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OZET

TERRIER IRKI KOPEGIN NORMAL VE TUMORLU MEME DOKUSUNDA
EKSPRES OLAN GENLERIN EST (EXPRESSED SEQUENCE TAGS)
KUTUPHANESININ OLUSTURULMASI VE KARSILASTIRILMASI

Burgin TELLIOGLU

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Meme bezi timorleri kopeklerde c¢ok sik rastlanan timorlerdir. Disi koépeklerde
gozlenen tum neoplastik olgularin hemen hemen %50’sini meme timorleri
olusturmaktadir. Képeklerde meme tiimoéri olusumundan sorumlu genler ve olusum
mekanizmasi ile ilgili veriler olduk¢a kisithdir. Meme kanseri olusumunda insan ve
kopeklerdeki patogenetik mekanizmalarin  karsilastirilmasi  ve kopek meme
timorlerinin insan meme kanseri icin uygun bir biyomodel olup olamayacagi hipotezi
de son yillarda birgcok komparatif calismanin konusu olmustur.

Bu calismada meme dokusu ornekleri, biyopsi yontemi ile saglkli Terrier kdpegin
normal meme dokusundan ve neoplastik dokusu olan ayni irktan baska bir képekten
alinmistir. Dokulardan RNA ve mRNA izolasyonu yapilarak iki ayri cDNA kiitiiphanesi
olusturulmustur. Kurulan cDNA kitliphanelerinden tesadifi secilen 2304 klon
orneklerinin dizin analizleri yapilarak kopek meme dokusu igin EST koleksiyonu
olusturulmustur. Phrap/Phred, BEAP ve CAP3 programlari ile biyoinformatik analizleri
yapilarak BLAST yontemi ile daha 6nce képek ve insanlar icin yayinlanmis genler birbiri
ile karsilastirilmis, meme patogenezisi Uzerine etkisi olan genler tanimlanmistir. Bu
calismadaki sonuclarin, kopeklerin fonksiyonel genom arastirmalarinda 6nemli bir
kaynak teskil edecegi distinilmektedir.
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ABSTRACT

CONSTRUCTION AND COMPARISON OF EST (EXPRESSED SEQUENCE
TAGS) LIBRARY FOR EXPRESSED GENES IN NORMAL AND TUMORAL
MAMMARY GLAND TISSUE OF THE TERRIER DOG

Burgin TELLIOGLU

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Mammary gland tumor is the main tumor in the dog that frequently concurred.
Approximately %50 of the neoplastic cases in female dogs are the mammary gland
tumors. Data on genes that are involved in tumorigenesis and mechanism of tumor
development are insufficient. Comparative studies have been conducted in order to
see if tumorigenesis studies in dog could be a model for human mammary gland
tumors.

In this study, mammary tissue samples were collected from both normal mammary
tissue of a healthy Terrier dog and neoplastic mammary tissue of a sick dog. From the
tissues, total RNA and mRNA were isolated for construction of two different cDNA
libraries. Total 2304 colonies which are randomly selected from the two libraries were
sequenced for developing a dog mammary gland ESTs collection. Phred/Phrap, BEAP
and CAP3 programmes were used for bioinformatic analysis. Putative functions of all
uniqgue sequences were designed by gene homology based on BLAST. Genes of the
human and dog are compared and investigated the effect of these genes on mammary
pathogenesis with BLAST method. The results of this study are very valuable resource
for functional genome studies of the dogs.
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BOLUM 1

GIRIS

1. Literatiir Ozeti
1.1 Kanser Nedir?

Kanser, DNA’da meydana gelen bir hasar sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal
bir sekilde gcogalmasidir. Viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde lreyerek (malign),
komsu dokulari isgal etmesi (invazyon) ile olusmaktadir. Kaynagini aldigi organdan
daha uzak bir bolgeye lenf yolu ya da kan yolu ile yayilmasina metastaz denir [1].
Kanserde iyi huylu timoérlere benign adi verilir, komsu bolgelere yayilmazlar ve sinirlari

bellidir; kotl huylu timorler ise malign olup, organlara ve dokulara yayilirlar .

Kanser kemik, kas gibi mezenkimal dokulardan kaynaklaniyor ise sarkoma; bagirsak
mukozasi, bronslar ya da meme duktuslari gibi epitelyal dokudan kaynaklaniyorsa
karsinoma ismini alir. Kemik iligi, lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayilan

I6semi ve lenfoma, hemapoetik ve lenfoid malignansilerdir.

Kanserin genetik ile baglantili olabilecegi 20. ylizyilin baslarinda distindimdistir. Buna
bagl olarak mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tim kanserlerin ortak 6zelligi
olarak bilinmektedir. Kanser hiicrelerindeki mutasyonlarin ¢cogu somatik hiicrelerde
oldugundan, burada meydana gelen degisimler gelecek nesillere aktarilamaz. Ancak
esey hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir (tim kanser

vakalarinin %1 -2’sinde gorulir) [2], [3], [4].



Kanser hicrelerinin gesitli 6zellikleri vardir. Bunlardan bazilari, bélinebilmek igin dis
uyaranlara gereksinim gostermeme, ¢ogalmayi baskilayan sinyallere karsi duyarsizlik,
apoptozisten kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme, hiicre kiltirlerinde kontakt

inhibisyondan kagabilme ve metastaz yapabilme seklindedir [5].

1.2 Kanser genetigi

Kanser olusumu ¢ok asamali bir slrecgtir ve bu siregte bazi genlerin mutasyona
ugramasi gerekmektedir. Yapilan arastirmalar kanser olusumu igin timor slipresor
genlerinde ve proto-onkogenlerde bir dizi mutasyonun olusmasi gerektigini
kanitlamaktadir [3], [5]. TUmor baskilayici genler, hiicre ¢ogalmasinda negatif yonde
gorev alirlar. Bu genlerin amaci timor olusumunu 6nlemek degil, hiicre donglisini
kontrol altinda tutmaktir [1], [5]. Son 25 yilda yaklasik 20 timor baskilayici gen
bulunmustur [1]. Onkogenler ise asiri aktivitelerinden dolayi hiicrenin kanserlesmesine
neden olurlar. Genin mutasyonlu olmayan versiyonlarina gore, genetik olarak daha

baskin genlerdir.

Kanser genetiginde 2 tip mutasyon bulunur. Bunlardan biri kalitsal kansere neden olan
germline mutasyondur ve bu mutasyonu tasiyan bireyler, mutasyonu gelecek nesillere
aktarmaktadirlar. Somatik mutasyon ise, somatik hiicrelerde ortaya cikar ve bu

mutasyonlar gelecek nesillere aktarilmaz, sporadik kanser gelisiminde etkendir.

a. Sporadik kansar
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Sekil 1.1 Sporadik ve kalitsal kanserde iki vurus hipotezi (Cefle [5])



Knudson’in iki vurus hipotezine gére kalitsal kanserde, vuruslardan birinin dogustan
olmasi gerekir, diger kopyanin kaybi ile timor gelisimi baslar. Sporadik kanserde ise
dogum sonrasi hiicrede arka arkaya iki vurus olmasi ile birlikte kanser gelisimi

baslamaktadir.

Kanser genetigindeki 6nemli kavramlardan biri de apoptozis adi verilen programli
hicre 6limiadar ve birgcok gen ile iliskili aktif bir sistemdir. Nekroz ya da bir kaza
sonrasinda meydana gelen olimlerden de bu yonu ile ayrilmaktadir. Apoptozis karari
hicre tarafindan verilir. Apoptozisin anlasilmasi, kanser hastaliklarinin tedavisinde
umut vermektedir. Apoptozisi arttiran (proto-onkogenler) p53, MYC, Bax, Bcl-XL ve
apoptozisi azaltan (timor stpresor genler) Bcl-XL, Bcl-2, Mc11 genleri lizerinde halen

cahsilmaktadir [6], [7].

1.3 Kanserde onkogen aktivasyonu

Proto-onkogenler, normal hicre gelismesi igin aktive olup onkogenleri olustururlar,
normal hicre blylimesini ve boéliinmesini uyaran proteinleri sifrelerler [3]. Onkogen
kansere neden olarak belirlenen ilk gendir ve asiri aktiviteden dolayr hicrenin

kanserlesmesine sebep olur.

Onkogenlerin aktivasyonuna neden olan mekanizmalar; nokta mutasyonlari,
kromozomal yeniden dizenlemeler ve gen amplifikasyonu seklindedir. Nokta

mutasyonu DNA’nin nikleotid dizisinde olusur ve gelecek nesillere aktarilir.

Gen amplifikasyonu proto-onkogenin asiri ifadesi ile olusmaktadir. Onkogenez
boyunca, DNA segmenti cogalir ve amplifikasyona ugrar. Cogalan DNA segmentindeki
bir proto-onkogenin yiizlerce kopyasi genoma eklenebilir. Meme kanseri de dahil
olmak Uzere bircok timorin baslamasinda ve ilerlemesinde énemli bir rol oynar [5].
Ornegin, meme kanserinde ERBB2 (HER2/neu) onkogeninin amplifikasyonu ve fazla

ekspresyonu, primer insan meme tiimorlerinin %10-34’(inde goriilmektedir [8].



Son bulgular, meme kanserinde ERBB2’nin 17q12-gq21 amplifikasyonu tarafindan
aktive edilen tek gen olmadigini ileri strer. ERBB2 ile THRA/ERBA1, RARA, TOP2A,
GRB7, MLN50, MLN51, MLN62/TRAF4, MLN64 ve PPARBP genlerinin koamplifikasyonu
rapor edilmistir. cDNA mikroarray ile yapilan meme kanseri ¢alismalari bu farkh gen

gruplariile ERBB2’ye yakin ekspresyonlari tanimlamistir [8], [9].

1.4 Kopeklerde meme bezi

Meme bezleri, sit kanallari boyunca gelisir. Kopeklerde genelde 5 gift sit bezi bulunur.
St bezleri modifiye olmus ter bezleridir. Tubuloalveolar bezlerin bilesimidir ve loblara
bolinmistir. Meme bezleri parenkimadan, stromadan, kanallardan, damarlardan ve
sinirlerden meydana gelir. Her meme bezinin, kiiguk lenf damarlari agi bulunmaktadir

[10].

1.5 Képeklerde Meme Kanseri

Meme kanseri, disi kopeklerde en ¢ok rastlanan kanser tipidir. Disi kdpeklerdeki tim
timorlerin %40 int CMTs (Canine Mammary Tumors) olusturur. Kopeklerde ve
insanlarda meme kanseri kompleks olup c¢ok faktorlidir. Genetik ve c¢evresel
faktorlerin etkilesimiyle olusmaktadir [11], [12]. Bu gline kadar képek meme kanseri
hiicre gruplart ekspresyon profili histolojik olarak tam anlamiyla karakterize

edilmemistir.

Kopeklerde tiimor invazyonunun fiziksel sireci, bolgesel mikrocevre ile hiicresel
iliskinin kesilmesi seklindedir. Cevreyi saran matriksin degredasyonu ve hiicresel
hareket de bu durumu izleyen olaylardir [13]. Nekroz, tlirev kaybi, hiicresel ve
cekirdeksel polimorfizm, yliksek mitotik icerik, yliksek mikrodamar yogunlugu ve
aralikli bazal membranlar kopeklerdeki malignant timorlerin tipik 6zellikleridir [14].
Misdorp (2002), kopek meme timorlerinin  %50’sinin  malignant oldugunu
soylemektedir. Ayrica MacEwen ve Withrow (1996), kopeklerde malignant CMTs'lerin
cogunu karsinomalarin olusturdugunu, %52’sinin ise sarkomalardan meydana geldigini

bulmusglardir. Langenbarch (1998), sarkomalarin %75’inin, karsinomalarin ise %30’unun



metastaza neden oldugunu ve lenf diigiimlerine yayildigini belirtmektedir. Sonrasinda
farkh ve wuzak organlara yayildigini, buna ek olarak “anaplastic” karsinomalarin
kopeklerde en agresif ve malignant meme timoru tipi oldugunu vurgulamaktadir [15].
Kopek meme bezlerinde sarkoma diger canli tlrlerine gore daha sik gorilmektedir ve
bunun nedeni tam anlamiyla bilinmemektedir. Képeklerdeki en yaygin karsinomalar

“solid karsinomalar” olup bunu “adenokarsinoma” izler.

Misdorp (1999), meme timorlerinin ¢ogunlukla orta yas ve ileri yaslardaki disi

kopekleri etkiledigini belirtmektedir

Yapilan bir arastirmada, 9 disi kopekte malignant meme tiimoériinde, adipoz dokudaki
cevresel igerik belirlenmigtir. Yapilan incelemeye gore tespit edilen bu igerik
pyrethroidler; allethrin, cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin ve tetramethrin

olarak belirlenmistir [16].

Disi kopeklerin kisirlagtirlmamalari durumunda meme kanseri olusturma riskinin %24
oraninda arttig1 ve kisirlastirildiklarinda riskin %24’ten %0,05’e dustigl gozlenmistir.
Kisirlastirma képekleri meme tiimoéri olusumuna karst kismen korumaktadir [17], [18],
[19], [20]. Kisirlastirilan kdpeklerde meme kanseri gelistirme riski, kisirlastirma yasina
bagh olarak degismektedir. 2 yasindan sonra beklenen etki kaybolmaktadir. Kisir
kadinlarda meme kanseri nadir gortilmektedir. Eger kisirlik 35 yas sonrasinda olur ise,
risk 1/3 oraninda azalir [21]. insanlarda, disiik dogurganhk durumu ve ilk dogumda
ilerlemis yasta olunmasi, meme kanseri riskini arttirir. Kopeklerde ise gebelik donemi,
erken yasta dogum ve CMTs’nin ortaya ¢cikmasi arasinda bir korelasyon bulunamamistir
[22]. CMTs gelisiminde yalanci gebelik etkisi halen tartismalidir. CMTs tarafindan
etkilenen 267 disi kopegin lizerinde yapilan bir calismada, CMTs baslangicinda yalanci

hamileligin hicbir etkisinin olmadigini gbstermistir [23].

CMTs insidansi ABD ve Bati Avrupa gibi belirli boélgelerde diser. Bunun nedeni erken
yasta yumurtaligin alinmasidir (8 haftaliktan 7-12 ay yas araligina kadar). Aksine
iskandinavya ve ispanya gibi bdlgelerde CMTs insidansi ¢cok daha yiiksektir ciinkii

Onleyici olarak kisirlastirma rutin olarak yerine getirilmez [24]. CMTs insidansi kopek



irklari arasinda farkhlik gosterir, genetik risk faktorlerinin etkisi de bu durumu
desteklemektedir. Bazi irklarin CMTs insidansi daha yliksektir. Rapor edilen, yliksek risk
iceren 1irklar; Boxer, English Springer Spaniel, Poodle, Cocker Spaniel, Fox Terrier ve

English Setter seklindedir [11].

Képek meme kanseri lizerinde yapilan ¢alismalarda Wnt, hiicre dénguisu, sitokin/Rho-
GTPase, alternatif tamamlayici ve integrin sinyal yollarinin molekiiler diizeyde insan
meme kanseriyle benzerlik gosterdigi bulunmustur [17]. 1960’dan beri kopeklerdeki
spontane neoplazmlar lizerinde yapilan ¢alismalar, kdpeklerin insan icin dogal model
oldugunu ve 6nemini gosterir [20]. Disi kopeklerdeki timorlerin epidemiyolojik ve
klinik karakteristik davranislari, kadinlardaki meme karsinomalariyla benzerlik gosterir.
Bu ylzden disi kopekler, karsinogenezin gesitli yonlerden anlasilmasi, her iki tir igin de

harika bir modeldir [16].

Cogu gen ailesi icin, Ozellikle de kanserle ilisik olanlarda, insan ve kopek gen
sekanslarinin yakinhgi fareninkinden daha cok benzerdir [25]. Memeli karsinomalarinda
ERBB2 ve TP53 genlerinin bozulmus ekspresyonlarinin her iki tirde de yakin oldugu
gozlenmistir [25], [26]. Onkogenlerdeki benzer mutasyonlar, insanda ve kopeklerde

farkli kanser tirleriyle sonuglanabilecegini de gostermistir [25].

Képek meme tumodrlerinin erkek kopeklerde goérilme sikhgr %0-2,7 olarak tespit

edilmistir ancak temel olarak disi kopeklerde olusmaktadir [27].

1.6 CMTs igin risk faktorleri

Meme kanseri etiyolojisi ¢ok komplekstir ve tam olarak anlasilamamistir. Cesitli

genetik, diyetik, cevresel ve karsinogenik durum tiimor olusmasina neden olur [17].

Meme kanseri fenotipinin baslamasi ve ilerlemesi bircok adimdan olusur. Hiicre
bliyimesinde, farklilasmasinda ve hiicre olimlerinde yer alan, meme kanserindeki
kritik genlerde amplifikasyonlar, delesyonlar ve yeniden diizenlemeler goézlenmistir

[28].



CMTs gelisiminde etkili olan faktorlerden en 6nemlileri yas, beslenme, genetik egilim,
hormonlar, bliyiime faktorleri, siklooksijenaz-2 ekspresyonu ve beslenme dizeni olarak

siralanabilir [22].

Bazi prognostik faktorler, insanlarda ve kopeklerde benzerdir. Bunlar klinik evresi,

timor blyakliga, histolojik tipi ve derecesidir [19], [29].

Kdpeklerde teshis edilen kanser orani her sene artmaktadir. iyi beslenme, asi
kampanyalari, koruyucu ve terapik ilag uygulamalari kanser durumlarinda énem arz

etmektedir [20].
1. Yas

Képek meme timorleri ¢ogunlukla orta yaslarda ve yash kopeklerde gorilir [30].
Yapilan son calismalara gore, benign timorli kopeklerin ortalama yasi 8,5 iken
malignant timorli képeklerin ortalama yasi 9,5 olarak bulunmustur. 5 yasindan 6nce

ise malignant timorlerin gorilme olasiligi distktar [31].
2. Irklar ve genetik egilim

MacEwen ve Withrow (1996), bazi képek irklarindan kanis, ingiliz Spanyeli, Britanya
Spanyeli, Cocker Spanyel, Alman ¢oban kopegi, Yorkshire Terrier kdpeklerinin, meme
kanseri olusum riskinde bir artis gortldigiint aciklamaktadirlar. Bu irklarin genetik
anlamda kansere yakalanma riski ytksektir. Ayrica BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki kalic
mutasyonlar, insan meme kanserini gelistirdigi gibi kopek irklarinda da kansere neden

olmaktadir.
3. Hormonlar ve biiyiime faktorleri

Hem kopeklerde hem de insanlarda, meme tiimorleri hormonlar tarafindan kontrol
edilir ve insan meme kanseri ile CMTs arasindaki hormona bagl kanser gelisiminde

benzerlik bulunabilir [32].

