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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Meme Kanseri Tedavisine Yonelik Usnik Asit’e Cevap Veren Mir-185-5p’nin Apoptoz Yolag1 Uzerindeki

Etkisinin Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi
Elif Degerli
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Demet Cansaran Duman

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Heterojen bir yapiya sahip olan meme kanseri bir¢ok alt tipte
siniflandirilmaktadir ve tedavi siireci de bu alt tiplere gore diizenlenmektedir. Giiniimiizde meme kanserinin tedavi
siirecinde bir¢ok farkli kimyasal kokenli ilag kullanilmaktadir fakat zaman igerisinde hastalarda bu ilaglara karsi
direng olusumu gozlemlenmektedir. Kimyasal olarak sentezlenen ilaglardan farkli olarak sentetik molekiiller, RNAi
tabanli 6zellikle miRNA gibi terapdtikler veya biyolojik kokenli alternatif ilag aday molekiillerinin tedavideki
etkinlikleri aragtirilmaktadir. Dogada biyolojik organizmalardan biri olarak bilinen likenlerden izole edilen usnik asit
sekonder metabolitinin de meme kanseri tedavisine olan etkisi mikroRNA seviyesinde daha dnceki ¢alismada
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada usnik asitin 3 adet farkl histolojik kokenli meme kanseri hiicresine uygulanmasi
sonucu ifadesi degisen mikroRNA’lar belirlenmistir. miR-185-5p gergeklestirilen qRT-PCR yodntemine dayali
validasyon ¢alismalar1 sonucu giivenilirligi istatistiksel olarak dogrulanan miRNA olup etkinligini BT-474 hiicre
hattinda gdsterdigi belirlenmistir. Ayrica miR-185-5p’nin apoptoz yolaginda etkin olabilecegi biyoinformatik araglar

vasitasiyla dogrulanmstir.

Bu tez ¢alismasinda meme kanseri tedavisine yonelik usnik asite yanit olusturan miR-185-5p’nin apoptoz yolagi
tizerindeki etkisi molekiiler diizeyde incelenmigstir. Hiicre apoptoz oranini belirlemek ve hiicre dongiisii analizlerini
tamamlamak amaciyla akis sitometrisi cihazi, apoptoz yolagindaki etkili gen ifade seviyelerinin belirlenmesinde
qRT-PCR yontemi kullanilirken miR-185-5p’nin BT-474 hiicresindeki hedefinin belirlenmesinde ise western blot
ve lusiferaz deneyi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar miR-185-5p nin apoptoz iliskili genlerin ifade seviyelerinde
onemli oranda degisime neden oldugu ve hiicrenin apoptotik siirece girmesini indiikledigi anlagilmistir. Ayrica miR-
185-5p’nin BT-474 hiicresi igerisinde direk olarak 3'UTR BCL2 dizisini hedefledigi ve bdylece BCL2 proteini
seviyesinde azalmaya neden oldugu western blot yontemi ile dogrulanmistir. Elde edilen sonuglara gére miR-185-
5p’nin BT-474 hiicresi icerisinde tiimor baskilayici rol oynadigi gosterilmistir. Tez kapsaminda, miR-185-5p’nin
meme kanseri tedavisinde etkili bir ajan olabilecegi gosterilmis olup, gelecekte yapilacak klinik caligmalar ile
dogrulanmasi durumunda da miR-185-5p meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek bir molekiil olabilecegi ortaya

cikarilmgtir.
2019, 121 sayfa
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ABSTRACT
MSc Thesis

The Investigation of The Effect of Usnic Acid Responsive Mir-185-5p in Breast Cancer Treatment on
Apoptosis Pathway at Molecular Level

Elif Degerli

Ankara University Biotechnology Institute

Dog¢. Dr. Demet Cansaran Duman

Breast cancer is the most common cancer types in woman. Breast cancer which is considerably heterogenous
in terms of phenotypic features is classified into several subtypes, therefore treatment of breast cancer is
regulated with respect to these subtypes. Nowadays, many chemical drugs are utilized for the treatment of
breast cancer; however, after a while, resistance to these drugs is observed in patients. Unlike chemically
synthesized drugs, the efficiency of synthetic molecules, RNAi based therapeutics, especially microRNAs, or
biological origin alternative drug candidate molecules in cancer treatment have been investigated. The effect
of usnic acid isolated from lichens that are known as biological organism in nature on breast cancer treatment
was investigated at molecular (microRNA) level in the previous studies. In this previous study, after Usnic acid
was applied to 3 histologically different breast cancer cell lines, microRNAs with changing expression levels
was identified. The validation of miR-185-5p was confirmed based on qRT-PCR method and the efficiency of
miR-185-5p was determined in BT-474 cell line. In addition, it is confirmed by bioinformatic tools that miR-

185-5p can be effective in apoptosis pathway.

In this thesis, the effect of usnic acid responsive mir-185-5p in breast cancer treatment on apoptosis pathway
was investigated at molecular level. Flow cytometry was used to determine the apoptosis ratio and analyze the
cell cycle. The apoptosis related genes expression analysis was performed by qRT-PCR and the direct target
of miR-185-5p in BT-474 cells was identified by western blot and luciferase reporter assay. Our data showed
that miR-185-5p can cause significant changes in apoptosis related genes expression levels, suggesting that
cell proliferation was suppressed by miR-185-5p via inducing apoptosis in breast cancer cells. According to
western blot results, miR-185-5p lead to decrease BCL2 protein level in BT-474 cells and direct target of miR-
185-5p was identified as 3'UTR BCL2 by luciferase reporter assay. Taken together, miR-185-5p could play a
role as tumor suppressor in BT-474 cells. In this thesis, it is shown that miR-185-5p may be an effective agent
in the treatment of breast cancer and miR-185-5p is promising to be a molecule that can be used in the treatment

of breast cancer if it is confirmed by future clinical studies.

2019, 121 pages

Keywords: Breast cancer, miR-185-5p, Apoptosis, BCL2
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1. GIRIS

Diinya capinda oldukca yaygin olan kanser tiirlerinden birisi meme kanseridir ve kadin
popiilasyonunda en fazla 6liime sebep olan kanser tiirii meme kanseri olarak bilinmektedir
(1). Meme kanserinin olduk¢a heterojen bir yapiya sahip oldugu yapilan molekiiler boyuttaki
arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir (2). Meme kanseri sahip oldugu farkli histolojik
ozelliklere gore temel olarak hormon reseptor pozitif (Ostrojen ve/veya progesteron), insan
epidermal biiylime faktorii-2 yiiksek ifadeli ve ii¢lii negatif meme kanseri olmak iizere ii¢
ana baglikta siniflandirilmaktadir (3). Hormona duyarli meme kanserleri genellikle endokrin
terapisine tabi tutulmaktadir. Ornegin Tamoksifen ilaci strojen reseptdrii bulunan meme
kanserlerinde tedavi amagli kullanilirken Trastuzumab ise insan epidermal biiylime faktorii-
2 asir1 ifadeli meme kanseri tiiriinde tedavi i¢in kullanilmaktadir (4,5). Uglii negatif meme

kanserinde ise kemoterapi ve ameliyat tercih edilen tedavi yontemidir (6).

Mevcut tedavi yontemleri meme kanseri tedavisinde yetersiz kalabilmekte ve bazi klinik
zorluklarla karsi karsiya kalinabilmektedir. Ornegin tedavi siirecinde kanserli hiicreler
kullanilan ilaglara kars1 direng gelistirebilmekte, bazilar1 da metastaza neden olabilmektedir
(7). Meme kanseri tedavisinde karsilagilan bu zorluklar sebebiyle daha yenilik¢i ve etkili
tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in meme kanserinin molekiiler mekanizmasi {izerinde
calismalar yapilmaktadir (8). Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda bilim diinyasi
mikroRNA’lar iizerinde yogunlasmistir. mikroRNA’lar 22-23 niikleotid uzunlugunda ve
kiiciik kodlamayan RNA dizileri olup transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda rol
oynamaktadirlar (9). Bir¢ok bilimsel ¢alisma meme kanseri gelisim ve ilerlemesinde hem
destekleyici hem de baskilayici role sahip ¢esitli mikroRNA’larin gorev aldigini ortaya
cikarmistir (10). Ornegin mikroRNA-200c aktin diizenleyici proteinlerden olan FHODI1 ve
PPMI1F hedefleyerek meme kanseri hiicrelerinde migrasyonu ve invazyonu
baskilayabilmektedir (11). miR-125a/b ve miR-205 yine tiimor baskilayict mikroRNA’lar
olarak bilinmektedir (12). miR-21 ise 7PM1 ve PDC4 timdr baskilayict genlerini hedef
alarak meme kanserinde onkojenik 6zellik gostermektedir (13). Ayrica miR-155’in meme

kanserinde onkojenik fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir (14).

Daha o6nce gerceklestirilen calismamizda BT-474 meme kanseri hiicre hattina Usnik Asit

uygulanmasi sonucunda miR-185-5p’nin ifadesinde artis oldugu belirlenmistir (15). Elde



edilen bu veri ile miR-185-5p’nin meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek kanser
gelisimini baskilayabilecek etkiye sahip olabilecegi sonucuna varilmistir. Tez kapsaminda
bu hipotezi dogrulamak adina hiicre canlilik testi, apoptotik hiicre ve hiicre dongiisii
analizleri, gen ifade analizi, western blot ve lusiferaz deneyleri yapilmistir. Yapilan bu
deneyler sonucunda miR-185-5p’nin meme kanseri hiicre hattinda apoptoz baskilayici bir
protein olan BCL2 proteinini hedefleyerek meme kanserinde biiylimeyi baskilayabildigi

ortaya ¢ikarilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KANSER

Kanser normal hiicrelerde kontrollii biiyiime ve ¢ogalma mekanizmasinin bozulmasiyla
ortaya ¢ikan bir hastalik tiiriidiir. Bu mekanizmanin bozulmasi nedeniyle hiicrelerde
devamli ve kontrolsiiz bir bigimde proliferasyon gergeklestigi bilinmektedir (16). Literatiirde
kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalmis olan bu hiicre topluluguna benign (iyi huylu) tiimér ismi
verilmektedir. Baz1 durumlarda bu tiimér hiicreleri bulunduklar1 dokuyu tahrip ederek ya da
kan veya lenf damarlar1 yoluyla farkli doku ve organlara go¢ edebilmektedirler (metastaz)
ve boylece viicudun diger bolgelerinde ikincil bir tiimor olusumuna neden olabilirler.
Hiicrelerin hareket yetenegi kazanmasina yardimci olan ¢esitli mekanizmalarin
gelistirilmesiyle farkli dokulari istila eden hiicresel yap1 malin (kétii huylu) tiimor olarak

adlandirilmaktadir (17) (Sekil 2.1.).

Limen Bazal lamina

—
-

Normal kanal Iyi huylu tiimor Malin timor

Sekil 2.1. Iyi huylu ve kétii huylu timér (18)

Kanser hiicreleri koken aldiklari dokularin 6zelligine gore isimlendirilirler. Ornegin
karsinom epitel hiicrelerden kdken alan kanserlerin adlandirilmasinda kullanilirken, bag
dokudan tiireyen kanserler ise sarkom olarak simiflandirilirlar (19). Bunun disinda viicutta
kan yapici hiicrelerden tiireyen kanserler ise /6semi olarak adlandirilir. Bu siniflandirmalara
uymayan ve farkli terimlerle anilan bazi kanser tilirlerinden olan melanom ise deri

hiicrelerinden olusan kanser tiirii olarak bilinmektedir (19). Temel olarak bu sekilde



siiflandirilan kanser tiirleri yine kendi iglerinde de hiicre tipi, viicuttaki yeri ve timoriin

yapisina gore alt tiplere ayrilirlar (20).

Kanserin kokeninin tek bir hiicreye dayandigi hipotezi giliniimiizde de klinisyen ve
arastirmacilar tarafindan kabul gérmektedir. Tek hiicreden yayilma hipotezine gore kanserin
kokeni tek bir birincil timore kadar izlenebilmektedir ve bu birincil tiimor hiicresinin
cogalmasi ile birlikte kusurlu 6zelliklerin diger yavru hiicrelere aktarimi sonucunda bir grup
sorunlu hiicre grubu olusmaktadir (19). Kanserin kokeninin tek bir hiicreye dayandigin
sOyleyen hipotezi destekleyen ve kromozom analizlerini de igeren bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Ornegin kronik miyelositler 18semi hastalarinda bulunan akyuvar

hiicrelerinde ayni kromozomal abnormalite oldugu anlasilmistir (20).
2.1.1. KANSER GENETIGI

Kanser vakalarinin ¢ogunda gozlemlenen hiicresel mekanizmalarin bozulmas: durumu
genetik hasarlardan kaynaklanmaktadir (21). Genetik hasarlar DNA dizisinde meydana
gelen baz degisimleri veya epigenetik degisimler nedeniyle olusabilmektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda kanserin baslamasina 6n-onkogen ve tiimér baskilayici olmak tlizere
iki biiyiik gen smifinda olusan mutasyonlarm neden oldugu anlasilmistir (22). On-
onkogenlerin mutasyona ugrayip onkogen halini almasiyla hiicre asir1 ve kontrolsiiz
bliyiimeye dogru egilim gostermektedir. Onkogenlerin asir1 aktif oldugu bu hiicreler
mutasyon ile yeni bir islev kazanmis olup kanser siirecine girerler. Tiimor baskilayici genler
ise normal sartlarda biiylimeyi kisitlama 6zelligine sahip olup bu genlerde olusan herhangi
bir mutasyon biiyiime kontrolii mekanizmasini olumsuz etkilemektedir. Hiicrenin kontrol
mekanizmasinda olusan islev kaybi ile hiicre kontrolsiiz bir bigimde biiyiime baglar ve
kanserlesme stireci baslamis olur (17). Somatik hiicrelerde bulunan onkogenlerin tek bir
kopyasinda olusan mutasyon kanser siirecini baslatabilecek bir potansiyele sahipken, tiimor
baskilayici genlerin genelde iki kopyasinda da mutasyon olmasi ile kanserin olusmaya

basladig1 bilinmektedir (18) (Sekil 2.2.).

Kanserin baglayabilmesi i¢in sadece bir gende olugsan mutasyonlar yeterli degildir. Yapilan
arastirmalara gore kanserli hiicrelerde bir¢ok farkli genlerde mutasyonlara rastlanmistir. Bu
strecte kanserli hiicrelerde mutasyon hizinin artmasinin yine bu hiicrelerde genetik

karasizlig1 beraberinde getirdigi bilinmektedir (Sekil 2.3.) (23).



Etkinligi arttiran mutasyon (islev kazanci)

Tek mutasyon

Onkogen olusumu

Normal hiicre
Etkinlestirici mutasyon
onkogenin hiicre cogalmasini
uyarmast saglar

Etkinligi azaltan mutasyon (islev kaybr)

Ikinci \\
Mutasyon mutasyon oY
bask;l;z;rllglr geni Ikinci gen 7~
kopyasini
/

Normal hiicre etiinsizlestiric Bir gen etkinsizlestirir / | \
kopyasindaki -
mutasyonun
etkisi yoktur

iki etkinsizlestirici mutasyon
islevsel olarak tiimor baskilayici
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Sekil 2.2. Onkogen ve tiimor baskilayici genlerde mutasyon olusmasiyla kanser gelisimi (18)
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Sekil 2.3. Kanser olusumu siirecinde hiicrelerde birgok mutasyon olusumu (23)



2.1.1.1. On-Onkogenler

20. ylizyilin baglarinda Amerikal1 bir bilim adami olan Peyton Rous ilk defa tavuklarda
tiimore neden olan bir viriis (Rous sarcoma viriis) tanimlamistir (24). Bu virliste kansere
neden oldugu anlasilan gen ise v-src adiyla literatiirdeki yerini almistir (24). Modern bilim
teknikleriyle Rous tarafindan kesfedilen v-src geninin homologlarinin insanlarda da
bulundugu anlasilmis ve bu genlere ise On-onkogen (c-onc) ismi verilmistir (17).
Organizmada 6n-onkogenlerin kodladig1 proteinlerin genellikle hiicre bdliinmesini uyarma,
hiicre farklilagsmasini 6nleme ve hiicre 6liimiinii durdurma gibi hiicresel faaliyetlerde gérev
aldiklar1 bilinmektedir. Bu On-onkogenlerin mutasyonlu versiyonlari onkogen olarak

adlandirilmakta olup bu onkogenler hiicrede bahsedilen proteinlerin ifadesini arttirarak

hiicre boliinmesinde artisa ve hiicre 6liimiinde azalmaya neden olabilirler (24).

Hiicrelerde 6n-onkogenlerin onkogene doniismesi temel olarak dort farkli mekanizma ile

saglanabilmektedir;

e Nokta mutasyonu; siirekli olarak aktif onkogenik proteinlerin olusmasina neden
olabilir.

e Kromozomal translokasyon; bir onkogenin bulundugu kromozomdan baska bir
kromozom bdélgesine bir kopyasinin daha yerlestirilmesiyle ifadesinin arttirilmasi
saglanabilir.

e Kromozomal translokasyon; bir onkogenin ikinci bir gen ile fiizyon olusturmasiyla
yeni ve siirekli aktif olan onkogenik bir protein yapisi olugsmasi saglanabilir.

e Gen amplifikasyonu; anormal DNA eslenmesi hiicrede ¢ok sayida onkogen kopyasi
olugsmasina neden olabilir ve bu sebeple hiicrede anormal derecede onkogenik

protein ekspresyonu gerceklesir (16,25).

Onkogenler hiicrelerde hiicre dongiisii regililasyonu, apoptoz regiilasyonu, anjiyogenez ile
yeni damar olusumu, metastatik 6zellik kazanimi, hiicrelerin 6liimsiizlesmesi ve anormal
hiicre farklilasmasi gibi bircok mekanizmada gorev alabilirler. Bazi 6n-onkogenlerin
isimleri, gorevleri ve genellikle tespit edildikleri bazi kanser tiirleri Cizelge 2.1.°de

verilmistir (24,26,27).



Cizelge 2.1. Insan kanserlerinde bulunan gesitli én-onkogenler ve hiicresel fonksiyonlar

(24,26,27)

On-onkogen Gen fonksiyonu Tiimor
ERBBI (EGF-R) Hiicre biiylimesi ve Glioblastoma, pankreas
gelismesi
HER2 Hiicre ¢ogalmasi Meme kanseri
Siklin D1 Hiicre dongiisii regiilatorii. | Meme, kolon, pankreas ve

Ozafagus kanseri

C-MYC Hiicre dongiisii regiilatorii | Burkitt’s lenfoma

BCL-2 Apoptoz inhibitori Lenfoma, meme kanseri

ABL Hiicre dongiisii ve apoptoz | Tiim kronik myeloid 16semi
diizenleyicisi

MDM?2 P53 ve pRb genlerinin Bazi osteosarkomalar
etkisizlestirilmesi

VEGF Anjiyogenez ile damar Meme, bobrek, kolorektum
olusumu kanseri

RAS Hiicre boliinmesi, metastaz | Insan tiimorlerinin ortalama
olusumu, hiicre dongiisii % 20‘sinde

2.1.1.2. Tiimér Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayict genler hakkinda ilk bilgilere 1969 yilinda Henry Harris ve arkadaslari
tarafindan yapilan somatik hiicre hibridizasyonu deneyleri ile ulasiimistir (28). Deneyde
normal hiicreler ile kanserli hiicrelerin fiizyonu saglanmis ve bdylece her iki hiicre tipinden
de kromozom igeren hibrit hiicreler elde edilmistir. Cogu vakada bu hibrit hiicrelerin

hayvanlarda tiimor olusumuna neden olmadig1 gozlemlenmis ve bunun sebebinin normal



hiicreden gelen ve tiimor gelisimini engelleyen genlerin neden oldugu diisiiniilmiistiir (28).
Daha sonra ilk tiimor baskilayict gen retinoblastoma tizerine yapilan ¢alismalar sonucunda
tanimlanmigstir (29). Retinoblastoma olusumunda etkili olan Rb geninin 13. kromozomda
bulundugu ve hastalarda genellikle bu genin delesyona ugradigi karyotip calismalari
sonucunda anlagilmistir. Devam eden c¢alismalar ile beraber RbH geninin sadece
retinoblastomada degil meme, akciger, mesane gibi bir¢ok kanser tiiriinde de delesyona
ugradig1 goriilmiistiir. RH geninin daha sonra hemen hemen her hiicrede hiicre dongiisiinde

gorev aldig1 yapilan ¢alismalar ile ortaya ¢ikarilmistir (18).
Tiimor baskilayict genlerin genellikle bes ana protein sinifini kodladig: bilinmektedir (16);

e Hiicre i¢i proteinler; hiicre dongiisiiniin belirli asamasinda gelismeyi diizenlerler ya
da inhibe ederler.

e Reseptorler veya sinyal iletiminde gorevli proteinler; hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasinin engellenmesinde gorevlidirler.

e Hiicre dongiisii denetim noktasi proteinleri; DNA zarar gormiisse veya kromozomlar
anormal ise hiicre boliinmesini durdururlar.

e Apoptoz indiikleyici proteinler

e DNA tamirinde gorev alan enzimler

DNA tamirinde gorev alan enzimlerde olusan aksakliklar direk olarak hiicrede timor
olusumuna neden olmasa da bu enzimlerin c¢alismamasi sebebiyle hiicre DNA’sinda
mutasyon birikmesi ger¢eklesebilir. Bu mutasyonlarin hiicre ¢cogalmasini veya biiyiimesinde

etkili genlerde olugmasi ile beraber hiicrede tiimoér olusumu meydana gelebilmektedir (16).

Timor baskilayici genlerin kanser olusturmasi i¢in ¢ogunlukla hiicrede iki kopyasinin da
islevini kaybetmis olmasi gerekir (20). Genellikle tek bir kopyada mutasyona sahip olan
hiicreler saglikli hiicre gibi davranirlar. Sekil 2.4.”de tek mutasyonlu kopyaya sahip hiicrenin
diger normal gen kopyasimnin da nasil islevini kaybedebilecegi Rb geni {izerinden
gosterilmigtir (20). Tiimor baskilayict genlere ornekler, hiicresel fonksiyonlar1 ve neden

olduklar1 baz1 kanser tiirleri Cizelge 2.2.’de ayrintili olarak verilmistir (30).



YALNIZCA BiR NORMAL Rb GEN KOPYASI ICEREN SAGLIKLI HUCRE

Anneden gelen , Babadan gelen
kromozomdaki Rb - kromozomdaki
lokusunda mutasyon normal Rb geni

NORMAL Rb GENINI ORTADAN KALDIRMANIN OLASI YOLLARI

Ayrilmama Ayrilmama Mitotik Delesyon Nokta
(kromozom ve ikilenme rekombinasyon donusumu mutasyonu
kayb1)

Sekil 2.4. Bir tiimdr baskilayici genin kalan normal kopyasini kaybetmenin alt1 yolu (20)

Cizelge 2.2. Insan kanserlerinde bulunan cesitli tiimdr baskilayict genler ve hiicresel

fonksiyonlar1 (30)
Tiimor baskilayici gen Gen fonksiyonu Kalitimsal olmayan
kanser

RBI Hiicre boliinmesi, DNA Birgok farkli kanser
replikasyonu, hiicre 6liimii

TP53 Hiicre boliinmesi, DNA Birgok farkli kanser
tamiri, hiicre 6limii

BRCAI, BRCA2 Cift sarmalli DNA kirilmasi | Meme ya da yumurtalik
onarimi, hiicre boliinmesi, | kanseri
hiicre 6liimii

CDKN2A4 Hiicre boéliinmesi ve 6liimii | Bir¢ok farkli kanser

VHL Hiicre boliinmesi, hiicre Belli bobrek kanserleri
Olimii ve farklilasmasi




2.1.2. KANSERIN ALTI ANA OZELLIiGi

Kanser hiicreleri mikroskop altinda normal hiicrelerden ayrilabilmektedir. Genellikle kanser
hiicreleri normal hiicrelere gore daha az farklilasmis olmaktadirlar. Yine kanser hiicreleri
normal hiicrelere gore daha biiyiik ve daha fazla miktarda ¢ekirdege sahiptirler (18). Yapilan
bircok arastirmalar sayesinde genel olarak kanserli hiicrelerin saglikli hiicrelerden farkli

olarak 6 temel mekanizma gelistirdikleri anlagilmistir (31) (Sekil 2.5.).

