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ÖZET 

 

MİR-144 VE FOXO1 İLİŞKİSİNİN MEME KANSERİ HÜCRELERİ 

ÜZERİNDE ARAŞTIRILMASI 

 

Merve AYDIN 

MS. Thesis 

Cumhuriyet Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Farmöstatik Biyokimya Anabilim Dalı, 

Yüksek Lisans Tezi, Haziran 2018 

Danışman: Doç. Dr. Özge ÇEVİK 

2018,  104 sayfa 

 

Meme kanseri kadınlarda yaygın bir kanser türü olup metastaz özelliği yüksektir. 

Son yıllarda kanserde mikroRNAların rolleri ve yeni tedavi yaklaşımları öne 

çıkmaktadır. FOXO1 önemli bir transkripsiyon faktörü olup kanserle ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. Bu araştırmada meme kanseri üzerinde miR-144 ve 

FOXO1 arasındaki ilişki araştırılmıştır. İnsan meme kanseri hücreleri  MDA-MB-

231 ve MCF-7 kullanılmıştır. FOXO1 proteini için tasarlanan pFOXO1 plazmiti 

kullanılarak over ekspresyon yapılmış ve miR-144 düzeyleri Anti-mir-144 

oligonükleotidi ile baskılanmıştır. Hücrelerde, MTT ile hücre proliferasyonları 

tespit edilmiş. Erα, Erβ, FOXO1, Bax, Bcl-2, Akt, Cylin D1 protein ve gen 

ekspresyon düzeyleri western blotlama ve qRT-PCR ile ölçülmüştür. 

Sonuç olarak, Mir144 inhibisyonu hücrelerin proliferasyonda etkili olan genlerini 

aktive ederek anti-apoptotik makanizmaları harekete geçirmektedir. Mir-144 

inhibe edildiği zaman FOXO1 proteininin fosforillenmesi gerçekleşmektedir.   

Meme kanseri tedavisinde hücrelerde mir-144 aktive edecek ajanlar geliştirilerek 

yeni terapötiklerin geliştirilmesi konusunda gelecekte önemli araştırmalar 

yapılmalıdır.   

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: Doç. Dr. Özge Çevik, 

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-,Foxo1, Bax, Bcl-2, Akt, Cyclin D1 protein and gene expression levels are 

measured with western blotting and qRT-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.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Normal meme büyümesi ve gelişmesi hormonlar ve büyüme faktörüyle 

düzenlenir. Bu hormon ve faktörlerin etkileri moleküle özgü reseptörlerine 

bağlanmasıyla başlar. Normal meme hücrelerinde gelişimi sürdüren ve apoptoza 

götüren yolaklar denge halindedir [1]. Östrojen hormonu meme hücreleri 

kontrolünde çok etkili bir hormondur. 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen, metastaz özelliği bulunan bir 

kanser türüdür. Meme kanserlerinin %60-70’inde östrojen reseptörü (ER) ve 

progesteron reseptörü (PR) sentezlenir. Östrojen reseptörleri gen transkripsiyon 

aktivasyonuna yol açarak hem östrojen bağımlı hem östrojen bağımsız 

mekanizmalar ile bazı genlerin gen ekspresyon düzenlenmesi yaparlar. Bu da 

hücre proliferasyonu ile sonuçlanır. ERα gen overekspresyonu meme kanserinin 

erken evrelerinde sıklıkla saptanır [2]. Meme kanserlerinin yaklaşık %70 kadarı 

östrojen reseptörü eksprese eder (ER pozitif); bu tümörler ER negatif olanlara 

göre daha yavaş çoğalma ve daha iyi diferansiye olma eğilimindedirler. 

Çalışmada kullanılan MCF-7 hücre hattı ER pozitif, MDA-MB-231 hücre hattı ise 

ER negatif hücre hatları olduklarından farklı tipteki meme kanser türlerini temsil 

etmektedir. Meme kanserinde; ölüm yolaklarının işleyişinin bozulması, p53 

mutasyonları, Bcl-2 yolağındaki fonksiyon bozuklukları kanserli hücrelerin 

apoptozisten kaçmasına sebep olmaktadır [6,7]. 

İnsanlardaki transkripsiyon mekanizmasının %97’sini kodlanmayan 

RNA’lar oluşturur. Protein şeklinde ifade edilmeyen bu mikro RNA (miRNA) lar 

gen ifadesinin kontrolünde önemli rollere sahiptir [2-4]. Bazı miRNA’ların 

onkogen, bazılarının ise tümör baskılayıcı gen şeklinde işlevi olması, tümör 

ilerlemesi, yayılımı ve invazyonunda miRNA’ların düzenleyici role sahip 

olduğunu göstermektedir [3]. MikroRNA’lar gelişme, farklılaşma, ölüm ve 

metabolizma gibi farklı biyolojik süreçlerin kontrolünde rol alır [4]. Bazen 

mikroRNA’lar hedef genlerin ifadesini etkileyerek protein üretiminin 

düzenlenmesine katılırlar. 

MiRNA’lar, hücredeki mRNA’nın yolaklardaki özelliğine göre onkogenik 

ya da tümör baskılayıcı özellik gösterebilir. İşlevleri bir onkogenin ifadesini 
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kontrol etmek olan mikroRNA’lar “tümör baskılayıcı miRNA’lar”(TS-mir) olarak 

adlandırılmaktadır. Dolayısıyla tümör baskılayıcı miRNA’ların ifadesinin azalışı, 

onkogenin ifadesinin artmasına ve tümörleşmeye neden olur. Bunun aksi olarak, 

“onko-mir” olarak adlandırılan bazı miRNA’ların kanserleşmeyi arttırdığı 

görülmektedir. Bu miRNA’lar bir tümör süpresörün baskılanmasına sebep olur. 

MiRNA’lar, onkogen ve tümör baskılayıcı mRNA’ların ikisinini birden hedef 

olarak görebilir. Bu sebeple, belirli bir miRNA’nın temel fonksiyonu ya TS-mir’in 

ya da onko-mir’in hücresel içeriğine bağlıdır [5].  

FoxO transkripsiyon faktörleri, büyük bir protein ailesi olan “Forkhead” 

ailesinin üyelerindendir. FoxO alt ailesi (FOXO1, FOXO3, FOXO4 ve FOXO6) 

DNA hasar ve tamirine yanıt, apoptoz, metabolizmanın düzenlenmesi, hücre 

çoğalması, glikoz metabolizması, enerji homeostazı, stres toleransı ile ilgili hedef 

genleri düzenler [6,7]. FoxO’ların aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve 

übikütilasyon içeren posttranslasyonel modifikasyon mekanizmaları tarafından 

sıkı bir şekilde kontrol edilir [8]. Hücre döngü inhibitörü olan p27, kip1 

molekülünün uyarılmasını sağlayarak, hücre döngüsünün durmasına neden 

olabilir. Hücresel farklılaşma sürecinde FoxO ailesinin farklılaşmayı baskılayıcı 

ve destekleyici rolleri bulunmaktadır [9].  

Bu çalışmada meme kanserinde moleküler etkileri az olarak bilinen FOXO1 ve 

kanser araştırmalarında yeni hedefler olan miRNAlardan miR-144’ün ilişkisi 

araştırılmış sinyal yolağının tespiti amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kanser 

 

Hücreler bir araya gelerek dokuları, dokular bir araya gelir ve organları meydana 

getirirler. Organlar,  dokular oluşurken hücreler belli düzen içindedir. Ortaklaşa  

bir araya gelen hücreler gerekli sinyali aldığında belirli bir hızda ve kontrol 

altında çoğalırlar. Diğer taraftan yıpranan hücreler de belli bir hızla 

yıkılmaktadırlar. Bu yapım ve yıkım olayları denge halindedir [10]. 

Kanser en temel şekilde hücrelerin kontrol edilemeyen bir hızla çoğalmaları 

demektir. Bu oluşum esnasında kanser hücresinin, diğer hücrelere göre yapısında 

ve işlevinde bazı farklılıklar meydana gelir; bazen hücre her zaman yaptığı 

işlevlerini yapamazken, bazen de yeni roller  üstlenmeye başlar. Anormal şekilde 

çoğalmaya ve büyümeye başlayan bu hücreler bulundukları yerdeki doku ve 

organları invaze edip ve bulunduğu bu organların görevlerini engelleyecektir. 

Kanserleşmenin ortaya çıkması için sadece kontrolsüz çoğalma yeterli değildir 

[11]. 

 

2.1.1 Kanserin Sebepleri 

Kansere sebep olan çeşitli faktörler vardır. 

 

İyonize Radyasyon: Genellikle iyonize radyasyonun çeşitli tümörlere sebep 

olduğu bilinmektedir. Burada radyasyonun dozu önemlidir 

 

Ultraviyole ışınları: Güneşten gelen zararlı ışınlar vücudumuz için tehlikelidir. 

Korunmasız ve aşırı derecede güneş ışığına maruz kalanlarda kanserler yoğun 

şekilde ortaya çıkmaktadır. 

 

Hava kirliliği: Kirli havanın ve sigara içiminin akciğer kanseri görülmesinde 

%12’ lik artışa  sebep olduğu düşünülmektedir. 

 

Kimyasal karsinojenler: Bazı meslek gruplarında çalışan insanların kömürün 

yanma ürünleri, naftilaminler, asbest, vinil klorür vb. maddelere maruz kalışının 
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kanser oluşumuna sebep olduğu düşünülmektedir. Örneğin  boya sanayisinde 

çalışanlarda mesane kanserlerine, plastik sanayisinde çalışanlarda karaciğer 

kanserlerine rastlanmaktadır. Bunun yanı sıra  kanser ilaçları, organ nakillerinden 

sonra kullanılan ilaçlar da kansere sebep olabilir. 

 

Beslenme faktörleri: Sindirim sistemine bağlı  kanserler beslenme 

alışkanlıklarına bağlıdır. Bu yüzden düşük yağ ve yüksek lif içeren beslenme 

stilleri önerilmektedir.  

 

Sigara: Sigara ve akciğer kanseri yakından ilişkilidir. 

 

Alkol: Yüksek miktarda alınan alkol; ağız, yutak ve yemek borusu kanserleri 

riskini arttırmaktadır. 

 

Virusler: Yaşayan en küçük mikroorganizma olan virüsler canlılarda birçok 

hastalıklara yol açarlar. İnsanlarda belli başlı virüslerin kanserle alakalı olduğu 

düşünülmektedir. 

 

Genetik faktörler: Kanser yalnızca genetik bir hastalık değildir. Genellikle 

çevresel faktörlerle birleşince etkisi görülür. Ancak çocuklarda görülen bir göz 

kanseri olan retinoblastomda ailevi geçiş görülmektedir. Kalın barsakta polipler 

ailevi hastalıktır [10]. 
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Şekil 2. 1 Karsinojenezin oluşumu [11] 

 

Bu mutajenik etkenlerin büyük bir kısmı hücrenin mutasyonlara korunmasız 

olduğu hücre döngüsünde meydana gelir. Hücre döngüsü, DNA sentezinin 

gerçekleştiği S, mitozun olduğu M ve bu süreçler arasındaki duraklama evreleri  

G1 ve G2 olmak üzere, toplam 4 evrede gerçekleşir. Hücrelerin büyük kısmı G0 

şeklinde isimlendirilen dinlenme evresindedir. Bu hücreler sinyal geldiğinde 

hücre döngüsüne gider. 

 

2.2.Hücre Döngüsü 

Hücre siklusu 4 evreden oluşur. 
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Şekil 2. 2 Hücre siklusunun evreleri [13] 

 

 

a. G0 evresinde (dinlenme fazı), hücreler genellikle özel bir fonksiyonu için 

programlıdır.  

b. G1 evresinde (interfaz), özel hücre işlevleri için gerekli proteinler ve RNA 

sentezlenir. G1 evresinde yüksek oranda RNA sentezi gerçekleşir. Bunun yanı 

sıra, DNA için gerekli enzimler üretilir [10]. 

c. S evresinde (DNA sentezlenen faz); Hücredeki DNA miktarının iki katına 

çıktığı görülür. 

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

e. M evresinde;  RNA ve protein üretim  hızı yavaşlar, kalıtım materyali 

oluşmakta olan  iki yeni hücreye dağıtılır. Mitozisin ardından meydana gelen 

hücreler ya G0 veya G1 evresine geçerler [12]. 

 

Hücre döngüsü kontrol mekanizmaları 

 

Bölünme yeteneğine sahip hücreler belli kontrol noktalarından geçerler. Birincisi 

DNA sentezine girmeden ve ikincisi mitozisden hemen önce gelir. Normalde, bu 

evredeki hücreler, hücre döngüsünün sıradaki evresine girecek proteinleri 

sentezledikleri için biyokimyasal anlamda aktiftirler. Bu kontrol noktalarında, 

mevcutsa genetik hatalar onarılır. Hata düzeltilince bir sonraki evreye geçilir [13]. 
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a. Normal hücrelerin DNA dizilerindeki kusurları farkeden mekanizmaları vardır. 

DNA hasarı sırasında hasarlı nükleotitleri normal moleküllerle değişen tamir 

mekanizmaları bulunur. Bu mekanizmalar  ana hücredeki genetik materyalle, 

oluşan iki yeni hücredeki genetik materyalin benzer oluşunu sağlar.  

b. İlk kontrol noktası, S evresine girmeden önce gerçekleşir. DNA sentezi için, 

hücre dışı sinyaller ve mekanizma hatasız olsa dahi, hücre G1 evresinden 

çıkmadan önce DNA’nın hatasız olması gerekir. Bir sorun farkedilirse, hücreler 

ya hatayı düzeltir ya da ölüme götürürler. Bu kontrol noktasını p53 proteini 

yönetir.  

c. İkinci kontrol noktası, hücreler M  evresinden öncedir. Hücre döngüsü 

baskılayıcıları, yeni oluşacak hücrelerin doğru genetik materyale sahip olana 

kadar duraklatır. DNA replikasyonunda hata oluşmuşsa, hücre bu kontrol 

noktasında durur ve hata onarımından sonra M evresine gider.  

d. Doğal hücrelerin küçük bir kısmı sınırsız miktarda çoğalan, ölümsüz 

hücrelerdir. Hücreler gelen sinyallerle, yenilenme ve olgunlaşma işlevleri için 

yeni hücreler oluşturma yeteneğindedir. 

e. Bazı normal hücreler belirli miktara ulaştığında hücre daha fazla bölünmez 

[10,12] 

 

2.3 Kanser Hücreleri 

Kanser hücreleri birtakım özelliklere sahiptir: 

Klonal orijin: Bir tane anormal hücre kanserleşmek için yeterlidir. Fakat bazen 

kanserler birden fazla malignden oluşur. Bu tümörler genlerdeki genetik hatalar 

sonucunda meydana gelirler.  