Disi kopeklerde oldugu gibi kadinlarda da, fizyolojik kosullar altinda, normal memeli
dokusu gelisimi, ovaryum steroidleri tarafindan stimiile edilir [33]. GH (growth

hormone), memeli karsinogenezi stirecinde ilk adim olarak proliferasyonu stimiile ettigi



tahmin edilir [5]. MacEwen (1982), Rutteman (1988) ve Geraldes (2000), disi
kopeklerdeki ovaryum steroidlerinin etkisinin, ¢ogunlukla memeli dokusunda eksprese
olan reseptorler tarafindan gerceklestigini belirtmektedir. Progesteron ve Ostrojen
reseptorleri (PR ve ER), hem normal hem de neoplazmaya ait dokularda
bulunmaktadir. Malignant timodrlerle benign tumorler karsilastirildiginda, benign

timorlerdeki ER miktarinin daha fazla oldugu goriilmektedir.

ER ve PR ekspresyonlarinin azalmasi, daha koétl prognoz ile iliskilendirilir. Milanta
(2005), ER ve PR ekspresyon kaybi ve daha da ilerleyen prognoz durumu arasinda
onemli bir korelasyon olmadigini bulmustur. Buna ek olarak Kumaraguruparan (2006),

artan ER ekspresyonunu, benign ve malignant tlimorlerde tespit etmistir.

Meme kanserli kadinlardaki klinik tepkiler, ER modulatorlerle (tamoxifen gibi) yapilan
terapi sonrasi, sadece ER eksprese eden timorlerle karsilastirildiginda hem ER hem de
PR eksprese eden timoriu olan hastalarda gézle gorilir bir iyilesme gozlenmistir. Bu
gozlemler hem ER hem de PR ekspresyonunu inceleyen veteriner ilaglari igin ¢ok
kullanish prognostik faktérlerdir. insan ilaglarinin tersine ER ve PR ekspresyonu rutin

olarak kdpek meme tiimorlerinde degerlendirilmez [34].

Ureme déngiisiiyle ilgili endokrin hormonlarinin rolii de dnemlidir. Yapay menapozun
kadinlardaki meme kanseri riskini azalttigi ispatlanmistir, disi kdpeklerin
ovariyohisterektomisi de bu tirde bir riski azaltabilir. Ovariyohisterektomi, erken
yasam evrelerinde kdpek meme timori riskini %99,5’ten fazla oranda disirmektedir

[35], [36].
4. Siklooksijenaz-2 (Cox-2)

Siklooksijenazlar (COX), prostaglandin (PG) biyosentezinde hiz sinirlayici enzimler
olarak bilinirler [37]. Siklooksijenazlardan Cox-2, insan meme kanserinde timor
gelisiminde ve ilerlemesinde yer alir. Son ¢alismalar Cox-1 ve Cox-2'nin kdpek meme
timorlerinde ekspres olduklarini gostermistir. Cox-1 ¢ogu dokuda eksprese olur ve
normal fizyolojik fonksiyonlarin regilasyonunda 6énemli bir rol oynar. Cox-2 normal

hiicrelerde bulunmaz fakat blylime faktorleri, inflamatuvar cevaplar, timor



promotorlari ve onkogenler tarafindan indlklenir. Yapilan bir calismaya bagh olarak,
Cox-2'nin  %56-100’UnlUn  overekspresyonu timorli  hicrelerde  bulunmustur.
Lavalle’nin (2009) ¢alismasina gore ylksek Cox-2 ekspresyonu olan kopeklerde hayatta
kalma siresi daha kisadir. Buna karsin bazi arastirmacilar, normal meme dokusunda

Cox-2 ekspresyonu bulamazken, bazilar bulmustur [37], [38], [39], [40], [41].
5. Beslenme diizeni

Bircok calisma, cesitli beslenme dizenleri ve insan meme kanseri olusma riskinde
obezitenin etkisini degerlendirmistir. Obezite ve yliksek yag oranh beslenme diizeni,
kadinlardaki meme kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir. 9-12 aylik zayif képeklerde ise

CMTs olusumu riski dasuktur [20], [42], [43].

Son arastirmalar, obezitenin kadinlarda meme kanseri gelisiminde risk faktori
oldugunu gosterir. Perez Alenza (1988), 188 kopek ile yapmis oldugu bir ¢calismada,
yuksek oranda tuketilen kirmizi etin (6zellikle sigir ve domuz) ve tavuk etinin CMTs ve

meme bezi displazi gelisiminde risk faktorleri oldugunu géstermistir.

1.7 Model organizma olarak kopekler

Son yillarda, kopek genomunun sekansinin (%99’u tamamlanmistir) belirlenmesiyle
birlikte, insan genomuyla géstermis oldugu benzerlik, kdpegi kanser arastirmalari icin
ilgi ceken ve aranan bir model yapmistir [25]. Karsilastirmali histolojik analizler
intratimorel (hiicre-hiicre) heterojenligi, insan meme timorlerinde goézlenmistir ve
bunlar kopek timorlerinin kokeninde de bulunmaktadir [25], [44]. Kopeklerle yapilan
bazi calismalar, kopek meme karsinomalarinin kadinlardakine yiizdelik oran agisindan
yakin Ostrojen reseptorlerinin oldugunu goéstermistir. Arastirmalar, anti-Gstrojen
tamoxifenin, anti-timorel etkisinin kadinlarda oldugu gibi kopeklerde de bulundugunu

kanitlar [20], [45].

Képek meme bezi karsinomalari, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan éngoriilen
dogal modellerdir. insan ve kdpek meme bezi karsinomalarinin siniflandirilma planlari

farkli olmasina ragmen, histolojik betimleri ¢ok yakindir. Prognostik faktorleri olan



timor boyutu, lenf digliimi, metastazi, histolojik ve niikleer dereceleri benzerdir [20].

Kopeklerin viicut ebatinin genisligi ve diger laboratuvar hayvanlarina oranla daha saf
olusu, buna ek olarak insanlarda oldugu gibi genetik ¢esitlilik saglamasi kopeklerle ilgili

arastirmalarda onemlidir [25], [44].

Kopekler farelerden farkli olarak, insanlarla ortak cevreyi paylasirlar, ayni
karsinojenlere maruz kalirlar ve insanlardaki meme kanseri gelisimi icin 6nemli érnek
olurlar [44]. Ev hayvanlarindaki malignant timorler, insan kanserine, kemirgen

hayvanlardaki tiimorlerden, hiicre kinetigi ve boyutu acisindan daha yakindir.

Képeklerle calismanin olasi dezavantaji ise spesifik bir zaman periyodu icinde, gereken
minumum sayidaki vakanin, bir g¢alisma icin biriktirilmesi, bekleme siresi

gerektirmesidir.

Bazi kanser tirlerinin hayvanlardaki insidansi, insanlardakinden daha yliksektir. Bu
hayvanlardaki malignant tlimorler, insanlardaki malignant timorlerden daha hizli
gelisirler. Bu durum ortalama yasam siresi ile ilgilidir ve daha fazla arastirma
yapilabilme olanagi saglar [25], [44]. K6peklerde meme tiimori, kadinlarda oldugu gibi,

daha yasli gruplarda ortaya cikar [20].

inflamatuvar meme kanseri (IMC), meme karsinomasinin 6ézel bir tipidir ve literatiirde
limitli bilgi bulunmaktadir. Misdorp (1999), nadir gorilen, bolgesel, agresif, hizli bir
sekilde ilerleyen ve yiksek metastatik kanser olan IMC’'nin, kopekleri ve insanlari

etkiledigini bulmustur. [46], [47], [48] .

1.8 insanda meme kanseri

Meme kanseri, kadinlardaki en yaygin kanser tipi olup, kadinlarda gorilen tim
kanserlerin %23’Gnl  kapsar [17], [28], [49]. Meme bezi, hipofizyel ve {ireme
hormonlari icin hedef organlardan birisidir ve bu nedenle lireme sistemindeki diger
organlara gbre bes kat daha fazla timor olusumuna yatkin oldugu, Ureme
hormonlarinin ve reseptorlerinin bu duruma 6nemli etkisi oldugu varsayillmaktadir

[50].
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Yapilan bir arastirmaya gore; Ostrojen reseptorlerinin, progesteron reseptorleri ile
bulunup bulunmamasi, kadinlardaki meme kanserinin prognostik faktoriidiir. Hormon
bagimh timorlerin (kadinlardaki meme karsinomalarinin %60-70'i), bu reseptori
olmayanlardan daha fazla prognozu vardir [20], [45]. Ayrica kadinlarda teshis edilen
meme kanserlerinin %70’inde Ostrojen reseptor alpha (Estrogen Receptor Alpha)
ekspresyonu gorilmustlir. ER-alpha icin en yaygin tedavi tamoxifen gibi selektif

Ostrojen reseptor moduilatori (SERMs) kullanimi géraltr [51].

Kadinlarda meme kanseri, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da sik gérilmektedir. Gliney
Amerika ve Gliney Avrupa’da ortalama bir insidans varken, Asya ve Avrupa Ulkelerinde
dislik insidans bulunmaktadir [20]. Asya’da geleneksel beslenme diizeninde soya
kullanimi batidan daha fazladir. Soyaya 6zgi kimyasallarin meme kanserinde koruyucu
etkisi oldugu yoniinde arastirmalar vardir. Bu nedenle Asya’da yasayan kadinlarda
gorilen meme kanseri orani, batiya oranla disiktir seklinde yorum yapilmaktadir

[52].

Amerika’da her yil 180.000 kisi bu hastaliga yakalanmaktadir. Meme kanseri her yil
43.000 kadinin yasamini yitirmesine neden olmaktadir. Kadinlar arasinda akciger
kanserinden sonra kanser 6limlerinin 2. sirada gelenidir [2], [3]. 2008 yilinda 458.000

0lim s6z konusu olmustur. 35 yasindan 6nce meme kanseri gelisimi riski ise disuktar.

insan memesinde sarkoma sik gériilmemektedir, tim birincil malignant timérlerinin
%1’inden az gorilir [15], [53], [54], [55]. Ayrica malignant meme bezi timoérlerinin

epitel dokudan kaynaklandigi bilinmektedir.

Disi kopeklere ve insan standardina gore yas diizenlemesi yapildiginda, her iki tiirde de
hastalik orani kadinlardaki dogal menapoz yasina kadar ayni sekilde artmaktadir. Bu
zamandan sonra, artis sekli insan icin azalir ancak disi kopeklerdeki artis genc yaslarda

oldugu gibi ayni eksponansiyel degerde devam eder (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Kadinlarda ve disi kdpeklerde yasa bagli meme timora risk orani
(Schneider, 1970)

1.9 Meme Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Meme kanserinin genetik agidan bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Meme kanserinde yer alan
genlerin tanimlanmasi, hastaligin molekiler diizeyde anlasiimasi yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesini de beraberinde getirmektedir.

DNA mikroarray teknolojisi, cok sayida meme tiimori ¢alismalarinda kullanilmistir [17].
Kopeklerde ise simdiye kadar gen ekspresyonu profili belgelenmemis, az sayida kopek
meme timorl hicre gruplarinin molekiler dizeydeki karakterizasyonu yapilmistir.

Buna ek olarak ana sinyal yollarini tanimlayan bir calisma bulunmamaktadir [17].

Uzun yillar stren aragtirmalar, meme kanseri vakalarinin %10-15’inin ailesel oldugunu

gostermektedir.
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1. BRCA1 ve BRCA2 genleri

1994 ve 1995 yillarinda meme kanserine yol agan 2 onemli gen bulunmustur. BRCA
“BReast CAncer” kelimesinden tiremis olan bu genlerdeki mutasyonlarin meme
kanseri gelisim riskini arttirdigi kanitlanmistir. Bu genlerin timor stipresor gen olduklari
disunllmektedir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin hiicre igindeki rollerini kanitlamak g¢ok
glctir. Ancak bazi varsayimlar gorevlerinin DNA onarimi seklinde oldugu yoniindedir

(2], 3].

BRCA1 17. kromozomun uzun kolunda, BRCA2 geni ise 13. kromozomda yer almaktadir
[1]. Bu genlerin mutasyonlarinin meme kanseri olgularinin yaklasik %30’undan sorumlu
oldugu disunilmektedir [56]. Ayrica BRCA2 geni erkeklerde meme kanserine neden

olabilir.

BRCA Genes

Tumer Suppressor Genes

“— BRCAA

Chrompsome 13 Chramoeome 17

Sekil 1.3 BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kromozomlarda bulunduklari bélgeler

Meme kanseri kalitsal ya da sporadik olabilir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline

mutasyonlari ailevi meme kanseri gelisimiyle baglantilidir [28]. Sik gorilen yiksek
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penetrans gosteren, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar meme ve ovaryum
kanserlerinin  %5-10'undan sorumludur [11], [57]. BRCA1 ig¢in 1600, BRCA2 igin
1800’den fazla farklh mutasyon, polimorfizm ve varyant rapor edilmistir [57]. Mutant
bir BRCA1 geni tasiyan bir kadinda meme kanseri gelisme riski %85’tir ve bu kadinlarin
yumurtalik kanseri gelisimi riski de cok yliksek olacaktir. Mutant allel tasimayan
kadinlarda bu risk %12’dir [2]. BRCA2 mutasyonlari tim ailesel meme kanseri riskinin
Ucte ikisinden sorumludur [2]. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin protein Urlinleri hasara
ugramis DNA’nin tamirini saglar. Yapilan g¢alismalara gore RADS51 isimli proteinle
genomik stabiliteden sorumlu tiimor sipresor genleri olan BRCA1/2 ‘nin kodladiklari

proteinlerin DNA kirikhklarini tamir ettikleri gérGImustir [5].
Képek BRCA1 geninin, 14. intronunda polimorfizm gortlmektedir [15].

Képek meme tiimorleri (CMTs), insan meme tiimorleri icin model olmus ve malign gen
ekspresyon profilleri  ortismistir. BRCA mutasyonlari ve steroid reseptor
ekspresyonlari insan ve kopek meme tiimorlerinde bilyiik 6lgltide farklilik gésterir. CMT
karsinogenezindeki molekiler mekanizmanin karakterizasyonu, hem koépek hem de

insan hastaliklarinda 6nemli bir modeldir [58].
2. p53 Tumor-Baskilayici geni

Protein Grlini 53.000 dalton molekiler agirliginda olmasindan dolayr p53 geni olarak
isimlendirilmistir. “Genomun koruyucu melegi” olarak da bilinen bu gen DNA tamirini
gerceklestirmektedir [3]. p53 geni mutasyonu, insanda c¢esitli kanser tirlerinin

gelismesine neden olur [59].

p53 geni cok iyi derecede korunmaktadir. Bu genin Urlnlerinin fonksiyonu, hicre
donglisiinde kendisini gosterir ve hiicrenin G1’den S fazina gecisini kontrol eder [66],
[60]. Ayrica meme dokusunun 0&strojen ve progesteron ile stimilasyonu, p53

araciligiyla apoptozis olayinin artmasina neden olur [61].
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Sekil 1.4 p53 geninin mutasyonu sonucu kanser gelisimi

Yapilan bir arastirmada, p53 geninin 4, 5, 6 ve 7. ekzonlarinda mutasyonlar tespit
edilmistir. Bu mutasyonlar meme kanseri gelisimine sebep olur. Ayni ¢alismada, insan

ve kdpek p53 genleri arasinda %81 oraninda gen homolojisi rapor edilmistir [60].

Képek “p53 coding exons”, insan genindekiyle cok yakinlik gostermekte ve gen Urinleri

birbirine cok benzemektedir.

Yapilan ¢alismalar, p53 mutasyonlarinin meme tiimorigenezinde, hem képekte hem de
insanda yakin davraniglar sergiledigini kanitlamaktadir. Buna ragmen kopek

neoplazmalarindaki bu genin mutasyonu ile ilgili limitli sayida veri bulunmaktadir.
3. Meme kanserine neden olan diger genler ve hiicresel olaylar

Malignant timor hiicrelerinin invazyonu ve metastazi kompleks, cok asamali bir siireg
olup, baslangictaki olaylar, ekstraseliler matriksin (ECM) yarilmasi ve bazal membranin
invazyonu seklindedir. Kanserli bélgenin bag dokudaki fibroblastlari, proliferasyonu ve
karsinoma hiicrelerinin invazyonunu arttirabilir [62], [63]. Cesitli ECM molekdllerinin,
proteazlarin, sitokinlerin salgilanmasini anjiyogenez (damar gelisimi) yoluyla indukler.
Buradaki proteazlar matriks metalloproteinazlar (MMPs) olarak bilinirler, ECM
proteoglikan komponentlerini ve proteinlerini hidrolizler. Fizyolojik sartlar altinda,

MMPs’ler cesitli hiicreler ve dokular tarafindan ekspres olurlar. MMPs cesitli patolojik
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sureclerde yer alir. ECM bozulmasini hizlandirdiklari distntlir ki bu da timor

invazyonu ve metastaz ile iliskilendirilir [18], [62].

Deneylerde bilim insanlari BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EGFR, ESR1, HER2,
PTEN, STK11 ve TP53 gibi genlerin sekanslarini dikkate almislar ve incelemeler
yapmiglardir. Bunlardan en ¢ok galisilan risk genleri BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, CHEK2
ve ATM’dir. DNA hasar tanimasi ve tamir yolaklarinda yer alan proteinler icin gerekli
tim kodlar bu genlerde bulunmaktadir [64], [65]. Yapilan bir arastirmadaki sonuglar
ERBB2’nin ve diger birka¢c genin, meme kanserinde 17q12-gq21 amplifikasyonuyla

dogrudan aktive oldugunu kanitlar [8].

IL6, IL8 ve IL1B gibi interlokin genler MCF10CAla hiicre kiimelerinde daha ylksek
seviyelerde ekspresyona ugrarlar. Ekstraseliiler matrikste bulunan ¢ogu gen (COL6A1,
KRT7, FBN1, MMP2, MUC1 ve FN1) MCF10CAla’da daha yiiksek diizeylerde ekspres
olurlar [28].

TP53 genindeki germline mutasyonlar, cesitli kanser tirlerinin olusma riskini
arttirmaktadir. ATM’de nadir de olsa gorilen mutasyonlar, tasiyicilarda bulunan meme
kanseri riskini yaklasik olarak ikiye katlamaktadir. CHEK2, meme kanserindeki distk
penetrans tlimor slipresor geni gibi hareket eder [66], [67]. Germline PTEN
mutasyonlari insanlardaki meme malignansi ile iliskilendirilmektedir [11]. PTEN
germline mutasyonu, 10. kromozomun 10923 bélgesindedir ve meme kanserine neden
olur [6]. TP53 mutasyonlari, insan kanserlerinde sik goriilmektedir. Sporadik meme
kanserinde BRCA1'deki mutasyonla baglantiidir. Bu mutasyonun gorilme orani

sporadik meme kanseri vakalarinda %25"tir [60].

MMP ailesi Uyelerinden MMP-13’lin insan kanserindeki énemi kanitlanmistir. MMP-13

tlmor gelisimini ve progresyonunu arttirir [18].

GRB7, SH2-domain iceren sinyal proteinidir ve biyliime faktorii reseptori olan tirozin
kinaz Uyesidir. GRB7’nin overekspresyonu, hiicre géclinde ve invazyonunda 6nemli rol

oynar [8].
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BDKRB2 geninin meme hiicrelerindeki mitozu indukledigi ve kanser ilerlemesini

arttirdig bilinir [28].

