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OZET
Doktora Tezi
Meme Kanserinde Antikanser Etkinlik Gosterebilecek mikroRNA’larin Arastirilmast
Senem Noyan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Meme kanseri, diinya ¢apinda tani konan ve yasamlari boyunca yaklasik sekiz kadindan birini
etkileyen en yaygin ikinci kanserdir. Klinik ve biyolojik heterojenitesine ragmen, meme kanseri 50
gen imza (PAM50) veya imminhistokimyasal belirteglerin gen ifade profillemesine dayanan alti
molekiiler alt tipe gruplandirilabilir: Luminal A, Luminal B, insan epidermal blyume faktori
reseptor 2 (HER2) pozitif, claudin-diisiik, bazal benzeri ve normal meme benzeri. HER2
amplifikasyonu ve / veya asir1 ekspresyonu olan tiimérler, HER2-pozitif alt tipine siniflandirilir.
Uclii-negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmayan tiimorleri temsil eder
ve biyiik dl¢iide bazal alt tip ile ortiisiir. miRNA'lar 21-25 niikleotidden olugsan RNA ailesi yesi
olup ¢oklu hedef genlerin diizenlenmesi yoluyla gesitli hiicresel yolaklar1 diizenlerler. Daha yakin
yillarda, kanser biyobelirtecleri olarak mikroRNA'larin (miRNA) ortaya ¢ikmasi meme kanserinin
“molekiiler imzasinin” belirlenmesine farkli bir boyut kazandirmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda
tamoxifen ve trastuzumab cevabi olarak belirlemis oldugumuz MiR-770-5p’nin ilag ile birlikte
(trastuzumab veya tamoxifen) ya da tek basina reseptdr pozitif meme kanseri hiicrelerdeki ve
TNBC hucrelerindeki potansiyel etki mekenizmasinin agiklanmasi hedeflenmistir. Calismada 3
farkli ER (+) / HER2 (+) hiicre hatti (MCF-7, BT-474, SK-BR-3) ve 4 farkli TNBC hiicre hatti
(MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-157 ve BT-20) kullanilmig, miR-770-5p’nin bu
hiicrelerde proliferasyon, motilite ve invazyon Uzerine etkisi ve bu sureglerdeki molekuler etki
mekanizmasi arastirilmistir. Bu amagla WST1, Wound healing assay ve XCELLigence real-time
cell analyzer yardimiyla proliferasyon, motilite-invazyon deneyleri ve potansiyel hedef genleri
belirlemek igin qRT-PZR ve western blot deneyleri yapilmistir. miRNA’nin potansiyel hedef
genleri ile yapilan zanginlestirme analizleri sonucunda miR-770-5p’nin HER2/EGFR sinyal iletim
sistemi, fokal adezyon yolagi ve EMT siirecini diizenleyerek trastuzumab’t potansiye ettigi,
hiicrenin motilite ve invazyon yetenegini anlamli sekilde azalttigi belirlenmistir. Ayrica, EMT
siirecinde  miR-770-5p transfekte-MDA-MB-231 hucrelerinde E-Cadherin ifadesinin geri
kazandirilmasinin miRNA’nin potansiyel hedefi olan DNMT3A araciligiyla E-Cadherin metilasyon
profilini degistirerek EMT siirecini MET siirecine g¢evirebilecegi gosterilmistir. miR-770-5p’nin
reseptér pozitif ya da TNBC meme kanseri tedavisinde potansiyel terapatik hedef olabilecegi
diistintilmektedir.

2019, 204 sayfa
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ABSTRACT
PhD Thesis
Investigation of microRNAs that may have anticancer activity in breast cancer
Senem Noyan
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Bala Gur Dedeoglu

Breast cancer (BC) is a highly heterogeneous disease and clinically categorized into four
subtypes based on the presence of estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR),
HER2 and ki67. Triple-negative breast cancer (TNBC) represents tumors without the
expression of ER, PR and HER2. The concept of combining different therapeutic agents
for synergistic benefits in treatment has been utilized for decades. MicroRNAs (miRNAS)
comprise a class of 22-25 nucleotides long, non-coding, endogenous RNA molecules,
which regulate a variety of cellular pathways. In more recent years, the emergence of
miRNAs as cancer biomarkers has added an extra dimension to the ‘molecular signatures’
of breast cancer. The aim of the study is to identify the potential signaling mechanisms of
miR-770-5p in proliferation, motility and invasion in breast cancer cells. In this study
three ER / HER?2 positive breast cancer cell lines (MCF-7, BT-474 and SK-BR-3) and four
triple negative breast cancer cell lines (MDA-MB-231,MDA-MB-468, MDA-MB-157 and
BT-20) were transfected with miR-770-5p. To check its role in proliferation, motility and
invasion, WST1 assay, wound healing and invasion assays were performed respectively.
Furthermore, potential target genes were analyzed in transfected cells by gRT-PCR and
western blot to explain the effect of miR-770-5p in proliferation, motility and invasion.
Pathway enrichment analysis results suggested that miR-770-5p might function as a
mediator of EGFR signaling, focal adhesion and Epithelial-mesenchymal transition (EMT)
signaling pathways. Overall, our results may suggest miR-770-5p as a pivotal regulator of
EMT through DNMT3A regulation and E-Cadherin promoter methylation in TNBC. It
might be concluded that the up-regulation of miR-770-5p may play a biological role in
motility and invasion signaling pathways in breast cancer cells and it could be suggested as
a potential therapeutic target.

2019, 204 pages
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1. GIRIS

Kadinlarda meme kanseri insidansi sekizde birdir ve yeni tani alan kanser vakalarinin
%30'unun meme kanseri olacagi tahmin edilmektedir (1). Tim kanserlerde mortalite
egilimleriyle uyumlu olarak, meme kanserinin genel sagkalim orani son on yilda artmistir.
Bununla birlikte, meme kanseri hastalarinin yaklagik % 24'0 ilk olarak 40 yasin altinda
teshis edilir ve meme kanseri bu yas grubunda énemli 6lum nedenidir. Ek olarak, 40 yas
Oncesi kanser teshisi genellikle Afrikali-Amerikalilar ve BRCA1/2 mutasyon
tastyicilarinda yapilmaktadir (2).

Meme Kkanseri heterojenitesi iyi bilinmekte olup yaygin sekilde rutin belirtecler
kullanilarak belirlenir. Klinik olarak, meme kanseri, 0strojen reseptorii (ER), progesteron
reseptori (PR), HER2 ve Ki-67'nin varligina bagli olup rutin olarak dort alt tipe
ayrilmaktadir (3). Transkriptomik verinin eklenmesiyle ER ve PR pozitif timorlerin
birgogu yaygin olarak goriilen liiminal A ve liiminal B alt tiplerine siniflandirilmistir (4,5).
HER2 amplifikasyonu ve / veya asir1 ekspresyonu olan timorler, HER2-pozitif alt tipine
siniflandirilir.  Ugli-negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER2 ekspresyonu
olmayan tiimorleri temsil eder ve biiylik Olglide bazal alt tip ile ortiisiir. TNBC, meme
kanserinin sadece % 15-20'sini temsil etmesine ragmen, TNBC'deki niiks ve mortalite,
diger alt tiplerden 6nemli 6lglde daha yuksektir (6). TNBC'nin malignitesi ve metastatik
meme kanserinin 6lum hiz1 goz oniline alindiginda bu alt tipin tedavisi igin daha ileri

caligmalara ihtiyag vardir.