N

7~

Limitsiz
gogalma yetisi

Apoptozdan
kagma

Sekil 2.5. Kanser hiicresinin alt1 ana 6zelligi (31)

2.1.2.1. Kontrolsiiz Hiicre Boliinmesi

Tiim organizmalar kendilerine 6zgii bicim ve biiylikliige sahip olan cesitli hiicrelerden
olusmuslardir. Neredeyse tiim memeli hiicrelerde i¢ ¢ogalma sinirlamalar1 vardir (31).
Hiicrelerde belli mekanizmalar ile cogalma kontrol edilmekte olup bu sayede organizmada
doku ve organ biitiinliigii saglanmis olur. /n vitro kosullarda normal hiicrelerin sinirh sayida
boliinme yapabildigi anlasilmis ve hiicrelerin yaslanma durumuna gegtiklerinde ise boliinme

yeteneklerini kaybettikleri gézlemlenmistir (23).

Normal hiicrelerden farkli olarak kanserli hiicrelerin yine laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasi

saglanmis ancak bu hiicrelerin yaslanma durumuna gegmedikleri siirekli boliinebildikleri
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gozlemlenmistir. Yapilan bu aragtirmanin sonucundan da anlasilacagi tlizere kanserli
hiicreler ~ bolinme  kontrol = mekanizmalarin1  baskilaylp  siirekli  boéliinerek
oliimsiizlesebilmektedirler. Bu sebeple bulunduklari dokunun yapisinit ve biitlinliigiinii

bozarak organizma icin sagliksiz bir ortam olugsmasina neden olurlar (19,23).

Hiicrelerde tipkiyapimsal yaslanma kromozomlarin uglarinda bulunan telomer olarak
isimlendirilen diziler ile iligkilendirilmistir ve bu dizilerin biitiinliigiinii telomeraz enzimi ile
saglamaktadir (32). Normal hiicrelerde boliinme sirasinda gergeklesen her DNA eslesmesi
sirasinda kromozom uglarinda bulunan bu telomer dizileri bir miktar kisalma egilimi
gostermektedirler ¢iinkii bu hiicrelerde telomeraz enziminin sentezi saglanamamaktadir.
Kanserli hiicrelerde ise telomeraz enzimini kodlayan gen islevsel hale getirilip enzimin
iiretimi saglanarak hiicrelerin tipkiyapimsal yaslanmadan kagmasi saglanmis olur. Boylece
kanserli hiicreler dliimsiizliige ulasmis olmaktadirlar (31). Oliimsiiz hiicrelerin % 90’1nda ve
nerdeyse tiim kanser tiirlerinin % 85-90’1nda telomeraz enziminin aktif oldugu belirlenmistir

(23,31).
2.1.2.2. Biiyiime Sinyali Olusturma

Hiicreler bulunduklar1 dokularda c¢evreleri ile her zaman iletisim halinde bulunurlar. Tek bir
hiicrenin diger hiicrelerden ayr1 bir sekilde canliligini devam ettirmesi diisiiniilemez. Bu
sebeple hiicrelerin davraniglarinda disaridan gelen biliylime faktorleri oldukca etkilidir.
Ligand olarak bilinen bu biiylime faktorleri hiicrelerin yiizeyindeki belli reseptorlere
baglanarak hiicre igerisinde bir dizi sinyal iletimine neden olurlar. Olusan uyarilar ile hiicre
boliinmesi indiiklenebilir ya da baskilanabilir. Ancak kanserli hiicrelerde durum boyle
olmamaktadir. Kanserli hiicreler cevreden gelen biiyiime faktorleri olmaksizin dahi hiicreyi
boliinmeye zorlayabilirler. Genellikle 6n-onkogenlerin belli mutasyonlar sebebiyle onkogen
halini almasiyla beraber kanserli hiicrelerde daimi olarak hiicre boliinmesi tetiklenmektedir

(33).
Kanserli hiicreler ii¢c ana mekanizma ile siirekli olarak boliinmeyi tetikleyebilirler (19,23):

e Hiicre dis1 biiyiime faktorlerinde degisimler, hiicreler ¢evrelerinde bulunan hiicre

tipine 0zel olarak biiylime faktorleri tiretirler. Kanserli hiicreler ise kendi kendilerine
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0zel olarak biiyiime faktorii tiretebilmektedirler. Bu sayede siirekli olarak hiicreyi
boliinmeye ve ¢ogalmaya zorlarlar.

e Reseptorler iizerinde yapilan degisimler, ligandlar hiicre yiizeyinde bulunan
bliyiime faktorii reseptorlerine baglanarak hiicrelerde boliinmeyi tetiklerler. Bu
reseptorlerde olusan mutasyonlar veya reseptdr sayisinda olusan degisimler
sebebiyle normal hiicre kanserli hiicre forumuna doniisebilmektedir. Kanserli
hiicrelerde genellikle ortamda herhangi bir biiyliime faktorii bulunmaksizin bile bu
reseptorler mutasyon ile ya stirekli aktif halde tutulabilirler ya da bu reseptorlerin
asir1 ifadesi saglanarak hiicre yiizeyinde normalden ¢ok daha fazla sayida biiyiime
faktorii reseptorii bulunmasi saglanabilir. Her iki durumda da kazanilan 6zellikler
sayesinde hiicrenin boliinme siirecine girmesi saglanmis olur.

e Hiicrede ¢ogalmay: indiikleyen hiicre i¢i sinyal ileticilerinde degisimler; biiylime
faktorlerinin hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanmasi ile hiicre icerisinde
bir dizi sinyal iletimi de baglamis olur. Birgok kanser tiirlinde hiicre i¢inde bulunan
ve sinyal iletiminde gorev alan bu cesitli proteinlerde mutasyonlar oldugu

gozlemlenmistir.

2.1.2.3. Biiyiime Baskilayici Sinyallere Kars1 Duyarsizhk

Normal hiicrelerde hiicre boliinmesi diizenlenmesinde gorev alan molekiillerden bir grubu
anti-proliferatif sinyaller olarak bilinmektedir. Bu inhibitor sinyaller ¢oziilebilen biiyiime
sinyali inhibitdrleri olabildikleri gibi hiicre i¢i ve hiicre ylizeyinde de bulunabilirler (23).
Biiytime baskilayict genler timdr baskilayici genler olarak adlandirilmaktadirlar. Kanserli
hiicreler asir1 sekilde ¢ogalabilmek i¢in biiylime baskilayici sinyallerden etkilenmemek igin
cesitli mekanizmalar gelistirebilmektedirler. Genellikle timor hiicreleri genetik ve
epigenetik mekanizmalarin diizenlenmesi ile timor baskilayicilardan kagabilmektedirler.
Genetik mekanizmalar arasinda kromozomal delesyonlar ve mutasyonlar bulunmaktadir.
Epigenetik diizenlemeler ise DNA metilasyonu, histon metilasyonu ve asetilasyonu
saglanmaktadir. Temelde bu iki mekanizma ile tiimor baskilayict genlerin fonksiyonlarin
kaybetmesi saglanmis olunmaktadir. Bylece normal hiicreler biiylime baskilayici sinyallere
kars1 direng gostermeye baglamaktadirlar ve bu siire¢ dokuda bulunan normal hiicrelerin
kanserli hiicrelere donilismesiyle sonu¢lanmaktadir. Tiimorlerde fonksiyon kaybina ugramis

timor baskilayicilara 6rnek olarak mutasyonlu veya metilasyona ugramis siklin bagimsiz
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kinaz inhibitorii (CDKN), yine mutasyona ugramis fosfataz tensin homolog (PTEN)
bilinmektedir (34).

2.1.2.4. Apoptozdan Ka¢gma

Saglikli dokularda hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasindaki denge saglanarak dokunun
biitiinltigli korunmaktadir. Ancak kanserli hiicrelerde hiicre 6liimiinde rol alan apoptoz
mekanizmasinda bazi1 sorunlar goriilmektedir. Kanserli hiicreler farkli mekanizmalar
iizerinden apoptoza karsi direng gosterebilmektedirler. Ornegin kanserli hiicreler Kaspaz
enzimlerinin aktivitesini inhibe edebilmektedirler (35). Bir diger mekanizmaya 6rnek olarak
kanserli hiicrelerin p53 geninin mutasyona ugramasi ve boylece bu genin hiicrede islevini
yapamayacak hale gelmesi verilebilir. p53 geni apoptoz indiikleyici bir gen olmasi
nedeniyle, bu genin hiicrede mutasyona ugramis olmasi apoptozu aktiflestiren bir iiriiniin
iretilememesi anlamina gelmektedir. Buda kanserli hiicrelerin apoptozdan kagarak

kontrolsiiz bir bigimde biiyiimeleri i¢in uygun kosullarin saglanmasini miimkiin kilar (33).

2.1.2.5. Anjiyogenez ile Damar Olusumu Saglanmasi

Kanserli hiicrelerin bir diger 6zelligi ise kendi gelisim ve ¢ogalmalart i¢cin gerekli olan
besinlere ve yeterli miktarda oksijene ulasabilmek amaciyla yeni damar olusumunu
saglayabilmeleridir. Kanserli hiicrelerin yeni damar olusturmasi anjiyogenez olarak
bilinmektedir (36). Yeni damar olusumuyla beraber besinsel ihtiyaglarin karsilanmasinin
yaninda hiicresel atiklarin tiimor bolgesinden uzaklastirilmasi saglanmis olmaktadir. Cesitli
timor hiicreleri anjiyogenez olusumunu indiikleyebilmek icin basit fibroblast biiyiime
faktori (bFGF), doniistiiricii bliylime faktorii alfa (TGF-a), vaskiiler endotel biiylime
faktorii (VEGF) gibi bircok biiylime faktorii salgilamaktadirlar (23). VEGF vaskiiler
olusumda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan anjiyojenik sitokinlerden biridir. VEGF’in vaskiiler
endotelyal hiicre cogalmasini tetikledigi gibi vaskiiler sizintiy1 ve gecirgenligi de arttirdigi
ve bdylece damar olusumunu sagladigi anlasilmistir (37). bFGF ailesi ise 9 farkli tirozin
kinaz reseptorlerinden ve bu reseptorlerin ligandlarindan olusmaktadir. bFGF reseptor-
ligand etkilesimi sonucunda hiicre icerisinde bir dizi sinyal iletim yolagini tetiklenmis

olmakta ve bdylece damar olusumu siireci baglamis bulunmaktadir (37).
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2.1.2.6. Doku Istilasi ve Metastaz

Tiimor hiicreleri bazi durumlarda bulunduklar1 dokudan ayrilarak farkli dokular: istila
edebilmektedirler. Timor hiicreleri ulastiklari yeni dokuda canlhiliklarimi devam
ettirebilmekte ve hatta bu dokuda ikinci bir tiimor yapisi olugsmasina neden olabilmektedirler
(38). Tiimorlii hiicrelerin bu sekilde bulundugu dokudan farkli dokulara ulasip ikincil timor
olusturmalar1 metastaz olarak bilinmektedir ve kanser vakalarinda goriilen 6liim oranlarinin
% 90’11 metastatik kanser tiirleri olugturmaktadir (35). Tiimor hiicrelerinin farkli dokulara
goc edebilmeleri igin belirli 6zellikler kazanmis olmalar1 gerekmektedir. Oncelikle
bulunduklar1 doku ¢evresine niifuz edebilmelidirler. Ozellikle kan ve lenf damarlarina sizan
timor hiicreleri damar igerisinde yasamin siirdiirebilmeli ve yine damar duvarimi gecerek
yeni bir dokuya sizabilmelidirler. Yeni dokuya niifuz eden hiicreler girdikleri mikro-cevreye
uyum saglayarak bulunduklar1 konumda yasamlarini siirdiirebilmelidirler (26). Timor
hiicrelerinin bireysel olarak bulunduklar1 dokudan ayrilip baska bolgeye goc edebilme
yeteneklerini hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybederek kazandiklari bilinmektedir. Boylece
timor hiicreleri epitel 6zelliklerini kaybederek mezankimal 6zellik kazanmis olup metastaz

stirecini baglatabilmektedirler (38).
2.1.3. DUNYADA VE ULKEMIiZDE KANSER iNSIDANSI

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2015 yilinda yaptig1 veri degerlendirmelerine gére kanser, 172
ilkenin 91’inde yetmis yas altt 6liimlerin birinci ya da ikinci sebebi olmaya aday bir
hastaliktir (39). Diger 22 iilkede ise tigiincii ya da dordiincii sirada yerini alacagi
degerlendirilmistir. Diinya Saglik Orgiitiiniin yayimladig: istatiksel verilere gore iilkemizde

70 yas alt1 6liimlere neden olan hastalik tiirlinde kanser ikinci sirada yer almaktadir (39).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) kurulusuna ait bir boliim olan Global Kanser
[zleme sistemine ait veri tabani GLOBOCAN olarak bilinmektedir. GLOBOCAN veri
tabaninda kanser hastalig1 hakkinda istatistiksel bilgiler sunulmaktadir. GLOBOCAN’a ait
istatistiksel verilere gore erkek popiilasyonunda diinyada en fazla prostat kanseri goriiliirken
(105 iilke) tilkemizde erkeklerde en sik tanis1 konulan ve en ¢ok 6liime sebep olan kanser

tiirli ise akciger kanseri olarak belirlenmistir (39).
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Kadinlarda ise diinyada en ¢ok tanisi konulan kanser tiiriiniin ¢ok biiyiik bir oran ile meme
kanseri (154 iilke) oldugu belirlenmistir (39). Bu 154 iilkenin igerinde Tiirkiye’de
bulunmaktadir. Mortalite oranlarina bakildiginda ise diinyada kadin popiilasyonunda en ¢ok
Oliime sebep olan yine meme kanseri olup, meme kanserini ise serviks kanseri takip
etmektedir. Ulkemizde ise yine diinya ile benzer olarak en ¢ok &liime meme kanserinin

neden oldugu GLOBOCAN verilerinden anlagilmaktadir (39).

2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri diinyadaki kadin popiilasyonunda en sik teshisi konulan ve kanser sebepli
Oliimlerde 6nde gelen bir hastaliktir (40). Meme kanseri oldukc¢a heterojen bir hastalik olup
farkli patalojik ve klinik etkilere sahip Ozellikler gostermektedir. Geleneksel hormon
reseptOrii pozitif ve negatif tiplerinin yan1 sira gen ifadesine dayali ¢alismalar kullanilarak
da meme kanseri temelde Liiminal A, Liiminal B, HER2-pozitif, ii¢lii-negatif/basal benzeri

ve normal benzeri olmak {izere 5 ana alt tipe ayrilmistir (4).

Liiminal A meme kanseri: Liiminal A meme kanseri hiicrelerinde dstrojen reseptorii pozitif
(ER+) ve progesteron reseptorii pozitif (PR+) iken insan epidermal biiyiime faktorii 2 negatif
(HER2-) oldugu bilinmektedir. Kanser hastaliklarinin genellikle % 40’11 liiminal A meme
kanseri olusturmaktadir. Yavas biiyliyen ve iyi prognoza sahip bir kanser alt tipidir (4).

Liiminal B meme kanseri: Meme kanserinin yaklasik % 20’sini liiminal B meme kanseri
olusturmaktadir. Bu alt tipte ifade seviyelerine géore ER+ ya da PR+ iken HER?2 ifadesi
pozitif veya negatif olabilmektedir. Bu meme kanseri alt tipinde Liiminal A meme kanserine

gore biraz daha hizli cogalma oldugu bilinmektedir (41).

HER? pozitif meme kanseri: HER2+ meme kanseri alt tipi meme kanseri vakalariin % 10
ile % 20 arasindaki bir kismini olusturmaktadir. Bu alt tipte ER ve PR ifadeleri
gozlenmezken HER2 yiiksek ifadeli oldugu saptanmistir. HER2+ meme kanseri liiminal
kanser tiirlerine gore cok daha hizli cogalabilmektedir ve genellikle kotii prognaza sahip

oldugu bilinmektedir (2).

Uclii negatif/Basal benzeri meme kanseri (TNBC): Uclii negatif meme kanseri alt tipi ER-
negatif, PR-negatif ve HER2- negatif olarak tanimlanmistir ve meme kanserinin yaklagik

olarak % 15’lik bir béliimiinii olusturmaktadir (42). TNBC BRCA! geni mutasyonuna sahip
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kadinlarda daha siklikla goriilmektedir ve diger meme kanseri alt tiplerine gére daha agresif
olarak ilerlemektedir (4). Ayrica {iclii negatif meme kanserinde P53 mutasyonuna siklikla
rastlanmaktadir. Bu alt tipe ait tiim vakalarda degil ancak ¢ogunda kotii prognoz oldugu

bilinmektedir (41).

Normal benzeri meme kanseri: Liiminal A meme kanserine olduk¢a benzeyen normal
benzeri meme kanserinde ER ya da PR pozitif oldugu HER2’nin ise negatif oldugu
bilinmektedir. Normal meme kanseri alt tipinin prognozu oldukca iyi olmasina karsin

liiminal A tipine gore yine de daha diisiik prognoz seviyesine sahiptir (4).
2.2.1. MEME KANSERI RiSK FAKTORLERI

Cinsiyet meme kanseri i¢in bir risk faktoriidiir ¢iinkii erkeklere oranla kadinlarda meme
kanseri olusumunun 100 kat fazla oldugu bilinmektedir. 55 yas ve tistii kadinlarda meme
kanseri orani fazla oldugundan yaslanma yine risk faktorleri arasindadir. Cinsiyet ve
yaslanma faktorleri disinda meme kanseri risk faktorleri kalitsal 6zellikler ve cevresel
etmenler olarak iki grupta incelenmektedir. Meme kanserlerinin % 5-10 oran aileden gelen
kalitsal mutasyonlar sebebiyle olustugu bilinmektedir. Kalitsal meme kanserinin en yaygin
sebebi BRCAI ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlardir. Istatistiksel olarak,
BRCA 1 mutasyonu olan kadinlar, yagsamlar1 boyunca % 55-65 oraninda meme kanseri riski
tasimaktadir. BRCA2 mutasyonlu kadinlar ise yasamlar1 boyunca % 45 oraninda meme
kanseri olma riskiyle kars1 karstya bulunmaktadirlar. BRCAI ve BRCA2 mutasyonlarinin
yani sira ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDHI, STK11, PALB2 genlerinde meydana gelen

mutasyonlar da meme kanseri olusumu i¢in risk teskil etmektedirler (4).

Kalitsal ozelliklerin yaninda c¢evresel etmenler de meme kanseri olusumunda etkili

olabilmektedir. Bunlar (4,43);

o Aile oykiisii

o [rk ve etnik kéken, Afrikali-Amerikali kadinlarin her yasta meme kanserinden 6lme
olasilig1 Asyali, Ispanyol ve Kizilderili kadinlarin lme olasiligindan daha fazladur.

o Gogse uygulanan radyasyon terapisi; Geng yasta baska kanser tedavileri i¢cin gégse
radyasyon terapisinin uygulanmasi daha ileriki zamanlarda meme kanseri olusumunu

tetikleyebilmektedir.
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o Diethylstilbestrol (DES) ilacinin kullanimi: 1940’1l yillardan 1970’li yillarin
baslarina kadar hamile kadinlarda diisiik riskini azaltmak i¢in DES ilac1 yaygin halde
kullanilmaktaydi. DES ilacini kullanan kadinlarda meme kanseri risknin daha fazla
oldugu hatta annesi hamileyken bu ilaci kullanan kadinlarda da meme kanseri
riskinin oldugu bilinmektedir.

e Dogum kontrol ve koruyucular: Hormon iceren korunma yontemleri meme kanseri
olusumuna sebep olabilmektedir. Oral kontraseptif kullanan kadinlarin meme
kanseri riski bunlar1 hi¢ kullanmayan kadinlara gére biraz daha yiiksektir.

e Menopoz sonrasi hormon replasman tedavisi (HRT): HRT kullanan kadinlarda
meme kanseri olusum riskinin arttig1 bilinmektedir.

o Aswrt alkol tiiketimi: Giinliik alkol tiiketim miktarina bagh olarak kadinlarda asir
alkol kullaniminin meme kanseri olusmasinda risk teskil ettigi bilinmektedir.
Ozellikle ER + meme kanseri olusumu riskinin alkol kullaniminin arttirdig
belirtilmistir.

o Obezite: Yag dokulart viicutta dstrojen hormonu miktarini arttirabilmektedir bu
sebeple asir1 kilo meme kanseri riskini arttirmaktadir.

e  (Cocuk sahibi olmamak ve emzirmemek: Cocugu olmayan ya da 30 yasindan sonra
ilk ¢ocuk sahibi olan kadinlarda meme kanseri goriilme riski daha fazladir.

e Menstriiasyon evresinin erken yasta baslamasi veya menopozun 55 yasindan sonra
durdurulmasi: Kadmlar ozellikle 12 yasindan Once menstriiasyon dongiisiine
girmeleri daha fazla 6strojen ve progesteron hormonuna maruz kalmalarina sebep
olmaktadir bu sebeple meme kanseri goriilme riski erken menstrilasyona girmis
kadinlarda daha fazladir. Ayrica menopoza ge¢ girilmesi yine hormonlara olan
maruziyet siiresini arttiracagindan meme kanseri riskini arttirmaktadir.

o Fiziksel aktivite eksikligi: Elde edilen veriler 0Ozellikle menopozdan Onceki
kadinlarda diizenli fiziksel aktivitenin meme kanseri riskini azaltabilecegini

gostermektedir.
2.2.2. MEME KANSERI TEDAVISi

Uzun yillar boyunca aragtirmacilar meme kanserinin tedavi edilebilmesi amaciyla klinik
araclar ve molekiiler yaklagimlar gelistirmeye calismislardir. Molekiiler yaklagimlar ile

meme kanseri molekiiler diizeyde arastirilmasi ile tedavi i¢in yeni aday molekiillerin
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belirlenmesi amaclanmistir (44). Cerrahi miidahale meme kanseri tedavisinde en ¢ok
kullanilan yontemdir. Cerrahi yontemden sonra kemoterapi ve radyasyon terapisi yine tedavi
icin basvurulan temel yontemler arasindadir. Meme kanseri alt tiplerine bagl olarak ise
endokrin terapiler gelistirilmistir ve genellikle belli molekiiller hedef alinarak meme kanseri
hastalar ¢esitli ilaglar ile tedavi edilmektedir. Endokrin terapisinde hedef olarak belirlenen
ana molekiiller 6strojen reseptdr (ER) ve insan epidermal biiylime hormonu 2 (HER2)’dir
(8). Uglii negatif meme kanserinde ise endokrin terapi etkili bir tedavi ydntemi olmadigindan

bu meme kanseri alt tipi i¢in yeni hedef molekiillerin arastirilmasi gerekmektedir (42).

