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Ozet

RNA interferans (RNAi) mekanizmasi araciidiyla gen ve protein
ekspresyonunu dizenleyen mikroRNA’lar (miRNA) protein kodlamayan
endojen RNA’lardir. miRNA’lar hiicre cogalmasi, farklilasma ve apoptozu
da iceren cesitli biyolojik fonksiyonlarla iliskilidirler. Bu nedenle kanseri de
icine alan cesitli hastaliklarda énemli rol oynarlar. Onkogen ya da timor
baskilayici olarak islev gorebilen miRNA’larin karsinogenezde de 6énemli rol
oynadigi bilinmektedir. Son vyillarda, timoér mikrocevresinde bulunan
stromal hicrelerin timorle iligkili hucrelere benzer 6zellik kazandiklari
bildirilmistir. Ayrica, tumoér mikrogevresinden salgilanan inflamatuar
sinyallerin timor blyimesini ve sirekliligini tesvik ettigi disintlmektedir.

Kanserlerin molekller temelinin daha iyi anlasiimasi ile yeni
belirteclerin kesfedilmesini saglamak, prognozunu belirlemek ve sonug
olarak yeni tedavi vyaklasimlari gelistirmek amaciyla miRNA'larin
fonksiyonlarinin ayrintilh olarak incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenlerle,
gerceklestirilen calismada kanser hicreleri ile saghkli ve malign meme
dokusundan elde edilen stromal hucrelerin ortak kaltirlerinde birbirleri
Uzerine gosterdigi etkiler ve bu olasi etkilerde miRNA’larin  rollin(
arastirmayi amacladik.

Bu amacla, saglikli ve malign meme dokularindan enzimatik sindirme
yontemiyle stromal hucreler izole edildikten sonra uygun kosullarda
kdltire edildi. Sonrasinda bu hicrelerin akim sitometri aygiti ve
farklilastirma c¢alismalan ile karakterizasyon islemleri gergeklestirildi.
Immunofenotipik  6zellikleri  belirlenen sadlikh ve malign meme
dokusundan elde edilen stromal hicreler kanser hicre hatti ile yan
gecirgen membranlar (insert; ara bélim) aracilidiyla ortak-kiltire edildi.
Ortak-kultlr sonrasi deney gruplarinin gogalim kapasiteleri WST-1 testi ile
dederlendirildi, ek olarak hcrelerin miRNA’lari izole edilip cDNA’lari
sentezlendi ve meme kanserine 6zel miRNA'lar (miR-27, miR-17-5p, miR-
21, miR-10b, miR-373, miR-520c, let7, mir-200) ve bu miRNA’lar ile
iliskilendirilen genlerin ifade seviyeleri gercek zamanli PCR ile kantitatif
olarak belirlendi. Ayrica kultir sonrasinda sUpernatantlara salinan bazi
sitokin ve kemokinlerin (IL-6, IL-13, IL-8) seviyelerini belirlemek amaciyla
ELISA ydntemi uygulandi.

Gerceklestirilen deneyler neticesinde malign stromal hicrelerin ortak
kultir sonrasinda kanser hicrelerinin godalim kapasitelerini arttirdigini
saptadik. Ayrica meme kanseri ile iliskili olarak onkogenik ve tumor
baskilayici 6zellikte olduklar bilinen bir takim miRNA (miR-21, miR-17,
let-7 vb.) ve onlarin hedefledikleri genlerin (HMGA2, AIB1, PDCD4 vb.)
ifade seviyelerinde malign hicrelerle ortak kultir sonrasinda
mikrogevrenin kanser olusumunda o6nemli oldugunu destekler nitelikte
degisimler saptadik.



Sonug olarak, saglikli ve malign meme dokusu stromal hicrelerinin
parakrin mekanizmalar ile kanser hicrelerinde meydana getirecedi
degisimlerde miRNA’lar ve onlarla iliskilendirilen yolaklara 6zgl genlerin
olasi rolleri gosteriimeye ve bu baglamda timoér mikrogevresinin
timoérogenezdeki etkileri ayrintili sekilde ortaya konulmaya calisiimistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, mezenkimal stromal hicre,
mikrogcevre, miRNA.



Summary

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous non-coding RNAs which
regulate gene and protein expression through the RNA interference (RNAI)
mechanism. miRNAs are related to different biological functions including
cellular proliferation, differentiation and apoptosis. Therefore, they play
crucial roles in different diseases including cancer. Oncogene or tumor
suppressor miRNAs play an important role in tumorigenesis. It has been
reported that stromal cells in tumor microenvironment gained similar
features of tumor-associated cells. Additionally, it is considered that
inflammatory signals secreted from tumor microenvironment support
tumor growth and survivability.

Detailed analysis of miRNA functions should be investigated to
discover novel markers and to determine the prognosis through better
understanding of molecular basis of cancer concept, and to develop new
treatment approach consequently. Thus in the current study, we aimed to
investigate the effects of co-culture of cancer cells and stromal cells,
isolated from normal and malign breast tissues, on each others, and the
possible effects of miRNAs in these cross-effects.

Subsequently after isolation of stromal cells tissue by enzymatic
digestion method, appropriate culture condition will be maintained, and
flow-cytometry will be applied for the characterization. Characterized
stromal cells that are derived from normal and malign breast tissue will
co-cultured with MDA-MB-231 cancer cell line in the presence of semi-
permeable membranes. After the co-culture, proliferation capacity of the
experimental groups were evaluated with WST-1 assay. Additionally RNAs
and miRNAs of the cancer and stromal cells will isolate and cDNAs will
synthesized. Expression levels of breast cancer specific miRNAs and
related genes will be evaluated by real-time PCR. Additionally after the co-
culture, ELISA test will be performed to determine some of cytokine and
chemokine (IL-6,IL-1B,IL-8) levels secreted to supernatants.

As a result of experiments we found that increased proliferation
capacity of the cancer cells after co-culture with malignant stromal cells.
Also we found that microenvironment is important in the formation of
cancer in support of the changes in the expression levels of oncogenic and
tumor suppressor miRNA and their targeted genes after the co-culture
with malignant stromal cells.

As a conclusion, the possible roles of miRNAs on the alterations in
cancer cells by paracrine mechanisms of both normal and malign breast
tissues stromal cells are attempt to reveal. In the result of the performed
studies with this aim, specific gene expressions of related pathways are



going to be detected correlated with miRNA changes, and the effects of
the tumor microenvironment in tumorogenesis will be revealed in detail.

Keywords: Breast cancer, mesenchymal stromal cell, microenvironment,
mMiRNA.
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1-GIRIS VE AMAC

RNA interferans (RNAi) mekanizmas! araciligiyla gen ve protein
ekspresyonunu dlzenleyen mikroRNA’lar (miRNA) protein kodlamayan,
18-24 niikleotid uzunlugunda tek iplikli endojen RNA’lardir. Ik kez 1993
yilinda kesfedilmis olmalarina ragmen, miRNA terimi 2001 yilindan itibaren
kullanilmaya baslanmistir. Gen ifadesinin dlizenlenmesinde rol oynayan
miRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi
tarafindan DNA’dan sentezlenirler. Pri-miRNA olarak adlandirilan primer
transkriptler islenerek, 6nce pre-miRNA adli kisa sap-ilmek yapilarina,
sonra da fonksiyonel miRNA'ya dénusurler. Pre-miRNA'lar sitoplazmada
Dicer adli endonlkleaz ile etkileserek olgun miRNA'lara doénustrler. Dicer
aynt zamanda RNA-indUklenmis susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex; RISC) olusumunu baslatir. Bu kompleks miRNA ifadesi
ve gen susturmasindan sorumludur. Sonug olarak, olgun miRNA’lar hedef
genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin dlzenlenmesine
katkida bulunurlar (Alberts et al., 2013; Arnold et al., 2011; Asirvatham,
Magner, & Tomasi, 2009; Gaur et al., 2007; Hagan & Croce, 2007;
Hatfield & Ruohola-Baker, 2008; Heneghan, Miller, Lowery, Sweeney, &
Kerin, 2009; Ji, Karnak, Hao, Wang, & Xu, 2010; Murchison & Hannon,
2004; Pucci & Mazzarelli, 2011; Saydam, Dedirmenci, & Glnes, 2011;
Winter & Diederichs, 2011).

miRNA’lar hiicresel ¢cogalma, farklilasma ve apoptozu da iceren cesitli
biyolojik fonksiyonlarla iligkilidirler. Bu nedenle, kanseri de igine alan
cesitli hastaliklarda énemli rol oynarlar. miRNA genlerinin yaklasik olarak
yarisindan fazlasinin kanser ile iliskilendirilen ya da daha hassas (kirilgan)
gen bolgelerinde yerlesim gosterdigi gézlenmis ve bu yerlesim ozellikleri
ile neoplazi patogenezinde 6nemli rolleri oldugu dlstnUlmisttr (P.-S.
Chen, Su, & Hung, 2012; Celik Asci, Kosar Aslan, & Ozcelik, 2013;
Kicukhiseyin & Oztiirk, 2013; Sassen, Miska, & Caldas, 2008; Saydam et
al., 2011; Tug, Erol, & Ylce, 2008; Tunal & Tiryakioglu, 2010).

Onkogen ya da tumdr baskilayici olarak islev gdérebilen bazi
miRNA’larin ¢ogunun karsinogenezde Oonemli rol oynadigi bilinmektedir.
Kronik Lenfositik Lésemi (KLL) hastalarinda gerceklestirilen galismayla bu
konudaki ilk kanitlar ortaya konulmustur. Sonraki yillarda ise, meme
kanserini de iceren cesitli kanser tirlerinde degisiklige ugramis miRNA
seviyeleri belirlenmis ayrica kanser hucrelerindeki seviyelerinin normal
hicrelerle karsilastiriimasi kanserin tani ve tedavisinde 6énem kazanmistir
(P.-S. Chen et al., 2012; Farazi, Hoell, Morozov, & Tuschl, 2013; Gaur et
al., 2007; Heneghan et al., 2009; Mattiske, Suetani, Neilsen, & Callen,
2012; Negrini & Calin, 2008; Pucci & Mazzarelli, 2011; Saydam et al.,
2011).



Son vyillarda vyapillan c¢alismalardan elde edilen sonuclarda,
karsinogenez strecinde miRNA’larin dlizenleyici rollerinin yalnizca kanser
hicreleri ile sinirll olmayip ayni zamanda timor stromasi ile iliskili oldugu
belirtiimistir (Soon & Kiaris, 2013). Solid timoér kitlesi, tumor
mikrogcevresini icine alan kompleks bir karnisimdan olusur. TUimor
mikrocevresi fibroblastlar, makrofajlar, endotelyal hucreler, |6kositler ve
ekstraselliler matriks ile ¢bzlnebilir faktérlerden olusmaktadir (Cuiffo &
Karnoub, 2012; Esquivel-Chirino et al., 2013; Nery et al., 2013; Sullivan,
2011). Ayrica inflamatuar hicreler, timaorle iligkili fibroblastlar (TAF) ve
timorle iliskili stromal hicreleri iceren normal hicreler de inflamatuar
timoér mikrogevresinde bulunmaktadir (Mbeunkui & Johann Jr, 2009; Sun,
Wang, & Zhao, 2014; X. Yang et al., 2013). Yapilan galismalar timoér
hicreleriyle birlikte timoér mikrogevresinde bulunan bu hicrelerin de
timorin davraniglarini  etkiledigini goOstermistir (Asadi, Lazennec, &
Jorgensen, 2011; Sun et al., 2014; X. Yang et al., 2013). Bununla birlikte,
timoér mikrogevresinden salgilanan inflamatuar sinyal molekdllerinin
timor blylmesini ve slrekliligini destekledigi disintlmektedir. Bu
baglamda gerceklestirilen calismalarda, timor mikrogevresindeki stromal
hucrelerden kaynaklanan bazi proinflamatuar sitokinlerin birtakim sinyal
yolaklari (zerinden etki goOstererek timoér hicre codalmasini uyardid
bildirilmistir (Cuiffo & Karnoub, 2012; Mbeunkui & Johann Jr, 2009; Polyak
& Kalluri, 2010; Sun et al., 2014).

TUmor mikrogevresinde bulundugu belirtilen Mezenkimal Kék HUicreler
(MKH), kuvvetli olarak kendi kendini yenileme kapasitesine sahip olan
ayrica kaynaklandigi dokunun hicrelerinden baska hicrelere
farkhlasabilen hicreler olarak tanimlanirlar. Bu hicreler sikhkla stromal
hicreler olarak da isimlendirilirler. Hasar ve inflamasyonlu alanlarda
rejeneratif 6zellikte olmalarinin yaninda, gergeklestirilen bazi galismalarda
timor mikrogevresinde bulunan stromal hicrelerin timorle iligkili
hicrelere benzer 6zellik kazandiklari bildirilmistir (D.-R. Chen, Lu, Lin, &
Yeh, 2014; Cuiffo & Karnoub, 2012; Lim et al., 2011; Sun et al., 2014).

Kanserin molekiler temelinin daha iyi anlasilmasi ile yeni belirteglerin
kesfedilmesini saglamak, prognozunu belirlemek ve sonug¢ olarak yeni
tedavi vyaklasimlarn gelistirmek amaciyla miRNA’larin fonksiyonlarinin
ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenle, gergeklestirilen
calismada kanser hucreleri ile saghkli ve malign meme dokusundan elde
edilen stromal hicrelerin ortak kultdrlerinde birbirleri Gzerine nasil etkiler
gosterdigini ve bu olasi etkilerde miRNA’larin rolini arastirmayi
amacladik.



2- GENEL BILGILER

2.1- Kanser ve Olusum Mekanizmalari

GUndmUzin en 6nemli saghk sorunlarindan biri olarak kabul edilen
kanserin en eski tanimina Misir papirlslerinde rastlaniimistir. Hipokrat
(M.O. 460-377) organizmanin sifa bulmayan yeni olusumlari igin yunanca
yengec anlamina gelen ‘karkinos’ ya da “karkinoma”, terimlerini kullanmis
bu terimler ingilizceye cevrilirken de ‘cancer’ veya ‘carcinoma’ olarak
gecmis ve guntumuzdeki terminolojiyi olusturmustur (Atici, 2007)

Kanser, genel bir ifadeyle kontrolsiiz hilicre c¢ogalmasi olarak
tanimlanabilen, gelisimi ve sonuglari agisindan bir hastadan digerine
degiskenlik gosteren karmasik bir hastaliktir. Kanserler iki kalitsal 6zellik
ile  tanimlanirlar. Bu Ozelliklerden biri kanser hicrelerinin hicre
bélinmesindeki kontrol mekanizmalarina karsi koyarak cogalmalari, digeri
ise baska hicreler icin ayrilmis alanlara yayilip ve yerlesebilmeleridir.
Hicre c¢odalmasindaki denetim kayboluyorsa bir timér vya da
neoplazmaya, yani anormal hucreler kitlesinin olusumuna neden olur.
Neoplastik hucreler tek bir kitle icinde kiime halinde durduklari strece bu
timér iyi huylu olarak isimlendirilir. Iyi huylu timérler genellikle
etrafindaki normal dokuyu isgal etmez, eger ederse de bu isgal sinirhidir.
Ancak bir timoér kot huylu ise, yani hicreleri etrafindaki dokulara dogru
yayilim 6zelligi kazanmissa kanser olarak kabul edilir. Bu yayllma veya
istila genellikle bltlinliglu bozma, kan dolasimina ya da lenf damarlarina
girme ve vicudun diger bolgelerinde, metastaz olarak adlandirilan ikincil
timorler olusturma yetenegini ifade etmektedir (Alberts et al., 2008;
Cooper & Hausman, 2000; Esquivel-Chirino et al., 2013; Hanahan &
Weinberg, 2011; Pazarbasl & Kasap, 2003).

Hucresel dlizeyde kanserin gelisimi mutasyonlari iceren gok asamali
bir slire¢ sonucunda, c¢ogalma, sag kalim, invazyon ve metastaz
yetenekleri giderek artan hicrelerin secilmesi seklinde ortaya cikar. Bu
asamalarin ilki olan timor baslangici bir tek hiicrenin anormal ¢cogalmasina
neden olan genetik bir degisikligin sonucudur. Hicre ¢cogalmasina paralel
olarak klonal timdr hcrelerinden olusan hiicre toplulugu da giderek
bluydr. Tumoér ilerlemesi bu topluluk igindeki hicrelerde yeni
mutasyonlarin gergeklesmesi ile devam eder (Alberts et al., 2008; Cooper
& Hausman, 2000).

Kontrolsliz hilicre cogalmasinin yaninda, kanser hicresinin baska
karakteristik &zellikleri de vardir. Bu 06zellikler arasinda buylime
sinyallerinde kendine olan yeterlilik (onkogenler), bliylimeyi inhibe eden
sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagabilme, sinirsiz cogalabilme,
anjiyogenezi uyarabilme ile invazyon ve metastaz yapabilme sayilabilir
(Cooper & Hausman, 2000; Hannahan & Weinberg, 2011; Pazarbasi &
Kasap, 2003).



Kanser olusumu genetik degisiklikler Gzerinden gelisen cok basamakli
bir surectir. Malign neoplazmda hizli biyime, invazyon ve metastaz
yapma yetenedi gibi 6zellikler vardir. Bu karakteristik islemler asamali bir
sekilde edinilir ve timor ilerleyisi olarak tanimlanir. Timoér olusumunun
molekiler temelinde genetik degisiklikler ya da hasarlar s6z konusudur ve
bu hasarlarin hedefi olarak doért gen lGzerinde durulabilir.

a) Hicrelerde ¢cogalmayi hizlandiran genlerin (protoonkogen)
aktivasyonu (onkogen) olabilir.

b) Blylumeyi baskilayan (timdr supresor) genlerde inaktivasyon
gorulebilir.

c) DNA hasarlarinin onarimini dizenleyen genlerde bozukluklar s6éz
konusudur.

d) Programli hicre 6limund dizenleyen genlerde hasarlar s6z konudur
(Cooper & Hausman, 2000; Hannahan & Weinberg, 2011).

Protoonkogenler, hicrelerin blylime, cogalma ve farklilasma gibi
biyolojik sidrecglerinin sinyal ileti mekanizmalarinda islev goéren birgok
proteinin sentezinden sorumlu olan genlerdir. Bliyimenin dizenlemesini
kontrol eden bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda
aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir ve onkogen haline dontsimleri
s6z konusu olur. Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran genetik
degisikliklerin sonucunda anormal hlicre c¢ogalmasina neden olurlar
(Alberts et al., 2008; Aliustaoglu, 2009; Cooper & Hausman, 2000;
Hannahan & Weinberg, 2011; Yokus & Cakir, 2012).

Tamor baskilayict genler ise hiicre c¢ogalmasinin kontroliinde
onkogenlerin tam tersi yoninde hareket ederek normal sartlarda hicre
cogalmasini ve timor gelisimini baskilarlar. Codu timorde bu genlerin
hasar gbormesi ya da aktivitelerinin bozulmasiyla timaor htcreleri anormal
cogalabilirler (Alberts et al., 2008; Aliustaoglu, 2009; Cooper & Hausman,
2000; Hannahan & Weinberg, 2011; Yokus & Cakir, 2012).

Kansere yol acan genlerdeki mutasyonlarin DNA  tamir
mekanizmalarindaki dizensizlik ya da yetersizlik neticesinde olustugu
dustunulmektedir. DNA tamir sisteminde ki bozukluk ile meydana gelen
genetik dengesizlik, kanserin karakteristik &zelliklerini kontrol eden
genlerde mutasyonlarin olusumuna zemin hazirlar. Genlerde olusan
hasarlar ise, kanser olusumu icin baslica hedef noktalari olup, sonucta
neoplastik hicrelerin gelistigi disltinilmektedir (Cooper & Hausman, 2000;
Pazarbasi & Kasap, 2003; Solakoglu, 2009)

Hicre codalmasinin dengelenmesi ve hicre sayisinin sabit
tutulmasiyla iliskili olan programh hicre 6limu ayni zamanda hasarh ve
tehlike potansiyeli olan hucrelerin ortadan kaldiriimasiyla bir savunma
mekanizmas! sadlar. Hicrelerin normal apoptotik slirecten kacmalarini
saglayan ozellik kazanmalari kanser hicrelerinde gbzlenen bir 6zelliktir.
Tumor hlcreleri  antiapoptotik proteinlerin  asin yapimiyla ya da
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proapoptotik proteinlerin azalmasiyla apoptoza direngli bir 0&zellik
kazanirlar. Kanser hicrelerinin programli hicre dliminden etkilenmemesi
timoér gelisimini hizlandirir (Alberts et al., 2008; Cooper & Hausman,
2000; Gines, 2013; Solakoglu, 2009).

2.2- Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik gérilen kanser turd olup, kadinlarda
goérilen tim kanserlerin vyaklasik % 30'unu olusturmaktadir. Meme
kanserinin 30 yasindan 6nce goértlmesi nadir olup, yasla birlikte insidansi
artmaktadir (Akdeniz, 2010; Pekmez, 2010). Meme kanserinin sik
gorilmesi, giinimuiz kosullarinda erken evrede taninma olanagi olmasi,
hastaligin 6nemini daha da artirmaktadir (Pekmez, 2010).

Meme kanseri biyolojik ve klinik acidan heterojen o&zellikler
gostermektedir. Bu ylUzden kanser gelisimine neden olan molekuler
mekanizmalarin ve her hastanin timorinin 6zelliklerinin belirlenmesi ve
buna en uygun tedavi yonteminin uygulanmasi bluyuk énem tasimaktadir
(Cayirci, 2007).

Meme kanserini siniflandirmadan o©6nce normal meme dokusu
hakkinda kisa bir bilgi vermek gerekirse;

Histolojisi

Meme dokusu 6-10 ana kanal sisteminin dallanmasi ve bunlarin her
birinin loblllere ayrilmasindan olusan tubuloalveoler bez yapisindadir.
Arada fibroz bag dokusu, yad dokusu, kan ve lenf damarlar, periferik
sinirler ile Gzerinde deri ve meme basi bulunur. Meme 10-20 lob igerir ve
her bir lob, ana duktus ile meme ucuna acilir (Cayirci, 2007).

Meme bezi, organin uygun gelisimi ve fonksiyon gdstermesi igin
gerekli kompleks iletisim aglari olusturan bircok hicre tipinin
kombinasyonundan olusmaktadir. Dallanan st kanallari bazal membrani
olusturan dis miyoepitel hicre tabakasindan ve laktasyon (sut salgilama)
slrecinde sut Ureten i¢c luminal epitel hlicre tabakasindan olusmaktadir.
Kanallar ekstraseliler matriks ve c¢esitli stromal hicre tiplerinden
(endotelyal hiucreler, fibroblastlar, miyofibroblastlar ve Idkositler gibi)
olusan mikrogcevre ile kusatiimistir (Sekil 2.1). Yapilan c¢alismalar
sonucunda elde edilen verilerin codu, hicre-hlicre ve hicre-mikrogevre
etkilesimlerinin meme epitelyal hicrelerinin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi,
farklilasmasi ve invazyon kapasitelerini degistirdigini godstermektedir.
Ancak bu etkilerin altinda yatan molekller mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir.  Yapilacak hicre kiltiri  ve hayvan modelleri
calismalariyla normal ve neoplastik insan meme dokularindaki her bir
hicre tipinin kapsaml karakterizasyon analizleri ile bu hicrelerin meme



kanserinde ve meme bezinin normal fonksiyonlarindaki rollerinin
anlasiimasi muhtemeldir (Polyak & Kalluri, 2010).

‘ Lokositler

~ > Fibroblastlar

== Miyoepitelyal hiicre

® Luminal epitelyal hiicre

=== Endotelyal hiicre

Sekil 2.1: Normal meme kanal ve lobul yapisinin sematik gérinimdud. Siyah cizgi
bazal membrani goéstermektedir. Kanallarda miyoepitelyal hucreler, luminal epitelyal
hicrelerin etrafinda neredeyse tam bir tabaka halinde bulunurlar. Sarn oklar potansiyel
hicre-hicre ve hiucre-matriks etkilesimlerini gostermektedir (Polyak & Kalluri, 2010).

2.2.1- Meme kanserinin histopatolojik siniflamasi

_ Meme tumoérlerinin histolojik siniflamasi 1982 yilinda Dinya Saghk
Orgutd tarafindan asadidaki sekilde vyapilmistir (Cayirci, 2007;
Organization, 1982; Pekmez, 2010; Topuz, 2007).

1. Epitelyal timorler
A. Benign
i. Intraduktal papillom
il. Meme basi adenomu
ifli. Adenom
1. Tubuler
2. Laktasyon
B. Malign
i. Noninvaziv
1. Intraduktal (in situ duktal) karsinom
2. In situ lobuler karsinom
ii. Invaziv
1. Invaziv duktal karsinom
2. Intraduktal kompenenti baskin invaziv duktal
karsinom
. Invaziv lobuler karsinom
. Mlsindz karsinom
. Medliller karsinom
. Papiller karsinom
. TubuUler karsinom

NoOunhWw
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8. Adenoid kistik karsinom
9. Sekretuar (Juvenil) karsinom
10. Apokrin karsinom
11.Metastatik karsinom -Skuaméz tip -igsi hicreli tip
-Kartilagindz ve osse6z tip
ili. Meme basinin Paget karsinomu
2. Mikst konnektif doku ve epitelyal timorler
A. Fibroadenom
B. Filloides timor
C. Karsinosarkom
3. Cesitli timorler
A. Yumusak doku timorleri
B. Deri tiumorleri
C. Hematopoetik ve lenfoid doku timorleri
4. Meme displazisi/Fibrokistik hastalik
5. Tiumore benzer lezyonlar
A. Duktal ektazi
B. Inflamatuar psddotimor
C. Hamartom ve jinekomasti

Kanser hicreleri kanal veya loblle sinirlh olup bazal membrani
asmiyorlarsa in situ karsinom, bazal membrani asip stromaya invazyon
yaplyorlarsa invaziv (infiltratif) karsinom olarak dederlendirilirler
(Akdeniz, 2010; Topuz, 2007).

