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OZET

MiR-144 VE FOXO1 ILISKISININ MEME KANSERI HUCRELERI
UZERINDE ARASTIRILMASI

Merve AYDIN
MS. Thesis

Cumhuriyet Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmostatik Biyokimya Anabilim Dali,
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2018
Danisman: Dog. Dr. Ozge CEVIK
2018, 104 sayfa

Meme kanseri kadinlarda yaygin bir kanser tiirii olup metastaz 6zelligi yiiksektir.
Son yillarda kanserde mikroRNAlarin rolleri ve yeni tedavi yaklasimlart one
cikmaktadir. FOXO1 oOnemli bir transkripsiyon faktorii olup kanserle iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Bu arastirmada meme kanseri iizerinde miR-144 ve
FOXO1 arasindaki iliski arastirilmistir. insan meme kanseri hiicreleri MDA-MB-
231 ve MCF-7 kullanilmistir. FOXOI1 proteini i¢in tasarlanan pFOXO1 plazmiti
kullanilarak over ekspresyon yapilmis ve mMiR-144 diizeyleri Anti-mir-144
oligoniikleotidi ile baskilanmistir. Hiicrelerde, MTT ile hiicre proliferasyonlari
tespit edilmis. Era, Erpf, FOXO1, Bax, Bcl-2, Akt, Cylin D1 protein ve gen
ekspresyon diizeyleri western blotlama ve JRT-PCR ile dl¢iilmiistiir.

Sonug olarak, Mir144 inhibisyonu hiicrelerin proliferasyonda etkili olan genlerini
aktive ederek anti-apoptotik makanizmalar1 harekete gegirmektedir. Mir-144
inhibe edildigi zaman FOXO1 proteininin fosforillenmesi ger¢eklesmektedir.
Meme kanseri tedavisinde hiicrelerde mir-144 aktive edecek ajanlar gelistirilerek
yeni terapotiklerin gelistirilmesi konusunda gelecekte Onemli arastirmalar
yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Foxo, MikroRNA, Apoptoz
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ABSTRACT
MIR-144 AND FOXO1 RELATIONSHIP RESEARCH ON THE BREAST
CANCER CELLS
Merve AYDIN
M.Sc.
Department of Biochemistry
Supervisor: Dog. Dr. Ozge Cevik,
2018, 104 pages

Breast cancer is a widespread cancer type among women with a high rate of
metastasis. In recent years, roles of microRNA’s over cancer and new treatment
approaches have become prominent FOXO1 is an important transcription factor
and it thought to have a relation withcancer. In this study, the relation of miR-144
and FOXO1 over cancer is reviewed. Human breast cancer cells of MDA-MB-231
and MCF-7 are used. Overexpression is made using pFOXO1 plasmid, designed
for FOXO1 protein and miR-144 levels are suppressed with Anti-miR-144
oligonucleotide. In the cells, cell proliferations are reviewed with MTT and ER-,
ER-,Foxol, Bax, Bcl-2, Akt, Cyclin D1 protein and gene expression levels are
measured with western blotting and gRT-PCR.

As a result, miR-144 inhibition activated the effective genes in proliferation and
actuated anti-apoptotic mechanisms. When miR-144 inhibited, FOXO1 protein’s
phosphorylation occurs.

In breast cancer treatment, important studies need to be performed regarding the
development of new therapeutics by developing agents to activate miR-144 the
cells.

Key Words: Breast cancer, FOXO, MicroRNA, Apoptosis
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1.GIRIS VE AMAC

Normal meme biiylimesi ve gelismesi hormonlar ve biiyiime faktoriiyle
diizenlenir. Bu hormon ve faktorlerin etkileri molekiile 6zgii reseptorlerine
baglanmasiyla baglar. Normal meme hiicrelerinde gelisimi siirdiiren ve apoptoza
gotiiren yolaklar denge halindedir [1]. Ostrojen hormonu meme hiicreleri
kontroliinde ¢ok etkili bir hormondur.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen, metastaz 6zelligi bulunan bir
kanser tiridiir. Meme kanserlerinin %60-70’inde Ostrojen reseptorii (ER) ve
progesteron reseptorii (PR) sentezlenir. Ostrojen reseptdrleri gen transkripsiyon
aktivasyonuna yol acgarak hem Ostrojen bagimli hem Ostrojen bagimsiz
mekanizmalar ile bazi genlerin gen ekspresyon diizenlenmesi yaparlar. Bu da
hiicre proliferasyonu ile sonuglanir. ERa gen overekspresyonu meme kanserinin
erken evrelerinde siklikla saptanir [2]. Meme kanserlerinin yaklagik %70 kadari
ostrojen reseptorii eksprese eder (ER pozitif); bu tiimorler ER negatif olanlara
gore daha yavas cogalma ve daha iyi diferansiye olma egilimindedirler.
Calismada kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 ER pozitif, MDA-MB-231 hiicre hatt1 ise
ER negatif hiicre hatlar1 olduklarindan farkli tipteki meme kanser tiirlerini temsil
etmektedir. Meme kanserinde; Oliim yolaklarinin isleyisinin bozulmasi, p53
mutasyonlari, Bcl-2 yolagindaki fonksiyon bozukluklar1 kanserli hiicrelerin
apoptozisten kagmasina sebep olmaktadir [6,7].

Insanlardaki transkripsiyon mekanizmasmin %97°sini kodlanmayan
RNA’lar olusturur. Protein seklinde ifade edilmeyen bu mikro RNA (miRNA) lar
gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rollere sahiptir [2-4]. Bazi miRNA’larin
onkogen, bazilarmin ise timor baskilayici gen seklinde islevi olmasi, timor
ilerlemesi, yayilimi ve invazyonunda miRNA’larin diizenleyici role sahip
oldugunu gostermektedir [3]. MikroRNA’lar gelisme, farklilasma, 6lim ve
metabolizma gibi farkli biyolojik siireglerin kontroliinde rol alir [4]. Bazen
mikroRNA’lar hedef genlerin ifadesini etkileyerek protein iiretiminin
diizenlenmesine katilirlar.

MiRNAlar, hiicredeki mRNA’nin yolaklardaki 6zelligine gére onkogenik

ya da tiimor baskilayict dzellik gosterebilir. Islevleri bir onkogenin ifadesini



kontrol etmek olan mikroRNA’lar “timor baskilayict miRNA’lar”(TS-mir) olarak
adlandirilmaktadir. Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA’larin ifadesinin azalisi,
onkogenin ifadesinin artmasina ve tiimorlesmeye neden olur. Bunun aksi olarak,
“onko-mir” olarak adlandirilan bazi miRNA’larin kanserlesmeyi arttirdigi
goriilmektedir. Bu miRNA’lar bir tiimdr siipresoriin baskilanmasina sebep olur.
MIiRNA’lar, onkogen ve timor baskilayict mRNA’larm ikisinini birden hedef
olarak gorebilir. Bu sebeple, belirli bir miRNA’nin temel fonksiyonu ya TS-mir’in
ya da onko-mir’in hiicresel igerigine baglidir [5].

FoxO transkripsiyon faktorleri, biiylik bir protein ailesi olan “Forkhead”
ailesinin tiyelerindendir. FoxO alt ailesi (FOXO1, FOX03, FOX04 ve FOXO06)
DNA hasar ve tamirine yanit, apoptoz, metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre
cogalmasi, glikoz metabolizmasi, enerji homeostazi, stres toleransi ile ilgili hedef
genleri diizenler [6,7]. FoxO’larin aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve
tibikiitilasyon igeren posttranslasyonel modifikasyon mekanizmalari tarafindan
siki bir sekilde kontrol edilir [8]. Hiicre dongii inhibitorii olan p27, kipl
molekiiliiniin uyarilmasin1 saglayarak, hiicre dongiisiiniin durmasina neden
olabilir. Hiicresel farklilagsma siirecinde FoxO ailesinin farklilagsmay1 baskilayici
ve destekleyici rolleri bulunmaktadir [9].

Bu c¢alismada meme kanserinde molekiiler etkileri az olarak bilinen FOXO1 ve
kanser arastirmalarinda yeni hedefler olan miRNAlardan miR-144’tn iliskisi

arastirilmig sinyal yolaginin tespiti amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Hiicreler bir araya gelerek dokulari, dokular bir araya gelir ve organlar1 meydana
getirirler. Organlar, dokular olusurken hiicreler belli diizen ig¢indedir. Ortaklasa
bir araya gelen hiicreler gerekli sinyali aldiginda belirli bir hizda ve kontrol
altinda ¢ogalirlar. Diger taraftan yipranan hiicreler de belli bir hizla
yikilmaktadirlar. Bu yapim ve yikim olaylar1 denge halindedir [10].

Kanser en temel sekilde hiicrelerin kontrol edilemeyen bir hizla ¢ogalmalari
demektir. Bu olusum esnasinda kanser hiicresinin, diger hiicrelere gore yapisinda
ve islevinde bazi farkliliklar meydana gelir; bazen hiicre her zaman yaptigi
islevlerini yapamazken, bazen de yeni roller iistlenmeye baslar. Anormal sekilde
cogalmaya ve biliylimeye baslayan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve
organlar1 invaze edip ve bulundugu bu organlarin gorevlerini engelleyecektir.
Kanserlesmenin ortaya ¢ikmasi i¢in sadece Kontrolsiiz ¢ogalma yeterli degildir

[11].

2.1.1 Kanserin Sebepleri

Kansere sebep olan ¢esitli faktorler vardir.

Iyonize Radyasyon: Genellikle iyonize radyasyonun cesitli tiimérlere sebep

oldugu bilinmektedir. Burada radyasyonun dozu 6nemlidir

Ultraviyole 1sinlari: Glinesten gelen zararli 1sinlar viicudumuz i¢in tehlikelidir.
Korunmasiz ve asir1 derecede giines 1s18ina maruz kalanlarda kanserler yogun

sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

Hava Kirliligi: Kirli havanin ve sigara i¢iminin akciger kanseri goriilmesinde

%12’ lik artisa sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Kimyasal karsinojenler: Bazi meslek gruplarinda ¢alisan insanlarin komiiriin

yanma triinleri, naftilaminler, asbest, vinil kloriir vb. maddelere maruz kalisinin
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kanser olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin boya sanayisinde
calisanlarda mesane kanserlerine, plastik sanayisinde c¢alisanlarda karaciger
kanserlerine rastlanmaktadir. Bunun yani sira kanser ilaglari, organ nakillerinden

sonra kullanilan ilaglar da kansere sebep olabilir.

Beslenme faktorleri: Sindirim sistemine bagh kanserler beslenme
aligkanliklarina baghdir. Bu yilizden diisiik yag ve yiiksek lif iceren beslenme

stilleri 6nerilmektedir.

Sigara: Sigara ve akciger kanseri yakindan iliskilidir.

Alkol: Yiiksek miktarda alinan alkol; agiz, yutak ve yemek borusu kanserleri

riskini arttirmaktadir.

Virusler: Yasayan en kiigiik mikroorganizma olan viriisler canlilarda birgok
hastaliklara yol acarlar. Insanlarda belli bash viriislerin kanserle alakali oldugu

distiniilmektedir.

Genetik faktorler: Kanser yalnizca genetik bir hastalik degildir. Genellikle
cevresel faktorlerle birlesince etkisi goriiliir. Ancak cocuklarda goriilen bir goz
kanseri olan retinoblastomda ailevi gecis goriilmektedir. Kalin barsakta polipler
ailevi hastaliktir [10].
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Sekil 2. 1 Karsinojenezin olusumu [11]

Bu mutajenik etkenlerin biyiik bir kismi hiicrenin mutasyonlara korunmasiz
oldugu hiicre dongiisinde meydana gelir. Hiicre dongiisii, DNA sentezinin
gerceklestigi S, mitozun oldugu M ve bu siiregler arasindaki duraklama evreleri
G1 ve G2 olmak iizere, toplam 4 evrede gergeklesir. Hiicrelerin biiyiik kismi1 GO
seklinde isimlendirilen dinlenme evresindedir. Bu hiicreler sinyal geldiginde

hiicre dongtisiine gider.

2.2.Hiicre Dongiisii

Hiicre siklusu 4 evreden olusur.
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Sekil 2. 2 Hiicre siklusunun evreleri [13]

a. GO evresinde (dinlenme fazi), hiicreler genellikle 6zel bir fonksiyonu igin
programlidir.

b. G1 evresinde (interfaz), 6zel hiicre islevleri i¢in gerekli proteinler ve RNA
sentezlenir. G1 evresinde yiiksek oranda RNA sentezi gerceklesir. Bunun yani
sira, DNA igin gerekli enzimler tiretilir [10].

c. S evresinde (DNA sentezlenen faz); Hiicredeki DNA miktarinin iki katina
ciktig1 gorliir.

d. G2 evresinde; DNA sentezi sonlanir, protein ve RNA sentezi devam eder.

e. M evresinde; RNA ve protein iretim hiz1 yavaslar, kalitm materyali
olusmakta olan ki yeni hiicreye dagitilir. Mitozisin ardindan meydana gelen

hiicreler ya GO veya G1 evresine gecerler [12].

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalari

Boliinme yetenegine sahip hiicreler belli kontrol noktalarindan gegerler. Birincisi
DNA sentezine girmeden ve ikincisi mitozisden hemen 6nce gelir. Normalde, bu
evredeki hiicreler, hiicre dongiisiiniin siradaki evresine girecek proteinleri
sentezledikleri i¢in biyokimyasal anlamda aktiftirler. Bu kontrol noktalarinda,

mevcutsa genetik hatalar onarilir. Hata diizeltilince bir sonraki evreye gegilir [13].



a. Normal hiicrelerin DNA dizilerindeki kusurlari farkeden mekanizmalar1 vardir.
DNA hasar sirasinda hasarli niikleotitleri normal molekiillerle degisen tamir
mekanizmalar1 bulunur. Bu mekanizmalar ana hiicredeki genetik materyalle,
olusan iki yeni hiicredeki genetik materyalin benzer olusunu saglar.

b. ilk kontrol noktasi, S evresine girmeden 6nce gergeklesir. DNA sentezi igin,
hiicre dis1 sinyaller ve mekanizma hatasiz olsa dahi, hiicre G1 evresinden
¢ikmadan 6nce DNA’nin hatasiz olmasi gerekir. Bir sorun farkedilirse, hiicreler
ya hatayr diizeltir ya da Oliime gotiiriirler. Bu kontrol noktasin1 p53 proteini
yonetir.

c. Ikinci kontrol noktasi, hiicreler M  evresinden &ncedir. Hiicre dongiisii
baskilayicilari, yeni olusacak hiicrelerin dogru genetik materyale sahip olana
kadar duraklatir. DNA replikasyonunda hata olusmussa, hiicre bu kontrol
noktasinda durur ve hata onarimindan sonra M evresine gider.

d. Dogal hiicrelerin kiigtik bir kismi smirsiz miktarda cogalan, oliimsiiz
hiicrelerdir. Hiicreler gelen sinyallerle, yenilenme ve olgunlasma islevleri igin
yeni hiicreler olusturma yetenegindedir.

e. Baz1 normal hiicreler belirli miktara ulastiginda hiicre daha fazla boliinmez

[10,12]

2.3 Kanser Hiicreleri

Kanser hiicreleri birtakim 6zelliklere sahiptir:

Klonal orijin: Bir tane anormal hiicre kanserlesmek igin yeterlidir. Fakat bazen
kanserler birden fazla malignden olusur. Bu tiimérler genlerdeki genetik hatalar
sonucunda meydana gelirler.