ER hedefli terapi: ER niikleer reseptor ailesi liyelerinden olup hiicrede ¢ogalmada, hayatta
kalmada ve invazyonda o©nemli rol {istlenmektedir (8). ER’nin hiicredeki 6nemli
fonksiyonlar1 bu molekiilii meme kanseri tedavisinde etkili bir hedef molekiil haline
getirmektedir. Ostrojen hormonunun 6strojen reseptdriine baglanmasiyla ligand-reseptor
etkilesimi gerceklesmis olup hiicre icerisinde sinyal iletimi baslamis olmaktadir. Meme
kanseri tedavisinde de anti-Gstrojenik molekiil olarak Tamoxifen ilaci kullanilmaktadir.
Tamoxifen ER’de Ostrojenin baglanacag: aktif ligand bolgesine baglanarak Ostrojen-ER
baglantisin1 engellemekte ve bdylece ER aktif hale gelememektedir (8). ER’nin
aktiflesmesinin engellenmesiyle meme kanseri ilerlemesi baskilanabilmektedir (8).
Klinisyenlerin ER hedefli meme kanseri terapi siirecinde en sik karsilastiklar1 zorluklardan
birisi kanser hiicrelerinin endokrin terapisine karsi direng gelistirmeleridir. Olusan direng
Ostrojenden bagimsiz olarak hiicrelerin biiyliyebilmesine ve hayatta kalmasina olanak

saglamaktadir. Bu sebeple uygulanan tedavi etkisini yitirmis olmaktadir (45).

HER? hedefli terapi: HER?2 bir trans-membran tirozin kinaz reseptorii olup 4 farkli EGFR
aile liyelerinden bir tanesi olan ERBB2 geni tarafindan kodlanmaktadir (46). 1998 yilinda
Amerika Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ila¢ olan Trastuzumab anti-
HER2 monoklonal antikor olarak gelistirilmistir ve HER2 aktivasyonunu inhibe
edebilmektedir. Trastuzumabin diger kemoterapi ajanlariyla beraber olarak kanser
tedavisinde kullanilmas1 sayesinde ER+ ve HER2+ meme kanseri tiplerinin hastada tekrar
niiksetmesinin engellendigi ve metastazin daha 1y1 baskilandigir anlasilmistir (8) Meme
kanseri tedavisinde bir diger gelistirilen ilaglardan bir digeri Lapatinib ise hem EGFR hem
de HER2 inhibitoriidiir (47). Lapanitibin 2007 yilinda FDA onaylanmasindan sonra 2012
yilinda yine bir anti-HER2 monoklonal antikor olan Pertuzumabi onaylamistir (44). Ancak
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tedavi siirecinde karsilasilan sorunlardan birisi 6zellikle metastatik hastalarin Trastuzumaba

kars1 direng gelistirmesidir ve bu direng tedavi siirecini olumsuz etkilemektedir (8).

Uclii Negatif Meme kanseri icin gelistirilen terapi: TNBC’de hedef reseptor olmamasindan
dolay1r hormonal ya da Trastuzumab tabanli tedavi yontemleri etkili olamamaktadir. Bu
sebeple TNBC tedavisinde genellikle cerrahi yontemler ve kemoterapotik ajanlar
kullanilmaktadir. Ancak yapilan son ¢alismalar ile tedavi i¢in hedef olarak bazi reseptorler
tespit edilmistir (6). Cizelge 2.3.de TNBC i¢in hedeflenen terapotik yaklagimlar
belirtilmistir (42).

Cizelge 2.3. Uglii negatif meme kanseri icin hedeflenen terapotik yaklasimlar (42)

Yolak Hedeflenen Terapdtik Yaklasim
Anjiyogenez Anti-VEGF monoklonal antikor
Apoptoz BCL2 spesifik inhibitor, TRAIL monoklonal antikor

Biiytime Faktorii Sinyali | Anti-EGFR  monoklonal antikor, EGFR tirozin kinaz

inhibitorii

PI3K/mTOR sinyali mTOR inhibitorii, Rapamisin analogu, PI3K ve AKT
inhibitorii, PI3K ve mTOR inhibit6ri

Hedgehog Anti-HH ligand monoklonal antikor, Gli antagonist

NOTCH Anti-NOTCH monoklonal antikor

WNT/P-katenin sinyali Anti-WNT ligand monoklonal antikor

2.2.3. MEME KANSERi TEDAVISi UZERINE ARASTIRILAN BiYOLOJIiK
MOLEKULLER

Kanser tedavisinde bir¢ok kimyasal ilaglar kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglara olan direng
gelisiminin olugmasi sebebiyle bilim diinyasinda farkl terapotik molekiillerin kesfi {izerine
odaklanilmistir. Bu biyolojik molekiillerden bazilar1 bitkilerden elde edilen molekiiller

oldugu gibi likenlerden ya da mantarlardan elde edilen molekiillerinde kanser iizerindeki
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etkisi arastirilmaktadir. Diger organizmalarda oldugu gibi insanlarda da bulunan
mikroRNA’larin da meme kanseri tedavisi lizerindeki etkisi yapilan ¢esitli calismalar ile

arastirilmaktadir.

2.2.3.1. Kanser Tedavisinde Etkin Aday Molekiil: Usnik asit

Likenler mantarlarin algler veya siyanobakteriler ile simbiyotik bir yasam kurmasi sonucu
olusan organizmalardir (48). Likenler antimikrobiyal, anti-viral, anti-protozoal, anti-
proliferatif, anti-tiimor, anti-enflamatuar, analjezik, foto-koruyucu, enzim inhibe edici ve
anti-anjiyojenik etkilere sahip ¢esitli sekonder metabolitler iiretebilmektedirler (48). Usnik
asit (2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3(2H,9bH)-dibenzofurandione) likenler
tarafindan iiretilen sekonder metabolitler arasindan en bilinenlerdendir. iki enantiomeri olan

Usnik asit’in yapisal formiilii Sekil 2.6.’da gosterilmistir (49).

H.C\ OH
HON\‘/ t:jH'
\ }:_( N Sb | CH
0= 07 N""on
CH,
(+)

Sekil 2.6. Usnik asit’in 2 farkli yapis1 (49)

Usnik asit’in de ¢esitli kanser tiirlerine karsi anti-proliferatif etki gosterdigi yapilan
caligmalar sonucu anlasilmistir (48,50,51). Usnik asit’in meme kanserinde de tiimor
olusumunu baskiladig1 yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir (52,53). Usnik asit
meme kanserinde tiimor baskilayici etki gosterirken bu islemi hiicrenin DNA yapisina zarar
vermeden yapti81 yapilan bir ¢alisma sonucu ortaya ¢ikarilmistir (54). Usnik asit’in hiicreler
iizerinde genotoksik etki gdstermeme Ozelligi bu molekiili meme kanseri tedavisinde
potansiyel bir aday molekiil haline getirmektedir (54). Ayrica gergeklestirilen ¢alisma
sonucunda Usnik asit’in farklt kanser tiirlerine yiliksek oranda anti-proliferatif etki

gosterdigi, ancak kanser olmayan normal epitel hiicreler iizerine daha az oranda etki
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gosterdigi belirlenmistir (54). Boylece Usnik asit’in kanser hiicrelerine odakli gostermesi

Usnik asit’in kanser tedavisinde aday bir molekiil olduguna dair bir diger belirtegtir.

2.2.3.2. Kanser Tedavisinde Etkin Aday Molekiil: MikroRNA’lar

Insan genomunda diizenleyici gdrev iistlenen kodlama yapmayan RNA (ncRNA) dizileri
bulunmaktadir. Kodlanmayan RNA dizileri niikleotid sayisina gére uzun IncRNA (200-
100.000 niikleotid) ve kisa ncRNA olmak iizere iki ana kategoride siniflandirilmaktadir (55).
Kisa ncRNA’lar ise yine kendi igerisinde kdkenleri, yapilari, iliskili efektor proteinleri ve
biyolojik rolleri baz alinarak siRNA, piRNA ve mikroRNA olmak {izere ii¢ ana grupta
incelenmektedir. ncRNA’lar kromatin yapisi, kromozom segregasyonu, transkripsiyon,
RNA isleme, RNA stabilitesi ve translasyon gibi biyolojik olaylarda diizenleyici gorev
almaktadirlar (56).

ncRNA’lardan bir grup olan mikroRNA’lar (miRNA) yaklasik olarak 21-25 niikleotid
uzunlugunda kodlanmayan RNA dizileridir ve hiicrede transkripsiyon sonrasi gen
regiilasyonunda gorev almaktadirlar (10). ilk miRNA (lin4) 1993 yilinda Ambros ve ark.
tarafindan Caenorhabditis elegans (C. elegans) organizmasinda kesfedilmistir (57). Ilk
miRNA’nin kesfinden 7 yil sonra ise Reinhart ve ark. C. elegans 'da lin 41 genini baskilayan
farkli bir miRNA (let-7) kesfettiler (58). Calismada let-7’nin /in 4/ geni 3'UTR mRNA
dizisinin belli bir bolgesiyle eslestigi ve miRNA ile mRNA arasinda spesifik bir RNA-RNA
baglantis1 kuruldugu ortaya c¢ikarilmistir (58). Yapilan bu iki ¢alisma sonucunda
miRNA’larin canlilarda transkripsiyon sonrast gen regiilasyonunda gorev aldiklari

belirtilmistir (59).
2.2.3.2.1. miRNA Biyogenezi

Olgun bir miRNA’nin sentezlenebilmesi ic¢in hiicre igerisinde bir dizi mekanizmanin
calismasi gerekmektedir. Ilk olarak sag tokasi yapisinda bir RNA olan Pri-miRNA belirli bir
gen bolgesinden RNA polimeraz I enzimi ile ¢ekirdekte sentezlenmektedir. Daha sonra,
sentezlenen Pri-miRNA 70-85 niikleotid uzunlugunda olacak sekilde riboniikleaz olan
Drosha enzimi ve DGCRS kofaktorii yardimiyla kisaltilmaktadir (13). Sag tokas1 yapisinda
sentezlenen bu onciil miRNA (pre-miRNA) Exportin-5 molekiilii yardimiyla ¢ekirdekten
almarak hiicre sitoplazmasina transferi gerceklestirilmektedir. Sitoplazmaya gelen pre-

miRNA RNaz endoniikleaz DICER1 enzimi ile 18-25 niikleotid uzunlugunda olacak sekilde
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kisaltilip ¢ift sarmalli yeni bir miRNA vyapist olusturulmaktadir (60). Sarmal yap1
coziildiikten sonra, olgun miRNA, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) olarak
adlandirilan bir protein kompleksi icine katilmakta ve RISC'yi mRNA'y1 hedeflemesi i¢in
yonlendirmektedir (59). miRNA’lar hedef mRNA’lara baglanarak mRNA’y1 ya
parcalayarak ya da translasyonu inhibe ederek gen regiilasyonunu saglamis olurlar. 3'UTR
mRNA dizilerine baglanan miRNA’lar birden ok mRNA’ya hedef olarak baglanabilirler ya
da bir 3'UTR mRNA dizisi birden ¢ok miRNA’nin hedefi olabilmektedir ve bdylece
miRNA’lar hedefledikleri genin protein seviyesinde azalmaya neden olurlar (61). miRNA

biyogenezi Sekil 2.7.’de ayrintili bir bigimde gosterilmistir (10).

- 9

pri-miRNA pre-miRNA

Cekirdek

Sitoplazma E

|
DICER1

Exportin 5

RISC —

mRNA bozulmas! s I, |

¥ L)
RISC —
Translasyon ——
baskilanmasi B

Sekil 2.7. miRNA biyogenezi (10)

2.2.3.2.2. mikroRNA’lar ile Kanserin iliskisi

miRNA’lar kanser hastaligiyla ilk defa 2002 yilinda Calin ve ark. tarafindan
iliskilendirilmistir (62). Gergeklestirilen bu calismada miR-15a ve miR-16-1 ifade
seviyelerinin kronik lenfosit 16semi (CLL) hiicrelerinin % 69’unda azaldig1 ya da hig ifade

olmadig1 ortaya ¢ikarilmistir (62). Calin ve ark. yaptig1 calismanin ardindan arastirmacilar
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bilinen miRNA’larin gen haritasini ¢ikarmaya yonelmislerdir (10). Yapilan calismalar
sonucunda akcigerler, prostat, tiroid, hepatoseliiler, pankreas, mide, kolorektal, testis,
glioblastoma ve lenfatik kanserlerde birgok miRNA’nin ifade seviyesinde degisim oldugu
belirtilmistir (13,60). Ayrica miRNA'lar hiicre ¢ogalmasi, timor gelisimi ve gog¢ gibi farkl
biyolojik olaylarda rol oynamaktadirlar. miRNA’lar aktiflestirdikleri veya baskiladiklar
yolaklara bagli olarak kanser gelisimde onkojenik ya da tiimor baskilayict rolde

olabilmektedirler (63).

Tiimor Baskilayict miRNA’lar kanser ilerlemesini ve gelismesini farkli yolaklar: etkileyerek
baskilayabilen 6zellikte iken onkojenik miRNA’larin ise timor gelisimi ve ilerlemesine
katki sagladigi belirtilmistir. Meme kanserinde ¢esitli tiimor baskilayict miRNA’lar Cizelge
2.4.’de belirtilmistir (10,13).

Cizelge 2.4. Meme kanserinde tiimdr baskilayici ve onkojenik miRNA'lar (10,13)

Timor baskilayici Onkojenik
miRNA Hiicresel Fonksiyon miRNA Hiicresel Fonksiyon
miR-205 Hiicre ¢cogalmasini baskilama | miR-27a Hiicre ¢cogalmasini arttirma
miR-206 | Hiicre goclinii baskilama mir-21 Invazyonu indiikleme

miR-145 Tlimor biiylimesini baskilama | miR-301a Invazyonu indiikleme

miR-34 Gl fazinda hiicre dongiisiinii | miR-96 Hiicre cogalmasini
durdurma indiikleme
miR-152 | Anjiyogenezi baskilama miR-155 Kemoterapi ilaclarina karsi

direng gelisimi

miR-125a | Tiimorlesme stirecini | miR-373 Hiicre goclinii ve invazyonu
miR-125b | baskilama miR-520c¢ indiikleme
miR-31 Metastazi baskilama miR-196a Hiicre ¢ogalmasini arttirma
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2.3. HUCRE DONGUSU VE KANSER

Bir hiicrenin tiim igerigini ikiye katlayip daha sonra bir dizi makro-molekiiler olayin
ger¢ceklesmesiyle iki ayri hiicreye ayrilmasi hiicre dongiisii olarak bilinmektedir (16). Hiicre
dongiisii tiim canlilarin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan temel mekanizmadir. Bakteri ve mayalar
gibi tek hiicreli canlilarda hiicre boliinmesi ile yeni bir organizma olusurken, ¢ok hiicreli
kompleks canlilarda hiicre bdliinmesi sayesinde fonksiyonel yapiya sahip bir organizma
olusmast saglanmaktadir (18). Hiicre dongiisii sirasinda gerceklesen olaylar canhi
organizmalarda farklilik gosterebilmektedir ancak temel olarak tiim canlilarda hiicre
dongiisii hiicre gelismesi ve kromozom replikasyonu, kromozomlarin ayrilmasi ve hiicre

boliinmesi olmak iizere {ic basamakta ger¢eklesmektedir (20) (Sekil 2.8.).

@ " Yavru hiicreler
Hiicre biiyiimesi ve
Hiicre kromozom
boliinmesi replikasyonu

HUCRE
DONGUSU.
> Kromozom
ayrilmast

Sekil 2.8. Hiicre dongiisiinde gerceklesen {i¢ ana basamak (18)

Okaryotik hiicrelerde hiicre dongiisii;

e (Gl fazi,

e S (sentez) fazi,
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o (2 fazive

e M (mitotik) faz olmak iizere dort ana fazda gergeklesmektedir.

Hiicre dongiisiindeki en 6nemli fazlar DNA’ nin ikiye katlandi S faz1 ve hiicrenin iki yavru

hiicreye boliindiigi M fazidir (64). G1 faz1 hiicrede RNA ve proteinlerin sentezinin

tamamlandigi, G2 fazi ise hiicrenin mitoz bdliinme i¢in hazirliklarin tamamlandigi asamadir.

M fazinda ise ¢ekirdek boliinmesi ve sitoplazma ayrilmasi temel olmak iizere, M faz1 kendi

igerisinde bir dizi kompleks olayin ger¢eklesmesiyle hiicrenin ikiye ayrildigi asamadir (16)

(Sekil 2.9.).
M FAZI
1
. Mitoz
, (Cekirdek Sitokinez >
, bolliinmesi) (Sitoplazma \
G2 FAZI ; boliinmesi)

INTERFAZ

S FAZI G1 FAZI

DNA replikasyonu

Sekil 2.9. Okaryotik hiicrelerde ger¢eklesen hiicre dongiisii asamalari (18)

Hiicre dongiisii siireci serin/treonin kinaz ailesinden siklin-bagimli kinaz (CDK) proteinleri

tarafindan diizenlenmektedir. G1 fazinda diizenleyici olarak siklin D-CDK4, siklin D-CDK6

ve siklin E-CDK2 gorev almaktadir (65). S fazinin baglamasinda siklin A-CDK2 etkili iken,
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G2 fazinin diizenlenmesi siklin B-CDKI1 tarafindan gerceklestirilmektedir (66). Hiicre
dongiisii stirecinde gergeklesen fazlar ve fazlar arasindaki gecisler denetim noktalar: adi
verilen bir sensor mekanizma tarafindan diizenlenmektedir. Bu sensér mekanizma hiicre
boliinmesi sirasinda tamamlanamayan ya da yanlis gergeklesen olaylarin tespitini yaparak
hiicrenin uyarilmasini saglamakta ve sorunlar ¢oziilene dek hiicrenin bdliinmesini
engellemektedir (64). Kanserli hiicrelerde ise bu denetim mekanizmasinda bozulmalar
meydana geldigi tespit edilmistir. Hiicrelerde denetim mekanizmasinin bozulmasi hiicrelerin
kontrolsiiz boliinmesine ve tiimdrlii hiicrelerin metastatik 6zellik kazanmasina neden oldugu
belirtilmistir (64,67). Kanserli hiicrelerdeki hiicre dongiisii denetim mekanizmasindaki
arizalarin belirlenmesi denetim mekanizmasinda gorevli olan diizenleyici molekiilleri tedavi
icin birer aday terapotik hedef haline getirmistir. Cizelge 2.5.°de kanser tedavisinde

kullanilan ilaglar ve etkiledikleri hiicre dongiisii fazlar1 belirtilmistir (64).

Cizelge 2.5. Hiicre dongiisii hedefli terapotik ajanlar (64)

Ajan Hedef Etkiledigi faz
5-Fluouracil Timidin sentaz S
Gemcitabine Niikleozid analog ve ribontikleotit rediiktaz S
Methrotrexate Dihidrofolat rediiktaz S
Irinotecan Topoizomeraz | S
Cisplatin DNA yildiz aras1 ¢apraz baglari S/G2
Docetaxel Tiibiilin M
Paclitaxcel Tiibiilin M
Vincristine Tiibiilin M
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2.4. HUCRE OLUM MEKANIZMASI APOPTOZ VE KANSER

Canlilarin yagamlar siirecinde dokularii olusturan hiicre gruplarinda hem 6liim hem de
cogalma goriilmektedir. Dokulardaki homeoztaziyi saglamak adina hiicre 6liimii ve hiicre
cogalmasi arasindaki denge oldukg¢a onemlidir. Hiicrelerin intihar1 olarak bilinen normal
hiicre 6liimleri hiicre i¢i 6liim mekanizmas1 yardimiyla kontrollii bir sekilde saglanmaktadir
ve bu mekanizma programh hiicre 6liimii olarak bilinmektedir. Hayvanlarda programli
hiicre oliimleri genellikle apoptoz mekanizmasi ile saglanmaktadir (20). Apoptoz ile
dokulardaki istenmeyen veya zarar gormiis hiicrelerin oliimii saglanabilmektedir (68).
Ornegin omurgalilarin sinir sistemi gelisim siirecinde ¢esitli néron hiicrelerinin daha sonraki
stireclerde apoptoz mekanizmasiyla 6liimii gergeklesmektedir. Yine bazi hayvanlarin ve
insanlarin gelisim siirecinde ellerinde parmaklarin olusmasi bir grup hiicrenin apoptoz

yardimiyla oliimiiniin saglanmasiyla ger¢eklesmektedir (18).

Apoptoz sirasinda hiicrede temel olarak ii¢ biyokimyasal degisiklik meydana gelmektedir

(69);

1. Kaspazlarm aktivasyonu
2. DNA ve protein yikilmasi

3. Hiicre zarmin degigmesi ve fagositik hiicreler tarafindan taninma.

Kaspazlarin aktivasyonu ile hiicre igerisinde hayati 6nem tasiyan proteinlerin yikilmasi ve
hiicre iskeletinin bozulmas1 saglanmaktadir. Ayrica aktif kaspazlar DNaz’lar1 aktiflestirerek
cekirdek ici DNA yapisinin bozulmasini saglamaktadir. Hiicre zar i¢ ylizeyinde bulunan
fosfatidilserin (PS)’lerin hiicre zarmin dis yiizeyine dénmesiyle apoptotik hiicrelerin

makrofajlar tarafindan taninmasini saglamaktadir (69).

Kaspazlar hem apoptozun uyarilmasinda hem de apoptozun gerceklesmesinde gorev alarak
apoptoz mekanizmasinin temelini olusturmaktadirlar. Kaspazlar temelde dis, i¢c ve
perforin/granzyme yolagi olmak iizere ii¢ farkli mekanizma tlizerinden aktiflestirilmektedir

(Sekil 2.10.) (70);

e Dis yolak hiicre zarin iizerinde bulunan Oliim reseptorlerine ligandlarin
baglanmasiyla aktiflestirilmektedir. Oliim reseptorleri genellikle timér nekroz

faktori (TNF) reseptor gen siiper ailesi iiyeleridir. TNF reseptor ailesi tiyeleri
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genellikle hiicre zarinin disindaki sistein amino asiti zengin bolge ve hiicre i¢inin
zarinda bulunan 6liim bélgesi olarak adlandirilan iki ayr1 bolgeye sahiptirler. Oliim
bolgesi olarak adlandirilan kismin aktiflesmesiyle hiicre igerisinde bir dizi sinyal
iletimi gerceklesmekte ve boylece kaspaz enzimleri aktiflestirilmektedir.

e Ic yolagin aktiflestirilmesi ise hiicrenin radyasyon, toksinlere, serbest radikallere
maruz kalmasi veya hiicrede hipoksi durumunun olugmasit sebebiyle
ger¢eklesmektedir. Ayrica belli biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin
olmamast da i¢ yolagin aktiflesmesiyle hiicrenin apoptoza girmesine neden
olmaktadir. I¢ yolagin aktiflesmesi sonucunda mitokondrinin i¢ zarinda degisime
neden olmakta ve zar gecirgen bir hale gelmektedir. Gegirgenlesen zardan
mitokondri igerisinde bulunan sitokrom C ve serin proteinaz molekiilleri sitoplamaya
gecmektedir. Bu proteinler de bdylece kaspaz bagimli mitokondrial yolag:
aktiflestirerek apoptoz indiiklemektedir. Mitokondrial yolak BCL-2 protein asilesi
iiyeleri ile diizenlenmektedir. Hiicrede BCL-2, BCL-x, BAG gibi proteinler anti-
apoptotik 6zellik gosterirken BCL-10, BAX, BAK gibi proteinlerde pro-apoptotik
ozelliktedirler.

e Sitotoksik T hiicreleri enfekte olmus hiicrelerin zarlarinda perforin denilen bir porun
olugmasina neden olup hiicre igerisine granzyme A ve B’nin girmesini saglarlar. Bu
enzimler hiicre igerisinde kaspaz aktivasyonuna ya da SET kompleksinin

aktiflestirilmesiyle DNA’nin kesilmesine neden olurlar.