Ölümsüzlük: Normal hücrelerin bölünme miktarı kısıtlıdır. Tümörler ise 

durmaksızın çoğalırlar. Ölümsüzlüğün işleyişlerinden biri kromozomun uçu olan 

telomerlerdir. Hücre bölünürken, normal hücrelerde telomerler zamanla kısalırlar. 

Ama kanser hücrelerinde ve kök hücrelerde telomerler yenilenirler (ölümsüz  

olur).  

Genetik dengesizlik: Kanser hücreleri kontrol noktaları  zamanla daha az 

denetlenen versiyonlar  oluşturur. Bu versiyonların ayrıca farklı ortamda hayatta 

kalabilme özelliği de artar ve bu şekilde  metastaz yapabilirler.  
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Temas engeli ve substratuma yapışarak büyüme özelliğiinin kaybı: Normal 

hücreler, tutunduğu substratuma yapışamazlarsa bölünmezler. Hatta 

bölünebilmeleri için tüm büyüme faktörleri ve besin elemanları konulsa  dahi 

bölünmezler. Fakat kanser hücreleri, substratuma tutunmaya gerek duymayarak 

bölünmeye  devam ederler. Hücre kültüründe birden fazla tabaka olsa dahi 

bölünmeye devam ederler.  

 

Metastaz; metastaz, hücre dışı matrikse yapışmaktan sorumlu hücresel 

proteinlerin kaybından, hücreler arası etkileşim bozukluğundan, hücrelerin bazal 

membrana tutunmalarındaki sorunlardan kaynaklıdır[14]. 

2.4 Kanserde İşlev Gösteren Genler 

• Proto-onkogenler 

• Antionkogenler; Tümör Süpressor genler  

 

I. Protoonkogenler 

Hücrelerin büyüme, çoğalma, farklılaşma ve ölüm için aldıkları sinyalleri hücre 

yüzeyinden başlamak üzere çekirdeğe getiren sinyal iletimi sürecinde rol alan 

proteinlerin ifade edilmesinden görevli olan genlerdir. 

II. Onkogen 

Protoonkogenlerin herhangi bir nedenle mutasyona uğramış haline onkogen denir. 

Onkogenler, kanser oluşturan genlerdir. 

III. Antionkogen 

Antionkogenler ; Diğer adıyla Tümör baskılayıcı genler olarak da bilinir. Bu 

genler  normalde hücre bölünmesini baskılayan proteinleri kodlayan genlerdir 

[13]. 

2.5. Meme Kanseri 

Kadınlarda en fazla görülme oranına sahip kanser çeşididir. Meme kanserinde 

genetik,çevre ve hormonlar etkilidir. 
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2.5.1. Meme Anatomisi 

 

Şekil 2. 3 Meme anatomisi ve meme doku görüntüsü [17] 

  

Meme dokusu süt bezlerinden, süt kanallarından, kaslardan ve yağ dokusundan 

son olarak da kan damarlarından meydana gelir. Meme kanseri çeşitleri meme 

dokusunun hangi bölgesindeyse ona göre isim almaktadır. 

  2.5.2. Meme Kanserinin Çeşitleri 

 

 

Tablo 2. 1 Meme kanseri çeşitleri 

 

Meme iki temel yapıdan oluştuğu için meme  kanserinde iki çeşit mevcuttur:  

1- Lobuler kanser  

2- Duktal kanser  
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Görülme oranı en fazla meme kanser çeşidi duktal kanserdir ve bütün göğüs 

kanserlerinin  %70 ini meydana getirir [17]. 

 

2.5.3. Meme Kanseri Tanı Uygulamaları 

 

Meme kanserinin tanısında kullanılan bazı teknikler mevcuttur. 

 

•Kendi kendine meme kontrolü            •Doktor kontrolü               

•Ultrasonografi                                   •Mamografi                           

•MRI                                                 •Biopsi  

 

 

2.5.3.1.Kendi Kendine Meme Muayenesi  

 

Meme muayenesinin meme kanseri teşhisinde önemi büyüktür. Herkes kendi 

kendine meme kontrolü yapmalıdır. Memede oluşan kitleler genellikle kadınlar 

tarafından keşfedilmektedir. Tesadüf eseri farkedilen kitleler çoğunlukla  büyük 

kitleler olmaktadır. [14] 

 

Şekil 2. 4 Elle meme muayenesi prosedürü [14] 
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2.5.3.2.Mammografi 

Belirtilen sıklıklarda mammografi çektirmek her kadının dikkat etmesi gereken 

bir husustur.Meme kanseri erken evre de tanıya imkan sağlamaktadır. 

 50-64 yaş arası var 3 yılda 1 

 50 yaş altı yok 

 64 yaş üstü yok (UK) 

 35-39 yaş arasında ilk mammografi 

 50 yaşına kadar 2 yılda 1 

 50 yaş sonrası her yıl (USA) [14] 

 

 

Şekil 2. 5 Momografide meme kitle görüntüsü [15] 

 

2.5.3.3.Ultrasonografi 

Ultrasonografi meme kanseri şüphesi artınca başvurulan bir teşhis yöntemidir. 

Mommografideki bulgulara göre bırads kategorisi denilen bir sınıflandırma 

yapılır. BI-RADS, radyoloji uzmanlarının mamografi bulgularını yorumlarken 

kullandıkları bir sınıflandırmadır. Mamografide görülen bulgular, iyi veya kötü 

özelliklerine göre 0’dan 6’ya kadar bir kategoriye (sınıfa) dahil edilir. Bu 

hastalığın boyutunu evresini anlamak için gereklidir [21,22]. 
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Şekil 2. 6 Meme kitle ultrason tanısı [20] 

 

2.5.3.4. Manyetik Rezonans Görüntüleme (MR) 

Bir tanı yöntemi de MR yöntemidir. Meme dokusundaki kitlenin ayrıntılı 

görüntülenmesini sağlar. 

 

 

Şekil 2. 7 Meme kitle MR görüntüsü [25] 

    2.5.4.Epidemiyolojisi 

 

Bayanlarda görülme oranı en fazla olan kanser çeşididir.En sık ölüme sebep olan 

5 kanser tipinde meme kanseri de bulunmaktadır. 

 

 Ölüme sebep olan ilk beş kanser türü; 

 Akciğer kanseri (1,3 milyon ölüm/yıl)  

 Mide kanseri (803 000 ölüm/yıl)  

 Kolorektal kanseri (639 000 ölüm/yıl)  
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 Karaciğer kanseri (610 000 ölüm/yıl)  

 

Meme kanseri görülme sıklığı verileri  

A.B.D.’de kadın kanserlerinin %31’i ,Türkiye’de kadın kanserlerinin %24-29’u 

meme kanseridir [22]. Amerikan Kanser Birliği verilerine göre 2011 yılı 

içerisinde 232.620 (2130 erkek, 230.480 kadın) yeni olgu ve 39.970 (450 erkek, 

35.520 kadın) kansere bağlı ölüm bildirilmiştir. Türkiye’nin doğu bölgelerinde 

meme kanseri görülme sıklığı 20/100.000, batı bölgelerinde bu oran 50/100.000 

olarak belirlenmiştir [23-24]. Meme kanserli hastalarda 5 yıllık sağkalım oranı, 

gelişmiş ülkelerde %74 iken, diğer ülkelerde ise %54’tür. Meme kanseri vakaları 

coğrafi olarak farklı dağılım göstermektedir. KuzeyAmerika, Kuzey Avrupa, 

Avusturalya yüksek riskli bölgeleri oluşturmaktadır. Bu ülkelerde yaşayan 

kadınların %6’sında 72 yaş öncesinde kanser gelişmektedir.Az gelişmiş ülkelerde 

meme kanseri gelişme riski, zengin, gelişmiş ülkelere oranla 1/3 daha azdır. 

Japonya gelişmiş ülke kategorisinde olmasına rağmen 2000 yılında hala düşük 

meme kanseri riskine sahip olması nedeni ile bu saptamanın dışında kalmaktadır 

[24]. 

 

Dünya Sağlık Örgütü Verileri (WHO Verileri) 

 

Dünya Sağlık Örgütünün verilerine göre meme kanseri, kadınlarda en sık görülen 

5 kanser çeşidinden ilk sırada yer alan kanser türüdür. Erkeklerde ilk sırada ise 

akciğer kanseri gelmektedir. 



14 

 

 

Şekil 2.8. WHO kadın ve erkeklerde en sık görülen 5 kanser türü [19] 

 

Türkiye Kanser İstatistikleri 

 

 Türkiye kanser istatistiklerine göre ilk sırada akciğer kanseri yer alırken, meme 

kanseri ilk üç kanser türünde yer almaktadır. 

 

 

Tablo 2. 2 Türkiye kanser çeşitleri istatistik verileri [20] 

 

2.5.5.Risk Faktörleri 

 

Risk faktörü bir hastalığın görülme sıklığını  etkileyen faktörleridir.             

 Değiştirilmeyen Risk Faktörleri  

 Hayat Tarzıyla İlişkili Olan Faktörler  
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 Tartışılan Risk Faktörleri 

 

2.5.5.1 Değiştirilemeyen Risk Faktörleri  

 

Risk faktörlerinden bir kısmı kalıtsaldır ve değiştirilemezdir.Fakat yaşayış biçimi 

veya çevresel faktörlere bağlı olarak bu tehlike azaltılabilir. 

 

•Yaş 

•Cinsiyet 

•Soy  

•Kalıtsal sebepler  

•Irsilik  

•Bireysel göğüs kanseri hikayesi  

•Herhangi bir kanser geçmişi   

•Adet düzeni  

•Fiziksel özellikler 

•Meme dokusuna  radyoterapi  [19,20] 

 

Yaş  

Kadınlarda görülme olasılığı %15’tir. Bu olasılık yaşa bağlı olarak 

değişmektedir.40 yaşını geçen kadınlarda risk yükselmektedir.Her 10 yılda bir 

risk artış göstermektedir. 

 

 

 

Tablo 2. 3 Meme kanserinin kadınlarda yaşa bağlı görülme sıklığı [16] 
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Kalıtsal Sebepler 

Göğüs kanserlerinde %4-8 oranında kalıtsal sebepler etkilidir [16]. Bazı 

genlerdeki mutasyon bazı sendromlara sebep olur. Başlıca genetik faktörler ; 

 

•BRCA1 ve BRCA2 

•ATM  

•PTEN  

•CHEK2  

•MSH1 ve MLH2  

•STK11/LKB1  

Adet Düzeni  

Adet düzeni meme kanseriyle yakından ilişkilidir. Menstürasyon sıklığı, miktarı, 

ilk görülme yaşı v.s etkenler meme kanseri riskini etkiler. 

 

•İlk adet yaşı:                  12 yaş - 16 yaş 1.2 kat artış 

•Menopoz yaşı:               55 yaş - 45-54 yaş 1.4 kat artış  

•Erken menopoz              45 yaş Azalıyor 

 

2.5.5.2. Yaşam Tarzıyla İlişkili Faktörler  

 

Çevresel faktörlerden etkilenen, yaşam kalitesiyle ilintili risk faktörleridir. 

 

•Laktasyon  

•Alkol  

•Obezite  

•Egzersiz ve fizik aktivite 
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2.5.5.3. Tartışmalı Risk Faktörleri 

Son dönemlerde ortaya atılan, kansere sebep olduğu tartışmalı, henüz araştırılan 

faktörlerdir [35]. 

 

•Yağ oranı yüksek besinler  

•Hormon mekanizması 

•Tütün 

•Çevre faktörleri 

•Gece mesaisi  

2.5.6.Meme Kanserinde Hormonlar ve Faktörler 

 

Normal meme büyümesi ve gelişmesi birçok hormon ve çoğalma faktörünün 

kompleks etkileşimi ile düzenlenir. Gelişme ve büyümede, östrojenler, 

androjenler, progesteron, glikokortikoid, prolaktin, tiroid hormonu, insülin ve 

insülin benzeri büyüme (çoğalma) faktörleri (IGF-1 ve IGF-2), fibroblast büyüme 

(çoğalma) faktörleri (FGF) ve epidermal büyüme (çoğalma) faktörü (EGF) / 

transforme edici büyüme (çoğalma) faktörü alfa (TGF-α) molekülleri rol oynar. 

Büyüme faktörlerinin ve hormonların etkileri, her bir moleküle spesifik 

reseptörlerine bağlanmasıyla başlar. EGF, normal meme hücrelerinin kültür 

ortamında yetiştirilmesinde büyüme (çoğalma) faktörü olarak dışarıdan 

destekleyici olarak verilmelidir. Bunun tam tersi olarak meme kanseri hücreleri 

kültürde EGF gereksinimi duymazlar. Sağlıklı meme hücrelerinde canlılığı 

sürdüren ve apoptozise yol açan yolaklar denge ve etkileşim halindedir [21,22]. 

Östrojen hormonu kontrolündeki meme kanseri hücreleri kendi büyüme 

faktörlerini sentezler ve salgılarlar. Stromal dokular IGF-1 ve IGF-2 gibi büyüme 

(çoğalma) faktörlerini salgılayarak, meme kanseri hücrelerini uyarırlar. Potansiyel 

otokrin/parakrin çoğalma faktörleri; EGF, TGF- α, IGF-2, trombosit türevli 

büyüme (çoğalma) faktörü ve fibroblast büyüme (çoğalma) faktörünü içerir [23].  

ER negatif meme kanseri hücreleri TGF-β 'ya duyarlıdır. Meme kanserinin kötü 

huylu olma potansiyeli; tümörler tarafından üretilen, çoğalmayı aktive edici ve 

çoğalma inhibe edici sinyaller arasındaki dengeye bağlıdır [25]. Tümördeki 
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epitelyal ve/veya stromal hücreler; katepsinler, stromelysinler, gelatinazlar, ya da 

ürokinaz plasminojen aktivatör gibi proteazlar salgılarlar. Bunlar tümörün invaziv 

ve metastatik olmasında rol oynayabilirler [25,26]. 

