NIST HAINSOH

~

"LSNA “119 "OVS ISTLISYTAIN] TNANV.LSI

IZ41L vdoL3M0d

6T02-TNANV.LST

+—  Admz soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra yapilan sabit ciltte sirt
yazis1 bu sablona gore yazilacak. Yazilar tek satir olacak
Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya

(sol yandaki gibi) olacak . l

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
Doktora iss DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

<+— Tez Sinavinin yapilacagi yili yaziniz






T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

MEME KANSERINDE HiSTON 4 LiZiN 20 UCLU
METILLENMESININ (H4K20ME3) ONEMININ
ARASTIRILMASI

HUSNIYE ISIN

DANISMAN
PROF. DR. UGUR GEZER

TEMEL ONKOLOJi ANABILIiM DALI
ONKOLOJIK BiYOLOJi VE IMMUNOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2019



TEZ ONAYI







ITHAF

Kiiciik ¢ekirdek ailemin bireyleri, Kizim ZERRIN ISIN ve esim Do¢. Dr. MUSTAFA
ISIN’ a ithaf ediyorum.



Vi

TESEKKUR
Istanbul iiniversitesi Onkoloji Enstitiisiinde bana Doktora yapma olanag
saglayan miidiiriimiiz Sn. Prof. Dr. Ahmet KIZIR’ ¢

Temel Onkoloji Anabilim dali baskanimiz degerli hocam Sn. Prof. Dr. Hatice
BILGE BECERIR’ e

Egitimimin her asamasinda bana yol gosteren bilgi, katki ve tavsiyelerini

esirgemeyen degerli hocam ve danismanim Sn. Prof. Dr. Ugur GEZER’ e,

Tez izleme komitemde yer alan ve bilgi ve birikimlerini benimle paylasan

degerli hocalarim,
Sn. Prof. Dr. Derya DURAN YILDIZ’ a

Sn. Prof. Dr. Rasim MERAL’ e,

Calismamin ger¢eklesmesinde destek ve katkilarini benden esirgemeyen, bana

giivenen, saygideger hocalarim,

Sn. Do¢. Dr. Didem KARACETIN,

Sn. Dog¢. Dr. E. Canan KELTEN TALU,

Sn. Uzm. Dr. Didem CAN TRABULUS’ a

Degerli bilgilerini benimle paylasan ¢alisma arkadasim Sn. Ary. Gor. Dr. Emre
OZGUR e

Temel Onkoloji ABD’ da bulunan ve desteklerini esirgemeyen degerli

hocalarim ve arkadaslarima,

Egitimim siiresince desteklerini ve emeklerini esirgemeyen, her daim yanimda
olan, Sevgili esim Do¢. Dr. Mustafa ISIN’ a, Biricik kizim Zerrin ISIN’ a ve canim
annem Rahime YILMAZ ve babam Hiiseyin YILMAZ’ a,

Hasta materyallerini toplamamda bana olanak saglayan SB. Istanbul Egitim ve

Arastirma Hastanesi Bashekimligi’ ne,

Doktora egitimim siiresince bana burs saglayan 100/2000 YOK DOKTORA
BURSU Projesine,



vii
Calismama maddi kaynak saglayan ‘Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

TESEKKUR EDERIM.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-27336



viii

ICINDEKILER
3 LGN 0 D10 £ 0 R i
TEZ ONAY L ottt ettt sttt sttt seere st enennas i
BEY AN Lt eeeans v
1 5 N PP PPR Vv
TESEKKUR......cocuitititeteteuetetesesesesesesesesesesesesssssssssesssesssesesesesesesesssesesesesesesesssssssssesssssesens Vi
ICINDEKILER .....cocvitititctcteteteteteteteeetetesete e seseeetesesetese st s esesssssesssesesesesssesesesssesesesesnsens Viii
TABLOLAR LISTES ..ottt XI
SEKILLER LISTEST ....cuitiiiiitciceeseee e eeste ettt es st en s ss et en et Xii
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ...ocovuiiiiiiieieeeeccee e, Xiii
OZET™ ... . ... 0 S e XVI
F N = S I 2 ¥ 3 R X Vil
1. GIRIS VE AMACGC ...oiiiieccieeteeeeee e ete et en sttt senssas s s sttt an s nensns 1
2. GENEL BILGILER .....ccotuiiiiiiiiiiiinicisie sttt 3
2.1 MBIME KBNS .ttt sttt bbb se et e st b be et sneebe e e e 3
2.2. Meme Kanserinde Molekiiler Siflama...........cccccoveevieiiiiiic e 5
2.2.1. Luminal A ve Luminal B Meme KanSeri........cccoovererierieerenieseeseeieseesieaee e 5
2.2.2. HER2+ IMEME KANSEI...c.viviiiieieiisiieiieieie ettt et 6
2.2.3. Bazal Benzeri Meme KanSEIT ........ccceieieiiieieie s 6
2.2.4. Normal Benzeri Meme KaNSEIT ......cc.civeieeieiieiieiesieseese e sie e snee e snee e 7
2.2.5. Claudin-diisitk Meme KansSeri .........cccoiuerverieiiieiieie e seese e sie e 7
2.3. Meme Kanserinin MoleKiler GENnetiSi ..........coverviriieiiniieieiiie e 7
2.3.1. ONKOGENIET ...ttt e te e sreeae e nre s 8
2.3.1.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (HER2) .......cccooveviiiiiiiiiiiiic, 8
2.3.1.2. C-IMYCooee et 9
2.3.1.3. RAS SINYal YOIU...oouiiiiiiiie e 9
2.3. 0.4, SIKIIN DL oottt et 10
2.3.2. Tuimor Baskilayict Genler (TBGLer)......ccoooviiiiiiiiiiiiiiee e 11
R It T = X T PRSP 11
2.3.2.2. PTEN ...ttt et e e e rae e 11

2.3.2.3. BRCAL VE BRCAZ2 GENIEIT ..o 12



2.4. Meme Kanserinde EPIGENELIK..........ccoiiiiiiiiiiiiiisieieeee e 12
2.4.1. DNA MELHASYONU ....o.veiiiiiieiiieiiieie sttt st 13
2.4.2. Post-Translasyonel Histon Modifikasyonlarti.........c.ccccevvvieiiiiiiiiieiiieesiieese, 14

2.4.2.1. HiStON ASELHASYONU ......ecvviiiieieee et 17
2.4.2.2. HIStON MEIHASYONU ....o.veiniiiiieiiieie et 18
2.4.2.3. Histon 4 Lizin 20 (HAK20) ....c.ooiiiieiieece e e 20
3. GEREC VE YONTEM .....ccoiiiiiiiiiitieieete ettt 22

3.1 GERECQC bbb ne e 22
3.1.1. Hasta DOKUIATT ..c..eiiiiiiiiiiiie ettt 22
3. 1.2 HUCTE SOYIATT .t 22
3.1.3. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler ............c.ccovoveiieieiie i 24
3.1.4. Kullanilan Cihazlar ...........cooviiiiiiiieceee e s 25

3.2 YONTEM ..ottt 26
3.2.1. Meme Tiimérleri ve Eslenik Normal Dokulardan RNA izolasyonu ................ 26
3.2.2. Komplementer DNA (CDNA) SENLEZI ......ccvevieeiiiieiicie i 27
3.2.3. Nicel Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR).........c.cccuue.. 28
3.2.4. Tiimér ve Eslenik Normal Dokulardan Histon Proteinlerinin Izolasyonu........ 29
3.2.5. Doku Orneklerinde H4K20me3 Diizeyinin Belirlenmesi...............ccccevevnnnnene. 30
3.2.6. HUCTE KUIHIT ..oovveiiieiiiieiee e 31
3.2.7. Hiicrelerin siRNA Oligoniikleotidleri ile Transfeksiyonu...........ccccveviinnnnne. 31
3.2.8. Hiicre Cogalmasinin Gergek Zamanli Analizi..........cccocoveviiiiiiiieiicniiciee, 32
3.2.9. KIONOJENIK TEST.....cueiueiieteieeste sttt bbb 33
3.2.10. IstatistikSel ANALIZIET........c.cuevevieeeeececececececeeececece s 34

4. BULGULAR ...ttt ettt ettt et be e nne s 35

4.1. Meme Kanserli Hastalarin Tiimor ve Eslenik Normal Dokularinda SUV420H2

Gen Ifadesinin INCEleNMESI.......c.ceiviiiiiiiiiie e 35

4.2. Meme Kanserli Hastalarin Tiimor ve Eslenik Normal Dokularinda Histon H4
Lizin 20 Uglii Metillenme (H4K20me3) Diizeyinin incelenmesi.............c.cccervevnrneee. 40

4.3.Meme Kanserli Hastalarda SUV420H2 Gen Ifadesi ve Histon Metilasyonunun
(H4K20me3) Prognostik DEeGETi......cccveiiiiiiiiiiiiiiiieiiccc e 45

4.4. Kiltir Hicrelerinde SUV420H2 Geninin siRNA Oligoniikleotidleri ile

BaSKIANIMAST ..ottt ettt e ettt e e e e e e et ee e e eeeeetete i aaeaeererennnn 46

4.5. SUV420H2 Baskilanmasinin Hiicre Sagkalimi Uzerine Etkisinin incelenmesi....48



5. TARTISMA ..o s e es e s ee s e s eee s s e s eeeeeeee s eeesens 51
KAYNAKLAR ..ot eeeee e e s s seeees e aes e eee s ese s essees s s ees s es s sesseeeeees 56
ETIK KURUL KARARI ......cooovveeeeeeeeeeeeee e seese s eee s esseeenseons 63
INTIHAL RAPORU ILK SAYFAS.....ooiveoeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeseeeeeseseeeesseeeseeeeseeesnsenns 66

(07461 20 @11, 1 1T 67



Xi

TABLOLAR LiSTESI
Tablo 3-1: Hastalarin yas bilgileri ve klinopatolojik 6zelliKleri...........c.cooevvrviiniennn 23
Tablo 3-2: Dokudan total RNA 1Z0IaSYONU .......cceeiiiiiieiecieseee e 26
Tablo 3-3: cDNA sentezi reaksiyon bileSenleri..........ccovvvevviiieiieeieiie i 27
Tablo 3-4: GZ-PZR DIleSENICTI ......cveveiviiiiciiiiiieeeeeseeese s 28
Tablo 3-5: Calismada kullanilan primer dizileri..........cocoovriiiiieiieiiicieeseseeeeee 28
Tablo 3-6: GZ-PZR reaksiyon KOSUILATL. .........ccoieiiiiiiiiiiiiieeeee e 29
Tablo 3-7: Calismada kullanilan SIRNA diZiler ........coovivvieiiiiiieiie e 32
Tablo 4-1: SUV420H2 gen ifadesinin hastalarin klinopatolojik 6zellikleri ile iligkisi .. 36
Tablo 4-2: H4K20me3 miktari ile hastalarin klinopatolojik 6zelliklerinin iligkisi ........ 41
Tablo 4-3: SUV420H2 geninin baskilanmasinin hiicre sagkalimi tizerine etkileri ........ 49

Tablo 4-4: Meme kanseri hiicre soylarinin kolonojenik test ile belirlenen % canlilik

oranlari. ...

........................................................................................................................ 49



Xii

SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Meme kanserinin gelisimi [16]. ....ocoovvveiiiiiiiiiniiieiiie e 4
Sekil 2-2: Meme kanseri gelisiminde gorev alan genler ve yolaklari [29].......c.cccccvvennee. 8
Sekil 2-3: Aberan DNA metilasyonunun onkojenik etkisi [48]. ......ccccooviiniiiiinniicinnn, 14
Sekil 2-4: Histon modifikasyonlart [7]. ...c.cocveiiiiiiiiiiiie e 15
Sekil 2-5: Post translasyonel histon modifikasyonlar [43].........cccoovevviieiicvecieiienen, 16
Sekil 2-6: Histon modifikasyonlarinin sematik gosterimi ve biyolojik islevleri [54]. ... 17
Sekil 2-7: Histon lizin demetilazlarin gorevieri [64]. ......cooovviieiiiiiiniiiiee e 20
Sekil 4-1: SUV420H2 geninin tiimdr ve normal dokulardaki ifade diizeyi. .................. 35
Sekil 4-2: SUV420H2 gen ifade diizeyinin nod durumu ile iligkisi. ........cocoviiiiinnnnnn, 37
Sekil 4-3: SUV420H2 ifade diizeyinin evrelere gore dagilimi..........cccooeeviiiiiiiiincnnnn, 37
Sekil 4-4: SUV420H2 geni ifade diizeyinin molekiiler alt tiplere gore dagilimu. .......... 38
Sekil 4-5: SUV420H2 gen ifade diizeyinin hormon reseptorleri ve HER2 ekspresyonuna
OTE AAGIIIMIL .t ne e 39
Sekil 4-6: SUV420H2 gen ifade diizeyinin histolojik grada gore dagilimi. ................... 39
Sekil 4-7: Meme dokularinda H4K20me3 diizeyinin dagilimi..........c.ocooooeiieniiennnnnne. 40
Sekil 4-8: H4K20me3 diizeyinin timor evresine gore dagilimi. .........occoecveiviniiennnnnne. 42
Sekil 4-9: Lenf nodu tutulumu ile H4K20me3 diizeyinin iligkisi........cc.ccovvvviiiiiiiennnn, 43
Sekil 4-10: Molekiiler alttiplere gore H4K20me3 diizeyinin dagilimi. ..........cccoevvennee. 43
Sekil 4-11: Hormon reseptorleri ve HER2 ekspresyon durumuna gére H4K20me3
L4 L1745 7 (<) & DO ST UT RO PPRTOPPROPIN 44
Sekil 4-12: Histolojik grada gore H4K20me3 diizeyinin dagilimi. ........cocceeviveennnnnne. 45
Sekil 4-13: Tiimor dokularinda H4K20me3 diizeyinin genel sagkalimla iligkisi........... 46
Sekil 4-14: siRNA oligoniikleotidleri ile transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinde GAPDH
ve SUV420H2 genlerinin ¢ogalma eZrileri. .......cooveiirieiieiiiieiiecee e 47
Sekil 4-15: siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde SUV420H2 geninin ifade diizeyi. .. 47
Sekil 4-16: Meme kanseri hiicrelerinde gergek zamanli hiicre ¢ogalma egrileri............. 48
Sekil 4-17: MCF-7 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri. ...........c.ccooveviiiiiiennnn, 50

Sekil 4-18: MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olugturma kapasiteleri..............c.coc..... 50



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

H4K20me3: Histon 4 Lizin 20 ti¢lii Metillenmesi
SUV420H2: Suppressor of variegation 4-20 geni
H1, 2A, 2B, 3, 4: Histon proteini 1, 2A, 2B, 3,4
K4, 9, 27, 36, 79: Lizin 4, 9, 27, 36, 79
H4K20mel: Histon 4 Lizin 20 tekli Metillenmesi
H4K20me2: Histon 4 Lizin 20 ikili Metillenmesi
H4K16ac: Histon 4 Lizin 16 asetilasyonu

ACR: Amerikan Radyoloji Koleji

ACOG: Amerikan Kadin Dogum ve Jinekologlar Koleji
ER: Ostrojen Reseptorii

PR: Progesteron Reseptori

HER2: Epidermal Biiyiime Faktor Reseptor 2
CDK: Siklin Bagiml Kinaz

CKI: Siklin Bagimli Kinaz Inhibitérii

TBG: Tiimor Baskilayict Gen

RTK: Reseptor Tirozin Kinaz

PI3K: Fosfatidilinositol 3 Kinaz

c-MYC : Miyelositomatozis Viral Onkogen Homolog
MAX: Myc- iliskili Faktor X

GTPaz : Guanozin Trifosfataz

PTEN: Fosfataz ve tensin homologu

EGFR: Epidermal Biiyliime Faktor Reseptorii
GATA3: GATA Baglayan Protein- 3

CDH1: Kadherin 1

RAS: Ras Ailesi Proto-onkogeni

RAF: RAF-1 Proto- onkogeni

MAPK: Mitojen-aktive protein kinaz

ERK: Ekstraselliiler sinyal regiile kinaz

Xiii



RB : Retinoblastom
TP53 : Tiimor baskilayici protein p53
BRCAL/2 : DNA Onarim iliskili gen 1/ 2

SAM: Sitozin- Adenosil Metiyonin

CpG: Sitozin Guanin Dintikleotidi adacig1
DNMT: DNA Metil Transferaz

HAT: Histon Asetil Transferaz

HDAC: Histon Deasetilaz

HMT: Histon Metil Transferaz

HKMT: Histon Lizin Metil Transferaz
HDM: Histon Demetilaz

PRMT: Arjinin metil transferazlar

KDM/ LSD: Lizin Spesifik Demetilaz

SIRT1: Sirtuin 1
SUV39H2: Suppressor of Variegation 3-9 homolog 2

SET domain: Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax Domaini

NSD: Histon Lizin N-Metiltransferaz

EZH2: Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit

SMYD3: SET ve MYND domain igeren 3
JMJC: Jumanji C Domaini

T Evre: Timor Evresi

N Evre: Lenf Nodu Tutulumu Evresi
DKIS: Duktal Karsinoma in Situ

IDK: Invaziv Duktal Karsinom

mRNA: mesajc1t RNA

miRNA: mikroRNA

siRNA: Kiiciik Interferans RNA

GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat Dehidrogenaz

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

GZ-PZR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RISC: RNA indiiklii susturucu kompleks

Xiv



kb: Kilobaz
kDa: kilo Dalton
ng: Nanogram

nm: Nanometre

XV



XVi

OZET

ISIN H. (2019). Meme Kanserinde Histon 4 Lizin 20 Uglii Metillenmesinin (H4K20me3)
Oneminin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji
Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

Kadinlarda en sik goriilen malign hastalik olan meme kanserinin gelisiminde genetik ve
epigenetik degisiklikler birlikte rol oynamaktadir. Histon modifikasyon yolaklarinda meydana
gelen bozulmalar, bir¢ok kanserde oldugu gibi, meme kanserinin gelisimi ve progresyonuyla
da iliskilidir.