1970 yilinda Kerr ve ark. yaptigi calismada apoptoz ve potansiyel malignant hiicreler
arasinda bir baglanti oldugunu ortaya cikarmislardir (71). Apoptozun baskilanmasi ve
apoptoza karsi olusan direng karsinojenez olusumunda oldukga etkilidir ve hiicreler bu iki
mekanizmay1 ¢esitli yolaklar tiizerinden gerceklestirmektedirler. Kanserli hiicrelerin
apoptozdan kurtulmasi anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasindaki dengenin
bozulmasi, kapaz fonksiyonlarinin baskilanmasi ve 6liim reseptor sinyallerinde meydana
gelen bozulmalar, apoptoz inhibitorii proteinlerinin (IAPs) ifadesinin arttirilmasi ve p53
geninde meydana gelen mutasyonlar olmak iizere olarak bes mekanizma ile

gerceklesmektedir (Sekil 2.11.) (69).
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3. GEREKCE VE AMAC

miRNA’larin kesfiyle beraber hiicre icerisinde post-transkripsiyonel regiilasyonda gorev
aldiklar1 ve genlerin ifade seviyelerinde degisikliklere neden olabildikleri anlagilmistir (72).
Organizmalardaki miRNA’larin bu 6nemli gorevi sebebiyle ¢esitli ¢calismalar yapilarak
miRNA’larin kanser ile olan iligkisi ortaya ¢ikarilmaya c¢alisilmistir. Bircok calisma
miRNA’larin koloraktal, akciger, meme, karaciger kanseri ve I6semi gibi ¢esitli insan kanser
tirlerinde tiimor baskilayic1 ve onkojenik olarak gorev aldigini géstermistir (73). Yapilan
calismalar miRNA profillemesinin kanserli hastalarin tan1 ve prognozu i¢in kritik oldugunu
ortaya koymus ve bazi miRNA'larin ise kanserde teshis ve prognostik biyobelirtecler veya
terapotik hedefler olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (73).
miRNA’larin kanserin tanisinda, prognozunda, gelisiminde ve tedavisinde bu denli 6neme
sahip olmast miRNA’lar1 bilim diinyasinda énemli bir konuma getirmistir. miRNA’larin
kanser tedavisindeki potansiyel roliiniin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla ¢aligsmalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Yapilan 6n ¢aligmalarda liken sekonder metaboliti olan Usnik asit histolojik olarak 3 farkli
meme kanseri hiicre hatlarina tizerine uygulamasi sonucu mikroRNA ifadelerinde meydana
gelen degisimler belirlenmistir. BT-474 meme kanseri hiicre hattinda miR-185-5p’nin ifade
seviyesindeki degisim qRT-PCR yontemiyle de dogrulanmis ve boylece BT-474 hiicreinde
miR-185-5p’nin etkinligi belirlenmistir. Bu tez g¢alismasinda, miR-185-5p’nin BT-474
hiicresi tizerindeki anti-proliferatif etkisi belirlenmesi amag¢lanmistir. Ayrica yapilan
caligmada miR-185-5p’nin meme kanserinde timor baskilayici 6zellige sahip oldugu ve
kanser tedavisinde apoptoz yolagini indiikleyerek tiimor olusumunu baskilaya bilecegi
ortaya ¢ikarilmaya calisilmistir. Boylece meme kanseri tedavisinde etkili yeni bir aday

molekiiliin olabilecegi belirlenmeye c¢alisiimistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

4.1.1. HUCRE HATLARI

Tez Kapsaminda kullanilan meme kanseri ve normal meme hiicre hatlar1t ATCC’den temin
edilmistir. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve kiiltiir ortami igerikleri Cizelge

4.1.de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicre hatlar1 ve ozellikleri

Hiicre Kullamilan hiicre

Pasaj no hatti Hiicre tipi katalog numaralari

Ortam igerigi

DMEM High Glucose +%10 FBS
12 BT-474 Meme kanseri Kat. No: HTB-20™ +
% 1 Penisilin/Streptomisin

DMEM Ham’s F12 +% 10 FBS +
% 1+
10 pg/ml insulin+ 20 ng/ml
EGF+ 0.5 mg/ml Hidrokortizon

Normal meme Kat. No. CRL-

12 MCF e hiicresi 10782™

4.1.2. KULLANILAN KiMYASALLAR

Kullanilan baslica kimyasallar; DMEM (Gibco), DMEM Ham'’s F12 (Gibco), Fetal Bovine
Serum (Sigma), Penisilin/Streptomisin (Biowest), Insiilin (Humulin), Hidrokortizon
(Pubchem), Epidermal Biiylime Faktorii (Goquick), PBS (Gibco), Tripsin-EDTA (Sigma),
DMSO (Sigma), MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue) (Sigma, MF6004), TRizol (Genozol, XN19001), Ure (Biorad), Proteaz
inhibitér (Biorad), kloroform (MERCK, K02545831341), izopropanol (EMSURE,
K44834034334), etanol (MERCK, K38999227830), 0.5 M Tris-HCl pH 6.8, 1.5 M Tris-HCI
pH 8.8, % 40 akrilamid-bisakrilamid (Biorad), % 10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Biorad),
ultra saf su, % 10 APS (Amonyum Persulfat) (Biorad), TEMED (Biorad), BSA (Biorad),
Bradford Soliisyonu (Biorad), TBST, Antikor (Cell Signaling), miRNA-185-5p mimik
(mimic), miRNA-185-5p negatif kontrol (scramble) (Qiagen), miRNA-185-5p mimik
primer (Qiagen), Transfeksiyon Cozeltisi (Qiagen), BCL2 (NM_000657) Human 3°’UTR
Clone (Origene, CAT#: SC200550), Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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4.1.3.

4.14.

KULLANILAN KiTLER

Dual Luciferase Kit (Promega)

Human Apoptosis Assay Primer (Real Time Primers, Biorad)
cDNA Sentez Kit (EURx)

Annexin V-FITC, (Invitrogen, Lot#1597071)

PI/RNase Staining Buffer, (BD Pharmingen, Lot#550825)

Chemiluminescence Kit (Thermo Fisher Scientific)

KULLANILAN SARF MALZEMELER

Kullanilan basglica sarf malzemeler;

4.1.5.

25 ve 75 cm? hiicre kiiltiirii flask

Cryo.S kriyovial tiip

2 ve 1.5 ml steril PCR tiip

15 ml ve 50 ml steril falkon

Pipet uglar1; Dnase-Rnase free, steril, filtreli 10 pl, 100 ul, 1000 ul (BioPointe
Scientific® Kat.no:321-4050A)

Steril serolojik pipetler; 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (JET BIOFIL, Lot No:
090415-071)

96 kuyucuklu diiz tabanl steril plaka (SARSTEDT, Lot:5025111)

6 kuyucuklu diiz tabanli steril plaka (SARSTEDT, Lot:5024611)

384 kuyucuklu plate (ROCHE, Lot:13019801).

PVDF Membran

Western blot i¢in poset

Parafilm

100 ml, 500 ml ve 1000 ml cam sise

Eldiven

KULLANILAN CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar Cizelge 4.2.’de markalari ile birlikte belirtilmistir.
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Cizelge 4.2. Kullanilan cihazlar ve markalar

Cihaz Adq Markasi
COs Inkiibatér Sanyo CO; Incubator
Elektroforez tanki Thermo Fisher Scientific
ELIZA okuyucu PerkinElmer 1420 Multilabel Counter

Goruntuleme sistemi

Syngene Gene Genius Bio Imaging

Giic kaynagi

Thermo Scientific

Kirik buz makinasi

Scotsman

Laminar flow kabin

Holten LaminAir Model 1,8

Mikroskop Leica DCF290

Nanodrop NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Otomatik pipetler Gilson

10ul, 20pl, 200 pl, 100pl, 1000l

Real Time PCR Roche Light Cycler 480

Saf su cihazi

Millipore Synergy, 185

Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35R
Shaker Finepcr Orbital Shaker SH30
S1v1 azot tanki STATEBOURNE cryogenics
Spin santrifiij BioSan

Su banyosu Lab-Line Aquabath

Terazi Shimadzu AX200

Western Blot goriintiileme cihazi Odyssey CLx

Akis sitometrisi BD Accuri C6 Plus
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4.2. YONTEM

Gergeklestirilen tez kapsaminda, BT-474 meme kanseri ve MCF-12A normal meme
hiicrelerinde miR-185-5p’in hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi, MTT’ye dayali analiz
sonucunda belirlenen etkin dozun transfeksiyonu ile miR-185-5p’nin meme kanseri ve
normal meme hiicresinde apoptoz yolagi lizerine etkisi molekiiler boyutta arastirilmistir. Tez

iceriginde gergeklestirilen Deneysel Yontemler Semast Sekil 4.1.°de belirtilmistir.

BT-474 Ve MCF-12A
Hiicrelerine miR-185-
5p Transfeksiyonu

MTT Assay ile Hiicre
Canliliginin
Belirlenmesi

IC50 Degerinin
Belirlenmesi

miRNA

Tansfeksiyonunun
qRT-PCR ile

Validasyonu

Apoptozun
Belirlenmesi

Luciferase Assay ile
miR-185-5p'in
Hedefinin
Belirlenmesi

Akis Sitometri ile
Apoptoz Orani
Belirlenmesi

Hiicre Dongiisii
Analizi

mRNA Boyutunda
Yapilan ¢alismalar

Protein Seviyesinde
Analizler

Western Blot ile

gRT-PCR ile Apoptoz BCL2 Protein

Tligkili Genlerin Ifade

Degisiminin Reviyesinichi
Belirlenmesi g1y .
Belirlenmesi

Sekil 4.1. Deneysel Yontemler Semasi
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4.2.1. HUCRE KULTURU

4.2.1.1. Hiicrelerin Biiyiime Kosullari

BT-474 ve MCF-12A hiicre hatlar1 i¢in farkli iceriklerde besiyerleri hazirlanmis ve bu
hiicreler 37 °C % 5 CO; ortaminda biiyiitiilmiistiir. Tiim hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 steril

giivenlik kabini icerisinde gerceklestirilmistir.
BT-474 hiicre hatt1 i¢in hazirlanan besiyeri icerigi;

e DMEM yiiksek glikoz igerikli besiyeri
e % 10 Fetal Bovine Serum

e % 1 Penisilin/Streptomisin
MCF-12A hiicre hatt1 i¢in hazirlanan besiyeri icerigi;

e DMEM Ham’s F12
e 9% 10 Fetal Bovine Serum
e % 1 Penisilin/Streptomisin

e 10 pg/ml Insiilin, 20 ng/ml EGF, 0.5 mg/ml Hidrokortizon

4.2.1.2. Hiicre Acma ve Hiicrelerin Devamliliginin Saglanmasi

1. Siv1 azot icerisinde muhafaza edilen donmus olan hiicrelerin asamali olarak
¢Oziinmesi saglanmistir. S1vi1 azot tankindan alinan hiicreler ilk olarak buzun igerisine
alimmis ve daha sonra hiicrelerin 37 °C su banyosunda tamamen ¢ozlinmesi
saglanmustir.

2. Laminar kabin igerisine alinan hiicreler 15 ml’lik falkon igerisinde bulunan 5 ml
besiyeri igerisine aktarilmistir.

3. 1500 rpm’de 5 dakika olmak {izere santrifiij edilen hiicrelerin pellet halinde ¢okmesi
saglanmustir.

4. Siipernatant kisim atilmig ve pellet halindeki hiicreler 5 ml taze besiyerinde
¢Ozlilmiistiir.

5. 5 ml besiyeri igerisinde ¢dziinen hiicreler 25 cm? filtreli flaska aktarilmstir.

6. Flask 37 °C, % 5 CO:‘li ortama sahip inkiibatorde biiyiimeye birakilmistir.
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7. Hiicrelerin kiltlir ortami, morfolojileri ve canliliklar1 her giin mikroskop altinda
incelenmistir. Uygun ve steril ortam kosullarini saglamak amaciyla besiyeri igerigi

her iki glinde bir degistirilmistir.
4.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. % 80-90 oraninda doygunluga ulasmis hiicreler inkiibatorden alinarak steril laminar
kabin igerisine alinmistir.

2. Serelojik pipet kullanilarak flask igerisinde bulunan besiyeri ¢ekilip atilmistir.

3. Flaskin yilizeyine yapismis olan canli hiicrelere zarar vermeden hiicreler 2 ml Fosfat
Tampon Soliisyonu (PBS) ile yikanmis ve PBS flask icerisinde ¢ok bekletilmeden
cekilip atilmistir.

4. Flask ylizeyine yapismis hiicreleri hareket ettirmek amaciyla flask igerisine 1 ml
Tripsin-EDTA eklenmis ve flask 3-4 dakika boyunca inkiibatérde inkiibe edilmistir.

5. Inkiibatérden cikarilan hiicreler ters mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin flaskin
ylizeyinden ayrilip ayrilmadigi kontrol edilmistir.

6. Tim hiicrelerin Tripsin igerisinde yiizdiigli anlasildiktan sonra flaska 3 ml besiyeri
eklenerek pipetaj yapilmis ve hiicreler 15 ml’lik falkona alinmistir.

7. Tripsini uzaklastirmak i¢in falkon 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

8. Siipernatant kisim atildiktan sonra pellet halinde ¢coken hiicreler 5 ml besiyerinde
¢Oziilmiis ve iki ayr1 25 cm? flask icerisine esit miktarda paylastirilmstir.

9. Her bir flaska 2.5 ml besiyeri eklendikten sonra hiicrelere hafifce pipetaj yapilmis ve

sonrasinda flasklar 37 °C, % 5 CO>’li inkiibatore alinmistir.

4.2.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

1. % 80-90 oraninda doygunluga ulasmis hiicreler inkiibatorden alinarak steril laminar
kabin igerisine alinmistir.

2. Serelojik pipet ile besiyeri ¢ekilip atildiktan sonra hiicreler 2 ml PBS ile yikanmuistir.

3. 1 ml Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin hareket etmesi saglandiktan sonra hiicrelere
3 ml besiyeri eklenmis ve hiicreler 15 ml’lik falkon ig¢erisine alinmustir.

4. Falkon 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek Tripsinin ortamdan

uzaklastirilmasi saglanmastir.
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5. Pellet halindeki hiicreler % 10 DMSO ve % 90 FBS igeren dondurma medyumu
icerisinde pipetaj yapilarak ¢oziilmiistiir. Dondurma medyumu igerisindeki hiicreler
krovial tiipe aktarilmistir.

6. Hiicre dondurma siireci hiicrelerin ilk dnce 1 saat -20 °C’de daha sonra 24 saat -80
°C’de bekletilmesi ve son olarak azot tankina kaldirilmasiyla asamali olarak

tamamlanmustir.
4.2.2. HUCRELERE MIR-185-5P TRANSFEKSIYONU

BT-474 ve MCF-12A hiicrelert MTT canlilik testi i¢in 96 kuyulu plakalara ekilip miR-185-
Sp transfeksiyonu yapilirken, deneysel asamalar i¢in ise 6 kuyulu plaklara ekilen hiicrelere
miR-185-5p transfeksiyonu yapilmistir. Cizelge 4.3.’de 96 kuyulu plakaya ekilen hiicrelere
transfekte edilen miR-185-5p konsantrasyonlari, diger soliisyon miktarlar1 ve ekilen hiicre

sayis1 belirtilmistir.

Cizelge 4.3. miRNA transfeksiyonu

10 nM 15 nM 25 nM 50 nM 75 nM 100 nM
miRNA | miRNA | miRNA | miRNA miRNA miRNA
miRNA 0,1 pl 0,15ul | 0,25 ul 0,5 ul 0,75 ul Il
Mimik
Transfeksiyon | 0,75 ul 0,75 ul 0,75 ul 0,75 ul 0,75 ul 0,75 ul
Cozeltisi
Besiyeri 2425 ul | 2425 ul | 2425 ul | 24,25 ul 24,25 ul 24,25 ul
Hiicre Sayisi 175 ul 175 ul 175 ul 175 wl 175 ul 175 ul
besiyeri | besiyeri | besiyeri besiyeri besiyeri besiyeri
i¢inde i¢inde i¢inde i¢inde i¢inde i¢inde
1x10° 1x10° 1x10° 1x10° 1x10° 1x10°
hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre

miR-185-5p’nin negatif kontrolii olarak hiicrelere negatif kontrol (scramble) transfeksiyonu
da yapilmistir. Negatif kontrol (scramble) transfeksiyon protokolii Cizelge 4.3.’deki gibi
olup miR-185-5p yerine hiicrelere scramble transfeksiyonu yapilmistir. Transfeksiyon
asamasindan sonra plakalar 48 saat siire ile inkiibatdrde bekletilmistir. Deney miRNA
mimik, negatif kontrol (scramble) transfeksiyonu ve kontrol besiyeri olacak sekilde 3 grupta

ve her bir grup i¢in 3 tekrar ile tamamlanmustir.
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Deneysel agamalar i¢in ise;

AN

6 kuyulu plakalara ekilen hiicrelere transfeksiyon iglemi gerceklestirilmistir:

Her bir kuyuya 2ml besiyeri igerisinde 350.000 hiicre olacak sekilde ekim
gerceklestirilmistir.

Hiicre ekiminden 24 saat sonra kuyulardaki besiyeri serelojik pipet ile ¢ekilip atilmastir.
Hiicreler 1 ml PBS ile yikanmustir.

Kuyulara 1 ml taze besiyeri eklenmistir.

MTT testi ile belirlenen miR-185-5p’nin ICso konsantrasyonunda (25 nM) hiicrelere
transfeksiyon yapilmistir;

e miR-185-5p transfeksiyonu yapilmis (3 tekrar)

e Scramble transfeksiyonu yapilmis (3 tekrar)

e Hiicrelere ise herhangi bir transfeksiyon islemi (3 tekrar) yapilmamustir.

Daha 6nceden 15 ml falkon igerisine her bir kuyu i¢in 400 pl FBS’siz DMEM icerisine
12 pl transfeksiyon soliisyonu ve 3 pul miR-185-5p mimik eklenmistir. Hazirlanan bu
soliisyon kuyulara damla damla ve yavasca eklenerek transfeksiyon islemi
tamamlanmistir. (Scramble transfeksiyonu i¢in ise her bir soliisyonun miktar1 ayni
olacak sekilde sadece miRNA yerine scramble eklenerek soliisyon hazirlanmistir.)

6 kuyulu plakalar 48 saatlik transfeksiyon asamasi i¢in 37 °C, %5 CO2’li inkiibatore
almmustir. Bu slirecte hiicreler ters mikroskop altinda kontrol edilmis ve gerekli

goriildiigl takdirde besiyeri degisimi yapilmstir.

4.2.3. MTT HUCRE CANLILIK TESTI

Bolim 4.2.2.°de belirtildigi lizere, 96 kuyulu plakalara ekilip transfeksiyon islemi yapilmis

hiicrelere MTT hiicre canlilik testi yapilmistir. Transfeksiyon islemi 24, 48 ve 72 saat olacak

sekilde farkli siirelerde tamamlanmistir. En optimal sonu¢ 48 saat siire ile yapilan

transfeksiyon igslemi sonucunda elde edilmistir. Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra

plakalar inkiibatorden alinarak laminar kabin igerisine alinmistir. Kuyulardaki besiyerleri 1

ml’lik pipet ile ¢ekilip atilmis ardindan 1 ml PBS igerisinde 5 mg 3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ¢6ziilerek hazirlanan soliisyondan her bir kuyuya 50 pl

eklenmistir. Plakalar 4 saatlik bir inkiibasyon i¢in etiive alinmistir ve 4 saatin sonunda

plakalardaki 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide boyasi ¢ekilip
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atilmistir. Daha sonra her bir kuyuya 100 pl izopropanol eklenmistir. Izopropanol ile 10 dk
calkalayicida bekletilen hiicrelerin ELISA okuyucuda 570 nm’de Olgiimii alimmistir. 3
tekrarli olacak sekilde yapilan deney sonuclar1 student t-test yontemi kullanilarak analiz

edilmistir.
4.2.4. AKIS SITOMETRISI ILE APOPTOZ ORANI BELIRLENMESI

BT-474 ve MCF-12A  hiicrelerindeki apoptoz oran1 Ol¢iimii i¢in Membrane
Permeability/Dead Cell Apoptosis Kit (Invitrogen) kullanilmistir. Kit igeriginin hiicrelere
uygulamasi sonucunda ise Olgtimler akis sitometrisi cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Hiicrelerde miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi olugan apoptoz orani belirlenmesi sirasinda

asagida belirtilen asamalar takip edilmistir;

1. 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Bolim 4.2.2.°de bahsedildigi sekilde gerceklestirilen transfeksiyon isleminin
ardindan hiicreler 48 saat stire ile inkiibatoérde inkiibasyona birakilmistir.

2. 48 saat sonunda hiicre besiyeri ¢ekilip atilmis ve hiicreler 500 ul PBS ile yikanmustir.

3. Her bir kuyuya 200 pl Tripsin-EDTA eklenmis ve hiicrelerin plakanin yiizeyinden
kalkmasini saglamak amaciyla hiicreler en fazla 5 dk siire ile inkiibatérde beklemeye
alimmastir.

4. Hiicrelerin flaskin tabanindan ayrildig1 mikroskopta gézlemlendikten sonra kuyulara
3 ml besiyeri eklenerek hiicreler 15ml’lik falkona alinmistir.

5. Ornek basma 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler sayilmis ve sayilan hiicreler ayr
falkona alinmustir.

6. Falkon +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

7. Ustte kalan siipernatant bosaltilmis ve {izerine yaklasik 5 ml soguk PBS eklenmistir.

8. Yikama islemi 5 ml soguk PBS ile tekrar +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek tekrarlanmustir.

9. Tekrar tist s1v1 bosaltilmis ve hiicreler 1 ml soguk PBS ile siispanse edilmistir.

10. Her hazirlanan 1 ml 6rnegin igine 1 ul YO-PRO ve 1 pl PI ilave edilmistir.

11. Hazirlanan 6rnekler 30 dk buz lizerinde inkiibasyona birakilmistir.

12. Son olarak ornekler akis sitometri ile analizi yapilmistir.
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13.

4.2.5.

Apoptoz oran1 belirlenmesi deneyi 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen

sonuglar student-t test kullanilarak analiz edilmistir.

HUCRE DONGUSU ANALIZi

BT-474 meme kanser hiicrelerinin miR-185-5p transfeksiyonu sonrasinda hiicre dongiisiinde

meydana gelen degisim hiicre dongiisii analiz kiti (BD Pharmingen) kullanilarak

belirlenmistir. Hiicre dongiisii analizi belirlenirken asagidaki basamaklar takip edilmistir.

1.

W

e ® A

10.

11.

12.

13.
14.

6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10° hiicre olacak sekilde BT-474 meme
kanser hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelere miR-185-5p transfeksiyonu yapilmis ve
hiicreler 48 saat inkiibatdrde uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

48 saatin ardindan kuyulardaki besiyeri ¢ekilip atilmis ve hiicreler 500 ul PBS ile
yikanmustir.

Kuyulara 200 pl Tripsin eklenerek hiicrelerin kalkmasi saglanmistir.

Kuyulara 3 ml besiyeri eklenmis ve sonra hiicreler 15 ml’lik falkona alinmaistir.
Ornek bagina 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler sayilmis ve sayilan hiicreler ayr
falkona alinmuistir.

Falkonlar +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Ustte kalan siipernatant bosaltilmis ve iizerine yaklasik 5 ml soguk PBS eklenmistir.
Hiicreler 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir.

5 ml soguk %70’lik etanol hiicrelere yavas yavas eklenmistir. Hiicreler bu agsamada
-20 °C de en az 2 saat bekletilmistir.

Etanolii uzaklastirmak icin hiicreler iki sefer 1X PBS ile yikanmistir. Yikama
asamasinda hiicreler 5 dk 10000’ rpm de santrifiij edilmistir.