Çalışmalarda kullanılan MCF-7 hücre hattı ER pozitif, MDA-MB-231 hücre hattı 

ise ER negatif hücre hatları olduklarından farklı tipteki meme kanserlerini temsil 

etmektedir. Meme kanserinde; ölüm yolaklarının işleyişinin bozulması, p53 

mutasyonları, Bcl-2 yolağındaki fonksiyon bozuklukları kanserli hücrelerin 

apoptozisten kaçmasına sebep olmaktadır [27].  

Meme kanseri tedavisinde, kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi apoptotik 

mekanizmaları tetiklese de spesifik ölüm yolaklarının aktive edilmesi toksisiteyi 

azaltarak tedaviyi daha etkili kılacaktır [25]. 

Östrojen ve progesteron hormonları meme kanseri gelişiminde rol alan önemli 

faktörlerdendir. Meme kanserlerinin yaklaşık olarak % 70’i ESR1 geni tarafından 

kodlanan Östrojen α (ERα) reseptörü ve progesteron reseptörünün gereğinden az 

ekprese edilmesiyle ayrıca, ESR2 geni tarafından kodlanan Östrojen β (ERβ) 

reseptörünün duyarsızlaşması sonucu oluşmaktadır. Ayrıca, ERα ve PR gen 

ifadesi epigenetik mekanizmalar tarafından promotor bölgesinin aşırı 

metillenmesi sonucu azalır [22]. 

2.6. Östrojen 

 

Tüm östrojenler aromatik bir A halkasına, C-3 pozisyonunda fenolik bir hidroksil 

grubuna ve C-13 pozisyonunda ise bir metil grubuna sahiptir. Östradiol (E2) C-17 

pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahipken (Şekil 2.8), östron (E1) bu 

pozisyonda bir keto grubuna sahiptir. E1 ve E2 kanda en fazla bulunan 

östrojenlerdir. E2’nin biyolojik olarak en aktif olduğu bölge meme dokusudur 

[27]. 
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Şekil 2. 8 Steroid çekirdeği, kolesterol ve 17-β östradiolün yapısı [27] 

 

Östrojenler ve progesteron hücresel aktivitelerini ilgili reseptörlerine bağlanarak 

gösterirler. Östrojenin östrojen reseptörüne (ER) bağlanmasının ne kadar etkili 

şekilde gerçekleştiği ER’nin ortamdaki konsantrasyonuyla belirlenebilir. E2, 

ER’ye affinitesi en fazla olan östrojendir. Kanser hücrelerinde olan östrojen 

reseptörü miktarı, doğal bir hücrede olan östrojen reseptörü miktarından 

kaydadeğer seviyede yüksektir [28]. 

2.6.1 Östrojen Reseptörü  

 

Östrojen nükleer transkripsiyon faktörleri olarak işleyen özgü reseptörleri 

aracılığıyla meme hücresine bağlanarak etki eder. İki tür östrojen reseptörü 

bulunmaktadır; ERα ve ERβ. ERα ilk izole edilen östrojen reseptörüdür ve 

özellikle meme, uterus ve overlerde ifade edilir. ERβ ise daha yaygın olarak 

eksprese edilir, aynı zamanda meme kanseri ile ilişkisi net değildir [29]. Meme 

kanserlerinin yaklaşık %71 kadarı östrojen reseptörü ifade eder (ER pozitif); bu 

tümörler ER negatif olanlara göre daha yavaş çoğalma ve daha iyi diferansiye 

olma eğilimindedirler. Bu yüzden antiöstrojen tedavinin adjuvan kullanımı tekrarı 

önlemede, metastaz varlığında ise sağkalımı uzatmada etkilidir [30]. 

Östrojen Reseptörü αlfa (ERα) kromozom 6q bulunan, hormon bağımlı meme 

karsinogenezinde en önemli büyüme faktörü reseptörüdür. Östrojen, DNA 

hasarına neden olarak tümör başlatıcı olarak davranır. Östrojen reseptörleri gen 

transkripsiyon aktivasyonuna yol açarak hem östrojen bağımlı hem östrojen 

bağımsız mekanizmalar ile gen ekspresyon düzenlenmesi yaparlar. Bu da hücre 

proliferasyonu ile sonuçlanır. ERα gen overekspresyonu meme kanserinin erken 

evrelerinde sıklıkla saptanır [31]. Bu yüzden östrojen meme kanseri ile en çok 

ilişkili hormondur. 
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2.6.2. Östrojen Hormonu Etki Mekanizması  

 

Hormonların işlevlerinin etkili olabilmesi için spesifik reseptörlerine bağlanmaları 

gerekir. Östrojenler mekanizmalarını, transkripsiyonel faktörler  ile gösterirler 

[36-38]. 

     Östrojen reseptörleri hücre içi reseptörlerin bir üyesidir ve 17β- östradiol 

hormonuyla aktifleşirler [32,33]. Östrojen, çekirdekteki reseptör proteinine 

bağlanarak dokuya has fizyolojik cevapları tetikler [40]. ERα ve ERβ şeklinde iki 

çeşidi bulunur. İki proteininin de DNA bağlanma bölgesi benzerliğine karşın, 

molekülün totaldeki amino asit benzerlik oranı azdır. Örnek olarak ligand 

bağlanma bölgesinde %56’lık bir benzerlik vardır. Sonuç olarak farklı ligandlar 

iki reseptör proteinine farklı bağlanma afinitesi gösterir [42-44]. 

       Kanda bulunan östrojen hormonu hücre içine zardan hızlı difüzyon yoluyla 

giriş yapar, spesifik reseptörüne bağlanarak dimer oluşumunu sağlar. Arkasından 

protein sentezi ve hormonun hücresel cevabına sebep olan mRNA sentezi 

gerçekleştirilir. Östrojen reseptörlerinin yarılanma ömrü 3-5 saat olur. Yaklaşık 

olarak 5 saatte bağlanma kapasiteleri azalış gösterir. Bu yüzden östrojen, etkisini  

aralıksız gösterebilmesi için devamlılığı gerekir [39,40]. 

2.6.3 Östrojen Reseptörü Alfa (ERα)  

 

Erα ‘yı 1958’de Elwood Jensen tanımlamıştır. 1985 yılında ilk kez rahimden 

klonlandığı güne kadar östrojen reseptörleri oositte ve granuloza hücrelerinde 

tanımlanmıştır. ERα 595 amino asitten oluşmuştur ve  66 kilodalton ağırlığındadır 

[44]. 

 

 

Şekil 2. 9 ESR α proteinin işlevsel bölgeleri [40] 

 

AF-1: aktivasyon işlevi 1,  AF-2: aktivasyon işlevi 2 
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 A ve B kısımları çekirdek reseptör ailesinde değişken bir bölgedir. Sahip 

olduğu  AF-1 yoluyla bir genin ekspresyonunu hücreye özgü şekilde 

düzenlenler [46].  

 C Bölgesi; ERα proteininin DNA’ya bağlanma bölgesidir 

 D Bölgesi; DNA bağlanma bölgesini ligand bağlanma bölgesi arasındaki 

40-50 amino asit içeren bölgedir. 

 E Bölgesi; Ligand bağlanma bölgesini ve AF-2’yi içerir. Ayrıca 

dimerizasyon ve reseptör proteinin çekirdek yerleşiminden de sorumludur. 

 F bölgesi; Karboksil uçtaki F bölgesi, ERα proteininin gen aktivasyon 

kapasitesine katkı sağlar. [47,48]. 

2.6.4. Östrojen Reseptörü Beta (ERβ) 

 

ERβ (Östrojen Reseptörü Beta) yumurtalık, merkezi sinir sistemi, akciğer, prostat, 

kolon ve bağışıklık sisteminde ifade edilir [50]. ERβ, nükleer reseptör ailesinin bir 

grubu ve 530 aminoasitten oluşan proteindir [51]. Heterodimerik yapısı sebebiyle 

östrojen sinyalizasyonunda daha fazla dominant özelliği olan bir düzenleyicidir. 

ER beta, meme glandlarında duktus oluşumunda görev almaz fakat 

heterodimerizasyon sonrası transaktivasyon fonksiyonunu engel olarak ER alfanın 

aktivitesini önlemektedir. Bundan dolayı antiproliferatif bir gen olduğu 

belirtilmektedir [52]. 

2.7. Meme Kanseri Hücre Hatları 

2.7.1. MDA-MB-231 Hücre Hattı Özellikleri  

 

MDA-MB-231 hücreleri 51 yaşındaki meme adenokarsinomaya sahip bir kadının 

plevral efüzyonundan izole edilmiştir [53,54]. Anormal bir karyotipe sahip olan 

hücre hattı anöploid yapıdadır. Karyotip analizinde kromozom sayılarının 

triploide yakın değerlerde [55] olduğu gözlenmiş, az miktarda normalı ve az 

sayıda kromozoma sahiptir. N8 ve N15 kromozomları mevcut değildir. Bu 

kromozomlar sitogenetik analizlerde markır olarak kullanılmaktadır. Karyotip 

analizleri, hücre populasyonunun kromozom sayısı ve yapısı bakımından homojen 

olmadığını göstermiştir [56]. Meme kanseri hücrelerinin belli özelliklerini 

modelleyen bu hücre hattı, invaziv kanseri in vitro koşullarda çalışılmak için 
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oldukça uygun bir modeldir. ER negatif olan MDA-MB-231 hücreleri normal 

meme hücrelerinin gösterdiği özelliklerini kaybetmiştir [57,58]. MDA-MB-231 

hücrelerinde meydana gelen bu değişimler, tümör ilerlemesi, metastaz oluşumu ve 

programlı hücre ölümüne direnç kazanmasıyla ilgilidir [59]. 

 

2.7.2. MCF-7 Hücre Hattı Özellikleri 

  

MCF-7 hücreleri, 63 yaşındaki 4.seviye duktal karsinomalı bir kadından 1970 

yılında elde edilmiştir. Bu tarihten itibaren, östrojen reseptörü pozitif (ER+) MCF-

7 hücre hattıyla yaklaşık 12.000 çalışma yapılmıştır. Epitelyal yapıdadır ve 

çoğalma faktörü bağlanma proteinlerini üretir [61-63]. MCF-7 hücrelerinin 

hücresel analizlerinde; kromozom sayılarındaki normal olmayan bir artış ve azalış 

görülür [26]. Yanlış eşleşmiş bazların tamirinde görevli olan onarım proteinleri 

MCF-7 hücrelerinde mutasyona uğradığından, hücreler antikanser ilaçlarına karşı 

direnç geliştirir[65]. Özetleyecek olursak DNA onarım genlerindeki mutasyonlar 

veya tamir proteinlerinin az ya da aşırı ifadesi, direnç gelişiminde bir etkendir 

[60]. Meme kanseri ve diğer kanserlerin oluşumunda, hücre döngüsü kontrol 

noktalarından siklin D1’de oluşan mutasyonlar MCF-7 hücrelerinde de vardır  

[62] 

2.8.  Mikro RNA 

2.8.1. MikroRNA’ların Yapısı ve Keşfi 

 

İnsanlarda transkripsiyonların %97’sini kodlanmayan RNA’lar oluşturur. Protein 

olarak non-coding RNA’ları oluşturan genler ise ncRNA olarak adlandırılır 

[64,65]. RNA, başka RNA’ların özel olarak tanınmasında işe yarayan bir 

moleküldür. Evrimsel olarak belli durumlarda, ncRNA’ları proteinlerden daha 

avantajlı olabilirler [67,68]. İki adet küçük RNA tipi vardır: MiRNA’lar ve 

siRNA’lardır.miRNA ve siRNA’lar biyokimyasal olarak ayırt edilemezler. 

MikroRNA'lar genomda intron veya ekzon bölgelerindeki RNA genlerinden 

transkripsiyonu sağlanan, fakat ekspre edilmeyen RNA molekülleridir [70]. 
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Şekil 2. 10 miRNA ların yapısı [71] 

 

DNA tarafından transkripsiyonu yapılan fakat protein ekspresyonu  olmayan 

genler miRNA’yı kodlar. Hedef gen miRNA’ya düşük spesifiklikle bağlanır, Bu 

şekilde mRNA yıkımına sebep olabileceği için gen ifade edilmesinin kontrolünde 

kilit rolleri vardır [72,73]. Bazı miRNA’ların onkogen, bazılarının  ise tümör 

baskılayıcı gen gibi işlev görmesi, tümör progresyonu, metastazı miRNA’ların 

düzenleyici olduğunu gösterir [74-76].  

2.8.2. MiRNA’ların Organizasyonu 

 

miRNA’ların bulunduğu bölgeler, onların gen ekspresyonlarını ve işlevlerini 

etkiler. MikroRNA’lar kromozomlar üstünde tek ya da kümeli halde bulunurlar. 

Sadece Y kromozomu üstündeki miRNA’lar belirlenememiştir. miRNA’lar 

çoğunlukla küme şeklinde yerleşir [77]. miRNA’lar intergenik ve intronik olarak -

sınıflandırılırlar [79,80]. 
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Şekil 2. 11 Mikro RNA ların genomik organizasyonu [75] 

 

2.8.3. Mikro RNA’ların Biyogenezi 

 

MiRNA'lar birbirini takip eden üç adımlı işlemle oluşmaktadır. Birinci adımda 

mikroRNA genleriyle primer miRNA transkripsiyonu olur. İkinci adımda pri-

miRNA'lar, pre-miRNA'lara çekirdekte dönüşür. Son adımda olgun miRNA'lar 

sitoplazma da oluşur [80,81]. 

   MiRNA'lar, pri-miRNA olarak RNA-polimeraz II enzimiyle genomik DNA'dan 

meydana gelir. Primer miRNA cap ve poli A kuyruğuna sahiptir. Çekirdekte 

primer mikroRNA, RNAaz III enzim ailesinden  ‘‘Drosha’’ ile kofaktörü 

‘’Pasha’’ tarafından premiRNA'a dönüşür [41]. Drosha ve Pasha mikro işlemci 

kompleksi oluşturur [82,83]. 

