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Onso6z

Hizli destek projesinde meme kanseri hicrelerinde tumor baskilayici olarak gorev
yapan CHFR'In 3’ UTR’sinde bulunan olasi SNP’ler (tek nukleotidlik polimorfizmler)
ve mRNA-mikroRNA iligkisindeki etkileri irdelenmistir. Proje TUBITAK tarafindan

desteklenmistir ve ODTU, Biyolojik Bilimler Boliimi'nde yiritilmistir.
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Ozet

Onemli bir timér baskilayici olan CHFR (checkpoint with forkhead and ring finger domains) proteini,
erken mitozda bir kalite kontrol noktasinda gorevlidir. CHFR proteinin ifadesi pek ¢ok tip farkli kanser
hicresinde ve tipinde promotor hipermetilasyonuna bagl olarak azalmakta veya tamamen yok
olmaktadir. Bu durumun da kanser hucrelerinde genomik dengesizligi arttirdigi distndlmektedir.
Yapilan galismalarda hipermetilasyona bagli CHFR proteininin disuisu farkli kanserlerde yaygin olarak
rapor edilmistir. Ancak, meme kanseri hiicrelerinde CHFR protein diizeyi diisiik olmasina ragmen,
CHFR promotor metilasyonu gézlenmemektedir. Bu da meme kanserlerinde CHFR proteinin
azalmasinda bagka mekanizmalar olabilecegini dustndirtmektedir. Bu Hizli Destek projesi
kapsaminda, CHFR 3’ UTR’sinde bulunan olasi SNP’ler (tek nikleotidlik polimorfizmler) ve SNP’lerin
varsa mMRNA-mikroRNA iliskisindeki etkileri irdelenmistir. Proje sonucunda, CHFR’ geninin sadece 3’
UTR’sinde 27 adet SNP oldugu tespit edilmis, bu SNP’lerden bazilarinin farkli meme hiicre hatlarinda
farkl alelleri oldugu belirlenmistir. Ortaya konan bu varyasyonun mikroRNA baglanmasiyla iligkisi de
biyoinformatik ve raportér gen anlatimi vyollariyla irdelenmistir. incelenen aneuploid kanser
hicrelerindeki farkli SNP alleleri tasiyan transkriptler de oldugu ve bunlarin bazi kombinasyonlarinin

protein dlizeyine az da olsa etkileri olabilecegi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: CHFR, hiicre déngusi, 3° UTR

Abstract

CHFR (checkpoint with forkhead and ring finger domains) functions as an early cell cycle checkpoint
protein and a tumor suppressor. Since its discovery, CHFR has been shown to be donwregulated in
different cancers. Interestingly, in almost all cases of CHFR loss in neoplasms, promoter
hypermethylation was shown to be responsible for the decreased or lost expression of CHFR. Breast
cancer seems to be the exception of CHFR promoter hypermethylation although CHFR protein levels
are shown to be low in patients and cell lines. In this project, CHFR 3° UTR SNPs (single nucleotide
polymorphisms) were investigated as a possible mechanism to alter mMRNA-miRNA dynamics in breast
cancer cells to explain the promoter hypermethylation independent loss of CHFR. Our findings
showed existance of 27 SNPs in the 3° UTR of CHFR. Different alleles of these SNPs were
represented in MRNAs of 3 breast cell lines. The existance of these various alleles in CHFR mRNA
was further investigated in terms of miRNA binding sites by both bioinformatic and functional means.
Our results suggest that different alleles of several SNPs are expressed in cells at the same time,

possibly due to aneuploidy and that certain combinations of these alleles may impact the protein levels.

Key words: CHFR, cell cycle, 3’ UTR



Giris/Genel Bilgiler

Genomik dengesizlik (instabilite) kanser fenotipinin dnemli bir bulgusudur. Normal hiicrelerde
genomun nitel ve nicel yapisinin korunmasini saglayan hiicre déngusu igerisinde bazi kalite kontrol
noktalari (checkpoints) vardir. Hicre donglsi igerisinde G2/M asamasindaki kontrol noktalari
genellikle genomun nicel 6zelliklerinin korunmasini amaglar. Ornegdin metafaz veya iplikgik kontrol
noktasi, iplikgiklerin kromozom Uzerinde kinetekora baglanmasini kontrol ederek kromozomlarin
hlcrelere esit dagilimini kontrol eder. Kanser hicrelerindeki genomik dengesizligi agiklayabilmek ve
anlayabilmek i¢in arastirmalar bu tip kontrol noktalar Gzerine yogunlagsmistir.

