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TURKCE OZET

fleri Evre Meme Kanseri Kok Hiicrelerinde Let-7a ve miR-335’in miRNA
Temelli Gen Tedavideki Roliiniin Arastirilmasi

Meme Kanseri, tiim diinya kadinlar1 arasinda en yaygin goriilen ve birgok alt tipi
bulunan heterojen bir hastaliktir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar meme kanserinin,
kok hiicre ozelligi gosteren hiicre popiilasyonlar1 tarafindan gelistigini ve bu
hiicrelerin; hastaligin ilerlemesi, niiksii ve ila¢ direncini dogrudan etkiledigini
gostermektedir. Meme kanseri gelisiminde rol oynayan mikroRNA’larin ve kok
hiicre potansiyeli yliksek hiicre popiilasyonlarin1 diizenleyen yolaklardaki genlerin
aydinlatilmasinin, ileri evre meme kanseri tedavisinde yeni terapotik hedeflerin
belirlenmesi ve miRNA temelli yenilik¢i tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde fayda
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Gergeklestirilen ¢aligmada, kok hiicre potansiyeli yiiksek meme kanseri hiicre
hatlar1 olan HCC1937 ve MDA MB 231°de let-7a ve miR-335’in potansiyel hedefi
olan PIK3CA ve MAP2K] genlerinin 3’UTR bdlgeleriyle iliskisi degerlendirildi. Bu
amacgla; HCC1937 ve MDA MB 231 hiicreleri, meme kanseri kok hiicre yiizey
belirtegleri olan CD44+/CD24- dzelliklerine gore isaretlenerek kok hiicre potansiyeli
yiiksek hiicre popiilasyonlar1 hiicre siralama 6zelligi olan akim sitometri islemi ile
elde edildi. CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerine miR-335 ve MAP2KI
3’UTR’nin transfeksiyonu sonrasinda, miR-335’in MAP2KI 3°’UTR bolgesine
baglanarak MAP2K1 geninin ekspresyonunu (p=0,0429) baskiladig: belirlendi. Yine
bu hiicrelerde, miR-335 ve MAP2K[ 3’UTR transfeksiyonu sonrasinda anlaml
diizeyde (p=0,002) hiicre olimii gerceklestigi gosterildi. CD44+/CD24- MDA MB
231 hiicrelerinde PIK3CA 3’UTR ve let-7a transfeksiyonu ile PIK3CA
ekspresyonunda anlamli diizeyde (p=0,0434) azalma belirlendi. Ayrica, let-7a’nin
CD44+/CD24- HCCI1937 hiicrelerindeki PIK3CA gen ekspresyonunu 15,2 kat
azalttig1 ve bu hiicrelerde anlamli diizeyde (p=0,0046) hiicre 6limii gerceklestigi
gosterildi.

Mevcut c¢alismada, meme kanseri kok hiicrelerine let-7a ve miR-335’in
transfeksiyonu ve hedef aldiklar1 PIK3CA 3’UTR ve MAP2K1 3’UTR gen bolgeleri
ile etkilesimleri ilk kez arastirilmistir. Elde edilen bulgular, PIK3CA ve MAP2K I’ nin
ifadesinin let-7a ve miR-335 temelli gen tedavi yaklagimi ile degistirilebilecegini,
let-7a ve miR-335’in ileri evre meme kanserinin tedavisinde potansiyel terapdtik
hedef olarak kullanilabilirligini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: {leri evre meme kanseri, Kanser kok hiicre, mikroRNA, Let-7a,
miR-335, Gen tedavi

IX



INGILIiZCE OZET

Investigation of miRNA-Based Gene Therapy Roles of Let-7a and miR-335 in
Advanced Stage Breast Cancer Stem Cells

Breast cancer is one of the most common types of cancer among women and has
many subtypes. Recent studies have shown that breast cancer is developed by cell
populations with stem cell potential and these cells directly affect the progression,
relapse and drug resistance of the disease. It is believed that shedding light on the
little-known genes in the pathways that regulate the microRNAs which play a role in
the development of breast cancer may be useful in identifying novel therapeutic
targets for advanced breast cancer treatment and in developing innovative miRNA
based treatment strategies.

The interaction between 3'UTR sites of PIK3CA and MAP2KI1 genes that are
potential target for let-7a and miR-335 in HCC1937 and MDA MB 231 cell lines
with a high level of stem cell potential, was investigated. For this purpose; HCC1937
and MDA MB 231 cells were labeled according to their CD44+/CD24-
characteristics and cell populations with high stem cell potential were obtained. After
the transfection of miR-335 and MAP2K1 3’UTR into CD44+/CD24- MDA MB 231
cells, it was shown that miR-335 binds to the MAP2K1 3'UTR region and suppresses
the expression (p=0,04292) of the MAP2KI gene. In these cells, significant cell
death (p=0,002) was detected after miR-335 and MAP2KI 3'UTR transfection. A
significant decrease in PIK3CA expression (p=0,0435) was detected with PIK3CA
3'UTR and let-7a transfection in CD44 +/CD24- MDA MB 231 cells. However, let-
7a decreased the expression of PIK3CA gene in CD44+/CD24- HCC1937 cells by
15,20-fold and cell death was significant (p=0,0046) in these cells.

In the current thesis study, the binding properties of miR-335 and MAP2KI
3'UTR regions together with let-7a and PIK3CA 3'UTR and the cytotoxic effect of
this binding in breast cancer stem cells were investigated for the first time. In the
context of our findings, we think that let-7a and miR-335 may be new therapeutic
tools in advanced breast cancer treatment.

Keywords: Advanced stage breast cancer, Cancer stem cell, miRNA, Let-7a, miR-
335, Gene therapy



1. GIRIS

Meme kanseri, farkli biyolojik davramig gosteren, farkli klinik-patolojik ve
molekiiler karakteristik 6zelliklere sahip ¢ok sayida alt tipi bulunan heterojen bir
hastaliktir. Diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tipidir. Ulkemizde de
kadinlarda goriilen tiim kanser vakalarinin yaklagik dortte birini olusturmaktadir.
Insidans: iilkeden iilkeye farklilik gostermekle birlikte, her yil yaklasik 1.000.000
kadima meme kanseri teshisi konulmakta, yine her yil 370.000 kadin bu hastalik
nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Bu nedenle, tiimdr hiicrelerini hedef alan modern
ve kisiye 0zel tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ileri evre meme kanserleri arasinda yer alan triple negatif tiimérler; kotii prognoz
gosteren, yiiksek histolojik evreye sahip, invazyon riski yiiksek, sagkalim orani
diisiik ve genellikle BRCA mutasyonu tasiyan timorlerdir. ER, PR ve HER2’yi
hedefleyen giiniimiiz tedavilerinden yararlanamayan bu grup hastalarin yeni tedavi
yaklasimlarina ihtiyaglar1 bulunmaktadir. Bu baglamda, yapilan aragtirmalar, gilincel
tedavilere yanit vermeyen meme kanserlerinin, kok hiicre 6zelligi gdsteren hiicreler
tarafindan gelistigini savunmaktadir. Bu hiicreler kendini yenileyebilme 6zelligine
sahip, kemoterapi ve radyoterapiye direng gosteren, dolayisiyla metastatik
potansiyeli kanitlanmis hiicrelerdir. Son yillarda yapilan kanser arastirmalarinda
mikroRNA (miRNA) molekiilleri 6nemli bir yere sahiptir. miRNA’lar; 17-25
niikleotit biiyiikliiglinde, RNA kodlamayan, tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan ve
hedef genlerin 3’untranslated region (3’UTR) bolgesine baglanarak mRNA
degredasyonu ya da translasyonel inhibisyon yoluyla gen ekspresyonun
diizenlenmesini saglayan molekiillerdir. miRNAlarin genlerin regiilasyonunda gorev
yaptiklarinin belirlenmesini takiben hem potansiyel terapotik hedef olarak hem de
aday diagnostik ve prognostik indikatdr olarak kullanilabilirlikleri giindemdedir.
Sonugta meme kanseri gen ekspresyon profillerine dayanan alt tiplendirmeye benzer
olarak miRNA ekspresyonlarinin da tiimdrlerin siniflandirilmasinda biyobelirte¢ ve
prognostik indikator olarak kullanilmasinin yakin gelecekte miimkiin olabilecegi ve

bireysel tedavilerin saglanabilecegi tartisilmaktadir.



Kanser kok hiicrelerin boliinmesinin diizenlenmesinden sorumlu anahtar
genlerin ekspresyonunu negatif sekilde etkileyerek kok hiicre yenilenmesi ve
farklilagmasinda temel rol oynayabilecek miRNA’larin belirlenmesiyle bu
miRNA’larin terapdtik potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasini hedefleyen ¢aligmalar
ciddi 6nem teskil etmektedir. Bu amagla; yaptigimiz aragtirmalar sonucunda meme
kanserinde dnemini belirledigimiz let-7a ve miR-335 adli mikroRNA molekiillerinin
kanser kok hiicrelerindeki roliinlin aragtirilmasi, ileri evre meme kanserlerinde
miRNA temelli etkin tedavi yaklasimlarmin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.

Mevcut tez ¢alismasinda; meme kanseri kok hiicrelerindeki let-7a ve miR-335’in
roliiniin anlasilabilmesi i¢in fonksiyonel analizler gerceklestirilmis ve bu
mikroRNA’larin hedef aldiklar1t PIK3CA ve MAP2KI genlerinin ifadesine etkisi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Yapisi

Meme dokusu (glandula mammaria, Mamma); temelde viicut ter bezlerinden
tiiremis, apokrin bez yapisinda bir ¢ift organdir. Meme dokusu, yapist bakimindan
major pektoral kasi iizerinde konumlanir ve dis kismu cilt ile kaplidir. ¢ yapisi ise
kadinlarda; loblar (siit bezleri), kanallar (meme lobiillerinden siit tasiyan kiiciik
tiipler) ve stromadan (yag dokusu, kanallar, loblar1 ¢evreleyen bag dokusu, kan
damarlar1 ve lenf damarlari) olusur (Drake ve ark., 2005). Normal meme yapisi

hakkindaki temel bilgiler, Sekil 1°de sematize edilmistir.

interkostal kas

Major pektoral kas

Lob yapisi

Meme basi

Sinls

Cooper baglari

Yag tabakasL Cilt

Sekil-1 Saglikl bir kadinin meme anatomisi (Patrick J. Lynch., 2006)

Meme bezindeki lenf damarlari ve vendz drenaj yapisi, meme kanserinin
yayilmasinda biiyiik bir 6neme sahiptir. Meme bezindeki lenf damarlarinin 3/4’lik
kismi, koltuk altinda yer alan aksiller lenf diiglimleriyle (aksiller diigiimler)
baglantilidir. Baz1 lenfatik damarlar, meme icindeki lenf diiglimlerine (i¢ meme
diigtimleri) baglanirken diger lenf nodlar1 klavikula kemiginin (supraklavikiiler veya
infraklavikiiler diiglimler) tistiinde veya altinda baglantil1 bir hat seklinde konumlanir

(McGuire ve ark., 2015).



Meme Lenf Nodlan

Supraklavikular node

P,
infraklavikular o {o\ ‘ Kopriiciik kemigi (klavikula)
(Subklavikular) nod "

Aksiller diigiim o internal meme nodu

Lenf damar

Sekil-2 Meme bezindeki lenf damarlar1 ve lenf diigiimlerinin sematik gdsterimi (Martini ve ark.,
2009)
Kanser hiicreleri lenf bezlerine yayilirsa, hiicrelerin kan dolagimina karigmasi ve

viicudun diger bolgelerine yayilma (metastaz) olasiligt artar. Bu durum tedavi planin
etkilemektedir. Meme kanserli hiicrelere sahip lenf diigiimleri, kanserin diger
organlara yayilma olasilifin1 arttirir. Bununla birlike, lenf diigiimlerinde kanser
hiicresi bulunan kadinlarin tiimiinde metastaz gelismedigi gibi, baz1 kadinlarin lenf
diigiimlerinde kanser hiicresi bulunmamasimna ragmen sonraki slirecte metastaz

gelisebilmektedir (Rizwan A.,2015).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, tiim diinya kadinlar1 arasinda en yaygin goriilen kanser tipidir
(Bucerius J ve ark., 2012). Bu kanser tiirliniin sebep oldugu 6liimler, diinya ¢apinda
toplam kanser vakalarmin %23’ ve tim kanser sebepli Oliimlerin %14 {ini
olusturmaktadir. Insidansi iilkeden iilkeye farklilik gostermekle birlikte, her yil
diinyada yaklagik 1.000.000 kadina meme kanseri teshisi konulmakta, yine her yil
370.000 kadin bu hastalik nedeniyle kaybedilmektedir (Bucerius J ve ark., 2012).
Giliniimiizde saglikli bir kadinin meme kanserine yakalanma riski 1/8 oranindadir.
(McGuire ve ark., 2015). Tirkiye’de ise meme kanseri goriilme sikligi, kadinlar
arasinda %34 olarak belirlenmistir. Ayrica, iilkemizdeki kadinlarin %15,7°1ik bir
kismi meme kanseri sebebiyle hayatini kaybetmektedir. Bu veriler, lilkemizdeki
kadinlarin tiim kanser tipleri igerisinde en c¢ok meme kanseri nedeniyle

kaybedildigini gostermektedir (Sekil 3 ve Sekil 4). Meme kanserine dair giincel



istatiksel veriler Diinya Saglk Orgiiti'ne (WHO) bagli GLOBOCAN

sitesinden giincel olarak analiz edilmistir (http://globocan.iarc.fr).

Tiirkiye: Kadin
Hesaplanan kanser Sltimleri, tiim yaslar (toplam: 33.111)

Meme: 5,199
(15.7%)
Diger:11 528
0,
(34.8%) Mide: 3 577
(10.8%)

Kolorektum: 3,030

Pankreas: 1,120 (9.2%)

(3.4%)
Non-Hodgkin Lenfoma: 1,304
3.9%)

Akgiger: 2,962
(8.9%)

Over: 1588
{4.8%)

Lasemi: 1,336

(4.0%)

Beyin, sinir sistemi: 1,467
(4.4%)

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 21.4.2017

Sekil-3 Farkli kanser tiplerine gore tilkemizdeki kadinlarin 6liim oranlari

Tiirkiye: Kadin
Hesaplanan 5 yillik yaygin kanser vakalari, yetiskin popiilasyon (toplam: 153.903)

Diger: 27 378
(17.8%)

Beyin, sinir sistemi: 3,387
(2.2%)

Babrek: 3526
(2.3%)

Serviks uteri: 4,671
(3.0%)

Mide: 5349 /|

(3.5%)

Over:5816

(3.8%)
Kolorektal:10 690
(6.9%)

Korpus uteri: 13,987
9.1%)

Meme: 52,360
(34.0%)

Tiroid: 26,739
(17.4%)

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 21.4.2017

Sekil-4 Ulkemizde, kadinlar arasinda son 5 yilda gériilen yaygin kanser tipleri

2012



Meme Kanseri; genetik, biyolojik, davranigsal, ¢evresel ve sosyal faktorleri
iceren karmagik bir etiyolojiye sahiptir ve ana risk faktorleri; kadin olmak, yaslanma,
ik, etnik koken, genetik gibi degistiremeyecegimiz faktorlerin yani sira diyet,
fiziksel hareketsizlik, ekzojen hormonlar ve bazi kadin tireme faktorleri gibi
degistirilebilir durumlardan olusmaktadir (Vanitha ve ark., 2014). Bu faktorler meme
kanseri riskini arttirmakla birlikte, sahip olunan bir veya daha fazla etken, meme
kanseri gelisecegi anlami tasimamaktadir. Bir diger 6nemli faktdr olan yas ve meme
kanserine yakalanma riski arasinda da Onemli bir baglanti bulunmaktadir.
Glinlimiizde, 30’larinda bir kadin i¢in meme kanseri riski yaklagik olarak 250°de 1
iken, 70’lerinde bir kadin i¢in bu risk 30’da 1 olarak 6lgiimlenmektedir (Severi ve
ark., 2009). Cogu meme kanseri vakasi menopozdan sonra teshis edilir ve meme
kanseri vakalarinin yaklasik %75'1 50 yasindan sonra ortaya ¢ikar (Severi ve ark.,
2009). Yas, yasam boyunca birikmis DNA hasari i¢in olas1 bir kiimiilatif ara¢ olarak
diisiiniilmektedir.

Tim bu etmenlerin yaninda daha diisiikk riskin Ongoriildiigii faktorler: Geg
menopoz (55 yas iistil), menstrilasyonun 12 yasindan once baslamasi, dolagimdaki
androjen seviyesinin yliksek olusu, ilk dogumun erken yaslarda gerceklesmesi (<25
yas), dogum sayisinin >4 olmasi, insiilin benzeri biiylime faktorlerinin dolagimdaki
yiiksek seviyesi olarak tanimlanmaktadir (Kaminska ve ark., 2015).

Meme kanseri, kadinlar arasinda goriilen bir hastalik olarak bilinse de erkeklerde
de %1°den daha diisiik oranda goézlemlenmektedir. (Perkins ve ark., 2003). Ancak bu
hastalik, meme kanseri hiicre biiyiimesini tesvik eden Ostrojen ve progestron gibi
kadinlarda ytiiksek miktarda bulunan hormonlarin erkeklerde daha nadir bulunmasi
nedeniyle kadinlarda erkeklerden yaklagik 100 kat daha yaygmn goriilmektedir
(Severi ve ark., 2009). Ayrica kadinlardan farkli olarak erkek meme tiimoérlerinde
diagnoz yas1 daha ge¢ olmakla birlikte hastaligin  %50°si agresif ozellik
gostermektedir (Perkins ve ark., 2003).

Meme kanseri vakalarinin yaklasik %5-10"'unun kalitsal oldugu diisiiniilmektedir.
Bu tip hastalarda bir ebeveynden gelen gen kusurlari, hastaligin gelismesinde 6nemli
bir yere sahiptir. Meme kanseri riskiyle ilgili oldugu bilinen genetik faktorler
yaklasik 30 gen igerir (Collins ve ark., 2011) Bunlara, penetrasyonu yiiksek erken
baslangicli meme kanseri genleri, BRCAIl ve BRCA2 ile nadir bulunan kanser



sendromu genleri ve nispeten daha diisiik penetransyona sahip genler de dahildir.
BRCAI mutasyonlar1 olan bazi ailelerde, meme kanseri yasam boyu riski %80’e
kadar yiikselebilmektedir ancak ortalama olarak bu risk %55-65 araliginda
goziikmektedir. BRCA2 mutasyonlar1 i¢in risk ise yaklasik %45 oranindadir
(Howlader ve ark., 2016). Buna ek olarak BRCAI ve BRCA2 mutasyonu tagiyan aile
hikayesine sahip meme kanseri hastalarinin over kanserine yakalanma riski de
yiiksektir ¢linkii bu genler ayn1 zamanda over kanseri ile de iligkilidir (Antoniou ve
ark., 2003).

Tiim bu kompleks etmenler degerlendirildiginde meme kanserinin etkin tedavisi
icin, hastalifa sahip bireylerin hastalifin prognozunu diizenleyebilecek kullanisl
parametreler ile smiflandirilmasi, etkin biyolojik belirtegler kullanilarak klinik
uygulamalarin diizenlenmesi ve bununla birlikte hastalarin gen profillerine gore yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Son 10 yilda, tiim genom profilleme teknolojilerinin kullanilmasi, meme
kanserinin gelisimi ve ilerlemesiyle iliskili genler ve genetik yolaklar hakkindaki
bilgimizi biiyiik dl¢iide genisletti. Yakin zamanda, bir dizi ticari multigen analizi,
prognostik ve prediktif testler, meme kanseri teshisinin karmasik ve genisleyen
alanina yonelik yeni ¢aligmalarin 6niinii agmustir.

Meme kanserinde uygulanacak terapiye yaniti veya prognozu Ongodren bu
multigen 6ngdrii analizleri, ¢esitli bagliklar altinda incelenmeye baglanmistir (Ross
ve ark., 2008). iImmiinohistokimyasal (IHC), floresan in-situ hibridizasyon (FISH),
kantitatif revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ve mikroarray
calismalarinin  baz  alindig1i  ¢esitli  analiz  sistemleri  gelistirilmistir.
Immiinohistokimyasal temelli parametrelerin dogrulugunu arttirarak verilere bir
standart getirmeyi hedefleyen ProEx™Br ve Mammostrat analizi ile, FISH temelli
ongorii sistemi eXagenBC™’nin yani sira, RT-qPCR temelli multigen 6ngorii
sistemleri; oncotype DX™, The TAILORx Clinical Trial, Breast Cancer Two-Gene
Expression Ratio (H/I™), Celera Metastasis Score™, The Breast BioClassifier,
EndoPredict® ve son olarak genomik mikroarray temelli multigen 6ngdrii testleri
icerisinde yer alan MammaPrint, MINDACT Trial, Invasiveness Gene Signature,
NuvoSelect™, Rotterdam signature, Roche AmpliChip (cytochrome P450 CYP2D6)
testleri kullanilmaya baslanmistir (Ross ve ark., 2008).



Biiyiik bir kismi parafin doku ile ¢alismaya uygun olarak dizayn edilmis bu
sistemler, sirkiile tiimor hiicresinden elde edilmis DNA ve RNA'nin diisiik maliyetli
sekans1 ve hizli-giivenilir mikroRNA (miRNA) kantifikasyonu da dahil olmak iizere
yiikksek verimli teknoloji platformlarinin son zamanlarda yayginlagmis olmasi,
genisletilmis 6ngorii modelleri olusturmak i¢in yeni firsatlar sunmaktadir (Gyorffy
ve ark., 2015).

Bu amagla hem prognostik bir biyobelirte¢ hem de terdpatik bir ajan olarak
kullanilabilirlikleri arastirllan miRNA’larin meme kanseri gen ekspresyon
profillerine dayanan alt tiplendirmeye benzer olarak miRNA ekspresyonlarinin da
timorlerin - smiflandirilmasinda  biyobelirteg  ve prognostik indikatdr olarak
kullanilmasimin yakin gelecekte miimkiin olabilecegi ve bireysel tedavilerin
saglanabilecegi ongoriilmektedir (Gyorffy ve ark., 2015).

Meme kanserinde gerceklestirilen biyolojik belirte¢ arastirmalar1 ve uygulanan
multigen Ongdrii analizlerinden elde edilen veriler, triple negatif meme kanserinde
(TNMK)  klinik  olarak  yarar saglayabilecek  prognostik  belirteglerin
belirlenmesindeki gligliikleri ortaya koymustur (Gyoérffy ve ark., 2015). TNMK
tedavisi i¢in en dnemli klinik gereksinim daha etkili yeni ilaglarin gelistirilmesi ve
prognostik belirteclerin ortaya konulmasidir.

2.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

2.3.1. Histopatolojik Siniflandirma

Meme kanseri, farkli fenotipik 6zellikteki bircok alt tipe sahip, heterojenik bir
hastaliktir. Meme kanserinde uygun tedaviye karar vermek ve meme kanserinin
prognozunu hesaplamak i¢in bu hastaliga sahip kisileri kategorize etmek amaciyla
rutin olarak kullanilan c¢esitli klinik ve patolojik faktdrler bulunmaktadir. Bu
faktorlere; hasta yasi, aksiller lenf nodu durumu, tiimoér boyutu, histolojik 6zellikler
(6zellikle histolojik evre ve lenfovaskiiler invazyon), hormon reseptér durumu ve
HER2 durumu dahil edilebilir (Duffy ve ark., 2017). Bu faktorler temelde
histopatolojik, biyolojik ve molekiiler olmak {izere ii¢ kategoriye ayrilir. Meme
kanseri ise histopatolojik olarak invaziv ve in-situ (infiltrat) kanserler olmak tizere
ikiye ayrilir (Malhotra ve ark., 2010). Invaziv meme kanseri, meme kanallarindan
kaynaklanan invaziv duktal karsinoma (%80) veya meme lobiillerinden kaynaklanan

invaziv lobiiler karsinoma (%10) seklinde, 1 (diisiik dereceli) ila 3 (yliksek dereceli)



arasinda bir deger verilerek derecelendirilir. Her iki tiir invaziv karsinom da metastaz
yapabilir. Invaziv meme kanserinin nadir goriilen ve agresif seyreden bir diger tiirii
inflamatuar (iltihapli) meme kanseridir ve insidanst %1-3 oranindadir. (Lie ve ark.,
2005). In-situ meme kanseri, kanserli duktal hiicrelerin bazal membram isgal
etmedigi, erken evre meme kanserinde yaygin olarak goriilen ve in-situ duktal
karsinom olarak adlandirilan meme kanseri tipidir (Malhotra ve ark., 2010). Meme

kanserinin kapsamli histopatolojik siniflandirmasi Sekil 5°te gosterilmistir.

Meme Kanseri

in Situ Karsinom [ invaziv (Infiltrat) Karsinom J
/\ Tubiiler ) infiltrat
i \ / Duktal /
Duktal Lobiiler — ~ / ——
l (ol ) ( Meduller )
— (Invaziv / Miisinoz -
Komedo Solid Diisiik Lobiiler // infiltrat ' ‘(‘Kollmd)z/
histolojik ~—— \(Duktal / ——
varyasyon AL
Kribriform Papiller
Mikropapiller lyi farkhlasmis | Zayif farklilagmis
Orta derecede
L farkhlagmig

Y

Bu siniflandirmada asagidaki esaslar temel alinmgtir:

1. Niikleer Pleomorfizm
2. Glandula/Tubiil Olusumu
3. Mitotik Oran

Sekil-5 Meme kanseri alt tiplerinin histolojik siniflandirilmasina ait sema (Malhotra ve ark., 2010)
2.3.2. Biyolojik Siniflandirma

Biyolojik smiflandirma, 6strojen reseptdrii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) durumu ile Ki-67 durumunu
ifade etmektedir. Bu biyobelirtegler, meme kanseri prognozunu tahmin etmede ve
tedavi konusunda rehberlik etmede kullanilan giivenilir, ucuz ve terapdtik karar
verme agisindan kullaniglt parametrelerdir. S6z konusu belirteclerin biyolojik 6énemi,
son yillarda gerceklestirilen genomik siniflandirmadan elde edilen verilerin de

katkistyla gliglenmistir (Joensuu ve ark., 2013).



Ayrica tekrarlayan lezyonlar ve primer invaziv timdérde ER, PR ve HER2
Ol¢limii, invaziv meme kanserli hastalarin tedavisinde Onemli bir role sahiptir.
Endokrin tedaviye yanit verme olasilig1 yiliksek hastalarin seciminde 6nemli olan ER
ve PR’nin yeni teshis edilen tiim invaziv meme kanserlerinde o6lgiilmesi
gerekmektedir (Joensuu ve ark., 2013). Ote yandan, her tiirlii anti-HER2 tedavisinde
muhtemel (trastuzumab, pertuzumab, lapatinib veya ado-trastuzumab emtansine)
tedavi yanitin1 belirlemek i¢in HER2 ekspresyonunun veya gen kopya sayisinin
belirlenmesi gereklidir. Determinasyonunda metodolojik sorunlar mevcut olmakla
birlikte; acik¢a belirlenmis klinik degeri, multi analizler ile karsilastirildiginda genis
kullanilabilirlige sahip olmasi ve diisiik maliyetleriyle Ki67, 6zellikle degerler diisiik
veya yiiksekse, prognozu belirlemek i¢in elverisli bir belirtectir (Duffy ve ark.,
2017).
2.3.2.1. Meme Kanseri Hastalarinda ER ve PR Durumu

Ostrojen ve progestron reseptorleri, 20 yildan daha uzun bir siiredir klinik meme
kanseri calismalarinda kullanilmaktadir. Bu reseptorlerin pozitif olma durumu timér
farklilagmasiin histolojik gostergesi olarak kabul edilmekle birlikte, diisiik hiicre
proliferasyonu gibi olumlu prognostik o6zelliklerle de korelasyon gostermektedir
(Duftfy ve ark., 2017). ER ve PR durumunun klinikteki kullanimi sayesinde;
neoadjuvant, adjuvant terapiler ve ileri evre meme kanseri tedavisinin
yonlendirilmesi miimkiin olmaktadir. ER ve PR durumu; endokrin terapide segici
Ostrojen reseptor modiilatorleri (tamoksifen), iiclincli nesil aromataz inhibitorleri
(anastrozol, letrozol ve eksemestan), LH-RH agonistleri (leuprolit, goserelin), saf
Ostrojen reseptorii azalticilart (fulvestrant), ooforektomi ve diger terapilerden
saglanacak yararin ongoriilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Teshisin ilk birkac¢ yilinda,
ER-pozitif timorli hastalar daha diisiik niiks oranina sahip olmakta fakat bu durum
teshisten sonraki 5-7 yildaki niiks orani tarafindan dengelendiginden ER reseptdrii
klinikte prognostik agidan daha diisiik fayda saglamaktadir (Duffy ve ark., 2017).

