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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DNAJAI VE DNAJA2 GENLERININ MEME KANSERINDEKI

IFADELERI VE GENETIK/EPIGENETIK ALTERASYONLARI

Furkan Celebi ILERI

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Tolga ACUN

Temmuz 2020, 61 sayfa

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanserini hedef alan biyobelirteglerin ve anti-
kanser ilag hedeflerinin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Bu ¢aligmada, Is1 Soku Proteinleri
(Heat-Shock Proteins, HSP) ailesinden DNAJAI ve DNAJA2 genlerinin meme kanserindeki
ifade diizeyleri ve genetik/epigenetik alterasyonlar1 arastirildi. DNAJAI ve DNAJA2,
kanserlesme ile iligkilendirilmis ama meme kanserlerinde daha dnce ¢alisilmamis genlerdir. Bu
calismada, meme hiicre hatlarinda ve meme kanseri klinik 6rneklerindeki DNAJAI ve DNAJA2
ifadesi, Q-RT-PCR, semi-kantitatif RT-PCR, UALCAN web aract ve immunohistokimya
yontemleri ile arastirildi. Ardindan, bu genlerin meme kanseri hastalarindaki genetik
alterasyonlar1 Sanger-COSMIC veri tabaninda incelendi. Incelenen genlerin promotor
metilasyonu gibi epigenetik etmenlerle regiile edilip edilmedigi, birlesik bisiilfit restriksiyon

analizi (COBRA) yontemi ve in-siliko araglarla (UALCAN, Morpheus) arastirildi.
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OZET (Devam ediyor)

Calisma sonunda, DNAJAI geninin mRNA ifadesinin, meme hiicre hatlarinda regiile oldugu
bulunmustur. DNAJAI mRNA ifadesi tiimor 6rneklerinde (n=1097) normal 6rneklere (n=114)
gore anlaml olarak yiiksek bulunmustur (P<le-12). DNAJA1 protein ifadesi invaziv duktal
karsinoma 6rneklerinde (n=115), normal meme 6rneklerine (n=26) kiyasla anlamli oranda daha
stk goriilmektedir (P<0,0001). DNAJAI mRNA ifadesi meme kanseri hastalarinda zayif tam-
sag kalim (n=1402), niiksetmeden sag kalim (n=3955) ve uzak metastazsiz sag kalim (n=1747)
ile iliskili bulunmustur (sirasiyla; P=0,00027, P=2e-14, P=9,2e-05). Meme kanseri klinik
orneklerinde DNAJAI geninin genetik alterasyonlar1 nadirdir. Meme hiicre hatlarinda ve klinik
orneklerde DNAJAI promotor bolgesi hipometiledir. Meme hiicre hatlar1 arasinda DNAJA2
mRNA ifadesinde dikkate deger bir fark gozlenmedi. DNAJA2 mRNA ifadesi tiimor
orneklerinde (n=1097) normal Orneklere (n=114) gore anlamli olarak diisiik bulunmustur
(P=4.36e-05). DNAJA2 protein ifadesine ise hem invaziv duktal karsinoma orneklerinde
(n=115), hem de normal meme Orneklerinde (n=21) sik rastlanmistir (sirasiyla, %90,48;
%88,7). DNAJA2 mRNA ifadesi meme kanseri hastalarinin tam sag kalim (n=626) ve
niiksetmeden sag kalimlar1 (n=1764) i¢in olumsuzdur (sirastyla; P=0,047, P=0,00033). Meme
kanseri klinik 6rneklerinde DNAJA2 geninin genetik alterasyonlar1 nadirdir. DNAJA2 promotor
bdlgesi meme hiicre hatlarinda ve meme kanseri klinik orneklerinde hipometiledir. Sonug
olarak, DNAJAI geni meme kanserinde fazla ifade olmaktadir ve hasta sag kalimi i¢in
olumsuzdur. Bu bakimdan DNAJAI ifadesi prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.
DNAJAI geni, promotor metilasyonu disinda baska bir epigenetik mekanizma ile regiile
ediliyor olabilir. DNAJA2 mRNA ifadesi meme kanserinde prognostik 6neme sahiptir. Meme
kanserinde DNAJA2 genetik alterasyonlar1 nadirdir ve promotor hipometilasyonu yolu ile
regiile ediliyor olabilir. DNAJAI ve DNAJA2 genlerinin meme karsinogenezindeki rollerini
daha 1y1 anlamak i¢in yiiksek hasta sayili klinik ¢caligmalara ve fonksiyonel ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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ABSTRACT

M. Sc.Thesis

EXPRESSION AND GENETIC/EPIGENETIC ALTERATIONS OF
DNAJA1 AND DNAJA2 GENES IN BREAST CANCER

Furkan Celebi ILERI

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology

Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Tolga ACUN

July 2020, 61 pages

It is particularly important to determine the biomarkers and anti-cancer drug targeting breast
cancer, which is the most common cancer type in women. In this study, the expression levels
and genetic / epigenetic alterations of DNAJAI and DNAJA2 genes from the Heat Shock
Proteins (HSP) family were investigated. DNAJA I and DNAJA?2 are the genes which have been
associated with cancer but have not been studied in breast cancers. In this study, DNAJAI and
DNAJA?2 expression in breast cell lines and breast cancer clinical samples were investigated by
Q-RT-PCR, semi-quantitative RT-PCR, UALCAN web tool and immunohistochemistry
methods. Genetic alterations of these genes in breast cancer patients were then examined in the
Sanger-COSMIC database. Whether the genes examined were regulated by epigenetic factors
such as promoter methylation, was investigated by combined bisulfite restriction analysis

(COBRA) method and in-silico tools (UALCAN, Morpheus).



ABSTRACT (continued)

At the end of the study, the mRNA expression of the DNAJAI gene is found to be regulated in
the breast cell lines. DNAJAI mRNA expression was significantly higher in tumor samples
(n=1097) than in normal samples (n=114) (P<le-12). DNAJA1 protein expression is
significantly more common in invasive ductal carcinoma specimens (n=115) than normal breast
specimens (n=26) (P <0.0001). DNAJAI mRNA expression is associated with poor overall
survival (n=1402), relapse-free survival (n=3955) and distant metastasis-free survival (n=1747)
in breast cancer patients, (P=0,00027, P=2e-14, P=9,2¢-05). Genetic alterations of the DNAJAI
gene are infrequent in clinical breast cancer samples. Promoter region of the DNAJAI gene is
hypomethylated in breast cell lines and clinical breast cancer samples. There is no notable
difference observed in DNAJA2 mRNA expression among the breast cell lines. DNAJA2 mRNA
expression was significantly lower in tumor samples (n=1097) compared to normal samples
(n=114) (P=4.36e-05). DNAJA?2 protein expression was frequently observed in both invasive
ductal carcinoma samples (n=115) and normal breast samples (n=21) (90.48%, 88.7%,
respectively). DNAJA2 mRNA expression is unfavorable for overall-survival (n=626) and
relapse-free survival (n=1764) in breast cancer patients (P=0.047, P=0.00033; respectively).
Genetic alterations of the DNAJA2 gene is uncommon in breast cancer clinical samples.
Promoter region of the DNAJA2 gene is hypomethylated in breast cell lines and clinical breast
cancer samples. As a result, the DNAJAI gene is overexpressed in breast cancer and
unfavorable for survival. In this regard, DNAJAI expression can be used as a prognostic
biomarker. The DNAJAI gene could be regulated by an epigenetic mechanism other than
promoter methylation. DNAJA2 mRNA expression has prognostic significance in breast cancer.
Genetic alterations of DNAJA?2 is rare in breast cancer and it could be regulated by promoter
hypomethylation. Clinical and functional studies with a larger cohort is needed to better

understand the role of DNAJAI and DNAJA2 genes in breast carcinogenesis.

Keywords DNAJAI, DNAJA2, epigenetic, breast cancer
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca beni iyi bir bilim insani olarak yetistirme gayretinde olan ayn1
zamanda degerli bilgilerini ve engin tecriibelerini zaman kavrami gézetmeksizin esirgemeden
aktarmaya ¢alisan, calisma azmi ve hiimanistligiyle 6rnek aldigim sayin danisman hocam Dr.

Ogr. Uyesi Tolga Acun’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Tanidigim ilk andan itibaren desteklerini her zaman yanimda hissettigim sayin hocalarim Prof.
Dr. Ender Biiyiikgiizel, Dog. Dr. Sevim Karakas Celik, Dr. Ogr. Uyesi Arzu Erol’a ve Arastirma

Gorevlisi Utku Can Atilgan’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca maddi, manevi destegini esirgemeyen babam Sebahattin Ileri ve bu diinyada
olmasa da kendisini her zaman yanimda hissettigim ve hissedecegim annem Meryem Ileri’ye

sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismada kullanilan BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231, ZR-75-1 ve MCF 10A hiicre
hatlarmi bize saglayan Dog. Dr. Isik Yulug’a (Bilkent Universitesi, Ankara, Tiirkiye) ve
projemizi destekleyen Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi'ne (BAP Proje No: 2019-
50737594-02) ve TUBITAK a (Proje No: 217S251) tesekkiirlerimi iletirim.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 MEME KANSERIi

Lobiiller (siit bezleri) ve duktuslar (siit kanallar1) olarak iki kistmdan olusan memede; lobiiller
ve duktuslar aralarindaki boslukta destek ve yag dokusu igermektedir. Memede siit salgilayan
lobiiller, duktuslar ile meme basina agilirlar. Memede lobiillerin birlesmesiyle loplar olusur

(Gl 2017) (Sekil 1.1).

1Govde, Kaburgalar (thorax)

z(m Kaskars (pectoralis major + pectoralis
miner)

Sikt besleni (Lobus glandolae
TR I A Ciae )

3

4Meme ueun (papilla mammares)

650t kanallary (doctus lactiferi)

g Yumusak yag dokuso (corpus
24 >

{3

s
Deri (cutis)

Sekil 1.1 Meme dokusunun yapis1 (Kayar 2019).

Meme dokusu kaynakli hiicrelerin diizensiz ¢ogalmasi ve biiyiimesiyle meme kanseri olusur
(Khuwaja G ve Abu-Rezq 2004). Meme kanserinin ¢ogu duktal hattaki hiicrelerde olusum
gosterirken, bazilar1 lobiillerde ve ¢ok az bir kisim ise diger dokularda olusum gosterir. Duktal
hatta olusan meme kanseri duktal karsinom ve lobiillerde olusan meme kanseri ise lobiiler

karsinom olarak isimlendirilir (Bomford ve Kunkler 1993).

Serlie ve ark. 456 cDNA klonu kullanarak meme kanserinin belirgin bir "molekiiler
betimlemesi"’ni sundu, bunun sonucunda tiimorlerin farkli klinik sonuglara sahip bes esas alt

tipe, yani luminal A, luminal B, HER2 asir1 eksprese, bazal ve normal benzeri tiimorlere sahip



oldugu smiflandirildi. Bu siniflandirmayla, kanser alt tipleri arasindaki gen ifade patern farklari,

molekiiler diizeydeki tiimdrlerin temel farklarini yansitir.

Cizelge 1.1 Meme tiimorii molekiiler alt tiplerinin 6zeti (Dai vd. 2015).

Alt tipler IHC Durumu = Asama Sonug Yayginlik®
Luminal A* [ER + | PR +] 12 Iyi %27.3 [pl]
HER2-KI167- (Cheang vd.
2009)
Luminal B* [ER + | PR +] 2|3 Orta %38.8 [pl]
HER2-KI67+
[ER + | PR +] [Koti %14 [p1]
HER2+KI67+
(Cheang vd.
2009)
HER2 Asir1 Ekspresyon [ER — PR-] 2|3 Koti 9%11.2 [p1]
HER2+ (Cheang vd.
2009)
Bazal [ER — PR-] 3 Koti 9%12.3 [pl]
HER?2-, Bazal (Cheang vd.
Markor 2009)
Normal-benzeri [ER + | PR +] 1123 Orta %7.8 [p2]
HER2-KI67- (Smid vd. 2008)

*Meme tiimoril vakalarinin cogunu kapsayan ve yaygin olarak atifta bulunulan, ayritili ifade kaliplari olan alt tipler. > Her bir
alt tipin yaygmlig1, késeli parantez iginde belirtilen yaymdan almir.

Luminal A ve luminal B gibi alt tiplere sahip olan luminal benzeri tlimdrler immiinohistokimya
isimlendirmesini kullanarak her biri sirasiyla,[ER + | PR +] HER2- (ER veya PR bulunduran
ve HER2 bulundurmayan tiimorler) ve [ER + | PR +] HER2 + (ER veya PR bulunduran ve
ayrica HER2 ‘da bulunduran tiimorler) alt tipini temsil eder (Vallejos vd. 2010). Luminal B
tiimorlerinde bazi durumlarda HER2 bulunur (Cheang vd. 2009). ER ile iliskili genlerin ifadesi
luminal A tiimorlerinde daha yiiksektir. Proliferatif genlerin ifadeleri ise luminal B
kanserlerinde daha diisiiktiir (Dai vd. 2015) (Cizelge 1.1). Genellikle iyi prognoza sahip olan
luminal alt tiplerinde luminal B, luminal A’ya oranla daha kotii prognoz gostermektedir (Sorlie

vd. 2003).