Meme kanserinin ilerlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hala yeterince
anlagilamamaktadir, bu da hastaligin teshisinde, yonetiminde ve tedavisinde blyuk
zorluklara sebep olmaktadir. Meme Kkanseri, belirgin ancak karmasik histopatolojik
paternler ve klinik davranislar iceren oldukca heterojen bir hastaliktir (7,8). mMRNA
profillemesine odaklanan mikrodizin tabanli yiiksek verimlilik yaklasimlari meme
kanserinin molekiiler diizeyde siniflandirmasina katki saglamistir (4,9). Son yillarda,
kanser biyobelirtecleri olarak mikroRNA'larin (miRNA'larin) ortaya ¢ikmasi, meme

kanserinin 'molekiiler imzalarina' boyut kazandirmistir (10-12).



miRNA'lar, Dbitkilerde ve hayvanlarda fizyolojik olarak bulunan 18-25 nukleotid
uzunlugunda, yiiksek oranda korunmus, kodlamayan RNA'lardir (13-15). miRNA
cogunlukla hedef mRNA'min 3’-UTR bélgesine baglanir ve bu durum mMRNA
degredasyonuna veya translasyonel inhibisyonuna yol acar (16). miRNA, RNA polimeraz
Il ile kok ilmik yapilarina katlanan pri-miRNA dizilerine kopyalanir. pri-miRNA, pre-
miRNA yapilart olusturmak igin Drosha kompleksi tarafindan ayrilir. pre-miRNA,
exportin-5-RanGTP ve diger adaptér proteinlerine baglanarak sitoplazmaya tasinir. Dicer
miRNA'lar1 kiicik miRNA'lara isler. miRNA'lar ve hedefleri arasindaki eksik
tamamlayicilik nedeniyle, bir miRNA 100'den fazla geni hedefleyebilir. Bu 0zellik
miRNA'lart en biiylik duzenleyici/regiilator siniflarindan biri yapar ve hiicresel siiregleri
diizenlemek icin koordine sekilde hareket etmelerini saglar. Proteinlerin % 60'n1 module
etme/dlizenleme yeteneklerinden dolayr miRNA’lar kanserde gucli onkogenler veya timor

baskilayicilar olarak gérev yapar (17,18).

miRNA ifadesi, belirli dokulara gelisim asamalarinda oldukca spesifiktir ve proliferasyon,
apoptoz, farklilasma ve kok hiicre yenilenmesi gibi cesitli temel hiicresel islemlerde rol
oynar (19,20). Dolayisiyla, miRNA'larin diizensizliginin kanser dahil bir¢ok hastalikta
sik¢a yer almasi sasirtict degildir (21,22). Yiksek verimli sistemler aracili yapilan miRNA
profillemesi ile meme, pankreas, mide, beyin, kan, akciger, karaciger ve kolorektal gibi
cok cesitli kanserlerde farkli "miRNA imzalar1" ortaya ¢ikmistir (22). miRNA imzalari

cesitli epitelyal kanserleri siniflandirmak ve karakterize etmek icin kullanilmistir.

mikroRNA'lar ile ilgili bilimsel ¢alismalar, 20 yil onceki kesiflerden ginimize kadar
gecen zamanda uzun yol kat etmistir. Klinik teshiste biyolojik belirteg olma
potansiyellerinin yani sira gesitli hastaliklarin tedavisinde diizenleyici olarak kullanilma
fikri heyecan vericidir. Yakin gelecekte, yeni molekiiler tan1 kriterleri olarak kullanilma
potansiyelleri ve mikroRNA temelli terapinin secici protein inhibitorleri ile yarigsabilme

kapatisesi konusu daha net hale gelecektir.

Terapotik hedefler olarak miRNA'larin degeri yaygin olarak bilinmektedir. 10 yil i¢inde,
klinik uygulamalarda, insana 6zgu birgok miRNA kesfedilmistir ve bu miRNA’larin
klinikte yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Kesfedilen bu miRNA’larin birgogu ex-vivo

kapsamli arastirmalar ile ilgili alanlarda terapotik imkanlar 6nerirken; bazilari ise klinik



olarak ilgili hayvan modellerinde ve pre-klinik ¢alismalarda gegerliligini korumustur.
Timdr kaynaklarini, alt tipleri, onkojenik mutasyonlart ve kanser yatkinligini ayirt
edebilmek ve 6nemli hiicresel strecleri diizenlemek icin, miRNA'larin kanser prognozunu
ve / veya spesifik tedavilere yaniti onceden tahmin edebilecegi Ongoriilmektedir. Etki
mekanizmasi itibariyle genomda temel diizenleyiciler olarak islev gorebilme o6zelligi
miRNA’nin ilag hedefi olmasimi saglamig ve bu molekdlleri gelecekte iiriin gelistirmede
umut verici adaylar haline getirmistir. Bu molekiillerin klinikte kullanilmasi i¢in ciddi bir
engel, etkili bir gonderim sisteminin bulunmamasidir. Tedavi edici miRNA'larin zayif
farmakokinetigi, MIRNA kararliligint artiran ve hedef dokular tarafindan hiicreye alimini
artiran adjuvan tastyici sistemler iretilmesi i¢in acil bir gereksinim ortaya koymustur.
Lipozomal ve polimer esasli gonderim teknolojilerini kullanan terapdtik siRNA'lar ile elde
edilen Kklinik denemeler cesaret vericidir ve terapOtik miRNA'larin klinik gelisimini

hizlandirmasi beklenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, 1.3 milyondan fazla vaka ile diinyada en yaygin kanser tiplerinden biri olup
her yil 450.000 kisinin 6limine neden olmaktadir (23). Klinik ve biyolojik
heterojenitesine ragmen, meme kanseri 50 gen imza (PAMS50) veya immiinohistokimyasal
belirteclerin gen ifade profillemesine dayanan 6 molekiler alt tipe gruplandirilabilir:
Luminal A, Luminal B, insan epidermal buyume faktori reseptér 2 (HER2) pozitif,
claudin-low, bazal benzeri ve normal meme benzeri (24,25). Luminal alt tipler, dstrojen
reseptorinun (ER) ekspresyonu ile karakterizedir ve potansiyel olarak endokrin terapi ile
hedeflenebilirler. Luminal A alt tipi, yliksek Ki-67 boyamasi ve genellikle ERBB2 olarak
da adlandirilan HER2'nin asir1 ekspresyonu ile karakterize Luminal B alt tipiyle
karsilastirildiginda, cogunlukla daha yiiksek ER ifadesi nedeniyle, daha iyi bir prognoza ve
azalmig niikks oranina sahiptir (26,27). HER2’nin zenginlestigi alt tip, HER2 gen
lokusundaki asir1 ifade ile tanimlanir. Oldukca agresif ve metastaza egilimli oldugu
bilinmesine ragmen, HER2-pozitif (HER2+) meme kanseri vakalari bu alt tipte fazla ifade
edilen HER2 reseptoriini hedef alan trastuzumab (Herceptin) monoklonal antikorunun
klinik basarisindan biiyiik oranda faydalanmiglardir (26). Bazal benzeri meme kanseri kotu
prognozu ve sinirl tedavi segenekleri ile bilinmektedir (28). Ucli negatif meme kanserinin
(TNBC) immiinohistokimyasal olarak tanimlanan alt tipine biiyiik dl¢iide benzemektedir.
Diger iki alt tip olan claudin-low ve normal meme benzeri alt tipler igin ise hedef temelli
tedavilerin eksikligi nedeniyle bazal benzeri alt tipe benzer sekilde kemoterap6tik

maddeler ve radyasyon ile sinirli tedaviler uygulanmaktadir (25,29).