20 randomize klinik ¢aligma ile ele alinan ve hastalifin erken donemine ait
bireysel verilerin meta-analizlerinden elde edilen veriler degerlendirildiginde; ER
pozitif hastalarin ER negatiflere oranla meme kanseri sebepli 6liim oran1 %30 ve

hastaligin 15 yillik niiks oran1 %39 azalmistir (Davies ve ark.2011).
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Steroid hormon reseptdr pozitif hastalar i¢in standart endokrin tedavisi 5 yil
olmasina karsin, bu hastalara 10 y1l boyunca tamoksifen veya aromataz inhibitorii
(6rnegin letrozol) uygulanmasinin 5 yillik bir uygulamadan daha iyi sonuglar verdigi
gosterilmistir (Goss ve ark., 2016). Bununla birlikte; bu arttinlmig fayda,
genisletilmis tedavinin potansiyel ilave yan etkileriyle birlikte degerlendirilmelidir.
Ge¢ niiks gelistirme riski yiiksek olan hastalar1 tanimlamak i¢in kullanilacak
biyobelirteglerin hastalarin tedaviden yarar gorebilmeleri agisindan ulasilabilir
durumda olmasi dnemlidir. Esit derecede onemli olmak {izere, bu biyobelirtegler,
uzun stireli tedavinin yan etkileri ve maliyetlerinden kurtulmalari amaciyla ge¢ niiks
riski diisiik olan kadinlarin tanimlamasina yardimci olmalidir. Gelismekte olan
veriler, spesifik gen isaretlerinin endokrin tedaviyi takiben erken veya ge¢ donem
niiks risklerine gore ayirt edilebilecegini gostermektedir (Osborne, 1998).
2.3.2.2. Meme Kanserinde HER2 Durumu ve HER2/Anti-HER?2 Terapilerin
Tedavi Yanitin1 Tahmindeki Rolii

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) meme kanseri gelisiminde
rol oynayan genlerden biridir ve HER2 proteininin {iretiminde gorev almaktadir.
HER? geni, saglikli bir meme hiicresinin biiyiimesi, boliinmesi ve onariminda gorev
almakla birlikte, meme kanserli hastalarin %25'inde kendisinin ¢ok fazla kopyasini
olusturmaktadir. Bu durum HER2 gen amplifikasyonu olarak bilinir. HER?
genindeki bu amplifikasyon, meme hiicrelerinde HER2 reseptorlerinin artmasina ve
meme hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiyliyiip bdliinmesine neden olur
(Hoeferlin ve ark., 2013). HER2 gen amplifikasyonu veya HER2 proteini asir
eksprese olan meme kanseri hastalar, patoloji raporunda HER2-pozitif olarak
tanimlanirlar. HER2-pozitif meme kanseri, HER2 negatif meme kanserlerine kiyasla
daha hizli bliylime ve yayilma egilimi gosteren yiiksek dereceli tiimdrlerdir. Ancak
giniimiizde HER2 pozitif meme kanserli hastalar icin HER2 reseptorlerini
hedefleyen ilaglar mevcuttur. Bu hastalar Trastuzumab (Herceptin) tedavisine
genellikle cevap verseler bile, hizli bliylime ve boliinme egilimine sahip hiicrelerde
meydana gelen PIK3CA ve PTEN gen mutasyonlari hastalarin tedavi yanitim
diisiirmektedir (Hoeferlin ve ark., 2013).

HER2 6l¢iimiiniin ana klinik kullanimi, neoadjuvan, adjuvan ve anti-HER2

tedavisine cevabin tahmin edilmesine yoneliktir (Eroglu ve ark., 2014). Su anda dort
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anti-HER?2 terapisi; trastuzumab, lapatinib, pertuzumab ve trastuzumab emtansine
(T-DM1) HER2-pozitif meme kanseri tedavisi i¢in onaylanmistir (Giordano ve ark.,
2014). Su anki verilere dayanarak, HER2 geni asir1 ekspresyonunun anti-HER2
tedavilere yanit verdigini fakat gelisen ilag direnci nedeniyle yeterli olmadigim
ongorebiliriz.
2.3.2.3. Meme Kanseri Hastalarinda Ki67 Durumu

Ki67’nin (Prolifere hiicre niikleer antijen) incelendigi klinik arastirmalarin ve
meta-analizlerin retrospektif olarak degerlendirilmesini de kapsayan bir¢ok ¢alisma,
yiiksek Ki67 diizeylerinin bagimsiz olarak meme kanseri hastalarinda istenmeyen
sonuclarla iliskili oldugunu gostermistir (Yerushalmi ve ark., 2010). Konuyla ilgili
Petrelli ve ark. (2015), literatiir hakkinda sistematik bir inceleme yaptiktan sonra,
bireysel ¢alismalara dair bir meta-analiz gerceklestirmistir. S6z konusu meta-analiz
sonucunda toplamda 64.196 hastay1 kapsayan 41 calisma tespit edilmistir. Her ne
kadar 10 ile >% 25 hiicre boyamasi aralifinda farkli kesme noktalar1 incelenmis olsa
da genel sagkalim i¢in en giiglii prognostik 6nemi gdsteren esik, >%?25 hiicre
boyamasi olarak tespit edilmistir. Meme kanseri hastalarinda yiiksek Ki67 degerleri
ile kotii prognoz arasinda tutarh iligki, kullanilan testler i¢in laboratuvarlar arasi
hassasligin zayif olusu, Ki67'yi 6l¢mek icin farkli yontemlerin kullanilmasi ve diisiik
timorlerin ayirt edici tanimi i¢in farkli kesme noktalarinin kullanilmasiyla tespit
edilmigtir (Dowsett ve ark., 2011; Polley ve ark., 2015). Denkert ve arkadaslarina
(2015) gore hassasiyet, ozellikle sinirda veya ara konsantrasyonda bulunan Ki67
diizeylerinde onemlidir. Bu nedenle, arastirmacilar klinik karar vermenin sinirda
bulunan araliklardaki Ki67 diizeylerine gore yapilmamasi gerektigini belirtmislerdir.

Prognostik degerlendirmelere ek olarak Ki67’nin o6zellikle neoadjuvan ve
adjuvan terapilerdeki potansiyel prediktif kullanimi arastirilmistir. Neoadjuvan
terapide, patolojik bulgulardan elde edilen yiiksek Ki67 diizeyleri ile kemoterapiye
cevap arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (Denkert ve ark., 2015). Bununla
birlikte, adjuvan terapide Ki67 diizeyleri ile kemoterapi arasindaki iligkinin daha
diisiikk oldugu bildirilmistir (Denkert ve ark., 2015). Metastatik ortamda Ki67'nin

kemo veya endokrin prediktif degeri hakkinda ¢ok az veri mevcuttur.
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2.3.3. Molekiiler Smiflandirma
2.3.3.1. Luminal A Alt Tipi

Luminal A, meme kanserinde goriilen en yaygin alt tip olup tiim meme
kanserlerinin %50-60"m1 temsil etmektedir. Bu tiimorler iyi prognoz gostermekle
birlikte; siklikla diistik histolojik evre, diigiik derecede niikleer pleomorfizm, diisiik
mitotik aktivite ve 0zel histolojik tipleri (tlibiiler, invaziv kribriform, miisinz ve
lobiiler) igerir (Carey ve ark., 2010). Luminal A, yiiksek diizeyde ER ve ilgili
genlerde diisiik proliferasyon seviyeleri ile karakterizedir. Bu alt tip ayrica Luminal
epitelyal sitokeratinler (CK) 8 ve 18'in yani sira ER1’in de dahil oldugu diger
luminal iligkili belirteclerin ve ER fonksiyonuyla iliskili genler olan LIV 1, Hepatosit
niikleer faktor 3 alfa (FOXA1), X-box baglayici protein 1 (XBP1), GATA baglayici
protein 3 (GATA 3), B hiicreli lenfoma 2 (BCL2), erbB3 ve erbB4'iin
ekspresyonuyla karakterizedir (Yersal ve Barutca, 2014). Luminal A alt tipi,
immiinhistokimya tarafindan HER2 negatif ve diisiik Ki67’ye sahip, ER-pozitif ve
/veya PR- pozitif olan tiimorler olarak tanimlanir (Yersal ve Barutca, 2014). Luminal
A meme kanseri olan hastalar iyi prognoza sahiptir ve niiks oran1 diger alt tiplerden
anlamli derecede diisiiktiir. Hastaligin kemikte yinelenme durumu daha yaygin
goriilmekle birlikte, s6z konusu niiks ihtimali karaciger, akciger ve merkezi sinir
sistemi metastazlarinda %10’dan daha diisiik seviyelerde goriilmekte ve tedavi genel
olarak hormonal terapiye dayanmaktadir (Yersal ve Barutca, 2014).
2.3.3.2. Luminal B Alt Tipi

Luminal B tliimorleri meme kanserlerinin yaklasik %15-20'sini olusturmakla
birlikte Luminal A’ya goére daha agresif bir fenotipe, daha yliksek histolojik
dereceye, proliferatif indekse ve daha kotii bir prognoza sahiptir (Creighton, 2012).
Ayrica, luminal A alt tipine kiyasla bu alt tipte niiks oran1 daha yiiksektir ve niiks
sonrasi sagkalim orani daha diisiiktiir (Yersal ve Barutca, 2014). Bununla birlikte
luminal B tiimoérleri, bliylime reseptdrii sinyal genlerindeki artmig ekspresyon oranini
ifade etmektedir. Her iki luminal alt grup arasindaki temel fark, luminal B’de
proliferasyon ile iliskili avian miyeloblastosis viral onkogen homologu (v-MYB),
gamma glutamil hidrolaz (GGH), lizozom transmembran Protein 4-beta (LAPTMB4),
niikleaz duyarli eleman baglama proteini 1 (NSEPI) ve siklin E1 (CCNEI) gibi
genlerin  ekspresyonlarindaki ~ artigtir  (Reis-Filho  ve  ark.,  2010).
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Immiinohistokimyasal olarak tanimlanan HER2 pozitif tiimérlerin yaklasik %30'u,
luminal B alt tipine dahildir (Loi ve ark., 2009).

Immiinhistokimyasal bakis acisina gore degerlendirildiginde luminal B alt tipi,
ER-pozitif, HER2 negatif ve Ki67 yiliksek ya da ER ve HER-2 pozitif timorler
olarak tanimlaniyor olsa da bu tanim, biitiin luminal B tiimoérleri kapsamaz. Ciinkii
bu tiimorlerin %6’s1t hem ER hem de HER2 agisindan negatif 6zelliktedir. Bununla
birlikte Ki67, luminal A ve B’yi birbirinden ayirt edebilecek kesin veriler
sunmamaktadir (Geyer ve ark., 2012). Tedavi edilmemis luminal B meme
kanserlerinin tiimden sagkalimi, yliksek riskli tiimorler olarak tanimlanan bazal
benzeri ve HER-2 pozitif alt tiplerine benzemektedir. Ayrica, luminal B meme
kanseri, neodjuvant kemoterapiye luminal A alt tipine gore daha iyi yanit verir ve bu
alt tipte daha yiiksek patolojik tam yanit oranlar1 elde edilir (Yersal ve Barutca,
2014). Luminal B tiimorlerde goriilen niiks oranlari, tanidan sonraki ilk 5 yil ile
sinirhdir. Yeni kanitlar, fibroblast biliylime faktorii reseptor 1 (FGFRI), HERI,
fosfoinozitid 3 kinaz (PI3K) katalitik alfa polipeptidi ve sarkom proto-onkogen (Src)
gibi baz1 alternatif biiylime faktorii yolaklarindaki yiiksek proliferasyonun niikse

katkida bulunabilecegi 6ngdriilmektedir (Tran ve Bedard, 2014).
2.3.3.3. HER2 Alt Tipi

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdr 2 (HER2) proto-onkogeni veya c-
erbB2, kromozom 17q21°de yer alan ve yapisal olarak epidermal biiyiime faktorii
reseptorii ile iligkili 185 kDa’luk bir proteini kodlar. Meme kanserli hastalarin %15-
20’sinde HER? yiiksek miktarda eksprese edilir (Barnes ve Kumar, 2004). Bu tip
kanserler HER2 reseptorlerinin, HER2 yolagr ve/veya HER2 amplifikasyonuyla
iliskili diger genlerin yiiksek ekspresyonu nedeniyle yiiksek histolojik ve niikleer
dereceye sahiptir. Ayrica %40'indan fazlas1 p53 mutasyonlarina sahiptir. S6z konusu
timorler, morfolojik olarak oldukg¢a proliferatif 6zellik gosterir (Tsutsui ve ark.,
2003) HER2-pozitif meme kanserlerinin neredeyse yaris1 ER i¢in pozitiftir, ancak
genellikle digiik ER diizeylerini ifade etmektedirler. Bu yiiksek dereceli tiimorler,
trastuzumab (Herceptin) tedavisine genellikle cevap verseler bile, nispeten kotii
prognozla iliskili tiimorlerdir (Yersal ve Barutca, 2014).

HER?2, dort membran tirozin kinaz ailesinin bir liyesidir. HER2 bir liganda sahip
degildir ve ¢ok yliksek seviyelerde eksprese oldugunda aktif hale gelmek icin baska
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bir aile liyesiyle heterodimerizasyona veya kendisiyle homodimerizasyona ihtiyaci
vardir. Bu fosforile tirozin rezidiileri sayisiz hiicre i¢i sinyal molekiilleri ile
etkilesime girerek asagi akis ikinci haberci yolaklarmin aktivasyonuna ve diger
membran sinyal yolaklariyla sinyallerin karigmasina yol acar. Yolak tarafindan
aktive olan transkripsiyon faktorleri; hiicre proliferasyonu, sagkalim, farklilasma,
anjiyogenezis, invazyon ve metastazda yer alan bir¢cok geni regiile eder (Gutierrez ve
Schiff, 2011).
2.3.3.4. Bazal Benzeri Alt Tipi

Bazal benzeri alt tip, tiim meme kanserlerinin %8-37'sini temsil eder ve bu
kanserler; yiiksek histolojik ve niikleer derece, zayif tiibiil olusumu, merkezi nekrotik
veya fibrotik bolgelerin varligi, belirgin lenfositik infiltrat ve son derece yiiksek
mitotik ve proliferatif indekslere sahip meduller 6zellikler ile iliskilidir. Ayrica bu
timorlerin bir¢ogu; solid biiylime paterni, agresif klinik davranis ve yiiksek oranda
metastaz ile duktal tlimorlere infiltrasyon yapmaktadir (Heitz ve ark.,2009; Yersal ve
Barutca, 2014). Bazal benzeri alt gruba ait tiimorler; CK5/6, CK14, CK17, EGFR
ekspresyonundan dolay1 pozitif ve ER/PR/HER2 negatif olarak tanimlanmaktadir.
Bu ii¢ reseptdriin triple negatif olarak anilmasinin da sebebi budur. Bu tiimorler
ayrica P-kadherin, faskin, kaveolinler 1 ve 2, alpha-beta kristalin ve epidermal
bliylime faktorii reseptoriinii (EGFR) asir1 eksprese eder (Heitz ve ark.,2009).

Triple-negatif ve bazal benzeri terimlerinin tamamen es anlamli olmadigini ve

caligmalar boyunca yaklasik %20-30 uyumsuzlugu bulundugunu belirtmek
onemlidir. Triple negatif terimi; ER, PR ve HER2 protein ekspresyonundan yoksun
meme tiimdrlerinin immiinohistokimyasal siniflandirmasini belirtirken, bazal benzeri
alt tip, gen ekspresyonu ile mikroarray analizi sonucu tanimlanir (Kreike ve
ark.,2007). TNMK, karakteristik bazal hiicre belirteclerini eksprese etmez. Bazal
belirtegler icin pozitiflik, genel olarak TNMK'yle karsilastirildiginda daha kotii
prognoz ile iliskilidir ve TNMK'nin farkli genetik alt tiplerinde goriilebilir (Yersal ve
Barutca, 2014). Bazal benzeri grupla iligkili halihazirda, tamamlayici biyolojik
belirtecler disinda bazal benzeri kanserleri tanimlayabilecek belirli bir uluslararasi
goriis birligi bulunmamaktadir (Anders ve Carey, 2009). Bazal benzeri alt tip ile
ilgili hiicresel c¢ogalmayi, hiicre sagkalimini, hiicre gogiinii ve invazyonunu

arttirmada etkin bir¢cok gen ve yolak mevcuttur. Bu yolaklarin genis ¢esitliligine
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ragmen; One ¢ikan MAPK, PI3K, Akt ve NF-Kb gibi sinyal yolaklar1 diger meme
kanseri alt tiplerinde oldugu gibi diizensizdir. Ayrica bazal benzeri kanserlerde, bu
yolaklardaki degisikliklerle birlikte sitoplazmik ve niikleer beta katenin
ekspresyonundaki artis gibi degisiklikler de mevcuttur ve bu degisiklikler bazal
benzeri alt tip i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak onerilmistir (Criscitiello ve

ark., 2012).

2.4. Triple Negatif Meme Kanseri

ER ve PR ekspresyonunun yoklugunun yami sira HER2 eksikligi ile de
karakterize olan triple negatif meme kanseri (TNMK), tiim meme kanserlerinin %10-
30’unu olusturur (Hon ve ark.,2016). TNMK ayrica daha biiyiik bir timor boyu ile
birlikte, daha yogun bir timdr yiikii gosterir ve ¢ogunlukla daha agresif seyreden
yiiksek dereceli tlimorlerden olusur (Massihnia ve ark., 2016). TNMK hastalari,
teshis sonrasi 3 yil i¢inde distant hastalik niiksiinde daha yiiksek insidansa sahiptir ve
bu hastalar diger alt gruplara kiyasla, metastaz gelisimine daha yiiksek bir duyarlilik
gostermektedir. Bu durum TNMK hastalarinin kotii prognoz ve olumsuz klinik
sonuclar gostermesine neden olmaktadir (Nowacka-Zawisza ve Krajewska, 2013).
Ayrica, genetik yatkinlik agisindan degerlendirildiginde BRCAI gen mutasyonunu
tastyan geng kadinlarda insidanst %9-16 arasinda degismekte ve etnik kdkene bagh
giiclii bir korelasyon gostermektedir (Massihnia ve ark., 2016). TNMK hastalar1
baslangicta neoadjuvan tedavilere cevap veriyor olsa da, bu hastaliga sahip bireylerin
yalnizca %30'u ilk tanidan sonra 5 yildan daha uzun bir sagkalima sahiptir. Bu
durum, s6z konusu alt tipteki agresifligi gostermektedir (Liedtke ve ark., 2015).
BRCAI mutasyonu olan hastalara siklikla TNMK tanis1 konmakta ancak bu durum,
tim TNMK hastalarinin BRCA! pozitif oldugu anlamina gelmemektedir. Bununla
birlikte, yapilan calismalardan elde edilen verilere dayanarak TNMK'nin BRCA1
mutasyonunu tasimadiginda, BRCAI yoniinden eksik tiimorlere benzer sekilde
davrandig1 ve benzer gen ekspresyon profilleri gosterdigi tespit edilmistir (Chacon ve
Costanzo, 2010; Craig ve ark., 2013).

Tiimor heterojenitesi ve hastaligin iyi tanimlanmis molekiiler belirteglerinin
bulunmamasi nedeniyle tedavi i¢in bir hedef gorevi gorebilecek yaygin bir sinyal
yolaginin tespit edilmesinde giicliikler yasanmaktadir. Bu durum, TNMK
biyolojisinde VEGF, EGFR, Src ve mTOR gibi potansiyel biyobelirtecleri hedef alan
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yeni ila¢ arastirmalarinin Oniinlin agilmasini saglamistir (Ellard ve ark., 2009).
Dahasi, TNMK'nin karakterizasyonunda tiimoriin -~ molekiiler  6zelliklerinin
calisilmasi, TNMK’nin alt tiplerinin siniflandirmasini miimkiin kilmistir (Tablo 1).
TNMK, genetik ekspresyon profillerine bagli olarak; limen androjen reseptorii
(LAR), mezenkimal (MES), bazal benzeri bagisikligi baskilamis (BLIS) ve bazal
benzeri immiin-aktif (BLIA) olarak en az dort grupta incelenmektedir (Lehmann ve

ark., 2011; Burstein ve ark., 2015).

Tablo-1 Triple negatif meme kanserindeki {i¢ molekiiler smiflandirmanin karsilastirilmasi (Ahn ve
ark., 2016)

Yazar Yaym Yih Veri Seti | Metod Alt Tip sayis1 | Prognozu Ayirt Etme
Durumu
Lehmann et al. 2011 586 K-means 6 Diisiik
Kiimeleme
Burstein et al. 2014 198 Negatif Olmayan 4 Tyi

Matris Carpani

Jézéquel et al. 2015 194 Fuzzy Kiimeleme 3 fyi

2.4.1. Triple Negatif Meme Kanseri Alt Tipleri

TNMK, farkli molekiiler alt tiplere ayrilmis olsa da bu alt tipler arasinda oldukga
fazla tiimoral, mutasyonel ve transkripsiyonel heterojenite mevcuttur. TNMK’nin
molekiiler heterojenitesi, TNMK tedavisinde uygulanacak klinik tedavi
yaklagimlarin1 oldukg¢a zora sokmaktadir (Pohl ve ark., 2017). TNMK’ler, TP53,
PIK3CA ve PTEN geni de dahil olmak {izere kanserlesmede anahtar rol oynayan
genlerdeki tek gen mutasyonlarinin yiiksek frekanslariyla karakterizedir. Bu durum,
mutasyona ugramig genlerin klonal evriminin TNMK gelisiminde erken bir evrede
ortaya ciktigint gostermektedir (Shah ve ark., 2012). Bununla birlikte, TNMK
vakalar1 arasinda bu genler i¢in mutasyon siklig1 tek tip degildir. Lehmann ve ark.
(2011) 587 TNMK vakasinda belirlenen gen ekspresyonu isaretlerini tespit etti ve
alt1 farkli molekiiler TNMK alt tipi belirledi. Bu alt tipler arasinda bazal benzeri 1,
bazal benzeri 2, immiinomodiilatér, mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre benzeri
(MSL) ve luminal androjen reseptorii (LAR) bulunur. Burstein ve ark. (2015)

tarafindan gergeklestirilen son RNA profilleme c¢alismasi, Lehmann'in gen
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ekspresyonu profillemesine dayanan LAR ve MES alt tiplerinin c¢akistigini
gostermistir. Bu calismalarin her ikisinin de bulgulari; limen androjen reseptorii
(LAR), mezenkimal (MES), bazal benzeri bagisikligi baskilamis (BLIS) ve bazal
benzeri immiin-aktif (BLIA) olarak tanimlanan molekiiler olarak belirgin ve stabil en
az dort TNMK alt tipinin varhigin1 gostermektedir. Dahasi, bu ¢aligmalar TNMK
tedavisine 0zgli terapotiklerin gelistirilmesi i¢in molekiiller hedefler ©nerme
potansiyeli tasimaktadir (Pohl ve ark., 2017).
2.4.1.1. Luminal Androjen Reseptorii (LAR) Alt Tipi

LAR alt tipinin tiim TNMK'lerinin ~%10'unu olusturdugu bilinmektedir. Ayrica
bu alt tip, ER negatiftir ve hormon bagimli yolaklarin yiiksek diizeyde deregiilasyonu
ile karakterizedir (Lehmann ve ark., 2011). Ozellikle androjen reseptér yolu (AR),
LAR alt tipindeki spesifik genlerin ekspresyonunu indiiklemede Onemli bir rol
oynamaktadir (Abramson ve ark., 2015). LAR alt tipinde, androjen reseptorii mRNA
ekspresyonunun diger alt tiplere gore onemli derecede (9 kat) arttigi gosterilmistir
(Massihnia ve ark., 2016). Bununla birlikte, TNMK'nin LAR alt tipi, Wnt/B-catenin
yolag1 tarafindan diizenlenen bir gen olan CCNDI'in genomik amplifikasyonunu
ifade etmektedir. AR pozitif TNMK bireylerin bir non-steroidal antiandrojen olan
Bicalutamide’e pozitif bir klinik cevap vermis olmasina karsin, arastirmalar negatif
AR ifadesi ile iliskili sagkalim oranlar1 {iizerinde anlamli bir etkiye isaret

etmemektedir (Massihnia ve ark., 2016).

2.4.1.2. Mezenkimal (MES) Alt Tip

Lehmann'in mezenkimal, mezenkimal kok hiicre benzeri ve klaudin-diisiik alt
tiplerini igeren mezenkimal alt tipi; hiicresel motilite (Rho yolag1), proliferasyon ve
farklilagmaya katilan sinyal yolaklar1 (Wnt/B-katenin, ALK, TGF-B yolaklar1) ile
iligkili genlerin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir (Pohl ve ark., 2017). MES alt
tiplerinde platelet kaynakli bliytime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 ve c-
kit'in ytliksek ekspresyonu goriiliir. Mezenkimal tiimorleri meme kok hiicre belirteci,
ALDHIAI de dahil olmak iizere mezenkimal kdk hiicre belirteglerini eksprese eder
ve epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT) ve diger kok hiicre benzeri ozellikleri tasiyan
genlerle zenginlestirilmistir (Lehmann ve ark., 2011). Ozellikle mezenkimal kok
hiicre benzeri alt tipi inositol fosfat bagiml sinyal yolagi, EGFR, PDGF ve ERKI1/2

de dahil olmak {izere ¢esitli sinyal yolaklarinda yer alan genlerin zenginlesmesini ve
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proliferatif genlerin azaltilmig ekspresyonunu gosterir. Lehmann'in MES ve
mezenkimal kok hiicre benzeri alt tiplerinde, EMT ile iliskili; MMP2, TWIST, SNAI2
ve TCF4’tin de dahil oldugu Wnt sinyallemesi tarafindan modiile edilen bir dizi
zenginlestirilmis gen vardir. CTNNBI (f-katenin), DKK2, DKK3, SFRP4, TCF4,
TCF7L2 ve FZD4in de dahil oldugu MES ve mezenkimal kok benzeri alt tiplerinde
Wnt/B-katenin sinyallemesiyle ilgili bir gen setinin zenginlestirilmis oldugu tespit
edilmistir. MES ve mezenkimal kok benzeri alt tiplerinde benzer gen ekspresyonu ve
benzer kimyasal direng gozlenmektedir (Pohl ve ark., 2017).
2.4.1.3. Bazal Benzeri Bagisiklik Baskilamah (BLIS) Alt Tip

Bazal benzeri bagisiklik baskilamali alt tip; B hiicresi, T hiicresi ve dogal katil
hiicrelerin (NK) fonksiyonlarini kontrol eden genlerin ve immiin diizenleyici
yolaklarin yani sira sitokin yolaklarinin da asag: regiilasyonu ile karakterizedir. Bu
alt tip, en kotli hastaliksiz sagkalim ile hastaliga 6zgii sagkalima sahip olmakla
birlikte; antijen sunumunu, bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasini ve kalitsal/adaptif
immiin hiicre iletisimini kontrol eden molekiillerin diisiik ekspresyonuna sahiptir.
Ayrica bu alt tip, birden fazla SOX ailesi transkripsiyon faktoriinii benzersiz bir
sekilde ifade etmektedir (Burstein ve ark., 2015).
2.4.1.4. Bazal Benzeri Immiin-aktive (BLIA) Alt Tipi

Bazal benzeri immiin aktive alt tipi, bazal benzeri bagisiklik baskilamali alt tipin
aksine immiin regiilasyon yolaklar1 ile B hiicresi, T hiicresi ve dogal katil hiicrelerin
fonksiyonlarini kontrol eden genlerin up-regiilasyonu ile tanimlanir (Burstein ve ark.,
2015). STAT transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonu ve sitotoksik T-lenfosit-
iligkili protein 4 ile bagisiklik aktive eden yolaklarin up-regiilasyonu bu alt tip i¢in
belirleyicidir. Bazal benzeri immiin aktive tiimérlerinin lenfositik infiltrasyon
diizeylerinde artis gergeklestiginden diger TNMK alt tiplerine kiyaslandiginda
hastaliktan bagimsiz sagkalim oranlar1 ve hasta sonuglari iyi prognoz gosterse de bu
tiimorler nispeten daha yiiksek bir niiks riski (~%20) tasimaktadir (Pohl ve ark.,
2017).

2.5.  Triple Negatif Meme Kanserinde Etkili Sinyal Yolaklar

TNMK, biyolojik agidan degisken bir hastalik olmasi sebebiyle tedavi i¢in bir
hedef gorevi gorebilecek yaygin bir sinyal yolagini tespit etmek oldukc¢a zordur
(Rahim ve O'Regan, 2017). TNMK gelisiminde etkili olan AR, PI3K/AKT,
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RAS/MAPK, Wnt/B-katenin gibi sinyal yolaklari, TNMK'de kotii prognozla ve
diisiik tedavi yanitiyla Ortiisen bir fonksiyonellige sahiptir. Bu nedenle, TNMK'de
onem arz eden yolaklar arasindaki diizensiz sinyal iletim mekanizmalarinin ortaya
cikarilmasi ve tedavide yiiksek verimde sinerjik bir terapotik etki saglanabilmesi
acisindan, kombin tedavilerin gelistirilmesini miimkiin kilacak ¢aligmalar 6nem arz

etmektedir.