Meme kanserinde HER2 nun asir1 ifadesi kotii prognoz gosterir (Sotiriou vd. 2003). Ayrica

luminal meme tiimdrlerinden anlamli derecede daha yiiksek klinik tedavi cevabina sahiptirler

(Brenton vd. 2005).

Bazal alt tip, triple negatif de denen ER-/PR-/HER2- tiimdrlerinden olugmaktadir. Triple negatif
tiimorler normal meme miyoepitelyal hiicrelerini ve viicutta bulunan diger bolgelerdeki bazal
epitel hiicrelerin ifade paternlerini taklit eder (Perou vd. 2000). Ayrica bu ifade paternlerinde
proliferasyonla baglantili genlerin ve EGFR gibi bazal markirlarin yiliksek oranda ifadesi

bulunmakla beraber hormon reseptorleri ve HER2 diisiik ifade gosterirler (Sotiriou vd. 2003).

Triple negatif vakalarin %60 ‘la %90’1n1 olusturan bazal tiimorler agresif klinik siireci ve
standart tedaviden yoksun olduklarindan ilgi ¢ekicidir (Dai vd. 2015). Bu grup tiimorler ¢ok
hizl1 biiyiirler (Ho-Yen vd. 2012).

Meme kanseri, diinya genelinde ve Tiirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir ve
kanser ile iligkili 6limlerde birinci siradadir (Bray vd. 2018) (Sekil 1.2). Bu yiizden meme
karsinogenezinde onemli olan yeni genlerin belirlenmesi, meme kanserini daha iyi sekilde
kavramak, meme kanserinin tedavisine veya tanisina yonelik aragtirmalar agisindan 6nemlidir.
Is1 Soku Proteinleri (heat-shock proteins, HSP) bu noktada énemlidir. (Cho 2007; Khalil vd.
2011).



Sekil 1.2 2018 yilinda tiim yastaki kadinlarin diinya genelindeki (a) ve Tiirkiye’deki (b) kanser
gorlilme sikliklar1 (mavi bar) ve 6liim oranlari (kirmizi bar) (Bray vd. 2018).

1.1 HSP

Sicaklik, UV, gesitli kimyasallar, viral ajanlar ve karsinojenler gibi ¢esitli gevresel ve metabolik
stres kosullari ile birlikte HSP’lerin hiicrelerdeki sentezlenmeleri artar. Ayrica HSP’ler tiirler
arasinda oldukca korunmus, genis bir protein ailesidir (Khalil vd. 2011) (Sekil 1.3). Molekiiler
saperon olarak calisan HSP’lerin; hiicresel proteinlerin stabilitesini saglamak, proteinleri dogru
katlamak, hasara ugramis olanlarin tamirinde ve yeni sentezlenmis proteinlerin son
katlanmalar1, pargalanmalar1 veya tamiri i¢in gerekli organele iletmek gibi gorevleri vardir.
(Mitra vd. 2009). Normal kosullar altinda da ifade olan HSP’ler, hiicresel fonksiyonlar olan
hiicre dongiisii diizenlenmesi, apoptoz, bagisiklik, yazilim aktivasyonu ve sinyal iletimiyle de

alakalidir (Jaatteld 1999) (Kuhn vd. 2006).
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Sekil 1.3 Denatiire proteinlerin (DP) HSP aktivasyon ve onarim mekanizmasi (Khalil vd. 2011).

HSP’lerin kanserlesmede de fonksiyonlar1 vardir ve bu sebeple son yillarda yayimlanan ¢ok
sayida caligma HSP’leri diagnostik/prognostik biyobelirte¢ olarak veya anti-kanser ilag hedefi
olarak &nermistir. Ornegin erken teshiste kullanilabilecek biyobelirtecler olarak; HSP27
hepatoseliiler karsinomada (Lee vd. 2005) ve glioblastomada (Khalil ve James 2007); HSP90
hepatoseliiler karsinoma (HK)’da (Sun vd. 2010); HSP60 meme kanserinde (Bini vd. 1997)
ongoriilmiustiir. Bazi HSP saperonlar1 kanserlerde fazla ifade olur. Bu yilizden bunlarin,
tiimdrlesmenin ilerlemesi, hiicre gogalmasi, farklilagmanin azalmasi ve metastaz gibi siireclerde
rol alan baskilayici ilaglarla baskilanmasi ya da diger anti-tlimor ilaglarla beraber kullanilmasi

iizerine de ¢alisiilmaktadir (Taldone vd. 2008) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Ilerlemis kanserli hastalarda su anda klinik degerlendirmede bulunan birkagc HSP90
inhibitoriiniin kimyasal yapis1 (Taldone vd. 2008).

Ancak diger saperon ve ko-saperonlarla (saperon diizenleyen proteinlerle) birlikte fonksiyon
gosteren bircok saperon proteini bir yandan da multi-protein fonksiyonu gosterir (Freeman ve
Morimoto 1996; Whitesell ve Lindquist 2005). HSP70 ve HSP90 gibi saperonlarin
fonksiyonlarin1 diizenleyen ve Kkilit bir role sahip olan ko-saperonlar bu isi diizenlerken, ya
onlar1 uyararak (Felts ve Toft 2003; Wall vd. 1994) ya da diger saperonlar1 aktif multi-saperon
kompleksine toplayarak yapar (van der Spuy vd. 2001).

49 iiyeyle en genis HSP alt ailesine sahip olan DNAJ (HSP40) ko-saperon proteinleri ayrica 3
alt-sinifla en cesitlilik gésteren HSP alt-ailesi olma 6zelligine de sahiptir. HSP70 ve HSP90
saperonlart DNAJ ko-saperon proteinleri tarafindan sirasiyla dogrudan ya da dolayli olarak
diizenlenir (Sterrenberg vd. 2011) (Sekil 1.5). Ustelik, DNAJ proteinlerinin HSP70
saperonlarindan ayr1 olarak “saperon gibi” aktivite gosterdikleri de diisiiniilmektedir (Hageman

vd. 2010).
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Sekil 1.5 DNAJ'larin siniflandirilmast ve fonksiyonel bolgeleri (Sterrenberg vd. 2011).

DNALJ proteinlerinin “J” bolgesi tiirler arasinda olduk¢a korunmustur ve bu bolge HSP70 ile
baglantida ve HSP70’in ATPaz kismini uyarmada en biiyiik rolii iistlenir. HSP70’in ATPaz
kismi uyarilarak ATP ADP’ye hidrolize olur ve boylelikle HSP70’in ulaklarina baglanma giicti
ve yatkinlig1 oldukga artar. Bu siire¢ sonunda da stabil bir HSP70-Ulak kompleksi olusur
(Sterrenberg vd. 2011) (Sekil 1.6). DNAJ proteinlerinin her biri bulundurdugu J bélgesine gore
hem belirli HSP70 proteinlerine hem de bu proteinlerin belirli ulaklarina baglanir. Dolayisiyla,
DNAJ proteininin ¢esidine goére HSP70 saperonu ve HSP70 yolagina girecek olan ulak
belirlenmektedir. 49 DNAJ ve 13 HSP70 vardir ve bu ylizden DNAJ’larin farkli HSP70
saperonlaria ve bunlarin degisik ulaklarina baglanmasi spesifik bir sekilde olur. Bu 6zgiinliigii
artiran bir diger etken ise DNAJ proteinlerinin hiicre i¢indeki yerlesimleridir (Sterrenberg vd.

2011).
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Sekil 1.6 HSP70-DNAJ kompleksinden Onerilen saperon destekli protein katlama modeli
(Sterrenberg vd. 2011).

Bilimsel ¢aligmalar artan bir ilgiyle DNAJ ko-saperon proteinlerinin kanserlesmedeki rollerine,
biyobelirte¢ ve kanser ilact hedefi olma potansiyellerine odaklanmaktadir (Sterrenberg vd.
2011). Kanserlesme ve metastazla alakali olan DNAJ proteinleri etkilesimde oldugu
proteinlerin islevine gore ya kanser gelisimini tetikler ya da baskilar (Sterrenberg vd. 2011)

(Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2 Kanser gelisimi ve metastazinda rol oynayan insan DNAJ izoformlarindan bazilar
(Sterrenberg vd. 2011).

DNAJ

Alternatif Isim

Kotii Huylu Doku

Islev

DNAJA1

HDJ2

Glioblastom Prostat

Radyoterapiye
direncli ve
maligniteyle iliskili
ifade

DNAIJA3

TID-1
Melanoma
Breast
Kidney
Haematopoietic

Osteosarkom

NF-Jb sinyal
regiilasyonu
[apoptoz ve
migrasyon /
metastaz
diizenleme], c-Met
tirozin kinaz
sinyalizasyonunun
regiilasyonu [Hiicre
migrasyonunun
regiilasyonu] ve
onkojenik
STATS5b'nin
inhibisyonu [hiicre
bliylime
regiilasyonu]

DNAIJB6

MRIJ

Meme

Whnt sinyal
yolaginin
inhibisyonu yoluyla
g0¢, istila ve tiimor
olusumunu engeller

DNAIJBI11

ERDIJ3

KSHV-Yumurtalik ile
Miskili Tiimorler

Paklitaksele direngli
yumurtalik
kanserinde upregiile
ifade

DNAJC9

JDD1, DIC9

Servikal

Metastatik ve
metastatik olmayan

tiimorlerde upregiile
ifade

DNAIJCI0

ERDIJ5

Noroblastom

Asini ifade,
hiicreleri ER
stresine bagl

apoptoza duyarh
hale getirir.

1.2.1 DNAJA1

Kemoterapiler i¢in biyobelirteg veya ila¢ hedefi olarak diisiiniilen Is1 Soku Protein’lerinden

(Khalil vd. 2011; Wu vd. 2007) biri olan HSP40’1n bir {iyesi durumundaki DNAJAI (HDJ2)’in




kanserle olan iligkisi farkli ¢calismalarla belirtilmistir. DNAJAI, Bcl-2 gen ailesine iiye olan
BAX'in sitozolden mitokondriye translokasyonunu inhibe ederek NO-aracili apoptozu engeller
(Gotoh 2001, 2004). MDA-MB-231 ve BT-474 birer insan meme kanseri hiicre hattidir. Anti-
timor ajanlar1 olan AZD3409 ve R115777 bu hiicre hatlarinda DNAJA!'in farnesillenmesini
engelledigi belirtilmistir. Ancak, bu ajanlarin anti-onkojenik etkileriyle DNAJA farnesillemesi
arasindaki bagmti agik degildir (Izbicka vd. 2005). DNAJAI ifadesinin glioblastoma
multiforme hiicre hatlarinda radyodireng ile alakali oldugu belirtilmistir. DNAJAI ifadesi
prostat kanserlerinde ilag (17-AAG) direnci ile iliskilidir (Nguyen vd. 2018). Ayrica kanser
hiicre hatlarinda DNAJA I’in, mevalonat yolunun aktivasyonu ile kanserin ilerlemesine neden

olan CHIP aracili mutant-p53 bozulmasini 6nledigi goriisii belirtildi. (Parrales vd. 2016, 2018).

Bu bilgilere zit olarak normal saglikli hiicrelere kiyasla DNAJAI’in pankreas kanseri
hiicrelerinde downregiile edildigi belirtilmistir (Crnogorac-Jurcevic vd. 2005). Ek olarak
DNAJA I’in agir1 ifadesinin, pankreas kanseri hiicrelerinin sagkalimimi diisiirdigi gosterilmistir
(Stark vd. 2014). DNAJA ifadesinin azalmasiyla, glioblastoma hiicrelerinin biiylimesinde, go¢
kabiliyetinde ve istilasinda bir artig gdzlemlenir (Meshalkina vd. 2016).

1.2.2 DNAJA2

DNAJA2 (CPR3/DNJ3) geninin meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasinda
Ostrojen ayarli gen iiriinli olarak islev gorebilecegi belirtilmistir (Ohlsson vd. 2001). 16q11.2
lokalizasyonunda bulunan DNAJA2 geni meme kanserlerinde siklikla delesyona ugramaktadir
(Ellsworth vd. 2008; Gruel vd. 2010). Ayrica DNAJA2 proteini, prostat kanserinde androjen
reseptor sinyallesmesinde gorevli olan NWDI proteinine baglanan proteinlerinden biri olarak
gosterilmistir. NWDI1 proteini prostat kanserlerinde ifadesi artan bir proteindir ve NWD1 asir1

ifadesi prostat kanseri hiicrelerinde AR endojen seviyelerini arttirmistir (Correa vd. 2014).