Bu alt tiplerin hedeflenen tedavilerine karsi direng olusumu bildirilmistir. ER-pozitif (ER+)
vakalar icin endokrin tedavi uygulanirken, tedaviye direng olusumu ER'nin down-
reglilasyonu ve iligkili sinyal yolag1 aracilifiyla gergeklesir. Benzer sekilde, HER2 ile
zenginlestirilmis hastalardaki trastuzumab tedavisi, reseptoriin ekspresyonuna bagli oldugu
icin diren¢, HER2 'nin ifadesinin azalmasi, ErbB ailesinin diger iiyelerinin ifade artis1 ya
da asag1 akis sinyal molekiillerindeki mutasyonlarin sagkalim ve cogalmay: aktif hale
getirilmesiyle meydana gelir (30). Klasik kemoterapiye karsi direng genellikle ilaglarin

metabolizmasint ya da hicrelerdeki konsantrasyonlarini etkileyen mekanizmalar ile



gelismektedir. Genel diren¢ mekanizmalar1 strese yanit olarak hiicrelerin apoptoz veya

hlcre dongislniin durdurulmasinin duyarsizlagsmasini igerir.
2.1.1. MEME KANSERIi MOLEKULER ALT TiPLERI

Gen ifade mikrodizin teknolojisinin ortaya ¢ikmasiyla, baslangigta meme kanseri bes alt
tipe ayrilmigtir. Bu alt tipler, Luminal A, luminal B, HER2, bazal benzeri (BL) ve normal
benzeri olarak siralabilir (4). BL timarler yuksek keratin 5/6 ve 17 ekspresyonuna sahiptir;
tersine, Luminal alt tip luminal keratin 8/18’i ifade eder (5). Klinik belirteglere bagl
olarak, TNBC'nin % 79'u BL alt tipi olarak tanimlanir (31). Artan 6rnekler, yeni genlerin
dahil edilmesi ve fare modelleriyle karsilastiriimasi sonucunda claudin-low adi verilen ek
bir alt tip ortaya ¢ikmustir (32). Claudin-low timorler, epitelyal-mezenkimal gegiste (EMT)
yer alan genlerin ekspresyonunun artmasi ile histolojik olarak ti¢lii negatiftir (33). Bu 6 alt
tip tan1 ve tedavi siirecinde faydali olsa da, her alt tipte ek karmagsiklik vardir. Aslinda, alt
tipler icinde bile, bazal grup gen ekspresyon paterni diisiiniildiigiinde, hayatta kalma
degisimleri bulunmaktadir (34). Lehmann ve ark. gen ekspresyonu ve gen ontolojisi
temelinde TNBC timdrlerini 6 alt tipte kategorize etmistir (35). BL1 ve BL2 alt tiplerinde
temsili gen ontolojileri hiicre dongusti, EGF ve MET yollarmi igerir. Immiinomodulator alt
tip, ¢coklu immin sinyal yolu agisindan zenginlesmistir. Mezenkimal benzeri (ML) ve
mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) alt tipleri hiicre farklilagmasi ile baglantili yiiksek
gen ekspresyonuna sahiptir. Luminal androjen reseptorii (LAR) alt tipi artan androjen
ekspresyonu ve zenginlestirilmis androjen ve Ostrojen metabolizmasi ile isaretlenmistir.
Son zamanlarda, Burstein ve ark. TNBC hastalarini dort alt tipe ayirmustir: LAR,
mezenkimal, BL immiin baskilanmis ve mRNA ekspresyonuna ve cesitli kiimeleme
yontemlerine dayanan BL immiin-aktive edilmis (36). Immiinolojik bilginin kullanildig
alternatif bir yaklasimda, TNBC tiimorleri, diisiik bagisiklik tepkisi olan LAR, BL ve
yiiksek bagisiklik tepkisi olan BL olmak {iizere {i¢ alt tipte toplanmustir (37). Gen ifadesine
dayanan bu c¢ok c¢esitli siniflandirmalar géz Oniine alindiginda, bazal meme kanseri
gelisimini diizenleyen genomik olaylar incelenmis ve bir¢ok bazal timdrde 5. kromozom q
kolu delesyonunun (5q delesyonu) tanimlanmasiyla sonuglanmistir (38). Ayrica, meme
kanserinin diger heterojen Ozellikleri, epigenetik ve protein ekspresyon seviyesinde
kaydedilmistir (23). Meme kanserinin alt tipleri arasindaki gen ifade farkliliklar1, terap6tik
cevap ile iliskilidir.



2.2. MEME KANSERINDE MOTILITE-INVAZYON VE METASTAZ

Ceyrek asirlik hizli gelismelerin ardindan, kanser arastirmalari kanserin genomdaki
dinamik degisimleri i¢eren bir hastalik oldugunu ortaya ¢ikaran zengin ve karmasik bir
bilgi birikimi yaratmistir. Temelde onkogenlerde gain of function (fonksiyon kazinimi)
Ozellik gosteren mutasyonlarin veya tiimor baskilayict genlerde loss of function (fonksiyon
kayb1) ozelligi olan mutasyonlarin kesfedilmesi, kanser hticrelerinde meydana gelen
degisiklikler ve deneysel modellerde kanser fenotiplerinin ortaya ¢ikarilmasina neden
olmustur (39). Kanser belirtecleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda
edinilen 6 biyolojik kabiliyeti icerir. Bu belirtecler, neoplastik hastaligin karmasikligini
rasyonellestirmek igin bir organizasyon prensibi olusturur. Bu prensipler; proliferatif
sinyalin surddrilmesi, biliyiime baskilayicilardan kagig, hiicre o6liimiine direng, hicre
Olimsiizliiglinlin  saglamasi, anjiyojenezin indiiklenmesi, motilite Vve metastaz

aktivasyonunu icerir (40).
2.2.1. MOTILITE VE iINVAZYON

Tumor hiicre motilitesi, invazyon ve metastaz icin gereklidir. Hiicre gocl ve invazyon,
kanser hiicrelerinin metastatik yayilmasinda ve kanser hastalarinda en 6nemli 6lim nedeni
olan metastaz olusumunda kritik parametrelerdir. G6¢ yetenegine sahip kanser hicreleri,
cesitli sinyal aglarinin aktivitesini igeren molekiiler siiregleri yeniden diizenleyerek hiicre-
hicre ve hlcre-matriks yapismalarini1 ve aktin hiicre iskeletini molekuler ve hicresel
degisikliklere ugratirlar. Cok sayida molekiiler sinyal iletim agi, tek hiicreli amoeboid gog,
mezenkimal go¢ ve kolektif hiicre gogu dahil olmak (izere kanser hiicresinde farkli go¢ ve

invazyon tiirlerini tanimlar.

Normalden kanser durumuna gegis sirasinda, epitel hiicreleri gé¢ etme ve bhoylece
invazyon egilimi kazanir. Bunun sonucu uzak metastaz olusumudur. Invazyon igin, timor
hiicresinin hiicre seklinde asir1 degisiklikler gecirmesi gerekir. Bu islem sirasinda,
hicredeki aktin filamentlerinin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu dinamik kontrol
altinda olmalidir. Bu durum invaziv hicrenin stromal hiicrelerden, hiicre dis1 matriks ve
endotel hiicre katmanindan gecebilmesi i¢in gereklidir. TUumor htcrelerinin infilamasyon
bolgesine giren l0kositlere benzer bir hiicre etkilesim mekanizmasi kullandigi

varsayllmaktadir. Ayrica, invaziv hiicre gogii kanser hiicrelerinin spesifik bir yetenegi



degildir. Huicre gocl ve invazyon, trofoblast implantasyonu, sinir gelisimi, yara iyilesmesi,

mukoza ve epidermal rejenerasyon ve anjiyojenezde zorunlu islemlerdir (41).

