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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Tamoxifen ve Trastuzumab’a Duyarli Meme Kanseri Hiicrelerinde Tamoxifen ve

Trastuzumab’a Cevap Veren MikroRNA (miRNA) Profillerinin Arastirilmasi

Senem Noyan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Meme kanseri, klinik davranis ve genetik cesitlilige bagl terapatik miidaheleye verdigi
cevap agisindan heterojen bir hastaliktir. Ostrojen ve Gstrojen reseptorii meme kanserinin
dortte Ucunde ifade gosterir ve meme kanserinin biiyiime ve ilerlemesinde rol alir. HER2
(ErbB2) gen amplifikasyonu ve asir1 ifadesi ile iligkili olarak artan protein seviyesi meme
kanseri igerisinde %30 civarinda goriilir ve genellikle kot prognoz ile koreledir
Monoklonal antikor ve endokrin terapi, meme kanseri tedavisinde molekdler degisiklikleri
temel alan terapatik uygulamalardan ikisidir. MikroRNA’lar (miRNA) 20-25 nt
uzunlugunda protein kodlamayan RNA molekiilleridir. miRNA’lar pek¢ok organizmada
evrimsel olarak korunan diziler olup post-transkripsiyonel olarak gen ifadesini baskilarlar.
Yapilan pekgok calisma mikroRNA’larin meme kanserinde bilinen mekanizmalar
etkileyebildigini gostermekte ve bu diizenleyici RNA molekiillerinin tedavi sirecinde rol
alabilecek alternatif hedef molekul olabilecegini gostermektedir.

Bu c¢alisma, iki farkhh meme Kkanseri alt-tipine uygulanan iki farkh ilacin ortak
molekiiler etki mekanizmalarimi miRNA boyutunda aciklamayr hedefleyen ilk
cahsmadir. Tez kapsaminda ii¢ farkli meme kanseri hiicre hattinda iki farkli ilag
muamelesi yapilmis ve ilaca duyarli miRNA profilleri belirlenmistir. miRNA’lara ait hedef
genler ve rol aldiklar1 yolaklar veritabanlari aracihigiyla belirlenmistir. Ilag ve iki farkli
meme kanseri alt-tipinden bagimsiz olarak ortak olan ve anlamli farklilik gosteren g
miRNA varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢ miRNA meme kanseri tedavisinde hucre tipi ve
terapiden bagimsiz ortak miRNA imzasi1 i¢in aday hedef miRNA’lar olarak belirlenmistir.
Bu miRNA’larin olas1 hedeflerinin kullanilan ilaglarin etki mekanizmalarindaki sinyal
iletim yolaklarinda yer almasi ve kanserde varligi bilinen ER-HER karsilikli etkilesiminde
aktif rol alan reseptorleri hedefleyerek kanserli hiicrelerinin kacis yollarini dururabilecegi
dikkat cekmektedir.

2015, 105 sayfa

Anahtar kelimeler: mikroRNA (miRNA), meme kanseri, HER2, Gstrojen reseptorii (ER),
trastuzumab, tamoxifen, terapatik uygulamalar.



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

The Investigation of Tamoxifen and Trasuzumab Responsive miRNAs in Tamoxifen and
Trastuzumab Sensitive Breast Cancer Cell Lines

Senem Noyan
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assist. Prof. Bala Gur Dedeoglu

Breast cancer is a heterogeneous disease in which clinical behavior and responses to
therapeutic interventions depend on multiple genetic alterations. Oestrogens and oestrogen
receptor (ER) play fundamental roles in the development and progression of more than
three-quaters of breast cancers (BC). The HER2 (ErbB2) gene encodes an epidermal
growth factor reseptor related tyrosine kinase that is overexpressed in 30 % of invasive
breast cancers. For the treatment of breast cancer, therapeutic approaches have been
developed based on particular molecular alterations. These include monoclonal antibodies
and endocrine therapy. MicroRNAs (miRNA) are non-protein coding RNA sequences that
have length of about 20-25 nucleotides (nt). miRNAs are evolutionary conserved in many
organisms and have important regulatory functions. Studies support the crucial roles
played by dysregulation of specific microRNAS in breast cancer progression. The potential
of candidate microRNAs for clinical diagnosis and prognosis was revealed, and treatments
involving microRNA achieved some amazing curative effects in cancer disease models.

This is the first study that identifies the global expression profiles of miRNAs in
tamoxifen and trastuzumab sensitive breast cancer cell lines. In this thesis study, the
putative roles of miRNAs in relation to trastuzumab and tamoxifen response was
investigated. mMiIRNA gRT arrays were used to search for differentially expressed genes
between three different breast cancer cell lines. At the end of analysis 3 common miRNAs
were found to be significantly differentially expressed. The identification of predicted
target genes of these miRNAs and the pathway enrichment analysis was performed by
databases.The data obtained in this study emphasizes the potential targets of three miRNAs
in the molecular regulation of drug mechanism, which explains the blocking of crosstalk
between ER and ErbB family.

2015, 105 pages

Keywords: micro RNA Breast cancer, HER2, Estrogen receptor (ER), trastuzumab,
tamoxifen, Therapeutic Approaches
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1. GIRIS

Cok-sebepli, kompleks bir genetik hastalik olan meme kanseri molekiiler diizeyde detayl
bir sekilde calisilmistir ve yiiksek islem hacimli mikrodizin ¢aligmalar1 sayesinde
molekdler alt tiplere (Luminal A, Luminal B, HER2 ifade eden, normal-benzeri ve bazal-
benzeri (UglU-negatif: ER-, PR-, HER2-) meme kanserleri) ve reseptor ifade varliklarina
gore de patolojik alt-tiplere ayrilmaktadir (ER+, ER-, PR+, PR-, HER2+, HER2-). Hem
molekiiler siniflandirmalar hem de patolojik siniflandirmalar meme kanseri hastalarinin

tedavi siirecine karar verme acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

HER2’nin agir1 ifade edilmesi (HER2+), meme kanseri hastalarmin %20-%30’unda
gorilen bir durumdur ve HER2+ tlimorlerin tamoxifen ve standart kemoterapiye direng
gosterdigi bilinmektedir. Her ne kadar HER2+ hastalarin tedavisinde en ¢ok kullanilan
trastuzumab’in etki mekanizmalar1 bilinse de hastalarin ¢ogu tedavinin ilk yilinda ilaca
kars1 direng gelistirmektedir ve bu durum tedaviyi olumsuz olarak etkilemektedir. Bunun
igin trastuzumab tedavisinin molekiiler mekanizmalarinin agiga c¢ikartilmast HER2+

hastalarin tedavisine saglayacagi katkilar g6z oniine alindiginda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Meme kanserlerinin yaklasik %751 Ostrojen pozitiftir (ER+) ve dstrojen hormonuna yanit
olarak gelisim gosterirler. Bu tiimdrler hormon pozitif olarak kabul edilirler ve hormonel
tedavi yoOntemlerine cevap verebilen tiimorler smifinda degerlendirilirler. ER+ meme
kanserlerinde 5 yillik tamoxifen terapisi meme kanseri tekrarlama riskini 10 yila
cikartirken, ortalama yasam siiresini 15 yila kadar uzatabilmektedir. Ancak halen hastalarin
bliyiik bir kismi tamoxifen’e karst direng gelistirmektedir ki bu durum hastalarin tedavi
siirecindeki basariyr diisiirmektedir. Her ne kadar tamoxifen tedavisinde oOne c¢ikan
molekiiler mekanizmalarin bir kismi ortaya konmus olsa da kanser gelisiminde biiyiik
rolleri oldugu bilinen ve hiicrede diizenleyici molekiiller olduklar1 pek ¢ok ¢alisma ile
gosterilmis miRNA’larin  tamoxifen ile iligkisini aydinlatacak sayili calisma

bulunmaktadir.

MikroRNA’lar kiiciik ve protein kodlamayan endojen RNA molekiilleridir. miRNA’larin
diizenleyici rolleri lizerine yapilan deneyler bu molekiilerin bagkalagim, hiicre biiytimesi ve

hiicre o6limii gibi farkli hiicresel islemlerde 6nemli roller aldigini gdstermistir. Bu



islemlerin genellikle kanserde duzensiz oldugunun bilinmesi miRNA’larin kanserle

olabilecek iliskilerine dikkat ¢ekmektedir.

Meme kanserinde kullanilan kemoterapi, cerrahi mudahale, radyoterapi gibi geleneksel
yontemler gunumuzde etkin olmasina ragmen bu yontemlerin kaginilmaz yan etkileri
bulunmaktadir. Kanserde miRNA’nin etkin roliiniin anlagilmasi sonucunda mikroRNA
temelli terapiler potansiyel aragtirma konusu haline gelmis ve klinik 6ncesi modellemede
miRNA’larin  kullanimi  arastirilmistir.  Onkojenik  oldugu  bilinen miR-21’in
inhibisyonunun tiimor gelisimini ve metaztazi azalttigi gosterilmistir (1). Meme kanseri
hiicre hatlarinda miR-205’in artan ifadesinin HER3 reseptorii aracaligiyla tirozin kinaz
inhibitorlerine karsi duyarlilik kazandirdigi bildirilmistir (2). p53 mutant meme kanserinde
MiR-34’{in susturulmasinin 11 hassasiyeti etkisini yarattigi tespit edilmistir (3).
Fonksiyonel miRNA baglant1 aginin ve hedeflerinin tanimlanmasi miRNA’larin potansiyel

terapatik hedef olmasina katki saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Hiicrede olusan genetik degisiklikler sonucunda hiicrenin anormal c¢ogalma yetenegi
kazanmasi ve farklilasmasi ile kanser ortaya ¢ikar. Hizla ¢ogalan hiicrelerin olusturdugu
tiimoral yapi, Oncelikle yakin c¢evreye yayilir (lokal invazyon). Daha sonra, daha uzak
organlara kan veya lenfatik yol ile yayilir (metastaz). Organizmada en fazla kanlanan
organlar olan akciger, beyin ve karaciger en sik metastaz yapilan organlardir. Timor
cogalirken ¢evre dokular ile uyuma dikkat etmez ve hizla i¢inde bulundugu organizmaya
ait besinleri kullanarak blyir (4). Kanser hicrelerinin organizmadaki hicreler ile ¢ok
benzer olmasi immiin sistem tarafindan tespit edilememesi sorununu getirir. Kanser
hicreleri normal hicrelerin DNA ya da RNA mutasyonlari ya da modifikasyonlar1 ile
sekillenir (5).

2.1. Kanser Gelisimi

Karsinogenez sireci spesifik olmayan genetik birikim ile baslar, ilerleyen displastik
hiicresel goriiniim, genotipik ve fenotipik degisiklikler, hiicre biiyiimesinde diizensizliklere
neden olur ve sonugta kanser meydana gelir (Sekil 2.1) (6). Karsinogenezin temelinde,
hiicrenin yagamasi, biliylimenin kontrolii ve farklilasma gibi biyolojik olaylari etkileyen
mutasyonlarin agsamali olarak biraraya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde
timor hacreleri birgok fenotipik 6zellik kazanir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve
sinirsiz ¢ogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica bu hicreler 6zgun
mikrogevreden bagimsiz olarak yagamini devam ettirme ve metastaz yapma Ozelligine
sahiptir. Protoonkogenlerin ve tliimor baskilayici genlerin seri mutasyonlar1 farkli
mekanizmalar araciligiyla malin fenotipin olusumuna katkida bulunur (7). Sinyal iletim
yollarim1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara sik olarak
rastlanmaktadir (8). Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya
yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi tiimor

gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir.
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Sekil 2.1. Karsinogenez modellemesi (Cazzaniga ve ark.’dan alinmustir.) (9)

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin malignansi olarak yerini almakta olup (10)
kadinlarda goriilen tim kanserlerin yaklagik %30’unu olusturmaktadir. Dinyada meme
kanseri, tiim kanser insidansimin %10.4’{inii kapsamaktadir ve akciger kanserinden sonra
goriilme sikliginda 2. sirada yer alir. Kanser kaynakli 6liim siralamasinda ise 5. sirada yer
almaktadir. Meme kanseri olusumundan sorumlu bir¢ok risk faktérii tanimlanmistir;
bunlar, cografi cesitlilik, genetik ve ailesel 0ykii, hormonal etkiler ve diger etkenlerdir.
Meme dokusundan ozellikle siit kanallar1 ve onu destekleyen lobullerden koken alan meme
kanserinin goriilme siklig1 diinya iizerinde iilkeden iilkeye farklilik gostermektedir. Hawai,
Kaliforniya, Kanada yilda yiizbinde 80-90 goriilme sikligi ile ilk siralarda yer alirken, ayni
deger Japonya’da sadece yiizbinde 12-15 arasindadir. Avrupa llkelerinde ise goriilme
siklig1 kuzey tlkelerinden giineye ve bati iilkelerinde doguya dogru gittikce azalmaktadir.
Gériilme sikligindaki en biiyiik artis Kanada, ABD, Ispanya ve Isve¢’de ortaya ¢ikmustir
(11).

2.2.1. Memenin anatomisi

Meme dokusu iki temel doku olan glandular ve stromal dokunun kompozisyonudur.

Glandular doku siit tiretiminin yapildigi kanallar (lobiil) ve depolandigi duktal kisimdan



olusurken, stromal doku meme dokusu ile iliski ig¢erisinde olan yag ve fibroz dokudan
olusur (Sekil 2.2) (5).

Lobiiler
hiicrelery,
\

. Lobil

Sekil 2.2. Meme dokusunun yapisi (Sharma ve ark.’dan adapte edilmistir.) (5)

Meme dokusunun farkli alanlarinda gelisen birgok tumor tipi mevcuttur. Genelde tlimor
meme dokusunda kanserojen olmayan degisiklikler (benign) sonucu olusur. Birgok meme
kanseri duktal hiicrelerden koken alirken bir kismi lobular dokudan kalan bir kismi ise

diger dokulardan kdken alabilir.

2.2.2. Meme kanserinin histopatolojisi

Klasik siniflandirma

Meme kanseri koken aldigt hiicre tipi ve invaziv olma durumuna gore iki sinifa ayrilir;
> Invaziv olmayan meme kanseri hiicreleri koken aldiklari hiicrelerde simirlanmigtir
ve etrafindaki diger dokular1 ve yag dokusunu istila etmezler. Duktal karsinoma in
situ (DCIS) invaziv olmayan meme kanserlerinin en sik formudur (%90). Lobular
karsinoma in situ (LCIS) nadir gorilen formu olup artan meme kanseri riskinde

biyobelirtec olarak diistiniilmektedir (5).



> Invasiv meme kanseri hiicreleri duktal ve lobular duvarlara dogru ilerler ve
etrafinda yer alan yag ve diger meme dokularina hiicum eder. Bu tip kanserler
invasiv Ozelliktedir fakat lenf nodu ve diger organlara metastaz ozelligi
gostermezler. En sik rastlanan invaziv meme kanseri tlrl invaziv duktal
karsinomdur (IDC).

Molekiiler siniflandirma

Meme kanserinin kompleks bir hastalik olmasi ve meme tiimoérlerinin farkli 6zelliklere
sahip heterojen tiimorler olmasi, hastaligin regiilasyonundaki mekanizmalarin
aciklanmasin1 ve bunun sonucunda da tedaviyi zorlastirmaktadir. Bu eksiklik yeni
biyobelirteglerin aranmasini zorunlu kilmistir ve mikrodizin yontemi kullanilarak yapilan
gen ifadesi ¢alismalar1 sayesinde, kKlasik siniflandirmanin yaninda meme kanseri molekiiler

olarak da simiflandirilmustr.

Meme kanseri, Perou ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan kapsamli gen ifade
analizi ¢aligmasiyla 6nce luminal hiicre benzeri, bazal hiicre benzeri, normal epitel benzeri
ve HER2+ grup olarak 4’e ayrilmistir (12). Daha sonra ise luminal tipin de kendi arasinda
luminal A ve luminal B olarak gruplanmasi ile 5 alt tipe ayrilmistir (13). 2007 yilinda
yapilan ¢alisma ile bu alt tiplere, siki baglanti proteinleri claudin 3, 4 ve 7 ve bir Ca bagimh
hicre-hiicre adezyon glikoproteini olan E-cadherin’in diisik gen ifadeleri ile karakterize

“claudin low” eklenmistir. Boylece molekiiler olarak meme kanseri 6 alt tipe ayrilmigtir (14).

2.2.3. Meme kanserinde tedavi yontemleri

Meme kanserinden korunma fikri ge¢mise dayanir (Sekil 2.3). Kanser gelisim
mekanizmalarinin temelinde yatanlar1 anlamaya yonelik ¢esitli ilerlemeler gerceklesmis ve
giiniimiizde bazi ilaglar bu hastaliktan korunma uygulamalarinda onaylanmistir. Bu yiizden
asil diisiiniilmesi gereken bu korunma yollarinin meme kanseri kontroliinde yiiksek oranda
gerceklestirilebilir uygulamalar olup olmadigidir. Kadinlarin riskini arttiran  ve
degistirilemez yas, ailesel oykii gibi bir¢cok faktdr olmasina karsin, alkol alimi, sismanlik
ve postmenopozal dénemde obezite gibi dizeltilebilir risk faktorleri ve hormonal
diizenlemeler de tanimlanmis ve bu nedenler meme kanserinden korunmada giclu ve ilgi

cekici olmuslardir (15).



Meme kanseri kemoprevensiyon tarihcesi
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Sekil 2.3. Meme kanseri kemoprevensiyonunun tarihgesi (Tirona ve ark.’dan adapte
edilmistir.) (15)

Endokrin terapi

Meme kanseri, klinik davranig ve genetik cesitlilie bagl terapatik miidaheleye verdigi
cevap agisindan heterojen bir hastaliktir (12,16). Meme kanseri tedavisi icin molekuler
degisiklikleri temel alan terapatik uygulamalar gelistirilmistir. Bunlar monoklonal antikor
ve endokrin terapidir. Monoklonal antikor &érneklerinden biri olan trastuzumab HER2
protein reseptoriinii hedef alir ve HER2 protein ekspresyonu olan hastalarda kullanilir.
Endokrin terapi (ET) ise ER ve PR ya da her ikisinin de ekspresyonunun varliginda
uygulanir. Bu iki terapi yOntemine direng¢ gelistiren hasta grubuna uygun terapatik

uygulama ise sitotoksik kemoterapidir.

Endokrin terapi, ER+ meme kanserinde anahtar tedavi yontemidir ve ameliyat 6ncesi,
operasyon sonrasi ve metastatik hastalikta kullanilabilir. Tarihsel olarak, bu terpi yontemi
meme kanseri tedavisinde kullanilan en eski sistemik terapidir ve ilk hedef odakl: terapidir.

(17). Ostrojen reseptdr blokaji igin farkli terapatik prosediirler uygulanabilir. Tamoxifen



ER+ meme karsinomali kadinlarda tedavide altin standart iken giiniimiizde aromataz

inhibitorleri de metastazda etkin aktivite gostermektedir (18).

Gunumuzde ET Ostrojen Uretim sirecinin ya da tumdérde var olan ER fonksiyonunun
yikimi gibi tedavilerden olusmaktadir. Menopoz donemi 6ncesinde kadinlarda asil dstrojen
tiretimi yumurta hiicrelerinden saglanir. Bu sure¢ LH (Luteinize hormon) ve FSH (Folikdl
stimiile hormon) salgilayan hipofizin kontrolii altindadir. LH androjen sentezini
duzenleyen teka htcrelerini etkilerken, FSH testesteron ve androstenedionu estradiol ve
esteron’a doOniistiiren aromataz enziminin {retimini diizenleyen granulosa hiicreleri
tizerinde rol alir. Hipofiz {iriinii olan LH ve FSH sirastyla GnRH (Gonodotropin salgilatici
hormon) ve hipotalamusda salgilanan LHRH (Luteinize salgilatict hormon) kontrolii
altindadir. Menapoz sonrasinda Ostrojen iiretimi periferal aromatizasyon agirlikli olarak
karaciger, adrenal bezler ve adipoz dokuya bagimlidir. Ostrojen, hedef genlerin
transkripsiyonunun dizenlenmesinde ER’a baglanarak etki gosterir. ET, LH/FSH tiretimini
bloklayarak, ER reseptorini kapatarak (tamoxifen) ya da yikimini saglayarak (fulvestrant)
ya da aromataz inhibitorler ile dstrojenin periferal Uretimini inhibe ederek bahsedilen bu
stregleri yavaslatmay1 veya yikmayr amaglar. Fosfatilinositol, siklin bagimli kinaz (CDK
4/6), EGFR ailesi, FGFR , histon deasetilaz, IGF ve IGF-1R, insulin reseptor sinyal yolagi
giinimuzde devam eden ET ile kombine kullanilan terapatik hedeflerdir. (Sekil 2.4) (17).
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Sekil 2.4. Meme kanserinde ET ile kullanilan monoklonal antikor, kiiciik molekdller ve bu
terapatik uygulamalarin hedeflerinin 6zeti. (Palmieri ve ark.’dan adapte edilmistir.) (17)

Tim yeni tedavi yaklagimlaria karsin, halen kanserden Oliimler gelismis toplumlarda
ikinci sirada yer almaktadir. Kisilerin kanserden korunmasi, erken tani ve kisiye 6zel terapi

yaklasimlar1 bu hastaligi kontrol edilebilir boyuta tasimak i¢in atilan adimlardir.

Tamoxifen

Ostrojen reseptdr alfa (ERo), meme kanserinin dortte Gciinde ifade gostermektedir.
Ostrojen tiimér baslangicinda ve ilerlemesinde temel hormon ve ayni zamanda liganddir.
Hormon temelli ¢alismalarda ilk anlasilir kanit Beatson’in iki vakada ooforektomiyi
takiben metastatik hastalikta gecici gerilemeyi gostermesi ile gerceklesmistir. ERa
biyolojisindeki anlasilir gelisme akilci tasarimlarin ve kadinlarda farkl klinik seyir izleyen
ve ERa ifadesi olan tiimorlerde Ostrojenik sinyalleri ¢esitli diizeylerde durdurabilen

farmakolojik ajanlarin olugsmasina katki saglamistir.

Ostrojen sinyal yolaginin klasik modellemesi sirkiile &strojenin &zellikle ERa‘ya
baglanarak hedef hiicreye alinmasini icerir. Bu etkilesim ERa‘nin saperon proteininin yer
degistirmesi, reseptor dimerizasyonu ve ko-aktivatér molekil kuvvetlendirmesi ile olusan

transkripsiyonel kompleks ile baslar. Bu konformasyonel degisim sonucunda ERa ve



Ostrojen duzenleyen genlerin upstream ucunda bulunan promottr bolgesi “oestrogen-
response elements- EREs” olarak bilinen hedef DNA sekansi arasindaki etkilesim

kolaylasir.