Yapilan bir arastirma sonucunda CDH1’ in down-regiilasyonu (bir hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorlerin azalmasi) goriilmistir. Bu genin dereglilasyonu 6ncelikle meme
kanserinde ve diger tip kanserlerde gozlenmistir [28]. Spontane 6liimsilizlesen MCF10A
hicre kiimeleri timor formasyonu ve invazyonu gibi karakteristik 6zellikler gdstermez.
MCF10A hiicreleri, c-Ha-Ras ile birlikte premalignant MCF10AT1 hiicre kimelerini
olusturmak tzere donusturilir. MCF10AT1 ve MCF10CA1a hiicreleri, malignant meme

kanseri hilicre tipinin tim karakteristik 6zelliklerini gosterir [28].

Hem kopek hem de insan timorlerinde up-reglilasyona ugrayan genlerden ELK3, MAPK
aktivasyonunda onemli bir rol oynar ve meme kanseri hiicrelerinde azalan mRNA

ekspresyonu olarak gozlenir [68].

insiilinin aksine, insan ve kdpek meme tiimori lizatlarinda artan IGF1 ekspresyonunun
meme karsinogenezinde yer aldigi varsayilmaktadir. Buna ek olarak IGF1Rnin artan

ekspresyonu insan meme kanserinde rapor edilmistir [69], [70].

1.10 cDNA Kiitiiphaneleri

cDNA kuttphaneleri karsilastirmali genom ¢alismalarinda gen dizilerini ¢ézmek ve
genlerin fonksiyonlarini bulmak igin kullanilmaktadir. cDNA c¢alismalari, biylk bir
genomda sadece genlerin kodlandig bolgelere ulasmayi kolaylastiran bir yontem

oldugundan énem arz etmektedir.

cDNA kitlphaneleri, bir hiicreden ya da dokudan izole edilen mRNA’dan sentezlenen
cDNA kopyalarinin klonlanmasiyla elde edilir. cDNA, hilicredeki mRNA’dan revers
transkriptaz enzimi ile olusturulur. Cekirdekten ayrilip sitoplazmaya ulasan mRNA’nin
karsihgr olarak olusturulan DNA zinciri cDNA (complementary DNA) olarak
isimlendirilir. mRNA’lar tek iplikli yapilarindan 6tlirl laboratuvar ortaminda ¢ok ¢abuk
degrede olabilirler. mRNA molekiilleri ile calismak zor oldugu icin DNA karsiligi olan ¢ift

zincirli ve kararli cDNA adi verilen komplementer DNA’ya cevrilir ve bu sekilde kullanilir
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[71].

cDNA kutuphaneleri aktif olan genler hakkinda bilgi vermektedir. cDNA’lar olgun
mRNA’dan sentezlendiklerinden intron, promotor boélgesi ve regilator icermezler.
Boylece genomik DNA kutliphanelerinden, genomun sadece transkripsiyona ugrayan
ekson bolgelerini icermesiyle ayrilirlar [72]. Cift zincirli cDNA sentezi icin 6nce mRNA
kalibi Gzerinden revers transkriptaz enzimi ile tek zincirli DNA sentezi gerceklesir.
Ardindan DNA kalibi uzaklastirilir, Gretilen ilk DNA zincir kalip olarak kullanilir ve ikinci
DNA zincirinin olusmasi saglanir. Son asamada ise DNA’ya bagl E. Coli DNA polimeraz |
gibi polimerazlar kullanihr [73]. Farkli yontemlerle olusturulan bu cDNA’lardan
olusturulan kutiphanelerden niikleotit dizi bilgisinin ¢6zlilmesi ile EST (Expressed
Sequenced Tags) olusturulur. Bunun amaci tim bir organizma ya da organizmalarin
istenilen hicreleri, dokulari, organlari igin 6zgin olarak anlatimi yapilan genlerin

belirlenmesidir.

1.11 EST ( Expressed Sequences Tags)

Gunlmuzde genom dizilerinin belirlenmesi ile ilgili c¢alismalar hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Genom c¢alismalariyla, genlerin ne zaman, nasil ve ne sekilde aktif
olduklarinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Clinkii genlerin galisma mekanizmalari
anlasilirsa, hastalik durumlarinda bu genlerin nasil tepki verecekleri de bulunabilir.
cDNA klonlarina ait dizi bilgileri bilgisayar ortamina aktarilir ve EST’ler (eksprese olmus

dizi bilgiler) olusturulur.

EST’ler dizin analizi sonucu elde edilen genom pargalari olup bilinmeyen genlerin
tanimlanip yerlerinin tespit edilmesinde kullanilir. Gen ekspresyonu ve regiilasyonu ile
ilgili bilgilerin toplanmasi, genom haritalarinin olusturulmasi konusunda kisa siirede
bilgi saglar ve ekonomiktir. EST projelerini gerceklestirmek icin rRNA, tRNA ve mRNA
iceren RNA izole edilir ve ardindan hiicrenin ya da dokunun biitiin aktif genlerini temsil
eden mRNA cikarilir. mRNA total RNA'nin %3’( olup kararsizdir. Revers transkriptaz

enzimi ile daha kararl bir molekil olan cDNA’ya cevrilip vektor olarak kullanilan
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plazmidlerin iginde klonlanmasi gergeklestirilir ve ¢cDNA kitlphanesi olusturulur. Bu
kitliphaneler sekanslanarak niikleotid sekanslari biyoinformatik yéntemlerle analiz
edilir. EST’lerin olmasi gereken minimum uzunluklari, nikleotid sayilari belirlenir ve
boylece kalitesi kontrol edilir. Ardindan bakteri ve vektdér kontaminasyonu

sekanslardan uzaklastirihr [74].

Genom boyutlari organizmalar arasinda farklilik géstermektedir ve genellikle genomun
biydk bir kismi gen kodlanmayan boélgelerden olusmaktadir. Bu ylzden genomik
dizilerden genlerin tespiti zor olmaktadir. Ham EST dizilerinde bulunan adaptorin,
vektorin, distk degerli dizilerin uzaklastiriimasi gerekmektedir. Boylece veriler daha
iyi incelenmek Uzere temizlenir. Bu temizleme icin PHRED, CROSS-MATCH, Vecsreen
gibi programlar kullanilabilir. Fragment birlestirmek icin de PHRAP ve CAP3 gibi
programlar bulunmaktadir. Bu programlarin ardindan elde edilen sonugclarin GenBank

veritabaninda BLAST analizleri yapilmaktadir.
1.12 GenBank ve NCBI

GenBank; EMBL, EBI (Avrupa Biyoinformatik Enstitlisii) ve DDBJ isbirligiyle Ulusal
Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi'nde (NCBI) olusturulmustur. GenBank farkli
organizmalarin DNA niikleotid dizilerini ve protein aminoasit dizilerini iceren bir dizi
arsivi seklinde duastnilebilir. NCBI; GenBank arastiricilarinin dogrudan goéndermis
olduklari dizi bilgileri ile olusturumaktadir. Dizi incelendikten sonra erisim numarasi
(Accession Number) alinip, genel kullanima sunulur. NCBI, Web’e dayali en 6nemli
biyolojik veritabani olup iceriginde bircok genom dizisi, makaleler ve Molekdler Biyoloji

dalindaki kitaplari bulunmaktadir.

2. Tezin Amaci

Bu arastirmada, Terrier irki iki farkli kopegin normal ve timorli meme dokusundan
alinan orneklerden o6nce RNA izolasyonu sonra mRNA ayrimi vyapilarak cDNA
kiitiphanesi olusturulacaktir. Elde edilen EST’ler biyoinformatik analizlere tabi

tutulacaktir. BLAST yontemi ile daha 6nce insan ve kdpek patogenezisinde rol aldigi
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bilinen genlerle galismamizda kullanilan 6rnekler, birbiri ile karsilastirilarak meme
timor dokusunda eksprese olan genlerin profili analiz edilecektir. Buna ek olarak

Terrier cinsi igin daha dnce belirlenmemis genlerin varligi gosterilecektir.

3. Hipotez

Son vyillarda hayvanlarda ve insanlarda meme kanseri vakalarina c¢ok sik
rastlanmaktadir. Kanserin molekiler biyolojisini ¢dzmek igin bir¢ok arastirma
yuritilmektedir. Képek meme timorlerinin olusumu ve gelisiminin arkasindaki

patogenetik mekanizma bugline kadar net olarak aciklanamamustir.

Meme tlimord olusumu mekanizmasinda rol oynayan genlerin agiga cikarilarak, bu
genlerin meme kanseri prognozu degerlendirilmesi icin kullanilmasi, meme kanseri
calismalarinda temel olarak kullanilabilir. Meme kanseri olusumunda, insanlardaki ve
kopeklerdeki patogenetik mekanizmalarin karsilastirilmasi ve ortak noktalarin
belirlenerek képek meme timéorlerinin insan meme kanseri icin uygun bir biyomodel

olup olmayacaginin belirlenmesi, bu hastaligin daha iyi anlasilmasi i¢in 6nem arz eder.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1 Hayvan Materyali

Bu calismada istanbul Universitesi Veterinerlik Fakiiltesinden alinan Terrier irki
kopeklerin meme dokulari kullanilmistir. Saglikli ve timorli meme dokulari, biyopsi
yontemi ile saglikli ve meme kanserine yakalanmis iki farkli Terrier irki képekten

alinmistir.

2.1.2 Kullanilan Kitler

RNA izolasyonu icin RNeasy kiti (Qiagen), mRNA izolasyonu icin Oligotex mRNA
(Qiagen), cDNA kutiphanesi olusturmak icin CloneMiner cDNA Library Contruction Kit

(Invitrogen) kullanildi.

2.2 METOD

2.2.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin Qiagen RNeasy kiti kullanildi. Terrier irki kopeklerin saghkli ve

timorli meme dokusu hiicreleri deney yapilana dek -80°C’de muhafaza edildi. Her iki
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dokudan da ayri ayri RNA izolasyonu yapildi. Dokular tartildi, saghkli meme dokusu
1,311 g, timorla dokulari ise 1,056 g olarak belirlendi. Her iki doku da ayri ayri, sivi
azotla havanda bir miktar parcalandi. Sonra dokulara Lysis Reagent ilave edilerek rotor-
stator tipindeki MICCRA-D-1 marka homojenizatorle homojenize edildi. Bu pargalama
islemi hem saglikl dokular hem de timorli dokular icin ayri ayri yapildi. Niikleoprotein
komplekslerinin ¢éziilmesi icin homojenatlar oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. 200 pl
kloroform eklenerek faz ayrimi i¢in 6n hazirhk yapildi. Homojenat oda sicakliginda 2-3
dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 12.000 devirde 15 dakika santrifiijlendi. Ornekler 3
faza ayrildi. RNA'nin bulundugu Ustteki renksiz kissm baska bir tiipe alinarak (izerine
ayni hacimde %70 etanol eklendi ve vortekslendi. Cikarilan yeni tiplere yerlestirilen
spin kolonlara aktarilan 6rnekler 15 saniye 10.000 devirde oda sicakhginda santrifij
edildi ve sonrasinda slipernatant atildi. Bu islem iki kere tekrar edildi. Kolonlara 700 pl
Buffer RW1 eklendi ve 15 saniye 10.000 devirde santrifiijlendi. Tekrar spin kolonlar
tzerine 500 pl Buffer RPE eklendi ve 15 saniye 10.000 devirde santrifujlendi. Bu islem
bir kez daha tekrar edildi. Kolonlar yeni tliplere alinarak lizerlerine RNase free water
eklendi ve eliisyon icin 1 dakika 10.000 devirde santrifiijlendi. izole edilen RNA’nin

tamaminin eliie olmasi igin bu islem tekrarlandi.

2.2.2 mRNA izolasyonu

MRNA izolasyonu igin Oligotex mRNA Spin Column (Qiagen) kiti kullanildi. TUmorlu ve
saglikh dokularin Gger tiiptinde de RNA miktari yaklasik 0,25 mg oldugu distnilda ve
kit protokoliine gére 6rnekler 250 pl’ye RNase-free water ile tamamlandi ve 250 pl
Buffer OBB ve 15 ul Oligotex Suspension eklenip pipetle karistirildi. Ornekler 3 dakika
70 °C’de su banyosunda inkibe edilerek RNA'nin sekonder yapilarinin yikilmasi
saglandi. Oligotex’in oligodT30 ve mRNA’nin polyA kuyrugu mRNA’nin polyA kuyrugu
arasinda hibridizasyonun gerceklesmesi icin o6rnekler oda sicakhiginda 10 dakika
bekletildi. 2 dakika 13.000 rpm’de santrifiijlendi ve stipernatant atildi. mRNA pelleti
400 pl OW?2 ile karistirildi ve kolona uygulanarak 13.000 rpm’de 1 dakika santrifijlendi.

Bu islem bir kere daha tekrarlandi ve kolonlar yeni tiplere aktarilarak 70°C’deki Buffer
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OEB, ilk olarak 50 pl, ikinci olarak da 20 pl seklinde kolona uygulandi ve pipet
yardimiyla karistirildi. 13.000 rpm’de 1 dakika mRNA eliie edildi.

2.2.3 cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi

Baslangic materyali olarak timorli ve saglikh meme dokularindan elde edilen
mRNA’lar ile Invitrogen CloneMiner kiti kullanilarak iki farkh kitiiphane olusturuldu. ilk
olarak primer reaksiyonu icin mRNA’nin bulundugu tiipe 1 ul Biotin- attB2-Oligo(dT)
primer ve 1 ul 10 nM dNTP eklendi ve pipetle karistirildi. 65°C’de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra 45°C’de 2 dakika sogutuldu. ilk zincir reaksiyonu icin 4 pl 5X First
Strand Buffer, 2 pul 0.1 M DTT eklenerek karistirildi. 45°C’de 2 dakika inkibe edildi.
Boylece primer mRNA’nin polyA kuyruguna hibridize olmasi saglandi. 1 pl SuperScript Il
Revers Transcriptase enzimi eklendi ve mRNA’nin kalip olarak kullanildigi cDNA'nin ilk
zincir sentezi icin 45 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. ikinci zincir reaksiyonu igin 92
pl DEPC, 30 ul 5X Second Strand Buffer, 3 pl 10 nM dNTPs, 1 ul E.coli DNA Ligaz, 4 ul
E.coli DNA polimeraz |, 1 ul E.coli Rnase H eklendi ve karistirildi. 16°C’'de 2 saat
bekletilerek E.coli DNA polimeraz I'in birinci cDNA zincirini kullanarak ikinci zinciri
sentezlemesi saglandi. Kér ucun olusturulmasi igin 2 ul T4 DNA Polimeraz eklenip
karistinldiktan sonra 16 °C’de 5 dakika birakildi. Daha sonra reaksiyonu durdurmak igin
10 pl 0.5 M EDTA ilave edildi. 160 pul fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) drneklere
eklenip elle calkalandi. Oda sicakliginda 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ustteki
renksiz faz baska bir tlipe alindi. cDNA’lari ¢oktlirmek icin 1 ul Glikojen (20 pg/ ul), 80
pl 7,5 M NH40Ac, 600 ul %100 etanol eklendi ve -80°C’de 10 dakika bekletildi. 4°C’'ye
ayarlanmis 14.000 rpm’de 25 dakika santrifiijlendi. Stipernatant atilip kalan cDNA
pelleti yikanmasi icin Gzerine %70 etanol eklendi ve 4 °C'de 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifij edildi. Slpernatant tekrar atilp yikama islemi tekrarlandi. Slpernatant
atildiktan sonra 10 dakika oda sicakhiginda cDNA pelleti kurutuldu. Pelletin lizerine 18
pl DEPC eklenip pipetle karistirildi. Cift zincirli cDNA'nin 5’ ucuna attB1 adaptoériniin
ligasyonu icin 10 pl 5X Adaptor Buffer, 10 pl attB1 Adaptor, 7 ul 0.1 M DTT, 5 ul T4 DNA

Ligaz eklendi. Pipet hafifce karistirildiktan sonra ligasyonun gerceklesmesi icin 16 °C’'de
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24 saat inkibe edildi. Ligasyonu durdurmak igin tiip 70°C’de 10 dakika birakildi.

mRNA (A
(T)pp-attB2-Biotin

(A
(T)pp-attB2-Biotin

First Strand Synthesis

Second Strand Synthesis -_|
attB2-Biotin

attB1 Adapter Ligation
cDNA Size Fractionation - -—l
attB1 attB2-Biotin

Sekil 2.1 cDNA kuttphanesinin olusturulma asamalari

Kolon kromatografisi icin kolonlarin icindeki %20’lik etanoliin tamami damlatilarak

kolonlarin yikanmasi saglandi ve 0.8 ml TEN buffer (10 mM Tris-HCI, ph 7.5; 0.1 mM
EDTA; 25 mM NaCl) kolona ilave edilip damlalarin hacmi ve damlalar arasi gecgen
zaman hesaplandi. Fraksiyon igin tupler hazirlandi ve 100 pl TEN bufferla beraber
inaktive edilmis cDNA kolona uygulandi. Fraksiyon hacmi 600 ul’yi buluncaya kadar
TEN buffer eklenmeye devam edildi. Boylece kalan adaptorler kolon kromotografi ile
ortamdan uzaklastiriimis oldu. Fraksiyonun toplandigi ilk birka¢ tipte blylk boyutlu
cDNA fragmentleri diger tiplerde de kicik boyutlu cDNA fragmentleri oldugu
disinildiginden bu tipler iki sekilde biraraya getirilerek islemlere devam edildi.
cDNA’lari ¢oktirmek icin 1 pl Glikojen (20 pg/ ul), cDNA hacminin yarisi 7,5 M NH40Ac,
c¢DNA hacminin 2,5 kati %100 etanol eklenip 80°C’de 10 dakika bekletildi. 4°C, 14.000
rom’de 25 dakika santrifiijlendi. Stpernatant atilip kalan cDNA pelleti yikanmasi icin
Gzerine %70 etanol eklendi ve 4°C, 14.000 rpm’de 2 dakika santrifijlendi. Stipernatant
tekrar atildi ve yikama islemi tekrarlandi. Stipernatant atildiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda bekletilerek cDNA pelleti kurutuldu. Pelletin Gzerine 4.5 pl TE buffer (10
mM Tris-HCI, ph:8; 0.1 mM EDTA) eklenip pipetle karistirildi. BP rekombinasyonu igin
cDNA’ya 1 pl pDONR 222 (250 ng/ ul), 5X BP Clonase Reaction buffer, 3 ul BP Clonase
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enzimi eklendi ve pipetlendi. Vektér ve cDNA’nin birlestirilmesi i¢in 25°C’'de 20 saat
bekletildi. Ornek alindi, BP Colonase enzimini inaktif etmek icin 2 pl Proteinaz K eklenip
sirasiyla 37 °C’de 15 dakika, sonra 75°C’de 10 dakika bekletildi. Rekombinant cDNA’nin
¢okmesi icin tekrar etanol ¢oktlirmesi yapildi ve 9 ul TE buffer eklendi. Vektor-cDNA,
elektroporasyon islemi icin 1.5 pl’lik hacimlerde olacak bicimde tiplere ayrildi. Her
birinin tGzerine 50 ul -80°C’de bekletilen E.coli DH10B kompotent hiicrelerden eklendi
ve Celllect Duo kullanilarak elektroporasyon yonteminden yararlanarak vektér-cDNA
konakgi hiicre igine alindi. Elde edilen cDNA klonlari S.0.C mediumda 1 saat 37°C'de

inklbe edildi ve Gizerlerine freezing media eklenerek -80°C dolabinda muhafaza edildi.