Exportin 5 prekürsör miRNA’yı sitoplazmaya taşır. Sonra, premiRNA'lar 

sitoplazmanın içinde ‘’Dicer’’ adında bir enzimle kesilir. 18-25 nükleotidlik çift 

zincirli miRNA’ya dönüştürülür [83,84,85]. Dicer, eş zamanlı RISC oluşumunu 

tetikler. 

Dicer, pre-miRNA'nin sap-ilmiğini keser. Bu iplik, kılavuz ipliği şeklinde 

isimlendirilirken diğeri ise yolcu iplik şeklinde isimlendirilir. MiRNA'lar, RISC’e 

bağlandıktan sonra, mRNA'yı yıkarlar veya protein ifadesini baskılarlar 

[86,87,88].  
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Şekil 2. 12 MiRNA’ların Biyogenez Aşamaları [85] 

 

2.8.4. miRNA Etki Mekanizması 

 

       MiRNA’lar birden fazla geni kontrol edebilirler 

• Hedef mRNAların 3’ untranslated region (UTR) bölgelerine inkomplet 

hibridizasyon 

• mRNA degredasyonu                                

• Protein sentezinin inhibisyonu 

• Hedef mRNAnın deadenilasyonu [89] 
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Şekil 2. 13 miRNA etki mekanizması [86] 

 

MikroRNA’lar hedef genlerin ifadesini azaltırlar.Böylece protein sentezinin 

düzenlenmesinde rol oynarlar. MiRNA’lar kendilerine komplimenter hedef 

genleri tanırlar. MikroRNA’lar, RISC’le kompleks oluştururlar. Baz çiftleşme 

özelliğiyle mRNA’ya bağlanarak protein translasyonunu inhibe eder ve mRNA’yı 

yıkar [90]. 

MiRNA, hedef mRNA’daki 3’ ucu UTR bölgesine bağlanır. 3 ucu UTR bölgesine 

bağlanması, eksik komplementerliği getirir ve translasyonun inhibisyonuyla 

sonuçlanmaktadır [91,92]. 

2.8.5 Mikro RNA Kanser ilişkisi 

 

Hücrelerin normal dışı çoğalmaları ve apoptoz fonksiyonlarını kaybetmeleri 

genellikle kanserleştiğinin belirtisidir. MiRNA'lar hücre çoğalmasının ve 

apoptozun etkili molekülleridir [92]. Kanser oluşumunda miRNA regülasyon 

bozukluğunun rolü büyüktür. MikroRNA’lar ve kanser arasındaki ilk ilişki 2002 

yılında Calin ve ark tarafından keşfedilmişitr [93]. 

Calin ve arkadaşları, 2004 yılında yayımladıkları diğer bir raporda, insan 

mikroRNA genlerinin kanserle ilişkisini araştırmışlardır. 185 tane mikroRNA 

geninin DNA üstündeki lokasyonu haritalanmıştır [94]. MikroRNA genlerinin 
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genellikle, heterozigotluğun olmadığı bölgelerde mevcut olduğu belirlenmiştir. Bu 

bölgeler koplayamanın az olduğu bölgelerdir [46]. 

2003 yılında Michael ve arkadaşlarının çalışmasında, insanlarda oluşan katı 

tümörlerde, normal dokulara kıyasla ifadelenme seviyeleri değişmiş olan 

mikroRNA’lar mevcuttur [46]. Zamanla mikroRNA’daki bu değişiklik meme 

kanserinde [45], lenfomada [48], beyin tümörlerinde [49], tiroid kanserinde [50], 

akciğer kanserinde [51], prostat kanserinde [52] farkedilmiştir. 

Mikro RNA’lar, bazı özelliklerine göre onkogenik veya tümör baskılayıcı özellik 

kazanabilir. İşlevleri bir onkogen ifadesinin kontrolü olan bu mikroRNA’lar 

“tümör baskılayıcı’’ olarak ifade edilir. Bu yüzden tümör süpressör 

mikroRNA’ların ifadesinin azalması onkogen ifadesini artırır ve tümörleştirir. 

Aksi durumda onkomir şeklinde adlandırılan mikroRNA’lar ise kanserin 

gelişimini arttırır. Bu miRNA’lar bir tümör baskılayıcının inhibisyonunu sağlar. 

MiRNA’lar, onkogen veya tümör baskılayıcı mRNA’ları hedefleyebilir.Sonuç 

olarak, miRNA’nın gerçek işlevi  tümör süprösör miRNA ya da onkogen miRNA 

içeriğine bağlıdır [45].  

 

 

Şekil 2. 14 miRNA ve kanser ile ilişkisi [92] 

 

Onkogen olarak işlevlenen mikroRNA miktarındaki artış tümör oluşumuyla 

sonuçlanır [62,63]. Özet olarak yanlış doku ve zamanda mikroRNA ifadesindeki 
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artış, miRNA ve tümör baskılayıcı gen ekspresyonunu inhibe eder. Bu şartlar 

kanserleşmeye sebep olur [64]. 

 

2.8.5.1.Tümör Baskılayıcı MiRNA’lar 

 

MiRNA’ların kanserleşmeye katkısı ilk olarak 2002 yılındaki bir çalışmada  miR-

15 ve miR16’nın keşfi ile ortaya çıkmaktadır [17]. MiRNA’ların çalışma prensibi 

ise 2005 yılında Cimmino ve arkadaşlarının yayımladıkları raporla ortaya 

çıkmaktadır [96-98]. Bu 2 mikroRNA’nın ifade düzeyleri lenfositik lösemi 

hücrelerinde, anti apoptotik Bcl-2’nin üretimi ile ters ilişkili olduğu ortaya 

çıkmıştır. Bu mikroRNA’ların seviyelerinin düşmesi anormal hücre büyümesine 

sebep olmaktadır. Seviyelerinin yükselmesi ise apoptozla alakalı olduğunu 

göstermektedir [55]. Normal seviyelerinin kontrol dışı hücre proliferasyonunu 

engellediği keşfedilmiştir [54,55]. 

 

2.8.5.2. Onkogenik mikroRNA’lar 

 

Onkogenik mikroRNA’lar genellikle kanser çeşitlerinde kontrol dışı bölünmeyi 

arttıran yani anti-apoptotik işlev gösterirmektedirler [100]. Örneğin miR-155’in 

ifadesinin tavukta lösemi ve lenfoma oluşmasına neden olduğu görülmüştür. 

Çalışma sonuçlarına göre, miR-155’in meme , pankreas, akciğer ve lenfoma  gibi 

kanser türlerinde miktarı fazladır [101-103]. 

Bir onkogen olan miRNA ise miR-21’dir. MiR-21’in glioblastoma gibi 

hematolojik tümörlerde miktarı yüksektir. Ayrıca pankreas, prostat, mide, kolon, 

ve karaciğer kanseri gibi kanser çeşitlerinde fazla miktarda ekspresyon 

gözlenmektedir []. Şu aralar, kolorektal kanserlerde miR-21’in, PDCD4’ü 

baskıladığı, böylece invazyon ve metastaza sebep olduğu belirlenmektedir 

[59,60].  
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Tablo 2. 4 İnsan malignant tümörlerindeki miRNA ekspresyon profilindeki değişiklikler [62] 

 

2.9. FoxO Transkripsiyon Faktörleri 

 

FoxO transkripsiyon faktörleri, büyük bir protein ailesi olan “Forkhead” ailesinin 

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

oluşan çatal benzeri ektopik baş yapısı oluşumundan dolayı almıştır [66]. FoxO 

proteinleri nükleusta görev yapan transkripsiyon faktörleridir ve monomer olarak 

aynı türdeki hedef DNA sekanslarına bağlanırlar [67]. 

FoxO ailesi diğer üyelere göre, DNA bağlanma bölgesinde bazı farklılıklar 

gösterdiği için İngilizce’de “diğeri, öteki” anlamına gelen “other” kelimesinin ilk 

harfi kullanılarak adlandırılmıştır. FoxO proteinlerinin bir diğer ayırt edici özelliği 

ise, oldukça korunmuş Akt fosforilasyon bölgelerinin bulunmasıdır [67,68]. 

 

 

Şekil 2. 15 FoxO1’in DNA üzerindeki yerleşimi [68] 
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FoxO özellikle yağ, beyin, kalp, karaciğer, akciğer, over, pankreas, prostat, iskelet 

kası, dalak, timus ve testis gibi memeli dokularında eksprese edilir [68]. FoxO alt 

ailesi (FOXO1, FOXO3, FOXO4 ve FOXO6) DNA hasar ve tamirine yanıt, 

apoptoz, metabolizmasının düzenlenmesi, hücre çoğalması, stres toleransı ile ilgili 

hedef genleri düzenler [69,70]. 

2.9.1.FoxO Transkripsiyon Faktörleri ve PI3K/Akt Sinyal Yolağı İlişkisi  

 

FoxO ailesini FOX ailesinden ayırt eden önemli bir özelliği, insülin- PI3K/Akt 

sinyal yolağı tarafından düzenlenmeleridir [67]. FoxO proteinleri, insülin/büyüme 

faktörleri stimülasyonu ile Akt tarafından doğrudan fosforillenirler ve sonucunda 

inhibe edilirler [70]. FoxO proteinleri, transkripsiyonel gen aktivasyonu 

görevlerini nükleusta gerçekleştirebilen moleküllerdir. Önemli olarak Akt, FoxO 

proteinlerine 14-3-3 şaperon proteinlerini bağlayarak fosforile eder ve FoxO 

proteinlerinin nükleustan sitoplazmaya taşınmasına ve inaktivasyonuna neden 

olur. Bunun sonucunda FoxO hedefindeki ve kontrolündeki gen ekspresyonları 

gerçekleşmez. PI3K/Akt yolağı inaktifken, Foxo proteinleri nükleusa yerleşirler 

ve transkripsiyonel aktivasyonlarını başlatabilirler [69,70].  

 

Şekil 2. 16 İnsülin/ Büyüme Faktörleri tarafından FOXO tranksiyon faktörlerinin düzenlenmesi 

[70] 

 



31 

 

2.9.2.FoxO Moleküllerini Kontrol Eden Mekanizmalar  

FoxO’ların aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve übikütilasyon içeren 

posttranslasyonel modifikasyon mekanizmaları tarafından sıkı bir şekilde kontrol 

edilir [70]. 

 

2.9.2.1 Fosforilasyon mekanizması  

FoxO transkripsiyon faktörleri, pek çok farklı molekül ile farklı bölgelerinden 

fosforile olabilmektedirler (Şekil 2.17). 

 

 

Şekil 2. 17 FoxO ailesi üyelerinin asetilasyonu ve fosforilasyon alanlarının gösterildiği çizim [69]. 

Akt alanları (siyah); serum ve glukokortikoid indüklenebilir kinaz (SGK, (siyah)); 

IkB kinaz β (IKKb, (turuncu)); Jun N-terminal kinaz (JNK, (yeşil)); çift özgün 

tirozin fosforillenmiş ve düzenlenmiş kinaz (DYRK, (kırmızı)); kazein kinaz 1 

(CK1, (mor)); asetilasyon alanları  (mavi); FH, Forkhead domain; NLS, nüklear 

lokalizasyon sinyalleri; NES, nüklear export sekansı. 

 

FoxO1, treonin 24, serin 256 ve Ser319; FoxO3, Thr32, Ser253 ve Ser315; 

FoxO4, Thr28, Ser193 ve Ser258 olmak üzere Akt tarafından üç bölgeden 

fosforillenirler [71]. 
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2.9.2.2. Asetilasyon mekanizması  

FoxO transkripsiyon faktörlerinin bir diğer regülasyon mekanizması olan 

asetilasyon, FoxO moleküllerinin nükleusta iken koaktivatör ya da korepresör 

komplekslerine bağlanmasıyla gerçekleşir [62]. FoxO molekülleri, 

transkripsiyonel koaktivatör CBP (CREB- bağlayıcı protein)’e ya da p300’e 

bağlanır ve böylece bu transkripsiyonel düzenleyiciler ve temel transkripsiyonel 

sistem arasındaki ilişki sağlanır [63-65]. Böylece asetilasyon yoluyla FoxO 

transkripsiyon faktörleri düzenlenmiş olur. 

 

2.9.2.3. Ubikitinasyon mekanizması  

FoxO proteinlerinin düzenlenmeleri geri dönüşümlü şekilde kontrol edilmesine 

rağmen, yıkımları geri dönüşümsüz bir şekilde gerçekleşir. FoxO proteinlerinin 

yıkımı, ubikitin- proteazom sistemleri tarafından gerçekleştirilir [71].  

Akt aktivitesi, FoxO1 ve FoxO3 proteinlerinin ubikitin aracılı degradasyonu için 

gereklidir [72, 73]. Üç adet Akt fosforilasyon alanlarının arasında Ser256 

fosforilasyonu, FoxO1 ubikitinasyonunu tetikleyen temel olayıdır [73]. 

2.9.3.FoxO Moleküllerinin Hücresel Süreçlerdeki Rolleri  

 

FoxO transkripsiyon faktörlerinin; apoptoz düzenlenmesi, hücre döngüsünün 

duraklaması, oksidatif strese direnç, DNA onarımı,  enerji dengesi ve hücre 

farklılaşması şeklinde farklı süreçlerde rolleri vardır [74,75,76]. FoxO, FasL ve 

TRAIL gibi ölüm sitokinlerinin transkripsiyonunu ve apoptoz öncesi Bcl2 

ailesinden olan ‘’Bim’’ molekülünü aktive ederek apoptozu başlatabilir [77,78]. 