ERa, amino-terminal bolgesinde ve karboksi-terminal bolgesinde aktivasyon fonksiyonu
olan ve AF1 ve AF2 olarak adlandirilan iki farkli transaktivasyon domaini igerir. Bunlar
transkripsiyon aktivasyonu igin bagimsiz ya da birlikte fonksiyon gosterebilirler. AF2
iceren ligand baglayici domain (LBD) baglanir ve &strojen regiile edilir. AF1 biiylime

faktori reseptori ile ilskili olan kinazlar tarafindan fosforile edilir.

Meme kanserine neden olan kesin mekanizma tam olarak tespit edilmemesine ragmen
hormonlarin vakalarin %70’inde belirleyici rolii oldugu kabul edilmistir (19) ve su anki
kemoprevensiyon stratejileri meme kanserinde hormon cevaplarii hedef almaktadir.
Ostrojen meme dokusunda normal ve malignant hiicrelerin proliferasyonunda hiicre
bolinmesini duzenleyici olarak belirlenmistir (20). Antidstrojenik ilaglarda iki temel sinif
olan SERMs (secici Ostrojen reseptdor modilatori) ve Als (Aromataz inhibitori)

giiniimiizde meme kanseri korumasinda kullanilmaktadir.

Tamoxifen (TAM) sitrat ilk gelistirilen SERMs olup Gstrojen reseptoriine (ER) baglanan
ostrojen ile yarigir (21). TAM 30 yili agkin bir siiredir klinikte meme kanseri tedavisinde
tekrarlama ve kontralateral neoplazide riski azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Invaziv
ve non-invaziv meme kanserlerinde goriilen risk azalmasi tamoxifen’in 1998 yilinda “US

Food and Drug Administration (FDA)” kurumu onay1 ile sonuglanmustir.

Meme dokusunda yiksek 6strojen seviyesinin yani sira yiiksek aromataz seviyesinin de
meme kanseri riskini artirdigr bilinmektedir. Bu nedenle aromataz inhibisyonunun dstrojen
tiretimi ve Ostrojen iliskili meme karsinogenezinde azalma yaratmasi beklenir. Klinik
denemelerde test edilen pek cok antidstrojenik ajan, endokrin yolagini ve ER(+) meme
kanseri gelisimini baskilarlar. Bu grup ajanlarin tiim meme kanserinde %20-30 oraninda
gorulen ve kotu prognoz gosteren ER(-) meme kanserinde etkileri yoktur. Bu nedenle, bu
alt tipin tedavisinde ve korumada yeni yolaklarin, biyobelirteclerin ve ajanlarin

belirlenmesi degerlidir.
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Herceptin (trastuzumab)

HER2 (ErbB2) gen amplifikasyonu ve asir1 ifadesi ile iliskili olarak artan protein seviyesi
meme kanseri icerisinde %30 civarinda gorulir ve genellikle HER2 negatif tlmorler ile
kiyaslandiginda kotii prognoz ile koreledir (22). HER2 kanser yolagmi hedefleyen

arastirmalar ile terapilerde gelisme saglanmistir.

Trastuzumab (Herceptin, Genentech Inc. San Francisco) HER2 proteininin ekstraseltler
domainine’e kars1 hazirlanan rekombinant monoklonal bir antikordur. Trastuzumab halen
metastatik meme kanseri (MBC) tedavisinde HER2 odakl: terapide kullanilan FDA onayli
ilagtir. HER2 proteini meme kanserinde bir¢ok nedenden dolayr &nemli bir terapatik
hedeftir; HER2 invazif meme kanserlerinin %20-25’inde asir1 ifade olan bir gen olup, kotu
prognoz ile seyreder ve Kkemoterapatik ajanlara karsi direng gosterir. Genin
amplifikasyonundan dolay1 reseptor asir1 ifadelenir bu durum bir ¢alismada HER2 kopya
sayisinin -~ 25 kez artist ile rapor edilmistir (23). HER2’nin asir1 ifadesi
immunohistokimyasal (IHC) olarak tanimlanan en yiiksek (3+); reseptor seviyesi 2 milyon,
orta derecede yogunluk (2+); reseptor seviyesi yaklasik 500.000 ve membrana baglit HER2
normal seviyesi her hiicre i¢in 20.000 olarak raporlanmistir (23). Kanser hiicrelerinde
HER2 geni amplifikasyonu normal hiicrelere kiyasla fazladir. HER2 proteininin asiri
ifadesinin hem birincil timorde hem de metastatik hiicrelerde bulunmas: anti-HER2

terapisinde etkin olacagini gosterebilir.

Tumorlerde HER2’nin asir1 ifadesini gerileten trastuzumab mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmamis olsa da in vivo ve in vitro modellerde deneysel olarak bir¢ok molekiiler ve
hicresel etkisi gozlenmistir (23). HER2, PI3K (fosfotidlinozitol 3 kinaz), MAPK (mitojen-
aktive edilmis protein kinaz) gibi birden fazla hiicresel sinyal yolagimi aktive eder.
Trastuzumab HER2’ye baglamir ve p27" " seviyesini artirarak hiicre dongiisiinii durdurup
apoptozu tetikleyerek bahsedilen yollaklardaki sinyali azaltir (Sekil 2.5) (23).
Trastuzumab’in HER2 ekspresyonunu tam olarak azaltip azaltmadigi a¢ik olmamasina
ragmen azalan reseptor sinyali trastuzumab araciligiyla internalizasyon ve HER2
yikimindan kaynaklabilir. Ciinkii bazi ¢alismalar reseptdor seviyesinin trastuzumab
uygulamasi sonucunda degismedigini gostermektedir (24,25). In vivo deneyler ve klinik

denemelerden elde edilen veriler trastuzumab etkinliginin immiin sistem cevabini
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baslatmasi ile kismi olarak iligkili oldugunu belirtmistir. Trastuzumab gibi HER2 odakli
antikorlarin birgok meme kanseri hiicre hattinda antikor bagimli hiicresel sitotoksisite

(ADCC) ile apoptozu tetikledigi gosterilmistir (25,26).

Pertuzumab
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Sekil 2.5. Trastuzumab’in etki mekanizmasi1 (Nahta ve ark.’dan adapte edilmistir.) (23)

HER reseptoriine bir ligandin baglanmast HER sinyal yolunda ilk basamagi
olusturmaktadir. Ligandin baglanmasiyla HER reseptor ailesinde konformasyonel
degisiklik meydana gelmektedir. Reseptordeki bu degisim dimerizasyon olarak
adlandirilan bagka bir HER aile reseptorii ile birlesmesi ile sonuglanmaktadir . Daha sonra
dimerize resptorlerin hiicre ici tirozin kinaz domainleri transfosforilasyon ile aktive
olmaktadir. Tirozin kinaz domainlerinin aktivasyonu altta bircok hicresel sinyali
indiklemektedir. Resept0Or aktivasyonu ile reseptdr altinda hticresel sinyal olusumu birgok

hiicresel etki olusturmaktadir (27).

Normal hicrelerde aktivasyon sireci siki sekilde kontrol edilmektedir (reseptor
internalizasyonu gibi) ve bdylece hicre bliylimesi kontrol altinda tutulmaktadir. Kanserde
HER reseptorleri kontrolsuz aktive olmakta, boylece kontrol edilemeyen hicre buyiumesi
ve timdr hiicrelerinin yayilimi ger¢ceklesmektedir. HER reseptorlerinin fazla ifade edilmesi
veya hicre yiizeyinde fazla reseptoriin varligi sinyallerin artmasina neden olmaktadir.
Genetik mutasyonlar da HER reseptor Gretimine yol acabilir ve hatta reseptort ligand

baglanmaksizin aktive edebilir.
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Arastirma bulgulari meme kanserinde buyumenin, 6strojen reseptorii (ER) ve bir cok
blylme faktori reseptor sinyal sisteminin koordinasyonu ile dizenlendigini 06ne
sirmektedir. ER ve blylme faktorl reseptér sinyal iletim sistemi 6zellikle meme
kanserinde endokrin terapiye direng olusum mekanizmalarindan biri olan EGFR arasindaki
karsilikli etkilesim varligi bilinmektedir (28,29). EGFR/HER2 sinyal iletim sisteminin
aktivasyonu tiimor hiicrelerinde apoptoz inhibisyonu, hiicre biiylimesinin uyarimi,
invazyon ve angiojenezin artirilmasi gibi ¢esitli etkilerin olusmasina neden olan kinaz
sinyal basamaklarin1 baglatir. Hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasi1 PI3K/Akt ve Erkl1/2
MAPK iletim sistemlerinin araciligiyla olur. Bu kinazlar fosforile olup ER’yi ya da AIB1
gibi koregiilator elementleri aktive etmesi nedeniyle bazi tiimorlerde ER aktivasyonu
icinde 6nemlidir (30,31). Steroid hormonlar ve bilyume faktorlerinin kanser hicrelerinin
biliylimesi {lizerindeki etkisinin ortaya ¢ikmasi ile tirozin kinaz reseptdrleri ve niikleer
reseptorler arasindaki karsilikli etkilesim onemli bir arastirma konusu haline gelmistir.
Meme, endometrial ve uterus gibi dokular hem estradiol hemde IGF (insulin benzeri
biiyiime faktorii) cevabi verirler. Ornegin, MCF7 meme kanseri hiicre hattinda ER ve IGF-
IR reseptdrleri yer almaktadir. {lging bir sekilde, her iki reseptérde ayni anda uyarildiginda
IGF-IR ve ER aditif ya da sinerjistik etki gosterir. Bu durum farkli yapisal ailelerde yer

alan bu reseptorler arasinda karsilikl bir etkilesim olabilecegini gostermistir (32).

Meme kanseri biyolojisi ve hormonal ajanlar ile terapatik cevap icin 6nemli olan HER
reseptOr ailesininde ic¢inde yer aldigi diger reseptor aileleri ve ER arasindaki karsilikli
etkilesim 6nemlidir (33). Meme kanseri hiicrelerindeki Ostrojenin biyolojik etkisi Ero ve
Erf olarak bilinen iki reseptdr araciligiyla saglanir. Ostrojenin ER’a baglanmasi reseptoriin
fosforilasyonunu baglatir. Proteinler ile reseptdr dimerizasyonu tetiklenir ve reseptdrin
DNA promoter bdlgelere baglanmasi kolaylagir (34). Aktif olan ER 0&strojen cevap
elementlerini (ERE) ve promoter bolgelerini iceren genlerin transkripsiyonunu ayarlar
(Klasik genomik sinyal iletim sistemi) (34). ER kompleksi ayn1 zamanda c-fos/c-Jun gibi
diger transkripsiyon faktorleri koaktivasyonu araciligiyla gen transkripsiyonunu ayarlar
(klasik olmayan sinyal iletim sistemi) (35). Genomik 0strojen sinyal sistemi IGF-IR, siklin
D1, IGF-II ve VEGF gibi tiimor gelisiminde dnemli proteinleri kodlayan genlerin ifadesini
uyarir (34,35). EGFR ve HER?2 iceren pek ¢ok gen 0Ostrojen sinyali ile azalir. ER aym
zamanda membran 6strojen sinyali olarak da bilinen genomik olmayan mekanizma ile

hiicresel fonksiyonlar1 diizenler (33). Burada ER ve biiyiime faktorii reseptorleri arasinda
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karsiliklr etkilesim meydana geldigi goriliir. ER’nin bir kismi sitoplazma, mitokondri ve
plazma membrani1 gibi ¢ekirdek disindaki yapilarda yer alir. Bu ER’l islevsel olarak
biiyiime faktorii ligandini andirir. Plazma membrani ile iligkili ER siklik AMP gibi ikincil
mesajcilarin seviyesini artirir (36) ve IGF-IR, EGFR ve HER2 gibi gesitli tirozin kinaz
reseptorleri aktiflesir (37,38). ER ve biiylime faktor reseptorleri arasindaki karsilikli
etkilesim ¢ift yonliidir. MAPK ve Akt gibi bir¢cok kinaz ER’niin spesifik bdlgelerini
fosforlar ve bu durum ligand bagimsiz ER aktivasyonuna sebep olur. Ornegin; MAPK ile
fosforlanan AIB1 ER bagimli transkripsiyonunu artirir (30) ve AIB1 asir1 ifadesi HER?2 ile
transfekte edilmis MCF7 hiicrelerinde tamoxifen bagli ER’yi zit etki yerine Ostrojen ile
ayni etkiye ¢evirir (39). Bu bulgu ER ve biiyiime faktor reseptorleri arasindaki karsilikli

etkilesimin tamoxifen direncinde 6nemli rolii oldugunu géstermektedir.

Genomik ve genomik olmayan mekanizmalar ile ER ve blyume faktor reseptorleri
arasindaki hiicre biliylimesi ve hayatta kalima neden olan iletisim agi HR+ ve HER2+
meme tiimorlerinde tehlikeli bir dongii kurmustur. Bu nedenle bu iki reseptor sistemi
birbirini akif hale getirme kapasitesine sahiptir ve akilcil terapi stratejisi bu iki reseptorii

hedef alan kombine terapiler olabilecegi diisiiniilebilir.

Yeni nesil kemoprevansiyon ajanlari

EGFR-tirozin kinaz inhibitorleri

Kanser gelisim biyolojisinde olusan bilgi birikimiyle bir¢cok yeni nesil kemoprevansiyon
ajant gelistirilmis olmakla birlikte hala devam eden arastirmalar da bulunmaktadir. Bu
ajanlar retinoid, tirozin kinaz inhibitorleri (TKIs), COX2 inhibitorleri, statinler, PPAR ve

digerleridir.

EGFR birbirine yakin iligkili 4 reseptorden olusan bir ailedir. EGFR (erbB1), HER2/neu
(erbB2), HER3 (erbB3) ve HER4 (erbB4) tirozin kinaz aktivitesini kullanarak hicre
bolinmesi ve apoptoz inhibisyonu, metastaz gibi tumor bilylimesini saglayan pekgok
surece katki saglar. Bu oOzellikleri ile kanser tedavisinde ve korumasinda etkili ajandir
cunki bloklanabilen ErbB sinyal yolagi meme kanseri tedavisinde ve korumada umut

verici olmaktadir (22).
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Ozellikle anti-ostrojen terapisi direng mekanizmasmin genellikle HER1 ve HER2
reseptorlerinin ekspresyonunun artmasi ile iliskili olmasi sebebiyle EGFR-HER1 ve HER2
yolagi iizerinden saglanabilecek tedavi yontemleri onemli duruma gelmektedir. Tirozin
kinaz aktivitesinin inhibisyonu EGFR sinyal akist ile alakali olmasi nedeniyle ER bagimsiz

meme kanseri tedavi ve korumasinda dogru bir yolak olabilir.

ErbB aktivitesini inhibe edebilen farkli ve birbirine bagh iki strateji bulunmaktadir. Ilki
monoklonal antikor (trastuzumab) iken ikincisi tirozin kinaz inhibitérleridir. Iki strateji

bircok farmokolojik dzellikleri a¢isindan birbirinden farklidir.

Protein kinazlar ve sinyal iletimi

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin %20’si
sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir (40). Bu proteinler arasinda hiicre
membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer almaktadir.
Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar.
Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana
gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit
tlrd) tirozin ve serin/treonin Kinazlar olarak da smiflandirilir. Membranda yerlesim
gosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. RTK ailesinde 58
transmembran protein bulunmaktadir. Bu reseptorler arasinda insiilin reseptorii, biiylime
faktorleri (EGF,VEGF, PDGF, FGF, NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB)
yer almaktadir. RTK’lar, sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bdolge
(tirozin kinaz bolgesi) icerirler. Istirahat halindeki hiicrelerde, RTK nin inaktif ve aktif
konformasyonlar1 denge halindedir. Bu reseptorler biiylime faktorleri ile baglandiktan
sonra aktif hale gegerler ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirirler. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baglar.
Ikinci asamada ise, bu fosforlanan bélgelere ¢esitli adaptdr proteinler baglanirlar ve
uyarmin hiicre icine iletimini saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak yapisal 6zelligi SH2
(Src-homolog-2) bolgeleri igermeleridir. Bu proteinler, SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore
baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki efektor proteinleri arasinda koprii gorevi yapmaktadir.
RTK aktivasyonunun sonlandirilmasindan fosfataz grubu proteinler sorumludur. Buna

gore, fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol

15



altinda tutulur. Karsinogenez surecinde ise, surekli ve kontrolsiz RTK aktivitesi s6z
konusudur (40). Protein Kkinazlar, protoonkogenin retroviral transdiksiyonu, “Gain of
Function (GOF)” mutasyonlar1 ya da protein kinazin asiri sentezlenmesi Yyollar1 ile
onkojenik transformasyona ugrayabilirler. TUmor hicrelerinde, protein kinaz sentezinin
artmast1 da onkojenik transformasyonda etkili olmaktadir. Ornegin; meme
karsinomalarinda da HER2/neu sentezi artmaktadir. Son yillarda ivme kazanan hedefe
yonelik tedavi yaklasimlarinda tiimor hiicresi biiylime faktorii reseptorlerini bloke eden
monoklonal antikorlar (6rnegin, Herceptin) veya dogrudan tirozin kinaz aktivitesini inhibe

eden ilaglar (6rnegin, Gleevec) ile klinik ¢alismalar yiiriitiilmektedir (41).

2.3. mikroRNA

MikroRNA’lar (mMiRNA) 20-25 nt uzunlugunda protein kodlamayan RNA molekiilleridir.
miRNA’lar pek¢ok organizmada evrimsel olarak korunan diziler olup post-transkripsiyonel
olarak gen ekspresyonunu baskilarlar (42). Ilk olarak baz1 miRNA’larin bu siiregleri tek bir
hedef geni baskilayarak diizenledikleri belirlenmis olsa da zamanla bircok miRNA’nin tek
bagma birden fazla hedef geni baskilayabildigi anlagilmistir (43,44). Hedef genleri

baskilayarak gelisim, farklilasma, cogalma, hiicre 6liimii gibi siireglerde rol oynarlar.

miRNA’larin  biiyiikk ¢ogunlugu protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde
bulunmaktadir, ancak genler arasi bolgelerde veya ekzonlarda da bulunabilirler. insanda
bugiine kadar tanimlanmig 1881 déncil ve 2588 olgun miRNA bulunmaktadir ve protein
kodlayan genlerin yaklasik %60°1nin miRNA’larca diizenlendigi tahmin edilmektedir (45).
Bilinen miRNA genlerinin ¢ogunlugu birbirinden bagimsiz ifade edilir, %15 kadari gen

kilimelerinde yer alir.

1993 yilinda Victor Ambros ve Gary Ruvkun C. elegans da ilk miRNA kesfini
yapmiglardir. Gary Ruvkun ve ekibi lin-4 geninin C. elegans gelisiminde 6nemli bir
regiilator gen oldugunu fakat bu durumun protein kodlayarak degil 22 niikleotidlik kuglk
bir RNA molekiilii ile gergeklestigini kesfetmistir. lin-14 geninin 3> UTR bolgesinde lin-4
RNA’lar1 ile komplementer bir kag bolge oldugu farkedilmistir. Ruvkun ve ark. bu
komplementarite nedeniyle lin-14 mRNA seviyesinde farkedilir bir degisim olmaksizin

lin-14 protein miktarinin azaldigini gostermistir (46).
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2.3.1. miRNA biyogenezi

Insanlarda miRNA’lar pri-miRNA ad: verilen diziler halinde transkribe olurlar ve 5° cap ve
3’ poli A kuyruklar1 vardir (47,48). pri-miRNA transkriptleri iki asamal1 siire¢ sonrasinda
olgun ve islevsel miRNA formunu alirlar. Niikleusta gergeklesen ilk asama RNAz III
enzimlerinden biri olan Drosha ve ¢ift zincirli RNA baglama proteini olan DGCRS (Pasha)
tarafindan gergeklestirilir (49,50). Drosha pri-miRNA’nin her iki ipligini keserek pre-
miRNA adi verilen onciill molekiilii olusturur (50). Olusan pre-miRNA’lar niikleer
transport reseptori eksportin ve nikleer protein Ran-GTP araciligiyla ¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinir (51). Son adimda diger bir RNAz Ill enzimi olan Dicer ve RNA
baglama proteini olan TRBP-transaktive RNA binding protein tarafindan kesilir (52).
Sonugta yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikli RNA molekiilii olusur. Bu molekiil
daha sonra RISC (RISC-RNA indikleyici kompleks) adi verilen protein kompleksine
baglanir (53). RISC, ¢ift ipligin agilmasiyla aktive olur. miRNA molekiilii, hedef mRNA’
lara yonlendirirken, agilmis ¢ift iplikli yapinin diger ipligi yikilir ya da aktif olgun miRNA
olarak iglev gosterir (Sekil 2.6) (54).

miRNA’lar hedef mRNA’lar ile yiiksek oranda korunmus 6-8 nukleotidlik bir bolge
(cekirdek bolge) araciligr ile etkilesirler (54). Hedef ile miRNA’nin 5 ucunun 2. ve 8.
nikleotitleri arasinda eslesme olmasi hedefin belirlenmesi ac¢isindan dnemlidir. MiRNA’lar
hedef mRNA’ya kismi veya tam esleniklik gostererek baglanabilirler. Hedef mRNA’nin
3°’UTR bolgesi ile miRNA ¢ekirdek bolgesi arasindaki eslenikligin seviyesi miRNA’nin
hedefini hangi seviyede ve nasil baskilayacagini belirler.

miRNA ve hedef mRNA arasindaki esleniklik derecesine gore miRNA’lar hedef genlerini
iki yolla negatif olarak regule ederler (Sekil 2.6) (55). Eger esleniklik ¢ok yliksek seviyede
ise RISC hedef mRNA’lar yikar. RISC’e yiiklenmis miRNA’lar aracilig1 ile mRNA’larin
poli-A kuyruklarinin ve 5’-cap yapilarimin yok edilip mRNA bozulumunun tetiklendigi
belirlenmistir (56). Poli-A kuyruklarinin ve 5’cap yapilarinin yok olmasi sonucunda
kararliliklar1 azalan mRNA’lar hiicresel enzimler tarafindan parcalanir. Bu mekanizma
genellikle bitkilerde goriilir. Hayvanlarda ise miRNA’larin hedef mRNA iizerinde
baglanma bolgeleri genellikle 3°’UTR’dadir ve gen ifadesi baskilanir. Genellikle

memelilerde goriildigii gibi esleniklik daha az ise, hedef mRNA’dan protein olusumu
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baskilanir (57,58). MIRNA-RISC kompleksinin ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile
etkileserek protein translasyonunun baslangi¢ ve uzama asamalarini engelliyor olmasi

muhtemel goziikmektedir.