Santrifiij ile hiicrelerin dibe ¢6kmesi saglanmis ve sonrasinda siipernatant kisim
atilmstir.

Boyama asamasinda her 500 pl PI i¢inde 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler
stispanse edilmistir.

Siispanse edilen hiicreler 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Daha sonra tiipler +4 °C’de 1siktan korunmus ve analizi akis sitometri cihazi ile

saglanmustir.
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15.

4.2.6.

Hiicre dongiisii analiz deneyi 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen

sonuglar student-t test kullanilarak analiz edilmistir.

HUCRELERDEN RNA iZOLASYONU

Bolim 4.2.2.°de belirtildigi lizere 6 kuyulu plakalara ekilen hiicrelerin tiim deney

gruplarindan RNA izolasyonu asagida belirtilen yonteme gore yapilmistir.

10.
11.
12.

Hiicrelere miR-185-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda 6 kuyulu plakalar
inkiibatorden alinarak laminar kabine alinmistir.

Kuyulardaki besiyerleri ¢ekilip atilmistir.

Her bir kuyuya 1 ml Genozol eklenerek hiicrelerin plaka yilizeyinden kaldirilmasi
saglanmis ve her bir kuyudan aliman Genozol icerisindeki hiicreler ayr1 ayr1 2 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilmistir.

Tiiplere 200 ul kloroform eklenmis ve tiipler hafifce calkalanmstir.

10 dakika oda sicakliginda bekletilen tiipler daha sonra +4 °C’de 12000 rcf’de 30
dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda tiiplerde 3 farkli faz olusmus ve en st seffaf fazda RNA
olacagindan bu faz 1000 pul pipet ile ¢ekilip yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir.
Tiiplere 500 ul izopropanol eklenmis ve tiipler 1 dk boyunca hafif¢e asagi yukari
calkalanmis ve ardindan bu tiipler 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

10 dk sonra tiiplerin +4 °C’de 12000 rcf’de 10 dk santrifiij edilmesiyle RNA’larin
pellet olarak tiiplerin dibine ¢okmesi saglanmistir. RNA’larin pellet olarak dibe
¢okmesi sebebiyle siipernatant kisim ¢ekilip atilmistir.

Tiiplere 1 ml %75’1ik etanol eklenerek pelletler etanol icerisinde ¢ozlilmiistiir.
Tiipler yine +4 °C’de 12000 rcf’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Tiiplerin dibindeki pelletlere dikkat edilerek tiiplerdeki etanol uzaklastirilmistir.
Tipler kapag1 acik bir sekilde temiz bir zemin {izerinde kurumaya birakilmistir.
Boylece tiiplerdeki kalan alkoliin ugmasi saglandiktan sonra pelletler 35-40 ul RNase
serbest suda ¢oziilerek elde edilen RNA’lar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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4.2.7. CDNA SENTEZi

cDNA sentezi i¢gin EURx ¢cDNA sentez kiti kullanilmistir. cDNA sentezi i¢in her bir
ornekteki RNA miktar1 1000 ng olacak sekilde ayarlanmistir. RNase icermeyen tiiplere

eklenen soliisyon miktarlar1 Cizelge 4.4.”de belirtilmistir.

Cizelge 4.4. cDNA sentez soliisyonlari

Kimyasal Miktar:

5X NG cDNA buffer 2 ul

Oligo(dT) Primer 0.5 ul

RNA (1000 ng) X ul

NG dART RT mix 0.5 ul

RNase-free su 10 pl’ye tamamlandi.

Tiiplere Cizelge 4.4.’de belirtilen ¢ozeltiler eklendikten sonra daha 6nceden 50 °C 45 dk’ya
ayarlanmis PCR cihazina 6rnekler koyulmustur. 45 dk’lik bu reaksiyondan sonra drnekler

85 °C’de 5 dk daha inkiibe edildikten sonra 6rnekler -20 °C’ye kaldirilmistir.
4.2.8. TRANSFEKSIYON ISLEMININ DOGRULANMASI

Bu agsamada izole edilen RNA’lardan boliim 4.2.5.”de belirtildigi gibi tekrar cDNA sentezi
yapildi. Daha sonra elde edilen cDNA ile miR-185-5p spesifik primer
(5'UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA'3) kullanilarak gqRT-PCR reaksiyonu ile
transfeksiyon igleminin ger¢eklesmesine dayali dogrulama islemi gergeklestirilmistir. qRT-
PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 4.5.°de belirtilmistir. qRT-PCR normalizasyonu igin
housekeeping gen olarak RNU-6 kullanilmistir.

Cizelge 4.5. qRT-PCR reaksiyon kosullar1

Dongii Basamag Sicakhik Zaman Dongii Miktar

Baglangi¢c Aktivasyonu 95 °C 15 dakika 1
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Denatiirasyon 94 °C 15 saniye

Yapigsma 55°C 30 saniye 40

Uzama 70°C 30 saniye

4.2.9. APOPTOZ YOLAGINA AIiT GENLERIN GEN iFADE SEVIYELERININ
BELIiRLENMESI

Bu asamada 88 adet apoptoz iligkili gen, 8 adet de housekeeping gen olmak tizere 96 farkl
primer bulunan Human Apoptosis Primer Library paneli kullanilmistir. Ilk olarak ana stok
olusturmak i¢in paneldeki her bir kuyuya 40 ul dH>O eklenerek primer konsantrasyonunun
10 uM olmasi saglanmis ve bu ana stok —20 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada
kullanilacak ara stok primer panelini hazirlamak i¢in ise 96 kuyulu plakadaki her bir kuyuya
90 ul dH20 eklenmis ve 90 pl su iceren her bir kuyuya ana stok panelinden 10’ar pl primer
cekilerek eklenmistir. BoOylece toplamda her bir kuyuda 100 pl son hacim olmasi
saglanmistir. Apoptoz Array qRT-PCR c¢alisma paneli hazirlamak i¢in ise yine 96 kuyulu bir
plaka alinmis ver her bir kuyuya 9 pl karisim (2 ul SYBR green, x ul 500 ng cDNA ve 9
pl’ye tamamlanacak sekilde dH20) ve ara stok primer panelinden her bir primer icin 1 pl
primer alinarak qRT-PCR paneline eklenmistir. Daha sonra qRT-PCR reaksiyonu Cizelge
4.6.”daki kosullara gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.6. Apoptoz array paneli qRT-PCR kosullari

Dongii Basamag Sicakhik Zaman Dongii Miktar
Baglangi¢c Aktivasyonu 95 °C 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye

. 40
Yapigsma 65 °C 30 saniye
Uzama 72°C 30 saniye
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4.2.9.1. qRT-PCR Sonuclarmin Istatiksel Analizi

qRT-PCR deneyi bir grup miR-185-5p transfeksiyonlu BT-474 meme kanser hiicreleri
icerirken diger grubu ise miR-185-5p transfeksiyon yapilmamis BT-474 meme kanser
hiicreleri olusturmaktadir. qRT-PCR deneyi 2 grup i¢in de 3 tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Normalizasyon i¢in ise GAPDH geni kullanilmistir. Elde edilen her bir gen i¢in
kat degisimi asagida belirtilen AACt formulii kullanilarak yapilmistir (Cizelge 4.7.,4.8.).
Formiilde ifadeler miR-185-5p transfeksiyonu yapilan deneysel grup: DG, miR-185-5p
transfeksiyonu yapilmayan kontrol grup: KG, miR-185-5p transfeksiyonlu deneysel
housekeeping grup: DH ve miR-185-5p transfeksiyonsuz kontrol housekeeping grup: KH

olarak adlandirilmistir.

Cizelge 4.7. qRT-PCR analizinde ACt degeri hesaplama

Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Deneysel Kontrol ACt
DG Ct KG Ct DH Ct KH Ct ACt degeri degeri
degeri degeri degeri degeri

A B C D A-D B-C

Cizelge 4.8. qRT-PCR analizinde AACt degeri ve gen ifadesi kat degisimi hesaplama

AACt degeri Gen Ifadesi Kat Degisimi

(A-D) - (B-C) 27-AACH

qRT-PCR verilerinin istatistiksel degerlendirmelerinden sonra sonugclara ait grafiklerde gen
ifadesi kat degisiminin net olarak gosterilebilmesi icin 1 kat sayisina gore orantilama ile

ayrica grafik lizerinde gosterim yapilmaistir.
4.2.10. MiR-185-5P HEDEF GEN ILiSKiSININ DOGRULANMASI

Hedef gen iliskisinin dogrulanmasi i¢in BT-474 meme kanser hiicrelerinden oncelikle
biyoinformatik analizler ile miRNA’nin olast hedefleri arastirilmistir. Daha sonra
hiicrelerden protein izolasyonu yapilmistir. qRT-PCR yontemiyle belirlenen gen
seviyesindeki degisimin protein diizeyinde de dogrulanmasi i¢in Western blot yontemi

gergeklestirilmistir. Western blot yonteminde birincil antikor olarak anti-BCL2 antikoru
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kullanilirken ikincil antikor olarak HRP konjuge antikoru kullanilmistir. Ayrica miR-185-
5p’nin 3'UTR BCL2 dizisini direk hedef aldigini gostermek amaciyla ise lusiferaz deneyi
yapilmistir.

4.2.10.1. Biyoinformatik Analiz

Analizler miRDB, DIANA ve miRSystem veri tabanlar1 olmak iizere 3 farkli biyoinformatik

arac kullanilarak gerceklestirilmistir. miRDB analizi i¢in http://mirdb.org/ adresine girilmis

ve ‘Search by miRNA name’ kismina miR-185-5p yazilmistir ve ‘Go’ tusuna tiklayarak
miR-185-5p’nin olas1 hedefleri taranmistir (Sekil 4.2.).

Target Search
Choose one of the following search options:
Target Mining

Search by miRNA name

Custom Prediction Human #| miR-185-5p Go | | Clear
FuncMir Collecti Search by gene target
Human %| Gene Symbol : Go | Clear

Data Download

Statistics miRDB is an online database for miRNA target prediction and functional annotations. All the targets in miRDB were predicted by a bioinformatics tool,
MirTarget, which was developed by analyzing thousands of miRNA-target interactions from high-throughput sequencing experiments. Common

Help | FAQ features associated with miRNA binding and target downregulation have been identified and used to predict miRNA targets with machine learning
methods. miRDB hosts predicted miRNA targets in five species: human, mouse, rat, dog and chicken. As a recent update, users may provide their

Comments own sequences for customized target prediction. In addition, through combined computational analyses and literature mining, functionally active

miRNAs in humans and mice were identified. These miRNAs, as well as associated functional annotations, are presented in the FuncMir Collection in
Citation | Policy miRDB.

References:

© Weljun Liu and Xiaowei Wang (2019) Prediction of functional microRNA targets by integrative modeling of microRNA binding and target expression data. Genome Biology. 20:18.
© Nathan Wong and Xiaowei Wang (2015) miRDB: an online resource for microRNA target prediction and functional annotations. Nucleic Acids Research. 43(D1):D146-152.

Click here to contact us with questions or comments about this web site. Last modified: January 22, 2019.

Sekil 4.2. miRDB veri tabani analiz yontemi

http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index

adresine DIANA analizi yapmak i¢in girilmis, arama kismina hsa-miR-185-5p yazilmis ve
Enter tusuna tiklayarak miR-185-5p hedefi taranmaya baslanmistir. Sonraki ekranda gelecek
olan ‘Threshold’ kismi1 0.54’e ayarlanmistir (Sekil 4.3.).
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DIANA TOOLS

SOFTWARE PUBLICATIONS CONTACT

Sof re » microT-CDS

Please cite:
. MD, G, N, Viachos IS, Vergoulis T, Reczko M, Filippidis C, D T, AG., "DIANA-microT
web server v5.0: service integration into miRNA functional analysis workflows.", Nucleic Acids Res. 2013 Jul;41(Web Server issue):W169-73.
« Reczko M, Maragkakis M, Alexiou P, Grosse I, georgiou AG., targets in protein coding sequences.", Bioinformatics. , 2012
— Jan 27.
Google Analytics is On. To
disable them click here.

{0 W hsa-miR-185-5p| Filters £} 0

Welcome to our NEW DIANA Web Server v5.0 interface!

Specify in the search field:

* miRNAs (e.g., hsa-let-7a-5p)

* genes (e.g., fign)

« kegg descriptions or parts of them in double quotes followed by a single or multiple miRNAs (e.g., hsa-let-7a-5p "cancer")
« or combinations of the previous separated by spaces (e.g. hsa-let-7a-5p MYCN PBX3 “cancer”).

The new Web Server supports automated pipelines for integrating high-throughput data into ad d miRNA The pipeline
module is powered by Taverna and can be reached through the Web Server's Automated Pipelines section.

Sekil 4.3. DIANA veri taban1 analiz yontemi

Son olarak miRSystem analizi i¢in ise http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/index.php adresine

gidilmistir. ‘Input data’ kismina hsa-miR-185-5p yazilmis ve ‘Submit’ butonuna tiklanarak

miR-185-5p’nin hedef gen taramas1 yapilmistir (Sekil 4.4.).

hsa-miR-142-3p
Menu mmu-miR-101a
ECE et STEP 1: Input data
© miRNAs to Target Genes
© Target Genes to miRNAs
© Supplementary

& Contact Info Submit miRNA(s)@
© miRConverter ( - Ratio@)

miRNAs to Target Genes (-]

hsa-miR-185-5p

Or upload a ﬁle@ Dosya Se¢ | Dosya segilmedi
STEP 2: Select path datab
KEGG
p Biocarta
Functional annotation® Pathway Interaction Database (human only)

Reactome (human only)
1 GO molecular function

STEP 3: Define parameters

O Include validated genes
Hit® greater than or equal to | 3 3|
O/E ratioo greater than or equal to 2

greater than or equal to 25 AND
less than or equal to 500

Total genes in a pathway @

Submit | Reset

Bioinformatics and Biostatistics Core, NTU Center of Genomic Medicine

Sekil 4.4. miRSystem veri tabani analiz yontemi

miR-185-5p ile Origene firmasindan alinan vektor icerisinde bulunan 3'UTR BCL2 dizisi
baz eslesmesini goriintiillemek i¢in ise miRmap aract kullanilmistir. miRmap sitesine

https://mirmap.ezlab.org/ adresinden ulasilmistir ve miRmap web application butonuna
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tiklanmistir.  ‘Species’ kisminda Human, ‘miRNA’ kisminda hsa-miR-185-5p ve ‘Gene’
kisminda ise BCL2 geni secilmistir ve ‘Get Targets’ butonuna tiklanmistir. Sekil 4.5.’de
goriildiigli iizere miR-185-5p ¢ekirdek bolgesi ile 3'UTR BCL2 dizisi eslesmesi elde

edilmistir.

miRmap: Comprehensive prediction of microRNA target repression strength

miRmap options <« Predictions report
Target prediction Sotingorder: ¥ ™R o rieNa x|+ Gene X + AGopen (x  Probabiity o - Conservation
score exact PhyloP
Species: Value format Predictions level Column selection Transcript filter | Export to Excel (CSV)  Export to UCSC (BED)
Human — Percentile | Raw | Pair | Site Default | All columns | Canonical | Al Current page Al Current page  All
Select | Sequence Probability Conservation miRmap
miRNA ~ Gene ~ G open ~ exact + PhyloP score ~
MIRNA:
= hsa-miR-185-5p BCL2 6077 4655 3633 54.56
hsa-miR-185-5p 7 N
Links
ENSG00000171791
hsa-miR-185-5p
Select | Sequence i
Target site(s)
Gene: 60792478 (chr 18
§0792478 (chr 18) | TargetScan =3
AU content
BCL2 e 5' (mRNA) jetScar
\GUUCAA ThgetScan 0.07
3 UTR postion
Query results: ) Adding ® Replacing AGUCCUUGACGGAAAGAGAGGU ?:mi’m n o
4G duplex 33.80
Bxample 1 Example 2 Reset Gt targets ¢ G binding 822
AGduplexseed 7122
Available filters AGbinding seed  79.90
4G open 65.42
AG open: o G total 8757
Probability = ot 718
exact: Probabilty 50
Conservation 0 binomial -
PhyloP: Conservation 6236
miRmap 0 i':w‘ L?ogm e
score: R
Phyio <HY
D 58.25
score

Sekil 4.5. miR-185-5p ¢ekirdek bolgesi ile 3'UTR BCL2 dizisi eslesmesi miRmap veri tabani
4.2.10.2.Protein izolasyonu

6 kuyulu plaklara ekilen ve miR-185-5p transfekte edilmis hiicrelerin protein izolasyonu
tireli lizis buffer kullanilarak yapilmstir. Ureli lizis buffer icerisinde 7 M iire, 2 M Thioure,
% 4 chaps, % 1 DTT, % 2 ampholit ve proteaz inhibitérii bulunmaktadir. 6 kuyulu plakalara
ekilmis hiicrelerden protein izolasyonu asagida belirtilen protokol izlenerek

gergeklestirilmistir;

1. Boliim 4.4.2.°de anlatildig1 {izere scramble ve miR-185-5p’nin 6 kuyulu plakalara
ekilmis hiicrelere transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler inkiibatdrden laminar
kabin igerisine alinmistir.

2. Kuyulardaki besiyerleri ¢ekilip atildiktan sonra hiicreler 1 ml PBS ile yikanmistir.

3. Kuyulara 1 ml soguk PBS eklendikten sonra hiicreler kuyulardan hiicre kaziyici ile
kazinarak 2 ml ependorf tiipe aktarilmistir. Bu islem kuyulara 0.5 ml PBS eklenerek

tekrar edilmistir.
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4. Tipler 1500 rpm’de +4 °C’de 1 dk santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant kisim
cekilip atilmistir. Pellet olarak dibe ¢oken hiicrelere 120 ul iireli lizis buffer eklenmis
ve hiicreler sonikator kullanilarak fiziksel par¢alanmaya tabi tutulmustur.

5. Pargalanan hiicreler 14000 rpm’de +4 °C’de 40 dk boyunca santrifiij edilmistir.

6. Santrifiij sonunda proteinler siipernatant kisimda olacagindan bu kisim tiiplerden
cekilip yeni bir steril 0.5 ml ependorf tiipe aktarilmistir.

7. 1Izole edilen proteinler -20 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.10.2.1. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Bradford yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bradford
yonteminde 96 kuyulu plakaya her bir 6rnekten 3 tekrar olacak sekilde her bir kuyuya 5 pl
protein eklenmistir. Referans protein olarak yine 3 tekrar olacak sekilde kuyulara daha
onceden konsantrasyonlari bilinen Proteinlerin iizerine hizlica 195 pl Bradford soliisyonu
eklenmis ve plaka 10 dk bekletilmek iizere karanlik bir ortama alinmistir. Daha sonra ELIZA
okuyucuda 570 nm’de &lgiim alinmistir. Orneklerin OD degerlerinin ortalamalari alinarak

referans proteinde ne kadarlik konsantrasyonu karsiladigi belirlenmistir.

4.2.10.3. Western Blot
Western blot i¢in kullanilacak ¢ozeltiler ve icerikleri Cizelge 4.6.’da gdsterilmistir.

Cizelge 4.9. Western blot protokolii ¢ozeltileri

Cozeltiler Icerikleri

% 4 Toplama jeli 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, % 40 Akrilamid-
bisakrilamid, % 10 SDS, ultra saf su, % 10
amonyum persulfat, TEMED

% 12 Ayirma Jeli 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, % 40 Akrilamid-
bisakrilamid, % 10 SDS, ultra saf su, % 10
amonyum persulfat, TEMED

TBS (10X, 1 litre) 24.23 g trizma-HCI, 80.06 g NaCl
TBST 10 ml TBS stok + 89.95 ultra saf su + 50 pl
Tween 20

Towbin Transfer Tamponu (10X, 1 litre) 30.3 g Tris, 144 g Glisin, 20 ml % 10 SDS

Bloklama Tamponu 100 ml TBTS igerisinde 5 mg BSA

48



Her bir kuyuya 10 pg protein yiiklemesi yapilacak sekilde protein miktar hesaplamalari
yapilmistir. 1 pl 6rnekte ne kadar protein oldugu Boliim 4.2.10.2.1.’de anlatildig1 iizere
Bradford yontemi ile belirlenmistir. My x Vi = Mz x V; denklemi kullanilarak her bir
ornekten 10 pug protein cekilip yeni bir tiipe aktarilmistir. Daha sonra tiiplerdeki toplam
hacim 20 pl olacak sekilde proteinlere yiikleme tamponu eklenmis ve proteinler % 12 SDS
poliakrilamit jelinde yiiriitiilmistiir. Yiriitme islemi 6nce 30 dk’da 100 V daha sonra 50
dk’da 120 V olmak iizere toplamda 80 dk’da tamamlanmistir.

Proteinlerin jelde yiiriitiilmesinden sonra Western blot uygulamas: temel de 6 adimda

tamamlanmaktadir;

1. Proteinlerin membrana aktarilmasi; jel boyutunda kesilen PVDF membran 1 dk
boyunca % 100 metanolde ¢alkalayict da muamele edilmistir. Ardindan membran 1
dk daha 1X Towbin transfer tamponuyla (TB) c¢alkalayicida calkanmstir.
Proteinlerin membrana aktariminda yar1 kuru transfer yontemi uygulanmistir. Bu
yontemde transfer tamponu ile 1slatilan 2 adet filtre kdgid1 arasina jel ve membran
yerlestirilmistir. Yar1 kuru cihaz iizerinde hazirlanan bu sandvi¢ TB ile yeterince
1slatildiktan sonra transfer islemi 100 V da 1 saat olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2. Bloklama; proteinlerin transfer oldugu membran % 5 BSA’l1 soliisyonda (Bloklama
tamponu) 1.5 saat siire ile oda sicakliginda galkalanmistir.

3. Birincil antikor uygulamasi; 1:1000 oraninda seyreltme i¢in 2 ml bloklama
tamponunun icerisine 2 pl BCL2 proteine 06zgiin anti-BCL2 birincil antikor
eklenmistir. Membran hazirlanan birincil antikor soliisyonunda gece boyu +4 °C’de
calkayicida ¢alkalanmaistir.

4. [Ikincil antikor uygulamasi; membran 3 kere 10’ar dk’lik periyotlar ile 1X TBST
icerisinde calkalanmustir. 1 pl ikincil antikor 2 ml bloklama tamponu igerisinde
cozdiiriilerek 1:2000 oraninda seyreltme islemi tamamlandiktan sonra membran
seyreltilen ikincil antikor soliisyonu igerisinde ¢alkalayic1 da oda sicakliginda 1 saat
muamele edilmistir. Referans gen olarak ise bu western blot deneyinde Aktin
kullanilmustir.

5. Goriintiileme; membran tekrar 3’er kez 10 dakika sure ile 3 kere olmak tizere 1X

TBST igerisinde yikanmistir. Membran {izerindeki bantlara 1.5 ml
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chemiluminescence kit igerisinde bulunan soliisyondan eklendikten hemen sonra
bantlarin goriintiisii alinmstir.

6. Istatistiksel analiz; western blot protokolii 3 biyolojik tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Kullanilan cihazdan bantlarin yogunluk orani sayisal veri olarak elde
edilmistir. Alinan veriler student t-test ile iki grup arasindaki istatistiksel kiyaslama

yapilmistir.

