekler kullanildi.
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3.2.2. RNA izolasyonu
DHRS2 geninin ekspresyonu siRNA yontemi ile susturulmus ve DHRS2

ekspresyon vektorii ile overeksprese edilmis olan hiicreler (MCF-7, MCF-10A, T47D
MDA-MB-231) -80 C°den alind1.

PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen) kullanilarak total RNA izolasyonu

asagidaki adimlar takip edilerek gerceklestirildi:

1.

2.

1,5 pl’lik eppendorflara toplanan 6rnekler -80°C’den alindi.

-80°C*den almman RLT icindeki 6rnekler ¢oziildiikten sonra 6rnek miktarmin 1:1

oraninda ve tiipiin total Hacmine gore %70 etanol eklendi.

Etanol eklendikten sonra pipetaj yapilarak spin kolonlara aktarildi ve 12.000
xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Bu adim ornek miktar1 bitinceye kadar
tekrarlandi.

Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirildi. Kolonlarin iizerine 700 pl Wash I

solilayonu eklenildi. 12.000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi.

Kolonlarin tizerine 500 pul Wash II Soliisyonu eklenildi. 12.000 x g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Bu asama 2 defa tekrar edildi.

Tekrar toplama tiiplinde kalan s1v1 uzaklastirildi ve spin kolonlar 12.000 x g’de 2
dakika bos sekilde santrifiij edildi.

Spin kolonlar asil RNA tiiplerine yerlestirildikten sonra filtre merkezine 30 pl

Rnase-free su eklenerek 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 15.000g’de 2 dakika santrifiij edildi ve RNA igeren tiipler

buza alindi

3.2.3. RNA Miktarlarimin ve Kalitelerinin Ol¢iimlenmesi

Buza alman RNA’larin Nanodrop-2000 cihaz1 kullanilarak saflik  ve

konsantrasyonlar1 6l¢iildii. A260/280 nm dalga boylarinda, RNA 6rneklerinin absorbans

degerleri tayin edildi ve -80 °C’de saklandi.
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3.2.4. cDNA Sentezi

Calismamizda RNA izolasyonu gergeklestirdigimiz 6rneklerden cDNA eldesi
i¢in “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” kullanildi.

Reaksiyonun final hacmi 20 pl olacak sekilde gerekli hesaplama yapildi.
Asagida belirtilen adimlar gerceklestirildi:

Hazirlanan Master Mix karisimi buzda bekletildi.

1. Total RNA’lar 1000 ng’a sabitlendi. RNA ornekleri ve su miktarlarinin
birlesimi 13.2 ul olacak sekilde sulandirildi.

2. Bilesenleri; 10X tampon ¢ozelti, RNase inhibitoér, Ters transkriptaz,
Deoksiniikleotit Primer olan Master mix asagida Tablo 3-3’de belirtilen

miktarlarda hazirlandi.

Tablo 3-3: cDNA reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar
RT Buffer (10x) 2 ul
Rnase Inhibitor 1ul
Reverse Transkriptaz 1l
25x dNTP 08 ul
10X Randomize Primer 2 ul
Toplam 6,8 ul

3. Soguk blok {izerine alman Orneklerin her birine Tablo 3-3‘de belirtilen

karisimdan 6,8 pl dagitildi.

4. Thermal Cycler cihazi asagidaki kondisyonlarda ayarlandi ve reaksiyon

baglatild.
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Tablo 3-4: cDNA sentezi reaksiyon kosullar:

SICAKLIK (C°) ZAMAN
25 C° 10 dk
37C° 2h

85 C° 5 dk

5. Elde edilen 6rnekler Nanodrop-2000 cihazi kullanilarak &lgiildii ve 20°C’de

saklandi.

3.2.5. Primerlerin Tasarim

Kantitatif PCR i¢cin NCBI ve ENSEMBL “primer designing tool” online web
sitesi “Integrated DNA Technologies (IDT)”, “Thermo Multiple Primer Analyzer” ve
“UCSC In-Silico PCR” araglar1 kullanilarak STUB1, BRCA1, BRCA2, TRIMS,
FBXW?7, TRUSS, BARD1, C-MYC, MDM2, CCNEI genlerinin ekspresyonlarini tayin
etmek iizere her biri icin forward (F) ve reverse (R) yonlii primer dizaynmi yapildi.

Primerler dizayn edilirken self-dimer, heterodimer olusturma ihtimallerine dikkat edildi.

Analiz i¢in enstitlimiizde mevcut olan Real-Time Kantitatif PCR cihaz1 (Light
Cycler, Roche Diagnostic) kullanildi. Liyofilize halde gelen primerler belirtilen miktar
dogrultusunda TE tampon ¢ozelti veya distile su ile 100 pmol/ul ‘ye sulandirilarak ana

stok hazirlandi. Calisma esnasinda 10 pmol/ul ‘ye seyreltildi.