Hiicre go¢ii esas olarak, ¢ok ¢esitli aktin baglama proteinlerinden (ABP) etkilenen aktin
polimerizasyonuna ve hiicre i¢i organizasyona baglidir. ABP aktivitesinin diizenlenmesine
fosfoinosititler ve kalsiyum gibi ikinci haberciler aracilik eder. Bu ikinci haberciler
vasitasiyla sinyal iletimi, membran reseptorleri, 6rnegin reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler)
ve adezyon molekiilii etkilesimleri (6rn. integrinler ve selektinler) ve fokal adezyon

kinazlar tarafindan baslatilir ve diizenlenir (41).

Hicrenin aktin hucre iskeletinin organizasyonu ve yeniden diizenlenmesi ile ilgili cok
saylida molekiil tanimlanmistir. Bunlar arasinda integrinler ve selektinler gibi tutunma
molekdlleri, epidermal buyume faktori reseptori-EGFR ve c-erbB-2 gibi transmembran
reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler), fosfolipitler, fokal adezyon kinazlar1 (FAK), GTPazlar
ve kalsiyum sayilabilir. ilk olarak beyin tiimorleri ve mesane kanserinde EGFR reseptor
ifadesi ile timor yayilimi arasinda bir iliski gosterilmistir. Daha sonra RTK olan c-erbB-
2'nin, kanser hiicrelerinin invazivligini ve metastatik potansiyelini arttirdig1 gosterilmistir

(41).

Bir reseptor tirozin kinaz olan c-erbB-2, ikinci haberci sinyallerini yonlendirmede ve
boylece aktin hicre iskeletinin yeniden dizenlenmesinde ve kanser hicrelerinin
hareketliliginde 6nemli rol oynar. Bu durum, esas olarak enzimleri, 6rnegin, sinyal
molekdllerini modifiye eden fosfolipaz Cgl ve GTPazlari igeren bir dizi sinyalleme yolu
ile meydana gelir. Ayrica, aktin ile ilgili protein 2/3 (Arp2/3), Wiskott-Aldrich sendromu
proteini, profilin ve diger proteinleri igeren blyuk multiprotein kompleksleri aktin
reorganizasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (41). Tumor hiicre gogunde rol
alan aktin yeniden yapilanma modunun karmasik resmi, yavas yavas hiicresel sinyal

yollarinin sislerinden ortaya ¢ikmaktadir, ancak bu hala net bir goriis degildir.

Karsinomlarin baslangicinda 6nemli bir adim olarak kabul edilen invazyon, metaztazin
ortaya ¢ikmasina neden olur. invazyon, tiimér hiicrelerinin birincil tiimdrden ayrilmasina
ve go¢ etmesine olanak taniyan koordine edilmis bir dizi hiicresel ve molekiiler mekanizma
tarafindan kontrol edilmektedir. Timor invazyonu sirasinda hiicre tutunmasi ve

migrasyonundaki degisiklikler, epitelial mezenkimal gec¢is (EMT) olarak adlandirilan ve



intravazasyon gibi metastatik kaskadin diger evrelerinde aktif bir role sahip olan dnemli bir

gelisme siirecini animsatir (42).

2.2.1.1. EMT (Epitelyal Mezankimal Gecis)

EMT (Epitelyal mezankimal gecis) pek ¢ok hayvan tiirlinde embriyonik gelisim sirasinda
kritik bir asamadir. EMT 'nin ayirict dzelliklerinden biri, CDH1 geni tarafindan kodlanan
ve karsinoma ilerlemesinde invazyonun baskilayicist oldugu diisiiniilen E-cadherin'in
fonksiyonel kaybidir (43). Malignant timor progresyonu sirasinda E-cadherin
regulasyonunun  karakterizasyonu, timor invazyonunda rol oynayan molekdler
mekanizmalara  6nemli  bilgi  saglamistir.  Ozellikle, CDH1‘in transkripsiyonel
baskilanmasi, yakin zamanda, timor ilerlemesi sirasinda temel bir mekanizma olarak
ortaya ¢ikmistir. Aslinda, CDH1 'i giiglii bir sekilde baskilayan bir¢ok transkripsiyon
faktorinln (Snail, ZEB ve bazik heliks-loop-heliks (bHLH) ailelerinin Gyeleri gibi) timor
ilerlemesinde gorev aldigi bilinmekte ve bu nedenle potansiyel klinik aday molekiil olarak
diisinilmektedir (44).

Gilintimiizde SNAIL siiper ailesi SNAIL ve Scratch ailesi olarak ikiye ayrilir.
Omurgalilarda SNAIL ailesi tyeleri SNAIL, SNAI2, SNAI3 olarak tanimlanmistir (45).
SNAIL ailesinin (yeleri dort bolgeyi iceren korunmus bir C-terminal bdlgesi,
alt1 ¢inko parmak (C2H2 tipi) ve farkli N-terminal bolgesi gibi ortak organizasyonu igeren
cinko parmak transkripsiyon faktorleridir. Cinko parmaklar, C/A(CAGGTG) konsensus E2
kutusu tipi elementleri tanimlayan dizi-spesifik DNA-baglama alanlari olarak islev goriir.
Bu transkripsiyon faktOrlerinin transkripsiyonel baskilayicilar oldugu diistiniilmektedir.
Baskilayici kapasitesi, SNAG domaine bagimlidir. SNAG domaini, proteinin N-terminal
kismindaki korunmus 7-9 aminoasitten olusur. SNAI1 mezoderm olusumu, gastrulasyon ve
noral krest olusumu sirasinda ve ayn1 zamanda epitelial mezenkimal gegisin (EMT) gerekli

oldugu gelisim siireclerinde ifade edilir (43).

Transkripsiyon faktorlerinden diger bir aile olan ZEB ailesi, sirasiyla ZFHX1A ve ZFHX1B
genleri tarafindan kodlanan ZEB1 (EF1) ve ZEB2 (SIP1) olarak bilinen iki tiyeden olusur.
Bu grup, proteinin ucunda iki c¢inko parmak kimesinin ve merkezi bir homeodomain
varlig1 ile karakterizedir. ZEB faktorleri, gelisme sirasinda merkezi sinir sistemi, kalp,

iskelet kas1 ve hematopoietik hiicrelerde ifade edilir (43,46).