2.5.1. Triple Negatif Meme Kanserinde Wnt/B-katenin Sinyal Yolag:

Wnt/B-katenin  sinyal yolagi; hiicre siklusunun diizenlenmesi, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve adezyonunda, timor olusumu, sinaps olusumu,
adipogenez ve anjiyogenez ile birlikte kok hiicre biyolojisinde dnemli biyolojik roller
oynar. Bu yolagin anormal aktivasyonunun pek cok tiimor tipinin gelisiminde
anahtar bir rol oynadig1 ve bu durumun kanser kok hiicrelerin (KKH) davranisini
etkiledigi bilinmektedir (Altinok ve Sunguroglu, 2016). Fare kanser modelleri ile
gerceklestirilen caligmalar, B-katenin yolag: tizerinde TNMK tiimdrigenezinin ve in
vitro ortamda TNMK hiicrelerinin hiicre migrasyonunu, kok hiicre benzeri hiicre
ozelliklerini ve kemodirenci destekledigini gostermistir. Bu nedenle, Wnt sinyal
yolagini hedef alan yeni terapétik ilaglarin KKH’lerin eleminasyonuna yonelik yeni
stratejiler icermesi dnemlidir (Altinok ve Sunguroglu, 2016). Uyarim mekanizmasina
gdre bu yolak; Wnt/B-katenin (Kanonik/Klasik), Wnt/Ca"2 (Kanonik olmayan) ve
Wnt/Planar Hiicre Polaritesi (PCP, Kanonik olmayan) olmak {izere 3 farkli sekilde
siiflandirilir (Huelsken ve Behrens, 2002).
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Sekil-6 Klasik (Kanonik) ve yeni (Kanonik olmayan) Wnt/B-katenin yolaklari; a. FZD reseptoriine
bagli durumda olmayan inaktif klasik/kanonik Wnt/pB-katenin yolagi, b. FZD reseptoriine bagl aktif
Wnt/B-katenin yolagi, c. Kanonik olmayan/yeni Wnt/B-katenin yolag: ligand reseptdre baglanmamis
durumda, d. Kanonik olmayan Wnt/B-katenin modeli FZD reseptoriine bagli durumda, e. Wnt planar
hiicre polaritesi (PCP) Wnt/B-katenin yolag: aktif ve Wnt ¢oklu reseptorlere (FZD, ROR ve Rky), f.
Wnt/Ca’+ yolag: aktif durumda. FZD, Ryk reseptorleri ile Dvl ve G proteinlerini uyariyor.

Wnt/B-katenin sinyal yolaginda, Wnt ligandinin Frizzled (FZD) reseptoriine ve
FZD’nin ko-reseptorii olarak tanimlanan diisiikk yogunluklu lipoprotein reseptor
iligkili protein olan LRP5/6 proteinine baglanmasi ile birlikte hiicre i¢i sinyalizasyon
baglar. Boylelikle Wnt sinyal mekanizmasinin baglatilabilmesi i¢in gerekli olan iiglii
yap1 (FZD-Wnt-LRP5/6) birbirleriyle baglanti kurmus olur (Altinok ve Sunguroglu,
2016) (Sekil 6). Bu baglanmanin sonrasinda sinyal once sitoplazmaya geger ve DVL
(dishevelled) fosforilasyonu uyarilir. Sonrasinda bu fosforilasyon Axin, APC

(adenomatous polyposis coli), CK1 (casein kinase 1) ve GSK-3 (glycogensynthase
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kinase 3)’ten olusan yikim kompleksini dagitarak, B-katenin stabilizasyonunu saglar
ve B-kateninin niikleer translokasyonuna izin verir. Nukleusa giren B-katenin, bir
transkripsiyon faktor ailesi olan TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor)
iiyelerine baglanarak koaktivatorlerin (p300 ve CREB-baglanma proteini) de
yardimiyla hiicrenin proliferasyonunu saglayacak ¢ok sayida Wnt hedef geninin
transkribe olmasii saglar (Teo, 2010). Wnt ligandinin yoklugunda sitoplazmik (-
katenin, yikim kompleksi tarafindan par¢alanmak {izere hedef alinir. CK1 ve GSK3
komponentleri B-katenini, N terminal bolgesindeki serin ve treonin rezidiileri ile
fosforlar. Fosforlanan p-katenin, transdusin tarafindan taninir ve trandusin (-
kateninin proteozomal yikimina dnciiliik eder (Kimelman ve Xu, 2006).

TNMK'de Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun zenginlesmesi olduk¢a belirgindir ve
zayif klinik sonuglar bu yolakla iliskilidir. Diizensiz Wnt/B-katenin sinyali sergileyen
TNMK hastalarinin akciger metastazi ve beyin metastazi gibi ikincil metastazlar
gelistirme olasiliklar1 daha yiiksektir (Dey ve ark., 2013) Calismalar, B-katenin
niikleer birikiminin fare kanser modellerinde TNMK tiimdrigenezinin ve in vitro
olarak TNMK hiicrelerinin hiicre migrasyonunun; koloni formasyonunu, kok hiicre-
benzeri 6zellikleri ve kemodirenci tesvik ettigini gdstermistir. Bu durum Kanonik
Wnt sinyallemesinin, TNMK tiimérigenezinin 6nemli bir itici gilicii oldugu fikrini
temellendirmektedir (Xu ve ark., 2015).

Caligmalar, Ozellikle berrant c-Jun N-terminal kinaz aktivasyonu yoluyla,
TNMK hiicrelerinin ve KKH’lerin yiiksek derecede metastatik davraniginda kanonik
olmayan Wnt sinyal yolaklarmin disregiilasyonunu kapsamaktadir. Wnt
sinyallemesi; normal meme kok hiicre fonksiyonu ve embriyogenezis sirasinda
meme bezi gelisiminde, postnatal gelisimde ve gebelikte, Wnt-duyarli kok hiicre
poplilasyonlari i¢eren eriskin meme bezleri i¢in gereklidir. Calismalar meme kanseri
kok hiicrelerinde (MKKH'lerde) anormal Wnt sinyallemesinin meme tiimorigenezi
acisindan 6nemli bir durum oldugunu ortaya koymustur (Pohl ve ark., 2017). Ayrica
yapilan arastirmalar, Wnt/B-katenin sinyalleme aktivitesinin, Aldefluor-pozitif
hiicrelere kars1 Aldefluor-negatif hiicrelerde TCF4 ve LEF1 ekspresyonuna dayali
MKKH'lerinde B-kateninin, kitle timor popiilasyonundan daha yiiksek oldugunu
ortaya koymustur (Pohl ve ark., 2017). Calismalar ayrica Wnt sinyallemesinin, asir1

Wnt ekspresyonu ile gelisen meme tiimorlerinde Wnt inhibisyonunu yeniden aktive
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edebilen klonlar tarafindan kontrol edildigini gostermistir. Bu da, anormal Wnt
aktivasyonunun meme kanseri niiksiinde ve ilerlemesinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir (Pohl ve ark., 2017).

2.5.2. Meme Kanserinde AR Sinyal Yolag:

Androjen reseptorii (AR) ligand bagimli bir transkripsiyon faktoriidiir (Pietri ve
ark., 2016). Insan Androjen reseptor geni, X kromozomunun q11-12 uzun kolunda
bulunur ve sekiz ekzon igerir. (Higa ve Fell, 2013). AR, niikleer reseptdrlerin siiper
ailesine ait steroid hormon reseptor ailesinin bir iiyesidir. Diger steroid hormon
reseptorleri; Ostrojen reseptorii (ER), glukokortikoid reseptér (GR), progesteron
reseptoOrii (PR) ve mineralokortikoid reseptoriidiir. AR, bir¢ok fizyolojik ve patolojik
stirece dahil olan spesifik genlerin ekspresyonunu kontrol eden ligand bagimli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Higa & Fell 2013). Reseptdr, birincil ve ikincil cinsel
ozelliklerin, erkeklerde ve kadinlarda meme bezi dahil olmak {iizere, pubert
gelisiminde; zihinsel enerji, libido ve kas kuvveti seviyelerinde; yetiskin erkeklerin
ve kadinlarin genel saglig1 lizerinde bir etki yaratmakla birlikte, prostat ve meme
kanserinde 6nemli rol oynamaktadir (Pietri ve ark., 2016). Transkripsiyonel AR
sinyallemesi, MAPK yolagina bagimli veya MAPK'dan bagimsiz bir sekilde ortaya
cikabilmektedir (Liao ve ark., 2013). MAPK aracili, transkripsiyonel olmayan AR
sinyallemesi, sitoplazmik AR aracilidir ve fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K), Src-ailesi
kinazlar1 ve Ras GTPaz ile etkilesime gecerek gerceklesir. Bu sinyaller, MAPK/ERK
yolagi iizerinde, MAPK translokasyonu ve transkripsiyonel faktorlerle etkileserek
hiicre proliferasyonunda rol oynayan genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir.
Ayrica AR sinyallemesi niikleotiddeki MAPK translokasyonu ile MAPK/ERK
yolaginda birlesir ve hiicre proliferasyonunda rol oynayan genlerin ekspresyonunu
diizenleyen transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girer. Androjenlere yanit olarak,
membrana bagli AR, plazma membran1 G proteine bagh reseptorler (GPCR) veya
cinsiyet hormonu baglayan globulin reseptorii (SHBGR) siklik adenozin monofosfat
(cAMP) seviyesini upregiile eder (Pietri ve ark., 2016; Liao ve ark., 2013) (Sekil 7).
AR sinyal yolaklar1 iizerinde odaklanan tedaviler, TNMK alt gruplarin1 molekiiler
diizeyde tanimlamak adina gen ifadesi profillerinin ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir.
AR sinyal yolagint baz alan LAR alt tipinin, AR sinyallemesinin mRNA

ekspresyonunda zengin oldugunu ve in vitro caligmalarla AR antagonist Biklitamid'e
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duyarliliginin arttigin1 gdsteren ¢oklu AR hedefleri oldugu belirlenmistir (Pietri ve
ark., 2016). Ayrica Lehmann ve ark. (2011) TNMK hastalarda AR pozitif tiimdrlerin
ayni zamanda PIK3CA mutasyonlarina da sahip oldugunu ortaya koydugu ¢alisma
sonucunda, 26 AR pozitif ve 26 AR negatif TNMK klinik vakasi iizerinde Sanger
dizilimi yapilmis ve klonal PIK3CA mutasyonlarinin AR pozitif (%40) timdorlerde,

AR negatif tiimorlere (%4) oranla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil-7 Androjen reseptoriiniin (AR) genomik olmayan sinyalleme ve kanonik sinyallemesinin
entegrasyonu. Diisiik androjen diizeyleri varliginda, SR kinazi ve fosfoinozitid 3-kinazin p85a
diizenleyici alt birimi ile AR etkilesimleri, hiicre proliferasyonunu ve canliligini, genomik olmayan bir
bicimde modifiye etmek i¢in mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) ve Akt yolaklarint aktive
eder. Yiiksek androjen diizeyleri varliginda AR, hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek igin
kanonik bir yolda aktive edilir. Genetik olmayan sinyalle MAPK ve Akt'in aktive edilmesi, AR veya
transkripsiyonel koaktivatorleri nfosforilasyonu yoluyla genomik AR sinyallerini arttirir (Leung ve

Sadar, 2017).

2.5.3. NF-kB Sinyal Yolag:

NF-kB transkripsiyon faktorleri; embriyogenez, inflamasyon, immiinolojik
cevaplar, hiicre proliferasyonu ve sagkalim siiresince farklilasma da dahil oldugu

biyolojik siire¢glerde onemli bir rol oynamaktadir (Pires ve ark., 2016). NF-xB
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dogustan gelen bagisikligin bir diizenleyicisidir ve siklooksijenaz 2 (COX2) ve nitrik
oksit sentaz (NOS), IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin ve CC
motif kemokin ligand1 2 (CCL2) ve CXC motif kemokin ligandi 2 (CXCLS8) gibi
kemokinlerin ekspresyonunu indiiklemekten sorumludur (Colotta ve ark., 2009). NF-
kB ayrica, B hiicre lenfoma 2 (BCL2) ailesi (BCL2, BCL-xl ve BIRCS) de dahil
olmak {izere birgok anti-apoptotik genin ekspresyonunu indiikleyerek intirinsik
apoptotik yolagin inhibe edilme siirecinde rol oynar. G1/S evresinin anahtar siklini
olan siklin D1'in up-regiilasyonunun yani sira vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii
(VEGF) ve IL6'min up-regiilasyonu yoluyla anjiyogenezin arttirilmasiyla
proliferasyonu indiikler (Gupta ve ark., 2011). Buna ek olarak, NF-kB hem
radyoterapi hem de kemoterapi direncinde 6nemli bir faktordiir (Gupta ve ark., 2011)
NF-kB'nin yapisal aktivasyonu meme kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli kanser
tiirlerinde gosterilmistir (Pires ve ark., 2016). Meme tiimdrlerinde, NF-kB'nin yapisal
aktivasyonu; hiicresel ¢cogalmaya, anjiyogeneze ve apoptozun dnlenmesine katkida
bulunur ve ¢ogunlukla insan epidermal biiytime faktorii reseptor 2°de (HER2/neu) ve
triple negatif timorlerde tanimlanir. Liu ve ark. (2010) HER2-pozitif fare meme
timorii bilylimesinin baslatilmasi i¢in NF-kB'nin gerekli oldugunu gostermislerdir.
Bu transkripsiyon faktorii, HER2 tiimorlerinin baglatilmasini yonetir ve bu faktdriin
inhibisyonu, CD44+ (insan kanser kok hiicreler belirteci) hiicre popiilasyonunu
azaltmak icin yeterlidir. NF-kB'nin olusturulan modellerde tiimor kilcal damar
yogunlugunu diislirdiigii tespit edilmistir (Liu ve ark. 2010).

Pratt ve ark. (2009) NF-kB'nin luminal progenitor hiicrelerin farklilagmasi
sirasinda aktiflestigini ve meme kanserinde tiimorigenezin erken asamalari igin
gerekli oldugunu bildirmistir. Triple negatif tiimorlerde bulunan yiiksek NF-xB
seviyesi, bu grubun bir kisminda pozitif olan ve eninde sonunda NF-kB'yi aktive
eden epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR)’niin asir1 ekspresyonundan
kaynaklanmaktadir (Pires ve ark., 2016). Yakin tarihli bir calismada, Kendellen ve
ark. (2014) rejenerasyon ve TNMK hiicrelerine yonelik ksenograft tiimdrleri
olusturmak maksadiyla kanonik ve kanonik olmayan NF-kB sinyallemesinin gerekli
oldugunu gostermistir. Ayrica, NF-«B sinyalinin, CD44+ fare hiicrelerinde ikincil

mammosfer olusturulmasinda kanser kok hiicresi baglaminda kilit bir role sahip
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oldugu ve tedavilere direncte 6nemli oldugu bilinmektedir. (Shostak ve ark. 2011).

Dolayistyla, NF-xB yolu kanser tedavisi i¢cin umut vadeden bir hedeftir.

2.5.4. MAPK Sinyal Yolag:

MAPK yolag hiicre biyolojisinde en iyi tanimlanmais sinyal iletim yolaklarindan
biridir. Bu yolak, hiicrenin yiizeyindeki bir reseptérden hiicrenin nukleusundaki
DNA'ya kadar sinyal gonderen bir protein zincirinden olusur (Orton ve ark., 2005).
MAPK baslangicta "ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz" (ERK) ve "mikrotiibiil
iligkili protein kinaz" (MAPK) olarak adlandirilmistir. ERK tarafindan fosforile
edildigi bilinen ilk proteinlerden biri, bir mikrotiibiile bagli protein (MAP) idi. Daha
sonrasinda MAPK tarafindan fosforilasyonu gerceklesen bircok ilave hedef daha
bulundu ve protein "Mitojenle aktive olan protein kinaz" (MAPK) olarak yeniden
adlandirildi. (Orton ve ark., 2005). MAPK yolagi; INK, SAPK 14-3-3 ve NF-KB19
gibi bir dizi araci vasitasiyla hiicre sagkalimini ve apoptozu tesvik etmek icin
biiylime faktorleri ve sitokinler de dahil olmak {izere ¢oklu sinyallere yanit olarak
aktive olan ve MAP kinazlar olarak bilinen bir protein-serin/treonin kinaz ailesidir
(Kinaz, bir dondr molekiiliinden aliciya bir fosfat grubunun transferini katalize eden
bir enzimdir). Ras/Raf/MAPK yolaginda sinyal iletimi, yolagin genel yapisinda
bulunan EGFR (Epidermal biiyime faktorii reseptorii), Grb2/Sos kompleksinin
katkisiyla GDP’nin GTP’ye doniistiigii bir sinyal aktivasyon noktasi olan GTP bagh
protein RAS ve ii¢ protein kinaz; RAF (MAPKKK), MEK (MAPKK), ERK (MAPK)
sinyalleme kaskadi tarafindan gerceklestirilir. MAPK yolagindaki uyarim, sirasiyla
RAS, RAF, MAP kinaz/ERK kinaz ve ERK1/2 fosforilasyonuna neden olmakta ve
ERK1/2’nin nukleusa translokasyonu ile sonucglanmaktadir (Orton ve ark., 2005)
(Sekil  8). MAPK, transkripsiyon faktorlerinin seviyelerini ve aktivitelerini
degistirerek hiicre donglisii i¢in O6nemli olan genlerin transkripsiyonunu etkiler.
Ornegin, C-MYC, ETS-1, ETS-2, ELK-1, C-Fos ve CREB gibi transkripsiyon
faktorlerini diizenler (Stegmaier ve ark., 2004) Bununla birlikte MAPK yolagi;
motilite, hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, proliferasyonunu ve sagkalimla ilgili bir dizi
subsrat1 diizenlemekle gorevlidir (Pires ve ark., 2016). Ayrica RAS; hiicre dongiisii
regililasyonu, yara iyilesmesi, doku onarimi, integrin sinyallemesi ve hiicre gogiinde
rol oynamakla birlikte dogrudan yeni kan damarlarmin olusumunda rol oynayan

genlerin  ekspresyonundaki  degisiklikler —yoluyla anjiyogenezi uyarabilir.
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Ras/Raf/MAPK araciligiyla sinyalleme, tiimorigenez i¢in 6nemli olan ¢esitli hiicresel
fonksiyonlar1 diizenleyebilmektedir. Aktif durumda olan MAPK sinyalizasyonu,
ERK1/2 ekspresyonu ile karakterizedir (Giltnane ve Balko, 2014). RAS/MAPK
yolaginin, kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli oldugu bilinmektedir.
RAS ve RAF'daki onkojenik mutasyonlar; akciger, kolorektal, pankreas ve
melanoma da dahil olmak iizere c¢esitli karsinomalarda sik rastlanan durumlardir
(Giltnane ve Balko, 2014). Ras/MAPK aktivitesi, EGFR ve HER2 gibi reseptor
trozin kinazlarin agir1 ekspresyonun yanisira, diger mekanizmalar yoluyla da anormal
olarak uyarilabilir. Artmis ERK1/2 aktivitesi primer meme tiimorlerinin aksine
metastatik bolgelerde gozlemlenir ve TNMK’de daha ¢ok rastlanir (Giltnane ve
Balko, 2014). Ras/MAPK'nin pozitif regiilasyon yoluyla aktivitesini tesvik eden
degisikliklerden farkli olarak, TNMK'de Onemli olan negatif regiilasyonun
kaybedilmesi icin birgok mekanizma Onerilmistir. Ras/MAPK yolaginin, mitojenik
sinyalizasyonun siddetini ve siiresini modiile eden negatif geri bildirim
mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi bilinmektedir (Orton ve

ark., 2005; Giltnane ve Balko, 2014).
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Sekil-8 Ras/MAPK yolaginin sematik gosterimi

2.5.5. PI3K/Akt Sinyal Yolag:

PI3K/AKT/mTOR (PAM); hiicre proliferasyonu, sagkalim, metabolizma ve
motilitenin diizenlenmesinden sorumlu olan ana sinyal yolagini temsil eder ve
genellikle meme kanserinde aktiftir (Massihnia ve ark., 2016). Lipid kinazlara ait
heterodimerik bir molekiil olan fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K), bu yolagin ana
bilesenidir. Yolak; yapisina, regiilasyon mekanizmasina ve lipid substrat spesifitesine
dayanarak ii¢ sinifta kategorize edilebilir olsa da, simif I PI3K kanserde daha
disregiile durumdadir (Mayer ve Arteaga, 2016). PI3K sinyal yolagi, bir biiylime
faktorii veya ligandinin HER proteinleri ve IGF-1 reseptorleri de dahil olmak {izere
cesitli tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasini takiben baglar (Massihnia ve ark.,
2016). Aktive edilmis formunda PI3K; fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat’1 (PIP2), AKT
kinazi i¢in kenetlenme bolgesini temsil eden fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat’a (PIP3)

fosforile eder. AKT aktivasyonu, TSC1/2 araciligryla mTOR'u aktive ederek protein
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sentezinin ve hiicre ¢ogalmasimin 6niinii acar (Zhao ve Vogt, 2008). Dahasi; PIP3
seviyelerinin, PIP3'i PIP2'ye defosforile eden bagka bir tiimor baskilayici olan
inositol polyphosphate 4-phosphatase tip II (INPP4B) ile siki bir sekilde modiile
edildigi diisiiniilmektedir (Agoulnik ve ark., 2011). Yapilan bir¢ok arastirma, TNMK
hastalarinda PTEN ve PI3K mutasyon insidansinin diger histolojik alt tiplere gore
daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Massihnia ve ark., 2016). PI3K/AKT
yolaginin downstream bileseni, mMTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks
2 (mTORC?2) olmak iizere islevsel agidan farkli iki komplekste bulunan mTOR'dur.
MTORCI1, mRNA translokasyonunu destekleyerek protein translasyon siirecinin
aktivasyonundan sorumludur ve ayrica metabolizma ve lipid sentezinde rol alir
(Dowling ve ark., 2010). mTOR downstream substrati S6K1’dir ve liganddan
bagimsiz bir mekanizma ile aktivasyonunu belirleyerek Ostrojen fosforile edebilir
(Dowling ve ark., 2010). Ote yandan, mTOR kompleks 2, aktin sitoiskeletinin
diizenlenmesinde rol alir ve ayn1 zamanda AKT fosforilasyonunu diizenler. Bir¢ok
ilagin mTORC1'"1 secici olarak hedefleyebilmesi nedeniyle, mTOR kompleksleri ve
yolaklar1 klinik agidan 6nem tasimaktadir (Bhola ve ark., 2016). mTOR yolaginin
aktivasyon sikligi, TNMK'de diger alt tiplere kiyasla daha yiiksektir ve genellikle
kotii prognoz ile korelasyon gosterir (Massihnia ve ark., 2016). Bunun yaninda, PI3K
sinyallemesinin upregiilasyonu; hormon tedavisine ve HER2 hedefli tedavilere
(Trastuzumab) kars1 direng olusturmaktadir (Paplomata E ve O'Regan, 2014).
PIBK-AKT-mTOR yolagi, yeni antikanser tedavileri gelistirmede onemli bir
hedeftir (Carey ve ark., 2010). TNMK’de cesitli yolaklarin islevi olabilecegini g6z
onilinde bulundurdugumuzda, yeni tedaviler gelisirmede en iyi sonuglarin toksisiteyi
de oOnemseyen c¢esitli hedefler {izerinde farkli molekiillerin kombinasyonu ile
alinabilecegi diisiiniilmektedir. Yakin gelecekte, ila¢ direnci mekanizmalarini ve
timor patogenezi ile ilgili yeni kavramlar1 daha iyi anlamak ve farkl alt tipleri olan
TNMK hastalarina en uygun tedaviyi saglamak icin yeni spesifik caligmalarin

gerceklestirilmesi gerekmektedir (Kriegsmann ve ark., 2014).
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Sekil-9 PI3K/AKT/mTOR yolaginin sematik gosterimi (Dienstmann ve ark., 2014)

2.6.  Triple Negatif Meme Kanseri ve Kanser Kok Hiicreler

Kanser kok hiicreler (KKH) veya kanser kok hiicre benzeri hiicreler (KKHBH)
heterojen tiimor kitlesi icinde tiimor baslatilmasindan sorumlu oldugu diisiiniilen
hiicrelerin kiiclik bir alt kiimesidir. Bu hiicrelerin ayn1 zamanda meme kanserinde
diren¢li hiicrelerin olusumu i¢in de intrensek mekanizmalara sahip oldugu
bilinmektedir. KKH'ler basta TNMK olmak {izere bir¢ok kanser tipinde goriilen
niiksten sorumludur. Calismalar bu hiicrelerin metastaza 6nemli bir katkisinin
bulundugunu ve diisiik hiicre yogunlugunda bile ksenotransplante sonrasi kati timor
olusumunu baslatabildigini gostermistir (Yang ve ark., 2016).

TNMK kok hiicreleri, CD44+ (homing hiicre yapisma molekiilii), CD24— (1s1ya
dayanikli antijen) hiicreleri olarak tiimorlerden izole edilmektedir. KKH'ler
metabolik olarak diger kanser hiicrelerinden farklidir. Yiiksek mitokondriyal reaktif
oksijen tiirleri olusturma, gelismis oksijen tiiketimi ve daha yiiksek mitokondriyal
aktivite ile desteklenen ve mitokondriyal solunuma daha fazla bagiml hiicrelerdir.

(Kai ve ark., 2015; Pohl ve ark., 2017)



TNMK’nin tedavisi, bu hastaligin altinda yatan heterojenitenin yani sira
ongoriicti  biyobelirteclerin ve etkin hedefli terapilerin bulunmamasi nedeniyle
olduk¢a zordur. Bu nedenle meme kanseri kok hiicre benzeri alt popiilasyonlardaki
intratlimoral heterojenite, Ozellikle sistemik terapi direnci ve TNMK'nin koti
prognozunun klinik anlamda agresif seyri i¢in Oncli bir hipotez olarak ortaya
cikmistir (Yang ve ark., 2016). Kati meme tiimorleri ile yapilan bir ¢aligmada,
CD44+/CD24—/diisiik hiicre popiilasyonlarinin tiimorojenik potansiyelini test etmek
amaciyla, hastalardan alinan ve primer kiiltiir ile elde edilen meme kanseri hiicreleri,
yiizey molekiillerinin ekspresyonlarina dayali olarak floresan aktive hiicre siralama
ozelligi olan akis sitometri kulanilarak CD44+/CD24—/diisiik hiicre popiilasyonlari
elde edilmistir. Bu hiicreler obez olmayan diyabetik/ileri derece kombine bagisiklik
yetersizligi olan (NOD/SCID) farelerin meme yag pedlerine enjekte edilerek s6z
konusu hiicrelerin timér olusturma yetenekleri incelenmistir. ilgili deneyde,
diferansiyasyon kiimesi CD44’ti ifade eden kanser hiicrelerinin kiigiik bir
poplilasyonu tespit edilmis ve diferansiyasyon kiimesi CD24'lin (yani
CD44+/CD24—/diisiik) disiik bir ekspresyona sahip olmakla birlikte CD44—/CD24+
hiicrelerinden daha fazla tiimorejenik oldugu ortaya konulmustur (Habib ve
O'Shaughnessy, 2016). Bu yiizey belirteclerinin yani sira, aldehit dehidrogenaz 1'in
(ALDHI) ekspresyonu, meme kanseri kok hiicrelerinin bir 06zelligi olarak
gosterilmistir. Bu hiicreler, kapsamli olarak tiimoriin baslatilmasi, progresyonu,
metastazi ve radyo/kemoterapiye direng¢ ile iliskilendirilmekte ve ayni zamanda
kanser niiksii ve terapotik basarisizlikla da iliskili oldugu gortilmektedir (Atkinson ve

ark., 2013; Habib ve O'Shaughnessy, 2016).