Oliimsiizliik: Normal hiicrelerin boliinme miktar1 kisithidir. Tiimérler ise
durmaksizin ¢ogalirlar. Oliimsiizliigiin isleyislerinden biri kromozomun ugu olan
telomerlerdir. Hiicre boliiniirken, normal hiicrelerde telomerler zamanla kisalirlar.
Ama kanser hiicrelerinde ve kok hiicrelerde telomerler yenilenirler (6limsiiz
olur).

Genetik dengesizlik: Kanser hiicreleri kontrol noktalart zamanla daha az
denetlenen versiyonlar olusturur. Bu versiyonlarin ayrica farkli ortamda hayatta

kalabilme 6zelligi de artar ve bu sekilde metastaz yapabilirler.



swee

hiicreler, tutundugu  substratuma  yapisamazlarsa  boliinmezler.  Hatta
boliinebilmeleri igin tiim biiylime faktorleri ve besin elemanlar1 konulsa dahi
boliinmezler. Fakat kanser hiicreleri, substratuma tutunmaya gerek duymayarak
bolinmeye devam ederler. Hiicre kiiltiiriinde birden fazla tabaka olsa dahi

boliinmeye devam ederler.

Metastaz; metastaz, hiicre dis1 matrikse yapismaktan sorumlu hiicresel
proteinlerin kaybindan, hiicreler arasi etkilesim bozuklugundan, hiicrelerin bazal

membrana tutunmalarindaki sorunlardan kaynaklidir[14].

2.4 Kanserde islev Gosteren Genler
* Proto-onkogenler

* Antionkogenler; Timor Stipressor genler

I.  Protoonkogenler
Hiicrelerin biiylime, ¢ogalma, farklilasma ve 6liim igin aldiklar1 sinyalleri hiicre
yiizeyinden baslamak {izere ¢ekirdege getiren sinyal iletimi siirecinde rol alan
proteinlerin ifade edilmesinden gorevli olan genlerdir.

Il.  Onkogen
Protoonkogenlerin herhangi bir nedenle mutasyona ugramis haline onkogen denir.
Onkogenler, kanser olusturan genlerdir.
I11.  Antionkogen
Antionkogenler ; Diger adiyla Tiimor baskilayicit genler olarak da bilinir. Bu
genler normalde hiicre boliinmesini baskilayan proteinleri kodlayan genlerdir
[13].

2.5. Meme Kanseri
Kadinlarda en fazla goriilme oranma sahip kanser ¢esididir. Meme kanserinde

genetik,cevre ve hormonlar etkilidir.



2.5.1. Meme Anatomisi

Meme dokusu
* Siit bezleri

* Siit kanallar

* Kas ve yag dokusu
*Sinirler

*Kan damarlarmdan

Sekil 2. 3 Meme anatomisi ve meme doku goriintiisii [17]

Meme dokusu siit bezlerinden, siit kanallarindan, kaslardan ve yag dokusundan
son olarak da kan damarlarindan meydana gelir. Meme kanseri ¢esitleri meme

dokusunun hangi bolgesindeyse ona gore isim almaktadir.

2.5.2. Meme Kanserinin Cesitleri

Tablo 2. 1 Meme kanseri ¢esitleri

Meme iki temel yapidan olustugu i¢in meme kanserinde iki gesit mevcuttur:
1- Lobuler kanser

2- Duktal kanser



Gorililme orani1 en fazla meme kanser ¢esidi duktal kanserdir ve biitiin gogiis

kanserlerinin %70 ini meydana getirir [17].

2.5.3. Meme Kanseri Tam1 Uygulamalari

Meme kanserinin tanisinda kullanilan bazi teknikler mevcuttur.

*Kendi kendine meme kontrolii *Doktor kontrolii
*Ultrasonografi *Mamografi
*MRI *Biopsi

2.5.3.1.Kendi Kendine Meme Muayenesi

Meme muayenesinin meme kanseri teshisinde 6nemi biiyiiktiir. Herkes kendi
kendine meme kontrolii yapmalidir. Memede olusan Kkitleler genellikle kadinlar
tarafindan kesfedilmektedir. Tesadiif eseri farkedilen kitleler cogunlukla biiyiik
Kitleler olmaktadir. [14]

Kendi kendine meme muayenesi ideal olarak
adet déngusiiniin 5.-7. giinleri arasinda,
ayda bir kez yapilmalidir.

Menopoz doneminde olan ve adet gormeyen
kadinlar ise her ayin kendi belirledikleri bir
giiniinde bu muayeneyi yapabilirler.

Kendi kendine meme muayenesinin ii¢ ayn

'
t 14
asamasi vardir:
1-Gozle degerlendirme,
//'
\

Ug parmak
birlestirilerek
bu ii¢
paternden
biri

uygulanmali

2-Yatar pozisyonda elle degerlendirme,
3-Ayakta elle degerlendirme.

Meme
muayenesi

Sekil 2. 4 Elle meme muayenesi prosediirii [14]
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2.5.3.2.Mammografi
Belirtilen sikliklarda mammografi ¢ektirmek her kadinin dikkat etmesi gereken

bir husustur.Meme kanseri erken evre de taniya imkan saglamaktadir.

e 50-64 yas aras1 var 3 yilda 1

e 50 yas alt1 yok

e 04 yas tistii yok (UK)

e 35-39 yas arasinda ilk mammografi
e 50 yasma kadar 2 yilda 1

e 50 yas sonrasi her yil (USA) [14]

Sekil 2. 5 Momografide meme kitle goriintisii [15]

2.5.3.3.Ultrasonografi

Ultrasonografi meme kanseri siiphesi artinca basvurulan bir teshis yontemidir.
Mommografideki bulgulara gore birads kategorisi denilen bir siniflandirma
yapilir. BI-RADS, radyoloji uzmanlarinin mamografi bulgularini yorumlarken
kullandiklar1 bir siiflandirmadir. Mamografide goriilen bulgular, iyi veya kotii
ozelliklerine gore 0’dan 6’ya kadar bir kategoriye (smifa) dahil edilir. Bu

hastaligin boyutunu evresini anlamak i¢in gereklidir [21,22].
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Sekil 2. 6 Meme kitle ultrason tanis1 [20]

2.5.3.4. Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MR)
Bir tam1 yontemi de MR yontemidir. Meme dokusundaki kitlenin ayrintili

goriintlilenmesini saglar.

Figure 3

Sekil 2. 7 Meme kitle MR gbriintiisii [25]

2.5.4.Epidemiyolojisi

Bayanlarda goriilme oran1 en fazla olan kanser ¢esididir.En sik dliime sebep olan

5 kanser tipinde meme kanseri de bulunmaktadir.

Oliime sebep olan ilk bes kanser tiirii;
e Akciger kanseri (1,3 milyon 6lim/y1l)
e Mide kanseri (803 000 &liim/y1l)
e Kolorektal kanseri (639 000 6liim/y1l)
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e Karaciger kanseri (610 000 6liim/y1l)

Meme kanseri goriilme sikhig1 verileri
A.B.D.’de kadin kanserlerinin %31°1 ,Tiirkiye’de kadin kanserlerinin %24-29°u
meme kanseridir [22]. Amerikan Kanser Birligi verilerine goére 2011 yili
igerisinde 232.620 (2130 erkek, 230.480 kadin) yeni olgu ve 39.970 (450 erkek,
35.520 kadin) kansere bagli 6lim bildirilmistir. Tirkiye’nin dogu bdlgelerinde
meme kanseri goriilme sikligir 20/100.000, bati bdlgelerinde bu oran 50/100.000
olarak belirlenmistir [23-24]. Meme kanserli hastalarda 5 yillik sagkalim orant,
gelismis tilkelerde %74 iken, diger iilkelerde ise %54 tiir. Meme kanseri vakalari
cografi olarak farkli dagilim gostermektedir. KuzeyAmerika, Kuzey Avrupa,
Avusturalya yiliksek riskli bolgeleri olusturmaktadir. Bu iilkelerde yasayan
kadinlarin %6°sinda 72 yas dncesinde kanser gelismektedir.Az gelismis tilkelerde
meme kanseri gelisme riski, zengin, gelismis iilkelere oranla 1/3 daha azdir.
Japonya gelismis lilke kategorisinde olmasima ragmen 2000 yilinda hala diisiik
meme kanseri riskine sahip olmasi nedeni ile bu saptamanin disinda kalmaktadir

[24].
Diinya Saghk Orgiitii Verileri (WHO Verileri)
Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gére meme kanseri, kadmlarda en sik goriilen

5 kanser c¢esidinden ilk sirada yer alan kanser tiirlidiir. Erkeklerde ilk sirada ise

akciger kanseri gelmektedir.
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ERKEK KADIN

* Akciger * Meme

* Mide * Akciger

* Karaciger * Mide

* Kolorektal * Kolorektal
* Osefagus * Servikal

Sekil 2.8. WHO kadin ve erkeklerde en sik goriilen 5 kanser tiirii [19]

Tiirkiye Kanser Istatistikleri

Tiirkiye kanser istatistiklerine gore ilk sirada akciger kanseri yer alirken, meme

kanseri ilk ii¢ kanser tiiriinde yer almaktadir.

TURKIYE iLK 10 KANSER TURU (2004,

9,51

307

2561

19,29

1787
a7

204

INSIDANS([ 100,000 de]
o

m o
" |
MESANE
KOLOM
o
KEMiK LI
o

AKCIGER
FROSTAT
MENE
DERI

EHDOMETRIU
.
i

Tablo 2. 2 Tiirkiye kanser ¢esitleri istatistik verileri [20]

2.5.5.Risk Faktorleri

Risk faktorii bir hastaligin goriilme sikligin1 etkileyen faktorleridir.
e Degistirilmeyen Risk Faktorleri

e Hayat Tarziyla Iliskili Olan Faktorler
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e Tartisilan Risk Faktorleri

2.5.5.1 Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Risk faktorlerinden bir kismu kalitsaldir ve degistirilemezdir.Fakat yasayis bigimi

veya ¢evresel faktorlere bagl olarak bu tehlike azaltilabilir.

*Yas

*Cinsiyet

*Soy

*Kalitsal sebepler

eIrsilik

*Bireysel gogiis kanseri hikayesi
*Herhangi bir kanser gecmisi
*Adet diizeni

*Fiziksel 6zellikler

*Meme dokusuna radyoterapi [19,20]

Yas

Kadinlarda goriilme olasiligi  %]15°tir.

Bu olasilik yasa bagh

olarak

degismektedir.40 yasin1 gecen kadinlarda risk ylikselmektedir.Her 10 yilda bir

risk artig gostermektedir.

Yas 100.000 de insidans
0-39 1

40-4% 126

50-54 228

60-64 348

70-74 450

80-849 477

Tablo 2. 3 Meme kanserinin kadinlarda yasa bagl goriilme sikligi [16]
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Kalitsal Sebepler
Gogiis kanserlerinde %4-8 oraninda kalitsal sebepler etkilidir [16]. Bazi

genlerdeki mutasyon bazi sendromlara sebep olur. Baslica genetik faktorler ;

*BRCAI ve BRCA2
*ATM

*PTEN

*CHEK2

*MSHI1 ve MLH2
*STK11/LKB1

Adet Diizeni
Adet diizeni meme kanseriyle yakindan iligkilidir. Menstiirasyon sikligi, miktari,

ilk goriilme yas1 v.s etkenler meme kanseri riskini etkiler.

+ilk adet yas:: 12 yas - 16 yas 1.2 Kat art1s
*Menopoz yast: 55 yas - 45-54 yas 1.4 kat artig
*Erken menopoz 45 yas Azaliyor

2.5.5.2. Yasam Tarzyla iliskili Faktorler

Cevresel faktorlerden etkilenen, yasam kalitesiyle ilintili risk faktorleridir.

*Laktasyon

*Alkol
*Obezite

*Egzersiz ve fizik aktivite
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2.5.5.3. Tartismah Risk Faktorleri
Son donemlerde ortaya atilan, kansere sebep oldugu tartismali, heniiz arastirilan

faktorlerdir [35].

*Yag orani yliksek besinler
*Hormon mekanizmast
*Tiitiin

*Cevre faktorleri

*Gece mesaisi

2.5.6.Meme Kanserinde Hormonlar ve Faktorler

Normal meme biiyiimesi ve gelismesi bircok hormon ve cogalma faktoriiniin
kompleks etkilesimi ile diizenlenir. Gelisme ve biiylimede, Ostrojenler,
androjenler, progesteron, glikokortikoid, prolaktin, tiroid hormonu, insiilin ve
insiilin benzeri biliylime (¢ogalma) faktorleri (IGF-1 ve IGF-2), fibroblast biiylime
(cogalma) faktorleri (FGF) ve epidermal biiylime (¢cogalma) faktérii (EGF) /
transforme edici biiylime (¢cogalma) faktorii alfa (TGF-a) molekiilleri rol oynar.
Biiylime faktorlerinin ve hormonlarin etkileri, her bir molekiile spesifik
reseptorlerine baglanmasiyla baslar. EGF, normal meme hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda yetistirilmesinde biliylime (cogalma) faktorii olarak disaridan
destekleyici olarak verilmelidir. Bunun tam tersi olarak meme kanseri hiicreleri
kiiltirde EGF gereksinimi duymazlar. Saglikli meme hiicrelerinde canlilig
stirdiiren ve apoptozise yol agan yolaklar denge ve etkilesim halindedir [21,22].
Ostrojen hormonu kontroliindeki meme kanseri hiicreleri kendi biiyiime
faktorlerini sentezler ve salgilarlar. Stromal dokular IGF-1 ve IGF-2 gibi biiyiime
(cogalma) faktorlerini salgilayarak, meme kanseri hiicrelerini uyarirlar. Potansiyel
otokrin/parakrin ¢ogalma faktorleri; EGF, TGF- a, IGF-2, trombosit tiirevli
biiyiime (¢ogalma) faktorii ve fibroblast biiylime (¢ogalma) faktoriinii igerir [23].
ER negatif meme kanseri hiicreleri TGF-p 'ya duyarhidir. Meme kanserinin kotii
huylu olma potansiyeli; tiimorler tarafindan iiretilen, cogalmay: aktive edici ve

¢ogalma inhibe edici sinyaller arasindaki dengeye bagldir [25]. Timoérdeki
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epitelyal ve/veya stromal hiicreler; katepsinler, stromelysinler, gelatinazlar, ya da
tirokinaz plasminojen aktivator gibi proteazlar salgilarlar. Bunlar tiimoriin invaziv
ve metastatik olmasinda rol oynayabilirler [25,26].