Hücre siklus inhibitörü olan p27kip1 molekülünün uyarılmasını sağlayarak, hücre 

siklusunun durmasına neden olabilir [79]. Hücresel farklılaşma sürecinde FoxO 

ailesinde farklı izoformlar bulunur. Bu izoformlar hücre türüne bağlı olarak, 

farklılaşma inhibe edici ve destekleyici fonksiyonları bulunmaktadır [81]. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM  

3.1. Kullanılan Maddeler  

MDA-MB231 hücre hattı                                  ATCC (HTB-26) 

MCF7 hücre hattı                                             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 

Kemilüminesans Reaktif                                   Santa Cruz  

Primer antikor lar           Santa Cruz 

Sekonder antikorlar           Santa Cruz 

BSA             Capricorn 

 

3.2. Kullanılan Cihazlar  

 

Laminar Kabin                                          Bilser Biosafety Cabinet  

CO2 İnkübatör                                           Nüve EC 160  

ELISA                                                      Biotek  

qPCR                                                       Applied Biosystems Step One Plus  

Western Blot                                            Bio-Rad ( Semi-Dry Transfer Cell)  

Western Blot Görüntüleme Sistemi             Syngene G:Box  

Mikroskop                                               Zeiss Axio Vert A.1  

 

3.3. Hücre Kültürü  

 

Çalışmalarda meme kanseri hücre hatları olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hücresi 

kullanılmıştır. Çalışmaların temelinde miR144 ve FOXO1 arasındaki ilişkinin 

meme kanseri hücresine etkisi incelenmiştir.  
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3.3.1. Hücrelerin Büyütülüp Çoğaltılması  

 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri 25cm
2
’ lik flasklara ekilmiştir. Hücre kültürü 

ortamı olarak % 10 FBS, Penicilin-Streptomycin (100 ünite), L-Glutamine ve 

NaHCO3 içeren RPMI-1640 besiyeri kullanılmıştır. Hücreler 37 °C’ de, % 95 

nem ve % 5 CO
2
 içeren ortamda inkübasyona bırakılıp çoğaltılmışlardır. 

Hücrelerin büyüdüğünde farklı ortama geçirmek için pasajlanmıştır. Pasajlamada, 

önce DMEM medyum çekilip FBS’ i ortamdan uzaklaştırmak için DPBS ile 

yıkandı. Sonra hücreleri flasktan kaldırmak için Tripsin-EDTA çözeltisi ekleyip 

CO2 etüvünde yaklaşık 1 dakika tutulmuştur. Tripsin-EDTA’ nın aktivitesini 

durdurmak için FBS içeren medyum konulmuştur. Hücreler falkon tüpe toplanıp 

oda sıcaklığında 1200 rpm’ de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Üst faz atılıp çöken 

pellet medyumda süspande edilip yapılacak işleme göre hücre kültür platelerine 

ekim yapılmıştır.  

3.3.2. Hücre Sayımı  

 

Yapılan çalışmalarda 96 kuyucuk, 12 kuyucuk, 6 kuyucuk plate ler kullanılmıştır. 

Plate lere ekim yapılmadan önce her kuyucuğa belli sayıda hücre ekebilmek için 

hücreyi pasajlandıktan sonra Tripan Mavisi ile boyayıp Thoma Lamında (Iso Lab) 

hücre sayımı yapılmıştır. 

 

 

Şekil 3. 1 Hücre sayımı yapılan Thoma Lamı 
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Thoma lamı yönteminin esası, mikroskop altında 0.1 mm
3
 hacimde sayım 

yapılarak hesaplama yardımıyla numunenin bir mL’ sinde bulunan hücre sayısını 

belirlemektir. 

 

 

Şekil 3. 2 Thoma lamında sayım yapılan karelerin toplamı 

 

Bu işlem için Thoma lamı üzerinde bulunan sayım bölgelerinden faydalanılır. 

Sayım bölgesinin toplam alanı 1 mm
2
 dir. Lamel yapıştırıldığında sayım 

bölgesinin yüksekliği de 0.1 mm’ dir. Sayım işlemini kolaylaştırmak amacıyla her 

bir sayım bölgesi de kendi içerisinde karelere bölünmüştür.  

Sayım için; 10 μL hücre süspansiyonu, 15 μL PBS, 25 μL Tripan Mavisi  

karıştırılıp oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildikten sonra Thoma Lamına 10 

μL yüklenerek ışık mikroskobunda sayım yapılır. Böylece ölmüş hücreler metilen 

mavisiyle boyanmakta, canlılar ise boyanmamaktadır. Sadece boyalı olmayan 

hücreler sayılır ve böylece canlı hücre sayımı gerçekleştirilmektedir. Thoma 

Lamındaki 16 kareli olan 4 bölgede ayrı ayrı sayım yapılarak bu 4 bölgenin 

ortalaması alınır. Seyrelme faktörü de dikkate alınarak mL başına düşen hücre 

sayısı hesaplanarak her bir kuyucuğa ekilecek olan hücre miktarı belirlenmiştir. 

3.3.3. Hücrede MikroRNA İzolasyonu 

Hücrelerden miR-144 izolasyonu Mikro Total RNA İzolasyon Kiti (mirVana 

MiRNA Isolation Kit Life Tech AM1560) kullanılarak prosedüre göre yapılmıştır. 

Hazır primerler kullanılarak Mir-144 (Origene HP300157) düzeyleri ölçülmüş, 

Mir-191 (Origene HP300203) kontrol gen olarak  kullanılmıştır. 
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1) Protokolde olan solüsyonlar uygun şekilde hazırlandı. 

2) 6 well plateteki hücreler DPBS ile yıkandıktan sonra 300 uL Lyzis tamponu 

eklendi. 

3) Soğuk zincir kırılmadan hücreler ependorfa alınıp, pipetej yapıldı 

4) Hücrelerin üzerine 1:10 hacimde homojenate Additive eklendi ve vortekslendi. 

5) 10 dk. buz içine konuldu. 

6) Üzerine Acid-fenol: kloroform eşit hacimlerde konuldu. 

7) 1 dk. vortekslenip iyice karıştıktan sonra 5dk. 10,000xg de 25 
0
C de 

santrifüjlendi. 

8) Üstteki sıvı faz yeni bir ependorfa alındı. 

9) Bu  faz üzerine 1:3 oranında %100 etanol konuldu ve vortekslendi. 

10) Alınan örnek  filtreye yüklendi. 

11) 15 sn. 10,000xg de santrifüj edildi. Alttaki tüpte kalan kısmın üzerine 2:3 

hacimde % 100 etanol konulup pipetaj yapıldı.Tekrar yeni bir filtreye yüklendi. 

(Not:küçük RNA’lar bu kısımda mevcut) 

12) 15 sn. 10,000xg de santrifüj edildi alt kısım döküldü. 

13) Filtre üzerine sırasıyla 700uL yıkama tamponu- konulup 15 sn. 10,000xg de 

santrifüj edilip yıkandı. 

14) Filtrenin üzerine tekrar 500uL yıkama tamponu-2 konulup aynı şekilde 

yıkandı. 

15) Yeni bir ependorfa filtredeki RNA 100 uL Elüsyon tamponu konularak 1 dk. 

inkübe edildi ve 30 sn.12,000xg de santrifüj edildi. 

16) Nanodropta ölçüm alındı. 
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17) RNA’lar -20°C’de saklandı. 

3.3.4. FOXO1 – Anti-miRNA Transfeksiyonu  

Foxo1 ekspresyon plazmiti (pFOXO1) kullanılarak Foxo1 proteininin 

ekspresyonu sağlanmıştır. MiR-144 baskılanması için Anti-miR-144 

oligonükleotid (Invitrogen) kullanılmıştır. Transfeksiyonda plazmid ve 

oligonükleotid birlikte ko-transfeksiyon yapılmıştır. Bunun için 12 kuyucuk plate 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri ekilmiştir. Hücreler belirli bir sayıya ulaşıp 

playetlere yapıştıktan sonra 1ug DNA konsantrasyonu baz alınarak transfeksiyon 

reaksiyonu kurulmuştur. Transfeksiyonda plazmid ve oligonükleotid özel bir 

transfeksiyon reaktifi içerisindeki lipozomla (Lipofectamine 2000) kaplanarak 

hücre içine girişleri sağlanmıştır. Bunun için kullanılan ticari kitin protokolüne 

göre yapılmıştır. Transfeksiyonun gerçekleştiği 8-12 saat sonra mikroskopta 

hücreler kontrol edildi ve 24-48 saat inkübe edilmiştir.   

 

3.3.5. MTT Testi  

 

MTT testi (3-[4, 5-dimetilltiyazol-2-y1]-2, 5-difenil tetrazolyum bromür) hücrenin 

metabolik aktivitesini değerlendirmek için kullanılan bir kolorimetrik bir analiz 

yöntemidir. Hücreler, suda çözünen MTT' yi çözünür olmayan mor formazana 

dönüştürürler. Formazan daha sonra çözünür hale getirilir ve konsantrasyonu 

optik yoğunluk ile belirlenir. 

 

 

 

Şekil 3. 3 MTT’ den Formazan Oluşumu 
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Hücre canlılığının saptanması için MTT yöntemi kullanılmıştır. MCF7 ve MDA-

MB-231  hücreleri 96 kuyucuk plate’ e ekilmiştir. Hücreler plate yapışıp yaklaşık 

% 60 oranına gelince kuyu başına 0.1 μg DNA olacak şekilde transfeksiyonu 

yapılmıştır. Transfeksiyondan yaklaşık 12 saat sonra Anti-miR-144  ün 0.1 nM-

100nM arasındaki değişen konsantrasyonlarda olacak şekilde uygulanmıştır. 

Uygulamadan 48 saat sonra 12 mM’ lık MTT çözeltisinde 10 μL eklenip 4 saat 

37˚C’de % 5’lik CO2 olan etüv içinde inkübasyona bırakılmıştır. 4 saat sonra 

oluşan mor renkli formazan kristallerini çözmek için 0.01 M HCl ile çözülen 

SDS’ ten 100 μL eklenip 37˚C’ de % 5 CO2 içeren etüvde inkübasyona 

bırakılmıştır. 4 saat sonra oluşan mor rengin absorbansı 570 nm’ de ELISA plaka 

okuyucu ile ölçülmüştür.  

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

edilmiştir. 

3.4. Hücrelerde Gen Anlatımının Kantitatif Analizi (Real Time - PCR)  

 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonuyla bir hücredeki genlerin ekspresyon 

seviyeleri analiz edilmektedir. Bu yöntem ile hücreden izole edilen genlere ait 

haberci RNA’ ların (mRNA) seviyesini analiz etmeyi sağlar ve kantitatif bir 

inceleme yapmaya imkan verir. Burada yapılan qRT-PCR analizlerinde “SYBR 

green” metodu kullanılmıştır. Bu metotta polimeraz zincir reaksiyonu sırasında 

meydana gelen yeni DNA parçalarına bağlanan SYBR green boyası ışıma yapar 

ve bu ışıma qRT-PCR cihazı tarafından algılanıp ölçülür. RT-PCR analizlerinde 

SYBR green metoduyla analiz edilecek genlere (AKT, FOXO1,BAX, CYLİN 

D1,ERα, ERβ, BCL-2, GAPDH) ait primerlerin dizileri literatürde önceden dizayn 

edildikleri biçimde sentez ettirilmiştir. Genler ve primerler Ensembl Gen 

Bankasından kontrol edilmiştir.  

 

Tablo 3. 1 Genlerin primer nükleotid dizisi ve uzunlukları 

Gen Primer Primer Nükleotid Dizisi Uzunluk 

FOXO1 F 

R 

5’-TTATGACCGAACAGGATGATCTTG- 3’ 

5’-TGTTGGTGATGAGAGAAGGTTGAG-3’ 

102 bp 
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ERα F 

R 

5’-AGATCTTCGACATGCTGCTGGCTA -3’ 

5’-AGACTTCAGGGTGCTGGACAGAAA-3’ 

170 bp 

ERβ F 

R 

5'-TGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGT -3' 

5'-TCTTGCTTCACACCAGGGACTCTT -3' 

90 bp 

BAX F 

R 

5'-GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT-3'  

5'-TCC AAT GTC CAG CCC ATG AT-3' 

82 bp 

BCL2 F 

R 

5'-GACAGAAGATCATGCCGTCC-3'  

5'-GGTACCAATGGCACTTCAAG-3' 

91 bp 

AKT F 

R 

5′-GGCCAGGTCATCACCATTG-3’  

5′-GGATGTCCACGTCACACTTCA-3’ 

69 bp 

CYLİND1 F 

R 

5′-ATGTTCGTGGCCTCTAAGATA-3′  

5′-CAGGTTCCACTTGAGCTTGTC-3′ 

70 bp 

GAPDH F 

R 

5′-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3′ 

5′-CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’ 

72 bp 

 

3.4.1. Hücrelerden RNA İzolasyonu  

 

Hücrelerden total RNA izolasyonu PureLink RNA Mini Kit kullanılarak kit 

prosedürüne uygun olarak gerçekleştirildi.  

1) 6 kuyucuklu plate de büyüyüp işlem gören hücreleri toplarken üzerine 500 

μl Lysis Buffer ve 5 μl β-merkaptoetanol konuldu.  

2) Örnekler +4˚C’ de 12,000x g’ de 2 dakika santrifüj edildi.  

3) Her bir örneğe 1:1 olacak şekilde (500 μL) %70 etanol eklenip lizat 

homojenize edildi.  

4) Bu aşamadan sonra oda sıcaklığında çalışıldı.  

5) Lizat 2-3 kez pipetaj yapılarak kitin içindeki kartuşa konuldu ve 30 s 

25˚C’ de 12,000xg’ de santrifüj yapıldı.  
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6) Santrifüj sonrasında membranı yıkamak için 700 μl Yıkama Tamponu I 

konuldu, 1 dakika 12,000x g’ de santrifüj yapıldı.  

7) Santrifüj sonrası tüpün altında toplanan sıvı atılıp yeni toplama tüpü 

takıldı.  

8) 500 μl Yıkama Tamponu II konulup 1 dakika 12,000x g’ de santrifüj 

yapıldı.  

9) 8. adım tekrar edildi.  

10) Kartuşun tamamen kuruması yıkama  tamponlarından kurtulması için 

kapakları açık 2 dakika 12,000x g’ de santrifüj yapıldı.  

11) Yıkama ve kurutma işlemlerinden sonra kolonların altına kit içerisinden 

çıkan eppendorf takılıp kolon üzerine 50 μl RNase-free su eklendi, oda 

sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi.  

12) Kartuş 2 dakika 12,000x g’ de santrifüj edilip eppendorfa toplanan RNA’ 

lar buz üzerine alınıp -20˚C’ de saklandı.  