2.7. MikroRNA’larin Kanserde Biyogenezi, Islevi ve Rolii

Baslangicta Caenorhabditis elegans'ta kesfedilen mikroRNA (miRNA), insanlar
da dahil olmak {izere bir¢ok Okaryotta bulmaktadir (Mathe ve ark., 2015). Bu
miRNA’lar, post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu degistirebilen kiiciik
(18-21 niikleotidli), kodlama yapamayan RNA'lardir. miRNA'nin insan genomunun
%1-5'ini olusturdugu ve protein kodlayan genlerin en az %30'unu regiile ettigi
tahmin edilmektedir (Mathe ve ark., 2015). Bugiine kadar, insan genomu dahilinde ~
2578 olgun miRNA dizisi halinde islenen toplam 1872 agiklanmig insan miRNA
prekiirsor geni bulunmaktadir (Mathe ve ark., 2015). miRNA molekiillerinin spesifik
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hedefleri ve biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda halihazirda ¢ok az sey biliniyor olsa da,
miRNA'nin ¢esitli hiicre ve metabolik yolaklar1 kontrol eden gen ekspresyonunun
reglilasyonunda 6nemli bir rol oynadigi agiktir (MacFarlane ve Murphy, 2010).
Kesfedildikleri donemden bu yana, mikroRNA'larin tiirler arasinda oldukca
korunmus oldugu bulunmus ve gen ifadesinin diizenlenmesinde evrensel bir role
sahip olduklar1 ortaya koyulmustur. miRNA'larin timdr gelisimi igin gerekli olan
proliferasyon, hiicre 6liimii, gelisimi ve genomik stabilitenin de dahil oldugu ¢oklu
biyolojik siirecleri diizenledikleri bilinmektedir (MacFarlane ve Murphy, 2010). Tiim
protein kodlayici genlerin %60'indan fazlasi, kendi 3’UTR bdlgelerinde korunmus
miRNA baglanma bolgelerine sahiptir ve bu da kendilerine ilgili miRNA'lar
tarafindan kontrol edilme olasiligi saglamaktadir (Friedman ve ark., 2009).
Tanimlanmig miRNA'larin biyolojik islevi bilinmiyor olsa da, bu molekiillerin
ekspresyon profillerinin incelenmesi, regililasyonlar1 ve islevleri hakkinda bilgi
vermektedir. Bu gozlemler, miRNA ekspresyon profillerinin spesifik tiimdrlerde
degistigini gostermistir. Bu da, miRNA'min kanser ve diger hastaliklarin gelisiminde
rolii olabilecegi yoniinde ipuclar1 vermektedir (Zhu ve ark.,2014). Bu molekiillerin
temel ekspresyon profillemesi ile sahip olunan sinirli bilgilere ragmen, s6z konusu
molekiillerin klinik agidan kanser tanisi, progresyonu ve sonuglariyla iliskili oldugu
kanitlanmigtir (MacFarlane ve Murphy, 2010). miRNA'lar tiimdr gelisimi igin gerekli
olan proliferasyon, hiicre 6liimii, gelisme ve genomik stabilite (Beezhold ve ark.,
2010) de dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik siireci diizenlemektedir. Bu miRNA’lar
fizyolojik kosullar1 diizenlemekle kalmayarak ayni1 zamanda malignitede rol oynayan
patolojik degiskenleri de benzer sekilde diizenlemektedir (O'Connell ve ark., 2010).
miRNA'lar mRNA'ya kiyasla ekspresyon analizi i¢in birka¢ avantaj sunar. Kiiclik
olduklar1 icin daha kararhidirlar, dondurulmus dokudan, formalinde sabitlenmis
parafine gomiilmiis dokulardan ve ayrica az bozulma olan ya da hi¢ bozulma
olmayan kandan da elde edilebilirler. Bu 6zellikler miRNA’lart TNMK'nin tan1 ve
tedavisi de dahil olmak {izere klinik amaglar i¢in ideal hale getirmektedir (Mathe ve
ark., 2015).

miRNA biyogenezini Ozetleyecek olursak; miRNA'lar bir takim adimlar
vasitasiyla endojen olarak olusturulur, RNA polimeraz II (bazen III) primer

transkript olarak nukleusta miRNA'lar1 transkribe eder. Drosha (RNase) ve DGCRS,
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pri-miRNA'y1 ~ 70 niikleotide kisaltir ve prekiirsor miRNA (pre-miRNA) olarak
adlandirilan bir stem-loop olusturur. Eksportin 5, pre-miRNA'y1 sitoplazmaya aktarir
ve burada Dicer (RNase) onu 22-niikleotid RNA dupleksine keser. Cogu durumda,
5’ ucunda daha az eslestirilmis DNA ipligi, olgun miRNA iken diger DNA ipligi ise
degradedir. Olgun miRNA, RNA ile indiiklenen sessizlestirme kompleksini (RISC)
ortaya c¢ikarmak amaciyla Argonaute 2 proteini ve Dicer-2 proteinlerinin
heterodimeri ile kompleks olusturur (MacFarlane ve Murphy, 2010). RISC
kompleksi, hedef genin (mRNA) 3’UTR bolgesine baglanarak bu hedef genin
ekspresyonunu susturabilmektedir. Baglanma; genin translasyonunu engeller ve bu
da hedef genin ekspresyonunu azaltir (MacFarlane ve Murphy, 2010). miRNA'larin
hedef mRNA'larimin translasyonunu olumsuz olarak etkileyebilecegi {i¢ olas1 yol
vardir. mRNA ve miRNA arasindaki baz eslestirmesi tamamlanirsa, muhtemelen bu
siireci azalmis sterik engel sebebiyle mRNA’nm degradasyonu takip eder. ikinci
olarak, tamamlanmamis baglanma ile RNA-Polimeraz i¢in baslatma bolgesi bloke
edilir ve mRNA transkripsiyonunda azalma saglanir. Ugiincii secenek, miRNA-RISC
kompleksinin, ribozomal bilesenleri bulunmayan ve bir mRNA deposu olarak islev
goren ve mRNA degradasyonuna aracilik edebilen sdzde processing bodies’e (P-
bodies) translokasyon yapilmasidir. Buna karsin, baz1t miRNA'lar, hedef mRNA'nin
translasyonunu aktive edebilirler ancak buna c¢ok sik rastlanmaz. Bu yolla
miRNA'lar, hiicresel homeostazin kontrolii i¢in 6nemli olan genleri baskilayabilir
(veya bazen asir1 eksprese edebilir) (MacFarlane ve Murphy, 2010; Mathe ve ark.,
2015).
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Sekil-10 mikroRNA’larin biyogenezi. miRNA genleri, pri-miRNA'lar olarak adlandirilan biiytik
birincil transkriptleri liretmek {lizere genellikle RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir ve RNA-
baglayici protein DGCRS ve tip III RNaz Drosha'dan olusan bir mikro iglemci kompleksi tarafindan ~
85 niikleotid sap-ilmik seklinde boliiniir. Nukleusdan sitoplazmaya Ran/GTP/Exportin 5 kompleksinin
taginmasinin ardindan pre-miRNA'lar bagka bir RNase III enzim Dicer tarafindan ~ 20-22 niikleotid
miRNA/miRNA* dupleksine islenir. Dubleks agildiktan sonra olgun miRNA, RISC olarak
adlandirilan bir protein kompleksine dahil edilir. Bir miRNA yiiklii RISC, miRNA ve hedeflenen
mRNA transkripti arasindaki komplementerlige bagli olarak mRNA béliinmesi ve pargalanmasi veya
translasyonel baskilama yoluyla gen susturulmasina aracilik eder. Buna ek olarak, miRNA'lar Toll
benzeri reseptor (TLR) ile dogrudan baglanmaya yonelik ligandlar olarak islev gorebilir ve asag:
sinyal yolaklarini tetikler. Metiltransferaz benzeri 3 (METTL3) son donemde, olgun miRNA iiretme
maksadiyla DGCRS tarafindan taninma ve isleme i¢in isaretlenen pri-miRNA'lar1 metile etmek igin
kesfedildi (Peng ve Croce, 2016).

2.7.1. Kanserde miRNA’larin Rolii

miRNA'larin kanserde rol aldig1 ilk kez 2002 yilinda gosterildi. Calin ve ark.
(2002) 16semi hastalarinda siklikla kaybolan bir bolgede miR-15a ve miR-16-1
bulundugunu ve her iki miRNA'nin da tiim kronik lenfositik 16semi hastalarinin
neredeyse %70'inde silindigini veya 6nemli derecede down-regiile oldugunu kesfetti.
[k kesfinden bu yana kansere bagli miRNAlar; onkojenik mikroRNA'lar (onkomiR)
veya tiimor baskilayict mikroRNA'lar olarak smniflandirildi. Bu miRNA'lara
genellikle kanserle iligkili gen bolgelerinde rastlanmaktadir. onkomiR’ler kanserde
siklikla up-regiile edilirken tiimoér baskilayici genleri hedeflerler ve kanserli hiicre
gelisimini tesvik ederler. Tiimor baskilayici mikroRNA'lar ise genellikle kanserde
down-regiile edilmelerinin yani sira degredasyon icin onkojenleri hedef alirlar ve bir
anti-timor fonksiyonuna sahip olurlar (Mathe ve ark., 2015). Bu nedenle,

oncomiR’lerin inhibisyonu ve tiimor baskilayict mikroRNA’larin asir1 ekspresyonu,
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miRNA'larin kanserde hedefe yonelik terapilerin oniinli agmasi agisindan umut vaat
etmektedir. Kanser siirecinin hemen hemen tiim evrelerinde (hiicre dongiisii,
apoptozis, invazyon, anjiyogenez), normal dokuyla karsilastirildiginda disregiile
edilmis miRNA ekspresyonu tespit edilmistir (Izumiya ve ark., 2015). Degistirilmis
miRNA ekspresyon profillerine kolon kanseri, beyin tiimorleri, akciger kanseri ve
meme kanseri de dahil olmak {izere insan kanserinin simdiye kadar incelenmis her
tiiriinde rastlanmistir (Baffa ve ark., 2009). Bu bulgular, miRNA'larin erken kanser
tespiti icin biyolojik bir belirte¢ olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktadir
(Heneghan ve ark., 2009; Jeffrey, 2008; Mathe ve ark., 2015).

Son 10 yilda, TNMK ile iligkili ¢ok sayida miRNA tanimlayan galisma
yapimistir. Cogu ¢alismada, TNMK'’yi, bu alt tipi tanimlayabilen miRNA
isaretlerini belirlemek amaciyla diger meme kanseri alt tipleriyle mukayese etmeye
yonelik karsilagtirmalar yapilmistir (Avery-Kiejda ve ark., 2014). TNMK'nin
metastaz yapmasi ihtimalindeki artis sebebiyle miRNA c¢alismalart 6nemli bir
inceleme alanini temsil etmektedir. Kritik hiicresel islevlerde rol alan hedef genleri
hedefleyen ¢ok sayida miRNA tanimlanmis ve onaylanmistir (Avery-Kiejda ve ark.,
2009; Mathe ve ark., 2015). Bunlara 6rnek olarak hiicre proliferasyonu, invazyonu
ve migrasyonu icin onemli olan ZEBI/ZEB2, Suz 12, EphA2, MSN, FNI, TrkB,
XIAP’1n dahil oldugu miR-200 ailesini verebiliriz (Aydogdu ve ark., 2012). Birgok
calisma, TNMK gelisiminde ER, PR ve HER2 reseptorlerinin yani sira, meme
kanseri yatkinlik geni BRCAI'i spesifik olarak hedef alan ¢esitli miRNA'larin
varligini ortaya ¢ikarmistir (Chang ve Sharan, 2012).

TNMK ile iligkili miRNA’lar arasinda yer alan miR-335 ve let-7a, bu meme
kanseri alt tipinde down-regiiledir (Mathe ve ark., 2015). Let-7 ailesine dahil
miRNA’lar yiiksek oranda korunmus iyi diizenlenmis terminal diferensiyasyonun
promotorleridir (Biissing ve ark., 2008). Yapilan calismalar let-7 tarafindan kontrol
edilen genlerin (6rnegin; kanserde rol oynayan RAS gen ailesi) evrimsel siiregte
korundugunu goéstermektedir. Let-7 ailesi, hiicre rejenerasyonu ve diferansiyonu igin
belirlenen ilk miRNA'lardir. Let-7 miRNAlar, RAS, HMGA2, c-Myc ve caspase-3
gibi ¢oklu onkogenleri hedefleyerek bu onkogenlerin regiile edilebilmesini saglar
(Biissing ve ark., 2008). Let-7 ailesinin tiimdrlerde normal dokuya kiyasla

downregiile edildikleri bircok ¢alismada gosterilmistir. Ayrica, let-7'nin ERa'y1 bir
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hedef alarak diizenledigi, hiicre proliferasyonunu engelledigi ve apoptozisi tesvik
ettigi belirlenmistir. Yapisal olarak aktif Ras mutantlar1 (H-Ras, K-Ras ve N-Ras);
pankreas, kolon, tiroid ve akciger kanserlerinde mevcuttur. Let-7 ailesi, 3'UTR
bolgesine baglanarak Ras, K-Ras ve N-Ras ekspresyonunu regiile eder. Tumor
baskilayici olarak islev goren let-7, Ras'in baskilanmasina ve modiile ettigi hiicresel
siireglere aracilik eder (Biissing ve ark., 2008). Let-7, ERa ve ERa downstream
genlerindeki korelasyon, ER-pozitif meme kanseri kok hiicrelerindeki ERa-mediated
hiicresel malignansi ilerleyisini inhibe ederek let-7'nin tiimdr baskilayict bir gen gibi
davrandigini gostermistir. Ayrica meme kanseri kok hiicresindeki let-7'nin diisiik
ifadesinin, Ostrojene bagli hiicrelerde 6nemli bir etkiye sahip olan Ostojen sinyal
yolagini aktive ettigi tespit edilmistir (Sun ve ark., 2015). Let-7 ailesinin bir iiyesi
olan let-7a ile yapilan ¢aligmalar, let-7a’nin triple negatif meme kanseri ve metastatik
melonama hiicre hatlarindaki anahtar anabolik enzimleri down-regiile ettigini ve hem
oksidatif fosforilasyonu hem de glikozu diizenledigini gostermistir (Serguienko ve
ark., 2015). Ayrica, let-7a mitokondriyal ROS iiretiminin, oksidatif strese duyarli
genlerin upregiilasyonuna eslik ettigi belirlenmistir. Ilgili calismada, artan ROS
seviyelerini terapdtik amacla kullanmak icin let-7a transfeksiyonu, kemoterdpatik
ilag dexorubicin ile kombine edilmistir. M-acetyl cysteine ile 6n tedavi, bu etkiyi
tamamen ortadan kaldirmistir. Bdylece let-7a'min kanser hiicrelerinde enerji
metabolizmasini diizenlemede 6nemli bir rolii oldugu ve terapdtik potansiyelinin
genisledigi gosterilmistir (Serguienko ve ark., 2015).

Let-7 ailesiyle ilgili baska bir ¢alismada ise, bu ailenin Wnt-beta-katanin
yolagin1 ¢ok sik hedefledigi gosterilmistir. Modifiye edilmis let-7a antagomirinin,
MMTV-Wnt-1 farenin heniiz hasar gérmemis (premalignant) memeli dokusuna
taginmasiyla Wnt-beta-katenin yolaginin kok hiicre fenotipini tamamen ortadan
kaldirabildigi ortaya koyulmustur (Cai ve ark., 2013). Bir anti-diyabetik ilag olan
Metformin tarafindan tedavi edilen meme kanseri epitel hiicrelerinin miRNA
ekspresyon profilinin incelendigi bir calismada Metformin'in, let-7a'nin ifadesini
onemli Olciide upregiile ettigi tespit edilmistir. Ote yandan, Let-7a'min asiri
ifadesinin, hem kiiltiire edilmis timor hiicrelerini hem de hayvan modellerindeki
timorleri, hiicresel translasyonel mekanizmada anahtar rol oynayan genleri

hedefleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (Oliveras-Ferraros ve ark., 2011). Ayrica,
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let-7a inhibisyonunun, NFkB, Lin28, let-7 and IL6'nin dahil oldugu bir epigenetik
mekanizmay1 aktive ederek, hiicresel transformasyonu indiikledigi gosterilmistir
(Oliveras-Ferraros ve ark., 2011). Let-7a’nin PIK3CA1’in potansiyel hedefi oldugu
web bazli programlar ile gosterilebilmesine ragmen, bu iki genin literatiirde
etkilesimlerini inceleyen herhangi bir makale bulunmamaktadir (Erturk ve ark.,
2014).

Metastaz, meme kanseri hastalarinda birincil 6liim sebeplerindendir ve normal
olmayan sekilde eksprese edilen miRNA’lar biiyilk o6l¢iide bu siiregle
iligkilendirilmistir (Gao ve ark., 2014). miR-335, meme kanseri metastazini promote
eden en belirgin Orneklerden biri olarak belirlenmistir (Tavazoic ve ark., 2008).
Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda miR-335’in, meme kanserinde
down-regiile oldugu, normalde tiimdr invazyonu ve metastaz1 baskiladigi
gosterilmistir. Ayrica c-Met protein ekspresyonunun, downregiile olan miR-335
ekspresyonuna bagli olarak upregiile oldugu ve miR-335’in, 3’UTR bolgesini
hedefleyerek c-Met protein seviyesini negatif olarak regiile ettigi belirlenmistir.
Boylece miR-335’in hiicre migrasyonuyla iligkili HGF/c-Met yolagin1 negatif bir
sekilde diizenleyerek meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunu baskiladigi
gosterilmistir (Gao ve ark., 2014).

Meng ve ark. (2015) gergeklestirdikleri ¢alismada; miR-355'in PAX6 genini
hedef alarak MCF-7 hiicrelerindeki PAX6 ifadesini G1 fazinda negatif olarak regiile
ettigini gostermislerdir. Ayrica, gerceklestirilen western blot analizlerinde miR-
335'in asir1 ifadesinin, p37 proteinini diizenledigi, fakat MCF-7 hiicrelerindeki siklin
D1 ifadesini inhibe ettigi ifade edilmistir. Sonug¢ olarak, miR-335'in meme kanseri
tedavisinde umut vaat eden bir aday oldugu ifade edilmistir (Meng ve ark., 2015).
miR-335’in meme kanseri kok hiicrelerindeki rolii ile ilgili sinirhi sayida ¢alisma
bulunmakta olup, bu miRNA’nin hedef geni MAP2KI ile etkilesimi konusunda
herhangi bir calisma bulunmamaktadir (Erturk ve ark., 2014).

37



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
» Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

» Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)
» Sogutmali Santrifiij (Labogene, Danimarka)
» Su banyosu (Niive, Tiirkiye)

> Vorteks (VELP Scientifica, Italya)

> Calkalayicili Inkubator (JSR, Kore)

» FACSAria™ III Cell Sorter (BD, ABD)

» Thermo-Shaker (Biosan, Letonya)

» Orbital Shaker (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
» Hassas Terazi (A&D Company, Japonya)

» Hassas Terazi (Radwag, ABD)

» -152°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)
» -80°C derin dondurucu (Panosonic, Japonya)
» -80°C derin dondurucu (Niive, Tiirkiye)

» -20°C derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

» -20°C derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

» Buz Makinasi (Scotsman, ABD)

» Buzdolab1 (Samsung, Tiirkiye)

» UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
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>

Thermal Cycler (Biorad, Kaliforniya, ABD)

Profilex PCR sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Yatay Elektroforez (Biorad, Kaliforniya, ABD)

UV Goriintiileme Cihaz1 (Vilber Lourmat, Almanya)

Class II Laminar Flow Steril Kabin (Labogene, Danimarka)

CO, Inkiibatér (Panasonic, Japonya)

Isik Mikroskop (Olympus, Japonya)

Inverted Mikroskop (Euromex, Hollanda)

ELISA Okuyucu (Berthold, Almanya)

Thermo Scientific Fluroscan Ascent FL (Thermo Fisher Scientific, ABD)
GenomeLab TM Gexo Genetic Analysis Sistem (Beckman Coulter, ABD)
Light Cycler (LC) 480 II (Roche, Isvigre)

StepOnePlus™ System Real Time- PCR (Applied Biosystems, ABD)

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

>

>

>

>

d6-DMSO (EMD Milipore, Almanya)
Agaroz (Lonza, Isvicre)

Ethidium bromid (Amresco, ABD)

Ethanol (Sigma Aldrich, ABD)
Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)
Tripan blue (Thermo Fisher Scientific, ABD)
QIAamp® RNA mini kit (Qiagen, Almanya)

DNA Ladder (100bp and 1kb) (New England Biolabs, ABD)
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Ethanol (Sigma Aldrich, ABD)

Isopropanol (Sigma Aldrich, ABD)

LB Broth (Miller) (Sigma Aldrich, ABD)

Toz agar (Sigma Aldrich, ABD)

Ampicillin (100 mg/mL) (Sigma Aldrich, ABD)

High-Fidelity DNA Polymerases & Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

PCR primerleri (IDT, ABD)
E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega Bio-tek, ABD)

GenomeLab™ Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit
(Beckman Coulter, ABD)

GenomeLab™ Separation Buffer (Beckman Coulter, ABD)
Mineral Oil (Beckman Coulter, ABD)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific,
ABD)

RPMI 1640 medium (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tripsin/EDTA (%0.25), fenol red (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)
Penicillin-Streptomycin Solution (Biological Industries, ABD)

WST-1 kiti (Biovision, ABD)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD)
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TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, ABD)
TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)

miRCURY LNA™ Universal RT microRNA Universal cDNA Synthesis Kit
IT (Exigon, Danimarka)

miRCURY LNA™ Universal RT PCR primer mix (Exiqon, Danimarka)
ExiLENT SYBR® Green master mix (Exiqon, Danimarka)
Lipofectamine® 2000 Reagent (Invitrogen, ABD)

Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega, ABD)

QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (Qiagen, Almanya)

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Almanya)

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Almanya)

Muse Cell Cycle Kit (Millipore,ABD)

Xbal enzimi (New England Biolabs, ABD)

PGL3 Vektor (Promega, ABD)

Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Isvigre)
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Hiicre Hatlarinin Temini

Insan triple negatif meme kanseri hiicre hatti (HCC1937) ve insan meme
adenokarsinoma hiicre hatti (MDA-MB-231) American Type Culture Collection
(ATCC, ABD)’den uygun kosullarda temin edilerek -152°C’de saklandi.

3.2.1.2. Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

3.2.1.2.1. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti

fleri evre meme kanseri hiicre hatt1 olan MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™),
patolojik teshisi adenokarsinom olarak belirtilmistir. Zayif derecede farklilasma
ozelligi gosteren hiicreler 51 yasinda, beyaz irk (Caucasian) olarak tanimlanan kadin
bir hastadan elde edilmistir. Molekiiler simiflandirmada basal B alt tipi olarak
tanimlanmaktadir. BRAF, CDKN2A, KRAS, NF2, TP53, PDGFRA genlerinde
mutasyon tastyan MDA-MB-231, BRCAI ve PIK3CA yolag1 agisindan herhangi bir
mutasyon tasimamakta olup (Kathryn ve ark., 2010), triple negatif meme kanseri alt
tipleri icerisinde mezensimal kok hiicre benzeri alt tipini ifade etmektedir (Lehmann
ve ark., 2011).
3.2.1.2.2. HCC1937 Meme Kanseri Hiicre Hatti

fleri evre meme kanseri hiicre hatlarindan bir digeri HCC1937 (ATCC®
CRL-2336™)’dir. Bu hiicre hatt1 orjini primer tiimor olan, patolojisi infiltratif duktal
karsinoma olarak tanimlanmig ve tiimor derecesi 3 olarak belirlenmistir. 23 yasinda
beyaz 1ka mensup bir kadina ait kanser hiicrelerinden elde edilmistir.
Siniflandirmada basal A alt tipi 6zelligi gostermektedir. BRCA1, TP53, MAPK13,
MDC1 mutasyonu tagimakla birlikte PIK3CA yolag1 acisindan incelendiginde PTEN
delesyonu tagidig1 belirlenmistir. Triple negatif meme kanseri alt tipleri arasindan
bazal benzeri 1 alt tipi 6zelligi gdstermektedir (Kathryn ve ark., 2010; Lehmann ve
ark., 2011).

3.2.1.3. Hiicre Hatlarimn Kiiltiire Edilmesi

Kok hiicre potansiyeli yiiksek MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) ve triple
negatif meme kanseri hiicre hattt HCC1937 (ATCC® CRL-2336™), 25 cm®’lik
flasklarda hiicre tipine uygun olarak sirasiyla, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
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Medium) ve RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyeri igerisinde 37 °C’lik,
%5 CO” igeren inkiibatérde inkiibe edilmisti. MDA-MB-231 hiicre hatti igin
iceriginde; 4 mM L-glutamin, 4500 mg/L glukoz, 1 mM sodyum priivat iceren
DMEM besiyerinde %10 FBS (Fetal Sigir Serumu) ve %]l oraninda
Penisilin/Streptomisin (10.000U/ml) ve 10mM HEPES bulunmaktadir. HCC1937
hiicre hatt1 i¢in ise; RPMI besiyeri i¢eriginde mevcut olan 2 mM L-glutamin, 10 mM
HEPES, 1 mM sodyum priivat, 4500 mg/L glukoz, ve 1500 mg/L. sodyum
bikarbonat’a ek olarak %10 FBS, %1 oraninda Penisilin/Streptomisin (10.000U/ml)
ve 10mM HEPES eklenerek hiicreler kiiltiire edilmistir. %80-90 iiremenin gozlendigi
flasklardaki hiicreler, PBS (Phosphate buffered saline) ile yikandiktan sonra trypsin-
EDTA (%0.025 trypsin/lmM EDTA) soliisyonu ile muamele edilerek 75cm?’lik orta
boy flasklara alinmistir. Orta boy flasklarda yeterli iiremesi saglanan hiicreler tekrar

pasajlanarak 175cm?’lik flasklara aktarilmistir.

3.2.1.3.1. Hiicrelerin Stoklanmasi

Tripsin-EDTA  kullanilarak flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler santrifiij
edildikten sonra hiicre pelletleri iizerine 1 ml taze besiyeri eklenerek, thoma lami
yardimui ile hiicre sayimi yapildi. Her bir kriyo tiipii (vial) i¢in 900 uL FBS konulup,
30 dk buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda her bir kriyo tiipe 100 uL. DMSO
eklenerek kriyo tiipler -20 °C’ye kaldirildi. 3-4 saat sonra -152 °C’lik derin

dondurucuya saklanmak tizere kaldirildi ve stoklama islemi tamamlandi.

3.2.1.3.2. Hiicre Sayim

Santrifiij edildikten sonra elde edilen hiicre pelleti iizerine 1 ml besiyeri
konularak hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hiicre silispansiyonu igerisinden 50 pl
ependorf tiipe alind1 ve {izerine 50 pl tripan mavisi eklendi. Bu karigim pipetaj islemi
ile homojen hale getirildi ve thoma lami iizerine konularak 16 biiylik karenin her
birinde olan 25 kiigiik karenin i¢ kisimlar1 ve kare ¢izgilerine teget veya cizgileri
kesen hiicreler sayildi. Sayim en az 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sayilarin ortalamasi
alinarak 1 ml besiyerindeki hiicre sayist hesaplandi (Toplam hiicre sayisi= 16 biiyiik

karedeki hiicre say1s1 x 10.000 x diltisyon faktorii).

3.2.1.4. Kok Hiicrelerin Manyetik Ayrimi
Hiicre hatlarindan CD44+/CD24— ylizey belirtecine sahip kanser kok

hiicrelerinin manyetik ayriminin yapilmasi amaciyla; MidiMACS™ ayrim aparati ve
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LS kolon olarak adlandirilan siiperparamanyetik partiikiiller igeren 2x10° hiicre
kapasiteli kolonlar kullanildi. Kiiltiire edilmis kok hiicre potansiyeli yiiksek
HCC1937 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarindan %80-90 doluluga ulasan
hiicreler PBS ile yikandiktan sonra trypsin-EDTA (%0.025 trypsin/ ImM EDTA)
soliisyonu kullanilarak kaldirildi. Hiicre sayis1 2 x 10* olacak sekilde thoma lami
kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplamadan yola ¢ikarak gerekli hiicre sayisini iceren
hiicre slispansiyonu islem i¢in falkona alindi. MidiMACS™ ayrim kolonlar1 ile
uyumlu CD24 mikro boncuklari igeren ve CD24+ hiicreleri manyetik olarak CD24
Biyotin antikorlar1 ve Anti-Biyotin mikro boncuklar: ile hiicreler etiketlendi. Aym
etiketleme islemi, CD44 mikro boncuklar1 ile CD44+ hiicrelerin ayrimi i¢in de
gerceklestirildi.
3.2.1.4.1. CD24— Hiicrelerin Ayrimi

Etiketleme islemi i¢in her 10" hiicreye 40ul hiicre ayrim solusyonu eklendi.
Pipetaj ile homojen hale getirilen hiicre siispansiyonu 10ul CD24 Biyotin ile
muamele edilerek +4 °C’de 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 ml
hiicre ayrim solusyonu ile yikanarak 300 x g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre kiimesi tizerine, 80 pL hiicre ayrim soliisyonu ve 20
pL anti-biyotin 6zellikli mikro boncuklar eklenerek +4 °C’de, karanlik ortamda 15
dk daha inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Mikro boncuklar ile muameleden sonra
hiicreler, 1 ml ayrim solusyonu ile yikanarak kolonlar i¢in hazir hale getirildi (Sekil
11). LS kolon igerisine aktarilan hiicrelerden kolon digina damlayan CD24—
ozellikteki hiicreler toplanarak CD44+ ayrimi icin gerekli hiicre sayisina ulasilincaya
dek kiiltiire edildi.
3.2.1.4.2. CD44+ Hiicrelerin Ayrimi

CD44+ hiicrelerin mikro boncuklar ile etikenlenmesi amactyla her 107 hiicre
icin 80 pL hiicre ayrim solusyonu eklenerek homojen bir hiicre siispansiyonu
olusturuldu. Bu siispansiyon igerisine 20 nL. CD44 mikro boncuklar1 eklenerek 15 dk
boyunca +4°C ve karanlik bir ortamda inkiibasyon gerceklestirildi. Hiicreler daha
sonra 1 mL ayrim solusyonu ile yikanarak kolonlar i¢in hazir hale getirildi. LS
kolondan gegirilen hiicrelerden CD44+ hiicreler mikro boncuklar ile isaretli
oldugundan kolon igerisinde bulunan manyetik partikiillere tutunarak kolon

icerisinde kalmaktadir. Kolon igerisindeki hiicreler, hiicre ayrim solusyonu ile
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yikanip kolona uyumlu aparat yardimiyla basing uygulanarak falkona aktarildi. Elde

edilen hiicreler sonraki agamalar i¢in kiiltiire edildi.

e

NI

Sekil-11 Manyetik kolonlar kullanilarak CD24-/CD44+ hiicrelerin ayrim isleminin gerceklestirilmesi.