Calismalarda kullanilan MCF-7 hiicre hatt1 ER pozitif, MDA-MB-231 hiicre hatti
ise ER negatif hiicre hatlar1 olduklarindan farkli tipteki meme kanserlerini temsil
etmektedir. Meme kanserinde; oliim yolaklarinin isleyiginin bozulmasi, p53
mutasyonlari, Bcl-2 yolagindaki fonksiyon bozukluklar1 kanserli hiicrelerin
apoptozisten kagmasina sebep olmaktadir [27].

Meme kanseri tedavisinde, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi apoptotik
mekanizmalar tetiklese de spesifik 6lim yolaklarinin aktive edilmesi toksisiteyi
azaltarak tedaviyi daha etkili kilacaktir [25].

Ostrojen ve progesteron hormonlart meme kanseri gelisiminde rol alan onemli
faktorlerdendir. Meme kanserlerinin yaklasik olarak % 70’1 ESR1 geni tarafindan
kodlanan Ostrojen o (ERa) reseptdrii ve progesteron reseptdriiniin gereginden az
ekprese edilmesiyle ayrica, ESR2 geni tarafindan kodlanan Ostrojen B (ERP)
reseptoriiniin  duyarsizlasmasi sonucu olusmaktadir. Ayrica, ERa ve PR gen
ifadesi epigenetik mekanizmalar tarafindan promotor bolgesinin asir

metillenmesi sonucu azalir [22].

2.6. Ostrojen

Tiim Ostrojenler aromatik bir A halkasina, C-3 pozisyonunda fenolik bir hidroksil
grubuna ve C-13 pozisyonunda ise bir metil grubuna sahiptir. Ostradiol (E2) C-17
pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahipken (Sekil 2.8), 6stron (E1) bu
pozisyonda bir keto grubuna sahiptir. E1 ve E2 kanda en fazla bulunan

Ostrojenlerdir. E2’nin biyolojik olarak en aktif oldugu bdlge meme dokusudur
[27].
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Steroid Cekirdeqi Kolesterol 17p-Gstradiol

Sekil 2. 8 Steroid gekirdegi, kolesterol ve 17-f 6stradioliin yapisi [27]

Ostrojenler ve progesteron hiicresel aktivitelerini ilgili reseptdrlerine baglanarak
gosterirler. Ostrojenin dstrojen reseptdriine (ER) baglanmasmin ne kadar etkili
sekilde gerceklestigi ER’nin ortamdaki konsantrasyonuyla belirlenebilir. E2,
ER’ye affinitesi en fazla olan Ostrojendir. Kanser hiicrelerinde olan &strojen
reseptori. miktari, dogal bir hiicrede olan Ostrojen reseptorii miktarindan

kaydadeger seviyede yiiksektir [28].

2.6.1 Ostrojen Reseptorii

Ostrojen niikleer transkripsiyon faktorleri olarak isleyen oOzgii reseptorleri
araciligiyla meme hiicresine baglanarak etki eder. Iki tiir dstrojen reseptorii
bulunmaktadir; ERa ve ERP. ERa ilk izole edilen &strojen reseptoriidiir ve
ozellikle meme, uterus ve overlerde ifade edilir. ERB ise daha yaygmn olarak
eksprese edilir, ayn1 zamanda meme kanseri ile iliskisi net degildir [29]. Meme
kanserlerinin yaklasik %71 kadar1 Gstrojen reseptorii ifade eder (ER pozitif); bu
timorler ER negatif olanlara gére daha yavas ¢ogalma ve daha iyi diferansiye
olma egilimindedirler. Bu yiizden antidstrojen tedavinin adjuvan kullanimi tekrari
onlemede, metastaz varliginda ise sagkalimi uzatmada etkilidir [30].

Ostrojen Reseptorii alfa (ERa) kromozom 6q bulunan, hormon bagimli meme
karsinogenezinde en &nemli bilyiime faktdrii reseptoriidiir. Ostrojen, DNA
hasarma neden olarak tiimér baslatici olarak davranir. Ostrojen reseptdrleri gen
transkripsiyon aktivasyonuna yol acarak hem 0strojen bagimli hem Ostrojen
bagimsiz mekanizmalar ile gen ekspresyon diizenlenmesi yaparlar. Bu da hiicre
proliferasyonu ile sonuglanir. ERa gen overekspresyonu meme kanserinin erken
evrelerinde siklikla saptanir [31]. Bu yiizden Ostrojen meme kanseri ile en ¢ok

iliskili hormondur.

19



2.6.2. Ostrojen Hormonu Etki Mekanizmasi

Hormonlarin islevlerinin etkili olabilmesi igin spesifik reseptorlerine baglanmalari
gerekir. Ostrojenler mekanizmalarini, transkripsiyonel faktorler ile gosterirler
[36-38].

Ostrojen reseptorleri hiicre ici reseptorlerin bir iiyesidir ve 17B- stradiol
hormonuyla aktiflesirler [32,33]. Ostrojen, cekirdekteki reseptdr proteinine
baglanarak dokuya has fizyolojik cevaplar tetikler [40]. ERa ve ERp seklinde iKi
cesidi bulunur. iki proteininin de DNA baglanma bolgesi benzerligine karsin,
molekiiliin totaldeki amino asit benzerlik orami azdir. Ornek olarak ligand
baglanma bolgesinde %5611k bir benzerlik vardir. Sonug olarak farkli ligandlar
iki reseptor proteinine farkli baglanma afinitesi gosterir [42-44].

Kanda bulunan 6strojen hormonu hiicre i¢ine zardan hizli difiizyon yoluyla
giris yapar, spesifik reseptoriine baglanarak dimer olusumunu saglar. Arkasindan
protein sentezi ve hormonun hiicresel cevabina sebep olan mMRNA sentezi
gerceklestirilir. Ostrojen reseptdrlerinin yarilanma &mrii 3-5 saat olur. Yaklagik
olarak 5 saatte baglanma kapasiteleri azalig gosterir. Bu yiizden 6strojen, etkisini

araliksiz gosterebilmesi igin devamliligi gerekir [39,40].

2.6.3 Ostrojen Reseptorii Alfa (ERa)

Era ‘y1 1958’de Elwood Jensen tanimlamistir. 1985 yilinda ilk kez rahimden
Klonlandig1 giine kadar Ostrojen reseptorleri oositte ve granuloza hiicrelerinde
tanimlanmistir. ERa 595 amino asitten olusmustur ve 66 kilodalton agirhigindadir
[44].

o [ An [HNGHN o | : e |

Transkripsiyonel
aktivasyon

Sekil 2. 9 ESR a proteinin islevsel bolgeleri [40]

AF-1: aktivasyon islevi 1, AF-2: aktivasyon islevi 2
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e A ve B kisimlar ¢ekirdek reseptor ailesinde degisken bir bolgedir. Sahip
oldugu AF-1 yoluyla bir genin ekspresyonunu hiicreye 0zgii sekilde
diizenlenler [46].

e C Bolgesi; ERa proteininin DNA’ya baglanma bolgesidir

e D Bolgesi; DNA baglanma bdlgesini ligand baglanma bdlgesi arasindaki
40-50 amino asit iceren bolgedir.

e E Bolgesi; Ligand baglanma bolgesini ve AF-2’yi igerir. Ayrica
dimerizasyon ve reseptor proteinin ¢ekirdek yerlesiminden de sorumludur.

e F bolgesi; Karboksil ugtaki F bolgesi, ERa proteininin gen aktivasyon
kapasitesine katk1 saglar. [47,48].

2.6.4. Ostrojen Reseptorii Beta (ERp)

ERp (Ostrojen Reseptorii Beta) yumurtalik, merkezi sinir sistemi, akciger, prostat,
kolon ve bagisiklik sisteminde ifade edilir [50]. ERp, niikleer reseptor ailesinin bir
grubu ve 530 aminoasitten olusan proteindir [51]. Heterodimerik yapisi sebebiyle
Ostrojen sinyalizasyonunda daha fazla dominant 6zelligi olan bir diizenleyicidir.
ER beta, meme glandlarinda duktus olusumunda goérev almaz fakat
heterodimerizasyon sonrasi transaktivasyon fonksiyonunu engel olarak ER alfanin
aktivitesini Onlemektedir. Bundan dolayr antiproliferatif bir gen oldugu
belirtilmektedir [52].

2.7. Meme Kanseri Hiicre Hatlar:

2.7.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

MDA-MB-231 hiicreleri 51 yasindaki meme adenokarsinomaya sahip bir kadinin
plevral efiizyonundan izole edilmistir [53,54]. Anormal bir karyotipe sahip olan
hiicre hatt1 andploid yapidadir. Karyotip analizinde kromozom sayilarinin
triploide yakin degerlerde [55] oldugu gozlenmis, az miktarda normali ve az
sayida kromozoma sahiptir. N8 ve NI5 kromozomlar1 mevcut degildir. Bu
kromozomlar sitogenetik analizlerde markir olarak kullanilmaktadir. Karyotip
analizleri, hiicre populasyonunun kromozom sayisi ve yapisi bakimindan homojen
olmadigin1 gostermistir [56]. Meme kanseri hiicrelerinin belli 6zelliklerini

modelleyen bu hiicre hatti, invaziv kanseri in vitro kosullarda g¢alisilmak igin
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olduk¢a uygun bir modeldir. ER negatif olan MDA-MB-231 hiicreleri normal
meme hiicrelerinin gosterdigi ozelliklerini kaybetmistir [57,58]. MDA-MB-231
hiicrelerinde meydana gelen bu degisimler, tiimor ilerlemesi, metastaz olusumu ve

programli hiicre 6liimiine direng kazanmasiyla ilgilidir [59].

2.7.2. MCF-7 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

MCF-7 hiicreleri, 63 yasindaki 4.seviye duktal karsinomali bir kadindan 1970
yilinda elde edilmistir. Bu tarihten itibaren, 6strojen reseptori pozitif (ER+) MCF-
7 hiicre hattiyla yaklasik 12.000 ¢alisma yapilmistir. Epitelyal yapidadir ve
cogalma faktorii baglanma proteinlerini iretir [61-63]. MCF-7 hiicrelerinin
hiicresel analizlerinde; kromozom sayilarindaki normal olmayan bir artis ve azalis
gortliir [26]. Yanlis eslesmis bazlarin tamirinde goérevli olan onarim proteinleri
MCF-7 hiicrelerinde mutasyona ugradigindan, hiicreler antikanser ilaglarina karsi
direng gelistirir[65]. Ozetleyecek olursak DNA onarim genlerindeki mutasyonlar
veya tamir proteinlerinin az ya da asir1 ifadesi, direng gelisiminde bir etkendir
[60]. Meme kanseri ve diger kanserlerin olusumunda, hiicre dongiisii kontrol
noktalarindan siklin D1’de olusan mutasyonlar MCF-7 hiicrelerinde de vardir
[62]

2.8. Mikro RNA

2.8.1. MikroRNA’larin Yapisi ve Kesfi

Insanlarda transkripsiyonlarin %97°sini kodlanmayan RNA’lar olusturur. Protein
olarak non-coding RNA’lari olusturan genler ise ncRNA olarak adlandirilir
[64,65]. RNA, bagska RNA’larin 6zel olarak taninmasinda ise yarayan bir
molekiildiir. Evrimsel olarak belli durumlarda, ncRNA’lar1 proteinlerden daha
avantajli olabilirler [67,68]. iki adet kiiciik RNA tipi vardir: MiRNA’lar ve
siRNA’lardirmiRNA ve siRNA’lar biyokimyasal olarak ayirt edilemezler.
MikroRNA'lar genomda intron veya ekzon bdlgelerindeki RNA genlerinden

transkripsiyonu saglanan, fakat ekspre edilmeyen RNA molekiilleridir [70].
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Sekil 2. 10 miRNA larin yapisi [71]

DNA tarafindan transkripsiyonu yapilan fakat protein ekspresyonu olmayan
genler miRNA’y1 kodlar. Hedef gen miRNA’ya diisiik spesifiklikle baglanir, Bu
sekilde mRNA yikimina sebep olabilecegi ig¢in gen ifade edilmesinin kontroliinde
kilit rolleri vardir [72,73]. Bazi miRNA’larin onkogen, bazilarinin ise timor
baskilayict gen gibi islev gérmesi, tiimor progresyonu, metastazt miRNA’larin

diizenleyici oldugunu gosterir [74-76].

2.8.2. MiRNA’larm Organizasyonu

miRNA’larin bulundugu bolgeler, onlarin gen ekspresyonlarini ve islevlerini
etkiler. MikroRNA’lar kromozomlar istiinde tek ya da kiimeli halde bulunurlar.
Sadece Y kromozomu iistiindeki miRNA’lar belirlenememistir. miRNA’lar
cogunlukla kiime seklinde yerlesir [77]. miRNA’lar intergenik ve intronik olarak -
smiflandirilirlar [79,80].
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Sekil 2. 11 Mikro RNA larin genomik organizasyonu [75]

2.8.3. Mikro RNA’larin Biyogenezi

MiRNA'lar birbirini takip eden ii¢ adimli islemle olusmaktadir. Birinci adimda
mikroRNA genleriyle primer miRNA transkripsiyonu olur. Ikinci adimda pri-
miRNA'lar, pre-miRNA'lara ¢ekirdekte doniisiir. Son adimda olgun miRNA'lar
sitoplazma da olusur [80,81].