2.2.4 Kitliphanenin Karakterizasyonu

Elde edilen kiitiiphanelerden LB agar medium Uzerinde bulastirilan koloniler rastgele
secildi ve 70 pl S.0.B eklenen 384 kuyucuk iceren petrilere tek tek alindi. Uzerlerine 18

ul S.0.B freezing media eklendi ve -80°C’de saklandi.

Normal ve timorli klonlardan alkali lizis yontemi ile plazmid DNA izole edildi.
Kanamisin iceren sivi LB’ye bulastirilan klonlar tiim gece calkalanacak sekilde 37°C'de 1
gece inklibasyona birakildi. Ependorf tiplere alinip 4°C’'de 7000 rpm’de 3 dakika
santriflijlendi. Hicrelerin ¢okmesi saglandiktan sonra slipernatant uzaklastirildi. Kalan
hicre pelleti Gizerine 100 ul (5 ml 1M glukoz, 2,5 ml 1M Tris HCI, 2 ml 0.5 EDTA, dH,0)
eklendikten sonra kuvvetli bir sekilde vortekslendi. 1 ul RNaz ilave edildi ve 2 dakika
buz Gizerinde bekletildi. 200 ml (20 ml 1 m NaOH, 10 ml %10 SDS, dH20) eklendi, 2
dakika buz tzerinde bekletildi. 200 ml (20 ml 1 m NaOH, 10 ml %10 SDS, dH,0) eklendi,
tupler karistirildi. Buz tzerinde 5 dakika bekletildi. Tekrar 150 ml (60 ml 5 M Potasyum
asetat, 11,5 ml Glicial Asetik asit, 28,5 ml dH20) ilave edilerek vorteksle karistirildi. 4
dakika buz Uzerinde bekletildi. 4°C’'de 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiijlendi.
Slpernatant yeni ependorf tiiplere alindi ve siipernatantin yari hacmi kadar fenol, yari
hacmi kadar kloroform eklenip vortekslendi. +4°C’'de 13.000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Ustte kalan faz yeni tiiplere alindi ve hacminin 1/10’u kadar 3 M Na-

asetat, 2 katl kadar %100 etanol eklendi, ardindan -20°C’de 1 saat bekletildi. +4°C’de
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13.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi ve stpernatant atildi. Kalan pelletler Gzerine
%70 etanol eklendi ve +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santriflijlendi ve Ust faz atildi.
Alkol ucurulduktan sonra bitlin tlplerde bulunan pelletlerin lzerine TE buffer
eklenerek pipetle karistirildi. insért DNA varligini belirlemek icin %1 agaroz jel (izerinde
90 V'da 1 saat yirutildd. insért biyikligini belirlemek icin DNA’lar Bsp1407I
restriksiyon enzimi ile kesildi. Bunun igin her ul DNA’ya 2 ul (1 hacim Bsp1470l, 3 hacim

10X Buffer Tango) eklenerek +37°C’de bir gece inkiibe edildi. %1 lik agaroz jel (izerinde

90 V’da 1 saat yiritildi.

2.2.5 Kitiiphanelerin Dizin Analizine Gonderilmesi

Dizin analizine gonderilmek Uzere, insort buylklikleri ve kaliteleri tayin edilen 384
kuyucuktan olusan, 3’lG normal diger 3'tG timorli meme dokusuna ait toplam 6 plate
dizin analizi icin Arizona Eyalet Universitesi'ne goénderildi. Dizin analizleri ABlI'da

yapilarak, fasta formatinda bize yollandi.

2.3 Programlar

2.3.1 Phred ve Phrap

Vektor dizilerinin uzaklastiriimasi ve ortlisen dizilerin belirlenip birlestirilmesi
(fragment assembly) gibi islemler Phred ve Phrap adi verilen unix paket programlari ile
gerceklestirildi. Programlar CYGWIN programi kullanilarak calistirilmistir. Phred, EST
analizinde kullanilir, vektor ve adaptor diziler ile dustk degerli diziler bu program ile
uzaklastiritlir. Phrap programi da ortlisen dizilerin belirlenip birlestirilmesi islemini
saglar. Phrap programinin icinde “cross_match” adi verilen ek bir program

bulunmaktadir. Bu program phred programi ile atilamayan vektoérleri uzaklastirir [75].

Dizin analizinden elde edilen FASTA formatindaki klonlardan distk degerli olanlar
Phred programi ile cikarildi ve ardindan Phrap uygulanarak, calismada kullanilan vektor

dizisi, cross-match uygulamasiyla EST dizilerinden silindi.
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Bu calismada Phrap programi yerine daha glvenilir oldugu igin CAP3 programi

sonuglari tercih edilmistir.

2.3.2 VecScreen

Bu program NCBI tarafindan gelistirilmistir ve EST dizilerinden vektor ya da adaptor gibi
istenmeyen dizilerin uzaklastirihp uzaklastiriimadigini kontrol etmek igin kullanilan bir
sistemdir. Dizi igerisinde kontaminasyon olmasi durumunda vektor dizisinin yerini ve

karakterizasyonunu belirler [76].

2.3.3 CAP3

Phrap programinin alternatifi olan CAP3, 6n isleme asamasi gergeklestirilmis olan EST
dizilerinin fragment eglestirme islemini yapar. Bu program CAP programinin lglnci
nesli oldugundna CAP3 ismini almistir. CAP3 programi Phrap programina gore daha

glvenilir olup kullanimi daha kolaydir [77].

Phred ve Cross-match programlari ile fragment birlestirme islemine hazir hale getirilen
normal ve timorlii meme dokularina ait EST’lere CAP3 ve Phrap programlari uygulandi,

contigler olusturuldu.

2.3.4 BEAP

CAP3 ve Phrap programlari ile elde edilen contig dizilerinin kontrolii BEAP programi ile
yapilmistir. Bu programi olusturan contiglerin EST iceriklerini ve bu EST’lerin ortlstiga
yerleri gosterir. Koltes ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bu program CAP3 ve Phrap

programlari ile uyumludur.

Koltes ve arkadaslari (2009) tarafindan gelistirilen bu program phrap ve CAP3
programlari ile olusturulan contig dizilerinin kontrolliinde kullanilir. CAP3 programi ile
olusturulan “ .ace” uzantili dosyayi input olarak kullanir. Contiglerdeki 6rtiisen dizileri

ortustlkleri yerleri ile birlikte gosterir [78].
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2.3.5 BLAST2GO

BLAST2GO fonksiyonel analiz ¢alismalari, gen ve protein dizilerinin analizini yapmak
icin kullanilan kapsamli bir biyoinformatik aracidir. Calismamizda elde edilen contig

dizilerinin fonksiyonlari hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak icin kullanilmistir.

2.4 BLAST Yontemi ile Fonksiyonlarin Belirlenmesi

NCBI veri tabani tGzerinden kullanilan dizi bilgisi benzerlik sorgulamasidir. NCBI BLAST
programlariyla diziler arasindaki benzerlikler bulunur ve olasi fonksiyonlar tahmin
edilir.

Elde ettigimiz EST’ler icin BLASTN analizi tek tek yapildi. Otomatik olarak BLASTN

analizini yapan BLAST2GO programi da kullanilarak calisma desteklendi.

CAP3 programi ile olusturulan contigler icin BLASTN (niikleotid veritabani arastirmasi),
BLASTX (protein veritabani arastirmasi) analizleri tek tek yapildi. EST’lerin, contiglerin
veritabaninda kayith olan dizilerle karsilastiriimasi ile fonksiyonlari hakkinda tahmin

yaratilda [79].
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 Normal Meme Dokusundan Elde Edilen cDNA Kiitiiphanelerinin Karakterizasyon

Sonuglari

CloneMiner kiti ile normal ve timoérli meme dokularina ait mRNA’dan olusturulan
cDNA kutlUphanesi basarih  bir sekilde vyapilmistir. Bu cDNA kittiphanelerinin
olusturdugu klonlarin insoért blyukldkleri ve nonrekombinant klon sayilarinin

belirlenebilmesi icin kiitiiphanelerin karakterizasyonu yapilmistir.

Normal meme dokusu cDNA kiitliphanesinin yapilan titrasyon analizi ile klon sayisi 6,2x

10* olarak belirlendi.

Normal meme dokusuna ait cDNA kitliphanesinden rastgele se¢ilmis 48 klondan alkali
lizis ydntemi ile plazmid DNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen plazmid DNA’lardan 7
tanesi nonrekombinanttir (%14,5’i nonrekombinant klon). Bsp1407I restriksiyon enzimi
ile yapilan kesimlerin sonucunda insort buylkligd 380 baz cifti ile 1800 baz cifti

arasinda olup ortalama insért DNA biyuklGgu 0,845 kb olarak bulunmustur.

Normal meme dokusu kitiphanesinden secilen 1152 adet klon EST olusturmak (izere

dizin analizine gonderildi.
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A)

B)

Sekil 3.1 Normal meme dokusu plazmid DNA’larin jelde gorinimu A) Alkali lizis
yontemiyle plazmid DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’lar B) Plazmid DNA’larin
Bsp14071 restriksiyon enzimiyle kesimi

3.2 Timorlii Meme Dokusundan Elde Edilen cDNA Kiitiiphanelerinin Karakterizasyon

Sonuglari

Tumorli meme dokusundan olusturulan cDNA kitiphanesi yapilan titrasyon analizi ile

12,6x10" olarak belirlendi. Tumérli cDNA kiitiphanesine ait rastgele secilmis 48
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klondan alkali lizis yontemi ile plazmid DNA izolasyonu yapilmis ve bu plazmid
DNA’lardan 12 tanesi nonrekombinant olarak belirlenmistir (%25’i nonrekombinant
klon).Plazmid DNA’lar Bsp14071 restriksiyon enzimiyle kesilerek insért DNA
blyuklikleri 250 ile 1700 baz ifti arasinda belirlendi. Ortalama insort DNA blyukliGgu
0,64 kb olarak hesaplandi.  A)

o o
- A/

‘evme~nte~gaae®

o ue e

Sekil 3.2 Timorld meme dokusu plazmid DNA’larin jelde gorinim A) Alkali lizis
yontemiyle plazmid DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA’lar B) Plazmid DNA’larin
Bsp1407I restriksiyon enzimiyle kesimi
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3.3 Biyoinformatik Analizler

3.3.1 EST’lerin Hazirlanmasi ve Contig Olusturulmasi

Dizin analizine 3’U normal, 3’'G de timorli meme dokusuna ait 384’lik platelerden
toplam 6 adet gonderildi. Dizin analizi sonucu, hazir olarak gelen FASTA formatindaki
EST’lerden disuk kaliteli olanlar belirlendi ve cikarildi. Normal meme dokusuna ait

1118 EST ve timorld meme dokusuna ait 1150 EST i¢in analizler yapildi.

Phrap programinda bulunan Cross-match programi ile vektér ve adaptor dizi
kontaminasyonunu o6nlemek icin EST’lerde bulunan vektdor ve adaptér dizileri
uzaklagtirildi. EST’lerde vektor ve adaptér dizi kalintisi olmadigindan emin olmak igin

VecScreen programi kullanildi.

EST dizilerinin 6zellikleri BLASTN analizi sonuglarina gore incelendiginde normal meme
dokusuna ait en kisa EST’nin 432 bp, en uzun EST’nin ise 3715 bp oldugu gorilmdistdr.
Normal meme dokusu EST’lerin ortalama bp uzunlugu 1225,83 olarak bulunmustur.
Tumorli meme dokusu BLASTN sonuglarina gore incelendiginde en kisa EST dizisinin
124 bp, en uzun EST dizisinin 3646 bp, ortalama bp uzunlugunun ise 1265,16 bp oldugu
hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Normal ve timorli meme dokularina ait EST’lerin uzunluk degerleri

EST En kisa | En uzun | Ortalama
Sayisi EST EST EST (bp)
(bp) (bp)
Normal
meme 1118 432 3715 | 1225,83
dokusu
EST
Tumorla
meme 1150 124 3646 |[1265,16
dokusu
EST
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Vektor uzaklastirma

eslestirme islemi yapildi. Bu program sayesinde EST’lerin birbirleriyle ortisen kisimlari
belirlendi ve contig adi verilen birlesmis diziler olusturuldu. Ayrica CAP3 programi ile
contig olusturmayan singlet (singleton) denilen bir dizi ile 6rtiismeyen tek kalan diziler
belirlendi. Normal meme dokusuna ait contiglerin sayisi 21 iken timorli meme
dokusuna ait contig sayisi 24 olarak elde edildi. Normal meme dokusuna ait singlet

sayisi 1102 iken timorli meme dokusuna ait singlet sayisi 1101’dir (Cizelge 3.2).

islemi

sonrasinda EST fragmentlerinin CAP3 programi

Cizelge 3.2 CAP3 programi ile elde edilen degerler

Normal Meme Dokusu

Tiimorlii meme dokusu

EST Sayisi 1118 1150
Contig Sayisi 21 24
Singlet Sayisi 1102 1101
En uzun Contig 1870 1527
En kisa Contig 510 582

CAP3 programi ile contigler olusturulurken, BEAP programi hatali 6rtlismelerin ortaya
¢ikarilmasi icin kulanildi. CAP3 ile olusturulan contigler BEAP programi ile kontrol
edildi. Boylece contig dizilerini hangi EST dizilerinin olusturdugu, EST’lerin 6rtliisme

sekilleri BEAP programi ile tespit edildi (Sekil 3.3).

BEAP Grap hics Display
File View Help

Choose an .ace file to upload. Upload .ace File | Clear the file before uploading a new one. Choose the contig to view. Contig? =

Contig?

0bps 100 hps 200 bps 300 hps 400 bps 500 hps 600 bps 700 bps

N-PItB-A1-32-M13F

M-PIt5-B1-28-hi1 3F

Sekil 3.3 BEAP programinda CAP3 ile hazirlanan normal meme dokusuna ait contig
7’nin grafigi ve contigi meydana getiren EST’lerin 6rtlisme sekli

Bir baska contig olusturma islemini gerceklestiren Phrap programi da kullanilarak
ortlsen dizilerin belirlenip birlestirilmesi saglandi. Phrap bir fragment esleme

programidir ve calismamizda bu programla elde edilen contig sayisinin CAP3 ile elde
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edilen contig sayisindan daha fazla oldugu belirlenmistir. Phrap programina gére
normal meme dokusuna ait contig sayisi 135 iken timorli meme dokusuna ait contig

sayisl 175 olarak bulunmustur (Cizelge 3.3).

CAP3 programinin daha glvenilir olmasi nedeniyle ¢alismamizda CAP3 programi ile

olusturulan contig dizileri kullaniimistir.

Cizelge 3.3 Phrap programi ile elde edilen contiglerin sayilari

Normal Meme Dokusu | Tumorlii Meme Dokusu
EST Sayisi 1118 1150
Contig Sayisi 135 175

3.3.2 Blast Analizleri

GenBank veritabaninda bulunan dizilere olan benzerliklerinin belirlenmesi ve olasi
fonksiyonlarinin tahmin edilebilmesi i¢in elde edilen EST ve contig dizileri BLAST
programi ile incelendi. BLAST programi ile farkli organizmalarla olan benzerlikleri
karsilastirilabilir, boylece olasi gen fonksiyonlari bu yéntemle tahmin edilebilir. En ¢ok

kullanilan dizi benzerlik sorgulamasidir.

NCBI web sitesinden yapilan BLASTN analizleri degerlendirilirken sonug¢ sayfasinin 3
bolimden olustugu ve ilk bolimin EST dizisinin 6zelligi hakkindaki bilgilerden meydana
geldigi gorilir. ikinci bélim, incelenen dizi ile benzerlik gésteren sekanslari ve bu
sekanslarin analiz sonuglarini verir. Analiz sonuglarinda; veritabanindaki dizilerin
taninmasini saglayan ve her dizi igin farkli numaralar olan “Accession number”,
benzerlik gosteren dizinin fonksiyonuna ve ait oldugu organizmaya ait bilgi
“Description”, karsilastirilan dizilerin bir pozisyonda ayni niikleotide sahip olma sansi
olarak nitelendirilen “E-value”, karsilastirilan dizilerin uzunluk anlaminda ne derece
birbirlerini kapsadiklari “Query Coverage”, birbirleri arasinda benzerlik tespit edilen
diziler arasindaki homolojinin derecesi “Maximum Identy” olarak belirtilir. Uglinci
boliimde ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak niikleotit dizeyinde

benzerliklerini verir.
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BLASTN ve BLASTX adi verilen veritabani benzerlik arastirmasi, CAP3 programi ile elde
edilen contigler icin tek tek yapildi. Bu ¢alismada, normal ve timorli meme dokusuna
ait EST dizilerinin BLASTN analizlerinde ve elde edilen contig dizilerinin BLASTN ve
BLASTX analizlerinde veritabanindaki yilksek oranda benzerlik gosterenlerden

muhtemel fonksiyon degerlendirilmesi yapilmistir.

2268 EST dizisi icin nikleotid veritabani benzerlik arastirmasi olan BLASTN analizi tek
tek yapildi. Sekil 3.4 ‘te gorildugl gibi normal meme dokusuna ait CAP3 programindan
elde edilen 9. Contigin NCBI web sitesinde BLASTN analizi sonucu incelendiginde

asagidaki veriler bulunmustur.