Tablo 3-5: STUB1, BRCAL, BRCA2, TRIM6, FBXW?7, TRUSS, BARD1, MYC,
MDM2, DHRS2, CCNEL1 genlerine ézgii tasarlanan primer dizileri (GRCh38)

Gen Ad1 5 Primer Dizisi 3’
FBXW7-F - ACTAACTGGAGGCGAGGAGA -
FBXW7-R - GCCTGTGACTGCTGACCAAA

CCNE1-F - CCCAAACTCAACGTGCAAGC -
CCNE1-R - TTGCTCGCATTTTTGGCTGC -
MYC-F - CAGGACTGTATGTGGAGCGG -
MYC-R - GCTGTCGTTGAGAGGGTAGG -
STUBI1-F - GAGGCCAAGCACGACAAGTA -
STUBI1-R - ATGTCCTTGCGGTCGTAGGT -
BRCAL1-F - CCGAAGAGGGGCCAAGAAAT -
BRCA1-R - ACAGACACTCGGTAGCAACG -
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TRIM6-F

TRIM6-R

GGAAGAGAAGAAGGGGCTACG

CAGGGTCCAGAACTCACTCC

TRUSS-F

TRUSS-R

GCAGCTCGCTAATTTCTGCC

TCTGACACCTTTCGAGTCGC

MDM2-F

MDM2-R

CTACAGGGACGCCATCGAAT

ACTCTCCCCTGCCTGATACA

BRCA2-F

BRCA2-R

CAGCAGACCCAGCTTACCTT

TACGCAACTTCCACACGGTT

BARD1-F

BARD1-R

CAAACGGTGCCCTCAGAAAA

GGACTAGACATCACTCGCCT

DHRS2-F

DHRS2-R

GCTGTCATCCTGGTCTCTTCC

CTGGAACCACGCAGTTTACC

3.2.6. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR (qRT-PCR)

RNA seviyesinin ifadesi Roche-Light Cycler Real-Time PCR cihazi ile 6lgiilmiistiir.

Kantitasyon i¢in floresan boya olarak LightCycler 480 cihazina uyumlu Bioline
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SensiFAST SYBR® No-ROX kullanildi ve dongii esik degerini (Ct) normalize
edebilmek i¢in referans gen olarak “TATA binding protein” (TBP) se¢ildi.

Referans gen ve ekspresyonu belirlenecek genlere 6zgii primerler kullanildi. STUB1,
BRCA1, BRCA2, TRIM6, FBXW7, TRUSS, BARD1, C-MYC, MDM2, CCNE1 ve

referans gen i¢in mix tiipleri hazirland.

Hazirlik basamaklar1 asagidaki gibidir;

Tablo 3-6: Kuyu bas1 qRT-PCR reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar
Forward Primer 1
Reverse Primer 1

2x Sybr Green Master Mix 5

H,O 1
cDNA 2
Toplam 10 pl

1. Referans gen olarak secgilen TBP ve her gen icin ayr1 karisim hazirlandi.

2. Hazirlanan karisim 96 kuyulu qRT-PCR plate’inde belirlenen kuyulara 8ul
olarak dagitildi. Her 6rnek ¢ift kopya halinde 96 kuyulu plate dagitild.

3. Negatif kontrollerin her birine karisim ayni miktarda dagitildi ancak

cDNA eklenmedi.

4. Dagitilan karigimin lizerine her bir 6rnegin kendi cDNA’s1 uygun kuyulara
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2 pl koyuldu. Seri diliisyon yapilmig standartlar TBP karigimlarinin oldugu
kuyulara eklendi.

5. Uzerine plate spesifik film yapistirild .
6. 3000 rpm de kisa siireli santrifiij edilerek cihaza koyuldu.

7. Asagida Tablo 3-7’de belirtilen kosullarda qRT-PCR reaksiyonu
gergeklestirildi.

Tablo 3-7: Real Time PCR kosullar:

ASAMALAR SICAKLIK ZAMAN | DONGU SAYISI
ON 95 5 DK 1
DENATURASYO
N
95 10 sn
AMPLIFIKASYO | 62-64-65 (gen spesifik) 20 sn 45
N 72 10 sn
95 5dk
ERIME EGRiSi 65 1 dk 1
97 -
SOGUTMA 4 30 sn 1
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3.2.7.qRT-PCR yontemi ile 10 Aday Genin Ifadesinin Baskilanmasinin ve
Artisinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

10 farkli gen 3 ayri meme kanseri hiicre hatt1 ve bir saglikli kontrol meme hiicre hatti
icin vektor ve siRNA grubu olarak ele alindiginda hiicre hattina 6zgii baskilanma ve
overeksprese edilme orani dikkate alinarak saat bazinda secilen 6rneklere daha onceki
boliimde agiklandig1 sekilde ilk olarak total RNA izolasyonu ve sonrasinda cDNA
sentezi uygulandi. Vektor grubu i¢cin DHRS2 overeksprese ve herhangi bir isleme tabi
tutulmamis kontrol gorevi goren hiicreler, siRNA grubu i¢in DHRS2 siRNA, madde
eklenmemis kontrol hiicreleri ile TBP (referans gen) ve STUBI, BRCAL, BRCAZ2,
TRIM6, FBXW7, TRUSS, BARD1, C-MYC, MDM2, CCNE1 genlerinin ifade oranlari
gRT-PCR cihaz ile kantitatif olarak elde edildi.

Amplification Curves

Fluorescence (465-510)
==
=
=}
q

Cycles

Standard Curve

| —5d.curve & Sampes |
3
F.J
a Error: 0.0403
= 5 Efficiency: 1.911
E = Slope:-3.557
2y Yintercept: 27.22
Link:9.153
iy
M
k|
0
1%
0 1 2 3
Loqg Concentration

Sekil 3-1: Orneklere ait amplifikasyon egrileri ve standart egri
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4. BULGULAR

4.1. DHRS2 Gen Iifadesinin Arttirllmasi1 Sonucunda Aday Genlerdeki Degisim
Sonuclari

4.1.1. Vektor Grubu

Onceki ¢alismamizda qRT- PCR sonuglarmin analiz edilmesiyle en yiiksek ifade artis:
yiizdesi vektor grubu igin 24. saatte tespit edildiginden bu saat dilimindeki &rnekler
kullanildi. Ornekler ikili tekrar halinde calisildi. Vektdr grubu, negatif kontrol grubu

olan NTC grubu ile karsilastirildi. RT-PCR yontemi ile elde edilen sonuglarin kat

degisim degeri hedef genler ve referans gen olarak ele alinan TBP iizerinden paact

methodu ile asagidaki gibi hesaplandi :