Birbirlerine yapisal olarak benzeyen DNAJAI ve DNAJA2 proteinleri islevsel olarak
farklhidirlar. C terminalindeki yapisal degisiklikler, islev i¢in 6nemli olan N-terminal bolgelerini
etkiler (Baaklini vd. 2012). DNAJA2 geninin paralog genleri olan DNAJAI, DNAJA3 ve
DNAJA4 genleriyle olan benzerlik oranlart sirastyla %57, %26 ve %51’°dir (ENSEML v100,
Zerbino vd. 2018).
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Type Ancestral Ensembl identifier & gene Compare Location Target Query
taxonomy name Yoid Yoid
Ancient paralogues Animals and Fungi ENSG00000103423 26.25% 30.58 %
(Opisthokonta)
DNAJA3
DnaJ heat shock protein family (Hsp40)
Ancient paralogues Animals and Fungi 57.18% 55.10 %
(Opisthokonta)
DNAJA1
DnaJ heat shock protein family (Hsp40)
member A1 [Source:
Symbol:Acc:HGNC:
Ancient paralogues Animals and Fungi ENS 51.41% 53.16 %
(Opisthokonta)
DNAJA4
DnaJ heat s otein family (Hsp40)
member NC
SymboiAcc:HGNC:14835]

Sekil 1.7 DNAJA2 geninin paraloglar1 (Zerbino vd. 2018).

DNAJAI ve DNAJA2’nin kemo/radyo-diren¢ mekanizmalarini ve karsinojenezdeki olasi
rollerini gosteren kanitlar olmasina ragmen, meme kanserindeki ifadeleri, biyobelirteg

potansiyelleri, genetik/epigenetik alterasyonlari heniiz acikliga kavugmamastir.

Bu c¢alismada, DNAJAI ve DNAJA2 genlerinin ifadesi, biyobelirteg potansiyeli ve
genetik/epigenetik degisiklikleri meme kanseri hiicre hatlarinda ve meme kanseri klinik

orneklerinde analiz edilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER
2.1.1 Hiicre Hatlar1 ve Klinik Ornekler

e BT-20 Hiicre Hatti

e MDA-MB-231 Hiicre Hatti

e SK-BR-3 Hiicre Hatti

e ZR-75-1 Hiicre Hatti

e MCF 10A Hiicre Hatt1

e Insan Meme Kanseri Doku Mikrodizileri (Biomax Inc. Rockville, MD, USA)
o Katalog No: BR243z (klinik 6rnek sayisi: 3 Tiimdr, 3 Normal)
o Katalog No: BC0O81116b (klinik 6rnek sayisi: 100 Tiimor, 10 Normal)
o Katalog No: BR486 (klinik 6rnek sayisi: 16 Tiimdr, 16 Normal)
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2.2 YONTEMLER

2.2.1 DNA izolasyonu

Molekiiler alt tip bilgileri Cizelge 2.1°de belirtilmis olan ve Dog¢. Dr. Isik Yulug (Bilkent
Universitesi, Ankara) tarafindan saglanan BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231, ZR-75-1 meme
kanseri hiicre hatlart ve MCF 10A non-tiimdrijenik meme hiicre hatti, ATCC (American Type
Culture Collection) talimatlarina gore biiyiitiiliip, hiicrelere ait pelletlerden GeneAll® Exgene
TM Blood SV Mini (Kat No: 105-101) kiti protokolii uygulanarak genomik DNA izolasyonu
yapildi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan meme hiicre hatlarinin molekiiler alt tip bilgileri (Kao vd.
2009) (ATCC; www.lgcstandards-atcc.org).

Hiicre Hatt1 Alt Tip ER PR HER2 Tumorijenite Hastahk
BT-20 Bazal A - - - Evet Karsinoma
SK-BR-3 Luminal - - + Evet Adenokarsinoma
MDA-MB-231 Bazal B - - - Evet Adenokarsinoma
ZR-75-1 Luminal + - - Evet Duktal Karsinoma
MCF 10A Bazal B - - - Hayir Fibrokistik Hastalik

[lk olarak 1.5 ml’lik 5 adet mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine 20 pl Proteinaz K soliisyonu eklendi.
Daha sonra her bir hiicre hattina ait 200 pl’den daha az pellet 5 tiipe ayr1 ayr1 aktarildiktan sonra
Ix PBS ile 200 pl’ye tamamlandi. 200 pl BL buffer eklenip karisim elde edilmis tiipler Niive
NM 110 cihazinda vortekslendikten sonra 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Herhangi bir damla
kalmas1 durumuna kars1 tiipler spin cihazinda spinlendi. Ardindan 200 pl saf etanol numunelere

eklendikten sonra vortekslenip tekrar spin attirildi.

Karigim dikkatlice SV kolonlarina transfer edildikten sonra 6,000 x g iizerinde ( >8,000 rpm) 1
dakika boyunca santrifiij edildi ve var olan tiipler yenisiyle degistirildi. Bu yeni tiiplere 600 pl
buffer BW’yi eklenip 6,000 x g iizerinde ( >8,000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiij edildikten
sonra yine var olan tiiplerin yenisiyle degistirilmesinin hemen akabinde iizerine 700 ul TW
buffer’m1 uygulayip 6,000 x g iizerinde ( >8,000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiij edilip

dogrudan gecenler diskard edildikten sonra SV kolonlar1 var olan tiiplerin i¢ine tekrar sokuldu.
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Ardindan yikama buffer’inin tamamen uzaklasmasi ic¢in en yiiksek hizda santrifiij yapildi. Bu
sirada SV kolonlar1 1.5 mI’lik yeni mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Yeni tiiplere 200 ul AE
buffer eklenip oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 1 dakika boyunca da en ytiksek
hizda santrifiijlendi. Izolasyon sonunda Qubit 3 Fluorometer (Invitrogen) cihazi kullanilarak 5

hiicre hattina ait konsantrasyon miktarlar1 belirlendi.

Konsantrasyon belirleme asamasinda standartlar i¢in 2 tiip ve her hiicre hatti i¢in 5 tiip alindi.
Qubit reaktifi, 1:200 oraninda diliisyon yapilacak sekilde 7,5 ul Qubit reagent, 1492,5 ul Qubit
working solution tiipiinde hazirlandi. Kontrol amagli bulunan kitteki standartlardan 10’ar pl iki
tiipe aktarildiktan sonra 190 pl working solution eklenerek iki tiipiin son hacmi 200 pl’ye
tamamlandi. Her hiicre hattindaki numuneler 10’ar pl 5 tiipe dagitildiktan sonra son hacim
working solution ile 200 pl’ye tamamlandi. Tiipler 2-3 defa vortekslenip oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edildikten sonra 6l¢lim yapildi. Ek A.1°de belirtilen ve 6l¢iimii yapilan tiipler
buzdolabinda -20°C’ye kaldirildi.

2.2.2 RNA izolasyonu

RNA'lar, BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231, ZR-75-1 meme dokusu tiimdrijenik hiicre hatlari
ve MCF 10A meme hiicre hatlarindan RNeasy Mini Kit (Kat. No: 74104) (Qiagen, Almanya)
protokoliine gore ekstrakte edildi. Ekstraksiyon islemine baslamadan Once RNaz’lardan
korunmak i¢in 1 ml Buffer RLT’ye 10 pl B-mercaptoethanol eklendi. Daha sonra working
solution olugmasi adina bunlarin iizerine orani 4 hacim %96-100 olan ethanol eklendi. Hiicre
homojenizasyonunu saglamak i¢in her bir hiicre hattina 600 pl Buffer RLT eklendi. Ardindan
bu tiiplere 1 hacimlik %70’lik ethanol eklenerek pipetlenip, bu tiiplerdeki ornekleri RNeasy
Mini spin kolonlaria aktarilip, 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi. Kolondan akanlar diskard
edildi. Yine 8000 g’de sirasiyla 700 Buffer RW1 eklenerek 15 sn, 500 Buffer RPE eklenerek
15 sn ve 500 ul Buffer RPE eklenerek 2 dk santrifiij islemi uygulandi. Uygulama ardindan yeni
tiiplere gecildi ve membranlarin tizerine 50 pl RNase-free su eklenerek 8000 g’de 1 dk boyunca
RNA ayristirilmast yapildi. RNA cleanup isleminde; tlipler sirasiyla 100 pul RNase-free su ve
500 Buffer RLT ile mixlendi. Ardindan seyreltilmis RNA’lara 250 pul %96-100 olan ethanol
eklenerek pipetaj yapilip, 6rnekler yeni kolonlara aktarilip 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.
Kolondan akanlar diskard edildi. Hemen ardindan bu kolonlar 8000 g’de 15 sn 500 Buffer RPE
ve 8000 g’de 2dk 500 Buffer RPE ile spinlenerek membrandan kalanlar yikandi. Yeni tiiplere
gecildi ve membranlarin lizerine 50 pul RNase-free su eklenerek 8000 g’de 1 dk RNA
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ayristirilmasi yapildi. Izolasyon ardindan RNA’larin ThermoFisher Multiskan cihazi ile dl¢iimii

yapildi (Ek A.1).

2.2.3 cDNA Sentezi

Izole edilmis RNAlar, One Script Plus cDNA Sentez Kiti (Kat. No: G236) (Abm, Canada)
kullanilarak cDNA'y1 sentezlemek icin kullanildi. Her hiicre hattindan ayn1 miktarda (750 ng)
total RNA kullanild1 (EK A.1) ve 5 tiipe ayr1 ayri sirastyla RNA, oligodT, dNTP ve Rnase free
sular eklendi. 65°C’de 5 dakika inkiibe edilip,1 dakika tiipleri beklettikten sonra sirasiyla
tiiplere 4 ul 5x RT Buffer, 0.5 ul RNaseOFF Ribonuclease Inhibitor ve 1 pl OneScript Plus
RTase eklendi. Hemen ardindan tiiplere 50°C’de 50 dakika ve 85°C’de 5 dakika EN 500 Niive
inkiibator cihazinda inkiibasyon uygulandiktan sonra elde edilen komplementer DNA’lar

buzdolabinda -20°C’ye kaldirildi.

2.2.4 Bisiilfit Modifikasyonu

Genomik DNA’nin bisiilfit ile modifikasyonunda metillenmemis tiim sitozinler kimyasal
reaksiyonla urasile doniisiir. Metillenmis olan sitozinler ise reaksiyon siiresince degismeden
kalir. Doniisiim islemi bittikten sonra DNA PCR ile amplifiye edilip COBRA yontemi ile
metilasyon statiisti belirlenir (Li ve Tollefsbol 2011; Acun vd. 2017). Bisiilfit modifikasyonu,
EpiJET Bisiilfite Conversion Kit (Thermo Scientific, Kat No: K1461) kullanilarak yapildi.

Yontem kisaca su sekildedir:

Protokol asamasinda; bisiilfit modifikasyonu i¢cin 600 ng DNA kullanild1 (Ek A.1), sonra
hacimler 20 pl’ye tamamlandi. 20 pl hacimli tiiplerin {izerine 120 pl 6nceden hazirlanan
modification reagent eklenip hafif bir pipetaj yapildi. Kapak sicakligi 75°C’ye ayarlanan
BioRad T-100 cihazinda tiipler, DNA’ ’nin denatiirasyonu ve bisiilfit doniistimii i¢cin 98°C’de 10
dakika ve 60°C’de 2,5 saat bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan 5 hiicre hatt1 i¢in kitte
bulunan kolonlara 400 pl binding buffer eklenildikten sonra pcr tiiplerinde her bir hiicre hatti
icin 140 pl’lik hacim bu bes kolona sirasiyla aktarilip, pipetleme yapildi. Kolonlar Niive NF
048 santrifiij cihazinda 12.000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi, kolondan akanlar
diskard edilip kolon tiipleri kolona tekrar yerlestirildi. Ardindan kolonlara 200 pl wash buffer
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eklenildi ve ayn1 rpm ve saniye boyunca santrifiij islemi uygulanip, kolondan akanlar diskard
edilip, kolon tiipleri kolona tekrar yerlestirildi. 200 pl desulfonation buffer eklendikten sonra
oda sicakliginda 20 dakika beklenilip, 12.000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiij yapildi ve
kolondan akanlar diskard edilip kolon tiipleri kolona tekrar yerlestirildi. Sonraki iki asama olan
wash buffer asamasinda her iki adimda da santrifiij 12.000 rpm’de yapilip ilk asamada 30 saniye
beklenip kolondan akan siv1 diskart edilirken ikinci asamada 60 saniye beklenilip icinde akmig
solisyon bulunan tiipler atildi. Elution asamasinda kolonlarin alt1 i¢cin 1.5 ml’lik tiipler
kullanilip bu agsama 15+7 pl seklinde 12.000 rpm’de 30 saniye boyunca iki defa tekrarlandi.
Bisiilfite ¢cevrilmis DNA’lar COBRA analizleri i¢in hazir hale getirilmis olup buzdolabinda -
20°C’de saklanildu.