Son zamanlarda dikkat ¢ceken bu tip kontrol noktalarindan biri CHFR (checkpoint with FHA and
RING domain) proteinin yonettigi gec G2 ve erken mitoz (M) kontrol noktasidir (SCOLNICK ve
HALAZONETIS, 2000). Ge¢ G2 ve erken Mde hiicreler mitoza giris igin hazirlik yaparken,
kromozomlarin yogunlagsmaya baslamasi gibi mitoz agamasi i¢in gerekli adimlar da atilir. Ge¢ G2 ve M
basinda eger hiicre herhangi bir stresle (mikrotiibdl yapinin bozulmasi ve sentrozomlarin birbirinden
ayrilamamasi gibi) karsilasirsa, CHFR’ye bagli bu kontrol noktasi harekete gegerek, kromozomlarin
yogunlagmasini engeller ve bdylelikle hiicre M asamasina gegemez. On sene kadar 6nce CHFR genini
tanimlayan grup, bu kontrol noktasinin farkli kanser hiicrelerinde gerektigi gibi calismadigini da rapor
etmisti (SCOLNICK ve HALAZONETIS, 2000). Daha sonralari CHFR’nin “‘antephaz’ olarak

adlandirilan yeni bir kontrol noktasinda profaz ile metapfaz arasindaki mikrotibdl dinamiklerinin
dizenlenmesinde rol aldigi kaydedilmistir.

CHFR geninin ilk tarif edilmesinden buglne kadar gecen surede farkli arastirmacilar farkli
kanser turlerinde bu kontrol noktasinin dizgun ¢alismadigini ve CHFR proteininin kanser hicrelerinde
normale gore yeterince ifade edilmedigini gosterdiler (CHIN ve YEONG, 2010). Bu bulgular, CHFR’nin
tumor baskilayici 6zellikte olduguna dair ip uglari vermigtir. Bunun tzerine Uretilen CHFR knock-out
fare modelinde metastatik kanser olusumu ve embryonik hicrelerde dahi genomik dengesizlik
olustugu gézlendi (YU et al., 2005). CHFR proteinin azalmasi veya tamamen ortadan kalkmasi durumu
hemen hemen butin primer timorlerde (akciger, kolon, 6zofagus, meme, beyin, kemik ve kan
kanserlerinde) ve kanser hicre hatlarinda yaygin bir olay olarak gosterildi (CORN et al., 2003; ERSON
ve PETTY, 2004; MARIATOS et al., 2003; MiZUNO et al., 2002; PRIVETTE et al., 2007; SATOH et al.,
2003; SHIBATA et al., 2002; TOYOTA et al., 2003). Farkli kanserlerde yaygin olarak ifadesi
azaldigindan dikkat cekici bir gen haline gelen CHFR icin bu kez de ifadenin neden azaldigi
incelenmeye baglandi. Bu yaygin gézlemin sebebinin de CHFR promotor bélgesindeki asiri metilasyon
oldugu primer timdrlerde ve hlcre hatlarinda goésterildi. CHFR’nin timor baskilayici 6zellikte gérevleri
ve yaygin promotor hipermetilasyonu goéstermesi, farkli timérler icin bioisaret olarak kullanimini
gindeme getirmistir. Ancak, tiimor baskilayici CHFR geninin genel olarak biitiin tiimorlerde
hipermetilasyonu yaygin iken, meme kanserinde bu durum yoktur. Meme kanserinin yaklasik

%40’ inda CHFR protein ifadesi azalmis veya tamamen yok olmustur ancak bizim ve digerlerinin



yaptigi ¢calismalarda meme kanseri hiicrelerinde CHFR promotor boélgesinin hipermetilasyonun hi¢ de
yaygin olmadigi (% 0.9) gdzlemlenmis ve rapor edilmistir (ERSON ve PETTY, 2004; PRIVETTE et al.,
2007; TOKUNAGA et al., 2006).

Bu projenin amaci da meme kanserine has oldugu anlasilan bu durumun sebeplerini
anlayabilmek ve literatlirdeki bu konudaki boslugu doldurabilmek igin CHFR mRNA’sinin mikroRNA’lar

tarafindan kontrol edilip edilmediginin arastiriimasidir.

Gerec¢ ve yontem

Hiicre kiiltiri ve PCR

Kullanilan meme kanseri hicre hatlari, ATCC standardartlarina uygun olarak buyutilmustar.
Hicrelerden fenol kloroform yontemi ile DNA, Trizol (Sigma) ile RNA izolasyonu yapildi. cDNA
sentezinden sonra (Fermentas), Taq polimeraz (Fermentas) ile Ureticinin 6nerileri dogrultusunda PCR
yapildi. Elde edilen urlnler %1-2’lik agaroz jellerde elektroforeze tabi tutuldu. Klonlama ve dizin
analizleri i¢in jel purifikasyon kitleri kullanildi (Fermentas). Elde edilen nikleik asitler Nanodrop ile
dlgulda.