1.CT degerlerinin ortalamasi

2.ACT = Gene Ct — Referans gen CT

3.Kontrol grubu i¢in ortalama ACT degeri hesaplanir

4.AACT = Ornek ACT- Ortalama Kontrol Grup ACT

5 2-AACt

= Kat Degisim Degeri

Ekspresyon degerleri ele alinarak R Studio (version 4.1.3) ve Graphpad Prism (version
9.5.1) aracilig1 ile bar grafikleri elde edildi. DHRS2 geninin ifadesi overeksprese
edildiginde bu genlerin fonksiyonundaki degisiklik hem hiicre hatti bakimindan hem de
MDM2-MY C-TP53 yolag: iliskisinden dogrudan ve dolayli olarak etkilesimde bulunan
genler {lizerinden analizleri yapilmstir.

DHRS2 VEKTOR mm MCF-7
mm T47D

mm MCF-10A
61 mm MDA-MB-231

TRUSS STUB1 MDM2 FBXW7 TRIM6 BRCA2 BARD1 BRCA1 MYC CCNE1

Sekil 4-1: Vektor grubu qRT-PCR ekspresyon sonuclari
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4.1.1.1. MCF-7 Hiicre Hatt1 Vektor Grubu

Vektor grubu i¢in hiicre hatt1 agisindan Sekil 4-1’e baktigimizda MCF-7 hiicre hattinda
DHRS2 geninin ifadesi arttirildiginda en yiiksek artisin kontrol grubuna kiyasla
yaklagik dort kat artisla BRCA1’de oldugu goriilmektedir. BRCA1’i takiben MYC
geninde ¢ kat artis olmustur. MDM2 geninin ekspresyonunda artis, FBXW?7, TRIM6,
BARD1, BRCA2, STUBI ve CCNEI genlerinin ifadesinde azalis gdzlemlenmistir.
TRUSS geni ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla herhangi bir degisiklik
gostermemistir. DHRS2 geninin overekspresyonu varlifinda ifadesi en fazla azalan gen

%44 ile BARD1 olmustur.

MCF-7 Hucre Hatti

m —
W
[4E]
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FBXW7 TRIMG BARD1 BRCAZ2 TRUSS STUB1 CCNE1 BRCAL MYC MDM2

B cen 092 086 056 083 1.02 057 072 390 3.10 129

] wrc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4-2: MCF-7 hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi arttirilan 6rneklerin aday

genler ile etkilesim sonuglar:
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4.1.1.2. T47D Hiicre Hatt1 Vektor Grubu

T47D hiicre hattinin diger hiicre hatlarindan farkli olarak duktal meme hiicre hatti
oldugu bilinmektedir. Sekil 4-2°’de en yiiksek ifade artisinin MYC geninde oldugu
bununla birlikte FBXW?7, TRIM6, BARD1, BRCA2 genlerinde artis, STUB1 geninin
ifadesinde %55 azalig saptanirken, CCNE1 ifadesinde %37 azalis saptanmigtir. MDM2,
BRCAI1 ve TRUSS genleri kontrole yakin ekspresyon gosternistir.

T47D Hucre Hatti

06 0.8 1.0 1.2 1.4
I I

Gen Ekspresyon Seviyesi

0.4
I

0.2

FBXWTY TRIME BARD1 BRCAZ TRUSS 5TUB1 CCNEL BRCAL MYC MDM2
B GeEN 1.10 119 127 1.27 087 045 0.63 0.96 1.54 0.8B6

[CnTC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4-3:T47D hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi arttirilan érneklerin aday

genler ile etkilesim sonuglari
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4.1.1.3. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Vektor Grubu

Bir diger arastirilan TP53 mutant hiicre hattt olan MDA-MB-231’de en yliksek
seviyedeki gen ekspresyonu Sekil 4-3’de kontrol grubuna kiyasla iki kat artigla
STUB1’de gozlemlenmistir. STUB1’i takiben TRIM6, TRUSS ve c-MYC genlerinde
de artis tespit edilmistir. Diger genlerdeki oran NTC’ye gore azalmistir. BRCAZ2 geninin

ifadesinde %61 oraninda azalma s6z konusudur.

MDA-MB-231 Hlicre Hatti
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FEXW?7 TRIMG BARD1 BRCAZ2 TRUSS STUB1 CCNEL BRCAL MYC MDM2
1 cen 076 1.11 087 039 130 2.01 086 098 1.46 0.89
 nNTC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4-4:MDA-MB-231 hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi arttirilan 6rneklerin aday

genler ile etkilesim sonuglar:
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4.1.1.4. MCF-10A Hiicre Hatt1 Vektor Grubu

MCF-10A hiicre hattinda ise; MYC geninin ifadesi kontrol grubuna oranla yaklasik 2
kat eskpresyon artis1 gostermisti. CCNE1, MDM2, BARD1 genleri yiiksek oranda
ekspresyon gostermektedir. Bununla birlikte FBXW7 ve BRCA2 genlerininde
ekspresyonlari artmigtir. TRUSS geninin ifadesi kontrol grubuna kiyasla bir buguk kat
artmistir. STUBI geninin ifadesi Kontrol grubuna kiyasla neredeyse sabit kalmistir.
BRCAT ekspresyonu kontrol grubuna oranlar diisiik seviyede azalmistir. DHRS2 ifadesi
arttiginda en yiiksek ekspresyon azalig oran1 %17 ile TRIM6 genine aittir.