2.2.5PCR

Metilasyon analizi i¢in Bisiilfit Nested PCR’a baglamadan 6nce liyofilize halde teslim alinan
ve Ozellikleri Ek A.2’de belirtilen DNAJAI ve DNAJA2 bisiilfit primerlerini 100 uM derisimli
stok haline getirebilmek i¢in TE buffer ile pipetaj yardimi ile ¢ozdiiriildi. TE buffer ile
¢oziilmiis primerler -20°C’ye kaldirilmadan 6nce alikotlanmak {izere molecular biology grade
ile 100 uM’dan 10 uM’a seyreltildi. Ardindan bu primerlerle Bisiilfit Nested PCR uygulandi.
Burada 2 set primer ¢ifti kullanilmis olup, 1. PCR iiriinii, 2. PCR’da kalip olarak kullanildi.

Promotor bdlgesi mutasyon incelemesi i¢in yapilan PCR’a baglamadan once liyofilize halde
teslim alman ve Ek A.3’te belirtilen DNAJAI ve DNAJA2 promotor bolgesi primerlerini 100
uM derisimli stok haline getirebilmek i¢in primerler TE buffer ile pipetaj yardimi ile ¢oziildii.
TE buffer ile ¢oziilmiis primerler -20°C’ye kaldirilmadan 6nce alikotlanmak iizere DNaz ve
RNaz igermeyen su ile 100 pM’dan 10 pM’a seyreltildi. Ardindan, BioRad T-100 ve Techne
(Prime) cihaz1 kullanilarak yapilan PCR’larin kosullar1 Ek A.3’te de belirtilen DNAJAI ve
DNAJA?2 genleri i¢in sirastyla 59°C ve 60°C baglanma sicakliginda 35 cycle olarak ayarlanip,
amplifiye islemi uygulandi. PCR amplifikasyonundan sonra iiriinler jele yiikklenmeden 6nce
yapilan hazirlikta; % 1,5’luk olacak sekilde, hassas terazide (Dikomsan) tartilan toz halindeki
agaroz ve 1x TAE tamponu karigiminin mikrodalga firinda belli bir 1sida polarize haline
getirilmesiyle olusan jele, sogumasina yakin 2 ul etidyum bromiir eklenerek iizerine tarak
yerlestirilmis kasete dokiildii ve bir siire katilasmaya birakildi. Katilagsmis olan jel 1x TAE

tamponuyla doldurulmus agaroz jel yiiriitme tankina alindi ve jeldeki taraklar ¢ikarildi. Sekil
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2.1°de gosterilmis olan markir1 yiiklemeden once; 75 ul hacimli 5 hiicre hatt1 ve 1 negatif
kontrol reaksiyon tiiplerinin 5 ul’si 1 ul 6X loading dye (Thermo Scientific, Kat no: R0611) ile
beraber mikropipet yardimiyla agaroz jele yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan sonra Thermo
Scientific gii¢ iinitesi calistirilarak 120 voltta 25 dakika boyunca yiiriitiildii. Sonuglar jel

dokiimentasyon cihazinda (Vilber Lourmat) analiz edildi.

bp ng/0.5pg %

Sekil 2.1 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan GeneRuler™ DNA Ladder Mix.

2.2.6 Q-RT-PCR, Semi Kantitatif RT-PCR

DNAJAI transkriptinin nispi kantifikasyonu, iireticinin talimatlarina (CF-Rad Laboratories,
Inc., CA/ ABD) gore CFX96 Touch ™ Gergek Zamanli PCR Tespit Sistemi tizerinde iTaq ™
Universal SYBR® Green Supermix (Kat. No: 1725120) ile yapildi. TBP (TATA kutusu
baglayici protein) geni, bir i¢ kontrol olarak kullanildi (Gur-Dedeoglu vd. 2009). Primer olarak
Ek A.4’teki primerler kullanildi. DNAJAI transkriptinin nispi seviyeleri, karsilastirmali CT
metodu (2-AACT metodu) ile dl¢iilmiistiir (Livak ve Schmittgens 2001). Istatistiksel analizler
Student’in t testi ile yapildi.

Semi kantitatif olarak RT-PCR’da Ek A.4’teki primerler kullanildi ve TBP gen ifadesinin
agaroz jeldeki bant yogunluklarina bakilarak, 2. jelde hiicre hatlarindaki TBP ifadeleri
esitlenecek hacimlerde PCR {iriinli yiiklendi. Bu sekilde meme hiicre hatlarindaki DNAJA2

mRNA ifadesi semi-kantitatif olarak belirlenmis oldu.
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2.2.7 immiinohistokimya (IHC)

Doku mikroplaka teknolojisi, formalinle fikslenmis parafine gomiilmiis ¢ok farkli tiimor
derecesine ve Tiimor-Nod-Metastaz (TNM) degerine sahip doku Orneklerinin tek bir lam
diizlemi tzerine tespitidir. Bu teknolojiyle aynm1 anda bir¢ok ornekle immiinohistokimya
caligmast yapilabilmesinin yani sira bu teknoloji uzun zamandan beri gen ifade analizi ve

biyobelirteg tayini gibi ¢caligmalarda kullanilmaktadir (Kononen vd. 1998; Thomson vd. 2009).

Protein ifadesi incelemesi i¢in invaziv meme karsinomu Ornekleri i¢eren ticari mikdizilerinin
(TMA) kullanilmistir. TMA’larin bilgi formlar1 Ek A.5 ve Ek A.6’da belirtilmistir. THC
caligmasi i¢in, Novolink ™ Min Polimer Tespit Sistemi Kiti kullanilmistir (Kat. No: RE7290-
K) (Novolink, Inc., CA, ABD). Uygulama kitin talimatlarina goére yapilmistir. Kisaca
bahsetmek gerekirse, boyama prosediirleri sirasinda doku kaybini1 6nlemek i¢in TMA'lar gece
boyunca 60°C'de heat block cihazinda 1sitild1. Slaytlar her bir asama salerlerde gerceklemek
iizere, 20 dakika boyunca ksilen igerisinde inkiibe edildikten sonra deparafinize edildi, ardindan
kademeli bir absolute etanol (Merck) serisinde rehidrasyon (sirasiyla %100-5dk, %100-5dk,
%96-5dk, %70-5dk, %50-5dk, dH20-10 dk) yapildi. Kesitler, antijen goriiniirliigii i¢in sitrat
tamponunda (Bio-Optica, 10mM, pH 6.0) 1sitildi (Bu isleme “Antigen retrieval” denir).
Endojen peroksidazlar kitle birlikte verilen ¢ozeltilerle bloke edildi. TMA'lar 1,5 saat boyunca
4°C'de birincil antikorla (tavsan poliklonal Anti-DNAJA1; Kat. No: 11713-1-AP, tavsan
poliklonal Anti-DNAJA2; Kat. No: 12236-1-AP) (Proteintech Group, Inc., IL, ABD)
(DNAJAI-diliisyon 1: 80, DNAJA2-diliisyon 1: 62) ile inkiibe edildi. 30 dakikalik sekonder
antikor muamalesinden sonra slaytlar Novolink ™ Polimer (Leica Biosystems, Katalog No:
RE7290-K) ile 30 dakika inkiibe edildi ve 5 dakika boyunca DAB c¢ozeltisi ile peroksidaz
etkinligi artir1ldi. Tiim slaytlar bazik bir boya olan hematoksilen ile karsit boyandi. Dehidrasyon
(swrastyla %50-5dk, %70-5dk, %96-5dk, %100-5dk, %100-5dk, Xylene-10 dk, Xylene-10 dk)
ve slaytlarin uzun siireli kullanim1 i¢in fiksasyon asamasi olan DPX muamelesinden sonra
hiicrelerin immiinopozitivitesi (Acun vd. 2015, 2017), iki gdzlemci (Furkan Celebi ileri ve
Tolga Acun) tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi; negatif (skor 0), zay1f pozitif (skor 1),
orta pozitif (skor 2) ve kuvvetli pozitif (skor 3). Istatistiksel analizler Fisher Exact Test

kullanilarak GraphPad yazilim ile yapildi.
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2.2.8 Yararlamlan In-Siliko Araclar

In-siliko analizi i¢in DNAJAI ve DNAJA2 genleri EPD (Eukaryotic Promoter Database)’de
arastirildi (Dreos vd. 2014). Promotor bdlgeleri ile CpG adalarinin ortiistiigi UCSC genom
tarayicisinda goriildii (Kent vd. 2002). MethPrimer ve Primer3 programlar1 yardimiyla bisiilfit
PCR primerleri dizayn edildi (Li ve Dahiya 2002). BLAST programinda bu primer ¢iftlerinin
kontrolii yapildu.

DNAJAI ve DNAJA2’nin nokta mutasyon ve kopya sayis1 varyasyonlar1 Kanserde Somatik
Mutasyonlar Katalogu (COSMIC) (v91) veri tabaninda (Forbes vd. 2017) incelendi.

Meme kanseri hastalarinda DNAJAI ve DNAJA2 mRNA ifadesinin prognostik degerini
degerlendirmek i¢in Kaplan-Meier plot ¢izici (KM ¢izici, www.kmplot.com) kullanildi. KM
plotter, secilen genin ifade seviyesinin prognostik degerini farkli kanser tiplerinde
degerlendirebilen cevrimici bir hayatta kalma analiz aracidir. Ilgili veritabanlarindan toplanan
kanser hastalarinin gen ifade verilerini ve sagkalim bilgilerini kullanir (Gen Expression
Omnibus, ArrayExpress, vb.) (Gyorffy vd. 2010). DNAJAI ve DNAJA2 hayatta kalma analizi
icin kullanilan prob seti (sirasiyla Affy ID: 200881 at ve Affy ID: 226994 at) yazilim
tarafindan spesifikligi, kapsam1 ve bozulmaya kars1 direnci bakimindan segildi. Numuneler,
“Auto select best cutoff” segenegi kullanilarak, DNAJAI ve DNAJAZ2 ifadesine gore yliksek ve
disiik olarak ayrilmistir. Hazard Ratio (Tehlike orani) (HR), %95 giliven araligi ve log

siralamasi p degeri ile yazilim tarafindan hesaplandi ve grafikte gosterildi.

2.2.9 Mutasyon Analizi
EPD veri tabani ile gosterilen ve deneysel olarak dogrulanmis promotdr bolgeleri Ek A.3’te
belirtilen primerlerle, dogrudan sekanslama yoluyla mutasyon taramasi i¢in kontrol edildi.

Mutasyon taramasi, Mutation Surveyor V5.1.2 (Demo) yazilim paketi (SoftGenetics, LLC.,

www.softgenetics.com ,USA) kullanilarak yapildi.
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2.2.10 Metilasyon Analizi

2.2.10.1 COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis)

Timor baskilayict gen ifadesinin DNA metilasyonu ile susturulmasina iliskin son raporlar,
spesifik gen lokuslarindaki DNA metilasyon seviyelerini 6lgmek i¢in dogru, hassas, giivenilir
ve kantitatif yontemlere duyulan ihtiyact vurgulamistir. Teknik: bistilfitle muamele edilip,
PCR’la amplifikasyon siirecinden gegen genomik DNA'daki DNA metilasyonuna bagl sekans
farkliliklarin1 ortaya ¢ikarmak i¢in restriksiyon sindiriminin kullanilabilecegini gosteren bir
tekniktir. Spesifik bolgelerdeki DNA metilasyon seviyelerini belirlemek i¢in (Acun vd., 2011,
2015, 2017) kullanilan bu yonteme COBRA (Kombine Bisiilfit Restriksiyon Analizi) denir
(Xiong ve Laird 1997). COBRA deneyinde pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere New
England Biolabs firmasindan temin edilen ve bir E. coli susu Spiroplasma sp. MQ1 susundan
izole edilen CpG Methyltransferase (M. SssI) ile MCF 10A hiicre hattina ait genomik DNA
metillendi. CpG Metiltransferaz, M.SssI, Sekil 2.2°de belirtildigi gibi ¢ift sarmalli diniikleotid
tanima dizisi 5 '... CG ... 3' icindeki tiim sitozin rezidiilerini (C°) metillemektedir (Renbaum vd.

1990) .

CH,

... GG&..&

3... GC...5
CH

3

Sekil 2.2 CpG Metiltransferazla (M.SssI) metillenme (URL-1).

e 32 mM stok ¢ozeltisi halinde bulunan SAM (S-Adenozilmetiyonin) 1 pl SAM + 19 pl
distile su karisimiyla 1600 uM'a 20 kat seyreltildikten sonra 160 uM’a kadar 10 kat
daha diliiye edildi.

e Sirasiyla 10 pl dH20, 2 pl 10x buffer, 2 pul SAM, 5 pl DNA ve 1 pl Sssl
(Metiltransferaz) bir tiipe alindiktan sonra BioRad T-100 cihazinda 2 saat boyunca
37°C’de ve 20 dakika 65°C’de inkiibe edildi.