3.2.1.4.3. CD24—/CD44+ Hiicrelerin, Floresan Aktive Hiicre Siralama Ozelligi
Olan Akim Sitometri Cihazi ile Ayrimi

Hiicreler yiizeylerindeki veya hiicre i¢indeki proteinlere 6zgiin antikorlarla
inkiibe edilerek antijenlere baglanmalar1 saglanir. FITC, PE gibi floresan boyalarla
isaretleme iglemi gerceklestirilir. Bdylece belirli antijene sahip hiicrelerin lazer 1s1n1
ile karsilagtiginda verdigi floresan sinyaller degerlendirilerek o hiicrenin hangi
spesifik antijeni tasidig1 belirlenebilir (Dalva ve Giilbas, 2008). HCC1937 ve MDA-
MB-231 hiicre hatlari igerisinden CD24—/CD44+ isaretli hiicrelerin siniflandirilarak
akim sitometri cihaz1 ile ayriminin gergeklestirilmesi amaciyla Dokuz Eyliil
Universitesi, Izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom Enstitiisii’nden hizmet alimi
gergeklestirildi. “BD FACSAria™ III Cell Sorter” cihazina uygun; FITC Mouse
Anti-Human CD44, FITC IgG2b Mouse Kontrol, PE Mouse Anti-Human CD24 ve
PE mouse IgG2a Kontrol antikorlar1 kullanildi. Floresan aktive edilmis hiicre
siralama (FACS), isaretlenmis ve siniflandirilmis hiicre popiilasyonlarini ¢ok yiiksek
saflikta (%95-100) elde edebilme 6zelligine sahiptir (Basu ve ark., 2010). Bu sayede
hiicre siispansiyonu igerisinden CD24—/CD44+ isaretli canli hiicreler “BD
FACSAria™ 1II Cell Sorter” cihazinin saflagtirma isleminden gegirilerek diger

popiilasyonlardan arindirildi.
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3.2.1.5. Meme Kanseri Kok Hiicrelerinde mRNA Ekspresyon Diizeylerinin
Degerlendirilmesi

Meme kanseri kok hiicrelerine 6zgii genler olarak CD44, CD24 ve ALDHIAI,
Kontrol Actin B genlerinin RT-qPCR yontemi ile gen ekspresyon analizleri
gerceklestirildi. Bu degerlendirme igin hiicreden total RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve RT-qPCR cihazinda degerlendirme asamalar1 gerceklestirildi.
3.2.1.5.1. Hiicreden Total RNA izolasyonu

Hiicrelerden, total RNA izolasyonu eldesi i¢in RNA izolasyon kit (miRCURY™
RNA Isolation Kit-Cell and Plant, Exiqon) protokolii takip edildi. Kit iceriginde
ongoriilen hiicre sayist olan 3x10° hiicre sayilarak PBS ile yikama ve santrifiij
islemlerinden gegirildi. Ornekler ependorflara aktarilarak lizis soliisyonu ile
muamele edildi. Sonraki agsamada %96’lik ethanol eklenerek elde edilen karigim
kolona aktarildi. RNA’y1 kolona baglama isleminin ardindan filtre, yikama
soliisyonu ile yikandi. islem sonunda RNA’lar 50 pl niikleazsiz deiyonize su ile diliie
edildi. RNA’larin kalitesi ve konsantrasyonlart UV-VIS Spektrofotometre/Nano
Drop (Beckman Coulter, ABD) cihazinda Ajeo/Azso optik dansite orani kullanilarak
belirlendi. 260nm RNA’nin, 280nm proteinin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunu ifade etmektedir. Ajeo/Azso oranmin 1,8-2,2 araliginda olmast RNA’nin

kaliteli eldesini gostermektedir.

3.2.1.5.2. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, ABD) protokolii takip edilerek hedef genlere 6zgii cDNA’lar
elde edildi. Kit prosediiriinde belirtildigi sekilde her bir RNA 6rnegi icin 20 pl
reaksiyon hacmi igerisine, 2X reverse transkriptaz master mix miktart 10 pl olacak
sekilde hazirland1 (Tablo 2). Olusan karisima her biri 1 pg/ul iceren 6rneklerden 10
ul eklendi. Ornekler cDNA sentezi i¢in Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazina
yerlestirildi ve kitte belirtilen reaksiyon kosullar1 uygulanarak cDNA’lar elde edildi
(Tablo 3).

Reaksiyonun prensibi su sekilde ilerlemektedir; sirasiyla belli bir 1sida ikincil
yapidaki RNA’nin agilmasi, mRNA’nin gelisigiizel bir bolgesine primerin
baglanmasi, uygun sicaklik, iyon yiikii, pH ve sentez icin gerekli niikleotidlerin

varliginda primerlerin iizerinden mMRNA’nin dizilimine uygun komplementer
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DNA’nin sentezlenmesi (cDNA), yiiksek 1s1da enzimin inaktive edilerek reaksiyonun

durdurulmasi seklindedir.

Tablo-2 cDNA sentezi i¢in olusturulan reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni

10X RT Buffer 2,0 pl
25X dNTP Mix (100 nM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2,0 pl
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0 pl
RNAase-free H20 4,2 ul
0.75 pg RNA 0Ornegi 10 pl
Toplam 20 pl

Tablo-3 cDNA sentezi i¢in kullanilan thermal cycler programi

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4.Basamak
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10dk 120dk 5dk ©
3.2.1.5.3. Real Time PCR Asamasi

Kontrol ACTB, CD44, CD24, ESA ve ALDHIAI genlerinin mRNA ifade
diizeyleri spesifik olarak dizayn edilen “TagMan” problar ile hassas ¢aligmaya imkan
veren “StepOnePlus Real-Time PCR” cihazinda kantitatif olarak 3 tekrarh
gerceklestirildi (Tablo 4). Uygun reaksiyon kosullar1 altinda amplifikasyon saglandi
(Tablo 5). Real Time kantitatif PCR yontemi niikleik asit miktarlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu sisteminin
floresan okuma sistemi ile sentezinden olugmaktadir. mRNA diizeylerini sayisal
olarak belirlemek amaciyla gen ekspresyonu caligsmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Mevcut tez ¢aligmasinda floresan isaretli tek zincirli ve kisa oligoniikleotidler
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(Tagman proplar) kullanilmistir. Tagman prop yontemi, istenen DNA bolgesine
tamamlayic1 Ozellikte 5° ugta FAM (Florofor) ve 3° ucta TAMRA (Quencer) ile
isaretlenmis proplar ile c¢alismaktadir ve TAMRA boyasi 5’ugtaki FAM’in
amplifikasyon baslamadan 6nce sinyal vermesini engellemektedir. Bu durum yanlig
pozitif baglanmalarin 6niine gecerek yiiksek 6zgiinliik saglamaktadir. Amplifikasyon
sirasinda gene 0zgli primerler probun baglandigi bolgeye geldiginde Taq DNA
polimeraz enzimi 5° — 3’ niikleaz aktivitesi ile FAM’1 proptan ayirarak floresan
sinyal olusturur. Her bir dongilide olusan floresan sinyal mRNA orani ile dogru
orantilidir (Gut ve ark., 1999). Bu yontemde amplifikasyonun ilk anlamli arttig1
nokta esik degerini vermektedir. Ayrica, floresan sinyalin esik degeri gegtigi dongii
sayist Crdegerini (esik dongii) vermektedir. Kontrol grubu ve deney grubunun esik
dongiileri arasindaki fark ise ACt degerini olusturmaktadir. Bu degerin kontrol gene
gore normalizasyonunun yapilmasiyla elde edilen gen ekspresyonu kat degisimine

2% degeri denmektedir.

Tablo-4 RT-qPCR i¢in olusturulan reaksiyon bileseni

Tagman Expression Master Mix Reaksiyon Bileseni

Gene Expression Master Mix 15 ul
dH,O 7,5 ul
Prop-primer 1,5 pl
cDNA 6,0 ul
Toplam 30 pl
Kuyu Basina Reaksiyon Hacmi (3 Tekrar) 10 pl

Tablo-5 mRNA ekspresyon analizi i¢in kullanilan RT-qPCR programi

Sicaklik (°C) Siire
Baslangic Basamag 50 2 dk
95 10 dk
Amplifikasyon Basamag 95 15 sn
(40 Dongii) 60 1 dk
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3.2.1.5.4. Gen ve miRNA Primerlerinin Dizayni

Klonlamada kullanilacak MAP2K1 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR gen bdlgeleri ile
let-7a ve miR-335’¢ ait dizilerin PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmas1 amaciyla spesifik
primerler dizayn edildi. MAP2KI 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR bdlgelerine spesifik
primer dizayni i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI) sitesinin

sundugu Primer-BLAST aracit (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

kullanildi (Tablo 6). Program, gen bolgelerine spesifik primer dizilerinin
Ozgiinliigiinii kontrol eden blast programini da kapsamaktadir.

Let-7a ve miR-335’in, MAP2K1 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR bolgelerinde bulunan
baglanma noktalar1 TargetScanHuman programi (http://www.targetscan.org/)

kullanilarak tespit edildi (Tablo 7). MAP2KI 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR’ye ait

primer dizileri dizayn edilirken kullanilacak PGL3 kontrol vektorii (Promega, ABD)
ve ilgili genlerin 3’UTR bolgelerini kesen, ortak enzim kesim bolgeleri
degerlendirildi. Hem 3’UTR’yi, miRNA baglanma bdlgesini igine alacak sekilde iki
noktadan kesen hem de PGL3 kontrol vektorii kesebilen ortak bir enzim
bulunmamasi sebebiyle dizayn edilen primerlere, vektor ilizerinde mevcut Xbal
(TCTAGA) enzim dizisi eklendi. Oligoniikleotidler Integrated DNA Technologies
(IDT, ABD) ve Invitrogen firmalarindan HPLC piirfiye edilmis sekilde temin

edilmistir.

Tablo-6 3’UTR gen bolgeleri ve miRNA’lara ait primer dizileri

Gen Primer Dizisi (5°—3°)

MAP2K1 3°UTR Forward primer TATGTCTAGAGGATTGGCTTTGTGCTTGGG

MAP2K1 3°UTR Reverse primer ATAGTCTAGACAGGTCCCACAAGGAAGGTG

PIK3CA 3°UTR Forward primer TATGTCTAGAGGATGGGATTGTGAAGGCTGA

PIK3CA 3°UTR Reverse primer AGAGTCTAGATGACTAGGGCTAAGCAAGCAG

Let-7a Forward primer TCAACGTAAGTGAATGAAAATGGTCTA
Let-7a Reverse primer AGCAATGTTTTCTTCTGGAATGGAA
miR-335 Forward primer TCTCCTTACCATCCCTGATTTCAT
miR-335 Reverse primer GTTTTGTTCTTGAGAATCTGTGCAA
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Tablo-7 miRNA’larin 3’UTR gen bdlgelerine baglanma 6zelliklerinin belirlenmesi

. 5' . . .AUUGGAUUGGUAACUCUACCUCA. ..
Pozisyon 4112-4119 PIK3CA 3' UTR REEEEN
hsa-let-7a-5p 3! UUGAUAUGUUGGAUGAUGGAGU

. 5' . . .AGUGCCUAAAAUUGUAUGAAAAU. . .
Pozisyon 831-837 MAP2K1 3' UTR REEEEN
hsa-miR-335-3p g0 CCAGUCCUCGUUAUUACUUUUU

3.2.1.6. Vektor Secimi

Gen klonlamada kullanilan aracit molekiillere vektor denilmektedir. Vektorler
konakg1 organizmada, konak¢1 organizmadan bagimsiz olarak replikasyon (¢ogalma)
gosterir. Plazmid vektorler, bakteri i¢inde ekstrakromozomal olarak bulunan, ¢ift
zincirli, ¢cok kisa siirede ve otonom olarak replike olabilen yapilardir. Bir bakteriden
digerine aktarilabilirler. Plazmid vektorler ~10 kb’a kadar yabanci DNA dizisini
kendi dizileri i¢ine alabilirler. Biitlin bu 0&zelliklerinden dolay1 vektor olarak
kullanilmaktadirlar. Genetik miihendisliginde kullanilacak plazmidler belli sayida
kesim bolgesi ve antibiyotige direng genlerini igermesi i¢in modifiye edilirler.
Bakterilerde dogal olarak bulunan plasmidlerden ziyade, in vitro kosullarda ve
amaca uygun olarak modifiye edilen suni plasmidler rekombinant DNA
teknolojisinde kullanilmaktadir. Dogal plasmidlerin stabilitesine tam gilivenilemedigi
gibi Ozel belirtegcler yoniinden de yetersiz olduklari i¢in klonlamada tercih
edilmemektedirler. Deney siirecinde E. Coli konak organizmasiyla birlikte
kullanilabilen PGL3 lusiferaz haberci kontrol vektér (Promega, ABD) ve
pcDNAT™3 3.-TOPO® TA Cloning® vektorleri (Invitrogen, ABD) tercih edilmistir.
pcDNA™3 3-TOPO® TA Cloning® vektor’iin kullanildigt TA klonlamasi,
enzimlerin kullanilmadigi, geleneksel alt klonlama yontemine gore daha kolay ve
hizl1 bir alt klonlama teknigidir. miRNA dizileri lineer olarak verilen pcDNA ™ 3 3-
TOPO® vektore aktarilmistir. TA klonlama teknigi i¢in Onem arz eden
Topoizomeraz 1, vektorle kovalent olarak baglanir (buna "aktive edilmis" vektor
denir). Topoizomerazlar pozitif veya negatif siipersarmal yapilar1 bozabilecegi gibi
DNA molekiiliinii pozitif sliper sarmal haline getirebilme 06zelligine sahiptir.
Topoizomerazlarin bu 6zellikleri PCR {irlinlinii ilgili vektore yerlestirmeyi miimkiin

kilmaktadir. (C/T)CCTT dizisini tantyan TOPO klonlama vektoriinde, Vaccinia
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viriisiin topoizomeraz I enzimi kullanilmaktadir. Bu enzimle muamele edilen DNA
kesilmekte ve 3' fosfotirozin bag ile baska bir DNA molekiiliiniin serbest 3' ucu
birlestirilmektedir. Ayrica Taq polimeraz, PCR fiirlinlerinin 3' uclarma tek bir
deoksiadenozin (A) ekleyen bir terminal transferaz aktivesine sahiptir. Lineer yapida
bulunan klonlama vektoriindeki 3' ucuna asili Timidin (T), 3' uglarina Adenozin (A)
eklenmis PCR iiriinleri ile birlesir (Azkur ve Bolat, 2003). Kesilmis DNA’dan gelen
enerji, boliinmiis ipligin 3’ ucundaki fosfat1 ve Topoizomeraz I'in bir tiroz kalintist
(Tyr-274) arasinda bir kovalent bag olugturulmasi suretiyle korunur.

(4661) Bpu10I Miul (4709)
(4642) Mfel | Spel (4730)

(4479) SgrDI
(4362) Sspl

Ndel (4965)
SnaBI (5071)

Eco53kI (5297)
Sacl (5299)
BsmBI (5320)
BbsI (5365)
BspEI (5382)
Xbal (5389)

(4038) Scal

(3928) Pvul

—— End (5407)
Start (1)
Agel (16)
(3558) AhdI -Pmel (34)
—— Eco01091 (297)
pcDNA™3.3-TOPO®
5406 bp
Dralll (579)
SexAI * (869)
BseRI (1098)
Stul (1101)
AvrIl (1102)
Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (1123)
BmeT110I (1124)
N Smal (1125)
(2665) Peil — Bell * (1153)
~BsaBI* (1171)
Eagl (1218)
“KasI (1311)
Narl (1312)
‘ Sfol (1313)
(2286) BstZ171 | PIUTI (1315)
(2234) BsmI | Pstl (1365)
| Mscl (1394)
(2089) Pfol | PfIFI - Tth111l (1430)
(1828) RsrlII BssHII (1709)

Sekil-12 pcDNA™3.3-TOPO® TA Cloning® vektor’e ait 6zelliklerin gosterildigi harita (snapgene,
2017)

PGL3 lusiferaz haberci kontrol vektdr, potansiyel olarak memelilerde gen
ekspresyonunu diizenleyen faktorlerin niceliksel analizi i¢in bir temel saglar. Bu test,
artan gen ifadesi ve transfekte Okaryotik hiicrelerdeki transkripsiyonel aktiviteyi
izlemek icin optimize edilmistir. Vektdre, bu islemlerin gergeklestirilebilmesi igin

atesbocegi (Photinus pyralis) lusiferazi iceren bir kodlama bdlgesi eklenmistir.
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(5) Kpnl Eco53kI (9)

(1) Acc651 Sacl (11)
(5247) Bsgl f MIul (15)
(5198 .. 5217) RVprimer3 [ MCS
poly(A) signal [ Nhel (21)
BmtI (25)
(5089) Notl / TspMI - XmaI (26)
(4743) Dralll / Smal - Srfl (28)
(4740) BsaAl PaeR7I - Xhol (32)
~BgIII (36)
_ Sfil (182)
_— Stul (228)

———— AvrII (229)
HindIII (245)
~—— Ncol (278)
~ Glprimer2 (281 ..303)
KasI (312)
Narl (313)
Sfol (314)
PIUTI (316)
Pfol* (387)
BstBI (449)

pGL3-Control k BsrGI (770)
5256 bp BelI* (860)
- XemI (1015)
~ Eco0109I - PpuMI (1459)

(4190) XmnI

(3763) Asel ~—

(3652) Bsal
(3591) AhdI
SgrAl (1708)

Xbal (1934)
Fsel (1953)

Hpal (2094)
SexAlI * (2344)

BamHI (2442)
Sall (2448)
Accl (2449)
PshAI (2513)
RVprimer4 (2499 .. 2518)

(2698) Pcil Afel (2574)

(3114) AlwNI

Sekil-13 pGL3 lusiferaz haberci kontrol vektor’e ait enzim kesim noktalarinin ve vektor 6zelliklerin

gosterildigi harita (Snapgene, 2017)

3.2.1.7. Klonlama
3.2.1.7.1. Kandan DNA izolasyonu

Transformasyon deneylerinde kullanilacak DNA materyali, saglikli bir kadin
bireye ait kontrol kanindan elde edilmistir. Kandan DNA izolasyonu i¢in E.Z.N.A.
SQ Blood DNA Kit (Omega) protokolii takip edildi. EDTA’l1 kan toplama tiipiinde
saklanan kan Orneginden 400 pl kullanildi. Elde edilen DNA 100 pl dH,O ile

sulandirilda.

3.2.1.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile hedef gen boélgeleri ve miRNA bolgeleri
amplifiye edildi. Temel olarak bu tez c¢alismasi i¢in AccuPrime™ Taq DNA
Polymerase High-Fidelity (Invitrogen, ABD) kiti kullanildi. Gergeklestirilen PCR

isleminin bilesenleri Tablo 8’de sunulan ¢izelgede 6zetlendi.
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Tablo-8 Let-7a, miR-335, MAP2K] 3’UTR ve PIK3CA 3°’UTR amplifiksyonu igin kullanilan
polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri

PCR Bileseni

10X Buffer Sl
dH,0 39 ul
Forward Primer 1,5 ul
Reverse Primer 1,5 pl
MgSO, (50 mM) 2,0 pl
DNA 1,0 pl
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0,5 pl
Toplam 50 pl

Tablo-9 Let-7a, miR-335, MAP2K1 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR amplifiksyonu i¢in thermal cycler
programi

Sicaklik (°C) Siire
Denatiirasyon asamasi 94 5 dk
Amplifikasyon asamasi 94 0: 30 sn
(40 Dongii) 62 0:30 sn
72 0:45 sn
Ekstansiyon asamasi 72 5 dk
+4 co

3.2.1.7.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR fiiriinlerinin tamami ligasyon isleminin hassasiyeti nedeniyle
yogunlugu %1,5 olacak sekilde hazirlanan agaroz jele yiiklendi. %1,5’luk jel igin;
1,5 gram toz agaroz, 100 ml dH,O ve %!’lik etidyum bromiirden 5 pl eklendi.
Ornekler, 6X Loading dye (NEB, ABD) ile birlikte agaroz jele yiiklendi. Jel, 1X
TBE solusyonu igerisinde yatay jel elektroforezi kullanilarak 100V’da 1 saat
yiiriitiildii. islem sirasinda 100bp’lik ve 1kb’lik DNA ladder (NEB, ABD) molekiil
agirlik belirtecleri kullanildi.
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3.2.1.7.4. Agaroz Jelden DNA Saflastirilmasi

Jelden kazanim islemi i¢cin QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Almanya)
protokolii takip edilerek DNA 6rnekleri piirfiye edildi. Bu asamada UV 15181 altinda
DNA’nin zarar gormemesi i¢in islem hizli bir sekilde gerceklestirildi. Kesilen
ornekler 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilarak agirliklart dlciildi. Jelin agirligina
bagl olarak ornege, kit iceriginde mevcut olan DNA baglama soliisyonu eklenerek
50°C’de 10 dk inkiibe edildi. Sonrasinda jel miktar1 kadar isoprapanol eklenerek
pipetaj yapildi. Elde edilen karisim filtreli tiiplere aktarilarak 1 dk 14,000 g’de
santrifiij edildi. Alt kisim atilarak 750 pl yikama soliisyonu eklendi. Bu asamada
sonraki hassas reaksiyonlarin verimi i¢in yikama soliisyonu eklendikten sonra 5dk
inkiibe edildi. Bekleme siiresi sonunda 14,000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Filtre temiz
ependorf icerisine alind ve filtreye 30 pul dH,O eklendi. 14,000 g’de 2 dk santrifiij

edilen 6rnekler piirfiye edildi.

MAP2KT 3'UTR

PIK3CA3'UTR

-
. —
| e—
- -
e
e

100 bp Ladder

Sekil-14 PIK3CA 3’UTR ve MAP2K1 3’UTR’nin PCR goriintiisii ve jelden kazanim islemi

3.2.1.7.5. Enzimle Kesim Islemi

MAP2K]I 3°’UTR ve PIK3CA 3’UTR’nin PCR iiriinlerinden elde edilen piirfiye
DNA’lar (250 ng - 1 pg araliginda) ve PGL3 lusiferaz haberci kontrol vektor (1 pg),
enzim kesim bdlgelerinden Xbal enzimi (NEB, ABD) kullanilarak kesildi. Kesim
asamas1 sirasinda PGL3 kontrol vektor tek enzim kesim noktasindan kesildigi i¢in

Alkaline Phosphatase-Calf Intestinal (NEB, ABD) kullanilarak kesilen uglarin
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defosforilasyonu gerceklestirildi. Kesim sonrasi iriinler dH,O ile 100 pl’e
tamamlanarak diliie edildi. Enzim kesimi i¢in kullanilan bilesenler ve inkiibasyon

stireleri tablo 10’da verilmistir.

Tablo-10 MAP2K1 3°UTR, PIK3CA 3’UTR ve PGL3 kontrol vektdriin enzim kesimi i¢in gerekli
bilesenleri ve inkiibasyon siiresi

Reaksiyon Bileseni PGL3 Vektor PIK3CA 3°UTR MAP2K1 3°UTR
10X CutSmart Buffer 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
dH,0 19,5 pl - -
Xbal Enzimi (20 U/nl) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Piirfiye PCR iiriinii 22 pl (420 ng/ul) 22 pl (13,5 ng/pl) 22 ul (9,5 ng/pl)
rSAP (1U/ 1 pmol) 0,5 ul - -
Reaksiyon Programi Sicaklik (°C) Siire

37 30 dk

65 5dk
3.2.1.7.6. Ligasyon islemi
3.2.1.7.7. PGL3 Kontrol Vektorii ile MAP2K1 3°’UTR / PIK3CA 3°’UTR’nin
Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Isvigre) T4 DNA ligaz ile
gerceklestirilmistir. Bu enzim DNA molekiiliiniin 3' hidroksil ucu ile bir digerinin 5'
fosfat ucu arasinda bir fosfodiester bag olusturmaktadir. Katalizledikleri reaksiyon
icin yiiksek enerjili bir kofaktor olarak ATP kullanilmaktadir. Bu kofaktorler fosfat
bagmin kesilmesi ile reaksiyon i¢in gerekli enerjiyi elde eder. Artakalan AMP
molekiilii, enzimde bulunan bir lizin uzantisi tarafindan baglanir. Birlestirilecek
DNA molekiiliiniin 5' ucundaki fosfat, lizine bagli AMP'deki 5' fosfata saldirarak
AMP'yi DNA'ya baglayan bir pirofosfat bagi olusturur. Kopuk DNA zincirinin 3'-
OH grubu, 5' ugtaki pirofosfat grubuna saldirarak AMP'nin serbest birakilmasina ve
DNA zincir uglarinin birlesmesine neden olur (Aehle, 2007). Ligasyon islemi i¢in
kullanilan yapigkan uglara sahip 3’UTR bdlgeleri ve PGL3 kontrol vektoriin

ligasyonu i¢in kullanilan bilesenler Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo-11 MAP2KI 3’UTR, PIK3CA 3’UTR ve PGL3 kontrol vektoriin ligasyonu igin gerekli
bilesenler ve inkiibasyon siiresi

Ligasyon Bileseni PGL3 Vektor PIK3CA 3°UTR MAP2K1 3°UTR
10X T4 Ligasyon Buffer 2 ul 2l 2 ul
dH,0 16,8 ul 15,3 pl 13,2 pl
T4 DNA Ligaz 0,2 pl 0,2 ul 0,2 ul
Piirfiye DNA iiriinii 1 pul (44,6 ng/ul) 1 pl (44,6 ng/ul) 1 pnl (44,6 ng/ul)
Piirfiye PGL3 Vektor - 1,54 ul (10,2 ng/ul) 3,6 ul (7,0 ng/pl)
Reaksiyon Programi Sicaklik (°C) Stire

Oda Sicakligi 10 dk
3.2.1.7.8. Let-7a ve miR-335’in pcDNA™3, 3-TOPO Vektor Icerisine
Yerlestirilmesi

Bu asamada, PCR iiriiniiniin TOPO TA vektor igerisine yerlestirilmesi amaciyla
pcDNA™3 3.-TOPO TA cloning vektér (Invitrogen, ABD) kit protokolii takip
edilmistir. Reaksiyon i¢in Let-7a ve miR-335’in piirfiye DNA’larindan 100’er ng
kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in 3 ul (100 ng) DNA, 1 pl kit igeriginde bulunan tuz
sollisyonu, 1 pul dH,O ve 1 pl TOPO vektor olacak sekilde toplam 6 pl’lik reaksiyon
olusturulmustur. Bu reaksiyon karigimi 24 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

3.2.1.8. Transformasyon

Mevcut tez calismasinda konak organizma olarak Escherichia coli (One Shot®
TOP10 Chemically Competent E. Coli, Invitrogen, ABD) bakterisi kullanilmistir.
miRNA’lara ait TA klonlama {iriinleri ve ligasyon sonrasi elde edilen PIK3CA
3’UTR ve MAP2KI 3’UTR irlinleri E. Coli hiicrelerine transforme edilmistir.
Transformasyon, bir hiicrenin i¢ine yabanci bir genin girmesi ve bu DNA'nin
genomunun bir parcgast haline gelmesi ile DNA'daki genlerin ifade olmasi sonucu, o
hiicrenin degisime ugrama islemidir. Transformasyon deneylerinde kullanilan
plazmid vektorlerde genellikle bir antibiyotik diren¢ geni bulunmaktadir. Bu nedenle

plazmid vektorii tasimayan bakteriler segici besiyerinde lireyemezler.
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Transformasyon asamasinda gen aktarimi, 1s1 soku (heat shock) olarak bilinen
yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Ik olarak -80 °C’de saklanan E. Coli
hiicreleri buz dolu bir kaba alninarak yavasg¢a ¢oziinmesi beklendi. Sonrasinda
ligasyon ve TA klonlama firtinleri; MAP2KI1 3’UTR, PIK3CA 3’UTR, Let-7a ve
miR-335’in her biri E. Coli igeren tiiplere 2 pul olacak sekilde dagitildi. Buz
icerisinde 30 dk inkiibasyondan sonra dort tiip de 42 °C’deki su banyosunda 40 sn
bekletildi. Bu asamadan sonra Ornekler hizla buza alinarak 5 dk inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 6rneklerin iizerine 200 pl, kit iceriginde
bulunan ve SOC medium olarak adlandirilan besiyerinden ilave edildi. Ornekler 37
°C’de 99 rpm’de 2 saat ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Sonrasinda 3000 rpm’de 2
dk santrifiij edilerek hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi. Dipte kalan 20-30 pl hiicre,
daha onceden 200 mL Luria-Bertani (LB) Broth (Sigma, ABD) igerisine 3 gr toz
agar (Sigma, ABD) ve 20 pl (100 pg/mL) ampisilin (Sigma, ABD) eklenerek
hazirlanan ve petrilere dokiilen kati besiyerleri lizerine mikro boncuklar yardimiyla
yayilarak ekildi. Plate’ler 37 °C’lik calkalamali etiivde (Ecocell, Isvicre) bir gece
inkiibe edildi. Gergeklestirilen klonlama basamaklari ve transformasyonun genel

hatlar1 Sekil 15°te 6zetlenmistir.
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Sekil- 15 Molekiiler klonlama igleminin temel basamaklari (Cnx, 2016)

3.2.1.8.1 Pozitif Klonlarin Sec¢cimi

Elde edilen kolonilerin aktarilan vektdrii icerip igermedigini belirlemek amaciyla
plate yiizeyinde mevcut lireme saglamis kolonilerden birkag¢ adet secilerek her bir
koloni i¢in bir falkon olacak sekilde ampicilin (100 pg/mL) ve 2 mL LB Broth sivi
besiyeri iceren falkonlara aktarildi. 37 °C’de 99 rpm’de 6 saat calkalamali etlivde
inkiibe edildi. Kolonilerden plazmid izolasyonu i¢in QIAprep Spin Miniprep Kit
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(Qiagen) protokiilii izlendi. DNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve kalitesi Nano Drop
(Beckman Coulter, ABD) cihazinda Ajs0/Azs0 optik dansite orani kullanilarak

belirlendi. izole edilen DNA 6rnekleri sekans islemine alindi.