MCF-10A Hiicre Hatti
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FEBXWY TRIME BARDL BRCAZ TRUSS 5TUB1 CCMEL BRCAL MYC MDM2
- GEM 1.16 083 139 112 145 1.06 1.65 020 1.80 1.63

Bl nic 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4-5: MCF-10A hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi arttirilan 6rneklerin

aday genler ile etkilesim sonuclar1
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4.2. DHRS2 Gen ifadesinin Baskilanma Sonuclar1

4.2.1. siRNA Grubu

siRNA grubu icin Onceki ¢alismada hiicre hatlarindaki gen anlatiminin baskilanma
seviyesi qRT- PCR ile analiz edilmesi sonucunda 72. saat diliminde MCF-7 hiicre
hattinda %74 baskilanma orani, T47D hiicre hattinda %80 baskilanma orani tespit
edilmis olan ornekler kullanildi. MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda ise en
yiiksek baskilanma orani 24. saat diliminde MDA-MB-231 i¢in %73, MCF-10A igin
%70 tespit edilmis olan 6rnekler ele alindi. siRNA grubunda FBXW7, TRIM6, BARDI,
BRCA2, BRCA1, MYC, STUBI1, TRUSS, CCNEl1 ve MDM2 genlerinin hiicre
hatlarindaki ifadeleri RT-PCR yontemi ile elde edildi.

RT-PCR yontemi ile elde edilen sonuglarin kat degisim degeri hedef genler ve referans
gen olarak ele almman TBP iizerinden 278 methodu ile asagidaki gibi hesaplandi.

Ekspresyon degerleri ele alimarak R Studio (version 4.1.3) ve Graphpad Prism (version

9.5.1) aracilig ile bar grafikleri elde edildi.

1.CT degerlerinin ortalamasi
2.ACT = Gene Ct — Referans gen CT
3.Kontrol grubu i¢in ortalama ACT degerini hesapla

4.AACT = Ornek ACT- Ortalama Kontrol Grup ACT
AACt

52 = Kat Degisim Degeri
mm MCF-7
B T47D
DHRS2 siRNA == MCF-10A

mm MDA-MB-231

2.5+

2.0

1.5+ T

" » |

1.0+ T ] ‘

0.5

0.0

TRUSS STUB1 MDM2 FBXW7 TRIM6 BRCA2 BARD1 BRCA1 MYC CCNE1

Sekil 4-6: sSiRNA grubu gRT-PCR ekspresyon sonug¢lari
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4.2.1.1. MCF-7 Hiicre Hatt1 siRNA Grubu

Hiicre hatt1 bazinda inceledigimizde, MCF-7 hiicre hattinda kontrol 6rnegine gore MYC
geninin ekspresyonunun iki kat’a yakin tespit edilmekle birlikte TRIM6’da kontrole
kiyasla benzer seviyede artis gostermistir. TRUSS ve CCNEI genlerinin ekspresyon
seviyeleri %40 azalmakla birlikte bunlart takiben diger genlerin ekspresyon

seviyelerinde de azalma tespit edilmistir.

MCF-7 HUCRE HATTI
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FBXWT TRIME& BARD1 BRCA2 TRUSS 5TUB1 CCHE1L BRCAL MYC MDM2
-GEM 0.7 1.07 0O.63 .73 5% 090 O60 083 L1722 075
I:l NTC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4-7: MCF-7 hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi baskilanan érneklerin aday

genler ile etkilesim sonuglari



44

4.2.1.2. T47D Hiicre Hatt1 siRNA Grubu

T47D hiicre hattinda CCNEI en yiiksek ekspresyonu gosterirken BARD1 ve BRCA1
geni takip etmektedir. FBXW7 ve BRCAZ2 geni kontrole yakin seviyede artis
gostermistir. TRIM6 ve TRUSS genlerinin ekspresyonlar1 kontrole yakin seviyede
azalma gostermektedir. T47D hiicre hattinda en diisiik ekspresyonu %33 oraninda MYC
ve STUBI1 genleri gostermektedir. MDM2 geninin ekspresyonunda da %24 oraninda

azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 4-8:T47D hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi baskilanan érneklerin aday

genler ile etkilesim sonuglari
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4.2.1.3. MDA-MB-231 Hiicre Hatti1 siRNA Grubu

MDA-MB-231 hiicre hatt: incelendiginde STUB1, BRCA2 ve TRUSS genlerinin ifade
artiglar en yiiksektir. Bu genleri takiben FBXW7, CCNE1, MDM2, BARD1 genlerinin
ekspresyonlar1 artmistir. BRCA1 ve MYC’de kontrole yakin ifade artis1 tespit
edilmistir. TRIM6 disinda ise ifadesi azaldigi tespit edilen gen bulunmamaktadir.

MDA-MB-231 HUCRE HATTI
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Sekil 4-9: MDA-MB-231 hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi baskilanan érneklerin
aday genler ile etkilesim sonug¢lari
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4.2.1.4. MCF-10A Hiicre Hatt1 siRNA Grubu

MCF-10A hiicre hatt1 incelendiginde STUB1 ve TRUSS genlerinin ifade artislar esit
seviyede en yiiksek olmakla birlikte CCNEIl geninin de ekspresyonu artmuistir.
BARDI’de kontrole yakin ifade artis1 tespit edilmistir. FBXW7, TRIM6, BRCA2,
BRCA1, MYC, MDM2 genlerin ifadesinde azalis tespit edilmistir. En fazla ekspresyon
kayb1 %26 oraninda BRCAT1 geninde gozlenmektedir.