2.2.1.1- In situ karsinomlar (Noninvaziv)

In situ duktal karsinom (DCIS): DCIS, kiiclik kanallardaki epitelin
proliferasyonu ile karakterizedir (Sekil 2.2). Genellikle fizik muayenede
ele gelen kitle saptanmaz ve mammografide mikrokalsifikasyonlar seklinde
bulgu verir. DCIS’li kadinlarda invaziv meme kanseri gelisme olasihdinin 5
kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Akdeniz, 2010; Topuz, 2007).

In situ lobuler karsinom (LCIS): Memenin kanal uglarindaki
lobuler Unitelerinden kaynaklanir ve mammografide patolojik bulguya
nadiren rastlanir. Tani genellikle baska nedenlerle yapilan biyopsi sonucu
tesadlfen konur. Komsu stroma igerisinde gdérilen mikrokalsifikasyonlar
tipik bir in situ lobuler karsinom bulgusudur. %25-35 oraninda invaziv
meme kanserine degisim gosterdigi bildirilmistir (Akdeniz, 2010; Topuz,
2007).

2.2.1.2- Invaziv karsinomlar

Invaziv duktal karsinom: Tim meme kanserlerinin yaklasik %75’lik
kismini olusturur ve kalsifikasyon siktir (Sekil 2.2) (Akdeniz, 2010;
Pekmez, 2010).



Invaziv lobuler karsinom: invaziv meme karsinomlarinin yaklasik
%15’ini olusturur. Kalsifikasyon invaziv duktal karsinoma goére daha
nadirdir ve metastazlarini daha ¢cok meningeal ve peritoneal yuzeyler gibi
metastaz sikligi disik olan boélgelere yaparlar (Akdeniz, 2010; Pekmez,
2010).

Yapilan c¢alismalarda patologlar, meme kanserlerinin lenfositik
infiltrasyon, fibrozis, anjio- ve lenfanjiogenez gibi histopatolojik
ozelliklerinin prognostik degerini belirtmektedirler (Polyak & Kalluri, 2010).

0‘ Lokositler — Miyoepitelyal hiicre @6 Kanserhiicresi 2 © Uzak organlann hiicreleri

<> Fibroblastlar @ Luminal epitelyal hiicre o Miyofibroblast == Endotelyal hiicreler

Sekil 2.2: Tumor gelisimi slresince mikrocevresel dedisimler. Normal meme,
Duktal Karsinoma In situ (DCIS), invaziv Duktal Karsinoma (IDC) ve Metastatik meme
karsinoma’nin sematik gorinimi. Normal meme kanallari, bazal membrandan ve
miyoepitelyal hlicrelerin olusturdugu bir dis tabakanin Gzerinde bulunan luminal epitelyal
hlcrelerin olusturdugu bir i¢c tabakadan olusmaktadir. Stromay! olusturan hicreler
arasinda lokositler, fibroblastlar, miyofibroblastlar ve endotelyal hicreler bulunmaktadir.
DCIS’da, miyoepitelyal hicreler epigenetik ve fenotipik olarak dedisime udrar ve sayilar
timor epitelyal ile gesitli stromal hicrelerden gelen sinyaller nedeniyle potansiyel olarak
azalir. Tumor ilerlerken, stromal fibroblastlar, miyofibroblastlar, lenfositler ve endotelyal
hicrelerin sayilar da artis géstermektedir (Polyak & Kalluri, 2010).

2.3-Tumor Mikrogevresi ve Mezenkimal Stromal (Kok)
Hiicreler

Tumoértin  davranislari  tamamen tumoér hilcreleri  tarafindan
belirlenmez. Yapilan calismalar timor mikrogcevresinde bulunan timor
hicreleri haricindeki cesitli hlicrelerin timoérin davranislarini etkiledigini
gbstermis ve bdylece bu hicrelerin etkilerine dayanan yeni kanser tedavi
yaklagsimlari ve terapatik ajanlarin gelistirilebilmesi icin kanser
arastirmalarinin ilgi odagi haline gelmistir (Cuiffo & Karnoub, 2012; Sun et
al., 2014).



Tumor mikrogevresi fibroblastlar, miyofibroblastlar, miyoepitelyal
hucreler, makrofajlar, endotelyal hicreler, |6kositler ve ekstraselliler
matriks ile timor hicrelerinden kaynaklanan c¢ézlnebilir faktérlerden
olusmaktadir (Sekil 2.3). Tuimoéri cevreleyen bu inflamatuar
mikrogcevrenin, invazyon ve metastatik hicrelerin gbécu icin gerekli olan
bazal membranin kirilmasini destekledigi bilinmektedir. TUmor hiicrelerinin
ayni zamanda, immuin sistemden kacisi kolaylastiran ve metastazin
olusumu ile gelisimine yardimci olan sitokin ve kemokinleri Uretim
kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir (Cuiffo & Karnoub, 2012;
Esquivel-Chirino et al., 2013; Sullivan, 2011).

inflamatuar Mikrogevre

-tokinlor

t Biiyiime Faktorleri
Tiimoér I|i§ki|i . Metalloproteinaziar (MMP)

Fibroblatl Pro-Anjigenik Faktorler
ibroblatlar =

. &&=

Ekstraseliiler Kemokinler
Matriks Hiicresel Adhezyon Molekiilleri

Migrasyon
invazyon

Sekil 2.3: Tumo6r mikrogevresi ve timor bliyimesindeki rolii (Esquivel-Chirino et
al., 2013).

Tumorler artik iyilesmesi zor kronik yaralanmalar olarak kabul
edilmekte ve inflamasyonun timdér olusumunda, ilerlemesinde ve
metastazinda énemli rol oynadi§i distinilmektedir. Inflamatuar timor
mikrocevresinde, timor nekroz faktoér-alfa (TNF-a), interferon-gamma
(IFN-y), interlokin-6 (IL-6), IL-8, IL-1 ve ddnusturtct blyime faktori-
beta (TGF-B) gibi inflamatuar sitokinleri; hepatosit biyime faktért (HGF),
platelet-kaynakh blyume faktdéri (PDGF) ve vaskuler endotelyal bliylime
faktéort (VEGF) gibi buyume faktérlerini; cesitli kemokin ve matriks
metalloproteinazlar gibi diger bazi faktorleri iceren temel sitokinler
bulunmaktadir. Ayrica lenfosit ve makrofajlar gibi inflamatuar hicreler,
vaskller endotelyal hlcreler, timorle iliskili fibroblastlar (TAF) ve MKH’ler
gibi timorle iliskili stromal hlcreleri iceren timoér olmayan hicreler de
inflamatuar timoér mikrogevresinde bulunmaktadir (Cuiffo & Karnoub,
2012; Sun et al., 2014).



2.3.1-Kok hicreler

Eski cadlardan beri insanoglunun en blyidk udraslarindan biri
hastaliklara care bulmaya calismak olmustur. Kok hicrelerin arastirma
alaninda kullanimlarinin yayginlasmasi ile hastaliklarin iyilesme sireci ve
patogenezlerinin aciklanmasindaki rolleri giderek 6nem kazanmaktadir.
Kanser gibi, genlerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler neticesinde
ortaya cikan hastaliklarda hastaligin kdkenine yodnelik tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi belki de bu hastaliklarin ¢ézimU olacaktir. Bu sebeple de
hiicresel tedavi bilim adamlarinin ilgi odagi haline gelmistir (Karadz &
Ovali, 2004; Ozen & Sancak, 2014).

Kok hicreler farkh hlcre tiplerine doénlsebilme potansiyeline ve
kendisini yenileyebilme gicline sahip hlcreler olarak tanimlanabilir. Bu
hicrelerin, uzun stre bdllinebilme, kendini yenileyebilme, farklilasmamis
olma ve ayni zamanda 06zellesmis hicrelere dénusebilme gibi 6zellikleri
vardir (Karadz & Ovali, 2004; Ozen & Sancak, 2014).

Kék hicreler farklilasma kapasitelerine goére siniflandiriimak
istenildiginde totipotent, pluripotent ve multipotent olmak Uzere (g
grup altinda toplanabilirler. Sperm ve ovumun birlesmesi ile olusan zigot,
viucuttaki tim hicrelere dénusebilecek glice sahip ilk embriyonik hlicredir.
Tek basina organizmayl meydana getirebilecek potansiyele sahip olan bu
hicreye her seyi vyapabilen anlaminda ‘totipotent hiicre’ denir.
Déllenmeyi takip eden 4-5 gin igerisinde bu hicreler tek baslarina
organizmay! olusturabilme yetenegine sahiptirler. Fertilizasyondan sonra
5. gunde olusan blastosist evresinde, embriyonik kék hicrelere kaynaklik
eden i¢ hlcre kitlesinden elde edilen hicreler ‘pluripotent kék hiicreler’
olarak tanimlanirlar. Bu hucreler yaklasik 200 farkh htcre tdrine
ddnusebilecek potansiyele sahiptirler ancak tek baslarina bir organizmayi
olusturma kapasitesinden yoksundurlar. Bu asamalardan sonra hucreler
daha 6zel fonksiyonlara sahip olarak eriskin kék htcreleri olusturabilirler.
Embriyonik gelismenin daha ileri evresine ait olan bu hicreler
‘multipotent kok hiicreler’ olarak adlandirilirlar. Bu hicreler 6zellesmis
hicre tiplerine farkhlasabilir ve eriskin kék hicrelerine dénusurler. Erigkin
kdok hicreleri ise bulunduklari dokunun hiicre tipini uretirler (inan &
Ozbilgin, 2009; Karadz & Ovali, 2004; Ozen & Sancak, 2014; Sagsoz,
2008; Sahin, 2013).

Kbk hcreler, elde edildikleri kaynaklara gbére embriyonik kok
hiicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kék
hiicreler olmak Uzere iki grup altinda incelenebilirler. Blastosist
evresindeki embriyonun i¢c hicre kitlesinden elde edilen hucreler
embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Kendini yenileme ve
cogalma ozelligine sahip olan bu hicreler pek c¢ok hiicre tipine
dénlsebilme, embriyonun tim hilcre tabakalarini ve ondan kéken alacak
olan organ sistemlerini olusturma yetenegindedirler. Bu olumlu
Ozelliklerinin ~ yaninda klinikte kullanimlari  asamasinda, hastaya
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uygulandiklarinda immun reaksiyona vya da teratomalara sebep
olabilmeleri gibi bir takim sorunlarla karsilasilabilir. Ayrica embriyonik kok
hicre arastirmalari etik nedenlerden dolayl bazi kisitlamalarla karsi
karsityadir (Inan & Ozbilgin, 2009; Ozen & Sancak, 2014; Turac, 2013).

Embriyonik olmayan kdk hticreleri de elde edildikleri kaynaklara gore;
eriskin kok hiicreleri, fetiis kok hiicreleri, kadavradan elde edilen
kok hiicreler seklinde farkli gruplarda siniflandirabiliriz.

Bu gruplar arasindaki eriskin kok hiicrelerini, differensiye olmus bir
dokuda farkhlasmamis halde bulunan ve eriskin dokulardaki 6zellesmis
hicrelere farklilasabilen, daha cok elde edildikleri dokuya doénisme
potansiyeli olan hicreler seklinde tanimlayabiliriz. Tum hucre tiplerine
donidsemedikleri icin kullanimlart  sinirh olan erigkin kék hcreleri
laboratuvar kosullarinda gerekli ortam ve sinyaller saglandiginda birgok
farkh hicre tlrine donuUgsebildikleri bilinmektedir. Birincil gorevleri
bulunduklar dokuda hiicre 6limi{ veya doku hasari meydana geldiginde
kismen dokuyu tamir etmektir. En iyi tanimlanmis embriyonik olmayan
kdk hicreler hematopoetik kdék hcreler olmakla birlikte, erigkin kdk
hiicrelerin cesitli doku ve organlarda varligi gdsterilmistir (Inan & Ozbilgin,
2009; Karadz & Ovali, 2004; Matur & Solmaz, 2011; Ozen & Sancak,
2014; Turag, 2013).

2.3.1.1-Mezenkimal kék hlcreler (Mezenkimal stromal hicreler)

Eriskin koék hucre tipi olan, mezenkimal stromal hlcreler olarak da
adlandirilan mezenkimal kdk hiicreler bag dokunun ana hicreleridir. Bu
hicreler kendi kendini yenileyebilen ve yalnizca mezodermden koken alan
kondrosit, osteosit ve adipositlere dedil ayni zamanda ektodermik ve
endodermik hicrelere de farklilasma kapasitesine sahip hulcreler olarak
tanimlanirlar. Bu hucreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan
tanimlamistir. Fridenstein, fotal buzagi serumu kullanilarak yapilan kemik
iligi kdltlrlerinde adezyon vyetenedi gosteren, morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu goéstermis ve
yapilan sonraki calismalarda bu hicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan
hicreler oldugu, Gc¢ germ yapradgindan kdken alan hicrelere farklilasma
yeteneginde olduklari rapor edilmistir. Dokularda ¢ok az sayida bulunan
mezenkimal kok hiicrelerin yapisma 6zelliklerine bagh olarak bulunduklari
dokulardan yeterli sayida elde edilmelerinde zorluklar s6z konusudur.
Dolayisiyla, tedavi hatta arastirma amacglh kullanimlarinda dahi in-vitro
kiltir ortaminda cogaltiimalari gerekir (Asadi et al., 2011; Inan &
Ozbilgin, 2009; Karadz & Ovali, 2004; Matur & Solmaz, 2011; Ozen &
Sancak, 2014; Turag, 2013).

MKH’ler hemen hemen tim dokularda bulunmaktadir. Kemik iligi,
adipoz doku, gobek bagi, kas gibi kaynaklardan kolayca izole edilebilen ve
basarili bir sekilde in vitro’da c¢odgaltilabilen hicrelerdir. MKH’leri
tanimlamada 6zel belirtecglerin olmayisi nedeniyle, tanimlanmalar plastik
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kultar kaplarina yapisma 6zelliklerine ve CD29, CD31, CD34, CD45, CD90
ve CD105'i iceren yuzey belirtegleri paneline ayni zamanda c¢oklu
farkhlasma potansiyellerine gére yapilmaktadir. MKH’ler hasarli dokudaki
inflamasyon nedeniyle olusan immunsupresif o6zellikleriyle doku onarici
olarak fonksiyon goésterebilirler (Asadi et al., 2011; X. Yang et al., 2013).

Kuvvetli inflamatuar hastaliklarda, bununla birlikte kronik ve yetersiz
inflamasyon durumlarinda MKH-bazli terapiden bahsedilmekte ancak bazi
durumlarda MKH’lerin doku hasarini ve hastaligin koétilesmesini
dnleyemedigi de belirtiimektedir. Inflamasyon genellikle timor gelisimiyle
ilgilidir, doku kronik hasara ugrar. MKH’lerin 0Ozelliklerine bagh olarak
hasarli dokularda toplanabildigi ve hicre bazli terapilerde timorlere
dogrudan antitimor ayirag saglamak icin kullanildiklari da belirtilmektedir.
Bununla  birlikte, timér  mikrogevresinin  olusumunda vya da
dizenlenmesinde MKH’lerin roli ve potansiyel mekanizmalari hala
tartismahdir (X. Yang et al., 2013).

Son yillarda MKH'ler ile ilgili olarak gok sayida yayina rastlanmaktadir.
Bu durum, oOzellikle hicrelerin c¢odalma vyetenekleri, farklilasma
potansiyelleri, immun duzenleyici olma gibi bir takim &zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Bu karakteristik 6zellikler ile birlikte timd&r alanlarina
yonelimlerinden dolayr MKH’lerin 6zellikle tUimar igerisine terapdtik ajanlari
vermek icin genetik olarak tasarlamis araclar olarak kullanilabilecegdi
varsayllmaktadir. Bununla birlikte, MKH'lerin tim&r gelisimde énemli rold
oldugu da tanimlanmistir. Tumoér alanlarina yonelim yeteneklerine ek
olarak, bu htcrelerin timor icine girebilecegi ve timodrle iliskili stromal
hicrelere farklilasacagi belirtiimektedir (Barcellos-de-Souza, Gori, Bambi,
& Chiarugi, 2013).

Bircok calismada kemik iligi kaynakh MKH’lerin meme, akciger,
pankreas, kolon ve over kanserleri gibi farkh solid timor tiplerine girip
(engraft) yerlesebilecedi belirtilmistir. MKH'lerin timor alanlarina olan bu
yonelimleri, disarida buyuttulip cesitli tekniklerle isaretlenmis olan
hicrelerin deneysel enjeksiyonlarindan sonra izlenmesi ile belirlenmistir.
Endojen kemik iligi kaynakh MKH’lerin timorlere olan migrasyonundaki
biyolojik rolinli destekleyen raporlarda, bu hucrelerin etkili bir sekilde
stromaya vyerlesebilecegi ve distal olarak timoér olusturabilecegi
belirtiimektedir. Bu gorusler, timor stromasinin bileseni olan kemik iligi
kaynakh hiicrelerin énemli oldugunu vurgulamistir. Inflamatuar alanlara
yonelimlerinden dolayi, kemik iligi kaynakli MKH’lerin kemotaktik yanitlari
genel olarak immun hicrelerininkine benzer olarak kabul edilmektedir.
Buna benzer olarak, inflamatuar sitokinlerin KI-MKH'lerin
mobilizasyonuyla, ayrica timdr alanlarina bu hilcrelerin yerlesmesi ve
oradaki hareketleriyle gucgli bir sekilde ilgili oldugu belirtiimektedir
(Barcellos-de-Souza et al., 2013).
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2.4-MikroRNA'lar

Son yillarda molekdller biyoloji alanindaki arastirmalar genis 6lcude
DNA dizisinin ¢cézimlenmesi ile DNA dizisi tarafindan kodlanan proteinlerin
belirlenmesine odaklanmistir. Insan genomunda yer alan DNA’nin biyik
bir bélimi, RNA kodlamasina ragmen bu genomun c¢ok kictk bir miktari
(yaklasik olarak % 1.5) fonksiyonel proteinlerin sentezlenmesinde
kullanilmaktadir. Yakin zamana kadar genomun geri kalan kisminin ¢cok az
onem icerdigi distnlilmekteydi. Fakat bu goris, kicik RNA molekdllerinin
kesfi ile ortadan kalkmis oldu (Akkaya & Dinger, 2013; Bodur &
Demirpence, 2010; He & Hannon, 2004; Kiiclikhiiseyin & Oztirk, 2013;
Saydam et al., 2011).

Bu kiciik RNA molekdllerinin gorev aldigi RNA interference (RNAI)
sistemi post-transkripsiyonel gen susturulmasi, mRNA moleklltinin diziye
0zgl yikima udgramasi ya da translasyona girememesiyle gerceklesir.
Sentezlenmis olan mRNA’ya klguk ve kodlamayan bir RNA zincirinin
baglanmasi sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir. RNAi sistemi ilk
olarak 1990 yilinda Petunya bitkisinde kesfedilmistir. RNAi mayalardan
memelilere kadar tim Okaryotlarda hangi genlerin aktif oldugu ve bu
genlerin nasil etkin olduklarini kontrol eden bir sistemdir.

Yaklagik olarak 21-23 nlkleotid uzunlugundaki tek zincirli kigik
RNA’lar genlerin direk Urinleri olan mRNA’lara baglanarak aktivitelerini
azaltabilir (mMRNA translasyonunu engelleyebilir) ya da arttirabilirler. RNAI
sisteminde protein kodlamayan RNA'lar (non-coding RNA) gobrev
almaktadir. Gen ifadesinin susturulmasini saglayan RNAi mekanizmasinda
small interfering RNA (siRNA), piwi-interacting RNA (piRNA) ve mikro RNA
(miRNA/miR) olmak tzere 3 tip RNA molekllt gorev almaktadir. siRNA’lar
sentetik olarak sentezlenen eksojen kaynakli RNA molekdulleridir. piRNA’lar
ise embriyo gelisiminde ve spermatogenezde gorev almak almaktadir (He
& Hannon, 2004; Kicukhiseyin & Ozturk, 2013; B. Liu, Sun, & Song,
2013; Saydam et al., 2011; Siomi & Siomi, 2010).

mikroRNA’lar (miRNA’lar), hedef genleri baskilayarak gelisim,
farklilasma, cogalma, hiicre 8limu gibi sireclerde rol oynarlar. Ilk olarak
bazi miRNA’larin bu slregleri tek bir hedef geni baskilayarak dizenledikleri
belirlenmis olsa da zamanla birgok miRNA'nin tek basina birden fazla
hedef geni baskilayabildigi anlasiimistir (Celik Ascl et al., 2013; Saydam et
al., 2011; Tug et al., 2008).

mikroRNA’larin blylime, gelisme, c¢odalma, hlicre doéngist gibi
hicresel bircok temel islevin dizenlenmesinde goérev aldigi bilinmektedir.
Bununla birlikte, hlcrede miRNA seviyelerinin normal kosullarin disina
cikmasinin kanser gelisimi ile baglantili oldugu ayrica timor gelisiminde
onkogen veya timoér baskilayici olarak fonksiyon gdésterdikleri da rapor
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edilmistir (Celik Asci et al., 2013; Kiciikhiseyin & Oztirk, 2013;
MacFarlane & Murphy, 2010; Saydam et al., 2011; Tug et al., 2008).

2.4.1-MikroRNA'larin kesfi ve yapisi

MikroRNA'lar ilk olarak 1990'h vyillarin baslarinda, Ambros ve
arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Nematod turi bir solucan olan
Caenorhabditis elegans’larin gen icerigi bakimindan yapilan taramalar
sirasinda lin-4 olarak adlandirdiklari genin hicbir protein kodlamamasina
karsin 22 nukleotit uzunlugunda klclk bir RNA transkribe ettigini rapor
etmiglerdir. Lin-4’Un tanimlanmasindan 7 vyil sonrada let-7 olarak
adlandinilan, canlinin gelisimini dlzenleyen farklhh bir mikroRNA
kesfetmislerdir. Daha sonraki yillarda birgok kitctik RNA molekill, hemen
hemen butin c¢ok hicreli organizmalarda kesfedilmistir ve miRNA'lar
olarak isimlendirilmistir (Federica Calore, Lovat, & Garofalo, 2013; He &
Hannon, 2004; Kiclikhiseyin & Oztiirk, 2013; Saydam et al., 2011;
Seydel & Aksoy, 2009; Siomi & Siomi, 2010; Ventura & Jacks, 2009).

miRNA, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun dlzenlenmesinde rol
oynayan, yaklasik olarak 20-24 nlikleotit uzunlugunda tek iplikgikli bir RNA
molekdil ¢esididir. miRNA’lar hedef mRNA’daki tamamlayici diziye gbre ya
hedef mRNA’larin 3’UTR boélgelerine baglanarak translasyonel baskilama
yaparlar ya da hedef mRNA'y1 keserek gen ekspresyonunu azaltarak
diizenleme islevi gérirler. Insanlarda yaklasik 1881 prekirsér, 2588 olgun
miRNA tespit edilmis olup, genomun % 30’undan fazlasini dizenledigi
tahmin edilmektedir (Federica Calore et al., 2013; Saydam et al., 2011;
Seydel & Aksoy, 2009; Zhao et al., 2012).

2.4.2-MikroRNA’larin biyogenezi (olusumu)

miRNA’larin biyogenezinin, blyUkligld yizlerce nikleotidden onlarca
kilobaza kadar degisen primer miRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan
diziler halinde RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilerek baslatildigi
gosterilmistir. pri-miRNA transkriptleri genel olarak iki adimh bir stregten
gecerek olgun ve islevsel miRNA haline gelirler. Ilk adimda niikleus icinde
pri-miRNA’lar prekirsér miRNA (pre-miRNA)’lara donustiralir, ikinci
adimda ise sitoplazmada olgun miRNA’larin olusumu gergeklesir (Sekil
2.4) (He & Hannon, 2004; Jansson & Lund, 2012; Kictkhiseyin & Ozturk,
2013; MacFarlane & Murphy, 2010; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy,
2009; Tuna, 2010; Tunah & Tiryakioglu, 2010).

mikroRNA’lar, pri-miRNA olarak ilgili gen bdlgelerinden RNA polimeraz
IT enzimi tarafindan sentezlenir. Sap-ilmik yapisinda olan pri-miRNA
cekirdekte RNAaz III enzim ailesinin bir endonukleazi olan Drosha ve
kofaktdéri Pasha/DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8)'nin
olusturdugu mikroislemci kompleks adi verilen bir multiprotein kompleksi
tarafindan vyaklasik olarak 70-90 ntkleotid uzunlugunda sag¢ tokasi
yapisinda olan pre-miRNA'ya doénustartlir. Pre-miRNA molekdlt bir
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niklear tasima reseptdérid olan Exportin 5 tarafindan taninarak Ran-GTP
bagimli bir mekanizma ile sitoplazmaya tasinir (He & Hannon, 2004;
Jansson & Lund, 2012; Kiclkhiiseyin & Oztiirk, 2013; Saydam et al.,
2011; Seydel & Aksoy, 2009; Tuna, 2010; Tunali & Tiryakioglu, 2010).

Pre-miRNA'nIn sitoplazmada islenisi bir sitoplazmik ribontkleaz olan
Dicer tarafindan gerceklestirilir. Dicer enzimi farklh fonksiyonel bdlgelere
sahiptir; bunlar, pre-miRNA’'nin 3’ ucuna baglanan Piwi-Argonaute-Zwille
(PAZ) bolgesi, helikaz bolgesi, cift dalll RNA baglayici bdlge (dsRBD) ve 2
adet ribonukleaz III katalitik bdlgeleridir. Sitoplazmaya tasinan pre-
miRNA, Dicer adli endonlkleaz ile 18-24 nlkleotid uzunlugunda
miRNA:miRNA cift ipligini olusturmak Uzere kesilir. Sonrasinda Dicer
proteininin yardimi ile, olgun mMiRNA RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olarak isimlendirilen bir
multi-protein kompleksine katilir (He & Hannon, 2004; KulglUkhuseyin &
Ozturk, 2013; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy, 2009; Tuna, 2010;
Tunall & Tiryakioglu, 2010).