4.2.10.4. Lusiferaz Deneyi

Lusiferaz deneyi Dual Lusiferase Assay Kiti (Promega) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Vektor olarak Origeneden hazir olarak temin edilen 3'UTR BCL2 dizisini igeren Luciferase
reporter plasmid kullanilmistir. Oncelikle her bir kuyuda 3x10*hiicre olacak sekilde BT-474
meme kanseri hiicreleri 96 kuyulu plakaya ekilmistir. Plakaya ekilen hiicreler inkiibatorde
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra hiicrelere hem miR-185-5p mimik
hem de 3'UTR BCL2 dizisini igeren Luciferase reporter plasmid’in (Origene) birlikte
transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Yapilan transfeksiyonda son miR-185-5p mimik
konsantrasyonu 100 nM iken plasmid transfeksiyonu konsatrasyonu ise 50 nM’diir.
Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra kuyularin i¢erisindeki besiyerleri ¢ekilip atilmis ve
her bir kuyu hizli bir sekilde PBS ile yikanmistir. Daha sonra kuyularin igerisine 20’ser pl
lizis tamponu eklenmis ve plakalar 10 dk calkalayicida ¢alkalanmistir. Son olarak her bir
kuyuya 100’er pl Lusiferase Assay ¢ozeltisi (Promega) eklenerek Luminometre cihazinda
(PerkinElmer 1420 Multilabel Counter) hizli bir sekilde dl¢tim alinmistir. Her bir deney
grubu 3 tekrarli yapilarak deney tamamlanmustir. Iki farkli grubun karsilastirilmas: ise

student t-test ile yapilmustir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. MTT CANLILIK TESTI

BT-474 ve MCF-12A hiicrelerine 0, 10, 15, 25 ve 50 nM konsantrasyonlarinda miR-185-5p
mimik (mimic) 24, 48 ve 72 saat siire ile doza ve zamana bagli olarak denemeler yapilmstir.
Zamana bagl olarak en etkin siire 48 saat olarak belirlenmistir ve 48 saatlik miR-185-85
transfeksiyonunun ardindan MTT hiicre canlilik testi yapilmistir. Sekil 5.1.°de goriildigi
iizere 560 nm’de yapilan spektrofotometrik Olgiimler ile miR-185-5p mimik’in BT-474
meme kanseri hiicreleri iizerindeki ICso degeri 48 saat de 25 nM en etkin sonu¢ olarak
belirlenmistir. 25 nM konsantrasyonunda miRNA mimik’in yaklasik olarak BT-474 meme
kanser hiicrelerin % 15°nin 6lmesine neden oldugu anlasilmistir (p<0.01) (Sekil 5.2.). Ayrica
miR-185-5p mimik’in MCF-12A normal meme hiicrelerinde % 4.5 oraninda hiicre
cogalmasini 6nledigit MTT deneyi ile belirlenmistir (Sekil 5.3., Sekil 5.4). miRNA negatif
kontrolii olarak hiicrelere miRNA scramble transfeksiyonu yapilmis ve elde edilen

sonuclarda % 3 oraninda 6liime neden oldugu tespit edilmistir.

BT-474
0,140

0,120

—
I
E\O, 100 — - =
= 0,080
~
e
= 0,060
0,040
0,020
0,000

0 NM 10 NM 15 NM 25 NM 50 NM

—o—miRNA-185-5p —#—Negatif Kontrol

Sekil 5.1. Farkli konsantrasyonlarda miR-185-5p mimik’in BT-474 meme kanseri hiicre

hattina transfeksiyonu ile elde edilen hiicre canliligi oran1 (**p<0.01) (74)
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BT-474 hiicresinin canlilik oram

100
sksk
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$ 60
40
20

Kontrol miR-185-5p Negatif Kontrol

o

Sekil 5.2. miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi BT-474 hiicresinin canlilik orani (%)
(**p<0.01)

MCF-12A
0,180
0,160 -—
0,140 il \
’ — - o —
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0,080
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0,040

0,020
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OD (560 NM)
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—o—miRNA-185-5p —#— Negatif Kontrol

Sekil 5.3. Farkli konsantrasyonlarda miR-185-5p’nin MCF-12A hiicre hattina
transfeksiyonu ile elde edilen MTT canlilik testi (74)
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Sekil 5.4. miR-185-5p transfeksiyonu sonrast MCF-12A hiicresinin canlilik orani (%)

5.2. TRANSFEKSiYON ISLEMiNiN DOGRULANMASI

miR-185-5p’nin transfeksiyon isleminin dogrulamasi icin qRT-PCR analiz yontemi
kullanilmigtir. Sekil 5.5.°de goriildiigii iizere miR-185-5p’nin BT-474 meme kanseri
hiicresine transfeksiyonu ile beraber miR-185-5p’nin ifade seviyesi kontrol grubuna gore

yaklasik 140 kat artmustir.

miR-185-5p

160 *
140
120
100

80

60

40

20

miR-185-5p ifade seviyesi

Kontrol miR-NK miR-185-5p

Sekil 5.5. BT-474 meme kanseri hiicresine miR-185-5p transfeksiyonu sonrast miR-185-5p
ifade seviyesi (*p<0.05) (74)
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5.3. HUCRE DONGUSU ANALIiZi

Hiicre dongiisii analizini gergeklestirmek amaciyla akis sitometrisi cihazi kullanilmstir.
Elde edilen hiicre dongiisii analizi sonuglarina goére miR-185-5p transfeksiyonu yapilmis
hiicrelerin kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla G1 evresinde takili kaldiklar1 belirlenmistir.
Transfekte olmus hiicrelerin % 83,7 si G1 evresinde, % 9,3’1liniin S fazinda ve % 5,9 unun
ise G2/M fazinda oldugu belirlenmistir (p<0.05). Transfekte olmayan hiicrelerde ise Gl
fazindaki hiicre oran1 % 72,4 olarak belirlenmis olup, % 10,6’sinin S fazinda ve % 11,9’unun

ise G2/M fazinda bulundugu analiz sonuglariyla tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 5.6.,5.7.).
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Sekil 5.6. BT-474 hiicre hattinin hiicre dongiisii analizi grafikleri A) miRNA-185-5p mimik

transfekte olmus hiicreler B) Transfekte olmayan hiicreler
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Sekil 5.7. BT-474 hiicresinin hiicre dongiisii evresindeki hiicre yiizdesini gosteren grafik (%)

(*p<0.05)

5.4. ANNEXIN V iLE BT-474 VE MCF-12A HUCRELERINDE APOPTOZ
ORANININ BELIRLENMESI

miR-185-5p mimik’in BT-474 ve MCF-12A hiicrelerine transfeksiyonunun ardindan akis
sitometrisi cithazi ile bu hiicrelerin apoptoz orani belirlenmistir. miRNA transfekte edilmis
BT-474 hiicrelerinin % 67,5’inin canli olarak, % 29,3’linlin ise apoptoza girdigi
belirlenmistir (p<0.01). % 29,5 apoptoz oranim ise % 4,2’sini erken, % 25,1’ini ise geg
apoptoz evresindeki hiicrelerden olustugu belirlenmistir (p<0.01). Ayrica apoptotik
hiicrelerin yani sira hiicrelerin % 3,2’sinin ise nekrotik evrede oldugu tespit edilmistir.
miRNA kontrol grubunun akis sitometrisi sonuglarina gore ise hiicreler % 76,5 oraninda
canlilik gosterirken, % 6 erken ve % 15,8 gec¢ olmak {izere toplamda hiicrelerin % 21,8’ inin
ise apoptoza girdigi anlasilmistir (p<0.05). Elde edilen bu verilere gore miR-185-5p
mimik’in yaklasik olarak % 9 oraninda BT-474 hiicrelerinin apoptoza siiriikledigi

saptanmustir (p<0.05) (Sekil 5.8., Sekil 5.9.).

miR-185-5p mimik’in MCF-12A hiicresi lizerindeki apoptotik etkisi akis sitometri ile
belirlenmistir. Gergeklestirilen deney sonuglart MTT hiicre canlilik testi sonuglari ile

benzerlik gdstermekte olup, miR-185-5p transfeksiyonunun ardindan MCF-12A
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hiicrelerinde % 10,1 6liim oranina rastlanmistir. (miRNA transfekte olmus hiicrelerin %
88,5’inde hiicre canlilig1 belirlenirken, miRNA-kontrol grubu hiicrelerinde ise % 89,5
oraninda hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Transfekte edilen hiicrelerde apoptotik hiicre orani
% 11 olarak belirlenmis olup, benzer bir sonug olarak da transfekte olmayan hiicrelerde

apoptoz oraninin % 10,1 oldugu belirlenmistir (Sekil 5.10., Sekil 5.11.).

FE-~A

Sekil 5.8. A) BT-474 hiicresinin miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi akis sitometrisi grafigi
B) miRNA-kontrol akis sitometrisi grafigi
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Sekil 5.9. BT-474 hiicresinin canli ve apoptotik hiicre ylizdesi grafigi (%) (*p<0.05,
**p<0.01)
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Sekil 5.10. MCF-12A hiicresi akis sitometrisi grafikleri A) miR-185-5p transfekte hiicreler
B) miRNA transfekte olmayan hiicreler
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Sekil 5.11. MCF-12A hiicrelerinin hiicre canlilik oran1 grafigi (%)

5.5. APOPTOZ YOLAGI GEN iFADE ANALIZi

miR-185-5p’nin apoptoz yolagina ait etkisini gen seviyesi diizeyi qRT-PCR cihaz1 ile
incelenmistir. Caligmada kullanilan apoptoz array panelinde 88 gene ait primerlerin tiimii ile
calisilmistir ancak 69 gen i¢in anlamli sonug elde edilmistir. Elde edilen apoptoz yolagina
ait 69 genin ifade seviyesi farklilasmasi delta delta Ct yontemine gore gergeklestirilen

istatistiksel analizler sonucunda sadece grafik gosteriminde kat de§isiminin daha rahat
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izlenebilmesi amaciyla ayrica 1 kat sayisina gore sonuclar grafik de gosterilmistir. Kaspaz
gen ailesinin gen ifadesi degisimine ait sonuclar Sekil 5.12.’de gosterilmistir. Bu gen
ailesinde en fazla gen seviyesinde artis1 39 kat ile Kaspaz 3’de gozlemlenirken en az artis

2.1 kat ise Kaspaz I geninde belirlenmistir (p<0.01).

Apoptoz array panelinde yer alan BCL gen ailesine ait ¢esitli genlerin gen ifade
seviyesindeki degisim qRT-PCR cihazi ile belirlenmis olup Sekil 5.13.’de elde edilen
sonuglar gosterilmistir. Sonuglara gére gen ifadesinde en cok artis 20.8 orani ile BOK
geninde gozlemlenmistir (p<0.05). BOK geninden sonra ise ifade seviyesinde en c¢ok artis
11.2 kat ile BCL2L11 geninde goriilmiistiir (p<0.05). BCL2 ve BAG4 genlerinde ise kontrol
grubuna gore gen ifadesinde sirasiyla 0.7 ve 0.65 oraninda azalma oldugu elde edilen
sonuglara gore anlasilmistir (p<0.001, p<0.05). Diger taraftan BAG! geninin ifade

seviyesinde kontrole gore herhangi bir anlamli degisim gozlemlenmemistir.
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Sekil 5.12. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin Kaspaz gen
ailesine ait qRT-PCR sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001 )
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Sekil 5.13. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin BCL gen ailesine
ait qRT-PCR sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001)

miR-185-5p transfeksiyonu ardindan Kinaz ve TRAF gen ailelerine ait gen ifadesindeki
degisim de qRT-PCR yontemi ile incelenmis olup bu gen ailelerine ait tiim genlerin
ifadelerinde kontrol grubuna gore artis gézlemlenmistir. Kinaz gen ailesinden olan CHEK?
geninin kontrol grubuna gore ifadesinde 8.5 oraninda bir artig belirlenmis olup (p<0.001),
TRAF ailesinde ise gen ifade seviyesinde en yliksek artis 12.4 orani ile TRAF' 6 geninde tespit
edilmistir (p<0.05) (Sekil 5.14.,5.15.).

kk
kek

Kontrol CHEKI! CHECK2 DAPK?2 RIPK?2

Gen ifadesi degisimi
S = N WAk Ao \OO

Sekil 5.14. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin Kinaz gen
ailesine ait qRT-PCR sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01)
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Sekil 5.15. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin TRAF gen
ailesine ait qRT-PCR sonuglar1 (*p<0.05,***p<0.001)

20 adet TNF gen ailesine ait genlerin mRNA diizeyinde ifade seviyesindeki degisim qRT-
PCR yontemi ile belirlenmis olup bu aileye ait genlerin ifade seviyelerinde farkli oranlarda
hem artis hem de azalma bulunmustur. TNFSF8, TNFSF7 ve TNFRSFIA genlerinin
ifadelerinde sirastyla 69, 59 ve 41 oranlarinda artis goriiliitken TNFRSF10C ve TNFRSF10D
genlerinde ise mRNA diizeyinde ifadelerinde 0.36 ve 0.97 kat azalma tespit edilmistir
(p<0.05, p<0.01, p<0.001) (Sekil 5.16.).
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Sekil 5.16. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin TNF gen ailesine
ait qRT-PCR sonuglar1 (*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001)
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Yukarida aciklanan gen aileleri disinda apoptoz yolaginda islevi olan diger genlerinde
mRNA diizeyinde ifade degisim analizi yapilmistir. 18 farkli genin ifade diizeyindeki
degisim qRT-PCR yontemiyle gergeklestirilmistir. Calisilan gen grubunda ifadesinde hem
artis hem de azalma olan cesitli genlere rastlanmistir. Gen ifadesinde artma goriilen
genlerden bazilar1 BIK, APAF1 ve CRADD genleridir (p<0.05, p<0.001). Bu gen grubunda
ifadesinde en fazla 0.14 kat azalma goriilen gen BRE geni olup bu geni BIRC3 ve BIRCS
genleri sirasiyla 0.52 ve 0.76 kat ile takip etmistir (p<0.001). Bu sonuglarin yaninda BFAR

geni ifadesinde herhangi bir anlamli degisimin olmadig: belirlenmistir (Sekil 5.17.).
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Sekil 5.17. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicresinin apoptoz yolagina
ait genlere ait qRT-PCR sonuglar (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Tiim genlere ait kat degisim oranlar1 Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. qRT-PCR sonucunda kontrol grubuna gore tiim genlerin gen ifade seviyesinde

meydana gelen kat degisim oranlari

Gen ailesi Gen Ifade Degisimi Oram p-value
CASPI 2,14 p<0.01
CASP2 3,11 -
CASP3 39,12 p<0.01
CASP4 9,16 -

61



CASPS5 8,78 -
CASP6 4,23 -
Kaspaz Ailesi CASP7 20,39 p<0.05
CASPS 3,56 p<0.001
CASP10 16,51 p<0.001
CASP8AP2 4,72 p<0.01
CHEK1 1,92 p<0.05
Kinaz Ailesi CHECK?2 8,51 p<0.01
DAPK?2 6,70 p<0.01
RIPK? 6,43 -
BCL?2 0,78 p<0.001
BCL2L2 2,58 p<0.001
BCL2A41 1,04 p<0.001
BCL2L11 11,20 p<0.05
BCLI10 4,50 p<0.05
BAK1 6,04 p<0.01
BCL2 Ailesi BAGI 1,17 -
BAG3 1,50 p<0.05
BAG4 0,65 p<0.05
BAX 3,93 p<0.05
BOK 20,82 p<0.05
MCLI 4,21 -
HRK 2,57 p<0.001
TRAF3 2,48 p<0.001
TRAF Ailesi TRAFS 8,51 p<0.001
TRAF6 12,47 p<0.05
TANK 3,96 -
TNF 9,78 p<0.001
TNFRSF11B 3,00 p<0.05




TNFRSFIA 41,21 p<0.001
TNFRSF21 6,96 -
TNFSF7 59,51 p<0.001
TNFRSFS8 6,39 -
TNFSFS8 69,31 p<0.001
TNFRSF9 2,01 p<0.001
TNFSF10 5,66 p<0.01
TNFRSF104 2,53 p<0.01
TNF Ailesi TNFSF1 4,13 p<0.001
TNFRSF10B 2,11 p<0.001
TNFSF13 4,64 p<0.01
TNFRSF10C 0,36 p<0.01
TNFRSF10D 0,98 p<0.001
TNFSF15 6,48 p<0.001
TNFSF4 3,33 p<0.01
CD40 7,70 p<0.001
FASLG 7,39 p<0.01
LTBR 3,46 -
APAF1 9,22 p<0.001
ATM 3,54 p<0.05
BFAR 1,05 -
CARDA4 3,59 p<0.05
Apoptoz Iliskili BIK 18,70 .
Digel:- Gen éileSi CRADD 9,51 p<0.05
Uyeleri
DFFA 2,19 p<0.05
DFFB 3,76 p<0.01
P53 1,51 p<0.01
FADD 2,73 -
TP73L 1,43 p<0.001
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GADD454 4,48 -
BRE 0,14 p<0.001
RPA3 2,30 p<0.001
CIDEA 1,94 p<0.001
CIDEB 3,02 p<0.01
BIRC3 0,52 p<0.001

BIRCS 0,76 -

5.6. MEME KANSERi HUCRELERINDE MIiR-185-5P’NiN HEDEF GENINIiN
BELIRLENMESI

miR-185-5p’nin meme kanseri hiicrelerindeki hedefini belirleyebilmek ic¢in ilk olarak
biyoinformatik analizler yapilmistir. Analizler miRDB, DIANA ve miRSystem veri
tabanlar1 olmak iizere 3 farkli biyoinformatik ara¢ kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen verilerin biyoinformatik analizi Venny 2.1.0 araci kullanilarak gerceklestirildi ve
miRDB, DIANA ve miRSystem araglarinda 456 genin ortak oldugu anlasilmistir. Daha
sonra 456 gen ile elimizde bulunan apoptoz panelindeki genlerin listesi Venny 2.1.0 aracina
eklenerek ortak gen listesi elde edilmistir. Elde edilen sonuclarda BCL2 ve FADD olmak
iizere iki genin ortak oldugu saptanmistir (Sekil 5.18.). Boylece BCL2 nun miR-185-5p’nin

olas1 hedeflerinden biri oldugu belirlenmistir.

Insan apoptoz
primer kitiiphane
gen listesi

miRDB, DIANA ve
miRSystem veri tabani
ortak gen listesi

Sekil 5.18. Ortak genlerin venn semasinda gosterimi
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Ek olarak miRmap veri tabanindan elde edilen verilere gore Sekil 5.19.°de 3'UTR BCL2
dizisi ile miR-185-5p’nin ¢ekirdek dizindeki eslesme gosterilmektedir.

60792478 (chr 18)

3380
|
3’UTR BCL2 5'AGUUCAAACAAGACGCCAACAUUCUCUCCACAGCUCAC 3’
T
miR-185-5p 3’ AGUCCUUGACGGAAAGAGAGGU 5’

Sekil 5.19. 3'UTR BCL2 ve miR-185-5p ¢ekirdek bolgesi baz dizisi eslemesi

miR-185-5p ile BCL2 arasindaki miRNA-hedef gen iligkisini deneysel olarak da

dogrulamak amaciyla western blot ve lusiferaz deneyi de yapilmistir.

5.6.1. WESTERN BLOT iLE BCL2 PROTEIN SEVIYESINDEKi DEGIiSiMiN
BELIRLENMESI

BT-474 hiicrelerine miR-185-5p transfeksiyonunun ardindan BCL2 protein seviyesinde
meydana gelen degisim western blot yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
kontrol grubuna kiyasla miR-185-5p transfeksiyonu yapilmis meme kanseri hiicrelerinde
BCL2 protein seviyesinin yaklasik 1.5 kat oranda azaldig1 gézlemlenmistir (p<0.001) (Sekil
5.20.,5.21.).

Kontrol miR-185-5p  Kontrol miR-185-5p Kontrol miR-185-5p

wi D Gy eny Y

Sekil 5.20. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicrelerde kontrol grubuna

kiyasla BCL2 protein western blot deney sonuglari
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Sekil 5.21. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 meme kanseri hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla BCL2 protein seviyesindeki degisimi gosteren grafik (***p<0.001)

5.6.2. LUSIFERAZ DENEYI iLE MiR-185-5P — BCL2 ARASINDAKI ILiSKININ
DOGRULANMASI

miR-185-5p’nin meme kanseri hiicrelerinde BCL2 proteinini direk olarak hedefledigin
belirlenmesi amaciyla lusiferaz deneyi yapilmistir. Bu sebeple lusiferaz raportor geni ile
3'UTR BCL2 geni dizisini beraber iceren plasmid DNA kullanilmistir. Tasarlanan bu
plasmid ile miR-185-5p’nin meme kanseri hiicrelerine beraber transfeksiyonu saglanarak
lusiferaz aktivitesinde meydana gelen degisim analiz edilmistir. Lusiferaz deneyi sonuglari
kontrol grubuna kiyasla miR-185-5p transfekte olan hiicrelerde lusiferaz aktivitesinin 2.5 kat

azaldiginm1 gostermektedir (p<0.01) (Sekil 5.22.).
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Sekil 5.22. BT-474 hiicrelerinde lusiferaz aktivitesi sonuglar1 (**p<0.01)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Meme kanseri her ne kadar gelismis tan1 teknikleri ile teshis edilebilse ve farkli tedavi
yaklagimlariyla da tedavi edilebilse de bu hastalik diinya ¢capinda kadinlarda hala kansere
bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (75,76). Yiiksek niiks orani, kemoterapiye direng
ve endokrin tedavisi gibi bazi komplikasyonlar meme kanseri ile miicadelede engel
olusturmaktadir (8,77). Bu nedenle, meme kanserinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin genis ¢apta arastirilmasi ve meme kanseri hastalarina daha iyi tedavi

saglamak i¢in yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yaklasik olarak 22-25 niikleotid aras1 baz dizisine sahip, kisa ve kodlanmayan RNA dizileri
olarak bilinen mikroRNA’larin kesfi ve bu miRNA’larin kanser biyolojisinde molekiiler
diizeydeki arastirmalar1 sayesinde bircok miRNA’nin c¢esitli kanser hiicrelerinde normal
hiicrelere kiyasla farkli oranlarda ifadesinin yapildigi belirlenmistir (9,78,79). Ayrica, ¢esitli
caligmalar miRNA'larin, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve apoptoz da dahil olmak {izere
onemli hiicresel islemlere aracilik ederek kanser gelisiminde ve ilerlemesinde diizenleyici
rol tistlendiklerini gostermektedir. Genellikle miRNA’larin hiicresel diizeyde yaptigr bu
diizenleme, miRNA’larin onkogenler veya tiimor baskilayict genler ile etkilesime girerek
gergeklestirebilecegi bilinmektedir (80). MiRNA'larin kanser gelisiminde énemli hiicresel
rollere sahip olmasinin anlagilmasi, kanser tedavisinde miRNA’lar kullanilarak farkli ve yeni
tedavi yaklagimlariin gelistirilebilecegi fikrini dogurmustur. Ayrica bir¢ok ¢alisma timor
gelisiminin  pro-onkojenik  miRNA’larin inhibe edilmesi ya da tiimér baskilayici
miRNA’larin meme kanseri hiicrelerine verilmesiyle beraber durdurulabildigini géstermistir
(81). Ornegin, Han ve ark. yaptig1 calismada miR-1307-3p'nin SMYD4'i hedefleyerek
meme kanseri gelisimini tetikledigini goriilmistiir (82). Ayrica yine bu ¢alismada kanserli
hiicrelerde miR-1307-3p seviyesinin diisiiriilmesiyle ise meme kanseri hiicrelerinde hiicre
cogalmasinin engellendigi ortaya ¢ikarilmistir (82). Zou ve ark. miR-375’in hiicre
canliligini, istilasin1 ve gd¢linii inhibe edebilecegini gostermislerdir (83). JI ve ark. yaptigi
caligmada, miR-3196 ifadesinin normal meme hiicrelerine kiyasla meme kanseri
hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide azaldigi tespit edilmistir. Bu sebeple bir tedavi yaklasimi olarak

JI ve ark. miR-3196’nin hiicrelerde ektopik ifade seviyesini arttirmislardir. Calisma
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sonucunda miR-3196’nin ERBB3 proteinini hedefledigi, bdylece apoptozu indiikleyerek

hiicre proliferasyonunu baskilayabildigi anlasiimistir (84).