Query ID [d|25381 Database Mame nr
Description Contig? Description 2l GenBank+EMBL+DDBI+FPDB sequences (but no EST, 5TS,
Molecule type nucleic acid G55,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS seguences)
Query Length 795 Program BLASTM 2.2.26+ B Citation

Other reports: B Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

Graphic Summary

Distributien of 103 Blast Hits en the Query Sequence &

‘Muuse—uverm show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Qe ry | —
| | | | |
1 150 300 450 600 750

A) Contig 9 ile benzesen veritabanindaki nikleotid dizilerinin grafiksel gosterimi
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Descriptions

Legend for links to other resources: M unicene 3 ce0 [ Gene B structure [ Map Viewer B Punchem BioAseay

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Maw score [ Total score | Query coverage |_E value Max ident Links
XM 533590.3 PREDICTED: Canis lupus familiaris ribosamal protein 59 (RPS9 1252 1z52 7% 0.0 100%
M 0029273591 PREDICTED: ailuropoda melanolsuca 405 ribosamal protein S¢ 962 962 86% 0.0 1% m
HO318015.1 Ailuropoda melanoleuca ribosomal protein S8 (RPS3) mRNA, © Ba1 681 80% 0.0 1%
BC021072.1 Homo sapiens cONA clone IMAGE: 2961640, **** WARNING: 875 875 87% 0.0 88% m
BCO07410.2 Homa sapiens ribosomal protein 59, mRKA (cOMNA clone MGC: 875 ars 87% 0.0 86% [UE G M|
BCOO7434.2 Homo sapiens ribosomal protein 59, mRNA (CDNA clone MGC: 878 875 aT% 0.0 88% JUE G M|
HM 0010133 Homo sapiens ribosomal protein 59 (RPSSY, mRMA 78 &75 aT% 0.0 8% JUE G M|
BCO20462.1 Homo sapiens ribosomal protein 59, mRNA (cDNA clone IMAGI 875 875 7% 0.0 88% mm
HM 001082885.2 PREDICTED: Macaca mulatta ribosomal pratein S8 (RPSE), mf arg 570 87% 0o 8a% (U G M|
BCO96756.1 Homo sapiens ribosomal protein 59, mRMA (cDNA clone MGC: 870 870 87% 0.0 88% (U G M|
BCO07857.2 Homa sapiens ribosomal protein 59, mRKA (cOMNA clone MGC 868 @68 87% 0.0 88% [UE G M|
BCO&30S5.1 Homo sapiens ribosomal protein S9, mRNA (cDNA clone MGC: B&E 866 7% 0.0 8% m
BCO71840.1 Homo sapiens ribosomal protein 59, mRNA (cDNA clone MGC: B&E L) 7% 0.0 88% mm
BCO0080Z.1 Homo =apiens ribosomal protein 59, mRNA (cDNA clone MGC: 861 861 86% 0.0 86% m
%M _001174951.2 PREDICTED: Pan troglodytes ribosomal protein 59, transcript 848 848 82% 0.0 89% [GM]
XM 0033166621 PREDICTED: Pan troglodytes ribosomal protein 59 (RPS9), mF 848 848 82% 0.0 89% |G M|
#M_003339337.1 PREDICTED: Pan troglodytes ribosomal protein S9 (RPS9), mF B8 &d8 B2% 0.0 89% |G}
®M_001174942.2 PREDICTED: Pan troglodytes ribosomal protein 59, transcript B48 &48 B2% 0.0 B9% |G}
#M 0028297331 PREDICTED: Pongo abelii 405 ribosomal protein S9-like (LOCL B4z 847 82% 0.0 89% m
AKS91892.1 Sus scrofa mRNA, clone: HTMT10031002, expressed in hypot 843 843 88% 0.0 87%
XM 002762475.1 PREDICTED: Callithrix jacchus 405 ribosomal pratein S9-like 843 843 80% 0.0 89% |G M|
HM 0014880243 PREDICTED: Equus caballus 405 ribosomal protein S9-like (LC 834 634 83% 0.0 86% |G|

B) Contig 9 ile benzesen veritabanindaki nikleotid dizilerinin sayisal sonuglarla
benzerlik oranlarinin listesi

SJAlignments

[ select Al Get gelected sequences Distance tree of results

=L ref |¥M E33500.3 m FREDICTED: Canis lupus fawiliaris ribosomal protein 39 (RP39),
nRHA

Length=702

GENE TD: 476357 BEPE2 | ribosomal protein 59 [Canis lupus familiari=s]

Gocore = 1252 bits (1383), Expect
Identities = 6947694 [(100%), Gaps
Strand=Flus/Plus

0.0
0/694 (0%)

Query 16 GEAGCTCACGGCGGAC GO GRAGC CAACATGCCAGT GG COGRAGCTEGGTGTGTCGTA 75
PEEETEEE et e e e e e e e e e e el
Sbhjct 1 GEAGCTCACGFCGGACGCGCGRAGC CAACATGCCAGT GG CCFFAGCTGGETGTGTCGTA 60

Query 76 AGACTTATGTGACCCCTCGRAGGCCCTTCGAGALGTC GCFCCTCGACCAGRAACTGALAC 135
Sbjct 61  AGACTTATOTGACCLETLOGAGOLECTTEEACAASTEGUREETCOALCAGOARCTOARAE 120
Query 136 TGATCGGCGAGTACGEGCTCCGRALCALACGTGAGGTCTRFAGFGTCAAGTTITACCCT RS 195
Sbjct 121 TOKTLOBCOACTACOSGLTCLOEAACAAALCTOABETCTREACSHTERRGTITACCETES 150
Query 196 CCAAGATCCGCAAGGLCGCCCGRRAGCTRFCTGACGCTRRAC FAMRAGEACCCGCGGLGEIC 255
Sbjct 181 CCAAGATCLGLAAGGLLEICLOGEACTOLTCALGLTGRALCARRABBACLLBEEELREE 20
Query 236 TETTCGAAGGTAATGCCCTACTGCGCCGACTTCTACGCATCGEFETGOTGEATGAGGGCA 315
Sbjct 241 TOTTLGAACGTAATOLLLTACTGLOCLRALTTOTALCCATLCCOTELTGRATEAGOMER 300
Query 316 AMATGALGTTGGATTACATTCTGGGCCTRALGATCGAGGATTTCTTAGAGAGACGCCTGE 375

PEEETEEE R e e e e et r e e e e et e el
Shijct 301 ARATGAAGTTGRATTACATTCTGGGCCTFAAGATCGAGGATTTCTTAGAGAGACGCCTRE 360

C) Contig 9 ile benzesen veritabanindaki nikleotid dizilerinden en fazla benzerlik
gosteren dizinin 9. contig ile alignmenti (eslesmesi)

Sekil 3.4 CAP3 programi ile elde edilen normal meme dokusuna ait 9. contigin NCBI
web sitesinde yapilan BLASTN analizi
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Bu isleme ek olarak BLAST2GO adi verilen otomatik olarak BLAST analizi yapan bir
programla da benzerlik arastirmasi yapildi (Sekil 3.5). Tek tek yapilan BLAST c¢alismasi

ile otomatik olarak BLAST analizi yapan bu programin sonuglari arasinda az sayida da

olsa farkhliklar goralda.

Blast Configuration

NOTE: Please when using the NCEI BLAST service do not run several Blast2Go
in parallel and provide akways your e-mail address!

Elast Sener URL |I’1ﬂp:flwww nichinlm.nib.govblastBlast coi |v| “?
Blast D [rr [«] 2
Mumber of Blast Hits [20 | 7
Elast Expectalue |1 OE-3 |v| ®
Elast Program |blaslx |v| T
Blast Mode [cBtst ncel [~] ®
Your e-mail (far NCBI Blasty: [burchinans@hotmail. com | %
HEP length cutoff [32 | %
Law complexity filter ?
Save results 35 ... il [ tet 1 html

Blast Desc. Annotatar k74
Try SIMAP first (protvs. genbank) O T

Log

"= | C:\Documents and Settingsinese\Desktop\fastalchange.ixt - Blast2GO ¥.2.5.0

File Blast Analysis Select  Tools \View  Support
= GO:0007067, G001 6021 o %
[vl| nr | sequencename | seqdescription | length |#hits| min evalue | sim mean #G0 GO IDs Enzyrme InterPro
dnaj homolog =
T30 T-PR3-B2-62-M13F subfamily a 1461 |20 |9,3E-32 51.6% i}
mernber 4-like =
731 T-PIt3-B2-63-M13F nucleotide hinding 1427 |20 |5,9E-13 48 6% o o
nre-rna-nroce: =
-
GO Graphs Results isti Kega Maps

] T-PIt2-A1-35-M13]

Blast Program
Blast Version
Database

E-value cutoff
Filters

Query Name/Lenght
Annotation

Enzyme
References

Qil508787E8|reflNP 001003086.1|beta-casein precursor [Canis lupus familiaris]

hlast:
BLASTH 2.2 26+

L
T-PIt2-A1-35-M13F F 1543

Altschul et al

[ e

h

hit-lenath | align-lentt

NP_001003086.1

4il7359048|dhilBA%I5931 1] heta-casein [Canis lupus familiaris]

4 876E5E-5

BAASS331.1

Sekil 3.5 BLAST2GO programi ile yapilan dizi benzerlik sorgulamasi
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3.3.2.1 Normal Meme Dokusu EST ve Contiglerin BLAST Analizi Sonuglari

Normal meme dokusuna ait EST’lerin tek tek yapilan BLASTN sonuglarina gére 1118

EST'den 59'u %95 ve Ulizerinde, 237 tanesi %80 ve lzerinde benzerlik gostermistir

(Cizelge 3.4). %60-79 arasinda benzerlik gosteren EST sayisi 371 iken %40-59 arasinda

benzerlik gosteren EST sayisi 246’dir. %39 ve altinda benzerlik gosteren 263‘tir.

EST’lerden bir tanesinin benzestigi herhangi bir nikleotid dizisi bulunamamistir

Cizelge 3.4 Genlerin BLASTN analizlerine gore %80 ve lizerinde homoloji gdsteren

EST’lerdeki bulunma sayisi ve orani

%80 ve uzeri homoloji
gosterenler

Genlerin %80 ve lzeri
benzesen EST’lerde bulunma
sayisl

Genlerin %80 ve (zeri
benzesen EST lerde
bulunma orani

Ribosomal protein

20

%8,43

Elongation factor (EF)

9

%3.79

Ubiquitin
Coiled-coil protein
Myosin

Growth Factor
Keratin

%1,68

Selenoprotein
Cathepsin
Transcription Factor
Vimentin

Annexin
Transmembran protein
Kinase anchor protein

%1,26

Extracellular matrix

protein

Kinase anchor protein
Cytochrome

Zinc finger protein
Serine

Proteasome subunit alpha

%0,84
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Cizelge 3.4’Un devami

%80 ve Uzeri homoloji
gosterenler

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST’lerde bulunma
sayIsl

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST'lerde
bulunma orani

Casein Beta

Casein Cappa
Collagen

Heat shock protein
Actinin

Archain

Vinculin

Catenin

GTPase activating protein
Metallopeptidase
Ras supressor protein
Myotilin

Calpain

Myozenin

DNA-binding protein
GTP-binding protein
Domain binding protein

Thymosin

Hippocalcin
Wings apart like protein

%0,42
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Gizelge 3.4’Un devami

%80 ve Uzeri homoloji
gosterenler

Genlerin %80 ve Ulzeri
benzesen EST’lerde bulunma
sayIsl

Genlerin %80 ve lzeri
benzesen EST’lerde
bulunma orani

Serine peptidase inhibitor
Septin

Histone deacetylase
Neuropilin
Reticulocalbin
Phospholipase-C
Enolase

Calsequestrin
Syntabulin
Ribonucleoprotein
Neuron specific protein
Gelsolin

Rap guanine

Adaptor-related protein

Cyclin-dependent kinase
inhibitor
Electron-transfer
flavoprotein

Glumate dehydrogenase
Nuclearribonucleoprotein
Calcium binding protein
Domain binding protein

Translocation protein

%0,42
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Cizelge 3.4’Un devami

%80 ve lizeri homoloji
gosteren maddeler

Genlerin %80 ve Uzeri benzesen
EST’lerde bulunma sayisi

Genlerin %80 ve (zeri
benzesen EST’lerde
bulunma orani

Oxysterol binding
protein

LANCL1

TENC1
Unactive progesterone
receptor

Phytanoyl-CoA
hydroxylase precursor

Immunoglobulin
gamma heavy chain

Immunoglobulin
lambda locus

Nucleophosmin

Phosphate carrior
protein

Hormone receptor
interactor

Adenozin difosfat
Interacting protein

Prothymosin

Ribonuclease inhibitor

Acidic ribosomal
phosphoprotein

Methionine
adenosyltransferase |l

Cytoplasmic dynein
Arrestin

Sorting nexin

Procollagen C

%0,42
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Cizelge 3.4’te de goruldugl gibi, %80 ve Uzerindeki oranlarda bulunan 237 EST'den en
¢ok homolojiyi gosteren 20 EST (%8,43) ile ribozomlarin alt birimlerini olusturan ve
protein sentezinde gorev alan “ribozomal protein” ‘dir. 9 EST (%3,79) protein sentezi
sirasinda peptid zincirinin uzamasini saglayan proteinler olan “uzama faktori
(elongation factor, translation, iniation factor)” olarak belirlenmigstir. Ayni sekilde %80
ve Uzerinde benzerlik gosteren maddelerden yiksek oranda korunmus ve proteolizis
olayinda etkin, niklear ve sitoplazmik protein olan “ubiquitin” [80], gen ekspresyonu
gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarda yer alan “coiled-coil protein”, motor proteinleri
ailesinden kasilma faaliyetlerinde gbrev alan “miyozin” [81], hicrenin blylUmesini,
farklilasmasini, cogalmasini tesvik eden “blylime faktori (growth factor)”, sert viicut
yapilarini olusturan lifli protein “keratin” %1,68 oraninda (4 EST) bulunmaktadir.

%80 ve Uzerinde homoloji gosteren genlerin  %1,26’sin1 olusturan diger maddeler;
hicre iskeletinin yapisinda bulunan ara filaman protein olan ve insanda epitelyum
hicre migrasyonuna neden olan “vimentin”, kalsiyum araciligiyla fosfolipid
membranlara baglanan hiicresel proteinlerden “annexin”, proteinlerin
parcalanmasinda gorevli “cathepsin”, gen ekspresyonu icin gerekli olan “transkripsiyon
faktord (transcription factor) ”, membranin bir tarafindan diger tarafina gecen, madde
tasiyan, hiicreye destek olan “transmembran protein”, hicrelerde bulunan
“selenoprotein” ve “kinase anchor protein” olarak analiz edilmistir.

Proteinogenik aminoasitlerden olan “serine”, protein transkripsiyonunda gorev alan
“zinc finger protein”, hicreleri destekleyen, hiicrenin gbclini ve proliferasyonunu
dizenleyen “ECM protein”, elektron transferini saglayan “sitokrom (cytochrome)”,
“proteasome subunit alpha”, “kinaz anchor protein” %0,84 olarak tespit edilmistir.

%0,42 oraninda benzerlik gésterenlerin bir kismi ise Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.6 Normal meme dokusuna ait EST’lerin GenBank’taki organizmalara benzerlik
orani

BLASTN analizlerine gére normal meme dokusu EST’lerinin gostermis oldugu tirler
cesitlilik arz eder. 1118 EST'den en c¢ok Canis lupus familiaris alt tari benzerlik
gostermistir. Bu analiz sonuglarindan en cok benzeyenler; Canis lupus familiaris 353
EST (%32), Homo sapiens 215 EST (%20), Sus scrofa 90 EST (%8), Canis familiaris 85 EST
(%8), Bos taurus 74 EST (%7), Rattus novergicus 45 EST (%4), Ailuropoda melanoleuca
34 EST (%3), Pongo abelii 27 EST (%2), Pan troglodytes 21 EST (%2), Macaca mulatta 20
EST (%2), Mus musculus 19 EST (%2), Zebrafish 17 EST (%1), Equus caballus 16 EST
(%1), Nomascus leucogenys 15 EST (%1) ve %7 EST de diger organizmalara ait olacak

sekildedir.

Normal meme dokusuna ait EST dizilerinin BLAST analizleri disinda EST’lerden CAP3
programiyla elde edilen contiglerin BLASTN ve BLASTX analizleri tek tek yapildi.

Contiglerin BLASTN analizi sonuclari Cizelge 3.5'te verilmistir.
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Gizelge 3.5 Normal meme dokusuna ait contiglerin BLASTN analizi sonuglari

Contig
Number

Accesion

Description Query

coverage

E
value

Max ident

Contig 1

XM_002720500.1

PREDICTED: Oryctolagus cuniculus
gelsolin,  transcript variant 4
(LOC100337841), mRNA

73%

86%

Contig 2

AM711902.1

Canis  lupus lupus complete
mitochondrial genome

56%

99%

Contig 3

XM_858046.2

PREDICTED: Canis lupus familiaris
troponin T type 3 (skeletal, fast),
transcript variant 4 (TNNT3), mRNA

60%

96%

Contig 4

NG 010157.1

Homo sapiens ribosomal protein
S27a pseudogene 16 (RPS27AP16)
on chromosome 16

63%

90%

Contig 5

BC005391.1

Homo sapiens ribosomal protein SA,
mRNA (cDNA clone MGC:12521
IMAGE:3997019), complete cds

69%

92%

Contig 6

AL136981.22

Human DNA sequence from clone
RP11-526D8 on chromosome 9
Contains the 5' end of the gene for
coiled-coil protein (BICD2)
(KIAA0699), a novel gene, a
eukaryotic translation elongation
factor 1 delta (guanine nucleotide
exchange protein) (EEF1D)
pseudogene, the gene for a novel
KRAB box-containing C2H2 type zinc
finger protein, a novel gene, a
pseudogene similar to part of
sorting nexin associated golgi
protein 1 (SNAG1), a novel
pseudogene, a melanoma antigen
pseudogene and three CpG islands,
complete sequence

88%

2,00E-85

72%

Contig 7

BC013016.2

Homo sapiens ribosomal protein
L19, mRNA (cDNA clone MGC:4526
IMAGE:3010178), complete cds

90%

89%

Contig 8

XM_003432509.1

PREDICTED: Canis lupus familiaris
thymosin beta-4-like
(LOC100683370), mRNA

59%

100%

Contig 9

NG 030525.2

Canis lupus familiaris 60S ribosomal
protein L7 pseudogene (LOC480813)
on chromosome 21

86%

97%

Contig 10

JF342880.1

Canis lupus familiaris haplotype HV1
A167* mitochondrion, partial
genome

87%

100%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291408443?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=59&RID=S5GFHFS901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151416762?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=S5GZ49RP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345783992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5GZJZSP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224496121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=S5GZZH9J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13529268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=S5H5E1C201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9621476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5H5U1P001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38196945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=S5H68JY601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345784462?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5HEYB5G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359751435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5HFB0YM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333945774?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5HFPRH201N

Cizelge 3.5'in devami

Canis lupus familiaris 60S ribosomal
Contig 11 NG 030489.2 protein L10a pseudogene | 66% 0 99%
(LOC474656) on chromosome 11

Homo sapiens annexin A2, mRNA

Contig12 | BCO01748.1 (cDNA clone IMAGE:3535154)

31% | 3,00E-151 98%

Equus caballus selenoprotein M

Contig 13 NM 001168402.1 (SELM), mRNA

62% 0 84%

PREDICTED: Canis lupus familiaris
Contig 14 XR 134421.1 uncharacterized LOC100688685 | 45% 0 99%
(LOC100688685), miscRNA

Homo sapiens ribosomal protein
S15a, mRNA (cDNA clone

Contig 15 BC105292.1 MGC:111208 IMAGE:6649512), | 95% 0 94%
complete cds

Canis lupus familiaris
metallothionein 1E (MT1E), mRNA
Contig 16 NM 001003173.1 | >dbj|D84397.2| Canis lupus | 48% 0 99%
familiaris mRNA for metallothionein-
1, complete cds

Canis lupus familiaris 40S ribosomal
Contig 17 NG 030505.2 protein S6 pseudogene (LOC475434) | 72% 0 96%
on chromosome 15

Equus caballus vimentin (VIM),

1 0, 0,
Contig 18 NM 001243145.1 mMRNA 69% 0 94%
Contig19 | AB209021.1 Homo sapiens mRNA for BM-010| /., 0 94%

variant protein
PREDICTED: Canis lupus familiaris
Contig 20 XM 533061.3 protein S100-Al1-like (LOC475852), | 63% 0 100%

mMRNA

Homo sapiens ribosomal protein
Contig 21 BC010182.2 L28, mRNA (cDNA clone MGC:20328 | 53% | 8,00E-175 88%
IMAGE:4301420), complete cds

BLASTN analizine gore elde edilen 21 contigten 8 tanesi “ribozomal protein” ile
benzerlik gostermektedir. Contig 1 aktin baglayici protein olaran bilinen “gelsolin”,
contig 2 “mitokondriyal genom”, contig 3 cizgili kasin ince filamalarini diizenleyen ve
kasin kasilmasinda gérev yapan “troponin T” [83], contig 6 “coiled-coil protein”, contig
8 “thymosin beta-4”, contig 10 insan mitokondriyal DNA’nin bodlgelerinden olan

“haplotype HV1”, contig 12 “annexin”, contig 13 “selenoprotein”, contig 14
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359807511?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5HRGAG801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12804646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5HRVUCZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/270288783?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5HS7AWX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345783132?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5J2ADH501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75867286?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=S5J2SB6601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/55741621?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5J7R09F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359751420?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5J816NV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/341865568?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5J8GVWA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/62087621?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5JE5BBT01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345782671?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5JEGGCN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40225480?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=S5JF3YZ101N

“unchacterized miscRNA”, contig 16 sk rastlanan metalloproteinlerden
“metallothionein 1E”, contig 18 “vimentin”, contig 19 “variant protein” olarak

kaydedilmistir.