Memeli hiicrelerinde H4 lizin 20 (H4K20) metillenmesi 3 farkli diizeyde gergeklesir: tekli
(H4K20mel), ikili (H4K20me2) ve ii¢lii metillenme (H4K20me3). Bunlardan H4K20me3
genomda heterokromatik bolgeler, telomerler, damgali bolgeler ve tekrarlanan elementlerde
yogunlagmistir ve bu bdlgelerin transkripsiyonel olarak sessizlestirilmesinde goérev alir.
H4K20’nin tcli metillenmesi, SUV420H2 olarak kisaltilan metil transferaz tarafindan
gergeklestirilir. Bu enzimin anlatim diizeyinin bir¢ok kanserde degistigi rapor edilmistir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarin bir kism1 H4K20me3 isaretlenmesinin farkli kanserlerde
azaldigini bildirirken, bu modifikasyonun insan tiimérlerinde arttigin1 gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir.

Tez ¢alismasinda, meme kanserli hastalarin tiimor ve eslenik normal dokularinda SUV420H2
ekspresyonu ve H4K20me3 miktarinin incelenmesi amaclandi. Ayrica, deneysel olarak
SUV420H2 geninin susturulmasinin meme kanseri hiicrelerinin sag kalimlari iizerine etkisi
aragtirtldi. SUV420H2 gen ifadesi mRNA diizeyinde yari nicel olarak belirlendi; H4K20me3
ise dokulardan elde edilen histon proteinlerinde ELIZA-benzeri yaklasimla 6lgiildii.

Tez ¢alismasinin bulgulari, SUV420H2’ nin tiimor dokularinda eslenik normal dokulara gére
daha fazla ifade edildigini gostermektedir. Hastalarin hormon reseptdr durumu ile SUV420H2
ifade diizeyi arasinda dikkat cekici bir iliski saptandi. H4K20me3 miktarlart timor
dokularinda, normal dokulara gore anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu. Hastalig1 daha ileri
evresinde bulunan hastalarin tiimoérlerinin daha fazla H4K20me3 diizeyine sahip olma
egiliminde olduklar1 belirlendi. Meme kanseri hiicre soylarinda SUV420H2 geninin
baskilanmasi hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasi ile sonuglandi.

Calismada elde edilen veriler, SUV420H2 ve H4K20me3 diizeylerinin meme kanserinde
degisime ugradigint ve SUV420H2’nin hiicre ¢ogalmasi ile iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Epigenetik, Histon metillenmesi, H4K20me3,
SUV420H2

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-27336
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ABSTRACT

ISIN H. (2019). Investigation of Histone 4 Lysine 20 Triple Methylation (H4K20me3)
in Breast Cancer. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Basic
Oncology. Doctorate Thesis. Istanbul.

Genetic and epigenetic changes play a role in the development of breast cancer, the
most common malignant disease in women. Alterations in histone modification
pathways, as in many cancers, are associated with the development and progression of
breast cancer. In mammalian cells, H4 lysine 20 (H4K20) methylation occurs at 3
different levels: mono- (H4K20mel), di- (H4K20me2) and tri- (H4K20me3). Of these,
H4K20me3 is enriched in heterochromatic regions of the genome, telomeres, imprinted
regions, and repeat elements, and is involved in transcriptional silencing of these
regions. H4K20me3 is catalyzed by the SUV420H2 methyl transferase whose
expression level has been reported to be altered in many cancers. While some studies
report that H4K20me3 mark decrease in different cancers whilst others demonstrated an
increase. In this study, we aimed to investigate SUV420H2 expression and H4K20me3
amounts in breast cancer. Additionally, the effect of SUV420H2 gene silencing on the
survival of breast cancer cells was investigated. SUV420H2 gene expression was
determined semi-quantitatively at mRNA level; the amount of H4K20me3 was
measured in extracted histone proteins by ELISA-like approach.

We found higher SUV420H2 expression in tumor tissues than in adjacent normal
tissues. There was a remarkable relationship between hormone receptor status and
SUV420H2 expression. The amount of H4K20me3 was also significantly higher in
tumor tissues. Patients with advanced disease tend to have higher levels of H4K20me3.
Inhibition of SUV420H2 gene resulted in stimulation of cell proliferation.

The data of this study reveals that SUV420H2 and H4K20me3 levels are altered in
breast cancer and SUV420H2 is associated with cell proliferation.

Key Words: Breast Cancer, Epigenetic, Histone Methylation, H4K20me3, SUV420H2

The present work was supported by the Istanbul University Scientific Research Projects
Coordination Unit. Project No. TDK-2017-27336



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, meme epitel hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile gelisen, ¢ogu
zaman invaziv 6zellikte olan bir malignitedir ve diinya capinda kadinlarda en sik (tlim
kanserlerin yaklasik %25°1) goriilen kanser tiiriidiir [1]. Saglik bakanligi’nin 2013 yili
verilerine gore 100.000 kiside 46 vaka ile Tiirkiye’de de kadinlarda en sik goriilen
malign hastaliktir [2]. Insidansi yasla birlikte belirgin olarak artan meme kanseri,
kadinlarda kansere bagli oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alir.
Gelismis iilkelerde daha sik gozlenen meme kanserinden Oliimler bu iilkelerde
azalirken, mortalite az gelismis iilkelerde artmaktadir [3]. Tiim diinyada ve tlilkemizde
onemli bir toplumsal saglik sorunu olmaya devam eden meme kanserinde yapilan tim
arastirmalara karsin, hastaligin erken dénemde saptanmasinda ya da tedavi cevabinin

degerlendirmesinde yararli olabilecek biyobelirteg sayisi ¢ok sinirlidir [4].

Meme kanseri gelisiminde genetik ve epigenetik degisiklikler birlikte rol oynar.
Histon proteinlerinin modifikasyonu epigenetik diizenlenmenin 6nemli bir grubunu
olusturur ve kromatin paketlenmesinin temel birimi niikleozomlarda gergeklesir.
Niikleozom, temel histon proteinleri olan H2A, H2B, H3 ve H4’iin ikiserli kopyalarinin
olusturdugu oktamer yapinin etrafini DNA’nin iki defa dolanmasi ile olusan yapidir.
Histon 1 (H1) proteini ise, niikleozomlar arasinda DNA baglayici olarak goérev yapar
[5]. Histon proteinlerinin  N-terminal uglari, protein sentezi sonrasi bir seri
modifikasyona maruz kalir. Bunlarin baslicalari; asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ve ubikiitinasyondur. Bu modifikasyonlar, DNA’nin histonlarla olan etkilesimini
degistirerek kromatin yapisini ve diger proteinlerin modifikasyon bélgelerine baglanma
afininitesini  etkilemektedir [5]. Boylece histon proteinlerinin - modifikasyonu,
isaretlemenin tipi ve gergeklestigi genomik bolgeye gore, gen ifadesi, DNA
replikasyonu ve onarimi, kromatin sikilagsmasi ve heterokromatin olusumu, hiicre
boliinmesi sirasinda kromatidlerin ayrilmasi ve hiicre 6limii gibi bir ¢ok hiicresel
siirecte diizenleyici olarak gorev alirlar. Bu siireclerdeki bozulmalar karsinogenez ile
dogrudan iligkilidir [5]. Histon modifikasyon yolagindaki bozulmalarin meme kanseri
dahil bir ¢ok kanser tipinde sikca goriilmesi, bu degisimlerin kanser gelisimi ve

progresyonu ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir [6]. Bu nedenle histon



modifikasyonlarinin incelenmesi kanser arastirmalarinin 6nemli bir pargasi haline

gelmistir [5].

Histonlarin metilasyonu, bir ¢ok diizenleyici gorevinden dolayr hiicrenin
fizyolojik islevlerini yerine getirebilmesi i¢in son derece énemlidir ve genellikle H3 ve
H4’tin kuyruk kisimlarindaki lizin aminoasitlerinde gergeklesir [7]. H4 lizin 20
(H4K20) metillenmesi memeli hiicrelerinde evrimsel olarak korunmustur ve 3 farkli
diizeyde gergeklesir: tekli (H4K20mel), ikili (H4K20me2) ve i¢lii metillenme
(H4K20me3). Tezin konusunu olusturan H4K20me3, genomda gen fakir bélgeler olan
heterokromatin, telomerler, damgali bolgeler ve tekrar elementlerde yogunlasmistir ve
bu bolgelerin transkripsiyonel olarak sessizlestirilmesinde gorev alir [8, 9]. H4K20 nin
ticlii metillenmesini katalizleyen histon metil transferaz enzimi olan SUV420H2’nin
anlatim diizeyi bir ¢ok kanserde degismektedir. Bununla iligkili olarak H4K20me3
isaretlenmesinin kaybi farkli kanser tiirlerinde bildirilmistir [6, 9, 10]. H4K20me3
diizeylerinin meme kanseri hiicre hatlarinda tiimérojenik olmayan meme epitelyum

hiicre hatlarina gore azaldig bildirilmistir [11, 12].

H4K20me3’iin kanser gelisimi agisindan 6neminden ve meme kanserinde konu
ile ilgili verinin sinirh olmasindan hareketle, tez projesinde bu belirtecin meme
kanserinde arastirtlmasi amaglanmigtir. Tez projesinin birinci asamasinda, meme
kanserli hastalardan alinan timor doku Ornekleri ile eslenik normal dokularda,
H4K20me3’1 katalizleyen enzim olan SUV420H2 nin ekspresyonu mRNA diizeyinde
incelenmesi planlanmigtir. Buna ilaveten, timoér dokularinda H4K20me3 diizeyi
aragtirilacaktir. Elde edilen bulgular hastalarin klinik 6zellikleri ile iligkilendirilecektir.
Deneysel ¢alisma olan 2. agsamada ise, meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicre soylarinda) SUV420H2 geninin susturulmasinin meme hiicrelerinin sag
kalimi iizerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismada elde edilecek
bulgularin, H4K20me3’iin meme kanserindeki Onemi konusunda yararli bilgiler

saglayacagi ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagl
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alir [1, 13]. Meme kanserinin en
yaygin belirtisi, memede kiigiik bir kitle veya yumrunun ele gelmesi olmakla birlikte
daha az yaygin olarak memede deformasyonlar, incelmeler, siskinlikler, deride
iritasyon, kizarikliklar, meme ucunda degisiklikler veya akinti gozlenebilmektedir [14].
Meme kanseri sikligi, artan yasla birlikte hizla artar. Amerikan Kanser Derneginin
verilerine gore, ABD‘de 2017 yilinda istatistiksel olarak 271,270 yeni meme kanseri
vakasi tahmin edilmistir. Buna goére, 62,930 yeni in situ meme kanserinin teshis
edilecegi, ayrica 41,7601 kadin olmak tiizere 42,260 kisinin meme kanseri nedeniyle

hayatin1 kaybedecegi ongorillmiistiir [13].

Amerikan Radyoloji Koleji (ACR), Uygunluk Kriterleri ve Amerikan Kadin
Dogum ve Jinekologlar Koleji (ACOG), kadinlarin 40 yasinda yillik taramaya
baslamalarini tavsiye etmektedir. ACR, ortalama risk tasiyan kadinlarin, yasam boyu
meme kanseri riskinin % 15’den az oldugunu bildirmektedir. ACOG, 20-39 yas
araligindaki kadinlara her 1-3 yilda bir, 40 ve istii yastaki kadinlara ise her yil klinik
meme muayenesi yapilmasin1 Onermektedir. Ayrica, ACR kriterlerine gore birinci
derece akrabalarinda premenopozal meme kanseri olan ve/veya BRCAI1 mutasyon
tasiyicist olan ya da aile Oykiisii bulunan kadinlarin 25-30’lu yaslarindan itibaren

taranmasi gerektigi bildirilmistir [15].

Normal meme epiteli, atipik hiperplaziye, Duktal karsinoma in situ ya da invaziv
meme kanserine doniisebilir [16] (Sekil 2-1). Meme kanseri gelisimi uzun zaman alan
ve agresif fenotipik karakterizasyona sahip hiicrelerin olustugu bir siiregtir. Bu siiregte,
kanserin gelisimine ve ilerlemesine yol agan ¢ok sayida molekiiler genetik ve epigenetik
degisiklikler meydana gelir [16]. Bunun sonucunda, asagida detaylandirildig: iizere

memenin oldukca heterojen karakterli malin hastaligi ortaya ¢ikar [17].



Genetik Degigiklikler (Mutasyonlar)

invaziv Metastatik

Normal Atipik M
Meme g iiems Duktal Hastalik
Epiteli Hiperplazis| in-situ Karsinom

Epigenetik Degigiklikler (Epimutasyonlar)

Sekil 2-1: Meme kanserinin gelisimi [16].

Meme kanseri tan siirecinde ilk olarak klinik muayene ve meme goriintiilemesi
(mamografi, meme ultrasonu) yapilir. Malignite tanis1 genellikle biyopsi ile dogrulanir.
Belirlenebilir uzak metastazlari olmayan erken meme kanseri, potansiyel olarak tedavi
edilebilir bir hastaliktir. Cerrahi miidahale ile timoriin ¢ikarilmasi ilk tedavi segenegini
olusturur. Hastaligin biyolojisi ve yayginlik durumuna gore, kemoterapi, hormonal
terapi, radyoterapi ve hedefe yonelik biyolojik ajanlar farkli tedavi segeneklerini
olusturur [18]. Ornegin, tiimdr hiicrelerinde &strojen reseptdrii (ER) pozitif olan
hastalarda, adjuvan olarak hormonal tedavinin hastaligin niiks riskni azalttigi
bilinmektedir [18].

Meme kanseri invazivlik durumuna gore, in situ karsinom ve invaziv kanser
olarak smiflandirilir. In situ meme kanseri, sitolojik ve biiylime 6zelliklere gore, duktal
ve lobiiler olmak {izere iki sinifa ayrilir. Duktal karsinoma in situ, en yaygin invaziv
olmayan meme kanseri tlirtidiir. Siit kanallar i¢inde atipik hiicreler gelistiginde ortaya
cikar, ancak cevrelerindeki dokulara dogru uzanmazlar [19]. Invaziv kanserler,
histolojik olarak farklilasmis heterojen tiimérleri igerir. Invaziv duktal meme kanseri,
kadinlarda en sik goriilen karsinomdur ve tiim invaziv meme kanserlerinin % 70-80
kadarin1 olusturur. Invaziv duktal karsinom, siit kanallarmm icindeki hiicrelerin

kontrolstiz boliinmesi ile baglar ve ¢cevre meme dokularina yayilir. Diger invaziv timor



tipleri invaziv lobiiler, duktal/lobiiler, miisin6z, medullar, papiller karsinomlar [1] ve
Filloid tiimoérlerdir [20].