MiRNA'lar, pri-miRNA olarak RNA-polimeraz Il enzimiyle genomik DNA'dan
meydana gelir. Primer miRNA cap ve poli A kuyruguna sahiptir. Cekirdekte
primer mikroRNA, RNAaz Il enzim ailesinden “‘Drosha’ ile kofaktori
“’Pasha’’ tarafindan premiRNA'a doniisiir [41]. Drosha ve Pasha mikro islemci
kompleksi olusturur [82,83].

Exportin 5 prekiirsor miRNA’y1 sitoplazmaya tasir. Sonra, premiRNA'lar
sitoplazmanin iginde “’Dicer’’ adinda bir enzimle kesilir. 18-25 niikleotidlik ¢ift
zincirli miRNA’ya doniistiriiliir [83,84,85]. Dicer, es zamanli RISC olusumunu
tetikler.

Dicer, pre-miRNA'nin sap-ilmigini keser. Bu iplik, kilavuz ipligi seklinde
isimlendirilirken digeri ise yolcu iplik seklinde isimlendirilir. MiRNA'lar, RISC’¢e
baglandiktan sonra, mRNA'y1 yikarlar veya protein ifadesini baskilarlar
[86,87,88].
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Sekil 2. 12 MiRNA’larin Biyogenez Asamalari [85]

2.8.4. miRNA Etki Mekanizmasi

MiRNA'lar birden fazla geni kontrol edebilirler
* Hedef mRNAlarin 3’ untranslated region (UTR) bolgelerine inkomplet
hibridizasyon
* mRNA degredasyonu
* Protein sentezinin inhibisyonu

* Hedef mRNAnin deadenilasyonu [89]
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Sekil 2. 13 miRNA etki mekanizmas1 [86]

MikroRNA’lar hedef genlerin ifadesini azaltirlar.Boylece protein sentezinin
diizenlenmesinde rol oynarlar. MiRNA’lar kendilerine komplimenter hedef
genleri tanirlar. MikroRNA’lar, RISC’le kompleks olustururlar. Baz ¢iftlesme
ozelligiyle mRNA’ya baglanarak protein translasyonunu inhibe eder ve mRNA’y1
yikar [90].

MiRNA, hedef mRNA’daki 3’ ucu UTR bolgesine baglanir. 3 ucu UTR bolgesine
baglanmasi, eksik komplementerligi getirir ve translasyonun inhibisyonuyla

sonuglanmaktadir [91,92].

2.8.5 Mikro RNA Kanser iliskisi

Hiicrelerin normal dis1 ¢ogalmalari ve apoptoz fonksiyonlarini kaybetmeleri
genellikle kanserlestiginin belirtisidir. MiRNA'lar hiicre ¢ogalmasinin ve
apoptozun etkili molekiilleridir [92]. Kanser olusumunda miRNA regiilasyon
bozuklugunun rolii biiyliktiir. MikroRNA’lar ve kanser arasindaki ilk iliski 2002
yilinda Calin ve ark tarafindan kesfedilmisitr [93].

Calin ve arkadaslari, 2004 yilinda yayimladiklar1 diger bir raporda, insan
mikroRNA genlerinin kanserle iliskisini arastirmislardir. 185 tane mikroRNA
geninin DNA {stiindeki lokasyonu haritalanmistir [94]. MikroRNA genlerinin
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genellikle, heterozigotlugun olmadig1 bolgelerde mevcut oldugu belirlenmistir. Bu
bolgeler koplayamanin az oldugu bolgelerdir [46].

2003 yilinda Michael ve arkadaglarinin calismasinda, insanlarda olusan kati
timorlerde, normal dokulara kiyasla ifadelenme seviyeleri degismis olan
mikroRNA’lar mevcuttur [46]. Zamanla mikroRNA’daki bu degisiklik meme
kanserinde [45], lenfomada [48], beyin tiimorlerinde [49], tiroid kanserinde [50],
akciger kanserinde [51], prostat kanserinde [52] farkedilmistir.

Mikro RNA’lar, baz1 6zelliklerine gére onkogenik veya tiimor baskilayict 6zellik
kazanabilir. Islevleri bir onkogen ifadesinin kontrolii olan bu mikroRNA’lar
“timor baskilayic’’ olarak ifade edilir. Bu yiizden timoér silipressor
mikroRNA’larin ifadesinin azalmasi onkogen ifadesini artirir ve tiimorlestirir.
Aksi durumda onkomir seklinde adlandirilan mikroRNA’lar ise kanserin
gelisimini arttirir. Bu miRNA’lar bir timor baskilayicinin inhibisyonunu saglar.
MiRNA’lar, onkogen veya tiimor baskilayict mRNA’lar1 hedefleyebilir.Sonug
olarak, miRNA’nin gergek iglevi timor siiprosor miRNA ya da onkogen miRNA

icerigine baglidir [45].

mir-203
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Sekil 2. 14 miRNA ve kanser ile iligkisi [92]

Onkogen olarak islevlenen mikroRNA miktarindaki artis timor olusumuyla

sonuclanir [62,63]. Ozet olarak yanlis doku ve zamanda mikroRNA ifadesindeki
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artts, miRNA ve tiimor baskilayict gen ekspresyonunu inhibe eder. Bu sartlar

kanserlesmeye sebep olur [64].

2.8.5.1.Tiimor Baskilayict MiRNA’lar

MiRNA’larin kanserlesmeye katkisi ilk olarak 2002 yilindaki bir calismada miR-
15 ve miR16’nin kesfi ile ortaya ¢ikmaktadir [17]. MiRNA’larin ¢alisma prensibi
ise 2005 yilinda Cimmino ve arkadaslarinin yayimladiklar1 raporla ortaya
cikmaktadir [96-98]. Bu 2 mikroRNA’nin ifade diizeyleri lenfositik 16semi
hiicrelerinde, anti apoptotik Bcl-2’nin iretimi ile ters iliskili oldugu ortaya
cikmigtir. Bu mikroRNA’larin seviyelerinin diismesi anormal hiicre biiyiimesine
sebep olmaktadir. Seviyelerinin yiikselmesi ise apoptozla alakali oldugunu
gostermektedir [55]. Normal seviyelerinin kontrol disi1 hiicre proliferasyonunu
engelledigi kesfedilmistir [54,55].

2.8.5.2. Onkogenik mikroRNA’lar

Onkogenik mikroRNA’lar genellikle kanser g¢esitlerinde kontrol disi boliinmeyi
arttiran yani anti-apoptotik islev gosterirmektedirler [100]. Ornegin miR-155’in
ifadesinin tavukta losemi ve lenfoma olusmasina neden oldugu goriilmiistiir.
Calisma sonuglarina gére, miR-155’in meme , pankreas, akciger ve lenfoma gibi
kanser tiirlerinde miktar1 fazladir [101-103].

Bir onkogen olan miRNA ise miR-21°dir. MiR-21’in glioblastoma gibi
hematolojik tiimorlerde miktart yliksektir. Ayrica pankreas, prostat, mide, kolon,
ve karaciger kanseri gibi kanser cesitlerinde fazla miktarda ekspresyon
gozlenmektedir []. Su aralar, kolorektal kanserlerde miR-21’in, PDCD4’i
baskiladigi, boéylece invazyon ve metastaza sebep oldugu belirlenmektedir
[59,60].
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DokwTiimér | Arinug Ekspresyon Azalmg Ekspresyon

Tipt

Meme miR21.miR29b2 miR125b,miR 145 miR10b mR 155 miR17-
5p.miR27b

Ovaryum miR141.miR200(a-c).miR221 Let-7TEmiR 140.miR145.miR19%2, miR424

Endometrium | miR103 miR107 miR185 miR205 miR210 miR449 miR99b,miR152 miR193 miR204 miR221 let-
7imiR181(a-c)

Glioblasyoma | miR221 miR21 miR181{a-c)

Lenfoma mik155.mif17-92clusters.miR10a mirlsa

Kolorektal miR20a miR24-1 miR20b-2 miR31 miR143 miR145 let-7

Tiroid miR221.miR222 miR146,miR181b.miR197 miR346

Hepatoseliiler | miR18. miR224 miR19%9a miR195 miR200a,  miR-125

Testikiiler miR372.miR373 miR221 miR376a, miR301

Pankreatik miR21 miR24-2 miR100, miR103-1 miR107 miR125b1 | miR375

Prostat let7d miR195.miR203 miR128a

Gastrik miR-223,miR21.miR-1032 miR-218-2

Akeiger miR17-02¢lustery miR17-3p lei-7 ailest

Tablo 2. 4 Insan malignant tiimorlerindeki miRNA ekspresyon profilindeki degisiklikler [62]

2.9. FoxO Transkripsiyon Faktorleri

FoxO transkripsiyon faktorleri, biiyiik bir protein ailesi olan “Forkhead” ailesinin

tiyelerindendir. Aile bu ismi, Drosofila’daki bu genin mutasyonu sonucunda

olusan catal benzeri ektopik bas yapist olusumundan dolayr almistir [66]. FOxXO

proteinleri niikleusta gorev yapan transkripsiyon faktorleridir ve monomer olarak

ayni tiirdeki hedef DNA sekanslarina baglanirlar [67].

FoxO ailesi diger iiyelere goére, DNA baglanma bdlgesinde bazi farkliliklar

gosterdigi i¢in Ingilizce’de “digeri, 6teki” anlamina gelen “other” kelimesinin ilk

harfi kullanilarak adlandirilmistir. FoxO proteinlerinin bir diger ayirt edici 6zelligi

ise, olduk¢a korunmug Akt fosforilasyon bolgelerinin bulunmasidir [67,68].

Sekil 2. 15 FoxO1’in DNA iizerindeki yerlesimi [68]
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FoxO ozellikle yag, beyin, kalp, karaciger, akciger, over, pankreas, prostat, iskelet
kasi, dalak, timus ve testis gibi memeli dokularinda eksprese edilir [68]. FoxO alt
ailesi (FOXO1, FOX03, FOX04 ve FOXO6) DNA hasar ve tamirine yanit,
apoptoz, metabolizmasinin diizenlenmesi, hiicre ¢gogalmasi, stres toleransi ile ilgili
hedef genleri diizenler [69,70].

2.9.1.FoxO Transkripsiyon Faktorleri ve PI3K/Akt Sinyal Yolag iliskisi

FoxO ailesini FOX ailesinden ayirt eden dnemli bir 6zelligi, insiilin- PI3K/Akt
sinyal yolag1 tarafindan diizenlenmeleridir [67]. FoxO proteinleri, insiilin/biiylime
faktorleri stimiilasyonu ile Akt tarafindan dogrudan fosforillenirler ve sonucunda
inhibe edilirler [70]. FoxO proteinleri, transkripsiyonel gen aktivasyonu
gorevlerini niikleusta gerceklestirebilen molekiillerdir. Onemli olarak Akt, FoxO
proteinlerine 14-3-3 saperon proteinlerini baglayarak fosforile eder ve FoxO
proteinlerinin niikleustan sitoplazmaya tasinmasma ve inaktivasyonuna neden
olur. Bunun sonucunda FoxO hedefindeki ve kontroliindeki gen ekspresyonlari

gerceklesmez. PI3K/Akt yolagi inaktifken, Foxo proteinleri niikleusa yerlesirler

ve transkripsiyonel aktivasyonlarini baglatabilirler [69,70].

insﬁlin% Faktorleri insiilin/Biiyiime Faktorleri

LTI T T UL T T T

Hiicre siklusu duraklamasi - Stres dayaniklihg: Hiicre proliferasyonu, Stres duyarliligi
Apoptoz Hiicre sag kalimi

Sekil 2. 16 insiilin/ Biiyiime Faktorleri tarafindan FOXO tranksiyon faktdrlerinin diizenlenmesi
[70]
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2.9.2.FoxO Molekiillerini Kontrol Eden Mekanizmalar
FoxO’larin aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve {ibikiitilasyon igeren

posttranslasyonel modifikasyon mekanizmalar: tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilir [70].

2.9.2.1 Fosforilasyon mekanizmasi
FoxO transkripsiyon faktorleri, pek ¢ok farkli molekiil ile farkli bolgelerinden
fosforile olabilmektedirler (Sekil 2.17).

T24 S256 $310 5322 5325 5320
Taz 5253 S315 5318 §321 S325 S644

FOXO3 Nt -CtET3 aa
T28 5193 S258 5261 S284 5268

FOXO4 Nt -Ct 501 aa

Sekil 2. 17 FoxO ailesi iiyelerinin asetilasyonu ve fosforilasyon alanlarinin gosterildigi ¢izim [69].

Akt alanlar1 (siyah); serum ve glukokortikoid indiiklenebilir kinaz (SGK, (siyah));
IkB kinaz B (IKKb, (turuncu)); Jun N-terminal kinaz (JNK, (yesil)); cift 6zgiin
tirozin fosforillenmis ve diizenlenmis kinaz (DYRK, (kirmizi1)); kazein kinaz 1
(CK1, (mor)); asetilasyon alanlar1 (mavi); FH, Forkhead domain; NLS, niiklear

lokalizasyon sinyalleri; NES, niiklear export sekansi.
FoxO1, treonin 24, serin 256 ve Ser319; FoxO3, Thr32, Ser253 ve Ser315;

FoxO4, Thr28, Serl93 ve Ser258 olmak {izere Akt tarafindan ii¢ bolgeden

fosforillenirler [71].

31



2.9.2.2. Asetilasyon mekanizmasi

FoxO transkripsiyon faktorlerinin bir diger regiilasyon mekanizmasi olan
asetilasyon, FoxO molekiillerinin niikleusta iken koaktivatér ya da korepresor
komplekslerine  baglanmasiyla  gergeklesir  [62]. FoxO  molekiilleri,
transkripsiyonel koaktivator CBP (CREB- baglayict protein)’e ya da p300°e
baglanir ve boylece bu transkripsiyonel diizenleyiciler ve temel transkripsiyonel
sistem arasindaki iliski saglanir [63-65]. Boylece asetilasyon yoluyla FoxO

transkripsiyon faktorleri diizenlenmis olur.

2.9.2.3. Ubikitinasyon mekanizmasi

FoxO proteinlerinin diizenlenmeleri geri doniisiimlii sekilde kontrol edilmesine
ragmen, yikimlar1 geri doniisiimsiiz bir sekilde gerceklesir. FoxO proteinlerinin
yikimi, ubikitin- proteazom sistemleri tarafindan gergeklestirilir [71].