MCF-10A HUCRE HATTI

o _
=
-
o
o
=
= o
& 9]
=
(=]
&
= o
[a8 = |
R
L
=
& =
=
o
g
=]
=L
FBXW? TRIM5 BARD1 BRCA2 TRUSS STUBL CCNE1 BRCAL MYC MDM2
[ cen 089 077 092 086 134 134 120 074 081 078
Il nic 1 1 1 1 1 1 1 1 11

Sekil 4-10: MCF10-A hiicre hattinda DHRS2 geninin ifadesi baskilanan érneklerin

aday genler ile etkilesim sonuclari
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4.3. siRNA ve Vektor Grubu Network Analizi

DHRS2 geninin ekspresyonu siRNA yontemi ile susturulmus ve DHRS2
ekspresyon vektorii ile overekspre edilmis orneklerin ifadesi protein kodlayan ve
ubikitinasyon ile iliskili 10 farkli gen acisindan biyolojik aglar, protein-protein
etkilesimleri ve fonksiyonel zenginlestirme agisindan ele alinarak deneysel dogrulama
i¢cin OriginPro (OriginPro 2022 (OriginLab Corp.) yontemi ile network olusturularak
analiz edildi. Network analizinde renk skalasinda -0,4 0,4 seviyesinde olanlar benzer
seviyede ki iliskiyi, -0,5_-1 seviyesinde olanlar kuvvetli negatif yonli iligkiyi, 0,5 1
seviyesinde olanlar kuvvetli pozitif yonde iligkiyi temsil etmektedir.
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4.3.1. MCF-10A Hiicre Hatt1 Network Analizi

DHRS2 geninin merkezdeki ifadesi ele alindiginda ; MCF-10A hiicre hatt1 i¢in
DHRS2 geni ile kuvvetli pozitif yonde iliskisi direkt tespit edilen genler ; MYC-
MDM2-BARD1-CCNE1-BRCA2’dir. STUB1, BRCAL, TRIM6 ile kuvvetli negatif
iligki i¢cindedir.

DHRS?2 ile iligkisi direkt bulunmayan ancak birbiri arasinda etkilesimi tespit
edilen genler ; FBXW7; MDM2, BRCAL, TRIM6 ile kuvvetli yonde etkilenirken;
TRUSS ve STUBL1 ile benzer seviyede etkilenmistir. TRIM6; FBXW7, BRCAL ile
kuvvetli yonde etkilenirken; MDM2, TRUSS ve STUBL ile benzer seviyede
etkilenmigtir. TRUSS; STUB1 ve FBXW?7 ile kuvvetli yonde etkilesime girmistir.
MDM2, BRCAL, TRIMG ile benzer seviyede etkilenmistir. STUB1; TRUSS ile kuvvetli
yonde etkilesime girmisti. BRCAL, FBXW7 ve TRIM6 ile benzer seviyede
etkilenmigtir. BRCA1, FBXW7 ve TRIM6 ile kuvvetli yonde etkilesime girmistir.
TRUSS, STUBI ve MDM2 ile benzer seviyede etkilenmistir.
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Sekil 4-11: MCF10A grubuna ait network analizi
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4.3.2. MDA-MB-231 Hiicre Hatti Network Analizi

DHRS2 geninin merkezdeki ifadesi ele alindiginda ; MDA-MB-231 hiicre hatt1
icin DHRS2 geni ile kuvvetli pozitif yonde iliskisi direkt tespit edilen genler ;
STUB1’dir. FBXW7, CCNE1, BARDI ile benzer seviyede etkilenmektedir.

DHRS?2 ile iliskisi direkt bulunmayan ancak birbiri arasinda etkilesimi tespit edilen
genler; FBXW7’nin DHRS2 ile etkilesimi MDM2 iizerinden daha efektif
gerceklesmektedir. CCNEL, DHRS2 ile ile benzer seviyede etkilenmektedir ancak
FBXW7 iizerinden etkilesimi artmaktadir.
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Sekil 4-12: MDA-MB-231 grubuna ait network analizi
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4.3.3. T47D Hiicre Hatt1 Network Analizi

DHRS2 geninin merkezdeki ifadesi ele alindiginda ; T47D hiicre hatt1 igin
DHRS2 geni ile kuvvetli pozitif yonde iliskisi direkt tespit edilen genler ; BARDI,
BRCA2, TRIM6, FBXW7, MYC ‘dir. CCNEIl, BRCAI1 benzer seviyede iligki
icindedir. TRUSS, STUB1 ve MDM2 ile negatif iliski icindedir.
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Sekil 4-13: T47D grubuna ait network analizi
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4.3.4. MCF-7 Hiicre Hatti Network Analizi

DHRS2 overekspre hiicrelerde en 6nemli seviyede ekspresyonu artan gen
BRCA1’dir. Buna karsilik si-DHRS2 hiicrelerde BRCA1 ekspresyonu belirgin seviyede
azalmistir. DHRS2 varliginda artip yoklugunda azalan BRCA1 geni network analizinde
DHRS2 ile kuvvetli pozitif iliski gostermektedir. Bununla birlikte FBXW7, MYC,
BARD1, TRIM6, BRCA2 genleri ile de pozitif korelasyon i¢indedir. STUB1, MDM2
ve TRUSS ile negatif iliski igindedir.
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Sekil 4-14: MCF7 grubuna ait network analizi
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5. TARTISMA

Meme kanserinin biyolojik ve klinik davranigi, bir hastadan digerine agikg¢a degisiklik
gostermekte, bu da hastalifin evrimi ve hasta sonuglarinin takibini zorlastirmaktadir.
Bu nedenle, klinisyenlerin her hasta i¢in en iyi tedaviyi se¢melerine yardimci olacak
biyobelirteclere ihtiyaglar1 vardir. Yillardir meme kanseri tedavisine dstrojen reseptorti,
progesteron reseptorii ve HER2 durumu gibi doku bazli biyobelirtegler dnciiliik etmistir
(116). Ancak meme kanserinin molekiiler karakterizasyonunun daha iyi anlasilmasi ve
yeni hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, daha kisisellestirilmis
tedavilerin gelistirilmesi i¢cin daha fazla potansiyel biyobelirte¢ gereklidir.