2.2. Meme Kanserinde Molekiiler Stniflama

Giinlimiizde invaziv meme Kkanserlerinin siniflandirilmasinda temeli hala
histopatoloji olustursa da tiimor biyolojisinin, hastalarin tedaviye yanitini ve hastaligin
prognozunu dogrudan etkileyen parametreler oldugu artik net olarak bilinmektedir. Son
15 yilda yapilan sayisiz gen ifade ¢aligmalart hormon reseptér durumu ile epidermal
bliylime faktor reseptor 2 (HER2) ifade diizeyinin meme kanserinin molekiiler
siniflamasinda temel faktorler oldugu belirlenmistir. Invasiv meme tiimorlerinin ¢ogu
Ostrojen reseptoric (ER) ve progesteron reseptorii (PR) agisindan poziftir; ancak
reseptorlerin ekspresyon diizeyi hastadan hastaya farklilik gosterir. HER2 ekspresyonu
tiim invaziv meme tiimorlerinin yaklasik %20’sinde pozitiftir ve hormon reseptorlerinde
oldugu gibi ekspresyon diizeyi degiskenlik gosterir. Hastalarin % 15-25 kadarinda
meme tiimorleri bu hormon reseptorleri ve HER2 acisindan negatiftir ve bu durum
“iclii-negatif’ meme kanseri olarak adlandirilir. Uglii-negatiif meme kanserinde prognoz
diger gruplara gore daha koétidiir [16, 21]. Bunun nedeni, ER  ifadesinin yoklugunun

tiimdriin agresiflesmesine yol agmasidir [21].

Meme kanserinin molekiiler siniflamasinda tam olarak uzlagilmis degildir ve
farkli kaynaklarda farkli siniflamalar yapilabilmektedir. Kapsamli gen ifade profilleme
calismalarinin sonuglarina gére meme kanserinde 5 ana molekiiler alt tip ortaya
konmustur. Bunlar; bazal benzeri, luminal A, luminal B, HER2+/ER- ve normal meme
benzeri tiimorlerdir [17, 22]. Yukarida da ifade edildigi gibi, molekiiler farkliliklar,
hastalarin tedaviye yanitlarim1 ve dolayisiyla meme kanseri prognozunu dogrudan

etkileyebilmektedir.

2.2.1. Luminal A ve Luminal B Meme Kanseri

Luminal A meme kanseri en yaygin goriilen alt tiptir ve tiim meme kanserlerinin
%28-31" ini olustururur [16]. Bu kanser tipi, meme kanallarin1 kaplayan luminal
epitelde ifade edilen ER tarafindan aktiflestirilen genlerin ifadesiyle karakterizedir.
Bununla birlikte, hiicre ¢ogalmasinda goérev alan genlerin ifadesi diisliktiir [16, 23].
Luminal A meme tiimoérlerinin imminohistokimyasal olarak incelemesinde ER, PR,

CK&8/18 ve Bcl-2 proteinlerinin ifadesi goriiliirken, HER2 ifadesi yoktur. Bu tiimérlerde



ayrica, GATAS3 ifadesi yiiksektir [23] ve siklikla PIK3CA, MAP3K1, GATA3, TP53,
CDHI1 ve MAP2K4 genlerinde mutasyonlar gozlenir [24]. En fazla (%45) mutasyon
saptanan gen PIK3CA’dir .Luminal A alt tipi tiimoérlere sahip hastalarda, prognoz diger

alt tiplere oranla daha iyidir ve niiks oran1 % 27,8 dir [24].

Luminal B meme kanseri %10-20 oraninda goriiliir. ER ifadesi Luminal B
tiimorlerde de mevcuttur. Ancak bu alt tipde belirleyici olan, HER2 ifadesinin olmasi1 ya
da HER2 ifadesinin bulunmadiginda Ki-67 ifadesinin yiiksek olmasidir [16, 23].Bu tip
timorler, Luminal A tiimorlere oranla daha agresif seyirlidir [16, 17, 23]. Luminal B
meme kanserinde, metastatik niiks oran1 degismekle birlikte %30 civarindadir ve
genellikle kemik ve karacigere yayilim goriiliir. Luminal B kanserleri, cesitli genlerde
mutasyonlar igerir; TP53 ve PIK3CA, yaklasik % 29 orani ile en stk mutasyon saptanan
genlerdir [24].

2.2.2. HER2+ Meme Kanseri

HER?2 insan epidermal biiylime faktor reseptor ailesinin bir iiyesidir. Meme
kanseri ve diger bazi kanserlerde, HER2, onkogen gibi davranir. Meme kanseri
vakalarinin %15-20" sinde HER2 gen amplifikasyonu nedeniyle, tiimorlerde reseptoriin
asirt ekspresyonu goriiliir [16]. HER2+ meme kanseri hiicreleri yiiksek c¢ogalma
kapasitesine sahiptirler; bununla iligkili olarak %75 oraninda yiiksek histolojik grad ve
stk p53 mutasyonlar1 gorilir [16, 23]. HER2+ meme kanserleri tipik olarak ER
negatiftir. Dolayisiyla, bu alt tipde anti-6strojenik hormonal tedaviler yer almaz. Bunun
yerine tedavi, anti-HER2 monoklonal antikoru igeren hedefe yonelik ilaglar ve

sitotoksik kemoterapilerin kombinasyonuna dayanir [16].

2.2.3. Bazal Benzeri Meme Kanseri

Bazal benzeri meme kanseri tiim meme kanserlerinin yaklasik olarak %.10-
20’sini olusturur. Bu kanserler, erken yasta baslayan menars, ilk donem gebelikte daha
gen¢ yas, emzirme eksikligi ile birlikte yiiksek parite ve abdominal yaglanma gibi
belirgin risk faktorleriyle iligkilidir. Bu alt tipin en belirgin 6zellgi, meme tiimorlerinde
ii¢ ana reseptoriin (ER, PR ve HER?2) ifadesinin olmamasidir. Bu nedenle, bu molekiiler
alt tip tgli-negatif meme kanseri olarak tamimlanir [16- 26]. Bazal benzeri meme
kanserleri, yiiksek hiicre ¢gogalma oranlari ile karakterizedir ve genel olarak tedavide

elde edilen sonuglar zayiftir. Yiiksek p53 mutasyon sikligi, bazal benzeri alt tip



timorlerin kot prognozu agiklayabilen etmenlerden bir digeridir. Ayrica, BRCA1
geninde ‘germ-line’ mutasyonlar bu alt tip ile iligkilidir [24, 25].

2.2.4. Normal Benzeri Meme Kanseri

Normal benzeri meme tiimorleri, tim meme karsinomlarinin yaklagik %5-10'
unu olusturur. ER, PR ve HER2 ifadesinden yoksundurlar, CK5 ve EGFR ifadesi
yoktur. Bu nedenle bazal tip olarak kabul edilmeden iiglii-negatif olarak da
simiflandirilabilmektedirler [22]. Bu timorler, adipoz dokunun tipik genlerini ifade
ederler. Hastalarda prognoz bazal benzeri alt tipden daha iyidir ve genellikle neoadjuvan
kemoterapiye cevap s6z konusudur. Bu tiimorlerin klinik 6nemi heniiz belirlenmemistir

ve nadir olmalari nedeniyle bu alt tip tizerine yapilan ¢alisma sayis1 azdir [23].

2.2.5. Claudin-diisiik Meme Kanseri

Yukarida anlatilan molekiiler siniflandirma disinda, 2007'de yeni bir 6zgiin alt
tip olarak “Claudin-diisiik Meme Kanserleri” tanimlanmustir [26]. Bu tipteki tiimorler,
tim meme kanserlerinin yaklasik % 10'unu teskil eder ve epitelyal-mezenkimal gegis
belirtegleri, kdk hiicre benzeri ve/veya timor baglatan hiicre ozelliklerini igerirler.
Claudin-diisik meme tiimorleri, bazal benzeri kanserlere benzer sekilde bazi
kemoterap6tik ajanlara cevap verir, ancak hastalarda niiks gézlenebilmesi nedeniyle bu
kanserlerin mezenkimal ozellik tasidigi ve dolayisiyla standart kemoterapi ajanlarina

duyarli olmadig: diistiniilmektedir [27].

2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Genetigi

Malign meme kanseri, hiicre ¢ogalmasini diizenleyen genlerde degisikliklerin
meydana geldigi, karmasik, molekiiler bir hastaliktir (Sekil 2-2). Meme kanseri
cogunlukla sporadik olarak gelismekle birlikte, hastaligin %5-10"u kalitsal veya ailevi
meme Kkanseridir. Meme kanseri gelisiminde, mutasyona ugramis onkogenlerin
kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasini uyarmasi, bunun devaminda ise, Ozellikle timor
baskilayict genlerde (TBG'ler) meydana gelen mutasyonlarin maligniteye yol agmasinin

temel mekanizma oldugu diisiiniilmektedir [28].
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Sekil 2-2: Meme kanseri gelisiminde gorev alan genler ve yolaklari [29]

2.3.1. Onkogenler

Onkogenler, molekiiler olarak iyi calisilmis ilk “kanser” genleridir. Hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasimin normal diizenlenmesinde gorev alan proto-onkogenlerin
mutasyona ugramasiyla ortaya c¢ikarlar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar

hiicreye biiyiime ve ¢ogalma 6zelligi kazandirirlar [28].

2.3.1.1. Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (HER2)

Insan epidermal biiyiime faktdrii reseptor ailesi dort iiyeden olusur. Bunlar,
HER1 (EGFR), HER2, HER3 (erbB3) ve HER4 (erbB4)’tiir ve reeseptor tirozin kinaz
(RTK) aktivitesine sahiptirler. Tiim RTK'lar, hiicre dis1 bir ligand baglayict bolge, bir
zar gecen bolge ve hiicre igi bir tirozin kinaz aktivitesine sahip bolge olmak iizere 3
farkli fonksiyonal domain igeren zar gecen glikoproteinlerdir. Ligandin reseptore
baglanmasiyla reseptor aktiflesir ve reseptdr proteinlerinin  homodimer veya
heterodimerler haline gelmesine yol acar. Bunu, Ras/mitojenle aktive olan protein kinaz
yolu, fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)/ Akt yolu gibi hii¢re i¢i gibi birkag hiicre igi
sinyal yolunu aktive eden otofosforilasyon takip eder. Sonugta, hiicre disindan alinan
sinyal, hiicre ¢ogalmasi, hiicre sag kalimi, hareket kabiliyeti ve hiicre adezyonunu
etkiler. HER2 reseptorlerinin homodimerler olusturmak i¢in bilinen bir ligand1 yoktur
[30].




HER2 proto-onkogeni, 17. kromozomunda ql2 bolgesinde yerlesiktir. HER2
ekspresyonunu etkileyen gen ya da protein seviyesindeki anormallikler, hem lenf nodu
negatif hem de lenf nodu pozitif meme kanserinde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.
Calismalarin % 88'inde yapilan tek degiskenli veya cok degiskenli analizlerde, HER2
gen amplifikasyonu ya da HER2 proteini asir1 ekspresyonunun, HER2+ meme
kanserinin anti-HER2 ajanlarla tedavi sonucunu éngérmede yararli oldugu bildirilmistir
[31].

2.3.1.2. c-MYC

c-MYC geni, viral onkogen v-MYC’in hiicresel homologudur ve 8q24’te
lokalizedir. c-MYC gen iiriinii, ii¢ izoformu (c-MYC1, c-MYC2 ve c-MYCS) olan bir
niikleer fosfoproteindir. Baskin izoform, 62 kDa’luk bir protein olan c-MYC2'dir.
Amino terminali, transkripsiyonel diizenlemeden sorumlu MYC kutu I ve kutu II
elemanlarimi igerir, karboksi ucu da DNA baglanmasinda ve transkripsiyon faktorii
MAX ile heterodimerizasyonda rol oynayan bazik, sarmal ilmek-sarmal ve 16sin
fermuar motiflerini icerir. MYC-MAX heterodimeri, biiyime ile iliskili genlerin
diizenleyici elemani olan E kutusuna (CACGTG) baglanir ve boylece transkripsiyonu
uyaririr. C-MYC normalde sadece hiicre boliinmesi sirasinda ifade edilir ve hiicrenin,
ozellikle uyrar1 yoluyla hiicre dongiisiiniin S fazina girisini hizlandirir. ¢-MYC gen
iriinii, insan genlerinin yaklagik % 15'ini temsil eden genis bir gen aginin
diizenlenmesinde rol oynayan niikleer bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Bu
genler, ¢ogalma, apoptoz, farklilasma ve metabolizma dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel

islemlerden sorumludur [28].

Yapilan bir meta-analiz sonucuna gore, c-MYC, meme kanseri vakalarinin % 1
ile % 94'inde (ortalama % 15,5) 3 kat veya daha fazla ifade edilmektedir [32]. Ayrica,
cesitli oranlarda (%4-52) saptanan c-MYC amplifikasyonunun kétii prognozla iliskili
oldugu bilinmektedir [32].

2.3.1.3. RAS Sinyal Yolu

RAS genleri ii¢ ayrt kromozomda yerlesiktir. Ilki, 11. kromozom p15.5
bolgesindedir ve HRAS kinaz1 kodlar. Digeri, 12. kromozom pl2.1’de yer alir ve
KRAS4A ve KRAS4B olmak iizere iki varyanti olusturur. Ugiinciisii ise, kromozom
1p13.2°de yerlesiktir ve NRAS kinazi kodlar. RAS kinazlar, 21 kDa biiytikliigiinde

monomerik GTPaz ailesinin tiyesidirler [33, 34]. Kinazlar, iki katalitik domaini yiiksek
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oranda korunmus ii¢ domain icerirler. Ugiincii domain, karboksil ucunda bulunur ve
hiicre zarina baglanan bolgedir. Sentez sonrasi modifikasyonlara ugrayan RAS kinazlar,
daha sonra plazma zarinin sitoplazmik tarafina gomiiliir. RAS kinazlar, reseptor tirozin
kinazlar gibi biliyiime faktorlerinin reseptorlere baglanmasi yoluyla aktive edilir [33,
34]. GTP’nin GDP’ye doniismesi ile aktiflesen RAS proteini daha sonra hiicre
cogalmasi, farklilasma ve 6liimiinde gorev yapan ¢esitli hiicresel yolakta yer alan bir
dizi ikincil haberciyi fosforile eder. Bunlardan en 6nemlisi, RAF/MEK/ERK yoludur
[33]. RAS, sirayla ERK 1 ve 2' yi fosforile eden MEK1 ve 2 kinazlar1 fosforile eden
RAF serin/treonin kinazlarini fosforiller, bu da fosforile ERK 1 ve 2'yi fosforile eder.
Fosforillenmis ERK, hiicre ¢ogalmasinda yer alan cesitli transkripsiyon faktorlerini
aktiflestirir. Bir diger énemli yolak PI3K/ AKT/ mTOR’ dur. Bu yolagin aktiflesmesi,
hiicre apoptozunun inhibisyonu yoluyla hiicrenin hayatta kalmasima neden olmaktadir

[28].

K-RAS onkogeninin aktiflesmesine yol acan mutasyonlar tiim kanserlerin
yaklasik %30'unda goriiliir. Onkogenik K-RAS mutasyonlari meme tiimorlerinde seyrek
(vaklasik % 5) olarak saptanmasina karsin, genomik c¢alismalar EGFR/ HER2 /K-RAS
yolaginin agresif meme kanserlerinin biiyiik bir kisminda aktiflestigini gostermistir.
EGFR/ HER2/ K-RAS aktiflesmesi, meme kanserinde agresif tedavilere ragmen, kisa

sagkalim, tedaviye diren¢ ve timor niiksi ile ilisklidir [34].

2.3.1.4. Siklin D1

Hiicre dongiisii, hiicrenin biliylimesi ve boliinme ile sonuglanan ve c¢esitli
fazlardan olusan hiicresel bir siirectir. G1 fazi, DNA sentezinin gergeklestigi S fazina
hazirlik asamasidir. S fazindan sonra, hiicreler mitoza ugramadan 6nce G2 fazina veya
dogrudan hiicre bdliinmesinin gergeklestigi M fazina girerler. Hiicre dongiisiiniin
asamalari, cesitli faktorlerle dinamik bir sekilde diizenlenir. Siklin bagimli kinazlar
(CDK’lar), hiicre dongiisii olaylarinin  gii¢ kaynagi olan “motorlar” olarak
adlandirilabilir. Bu proteinler, serin/ treonin protein kinaz ailesinin tiyeleridir. CDK ’lar,
kendilerine baglanan ve sentezleri hiicre dongiisiine gore degisen siklinler ile birlikte
caligirlar. Diger bir diizenleme yapan molekiil grubu ise, CDK inhibitorleridir (CKI'
ler). CKI'ler, CDK/Siklin holoenzimlerinin etkisizlestirilmesinde kritik Oneme
sahiptirler [28, 35].
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Karsinogenezde, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesindeki anahtar kavsak G1'den S
fazina gegcistir [28, 35]. Siklin D1 ve E, G1 siklinleridir ve hiicrenin G1 fazindan S
fazina gecisinde onemli diizenleyici elemanlardir. Siklin D1, EGF ve 0Ostrojen gibi
biiyiime faktorleriyle diizenlenir ve CDK 4/6' ya baglanarak, retinoblastom (RB)
proteinini fosforile eder ve boylece E2F serbest kalir. E2F, hiicrenin S fazina gegisi i¢in
gerekli olan genleri aktive eder. E2F proteini tutmasi nedeniyle, RB, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinden sorumlu olan “ana anahtar”dir [28, 35]. Son olarak, CKI' ler p21 ve

p27, G1' den S' ye geciste onemli diizenleyici rol oynamaktadir [28, 35].

