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OZET

Amac¢: Meme kanseri diinyada kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. eEF2K,
meme kanserinde hiicre dongiisii, migrasyon Ve invazyonu diizenleyen bir alfa kinazdir.
BRD4 ise, BET ailesinin bir iiyesi olup; RNA polimeraz II'yi aktive etmektedir. eEF2K
ve BRD4 arasinda bir iligkinin oldugu hipotezinden yola ¢ikarak planlanan ¢alismamizda;
BRD4’iin inhibisyonuyla meme kanseri hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve

invazyonun nasil etkilenecegini gostermeyi amagladik.

Yontem: MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde planlanan ¢alismamizda; uygun SiRNA’lar ve
miR 122 ile BRD4 inhibisyonu saglandi. inhibisyon sonrasi; hiicre proliferasyonundaki
degisim i¢in MTS testi; koloni olusumunu degerlendirmek igin Klonojenik analiz ile

hiicrelerin metastaz, invazyon ve migrasyon degerlendirmeleri yapildu.

Bulgular: Sonug¢larimiz eEF2K’nin BRD4'ii dogrudan etkilemedigini gosterdi. BRD4'i
inhibe etmek i¢in, uygun siRNA’lar ve miR 122’nin kullanilmasina karar verildi. Bu
sekilde planlanan inhibisyonla; SIRNA'lar tiimor hiicrelerinde koloni olusumunu,
invazyonu ve migrasyonu azaltirken; miR 122°nin BRD4 siRNA'lar1 kadar etkili olmasa

da inhibisyonu sagladig: goriildii.

Sonu¢: miR 122 BRD4'i inhibe etmekte ve bu inhibisyon tiglii negatif meme kanseri
hiicre hattinda koloni olusumunu, migrasyonu ve invazyonu yavaslatmaktadir.
Sonuglarimiz, miR 122 ile BRD4'lin inhibisyonunun agresif karakterli metastatik meme

kanserlerinde yeni bir tedavi yaklasimi olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: BRD4, miR 122, UNMK, migrasyon, invazyon



ABSTRACT

Objective: Breast cancer is the most common type of cancer in women in the world.
eEF2K is an alpha kinase that regulates cell cycle, migration and invasion in breast cancer.
BRD4 is a member of the BET family; RNA activates polymerase Il. In our hypothesis
whether there was any relationship between eEF2K and BRD4. We aimed to clarify how
the inhibition of BRD4 is affected by proliferation, migration and invasion in breast cancer

cells.

Method: In our study, we were used MDA-MB-231 cells. BRD4 inhibition was achieved
with appropriate SiIRNAs and miR 122 in MDA-MB-231 cells. After the BRD4 inhibition;
we performed MTS test for change in cell proliferation; clonogenic assay to evaluate
colony formation. Invasion and migration analyzes were performed to explain the

metastatic properties of the cells.

Results: Our results showed that eEF2K does not directly affect BRD4. For BRD4
inhibition, it was decided to use appropriate sSiRNAs and miR 122. After BRD4 inhibition,
BRD4 siRNAs reduced colony formation, invasion and migration in tumor cells.
Furthermore, miR 122 was shown to provide inhibition, although not as effective as BRD4
SiRNAs.

Conclusion: miR 122 inhibits BRD4, and this inhibition slows colony formation,
migration and invasion in the triple negative breast cancer cell line. Our results suggest
that, inhibition of BRD4 with miR 122 could create a new treatment approach in

aggressive metastatic breast cancers.

Key words: BRD4, miR 122, TNBC, migration, invasion
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SEKILLER DIZiNi

Translasyonel elongasyon asamasi. Baglatma asamasindan (initiasyon)
sonra elongasyon siireci, birbirini takip eden bir dizi uzama adimini igerir.
Her adim, mRNA'n ribozom boyunca hareket etmesini saglar, boylece
uzayan polipeptidi tasiyan tRNA, P-bolgesi (peptit bolgesi) olarak
adlandirilan 60S alt biriminin bir cebine tutunur. Uzama faktorii eEF1 ile,
gelen her aminoasil-tRNA'y1 dogru kodon-antikodon etkilesimlerine bagl
olarak A bdlgesine (amino asit bolgesi) tasir. P bolgesindeki peptit,
peptitiltransferaz olarak bilinen ribozim aktivitesinin etkisiyle A
bolgesindeki amino aside aktarilir. Peptit transferini takiben uzama faktorii
eEF2, bos tRNA’y1 60S ribozomunun P bolgesinden E bdolgesine
(ejeksiyon bolgesi) tasiyarak elongasyonun devamliligini indiikler. A
bolgesini bos kaldiginda mRNA'nin bir sonraki kodonu {izerinde
yerlesmistir ve yeni aminoagil tRNA’y1 baglamak i¢in hazirdir. Islem bir
durdurma kodonu ile karsilasilana kadar devam eder (Casabona M.R.C
ark.’dan uyarlanmaistir.). 10
eEF2’nin eEF2K tarafindan fosforillenmesi ve inhibisyonu goriilmektedir.
(Hizli ve ark., 2013). eEF2, aktif haldeyken protein sentezinin uzama
asamasi devam etmektedir (yesil ok). Ancak, eEF2K tarafindan Thr56’dan
fosforillendigi zaman eEF2 inaktif hale ge¢mekte ve ribozoma
baglanamadigi igin protein sentezinin uzama asamasi da yavaslamaktadir
(kirmiz1 ok) (Hizli A.A ve ark.’dan uyarlanmistir.).
11

eEF2K'nin domain yapisinin ve regiilasyonunun sematik gosterimidir.
Kirmiz1 veya yesil, kisimlar fosforilasyon ile eEF2K'yi inhibe eden veya

aktive eden alanlar1 belirtmektedir (Kenney ve ark., 2014). 11

Bromodomain ve ekstraterminal (BET) protein ailesinin ve BET — NUT
flizyon proteinlerinin temel yapisi goriilmektedir. Her BET proteini iki
bromodomain (BD1 ve BD2) ve bir ekstraterminal (ET) domain igerir.
BRD4 ve BRDT'nin ilave bir karboksil terminal motifi (CTM)

Vi



Sekil 2.5
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Sekil 4.1

Sekil 4.2
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bulunmaktadir. NUT orta hat karsinomu (NMC) hastalarinda bulunan
BRD3-NUT ve BRD4-NUT fiizyon proteinleri, BRD3 veya BRD4’iin
amino terminaline eklenen NUT proteiniyle BRD3 ve BRD4’ten ayrilir
(Xu ve Vakoc, 2017). 14
BRD4’iin hiicre igi gorevi ve inhibisyonunun gosterimi. A) Siiper
Enhanser’in (SE) organizasyonunda ve esas yapinin olugsmasinda BRD4
fonksiyonunun sematik gosterimi.  Hiperasetile edilmis kromatin
bolgelerine baglanan BRD4, SE ile promotor arasinda bir koprii olusturan,
RNA-Pol II'nin baglanmasimni destekleyen ve stabilize eden genis bir
transkripsiyon diizenleyici protein platformunun kurulmasina aracilik
eder. BRD4 ayrica P-TEFb’nin RNA-Pol II'ye baglanarak aktive olmasini
saglar. B) BETi'nin SE organizasyonu tizerindeki etkisi. BETi, BRD4'ii
kromatine baglanma bélgelerine tutunarak SE ile promotor arasindaki
etkilesimi  bozmaktadir. Bu durum da BRD4 aracili genlerin
transkripsiyonunu engellemis olur. 16
MikroRNA biyogenezi (Peng ve Croce, 2016). 21

mIiR 122’nin biyogenezi (Gebert ve ark., 2014). pri-miR 122’nin ilk
olarak Drosha ile poli A kuyrugu kesilerek pre-miR 122 olusturulur.
Ardinda Dicer ile kesilerek exportin yardimiyla nuklesu disina tasinir ve
aktif miR 122 olusturulmus olur. 23
eEF2 Kinaz siRNA’lar ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
eEF2K ekspresyonu goriilmektedir . 35

BRD4 siRNA’lar1 ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRDA4, c-
Myc, BRD2 ve eEF2K proteinlerinin ekspresyonu goriilmektedir. BRD4

inhibisyonunun BRD2 ve eEF2K nin ekspresyonlarini etkilemedigi, ancak

c-Myc ile dogrudan iliskili oldugu dikkati cekmektedir. 37
eEF2K siRNA’lar ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4
proteininin ekspresyonu goriilmektedir. 38

A) eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
BRD4 proteininin ekspresyon seviyesi goriilmektedir. B) eEF2K
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lentiviriisii ile konjuge edilen hiicrelerde eEF2K protein miktarinin
GAPDH’e oran1 goriilmektedir. C) eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilen
hiicrelerde BRD4 protein miktarinin GAPDH’e orani1 goriilmektedir.
39
A) ¢EF2K siRNA’s1 ile inhibe edilen MDA-MB-436 ve BT-474-R
hiicrelerinde eEF2K ve BRD4 proteinlerinin ekspresyonu goriilmektedir.
B) eEF2K siRNAs1 ile inhibisyon sonrast MDA-MB-436 ve BT-474-
R hiicrelerinde eEF2K protein miktarinin GAPDH’¢e oran1 goriilmektedir.
C) eEF2K siRNA’s1 ile inhibisyonun ardindan MDA-MB-436 ve BT-474-
R hiicrelerinde BRD4 protein miktarinin GAPDH’e oran1 goriilmektedir.
40

Farkli mikroRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde
BRD4 ve c-Myc proteinlerinin ekspresyonlar1 goriilmektedir. B) Farkli
mikroRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4

protein miktarininin GAPDH’e oran1 goriilmektedir (**** p<0,0001, ***

p=0,0001). 42
BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde BRD4 ekspresyonu goriilmektedir. 43

MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonlarindan
48, 72 ve 96 saat sonraki proliferasyon hizlar1 goriilmektedir 44

MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyondan 48, 72 ve 96 saat

sonraki proliferasyon hizlari goriilmektedir *p<0,05). 44
MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 ve miR 122 ile transfeksiyonlarindan
48, 72 ve 96 saat sonraki proliferasyon hizlari goriilmektedir. 45

A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lari ile transfeksiyonundan
sonra koloni olusturan hiicreler goriilmektedir. B) Koloni olusturan hiicre
sayllarinin MDA-MB-231 (siRNA ile transfekte edilmeyen hiicreler)
grubuna gore istatistiksel analiz sonuglart goriilmektedir (**p<0,005,
***p<0,0001). 46

A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra

koloni olusturan hiicreler gorilmektedir. B) Koloni olusturan hiicre
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sayllarinin MDA-MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz sonuglar
goriilmektedir (*p<0,05). 47
A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonundan
sonra hiicrelerin migrasyonlarinin azaldigi goriilmektedir. B) Migrasyon
sonrasi kapanan alanin yiizde degerleri goriilmektedir (*p<0,05). 49
A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra
24 ve 48. saatlerde hiicrelerin migrasyonlarinin azaldigi goriilmektedir. B)
Migrasyon sonrasi kapanan alanin yiizde degerleri goriilmektedir
(**p<0,005). 50
A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonundan
sonra invaze olan hiicreler goriilmektedir. B) Invaze olan hiicre sayilarmin
MDA-MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra
invaze olan hiicreler goriilmektedir. B) Invaze olan hiicre sayilariimn MDA-
MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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BRD4 inhibisyonun ardindan MDA-MB-231 hiicrelerinde p-c-Src ve Src

protein seviyeleri goriilmektedir. 54
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1. GIRIS

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olmakla beraber, kansere bagl
goriilen oliimlerin de ikinci sebebidir (Bray ve ark., 2018; Deshmukh ve ark., 2019).
Meme kanseri tedavisi meme kanserinin alt tiplerine gore farklilik géstermektedir. Bugiin
bilinen tedavilere en zor yanit veren meme kanseri tipi Gi¢cli negatif meme kanseridir
(UNMK). Bunun sebebi; UNMK, 6strojen Reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (Her2/neu) reseptorlerinin tiglinii de hiicre
yiizeyinde barindirmamasindan kaynaklanmaktadir. Hormon bagimli hiicre yiizey
reseptorlerinin olmayisi, hormonal tedaviye yanit vermemesini ve kemoterapotiklere karsi
direng gelistirmesini saglamaktadir (Chavez ve ark., 2010). Bu sebeple giiniimiizde
UNMK ’nin tedavisinde yeni terapdtik tedavi yontemleri {izerinde onemle durulmakta ve

hedef terapotikler belirlenmeye ¢alisilmaktadir.

Okaryotik Elongasyon Faktorii 2 (eEF2), mesajct RNA (MRNA) translasyonunun uzama
asamasinda ribozom translokasyonuna aracilik etmektedir (Ryazanov ve Davydova,
1989). Aktif haldeki eEF2; eEF2 kinaz (eEF2K) tarafindan Thr56 (Treonin 56)’dan
fosforillenir ve bu fosforilasyonla eEF2 inaktif hale gecerek protein sentezini uzama
asamasinda durdurur (Redpath ve Proud, 1989; Carlberg ve ark., 1990). eEF2 kinaz’in
inhibe edilmesi ile hiicre siklusunun G1/S evresinde durduruldugu bilinmektedir
(Tekedereli ve ark., 2012). Bu bilgiye ek olarak eEF2 kinaz in vitro sartlarda aktive
edildiginde timor hiicrelerinin sag kalimi, proliferasyonu, invazyonu ve migrasyonunun

arttigr bildirilmistir (Ashour, Abdel-Aziz, ve ark., 2014).

Bromodomain protein ailesi; histonlar1 lizin bolgesinden asetilleyen proteinlerdir. Bu aile
tiyeleri; histon asetiltransferazlar, kromatin ile iligkili proteinler, transkripsiyonel ko-
aktivatorler, histon metiltransferaz ve bromodomain ekstra-terminal alan (BET)
proteinleridir (Haynes ve ark., 1992). Bu ailenin bir {iyesi olan BRD4, histonlara Kac
kismindan baglanir ve pozitif transkripsiyon uzatma faktori b (P-TEFb)’nin
diizenlenmesini saglayarak, hiicre siklusunun ilerlemesini saglar (Jang ve ark., 2005; Z.
Yang ve ark., 2008).



Calismamizda; ¢EF2 kinaz ve BRD4’iin hiicre siklusunun ilerlemesinde ve tiimor
hiicrelerinin invazyon ve migrasyon yetenekleri iizerindeki etkisi dikkate alindiginda, bu
iki proteinin timor gelisimi ile iliskilerinin olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak; eEF2
kinaz ve BRD4’lin karsilikli bir iliski icerisinde olup olmadigii ortaya koymay1
amagladik. Ayrica, eEF2 kinaz ve BRD4 iliskisinin UNMK hiicrelerinin gelisimini nasil
etkilediginin de ortaya konmasi hedeflenmistir. Literatiirde eEF2 kinaz ve BRD4’lin
iliskili olabilecegine dair bir ¢alisma bulunmadigindan; ¢alismamizdan elde edilen
sonuglar ile, UNMK hiicrelerinin gelisimini engelleyebilecek yeni hedefler ortaya
konmustur. Bu agidan bu tez ¢alismasinin sonuglar1 degerlendirildiginde heniiz literatiirde

yer almayan yeni hedeflerin ortaya kondugu goriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Karsinogenez; organizmada bulunan hiicre ya da hiicre gruplarmin viicut i¢i ya da
disaridan gelen faktorlerin etkisi ile, organizmanin kontrol mekanizmalarindan kagarak
kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi ile baslayan karmasik bir siiregtir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Bu kontrol disinda kalan hiicreler organizmada hayatta kalmay1 basararak, Kitle
halini almaya basladiklarinda kanser adi verilen hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Kanser
tanimi1 oldukca genel bir isimlendirme olup, organizmadaki her doku ya da organda farkli
sekilde seyreden, farkli histolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip farklilagmis hiicre
topluluklarinin olusturdugu normal olmayan hiicre grubudur (Smellie ve Sacks, 1994).
Cinsiyet gozetmeksizin siklikla karsilasilan kanser tipleri; kan, akciger, lenf, meme,
prostat, gastrointestinal sistem ve sinir sistemi kanserleridir (Mortality ve Causes of
Death, 2016). Her yil binlerce hastaya farkli kanser tanilari konmakta ve bu sayi
giinimiizde giderek artmaktadir. Her bir kanser tiirii i¢in de glinlimiizde kabul goren farkl
tedaviler bulunmaktadir. Ancak, bu tedavilerle birgok kanser tiirii i¢in hastaligin tamamen
ortadan kaldirilmas1 miimkiin olmamaktadir. Literatiire kazandirilan her yeni bilgi kanser
tedavisi i¢in yeni bir yaklasim ortaya koyacagindan ciddi bir 6nem igermektedir

(Zugazagoitia ve ark., 2016).

2.1.1. Meme Kanseri

Meme, farkli hormonlarin hedefi olan gogiis boslugunun 6n kisminda biiyiik pektoralis
kasinin tizerinde yer alan modifiye edilmis bir bezdir. Yeni dogan bebegi beslemek i¢in
o0zel bir isleve sahiptir. Meme, hormonal kontrol altinda siit tiretimini saglayan glandiiler
yapilardan olusur. Bu yapilar, beslenme ve koruma saglayan fibrovaskiiler ve yag dokusu
ile gevrilidir. Meme, islevi siitii asinusdan meme ucuna tasimak olan kanal agindan olusur.
Sayilar1 15-20 olan biiyiik kanallar salgilarini, retroareolar ampullaya bosaltir. Bu kanallar
daha kiiciik kanallara boliiniir. Bu agin tamami duktal agaci olusturur. Kanal boyutu ne
olursa olsun histolojik yapilar1 aynidir: kanalin i¢ kisim, liimeni kaplayan tek bir epitel
hiicre tabakasi icerir. Daha derinden, bazal membran c¢evresindeki miyoepitelyal

hiicrelerinin de bulundugu bir tabaka bulunur. Kanallar, kasilip gevseme kabiliyetine



sahiptir; boylece liimeni daraltir ve siitiin gegisini kolaylastirir (Guinebretiere ve ark.,
2005).

Meme lobiilleri kanallarin sonunda yer alir. Meme lobiilleri, siitiin sentezini saglayan
memenin fonksiyonel birimleridir. Her lobiil, terminal kanala ag¢ilan asinus adi verilen
yaklasik yirmi adet kii¢iik glandular yapidan olusur. Kanallar gibi her asinus, liimeni
kaplayan ve siitiin sentezini ve salgilanmasini saglayan epitel tabakasi ve bazal membrani
kaplayan miyoepitel tabakasindan olusur. Kanallar ve meme lobiilleri kan ve lenfatik
damarlar, sinirlerden olusan, beslenme ve destek saglayan bag dokusu ile g¢evrilidir
(Guinebretiere ve ark., 2005). Meme kanallarinda ve lobiillerinde olugsan anormal hiicresel

degisim meme kanserine sebep olabilmektedir.

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan meme kanseri ve alt tipleri i¢in de
giiniimiizde bir¢ok farkli tedavi yaklasimi bulunmakla beraber, hala kanser sebepli
Oliimlerin kadinlardaki en yaygin nedenlerinden biridir (Zugazagoitia ve ark., 2016)
(Coleman ve ark., 2008). Meme kanserleri farkli morfolojik ve biyolojik 6zelliklere sahip
heterojen bir hiicre toplulugudur. Dolayisiyla da farkli klinik davraniga sahip ve tedaviye

farkli yanit veren alt tiplerden olusmaktadir (Tsang ve Tse, 2020).

Diger kanser tiplerinde oldugu gibi meme kanserleri de malign ve benign olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bu iki kanser tiirliniin de hiicrelerin sahip olduklar1 6zelliklere gore alt

tipleri bulunmaktadir (Akram ve ark., 2017).

Invaziv Olmayan Meme Kanseri

Bu kanser tipi yer aldigi lobiil (siit kanallari) disinda yerlesmeyen bir kanserdir (West ve
ark., 2017). En bilinen 6rnegi in situ duktal karsinomdur. In situ duktal karsinom, siit
kanallarinda atipik hiicrelerin gelisimiyle ortaya ¢ikar ve siit kanallarinin disina uzanmaz.
Atipik hiicreler lobiillerin veya kanallarin disindaki dokulara direk olarak invaze olmasa
da ilerleyebilir ve invaziv meme kanserine doniigebilirler (Akram ve ark., 2017).
Tedavisinde koruyucu olarak meme dokusunun ¢ikarilmasina gerek yoktur (Posner ve

Wolmark, 1992).



In Situ Duktal Karsinom

Invaziv olmayan meme kanserinin en genel tiiriidiir. Yerlesimi sadece meme kanali ile

sturlidir (Harris ve ark., 2016).

In Situ Lobiiler Karsinom
Bu tip meme kanseri meme kanali lobiillerinde goriiliir (Inoue ve ark., 2017). Lobiillerin
disinda yani meme dokusunda yerlesim gostermez. In situ lobiiler karsinom genellikle

invaziv olmayan meme kanseri olarak tanimlanmaktadir (Clauser ve ark., 2016).

Invaziv Meme Kanseri

Invaziv meme kanserinde, lobiillerin i¢indeki kanserli hiicreler meme dokusundan ayrilip
metastatik yetenek kazanirlar. Kanser hiicreleri, kan damarlar1 veya sistemik dolagim
yoluyla memeden viicudun farkli bolgelerine gecebilirler. Invaziv meme kanseri
kadinlarda en sik gériilen meme karsinomudur (Harris ve ark., 2016). Bu hiicreler yaygin
olarak lenf nodlari, beyin, kemikler, akcigerler ve karacigere metastaz yaparlar. Bu
hiicreler meme dokusunda kontrolsiiz olarak bdliinerek uygun kosullar1 sagladiklarinda
bulunduklar1 yerden ayrilir ve farkli organlara yerleserek ve yeni odaklar olusturma
egilimindedirler (Ryazanov ve Davydova, 1989). Yeni yerlerine ulasan hiicreler viicudun
farkli bolgelerinde gelisiyor olsa da hala meme kanseri hiicreleridirler (Page ve ark.,
2017).

Infiltre Olan Lobiiler Karsinom
Infiltre olan lobiiler karsinom da invaziv lobiiler karsinom olarak kabul edilir. Bunlar,
memedeki siit bezlerinde gelisir, siklikla da viicudun diger kisimlarina metastaz yapma

yetenegine sahiptirler (Arpino ve ark., 2004).

Infiltre Olan Duktal Karsinom
Infiltre olan duktal karsinom da invaziv duktal karsinom olarak kabul edilir. Bu karsinom
tipi memedeki siit kanallarinda gelisir. Tiim meme dokusuna yayilabilir ve viicudun diger

kisimlarina metastaz yapma potansiyeline sahiptir (Somiari ve ark., 2003).

Miisinoz Karsinom



Kolloid karsinom olarak da bilinen, miisinéz karsinom, mukus iireten kanser hiicreleri
tarafindan olusturulan nadir bir meme kanseri alt tipidir. Miisin6z karsinomlu kadinlar
genellikle invaziv karsinomlu kadinlardan daha iyi bir tedavi profiline sahiptirler (Akram
ve ark., 2017).

Tiibiiler Karsinom

Tiibliler karsinomlar 6zel bir tiir invaziv meme karsinomudur. Tiibiiler karsinomlu
kadinlar genellikle diger invaziv karsinomlu hastalardan daha iyi sag kalim oranlarina
sahiptirler (Akram ve ark., 2017).

Inflamatuvar Meme Kanseri
inflamatuvar meme Kkanseri, lenf damarlarinda veya kanallarda yerlesen tiimor
hiicrelerinden kaynaklanmaktadirlar. Inflamatuvar meme kanseri, nadir goriilmesine

ragmen son derece hizli biiyliyebilmektedir (Joglekar-Javadekar ve ark., 2017).

Uclii Negatif Meme Kanseri ((NMK)

UNMK, Ostrojen (OR) ve progesteron (PR) hormonlar1 ve HER2 (insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2) yiizey reseptOriiniin her {¢iinii de hiicre ylizeyinde
bulundurmayan meme kanseri olarak tanimlanmaktadir (Hammond ve ark., 2010; Pareja
ve Reis-Filho, 2018; Wolff ve ark., 2018). UNMK, tiim meme kanserlerinin %12 ila
17'sini olusturur, siklikla geng kadinlari etkilemektedir ve kotii prognoza sahiptir (Foulkes
ve ark., 2010). Bu fenotipte tipik olarak erken relaps goriiliir buna ek olarak karaciger,
akciger ve merkezi sinir sistemi metastazlariyla da oldukga sik karsilagilir (Haffty ve ark.,
2006). Bu durumda, patolojik olarak degerlendirildiginde hastaligin evresi genellikle evre
3 olarak belirlenir. Klinik olarak UNMK, diger meme kanseri tiirlerinden daha siddetli bir
seyir gostermektedir. Yiiksek niiks riski, kisa siireli ilerlemesiz sagkalim ve kisa siireli
genel sagkalim ile karakterizedir (Mustacchi ve De Laurentiis, 2015). Erken evre UNMK
(asama I-I1I) olan hastalarin %50’sinde hastalik niiksli goriiliir ve hastalarin %37'sinde

ameliyattan sonraki 5 yillik siirecte mortalite izlenir (Liedtke ve ark., 2008).