RISC; Dicer, TRBP (human immunodeficiency virus (HIV)-1 trans-
activating responsive element (TAR) RNA-binding protein) ve Argonaute2
(Ago2) proteinlerini igerir. Olusan miRNA dupleksinden sadece klavuz iplik
(guide strand) olarak adlandirilan olgun miRNA ipligi RISC’e dahil olur.
Yolcu iplik olarak adlandirilan diger dal (antisense miRNA dali) RISC'in
substrati olarak sindirilir. Olgun miRNA'lar ise RISC kompleksine dahil
olduktan sonra baz eslesmesine dayanan kendi tamamlayicisi olan mRNA
hedefine yo6nlenir. Hedef mRNA ile baglanma pozisyonu mikroRNA
kompleksinin tamamlayiciligina baghdir. Olgun mikroRNA'nin, hedef
mRNA'nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan boélgeye (untranslated re-
gion-UTR) baglanmasi kismi komplementerligi ifade eder ve translasyonun
baskilanmasi ile sonuglanir. Hedef mRNA’'nin ORF (open reading frame)
bbélgesine baglanma ise tam komplementerligi ifade eder ve mRNA'nin
argonaute proteinleri tarafindan kesilerek yikilmasi ile sonucglanir (He &
Hannon, 2004; Kicikhiseyin & Oztirk, 2013; Saydam et al.,, 2011;
Seydel & Aksoy, 2009; Tuna, 2010; Tunali & Tiryakioglu, 2010).

15



d N
KO\ Sitoplazma
miRNA geni
? ? Pri-miRNA
i ~ %  Nikleus

Pre-miRNA
(_ Drosha )

Dicer
Exportind/

Ran-GTP
AyrilmalGéziilme §

Cﬁ% <:l e <:| Uiy miRNA:miRNA

, B
—/} RISC C\ RISC
—Z>D—-m0mr—— Hedef mRNA Am;

RF Translasyonel baskilama mRNA yikimi
\, J/

Sekil 2.4: miRNA'larin olusumu. miRNA’larin olusumu nUkleusta baslar, islenmesi
ve olgunlasmasi sitoplazmada gergeklesir. miRNA'lar ilk olarak, RNA polimeraz II enzimi
tarafindan uzun pri-miRNA’lara transkribe olurlar sonrasinda Drosha ve kofaktorii Pasha
tarafindan kesilerek pre-miRNA haline doénustardlirler. Daha sonra bu prektrsérler
Exportin 5/Ran-GTP kompleksi tarafindan sitoplazmaya tasinirlar. Pre-miRNA'lar
sitoplazmada Dicer enzimi ile cift iplikli miRNA haline getirilir. Daha sonra RISC
kompleksinde yer alan Argonaute proteini, daha kararli olan ipligi secerek RISC
kompleksine dahil eder. Olgun miRNA'y! iceren RISC kompleksi baz ciftlesme 6zelligi ile
mRNA’ya badlanarak mRNA'nin yikimina ya da translasyonunun baskilanmasina neden
olur (Federica Calore & Fabbri, 2011).

2.4.3-miRNA’larin islev bozuklugu ve kanser

MikroRNA’larin  hlicre c¢odalmasi, farklilasmasi, koék hicrenin
yenilenmesi ve apoptoz gibi birgok biyolojik sirecte dizenleyici iglevlerinin
oldugu bilinmektedir (Jansson & Lund, 2012; Saydam et al., 2011; Seydel
& Aksoy, 2009). Bu nedenle bu kicik RNA’larda meydana gelen
bozukluklar hastaliklarla da dogrudan iliskilidir (Akkaya & Dinger, 2013).
Son vyillarda yapilan calismalarda, basta kanser olmak lzere, Alzheimer,
sizofreni gibi merkezi sinir sistemi hastaliklari ve kardiovaskduler hastaliklar
gibi pek c¢ok hastaligin patogenezinde miRNA’larla ilgili islev
bozukluklarinin oldugu gosterilmistir (Bodur & Demirpence, 2010; Federica
Calore et al., 2013; MacFarlane & Murphy, 2010).
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miRNA’larin mRNA'yl parcalayarak ya da translasyonu baskilayarak
genlerin ifadelerini dlUzenledikleri bilinmektedir. Genomda olusan
delesyon, amplifikasyon gibi olusumlarin miRNA’larin ifade dlzeylerinde
degisikliklere sebebiyet vermesi neticesinde islev bozukluklarinin ortaya
ctkmasi s6z konusudur. miRNA'y1 kodlayan dizide delesyon meydana
gelmesi miRNA ifadesinin azalmasina ve sonucta hedef mRNA ile onun
drind olan proteinin artmasina neden olur. Amplifikasyon olusumunda ise
tam tersi bir sekilde ilgili miRNA'nin ifadesinin artisindan ve hedefi olan
MRNA’'nin ve ondan kodlanan proteinin azalmasi s6z konusudur (Bodur &
Demirpence, 2010; Seydel & Aksoy, 2009).

Normalde hiicre ¢odalmasi, biyime ve farklilasma gibi olaylari
kontrol eden miRNA’larda, kanserlesme silirecinde islev bozuklugu
olusmaktadir. miRNA genlerinin yaklasik olarak vyarisindan fazlasinin,
kanser ile iliskilendirilmis gen bdlgelerinde ya da kirilgan bdlgelerde
yerlesim gosterdigi gozlenmistir. miRNA’larin bu yerlesim 6zelliklerinin
neoplazi patogenezinde O6nemli rolleri oldugunu distndirmustir (Celik
Ascli et al., 2013; Kicikhiuseyin & Oztiirk, 2013; Saydam et al., 2011; Tug
et al., 2008; Tunali & Tiryakioglu, 2010; Ventura & Jacks, 2009).

miRNA’lar ve kanser arasindaki baglanti ilk olarak 2002 yilinda Calin
ve arkadaslan tarafindan ileri surtGlmdstir. miR-15a ve miR-16-1
genlerinin bulundugu 13q14 kromozomal bdélgesi Kronik Lenfositik Losemili
(KLL) hastalarin yarisindan fazlasinda delesyona ugramaktadir. Calin ve
arkadaslarinin yaptiklari calismayla, analiz edilmis KLL'li hastalarin
%68'inde bu miRNA’larin ekspresyonlarinin azaldigi ya da olmadigi
gbsterilmistir. Ayni calisma grubu tarafindan, genomik kararsizlik
(instabilite) ve miRNA arasindaki iligki arastirilmis ve sonucta calisilan 186
miRNA geninin 98’'i haricindekilerin (% 52.5) kanserle iliskili genomik
olarak kararsiz bolgelerde lokalize oldugu bulunmustur (Jansson & Lund,
2012; Kigukhiseyin & Oztiirk, 2013; Sassen et al., 2008; Saydam et al.,
2011; Seydel & Aksoy, 2009; Tuna, 2010; Ventura & Jacks, 2009).

miRNA'lar, hedefledikleri mRNA’lara goére onkogenik veya timor
baskilayici 6zellik kazanabilirler. Kanserin gelisimini arttirdigi dusinilen
miRNA’lar ‘onkomir’ olarak tanimlanmaktadir. Onkogen olarak islev
gbésteren bu miRNA’lar hedefi olan timoér baskilayici genleri baskilayarak
timorin gelismesine katki saglarlar. Genellikle kanserlerde kontrolsiiz
blylumeyi arttirici ya da antiapoptotik olarak fonksiyon gdsterdikleri rapor
edilmistir. Goérevleri bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan
miRNA'lar ise ‘tumoér baskilayici miRNA'lar’ olarak tanimlanmaktadir.
Tumor baskilayici miRNA’larin  ekspresyonundaki azalisin onkogenlerin
ekspresyonunu arttirdigi ve sonucta timor olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Bodur & Demirpence, 2010; Federica Calore et al., 2013;
Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy, 2009; Ventura & Jacks, 2009; Zhao
et al., 2012).
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1-Gereg

Hicre kaltird calismalan ve diger molekiler dizeyde vyapilan
yontemler igin uygun, steril ve tek kullanimlik malzemeler kullaniimis olup,
hicre kualtlrt islemleri laminar akigl steril kabinde, steril kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Hicre kiltird calismalari ve diger deney asamalarinda
kullanilan geregler asagida alt basliklar halinde verilmistir.

3.1.1-Stromal hiicrelerin izolasyonunda kullanilan soliisyonlar

- Kolajenaz Tip II (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- Hank's Buffered Salt Solution (HBSS, Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA )

- Kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat tampon c¢o6zeltisi (DPBS;
Ca** Mg++ free, Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- Primocin (Invivogen, San Diego, USA)

- DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-
12) (Hyclone, USA)

- Fetal Sigir Serumu (FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

3.1.2-Stromal hiicrelerin besi ortaminin hazirlanmasinda
kullanilan soliisyonlar

- % 10 oraninda FBS (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)
- % 0,2 oraninda Primocin (Invivogen, San Diego, USA)

- Insilin

- Hidrokortizon

- Fibroblast Growth Factor (FGF;Fibroblast Buyime Faktorl)
- DMEM/F-12 (Hyclone, USA)

3.1.3-Alt-Kiiltiir (pasajlama), hiicrelerin sayimi ve
dondurulmasi islemlerinde kullanilan gerecler ve
soliisyonlar

- Kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat tampon c¢dzeltisi (Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA)

- Primocin (Invivogen, San Diego, USA)
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- DMEM/F-12 (Hyclone, USA)
- FBS (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- % 0,25 tripsin-EDTA sollsyonu (Gibco Invitrogen, Grand Island,
USA)

- Tripan mavisi sollisyonu (Biological Industries, Beit Haemek, Israel)
- Thoma lami
- Dimetilsulfoksit (DMSO; AppliChem, Dermstadt, Germany)

3.1.4-Akim sitometrik analizlerde kullanilan antikor, soliisyon
ve kimyasallar

- Kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat tampon c¢o6zeltisi (DPBS;
Ca** Mg++ free, Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- % 0,25 tripsin-EDTA soltsyonu (Gibco Invitrogen, Grand Island,
USA)

- Stromal hicre besi yeri

- CD45 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- CD13 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- CD34 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- CD44 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- CD 90 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 33 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 71 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 73 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 29 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 105 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- CD 10 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- HLA G (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)
- IgG1 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- IgG1/G2a (BD Biosciences Pharmingen, California, USA)

- Hulcre yikama soltisyonu (Cell wash, BD Biosciences Pharmingen,
California, USA)

- Soguk fosfat tampon sollsyonu (PBS; pH7,4; (BD Biosciences
Pharmingen, California, USA)

- Permabilizasyon ¢ozeltisi
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3.1.5-Gercek zamanh PCR’da kullanilan malzemeler

- RNA Izolasyon Kiti (High Pure RNA Isolation Kit; Roche, Mannheim,
Germany)

- cDNA Sentez Kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit;
Roche, Mannheim, Germany)

- miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Sistemi’nin (EXIQON,
United States) ‘Pick-&-Mix microRNA PCR Paneli

3.1.6-In vitro osteojenik ve adipojenik farklilastirma
calismalarinda kullanilan soliisyon ve kimyasallar

- DMEM/F-12 (Hyclone, USA)
- FBS (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- 3-Izobutil-1-metilksantin  (IBMX)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

- Absolu etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Deksametazon (Fluka, Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
- Insilin (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- Indometazin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Primocin (Invivogen, San Diego, USA)

- Askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Qil red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Alizarin kirmizisi (Fluka-Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland)
- Aseton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.1.7-Calismada kullanilan diger plastik ve sarf malzemeler

- 15 ml konik tabanh kapakl ttip (BD Biosciences Discovery Labware,
CT, USA)

- 50 ml konik tabanh kapakl tip (BD Biosciences Discovery Labware,
CT, USA)

- 6 kuyucuklu hicre kultar plakalari (Thermo Scientific, Roskilde,
Denmark)
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- 12 kuyucuklu hlcre kadltir plakalari (BD Biosciences Discovery
Labware, CT, USA)

- 96 kuyucuklu htcre kultar plakalari (BD Biosciences Discovery
Labware, CT, USA)

- 8 kuyucuklu hicre kultir odaciklari (BD Biosciences Discovery
Labware, CT, USA)

- 25 cm?lik hiicre kiltir flasklar (BD Biosciences Labware, Le Pont
De Claix, France)

- 75 cm?lik hiicre kiltir flasklart (BD Biosciences Labware, Le Pont
De Claix, France)

- Tip I kollajen kaph lameller (BD Biosciences Discovery Labware, CT,
USA)

- 0,20 pum filtre (Sartorius, Goettingen, Germany)
- 0,45 pm filtre (Sartorius, Goettingen, Germany)

- 70 pm por capli hlcre stizgeci (Cell Strainer, BD Biosciences
Discovery Labware, CT, USA)

- Pipet uglan (0,5-10, 10-100, 200-1000 pl) (Eppendorf, Hamburg,
Germany)

- Cok kanall pipet ve pipet uglarn (Eppendorf, Hamburg, Germany)

- Tek kullanimlik steril pipetler (5, 10,25 ve 50 ml’lik) (BD
Biosciences Discovery Labware, CT, USA)

- KriyotUpler (Greiner-bio-one, Carolina, USA)
- Lamel (22x22mm)

3.1.8-Calismada kullanilan cihazlar

- CO3 inklbatér (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)

- Laminar akigl steril kabin (Class II, Heraus, Hanau, Germany)

- Inverted mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan; CKX41)

- Binokuler mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany; CME)

- Gergek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon (Real Time PCR) cihazi
(LC 48011 Roche, Mannheim, Germany )

- Picodrop (Picodrop Limited, 40 High Street, Hinxton, CB10 1QY,
UK)

- Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon (Termal Cycler;
Takara Bio inc., Shiga, Japan) cihazi

- Monokromatik sistemli mikroplaka okuyucu (VersaMax, Molecular
Device, USA)
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- Vorteks (Labart, Berlin, Germany; MVS1)

- Mikrosantrifuj (Sigma, Osterode, Germany; 1-14 ve Hettich,
Gartenstr, Germany; Micro 120)

- Sogutmali santrifij (Universal 320 R, Hettich, Germany)
- Masaustl santrifiij (Sigma, Osterode, Germany; 2-16PK)

- Isitmali manyetik karistirici (Heildoph Electro GmBH&Co., Kelheim,
Germany; MR Hei-Standard)

- Hassas terazi (Shimadzu, Makati, Philippines; AW120 model)
- 37°C su banyosu (Nive, Ankara, Turkiye; ST 402)

- Floresans mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany; DMI
4000)

- Fluorescence-activated cell sorting (FACS) Calibur akim sitometri
cihazi (BD Biosciences, California, USA)

- BD Cell Quest TM software programi (BD Biosciences, California,
USA)

- Saklama dolabi (+4°C) (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands; SRR-
49FD-MEDE)

- Eksi 20°C derin dondurucu (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)

- Eksi 86°C derin dondurucu (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands;
MDF-U5386S Model)

- Eksi 150°C derin dondurucu (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)
- Sivi azot tanki (MVE Chart Industries, Minnesota, USA)

- Buz yapma makinesi (Scotsman, Milan, Italy; AF 80)
- Bidistile su cihazi (GFL, Burgwedel, Germany; 2104)
- pH metre (WTW Inolab, Weilheim, Germany; PH720 Set)

3.2-Yontem

Bu calisma icin; Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi Yerel Etik
Kurulu'ndan KAEK 2012/35 protokol numaral yazisi ile galismanin etik
yonden bir sakinca tasimadigini belirten onay raporu alinmistir.

3.2.1-Stromal hiicrelerin izolasyonu

Kocaeli Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi
Biriminde meme kanseri nedeniyle opere edilen kadin hastalar (n=3) ile;
meme klglltme ameliyati (rediksiyon mamoplasti) sebebiyle Plastik ve
Rekonstriktif Cerrahi Biriminde opere edilen saghkl kadinlar (n=3)
calismaya alindi. Operasyon sirasinda elde edilen timér dokusundan
patolojik 6n incelemeyi takiben 1 cm? lik bir parca alinarak %5 antibiyotik
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iceren  (Penisilin/Streptomisin) HBSS igerisinde Kok Hucre ve Gen
Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi (KOGEM)'ne ulastirildi.

Steril ortamda (“Class II” Laminer kabin) saglkh ve kanser
hastalarindan alinan meme dokulari bir petri icine alindi ve %5 antibiyotik
iceren HBSS ile yikanarak makas yardimiyla kigik parcalara ayrildi.
Parcalama islemini takiben dokular daha énceden %0,2’ lik olacak sekilde
hazirlanmis “kollajenaz tip II enzimi” ile 45 dk 37°C'de muamele edildi.
Slre sonunda enzimin etkisini durdurmak icin FBS iceren besiyeri eklenip
2000 rpm’de 10 dk santrifij edilerek hlcre sispansiyonu yikandi. Santrif(j
sonrasinda slUpernatant uzaklastirilarak ve hilcre peleti reslspanse
edilerek 100 pm por caplh filtreden slzllerek tekrar santriflj edildi.
Ardindan supernatant uzaklastirilarak ve daha 6nceden belirlenmis olan
hicrelerin iyi cogalim gosterdigi serum, antibiyotik, instlin, hidrokortizon
ve FGF iceren besiyeri (DMEM/F12) eklenmis kultir kaplarina hicrelerin
ekimi gergeklestirildi ve 37°C, % 5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire edildi
(Sekil 3.1).

3.2.2-Stromal hiicrelerin kiiltiiri

izole edilen stromal hiicrelerin kiiltiirii % 10 FBS, % 0,2 antibiyotik
(primocin), insulin, hidrokortizon (1mg/ml) ve FGF (10 ng/ml) iceren
besiyeri (DMEM/F12) icerisinde gergeklestirildi. Besi yeri eklendikten
sonra, hticreler 37°C, % 5 CO, ve nemli ortamda klttre edildi. Flaskin
tabani yaklasik % 70 oraninda hicreler ile kaplaninca tripsinizasyon
islemiyle yapisan hucreler kaldirnlip yeniden kultlre edildi ve bu ilk pasaj
(alt-klltlr) olarak degerlendirildi. Hicre sayimi Thoma Lami kullanilarak
trypan blue boyasi ile yapildi ve kullanilan kultir kaplarinin (BD
Biosciences) yuzey alanina uygun olacak sekilde kdltar kaplarina ekim
gerceklestirildi. Bu islemler Gglincl pasaja kadar tekrarlanarak 3. pasajin
sonunda elde edilen hulcrelerin karakterizasyon calismasina baslandi.

Eksi 152°C’'de stoklanmis olan MDA-MB-231 (ATCC) meme kanser
hicre hatti da iyi cogalm gdsterdigi serum, antibiyotik, insilin,
hidrokortizon ve FGF eklenmis besiyerinde (DMEM/F12) canlandirilip
cogaltildi.

3.2.3-Stromal hiicrelerin karakterizasyon islemleri
3.2.3.1-Stromal hicrelerin akim sitometri ile karakterizasyonu

Pasaj 3 (P3)’e getirilen hicrelerin akim sitometrik analizleri, FACS
Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hucreler
tripsinizasyon islemi ile kaldiriip, hlcre sayisi belirlendikten sonra
(yaklasik olarak 5x10° hiicre) PBS icinde homojenize edilip belirlenen
hicre ylzey isaretleyicilerine 6zel Fluorescein isothiocyanate (FITC)- ve
Phycoerythrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD105, CD45, CD44,
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CD90, CD34, CD73, CD71, CD33, CD10, CD29, HLA-G, CD13) ve uygun
izotip kontrollerinden eklenerek 45 dakika inklbe edildi ve inklibasyon
sonrasl yikkama solisyonu eklenip santrifij edilerek 400 pl hicre yikama
solisyonu ile reslispanse hale getirildi. Hazirlanan hicre suspansiyonu
FACS Calibur (BD Biosciences, San Diego, USA) akim sitometri cihazinda
okutularak analizi BD CellQuestsoftware (BD Pharmingen) programi ile
gerceklestirildi.

Sekil 3.1: Stromal hiicrelerin izolasyon basamaklari. Doku pargalarinin streril
kabinde (A,B) kliglk pargalara ayrilmasi (C,D), tip igine alinip, enzim ile su banyosunda
inkibe edilmesi (E,F) ve ylkama islemleri (G) sonrasinda hicrelerin kiltlir kaplarina
ekilip inkibatérde (H) kiltire edilmesi izlenmektedir.
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3.2.3.2-Stromal Hicrelerin in vitro farkllastirma calismalari
3.2.3.2.1-Osteojenik farklilastirma

Stromal hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiltir kaplarina 1x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek ve "“Mesencult Osteojenik
Farkhlastirma Kiti” kullanilarak 4 hafta boyunca kdiltire edildi ve
osteojenik farklilasma Alizarin Red S histolojik boyamasi ile gdsterildi.
Kontrol olarak, es zamanl ekilen stromal hicre besi yeri ile klltlre edilen
hicreler kullanildi.

Osteojenik farklilasmaya yonlendirilen htlcrelerde, 4 hafta sonunda
morfolojik go6zlemlerle kalsiyum noddllerinin  varligi  belirlendi. Bu
gbézlemlerin sonunda hicreler %70’lik alkol ile 5 dk oda isisinda inklbe
edilerek fikse edildi. Fiksasyonu takiben, distile su icersinde %2 Alizarin
Red-S (Fluka) olacak sekilde Alizarin Red-S boyasi hazirlanarak pH’si 4.0-
4.3 olarak ayarlandi. Bu boya ile hlcreler 45 sn inklbe edildi. Osteojenik
farklilastirmanin varhdi Alizerin Red-S boyasinin kalsiyum nodullerini
boyamasi ile belirlendi.

3.2.3.2.2-Adipojenik farkllastirma

Stromal hicreleri adipojenik farklilastirmaya yonlendirmek igin,
hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kdltir
kaplarina ekildi. Huicreler uygun yodunluga eristiginde %10 FBS,
indometacin (200 pM), insilin (10 pg/mL), 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX) (0,5 mM), deksametazon (10°® M) ve %0,2 primosin iceren L-
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Low Glucose, Gibco) besi
yerinde vyaklasik 15 gun bekletildi. Kontrol olarak, es zamanli ekilen
stromal htcre besi yeri ile kultlre edilmis hlcreler kullanildi.

Adipositlere ybénlendirilen hicreler %4 Paraformaldehit (PFA, Merck)
ile 15 dk oda isisinda inkibe edildi. Ardindan sirasiyla PBS ve distile su ile
ylkanan cam slayt (zerindeki hucreler son olarak %60 oraninda 2-
propanol (Sigma-Aldrich) ile 5 dk oda isisinda inklbasyona birakilarak
fiksasyon islemi tamamlandi. Fiksasyondan sonra, isopropanol ile OilRed O
(Sigma-Aldrich) 1:3 oraninda karistirilarak stok sollisyon olusturuldu.
Ardindan stok sollsyon ile distile su 3:2 oraninda karistirilarak, hicrelerle
yaklasik 1 saat boyunca 37°C’de inklibe edildi. Boylece, yag vezikillerinin
varhigi OilRed O boyasi ile boyanarak adipojenik farklilasma belirlendi.

3.2.3.2.3-Nérojenik farklilastirma

Stromal hdcreleri ndérojenik farkhlastirmaya yoénlendirmek igin
hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kdltir
kaplarina ekildi. Hicreler uygun yogunluga eristiginde %10 FBS, 10 ng/ml
FGF, 10 ng/ml Epidermal buytime faktdéri (EGF; Epidermal growth factor),
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10 ng/ml Brain derived neurotrofic factor (BDNF; Beyin tlrevli nérotropik
faktor), 0.5 mM isobutyl-methylxanthine ve %0,2 primosin iceren LDMEM
klltir medyumu icinde 24-72 saat bekletildi. Kontrol olarak, es zamanli
ekilen stromal hiicre besi yeri ile kiltlire edilen hicreler kullanildr.

Inkiibasyon siiresi sonunda ndérojenik farklilasmaya yénlendirilen
hicreler oncelikle PBS ile iki defa yikandi ve ylkama islemini takiben
hicreler metanol ile 10 dk -20°C’de fikse edildi. Fiksasyon sonrasi GFAP
(Glial fibrillary acidic protein), B3-tubulin (tubulin beta 3), Map2ab
(Microtubule Associated Protein 2ab), nestin, c-Fos gibi antikorlar
kullanilarak immunfloresan boyamalari gercgeklestirildi.

3.2.3.2.3.1-Immunofloresan Isaretleme

Hicreler metanolle fikse edilip PBS (10mM fosfat, 150mM sodyum
klorid, Invitrogen, USA) ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok serum
iceren PBS’de 30 dk inkUbe edildi ve sonrasinda Antibody Diluent ile uygun
oranlarda dilue edilen primer antikorlar eklenerek oda sicakliginda 2 saat
sureyle inklibe edildi. PBS ile 3 kere 2 dk ylkama isleminden sonra
immunfluoresan calismalar igin uygun fluoresan (FITC-, Texas Red (TR)-)
isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30 dk inkibe edildi ve niklear
boya iceren kapatma medyumu (Ultra Cruz Mounting Medium for
flouresence with DAPI) ile kapatilarak fluoresan mikroskopta (Leica DMI
4000 Microsystems) incelenip fotograflandi.

3.2.4-Ortak-kiiltiir calismalari

Ortak-kdltir teknigi kendi icinde iki baslik altinda incelenebilir.
Bunlardan biri, iki farkli hicre kaynadinin birbirleriyle temas edecek
sekilde ayni kulltir kabina konmasi ile gerceklestirilen direkt ortak-
kiiltiir; digeri ise iki farkl hicre kaynaginin birbirleriyle temasini
engelleyerek insert (ara boliim) olarak adlandirilan degisik boyutlarda
porlari olan membranlar aracihdiyla ayni kdiltir kabina konmasi ile
gerceklestirilen parakrin etkilesime dayanan indirekt ortak-kiltiirdiir
(Sekil 3.2). Calismamizda indirekt ortak-kultir teknigi kullanildi.