Cizelge 3.6’da contiglerin bp uzunluklari ve ka¢ tane EST’den meydana geldikleri

gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 Normal meme dokusuna ait, CAP3 programi ile olusturulan contiglerin bp
uzunluklari ve olusturdugu EST sayisi

Contig
No Contig bp | EST sayisi
1 1870 2
2 1359 4
3 1585 2
4 910 2
5 1489 4
6 728 3
7 783 2
8 1059 2
9 971 2
10 920 2
11 1095 2
12 1409 2
13 1114 2
14 1262 4
15 510 2
16 899 2
17 1153 2
18 1379 2
19 998 2
20 884 2
21 934 3

Yapilan BLASTN analizlerine gére normal meme dokusundan elde edilen contiglerin
%42’'si Canis lupus familiaris, %38'i Homo sapiens, %10’u Equus caballus, %5’i Canis

lupus ve %5'i Oryctolagus cuniculus seklindedir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Normal meme dokusuna ait contiglerin BLASTN sonuglarina gére GenBank’ta
bulunan organizmalarla olan benzerligi

Normal meme dokusuna ait contiglerin veri tabaninda BLASTX analizi de yapildi ve
bdylece protein veritabanlarindaki dizilerin homologlari aranarak daha spesifik bilgiler
elde edildi (Cizelge 3.7). Contiglerin BLASTX analizi sonuglarinda 7 tane contigin
ribozomlarin alt birimlerini olusturan “ribozomal protein”, 2 contigin varsayimsal bir
protein olan “hypothetical protein” ile benzerlik gosterdigi gériilmektedir. Ayrica 1.
contig aktin baglayici proteinlerden olan “gelsolin” ile , 18. contig ara filaman protein
olan ve hiicre iskeletinin yapisinda bulunan “vimentin” ile ve 16. contigin
“noradrenaline induced gene” olarak bilinen “HLC” ile benzerligi analiz edilmistir. Diger
benzerlik gdsterenler ise “sitokrom C oksidaz subunit 111”7, iskelet kaslari yapisina katilan
“troponin T”, proteolizis olayinda gorevli “ubiquitin”, “thymosin beta-4” ATP

sentezinde gorevli enzim “ATP sentaz” seklindedir.
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Cizelge 3.7 Normal meme dokusuna ait contiglerin BLASTX analizi sonuglari

Contig Accesion Description Query E Max ident
Number coverage value
Contigl | XP_003440148.1 PREDICTED: — ~  gelsolin| 0, 0 65%
S — [Oreochromis niloticus]
cytochrome c¢ oxidase subunit
Il [Canis lupus familiaris]
>gb|ACE01575.1| cytochrome
Contig2 | ABY80569.1 ¢ oxidase subunit Il [Canis) o, 9,00E- 92%
lupus familiaris] 145
>gb|ACE02355.1| cytochrome
¢ oxidase subunit Il [Canis
lupus familiaris]
Contig 3 BAB92981.1 troponin T fast skeletal muscle 41% 2,00E- 97%
- type [Bos taurus] 78
Contig 4 ABKA2077 1 ublqulltln extension protein 56% 2,00E- 80%
E— [Capsicum annuum] 66
PREDICTED: 40S ribosomal
Contig 5 XP_003260037.1 protein  SA-like [Nomascus| 62% 0 97%
leucogenys]
Contig6 | BAA87885.1 unnamed  protein  product | 5o, | 53 37%
[Mus musculus]
Contig 7 BAD96802.1 ribosomal 'proteln L19 variant 54% 6,00E- 100%
E— [Homo sapiens] 83
PREDICTED: thymosin beta-4- 5 OOE-
Contig 8 XP_002762666.1 like isoform 1 [Callithrix| 18% ’21 80%
jacchus]
Contig® | NP 001239156.1 605 ribosomal protein L7 ;| 7,00E- 100%
[Canis lupus familiaris] 152
Contig 10 | ABY79879.1 ATP synthase FO subunit 6) o, 2,00E- 94%
[Canis lupus familiaris] 88
Contig11 | EGV96251.1 605 ribosomal protein L10a| o, | 4,00E- 86%
[Cricetulus griseus] 112
Contig 12 | BAG60240.1 unnamed ~ protein - product| g, | 3,00E- 100%
[Homo sapiens] 16
Hypothetical protein
Contig 13 XP_002635077.1 CBG11292 [Caenorhabditis | 43% 0,51 35%
briggsae]
hypothetical protein  AP8-
Contig 14 | ZP_09145319.1 318522, partial | 13% 1,2 44%
[Acinetobacter sp. P8-3-8]
PREDICTED: 40S ribosomal 4,00E-
igl 2170.1 9 ! 29
Contig 15 | XP_003642170.1 protein S15a [Gallus gallus] 83% 88 92%
. 2,00E-
Contig 16 | AAP32010.1 HLC [Rattus sp.] 19% 05 46%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/348505198?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=68&RID=S6KVXTUY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/166066292?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6KWG5F7013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/21039004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6KX292P016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/117607067?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=86&RID=S6MCANMD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332221769?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=64&RID=S6MCNE0Z016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6518164?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=S6MD1WY0012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62897725?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S6MKB93V013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296234907?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=S6MKTKFX016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356582337?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6MM5GVE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/166065549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6MRT9FG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344240148?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=54&RID=S6MS37C9012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/194388544?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6MSHFFH016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/268554180?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=61&RID=S6MXHBP9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358013509?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S6MXZP4M013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/363739435?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=S6MYBZFA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/30387810?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=S6N5G7Z701S

Gizelge 3.7'nin devami

PREDICTED: 40S ribosomal

Contig 17 | XP_003407709.1 protein  S6-like [Loxodonta| 68% 1,00E-142 93%
africana]
Contig 18 | ADP20549.1 vimentin [Fukomys anselli] 45% | 7,00E-134 98%
Contig 19 | EAW78327.1 hCG16521, isoform  CRA.A| 1o00 | g00e11 | 68%
[Homo sapiens]
PREDICTED: tein S100-A11-
Contig 20 |XP_002728017.1 | . protein 48% | 2,00E-39 | 58%
like [Rattus norvegicus]
PREDICTED: ribosomal protein
L28-like [Rattus norvegicus]
Contig 21 XP_002725071.1 >ref|XP_001073240.2| 46% 1,00E-64 83%

PREDICTED: ribosomal protein
L28-like [Rattus norvegicus]

Normal meme dokusu contiglerinin BLASTX analizlerinde, contiglerin Loxodonta
africana, Oreochromis niloticus, Capsicum annuum, Nomascus leucogenys, Mus
musculus,
Caenorhabditis briggsae, Acinetobacter sp., Gallus gallus turlerine %4,8 oraninda ve

Canis lupus familiaris, Rattus norvegicus, Homo sapiens tirlerine %14,1 oraninda

Fukomys anselli,

Bos taurus, Callithrix jacchus,

benzerlik gostermektedir (Sekil 3.8).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344271768?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=41&RID=S6N5VWK9016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/310756816?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TYCFF1T501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119598733?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=S6NB44F301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/293352570?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=51&RID=S6NBD2NY012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/293341876?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=S6NBT9KG013

14,1%14,1%14,1%

Sekil 3.8 Normal meme dokusuna ait contiglerin BLASTX sonuglarina gére GenBank’ta
bulunan organizmalarla olan benzerligi

3.3.2.2 Tiimorlii meme dokusu EST ve Contiglerin BLAST Analizi

Tumorli meme dokusuna ait 1150 EST’nin BLASTN analizi yapilmistir. Bu analize gore
veritabanindaki organizmalarin bilinen nikleotid dizilerine %95 ve lzerinde benzerlik
gosteren 67 EST, %80 ve (izerinde benzerlik gosteren 199 EST bulunmaktadir. %60-79
arasinda homoloji gdsteren 248 EST, %40-59 arasinda 245 EST, %39 ve altinda ise 458
EST vardir.

Cizelge 3.8’de genlerin %80 ve Uzerinde benzerlik gosteren EST sayilari ve bulunma

oranlari verilmistir.
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Cizelge 3.8 Genlerin BLASTN analizlerine gore %80 ve lzerinde homoloji gosteren
EST’lerdeki bulunma sayisi ve orani

%80 ve lizeri homoloji
gosteren maddeler

Genlerin %80 ve
Uzeri benzesen
EST’lerde bulunma
sayisl

Genlerin %80 ve Ulzeri
benzesen EST’lerde bulunma
orani

Ribosomal protein

22 11,06%

Casein

8 4,02%

Elongation factor (Traslation,
iniation factor)

5 2,51%

Zinc finger protein

4 2,01%

Ubiquitin

1,51%

Proteasome

Guanine nucleotid binding
protein

Lipopolysaccharide  binding
protein

Guanosine monophosphate

Protein kinase subunit
gamma-2

ATP synthase

Wilms tumor 1 associated
protein

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein

BAC clone

Cullin

2 1,01%

Immunoglobulin
Coiled-coil

Homo sapiens lung cancer
oncogene 7

Ras p21 protein activator

Tumor necrosis factor-alpha-
converting enzyme(TACE)

Sarcospan (Kras oncogene-
associated gene

1 0,50%
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Cizelge 3.8'in devami

%80 ve Uzeri homoloji
gosteren maddeler

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST’lerde
bulunma sayisi

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST’lerde bulunma
orani

Leydig cell tumor
Clustrin

Mammary-serum
amyloid

Thymopietin
Cathepsin

Lectin

Chemokine

Glycogen

Catenin (Cadherin)
ADAM metallopeptidase
Nucleoporin

Glutathione peroxidase

Zinc transporter

Jun gene

Multiple
growth factor

epidermal

Tyrosine phosphatase
Lactotransferrin

Protein phosphatase-2

Lysyl oxidase

0,50%
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Cizelge 3.8’in devami

%80 ve Uzeri homoloji gbsteren
maddeler

Genlerin %80 ve Ulzeri
benzesen EST’lerde
bulunma sayisi

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST’lerde
bulunma orani

Cation-dependent mannose
Calmodulin
Inositol-trisphosphate-3
Nucleosomal binding protein
Transaldolase 1 (TALDO1)
Valyl-tRNA synthetase

Oxysterol binding protein
Mitogen-activated protein kinase

UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine

Matrix metalloproteinase
Mucin 15

Photomorphogenic homolog
subunit 2

Butyrylcholinesterase (BCHE)
Mitogen-activated kinase
GTPase

MHC | antigen

MHC I

NSA2 ribosome biogenesis

Transcription factor

Latent transforming growth
factor beta binding protein 3

Nuclear protein
Inhibitor of growth family

Glutathione S-transferase pi 1
(GSTP1)

0,50%

53




Cizelge 3.8'in devami

%80 ve Uzeri homoloji gbsteren
maddeler

Genlerin %80 ve lzeri
benzesen EST'lerde
bulunma sayisi

Genlerin %80 ve Uzeri
benzesen EST'lerde
bulunma orani

Junction plakoglobin (JUP)
HtrA serine peptidase
GBGT1

Pyruvate dehydrogenase kinase

Splicing factor
proline/glutamine rich

ATP-binding cassette

G protein-coupled receptor
kinase

RELT-like protein 1 (RELL1)
Activating signal cointegrator
Insulin like growth factor (IGF)
Haplotype HV1

Speckle type POZ protein
F-box protein

Aging associated protein

Solute carrier

Secretory leukocyte peptidase
inhibitor

Cytochrome C oxidase subunit

Aldehyde dehydrogenase 1

0,50%
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BLASTN analiz sonuglarina goére timorli meme dokusuna ait 1150 EST’den elde edilen
verilerde, %80 ve (izerinde homoloji gosteren EST’lerden “ribozomal protein” %11,06
oraninda bulunmaktadir, %95 ve lizerinde benzesen EST’ler ele alindiginda bu oran
%11,94 olarak hesaplanmistir. %80 ve Uzerinde benzerlik gésteren maddelerden sit
proteini olan “kasein” %4,02, translasyon faktorlerinden “uzama faktori (elongation
factor, translation, iniation factor)” %2,51, “zinc finger protein” %2,01, “ubiquitin”
%1,51 oraninda bulunmaktadir. Her biri %1,01 oraninda olmak lzere; gerekli olmayan
ya da hasar gormis proteinlerin degrede olmasini saglayan “proteozom”, sinyal
yolaklarinda, protein transdiksiyonu, bulylime reglilasyonu ve polipeptid zinciri
uzamasl gibi hicresel olaylarda gorevli “guanin niikleotid baglayici protein”, gram
negatif bakterileri enfeksiyonlarina imminolojik cevapta etkin “lipopolisakkarid
baglayici protein”, RNA’da monomer olarak bulunan niikleotid “guanozin monofosfat”,
hiicre igindeki enerji ihtiyacina cevap veren ve mutasyonu Parkinson hastaligi ile
baglanti olan “protein kinaz subunit gamma-2”, hiicre icin gerekli enerjinin
saglanmasinda kullanilan enzim “ATP sentaz”, hiicresel genlerin transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel reglilasyonunda ve ¢esitli kanser tiplerinin gelisiminde rol oynayan
“Wilms tumor 1 associated protein”, ubiquitin ligazlarin yapisini olusturan hidrofobik
proteinlerden “cullin” ve “heterogeneous niikleoprotein” %80 ve Uzerinde homoloji

gostermistir.

Savunma sisteminde gorevli “imminoglobulin”, gen ekspresyonunda yer alan “coiled-
coil”, “insan akciger kanseri onkogeni 7”, mutasyonu kansere neden olan “Ras p21
protein aktivatori”, monositlerden salgilanan kanserli hiicrelerin yikiminda dnemli rol
oynayan “timor nekroz faktor-alpha” ve “sarkospan (Kras oncogene-associated
gene)”, “clustrin”, “mammary serum amyloid”, “thymopietin”, “cathepsin”, “lectin”,
“kemokin”, “catenin (cadherin)“, “ADAM metallopeptidaz” gibi faktorler %80 ve

Uzerinde homoloji gosterenler icinde %0,50 oraninda bulunmaktadirlar (Cizelge 3.8).
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CAP3 programi ile olusturulan contiglerde hangi EST dizilerinin bulundugunu ortaya

¢itkarmak igin kullanilan BEAP programi ile EST dizilerinin 6rtiisme bigimi tespit edildi.

Cizelge 3.9 Timorli meme dokusuna ait, CAP3 programi ile olusturulan contiglerin bp
uzunluklari ve olusturduklari EST sayilari

Contig
No Contig bp | EST sayisi
1 1217 2
2 1446 2
3 962 3
4 1027 2
5 883 2
6 1091 4
7 1067 2
8 1152 2
9 795 2
10 1298 2
11 1232 2
12 982 2
13 655 2
14 1103 2
15 945 2
16 944 2
17 1419 2
18 1522 2
19 1190 2
20 1192 2
21 1182 2
22 582 2
23 1527 2
24 1118 2

Tumorli meme dokusu EST’lerinin yapilan BLASTN analizlerine gore; 1150 EST’nin
%28'i Canis lupus familiaris, %21’'i Homo sapiens, %7’si Sus scrofa, %7’si Bos taurus,
%4’'G Canis familiaris, %4’G Mus musculus, %4’G Rattus norvegicus, %3’'G Pan
trogldytes, %2’si Ailuropoda melanoleuca, %2’si Zebrafish, %2’si Pongo abelii, %1’i
Equus caballus, %1’'i Nomascus leucogenys ile benzerlik gostermektedir (Sekil 3.9). Bu

analizlerde Macaca mulatta, Macaca fascicularis, Feliz catus tirleri ile benzerlik
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gosteren diziler de vardir (Sekil 3.9).

21%

14%

4% 4% 4% .,

CT2% 2% 2%

Sekil 3.9 Tumorli meme dokusuna ait EST’lerin GenBank’taki organizmalara benzerlik
orani

Tuimorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTN analizi sonugclarina gore contiglerin
homoloji gosterdigi fonksiyonlar incelenmistir. Buna gére contig 1, contig 2, contig 3,
contig 4, contig 13, contig 21 “ribozomal protein” ile benzerlik géstermektedir. Contig
5 “BAC clone”, contig 6 “insan DNA dizilimi”, contig 7 “protein kinaz”, contig 8 insan
mitokondriyal DNA bélgesi olan “haplotype HV1”, contig 10 primer siit proteinlerinden
“beta-kasein”, contig 11 immiinolojik savunmada gorev alan “lipopolisakkarit baglayici
protein”, contig 12 hiicre ylizey reseptorlerinden gelen eksternal sinyallerin hiicre igi
molekillere iletiminde rol oynayan “guanin niikleotid baglayici protein” [81], contig 14
insan cDNA’sI, contig 16 timor hicreleri tarafindan up-regiilasyona ugradiginda, var
olan timorlerin metastazini arttiran “lysyl oksidaz”, contig 19 insana ait “PAC clone”,
contig 20 sinyal molekili rediktazi “guanozin monofosfat rediiktaz 2”, contig 22 “ORF
(open reading frame)”, contig 23 farklilasmis ekspresyonu timor ilerlemesine neden
olabilen “secretory leukocyte peptidase inhibitor (SLPI)” ile homoloji gosterir (Cizelge

3.10).
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Gizelge 3.10 Tumorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTN analizi sonuglari

Contig
Number

Accesion

Description Query

coverage

E
value

Max ident

Contig 1

BC104528.1

Bos taurus ribosomal protein L10,
MRNA (cDNA clone MGC:128842
IMAGE:8119588), complete cds

61%

91%

Contig 2

XR 121754.1

PREDICTED: Nomascus leucogenys
40S ribosomal protein S11-like
(LOC100594367), miscRNA

39%

1,00E-
174

84%

Contig 3

XM_003265887
1

PREDICTED: Nomascus leucogenys
60S ribosomal protein L32-like
(LOC100582831), mRNA

54%

89%

Contig 4

BC102491.1

Bos taurus ribosomal protein S27a,
MRNA (cDNA clone MGC:127404
IMAGE:7952323), complete cds

53%

93%

Contig 5

AC192736.3

Pan troglodytes BAC clone CH251-
289D21 from chromosome 17,
complete sequence

53%

93%

Contig 6

AL354751.7

Human DNA sequence from clone
RP11-100G15 on chromosome 9
Contains the 5' end of the SPTLC1
gene for serine
palmitoyltransferase long chain
base subunit 1, a pseudogene
similar to part of ATP synthase 6
(MTATP6), a cytochrome c oxidase
11 (MTCO3) pseudogene,
pseudogenes for NADH
dehydrogenases 3, 4 and 4L
(MTND3, MTND4L, MTND4), a
protein  tyrosine  phosphatase
pseudogene, a novel gene
(LOC158314), two novel genes, part
of a novel gene and a CpG island,
complete sequence

83%

77%

Contig 7

XM_532769.3

PREDICTED: Canis lupus familiaris
protein  kinase, AMP-activated,
gamma 2 non-catalytic subunit
(PRKAG2), mRNA

81%

97%

Contig 8

JF342906.1

Canis lupus familiaris haplotype
HV1 A26 mitochondrion, partial
genome

57%

100%

Contig 9

AK391892.1

Sus scrofa MRNA, clone:
HTMT10031D02, expressed in
hypothalamus

88%

87%
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75775088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S5JZRRJF01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332232609?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=S5JVWPZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332233489?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=S5JW8Z1301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332233489?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=S5JW8Z1301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/73586973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=S5K5XYF401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/160334128?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=S5KG0H7701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9187237?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5K6FT1R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345781414?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5KGPWSV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333946134?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5KH313001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371912078?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=S5KVKXG801S

Cizelge 3.10’un devami

NM 00100308

Canis lupus familiaris casein beta
(CSN2), mRNA >dbj|AB035080.1]|

1 0, 0,
Contig 10 6.1 Canis lupus familiaris mRNA for 93% 0 94%
beta-casein, complete cds
PREDICTED: Canis lupus familiaris
Contig 11 | XM 542993.3 | lipopolysaccharide binding protein 94% 0 95%
(LBP), mRNA
PREDICTED: Canis lupus familiaris
Contig 12 X;VIOO?»M guanine nucleotide binding protein- 94% 0 99%
= like 3 (nucleolar) (GNL3), mRNA
PREDICTED: Nomascus leucogenys
Contig 13 XM 003267561 | 40S rllbosomal prot.eln S20-like, 8% 2,00E- 87%
21 transcript variant 1 175
(LOC100587409), mRNA
Homo sapiens mRNA; cDNA 2 00E-
Contig 14 | AL137652.1 DKFZp434A2014 (from clone 50% '169 84%
DKFZp434A2014)
Canis familiaris chromosome 31,
Contig15 |AC190116.3 clone XX-443F3, complete 51% 0 96%
sequence
PREDICTED: Pongo abelii lysyl
. XM 002815820 . . .
Contig 16 1 oxidase, transcript variant 2 (LOX), 56% 2,00E-99 76%
= mMRNA
. Homo sapiens chromosome 5 clone o 0
Contig 17| AC026783.5 CTD-2129A22, complete sequence 81% 0 83%
Sus scrofa MRNA, clone:
Contig 18 | AK392242.1 HTMT10059G10, expressed in 62% 0 91%
hypothalamus
Homo sapiens PAC clone RP5-905J8
Contig 19 | AC005189.2 from 7p11.2-p21, complete 36% 7,00E-25 79%
sequence
PREDICTED: Canis lupus familiaris
Contig20 |XM 845034 |BUanosine monophosphate | oo, 0 97%
reductase 2, transcript variant 3
(GMPR2), mRNA
Canis lupus familiaris ribosomal
protein  L23  (RPL23), mRNA
NM 00100310
Contig 21 01— >emb|AJ388521.1| Canis familiaris 40% 0 99%
- mRNA for Ribosomal protein,
L17/L23 (rpL17/L23 gene)
PREDICTED: Canis lupus familiaris
. XM _003434492 | chromosome 4 open reading 7,00E-
Contig22 |—— — 609 999
ontle 21 frame, human C10orfl16 % 173 %

(C4H100rf116), MRNA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50978767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5M3SNSJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50978767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5M3SNSJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345789636?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5KWA3H301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345786728?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5M86HZM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345786728?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5M86HZM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332236841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=S5M8H0CP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332236841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=S5M8H0CP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6807719?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S5MR4KWK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167860228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5MREEZZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297675841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5MS0FR101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297675841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5MS0FR101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15375165?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=S5MXWB8M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371912558?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S5MY7EN601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21322191?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5MYKU6P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345804215?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N40BSJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50978791?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N4AT0P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/50978791?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N4AT0P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345799291?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N4NDKX01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345799291?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N4NDKX01S

Cizelge 3.10’un devami

Canis lupus familiaris secretory

NM 00111317 leukocyte  peptidase inhibitor

LVR010009D08, expressed in liver

Contig 23 11 (SLPI), mRNA >dbj|AB266058.1| 39% 100%
== Canis lupus familiaris ckpi mRNA for
protease inhibitor, complete cds
Contig24 | AK393964.1 Sus scrofa MRNA, clone: 59% 9,00E- 829%

Timorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTN analizlerine goére benzerlik gosterdigi

organizmalar tespit edilmistir. Buna gore contiglerin %37,5’i Canis lupus familiaris,

%17’si Homo sapiens, %12,5’i Sus scrofa, %12,5'i Nomascus leucogenys, %8,5’i Bos

taurus, %4’G Canis familiaris, %4’G Pongo abelii, %4’G Pan troglodytes ile homoloji

gostermektedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Timorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTN sonuglarina gore

GenBank’ta bulunan organizmalarla olan benzerligi

Yapilan BLASTX analizine goére timorli meme dokusuna ait contiglerden contig 1,

contig 2, contig 3, contig 5, contig 9, contig 13, contig 18 “ribozomal protein” ile
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/163915354?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N8KM4U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/163915354?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S5N8KM4U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371920141?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S5N8Y3P101N

benzerlik gostermektedir. Contig 7 “5-AMP-activated protein kinase”, contig 8
“sitokrom C oksidaz”, contig 10 “beta-kasein”, contig 11 “lipopolisakkarid baglayici
protein”, contig 12 “guanin niikleotid baglayici protein”, contig 14 “hypothetical
protein”, contig 15 intraselller demir depolama proteini “ferritin heavy chain”, contig
19 “endonlikleaz/revers transkriptaz”, contig 20 “low quality protein, GMP reduktaz-
2”, contig 22 “penisilin-baglayici protein 1A”, contig 23 “antileukoproteinase”, contig

24 “retinal dehidrogenaz 1” seklinde homoloji gostermektedir (Cizelge 3.11).

Yapilan BLASTX analizinde 2 contigin herhangi bir organizmaya benzerlik géstermedigi

gorilmustir.
Cizelge 3.11 Timorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTX analizi

Contig Accesion Description Query E Max ident
Number Coverage value

PREDICTED: ribosomal protein

0, _ 0,
L10-like [Pan troglodytes] >3% 2,00E-150 96%

Contig 1 XP_522844.3

PREDICTED: 40S ribosomal

XP 003228716 protein S11-like [Anolis 30% 1,00E-89 93%

Contig 2

A ) .
= carolinensis]
PREDICTED: 60S ribosomal
. XP_002925587 . . .
Contig 3 = |protein L32-like [Ailuropoda 51% 1,00E-63 76%

A
melanoleuca]

7gc:66168  protein,  partial

Contig 4 AAH49478.1 [Danio rerio] 47% 5,00E-81 97%
. ribosomal protein S15a,
EDL17115.1 469 E-87 9
Contig 5 AR VAR isoform CRA_b [Mus musculus] 6% 3,00E-8 98%
Contig 6 - No similarities found - - -
5-AMP-activated protein
Contig 7 AES04715.1 kinase, gamma-2 subunit 11% 5,00E-11 90%
[Mustela putorius furo]
Contig8 |ABYg0124.1 | CYiochrome c oxidase subunitll 55% 1,00E-90 90%
[Canis lupus familiaris]
putative 40S ribosomal protein
S9 [Taeniopygia guttata]
123271
Contig 9 NP 00123271 >gh|ACH43609.1]| putative 40S 66% 2,00E-118 100%

1.1
- ribosomal protein S9

[Taeniopygia guttata]

Cizelge 3.11’'in devami
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332842132?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=39&RID=S6NMKXVG013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327288000?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=S6NNCTFE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327288000?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=S6NNCTFE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301780338?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=100&RID=S6NNT6RG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301780338?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=100&RID=S6NNT6RG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/29612581?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6U5BJUE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/148685168?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S6U5J988016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/355713571?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=S6UB4Z2V01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/166065813?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UBEMSK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350536385?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UKNMFD01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350536385?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UKNMFD01S

NP_00100308

beta-casein precursor [Canis lupus

Contig 10 6.1 familiaris] >dbj|BAA95931.1| 47% 2,00E-69 100%
- beta-casein [Canis lupus familiaris]
lipopolysaccharide-binding protein
precursor  [Rattus norvegicus]
>gb|AAI01907.1]
Contig 11 | NP_058904.2 | Lipopolysaccharide binding 88% 1,00E-132 60%
protein [Rattus norvegicus]
>gb |EDL96653.1| rCG32348
[Rattus norvegicus]
PREDICTED: guanine nucleotide-
XP 43284
Contig 12 M binding protein-like 3 [Canis lupus 80% 4,00E-148 100%
= familiaris]
PREDICTED: 40S ribosomal protein
Contig 13 XlPOOZﬂ S20-like  isoform 2 [Macaca 60% 1,00E-83 98%
= mulatta]
hypothetical protein [Plasmodium
chabaudi chabaudi]
Contig 14 | XP_744049.1 |>emb|CAH81146.1| conserved 24% 3,4 31%
hypothetical protein [Plasmodium
chabaudi chabaudi]
Contig 15 |EHB039g2.1 | Fermitin heavy chain | 6o 2,00E-54 67%
[Heterocephalus glaber]
Contig 16 - No similarities found - - -
Contig17 |EAWS53124.1 hCG2040565 [Homo sapiens] 34% 6,00E-28 75%
Contig 18 glzoow ianuSIartlt):]somal protein S2 [Macaca 47% 1,00E-164 99%
Contig19 |ABRO1162.1 | Sndonuclease/reverse 12% 0,33 50%
transcriptase [Sus scrofa]
PREDICTED: LOW QUALITY
Contig 20 leoosw PROTEIN: GMP reductase 2-like 88% 8,00E-160 70%
= [Loxodonta africanal]
Contig 21 XP_002192767 PREDI.CTED.: hypothetical protein 37% 2 00E-81 100%
A [Taeniopygia guttata]
penicillin-binding ~ protein 1A
[Synechococcus  sp.  CC9902]
Contig22 |YP 377576.1 |>gb|ABB26532.1] Penicillin-|  52% 1,6 31%
binding protein 1A
[Synechococcus sp. CC9902]
Contig 23 XP_003467824 F.'REDICT.ED: antileukoproteinase- 33% 3 00E-41 4%
1 like [Cavia porcellus]
Contig24 |XP 5335251 | EDICTED: retinal dehydrogenase |, 8,00E-08 100%

1 isoform 1 [Canis lupus familiaris]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50978768?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UG2A9Y01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50978768?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UG2A9Y01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/139948891?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=S6UGHR4F016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345786729?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UT8B8G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345786729?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UT8B8G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297292885?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UVFB6A013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297292885?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UVFB6A013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70949240?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UTWF0X01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351701063?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=79&RID=S6UY6JB7013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119573509?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6UYY5HH013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302191631?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6V3J5AY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302191631?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6V3J5AY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/148645276?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6V3XMFX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344298742?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S6V453YC013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344298742?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S6V453YC013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224086322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=S6V9YGA9016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224086322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=S6V9YGA9016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/78185141?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=25&RID=S6VABYAF01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/348564061?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=36&RID=S6VAXXEK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/348564061?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=36&RID=S6VAXXEK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/57035983?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S6VY7WB301S

Tumorli meme dokusu contiglerinin BLASTX’e gore benzerlik gosterdigi organizmalarin
oranlart %19’u Canis lupus familiaris, %9’u Macaca mulatta, %9’u Taeniopygia guttata,
geri kalani ise Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Pan
troglodytes, Ailuropoda melanoleuca, Danio rerio, Loxodonta africana, Mustela
putorius furo, Anolis carolinensis, Plasmodium chabaudi chabaudi, Heterocephalus

glaber, Synechococcus sp., Cavia porcellus % 4,5 olacak sekildedir (Sekil 3.11).

19%

8% 9%

A5%A5%A5%A5%A5%A5%45%45%A45%45%45%45%45%45%

Sekil 3.11 Timorli meme dokusuna ait contiglerin BLASTX sonuglarina gore
GenBank’ta bulunan organizmalarla olan benzerligi

Meme  dokusu ESTlerinin  GenBank’taki organizmalarla olan  benzerligi
karsilastirildiginda; normal meme dokusunda, en fazla homolojiyi gosteren ilk 4
organizma Canis lupus familiaris (%32), Homo sapiens (%20), Sus scrofa (%8), Canis
familiaris (%8) iken timorli meme dokusunda Canis lupus familiaris (%28), Homo
sapiens (%21), Sus scrofa (%8), Bos taurus (%8) seklindedir. Goraldugi tzere her iki

dokuda da Homo sapiens homoloji oranlari birbirine yakindir.
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Normal meme dokusu Tumorlii meme dokusu

, B Canis lupus 1 Canis lupus
8% o o
familiaris familiaris
B Homo sapiens B Homosapiens
1 Sus scrofa 1 Susserofa
B Canisfamiliaris B Bos taurus

Sekil 3.12 Normal ve timorlii meme dokularinda en fazla homolojiyi gosteren ilk 4
organizmanin ylzde degerleri ve karsilastiriimasi
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 EST BLAST ANALIZLERI

Genom calismalarinda, genler hakkindaki bilgilere ulasmanin en kisa ve hizli yolu EST
ile yapilan g¢ahsmalardir. Calisma sonuglarinin givenilirligi igin EST’lerin dogru bir
sekilde analiz edilmesi gerekmektedir. cDNA’lari olusturan EST’ler ayni gende olussa
bile ayni genin farkli bdlgelerinden eksprese olan driinleri ya da genin farkl
uzunluklardaki fragmentleri klonlanmis olabilir. Bu durumda birlesmis EST’lerden

meydana gelen contigler farklihk gosterebilir.

Bu calismada Terrier irki saglikh bir képegin normal meme dokusu ile meme kanserine
yakalanmis bir baska Terrier irki kopege ait timorli meme dokusunun cDNA
kitliphaneleri olusturulmus ve EST klonlari elde edilerek dizin analizi yapiimistir.
Sonucta 2268 EST elde edilmistir. EST’lerin BLASTN analizi, birlestirilmis dizilerden
olusan contiglerin ise hem BLASTN hem de BLASTX analizleri yapilmis, sonuglar ayri ayri
degerlendirilmis ve karsilastiriimistir. Tumorli ve normal meme dokularina ait
muhtemel gen ekspresyon profilleri belirlenmistir. EST dizilerinden olusan cDNA
kitiphaneleri mRNA’larin izole edildigi evrede aktif olan genlerle ilgili bilgi

sunmaktadir [84].

4.1.1 Tumorli meme dokusu BLAST analizleri

Képek meme timorlerinin %50’si malignant olarak siniflandirilmaktadir ve ¢ogu tedavi
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stratejisi (kemoterapi kombinasyonlari, radyasyon, immuinoterapi gibi) tekerriri
onlemede c¢ok etkili degildir [20], [18], [85]. Bunlara ek olarak cgesitli yayinlar,
histopatolojik pre-malignant lezyonlu kdpeklerin ya da malignant CMTs gegmisi olan
kopeklerin, yeni bir malignant CMT gelistirme riskinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Meme timoriu etiyolojisindeki cevresel enfekte edici etkenlerin olasi rolii bilimsel
merak uyandirmistir. Ozellikle sentetik kimyasal icerigin cevreye serbest birakilmasiyla,

canh varliklarin dogrudan ya da dolayli olarak bunlara maruz kalmasiyla olur [16].

insanlarda oldugu gibi kdpeklerde de benign ve malign meme tiimérlerinin gelisimi,
cinsiyet steroid hormonlarina baghdir. Ayrica kadinlarda oldugu gibi disi kopek
timorlerinde de, hormon reseptorleri kaybedilir, hizli bir ilerleme gerceklesir ve
képekte metastatik bir hastalik olusur [60]. insanlarda retroviriislerin meme timéri

gelisimini tetikledigi yonindeki diisiince kopeklerde de kesin olarak kanitlanmamustir.

Sorenmo’nun (2009) yapmis oldugu bir ¢alismada, malignant timorlerin dnceden var
olan benign timorlerden gelistigi hipotezi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar malignant
timoru olan kopeklerin, benign timori olan képeklerden ¢ok daha yash oldugunu
gostermis olup, malignant timorlerin benign tiimoérlerden daha genis oldugu
belirlenmistir. incelenen képeklerin 2/3’niin multipl timéri vardir ve malignansiye
dogru histolojik olarak ilerlemenin kaniti, artan timoér boyutu ile bagdastiriimaktadir.
Bu bulgular CMTs’lerinin benignden malignanta ilerledigini gosterir [31]. Calismamizda
kullanilan Terrier irkina ait timoérli meme dokusu 6rneginde, kdpege ait timoriin
boyutu biyik olup kanseri ilerlemis bir evrede bulunmaktadir, bu da kullanmis

oldugumuz timorli dokunun malignant olabilecegi siiphesini uyandirmaktadir.

Neoplazi (bir grup hiicrenin veya dokunun biylimesi, cogalmasi) gelisme riskinden
sorumlu tutulan ylzlerce gen bulunmaktadir. Kalitimsal olarak kansere yatkinlik
yaratan genler siklikla hiicre biyimesi ve farklilasmasinin kontroliinde, DNA
onariminda ve genomik bitlnliglin saglanmasinda rol oynadigl yapilan calismalarla
kanitlanmistir [86]. Timorli meme dokusuna ait BLAST analizi sonuglari bu durumu

desteklemektedir. Normal meme dokusuna oranla, hiicre bliyimesi ve farklilasmasi,
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DNA onarimi gibi olaylarda rol oynayan genler timorli meme dokusunda daha gok
bulunmaktadir. Hicre donglsiinde, sinyal yolaklarinda, hiicre bliyliimesi kontroliinde,
proliferasyon ve farkhlagsma gibi durumlarda etkin “tirozin fosfataz”, “matriks
metalloproteinaz 19”, “inositol polifosfat” ve “myc iliskili faktor X” ve “WD repeat

domain” gibi genler timoérli meme dokusunda homoloji gdstermistir.

Cizelge 4.1 Homolojisi bulunan genler, oranlari ve EST sayilari-1

Homolojisi olan gen Homoloji orani EST sayisi
WD repeat domain %98 1
Myc associated factor X %21 1
Inositol polyphosphate %6 1
Matrix metalloproteinase 19 %86 1
Tyrosine phosphatase %95 1

Asano (2006) ve Carraway&Sweeney (2006) gibi bilim insanlarinin yapmis oldugu
calismalarda, sitokinin ve kemokinin meme kanserinde rol oynadigini ancak sinyal
yollarinin ¢ok iyi bilinmedigini belirtmislerdir. Kemokinler, malign timoér olusumunda
rol oynarlar ve yapmis oldugumuz calismada timorli EST benzerlik sorgulamasi
sonuglarinda da bulunmaktadir. %98, %26 ve %5 oranlarinda homolojisi bulunan

kemokine 3 EST’de rastlanmistir.