Akt aktivitesi, FoxO1 ve FoxO3 proteinlerinin ubikitin aracili degradasyonu igin
gereklidir [72, 73]. U¢ adet Akt fosforilasyon alanlarinin arasinda Ser256

fosforilasyonu, FoxO1 ubikitinasyonunu tetikleyen temel olayidir [73].

2.9.3.FoxO Molekiillerinin Hiicresel Siireclerdeki Rolleri

FoxO transkripsiyon faktorlerinin; apoptoz diizenlenmesi, hiicre dongiisiiniin
duraklamasi, oksidatif strese direng, DNA onarimi, enerji dengesi ve hiicre
farklilasmasi seklinde farkli siire¢lerde rolleri vardir [74,75,76]. FoxO, FasL ve
TRAIL gibi oliim sitokinlerinin transkripsiyonunu ve apoptoz Oncesi Bcl2
ailesinden olan “’Bim’’ molekiiliinii aktive ederek apoptozu baslatabilir [77,78].
Hiicre siklus inhibit6rii olan p27kip1 molekiiliiniin uyarilmasini saglayarak, hiicre
siklusunun durmasina neden olabilir [79]. Hiicresel farklilasma siirecinde FoxO
ailesinde farkli izoformlar bulunur. Bu izoformlar hiicre tiiriine bagl olarak,

farklilasma inhibe edici ve destekleyici fonksiyonlari bulunmaktadir [81].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Maddeler

MDA-MBZ231 hiicre hatt1 ATCC (HTB-26)
MCF7 hiicre hatti ATCC (HTB-22)
Anti-MiR144 Life Tecnologies
DMEM Sigma

DMSO Sigma

FBS Gibco

%25 Trypsin-EDTA (1X) Gibco
Penicilin-Streptomycin (10.000 units) Sigma

DPBS Sigma

MTT Testi Vybrant Invitrogen
Kemiliiminesans Reaktif Santa Cruz
Primer antikor lar Santa Cruz
Sekonder antikorlar Santa Cruz
BSA Capricorn

3.2. Kullanilan Cihazlar

Laminar Kabin Bilser Biosafety Cabinet

CO, Inkiibator Niive EC 160

ELISA Biotek

gPCR Applied Biosystems Step One Plus
Western Blot Bio-Rad ( Semi-Dry Transfer Cell)
Western Blot Goriintiileme Sistemi Syngene G:Box

Mikroskop Zeiss Axio Vert A.1

3.3. Hiicre Kiiltiiri

Calismalarda meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicresi
kullanilmistir. Calismalarin temelinde miR144 ve FOXO1 arasindaki iliskinin

meme kanseri hiicresine etkisi incelenmistir.
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3.3.1. Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 25cm?® lik flasklara ekilmistir. Hiicre kiiltiiri
ortami olarak % 10 FBS, Penicilin-Streptomycin (100 {inite), L-Glutamine ve
NaHCO3 igeren RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 37 °C’ de, % 95
nem ve % 5 CO’? igeren ortamda inkiibasyona birakilip gogaltilmslardur.
Hiicrelerin biiyiidiigiinde farkli ortama gegirmek i¢in pasajlanmistir. Pasajlamada,
once DMEM medyum c¢ekilip FBS’ i ortamdan uzaklastirmak igin DPBS ile
yikandi. Sonra hiicreleri flasktan kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ekleyip
CO; etiiviinde yaklasik 1 dakika tutulmustur. Tripsin-EDTA’ nin aktivitesini
durdurmak i¢in FBS igeren medyum konulmustur. Hiicreler falkon tiipe toplanip
oda sicakliginda 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz atilip ¢oken
pellet medyumda siispande edilip yapilacak isleme gore hiicre kiiltiir platelerine

ekim yapilmistir.

3.3.2. Hiicre Sayimi

Yapilan ¢aligmalarda 96 kuyucuk, 12 kuyucuk, 6 kuyucuk plate ler kullanilmistir.
Plate lere ekim yapilmadan 6nce her kuyucuga belli sayida hiicre ekebilmek i¢in
hiicreyi pasajlandiktan sonra Tripan Mavisi ile boyayip Thoma Laminda (Iso Lab)

hiicre sayim1 yapilmistir.
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Sekil 3. 1 Hiicre sayimi1 yapilan Thoma Lami

34



Thoma lamu ydnteminin esasi, mikroskop altinda 0.1 mm® hacimde sayim
yapilarak hesaplama yardimiyla numunenin bir mL’ sinde bulunan hiicre sayisini

belirlemektir.

-

1.00 ma.

1.00 mm.

0.05 mam. —

1.00 mn.

0.25 um.

z

Sekil 3. 2 Thoma laminda sayim yapilan karelerin toplami

Bu islem i¢in Thoma lami iizerinde bulunan sayim bolgelerinden faydalanilir.
Sayim bélgesinin toplam alan1 1 mm? dir. Lamel yapistirildiginda sayim
bolgesinin yliksekligi de 0.1 mm’ dir. Sayim islemini kolaylastirmak amaciyla her
bir sayim bolgesi de kendi igerisinde karelere boliinmiistiir.

Sayim i¢in; 10 pL hiicre siispansiyonu, 15 pL PBS, 25 puL Tripan Mavisi
karistiritlip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra Thoma Lamina 10
pL yiiklenerek 151k mikroskobunda sayim yapilir. Boylece 6lmiis hiicreler metilen
mavisiyle boyanmakta, canlilar ise boyanmamaktadir. Sadece boyali olmayan
hiicreler sayilir ve bdylece canli hiicre sayimi gergeklestirilmektedir. Thoma
Lamindaki 16 kareli olan 4 bolgede ayr1 ayri sayim yapilarak bu 4 bolgenin
ortalamast alinir. Seyrelme faktorii de dikkate alinarak mL basina diisen hiicre

sayis1 hesaplanarak her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktari belirlenmistir.

3.3.3. Hiicrede MikroRNA izolasyonu

Hiicrelerden miR-144 izolasyonu Mikro Total RNA Izolasyon Kiti (mirVana
MiRNA lIsolation Kit Life Tech AM1560) kullanilarak prosediire gore yapilmustir.
Hazir primerler kullanilarak Mir-144 (Origene HP300157) diizeyleri 6lglilmiis,
Mir-191 (Origene HP300203) kontrol gen olarak kullanilmustir.
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1) Protokolde olan soliisyonlar uygun sekilde hazirlandu.

2) 6 well plateteki hiicreler DPBS ile yikandiktan sonra 300 uL Lyzis tamponu

eklendi.

3) Soguk zincir kirtlmadan hiicreler ependorfa alinip, pipetej yapildi

4) Hiicrelerin lizerine 1:10 hacimde homojenate Additive eklendi ve vortekslendi.
5) 10 dk. buz i¢ine konuldu.

6) Uzerine Acid-fenol: kloroform esit hacimlerde konuldu.

7) 1 dk. vortekslenip iyice karistiktan sonra 5dk. 10,000xg de 25 °C de
santrifiijlendi.

8) Ustteki s1v1 faz yeni bir ependorfa alindi.
9) Bu faz tizerine 1:3 oraninda %100 etanol konuldu ve vortekslendi.
10) Alinan 6rnek filtreye yiiklendi.

11) 15 sn. 10,000xg de santrifiij edildi. Alttaki tiipte kalan kismin iizerine 2:3
hacimde % 100 etanol konulup pipetaj yapildi.Tekrar yeni bir filtreye yiiklendi.
(Not:kiigiik RNA’lar bu kistmda mevcut)

12) 15 sn. 10,000xg de santrifiij edildi alt kisim dokiildii.

13) Filtre iizerine sirasiyla 700ulL yikama tamponu- konulup 15 sn. 10,000xg de
santrifiij edilip yikandi.

14) Filtrenin lizerine tekrar 500ul yikama tamponu-2 konulup aynmi sekilde
yikandu.

15) Yeni bir ependorfa filtredeki RNA 100 uL Eliisyon tamponu konularak 1 dk.
inkiibe edildi ve 30 sn.12,000xg de santrifiij edildi.

16) Nanodropta 6l¢iim alindi.
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17) RNA’lar -20°C’de saklandi.

3.3.4. FOXOL1 - Anti-miRNA Transfeksiyonu

Foxol ekspresyon plazmiti (pFOXO1) kullanilarak Foxol proteininin
ekspresyonu  saglanmistir.  MiR-144  baskilanmasi i¢in  Anti-miR-144
oligoniikleotid (Invitrogen) kullanmilmistir.  Transfeksiyonda plazmid ve
oligoniikleotid birlikte ko-transfeksiyon yapilmistir. Bunun i¢in 12 kuyucuk plate
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri ekilmistir. Hiicreler belirli bir sayiya ulasip
playetlere yapistiktan sonra 1ug DNA konsantrasyonu baz alinarak transfeksiyon
reaksiyonu kurulmustur. Transfeksiyonda plazmid ve oligoniikleotid 6zel bir
transfeksiyon reaktifi igerisindeki lipozomla (Lipofectamine 2000) kaplanarak
hiicre igine girisleri saglanmistir. Bunun i¢in kullanilan ticari kitin protokoliine
gore yapilmistir. Transfeksiyonun gerceklestigi 8-12 saat sonra mikroskopta

hiicreler kontrol edildi ve 24-48 saat inkiibe edilmistir.

3.3.5. MTT Testi

MTT testi (3-[4, 5-dimetilltiyazol-2-y1]-2, 5-difenil tetrazolyum bromiir) hiicrenin
metabolik aktivitesini degerlendirmek igin kullanilan bir kolorimetrik bir analiz
yontemidir. Hiicreler, suda ¢oziinen MTT' yi ¢6ziiniir olmayan mor formazana
doniistiiriirler. Formazan daha sonra ¢oziiniir hale getirilir ve konsantrasyonu

optik yogunluk ile belirlenir.

[ 'N ‘“{ xﬁj
, H} Mitachondrial Reductase \ —
O “ av

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylletrazolium bromide |E, Z)-5-(4 5-dimethylthiazol-2-yl}-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3. 3 MTT’ den Formazan Olusumu
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Hiicre canliligiin saptanmasi icin MTT yontemi kullanilmistir. MCF7 ve MDA-
MB-231 hiicreleri 96 kuyucuk plate’ e ekilmistir. Hiicreler plate yapisip yaklasik
% 60 oranina gelince kuyu basina 0.1 ug DNA olacak sekilde transfeksiyonu
yapilmigtir. Transfeksiyondan yaklasik 12 saat sonra Anti-miR-144 in 0.1 nM-
100nM arasindaki degisen konsantrasyonlarda olacak sekilde uygulanmistir.
Uygulamadan 48 saat sonra 12 mM’ lik MTT ¢o6zeltisinde 10 pL eklenip 4 saat
37°C’de % 5’lik CO; olan etiiv iginde inkiibasyona birakilmistir. 4 saat sonra
olusan mor renkli formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 0.01 M HCI ile ¢oziilen
SDS’ ten 100 pL eklenip 37°C’ de % 5 CO; igeren etiivde inkiibasyona
birakilmistir. 4 saat sonra olusan mor rengin absorbansi1 570 nm’ de ELISA plaka
okuyucu ile dl¢iilmiistiir.

Deney sonunda uygulanacak kombinasyon i¢in Anti-miR-144’in 20 nM doz tespit

edilmistir.

3.4. Hiicrelerde Gen Anlatiminin Kantitatif Analizi (Real Time - PCR)

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonuyla bir hiicredeki genlerin ekspresyon
seviyeleri analiz edilmektedir. Bu yontem ile hiicreden izole edilen genlere ait
haberci RNA’ larin (mRNA) seviyesini analiz etmeyi saglar ve kantitatif bir
inceleme yapmaya imkan verir. Burada yapilan qRT-PCR analizlerinde “SYBR
green” metodu kullanilmistir. Bu metotta polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda
meydana gelen yeni DNA parcalarina baglanan SYBR green boyasi 151ma yapar
ve bu 1s1ma qRT-PCR cihazi tarafindan algilanip dlgiiliir. RT-PCR analizlerinde
SYBR green metoduyla analiz edilecek genlere (AKT, FOXO1,BAX, CYLIN
D1,ERa, ERpB, BCL-2, GAPDH) ait primerlerin dizileri literatiirde 6nceden dizayn
edildikleri bi¢imde sentez ettirilmistir. Genler ve primerler Ensembl Gen

Bankasindan kontrol edilmistir.

Tablo 3. 1 Genlerin primer niikleotid dizisi ve uzunluklar

Gen Primer |Primer Niikleotid Dizisi Uzunluk
FOXO01 F 5 -TTATGACCGAACAGGATGATCTTG- 3’ 102 bp
R 5’-TGTTGGTGATGAGAGAAGGTTGAG-3’
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ERG F 5'-AGATCTTCGACATGCTGCTGGCTA -3 | 170 bp
R 5°-AGACTTCAGGGTGCTGGACAGAAA-3’

ERB F 5.TGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGT -3 |90 bp
R 5.TCTTGCTTCACACCAGGGACTCTT -3

BAX  |F 5.GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT-3' 82 bp
R 5.TCC AAT GTC CAG CCC ATG AT-3

BCL2 |F 5.GACAGAAGATCATGCCGTCC-3' 91 bp
R 5.GGTACCAATGGCACTTCAAG-3

AKT  |F 5-GGCCAGGTCATCACCATTG-3’ 69 bp
R 5 GGATGTCCACGTCACACTTCA-3’

CYLIND1 |F 5 ATGTTCGTGGCCTCTAAGATA-3" 70 bp
R 5 -CAGGTTCCACTTGAGCTTGTC-3'

GAPDH |F 5-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3' 72 bp
R 5. CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’

Hiicrelerden total RNA izolasyonu PureLink RNA Mini Kit kullamilarak kit

3.4.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.

1) 6 kuyucuklu plate de biiyiiylip islem goren hiicreleri toplarken tizerine 500

2)
3)

4)
5)

ul Lysis Buffer ve 5 pl B-merkaptoetanol konuldu.
Ornekler +4°C° de 12,000x g’ de 2 dakika santrifiij edildi.

Her bir 6rnege 1:1 olacak sekilde (500 puL) %70 etanol eklenip lizat

homojenize edildi.

Bu asamadan sonra oda sicakliginda ¢alisildi.

Lizat 2-3 kez pipetaj yapilarak kitin icindeki kartusa konuldu ve 30 s

25°C’ de 12,000xg’ de santrifiij yapildi.
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6) Santriflij sonrasinda membrani yikamak i¢in 700 pl Yikama Tamponu I
konuldu, 1 dakika 12,000x g’ de santrifiij yapildi.