Stromal Hiicreler

s K:.a.nser Hattl
Hiicreleri

Sekil 3.2: Ara bélim ve indirekt ortak-kiltlir ortaminin sematize hali
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Stoklanmis olan MDA-MB-231 meme kanseri hlcre hatti ve stromal
hicreler T75 kultdr kaplarina ekilip canlandirildi. Kultir kabinin tabani
yaklasik %70 oraninda hlcreler ile kaplaninca (konfluent) tripsinizasyon
islemiyle hulcreler kaldiriip 6 kuyucuklu kaltir kaplarinda ortak-kultire
edildi. Meme kanseri hatti hiicreleri 6 kuyucuklu kultar kaplarinin tabanina
kuyucuk basina 25x103%; es zamanli olarak stromal hiicreler de ayri bir 6
kuyucuklu kultir kabi icerisinde ara bélimlerin Gzerine yine kuyucuk
basina 5x10% hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat yapismalari icin beklendi
(Sekil 3.3).

|

v »”
~aald '.......

VAN

Sekil 3.3: MDA-MB-231 meme kanseri hatti hicrelerinin 6 kuyucuklu kaltur
kaplarina; es zamanh olarak stromal hiicrelerin de arabdlim Uzerine ekildigini gosteren
sekil izlenmektedir.

24 saat sonunda Uzerine stromal hilcreler yapisan ara bdlimler
kanser hucrelerinin Gzerine alinip (Sekil 3.4) ortak-kdaltlr islemi 4 gin
devam ettirildi. Ortak kdltire alinmis hucrelerin Dbirbirlerine olan
etkisimlerini anlayabilmek igin kontrol amacgh olarak kanser hicreleri ve
stromal htcreler 6 kuyucuklu kilttir kaplarinda ayrica kilttre edildi.

Sonug olarak deneyimizde, saglikli ve malign meme dokularindan elde
edilmis stromal hlcreler ve kanser hatti hicrelerinin ayri ayn kdultlre
edildigi deney gruplarn ile stromal hucreler ile kanser hatti hicrelerinin
ortak kdiltarlerinin gerceklestirildigi deney gruplari olmak Ulzere 5 grup
kullanildi.
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Sekil 3.4: 24 saatin sonunda (zerine stromal htcrelerin ekildigi ara bolimlerin
kanser hicreleri ile ayni ortama alindigini gésteren sekil.

3.2.5-WST-1 (Water-Soluble Tetrazoliummonosodium salt-1)
hiicre canlilig! ve cogalma testi

Yapilan ortak-klltlir sonrasinda stromal hicrelerin ve MDA-MB-231
kanser hatti hicrelerinin proliferasyonunu ve hicre canhligini gostermek
amaclyla WST-1 solisyonu (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche)
kullanildi. Hlcreler tasarlanan deney planina uygun olarak 12-kuyucuklu
kaltir kaplarina (25X10° stromal hiicre : 12,5X10% kanser hiicresi olacak
saylida) ekilip ortak-kultlr icin belirlenen zaman slresince kultlre edildi.
Bu slrenin sonrasinda besiyerleri %10 WST-1 sollsyonu iceren besiyeri ile
degistirilip 4 saat 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda inklbe edildi.
inkiibasyon sonrasinda ortamda bulunan tetrazolium halkasi, hicre
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak renkli
formazan kristalleri olusumu neticesinde 6érneklerin optik dansiteleri (OD)
mikroplaka okuyucu (Versamax, USA) ile 480 nm dalga boyunda
okutularak degerlendirildi.

3.2.6-ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi

Ortak- kultlir sonrasinda slUpernatanta salinan IL-8, IL-6 ve IL-1B
seviyeleri dretici firmanin (Camarillo CA, invitrogen) belirttigi islem
basamaklari izlenerek monokromatér sistemli mikroplaka okuyucuda
(VersaMax, Molecular Device, USA) tespit edildi.

Ortak kultdr sonrasi besi yerine salgilanan sitokin miktarlarini 6lcmek
icin kultir sivilan her bir deney grubundan 3’er tekrarli olacak sekilde
alinarak -80°C’de saklandi. Olgiim ®6ncesinde bitin sivilar ve Kitlerin
icerikleri oda sicaklidina getirildikten sonra her bir standart ve 6rnekten
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dretici firmanin klavuzunda belirtilen miktarlarda (IL-8 ve -1B icin 50 ul;
IL-6 icin 100 pl) ELISA kuyucuklarina eklendi sonrasinda kitlerin igeriginde
bulunan biotin konjugat yine 6nerilen miktarlarda (IL-8 ve -6 icin 50 ul;
IL-1B icin 100 pl) kuyucuklara eklenip belirtilen slrelerde inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yikama soliisyonu ile yikanarak ve
Streptavidin-HRP calisma solisyonundan 100 pl eklenip belirtilen slre
kadar inkibe edildi. Sire sonunda yikama islemi tekrarlandiktan sonra
ortama 100 pl Kromojen eklenerek yaklasik 30 dk inklibasyon sonrasinda
reaksiyon 100 ul durdurma solisyonu (Stop Solution) ile durdurularak
spektrofotometrede (VersaMax, Molecular Device, USA) 450 nm dalga
boyunda absorbans élcildi. Olgiimler her drnek icin i kez tekrarlandi.

3.2.7-RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Ortak-kultlr sonrasi, hicre peletleri 200 pl PBS igerisinde homojenize
edildikten sonra Total RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit;
Roche, Mannheim, Germany) icerisinde bulunan lizis solisyonundan 400
Ml eklenerek 15 sn slresince vortekslendi. Daha sonra drnekler, ic ice
gegirilen toplama ve filtreli tiplere aktarilarak ve 8000g’de 15 sn santrifj
yapildi. DNAaz ve DNAaz inklbasyon tampon solisyonu 1:10 oraninda
karistirilarak her 6rnege 100 pl eklendikten sonra oda sicakhidinda 15 dk
inklbe edildi. Yikama tampon ¢o6zeltisi 1’den (Wash buffer 1) her 6rnege
500 pl eklendikten sonra 8000g’de 15 sn santriflij edildi. Daha sonra
yikama tampon ¢ozeltisi 2’den (Wash buffer 2) her 6rnede 6nce 500yl
eklenip 8000g’de 15 sn sonrasinda 200pul eklenip 13000g’de 2 dk santrifij
edildi. Yikamalar sonrasinda her defasinda toplama tUpundeki sivi
uzaklastirildi. Bu asamalardan sonra tdpler bir kere 13000g’de 1 dk
santrifij edilip toplama tdpleri atilarak filtreli tUpler temiz toplama
tiplerine aktarildi. Tlplere ayristirma (elution) tamponu eklenerek 1 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 10000g'de 1 dk santriftij edildi. Bu
islemlerden sonra filtreli tlpler atilarak toplama tlUplerindeki érnekler buza
alindi. RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra oOrneklerin  safligi ve
konsantrasyonu picodrop spektrofotometre (Hinxton, CB10 1QY, UK) ile
Olgulerek ve 1 pg total RNA olacak sekilde cDNA’ya cevrim gergeklestirildi.

RNA konsantrasyon o&lciminden sonra hesaplanan RNA miktarina
karsillk gelen miktarda RNA alinarak toplam miktar su ile 8.4 ul olacak
sekilde tamamlandi. Ornekler PCR tiiplerine aktarildiktan sonra 6rnek
basina, Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, Mannheim,
Germany) iceriginde bulunan 1 ul Oligo DT, 2 pyl Random hexamer eklendi.
Ilk asamada isitici blokda 65°C’de 10 dk primerlerin RNA 6érneklerine
baglanmalari icin beklendi. Ikinci asamada, her bir érnede eklenecek
reaksiyon sollsyonu, 4 pl tampon ¢oézeltisi, 0.5 pl RNAaz inhibitérd, 2 pl
dNTP, 1 pl DTT ve 1.1 pl ters transkriptaz (RT) eklentileri karistirilarak
hazirlanip, buz Uzerinde RNA iceren PCR tdplerine aktarildi. Bundan
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sonraki reaksiyon 559C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk gercgeklestirildi ve 40C’de
sonlandirildi. Elde edilen cDNA’lar -20 °C’de saklandi. Devaminda 6rnek
icerisinde hedeflenen genlerin ifade seviyeleri niceleyici olarak gercek
zamanli PCR’da belirlendi.

3.2.8-Gercek-zamanl (Real-time) PCR ile gen ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi

Hedef genlerin amplifikasyonu uygun UPL (Universal Probe Library)
Problarinin (Tagman hidroliz problar) kullanimiyla LightCycler 480
(RocheDiagnostics, Rotkreuz, Switzerland) real-time PCR cihazinda esit
miktarda cDNA kullanilarak gerceklestirildi. Hedef gen ve ona uygun
secgilmis olan referans genler (HPRT) ayni kuyucuklarda uygun primer ve
problar esliginde cogaltildi (Tablo 3.1). Primer ve problar (retici firmanin
onerdigi sekilde daha 6nceden standardize edildigi gibi kullanildi. PCR
kosullari; 95°C’de 10 dk inklibasyon, takibinde 45 siklus 95°C’de 10 sn
denatltrasyon, 60°C’de 30 sn annealing ve 72°C'de 1 sn uzama seklinde
uygulandi. Sonuglar LightCycler yazilimiyla (version 4), seri dilisyonla
bilinen konsantrasyonlarda hazirlanmis standartlara gore analiz edildi. PCR
etkinligi LightCycler Yazihmi ile hesaplanarak yalnizca 1.85 - 2.0
arasindaki degerler kullanildi.

Tablo 3.1: ifade seviyeleri belirlenen genlere ait primer dizileri ile prob numaralari
ve referans genleri.

Erisim Prob Referans
Numarasi Numarasi Gen Primer Dizisi

L: tccctctaaagcagctcaaaa
HMGA2 NM_003483 34 HPRT R: acttgttgtggccatttcct

L: tatgatgcagccccaggt
AIB1 NM_001174087 84 HPRT R:gtcggaagtgatgacttagcag

L:ggaaagcgtaaagatagtgtgtg
PDCD4 NM_001199492 10 HPRT R: ttctttcagcagcatatcaatctc

L: attgaggtggacggcaag
RhoC NM_001042678 4 HPRT R: aggccgcagtcgatcata

L: ctgaggtctccgtgtccagt
HoxD10 NM_002148 2 HPRT R: gctggttggtgtatcagacttg

L: tggacgaatatgatccaacaat
KRAS NM_004985 62 HPRT R: tccctcattgcactgtactcc

L: tggatcaggcattgatgatg
Cbh44 NM_000610 67 HPRT R: gtcaaaagcccgtggtgt

L: ttgttgatgtggaggagcaa
BRCA1 NM_007294 11 HPRT R: gattccaggtaaggggttcc

L: catctgcgatgtgaggaaag
RYBP NM_012234 22 HPRT R: gccaccagctgagaattgat

L: tttggcagggtcctactcc
Wnt2 NM_003391 78 HPRT R: tacaggccctggtgatgg

L: gcactggaactggatgacag
PPARa NM_0010019285 5 HPRT R: tttagaaggccaggacgatct
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3.2.9-miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR Sistemi’nin (EXIQON, United States) ‘Pick-&-
Mix microRNA PCR Panel’leri olarak adlandirilan ve calisma &dncesinde
istedigimiz miRNA’larin yerlestirildigi hazir plakalar kullanildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Calisilan miRNA’lari gosteren panel dizeni.

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7a-5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- |hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- |hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | UniSp6 | UniSp3
7a-5p | 27b-3p | 17-5p 21-6p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CcP IPC

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7a-5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7Ta-5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7a5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- |hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- |hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | UniSp6 | UniSp3
7a-5p | 27b-3p | 17-5p 21-6p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7a5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

hsa-let- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-| UniSp6 | UniSp3
7Ta-5p | 27b-3p | 17-5p 21-5p | 10b-5p | 373-3p | 520c-3p | 200a-3p | 200c-3p | 200b-3p CP IPC

Kullanilmis olan bu sistem 2 asamali protokolden olusmaktadir (Sekil
3.5);

1. cDNA Sentezi

2. Gergek-zamanl PCR amplifikasyonu

RNA ornekKlerinin
hazirlanmasi

10 miRNA X 8 6rnek

cDNA sentezi

P 4

real-time PCR
amplifikasyonu

I ®@MTmooOmdP»

2@ 200:3

=
20000000F

Data analizi

Sekil 3.5: miRNA PCR panelleri igin galisma akisi (Exiqon, Instructionmanual
v.5.3#203301 September 2013)
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Ilk asama olan cDNA sentezi icin, reaktiflerin erimesi saglandiktan
sonra her bir drnek icin tabloda (Tablo 3.3 ) belirtilen miktarlarda bir
karisim hazirlanip 42°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk inkibasyon ve son olarak
4°C’de sogutma islemi saglandiktan sonra ornekler 4°C ya da -20°C'de
saklandi.

Tablo 3.3: Revers transkripsiyon reaksiyon kosullari

Reaktif Hacim (pl

5x Reaksiyon Tamponu 2
NuUkleaz icermeyen su 4,5
Enzim karisimi 1
Sentetik RNA spike (opsiyonlu) 0,5
Kalip total RNA 2
Toplam Hacim 10

Ikinci asama olan gercek-zamanli PCR asamasinda ise o©ncelikle
hazirlanan cDNA 0&rnekleri 100 kat seyreltiimis sonrasinda bu cDNA
ornekleri ve PCR master mix 1:1 oraninda karistirithp hazir halde gelen
PCR plakalarinin her bir kuyucuguna bu karissimdan 10 ul eklenip
plakalarin Gzeri kapatilarak ve 1500 g’de 1 dk santrifij edildi. Son olarak
PCR amplifikasyonu ise gercek-zamanli PCR (Roche, Lightcycler 480)
cihazinda asagidaki kosullarda gerceklestirildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Gergek-zamanli PCR kosullari

Islem basamaklari Cihazin ayarlari

Polimeraz

Aktivasyonu/Denatlrasyon 95°C, 10dk
45 siklus

Amplifikasyon 95°C, 10sn
60°C 1dk

Melting curve analizi evet

3.2.10-Istatistiksel yéntem

Her deney icin en az 3 adet tekrar yapildi. Calismalarin verileri,
standart sapma (£SD) g6z6ninde bulundurularak rapor edildi. Tim
istatiksel analizler, SPSS 20.0 ile gergeklestirildi ve veriler Kruskal-Wallis
ve Independent-Sample T Testi ile dederlendirildi. Ek olarak ifade
seviyeleri belirlenen gen ve miRNA’larin tanisal dederleri ROC (Receiver
Operating Characteristic Curve; Alic Islem Karakteristik Egrisi) analiziyle
belirlendi. Deney ve kontrol gruplari arasindaki farklar icin, p<0.05 degeri
istatistiksel anlamlilik siniri olarak kabul edildi.
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4- BULGULAR

4.1. Mezenkimal Stromal Hiicrelerin Izolasyonu ve
Kultira

Opere edilen vakalardan alinan doku parcalari laboratuvara ulastirilip
uygun islem basamaklari takibinde enzimatik sindirme ydéntemiyle
mezenkimal stromal hlicrelerin izolasyonu gergeklestirildi.

izole edilen hiicreler ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti
uygun sartlarda kdaltire edildi ve morfolojik takipleri faz kontrast
mikroskopi ile yapildi. KiltGrin ilk glnlerinden itibaren hem saglkli hem
de maligh meme dokusundan elde edilen mezenkimal stromal hicrelerin,
fibroblast benzeri ve igsi yapida olduklari, ilerleyen glinlerde ise koloniler
olusturarak codaldiklari dikkati cekmektedir (Sekil 4.1, 4.2). Bununla
birlikte meme kanseri hicre hattinin ise kibik yapida olduklari gdézlendi
(Sekil 4.3) .

Sekil 4.1: iISMD-MKH'lerin P3, 2.ginde faz-kontrast mikroskobik gértinimleri (A-C)
izlenmektedir (Bliylutme: A- 4X, B- 10X, C- 20X).
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Sekil 4.2: iMMD-MKH’ lerin (A, B) pasaj 0 - 6.gun; (C,D) pasaj 3 - 2. gln; faz-
kontrast mikroskobik gorintmleri izlenmektedir (Blyttme: A-C: 4X, B-D: 10X).

Sekil 4.3: MDA-MB-231 meme kanseri hicre hattinin faz-kontrast mikroskobik
goérinimleri (A-C) izlenmektedir (Blyutme: A- 4X, B- 10X, C- 20X).
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4.2-Mezenkimal Stromal Hicrelerin Karakterizasyonu

4.2.1-Mezenkimal stromal hiicrelerin akim sitometri ile
karakterizasyonu

Yapilan akim sitometri analizleri sonucunda hem saghkli hem de
malign meme dokularindan izole edilen stromal hilcrelerin ylzey belirteci
olarak CD105, CD29, CD73, CD44, CD90, CD71, CD10, CD13 y6nunden
pozitif; CD34, CD33, CD45 ve HLA G ydnunden negatif olduklari gdsterildi
(Sekil 4.4 ve 4.5).
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Sekil 4.4: Saglhikh meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin akim sitometri
yontemi ile ylzey belirteglerinin analizi. CD105, CD29, CD73, CD44, CD90, CD71, CD10,
CD13 yoninden pozitif; CD34, CD33, CD45 ve HLA G yodnlinden negatif olduklar
izlenmektedir.
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Sekil 4.5: Maligh meme dokusundan izole edilen stromal hticrelerin akim sitometri
yontemi ile ylzey belirteglerinin analizi. CD105, CD29, CD73, CD44, CD90, CD71, CD10,
CD13 yoénidnden pozitif; CD34, CD33, CD45 ve HLA G yodninden negatif olduklan

izlenmektedir.

4.2.2-Mezenkimal stromal hiicrelerin in vitro farklilastirma

calismalari

4.2.2.1-Osteojenik farkhlastirma

Osteojenik farklilastirma amach saglikh ve malign meme dokularindan

elde edilen stromal hiicreler farklilasma besi yerinde yaklasik 4 hafta

inkibe edildi ve sonrasinda Alizarin Red-S boyamasi

nodullerinin varligi gosterildi.
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Osteojenik farklilasma besi yerinde kemik farklhilasmasina alinmis
gruplarda Alizarin Red-S boyamasi dncesinde (Sekil 4.6 ve 4.7 B) ve
sonrasinda (Sekil 4.6 ve 4.7 D) faz kontrast mikroskobik
incelemelerimizde boyanmis Kkalsifiye noduller izlenmistir. Herhangi bir
farklilasma besi yeri uygulanmayan kontrol gruplarinda ise kalsiyum fosfat
nodullerinin olmadigi ve dolayisi ile Alizarin Red boyasi ile pozitif reaksiyon
vermedigi tespit edildi (Sekil 4.6 ve 4.7 C).

Sekil 4.6: Saglikl meme dokusundan izole edilen stromal hiicrelerin kemik yonde
farklilasmasi. A-Kontrol, B-Osteojenik farklilasma besi yerinde kemik farklilasmasina
alinmis gruplarin 14. glindeki boyanma &ncesi gorintlleri; C-Kontrol, D-Osteojenik
farklilasma besi yerinde kemik farklilasmasina alinmis kalsiyum nodillerinin %) boyanma
sonrasi gorintlleri izlienmektedir (Bliyltme: A-C: 10X, B- 4X, D- 20X).
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Sekil 4.7: Malign meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin kemik ydnde
farklilasmasi. A- Kontrol, B- Osteojenik farklilasma besi yerinde kemik farklilasmasina
alinmis gruplarin 3. gundeki boyanma o&ncesi goérintlleri; C-Kontrol, D- Osteojenik
farklilasma besi yerinde kemik farklilasmasina alinmis kalsiyum nodullerinin (%) boyanma
sonrasi goruntuleri izlenmektedir (Bayutme: A-B: 4X, C- 10X, D- 20X).

4.2.2.2-Adipojenik farklilastirma

Saglikli ve malign meme dokularindan elde edilen stromal hiicreleri
adipositlere yonlendirmek icin alinan adipojenik farkllasma ortaminda
yaklasik 15 glin sonunda morfolojik olarak degisimler gozlendi (Sekil 4.8
ve 4.9 B).

Hicreler 15 gunlik adipojenik farklilasma besi yeri ile inklibasyon
sonunda sabitlenerek Oil Red O boyasi ile boyandiginda, deney grubunda
olusan yag veziklllerinin kirmizi renk verdigi (Sekil 4.8 ve 4.9 D),
kontrol grubu hicrelerinin ise Oil Red O boyasi ile pozitif reaksiyon
vermedigi gorildu (Sekil 4.8 ve 4.9 C).
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Sekil 4.8: Saglikh meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin 15 ginlik
adipojenik farklilastirmasinin faz kontrast mikroskopi (A-B) ve Oil Red O boyamasi
sonrasinda (C-D) imminofluoresan mikroskopisi ile gorintilenmesi. A- Kontrol, B-
Adipojenik farklilagsma besi yerinde adipositlere ydnlendirilmis hicrelerin morfolojik
goruntdleri; Oil Red O boyamasi sonrasi C- Kontrol, D- adipojenik farklilasmaya
yonlendirilen grupta boyanan yag vezikilleri izlenmektedir (Blylutme: A-C-D: 20X, B-
40X).
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Sekil 4.9: Malign meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin 15 ginlik
adipojenik farkhlastirmasinin faz kontrast mikroskopi (A-B) ve Oil Red O boyamasi
sonrasinda (C-D) immuinfloresan mikroskopisi ile gériantilenmesi. A- Kontrol, B-
Adipojenik farklilasma besi yerinde adipositlere ydénlendirilmis hicrelerin morfolojik
gorintileri; Oil Red O boyamasi sonrasi C- Kontrol, D- adipojenik farklilasmaya
yonlendirilen grupta boyanan yag vezikilleri izlenmektedir (Blylutme: A- 10X, B- 40X, C-
D: 20X).
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4.2.2.3-Nérojenik farklilastirma

Saghkh ve malign meme dokularindan elde edilen stromal hicreler
nérojenik farklilastirma besi yerinde yaklasik 72 saat inkibe edildi ve sire
sonunda hicrelerin morfolojik olarak néron benzeri hiicrelere farklilastigi
gbézlemlendi (Sekil 4.10 ve 4.11 C-D). Herhangi bir farklilasma besi yeri
uygulanmayan kontrol grubu hicrelerinde ise morfolojik olarak herhangi
bir degisiklik gozlenmedi.

Sekil 4.40: Saglikh meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin nérojenik
farklilasma besi yerinde 72 saat inklibasyon sonrasi faz kontrast mikroskopta morfolojik
goéruntileri. A-B- Kontrol, C-D- Noérojenik farklilagma besi yerinde inklibe edilmis stromal
hicrelerin ndéron benzeri hiicrelere dénustlikleri izlenmektedir (Blyutme: A-C: 10X, B-D:
20X).
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Sekil 4.11: Malign meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin nérojenik
farkhlasma besi yerinde 72 saat inkiibasyon sonrasi faz kontrast mikroskopta morfolojik
goéruntdleri. A-B- Kontrol, C-D- Noérojenik farklilasma besi yerinde inkibe edilmis stromal
hicrelerin néron benzeri hicrelere donistikleri izlenmektedir. (Buyutme: A- 4X, B-C:
10X, D- 20X).

N6érojenik farkhlasmaya alinan stromal hicrelerin, noérojenik
belirteclerden olan GFAP, B3-Tubulin, BDNF, MAP2ab, nestin ve cfos
antikorlari ile immunfloresan boyamalari gergeklestirilmistir. Kontrol grubu
olarak nérojenik farkhlastirmaya alinmayan stromal hlcreler kullaniimistir
(Sekil 4.12 ve 4.13).

41



Sekil 4.52: Saglikh meme dokusundan izole edilen stromal hticrelerin nérojenik
farklilastirma kosullan altinda inkibasyonundan sonra BDNF, GFAP, MAP2ab ve B3-
TUBULIN antikorlari ile immin boyamasinin fluoresan mikroskopi ile gérintilenmesi. A-
Kontrol, B-C- Norojenik farkhlastirmaya alinmis deney gruplarn (Bayidtme: A-B-C: 20X).

Sekil 4.13: Malign meme dokusundan izole edilen stromal hicrelerin nérojenik
farkhlastirma kosullarn altinda inkibasyonundan sonra nestin, c-Fos, BDNF, GFAP,
MAP2ab ve B3-TUBULIN antikorlari ile immin boyamasinin floresan mikroskopi ile
géruntilenmesi. A- Kontrol, B-C-D- Noérojenik farklilastirmaya alinmis deney gruplari
(Buyltme: A-B-C-D: 20X).
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Sonug olarak ndérojenik farklilasma besi yerinde inklibe edilen stromal
hicrelerde GFAP, BDNF, MAP2AB, B3-Tubulin, nestin ve c-Fos gibi
belirtecler pozitif reaksiyon verirken (Sekil 4.12 B,C; Sekil 4.13 B,C,D);
herhangi bir farklilasma besi vyeri uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinde ise negatif reaksiyon (Sekil 4.12 ve 4.13 A) gosterdigi
gbzlendi.

4.3-Ortak Kiiltiir Calismalarinin Degerlendirilmesi

Meme kanser hatti hiicreleri ile saglkh ve malign meme dokularindan
elde edilmis olan stromal hlicreler karakterizasyon islemlerini takiben yari
gecirgen membranlar araciligiyla 4 giin boyunca ortak-kultlr islemine tabi
tutuldu. Dort gilnlik inklbasyon siresinin sonunda hicrelerin gogalim
kapasitelerini belirlemek amaciyla WST-1 testi uygulandi. ELISA testleri
icin sUpernatantlar toplandi ve belirlenen miRNA ve onlarla iligkili olan
genlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek icin de RNA izolasyonlari
gerceklestirildi.

4.4-WST-1 Testi Degerlendirmesi

Gergeklestirilen  ortak-kultir  calismalari  sonrasinda, kanser
mikrogevresinde bulunan mezenkimal stromal hicre karakterindeki
hicreler ve MDA-MB-231 kanser hicrelerinin c¢ogalma kapasitelerini
gbstermek amaciyla WST-1 testi uygulandi.