Cekirdek

Sitoplazma

Drosha

'MGpppG

EINEETEERTER)

TMGpppG AAAAA
Hedef
mRNA degredasyonu mRNA

Sekil 2.6. miRNA biyogenez basamaklari ve etki mekanizmasi (Esquela ve ark.’dan adapte
edilmistir.) (55)

2.3.2. miRNA ve kanser

Tiimor baskilavicl ve onkogen olarak miRNA’lar

Bircok deneysel ¢alisma mikroRNA’larin yeni bir onkogen veya tiimor baskilayicit gen
smift olusturabilecegini gostermistir (59). Bazi miRNA’larin ifadesi kanserli hiicrelerde
azaldig1 ve bu miRNA’larin genel olarak tiimdr baskilayict islev gosterdigi bildirilmistir
(Sekil 2.7) (60). Tiimor baskilayict miRNA’lar tiimor olusumunu onkogenleri engelleyerek
ve farklilagsmayi saglayan genlerin aktivitesini artirarak engellerler. Ilk kesfedilen miRNA

olan let-7, timdr baskilayict iglev gosterdigi belirlenen ilk miRNA’lardandir. let-7’nin
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kanserlerde genellikle delesyona ugrayan bir kromozomal boélgede bulunmasi ve gen
ifadesinin azalmasinin onkojenik farklilasma kaybina yol agtiginin belirlenmesi let-7’nin
tiimor baskilayict etki gosteren bir miRNA olarak kabul edilmesini saglamistir. Timor
baskilayici olarak islev gosteren diger miRNA’lardan miR-15a/16-1 grubunun (61) kronik
lenfotik 16semide anti-apoptotik gen BCL-2’yi hedef aldig1 belirlenmistir (62).

Tiimor Baskilayier

let-7 family
mir-15a, 16-1
mir-17-92
mir-34a
mir-143,-145

mir-17-92
mir-21
mir-106
mir-155
mir-221,-222

Onkojenik

Sekil 2.7. Kanserde miRNA aktivitesi (Tong_ve ark.’dan adapte edilmistir.) (60)

Let-7 gibi bazt miRNA’lar genel olarak timor baskilayicr islevi gosterirken, bazilar1 da
timor dokularinda normal dokulara gore daha fazla ifade edilir ve tiimor baskilayict

genleri hedef alarak onkojenik islev gosterirler (Sekil 2.8) (55).

Tiimorlerde gen ifadeleri artan miRNA’lar onkogenler olarak siniflandirilabilir. Bu
onkogen miRNA’lar onkomirler olarak bilinir ve timor baskilayici genleri, hiicre
farklilasmasini ve apoptozu kontrol eden genleri engelleyerek tiimor olusumunu tetiklerler.
Onkogen olarak islev gosterdigi belirlenmis miRNA’lardan islev mekanizmasi digerlerine
nazaran iyi belirlenmis olan miR-17-92 grubuna dahil olan miRNA’lar, c-myc onkogeni
araciligi ile transaktive olurlar ve kemirgen modelleriyle gergeklestirilen ¢alismalarda

lenfogenezi hizlandirdiklar belirlenmistir (60,63,64).
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Sekil 2.8. Timor baskilayict ve onkogen olarak miRNA’lar (Esquela ve ark.’dan adapte
edilmistir.) (55)

Kanserde miRNA profili

Normal doku ve tiimor gelisiminde miRNA’lar1 igceren bir¢ok calisma bulunmaktadir.
Yapilan gen ifade caligmalarinda ilk olarak normal meme dokusunu diger dokulardan
ayiran Ozgiill miRNA’larin varligi gosterilmistir (65). Ek olarak, anormal miRNA
ifadesinin meme kanseri ile baglantili oldugu lorio ve ekibi tarafindan belirlenmistir.
Normal ve neoplastik meme dokusu arasinda meme kanserinde spesifik miRNA profili
olusturulmustur (66). Calismada 76 meme kanseri ve 34 normal 6rnek kullanilarak miRNA
ekspresyonu incelenmis ve 29 miRNA ekspresyonunun azaldigi gézlenmistir. Normal ve
neoplastik meme dokusu arasinda en fazla ekspresyon farkliligi gésteren miRNA’lar; miR-
155, miR-21, miR-10b, miR-125b ve miR-145 . MiR-10b’nin meme kanseri
hiicrelerinin invaziv olmasi ile iliskili oldugu in-vivo ve in-vitro olarak gosterilmistir. miR-
10b kanser hiicrelerinin metastatik 6zelligi ile baglantis1 belirlenen ilk miRNA ‘dir. miR-

17-5p, meme kanserinde tiimor olusumunda AIB1 onkogeninin negatif regiilasyonunda yer

20



alan diger miRNA’dir. AIB1 geni meme kanserinde proliferasyon yollaginda yer alip asir
ekspresyon gosterir (67,68). miR-17-5p ekspresyonu meme tiimorlerinde azalir ve bu
durum AIB1 ekspresyon seviyesinin artisi ile iligkilidir. Normalde AIB1 geninin 3 UTR
bolgesinde miR-17-5p baglanma bolgesi yer almaktadir ve miR-17-5p’nin asir1 ifadesi
AIB1 protein seviseyisini azaltir. miR-21 normal ve malignant meme timdrlerinde farkli
eksprese olan bir diger miRNAdir. Meme kanserinde miR-21 asiri ifade olur ve fare
modellerinde bu miRNA’nin inhibisyonu timér olusumunu apoptoz ve hiicresel

proliferasyonu azaltarak baskilar (69).

miRNA’larin ifade profillerinin belirlenmesi yalnizca karsinogenezde rol oynayan
miRNA’larin belirlenmesi agisindan degil, kanserlerin siniflandirilmasi agisindan da
faydalidir. Farkli dokulardan kdkenlenen bir¢ok tiimdr, yalnizca miRNA ifade profillerine
gore simiflandirilabilir. Bu konuda yapilan ilk pilot calismada 129 miRNA’nin insan
kanserlerini siniflandirabilecegi gosterilmistir (70). Bu miRNA’larin ifadesinin kanser
dokularinda, normal dokulara nazaran ozellikle az miktarda oldugu belirlenmistir. Bu
durum karsinogenezde miRNA ifadesinin baskilandigina isaret eder. Ayrica miRNA
profilleri tiimorlerin gelisimsel kokenlerini ve farklilasma derecelerini  gostermesi
acisindan da bilgilendiricidir. Bu sebeple genis anlamda miRNA’larin hiicreleri daha
farklilasmis bir asamaya goturdikleri ve bu miRNA’larin tiimorlerde goriilen ifade
profillerinin normal dokularla karsilastirilmasinin bu hiicrelerde farklilagsmanin derecesini

gosterdigi diisiiniilebilir.

miRNA profillerinin belirlenmesinin mRNA profillerine gore avantaji, miRNA’larin
MRNA profillerinin ayirt edemedigi az farklilasmis kanser tiplerini siniflandirabilmesidir.
Rosenfeld ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada miRNA ifade profilleri ile kanserin
kokenlendigi dokunun dogru olarak tanimlanabildigi belirlenmistir. Dolayisiyla miRNA
profillerinin, kokenlendigi doku bilinmeyen kanserlerin tanimlanmasi agisindan biiyiik
klinik 6nemi vardir. Rosenfeld’in ¢aligmasinda 253 6rnek miRNA mikrodizin analizi ile
incelenmis ve 22 kanser tipi 48 miRNA ile %90’dan fazla dogrulukla simiflandirilmistir

(71).
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2.3.3. Tedavide hedef olarak miRNA’lar

miRNA kesfi ve tiimdr olusumundaki fonksiyonlar1 klinik uygulmalar igin bir firsat
olusturmustur. Teshis ve tedavide miRNA uygulamalarinin mRNA profil uygulamalarina
yardimc1 olabilecegi diisiinlilmektedir. Yakin zamanda  miRNA temelli terapatik
uygulamalarin spesifik ve sentetik olarak dizayn edilen miRNA’lar ile in vivo kosullarda
gen susturma isleminin basarili olacagi ve miRNA ilag hedef bolgesi alanina dogru

stiriiklenecegi umulmaktadir.

Teshiste miRNA kullanim

Klinik tan1 agisindan miRNA’larin yararl olabilecegine dair farkli gortisler bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi kanser teshisinde miRNA’larin yer almasidir. Bir¢ok ¢alisma miRNA
ekspresyon paterninin yiiksek dogrulukla tiimorlii dokunun farklilastigi dokuyu tespit
edebilmekte oldugunu gostermektedir. Ornegin pankreatik kanserde yapilan miRNA
ekspresyon profili ile benign va malignant formu birbirinden ayrildigi bagimsiz
caligmalarda bildirilmistir (72,73). Son yapilan analizlerde, 65 pankreatik duktal
adenokarsinoma ve 42 kronik pankreatititis vakasi incelenmis ve deregille olan 22
miRNA’nin bagarili bir sekilde benign ve malignant formu %93 dogrulukla ayrirabildigi
saptanmistir (74,75). Diger bir uygulama ise miRNA profili ile timoriin kaynaklandigi
dokuyu tespit etmektir. Son 5 yilda yapilan timor profil galismalari her kanser tipinin
Ozglin bir miRNA ekspresyon isareti oldugunu ve bdylece pre-malignant lezyonlarin
malignant olanlardan, normal dokularin neoplastik dokulardan ayirt edilebilecegini
goOstermektedir (72,73,76)

mMiRNA ifade imzalar1 ayni1 zamanda tiimor alt siniflarini ayirt etmede de yardimci olabilir.
Akut losemide tedavi kararlar: farkli alt tiplerin immunohistokimyasal, hiicre morfolojisi
ve sitogenetik yontemlerin birlikte kullanilarak ayirt edilebilmesine dayanir (77). Bu
zamana kadar tek basina dogru taksonomiyi tespit edebilen bir test bulunmamaktadir ve
Klasik mRNA profillemesi siniflandirmada kisitlamalar getirmektedir (78). Mi ve
arkadaslar1 tarafindan 72 akut 16semi vakasinda miRNA ekspresyon profili olusturulmus
ve ALL ve AML formlarinda farkli ekpresyon gosteren 27 miRNA saptamistir. Ayica
bunlardan sadece 4 miRNA’nin %100 duyarlilikta ve 6zgiinlikte ALL formunu AML
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formundan ayirt edebildigi gosterilmistir (79). Bagimsiz calismalarda ve ¢ok sayida
ornekle dogrulanabilirse miRNA profillemesi bu hastalik i¢in uygulanabilir diisiik fiyath

bir uygulama olabilir.

Sonug olarak; miRNA mRNA ile kiyaslandiginda hiicresel farklilasmadaki fonksiyonlari
ve duzenleyici rolleri ile daha detayli ve agiklayicidir. Bu gucli 6zellikleri sayesinde zorlu

malignitelerin tedavi kararlarinda belirleyici olabilirler.

Prognozda miRNA’lar

Timor smiflandirmasindan daha 6nemli olan kistm, miRNA ekspresyon paterni ile
kanserlerin kilinik tutumlarinin tahmin edilebiliyor olmasidir. Literatirde bu konuda ciddi
calismalar yer almaktadir. Let-7 ailesi iiyelerinin ekspresyonlarinin akciger kanserinde
ameliyat sonrasi hayatta kalma ile korale oldugu iki farkli yayinda gosterilmistir. Her iKi
calismada da azalan let-7 ile ameliyat sonras1 hayatta kalma siiresinin kisaldig1 ve bu
durumun hastaligin asamasindan bagimsiz oldugu bildirilmistir (80,81). miR-155"in asiri
ekspresyonu 1ile akciger kanseri ameliyat sonras1 hayatta kalma iligkisinin zayif oldugu
bulunmustur. miR-155 biyolojik olarak daha agresif timor fenotipinde 6ngorici bir rol
oynayabilirken miR-200c kolorektral kanser icin belirleyici bir miRNA olarak
belirlenmistir (80,81).

miRNA ekspresyon paterni teshis ve tedavide Onemli ipuglari saglamaktadir. miRNA
temelli incelemeler klasik mRNA incelemelerine gére daha avantajlidir. miRNA’lar uzun
siire in vivo kosullarda stabil kalabilirler ve FFPE dokulardan izole edilerek etkin sekilde
analiz edilebilirler. miRNA’larin (binlerce) sayist mRNA transkript sayisi (onbinlerce) ile
kiyaslandiginda rutin klinik uygulamalarda daha az kiilfetli ve uygulanabilir olduklari

soylenebilir.

Terapatik hedef olarak miRNA

Baslangigta ve ilerleyen kanserlerde terapatik yonlendirmeler ve yeni terapilerin gelisimi
icin miRNA’lar yeni bakis agis1 yaratmistir. Onkogenik miRNA’larin ifadesini azaltmak

icin anti-sense oligoniklotidler (ASO) kullanilarak onciil ya da olgun formlari hedef
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almirken timor basklayict miRNA’lar anti-kanser efekti icin direkt olarak upregile
edilebilirler. LNA (locked nucleic acids), AMO (anti-miRNA oligonucleotides) ve

antogomir olmak iizere 3 temel sinif anti-sense oligoniiklotid gelistirilmistir.

Bu zamana kadar miRNA ile insan kanser terapisine ait rapor olmamasima karsin,
calismalar 6zel antisense oligonukleotidler ile in vitro ve daha da 6nemlisi in vivo
kosullarda 6zgiil patolojik miRNA’lar1 potansiyel hedef olarak godstermektedir. Meme
kanserinde azalan migrasyon ve invazyon miR-125a ve mIiR-125b tarafindan
indiklenlerinken (82), miR-17-5p ve miR21 proliferasyonu engeller (70). Mirl5a/16-1
CLL hcrelerinde apoptozu uyarir (62). Let-7’nin asirt ekspresyonu kolon ve akciger
kanserinde proliferasyonu engeller. Son c¢aligmalardan biri, miRNA ile gergeklestirlen
direkt terapi ile klasik kemoterapi-radyoterapi kombinasyonunun yararli olabilecegini
gostermektedir. Akciger kanserinde let-7’nin asir1 ifadesi ile 1s1n duyarliligi sunulabilir (3).
miR21 artis1 hedeflenerek koloanjiyokarsinomda gemcitabine adli kemoterapatik ajana

duyarlilik olusturulabilir (2).

Etkin miRNA temelli tedavi gelisiminde kilit sorunlardan biri etkili ajan1 stabil sekilde ve
hedef hiicrenin i¢ine ulastirmaktir. Bu alanda RNAi (RNA midahalesi) teknolojisi ile
belirgin bir ilerleme saglanmistir. Kiigiik RNA molekiillerinin, dizi benzerligi tasidiklari
mRNA’larla esleserek, onlarin yikimina yol acgarak veya translasyonu Onleyerek gen
ifadesini baskilamalari olayima RNA miidahalesi (“RNA interference”) denilmektedir.
Amerikal1 bilim adamlar1 Andrew Fire ve Craig C. Mello, RNA miidahalesi ¢aligmalari ile

2006 yil1 Nobel Tip Odiilii’nii paylagmislardir.

2.4. Yiiksek Islem Kapasiteli Sistemler

1869’da Friedrich Miescher’in DNA izolasyonunu gerceklestirmesi, 1975’de Southern
blotlama ve hibridizasyon ve 1985°de ise PCR teknolojisinin kesfini takiben molekuler
biyolojik ¢alismalar hizli bir degisim igerisine girmis ve qRT-PCR dizin, mikrodizin, tim

genom sekanslama gibi yiiksek islem kapasiteli sistemler geligsmistir.
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2.4.1. Mikrodizin

Cam, plastik veya silikon gibi kati bir yiizey lizerine DNA, protein gibi 6zgiinligii bilinen
yapilarin sabitlenmesi ile elde edilen ¢iplerin kullanildig1 yonteme mikrodizin teknolojisi
denilmektedir. Yiksek kapasiteli teknoloji olarak kabul edilen bu yontem ile tek seferde
biylk miktarda bilgi elde edilebilir. Polimorfizm (SNP) analizleri, mutasyon analizleri,
hedefe 6zgii terapatik ila¢ gelisimi, DNA metilasyon profili, gen ekspresyon profili gibi
pek cok alanda kullanilmaktadir. Mikrodizin tekniginin en sik kullanim alani gen
ifadesindeki farkliliklarin Olgiilmesidir. Genomik DNA’dan transkripsiyona ugrayan
genlerin timane transkriptom veya gen ifade profili adi verilmektedir. Mikrodizin

yontemiyle cesitli patolojik sartlarda gen ifade seklindeki degisim tespit edilebilir.

Pratik bir sekilde ve kisa zamanda farkli kosullarda, farkli hiicrelerde tiim gen ifade
profilini karsilastirmay1 saglamasi gibi avantajlarinin aksine hibridizasyona bagli bir teknik
olmasi nedeniyle yiiksek oranda benzerlik gosteren dizilerde sorun olusturmaktadir. Bu
nedenle yapilan mikrodizin analizleri sonucunda elde edilen verilerin es-zamanli PZR gibi

altin standart olan klasik gen ifade analizleri ile dogrulanmas1 gerekmektedir.

2.4.2. Es-zamanh PZR dizin yontemi (qRT-PCR array)

Es zamanli PZR (QRT-PCR) RNA hedeflerinin tespiti ve miktar 6l¢cimi icin standart
haline gelmis olup arastirma teknolojilerinde temel yontem olarak yerini almigtir. qRT-
PCR c¢aligma prensibi basit¢e soyledir: RNA’nin RT (reverse transkripsiyon) islemiyle
cDNA doniisiimii sonrasinda PZR iriiniinin varligin1 tespit edebilen floresan boya
sistemleri (SYBR Green) araciligiyla ¢ogalmay1 es zamanli olarak bilgisayar programiyla

gorintileyip miktar tayini yapabilmektir.

gRT-PCR, mikrodizin yada RNA sekanslamasi gibi yontemlerle kiyaslandiginda diisiik
maliyet ve yiiksek duyarlilik kombinasyonu ile gen ifade tayininde altin standart olarak
yerini almaktadir. Yiiksek kapasiteli ¢alismalarin validasyonunda ve klinik biyobelirteg
gelisiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda binlerce transkriptin ayni anda

dlciimiinii saglayabilmek i¢in qPCR temelli teknolojiler gelismektedir. Ornegin; Qiagen,
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Human miRNome miRNA PCR Array bu sistemlere bir drnektir ve bu plakalar ile ayni

anda tek bir 6rnegin tiim mikroRNA profili elde edilebilir.
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3. GEREKCE VE AMAC

MikroRNA’lar kiigiik ve protein kodlamayan endojen RNA molekiilleridir. miRNA’larin
duzenleyici rolleri tizerine yapilan deneyler bu molekiilerin baskalasim, hiicre bliylimesi ve
hiicre oliimi gibi farkli hiicresel islemlerde onemli roller aldigini gostermistir. Bu
islemlerin genellikle kanserde disregiile oldugunun bilinmesi miRNA’larin kanserle
olabilecek iliskilerine dikkat gekmektedir. Literatlirde meme kanserinde miRNA ifade
profillerinin arastiran mikrodizin ¢alismalar1 yer almaktadir. Meme kanseri konusunda
yapilan miRNA ifade calismalari, miRNA’larin meme kanserini siniflandirmada ve
hastaligin gidisatin1 belirlemede Onemli bir yere sahip oldugunu, tiimér dokusunu normal
dokudan ayiran miRNA’larin varligin1 gostererek ayrica miRNA ifade profillerinin ER ve
PR ifadesi (miR-30) ve tumor derecesi (miR-213 ve miR-203) gibi patolojik verilerle de
iligkili oldugu gostererek isaret etmektedir. miRNA alanindaki gelisen ve derinlesen
calismalar miRNA klonlamasi, kantitatif PZR ve mikrodizin gibi yontemleri kullanarak
meme kanseri arastirmalari igin yeni veriler ¢ikartmaya devam etmekte ve hastaligin
olusumu ve gelisimi ile ilgili soru isaretlerine cevap aramaya devam etmektedir. Ancak
simdiye kadar yapilan caligsmalarda meme kanseri tedavisinde duyarli olan miRNA’lar1

belirlemeye yonelik ¢ok az ¢alisma goze carpmaktadir.

Tedaviye duyarli miRNA’larin bulunmasina yonelik yapilan in vitro ¢alismalarda miR-34a
ve mir-221/222’nin docetaxel ve tamoxifen ilaglarina cevap veren miRNA’lar olduklari
gosterilmistir. Trastuzumab’a duyarli meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada
miR-26a ve miR-30b’nin ifadelerinin trastuzumab ile diizenlendigi gosterilirken, miR-
30b’nin trastuzumab uygulamasi ile ifadesinin arttigi ve hiicre ¢ogalmasini CCNE2'yi
hedefleyerek durdurdugu gosterilmistir. Bu giine kadar yapilan ¢aligsmalar tamoxifen’e ve
trastuzumab’a cevap veren Ve meme kanserinde regiile olan miRNA’lar1 bulmaya yonelik
olsa da ortak molekiiller mekanizmalari miRNA boyutunda aydinlatacak bir calisma

yapilmamustir.

Bu cahsma, iki farklh meme kanseri alt-tipine uygulanacak olan iki farkh ilag ile
ortaya ¢ikacak duyarh miRNA’lar arasinda farklilik gosteren ve ortak olan miRNA
listelerinin bulunmasini hedeflemektedir. Ayrica bu ilaclarin ortak molekiiler etki

mekanizmalarin1i miRNA boyutunda a¢iklamayi hedefleyen ilk calisma olacaktir. Bu

27



calisma ile meme kanseri patolojik alt tiplerinde degismeyen ve tedaviye yanit veren ortak

miRNA imzasi bulunmasi amag¢lanmaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Meme kanseri hiicre hatlar1

Calismalarda ATCC marka SK-BR-3 (HTB-30), BT474 (HTB-20) ve MCF7 (HTB-22)
meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmis olup MCF7 hiicre hatt1 Yrd. Dog. Dr. Arzu Atalay
tarafindan hediye edilmistir. Caligmada kullanilan meme kanseri hiicre hatlari, patolojik

bilgileri ve kullanilan ilaca cevap durumlar1 Cizelge 4.1’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan meme kanseri hiicre hatlari, patolojik bilgileri ve
kullanilan ilaca cevap durumu

ER PR HER2 Ila¢ Cevabi
SK-BR-3 - - + trastuzumab duyarl
MCF7 + + - tamoxifen duyarl
BT474 + + + trastuzumab ve tamoxifen duyarli

Hicre idamesi igin Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Lonza, BE12-741F),
RPMI-1640 (Lonza, BE12-702F) ve McCoy’s (Lonza, BE12-688F) besiyerleri
kullanilmigtir.  Besiyerine fetal calf serum (FCS) (Biowest, S181G-500) ve
penisilin/streptomisin (Biowest, L0018-100) ve gerektiginde L-glutamin (Lonza, BE17-
605E) ve Bovine Insulin (Sigma, 16634) eklenmistir. Hiicrelerin yikanmasi igin PBS
(Lonza, BE17-516F) ve hiicrelerin plakalardan kaldirilmasi igin tripsin-EDTA (Lonza,
BE17-161E) kullanilmstir.