2.2.1.2. EMT Molekuler Duizenlenmesi

CDH1'in transkripsiyonel baskilayicisi ve EMT’nin tetikleyicisi olarak bilinen SNAIL
ailesi liyelerinin karakterizasyonu, invazyonun molekiiler mekanizmalarina yeni bir anlayis
kazandiran onemli gelismelerden biridir. O zamandan beri diger CDH1 baskilayicilar1 ve
EMT indiikleyicileri tantmlanmustir. Literatiirde, bu faktorlerin timor ilerleyisindeki dnemi
nedeniyle, ¢alisma prensiplerini arastiran pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (43,45). SNAI1
ve SNAI2 (Slug olarak da bilinir) gelisimsel EMT 'ye ve diger siireglere katilan Snail siiper
ailesine ait ¢inko parmak transkripsiyonel baskilayicilardir (47). ZEB ailesinin iki Gyesi
olan ZEB1 (TCF8) ve ZEB2 (SMAD etkilesen protein 1 (SIP1) olarak da bilinir) E-
cadherin’i baskilayarak EMT'nin indiiksiyonunu diizenleyen anahtar faktorler olarak ortaya
cikmistir. Ayn1 zamanda farkli insan tiimdrlerinin malignitesinde de rol oynarlar. E47
(E2A geni tarafindan kodlanan, TCF3 olarak da bilinir), TCF4 (E2-2 olarak da bilinir) gibi
transkripsiyon faktorleri ve TWIST1, CDH1 baskilayicisi ve EMT uyaricist olarak gorev
alan genis bir protein ailesinin tiyeleridir (43). Bu nedenle, hem fizyolojik hem de patolojik
durumlarda bu faktorlerin ifadesini ve fonksiyonunu diizenleyen hiicresel ve molekuler

mekanizmalar1 anlamak 6nemlidir.

SNAIL proteinlerinin gelisim siirecinde énemli bir adim olan EMT iizerindeki etkisinin
bilinmesi bu proteinlerin ifadelerini diizenleyen sinyal iletim agmin tanimlanmasina
yardimct olmustur. Gelisme sirasinda EMT hem omurgasiz hem de omurgali sistemlerde
reseptor tirozin kinazlar (fibroblast biyume faktori (FGF), trombosit turevli biylme
faktorii (PDGF) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi farkli sinyaller tarafindan aktive
edilen RTK'lar), BMP (bone morphogenetic protein) ve WNT sinyalleri ile induklenir
(45,48). Hucre hatlar1 ve transgenik fare modelleri iizerindeki ¢alismalar, benzer sinyal
yolaklarmin, karsinogenez ile iliskili EMT'de SNAILl'i ve daha az Olglide SNAI2'yi
diizenledigini dogrulamistir (43,45). Onemli dl¢iide, TGFpB, RTKs-Ras, Notch, Hedgehog
ve / veya Wnt veya [B-katenin yolaklar1 gibi bazi yolaklar arasinda karsilikli etkilesim
bulunmaktadir. Ozellikle, tiimér hiicre hatlarinda bu yolaklarin ¢ogu SNAI1 aracili CDH1
baskilamasint veya [-katenin sinyali ile birlikte c¢alisarak EMT veya SNAI2
ekspresyonunun indiiksiyonunu koordine eder. Son yillarda, memelilerde CDH1
baskilamasinin diizenlenmesine katilan prostaglandin E2 (PGE2) gibi ek sinyaller ortaya
cikmustir (49,50). Bu sinyal sistemi SNAI1 ve ZEB1 ekspresyonunun baslatilmasini saglar.



flging bir sekilde, bu yolaklardan bazilari TWIST (VEGF ve Wnt) veya ZEB faktorlerini
(TGFB-BMP) de indiiklemekle birlikte bir kismi SNAI1 ve SNAI2 veya ZEB faktorlerine
spesifik goriinmektedir. CDH1 baskilayicilariin steroid ve ilgili reseptorler tarafindan
diizenlenmesi bazi hormona bagimli kanser hiicrelerinde analiz edilmistir. Prostat kanseri
hiicrelerinde androjen analogu dihidrotestosteron (DHT), SNAI2'yi ve daha az oranda
SNAI1 ekspresyonunu indiikleyebilir. Ostrojen reseptorii (ER) araciligiyla sinyal, meme
kanseri hucrelerinde SNAIL ekspresyonunu MTA3 mekanizmasi yoluyla negatif sekilde
duzenler. Bu nedenle, MTA3 veya ER kaybi ve SNAI1 upregulasyonu meme kanserinde
kot prognoz ile iliskilidir (43). Buna karsilik, ZEB1 6strojen sinyal kaskati tarafindan
indlklenebilir, ancak bu bulgunun tiimor gelisimindeki biyolojik 6nemi bilinmemektedir.
SNAI1, SNAI2, ZEB1 ve ZEB2 'nin spesifik kromatin yeniden yapilandirma
komplekslerinde gorev almasi, tiimér ilerlemesi ve EMT sirasinda transkripsiyonel
baskilama ile CDHL1 'in epigenetik olarak susturulmasi arasinda dinamik bir baglantiy1

desteklemektedir.
2.2.2. METASTAZ

Lenfatik sistem veya dolagim sistemi yoluyla meme kanseri metastazt mortalitenin en
onemli nedenidir. Meme kanserinde metastaz, bolgesel lenf nodlar1 araciligiyla akcigerlere,
karacigere, beyine ve kemiklere belirgin bir yayilimla karakterizedir (51). Ayrica, distal
metastaz oranlar1 ve bolgeleri tan1 ve yasa gore degisebilir. Metastazlarin en sik rastlanan
yeri kemiktir, siklikla % 50'ye varan distal metastazlarin ilk bolgesidir (52), sirasiyla
akcigerler ve karaciger ikinci ve ti¢iincii en yaygin metastatik bolgelerdir. Metastatik meme
kanseri hastalarinin % 10-15'inde beyin metastazi gelismis ve meme kanseri en yaygin
beyin metastaz kaynagi haline gelmistir (53). Benzer bir metastaz dagilimi, relaps sonrasi

(post-tedavi), birden fazla metastaz bolgesi olan hastalarin % 22'sinde gorulur (53,54).

Kemik metastazi meme kanserinde en yaygin metastatik bdlge olmaya devam etmektedir
(55). Bununla birlikte, bazal kanserlerin 06ncelikle akcigerlere metastaz yaptigi
bulunmustur. Ilging bir sekilde, liimenli kanserler de daha diisiik beyin metastazi oranina
sahip olma egilimindedir. 1990'larin sonlarinda HER2+ meme kanserleri i¢in trastuzumab

tabanli tedavilerin uygulanmasina ragmen, HER2+ alt tipi i¢in beyin metastazi yliksek
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duzeydedir (56). Trastuzumab’in kan beyin bariyerini ge¢mesi beklenmediginden, bu

oranlarin etkilendigi diisliniilmemektedir.

2.2.2.1. Meme Kanseri Alt Tipleri ve Metastaz Durumlari

Hali hazirda, bireyin meme kanserinin siddeti, TNM evrelemesine dayanmaktadir, burada
T tiimor boyutunu tanimlar, N lenf nodu durumunu (+/-) tanimlar ve M, herhangi bir uzak
metastaz ile ilgilidir (0/1). TNM evrelemesine ek olarak, meme kanseri de biiylikliige ve
metastatik yayilmaya bagl olarak I-V evrelerine ayrilabilir. Anlamli bir sekilde, bu birlesik
evreleme, tedavi secimini belirlemek icin klinikte kullanilir. Bununla birlikte, TNM
evrelemesinde, ornekleme yardimci lenf diigiimlerindeki siirlamalar nedeniyle asiri
evreleme ve belirsizliklerinde dahil oldugu sinirlamalar1 ve dezavantajlar1 vardir. Ayrica,
dort meme kanseri molekiiler alt tipi farkli hastalik ilerlemesi, hayatta kalma ve niiks
oranlarmi igerir. Luminal alt tipler, daha yavas metastatik yayilma, daha diisiik rekiirrens
oranlart ve HER2+ ya da bazal alt tiplerden daha iyi sonuglara sahip olma egilimindedir
(55,57). Bu fark, histolojik alt tipten veya tespit zamanindan bagimsiz olarak, meme
kanserinin erken evrelerinde saptanan bazal karsinomlarin ¢ogunlugunu igerir. Medyan
sagkalimi karsilastirirken (birinci distal metastaz zamanindan itibaren), luminal A ve B alt
tiplerinin (2.2 ve 1.6 y1l) HER2+ alt tipine (1.3 y1l) kiyasla genel hayatta kalma siiresini
gostermektedir. Bununla birlikte, bazal alt tip en kotli genel sagkalim oranina (0.7 yil)

sahiptir (53).