3.2.1.8.2. Klonlarin Sekanslanmasi

Mini-prep sonrasinda elde edilen halkasal Plazmid DNA o&rnekleri, aktarilan
dizinin ilgili vektor bolgesi igerisindeki durumun ve pozisyonunun belirlenmesi
amaciyla sekanslandi. Bu asamada halkasal DNA’nin lineer olarak
sekanslanabilmesi i¢in oncelikle 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Sekans islemi i¢in
gerekli bilesenler tablo 12°de verilmistir. Gen bolgelerinin analizi i¢in Xbal enzim
kesim bolgesine yakin EBV_R primer kullanilirken, miRNA boélgelerinin analizi igin
CMV_F primer kullanildi. Sekans programimdan sonra Orneklere ethanol
presipitasyonu yapildi. Bu islem i¢in 0 °C’ye ayarlanan sogutmali santrifiij cihazi
(Beckman Coulter, ABD) kullanildi. Tiim islemler buz blok iizerinde gerceklestirildi.
Orneklerin herbirinin iizerine 2 ul Na asetat, 2 ul Na EDTA ve 1 ul glikojen eklendi.
Daha sonra %96 ve %70’lik alkol serilerinden ve santrifiij islemlerinden gegirilen
ornekler, son asamada alkolden uzaklastirilarak 37 °C etiivde 3 saat kurumaya
birakildi. Elde edilen DNA pelletleri 40 pl SLS igerisinde ¢oziilerek GenomeLab™
GeXP Genetik Analiz Sistemi’ne (Beckman Coulter, ABD) yiiklendi.

Tablo-12 Sekans reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve thermal cycler programi

Sekans Reaksiyonu Bileseni

dH,0 9,5 ul
Piirfiye DNA 1,5 pl
Primer 0,5 ul
DTCS 4 ul
Sulandirma solusyonu 4 ul
Sicaklik (°C) Stire

Reaksiyon Programi
Denatiirasyon asamasi 96 3 dk
Amplifikasyon asamasi 96 0: 20 sn
(30 Dongii) 50 0:20 sn

60 4 dk

+4 co
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3.2.1.8.3. Yiiksek Konsantrasyonda Plazmid DNA izolasyonu (Maxi-Prep islemi)

PGL3 vektor icerisine yerlestirilen pRL-TK (Renilla), PGL3 kontrol vektor
(bos), let-7a, hsa-miR-335, MAP2KI 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR’ye ait sekans
isleminde uygunlugu kontrol edilen kolonilerden yiiksek konsantrasyonla plazmid
DNA’s1 elde etmek amaciyla izolasyon gercgeklestirildi. Bu islem Oncesi secgilen
koloniler 200 mL LB Broth siv1 besiyeri ve 20 pl ampisilin (100 pg/mL) igeren steril
cam siselerde gece boyunca 37 °C’de 99 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
elde edilen yiiksek konsantrasyondaki bakterilerden Plasmid Maxi Quick-Start Kit
(Qiagen, Almanya) protokolii takip edilerek plazmid DNA’lar1 elde edildi (Sekil 16).

Plazmid
DNA’s1

Sekil-16 Secilen kolonilerden plazmid DNA’sinm elde edilme islemi
3.2.1.9. Transfeksiyon

Transfeksiyon asamasinda, miR-335 ve let-7a igeren plazmidler; genlerin 3’UTR
bolgelerinin PGL3 vektor’e yerlestirilmesiyle hazirlanan plazmidler ve kontrol

PGL3-(bos) vektor, Lipofectamine 2000 (Invitrogen, ABD) kullanilarak
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transfeksiyon islemi gerceklestirildi. MDA-MB-231 ve HCC1937 hiicre hatlarindan
elde edilen CD44+/CD24— meme kanseri kok hiicreleri 6 kuyulu plate’lerin her bir
kuyusuna 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin zemine tutunmasi i¢in 24
saat beklendikten sonra (%80 oraninda doluluga ulasildiginda) her bir kuyuya
antibiyotiksiz %5 FBS i¢ceren medyum eklendi. 3 saat sonunda hazirlanan plazmidler
OPTMEM i¢inde hazirlanan lipofectamine ile birlikte karanlik ortamda hiicrelere
uygulandi. 24, 48 ve 72 saat i¢in bu islemler tekrar edildi. Transfeksiyon islemi
sirasinda her bir hiicre kiiltiiri plate’i i¢in hiicrelere uygulanan dozlar Tablo 13’te
gosterilmistir. Transfeksiyon islemi i¢in; 1) PGL3 kontrol vektor, 2) miR-335, 3)
MAP2K]1 3’UTR, 4) miR-335+MAP2K1 3’UTR’nin transfekte edildigi bir grup ile 1)
PGL3 kontrol vektor, 2-) let-7a, 3-) PIK3CA 3’UTR ve 4-) let-7a+PIK3CA
3’UTR ’nin birlikte transfekte edildigi bir grup olusturulmustur.

Tablo-13 Transfeksiyon isleminde kullanilan bilesenlerin miktarlar1 ve transfeksiyon iglemi i¢in
olusturulan gruplarin sematik gosterimi

Plate Besiyeri Plazmid Kuyu Basina Lipofectamine
Biiyiikliigii Miktari DNA’nin Kullanilan 2000 Miktan
Diliie Edildigi Plazmid DNA
Besiyeri Miktar:
Miktari
96 Kuyulu 100 pl 2X25 ul 0,2 pug 0,5 pul
24 Kuyulu 500 pl 2X50 pl 0,8 nug 2 ul
6 Kuyulu 2 ml 2X250 pl 4 pg 10 pl
3.2.1.9.1. Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Kolorimetrik canlilik testi olarak kullanilan WST-1 yonteminin ¢aligma prensibi
tetrazolium tuzunun (WST), canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile
renkli formazan bilesigine donligmesine dayanmaktadir. Kuyucuklara ekimi
gerceklestirilen hiicreler igerisine eklenen tetrazolium tuzu, kisa bir inkiibasyon
stiresi sonunda canli hiicrelerdeki enzim aktivitesine bagli olarak artan veya azalan
bir renk degisimi olusturur. Olusan bilesigin 450 ve 620 nm dalga boyundaki
absorbans degeri dlgiiliir.

Transfeksiyon gerceklestirilen hiicreler; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda 6 kuyulu plate’lerden kazinarak transfeksiyon sirasinda muamele edildikleri

gruba gére 96 kuyulu plate’e, her bir kuyuda 2x10” hiicre/ml olacak sekilde 3 tekrarl

61



olarak ekildi. Her bir kuyuya 100 pL besiyeri i¢cin 10 pL WST boyas1 eklendikten
sonra 1 saat inkiibe edildi. 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda 6l¢iim iglemi, ELISA
okuyucu TriStar’S LB 942 (Berthold, Almanya) cihazinda gergeklestirildi. Bilesen
ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilig1r %100 olarak kabul edilerek, deney

hiicrelerinin canlilik oranlart % olarak ifade edildi.

3.2.1.9.2. Lusiferaz Gen Aktivitesi Analiz Protokolii

Transfeksiyon islemi sonrasi 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu gerceklestirilen
CD44+/CD24— HCC1937 ve CD44+/CD24— MDA-MB-231 meme kanseri kok
hiicreleri, PBS ile yikanarak kaziyict yardimiyla kaldirildi. 1200 rpm’de 5 dk
santrifiijlendikten sonra hiicre lizatina Dual Luciferase Reporter kit (Promega, ABD)
iceriginde bulunan 100 pl 1X Passive Cell Lysis Buffer eklendi. 10 dk inkiibasyonun
ardindan 20 pl lizat liiminometre plate’ine aktarildi. 2 dk inkiibasyon sonrasi 50 pl
Luciferase Reagent II eklenerek 10 sn’lik okumalar gergeklestirildi. Ardindan 50 pl
Stop&Glo® soliisyonu eklendi ve 2 dk inkiibasyon sonrasi 10 sn’lik okumalar
gerceklestirilerek islem tamamlandi.
3.2.1.9.3. Transfeksiyon Sonrasi1 Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

Transfeksiyon sonrast muameleli hiicrelerden, total RNA izolasyonu eldesi igin
RNA izolasyon kit (miRCURYTM RNA Isolation Kit-Cell and Plant, Exiqon)
protokolii takip edildi. Islem sonunda RNA’lar 50 pl niikleazsiz deiyonize su ile
diliie edildi. RNA’larin kalitesi ve konsantrasyonlari UV-VIS
Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD) cihazinda A260/A280 optik
dansite oran1 kullanilarak belirlendi.
3.2.1.9.4. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) protokolii takip edilerek hedef genlere 6zgii total RNA'dan
Revers Transkripsiyon Yontemiyle cDNA’lar elde edildi. RNA’lardan optik
dansitelerine gore 40 pl dH,O igerisinde her biri 500 ng olacak sekilde ara stok
hazirland1.
3.2.1.9.5. Real Time PCR Asamasi

Transfeksiyon uygulanan hiicrelerden elde edilen cDNA'lar kullanilarak kontrol
gen ACTB, MAP2KI 3’UTR ve PIK3CA 3’UTR genlerinin mRNA ifade diizeyleri

spesifik olarak dizayn edilen “TaqMan” problar ile hassas ¢alismaya imkan veren
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StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazinda kantitatif olarak
degerlendirildi.
3.2.1.9.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisiiniin GO/G1, S ve G2/M evreleri, Muse ™ Hiicre Dongiisii Kit
(Millipore, ABD) protokolii kullanilarak nicel olarak incelendi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir
plate’lerine her grup igin 5x10° hiicre ekildi. 37° C, % 5 CO® igeren inkiibatorde 1
giin inkiibe edildi. Sonrasinda transfeksiyon iglemi ger¢eklestirildi. 48 saat sonunda
hiicreler tripsin ile kaldirildi. 1 ml PBS ile yikanan hiicreler tekrar santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine %70’lik soguk etanol eklendi. -20 °C'de 3
saat inkiibe edildi. Ornekler, Muse™ Cell Cycle Reaktifi eklendikten sonra 30 dk
oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletildi. Ornekler 30 dk inkiibe edildikten

sonra Muse™ Cell Analyzer cihazinda analizler ger¢eklestirildi.

3.3. Istatistiksel Analizler

Gergeklestirilen WST-1 ve lusiferaz analizleri sonucunda elde edilen veriler,
GraphPad Prism 7 (ABD) programi kullanilarak analiz edildi. Bu program ile iki
bagimsiz arasindaki farkliliklar iki yonlii varyans (two-way ANOVA) analizi ile
karsilastirildi. Her bir zaman diliminde deney gruplarinin kontrol grubuna gore
oransal farkliliklar1 iki yonlii varyans analizinde Dunnett ¢coklu karsilagtirma (post-
hoc) testinden elde edilen ve anlamlili1 ifade eden p degerlerine gore belirlendi.
PIK3CA ve MAP2KI ve referans gen olarak kullanilan Aktin-f icin elde edilen
veriler “RT? Profiler’™ PCR Array Data Analysis” web tabanli programu ile 274"
metodu kullanilarak degerlendirildi. Yapilan tiim testlerde p<0,05 anlamli kabul

edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Kok Hiicrelerin Manyetik Ayrim

MDA-MB-231 ve HCC1937 hiicre hatlarindan manyetik ayrim sonucu elde
edilen CD44+/CD24(diisiik)— hiicrelerin ayrim dncesi ve sonras1 morfolojik yapilar
inverted mikroskop (Euromex) araciligi ile goriintiilenerek elde edilen gorseller sekil
17°de sunuldu. Epitel benzeri hiicreler, sekil olarak daha kiiresel yapida ve biiyiik
nukleusa sahipken; mezenkimal benzeri hiicreler ise kii¢iik bir nukleusa ve daha
uzun bir yapiya sahiptir (Van-Pham ve ark., 2007). Tez ¢alismamizda da MDA-MB-
231 ve HCC1937’nin yapr itibariyle mezenkimal benzeri hiicre yogunlugunun fazla
oldugu goriilmektedir (Sekil 17, A ve C) HCC1937 hiicre hattina ait manyetik ayrim

sonrasi elde edilen hiicre popiilasyon miktart MDA-MB-231 hiicre hattina oranla

< LR WAL A
B) CD44+/CD24— ayrimi1 yapilan
HCC1937 hiicreleri (4X objektif ile
goriintiilenmistir)

i‘,” \ < AX

C) MDA-MB-231 hiicre hatt1 hiicreleri D) CD44+/CD24— ayrimi yapilan MDA-
(10X objektif ile goriintiilenmistir) MB-231 hiicreleri

(10X obiektif ile goriintiilenmistir)

Sekil-17 A ve C, MidiMACs seperator ile ayrimi gergeklestirilmemis 175 cm®lik flask igerisindeki
HCC1937 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait hiicreler. B ve D, MidiMACs seperator ile

CD44+/CD24— ayrimi sonras1 3. giinde ¢ekilmis, 25 ecm”lik flask igerisinde ¢ogaltilan hiicrelerin
morfolojik yapisina ait goriintiiler
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4.2. CD44+/CD24(diisiik)— Hiicrelerin, Floresan Aktive Hiicre Siralama (")zelligi
Olan Akim Sitometri Cihazi ile Ayrimi Gergeklestirilen Hiicrelerin Tespiti
Manyetik ayrim sonrasi elde edilen hiicrelerin immiin-fenotipi ve kok hiicre
potansiyeli, meme kanseri kok hiicrelerinin hiicre ylizey belirte¢leri olan
CD44+/CD24(diisiik)— fenotipine uygun, FITC Mouse Anti-Human CD44, FITC
IgG2b Mouse Kontrol, PE Mouse Anti-Human CD24 ve PE mouse IgG2a Kontrol
antikorlar1 ile islendikten sonra hiicrelerin MDA-MB-231 ve HCC1937°deki dagilim1
sirastyla Sekil 18 ve 19°da gosterilmistir. Hiicrelerin hiicre hatlar1 i¢indeki % orant
Sekil 20 ve 21°de belirtilmis olup elde edilen MDA-MB-231 CD44+/CD24(diisiik)—
kok hiicrelerinin yilizde oran1 %79,1 olarak belirlenirken HCC1937 hiicre hattinda bu
oran %?25,7 olarak tespit edilmistir. CD44+/CD24(diisiik)— hiicre popiilasyonlari
FACS ARIA III cihazinin isaretlenmis hiicrelerin saf popiilasyon seklinde eldesini
miimkiin kilan boliimiinden gecerek saflastirildi ve sonraki islemler icin yeterli hiicre

sayisina ulasincaya dek hiicre toplama islemine devam edildi.

8-11-16-Mda-mb-231 8-11-16-Mda-mb-231
g8 %
g
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T o L
N
w O a
8 o
% o *
b L
:'2 . ol . & 5
50 100 150 200 2%0 474 0 10 10 10
o E11-16-Mda-mb-231 8-11-16-Mda-mb-231
3% E
% % @
g« = a
58 g
& 4
*8 0g
@ B3

50 100 150 200 250

5 100 150 200 240
FSC-A (x 1.000) -

(x 1,000)

Sekil-18 MDA-MB-231 hiicre hattinda CD44+/CD24(diisiik)— kok hiicrelerin akis sitomerti bulgulari
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Sekil-19 MDA-MB-231 hiicre hattinda CD44+/CD24(diisiik)— kok hiicrelerin akis sitometri bulgular1

Tube: Mda-mb-231

Population #Events %Parent %Total
W~ Events 10,000| #1000
P1 9,424 942| 942

B 9424 1000/ 942
B 9,051 96.0, 905

X a1 0 00 00

~[X] a2 209 23| 21

X a3 124 14/ 12

X a4 8,718 96.3| 87.2

Hr4 7,910 87.4| 791

Sekil-20 MDA-MB-231
belirtilmistir)

Tube: hecc1937

CD44+/CD24(diisiik)— kok hiicrelerinin

ylizde oram1 (P4 kisminda

Population #Events %Parent %Total
W A Events 10,000/ #1000
& 9,691 969 969
H-: 9,691 1000/ 969

| E] 9,552 986 955

| Q1 573 6.0 5.7

K a2z 2617 27.4| 262

—X a3 1,861 195 186

X s 4,501 471 450

[ P4 2,565 2649 257

Sekil-21 HCC-1937 CD44+/CD24(diisiik)— kok hiicrelerinin yiizde orani (P4 kisminda belirtilmistir)
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4.3. Elde Edilen Kok Hiicre Pozitif Hiicrelerde Gen Ekspresyon Diizeylerinin
RT-qPCR ile Validasyonu

CD44+/CD24— ayrimi sonrasi elde edilen RT-qPCR verilerine gore; MDA-MB-
231 hiicre hattinda CD24 geninde 3,46 kat anlamli azalma (p<0.004) saptanmustir.
Sirastyla CD44 geninde 1,85 kat artis gézlenirken, ALDHIAI geninde 1,14 kat artis
oldugu saptanmistir. Ayni sekilde HCC1937 hiicre hattinda CD24 geninde 2,68 kat
azalma gozlenmistir. CD44 geninde 1,92 ve ALDHIAI geninde 1,23 kat artig
mevcuttur (Tablo 14).

Tablo-14: MDA-MB-231 ve CD44+/CD24- MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait ekspresyon verileri

Gen Ad1 Kontrol Grup | CD44+/CD24- MDA MB 231

27-ACt 27-ACt Kat Degisimi Kat Regiilasyonu 95% CL P degeri
ALDH 0,000021 0,000024 1,14 1,14 (0.58,1.70)  0.581103
CD24 0,009016 0,002607 0,29 -3,46 (0.19,0.39)  0.004235
CD44 0,479632 0,886791 1,85 1,85 (0.99,2.71)  0.066790

Tablo-15: HCC1937 ve CD44+/CD24— HCC1937 hiicre hatlarina ait ekspresyon verileri

Gen Ad1 Kontrol CD44+/CD24- HCC1937
Grup
2A-ACt 2A-ACt Kat Degisimi Kat Regiilasyonu 95% CL P degeri
ALDH 7,08 7,38 0,006017 1,23 (0.00001, 2.76) 1,23
CD24 4,65 3,22 0,107073 -2,68 (0.00001, 0.89) 0,37
CD44 0,99 1,93 0,262429 1,92 (0.00001, 5.22) 1,92
A) 2.57 MDA-MB-231
p=0.581
2.0 1.14 kat
p=0.581
= 1.14 kat
5 1.5 p=0.581
b ‘ 1.14 kat
a
= 1.0
X
0.5+
0.0- T o
S M S
v o o v o o
I | | I
Kontrol CD44+/CD24-
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B) 2.51 HCC1937
p=1.23
2.0 A
p=0.37
= 2.68 kat
% 1.5 p=1.23
> [
]
(=]
= 1.0 -
X
0.5
0.0~ T T
Vo‘b IS < ) RSN
v (¢} (@) v (@) (¢}
I | | |
Kontrol CD44+/CD24-

Sekil-22 MDA-MB-231 ve HCC1937 hiicre hatlari ile kok hiicre 6zelligi gosteren CD44+/CD24—
MDA-MB-231 ve CD44+/CD24— HCC1937 hiicrelerinin ALDH, CD24 ve CD44 genlerine ait

mRNA diizeylerini gdstermektedir.
A) MDA-MB-231 hiicrelerine ait degerleri,
B) HCC1937 hiicrelerine ait degerleri gdstermektedir.
4.4. Vektorlerin Hazirlanmasi ve Validasyon islemi

Vektor igerisine yerlestirilecek PIK3CA 3’UTR, MAP2K1 3’UTR, hsa-let-7a ve
hsa-miR-335’1n ilgili dizilerine ait primerlerin optimizasyon islemi gergeklestirildi.
Ilgili primerler kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez
gorlintiisii Sekil 23’te verilmistir. Elde edilen PCR firiinleri jelden arindirma islemi
sonrasinda Xbal enzimi ile kesilerek ligasyon islemi i¢in hazir hale getirildi (Sekil
24). Enzim kesimi sonrasi agaroz jel elektroforezine yiiklenen {irlinlerin kalitesi,

ladder ve PGL3 kontrol vektdr ile birlikte degerlendirildiginde ligasyon iglemi igin

yeterli oldugu gozlemlendi.
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541bp Let-7Ta
970bp

MAP2K1 3'UTR

619bp

529 bp miR335 PIK3CA 3'UTR

100 bp ladder

Sekil-23 Sirasiyla; let-7a, miR-335, MAP2K1 3 UTR ve PIK3CA 3'UTR’ye ait PCR reaksiyonu
gorintiisi

Lineer PGL3 kontrol
VEKLOr 5256 bp e

e MAP2K 3'UTR 949 bp

= PIK3CA 3'UTR 599 bp

DNA Ladder 100 bp  s—

Sekil-24 PGL3 kontrol vektore aktarilmak iizere Xbal enzim kesim iglemi gergeklestirilen MAP2K ]
3’UTR ve PIK3CA 3’UTR’nin agaroz jel goriintiisii

4.5. Transformasyon Islemi Sonucu Elde Edilen Kolonilerin Degerlendirilmesi
PGL3 kontrol vektor igerisine aktarilan MAP2K1 3’UTR ve PIK3CA 3'UTR’ye
ait transformasyon sonrasi elde edilen koloniler Sekil 25°te, Let-7a ve miR-335’in
Topo-TA klonlama vektorii igerisine transformasyonu ile elde edilen koloniler ise
Sekil 26’da gosterilmistir. Kolonilerin, pozitif klonlarin tespitine imkan saglayacak

sayida ve bliylikliikte eldesi saglanmistir.
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Sekil-25 A) MAP2K1 3"UTR ve B) PIK3CA 3°UTR 'nin E.Coli hiicrelerine transformasyonu sonucu
elde edilen koloniler

Sekil-26 Topo-TA klonlama vektorii igerisinde E.Coli hiicrelerine aktarilan A) miR-335 ve B)Let-
7a’ya ait koloniler

4.6. Pozitif Klonlarin Se¢imi ve Sekans Islemi ile Dogrulanmasi

Pozitif klonlarin tespiti i¢in mevcut kolonilerden 4’er adet segildi. Segilen
kolonilerden elde edilen plazmid DNA’larin sekans analizleri gerceklestirildi. Vektor
icerisine yerlestirilen gen bolgelerinin dogru yerlesimi sekans analizleri ile belirlendi.
Let-7a ve miR-335’in Topo-TA klonlama vektorii igcerisindeki yerlesimi Sekil 27°de,
MAP2K1 3’UTR ve PIK3CA 3 ’UTR’nin PGL3 vektor igerisindeki yerlesimi ise Sekil
28°de gosterilmistir. Kalip DNA’larin (wild type insert) ilgili vektorler igerisine
dogru yonde basariyla yerlestirildigi analiz edilmistir. Kalip DNA icerdigi belirlenen

koloniler ile bir sonraki deney asamasina gecildi.
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120 130 140 150 160 170 ' 180 190
A) Reference | 'GACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGAT CCAGCCT COGGACT CTAGAGGAT CGAACCCT T'?MCG’.’MGT GAATGAAAATGGTC
Sequence | 'GACCT CCATAGAAGACACOGGGACCGAT CCAGCCTOCGGACT CTAGAGGAT CGAACCCT T.:MCGTMGT GAATGAAAATGGTC

Consensus | 'GACCT CCATAGAAGACACCGGGACCGAT CCAGLCT COGGACT CTAGAGGAT CLAACCCT T'L‘MCG?MG? GAATGAAAATGGTC

Error
o ] _ L]
e Analyzed Data
: " "e " " " "
“.ECAG(('CO'- GACTCTAG Al-'iA'("nAl((Cl_'lCAAC".lAA}'.!GAAII}AAAAI'}I}IC'AAIA
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) Reference ‘i‘GACC?CCA?AGMGACAOCGGGACCGATO:AGCCTCCGSACI’CTAGAGGATCGMDCC'—-C?CCTYACCATCCCTGATTTCAT-

Sequence ‘7.'GACC'ICCAYAGMGACACCGGGACOGATCCAGCC!‘OCOGAC!'CTAGAGGATCGA.ACCC‘T'IC'ZCC'TTACCA’ICCCYGA’ITTCAT'
Consensus ‘1‘GACC'ICCA?AG.U;GACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGGACTCTAGAGGATCGMCCC" +C2CCTRACCATCCCRGATTTCAT

Error l66
d — 2
e Analyzed Data
mn 1
T A 6 A 6 6 A TC 6 A A CCCl|T|T TC TCOC T T ATC C
Topo TA Vaktér Dizisi iR-335 Forward Primers Ait Niikleotid Dizisi
§ “.g I.
$ i ' [l .
N |
- ”'E AN
- | {
15+ |
- |
H \ . l
TR AN \ A
“M\M /&M VY
-llvllillllilll llllllllllllllllllllill
2150 20 25 20 25 20 2054 20 29 240 250 2"
Data Points
C) CMV Forwerd Primer Binding Site
571 TCCGCCCCAT T GGGOGGTAGG CGTGTACGGT GGGAGGTCTA TATAAGCAGA GCTCGTITAG
AGGCGGGGTA ACTGCGTTTA GCACATGCCA CGAGCAAATC

641 TGAACCGTCA GATCGCCTGG AGACGCCATC CACGCTGTTT TGACCTCCAT AGAMGACACC GGGACCGATC
ACTTGGCAGT CTAGCGGACC TCTGCGGTAG GTGOGACAAA ACTGGAGGTA TCTTCTGTGG CCCTGGCTAG

711 CAGCCTCCGG ACTCTAGAGG ATCGAACCCT T PCR PRODUCT AAGGGTTOG ATCCCTACCG
GTCGGAGGCC TGAGATCTCC TAGCTTGGGA A TTCCCAAGC TAGGGATGGC

TKpolyA TK polyA Reverse Primer Binding Site
GTTAGTAATG AGTTTAANCG GGGGAGGCTA ACTGAANCAC GGANGGAGAC AATACCGGAA GGAACCCGCG
CAATCATTAC TCAAATTIGC CCCCICCGAT TGACTTIGIG CCTTCCICTG TTATGGCCTT CCTTGGGCGC
Sekil-27 Let-7a ve miR-335’in vektor igerisindeki yerlesimi A) Let-7a’ya ait sekans goriintiisii, B)

miR-335’¢ ait sekans goriintiisii C) Vektor igerisinde PCR iiriiniiniin yerlesecegi bolgeyi gosteren
TOPO-TA vektore ait DNA dizisi
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A) @ map2kl 3utr 2 F.E11_17071621MT - New Analysis : Untitled I

90652, 4.69 Analyzed Data
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MAN\SII TACTC TGTCTGCTOSAAGCGGCCGGCCGCCCOS ACT CTAGA GGATTGGCTTTGTGCTTG GGGCTATTTGTGTGTATGCTGATGATCAAAACCTG
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1 |AARTGATTCTACTCTGTCTGCTCGARAGCGGCCGGCCGCCCCGACTCTAGAGGATTGGC TTTGTGC TTGREGC TATTTGTGTGTATGCTG

90 | ATGATCAARACCTGTGCCAGGCTGAATTACAGTGARATTTTGGTGAATGTGGGTAGTCATTCTTACAATTGCACTGCTGTTCCTGCTCC
179 | ATGACTGGCTGTCTGCCTGTATTTTCGGGATTC TTTGACATTTGGTGGTACTTTATTCTTGC TGGGCATACTTTC TCTC TAGGAGGGAG
268 | CCTTGTGAGATCCTTCACAGGCAGTGCATGTGAAGCATGC TTTGCTGCTATGARRATGAGCATCAGAGAGTGTACATCATGTTATTTTA
357 | TTATTATTATTTGCTTTTCATGTAGAACTCCAGCAGTTGACATCCCAATCTAGCCAGAACCCTTCACTGCCCATGATAGCCGGGGCTCT
446 |CACCACGTCTGTCTACTGTGGTGATCTGTARACATCTGGTTGTATTTCCTATATTTATTTTCAGTATACTGTGTGGGARACCTAGTGGT
535 |ATGTTTCTTTAAGTTTTGAATTATGTTTTCTARATGGGAATTTTTTGARATGTGCCCCARTTGATCCAGARAATTARARTGTTGGGARA
624|TT

© pikica 3utr 2 F.B11_17071621MT -3 New Analysis : Untitled |
296161, 4.18 Analyzed Data

B)

) 5 » o 1
40 foosa GGCT GAACTATA AAATT G GAITTGACIGOATCCT CAATTAATAATTCTTG

Fluorescence
»
o

1 ATGATTCTATCTACTGTCTGCTCAAGCGGCCGGCCGCCCCGACTCTAGAGGATGGGATTGTiAAGGCTGAACTATAAAATTCAGCATTG
90 | ACAGCATCCTCAATTAARTAATTC TTGGTGACAGAARTARTACAGCTGGGC TGTTTTTTARAATATARACARTACCATTTTTRATTATTAC
179 | ATTARAAATTGTARATATATCTATGTGCCATGGCCTGGGARGCCTGCTTTCTTTTTTCATAAARATTATTTTTACTGTATGARAAGATC
268 |[ATGGGGTTTAGC TCARRATATCTGTGGTCCTGATARARATTGGATTGGTARCTCTACCTCAGAAGGARARTGGGARARRARARTAGATGA
357 |GTCACAATTCRATACTTCARGCTCAGARACTGTGCAGATCACTGAATTTTAGATTTATARAGTCAGAGTTGGCATGCCTTGTTTTTAAT
446 | GATATGGAAGCACCTTAAGAARARRACTTGGCTGAAGTTTAATCGTTGGTCCAGCCATTTGARAAAGGCAATAGTTTGAGGAGGTCCCG
535 | ARTTCGGCATTTGARATTCATTTTGTTCTCTCTTCCTCCATTATTAGTGCATTTGGGTGTGTGTATACTTGCCCCACRATTCCTGTTTG
624 | TGTACCCACCTGCTTGCCTARGCCCTAGTCCATCTAGRATTAACACGGCGATCTTTCCCGCCCCTTCTTGGG

9)

an LOCRCRLLLL AOATTACRCR ARCACTTRTRE TTTRTRRLACR ALACTLACCRLL
1801 LCCGCGRRLL GITGCGCGG AGGRGTITIGICG TITGIGGACG RAGTACCGRRL

(Xbal Enzim Kesim Bélgesi) l

1201 AGGCCRRGRL GGGCGGRRAG ATCGCCGIGT AATTICTAGAG TCGGGGCGEC

e ——
1951 CGGCCGCTITC GARGCRGRCAT CGATRLCGLRTAC ATTGRTGRCGT TIGGARCRLLC
S EEEE———
2001 CRCRLCTRCGE ATCGCRGTGRL RnniiTGCTT TRTTTIGIGRR ARTTIGIGRICG

Sekil-28 MAP2K1 3'UTR ve PIK3CA 3° UTR’nin PGL3 vektor icerisindeki yerlesimi A) MAP2K1
3’UTR’ye ait sekans goriintiisli, B) MAP2K1 3’UTR’ye ait sekans goriintiisii C) PGL3 kontrol vektore
ait DNA dizisi
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4.7. Transfeksiyon Sonrasi Hiicrelerdeki Proliferasyonun Belirlenmesi

Gergeklestirilen WST-1 analiz sonuglarina gore; let-7a ve miR-335 ile birlikte
bu miRNA’larin hedef genleri olan PIK3CA ve MAP2KI’in 3’UTR’lerinin farkl
gruplar halinde transfekte edildigi CD44+/CD24- MDA MB 231 ve CD44+/CD24-
HCC1937 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda zamana bagh
etkin transfeksiyon siireleri belirlenmistir. WST-1 analizinde CD44+/CD24- MDA
MB 231 ve CD44+/CD24 HCCI1937 hiicrelerine transfekte edilen plazmid
DNA’larin maksimum sitotoksik etkisini gosterdigi zaman dilimi 48 saat olarak
tespit edilmistir. CD44+/CD24- HCC1937 ve CD44+/CD24- MDA MB 231
hiicrelerinde, 2x10* hiicrede gergeklestirilen plazmid DNA transfeksiyonuna ait
sonuglar degerlendirilmistir.