HER2+ hiicre hatlarinda etkili oldugu bilinen trastuzumab (Herceptin) Prof. Dr. Hakan
Giirdal tarafindan hediye edilmistir. Ostrojen reseptdriinii hedef alan tamoxifen (54965-24-

1) ise TOCRIS firmasi tarafindan saglanmstir.

4.1.2. Kullanilan kitler

Hucrelerin ilaglara olan hassasiyetleri WST-1 (Hiicre proliferasyon reaktifi) (Roche, 11
644 807 001) protokolii ile belirlenmistir. Ila¢ ile muamele edilen hiicrelerden ve
edilmeyen kontrol hucrelerinden RNA izolasyonu QIAzol (Qiagen, 79306) ile
gerceklestirilmisgtir. Total RNA kullanilarak yapilan c¢cDNA sentez reaksiyonlarinda
miScript Il RT (Qiagen, 218160) kiti kullanilmistir. Elde edilen cDNA’lar SYBR green ve
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Taq polimeraz enzimini igeren PCR karisimi ile bir araya getirilerek Human miRNome
miRNA PCR Array (Qiagen, MIHS-3216Z) miRNA gRT-array sistemi kullanilarak
miRNA profili olusturulmustur.

Kullanilan kimyasallar ve soltisyonlar

5XTBE 54 g Tris Baz (Amresco, 0826-1kg), 27.5 g Borik asit(Amresco, 0588-1kg), 20 ml
0.5 M EDTA (Sigma, E9884-1kg) deiyonize suyla (ddH20) 1000 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmistir. IXTBE dilusyonu yapilarak kullanilmistir.

DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp Ladder Plus) Ladder’a 166 pul 6x Loading
Dye (Fermentas, 0611) ve 734 ul distile su eklenerek kullanilmisgtir.

Seakem LE Agaroz (Lonza, 50004) adli tiriin kullanilarak agaroz jel hazirlanmustir.
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4.2. Yontem

Tamoxifen Trastuzumab

WST1 protokolii ile ilag dozlarinin WST1 protokolii ile ila¢ dozlarinin
belirlenmesi ve RNA izolasyonu belirlenmesi ve RNA izolasyonu
miRNA profillemesi miRNA profillemesi
ve ve
Veri Analizi Veri Analizi
Tamoxifen duyarh miRNA’larin Trastuzumab duyarh miRNA’larin
tespiti tespiti

SEB-~

Sekil 4.1. Calismanin genel is akis semasi ve deney tasarimi

31



4.2.1. Hiicre kiltiirii kurulmasi ve idamesi

Calismada kullanilmasi planlanan meme kanseri hiicre hatlarindan dstrojen reseptor pozitif
(ER+) (MCF7 ve BT474) ve insan epidermel biyime faktor( reseptorii 2 pozitif (HER2+)
(SK-BR-3 ve BT474) olan hiicre hatlar1 agilarak idamesi saglanmistir. MCF7 hicreleri;
%10 FCS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM besiyerinde idame
ettirilmistir. SK-BR-3 hcreleri %10 FCS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin
iceren McCoy’s 5A besiyerinde, BT474 hicreleri ise %10 FCS, %1 penisilin/streptomisin
ve %1 L-glutamin ve %2 Bovine Insulin iceren RPMI-1640 besiyerinde 37°C ve %5 CO,
ortamu saglayan inkiibatorde kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin devamhihgi T-25 (25 cm?’lik) ve
T-75 (75 cm?’1ik) flasklarda saglanmistir. Flasklarin %80 oraninda kaplanmasi durumunda
hiicreler tripsin enzimi ile muamele edilip kaldirilarak pasajlanmis ve ¢ogatilmistir. Uzun
streli stok olarak saklanacak olan hicreler, %10 DMSO ve %90 FCS iceren saklama
ortaminda dondurularak, sivi nitrojende kriyoviallerde saklanmis ve her hiicre hattinin

depolanmas1 saglanmistir.

4.2.2. Hucrelerin ilaclara olan hassasiyetinin  WST-1 (reme protokoll ile

belirlenmesi ve ila¢ dozlarinin ayarlanmasi

WST-1 protokolii yagsayan hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek amaci ile tasarlanmis
bir protokoldiir ve hiicre ¢ogalmas1 ve sitotoksisite testleri i¢in kullanilan bir yontemdir.
Protokol, WST-1’in yasayan hiicreler tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Reaksiyon sonucunda suda ¢oziilebilen formazan tuzu olusur ve agia cikan formazan
boyasi bir spektrofotometrik okuyucu tarafindan 6lgiiliir. Absorbans degeri hiicre sayisi ile
dogru orantilidir, yani OD (optik dansite) degeri yiiksek ise hiicre canlilig1 fazla demektir.
Bu yontem araciligiyla farkli dozlardaki ilag uygulamasinin hiicre ¢ogalmasina etkisi
gozlenebilmekte ve ICsy degeri hesaplanabilmektedir. ICsp degeri; bir ilacin hiicre
¢ogalmasinin en az yarisini (%50) inhibe etmesi igin gereken konsantrasyondur, bir baska

degisle etkinlik gosterdigi minumum konsantrasyondur.

Buna gore, uygun trastuzumab (Herceptin) dozlarmin belirlenmesi igin ilk olarak 96
kuyucuklu hiicre plaklarinda her bir kuyuya denk diisecek ideal hiicre sayis1 belirlenmistir.
SK-BR-3 hiicresi i¢in 72 saatlik uygulamalar sirasinda her bir kuyuya 6000 hucre, 144
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saatlik uygulamalar icinse 4000 hiicre ekilmesi tercih edilmistir. BT474 hiicresi icin yine
72 saatlik ilag uygulamalara 6000 hiicre, 144 saatlik ilag uygulamalaria ise 6000 hiicre

ekilmesi tercih edilmistir.

Trastuzumab uygulamasi icin 300, 60, 30, 6, 2, 0,5, 0,1, 0,05 pg/ml dozlar1 belirlenmistir.
Bunun igin 6nce SK-BR-3 hicreleri Sekil 4.2°de gosterilen deney diizenegine uygun
sekilde her bir kuyuya 6000 hiicre gelecek sekilde ekilmistir. 24 saat sonra hiicrelerin
uygun sekilde tutundugu goézlendikten sonra ise ilag uygulamasi yapilmistir. Ekim ve ilag
uygulamasi her bir kuyu i¢in 100 pl besiyeri kullanilarak yapilmistir. Dozlarin elde
edilmesi i¢in 30 mg/ml ana stoktan sulandirmalar hazirlanmig ve ilag muamelesi
gerceklestirilen her bir kuyuya biiyiikk sulandirmadan kiiciige dogru olacak sekilde -3

teknik tekrar ile-uygulanmistir.

Sadece hiicre besiyeri Farkli 1la¢ dozlan ile muamele
iceren "Blank" gozleri edilen kuyucuklar

T & M . m o 0. m M

Ilag uygulama‘m yaplllmayan, Tlag ile aym dozlarda, ilacn ¢oziisii ile
sadece hiicre ile besiyeri muamele edilen "Kontrol" kuyucuklar
iceren "Hiicre Kontrol"

kuyular
Sekil 4.2. Trastuzumab ve tamoxifen igin yapilan WST-1 uygulamasimin 96 kuyucuklu
plak iizerinde deney diizenegi

Trastuzumab ¢ozlclsu olan PBS ile de ayni dozlarda sulandirmalar hazirlanip hiicrelere
kontrol amacli verilmistir. Bunun disinda hiicrelerin durumunu kontrol etmek amaciyla
sadece hiicre ve besiyerinden ibaret “Hiicre Kontrol” kuyulari, absorbans 6l¢iimii sirasinda

kullanilan ve sadece besiyerinden olusan “Blank” kuyular1 da plak tizerinde hazirlanmistir.
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SK-BR-3 ve BT474 hiicreleri i¢in 72 ve 144 saat ilag uygulamasini iceren plaklar ayr1 ayri
hazirlanmis ve sulandirmalar plak tizerinde Sekil 4.2°deki gibi uygulanmigtir. 72 saat
uygulama yapilan plaktaki kuyulara yine ayni sekilde 10 pul WST-1 eklenip 2 saat sonra
okutma yapilarak sonu¢ alinmistir. 144 saat ila¢ uygulamasi yapilan plaktaki ilac ise
etkinliginin devami i¢in 72. saatte besiyeri ile birlikte degistirilip uygulamasi yenilenmistir.
Ardindan her bir kuyuya 10 pl WST-1 eklenip 2 saat beklendikten sonra 450 nm
spektrofotometrik okuma yapilmistir. Sonugta elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
ICs0 degeri ve canlilik oranlar1 hesaplanmistir. ICsp degerinin hesaplanmasi i¢in absorbans
degerleri (OD degerleri) logaritma tabanina g¢evrilmig, daha sonra Graphpad Prism 6

programi kullanilarak dogrusal olmayan regresyon analizi yardimi ile hesaplanmistir (Sekil
4.3).

100%-

0%-

Log (konsantrasyon)

Sekil 4.3. Dogrusal olmayan regresyon egrisi

Graphpad Prism 6 ile egrinin ICsg degerinin hesaplanmasi i¢in Y=100/(1+10"((LogIC50-
X)*HillSlope))) esitligi kullanilmistir. Canlilik hesabinin yapilmasi i¢in; OD degeri (ilag) /
OD degeri (Hiicre Kontrol) *100 hesabindan faydalanilmistir.

MCF7 ve BT474 hiicre hatlarinda uygun tamoxifen dozlarinin belirlenmesi igin ilk olarak
96 kuyulu hiicre plaklarinda her bir kuyuya denk diisecek ideal hiicre sayisi belirlenmistir.
MCEF7 hiicre hattt igin 72 saatlik uygulamalar sirasinda her bir kuyuya 3000 hicre
ekilmistir. BT474 hicrelerinde tamoxifen uygulamas: i¢in yukarida bahsedilen islem her

bir kuyuya 6000 hiicre gelecek sekilde yapilmistir.

Her iki hiicre hattinin da tamoxifen ile muamelesi i¢in ilk olarak; 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0,50,
0,25 UM dozlart belirlenmistir. Bunun i¢in MCF7 ve BT474 hicreleri ayr ayr1 Sekil
4.2°de gosterilen deney diizenegine uygun sekilde her bir kuyuya sirasiyla 3000 ve 6000
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hiicre gelecek sekilde ekilmistir. 24 saat sonra hiicrelerin uygun sekilde tutundugu
gozlendikten sonra ise ilag uygulamasi yapilmistir. Ekim ve ilag uygulamasi her bir kuyu
icin 100 pl besiyeri kullanilarak yapilmistir. Dozlarin elde edilmesi igin 10 mM ana
stoktan sulandirmalar hazirlanmis ve ilag muamelesi gergeklestirilen her bir kuyuya buyuk

sulandirmadan kiigiige dogru olacak sekilde -3 teknik tekrar ile-uygulanmustir.

Tamoxifen ¢oziisii olan Etil alkol ile de ayni dozlarda sulandirmalar hazirlanip kontrol
amacli hiicrelere verilmistir. Bunun disinda hiicrelerin durumunu kontrol etmek amaciyla
sadece hiicre ve besiyerinden ibaret “Hiicre Kontrol” kuyulari, absorbans 6l¢iimii sirasinda

kullanilan ve sadece besiyerinden olusan “Blank” kuyular1 da plak tizerinde hazirlanmistir.

Ila¢ uygulamasimnin ardindan 72 saat inkiibe edilmis sonra her bir kuyuya 10 pl WST-1
eklenip 2 saat bekletildikten sonra 450 nm spektrofotometrik okuma yapilmigtir. Okuma
sonucunda MCF7 hiicrelerinde beklenen azalma gézlenmemis ve yeni dozlar belirlenerek

WST-1 uygulamasinin tekrarlanmasina karar verilmistir.

MCFT7 hiicrelerinde tamoxifen igin belirlenen yeni dozlar; 100, 80, 40, 20, 10, 5, 2, 1 pg/ml
belirlenmis ve yukarida belirtilen dozlarda sulandirmalar hazirlanip hiicreler muamele
edilerek uygulama gergeklestirilmistir. 72 saat uygulama yapilan plaktaki kuyulara yine
ayni sekilde 10 ul WST-1 eklenip 2 saat sonra okutma yapilarak sonu¢ alinmistir.

Sonucta elde edilen absorbans degerleri kullanilarak ICsy degeri ve canlilik oranlari
hesaplanmistir. ICsp degerinin hesaplanmasi ig¢in absorbans degerleri (OD degerleri)
logaritma tabanina ¢evrilmis, daha sonra Graphpad Prism 6 programi kullanilarak dogrusal

olmayan regresyon analizi yardimi ile hesaplanmaistir.

Tamoxifen ve trastuzumab ilaglari i¢in uygulama dozu olarak her hiicre hattinda yaklagik
%70 hiicre oliimii saglayan 1C7o dozlar1 secilmistir. Bu islem Graphpad programi

kullanilarak hesaplanmaistir.

T-75 flasklar kullanilarak idame ettirilip ¢ogaltilan MCF7, SK-BR-3 ve BT474 hucreleri,
58 cm? alana sahip hiicre plaklarina aliarak ¢ogaltilmistir. Hiicre yogunlugu her bir hiicre

plagi i¢in 2 X 10° olarak belirlenmistir. Bu uygulamalar sonrasinda elde edilecek olan
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hiicreler RNA izolasyonunda kullanilacagi icin ila¢ uygulamalari Petri kaplarinda
yaptlmistir. Her hiicre hatt1 i¢cin 2 adet biyolojik tekrar kullanilmistir. Ayrica ilag ile
muamele edilecek olan hiicrelerin kontrolii olarak, ilaglarin i¢inde ¢oziilecegi kimyasallar

olan PBS ve Etil alkol ile muamele edilmistir.

Uygulama konsantrasyonu olarak trastuzumab igin 6 pg/ml segilmis ve her bir hiicre 6
gun boyunca PBS ve trastuzumab ile segilen dozda muamele edilmistir. 3. giin daha 6nce
belirtildigi gibi ilag besiyeri degistirilerek etkinliginin devami igin ilag uygulamasi
yenilenmistir. Tamoxifen uygulama konsantrasyonu BT474 hiicrelerinde 10 pg/ml olarak
secilmis ve 3 giin boyunca etil alkol ve tamoxifen uygun konsantrasyonda muamele

edilmistir. MCF7 hiicreleri icin ayni islem 37,87 pg/ml konsantrasyonu igin yapilmistir.

4.2.3. RNA eldesi ve kalite kontroli

RNA izolasyonu yapilacak olan hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra, bir
kaziyic1 yardimi ile kaldirilmigs ve PBS ile birlikte toplanip ayr1 ayr1 15 ml’lik tiiplere
alinarak santrifiij edilerek toplanmistir. Tiim islemler buz tizerinde ve laminar kabin icinde
yapilmistir. Elde edilen hicre peletlerine 1 ml QIlAzol (Qiagen, 79306) eklenmis ve
QIAzol ile RNA izolasyonuna devam edilmistir. Hiicre peletleri QIAzol eklendikten sonra
enjektorden gegirilmis ve pipetaj ile dagilmalart saglanmistir. Hucreler tamamen
cozildukten sonra 1,5 ml’lik tiiplere alinmis ve tizerine 200 ul kloroform (Sigma, C2432-
500ml) eklenmis sertge galkalanip 2-3 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. 14.000 rpm
4°C’de 25 dakika boyunca santrifij edildikten sonra 3 farkl fazin ayrimi goriilmiistiir. En
alttaki pembe faz organik fazdir ve burada organik bilesikler ile fenol ve kloroform
bulunmaktadir. Orta faz beyaz renklidir ve DNA bulunmaktadir. En tstteki berrak fazda
ise total RNA (rRNA, tRNA, mRNA, miRNA vb.) bulunmaktadir. Dikkatlice ustteki
berrak faz pipet yardimiyla toplanmistir. Toplanan RNA yeni bir tupe (RNAsiz, DNAsiz)
alinmis, baslangi¢c QIAzol miktarimin yaris1 kadar izopropanol (Sigma, 19516-25ml) (1 ml
QIAzol icin 500 pl izopropanol) eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edilen &rnekler sonrasinda 14.000 rpm 4°C’de 25 dakika santrifiij edilmis ve
izopropanol pelete dikkat edilerek dikkatlice uzaklagtirilmistir. Baslangic QlAzol miktari
kadar (1 ml) yeni hazirlanmis %70 Etanol eklenerek 10.000 rpm 4°C’de 5 dakika santrifij

yapilmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra yukarda belirtilen Etanol islemi tekrarlanmistir.
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Peletler 25 pl molekuler derecede su (Lonza, BE51200) ile sulandirilip pipetaj yapilmis ve

buz lizerine alinmistir.

RNA kantifikasyonu i¢in 2 pl su ile sulandirilmis RNA kullanilmis ve Nanodrop ND 1000
(Thermo Scientific) kullanilarak RNA Orneklerinin safligit ve konsantrasyonunun
belirlenmesi saglanmigtir. RNA 6rnekleri igin  Ageo/Aggp oranlarmin 1.8-2 arasinda
olmasma dikkat edilmistir. Ayrica bir kisim RNA o0Ornegi %]1’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir. Hassas terazide (Shimadzu BX320H) tartilan 1g agaroz (Seakem LE
Agoroz , Lonza) 1x TBE ile 100 ml’ye tamamlanmis mikrodalga firinda ¢oziilmesi
saglanan jel biraz sogutulduktan sonra 5 pl Etidium bromiir eklenerek jel tablasina
dokiilmiis ve polimerize olmast i¢in 20-30 dakika bekletilmistir. %1’lik agaroz jel
elektroforez tankina yerlestirilmis 2 ul DNA, 3 pl 6x Loading Dye ile karistirilarak jele
yiiklenmistir. Ornekler 90 voltta 30 dakika yiiriitiilmiistir. UV goruntileme sistemi
(Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak goriintiilenmis ve termal yazici

(SonyUP-D895) ile goriintli alinmustir.
4.2.4. miRNA es-zamanh PZR dizin ¢calismasinin gerceklestirilmesi
Bu islem 4 alt grupta gerceklestirilmistir.

Total RNA’dan universal kuyruk kullamilarak tamamlayic1 DNA (¢cDNA) sentezi

Tamamlayict DNA sentezi i¢in izole edilen total RNA kullanilmistir. Total RNA
kullanilarak yapilan cDNA sentez reaksiyonlarinda mRNA’y1 total RNA’dan ayirmak igin
mRNA’nin 3’ ucunda bulunan polyA kuyrugu kullanilir ve oligoT primeri polyA
kuyruguna hedef olarak kullanilarak totalRNA’nin i¢inde bulunan mRNA’dan tamamlayici
DNA sentezlenir. Olgun miRNA’larin 3’ uglarinda polyA kuyrugu bulunmamaktadir ve bu
durum klasik bir ¢cDNA sentezinin yapilmasini engellemektedir. Klasik bir ¢cDNA
sentezinin yapilmasint engellemektedir. miRNA’lardan cDNA sentezi i¢in Oncelikle
miRNA’larin 3’ uglarina polyA kuyrugunu da igeren bir “universal tag” eklenmistir. Bu ek
hem cDNA sentezi i¢in kullanilmis primer sekansini icermis (polyA) hem de miRNA’nin
boyunu gRT-PCR igin yeterli uzunluga getirmistir. Bir sonraki basamakta universal tag’a

0zgil primer kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
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Bu islemi gergeklestirmek i¢in miScript II RT (Qiagen) kiti kullanilmistir.

Her 6rnegin konsantrasyonu 400 ng/pL olacak sekilde Rnazsiz su ile sulandirilip asagida

belirtilen karisim hazirlanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. cDNA sentez reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
5X miScript HiSpec Buffer 4
10X miScript Nucleics mix 2
RNAsi1z su 3
miScript RT mix 2
Total RNA 9
Toplam 20

Belirtilen karisim tiiplere dagitilip kisa santrifiij isleminden sonra dncelikle 37°C’de 60
dakika ardindan 95°C°de 5 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon igleminin ardindan tiipler buz iizerine almip {izerlerine 310 ul su eklenip iyice

pipetlenmis ve bir sonraki adima gegilmistir.

Es-zamanlhi PZR reaksivonunun gerceklestirilmesi

Elde edilen cDNA’lar SYBR green ve Taq polimeraz enzimini igeren PZR karisimi ile bir
araya getirilmis ve 384-kuyulu dizinlere eklemeye hazir hale getirilmistir. Her bir kuyunun
icinde yalnizca tek bir miRNA’ya 6zel primer bulunmaktadir. Boylelikle her bir kuyuda bir
miRNA’nin ifade profili belirlenebilmektedir. Bu dizin sistemi (Human miRNome miRNA
PCR Array: MIHS-3216Z; Qiagen) ile 1066 adet miRNA’nin ifade profilini belirlemek
miimkiin olmustur._miScript SYBR Green PCR kiti (Qiagen) kullanilarak eg-zamanh PZR

reaksiyon karigimi hazirlanmistir. (Cizelge 4.3)

38



Cizelge 4.3. Es-zamanli PZR reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
2X SYBR Green PCR mix 2050
10X Universal Primer 410
RNAsi1z su 1540
cDNA 100
Toplam 4100

MCF7, SK-BR-3 ve BT474 hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lar ile hazirlanmis olan
cDNA-PZR reaktifleri karisimi 384-kuyulu dizinlere dagitildiktan sonra dizin iizeri film ile
diizgiince kapatilip 15°C ve 1000 g’de ve 1 dakika santrifiij edilmistir. Dizin sisteminin
uyumlu oldugu es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) asagida belirtilen kosullarda

Roche Light Cycler480 cihazi ile gergeklestirilmistir.