7) Santrifiij sonrasi tiipiin altinda toplanan sivi atilip yeni toplama tiipii
takildi.

8) 500 ul Yikama Tamponu II konulup 1 dakika 12,000x g’ de santrifiij
yapildi.

9) 8. adim tekrar edildi.

10) Kartusun tamamen kurumasi yikama tamponlarindan kurtulmasi igin
kapaklar1 agik 2 dakika 12,000x g’ de santrifiij yapildi.

11) Yikama ve kurutma iglemlerinden sonra kolonlarin altina kit igerisinden
cikan eppendorf takilip kolon tizerine 50 ul RNase-free su eklendi, oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

12) Kartus 2 dakika 12,000x g’ de santrifiij edilip eppendorfa toplanan RNA’

lar buz iizerine alinip -20°C’ de saklandi.

3.4.2. Hiicrelerden cDNA Sentezi
Hazirlanmis mRNA 6rneklerinde ilk olarak Nanodrop yardimiyla RNA miktar
tespit edildi. Applied BiosystemsKit ile prosediire uygun olarak cDNA eldesi

ticari kit prosediiriine uygun olarak yapildu.

Tablo 3. 2 cDNA sentezi reaksiyon igerigi

Total RNA 1 ug

2X Rt Buffer 10 pL

20X Enzyme Mix 1 uL

RNA Ornegi Max 9 uL
Nukleaz-Free H,O (9-RNA hacmi) pL
Toplam Hacim 20 uL

PCR reaksiyonu icin 60 dk 37 °C, 5 dk 95 °C olmak iizere inkiibe edildi.
Bitiminde hemen buza konularak cDNA &rnekleri -20 °C de saklandi. cDNA
orneklerinin bir kismi diliie edilerek qRT-PCR i¢in hazirlandi.
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3.4.3. Hiicrelerde SYBR Green ile qRT-RCR

gRT-PCR ile gen ekspresyon deneyleri Applied Biosystems SYBR Green Master
Mix kit kullanilarak prosediire uygun olarak yapild.

2X SYBR GreenMaster Mix igerigi: 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH 8.4, 0.4
mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), iTag DNA polimeraz, 50 U/ml, 6 mM
MgCI2, SYBR Green I, 20 nM fluoresan ve sabitleyici

Tablo 3. 3 RT-PCR reaksiyon igerigi

SYBR Green Master Mix | 10 uL

Forward Primer luL

Reverse Primer lulL

cDNA Max SuL

Steril su 8-(cDNA hacmi) uL
Toplam hacim 20 uL

Ornekler 6zel mikro plaka kuyucuklarma yiiklenerek agizlari sikica kapatildi.
Real Time-PCR cihazina Step One Plus’ a yerlestirildi ve gerekli yazilimlar
kullanilarak reaksiyon baslatildi.

Hesaplamalar yapilirken referans gen, GAPDH geni kullanildi. gqRT-PCR'nin
biitiin asamalarinda pozitif kontrol olarak miktar1 ve CT degeri bilinmekte olan
cDNA ve negatif kontrol olarak ise distile su kullanildi.Niikleik asitlerin
amplifikasyonlar1 qRT-PCR cihaz1 kullanilarak tabloda gosterilen dongiilerin

sicaklik ve zamanlarina gore gergeklestirildi.

Tablo 3. 4 SYBR Green ile qRT-PCR sartlari

1.Dongili | 2.Dongti 50X 3.Doéngii | 4.Dongii | 5.Dongii
94 °C 94°%Cc [60°%C [72°% |94°C 55°C 55°C
5 dk 30s 30s 30s 1dk 1dk 10s

Applied Biosystems Step One Plus kullanilarak yapildi.
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Amplifikasyon iiriinleri optimizasyon asamasinda % 2 lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Elde edilen iiriinlerin uzunlugu markir ile kontrol edildikten sonra

gRT-PCR deneylerine devam edildi.
Mikro RNA 144’iin 3’ ve 5’ sekanslar1 incelenmistir ve 3’ ucu inhibe edilmistir.
3' mature microRNA hsa-miR-144-3p  52-UACAGUAUAGAUGAUGUACU-71

5' mature microRNA hsa-miR-144-5p  15-GGAUAUCAUCAUAUACUGUAAG-36

3.5. Hiicrelerde Yapilan Western Blot Calismalari

Hiicreler toplandiktan sonra patlatma tamponu kullanilarak buz igerisinde
bekletildi ve patlamalari saglandi. 12.000xg de +4 °C de santrifiij edilerek iist faz
ile Western Blot galismalar1 yapildi.

Hazirlanan ¢ozeltiler:

4X Yigmlama jeli ¢ozeltisi: 0.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH: 6.8
4X Ayirma jeli ¢ozeltisi: 1.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH : 8.8
% 30 Akrilamit-bis ¢ozeltisi

% 10 Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)

% 10 SDS ¢ozeltisi

TEMED

2X Ornek yiikleme tamponu: % 4 SDS, % 20 gliserol, %10 B-merkaptoetanol, %
0.004 bromfenol mavisi ve 0.125 M TrisHCI, (pH 6.8)

Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, % 1 SDS

Transfer ¢ozeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, % 15 Metanol

Bloklama ¢ozeltisi: % 3 yagsiz siit tozu

TBST: 20 mM Tris, 154 mM NaCl, % 0.1°1ik Tween 20

Primer antikor (1:500): (GAPDH (sc-25778), Bax (sc-7480), Bcl-2 (sc-492), Akt

(sc-1618), CylinD1 (sc-753),Foxol (sc-11350), Era (sc-542), Erp (sc-6822))
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Sekonder antikor (1:1000): (HRP konjugatli sc-2030, sc-2020)

Kemiliiminesans Reaktif: Santa Cruz

Goriintlileme Sistemi: Syngene G:Box

Tablo 3. 5 SDS-poliakrilamid jelin yogunluguna gére hazirlanigi

MADDE % 4’lik Yiginlama Jeli | % 12°1ik Ayima Jeli
4X Yigmlama Cozeltisi 1.2 ml -

4X Ayirma Cozeltisi - 2.5ml

% 30Akrilamit-bis 0.65 ml 4 ml
%10’luk SDS 50 uL 100 pL
APS 25 uL 50 uL

Temed 5uL 10puL

Distile su 3ml 3.4 ml

Jeller hazirlanip camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra tanka
yerlestirilir. Icerdikleri protein miktarlar1 tespit edilen &rnekler, 1:1 oraninda
hazirlanan 6rnek yiikleme tamponu ile 5 dakika 95 o°c kaynatildi. Her kuyucuga
25 pg/mL oraninda protein iceren numuneler yiiklendi. Bir kuyuya 5 pl standart
(Intron, 24052) yiiklendi. FElektroforezde numuneler ilk 6nce 100V 1 saat
yiiriitiildii. Elektrofez sonrasinda jeldeki proteinlerin membrana gegmesi i¢in yari
kuru sistemle immunoblotting yapildi. PVDF memran %100 metanol ile 1slatilmig
dikkatlice
yerlestirilerek blotlama islemi 300 mA de 1 saat gergeklestirildi. Proteinlerin

blotlama kagidinin iizerine yerlestirildi. Memran {izerine jel
PVDF membrana transferinden sonra membran 2 saat siire ile oda 1sinda % 3’ lik
yagsiz siit tozu ile bloklandi. 2 saat sonra primer antikor ile +4 %C>de gece boyu
karistirici iizerinde inkiibeye birakildi. Inkiibasyon ardindan TBST ile 3 kez 10 dk
yikandi. Membran, sekonder antikorda 25 °C’de shaker iizerinde 2 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3 kez 10 dakika yikandi. Ardindan
kemiliiminesans substrat igeren ¢ozelti ile (SantaCruzImmunoCruz™ Western
Blotting Luminol Reagent: sc-2048) ile 1 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Gortintiileme sistemi ile elde edilen bandlar dansitometrik analiz yapilarak

degerlendirildi. GAPDH o6rneklerdeki degisiklikleri elimine edebilmek ig¢in
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dansitometrik analiz ve hesaplamalar referans protein olarak kullanildi. Bandlarin

dansitometrik analizi Image] (NIH, USA) programinda yapildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda Istatistiksel analiz yonteminin se¢imi ve uygunlugunun
tespitinde normal dagilimlar arastirllmis ve SPSS 15.00 analiz programi
kullanilarak  yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin karsilastirllmas:  igin
OneWayAnova ve post-hoc test olarak Tukey testi kullanilmig, gruplar arasi
istatistiksel karsilagtirmalar ise student T testleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Bu tez ¢alismasinda meme kanseri hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve MDA-MB-231

hiicrelerine ait sonuglar agsagida yer almaktadir.

4.1. Anti-miR-144’ iin Hiicre Canhlig Uzerine Etkisi
Meme kanser hiicreleri MCF-7 ve MDA-MB-231 Anti-miR-144 iin (0-100nM)
degisen derisimlerdeki dozlarinda 48 saat inkiibasyona birakildi.

160

140

120
100 7

—e—IICF-7 Kontrol
40 e hHEF 7 Anti-miR-144

Hiicre Canlihgi (%)
(o]
o

20 —O=—MDA-MB-231 Kontrol
' M DA-MB-231 Anti-miR-144
)

Sekil 4 1 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Anti-miR-144’iin doza bagl hiicre canlilig
grafigi

48 saat sonunda MTT Testi uygulanarak hiicre canliligt kontrole gore
kiyaslandiginda optimum 20 nM derisimde hiicre canliligini arttirdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.1).Anti-miR-144 hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir.

Anti-miR-144 20 nM derisimde uygulanarak farkl: siirelerde (0-72h) inkiibasyona

birakilmstir.
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Zaman (saat)

Sekil 4 2 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Anti-miR-144 {in zamana bagli hiicre canliligi
grafigi

Hiicreler optimum 48 saat inkiibasyona birakilinca canliliklarinin %50 oraninda

zamana bagl olarak artig yaptig1 goriilmektedir. (Sekil 4.2)
4.2 Hiicreleride Foxol transfeksiyonu ile Foxol proteininin over ekspresyonu
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine pFOXO1 ekpresyon vektori ile

transfeksiyon yapilmistir.Hiicrelerde Foxol proteininde kontrol vektorii pcDNA3

‘e gore anlamli (*** p<0.001) bir arti saptanmastir.

N . | Foxol

Sl S | CAPDH

MDA-MB-231

Sekil 4. 3 MDA-MB-231 hiicresinin western blot Foxol,GAPDH bantlar1
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Sekil 4. 4 MCF-7 hiicresinin western blot Foxol, GAPDH bantlari

MDA-MB-231

ok 3k

Foxo1/GAPDH
(kat degisimi)

pcDNA3 PCDNA3-FOXO1

Sekil 4.5 MDA-MB-231 hiicresinin western blot Foxol/GAPDH grafigi (*** p<0.001 kontrole
gore)

MCF-7

7 q EEE S
58 °
% 5
P
- T 4
S5
e = 3

2 4

1 =

0 T

pcDNA3 pcDNA3-FOXO1

Sekil 4.6 MCF-7 hiicresinin western blot Foxol/GAPDH grafigi (*** p<0.001 kontrole gore)

4.3 Hiicrelerde Anti-miR-144 oligoniikleotid ile MiR-144’iin baskilanmasi

Anti-mir-144 oligoniikleotidi MiR-144 in komplementeri bir bilesik olup,

ekspresyonunu inhibe eder.
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Sekil 4.7 MCF-7 hiicresinde Anti-miR-144 varliginda kontrole gore degisen MiR-144 seviyesi

(*** p<0.001)
1,6
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Kontrol Anti-miR-144

Sekil 4.8 MDA-MB-231 hiicresinde Anti-miR-144 varliginda kontrole gore degisen MiR-144
seviyesi (** p<0.01)

Hiicrelere Anti-miR-144 uygulandiginda MiR-144 seviyesinde anlaml bir azalig
meydana gelmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).

4.4 Hiicrelerde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Foxol proteini

fosforilasyon diizeyleri

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine Foxol ve Anti-miR-144 kombinasyonu
uygulandiginda Foxol proteininde fosforillenme yoluyla degisiklikler oldugu

gozlenmistir.
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pcDNA3-FOXO1 - + - +
Anti-mir-144

| pForot

’ Foxo1

MCF-7
Sekil 4.9 MCF-7 hiicrelerinde Anti-miR-144 varliginda western blot Foxo1, p-Foxol,GAPDH
bantlar1
pcDNA3-FOXO1 - + - +

Anti-mir-144

p-Foxo1

Foxo1

SR M8 M S | GAPDH

MDA-MB-231
Sekil 4 .10 MDA-MB-231 hiicrelerinde Anti-miR-144 varliginda western blot Foxol,p-Foxol
GAPDH bantlar1
5
MCF-7

a -
g L +
% 3
Qo
e .
S 2

1 T

o Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4 .11 MCF-7 hiicresinde p-Foxol ve Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda p-Foxol/GAPDH
grafigi (+ <0.05 pFOXO1’e gore kiyaslama; * p<0.05, *** p<0.001 kontrole gore )
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MCEF-7 hiicrelerinde fosforillenmis FOXO1 diizeyleri (p-Foxol), Anti-mir-144 ile
control grubuna gore artmistir (*p< 0.05). FOXO1 overekspresyon yapilan grupta
da aymi artis gozlenmistir (***p< 0.001). Hem Anti-miR-144 hem de pFOXO1
ygulanan grupta ise gozle goriiliir bir artis meydana gelmistir (***p< 0.001)

1,4

MCF-7

-
N

-
—

°
®
|

o
-]
|

Foxo1/GAPDH

e ke ke

L i
o]

Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pPFOXO1+
Anti-mir-144

o
[
\

Sekil 4 .12 MCF-7 hiicresinde p-Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu varliginda
Foxol/GAPDH grafigi (*¥** p<0.001 kontrole gore)

Sekil 4.12 de goriildiigii gibi FOXO1 protein ekspresyon diizeyleri pFOXO1 ve
Anti-miR-144 gruplarinda kontrole gore degisiklik gostermezken, ko-

transfeksiyon yapilan grupta kontrole gore anlamli bir sekilde azalmistir
(***p< 0.001).