CD44+/CD24- MDA-MB-231 hiicrelerine; miR-335 ve MAP2KI 3’UTR’nin
birlikte uygulandig1 grupta 48 saatlik inkiibasyon sonunda %25,30 (p=0,002), 72
saatlik inkiibasyon sonunda ise %11,92 (p=0,0035) oraninda hiicre Sliimiine yol
actig1 saptanmistir. Ayni hiicre hattina, ayn1 dozda let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin
birlikte transfekte edildiginde ise hiicre 6liim orani 48 saatlik siire sonunda %25,63
(p=0,0001) olarak belirlenmistir. CD44+/CD24- MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 24, 48
ve 72 saatlik zaman dilimlerinde hiicre canliligini ifade eden % degisimler Sekil 29

ve Sekil 30°da gosterilmistir.
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Sekil-29: MDA-MB-231 hiicre hattinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48
ve 72 saatlik WST-1 degerleri (¥p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)
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Sekil-30: MDA MB 231 hiicre hattinin let-7a ve PIK3CA4 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48 ve 72
saatlik WST-1 degerleri. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

74



CD44+/CD24- HCCI1937 hiicreleri flizerinde 24, 48 ve 72 saatlik zaman
dilimlerindeki sitotoksik etkinin doza bagl hiicre canliligindaki % degisimleri Sekil
31 ve 32°de gosterilmistir. CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerine birlikte transfekte
edilen miR-335 ve MAP2KI 3’UTR’nin birlikte uygulandigi grupta 48 saatlik
inkiibasyon sonunda %21,85 (p=0,0008), 72 saatlik siirenin sonunda %18,69
(»=0,0032) hiicre olimi tespit edilmistir. Sadece miR-335 transfekte edilen
hiicrelerin 72 saatlik inkiibasyonu sonunda %11,92 (p=0,0350) oraninda hiicre
olimii belirlenmistir (Sekil 31). Ayni hiicre hattina, ayn1 dozda let-7a ve PIK3CA
3’UTR’nin transfeksiyonunun gergeklestirildigi hiicrelerde sadece let-7a’nin
transfekte edildigi grupta 24 saatlik siire sonunda %18,97 (p=0,0070), 48 saatlik siire
sonunda %31,36 (p=0,0046), 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise %14,53 (p=0,0078)
oraninda hiicre 6liimii saptanmistir. Let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin birlikte verildigi
hiicrelerde 48 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre 6liimii %34,57 (p=0,0001) oraninda,
72 saatlik inkiibasyon sonunda ise %26,56 (p=0,0229) oraninda belirlenmistir.
CD44+/CD24- HCCI1937 hiicrelerine PIK3CA 3’UTR’nin transfekte edildigi
hiicrelerdeki hiicre canlilig1 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda sirasiyla; %104,

%132 ve %152 olarak saptanmistir (Sekil 32).
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Sekil-31: HCC1937 hiicre hattinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48 ve 72
saatlik WST-1 degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)
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Sekil-32: HCC1937 hiicre hattinin let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48 ve 72
saatlik WST-1 degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****»<0,0001)
4.8. Gen ve miRNA Etkilesiminin Dual-Lusiferaz Aktivitesi Analizi ile
Belirlenmesi

miRNA’lar ve ilgili genlerin 3’UTR boélgelerinin baglanma 6zellikleri, lusiferaz
gen aktivitesi Ol¢iimii ile elde edilen veriler dogrultusunda degerlendirilmistir.
Yapisinda lusiferaz geni ile birlikte aktarilan 3’UTR bolgesini de tasiyan PGL3
vektoriin, miRNA dizisi tasiyan vektor ile etkilesimleri sirasinda azalan 1s1ma diizeyi,
ilgili gen ve bu genle iligkisi arastirilan miRNA arasindaki baglanma seviyesini
belirtmektedir. Bu baglamda, CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerine miR-335 ve
MAP2K] 3°UTR dizisi igeren plazmid DNA’lar tek ve kombin olarak 5x10” hiicreye
0,8 pg plazmid DNA transfekte edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
miR-335 ve MAP2K1 3’UTR’nin birlikte transfekte edildigi gruptaki lusiferaz is1ma
oraninin, MAP2K] 3’UTR transfekte edilen hiicrelere goére anlamli derecede
(p=0,0157) azaldig1 belirlenmistir (Sekil 33).
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Sekil-33: MDA-MB-231 hiicre hattinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu sonrast 24, 48
ve 72 saatlik Firefly/Renilla degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerine transfekte edilen let-7a ve PIK3CA
3’UTR’nin baglanma o6zellikleri incelendiginde 24 ve 48 saatlik siireler sonunda let-
7a ve PIK3CA 3’UTR’nin birlikte uygulandig: hiicreler, sadece PIK3CA 3’UTR’nin
transfekte edildigi hiicrelere gore daha az 1s1ma yapmustir (Sirasiyla p=0,0001 ve
p=0,0151). Let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin lusiferaz analizine ait p degerleri Sekil

34’te verilmistir.
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Sekil-34: MDA-MB-231 hiicre hattinin let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48 ve 72
saatlik Firefly/Renilla degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)
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CD44+/CD24- HCC1937 hiicre hattinda miR-335 ve MAP2K] 3’UTR’nin ayr1 ve
birlikte transfekte edilmesiyle elde edilen lusiferaz oranlar1 degerlendirildiginde, 48
saatlik siire sonunda miR-335 ve MAP2KI 3’UTR’nin birlikte transfekte edildigi
gruptaki lusiferaz 1s1ma oraninin, sadece MAP2KI 3’UTR transfekte edilen
hiicrelerin 1s1ma oranina gore anlamli derecede azaldig1 (p<0,0001) tespit edilmistir
(Sekil 35). Ayni hiicrelere ayni oranda transfekte edilen let-7a ve PIK3CA
3’UTR’nin, tek ve kombin olarak transfeksiyonu sonucu elde edilen lusiferaz
degerleri Sekil 36’da verilmistir. Bu degerler incelendiginde 48 saatlik inkiibasyon
sonunda uygulanan lusiferaz protokolii ile elde edilen 1simanin; PIK3CA 3’UTR
transfekte edilen hiicrelerde, PIK3CA 3’UTR ve let-7a transfekte edilen hiicrelere
gore anlaml diizeyde (p=0,0085) azaldig: tespit edilmistir.

HCC1937
15+
Bl 24 saat
P<0,0001 48 saat
10 A 72 saat

Relative Luciferase Activity

Sekil-35: HCC1937 hiicre hattinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 24, 48 ve 72
saatlik Firefly/Renilla degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)
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Sekil-36: HCC1937 hiicre hattinin let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu sonrast 24, 48 ve 72
saatlik Firefly/Renilla degerleri (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

4.9. CD44+/CD24- MDA MB 231 ve CD44+/CD24- HCC1937 Hiicrelerinde
Gerceklestirilen Transfeksiyonun, MAP2KI ve PIK3CA Gen Ekspresyon
Diizeylerine Etkisi

Elde edilen RT-qPCR verilerine gore CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinin
WST-1 ve lusiferaz analizlerinde anlamlilik belirlenen miR-335 ve MAP2KI
3’UTR’nin transfekte edildigi hiicrelerde 48 saatlik inkiibasyon sonunda MAP2K]
gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde [4,22
kat (p=0,0429)] azaldig1 belirlendi. Sadece MAP2KI 3’UTR transfeksiyonunun
gerceklestirildigi hiicrelerde ise, MAP2KI geninin ekspresyonunda 2,08 kat artis
oldugu saptandi. Yine bu grupta sadece miR-335’in transfekte edildigi hiicrelerde
MAP2K]1 geninin ekspresyonunda 1,51 kat azalma oldugu tespit edildi (Tablo 16 ve
Sekil 37). CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinde let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin
transfeksiyonu sonrasi 48 saatlik inkiibasyonda analiz edilen hiicrelerdeki PIK3CA
genine ait ekspresyon verileri incelendiginde, sadece let-7a transfekte edilen
hiicrelerde PIK3CA ekspresyonunun anlamli diizeyde 51,50 kat azaldig1 (p=0,043)
belirlendi. Yine bu grupta sadece PIK3CA 3’UTR’nin transfekte edildigi hiicrelerde
artmasi beklenen PIK3CA 3’UTR ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli olmayan
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diizeyde (5,68 kat) azalma gosterdi. Bununla birlikte; let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin
birlikte transfekte edildigi grupta PIK3CA ekspresyonunun PIK3CA geninin
transfeksiyon etkinligini ifade edecek dilizeyde 14,42 kat azaldigi belirlendi
(p=0,05007). CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerindeki let-7a ve PIK3CA 3’'UTR
transfeksiyonunun PIK3CA gen ekspresyonu diizeyine etkisi Tablo 17 ve Sekil 38’de

gosterildi.

Tablo-16 CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinin 48 saatlik miR-335 ve MAP2KI 3’UTR
transfeksiyonu sonrasinda MAP2K]I genindeki ekspresyon degisimlerinin kontrol grubu (PGL3) ile
karsilastirilmast

CD44+/CD24- MDA MB 231

Gen PGL3 miR338 MAP2K13'UTR MAP2K1 3'UTR+miR338
27(- 27(- Kat 27(- Kat 27(. Kat IP
Avg.Delta(Ct) | Avg.Delta(Ct) | Degisimi | ¥ P2 | sve meitaccty | Degisimi [T P2 ave.Deltacty) Degisimif” P2

par2ki | 0,230047 0,152125 | -1,5122 [0.348739 0478525 2,0801 10,2546 0,054535  |-4.218310,04292

Tablo-17 CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinin 48 saatlik let-7a ve PIK3CA 3’UTR
transfeksiyonu sonrasinda PIK3CA genindeki ekspresyon degisimlerinin kontrol grubu (PGL3) ile
karsilastirilmast

CD44+/CD24- MDA MB 231

Gen PGL3 Let-Ta PIK3CA3'UTR PIK3CA3'UTR+let-7Ta
M- 2M(- Kat 2M- Kat 2M- Kat
Avg.(Delta(Ct)) [Avg.(Delta(Ct))| Degisimi P Degert Avg.(Delta(Cr)) | Degisimi P Degery Avg.(Delta(Ct)) l)tglslmllP Degert

PIK3CA 4.046478 0,078563 | 51.5059 0.043449 | 0,712025 | -5.6831 10,31801] 0,280616 | -14.42 L.05007

CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerinde 48 saatlik transfeksiyondan sonra elde
edilen hiicrelerin ekspresyonlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; miR-335 ve
MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu yapilan grupta, miR-335’in yalniz olarak transfekte
edildigi hiicrelerdeki MAP2K1 gen ekspresyonunun beklenen diizeyin altinda (1,34
kat) azalma gosterdigi belirlendi. Ayrica MAP2KI 3’UTR’nin transfekte edildigi
grupta ise, MAP2K1 geninde 5,33 kat ekspresyon artist saptandi. MAP2K1 3°’UTR ve
miR-335in birlikte verildigi grupta MAP2KI ekspresyonunun 1,02 kat azaldig
belirlendi. Elde edilen bulgular, grup igerisinde degerlendirildiginde; gruplar arasi
ekspresyon oranlari tutarlilik gostermesine ragmen anlamlilik diizeyi beklenen oranin
altindadir (Tablo 18 ve Sekil 39). Bu veriler dogrultusunda transfekte edilen

miRNA’nin dozunun diisiik olmasina bagh olarak yetersiz baglanma gosterebilecegi
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ongoriilmiistiir. CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerine transfekte edilen let-7a ve
PIK3CA 3’UTR’nin PIK3CA geni ekspresyon diizeyinde meydana getirdigi farklilik
incelendiginde sadece let-7a’nin transfekte edildigi grubun ekspresyonunda 15,20 kat
azalma belirlendi (p=0,386). Benzer sekilde PIK3CA 3’UTR ve let-7a’nin
transfeksiyonu, PIK3CA gen ekspresyonunu 8,81 kat azalttig1 belirlendi (p=0,359)
(Tablo 19 ve Sekil 40).

Tablo-18 CD44+/CD24- HCCI1937 hiicrelerinin 48 saatlik miR-335 ve MAP2KI 3’UTR
transfeksiyonu sonrasinda MAP2K] genindeki ekspresyon degisimlerinin kontrol grubu (PGL3) ile
karsilastirilmast

CD44+/CD24- HCC1937
Gen PGL3 miR 335 MAP2ZK13UTR MAPZKI ' UTR+miR 335
25 25 Kat (- Kat 2°(- Kat
Avg.(Delta(C)|Avg.Deltact)| Degisimi| T PR | Avo Deltacct)| Degisimi [F P2 Ave Deltacct)| Degisimi | * Petert

MAP2KI 3.234031 2,40605| -1,3441]| 0,744386 17,26765  5.3394{0,29240 3,152872| -1,0257| 0,86328|

Tablo-19 CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerinin 48 saatlik let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu
sonrasinda PIK3CA genindeki ekspresyon degisimlerinin kontrol grubuirilmasi (PGL3) ile
karsilastirilmast

CD44+/CD24- HCC1937

Gen PGL3 let-Ta PIK3CAI'UTR PIK3CA 3'UTR+let-Ta

2 " Kat 7 Kat 2 Kat
Avg.(Delta(Ct) |Ave.Deltact)| Degisimi| T P2 | svo Dettacc)| Degisimi [ P2 Avg. Delta(cty)| Degisimi | F Pe2er

[PIK3CA 0,023249| 0,001529| -15.207] 0,386564 0,032203  1,3851j0,55578 0,002637| -8.8152| 0,3599|
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3.25
3.00
2.75
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0.00

Kat Degigimi

Sekil-37: CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu
sonrasi 48 saatlik uygulama sonrasinda MAP2K 1 gen ekspresyonundaki degisimlerin kontrol grubu ile
karsgilagtirilmasi (*p<0,05)
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Kat Degisimi

PIK3CA3'UTR  PIK3CA 3'UIR +let-Ta

Kontrol let-7a

Sekil-38: CD44+/CD24- MDA MB 231 hiicrelerinin let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu sonrasi
48 saatlik uygulama sonrasinda PIK3CA gen ekspresyonundaki degisimlerin kontrol grubu ile

karsilagtirilmasi (*p<0,05)
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Kontrol miR-335 MAP2K1 3°UTR MAP2K1 3’UTR +miR-335
W MAP2K1

Sekil-39: CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerinin miR-335 ve MAP2K1 3’UTR transfeksiyonu sonrasi
48 saatlik uygulama sonrasinda MAP2KI gen ekspresyonundaki degisimlerin kontrol grubu ile

karsilagtirilmasi (*p<0,05)
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Kat Degigimi

Kontrol let-7a PIK3CA 3'UTR  PIK3CA 3’UTR +let-Ta

Sekil-40: CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerinin let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu sonrasi 48
saatlik uygulama sonrasinda P/K3CA gen ekspresyonundaki degisimlerin kontrol grubu ile
karsilastirilmasi (*p<0,05)

5.0 CD44+/CD24- HCC1937 Hiicrelerinde Gerceklestirilen Transfeksiyonun
Hiicre Dongiisiine Etkisi

CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerine PIK3CA 3’UTR, MAP2K1 3’UTR, let-7a
ve miR-335"in, 4 pg/ml konsantrasyondaki plazmid DNA’sinda olacak sekilde 5x10°
hiicreye uygulanmasindan 48 saat sonra transfeksiyonun hiicre siklusu evreleri
tizerindeki etkisi incelendiginde, farkli gruplar i¢in etkinin degistigi gdézlemlendi.
Hiicrelerde GO/G1 fazinda artis belirlendi. CD44+/CD24- HCC1937 hiicrelerinde
kontrol grubunda GO/G1 fazinda hiicre miktar1 %67,1 iken, let-7a transfekte edilen
hiicrelerde GO0/G1 fazinda hiicreler %74,9, PIK3CA 3’UTR transfekte edilen
hiicrelerde %74,7 ve let-7a ile PIK3CA 3’UTR’nin birlikte transfekte edildigi
hiicrelerde %75,2’e arttig1 belirlendi (Sekil 41). MAP2KI 3’UTR ve miR-335’in
transfekte edildigi hiicrelerdeki hiicre siklusu evreleri incelendiginde ise kontrol
grubunda GO/G1 fazindaki hiicre miktar1 %36,9 olarak tespit edildi. Buna bagl
olarak miR-335 transfekte edilen hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre miktarinin
%40’a, MAP2KI 3’UTR transfekte edilen hiicrelerde %38,5’¢ ve miR-335 ile
MAP2KI1 3’UTR’nin birlikte transfekte edildigi hiicrelerde ise %40’a artti1
belirlendi (Seki

83



POPULATION PROFILE

a)
x
a
z
5
w
-
n
(8]
b 10 DNA CONTENT PROFILE 10 DNA CONTENT PROFILE
) 901 GoIG16714] ©) g G0/G174.9
80] S 25.6 80} S 20.7
701 G2/M 7.4 701 G2/M 4.3
= 60 € 60 o}
3 50 3 50
O 40 O 40]
30] 30]
20] 20]
10] 10]
O
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX
10 DNA CONTENT PROFILE 10 DNA CONTENT PROFILE
d) 9o GoiG1747] ©) g GO0/IG1 752
801 S 20.6 80] S21.2
70 G2/M 4.6 701 G2/M 3.6
£ 604 o) € 60 o)
3 50 3 50
O 40] O 40]
304 30]
20] 20]
104 104
O
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DNA CONTENT INDEX DNA CONTENT INDEX

Sekil-41 Let-7a ve PIK3CA 3’UTR transfeksiyonu gerceklestirilmis CD44+/CD24- HCC1937
hiicreleri ile kontrol grubunun hiicre siklusu evrelerinin karsilastirilmast a) Kontrol-Kapilama, b)
Kontrol, ¢) Let-7a d) PIK3CA 3’"UTR e) PIK3CA 3 UTR ve let-7a
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Sekil-42 miR-335 ve MAP2KI 3’UTR transfeksiyonu gergeklestirilmis CD44+/CD24- HCC1937
hiicreleri ile kontrol grubunun hiicre siklusu evrelerinin karsilastirilmast a) Kontrol-Kapilama, b)
Kontrol, ¢) miR-335 d) MAP2K1 3’UTR e¢) MAP2K1 3 UTR ve miR-335
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5.TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, tiim diinya kadinlar1 arasinda en yaygin goriilen kanser tipidir
(Bucerius J ve ark., 2012). Hem histolojik hem de klinik agidan degerlendirildiginde
meme tiimorleri heterojen bir yapiya sahiptir. Bu nedenle gen ekspresyon
profillerinin analiz edilmesine yonelik gerceklestirilen ¢alismalar; meme tiimorlerini
luminal A, luminal B, HER2 ve Bazal-benzeri/triple negatif olmak tizere belirli
biyolojik 6zelliklere sahip dort ana alt grup altinda toplandigini gostermektedir
(Yersal ve Barutca, 2014). Bu alt gruplar arasinda yer alan TNMK hastalari,
hormonal veya HER2 hedefli tedavilerden yarar saglayamamaktadir. TNMK leri
diger alt tiplere gore daha agresif bir klinik davranis sergilemekle birlikte, daha
yiiksek rekiirrens orani ve daha diisiik sagkalim oranina sahiptir (Matamala ve ark.,
2016). PI3K ve MAPK yolaklari, kanserde en ¢ok regiilasyonu degisen yolaklar
arasindadir. Bu yolaklarla etkilesim olusturabilecek etkin inhibitdrlerin kullanilmasi,
ileri evre meme kanseri tedavisinde ciddi dneme sahiptir. Giiniimiizde, segici veya
secici olmayan PI3K ve MAPK yolak blokaji sergileyen Rapamycin ve AZD6244
gibi tedavide kullanilabilir inhibitorler bulunmaktadir (Jokinen ve Koivunen, 2015).
Bu inhibitorler ile tedavi edilebilen hastalarda ilk tedavi yanit1 degerlendirildiginde
tatmin edici sonuglar elde edilmesine ragmen, bu inhibitorlerin bir¢ogunun yiiksek
toksisite sergiledigi ve bloklanmis yolagin yeniden aktiflesmesi veya alternatif bir
yolagin aktivasyonundan dolaytr hizli bir direng gelisimi olustugu gosterilmistir
(Mutlu ve ark., 2016). ilaveten, PI3K veya MAPK yolaklarinin inhibisyonunun,
pozitif veya negatif geri besleme ile her iki yolakta da ortak olarak gorev yapan
proteinlerin aktivitesini de tetikledigi bildirilmistir (Carracedo ve ark., 2008; Serra ve
ark., 2011; Yang ve ark., 2015). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda; bazi
miRNA'larmm, PI3K veya MAPK yolaklarin1 hedefleyerek tiimor biiylimesini

baskilamak tizere gorev yaptiklar: gdsterilmistir (Mutlu ve ark., 2016).
Ileri evre meme kanseri gelisiminde énemli olan miRNA'lar arasinda miR-
335 ve let-7a’nin yer aldigin1 ve bu miRNA’larin PI3K-Akt, MAPK ve Wnt sinyal
yolaklar1 gibi hiicre proliferasyonu ve migrasyonuyla iligkili cesitli yolaklar
hedefledigini web tabanli programlar ile gosteren bulgular mevcuttur (Ertiirk ve ark.,
2014; Cheaib ve ark., 2015). Meme kanseri molekiiler biyolojisi alanindaki bu

gelismelere ragmen, meme kanseri gelisim ve tedavi silirecinde 6nemli olabilecek
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klinik olarak dogrulanmis biyobelirteglerin ve terapotik hedef molekiillerin
belirlenmesi konusunda halen fonksiyonel ¢alismalar yeterli diizeyde degildir. Bu
baglamda, terapdtik ajan gelistirilmesine yonelik yapilan ¢alismalarda, miRNA’larin
rolleri arastirilmaktadir.

Mevcut ¢alismada, meme kanseri kok hiicrelerine let-7a ve miR-335’in
transfeksiyonu ile hedef aldig1 genler degerlendirildi. 1lgili miRNA’larin
hedefledikleri genlerin gorev aldiklart PI3K ve MAPK hiicre sinyal ileti
yolaklarindaki mekanizmanin aydinlatilmasina yonelik olarak, let-7a ve miR335’in
kanser kok hiicrelerin progresyonunun diizenlenmesinden sorumlu anahtar genlerin
ekspresyonunu negatif sekilde etkileyebilecek potansiyele sahip olduklar1 gosterildi.

Onceki calismalar, malign hiicre progresyonunun regiilatorii olan miR-335'in
bircok kanser tipinde metastatik siireclerle iligkili olabilecegini ortaya koymustur
(Tomé ve ark., 2011). Ayrica, birgok kanser tipinde miR-335'in downregiile edildigi
bildirilmigtir (Chen ve ark., 2016). Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalar miR-335’in
yeniden diizenlenmis ifadesinin, ileri evre meme kanserinde hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonunu baskiladigin1 gdstermistir (Carracedo ve ark., 2008;
Serra ve ark., 2011; Yang ve ark., 2015) Kanser kok hiicre temelli aragtirmalar, miR-
335 tedavisinin tiimor hiicresi invazyonunu ve direncini azalttigini, buna karsilik
anti-miR-335'in tlimoér hiicresi invazyonunu ve direncini arttirdigini gostermistir
(Carracedo ve ark., 2008; Serra ve ark., 2011; Yang ve ark., 2015). miR-335’in
timor invazyonunu iki bagimsiz yolaga etki ederek gerceklestirdigi bilinmektedir.
Bu yolaklarin birinde miR-335 antimitojenik 06zelligiyle; SOX4 ve Jagged-1
genlerinin kontroliinii saglarken, pro-apoptotik 6zelligiyle; ERa, SP1 ve IGFIR’in
baskilanmasina aracilik eder. Diger yolakta ise /D4 gibi dominant represorleri inhibe
ederek meme kanserinde BRCAI’in aktive edilmesini saglar (Chen ve ark., 2016).
Mevcut tez ¢alismasinda PI3K ve MAPK yolaginda gbrev yapan iki genin ifadesini
degerlendirebilmek i¢in belirlenen MDA-MB-231 hiicre hatt1 herhangi bir BRCAI ve
PIK3CA mutasyonu tagitmamasina ragmen, HCC1937 hiicre hattt BRCAI, TP53,
MAPKI13, MDCI mutasyonu ve PI3K yolaginda PTEN delesyonu tasimaktadir
(Kathryn ve ark., 2010). Dolayisiyla, transfekte edilen miRNA’larin etkinliginin
MDA-MB-231 hiicre hattinda HCC1937 hiicre hattina gore daha yliksek oranda

olmasi durumunu agiklamaktadir.
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Mevcut ¢aligmada elde edilen bulgular dahilinde, PIK3CA ve MAP2K]1 genleri ile
bu genleri hedef alan let-7a ve miR-335 arasindaki etkilesime paralel meme kanseri
kok hiicrelerinde zamana bagli hiicre 6liimii saptandi. Her iki hiicre hattinda
gerceklestirilen transfeksiyon sonrasi maksimum sitotoksik etkinin gozlendigi zaman
dilimi 48 saat olarak belirlenmis olup fonksiyonel analizler bu zaman dilimindeki
hiicrelerde gerceklestirildi. CD44+/CD24- MDA-MB-231 hiicrelerine birlikte
transfekte edilen miR-335 ve MAP2K1 3’UTR’nin 48 saatlik inkiibasyonun ardindan
%25,30 (p=0,002) oraninda hiicre 6liimi saptandi. Transfeksiyon sonrasi 48 saatlik
inkiibasyonu tamamlanan hiicreler ile gerceklestirilen ekspresyon analizinde,
MAP2K1 gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde [4,22 kat (p=0,0429)] azaldig1 belirlendi. Elde edilen WST-1 analiz
sonuglari ile bir timdr siipresér miRNA olan ve meme kanserinde down-regiile olan
miR-335"in hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve transkripsiyonun diizenlenmesi gibi
bir¢ok hiicresel siirece dahil olan MAP2KI geni ile etkileserek ileri evre meme
kanseri kok hiicrelerinde miR-335 ile baskilanabildigi belirlenmistir. Bu bulgu, miR-
335’in ilgili gorevi MAP2K1 3’UTR’sine baglanarak gerceklestirdigini analiz eden
lusiferaz deneyleri ile dogrulanmistir (p=0,0157).

Sonug olarak elde edilen bulgular, miR-335’in MAPK yolagina etki ederek bir
tiimor supresor olarak islev gorebilecegi goriisiinii destekler niteliktedir.