Tablo 4.1: WST-1 testi sonrasi deney gruplarinin gogalim kapasitelerinin degisim

oranlarinin ortalamalari, standart sapmalari ve p degerleri.
Deney Gruplari WST-1 p degerleri

1) MDA-MB-231 0,39+0,002

2) MDA-MB-231 + iMMD-MKH 0,48+0,004 0.000%**
3) MDA-MB-231 + iSMD-MKH 0,43+0,006 0.000%**
4) iMMD-MKH 1,74%0,012 0.000%**
5) iISMD-MKH 1,530,013 0.000%**

(***; p<0,001 Deney gruplarinin MDA-MB-231 grubuna gdre karsilastiriimasi ile
belirlenen istatistiksel anlam derecesini ifade etmektedir.)

WST-1 testi analiz sonuclarimiza gore, saglkli ve malign meme doku
kaynakli stromal htcreler ile ortak kiltlir sonrasinda kanser hicrelerinin
cogalim kapasitelerinde anlamh dizeyde (p<0,001) artis gozlendi.
Bununla birlikte malign meme doku kaynakli stromal hiicrelerin sagliklilara
oranla kanser hiicre godgalmasini daha belirgin sekilde uyardig tespit edildi
(p<0,001) (Tablo 4.1, Grafik 4.1).
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Grafik 4.1: WST-1 testi ile, 4 glinlik ortak kiltlr sonrasi deney gruplarinin codalim
kapasitelerinin dedisim oranlar (***: p<0,001).

4.5-ELISA Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Kanser mikrogevresinde yerlesik stromal hicre kaynakh oldugu
disidnulen sitokinlerin seviyelerini belirleyebilmek amaciyla, malign ve
sagliklh meme dokularindan elde edilen stromal hicreler ile kanser
hicrelerinin  ortak kdlturleri sonrasinda elde edilen sltpernatantlar
kullanilarak IL-8, IL-6 ve IL-1B dlzeyleri ELISA ydntemi ile saptandi ve
deney gruplari arasinda karsilastirildi.

Metastazla iliskili oldugu bilinen IL-8 seviyelerini belirlemek amaciyla
yapilan ELISA testi sonucunda, hem iSMD-MKH’lerinden (p<0,01) hem de
iMMD-MKH'lerinden (p<0,001) salinan miktarlar meme kanseri hlcre hatti
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ylksek olduklari
belirlendi. Bununla birlikte, iISMD-MKH ve iMMD-MKH’leri ile kanser
hicrelerinin ortak kdaltdrleri sonrasinda ise her iki deney grubunda da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,001) artis oldugu go6zlendi.
Ayrica kanser hucrelerinin iMMD-MKH’leri ile ortak kulttrleri sonrasindaki
seviyelerinin iISMD-MKH’leri ile gergeklestirilen ortak kultire kiyasla
istatistiksel olarak anlaml dizeyde (p<0,001) yiksek oldugu belirlendi
(Tablo 4.2, Grafik 4.2).
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Tablo 4.2: ELISA testi ile belirlenen IL-8 seviyelerinin dedisim oranlarinin
ortalamalari, standart sapmalar ve p dederleri

Deney Grup p degerleri
MDA-MB-231 394,82+2,18
MDA-MB-231+iMMD-MKH 2065,61+8,08 0.000***
MDA-MB-231+iSMD-MKH 1812,27+1,73 0.000***
iMMD-MKH 1052,36+£27,42 0.000***
iSMD-MKH 935,17+87,43 0.000***

(***: p<0,001 Deney gruplarinin MDA-MB-231 grubuna goére karsilastiriimasi ile
belirlenen istatistiksel anlam derecesini ifade etmektedir.)
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Grafik 4.2: ELISA yontemi ile sipernatanta salinan IL-8 seviyelerinin gésterilmesi
(***:p<0,001, **:p<0,01 Deney gruplarinin MDA-MB-231 grubuna gére karsilastiriimasi
sonucunda tespit edilen istatistiksel anlam derecelerini; QQQ:p<0,001 ise MDA-MB-
231+iMMD-MKH ve MDA-MB-231+iSMD-MKH gruplarinin karsilastiriimasi ile tespit edilen
istatistiksel anlam derecesini ifade etmektedir).

IL-6 seviyelerini belirlemek amaciyla yapilan ELIZA testi sonucunda,
iSMD-MKH ve iMMD-MKH'leri ile ortak kultir sonrasinda kanser
hicrelerindeki seviyelerinde anlamli dizeyde (p<0,001) artis oldugu
gbzlendi. Ek olarak, kanser hucrelerinin iMMD-MKH'leri ile ortak kultlri
sonrasinda seviyelerinin iISMD-MKH'leri ile gergeklestirilen ortak kultire
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dliizeyde (Q: p<0,05) ylksek oldugu
belirlendi. Ayrica iSMD-MKH'leri (p<0,01) ile iMMD-MKH'lerinden
(p<0,001) salinan IL-6 seviyelerinin kanser hlcrelerinden salinan IL-6
seviyelerine gore anlamli dizeyde ylksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.3,
Grafik 4.3).
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Tablo 4.3: ELISA testi ile belirlenen IL-6 seviyelerinin dedisim oranlarinin
ortalamalari, standart sapmalari ve p dederleri.

D de

erleri

Deney Grup

MDA-MB-231
MDA-MB-231+iMMD-MKH
MDA-MB-231+iSMD-MKH
iMMD-MKH

iSMD-MKH

63,18+3,68
8979,06+1005,65
6839,2+1123,23
996,78+133,33
723,75+301,75

0.000***
0.000%***
0.000***
0.005**

(***: p<0,001 Deney gruplarinin MDA-MB-231 grubuna gdre karsilastiriimasi ile
belirlenen istatistiksel anlam derecesini ifade etmektedir.)
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Grafik 4.3: ELISA yontemi ile sipernatanta salinan IL-6 seviyelerinin gdsterilmesi
(***; p<0,001, **: p<0,01 deney gruplarinin MDA-MB-231 grubuna goére
karsilastirilmasi sonucunda tespit edilen istatistiksel anlam derecelerini; Q: p<0,05 ise
MDA-MB-231+iMMD-MKH ve MDA-MB-231+iSMD-MKH gruplarinin karsilastiriimasi ile
tespit edilen istatistiksel anlam derecesini ifade etmektedir).

IL-1PB seviyelerini belirlemek amaciyla yapilan ELISA testi sonucunda,
iIMMD-MKH'lerinin ortak kdiltlrleri sonrasinda kanser hlicrelerinden salinan
IL-1B seviyelerinin yalniz kultlire edilen kanser hicrelerinden salinan IL-18
seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da ylksek oldugu,
iSMD-MKH’leri ile ortak kultlir sonrasinda ise yine istatistiksel olarak
anlamli olmasa da dlsik oldugu gozlenmistir (Tablo 4.4, Grafik 4.4).
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Tablo 4.4: ELISA testi ile belirlenen IL-1B seviyelerinin degisim oranlarinin

or‘calamalarli standart saimalan ve i dei"erleri.

MDA-MB-231 2,64+0,65

MDA-MB-231+iMMD-MKH 3,06+0,61 0.520
MDA-MB-231+iSMD-MKH 2,1+0,65 0.493
iMMD-MKH 2,11+0,70 0.514
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Grafik 4.4: ELISA yontemi ile slpernatanta salinan IL-1B seviyelerinin
gosterilmesi.

4.6-Gen ve miRNA Ekspresyon Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

Saglikli ve malign meme dokularindan elde edilen stromal hiicreler ile
meme kanseri hicre hattinin ortak kultlrleri sonrasinda, meme kanseri ile
iliskili miRNA'larin (let7, miR-17-5p, miR-21, miR-27, miR-10b, miR-373,
miR-520c, mir-200 ailesi) ayrica bu miRNA'lar ile iliskilendirilen yolaklara
ait bazi genlerin (HMGA2, AIB1, PDCD4, HOXD10, RHOC, RYBP, CD44,
BRCA1, KRas, Wnt2) ifade seviyeleri tim deney gruplarinda gercek-
zamanli PCR ile kantitatif olarak belirlendi.

Gergeklestirilen gen ve miRNA ifade analizleri neticesinde; timor
baskilayici 6zellik gdsteren miRNA’lardan biri olan let-7a ifadesinin
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, kanser hlicrelerinde iMMD-MKH'ler
ile ortak kiltir sonrasinda belirgin dizeyde azaldigi; zit olarak iSMD-
MKH’ler ile ortak kdiltirleri sonrasinda ise arttigi gézlendi. Ek olarak, yalniz
klltlre edilen iMMD-MKH ve iISMD-MKH'lerinin let-7a ifade seviyelerinin ise
kanser hicrelerine oranla azaldigi gozlenmis, 6zellikle iIMMD-MKH'lerinde
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istatistiksel olarak anlamli dizeyde (*: p<0,05) azalis belirlenmistir.
Ayrica kanser hicre hattinin iIMMD-MKH ve iSMD-MKH’leri ile ortak
kaltlrleri sonrasinda iki grup arasindaki ifade seviyeleri karsilastirildiginda,
iSMD-MKH’leri ile ortak kultlr gerceklestirilen deney grubunda istatistiksel
olarak anlamli dizeyde (*: p<0,05) artis gozlendi (Tablo 4.5, Grafik
4.5).

Tablo 4.5: Gergek zamanli-PCR ile analiz edilen HMGA2 geni ve let-7a ifade degisim
oranlarinin ortalamalari, standart sapmalari ve deney gruplan arasindaki istatistiksel
anlam dereceleri.

HMGA2
ve let-7 | Istatistiksel Degerlendirme
Deney Gruplari Ortalama
+ 1. 2, 3. 4, 5.
Standart | Grup Grup Grup Grup Grup
sapma
1. MDA-MB-231 0,91+0,03 0.273 0.411 0.171 0.100
0,5+0,08 0.171 0.523 0.011* 0.201
2. MDA-MB- 1,10£0,09 | 0.273 0.055 0.784 0.006* *
231+iMMD-MKH | "0/54%0,28 | 0.171 0.045* 0,235 0.927
3. MDA-MB- 0,75+0,05 | 0.411 0.055 0.028* 0.411
231+iSMD-MKH 0,89+0,30 | 0.523 0.045% 0.001*** | 0.055
4. iMMD-MKH 1,23+0,18 | 0.171 0.784 0.028* 0.003**
-2,60£0,54 | 0.011* | 0.235 0.001 0.201
5. iISMD-MKH 0,40+0,03 | 0.100 0.006** | 0.411 0.003**
-0,53+0,74 | 0.201 0.927 0.055 0.201

(***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir HMGA2, ikinci satir ise let-7
bulgularini géstermektedir.)

Let-7 ailesi Uyelerinin hedefi olan ve bir onkogen olarak kabul edilen
HMGA2'nin ifade seviyeleri ise let-7a’nin zitti yontnde belirlendi. iMMD-
MKH’leri ile gergeklestirilen ortak kdltlarleri sonrasinda kanser
hicrelerindeki HMGA2 seviyelerinde artis gézlenirken, iISMD-MKH’leri ile
gerceklestirilen ortak kdltlir sonrasinda azalis gézlendi. Ayrica yalniz
kultire edilen iIMMD-MKH ve iSMD-MKH’lerinin ifade seviyeleri kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise iMMD-MKH’lerindeki ifadenin anlamli
dizeyde (**: p<0,01) yiksek oldugu belirlendi (Tablo 4.5, Grafik 4.5).
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Grafik 4.5: HMGA2 geni ve let-7a ifade seviyelerinin gercek zamanli-PCR ile analiz
sonuclar (X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene gore kat dedisimlerini
gobstermektedir).

Tumor baskilayici olarak islev géren miR-17-5p ve onun hedeflerinden
biri olarak belirtilen onkogenik 6zellikteki AIB1 geni ifadelerinin let-7a ve
HMGA2 arasinda gbzlemlenen degisimlere benzer olarak birbirinin tersi
sekilde oldugu belirlendi. Gergeklestirilen analizler neticesinde miR-17-5p
ifadesinin istatistiksel olarak anlam bulunamamis olsa da, iIMMD-MKH’leri
ile ortak kultlrleri sonrasinda kanser hiicrelerinde azaldigi, iSMD-MKH’leri
ile ortak kdlturleri sonrasinda ise artis gosterdigi belirlendi. Ayrica iMMD-
MKH ve iSMD-MKH’leri ile ortak kdlttrleri sonrasinda iki grubun birbirleri
arasindaki mir-17-5p ifadeleri karsilastirildiginda, iSMD-MKH’leri ile ortak
kaltir gerceklestirilen deney grubunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde
(**: p<0,01) artis gdzlendi. Ek olarak iMMD-MKH ve iSMD-MKH'lerinin
mir-17-5p ifade seviyeleri kendi aralarinda karsilastirildiginda iSMD-
MKH'lerinde anlamli dlizeyde (*: p<0,05) artis goézlendi (Tablo 4.6,
Grafik 4.6).
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Tablo 4.6: Gercek zamanli-PCR ile analiz edilen AIB1 geni ve miR-17-5p ifade degisim
oranlarinin ortalamalari, standart sapmalari ve deney gruplarn arasindaki istatistiksel
anlam dereceleri.

AIB1 ve .
miR-17-5p | Istatistiksel Degerlendirme

Deney Gruplari Ortalamazx

Standart 1. 2. 3. 4. 5.
sapma Grup Grup Grup Grup Grup

1. MDA-MB-231 0,81+0,05 0.006** | 0.648 0.055 0.715
6,22+0,31 0.121 0.273 0.273 0.273
2. MDA-MB- 2,03%0,20 0.022%* 0.411 0.018*
: 3,61+1,04 0.006** 0.008** | 0.648 0.008**
231+iMMD-MKH 0.121
3. MDA-MB- 0,89+0,27 0.648 0.022%* 0.144 0.927
231+iSMD-MKH 7,45+0,98 0.273 0.008** 0.028* -
4. iMMD-MKH 1,44+0,30 0.055 0.411 0.144 0.121
4,67+0,97 0.273 0.648 0.028* 0.028*
5. iISMD-MKH 0,88%0,23 0.715 0.018%* 0.927 0.121
7,32+0,70 0.273 0.008** | — 0.028*

(***; p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir AIB1, ikinci satir ise mir-17-
5p bulgularini géstermektedir.)

miR-17-5p'nin hedeflerinden biri oldugu belirtilen onkogenik islev
gbosteren AIB1 geninin ifade seviyelerinin miR-17-5p’nin tersi yéninde
azalis ya da artis gosterdigi gozlendi. iMMD-MKH’leri ile ortak kultarleri
sonrasindaki kanser hucrelerinin AIB1 ifadelerinin anlamli dlizeyde (**:
p<0,01) artis gosterdigi belirlendi. Ek olarak kanser hicreleri ile
karsilastirildiginda yalniz basina kiltiire edilen iMMD-MKH’lerinde ki AIB1
ifade dizeylerinin de istatistiksel olarak anlamli olmasa da yliksek oldugu
gbézlendi. iIMMD-MKH ve iSMD-MKH’leri ile ortak kiltir sonrasinda iki
grubun birbirleri arasindaki AIB1 ifade seviyeleri karsilastirildiginda ise,
iSMD-MKH’leri ile ortak kultur gergeklestirilen deney grubunda anlamh
dizeyde (*: p<0,05) azalis gbézlendi (Tablo 4.6, Grafik 4.6).
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Grafik 4.6: AIB1 geni ve miR-17-5p ifade seviyelerinin gergcek zamanli-PCR ile
analiz sonuglani (X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat
degisimlerini gostermektedir).
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Onkogen olarak davrandigi belirtiien miR-21 ifadesinin, istatistiksel
olarak anlamli olmasa da iMMD-MKH’ler ile ortak kultir sonrasindaki
kanser hicrelerinde artis gosterdigi belirlenirken; iISMD-MKH’leri ile ortak
kdltlr sonrasinda ise azalis gosterdigi belirlendi. iIMMD-MKH ve iSMD-
MKH'leri ile ortak kdltir sonrasinda, iki grup kendi aralarinda
karsilastirildiginda iSMD-MKH’leri ile ortak kultir gerceklestirilen deney
grubunda anlamli diizeyde (**: p<0,01) azalis oldugu gozlendi. Ek olarak,
iMMD-MKH ve iSMD-MKH'lerinin miR-21 ifade seviyeleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise iSMD-MKH’lerinde anlamli dizeyde (*: p<0,05)
dislk oldugu belirlendi (Tablo 4.7, Grafik 4.7).

Tablo 4.7: Gergcek zamanli-PCR ile analiz edilen PDCD4 geni ve miR-21 ifade
degisim oranlarinin ortalamalar, standart sapmalari ve deney gruplari arasindaki
istatistiksel anlam dereceleri.

PDCD4 ve |
miR-21 Istatistiksel Degerlendirme
Deney Gruplari Ortalama
- - 1. 2. 3. 4. 5.
Standart | Grup Grup Grup Grup Grup
sapma
1. MDA-MB-231 0,90+0,06 0.615 0.465 0.040* | 0.004**
2,02+0,47 0.110 0.253 0.337 0.235
2. MDA-MB- 0,87+0,55 | 0.615 0.819 0.120 | 0.018*
231+iMMD-MKH 3,35+0,42 0.110 0.006** | 0.522 0.005**
3. MDA-MB- 1,12+0,25 0.465 0.819 0.185 0.032*
231+iSMD-MKH 0,97+0,32 0.253 0.006** 0.036* | 0.964
4. iMMD-MKH 1,63+0,29 0.040%* 0.120 0.185 0.411
2,88+0,31 0.337 0.522 0.036* 0.032*
5. iSMD-MKH 2,30+0,24 | 0.004** | 0.018* | 0.032* | 0.411
1,07+0,63 0.235 0.005** | 0.964 0.032*

(***; p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir PDCD4, ikinci satir ise
miR-21 bulgularini géstermektedir.)

miR-21'in hedefi oldugu belirtilen ve timor baskilayici olarak islev
goren PDCD4 geninin ifade seviyelerinde ki degisimlerin miR-21'in tersi
yoninde oldugu belirlendi. iMMD-MKH ve iSMD-MKH’leri ile ortak kdltir
sonrasinda PDCD4 ifade seviyelerinde, istatistiksel olarak anlamli olmasa
da iIMMD-MKH’leri ile ortak kultlirde azalis g6zlenirken; iISMD-MKH'leri ile
gerceklestirilen ortak kultirde az da olsa artis goézlendi. Ayrica iISMD-
MKH’lerinin yalniz kdiltlire edildigi deney grubundaki PDCD4 ifade
seviyeleri, kanser hicre hatti ile karsilastirildiinda istatistiksel olarak
anlamh dizeyde (**: p<0,01) yiksek oldudgu belirlendi (Tablo 4.7,
Grafik 4.7).
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Grafik 4.7: PDCD4 ve miR-21 ifade seviyelerinin gergek zamanli-PCR ile analiz
sonuclar (X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene gore kat dedisimlerini
gostermektedir).

Kanser hiicre gogl ve yayilimini uyardigi distinilen miR-373 ve miR-
520c ifade seviyelerinin analizleri neticesinde istatistiksel olarak anlam
bulunamamis olsa da, MDA-MB-231 kanser hicre hatti ile
karsilastirildiginda, yalniz baslarina kultire edilen iMMD-MKH'lerinde miR-
373 ve miR-520c ifade seviyelerinin arttigi, iISMD-MKH’lerinde ise azaldigi
belirlendi. Ayrica iMMD-MKH ve iSMD-MKH’leri ile ortak kultlir sonrasinda,
iki grup kendi aralarinda karsilastirildiginda, iMMD-MKH'leri ile ortak kiltar
gerceklestirilen deney grubunda miR-373 ifade seviyelerinin anlaml
dizeyde (*: p<0,05) ylksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.8, Grafik 4.8).

Tablo 4.8: Gergek zamanli-PCR ile analiz edilen miR-373 ve miR-520c ifade

dedisim oranlarinin ortalamalar, standart sapmalari ve deney gruplari arasindaki
istatistiksel anlam dereceleri.
miR-373 ve |
miR-520c | Istatistiksel Degerlendirme
Deney Gruplari Ortalama:
y Grup Standart | 1. 2. 3. a. 5.
sapma Grup Grup Grup Grup Grup
1. MDA-MB-231 5,53+1,02 0.891 0.060 0.271 0.614
6,46+1,13 0.066 0.066 0.258 0.777
2. MDA-MB- 6,30+3,06 0.891 0.044* | 0.336 0.521
231+iMMD-MKH 0+0 0.066 - 0.003** 0.120
3. MDA-MB- 0+0 0.060 | 0.044* 0.003** 0.169
231+iSMD-MKH 00 0.066 | — 0.003** 0.120
4. iMMD-MKH 8,34+1,54 0.271 | 0.336 0.003** 0.109
8,60+0,89 0.258 | 0.003** | 0.003** 0.157
5. iISMD-MKH 5,00+1,30 0.614 0.521 0.169 0.109
5,91+1,15 0.777 | 0.120 0.120 0.157

(***; p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir miR-373, ikinci satir ise miR-
520c bulgularini géstermektedir.)
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Grafik 4.8: miR-373 ve miR-520c ifade seviyelerinin gergek zamanli-PCR ile analiz
sonugclari (X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene gore kat degisimlerini
gbstermektedir).

Tamorin baskillanmasinda rol oynadigi bilinen miR-200 ailesi
dyelerinden miR-200a, miR-200b ve miR-200c ifade seviyeleri
gerceklestirilen ortak kiltlir sonrasinda dederlendirildi. Yapilan analizler
neticesinde, istatistiksel olarak anlamli olmasa da iIMMD-MKH'leri ile ortak
kaltdr sonrasinda miR-200b ve miR-200c ifade seviyelerinin kanser
hicrelerinde azalmis oldugu gézlendi. Ayrica iIMMD-MKH'lerindeki miR-
200b ifade seviyeleri MDA-MB-231 hicreleri ile karsilastirildiginda, anlaml
dizeyde (**: p<0,01) azalmis oldugu bulundu. Ek olarak diger deney
gruplarinda ifadeleri diisiik oldugu icin saptanamayan miR-200a seviyeleri,
yalniz kultire edilen meme kanser hlcre hatti ile iSMD-MKH gruplari
arasinda karsilastirildiginda iSMD-MKH grubunda anlamh dizeyde (**:
p<0,01) yiksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.9, Grafik 4.9).

Tablo 4.9: Gergek zamanli-PCR ile analiz edilen miR-200b ve miR-200a ifade

degisim oranlarinin ortalamalar, standart sapmalari ve dene ruplari arasindaki
gis P y grup
istatistiksel anlam dereceleri.
miR-200b ve |
miR-200a Istatistiksel Degerlendirme
Ortalamaz
Deney Gruplari Standart | 1. 2. 3. a. 5.
sapma Grup Grup Grup Grup Grup
1. MDA-MB-231 9,8+1,12 0.68 0.361 0.005** | 0.008%**
0+0 - - 0.064 0.005**
2. MDA-MB- 6,47+1,11 0.68 0.361 0.315 0.411
231+iMMD-MKH 0+0 - - 0.064 0.005**
3. MDA-MB- 7,64+0,77 0.361 0.361 0.055 0.083
231+iSMD-MKH 0+0 - - 0.064 0.005**
4. iMMD-MKH 5,03%0,57 0.005** | 0.315 0.055 0.855
4,26+0,39 0.064 0.064 0.064 0.354
5. iISMD-MKH 4,94+1,77 0.008** | 0.411 0.083 0.855
8,78+0,97 0.005** | 0.005** | 0.005** | 0.354

(***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir miR-200b, ikinci satir ise
miR-200a bulgularini géstermektedir.)
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Grafik 4.9: miR-200b, miR-200c ve miR-200a ifade seviyelerinin gercek zamanl-
PCR ile analiz sonucglarn (X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat
degisimlerini gostermektedir).

Hlicre gogalmasi ve timoérin malign hale gelmesi ile iliskili olan RhoC
geni ifade seviyeleri analizlerinde, iMMD-MKH'leri ile ortak kultar
sonrasinda MDA-MB-231 hicrelerindeki RhoC geni ifade seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli dizeyde olmasa da artis oldugu belirlendi.
iMMD-MKH ve iSMD-MKH’lerinin ortak kdltird sonrasindaki RhoC ifadeleri
kendi aralarinda karsilastirildiginda, iSMD-MKH’leri ile ortak Kkultlr
gerceklestirilen grupta anlamli dizeyde (*: p<0,05) azalis gdzlendi.
Ayrica vyalniz baslarina kultire edilen iMMD-MKH’lerinin RhoC ifade
seviyeleri kanser hicreleri ile karsilastirildiginda (*: p<0,05) anlamh
dizeyde yuksek oldugu belirlendi (Tablo 4.10, Grafik 4.10).