3.4.2. Hücrelerden cDNA Sentezi  

 

Hazırlanmış  mRNA örneklerinde ilk olarak Nanodrop yardımıyla RNA miktarı 

tespit edildi. Applied BiosystemsKit ile prosedüre uygun olarak cDNA eldesi 

ticari kit prosedürüne uygun olarak yapıldı. 

 

Tablo 3. 2 cDNA sentezi reaksiyon içeriği 

Total RNA 1 μg  

2X Rt Buffer 10 μL  

20X Enzyme Mix 1 µL 

RNA Örneği   Max 9 µL 

Nukleaz-Free H2O (9-RNA hacmi) µL 

Toplam Hacim 20 µL 

 

PCR reaksiyonu için 60 dk 37 
0
C, 5 dk 95 

0
C olmak üzere inkübe edildi. 

Bitiminde hemen buza konularak cDNA örnekleri -20 
0
C de saklandı. cDNA 

örneklerinin bir kısmı dilüe edilerek qRT-PCR için hazırlandı.  
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3.4.3. Hücrelerde SYBR Green ile qRT-RCR  

 

qRT-PCR ile gen ekspresyon deneyleri Applied Biosystems SYBR Green Master 

Mix kit kullanılarak prosedüre uygun olarak yapıldı.  

2X SYBR GreenMaster Mix içeriği: 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8.4, 0.4 

mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), iTaq DNA polimeraz, 50 U/ml, 6 mM 

MgCl2, SYBR Green I, 20 nM fluoresan ve sabitleyici  

 

Tablo 3. 3 RT-PCR reaksiyon içeriği 

SYBR Green Master Mix  10 µL 

Forward Primer 1µL 

Reverse Primer 1µL 

cDNA  Max 8µL 

Steril su 8-(cDNA hacmi) µL 

Toplam hacim 20 µL 

  

Örnekler özel mikro plaka kuyucuklarına yüklenerek ağızları sıkıca kapatıldı. 

Real Time-PCR cihazına Step One Plus’ a yerleştirildi ve gerekli yazılımlar 

kullanılarak reaksiyon başlatıldı.  

Hesaplamalar yapılırken referans gen, GAPDH geni kullanıldı. qRT-PCR'nın 

bütün aşamalarında pozitif kontrol olarak miktarı ve CT değeri bilinmekte olan 

cDNA ve negatif kontrol olarak ise distile su kullanıldı.Nükleik asitlerin 

amplifikasyonları qRT-PCR cihazı kullanılarak tabloda gösterilen döngülerin 

sıcaklık ve zamanlarına göre gerçekleştirildi. 

 

 

 

Tablo 3. 4 SYBR Green ile qRT-PCR şartları 

1.Döngü 2.Döngü 50X 3.Döngü 4.Döngü 5.Döngü 

94 
0
C 94 

0
C 60 

0
C 72 

0
C 94 

0
C 55 

0
C 55 

0
C 

5 dk 30 s 30s 30s 1dk 1 dk 10 s 

 

Applied Biosystems Step One Plus kullanılarak yapıldı.  
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Amplifikasyon ürünleri optimizasyon aşamasında % 2 lik agaroz jelde yürütülerek 

kontrol edildi. Elde edilen ürünlerin uzunluğu markır ile kontrol edildikten sonra 

qRT-PCR deneylerine devam edildi. 

 

Mikro RNA 144’ün 3’ ve 5’ sekansları incelenmiştir ve 3’ ucu inhibe edilmiştir. 

 

3' mature microRNA           hsa-miR-144-3p       52-UACAGUAUAGAUGAUGUACU-71 

  

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

3.5. Hücrelerde Yapılan Western Blot Çalışmaları  

 

Hücreler toplandıktan sonra patlatma tamponu kullanılarak buz içerisinde 

bekletildi ve patlamaları sağlandı. 12.000xg de +4 
0
C de santrifüj edilerek üst faz 

ile Western Blot çalışmaları yapıldı.  

Hazırlanan çözeltiler:  

4X  Yığınlama jeli çözeltisi: 0.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH: 6.8  

4X Ayırma jeli çözeltisi: 1.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH : 8.8  

% 30 Akrilamit-bis çözeltisi  

% 10 Amonyum Persülfat çözeltisi (APS)  

% 10 SDS çözeltisi  

TEMED  

2X Örnek yükleme tamponu: % 4 SDS, % 20 gliserol, %10 β-merkaptoetanol, % 

0.004 bromfenol mavisi ve 0.125 M TrisHCl, (pH 6.8)  

Elektroforez yürütme çözeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, % 1 SDS  

Transfer çözeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, % 15 Metanol  

Bloklama çözeltisi: % 3 yağsız süt tozu  

TBST: 20 mM Tris, 154 mM NaCI, % 0.1’lik Tween 20  

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

(sc-1618), CylinD1 (sc-753),Foxo1 (sc-11350), Erα (sc-542), Erβ (sc-6822))  
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Sekonder antikor (1:1000): (HRP konjugatlı sc-2030, sc-2020)  

Kemilüminesans Reaktif: Santa Cruz  

Görüntüleme Sistemi: Syngene G:Box  

 

 

Tablo 3. 5 SDS-poliakrilamid jelin yoğunluğuna göre hazırlanışı 

MADDE % 4’lük Yığınlama Jeli % 12’lik Ayıma Jeli 

4X Yığınlama Çözeltisi 1.2 ml - 

4X Ayırma Çözeltisi - 2.5 ml 

% 30Akrilamit-bis 0.65 ml 4 ml 

%10’luk SDS 50 µL 100 µL 

APS 25 µL 50 µL 

Temed 5 µL 10µL 

Distile su 3 ml 3.4 ml 

 

Jeller hazırlanıp camlar arasında polimerleşmesi sağlandıktan sonra tanka 

yerleştirilir. İçerdikleri protein miktarları tespit edilen örnekler, 1:1 oranında 

hazırlanan örnek yükleme tamponu ile 5 dakika 95 
0
C kaynatıldı. Her kuyucuğa 

25 μg/mL oranında protein içeren numuneler yüklendi. Bir kuyuya 5 μl standart 

(Intron, 24052) yüklendi. Elektroforezde numuneler ilk önce 100V 1 saat 

yürütüldü. Elektrofez sonrasında jeldeki proteinlerin membrana geçmesi için yarı 

kuru sistemle immunoblotting yapıldı. PVDF memran %100 metanol ile ıslatılmış 

blotlama kağıdının üzerine yerleştirildi. Memran üzerine jel dikkatlice 

yerleştirilerek blotlama işlemi 300 mA de 1 saat gerçekleştirildi. Proteinlerin 

PVDF membrana transferinden sonra membran 2 saat süre ile oda ısında % 3’ lik 

yağsız süt tozu ile bloklandı. 2 saat sonra primer antikor ile +4 
0
C’de gece boyu 

karıştırıcı üzerinde inkübeye bırakıldı. İnkübasyon ardından TBST ile 3 kez 10 dk 

yıkandı. Membran, sekonder antikorda 25 
0
C’de shaker üzerinde 2 saat inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrasında TBST ile 3 kez 10 dakika yıkandı. Ardından 

kemilüminesans substrat içeren çözelti ile (SantaCruzImmunoCruz™ Western 

Blotting Luminol Reagent: sc-2048) ile 1 dakika karanlıkta inkübe edildi. 

Görüntüleme sistemi ile elde edilen bandlar dansitometrik analiz yapılarak 

değerlendirildi. GAPDH örneklerdeki değişiklikleri elimine edebilmek için 
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dansitometrik analiz ve hesaplamalar referans protein olarak kullanıldı. Bandların 

dansitometrik analizi İmageJ (NIH, USA) programında yapıldı. 

3.6. İstatistiksel Analiz  

Bu tez çalışmasında İstatistiksel analiz yönteminin seçimi ve uygunluğunun 

tespitinde normal dağılımlar araştırılmış ve SPSS 15.00 analiz programı 

kullanılarak yapılmıştır. Gruplar arasındaki farkın karşılaştırılması için 

OneWayAnova ve post-hoc test olarak Tukey testi kullanılmış, gruplar arası 

istatistiksel karşılaştırmalar ise student T testleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Anlamlılık düzeyi p < 0.05 olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında meme kanseri hücre hatları olan MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerine ait sonuçlar aşağıda yer almaktadır. 

 

4.1. Anti-miR-144’ ün Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

Meme kanser hücreleri MCF-7 ve MDA-MB-231 Anti-miR-144 ün (0-100nM)  

değişen derişimlerdeki dozlarında 48 saat inkübasyona bırakıldı. 

 

 

Şekil 4 1 MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde Anti-miR-144’ün doza bağlı hücre canlılığı 

grafiği 

 

48 saat sonunda MTT Testi uygulanarak hücre canlılığı kontrole göre 

kıyaslandığında optimum 20 nM derişimde hücre canlılığını arttırdığı tespit 

edilmiştir (Şekil 4.1).Anti-miR-144 hücre proliferasyonunu arttırmaktadır. 

Anti-miR-144 20 nM derişimde uygulanarak farklı sürelerde (0-72h) inkübasyona 

bırakılmıştır. 
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Şekil 4 2 MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde Anti-miR-144 ün zamana bağlı hücre canlılığı 

grafiği 

Hücreler optimum 48 saat inkübasyona bırakılınca canlılıklarının %50 oranında 

zamana bağlı olarak artış yaptığı görülmektedir. (Şekil 4.2) 

4.2 Hücreleride Foxo1 transfeksiyonu ile Foxo1 proteininin over ekspresyonu 

 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine pFOXO1 ekpresyon vektörü ile 

transfeksiyon yapılmıştır.Hücrelerde Foxo1 proteininde kontrol vektörü pcDNA3 

‘e  göre anlamlı (*** p<0.001) bir artış saptanmıştır. 

 

 

Şekil 4. 3 MDA-MB-231 hücresinin western blot Foxo1,GAPDH bantları 
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Şekil 4. 4 MCF-7 hücresinin western blot Foxo1,GAPDH bantları 

 

 

 

Şekil 4.5 MDA-MB-231 hücresinin western blot Foxo1/GAPDH grafiği (*** p<0.001 kontrole 

göre) 

 

Şekil 4.6 MCF-7  hücresinin western blot Foxo1/GAPDH grafiği  (*** p<0.001 kontrole göre) 

 

4.3 Hücrelerde Anti-miR-144  oligonükleotid ile MiR-144’ün baskılanması  

 

Anti-mir-144 oligonükleotidi MiR-144 ün komplementeri bir bileşik olup, 

ekspresyonunu inhibe eder. 
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Şekil 4.7 MCF-7 hücresinde Anti-miR-144 varlığında kontrole göre değişen MiR-144 seviyesi 

(*** p<0.001) 

 

Şekil 4.8 MDA-MB-231 hücresinde Anti-miR-144 varlığında kontrole göre  değişen MiR-144 

seviyesi (** p<0.01) 

 

 

Hücrelere Anti-miR-144 uygulandığında MiR-144 seviyesinde anlamlı bir azalış 

meydana gelmiştir (Şekil 4.7 ve Şekil 4.8). 

4.4 Hücrelerde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Foxo1 proteini 

fosforilasyon düzeyleri 

 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine Foxo1 ve Anti-miR-144 kombinasyonu 

uygulandığında Foxo1 proteininde fosforillenme yoluyla değişiklikler olduğu 

gözlenmiştir.  
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Şekil 4.9 MCF-7 hücrelerinde Anti-miR-144 varlığında western blot Foxo1, p-Foxo1,GAPDH 

bantları 

 

Şekil 4 .10 MDA-MB-231 hücrelerinde Anti-miR-144 varlığında western blot Foxo1,p-Foxo1 

GAPDH bantları 

  

 

 

 

Şekil 4 .11 MCF-7 hücresinde p-Foxo1 ve Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda  p-Foxo1/GAPDH 

grafiği ( + <0.05 pFOXO1’e göre kıyaslama;  *  p<0.05,  *** p<0.001 kontrole gore ) 
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MCF-7 hücrelerinde fosforillenmiş FOXO1 düzeyleri (p-Foxo1), Anti-mir-144 ile 

control grubuna göre artmıştır (*p˂ 0.05). FOXO1 overekspresyon yapılan grupta 

da aynı artış gözlenmiştir (***p˂ 0.001). Hem Anti-miR-144 hem de pFOXO1 

ygulanan grupta ise gözle görülür bir artış meydana gelmiştir (***p˂ 0.001)   

 

 

Şekil 4 .12 MCF-7 hücresinde p-Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu varlığında 

Foxo1/GAPDH grafiği  (*** p<0.001 kontrole gore) 

Şekil 4.12 de görüldüğü gibi FOXO1 protein ekspresyon düzeyleri pFOXO1 ve 

Anti-miR-144 gruplarında kontrole göre değişiklik göstermezken, ko-

transfeksiyon yapılan grupta kontrole göre anlamlı bir şekilde azalmıştır 

(***p˂ 0.001). 

 

 

 

 

Şekil 4 .13 MDA-MB-231  hücresinde p-Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu varlığında p-

Foxo1/GAPDH grafiği  (** p<0.01 , *** p<0.001 kontrole göre ) 
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MDA-MB-231 hücrelerinde FOXO1 fosforilasyon (p-FOXO1)  düzeyleri pfoxo1 

grubunda kontrole göre değişmezken Anti-miR-144 grubunda kontrole göre 

anlamlı bir şekilde artmıştır (**p˂ 0.01).Anti-mir-144 ve pFOXO1 ko-

transfeksiyon yapılan grupta ise kontrole göre yüksek düzeyde artış gözlenmiştir 

(*** p˂ 0.001). 

 

 

    

 

Şekil 4 .14 MDA-MB-231  hücresinde p-Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda 

Foxo1/GAPDH grafiği  (*  p<0.05 , *** p<0.001 kontrole göre ) 

 

MDA-MB-231 hücrelerinde FOXO1 protein ekspresyon düzeyleri p-FOXO1 

grubunda artarken. Anti-miR-144 ve ko-transfeksiyon grubunda anlamlı bir 

şekilde azalmıştır (* p˂ 0.05). 

 

4.5 MCF-7 hücresinin Foxo1 – Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda western 

blot sonuçları 

 

Meme kanser hücresi, MCF  Anti-miR-144 (20 nM), FOXO1 ve bu iki bileşiğin 

ko-transfeksiyonuyla 24 saat inkübe edildi. BCL-2 BAX, AKT, CYLİND1, ESR-

α, ESR-β protein ekspresyon farklılıkları ölçüldü. 
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Şekil 4. 15 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda  ER-α ve ER-β 

western bantları 

 

 

Şekil 4. 16 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda  ER-α/GAPDH 

grafiği (* p<0.05, *** p<0.001) 

 

 

 

MCF-7 hücrelerinde Şekil 4.16 da görüldüğü gibi Anti-miR-144 varlığında 

kontrole göre Erα protein ekspresyonunda  anlamlı (*** p<0.001) bir artış 

gözlenmiştir. Foxo1 ve Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda ise kontrole göre 

anlamlı (* p<0.05) bir artış, fakat yalnızca Anti-mir-144 uygulamasına göre azalış 

meydana gelmiştir. 
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Şekil 4 .17 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER- β/GAPDH 

grafiği 

 

Şekil 4.17 e bakacak olursak MCF-7 hücresine Foxo1 ve Anti-miR-144  ko-

transfeksiyonunda ER- β protein seviyesinde  kontrole göre bir artış gözlenmiştir 

fakat anlamlı bulunmamıştır.Diğer gruplarda kontrole göre anlamlı bir değişiklik 

gözlemlenmemiştir 

 

Şekil 4. 18 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda  Bax ve Bcl-2 

western blot bantları 

 

 

  



54 

 

 

Şekil 4. 19 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda  Bax/GAPDH 

grafiği (** p<0.01) 

 

FOXO1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu uygulandığında, Bax protein 

düzeyinde kontrole kıyasla anlamlı bir azalma meydana gelmiştir (**p˂ 0.01). 

Bax bir apoptoz proteinidir, hücrenin apoptoza girmediğini göstermiştir.Diğer 

gruplarda artış vardır ama anlamlı bulunmamıştır. 

 

 

Şekil 4 .20 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda  Bcl-2/GAPDH 

grafiği (* p<0.05,  ** p<0.01, *** p<0.001) 

 

MCF-7 hücresine tek başına Anti-miR-144 uygulandığında Bcl-2 seviyesi 

kontrole göre anlamlı bir şekilde artmıştır. Ko-transfeksiyon uygulandığında ise 

azalma meydana gelmiştir (*p<0.05). 
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Şekil 4. 21 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Akt ve Cylind1 

western blot bantları 

 

Şekil 4 .22 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda varlığında 

Akt/GAPDH grafiği (* p<0.05, *** p<0.001) 

 

MCF-7 hücrelerinde Şekil 4.22 de görüldüğü gibi tek başlarına FOXO1 ve Anti-

miR-144 uygulandığında kontrol grubuna göre Akt protein ekspresyon düzeyleri 

anlamlı bir şekilde artmıştır (*p<0.05). Ko-transfeksiyonda da Akt protein 

ekspresyon düzeyi anlamlı (*** p<0.001) bir şekilde arttığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.23 MCF-7 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Cyclin D1/GAPDH 

grafiği (*p˂ 0.05) 

 

MCF-7 hücresine şekil 4.23’te görüldüğü gibi tek başına pFoxo1ve Anti-miR-144 

uygulandığında ve Anti-mir-144 grubunda kontrole göre CyclinD1 proteini 

ekspresyonunda anlamlı (*p˂ 0.05) bir artış olurken , ko-transfeksiyonu yapılan 

grupta ise anlamlı bir değişiklik olmamıştır. 

 

4.6 MDA-MB-231 hücresinin Foxo1 – Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda 

western blot sonuçları 

 

 

Şekil 4 .23 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-α ve 

ER-β  western blot bantları 
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MDA-MB-231 hücresine pFOXO1 ve Anti-miR-144 tek başına transfekte 

edildiğinde ER- α protein miktarında kontrole göre anlamlı (*** p<0.001)  bir 

artış olmuştur. Anti-miR-144 ve Foxo1 ko-transefte edildiğinde ise azalma 

meydana gelmiştir fakat anlamlı bulunmamıştır. 

 

 

Şekil 4. 25 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfesiyonunda ER-

β/GAPDH grafiği 

 

MDA-MB-231 hücresinde Şekil 4.26’da görüldüğü gibi Anti-miR-144, Foxo1 ve 

ikisinin ko-transfeksiyonunda ER-β proteini seviyesinde anlamlı bir değişim elde 

edilmemiştir. 

 

Şekil 4 .24 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-

miR-144 ko-transfeksiyonunda  ER-α/GAPDH grafiği (*** 

p<0.001) 
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Şekil 4 .26 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax ve 

Bcl-2  western blot bantları 

 

 

 

Şekil 4 .27 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda 

Bax/GAPDH grafiği (*** p<0.001) 

 

Şekil 4.28’de görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücresine Anti-miR-144 tek başına 

transfekte edildiğinde Bax proteini seviyesinde kontrole göre anlamlı bir azalma 

meydana gelmiştir (***p<0.001). pFoxo1 tek başına  transfekte edildiğinde 

anlamlı bir değişim gözlemlenmemiştir. pFOXO1 ve Anti-mir-144 ko-transfekte 

edildiğinde bax protein ekspresyon seviyesinde anlamlı (*** p<0.001) bir azalma 

görülmektedir. 
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Şekil 4. 28 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bcl-

2/GAPDH grafiği (*** p<0.001) 

 

Bax ve Bcl-2 birbirine zıt yolaklarda yer alan proteinlerdir.Hücrede birinin 

ekspresyonu artarken diğerinin azalır.Şekil 4.29’da görüldüğü gibi MDA-MB-231 

hücresine Anti-mir-144 ve Foxo1 ko-transfeksiyonunda Bcl-2 protein 

ekspresyonunda  kontrole göre anlamlı (*** p<0.001) bir artış olmuştur. 

 

 

Şekil 4 .29 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Akt ve 

CyclinD1  western blot bantları 
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Şekil 4 .30 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 kombinasyonu varlığında 

Akt/GAPDH grafiği 

 

Şekil 4.31’de görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücrelerine uygulanan Foxo1, Anti-

miR-144 ve ko-transfeksiyonu Akt ekspresyon seviyesinde kontrole göre anlamlı 

bir değişikliğe sebep olmamıştır. 

 

 

 

Şekil 4 .31 MDA-MB-231 hücrelerinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda 

CyclinD1/GAPDH grafiği 

 

Şekil 4.32 de görüldüğü gibi Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksyonunda 

CyclinD1 protein seviyesinde kontrole göre anlamlı (*** p<0.001) bir artış 

olmuştur.pFOXO1 tek başına CyclinD1 protein ekspresyonu üzerinde etkili 

değildir.Anti-miR-144 tek başına transfekte edildiğinde cyclinD1 protein 

ekspresyon düzeyinde kontrol grubuna göre anlamlı (***p<0.001) bir şekilde 

artmıştır. 
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4.7 MCF-7 ve MDA-MB-231 hücresinin p-FOXO1 ve Anti-miR-144 ko-

transfeksiyonunda QPCR sonuçları 

 

 

Şekil 4 .32 MCF-7 hücresinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transefsiyonunun Foxo1 gen 

ekspresyon  düzeyi (*** p<0.001) 

 

 

Şekil 4. 33 MDA-MB-231 hücresinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Foxo1  gen 

ekspresyon  düzeyi (*** p<0.001) 

 

Şekil 4.33 ve şekil 4.34’te görüldüğü gibi hücrelerde pFOXO1 transfeksiyonu ile 

FOXO1 gen düzeyleri kontrole göre anlamlı bir şekilde artmıştır (*** 

p<0.001).Anti-miR-144 tek başına transfekte edildiğinde anlamlı bir değişme 

olmamıştır. pFOXO1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonu FOXO1 gen düzeyleri 

kontrole göre anlamlı bir şekilde arttırmıştır (*** p<0.001). 
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Şekil 4. 34 MCF-7 hücresinde Foxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda Bax  gen ekspresyon  

düzeyi (** p<0.01, *  p<0.05) 

Şekil 4.35’te görüldüğü gibi MCF-7 hücrelerinde Bax gen ekspresyonu pFOXO1 

grubunda kontrole göre değişmemiştir.Anti-miR-144 grubunda kontrole göre 

anlamlı bir azalma olmuştur (* p<0.05). Ko-transfeksiyonda ise kontrole göre Bax 

gen ekspresyon düzeyi azalmıştır. 

 

Şekil 4 .35 MDA-MB-231 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Bax  gen 

ekspresyon  düzeyi, (* p<0.05) 

 

Şekil 4.36’da görüldüğü gibi MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine pFoxo1 ve 

Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda apoptotik protein olan Bax gen ekspresyon 

düzeyinde kontrole göre azalma meydana gelmiştir (* p<0.05). pFOXO1 ve Anti-

miR-144 tek başlarına transfekte edildiğinde kontrole göre anlamlıbir değişim 

gözlemlenmemiştir. 
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Şekil 4 .36 MCF-7 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Bcl-2  gen 

ekspresyon  düzeyi (*** p<0.001, *  p<0.05) 

 

Şekil 4.37’de görüldüğü gibi MCF-7 hücrelerinde pFOXO1 ve Anti-miR-144 tek 

başlarına transfekte edildiğinde Bcl-2 gen ekspresyon düzeyinleri kontrole göre 

artmıştır (*** p<0.001, *p<0.05).Anti-miR-144 ve pFOXO1 ko-transrekte 

edildğinde ise Bcl-2 gen ekspresyon düzeyi kontrole göre anlamlı bir şekilde 

artmıştır. 

 

Şekil 4 .37 MDA-MB-231 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 kombinasyonunun Bcl-2  gen 

ekspresyon  düzeyi (*** p<0.001, *  p<0.05) 

 

Şekil 4.38’te görüldüğü gibi MCF-7 ve MDA-MB-231 hücresinde anti apoptotik 

protein olan Bcl-2’ nin gen ekspresyon seviyesi, pFoxo1 ve Anti-miR-144 tek 

başına transfekte edildiğinde kontrole göre artmıştır.Aynı zamanda p-Foxo1 ve 

Anti-mir-144 ko-transfeksiyonunda kontrol grubuna göre Bcl-2 gen ekspresyon 

düzeyinin anlamlı bir şekilde yükseldiği görülmüştür (*** p<0.001). 
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Şekil 4. 38 MCF-7 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-α  gen 

ekspresyon  düzeyi (*** p<0.001) 

 

 

Şekil 4.39’da göründüğü gibi MCF-7 hücresinde pFOXO1tek başına transfekte 

edildiğinde anlamlı bir değişim görülmemiştir.Anti-miR-144 tek başına transfekte 

edildiğinde kontrole göre ER-α gen ekspresyon düzeyinleri anlamlı bir şekilde 

artmıştır (*** p<0.001).Anti-miR-144 ve pFOXO1 ko-transfekte edildiğinde 

kontrole göre anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. 

 

 

Şekil 4. 39 MDA-MB-231hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-α  gen 

ekspresyon  düzeyi (** p<0.01) 

 

Şekil 4.40’ta görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücresinde tek başına Anti-mir-144 

transfekte edildiğinde ER-α gen ekspresyon düzeyinde kontrole göre anlamlı bir 

artış görülmüştür.pFOXO1 tek başına ve Anti-miR-144 ile ko-transfeksiyon 

yapıldığında ise ER-α gen düzeyinde kontrole göre anlamlı bir değişim 

gözlenmemiştir. 
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Şekil 4 .40 MCF-7 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunda ER-β  gen 

ekspresyon  düzeyi 

 

 

Şekil 4 .41 MDA-MB-231 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun ER-β  gen 

ekspresyon  düzeyi 

 

MDA-MB-231 hücrelerinde p-Foxo1, Anti-mir-144 ve bu ko-transfeksiyon 

yapılan gruplarda ER-β gen ekspresyon düzeyinde kontrole göre anlamlı bir 

değişiklik olmamıştır. 
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Şekil 4. 42 MCF-7 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Akt  gen 

ekspresyon  düzeyi (* p<0.05) 

 

 

Şekil 4.43’te görüldüğü gibi MCF-7 hücresinde tek başına pFOXO1 ve Anti-miR-

144 transfeksiyonunda Akt gen ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik 

olmamıştırAnti-miR-144 ve pFOXO1 ko-tranfeksiyon yapılan grupta kontrole 

göre Akt gen ekspresyon düzeyleri anlamlı şekilde artmıştır (* p<0.05). 

 

Şekil 4. 43 MDA-MB-231 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun Akt  gen 

ekspresyon  düzeyi 

 

MCF-7 hücresinde pFoxo1, Anti-miR-144 ve ko-transfeksiyon grubunda Akt gen 

düzeyinde kontrole göre anlamlı bir artış olmamaktadır.  
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Şekil 4 .44 MCF-7 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun CyclinD1  gen 

ekspresyon  düzeyi 

 

 

Şekil 4.45’te görüldüğü gibiMCF-7 hücrelerinde pFOXO1, Anti-miR-144 ve ko-

transfeksiyon grubunda kontrole göre CyclinD1 gen ekspresyon düzeylerinde 

anlamlı bir değişim olmamıştır. 

 

Şekil 4. 45 MDA-MB-241 hücresinde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyonunun CyclinD1  

gen ekspresyon  düzeyi (* p<0.05, *** p<0.001) 

 

Şekil 4.46’da görüldüğü gibi MDA-MB-231 hücresinde tek başına Anti-miR-144 

transfekte edildiğinde CyclinD1 gen düzeyi kontrole göre anlamlı (* p<0.05) bir 

şekilde artmıştır.Aynı şekilde pFoxo1 ve Anti-miR-144 ko-transfeksiyon 

yapıldığında  CyclinD1 gen ekspresyon düzeyi kontrole göre anlamlı bir şekilde 

artış göstermiştir (*** p<0.001). 
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5.TARTIŞMA 

 

Hücrelerde anormal çoğalma görüldüğünde ve apoptoz işlevlerini kaybettiklerinde 

çoğunlukla kanserleşme görülür. MikroRNA'lar genom üzerinde protein kodlayan 

intron bölgeleri ve protein kodlamayan bölgelerdeki RNA genlerinden 

transkripsiyonu sağlanan, fakat proteine translasyonu gerçekleşmeyen, RNA 

molekülleridir [62,63]. 

 MikroRNA'ların  hücre proliferasyonu ve apoptoz gibi biyolojik süreçlerde etkili 

olduğu ve çeşitli hastalıklarda önemli belirteç olarak da kullanılabileceği 

bilinmektedir. Kanser gibi proliferatif hastalıkların oluşumunda miRNA 

düzenlemesinin etkisi olacağı düşünülmektedir. MiRNA’lar ve kanser arasındaki 

ilk ilişki Calin ve ark (2002) tarafından ileri sürülmüştür. Calin ve arkadaşları, 

2004 yılında yayınladıkları bir çalışmada, insan miRNA genlerinin kanser ile 

ilişkisini araştırmak için, 186 adet miRNA geninin DNA üzerindeki pozisyonunu 

haritalandırmışlardır [105]. Bu genlerin kromozomal pozisyonları, daha önceden 

rapor edilen belirli kanser türlerinin gelişimi ile ilişkili olduğu bilinen genetik 

değişiklikler ile karşılaştırılmıştır. Bu çalışmaları yeni ve farklı araştırmalar takip 

etmiştir. Daha sonra 2003 yılında Michael ve arkadaşları, ilk olarak insanlardaki 

katı tümörlerde (kolonik ve rektal adenom karsinomlar) normal dokular ile 

karşılaştırıldığında ekspresyon seviyeleri değişmiş olan miRNA’ları rapor 

etmişlerdir [46]. Daha sonraki yıllarda değişikliğe uğramış miRNA seviyeleri 

meme kanserinde, Burkitt’s lenfomada, malign beyin tümörlerinde, tiroid 

kanserinde, akciğer kanserinde, prostat kanserinde ve hepatosellüler karsinomda 

keşfedilmiştir. MiRNA’lar işlevlerine göre tümör süpresör ya da ongenik olarak 

tanımlanmaktadırlar. 

2004 yılında Liu ve ark. meme kanseri olan insan ve farelerde, mikroçip teknoloji 

kullanarak miRNA gen ekspresyonlarını profillemişler ve meme kanserinde, 

normal dokuyla karşılaştırıldığında, anormal miRNA ekspresyonunu varlığını 

bildirmişlerdir [106,107]. Buna karşılık Jiang et al. [33] ise insanlarda yaygın 

olarak görülen ve beşi meme kanseri (MDA231, T47D, SKBR3, MDA 361, and 

MCF-7) olmak üzere 32 kanser hücre-hattındaki 222 miRNAları incelenmiş ve 

meme ile prostat kanser hücre hatlarının birlikte kümelenmeye eğiliminde 

olmasının farklı dokularda benzer miRNA ekspresyon profilinin olduğunu 

bildirilmiştir. Shen et al. [34] genetik varyasyonlar için ailesel meme CA hikayesi 
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olan 42 hastanın DNA örneği incelenmiş ve 17 miRNA geninin meme tümör 

dokusunda yüksek veya düşük ekspresyon seviyelerini göstererek BRCA1/2, 

ATM, PTEN, and CHEK2 gibi meme kanserindeki önemli genleri regüle ettiği 

bildirilmiştir [32].  

Yapılan tüm çalışmalar göstermektedir ki hücre döngüsü, proliferasyon ve 

tümörigenez miRNAlar tarafından kontrol edilmektedir. Bununla birlikte hücre 

döngüsünü kontrol eden siklinler, siklin CDK’lar, ve inhibitörleri, retinablastoma 

(Rb) gibi proteinlerdeki artışın miRNA ekspresyonundaki farklılığına bağlı olarak 

kanserlerin patogenezinde oldukça sık rastlanmaktadır. 

MicroRNA-144 (miR-144), karaciğer, akciğer, meme ve prostat 

kanserlerinde tümör oluşumu ve gelişimi sürecine katılan oldukça progresiv olan 

bir miRNA'dır [109-110]. Fakat insan kanserlerinde yapılan araştırmalarda tümör 

baskılayıcı veya onkogen bir potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir. Örneğin 

boğazda Nazofarenks kanserinde miR-144 ekspresyonu anormal şekilde artarken 

[111], mide kanserinde tümör baskılayıcı olarak işlev görür [112]. Meme 

kanserinde ise arttığı miR-144'ün biyolojik özellikleri ve hedefleri iyi 

anlaşılmamıştır.  

Over kanseri hücrelerinde miR-144 ekspresyonunun MMP-2 ve MMP-9 ‘u 

down regüle ettiği, hücre migrasyon ve invazyonunu engelleyerek kanser 

hücrelerini apoptoza  götürdüğü gösterilmiş, bu mekanimzanın RUNX1 proteini 

ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür [113]. Multiple miyeloma kanser hücreleri ile 

yapılan başka bir çalışmada MiR-144-3p düzeylerinin artışına bağlı olarak hücre 

proliferasyonun azaldığı ve koloni oluşumunun inhibe edildiği tespit edilmiş ve 

epitelyal geçiş faktörü olan c-MET’in baskılanarak PI3K/AKT sinyal yolağını 

down regüle ettiği bildirilmiştir [114]. Mesane kanseri hastaları ile yapılan bir 

çalışmada miR-144 düzeylerinin düşük olduğu tespit edilmiştir. Bunu çalışma 

içerisinde mesane kanser hücre hatlarında miR-144 düzeyleri arttırıldığı zaman 

hücre proliferasyonunu baskıladığı ve bunu EZH2 proteini ile gerçekleştirerek 

Wnt/B-catenin sinyal yolağını bloke ettiği bulunmuştur [115]. Son yıllarda 

yapılan bir başka çalışmada ise akciğer kanserinde miR-144 overekpsresyon 

yapılan hücrelerde epitelyal geçiş markırlarından olan Snail ve Vimentin protein 

ekspresyon düzeylerinin azaldığı, E-cadherin düzeylerinin arttığı tespit edilmiştir 

[118].  Bu çalışmaların tam tersi bulgularında elde edildiği bir çalışmada, Pre-

eklemsi hastalarından elde edilen trofoblast hücrelerinde miR-144 düzeyleri 
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arrtırıldığı zaman PTEN düzeylerinin arttığı ve buna bağlı olarak kaspaz-3 ve Bcl-

2 düzeylerinin azalarak hücrelerin proliferasyonlarının yükseldiği görülmüştür 

[117]. Benzer bir araştırmada tiroid kanserinde miR-144 düzeylerinin artması ile 

kanserde Malignant tümörlerin arttığı ve bunu E2F8 proteinin kontrol ettiği 

bildirilmiştir [116]. SkBr3 meme kanseri ve HepG2 hepatoselüler kanserde 

yapılan bir araştırmada ise miR-144 düzeylerinin estrojen reseptörleri üzerinde 

etkili olduğu ve G proteinleri aracılığı ile PI3K-Akt/ERK1/2 sinyal yolağını 

harekete geçirdiği bildirilmiştir [124]. Meme kanseri hücreleri ile yapılan bir 

başka çalışmada MDA-MB-231 ve  SKBR3 hücre hatlarında overekspresyon 

yapılan miR-144 düzeylerinin radyasyon rezistansını arttırdığı ve kanser 

hücrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerinin yükseldiği tespit edilmiştir. 

Meme kanseri için mir-144’ün bir biyobelirteç olacağı, tedavi için yeni hedef 

moleküllerin geliştirilmesi gerektiği ifade edilmiştir [119]. Meme kanseri ile 

yapılan bir başka çalışmada ise meme kanseri olan hastalarda mir-144 

düzeylerinin düştüğü gösterilmiştir. Buna istinaden MCF-7 ve  MDA-MB-231 

hücrelerinde miR-144 expresyon düzeyleri arttırıldığı zaman bir transkripsiyon 

faktörü olan ZEB1 ve ZEB2 düzeylerinin azaldığı, migrasyonun kontrol altına 

alındığı bildirilmiştir [120]. Yapılan bir başka çalışmada meme kanseri 

hücrelerinde miR144 düzeylerinin arttırılması ile hücre proliferasyonu, 

migrasyon, invazyon ve hücre siklusunu durduğu, apoptototik hücre ölümünü 

tetiklediği bildirilmiştir. MiR-144’ün bu etkisin meme kanserinde CEP55 ile 

negatif bir korelasyon gösterdiği ifade edilmiştir [121]. Bu bilgiler ışığında mir-

144’ün meme kanserindeki rolü tam olarak netlik kazanmamıştır. Bu tez 

çalışmasında biz meme kanserinde miR-144 düzeylerindeki değişikliğin etki ettiği 

bazı proteinler ile ilişkisini araştırmayı amaçladık.  

       Çalışmada yer alan diğer önemli molekül ise FoxO transkripsiyon faktörleri 

üyelerinden biri olan FOXO1dir. Foxo transkripsiyon faktörleri, büyük bir protein 

ailesi olan “Forkhead” ailesinin üyelerindendir. Foxo özellikle yağ, beyin, kalp, 

karaciğer, akciğer, over, pankreas, prostat, iskelet kası, dalak, timus ve testis gibi 

memeli dokularında eksprese edilir [68]. FoxO alt ailesi (FOXO1, FOXO3, 

FOXO4 ve FOXO6) hücrede bir çok mekanizmada yer almakla birlikte özellikle 

DNA hasar ve tamirine yanıt, apoptoz, metabolizmanın düzenlenmesi, hücre 

çoğalması, stres toleransı ile ilgili hedef genleri düzenledikleri bildirilmiştir [69]. 

Foxo ailesi üyelerinden bazılarında meydana gelen değişiklik örneğin 
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ekspresyonundaki azalmanın hücre döngüsünün kontrolünün ve apoptozun 

bozulmasına, dolayısı ile tümör oluşumuna sebep olduğu düşünülmektedir [31]. 

Myatt ve arkadaşları yapmış oldukları çalışmada, PCR ve Northern blot yöntemi 

ile normal endometriyum ve endometriyal kanserlerdeki FoxO1   etmişler ve 

bunun onkogenezin bir parçası olduğunu savunmuşlardır [18]. Goto ve arkadaşları 

da immünohistokimyasal yöntemle endometriyal adenokarsinomlarda normal 

endometriyuma göre FoxO1 ekspresyonunda azalma saptamışlardır [19]. Diğer 

bir çalışmada meme tümörlerinde normal meme dokusuna göre FoxO1 

ekspresyonunda azalma olduğu ve FoxO1 ekspresyonunun artması ile hücrelerde 

proliferasyonun azaldığı ileri sürülmüştür [13]. Dong ve arkadaşları yaptıkları 

çalışmada prostat adenokarsinomlarında normal prostat dokusuna göre FoxO1’in 

regülasyonunun azaldığını ve bu nedenle FoxO1’in prostat için tümör baskılayıcı 

özelliklere sahip olduğunu öne sürmüşlerdir [10].  Yapılan bir araştırmada 

RHK’de FoxO1 ekspresyonunu fare ve insan RHK olgularında FoxO’ların renal 

tümör oluşumunda negatif feedback özelliklerine sahip olduğu ve FoxO sinyalinin 

renal kanser gelişimini engellediği belirtilmektedir [22].  

FoxO transkripsiyon faktörleriyle MiRNA‘lar arasında son yıllarda literatürde çok 

fazla araştırma yapıldığı görülmektedir. Yapılan araştırmalar içerisinde miR-144 

ve FOXO1 ilişkisini gösteren bir çalışmaya rastlanamamıştır. Bu tez çalışmasında 

miR-144 ve Foxo1 arasındaki ilişki meme kanseri hücrelerinde irdelenmiş ve ilgili 

sinyal yolakları ile mekanizması tespit edilmiştir. Literatür ve bulgularımız 

Foxo1’in meme kanseri hücre büyümesi ve metastasının düzenlenmesinde 

miRNA’lar ile ilişkili olabileceğini göstermektedir. Daha önce meme kanseri 

hücrelerinde yapılan bir araştırmada  Mir-9 ekspresyonundaki artışa bağlı olarak 

gerçekleşen hücre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonundaki azalmanın 

Foxo1 ekspresyonunun baskılanmasıyla ortaya çıktığı tespit edilmiştir [123]. 

Miyoblast hücreleri ile yapılan bir başka çalışmada ise miR-16 ekspresyonu 

arttırıldığı zaman hücre proliferasyonunun azaldığı, apoptozda Bcl-2 ve Foxo1 

ekspresyonunun baskılandığı gösterilmiştir [122]. Daha yakından incelemek 

istersek şu sonuçlardan bahsedilebilir. MikroRNA-144-3p (miR-144-3p), birçok 

kanser türünün gelişiminde rol oynayan bir RNA’dır.Fakat miR-144-3p ucu 

baskılandığında kanser hücreleri çoğalma ve koloni oluşumu artmaktadır.Bu artış 

sonucu hücre G0/G1 fazında hücre döngüsü kontrol noktalarına takılmadan anti-

apoptotik mekanizmalara yönelmiştir. 
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Sonuç olarak, meme kanseri hücrelerinde miR-144 baskılandığı zaman FOXO1 

fosforilasyonunda artış gerçekleşmekte ve hücrede anti-apoptotik mekanizmalar 

devreye girmektedir. Bu araştırmada elde edilen sonuçların meme kanseri tedavisi 

için miR-144 düzeylerini arttırıcı yeni terapötik ajanların gelecekte geliştirilmesi 

konusunda önemli katkılar sağlayacağını düşünüyoruz. 
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6.SONUÇ 

 

Bu tez çalışmasında insan meme kanser hücre hatları MCF-7 ve MDA-MB-231 

üzerinde miR-144 ve FOXO1 ko-transfeksiyonunun etkisi 

araştırılmıştır.Hücrelerde Anti-miR-144 oligonükleotidi yardımıyla miR-144 

inhibe edildiğinde hücre proliferasyonu artış göstermiş ve anti-apoptotik yolaklar 

aktif rol almıştır.Mir-144’ün baskılanması, FOXO1 gibi önemli bir apoptotik 

ajanın fosforillenmesine ve kanser hücrelerinin proliferasyonunun artmasına 

neden olmuştur. 

Kanser araştırmalarında miR-144 düzeylerini arttıracak gen terapiler uygulanırsa 

FOXO1 proeini kontrol altına alınarak yeni tedavisel yaklaşımlar geliştirilebilir. 
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