UNMK Kklinik olarak heterojendir, morfolojik, mutasyonel fenotip ve tiimdr hiicreleri

arasindaki etkilesimin ilerlemesinde diger meme kanserlerinden farkli bir profil



gostermektedir. Yeni nesil sekans dizileme galismalarryla, UNMK'nin heterojenligi
konusundaki bilgilere her giin yenileri eklenmektedir (Liedtke ve ark., 2008).

Uclii Negatif Meme Kanseri Alt Tipleri

UNMK 'nin molekiiler heterojenligi fark edildikten sonra, yapilan arastirmalarda alt tipleri,
hastalik prognozu veya sistemik tedaviye beklenen cevap temelinde siniflandirilmaktadir.
IIk calismalarla, 587 UNMK hastasindan alnan primer tiimérlerde, tiimorlerin gen
ekspresyon profilleri ¢ikarilmis ve 21 gen ifadesi veri setinde farklilik goriilerek, 6 farkli
UNMK gen ekspresyonuna sahip alt tip belirlenmistir (Lehmann ve ark., 2011). Alt tipler
ekspresyon modellerine gore adlandirilmistir. Bunlar; bazal benzeri 1 ve 2 (BL1 / 2),
immiinomodiilator (IM), mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) ve
liminal androjen reseptorii (LAR)’diir (Tablo 2.1). Bu smiflandirmanin ardindan,
yaklasik 30 farkli UNMK hiicre hatti, farkli alt tiplerin modelleri olarak tanimlanmistir
(Sporikova ve ark., 2018).

Tablo 2.1. UNMK de gériilen alt tiplerin belirtegleri, kemoterapi hassasiyetleri ve aktif olan hiicre ici
sinyal iletim mekanizmalari goriilmektedir.

ALT Tip Farklihk Gériilen Sinyal Yolag Onemli Kemoterapi
Belirtecler Hassasiyeti
Bazal Benzeri 1 Hiicre Dongiisii, Proliferasyon, ATR, BRCA, | Cokiyi
DNA Hasar1 MYC, NRAS,
Ki67
Bazal Benzeri 2 Hiicre Doéngiisii, Proliferasyon, EGFR, MET, | Cok zayif
Biiytime Faktorleri, Glikoliz, EPHA2, TP53
Glikoneogenez
Immiinomodiilator Immiin Hiicre Sinyalleri JAK1/2, Orta
STATL/4,
IRF1/7/8, TNF
Mezenkimal EMG, Whnt, Orta
Hiicre Motilitesi, Farklanma, ALK,
Proliferasyon TGF-B
Mezenkimal Kok Hiicre | EMG, EGFR, Orta
Benzeri Hiicre Motilitesi, F arklelllnma, PDGFR,
Biiylime Faktorleri, Anjiyogenez ERK1/2,
VEGFR2
Liiminal Androjen | Androjen/Ostrojen Metabolizmast, AR, FOXA1, | Zayif
Reseptorii Steroid Sentezi, KRT18, XBP1
Porfirin Metabolizmasi




Tabloda goriildiigii tizere; hem BL1 hem de BL2 alt tipleri DNA hasari olusturan ajanlara
(cisplatin gibi) duyarlidirlar ve hiicre dongiisii ile DNA hasar-cevap genlerinin yiiksek
ekspresyonuna sahiptirler. BL1, hem hiicre boliinmesinin hem de DNA hasar-yanit
genlerinin yiiksek ekspresyonunun yani sira, artmis Ki67 ekspresyonu ile karakterize
edilmektedir. BL2, yiiksek seviyelerde biiyiime faktorii sinyalleri, glikoliz ve
glukoneogenezin ve artmis miyoepitelyal belirteclerle karakterizedir (Lehmann ve ark.,
2011; Sporikova ve ark., 2018).

Hem M hem de MSL alt tipleri, uzak metastazsiz sagkalimin azalmasi ve fosfoinositid 3-
kinaz (PI3K) / rapamisin (mTOR) inhibitorleri ve dasatinibin mekanik hedefine pozitif
yanit vermeleri ile karakterizedir. M ve MSL alt tiplerinin gen ekspresyon profilleri,
kemoterapi direngli metaplastik meme kanserinin gen ekspresyon profilleri ile Ortiisiir.
Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMG), hiicre motilitesi, hiicre dis1 matriksin yeniden
modellenmesi ve hiicresel farklilasmaya dahil olan genlerin yogun ekspre olduklar
goriilmektedir. Proliferasyon genlerinin asir1 ekspresyonunu gosteren M alt tipinden farkli
olarak, MSL alt tipinde mezenkimal kok hiicre ile iligkili genlerde de artis goriilmektedir.
Ayrica; anjiyogenez, bityiime faktorleri ile kontrol edilen yolaklarda yer alan genler de

yogun ekspre olmaktadir (Lehmann ve ark., 2011; Masuda ve ark., 2013).

IM alt tipi, immiin yanit sinyal genlerinin (immiin hiicreler ve sitokin sinyalleri, antijen
sunumu yolaklar1 gibi) artmis ekspresyonu ile karakterize edilir. IM ekspresyon profili ile
medullar meme kanserinin molekiiler mekanizmalar1 olduk¢a benzerdir ve her iki meme
kanseri alt tipi de iyi bir prognoz gostermektedir (Bertucci ve ark., 2006; Lehmann ve ark.,
2011).

LAR; androjen reseptoriiniin (AR), AR’nin alt hedeflerinin ve koaktivatorlerinin asiri
ekspresyonuyla karakterizedir. LAR alt tipine sahip hastalar daha kisa niikssiiz sagkalim
profili gosterirler (Farmer ve ark., 2005). Bu alt tip icin olasi tedavi yontemi androjen
reseptorii  antagonistlerinin  (flutamid, enzalutamid, bikalutamid) kullanilmasidir
(Rampurwala ve ark., 2016). Ayrica, LAR alt tip hiicre hatlari, fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa (PIK3CA) kinaz alanindaki bir mutasyonun

sonucu olarak, PI3K inhibitorlerine de duyarlidirlar (Lehmann ve ark., 2011).



2.2. Okaryotik Elongasyon Faktorii 2 (eEF2)

Okaryotik hiicrelerde translasyon, mRNA'"n (mesajct RNA) kodununun ¢oziilmesi ile
ilerleyen protein sentezi isleminin baslangi¢c asamalarindan biridir. Translasyon,
hiicrelerin yeniden mRNA transkripsiyonuna ihtiyag duymadan protein {iretiminin hizla
devam ettirilmesini saglamaktadir (Dever, 2002). Protein translasyonu baslatma
(initiasyon), uzama (elongasyon) ve sonlandirma olmak {izere ii¢ adimdan olusmaktadir.
Her bir asamada spesifik faktorler gorevli olup; enerji bagimli bir hiicre i¢i tiretim islemi
gerektirmektedir (Richter ve Klann, 2009). Baslatma adimi1 en sik1 kontrol edilen basamak
olup; protein translasyonunda hiz sinirlayici bir adim olarak kabul edilmektedir (Proud,
2001).

Protein translasyonunu baslatma, okaryotik mRNA {izerinde bulunan 6zel bolgenin
Okaryotik baglatma faktorii 4E'ye (eIF4E) baglanmasiyla aktive olmaktadir (Gingras ve
ark., 1999). 40S ribozomal protein Serin6 (S6)’da fosforilasyona ugrar ve S6'nin
fosforilasyon seviyesindeki artig translasyonun hizlanmasini saglamaktadir (Dufner ve
Thomas, 1999).

Uzama fazi, biiyliyen peptide ilave amino asitlerin eklendigi protein translasyonunun
ikinci asamasidir. Okaryotik uzama faktorleri 1A ve 1B (eEF1A ve eEF1B), ribozomun
A bolgesine tRNAlarin getirilmesinde gorevlidirler (Browne ve Proud, 2002). Okaryotik
Elongasyon faktorii 2 (eEF2), tRNA'nin ribozomun A bolgesinden P bolgesine GTP
hidrolizi yoluyla translokasyonuna aracilik eder (Montanaro ve ark., 1976). eEF2, Treonin
56 (Thr56) bolgesinden, bir Kalsiyum-kalmodulin bagimli kinaz olan okaryotik
elongasyon faktorii 2 kinaz (eEF2K) tarafindan fosforile edilir. eEF2’yi fosforile eden
bugiin bilinen tek kinaz eEF2K’dir. Bu fosforilasyon sonucunda eEF2'nin inaktivasyonu
ve uzama adiminin inhibisyonu gergeklesir. Bu inhibisyon genel protein translasyonunu
azaltmaktadir (Nairn ve ark., 2001).
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Sekil 2.1: Translasyonel elongasyon asamasi (Casabona, 1995). Baglatma asamasindan (initiasyon) sonra
elongasyon siireci, birbirini takip eden bir dizi uzama adimini igerir. Her adim, mRNA'nin ribozom boyunca
hareket etmesini saglar, boylece uzayan polipeptidi tasiyan tRNA, P-bolgesi (peptit bolgesi) olarak
adlandirilan 60S alt biriminin bir cebine tutunur. Uzama faktorii eEF1 ile, gelen her aminoasil-tRNA'y1
dogru kodon-antikodon etkilesimlerine bagli olarak A bolgesine (amino asit bolgesi) tasir. P bolgesindeki
peptit, peptitiltransferaz olarak bilinen ribozim aktivitesinin etkisiyle A bolgesindeki amino aside aktarilir.
Peptit transferini takiben uzama faktorii eEF2, bog tRNA’y1 60S ribozomunun P bolgesinden E bolgesine
(ejeksiyon bolgesi) tasiyarak elongasyonun devamliligini indiikler. A bolgesini bos kaldiginda mRNA'nin
bir sonraki kodonu iizerinde yerlesmistir ve yeni aminoagil tRNA’y1 baglamak icin hazirdir. Islem bir
durdurma kodonu ile karsilasilana kadar devam eder (Casabona M.R.C ark.’dan uyarlanmistir.).

2.2.1. Okaryotik Elongasyon Faktorii 2 Kinaz (eEF2K)

Okaryotik uzama faktdrii 2 kinaz, eEF2'yi fosforile eden ve etkisiz hale getiren bir
kalsiyum/kalmodulin (Ca?*/CaM) bagimli protein kinazdir. eéEF2K bu nedenle protein
sentezinin uzama agamasinin negatif bir diizenleyicisidir (Kenney ve ark., 2014). eEF2K,
insan genomunda alt1 iyesi bulunan, "alfa-kinazlar" olarak adlandirilan kiigiik bir atipik
protein kinaz ailesi iiyesi olup; aktivitesi Ca?* iyonlarina bagldir. eEF2K’in bugiin bilinen
tek substrati, uzama faktorii eEF2'dir. Diger bes aile iyesinin veya substratlarinin
aktivitesinin diizenlenmesi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Ryazanov, 2002). eEF2'nin
Thr56'da fosforilasyonu ribozom ile baglanmasini bozdugundan, eEF2K eEF2'yi inhibe
eder ve boylece uzama asamasini yavaglatir (Sekil 2.2) (Carlberg ve ark., 1990; Price ve
ark., 1991).
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Sekil 2.2: eEF2’nin eEF2K tarafindan fosforillenmesi ve inhibisyonu gériilmektedir (Hizli ve ark., 2013).
eEF2, aktif haldeyken protein sentezinin uzama asamasi devam etmektedir (yesil ok). Ancak, eEF2K
tarafindan Thr56’dan fosforillendigi zaman eEF2 inaktif hale gegmekte ve ribozoma baglanamadigi igin
protein sentezinin uzama asamasi da yavaslamaktadir (kirmizi ok) (Hizli A.A ve ark.’dan uyarlanmustir.)

eEF2K'nin Ca?* iyonlari tarafindan aktivasyonu, dort Ca?* iyonuna baglanan ve eEF2K’in
katalitik alanina yakin olan ve N-terminal tarafindaki bir bolge ile etkilesime giren

kalmodulin (CaM) tarafindan saglanir (Sekil 2.3) (Kenney ve ark., 2014).

Anabolik/
Mitojen Uyarim

AAS cAMP

ERK  Diisiik ATP l
RSKs PKA

mTORC‘L / AM PK
g j
x Tug, B g &
3 V5.0 J-"& %, cEF2 ile

. “ p P baglanti
 Kaulitik Bolge i IHN
T . Jo— 175

Bt AlfaKinaz TPR benzeri (SEL1)

Diizensiz ?

Ca'?

Sekil 2.3: eEF2K'nin domain yapisinin ve regiilasyonunun sematik gosterimidir. Kirmizi veya yesil,
kisimlar fosforilasyon ile eEF2K'yi inhibe eden veya aktive eden alanlar: belirtmektedir (Kenney ve ark.,
2014).

N-terminalindeki CaM baglayict motifin ¢ikarilmasi, eEF2K aktivitesini arttirmaktadir.

Bu aktivitenin diizenleyici bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Pigott ve ark., 2012).
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Katalitik domain, insan eEF2K'sinda yaklasik 125-320 amino asite sahiptir. C- terminali
ise aktivite i¢in gerekli olan bir otofosforilasyon bolgesidir (Thr348) (Kenney ve ark.,
2014). eEF2K, Serin445 (Ser445) ve Ser500 amino asitlerinden otofosforilasyona
ugramaktadir (Tavares ve ark., 2012). Bu alanlarin ¢eEF2K'in regiilasyonundaki rolleri
heniiz tam olarak agiklanmamis olsa da; Ser500'iin fosforilasyonunun eEF2K'nin Ca?*
Iyonlarina baglanmasimi azalttigi diisiinilmektedir. Otofosforilasyon ise; molekil igi

mekanizma ile gergeklesmektedir (Redpath ve Proud, 1993).

eEF2K ve Protein Sentezi

Protein sentezi, ince ayarlanmis ve siki bir sekilde kontrol edilen bir islemdir. Ozellikle,
eEF2 ve eEF2K tarafindan kontrol edilen protein sentezinin uzama agamasi, kanser
hiicrelerinin kokenleri ve kaliciligi hakkinda ipuglar1 sunabilmektedir. Protein sentezinin
uzama asamasi bir¢ok kanser arastirmacisinin dikkatini ¢eken dnemli bir konu olup; timor
gelisiminde ve biiyiimesinde diizensizdir. Bu diizensizligin sebep oldugu en belirgin
timor ilerletici mekanizma ise; hiicrelerin apoptozdan kaginmalaridir. Kanser hiicreleri,
metabolik doyumsuzluklar1 nedeniyle yliksek diizeyde metabolik stres yasadiklari i¢in
protein sentezi de diizensizdir. Bu da tiimor hiicrelerinin, eEF2'yi fosforile eden, protein
sentezini engelleyen ve potansiyel olarak hiicrede apoptozu indiikleyecek pro-apoptotik
ve apoptotik proteinlerin iiretilmesini engelleyen bir mekanizmayla kontrol edildiklerini

diistindiirmektedir (White-Gilbertson ve ark., 2009; X. Y. Liu ve ark., 2012).

eEF2K ve Hiicre Siklusu

Normal hiicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinde de hiicre siklusunun diizgiin sekilde
ilerlemesi portein sentezinin ilerlemesi ile yakindan iliskilidir. Yapilan aragtirmalarda,
kanser hiicrelerinde eEF2 ve eEF2K arasindaki iliskinin hiicre dongiisiinii diizenlemek
icin aktif halde ¢alistig1 gosterilmistir (White-Gilbertson ve ark., 2009; Tekedereli ve ark.,
2012). Protein sentezinin en yogun devam ettigi hiicre dongiisiiniin G1-fazinda, eEF2 aktif
rol oynamaktadir. eEF2 ve eEF2K’nin birbirleriyle olan zit yonlii iliskisi nedeniyle, bu
fazda Ser366'dan fosforilasyon ile eEF2K inaktif halde tutulmaktadir. Herhangi bir
sekilde, eEF2K’nin aktive olmasii saglamak, G1 fazinin durmasina neden olacaktir

(White-Gilbertson ve ark., 2009; X. Y. Liu ve ark., 2012).
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DNA sentezinin oldugu S fazina giriste eEF2K aktif hale gelir ve bu asama eEF2K, cAMP
(siklik adenozin monofosfat) ve Cap2 (Adenilil siklazil-iskili protein 2) seviyelerinde artis
gozlenmektedir. Bu asamada eEF2K’nin inhibisyonu, S fazina girmeyi de
engellemektedir. Redaksiyon ve hiicre boliinmesi olarak bilinen G2/M fazlarinda, eEF2,
eEF2K tarafindan fosforilasyona ugrar ve protein sentezi hizla diiser (Celis ve ark., 1990).
Bu asamada eEF2, Thr56'da fosforilasyon ile etkisiz hale getirilir ve eEF2'nin bu asamada
aktif halde olmasi, G2/M gegisinin durmasina neden olur. Protein uzamasinin
mekanizmasi hiicre dongiisiiniin ilerlemesiyle yakindan iligkilidir. Tiimér hiicrelerinde
eEF2/eEF2K iliskisinin bozulmasi ile hiicre dongiisii diizgiin sekilde ilerleyemez (X. Y.
Liu ve ark., 2012).

eEF2K ve Tiimor Gelisimi

Malign tiimorler, timor hiicrelerinin birincil timor bolgesinden diger dokulara
yayllmasini saglayan invazyon ve metastaz yoluyla yayilabilen tiimorlerdir. Lokal
invazyon, kanser hiicreleri tarafindan komsu dokulara dogrudan go¢ ve penetrasyon
anlamina gelmektedir. Uzak metastaz, kanser hiicrelerinin lenfatiklere ve kan damarlarina
ulasarak, kan dolasimi veya lenf dolasim ile viicudun baska yerlerindeki normal dokulari
istila etme yetenegini ifade eder (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Glioma hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada eEF2K inhibisyonu ile tiimér hiicrelerinin
invazyon ve migrasyon yeteneklerinin 6nemli 6l¢iide azaldigi ve migrasyonun da biiyiik
Olglide engellendigi gosterilmistir (L. Zhang ve ark., 2011). Bu g¢alismanin sonuglari
eEF2K’nin, glioma hiicrelerinin invazyon ve migrasyonunun yiiksek olmasinda 6nemli

bir rol oynadigin1 géstermektedir.

UNMK hiicre hatlar1 ile yapilan bir calismada; eEF2K nin siRNA (small interfering RNA)
yardimiyla  susturulmasimin  ardindan  hiicrelerin  invazyon, migrasyon ve
proliferasyonlarinda ciddi bir azalma goriilmiistiir. Ayni ¢aligma in vivo fare meme kanseri
modelinde denenmis ve eEF2K’nin lipozomal siRNA araciligiyla farelere verilmesi
sonucunda tiimor biyiikliginiin kontrol grubuna kiyasla azaldigi gosterilmistir

(Tekedereli ve ark., 2012).

Literatiirde yer alan ¢alismalar; eEF2K, UNMK de dahil olmak iizere bircok kanser
tiriinde timor hiicrelerinin invazyon, migrasyon ve metastatik yeteneklerini arttirarak
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timor gelisimini destekledigi yoniindedir. Elimizdeki veriler 1s1¢inda eEF2K’nin
hedeflenmesi ile UNMK’de tiimdr biiyiimesi ve metastazin geriletilmesi miimkiin

olabilecektir.

2.3. Bromodomain ve Ekstraterminal Domain-iceren (Bet) Protein Ailesi

Memeli Bromodomain ve Ekstraterminal Domain igeren (BET) protein ailesi, tim
hiicrelerde eksprese olabilen Bromodomain 2 (BRD2), Bromodomain 3 (BRD3),
Bromodomain 4 (BRD4) ve sadece germ hiicrelerinde bulunan Bromodomain Testis-Over
Spesifik (BRDT) olmak iizere dort tiyeden olusmaktadir (Sekil 2.4) (S. Y. Wu ve Chiang,
2007; Shi ve Vakoc, 2014). Dort BET proteini de ¢oklu asetillenmis peptidlere baglanan
iki korunmus bromodomaine (BD1 ve BD2) sahiptir (Filippakopoulos ve ark., 2012).

hBRD2 B B e ETL ]

1 801

nerD3 EIBDIT B0 TET[ ]
|

1 726

CTM
hBRD4 [ZIBOILE TB02T TET] =
1 1362
C™™
hBRDT [IBDII i 2]072] I | = AN
1 947
hBRD4-NUT [ZTBDT] TED2] TETL] NOT ]
l 720 1&3]46
hBRD3-NUT [ITEDII 18021 JETT NUT )
L 648 17I74

Sekil 2.4: Bromodomain ve ekstraterminal (BET) protein ailesinin ve BET — NUT fiizyon proteinlerinin
temel yapis1 goriilmektedir. Her BET proteini iki bromodomain (BD1 ve BD2) ve bir ekstraterminal (ET)
domain igerir. BRD4 ve BRDT'nin ilave bir karboksil terminal motifi (CTM) bulunmaktadir. NUT orta hat
karsinomu (NMC) hastalarinda bulunan BRD3—-NUT ve BRD4-NUT fiizyon proteinleri, BRD3 veya
BRD4’iin amino terminaline eklenen NUT proteiniyle BRD3 ve BRD4’ten ayrilir (Xu ve Vakoc, 2017).

BD1 ve BD2, histonlar ve/veya transkripsiyon faktorleri tizerinde bulunan asetillenmis
lizin rezidiilerine baglanan hidrofobik bir cep igermektedir. Bromodomain proteinleri
Pozitif Transkripsiyon Uzama Faktorii-b’ye baglanabilmekte ve baglandiktan sonra BET
bromodomainleri, P-TEFb’yi aktive etmektedir. Aktivasyon tizerine, P-TEFb,
transkripsiyonun uzamasi igin gerekli olan RNA Polimeraz II’yi (RNA Pol 1) karboksil
terminal alanindaki Serin 2'den (S2) fosforiller (Barrero, 2017). BET protein ailesinin en

kapsamli incelenen iiyesi, P-TEFb'ye dogrudan baglanabilen tek BET ailesi {iyesi olan
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BRDA4'tiir (Perez-Salvia ve Esteller, 2017). BRD4 proteini, kromatin stabilitesinin
korunmasi i¢in gereklidir ve hiicre dongiisii sirasinda kismen P-TEFb alimi yoluyla
hiicrelerin M fazindan G1 fazina gegisini kontrol etmektedir. Yapilan in vivo ¢alismalar,
heterozigot Brd4 "~ farelerde, BRD4 yoklugunun hiicre farklilasmasi ve organogenezinde
ciddi hasarlara neden oldugunu ve normal hiicre dongiisiiniin ilerlemesiyle hiicresel

gelisim i¢cin BRD4'{in gerekli oldugunu gostermistir (Schweiger ve ark., 2007).

2.3.1. Bromodomain 4

BRD4, embriyogenez ve kanser gelisimi sirasinda 6nemli bir rol oynayan transkripsiyonel
ve epigenetik bir diizenleyicidir. BRD4, P-TEFb'ye dogrudan baglanabilen tek BET ailesi
tiyesidir ve P-TEFb’ye baglandiktan sonra RNA Pol II’nin de aktive edilmesi ile 6nemli
genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir (Sekil 2.5) (Dhalluin ve ark., 1999). Coklu
asetile lizin residiileri, BRD4 ve diger BET ailesi iiyeleri olan proteinler i¢in afiniteleri
daha yiiksek olan, kromatin boyunca hiper asetillenmis histon bolgeleri ile etkilesime
girer, transkripsiyonel olarak aktif diizenleyici elementler iizerinde birikir ve protein
sentezinin hem baglatma hem de uzama adiminda gen transkripsiyonuna aracilik eder

(Filippakopoulos ve ark., 2012).
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Sekil 2.5: BRD4’iin hiicre i¢i gbrevi ve inhibisyonunun gosterimi (Donati ve ark., 2018). A) Siiper
Enhanser’in (SE) organizasyonunda ve esas yapinin olusmasinda BRD4 fonksiyonunun sematik gosterimi.
Hiperasetile edilmis kromatin bolgelerine baglanan BRD4, SE ile promotor arasinda bir koprii olusturan,
RNA-Pol II'nin baglanmasini destekleyen ve stabilize eden genis bir transkripsiyon diizenleyici protein
platformunun kurulmasina aracilik eder. BRD4 ayrica P-TEFb’nin RNA-Pol Il'ye baglanarak aktive
olmasini saglar. B) BETi'nin SE organizasyonu {izerindeki etkisi. BETi, BRD4'li kromatine baglanma
bolgelerine tutunarak SE ile promotor arasindaki etkilesimi bozmaktadir. Bu durum da BRD4 aracili
genlerin transkripsiyonunu engellemis olur

Genom temelli c¢alismalar, BRD4'in genom boyunca yaygin olarak dagildigini
gostermektedir. Bu nedenle, yakin zamanda gelistirilen BET-inhibitorlerinin (BETi)
kullanilmasiyla BRD4'lin inhibisyonu, hem hematolojik hem de solid maligniteleri
hedeflemek i¢in en umut verici stratejilerden biri olarak kabul edilmektedir
(Filippakopoulos ve ark., 2010; Dawson ve ark., 2011). Son kanitlar, BRD4'iin kanserdeki
rolii DNA hasar1 onarim1 ve kontrol noktasi aktivasyonu veya telomer homeostazi gibi
stiregleri  etkileyen transkripsiyonel olmayan fonksiyonlarmin oldugunu da
gostermektedir. Bu BRD4’tin kanonikal olmayan aktivitelerinin BETi aracili
inhibisyonunun, kanser hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasini 6nemli 6lgiide

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Donati ve ark., 2018).