Relaps oranlari, en yliksek olan HER2+ alt tip (% 51.4), buyuk 6lgtde luminal B (% 42.9),
bazal (% 35.1) ve luminal A (% 27.8) seklinde siralanabilir. En disiik niiks oranina ek
olarak, luminal A niiksii diger alt tiplerden daha sonra da ortaya ¢ikar. Klinik olarak,
HER2+ kanserlerin kotii prognozu vardir; Bununla birlikte, anti-HER2 tedavilerinin
gelismesinden sonra sagkalimda bir iyilesme olmustur (% 72.2'den % 78.6'ya). Luminal
B’nin luminal A'ya kiyasla diger visseral organlara (karaciger gibi) metastaz oraninin daha
yiiksek olmasina ragmen, kemik en yaygin primer metastatik bolge olarak durumunu
korur. Bazal alt tip genellikle ge¢ baslangich, daha blylUk ortalama timoér boyutu ve en

diisiik genel sagkalim ile karakterizedir (58).
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2.3.  MEME KANSERI TEDAVISi

Meme kanseri, hormon reseptorleri olan 6strojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptori
(PR) ile reseptor tirozin kinaz erbB-2 'nin (ERBB2 veya HER2) statiisiine (+/—) gore alt
kategorilere ayrilabilir. Ayrica, son yillarda gelistirilen genetik testler meme kanserini
molekdiler alt tiplerine ayirmada katki saglamistir (9). Su anda dort ana molekiiler alt tip
vardir: liminal A, ~% 50-60 meme kanseri; liminal B,% 10-20; HER2 +, % 15-20 ve
geriye kalan % 10-20 oraninda Bazal alt tip olarak kabul edilmektedir. Ortak molekuler
meme kanseri alt tiplerini daha alt kategorilere ayirmak, klinisyenlerin hastaya 6zgi kanser
tedavileri gelistirebilmelerini saglamistir. Ozellikle Onkotip DX testi, kansere bagli 16 gen
ve 5 referans geni degerlendirmekte ve sonuglar ile hastaligin olasi yeniden ortaya
cikislarin1 tahmin etmekte ve hastanin kemoterapi almasi gerekip gerekmedigini

degerlendirmek igin kullanilmaktadir (53).

Meme kanserinin yaklasik % 70 'inde 6strojen reseptorii alfa (ERa) ifadesi olup bu
reseptor luminal A veya liminal B'nin molekdler alt tiplerinde bulunan bir reseptordir
(59). ERa-pozitif meme kanserinde proliferasyon dstrojen sinyaline dayanir ve bu nedenle
bu hormona duyarli tiimoérlerin bilyiimesini durdurmak veya yavaslatmak icin en etkili
strateji, endokrin terapisi kullanarak timodrdeki ostrojen etkisini bloke etmektir.
Gunumuzde ERa meme kanseri igin kullanilan endokrin terapi segenekleri sunlardir: ERa
fonksiyonunu antagonize eden selektif ER modulatori tamoxifen; ERa 'nin ifadesini
azaltmak icin anti-0strojen olan fulvestrant ve aromataz enzimini bloke ederek periferik
dokularda 6strojen iiretimini baskilayan letrozol, anastrozol ve exemestan gibi aromataz
inhibitorleri (Al).

Tumor hicreleri 6zellikle luminal meme kanseri hticreleri, ¢oklu fenotipik ve genotipik
hiicre alt popiilasyonlar1 ile karakterize edilen ¢arpici heterojenite sergiler. Bu hucre alt
popiilasyonlarin1 tanimlamak, onlar1 hedeflemek i¢in rasyonel yontemler gelistirmek ve her
birinin hormon direncine nasil katkida bulundugunu anlamak i¢in 6nemlidir. Endokrin
direncin molekiiler mekanizmalar1 iizerine son zamanlarda daha fazla odaklanilmistir,
bunlar: (i) dstrojen yoklugunda yapisal olarak aktif olan ve klasik endokrin muamelesi ile
bastirilmast daha zor olan mutant ER'nin varligs; (ii) reseptoriin aktivitesini biiyilik dl¢iide

artirabilecek ER koaktivatorlerinin ifade artis1 ya da amplifikasyonu; (iii) blyime faktori
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ve blyume faktoru reseptoru igeren alternatif onkojenik sinyal yolaklarinin yukar
reglilasyonu ve (iv) onkojenik proteinleri ve transkripsiyon faktorlerini kodlayan gen
bolgelerinin ¢ogaltilmas1 veya asir1 ekspresyonu kanser hiicresinin hayatta kalmasini,

invazyon ve metastaz yetenegini artirir (30).

HER2'nin asir1 ekspresyonu, meme kanserlerinin yaklasik % 30'unu igerir ve kotl klinik ile
iligkilidir (60). Ayrica, over, prostat, mide ve diger kanserlerde, HER2 asir1 ekspresyonu
bu reseptori prognostik belirte¢ haline getirmis ve HER2'nin antitimor tedavisi icin ¢ok

onemli bir hedef oldugunu géstermistir.

HER2'ye yonelik tedavide kullanilan Trastuzumab (Herceptin), HER2 hiicre dist alanin
hedef alan humanize bir monoklonal antikordur ve HERZ2-pozitif metastatik meme
kanserinde (MBC) kemoterapi ile birlikte kullanimi icin 1998'de ABD Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan onaylanmistir (61). Trastuzumab’in anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri,
muhtemelen antikora bagimli hiicresel sitotoksisite, hiicre dist domain kesiminin
inhibisyonu, azalmig DNA onarimi, azalmig hiicre i¢i sinyal iletimi ve anti-anjiyojenik
etkilerin bir kombinasyonundan kaynaklanmaktadir (61). Bununla birlikte, primer ve
sekonder direng siklikla goriiliir. Olasi mekanizmalar arasinda, diger ErbB iiyeleri veya
instlin benzeri blyume faktori-1 reseptori (IGF-1R) ile HER2 arasindaki karsilikli
etkilesim (crosstalk), HER2’nin trastuzumab baglanma bdlgesi icermeyen HER2-p95
formunun varligi, PTEN eksikligi, PI3K/Akt sinyalinin aktivasyonu ve ErbB2
reseptOriiniin trastuzumab aracilt endositozunu etkileyen Racl'in varligi yer almaktadir

(61).

Gegmiste, farklt meme kanseri alt tipleri olan hastalar i¢in tedavi seceneklerine iligkin
kararlar histolojik 6zelliklere dayanmaktaydi. Ornegin, hormon tedavisi ER ve / veya PR
pozitif meme kanseri hastalar1 igin standart tedavidir ve trastuzumab, pertuzumab gibi
monoklonal antikorlar, lapatinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri aracili HER2 odakli tedavi
HER2-pozitif tumdrler igin standarttir. TNBC'de bu ii¢ reseptoriin bulunmamasi nedeniyle,
bu hastalar i¢in hala birincil secenek kemoterapidir. TNBC, kemoterapiye yanit veren alt
tip olmasina ragmen (% 22), TNBC hastalarinin niiks ve metastazi oram1 TNBC dis1

timorlerden daha yuksektir (62). TNBC hastalarinin terapotik sonuglarini iyilestirmeye
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yonelik acil ihtiyag, molekuler 6zelliklerin bu alt tiple iliskilendirilmesi, terapdtik yanitlar

ve yeni hedeflerin belirlenmesini bircok ¢alismanin odak noktasi haline getirmistir.