Normal ve 0Ostrojen reseptorii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan
calismada DHRS2, HMGCS2, HPGD ve ACSL genlerinin ekspresyonunun arttigi
bildirilmigtir. Bu genlerin islevi lipid modifikasyonu, tasima ve metabolizma ile
baglantilidir; bu, ifadelerinin steroid metabolizmasinda énemli roller oynayabilecegini
ve ayrica meme hiicrelerinin Ostrojen reseptorii negatif veya pozitif kanserlere donlisme
durumunu belirleyebilecegini gostermektedir. Bu konuda altta yatan mekanizmalarin
daha fazla acikliga kavusturulmast  gerekmektedir. DHRS2’nin, steroid
metabolizmasindaki aktif islevi gdz Oniine alindiginda, ER meme kanserli hastalara
Ozgii terapotik hedefler i¢in potansiyel aday olabilecegi 6ngoriilmistiir (117).

TP53-MDM2 pathway’i, ¢esitli hiicresel yollarda yer alan genis etkilesim aginda
oldugundan, hem protein-niikleik asit hem de protein-protein etkilesimlerini (PPI)
incelemek i¢in kullanilan dinamik ve iyi karakterize edilmis bir modeldir (118).

2020 yilinda laboratuvarimizda yapilan bir calismada Jurkat hiicre soyunda
LEF1 geni baskilandiginda, tiimor baskilayict olan DHRS2 gen ifadesinin 6nemli
seviyede azaldigi bulunmustur. Bu sonugla birlikte DHRS2 geninin islevinin
aydinlatilmasi tizerine g¢aligmalara devam edilmistir (119). Sonrasinda 2021 yilinda
laboratuvarimizda yapilan bir diger ¢alismada DHRS2 geninin, MCF7 hiicre hattinda
hiicre migrasyonunun bir diizenleyicisi olarak islev gosterdigi bildirilmistir. Ancak
DHRS?2 hakkindaki bilgileri genisletmek, etkiledigi molekiilleri tespit etmek ve meme
kanserindeki roliinii ortaya c¢ikarmak icin daha ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu

belirtilmistir (120).
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Meme kanserinde DHRS?2 ile ilgili yapilan ¢aligmalar sayica sinirl oldugu igin
gerceklestirdigimiz kapsamli ¢alismada, 4 farkli insan meme hiicre hattinda DHRS2 ile
iliskili olacagi diisiiniilen baz1 ubikitin ligaz genleri ile tiimoérlesme silirecinde 6nemli
olan ve DHRS2 ile olan iliskisi direkt bilinen MDM2 ve ¢c-MYC genlerinin etkilesimi
arastirildi. Laboratuvarimizda son yiiriitiilen bir ¢calismada, MCF7, MDA-MB-231 ve
MCF10A hiicre hatlarinda siRNA yontemi ile DHRS2 geninin ekspresyonu susturulmus
ve DHRS2 ekspresyon vektorii ile asir1 eksprese edilmistir. Bu hiicrelerde (DHRS2
susturulan, overeksprese edilen ve yabanil tip) belirlenen aday genlerin ekspresyon
seviyeleri karsilagtirildi.  Gergeklestirilen ¢alismada amag, DHRS2’nin  meme
kanserindeki etkisinin hedeflenen genlerden hangileri ile etkilesimde oldugunu agiga
cikarmak ve DHRS2'nin tiimor metabolizmasindaki roliinii aydinlatmaktir.

DHRS2 geninin susma ve asir1 ifadelenme orani en yiiksek olan saat dilimi
secildi ve analiz i¢in kullanildi. DHRS2 geninin susturulmasi ve arttirtlmasinin ubikitin
ligaz genleri iizerindeki etkisi 27" denklemi ile qRT-PCR yontemi kullanilarak
belirlendi. Bununla birlikte DHRS2 geninin ubikitin ligaz genleri ile arasindaki iliskiyi
net bir sekilde ortaya koymak icin network analizi yapildi. MCF10A vektor
grubumuzda genlerinin ekspresyonlari normal seviyededir. En yiiksek ekspresyonu
MYC gostermektedir. SIRNA grubunda ise STUB1, TRUSS ve CCNE1 ekspresyon
seviyeleri artarken herhangi bir gende kayda deger ekspresyon azalisi tespit
edilmemigstir. MCF10-A normal meme hiicre hatti1 oldugu i¢in diger hiicre hatlarma
oranla sonuglar beklenen seviyededir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1 vektor grubunda STUBI kontrol grubuna kiyasla
yiiksek ekspresyon gosterirken BRCA2’nin ifadesi ciddi oranda azalmistir. 2019 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, farkli insan meme kanseri hiicre hatlarinda ve bir grup meme
kanseri dokusunda STUBL ekspresyonu incelenmistir. Ik kez STUB1 ifadesinin meme
kanserinin molekiiler alt tipi ile iliskili oldugu bulunmustur. STUB1, agirlikli olarak
ticlii negatif meme kanseri (TNBC) olan meme kanserinin basal-like alt tipinde en az
ifade edilmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde bir tiimoér baskilayic
gorevinde bulunan STUBLI i¢in fonksiyonel veri saglamaktadir. Dolayisiyla STUB1
ekspresyonu meme kanserinin molekiiler alt tipini belirlemek i¢in bir belirtegtir (121).
Fakat calismamizda STUB1 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla 2 kat artis