DNAJAI enzim kesiminde, GCG"C boélgelerini tantyan Hhal (Kat No: ER1851) restriksiyon
enzimi kullanildi. DNAJA2 enzim kesiminde ise TACGA bolgelerini taniyan Taql (Kat No:
ER0672) restriksiyon enzimi kullanildi.

21



2.2.10.2 Metilasyon Analizi Icin in-Siliko Araclar

TCGA kohortunda DNAJAI ve DNAJA2 promotor metilasyon verilerini analiz etmek i¢in
UALCAN araci kullanilmistir (Chandrashekar vd. 2017).

DNAJAI ve DNAJA2 genlerinin meme hiicre hatlar1 ve klinik Orneklerinde
metilasyon seviyelerini  gdstermek icin  Morpheus online aract  kullanilmistir

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/).
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 DNAJAI GENI ILE iLGILi BULGULAR
3.1.1 Meme Hiicre Hatlarinda mRNA ifade Analizi

Real-time qRT-PCR sonuglarina goére, DNAJAI mRNA ifadesi, BT-20 hiicre hattinda
tlimdrijenik olmayan meme hiicre hattina (MCF 10A) kiyasla 6nemli oranda (>2-kat) diisiik
bulundu. SK-BR-3 ve ZR-75-1 hiicre hatlarindaki DNAJA I transkript seviyeleri, MCF 10A’ya
kiyasla 1 kat’dan fazla degisim gosterirken, MDA-MB-231 hiicre hattinda 6nemli bir degisim
gostermemistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 DNAJAI’in meme kanseri hiicre hatlarinda tiimorijenik olmayan epitel meme hiicre
hattina (MCF 10A) gére mRNA ifadesi.
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3.1.2 Meme Kanseri Hastalarinda Protein ifade Analizi

Meme kanseri klinik 6rneklerindeki DNAJAI protein ifadesi immiinohistokimya yontemi ile
incelendi. Orneklere ait histo-patolojik klinik bilgiler Ek A.5 ve Ek A.6 ‘da goriilebilir.
DNAJAI protein ifadesi, invaziv duktal karsinoma 6rneklerinde (n = 115), es normal meme
dokularma (n = 26) kiyasla daha sik gériilmektedir (P <0.0001) (Sekil 3.2.A). Immiinboyamaya
dair temsili fotograflar Sekil 3.2.B’de sunulmustur. DNAJAI protein ifadesi ve meme kanseri
orneklerinin klinik dzellikleri arasindaki iliski ise Cizelge 3.1“de goriilebilir. Istatistiksel analiz,

Fisher’s exact test yontemi ile yapilmis, anlamlilik esik degeri P<0.05 olarak kabul edilmistir.

A P< 0.0001
100 - 92,17
80,77
80 -
60 A
40 A
20 -
0,08
D .
Normal (%) IDC (%)
(n=26) (n=1195)
0 m1+2+3
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Komsu normal meme dokusu
TMA No: BR486 / Ornek No: C8
Negatif (skor: 0)

invaziv duktal karsinoma
TMA No: BR486 / Ornek No: D3
Zayf pozitif (skor: 1)

Invaziv duktal karsinoma
TMA No: BC081116b / Ornek No: D7
Orta pozitif (skor: 2)

Invaziv duktal karsinoma
TMA No: BC081116b / Ornek No: H6
Kuvvetli pozitif (skor: 3)
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Sekil 3.2 Meme kanseri klinik 6rneklerinde DNAJAI protein ifadesi A) Invasiv duktal
karsinoma (IDC) ve es normal meme dokusu drneklerinde DNAJAI protein ifadesi.
Immiinboyama sonuglar1 negatif (skor 0), zayif pozitif (skor 1), orta pozitif (skor 2)
ve kuvvetli pozitif (skor 3) olarak degerlendirilmis ve drneklerin boyama skorlar1 “0”
vs “1 +2+3” seklinde gruplanmistir. B) Ticari doku mikrodizileri ile ger¢eklestirilen
DNAJAI immiinohistokimya caligmasinin temsili fotograflari. Doku o6rneklerinde
secilen bolgelerin (kirmizi dikdortgenler) 400X biiyiitiilmiis fotolar1 da gosterilmistir.
Normal meme dokusunda ifade yok (a). IDC dokulart doku boyunca zayif ila gii¢lii
sitoplazmik boyama (kahverengi) gosterir (b, ¢, d).

Cizelge 3.1 DNAJAI protein ifadesi ve meme kanseri 6rneklerinin klinik 6zellikleri arasindaki

iliski.
IHC Skor (0) IHC Skor (1+2+3)
n (%) n (%)
Tiimor Evresi
TI 2(22.22) 7(77.78)
TII-TIV 7 (6.60) 99 (93.40)
P=0.147
TI-TII 5(5.43) 87 (94.57)
TIII-TIV 4(17.39) 19 (82.61)
P=0.0773
Lenf Nodiilii
Evresi
NO 7(7.53) 86 (92.47)
NI-NII 2(9.09) 20 (90.91)
P=0.6814
Simf
GI 0 (0) 16 (100)
GII-GIII 8 (8.70) 84 (91.30)
P=0.6018
Evre
SI 2 (25) 6 (75)
SII-SIII 7 (6.54) 100 (93.46)
P=0.1193
HER2
Negatif 4 (7.40) 50 (92.60)
Pozitif 4(9.52) 38 (90.48)
P=0.7262
PR
Negatif 5(10.20) 44 (89.80)
Pozitif 2 (4.26) 45 (95.74)
P=0.4361
ER
Negatif 3(9.37) 29 (90.63)
Pozitif 4(6.25) 60 (93.75)
P=0.6827
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3.1.3 DNAJA1I Geninin Meme Kanseri Orneklerinde ifade ve Sag-Kalm Analizi

Sonuclan
3.1.3.1 UALCAN Araci Ile Yapilan ifade Analizi Sonuclar

UALCAN web aracina gore DNAJAI mRNA ifadesi, meme kanseri Orneklerinde normal
orneklere gore anlamli derecede yiiksektir (P <le-12) (Sekil 3.3) (Chandrashekar vd. 2017).

P<1e-12
500 - I
S 400
E
E 300 i
= !
S 200 =
100 - !
Normal Primer Tiimér
(n=114) (n=1097)

Sekil 3.3 DNAJAI’in klinik meme kanseri Orneklerinde ve normal Orneklerdeki ifadesi.
UALCAN web araci ekran goriintiisii kullanilmistir (Chandrashekar vd. 2017).

3.1.3.2 KM-Plotter Araci ile Yapilan Sag-Kalim Analizi Sonugclar

Meme kanserinde DNAJAI mRNA ifadesinin prognostik sagkalim degerlerine bakildiginda;
DNAJAI ifadesi yiiksek olan meme kanseri hastalarinin Overall Survival (Tam sag kalim,
n=1402), Relapse Free Survival (Niiksetmeden Sag kalim, n=3955), Distant Metastasis Free
Survival (Uzak Metastaz Olmadan Sag kalim, n=1747) oranlari, ifadesi diisiik olan hasta

grubuna gore anlamli oranlarda distiktiir (Sekil 3.4) (Affy ID: 200881 _at) (Gyorffy vd. 2010).
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Sekil 3.4 Meme kanseri hastalarinda DNAJA mRNA ifadesinin prognostik sagkalim degerleri.
a) OS b) RFS ¢) DMFES

3.1.4 DNAJA1I Geninin Genetik Alterasyonlari
3.1.4.1 Meme Kanseri Hastalarindaki Nokta Mutasyon ve Kopya Sayis1 Degisimleri
DNAJAI’in genetik degisiklikleri Kanserde Somatik Mutasyonlar Katalogu (COSMIC) veri

tabaninda (v91) arandi ve meme kanseri Orneklerindeki genetik alterasyonlarin ¢ok nadir

oldugu (<%1) gozlendi (Forbes vd. 2017) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 DNAJAI geninin Sanger-COSMIC veritabaninda genetik alterasyonu (Forbes vd.

2017).
Mutasyonlu Ornekler/Test Edilen Ornekler
(Mutasyonlu Orneklerin Yiizdesi)
Nokta Mutasyonlar1 20/2580 (% 0.78)
Kopya Sayis1 Varyantlari 1/1492 (% 0.07)

28



3.1.4.2 Meme Hiicre Hatlarinda Promotor Mutasyon Analizi Sonuclari

UCSC genom tarayicit (https://genome-euro.ucsc.edu/index.html) ve EPD veri tabam
(https://epd.epfl.ch//index.php)  kullanilarak, DNAJAI geninin promotor bdlgesinin
(DNAJAI1_1, acik mavi) ve CpG adasinin (yesil) cakistigi goriildii. Fotografta, DNAJAI
geninin ilk eksonu (siyah) gosterilmektedir (Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002) (Sekil 3.5).

IR U O i -2 B 21 - 2 . e 12 = [ BT © EW SN e W]
Humah promoters from EFDhew version 886
DHNAJAL_1 el

GENCODE v29 Comprehensive Transcript Set (only Basic displayed by default)
DNAJAL

|

CpG Islands (Islands < 508 Bases are Light Green)

CpG: 79

Sekil 3.5 EPD veri taban1 ve UCSC genom tarayicisina gore DNAJA I geninin promotor bolgesi
CpG adasi ile ¢akismaktadir. UCSC genom tarayicisi ekran goriintiisii kullanilmistir
(Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002).

DNAJAI geninin promotdr bolgesi (Sekil 3.5) dogrudan sekanslama yoluyla mutasyonlar igin
analiz edildi. Mutasyon taramasi, Mutation Surveyor V5.1.2 (Demo) yazilim paketi
(SoftGenetics, LLC., www.softgenetics.com ,USA) kullanilarak yapildi. Sekil 3.6 ‘da
goriildiigii gibi SK-BR-3 hiicre hattinda DNAJAI’in promotor bdlgesinde heterozigot bir SNP
(rs2297218) gozlendi. Bulunan SNP, transkripsiyonel represor protein olan MIZF (HINFP)
baglanma bolgesindedir (Sekimata ve Homma 2004; Zerbino vd. 2018). Bu SNP’nin, DNAJA1
gen ifadesinin gorece olarak yiliksek oldugu SK-BR-3 hiicre hattinda goriilmiis olmasi

anlamlidir.
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Sekil 3.6 SK-BR-3 hiicre hattinda DNAJAI’in promotor bdlgesindeki heterozigot SNP
(rs2297218). SK-BR-3 (F): Forward Primer ile Sekanslama; SK-BR-3 ®: Reverse
Primer ile Sekanslama; Ref. Seq.: DNAJAI Genomik Sekans1 (NCBI Gen ID: 3301).

3.1.5 Meme Kanserinde DNAJA 1 Metilasyon Analizi Sonuc¢lari

3.1.5.1 COBRA Sonucu

DNAJAI geninin promotor metilasyonu gibi epigenetik etmenler yolu ile regiile edilip
edilmedigi arastirilldi. Sekil 3.5’te goriildiigli gibi DNAJAI geninin promotor bolgesinde CpG
adas1 bulunmaktadir. Bu CpG adasinin meme hiicre hatlarindaki metilasyon durumu COBRA

yontemiyle incelendi.

COBRA deneyi i¢in bisiilfit ile muamele edilmis meme hiicre hatlarina ait DNA’lar ve pozitif
kontrol olarak kullanilan in-vitro metile edilmis MCF 10A DNA’s1 kullanildi. Nested PCR
yontemi ile hedef bolge cogaltildi. PCR’lar, kosullar1 Ek B.1°de verilen kosullara gore Techne
(Model: Prime) cihazinda yapildi. Ornekler, %1,5 agaroz jel iceren elektroforezde yiiriitiildii.

Bistilfit modifikasyonuyla DNA’daki metillenmemis tiim sitozinler kimyasal reaksiyonla
urasile doniisiip,metillenmis olan sitozinler ise reaksiyon siiresince degismeden kalir. Doniisiim
islemi bittikten sonra DNA PCR ‘da amplifiye edilip COBRA ile metilasyon durumu belirlendi.
DNAJAI enzim kesiminde, GCG"C bolgelerini taniyan Hhal (Kat No: ER1851) restriksiyon
enzimi kullanildi. Sekil 3.7°deki COBRA analizi, CpG adasinin meme hiicre hatlarinda
hipometile oldugunu gostermistir. Meme hiicre hatlarinda beklenen PCR boyu 373 bp

(primerler; F: gttgagtggagaaaagggttttag, R: ccaaccaaaaaactaaaaacaac) olacaktir. Pozitif kontrol
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olarak in-vitro olarak metile edilmis MCF 10A DNA’sinin PCR iiriinii ile beklenen Hhal

enziminin kesim iiriinleri 215 bp ve 158 bp olacaktir.