TNBC tedavisinde potansiyel hedefleri arastirmak i¢in, TNBC hastalarinin tedaviye
verdigi yanitin dogasinda bulunan genomik etkiler incelenmistir. Silver ve ark. promoter
metilasyonu ve p53 mutasyonlarina bagli olarak BRCAL ekspresyonunun degismesinin,
cisplatin tedavisinde iyi yanit ile korele oldugunu gostermistir (63). Benzer sekilde, yiksek
CD73 ekspresyonu da TNBC hastalarinda doksorubisin’e direng ile iliskilendirilmistir
(64). BL tiimorlerinin genomik spektrumuna odaklanan bir baska ¢alisma, BL tiimérlerinde
genomik degisikliklerin p53 ve PIK3CA mutasyonlari, RB1 ve PTEN kaybi, siklin El'in
amplifikasyonu ve artan HIF1-a ve Myc ekspresyonu igerdigini gostermistir (23). Birincil
timore ek olarak, Balko ve ark. neoadjuvan kemoterapi sonrasinda meme kanserinde ATM,
BRCA1/2, ve CDKN2A'daki fonksiyon kayb1 ve CDK4, JAK2, MCL1, EGFR ve AKTL1 gibi
genlerde ilave amplifikasyon belirlemislerdir (65). Bu bulgular, TNBC i¢in hedef odakli
tedavilerin gelisimini etkileyebilecek ek bilgiler saglar. TNBC’lerde gen ifade
calismalarina ve kanserlerin ortak Ozelliklerine dayanarak in vitro, in vivo ve Kklinik
denemelerdeki ¢alismalarda birka¢ potansiyel hedef belirlenmistir. Bu hedefler icerisinde
yer alan biiyime faktor reseptorleri ve asagi akis sinyal elemanlarindan olan

PI3K/Akt/mTOR yolagini hedefleyen ¢alismalar bulunmaktadir.

2.3.1. MEME KANSERI TEDAVISINDE BUYUME FAKTORLERI
INHIBITORLERI

EGFR, VEGFR ve FGFR TNBC hastalarinda asir1 eksprese edilmis temel biiyiime faktor
reseptorleri arasindadir (23,65,66). Ligand baglanmasi {lizerine, bu biiyiime faktor
reseptorleri tiimdr biiylimesini ve anjiyogenezini tesvik eden asagi akis sinyalini aktive
eder. EGFR inhibitorleri (monoklonal antikorlar veya tirozin kinaz inhibitorleri), klinikte
kiiclik hiicreli akciger kanserini tedavi etmek i¢in rutin olarak kullanilmaktadir. Cisplatin
ile birlikte cetuximab (anti-EGFR antikoru) uygulamasi, metastatik TNBC hastalarinda
genel sagkalim cevap oranini 6nemli Glgiide arttirnistir (67). Bununla birlikte, bagka bir
klinik faz |1 denemesinde, erlotinib (EGFR inhibitori) ile birlikte bendamustin (alkilleyici

ajan) uygulamasi sonucunda metastatik TNBC hastalarinda ciddi lenfopeni not edilmis ve
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11 hastadan sadece birinin kismi cevap gosterdigi raporlanmigtir (ClinicalTrials.gov,
NCT00834678) (68).

Klinik deneyleri tamamlanan ve FDA tarafindan TNBC kanser tedavisinde kullanilmak
Uzere onaylanan secici FGF inhibitorleri halen bulunmamaktadir. Ancak, PD173074
(FGFR inhibitorii) ile yapilan 6n galismalarda, artmigs CAL-51 ve FGFR2 ifadesi gosteren
BL meme kanseri hiicre hatti xenograft modelinde hiicre biiylimesini inhibe ettigi

bildirilmistir (66,69).

Bevacizumab (VEGFR inhibitorii) kiigiik hiicreli akciger kanseri, metastatik kolorektal
kanser ve diger kanserlerde tedavi amach kullanilir. Bununla birlikte, HER2 ve metastatik
meme kanserinde bevacizumab ve kemoterapinin kombinasyonu genel sagkalimi 6nemli
olglide iyilestirmedigi raporlanmigtir (70). Tamamlanmis bir Faz III klinik ¢alismasinda,
kemoterapi ile birlikte bevacizumab uygulamasinin, genel olarak hayatta kalma veya
invazyon sliresini uzatmadigi, TNBC hastalarinda bevacizumab ve kemoterapi
kombinasyonunun yararlarini tanimlamak i¢in daha fazla galigma yapilmasi gerektigini

bildirmistir (71).
2.3.2. MEME KANSERI TEDAVISINDE PI3K/AKT/MTOR INHIBITORLERI

PIK3CA mutasyon sikliginin hem luminal hem de HER2+ alt tipi tiimorlerde % 32 ila 49
arasinda degistigi kaydedilmistir. Buna karsilik, bazal alt tip tiimorler, PTEN kayb1 ve
AKT3'Un amplifikasyonu i¢in zenginlestirilmistir (23). TNBC’de ise PIK3CA mutasyon
orani anlamli olarak arttig1 bilinmektedir (35,65). Bu bulgular géz oniine alinarak yapilan
bir ¢aligmada, PI3K inhibitorii ile birlikte bikalutamid’in androjen reseptor pozitif (AR+)
TNBC hucrelerinin  biytmesini sinerjistik olarak inhibe ettigi raporlanmigtir (72).
Everolimus (mTOR inhibitért) ile birlikte exemestan (aromataz inhibitorl), hormon
reseptOrii pozitif metastatik meme kanserinin sagkalimii uzattigr ve klinik kullanim i¢in
onaylandigi bildirilmistir (73). Bunun Uzerine, TNBC'de bilinen mTOR'un aktivasyonu
icin MDA-MB-231 hiicrelerinin ortotopik olarak enjekte edildigi fare modeline kemoterapi
reaktifleri (karboplatin ve docetakselin) ile birlikte BEZ235 (PI3K/mTOR inhibit6ri)
verilmesinin tiimor bilylimesini inhibe etme etkisini arttirdig belirlenmistir (74). Ek olarak,

klinik caligmalar TNBC'de kemoterapi ile birlikte PI3K veya mTOR inhibitorlerinin
kombinasyonlarinin klinik yararlarin1 degerlendirmistir. Metastatik TNBC'de GDC-0941
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(PI3K inhibitort) ile birlikte cisplatin uygulamasi1 faz 1l denemesi sonlandirilmistir
(ClinicalTrials.gov, NCT01918306). Bir baska Faz II denemesi, metastatik TNBC
hastalarinin  %36'sinin  everolimus ve karboplatin kombinasyonundan faydalandigini
gostermistir (ClinicalTrials.gov, NCT01127763) (75). Ek olarak, PISK/mTOR yolunu
hedefleyen inhibitorlere karsi gelisen direngle ilgili birkag geri bildirim mekanizmasi

tanimlanmistir (76).
2.3.3. TEDAVIDE TERAPOTIK HEDEFLERIN KOMBINE KULLANIMI

Farkli terapotik ajanlarin tedavide sinerjistik faydalar i¢in birlikte kullanilmasi son yillarda
uygulanmaktadir. Hiicre hatlari, bu hiicre hatlar1 ile olusturulan fare modelleri ve hastadan
tiretilmis xenograft modeli (PDX'ler) ile birlikte yapilan ¢alismalar meme kanserinin

cesitli kombinasyon terapilerine verdigi yaniti aydinlatmak i¢in 6nemli bir firsat saglar.