Pre-inkiibasyon asamasinda 95°C’de 10 dk bekletilmis, ardindan amplifikasyon islemi
94°C 15 sn, 55°C 30 sn ve 70°C 30 sn olmak iizere 45 dongiide gerceklestirilmistir.

4.2.5. Verianalizi

Es-zamanlhi PZR dizin analizi

Farkl1 hiicre hattinda ila¢ (trastuzumab veya tamoxifen) ile muamele edilmis hiicrelerde ve
kontrol hiicrelerinde 1066 adet miRNA ifadesini i¢erecek olan veri dosyalart ham Cp
(crossing point) degerleri olarak elde edilmistir. miScript miRNA PCR Array analizleri
icin “http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna” adresinden ulasilabilen veri analiz
programi kullanilmistir. Ham veriler AACt metodu kullanilarak analiz edilmistir. Her bir
miRNA’nin ifade seviyesi referans genlerin (SNORD61, SNORD68, SNORD72,
SNORD95, SNORD96A, RNUG6-2) ifadeleri ile normalize edilerek hesaplanmig daha sonra
hiicre hatlarindaki miRNA degisimleri birbirleri ile kiyaslanmistir. Analiz islemi asagida

belirtilen basamaklar takip edilerek tamamlanmustir.

e Oncelikle ¢alismanin kontrolii ve normalizasyon islemi gerceklestirilmektedir. Her

array icerisinde ¢alismanin kontrolii i¢in primerler bulunmaktadir. RNA Kkalitesi ve
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PCR isleminin uygun sartlarda tamamlanip tamamlanmadigii C1™ ¢ degeri

gostermektedir. Bu deger 19 + 2 araliginda ise ileri analizlere devam edilebilir.

e Reverse transcription kontrolunin (miRTC) Cy degeri pozitif PCR kontrolleri
(PPC) kullanilarak ACT = AVG C™RTC _ AVG C™C formiilii ile hesaplanir. Bu
deger 7’°den kiiciik ise reverse trankripsiyon isleminde herhangi bir inhibitor etkisi
yoktur denilir.

e Her miRNA icin ACT = C{™™A _ AVG CSNV235%  formiilii ile ACT degeri
hesaplanir.
e AACT = ACT (6rnek 2) — ACT (6rnek 1) formiilii ile herbir miRNA i¢in AACt

degerleri hesaplanir. Ornek 2 olarak belirtilen kisim ilag uygulamasi sonrasinda
elde edilen RNA’larin qRT-PCR sonuglaridir. Ornek 1 ise kontrol grubu
degerleridir.

o(-AACT)

e Son olarak her miRNA igin ile kat degisimleri hesaplanir.

L-test

Referans ifadeleri ile normalize edilmis her bir miRNA’nin ifade seviyesi istatistiksel bir

metod olan “Student t-test” ile hesaplanmig ve p degeri elde edilmistir.

Biyoinformatik olarak miRNA hedeflerinin belirlenmesi ve yolak analizi

Ham verinin analizi sonucunda ifade profili en ¢ok degisen miRNA’lar belirlenmis ve bu
miRNA’lain  hedeflerinin  belirlenmesi  i¢in ~ “miRWalk”  (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) (83) biyoinformatik programi kullanilmstir.

Her miRNA’ya ait hedef gen listeleri tespit edildikten sonra bu listeler WebGestalt (WEB-
based GEne SeT AnaLysis Toolkit) (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) (84) internet

sitesi araciligiyla yolak zenginlestirme analizine alinmiglardir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. WST-1 Sonuclari

Ilag uygulamasi sonrasinda artan ila¢ konsantrasyonlarinda hiicre 6luimii gozlenirken ilag
ile ayn1 konsantrasyonlarda ilacin c¢oziiclisii ile muamele edilen kontrol kuyularinda
herhangi  bir degisim gozlenmemistir. Wallac programi  kullanilarak  alinan

spektrofotometrik 6lgimin temsili gorintusu Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Sekil 5.1. Spektrofotometrik dl¢imin temsili gorintisi. B, C ve D satir1 ilag uygulanan
kuyulari, E, F ve G satirlar1 ilag ¢oziiciisii olarak kullnaillan EtOH ve PBS uygulanan
kuyular1 gostermektedir.

Trastuzumab uygulamasina ait WST-1 bulgular1

Trastuzumab konsantrasyonu igin; 300, 60, 30, 6, 2, 0,5, 0,1, 0,05 pg/ml dozlarinda karar
verilmistir. SK-BR-3 ve BT474 hiicreleri igin 72 ve 144 saat ilag uygulamasini igeren
plaklar ayr1 ayr1 hazirlanmis ve ilag sulandirmalari eklenerek test uygulanmustir. Elde
edilen absorbans degerleri Ek 1 Cizelge 8.1, Cizelge 8.2, Cizelge 8.3, Cizelge 8.4‘de
verilmigtir Sonugta elde edilen absorbans degerleri kullanilarak IC50 degeri ve canlilik
oranlar1 hesaplanmigtir. SK-BR-3 hiicreleri igin 72 ve 144 saat sonuglar1 Sekil 5.2 ve Sekil
5.3'de verilmistir.
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Dozlar (ug/ml) | % Canhhk
Trastuzumab 72h SKBR3 300 49.87
3 60 44,46
-+ PBS :
g -+ Trastuzumab 30 52,08
:gj 6 44,64
; 1 2 54,52
g 0,5 65,84
01 85,67
e 1.W 0,05 99,33
5 4 2 0 2 4
flag dozlari (log10)

Sekil 5.2. SK-BR-3 hicrelerinin 72 saat boyunca trastuzumab ile muamelesi sonrasi elde
edilen doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

SK-BR-3 hicrelerine uygulanan trastuzumab siiresi 3 giinden 6 giine ¢ikartildiginda

canlilik yiizdesinin %23’e kadar diistiigii gézlenmistir (Sekil 5.3).

Trastuzumab 144h SKBR3 -+ PBS
-& Trastuzumab
* Dozlar (ug/ml) | % Canlihk

300 35,05
E e 60 30,17
f:f 21 30 37,63
g 6 23,84
H 2 30,50
< - 0,5 27,13
-{\./EY"‘ 0.1 77,81
0,05 81,82

5 : 2 j ; i

Ilac dozlari (log10)

Sekil 5.3. SK-BR-3 hticrelerinin 144 saat ilgili dozlarla muamelesi sonucu elde edilen doz
cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

Graphpad Prism 6 ile egrinin ICsg degerinin hesaplanmasi i¢in Y=100/(1+10"((LogIC50-
X)*HillSlope))) esitligi kullanilmistir. Canlilik hesabinin yapilmasi i¢in; OD degeri (ilag) /
OD degeri (Hiicre Kontrol) *100 hesabindan faydalanilmistir. SK-BR-3 hticreleri igin 72
saat ve 144 saatte elde edilen ICsy konsantrasyonlart sirasiyla 0,2739 pg/ml ve 0.1347

pg/ml olarak belirlenmistir.

BT474 hiicreleri i¢in 72 ve 144 saat sonuglar1 Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’da verilmistir.
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Trastuzumab 72h BT474
1.0

5 0.8

=]

=

ﬁ -

-

- J

z :

Z | = i
0.2

2 1 0 1 2

flac dozlar1 (log10)

-« PBS
- Trastuzumab

Dozlar (ug/ml) | % Canhhk

300 43,41

60 37,53

30 37,66

6 36,97

2 45,93
0,5 45,97
0,1 85,05

Sekil 5.4. BT474 hiicrelerinin 72 saat boyunca trastuzumab ile muamelesi sonrasi elde
edilen doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlar1

Trastuzumab 144h BT474
0.6-
i _._*___*_.__‘ -+ PBS
E & Trastuzumab
S 04-
g
-
-
=]
-‘E _H__’i\k‘.
<
2 4 0 1 2 3
Ilac dozlari (logl0)

Dozlar (ug/ml)

% Canhlik

300 30,17
60 26,95
30 29,54
6 27,31
2 27,98
0,5 26,97
0,1 64,68

0,05 64,92

Sekil 5.5. BT474 hicrelerinin 144 saat boyunca ilgili dozlarla muamelesi sonucu elde
edilen doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

BT474 hiicrelerinin ilgili dozlarla muamelesi sonucu hiicre canlilik oraninin yeterli

miktarda azaldigi tespit edilmis ve daha once anlatilan yolla ICsy degerleri sirasiyla; 72

saat icin 0,07088 pg/ml ve 144 saat i¢in 0.1372 pg/ml bulunmustur.

SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinin ilgili dozlarla 144 saat boyunca muamelesi sonucu hiicre

canlilik oraninin azaldigr gozlenmis ve her iki hiicre hattina ait doz cevap egrilerinde de 6

Mg/ml doz en iyi oranda hiicre canliligin1 durdurarak etkinlik gostermistir. Bu ylizden RNA

izolasyonu igin yapilacak olan trastuzumab doz muamelesinin her iki hicre icin de 6

png/ml olmasina karar verilmistir.
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Tamoxifen uygulamasina ait WST-1 bulgular1

Tamoxifen uygulamasi i¢in ilk olarak; 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,25 pg/ml dozlan
belirlenmistir. MCF7 ve BT474 hiicreleri ayr1 ayr1 her bir kuyuya sirasiyla 3000 ve 6000
hiicre gelecek sekilde ekilmis ve iligkili tamoxifen dozlar1 ile 72 saat boyunca muamele
edilmistir ve daha sonra WST-1 uygulanip absorbans degerleri (OD degerleri) 6l¢tilmiistiir.
MCF7 icin elde edilen absorbans degerleri Ek 1 Cizelge 8.5’deki gibidir.Ayrica elde edilen
grafikler ve dozlara gore % canlilik degerleri Sekil 5.6°da yer almaktadir.

MCF7 Tamoxifen

207 . o lbaso Dozlar4 gug/ml) % fzaglllhk
- e 20 48,18
F 10 68,83
g 5 70,89
5 107 2 83,52
1 7441
05 0,50 81,55
0,25 81,18

40 05 00 05 10 15 20
Tlac dozlar1 (log10)

Sekil 5.6. MCF7 hiicrelerinin 72 saat boyunca ilgili dozlarla muamelesi sonucu elde edilen

doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

Tamoxifen ile yapilan uygulamada yuksek dozlarda beklenilen etkiyi goriilmedigi igin 100,
80, 40, 20, 10, 5, 2, 1 ug/ml olarak belirlenen yeni tamoxifen dozlarina karar verilmistir.
Ayrica ila¢ c¢oziiclisii olarak kullanilan DMSO’un (Dimetilsiilfoksit) belirli bir doz
tizerinde hiicrelerde 6ldiiriicii oldugu gézlemlenmis ve DMSO yerine diger bir ¢oziicii olan

etil alkol kullanilmasi tercih edilmistir.

MCF7 hucreleri her bir kuyuya 3000 hicre gelecek sekilde ekilmis ve iliskili tamoxifen
dozlan ile 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan WST-1 uygulanip absorbans
degerleri (OD degerleri) ol¢lilmiistiir. Elde edilen yeni absorbans degerleri Ek 1 Cizelge
8.6'daki gibidir. Ayrica elde edilen grafikler ve dozlara gore % canlilik degerleri Sekil

5.7'de yer almaktadir.
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Sekil 5.7. MCF7 hcrelerinin 72 saat boyunca ilgili tamoxifen doz uygulamasi (1-100 uM)
sonucu elde edilen yeni doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

BT474 hiicreleri ayr1 ayr1 her bir kuyuya 6000 hiicre gelecek sekilde ekilmis ve 0.25-40

MM tamoxifen dozlar ile 72 saat boyunca muamele edilmis, daha sonra WST-1 uygulanip

absorbans degerleri (OD degerleri) ol¢iilmiistiir. Ilag ¢oziiciisii olarak daha &nce

kararlastirilan etil alkol kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri Ek 1 Cizelge

8.7°deki gibidir. Ayrica elde edilen grafikler ve dozlara gore % canlilik degerleri Sekil

5.8’da yer almaktadir.
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Tamoxifen BT474
20 - TEM Dozlar (ug/ml) | % Canliik
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205 k 5 80,69
2 86,92
0.04 T T T 1 1 99,17

0.0 0.5 1.0 15 2.0
ilac dozlar1 (log10)

Sekil 5.8. BT474 hiicrelerinin 72 saat boyunca iliskili tamoxifen muamelesi sonucu elde
edilen doz cevap egrisi ve hiicre canlilik oranlari

MCF7 ve BT474 hiicrelerinin ilgili dozlarla 72 saat boyunca muamelesi sonucu hiicre

canlilik oraninin yeterli miktarda azaldig: tespit edilmis ve daha dnce anlatilan yolla ICsg

degerleri sirasiyla; MCF7 i¢in 35,24 pg/ml ve BT474 igin 6,124 pg/ml bulunmustur. 72

saat ilagc muamelesi sonucu hiicre canlilik oranlarinin daha iyi azaldig1 gézlenmis ve her iki

hiicre hattina ait doz cevap egrilerinde sirasiyla MCF7 i¢in 37,87 pug/ml ve BT474 icin 10

pg/ml doz en iyi oranda hiicre canliligini1 durdurarak etkinlik géstermistir. Bu ylizden RNA

izolasyonu i¢in yapilacak olan doz muamelesinin MCF7 igin 37,87 pg/ml ve BT474 igin

10 pg/ml diizeyinde olmasina karar verilmistir. Her bir hiicre hatti1 ve ilag i¢in belirlenen

ICso Ve ICq dozlar1 Cizelge 5.1°da belirtilmistir.

Cizelge 5.1. Kullanilan her hiicre hatti ve ilag i¢in belirlenen ICsq ve I1C; dozlar

ila¢ Hiicre Hatt 1Cx 1C+
Tamoxifen BT474 6,124 pg/ml 10 pg/ml
MCF7 35,24 pg/ml 37,87 pg/ml
Trastuzumab SK-BR-3 0,1347 pg/mi 6 pg/ml
BT474 0,1372 pg/mi 6 pg/ml
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5.2. RNA Kalite Kontrolu

Izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6lctimii ile elde edilen konsantrasyonlari
Cizelge 5.2°de gortlmektedir. izole edilen total RNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
genomik DNA kontaminasyonu olup olmadig: ve 28S ve 18S rRNA bantlarinin biitlinliigi
kontrol edilmistir ve temsili agaroz jel goriintiisii Sekil 5.9°da verilmistir. Orneklere ait
total RNA’larda DNA kontaminasyonuna rastlanmamustir. Izole edilen RNA’larin 28S ve
18S rRNA bantlarmin biitlinliiklerini koruduklar: tespit edilmistir.

Sekil 5.9. Izole edilen total RNA’larm temsili agaroz jel elektroforezi goriintiisii. %1°lik
agaroz jelde 90 V’da 30 dakika yiiriitiilmiislerdir.
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Cizelge 5.2. RNA orneklerinin spektrofotometrik 6lcim degerleri

6rnek Ad1 OFI'IEK No ng/pL A260/A280 Azeo/Azgo
SK-BR-3 Kontrol 1 1 756,4 2,03 2,10
SK-BR-3 Kontrol 2 2 2026 2,05 2,10
BT474 Trastuzumab Kontrol 1 3 1415,1 2,09 2,17
BT474 Trastuzumab Kontrol 2 4 740,5 2,07 2,14
SK-BR-3 Trastuzumab 1 5 1205,1 2,09 2,04
SK-BR-3 Trastuzumab 2 6 8245 2,07 2,04
BT474 Trastuzumab 1 7 326,9 2,04 1,66
BT474 Trastuzumab 2 8 458,3 2,01 1,76
MCF7 Kontrol 1 13 120,5 2,05 2,10
MCF7 Kontrol 2 14 200,1 2,08 2,10
BT474 Tamoxifen Kontrol 1 9 363,1 2,01 1,95
BT474_Tamoxifen Kontrol 2 10 440,4 2,00 2,00
MCF7 Tamoxifen 1 15 185,6 2,07 2,10
MCF7 Tamoxifen 2 16 198,7 2,09 2,10
BT474 Tamoxifen 1 11 300,1 1,99 2,05
BT474 Tamoxifen 2 12 330,4 1,97 2,04

5.3. Es-zamanh PZR Dizin Sonuglar:

Es-zamanli PZR dizin ¢alismasi i¢in her 6rnekten 400 ng RNA ile cDNA elde edilmis ve
Roche Light Cycler480 cihazi ile PZR dizin galismasi ger¢eklestirlmistir. PZR reaksiyonu

sonrasinda elde edilen esik degerlerine (Cr) ait temsili goriinti Sekil 5.10°da verilmistir.
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Analiz metodu sec¢imi Esik degerleri eldesi

Ry - R eesR R

Sekil 5.10. Roche Light Cycler480 cihazi ile PZR reaksiyonu sonrasinda elde edilen
temsili Cy degerleri gorintisu

Veri analizi sirasinda dizinlere (arraylere) ait temsili kalite kontrol sonuglar1 Cizelge 5.3’de
gorulmektedir. Bu ¢izelgede calismada kullanilan referans genlere ait Ct degerleri

gosterilmektedir.

Cizelge 5.3. miScript PZR Kontrollerinin temsili Ct degerleri

Ornek 1 Ornek 2
SNORDG61 21,8 19,7
SNORDG68 19,6 20,1
SNORD72 19,7 20,6
SNORD95 21,5 21,0
SNORD96A 21,7 20,2
RNUG6-2 20,6 20,1

5.3.1. Trastuzumab’a duyarh miRNA’larin belirlenmesi

Trastuzumaba duyarli miRNA profilini elde etmek amaciyla AACt metodu kullanilarak
analiz edilen her bir miRNA’nin ifade seviyesi ve kat degisimleri sonucunda elde edilen
grafikler SK-BR-3 hucreleri igin Sekil 5.11°de ve BT474 hcreleri igin Sekil 5.12°te
gosterilmistir. X dlzlemi 384-well PZR dizininde yer alan miRNA’lar1 temsil ederken y
ekseni her miRNA i¢in ila¢ uygulanan hiicrelerdeki miRNA’larin kontrole gore kat

degisimini gostermektedir.
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Trastuzumab uygulamasi sonrasi genel miRNA profiline bakildiginda her iki hiicre
hattinda da miRNA profilindeki azalma dikkat ¢gekmektedir (Sekil 5.11 ve Sekil 5.12). Her
bir hicre igin istatistiksel olarak anlamli degisiklik gésteren miRNA’lar detayli olarak

verilmistir.

SK-BR-3 hicrelerinin trastuzumab uygulamasi sonrasinda miRNA es zamanli PZR dizin
sonucuna gore 1,5 kat farklilik gosteren miRNA’larin bir kismi Cizelge 5.4 gosterilmistir.

Listenin tamami Ek 2’de sunulmustur.

Kat Degisimi

- 1.00

T 010
miRNA ID

Sekil 5.11. Trastuzumab ile muamele edilmis SK-BR-3 hiicrelerinin miRNA profili. Ilag
uygulanan hiicrelerin Ct degerleri kontrol Ct degerleri ile normalize edilerek kat degisim
hesaplanmis ve grafiklestirilmistir.
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Cizelge 5.4. SK-BR-3 hiicrelerinde trastuzumab’a duyarli 1,5 kat ve (zeri (p<0,05) ifade
degisikligi gosteren miRNA’larin listesi

miRNA ID Kat p degeri
degisimi

hsa-miR-373* -3,42 7,45E-07
hsa-miR-33b -3,19 0,018518
hsa-miR-328 -2,88 0,013499
hsa-miR-129* -2,87 5,61E-05
hsa-miR-135b -2,75 0,000520
hsa-miR-7-2* -2,64 0,000411
hsa-miR-500a -2,61 0,001050
hsa-miR-4302 -2,55 0,002019
hsa-miR-34a* -2,49 3,84E-05
hsa-miR-224 -2,33 0,006803
hsa-miR-22* -2,28 0,011953
hsa-miR-301b -2,25 0,007225
hsa-miR-301a -2,21 0,000306
hsa-miR-590-5p -2,16 0,013481
hsa-miR-490-3p -2,16 0,006119
hsa-miR-32 -2,11 0,041315
hsa-miR-31 -2,07 0,008655
hsa-miR-374a* -2,01 0,015244
hsa-miR-148a -2,00 0,002088
hsa-miR-18a -1,89 0,005763
hsa-let-7i* -1,82 0,004197
hsa-miR-20a -1,51 0,021142
hsa-miR-33a -1,72 0,025784
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,52 0,007148
hsa-miR-19a -1,52 0,015148
hsa-miR-205 -1,56 4,36E-06
hsa-miR-20b -1,59 0,000574
hsa-miR-770-5p 2,13 2,29E-05
hsa-miR-3176 1,68 7,27E-05
hsa-miR-188-3p 1,62 0,020772
hsa-miR-193b 1,57 0,022031
hsa-miR-1248 1,56 3,42E-09
hsa-miR-106b* 1,53 1,38E-05
hsa-miR-1290 1,59 0,015668
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BT474 hicrelerinde, trastuzumab uygulamasi sonrasinda miRNA es zamanli PZR dizin
sonucuna gore istatistiksel olarak anlamli 1,5 kat ve tizeri degisiklik gosteren miRNA’larin

bir kismi1 Cizelge 5.5 gosterilmistir. Listenin tamami EK 3’de sunulmustur.