Tablo 4.10: Gergek zamanl-PCR ile analiz edilen RhoC ve HoxD10 genlerinin ifade

degisim oranlarinin ortalamalar, standart sapmalari ve deney gruplari arasindaki
istatistiksel anlam dereceleri.
RhoC ve .
HOXD10 Istatistiksel Degerlendirme
Deney Gruplari Ortalama:
y up Standart sapma | 1. 2. 3. 4. 5.
Grup Grup Grup Grup Grup
1. MDA-MB- 1,27+0,07 0.121 0.411 0.014% 0.361
231 0£0 - 0.194 0.028* 0.018%*
2. MDA-MB-
231 + 1,58+0,11 0.121 0.018%* 0.361 0.523
‘MMD-MKH 0+0 - 0.194 0.028* 0.018%
I -
3. MDA-MB-
231 + 1,13+0,07 0.411 0.018%* 0.001*** | 0,083
“ 5,95E-05+7,70E-05 | 0.194 0.194 0.415 0.335
SMD-MKH
I -
4. iMMD-MKH 2,21+0,14 0.014* | 0.361 0.001%** 0.121
1,22E-02+0,003 0.028* | 0.028* | 0.415 0.882
5. iISMD-MKH 1,44+0,03 0.361 0.523 0.083 0.121
1,41E-02+0,0007 0.018* | 0.018* | 0.335 0.882

(***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir RhoC, ikinci satir ise HoxD10
bulgularini géstermektedir.)
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Grafik 4.10: RhoC geni ifade seviyelerinin gercek zamanl-PCR ile analiz sonuglar
(X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene gore kat degisimlerini
gostermektedir).

miR-10b ve RhoC geni ile iliskili oldugu dislintilen HoxD10 geninin
ifade seviyeleri analizlerinde, MDA-MB-231 hlcrelerinde ve bu hucrelerin
iIMMD-MKH'leri ile gergeklestirilen ortak kiltirleri sonrasinda ifade
seviyeleri cok diusik oldugu icin saptanamamis olmasina ragmen, iSMD-
MKH’leri ile gerceklestirilen ortak kultir sonrasinda az da olsa HoxD10
ifadesinin oldugu tespit edildi. Bununla birlikte iMMD-MKH’lerinin HoxD10
ifadeleri kanser hicreleri ile karsilastirildiginda, anlamli dizeyde (*:
p<0,05) yiksek oldugu belirlendi (Tablo 4.10, Grafik 4.11).
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Grafik 4.11: HoxD10 ifade seviyelerinin gercek zamanl-PCR ile analiz sonuglan (X
ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat dedisimlerini
gbstermektedir).
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Tamor boyutu ve yayilabilirligi ile iliskili oldugu belirtilen miR-10b
ifade seviyeleri, MDA-MB-231 hicrelerinin iMMD-MKH ve iSMD-MKH'leri ile
gercelestirilen ortak kultlrleri sonrasinda c¢ok dislik oldugu igin
belirlenemedi. Bununla birlikte, MDA-MB-231 kanser hucre hatti ile iMMD-
MKH’lerindeki miR-10b ifade seviyeleri karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli olmasa da belirgin bir artis oldugu gorildi (Tablo 4.11,
Grafik 4.12).

Tablo 4.11: Gergek zamanli-PCR ile analiz edilen miR-10b ve miR-27b ifade
degisim oranlarinin ortalamalar, standart sapmalari ve deney gruplar arasindaki
istatistiksel anlam dereceleri.

miR-10b ve
miR-27b | Istatistiksel Degerlendirme
Ortalamaz
Deney Gruplarn Standart | 1. 2. 3. a. 5.
sapma Grup Grup Grup Grup Grup
1. MDA-MB-231 2,76+0,36 0.203 0.203 0.090 0.396
2,61+0,37 0.068 0.927 0.008** | 0.648
2. MDA-MB- 0£0 0.203 - 0.003** | 0.034*
231+iMMD-MKH 4,32+0,36 0.068 0.083 0.411 0.171
3. MDA-MB- 0£0 0.203 - 0.003** | 0.034*
231+iSMD-MKH 2,60+0,69 0.927 0.083 0.011%* 0.715
4. iMMD-MKH 8,39+1,61 | 0.090 0.003** | 0.003** 0.396
5,21+0,34 0.008** | 0.411 0.011%* 0.028*
5. iISMD-MKH 4,70+0,39 | 0.396 0.034* | 0.034* | 0.396
2,82+0,27 0.648 0.171 0.715 0.028*

(***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir miR-10b, ikinci satir ise miR-
27b bulgularini géstermektedir.)
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Grafik 4.12: miR-10b ifade seviyelerinin gercek zamanl-PCR ile analiz sonuglar (X

ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat degisimlerini
gbstermektedir).

N

Pro-onkogenik 6zellikte oldugu yapilan calismalarla desteklenmis olan
miR-27b ifade seviyelerinin, iMMD-MKH'leri ile gergelestirilen ortak kulttr
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmis oldudu tespit
edildi. Benzer olarak iMMD-MKH’lerin vyalniz kdaltarindeki ifade
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seviyelerinin de MDA-MB-231 kanser hilcre hattina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli dizeyde (**: p<0,01) arttidi belirlendi. Bununla birlikte,
iMMD-MKH ve iISMD-MKH’lerindeki miR-27b ifade seviyeleri
karsilastirildiginda, iMMD-MKH'lerinde anlamli diizeyde (*: p<0,05) daha
fazla ifade edildigi gozlendi (Tablo 4.11, Grafik 4.13 ).

miR-27b

N

[

MDA-MB-231 MDA-MB-231+ MDA-MB-231 + iMMD-MKH iSMD-MKH
iMMD-MKH iSMD-MKH

Grafik 4.13: miR-27b ifade seviyelerinin gercek zamanli-PCR ile analiz sonuglarn (X
ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat dedisimlerini
gostermektedir).

Gergeklestirilen analizler neticesinde tUmdr baskilayici gen olarak
bilinen BRCA1’in ifade seviyelerinde degisimler goézlenmis olmasina
ragmen MDA-MB-231 hicrelerinin iMMD-MKH ve iSMD-MKH'leri ile
gercelestirilen ortak kultlrleri sonrasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunamadi. Ancak, iIMMD-MKH'lerindeki BRCA1 ifade seviyesi MDA-MB-
231 hicreleri ile karsilastirildiginda anlamh dizeyde (*: p<0,05) distk
oldugu tespit edildi (Tablo 4.12, Grafik 4.14).

Tablo 4.12: Gercek zamanli-PCR ile analiz edilen BRCA1 ve CD44 ifade degisim
oranlarinin ortalamalari, standart sapmalari ve deney gruplan arasindaki istatistiksel
anlam dereceleri.

BRCA1 ve
CDh44 istatistiksel Degerlendirme
Ortalama
Deney Gruplan + 1 3. 3. . 5.
Standart | Grup Grup Grup Grup Grup
sapma
1. MDA-MB-231 0,89+0,07 0.493 0.749 0.015% 0.120
1,61+0,31 0.028* 0.465 0.361 0.273
2. MDA-MB- 0,84+0,02 | 0.493 0.314 0.082 0.385
231+iMMD-MKH | 2/63%0,17 | 0.028* 0.144 0.201 0.001***
3. MDA-MB- 0,91+0,08 | 0.749 | 0.314 0.006** | 0.061
231+iSMD-MKH 1,93+0,29 0.465 0.144 0.855 0.068
4. iMMD-MKH 0,55+0,11 | 0.015* | 0.082 0.006** 0.385
1,92+0,1 0.361 0.201 0.855 0.045*
5. iSMD-MKH 0,71£0,15 | 0.120 | 0.385 0.061 0.385
0,77+0,26 0.273 0.001*** 0.068 0.045*

(***: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05) (Not: Birinci satir BRCA1, ikinci satir ise CD44
bulgularini géstermektedir.)
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Grafik 4.14: BRCA1 geni ifade seviyelerinin gergcek zamanlh-PCR ile analiz sonuglari
(X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat dedisimlerini
gostermektedir).

Hlicre cogalmasi, farklilasmasi ve gogl gibi biyolojik slireclerle iliskili
oldugu disltnilen CD44 geninin ifade seviyelerinin, iIMMD-MKH’leri ile
gercelestirilen ortak kdltlir sonrasinda kanser hucrelerinde istatistiksel
olarak anlamli dizeyde (*: p<0,05) artmis oldugu belirlendi. Ek olarak,
iIMMD-MKH ve iSMD-MKH’'lerindeki ifade seviyeleri karsilastirildiginda
iIMMD-MKH’lerinde anlamli dizeyde (*: p<0,05) fazla oldugu gozlendi
(Tablo 4.12, Grafik 4.15 ).
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Grafik 4.15: CD44 geni ifade seviyelerinin gergek zamanli-PCR ile analiz sonuglari
(X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat dedisimlerini
gbstermektedir).

Ras gen ailesinden olan KRAS geni ifade seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml fark olmasa da deney gruplari arasinda degisimler goézlendi.
Ozellikle iMMD-MKH gruplarindaki ifadesinin diger gruplara gére daha fazla
oldugu, zit olarak iISMD-MKH’lerinde ise daha az oldugu belirlendi (Grafik
4.16).
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Grafik 4.16: KRAS geni ifade seviyelerinin gergek zamanli-PCR ile analiz sonuglari
(X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene gore kat dedisimlerini
gbstermektedir).

Transkripsiyonel baskilayici olarak ifade edilen RYBP geninin ifade
seviyelerinin analizleri neticesinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
degisimler saptandi. MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla iMMD-MKH ve iSMD-
MKH’'lerinde RYBP geninin ifadesinin az da olsa fazla oldugu tespit edildi
(Grafik 4.17).

RYBP

3 -
2,5 |

2 -
15 |

1 -
0,5 |

0 T T T

MDA-MB-231 MDA-MB-231+ MDA-MB-231+ iMMD-MKH iSMD-MKH
iMMD-MKH iSMD-MKH

Grafik 4.17: RYBP geni ifade seviyelerinin gercek zamanli-PCR ile analiz sonuglari
(X ekseni deney gruplarini, Y ekseni ise referans gene goére kat degisimlerini
gbstermektedir).

Hilcresel farklilasma, gelisme ve ayni zamanda timoér olusumuyla
iliskili oldugu bilinen PPAR (peroxisome proliferators-activated receptor)
ailesinin bir dyesi olan PPARa ifade seviyelerinin iMMD-MKH’leri ile
gercelestirilen ortak kaltlir sonrasinda kanser hicrelerinde istatistiksel
olarak anlamli olmasa da azalmis oldugu gobzlendi. Bununla birlikte iMMD-
MKH’lerindeki ifade  seviyeleri MDA-MB-231 hicre hatti ile
karsilastirildiginda ise anlamli dizeyde (*: p<0,05) yiksek oldugu tespit
edildi (Tablo 4.13, Grafik 4.18).
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Tablo 4.13: Gercek zamanli-PCR ile analiz edilen PPARa ifade dedisim oranlarinin

ortalamalari, standart sapmalari ve deney gruplar arasindaki istatistiksel anlam
dereceleri.
PPARa |
Ortalama | Istatistiksel Degerlendirme
Deney Gruplari £
y P Standart | 1. 2. 3. 4. 5.
sapma Grup Grup Grup Grup Grup
1. MDA-MB-231 1,05+0,75 0.584 0.927 0.022% 0.171
2. MDA-MB- 0,62+0,49 | 0.584 0.523 0.005%* | 0.055
231+iMMD-MKH
3. MDA-MB- 0,99+0,78 | 0.927 | 0.523 0.028* 0.201
231+iSMD-MKH
4. iMMD-MKH 3,05+0,42 | 0.022* | 0.005** | 0.028* 0.361
5. iISMD-MKH 1,89+0,17 | 0.171 | 0.055 0.201 0.361

(¥**: p<0,001, **: p<0,01, *: p<0,05)

il
o

iMMD-MKH

PPARa

|

MDA-MB-231 MDA-MB-231+ MDA-MB-231 +

iSMD-MKH

iMMD-MKH

iSMD-MKH

Grafik 4.18: PPARa geni ifade seviyelerinin gergek zamanli-PCR ile analiz sonuglari
ise referans gene goOre kat dedisimlerini

(X ekseni

deney gruplarini,

gostermektedir).

Y ekseni

Gelisimsel sliregler ve onkogenez ile iliskili oldugu belirtilen WNT
(Wingless-type MMTV integration site family) gen ailesinin bir tGyesi olan
WNT2'nin ifade seviyeleri deney gruplarinda ¢ok disik oldugu icin tespit
edilemedi.

60



4.7-Ifade Seviyeleri Belirlenen Gen ve miRNA’larin
Tanisal Degerinin ROC Analiziyle Belirlenmesi

Calismamizda kanser hucreleri, malign ézellikteki stromal hicreler ve
bu iki hlicre grubunun ortak kultlrleri sonrasinda ifade seviyelerini
belirledigimiz gen ve miRNA’larin bu deney gruplar arasinda tanisal bir
dederi olup olmadidi ROC egri analizi ile dederlendirildi. Olciimlerin
istatistik sonuclari, hassasiyet ve 6zgullik dederleri Tablo 4.14, 4.15 ve
4.16'da, kriter degerleri Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16'da gosterildi.

Yapilan olcimlerin tek tek tanisal degerleri analiz edildi ve sonucg
olarak hassasiyet ve 0zglllik degerlerinin 6nemli derecede ylksek
olduklari belirlendi. Ancak kanser hicre grubunda miR-373, miR-520c ve
PPARa’'nin 06zgillik dederlerinin disik oldugu buna ragmen malign
stromal hlcrelerde ve bu htcrelerin kanser htcreleri ile ortak kultUrlerinin
gerceklestirildigi deney gruplarinda bu dederlerin yiksek oldugu tespit
edildi.

Tablo 4.14: MDA-MB-231 kanser hlicre hattinda gen ve miRNA ifadelerinin ROC
analizleri

MDA-MB-231 Standart Hata p degeri Hassasiyet / Ozgiilliik
| grubu &lciimleri Degerleri
let-7 0,000 0.000 100/ 100
miR17-5p 0,000 0.000 100/ 100
miR10b 0,000 0.000 100/ 100
miR21 0,0786 0.0001 100 / 66,67
miR27 0,248 0.2636 100 / 66,67
miR373 0,248 0.2636 100 / 66,67
miR520c 0,272 0.5403 100 / 33,33
miR200a 0,000 0.000 100/ 100
miR200b 0,000 0.000 100/ 100
miR200c 0,333 0.6171 100 / 66,67
HMGA2 0,000 0.000 100 /100
AIB1 0,333 0.6171 100 / 66,67
HoxD10 0,000 0.000 100 / 100
RhoC 0,000 0.000 100/ 100
PDCD4 0,000 0.000 100/ 100
PPARa 0,000 0.000 100/ 100
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Tablo 4.15: Malign meme dokusu kaynakli mezenkimal stromal hicrelerin gen ve
miRNA ifadelerinin ROC analizleri

iMMD-MKH Standart Hata p degeri Hassasiyet / Ozgiilliik
| grubu Slciimleri Degerleri
let-7 0,000 0.000 100/ 100
miR17-5p 0,000 0.000 100/ 100
miR10b 0,000 0.000 100/ 100
miR21 0,000 0.000 100/ 100
miR27 0,000 0.000 100/ 100
miR373 0,000 0.000 100/ 100
miR520c 0,000 0.000 100 / 100
miR200a 0,000 0.000 100/ 100
miR200b 0,314 0.8597 66,67 / 66,67
miR200c 0,272 0.5403 33,33/ 100
HMGA2 0,000 0.000 100/ 100
AIB1 0,000 0.000 100/ 100
HoxD10 0,000 1.000 -
RhoC 0,000 0.000 100/ 100
PDCD4 0,000 0.000 100/ 100
PPARa 0,000 0.000 100/ 100

Tablo 4.16: MDA-MB-231 kanser hlicre hatti ile malign stromal hucrelerin ortak
kultdrleri sonrasi gen ve miRNA ifadelerinin ROC analizleri

MDA-MB-231 Standart Hata p degeri Hassasiyet / Ozgiilliik
+ iMMD-MKH Degerleri
| grubu Slcumleri

let-7 0,314 0,8597 66,67 / 66,67
miR17-5p 0,000 0.000 100 / 100
miR10b 0,000 0.000 100/ 100
miR21 0,000 0.000 100/ 100
miR27 0,000 0.000 100 / 100
miR373 0,314 0.8597 33,33 /100
miR520c 0,000 0.000 100 / 100
miR200a 0,000 0.000 100/ 100
miR200b 0,248 0.2636 100 / 66,67
miR200c 0,000 0.000 100/ 100
HMGA2 0,000 0.000 100 / 100
AIB1 0,000 0.000 100/ 100
HoxD10 0,000 0.000 100 / 100
RhoC 0,157 0.0133 100 / 66,67
PDCD4 0,000 0.000 100/ 100
PPARa 0,000 0.000 100/ 100

62



let-7

-
P8 v
N ~N '
- - '
R - '
N 1
. '
% '
T '
~ ]
h
- '
e '
. '
X p
'
'
'
'
I T T T

60 80 100
Ozgiillitk

miR200b

20_ 40

0

o}

HoxD10

T —¢
" m
BT £
/, qw ! .“
S _.wm_
Nk 1% N
W, ] e
,f/ m.m
_ —y—ilo
8 8 ® R °©

60 80 100

40
Ozgiilliik
miR200a

20

el il it e el e

oH

HMGA2

60 &0 100

40
Ozgiillitk

miR17-5p

20

0

AlB1

100

miR10b

20 40 60 80
Ozgilliik

0

. 8

/zm ml

e

8 8 § ] °
jafisessely

. Eese

S B0
R

it - b e -Jatn ok vl e Sl
8 8 & &
jafisessey

jofisessel
.................... =3
< " S
" "....fO
£ 118
N H .“
~ ' b
@ H8 =
' - |
i !
b | 1S N
b ]
2 :
AN
04
B %
i
T T T —Ho
(=3 (=3 (=3 o =} o
=1 © w - o~
e
jafisessely
=3
................... ' =]
N ' o
.
X :
5 !
..... =]
M ~ ®
Y " -
p) B
v " 8 2
w0 : 3
A o O
% Hg
T - |
5 i
~ e
~ N
T
ey
o
T T T T Ho
8 8 8 @ e
e
jofisessey
(=]
................... v =]
5 ! e
x '
5 ’ s
s 5 @
2 -] !
3 ] i =
o G H8 .m
H® =
,/ g "0 "W.-
s 1 N
m, ] ©
. A&
-
S
-t
T T T T He
8 8 8 & °

jafisessey

miR373

100

80

o 40 60
Ozgillitk

g % 8 ¢ R

R27
: ,<

mi
't

2 o 40 90
Ozguilliik

0

.
.

30 100

60

Ozgilliik

4)

il P uiris Bl S |

|

100

50 80

40

miR200c

Ozgiilliik

20

0

s { |+ ] o

BT . . .

[~ > o o

o © - o~
jofissssey

o
N A e v e
&1 DR
s, m e
2 : F
Q 5, ol de 8
| IR T
o ¥ N
g e
o8
——— T Heo
e 8 8 § & °
yofisesse H
R 8
3 :
gy n Tt
] R - 1
[ AN 18 2
< e 1 3
o 8 12 @
o E. 1o
iR
e e e i
3 8 8 ¢ & °
jyafisesse 4
o
SR Tl g e 12
N - -2
g e
M ) o %
PO | ] ..|6n“u
M Mge ! nau_.
& Jde
& m A
A )
N
e mrararm s s = ()
8 ® 8 % & °©
yolisesse H
=8
g ik
o | 0 x
N | 1813
B 1.3
.m m "..M g
; =]
] &
i o
o o
3

MDA-MB-231 kanser hlcre hattinda gen ve miRNA ifadelerinin ROC
63

analizleri sonuglari ile hassasiyet ve 6zglllik degerleri.
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Sekil 4.15: Malign meme dokusu kaynakli mezenkimal stromal hlicrelerin gen ve
miRNA ifadelerinin ROC analizleri ile hassasiyet ve 6zglllik degerleri.
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Sekil 4.16: MDA-MB-231 kanser hicre hatti ile malign stromal htcrelerin ortak
kdlttrleri sonrasi gen ve miRNA ifadelerinin ROC analizleri ile hassasiyet ve 6zgullik

dederleri.
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5- TARTISMA

Glnlimuzin en 6nemli saglk sorunlarindan biri olan kanser tip tarihi
boyunca en yaygin arastirma konularindan biri olmus ve olmaya devam
etmektedir. Tani ve tetkik yontemlerinin giinden gune gelismesi ile her yil
daha fazla kanser vakasi teshis edilmektedir. Meme kanseri, kadinlarda en
sik gorulen ve surekli artis gosteren kanser tlrudir (Akdeniz, 2010;
Pekmez, 2010). Son zamanlarda meme kanserinin  teshisi,
evrelendirilmesi, tedavisi ve hastalarin sag kalhmlariyla ilgili olarak elde
edilen gelismeler neticesinde molekller incelemeler dnem kazanmistir.
Ancak meme kanserinin erken donemde tespit edilebilmesi, hastaligin tam
olarak anlasilip prognostik faktérlerin  belirlenebilmesi ve timor
mikrogevresini de igine alan hedefe ydnelik tedavi yaklasimlari
gelistirilebilmesi acisindan daha pek ¢ok calisma yapilmasi gerekmektedir.

Ayrica son vyillarda miRNA’larin duzenlenmesindeki bozukluklarin
basta kanser olmak Uizere pek c¢ok hastaligin gelisiminde rol oynadigi
gosterilmis, ifade profillerinin belirlenmesinin tani ve tedavide fayda
saglayacagi 6ngorilmustir. Kanserli ve normal dokularda miRNA’lar ile
onlarin hedefledikleri mRNA’larin ifade  dlzeylerinin belirlenip
degerlendirilmesinin kanserin erken tani ve tedavisinde yeni yontemlerin
gelistirilebilmesi acisindan yararl olabilecegi disinitlmektedir (Celik Ascl
et al., 2013). Bu nedenlerle, gergeklestirdigimiz calismada kanser
hicreleri ile saglkh ve malign meme dokusundan elde edilen stromal
hicrelerin ortak kultlrlerinde birbirleri Gzerine naslil etkiler gésterdigini ve
bu olasi etkilerde miRNA’larin rolint arastirmay! amacladik.

Tumoér mikrogevresi, tumoér hacreleri ile immdn, stromal ve
inflamatuar hicrelerden olusur. Bu hicrelerden salinan sitokinler, biytme
faktorleri ve baglanti (adhezyon) molekdillerinin timor ilerlemesi ve
metastazini destekleyebilecedi belirtiimektedir. Bahsi gecen bu hiicrelerin
hepsi birbirleriyle yakindan iligkilidirler, inflamatuar ve pro-anjiogenik
slireglerde 6nemli rol oynarlar ve timor hicre cogalmasini desteklerler
(Nery et al., 2013; Sullivan, 2011; Zhao et al., 2012).

Ayrica ilging olarak, kronik inflamasyon ve timoér gelisimi ya da
ilerlemesi arasinda bir iliski oldugu, kanserlerin yaklasik %15‘inin de
inflamatuar etyolojiye dayandirildidi da rapor edilmistir. Normal fizyolojik
inflamatuar yanit, mekanik uyaran, enfeksiy6z ajanlar ya da kimyasal
tahrisle olusan doku hasar Uzerine ortaya cikar. Kronik patolojik
inflamasyona ise timor hicreleri gibi devam eden kalici bir uyaranin
varhdgi aracilik eder. Uzun siren bu inflamatuar sitokin maruziyetinin ise
DNA hasari ve anjiogenezin indiksiyonu aracihdiyla timoér blylmesini
destekleyecek potansiyele sahip oldugu bilinmektedir (Lewis, Varghese,
Xu, & Alexander, 2006).
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Uluslararasi Hlcresel Tedavi Dernedinin Mezenkimal ve Doku Kok
Hicre Komitesi, insan MKH'lerin tanimlanmasinda 3 minimal o06lglt
Onermistir. Bu olcutlere gére MKH'ler (i) standart kultlir kosullarinda
plastik kidltlir kabina yapisma 6zelliginde olmal; (ii) ylizey molektllerinden
CD105, CD73 ve CD90"1 pozitif olarak, CD45, CD34, CD14, CD11b ve HLA-
DR gibi antijenleri ise negatif olarak ifade etmeli; (iii) in vitro olarak
osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasma 6zelliginde olmalidirlar
(D.-R. Chen et al., 2014; Dominici et al., 2006; Guan & Chen, 2013; Nery
et al., 2013; Ozen & Sancak, 2014).

Gergeklestirdigimiz calismada, Oncelikle saghkli ve malign meme
dokularindan MKH’ler uygun ydntemler egsliginde izole edilmis ve izole
edilen hicreleri tanimlamak amaciyla literatlrde belirtilen dlgutlere uygun
olarak karakterizasyon calismalarn gerceklestirilmistir. Karakterizasyon
amacgl gergeklestirilen akim sitometrik analizler neticesinde saglikhi ve
malign meme dokusu kaynakli MKH’lerin CD105, CD29, CD73, CD44,
CD90, CD71, CD10, CD13 gibi belirtegler bakimindan pozitif; CD34, CD33,
CD45 ve HLA G gibi belirtegler bakimindan ise negatif olduklari
belirlenmigstir.

Ek olarak, elde ettigimiz MKH’ler karakterizasyon amaciyla in vitro
kosullarda adipojenik, osteojenik ve nérojenik olarak farklilagtiriimistir.
Sonug olarak saglikh ve malign meme dokularindan elde edilen stromal
hicrelerin in vitro kosullarda kimyasal uyaranlarla adipojenik, osteojenik
ve noérojenik ydnde farklilasabildikleri bir takim parametreler ile kontrol
edilerek ortaya konmustur. Adipojenik farklilasmada inktibasyon slresinin
sonunda gerceklestirlen Oil red O boyamasi ile, hlcrelerin
sitoplazmalarinda yag damlaciklarinin olustugu belirlenmistir. Osteojenik
indiksiyon sonrasi Alizarin kirmizisi boyamalari sonucunda kalsifiye kemik
nodulleri tespit edilmistir. Farklilastirma calismalari adina son olarak
gerceklestirilen ndérojenik farklilasmada, indiksiyon sonrasi hicrelerin
morfolojik olarak ndéron benzeri hlicrelere farklilastigi gézlenmistir. Ayrica
noérojenik farklilasmaya alinan stromal hicrelerin bazi nérojenik
belirteclerle immunfloresan boyamalari gergeklestirilmis ve sonucgta pozitif
reaksiyon verdikleri belirlenmistir. Sonug¢ olarak, hem sadlikh hem de
malign meme dokusu kaynakli MKH'lerin in vitro olarak farklilagsma
ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir.

Karakterizasyon amacgh olarak gergeklestirilen akim sitometrik
analizler neticesinde elde edilen bulgularin literattrlerde de belirtilen
CD105, CD73 ve CD90 gibi belirteglerin pozitif, @ CD45, CD34 gibi
belirteclerin negatif olmalari nedeniyle uyumlu oldugu belirlenmistir.
Ayrica farklilastirma calismalari sonucunda elde edilen ciktilarin da
literatlirle uyumlu oldugu tespit edilmistir (Dominici et al., 2006; Nery et
al., 2013).