500

300
200

100

Sekil 3.7 DNAJA1 COBRA sonucu. COBRA sonucuna goére meme hiicre hatlarinda DNAJAI
promotor metilasyonu yoktur. M: Marker; (+): Pozitif Kontrol; in-vitro olarak metile
edilmis MCF 10A DNA’smin PCR fiiriinii. Beklenen PCR boyu 373 bp, Hhal
enziminin kesim tiriinleri de 215 bp ve 158 bp olacaktir.

3.1.5.2 UALCAN Verileri

UALCAN ¢evrimigi araci ile yapilan analizler sonucunda Sekil 3.8’de DNAJAI geninin
promotor bolgesi, hem normal hem de meme kanseri 6rneklerinde hipometiledir (beta degeri <
0.25). Metilasyon diizeyleri bakimindan normal (n=97) ve primer tiimdr 6rnekleri (n=793)

arasinda anlamli bir fark yoktur (P=7.17e-02) (Chandrashekar vd. 2017).
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Sekil 3.8 DNAJAI promotdr bolgesi meme kanseri klinik Orneklerinde hipometiledir.
UALCAN ¢evrimigi aract ekran goriintiisiinii kullanilmistir (Chandrashekar vd.
2017).

3.1.5.3 Morpheus Verileri

Morpheus aracina gore, DNAJAI geni, normal (n = 97) ve meme invaziv karsinoma klinik
orneklerinde (n = 788) siklikla hipometiledir (Sekil 3.9) (URL-2). DNAJAI’in metilasyon

seviyeleri, minimum (mavi) ila maksimum (kirmizi) arasinda artan diizende gosterilmistir.

Breast invasive carcinoma

File Edit View Tools Help |Rows|Columns |~ id:DNAJA1 1match A w |2 20,106 rows by 885 columns 1 row, 97 columns selected @~ & &

B § S S S S S S S S S S S S S S ST S S S S SIS S SN ES SRS S SN SSESEEE 5N
IS T T F P I FF P F NS FFFNFNNNRNRNE 1. DNAJA1

meth.by_mean.data
B

row min row max

Sekil 3.9 DNAJAI geninin meme kanseri ve normal meme klinik orneklerindeki metilasyon
durumu. Morpheus ¢evirim i¢i aracindan alinan ekran goriintiisii kullanilmistir (URL-
2). Siyah bar tiimor Orneklerini (n=788), yesil bar normal ornekleri (n=97)
gostermektedir. Metilasyon seviyeleri, minimum i¢in “mavi”’, maksimum i¢in
“kirmiz1” renk arasinda artan diizende gosterilmistir.
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3.2 DNAJA2 GENI ILE iLGILIi BULGULAR

3.2.1 Meme Hiicre Hatlarinda mRNA ifade Analizi

Semi-kantitatif-RT-PCR sonuglarina gére DNAJA2 mRNA ifadesi meme hiicre hatlar1 arasinda
dikkate deger bir farklilik gostermemektedir (Sekil 3.10).

DNAJA2

TBP

Sekil 3.10 Semi-kantitatif RT-PCR sonucuna goére DNAJA2’nin meme hiicre hatlarindaki
mRNA ifadesi. 7TBP geni normalizasyon amaciyla kullanilmistir. (-): Kalip olmayan
PCR kontrolii. M: DNA markir

3.2.2 Meme Kanseri Hastalarinda Protein ifade Analizi

Meme kanseri klinik 6rneklerindeki DNAJAZ2 protein ifadesi immiinohistokimya ydntemi ile
incelendi. Orneklere ait histo-patolojik klinik bilgiler Ek A.5 ve Ek A.6°da goriilebilir. DNAJA2
protein ifadesi, invaziv duktal karsinoma 6rneklerinde (n = 115), es normal meme dokularina
(n = 21) gére anlaml bir fark gdstermemektedir (P >0.99) (Sekil 3.11.A). Immiinboyamaya
dair temsili fotograflar Sekil 3.11.B’de sunulmustur. DNAJA?2 protein ifadesi ve meme kanseri
orneklerinin klinik 6zellikleri arasindaki iliski ise Cizelge 3.3*de goriilebilir. Istatistiksel analiz,

Fisher's exact test yontemi ile yapilmig, anlamlilik esik degeri P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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n Invaziv duktal karsinom
TMA No: BR486 / Ornek No: E1 TMA No: BC081116b / Ornek No: J3
Orta pozitif (skor: 2) Kuvvetli pozitif (skor: 3)

Sekil 3.11 Meme kanseri klinik 6rneklerinde DNAJA2 protein ifadesi A) Invasiv duktal
karsinoma (IDC) ve es normal meme dokusu 6rneklerinde DNAJA2 protein ifadesi.
Immiinboyama sonuglar1 negatif (skor 0), zayif pozitif (skor 1), orta pozitif (skor 2)
ve kuvvetli pozitif (skor 3) olarak degerlendirilmis ve drneklerin boyama skorlar1 “0”
vs “1 + 2+3” seklinde gruplanmistir. B) Ticari doku mikrodizileri ile gerceklestirilen
DNAJA2 immiinohistokimya c¢aligmasinin temsili fotograflari. Doku 6rneklerinde
secilen bolgelerin (kirmizi dikdortgenler) 400X biiyiitiilmiis fotolar1 da gosterilmistir.
IDC o6rneklerinde negatif (a) (skor: 0) ve pozitif (b, ¢, d) (skor: 1, 2, 3) sitoplazmik
boyama (kahverengi) gézlenmistir.
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Cizelge 3.3 DNAJA2 protein ifadesi ve meme kanseri 6rneklerinin klinik 6zellikleri arasindaki

iliski.
IHC Skor (0) IHC Skor (1+2+3)
n (%) n (%)
Tiimor Evresi
TI 3(37.50) 5 (62.50)
TI-TIV 7 (6.54) 100(93.46)
P=0.0214
TI-TII 4 (4.54) 84 (95.46)
TII-TIV 3(11.53) 23 (88.47)
P=0.1938
Lenf Nodiilii Evresi
NO 10(10.10) 89 (89.90)
NI-NII 4(14.81) 23 (85.19)
P=0.497
Simf
GI 0 (0) 20 (100)
GII-GIII 14 (13.72) 88 (86.28)
P=0.1229
Evre
SI 3(33.33) 6 (66.67)
SII-SIIT 11 (9.01) 111 (90.99)
P=0.0559
HER2
Negatif 6(11.11) 48 (88.89)
Pozitif 6 (14.63) 35 (85.37)
P=0.7572
PR
Negatif 8 (10.20) 40 (89.80)
Pozitif 4 (16,66) 43 (83.34)
P=0.3553
ER
Negatif 6 (18.75) 26 (81,25)
Pozitif 6(9.52) 57 (90.48)
P=0.2106

3.2.3 DNAJA2 Geninin in-Siliko Araclar ile Meme Kanseri Orneklerinde ifade ve Sag-

Kalim Analizi Sonuglar

3.2.3.1 UALCAN Araai Ile Yapilan ifade Analizi Sonuclar

UALCAN web aracina gore DNAJA2 mRNA ifadesi, normal orneklerde meme kanseri
orneklerine oranla daha yiiksektir (P=4.36E-05) (Chandrashekar vd. 2017) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 DNAJA2’nin klinik meme kanseri orneklerinde ve normal 6rneklerdeki ifadesi.
UALCAN web aract ekran goriintiisii kullanilmistir (Chandrashekar vd. 2017).

3.2.3.2 KM-Plotter Araci ile Yapilan Sag-Kalim Analizi Sonuclar

Meme kanserinde DNAJA2 mRNA ifadesinin prognostik sagkalim degerlerine (Affy ID:
226994 _at) bakildiginda; DNAJA?2 ifadesi yiiksek olan meme kanseri hastalarinin Tam sag
kalim (Overall Survival) (n=626), Niikksetmeden Sag kalim (Relapse Free Survival) (n=1764),
oranlari, ifadesi diisiik olan hasta grubuna gdre anlamli oranlarda diisiiktiir. Uzak Metastaz
Olmadan Sag kalim (Distant Metastasis Free Survival) (n=664) oranlarinda anlamli bir fark

bulunmamistir (Sekil 3.13) (Gyorffy vd. 2010).
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Sekil 3.13 Meme kanseri hastalarinda DNAJA2 mRNA ifadesinin prognostik sagkalim
degerleri. a) OS b) RFS c) DMFS

3.2.4 DNAJA2 Geninin Genetik Alterasyonlari

3.2.4.1 Meme Kanseri Hastalarindaki Nokta Mutasyon ve Kopya Sayis1 Degisimleri

DNAJA2’nin genetik degisiklikleri Sanger-COSMIC veri tabaninda (v91) arandi ve meme
kanseri drneklerindeki genetik alterasyonlarinin ¢ok nadir oldugu (<%1) gozlendi (Forbes vd.

2017) (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 DNAJA2 geninin Sanger-COSMIC veritabaninda genetik alterasyonu (Forbes vd.

2017).
Mutasyonlu Ornekler/Test Edilen Ornekler
(Mutasyonlu Orneklerin Yiizdesi)
Nokta Mutasyonlari 15/2580 (% 0.58)
Kopya Sayis1 Varyantlari 5/1492 (% 0.34)
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3.2.4.2 Meme Hiicre Hatlarinda Promotor Mutasyon Analizi Sonuclari

UCSC genom tarayicist (https:/genome-euro.ucsc.edu/index.html) ve EPD wveri tabani
(https://epd.epfl.ch//index.php) kullanilarak DNAJA2 geninin deneysel olarak onaylanmig
promotor bolgesinin (DNAJA2_1, acik mavi) CpG adasi1 (yesil) ile ¢akistigi goriildii. Koyu
mavi ¢izgi DNAJA2 genini, dar ve genis dikdortgenler ise sirastyla UTR ve ekzonlar1 gosterir
(Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002) (Sekil 3.14).

chr16 (a11.2) [16013.3 [ Goi1.2 EIERSWIZel  16g21  CEERS) O o231 B IR

DNAJA2_1
s from EPDhewNC version 861
< 3088 Bases are Light Greenh)

CpG: 121
GENCODE v32 Comprehensive Transcript Set (only Basic displayed by default)
=

[N ——
ACH15545.3

Sekil 3.14 EPD veri taban1 ve UCSC genom tarayicisina gore DNAJA2 geninin promotor
bolgesi CpG adas1 ile ¢akismaktadir. UCSC genom tarayicist ekran goriintiisii
kullanilmistir (Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002).

DNAJA2’nin protein kodlayan (DNAJA2-201 ENSTO00000317089.10) (ENSEML v99)
transkriptinin 5’-upstream bolgesinden baglayan ve sonrasindaki bes ekzona spesifik tasarlanan
primer ciftleriyle (Sekil 3.15 a) yapilan PCR’larda, 1 no.lu PCR sonucunda sadece BT-20 iiriin
verdi. 2 no.lu PCR’da MCF 10A hiicre hatt1 hari¢ hepsinde tiriin goriildii. 3 no.lu PCR’da tiim
hiicre hatlarinda tirlin gozlendi. Bu deneyler sonucunda 5’-upstream bolgesinde genomik

delesyon oldugu diisiiniilebilir ancak bdlgenin ayrintili olarak analiz edilmesi gerekmektedir

(Sekil 3.15 b).
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Sekil 3.15 Meme hiicre hatlarinda genomik delesyon. a) DNAJA2 5’ upstream bdlgesi i¢in
tasarlanan primer ¢iftlerinin yaklasik yerleri. b) 1, 2, 3 no ile gosterilen primer
ciftlerinin PCR sonuglar1. Beklenen iiriin biiytikliikleri sirayla 407, 1012 ve 1000 bp.

3.2.5 Meme Kanserinde DNAJA2 Metilasyon Analizi Sonuclar:

3.2.5.1 COBRA Sonucu

DNAJA2 geninin promotor metilasyonu yolu ile regiile edilip edilmedigi arastirildi. Sekil
3.14’te goriildiigl gibi DNAJA?2 geninin promotor bdlgesi CpG adasi ile cakismaktadir. Bu CpG

adasinin meme hiicre hatlarindaki metilasyon durumu COBRA y6ntemiyle incelendi.

COBRA deneyi i¢in bisiilfit ile muamele edilmis meme hiicre hatlarina ait DNA’lar kullanildi.
Nested PCR yontemi ile hedef bolge cogaltildi. PCR’lar Ek B.2’de verilen kosullara gore



Techne (Model: Prime) cihazinda yapildi. Ornekler, %1,5 agaroz jel igeren elektroforezde
yurttildi.