4

, | ,;,

Kat Degigimi

Sekil 5.12. Trastuzumab ile muamele edilmis BT474 hiicrelerinin miRNA profili. Ilag
uygulanan hiicrelerin Ct degerleri kontrol Ct degerleri ile normalize edilerek kat degisim
hesaplanmis ve grafiklestirilmistir.
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Cizelge 5.5. BT474 hiicrelerinde trastuzumab’a duyarli 1,5 kat ve Uzeri (p<0,05) ifade
degisikligi gosteren miRNA’larin temsili listesi

miRNA ID Kat p degeri
degisimi

hsa-miR-373* -4,02 3,01E-05
hsa-miR-720 -3,83 4,71E-06
hsa-miR-7 -3,26 2,51E-07
hsa-miR-425 -2,65 0,001174
hsa-miR-16-2* -2,64 0,000471
hsa-miR-34a* -2,60 0,000124
hsa-miR-1287 -2,54 1,05E-07
hsa-miR-33b -2,53 0,003073
hsa-miR-1260 -2,51 0,001366
hsa-miR-141* -2,49 1,55E-05
hsa-miR-4286 -2,47 0,000639
hsa-miR-502-5p -2,38 0,000547
hsa-miR-18a -2,34 0,000155
hsa-miR-3676 -2,27 5,57E-06
hsa-miR-142-3p -2,25 2,63E-07
hsa-miR-1280 -2,24 0,004931
hsa-miR-500a -2,24 4,46E-06
hsa-miR-596 -2,21 0,002762
hsa-miR-362-5p -2,17 0,00163
hsa-miR-224 -2,15 3,87E-06
hsa-miR-4289 -2,13 1,03E-07
hsa-miR-106b -2,11 4,35E-05
hsa-miR-7-1* -2,08 2,79E-07
hsa-miR-31 -2,04 1,81E-05
hsa-miR-454* -2,02 0,007461
hsa-miR-32 -2,01 2,99E-05
hsa-miR-188-5p -2,01 2,19E-06
hsa-miR-200c* -2,01 0,000636
hsa-miR-193a-3p -2,01 0,052551
hsa-miR-301a -2,00 1,11E-05
hsa-let-7i* -1,93 0,002615
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,89 0,009832
hsa-miR-20b -1,67 0,000603
hsa-miR-20a -1,85 5,72E-05
hsa-miR-770-5p 1,66 0,000373
hsa-miR-1248 1,87 0,029971
hsa-miR-1290 1,70 0,048967
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SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinde trastuzumab uygulamasi sonucunda anlamli olarak 1,5
kat ve tizerinde degisiklik gosteren miRNA’lar VENNY programi ile kesistirilmistir (Sekil
5.13). 1,5 kat ve tizeri degisiklik gosteren miRNA’lar listelendiginde her iki hiicre hattinda
da azalan 50 adet miRNA’nin ve artan 3 adet miRNA’nin yer aldigi goriilmektedir.

SKBR3 BT474

SKBR3 BT474

hsa-miR-373*
hsa-miR-33b
hsa-miR-99b
hsa-miR-34a*
hsa-miR-224
hsa-miR-301a
hsa-miR-32
hsa-miR-31

Sekil 5.13. SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinde trastuzumaba ortak yanit veren miRNA’larin
listesi. Azalan 50 miRNA’dan temsili 8 adet miRNA ve 3 adet ortak artig gosteren miRNA
listelenmistir.

hsa-miR-770-5p
hsa-miR-1248
hsa-miR-1290

5.3.2. Tamoxifen’e duyarh miRNA’larin belirlenmesi

Tamoxifen’e duyarli miRNA profilini elde etmek amaciyla BT474 ve MCF7 hiicre
hatlarindan elde edilen veriler AACt metodu kullanilarak analiz edilmis, her bir
miRNA’nin ifade seviyesi ve kat degisimleri sonucunda elde edilen grafikler Sekil 5.14 ve

Sekil 5.15°de gosterilmistir.
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10.00

1.00

Kat Deegisimi

miRNA ID

Sekil 5.14. Tamoxifen ile muamele edilmis BT474 hiicrelerinin miRNA profili. Ilac
uygulanan hiicrelerin Ct degerleri kontrol Ct degerleri ile normalize edilerek kat degisim
hesaplanmis ve grafiklestirilmistir.

BT474 hicrelerinde, tamoxifen uygulamasi sonrasinda miRNA es zamanli PZR dizin
sonucuna gore 1,5 kat ve iizeri farklilik gosteren miRNA’larin bir kismi1 Cizelge 5.6°da
gosterilmistir. Ek 4’de BT474 tamoxifen igin 1,5 kat artan ve azalan miRNA’lar tamami

listelenmistir.
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Cizelge 5.6. BT474 hicrelerinde tamoxifene duyarli 1,5 kat ve Uzeri (p<0,05) ifade
degisikligi gosteren miRNA’larin listesi

. Kat .

MIRNA ID Degisimi p degeri
hsa-miR-7-2* -2,99 1,05E-06
hsa-miR-653 -2,80 0,001343
hsa-miR-489 -2.92 0.012178
hsa-miR-7 -2,79 0,011241
hsa-miR-708 -2,74 0,002208
hsa-miR-20a* -2,54 0,000166
hsa-miR-1180 -2,49 1,95E-10
hsa-miR-31 -2,41 1,77E-07
hsa-miR-490-3p -2,42 4,65E-12
hsa-miR-335* -2,41 0,002546
hsa-miR-93* -2,28 0,004614
hsa-miR-454* -2,18 0,000992
hsa-miR-328 -2,14 0,000024
hsa-miR-499-5p -2,05 0,005311
hsa-miR-20a -1,82 0,050605
hsa-miR-19b -1,75 0,025473
hsa-miR-15b -1,62 0,033235
hsa-miR-652 -1,76 0,028933
hsa-miR-20b -2,05 0,023799
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,78 1,53E-05
hsa-miR-18a -1,82 0,024754
hsa-miR-23c -1,81 0,000530
hsa-miR-33a -1,70 0,030950
hsa-miR-32 -1,71 0,009666
hsa-let-7i* -1,51 0,051312
hsa-miR-19a -1,77 0,027150
hsa-miR-373* -1,59 0,017078
hsa-miR-23b -1,68 0,028197
hsa-miR-205 -1,54 0,035634
hsa-miR-30a* -1,67 0,031804
hsa-miR-590-5p -1,52 0,048583
hsa-miR-193a-3p 1,54 0,025433

BT474 hiicrelerinin tamoxifene verdigi yanit incelendiginde genel bir miRNA ifade azalis1
oldugu dikkat cekmektedir. Ozellikle 2 kat ve iizeri degisikliklerin ifade azalis1 seklinde
oldugu gozlenmektedir.
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MCEF7 hiicrelerinde genel duruma bakildiginda anlamhi farklilik gosteren miRNA’lar

arasinda ifadesi artan ve azalanlarin esit dagilim gosterdigi sdylenebilir (Cizelge 5.7).

I— 100.00

~~t 10.00

Kat Degisimi

miRNA ID

Sekil 5.15. Tamoxifen ile muamele edilmis MCF7 hiicrelerinin miRNA profili. Ilag
uygulanan hiicrelerin Ct degerleri kontrol Ct degerleri ile normalize edilerek kat degisim
hesaplanmis ve grafiklestirilmistir.

MCF7 hucrelerinin tamoxifen uygulamasi sonrasinda miRNA es zamanli PZR dizin
sonucuna gore 1,5 kat ve iizeri farklilik gosteren miRNA’larin bir kismi1 Cizelge 5.7°de

gosterilmistir, EK 5’de MCF7 tamoxifen i¢in 1,5 kat artan ve azalan miRNA’larin tamami

listelenmistir.
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Cizelge 5.7. MCF7 hucrelerinde tamoxifene duyarli 1,5 kat ve (zeri (p<0,05) ifade
degisikligi gosteren miRNA’lar

. Kat .

MIRNA ID Degisimi p degeri
hsa-let-7d* -6,40 0,013594
hsa-miR-628-3p -6,08 0,013848
hsa-miR-1281 -4,17 0,034981
hsa-miR-188-3p -3,82 0,041693
hsa-miR-532-3p -3,17 0,014822
hsa-miR-18b -3,01 0,024804
hsa-miR-502-5p -2,84 0,033894
hsa-miR-188-5p -2,79 0,041286
hsa-miR-100 -2,62 0,045443
hsa-miR-637 -2,58 0,016084
hsa-miR-1260 -2,22 0,049744
hsa-miR-218 -2,14 0,020834
hsa-miR-421 -2,05 0,013552
hsa-miR-9* -2,09 0,022650
hsa-miR-32 2,20 0,000501
hsa-miR-497 2,30 0,000276
hsa-miR-33a 2,46 0,007600
hsa-miR-3200-5p 4,19 8,2E-05
hsa-miR-3907 7,68 9,31E-06
hsa-miR-205 1,51 1,83E-05
hsa-miR-374c 1,53 0,041715
hsa-let-7i 1,53 0,011763
hsa-miR-200b 1,53 0,000279
hsa-miR-19a 1,57 0,002369
hsa-miR-15a 1,58 0,002195
hsa-let-7i* 1,63 0,006456
hsa-miR-16-2* 1,65 1,24E-05
hsa-miR-22 1,68 9,9E-05
hsa-miR-96 1,74 0,000317
hsa-miR-17 hsa-miR-106a 1,79 6,52E-07
hsa-miR-770-5p 1,80 0,039962
hsa-miR-664* 1,92 0,038166
hsa-miR-148a 1,96 0,005183

Tamoxifene duyarli MCF7 ve BT474 hiicrelerinde 1,5 kat azalan ve artan miRNA’lar
VENNY programi ile kesistirilmis ve 14 adet azalan, 1 adet ise artan ortak miRNA tespit
edilmistir (Sekil 5.16).

58



MCF7 BT474

hsa-miR-637
hsa-miR-7
hsa-miR-30a*
hsa-miR-328
hsa-miR-490-3p
hsa-miR-93*
hsa-miR-99b
hsa-miR-200b*
hsa-miR-340*
hsa-miR-373*
hsa-miR-1281
hsa-miR-335*
hsa-miR-625*
hsa-miR-7-2*

Hicrelerde trastuzumab ve tamoxifen cevabi kiyaslandiginda hsa-miR-373* ve hsa-miR-
99b’nin her iki ilacin muamelesinde de ortak olarak azaldigi dikkat ¢cekmektedir. Ayrica
Her iki tedavide de ortak olarak ifade artis1 gosteren miRNA hsa-miR-770-5p’dir. Bu ig

miRNA’nin meme kanseri tedavisinde hiicre tipi ve terapiden bagimsiz aday hedef olma

thtimalleri ortaya ¢ikmaktadir.
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MCF7

BT474

Sekil 5.16. Tamoxifen duyarli MCF7 ve BT474 hicrelerinde ortak farklilik gosteren
miRNA’lar. 14 tane miRNA’nin azaldigi, hsa-miR-770-5p’nin arttig1 gézlenmektedir.




5.4. Ortak Hedef Genler

Trastuzumab muamelesi sonucunda hiicre tipinden bagimsiz, tedaviye cevap olusturan

miRNA’larin arastirilmasi i¢in SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinde trastuzumaba duyarli 1,5

kat artan ve azalan miRNA’larin kesisimi bulunmustur. Bu miRNA’lar ile hedef analizine

gidilmistir. miRNA’larin hedefleri biyoinformatik analizler ile tahmini olarak tespit

edilmektedir. Ayrica farkli yontemlerle dogrulanmis hedeflerin yer aldigi veritabanlari da

bulunmaktadir. Her miRNA i¢in tahmini ve dogrulanmis hedefler “miRWalk” sitesinden

indirilerek depolanmistir. Calismada anlamli olarak kat degisimi gosteren her ortak

miRNA’nin tahmini ve dogrulanmis hedef sayilart verilmektedir (Cizelge 5.8 ve Sekil

5.17).

Cizelge 5.8. Trastuzumab duyarli ortak miRNA tahmini ve dogrulanmis hedef gen sayilari

miRNA 1D Dogrulanmis hedef gen sayisi Tahmini hedef gen sayisi
hsa-miR-373* 392 1835
hsa-miR-33b 20 1658
hsa-miR-34a* 470 844
hsa-miR-32 29 1060
hsa-miR-31 143 1224
hsa-miR-99b 38 104
hsa-miR-224 118 1205
hsa-miR-301a 15 1313
hsa-miR-770-5p 0 534
hsa-miR-1248 0 985
hsa-miR-1290 0 1485
Trastuzumab Duyarli miRNA Hedef Gen sayisi
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Sekil 5.17. Trastuzumab duyarl hiicre hatlarinda ortak miRNA’larin miRWalk ‘dan elde
edilen tahmini ve dogrulanmis hedef gen sayilarini gosteren grafik.
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Tamoxifen muamelesi sonucunda hiicre tipinden bagimsiz, tedaviye cevap olusturan
miRNA’larin arastirilmasi amaci ile MCF7 ve BT474 hicrelerinde 1,5 kat artan ve azalan
miRNA’larin  kesisimi sonucunda elde edilen ortak miRNA’larin  hedef analizine
gidilmistir. Her miRNA icin tahmini ve dogrulanmis hedefler “miRWalk” sitesinden
indirilerek depolanmistir. Calismada anlamli olarak kat degisimi gOsteren her ortak
miRNA’nin tahmini ve dogrulanmis hedef sayilart verilmektedir (Cizelge 5.9 ve Sekil
5.18).

Cizelge 5.9. Tamoxifen duyarli ortak miRNA tahmini ve dogrulanmis hedef gen sayilar

miRNA 1D Dogrulanms hedef gen sayis1 | Tahmini hedef gen sayisi
hsa-miR-1281 0 398
hsa-miR-637 2 1715
hsa-miR-7 301 3275
hsa-miR-93* 125 1402
hsa-miR-200b* 203 702
hsa-miR-7-2* 99 1833
hsa-miR-99b 38 414
hsa-miR-625* 2 424
hsa-miR-335* o7 3968
hsa-miR-340* 9 563
hsa-miR-328 28 1494
hsa-miR-490-3p 2 930
hsa-miR-30a* 507 1481
hsa-miR-373* 392 1835
hsa-miR-770-5p 0 534
Tamoxifen Duyarli miRNA Hedef Gen sayis1
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Sekil 5.18. Tamoxifen duyarli hiicre hatlarinda ortak miRNA’larin miRWalk‘dan elde
edilen tahmini ve dogrulanmis hedef gen sayilarini gosteren grafik.
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5.5. Ortak Hedef Genlerin Yolak Analizi

Biyoinformatik olarak dogrulanmig miRNA hedeflerinin rol aldig1 yolaklar web tabanli
WebGestalt yolak analiz programi kullanilarak KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes)  (http://www,genome,jp/kegg/pathway,html)  veritaban1  {izerinde tespit

edilmistir.

Trastuzumab duyarh miRNA’lar ve hedefledikleri yolaklar

Trastuzumab duyarli miRNA profilini elde etmek amaciyla SK-BR-3 ve BT474 hicre
hatlarinda es-zamanli PZR dizin ¢alismas1 yapilmis ve her bir miRNA’nin ifade seviyesi ve
kat degisimleri belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da ortak olarak 1,5 kat ve (zeri artan
miRNA’lar hsa-miR-770-5p, hsa-miR-1248 ve hsa-miR-1290 olarak belirlenmistir.
Anlamli olarak farklilik gosterdigi bulunan 3 miRNA’nin hedef genleri ile yolak analizleri
gerceklestirilmis yolak analiz sonucu Cizelge 5.10°de verilmistir. Ortak yolaklara
bakildiginda trastuzumab cevabi i¢in 6nemli oldugu bilinen ErbB sinyal yolagi (Sekil
5.19), sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, fokal adezyon sinyal yolagi, kalsiyum sinyal
yolagi, metabolik sinyal yolaklar1 ve kanser sinyal yolaginin zenginlestigi tespit edilmistir.
Ayrica trastuzumab duyarli bu ii¢ ifade artis1 gosteren miRNA’nin dstrojen reseptoriinii de

hedef aldig1 belirlenmistir.

Cizelge 5.10. SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinde ifadesi artan hsa-miR-770-5p, hsa-miR-
1248 ve hsa-miR-1290’a ait hedeflerin yolak analizi sonuglari

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p-degeri
Metabolik yolaklar 126 7,04e-16
Kanser yolaklar1 52 2,95e-12
Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi 43 1,50e-10
Kalsiyum sinyal yolagi 38 7,84e-13
Aktin regulasyonu 37 5,04e-10
Fokal adezyon sinyal yolagi 34 5,17e-09
Norotropin sinyal yolag 26 9,88e-09
ErbB sinyal yolagi 21 1,75e-08
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Sekil 5.19. Trastuzumab hedefi olarak bilinen ErbB sinyal yolaginda, EGF, HB-EGF,
ErbB1, ve ErbB4 gibi genlerinin KEGG yolak analiz sonucu. miRNA hedefleri kirmizi ile
gosterilmektedir.

SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinin trastuzumab cevabi sonucunda ortak olarak 1,5 kat ve
Uzeri azalan hsa-miR-373* (hsa-miR-373-3p), hsa-miR-33b, hsa-miR-500a, hsa-miR-34a*
(hsa-miR-34a-3p), hsa-miR-224, hsa-miR-301a, hsa-miR-32 ve hsa-miR-31 olmak Uzere 8
adet miRNA tespit edilmistir.

Her iki hiicre hattinda da trastuzumab duyarli miRNA profiline bakildiginda ¢ok sayida
azalan miRNA olmas1 dikkat ¢cekmis ve bu miRNA’lar ER/HER arasindaki karsilikli
etkilesimi agiklamak agisindan 6nemli goriilmiistiir. HER2 sinyal yolagi trastuzumab ile
kapatildiginda ER sinyal yolagi acilarak kanser hiicresinde biiyliime ve ¢ogalma islemlerini
gerceklestiren RAS, PI3K, VEGF gibi kanser yolaklar: tekrar aktiflesmektedir ve bir siire
Azalan bu miRNA’larin hedefledigi

sonra hicre HER2 direngi kazanmaktadir.

genlerindeki artis ile kanser yolaklarinda tekrar aktiflesme gergeklesebilir (Sekil 5.20).

63



o C D OO o
PATHWAYS [N CANCER Teswsterone N Dhoe- O e

[(PTCHI = sm0 |
Florgin)
Furuarate B UL
VHL | Fhxl
Malat O
Mitochondrion
[occ | T “@I\\
~
N
~.
\\
~.
\\
Tissu imvasion o
— & meastoss S
ECAD | foaterin[ll —— — ——— —— — ——| [Bedmm |~ _ .
~ N

T “a \A
— ey - T
ol [Pzt »[ D | Gaka T S
- — -~
Wit signaling 3 N
pathiray ~ \
) hY

\ \ \)/ N
iﬁg PI3K-Akt \\ A Nt
signaling gty [cosxa] O
ECMweceplor Focal adhesion Y
e T
=y miTOF erling [Botzr) [TRaFs] ™ Sen
' i (o it ———,
___________________ —
————————————— T K
,,,,,,,,,, T
iiiiiiiiiiii -—-’// f{
: (B~
—————————————————— S
[
w7
TECE] Tt mierachon
J
- — — rs
i
TSIy R S
ERBB2 L
PDGF PDGFR VEGF
[roos —{rpgm " o]
wlam]
-Fi
[ e+l | [omc |+
J—— e 2] I
RETFIC|
ke bl _{_ !
FoE MAFE sl

Sekil 5.20. Trastuzumab duyarli hiicrelerde azalan miRNA’larin kanser yolaklarini tekrar
aktiflestirdigini gosteren KEGG yolak analiz sonucu. miRNA hedefleri kirmizi ile
gosterilmektedir.

Tamoxifen duyarh miRNA’lar ve hedefledikleri yolaklar

Tamoxifen duyarli miRNA profilini belirmek i¢in MCF7 ve BT474 hiicre hatlarinda qRT-
PCR array caligmast yapilmis ve her bir miRNA’nin ifade seviyesi ve kat degisimleri
belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da ortak olarak 1,5 kat ve (zeri artan tek miRNA hsa-
miR-770-5p olarak belirlenmistir. Anlamli olarak artig gOsterdigi bulunan miRNA’larin
hedef genleri ile yolak analizleri gerceklestirilmis ve yolak analiz sonucu Cizelge 5.11°de
verilmigtir. Ortak yolaklara bakildiginda tamoxifen cevabi i¢in 6nemli oldugu bilinen
MAPK sinyal yolagi (Sekil 5.21.), hiicre dénglsi sinyal yolagi, fokal adezyon sinyal

yolagi ve kanser sinyal yolaginin zenginlestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 5.11. Tamoxifen duyarli MCF7 ve BT474 hiicrelerinde ifadesi artan miRNA’lara
ait hedeflerin yolak analizi sonuglari

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p-degeri
Kanser yolaklar1 119 9,83e-117
MAPK sinyal yolagi 56 1,29e-39
Fokal adezyon sinyal yolagi 55 1,56e-45
Hiicre dongiisii sinyal yolagi 39 3,50e-35
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Sekil 5.21. Tamoxifen duyarli hiicrelerde MAPK sinyal yolaginda, TNF, TGFRB, ERK, ve
AKT gibi genlerinin KEGG yolak analiz sonucu. miRNA hedefleri kirmizi ile
gosterilmektedir.

MCEF7 hiicre hattinda tamoxifen duyarli 18 tane artan miRNA tespit edilmis ve bunlardan
hsa-770-5p, hsa-miR-22, hsa-miR-19a, hsa-miR-17,hsa-let-7i’nin dogrulanan hedefleri
arasinda ostrojen reseptoriini kodlayan ESR1 ve ESR2 genlerinin yer aldigi gézlenmistir.
Bununla birlikte BT474 hiicrelerinde tamoxifen cevabi aymi  duyarlilikta
gergeklesmemistir. Bu durumun her iki hiicre arasinda var olan ER/PR/HER2 gibi

histopatolojik durumlarinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.
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Trastuzumab ve tamoxifen duyarli hiicre hatlarinda ortak olarak artig gésteren hsa-miR-
770-5p’nin hedef genleri ile yolak analizleri gergeklestirilmistir (Cizelge 5.12). Ortak
yolaklara bakildiginda trastuzumab cevabi i¢in Onemli oldugu bilinen ErbB sinyal
yolaginin varihi@inin yaninda tamoxifen icin énemli olan Gstrojen sinyal yolaginin varlig
dikkat gekmektedir. Ayrica MAPK sinyal yolagi ve Wnt sinyal yolagi gibi kanserde
etkinligi bilinen sinyal yolaklarinin zenginlestigi tespit edilmistir. hsa-miR-770-5p’nin
hedef genleri arasinda ErbB sinyal yolaginda yer alan EGF ve NRG2 genlerinin varligi
ayrica Ostrojen sinyal yolaginin dnemli bir pargasi olan ESR2 geninin varlig1 gézlenmistir

(Sekil 5.22).

Cizelge 5.12. Trastuzumab ve tamoxifen duyarli hiicrelerde ifadesi artan hsa-miR-770-
Sp’ye ait hedeflerin yolak analizi sonuglari

Yolak Ismi Hedef Gen Sayisi p-degeri
MAPK sinyal yolagi 6 0,0333
Hiicre dongiisii sinyal yolagi 5 0,0095
Endositosis 5 0,0380
Whnt sinyal yolagi 4 0,0407
Norotropin sinyal yolagi 4 0,0380
ErbB sinyal yolagi 3 0,0582

MCF7, BT474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde her iki ilacin cevabi olan miRNA’larin kesisimi
alinmig ve hsa-miR-770-5p artan tek miRNA iken hsa-miR-373*, hsa-miR-490-3p, hsa-
MiR-99b ise azalan miRNA’lar olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5.22. hsa-miR-770-5p’nin ErbB sinyal yolaginda, EGF, NRG2, ve JNKK genlerinin
KEGG yolak analiz sonucu. miRNA hedefleri kirmiz1 ile gosterilmektedir.

Ayrica kullanilan hiicre hatlarinda ifadesi degisen miRNA’lar kesistirildiginde 38
miRNA’nin tiim hiicre hatlarinda ila¢ bagimsiz olarak ortak oldugu gozlenmis ve
bunlardan 13 tanesinin SK-BR-3 ve BT474 hiicrelerinde azalirken; MCF7 hiicrelerinde
artan ifade gostermesi dikkat cekmistir (Cizelge 5.13). Bilindigi iizere SK-BR-3 ve BT474
hucreleri HER2+ iken MCF7 hicresi HER2-‘dir. Bu durum bahsedilen miRNA’larin
HER?2 profili ile iligkili olabilecegini akillara getirmektedir.
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Cizelge 5.13. Tim hiicre hatlarinda ilag bagimsiz olarak HER2 profilini gdsteren
miRNA’lar

miRNA ID SK-BR-3 BT474 MCF7
hsa-miR-489 -1,3112 -2,9231 1,04367
hsa-miR-19b -1,4348 -1,7502 1,36762
hsa-miR-15b -1,4348 -1,6161 1,05824
hsa-miR-20a -1,5061 -1,8182 1,24977
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,5183 -1,7777 1,77871
hsa-miR-19a -1,5219 -1,7685 1,57098
hsa-miR-205 -1,5592 -1,5449 1,50699
hsa-miR-20b -1,5865 -2,0527 1,13813
hsa-miR-33a -1,7181 -1,6964 2,46514
hsa-let-7i* -1,8161 -1,5079 1,63203
hsa-miR-18a -1,8932 -1,8245 1,19472
hsa-miR-32 -2,1006 -1,7142 2,20636
hsa-miR-590-5p -2,1597 -1,5236 1,08799
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. Tartisma

Bu calismada tamoxifene duyarli ER+ ve trastuzumaba duyarli HER2+ hiicre hatlarinda
mikroRNA profilini elde etmek amaciyla yiiksek islem kapasiteli es-zamanli PZR dizin
(QRT-PCR array) yontemi kullanilmistir. ER+ ve HER2+ meme kanseri hiicre hatlarina
uygulanan iki farkli ilag ile ortaya g¢ikan miRNA’larin varligi bu ilaglarin miRNA

boyutunda etki mekanizmalarini agiklamak i¢in faydali olacagi diistiniilmiistiir

Yapilan ¢aligma teknik olarak ele alindiginda, hibridizasyon esasina dayali bir yontem olan
mikrodizin yonteminin aksine yine yiiksek islem kapasiteli bir yontem olan, ayn1 zamanda
altin standart olarak da kabul edilen es-zamanli PZR dizin (qQRT-PCR Array) yontemi
tercih edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu tabanli bir yontem olmasi sonuclarin
giivenilirligini arttirmakla birlikte mikrodizin deneyleri sonucunda ifade farkliligi gosteren
miRNA’larin es-zamanli PZR gibi altin standart kabul edilen bir bagka yontem ile

dogrulanmasi gerekliligini ortadan kaldirmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda mikroRNA’larin (miRNA) bulunmasi ve hiicrede ¢ok
onemli islevlere sahip olduklarinin gosterilmesi bu molekiilleri de meme kanseri
olusumunda ve gelisiminde rol alan siipheliler listesine koymustur ve mRNA ifade
profilleri ile aciklanamayan farkliliklar miRNA c¢ipleri ile arastirilmaya baslanmistir.
miRNA c¢ipleri sayesinde meme kanserine sebep olabilecek hedef miRNA’lar bulunmaya
baslanmigtir. miR-125a ve miR-125b’nin meme karsinogenezinde 6nemli olan HER2 ve
HER3 genlerini ayrica kanserde Onemli rolii olan c-RAF geninin ifadesini azaltig
bilinmektedir (82,85). Invazyon ve metastatik potensiyeli olan meme kanseri hiicre
hatlarinda miR34’tin direkt olarak Fral geninin mRNA ve protein ifadesini baskiladig
bildirilmistir (86). miR-31’in metastatik meme kanseri ile iligkili bircok genin ifadesini
baskiladig1 gosterilmistir (87). Yapilan bir¢cok ¢alisma mikroRNA’larin meme kanserinde
bilinen mekanizmalar1 etkileyebildigini gostermekte ve bu diizenleyici RNA
molekdllerinin tedavi strecinde rol alabilecek alternatif hedef molekil olabilecegi fikrini

akillara getirmektedir.
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Meme kanseri korunmasi ve terapideki son yeniliklere karsin 2010 yilinda tiim diinyada
yaklasik 425.000 6liim ile kadinlarda 6nemli malignansiler arasinda yerini korumaktadir
(88). Meme kanseri heterojenik bir hastalik olup gesitli tiimor ozellikleri farkli tedavi
cevaplarini olusturmaktadir. Son yillarda molekiiler biyolojisi temel alinarak yapilan meme
kanseri siniflandirilmasina paralel olarak arastiricilar tarafindan tiimor olusumu, korunmasi
ve yayilmasinda yer alan siiregleri kontrol eden sinyal yolaklari incelenmeye baslanmaistir.
Tiumor gelisiminde gerekli olan ve sonradan gesitli diizenlemelerle edinilen 6zelliklerden
olan hiicre ¢ogalmasmin siirekliligi, biiylime kontrol mekanizmalarindan kagis, hiicre
Olimiine direng, sinirsiz ¢ogalma kapasitesi, genomik dengesizlik, invazyon ve yayilma
gibi mekanizmalar degerlendirilmistir. Klasik olarak meme kanseri histopatolojik
ozellikleri (ER, PR ve HER2) kullanilarak farkli klinik alt tiplere simiflandirilmistir.
Hormon reseptor pozitif (HR+) HER2 pozitif (HER2+) ve her iki reseptor negatif olarak
ayrilan bu alt tipler farkli biyolojik davranislar ve tedavi duyarlilig1 gostermektedir.

Meme kanseri hastalarinin ¢ogunun Sliim hizi tiimdrlerin Ostrojen resptorii tagimasi ile
iliskilidir (89). Calismada ER(+) oldugu bilinen hiicre hatlarinda tamoxifen uyglamasi
sonucunda ilaca duyarli mikroRNA profili belirlenmis ve hsa-miR-770-5p, hsa-miR-22,
hsa-miR-19a, hsa-let-7i, hsa-miR-200b, hsa-miR-17 gibi mikroRNA’larin artan ifade
profili gosterdigi belirlenmistir. Belirtilen miRNA’larin hedef genleri igerisinde ESR1 ve
ESR2 genlerinin varhigi dikkat ¢ekmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesi gibi pek g¢ok
hicresel fonksiyonu destekleyen ligand duzenleyici trankripsiyon faktdrlerinden olan
Ostrojen reseptorii, ESR1 geni tarafindan kodlanan ERa ve ESR2 geni ile ifade olan ER
olmak {iizere iki farkli reseptdrden olusur (90,91). Steroid hormon olan 6stradiol (E2) ERa
ve ERP’nin baslica ligandidir ve normal kosullarda hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasini
kontrol eder (92). Estradiol ile aktive olan ERa hiicre ¢ogalmasi ver apoptozdan kacis
uyariminda 6nemli rol oynamaktadir (93). Estradiolun biyolojik etkisi hem cekirdekte
genomik transkripsiyonel etki aracaligiyla hemde ERa ile ¢ekirdek disinda genomik
olmayan etkileme ile gerceklesir. Klasik genomik ER transkripsiyon mekenizmasinda,
ERa reseptoriine E2 baglandiginda reseptoriin sekli degisir. Aktif ER dimerize olur ve
dimer direkt yada dolayli olarak Ostrojen yanit elementlerine (ERE) baglanarak. hicre
¢ogalmasi ve devamliliginda yer alan genleri hedef alir (94). Calismada ESR1 ve ESR2

genlerini hedef alan ve bu genlerin ifadesini azaltan mikroRNA’larin varligi tamoxifen
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varliginda bu miRNA’larin ER’yi baskilayarak E2 sentezini engeleyecegi, hiicre

cogalmasini dururabilecegi ve hiicreyi apoptoza siirekleyecegi tahmin edilmektedir.

ER pozitif meme kanseri tedavisinde aromataz inhibitorleri ya da anti-Ostrojen etkisi
gosteren molekiiller ile E2 sentezinin kapatilmasi ilk secenek olmasina ragmen yaygin
olarak hormonal terapiye karsi direng olusur ve bu direnci IGF-IR ve EGFR/HER2
reseptor fonksiyonunu artirarak yansitir (95). ER, AP-1 (aktivator protein-1), SP-1
(spesifite protein -1), NFKB gibi diger transkripsiyon faktorleri ile baglanarak gen
ifadesini saglamaktadir. Bu alternatif genomik yolak klasik olmayan ER genomik yolag:
olarak bilinir. ER bu yol araciligiyla bir¢ok reseptor tirozin kinaz (RTK) (6rnegin HER2,
IGF-IR) ve MAPK ya da AKT gibi alt sinyal yolaklari ile hizli etkilesime girmekte ve
hiicrenin devamlilig1 saglanmaktadir. Calismamizda tamoxifen uygulamalari sonrasinda
azalan pekcok miRNA tespit edilmistir. Bu mikroRNA’larin varligi tamoxifen uygulamasi
sonrasinda artan ifade gosteren miRNA’lar ile Ostojen resptorii ve dolayisiyla E2 sentezi
baskilanirken genomik olmayan sinyal iletim sistemi ile hormanal terapiye direnc yaratarak
buylmenin EGFR/HER2 veya IGFR gibi diger reseptorler araciligiyla devam
edebilecegini gostermektedir. Tamoxifen varliginda azalan bu mikroRNA’larin hedefleri

arasind IGFR, IGF ve MAPK ailesi tiyelerinin varligi bu fikri desteklemektedir.

Meme kanserinde hiicre ¢gogalmasinin siirekliligi mekanizmalarindan biri de HER2 sinyal
yolagidir. HER2, HER ailesine ait membran reseptorii olup homo yada heterodimer
olusumu ile tirozinkinaz fonksiyonunu aktif hale getirir. Bu reseptdr 3 temel sinyal
yologmin aktiflesmesinde rol alir: Ras/Raf/MAPK, JAK/Stat ve PI3K/Akt/mTOR (96). Bu
tic yollak biiylime ve hiicrenin varligini siirdiirmesi, ¢ogalma, boliinme, metabolizma ve
yayilmasi gibi hiicresel fonksiyonlar icerir. Calismada trastuzumab varliginda hsa-miR-
770-5p, hsa-miR-3176, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-193b, hsa-miR-106b, hsa-miR-1290 ve
hsa-miR-1248 gibi ifade artist gosteren mikroRNA’lar tespit edilmistir. Bu
mikroRNA’larin hedefleri arasinda ErbB ailesi iiyelerinden olan EGFR ve ErbB4 olmasi
ayrica Ras/MAPK yolaginda yer alan bazi genlerin varlig1 ve PI3K/Akt iletim sisteminde
yer alan PTEN varlig1 dikkat ¢ekmistir. HER sinyal yolaginda HER agir1 ifadelenmesi ile
PI3K/Akt yolaginda Akt’in aktif hale gelmesi, genetik ve epigenetik mekanizmalar ile

PTEN ifadesinde azalma oldugu bilinmektedir (97). Trastuzumab varliginda artan
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mikroRNA’larin hedef genlerin ifadesini azaltacagi ve bdylece kanser yolaklarinda

gerileme olacag diisiiniilebilir.

Ayrica trastuzumab varliginda HER2+ hicrelerde hsa-miR-373-3p, hsa-miR-33b, hsa-
miR-34a*, hsa-miR-22, hsa-miR-301b, hsa-let-7i, hsa-miR-17 gibi azalan mikroRNA
profili saptanmigtir. Son zamanlarda HER sinyal yolagini etkin sekilde kapatabilen ilaglar
klinik uygulamalarda yerini almaktadir. Monoklonal antikorlar olarak bilinen bu ilaglardan
FDA onayli olanlar trastuzumab, pertuzumab, trastuzumab emtasin’dir (T-DM1). Bu
ajanlarin etkinligine ragmen HER2+ tiimoérlerde HER sinyal yologinin yeniden aktif olmasi
ya da alternatif kagis yolaklarinin etkin hale gelmesi ile direng olusmaktadir. Klinik dncesi
ve klinik ¢aligmalarla meme kanserinde ER ve HER2 ifadesi arasinda ters etki oldugu
gosterilmistir  (98). Meme kanserinde klinik o6ncesi modellerde HER2’nin HER
sinyalindeki blokaji1 ile ER seviyesinin artig1 gosterilmistir (99). Trastuzumab varliginda
azalan mikroRNA’lar i¢inde hsa-mir-22, hsa-let-7i ve hsa-miR-17 gibi ESR1 ve ESR2
genlerini hedef alan miRNA’larin negatif regiilasyonu ile ER artisinin muhtemel olacagi
diigiiniilmiistir. Dolayusi ile trastuzumab ile HER2 yolagi baskilanirken hiicre direng
mekanizmasi, miRNA’lar iizerinden ER yolagini aktif hale getirip kacis yolu bulabilir. ER
ve HER2 sinyal yolaklar1 arasindaki ¢ift yonlii molekiiler karsilikli etkilesim varligr bu
fikri desteklemektedir.

Meme kanserinde hiicre g¢ogalmasi ve varligini siirdiirmesinde ER ve HER2 sinyal
yolaklar1 baskin rol almaktadir. Bu nedenle bu sinyal yolaklarini hedef alan terapiler etkin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte hem endokrin hem de anti-HER2 terapilerine
kars1 olusan direng temel klinik sorunlardan biridir. ER ve HER2 sinyal yolaklari
arasindaki ¢ift yonlii molekiiler karsilikli etkilesim varlig ilgi uyandirmaktadir. Caligmada
trastuzumab ve tamoxifen varliginda hsa-miR-770-5p hiicre bagimsiz olarak artan tek
mikroRNA’dir. Bu mikroRNA’nin hedefleri arasinda ErbB ailesi {iyeleri ve ESR2 geninin
olmasi dikkat gekicidir. Trastuzumab varliginda HER2 reseptorleri bloklanarak Akt ve
MAPK ifadelerinde azalma gozlenecegi diisiiniilmektedir. Bu azalmaya bagli olarak ER
sinyal yolaginin etkin hale gececegi ve hiicresel ¢ogalma ve hayatta kalmanin saglandig
bilinmektedir (99). Calismamizda trastuzumab uygulamasi sonucunda hsa-miR-770-5p’nin

attigr goriilmustlr. Bu mikroRNA’nin hedefleri arasinda ESR2 geninin olmasi, ERp’ya
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baglanarak ER’1 inhibe edebilecegini ve bdylece trastuzumab varliginda etkin hale gelmesi

muhtemel ER sinyal yolaginin ifadesini azaltabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1. Trastuzumab varliginda hsa-miR-770-5p ile ER/HER karsilikli etkilesiminin
kapatilabilecegini gosteren temsili grafik. Solda yer alan (A) bolim normal kosullarda
HER reseptoriiniin aktifleserek biiyiime ve invazyonu sagladigini gostermektedir. B kismi
ise trastuzumab varliginda ER’nin aktif oldugu ve hsa-miR-770-5p’nin ER ‘yi baskilayarak
hiicre ¢ogalmasini baskilayabilecegini gosterilmektedir.

Tamoxifen varliginda ER reseptdrii inhibe olacagindan aralarindaki ters korelasyon

diistintildiiglinde HER?2 ifadesi artacak ve HER sinyal yolaginin altinda yer alan AKT ve

MAPK ifadelerindeki artis ile cogalma, hayatta kalim ve yayilma saglanacaktir. Caligmada

artan hsa-miR-770-5p’nin hedefleri arasinda ErBB ailesi iiyelerinin varligi goz Oniinde

bulunduruldugunda tamoxifen varliginda ER/HER karsilikli etkilesimi sebebiyle bu
miRNA’nin agir1 ifade olan HER2 ifadesini baskilayabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. Tamoxifen varhiginda hsa-miR-770-5p ile ER/HER karsilikli etkilesiminin
kapatilabilecegini gosteren temsili grafik. Sagda yer alan (A) kisimda normal kosullarda
ER reseptoriiniin aktifleserek biiylime ve invazyonu sagladigini gostermektedir. B kismi
ise tamoxifen varliginda HER’niin aktif oldugu ve hsa-miR-770-5p’nin HER ‘yi
baskilayarak hiicrenin devamliligin1 engelleyebilecegi fikrini gdsterilmektedir.

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak her iki ilag muamelesi sonucunda ifadesi artan hsa-miR-
770-5p’nin  ER/HER karsilikli etkilesimini engelleyebilecegi bununla birlikte ilag

uygulamasi sonucunda hiicrede olusacak direnci ortadan kaldirabilecegi dngoriilebilir.

Calismada hsa-miR-99b ve hsa-miR-373*’nin hiicre bagimsiz ve ila¢ bagimsiz olarak
azaldigi saptanmistir. Bazi ¢alismalar meme kanserinde ERa‘nin IGF-IR’ye baglanarak
sinyal iletimini aktiflestirmesiyle biiylime faktor yolaklari ile ¢ekirdek disinda bulunan
ERo arasinda mekanik bir baglanti oldugunu tahmin etmektedir (93). IGF-IR hiicre
farklilagsmasi ve gogalmasini igeren hiicresel islemlerde 6nemli bir sinyal yolagidir (95).
EGFR tip 1 reseptor tirozin kinaz olup apoptozdan korunma, yayilma ve hiicre ¢ogalmasi
gibi biyolojik siireglerde yer alir (100). Ilging bicimde hem IGF-IR ve hem de EGFR
MAPK/Akt ‘in etkin oldugu ortak bir alt sinyal yolagin1 baslatirlar. Estradiol’un meme
kanserinde IGF-IR, EGFR ve MAPK i¢inde bulundugu pek ¢ok sinyal molekiiliinii hizlica
aktif hale getirdigi bilinmektedir (101). EK olarak blyiime faktor reseptorleri, intraseliler
proteinler ve sitoplazma yada ¢ekirdekte bulunan steroidler arasindaki karsilikli etkilesim
kanser hiicre buyumesini dizenler (102). Genomik olmayan ERa etkisi ve biiyiime faktorii
reseptor iletimi arasindaki karsilikli etkilesim endokrin diren¢ olusma mekanizmalarindan
biridir (103). ER’nin genomik olmayan transaktivasyonunda AP-1 koaktivatorii gorev alir

ve ER’yi aktif hale getirerek IGF-IR iletim sistemini tetikler ve bu iletim sistemi altinda
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yer alan MAPK ve Akt yolaklart agilir. Artan ifade gésteren hsa-miR-770-5p’nin hedefleri
arasinda ErbB ailesinden EGFR ve HER2 ve ErbB4 ayrica ESR2 geninin oldugu
gbzlenmis ve artan hsa-miR-770-5p ile bu reseptorlerin ifadesinin azalacagi diistiniilmiistiir
bu sayede ER/HER2 karsilikli etkilesimin susturulabilecegi tahmin edilmistir. Ancak
ER/IGF-IR arasindaki karsilikl etkilesim bloklanamadigi i¢in hiicre biiylimesinin tamamen
durmast ihtimali diisiik olacaktir. Calismada her iki ilag varliginda da ortak azaldigi
gozlenen hsa-mir-99b’nin dogrulanmis hedefleri icinde jun (AP-1), IGF-IR ve IGF Akt
gibi genlerin bulundugu gorilmistiir. Bilindigi tizere AP-1 ER’nin genomik olmayan
transkripsiyonunda koaktivatdr olarak gorev alir ve ER’nin transkripsiyonu saglar. ER
varliginda onunla sinerjik etki gosteren IGF-IR ifadesi de artacaktir. IGF-IR iletim
sisteminin altinda yer alan MAPK ve Akt sinyal iletim mekanizmalar1 aktiflesecek ve
¢ogalma devam edecektir. Bu fikri hsa-miR-373-3p’nin dogrulanan hedefleri arasinda olan
ve MAPK iletim sisteminde yer alan MAPK14 (p38 MAPK), MAPKI1IP1L ve
MAPK3K12 genleri desteklemektedir. Tiim hiicre hatlarinda ila¢g bagimsiz olarak artan
hsa-miR-770-5p’nin hiicre biiyiimesini tamamen durduramama nedeninin ortak olarak
azalan hsa-miR-99b ve hsa-miR-373*’nin tetikledigi IGFR iletim sisteminin aktif kalmasi

ile agiklanabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. ER/HER-IGFR arasindaki karsilikli etkilesim ve bu iletim sisteminde rol alan
ortak miRNA’lar1 gosteren temsili grafik. hsa-miR-770-5p’nin ifade artisina ragmen
hiicrenin biiylimesinin tamamen durdurulamama nedeni agiklamaktadir.
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6.2. Sonug

Bu calisma sonucunda;

>

Iki farkli meme kanseri alt-tipine uygulanan iki farkli ilag ile ortaya ¢ikan duyarli
miRNA’lar arasinda farklilik gosteren ve ortak olan miRNA listeleri saptanmaistir.
Iki farkli meme kanseri alt-tipine uygulanan tamoxifen ve trastuzumab duyarli
miRNA’larin hedefledigi genler bulunmus, yolak analizleri gerg¢eklestirilmistir.
Tamoxifen ve trastuzumab duyarlt mikroRNA’larin hedeflerinin kanserde etkinligi
bilinen MAPK yolagi, Wnt sinyal sistemi ve ErbB iletim yolaginda rol aldiklari
tespit edilmistir.

Kullanilan (¢ hiicre hattinda ifadesi anlamli olarak degisen miRNA’lar kesistirilmis
ve 38 miRNA’nin tiim hiicre hatlarinda ilag bagimsiz olarak ortak oldugu
gbzlenmistir. Bu grup igerisinde reseptdr profiline bagl olarak ilag duyarlilig
gosteren mikroRNA ’lar belirlenmistir.

Tamoxifen ve trastuzumab uygulamalari sonucunda biitiin hiicrelerde anlamli
olarak artig gosteren tek miRNA hsa-miR-770-5p olarak saptanmistir ve bu
miRNA’nin hedefleri incelendiginde ER+ ve HER+ meme kanserlerinde bu iki
reseptor arasindaki karsilikli etkilesimi engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir.

llag ve iki farkli meme kanseri alt-tipinden bagimsiz olarak anlamli azalma

gosteren 2 mMiRNA’nin (hsa-miR-99b ve hsa-miR-373*) varligi tespit edilmistir.