Saglikli ve malign meme dokularindan elde edilmis olan hicrelerin
MKH karakterinde olduklari gerceklestirilen calismalar neticesinde
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belirlendikten sonra bu hucrelerin meme kanser hatti hlcreleri ile ortak-
kaltarleri gergeklestirilmistir. Ortak-kultdr calismalari sonrasinda stromal
hicreler ve MDA-MB-231 kanser hicrelerinin c¢ogalma kapasitelerini
gdstermek amaciyla gercgeklestirilmis olan WST-1 testi sonucunda stromal
hicrelerin  kanser hicrelerinin  cogalma  kapasitelerini  arttirdigi
belirlenmistir. Hatta malign meme dokusu kaynakli stromal hucrelerin
kanser hicrelerinin godgalim kapasitelerini saglikli stromal hlicrelere oranla
daha belirgin dizeyde arttirdigi tespit edilmistir. Bu durum da bize timor
mikrocevresinde bulunan stromal hicrelerin malign 6zellik kazanmaya
daha yatkin oldugunu ek olarak kanser hicreleri ile etkilesimleri
sonucunda stromal hicrelerden salinan bazi faktérlerin timoér hicre
gelisimi ve ilerlemesine neden olabilecegini dlisindirmustdr.

Calismamiza benzer olarak son yapilan bazi galismalarda MKH'ler ile
ortak-klltir sonrasinda timor hicrelerinin  godalmasi ve metastaz
yeteneklerinin artisi ile iliskili bulgular oldugu belirtilmistir (Guan & Chen,
2013). Ayrica Karnoub ve arkadaslar (2007) yaptiklari calismalarinda kék
hicrelerin  meme timor hicrelerinin  godalmasi ve metastazini
destekledigini ve kemik iligi kaynakh MKH’lerin, meme kanser hiicrelerinin
kaynaklandigi ortama dogru gog ettigini gostermislerdir(Karnoub et al.,
2007). Benzer olarak McLean ve arkadaslari (2011) yaptiklari calismada
yumurtalik timoér mikrogevresindeki MKH’larin timorogenezi ilerlettigini
destekler nitelikte sonucglar bulduklarini rapor etmislerdir (McLean et al.,
2011).

Sitokinler, hem stromal hicrelerin hem de timér hicrelerinin
blylUmesini, sinyalizasyonunu ve farklilasmasini duzenlerler. Stromal
hicreleri tarafindan salgilanan sitokinlerin malign hicrelerin davraniglarini
etkileyebilirken, kanser hicreleri tarafindan Uretilen sitokinlerin timor
mikrogevresi icerisinde optimum blyime kosullari saglamak igin islev
gordikleri rapor edilmistir (Lewis et al., 2006). Gergeklestirdigimiz
calismada kanser mikrogevresinde stromal hicre kaynakl oldugu
disinllen sitokinlerin seviyelerini belirleyebilmek amaciyla, malign ve
saghklh meme dokularindan elde edilen stromal hicreler ile kanser
hicrelerinin ortak kultdrleri sonrasinda IL-8, IL-6 ve IL-1B dlzeylerini
ELISA ydntemi ile saptadik.

Sitokinlerin hulcreler arasindaki kemotaksiye aracilik eden bir grubu
olan kemokinler, yapilarindaki sistein motiflerine gére siniflandirilan genis
bir ailedir. Aslinda noétrofil kemoatraktan olarak siniflandirilan kemokin
ailesinin bir sitokini olan IL-8'in gesitli insan kanserlerinde timorin
ilerlemesi ve metastazinda énemli rol oynadigi rapor edilmistir. Tumor ve
tumor mikrogevresindeki IL-8‘in anjiogenezi dlizenlemesi, kanser hicre
bliylimesi ve sag kalimi ile timor hicre hareketindeki olasi fonksiyonlari
araciligiyla timor ilerlemesine katkida bulunabilecedi belirtilmektedir
(Singh, Simodes, Howell, Farnie, & Clarke, 2013; Waugh & Wilson, 2008;
Yuan, Chen, Yao, & Yang, 2005).
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Biz de IL-8 seviyelerini belirlemek amaciyla gerceklestirdigimiz ELISA
testi sonucunda, sadlikh ve malign meme dokusu kaynakli stromal
hicreler ile kanser hicrelerinin ortak kdlttrleri sonrasinda salinan IL-8
seviyelerinin belirgin sekilde arttigini hatta bu artisin malign stromal
hicreler ile ortak kiltlir sonrasinda sagliklilara oranla daha fazla oldugunu
gbézlemledik. Benzer olarak son zamanlarda yapilan calismalarda kanser
hicreleri ile stromal hicreler arasindaki etkilesimin yanisira stromal
hicrelerdeki IL-8 ve diger buylime faktorlerinin ifadesinin kanser
hiicrelerini uyarabilecegi belirtiimektedir (Singh et al., 2013; Waugh &
Wilson, 2008; Yuan et al., 2005).

Kanserin patogenezinde édnemli rol oynayan sitokinlerden biri IL-6'dIr.
Multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6'nin, timor hicrelerini de igeren farkl
hicre tiplerinin biyolojik aktivitelerinde ayrica cesitli malign durumlarda
biyime ve farklilasmanin yoénlendirilmesinde ©6nemli rol oynadidi
bilinmektedir (Conze et al., 2001; Dethlefsen, Hgjfeldt, & Hojman, 2013;
Knipfer & PreiB, 2007; Sullivan, 2011). IL-6 seviyelerini belirlemek
amaciyla gerceklestirdigimiz ELISA testi sonucunda, stromal hicreler ile
gerceklestirilen ortak kultir sonrasinda ortama salinan IL-6 seviyelerinin
anlamli dlizeyde arttigini, malign stromal hicreler ile ortak kultlr
sonrasinda ise artisin daha belirgin oldugunu saptadik. De Luca ve
arkadaslarn (2012), MKH'lerden salgilanan IL-6 ve VEGF'nin meme kanseri
hicre gbgcunun desteklenmesinde parakrin faktdér olarak etki
edebileceklerini rapor etmislerdir (De Luca, Lamura, Gallo, Maffia, &
Normanno, 2012).

Bunlara ek olarak, hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda cesitli
rolleri olan IL-1'in de bircok timor tipinde ifadesinin arttigi ve timor
ilerlemesinde etkili bir faktér olabilecegi rapor edilmistir. IL-1 ailesi 3
proteinden olusur; IL-1a, IL-1B ve IL-1 reseptdr antagonisti (IL-1ra). IL-
la ve IL-1B farkh genlerden kaynaklanirlar fakat fonksiyonel olarak
benzerdirler ve ayni reseptére baglanirlar (Lewis et al., 2006).
Calismamizda IL-1B seviyelerini belirledigimiz ELISA testi sonucunda,
malign meme dokusu stromal hlcreleri ile gergeklestirilen ortak kultlr
sonrasinda salgillanan IL-18 seviyelerinde anlamli olmasa da artis
belirledik. Soria ve arkadaslari (2011), IL-1B ve TNFa gibi faktérlerin
koordineli ekspresyonlarinin kanserin seyri agisindan 6nemli olabilecegini
ve hastaligin tekrarini tesvik edebilecedini rapor etmislerdir (Soria et al.,
2011). Carmi ve arkadaslan (2013) IL-1B'nin timoér mikrogevresinde
bulunan ana bir sitokin olduguna vurgu yaparak, miyeloid hicrelerinden
Uretilen IL-1B'nin endotelyal hicrelerden VEGF salinimini aktive ettigini bu
durumunda anjiogenez ve tumoérin ilerlemesi icin inflamatuar
mikrogevrenin olusumunu sagladigini belirtmislerdir. Bununla birlikte elde
ettikleri bulgular neticesinde IL-1B inhibisyonunun etkili bir anti-timor
terapi olabilecegini belirtmislerdir (Carmi et al., 2013).
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Benzer olarak yapilan calismalarda IL-6, IL-8 ve TNF gibi faktorlerin
direkt ya da indirekt olarak timoér blylUmesini destekleyebilecegi
belirtilmistir (Lewis et al., 2006). Liu ve arkadaslar yaptiklar calismada,
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicrelerin meme timoér blylumesini
sitokin aglan olusturarak hizlandirabilecegini belirtmislerdir (S. Liu et al.,
2011).

Kanser hucresinin d6nemli 0&zelliklerinden biri gen ekspresyon
seviyelerinde gozlemlenen degisikliklerdir. Bu degisiklikler neticesinde
hiicreler kontrolsliiz cogalma 6zelligi kazanabilmektedir. Cok basamakl bir
sire¢ olan kanser gelisiminde cesitli onkogen ve tumdr baskilayici
genlerde gelisen mutasyonlarin birikimi s6z konusudur ve durum timor
tiplerine gore farkliik géstermektedir. Onkogenlerin aktivasyonu ve timor
baskilayici genlerin inaktivasyonlari, hicrelerin kontrolsiiz c¢ogalmasi,
invazyon ve metastaz yetenedi kazanmasi gibi bir takim malign 6zellikler
kazanmasina neden olurlar (Aslan, 2010; Oncel, 2012).

MmRNA  molekllinin ylkima wudramasi ya da translasyona
girememesiyle posttranskripsiyonel gen susturumu olusur. Bu esnada
mMRNA'nin  kdken aldigi genin transkripsiyon hizi ya da seklinde bir
degisiklik olmamakla birlikte, sentezlenmis olan mRNA’ya kodlamayan bir
RNA zincirinin baglanmasi sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir (Bodur
& Demirpenge, 2010). miRNA’lar hayvan ve Dbitkilerde gen
ekspresyonunun post-transkripsiyonel dlizenleyicileri olarak ortaya
cikmislardir. Hayvanlarda miRNA’lar adirlikli olarak 3’ ucunda transle
olmayan boégelerde bulunan kismen tamamlayici oldugu dizilere baglanirlar
ve translasyonel baskilamaya bazen de hedef mRNA'nin yikimina aracilik
ederler. miRNA’larin gogalma, farklilasma, goé¢ ve apoptoz gibi hiicresel
stireglerle iliskili oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, anormal miRNA
ekspresyonlarinin kanseri de igine alan bazi hastaliklarla iliskili oldugu da
belirtiimektedir (Frankel et al., 2008; Lal, 2010; Zhao et al., 2012).

Gegen birkac vyil icinde, kanserle-iligskili sinyal vyolaklarinin
dizenleyicileri olarak miRNA’larin blylk potansiyeli oldugu ortaya
cikmistir. Kanser ve kanserin hlcresel sinyal yolaklarindaki dizensizlik ile
miRNA’lar  arasindaki iliskinin  anlasilmasina  miRNA’larin  hedef
tanimasindaki bilgi eksikligi engel olmustur. Buna ragmen cesitli
calismalarda, hedefe baglanmada miRNA baglanma bdlgesinin merkezi bir
rol oynadidi belirtilmis, ek olarak fonksiyonel miRNA'nin hedef baglanma
bbélgesine tam olmayan esleniklik ile baglandigi da rapor edilmistir. Bu
nedenle, miRNA hedef tanima mekanizma ve ydntemleri hakkinda bilgi
elde etmek icin deneysel yaklasimlara ihtiyac oldugu distnilmektedir
(Frankel et al., 2008).

miRNA’larin  blylk c¢odgunlugunun intronik bdlgelerden kodlandigi
ancak genler arasi bdlgelerde veya eksonlardan da kodlanabildigi ifade
edilmektedir. Bunun yaninda kanserle iliskilendirilmis genomik alanlar ya
da frajil bélgelerin %50'sinden fazlasinin miRNA'lari kodlayan genlerden
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olusmasi miRNA’larin kanser patogenezinde ©6nemli oldugunu ortaya
koymaktadir. C. elegans ve Drosophila canlilarinda tanimlanan ilk
miRNA'larin  bazilarinin  kanserle iligkili yollarda islev goérdikleri
gosterilmistir. miRNA'larin karsinogenezde etkili olabileceginin
anlasiimasiyla birlikte, normal dokular ile karsilastirmali olarak farkli
kanser tirlerinde miRNA’larin  ekspresyon seviyelerindeki degisimler
incelenmis ve farkliliklar go6sterdigi belirlenmistir. Bu farkhliklarin
belirlenmesi ile insan kanserlerinde etkili olan miRNA’lar ve patolojik rolleri
ortaya konulmus ve konulmaya devam etmektedir. Ek olarak miRNA'larin
ifade profillerinin belirlenmesi kanserlerin siniflandirilmasi acgisindan da
oldukca o6nemlidir (Celik Asci et al.,, 2013; Frankel et al., 2008;
Kiclikhiiseyin & Oztiirk, 2013; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy;
Tunall & Tiryakioglu, 2010; Zhao et al., 2012).

Calin ve arkadaslarinin 2001 yiliinda Kronik Lenfositik Losemili (KLL)
hastalarda vyaptiklari c¢alismayla kanserlesme slreci ile miRNA'lar
arasindaki iliski ilk defa ortaya konulmustur. KLL hastalar ile yapilan bu
calismada hastalarin yarisindan fazlasinda 13ql14 bdélgesinin delesyona
ugradigi ve bu bolgede yalnizca mir-15a ve mir-16-1 genlerinin bulundugu
belirlenmis sonrasinda yapilan degerlendirmeler neticesinde KLL hastala-
rinin yaklasik %68’inde bu miRNA’larin ekspresyonlarinin azaldigi ya da
olmadigi gosterilmistir (Celik Ascl et al., 2013; Frankel et al., 2008;
Kiclkhiseyin & Oztiirk, 2013; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy,
2009; Tunali & Tiryakioglu, 2010).

Jiang ve arkadaslar yaptiklar calismayla, akciger, meme, kolorektal,
hematolojik, prostat, pankreatik ve bas ve boyun kanserlerinden olusan
32 insan hicre hattinda 222 adet preklrsér miRNA ekspresyon profillerini
incelemisler, sonug olarak da bazi miRNA &éncillerinin, cogu hiicre hattinda
benzer seviyelerde ifade oldugunu belirtmislerdir (Jiang, Lee, Gusev, &
Schmittgen, 2005).

Iorio ve arkadaslar yaptiklari calismada, miRNA’larin hormal meme
dokusuyla karsilastirildiginda insan meme kanserlerinde anormal sekilde
ifade edildigini gostermislerdir. Genel olarak bakildiginda, mir-125b, mir-
145, mir-21 ve mir-155 gibi miRNA’larin ifadelerinin normal dokulara
kiyasla kanser dokularinda acikga ayri oldugunu belirtmisler (Iorio et al.,
2005).

Yapilan c¢alismalar neticesinde miRNA’larin, onkogen ve tumor
baskilayici genlerin yeni bir sinifi olarak islev gdérdukleri belirtilmistir.
miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’lara gore onkogenik veya timdr baskilayici
Ozellik kazanabilir. Goérevleri onkogenlerin ekspresyonunu kontrol etmek
olan miRNA’lar timor baskilayici miRNA’lar olarak belirtiimektedir. Bu
miRNA’larin  ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasina ve sonucgta timoér olusumuna ya da ilerlemesine neden olur.
Tumor baskilayici miRNA’larin  aksine, onko-mir olarak ifade edilen
miRNA'larin ise hedefi olan timoér baskilayici genin ifadesini azaltarak
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kanserin gelisimini arttirici yonde islev gosterdikleri bilinmektedir (Lal,
2010; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy, 2009; Tunah & Tiryakioglu,
2010).

Cimmino ve arkadaslari 2005 yilinda yayinladiklari calisma ile miR-
15a ve miR16-1’in ifade seviyelerinin KLL hlcrelerinde, anti-apoptotik B
hicreli lenfoma proteini olan Bcl-2'nin Uretimi ile ters orantili oldugunu ve
bu miRNA’larin timdr baskilayici olarak islev gdésterdiklerini ortaya
koymuslardir (Cimmino et al., 2005; Kictikhiiseyin & Oztiirk, 2013;
Saydam et al., 2011).

Gergeklestirdigimiz calismada saglkli ve malign meme dokularindan
elde edilen stromal hicreler ile kanser hucrelerinin ortak kdaltdrleri
sonrasinda, meme kanseri ile iliskili let7, miR-17-5p, miR-21, miR-27,
miR-10b, miR-373, miR-520c, mir-200 ailesi gibi miRNA’larin ayrica bu
miRNA'lar ile iliskilendirilen yolaklara ait HMGA2, AIB1, PDCD4, HOXD10,
RHOC, RYBP, CD44, BRCA1, KRas, Wnt2 gibi genlerin ifade seviyeleri tim
deney gruplarinda real-time PCR ile kantitatif olarak belirlendi.

Tumor baskilayici 6zellik gbésteren miRNA'lardan biri de, let-7 ailesinin
Uyeleridir. C. elegans’da canlinin gelisim zamanlamasini dizenleyen bir
miRNA olarak kesfedilmistir. Insan kanserlerinde genelde delesyona
ugramis kromozom bdlgesinde yer alirlar (Seydel & Aksoy, 2009). 2005
yiinda Johnson ve arkadaslarinin yaptiklari calismayla, let-7 ailesinin
dyelerinin, RAS onkogenin mRNA’sini hedefleyen bir timdér basilayic
fonksiyona sahip oldugu tespit edilmistir. Yakin zamanda yapilan son
calismalarda, let-7 miRNA ailesi Uyelerinin iyi bilinen baska bir onkogen
olan HMGA2'nin mRNA’sInI da hedef aldigi belirtilmektedir. Sonug olarak H-
RAS ve HMGA2 genleri let-7'nin asin ekspresyonuyla downregile
edilmektedir (Kictikhiseyin & Oztiirk, 2013; Lal, 2010; Y. S. Lee & Dutta,
2007; Saydam et al., 2011; Seydel & Aksoy, 2009; F. Yu et al., 2007).

High-Mobility Group A (HMGA) ailesi 3 protein igerir: HMGA1la,
HMGA1lb ve HMGA2. Bu proteinler iki farkli gen tarafindan kodlanirlar.
HMGA proteinleri, AT-zengin DNA dizilerinin kiglk oluguna DNA baglama
domainleri araciigiyla badlanirlar. HMGA proteinleri kendiliginden
transkripsiyonel aktivite gdstermezler, fakat bircok genin aktivitesini
duzenlerler. Normal hucrelerde ve yetiskin dokularda HMGA protein
seviyelerinin ¢ok dislk ya da hic olmadigi, fakat cogu timdérde, neoplastik
donislim gecgirmis hicrelerde ve embriyonik hilicrelerde yiksek oldugu
belirtilmektedir. HMGA asiri ekspresyonunun blyUk élctiide ylksek malign
fenotiple ayni zamanda metastaz varligi ve sag kalimla iliskili oldugu
vurgulanmaktadir (Y. S. Lee & Dutta, 2007; Puca et al., 2014).

Biz de gergeklestirdigimiz calismada malign meme dokusu kaynakli
stromal hlcrelerin let-7 ifade seviyelerinin belirgin bir sekilde disuk
oldugunu bununla birlikte kanser hicreleri ile ortak kdiltlrleri sonrasinda
ise ifade seviyelerinin kanser hucrelerinin yalniz kaltlrlerine oranla dusls
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gosterdigini; ek olarak saglikli meme dokusu kaynakl stromal hiicreler ile
ortak kdlturleri sonrasinda ise kanser hicrelerindeki let-7 ifade
seviyelerinin az da olsa artis goOsterdigini tespit ettik. Let-7 ifade
seviyelerine zit olarak HMGA2 onkogeninin ifade seviyelerinin ise malign
stromal hicrelerin hem yalniz klltlrlerinde hem de kanser hicreleri ile
olan ortak kultlrlerinde, kanser hlcrelerinin yalniz kultlrlerine oranla
ylksek oldugunu belirledik.

Bizim bulgularimiza benzer olarak, Lee ve Dutta yaptiklar calisma
neticesinde, HMGA2 onkogeni ve buyumeyi baskilayici let-7 arasinda
karsilikli bir iliski oldugunu aciga cikarmislardir. Ek olarak, timorogenez
sirasindaki HMGA2 asin artisinin /et-7-bagimh yolaklarla baglantili olarak
ortaya clkabilecedi varsayiminda bulunmuslardir (Y. S. Lee & Dutta,
2007).

Sonug olarak literatirle de uyumlu olan bu ciktilarimiz bize, malign
meme dokusu mikrogevresinden izole ettigimiz hicrelerin, kanserle iligkili
ozelliklerinin ylksek oldugunu bununla birlikte kanser hicreleri ile ayni
ortamda bulunduklarinda ise kanser hucrelerinin malign &zelliklerinin
artisini tesvik ettigini distndirmastar.

pl160 steroid reseptdr koaktivator ailesinin tGyesi olan AIB1 (Amplified
in breast cancer), 0&strojen ve progesteron reseptdéri gibi nukleer
reseptdrlerin ayrica E2F1 ve p53 gibi transkripsiyon faktérlerinin
transkripsiyonel aktivitelerine aracilik eder. AIB1, nikleer reseptor-aracil
hastaliklarda 6zellikle meme, prostat, mide ve pankreatik kanserler gibi
malign hastaliklarda rol oynar ve onkogen gibi davranir. AIB1’in, hormon-
bagimli meme kanserinde rol oynadigi ve bu 6rneklerde AIB1 mRNA ve
protein seviyelerinin arttigi rapor edilmistir. Ayrica farelerde AIB1’in asiri
ifadesinin timor oraninin artisina neden oldugu da belirtilmistir (Bouras,
Southey, & Venter, 2001; Chang & Wu, 2012; Hossain, Kuo, & Saunders,
2006). Mir-91 olarak da bilinen mir-17-5p 13. kromozomun (13q31)
Uzerinde yer almaktadir. Mir-17-5p’nin bu lokasyonu, meme kanserini de
iceren farkli kanser tiplerinde heterozigozite kaybina ugradigi belirtilmistir
(Hossain et al., 2006).

Biz de calismamizda onkogen olarak davrandigi bilinen AIB1 geninin
ifade seviyelerinin, malign stromal hlicrelerin hem yalniz kultirlerinde hem
de kanser hucreleri ile olan ortak kdlttrlerinde, kanser hicrelerinin yalniz
kiltlrlerine oranla ylksek oldugunu belirledik. miR-17-5p ifade
seviyelerinin AIB1 geninin ifade seviyelerinin zitti yéninde, malign meme
dokusu kaynakli stromal hicrelerin kanser hicreleri ile ortak kaltlrleri
sonrasinda kanser hucrelerinin yalniz kudltdrlerine oranla belirgin bir
sekilde dislik oldugunu tespit ettik.

Bizim calismamiza benzer olarak Hossain ve arkadaslari (2006), mir-
17-5p’'nin  meme kanseri hilicre c¢ogalmasinin kontrolinde AIB1
onkogeninin potansiyel translasyonel baskilayicisi oldugunu rapor etmisler
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ve sonuclarinin mir-17-5p’nin meme kanser htcrelerinde timaor baskilayici
bir role sahip oldugunu ortaya cikardigini belirtmislerdir (Hossain et al.,
2006). Li ve arkadaslari da (2011) yaptiklari calisma neticesinde MDA-MB-
231 meme kanseri hicrelerinde mir-17-5p’nin yluksek seviyede ifade
edildigini tespit etmislerdir (Li, Bian, Liao, Li, & Zhao, 2011).

Kemirgen hucresel dontsumun inhibitérd olarak tanimlanmis olan
PDCD4'lin, translasyon baslatma kompleksinin 6karyotik baslatma faktéri
4A (eIlF4A) ile dogrudan etkileserek protein sentezini inhibe ettigi
belirtiimektedir. Ek olarak PDCD4'Un, AP-1-aracili trans-aktivasyonu inhibe
ettigi ve siklin-bagimh kinaz inhibitori p21’in ekspresyonunu uyardigi
bulunmustur. Ayrica PDCD4 ekspresyonunun bazi timor tiplerinde ¢ok az
ya da hig olmadigi ve PDCD4'lin ektopik ekspresyonunun fare deri kanser
modelinde timoér olusumunu azalttigr belirtilmistir. Sonug olarak, PDCD4
kaybinin gesitli yollarla hlicrelerin bliylUmesi icin avantajlar sagladigi ve
bdylece kanser gelisimini kolaylastirdigi belirtilmis ayni zamanda kanser
tedavisinde molekiler bir hedef olarak kullanilabilecedine dair gorisler de
rapor edilmistir (Frankel et al., 2008; Jansen, Camalier, Stark, & Colburn,
2004; Lankat-Buttgereit & Goke, 2009; Soon & Kiaris, 2013; H.-S. Yang et
al., 2001).

miR-21'in ¢esitli timor tiplerinde onkogen olarak davrandigi
belirtilmis ayrica meme kanserinde asin derecede ifade edildigi de
vurgulanmistir (Iorio et al., 2005; Vimalraj, Miranda, Ramyakrishna, &
Selvamurugan, 2013; Zhu, Si, Wu, & Mo, 2007). Yapilan calismalarda
PDCD4 mRNA ve protein seviyelerinin miR-21 inhibisyonuyla artisi
PDCD4'in miR-21 icin 6nemli bir fonksiyonel hedef olduguna isaret
etmistir (Frankel et al., 2008; Lankat-Buttgereit & Gdke, 2009; Vimalraj et
al., 2013).

Biz de gergeklestirdigimiz calismada malign meme dokusu kaynakh
stromal hicrelerin miR-21 ifade seviyelerinin belirgin bir sekilde ylUksek
oldugunu, benzer sekilde kanser hicreleri ile ortak kiltlrleri sonrasinda da
kanser hucrelerinin yalniz kiltirlerine oranla ylksek oldugunu; bununla
birlikte dikkat cekici olarak saglkli meme dokusu kaynakli stromal
hicrelerin hem yalniz klltUrlerinde hem de kanser hiicreleri ile olan ortak
kdlturleri sonrasinda miR-21 ifade seviyelerinin belirgin bir sekilde disuk
oldugunu tespit ettik. miR-21 sonuclarinin aksine hedefi olan timor
baskilayici 6zellikte davranan PDCD4 geninin ifade seviyelerinin ise malign
stromal hilcrelerin kanser hicreleri ile olan ortak kultirleri sonrasinda gok
anlamli olmasa da dusls gosterdigini; saglikli stromal hicrelerin kanser
hicreleri ile olan ortak-kiltlrleri sonrasinda ise yiksek oldugunu
belirledik.