Western blotlama

Hucreler liziz ¢Ozeltisi ile patlatildi (150 mM NaCl , 50 mM Tris, 1% Triton X-100, 0,5% Sodium
deoxcholate, 0,1% SDS), BCA protein assay (Pierce) ile miktar tayini yapildi. 50 ug protein, 6X SDS
yikleme boyasiyla karistirildi ve ornekler 5 dakika kaynatildi. Bos yuritilen ve temizlenen jele
yuklendi. Ornekler ayristirma jeline (%8) girene kadar 120 voltta, daha sonra da 150 voltta yurutuldu.
7x7,5 cm ebadinda membran ve whatman filtre kagitlari hazirlandi. Membran ve jel 2-5 saniye icin
methanol igeren bir kaba ardindan da 2-5 saniye igin suya, en son da transfer ¢ozeltisine daldirildi.
Disik hizda sallanmaya birakildi (30—45 dakika). Transfer igin 3 filtre kagidi, membran, jel ve 3 filtre
kagidi kullanildi. Yari kuru transfer aparatiyla 20 voltta 45-60 dakikada transfer yapildi. TBS/Tween
bazli solusyona %5 sut tozu eklendi. ECL deteksiyonu, X-ray makinesi kullanilarak yapildi. Anti-CHFR
tavsan antikoru 1:1000 (Cell signaling) ve 1:2000 kegide Uretilmis anti-tavsan HRP ikincil antikoru
(Santa Cruz) kullanildi. Jellerdeki protein miktarinin esitligini test etmek i¢in de Ponceau boyasi
(Sigma) kullanilarak, membranlar boyandi. ImageJ programi (http://rsb.info.nih.gov/ij/) kantifikasyon
amacli kullanildr.



Dual lusiferaz él¢iimii

ilk olarak, dual lusiferaz élciimiinde kullanilacak iki farkli vektér (pmiR- phRL-TK) icin transfeskiyon
optimizasyonlari yapildi. 12x 10° hiicre 24 kuyulu plakalara ekildi. Ekimden 24 saat sonra Turbofect
transfection reagent (Fermentas) kullanarak transfeksiyon gergeklestirildi. 1000 ng, 500 ng, 250 ng
and 100 ng total DNA ve 50:1 and 250:1 firefly: renilla vektér oranlari kullanildi. Vektér oranlari
optimizasyonu sonrasinda, CHFR 3’-UTR bolgeleri pmiR vektorlerine klonlandi. Bitin klonlanan
bolgeler dizin analizi ile dogrulandiktan sonra Renilla lusiferaz vektorl ile (phRL-TK) birlikte bahsi
gecen hicrelere aktarildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler liziz tampon ¢oézeltisi ile patlatildi.
ikili lusiferaz 6lgiimleri proje kapsaminda edilinen Modulus Microplate Multimode Reader (Turner
Biosystems, USA) ile yapildi. Datalarin istatistiksel analizi ANOVA ve Tukey's testleri ile yapildi
(p<0.001).



Bulgular

Calismanin amaci; meme kanserinde promoter metilasyonu bulunmayan CHFR'in protein diizeyindeki
disUsunin sebebini irdelemek igcin 3 UTR SNP ve mikroRNA etkisinin incelenmesidir.

Literatlir ve bizim verilerimize gére normal CHFR protein ve mRNA’si bulunan MCF10A hiicreleri,
timorijenik de olmadiklari icin kontrol amacl kullanildilar. CHFR mRNA’sI olmasina ragmen CHFR
protein dizeyi disik olan MDA-MB-231 ve MCF7 hiicreleri de hipotezi test etmek amaciyla

secilmislerdir.

ilk olarak, Western blotlama teknigi ile CHFR protein diizeyleri kontrol edildi. MCF10A hiicreleri
beklenildigi gibi normal meme dokusunu temsil ettiklerinden, CHFR protein diizeyleri normal kabul
edildiginde, MDA-MB-231 ve 0Ozellikle MCF7 hiicrelerinde CHFR protein diizeyi disik bulundu (Sekil
1).

Merdiven
MCF10A
MDA-MB-231
MCF7

250kDa =
130kDa
100kDa
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55kDa
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MDA-MB-231
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~»
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Sekil 1: Western blotlama CHFR proteinin diizeyini gésterdi. MCF10A, MDA-MB-231 ve MCF7
total hicre lizati kullanilarak yapilan Western blotda, CHFR igin beklenen 73 kDa buyukliginde bir
bant gézlemlendi. CHFR bantinin altindaki 6zgiin olmayan bantin kimligi bilinmemektedir. Protein esit
yuklemenin testi icin de membran Ponceau ile boyanarak, kuyular arasinda protein dizeylerinin esit
oldugu gosterildi.