TNBC’de tedavi sonuglarinin iyilestirilmesi i¢in kullanilan stratejilerden biri, aragtirmalar
sonucu ortaya ¢ikan genler de dahil olmak tzere mevcut kemoterapiye verilen tepkilere
aracilik eden hedeflerin birlestirilmesidir. Bu verilere 6nemli dlgiide katkida bulunan bir
yontem hem sentetik oldirict etkilesimleri ortaya ¢ikaran hem de hedefli tedaviye direng
kazandiran genleri tanimlayan hiicre hatlarinda ila¢ kombinasyonunun taranmasidir.
Ornegin, bu yaklasim ile NOTCHI1 yolu aktivasyonunun PI3K inhibitdrlerine kars1 gelisen
dirence neden oldugu belirlenmistir (77). PI3K inhibitorlerinin meme kanserindeki 6nemi
ve PI3K inhibitorlerine sik direng gosterilmesi nedeniyle bu calisma oldukca onemlidir.
Castel ve ark. PDK1 ve SGK1'in aracilik ettigi yeni bir PI3K diren¢ mekanizmasini
tanimlamiglardir (78). PI3K inhibisyonu ve direng gelisimi ile birlikte SGK1 aracili
mTORCL1 aktivitesi dikkat cekicidir (78). PDK1 inhibitoriniun eklenmesi daha sonra bu
hiicre hatlarinda PI3K inhibitoriiniin hassasiyetini geri kazandirmistir. MEK inhibitorleri
inhibitor tedavisi ile hedef yukar regiilasyonunun bir baska ornegi gézlenmistir. MEK
inhibitoérd uygulanan TNBC hicrelerinde VEGFR2, AXL ve PDGFR-P gibi birkag
reseptor tirozin kinaz aktivitesinin arttigi not edilmistir. AZD6244 (MEK inhibitoru) ve
sorafenib (coklu reseptdr kinaz inhibitoril) kombinasyonunun, timér biylmesinin sinerjik

inhibisyonuna yol agtig1 raporlanmgtir (79).
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2.3.4. SINYAL 1ILETiM SISTEMLERI VE NETWORK TABANLI
YAKLASIMLAR

Meme kanserinden elde edilen gen ekspresyonu verileri ile zenginlestirme analizi (80)
veya hicre sinyali yolu aktivasyonunu 6ngérmek icin bir Bayesian yaklasimi kullanarak
timor icindeki aktif sinyal bilesenleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilebilir (81-83). Bu
tahminleri  bilinen inhibitdrler ile birlestirmek optimal tedaviyi belirlemek igin
kullanilabilir. Ornegin, her bir meme kanseri alt tipinin, bu yollar i¢in dnemli heterojenligi
koruyarak, belirli yolaklarda zenginlestirildigi gosterilmistir (34). Bu, bir alt tipteki
timorlerin ayn1 ilaglara farkli tepkiler vermesi durumunda cevaptaki degiskenligi
aciklayabilir. Bu tip verileri kullanarak terapotik gelisimde yapilan ilk ¢alismalar, kombine
tedavilerle hedefli terapotik ajana karsi direncin {istesinden gelmeye odaklanmustir.
Ornegin, TNBC'de PI3K/Akt/mTOR yolagmna direng, bu yol inhibitérlerinin bir JAK2
inhibitori ile birlestirilmesiyle ele alinmistir (NVP-BSK805) (84). Yapilan bir ¢alismada
sinyal aktivasyon paterni analiz edildikten sonra meme timorlerinin heterojen alt tipleri
icin 6zel kombine tedavilerin gelistirilmesi sonucunda tiimér biiylimesinin 6nemli sekilde

azaldig1 gosterilmistir (85).

2.3.4.1. Erbb (HER) Resptorleri ve Sinyal iletim Sistemi

Insan genomunda 60°dan fazla reseptér tirozin kinaz (RTK) tanimlanmustir (86). RTK st
familyasinin alt sinifi, ERBB veya epidermal biuyume faktori (EGF) reseptorlerini iceren
dort tiyeden olusur: HER1/EGFR (ERBB1), HER2 (ERBB2), HER3 (ERBB3) ve HER4
(ERBB4). Diger RTK'lar gibi, ErbB (HER) reseptorleri, N-terminali hiicre dis1 domaine,
transmembran sarmalina ve sitoplazmik alana sahip transmembran proteinleridir (87).
Hiicre disi domain, ligand baglayici alt domainler (domain | ve III) ve reseptor
dimerizasyon alt dominleri (domain Il ve IV) dahil olmak tzere dort alt domain igerir (88).
Hicre ici bolge tirozin kinaz domaini ve bir C-terminal diizenleyici kisimdan olusur.
ERBB reseptorlerine ligand baglanmasi, reseptor homo- ve heterodimerlerinin olusumunu
ve intrinsik kinaz bolgesinin aktivasyonunu indikler, sitoplazmik kuyruk igindeki spesifik
tirozin kaynaklar1 (izerinde fosforilasyona neden olur. Bu fosforlanmis kisimlar hicre ici
sinyal yollarinin aktivasyonuna yol acan bir dizi protein i¢in kenetlenme bolgesi olarak

islev goriir.
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170 kDa agirliginda bir polipeptit zinciri olan EGFR, HER ailesi reseptorlerinden biridir
(89). EGFR ve HER4, cesitli ligandlara baglanmayi takiben hem homodimer hem de
heterodimer olarak sinyal iletimi saglayabilen fonksiyonel RTK'lar iken; HER2 ve HER3
bu iki Uyeden farklidir. HER2, ligand baglanma bolgesi icermeyen bir reseptordiir.
HER3’in ise, Kkinaz aktivitesi eksiktir. Bununla birlikte, ligand kaynakl
heterodimerizasyon yoluyla, tim HER reseptorleri hiicre sinyallesmesine aracilik etmek

icin tamamen aktive edilebilir (90,91).

EGF'nin yami1 sira, HER reseptorlerine baglanip sinyali aktiflestirmek ig¢in 10 ligand
tanimlanmistir. Bu ligandlar EGF ailesinin peptit biiyiime faktorlerinden olusur ve
baglanma ortaklarma gore U¢ gruba ayrilir: EGF, amphiregulin (AR), epigen (EPG) ve
transforming biiyiime faktorii (TGF), 6zellikle EGFR'ye baglanan bir grubu olusturur.
EGF, betacellulin (BTC) ve epiregulin (EPR) hem EGFR hem de HER4'e baglanan ikinci
grubu olusturur. NRG1, NRG2, NRG3 ve NRG4 igeren dort neurogulin, HER4'e baglanan
ticiincii grubu olusturur. Bununla birlikte, NRG1 ve NRG2 HER3'e de baglanir. Ayirt edici
baglanma o6zgilliigli ve afinitesi sayesinde her ligand, dért HER reseptoriiniin

aktivasyonunu ve sinyalini diizenler (90,92-94).

HER2, hiicrelerde asir1 ifade edildiginde kendiliginden homodimer olusturur ve diger
batin HER reseptorleri, tercihen HER2 ile dimerize olur (92). Homo veya
heterodimerizasyon yoluyla C-terminali diizenleme bdlgesindeki ