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ONSOz

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser tiridir. Son yillarda, teshis ve tedavi
yontemlerinde énemli gelismeler olmasina ragmen, meme kanseri halen kadinlarda en ¢ok
6lume sebep olan kanser turtdir. Meme kanserinin molekiler biyolojisinin anlasiimasi yeni
belirte¢g molekdller ve hedefe yonelik tedaviler gelistirilebilmesi acisindan 6nem tasimaktadir.
Bu projede, timdr olusumu ve hiicre farklilagsmasinda rol oynadidi bilinen Notch yolagi ile IRF6
molekilinin meme epitel hicrelerindeki etkilesimi hiicre hatlari kullanilarak incelenmistir.
Proje sonucunda, Notch’un hucre bolinmesini ve transformasyonu tetiklemek icin IRFG’yi
araci olarak kullandigi bulunmug ve IRF6'nin hicre farklilagsmasinda rol oynayabilecegi
gOsterilmistir. Bu sonuglar, Notch-IRF6 iligkisinin daha kapsamli olarak meme timdrlerinde
incelenmesi icin temel niteligi tasimaktadir. Notch-IRF6 iligkisinin metastaz ve prognoz gibi
klinik parametrelere olan etkisinin de arastiriimasiyla meme kanseri molekuler biyolojisinin

anlasiimasina katkida bulnulmus olacaktir.

Bu calisma, TUBITAK'In 1001 programi kapsaminda 110T895 numarali “IRF6’'nin Notch
yolaginin hicre boélinmesini engelleyici ya da uyarici etkilerindeki belirleyici rolinin

arastiriimasi” basikh projesi ile desteklenmistir.

Calismalar, izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii ve
Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Arastirma ve Uygulama Merkezi laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.
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OzZET

Notch, meme kanseri ve gelisiminde rol oynayan bir sinyal yolagidir. Notch aktivasyonu,
normal meme epitel hicrelerinde hiicre bélinmesi ve transformasyonunu, meme gelisimi
sirasinda ise ANp63’U baskilayarak luminal hlcre karakterini tetikler. Notch yolaginin bu
islevleri icin araci olarak kullandi§i molekuller tam olarak bilinmemektedir. Keratinositlerde,
Notch tarfindan kontrol edilen IRF6, Notch’'un timor baskilayici ve farklilagsmay tetikleyici
Ozellikleri icin kullandigi araci molekillerden biridir. IRF (Interferon Regulatory Factors)
ailesine mensup IRF6, ANp63 ile beraber orofasiyal ve epidermal gelisimde rol oynamaktadir.
Meme epitel hlcrelerine aktarildiginda hicre sayilarinin azalmasina sebep olan IRF6’nin
memede hlicre bdlinmesinin negatif bir regllatéri oldugu dusinidlmektedir. Bu ¢alismada,
meme epitel hicrelerinde, Notch yolaginin IRF6 ifadesi Gzerindeki etkileri ve IRF6’nin Notch
islevleri igin araci olup olmadidi incelenmistir. Normal meme epitel hiicresi MCF10A’da Notch
aktivasyonu IRF6 ifadesini artirirken, meme kanseri hucre hattt MDA MB 231’de Notch
inhibisyonu IRF6 ifadesini azaltmistir. Notch aktivasyonu yapilan MCF10A hicrelerinde, IRF6
susturuldugunda Notch’a bagli hiicre bdlinmesi ve transformasyonu azalmistir. IRF6’nin
susturulmasi Notch’a bagli ANp63 baskilanmasini etkilememis ancak Notch’tan bagimsiz
olarak ANp63 ifadesini azaltmistir. Bunlara ek olarak, bazal karakterli MCF10A hicrelerinde
IRF6’nIin susturulmasi ve de luminal karakterli MCF7 hucrelerinde IRF6’nin ifade ettiriimesi,
bazal ve luminal belirteglerin ifadesinde degisiklige yol agmistir. Bu ¢alisma sonucunda, meme
epitel hiucrelerinde IRF6’'nin Notch tarafindan kontrol edildigi ve Notch’un hicre bolinmesini
ve transformasyonu tetikleyici islevlerinde araci olarak calistigi gdsterilmigtir. Ayrica, Notch
yolagi ile parallel olarak, IRF6’nin meme epitel hiicrelerinin karakterinin belirlenmesinde énemli
olabilecegi gosterilmistir. Notch-IRF6 arasindaki bu iliskinin in vivo meme gelisimi ve timor
olusumunda da 6nemli olup olmadidi bir sonraki asamada cevaplanmasi gereken bir soru

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar kelimeler: Notch yolagi, IRF6, p63, meme kanseri, luminal-bazal epitel hiicreler
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ABSTRACT

Notch signaling is involved in breast tumorigenesis and development. Notch activation induces
proliferation and transformation of normal breast epithelial cells and regulates luminal cell fate
decision via downregulation of ANp63. The downstream mediators of Notch signaling are
poorly understood. IRF6, was described as a direct Notch target and a mediator for its tumor
suppressor and pro-differentiation functions in keratinocytes. IRF6, a member of Interferon
Regulatory Factors (IRF) family, is involved in orofacial and epidermal development together
with ANpG3. In breast, ectopic expression of IRF6 reduces cell numbers suggesting a role as
negative regulator of cell cycle. Here, we investigated the effects of Notch signaling on IRF6
expression in breast epithelial cells and asked whether IRF6 is a mediator of Notch’s functions.
We showed that activation of Notch signaling in normal breast epithelial cell line, MCF10A,
induces IRF6 expression, while inhibition of the pathway in breast cancer cell line MDA MB
231 reduces IRF6 expression. We demonstrated that silencing IRF6 in MCF10A cells impaired
Notch induced cell proliferation and transformation. Silencing of IRF6 did not affect Notch’s
function to downregulate ANp63, but it independently reduced ANp63. Furthermore, silencing
of IRF6 in basal MCF10A cells or overexpression in luminal MCF7 cells, affected expression
of luminal and basal markers. Thus, we showed that IRF6 is a target of Notch signaling and
an essential mediator for its role in inducing proliferation and transformation in breast epithelial
cells. We also provided evidence indicating that IRF6 might be involved in cell fate decision in
breast epithelium in parallel with Notch signaling. Whether the Notch-IRF6 relation we
established here, is relevant in the context of in vivo breast tumorigenesis and development

remains as an intriguing question.

Keywords: Notch signaling, IRF6, p63, breast cancer, luminal-basal epithelial cells
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1. GIRIiS

Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser turadur. 2012 yilinda tum dinyada yaklasik
1,7 milyon yeni meme kanseri vakasi tespit edilmistir. Bu sayi tim kanser vakalarinda %25’lik
bir oranla meme kanserini ikinci siraya yerlestirmektedir. Dizenli mamografi taramalarinin
erken teshise yaptigi 6nemli katkilara ragmen meme kanseri halen kadinlarda kansere bagl
Olim sebepleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Sadece 2012'de diinya genelinde yaklasik
olarak yarim milyon kadin meme kanseri sebebiyle hayatini kaybetmistir (Ferlay J, 2013).
Ulkemizde de yaklagik %24’liik bir oranla meme kanseri kadin kanserlerinde ilk sirada yer
almaktadir. 2009 verilerine gore Ulkemizde lokalize meme kanseri vaklarinda 5 yillik sagkalim
hizi %90 olarak tespit edilmistir. Ancak vakalarin %8,5’ini olusturan invaziv grup igin ortalama
omir yaklasik olarak 4,5 yil olarak belirlenmistir (T.C. Saghk Bakanligi, 2014). Meme kanseri
tedavisinde izlenen en etkili ydontemlerden biri timorin veya tum meme dokusunun ameliyatla
alinmasidir. Buna ek olarak, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavileri ve hedefe yonelik
olarak gelistiriimis olan HER2 tedavileri sayesinde son yillarda meme kanseri tedavisinde
Onemli asamalar kaydedilse de yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Meme kanserinin
molekuler biyolojisinin anlagiimasi yeni belirteg molekiller ve hedefe yonelik tedaviler

geligtirilebilmesi agisindan énem tasimaktadir.

Meme kanserinde rol oynadigi bilinen molekiler yolaklardan biri de Notch’'tur. Oldukga basit
bir isleyisi olan Notch yolaginda, almaglar ve dedecler komsu hlcre zarlarinda saplanmis
durumda bulunan, hem hicre digi hem de hicre iciyle etkilesimi olan proteinlerdir. Degecin
baglanmasi sonucunda farkl proteazlar tarafindan ard arda iki kere kesilen almag, hiicre
icindeki (sitoplazmik) kisminin serbest hale gelmesiyle aktiflesmis olur. Aktif almag, hicre
cekirdedine ulasarak transkripsiyon faktori CSL’nin (RBPjk) birlikte bulundugu represérleri
uzaklagtirarak aktivatorleri (6rnegin Mastermind-like 1) ceker ve hedef genlerin ifade
ettirilmesinine yol acar. Memelilerde doért farkli Notch almaci (Notch1-4) ve bes farkli dege¢
(Delta-lile-ligand-1 (DII1), DII3, Dll4, Jagged1-2) vardir. En bilinen hedef genleri HEY ve HES

transkripsiyon represor ailelerinin Uyeleridir.

Notch yolaginin embryonik gelisim icin gerekli oldugu, yetiskin memelilerde de hematopoetik
sistem, meme, incebadirsak ve deride farkli hiicre tirlerinin olusmasinda goérev aldigi
bilinmektedir. Gelisimde rol oynayan birgok sinyal yolagdi gibi Notch’'un da normal seviyesinden
fazla aktive olmasi ya da aktivasyonunun engellenmesi timoér olusumu ya da metastaz gibi
kanserin 6nemli streclerini kontrol etmektedir. Notch yolagi farkh kanser tirlerinde hem
onkogen hem timor baskilayici olarak davranabilmektedir. Ornegin; Notch1 geninin
sitoplazmik kisminin sdrekli ifade edilmesi ile aktif kalan Notch yolagi, T-hlcresi akut
lenfoblastik I6semiye (T-ALL) sebep olmaktadir (Radtke ve Raj, 2003). T-ALL’deki onkogenik



islevinin aksine, deride Notch yoladinin susturulmasi timor olusumuna yol acarak tiumor
baskilayici bir 6zellik gostermektedir (Nicolas vd., 2003). Notch yolaginin farkh iglevlerinin

altinda, icerige gore degdisen farkh aracit molekdllerin oldugu distinilmektedir.

Meme kanserinde onkogen olarak davrandigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma olmakla beraber,
son yillarda yapilan arastirmalarda Notch yolaginin normal primer hicrelerin ya da normal
hicre hatlarinin bélinmesini engelleyerek memede timdr basklayici olarak da
davranabilecegi gosterilmistir (Mazzone vd., 2010; Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Meme gelisimi
sirasinda, luminal epitel hiicre farklilasmasini kontrol ettigi bilinen Notch yolaginin, hangi araci
molekdlleri kullanarak hangi islevlerini yerine getirdigi hentiz tam olarak aydinlatilamamistir
(Bouras vd., 2008; Yalcin-Ozuysal vd., 2010).

IRF (Interferon Regulatory Factors) ailesine mensup IRF6’nin, deride Notch’un farklilasmayi
tetikleyici ve timor baskilayici islevleri i¢in araci oldugu bulunmustur (Restivo vd., 2011).
Meme epitel hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda, hiicre déngisini negatif olarak kontrol
ettigi gosterilen IRF6’nin, bu hicrelerde Notch ile iligkisi bilinmemektedir (Bailey vd., 2005;
Bailey vd., 2008).

Bu projede, IRF6’nin meme epitel hicrelerinde Notch yolaginin hedef geni olup olmadigi ve
Notch’'un hlicre boélinmesini, transformasyonu ve luminal hicre farklilasmasini tetikleyici

rollerinde araci olarak rol oynayip oynamadigi incelenmigtir.



2. LITERATUR OZETi

Notch yolagi, ilk olarak T-hicresi akut lenfoblastik I6semide (T-ALL) onkogen olarak
tanimlanmistir. Kansere yol acan {(7;9)(q34;q34.3) kromozom translokasyonunda, kirilma
noktalarindan birinde Notch1 geninin bulundugu tespit edilmistir. Bu translokasyon sonucu,
Notch1’in sadece sitoplazmik kismi, yani aktif almag, baska bir genin promoterinin kontroll
altinda surekli olarak ifade edilir. Aktif Notch1’in T-ALL’ye yol ac¢tidi, fare modellerinde yapilan
detayl calismalar sonucu kesinlik kazanmistir (Radtke ve Raj, 2003). Notch yolagdi tim kanser
tirlerinde onkogen olarak davranmamaktadir. Dokuya ya da hucre tipine goére tumor
baskilayici olarak ya da hem timor baskilayici hem de onkogen olarak davrandigi durumlar
bulunmaktadir (Ranganathan vd., 2011). Deride yapilan ¢alismalar, Notch yolagini timor
baskilayici olarak tanimlamaktadir. Deri epitelinde Notch almaclarinin silinmesi ya da temel
ko-aktivatorlerinden Mastermind-like1’in iglevini engelleyen dominant negatif formunun ifade
edilmesi farelerde skuamdz hiicreli karsinoma olusumuna yol agcmaktadir (Nicolas vd., 2003;
Proweller vd., 2006). Buna karsilik, prostat ve akciger kanserleri modellerinde, Notch yolaginin
iki sekilde de rol oynadigini gdsteren c¢alismalar bulunmaktadir. Notch yoladinin aktive
edilmesi hicre bdliinmesini engelleyerek tumdr baskilayici bir 6zellik géstermekte iken (Shou
vd., 2001; Sriuranpong vd., 2001) ayni zamanda Notch yolagi Uyelerinin ifadesinin bu
timorlerde arttigr da bulunmustur (Santagata vd., 2004; Haruki vd., 2005).

Notch yolaginin meme gelisimi ve kanserinde dnemli roller oynadigi bilinmektedir. In vitro
kultlr kosullarinda normal meme kok hicrelerinin kendini yenilemesini tetikleyen Notch yolagi,
meme gelisimi sirasinda luminal karakter olusumunu kontrol etmektedir (Dontu vd., 2004;
Bouras vd., 2008; Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Bipotent meme kok hiicrelerinde aktive olan
Notch yoladi, luminal karakteri tetiklemek igin ANp63’G araci olarak kullanmaktadir. Bazal
karakteri kontrol eden ANp63’Un Notch tarafindan baskilanmasiyla hicreler, bazal belirteclerin
ifadesini azaltarak luminal karaktere kaymaktadir. Ancak ANp63’ln disaridan verilmesi sonucu
Notch aktivitesinin etkisinin ortadan kaldinldigi kosullarda htcreler, luminal karakter
kazanamamaktadir (Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Luminal hiicre farklilasmasinda, ANp63
disinda Notch’un bu iglevini kontrol eden diger araci molekilller hentz tam olarak

bilinmemektedir.

Notch yolagi meme kanserinde ilk olarak MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) virisindn
entegresyon noktalarindan biri olarak tanimlanmistir. MMTV’nin Notch4 geninin ortasina
entegre olup, almacin sitoplazmik kismini ifade ettirmesi sonucu Notch yolaginin surekli olarak
aktive olup timor olusumuna yol actigi gézlenmistir (Jhappan vd., 1992; Smith vd., 1995).
Daha sonra, meme epitel hiicrelerinde aktif Notch1 ve aktif Notch4 ifade ettirilen fare modelleri

olusturularak iki durumda da meme timoéra olustugu goértlmustir (Gallahan vd., 1996; Kiaris



vd., 2004). Notch’'un fare modellerindeki onkogenik Ozellikleri, insan meme tUmoru
calismalariyla da desteklenmistir. Notch1 ve Notch3’in mRNA ifadesinin kétl prognozla,
Jagged1 mRNA ifadesinin ise hem koéti prognoz hem de niksetmeyle iligkili oldugu
bulunmustur (Reedijk vd., 2005; Reedijk vd., 2008). Notch yolagini inhibe eden Numb
proteininin, bazi meme timorlerinde kaybolarak Notch aktivasyonuna yol agtigi gosterilmigstir
(Pece vd., 2004; Stylianou vd., 2006). Yalnizca Notch aktivasyonunun, normal meme epitel
hicresi MCF10A’da, hlcre bdélinmesini ve yumusak agarda koloni olusumuyla olgllen
transformasyonunu tetiklemek igin yeterli oldugu bildirilmistir. Buna paralel olarak, meme
kanseri hicre hatlarinda Notch yolaginin aktive oldugu ve inhibisyonun bu hicrelerin

transformasyon kapasitesini azaltigi gésterilmistir (Stylianou vd., 2006).

Onkogen o6zelliklerinin yani sira, Notch’'un memede timor baskilayici olarak da davrandigini
gOsteren calismalar son yillarda yayinlanmistir. Primer meme epitel hicrelerinde ve normal
meme hidcre hattit MCF10A’da Notch aktivasyonunun hicre bolinmesini engelledigi
gosterilmistir (Mazzone vd., 2010; Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Buna ek olarak, Notch2
aktivasyonunun Noth4’in aksine meme kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikledigi ve Notch1’in
meme kanseri kok hicrelerinde Notch4’ln aksine aktivitesinin azaldigi gosterilmistir (O'Neill
vd., 2007; Harrison vd., 2010).

Notch’un farkli iglevlerinin altinda doku ve hicre icerigine gore farklilik gosteren etkilesim
partnerleri ve hedef genleri bulunmaktadir. Notch yolaginin, Wnt, Her2, TGF-B ve Ras gibi
diger sinyal yolaklar ile etkilestigine dair cok sayida calisma bulunmasina ragmen farkh
islevleri icin araci olarak kullandidi alt mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir (Guo vd.,
2011).

IRF6, yakin zamanda Notch yolaginin deride farkilismayi tetikleme ve tumor baskilama
fonksiyonlarinda kullandigi araci molekullerden biri olarak tanimlanmistir (Restivo vd., 2011).
IRF (Interferon Regulatory Factors) ailesine mensup olan IRF6, diger Gyelerin aksine immiin
sistem regulasyonunda degil, deri epitel hicrelerinin farklilagsmasinda rol oynamaktadir
(Savitsky vd., 2010; Mangold vd., 2011). IRF6 mutasyonlari, dogustan olan dudak damak
yariklari tasityan bireylerde tespit edilmektedir (Kondo vd., 2002). IRF6 islevinin dogrudan
dudak damak yariklariyla ilgili oldugu, olusturulan fare modelleriyle gosterilmistir. IRF6 geninin
tamamen silindigi ya da DNA’ya baglanma kisminda mutasyona ugratildidi farelerde dudak
damak yarigina benzer orofasiyal bozukluklar gézlenmistir. Ayni zamanda bu farelerde epitel
hicrelerin farklilasamadigi ve asiri bolindigu de tespit edilmistir (Ingraham vd., 2006;
Richardson vd., 2006).

Meme epitel hiicrelerinde, IRF6 ilk olarak timor baskilayici proten Maspin’in etkilesim partneri

olarak tanimlanmis ve Maspin ile beraber IRF6 ifadesinin normale goére invaziv tUmor
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dokularinda azaldigi gosterilmistir (Bailey vd., 2005). Ardindan yapilan fonksiyonel
calismalarda, normal meme epitel hicre hattt MCF10A’da hiicre donguisiiniin durdurulmasinin
IRF6 birikmesine ve mitogenik sinyallerin IRF6’nin fosforlanmasina ve pargalanmasina sebep
oldugu bulunmustur. Ayni zamanda, meme kanseri hiicre hatlari MCF7 ve MDA MB 231’de
adenovirus yontemiyle IRF6 ifade ettirilmesi hicre sayisini azaltmigtir (Bailey vd., 2008). Bu
calismalara dayanarak IRF6'nin meme epitel hicrelerinde hicre doénglninin negatif

regulatért oldugu sonucuna varilimigtir.

IRF6 ile Notch yoladi arasindaki ilk iliski, Notch yoladi ligandlarindan Jagged2 mutasyonu
tasiyan farelerde de dudak damak yariklari gézlenmesiyle ortaya ¢ikmistir (Jiang vd., 1998).
IRF6 ve Jagged2 mutasyonu tasiyan farelerde yapilan detayli analizlerde iki molekilin
embryonik gelisimde damak birlesmesi sirasinda birlikte galistig1 gésterilmis ancak aralarindan
dogrudan bir etkilesim bulunmamigtir (Richardson vd., 2009). IRF6 ile Notch yolagi arasinda
direkt etkilesim olduguna dair ilk kanitlar, yakin zamanda keratinositlerde yapilan bir
calismadan gelmektedir. Notch’un kanonikal yolagi araciligiyla, primer insan keratinosit
hicrelerinde dogrudan promoter bdlgesine baglanarak IRF6 ifadesini artirdigi ve bu artisin,
Notch’'un keratinositlerin farklilagmasini indiklemesi icin gerekli oldugu gdsterilmistir.
Skuamdz hicreli karsinoma (SCC) timoér drneklerinde, IRF6 ifadesinin Notch1 ile paralel
olarak azalmasi ve SCC hucre hatlarinda IRF6 ifade ettirilmesinin hicre bdlinmesini
baskilamasi sonucu, deride IRF6’nin Notch’un yalnizca farklilagsmada degil tumor baskilayici
rolinde de IRFG’y1 araci olarak kullandigi sonucuna varilmigtir (Restivo vd., 2011). IRF6’nin

deri disindaki dokularda Notch yolagi ile nasil etkilestigi bilinmemektedir.

IRF6 ile, Notch yolagi disinda, deri epitelinde etkilesen bir diger molekll de p63’tlr. p63,
homologlari p53 ve p73 gibi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve bolinmesi gibi 6nemli hicresel
fonksiyonlarda goérev alan bir transkripsiyon faktoradur (Su vd., 2013). p63’un iki farkl
transkripsiyon baslangi¢ bdlgesinden ifade edilen ve C-terminalinde 3 farkl sekilde alternatif

ucbirlegtirme ile olusan en az 6 farkl izoformu bulunmaktadir (Yang vd., 1998).

IRF6 ile benzer sekilde, dudak damak yarigi gosteren c¢esitli sendromlarda p63 mutasyonlari
bulunmaktadir ve p63 geni silinen farelerde ektodermal gelisimde anormalliklerle beraber
epidermisin farklilasamadigi gézlenmistir (Mills vd., 1999; Yang vd., 1999; Rinne vd., 2007).
IRF6 ile ANp63, N-terminal kisminin daha kisa olmasiyla tanimlanan p63 izoformu, arasindaki
ilk dogrudan iligki keratinositlerde go6sterilmistir. ANp63, IRF6 transkripsiyon baslangig
bdlgesinin asagisindaki ve yukarisindaki elementlere baglanarak |IRF6 ifadesini
indUklemektedir (Moretti vd., 2010; Thomason vd., 2010). Buna karsilik IRF6, ANp63’ln

proteosomal pargalanmasini tetikleyerek negatif bir kontrol mekanizmasi olusturmaktadir



(Moretti vd., 2010). Meme epitel hicrelerinde IRF6 ile ANp63’'Un etkilesimleri hakkinda

yapilmis bir calisma bulunmamaktadir.

Meme epitel hicrelerinde dominant olarak ifade edilen p63 izoformu olan ANp63, bazal
karakterin tetiklenmesi ve surdurilmesi icin gerekli bir molekuldur. Notch, ANp63’G
baskilayarak bipotent meme kok hucrelerinde luminal karakteri induklemektedir (Yalcin-
Ozuysal vd., 2010). Meme gelisimi sirasinda en fazla laktasyon evresinde lobuloalveolar
hicrelerde ifade edilmesi, IRF6’nin da keratinositlerde oldugu gibi meme epitel hicrelerinin
farklilasmasinda rol oynayabilecegine isaret etmektedir (Bailey vd., 2009). Ancak IRF6’nin,
Notch ve ANp63 ile etkilesim halinde, luminal ya da bazal karakterin indiklenmesinde rol

oynayip oynamadigi bilinmemektedir.

Tdm bu veriler 1s1ginda, IRF6’nin meme epitel hicrelerinde Notch ve ANpG3 ile etkileserek
Notch’un fonksiyonlarina araci olabilecedi hipotezi gelistirilmigtir. Ozel olarak bu projede,
meme epitel hucrelerinde (i) Notch yolaginin IRF6 ifadesini nasil etkilediginin, (ii) IRF6’nin
Notch’un altinda nasil bir gorevi oldugunun ve de (iii) IRF6'nin luminal-bazal karakterler

Uzerine etkilerinin incelemesi amacglanmistir.



3. GEREG VE YONTEM
3.1 Hiicre kiiltiiri

Normal meme hicre hatti olarak MCF10A, meme kanseri hiicre hatti olarak MDA MB 231 ve
MCF7, virls Uretimi ve titrasyonu icin insan embriyonik bdbrek fibroblast hiicre hatti 293T ve
fare embriyonik fibroblast hiicre hatti NIH-3T3 kullaniimistir. MDA MB 231, MCF7 ve 293T
hlcreleri, %10 Fetal Bovin Serum ve penisilin/streptomisin eklenmis; NIH-3T3 %10 Calf Serum
ve penisilin/streptomisin eklenmis DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) besiyerinde
bayatalmastar. MCF10A; 25 mM HEPES, 5% Horse Serum, 20 ng/ml epidermal growth factor,
500 ng/ml hydrocortisone, 100 ng/ml cholera toxin, ve 10 ug/ml insulin iceren DMEM: F-12
(1:1) besiyerinde buyutulmustur. Tum hacreler, 37°C’de, %5 CO’li nemlendirilmis ortamda

tutulmustur.

Tablo 1. Kullanilan vektorler

Vektér Amaci igerigi Tiirii

MSCV Kontrol Bos Retroviral
MSCV-NICD Notch aktivasyonu Notch1 sitoplazmik kismi  Retroviral
MSCV-DNMM Notch inhibisyonu Dominant Negatif Retroviral

Mastermind-like 1

shGFP Kontrol GFP icin shRNA Lentiviral

shCSL Notch inhibisyonu CSL igin shRNA Lentiviral

shIRF6 IRF6 susturulmasi IRF6 icin shRNA Lentiviral

pCMV-XL4-IRF6 IRFG ifade ettiriimesi IRF6 cDNA’sI Memeli ekspresyon
vektorl

Calismada kullanilan vektdrlerin amaglari ve trleri Tablo 1’de listelenmigtir. pPCMV-XL4-IRF6
vektorii Open Biosystems firmasindan satin alinmis, digerleri EPFL’den (Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne) Prof.Dr.Cathrin Brisken’in ve UNIL'den (Uiversity of Lausanne) Prof.
Dr. Paolo Dotto’nun laboratuvarlarindan temin edilmistir. Virls Uretimi icin 10 cm petri
kaplarina 2x108 293T hiicresi ekilerek, 5 ug viral vektor ve paketleme vektorleriile 1:3 oraninda
X-tremeGENE9 kullanilarak transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra besiyeri

degistiriimis, 48 ve 72 saat sonra virUsleri iceren supernatantlar toplanmistir. Supernatantlar



22.000rpm hizda, 16°C’de, 2 saat 20 dakika boyunca ¢evrildikten sonra elde edien peletler
PBS igerisinde ¢ozulerek -80°C’de saklanmistir. Titrasyon igin, 6 kuyulu petri kaplarna 250.000
hicre/kuyu olacak sekilde ekilen NIH-3T3 hicreleri 8 ug/ml polybren igeren virlsle gece
boyunca muamele edilerek enfekte edilmigtir. Enfeksiyondan 48 saat sonra antibiyotik ile
secilim baslamis, negatif kontrol hicreler élene kadar devam etmistir. Titrasyon sonunda
olusan koloni sayilari crystal violet boyamasindan sonra belirlenmistir. Verimlilikleri benzer
olan virUsler ve kontrolleri deneyler icin kullaniimistir. Deneyler icin 250.000 hicre/kuyu
oraninda normal meme ya da meme kanseri hiicre hatti 6 kuyulu petri kaplarina ekilmis,
ekimden 24 saat sonra enfeksiyon yapilmistir. pCMV-XL4-IRF6, hiicreler 400.000 hiicre/kuyu
oraninda 6 kuyulu petri kaplarina ekildikten sonra 4 pg vektor ve 1:3 oraninda X-tremeGENE9
kullanilarak transfekte edilmistir. Tim deneylerde ilgili kontrol vektori de ayni kosularda

kullaniimistir.

Notch inhibisyonu icin y-sekretaz inhibitéri DAPT, MCF7 hicrelerinde 15 uM, 30 uM, 60 uM,
90 uM ve180 uM konsantrasyonlarinda, MDA MB 231 i¢in 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM, ve
90 uM konsantrasyonlarinda 24 ve de 48 saat boyunca denenmistir. Kontrol olarak, ayni

hacimde DAPT’nin ¢6zindugu DMSO kullaniimistir.
3.2 mRNA ifade analizleri

Hucreler enfekte ya da transfekte edildikten 48 saat sonra, “PureLink RNA Isolation Kit”
(Invitrogen) kullanilarak total RNA izole edilmistir. 1 ng total RNA’dan “RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit” (Fermentas) kiti kullanilarak cDNA sentezlenmis ve Maxima SYBR
Green/Fluorescein qPCR Master Mix (Fermentas) kullanilarak “iCycler real-time PCR
detection system” (Bio Rad) cihazinda gercek zamanl semi-kantitatif RT-PCR ile mRNA
ifadeleri analiz edilmistir. Kullanilan primerler Tablo 2’de listelenmistir. Tim normalizasyonlar
icin TATA-box Binding protein (TBP) kullaniimis, ardindan her deney kendi i¢cinde kontrol

kosuluna gore normalize edilmistir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmigtir.
3.3 Protein ifade analizleri

Hucreler enfekte ya da transfekte edildikten 48 saat sonra, RIPA ¢dzeltisinde pargalanip,
26G’lik siringadan gegirilmistir. Buzda 20 dakika bekletilen lizatlar, 10 dakika boyunca 4°C’de
14.000 rpm hizda cevrildikten sonra supernatantlar alinarak Bradford yéntemi ile protein
konsantrasyonlari tayin edilmigtir. Toplam 20-100 ng arasinda protein SDS/PAGE ile
ayristinilmis, PVDF membranlara transfer edildikten sonra antikorlar ile muamele edilmistir.
Esit yukleme kontrollU olarak y-tubulin kullanimistir. Primer antikorlar ve konsantrasyonlari su
sekildedir: anti-IRF6 (1:400, ab58915, Abcam), anti-HEY2 (1:1000, AB15562, Millipore), anti-
p63 (1:200, sc8431, Santa Cruz), y-tubulin (1:10000, T6557, Sigma). ikincil antikor olarak



Polyclonal Goat Anti-Mouse (1:1000, P0447, Dako) ve Polyclonal Goat Anti-Rabbit (1:2000,
P0448, Dako) kullanilimigtir.

Tablo 2. Primer dizileri

Gen Forward Reverse

CD24 CTGCTGGCACTGCTCCTAC ACCACGAAGAGACTGGCTGT
ANp63 ATGCCCAGACTCAATTTAGTGA TTCTGCGCGTGGTCTGTGT
HES1 AACACGACACCGGATAAACC TCAGCTGGCTCAGACTTTCA
HES5 CTCAGCCCCAAAGAGAAAAA TAGTCCTGGTGCAGGCTCTT
HEY1 GGGAGGGGAACTATATTGAATTTT ATTTGTGAATTTGAGATCCGTGT
HEY2 AAGATGCTTCAGGCAACAGG GCACTCTCGGAATCCTATGC
IRF6 ATCACTTGTTGCTCCCAACC AAACGGTGGCTGCTTCTCTA
ITGA6 GGCGAGCAAGCTATGAATC AAAGCAACCATTTCCCATTG
ITGB4 ACTGACCCGCTCAGAACACT CTCCTGCCAGCTCACTCTG
K14 CACAGCCACAGTGGACAATG GGCTCTCAATCTGCATCTCC
K18 CACAGTCTGCTGAGGTTGGA GACCTGCTCCATCTGTAGGG
TBP TAGAAGGCCTTGTGCTCACC TCTGCTCTGACTTTAGCACCTG

3.4 Hiicre boliinmesi analizleri

BlyUme egrisi analizleri icin enfeksiyondan 48 saat sonra hicreler 3000 hiicre/kuyu oraninda
12 kuyulu petri kaplarina ekilmis ve 3. ginden 7. gline kadar her gun sayilmistir. Her glin igin

kosul basina 3 kuyu sayilarak ortalamalari alinmistir.

BrdU analizleri icin, enfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler acglik besiyerine alinmis, 48 saat
sonra da 2 saat 20uM BrdU ile muamele edilip akim sitometrisi ile analiz edilmistir. Béylece 2
saat icerisinde DNA sentez evresinde olan hticrelerin orani tespit edilmistir. Hiicrelerin analize
hazir hale getiriimesi igin ya “APC BrdU Flow Kit” (BD Pharmingen) protokoll ya da kitten
badimsiz bir protokol kullaniimistir. Kitten bagimsiz protokol igin hiicreler, %4 PFA ve NP40

ile sabitlenip gegirgen hale getirilmis, ardindan DNase ile muamele edilerek epitoplar ortaya



cikariimis ve Anti-BrdU-APC (ebiosciences, 17-5071-41, clone Bu20A) ile muamele edilmistir.

Analizler FACSCanto cihazi ile yapilmigtir. P-dederleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmigtir.
3.5 Transformasyon analizleri

Enfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler transformasyon analizleri icin hazirlanmistir. Oncelikle
6 kuyulu petri kaplarinin tabani, besiyerinde hazirlanmis %0.5’lik agar ile kaplanmistir. Taban
agarinin katilagsmasinin ardindan hdcreler besiyerinde hazirlanmis %0.35’lik noble agar
icerisinde ¢6zlUlmis ve 3000 hdcre/kuyu oraninda olacak sekilde taban agarinin Uzerine
ekilmistir. Hlcreler haftada iki defa yeni besiyerleri degistirilerek 8 hafta boyunca
blyutilmustir. Deney sonunda kolonilerin gézlenmesi igin petri kaplari 0.005% crystal violet
ile boyanmis ve Olympus CKX41 mikroskobu altinda Olympus DP25 kamerasi ve DP2-BSW
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. 5 farkli noktadan 3 farkli derinlikte alinan gérintilerde
capl 30 um’den buyik olan koloniler sayilarak blyuklikleri hesaplanmistir. P-degerleri iki

kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Notch yolaginin IRF6’nin ifadesi tizerindeki etkileri

Notch yolaginin meme epitel hiicrelerinde IRF6 ifadesini kontrol edip etmediginin anlagiimasi
icin iki farkli yaklasim izlenmistir: (1) Notch yolaginin normal meme hiicrelerinde aktivasyonu
sonrasi ve (2) Notch yolaginin meme kanseri hiicrelerinde inhibisyonu sonrasi IRF6 ifadesinin

incelenmesi.
4.1.1 Notch1 aktivasyonu IRF6 ifadesini artirmaktadir.

Notch almaglari, degeclerin baglanmasinin ardindan farkli proteazlar tarafindan ard arda iki
kere kesilip sitoplazmik kisimlarinin serbest kalmasiyla aktive olur. Bu sebeple, almacglarin
sitoplazmik kisminin ifade ettiriimesi Notch yoladini aktive etmek igin yeterlidir. Normal meme
epitel hicresi MCF10A’da Notch yolagi, Notch1 almacinin sitoplazmik kisminin (Notch1

IntraCellular Domain: NICD) retrovirus yontemiyle hicrelere aktariimasiyla aktive edilmigtir.

(a) 6 HEY1 o HEY2 . IRF6
= p<0,05 p<0,002 p<0,003
3, \ 1
o MSCV 200 ¢ I
jl@)]
©,] w MSCV-NICD
3 150 3
Z 3
2
[= 100 2
:‘: 2
-—

3]
D 50 11
'l
] 0 ]
(b) MSCV NICD MSCV NICD MSCV NICD
— — — s 4D HEY2

-~ | — w— RF6

-— e G— — s s Tubulin
Sekil 1. Notch aktivasyonunun HEY1, HEY2 ve IRF6 ifadeleri Gizerindeki etkileri. MCF10A
hicreleri kontrol (MSCV) ve aktif Notch1 ifade ettiren virus (MSCV-NICD) ile enfekte edildikten
48 saat sonra (a) MRNA ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonuglar (¢ bagimsiz deney igin
ortalama * standart sapma degerini gdstermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile

hesaplanmigtir.

Hucreler kontrol virisu (MSCV) ve aktif Notch1 ifade ettiren (MSCV-NICD) virus ile enfekte

edildikten 48 saat sonra mRNA ve protein analizleri yapilmigtir. NICD virlGsU ile enfekte edilmis
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hicrelerde, kontrol enfeksiyonuna goére Notch hedef genlerinden HEY1 ve HEY2'nin
mRNA’lari sirasiyla 3,7 ve 142 kat artmistir (Sekil 1a). HEY2 proteininin de mRNA’s1yla paralel
olarak Notch aktivasyonu sonucu arttigi gézlenmigtir (Sekil 1b). Notch hedef genlerindeki
artislar Notch aktivasyonunun basarili oldugunu gdstermistir. Bu kosullarda incelenen IRF6
mRNA’sinda 3,1 katlik bir artis goézlenmistir (Sekil 1a). IRF6 proteininde de HEY2 ile
kargilastirildiinda daha az oranda da olsa bir artis gdzlenmistir (Sekil 1b). Bu verilere
dayanarak, normal meme hucresi MCF10A’da Notch aktivasyonunun IRF6 ifadesini artirdigi

sonucuna variimaktadir.
4.1.2 Notch yolagi inhibisyonu IRF6 ifadesini azaltmaktadir.

Notch yolagini ihbibe etmek icin Ug farkh yaklagim izlenmistir: (1) Notch almaglarini keserek
aktive eden y-sekretaz enziminin inhibitori, DAPT, ile hiicelerin muamele edilmesi, (2) Notch
yolaginin altinda ko-aktivator olarak ¢alisan Mastermind-like 1’in dominant negatif formunun
(DNMM) hiicrelere aktarilmasi ve (3) kanonikal Notch yolaginin transkripsiyonel aracisi olan
CSL’nin shRNA (shCSL) yéntemiyle susturulmasi.

(a) (b)

HEY2 IRF6
1.4 2

1.2 DMSO

1 15 m DAPT
o8 24 saat
0.6 1
0.4

0

14

1.2

1
0.8
06 48 saat
04
0.2
0

pmso 15pM  30pM  60pM  90pM  180pM

Relatif mRNA degerleri

DAPT
Sekil 2. DAPT ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde HEY2 ve IRF6 mRNA analizleri. (a)

MCEF7 hcreleri kontrol olarak DMSO ile ve farkli konsantrasyonlarda (15 uM, 30 uM, 60 uM,
90 uM,180 uM) DAPT ile 24 ya da 48 saat muamele edildikten sonra Notch hedef geni
HEY2'nin mRNA analizi yapilmigtir. (b) Kontrol olarak DMSO ile ya da 180 uM DAPT ile 48

saat muamele edilen MCF7 hicrelerinde IRF6 mRNA’sI analiz edilmistir.
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DAPT: Benzer hiicrelerle yapilan galismalar taranarak DAPT icin kullanilacak konsantrasyon
ve inkUbasyon sireleri segilmistir. Hlcreler kontrol olarak DAPT’ nin i¢cinde ¢éziuldigu DMSO
ile ya da DAPT ile muamele edildikten sonra Notch inhibisyonunun saglanip saglanmadigini

anlamak igin Notch hedef geni HEY2'nin mRNA analizi yapilmigtir.

MCF7 hicreleri, 24 ve 48 saat boyunca DMSO ya da 15 uM, 30 uM, 60 uM, 90 uM ve180 uM
konsantrasyonlarinda DAPT ile muamele edildiginde, HEY2 mRNA’sinda genel olarak bir
azalma gézlenmemistir (Sekil 2a). En iyi etki, 180 uM konsantrasyonunda, ancak %30’luk bir
dUsus olarak gorilmustar (Sekil 2a). 180 uM DAPT ile 48 saat boyunca muamele edilen MCF7
hicrelerinde IRF6 mRNA’sinda ise herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir (Sekil 2b). HEY2
baskilamasi ancak %30 oraninda basarildigi ve IRF6 mRNA’sinda herhangi bir etki

g6zlenmedigi icin Notch inhibisyonu deneylerinde MCF7 hicrelerinin kullaniimamasina karar

verilmistir.
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DAPT

Sekil 3. DAPT ile muamele edilen MDA MB 231 hiicrelerinde HEY2 mRNA analizleri. MDA
MB 231 hucreleri kontrol olarak DMSO ile ve farkli konsantrasyonlarda (7,5 uM, 15 uM, 30 uM,
60 uM, 90 uM) DAPT ile 24 ya da 48 saat muamele edildikten sonra Notch hedef geni HEY2'nin
mMRNA analizi yapiimigtir.

MDA MB 231 hucreleri, 24 ve 48 saat boyunca DMSO ya da 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM, ve
90 uM konsantrasyonlarinda DAPT ile muamele edildiginde, en iyi etki HEY2 mRNA’sinda
yaklasik %60’lik bir digls saglayan 90uM-24 saat kosulunda elde edilmistir (Sekil 3).
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MDA MB 231 hucreleri, HEY2 Uzerinde en iyi baskilamayi saglayan kosullarda, 24 saat-90
uM, DAPT ile muamele edildikten sonra, Notch hedef genlerinden HEY2, HES1 ve HES5
mRNA’larinda DMSO kontroline goére sirasiyla yaklasik %50, %70 ve %60’lik bir disis
saptanmistir (Sekil 4a). Bu disls, Notch yolaginin basariyla baskilandigini géstermektedir.
Ancak HEY2, mRNA’sindaki dususin aksine protein seviyesinde artis gostermistir (Sekil 4b).
Bu artis HEY2 proteinin mRNA’sindan bagimsiz bir mekanizma ile kontrol edildigini isaret
etmektedir. Hedef genlerin mRNA’larinin azalmasi Notch yolaginin baskilandigini géstermek
icin yeterli bulundugundan, ayni kosullarda IRF6 analizleri de yapilmistir. IRF6 mRNA’sinda
yaklasik 2 katlik bir artis goriimustir (Sekil 4a). Buna paralel olarak IRF6 proteini de DAPT
muamelesi sonrasi artmistir (Sekil 4b). Bir y-sekretaz inhibitord olan DAPT, Notch diginda
diger yolaklari da etkiledigi icin IRF6 analizleri Notch’a has baskilama saglayan iki farki

yéntemle daha yapilmigtir.
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Sekil 4. DAPT ile muamele edilen MDA MB 231 hiicrelerinde Notch hedef genlerinin ve
IRF6’nin ifade analizleri. MDA MB 231 hiicreleri 24 saat boyunca DMSO ya da 90 uM DAPT
ile muamele edildikten sonra (a) mRNA ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonuclar Ug¢
badimsiz deney icin ortalama t standart sapma degerini gostermektedir. P-degerleri iki

kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.

Dominant Negatif Mastermind-like1: Mastermind-like1, Notch yolaginin altinda ¢alisan
temel ko-aktivatérlerden biridir. Mastermind-like1’in dominant negatif formu (DNMM) hicre
icerisindeki Mastermind-like1’in islevini engelleyerek Notch yolaginin baskilanmasina sebep
olur. MDA MB 231 hicreleri, kontrol virisi (MSCV) ve DNMM ifade ettiren viris (MSCV-
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DNMM) ile enfekte edildikten 48 saat sonra yapilan mRNA analizlerinde HEY1'de yaklagik
%50’lik ve HEY2'de yaklasik %40’hk bir disis gdzlenmistir (Sekil 5a). HEY2 proteininde iki
deneyde hafif bir azalma bulunmaktadir (Sekil 5b). Bu analizlere gére Notch yolaginin DNMM
ifadesi ile baskilandigi sonucuna variimistir. Bu kosullarda IRF6 mRNA’sinda, kontrol
hicrelerine gére DNMM ifade eden hicrelerde yaklasik olarak %35’lik bir digls gorilmuis

(Sekil 5a) ve iki deneyde protein seviyesinde de hafif bir azalma tespit edilmistir (Sekil 5b).
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Sekil 5. MDA MB 231 hiicrelerinde Dominant Negatif Mastermind-like1 ifadesinin HEY1,
HEY2 ve IRF6 ifadeleri lizerindeki etkileri. MDA MB 231 hiicreleri kontrol (MSCV) ve ya
Dominant Negatif Mastermind-like1 (DNMM) ifade ettiren (MSCV-DNMM) virUsler ile enfekte
edildikten 48 saat sonra (a) mRNA ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonugclar ti¢ bagimsiz
deney igin ortalama + standart sapma degerini gostermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi

ile hesaplanmistir.

shCSL: CSL (RBPjk), kanonikal Notch yolaginin transkripsiyonal araci molekuludir. Aktif
Notch almagclari ¢ekirdege goc¢ ettiginde hedef DNA sekanslarinda bulunan CSL molekdllerine
baglanarak represdrlerin uzaklastirilip aktivatérlerin baglanmasina ve transkripsiyonun aktive
edilmesine sebep olurlar. Bu sebeple, CSL molekiilleri oimadiginda Notch almaclari kanonikal
hedef genlerini ifade ettiremezler. MDA MB 231 hicrelerinde CSL, shRNA yontemiyle
susturulmustur. Hicreler, kontrol olarak yesil floresan proteine (GFP) karsi shRNA ifade ettiren
virisle (shGFP) ya da CSL'ye karsi shRNA ifade ettiren viriisle (shCSL) enfekte edildikten 48
saat sonra mRNA ve protein analizleri yapilmistir. Notch hedef genlerinden HEY 1’de yaklasik
%60’lik, HEY2'de yaklagik %80’lik bir azalma goézlenmistir (Sekil 6a). HEY2 proteini bir
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deneyde hafif bir azalma gostermekle beraber, diger iki denyede mRNA’sina paralel bir
degisim gdstermemistir (Sekil 6b). HEY1 ve HEY2 mRNA’larindaki dusds, CSL'nin
susturulmasiyla Notch yoladinin inhibe edildigini gdstermektedir. IRF6 mRNA’s1, kontrol
hicrelerine gére CSL’nin susturuldugu hicrelerde yaklasik %50 oraninda azalmistir (Sekil 6a).

Bu azalma, daha az belirgin de olsa protein seviyesinde de gbézlenmistir (Sekil 6b).

Notch inhibisyonunun IRF6 ifadesini azaltmasina dayanarak, IRF6’nin Notch yolagi tarafindan

pozitif olarak kontrol edildigi ve bunun icin kismen kanonikal yolagin kullanildigi sonucuna

varilmistir.
(a) 12
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Sekil 6. MDA MB 231 hiicrelerinde CSL’nin susuturimasinin HEY1, HEY2 ve IRF6
ifadeleri lizerindeki etkileri. MDA MB 231 hicreleri kontrol olarak GFP’ye karsi shRNA ifade
eden (shGFP) ve ya CSL'’ye karsi shRNA ifade eden (shCSL) virusler ile enfekte edildikten 48
saat sonra (a) mMRNA ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonuglar ic bagimsiz deney igin
ortalama * standart sapma degerini gostermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile

hesaplanmistir.

4.1.3 IRF6’nin fosforlanmig formu tespit edilmemistir.

IRF6'nin fosforlanmis ve fosforlanmamis iki formunun hiicrede bulundugu daha once
gOsterilmis olmasina ragmen (Bailey vd., 2008) protein analizlerimizde iki farkli IRF6 formu
tespit edilememistir. Fosforlanmis IRF6’nin proteozom araciligiyla parcalandigi ve proteazom

inhibitérd MG-132 kullanildiginda 6zellikle fosforlanmis proteinde bir artis oldugu gdsterilmistir
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(Bailey vd., 2008). IRF6’nin fosforlanmig formunu tespit edemememizin sebebinin proteazomla
parcalanmasi olup olmadigini test etmek icin MCF10A hticeleri farkh kosullarda (0,5uM-18
saat, 1uM-18 saat, 5uM-4 saat, 10uM-4 saat, 20uM-4 saat, 50uM-4 saat) MG-132 ile muamele
edildikten sonra IRF6 proteini analiz edilmistir. Artan MG-132 konsantrasyonuyla orantili olarak
artan p53 protein seviyeleri (Sekil 7a) proteazom inhibisyonunun basarili oldugunu
gOstermistir. Ancak tubulin seviyeleri ile karsilastirildiginda MG-132’nin IRF6 protein seviyeleri
Uzerinde belirgin bir etkisi oimadigi ve de fosforlanmis formu ortaya ¢ikarmadigi gortlmustir
(Sekil 7b ve c).

(a)
p53
S ——e e S RN —
(b)
el wwee = |IRF6
(c)
S — — — = |tubulin

Sekil 7. MCF10A hiicrelerinin MG-132 ile muamelesi sonrasi IRF6 protein analizleri. (1)
DMSO, 18 saat, (2) 0,5uM MG-132, 18 saat, (3) 1uM MG-132, 18 saat, (4) 5uM MG-132, 4
saat, (5) 10uM MG-132, 4 saat, (6) 20uM MG-132, 4 saat, (7) 50uM MG-132, 4 saat, (8)
DMSO, 4 saat, (9) besiyeri ile muamele edilmis MCF10A hcrelerinde (a) p53, (b) IRF6 ve (c)

y-tubulin analizleri yapiimistir.

Fosforlanmis formun protein izolasyonu sirasinda kaybedilmediginden emin olmak icin iki farkli
proteaz inhibitéri (Sekil 8a) ve iki farkh fosfotaz inhibitori (Sekil 8b) kullanilarak protein
izolasyonu yapilmis ve IRF6 analiz edilmigstir. Test edilen U¢ hicrede de, MCF7, MCF10A ve
MDA MB 231, kullanilan inhibitérlerle IRF6’nin ikinci bir formu tespit edilememistir.

Fosforlanmis formun tespit edildigi calismada (Bailey vd., 2008) 6zel olarak Uretilmis bir antikor
kullaniimistir. Bu antikorun aksine satin aldigimiz antikorlarin fosforlanmis formu tanimama
ihtimali de bulunmaktadir. Tim bu sebeplerden dolayi, projede IRF6’nin fosforlu formuyla ilgili

bir sonuca ulasmak mimkun olmamistir.
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Sekil 8. Proteaz ve fosfotaz inhibitorii testleri. MCF7 (1), MCF10A (2) ve MDA MB 231 (3)
hicrelerinde (a) Sigma (PI-1) ve Roche (PI-Il) marka proteaz inhibitérleri ve (b) NaF, Na3vVO4
solusyonlari (FI-1) ve Pierce (FI-1I) marka fosfotaz inhibitdrleri kullanilarak elde edilen protein

lizatlarinda IRF6 proteini analiz edilmigtir.

4.2 IRF6’nin Notch’a bagh huicre boéliinmesi ve transformasyonu uzerindeki etkileri

IRF6 ifadesinin Notch yolaginin hicre boélinmesini ve transformasyonu indiklemesindeki
rolindn arastirimasi icin IRF6’nin olmadigi kosullarda Notch etkilerinin incelenmesi

planlanmistir.

Bunun igin oncelikle, IRF6 ifadesini susturulabilen shRNA dizisi secilmistir. MCF10A hcreleri
secilen shRNA virtsu ile enfekte edildikten 48 saat sonra IRF6 mRNA’sinda %80 oraninda
azalma tespit edilmistir (Sekil 9a). IRF6 protein seviyesinde de belirgin bir azalma gozlenmistir
(Sekil 9b).

Segilen IRF6 shRNA virlst Notch aktivasyonu sonrasi artan IRF6 ifadesinin susturulmasi igin
kullaniimistir. MCF10A hucrelerinde Notch yoladinin aktive edildigi (MSCV-NICD) ve IRF6’nin
oldugu (shGFP) ya da susturuldugu (shIRF6) kosullar ¢ift viris enfeksiyonu yapilarak gerekli

kontroller ile su sekilde olusturulmustur:
(1) MSCV (Kontrol virisi)  + shGFP (Kontrol virls()
(2) MSCV (Kontrol virisu)  + shIRF6
(3) MSCV-NICD + shGFP (Kontrol viriisti)

(4) MSCV-NICD + shIRF6
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Sekil 9. IRF6’nin shRNA yontemi ile susturulmasi. MCF10A hicreleri kontrol shRNA ifade

eden (shGFP) ya da IRF6’ya karsi shRNA ifade eden (shIRF6) virlsler ile enfekte edildikten

48 saat sonra IRF6 (a) mMRNA ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonuglar ¢ bagimsiz deney

icin ortalama * standart sapma degerini gostermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile

hesaplanmistir.

Cift viris enfeksiyonundan 48 saat sonra HEY2 mRNA’sinda, MSCV-NICD+shGFP ve MSCV-
NICD+shIRF6 kosullarinda sirasiyla 175 ve 116 katlik bir artis gézlenmistir (Sekil 10a).
IRF6’nin susturulmasi sonucu HEY2 mRNA’sinda hafif bir azalma gézlenmesine ragmen bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli bir seviyede olmadidi gérilmustir. Bu sonuglar gift

enfeksiyon yontemiyle Notch aktivasyonunun basariyla saglandigini géstermistir (Sekil 10a).

(a) (b)
‘= 20 HEY2 ; IRF6
ko p<0,05 :
— 280 1
[1h] A~ na + 25
D 240 p<0,04 m (1) MSCV + shGFP
O 200 ’ # (2) MSCV + shIRF6
<[ _
= 160 15
X B (3) MSCV-NICD + shGFP
c 1
= 80 ] (4) MSCV-NICD + shIRF6
= 05 |
S 40 ] :
[}
or o 0

Sekil 10. Cift enfeksiyon ile olusturulan kosullarda HEY2 ve IRF6 mRNA ifadeleri.
MCF10A hcreleri (1) MSCV+shGFP, (2) MSCV+shIRF6, (3) MSCV-NICD+shGFP ve (4)
MSCV-NICD+shIRF6 virusleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra (a) HEY2 ve (b) IRF6 mRNA
analizleri yapilmistir. Sonuglar ¢ bagimsiz deney igin ortalama + standart sapma degerini

gOstermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.

IRF6 mRNA’sInda, kontrol hiicrelerine (MSCV+shGFP) gére IRF6 shRNA’sI ile enfekte edilen
hicrelerde (MSCV+shIRF6) yaklasik %50’lik bir azalma, NICD ile enfekte edilen hlcrelerde
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(MSCV-NICD+shGFP) yaklagik 2,5 katlk bir artis gézlenmistir (Sekil 10b). Bu sonuglar ¢ift

enfeksiyon yonteminin NICD ve shRNA vektoérlerinin islevini etkilemedigini gdstermektedir.

IRF6 shRNA'’sI Notch aktivasyonu sonrasi artan IRF6 mRNA’sini %40 oraninda azaltmigtir
(MSCV-NICD+shIRF6) (Sekil 10b). Boéylece Notch aktivasyonu sonrasi IRF6 mRNA’sinin
induklendigi (MSCV-NICD+shGFP) ya da indiklenemedigi (MSCV-NICD+shIRF6) kosullar

olusturulmustur.
4.2.1 IRF6’niIn susturulmasi Notch’a bagh hiicre béllinmesini azaltmigtir.

Olusturulan kosullarin hiicre bayimesi Gzerindeki etkisini zamana bagl olarak gézlemlemek
icin blylUme egrileri olusturulmustur. Bu amacgla, MCF10A hiicreleri yukarida aciklandigi
sekilde enfekte edildikten 48 saat sonra esit sayida hiicre (3000/kuyu) 12 kuyulu petri kaplarina
ekilmis ve 3. giinden 7. gline kadar her glin sayilarak blyime egrisi olusturulmustur. Her giin
icin kosul basina 3 kuyu hiicre sayilarak ortalamalari alinmistir. Her bir kosul ve gin igin

hesaplanan hiicre sayilari kontrol enfeksiyonuna ((1) MSCV + shGFP) oranlanarak analiz

edilmigtir.
4.0
_ 35 -
-
© a0 T
° Iy -8—(2) MSCV + shIRF6
5 2
> L0 . | i T (3) MSCV-NICD + ShGFP
w
O 15 J/H —<(4) MSCV-NICD + shIRF6
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Sekil 11. MCF10A hiicrelerinde biiyiime egrisi analizleri. U¢ farkli deneyde MCF10A
hucreleri (1) MSCV + shGFP, (2) MSCV + shIRF6, (3) MSCV-NICD + shGFP ve (4) MSCV-
NICD + shIRF6 virlsleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra 12 kuyulu petri kaplarina ekilerek
7 gun boyunca sayillmistir. Her bir gin igin hesaplanan ortalama sayilar kontrol kosulundaki
((1) MSCV + shGFP) hiicre sayisina béliinerek oran elde edilmistir. U¢ bagimsiz deneyin

ortalama sonuglari kullaniimistir. Hata gubuklari standart sapma degerini gdéstermektedir.

Notch aktivasyonunun (MSCV-NICD+shGFP) beklenenin aksine kontrole gore
(MSCV+shGFP) hiicre sayisini artirmadigi gortlmastir (Sekil 11). IRF6’'nin susturulmasinin

hicre boélinmesini artirma egiliminde oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli bir degere
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ulagsmadigi gézlenmistir. IRF6’nin bulundugu (MSCV-NICD+shGFP) ya da bulunmadigi
(MSCV-NICD+shIRF6) kosullarda hlcre sayilarinda anlaml bir degisiklik olmamistir (Sekil
11).

Literatirin aksine (Stylianou vd., 2006), Notch aktivasyonunun hiicre sayilari tUzerinde bir etki
gOstermemesi IRF6’nin etkilerinin bu yéntemle analiz edilemeyecegini géstermistir. Notch
aktivasyonunun normal primer meme hucrelerinde integrin ifadesini azalttigi bilinmektedir
(Yalcin-Ozuysal vd., 2010). integrin ifadesinin azalmasi, enfeksiyondan sonra yeni petriye
aktarilan hucrelerin yapismasini engelleyecegi icin hlicre bolinmesini de negatif yonde
etkileyecektir. Bu haliyle blylime egrisi deneylerinin hipotezi test etmek icin uygun olmadigina

karar verilmigtir.

ikinci bir yaklagim olarak, DNA sentezi evresindeki hiicrelerin dogrudan analiz edilmesine
olanak veren BrdU yoéntemi kullaniimistir. Yukardaki kosullarda enfekte edilen MCF10A
hlcreleri, enfeksiyondan 24 saat sonra aglik besiyerine alinmis, 48 saat sonra da 2 saat
streyle 20uM BrdU ile muamele edilip akim sitometrisi ile analiz edilmistir. Boylece 2 saat

suiresinde DNA sentez evresine giren hiicrelerin orani tespit edilmistir.

p<0,007 p<0,0008

® (1) MSCV + shGFP

= (2) MSCV + shiRF6

= (3) MSCV-NICD + shGFP

(4) MSCV-NICD + shIRF6

BrdU pozitif popllasyon ylizdesi

Sekil 12. MCF10A hiicrelerinde BrdU analizleri. Beg farkli deneyde MCF10A hucreleri (1)
MSCV + shGFP, (2) MSCV + shIRF6, (3) MSCV-NICD + shGFP ve (4) MSCV-NICD + shIRF6
virisleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra 2 saat BrdU ile muamele edilip akim sitometrisi ile
analiz edilmistir. Hata cubugu standart sapma degerini gdstermektedir. P-degerleri iki kuyruklu

t-testi ile hesaplanmistir.

Kontrol kosulunda %4 olan BrdU pozitif hiicrelerin orani, Notch aktivasyonu sonrasi (MSCV-
NICD+shGFP) %10’a ¢cikmistir (Sekil 12). Literaturle uyumlu olan bu artig, hipotezimizi test
etmek icin yontemin uygun oldugunu gostermistir. Yalnizca IRF6’nin susturulmasi (MSCV +
shIRF6) pozitif hicre oranini %2,5’a dislrse de bu disusin istatistiksel olarak anlaml

olmadigi gorulmastir. Notch aktivasyonuyla beraber IRF6 susturuldugunda ise (MSCV-
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NICD+shIRF6) Notch’un etkisinin kayboldugu ve BrdU pozitif hiicre oraninin %4’e duserek
kontrol seviyesine geldigi gdzlenmistir (Sekil 12).

Bu sonugclara dayanarak, IRF6 ifadesinin Notch’un hiicre boliinmesini indiklemesi igin gerekli

oldugu sonucuna varilmistir.
4.2.2 IRF6’nin susturulmasi Notch’a bagh transformasyon kapasitesini azaltmigtir.

MCF10A hicrelerinin tranformasyon kapasitesini 6lgmek igin iki farkli yaklasim uygulanabilir:
(i) yumusak agarda koloni olusturma deneyleri ve (ii) disiuk yogunlukta normal petri ylizeyine
ekilen hicrelerin tek hiicreden koloni olusturma kapasitesinin analiz edilmesi. Normal petri
yluzeyinde yapilacak tek hicreden koloni olusturma deneylerinde de blylime egrisi
deneylerinde oldugu gibi petri kabina yapisamamaya bagh olarak hicre boélinmesi
etkilenecektir. Bu sebeple uzun dénem kiiltirde olmasi gereken hiicrelerin koloni buyuklaga
ve sayisi da dolayl olarak etkilenerek Notch’'un transformasyon kapasitesini dlgmemizi
engelleyecektir. Bu sebeple ikinci metodun amacimiz igin uygun olmayacagina karar
verilmigtir. Ancak yumusak agar yontemi zaten hicrelerin ylzeye yapismadan buyume
kapasitesini 6l¢tigunden Notch’a bagh transformasyon analizleri igin uygundur.

Sekil 13. Temsili yumusak agar fotograflari. MCF10A hicreleri (1) MSCV + shGFP, (2)
MSCV + shIRF6, (3) MSCV-NICD + shGFP ve (4) MSCV-NICD + shIRF6 virlsleri ile enfekte

edildikten 48 saat sonra yumusak agara gomdilerek 8 hafta buyltulmustir. Crystal violet

boyamasinin ardindan g¢ekilen fotograflar gosterilmistir. Oklar, gapi 30 um’den blyuk oldugu

icin analizlere dahil edilen temsili kolonileri gostermektedir.
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Yumusak agar analizleri igin yukarida agiklandigi sekilde dort farkli kosul cift enfeksiyon
ydntemiyle olusturulmustur. Enfeksiyondan 48 saat sonra, kuyu basina 30.000 hicre gelecek
sekilde MCF10A hcreleri 6 kuyulu petri kaplarina ekilmistir. Kuyularin tabaninda %0.5’lik agar
yatak olarak kullaniimig, hiicreler %0,35’lik agara gémiilerek 8 hafta boyunca buyutilmuastir.
Olusan koloniler %0.005 crystal violet sollisyonu ile boyanarak fotograflanmis, ¢ap1 30 ym’den
biyuk olan koloniler sayilmistir (Sekil 13).
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Sekil 14. MCF10A hiicrelerinde yumusak agar analizleri. Ug bagimsiz deneyde, MCF10A
hiicreleri (1) MSCV + shGFP, (2) MSCV + shIRF6, (3) MSCV-NICD + shGFP ve (4) MSCV-
NICD + shIRF6 virsleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra yumusak agara gémilerek 8 hafta
blyutlilmustir. Crystal violet boyamasinin ardindan ¢api 30 um’den bulylk olan kolonilerin (a)
sayisi ve (b) blyukliglu analiz edilmistir. Hata c¢ubuklari standart sapma degerlerini

gOstermektedir. P-degerleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.

Kontrol enfeksiyonu sonrasinda kuyu bagina ortalama 12 olan koloni sayisi, Notch aktivasyonu
ile (MSCV-NICD+shGFP) 60’a yukselmistir (Sekil 14a). Ortalama koloni buyikligu ise
36um’den 44um’ye cikmistir (Sekil 14b). IRF6’nin susturulmasi tek basina, iki parametrede de
anlamh bir degisikliJe sebep olmamistir. Notch aktivasyonu olan hicrelerde IRF6’nin
susturulmasi (MSCV-NICD+shIRF6) ise koloni sayisini 60’tan 27’ye indirmis (Sekil 14a) ancak

ortalama koloni buyukIigunu etkilememistir (Sekil 14b).

Yumusak agar koloni sayisi sonuglarina bakilarak, IRF6’'nin Notch’a bagl transformasyon igin
gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Ancak koloni buyukligunde degisiklik olmamasi bir kere
transform olan hucrelerin gecirecekleri hlcre bolinmesi sayisinin IRF6’dan bagimsiz

olduguna isaret etmektedir.
4.3 IRF6’nin meme epitel hiicrelerinin luminal ve bazal karakterleri lizerindeki etkileri

Notch yolaginin, bazal karakter olusumunu kontrol eden ANp63’U baskilayarak meme epitel
hicrelerinin luminal karakter kazanmasini tetikledigi bilinmektedir (Yalcin-Ozuysal vd., 2010).

IRF6’'nin Notch’'un bu fonksiyonu igin araci olup olmadidinin arastiriimasi igin 6ncelikle
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IRF6’'nin ANp63 ifadesi Gzerindeki etkileri ve ardinan IRF6’nin meme epitel hiicrelerinin luminal

ve bazal belirtegleri Gzerindeki etkileri incelenmistir.
4.3.1 IRF6 Notch1’in ANp63 ifadesini baskilamasi igin gerekli degildir.

Notch yolaginin, ANp63’G baskilamak i¢in IRF6’y1 araci olarak kullanip kullanmadiginin
anlagiimasi icin Notch aktivasyonu sonucu IRF6’nin indiklenebildigi ve indiklenemedigi

kosullarda ANp63 ifadesi analiz edilmistir.

Cift enfeksiyon ydntemiyle olusturulan kosullarda, Nocth aktivasyonunun (MSCV-
NICD+shGFP) beklendigi gibi ANp63 mRNA (Sekil 15a) ve protein (Sekil 15b) ifadesini
azalttigi gorilmastir (Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Notch aktivasyonuyla beraber IRF6’nin
susuturulmasi (MSCV-NICD+shIRF6) ANp63 ifadesinde herhangi bir anlaml degisiklige yol
acmamistir (Sekil 15). Burdan Notch’'un ANp63 ifadesini baskilamasi i¢in IRF6’y1 araci olarak
kullanmadigi sonucuna varilmaktadir. IRF6’'nin tek basina susuturimasi (MSCV+shIRF6)
kontrol hicrelerine gére ANp63 mRNA ve proteininde hafif bir azalmaya sebep olmustur. Bu
da IRF6’nin hicrede bulunmasinin, Notch’tan bagimsiz olarak, ANp63 ifadesinin devamlligi

icin gerekli olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 15. Cift enfeksiyon yontemiyle olusturulan dort farkli kogsulda ANp63 ifadesi
analizleri. MCF10A htcreleri (1) MSCV+shGFP, (2) MSCV+shIRF6, (3) MSCV-NICD+shGFP
ve (4) MSCV-NICD+shIRF6 virlsleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra ANp63 icin (a) mMRNA
ve (b) protein analizleri yapilmistir. Sonuglar ti¢ bagimsiz deney igin ortalama + standart sapma

degerini géstermektedir. P-de@erleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.
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4.3.2 IRF6’nin ANp63 ifadesi lizerindeki etkileri.

IRF6’'nin, ANp63 Uzerindeki dogrudan etkisinin analiz edilebilmesi i¢cin IRF6 cDNA’sinin
hlcrelere akariimasi planlanmistir. IRF6 cDNA’sl, memeli ekspresyon vektériinde satin
alinmis ve viral vektorlere klonlanmaya calisiimistir. Ancak klonlamalarin basarili olmamasi
sebebiyle, memeli ekspresyon vektorininin transfeksiyon ile hiicrelere aktariimasina karar
verilmistir. Normal meme hcre hattt MCF10A ve meme kanseri hiicre hatlart MCF7 ve MDA
MB 231 IRF6 cDNA vektoru ile transfekte edildikten 48 saat sonra IRF6 mRNA seviyeleri
yaklasik 100 ile 1000 kat arasinda artis gostermistir (Sekil 16a). mMRNA seviyelerindeki yiksek
artisa ragmen, IRF6 proteininde bir fark gorulmemistir (Sekil 16b). Protein analizleri
transfeksiyondan 72 saat sonra tekrarlandiginda da sonuglar degismemistir. Yalnizca
embriyonik bébrek fibroblast hiicresi olan 293T'de transfeksiyon sonrasi IRF6 proteininde artis
gOrdlmastur (Sekil 16b). Meme epitel hiicrelerinde IRF6 mRNA’sinda artis goérilmesine
ragmen proteinde fark goériimemesi iki sekilde agiklanabilir: (i) proteinin farkh bir
mekanizmayla kontrol edilip aktif olarak pargalanmasi ya da (ii) ylksek miktarda ifade edilen
cDNA'nin post-translasyonal bir modifikasyona ugramasi sonucu antikor tarafindan
taninmamasi. ikinci secenegin gecerli olmasi durumunda hiicrede IRF6 proteini bulunacagi

icin ANp63 analizleri yapiimigtir.
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Tubulin
A — e — e PP —— —
293T MCF10A MCF7 MDA MB 231

Sekil 16. IRF6 cDNA vektori ile transfekte edilen hiicrelerde IRF6 ifadesi analizleri.
Hucreler kontrol ya da IRF6 cDNA’sI tasiyan ekspresyon vektori ile transfeke edildikten 48

saat sonra IRF6 icin (a) mRNA ve (b) protein analizleri yapiimistir.
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Sekil 17. IRF6 cDNA vektorii ile transfekte edilen hiicrelerde ANp63 ifadesi analizleri.
MCF10A ve MDA MB 231 hicreleri kontrol ya da IRF6 cDNA’sI tasiyan ekspresyon vektord ile
transfeke edildikten 48 saat sonra ANp63 igin (a) mRNA ve (b) protein analizleri yapiimistir.
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Sekil 18. IRF6 ifadesi susturulan MCF10A hiicrelerinde bazal ve luminal belirteglerin
ifade analizleri. MCF10A hcreleri kontrol shRNA ifade eden (shGFP) ya da IRF6’ya karsi
shRNA ifade eden (shIRF6) virusleri ile enfekte edildikten 48 saat sonra (a) bazal (K14, ITGA6
ve ITGB4) ve (b) luminal (K18 ve CD24) belirte¢ moleklllerin mRNA ifadeleri analiz edilmistir.
Sonuglar U¢ bagimsiz deney igin ortalama + standart sapma degerini géstermektedir. P-

degerleri iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.

IRF6 cDNA vektoru ile transfekte edilen MCF10A ve MDA MB 231 hicrelerinde ANp63
mRNA’sinda hafif bir fark gozlense de bu istatistiksel olarak anlamli bir seviyeye ulagsmamistir

(Sekil 17a). mRNA sonuglar ile paralel olarak ANp63 proteininde de bir fark gérilmemistir
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(Sekil 17b). Bu sonuglara dayanarak IRF6’nin ANp63 ifadesinde belirgin bir degisiklige sebep

olmadigi sonucuna varimistir.
4.3.3 IRF6’nin luminal ve bazal belirte¢ molekiiller lizerindeki etkileri.

IRF6’'nin luminal ve bazal belirtecler Uzerindeki etkisinin anlagilmasi icin bazal karakterli
MCF10A ve luminal karakterli MCF7 hucreleri kullaniimigtir. IRF6 ifade eden MCF10A
hlcrelerinde IRF6 susturulmus ve daha az IRF6 ifade eden MCF7 hiicrelerinde IRF6 cDNA’sI

ifade ettirilmistir.

IRF6’nin MCF10A hiicrelerinde susturulmasi sonucunda bazal hiicre belirteglerinden keratin-
14 (K14) ve integrin-alfa-6’'nin (ITGAG) ifadelerinde hafif bir artis goérilse de anlaml bir
seviyeye ulasmamistir (Sekil 18a). Diger bir bazal belirte¢ olan integrin-beta-4’in (ITGB4)
ifadesinde yaklasik %50’lik anlamli bir azalma gorulmustur (Sekil 18a). Luminal belirteglerden
keratin-18'de yaklasik %30’luk bir azalma, CD24’te ise yaklasik iki kathk bir artis tespit
edilmistir (Sekil 18b). Bazi luminal ve bazal belirteclerin ifadesini etkilemekle beraber, sonug
olarak IRF6’'nin susturulmasinin MCF10A hicrelerinde iki karakterden birini 6zel olarak

induklemedigi goéralmastar.
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Sekil 19. IRF6 cDNA vektori ile transfekte edilen MCF7 hiicrelerinde luminal ve bazal
belirteclerin ifade analizleri. MCF7 hicreleri kontrol ya da IRF6 cDNA’sI tagiyan ekspresyon
vektorul ile transfeke edildikten 48 saat sonra (a) bazal (K14, ITGAG ve ITGB4) ve (b) luminal
(K18 ve CD24) belirte¢ molekillerin mRNA ifadeleri analiz edilmistir.
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MCF7 hicrelerinin IRF6 cDNA vektoru ile transfekte edilmesi sonucu, bazal belirteclerden
K14, ITGA6 ve ITGB4 ifadelerinde sirasiyla %90, %60 ve %50’lik azalma gdérilmuastir (Sekil
19a). Luminal belirteglerden CD24 ifadesinde bir degigiklik gérilmezken K18'de yaklasik 1,5
katlik bir artis tespit edilmistir (Sekil 19b). Sonug olarak, IRF6’'nin MCF7 hicrelerininde bazal

karakteri engellerken luminal karakteri indikleyeceyebilecedi gériimustar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Notch yolagi ve IRF6, damak gelisimi ve keratinosit farklilasmasi gibi (Jiang vd., 1998;
Ingraham vd., 2006; Richardson vd., 2006; Dotto, 2008), benzer gelisimsel evrelerde rol
oynasalar da aralarindaki dogrudan iligki yakin zamana kadar bilinmemekteydi. Notch yolagi
ile IRF6’'nin dogrudan etkilestigi, keratinositlerde kanonikal (CSL'ye bagli) Notch yolaginin
IRF6 ifadesini artirmasiyla gosterilmistir (Restivo vd., 2011). Ancak bunun keratinositlere has
bir etkilesim mi oldugu yoksa diger doku ve hiicre tiplerinde de mi korundugu bilinmemektedir.
Bu calisamada, meme epitel hiicrelerinde kanonikal Notch yolaginin IRF6 ifadesini kontrol
ettigi, dolayisiyla Notch-IRF6 etkilesiminin doku tipinden bagimsiz oldugu ilk defa
gosterilmistir. Notch aktivasyonu, normal meme epitel hiicre hattit MCF10A’'da IRF6 ifadesini
artirirken; kanonikal Notch yolaginin araci molekili CSL'nin ya da ko-aktivatéri Matermind
like 1’in meme kanseri hlcre hattt MDA MB 231’de susturulmasi IRF6 ifadesini azalmistir. Bu
sonuglar, Notch yolaginin meme epitel hicrelerinin normal ya da kanser hiicresi olmasindan
bagimsiz olarak IRF6 ifadesini kontrol ettigini ve keratinositlerde oldugu gibi, kismen kanonikal

yolagin kullanildigini géstermistir.

Notch inhibisyonu igin kullandigimiz yontemlerden CSL’nin susturulmasi ya da dominant
negatif Mastermind-like 1 ifade edilmesi IRF6 icin benzer sonuglar vermisken, DAPT ile Notch
yolagi inhibe edildiginde, IRF6’da belirgin bir artis gértimustir. DAPT, Notch almaglarini kesen
y-sekretaz enzimin bir inhibitéridur. DAPT nin, Notch’a has yontemlerden farkl sonug vermesi,
IRF6’'nin diger y-sekretaz substratlar tarafindan da kontrol edildigini gostermektedir. vy-
sekretazin Notch disinda cadherinler, ephrinler ve VEGF gibi bir¢cok farkh substrati daha
bulumaktadir (Haapasalo ve Kovacs, 2011). IRF6'nin bu molekilerle iligskisi henlz
bilinmemektedir. DAPT’nin Notch hedef genlerinden HEY2 mRNA ve proteini Gzerinde de
beklenmedik etkileri gézlenmistir. HEY2 mRNA’sinin aksine proteininde gorilen artis HEY?2
proteininin de Notch disindaki y-sekretaz substratlari tarafindan kontrol edilebilecegini

gOstermektedir.

IRF6, skuamoéz hicreli karsinomada (SCC) timér baskilayici olarak davranmaktadir. SCC
tumorlerinde IRF6 ifadesinin azaldigi, SCC hicre hatlarina disaridan IRF6 verildiginde ise
koloni olusumu ve invazyonun engellendigi gorulmustur (Botti vd., 2011; Restivo vd., 2011).
Memede de benzer sekilde, IRF6'nin meme kanseri hiicre hatlarinda ve invaziv meme
timorlerinde ifadesinin azaldigi, MCF10A’da hicre donglsu durduruldugunda IRF6’nin
biriktigi ve de meme kanseri hiicre hatlarina adenoviral yontemlerle IRF6 verilmesinin hicre
sayllarini duasirdaga goérulmustir (Bailey vd., 2005; Bailey vd., 2008). Butin bu veriler,
IRF6’'nin memede hiicre donglsiinin negatif bir regllatéri olduguna isaret etmektedir. Bu

projede, ilk defa IRF6’'nin Notch yolaginin altinda alternatif bir gérevi olabilecedi gosterilmistir.
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IRF6’'nin susturulmasi, MCF10A’da Notch’a baglh hicre bolinmesini ve transformasyon
kapasitesini azaltmistir. IRF6'nin bu sekilde iki farkli rol oynamasi hicrelerin bulundugu farkh
kosullar ile aciklanabilir. Notch yolaginin aktif oldugu durumda IRF6, diger Notch hedef
genleriyle beraber hticre bdllinmesi ve transformasyonun indiklemesi igin ¢alisirken, Notch’un
aktif olmadig1 kosullarda ise sadece birikerek hicre bolinmesini engelleyebilir. IRF6’nin
kosullara bagl olarak farkl iglevleri olabilecedi keratinositlerde de gosterilmistir. Beklenenin
aksine, kisa dénemli kultirde IRF6 geni silinmis olan embriyolardan alinan keratinositlerin
bdélinmesinin normal hicrelerden farkli olmadigi gosterilmistir (Biggs vd., 2012). Ancak uzun
doénemli kilttrlerinde, IRF6 geni silinmis olanlarin sayilarinin artmasi, bu slre igerisinde
IRF6’nin timor baskilayici fonksiyonunu gdstermesi igin gerekli kosullarin olustugu seklinde

aclklanabilir.

IRF6’'nin  mitogenik sinyaller sonucu fosforlandigi ve ardindan proteazom araciligiyla
parcalandigi gosterilmistir (Bailey vd., 2005; Bailey vd., 2008). Forsforlanmis ve
fosforlanmamis IRF6 formlarinin farkh fonksiyonlari oldugu duasundlmektedir. Fosforlanmig
IRF6’nIn, parcalanmadan hemen dnce hiicrelerin GO evresinden ¢ikip G1 evresine girmelerini
saglayarak hiicre bélinmesini tetikleyen bir islev gésterdigi, fosforlanmamis formunun ise
birikerek hiicre déngusind durdurdugu 6ne slrilmektedir (Bailey vd., 2008). Bu ¢alismada,
proteazom inhibitorleri, farkli fosfotaz ve proteaz inhibitérleri denenmesine ragmen IRF6’nin
fosforlanmis formu tespit edilememistir. Ancak, Notch aktivasyonunun yalnizca IRF6 ifadesini
degil forsforlanmasini da indukleyebilecegi intimali halen bulunmaktadir. Béylece, fosforlanmis
IRF6 Notch’un altinda hiicre bélinmesini ve transformasyonunu tetikleyen baslica faktor

olabilecegi de g6z ardi edilmemelidir.

Notch yolaginin luminal karakteri tetikledigi ve bunu kismen ANp63’l baskilayarak basardigi
bilinmektedir (Yalcin-Ozuysal vd., 2010). Bu projede, IRF6'nin hicre bdlinmesi ve
tansformasyonun aksine Notch’'un ANp63’G baskilama fonksiyonu igin gerekli olmadigi
gosterilmistir. IRF6'nin Notch’un aktivasyonuyla beraber susturulmasi ANp63’in ifadesini
belirgin olarak etkilememektedir. Keratinositlerde, ANp63’iin IRF6 ifadesini artirmasina karsilik
IRF6'nin da ANp63’Un proteazom araciligiyla parcalanmasini tetikleyerek karsilikli bir
regllasyon mekanizmasi olusturduklari bilinmektedir (Moretti vd., 2010). Bu dataya paralel
olarak, bu g¢alismada MCF10A hicrelerinde IRF6’nin susturulmasinin Notch’tan bagimsiz
olarak ANp63 ifadesi tizerine etkileri oldugu gosterilmistir. IRF6’nin susturulmasinin, ANp63’ln
yalnizca protein degil mRNA ifadesini de azaltmasi, meme eiptel hicrelerinde ANp63
ifadesinin devamliligi icin IRF6’nin gerekli olduguna isaret etmektedir. Ancak IRF6 cDNA’sInin
MCF10A ve MDA MB 231 hicrelerine verilmesi sonucu ANp63 ifadesinde anlamli bir degisiklik

g6zlenmemesi IRF6’'nin, ANp63 ifadesini transkripsiyon ya da proteazom aktivitesini kontrol
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ederek regile etmedigini gostermektedir. IRF6 cDNA’sinin western analizlerinde tespit
edilememis olmasi sebebiyle, elde edilen sonuglarin dogrudan IRF6 ile ilgili oimayabilecegdi
ihtimali de g6z 6nunde bulundurulmalidir. IRF6 cDNA’sI vektorinden, embriyonik bobrek
fibroblast hicrelerinde protein ifadesi tespit edilebilirken, meme epitel hiicrelerinde ytksek
MRNA seviyelerine ragmen protein ifadesi tespit edilememistir. Hlcre tipleri arasindaki bu
farklilk, meme epitel hiicrelerinde ¢ok ylksek miktarda ifade edilen IRF6 proteininin farkl bir
mekanizmayla kontrol edilip aktif olarak pargalanmasi ya da post-translasyonal bir

modifikasyona ugramasi sonucu antikor tarafindan taninmamasi ile agiklanabilir.

Laktasyon evresinde lobuloalveolar hiicrelerde ifade edilmesi (Bailey vd., 2009) ve Notch
tarafindan meme epitel hiicrelerinde kontrol edilmesi IRF6'nin ayni zamanda meme epitel
hicrelerinin luminal ya da bazal yénde farklilasmasinda rol oynayabilecedine isaret etmektedir.
IRF6’nin bazal karakterli MCF10A hicrelerinde baskilanmasi, test edilen bes belirtecten
ucunan ifadelerini deg@istirmekte ancak tutarl olarak luminal ya da bazal karakteri tetikleyecek
sekilde bir etki gostermemektedir. Buna karsilik IRF6 cDNA’siI aktarilan luminal karakterli
MCF7 hlcrelerinde, test edilen G¢ bazal belirtecte de azalma gozlenirken, test eilen iki luminal
belirtegten birinde artis gézlenmistir. Bu da, Notch’la uyumlu olarak, IRF6’nin luminal karakteri
induklemede rol oynayabilecegini gdstermistir. Ancak yukarida aciklandigi sekilde, IRF6
cDNA’sI aktarilan MCF7 hiicrelerinde de artan mRNA seviyelerinin aksine IRF6 proteini tespit
edilemediginden, gorulen etkinin IRF6’dan bagimsiz olma ihtimali de g6z ardi
edilememektedir. Meme epitel hicrelerinin farklilasmasinda IRF6'nin rolinin Notch ile
beraber ya da Notch’'tan bagimsiz olarak en iyi incelenebilecegi sistem, tim kok ve progenitor
hicreleri barindiran, in vivo modellerdir. IRF6’nin kosullu olarak meme epitel hiicrelerinde
silindigi fare modellerinde, bu tlr hiicre populasyonlarinin ¢alisiimasiyla IRF6’'nin meme epitel

hicre farklilagsmasindaki rolii daha net olarak ortaya c¢ikarilabilecektir.

Sonug olarak bu projede, IRF6’nin dokudan ve hiicre tipinden bagimsiz olarak meme epitel
hicrelerinde kanonikal Notch yolagdi tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Buna ek olarak,
IRF6’nin timor baskilayici islevinin yani sira, Notch aktivasyonu altinda normal meme epitel
hicrelerinin - bélinmesini  ve transformasyonunu tetikleyerek onkogenik  o6zellikler

gOsterebilecegi de ortaya cikariimistir.

Notch’un iki 6nemli hiicresel goérevini gerceklestirmesi icin gerekli olan IRF6’nin, Notch’'un
timor olusumunda rol oynayan, apoptozu engelleme, kdk hiicre populasyonunu artirma ya da
epitelyal-mezenkimal gegisi tetikleme gibi, diger islevleri icin de araci olup olmadigi
cevaplanmasi gereken bir soru olarak énimuize ¢ikmaktadir. Bununla beraber, IRF6-Notch

iliskisinin Klinikteki 6neminin anlasiimasi icin, IRF6’nin Notch ile beraber timdr dokularinda
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bulunmasinin genel olarak hastaligin gelisimini, metastaz kapasitesini, prognozunu, ilag

direngliligini nasil etkilediginin incelenmesi bir sonraki agsama olmalidir.
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Notch, meme kanseri ve gelisiminde rol oynayan bir sinyal yolagidir. Notch aktivasyonu,
normal meme epitel hicrelerinde hicre bélinmesi ve transformasyonunu, meme gelisimi
sirasinda ise DNp63?0 baskilayarak luminal hicre karakterini tetikler. Notch yolaginin bu
islevleri icin araci olarak kullandigi molekdller tam olarak bilinmemektedir. Keratinositlerde,
Notch tarfindan kontrol edilen IRF6, Notch?un timér baskilayici ve farklilasmay tetikleyici
Ozellikleri icin kullandigi araci molekillerden biridir. IRF (Interferon Regulatory Factors)
ailesine mensup IRF6, DNp63 ile beraber orofasiyal ve epidermal gelisimde rol oynamaktadir.
Meme epitel hiicrelerine aktarildiginda hicre sayilarinin azalmasina sebep olan IRF6?nin
memede hucre bdlinmesinin negatif bir regllatéri oldugu disunulmektedir. Bu ¢alismada,
meme epitel hiicrelerinde, Notch yolaginin IRF6 ifadesi Uzerindeki etkileri ve IRF6?nin Notch
islevleri icin araci olup olmadigi incelenmistir. Normal meme epitel hiicresi MCF10A?da Notch
aktivasyonu IRF6 ifadesini artirirken, meme kanseri huicre hattt MDA MB 231?de Notch
inhibisyonu IRF6 ifadesini azaltmistir. Notch aktivasyonu yapilan MCF10A hiicrelerinde, IRF6
susturuldugunda Notch?a bagli hiicre bélinmesi ve transformasyonu azalmistir. IRF6?nin
susturulmasi Notch?a bagli DNp63 baskilanmasini etkilememis ancak Notch?tan bagimsiz
olarak DNp63 ifadesini azaltmistir. Bunlara ek olarak, bazal karakterli MCF10A hucrelerinde
IRF6?nin susturulmasi ve de luminal karakterli MCF7 hicrelerinde IRF6?nin ifade ettirilmesi,
bazal ve luminal belirteglerin ifadesinde degisiklige yol agmistir. Bu galisma sonucunda,
meme epitel hucrelerinde IRF6?nin Notch tarafindan kontrol edildidi ve Notch?un hiicre
bélinmesini ve transformasyonu tetikleyici islevlerinde araci olarak galistigi gosterilmistir.
Ayrica, Notch yolagi ile parallel olarak, IRF6?nin meme epitel hiicrelerinin karakterinin
belirlenmesinde énemli olabilecedi gdsterilmistir. Notch-IRF6 arasindaki bu iligkinin in vivo
meme gelisimi ve tumor olusumunda da énemli olup olmadigi bir sonraki asamada
cevaplanmasi gereken bir soru olarak karsimiza cikmaktadir.
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