PI3K yolagimin, PTEN'i downregiile eden ve dolayisiyla PI3K sinyalizasyonunu
aktive eden Bmil ve EZH2 gibi ¢esitli efektorler yoluyla EMT ve invazyonu
indiikledigi bilinmektedir. Aktive edilmis PI3K sinyallemesi, metastazla iliskili
genler olan Snail ve Slug'in yani sira mTOR araciligiyla Rho/Rac sinyallemesi de
dahil olmak tizere EMT'nin uyaricilarin1 upregiile edebilir (Mutlu ve ark., 2016).
Ayni zamanda hormon terapi ve HER2 terapiler i¢in 6nem arz eden bu yolak, let-
7a’nin da bir hedefidir. Mevcut c¢alismada, let-7a’nin transfekte edildigi
CD44+/CD24- MDA-MB-231 hiicrelerinde PIK3CA gen ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p=0,043) azaldig1 belirlenmistir. Bununla
birlikte, MAPKI3 mutasyonu ve PTEN delesyonu tasidigi bilinen CD44+/CD24-
HCC1937 hiicrelerinde MAP2KI 3’UTR ve miR-335’in birlikte verildigi grupta
MAP2K1 ekspresyonunun 1,02 kat azaldigi tespit edilmistir (p>0,05). miRNA

verilen grupta hedef gen ekspresyonunun azaldigi, 3’UTR bolgesinin transfekte
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edildigi grupta ekspresyonun arttig1 ve gen ile miRNA nin birlikte transfekte edildigi
grupta ise diger gruplara gore ekpresyondaki azalmaya bagli anlamliligin arttigi
belirlenmis olmakla birlikte, istatistiksel anlamliligin belirlenmemis olmasi ilgili
bolgelerin transfeksiyonu i¢in uygulanan plazmid DNA oraninin CD44+/CD24-
HCC1937 hiicreleri icin yetersiz olabilecegini diislindiirmektedir. CD44+/CD24-
HCC1937 hiicrelerine transfekte edilen let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin PIK3CA geni
ekspresyonunda meydana getirdigi farklilik incelendiginde sadece let-7a’nin
transfekte edildigi grubun ekspresyonunda 15,20 (p=0,386) kat azalma belirlendi.
Bununla birlikte PIK3CA 3’UTR ve let-7a’nin birlikte transfekte edildigi gruptaki
hiicrelerin PIK3CA gen ekspresyonu 8,81 kat azaldig1 belirlendi. HCC1937 hiicre
hattinda gerceklestirilen sitotoksisite deneylerinde ise anlamlilik ifade eden 48
saatlik siire sonunda let-7a ve PIK3CA 3’UTR’nin birlikte verildigi hiicrelerde hiicre
olimi %34,57 (p=0,0001) olarak belirlendi. Bu oran MDA-MB-231 hiicre hattinda
elde edilen 6liim oranlarina gére daha yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik ifade
etmektedir. Elde edilen bulgular 15181inda; bazal tip meme kanseri tedavisinde let-
7a’nin, let-7a ve PIK3CA temelli tedavi protokolleri olusturulmasma destek
saglayabilecek nitelikte oldugu gortilmektedir.

Mevcut tez calismasinda, literatiirde ilk kez PIK3CA ve MAP2KI genlerini
hedefledigini belirledigimiz let-7a ve miR-335’in ileri evre meme kanserleri kok
hiicre tedavisinde potansiyel terapdtik hedef olarak kullanilabilecegi ve ileri evre
meme kanserlerinde miRNA temelli gen tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katki
saglayabilecegi Ongoriilmektedir. Boylece ilag direnci gosteren ileri evre meme
kanseri hastalarinin tedavisinde alternatif tedavi protokollerinin olusturulmasina

katk1 saglanabilecektir.

89



6. KAYNAKLAR

Abramson VG, Lehmann BD, Ballinger TJ et al (2015) Subtyping of triple-negative breast cancer: implications for
therapy. Cancer 121: 8-16.

Achle W (2007) Enzymes in Industry: Production and Applications. 3rd Edition, Wiley-VCH. pp: 403.

Agoulnik IU, Hodgson MC, Bowden WA et al (2011) INPP4B: the new kid on the PI3K block. Oncotarget 2: 321—
28.

Ahn SG, Kim SJ, Kim C et al (2016) Molecular classification of triple-negative breast cancer. J Breast Cancer 19:
223-30.

Altinok B, Sunguroglu A (2016) WNT Sinyal Yolag: ve Kanser. Ankara Saglik Hizmetleri Dergisi, Cilt 15, Say1 2:
28-38.

Anders CK, Carey LA (2009) Biology, metastatic patterns, and treatment of patients with triple-negative breast
cancer. Clin Breast Cancer 2: S73-81.

Antoniou A, Pharoah PDP, Narod S (2003) Average Risks of Breast and Ovarian Cancer Associated with BRCA1 or
BRCA2 Mutations Detected in Case Series Unselected for Family History: A Combined Analysis of 22 Studies. Am
J Hum Genet 72: 1117-1130.

Atkinson RL, Yang WT, Rosen DG et al (2013) Cancer stem cell markers are enriched in normal tissue adjacent to
triple negative breast cancer and inversely correlated with DNA repair deficiency. Breast Cancer Res 15: R77.

Avery-Kiejda KA, Braye SG, Mathe A et al (2014) Decreased expression of key tumour suppressor microRNAs is
associated with lymph node metastases in triple negative breast cancer. BMC Cancer 14: 51.

Aydogdu E, Katchy A, Tsouko E et al (2012) MicroRNA-regulated gene networks during mammary cell
differentiation are associated with breast cancer. Carcinogenesis 33: 1502- 11.

Baffa R, Fassan M, Volinia S et al (2009) MicroRNA expression profiling of human metastatic cancers identifies
cancer gene targets. J Pathol 219: 214- 21.

Barnes CJ, Kumar R. (2004) Biology of the epidermal growth factor receptor family. Cancer Treat Res 119: 1-13.

Basu S1, Campbell HM, Dittel BN et al (2010) Purification of specific cell population by fluorescence activated cell
sorting (FACS). J Vis Exp. 41.

Beezhold K.J, Castranova V, Chen F (2010) Microprocessor of microRNAs: Regulation and potential for therapeutic
intervention. Mol Cancer 1: 134.

Bhola NE, Jansen VM, Koch JP et al (2016) Treatment of triple-negative breast cancer with TORC1/2 inhibitors
sustains a drug-resistant and notch-dependent cancer stem cell population. Cancer Res 76: 440- 52.

Bucerius J, Ahmadzadehfar H, Biersack HJ (2012) Tc-Sestamibi Scintimammography. Editor: Jan Bucerius Tc-
Sestamibi: Clinical Applications. Springer, Heilderberg, pp:88 .

Burstein MD, Tsimelzon A, Poage GM et al (2015) Comprehensive genomic analysis identifies novel subtypes and
targets of triple-negative breast cancer. Clin Cancer Res 21: 1688— 98.

Biissing I, Slack FJ, GroBhans H (2015) microRNA-335 inhibits proliferation, cell-cycle progression, colony
formation, and invasion via targeting PAX6 in breast cancer cells. doi:
http://dx.doi.org/10.1016/j.molmed.2008.07.001

Cai WY, Wei TZ, Luo QC et al (2013) The Wnt-B-catenin pathway represses let-7 microRNA expression through
transactivation of Lin28 to augment breast cancer stem cell expansion. J Cell Sci 126: 2877- 89.

Carey L, Winer E, Viale G et al (2010) Triple-negative breast cancer: disease entity or title of convenience? Nat Rev
Clin Oncol 7: 683- 92.

Carey LA. (2010) Through a glass darkly: advances in understanding breast cancer biology, 2000-2010. Clin Breast
Cancer 10: 188-95.

Carracedo A, Ma L, Teruya-Feldstein J et al.(2008) Inhibition of mTORCI leads to MAPK pathway activation
through a PI3K-dependent feedback loop in human cancer. J Clin Invest 118: 3065— 74.

Chacon RD, Costanzo MV (2010) Triple-negative breast cancer. Breast Cancer Res 12: S3.
Chang S, Sharan SK (2012) BRCA1 and MicroRNAs: Emerging Networks and Potential Therapeutic Targets. Mol
Cells 34: 425 32.

Cheaib B, Auguste A, Leary A et al (2015) The PI3K/Akt/mTOR pathway in ovarian cancer: therapeutic
opportunities and challenges. Chin J Cancer 34 : 4- 16.

Chen L, Song Y, Lu Y et al (2016) miR-335 inhibits cell proliferation, migration and invasion in HeLa cervical
cancer cells. Int J Clin Exp Pathol 9: 10351- 62.

Collins A, Politopoulos I (2011) The genetics of breast cancer: risk factors for disease. Appl Clin Genet 4: 11-19.

90



Colotta F, Allavena P, Sica A et al (2009) Cancer-related inflammation, the seventh hallmark of cancer: Links to
genetic instability. Carcinogenesis 30: 1073- 81.

Craig DW, O'Shaughnessy JA, Kiefer JA et al (2013) Genome and transcriptome sequencing in prospective
metastatic triple-negative breast cancer uncovers therapeutic vulnerabilities. Mol Cancer Ther 12: 104-16.

Creighton CJ (2012) The molecular profile of luminal B breast cancer. Biologics 6: 289-97.

Criscitiello C, Azim HA Jr, Schouten PC et al (2012) Understanding the biology of triple-negative breast cancer.
Ann Oncol Suppl 23: vil3- vil8.

Davies C, Godwin J, Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG), et al. (2011) Relevance of
breast cancer hormone receptors and other factors to the efficacy of adjuvant tamoxifen: patient-level meta-analysis
of randomised trials Lancet 378: 771-84.

Denkert C, Budczies J, Minckwitz G et al (2015) Strategies for developing Ki67 as a useful biomarker in breast
cancer. Breast 24: S67-S72.

Dey N, Barwick BG, Moreno CS et al (2013) Wnt signaling in triple negative breast cancer is associated with
metastasis. BMC Cancer 13: 537.

Dienstmann R, Rodon J, Serra V, Tabernero J (2014) Picking the point of inhibition: a comparative review of
PI3K/AKT/mTOR pathway inhibitors. Mol Cancer Ther 13: 1021- 31.

Dowling RJ, Topisirovic I, Fonseca BD (2010) Dissecting the role of mTOR: lessons from mTOR inhibitors.
Biochim Biophys Acta 1804: 433— 39.

Dowsett M, Nielsen TO, A'hern R, et al (2011) Assessment of Ki67 in breast cancer: recommendations from the
international Ki67 in breast cancer working group. Natl Cancer Inst 103: 1656—-64.

Drake RL, Vogl AW, Tibbitts AWM, Gray H (2005) Gray's anatomy for students. 1st edition, Elsevier/Churchill
Livingstone, Philadelphia, pp. 353-356.

Drake RL, Vogl AW, Tibbitts AWM, Gray H (2005) Gray's anatomy for students. 1st edition, Elsevier/Churchill
Livingstone, Philadelphia. pp: 353 56.

Duffy MJ, Harbeck N, Nap M et al (2017) Clinical use of biomarkers in breast cancer: Updated guidelines from the
European Group on Tumor Markers (EGTM). Eur J Cancer 75: 284-298.

Ellard SL, Clemons M, Gelmon KA et al (2009) Randomized phase II study comparing two schedules of everolimus
in patients with recurrent/metastatic breast cancer: NCIC Clinical Trials Group IND. J Clin Oncol 27: 4536—41.

Eroglu Z, Tagawa T, Somlo G (2014) Human epidermal growth factor receptor (HER) family-targeted therapies in
the treatment of HER2-overexpressing breast cancer. Oncologist 19: 135-50.

Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R et al (2014) Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and
major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer DOI: 10.1002/ijc.29210, http://globocan.iarc.fr (21.04.17)

Friedman RC, Farh KK, Burge CB et al (2009) Most mammalian mRNAs are conserved targets of microRNAs.
Genome Res 19: 92- 105.

Friedman RC, Farh KK, Burge CB et al (2009) Most mammalian mRNAs are conserved targets of microRNAs.
Genome Res 19: 92- 105.

Gao Y, Zeng F, Wu JY et al (2015) MiR-335 inhibits migration of breast cancer cells through targeting oncoprotein
c-Met. Tumour Biol 36: 2875- 83.

Geyer FC, Rodrigues DN, Weigelt B, Reis-Filho JS (2012) Molecular classification of estrogen receptor-
positive/luminal breast cancers. Adv Anat Pathol 19: 39-53.

Giltnane JM, Balko JM (2014) Rationale for targeting the Ras/MAPK pathway in triple-negative breast cancer.
Discov Med 17: 275-83.

Giordano SH, Temin S, Kirshner JJ et al (2014) American Society of Clinical Oncology. Systemic therapy for
patients with advanced human epidermal growth factor receptor 2-positive breast cancer: American Society of
Clinical Oncology clinical practice guideline. J Clin Oncol 32: 2078-99.

Goss PE, Ingle JN, Pritchard KI et al (2016) Extending aromatase-inhibitor adjuvant therapy to 10 years. N Engl J
Med 375: 209-19.

Gupta S, Sundaram C, Reuter S et al (2011) Inhibiting NF-kB activation by small molecules as a therapeutic
strategy. Biochim Biophys Acta 1799: 775-87.

Gut M, Leutenegger CM, Huder JB et al (1999) One-tube fluorogenic reverse transcription-polymerase chain
reaction for the quantitation of feline coronaviruses. J Virol Methods 77: 37- 46.

Gyorfty B, Hatzis C, Sanft T et al (2015) Multigene prognostic tests in breast cancer: past, present, future. Breast
Cancer Res 17: 11.

Habib JG, O'Shaughnessy JA (2016) The hedgehog pathway in triple-negative breast cancer. Cancer Med 5: 2989-
3006.

Heneghan HM, Miller N, Lowery AJ et al (2009) MicroRNAs as Novel Biomarkers for Breast Cancer. J Oncol
2009: 950201.

91



Higa GM, Fell RG (2013) Sex hormone receptor repertoire in breast cancer. International Journal of Breast Cancer
2013: 284036.

Hoeferlin AL, Chalfant CE, Park MA (2013) Challenges in the Treatment of Triple Negative and HER2-
Overexpressing Breast Cancer. J Surg Sci 1: 3-7.

Hoeflich KP, O'Brien C, Boyd Z et al (2009). In vivo antitumor activity of MEK and phosphatidylinositol 3-kinase
inhibitors in basal-like breast cancer models. Clin Cancer Res 15: 4649— 64.

Hon JDC, Singh B, Sahin A et al (2016) Breast cancer molecular subtypes: from TNBC to QNBC. Am J Cancer
Res 6: 1864-72.

Howlader N, Noone AM, Krapcho M, et al (2013) SEER Cancer Statistics Review 1975-2010, National Cancer
Institute. Bethesda, https://www.cancer.org/content/dam/CRC/PDF/Public/8578.00.pdf

Huelsken J, Behrens J (2002) The Wnt signalling pathway. J Cell Sci 115: 3977-8.

Izumiya M, Tsuchiya N, Okamoto K et al (2011) Systematic exploration of cancer-associated microRNA through
functional screening assays. Cancer Sci 102: 1615- 21.

Jeffrey SS (2008) Cancer biomarker profiling with microRNAs. Nat Biotechnol 26: 400-1.

Jézéquel P, Sharif Z, Lasla H et al (2015) Gene-expression signature functional annotation of breast cancer tumours
in function of age. BMC Med Genomics 8: 80.

Joensuu K, Leidenius M, Kero M et al (2013) ER, PR, HER2, Ki-67 and CKS5 in Early and Late Relapsing Breast
Cancer—Reduced CKS5 Expression in Metastases. Breast Cancer (Auckl) 7: 23-34.

Jokinen E, Koivunen . JP (2015) MEK and PI3K inhibition in solid tumors: rationale and evidence to date. Ther
Adv Med Oncol 7: 170- 80.

Kai M, Kanaya N, Wu SV et al (2015) Targeting breast cancer stem cells in triple-negative breast cancer using a
combination of LBH589 and salinomycin. Breast Cancer Res Treat 151: 281- 94.

Kaminska M, Ciszewski T, Lopacka-Szatan K (2015) Breast cancer risk factors. Prz Menopauzalny 14: 196-202.

Kathryn J. Chavez,1 Sireesha V et al (2010) Triple Negative Breast Cancer Cell Lines: One Tool in the Search for
Better Treatment of Triple Negative Breast Cancer. Breast Dis 32: 35— 48.

Kendellen MF, Bradford JW, Lawrence CL et al (2014) Canonical and non-canonical NF-kB signaling promotes
breast cancer tumor-initiating cells. Oncogene 33: 1297- 1305.

Kimelman D, Xu W (2006) Beta-catenin destruction complex: insights andquestions from a structural perspective.
Oncogene 25: 7482—-91.

Klara Dalva, Zafer Giilbas (2008) Akim sitometri uygulamalari. Hematoloji Dernegi - Molkeliiler Hematoloji Kursu
5:44-52.

Kreike B, van Kouwenhove M, Horlings H et al (2007) Gene expression profiling and histopathological
characterization of triple-negative/basal-like breast carcinomas. Breast Cancer Res 9: R65.

Kriegsmann M, Endris V, Wolf T et al (2014) Mutational profiles in triple-negative breast cancer defined by
ultradeep multigene sequencing show high rates of PI3K pathway alterations and clinically relevant entity subgroup
specific differences. Oncotarget 5: 9952— 65.

Lehmann BD, Bauer JA, Chen X et al (2011) Identification of human triple-negative breast cancer subtypes and
preclinical models for selection of targeted therapies. J Clin Invest 121: 2750— 67.

Leung JK, Sadar MD (2017) Non-genomic actions of the androgen receptor in prostate cancer. Front. Endocrinol 8:
2.

Li CI, Uribe DJ, Daling JR (2005) Clinical characteristics of different histologic types of breast cancer. Br J Cancer
93: 1046-52.

Liao RS, Ma S, nMiao L et al (2013) Sex hormone receptor repertoire in breast cancer. Translational Andrology and
Urology 2: 187 96.

Liedtke C, Rody A, Gluz O et al (2015) The prognostic impact of age in different molecular subtypes of breast
cancer. Breast Cancer Res Treat 152: 667-73.

Liu M, Sakamaki T, Casimiro MC et al (2010) The canonical NFkappaB pathway governs mammary tumorigenesis
in transgenic mice and tumor stem cell expansion. Cancer Res 70: 10464- 73.

Loi S, Sotiriou C, Haibe-Kains B et al (2009) Gene expression profiling identifies activated growth factor signaling
in poor prognosis (Luminal-B) estrogen receptor positive breast cancer. BMC Med Genomics 2: 37.

MacFarlane L, Murphy PR (2010) MicroRNA: Biogenesis, Function and Role in Cancer. Curr Genomics 11: 537-
61.

Malhotra GK, Zhao X, Band H et al (2010) Histological, molecular and functional subtypes of breast cancers.
Cancer Biology & Therapy 10: 955-960.

Martini FH, Timmons MJ, Tallitsch RB, (2009). Human Anatomy. 6th Edition, Pearson Benjamin Cummings, San
Francisco, pp:1.

92



Massihnia D, Galvano A, Fanale D et al (2016) Triple negative breast cancer: shedding light onto the role of
pi3k/akt/mtor pathway. Oncotarget 7: 60712-22.

Matamala N, Vargas MT, Campora RG et al (2016) MicroRNA deregulation in triple negative breast cancer reveals
a role of miR-498 in regulating BRCA1 expression. Oncotarget. 7: 20068— 79.

Mathe A, Scott RJ, Avery-Kiejda KA (2015) miRNAs and other epigenetic changes as biomarkers in triple negative
breast cancer. Int J Mol Sci 16: 28347-76.

Mayer IA, Arteaga CL (2016) The PI3K/AKT pathway as a target for cancer treatment. Annu Rev Med 67: 11-28.

McGuire A, Brown JAL, Malone C et al (2015) Effects of Age on the Detection and Management of Breast Cancer.
Cancers 7: 908-929.

Meng Y, Zou Q, Liu T et al (2015) microRNA-335 inhibits proliferation, cell-cycle progression, colony formation,
and invasion via targeting PAX6 in breast cancer cells. Mol Med Rep 11: 379- 85.

Mutlu M, Saatci O, Ansari SA (2016) miR-564 acts as a dual inhibitor of PI3K and MAPK signaling networks and
inhibits proliferation and invasion in breast cancer. Scientific reports (Nature) doi:10.1038/srep32541.

Nowacka-Zawisza M, Krajewska WM (2013) Triple-negative breast cancer: molecular characteristics and potential
therapeutic approaches. Postepy Hig Med Dosw (Online) 67:1090—- 97.

O'Connell RM, Rao DS, Chaudhuri AA et al (2010) Physiological and pathological roles for microRNAs in the
immune system. Nat Rev Immunol 10: 111-22.

Oliveras-Ferraros C, Cufi S, Vazquez-Martin A et al (2011) expression profile of breast cancer epithelial cells
treated with the anti-diabetic drug metformin: induction of the tumor suppressor miRNA let-7a and suppression of
the TGFB-induced oncomiR miRNA-181a. Cell Cycle 10: 1144- 51.

OpenStax CNX (2016) OpenStax Biology, Rice University http://cnx.org/contents/185¢cbf87-c72e-48£5-b51e-
f14£21b5eabd@10.8.

Orton RJ, Sturm OE, Vyshemirsky V et al (2005) Computational modelling of the receptor-tyrosine-kinase-activated
MAPK pathway. Biochem J 392: 249- 61.

Osborne CK (1998) Steroid hormone receptors in breast cancer management. Breast Cancer Res Treat 51: 227-38.

Paplomata E, O'Regan R (2014) The PI3K/AKT/mTOR pathway in breast cancer: targets, trials and biomarkers. R
Ther Adv Med Oncol 6: 154- 66.

Patrick J. Lynch; illustrator; C. Carl Jaffe; MD; cardiologist (2006) Breast anatomy Yale University Center for
Advanced Instructional Media.

Peng Y, Croce CM (2016) The role of MicroRNAs in human cancer. Signal Transduction and Targeted
Therapy. doi:10.1038/sigtrans.2015.4

Perkins GH, Middleton LP (2003) Breast Cancer in men. TheBMJ 327: 239-40.

Petrelli F, Viale G, Cabiddu M, Barni S (2015) Prognostic value of different cut-off levels of Ki-67 in breast cancer:
a systematic review and meta-analysis of 64,196 patients. Breast Cancer Res Treat 153: 477-91.

Pietri E, Conteduca V, Andreis D et al (2016) Androgen receptor signaling pathways as a target for breast cancer
treatment. Endocr Relat Cancer 23: R485-98.

Pires BR, DE Amorim IS, Souza LD et al (2016) Targeting cellular signaling pathways in breast cancer stem cells
and its implication for cancer treatment. Anticanter Research 36: 5681- 92.

Pohl SOG, Broo N, Agostino M et al (2017) Wnt signaling in triple-negative breast cancer. Oncogenesis 6: €310.

Polley MY, Leung SC, Gao D et al. (2015) An international study to increase concordance in Ki67 scoring. Mod
Pathol 28: 778-86.

Pratt MA, Tibbo E, Robertson SJ et al (2009) The canonical NF-kappaB pathway is required for formation of
luminal mammary neoplasias and is activated in the mammary progenitor population. Oncogene 28: 2710- 22.

Rahim B, O'Regan R et al (2017) AR Signaling in Breast Cancer. Cancers (Basel) 9: pii: E21.

Reis-Filho JS, Weigelt B, Fumagalli D (2010) Molecular profiling: moving away from tumor philately. Reis-Filho
JS, Weigelt B, Fumagalli D, Sotiriou C Sci Transl Med 2: 47-43.

Rizwan A, Bulte C, Kalaichelvan A et al (2015) Metastatic breast cancer cells in lymph nodes increase nodal
collagen density. Scientific Reports 5: 10002.

Ross JS, Hatzis C, Symmans WF et al (2008) Commercialized Multigene Predictors of Clinical Outcome for Breast
Cancer. Oncologist 13:477-93.

Serguienko A, Grad I, Wennerstrom AB et al (2015) Metabolic reprogramming of metastatic breast cancer and
melanoma by let-7a microRNA. Oncotarget 6: 2451- 65.

Serral V, Scaltriti M, Prudkin L (2011) PI3K inhibition results in enhanced HER signaling and acquired ERK
dependency in HER2-overexpressing breast cancer. Oncogene 30: 2547— 57.

93



Severi G, Baglietto L (2009) Breast cancer risk factors: a review of the evidence. National Breast and Ovarian
Cancer Centre is funded by the Australian Government Department of Health and Ageing. Surry Hills, ISBN Online:
978-1-74127-141-6

Shah SP, Roth A, Goya R et al (2012) The clonal and mutational evolution spectrum of primary triple-negative
breast cancers. Nature 486: 395-399.

Shostak K, Chariot A (2011) NF-kB, stem cells and breast cancer: the links get stronger. Breast Cancer Res 13: 214.

Stegmaier P, Kel AE, Wingender E (2004) Systematic DNA-binding domain classification of transcription factors.
Genome Inform 15: 276-86.

Sun X, Qin S, Fan C et al (2013) Let-7: A regulator of the ERa signaling pathway in human breast tumors and breast
cancer stem cells. Oncology Reports 29: 2079- 87.

Tavazoic SF, Alarcon C, Oskarsson T et al (2008) ndogenous human microRNAs that suppress breast cancer
metastasis. Nature 451: 147- 52.

Teo JL, Kahn M (2010) The Wnt signaling pathway in cellular proliferation anddifferentiation: a tale of two
coactivators. Adv Drug Deliv Rev 62: 1149-55.

Tomé M, Loépez-Romero P, Albo C et al (2011) miR-335 orchestrates cell proliferation, migration and
differentiation in human mesenchymal stem cells. Cell Death Differ 18: 985—95.

Tran B, Bedard PL (2011) Luminal-B breast cancer and novel therapeutic targets. Breast Cancer Res 13: 221.

Tsutsui S, Ohno S, Murakami S (2003) Prognostic significance of the coexpression of p53 protein and c-erbB2 in
breast cancer. Am J Surg 185: 165-7.

Vanitha MK, Sakthisekaran D, Anandakumar P (2014) Breast cancer: types, epidemiology & aetiology. Adv J
Pharm Life sci Res 2;4: 29-38.

Xu J, Prosperi JR, Choudhury N et al (2015) B-Catenin is required for the tumorigenic behavior of triple-negative
breast cancer cells. PLoS ONE 10: e0117097.

Yang B, Jia L, Guo Q et al. (2015) MiR-564 functions as a tumor suppressor in human lung cancer by targeting
ZIC3. Biochem Biophys Res Commun 467: 690-696.

Yang F, Cao L, Sun Z et al (2016) Evaluation of breast cancer stem cells and intratumor stemness heterogeneity in
triple-negative breast cancer as prognostic factors. Int J Biol Sci 12: 1568— 77.

Yersal O, Barutca S (2014) Biological subtypes of breast cancer: Prognostic and therapeutic implications. World J
Clin Oncol 5: 412-24.

Yerushalmi R, Woods R, Ravdin PM et al (2010) Ki67 in breast cancer: prognostic and predictive potential. Lancet
Oncol 11: 174-83.

Zhao L, Vogt PK (2008) Class I PI3K in oncogenic cellular transformation. Oncogene 27: 5486- 96.

Zhu J, Zheng Z, Wang J (2014) Different miRNA expression profiles between human breast cancer tumors and
serum. Front Genet 5: 149.

94



KKH
MKKH
TNMK
ATP
BRCA
DNA
EGFR
EMT
miRNA
ELISA

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

: Kanser K6k Hiicre

: Meme Kanseri Kok Hiicreleri

: Triple negatif Meme Kanseri

: Adenozin Trifosfat

: Meme Kanseri Geni

: Deoksiriboniikleik Asit

: Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii

: Epitelyal Mezenkimal Gegis

: mikroRNA

: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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zamanlarmi ve emeklerini benden hicbir zaman esirgemeyen degerli hocalarim Sn.
Prof. Dr. Unal EGELI ve Sn. Prof. Dr. Berrin TUNCA ’ya; egitimim boyunca birlikte
caligmaktan biiyiilk mutluluk duydugum ve desteklerini her zaman hissettigim
caligsma arkadaslarim Ars. Gor. Isil Ezgi ERYILMAZ ve Ars. Gor. Secil AKSOYa;
yiiksek lisans 6grencisi arkadaslarimla birlikte tim Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
personeline; hayatimin her asamasinda bana hep destek olan sevgili aileme ve Oral
Unlii’ye tesekkiirlerimi ve saygilarumi sunarim.

TUBITAK 115Z701 no’lu arastirma projesi kapsaminda saglanan burs ve maddi

destek i¢in Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumuna tesekkiir ederim.
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9. 0ZGECMIS
19 Ocak 1990 yilinda Bulgaristan’da dogmustur. ilkdgrenimini Bursa Farabi
[Ikogretim Okulu’nda tamamlamistir. Ortadgrenimine Bursa Cumbhuriyet Anadolu
Lisesi’nde baglamis ve 2008 yilinda mezun olmustur. 2009 yilinda Ege Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji boliimiine baglamigtir. Lisans egitimini Biyoloji bdliimiiniin,
Zooloji opsiyonundan mezun olarak tamamlamistir. 2014 yilinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda basladig: yiiksek lisans
egitimine devam etmektedir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK-115Z701) tarafindan desteklenen “Ileri Evre Meme Kanseri Kok Hiicre
Tedavisinde Let-7a ve miR-335 Temelli Yenilik¢i Yaklasimlar” adli projede bursiyer

olarak gorev almaktadir.
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