Bromodomain 4 ve Transkripsiyonel Regiilasyon

BRD4 ilk olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglamak i¢in mitoz sirasinda
kromozomlarla iliskilendirilen bir hiicre dongiisii kontrol proteini olarak tanimlanmustir.
BRD4'lin transkripsiyonel aktivitesi, embriyogenez sirasinda ve hiicre kimliginin
belirlenmesinde gerekli oldugu bildirilmistir (Di Micco ve ark., 2014; T. Wu ve ark.,
2015). Bu durum, BRD4’{in transkripsiyonun regiilasyonunda 6nemli role sahip oldugunu

diistindiirmektedir.

Embriyogenezin erken evrelerinde, BRD4’{in, Nanog ve OCT4 gibi Embriyonik Kok
Hiicre (EKH) transkripsiyon faktorlerini (TF) kontrol ederek; onlarla is birligi igerisinde
EKH’lerin kendi kendini yenilemesinde ve pluripotensilerinin korunmasinda role sahip
oldugu bilinmektedir (W. Liu ve ark., 2014; T. Wu ve ark., 2015). Farelerde BRD4
olmayan embriyolarn, i¢ hiicre kiitlesini koruyamadiklari i¢in implantasyondan kisa bir
slire sonra apoptoza gittigi gosterilmistir (Houzelstein ve ark., 2002). Gelisimin daha ileri
evrelerinde BRD4, koken spesifik genlerin segici olarak diizenlenmesi yoluyla hiicre

kimliginin belirlenmesi i¢in gereklidir. Lee J.E. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
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caligmada ikili kosullu nakavt fare modelinde adipogenez ve miyogenez igin BRD4

ekspresyonunun gerekli oldugu da gosterilmistir (J. E. Lee ve ark., 2017).

Bromodomain 4 ve Kanser

Kanser, normal hiicrelerin malign transformasyona ugramasiyla baslayan bir siirectir.
Metabolik veya enfeksiyon hastaliklariin neden oldugu kronik inflamasyon ile malign
hiicresel doniisiim arasinda kuvvetli bir iliski bulumaktadir (Grivennikov ve Karin, 2010;
Andrieu ve ark., 2018). Inflamasyonla miicadele siiresince; DNA hasar/onarim
mekanizmalar1 da bozulabilir ve bu durum neoplastik hiicre popiilasyonunun
transformasyonu ve yayilmasini daha da tetikleyebilir. Nicholas ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alisma, tip 2 diyabeti olan kisilerin meme kanseri insidansinin arttigi da
gosterilmistir (Nicholas ve ark., 2017).

MYC onkogeni; hiicre dongiistiniin ilerlemesi, apoptoz, pluripotensinin kurulmasi ve
stirdiiriilmesi lizerinde ©nemli etkileri olan bir transkripsiyon faktoridir. MYC
ekspresyonu ve fonksiyonundaki degisiklikler hem inflamatuvar hem de neoplastik
kosullarda goriilmektedir, bu da MYC'nin kronik inflamasyonu tiimorgeneze baglayan
kritik molekiiler ve hiicresel yolaklari diizenledigini gostermektedir (Leal ve ark., 2017).
Sismanlikta yag dokusunda goriilen degisikliklerin ¢ogu deri alt1 yag dokusundan ziyade
viseral adipoz doku varliginin artis1 ile karakterizedir. Viseral yag dokusu artiginin
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve tip II diyabet ile iliskili olmasinin yan1 sira
yag doku artisi ile kanser arasinda da bir iligki oldugu bilinmektedir (Chakraborty ve ark.,
2017). In vivo fare modeli ile yapilan ¢alismalarda, artmis viseral adipoz doku varliginin
MY C’in niikleer aktivasyonuna sebep oldugu, bu durumun da dolasim fibroblast biiyiime
faktorii 2 (FGF2) seviyesinin artmasina neden oldugu gosterilmistir (Chakraborty ve ark.,
2017; Chakraborty ve ark., 2018). Inhibitérler aracili BRD4'in inhibisyonunda, viseral
adipoz doku hacmindeki azalmanin, FGF2 salinimini azalttign ve MYC'ye bagh
transkripsiyonu inhibe ederek epitel hiicrelerinin neoplastik doniistimiinii engelledigi de

gosterilmistir (Chakraborty ve ark., 2018).

BRD4'in inhibisyonunu durumunda, BRD4'{in c-Myc’in promotoruna baglanmasi inhibe
olmaktadir. Bu inhibisyon sonrasinda hem tiimor hiicrelerinde hem de timor

mikrogevresinde bulunan inflamatuvar hiicre popiilasyonlarinda MYC'ye bagli hedef
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genlerin ekspresyonunun bloklandig: gosterilmistir (Ott ve ark., 2012; Posternak ve Cole,
2016; Andrews ve ark., 2017).

NF-kB, Cox-2, MYC, siklin D1 ve CD47 gibi ¢esitli molekiiller, timor ilerlemesini
etkileyen, tiimor mikrogevresinde inflamasyonun desteklenmesi ve proinflamatuvar
sinyal yolaklarinin etkinlestirilmesinde rol oynamaktadirlar. Bunlardan NF-«xB, kanserde
cift tarafli role sahip olup; interldkin-6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi
pro-tiimorojenik ve pro-inflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunu arttirmaktadir (De
Simone ve ark., 2015).

BET protein ailesi tiyelerinin, kanserin gelisimini ve ilerlemesini desteklemede rol
oynayan inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir. Zou Z. ve arkadaglari tarafindan yapilan calismada, BRD4'lin RelA
tizerindeki asetillenmis 1lizin-310 rezidiisiine baglandigin1 ve bunun sonucunda insan
akciger karsinomu hiicre hatlarinda NF-kB'min aktivasyonunu gerceklestirdigi
gosterilmistir (Zou ve ark., 2014). Ayrica, BRD2'nin de melanom hiicre hatlarindaki NF-
kB aktivitesinin diizenlenmesinde rolii oldugu da vurgulanmistir. BRD2'nin inhibisyonu,
NF-kB'ye bagli sinyalleri bloke ederek melanom hiicrelerinin proliferasyonunu
azaltmakta ve IL-6, interlokin-8 (IL-8), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF),
kemokin (C-C) ligand 5 (CCLS5) ve kemokin (C-X-C) ligand 10 (CXCL10) da dahil olmak
tizere NF-kB hedef gen ekspresyonunu inhibe etmektedir (Gallagher ve ark., 2014). NF-
kB yolagmm pan-BET inhibitorleri kullanilarak inhibe edilmesi ile, NF-«B ile iligkili
protein, p50 ve p50 onciisti p105'in inhibe edilerek NF-kB aktivasyonunu azalttigi da

gosterilmistir.

KRAS ile yonlendirilen kanserlerde, MYC'nin yiiksek ekspresyonu, kemokin (C-C)
ligand 9 (CCL9) ve interl6kin-23 (IL-23) ekspresyonunu arttirmaktadir. CCL9, CD206"
makrofajlarinin timor mikrogevresine alinmasinda rol oynayan kemotaktik bir faktor
olup, anjiyogenezi ve anormal kan damari1 olusumunu tesvik eden sitokinlerin tiretimini
ve salimini arttirir. 1L-23 ise, timore infiltre efektor T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal
oldiiriicti (NK) hiicrelerinin islevlerini baskilayan ve bdylece timor immiinoevazyonunu

destekleyen bir sitokindir (Kortlever ve ark., 2017).
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Bu caligmalar géz Oniine alindiginda BRD4'{in hem tiimor hiicrelerinde hem de timor
mikrogevresindeki sinyallerin diizenlenmesinde potansiyel rolii oldugu agiktir. Buna ek
olarak, BET proteinlerinin terapotik hedeflemesinin, tiimor hiicrelerinde BRD4 aracili
sinyalleri ve kanser ilerlemesini destekleyen tiimoérle iliskili stromayi inhibe etmek igin

yeni bir strateji ortaya cikarabilecegi de diistiniilmektedir.

2.4. Mikro RNA

mikroRNA'lar (miRNA'lar), post-transkripsiyonel diizenlenmeleri yonlendirmek igin
proteinleri kodlayan genlerin mRNA'lar1 ile eslestirilereck hayvanlarda ve bitkilerde
onemli gen diizenleyici rolleri olan endojen, yaklasik 23 niikleotitten olusan RNA
parcalaridirlar (Bartel, 2009). Tek bir miRNA birkag yiiz geni hedefleyebilmekte ve tek
bir hedef gen genellikle birden fazla miRNA baglanma bdlgesi icerebilmektedir. Bu
sebeple tiim insan genlerinin %60'indan fazlasinin miRNA regiilasyonu i¢in dogrudan bir

hedef olduguna inanilmaktadir (Friedman ve ark., 2009).

[lk miRNA, (lin-4), Lee R.C. ve arkadaslar1 tarafindan Caenorhabditis elegans'ta
kesfedilmistir. Protein lin-14"in ekspresyonunu diizenleyerek gelisimi etkileyen, protein
kodlamayan kiigiik bir RNA olarak tanimlanmistir (R. C. Lee ve ark., 1993). 2001 yilinda,
miRNA'larin ii¢ bagimsiz grup tarafindan hem omurgasizlarda hem de omurgalilarda
oldugu ve bazilarinin da yiiksek oranda korundugu bildirilmistir. Bu da miRNA aracili
post-transkripsiyon sonrasi regiilasyonun tiirler arasinda genel bir diizenleyici islev
oldugunu gostermektedir (Lagos-Quintana ve ark., 2001; Lau ve ark., 2001; R. C. Lee ve
Ambros, 2001).

2.4.1. MikroRNA’larin Biyogenezi ve Diizenlenmeleri
MiRNA biyogenezi, bilyiik birincil transkriptin (pri-miRNA) kopyalanmasiyla baslar.
Transkripsiyona RNA polimeraz II aracilik eder, ancak bazi pre-miRNA'lar RNA
polimeraz III tarafindan iiretilmektedir. Pri-miRNA'lar daha sonra RNA baglayici protein
DGCRS ve tip III RNaz Drosha'dan olusan bir kompleks tarafindan 6ncii miRNA (pre-
mIiRNA) ad1 verilen 85-niikleotitlik bir yapiya doniistiiriiliir. Cekirdekten sitoplazmaya
Ran/GTP/Exportin5 kompleksi ile tasindiktan sonra, miRNA'lar bagka bir RNase I1I Dicer
(Kesici) enzim tarafindan 2022 niikleotitlik miRNA/miRNA ¢ifti olustururlar. Dubleks
coziildiikten sonra olgun miRNA, RNA ile Indiiklenen Susturma Kompleksi (RISC)
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olarak adlandirilan bir protein kompleksine baglanir (Sekil 2.6). miRNA yiikli bir RISC,
miRNA ile hedeflenen mRNA transkripti arasindaki baglantiyr saglayarak, mRNA
boliinmesi ve bozulmasi ya da translasyonel baski yoluyla gen susturulmasina aracilik

eder (Peng ve Croce, 2016).
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Sekil 2.6: MikroRNA biyogenezi (Peng ve Croce, 2016).

miRNA'larin biyogenezi, miRNA transkripsiyon seviyeleri, Drosha ve Dicer tarafindan
isleme, tasinma, RISC baglanmasi ve miRNA bozunmasi dahil olmak {izere bircok
asamada kontrol altinda tutulur. Ornegin, DEAD-kutusu RNA helikazlarinin ve SMAD
proteininin, Drosha aracili miRNA olgunlagsmasinda rol aldig1 bilinmektedir (Fukuda ve
ark., 2007). KH-domain Splicing diizenleyici protein (KSHP), memeli hiicrelerinde
miRNA alt kiimesinin biyogenezini diizenlemek i¢in hem Drosha hem de Dicer

komplekslerinin bir bileseni olarak gorev alir (Trabucchi ve ark., 2009).

2.4.2. MikroRNA’lar ve Kanser
Son yillarda miRNA ekspresyonunun insan malignitelerinde degisken oldugu

anlasilmigtir. Bu  diizensizligin ana sebeplerinin, kromozomal anormallikler,
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transkripsiyonel, epigenetik degisiklikler ve miRNA biyogenezi sirasindaki hatalar
oldugu disiiniilmektedir. Normal hiicrelerle karsilastirildiginda, malign hiicrelerdeki
anormal miRNA ekspresyonu genellikle, genomik miRNA kopya sayilarindaki ve gen
lokuslarindaki degisikliklere (amplifikasyon, delesyon veya translokasyon) baglanir.
mIRNA geni lokus degisikligi ise ilk kez, B hiicresi kronik lenfositik 16semi hastalarinda
13914 kromozomundaki miR 15a/16-1 geninin kaybi ile gorilmistir (Calin ve ark.,
2002).

miRNA ekspresyonu farkli transkripsiyon faktorleri tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilir. Bu nedenle kanserde miRNA'larin anormal ekspresyonu, c-Myc ve p53 gibi bazi
onemli transkripsiyon faktorlerinin diizensizligine bagli olabilir. O’Donnell K.A. ve
arkadaslariin yaptigi ¢alisma ile hiicre proliferasyonunu ve apoptozu diizenlemek igin
birgok malignitede siklikla yiiksek diizeyde ekspre edilen c-Myc'in, miR 17-92
promotorundaki  E-box  kisimlarina  baglanarak  onkojenik miR  17-92’nin
transkripsiyonunu aktive ettigini kesfetmislerdir (O'Donnell ve ark., 2005). Onkojenik
rolii ile tutarh olarak, c-Myc ayrica mir 153, miR 26, miR 29, miR 30 ve let 7 aileleri gibi

timor baskilayict miRNA'larin transkripsiyonel aktivitesini de baskilamaktadir.

Wang B. ve arkadaslari, c-Myc ile miR 122’nin karsilikli birbirlerinin ekspresyonlarini
diizenledikleri yoniinde bulgulara ulasmiglardir. Bu ¢alismada; hepatoselliiler karsinomda
c-Myc’in miR 122 ekspresyonunu baskiladigini géstermislerdir. miR 122 ise; Tfdp2
(Transkripsiyon Faktorii Dp-2) ve E2F1 (E2 Transkripsiyon Faktorii F1)'i hedefleyerek c-
Myec transkripsiyonunu dolayli olarak inhibe eder (B. Wang ve ark., 2014). Ayrica c-Myc;
miR 148a-5p ve miR 363-3p’nin de promotorlerine dogrudan baglanarak bu
mikroRNA’larin da ekspresyonlarini baskilamaktadir. Bu durum; Gl'den S fazina
ilerlemeyi tesvik ederek hepatoselliiler karsinom olusumunu tetikler. Buna ek olarak
yapilan ¢alismada, miR 148a-5p’nin dogrudan c-Myc ekspresyonunu da inhibe ettigi
gosterilmistir (H. Han ve ark., 2013).

En ¢ok caligilan iki transkripsiyonel faktér olan c-Myc ve p53'e ek olarak, miRNA
ekspresyonunu diizenleyen baska transkripsiyonel faktdrler de bulunmustur. Ornegin miR

223, miyeloid soy gelisiminde dnemli fonksiyonlar1 olan hematopoietik sistemde ekspre
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edilir ve ekspresyonu, hepatoseliiler karsinom ve akut miyeloid 16semi (AML)’de
baskilanmistir (Johnnidis ve ark., 2008; Stamatopoulos ve ark., 2009).

Bu caligmalar g6z 6niine alindiginda mikro RNA’larin solid ve solid olmayan tiimorlerde
onkogen ya da timor baskilayici olarak kanser gelisiminde rol oynayan onemli

basamaklarda gorevlerinin oldugu agiktir.

2.4.3. MikroRNA 122

mikroRNA 122 (miR 122), karacigerden izole edilmistir, stres yanmit1 ve lipid
metabolizmasi basta olmak lizere karaciger fizyolojisinin bir¢ok yoniinde dnemli roller
oynamaktadir (Bhattacharyya ve ark., 2006; Esau ve ark., 2006). c-Myc'in geninin
diizenlenmesinde gorevli ‘hcr’ adli sira disi bir transkript tanimlanmis ve bu transkript
karacigere 6zgli, kodlanmayan genomik partikiil benzeri, 6zellikle niikleer olarak goriilen
ve endoniikleazlar tarafindan olusturulan bir genomik materyal olarak adlandirilmistir
(Moroy ve ark., 1989). Ardindan, hcr'nin miR 122 igin bir 6nciil oldugu ve "pri-miRNA"
olarak adlandirilan kisminin 66 niikleotit uzunlugunda bir "pre-miRNA" olusturdugu
goriilmistiir. Sonug olarak da endoniikleaz Dicer tarafindan olgun miR 122'yi olugturmak
icin pargalanmaktadir. Bu yolla olusan miR 122 her trasnkriptinin kiig¢iik bir pargasi
sayllmaktadir (Sekil 2.7) (Chang ve ark., 2003).

pri-mir-122 pre-mir-122 \

Drosha ve Dicer ve Hedef mRNA’ya

nitkleus digina taginma RISC ile kesilme baglanma
— —_ —
Poli A

/\/\/\ \,\kuxm{;n
LY

N\ N
h G

Poli A
kuyrugu

Sekil 2.7: miR 122’nin biyogenezi (Gebert ve ark., 2014). pri-miR 122’nin ilk olarak Drosha ile poli A
kuyrugu kesilerek pre-miR 122 olusturulur. Ardinda Dicer ile kesilerek exportin yardimiyla nuklesu disina
tasinir ve aktif miR 122 olusturulmus olur.
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2002 yilinda, farkli fare dokularindan hazirlanan kiigiik RN A'larin sistematik klonlanmasi
ve dizilenmesinden sonra, miR 122 karacigerde ekspre edilen bir miRNA olarak
tamimlanmustir (Lagos-Quintana ve ark., 2002; Chang ve ark., 2004). miR 122'nin Hepatit-
C viriis (HCV) replikasyonunu diizenledigi ve HCV enfeksiyonu igin potansiyel bir
terapotik hedef oldugu bilinmektedir (Jopling, 2008).

Meme kanseri hastalarinda, miR 122’nin yiiksek diizeydeki ekspresyonu; kanserin
metastaz basamaklarinda bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmiistiir. Meme kanseri
hastalarinda, dolasimdaki yiiksek miR 122 diizeyleri evre II ve evre Ill'te metastaz
olusumunu arttirmaktadir (X. Wu ve ark., 2012). Meme kanserinde miR 122 seviyesinin
az olmasi tiimor baskilayici bir aktiviteye sahip olmasi ile iliskilendirilmistir. Baska bir
yayinda; yiiksek diizeyde ekspre edilen miR 122’nin meme kanseri hiicre hatlarinda in
vitro sartlarda proliferasyonu azalttigi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurdugu
bildirilmistir. Ayrica yapilan in vivo fare meme kanseri modeli ¢alismalarinda timor
gelisimini gerilettigi de gosterilmistir (B. Wang ve ark., 2012). Yapilan bu iki ¢aligma ile
iki farkli sonuca ulasildigr goriilmektedir. Bu durum da dolasimda bulunan miR 122’nin
metastazi tetikleyen bir rolii oldugu goriiliirken, miR 122’nin vektér yardimiyla direk
hiicre iginde yiiksek diizeydeki ekspresyonu da tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu ve
biiylimesini gerilettigini gostermektedir. Bu durum, dolasimdaki miR 122 ile hiicre

icindeki miR 122’°nin farkli gérevlere sahip oldugunu net olarak ortaya koymaktadir.

miR 122 ile yapilan ¢alismalar g6z 6niine alindiginda; miR 122°nin 6zellikle hepatoseliiler
karsinom ve meme kanserinde tiimor ilerlemesi ve metastaz ile iliskili oldugu agiktir.
Ancak UNMK’nde miR 122 ile BRD4 arasindaki iliskiyi gdsteren bir ¢alisma heniiz
literatiirde yer almamaktadir. Ayrica mikroRNA’larin biyolojik siireglerde hastalik ve
doku bazinda farkli etkiler gosterdigi de agiktir. Bu sebeple UNMK’de miR 122’nin
BRDA4 ile olabilecek iligkisinin heniiz tanimlanmayan rollerinin ortaya konmasi hastaligin

seyrinin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynayacagini diisiindiirmektedir.

Tiim bu bilgiler 15181nda; hiicre siklusu, protein sentezi ve tiimor hiicrelerinin migrasyon
ve invazyon potansiyellerinde rolii oldugu bilinen eEF2K ile c-Myc gibi genlerin
transkripsiyonunda rol alan BRD4’iin ve miR 122’nin UNMK de etken bir role sahip
olabilecegi goriilmektedir.
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Bu baglamda hipotezimiz; eEF2K ile BRD4 arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak ve BRD4
inhibisyonu ile tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyon gibi metastazi tetikleyen
Ozelliklerinin nasil degisecegini gostermektir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, amacimiz
UNMK’nde BRD4 inhibisyonunun tiimér hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonu iizerindeki etkilerini agiga ¢ikartmaktir. Bu dogrultuda calismamizda, UNMK
hiicre hatt1 olan ve agresif karakteriyle bilinen MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilmistir.
eEF2K siRNA’lar kullanilarak BRD4 ekspresyon degisimleri anlagilmaya ¢alisiimis ve
ilerleyen deneylerle bu iliski tam olarak ortaya konulmustur. Ardindan BRD4 siRNA’lar1
ve BRD4’1i hedefleyebilecegi diisiiniilen mikroRNA’lar kullanilarak BRD4 inhibisyonu
saglanmig; timor hiicrelerinin proliferasyon, koloni olusturma, migrasyon ve invazyon

yetenekleri degerlendirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Meme Kanseri Hiicrelerinin Cogaltilmasi

MDA-MB-231 hiicreleri %10’luk FBS (Fotal Sigir Serumu) (Corning, #CG-35-011-CV)
ve %1’lik Penisilin-Streptomycin (PS) (Thermo Fisher, #15140122) ile desteklenmis
DMEM F-12 (Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu) (Corning, #10-090-CV)
hiicre medyumunda, 37°C sicaklik ve %5 CO, kosullarma sabitlenmis inkiibatorde
cogaltildi. Hiicreler %80 konfluensiye ulastiktan sonra medyumlar1 uzaklastirildi ve
ardindan hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilmasini saglamak i¢in tizerlerine Tripsin-EDTA
(Etilendiamin Tetra Asetik Asit) (Sigma, #T-4047) eklendi. Inkiibatorde 5 dakika Tripsin-
EDTA soliisyonunda bekletildi ve sonrasinda kiiltiir kabina eklenen Tripsin-EDTA’nin 2
kat1 kadar olacak sekilde DMEM F-12 medyumu eklendi. Kiiltiir kabinda ylizer hale gelen
hiicreler ve medyum toplanarak falkona alind1. Hiicreler, +4°C’ye sogutulmus santrifiijde
2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve hiicrelerin falkonun dibine ¢okmesi saglandi.
Hiicrelerin iizerlerindeki Tripsin-DMEM karisimi medyum uzaklagtirildi ve 10 ml yeni
medyum eklendi. Hiicrelerin medyum igerine dagilmasi saglandiktan sonra bu
siispansiyondan 1 ml alinarak yeni bir kiiltiir kabma aktarildi. Uzerine kiiltiir kabinin
tabanin1 kaplayacak sekilde medyum eklendi ve hiicrelerin bu medyumda biiylimeleri
takip edildi. Hiicrelerin pasajlanmasi islemine hiicre hattinin proliferasyon hizina bagh
olarak 3-4 giinde bir olacak sekilde devam edildi. Hiicrelerin karakterlerini koruduklarina
emin olmak adina her pasaj sonrasi hiicrelerin morfolojileri ve canliliklar1 kontrol edildi.

3. kez pasajlanmasi yapilan hiicreler in vitro deneylerde kullanilmak {izere hazirlandi.

3.1.1. Hiicrelere siRNA Transfeksiyonu

Hiicrelere projede kullanilacak siRNA’larin transfeksiyonu ig¢in, 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplar1 kullanildi. Proliferasyon hizlart ve morfolojileri uygun durumda olan hiicreler
Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirildi. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra hiicrelerin
tizerlerindeki medyum uzaklastirildi ve 10 ml yeni medyum eklendi. Hiicrelerin medyum
icinde homojen dagilmasi saglandiktan sonra bu karisim igerisinden ependorfa 10 pl
alimarak 10 pl tripan mavisi (Thermo Fisher, #T710282) ile karistirildi. Bu karisim

icerinden de 10 pl alinarak hiicre sayimi i¢in 6zel olarak hazirlanmig lamin kuyucuguna
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(Thermo Fisher, #C10312) birakildi. Daha sonra bu lam hiicre sayim cihazina konularak
Iml hiicre siispansiyonunda bulunan total hiicre sayisi, canli hiicre sayis1 ve 6li hiicre

sayilari ile oranlar1 tespit edildi.