Projenin hipotezini test edebilmek amaciyla ilk olarak bu 3 hiicre hattinda CHFR 3’ UTR bdlgesinde
SNP olup olmadiginin irdelenmesi icin 3° UTR’1 parcalara bélmek suretiyle dizin analizi ile incelendi.
Amag, varsa bu hucreler arasindaki SNP farkhliklarini ortaya koymakti. Bahsi gegen hiicrelerden DNA
ve RNA izole edildi. RNA’lar DNaz ile muamale gdrdikten sonra, cDNA sentezi gerceklestirildi. CHFR
3 UTR kismi PCR ile 5 parga halinde (Sekil 2) ¢ogaltiimak Uzere primer ciftleri tasarlandi. PCR
optimizasyonlarinin ardindan, ¢ hicre hattindan g¢ogaltilan urinler dizin analizine gonderildildi. Elimize
gegen sonuglara gore 3 hiicre hattinda CHFR 3’ UTR’de ¢ok sayida farkli polimorfizmler bulundu. Sekil
3’'de bir bélgeye ait yapilan PCR deneylerine dair 6rnek jel resmi gosterilmektedir.



CHFR-FULL-3'UTR (1-1200)
(1-530)

D (359-761)

E (673-1200)

. (1-1045)
B (359-1200)

Sekil 2 : CHFR 3’ UTR gogaltma amagh tasarlanan ve sentezlenen PCR primerleri ve 3’ UTR.
CHFR 3’ UTR 1200 baz uzunlugundadir.

MCF7
NTC
MCF10A
MDA-231

1000 b

500 b

Sekil 3: MCF7, MCF10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlari cDNA’sI kullanilarak gergeklestirilien RT-PCR.
Sekil 1°’de pozisyonlari gdsterilen F4 and R4 primerleri 550 bazlik bir bolgeyi ¢ogalttilar. (M, DNA
merdiveni, NTC; DNA bulunmayan negatif kontrol reaksiyonudur).

ik etapta 3' UTR (DNA) dizin analizine baglanmis ancak elde edilen yiiksek heterozigotluk yiiziinden,
cDNA’dan ¢ogaltilan 3° UTR bélgelerinin dizinlemesine gegilmistir. Bunun sebebi, bahsi gegen kanser
hicrelerinde ylksek oranda gdézlemlenen aneuploidi ve/veya alelik ifade olarak dustndlmustur. Bu
durumda, ifade edilen aleldeki SNP’lerin 6nemli ve fonksiyonel olabilecedi dusunulerek hicre
hatlarindan ¢ogaltilan cDNA ornekleri dizin analizine goénderilmistir. Elde edilen dizin analizlerinin
sonuglarina ait 6rnek kromotogramlar Sekil 4'de ve tespit edilen SNP’lerin listesi Tablo 1'de
verilmektedir.
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SNP: rs3741490 (A/G)
MDA-MB-231 (A)

210

mllglllllllllu‘

ECAGGGCTCANTGGTGGCAT

220

MCF7 (A& G)

JH vt HAHH) FHH R

FCAGGGCTC

G ceTeacal pcAGGGCTCElT66TGGCATEA
210

MCF10A (G)

Sekil 4:CHFR 3’ UTR’de bulunan SNP’lerden rs3741490’a ait 6rnek kromotogram.

MCF7 MDA-231- MCFI0A
SNPID Position Allele Heterozygosity ¢DNA ¢DNA cDNA
51046130 3 UTR CiT 0.012 (& C G
k11542904 3UTR CiT N.D. G G G
k1046106 3 UTR CiT N.D. (8 2 C
573489148 3 UTR CiG 0.500 ¢ & C
1s8021 3 UTR AlG 0.462 AlG G A
5111338463 3 UTR CiT 0.500 A A A
k117246365 3 UTR CiT 0.064 G G G
k75167846 3IUTR CiG 0.132 G G G
111786421 3 UTR CiT 0.500 G G G
k111799372 3UTR AlG N.D. ¢ ¢ C
1's15638 3'UTR CIT 0278 A A G
5116857164 3 UTR CiG 0.080 G G G
k60054929 3 TUTR CiT 0.500 G G G
571942697 3 UTR (=6bp) N.D. G G G
k115799873 3'UTR AIG 0.081 ¢ C ¢
Fs34409499 3 UTR -C N.D. ¢ C &
536039891 3 UTR Ti- N.D. A A A
rs112870346 3UTR CiT 0.500 A A A
k4758909 3 UTR AIG 0.072 (8 2 G
153741489 3'UTIR CIT 0.372 A A G
k76371933 3 TUTR AIC 0.044 T T T
$75237791 3 UTR AIG 0.061 ¢ ¢ C
1's3741490 3'UTR CIT 0.383 AlG A G
k111820152 3 UTR AIG 0.500 ¢ C &
1566829221 3'UTR -AA N.D. TT TT
k72528836 3UTR AL N.D. TT TT
rs1045979 3UTR CiT N.D. G G G
5113800546 3 UTR CiT N.D. A A A

Tablo 1: MCF7, MDA-MB-231 ve MCF10A cDNA’larinda tespit edilen SNP’ler. Tabloda SNP kimlik
numaralari, populasyonda bulunan allellerin heterozigotluk frekansi ve dizin analizinde hicrelerde

bulunan SNP’ler gdsterilmektedir.
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Projenin ikinci boliminde, bulunan SNP’lerin CHFR 3 UTR’sine miR baglanmasini etkileyip
etkilemedidi, lusiferaz raportér sistemi ile test edildi. Hicre hatlarindan tek tek klonlanan tam
uzunluktaki 3 UTR bolgeleri tekrar dizin analizine gonderildi. Bunun sebebi de heterozigot olan bir SNP

lokusundan hangi alelin klonlandiginin takip edilmesi gerektigidir.

Sekil 5’de  MCF10A cDNA’si kullanilarak gergeklestirilen tam uzunluktaki 3° UTR PCR’lari
goOsterilmektedir. Enzim kesim siteleri eklenmis primerle ve hata orani dislk polimerazlia

gerceklestirilien PCR sonucunda primerler optimize edilmis, tim 3’ UTR bdlgesi elde edilmistir.

1.25kb

kb CHFR-3'-UTR (1.2 kb)

Sekil 5: MCF10A, CHFR 3’ UTR klonlama PCR’1. Hata orani diisiik polimeraz kullaniimigtir. M:
DNA merdiveni, 1,2: MCF10A, 3: DNA (-) kontrol

Elde edilen 3° UTR drind, enzim kesiminden sonra (Sekil 6A), lusiferaz raportér vektoriine (pmiR)

klonlandi ve enzim kesimi ve dizin analizi ile de dogrulandi ($ekil 6B).

A. B.
M1 2
6.4 kb (pmiR)
pmiR 6.4b
P 1.2kb_ ~ (CHFR)

12b
CHFR P

Sekil 6: Ornek 3’ UTR klonlama asamalari. A. Bos pmiR ve CHFR 3’ UTR PCR urlnleri klonlama
amach kesim enzimleri ile kesildi ve kesilmis PCR urini pmiR’e klonlandi. B. Transformasyon
sonrasinda bulylyen kolonilerden elde edilen DNA, klonlama enzimleri ile kesildiginde, 3 UTR’nin
pmiR’e girdigi dogrulandi.

12



Ligasyon ve transformasyon sonrasinda, elde edilen koloniler kullanilarak koloni PCR ile klonlamanin

teyidi yapildi (Sekil 7). MCF7 hicrelerine ait bu agsamalar 6rnek olarak verilmistir.

M12345¢67 891011121314 15161718

- - e - -

M 1920212223242526C NC

- TEesEemsE=Ee

Sekil 7: Koloni PCR dogrulamasi. incelenen 26 koloniye ait PCR sonucuna gdre Koloni 1 ve koloni
11, dizin analinize gonderildi.
M: Merdiven, C: klonlama negatif kontroll, NC: negatif kontrol.

Dogru uzunlukta PCR Uriinl veren pozitif koloniler, dogrulama amagli dizin analizine génderildi.

Bu esnada projenin diger asamasina gegildi. Lusiferaz deneylerine baglamadan 6nce optimum firefly
ve renilla lusiferaz ifade ve transfeksiyonu irdelendi. iki vektdriin kullaniima gerekgesi degismesi
muhtemel firefly lusiferazin transfekiyon asamasindaki varyasyonlardan etkilenmemesi igin renilla
lusiferaz ifadesi ile normalize edilmesi geregdidir. Normal meme dokusuna yakinligindan 6ttrd MCF10A
hacreleri transfekiyon igin segildi. Optimizasyon g¢alismalari igin, bu hiicrelere farkh DNA oranlarinda
firefly ve renilla vektorleri aktarildi.

MCF10A
60~
o
g
< 40
=
&
2 20- T
Qo
=
O T T T
Q ¥ s s s
N R Q K % K $ Q’Ov\
N N & &
& 2 s

DNA concentration

Sekil 8: Optimizasyon. 12x 10° hiicre 24 kuyulu plakalara ekildi. Ekimden 24 saat sonra Turbofect
transfection reagent (Fermentas) kullanarak transfeksiyon gerceklestirildi. 1000 ng, 500 ng, 250 ng
and 100 ng total DNA ve 50:1 and 250:1 firefly: renilla vektdr oranlari kullanildi. (UN: transfekte
edilmemis, untransfected).
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Elde edilen sonuca gore lusiferaz degerlerinin sature olmasini engellemek amaciyla 500 ng total DNA

kosulunun uygunluguna karar verildi.

Klonlanan 3’ UTR bdlgelerinde farkli olan SNP’ler Tablo 2'de verilmektedir. Burada dikkat ¢eken farkl
MCF7 kolonilerinde farklh SNP’lerin bulunmasidir. Bu da anoploidi ve olasi bir alelik ifade sonucu

olabilir. Bu durum ayni hticre igerisinde farkli mikroRNA baglanma siteleri bulunan CHFR mRNA’larinin

farkl mikroRNA'lar tarafindan kontrol edilebilecekleri olasiligini mimkdin kilmaktadir.

SNP MCF10A MDA-MB-231 MCF7 koloni1 | MCF7 koloni 11
Rs8021 T G G T
Rs3741490 G A A G
Rs66829221 - T T -
Rs3741489 G A A A

Tablo 2: Klonlamig UTR vektorlerine ait (Rs8021- Rs3741489) SNP bdlgesinin dizin analizi
sonuglari

Elde edilen bu yapilar (3° UTR-pmiR), bos pmiR (EV-empty vector) ve phRL-TK, MCF10A hicrelerine
gegici transfeksiyon yontemi ile atildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra alinan dlgiimlerde Firefly/Renilla
normalizasyonu yapildiktan sonra elde edilen degerler, bos vektdr pmiR’e gére degerlendirildi (Sekil
9,10, 11). ik olarak MCF10A hiicrelerine, MCF10A CHFR 3’ UTR-pmiR vektérii aktarildi. Bu deney
pozitif kontrol olarak tasarlanmistir. Bu hucrelerde normal CHFR protein dizeyi bulundugundan,
MCF10A’ya ait CHFR 3’ UTR SNP profilinin ve muhtemel mikroRNA havuzunun lusiferaz tzerinde
etkili olmayacagi beklenmis ve tahminler dogrultusunda bir sonug ortaya ¢ikmistir (Sekil 9).
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Sekil 9: MCF10A CHFR 3’ UTR-pmiR’in MCF10A hiicrelerindeki ikili lusiferaz sonucu. EV: bos
pmMiR transfeksiyonu ortalamasi normalizasyon amaciyla sabitlenmistir.

Daha sonra MDA-MB-231 hicrelerine ait cDNA kullanilarak hazirlanmis olan MDA-MB-231 CHFR 3’
UTR-pmiR vektori ve bos pmiR (EV) MCF10A hicrelerine aktariimistir. Bu deneyin sonucunda (Sekil
10), MCF10A hicrelerinde MDA-MB-231 CHFR 3’ UTR prdfili ile lusiferaz diizeyinde az da olsa bir
artis belirlenmistir. Bu artisin sebebi iki hiicre hattinda farkli bir mikroRNA havuzu bulunmasindan
kaynaklanabilir. Kanser hucrelerinde farkli mikroRNA ifade ediliyor olmasi beklenilen bir durumdur.
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Sekil 10: MDA-MB-231 CHFR 3’ UTR-pmiR’in MCF10A hiicrelerindeki ikili lusiferaz sonucu. EV:
bos pmiR transfeksiyonu ortalamasi normalizasyon amaciyla sabitlenmistir.

Son olarak, en disik CHFR protein diizeyine sahip MCF7 hicrelerine ait MCF7-CHFR 3° UTR-pmiR
vektorl ve bos vektdr (EV) MCF10A hicrelerine aktariimistir. MCF7 CHFR 3’ UTR bolgesinde DNA
dizin analizi sonucumuza gére heterozigot bazi aleller bulundugundan ve hangi alelin cDNA havuzunda
bulundugu bilinmediginden, 2 farkh 3° UTR-pmiR vektori dizin analizine tabi tutulmus ve farkli alellerin
bulundugu tespit edilmistir. Bu SNP’lerin énemli olabileceg@i distincesi ile iki koloni de (7. ve 11.
koloniler olarak adlandinimiglardir) MCF10A hicrelerine gegici transfeksiyon yontemi ile aktarildi.
Normalize edilmis lusiferaz sonucuna goére bu farkh alellerin farkli diizeyde lusiferaz Uretimine sebep
olduklari ve SNP’lerin fonksiyonel olabilecegi tespit edilmistir (Sekil 11).

Normalized Firefly/Renilla
o
>

Sekil 11: MCF7 CHFR 3’ UTR-pmiR’in MCF10A hiicrelerindeki ikili lusiferaz sonucu. EV: bos
pmiR transfeksiyonu ortalamasi normalizasyon amaciyla sabitlenmistir. MCF7-1: Koloni 1, MCF7-11:
Koloni 11 (dedisik SNP’ler icermektedir).

Sonug olarak, Rs8021 SNP (Alel A), Rs8021 (Alel A), Rs66829221 (Alel TT) ve Rs3741489 (Alel A)'nin
protein dizeyinde minimal bir etkisi olabilecegi tespit edilmistir. Ayni SNP’lerin farkli alellerini tagiyan
diger bir raportér gen plazmidi ile yapilan transfeksiyon sonucunda (MCF7-11), daha yuksek lusiferaz
ifadesi elde edilmigtir (Sekil 11 ve MCF7-11).

15



SNP’lerin mikroRNA baglanma boélgelerinde bir etkisi olabilecegi 6ngoériisiinii destekleyecek bazi
biyoinformatik galismalar (miRBase, TargetScan) da yapilmistir (Sekil 12,13). Tablo 2'de sunulmus

olan 2 SNP i¢in olasi miR baglanma bdlgeleri gdsterilmektedir.
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- -2 2 - "FI10A (-
MDA MB-231 (1T MCE? () MCHIOAC) MDA-MB-231(A)  MCF7 (A& G) MCFI10A(G)
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Sekil 12: Biyoinformatik analizler. SNP ve mikroRNA baglanma bdélgelerinin ortistigind
gOstermektedir.

Sekil 12'de gosterildigi gibi SNP’lerin farkl alellerinin bulunmasi, olasi mikroRNA baglanma bdlgelerini
etkileyebilmektedir. Ancak bu etkinin, baglanmayi engelleyecek diizeyde olmasi beklenmemektedir.
Zira ¢ekirdek dizinin mRNA ile baglanmasi zaten %100 eslenik olmayi gerektirmemektedir.

Ancak burada 6nemli bir nokta, MCF7 hicrelerinde bu iki farkli SNP profillerini igeren transkriptlerin
birlikte bulunmasidir. Dolayisiyla, transfeksiyon yapiimamis MDA-231 ve MCF7 hucrelerindeki CHFR
protein duzeyi Uzerine bu alellerin etki oranlarini tartmak zordur. Ayni sekilde MDA-231 hicrelerinde
Rs8021- Rs3741489 bdlgesindeki SNP alelleri MCF7 ile ayni olmasina ragmen lusiferaz degerleri iki
hicre cDNA’s! igin farkhidir. Bunun sebebi olarak da heterozigot anlatimi bulunan baska SNP’lerin
olabilecedi dusunulmektedir. Ayrica MDA-231 hucrelerinde azalmis CHFR ifadesinin nedeni sadece
CHFR 3'UTR bodlgesine bagl olmayabilecedi gibi, protein dizeyindeki azalmanin sebeplerinin
tamamen farkli olmasi da muhtemeldir. Muhtemel mekanizmalar RNA’ya baglanan proteinler veya
protein stabilitesini azaltan mekanizmalar olabilir. Diger bir konu da, henltz tim mikroRNA genlerinin
dizinleri bilinmediginden, biyoinformatik yollarla belirlenememis mikroRNA-mRNA baglanma bdlgeleri
ve bu bdlgelere denk disen SNP alellerinin olabilecedi ve frekansi disik oldugu icin dizin analizinde
heterozigot bant vermedigi halde, hlcrelerde mevcut olan SNP alellerinin bulunabilecedi g6z ardi

edilmemelidir.

Kisacasi, projenin en 6nemli ¢iktisi, CHFR 3’ UTR bdlgesinde ¢ok sayida SNP bulundugunun
gOsterilmesi, bu SNP’lerden bir kisminin farkl aleller icermesi, ve bu farkl alellerin de ayni hicre
icerisinde cDNA populasyonunda bulunmasidir. Meme kanseri hicrelerinde siklikla gézlemlenen

kromozom sayi anormalikleri sonucu farkli SNP aleli iceren transkriptlerin hicre i¢cinde bulundugunu
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gOstermistir. Ayrica SNP’lerin belli kombinasyonlarinin protein diizeyinde ufak oynamalara da yol

acabilecegi tespit edilmigtir.
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Tartisma/Sonug