gostermistir.
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DHRS?2 ifadesi overeksprese olan drnekler STUB1in ifadesini desteklemekte ve
DHRS2-STUBI genlerinin korele ¢alistig1 ¢ikarimi yapilmistir. Ote yandan diger hiicre
hatlarinda buna paralel sonug belirlenememistir. Bu durumda MDA-MB-231 hiicre
hattinin diger hiicre hatlarindan farkli olarak metastatik ve ER, PR, HER2
reseptorlerden yoksun oldugu goéz oniine alindiginda STUBI1’in MDA-MB-231 hiicre
hatt1 i¢in bir biyobelirte¢ oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Buna ek olarak DHRS2 vektor
uygulamast sonucu MCF-7’de yiiksek seviyede eksprese oldugunu bildigimiz DHRS2,
BARD1’in ifadesini negatif yonde etkilediginde STUB1 ve BARDI genlerinin
ifadelerinde network analizine pozitif yonlii etkilesim saptandi. Buna karsilik kontrol
grubu olarak kullanilan MCF10A insan meme epitel hiicre hattinda DHRS2 geni
BARD/’in ifadesini pozitif yonde etkilediginde tam aksine STUB1 ve BARDI negatif
etkilesim i¢inde bulundu.

2021 yilinda yapilan bagka bir calismada MDA-MB-231 hiicre hattinda
TRIM6'nin meme kanserindeki olasi roliinii degerlendirmek i¢in ekspresyon seviyesi,
gRT-PCR, western blot ve immiinohistokimya analizi ile belirlenmistir. Yapilan
analizler neticesinde TRIM6'nin mRNA ekspresyonu, normal dokuya kiyasla meme
kanseri dokularinda artmistir. TRIM6'nin STUB1'e baglandigim1i ve meme kanseri
hiicresinde STUBI1'in ubikitinasyon aracili bozulmasina katkida bulundugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte STUBI'in asir1 ekspresyonu, meme kanseri hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunda TRIM6'nin neden oldugu artist
baskilamaktadir (122). Calismamizda TRIM6-STUBI’in belirgin oranda ki negatif
iliskisini vektor grubunda MDA-MB-231 ve T47D hiicre hattinda, SiRNA grubunda ise
T47D, MDA-MB-231 ve MCF10-A hiicre hattinda gergeklestigini gerekli analizler
sonucunda dogruladik.

MCF7 hiicre hatt1 vektoér grubunda BRCA1 kontrol grubuna kiyasla 4 kat artis
gosterirken, siRNA grubunda BRCAT’in ifadesi kontrol grubuna gore azalmistir.
BRCAT1’in DHRS?2 ile iliskisinin pozitif yonde oldugu tespit edildi. MYC geninin
ifadesi MCF7 hiicre hatt1 vektor grubunda 3 kat artmistir. Yapilan ¢alismalarda, meme
epitel hiicrelerinde (MEC) meme kanserinin baslangi¢c asamasinda c-MY C geninin asiri
eksprese oldugu bildirilmistir. Epitelyal hiicreler invaziv 06zelliklerini kaybederek
mezankimal hiicrelere doniisiirken fazla eksprese olan c-MYC’in bu gecise etkisi heniiz

belirlenmemistir (123).
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Bununla birlikte STUBI ve BARDI ifadesi kontrol grubuna gore ciddi oranda
azalmistir. BRCAL’in, BARD1 ile bir E3 ubikitin ligaz olusturarak islevini yerine
getirdigi bilinmektedir. BRCA1'de kanserle iligkili bircok mutasyon bilinmesine
ragmen, BARDI1 geninde mutasyon ¢ok az bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada ERo-
pozitif MCF-7 hiicrelerinde BRCA1 — BARD1 kompleksini E3 ubikitin ligaz aktivitesi
ile olast iligkisi arastirllmistir. BRCA1 veya BARDI'in asir1 ekspresyonu, ERa
ubikitinasyonu ile sonug¢lanmistir (124).

Calismamizda BRCA1-BARD1 kompleksinin etkilesimi siRNA grubundaki tiim
hiicre hatlarinda benzer seviyededir. Vektdr grubunda MDA-MB-231, T47D ve
MCF10A hiicre hatlarinda BRCA1’e ait kat degisimi kontrol grubu ile neredeyse esit
seviyede iken, BRCA1-BARD1 kompleksi MCF-7 hiicre hattinda kayda deger negatif
yonli iliski igindedir. Bu sebeple, DHRS2’nin asir1 ekspresyonunun BRCA1-BARD1
kompleksinin aktivitesini etkiledigini diisiinmekteyiz. SIRNA grubunda inceledigimizde
ise etkilesim ig¢inde olduklari ¢ikarimi T47D hiicre hattinda esit seviyede eksprese
olmalar1 dogrultusunda yapilir. Ayni sekilde diger hiicre hatlarinda da korele calissalar
da T47D hiicre hattindaki orana kiyasla net degildir.