Bisiilfit modifikasyonuyla DNA’daki metillenmemis tim sitozinler kimyasal reaksiyonla
urasile doniisiip,metillenmis olan sitozinler ise reaksiyon siiresince degismeden kalir. Doniisiim
islemi bittikten sonra DNA PCR ‘da amplifiye edilip, T"CGA bdélgelerini taniyan Tagl (Kat No:
ER0672) kesim enzimi kullanilarak COBRA ile metilasyon statiisii belirlendi. Sekil 3.16’daki
COBRA analizi, CpG adasinin meme hiicre hatlarinda hipometile oldugunu géstermistir. Meme
hiicre hatlarinda beklenen PCR boyu 343 bp (primerler; F: tggatttggaggaaaatagagaat, R:
ctcccaaatacCTTCTTCAACTC), metilasyon varsa Tagl i¢in kesim iirtinleri ise 134, 112, 45, 34,
18 bp. olacaktir. Pozitif kontrol olarak, Tagl enziminin kesim bdlgesini iceren bir PCR {iriinii
kullanilmistir (primerler; F: tgcgaagtcatcagctttatca, R: ccaatatctgcattcccaatcca). Bu PCR iiriini
MDA-MB-231 DNA’sindan ¢ogaltilmistir. Amacimiz Tagl enziminin deney sirasinda c¢alistyor
oldugunu gostermektir. Pozitif kontrolde PCR {irtin boyu 1000 bp.dir. Tagl kesim {irlinlerinin
boylar1 ise 849, 145 ve 6 bp.dir.
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Sekil 3.16 DNAJA2 COBRA sonucu. COBRA sonucuna goére meme hiicre hatlarinda DNAJA2
promotor metilasyonu yoktur. M: Marker; (+): Pozitif Kontrol; Tagl kesim bolgesi
iceren PCR {iriinii. Meme hiicre hatlarinda beklenen PCR boyu 343 bp, Tagl
enziminin kesim triinleri de 134, 112, 45, 34, 18 bp olacaktir. Pozitif kontrolde PCR
iiriin boyu 1000 bp. Tagl enziminin kesim iiriinleri de 849, 145 ve 6 bp.

3.2.5.2 UALCAN Verileri

UALCAN cevrimigi araci ile yapilan analizler sonucunda Sekil 3.16’daki DNAJA2 geninin

promotor bdlgesi, normal ve meme kanseri 6rneklerinde hipometiledir. Kanser 6rneklerinin
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metilasyon seviyesi normallere kiyasla anlamli oranda daha diisiiktiir (beta degeri < 0.25)

(P=1.59E-13).

0.26 = P=159E-13
1
0.24 !
E
-
@
¥ 022
~ :
(-] ]
z 1
Jaa]
0.2
0.18
0.16
Normal Primer Tiimor
(n=97) (n=793)

Sekil 3.17 DNAJA2 promotor bolgesi meme kanseri drneklerinde hipometiledir (Beta degeri
<0.25). UALCAN c¢evrimigi araci ekran goriintiisii kullanilmigtir (Chandrashekar vd.

2017).

3.2.5.3 Morpheus Verileri

Morpheus ¢evrimigi aracindan alinan ekran goriintiisiinden de anlagilacag lizere DNAJA2 geni
normal (n = 97) ve meme invaziv karsinoma Orneklerinde (n = 788) metiledir (Sekil 3.18)
(URL-2). DNAJA2'nin metilasyon seviyeleri, minimum (mavi) ila maksimum (kirmizi)

arasinda artan diizende gosterilmistir.

Breast invasive carcinoma
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Sekil 3.18 DNAJA2 geninin meme kanseri ve normal meme klinik 6rneklerindeki metilasyon
durumu. Morpheus ¢evirim i¢i aracindan alinan ekran goriintiisii kullanilmistir (URL-
2 ). Acik mavi bar tiimor 6rneklerini (n=788), yesil bar normal 6rnekleri (n=97)
gostermektedir. Metilasyon seviyeleri, minimum i¢in “koyu mavi”, maksimum i¢in
“kirmiz1” renk arasinda artan diizende gosterilmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

DNAJAI (HDJ2) nin kanser ile ve kemo-/radyo-terapi diren¢ mekanizmalar ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Crnogorac-Jurcevic vd. 2005; Wang vd. 2006; Wu vd. 2007; Khalil vd. 2011;
Stark vd. 2014; Meshalkina vd. 2016; Parrales vd. 2016, 2018; Nguyen vd. 2018) ama
bildigimiz kadariyla meme kanserlerindeki protein ifadeleri ve genetik/epigenetik

alterasyonlar1 heniiz ¢alisilmamistir.

Calistigimiz genlerin genetik alterasyonlarinin ve/veya DNA metilasyonu gibi epigenetik
mekanizmalarin gen ifadelerine etkilerini yorumlayabilmek i¢in farkl: alt tiplerini temsil eden
meme hiicre hatlarin1 kullandik. Onemli bir not olarak belirtmeliyiz ki; bahsettigimiz bu
analizleri yapabilmek icin, ITHC c¢alismasinda kullandigimiz veya in-siliko araglarda
inceledigimiz klinik 6rneklerin DNA veya RNA’larina sahip degiliz. Bu sebeple gen ifade
degisimlerini ayni klinik Ornek {iizerinde inceleme ve genetik/epigenetik degisimlerle

yorumlama sansimiz olmadi.

DNAJAI gen ifadesi, MCF 10A hiicre hatti ile kiyaslandiginda, HER2+ luminal hiicre hattinda
(SK-BR-3) fazla ifade olmakta, triple-negatif bazal hiicre hattinda (BT-20) ve ER+ luminal
hiicre hattinda (ZR-75-1) ise az ifade olmaktadir. Triple-negatif bazal hiicre hatt1 olan MDA-
MB-231 hiicre hattinda ise énemli bir degisim gdstermemistir. Dolayistyla, hiicre hatlarinda
alt-tipe Ozgiin bir ifade degisimi gozlenmemistir. Ancak, bu hiicre hatlarinin proliferatif ve
invasiv gen ifade profillerinin incelenmesi, bu iki kanserlesme siirecine 6zgiin DNAJAI gen
ifade bicimi ortaya koyabilir (Chavez vd. 2010; Dai vd. 2015; Hoek vd. 2008) ve hasta

prognozona yonelik bilgiler verebilir.

DNAJA I mRNA ifadesini ve sag kalima etkisini, sirastyla UALCAN (Chandrashekar vd. 2017)
ve Kaplan-Meier (Gyorffy vd. 2010) gibi ¢evrimigi araglarla da inceledigimizde; DNAJAI
mRNA ifadesinin kanser drneklerinde normal orneklere gore yliksek oldugunu ve sagkalimi

olumsuz etkiledigini gordiik (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

DNAJA protein ifadesinin, invaziv duktal karsinoma orneklerinde, es normal meme dokularina

kiyasla daha sik oldugunu bulduk (P <0,0001) (Sekil 3.2). Ancak, DNAJAI protein ifadesi ile
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invaziv meme Kkarsinomu Orneklerinin klinik oOzellikleri arasinda anlamli bir iliski
gozlemlemedik (Cizelge 3.1). DNAJAI protein ifadesinin hasta sag kalima etkisini IHC
caligmasi hasta grubunda inceleyemedik ¢iinkii, bu hasta grubunun sag kalim bilgilerine sahip

degildik.

DNAJAI geninin meme kanserindeki mutasyon oranlar1 oldukg¢a diisiik (<%1) goriinmektedir
(Forbes vd. 2017) ve “sik goriiliir” (hot-spot) denebilecek belirli mutasyonlar yoktur. DNAJAI
geninin promotor bdlgesindeki olasit mutasyonlar dizileme yontemi ile meme hiicre hatlarinda
incelendi. SK-BR-3 hiicre hattinda DNAJAI'in promotor bdlgesinde heterozigot bir SNP
(rs2297218) gozlendi (Sekil 3.6). HER2+ immiinprofiline sahip luminal alt tipli (Kao vd. 2009)
SK-BR-3 hiicre hattinda bulunan SNP, transkripsiyonel represor protein olan MIZF (HINFP)
baglanma bolgesindedir ve bu anlamlidir. Cilinkii DNAJA gen ifadesi SK-BR-3 hiicre hattinda
gorece olarak ylksektir (Sekimata ve Homma 2004; Zerbino vd. 2018). Dolayisiyla, bu

SNP’nin meme kanseri drneklerinde incelenmesi gerekmektedir.

Genetik etmenler diginda, DNA metilasyonu gibi epigenetik etmenler de gen ifadelerini
etkileyen mekanizmalardir (Esteller 2007). UCSC genom tarayicist (Dreos vd. 2014) ve EPD
veri taban1 (Kent vd. 2002) yardimiyla DNAJAI geninin promotor bolgesinin CpG adasinin
cakistigr gorildii (Sekil 3.5). Bu CpG adasinin meme hiicre hatlarindaki metilasyon durumu
COBRA yontemiyle incelenerek promotor bolgesinin meme hiicre hatlarinda hipometile
oldugunu gozlemledik (Sekil 3.7). Bu sonug, Morpheus ve UALCAN (Chandrashekar vd.
2017) gevrimigi araglar1 ile meme kanseri klinik 6rneklerinde de desteklendi (Sekil 3.8 ve Sekil
3.9). Bu nedenle, DNAJAI gen ifadesinin, promotor metilasyonundan bagka epigenetik
mekanizmalar tarafindan, 6rnegin, IncRNA'lar (Rinn JL ve Chang HY 2012) veya miRNA'lar

(Davalos vd. 2012) tarafindan diizenlenebilecegini diisiiniiyoruz.

DNAJA2 (DJ3) proteininin, meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayict etkisi
olabilecegi belirtilmistir (Ohlsson vd. 2001). 16q11.2 lokusunda bulunan DNAJAZ2 geni meme
kanserlerinde siklikla delesyona ugramaktadir (Ellsworth vd. 2008; Gruel vd. 2010). Ayrica bu
gen kanserlesme ile iligkili bulunmus ama bildigimiz kadartyla meme kanserlerindeki protein

ifadeleri ve genetik/epigenetik alterasyonlar1 heniiz ¢alisilmamustir.

DNAJA?2 geninin meme hiicre hatlarindaki mRNA ifadesi semi-kantitatif RT-PCR yontemi ile
incelendiginde mRNA ifadesi meme hiicre hatlar1 arasinda dikkate deger bir farklilik
gostermemektedir (Sekil 3.10). DNAJA2 mRNA ifadesi, meme kanseri 6rneklerinde normal

orneklere gore anlamli olarak daha diisiik bulunmus, ancak beklenmedik sekilde, diistik
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DNAJA2 mRNA ifadesi meme kanseri hastalarinin tam sagkalim (OS) ve niikssiiz sagkalim

(RFS) oranlarini arttirmistir (Sekil 3.13).

Ayrica, mRNA ifadesinin aksine, DNAJA2 protein ifadesine meme kanseri 6rneklerinde ve es
normal meme dokularinda oldukea sik rastlanmistir. (Sekil 3.11). DNAJA2 protein ifadesi ile
invaziv meme Kkarsinomu Orneklerinin klinik Ozellikleri arasinda anlamli bir iliski
gozlemlemedik (Cizelge 3.3). DNAJA2 protein ifadesinin hasta sag kalima etkisini THC
caligmasi hasta grubunda inceleyemedik, ¢ilinkii bu hasta grubunun sag kalim bilgilerine sahip

degildik.

DNAJA?2 geninin meme kanserindeki mutasyon oranlari oldukga diisiik (<%1) goriinmektedir
(Forbes vd. 2017). DNAJA2 geninin promotor bolgesi mutasyonlart meme hiicre hatlarinda
arastirildi. DNAJA2’nin protein kodlayan (DNAJA2-201 ENST00000317089.10) (ENSEML
v99, Zerbino vd. 2018) transkriptinin 5’-upstream bolgesinden baslayan ve devamindaki bes
ekzona spesifik tasarlanan primer ciftleriyle yapilan PCR’larin sonuglari, promotor bolgesi

civarinda genomik delesyon olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 3.15).

UCSC genom tarayicist (Dreos vd. 2014) ve EPD veri tabani (Kent vd. 2002) yardimiyla,
DNAJA2 geninin promotor bdlgesinin CpG adasi ile ¢akistigr goriildii (Sekil 3.14). Bu bolge
meme hiicre hatlarinda ve meme kanseri klinik 6rneklerinde hipometiledir (Sekil 3.16 ve Sekil
3.17). Ancak, Morpheus ¢evrimici aracinda metilasyon diizeyi normal ve tiimdr orneklerinde
orta-yiiksek olarak goriinmektedir (Sekil 3.18). Gerek metilasyon diizeyinde , gerek mRNA ve
protein ifadelerindeki farkli bulgularin sebebinin DNAJA2 geninin farkli izoformlar: ile ilgili
olabilecegini diisiiniiyoruz. Nitekim bunun 6rnekleri litaratiirde de mevcuttur; DNAJA3 (TID1)
geninin kisa formu apoptozu baskilarken, uzun formu apoptozu tesvik etmektedir (Syken vd.