Onemli bir timér baskilayici olan CHFR (checkpoint with forkhead and ring finger domains) proteini,
erken mitozda bir kalite kontrol noktasinda gorevlidir. CHFR proteinin ifadesi pek ¢ok tip farkli kanser
hlcresinde ve tipinde promotor hipermetilasyonuna bagli olarak azalmakta veya tamamen yok
olmaktadir. Ancak, meme kanseri hiicrelerinde CHFR protein diizeyi diisiik olmasina ragmen, CHFR
promotor metilasyonu gézlenmemektedir. Bu da meme kanserlerinde CHFR proteinin azalmasinda
baska mekanizmalar olabilecegini distindirtmektedir. Bu Hizli Destek projesi kapsaminda, CHFR 3’
UTR’sinde bulunan olasi SNP’ler (tek niikleotidlik polimorfizmler) ve SNP’lerin varsa mRNA-mikroRNA
iliskisindeki etkileri irdelenmistir. Calismada model sistem olarak 3 hiicre hatti kullaniimigtir. Bunlardan
MCF10A; normal meme dokusunu temsil etmektedir. MDA-MB-231, diisiik CHFR protein diizeyine
sahiptir. MCF7’de ise en disik CHFR protein diizeyi gézlemlenmistir. Meme kanseri hiicrelerinde
CHFR protein dlzeylerindeki azalmanin sebebini anlamaya yonelik kullanilan yaklagim, transkripsiyon
sonrasl 3' UTR’de SNP’lerin olasi varliyi ve bunlarla ilintili mikroRNA kontroll iredelenmistir. Yapilan
dizin analizleri bu 3 hiicre hattinda CHFR 3’ UTR’de ¢ok sayida SNP oldugunu gdstermistir. Buna ek
olarak, cDNA dizin analizlerinde de heterozigot alellerler oldugu gorilmustir. Bu SNP’lerin CHFR ifade
diizeyi Uzerinde etkili olabilecegi yapilan lusiferaz deneyleri ile gosterilmistir. CHFR 3’ UTR bdlgesi bu
kez, lusiferaz geninin 3' UTR’sine klonlanarak, dizin analizi ile dogrulanmistir. Normal CHFR ifadesine
yakin oldugu icin transfeksiyonlarda MCF10A hicreleri kullaniimistir. Kisaca, MCF10A CHFR 3’ UTR-
pmiR yapisi, MCF10A hucrelerine aktarildiginda beklenildigi gibi pmiR’le (bos vektdr) benzer dizeyde
lusiferaz Uretimi gerceklesmistir. MCF10A hiicrelerinde normal diizeyde CHFR bulunmaktadir. MDA-
MB-231 hicrelerinde ise azalmig bir CHFR diizeyi tespit edilmistir ancak MCF7 ile karsilastiriidiginda,
MCF10A’ya daha yakin, ara bir degerdedir. Lusiferaz deneyinde MDA-MB-231’e ait CHFR 3’ UTR
vektoru ile yapilan deneyde lusiferaz dizeyinde bir miktar artis gézlemlenmistir. Deney tekrarlanmis
olmasina ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu da MDA-MB-231 hicrelerindeki
CHFR ifadesinin MCF10A’dan farkli bir mikroRNA poptlasyonu tarafindan kontrol ediliyor olmasi ile
aciklanabilir. Projenin énemli bir ¢iktist MCF7 hucrelerinden klonlanmis CHFR 3" UTR vektéra ile
yapilan c¢alismadir. MCF7 hicrelerinde dusiuk diuzeyde CHFR bulunmaktadir. Yapilan dizin
analizlerinde bazi SNP lokasyonlarinda heterozigotluk oldugu tespit edilmigtir. Klonlama asamasinda
ise farkli SNP alelleri igeren vektorler kullaniimistir. Bu vektdrlerden sonuglanan lusiferaz ifadesi
MCF10A’ya ve birbirlerine goére farklidir. Sonug olarak, var olan SNP’lerin az da olsa bir etkisi oldugu
gorulmektedir. SNP’lerin bilinen veya bilinmeyen mikroRNA baglanma siteleri Uzerinde etKkili
olabilecegi, cekirdek sekansin icinde veya disinda kalabilecedi de disunuldiginde, SNP’lerin etkili
olabilecedi sonucuna variimistir. Bundan sonra yapilmasi gerekenler, tek tek SNP’lerin etkilerinin
incelenmesi, bilinen bir mikroRNA baglanma sitesini etkiliyorsa, bunun deneysel olarak
dogrulanmasidir. Ayrica, bu calisma kapsaminda incelenen 3 hiicre hattinda ortaya c¢ikmis alel
heterojenliginin daha ¢ok sayida hicre hatti ve mimkuin olursa hasta érneginde incelenerek istatiksel
olarak anlamlandiriimasi gereklidir. Sadece UTR bdlgesinde bu kadar yogunlasmis SNP varligi

irdelemeye degerdir.
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Ozet olarak, bu proje sonunda elde edilen veriler, CHFR 3’ UTR bélgesinde 27 adet SNP bulundugunu
gostermistir. Bu SNP’lerden bir kisminin farkh aleller icermesi, bu farkli alellerin de ayni hiicre
icerisinde cDNA popilasyonunda bulunmasi da ilging bir gdézlemdir. Kanser hicrelerindeki kromozom
kopya sayilarindaki anormallikler gen anlatimina da yansimaktadir. cDNA dizin analizlerinde MCF?7,
MDA-231 ve MCF10A hiicrelerinde bazi alellerde heterozigot gen anlatimi gériilmustir. Bunlarin hiicre
icerisindeki frekanslarinin belirlenerek, protein dizeyine olan kiimdilatif etkilerini irdelemek gelecekte
yapilmasi gerekli bir adimdir. Ancak bu proje sonucunda elde edilen preliminer verilere gére, SNP’lerin
belli kombinasyonlarinin protein diizeyinde oynamalara da yol acgabilecedi goriimektedir. SNP’lerin
sayica fazla olmasi, hedefli mutagenez calismalarini ve fonksiyonel analizleri de gerekli kilmaktadir.
Devam edecek olan cgalismalarimizda hangi SNP alellerinin hangi mikroRNA baglanma sitesini

degistirdigi incelemeye alinacak, bu SNP alellerinin frekanslari goklu érneklerde incelenecektir.
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