MDA-MB-231

ke ok e

p-Foxo1/GAPDH

1 T -

o

Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .13 MDA-MB-231 hiicresinde p-Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu varliginda p-
Foxol/GAPDH grafigi (** p<0.01, *** p<0.001 kontrole gore )
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MDA-MB-231 hiicrelerinde FOXO1 fosforilasyon (p-FOXOT1) diizeyleri pfoxol
grubunda kontrole gore degismezken Anti-miR-144 grubunda kontrole gore
anlamli bir sekilde artmistir (**p<0.01).Anti-mir-144 ve pFOXO1l ko-

transfeksiyon yapilan grupta ise kontrole gore yiiksek diizeyde artis gézlenmistir
(*** p< 0.001).

-+  MDA-MB-231

[

5

4

3 . .
2

1 -

o]

Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Foxo1/GAPDH

Sekil 4 .14 MDA-MB-231 hiicresinde p-Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda
Foxol/GAPDH grafigi (* p<0.05, *** p<0.001 kontrole gore )

MDA-MB-231 hiicrelerinde FOXO1 protein ekspresyon diizeyleri p-FOXO1
grubunda artarken. Anti-miR-144 ve ko-transfeksiyon grubunda anlamli bir

sekilde azalmigtir (* p< 0.05).

4.5 MCF-7 hiicresinin Foxol — Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda western

blot sonuclar:
Meme kanser hiicresi, MCF Anti-miR-144 (20 nM), FOXO1 ve bu iki bilesigin

ko-transfeksiyonuyla 24 saat inkiibe edildi. BCL-2 BAX, AKT, CYLINDI, ESR-
a, ESR-B protein ekspresyon farkliliklar 6l¢tildii.
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pcDNA3-FOXO1 - + - +
Anti-mir-144 - - + +

MCF-7
Sekil 4. 15 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-o ve ER-f
western bantlar1
3
MCF-7
25 -
S =2
o
g £
= 1,5 T
o
(TN}
1 T
05 4|
o
Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4. 16 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-o/GAPDH
grafigi (* p<0.05, *** p<0.001)

MCF-7 hiicrelerinde Sekil 4.16 da goriildiigii gibi Anti-miR-144 varhiginda
kontrole gore Era protein ekspresyonunda anlamli (*** p<0.001) bir artis
gozlenmistir. Foxol ve Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda ise kontrole gore
anlamli (* p<0.05) bir arti, fakat yalnizca Anti-mir-144 uygulamasina gore azalis

meydana gelmistir.
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .17 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER- B/GAPDH
grafigi

Sekil 4.17 e bakacak olursak MCF-7 hiicresine Foxol ve Anti-miR-144 Kko-
transfeksiyonunda ER- B protein seviyesinde kontrole gére bir artig gdzlenmistir

fakat anlamli bulunmamustir.Diger gruplarda kontrole gore anlamli bir degisiklik

gozlemlenmemistir
pcDNA3-FOXO1 - + - +
Anti-mir-144 - - + +
e e 500

| Bax

. wm mwm s | GAPDH

MCF-7

Sekil 4. 18 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax ve Bcl-2
western blot bantlari
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1,6

MCF-7
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Bax/GAPDH

0,4 | |
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 19 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax/GAPDH
grafigi (** p<0.01)

FOXO1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu uygulandiginda, Bax protein
diizeyinde kontrole kiyasla anlamli bir azalma meydana gelmistir (**p< 0.01).
Bax bir apoptoz proteinidir, hiicrenin apoptoza girmedigini gostermistir.Diger

gruplarda artis vardir ama anlamli bulunmamastir.

2,5
MCF-7
Ak S
2 T T
1,5

Bel-2/GAPDH

-
H

*

0,5 |+ T
(0] -—v
Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .20 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bcl-2/GAPDH
grafigi (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

MCF-7 hiicresine tek basina Anti-miR-144 uygulandiginda Bcl-2 seviyesi

kontrole gére anlamli bir sekilde artmistir. Ko-transfeksiyon uygulandiginda ise

azalma meydana gelmistir (*p<0.05).
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Anti-mir-144 - - + +
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MCF-7

Sekil 4. 21 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Akt ve Cylind1
western blot bantlari
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4 .22 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda varliginda
Akt/GAPDH grafigi (* p<0.05, *** p<0.001)

MCF-7 hiicrelerinde Sekil 4.22 de goriildiigii gibi tek baglarina FOXO1 ve Anti-
miR-144 uygulandiginda kontrol grubuna gére Akt protein ekspresyon diizeyleri
anlamlt bir sekilde artmistir (¥p<0.05). Ko-transfeksiyonda da Akt protein
ekspresyon diizeyi anlamli (*** p<0.001) bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4.23 MCF-7 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Cyclin D1/GAPDH
grafigi (*p< 0.05)

MCEF-7 hiicresine sekil 4.23°te gortildiigi gibi tek basina pFoxolve Anti-miR-144
uygulandiginda ve Anti-mir-144 grubunda kontrole gore CyclinD1 proteini

ekspresyonunda anlamli (*p<0.05) bir artis olurken , ko-transfeksiyonu yapilan
grupta ise anlamli bir degisiklik olmamustir.

4.6 MDA-MB-231 hiicresinin Foxol — Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda

western blot sonuclari

pcDNA3-FOXO1 - + - +
Anti-mir-144 - - + +

SR M A ma™ | GAPDH

MDA-MB-231

Sekil 4 .23 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-o ve
ER-B western blot bantlari
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MDA-MB-231

ER-0/GAPDH
o

Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .24 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-
miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-o/GAPDH grafigi (***
p<0.001)

MDA-MB-231 hiicresine pFOXO1 ve Anti-miR-144 tek basina transfekte
edildiginde ER- o protein miktarinda kontrole gére anlamli (*** p<0.001) bir
artis olmustur. Anti-miR-144 ve Foxol Kko-transefte edildiginde ise azalma

meydana gelmistir fakat anlamli bulunmamistir.

1,2

MDA-MB-231

0,8 4 |

0,6 4 |

ER-B/GAPDH

0,4 4 |

0,2 4+

Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 25 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfesiyonunda ER-
B/GAPDH grafigi

MDA-MB-231 hiicresinde Sekil 4.26’da goriildiigii gibi Anti-miR-144, Foxol ve

ikisinin ko-transfeksiyonunda ER-p proteini seviyesinde anlamli bir degisim elde

edilmemistir.
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pcDNA3-FOXO1 - + - +
Anti-mir-144 - - + +

MDA-MB-231

Sekil 4 .26 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax ve
Bcl-2 western blot bantlari
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Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .27 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda
Bax/GAPDH grafigi (*** p<0.001)

Sekil 4.28’de goriildigi gibi MDA-MB-231 hiicresine Anti-miR-144 tek basina
transfekte edildiginde Bax proteini seviyesinde kontrole gore anlamli bir azalma
meydana gelmistir (¥***p<0.001). pFoxol tek basina transfekte edildiginde
anlamli bir degisim gézlemlenmemistir. pPFOXO1 ve Anti-mir-144 ko-transfekte
edildiginde bax protein ekspresyon seviyesinde anlamli (*** p<0.001) bir azalma

gorilmektedir.
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 28 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bcl-
2/GAPDH grafigi (*** p<0.001)

Bax ve Bcl-2 birbirine zit yolaklarda yer alan proteinlerdir.Hiicrede birinin
ekspresyonu artarken digerinin azalir.Sekil 4.29°da goriildigi gibi MDA-MB-231
hiicresine  Anti-mir-144 ve Foxol ko-transfeksiyonunda Bcl-2 protein

ekspresyonunda kontrole gére anlamli (*** p<0.001) bir artis olmustur.

pcDNA3-FOXO1 - + - +

Anti-mir-144 - - + +
) ol
ﬂ - - q‘Akt
— - g “ CyclinD1
- e

S® m# % me™ [GAPDH

MDA-MB-231

Sekil 4 .29 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Akt ve
CyclinD1 western blot bantlari
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .30 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 kombinasyonu varliginda
Akt/GAPDH grafigi

Sekil 4.31°de goriildiigi gibi MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan Foxol, Anti-
miR-144 ve ko-transfeksiyonu Akt ekspresyon seviyesinde kontrole gore anlaml

bir degisiklige sebep olmamustir.
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Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .31 MDA-MB-231 hiicrelerinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda
CyclinD1/GAPDH grafigi

Sekil 4.32 de gorildigi gibi Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksyonunda
CyclinD1 protein seviyesinde kontrole gore anlamli (*¥** p<0.001) bir artig
olmustur.pFOXO1 tek basma CyclinD1 protein ekspresyonu iizerinde etkili
degildir.Anti-miR-144 tek basma transfekte edildiginde cyclinD1 protein
ekspresyon diizeyinde kontrol grubuna goére anlamli (***p<0.001) bir sekilde

artmigtir.
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4.7 MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicresinin p-FOXO1 ve Anti-miR-144 ko-
transfeksiyonunda QPCR sonuglari

MCF-7 ...

2
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o]

Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

A 0 N O ®

Foxo1/GAPDH
(2 ACtoran)

(]

Sekil 4 .32 MCF-7 hiicresinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transefsiyonunun Foxol gen
ekspresyon diizeyi (*¥** p<0.001)
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 33 MDA-MB-231 hiicresinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Foxol gen
ekspresyon diizeyi (*¥** p<0.001)

Sekil 4.33 ve sekil 4.34’te goriildiigii gibi hiicrelerde pFOXO1 transfeksiyonu ile
FOXO1 gen diizeyleri kontrole gore anlamli bir sekilde artmistir (***
p<0.001).Anti-miR-144 tek basina transfekte edildiginde anlamli bir degisme
olmamistir. pFOXO1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu FOXO1 gen diizeyleri
kontrole gore anlamli bir sekilde arttirmistir (*** p<0.001).
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pPFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4. 34 MCF-7 hiicresinde Foxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax gen ekspresyon
diizeyi (** p<0.01, * p<0.05)

Sekil 4.35’te gortildiigli gibi MCF-7 hiicrelerinde Bax gen ekspresyonu pFOXO1

grubunda kontrole gore degismemistir.Anti-miR-144 grubunda kontrole gore

anlamli bir azalma olmustur (* p<0.05). Ko-transfeksiyonda ise kontrole gére Bax

gen ekspresyon diizeyi azalmistir.
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Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4 .35 MDA-MB-231 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Bax gen
ekspresyon diizeyi, (* p<0.05)

Sekil 4.36’da gorildigi gibi MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine pFoxol ve
Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda apoptotik protein olan Bax gen ekspresyon
diizeyinde kontrole gore azalma meydana gelmistir (* p<0.05). pFOXO1 ve Anti-
miR-144 tek baslarina transfekte edildiginde kontrole gore anlamlibir degisim

gozlemlenmemistir.
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 PFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .36 MCF-7 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Bcl-2 gen
ekspresyon diizeyi (*** p<0.001, * p<0.05)

Sekil 4.37°de gorildigi gibi MCF-7 hiicrelerinde pFOXO1 ve Anti-miR-144 tek
baslarina transfekte edildiginde Bcl-2 gen ekspresyon diizeyinleri kontrole gore
artmistir  (*** p<0.001, *p<0.05).Anti-miR-144 ve pFOXO1 Kko-transrekte

edildginde ise Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi kontrole gore anlamli bir sekilde

artmigtir.
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4 .37 MDA-MB-231 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 kombinasyonunun Bcl-2 gen
ekspresyon diizeyi (*** p<0.001, * p<0.05)

Sekil 4.38’te goriildigl gibi MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicresinde anti apoptotik
protein olan Bcl-2’ nin gen ekspresyon seviyesi, pFoxol ve Anti-miR-144 tek
basina transfekte edildiginde kontrole gore artmistir. Ayn1 zamanda p-Foxol ve
Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda kontrol grubuna gore Bcl-2 gen ekspresyon

diizeyinin anlamli bir sekilde yiikseldigi gériilmiistiir (*** p<0.001).
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pPFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4. 38 MCF-7 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-a gen
ekspresyon diizeyi (*** p<0.001)

Sekil 4.39°da goriindiigii gibi MCF-7 hiicresinde pFOXOltek basina transfekte
edildiginde anlamli bir degisim goriilmemistir.Anti-miR-144 tek basina transfekte
edildiginde kontrole gére ER-o gen ekspresyon diizeyinleri anlamli bir sekilde
artmigtir (*** p<0.001).Anti-miR-144 ve pFOXO1 ko-transfekte edildiginde

kontrole gére anlamli bir degisim gézlenmemistir.
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Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 39 MDA-MB-23 1hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-o. gen
ekspresyon diizeyi (** p<0.01)

Sekil 4.40’ta gorildigi gibi MDA-MB-231 hiicresinde tek basina Anti-mir-144
transfekte edildiginde ER-a gen ekspresyon diizeyinde kontrole gére anlamli bir
artis gorilmiistir.pFOXO1 tek basina ve Anti-miR-144 ile ko-transfeksiyon
yapildiginda ise ER-o gen diizeyinde kontrole gore anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.
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Sekil 4 .40 MCF-7 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-B gen
ekspresyon diizeyi
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Sekil 4 .41 MDA-MB-231 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-p gen
ekspresyon diizeyi

MDA-MB-231 hiicrelerinde p-Foxol, Anti-mir-144 ve bu ko-transfeksiyon

yapilan gruplarda ER-B gen ekspresyon diizeyinde kontrole gore anlamli bir

degisiklik olmamustir.
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pPFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 42 MCF-7 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Akt gen
ekspresyon diizeyi (* p<0.05)

Sekil 4.43°te gorildigi gibi MCF-7 hiicresinde tek basina pFOXO1 ve Anti-miR-
144 transfeksiyonunda Akt gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
olmamistirAnti-miR-144 ve pFOXO1 Ko-tranfeksiyon yapilan grupta kontrole
gore Akt gen ekspresyon diizeyleri anlamli sekilde artmistir (* p<0.05).
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Kontrol PFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 43 MDA-MB-231 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Akt gen
ekspresyon diizeyi

MCF-7 hiicresinde pFoxol, Anti-miR-144 ve ko-transfeksiyon grubunda Akt gen

diizeyinde kontrole gére anlamli bir artis olmamaktadir.
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Kontrol pPFOXO1 Anti-mir-144 pPFOXO1+

Anti-mir-144

Sekil 4 .44 MCF-7 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun CyclinD1 gen
ekspresyon diizeyi

Sekil 4.45°te goriildiigii gibiMCF-7 hiicrelerinde pFOXO1, Anti-miR-144 ve ko-
transfeksiyon grubunda kontrole gore CyclinD1 gen ekspresyon diizeylerinde

anlamli bir degisim olmamustir.
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Kontrol pFOXO1 Anti-mir-144 pFOXO1+
Anti-mir-144

Sekil 4. 45 MDA-MB-241 hiicresinde pFoxol ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun CyclinD1
gen ekspresyon diizeyi (* p<0.05, *** p<0.001)

Sekil 4.46’da gorildigi gibi MDA-MB-231 hiicresinde tek bagina Anti-miR-144
transfekte edildiginde CyclinD1 gen diizeyi kontrole gore anlamli (* p<0.05) bir
sekilde artmistir. Ayn1 sekilde pFoxol ve Anti-miR-144 Kko-transfeksiyon

yapildiginda CyclinD1 gen ekspresyon diizeyi kontrole gore anlamli bir sekilde
artig gostermistir (*** p<0.001).
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5.TARTISMA

Hiicrelerde anormal ¢ogalma goriildiigiinde ve apoptoz islevlerini kaybettiklerinde
cogunlukla kanserlesme goriiliir. MikroRNA'lar genom iizerinde protein kodlayan
intron bdlgeleri ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden
transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, RNA
molekiilleridir [62,63].