Son yillarda miRNA’ya dayali gergeklestirilen farmakogenomik calismalarda, 6zellikle
meme kanseri tedavisinde klinisyenler tarafindan rutin olarak kullanilan Tamoksifen,
Paklitaksel vb. ilaglarin tedavi sirasinda kullanimi sonucu ifade seviyesi degisimine bagl
biyobelirte¢ olarak kullanimi1 yer almaktadir (85,86). Ancak klinikte kullanilan bu ilaglarin
hasta iizerinde zamana bagli diren¢ olusumu ve diger yan etkileri nedeniyle hala meme
kanseri hastalar1 icin etkin ¢oziim olusturamamistir. Bu nedenle arastirmacilar rutinde
kullanilan ilaglara karsi yeni molekiiller gelistirmeye veya var olan aday molekiillerin
etkinliginin belirlenmesine dayali in vivo ve in vitro ¢alismalar gerceklestirmektedirler.
Likenlerin en yaygin olarak incelenen sekonder metabolitlerinden birisi usnik asittir. Dogada
canlilar tarafindan olusturulan usnik asitin bircok kanser tiirlinde anti-proliferatif etkiye
sahip oldugu yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir (48,87). Usnik asitin anti-
proliferatif etkiye sahip oldugu kanser tiirlerine ait hiicre hatlarina 6rnek olarak glioma
hiicreleri (PRCC ve U87MQG) (88), insan gastrik hiicreleri (BGC823, SGC7901 and AGS)
(51,89), insan akciger karsinoma hiicresi (A549) (90), prostat kanseri hiicreleri (CWR22Rv-
1) (89), insan kolon adenokarsinoma hiicresi (HT29) (89) ve meme kanseri hiicreleri (MCF-
7, BT-474 and MDA-MB-231) (15) verilebilir. Usnik asitin kanser hiicrelerindeki anti-
proliferatif etkisinin yami sira tiimor gelisimini anjiyogenezi ve invazyonu etkileyerek
durdurdugu yapilan incelemeler sonucu anlagilmistir. Usnik asitin farkli sinyal iletim
yolaklarim1 etkileyerek akciger kanseri hiicrelerinde (A549, H1650 and H1975) (91) ve

meme kanseri hiicrelerinde (Bcap-37) tiimor gelisimini engelledigi goriilmiistiir (92).

Laboratuvarimizda Kilig¢ ve ark.’nin gergeklestirdigi, meme kanseri hiicrelerinin usnik asit
ile muamele edilmesinin ardindan meme kanser hiicrelerinde meydana gelen miRNA
sevilerindeki degisim incelenmistir ve elde edilen sonuglarda miR-185-5p ifadesinin BT-
474 meme kanser hiicresinde 6nemli oranda artmis oldugu saptanmis ve bu artisin
validasyonu qRT-PCR yoOntemiyle gosterilmistir (15). Gergeklestirilen tez kapsaminda,
yapilan 6n ¢aligmalarda miR-185-5p’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi MDA-MB-
231 hiicre hattinda arastirilmis ancak miR-185-5p’nin hiicre ¢ogalmasi iizerinde anlamli bir
etkisi olmadig1 belirlenmistir. Devam eden ¢alismada, miR-185-5p’nin hiicre proliferasyonu

iizerindeki etkisi incelenmis ve miR-185-5p'nin BT-474 meme kanseri hiicre
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proliferasyonunda azalmaya neden oldugu goézlemlenmistir. Bu sebeple miR-185-5p’nin
BT-474 meme kanser hiicresine transfeksiyonu ile hiicre icerisinde miRNA’nin ifade
seviyesinin arttirilmasi saglanip, apoptoz yolaginin aktiflestirilmesi sayesinde timor
gelisiminin baskilanabilecegi hipotez olarak belirlenmistir. miR-185-5p’nin BT-474 hiicre
hatt1 tizerindeki islevi ve apoptoz yolag: lizerindeki etkisi incelenmistir. miR-185-5p’nin
hiicre apoptozu iizerindeki roliinii belirlemek amaciyla BT-474 hiicresinde akis sitometrisi
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore miR-185-5p’nin BT-474
hiicrelerinde anti-proliferatif etkiye sahip oldugu ve kanserli hiicrelerde apoptoz oranini

arttirdig1 anlagilmistir.

Akis sitometrisi cithazi kullanilarak miR-185-5p’nin BT-474 meme kanseri hiicre apoptoz
oranina olan etkisi incelenmistir. Akis sitometrisi sonuclarina gére BT-474 meme kanseri
hiicresine miR-185-5p uygulanmasi sonucunda kanserli hiicrelerdeki apoptoz %9 oraninda
artt1g1 gézlemlenmistir. Sun ve ark. yaptigi ¢alismada da miR-27b-3p’in NCI-H446 ve A549
akciger kanseri hiicrelerine transfeksiyonu yapilmis ve ardindan hiicre apoptoz orani akis
sitometrisi cihazi yardimiyla belirlenmistir. Akciger kanseri hiicrelerine miR-27b-3p
transfeksiyonu ile bu kanserli hiicrelerde olduke¢a yiiksek bir oranda apoptoza rastlanmistir
(72). Bir diger ¢alismada A 172 glioblastoma hiicrelerinde miR-29b’nin apoptotik etkisi Shin
ve ark. tarafindan arastirilmistir. miR-29b’nin A172 hiicrelerine transfeksiyonunun ardindan
yapilan ¢alismada A172 kanser hiicrelerinin % 19.6’siin apoptoza girdigi akis sitometrisi
cihaziyla belirlenmistir (93). Li ve ark. tarafindan yapilan caligmada miR-15b’nin
yumurtalik kanseri tizerindeki apoptotik etkisi incelenmistir. Yumurtalik kanserine miR-15b
transfeksiyonunun ardindan kanserli hiicrelerdeki apoptoz oranin kontrol grubuna gore
neredeyse 2 kat arttig1 gézlemlenmistir (94). Farkli caligmalardan ve bu tez kapsaminda
yapilan caligmalardan da anlasilacagi tizere miRNA’lar kanserli hiicreleri lizerinde apoptotik

etki gostermektedirler ve boylece tiimor gelisimini baskilanabilmektedirler.

Tez caligmalarimizda hiicre donglisii deneyi yine akis sitometrisi cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Xu ve ark. miR-129’un prostat kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisii
iizerindeki etkisi incelenmistir (95). Calisma sonucunda miR-129 transfeksiyonu yapilmis
G1 fazindaki prostat kanseri hiicre sayisinin kontrol grubunda G1 fazinda bulunan kanserli
hiicre sayisindan yaklasik olarak % 10 fazla oldugu belirlenmistir. Boylece kanserli

hiicrelerin hiicre boliinmesine girmesi engellenerek hiicre ¢ogalmasinda azalma meydana
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gelmistir (95). miRNA’larin kanserli hiicrelerin hiicre dongiisii izerindeki etkisini arastiran
bir diger calisma Wang ve ark.’lariin yaptig1 miR-1297 nin kolorektal kanseri hiicrelerinin
hiicre dongiisii lizerindeki etkisinin incelendigi caligmadir. miR-129’un prostat kanseri
hiicrelerinin G1 fazinda takilmasina neden olup ve hiicrelerin S fazina geg¢mesini
engelleyerek hiicrenin boliinmesini baskiladigi ve bu sayede tomor gelisimini inhibe ettigi
gosterilmistir (96). Zhang ve ark. U87 ve U251 insan glioblastoma hiicrelerine miR-767-5p
transfeksiyonu yaptiktan sonra akis sitometrisi cihazi kullanarak hiicre dongiisii analizi
gergeklestirmislerdir. Calismada kontrol grubuna gore G1 fazinda bulunan miR-767-5p
transfekte olmus U87 hiicre oraninin % 14 daha fazla oldugu gosterilmistir. U251 hiicresinde
de yine miR-767-5p’ile muamele edilmis U251 glioblastoma hiicrelerinin G1 fazi orani
kontrol grubuna gore % 18.8 daha fazla oldugu belirtilmistir. Kontrol gruplarina kiyasla
miR-767-5p transfekte U87 hiicrelerinde S fazindaki hiicre oran1 % 11.5 iken, miR-767-5p
transfekte U251 hiicrelerinde S fazindaki hiicre orani ise %6.4 olarak belirlenmistir. Tiim bu
sonuglar 1s1831Inda miR-767-5p glioblastoma hiicrelerinde hiicre dongiisiinti etkileyerek
hiicrenin bdliinme asamasina ge¢mesini engelleyebilmektedir ve bdylece glioblastoma
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayabilmektedir (97). Bu tez kapsaminda yapilan BT-474
meme kanser hiicrelerinde miR-185-5p’nin hiicre dongiisii analiz sonuglarina gére miR-185-
5p transfekte olmus hiicrelerde kontrol grubuna gore G1 fazinda bulunan hiicre sayisinin %
11.3 oraninda daha fazla oldugu anlagilmistir. miR-185-5p BT-474 meme kanseri
hiicrelerinin G1 fazinda durmasini saglayarak hiicre boliinmesini baskiladi ve boyle timoér

gelisimini engelledigi ortaya ¢ikarilmistir.

Tez kapsaminda qRT-PCR cihazi ile gerceklestirilen analizlerde caligilan hiicrelere miR-
185-5p transfeksiyonu sonrasinda farkli apoptoz iliskili genlerin seviyesindeki degisimlere
bakilmistir. Sonuglar TNF, Kaspaz, BCL, Kinaz, TRAF gen ailelerine ait ve farklh
fonksiyonel siniflardaki apoptoz iligkili genlerde ifade seviyelerinde degisimlerin oldugunu
gostermistir. Kaspaz ailesine ait kaspaz 3 ifade seviyesinde artisin meme kanseri hiicrelerine
miR-148a transfeksiyonu ile saglandigr Gao ve ark. tarafindan yapilan calisma sonucunda
ortaya cikarilmistir (98). Boylece hiicrelerin apoptoza girmesi indiiklenerek kanserli hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi saglanmistir (98). Tarafimizca yapilan ¢alismada da kaspaz
3 geninin ifade seviyesinde miR-185-5p transfeksiyonu sonrasinda yaklasik 39 kat artis
oldugu gozlemlenmistir. Peng ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise meme

kanseri hiicrelerinde BCL ailesi tiyelerinden BCL2 ve BAX genlerinin ifade seviyelerindeki
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degisim miR-1301-3p yukar1 ifadesinin saglanmasimin ardindan incelenmistir. Sonuglar
BCL2 geni ifadesinde azalma oldugunu gosterirken BAX geni ifadesinde ise artisin
gorildiigilinii ortaya ¢ikarmiglardir (99). Tarafimizca yapilan ¢alismada da benzer bir sonug
elde edilmis olup miR-185-5p transfeksiyonunun meme kanseri hiicrelerinde BCL2 gen
seviyesinde 0.78 kat azalmaya neden olurken BAX geni seviyesinde 3.93 kat artisa neden

oldugu gozlemlenmistir.

miR-185-5p’nin olas1 aday geni biyoinformatik miRNA hedef tahmin araglar ile
belirlenmistir. Ug farkl1 biyoinformatik hedef tahmin araclarinda ortak olarak 3’UTR BCL2
dizisinin miR-185-5p’nin ¢ekirdek bolgesi ile eslestigi goriilmiistiir. Elde edilen bu bilginin
deneysel olarak da validasyonunun saglanmasi amaciyla western blot ve lusiferaz deneyi
yapilmistir. Tain ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ¢oklu miyelom hiicrelerinde miR-497 nin
BCL2 proteini seviyesine olan etkisini arastirmiglardir (100). Western blot anlizi sonucunda
miR-497 ile transfekte edilmis miyelom hiicrelerinde BCL2 protein seviyesinin azaldigi
belirlenmistir (100). Chen ve ark. miR-let7d-5p’yi yumurtalik kanseri hiicrelerine
transfeksiyonunu gerceklestirdikten sonra BCL2 protein seviyesindeki degisimi western blot
yontemiyle belirlemislerdir. Calisma sonucunda miR-let7d-5p’nin yumurtalik kanseri
hiicrelerinde BCL protein seviyesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (101). Fesler ve
ark. HCT116 ve RKO kolon kanseri hiicrelerinde miR-15a’nin BCL2 protein seviyesine olan
etkisini aragtirmiglardir ve yaptiklar1 western blot analizi sonucunda miR-15a’nin HCT116
ve RKO hiicrelerinde BCL2 protein seviyesinde dnemli oranda azalmaya neden oldugunu
belirtmiglerdir (102). Tez kapsaminda yapilan western blot deneyi sonuglarinda BCL2
protein ifadesinin BT-474 meme kanseri hiicrelerinde hiicrelere miR-185-5p’nin
transfeksiyonu ile yaklasik 2 kat azaldig1 goriilmiistiir. Elde edilen bu verilere goére miR-
185-5p’nin BT-474 meme kanseri hiicrelerinde BCL2 genini hedefleyebilecegi ortaya
cikarilmis ve boylece apoptozu indiikleyerek hiicre cogalmasin1 baskilayabilecegi

anlasilmstir.

Apoptoz doku homeostazina yardimci olan programli bir hiicre 6lim mekanizmasidir.
Apoptoz hiicrelerde intrinsik ve ekstrinsik olmak tiizere 2 yolak araciligiyla
diizenlenmektedir. BCL2’nin intirinsik yolak lizerinden hiicrelerde apoptozu baskiladigi
bilinmektedir (102,103). Yapilan son caligmalarda, c¢esitli kanser hiicrelerinde miRNA

aracilt BCL2’nin ifade seviyesinin azaltilmasi ile beraber apoptozun indiiklenmesi

71



saglanarak tiimor gelisiminin baskilanabilecegi anlasilmistir. Yu ve ark. gastrik kanser
hiicrelerinde miR-136’nin BCL2’yi hedefleyerek hiicrelerin apoptotik yolaga girmesini
sagladigin1 ortaya c¢ikarmiglardir (104). Bir diger calisma olarak Zhu ve ark. melanom
hiicrelerinde miR-365’nin BCL2’yi hedefleyip protein seviyesinde azalmaya neden oldugu
ve bdylece miR-365’in apoptotik yolagi indiikleyerek hiicre ¢ogalmasii baskiladig
gorilmistiir (105). Benzer bir calisma M4e larenks karsinom hiicrelerinde Li ve ark.
tarafindan yapilmistir (106). Yine kanserli hiicrelere miR-34c transfeksiyonu ile beraber
hiicre canliliginin baskilandig1 goriilmistiir. Larenks karsinom hiicrelerinde hiicre
canliliginin baskilanmasinin altinda yatan temel mekanizmanin ise miR-34c¢’nin BCL2
protein seviyesinde azalmaya neden olup apoptozu aktiflestirmek oldugu saptanmistir (106).
MEG-01 16semik hiicrelerinde miR-15/16 ifadesinin olmadig1 Pekarsky ve ark. tarafindan
yapilan g¢alismalar ile ortaya cikarilmistir. Pekarsky ve ark. yaptiklari caligmada miR-
15/16’nin  hiicrelere disaridan vererek hiicrelerde bu miRNA’nin ifade olmasin
saglamislardir. Bu sayede miR-15/16 hiicrede BCL2’yi1 direk olarak hedefleyip susturarak
kanserli hiicrelerin apoptoza girmesini saglamistir (107). Tarafimizca yapilan bu tez
calismasinda BT-474 hiicrelerinde miR-185-5p'nin ifade seviyesinin arttirilmasi 3'UTR
BCL2 dizisinide igeren raportor plazmidinin lusiferaz aktivitesini baskiladigini géstermistir.
Elde edilen tiim bu sonuglar BT-474 hiicrelerinde miR-185-5p’nin BCL2 genini direk olarak
hedefledigi gostermis ve boylece miR-185-5p'nin BT-474 meme kanser hiicre apoptozunu

carpici sekilde arttirdigi tarafimizca belirlenmistir.

6.2. SONUC

Gergeklestirilen tez kapsaminda, BT-474 meme kanser hiicresinde miR-185-5p’nin apoptoz
iizerindeki potansiyel mekanizmasi arastirilmistir. Elde edilen bulgular miR-185-5p'nin
ifadesinde artis, BCL2'nin 3'UTR'sini dogrudan hedeflenerek apoptozun tetiklendigi ve
boylece hiicre ¢cogalmasinin baskilandigini gostermistir. Tamamlanan ¢alismalar sonucunda
usnik asitin BCL2’nin ifade seviyesinde azalmaya neden olmasinin altinda yatan temel
mekanizmanin ise miR-185-5p aracili olarak gerceklestigi anlagilmistir. Elde edilen bu
veriler 1s1¢1nda miR-185-5p'min BT-474 meme kanserinde timor baskilayici olarak gorev
yapabilecegini ortaya cikarilmistir. Gelecekte meme kanseri tedavisinde potansiyel bir

terapotik aday olarak gorev yapabilecegi belirlenmistir.
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8. EKLER

miR-185-5p’nin BT-474 meme kanseri hiicresinde apoptoz iliskili genlerin gen ifade
seviyesinde olan degisimi belirlemek i¢in qRT-PCR analizi yapilmistir. qRT-PCR

analizinde kullanilan primerlerin ve hedef genlerin bulundugu

Panelindeki gen listesi ekte verilmistir (EK-1).

DIANA, miRDB ve miRSystem aracglarinda ortak olarak bulunan miR-185-5p’nin hedef

genlerinin listesi ekte verilmistir (EK-2).

Western Blot sonuglarina ait tam jel goriintiileri ekte verilmistir (EK-3).

EK-1: Apoptoz Panelindeki Genlerin isim Listesi

Kuyu Sembol Isim
Al APAF1 Apoptotic protease activating factor
A2 ATM Ataxia telangiectasia mutated
A3 BAGI BCL2-associated athanogene
A4 BAG3 BCL2-associated athanogene 3
AS BAG4 BCL2-associated athanogene 4
A6 BAK1 BCL2-antagonist/killer 1
A7 BAX BCL2-associated X protein
A8 BCLI0 B-cell CLL/lymphoma 10
A9 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

Al0 BCL2A41 BCL2-related protein Al

All BCL2L1 BCL2-like 1

Al2 BCL2LI11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
B1 BCL2L2 BCL2-like 2
B2 BFAR Bifunctional apoptosis regulator
B3 BIK BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing)
B4 BIRCI Baculoviral IAP repeat-containing 1
B5 BIRC2 Baculoviral IAP repeat-containing 2
B6 BIRC3 Baculoviral IAP repeat-containing 3
B7 BIRC4 Baculoviral IAP repeat-containing 4
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B8 BIRCS Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin)
B9 BIRC6 Baculoviral IAP repeat-containing 6 (apollon)
B10 BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
Bl11 BRE Brain and reproductive organ-expressed

BI12 BOK BCL2-related ovarian killer

Cl CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine protease
C2 CASP10 Caspase 10, apoptosis-related cysteine protease
C3 CASP4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
C4 CASP2 Caspase 2, apoptosis-related cysteine protease
C5 CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine protease
Co6 CASPS5 Caspase 5, apoptosis-related cysteine protease
C7 CASP6 Caspase 6, apoptosis-related cysteine protease
C8 CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine protease
Cc9 CASPS Caspase 8, apoptosis-related cysteine protease
C10 CASP8AP2 CASPS8 associated protein 2

Cll1 CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
Ci12 CHEK1 CHKI checkpoint homolog (S. pombe)

D1 CHEK? CHK2 checkpoint homolog (S. pombe)

D2 CIDEA Cell death-inducing DFFA-like effector a

D3 CIDEB Cell death-inducing DFFA-like effector b

D4 CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor
D5 DAPK1 Death-associated protein kinase 1

D6 DAPK?2 Death-associated protein kinase 2

D7 DFFA DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide
D8 DFFB DNA fragmentation factor, 40kDa, beta polypeptide
D9 FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
D10 GADD45A4 Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
D11 HRK Harakiri, BCL2 interacting protein
D12 LTBR Lymphotoxin beta receptor (TNFR superfamily, member 3)
El MCLI Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
E2 MYDS8S Myeloid differentiation primary response gene (88)
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E3 CARD4 Caspase recruitment domain family, member 4

E4 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

E5 RIPK? Receptor-interacting serine-threonine kinase 2

E6 RPA3 Replication protein A3, 14kDa

E7 TANK TRAF family member-associated NFKB activator

E8 INF Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)
E9 TNFRSF10A4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
E10 TNFRSF10B Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
Ell TNFRSF10C Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10c
E12 TNFRSF10D Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10d
F1 TNFRSFI11B Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
F2 TNFRSF17 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 17
F3 TNFRSF14 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
F4 TNFRSF21 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21
F5 CD40 CDA40 antigen (TNF receptor superfamily member 5)
F6 TNFRSF8 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8
F7 TNFRSF9 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9
F8 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
F9 TNFSF11 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
F10 TNFSF13 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12
F11 TNFSF13B Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b
F12 TNFSF15 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15
Gl TNFSF18 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 18
G2 TNFSF4 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4
G3 CD40LG CDA40 ligand (TNF superfamily, member 5)

G4 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

G5 TNFSF7 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 7
G6 TNFSF§8 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 8
G7 TNFSF9 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9
G8 TP53 Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)

G9 TP73L Tumor protein p73-like
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G10 TRAF1 TNF receptor-associated factor 1

Gl1 TRAF?2 TNF receptor-associated factor 2
Gl12 TRAF3 TNF receptor-associated factor 3

H1 TRAF4 TNF receptor-associated factor 4

H2 TRAFS5 TNF receptor-associated factor 5

H3 TRAF6 TNF receptor-associated factor 6

H4 TRIP TRAF interacting protein

HS5 ACTB Actin, beta

H6 B2M Beta-2-microglobulin

H7 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HS8 GUSB Glucuronidase, beta

H9 HPRTI Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
H10 PGK Phosphoglycerate kinase 1
HI11 PPIA Peptidylprolyl isomerase A
H12 RPL13A4 Ribosomal protein L13a
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EK-2: DIANA, miRDB ve miRSytem araclarinda 456 adet ortak olan miR-185-5p’nin

hedef gen listesi
SEMBOL ISiMm
SMG7 SMG7, nonsense mediated mRNA decay factor
SLC16A42 solute carrier family 16 member 2
SOX13 SRY-box 13
HPIBP3 heterochromatin protein 1 binding protein 3
PCDHAS8 protocadherin alpha 8
PCDHACI protocadherin alpha subfamily C, 1
DLG?2 discs large MAGUK scaffold protein 2
PCDHAC?2 protocadherin alpha subfamily C, 2
PCDHAI3 protocadherin alpha 13
PCDHAI0 protocadherin alpha 10
PCDHAS protocadherin alpha 5
PCDHA6 protocadherin alpha 6
PCDHAII protocadherin alpha 11
PCDHA3 protocadherin alpha 3
PCDHA9 protocadherin alpha 9
ZNF704 zinc finger protein 704
RAE] ribonucleic acid export 1
PCDHA4 protocadherin alpha 4
ABCG4 ATP binding cassette subfamily G member 4
PCDHAI protocadherin alpha 1
PCDHA7 protocadherin alpha 7
PCDHA2 protocadherin alpha 2
CAI10 carbonic anhydrase 10
PCDHAI?2 protocadherin alpha 12
TUBGCP3 tubulin gamma complex associated protein 3
ARIDI1A AT-rich interaction domain 1A
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RAB35 RAB35, member RAS oncogene family
ZNF236 zinc finger protein 236

PAK6 p21 (RACI) activated kinase 6

ADH4 alcohol dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide
FCRL3 Fc receptor like 3