Bu U¢ mIRNA meme kanserinde var olan tedavilerin etkisini arttirmak i¢in hedef

olarak ya da potansiyel terapatik hedef miRNA olarak belirlenmistir.
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Ileride yapilmas diisiiniilen ¢calismalar asagida siralanmistir;

> Ifadesi artan tek miRNA olan hsa-miR-770-5p ve ifadesi azalan hsa-miR-99b ve
hsa-miR-373* ile fonksiyonel ¢alismalar gergeklestirilmesi,

» Bu miRNA’larm etkinlikleri 6zellikle ER/PR ve HER2 reseptor ifadesi olmayan ve
digerlerine kiyasla kotii prognoz ile seyreden Uc¢li negatif meme Kkanseri
hucrelerinde test edilmesi,

» ER/HER arasindaki karsilikli etkilesimi miRNA boyutunda agiklayabilmek
amaciyla fonksiyonel ¢aligmalar yapilmasi,

» mikroRNA’larin hedef validasyonu amaciyla segilecek olan hedef proteinlerin

Western blot teknigi ile dogrulanmasi planlanmaktadr.
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8. EKLER

Ek 1 Trastuzumab ve Tamoxifen belirlenen doz uygulamalari sonucunda elde edilen

absorbans degerleri

Cizelge 8.1. SK-BR-3 hiicrelerinin 72 saat boyunca Trastuzumab ile muamelesi sonrasi
elde edilen yeni absorbans degerleri

300 60 30 2 0,5 0,1 0,05
Blank HK
ug/ml pg/ml pg/ml | pg/mi ug/ml ug/ml pg/ml

0,163 | 2,482 1,354 1,183 1,476 1,226 1,370 2,038 2,302 flag

0,158 | 2,483 1,294 1,200 1,350 1,245 1,428 1,584 2,011 flag

0,160 | 2,595 1,364 1,246 1,342 1,171 1,543 1,520 2,233 flag

0,163 | 2,516 2,076 2,230 2,142 2,530 2,329 2,344 1,747 PBS

0,157 | 2,527 2,342 2,376 2,374 2,389 2,232 2,282 1,801 PBS

0,155 | 2,448 2,351 2,346 2,227 2,359 2,286 2,374 1,865 PBS

Cizelge 8.2. SK-BR-3 hiicrelerinin 144 saat boyunca Trastuzumab ile muamelesi sonrasi
elde edilen yeni absorbans degerleri

Blank HK 300 60 30 2 0.5 0.1 0.05
pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi pg/mi

0,282 2,587 1,166 1,004 1,025 0,784 0,932 0,882 2,053 flag

0,277 2,650 0,998 0,922 1,190 0,854 0,985 0,963 2,160 flag

0,216 2,687 1,116 1,005 1,250 0,841 1,038 0,870 2,124 flag

0,135 2,679 2,466 2,409 2,488 2,370 2,159 2,526 2,404 PBS

0,125 2,560 2,405 2,518 2,311 2,397 2,325 2,433 2,463 PBS

0,124 2,358 2,439 2,446 2,148 2,296 2,309 2,583 2,612 PBS
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Cizelge 8.3.BT474 hiicrelerinin 72 saat boyunca Trastuzumab ile muamelesi sonrasi elde
edilen yeni absorbans degerleri

Blank HK 300 60 30 2 0,5 0,1 0,05
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

0,134 | 0,729 0,362 0,351 0,363 0,356 0,420 0,421 0,629 flag

0,137 | 0,775 0,432 0,361 0,370 0,361 0,412 0,420 0,631 flag

0,130 | 0,778 0,423 0,395 0,377 0,380 0,433 0,425 0,740 flag

0,109 | 0,592 0,720 0,644 0,680 0,661 0,633 0,720 0,811 PBS

0,109 | 0,589 0,742 0,669 0,673 0,649 0,648 0,740 0,686 PBS

0,108 | 0,585 0,705 0,671 0,697 0,660 0,615 0,665 0,785 PBS

Cizelge 8.4. BT474 hiicrelerinin 144 saat boyunca Trastuzumab ile muamelesi sonrasi elde
edilen yeni absorbans degerleri

300 60 30 2 0,5 0,1 0,05
Blank HK pg/ml pg/ml pg/ml | pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml

0,148 0,833 0,360 0,318 0,342 0,326 0,348 0,328 0,614 flag

0,145 0,913 0,384 0,341 0,363 0,362 0,330 0,361 0,665 flag

0,142 0,918 0,365 0,378 0,390 | 0,357 0,381 0,347 0,598 flag

0,137 0,827 0,759 0,861 0,844 | 0,834 0,886 0,874 0,706 PBS

0,140 0,838 0,753 0,897 0,834 | 0,848 0,935 0,830 0,796 PBS

0,135 0,903 0,790 0,827 0,866 | 0,803 0,799 0,794 0,724 PBS

Cizelge 8.5. MCF7 hicrelerinin 72 saat boyunca tamoxifen ile muamelesi sonrasi elde
edilen absorbans degerleri
Blan 40 20 10 5 2 1 0,50 0,25

k HK po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,302 | 1,951 | 1,110 1,068 1,389 1,430 1,617 1,521 | 1,644 | 1,628 flag

0,290 | 2,053 | 1,003 | 1,154 | 1,408 1,674 | 1,784 | 1566 | 1,679 | 1,686 flag

0,282 | 1,981 | 0,934 1,115 1,595 1,393 1,741 1,589 | 1,719 | 1,708 flag

0,347 | 1,953 | 1,494 1,565 1,774 1,593 1,660 | 0,139 | 1,694 | 1,626 | DMSO

0,328 | 1,911 | 1,495 1,710 1,682 1,576 1558 | 0,135 | 1,643 | 1,589 | DMSO

0,384 | 2,026 | 1,712 1,902 1,866 1,824 | 1,830 | 0,132 | 1,585 | 1,509 | DMSO
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Cizelge 8.6. MCF7 hicrelerinin 72 saat boyunca tamoxifen ile muamelesi sonrasinda elde
edilen yeni absorbans degerleri

Blank | HK 1 2 5 10 20 40 80 100
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,299 | 1,151 | 1,085 | 1,077 | 1,109 | 1,080 | 0,938 | 0,339 | 0,305 | 0,301 flag

0,275 | 1,176 | 1,158 | 1,162 | 1,124 | 1,082 | 0,890 | 0,330 | 0,286 | 0,280 flag

0,277 | 1,267 | 1,207 | 1,217 | 1,137 1,084 | 0,887 | 0,301 | 0,283 | 0,282 flag

0,288 | 1,217 | 0971 | 0,921 | 0,921 | 0,950 | 0,775 | 0,715 1,019 | 0,914 | EtOH

0,272 | 1,116 | 0,977 | 0,880 | 0,873 | 0,821 | 0,876 | 0,747 1,012 | 0,787 | EtOH

0,273 | 1,112 | 0,954 | 0,855 | 0,906 | 0,737 | 0,728 | 0,700 1,131 | 0,785 | EtOH

Cizelge 8.7. BT474 hucrelerinin 72 saat boyunca tamoxifen ile muamelesi sonrasi elde
edilen absorbans degerleri

Blank HK 0,25 0,50 1 2 5 10 20 40
po/ml | po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0,149 0,726 0,747 | 0,660 | 0,593 | 0,509 | 0,396 | 0,360 | 0,164 | 0,162 flag

0,149 0,737 0,715 | 0,636 | 0,518 | 0,536 | 0,371 | 0,332 | 0,158 | 0,165 flag

0,141 0,765 0,751 | 0,697 | 0,771 | 0,699 | 0,477 | 0,393 | 0,173 | 0,168 | Ilag

0,147 0,790 0,563 | 0,626 | 0615 | 0,533 | 0,584 | 0,707 | 0,416 | 0,475 | EtOH

0,146 0,771 0,721 | 0528 | 0,486 | 0,590 | 0,477 | 0422 | 0457 | 0477 | EtOH

0,145 0,777 0,669 | 0514 | 0487 | 0,582 | 0455 | 0,508 | 0,408 | 0,483 | EtOH
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Ek 2 SK-BR-3 trastuzumab duyarh 1,5 kat ve iizeri ifade degisikligi gosteren
miRNA’lar

miRNA ID Kat Degisimi

hsa-miR-373* -3,42
hsa-miR-33b -3,19
hsa-miR-328 -2,88
hsa-miR-129* -2,87
hsa-miR-135b -2,75
hsa-miR-7-2* -2,64
hsa-miR-500a -2,61
hsa-miR-4302 -2,55
hsa-miR-34a* -2,49
hsa-miR-224 -2,33
hsa-miR-22* -2,28
hsa-miR-301b -2,25
hsa-miR-301a -2,21
hsa-miR-590-5p -2,16
hsa-miR-490-3p -2,16
hsa-miR-32 -2,10
hsa-miR-31 -2,07
hsa-miR-374a* -2,01
hsa-miR-148a -2,00
hsa-miR-770-5p 2,13
hsa-miR-324-5p -1,99
hsa-miR-362-5p -1,97
hsa-miR-335* -1,97
hsa-miR-378* -1,96
hsa-miR-30a* -1,92
hsa-miR-107 -1,91
hsa-miR-18a -1,89
hsa-miR-31* -1,88
hsa-miR-29a* -1,8

hsa-miR-96 -1,84
hsa-miR-548d-5p -1,84
hsa-miR-1247 -1,83
hsa-miR-4286 -1,83
hsa-miR-148b -1,83
hsa-miR-129-3p -1,83
hsa-miR-128 -1,82
hsa-let-7i* -1,82
hsa-miR-20a* -1,81
hsa-miR-29¢c* -1,81
hsa-miR-345 -1,78
hsa-miR-720 -1,78
hsa-miR-532-5p -1,76
hsa-miR-450a -1,75
hsa-miR-637 -1,75
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miRNA ID Kat Degisimi
hsa-miR-28-5p -1,75
hsa-miR-362-3p -1,74
hsa-miR-130b -1,74
hsa-miR-30e* -1,74
hsa-miR-22 -1,74
hsa-miR-141 -1,72
hsa-miR-33a -1,72
hsa-miR-188-5p -1,72
hsa-miR-424 -1,70
hsa-miR-454 -1,69
hsa-miR-126 -1,69
hsa-miR-4289 -1,68
hsa-miR-340 -1,68
hsa-miR-1260 -1,67
hsa-miR-3907 -1,67
hsa-miR-16-2* -1,67
hsa-miR-576-5p -1,66
hsa-miR-28-3p -1,65
hsa-miR-24-2* -1,65
hsa-miR-101 -1,64
hsa-miR-149 -1,64
hsa-miR-34a -1,64
hsa-miR-324-3p -1,64
hsa-miR-29b -1,63
hsa-miR-1307 -1,63
hsa-miR-1280 -1,61
hsa-miR-361-5p -1,59
hsa-miR-20b -1,58
hsa-miR-660 -1,58
hsa-miR-130a -1,58
hsa-miR-99b -1,58
hsa-miR-185 -1,57
hsa-miR-425 -1,57
hsa-miR-205 -1,56
hsa-miR-98 -1,56
hsa-miR-103a -1,56
hsa-miR-30e -1,56
hsa-miR-130b* -1,55
hsa-miR-422a -1,55
hsa-miR-9 -1,54
hsa-miR-365 -1,54
hsa-miR-19a -1,52
hsa-miR-141* -1,52
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,52
hsa-miR-16 -1,52
hsa-miR-532-3p -1,52
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miRNA ID Kat Degisimi
hsa-miR-186 -1,52
hsa-miR-20a -1,52
hsa-miR-219-5p -1,51
hsa-miR-15a -1,50
hsa-miR-106b -1,50
hsa-miR-106b* 1,52
hsa-miR-1248 1,56
hsa-miR-193b 1,57
hsa-miR-188-3p 1,61
hsa-miR-3176 1,68
hsa-miR-770-5p 2,13
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Ek 3 BT474
miRNA’lar

trastuzumab duyarh 1,5 kat ve iizeri ifade degisikligi gosteren

miRNA ID Kat degisimi
hsa-miR 373* -4,02
hsa-miR-720 -3,83
hsa-miR-7 -3,26
hsa-miR-425 -2,65
hsa-miR-16-2* -2,64
hsa-miR-34a* -2,60
hsa-miR-1287 -2,54
hsa-miR-33b -2,53
hsa-miR-1260 -2,51
hsa-miR-141* -2,49
hsa-miR-4286 -2,47
hsa-miR-502-5p -2,38
hsa-miR-18a -2,34
hsa-miR-3676 -2,27
hsa-miR-142-3p -2,25
hsa-miR-1280 -2,24
hsa-miR-500a -2,24
hsa-miR-596 -2,21
hsa-miR-362-5p -2,17
hsa-miR-224 -2,15
hsa-miR-4289 -2,13
hsa-miR-106b -2,11
hsa-miR-7-1* -2,08
hsa-miR-31 -2,04
hsa-miR-454* -2,02
hsa-miR-32 -2,01
hsa-miR-188-5p -2,01
hsa-miR-200c* -2,01
hsa-miR-193a-3p -2,01
hsa-miR-301a -2,00
hsa-let-7i* -1,93
hsa-miR-107 -1,91
hsa-miR-590-5p -1,90
hsa-miR-15a* -1,90
hsa-miR-3065-5p -1,89
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,89
hsa-miR-330-5p -1,89
hsa-miR-190b -1,86
hsa-miR-200a -1,86
hsa-miR-20a -1,85
hsa-miR-93 -1,84
hsa-miR-15b* -1,84
hsa-miR-362-3p -1,84
hsa-miR-15a -1,82




miRNA ID Kat Degisimi

hsa-miR-96 -1,82
hsa-miR-425* -1,81
hsa-miR-429 -1,80
hsa-miR-22 -1,79
hsa-miR-183* -1,79
hsa-miR-301b -1,79
hsa-miR-17* -1,77
hsa-let-7f-2* -1,77
hsa-miR-34a -1,77
hsa-miR-618 -1,76
hsa-miR-130b -1,75
hsa-miR-4301 -1,74
hsa-miR-210 -1,74
hsa-miR-484 -1,74
hsa-miR-532-5p -1,72
hsa-miR-660 -1,72
hsa-miR-454 -1,71
hsa-miR-1258 -1,70
hsa-miR-345 -1,70
hsa-miR-195 -1,69
hsa-miR-21* -1,68
hsa-miR-330-3p -1,68
hsa-miR-191* -1,68
hsa-miR-20b -1,67
hsa-miR-24-2* -1,67
hsa-miR-629 -1,65
hsa-miR-490-3p -1,64
hsa-miR-340 -1,64
hsa-miR-502-3p -1,63
hsa-miR-497 -1,63
hsa-miR-708 -1,63
hsa-miR-29¢c* -1,62
hsa-miR-99b -1,61
hsa-miR-16 -1,60
hsa-miR-22* -1,60
hsa-miR-3130-5p -1,59
hsa-miR-342-3p -1,59
hsa-miR-128 -1,58
hsa-miR-887 -1,58
hsa-miR-501-5p -1,58
hsa-miR-98 -1,57
hsa-miR-326 -1,57
hsa-miR-18a* -1,56
hsa-miR-3200-3p -1,56
hsa-miR-1301 -1,55
hsa-miR-182* -1,55
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miRNA ID

Kat Degisimi

hsa-miR-200a* -1,55
hsa-miR-590-3p -1,55
hsa-miR-1233 -1,54
hsa-miR-141 -1,54
hsa-miR-340* -1,54
hsa-miR-93* -1,53
hsa-let-7a* -1,53
hsa-miR-140-3p -1,52
hsa-miR-653 -1,52
hsa-miR-324-5p -1,51
hsa-miR-103a -1,51
hsa-miR-365 -1,51
hsa-miR-378* -1,50
hsa-miR-770-5p 1,66
hsa-miR-1248 1,87
hsa-miR-1291 2,56
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Ek 4 BT474 tamoxifen duyarh 1,5 kat ve iizeri ifade degisikligi gosteren miRNA’lar

miRNA ID Kat Degisimi
hsa-miR-7-2* -2,99
hsa-miR-489 -2,92
hsa-miR-653 -2,80
hsa-miR-7 -2,78
hsa-miR-708 -2,74
hsa-miR-20a* -2,54
hsa-miR-1180 -2,49
hsa-miR-31 -2,42
hsa-miR-490-3p -2,42
hsa-miR-335* -2,41
hsa-miR-93* -2,28
hsa-miR-454* -2,17
hsa-miR-328 -2,14
hsa-miR-190b -2,07
hsa-miR-20b -2,06
hsa-miR-106b* -2,06
hsa-miR-499-5p -2,05
hsa-miR-637 -2,04
hsa-miR-200b* -1,97
hsa-miR-1307 -1,93
hsa-miR-10b -1,93
hsa-miR-92a -1,92
hsa-miR-21* -1,89
hsa-miR-17* -1,87
hsa-miR-18a -1,82
hsa-miR-20a -1,82
hsa-miR-23c -1,81
hsa-miR-17 hsa-miR-106a -1,78
hsa-miR-19a -1,77
hsa-miR-3676 -1,76
hsa-miR-652 -1,76
hsa-miR-19b -1,6
hsa-miR-93 -1,73
hsa-miR-99b -1,72
hsa-miR-32 -1,71
hsa-miR-340* -1,71
hsa-miR-4301 -1,70
hsa-miR-33a -1,69
hsa-miR-23b -1,68
hsa-miR-30a* -1,66
hsa-miR-625* -1,65
hsa-miR-196a -1,62
hsa-miR-15b -1,62
hsa-miR-29c* -1,62
hsa-miR-1281 -1,62




miRNA ID Kat Degisimi
hsa-miR-378* -1,62
hsa-miR-200a -1,60
hsa-miR-24-2* -1,59
hsa-miR-106b -1,59
hsa-miR-373* -1,59
hsa-miR-25 -1,59
hsa-miR-326 -1,58
hsa-miR-27b -1,58
hsa-miR-501-5p -1,57
hsa-miR-374a* -1,57
hsa-miR-224 -1,56
hsa-miR-205 -1,54
hsa-miR-451 -1,53
hsa-miR-769-5p -1,53
hsa-miR-301b -1,53
hsa-miR-590-5p -1,52
hsa-miR-183* -1,52
hsa-miR-193b -1,52
hsa-let-7f-2* -1,51
hsa-let-7i* -1,51
hsa-miR-542-3p -1,50
hsa-miR-193a-3p 1,54
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Ek 5 MCF7 tamoxifen duyarh 1,5 kat ve iizeri ifade degisikligi gosteren miRNA’lar

miRNA ID Kat Degisimi
hsa-let-7d* -6,40
hsa-miR-628-3p -6,08
hsa-miR-1281 -4,17
hsa-miR-188-3p -3,82
hsa-miR-532-3p -3,17
hsa-miR-18b -3,01
hsa-miR-502-5p -2,84
hsa-miR-188-5p -2,79
hsa-miR-100 -2,62
hsa-miR-637 -2,58
hsa-miR-1260 -2,22
hsa-miR-218 -2,16
hsa-miR-421 -2,12
hsa-miR-9* -2,09
hsa-miR-7 -1,98
hsa-miR-1280 -1,98
hsa-miR-885-5p -1,98
hsa-miR-596 -1,95
hsa-miR-181d -1,95
hsa-miR-140-5p -1,90
hsa-miR-93* -1,89
hsa-miR-200b* -1,86
hsa-miR-7-2* -1,84
hsa-miR-370 -1,82
hsa-miR-590-3p -1,79
hsa-miR-126* -1,76
hsa-miR-375 -1,72
hsa-miR-99b -1,72
hsa-miR-625* -1,67
hsa-miR-151-3p -1,68
hsa-miR-1247 -1,65
hsa-miR-374a -1,65
hsa-miR-335* -1,63
hsa-miR-1248 -1,63
hsa-miR-340* -1,61
hsa-miR-328 -1,61
hsa-miR-744 -1,59
hsa-miR-9 -1,54
hsa-miR-30e* -1,54
hsa-miR-490-3p -1,53
hsa-miR-30a* -1,563
hsa-miR-30c -1,53
hsa-miR-28-3p -1,52
hsa-miR-26b -1,49
hsa-miR-190 -1,49

100



miRNA ID Kat Degisimi
hsa-miR-373* -1,49
hsa-miR-205 1,51
hsa-miR-374c 1,53
hsa-let-7i 1,53
hsa-miR-200b 1,53
hsa-miR-19a 1,57
hsa-miR-15a 1,58
hsa-let-7i* 1,63
hsa-miR-16-2* 1,65
hsa-miR-22 1,68
hsa-miR-96 1,74
hsa-miR-17 hsa-miR-106a 1,78
hsa-miR-770-5p 1,81
hsa-miR-664* 1,92
hsa-miR-148a 1,96
hsa-miR-32 2,21
hsa-miR-497 2,30
hsa-miR-33a 2,46
hsa-miR-3200-5p 4,19
hsa-miR-3907 7,68
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Abstract

Breast cancer 15 the most frequently diagnosed life-threatening cancer in women and leading cause of
cancer death [1]. Small noncoding microRNAs (miRNA) regulate the expression of target mRNAs by
repressing their translation or orchestrating their sequence-specific degradation. According to vanous
studies over past decade, miRNAs are an important and prevalant regulatory layer of gene expression
that acts at the post-transcniptonal level and have also been implicated to be 1o common diseases,
including cancer [2.3]. Trastuzumab is monoclonal antibody directed against the HER? tyrosine kinase
receptor, which 15 overexpressed in approximently 25% of wvasive breast cancers [4,5]. In this study,
we imvestigated miRNA and miRNA target gene expression patterns in HER2(+) breast cancer to
identify trastzumab responsive candidate biomarkers. Our hypothes:s is that there may be a common
and stable miRNA response to trastuzumab treatment m HER2(+) breast cancer cells, from which we
can extract the information of trastuzumab effectiveness via nuRNAs. We used Qiagen miScnpt
miRNA PCR Amays to identify differentially expressed miRNAs that were regulated by trastuzumab
10 BT474 and SKBR3 cell Lines and then used nuRWalk to find validated target genes, Consequently,
pathway analyses predicted that these muRNAs would regulate well-described cancer-associated
signaling pathways, such as PI3K/Akt, p53 pathways.

Keywords: Breast cancer, miRNA, Trastuzumab, qPCR-based amay
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