MYC ifadesi T47D vektor grubunda en yiiksek seviyede artarken STUBI1’in
ifadesi onemli Ol¢lide azalmistir. STUB1'in aracilik ettigi MYC bozulmasindaki artis,
azalan MYC transkripsiyonel aktivitesi ve MYC hedef genlerinin azalan ekspresyonu
ile iligkilidir (93). MYC-STUBL iliskisi hem vektér hem sirna grubu i¢in T47D gibi
diger hiicre hatlarinda da negatif yonlii caligmaktadir. DHRS2 ifadesi MCF7 siRNA
grubunda baskilandiginda MYC ifadesi yiiksek oranda ekspresyon gosterirken diger
genlerin ifadesi benzer seviyededir. MCF-7 hiicrelerinde c-Myc protein seviyesi RNAI
ile baskilandiginda tiimdr biiylimesi in vitro ve in vivo olarak engellendigi bildirilmistir.
Bu c¢alisgma, meme Kkanserinin tedavisinde RNAi'nin terapdtik potansiyelinin
gostergesidir (125). Calismamizda MCF-7 SiRNA grubunda, DHRS2 baskilandigi
durumda, MDM2’nin eskpresyonunun artmasini beklemekteyiz. Ancak sonuglarimizda
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore azalmistir. Bu durumu hiicre hatti agisindan
degerlendirdigimizde; MDA-MB-231 hiicre hattinda MYC ve MDM2 genlerinin
ekspresyonlar1  artmistir. Vektéor grubunu ele aldigimizda DHRS2 geninin
overekspresyonu sonucu, MDM2 geninin ekspresyonunun azalmasini beklemekteyiz.
Sonuglari inceledigimizde MDA-MB-231 ve T47D’de MDM2 geninin ekspresyonunun

kontrol grubuna kiyasla diisiik seviyede azaldigin1 gérmekteyiz.
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Tam aksine MDM2-MYC etkilesimi MCF10A vektor grubu hari¢ diger vektor
grubu hiicre hatlarinda negatif korelasyon igindedir. Bu sonu¢ bize DHRS2 geninin
MY C geninin stabilitesinde rol aldiginmi diisiindiirmektedir.

T47D siRNA grubunda ise en yiiksek ekspresyonu CCNEI1 gosterirken, STUBI
ve MYC’in ekspresyonu esit oranda azalmigtir. T47D hiicre hattinda DHRS2’nin
overeksprese olmast durumunda STUB1-MYC iliskisini zit yonlii korele gézlemlerken
DHRS?2 ifadesinin susturulmasi drumunda bu iki genin esit seviyede ekspresyon
gostermesi DHRS2’nin belirtilen iki genle iliskisini net bir sekilde ortaya koymaktadir.

MYC ve CCNE1, FBXWT7nin bir hedefidir. Hematopoetik tiimoérlerde
FBXW7'nin tiimor baskilayict olarak rol almaktadir. Bu tiimoérlerde FBXW7'deki
mutasyonlarin tiimoérégenez ile baglantili olamasina ragmen diger kanser tiirleriyle
iliskisi cok agik degildir. Ornegin, meme kanserlerinin bir alt grubunda FBXW7'nin
inaktivasyonunun, prognoz ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Bu da FBXW?7'nin
fizyolojik roliiniin ve kaybinin hiicre tiplerine bagli olabilecegini diistindiirmektedir
(126). Yapilan calismalarda, FBXW7 degrede oldugunda, c-MYC ve CCNE1l
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. FBXW?7, CCNEL1’e ubikitinasyonu igin baglanir
(127). Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda FBXW7°nin ekspresyonu MDA-MB-231
hiicre grubunda DHRS2 geninin hiicre igindeki yoklugunda artarken varliginda
azalmaktadir ancak her grup i¢inde ifadsi degiskenlik gostermistir. FBXW?7 hiicre
icinde farkli substratlar1 hedefleyebildiginden, FBXW7'nin meme kanserinin farkl alt
tiplerindeki roliinii belirlemek i¢in kapsamli ¢aligsmalar yapilmalidir (127).

TRUSS geninin MYC ubikitinasyon ve degradasyonunu uyardig1 ¢aligmalarda
gosterilmistir (93). MCF-7 vektor grubunda MY C geni TRUSS genine oranla 3 kat artis
gostermistir. DHRS2 gen ifadesi baskilanmis MDA-MB-231 hiicre hattinda TRUSS ve
MYC genlerinin ifadelerinde zit yonlii bir etkilesim bariz olarak saptandi. Hiicre
icerisinde DHRS2 yoklugunda TRUSS geninin mRNA ekspresyon miktari artmistir.
Buna kiyasla DHRS2 varliginda TRUSS geninin ifadesinde baskilanma s6z konusudur.
MY C-TRUSS genlerinin iliskileri hem siRNA hem vektor grubu icinde zit yonlii ifade

ile tespit edilmistir.
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Sonug olarak, molekiiler diizeyde DHRS?2 ile ubikitin ligaz genleri arasindaki
mekanizma da hedeflenen genler meme kanseri alt tipine bagh olarak spesifiklik
gostermektir. STUBI, BARDI, BRCA1 E3 ligazlarinin ve ubikitin ligaz kompleksi i¢in
bir adaptoér proteini kodlayan TRUSS geninin ubikitin ligaz tanima bolgesine sahip
oldugunu diistindiigiimiiz DHRS?2 ile iliskili olabilecegi ortaya konulmustur. Bu tez
calismasi, DHRS2’nin, hiicre igerisindeki miktarinin ubikitin ligaz genlerinin gen
ifadelerine olan etkisinin incelendigi ilk ¢alismadir. DHRS?2 ile 6nemli hiicre i¢i ubikitin
genlerinin iliskisini gdstermektedir. ileride, meme kanserinin patogenezinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir rolii oldugu diisiincesindeyiz. Bununla birlikte ilgili
genlerin DHRS?2 ile etkilesim mekanizmasinin tespiti ve meme kanseri patogenezindeki
rollerinin aydinlatilmas1 icin daha genis c¢apta arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu

kanaatindeyiz.
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