MikroRNA'larin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi biyolojik siireclerde etkili
oldugu ve cesitli hastaliklarda ©nemli belirte¢ olarak da kullanilabilecegi
bilinmektedir. Kanser gibi proliferatif hastaliklarin olusumunda miRNA
diizenlemesinin etkisi olacagi diistiniilmektedir. MiRNA’lar ve kanser arasindaki
ilk iligki Calin ve ark (2002) tarafindan ileri siiriilmiistiir. Calin ve arkadaslari,
2004 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada, insan miRNA genlerinin kanser ile
iligkisini aragtirmak i¢in, 186 adet miRNA geninin DNA {izerindeki pozisyonunu
haritalandirmislardir [105]. Bu genlerin kromozomal pozisyonlari, daha dnceden
rapor edilen belirli kanser tiirlerinin gelisimi ile iliskili oldugu bilinen genetik
degisiklikler ile karsilastirilmistir. Bu ¢aligmalart yeni ve farkli aragtirmalar takip
etmistir. Daha sonra 2003 yilinda Michael ve arkadaslari, ilk olarak insanlardaki
kat1 tiimorlerde (kolonik ve rektal adenom karsinomlar) normal dokular ile
karsilagtirildiginda ekspresyon seviyeleri degismis olan miRNA’lar1 rapor
etmislerdir [46]. Daha sonraki yillarda degisiklige ugramis miRNA seviyeleri
meme kanserinde, Burkitt’s lenfomada, malign beyin tiimdrlerinde, tiroid
kanserinde, akciger kanserinde, prostat kanserinde ve hepatoselliiler karsinomda
kesfedilmistir. MiRNA’lar iglevlerine gore timor siipresor ya da ongenik olarak
tanimlanmaktadirlar.

2004 yilinda Liu ve ark. meme kanseri olan insan ve farelerde, mikrogip teknoloji
kullanarak miRNA gen ekspresyonlarini profillemisler ve meme kanserinde,
normal dokuyla karsilastirildiginda, anormal miRNA ekspresyonunu varligini
bildirmislerdir [106,107]. Buna karsilik Jiang et al. [33] ise insanlarda yaygin
olarak goriilen ve besi meme kanseri (MDA231, T47D, SKBR3, MDA 361, and
MCF-7) olmak tizere 32 kanser hiicre-hattindaki 222 miRNAlar1 incelenmis ve
meme ile prostat kanser hiicre hatlarinin birlikte kiimelenmeye egiliminde
olmasinin farkli dokularda benzer miRNA ekspresyon profilinin oldugunu

bildirilmistir. Shen et al. [34] genetik varyasyonlar icin ailesel meme CA hikayesi
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olan 42 hastanin DNA 06rnegi incelenmis ve 17 miRNA geninin meme timor
dokusunda yiiksek veya diisiik ekspresyon seviyelerini gostererek BRCA1/2,
ATM, PTEN, and CHEK2 gibi meme kanserindeki onemli genleri regiile ettigi
bildirilmistir [32].

Yapilan tiim caligmalar gostermektedir ki hiicre dongiisii, proliferasyon ve
timorigenez miRNAlar tarafindan kontrol edilmektedir. Bununla birlikte hiicre
dongiisiinli kontrol eden siklinler, siklin CDK’lar, ve inhibitorleri, retinablastoma
(Rb) gibi proteinlerdeki artisin miRNA ekspresyonundaki farkliligina bagl olarak
kanserlerin patogenezinde oldukca sik rastlanmaktadir.

MicroRNA-144 (miR-144), karaciger, akciger, meme ve prostat
kanserlerinde tiimor olusumu ve gelisimi siirecine katilan oldukga progresiv olan
bir miRNA'dir [109-110]. Fakat insan kanserlerinde yapilan arastirmalarda timor
baskilayic1 veya onkogen bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin
bogazda Nazofarenks kanserinde miR-144 ekspresyonu anormal sekilde artarken
[111], mide kanserinde tiimor baskilayici olarak islev gorir [112]. Meme
kanserinde ise arttigt miR-144'ln biyolojik 0&zellikleri ve hedefleri iyi
anlagilmamugtir.

Over kanseri hiicrelerinde miR-144 ekspresyonunun MMP-2 ve MMP-9 ‘u
down regiile ettigi, hiicre migrasyon ve invazyonunu engelleyerek kanser
hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii gosterilmis, bu mekanimzanin RUNX1 proteini
ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir [113]. Multiple miyeloma kanser hiicreleri ile
yapilan bagka bir ¢calismada MiR-144-3p diizeylerinin artisina bagl olarak hiicre
proliferasyonun azaldigi ve koloni olusumunun inhibe edildigi tespit edilmis ve
epitelyal gecis faktorii olan c-MET in baskilanarak PI3K/AKT sinyal yolagim
down regiile ettigi bildirilmistir [114]. Mesane kanseri hastalar1 ile yapilan bir
calismada miR-144 diizeylerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunu calisma
igerisinde mesane kanser hiicre hatlarinda miR-144 diizeyleri arttirildigr zaman
hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve bunu EZH2 proteini ile gergeklestirerek
Wnt/B-catenin sinyal yolagii bloke ettigi bulunmustur [115]. Son yillarda
yapilan bir baska calismada ise akciger kanserinde miR-144 overekpsresyon
yapilan hiicrelerde epitelyal gecis markirlarindan olan Snail ve Vimentin protein
ekspresyon diizeylerinin azaldigi, E-cadherin diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir
[118]. Bu calismalarin tam tersi bulgularinda elde edildigi bir ¢alismada, Pre-

eklemsi hastalarindan elde edilen trofoblast hiicrelerinde miR-144 diizeyleri
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arrtirildigr zaman PTEN diizeylerinin arttig1 ve buna bagl olarak kaspaz-3 ve Bcl-
2 diizeylerinin azalarak hiicrelerin proliferasyonlarmin yiikseldigi goriilmustiir
[117]. Benzer bir arastirmada tiroid kanserinde miR-144 diizeylerinin artmasi ile
kanserde Malignant tiimdrlerin arttigt ve bunu E2F8 proteinin kontrol ettigi
bildirilmigtir [116]. SkBr3 meme kanseri ve HepG2 hepatoseliiler kanserde
yapilan bir arastirmada ise miR-144 diizeylerinin estrojen reseptorleri iizerinde
etkili oldugu ve G proteinleri araciligi ile PI3K-Akt/ERK1/2 sinyal yolagini
harekete gecirdigi bildirilmistir [124]. Meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir
baska calismada MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicre hatlarinda overekspresyon
yapilan miR-144 diizeylerinin radyasyon rezistansim1 arttirdigi ve kanser
hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin yiikseldigi tespit edilmistir.
Meme kanseri i¢in mir-144’iin bir biyobelirte¢ olacagi, tedavi i¢in yeni hedef
molekiillerin gelistirilmesi gerektigi ifade edilmistir [119]. Meme kanseri ile
yapilan bir baska ¢alismada ise meme kanseri olan hastalarda mir-144
diizeylerinin distiigii gosterilmistir. Buna istinaden MCF-7 ve. MDA-MB-231
hiicrelerinde miR-144 expresyon diizeyleri arttirildi§i zaman bir transkripsiyon
faktorii olan ZEB1 ve ZEB2 diizeylerinin azaldigi, migrasyonun kontrol altina
alindigr bildirilmistir [120]. Yapilan bir baska c¢alismada meme kanseri
hiicrelerinde miR144 diizeylerinin arttirilmast ile hiicre proliferasyonu,
migrasyon, invazyon ve hiicre siklusunu durdugu, apoptototik hiicre Sliimiinii
tetikledigi bildirilmistir. MiR-144’{in bu etkisin meme kanserinde CEPS5S5 ile
negatif bir korelasyon gosterdigi ifade edilmistir [121]. Bu bilgiler 1s1ginda mir-
144’tin meme kanserindeki rolii tam olarak netlik kazanmamistir. Bu tez
caligmasinda biz meme kanserinde miR-144 diizeylerindeki degisikligin etki ettigi
bazi proteinler ile iliskisini aragtirmay1 amacladik.

Calismada yer alan diger 6nemli molekiil ise FoxO transkripsiyon faktorleri
tiyelerinden biri olan FOXO1dir. Foxo transkripsiyon faktorleri, biiyiik bir protein
ailesi olan “Forkhead” ailesinin iiyelerindendir. Foxo 6zellikle yag, beyin, kalp,
karaciger, akciger, over, pankreas, prostat, iskelet kasi, dalak, timus ve testis gibi
memeli dokularinda eksprese edilir [68]. FoxO alt ailesi (FOXO1, FOXO3,
FOXO04 ve FOXO06) hiicrede bir ¢ok mekanizmada yer almakla birlikte 6zellikle
DNA hasar ve tamirine yanit, apoptoz, metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre
cogalmasi, stres tolerans ile ilgili hedef genleri diizenledikleri bildirilmistir [69].

Foxo ailesi iyelerinden bazilarinda meydana gelen degisiklik Ornegin
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ekspresyonundaki azalmanin hiicre dongiisiiniin kontroliiniin ve apoptozun
bozulmasina, dolayisi ile tiimor olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir [31].
Myatt ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 calismada, PCR ve Northern blot yontemi
ile normal endometriyum ve endometriyal kanserlerdeki FoxO1  etmisler ve
bunun onkogenezin bir parcasi oldugunu savunmuslardir [18]. Goto ve arkadaslar
da immiinohistokimyasal yontemle endometriyal adenokarsinomlarda normal
endometriyuma gore FoxOl1 ekspresyonunda azalma saptamislardir [19]. Diger
bir ¢alismada meme tiimorlerinde normal meme dokusuna gore FoxOl
ekspresyonunda azalma oldugu ve FoxO1 ekspresyonunun artmasi ile hiicrelerde
proliferasyonun azaldigi ileri siirtilmiistiir [13]. Dong ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada prostat adenokarsinomlarinda normal prostat dokusuna gore FoxO1’in
regililasyonunun azaldigini ve bu nedenle FoxO1’in prostat i¢in tiimor baskilayici
Ozelliklere sahip oldugunu oOne siirmislerdir [10]. Yapilan bir arastirmada
RHK’de FoxOl1 ekspresyonunu fare ve insan RHK olgularinda FoxO’larin renal
tiimor olusumunda negatif feedback 6zelliklerine sahip oldugu ve FoxO sinyalinin
renal kanser gelisimini engelledigi belirtilmektedir [22].

FoxO transkripsiyon faktorleriyle MiRNA ‘lar arasinda son yillarda literatiirde ¢ok
fazla aragtirma yapildigi goriilmektedir. Yapilan arastirmalar i¢erisinde miR-144
ve FOXOLI iliskisini gdsteren bir ¢aligmaya rastlanamamaistir. Bu tez ¢calismasinda
miR-144 ve Foxol arasindaki iliski meme kanseri hiicrelerinde irdelenmis ve ilgili
sinyal yolaklar1 ile mekanizmasi tespit edilmistir. Literatiir ve bulgularimiz
Foxol’in meme kanseri hiicre biiylimesi ve metastasinin diizenlenmesinde
miRNA’lar ile iligkili olabilecegini gdstermektedir. Daha 6nce meme kanseri
hiicrelerinde yapilan bir arastirmada Mir-9 ekspresyonundaki artigsa bagli olarak
gerceklesen hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonundaki azalmanin
Foxol ekspresyonunun baskilanmasiyla ortaya c¢iktigir tespit edilmistir [123].
Miyoblast hiicreleri ile yapilan bir bagka ¢alismada ise miR-16 ekspresyonu
arttirtldigt zaman hiicre proliferasyonunun azaldigi, apoptozda Bcl-2 ve Foxol
ekspresyonunun baskilandigi gosterilmistir [122]. Daha yakindan incelemek
istersek su sonuglardan bahsedilebilir. MikroRNA-144-3p (miR-144-3p), birgok
kanser tiiriinlin gelisiminde rol oynayan bir RNA’dir.Fakat miR-144-3p ucu
baskilandiginda kanser hiicreleri ¢ogalma ve koloni olusumu artmaktadir.Bu artig
sonucu hiicre G0/G1 fazinda hiicre dongiisii kontrol noktalarina takilmadan anti-

apoptotik mekanizmalara yonelmistir.
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Sonug olarak, meme kanseri hiicrelerinde miR-144 baskilandigi zaman FOXO1
fosforilasyonunda artis ger¢eklesmekte ve hiicrede anti-apoptotik mekanizmalar
devreye girmektedir. Bu arastirmada elde edilen sonuglarin meme kanseri tedavisi
icin miR-144 diizeylerini arttiric1 yeni terapdtik ajanlarin gelecekte gelistirilmesi

konusunda 6nemli katkilar saglayacagini diisiiniiyoruz.
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6.SONUC

Bu tez ¢alismasinda insan meme kanser hiicre hatlar1t MCF-7 ve MDA-MB-231
tizerinde miR-144 ve FOXO01 ko-transfeksiyonunun etkisi
arastirilmistir. Hiicrelerde  Anti-miR-144  oligoniikleotidi yardimiyla miR-144
inhibe edildiginde hiicre proliferasyonu artig gostermis ve anti-apoptotik yolaklar
aktif rol almistir.Mir-144’tin baskilanmasi, FOXO1 gibi 6nemli bir apoptotik
ajanin fosforillenmesine ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunun artmasina
neden olmustur.

Kanser arastirmalarinda miR-144 diizeylerini arttiracak gen terapiler uygulanirsa

FOXOI proeini kontrol altina alinarak yeni tedavisel yaklagimlar gelistirilebilir.
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