Calismamiza benzer olarak Lisa ve arkadaslari (2008) vyaptiklar

calismada, miR-21 inhibisyonu ile ekspresyonu artan transkriptler
arasindaki miR-21'in tamamlayicisi olan motifin anlamli derecede ylksek
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olarak ifade edildigini géstermislerdir. Ilging olarak, lusiferaz deneyleri ile
test ettikleri 6 adet 3'-UTR dizisinden sadece PDCD4 dizisinin miR-21
inhibisyonuna yanit verdigini goézlemlemislerdir (Frankel et al., 2008).
Frankel ve arkadaslari yaptiklari calismada ise PDCD4'Un dogrudan, bir
onkomir olan miR-21 tarafindan dlzenlendigini belirterek elde ettikleri
sonuglarda PDCD4 mRNA seviyesinde ayni zamanda endojen PDCD4
protein seviyesinde miR-21 inhibisyonu ile vyaklasik 3.5 kat artis
gbézlemlemislerdir (Frankel et al., 2008).

miR-520c ve miR-373 onkogen olarak karakterize edilen 6nemli
miRNA’lardir. Meme ve prostat kanseri hlcrelerinde, miR-520c ve miR-
373'Un kanser hiicre gogl ve invazyonunu uyardidi belirtilmistir (Huang et
al., 2008; P. Liu & Wilson, 2012; Ventura & Jacks, 2009). Biz de
gerceklestirdigimiz calismada malign meme dokusu kaynakh stromal
hicrelerinin  miR-373 ve miR-520c ifadelerinin kanser hiucreleri ile
karsilastirildidinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da ylksek oldugunu
tespit ettik. Bu baglamda elde ettigimiz ciktilar, uzun slreli klltlrlerde
malign meme dokusu kaynakli stromal hucrelerin kanser hicrelerinin
hiicre gocl ve invazyonunu destekleyebilecegini dlisindirmustr.

Son zamanlarda yapilan calismalarda, miR-200 ailesi Uyelerinin
karsinogenez ve kanser tedavisi ile iliskili oldugu belirtiimektedir.
Yumurtalik, akciger ve mide kanseri gibi bazi malign durumlarda miR-200
ailesinde dlzensizlik oldugu rapor edilmis ayni zamanda miR-200 ailesinin
epitelyal-mezenkimal gecisi dizenleyen timor baskilayici olabilecegdi
varsayllmistir (Feng, Wang, & Chen, 2012; Shimono et al., 2009; Ye et
al., 2014). Bu badglamda biz de gerceklestirdigimiz calismada, kanser
hicrelerini malign stromal htcreler ile ayni ortamda kdiltire ettigimizde
miR-200b ve -200c ifade seviyelerinin azaldigini tespit ettik. Benzer olarak
Zhao ve arkadaslari, meme kanserli hastalardan elde ettikleri kanser-
iliskili ~ fibroblastlar ile normal fibroblastlarin miRNA  profillerini
karsilastirdiklarinda bazi miRNA’larin ifade seviyelerinin arttigini bazilarinin
ise azaldigini tespit etmisler. miR-200 ailesi Gyelerinden miR-200b ve miR-
200c’'nin ifade seviyelerinin ise kanserle iliskili fibroblastlarda azaldigina
vurgu yapmislardir (Soon & Kiaris, 2013; Zhao et al., 2012).

Tip I sinifi Homeobox (Hox) genleri, gelisim sirecinde organogenez
ve morfogenezde o6nemli rol oynayan ana tarnskripsiyon faktérlerini
kodlarlar. Embriyogenezdeki rollerine ek olarak, yetiskin hicrelerde ifade
edilen Hox genleri hlcre-hicre ve hilcre-ekstraselliler matriks
etkilesimleri ile birlikte hiicre codalmasi ile iliskili genlerin ekspresyonunu
dizenlerler. Lésemi ve meme, endometriyum, beyin, kolon, prostat,
akciger ve bdbrek gibi solid timorleri iceren bazi kanserlerin normal doku
ile karsilastirildiklarinda Hox genlerinin degisen ekspresyon paternlerinin
g6zlendigi bilinmektedir. Onceleri Hox genlerinin ifadelerindeki artisin
onkogenezi destekledigine inanilsa da, son zamanlarda bazi Hox genlerinin
kaybinin da timorogenez ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Carrio, Arderiu,
Myers, & Boudreau, 2005). Meme kanserinin patolojik bir 6zelligi olan
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normal meme dokusu yapisi ve polaritesinin kaybi, kanser hicreleri ve
onlari gevreleyen ekstrasellliler matriks arasindaki etkilesimlerin degisimi
nedeniyledir. Normal meme bezinde Hox genleri, meme gelisimi ve
hamilelik siresince hilicre 0zgulligl, c¢ogalmasi ve farklilasmasinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu durumda, meme dokusu
gelisiminin duzenlenmesi ve hilcre-ekstrasellller matriks etkilesimlerinde
Hox genlerinin roli g6z o6ninde bulundurulursa, meme timorlerinin
anormal morfoloji ve davranislarina neden olan hicre-hlcrelerarasi
matriks etkilesimlerindeki degisimlerin temelinde yatan nedenin Hox gen
ifadesinin kaybinin olasi oldugu distnllmektedir (Carrio et al., 2005).

Biz de gergeklestirdigimiz calismada, literatlirle uyumlu olarak
HoxD10 ifadelerini malign meme dokusu stromal hicreleri ile
gerceklestirdigimiz ortak kdiltlir sonrasi kanser hiicrelerinde ve yalniz
kiltire ettigimiz kanser hicrelerinde belirlenemeyecek kadar disltk
oldugunu gozlemledik. Bununla birlikte saglikh ve malign stromal
hicrelerin yalniz kultlrlerinde ise belirlenecek dilizeyde ifade oldugunu
ancak malign stromal hiicrelerdeki ifade dizeylerinin sagliklilara oranla
daha distk oldugunu tespit ettik. Elde ettigimiz bu veriler bize malign
meme dokusu kaynakli stromal hucrelerinin, hicre-ekstraselliler matriks
etkilesimlerindeki degisimler neticesinde normal meme dokusunun kaybi
nedeniyle timorogenezi destekleyebilecegini distindlirmustir.

Benzer olarak Carrio ve arkadaslarl yaptiklari calismalarda, strekli
HoxD10 ekspresyonunun in vivo olarak anjiogenezi baskiladigini
gostermislerdir. Ozellikle, HoxD10’un anjiogenez siresince hiicre gocl ve
hicreler arasi matriksin tekrar sekillenmesini direkt olarak etkileyen a3
integrin, matriks metalloproteinaz 14 (MMP-14) ve Urokinaz-tip
plazminojen aktivator reseptdért (uPAR) gibi genlerin ekspresyonunu
baskiladi§i da belirtilmektedir. Ilging olarak, bu genlerin meme kanserini
de iceren cesitli hicrelerde invazyon, migrasyon ve tumodr ilerlemesini
destekleyebildigi, HoxD10’un hiicre invazyonunun genel bir inhibitdri gibi
islev gordigia olasiliginin arttigr goésterilmistir (Carrio et al., 2005).

RhoC (Ras homolog gene family, member C; Ras homoloji gen ailesi
Uyesi C) sitoplazma ve plazma membraninda lokalizedir ve hicre
hareketinde énemli oldugu disunilmektedir. Inaktif GDP-bagli ve aktif
GTP-bagl durumlari arasinda bir doéngl icindedir ve sinyal iletim
kaskadlarinda molekuller anahtarlar olarak islev goérirler. Rho proteinleri,
aktin htcre iskeletinin yeniden yapilanmasini destekler ve hlcre sekli ile
hareketini dizenler. RhoC'un asiri ekspresyonu hilicre c¢ogalmasi ve
timadrlerin malign hale gelmesi ile iligkilidir. Ekstraselliler matriksin
yikilimi ve yeniden yapilanmasina neden olur, bu durum da o anda dokuda
olan hucrelerin kagmasina yardimci olur. Meme kanserinde yuksek RhoC
proteininin klinik 6nemi bildirilmistir. Genel olarak Rho proteinleri, 6zellikle
RhoC ve RhoA, aktin stres fiberleri ve fokal adezyon kontaklari
olusumunda hiicre iskeletinin diizenlenmesine katilirlar. Immortalize insan
meme epitel hicreleri RhoC ile transfekte edildiklerinde, sitoplazmik
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yapilarinda carpici bir degisiklige gidip hareketli ve invazif hale gelirler
(Kleer et al., 2005). Biz de calismamizda malign meme dokusu stromal
hicrelerinde RhoC ifadelerinin belirgin sekilde yiksek oldugunu, ek olarak
malign stromal hlcreler ile kultire edilen kanser hicrelerindeki
ifadelerinde tek basina kultlire edilen kanser hicrelerine goére artis
goOstedigini belirledik.

Hlcre hareketi ve polaritesiyle ilgili bir gen olan RhoC’un, ilerlemis
meme kanserlerinin en 6limcul formu olan inflamatuar meme kanserinde
asiri derecede eksprese edilmis olarak bulundugu belirtilmistir. Kleer ve
arkadaslari yaptiklari calismalar neticesinde RhoC’un, insan meme
epitelyal hulcreleri icin son derece hareketli ve invazif fenotipe yol acan
donistlrict bir onkogen olarak islev gérdigini rapor etmislerdir. Meme
kanserinin ilerlemesiyle birlikte RhoC ekspresyonunun da arttigini
gozlemlemisler ve bunu da hastaligin agresif olmasi ve az olan hayatta
kalma sdresi ile iliskilendirmisler. Bulgularinda RhoC’un asiri derecede
ifade edilmesinin, tedaviye ragmen kotl sonuglanan agresif meme
kanserinin nadir ve 06zel bir belirteci ve klinik agidan énemli sonuclar
olabilecegdini belirtmisleridir (Kleer et al., 2005).

Metastatik meme kanser hlicre hatlarinda, transkripsiyon faktérd olan
twist’in aktivasyonundan sonra miR-10b’nin asiri ifade edildigi bu durumun
da timoér boyutu ile invazivligini arttirdidi belirtiimektedir. miR-10b’nin
prometastatik gen Uurind olan RhoC’'un indlUksiyonu ile sonuglanan
HOXD10’un translasyonunu inhibe ettigi yapilan calismalar neticesinde
vurgulanmis, RhoC’'un da hicre gbécl ve invazyonu destekledigi
bildirilmistir (Ma, Teruya-Feldstein, & Weinberg, 2007; Vimalraj et al.,
2013). In vivo bir deneyde, metastatik olmayan kanserde miR-10b’nin
asiri ekspresyonuyla birlikte metastazin baglamasi meme kanserinin
metastazindaki rolini gostermistir. Ilging olarak, normal meme
hicreleriyle karsilastirildiginda miR-10b’nin meme kanser hiicrelerinde
ifadesinin azalmasi, timor gelisimin baslamasi ve c¢ogalmasi sliresince
hicbir rol oynamadigina dair kanit saglamistir (Ma, 2010; Negrini & Calin,
2008; Vimalraj et al., 2013). Benzer olarak biz de galismamizda kanser
hicrelerindeki miR-10b ifadesini disik bunun aksine malign stromal
hicrelerde ise ylksek oldugunu tespit ettik. Malign stromal hicreler ile
ortak kultdr sonrasi miR-10b ifade seviyelerinin tespit edilemeyecek kadar
disik olmasi literattrle uyumlu olarak bu hilcrelerin gergekten de kanser
hicre cogalmasini destekledigi yénlundeki disltncelerimizi
kuvvetlendirmistir. Benzer olarak Ma ve arkadaslari (2007) calismalarinda
HOXD10’'u miR-10b’nin potansiyel bir hedefi olarak tanimlamislar ve miR-
10b’nin asin ifadesinin HOXD10 protein miktarini azalttigini ve bunun da
RhoC geni ifadesinin artisina sebep oldugunu belirtmislerdir (Ma et al.,
2007).

Mir-27 ailesinin (miR-27a ve miR-27b) direkt olarak peroxisome
proliferators-activated receptor y (PPAR-y)’yi hedefledigi ve adiposit
farlilasmasini inhibe ettigi belirtiimektedir. PPARg yolaginin kanserde rol
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oynadigi fakat hem timor baskilayici hem de onkojenik gibi davrandigi da
bildirilmistir (J.-]. Lee, Drakaki, Iliopoulos, & Struhl, 2011). Ayrica PPAR
ailesinin bir diger Gyesi olan PPARa’nin da miR-27b ve miR-21 tarfindan
dizenlendigi ve insan meme kanseri hiicre dizilerinde bulundugu da rapor
edilmistir (Golembesky et al., 2008; Peyrou, Ramadori, Bourgoin, & Foti,
2012). Lee ve arkadaslart da vyaptiklari calismada ndéroblastoma
hicrelerinde mir-27b’nin PPARg’yl hedefledigini gostermislerdir. Ayrica
mir-27b asiri ekspresyonu ya da PPARg inhibisyonunun in vivo ve in vitro
da nodroblastoma bilylmesini blokladigi belirtilmistir (J.-J. Lee et al.,,
2011). Lin ve arkadaslari da (2009) adipojenik farklhilasma stresince miR-
27 ailesinin ifadesinin azaldidini, ifade seviyeleri arttiginda ise adipojenik
olusumun engellendigini tespit etmisler ve obezitenin patolojik gelisiminde
rol oynabilecek yeni bir adipojenik inhibitér sinifi olabilecegini
onermislerdir (Lin, Gao, Alarcon, Ye, & Yun, 2009). Biz de calismamizda,
miR-27b ifade seviyelerini malign stromal hicrelerin hem vyalniz
kdltirinde hem de kanser hlcreleri ile gerceklestirilen ortak kultlrlerinde
belirgin bir sekilde yilksek oldugunu belirledik. miR-27b'nin ifade
seviyelerindeki bu artisin adipojenik farklilasmay! engelleyerek patolojik
olusumlara destek saglamis olabilecegini bununla birlikte PPARa
seviyelerinde tespit ettigimiz azalmis ifade seviyelerinin de PPARa’nin mir-
27b’nin hedefi olabilecegi fikrini distindirmustir.

Bazi calismalarda RYBP'nin apoptozu indlkleyen ubikitin-baglayici bir
protein oldugu belirtilmis olmasina ragmen tam olarak fonksiyonu belli
degildir (D. Chen et al., 2009). Chen ve arkadaslari yaptiklari ¢calismada
kontrol dokulariyla karsilastirmali olarak timér dokularinda RYBP'nin
ifadesinin azaldigini ya da degistigini gostermek amaciyla insan doku
ornekleri kullanmiglar. Ayrica kemoterapotik ajanlara maruz kaldiktan
sonra RYBP ve p53 seviyelerinde artis oldugunu da gostermislerdir (D.
Chen et al., 2009). Biz de galismamizda, saghkli meme dokusundan elde
ettigimiz stromal hicreler ile kanser hicrelerinin ortak kdlttrleri
sonrasinda anlamli olmasa da RYBP ifadesinin arttigini tespit ettik. RYBP
ifadesindeki bu artis, kanserlesme slireci igerisinde saglkli stromal
hicrelerin apoptozu uyarici 6zelliklerinden dolay! tedavi anlaminda olumlu
etkilerinin olabilecegini distindirmustir.

Hicre badlanti molekdlleri ailesinin bir Uyesi olan CD44’Gn komsu
hicreler ve hicreler ile hiicredisi matriks arasindaki baglanti ve iletisimden
sorumlu oldugu belirtilmistir. Hicre baglanti molekdili-aracili organizasyon
normal meme histolojisinin temel 06zelligidir ve doku batinlGginin
saglanmasi icin gereklidir. Bu badlantilarin bozulmasi ya da dazenli
olmamasi doku vyapisinin bozulmasina neden olur ki bu durum da
neoplastik olusumun bir 6zelligidir. CD44’Gn hicresel badglantilardaki
roline ek olarak, hiicrelerarasi sinyal mekanizmalarini ydnlendirebilecedi
ve bdylece meme kanserini iceren birgok kanser tipiyle iliskili olabildigi
belirtiimektedir. Bununla birlikte timort ilerletebilecegi (Q. Yu &
Stamenkovic, 1999, 2000) ve baskilayabilecedi (Lopez et al., 2005) ile
ilgili olarak da celiskili veriler oldugu ifade edilmektedir (Louderbough &
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Schroeder, 2011). Biz de gergeklestirdigimiz bu calismada, malign meme
dokusu kaynakli stromal hicreler ile kanser hilcrelerinin ortak kultdri
sonrasinda CD44 ifadesinin arttigini belirledik. Bununla birlikte, saglikh
stromal hlcrelerde ifade seviyelerinin az olmasi bize CD44'Gn timori
ilerletici yonde ifade edildigini disindlrmdastdr.

Bircok ailesel meme kanserinin kalitsal oldugu ve bu durumunda
BRCA1 ya da BRCA2 genindeki mutasyonlarin aktariimasiyla iligkili
olabilecegi belirtiimektedir. Bu genler kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasini
engellemeye calistiklari icin timér baskilayici olarak tanimlanirlar
(Friedenson, 2007; Narod et al., 2000; Wright et al., 2008). Biz de
calismamizda, BRCA1l ifade seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
olmasa da malign meme dokusu kaynakl stromal hicrelerin kullanildigi
deney gruplarinda azalis tespit ettik. Ayrica malign stromal hicrelerin
yalniz kultirlerinde BRCA1 ifade seviyelerinin belirgin bir sekilde dustk
olmasi bu hiicrelerde BRCA1 geninin mutasyona udramis olabilecedini
disindidrmaustdr.

Hucre bolinmesinin dlizenlenmesi ile de iliskili olan KRAS geninin (Ki-
ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) bir onkogen oldugu
bilinmektedir. Meme kanserini de iceren insan timdrlerinin birgok tipinde
KRAS geninde nokta mutasyonlarinin tespit edildigi ve bu mutasyonlarin
kanser olusum sireci lzerine 6nemli etkileri oldugu belirtilmistir (Jancik,
Drabek, Radzioch, & Hajduch, 2010; Sanchez-Mufioz et al., 2010). Biz de
gerceklestirdigimiz calismada istatistiksel olarak anlamli olmasa da malign
stromal hicreler ile kanser hulcrelerinin ortak kultlird sonrasinda KRAS
ifade seviyelerinin az da olsa arttigini tespit ettik. Bu sonug da bize malign
stromal hicrelerde KRAS geninde mutasyonlarin olmus olabilecegini
disdndurdd.

Gen ve miRNA’larin ifade seviyelerinin belirlenmesine ek olarak
yapilan Olgiimlerin tanisal degerleri analiz edildi. Neticede meme kanseri
ile iliskili olduklari yapilan calismalarda belirtilen bu gen ve miRNA’larin
hassasiyet ve 06zgUllik dederlerinin 6nemli derecede ylksek olduklari
belirlendi. Ancak dikkat cgekici olarak kanser hlcre grubunda miR-373,
miR-520c ve PPARa’nin 6zglllik dederlerinin disik oldugu buna ragmen
malign stromal hicrelerde ve bu hucrelerin kanser hcreleri ile ortak
kilturlerinin gergeklestirildigi deney gruplarinda bu dederlerin ylksek
oldugunu tespit ettik. Kanserin yayilimi ile iliskili oldugu bilinen miR-373
ve miR-520c’nin malign stromal hicrelerde ve malign stromal hicreler ile
ortak kdiltir gerceklestirilen deney gruplarinda 6zgillik dederlerinin
kanser hlicre grubuna goére yuksek olmasi, mikrocevredeki bu hucrelerin
yaylllm ve metastaz yapma yeteneklerinin olabilecegini ayni zamanda bu
durumun tanida da kullanilabilecegini distndirmustar.

Son yillarda yapilan calismalardan elde edilen kanitlarla, karsinogez
surecinde miRNA’larin dizenleyici rollerinin kanser hucreleri ile sinirli
olmadigina ayni zamanda timor stromasinin aktivasyonu ve kanserle-
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iliskili duruma gecisiyle de ilgili olduguna dikkat cekilmistir (Soon & Kiaris,
2013). Biz de, timdr mikrogevresinde bulunan MKH’lerin timdr hilcre
gelisimi  ve ilerlemesini destekledigi gorisinden vyola c¢ikarak,
gerceklestirdigimiz deneylerden elde ettigimiz bulgularimizin literatirle
uyumlu oldugunu sodyleyebiliriz. Gercekten de, malign meme dokusu
timor mikrocevresinden izole ettigimiz stromal hicreler ile timor
hicrelerinin ayni ortamda kultlrlerini gergeklestirdigimizde; birbirleri ile
etkilesimleri sonucunda stromal hicre kaynakli olan bir takim faktérlerin
salinimlarinin arttigini bu durumun da kanserli hiicre cogalimini ve
timorin ilerlemesini destekledigini disinmekteyiz. Ek olarak onkogenik
ve tumor baskilayici 6zellikte islev géren bir takim miRNA ve gen
ifadelerinde go6zlemledigimiz degisiklikler, stromal hicrelerin kanserle-
iliskili duruma gegebileceklerini ve kanser hlcrelerinin malign 6zelliklerinin
artisina katkida bulunabileceklerini distindlirmustar.

miRNA’larin ilk olarak tanimlanmalarindan bu zamana kadar
olusumlari ve etki mekanizmalarini anlamak adina birgok c¢alisma
yapilmistir. Gergeklestirilen calismalarda basta kanser olmak Uzere pek
cok hastaligin gelisiminde miRNA’larin dizenlenmesindeki bozukluklarin
yer aldigi gosterilmis ayrica onkogenik, timor baskilayici ya da metastatik
Ozellik gb6sterdiklerinin anlasilmasi ile kanserin teshis ve tedavisindeki
Onemlerine vurgu yapilmistir. Ancak yine de islevsel 6nemlerinin tam
olarak anlasiimasi, hedeflerinin tanimlanabilmesi ve tedavi amagl
kullanimlarinin gergeklesebilmesi icin daha fazla calismaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak calismamizin kanser gelisimine katkida bulundugu
bilinen mikrogevredeki hicrelerin 6zelliklerinin daha iyi anlasiimasi ile
geleneksel tedavi yontemlerine ek olarak; sadece kanser hicrelerini hedef
alan tedavi yaklasimlarinin disinda timdér stromasinin/mikrogevresinin de
icinde oldugu yeni protokollerin gelistiriimesine ydnelik galismalara 6nci
bir calisma oldugunu disinmekteyiz.
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6- SONUC VE ONERILER

Yapilan c¢alismalarda stromal hicrelerin hasar ve inflamasyonlu
alanlarda rejeneratif 6zellikte olmalarinin yaninda; timér mikrocevresinde
bulunduklarinda timdrle iliskili htcrelere benzer o&6zellik kazandiklar
bildirilmis ve calismalardan alinan bu sonuglar ilgiyi tumor
mikrogevresinde bulunan stromal hicrelerin  etkilerini  anlamaya
cevirmistir. Bu baglamda, gergeklestirdigimiz calismada, kok hicre
karakterinde oldugunu belirledigimiz stromal hicrelerin, kanser hicreleri
ile ortak-kultdrleri sonrasinda kanser hilicre c¢ogalmasini destekledigini
belirledik.

Tumor mikrogevresindeki stromal hcrelerden kaynaklanan bazi
proinflamatuar sitokinlerin birtakim sinyal vyolaklarn Uzerinden etki
gOstererek timor hiicre gogalmasini uyardigi bildirilmis ancak molekiler
mekanizmalar tam anlamiyla aydinlatilmis degildir. Calismamizda malign
meme dokusu kaynakli stromal htcreler ile MDA-MB-231 kanser hicre
hattinin ortak kultlrld sonrasinda kanserin patogenezi ile iliskilendirilen IL-
8, IL-6 ve IL1B gibi bir takim sitokin ve kemokin seviyelerinin belirgin
sekilde arttigini tespit ettik.

Gergeklestirdigimiz calismada, malign meme dokusundan elde
ettigimiz stromal hicreler ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinin
ortak kdalturleri sonrasinda, meme kanseri ile iligkili olarak tumor
baskilayici 6zellikte olan let-7, miR-17-5p, miR-200b ve miR-200c gibi bir
takim miRNA’larin ifade seviyelerinin azaldigini; onkogenik 6zellikte ya da
timor yayilimi ile iliskili oldugu distnilen miR-21, miR-373 ve miR-27b
gibi miRNA’larin ifadelerinin ise arttidini belirledik. Benzer sekilde malign
stromal hicreler ile gergeklestirilen ortak kiltlir sonrasinda, meme kanseri
ile iliskilendirilen genlerden timor baskilayici 6zellikte olan BRCA1l ve
PDCD4'ln ifadelerinin azaldidini; zit olarak timorin ilerlemesi ile iligkili
olan HMGA2, AIB1, RhoC, CD44, KRAS gibi genlerin ifadelerinin ise artis
goOsterdigini tespit ettik.

Elde ettigimiz ciktilar neticesinde, 0zellikle malign meme dokusu
kaynakli stromal hucreler ile kanser hucrelerinin ortak kultlrlerinde
birbirleri ile etkilesimleri sonucunda stromal hicre kaynakl olan bir takim
faktorlerin salinimlarinin arttigini bu durumun da kanserli hiicre gogalimini
ve timorin ilerlemesini  destekledigini  dlslinmekteyiz.  Ayrica
gerceklestirdigimiz  calismayla kanserin  hicresel ve molekiler
mekanizmalar ile timér mikrogevresinin timdrogenezdeki etkilerinin
ayrintili sekilde anlasilmasina destek sagladigimizi soyleyebiliriz.

Sonug olarak, kansere bagli 6limlerin sayisi glin gegtikgce artmakta ve
geleneksel tedavi yontemleri yetersiz kalmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalarda miRNA’larin kanser gelisiminde dnemli rol oynadiklar g6z
oninde bulundurulugunda, bu klclk molekillerin teshis ve tedavide
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kullanilabilecegi fikri glin gectikce glclenmektedir. Bu baglamda timor
mikrogevresinin  icinde oldugu ve miRNA’larin  belirteg olarak
kullanilabilecedi, gelistirilebilecek olan yeni tedavi yaklasimlarinin umut
vaad edici oldugunu dislinmekteyiz.
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