SGMS1 sphingomyelin synthase 1

MSI1 musashi RNA binding protein 1

PREPL prolyl endopeptidase like

HIC? HIC ZBTB transcriptional repressor 2

CDC42 cell division cycle 42

TOX3 TOX high mobility group box family member 3
GPR84 G protein-coupled receptor 84

SIX1 SIX homeobox 1

SLC8A1 solute carrier family 8 member Al

LYN LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase
SRGAP2 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2
ATXNI ataxin 1

PALM?2 paralemmin 2

TBCIDS TBC1 domain family member 5

MS442 membrane spanning 4-domains A2

CSRNP2 cysteine and serine rich nuclear protein 2
BASPI brain abundant membrane attached signal protein 1
TCPI t-complex 1

RHOA ras homolog family member A

MECP2 methyl-CpG binding protein 2

KANK? KN motif and ankyrin repeat domains 2

GNB3 G protein subunit beta 3

KLHL29 kelch like family member 29

ELOVL4 ELOVL fatty acid elongase 4

PCDHY protocadherin 9

RERE arginine-glutamic acid dipeptide repeats
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PBX2 PBX homeobox 2

ZCCHCI2 zinc finger CCHC-type containing 12

KIAAI1328 KIAA1328

CCNL2 cyclin L2

SNAP25 synaptosome associated protein 25

KPRP keratinocyte proline rich protein

PCDHI0 protocadherin 10

SLC3043 solute carrier family 30 member 3

ATPOVIF ATPase H+ transporting V1 subunit F

GRIN2B glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2B

XYLTI xylosyltransferase 1

NMNAT2 nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 2

CXCL9 C-X-C motif chemokine ligand 9

NPNT nephronectin

NFATC3 nuclear factor of activated T cells 3

PRKAR2A4 protein kinase cAMP-dependent type II regulatory subunit alpha

RNF20 ring finger protein 20

AKAP6 A-kinase anchoring protein 6

SPTB spectrin beta, erythrocytic

YWHAG tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein gamma

PM20D1 peptidase M20 domain containing 1

SOX5 SRY-box 5

SCD stearoyl-CoA desaturase

RHOTI ras homolog family member T1

SPATA2 spermatogenesis associated 2

PXTI peroxisomal testis enriched protein 1

GJAI gap junction protein alpha 1

GJAS gap junction protein alpha 5

DOCK3 dedicator of cytokinesis 3

LHX? LIM homeobox 2
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KCNN3

potassium calcium-activated channel subfamily N member 3

CD209 CD209 molecule

CGN cingulin

TMEM139 transmembrane protein 139

MONIB MON1 homolog B, secretory trafficking associated
FZD4 frizzled class receptor 4

PATZ1 POZ/BTB and AT hook containing zinc finger 1
PIM1 Pim-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
PHLDBI pleckstrin homology like domain family B member 1
KLKS5 kallikrein related peptidase 5

CNTDI cyclin N-terminal domain containing 1

ARF3 ADP ribosylation factor 3

CACNG4 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit gamma 4
SYNM synemin

SSTR2 somatostatin receptor 2

BCATI branched chain amino acid transaminase 1

MS4A3 membrane spanning 4-domains A3

CCND2 cyclin D2

CPNEG6 copine 6

NRIDI nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
MAT2A methionine adenosyltransferase 2A

HOOK3 hook microtubule tethering protein 3

TCF12 transcription factor 12

LRR(C32 leucine rich repeat containing 32

LPCAT3 lysophosphatidylcholine acyltransferase 3
EPB4I1L1 erythrocyte membrane protein band 4.1 like 1
ANKFYI ankyrin repeat and FYVE domain containing 1
FOXP4 forkhead box P4

CHMP7 charged multivesicular body protein 7

SLC25A428 solute carrier family 25 member 28

SPATS?2 spermatogenesis associated serine rich 2
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ANKRD45

ankyrin repeat domain 45

DYNLL?2 dynein light chain LC8-type 2

ATPIA3 ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 3

TAP2 transporter 2, ATP binding cassette subfamily B member

PGLYRP4 peptidoglycan recognition protein 4

AFAPIL2 actin filament associated protein 1 like 2

MLLTI1 MLLTI1, transcription factor 7 cofactor

ZNF473 zinc finger protein 473

TTBKI tau tubulin kinase 1

UBXNI10 UBX domain protein 10

FBXO41 F-box protein 41

PARPI1 poly(ADP-ribose) polymerase family member 11

HDX highly divergent homeobox

EPHB2 EPH receptor B2

SREBF?2 sterol regulatory element binding transcription factor 2

SIGLEC] sialic acid binding Ig like lectin 1

DCTN3 dynactin subunit 3

HOPX HOP homeobox

FAM76A4 family with sequence similarity 76 member A

INTS6 integrator complex subunit 6

SF1 splicing factor 1

DCX doublecortin

RICSB RIC8 guanine nucleotide exchange factor B

BSN bassoon presynaptic cytomatrix protein

FAMI35B family with sequence similarity 135 member B

TAFSL TATA-box binding protein associated factor 5 like

PMF1 polyamine modulated factor 1

PHF21A4 PHD finger protein 21A

HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated potassium
channel 4

EIF4EBP2 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2
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RNASE?9 ribonuclease A family member 9 (inactive)
MXRAS matrix remodeling associated 5

SEC224 SEC22 homolog A, vesicle trafficking protein
PCP4 Purkinje cell protein 4

APHIA aph-1 homolog A, gamma-secretase subunit
GBA2 glucosylceramidase beta 2

DTNA dystrobrevin alpha

ELMOI engulfment and cell motility 1

FIZ1 FLT3 interacting zinc finger 1

MYADM myeloid associated differentiation marker

SETDS5 SET domain containing 5

IL2RA interleukin 2 receptor subunit alpha

FBXL20 F-box and leucine rich repeat protein 20

SPTBN1 spectrin beta, non-erythrocytic 1

SET SET nuclear proto-oncogene

CDH?23 cadherin related 23

ZNF374 zinc finger protein 37A

PTPNI3 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13
COCH cochlin

PITPNA phosphatidylinositol transfer protein alpha
CACNBI calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 1
AGPAT3 ATP binding cassette subfamily A member 3
FKTN fukutin

ZADH? zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 2
GNRHR gonadotropin releasing hormone receptor
CcCDC97 coiled-coil domain containing 97

OPCML opioid binding protein/cell adhesion molecule like
PLEKHBI pleckstrin homology domain containing B1
PRSS16 serine protease 16

LARPI La ribonucleoprotein domain family member 1
MEX3A4 mex-3 RNA binding family member A
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SARIA secretion associated Ras related GTPase 1A
BRPF3 bromodomain and PHD finger containing 3
CNTN2 contactin 2

ASTN2 astrotactin 2

GPX6 glutathione peroxidase 6

ARFIP2 ADP ribosylation factor interacting protein 2
ANKRDI17 ankyrin repeat domain 17

GLYAT glycine-N-acyltransferase

CAMK2D calcium/calmodulin dependent protein kinase II delta
NR6AI nuclear receptor subfamily 6 group A member 1
CLEC4M C-type lectin domain family 4 member M
CAPZB capping actin protein of muscle Z-line subunit beta
THRA thyroid hormone receptor alpha

SBK1 SH3 domain binding kinase 1

MYBLI MYB proto-oncogene like 1

TEADI TEA domain transcription factor 1

SLC7A1 solute carrier family 7 member 1

BEND4 BEN domain containing 4

TMEM182 transmembrane protein 182

DGKB diacylglycerol kinase beta

ZFPI ZFP1 zinc finger protein

GRM6 glutamate metabotropic receptor 6

URM1 ubiquitin related modifier 1

GEMINS gem nuclear organelle associated protein 8
RABI5 RAB15, member RAS oncogene family
NEKG6 NIMA related kinase 6

CKAP2 cytoskeleton associated protein 2

SSBP2 single stranded DNA binding protein 2
GRB2 growth factor receptor bound protein 2
ZMIZ1 zinc finger MIZ-type containing 1

ZNF3854 zinc finger protein 385A
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SNAPC3 small nuclear RNA activating complex polypeptide 3

LUZPI leucine zipper protein 1

IKZF4 IKAROS family zinc finger 4

SNTB?2 syntrophin beta 2

SPIN3 spindlin family member 3

NOVA2 NOVA alternative splicing regulator 2

ZBTBS5 zinc finger and BTB domain containing 5

PCLO piccolo presynaptic cytomatrix protein

CTSK cathepsin K

GLUD2 glutamate dehydrogenase 2

RAPHI Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains
1

KRT?2 keratin 2

LZTFLI leucine zipper transcription factor like 1

PDS5B PDSS cohesin associated factor B

SIN3A SIN3 transcription regulator family member A

RRAS2 RAS related 2

GAS7 growth arrest specific 7

ZC3HI11A4 zinc finger CCCH-type containing 11A

F1341 coagulation factor XIII A chain

FOXJ2 forkhead box J2

CD84 CD84 molecule

DSCI1 desmocollin 1

NCOA?2 nuclear receptor coactivator 2

PAX2 paired box 2

EHMT?2 euchromatic histone lysine methyltransferase 2

MAGII membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain
containing 1

SLCI17A47 solute carrier family 17 member 7

SLCI13A43 solute carrier family 13 member 3

BEND3 BEN domain containing 3
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PRRT? proline rich transmembrane protein 2

VTI1A vesicle transport through interaction with t-SNAREs 1A
OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3

ITGB3 integrin subunit beta 3

ANKRD34A4 ankyrin repeat domain 34A

PPMIL protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1L
GOLPH3L golgi phosphoprotein 3 like

VGLL3 vestigial like family member 3

EIF4B eukaryotic translation initiation factor 4B

CDCI14B cell division cycle 14B

BTG2 BTG anti-proliferation factor 2

SYPL2 synaptophysin like 2

PRKAB? protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta 2
MNT MAX network transcriptional repressor

RBM15B RNA binding motif protein 15B

MCHRI melanin concentrating hormone receptor 1

RABL3 RAB, member of RAS oncogene family like 3

GPR26 G protein-coupled receptor 26

ZSCAN22 zinc finger and SCAN domain containing 22

SORTI sortilin 1

MCCCl1 methylcrotonoyl-CoA carboxylase 1

PEX19 peroxisomal biogenesis factor 19

FAIM?2 Fas apoptotic inhibitory molecule 2

RNF165 ring finger protein 165

SLAMF6 SLAM family member 6

STAC?2 SH3 and cysteine rich domain 2

TANC2 tetratricopeptide repeat, ankyrin repeat and coiled-coil containing 2
CPEB?2 cytoplasmic polyadenylation element binding protein 2
PPP2RIB protein phosphatase 2 scaffold subunit Abeta

GLUDI glutamate dehydrogenase 1

pPPM1J protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1J
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NEUROD?2 neuronal differentiation 2

POSTN periostin

SLC29A41 solute carrier family 29 member 1 (Augustine blood group)

SEMA4C semaphorin 4C

SAMD9YL sterile alpha motif domain containing 9 like

TSHR thyroid stimulating hormone receptor

JAG?2 jagged 2

ARL3 ADP ribosylation factor like GTPase 3

NFIX nuclear factor [ X

APP amyloid beta precursor protein

TFDPI transcription factor Dp-1

S10042 S100 calcium binding protein A2

DTX3 deltex E3 ubiquitin ligase 3

PLXDCI plexin domain containing 1

GABARAP GABA type A receptor-associated protein

THTPA thiamine triphosphatase

PFKFB?2 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2

ATP2B4 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 4

GABRE gamma-aminobutyric acid type A receptor epsilon subunit

MLLT3 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain
containing 3

SLC7A48 solute carrier family 7 member 8

POU2F?2 POU class 2 homeobox 2

VEGFA vascular endothelial growth factor A

ASXLI ASXL transcriptional regulator 1

EDEM1 ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein 1

AIM?2 absent in melanoma 2

ELAVL3 ELAYV like RNA binding protein 3

STIM1 stromal interaction molecule 1

EAF1 ELL associated factor 1

LRRC27 leucine rich repeat containing 27
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RICTOR RPTOR independent companion of MTOR complex 2
PAPPA pappalysin 1

CDK6 cyclin dependent kinase 6

TCF21 transcription factor 21

PSME3 proteasome activator subunit 3

SLC3048 solute carrier family 30 member 8

TNRC6B trinucleotide repeat containing 6B

MOG myelin oligodendrocyte glycoprotein

COPS4 COP9 signalosome subunit 4

TMEMI155 transmembrane protein 155

PIP4K2C phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase type 2 gamma
RABI14 RAB14, member RAS oncogene family
PPPIRI0 protein phosphatase 1 regulatory subunit 10
MEDI3L mediator complex subunit 13 like

CBFA2T3 CBFA2/RUNXI1 translocation partner 3

IGF2R insulin like growth factor 2 receptor

MORC4 MORC family CW-type zinc finger 4

CYP4V2 cytochrome P450 family 4 subfamily V member 2
TBCIDI3 TBC1 domain family member 13

HYAL? hyaluronidase 2

RNF169 ring finger protein 169

PRKG?2 protein kinase cGMP-dependent 2

CNGA?2 cyclic nucleotide gated channel alpha 2

SYP synaptophysin

CRX cone-rod homeobox

TMED4 transmembrane p24 trafficking protein 4

RIMS4 regulating synaptic membrane exocytosis 4
SLCO5A41 solute carrier organic anion transporter family member 5A1
KNCN kinocilin

IGFBP5 insulin like growth factor binding protein 5
BACHI BTB domain and CNC homolog 1
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UHMK1 U2AF homology motif kinase 1

NSDI1 nuclear receptor binding SET domain protein 1

NTRK? neurotrophic receptor tyrosine kinase 2

FARI fatty acyl-CoA reductase 1

CDID CD1d molecule

1JPI tight junction protein 1

TRIMA44 tripartite motif containing 44

COLIAI collagen type I alpha 1 chain

HOXB5 homeobox B5

STK35 serine/threonine kinase 35

HNF4A4 hepatocyte nuclear factor 4 alpha

PAK2 p21 (RAC1) activated kinase 2

ABCCI ATP binding cassette subfamily C member 1

SV2B synaptic vesicle glycoprotein 2B

RABIIFIPI RABI11 family interacting protein 1

FMNL3 formin like 3

HSF4 heat shock transcription factor 4

SUMF1 sulfatase modifying factor 1

MGATSB alpha-1,6-mannosylglycoprotein 6-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase B

DYRKIB dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1B

TPD52 tumor protein D52

CKAP2L cytoskeleton associated protein 2 like

FAM1844 family with sequence similarity 184 member A

BICD? BICD cargo adaptor 2

SEC24C SEC24 homolog C, COPII coat complex component

DAB2IP DAB2 interacting protein

PTPRE protein tyrosine phosphatase, receptor type E

MTPN myotrophin

MX2 MX dynamin like GTPase 2
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SVEPI sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain
containing 1

FLOT? flotillin 2

MGATI mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase

PHF12 PHD finger protein 12

PSMD?9 proteasome 26S subunit, non-ATPase 9

ZNF3 zinc finger protein 3

KIF3C kinesin family member 3C

ury ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat containing, Y-
linked

DNMT1I DNA methyltransferase 1

THSD74 thrombospondin type 1 domain containing 7A

ZC3HAVI zinc finger CCCH-type containing, antiviral 1

GOLGA7 golgin A7

TBR1 T-box, brain 1

CLDNI18 claudin 18

DPAGTI dolichyl-phosphate N-acetylglucosaminephosphotransferase 1

KCNC4 potassium voltage-gated channel subfamily C member 4

LBH limb bud and heart development

GLIPRIL? GLIPRI1 like 2

LRRTM3 leucine rich repeat transmembrane neuronal 3

FAM1294 family with sequence similarity 129 member A

YIPF3 Yipl domain family member 3

MLLTI MLLT]1, super elongation complex subunit

EDA2R ectodysplasin A2 receptor

RABS3B RABS5B, member RAS oncogene family

LMO3 LIM domain only 3

VANGL?2 VANGL planar cell polarity protein 2

SLC3742 solute carrier family 37 member 2

SEPT3 septin 3
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ONECUT? one cut homeobox 2

GOLGBI golgin B1

BAPI BRCATI associated protein 1

SLA2 Src like adaptor 2

INTSS integrator complex subunit 5
GORASP2 golgi reassembly stacking protein 2
ATPSBI ATPase phospholipid transporting 8B1
BACH? BTB domain and CNC homolog 2
MAP4 microtubule associated protein 4
TMEDS transmembrane p24 trafficking protein 5
ZNF831 zinc finger protein 831

KLK?2 kallikrein related peptidase 2

ATP7B ATPase copper transporting beta
HOXC4 homeobox C4

MRPLI0 mitochondrial ribosomal protein L10
BICD1 BICD cargo adaptor 1

STAM signal transducing adaptor molecule
ZCCHC3 zinc finger CCHC-type containing 3
ACTN4 actinin alpha 4

ESAM endothelial cell adhesion molecule
ZXDB zinc finger X-linked duplicated B
NTRK3 neurotrophic receptor tyrosine kinase 3
MYLK myosin light chain kinase

TMPRSS3 transmembrane serine protease 3
ABCCS5 ATP binding cassette subfamily C member 5
TCHHLI trichohyalin like 1

JOSDI Josephin domain containing 1
SEMA3D semaphorin 3D

CDK35RI1 cyclin dependent kinase 5 regulatory subunit 1
CTSE cathepsin E

BTBD3 BTB domain containing 3
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TRIMS tripartite motif containing 5

CORO2B coronin 2B

PTCHDI patched domain containing 1

SLC3841 solute carrier family 38 member 1

LSM12 LSM12 homolog

PCOTH Pro-X-Gly collagen triple helix like repeat containing
SPRY3 sprouty RTK signaling antagonist 3
BCL2L15 BCL2 like 15

SYNGR3 synaptogyrin 3

WDR7 WD repeat domain 7

NOL3 nucleolar protein 3

TMEM189- TMEM189-UBE2V1 readthrough
UBE2V1

KLCI kinesin light chain 1

RPRDIA regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 1A
UBE2N ubiquitin conjugating enzyme E2 N
OTUD3 OTU deubiquitinase 3

LMNA lamin A/C

RPL28 ribosomal protein L28

ANKRDS5?2 ankyrin repeat domain 52

NDRG3 NDRG family member 3

FNDC3B fibronectin type III domain containing 3B
FOSB FosB proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit
FADD Fas associated via death domain

MAPKI14 mitogen-activated protein kinase 14
BCAT? branched chain amino acid transaminase 2
CADM4 cell adhesion molecule 4

PTK7 protein tyrosine kinase 7 (inactive)
SPACAI sperm acrosome associated 1

ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule
GNAI3 G protein subunit alpha 13
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UBL7 ubiquitin like 7

BCL2 BCL2, apoptosis regulator

MYO7A4 myosin VIIA

SLC39414 solute carrier family 39 member 14

RSBN1 round spermatid basic protein 1

MEGF9 multiple EGF like domains 9

ADAMTSY ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9
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Chapter 9 @
A Promising Role of Lichens, Their Senk
Secondary Metabolites and miRNAs

on Treatment of Cancer Disease After

Exposure to Carcinogenic Heavy Metals

Vildan Torun, Elif Degerli, and Demet Cansaran-Duman

9.1 Introduction

9.1.1 The Effect of Cancer-Causing Chemicals
on Environment

With the rapid development of industrialization and urbanization in recent years,
pollution has reached very serious levels, and this situation threatens public health.
One of the most dangerous diseases caused by cancer-causing chemicals is cancer.
Cancer-causing chemicals are called substances that cause cancer. Cancer-causing
chemicals include solvents. heavy metals, pesticides, radioisotopes. carcinogenic
microorganisms, and synthetic derivatives of industrial by-products [1]. Cancer-
causing chemicals do not always cause cancer, but many of cancer-causing chemi-
cals induce cancer after prolonged and high exposure. The risk of the development
of cancer depends on many factors for people, such as the exposed duration and
intensity of exposure, the person’s genetic profile and how it is exposed, etc. The
International Agency for Research on Cancer (IARC), one of the important sections
of the World Health Organization (WHO), has identified cancer-causing potential of
different substances. In the past 50 years, the [ARC has defined the cancer-causing
potential of more than 900 substances. The IARC has classified the substances that
have the potential of causing cancer into four different groups. These are Group 1,
carcinogenic to humans; Group 2A, probably carcinogenic to humans; Group 2B,
possibly carcinogenic to humans: Group 3, unclassifiable as to carcinogenicity in
humans; and Group 4, probably not carcinogenic to humans [2]. As an example to
Group 1. the 2,3.7.8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) is a class [ human car-
cinogen [3] and is shown to cause lymphoma and fibrosarcomas [4]. The
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INTRODUCTION MATERIALS AND METHODS
Breast cancer is the most frequent cancer type inwomenand  Drugs (Tamoxifen and Usnic acid)

it has the highest mortality rate after lung camcer. Breast camcer
development may be assoclated with some risk factors such as
age, race, menopassal age, childbearing age, familial and genetic
factors, especially mutations in PTEN, p53 and BRCA1/2 genes
and environmentad factors [1). In addition, estrogen, ome of the
steroid hormones has been shown to be a stimulatory effect
on the proliferation of cancer cells, although it & not directly
identified as a risk factor for breast cancer development [2).
Gholamreza ¢t al, also demonstrated that estrogen receptors are
expressed in the majority of hormone dependent breast cancers
types [3). Tamoxifen as a drag that has agonistic and antagonistic
effects om estrogen receptors is used hormone dependent breast
cancer for therapeutic purposes [4) Tamoxifen can be applied
to all stages of breast camcer due to its anth-estrogenic effects
om the cell of breast tisswe. In addition to synthetically produced
drugs such & tamoxifen, secondary metabolites obtaimed from
different blological organtsms are also promising as a candidate
pharmaceutical agent in the treatment of cancer. Secondary
metabolites are effective on the disease treatment therefore
these compounds can be used with some dregs. Usaic acid, which
Is & lichen secondary metabolite, has some properties such as
antibacterial, anti-inflammatory, astiviral and anté proliferative
activities [5). Besides all of these properties, usnic asid & also
losowm as an cytobonde activity om camcer cells [6,7). 1t was aim to
study the determination of antiproliferative effect both usaie ackd
and tamocdfen on breast camcer cells.

Usnic acid was purchased from Sigma and was prepared in
14 mM DMSO. The stock sobations were prepared to 200 uM
concestration. In previous studies, EC value of usmic ackd was
determined as 13.11 uM om MCF-7 breast cancer cell lime in our
kboratory. IM tamscodfen stock sobation (Sigma-Aldrich) was
prepared with ethanol and serfally diluted as 100, 80, 40, 20, 10,
5, 2, 1 pg/ml in DMEM medium. To determine the synergistic
effect of tamoxifen and usaie ackd, 1M tamodfen stock solution
was serially difuted as 100, 89, 40, 20, 10,5, 2, 1 pg/ml in EC 50
walue of usnic ackd solutson (13.11 pM).

Maintenance of MCF-7 Cell Line

Human breast cell line MCF-7 was obtaimed from the ATCC
MCF-7 ¢dll ine was cultured in DMEM costaining 10% FBS, 2

mM Lghstamine and 1% penicilin and streptomycin. Cells were
madntained at 37°C in a humidified atmosphere of 5% 00,

Cell viability assay for tamoxifen

MCF-7 cells (1x10%) were seeded in cach well of 96-well
plate and Incubated overnight. The cells treated varfows doses
of tamoxifen (100, 80, 40, 20, 10, 5, 2, 1 pg/ml) for 488 After
48 hours drug administrations, 20 @l of 5 mg/ml MTT reagent
was added imto cach well and incubated for 4 h at 37°C 100 pl
tsopropancl was added Into cach well and the samples were
measured by spectrophotometer at 570 nm. The results represent
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