1999).

Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgulari, DNAJA I 'in meme kanserinde potansiyel bir biyobelirteg
oldugunu ve DNAJAI ifadesinin meme kanserinde hasta sag kalimini olumsuz etkiledigini
gostermektedir. DNAJA2 mRNA ifadesi meme kanserinde prognostik 6neme sahiptir ve sag
kalimi olumsuz etkilemektedir. Genetik alterasyonlar1 nadir olan DNAJA2 geni promotor
hipometilasyonu yolu ile regiile ediliyor olabilir. Daha ¢ok meme hiicre hatt1 ve klinik 6rnek
kullanarak yapilacak fonksiyonel ve klinik calismalar, DNAJAI ve DNAJA2 genlerinin meme

karsinogenezindeki roliinii ve regiilasyonunu daha iyi anlamak i¢in gereklidir.
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EK ACIKLAMALAR

EK A: Konsantrasyonlar, Primer Ciftleri ve IHC Mikrodizi Listesi

Ek A.1 Genomik DNA ve RNA Konsantrasyonlari

DNA’lar Olciim Sonucu 600 nM’a Gore Hesaplama
BT-20 134 ng/ul 4,47 ng/ul
SK-BR-3 158 ng/ul 3,79 ng/ul
MDA-MB-231 120 ng/ul S ng/ul
ZR-75-1 122 ng/pl 4,91 ng/ul
MCF 10A 122 ng/ul 4,91 ng/ul
RNA’lar Olciim Sonucu 750 ng’a Gore Hesaplama
(c DNA sentezi i¢in)
BT-20 362 ng/ul 2,75 ng/ul
SK-BR-3 365 ng/ul 2,75 ng/ul
MDA-MB-231 881 ng/ul 1,05 ng/ul
ZR-75-1 554 ng/ul 1,92 ng/ul
MCEF 10A 198 ng/ul 5,18 ng/ul
Ek A.2 DNAJAI ve DNAJA? Bisiilfit Nested Primerleri
Primer Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin  Baglanma
Setleri Boyu  Sicakhgi
(bp)
DNAJAL1- gttgagtggagaaaagggttttag ccaaccaaaaaactaaaaacaac 494 56°C
Bi
DNAJA2- tggatttggaggaaaatagagaat ctaactaaaaaaaacatccctaacc 404 56°C
Bi
DNAJAL- Gttgagtggagaaaagggttttag ccaaaacaccacaccaace 373 56°C

Bi-Ne

DNAJA2- tggatttggaggaaaatagagaat

Bi-Ne

ctcccaaatacCTTCTTCAACTC 343 55,57°C *

* Optimizasyonlarla baglanma sicakligt MDA-MB-231 ve ZR75-1’de 57 °C olurken geri kalan 6rneklerde 55°C oldu.
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Ek A.3 DNAJAI ve DNAJA2 Dizileme Primerleri

Primer Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin  Baglanma

Setleri Boyu  Sicakhg:
(bp)

DNAJAI-pro  gctccagaagattccacgag aggaactgacagcggtccta 434 59°C

DNAJA2-pro  ctggacctggaggaaaacag gectggetgaagaagacate 407 60°C

(1.Primer

Cifti)

DNAJA2 Pr  tgcgaagtcatcagctttatca ccaatatctgcattcccaatcca 1000 60°C

0 (2. Primer

Cifti)*

DNAJA2 Pr  gcgagaaagtgccgaagaat acaagcagcctcagaaccat 1012 60°C

o (3. Primer

Cifti)*

* BT-20 disindaki hiicre hatlarinda primerler ¢alismadi. ENSEMBL’dan “intron varianta” ve “upstream gene

variants” ‘lara bakarak baska bir forward primer tasarlandi.

Ek A.4 DNAJAI ve DNAJA2 Q-RT-PCR Primerleri

Primer Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin  Baglanma

Setleri Boyu  Sicakhg:
(bp)

DNAIJA1 gttgagtggagaaaagggttttag ccaaccaaaaaactaaaaacaac 494 56°C

DNAJA2 GATGCCGCAGTATCGTAATCC TCCGGTCTAGATGGCAGAAGA 404 60°C
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Pozisyon
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A2
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A5
AB
AT
AB
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Ek A.S Calismada kullanilan ticari doku mikrodizisinin (TMA)
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70
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87
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50
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95
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45
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76
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47
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48

45
40
47
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Cinsiyet
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(BCO81116b).

OrganiAnatomik Bélge Patoloji Teshisi TNM
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T3N1MO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T1cNOMO
Meme invaziv duktal karsinom T1cNOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T3N2M0
Meme Invaziv duktal karsinorr T1cNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme Invaziv duktal karsinorr T3NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T4N1M0
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T4NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T1NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinorr T3NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TANOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T4NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TANOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom TANOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T3NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T4bNOMO
Meme invaziv duktal karsinom TIN1MO
Meme invaziv duktal karsinom T3NOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
Meme Invaziv duktal karsinom TZNOMO
Meme Invaziv duktal karsinom TANOMO
Meme invaziv duktal karsinom T2NOMO
Meme invaziv duktal karsinom T4NZMO
Meme invaziv duktal karsinom T2N1M0
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malign
malign
malign
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malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign

malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign

ornek bilgi formu

Daku 1D ER
Fmg050265 +++
Fmg050281 -
Fmg050258-
Fmg050233 +++
Fmg020183-
Fmg020147 -
Fmg010825+
Fmg010906-
Fmg010838 +++
Fmg020312 +
Fmg010868 +++
Fmg050278 +++
Fmg020093 +++
Fmg010839 +++
Fmg020204 +++
Fmg020170 +++
Fmg050754 -
Fmg050738-
Fmg050755 ++
Fmg050794 -
Fmg020182 +
Fmg020168-
Fmg020012-
Fmg020183-
Fmg020151 +++
Fmg010768-
Fmg010767 +++
Fmg020192 +++
Fmg020141-
Fmg020327 -

Fmg010933 +++
Fmg010834 +++
Fmg010917 ++
Fmg020179 +++
Fmg020140 ++
Fmg020190 +++
Fmg050244 ++
Fmg010766 +++
Fmg010824 +++
Fmg010908 +
Fmg010789 +++
Fmg010905 ++
Fmg020188 ++
Fmg020304 +++
Fmg020013 +++
Fmg050277 -
Fmg010823-
Fmg010950-
Fmg020137 +++
Fmg050237 +++
Fmg010802 +
Fmg010764*
Fmg010944 -
Fmg010946-
Fmg020136-
Fmg010811-
Fmg020194-
Fmg020175 +
Fmg020095 +++
Fmg061126+

HERZ
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44
38
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47

66
46
59
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43
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38
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44
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43
42

49
63
53

69
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46
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Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme

Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme
Meme

Ek A.S (devam ediyor)

Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TINOMO
invaziv duktal karsinom T4bNOMO
invaziv duktal karsinam T2NOMO
Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinam T2NOMO
Invaziv duktal karsinorr T2NOMO
Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinam TABNOMO
Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinam TINOMO
Invaziv duktal karsinorr T2NOMO
Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinam T2NOMO
Invaziv duktal karsinorr T2ZNOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinam T2NOMO
Invaziv duktal karsinom T3N1M0
Invaziv duktal karsinom T4aNOMO
Invaziv duktal karsinom T3NOMO
invaziv duktal karsinom TZNOMO

invaziv duktal karsinom TZNOMO
invaziv duktal karsinom T2N1M0
invaziv duktal karsinom T2N2M0
Invaziv duktal karsinom TZNOKO
Invaziv duktal karsinom T4bNOMO
invaziv duktal karsinom T2NOMO
invaziv duktal karsinom T2NOMO
Invaziv duktal karsinom TZNOKO
Invaziv duktal karsinom TZNOKO
invaziv duktal karsinom TZNOMO
Kansere bitigik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitisik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitisik normal -
Kansere bitigik normal -
Kansere bitigik normal -
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1A
B
A
14
e
A
1A
14
14
1A

malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign

malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
malign
NAT
MNAT
MNAT
NAT
NAT
MNAT
MNAT
NAT
NAT
MNAT

Fmg010931 +++
Fmg020094 ++
Fmg010858 ++
Fmg010853 ++
Fmg020173-
Fmg010943*
Fmg010920 +++
Fmg010851 ++
Fmg010778&-
Fmg010826-
Fmg050249 +++
Fmg020090 +++
FmgQ10937 +++
Fmg010880 +++
FmgQ10774 +++
Fmg020199-
Fmg020088 +++
Fmg010934 ++
Fmg010914 +++
Fmg010835 +++
Fmg050229 +++
Fmg020185+
FmgQ020087 *
FmgQ010910+
Fmg0Z20146 +++
Fmg020205 +++
Fmg050234 +++
Fmg050282 -
Fmg020184 +++
Fmg010924 +

Fmg010840 +++
Fmg050720 ++
Fmg010821 +++
Fmg010929-
Fmg010927 -
Fmg010922 +++
Fmg0201&1-
Fmg020178 +
Fmg010933-
Fmg010803-
Fmg020326 ++
Fmg020550 ++
Fmg0§0379 ++
Fmg010231-
Fmg010800 +
Fmg032110+
Fmg010251 +
Fmg020543 +
Fmg040763 +
Fmg010802 ++



Ek A.6 Calismada kullanilan ticari doku mikrodizisinin (TMA) 6rnek bilgi formu (BR486).

Pozisyon

Cinsiyet
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Organ/Anatomik Bilge Patoloji Teshisi THM
Meme invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme Invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T1NOMO
Meme Invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme Invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme Invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme Invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T4NOMO
Meme Invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme Invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T1NOMO
Meme invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T4NOMO
Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T4NOMO
Meme invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme Invazif duktal karsinom T2MN1MO
Meme Invazif duktal karsinom T4MOMO
Meme Invazif duktal karsinom T4M2MO
Meme invazif duktal karsinom T2MOMO
Meme Invazif duktal karsinom T2N2MO0
Meme invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T4NOMO
Meme invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme Invazif duktal karsinom T2N1MO
Meme invazif duktal karsinom T4NOMO
Meme invazif duktal karsinom T4N2M0
Meme invazif duktal karsinom T2NOMO
Meme invazif duktal karsinom T2M2MO
Meme Kansere bitisik normal -

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitisik normal ¢-

Meme Kansere bitigik normal c-

Meme Kansere bitisik normal -

Meme Kansere bitisik normal -

Meme Kansere bitisik normal -

59

Simif

Py = R = = PRI R = R = B3R

L La R R = PRI R LD LRI RY = — R R

Evre
1A
1A

A
{l[=]
1B
1B
I1I5]
[1I5]
IIA
A
A
{l[5]
1B
1B
e
{l[=]

Tip
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
Malign
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

Doku ID.
Fmg020311
Fmg020207
Fmg030942
177936
179516
179596
Fmg010703
Fmg020190
Fmg020311
Fmg020207
Fmg030942
177936
179516
179596
Fmg010703
Fmg020190
Fmg020311
Fmg020207
Fmg030942
177936
179516
179596
Fmg010703
Fmg020190

Fmg010849
180239

Fmg050572
Fmg020446
Fmg020396
Fmg020323
Fmg010907
Fmg020458
Fmg010849
180239

Fmg050572
Fmg020446
Fmg020396
Fmg020323
Fmg010907
Fmg020458
Fmg010849
180239

Fmg050572
Fmg020446
Fmg020396
Fmg020323
Fmg010907
Fmg020458



EK B: PCR Kosullar:

Ek B.1 DNAJAI Nested PCR Kosullar

PCR Asamalari Bisiilfit Nested PCR Kosullari*
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C-2 Dk
Denatiirasyon 95°C-30 Sn
Baglanma 56°C-30 Sn
Uzama 72°C-30 Sn
Son Uzama 72°C-5 Dk

*: 1 ve 2. PCR’m kosullar1 aynidir. Bununla beraber 1. PCR iiriinleri 75 pl dH2O ile
seyreltilerek 2. PCR’da bu firtinlerden 2 pl kullanildi.

Ek B.2 DNAJA2 Nested PCR Kosullari

PCR Asamalari Bisiilfit Nested PCR Kosullari*
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C-2 Dk
Denatlirasyon 95°C-30 Sn
Baglanma 56°C-30 Sn
Uzama 72°C-30 Sn
Son Uzama 72°C-5 Dk

*: 1 ve 2. PCR’m kosullar1 aynidir. Bununla beraber 1. PCR iiriinleri 50 pl dH2O ile
seyreltilerek 2. PCR’da bu ftiriinlerden 4 pl kullanildi.
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