Hiicre canliliklar1 saptanan hiicreler siRNA transfeksiyonu i¢in hazir hale geldikten sonra,
6 kuyucuklu kiiltiir tabaklarinda her bir kuyucukta 125.000 hiicre olacak sekilde hiicrelerin
hangi oranda eklenecekleri hesaplandi. Tiim deney prosediirii iki tekrar olacak sekilde
calisildi ve kullanilacak her bir protein i¢in 2 farkli siRNA denemesi yapildi. Buna ek
olarak 2 kuyucuga da kontrol siRNA transfeksiyonu yapildi. Kullanilan siRNA’lar tablo
3.1’de goriilmektedir. Hiicreler kiiltiir kaplarina alindiktan sonra iizerlerine 2ml’ye
tamamlanacak sekilde medyum eklendi. Hiicrelerin 6 kuyucuklu kiiltiir tabaklarina

tutunmalari icin 24 saat beklendi.

Tablo 3.1: siRNA transfeksiyonu i¢in kullanilan siRNA’lar goriilmektedir.

Kullanilan siRNA Katalog No Uretici Firma
eEF2K siRNA | SASI_Hs01_00060066 Sigma-Aldrich
eEF2K siRNA |1 SASI_Hs01_00060067 Sigma-Aldrich
BRD4 SiRNA | SASI_Hs01 00037409 | Sigma-Aldrich
BRD4 SiRNA II SASI_Hs01 00037410 | Sigma-Aldrich
Negatif Kontrol siRNA | SIC001-10NMOL Sigma-Aldrich

Literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalar baz alinarak siRNA konsantrasyonunun 50 nm
olmasma karar verildi (Ashour, Gurbuz, ve ark., 2014). Kontrol ve kullanilacak
proteinlerin siRNA’lar1 i¢in her kuyucukta 50 nm siRNA olacak sekilde eklenmesi igin;
kontrol ve diger SIRNA miktarlar1 hesaplandi. Bu hesaplamalarin ardindan her bir siRNA
transfeksiyonu igin ayri ayr1 olmak tizere 3 ayri set olacak sekilde bir ependorfta 2 pl
siRNA ve 250 ml DMEM (FBS-, PS-) bir diger ependorfta ise 18 ml Hiperfect (Qiagen;
#301707) ve 250 ml DMEM (FBS-, PS-) karigimlari hazirlandi. Bu iki ayr1 karisim tek bir
ependorfta birlestirildi ve oda 1sisinda 20 dakika bekletilerek reaksiyon tamamlandi.
Hazirlanan reaksiyon karisiminda her bir kuyucuga 250 ul eklendi. Uzerine ise 1750 ml

FBS ve PS eklenmemis DMEM F-12 eklendi. Hiicreler bu sekilde 6 saat inkiibator
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icerisinde 37°C ve %5 CO; kosullarinda transfeksiyon icin birakildi. 6 saatin sonunda
hiicrelerin lizerindeki medyum ¢ekildi ve yerine 2 ml FBS ve PS eklenmis medyum
koyuldu ve inkiibator igerisinde 37°C ve %5 CO: kosullarinda 72 saat siireyle hiicreler bu

medyumda bekletildi.

3.1.2. Transfekte Edilen Hiicrelerin Toplanmasi

72 saatin sonunda hiicrelerin iizerindeki medyum falkona alindi. Hiicreler tripsinle
kaldirilarak santrifiij edildi ve iistiinden ¢ekilen medyumlarla birlikte ayn1 falkona alindi.
Tekrar 2000 rpm’de santrifiij edilerek hiicrelerin ¢6kmesi saglandi. Hiicrelerin {izerindeki
medyum ¢ekildi ve yerine 1 ml PBS (Fosfatli Tuz Tamponu) (Corning, #21-040-CM)
eklenerek hiicreler PBS igerisinde karigtirildi ve ependorfa alindi. Daha sonra 13.500
rpm’de, +4°C’ye sogutulmus santrifiijle 3 dakika santrifiijlenerek hiicrelerin ¢okmesi
saglandi. Siipernatant atild1 ve pellet daha sonra kullanilmak iizere -80°Cye kaldirildi. Bu

sekilde siRNA ile transfekte edilmis olan hiicreler toplandi.

3.1.3. Lentiviriis ile Konjuge Edilen Hiicrelerinin Cogaltilmasi

eEF2K i¢in 6zel dizayn edilen GST (Glutatyon S-Transferaz) ile konjuge edilmis eEF2K
lentivirtisit (NM_013302.3) kullanmilmustir (Tekedereli ve ark., 2012; Bayraktar ve ark.,
2017). eEF2K lentiviriisii ve kontrol lentiviriisii ile konjuge edilen MDA-MB-231
hiicreleri %10’luk FBS ve %1’lik Penisilin-Streptomycin ile desteklenmis DMEM F-12
hiicre medyumunda, 37°C sicaklik ve %5 CO2 kosullarma sabitlenmis inkiibatorde
cogaltildi. Hiicrelerin 2-3 defa pasajlanmasinin ardindan hiicrelerin karakterlerini
korudugu da goriildiikten sonra bu hiicreler tripsinle kaldirilarak santrifiij edildi.
Hiicrelerin tripsinden arindirilmasi i¢in PBS eklenerek karistirildi ve tekrar santrifiij
edildi. Ardindan hiicrelerin tizerindeki siipernatant uzaklastirildi ve pelletler ependorfa
alinarak -80°C’ye kaldirilda.

3.1.4. Hiicrelerin MikroRNA ile Transfeksiyonu

Hiicrelerin mikroRNAlar ile transfeksiyonu i¢in siRNA ile yapilan transfeksiyona benzer
sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir tabaklarina 125.000 hiicre sayilarak ekildi. Ekilen hiicrelerin 6
kuyucuklu kiiltiir tabaklarina tutunmalar1 i¢in 24 saat beklendi. Kullanilacak olan her bir

mikroRNA i¢in iki tekrarli olacak sekilde deney dizayn edildi.
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Kontrol mikroRNA ve kullanilan her bir mikroRNA i¢in her kuyucukta 100 nm
mikroRNA olacak sekilde eklenerek; siRNA transfeksiyonuyla ayni sekilde DMEM
(FBS-, PS-) ve Hiperfect ile karistirilarak oda 1sisinda 20 dakika bekledikten sonra

mikroRNA ’lar hiicrelerin tizerine eklendi.

mikroRNA transfeksiyonunun gergeklesmesi i¢in 48 saat beklendi ve bu siirenin sonunda,

hiicrelerden pelletler toplanarak -80°C’lik sogutucuya kaldirildu.

3.1.5. Transfekte Edilen Hiicrelerden Lizat Eldesi ve Protein Miktar1 Tayini

Transfekte edilen hiicrelerden toplanan pelletlerden lizat elde etmek icin pelletlerin
tizerine 1ml RIPA buffer (Thermo Fisher, #89900), 10 ul fosfataz inhibitorii (Thermo
Fisher, #A32957) ve 10 ul proteaz inhibitér kokteyli (Thermo Fisher, #A32953)
karistirildi ve buz iizerine alindi. Daha sonra pellet biiyiikliiklerine gore hiicrelerin iizerine
50-70 pl olacak sekilde bu karisim eklendi. Her 10 dakikada bir vortekslenerek 30 dakika
boyunca hiicrelerden proteinlerin agiga ¢ikarilmasi saglandi. Daha sonra 13.500 rpm’de,
+4°C’lik santrifiijle 10 dakika santrifiijlenerek pelletin ¢okmesi saglandi. Supernatantin
tamami yeni bir ependorfa ¢ekilerek western blot protokoliinde kullanilmak iizere

saklandi.

Hiicrelerden elde edilen protein miktarlarini tayin edebilmek i¢cin BCA (Thermo Fisher,
#23227) yontemi kullanildi. Bu yontem ig¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her
kuyucuguna 3 tekrar olacak sekilde 0-80-160-320-640-1280 ng BSA igerecek sekilde
Once standartlar sonra da 2 tekrar olacak sekilde 6rnekler eklendi. Daha sonra standartlarin
ve Orneklerin lizerine her kuyucuga toplam 200 pl olacak sekilde 196 ul Reagent A ve 4
ul Reagent B’den olusan karigim eklenerek, protein miktarinin belirlenmesi i¢in 30 dakika
karanlikta, calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Stire sonunda okuyucuda 570 nm’de Slgiim

yapildi.

Elde edilen sonuglar standartlara gore oranlanarak her bir 6rnekte 40 pg protein olacak

sekilde western blot i¢in kullanilacak 6rnek miktarlar1 hesaplandi.
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3.2. Western Blot Yontemi ile Protein Miktarimin Belirlenmesi

Bu islem igin ilk olarak kullanilacak soliisyonlar hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Western Blot yontemi i¢in kullanilan soliisyonlar

10X Yiiriitme/Transfer 1X Yiiriitme 1X Transfer 10X TBS 1IX TBS-T
Tamponu Tamponu Tamponu
30 g Tris-Base 100 ml 10X Y/T 100 ml 10X 31,59 Tris-HCI | 100 ml 10X TBS
Tamponu Y/T Tamponu
14,4q Glisin 900 ml dH-0 700 ml dH20 80 g NaCl 900 ml dH»0
1000 ml dH20 10 ml SDS 200 ml 1000 ml dH20 | 1 ml Tween-20
Metanol

Protein miktarlarina gore hesaplanip kullanim miktarlari belirlenen 6rnekler 6X yiikleme
tamponu ile karistirildi. Daha sonra 1sitma cihazinda 100°C’de 5 dakika kaynatildi ve
karisimin ependorfun dip kismina ¢dkmesi i¢in kisa siireli santrifiijlendi. Bu deney i¢in
%4-%15’1ik poliakrilamid jel (Bio-Rad; #4568083) kullanildi. Poliakrilamid jele, ilk
olarak proteinlerin yerlerini tayin etmede kullanilacak belirte¢ (Thermo Fisher, #26619),
takiben de ornekler yiiklendi. Ornekler oda sicakliginda 60 V’da yiiriitiildii. Yiiriitme
isleminden sonra jel ve polivinilidin florid (PVDF) membran sandvi¢ yontemi ile kasetlere
yerlestirildi ve proteinlerin jelden membrana transfer olmasi gece boyu +4°C’de 23 V’da
transfer edilmesi saglandi. Jelden membrana transfer islemi gergeklestirildikten sonra
membran kasetten ¢ikarildi ve spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi igin TBS-T
(Trisli Tuz Tamponu-Tween 20)’de hazirlanmis %5°lik siit tozunda (Bio-Rad; #1706404)
oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Bloklama isleminin sonunda iiretici firmanin Gnerisi
dogrultusunda bloklama soliisyonunda uygun diliisyon oraninda ¢oziilmiis olan primer
antikorlar membranm iizerine eklendi ve gece boyu +4°C’de inkiibe olmasi saglandi
(Tablo 3.3). Primer antikor ile inkiibasyonun ardindan membran TBS-T ile 2 kere 7’ser
dakika yikandi. Yikama sonrasinda bloklama soliisyonunda ¢oziilmiis olan primer
antikorlara uygun sekilde hazirlanmis olan sekonder antikorlar 1/2000 diliisyon oraninda

hazirlanip membranlarin tizerinde eklenerek oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Western blot yonteminde kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari.
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Antikor Uretildigi Hayvan | Diliisyon kDa
Anti-eEF2K Tavsan 1/1000 105
Cell Signal; #3692S

Anti-BRD4 Tavsan 1/1000 200
Cell Signal; #134490S

Anti-BRD4 Tavsan 1/1000 132
Santa Cruz; #48772

Anti-cMyc Tavsan 1/1000 57-65
Cell Signal; #5605S

Anti-BRD2 Tavsan 1/1000 100
Cell Signal; #5848S

Anti-p-c-Src Fare 1/500 60
Santa Cruz; #16860

Anti-c-Src Tavsan 1/1000 60
Cell Signal; #2108S

Anti-GAPDH Tavsan 1/1000 37
Cell Signal; #5184S

Peroksidaz isaretli Anti-Tavsan | Kegi 1/2000 -
Cell Signal; #7074S

Peroksidaz isaretli Anti-Tavsan | At 1/2000 -
Cell Signal; #7076S

3.3. MTS Hiicre Canlilik Testi

MDA-MB-231 hiicreleri 96-kuyucuklu kiiltiir tabaklarina her kuyucukta 1500 hiicre
olacak sekilde hesaplanarak ekildi. 24 saatlik inkiibasyonla hiicrelerin kuyucuklara
tutunmalar1 beklendi. 24 saatin ardindan hiicreler siRNA i¢in 50nM ve mikro RNA i¢in
de 100nM dozlarda olacak sekilde hesaplanan siRNA ve mikro RNA’lar ile muamele
edildi. Deney diizenegi her bir gruptan 6 kuyucuk ve 48, 72 ve 96. saatlerde olgiilmek

uzere 3 farkli set olarak hazirland.

siRNA ve mikroRNA’lar ile transfeksiyonun 48., 72. ve 96. saatlerinin sonunda kiiltiir
tabaklarina %?2 oraninda MTS (Promega; #G1112) ile diliie edilen PMS (Sigma; #P-9625)
karisimindan her bir kuyucugun iizerine 200uL olacak sekilde eklenerek 30-60 dakika oda
1is1sinda inkiibe edildi. Siirenin sonunda kitin belirttigi deger olan 490 nm absorbans

degerinde ELISA okuyucu ile 6l¢iim yapilarak sonuglar alindi.

3.4. Klonojenik Canlilik Testi
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MDA-MB-231 hiicreleri her bir kuyucukta 500 hiicre olacak sekilde sayilarak 6
kuyucuklu kiiltiir tabaklarina ekildi. Her bir transfeksiyon i¢in hiicreler 3 ayr1 set seklinde
calisildi. Hiicrelerin 24 saat siireyle tutunmalar1 ve belli bir konfluensiye ulagmalari
beklendikten sonra deneye baslandi. Kontroller ve BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 igin 50
nm konsantrasyonlar belirlenerek FBS eklenmemis medyumlarda hazirlandi. Bu
medyumlar hiicrelerin {izerine eklendi. 6 saat sonra hiicrelerin iizerindeki medyum
uzaklagtirilarak yerine her bir kuyucukta 2 ml olacak sekilde FBS’li medyum eklendi
Hiicreler her 3 gilinde bir kontrol edildi ve hi¢bir ajanla muamele edilmemis hiicrelerin
oldugu kuyucukta (MDA-MB-231) yeterli koloni sayis1 gozlemlendikten sonra deney

sonlandirild.

Hiicrelerin muamele edilecegi stok kristal violet boyas1 (Sigma; #C0775) 0,2 gr kristal
violet’in 45mL metanolde (Merck; #1-06008.2500) ¢oziilmesiyle hazirlandi. Hiicrelerin
tizerindeki medyum atildiktan sonra, stok kristal violet’ten SmL alinarak 45mL distile su
ile karistirild1 ve hazirlanan kristal violet boyasi ile 5 dk siireyle inkiibe edildi. Boyanma
tamamlandiktan sonra kurutularak kolonilerin fotograflari ¢ekildi. Image J analiz
yontemiyle kristal violet ile mavi-mor boyanmis olan koloniler tek tek isaretlenerek
sayildi. Koloni sayiminin ardindan sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel

olarak degerlendirildi.

3.5. Migrasyon Testi

Migrasyon testinin amaci; hiicrelerin aradaki boslugu kapatma potansiyellerinin
degerlendirilmesi oldugundan; hiicrelerin maruz kaldiklar1 ajanlara gdére migrasyon
hizlariin nasil degistigini gostermek icin planlandi. MDA-MB-231 hiicreleri her bir
kuyucukta 125.000 hiicre olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Her bir 6rnek igin 2
kuyucuk {iizerinde c¢alisma yapildi. 24 saat hiicrelerin tutunmasi beklendikten sonra
literatiirdeki dozlarla da uyumlu olarak siRNA’lar i¢in 50 nm (Ashour, Gurbuz, ve ark.,
2014), mikro RNA’lar i¢in 50 nm (Bayraktar ve ark., 2018) konsantrasyonda olacak
sekilde transfekte edilerek 48 saat beklendi. 48. saatin sonunda 200uL’lik steril filtreli
pipet uclar1 kullanilarak kuyucuklarin i¢indeki hiicreler iizerinde diiz bir ¢izgi ¢ekildi ve

kuyucugun ortasinda hiicrelerin kuyucuklardan kaldirilmas: saglandi. Hemen ardindan
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hiicrelerin {izerine taze medyum eklenerek 0. saat fotograflar ¢ekildi. Deney 24 ve 48.

saatler sonrasinda da kuyucuklarin fotograflarinin ¢ekilmesiyle devam etti.

Her bir kuyucukta bulunan boslugun 6l¢iisti Image J programi yardimi ile hesaplandi ve
ortalamalar1 alinarak bu alanlarin yiizde cinsinden degerleri belirlendi. Ardindan MDA -
MB-231 grubunun kapanma yiizdesi ile karsilastirilarak istatistiksel olarak

degerlendirildi.

3.6. Invazyon Testi

Invazyon testinde amag, hiicrelerin cesitli proteazlar salgilayarak ortamda bulunan
matrijeli degrade ederek matrijelin bir tarafindan diger tarafina gecip geg¢mediklerini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu amag i¢in hiicreler serumsuz (FBS’siz) (besin ortamini daha az
oldugu) medyum igerisine eklenir. Matrijelin diger tarafinda bulunan serumlu (FBS’li)
(besin maddesinin daha fazla oldugu) medyum ise hiicreler i¢in aktive edici bir ortam
olarak kullanilmaktadir. MDA-MB-231 hiicreleri her bir kuyucukta 150.000 hiicre olacak
sekilde kuyucuklara eklendi. Her bir 6rnek i¢in 3 kuyucuk iizerinde ¢alisma yapildi. 24
saat hiicrelerin tutunmasi beklendikten sonra literatiirle uyumlu olarak siRNA’lar i¢in 100
nm (Tilli ve ark., 2016), mikro RNA’lar igin 50 nm (Bayraktar ve ark., 2018)
konsantrasyonda olacak sekilde transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra siRNA’lar i¢in
72, mikroRNA i¢in 48. saatin sonunda her bir kuyucuktaki hiicreler tripsin-EDTA ile

kaldirilarak ayr1 ayr1 falkonlara alindu.

Ayni zamanda matrijel invazyon testi i¢in invazyona 6zel filtreli kuyucuklar (BD Falcon;
#353097) 3ml soguk FBS’siz medyum i¢inde 200uL matrijel (Corning; #354234)
coziilerek elde edilen soliisyon ile kaplandi. Hazirlanan matrijel kapl kuyucuklar 24-

kuyucuklu kiiltiir tabag igine yerlestirildi ve steril kabin i¢inde 3-4 saat boyunca donmasi
beklendi.

Transfekte edilmis olan hiicreler ayr1 ayr1 sayildi ve her bir hiicre grubundan 80.000 hiicre
olacak sekilde sayilarak matrijel kapl kuyucuklara eklendi. Hiicrelerin tizerine 200uL’ye
tamamlanacak sekilde FBS’siz medyum eklendi. Matrijel kapli kuyucuklarin disina da
500uL FBS’li medyum eklendi. Hiicreler inkiibatore kaldirilarak 24 saat siireyle beklendi.
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24 saat sonra matrijel kapli membranin diger yiiziine gegen hiicreler boyanarak goriiniir
hale getirildi. Hema-3 (Fisher Scientific; #22-122911) soliisyonu yardimiyla dnce fikse
edilen hiicreler; niikleus ve sitoplazmalarinin boyanmasi i¢in kit i¢inde bulunan histolojik
boyalarla isaretlendi. Matrijelin diger yliziine gegen hiicreler 1s1k mikroskobuyla gériiniir
hale getirilmis oldu. Filtreler kesilerek lam iizerine sabitlendikten sonra her grup igin
rastgele segilen 10 alandan fotograf ¢ekildi Image J programi yardimi ile invaze olan

hiicrelerin sayis1 hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Tim deney sonuglarinin istatistiksel analiz ve hesaplamalar GraphPad Prism versiyon 5
ile gerceklestirildi. Istatistiksel analizlerde, ortalama = standart hata (SEM) hesaplandh.
Coklu karsilastirmada post-hoc Tukey testi kullanildi. GraphPad Prism uygulamasi ile p

degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. siRNA’lar ile Transfeksiyonlarin Gésterilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerinin eEF2K siRNA’s1 kullanilarak susturulmasiyla hiicrelerde
eEF2K geninin transkrispyonunu durdurulmasi saglanacaktir. Bunun ardindan da gen
tarsnkrispsiyonunun durmasima bagli olarak hiicrede eEF2K proteinin azalmasi
beklenmektedir. MDA-MB-231 hiicreleri uygun hiicre kosullarinda biiyiitiilmelerinin
ardindan ilk olarak eEF2K siRNA’lar1 transfekte edildi. Hedef olmayan inhibisyonlar1
onleyebilmek adina (off-target etkisi) iki ayr1 siRNA klonu kullanilarak transfeksiyon
yapildi. siRNA ile transfeksiyonu takip eden 72. saatin sonunda hiicreler toplanarak
western blot yontemi i¢in hiicre lizatlar1 elde edildi. Elde edilen lizatlardan eEF2 Kinaz
proteini i¢in western blot yapilarak inhibisyonun olup olmadig gosterildi (Sekil 4.1).
Ayrica internal kontrol olarak kullanilan GAPDH ile hiicre lizatlarindaki protein miktar

gosterildi.

Kontrol eEF2K eEF2K
siRNA siRNA siRNA
1 2

cEFZK - Sy L 105 kDa
4

GAPDH e S — ),

Sekil 4.1: eEF2 Kinaz siRNA’lart ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde eEF2K ekspresyonu
gorilmektedir.

eEF2 Kinaz’1 inhibe etmek i¢in kullanilan iki ayr1 siRNA’nin da eEF2K’nin protein
miktarini azalttig1 net bir sekilde goriilmektedir. Ayn1t membranda yapilan internal kontrol
GAPDH isaretlemesi ile de ti¢ hiicre lizatlarindaki protein miktarlarinin birbirine yakin
oldugu ve buna ragmen azalmanin etkinligi dikkati cekmektedir. Bu deneyle; siRNA ile
gen sessizlestirilmesinin basariyla yapilmasiin ardindan; eEF2K protein miktarindaki

ciddi azalma net bir sekilde goriilmektedir.

Benzer bir deney de; BRD4 siRNA’lart ile yapilan transfeksiyon sonunda, elde edilen
lizatlardaki BRD4 protein miktarlarinin western blot analizi ile degerlendirilmesiyle
yapilmigstir. Kontrol siRNA’s1 ile iki siRNA’nin birlikte denenmesi sonucunda, BRD4
protein miktariin her iki siRNA ile de ciddi oranda azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Bunu takiben ayni membranlarda; BRD4’{in hedef proteini olan ve transkripsiyon
promotoruna baglandigi bilinen c-Myc i¢in de isaretleme yapildi. c-Myc proteinin de
BRD4 inhibisyonuyla azaldig: goriildii. Dolayisiyla, BRD4 inhibisyonu dogru bir sekilde
gerceklestirilirse; BRD4’{in hedef proteini olan c-Myc’in de azaldigini ve bu ikisinin
birbiriyle dogrudan iliskili oldugunu gosterdi (Sekil 4.2).

BRD2 proteini, BRD4 ile ayni ailenin iiyesi olup, BRD4’e molekiiler olarak ¢ok
benzemektedir. Bu yiizden kullanilan siRNA’larin sadece BRD4’li inhibe ettigini
gosterebilmek, BRD2 nin bundan etkilenip etkilenmedigini anlamak adina; BRD?2 i¢in de
protein seviyesi ayn1 membranlarda degerlendirildi. Ancak; BRD2’nin protein miktart,
kontrol siRNA’s1 ve hedef siRNA’lar kullanildiginda da hiicrelerde ayni seviyede oldugu
goriildii (Sekil 4.2). Bu sonug, BRD4 siRNA’sinin sadece BRD4’e 6zgiil oldugunu, BRD2

tizerinde bir etkisinin olmadigini net olarak gostermektedir.

Elde ettigimiz bulgularda eEF2K siRNA’s1 ile eEF2K ekspresyonun azaltildigi durumda
BRD4 protein miktarinda herhangi bir degisim goriilmedi. BRD4 siRNA’s1
kullanilmasinin ise eEF2K ekspresyonunu nasil etkileyecegi bilinmemekteydi. Bu sebeple
siRNA ile BRD4 inhibisyonundan sonra eEF2K protein miktarina da western blot yontemi
ile bakildi. BRD4 inhibisyonunun ardindan, eEF2K’nin protein miktarmin da kontrol
siRNA ve transfekte edilen hiicrelere gore degerlendirilmesi saglandi. Ancak, bunun da
BRD2 gibi; farkli siRNA’lar ile degismedigi goriildii (Sekil 4.2). Internal kontrol olarak
kullanilan GAPDH proteinin ise konrtol ve BRD4 siRNA’lar1 ile transkripsiyonun

ardindan degismedigi goriildii.
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Kontrol BRD4 BRD4

siRNA siRNA I siRNA II
BRD4 g 200 kDa
c-Mye 4 65 kDa
BRD2 110 kDa

eEF2K v o-— ” 105 kDa

GAPDH S SR —— 37 kDa

Sekil 4.2: BRD4 siRNA’lar1 ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4, c-Myc, BRD2 ve eEF2K
proteinlerinin ekspresyonu goriilmektedir. BRD4 inhibisyonunun BRD2 ve eEF2K’nin ekspresyonlarini
etkilemedigi, ancak c-Myc ile dogrudan iligkili oldugu dikkati ¢ekmektedir.

4.1.1. eEF2 Kinaz Ekspresyon Degisiminin BRD4 Proteini Uzerindeki Etkisinin
Gosterilmesi
eEF2K’nin BRD4 iizerindeki etkisini gosterebilmek igin; eEF2K siRNA’s1 ile genin

sessizlestirilmesi saglandi ve BRD4 ekspresyonu degerlendirildi. Bu isaretlemenin

ardindan eEF2K gen sessizlestirilmesinin BRD4 proteinin seviyesini degistirmedigi

goriildi (Sekil 4.3).
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Kontrol eEF2K eEF2K
siRNA siRNA1 SsiRNAII

eEF2K B . 105 kDa

, " |
BRD4 b M R 200 kD2

GAPDH s S SIS 37 kD2

Sekil 4.3: eEF2K siRNA’lar1 ile inhibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4 proteininin ekspresyonu
goriilmektedir.

Bu sonuglar, hipotezimizde sorguladigimiz eEF2K’in BRD4 ekspresyonu {izerinde
etkisinin olabilecegi ihtimalini ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz eEF2K nin
lentivirtisii konjuge edilmesi sartiyla ekspresyonunun arttirilmasina (inhibisyonun tam
tersi bir durum olusturmak) yonlendirmistir. Bu durumda BRD4’tn etkilenip

etkilenmedigini gérmeyi hedefledik.

eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde oncelikle eEF2K
protein miktar1 degerlendirilmistir. Lentiviriisler, konjuge edilen hedef genin hiicre
icerisinde normalden fazla sekilde transkribe olup protein miktarinin artmasina sebep
olmaktadir. eEF2K inhibisyonunun BRD4 protein miktarmi degistirmedigi
goriildiigiinden, BRD4 proteinin eEF2K ekspresyonunun artisindan nasil etkilenecegini
de arastirtlmistir.  Lentiviriis ile konjugasyon sonrasinda eEF2K protein seviyesinde
kontrol lentiviriisii ile konjuge edilen hiicrelere gore ciddi bir artis oldugu goriildi (Sekil
4.4A). eEF2K miktarindaki bu artisa ragmen BRD4 protein miktarinin ayni kaldig: dikkati
¢cekmekteydi (Sekil 4.4). Bantlarin analizleri sonucunda eEF2K lentiviriisii ile protein
miktarinin 2 kattan fazla arttig1 goriildii (Sekil 4.4B). Buna karsin, BRD4 protein miktar1
acisindan degerlendirildiginde, eEF2K lentiviriisii ile kontrol lentiviriisii arasinda bir fark

goriilmedi (Sekil 4.4C).
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Sekil 4.4: A) eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4 proteininin
ekspresyon seviyesi goriilmektedir. B) eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilen hiicrelerde eEF2K protein
miktarininin GAPDH’e oram1 goriilmektedir. C) eEF2K lentiviriisii ile konjuge edilen hiicrelerde BRD4
protein miktarininin GAPDH’e oran1 goriilmektedir.

Bu sonuglarin dogrulanmasi i¢in, eEF2K ile gen sessizlestirilmesi farkli hiicre hatlarinda
da gerceklestirilerek BRD4 protein seviyeleri degerlendirildi. Bu hiicre hatlarindan biri
MDA-MB-231’e benzer sekilde {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti1 olan MDA-MB-
436 olarak segildi. Digeri ise 0strojen, progesteron ve HER-2 reseptorleri agisindan pozitif
olan, ancak HER-2 reseptorii i¢in en sik kullanilan tedavi yaklagimi olan Trastuzumab’a
(HER-2 reseptorii blokeri) direngli hiicrelerin olusturdugu BT-474-R hiicre hatt1 olarak
secildi. Her iki hiicre hattina da eEF2K siRNA’s1 transfekte edildi ve daha 6nceki western
blot deneyleriyle aymi sekilde eEF2K, BRD4 ve GAPDH antikorlar ile isaretlendi.
Kullandigimiz 2 hiicre hattinda da MDA-MB-231’¢ benzer sekilde, eEF2K geninin
inhibisyonu sonrasinda eEF2K protein miktari azalirken (Sekil 4.5A ve B) BRD4 protein
miktarinda bir degisim goriilmedi (Sekil 4.5A ve C).
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Sekil 4.5: A) eEF2K siRNA’s1 ile inhibe edilen MDA-MB-436 ve BT-474-R hiicrelerinde eEF2K ve BRD4
proteinlerinin ekspresyonu goriilmektedir. B) eEF2K siRNAs1 ile inhibisyon sonrast MDA-MB-436 ve BT-
474-R hiicrelerinde eEF2K protein miktarimimin GAPDH’e orani1 gorillmektedir. C) eEF2K siRNA’s1 ile
inhibisyonun ardindan MDA-MB-436 ve BT-474-R hiicrelerinde BRD4 protein miktarininin GAPDH’e
orani goriilmektedir.

Bu yeni sonug bize eEF2K ile BRD4 arasinda dogrudan bir iligki olmadigini géstermistir.
Ciinkii, eEF2K gen seviyesinin degisimi (arttirilmasi ve/veya azaltilmasi) BRD4 protein
miktar1 lizerinde bir degisiklige yol agmamustir. Farkli hiicre hatlarinda da benzer
sonuglarin alinmasi bu sonuglarimizi dogrulamaktadir. Bu sebeple projede BRD4

inhibisyonunu saglayabilmek i¢in siRNA’ya ek olarak yeni bir gen diizenleyici
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kullanilmasi i¢in mikroRNA ile gen seviyesi degistirme yonteminin kullanilmasina karar

verildi.

4.2. MikroRNA’lar Yardimiyla Brd4 Protein Seviyesi Degisiminin Gosterilmesi
eEF2K ve BRD4 arasinda dogrudan bir iliski oldugu sonucu dogrulanamadigi igin
BRD4’ii hedefleyen bagka bir gen diizenleyici ile ¢alisilmasina karar verilmistir. Bu
sebeple farkli miRNA’lar MDA-MB-231 hiicrelerine transfekte edildi ve BRD4
ekspresyonunun degisimi degerlendirildi.

mikroRNA veri tabanlarinda yapilan analiz ¢alismalar1 ile BRD4 ile iliskisi olabilecek
ancak literatlirde heniiz aralarinda bir iligski oldugu gosterilmemis mikroRNA’lar secilerek
her biri ile ayr1 ayr1 transfeksiyon yapildi ve elde edilen lizatlar BRD4 proteini agisindan

western blot yontemiyle degerlendirildi.

Yapilan analizler dogrultusunda miR 122 ve miR330’un BRD4’ii inhibe ettigi goriildi
(Sekil 4.6). BRD4 inhibisyonunun ardindan BRD4’tin hedef proteini olan c-Myc
ekspresyonu da degerlendirildi ve BRD4’e benzer sekilde c-Myc’in de bu iki mikroRNA
ile inhibe oldugu goriildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: A) Farkli mikroRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4 ve c-Myc
proteinlerini ekspresyonlar1 goriilmektedir. B) Farkli mikroRNA’lar ile transfekte edilen MDA-MB-231
hiicrelerinde BRD4 protein miktarininin GAPDH’e orani goriilmektedir (****p<0,0001, ***p=0,0001).

Bu iki mikro RNA arasindan miR 122’nin BRD4’i daha fazla inhibe ettigi gorildiigi igin

deneylere miR 122 ile devam edilmesine karar verildi.

BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 ile transfeksiyonu teyit etmek igin ayni anda bir
transfeksiyon daha yapildi. Yine bu membranlarda BRD4 protein seviyeleri
degerlendirildi. Bu defa iki farkli firmadan temin edilen iki ayr1 BRD4 antikoru (BRD4 |
i¢in, Cell signal; #134490S ve BRD4 11 i¢in, Santa Cruz; #48772) ile isaretleme yapildi.
Bu isaretleme sonucunda da hem SiRNA ile hem miR 122 transfeksiyonu ile BRD4
seviyesinin azaldig1 goriildii (Sekil 4.7). Ayrica iki ayri BRD4 antikoru da kullanilarak

sonuglarin dogrulugu teyit edilmis oldu.
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Sekil 4.7: BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 ile transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4
ekspresyonu goriilmektedir.

4.3. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Brd4 Ve Mir-122 ile Transfeksiyon Sonras1 Hiicre
Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 ile transfeksiyonundan sonra
hiicre proliferasyonunun nasil degistigini gormek amaciyla MTS testi yapildi. Hiicreler bu
test i¢in 96-kuyucuklu kaplara 3 set halinde ekildi. Transfeksiyondan sonraki 48., 72. ve
96. saatlerin sonunda 490 nm’de absorbans degerleri okutuldu. 48., 72. ve 96. saatlerin
sonunda BRD4 siRNA’lar1 ile transfekte edilen hiicre proliferasyonlarinda anlamli bir

degisiklik goriilmedi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonlarindan 48, 72 ve 96 saat sonraki

proliferasyon hizlar1 gériilmektedir.

Ayni sekilde miR 122 ile transfeksiyondan sonra yapilan deneyde ise; 48. saatin sonunda

hiicrelerin proliferasyonlarinin anlaml diizeyde azaldigi goriildi (Sekil 4.9). Ancak 72.

ve 96. saatlerin sonunda ise anlamli bir degisim gozlenmedi.
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Sekil 4.9: MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyondan 48, 72 ve 96 saat sonraki proliferasyon

hizlar1 goriilmektedir ("p<0,05).

Hiicrelerin proliferasyon hizlarini saatlere gore degisimi ¢izgi grafigi ile de gosterildi

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 ve miR 122 ile transfeksiyonlarinda 48, 72 ve 96 saat sonraki
proliferasyon hizlar1 gériilmektedir.

Grafiklerde de goruldigi gibi; MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde BRD4
inhibisyonu yapilinca (48, 72 ve 98 saat) hiicre proliferasyonlarinda bir degisime

rastlanmamustir. Ancak miR 122°de 48. saatte gézlenen diisiis anlamlilik igermektedir.

4.4. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Brd4 inhibisyonunun Ardindan Klonojenik Testi
fle Koloni Olusumlarimimn Gésterilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ve miR 122 ile transfeksiyonundan sonra
koloni olusum degisimlerini gormek amaciyla klonojenik testi yapildi. Bu testte hiicreler
transfekte edildikten sonra 10-15 giin arasi bir zaman diliminde 3 gilinde bir kontrol
edilerek transfekte edilmeyen hiicrelerin bulundugu kuyucukta (MDA-MB-231) yeterli
hiicre sayisina ulasilmasi beklendi. Hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra tiim hiicrelerin
tizerindeki medyum alinarak hiicreler kristal violet ile boyandiktan sonra koloni olusturan

hiicreler Image J programu ile sayildi.

Klonojenik testinde; MDA-MB-231 hiicrelerindeki BRD4 inhibisyonu, hiicrelerin
proliferasyonunu, transfekte edilmeyen (MDA-MB-231) ve kontrol siRNA grubuna gore

azaltmistir (Sekil 4.11A). Image J programu ile sayilan hiicreler arasinda istatistiksel analiz
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yapildiginda da; kullanilan iki farkli BRD4 siRNA’sinin transfekte edildigi hiicrelerin;
transfeksiyon yapilmayan ve kontrol siRNA’nin transfekte edildigi hiicrelere kiyasla

hiicre sayisinda anlamli bir azalmanin oldugu gortildi (Sekil 4.11B).
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Sekil 4.11: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonundan sonra koloni olusturan
hiicreler goriilmektedir. B) Koloni olusturan hiicre sayilarinin MDA-MB-231 (siRNA transfekte edilmeyen
hiicreler) grubuna gore istatistiksel analiz sonuglar1 gériilmektedir (*p<0,005, *“p<0,0001).

Ayni sekilde miR 122 transfekte edilen hiicrelerde de klonojenik canlilik testi yapildi. miR
122 ile transfekte edilen hiicrelerde, MDA-MB-231 hiicrelerine gore bir azalma goriildii
(Sekil 4.12A). Yapilan istatiksel analiz ile de bu azalmanin anlamli oldugu gosterildi
(Sekil 4.12B).
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Sekil 4.12: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra koloni olusturan hiicreler
goriilmektedir. B) Koloni olusturan hiicre sayilarmim MDA-MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz
sonuglart goriilmektedir ("p<0,05).

4.5. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Migrasyon Testi Sonugclari

MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 inhibisyonundan sonra go¢ etme yetenegini gérmek
icin yapilmigtir. Bu deneyle, BRD4 inhibisyonun tiimor hiicrelerinin metastatik
ozelliklerini etkileyip etkilemediklerinin degerlendirilmesi planlandi. MDA-MB-231
hiicreleri 6-kuyucuklu tabaklara ekildikten sonra BRD4 siRNA’lar1 transfekte edildi. 48
saat sonra kuyucuklara yukaridan asagiya dogru olacak sekilde steril pipet ucu ile bir ¢izik
¢ekildi ve hemen ardindan 0. saat fotograflar ¢ekildi. Kuyucuklarin ¢izilmesini takip eden
24. ve 48. saatlerde de hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. Tiim fotograflar Image J programi
ile aradaki acikligin 6lgiilerek sayisal veriler haline getirildi. Her bir grup i¢in dlgiilen
degerlerin ortalamas1 hesaplandi. Ardindan 48. saat i¢in hesaplanan deger 100 ile ¢arpildi

ve 0. saatte hesaplanan degerin ortalamasina boliinerek alanin ylizde degeri hesaplandi.

46



Sonuglar degerlendirildiginde; transfeksiyonun ardindan 24 ve 48. saatlerde BRD4 ile
transfekte edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonlarinin hem transfekte edilmeyen
hem de kontrol siRNA grubuna gore azaldigi goriildii (Sekil 4.13A). Image J ile 48. saat
sonuglariin sayisal degerlere ¢evrilmesinden sonra yapilan istatistiksel analiz ile de bu
azalmanin anlamli oldugu goriildii. Ayrica, MDA-MB-231 grubu ile kontrol SiRNA

transfekte edilen grup arasinda anlamli bir azalma goriilmedi (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar ile transfeksiyonundan sonra hiicrelerin

migrasyonlarinin  azaldigi goriilmektedir. B) Migrasyon sonrasi kapanan alanin yiizde degerleri
goriilmektedir ("p<0,05).

Benzer sekilde miR 122 transfekte edilen hiicrelerde, 24 ve 48. saatlerin sonunda
hiicrelerin migrasyon kapasitelerinin diisiik oldugu ancak azalmanin istatistiksel olarak
anlaml1 oldugu gosterildi (Sekil 4.14A). Kontrol miRNA ve transfekte edilmeyen hiicreler

arasinda ise anlaml1 bir azalma tespit edilmedi (Sekil 4.14B).
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Sekil 4.14: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra 24 ve 48. saatlerde
hiicrelerin migrasyonlarinin azaldigi goriilmektedir. B) Migrasyon sonrasi kapanan alanin yiizde degerleri
goriilmektedir ("p<0,005).

4.6. MDA-MB-231 Hiicrelerinde invazyon Testi Sonuclari

MDA-MB-231 hiicrelerinde migrasyonun azaldiginin goriilmesinin ardindan, BRD4
inhibisyonunun UNMK  hiicrelerinin invazyon kapasitesilerini degerlendirmek igin in
vitro invazyon analizi yaparak gostermeyi amagladik. Matrijelin tizerine ekilen hiicrelerin
cesitli proteazlar salgilayarak matrijelin diger tarafina gecmesi prensibine dayanarak
yapilan bu deneyde, hiicrelerin in vivo ortamda metastaz sirasindaki kosullari taklit

edilmektedir. Siire sonunda matrijelin arka tarafina gecen hiicreler histolojik boyalar ile
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boyanarak goriiniir hale getirildi ve invaze olan hiicreler Image J programi yardimiyla

sayilarak gruplar arasi fark olup olmadig1 degerlendirildi.

SiRNA ile BRD4 inhibisyonunun ardindan, MDA-MB-231 hiicrelerinin matrijel
igerisinde daha az invaze oldugu goruldii. Transfekte edilmeyen hiicreler ile kontrol
siRNA transfekte edilen hiicreler arasinda bir azalma goriilmedi (Sekil 4.15A).
[statistiksel analizler sonunda, MDA-MB-231 hiicreleri ile BRD4 siRNA’larinin

transfekte edildigi hiicreler arasindaki azalmanin anlamli oldugu goriildii (Sekil 4.15B).
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Sekil 4.15: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin BRD4 siRNA’lar1 ile transfeksiyonundan sonra invaze olan
hiicreler goriilmektedir. B) Invaze olan hiicre sayilarinin MDA-MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz
sonuglari goriilmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonuyla olusan BRD4 inhibisyonundan
sonra, invazyon kapasitelerinin mikroRNA transfekte edilmeyen gruba gore azalmanin
olmadig1 goriildii (Sekil 4.16A). Hiicre sayimindan sonra yapilan istatistiksel analizler

sonucunda hiicreler arasinda bir anlamliliga rastlanmadi (Sekil 4.16B).
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Sekil 4.16: A) MDA-MB-231 hiicrelerinin miR 122 ile transfeksiyonundan sonra invaze olan hiicreler
goriilmektedir. B) Invaze olan hiicre sayilarinin MDA-MB-231 grubuna gore istatistiksel analiz sonuglari
goriilmektedir.

Migrasyon ve invazyon sonuglarina gére, BRD4'lin inhibisyonunun, MDA-MB-231
hiicrelerinin gé¢ potansiyellerini ve UNMK hiicrelerinin invazyon hizlarmi olumsuz

etkiledigini diisiindiirmektedir.
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4.7. MDA-MB-231 Hiicrelerinde Migrasyon Ve Invazyon Test Sonuclarimin
Dogrulanmasi

Hem siRNA ile hem de mikroRNA ile BRD4 inhibisyonunun ardindan hiicrelerin
migrasyon hizlarinin diistiigii goriilmistiir. Ardindan yapilan in vitro invazyon testi ile de
BRD4’lin siRNA ile direk inhibisyonu sonrasi invazyonun azaldigi, ancak miR 122
tarafindan yapilan BRD4 inhibisyonu ile goriilen azalmanin ise anlamli olmadig1 goriildii.
Hiicrelerin metastatik potansiyellerini gérmek i¢in yapilan bu iki deney sonucunun protein
diizeyinde de konfirme edilmesiyle; invazyonun ana molekiillerinden biri olan Src protein
miktarinin  degerlendirilmesi planlandi. Src proteinin fosforilasyonunun artmasi
hiicrelerin invazif potansiyellerini arttirmaktadir. Bu sebeple BRD4 inhibisyonundan

sonra p-c-Src ve c-Src antikorlar1 kullanilarak western blot deneyleri planlandi.

Deney sonucunda p-c-Src protein miktarimin BRD4 siRNA’lari ile inhibe edilen
hiicrelerde azaldigi goriildii. miR 122 ile transfeksiyonun ardindan ise p-c-Src miktarinda
azalma tespit edilmedi. Src protein miktarinin da transfeksiyonla degismedigi goriildii
(Sekil 4.17). Bu durum; Src protein miktarinin ayni kaldigini ancak, p-c-Src proteinindeki

azalmanin BRD4 inhibisyonu sebebiyle olabilecegini gosterdi.

Kontrol BRD4 BRD4 Kontrol miR
siRNA siRNAT siRNAII miRNA 122

BRD4 - —— O . e 200 kDa
p-c-Sre| : 60 kDa

c-Src . o 60 kDa

GAPDH s s [ 37 kDa

Sekil 4.17: BRD4 inhibisyonun ardindan MDA-MB-231 hiicrelerinde p-c-Src ve Src protein seviyeleri
goriilmektedir.

p-c-Src protein miktarinin BRD4 inhibisyonu ile azalmasi migrasyon ve invazyon
testlerinin sonuglari ile benzer sekilde olup bize BRD4 inhibisyonunun tiimor hiicrelerinin

metastatik yeteneklerini azaltabilecegini diisiindlirmektedir.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik karsilasilan kanser tipi olarak bilinmektedir. Bununla
beraber kanserden kaynakli 6liim nedenlerinin de en sik goriilen ikinci sebebidir (Bray ve
ark., 2018). Meme kanseri alt tiplerindeki farklar; tedavi tiplerinin de gesitliligini ortaya
koymaktadir. Invaziv olmayan meme kanserlerinde tedaviye cevap verme ve tedavi
sonrasi sag kalim orani yiiksekken; (Tsang ve Tse, 2020) UNMK ’lerinde durum diger

kanser tiirlerine kiyasla daha farkli seyretmektedir.

UNMK, kotii sag kalim ve yiiksek metastaz insidansi ile karakterize edilen meme
kanserinin en agresif alt tipidir. Smirli tedavi secenekleri UNMK'nin agresif karakterine
katkida bulunan o6nemli bir faktordiir. Standart kemoterapi, UNMK’nin sistemik
tedavisinin bel kemigi olmaya devam etmektedir; bununla birlikte, bu tiimorler genellikle
sitotoksik ilaglara direnglidirler (Nedeljkovic ve Damjanovic, 2019). Kemoterapi, uzun
yillardir metastatik UNMK hastalarmin tedavisinde ilk basvurulan tedavi yontemi olmaya
devam ederken; giiniimiizde hastalarinin tedavisini optimize etmek amaciyla yeni
terapotik  tedavi ajanlarinin, immiinoterapinin ve Ongdriicii  biyobelirteclerin

gelistirilmesine devam edilmektedir (Caparica ve ark., 2019).

Alfa kinaz ailesinin atipik bir iiyesi olan 6karyotik Elongasyon Faktorii 2 kinaz, protein
sentezinin peptit uzama fazmnin kontroliinde rol oynamaktadir. eEF2K, UNMK
hastalarinin  timor hiicrelerinde asir1  derecede ekspre edilmektedir ve hiicre
proliferasyonunu, motilitesini/invazyonunu ve timoér olusumunu desteklemektedir
(Tekedereli ve ark., 2012; Bayraktar ve ark., 2018). Hiicrelerdeki bu ekspresyona ek
olarak yapilan UNMK in vivo modellerinde eEF2K'nin genetik inhibisyonu, timér
biiylimesini onemli dl¢lide baskilamis ve kemoterapinin etkinligini de arttirmistir. Bu
caligmalar; eEF2K'nin UNMK 'de potansiyel bir molekiiler terapotik hedef olabilecegini
diistindiirmektedir (Bayraktar ve ark., 2018).

Bromodomain 4, BET protein ailesinin en iyi ¢alisilan ve ciddi fonksiyonel gérevleri olan
tyesidir. Transkripsiyonel regiilasyonda gorevli Onemli bir transkripsiyonel

diizenleyicidir. BRD4, pozitif transkripsiyon uzama faktorii b (P-TEFb) dahil olmak {izere
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aktif promotor ve enhanser bolgelerdeki ¢coklu protein kompleksleri ile etkilesime girer ve
transkripsiyonel regiilasyonda rol oynar (Jiang ve ark., 2020). BRD4’iin, hiicre siklusu
diizenleyicisi olan c-Myc’in gen promoturunda direk baglanma boélgesinin bulunmasindan
tiimor  hiicrelerinin  proliferasyonlariyla iliskili oldugu bilinmektedir. BRD4’iin
inhibisyonuyla c-Myc’le iligkili olan genlerin transkripsiyonlarinin azaldigi bilinmektedir
(Ott ve ark., 2012).

Calismamizda, hiicre siklusunun diizenlenmesinde sorumlu olan eEF2K ve BRDA4
arasindaki iligkiSinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 6ncelikle eEF2K’nin siRNA’lar yardimiyla
inhibisyonu saglanmig ve BRD4 seviyesinin bu inhibisyondan etkilenmedigi goriilmistiir.
Ardindan bu etkiye ters acgidan bakilarak; BRD4’lin inhibisyonu saglanmis ve bu defa
eEF2K’nin ekspresyonunda herhangi bir degisim olmadig1 gézlenmistir. Benzer sekilde
eEF2K’nin lentiviriisler yardimi ile normalden yiiksek diizeyde ekspre edildigi durumda
da BRD4 protein seviyesinde bir degisim goriilmemistir. Bu deneylerin farkli meme
kanseri hiicre hatlarinda denenmesi BRD4 ile eEF2K arasinda dogrudan bir iligki
olmadigini dogrulamistir. Literatiirde de eEF2K ile BRD4{in iliskisini gdsteren bir yayina

rastlanmadigindan g¢alismamiz bu asamada literatiire katki saglayacaktir.

Sonuclar degerlendirildiginde BRD4’iin eEF2K tarafindan diizenlenmedigi goriildii. Bu
durumun ardindan BRD4’1i hedef alan diger regiilator faktorler arastirilmaya baslandi ve
BRD4’ii hedefleyebilecegi diisiiniilen mikroRNA’lar kullanilarak BRD4’iin hedeflenmesi
saglandi. Yapilan western blot analizleri sonucunda miR 122°nin BRD4’i inhibe ettigi
goriildii. c-Myc’in promotorunda BRD4’lin direk olarak baglanabilecegi bir bolge
bulunmaktadir. BRD4’lin inhibe edilmesi ile BRD4 c-Myc’in promotoruna
baglanamamakta ve c-Myc’in translasyonu durmaktadir (Ott ve ark., 2012) (Andrews ve
ark., 2017). Calismamizda da BRD4’{in siRNA’lar ile inhibisyonunun ardindan, hedef
geni olan c-Myc’in de inhibe oldugu goriildii. Literatiirle ortiisen bu bilgi, miR 122’nin
BRD4 ve BRD4’iin hedef proteinlerini inhibe ettigini gostermistir. Bu sonug iizerine

gidilerek BRD4 ile miR 122 arasindaki iliski aydinlatilmaya ¢alisildi.

MikroRNA'lar, yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda olan, kodlanmamis bolgedeki hedef
haberci RNA transkriptlerine baglanan ve transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu
etkileyebilen kisa kodlayici olmayan RNA’lardir (Shayestehpour ve ark., 2017).
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miRNA'lar ayrica gen ekspresyonunu susturmak suretiyle protein translasyonunu
bastirabilir ve protein translasyonundaki diizensizliklere sebep olarak biyolojik hiicresel
islevleri etkileyebilir (Khan ve ark., 2019). Bir¢ok kanser tiirtinde oldugu gibi meme
kanserinde de mikroRNA’larin gorevli oldugu, tiimor ilerlemesi ve metastaz gelisimi ile
iliskili olarak hiicre proliferasyonunu diizenledigi, apoptozu inhibe ettigi ve/veya
metastatik kapasiteyi artirarak tiimor biiyiimesinin desteklenmesine sebep olabildigi
soylenmektedir (J. G. Han ve ark., 2017; Luo ve ark., 2017). Meme kanserinde de
mikroRNA’larin gerek onkogen gerekse tiimor siipresor etkileri oldugu bilinmektedir

(Khan ve ark., 2019).

miR 122 geni, kromozom 18 fizerinde yerlesiktir ve uzun kodlanmayan RNA
(LNCRNA)'dan RNA polimeraz II tarafindan kopyalanarak sentezlenir (Thakral ve
Ghoshal, 2015). miR 122 6zellikle karacigerde yiiksek oranda ekspre olmaktadir ve lipit
metabolizmasi gibi birgok biyolojik siiregte de hayati bir rol oynamaktadir (J. Yang ve
ark., 2017).

Fong Y. ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, miR 122'nin meme kanseri hiicreleri
tarafindan salgilandigi ve pre-metastatik nis igcinde metabolik ortami adapte ederek
metastazi destekleyebildigi gosterilmistir (Fong ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada ise,
MIR 122’nin tiimor baskilayici olarak gorev aldigi ve insiilin benzeri bityiime faktorii 1
reseptori (IGF1R)'nii hedefleyerek ve meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR/p70S6K sinyal
yolagini diizenleyerek tiimor olusumunu engelleyebildigi gosterilmistir (B. Wang ve ark.,
2012).

Literatir miR 122°nin meme kanserinde hem tiimor baskilayict hem de metastazi
destekleyerek ¢ift tarafli etki gosterdigi yoniinde iki acidan da degerlendirme
yapmaktadir. miR 122 ile BRD4’{in etkilesimin, kanser gelisiminin hangi safhasinda yer
aldig1 heniiz acgikliga kavusmadigindan; c¢alismamizda miR 122 meme kanserindeki
roliiniin BRD4 ile iliskisi iizerinden ortaya ¢ikarilmasi planlanmistir. Ik olarak BRD4 ile
miR 122 arasindaki iliskinin timor hiicrelerinde hiicre canliligini nasil etkiledigini
gorebilmek amaciyla hiicre canlilik testi yapildi ve BRD4 siRNA’lar1 kullanilarak yapilan
inhibisiyonun ardindan 48, 72 ve 96. saatlerde Olciilen hiicre canlilik testi, BRD4
inhibisyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinin sag kalimlarini etkilemedigi gosterildi.
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Borbely G. ve arkadaglarinin MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4’{in inhibitdrii olan JQ1’1
kullanarak; hiicre proliferasyonunu degerlendirdikleri ¢aligmada, 72. saatte
proliferasyonun azaldigi ancak bu azalmanmn anlamli olmadigi belirtilmistir. JQ1’e ek
olarak histondeasetilaz (HDAC) inhibit6riiniin (mokenitostat) kullanildigi durumda ise,
bu etkinin artarak hiicre proliferasyonunun anlamli olarak azaldigi gosterilmistir.
Arastirmacilar, JQ1 araciligi ile BRD4 inhibisyonun tek basina hiicre proliferasyonu
tizerinde dogrudan etkisinin olmadigini, hiicre proliferasyonunun histondeastilaz
inhibitorii ve JQ1’in birlikte kullanildigi durumda anlamli diizeyde azaldigini ortaya
koymuslardir (Borbely ve ark., 2015). Calismamizda da benzer sekilde 72. saatin sonunda
BRD4 siRNA’lar1 ile hiicre canliliginin azaldigini gordiik, ancak bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bu sonu¢ bize BRD4 inhibitdrii olan JQ1’in etkisi gibi siRNA ile
BRD4 inhibisyonunun da hiicre proliferasyonu iizerinde tek basina etkisininin yeterli

olmadigin1 gosterdi.

BRD4’iin her ne kadar c-Myc’in dogrudan diizenleyicisi olarak hiicre siklusu iizerinde
etkili oldugu diisiiniilse de, c-Myc’in sadece BRD4 transkripsiyon faktorii tarafindan
diizenlenmedigi belirgindir. Xiong J. ve arkadaslari, Serin-treonin kinaz 31 (STK31)’in,
c-Myc’in gen eskpresyonunu indiikleyerek c-Myc’1 aktive ettigini gostermislerdir. Ayrica
Ostrojen reseptorii alfa, c-Myc, siklin E ve siklin D gibi hiicre dongiisii genlerinin
ekspresyonunu da diizenlemektedir (Strom ve ark., 2004). Kim S. ve arkadaslari
tarafindan miR 155 ile yapilan bir ¢alismada, miR 155 inhibisyonunun c-Myc protein
ekspresyonunu azalttigini gostermislerdir (Kim ve ark., 2018). Yapilan bu ¢aligmalar, c-
Myc’in BRD4 inhibisyonu ile azalmasina ragmen, hiicre proliferasyonunun diismemesi c-
Myc’in  ekSpresyonunun diger diizenleyici faktorler tarafindan korundugunu
diistindiirmiistiir. Calismamizda miR 122 ile yapilan hiicre canlilik testinde ise 48. saatte
hiicre proliferasyonunun azaldig1; ancak bu azalmanin 72 ve 96. saatlerde geriye dondiigii
gozlendi. miR 122’nin renal hiicre karsinomunda proliferasyonu arttirdigt Wang Z. ve
arkadaslar1  tarafindan  gOsterilmesine  ragmen; bizim  bulgularimiz  bunu
dogrulamamaktadir (Z. Wang ve Wang, 2020). Oysa ki; mesane kanserinde miR 122’nin
kanser hiicrelerinin proliferasyonu CREBL1’i hedef alarak azalttigi soylenmektedir (Guo
ve ark., 2018). Meme kanserinde ise miR 122’nin, uzun kodlanmayan RNA ailesinin bir
tiyesi olan RPPHI1’in inhibe ederek MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicrelerinin
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proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Y. Zhang ve Tang, 2017). Sonuglarimiz, miR
122’nin transfeksiyon ekspresyonunun arttirildigi durumda, proliferasyonun azalmadigini
gostermektedir. Bu durum, miR 122’nin BRD4’li inhibe ederek tiimor proliferasyonu
tizerinde dogrudan bir etkisi olmadigina isaret etmektedir. Ancak bu etkinin dolayh

yollardan olabilecegi de g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Hiicre koloni olusturma testinde ise uzun siireli hiicre canliligi ve koloni olusum
kapasitelerinin degisimi degerlendirilmistir. Wang J. ve arkadaslarinin BRD4 inhibitorii
JQI ile yaptiklart deneylerde koloni olusumlarinin kontrole goére azaldigi ancak bu
azalmanin anlamli olmadig1r gosterilmistir (J. Wang ve ark., 2018). Ancak bizim
bulgularimiz; BRD4 siRNA’larinin transfekte edildigi hiicrelerde koloni olusumlarinin
anlamli olarak azaldigin1 gostermektedir. Calismamizda kullanilan siRNA ile gen
diizeyinde inhibisyon saglandigi icin bu inhibisyonun proteine direk olarak yansidigi
bilinmektedir. Kimyasal inhibitorler de ise, var olan proteinin sadece islevi tizerinde bir
bloklama saglandig: diisiiniildiigiinde Wang J. ve arkadaglarinin JQ1 kullanarak yaptiklar
caligmada koloni inhibisyonu goriilmemesine ragmen, bizim deneyimizde siRNA ile gen

sessizlestirilmesinin ¢ok daha etkili bir koloni inhibisyonu yapmasi olasi bir sonugtur.

miR 122 ile tekrarlanan koloni olusum deneyinde de siRNA ile BRD4 inhibisyonuna
benzer sekilde koloni sayisinda azalma gozlenmistir. miR 122°nin hiicrelere verildigi
durumda BRD4 inhibisyonun saglandig1 ve bu inhibisyonun BRD4 inhibisyonuyla benzer
sekilde koloni olusumunu da azalttigi goriildii. Bu durum, bize miR 122’nin BRD4

inhibisyonu saglayarak koloni olusumu iizerinde etkisi oldugunu teyit etmektedir.

BRD4 hiicre dis1 maktriksi yeniden programlayarak, tiimor hiicrelerinde metastazi
arttirmaktadir (Alsarraj ve Hunter, 2012). Meme kanserinde goriilen ektopik BRD4 gen
ekspresyonun Fibulinl, Serpingl gibi hiicre dis1 matriks diizenleyici genlerin ekspresyon
seviyesini degistirerek metastaza yol actig1 da bilinmektedir (Crawford ve ark., 2008).
Sonuglarimiz degerlendirildiginde; BRD4’{in tiimor hiicrelerinin agresif potansiyellerini

arttirarak, metastazi tetikleyebilecegi goriilmektedir.

Hiicrelerin motilite yeteneklerinin BRD4 inhibisyonu ile nasil degistigini gostermek adina

yaptigimiz migrasyon testi sonuglarina gore; BRD4’iin siRNA ve miR 122 ile inhibisyonu
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hiicrelerinin motilitelerini etkileyerek kontrole gore daha az agresif olduklarini
gostermistir. Bu bulgular, BRD4 gen ekspresyonunun artisiyla, tiimdr hiicrelerinin
metastatik potansiyellerinin de artacagini; aksine inhibisyonun da tiimér hiicrelerinin

metastaz kapasitelerini sinirlandiracagini gostermistir.

Wang Z. ve arkadaslarinin literatiire kazandirdiklar1 ¢alismada; miR 122°nin UNMK
hiicre hatlarinda ekspresyonunun arttirildigi durumda, invazyonun arttifini ve inhibe
edildigi durumda ise invazyonun azaldigim gostermektedir. Buna ek olarak; miR 122
ekspresyonu artisinin EMG’yi tetikleyerek, EMG belirteglerinden olan E-Kaderin
(Epiteliyal Kaderin) ekspresyonunu azaltip; N-Kaderin (Noronal Kaderin) ve Vimentin
ekspresyonlarini ise arttirdigr gosterilmistir. Bu calismada; miR 122°nin CHMP3
(charged multivesicular body protein 3)’ii  baskilayarak EMG berlite¢lerinin
ekspresyonularini degistirdigi ve EMG lizerinde metastaz1 tetikleyici bir rolii oldugu

belirtilmistir (Z. Wang ve Wang, 2020).

mIiR 122’nin tek hedefinin BRD4 olmadigi ayni zamanda CHMP3’iin hedef olarak yer
aldig1 literatiirde tanimlanmustir (Z. Wang ve Wang, 2020). Ancak, baska bir ¢alismada,
lentiviriis ile RPPHI1 (Ribonukleaz P RNA komponent H1)’in yiiksek diizeyde ekspre
ettirildigi durumda, miR 122’nin RPHH1 e baglanarak RPHH1’i inhibe ettigi belirtilmis
ve bu inhibisyonun da MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyonu azalttigi da
gosterilmistir (Y. Zhang ve Tang, 2017). Literatiirde yer alan bu iki ¢alisma g6z Oniine
alindiginda, miR 122’nin inhibe ettigi farkli genler farkli etkiler gdstermektedir.
Calismamizda ise MiR 122, her ne kadar BRD4 inhibisyonunu saglasa da bu inhibisyonun
her zaman tiimdr hiicrelerinin invazyonlarim1 degistirecek kadar etkili olmadigi

diistiniilmektedir.

Lu L. ve arkadaslarinin MDA-MB-231 hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada JQ1 inhibitorii
aracili BRD4 inhibisyonunda, SNAIL’in ekspresyonunun azaldigi ve tiimor hiicrelerinin
invazyon kapasitelerinin sinirlandigi gosterilmistir (Lu ve ark., 2020). Calismamizda elde
edilen sonuglar, Lu L. ve arkadaslarinin ¢aligmalarinin sonuglariyla 6rtiismekte ve BRD4

inhibisyonunun MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyonu azalttigin1 géstermektedir.
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Meme kanserinde Src’in proteininin fosforilasyonunun yiiksek oldugu durumda
metaztazla korele bir iligkileri oldugu Wilson G.R ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada
gosterilmistir (Wilson ve ark., 2006). Ocana A. ve arkadaslarinin meme kanseri
hastalarinda kullanilan kemoterapétiklerin (trastuzumab ve paklitaxel) p-Src seviyesini
azalttigt ve bu azalmanin da tiimor hiicrelerinin metastaz kapasitelerini siirladigi
gosterilmistir (Ocana ve ark., 2019). p-Src ekspresyonun az olmasi literatiirde tiimor
hiicrelerinin migrasyon ve invazyonlarini azalmasi ile iligkili bulunmustur (Finn, 2008).
Calismamizda migrasyon ve invazyon testlerinde gosterilmeye c¢alisitlan BRD4
inhibisyonu ile tiimdr hiicrelerinin metastatik potansiyellerinin azalmasinin teyit edilmesi
i¢in p-Cc-Src ve c-Src protein miktarlarinin degisimi de vurgulandi. Elde edilen sonuglara
gore BRD4 inhibisyonunun ardindan p-c-Src protein seviyesi azalirken, c-Src seviyesinin
ayni kaldig goriildii. Literatiirdeki veriler de p-Src ekspresyonunu azalmasinin invazyon
ve migrasyonu azalttigini belirtmektedir. Bu durum da bize BRD4{in tiimér hiicrelerinin
metastatik Ozelliklerini arttirdigini, inhibisyonu ile de timor hiicrelerinin metastaz

yeteneklerinin azaldigini bir kez daha gdstermis oldu.

Calismamizda miR 122’nin BRD4’ii inhibe ederek MDA-MB-231 hiicrelerinde BRD4
protein miktarini azalttig1 gosterildi. Ayrica; BRD4 inhibisyonunun tiimor hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde dogrudan bir etkisinin olmadig:r da gosterilmis oldu. Ancak,
tiimor hiicrelerinin metastatik durumlar1 degerlendirildiginde BRD4 inhibisyonu ile hiicre
motilitesi ve invazyonun azaldigi ve bu azalmanmn timor hiicrelerinin metastatik

potansiyellerini diisiirdiigli ortaya ¢ikarildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu doktora tez calismasinda kadinlarda tedaviye en az cevap veren meme kanseri tipi olan
UNMK hiicreleri kullanilmistir. Bu  hiicrelerin  proliferasyonu, migrasyonu ve
metastazinda gorevli olan eEF2K’nin, tiimor hiicrelerinin metastatik 6zelliklerini arttiran

BRD4 iizerindeki olasi etkisinin arastirilmasi planlandi.

UNMK hiicrelerinde ilk olarak eEF2K ve BRD4 arasindaki bir iliski olup olmadig1
aciklanmaya ¢alisilmistir. Elde edilen bulgulara gore; eEF2K’in inhibisyonu ve
ekspresyonunun arttirilmasinin BRD4 protein miktar1 tizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig goriildii. Ayrica, BRD4 inhibisyonun da eEF2K iizerinde bir etkisi olmadigi

sonucuna ulasildi.

Ardindan mikroRNA’lar ile yapilan testler sonucunda MDA-MB-231 hiicrelerinde miR
122 seviyesinin artisinin BRD4 protein miktarini azalttigi goriildii. Bu veriyle BRD4
inhibisyonu hem siRNA’lar ile hem de miR 122 ile ¢alisilmaya devam edildi.

BRD4’lin siRNA ve miR 122 kullanilarak yapilan inhibisyonunun tiimér hiicrelerinin
proliferasyonu lizerinde anlamli bir degisime sebep olmadigi goriildi. BRD4
inhibisyonunun ardindan yapilan koloni olusturma deneyleri sonucunda siRNA’lar ve

mMIiR 122°nin MDA-MB-231 hiicrelerinin koloni olusumlarini azalttigi gosterildi.

MDA-MB-231 hiicrelerinin metastatik yeteneklerinin BRD4 ekspresyon degisiminden
nasil etkilendigini gostermek amaciyla yapilan migrasyon ve invazyon testlerinin
sonucunda, BRD4 inhibisyonu ile tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyonlarinin
kontrol grubuna kiyasla azaldigi gorildi. Bu sonu¢ da; BRD4 ekspresyonunun
azalmasinin timor hiicrelerinin metastatik potansiyellerini azaltigini gostermektedir.
Ayrica, p-C-Src seviyesindeki BRD4 inhibisyonuna bagli azalma da bize BRD4’iin timér
hiicrelerinin metastatik karakterlerinin arttirabilecegini, inhibisyonu ile de metastatik

karakterin geriledigi gostermistir.
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Calismamizda miR 122’nin BRD4 {izerindeki inhibe edici etkisi, literatiirde ilk defa yer
alacak bir bilgidir. Ayrica BRD4 inhibisyonunu MDA-MB-231 hiicreleri tizerindeki

metastatik potansiyelin azalmasi tizerindeki rolii de ¢alismamizla ilk defa tanimlanmastir.

Bu c¢alisma ile BRD4’ii hedefleyerek UNMK hiicrelerinin metastatik yeteneklerinin
azaltilabilecegi gosterildi. Sonuglar degerlendirildiginde UNMK hastaligmin tedavisinde
BRD4 hedefli tedavilerin kullanilmasi ile tiimor hiicrelerinin agresif karakterlerinin
azaltilabilecegi Ongoriilmektedir. Calismamizin sonuglart bize BRD4’iin metastatik
UNMK hastalariin tedavisinde potansiyel bir terapdtik yaklasim olabilecegini

gostermektedir.

63



KAYNAKLAR

Akram, M., Igbal, M., Daniyal, M., & Khan, A. U. Awareness and current knowledge of
breast cancer. Biol Res. 2017; 50 (1): 33.

Alsarraj, J., & Hunter, K. W. Bromodomain-containing protein 4: A dynamic regulator of
breast cancer metastasis through modulation of the extracellular matrix. Int J Breast
Cancer. 2012; 2012: 670632.

Andrews, F. H., Singh, A. R., Joshi, S., Smith, C. A., Morales, G. A., Garlich, J.R., . ..
Kutateladze, T. G. Dual-activity pi3k-brd4 inhibitor for the orthogonal inhibition of myc
to block tumor growth and metastasis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2017; 114 (7): E1072-
E1080.

Andrieu, G. P., Shafran, J. S., Deeney, J. T., Bharadwaj, K. R., Rangarajan, A., & Denis,
G. V. Bet proteins in abnormal metabolism, inflammation, and the breast cancer
microenvironment. J Leukoc Biol. 2018; 104 (2): 265-274.

Arpino, G., Bardou, V. J., Clark, G. M., & Elledge, R. M. Infiltrating lobular carcinoma
of the breast: Tumor characteristics and clinical outcome. Breast Cancer Res. 2004; 6 (3):
R149-156.

Ashour, A. A., Abdel-Aziz, A. A., Mansour, A. M., Alpay, S. N., Huo, L., & Ozpolat, B.
Targeting elongation factor-2 kinase (eef-2k) induces apoptosis in human pancreatic
cancer cells. Apoptosis. 2014; 19 (1): 241-258.

Ashour, A. A., Gurbuz, N., Alpay, S. N., Abdel-Aziz, A. A., Mansour, A. M., Huo, L., &
Ozpolat, B. Elongation factor-2 kinase regulates tg2/betal integrin/src/upar pathway and
epithelial-mesenchymal transition mediating pancreatic cancer cells invasion. J Cell Mol
Med. 2014; 18 (11): 2235-2251.

Barrero, M. J. Epigenetic strategies to boost cancer immunotherapies. Int J Mol Sci. 2017;
18 (6).

Bartel, D. P. Micrornas: Target recognition and regulatory functions. Cell. 2009; 136 (2):
215-233.

Bayraktar, R., Ivan, C., Bayraktar, E., Kanlikilicer, P., Kabil, N. N., Kahraman, N., . . .
Ozpolat, B. Dual suppressive effect of mir-34a on the foxm1/eef2-kinase axis regulates
triple-negative breast cancer growth and invasion. Clin Cancer Res. 2018; 24 (17): 4225-
4241.

Bayraktar, R., Pichler, M., Kanlikilicer, P., lvan, C., Bayraktar, E., Kahraman, N., . . .
Ozpolat, B. Microrna 603 acts as a tumor suppressor and inhibits triple-negative breast

64



cancer tumorigenesis by targeting elongation factor 2 kinase. Oncotarget. 2017; 8 (7):
11641-11658.

Bertucci, F., Finetti, P., Cervera, N., Charafe-Jauffret, E., Mamessier, E., Adelaide, J., . .
. Birnbaum, D. Gene expression profiling shows medullary breast cancer is a subgroup of
basal breast cancers. Cancer Res. 2006; 66 (9): 4636-4644.

Bhattacharyya, S. N., Habermacher, R., Martine, U., Closs, E. I., & Filipowicz, W. Relief
of microrna-mediated translational repression in human cells subjected to stress. Cell.
2006; 125 (6): 1111-1124.

Borbely, G., Haldosen, L. A., Dahlman-Wright, K., & Zhao, C. Induction of uspl7 by
combining bet and hdac inhibitors in breast cancer cells. Oncotarget. 2015; 6 (32): 33623-
33635.

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A., & Jemal, A. Global
cancer statistics 2018: Globocan estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin. 2018; 68 (6): 394-424.

Browne, G. J., & Proud, C. G. Regulation of peptide-chain elongation in mammalian cells.
Eur J Biochem. 2002; 269 (22): 5360-5368.

Calin, G. A., Dumitru, C. D., Shimizu, M., Bichi, R., Zupo, S., Noch, E., . .. Croce, C. M.
Frequent deletions and down-regulation of micro- rna genes mirl5 and mirl6 at 13g14 in
chronic lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002; 99 (24): 15524-15529.

Caparica, R., Lambertini, M., & de Azambuja, E. How i treat metastatic triple-negative
breast cancer. ESMO Open. 2019; 4 (Suppl 2): e000504.

Carlberg, U., Nilsson, A., & Nygard, O. Functional properties of phosphorylated
elongation factor 2. Eur J Biochem. 1990; 191 (3): 639-645.

Casabona, C. M. R. Genetica humana: Catedra De Derecho y Genoma Humano; 1995, p:

Celis, J. E., Madsen, P., & Ryazanov, A. G. Increased phosphorylation of elongation
factor 2 during mitosis in transformed human amnion cells correlates with a decreased
rate of protein synthesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1990; 87 (11): 4231-4235.

Chakraborty, D., Benham, V., Bullard, B., Kearney, T., Hsia, H. C., Gibbon, D., . . .
Bernard, J. J. Fibroblast growth factor receptor is a mechanistic link between visceral
adiposity and cancer. Oncogene. 2017; 36 (48): 6668-6679.

Chakraborty, D., Benham, V., Jdanov, V., Bullard, B., Leal, A. S., Liby, K. T., & Bernard,

J. J. A bet bromodomain inhibitor suppresses adiposity-associated malignant
transformation. Cancer Prev Res (Phila). 2018; 11 (3): 129-142.

65



Chang, J., Nicolas, E., Marks, D., Sander, C., Lerro, A., Buendia, M. A,, ... Taylor, J. M.
Mir-122, a mammalian liver-specific microrna, is processed from hcr mrna and may
downregulate the high affinity cationic amino acid transporter cat-1. RNA Biol. 2004; 1
(2): 106-113.

Chang, J., Provost, P., & Taylor, J. M. Resistance of human hepatitis delta virus rnas to
dicer activity. J Virol. 2003; 77 (22): 11910-11917.

Chavez, K. J., Garimella, S. V., & Lipkowitz, S. Triple negative breast cancer cell lines:
One tool in the search for better treatment of triple negative breast cancer. Breast Dis.
2010; 32 (1-2): 35-48.

Clauser, P., Marino, M. A., Baltzer, P. A., Bazzocchi, M., & Zuiani, C. Management of
atypical lobular hyperplasia, atypical ductal hyperplasia, and lobular carcinoma in situ.
Expert Rev Anticancer Ther. 2016; 16 (3): 335-346.

Coleman, M. P., Quaresma, M., Berrino, F., Lutz, J. M., De Angelis, R., Capocaccia, R.,
... Group, C. W. Cancer survival in five continents: A worldwide population-based study
(concord). Lancet Oncol. 2008; 9 (8): 730-756.

Crawford, N. P., Alsarraj, J., Lukes, L., Walker, R. C., Officewala, J. S, Yang,H. H., . ..
Hunter, K. W. Bromodomain 4 activation predicts breast cancer survival. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2008; 105 (17): 6380-6385.

Dawson, M. A, Prinjha, R. K., Dittmann, A., Giotopoulos, G., Bantscheff, M., Chan, W.
I., ... Kouzarides, T. Inhibition of bet recruitment to chromatin as an effective treatment
for mll-fusion leukaemia. Nature. 2011; 478 (7370): 529-533.

De Simone, V., Franze, E., Ronchetti, G., Colantoni, A., Fantini, M. C., Di Fusco, D., . ..
Stolfi, C. Th17-type cytokines, il-6 and tnf-alpha synergistically activate stat3 and nf-kb
to promote colorectal cancer cell growth. Oncogene. 2015; 34 (27): 3493-3503.
Deshmukh, S. K., Srivastava, S. K., Poosarla, T., Dyess, D. L., Holliday, N. P., Singh, A.
P., & Singh, S. Inflammation, immunosuppressive microenvironment and breast cancer:
Opportunities for cancer prevention and therapy. Ann Transl Med. 2019; 7 (20): 593.

Dever, T. E. Gene-specific regulation by general translation factors. Cell. 2002; 108 (4):
545-556.

Dhalluin, C., Carlson, J. E., Zeng, L., He, C., Aggarwal, A. K., & Zhou, M. M. Structure
and ligand of a histone acetyltransferase bromodomain. Nature. 1999; 399 (6735): 491-
496.

Di Micco, R., Fontanals-Cirera, B., Low, V., Ntziachristos, P., Yuen, S. K., Lovell, C. D.,

. Hernando, E. Control of embryonic stem cell identity by brd4-dependent
transcriptional elongation of super-enhancer-associated pluripotency genes. Cell Rep.
2014; 9 (1): 234-247.

66



Donati, B., Lorenzini, E., & Ciarrocchi, A. Brd4 and cancer: Going beyond transcriptional
regulation. Mol Cancer. 2018; 17 (1): 164.

Dufner, A., & Thomas, G. Ribosomal s6 kinase signaling and the control of translation.
Exp Cell Res. 1999; 253 (1): 100-109.

Esau, C., Davis, S., Murray, S. F., Yu, X. X,, Pandey, S. K., Pear, M., . . . Monia, B. P.
Mir-122 regulation of lipid metabolism revealed by in vivo antisense targeting. Cell
Metab. 2006; 3 (2): 87-98.

Farmer, P., Bonnefoi, H., Becette, V., Tubiana-Hulin, M., Fumoleau, P., Larsimont, D., .
.. lggo, R. Identification of molecular apocrine breast tumours by microarray analysis.
Oncogene. 2005; 24 (29): 4660-4671.

Filippakopoulos, P., Picaud, S., Mangos, M., Keates, T., Lambert, J. P., Barsyte-Lovejoy,
D., ... Knapp, S. Histone recognition and large-scale structural analysis of the human
bromodomain family. Cell. 2012; 149 (1): 214-231.

Filippakopoulos, P., Qi, J., Picaud, S., Shen, Y., Smith, W. B., Fedorov, O., . . . Bradner,
J. E. Selective inhibition of bet bromodomains. Nature. 2010; 468 (7327): 1067-1073.

Finn, R. S. Targeting src in breast cancer. Ann Oncol. 2008; 19 (8): 1379-1386.

Fong, M. Y., Zhou, W., Liu, L., Alontaga, A. Y., Chandra, M., Ashby, J., ... Wang, S. E.
Breast-cancer-secreted mir-122 reprograms glucose metabolism in premetastatic niche to
promote metastasis. Nat Cell Biol. 2015; 17 (2): 183-194.

Foulkes, W. D., Smith, I. E., & Reis-Filho, J. S. Triple-negative breast cancer. N Engl J
Med. 2010; 363 (20): 1938-1948.

Friedman, R. C., Farh, K. K., Burge, C. B., & Bartel, D. P. Most mammalian mrnas are
conserved targets of micrornas. Genome Res. 2009; 19 (1): 92-105.

Fukuda, T., Yamagata, K., Fujiyama, S., Matsumoto, T., Koshida, I., Yoshimura, K., . . .
Kato, S. Dead-box rna helicase subunits of the drosha complex are required for processing
of rrna and a subset of micrornas. Nat Cell Biol. 2007; 9 (5): 604-611.

Gallagher, S. J., Mijatov, B., Gunatilake, D., Gowrishankar, K., Tiffen, J., James, W., . ..
Hersey, P. Control of nf-kb activity in human melanoma by bromodomain and extra-
terminal protein inhibitor i-bet151. Pigment Cell Melanoma Res. 2014; 27 (6): 1126-1137.

Gebert, L. F., Rebhan, M. A, Crivelli, S. E., Denzler, R., Stoffel, M., & Hall, J. Miravirsen

(spc3649) can inhibit the biogenesis of mir-122. Nucleic Acids Res. 2014; 42 (1): 609-
621.

67



Gingras, A. C., Raught, B., & Sonenberg, N. Eif4 initiation factors: Effectors of mrna
recruitment to ribosomes and regulators of translation. Annu Rev Biochem. 1999; 68: 913-
963.

Grivennikov, S. 1., & Karin, M. Inflammation and oncogenesis: A vicious connection.
Curr Opin Genet Dev. 2010; 20 (1): 65-71.

Guinebretiere, J. M., Menet, E., Tardivon, A., Cherel, P., & Vanel, D. Normal and
pathological breast, the histological basis. Eur J Radiol. 2005; 54 (1): 6-14.

Guo, L., Yin, M., & Wang, Y. Crebl, adirect target of mir-122, promotes cell proliferation
and invasion in bladder cancer. Oncol Lett. 2018; 16 (3): 3842-3848.

Haffty, B. G., Yang, Q., Reiss, M., Kearney, T., Higgins, S. A., Weidhaas, J., . . .
Toppmeyer, D. Locoregional relapse and distant metastasis in conservatively managed
triple negative early-stage breast cancer. J Clin Oncol. 2006; 24 (36): 5652-5657.

Hammond, M. E., Hayes, D. F., Wolff, A. C., Mangu, P. B., & Temin, S. American society
of clinical oncology/college of american pathologists guideline recommendations for
immunohistochemical testing of estrogen and progesterone receptors in breast cancer. J
Oncol Pract. 2010; 6 (4): 195-197.

Han, H., Sun, D., Li, W., Shen, H., Zhu, Y., Li, C., ... Li, Y. A c-myc-microrna functional
feedback loop affects hepatocarcinogenesis. Hepatology. 2013; 57 (6): 2378-2389.

Han, J. G., Jiang, Y. D., Zhang, C. H., Yang, Y. M., Pang, D., Song, Y. N., & Zhang, G.
Q. A novel panel of serum mir-21/mir-155/mir-365 as a potential diagnostic biomarker
for breast cancer. Ann Surg Treat Res. 2017; 92 (2): 55-66.

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell. 2011,
144 (5): 646-674.

Harris, L. N., Ismaila, N., McShane, L. M., & Hayes, D. F. Use of biomarkers to guide
decisions on adjuvant systemic therapy for women with early-stage invasive breast cancer:
American society of clinical oncology clinical practice guideline summary. J Oncol Pract.
2016; 12 (4): 384-389.

Haynes, S. R., Dollard, C., Winston, F., Beck, S., Trowsdale, J., & Dawid, I. B. The
bromodomain: A conserved sequence found in human, drosophila and yeast proteins.
Nucleic Acids Res. 1992; 20 (10): 2603.

Hizli, A. A., Chi, Y., Swanger, J., Carter, J. H., Liao, Y., Welcker, M., . .. Clurman, B. E.

Phosphorylation of eukaryotic elongation factor 2 (eef2) by cyclin a-cyclin-dependent
kinase 2 regulates its inhibition by eef2 kinase. Mol Cell Biol. 2013; 33 (3): 596-604.

68



Houzelstein, D., Bullock, S. L., Lynch, D. E., Grigorieva, E. F., Wilson, V. A., &
Beddington, R. S. Growth and early postimplantation defects in mice deficient for the
bromodomain-containing protein brd4. Mol Cell Biol. 2002; 22 (11): 3794-3802.

Inoue, M., Nakagomi, H., Nakada, H., Furuya, K., Ikegame, K., Watanabe, H., . .. Oyama,
T. Specific sites of metastases in invasive lobular carcinoma: A retrospective cohort study
of metastatic breast cancer. Breast Cancer. 2017; 24 (5): 667-672.

Jang, M. K., Mochizuki, K., Zhou, M., Jeong, H. S., Brady, J. N., & Ozato, K. The
bromodomain protein brd4 is a positive regulatory component of p-tefb and stimulates rna
polymerase ii-dependent transcription. Mol Cell. 2005; 19 (4): 523-534.

Jiang, G., Deng, W., Liu, Y., & Wang, C. General mechanism of jg1 in inhibiting various
types of cancer. Mol Med Rep. 2020; 21 (3): 1021-1034.

Joglekar-Javadekar, M., Van Laere, S., Bourne, M., Moalwi, M., Finetti, P., Vermeulen,
P.B.,...van Golen, K. L. Characterization and targeting of platelet-derived growth factor
receptor alpha (pdgfra) in inflammatory breast cancer (ibc). Neoplasia. 2017; 19 (7): 564-
573.

Johnnidis, J. B., Harris, M. H., Wheeler, R. T., Stehling-Sun, S., Lam, M. H., Kirak, O., .
.. Camargo, F. D. Regulation of progenitor cell proliferation and granulocyte function by
microrna-223. Nature. 2008; 451 (7182): 1125-1129.

Jopling, C. L. Regulation of hepatitis ¢ virus by microrna-122. Biochem Soc Trans. 2008;
36 (Pt 6): 1220-1223.

Kenney, J. W., Moore, C. E., Wang, X., & Proud, C. G. Eukaryotic elongation factor 2
kinase, an unusual enzyme with multiple roles. Adv Biol Regul. 2014; 55: 15-27.

Khan, S., Ayub, H., Khan, T., & Wahid, F. Microrna biogenesis, gene silencing
mechanisms and role in breast, ovarian and prostate cancer. Biochimie. 2019; 167: 12-24.

Kim, S., Lee, E., Jung, J., Lee, J. W., Kim, H. J., Kim, J., . . . Chang, S. Microrna-155
positively regulates glucose metabolism via pik3rl-foxo3a-cmyc axis in breast cancer.
Oncogene. 2018; 37 (22): 2982-2991.

Kortlever, R. M., Sodir, N. M., Wilson, C. H., Burkhart, D. L., Pellegrinet, L., Brown
Swigart, L., . .. Evan, G. I. Myc cooperates with ras by programming inflammation and
immune suppression. Cell. 2017; 171 (6): 1301-1315 e1314.

Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Lendeckel, W., & Tuschl, T. ldentification of novel
genes coding for small expressed rnas. Science. 2001; 294 (5543): 853-858.

Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Yalcin, A., Meyer, J., Lendeckel, W., & Tuschl, T.
Identification of tissue-specific micrornas from mouse. Curr Biol. 2002; 12 (9): 735-739.

69



Lau, N. C,, Lim, L. P., Weinstein, E. G., & Bartel, D. P. An abundant class of tiny rnas
with probable regulatory roles in caenorhabditis elegans. Science. 2001; 294 (5543): 858-
862.

Leal, A. S., Williams, C. R., Royce, D. B, Pioli, P. A., Sporn, M. B., & Liby, K. T.
Bromodomain inhibitors, jql and i-bet 762, as potential therapies for pancreatic cancer.
Cancer Lett. 2017; 394: 76-87.

Lee, J. E., Park, Y. K., Park, S., Jang, Y., Waring, N., Dey, A., . .. Ge, K. Brd4 binds to
active enhancers to control cell identity gene induction in adipogenesis and myogenesis.
Nat Commun. 2017; 8 (1): 2217.

Lee, R. C., & Ambros, V. An extensive class of small rnas in caenorhabditis elegans.
Science. 2001; 294 (5543): 862-864.

Lee, R. C., Feinbaum, R. L., & Ambros, V. The c. Elegans heterochronic gene lin-4
encodes small rnas with antisense complementarity to lin-14. Cell. 1993; 75 (5): 843-854.

Lehmann, B. D., Bauer, J. A., Chen, X., Sanders, M. E., Chakravarthy, A. B., Shyr, Y., &
Pietenpol, J. A. Identification of human triple-negative breast cancer subtypes and
preclinical models for selection of targeted therapies. J Clin Invest. 2011; 121 (7): 2750-
2767.

Liedtke, C., Mazouni, C., Hess, K. R., Andre, F., Tordai, A., Mejia, J. A., . . . Pusztali, L.
Response to neoadjuvant therapy and long-term survival in patients with triple-negative
breast cancer. J Clin Oncol. 2008; 26 (8): 1275-1281.

Liu, W., Stein, P., Cheng, X., Yang, W., Shao, N. Y., Morrisey, E. E., . .. You, J. Brd4
regulates nanog expression in mouse embryonic stem cells and preimplantation embryos.
Cell Death Differ. 2014; 21 (12): 1950-1960.

Liu, X. Y., Zhang, L., Zhang, Y., & Yang, J. M. Roles of eef-2 kinase in cancer. Chin
Med J (Engl). 2012; 125 (16): 2908-2913.

Lu, L., Chen, Z., Lin, X., Tian, L., Su, Q., An, P., . . . Wang, H. Inhibition of brd4
suppresses the malignancy of breast cancer cells via regulation of snail. Cell Death Differ.
2020; 27 (1): 255-268.

Luo, Y., Wang, X., Niu, W., Wang, H., Wen, Q., Fan, S., . .. Zhou, M. Elevated microrna-
125b levels predict a worse prognosis in her2-positive breast cancer patients. Oncol Lett.
2017; 13 (2): 867-874.

Masuda, H., Baggerly, K. A., Wang, Y., Zhang, Y., Gonzalez-Angulo, A. M., Meric-
Bernstam, F., . .. Ueno, N. T. Differential response to neoadjuvant chemotherapy among
7 triple-negative breast cancer molecular subtypes. Clin Cancer Res. 2013; 19 (19): 5533-
5540.

70



Montanaro, L., Sperti, S., Testoni, G., & Mattioli, A. Effect of elongation factor 2 and of
adenosine diphosphate-ribosylated elongation factor 2 on translocation. Biochem J. 1976;
156 (1): 15-23.

Moroy, T., Etiemble, J., Bougueleret, L., Hadchouel, M., Tiollais, P., & Buendia, M. A.
Structure and expression of hcr, a locus rearranged with c-myc in a woodchuck
hepatocellular carcinoma. Oncogene. 1989; 4 (1): 59-65.

Mortality, G. B. D., & Causes of Death, C. Global, regional, and national life expectancy,
all-cause mortality, and cause-specific mortality for 249 causes of death, 1980-2015: A
systematic analysis for the global burden of disease study 2015. Lancet. 2016; 388
(10053): 1459-1544.

Mustacchi, G., & De Laurentiis, M. The role of taxanes in triple-negative breast cancer:
Literature review. Drug Des Devel Ther. 2015; 9: 4303-4318.

Nairn, A. C., Matsushita, M., Nastiuk, K., Horiuchi, A., Mitsui, K., Shimizu, Y., &
Palfrey, H. C. Elongation factor-2 phosphorylation and the regulation of protein synthesis
by calcium. Prog Mol Subcell Biol. 2001; 27: 91-129.

Nedeljkovic, M., & Damjanovic, A. Mechanisms of chemotherapy resistance in triple-
negative breast cancer-how we can rise to the challenge. Cells. 2019; 8 (9).

Nicholas, D. A., Andrieu, G., Strissel, K. J., Nikolajczyk, B. S., & Denis, G. V. Bet
bromodomain proteins and epigenetic regulation of inflammation: Implications for type 2
diabetes and breast cancer. Cell Mol Life Sci. 2017; 74 (2): 231-243.

O'Donnell, K. A., Wentzel, E. A., Zeller, K. I, Dang, C. V., & Mendell, J. T. C-myc-
regulated micrornas modulate e2f1 expression. Nature. 2005; 435 (7043): 839-843.

Ocana, A., Gil-Martin, M., Antolin, S., Atienza, M., Montano, A., Ribelles, N., . . . Ruiz-
Borrego, M. Efficacy and safety of dasatinib with trastuzumab and paclitaxel in first line
her2-positive metastatic breast cancer: Results from the phase ii geicam/2010-04 study.
Breast Cancer Res Treat. 2019; 174 (3): 693-701.

ott, C. J., Kopp, N., Bird, L., Paranal, R. M., Qi, J., Bowman, T., ... Weinstock, D. M.
Bet bromodomain inhibition targets both c-myc and il7r in high-risk acute lymphoblastic
leukemia. Blood. 2012; 120 (14): 2843-2852.

Page, K., Guttery, D. S., Fernandez-Garcia, D., Hills, A., Hastings, R. K., Luo, J., . ..
Shaw, J. A. Next generation sequencing of circulating cell-free DNA for evaluating
mutations and gene amplification in metastatic breast cancer. Clin Chem. 2017; 63 (2):
532-541.

Pareja, F., & Reis-Filho, J. S. Triple-negative breast cancers - a panoply of cancer types.
Nat Rev Clin Oncol. 2018; 15 (6): 347-348.

71



Peng, Y., & Croce, C. M. The role of micrornas in human cancer. Signal Transduct Target
Ther. 2016; 1: 15004.

Perez-Salvia, M., & Esteller, M. Bromodomain inhibitors and cancer therapy: From
structures to applications. Epigenetics. 2017; 12 (5): 323-339.

Pigott, C. R., Mikolajek, H., Moore, C. E., Finn, S. J., Phippen, C. W., Werner, J. M., &
Proud, C. G. Insights into the regulation of eukaryotic elongation factor 2 kinase and the
interplay between its domains. Biochem J. 2012; 442 (1): 105-118.

Posner, M. C., & Wolmark, N. Non-invasive breast carcinoma. Breast Cancer Res Treat.
1992; 21 (3): 155-164.

Posternak, V., & Cole, M. D. Strategically targeting myc in cancer. F1000Res. 2016; 5.

Price, N. T., Redpath, N. T., Severinov, K. V., Campbell, D. G., Russell, J. M., & Proud,
C. G. ldentification of the phosphorylation sites in elongation factor-2 from rabbit
reticulocytes. FEBS Lett. 1991; 282 (2): 253-258.

Proud, C. G. Regulation of mrna translation. Essays Biochem. 2001; 37: 97-108.

Rampurwala, M., Wisinski, K. B., & O'Regan, R. Role of the androgen receptor in triple-
negative breast cancer. Clin Adv Hematol Oncol. 2016; 14 (3): 186-193.

Redpath, N. T., & Proud, C. G. The tumour promoter okadaic acid inhibits reticulocyte-
lysate protein synthesis by increasing the net phosphorylation of elongation factor 2.
Biochem J. 1989; 262 (1): 69-75.

Redpath, N. T., & Proud, C. G. Cyclic amp-dependent protein kinase phosphorylates
rabbit reticulocyte elongation factor-2 kinase and induces calcium-independent activity.
Biochem J. 1993; 293 ( Pt 1): 31-34.

Richter, J. D., & Klann, E. Making synaptic plasticity and memory last: Mechanisms of
translational regulation. Genes Dev. 2009; 23 (1): 1-11.

Ryazanov, A. G. Elongation factor-2 kinase and its newly discovered relatives. FEBS Lett.
2002; 514 (1): 26-29.

Ryazanov, A. G., & Davydova, E. K. Mechanism of elongation factor 2 (ef-2) inactivation
upon phosphorylation. Phosphorylated ef-2 is unable to catalyze translocation. FEBS Lett.
1989; 251 (1-2): 187-190.

Schweiger, M. R., Ottinger, M., You, J.,, & Howley, P. M. Brd4-independent

transcriptional repression function of the papillomavirus e2 proteins. J Virol. 2007; 81
(18): 9612-9622.

72



Shayestehpour, M., Moghim, S., Salimi, V., Jalilvand, S., Yavarian, J., Romani, B., &
Mokhtari-Azad, T. Targeting human breast cancer cells by an oncolytic adenovirus using
microrna-targeting strategy. Virus Res. 2017; 240: 207-214.

Shi, J., & Vakoc, C. R. The mechanisms behind the therapeutic activity of bet
bromodomain inhibition. Mol Cell. 2014; 54 (5): 728-736.

Smellie, W. J., & Sacks, N. P. Recent advances in the treatment of breast cancer. Postgrad
Med J. 1994; 70 (822): 243-246.

Somiari, R. I., Sullivan, A., Russell, S., Somiari, S., Hu, H., Jordan, R., . . . Shriver, C.
High-throughput proteomic analysis of human infiltrating ductal carcinoma of the breast.
Proteomics. 2003; 3 (10): 1863-1873.

Sporikova, Z., Koudelakova, V., Trojanec, R., & Hajduch, M. Genetic markers in triple-
negative breast cancer. Clin Breast Cancer. 2018; 18 (5): e841-e850.

Stamatopoulos, B., Meuleman, N., Haibe-Kains, B., Saussoy, P., Van Den Neste, E.,
Michaux, L., . . . Lagneaux, L. Microrna-29c and microrna-223 down-regulation has in
vivo significance in chronic lymphocytic leukemia and improves disease risk
stratification. Blood. 2009; 113 (21): 5237-5245.

Strom, A., Hartman, J., Foster, J. S., Kietz, S., Wimalasena, J., & Gustafsson, J. A.
Estrogen receptor beta inhibits 17beta-estradiol-stimulated proliferation of the breast
cancer cell line t47d. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004; 101 (6): 1566-1571.

Tavares, C. D., O'Brien, J. P., Abramczyk, O., Devkota, A. K., Shores, K. S., Ferguson,
S. B.,, . . . Dalby, K. N. Calcium/calmodulin stimulates the autophosphorylation of
elongation factor 2 kinase on thr-348 and ser-500 to regulate its activity and calcium
dependence. Biochemistry. 2012; 51 (11): 2232-2245.

Tekedereli, 1., Alpay, S. N., Tavares, C. D., Cobanoglu, Z. E., Kaoud, T. S., Sahin, 1., . ..
Ozpolat, B. Targeted silencing of elongation factor 2 kinase suppresses growth and
sensitizes tumors to doxorubicin in an orthotopic model of breast cancer. PLoS One. 2012;
7 (7): e41171.

Thakral, S., & Ghoshal, K. Mir-122 is a unique molecule with great potential in diagnosis,
prognosis of liver disease, and therapy both as mirna mimic and antimir. Curr Gene Ther.
2015; 15 (2): 142-150.

Tilli, T. M., Carels, N., Tuszynski, J. A., & Pasdar, M. Validation of a network-based
strategy for the optimization of combinatorial target selection in breast cancer therapy:
Sirna knockdown of network targets in mda-mb-231 cells as an in vitro model for
inhibition of tumor development. Oncotarget. 2016; 7 (39): 63189-63203.

73



Trabucchi, M., Briata, P., Garcia-Mayoral, M., Haase, A. D., Filipowicz, W., Ramos, A.,
... Rosenfeld, M. G. The rna-binding protein ksrp promotes the biogenesis of a subset of
micrornas. Nature. 2009; 459 (7249): 1010-1014.

Tsang, J. Y. S., & Tse, G. M. Molecular classification of breast cancer. Adv Anat Pathol.
2020; 27 (1): 27-35.

Wang, B., Hsu, S. H., Wang, X., Kutay, H., Bid, H. K., Yu, J., . . . Ghoshal, K. Reciprocal
regulation of microrna-122 and c-myc in hepatocellular cancer: Role of e2fl and
transcription factor dimerization partner 2. Hepatology. 2014; 59 (2): 555-566.

Wang, B., Wang, H., & Yang, Z. Mir-122 inhibits cell proliferation and tumorigenesis of
breast cancer by targeting igflr. PLoS One. 2012; 7 (10): e47053.

Wang, J., Zhou, F., Li, Z., Mei, H., Wang, Y., Ma, H., . . . Wu, G. Pharmacological
targeting of bet
proteins attenuates radiation-induced lung fibrosis. Sci Rep. 2018; 8 (1): 998.

Wang, Z., & Wang, X. Mir-122-5p promotes aggression and epithelial-mesenchymal
transition in triple negative breast cancer by suppressing charged multivesicular body
protein 3 through mitogen-activated protein kinase signaling. J Cell Physiol. 2020; 235
(3): 2825-2835.

West, A. V., Wullkopf, L., Christensen, A., Leijnse, N., Tarp, J. M., Mathiesen, J., . . .
Oddershede, L. B. Dynamics of cancerous tissue correlates with invasiveness. Sci Rep.
2017; 7: 43800.

White-Gilbertson, S., Kurtz, D. T., & Voelkel-Johnson, C. The role of protein synthesis
in cell cycling and cancer. Mol Oncol. 2009; 3 (5-6): 402-408.

Wilson, G. R., Cramer, A., Welman, A., Knox, F., Swindell, R., Kawakatsu, H., . . .
Bundred, N. J. Activated c-src in ductal carcinoma in situ correlates with high tumour
grade, high proliferation and her2 positivity. Br J Cancer. 2006; 95 (10): 1410-1414.

Wolff, A. C., Hammond, M. E. H., Allison, K. H., Harvey, B. E., Mangu, P. B., Bartlett,
J. M. S, ... Dowsett, M. Human epidermal growth factor receptor 2 testing in breast
cancer: American society of clinical oncology/college of american pathologists clinical
practice guideline focused update. J Clin Oncol. 2018; 36 (20): 2105-2122.

Wu, S. Y., & Chiang, C. M. The double bromodomain-containing chromatin adaptor brd4
and transcriptional regulation. J Biol Chem. 2007; 282 (18): 13141-13145.

Wu, T., Pinto, H. B., Kamikawa, Y. F., & Donohoe, M. E. The bet family member brd4

interacts with oct4 and regulates pluripotency gene expression. Stem Cell Reports. 2015;
4 (3): 390-403.

74



Wu, X., Somlo, G., Yu, Y., Palomares, M. R, Li, A. X., Zhou, W., ... Wang, S. E. De
novo sequencing of circulating mirnas identifies novel markers predicting clinical
outcome of locally advanced breast cancer. J Transl Med. 2012; 10: 42.

Xu, Y., & Vakoc, C. R. Targeting cancer cells with bet bromodomain inhibitors. Cold
Spring Harb Perspect Med. 2017; 7 (7).

Yang, J., Yuan, Y., Yang, X., Hong, Z., & Yang, L. Decreased expression of microrna-
122 is associated with an unfavorable prognosis in childhood acute myeloid leukemia and
function analysis indicates a therapeutic potential. Pathol Res Pract. 2017; 213 (9): 1166-
1172.

Yang, Z., He, N., & Zhou, Q. Brd4 recruits p-tefb to chromosomes at late mitosis to
promote g1 gene expression and cell cycle progression. Mol Cell Biol. 2008; 28 (3): 967-
976.

Zhang, L., Zhang, Y., Liu, X. Y., Qin, Z. H., & Yang, J. M. Expression of elongation
factor-2 kinase contributes to anoikis resistance and invasion of human glioma cells. Acta
Pharmacol Sin. 2011; 32 (3): 361-367.

Zhang, Y., & Tang, L. Inhibition of breast cancer cell proliferation and tumorigenesis by
long non-coding rna rpphl down-regulation of mir-122 expression. Cancer Cell Int. 2017;
17: 109.

Zou, Z., Huang, B., Wu, X., Zhang, H., Qi, J., Bradner, J., . .. Chen, L. F. Brd4 maintains

constitutively active nf-kappab in cancer cells by binding to acetylated rela. Oncogene.
2014; 33 (18): 2395-2404.

Zugazagoitia, J., Guedes, C., Ponce, S., Ferrer, I., Molina-Pinelo, S., & Paz-Ares, L.
Current challenges in cancer treatment. Clin Ther. 2016; 38 (7): 1551-1566.

75



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Sayra Uyrugu TC
Soyadi Dilmag Tel no 05542737488
Dogum tarihi | 01.10.1985 e-posta sayradilmac@gmail.com
Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yili
Lise Adem Tolunay Anadolu Lisesi 2003
Lisans Mersin Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, | 2009
Biyoloji Boliimii
Yiiksek Lisans | Akdeniz ~ Universitesi, Saglk  Bilimleri | 2014
Enstitiisti, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali
Doktora Akdeniz  Universitesi, Saghk  Bilimleri
Enstitiisti, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (yil-yil)
Aragtirma Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii | 2016-
Gorevlisi
Yabanci Smnav tiirii Puam
Dilleri
Ingilizce Kamu Personeli Dil Sinavi 64

Proje Deneyimi

Proje Ad1

Destekleyen kurum

Siire (Y1l-Y1l)

Meme Kanseri Hiicreleri ile Dis
Pulpast Kok Hiicreleri Arasindaki
Etkilesimin Mikrogevredeki Sitokin

Akdeniz

Bilimsel Arastirma Projesi

Universitesi

2020 -

Rottlerinin Eef2 Kinaz

Uzerine

Sinyalleri ~ Uzerine  Etkilerinin
Arastirilmast.
Fare Meme Kanseri Modelinde | TUBITAK 2019 -

76




Etkisinin Immiin ve Metastatik

Yanitlar Agisindan Degerlendirilmesi

Metastatik Karakterli Meme Kanseri
Hiicrelerinde Toll-Like Receptor-4
(TIr4)’Un Kemokin Yanitlarma Olan

Etkisinin Degerlendirilmesi.

TUBITAK

2019 -

Fare Meme Kanseri Modelinde
Karsinogenik Yanitlara Kars1 Ortaya
Cikacak Anksiyete ve Depresyonun

Diizenlenmesinde Melatoninin Etkisi.

Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projesi

2018 -

Eef2 Kinaz Tarafindan BRD4Un
Diizenlenmesi ve Bunlarin Meme
Kanseri Tedavisi ile

Tiimoérogenezdeki Rolleri

Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projesi

2017 -

Modeli
Metastatik

Fare Meme  Kanseri

Metastatik ve  Non
Timorlerde ve Hiicre Hatlarinda
SIRT1 ile FoxO Proteinlerinin
Ekspresyonlarinin in vivo ve in vitro

Degerlendirilmesi

Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projesi

2017 - 2019

Modelinde
Etkisinin

Meme Kanseri

Melatoninin ~ Koruyucu
Primer Tiimo6r ve Metastaz A¢isindan

Degerlendirilmesi

Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projesi

2017 - 2019

Rotenonla Indiiklenen  Deneysel
Modelinde

Metforminin Olast Etkileri ve Etki

Parkinson =~ Hastalig1

Mekanizmalari

Akdeniz Universitesi

Bilimsel Arastirma Projesi

2017- 2019

Meme Kanseri Modelinde Primer
Timoér ve Metastaz Olusumunda

Melatonin ve Doksorubisinin /n Vivo

TUBITAK

2016- 2018

77



Aktivitesi ve Cox- 2 Aktivitesi

Uzerine Melatoninin Etkisi

Bilimsel Arastirma Projesi

ve In Vitro Etkilerinin

Degerlendirilmesi.

Meme Kanserine Verilen Immiin | Akdeniz Universitesi | 2015-2017
Yanitta Neprilysinin ve | Bilimsel Aragtirma Projesi

ADAM10’nun Rolii.

Deneysel Parkinson Hastalifinda | Akdeniz Universitesi | 2015 - 2017
Melatonin Etkisinin Mekanizmasi. Bilimsel Arastirma Projesi

Sigan Ingiiinal Yag Dokusundan Elde | TUBITAK 2015 - 2016
Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerden

Damarli Kikirdak Dokusu Uretilmesi:

Hiicresel Terapinin Mikrocerrahi file

Birlestirilmesi

Meme Kanserinde ve iliskili Organ | Akdeniz Universitesi | 2014- 2016
Metastazlarinda C-Fos’un | Bilimsel Arastirma Projesi

Tlimorogenez Agisindan Rolii

DHA ile Olusturulan Deneysel | Akdeniz Universitesi | 2014 -2015
Parkinson Modelinde Hem | Bilimsel Arastirma Projesi

Oksijeneaz’in Rolii

Deneysel  Parkinson  Modelinde | Akdeniz Universitesi | 2014 -2015
DHA ’nin nNos Yolagi Uzerine Etkisi | Bilimsel Arastirma Projesi

Metastatik ve Non Metastatik | Akdeniz Universitesi | 2012 - 2014
Tiimorlerde Nefronektin | Bilimsel Arastirma Projesi

Ekspresyonu

Deneysel Parkinsonda Artan INOS | Akdeniz Universitesi | 2011 - 2012

Burslar-Odiiller:

22. Ege Onkoloji Giinleri, E-Poster Bildiri 3.’liik Odiilii, 2020
TUBITAK, 2214A-Doktora Siras1 Yurtdisi Arastirma Bursu, 2017

XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Poster Sunum Odiilii, 2016

78



11" EACPT Congress, Poster Sunum Odiilii, 2013

Yayinlar ve Bildiriler:

Yayinlar:

1.

Erin N., Dilmac S., Curry A, Duymus O, Tanriover G, Prodeus A, Gariepy J,
Gorczynski RM. “CD200 mimetic aptamer PEG-M49 markedly increases the
therapeutic effects of pegylated liposomal doxorubicin in a mouse model of
metastatic breast carcinoma: an effect independent of CD200 receptor 1.” Cancer
Immunology, Immunotheraphy, vol. Jan;69 pp.103-114, 2020, doi: 10.1007/s00262-
019-02444-3.

Tanriover G., Eyinc M.B., Aliyev E., Dilmac S., Erin N. “Presence of S100A8/Grl-
Positive Myeloid-Derived Suppressor Cells in Primary Tumors and Visceral Organs
Invaded by Breast Carcinoma Cells” Clinical Breast Cancer, vol.18, pp.1067-1076,
2018, doi: 10.1016/j.clbc.2018.03.013.

Parlak H., Ozkan A., Dilmac S., Tanriover G., Ozsoy O., Agar A. “Neuronal nitric
oxide synthase phosphorylation induced by docosahexaenoic acid protects
dopaminergic neurons in an experimental model of Parkinson's disease” Folia
Histochem Cytobiol., vol.56, pp.27-37, 2018, doi: 10.5603/FHC.a2018.0005.
Dilmac S., Erin N., Demir N., Tanriover G. “Nephronectin Is Decreased In Metastatic
Breast Carcinoma And Related To Metastatic Organs.” PATHOLOGY &
ONCOLOGY RESEARCH, vol.23, pp.1-10, 2017, doi: 10.1007/s12253-017-0289-
0.

Goksu E., Dogan O., Ulker P., Tanriover G., Konuk E., Dilmac S., et
al.,"Pentoxifylline Alleviates Early Brain Injury in a Rat Model of Subarachnoid
Hemorrhage.”, ACTA NEUROCHIRURGICA, vol.158, pp.1721-30, 2016, doi:
10.1007/s00701-016-2866-5.

Ozkan A., Parlak H., Tanriover G., Dilmac S., Ulker S.N., Birsen I., et al.,"The
protective mechanism of docosahexaenoic acid in mouse model of Parkinson: The
role of heme oxygenase”, NEUROCHEMISTRY INTERNATIONAL, vol.101,
pp.110-119, 2016, doi: 10.1016/j.neuint.2016.10.012.

Yildirim FB., Ozsoy O., Tanriover G., Kaya Y., Ogut E., Gemici B., Dilmac S.,

79



1.

Ozkan A., Agar A., Aslan M., Mechanism of the beneficial effect of melatonin in
experimental Parkinson's disease. NEUROCHEM INT., 79: 1-11. 2014, doi:
10.1016/j.neuint.2014.09.005.

Dalaklioglu S., Tasatargil A., Kale S., Tanriover G., Dilmac S., Erin N. Metastatic
breast carcinoma induces vascular endothelial dysfunction in Balb-c mice: Role of
the tumor necrosis factor-a. and NADPH oxidase. VASCUL PHARMACOL., 59(3-
4):103- 11. 2013, doi: 10.1016/j.vph.2013.07.008.

Bildiriler:

Dilmag S., Tanniéver G., Ozpolat B. miR 122 ile BRD4’{in inhibisyonu iiglii negatif
meme kanserine yeni bir tedavi yaklasimi olabilir mi? 26-28 Subat 2020 Izmir. 22.
Ege Onkoloji Giinleri. Poster Sunumu.

Dilmac S., Ertosun M.G., Ozes O.N., Tanriover G. Effects of phosphorylation
changes of E2F1 from S235 on proliferation and migration. 18-22 2019 Diyarbakir.
1% International Multidisciplanary Cancer Research Congress. Poster Presentation.
Tanriover G., Dilmac S., Ertosun M.G., Oktem G., Yavasoglu S. Cross-talk between
tumor and stem cells: determination of conditioned media cytokine levels. September
18-22 2019 Diyarbakir. 1% International Multidisciplanary Cancer Research
Congress. Poster Presentation.

Tanriover G., Dilmac S., Goksu A.K., Falay B., Memioglu M. The role of
endoplasmic reticulum stress proteins in the mouse breast cancer model. April 24-26
2019 Edirne. 24" National Electron Microscopy Congress. Poster Presentation.
Goksu A.K., Dilmac S., Tanriover G., Erin N. Can melatonin affect the metastasis
process by prohibiting epithelial-mesenchymal transition in breast cancer? April 24-
26 2019 Edirne. 24" National Electron Microscopy Congress. Poster Presentation.
Dilmac S., Ertosun M.G., Erin N., Ozes O.N., Tanriover G. E2F1 might be an
effective role on cell fate in primary tumor by using mice breast cancer model. May
18-21 2017 Antalya. 15" International Congress of Histochemistry and
Cytochemistry. Poster Sunumu.

Tanriover G., Dilmac S., Aliyev E., Gorczynski R., Erin N. CD200-induced treatment
decreases GR1+ cells in spleen. May 18-21 2017 Antalya. 15th International

80



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Congress of Histochemistry and Cytochemistry. Poster Sunumu.

Tanridver G., Dilmag S., Aytag G., Erin N. The neuroprotective effect of melatonin
in the mouse breast cancer model reduces NF-KB immunoreactivity from the central
nervous system. May 07-10 2017 Sakarya.15" National Congress of Neurosicence.
Poster Sunumu.

Aytac G., Erin N., Dilmac S., Sindel M., Tanriover G. NF-KB expression changes
due to doxorubicin in the hippocampus in mouse metastatic breast cancer model. May
07-10 2017 Sakarya. 15" National Congress of Neurosicence. Poster Sunumu.
Tanriover G., Dilmac S., Aytac G., Erin N. Melatonin increases IFN-g secr4etion and
supresses metastasis of breastr carcinoma. April 24-27 2017 Prague, 5th International

Conference Immunotherapy & Immunomonitoring (CITIM). Poster Sunumu.

Nuray Erin, Gamze Tanriover, Anna Podnos, Sayra Dilmac, Aaron Prodeus, Jean
Gariepy, Reg Gorczynski. CD200 mimetic PEG-M49 increases therapeutic effects of
pegylated liposomal doxorubicin on poorly differentiated breast carcinoma: Possible
role on in vivo increased anti-tumoral immune response. April 24-27 2017 Prague,
5th International Conference Immunotherapy & Immunomonitoring (CITIM). Poster
Sunumu.

Tanriover G., Dilmac S., Erin N. TRPV1 expression decreases in Spleen of Mice
Bearing Metastatic Breast Carcinoma. November 27-30 2016 Konya. 6th
Multidisciplinary Cancer Research Congress. Poster Sunumu.

G. Tanriover, E. Goksu, M. Aslan, S. Dilmac, P. Ulker, E. Konuk. Pentoxyfilline
administration alleviated tissue injury in a rat model of subarachmoid hemorrhage.
May 26-29 2016 Ankara. 14th National Congress of Neurosicence. Poster Sunumu.

Nuray Erin, Sayra Dilmac, Gamze Tanriover. Effects of Phosphoramidon on TNF-
a and IFN-y release from Mix Leukocyte Culture obtained from tumor-bearing mice.
May 10-12 2016 Mainz, Germany. 14" CIMT Annual Meeting. Poster Sunumu.

Gamze Tanriover, Sayra Dilmac, Nuray Erin. The expression of Grl+ and
S100A8/A9+ cells in primary tumors and visceral organs invaded by breast
carcinoma cells. May 10-12 2016 Mainz, Germany. 14" CIMT Annual Meeting.

Poster Sunumu.

81



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Sayra Dilmac, Gamze Tanriover, Nuray Erin. Activation Of Endoplasmic Reticulum
Stress Miht Not Be Sufficient To Induce Apoptosis In Metastatic Breast Cancer:
Possible Role Cytoplasmic Expression Of Chop. May 04-07 Izmir. 1% International

Cell Death Research Congress. Poster Sunumu.

Nilay Kuscu, Sayra Dilma¢, Gamze Tanridver, Nuray Erin, Ciler Celik-Ozenci. Fare
Meme Kanseri Modeli Metastatik ve Non Metastatik Ttimorlerde ve Hiicre Hatlarinda
FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 Ekspresyonlarinin in vivo ve in vitro Degerlendirilmesi. 30
Nisan-03 Mayis 2016 Cesme, XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi. Poster

Sunumu.

Berna SOZEN, Sayra DILMAC, A. Kiibra GOKSU, Necdet DEMIR, Gamze
TANRIOVER. Koroid Pleksusta Aquaporin-1 (AQP1), Aquaporin-2 (AQP2) ve
Aquaporin-4(AQP4) Ekspresyonlari: Cinsiyet ve Siklus Bagimli Farkliliklar. 30
Nisan-03 Mayis 2016 Cesme, XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi. Poster

Sunumu.

Mansur Cici, Sayra Dilmag, Nuray Erin, Gamze Tanriéver. Metastatik ve Non
metastatik Fare Meme Kanser Modelinde Serebral Kavernoz Malformasyon
Proteinlerinin (CCM1, CCM2 ve CCM3) Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi. 30
Nisan-03 Mayis 2016 Cesme, XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi. Poster

Sunumu.

Sayra Dilmac, Mansur Cici, Nuray Erin, Gamze Tanridver. Meme Kanserine Bagl
Olusan Inflamatuvar Yanitta c-fos Aktivasyonunun Degerlendirilmesi. 30 Nisan-03

Mayis 2016 Cesme, XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi. Poster Sunumu.

Sayra Dilmag, Nuray Erin, Necdet Demir, Gamze Tanridver. In vivo metastatik fare
meme kanseri modelinde primer tiimor ve organ metastazlarinda nefronektin
ekspresyonu azalmaktadir. 30 Nisan-03 Mayis 2016 Cesme, XIII. Histoloji ve

Embriyoloji Kongresi. Poster Sunumu.

Ertosun Mustafa Gokhan, Pehlivanoglu Siiray, Dilmag¢ Sayra, Tanriover Gamze,
Erin Nuray, Ozes Osman Sadi. TWIST1 Transkripsiyon Faktoriiniin AKT Tarafindan
Fosforilasyonu /n Vivo Metastaz Gelisimine Neden Olmaktadir. 27-30 Ekim 2015
Fethiye. XIV. Ulusal T1bbi Biyoloji ve Genetik Kongresi. Poster Sunumu.

82



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Hande Parlak, Ayse Ozkan, Sayra Dilmac, Aysel Agar. Deneysel Parkinson
Modelinde Dokosaheksaenoik Asitin (DHA) nNOS Yolagina Etkisi. 09-13 Eyliil
2015 Canakkale. 41. Ulusal Fizyoloji Kongresi. S6zlii Sunum

G. Tannover, S. Dilmag, N. Erin. Meme Kanseri Fare Modeli Primer Timor ve
Metastazlarinda s100A8 e s100A9 Proteinlerinin Ekspresyonu. 02-04 Eyliil 2015
Istanbul. 22. Elektron Mikroskopi Kongresi. Poster Sunumu.

M. Cici, S. Dilmac, Nuray Erin, G. Tanriover. Fare Meme Kanseri Modeli Organ
Metastazlarinda CCM3 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi. 02-04 Eylil 2015
Istanbul. 22. Elektron Mikroskopi Kongresi. Poster Sunumu.

Tanridver G, Ozsoy O, Dilmac S, Kaya Y, Aslan M, Yildirim FB, Agar A. Melatonin
Is A Protective Effect Neurons In A Model Of Parkinson’s Disease. 30 April-3 May
2015 Konya. 13" Turkish Neuroscience Congress. Poster Presentation.

Gamze Tanriover, Sayra Dilmac, Nuray Erin. c-fos Might Be A Role In
Neuroimmune Activity In Brain: A Model Of Murine Metastatic Breast Carcinoma.
23-27 April 2014 Bodrum. 2" Anticancer Agents Congress & 5" Multidisciplinary

Cancer Research Congress. Poster Presentation.

Selvinaz Dalaklioglu Tasatargil, Arda Tasatargil, Sule Kale, Gamze Tanridver, Sayra
Dilmac, Nuray Erin. Balb-C Farelerde Metastatik Meme Karsinomunun Neden
Oldugu Endotel Disfonksiyonunda Tiimor Nekrozis Faktor-Alfa e NADPH
Oksidazin Rolii. 4-7 Kasim 2013 Antalya. 22. Ulusal Farmakoloji Kongresi. Poster

Sunumu.

S. Dalaklioglu, A. Tasatargil, S. Kale, G. Tanriover, S. Dilmac, N. Erin. Metastatic
breast carcinoma induces vascular endothelial dysfunction in Balb-c mice: Role of
the tumor necrosis factor-o and NADPH oxidase. 28-31 August 2013 Geneva. 11th
Conference of the European Association for Clinical Pharmacology and Therapeutics
(EACPT) Poster Presentation

Gamze Tanridver, Sayra Dilmag, Nuray Erin, Sule Kale, Ozlem Duymus, Necdet
Demir. Metastatik Meme Kanserinde Nefronektin ve Ki67 Ekspresyonlarinin
Degerlendirilmesi. 28-31 Mayis 2013 Mersin. 12. Ulusal Elektron Mikroskopi

Kongresi. Poster Sunumu.

83



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Nilay Kuscu, Sayra Dilma¢, Gamze Tanridver, Nuray Erin, Ciler Celik Ozenci.
Meme Kanserinden Elde Edilen Metastatik Hiicreler Ile Non-Metastatik Hiicrelerin
SIRT, p53, p21 Ekspresyonlar1 A¢isindan in vivo Ve in vitro Degerlendirilmesi. 28-
31 Mayis 2013 Mersin. 12. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi. Poster Sunumu.

Gamze Tanridver, Sayra Dilmac, Sule Kale, Ozlem Duymus, Nuray Erin. Fare
Meme Kanseri Modelinde; Kalp, Karaciger ve Beyine Metastaz Yapan Hiicreler
Farkli Metastatik Karakteristik Ozellikler Sergiler. 28-31 Mayis 2013 Mersin. 12.

Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi. S6zIlii Sunum.

Gamze Tanridver, Sayra Dilmac¢, Ceren Kencebay, Yavuz Arica, Narin Derin,
Necdet Demir, Ismail Cakici, Haluk Ozcanli. Eritropoietin ve Asetil-L-Karnitinin
Siganlarda Periferik Sinir Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin Karsilastirilmasi. 28-31

Mayis 2013 Mersin. 12. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi. Poster Sunumu.

Resit Koken, Gamze Tanridver, Ali Unal, Sayra Dilmac, L. Bikem Siizen, Ozgiir
Duman. Ratlarda Serebral Iskemi Sonrasi BDNF, TNF-Alfa ve Neuro-D1
Proteinlerinin Serebrumdaki Ekspresyonlari. 28 Nisan-1 Mayis 2013 Izmir 11. Ulusal

Sinir Bilim Kongresi. Poster Sunumu.

Goksun Bagaranlar, Gamze Tanridver, Narin Derin, Sayra Dilmag, Necdet Demir.
Sicanlar Global Serebral Iskemi Reperiizyon Indiiklii Hipokampal Doku Hasarma
Ghrelinin Etkisi. 25-28 Eyliil 2012 Istanbul 24. Ulusal Biyofizik Kongresi. Poster

Sunumu.

Gamze Tanniover, Sayra Dilmag¢, Sule Kale, Nuray Erin. Karaciger Metastatik
Hiicreleri, Kalp ve Beyin Metastatik Hiicrelerine Gore Daha Hizli Hareket Eder ve
Daha Agresiftir. 16-19 Mayis 2012 Denizli 11. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji

Kongresi. Poster Sunumu.

Gamze Tanridver, Sayra Dilmag, Sule Kale, Necdet Demir, Nuray Erin. C-Fos
Protein Ekspresyonunun Metastatik Mikrogevreyle iliskisi Var Midir? 16-19 Mayis

2012 Denizli 11. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi. Poster Sunumu.

84