Kanser, hiicre dongiisii kontroliinde yer alan genlerin diizensizliginin bir
sonucudur [28]. Bununla uyumlu sekilde, Siklin D1, meme kanseri vakalarinin % 13-20'

sinde amplifikasyona ugrarken, % 50'sinden fazlasinda asir1 ifade edilir [28, 36].

2.3.2. Tiimér Baskilayic1 Genler (TBG’ler)

2.3.2.1. TP53

Timor baskalayict gen p53 (TP53), hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyen
ve tetramer yapida islev goren bir transkripsiyon faktorii kodlar. Protein, stres ve/veya
DNA hasar1 varliginda hiicre dongiistiniin durmasini, DNA onarimini, apoptozu,

hiicresel yaglanma gibi siirecleri diizenleyerek tiimdr olusumunu baskilar [37].

TP53 geninde mutasyon tasiyan bireylerin yasam boyu herhangi bir kanser
gelistirme riski, kadinlarda % 90’a kadar ulasabilmekle beraber, bu oran meme kanseri
icin yaklasik % 50°dir [37, 38]. 35 yasindan 6nce meme kanseri tanis1 almis kadinlarda
bildirilen TP53 mutasyonlarinin sikligit < % 1 ile % 7 arasinda degismektedir; 30
yasindan Once tani alan hastalarda ise bu oran % 30'a kadar ¢ikabilmektedir [37, 38].

2.3.2.2. PTEN

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) geni, PI3K/ Akt/ mTOR yolagini
baskilayan ve hiicre yasamini, ¢gogalmasini ve metabolizmasini diizenleyen bir timoér
baskilayici protein kodlar. Meme kanseri, Cowden Sendromu tanis1 alan kadinlarda en
sik goriilen malignitedir. Ayrica, yasam boyunca meme kanseri gelistirme riski % 85°tir
ve tan1 yas1 38 ila 46 arasinda oldugu bilinmektedir. Bu hastalarda, daha sonra tiroid ve

endometriyum tiimoérleri de ortaya cikabilmektedir. Literatirde PTEN mutasyonu
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tastyan 40 yasmn altindaki kadinlarda metastatik meme kanserinin goriilebildigi
bildirilmistir [37].

2.3.2.3. BRCA1 ve BRCA2 Genleri

BRCAT1 ve BRCA2 genleri, tiimor baskilayici genlerdir ve proteinleri, DNA g¢ift
zincir kirik onarimi ve hiicre dongiisii kontrol noktasinin kontrolii gibi temel hiicre
islemlerinde yer alir. BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar, tiim
meme kanserlerinin sadece % 2'sinden sorumlu olsalar bile, bu genlerde “germ-line”
mutasyon tasiyan aile bireylerinin meme Kanseri gelistirme riski onemli Olgiide

artmaktadir [39, 40].

BRCAZ1 genindeki mutasyonlar, 6zellikle erken yasta meme kanseri, yumurtalik
kanseri ve fallop tiipii kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir. BRCA1 mutasyonu olan bir
kadin i¢in yasam boyu meme ve yumurtalik kanseri gelisme riskleri genellikle sirasiyla
% 85 ve % 40 olarak verilmistir. BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda risk biraz daha
diisiiktiir [41]. BRCA2'deki patojenik varyantlar ayrica, pankreas kanseri, sarkom ve
malign melanom ile de iligkilidir. BRCA mutasyonu tasiyan erkeklerde, prostat kanseri
riski artmaktadir. BRCAL ile iliskili meme kanserleri, yiiksek gradli ve iiclii negatif

timorler olma egilimindedir [40].

2.4. Meme Kanserinde Epigenetik

Epigenetik terimi, DNA dizisinde bir degisim meydana gelmeden, gen
ifadesinde kalitilabilen degisikliklerin olusumunu tanimlar. ilk tanimlanan epigenetik
parametre DNA metilasyonudur [42]. DNA metilasyonu diginda, histonlarin kovalent
modifikasyonlari, kodlamayan RNA’lar (6zellikle mikroRNA ve uzun kodlamayan
RNA’lar) ve kromatin yeniden modellenmesi epigenetik olarak gen ifadesini
degistirebilen etmenler arasinda yer alir [43]. Bu boliimde, kisaca DNA metilasyonu ve
akabinde tezin konusu olmasi itibart ile daha detayli olmak tizere histon

modifikasyonlar1 konularindan bahsedilecektir.
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2.4.1. DNA Metilasyonu

Insanlarda bugiine kadar en ¢ok calisilan epigenetik parametre, DNA'nin sitozin
metilasyonu olmustur. DNA metilasyonu, S-adenosilmetiyoninden (SAM) ‘bir’ metil
grubunun DNA iizerinde birbirini takip eden sitozin ve guanin diniikleotidinde (CpG
olarak adlandirilir) sitozinin 5. karbon pozisyonuna kovalent eklenmesi islemidir. Bu
enzimatik reaksiyon, DNA sentezi sirasinda DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) adi
verilen bir enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir [43]. DNMT3a ve DNMT3b
SAM’den metil grubunu (-CH3) 6nceden metillenmemis olan sitozine transfer eder.
Buna karsin, DNMTI1, DNA replikasyonu esnasinda kalip zincirdeki metilasyon
prolifine gére yeni sentezlenen zincirin metilasyonundan (“maintenance methylation”)
sorumludur [21, 42,43 ]

Kanser hiicrelerinde DNA metilasyon yolaginda temel olarak 2 tip degisiklik
meydana gelir [42, 44- 47] (Sekil 2-3). Bunlardan birincisi, normal hiicrelerin
genomlarinda yiiksek oranda metile olan, gen igermeyen heterokromatin ya da tekrar
dizilerinin kanser hiicrelerinde metilasyon kaybina ugramasidir. Buna hipometilasyon
adi verilir [42, 44- 48]. DNA’da global bir demetillenme islemi, onkogenlerin
aktivasyonu ile sonuglanabilmektedir [49]. Ikincisi ise, kanser hiicrelerinde mutasyona
alternatif bir mekanizma olarak tiimor baskilayici genlerin promotdr bolgelerinde yer
alan ve normal hiicrelerde metile olmayan CpG adaciklarinin metillenmesidir. Buna
DNA hipermetilasyonu adi verilir ve genel olarak timor baskilayict genlerin

sessizlesmesiyle sonuglanir [ 42, 44 - 49].
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Sekil 2-3: Aberan DNA metilasyonunun onkojenik etkisi [48].

2.4.2. Post-Translasyonel Histon Modifikasyonlari

DNA metilasyonunun yani sira kanser gelisimi ve progresyonu ile ilgili olarak
en ¢ok calisilan epigenetik mekanizmalardan biri de histon modifikasyonlaridir [42].
Okaryotik DNA'nin proteinlerle birlikte olusturdugu yap: kromatin adin1 alir. Kromatin,
DNA sentezi, hiicre boliinmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, farklilasma gibi bir ¢ok
yasamsal hiicre faaliyeti ile dogrudan iligkilidir. Niikleozomlar, kromatinin temel
birimidir ve DNA sentezi, transkripsiyon ve DNA onarimina izin vermek i¢in dinamik
olarak yeniden yapilandirilir. Boylece, niikleozomlar, genetik bilginin diizenlemesini ve

zamaninda erisilebilir olmasini yonetmek igin ¢esitli hiicre sinyallerini bir araya getirir.




15

Bu entegrasyonun merkezinde, DNA ile birlikte niikleozomu olusturan histon

proteinleri yer alir [50].

Histonlar, pozitif yiikli, kiigiik (<20 kDa) proteinlerdir. Dort temel (‘core’)
histon proteinin (H2A, H2B, H3, H4) ikiserli kopyalarinin olusturdugu oktamer yapinin
etrafini, DNA’nin 2 defa dolanmasi ile niikleozom olusur [7, 50, 51]. Histon
proteinlerinin, N-terminal u¢ kisimlari niikleozomlardan disar1 dogru uzanirlar ve
“histon kuyrugu” ismini alirlar. Bu kisimlar, histonlarin sentezleri sonrasi, kovalent
olarak modifikasyona (asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon gibi) ugrarlar (Sekil 2- 4)
[7, 43, 50]. Bu modifikasyonlar kromatinin sikilasma (“condensation”) diizeyini
etkileyerek, kromatinin farkli kompleks ve proteinlerle etkilesme afinitesini etkilerler
[43].

Histon modifikasyonlar

Niikleozom

HMT HDM
DNA \ f Kinaz Fosfot Ubikutin- Deubikutin
HAT HDAC az Ligaz az

Y BYAY;
g 8 & 8

Post translasyonel modifikasyonlar

N-terminal histon kuyrugu

Sekil 2-4: Histon modifikasyonlar: [7].

3 farkli grup histon modifiye edici enzim grubu tanimlanmistir. Bunlar; yazicilar
(“writers”), okuyucular (“readers”) ve siliciler (“erasers”) olarak adlanirilirlar (Sekil 2-
5) [43, 51, 52]. Yazicilar, histon isaretlerinin birikmesinden sorumludurlar. Okuyucular,
bu isaretleri tanirlar ve kromatin icerigine bagli olarak farkli islevlerdeki g¢esitli
proteinleri toplarlar [5]. Siliciler ise histon isaretlerinin uzaklastirilmasiyla gérevlidirler
[43, 52, 53].
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Sekil 2-5: Post translasyonel histon modifikasyonlar [43].

Histonlar sadece DNA’y1 paketleyen proteinler degildir; ayn1 zamanda gen
ifadesinin  diizenlenmesine katilan molekiiler yapilardir [42]. Gen ifadesinin
diizenlenmesi, histon kuyruklarinda c¢eviri sonrasi (post-translasyonel) gerceklesen
kovalent modifikasyonlar yolu ile saglanir. Bu modifikasyonlarin baslicalar1 sunlardir;
asetilasyon,  metilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon, sumoilasyon, prolin
izomerizasyon ve ADP-ribozilasyon [21, 42, 43, 47]. Histon isaretlemesinin tipi ve
gerceklestigi aminoasidin pozisyonu, modifikasyonlarin iglevlerini belirler (Sekil 2- 6)
[54]. Ornegin histon 3 lizin 4 {i¢lii metillenmesinde (H3K4me3) oldugu gibi, bazi
modifikasyonlar gen ifadesini aktiflestirici rol oynarken, diger bazilar1 (6rn. H3K9me3)
gen ifadesini baskilayic1 yonde gorev yaparlar [43, 52, 53, 54].
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Sekil 2-6: Histon modifikasyonlarimin sematik gosterimi ve biyolojik islevleri [54].

2.4.2.1. Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu ilk defa 1964 yilinda Allfrey ve arkadaslari tarafindan
bildirilmistir [55]. Bu modifikasyon, histon asetil transferazlar (HAT) ve histon
deasetilazlar (HDAC) olarak bilinen iki enzim ailesi arasindaki denge ile diizenlenir
[47, 53, 55, 56]. Lizin asetiltransferaz olarak da bilinen HAT lar “yazic1” olarak islev
goriirken HDACler “silici” yonde gorev yaparlar [52, 53].

Histon asetilasyonu, temel olarak H3 ve H4 histonlarinin lizin aminoasitlerinde
meydana gelir. HAT'ler, asetil CoA’y1 kofaktor olarak kullanarak bir asetil grubunu
lizinin e-amino grubuna transferini Kkatalize ederler. Bu, lizinin yiikiiniin notralize
edilmesi ile sonuglanir ve histonlarla DNA arasindaki etkilesimi zayiflatir [47, 53, 55,
56]. Histon deasetilaz (HDAC) enzimleri, HAT larin etkilerini tersine ¢evirerek asetil

gruplarmi uzaklastirirlar.  Asetil gruplarmin uzaklastirilmasi kromatin yapisinin
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yogunlagmasi ile sonuglanir. Boylece, transkripsiyonel baskilayici olan HDAC’ler,

kromatin yapisini transkripsiyon i¢in uygun olmayan duruma getirirler [55].

H4 histon asetilasyonu en fazla galisilan modifikasyondur. Meme kanseri, kolon
kanseri, 6zofagus skuamoéz hiicreli karsinom, gastrik kanser, testis kanseri ve akut
promiyelositik 16semi dahil bir ¢ok kanser tipinde tiimor hiicrelerinde lizin 16
asetilasyon (H4K16ac) diizeyinin azaldig: bildirilmistir [47]. H4K16ac, HDAC SIRT1
tarafindan deasetillenir ve SIRT1’in artan ifadesi c¢esitli tiimorlerde bildirilmis ve
prognostik gosterge olarak kullanilmasi 6nerilmistir [5]. Histon H3'iin lizin 9 ve 18'deki
diisiik asetilasyon seviyeleri, yliksek prostat kanseri niiksii ile iliskili bulunmustur.
Ayrica H3 asetilasyonunun insan primer kolon timérlerinde ve bir¢ok kolon kanseri

hiicre hattinda azaldig1 gosterilmistir [5, 47].

Meme kanserinde, histon metilasyonu ile birlikte H3K4 ve H3K9
asetilasyonlarinin, meme kanseri alt tiplerinin ayriminda faydali oldugu raporlanmistir
[21]. H3K4 asetilasyonunun normalden fazla olmasi, meme kanseri progresyonu,
Ostrojen cevabi, epitelyel-mezenkimal gegis ile iliskili bulunmus ve timor

progresyonunun gii¢lii bir belirleyicisi olarak ortaya ¢ikmustir [21, 57].

2.4.2.2. Histon Metilasyonu

Histon metilasyonu temel olarak histon kuyrugunda yer alan lizin ve arjinin
aminoasitlerinde meydana gelir. Ancak asetilasyon ve fosforilasyonun aksine, histon
metilasyonu histon proteininin yiikiinii degistirmez [55]. Bu modifikasyon tiiriinde,
lizinler mono-, di- veya tri-metillenme olmak tizere 3 farkli diizeyde modifikasyona
maruz kalabilmektedir. Arjininler ise, mono-, simetrik veya asimetrik olarak di-
metillenmis olabilmektedirler [47, 55]. En ¢ok c¢alisilan lizin modifikasyon noktalari
H3’te K4, K9, K27, K36 ve K79 ve H4’te K20 olmustur [58].

Histon metilasyonu transkripsiyonel aktivasyon ya da baskilanma ile iligkili
olabilir. Bu degiskenlik, modifikasyona ugrayan aminoasidin yerlesimi ve metilasyon
derecesine gore olmaktadir. Ornegin, H3’iin K4’teki metillenmesi tamamen
transkripsiyonel aktivasyon ile sonuglanirken, H3’teki K9 veya K27 ve H4’teki K20
metillenmeleri ise transkripsiyonel baskilanmaya yol agmaktadir (Sekil 2-6) [42, 54].

Histon metilasyonu, histon metil transferazlar (HMT’ler) olarak adlandirilan

enzim ailesi tarafindan katalizlenir [47, 53, 55, 56]. HMT’ler S- adenozil metiyoninden
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(SAM) metil grubunu alarak lizin ve arjinin aminoasitlerine transfer ederler [59]. Bu
enzimler, lizin metil transferazlar (HKMT) ve arjinin metil transferazlar (PRMT) olarak
smiflandirilirlar [53, 59]. HKMT’ler, SET domaini igeren ve igermeyenler olarak
ayrica alt smiflara ayrilmislardir [60]. SET domaini ve etrafindaki dizi homolojisine
dayanarak, HKMT'ler ayrica SUV39, EZH, SET1, SET2, PRDM ve SMYD, SET 7/ 9
(G9a), NSD dahil olmak iizere gesitli alt ailelere siniflandirilirlar [61, 62].

HMT ler tiimor gelisimi ile iliskilidirler [59]. HMT lerin yanlis diizenlenmesi,
onlarin ifade diizeylerini degistirmekte ve bdylece bir ¢ok hiicresel siire¢ bundan
etkilenerek tiimor olusumuna yol agmaktadir [59, 63]. G9a ve SETDBI1 tarafindan
metillenen H3K9, heterokromatin ve transkripsiyonel sessizlesme ile iligkili bir
epigenetik biyobelirtegtir. H3K9 metilasyon diizeyinin artmasi kanserde kritik genlerin
susturulmasina yol agmaktadir [5, 59, 63]. Meme, prostat, akciger, karaciger ve kolon
kanserlerinde H3K9 un 3°lii metillenmesini saglayan metil transferaz olan G9a’nin asiri
ifade edildigi gosterilmistir [5, 59]. Benzer sekilde, transkripsiyonel baskilama igin
onemli bir modifikasyon olan H3K27me3’ii katalizleyen enzimin (EZH2) cesitli
kanserlerde asir1 ifade edildigi bildirilmistir [5, 58, 59]. Diger taraftan, gen yazilimini
aktive eden H3K4me3’i katalizleyen SMYD3’iin ¢esitli kanserlerde onkojenik rol
oynadig bildirilmistir [5, 59].

Histon demetilazlar (HDM’ler) olarak adlandirilan enzimler, histon
proteinlerinden metil grubunun uzaklastirilmasmi Katalizler [47]. Iki histon demetilaz
enzim ailesi tamimlanmistir. Bunlardan birincisi aminoksidaz homolog proteinleri
(KDM/ LSD), digeri Jumonji C (JMJC) domaini i¢ceren demir bagimli dioksigenazlardir
[53, 64]. Aminoksidazlar, lizin spesifik demetilaz aile tiyelerini igerir. LSD1 ve LSD2
olmak tizere iki liyesi vardir [65]. LSD1, aktif olarak H3K4mel ve H3K4me2’den metil
gruplarin1 uzaklagtirmaktadir [64]. Histon lizin demetilazlar, gen diizenlemesi, DNA
replikasyonu, hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi ve diger bir ¢ok hiicresel siireclerde
temel islevleri yerine getirirler (Sekil 2-7) [64]. Bununla iligkili olarak, LSD1’in, ER
negatif meme kanseri, mesane, kolorektal ve prostat kanserleri gibi farkli malignitelerde

yiiksek oranda ifade edildigi rapor edilmistir [65].

JMJC domaini igeren demetilazlar, mayalardan insanlara kadar korunmuslardir
ve lizin ve arjininden metil gruplarini uzaklastirirlar [60]. H3K9me3 ve H3K9me2

modifikasyonlarinda demetilleyici olarak gorev yapan JMJD2 alt ailesi iiyeleri kanserde
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asint ifade edilmektedir. Ornegin, JMID2C genini iceren genomik bdlgenin kopya
sayisi, meme kanseri, skuaméoz hiicreli karsinom ve medulloblastomda artmaktadir [65,
66].
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Sekil 2-7: Histon lizin demetilazlarin gorevleri [64].

2.4.2.3. Histon 4 Lizin 20 (H4K20)

Histon 4 lizin 20 (H4K20) metilasyonu ilk kez 1969 yilinda tanimlanmistir [67]
ve mayalardan insanlara kadar evrimsel olarak korunmus bir epigenetik
modifikasyondur [9]. H4K20’nin metilasyonu tekli-, ikili-, ve ftgli diizeyde
gerceklesebilirken, SET8 (PR-Set7), SUV420H1, SUV420H2, NSD1, ve NSD2/
WHSCL1 gibi farkli HMT’ler tarafindan Kkatalizlenirler [9, 58, 59, 68, 69]. Fare
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embriyonik  fibroblast hiicrelerinde, SUV420H1, H4K20me2'yi Kkatalizlerken,
SUV420H2 H4K20me3'ten sorumludur. [n vitro histon metiltransferaz (HMT)

deneyleri, her iki enzimin de substrat olarak H4K20mel'i tercih ettigini gostermistir [5,

63,67, 68].

Bu metillenmelerden her biri, transkripsiyonel gen diizenlemesi, hiicre dongiisii,
genomik biitiinliigiin saglanmasi gibi farkli biyolojik siireglerde rol alir [59]. Tekli
(H4K20mel) ve ikili metillenme (H4K20me2), DNA replikasyonu ve DNA hasar
tamirinde islev goriirken [9], tg¢lii metillenme (H4K20me3) genomda heterokromatik
bolgelerde, telomerlerde ve tekrar elementlerinin bulundugu genomik bdlgelerden
yogun sekilde bulunur ve bu bélgelerin sessizlestirilmesinde temel mekanizmalardan

birini olusturur [9, 68]

H4K20’nin farkli metilasyon diizeyleri arasinda kanserle en cok iliskilendirilen
isaretlenme ticli metillenmedir. Genom ¢apinda H4K20me3 diizeyinin yas ile arttigi,
kanser hiicrelerinde ise global olarak azaldigi bildirilmistir [6, 10, 11]. Timor
hiicrelerindeki s6z konusu azalma, global DNA metilasyonu ve H4K16ac ile iliskili
olan genomun tekrar dizilerinde meydana gelir [5]. Beklenebilcegi tizere, kanser
hiicrelerinde azalmis H4K20me3 seviyelerine genellikle SUV420H2'nin ifadesinde bir
azalmanin eslik ettigi gosterilmistir [70]. H4K20me3 kaybmin temel onkogenik
etkisinin, genom biitiinliigiiniin kaybolmasi1 nedeniyle oldugu kabul edilir [9]. Ayrica
H4K20me3 kaybi gen ifade profillerini degistirmekte ve bdylece hiicre invazyonunun
artmasina neden olmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinde, SUV420H1 ve SUV420H2'nin
asir1 ifadesi, hiicre invazyonunu baskilarken, SUV420H2'nin sessizlestirilmesi, normal

meme epitelyal hiicre invazyonunu in vitro olarak aktiflestirdigi bildirilmistir [12].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hasta Dokular

Tez calismasi, Istanbul Universitesi (1.U.) Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji
Anabilim Dali. Laboratuvarlarinda gercgeklestirildi. Calismada, 14.09.2012 tarih, 1453 say1
ve 2012/1413-1201 dosya numarali, 1.U. Kinik Arastirmalar Etik Kurulu izni ile Saglk
Bilimleri Universitesi (S.B.U.) Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden, Yiiksek
Lisans tezi kapsaminda 2012-2013 yillar1 arasinda, meme kanseri teshisi konmus, ikinci bir
malignite tasimayan, tedavi almamis hasta bireylerden almmis dokular kullanildi. 1.U. Kinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan izin yenilenmistir (23.08.2017 tarihli, 915 Say1 ve
2017/887 dosya numarasi). Calisma ayrica, S.B.U. Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi

Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Doku ornekleri, hastadan cerrahi girisimle ¢ikartilan piyesten elde edilen timor ve
eslenik normal dokularindan olusmaktadir ve kiirsimiizdeki derin dondurucuda (-80°C)
muhafaza edilmektedir. Calismaya, timor ve eslenik normal dokular1 alinmis olan 102 hasta
dahil edildi. Hastalarin yas aralig1 20-87, yas ortalamasi ise 53 idi. Meme tiimoérlerinin

klinik 6zellikleri Tablo 3-1’de gosterilmektedir.

3.1.2. Hiicre Soylari

Tez calismasinda, MCF-7 ve MDA-MB-231 olmak iizere iki farkli meme
kanseri hiicre soyu kullanildi. MCF-7 hiicre soyu, 1970 yilinda, Michigan Cancer
Foundation arastirmacilari tarafindan meme kanserli bir hastanin metastatik dokusundan
(goglis duvart ve plevral efflizyon) alinan 6rneklerden gelistirilmistir. Bu hiicreler,
invaziv duktal karsinom 6zelligindedir ve hormon reseptorii pozitif olmasindan dolayi,

deneysel ¢alismalarda oldukga sik kullanilir [71,72].

MDA-MB-231 hiicre soyu, metastatik meme adenokarsinomu metastatik meme
kanserli bir hastanin plevral effiizyonunundan elde edilen hiicrelerden gelistirilmistir.
Ostrojen ve progesteron reseptorleri ile HER2 reseptorii agisindan negatif olmasi
nedeniyle bu hiicre soyu, c¢aligmalarda tglii negatif meme kanseri modeli olarak
kullanilir [73].



Tablo 3-1: Hastalarin yas bilgileri ve klinopatolojik 6zellikleri
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PARAMETRELER
n= 102 %

YAS <53 52 51
>53 50 49

MENSTRUEL

DURUM Premenopozal 36 35,2
Postmenopozal 66 64,7

EVRE 0 1 1
I 19 18,6
] 52 50,9
Il 29 28,4
v 1 1

T EVRESI TO- T2 94 92,1
T3-T4 8 7,8

N EVRESI N=0 42 41,2
N>1 58 56,8
Bilinmeyen 2 1,9

MOLEKULER

ALT TIP Luminal A 34 33,3
Luminal B 40 39,2
Her-2 benzeri 10 9,8
Bazal benzeri 13 12,7
Bilinmeyen 5 4,9

TUMOR DKIS

HISTOLOJISI (Duktal Karsinom in situ) 8 7.8
IDK
(Invaziv Duktal Karsinom) 83 81,3
MIKS TiP KARSINOM 9 8,8
Filloid T{iimor 2 19
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3.1.3. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Proteinaz K (SIGMA)

TriPure RNA Izolasyon Kiti [ROCHE]

RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti [THERMO SCIENTIFIC]
Lightcycler DNA Master SYBR Green | [ROCHE]
Lightcycler 480 Multiwell Plak [ROCHE]

Primer [IDT]

EpiQuik total Histone Extraction Kit [EPIGENTEK]
EpiQuik Global Tri-Methy Histone H4-K20 Quantification Kit [EPIGENTEK]
DMEM Besiyeri [BIOCHROM]

Opti-MEM Medium [GIBCO]

Fotal Sigir Serumu [BIOCHROM]
Penisilin/Streptomisin [BIOCHROM]
Tripsin/EDTA [BIOCHROM]

siRNA [DHARMACON]

Lipofectamine 2000 [INVITROGEN]

Kristal Viyole

6X Yiikleme Boyasi [FERMENTAS]

100-b¢ Marker [FERMENTAS]

0,5X TEB [Laboratuar Stok]

PBS [SIGMA]

Havan ve eli

Bistiiri

Eppendorf Tiipleri (0,2ml, 0,5ml ve 2 ml)

Petri Kab1 (6 well plate) [GREINER BIO-ONE]

Kiiltiir Kaplari (25, 75 ecm2 ) [TPP]



3.1.4. Kullanilan Cihazlar

-20 Derin Dondurucu [ARISTON, BOSCH]

-80 Derin Dondurucu [SANYO]

Thermal Cycler [TECHNE]

LightCycler 480 [ROCHE]

Sogutmali Santrifiijler [HETTICH, JOUAN]

Vorteks[ SNIJDERS]

Nanodrop Spektrofotometre [THERMO SCIENTIFIC]
Agaroz Jel Elektroforez Tanki [BRL LIFE TECNOLOGIES]
Jel Dokiimentasyon Cihazi (VILBER- LOURMAT]
Mikrodalga Firin [ARCELIK]

Etiiv [HEREAUS]

Hassas Terazi [CHYO]

Mikropipetler [ THERMO]

Otoklav [HIRAMAYA]

ELISA Okuyucu [THERMO]

Sinif I Laminar Akim Hiicre Kiiltiir Kabini [TEZSAN]
CO2 Inkiibator [HERAEUS]

Ters Mikroskop [SEDIVAL]

Thoma Lami1 [HAUSSER]

iCELLigence [ACEA BIOSCIENCES]

25



26

3.2. YONTEM

3.2.1. Meme Tiimérleri ve Eslenik Normal Dokulardan RNA izolasyonu

Tez caligmasinda ilk olarak meme timoér ve eslenik normal dokularinda
SUV420H2 geninin ifade diizeyleri incelendi. Bu amagla, 20 mg olarak tartilan doku
parcalari, bir gece boyunca -80 °C’de bekletilen havanlara alindi ve doviilerek
pargalandi. Elde edilen lizata (2 mg/ml ) Proteinaz K cklenerck 2 ml’lik tiiplere
aktarildi; doku Ornekleri hemen kullanilmayacaksa -80 °C’de muhafaza edildi.
Parcalanan dokulardan, ticari olarak temin edilen “TriPure RNA izolasyon Soliisyonu”
yardimi ile, iiretici firmanin protokoliine gére Total RNA izolasyonu gergeklestirildi.

Islemin akis1 Tablo 3-2’de dzetlenmistir.

izole edilen RNA &rneklerinin biitiinliigii, agaroz jel elektroforez ydntemi ile
incelendi. Bu amagla, 0,5X TBE tamponu ile % 1,5’1ik agaroz jel ile hazirland1 ve RNA
bantlariin jelde izlenebilmesi i¢in 0,5 mg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi.
Jel, polimerlestikten sonra 0,5X TBE tamponu igeren elektroforez tankina alinip,
ornekler, son derisimi 1X olacak sekilde yiikleme tamponu ile jele yiiklendi ve 160

voltluk elektrik akiminda 3 cm yiiriitiilerek UV 151k altinda incelendi.

Elde edilen RNA 6rneklerinin miktar tayini spektrofotometrik olarak NanoDrop
cihazinda yapildi. Orneklerin saflik dereceleri 260/280 nm dalga boyunda incelendi.
Izole edilen RNA’larin safliklar1 1,7-1,9 araliginda 6l¢iildii ve ornekler cDNA sentezi
i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 3-2: Dokudan total RNA izolasyonu

1. Doku pargasi (20 mg) iizerine 1 ml RNA soliisyonu eklendi ve pipet

yardim1 ile homojenize edildi.

2. Lizat 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi ve oda sicakliginda 25 dk. inkiibe
edildi. Karistmin iizerine 200 pul kloroform eklenerek oda sicakliginda

15 dk. inkiibe edildi.
3. Karigim, 15 dk. siire ile .+4°C’de 12000g’de santrifiijlendi.

4. Ust faz toplanarak yeni tiipe aktarildi. Uzerine 600pul propanol eklendi.
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5. Oda sicakliginda 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan, santrifiijleme
yapildi (+4°C’de 12000g” de 10 dk.).

6. Ust faz atildi;; RNA igeren pellet iizerine 1 ml % 75 lik soguk (-20 °C)
etanol eklendi. Vorteksleme islemini takiben, 6rnek 5 dk. boyunca
+4°C’de 7500g’de santrifiijlendi.

7. Etanol uzaklastirildi; pellet oda 1sisinda kurutuldu.

8. RNA pelleti iizerine, 30 pl RNaz igermeyen su eklendi ve 56 °C’de 15
dk. boyunca ¢oziinmesi saglandi.

Q. [zole edilen RNA -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Gen ifade analizinde, RNA izolasyonunu takip eden islem cDNA sentezidir. Bu
ama¢ icin ticari olarak temin edilen “RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti”
kullanildi. Islem, iiretici firmanmn protokoliine gore gergeklestirildi: 6 pl total RNA
(vaklasik 200ng/ul olacak sekilde seyreltildi), 0,2 ml’lik PZR tiiplerine aktarildi. Bunu
takiben, Tablo 3-3’te gosterilen reaksiyon bilesenleri sirasiyla eklendi; karigimi igeren
tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi. cDNA sentezi reaksiyon kosullar1 105 °C’de 5
dk., 25°C’de 5 dk., 42 °C’de 60 dk ve 70 °C’de 5 dk. seklinde idi. Elde edilen cDNA

ornekleri daha sonra kullanilmak tizere 20 °C’de muhafaza edildiler.

Tablo 3-3: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek

5X Reaksiyon Tamponu 4 ul
dNTP miks (10mM) 2 ul
rRNasin Riboniikleazin (20u/ ml) 1 pl
Reverse Transkriptaz (200u/ml) 1l
Random Primer 1 ul
Distile su 6 ul
Toplam 20 pl
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3.2.3. Nicel Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)

Meme kanserli hastalarin tiimoér ve eslenik normal dokularinda H4K20me3
modifiksyonunun gerceklestiren metiltransferazi kodlayan SUV420H2 geninin ifade
diizeyleri nicel olarak incelendi. Analiz, laboratuvarimizda bulunan LC480 PZR
platformunda gergeklestirildi SUV420H2 ifade diizeyi “yari-nicel” (“semi-
quantitative”) olarak ol¢iildii. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni,
SUV420H2 ifade diizeyinin normalizasyonunda referans gen olarak kullanildi. Gergek
zamanli PZR’de floresan molekiil olarak SYBR Green segildi.

GZ-PZR bilesenleri Tablo 3-4’de gosterilmistir. Tablo 3-5’de ise SUV420H2
[12] ve GAPDH genlerini ¢ogaltmak i¢in se¢ilen primer dizileri yer almaktadir.

Tablo 3-4: GZ-PZR bilesenleri

GT-PZR Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek (ul)

10X LightCycler® 480 SYBR Green | Master 10 pl
Primer F (30 nM) 0,2 ul
Primer R (30 nM) 0,2 ul
Distile su 6,6 ul
cDNA 3pul
Toplam 20 pl

Tablo 3-5: Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Ad1 Primer Dizileri

SUV420H2 F- 5-GGCCCGCTACTTCCAGAG-3'
R-5-GCAGGATGGTAAAGCCACTT-3’

GAPDH F-5'-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3'
R- 5-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’

GZ-PZR isleminde, segilen primerlerin erime sicakliklart (Tm) ve kullanilan

SYBR Green kitinin talimatina gore belirlenen reaksiyon kosullar1 Tablo 3-6’da
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gosterilmektedir. GZ-PZR, amplifikasyon asamasini takiben Erime Egrisi Analizi
(“Melting Curve Analysis”) igermektedir. Bunun amaci, GZ-PZR’de primer dimerleri
veya 0zgiil olmayan irilinlerin dislanarak istenilen uzunluktaki iirtinlerin olustugunun

teyit edilmesidir.

Tablo 3-6: GZ-PZR reaksiyon kosullari.

Pre-inkiibasyon 95°C 5 dk. 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C 10 sn.
Primer baglanma 60 °C 20 sn. 45 dongi
Uzama 72°C 30 sn.
Erime Egrisi Analizi 95°C 1sn.
65 °C 15 sn. 1 dongii
95°C devamli
Soguma 40 °C 10 sn. 1 dongii

SUV420H2 geninin meme timori ve normal dokulardaki ifade diizeyi yari-nicel
olarak goreceli hesaplandi. Bu yaklasimda, GZ-PZR reaksiyonunda, hedef gen ve
referans gen i¢in, cihazin dlgebildigi florasan diizeyinin esik degerini asan dongii olan
Ct (“cycle threshold”) degerleri kullanilarak her bir 6rnekteki goreceli ekspresyon
diizeyi 2-4Ct= 2-(Cthedef - Cureferans) £ myjliine gore hesaplandi. Tiim 6rneklerin 6lciilmesini
takiben, elde edilen goreceli degerler gruplar arasinda (tiimor vs kontrol) istatistiksel

olarak karsilastirildi.

3.2.4. Tiimér ve Eslenik Normal Dokulardan Histon Proteinlerinin izolasyonu

Tez c¢alismasinda, SUV420H2 gen ifadesinin incelenmesi disinda, bu
metiltransferazin  katalizledigi H4K20me3 modifikasyonun diizeyi incelendi. Bu
amacla, dncelikle dokulardan histon proteinlerinin ekstraksiyonu gerceklestirildi. Islem
ticari olarak temin edilen ‘EpiQuik Total Histone Extraction Kit” yardimi ile yapildi.
Oncelikle, yukarida anlatilan RNA izolasyonu islemi sirasinda yapildigi gibi doku
lizatlar1 olusturuldu. 2 mI’lik tiiplere alinan doku lizatinin {izerine 1 ml, seyreltilmis
(1x) lizis tamponu eklendi ve lizat, +4 °C 10,000 rpm’de 1 dk. santrifiijlendi. Ust siv1
fazin uzaklastirilmasini takiben, hiicre gekirdeklerini i¢eren pellet {izerine 200 pl lizis

tamponu eklenerek 30 dk. boyunca buz {izerinde inkiibasyon yapildi. Bunu, yeniden
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santrifiijleme asamasi (+4 °C’de 12,000 rpm’de 5 dk.) takip etti. Histon proteinlerini
iceren iist fazi1 baska tiipe aktarilarak 60 pl Balance-DTT tamponu eklendi.

Elde edilen histon proteinlerinin miktar tayinleri spektrofotometrik olarak 280
nm dalga boyunda 6lgiildii. Standard olarak BSA (Fotal Sigir Serumu) kullanildi.
Orneklerin saflik dereceleri 260/280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ile
belirlendi. Elde edilen iirlinler alikot edilerek daha sonra kullanilmak iizere -80 °C’ de

muhafaza edildi.

3.2.5. Doku Orneklerinde H4K20me3 Diizeyinin Belirlenmesi

Dokulardan ekstraksiyonu yapilan histon proteinleri, H4K20me3 diizeyinin
dlgiilmesi icin kullanildi. H4K20me3 diizeyi ELIZA-benzeri 6l¢iim yapan ticari olarak
temin edilen ‘EpiQuik Global Tri-Methylation Histone H4- K20 Quantification Kit’ ile
gerceklestirildi. Islemler kitin protokoliine gére yapildi. Buna gore, ELIZA plakinin her
bir kuyucuguna 50 pl C2 soliisyonu pipetlendi; tizerine izole edilen histon proteini (200
ng) ilave edildi. Standard kuyucuklarina, 1 ml C2 ile seyreltilmis Standard proteinden 6
farkli konsantrasyon (1-100 ng/ml) aktarildi. Parafilm ile kapatilan plak oda 1sisinda 1
saat inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi fazla uzaklastirilarak, kuyucuklar
3 defa yikandi. Her bir kuyucuga, 50 pl Deteksiyon soliisyonu eklenerek oda 1sisindaki
orbital karistirict izerinde 100 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Siv1 kisimlar uzaklastirilarak
kuyucuklar 6 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Bunun akabinde, her bir kuyucuga
enzim igeren 100 pl C4 eklendi ve oda 1sisinda 10 dk. karanlikta inkiibe edildi. Standard
kuyucuklardaki maviye dénen renk degisimi izlendi. Bu asamadan sonra her kuyucuga
50 ul C5 soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Orneklerin absorbans degerleri
15 dk. iginde 450 nm dalga boyunda mikroplak okyucusunda okutuldu. Olgiilen
absorbans degerleri histon H4K20me3 miktar1 ile dogru orantili oldugundan, elde edilen
sayisal degerler histon modifikasyonunun goreceli degeri olarak kabul edildi. Her bir

ornek ¢ift olarak ¢alisildi.
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3.2.6. Hiicre Kiiltiirii
Tezin ikinci agsamasi, deneysel bir ¢alisma niteligindedir. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicre soylarinda SUV420H2 geninin susturulmasinin, meme kanseri hiicrelerinin

sag kalimi tizerine etkileri arastirildi.

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin biiyitiilmeleri i¢in, literatiirde 6nerildigi
tizere DMEM besiyeri kullanildi. DMEM besiyeri amino asitler, vitaminler, tuzlar, ve
glukoz igerir. DMEM besiyeri igerisine % 10 fotal sigir serumu (FBS) ve % 1 penisilin/
streptomisin eklenerek caligma besiyeri olusturuldu. Hiicreler, standart hiicre kiiltiir
kosullar1 olan 37 °C 1s1 ve % 5 CO’li ortamda biiyiittildiiler; kiiltiir kabinin yaklasik %
80’lik kismini1 kapladiginda pasajlama islemi yapildi. Hiicre sayimi, Thoma Lami olarak
adlandirilan, 1 mm?lik alan1 ve 0,1 mm derinlige sahip, lizerinde icli cizgilerle

ayrilmis, 16 biiyiik kareden olusan yivlere sahip olan lamlar yardimi ile yapildi.

3.2.7. Hiicrelerin siRNA Oligoniikleotidleri ile Transfeksiyonu

RNA interferans (RNAI), okaryotlarda korunmus, dogal gen diizenleyici
mekanizma olarak gorev yapan bir yolaktir ve deneysel ¢aligmalarda hedef genlerin
susturulmast amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [74]. Gen susturma
caligmalarinda, yaklasik olarak 21 niikleotid uzunlugunda RNA dupleksleri (siRNA'lar)
kullanilir.  siRNA  oligoniikleotidleri, hiicreye transfekte edildiginde RNAi
mekanizmasinda yer alan bilesenler tarafindan taninir. “RNA tarafindan uyarilan
susturucu kompleks” (RISC) ile siRNA’nin antisens iplik¢igi etkilesir. Bdylece
aktiflesen protein ve niikleik asit kompleksi, hedef mRNA dizisine baglanir ve onun

yikimina yol agar [75].

Tez c¢aligmasinda, SUV420H2 genine 6zgili, genin 4 farkli kodlayan bolgesini
hedef alan ve ticari olarak temin edilen siRNA oligoniikleotidleri (Dharmacon
SMARTpool siRNA) kullanildi. Negatif kontrol olarak ‘“scramble” SiIRNA (siScrbl)
olarak adlandirilan ve herhangi bir genomik bdlgeyi hedeflemeyen siRNA secildi
(Tablo 3-7).
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Tablo 3-7: Calismada kullamlan siRNA dizileri

5’-GUGAAGGUGCUCCGGGACA-3’
5’-GCGGUGAAGAGCUGUGACA-3’
5’-CGACAGAGUGACAGCACGA- 3’
5’-CUCAGCGCUGGAAACUUU- 3’

SiRNA ( SUV420H?2)

siScrbl 5'- GCACGCUCCUACGAAUGCUAGUAAA- 3'

Transfeksiyon deneyleri igin yaklasik 200.000 hiicre kullanildi. Hiicreler, 35x10
mm boyutundaki petri kaplarina antibiyotik igermeyen besiyeri ile ekildi ve standart
hiicre kiiltiirii kosullarinda biiyiimeleri saglandi; 40 sa. sonra transfeksiyon islemi
gerceklestirildi. Transfeksiyon ajani olarak, ¢alismalarda sik¢a kullanilan katyonik lipid
bazli ticari transfeksiyon ajani olan Lipofectamine 2000 segildi. Transfeksiyon karigimi,
Opti-MEM besiyeri, transfeksiyon ajan1 ve siRNA oligoniikleotidi (100 nM
siSUV420H2 veya kontrol siScrbl) igerir. Hazirlanan transfeksiyon karisimi (toplam
hacim 200 pL) oda sisinda 20 dk. bekletildi. Bu asama lipozomlarin olusmasi ve
siRNA enkapsiilasyonu i¢in gereklidir. Bunu takiben, transfeksiyon karigimi hiicrelerin
tizerine eklendi ve inkiibatore kaldirilarak 6 sa. inkiibasyona birakildi. Siire sonunda,
besiyeri uzaklastirildi ve yeni hazirlanan % 1 antibiyotik igeren normal besiyeri eklendi.
Hiicreler standart kiiltiir kosullarinda 48-72 sa. boyunca biyiitiildiiler. Siirenin
tamamlanmasi ile petri kaplarindaki hiicreler hasat edildi ve sonraki iglemler i¢in -80

°C’de muhafaza edildi.

Transfeksiyon yapilan hiicrelerde SUV420H2 gen ifadesi yukarida anlatildigi
gibi incelendi. Bunun i¢in hiicrelerden total RNA izole edildi, bunu ¢cDNA sentezi

izledi. SUV420H2 gen ifadesi yari-nicel olarak GZ-PZR’de belirlendi.

3.2.8. Hiicre Cogalmasinin Ger¢ek Zamanh Analizi

Hiicre ¢ogalmasinin ger¢ek zamanli analizi, kiiltiirdeki hiicrelerin ¢ogalma
kinetiklerini takip edebilmemizi saglamaktadir. Bu analizler i¢in laboratuvarimizda
bulunan “iCELLigence” Sistemi kullanildi. Hiicrelerin elektrik akimina karsi

gosterdikleri direncin 6lgiilmesi temeline dayanan bu sistemde mikroelektrodlar
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elektriksel empedansi dlgerler. Bu sistemde “E- Plaka” adi verilen, alt ylizeyinde altin
mikroelektrodlar1 olan ve 8 kuyudan olusan plaka kullanildi. Bu plakanin yiizeyine
tutunan hiicrelerin sayisindaki degisiklikler dlgiilen direng ile dogru orantilidir. Boylece
hiicrelerin ¢ogalma 6zellikleri devamli olarak kaydedilerek veriler bilgisayar ortamina

aktarilir ve hiicre cogalmasi, gercek-zamanli ve nicel olarak dlgiiliir.

Tez c¢aligmasinda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde SUV420H2 geninin
siRNA ile susturulmasinin hiicre ¢ogalmasina olan etkileri ger¢cek-zamanh analiz ile
degerlendirildi. E-Plakaya 100 pL hiicre igermeyen besiyeri aktarilarak cihazda bazal
Olctim yapildi. E-plakanin her bir kuyucuguna 500 pL besiyeri i¢inde yaklasik 20.000
hiicre ekildi. E-plaka 1CELLigence cihazina yerlestirildi ve hiicreler normal kiiltiir
kosullarinda biiyiimeye birakildilar. Cihaz her 30 dk.’da bir dl¢lim yapacak sekilde
ayarlandi. 40 sa. sonunda daha Once anlatildigi gibi siRNA transfeksiyon islemi
gergeklestirildi ve transfeksiyon sonrasi 48- 72 sa. boyunca hiicrelerin ¢ogalma

kinetikleri takip edilerek deney tamamlandi.

3.2.9. Klonojenik Test

Klonojenik test, kiiltiir hiicrelerine uygulanan sitotoksik ajanlarin hiicre
sagkalimma olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan in vitro bir yaklasimdir ve
hiicrelerin  kiiltiir kosullarinda koloni olusturabilme kapasiteleri arastirilir. Tez
calismasinda, meme kanseri hiicrelerinde SUV420H2 geninin susturulmasinin hiicre
sagkalimina etkisinin koloni olugturma kapasitesi lizerinden aragtirmak amaciyla bu test
uygulandi [76], Bu amagla, 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarinin her bir kuyucuguna 10.000
hiicre ekildi. Ug farkli hiicre grubu olusturuldu: 1-hi¢c muamele edilmeyen hiicreler, 2-
siRNA ile transfekte edilen hiicreler ve 3- kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicreler.
Transfeksiyon islemi yukarida anlatildigi gibi yapildi ve hiicreler 10 giin siireyle
standart kiiltiir kosullarinda biiyiitiildiiler. Siire sonunda kaplardan besiyeri uzaklastirildi
ve hiicreler PBS ile yikandi. Oda sicakliginda metanol (% 100) ile 20 dk. fikse edilen
hiicreler, bu islemin ardindan kristal viyole ile 5 dk. boyunca boyandilar. Yikama
sonrast, plaklar gece boyunca kurumaya birakildi. Hiicreler ertesi giin mikroskop altinda
sayilarak, SUV420H2 geninin gen susturulmasinin etkisi, koloni sayisi iizerinden

belirlendi.
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Petri basina diisen ortalama koloni sayis1
% Canlilik = e --- X 100

Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi

3.2.10. Istatistiksel Analizler

Doku orneklerinde yapilan gen ekspresyon ve histon metilasyonu ol¢iim
sonuglari (normal vs. tiimor) bagimli T-testi ile karsilagtirildi. Elde edilen verilerin
hastalik alt gruplarindaki karsilastirmalart ise varyans analizi ile yapildi. Sagkalim
analizleri i¢in Kaplan-Meier testi kullanildi. Calismada, gen ekspresyonu ve histon
metilasyon diizeyleri bar grafikleri ile gosterilmistir. Grafiklerde parametrenin dagilima,
% 75’lik yiizdeligi ve ortanca degerler gosterilmekte; ayrica ug¢ degerler yer almaktadir.

Analizler SPSS version 18 ile yapimustir.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Kanserli Hastalarin Tiimor ve Eslenik Normal Dokularinda SUV420H2
Gen ifadesinin incelenmesi

Tez galismasinda, SUV420H2 gen ifadesinin incelenmesi amaciyla, 102 meme
kanserli hastanin timor ve eslenik normal dokularindan total RNA izole edildi. Elde
edilen RNA’larin cDNA’ya donistiiriilmesini takiben, SUV420H2 geninin ifade diizeyi,
nicel GZ-PZR ile goreceli olarak belirlendi. Hastalarin bir kisminda, eslenik normal
dokulardan elde edilen RNA miktarlarinin diisiik olmasi nedeniyie, GZ-PZR’da referans
gen i¢in dongii esik degerinin (Ct, “threshold”) >32 oldugu gozlendi. Bu hastalar (n=
20), timor dokusu-eslenik normal doku karsilastirmasina dahil edilmediler. Boylece,
SUV420H2 gen ifade diizeyi 102 yerine 82 hastada tiimor dokular ile eslenik normal
dokularda karsilagtirildi. Diger taraftan, SUV420H2 gen ifadesinin tiimoriin klinik

ozellikler ile iliskilendirilmesi 102 hastanin timiinde gerceklestirildi.

SUV420H2 geninin ifade diizeyinin, hem normal hem de tiimor dokularinda,
referans gen olarak kullanilan GAPDH’a kiyasla genel olarak oldukga diisiik oldugu
goze carpti. SUV420H2 nin ortanca goreceli ifade diizeyi normal dokularda 0,00017,
timor dokularinda ise 0,00022 olarak belirlendi (Sekil 4-1); ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmad1 (p= 0,91).
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Sekil 4-1: SUV420H2 geninin tiimor ve normal dokulardaki ifade diizeyi.



Tablo 4-1: SUV420H2 gen ifadesinin hastalarin klinopatolojik 6zellikleri ile iliskisi

DEGISKENLER Ortanca
n= 102 SUV420H2 p

Yas <53 52 0,000185 0,748
>53 50 0,000231

Menapozal

durum Premenopozal 36 0,000178 0,106
Postmenopozal 66 0,000231

Evre I 19 0,000183 0,550
I 52 0,000231
" 29 0,000139

T evresi TO-T2 94 0,0002 0,154
T3-T4 8 0,00073

N evresi N=0 42 0,000235 0,242
N>1 58 0,000176

tl‘i‘p"lekﬁl"r Alt 1) uminal A 34 0,000193 0,101
Luminal B 40 0,000269
Her2 benzeri 10 0,000177
Bazal benzeri 13 0,000034

Histolojik Grad |1 7 0,00054 0,174
2 62 0,000221
3 24 0,000209

Niikleer Grad 1 2
2 62 0,0002 0,997
3 34 0,000222

ER Pozitif 77 0,000226 0,249
Negatif 20 0,000094

PR Pozitif 70 0,000268 0,047
Negatif 27 0,000096

HER2 Pozitif 24 0,000177 0,359
Negatif 71 0,000226

36
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Tablo 4-1°de, SUV420H2 gen ifadesinin, hastalarin yas, menapozal durumu ve
timorlerin klinik 6zellikleri ile iliskisi gosterilmektedir. Buna gore, SUV420H2 gen
ifadesi ile tlimorin biyiikligi (p= 0,154) veya nod pozitifligi (Sekil 4-2; p= 0,242)

arasinda anlaml iligki saptanmadi.
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Sekil 4-2: SUV420H2 gen ifade diizeyinin nod durumu ile iligkisi.
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Sekil 4-3: SUV420H2 ifade diizeyinin evrelere gore dagilimi.
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Sekil 4-3‘de ise, SUV420H2 gen ifadesinin tlimoriin evresine gore dagilimi
gosterilmektedir. Evre I, II ve III’de sirasiyla, 0,00018, 0,00023 ve 0,00014 olarak
saptanan ortanca SUV420H2 gen ifade diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadig:
saptandi (p= 0,550).

Meme tiimérleri, molekiiler 6zelliklerine gore Luminal A, Luminal B, HER-2
benzeri ve Bazal benzeri olarak 4 gruba ayrildi (Tablo 4-1). Bu gruplarda, ortanca
SUV420H2 ifade diizeyi sirasiyla, 0,00019, 0,00027, 0,00018 ve 0,00003 olarak
olgiildii (Sekil 4-4). Molekiiler alt gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmedi (p= 0,191). Ancak, Bazal benzeri alt grupta (n= 13) SUV420H2
ekspresyonunun diger gruplardan en az 6 kat daha diisiik oldugu géze ¢arpmaktadir. Bu
bulgunun daha biiyiik hasta gruplarinda galisilarak 6neminin agiga kavusturulmasi

gerekmektedir.
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Sekil 4-4: SUV420H2 geni ifade diizeyinin molekiiler alt tiplere gore dagilimi.

SUV420H2 gen ifadesi, hormon reseptor ekspresyonu ile HER2 ekspresyon
durumuna gore degerlendirildiginde (Sekil 4-5), tiimdrleri ER(+) olan hastalar ile ER(-)
hastalar arasinda yaklagik 3 kat fark goze carparken (ortanca degerler 0,000226 ve
0,000094) aradaki fark anlamli bulunmadi (p= 0,249). Buna karsin, SUV420H2 gen
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ifadesi, tiimorleri PR(+) hastalarda (ortance deger 0,000268), PR(-) negatif olanlara
gore yaklasik 3 kat yiiksek bulunurken, fark anlamli idi (p< 0,05) . SUV420H2 ifadesi
HER2 ekspresyon durumuna gore farklilik géstermedi (p= 0,359).
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Sekil 4-5: SUV420H2 gen ifade diizeyinin hormon reseptorleri ve HER2 ekspresyonuna
gore dagihmi
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Sekil 4-6: SUV420H2 gen ifade diizeyinin histolojik grada gore dagilimi.
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Sekil 4-6’da, SUV420H2 gen ifadesinin, timorlerin histolojik gradlarina gore
dagilimi  gosterilmektedir. SUV420H2 ile histolojik grad arasinda anlamli bir iliski
saptanmadi (p=0,174).

4.2. Meme Kanserli Hastalarin Tiimor ve Eslenik Normal Dokularinda Histon H4
Lizin 20 Uclii Metillenme (H4K20me3) Diizeyinin Incelenmesi

Meme kanserli hastalarin tiimor ve eslenik normal dokularinda SUV420H2 gen
ifadesinin incelenmesini takiben, tez c¢alismasinda, bu metil transferaz tarafindan
katalizlenen H4K20me3 diizeyinin incelenmesi amaglandi. SUV420H2 gen ifadesi, 102
hastada calisilirken, tez projesinin biitcesi nedeniyle, H4K20me3 diizeyi sadece 44
hastada (normal eslenik doku ve tiimor dokular1) calisilabildi. Bu ornekler rastgele
orneklem yaklasimi ile segildi. Bu amagla, dokulardan histon ekstraksiyonu yapildi;

H4K20me3 diizeyi ELIZA-benzeri yontemle olgiildii.

H4K20me3 miktarinuin meme tiimor dokular1 ile eslenik normal dokulardaki
dagilmi Sekil 4-7° deki grafikte gosterilmektedir. Timor dokularinda goreceli
H4K20me3 miktari, eslenik normal dokulardaki miktardan anlamli sekilde daha ytiksek
bulundu (ortanca degerler sirasiyla 0,124 ve 0,087; p= 0,001).
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Sekil 4-7: Meme dokularinda H4K20me3 diizeyinin dagilim.



Tablo 4-2: H4K20me3 miktari ile hastalarin klinopatolojik ozelliklerinin iliskisi

DEGISKENLER Ortanca
n=44| H4K20me3 p

Yas <53 23 0,092 | p=0,372
>53 21 0,13

Menstriiel

durum Premenopozal 14 0,074 | p= 0,074
Postmenopozal 30 0,132

Evre I 7 0,085 | p=0,332
1 22 0,095
Il 15 0,17

T evresi TO-T2 41 0,12| p=0,861
T3-T4 3 0,17

N evresi N=0 19 0,117 | p= 0,991
N>1 25 0,13

Molekiiler Alt

tip Luminal A 15 0,129 | p= 0,353
Luminal B 20 0,106
Her-2 benzeri 2 0,072
Bazal benzeri 6 0,368

Histolojik Grad |1 3 0,048 | p= 0,320
2 25 0,129
3 14 0,124

Niikleer Grad 1 1 p= 0,584
2 25 0,099
3 16 0,125

ER Pozitif 36 0,124 | p=0,417
Negatif 7 0,355

PR Pozitif 33 0,099 | p=0,273
Negatif 9 0,137

HER?2 Pozitif 8 0,057 | p= 0,289
Negatif 34 0,13

41
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Meme timor dokularindaki H4K20me3 diizeyleri ile hastalarin klinopatolojik
Ozellikleri arasindaki iliski Tablo 4-2 6zetlenmistir. H4K20me3 miktarinin evreye gore
dagilimina goz atildiginda (Sekil 4-8), H4K20me3 miktarinin evre III’te (ortanca deger
0,17), erken evrelere gore (ortanca degerler 0,085 ve 0,095) belirgin sekilde daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak, muhtemelen alt gruplardaki 6rnek sayisinin diisiik
olmasi nedeniyle, H4K20me3 miktarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p=0,332).
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Sekil 4-8: H4K20me3 diizeyinin tiimor evresine gore dagilimi.
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Sekil 4-9: Lenf nodu tutulumu ile H4K20me3 diizeyinin iliskisi.

H4K20me3 diizeyi, lenf nodu negatif olan hastalar ile pozitif tutulumu olan
hastalar arasinda karsilastirildiginda (ortanca degerler 0,117 ve 0,13), anlamli bir iligki
saptanmadi (p= 0,991) (Sekil 4-9). Meme tiiméorlerinin molekiiler alt tiplerine gore
H4K20me3 diizeyi incelendiginde ise, en yiiksek histon metillenmesi saptanan grup
Bazal-benzeri (ortanca deger 0,368) olmustur (Sekil 4-10). Ancak gruplar arasinda

farklar konusunda istatistiksel anlamliliga ulasilamadi (p= 0,353).
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Sekil 4-10: Molekiiler alttiplere gore H4K20me3 diizeyinin dagilimi.
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Tiimo6r dokularindaki H4K20me3 miktarinin, tiimorlerin hormon reseptor ve
HER ekspresyon durumuna gore degerlendirilmesi Sekil 4-11° de yer almaktadir. ER(+)
olan hastalarda (ortanca deger 0,124), ER(-) negatif olanlara gore (ortanca 0,355)
H4K20me3 miktar1 daha diisiik olmakla birlikte fark anlamli degildi (p= 0,417). Benzer
sekilde HER2 (+) olan hastalarda H4K20me3 miktar1 HER2 (-) olanlara gore daha
diisiik goziikmekle birlikte anlamlilik saptantanmadi (ortanca 0,57 vs 0,13; p= 0,289)
(Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: Hormon reseptorleri ve HER2 ekspresyon durumuna géore H4K20me3
diizeyleri.
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Meme tiimorlerinin histolojik gradlarina gore H4K20me3 miktarlart Sekil 4-12°
de gosterilmektedir. Grad 1 grupta ¢ok az hasta bulunmaktadir. Grad 2 ve 3 tiimorler

arasinda H4K20me3 miktarinin ¢ok benzer oldugu goze ¢arpmaktadir (p= 0,320).
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Sekil 4-12: Histolojik grada gore H4K20me3 diizeyinin dagilimu.

4.3.Meme Kanserli Hastalarda SUV420H2 Gen Ifadesi ve Histon Metilasyonunun
(H4K20me3) Prognostik Degeri

Tez caligmasinda incelenen paramterelerin meme kanserinde prognostik degeri
de incelendi. SUV420H2 gen ifadesinin genel sagkalim ile iliskisi 102 hastada,
H4K20me3’iin 6nemi ise 44 hastada degerlendirildi. Hastalarin tan1 almasindan itibaren
en uzun takip siiresi 75 ay idi. Her iki parametre icin ortanca degerlerden daha kiiclik
6l¢tim degerlerine sahip hastalar (“diisiik™) ile biiyiik olan hastalar (“yiiksek™) arasinda
sagkalim stireleri karsilastirildi. SUV420H2 ekspresyonunun diisiik oldugu grupta 51
hastadan 7’si hayatim1 kaybederken, yiiksek olan grupta durum benzer idi (8/51).
Ortanca yasam siireleri 63 ve 65 ay olarak bulundu (p= 0,734). Bu bulgular SUV420H2
gen ifadesinin prognostik degerinin olmadigina isaret etmektedir.

Benzer analiz H4K20me3 i¢in yapildiginda, H4K20me3 miktar1 diisiik olan
grupta 22 hastadan 3’ yasami yitirirken, ‘H4K20me3-yiiksek’ grupta 22 hastadan

6’sinin oldiigl gortilmektedir. Her iki gruptaki ortanca yasam siireleri 67,5 ve 63,5 ay
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olarak gergeklesti (p= 0,15; Sekil 4-13). H4K20me3 diizeyi incelenen hasta sayisinin
diisiik olmasi, analizin istatistiksel giiciinii etkilemis olabileceginden, daha yiisek hasta

serilerinde H4K20me3’lin prognostik degerinin arastirilmasi gerekmektedir.
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Sekil 4-13: Tiimoér dokularinda H4K20me3 diizeyinin genel sagkalimla iliskisi.

4.4, Kiiltiir Hiicrelerinde SUV420H2 Geninin siRNA Oligoniikleotidleri ile
Baskilanmasi

Tez galismasinin 2. asamasini deneysel kisim olusturmaktadir. Meme kanseri
hiicrelerinde SUV420H2 geninin susturulmasmnin meme kanseri hiicrelerinin sag
kalimlar1 iizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu asamanin ilk boliimiini,

hedef genin, siRNA ile etkin sekilde baskilanmasinin optimizasyonunu igeren

calismalar olusturmustur.

siRNA oligoniikleotidleri ile gen baskilanmasi ¢alismasinin ayrintilari, Boliim
3.2.1’de verilmistir. Hiicreler, kontrol SIRNA (SiSCR) ve SUV420H2-siRNA ile
transfekte edildi ve transfeksiyondan 48 sa. veya 72 sa. sonra hasat edildiler.
Hiicrelerden RNA izolasyonu ve ¢cDNA sentezi sonrasi, SUV420H2 geni ifadesi GZ-

PZR ile incelendi. Gen susturma etkinligi agisindan 48 saatlik inkiibasyonun daha
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uygun olugu gosterildi. Sekil 4-14’te, yapilan bir baskilanma deney sonrasi, GZ-
PZR’de referans gen ve SUV420H2’nin ¢ogalma egrileri gosterilmektedir. Kontrol
SiRNA ile transfekte edilen hiicrelere kiyasla, hedef genin susturuldugu MCF-7
hiicrelerinde, SUV420H2 gen ifadesindeki azalma dikkat cekmektedir.

22.0 e
= 20.0
5 180 ——— =t
w 16.0 Referans Gen (GAPDH)
2 140
8120
$ 100 siSCR SUV420H2-siRNA
§ 8.0
g 6.0
T 4.0 e ol .
20 Negatif Kontrol (Su)
00—

12 4 6 8 10 13 16 19 2 5 28 31 34 37 40 43
Dongii Sayisi

Sekil 4-14: siRNA oligoniikleotidleri ile transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinde GAPDH ve
SUV420H2 genlerinin ¢ogalma egrileri.

siRNA ile gen susturma deneylerinin optimizasyonu sonrasi, birbirinden
bagimsiz 2 deney yapilarak, SUV420H2 geninin ne oranda susturuldugu incelendi.
Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki ifade diizeyi “1” kabul edilerek,
SUV420H2-siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerdeki ortalama ifade dizeyi
hesaplandi. Buna gore, SUV420H2 geninin ifadesinin ortalama % 55 oraninda
baskilandigi saptandi (Sekil 4-14).

48h 72h

1,2 4 1,2 4

siSCR SUVA20H2-siRNA SiSCR SUV420H2-siRNA

Sekil 4-15: siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde SUV420H2 geninin ifade diizeyi.
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4.5. SUV420H2 Baskilanmasinin Hiicre Sagkalimi Uzerine Etkisinin incelenmesi
SUV420H2 geninin baskilanmasinin etkileri, MCF-7 ve MDA-MB-231 olmak
tizere iki farkli hiicre soyunda incelendi. Hiicrelerin ¢ogalma 6zellikleri iCELLigence

cihazinda gergek-zamanli olarak takip edildi (Sekil 4-15).

Sekil 4-16° da goriilebilecegi iizere, MCF-7 soyunda hiicrelerin etkin sekilde
cogalmadig1 goze carpmakta ve hiicre sayisinin, transfeksiyon yapilmayan grupta bile
zamanla azaldig1 goriilmektedir. Buna karsin, transfeksiyon yapilmayan MDA-MB-231
hiicrelerinin etkin sekilde ¢ogaldigi goriilmektedir. Diger taraftan, transfeksiyon
isleminin MDA-MB-231 hiicrelerinde oldukga toksik etki yaptigi ortaya g¢ikmuistir.
Ancak, her hiicre tipinde de SUV420H2 geninin baskilanmasi, kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelere kiyasla hiicre ¢gogalmasinin artmasi ile sonuglanmigtir. Bu
etki MCF-7 hiicrelerinde, muhtemelen hiicrelerin ¢ogalma kinetigi nedeniyle, oldukca
siirli oranda (yaklasik % 10) gergeklesti. Buna karsin MDA-MB-231 hiicrelerin etki
daha belirgin (yaklasik % 80) olarak goriilmektedir. Tablo 4-3’te SUV420H2 geninin

baskilanmasinin hiicrelerin canliligi iizerindeki etkileri 6zetlenmektedir.
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Sekil 4-16: Meme kanseri hiicrelerinde gercek zamanh hiicre ¢cogalma egrileri.



Tablo 4-3: SUV420H2 geninin baskilanmasinin hiicre sagkalimu iizerine etkileri
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SUV420H2- SUV420H2-
siSCR SIRNA(1) SIRNA(2)
Hiicre Soylari 48 sa 72 sa 48 sa 72 sa 48 sa 72 sa
MCF-7 100 100 108 108 111 111
MDA-MB-231 100 100 188 237 174 212
Meme kanseri hiicrelerinde SUV420H2 geninin baskilanmasinin hiicre

sagkalimina etkisinin koloni olusturma kapasitesi lizerinden arastirmak amaciyla
kolonojenik test uygulandi. Bu amagla, hiicreler siRNA transfeksiyonu sonrasinda
standart biiylime kosullaruinda 10 giin boyunca biiyiitiildiiler ve hiicreler tarafindan

olusturulan koloniler boyanarak sayimlari yapildi (Sekil 4-17 ve Sekil 4-18) .

Sayim sonucu elde edilen bulgular Tablo 4-4’ te yer almaktadir. Transfeksiyon
isleminin toksik etkisi koloni olusturma deneyinde daha belirgin olarak goriilmektedir.
Bunun nedeni de, hiicrelerin 10 giin boyunca biiyiitiilmiis olmalaridir. Her iki hiicre
tipinde de, SUV420H2 baskilanmasinin, kontrol siRNA ile muamele edien hiicrelere
kiyasla koloni sayisinit artirdigi gézlenmektedir. MCF-7 hiicrelerinde, SUV420H2 gen
baskilanmasi, referans gruba kiyasla koloni sayisimi yaklasik 3 kat arttirmistir. Benzer
durum MDA-MB-231 hiicreleri igin de gecerlidir. Bu bulgular, yukarida anlatilan

gercek-zamanli hiicre ¢ogalmasi ¢alismasi ile genel olarak uyumludur.

Tablo 4-4: Meme kanseri hiicre soylarinin kolonojenik test ile belirlenen % canliik

oranlari.
Hiicre Soylar1 | Kontrol |siSCR | SUV20H2-siRNA
MCF-7 100 18 53
MDA-MB-231 100 1 5




N \\\
Transfeksiyon Ajani SUV420H2-siRNA
Sekil 4-17: MCF-7 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri.

Kontrol siSCR
MDA-MB-231

Transfeksiyon Ajani SUV420H2-siRNA

Sekil 4-18: MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri.
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5. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen ve kansere bagli dliimlerde akciger
kanserinden sonra ikinci sirada yer alan [1, 13], gelisiminde genetik ve epigenetik
degisikliklerin birlikte rol aldigr malin hastaliktir. Histon modifikasyon yolagindaki
bozulmalarin meme kanseri dahil bir ¢ok kanser tiirtinde siklikla gorilmesi, bu
degisimlerin kanser gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir [6]. Bu
nedenle kanser aragtirmalarinda histon modifikasyonlarinin incelenmesi 6nem

arzetmektedir.

Histon proteinlerinin modifikasyonu niikleozomlarda gergeklesir ve epigenetik
diizenlemenin 6nemli bir unsurudur [5]. Histon 4 lizin 20 (H4K20) metilasyonu 1969
yilindan beri ¢alisilmakta olan ve mayalardan insanlara kadar evimsel olarak korunmus
bir epigenetik isaretlemedir [9]. H4K20’nin metillenmesi tekli, ikili ve tiglii metillenme
seklinde HMT’ler tarafindan gerceklesmektedir [9, 58, 59, 68, 69]. H4K20me3,
genomda heterokromatik bolgelerde, telomerlerde ve tekrar elementlerinin bulundugu
bolgelerde yogun olarak bulunarak, bu genomik bolgelerin sessizlestirilmesinde gorev
alir [6, 9, 68]. H4K20me3 ii katalizleyen histon metil transferaz SUV420H2 dir [68].

H4K20me3’iin kanser gelisimi acisindan Oneminden yola ¢ikilarak,
H4K20me3’iin meme kanserinde incelenmesinin amaglandigi tez calismamizda, meme
kanserli 82 hastanin tiimor ve eslenik saglikli dokularinda SUV420H2 geninin ifade
diizeyi arastirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda SUV420H2 geninin, timor
dokularinda, eslenik normal dokulara gore, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, daha
fazla ifade edildigi saptanmistir. Diger taraftan, SUV420H2 ifade diizeylerinin,
timorlerin klinopatolojik ozellikleri ile karsilastirilmasi 102 meme kanserli hastada
gerceklesmistir. SUV420H2 gen ifade diizeyi ile yas, menapozal durum, timoriin
evresi, lenf nodu tutulumu, histolojik grad, niikleer grad arasinda anlamli bir iliski
saptanmamugtir. Ancak, SUV420H2 ekspresyonu ile hormon reseptér durumu arasinda
iliski dikkat c¢ekmektedir. Tiumorleri ER(+) veya PR(+) olan hastalarda, hormon
reseptOrii negatif olan hastalara gore daha yiiksek SUV420H2 ifadesi gozlenmistir. Bu

baglantinin islevsel temellerinin ve prognozla iliskisinin arastirilmasi gerekmektedir.

Kanserde epigenetik yolaklar iizerine yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde,

H4K20me3 diizeylerinde degisimin sik gerceklestigi ve global H4K20me3 azalmasinin
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kanserlerin belirleyici 6zelliklerinden biri oldugu bildirilmistir [6, 10, 11, 12]. H4K20
ticlii metilasyonunun, meme kanseri hiicre soylarinda, tiimoérojenik olmayan meme
epitel hiicrelerine kiyasla azaldigir bildirilmistir [11]. Kiltiir hiicreleri ile yapilan
calismalarda, H4K20me3’ti katalizleyen histon metil transferaz enzimini kodlayan
SUV420H2 geninin ifade diizeyinin meme tiimor hiicrelerinde azaldigr bildirilmis [11,
12, 77], buradan yola ¢ikarak SUV420H2 ifadesinin biyobelirte¢ olabilecegi ileri
strilmistiir [77, 78]. Kanser hiicrelerinde H4K20me3 seviyesinin azalmasi, SUV420H2
geninin ekspresyonunun azalmasi ile birlikte seyretmektedir [11, 70]. Yokoyama ve
ark., TCGA (Kanser Genom Atlasi) ve GEO (Gen Ekspresyon Omnibus) ve MENT
(Metilasyon ve Ekspresyon database of Normal ve Tumor Tissue) veri bankasindaki
bilgileri kullanarak yaptiklari analizlerde, meme kanseri dokularinda SUV420H2
ekspresyonunun normal dokulara gore azalma egiliminde oldugunu bildirmektedir [12].
Tez galismasinda SUV420H2 ile ilgili elde edilen bulgular, meme kanserinde literatiirde
bildirilen sonuglarla uyumlu goziikkmemektedir. Bunun temel nedeni, tez ¢alismasinda
taze dokularin kullanilmis olmasi; buna karsin literatiirde yer alan verinin parafin
bloklarda yapilan immmiinhistokimyasal analizlere veya hiicre kiiltiirii caligmalarina
dayaniyor olmasi olabilir. Calismalar arasindaki yontemsel farkliliklarin gen ifadesi

konusunda farkli sonuglara yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diger taraftan, TCGA verilerine gore, bir ¢ok malin hastalikta, timor
dokularinda SUV420H2 gen ifadesinin eslenik normal dokulara gore arttig1 saptanmistir
[79]. Benzer durum pankreas kanseri i¢in de gecerlidir. Pankreas kanserinde yapilan
giincel bir galismada, pankreas kanserli hiicrelerde SUV420H2 ifadesinin arttigi ve
epitelyal/mezenkimal gecisinde SUV420H2 geninin epigenetik diizenleyici olarak gérev
yaptigt gozlenmistir [79]. SUV420H2 seviyesinin artmasi, invaziv kanserin

ilerlemesinde epitelyal karakteristiklerin kaybolmasi ile iliskilendirilmistir [79].

Tez calismasinda, SUV420H2 gen ifadesinin incelenmesini takiben, H4K20me3
diizeyi incelendi. Bu amacla, tiimor ve eslenik saglikli dokulardan histon proteinlerinin
izolasyonu yapilarak, H4K20me3 diizeyi ELIZA-benzeri yontemle 6l¢iildii. Bu ¢alisma
sonucunda, timor dokularinda anlamli diizeyde, daha yiiksek H4K20me3 diizeyleri
saptandi. Meme tiimor dokularinda H4K20me3 diizeyinin artmis diizeyde bulunmasi,

artmis SUV420H2 ifadesi ile uyumlu ger¢eklesmistir.
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H4K20me3 miktar1 ¢esitli kanser tiirlerinde arastirilmig ancak net bir sonug elde
edilememistir. Yapilan bazi ¢calismalarda H4K20me3 miktar1 azalirken [6, 11, 12, 77,
80] bazilarinda ise arttig1 bildirilmistir [81]. H4K20me3 kaybi, literatiirde, kanserin bir
Ozelligi ve meme kanserinde prognostik bir faktér olarak tanimlanmistir [6, 12].
Immiinohistokimyasal olarak tiimor dokularinda global histon modifikasyonlarinin
diizeyini inceleyen ve genis hasta serisine sahip olan ¢alismada (N= 880) ise, Elsheikh
ve ark. invaziv meme Kkarsinomlu hastalarin % 70’inde H4K20me3 miktarinin arttigini
kalan kisminda ise azaldigini rapor etmislerdir [81]. Elsheikh ve ark.’nin bulgular ile
tez ¢aligmasinda elde edilen bulgularin uyumlu oldugu géziikmektedir. Diger taraftan,
calismamizda kullandigimiz hiicre soylar ile (MCF-7 ve MDA-MB-231) yapilmis olan
calismalarda, H4K20me3 diizeyinin tiimorojenik olmayan hiicre soylarina goére daha
diisiik oldugu bildirilmistir [6, 11, 12, 70]. Calismamizda, MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicreleri ile tiimdrojenik olmayan hiicre soylar1 arasinda bir karsilagtirma
yapilmamistir. SUV420H2 gen ifadesinde oldugu gibi, H4K20me3 diizeyi konusunda,
calismalar arasindaki uyumsuzluk yontemsel farkliliklardan dolayr ortaya cikmis
olabilir. Yukarida adi gecen calismalarin ¢ogu, kiiltiir hiicreleri ile yapilmis ¢alismalari
ya da immiinhistokimyasal analizleri igermektedir. Tez c¢alismasinda ise, timor
dokularindan izole edilen histon proteinleri itizerinden, dogrudan histon metilasyon

Olctimii yapilmistir.

Bazi ¢aligmalarda, diisiik H4K20me3 seviyeleri agresif meme timori 6zellikleri
ile iligkilendirilmis ve bunun hastaligin ilerlemesi i¢in biyobelirte¢ olabilecegi 6ne
striilmistiir [77, 81]. Elsheikh ve ark. ¢alismasinda, histon modifikasyon miktar: ile
Klinik sonug¢ arasinda oldukga yiiksek bir korelasyon gozlenmis, ve goreceli olarak
yiiksek seviyedeki global histon asetilasyon ve metilasyonun iyi prognozla iliskili
oldugu saptanmistir [81]. Tez ¢alismasinda, H4K20me3 diizeyinin, meme tiimorlerinin
molekiiler alt tiplerine gére dagilimina bakildiginda, H4K20me3 diizeyinin bazal
benzeri meme tiimorlerinde, luminal A ve luminal B meme timorleri ve HER2-benzeri
timorlere gore daha yiliksek oldugu saptanmistir. Her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da, Evre III tiimorlerde, Evre 1 ve II tiimorlere gore daha yiiksek
H4K20me3 diizeyi saptanmistir. Bu ve yukarida belirtilen bulgular, H4K20me3
miktarinin artmasinin kanserin ilerlemesinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
Nitekim, yapilan bir deneysel ¢alismada, H4K20me3 seviyesinin hiicre invazyonunun

diizenlenmesini etkiledigi gosterilmistir [12].
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Tez ¢alismasinda, SUV420H2 ifadesi ile H4K20me3 diizeylerinin prognostik
degeri de arastirildi. SUV420H2 gen ifadesinin genel sagkalim ile iligkisi 102 hastada,
H4K20me3 diizeyi ise 44 hastada degerlendirildi. Calismada elde edilen bulgular
SUV420H2 gen ifadesi ile H4K20me diizeyinin prognostik degerinin olmadigina isaret
etmektedir. H4K20me3 diizeyi incelenen hasta sayisinin diisiik olmasi, analizin
istatistiksel gilicinii etkilemis olabileceginden, daha yiiksek hasta serilerinde
H4K20me3’iin prognostik degerinin arastirilmasi gerekmektedir. Immiinohistokimyasal
inceleme igeren bir caligmada, hastalarin genel sag kalimlar1 ve hastaliksiz sagkalimlari
H4K20me3 diizeyine gore incelenmis ve yiiksek miktarda H4K20me3 saptanan

hastalarda daha iyi genel sagkalim ve hastaliksiz sag kalim oranlar1 belirlenmistir [12].

Calismamizin ikinci asamasinda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda
SUV420H2 geni o6zgiil siRNA oligoniikleotidleri araciligi ile baskilanarak hiicrelerin
sagkalimlar lizerine etkileri arastirllmistir. Her iki hiicre soyunda SUV420H2 geninin
baskilanmasi, ger¢ek-zamanli hiicre analizinde, kontrol siRNA ile transfekte edilen
hiicrelere gore hiicre ¢ogalmasinin artmasi ile sonuglanmistir. Bu etkinin MCF-7
hiicrelerinde sinirli oranda (yaklasik % 10) gerceklestigi, buna karsin MDA-MB-231
hiicrelerinde daha belirgin (yaklasik % 80) oldugu goriilmiistiir. Calismamizda, meme
kanseri hiicre soylarinda SUV420H2 geninin baskilanmasinin, hiicre sagkalimini
artirdigi, hiicrelerin koloni olusturma kapasitesi deneyi ile de teyit edildi. SUV420H2
geninin baskilanmasmin hiicre g¢ogalmasi ile sonuglanmasi yoniindeki bulgumuz,

literatiirde yer alan veri ile tutarlilik gdstermektedir [70].

Hiicre soylar1 arasinda ortaya ¢ikan farkin, hiicrelerin ¢ogalma kinetigi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii, MCF-7 soyunda hiicrelerin etkin sekilde
cogalmadig1 ve hiicre sayisinin, transfeksiyon yapilmayan grupta bile, zamanla azaldigi
gozlenmistir. Buna karsin transfeksiyon yapilmayan MDA-MB-231 hiicrelerinin etkin
sekilde ¢ogaldig1 goriilmektedir. Diger taraftan, daha agresif fenotipte olan MDA-MB-
231 hiicrelerinin, SUV420H2 geninin baskilanmasindan daha fazla etkilenmis olmasi da

olasidir.

Sonug olarak, tez ¢alismasinda her ne kadar tiimor dokularinda SUV420H2 geni
ve bu gen drininin kodladigi histon metiltransferaz tarafindan katalizlenen
H4K20me3’in artmis oldugu saptansa da, kiiltiir hiicrelerinde SUV420H2 genin

baskilanmasiin hiicre ¢ogalmasinin artmasi ile sonuglanmasi, SUV420H2 geninin
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meme kanserinde timor baskilayict bir rol stlendigine isaret etmektedir. Hem bu
calisgmada vaka sayisinin yiiksek olmamast hem de literatirde SUV420H2 ve
H4K20me3 hakkinda wverilerin celigkili olmasi, daha biliyiikk ve iyl tasarlanmis
caligmalarin  gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu tez c¢alismasinin Onemli
ozelliklerinden biri SUV420H2 gen ifadesi ile H4K20me3 diizeyinin taze timor
dokularinda calisilmig olmasidir. Bu konudaki ¢aligmalarin genel olarak kiiltiir hiicreleri
veya parafine gomiilmiis dokularda yapildigr diisiiniildiigiinde, bu durumun tez

calismasinin verilerini giiclii kildig diistiniilmektedir.
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