Mutasyonu ile kanser gelisimine neden olabilecek ya da apoptozis gibi kosullar
tetikleyecek genlere normal meme dokusu ile kiyaslandiginda timorli doku
sonuclarinda daha fazla EST'de rastlanmistir. Bunlardan monositlerden salgilanan,
kanserli hicrelerin yikiminda o6nemli rol oynayan ve apoptozisi indikleyen
sitokinlerden “timor nekroz faktor” [106], apoptoziste olayinda etkin “clusterin”,

“degisiklik yapan beta blylime faktord” (transforming growth factor beta), “apoptotic
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chromatin condensation inducer 1 (ACIN1)” ve “karsinoembriyogenik antijen-iliskili
hicre adhezyon molekiil 1 izoform 1s” genleridir. Bu genlerin bulundugu EST sayisi 1

olup en fazla homoloji gosteren %94 ile “clusterin”’dir.

insiilin reseptérii (INSR) ya da “insiilin benzeri biyiime faktéri” (insulin-like growth
factor, IGF) sinyalizasyonunun, meme timoériu gelisiminde vyer aldigi tahmin
edilmektedir [87]. insiilin reseptér ailesi liyeleri IGF1R, IGF2R, INSR, GHR ve ligandlari
IGF1, IGF2 Uzerinde gesitli arastirmalar yapilmis ve bunlarin képek meme timorleri
karsinogenezi lizerinde potansiyel etkisi bulunmustur [87], [88]. Yapilan arastirmalarda,
normal kopek meme bezi ve adenomalarinin fazla INSR ekspresyonu varken,
karsinomalarin ve metastazlarin gozle gorilir bir bicimde azalmis ekspresyonlari
belgelenmistir. insiilin ve IGF sinyal seviyelerindeki degisiklikler kanser olusumuna
neden olmaktadir [69], [88]. Calismamizda EST analizleri sonrasinda elde edilen verilen
icinde “insilin benzeri buyime faktora (IGF)”, “epidermal bliyiime faktoria”, “fibroblast
blyime faktorid” her iki meme dokusunda da tespit edilmistir. Kopekler Gzerinde
yapilan bircok calismada, Ostrojen (ER), progesteron (PR), prolaktin (PRLR), ve
epidermal bliyime faktori reseptoérlerinin  (EGF-R) hem normal kdpeklerde hem de
timorli kopeklerde bulundugu saptanmistir. Yapmis oldugumuz calismada yer alan
genlerin benzerlik sonuglarinda, bu reseptérlere hem normal hem de timoérla képek

meme dokusunda karsilasiimistir.

2005 yiinda yapilan bir cDNA calismasinda “mucin” ve “cadherin” genlerinin
overekspresyonlarinin meme kanseri olusumunda rol oynadigi bulunmustur [89].
Yapmis oldugumuz timorli meme dokusu benzerlik sonuglarinda bu iki gen de yer
almaktadir. “Cadherin” ise hem timoérli hem de normal meme dokusunda tespit

edilen muhtemel genlerdendir.

Benign timorlerde gorilen “leydig hiicre timord” ile ilgili arastirmalar, radyoterapi ve
kemoterapiye direncli oldugunu gostermektedir [90]. Kanser hicrelerinde yiksek
aktivite gosteren “PDK1 (Pirlivat dehidrogenaz kinaz)” ve “Wilms tumor 1 associated

protein” homoloji bulgularimizda rastlanmaktadir. Cesitli hiicre déngisiinde etkin olan,
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transkripsiyonel regllasyondan rol oynayan “Wilms tumor 1 associated protein”‘in

EST’lerimizde yliksek oranda benzerlikleri bulunmaktadir [89] (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Homolojisi bulunan genler, oranlari ve EST sayilari-2

Homolojisi olan gen Homoloji orani EST sayisi
Leydig cell timor %81 1
Wilms tumor 1 associated protein %98, %93 2
PDK1 %97 1

Sinyal vyolaklarinda meydana gelen mutasyonlarin kanseri tetikleyici oldugu
ispatlanmistir. ERK1/2 MAP kinaz aktivasyonuna sebep olan malignansi ile ilisik “D-
dopachrome tautomerase”, intraselller sinyal yolaklarinda yer alan proteinlerde
bulunan “pleckstrin homology domain” ve Wnt proteinleri icin reseptorleri kodlayan
“Wntless homolog” EST benzerlik sorgulamasi sonuclarinda yer almakta, bu da bozulan
sinyal yolagi ve proteinlerinin kansere olan etkisinin sonucu oldugunu
disindirmektedir. Wnt sinyali, hem insanda hem de yetiskin hayvanlarda meme
kanseri gelisimine neden olur ve karsinogenezde rol oynar. Bu yolak ¢ogu timor
olusumunda aktif hale gelir. Hem insanda hem de kopeklerde c¢ogu yolak

komponentlerinin “down-regiilasyonu” gézlenmistir [92], [93], [94].

RhoA protein seviyesi ile meme kanseri durumunda belirgin artis gosteren “Ras
homolog gen ailesi” ve mutasyonu bazal hiicre karsinomalari ile ilisik “Ras p21 protein
aktivatori (Ras GTPase activator protein) ” ve memelilerde yliksek oranda korunan Ras
siper ailesi GTP-baglayici proteinlerden ARF Uyesi “ADP-ribosylation factor 4” ile
benzerlik gosteren sonuglarin EST’lerimizde rastlanmasi bu onkogen ile yapilan

calismalara destek verebilir.

Yapilan bir calismada sinyal yolaklarinda anahtar komponent olan “GNAS kompleks

lokus” mutasyonunun STAT3 aktivasyonunu sagladigi ve kansere neden oldugu
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bulunmustur [95]. “Guanin nukleotid baglayici proteinler “ sinyal yolaklarinda goérev
yapan proteinlerdendir. Homolojisi belirlenen, meme ve prostat kanserinde etkisi olan
“tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme (TACE)” ve “insan akciger onkogeni

7” EST’lerimizde benzerlikleri bulunan genlerdir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Homolojisi bulunan genler, oranlari ve EST sayilari-3

Homolojisi olan gen Homoloji orani EST sayisi
GNAS complex locus %97 1
Guanine nucleotid binding proteins %98, %97, %94 3
Tumor necrosis factor-alpha-converting enzyme (TACE) %96 1
insan akciger onkogeni 7 %82 1

EST benzerlik sorgulamasi sonuglarinda, mutasyonu ile kanseri tetikleyecek genlere
rastlanmistir. Bunlardan bazilarn “glutathione S-transferase pi 1 (GSTP1)”, “UDP-N-
acetyl-alpha-D-galactosamine” ve “tirozin kinaz”’dir. Buna ek olarak “lysyl oksidaz”
onkogen slipresorii ve “HtrAl” timor slpresori olarak goérev yapan ve benzerligi

bulunan muhtemel genlerdir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Homolojisi bulunan genler, oranlari ve EST sayilari-4

Homolojisi olan gen Homoloji orani | EST sayisi
GSTP1 %81 1
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine %98, %45 2
Lysyl oxidase %81, %59 2
HtrAl %86 1
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Mutasyonu kas distrofisine neden olan “Homo sapiens sarkospan (Kras oncogene
associated gene)” [96], [97], seviyesindeki artisi kanserin yayilmasina neden olan
“timor protein” ve mutasyonu retinal-renal genetik bozuklugu gibi durumlara yol acan
“serolojik tanimlanmis kolon kanseri antijeni 8” genleri timorli meme dokusunda
homolojisi yliksek muhtemel gen dizileridir. KRAS2 sinyal gecisini saglayan bir GTPase
olarak bilinmektedir ve somatik mutasyonlar sonucunda, meme kanseri de dahil olmak

Uzere ¢ogu kanser tlriinde etkili hale geldigi kanitlanmistir [98].

Calismamizda yapilan BLAST analiz sonuglarinda bulunan MAP (mitogen-activated
protein) kinazlar ekstraselller stimiilasyonu ve c¢esitli hicresel aktiviteyi (gen
ekspresyonu, mitoz, farklilasma, apoptosis) regiile etmeyi saglamaktadir [99].
MMPs’ler ise hem insanlarda hem de kopeklerde ayni etkiyi yapar, timor invazyonunu
ve farkh timorlerdeki progresyonunu kontrol eder. Yapilan calismalarda, matrix
metalloproteinazlar (MMPs) ve metalloproteinazlarin inhibitérlerinin (TIMPs) timor
progresyonunda yer aldigi ve reaktif stroma ile iliskilendirildigi (timor gelisimi igin

yapisal ve vaskiler destek saglar) distintilmektedir [18].

Hem kopeklerde hem de insanlarda bulunan, mutasyonu o6limcil Mendelian
hastaligina sebep olan, glisin metabolizmasindaki 6nemli  enzimlerden
“aminometiltransferaz (AMT)” [100], osteoklast ve akciger kanseri gelisiminde rol
oynayan “T-cell leukemia translocation altered gene (TCTA)” [101] genleri elde
ettigimiz EST’lerle homoji gostermektedir. “AMT” geni 3 EST'de %67, %60 ve %49

oranlarinda benzerlik gostermektedir.

Overekspresyonu timor olusumu gibi durumlarda goérilen “leukemia viral oncogene
homolog 3”, “mRE11 mayotik rekombinasyon 11 homolog A”, insan meme kanseri
vakalarinda kanserle iliskili olarak hiicre dénglisiinde rol oynayan “siklin-bagimh kinaz”

benzerlik sorgulamasinda elde edilen olasi genlerdir.

Ayrica benign monoklonal adenomalarda sik rastlanan “pituitary tumor-transforming

gene 1 protein interacting” [102] genine EST analizlerimizde rastlanmistir.

Sonuclarimizda rastlanmayan ancak kopek meme timorid olusumuna tesvik ettigi
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bulunan genlerden FBN1, AOX1 ve PTERG2, SEPP1 ve DCN [9], [10], meme kanserinde
gorilen baslica genler olan BRCA1 ve BRCA2, p53 ile EST'lerimizde herhangi bir
homoloji tespiti yapilmamistir. BRIP1, CDH1, ESR1, STK11 ve TP53 gibi en cok calisilan
risk genlerine de [64], [65] benzerlik arastirmasi yaptigimiz bu g¢alismada
rastlanmamistir. Bu arastirmanin homoloji sonuclarinda daha c¢ok hiicre dénglistinde
etkin olan, hiicrenin proliferasyonunu ve gogini saglayan, apoptozis gibi durumlarda

rol oynayan, blylimeyi kontrol eden olasi genlerin varligi tespit edilmistir.

4.1.2 Normal meme dokusu BLAST analizleri

Normal meme dokusuna ait BLASTN analizlerinde karsilasilan genlerden yliksek oranda
benzerlik gosteren (%97-Homo sapiens) “serin peptidaz inhibitér” hormon tasinmasi,
proteinlerin katlanmasi gibi cesitli biyolojik fonksiyonlarda gorev alip boéceklerde
immun sistemde yer alirken [104], “serin/treonin kinaz” hiicre donglsiinde ve

proliferasyonunda rol oynar ve ¢esitli kanser tiplerinde ekspresyonu degisiklige ugrar.

BLAST analizi yapilan EST dizilerimizde benzerlik gosteren, hiicre déngilsiinde ya da
farklilasmasinda goérev alan genler “hiicre bélinmesi donglist 17 iliskili protein kinaz”,
buylume gorevinin yani sira hiicre siklusunun Go/G1 fazlarinda ekspresyonu en yiksek
seviyeye ulasan, kromozom translokasyonu ile B-cell kronik lenfositik I6semiye neden

olan “B-hiicresi translokasyon geni 1” genlerine rastlanmistir.

EST BLAST sonuglarimizda yer alan “FRAS 1 ekstraselliler matriks protein”’in
epidermal hicrelerde ekspresyonu fazladir ve epitel-mezenkimal dayaniklihiga katkida
bulunur, mutasyonu Fraser sendromuna sebep olur [105] ve EST’lerimizde benzerligi

tespit edilmistir.

Hiicrede bulunan ATP’deki kimyasal enerjiyi mekanik hareket enerjisine donistiiren
motor proteini ve ila¢ kullanimi boyunca detoksikasyonu saglayan, basit hicresel
fonksiyonlarda yer aldigi bulunan, Alzheimer gibi hastaliklarda rol oynadigi diisiintilen
“sitoplazmik dynein” epoksidleri trans-dihidrodiols’e donistiren “epoksid hidrolaz 1”

benzerlik analizi yapilan diger genlerdendir.
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Lizozomal proteolitik sistemin ana komponenti olan ve mutasyonu sonucu kanser ve
Alzheimer gibi hastaliklara neden olan “cathepsin F”, T hiicrelerinin blylimesini ve
farklilagmasini  stimile eden sinyallerin modilasyonunda 6nemli rol oynayan

intraseliler binding protein “myozenin-2” BLAST sonuglarimizda yer almaktadir.

Spesifik endotelyal hiicre reseptéri olan “thrombomodulin (THBD)”, hizli gizgili
kaslarda (fast skeletal troponin) ekspres olan ve kasilmada gorevli “troponin T type 3”,
hicre proliferasyonu, blylimeyi saglayan, fazla ekspresyonu kolon kanserine neden
olan “metiyonin adenozilransferaz II”, transmembran proteinlerden “sitokrom”,
kimyasal reaksiyonlari katalizleyen enzim “dimethylarginine dimethylaminohydrolase

2” normal meme dokusu genleri ile benzerlik gostermektedir.

Onkogen ya da transkripsiyonel regilator olarak rol oynayan ve overekspresyonu
hiicre invasyonunu arttiran, meme kanseri olusumunda prediktér “meme timori
otoantijeni”, sitozolde bulunan glikogen granillerinde bulunan enzim “fosforilaz

glikojen” genlerinin homolojisi normal meme dokusunda tespit edilmistir.

Membran proteini olan “LanC lantibiotic domain containing phosphatase”, Fox geninin
hicresel homologu “Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virusubiquitously”,
transkripsiyonel regiilasyonda ve mikrotiibil-bagimh hicre hareketinde rol oynayan
“histon deasetilaz” ekspresyonu endometrial karsinoma hicrelerinde goérilen ana
transkripsiyon element-baglayici protein olarak bilinen “krueppel-like factor 9” analiz
sonuclarinda gorilmektedir. Normal meme dokusunda benzerlikleri bulunan olasi

genlerin homoloji oranlari ve EST sayilari Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5 Normal dokuda homolojisi bulunan genler, oranlari ve EST sayilari

Homolojisi olan gen Homoloji orani EST sayisi
Serine peptidase inhibitor %97 1
Serine/threonine kinase %91 1
Cell division protein kinase 17 %99, %74 2
B-cell translocation gene 1 %96 1
FRAS 1 extracellular matrix protein %93 1
Cytoplasmic dynein %95 1
Epoxide hydrolase | %97 1
Cathepsin F %98 1
Myozenin-2 %99 1
Thrombomodulin %59, %55, %50, %49, %39, 8

%29, %20, %7
Troponin T type 3 %87, %64 1
Methionine adenosyltransferase I %82 1
Cytochrome %88, %86 2
Dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 %96 1
Breast tumor autoantigen %70 1
Phosphorylase glycogen %95 1
LanC lantibiotic domain containing phosphatase %80, %33 2
Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma %70, %57 2
virusubiquitously

Histone deacetylase %95 1
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Analiz sonuglarinin vermis oldugu bilgilere dayanarak normal meme dokusuna ait
BLAST sonuglarinda hiicrelerin yapisal kisimlarinda bulunan, diizenleyici ve kimyasal
reaksiyonlarda gorev alan, hiicrenin blylmesini ve farklilasmasini saglayan genlerle

benzerlik bulunmustur.

Normal ve neoplazmaya ait meme dokularinda bulunan steroid hormon reseptorlerinin
farkhhgi, malignant timorlu disi kopeklerde bulunan steroid hormon serum seviyesi,
saglkli kopekler ya da benign timorli kopeklerle karsilastirildiginda ¢ok daha fazla
miktarda bulunmaktadir. Hormonlar, genetik mutasyonlarla birlikte hicre
proliferasyonunu indikler. Carrefio (1999), karsinogenezdeki hormon roliiniinin, diger

karsinogenezlerle degisen hiicrelerin proliferasyonunu kisitladigini belirtmektedir [16].

Hormon bagimli neoplazi gelisiminde yer alan spesifik genler halen bilinmemektedir.
Buna ek olarak onkogenlerin, timor slpresér genlerin, DNA tamirindeki genlerin,

hormonal karsinogenezde rol oynadigina inanilir [16].

%80 ve uzerinde homoloji gosteren genler incelendiginde ise her iki meme dokusunda
da protein sentezinde goérev alan, ribozomlarin alt birimlerini olusturan “ribozomal
protein” EST’lerimizde en fazla sayida bulunan gendir. Normal meme dokusunda bu
genin ardindan protein sentezi sirasinda peptid zincirinin uzamasini saglayan “uzama
faktori”, timorli meme dokusunda ise sirasiyla “kasein” sonra da “uzama faktoru”

gelmektedir.

Timorli ve normal doku arasinda rastlanan farklar, gen ekspresyonundaki farkhliklarin
tamamini gostermeye vyeterli degildir. EST dizilerinin tesadifi klonlar {izerinden
yapiliyor olmasi bize biitiin gen orneklerinden ekspresyon seviyelerine uygun sayisal

oranda karsimiza ¢cikmasini engeller.

EST sayimizin kisith olmasindan dolayi, ekspres olan biitliin genlerin tespit edilmesi
mumkiin olmasa da, bu calisma bize ekspresyon profili hakkinda 6nemli bilgiler

vermistir. Muhtemel genlerin dizilerinin, EST bankasina kaydedilmesiyle birlikte
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timérli dokuyla c¢alisan arastirmacilara kaynak olacaktir. Ozellikle képek meme
dokusuna spesifik olan bu EST’ler, kopek meme kanseri ¢alismalari icin oldukca degerli

bilgiler tasimaktadir.

Son zamanlardaki yutksek islem hacmi olan genomik ¢alismalar, meme kanserinin
molekiler kompleksligini anlama olanagi saglar. Kopek meme bezi tiimorlerinin insan
meme timorleri ile gok yakin benzerlikler géstermesi, onkoloji ¢alismalari agisindan
kopeklerin ¢ok 6nemli biyomodeller oldugunu kanitlar. Molekiler biyoloji teknikleri ile
yapilan arastirmalar, saglikh ve normal hicrelerin kéti huylu karakter kazanmasina
bagh olarak timoér olusumuna neden olan genlerin belirlenmesi her gecen yil 6nem
kazanmaktadir. Bu ¢alismanin kanser arastirmalarinda model organizma olarak
kullanilan Terrier irki képegin meme dokularindaki bilinmeyen genlerin belirlenmesine
olanak saglayacagi gibi bundan sonraki calismalara da 6nemli bir kaynak teskil edecegi,

kanserin molekdler biyolojisini anlamada yardimci olacagi distintiimektedir.
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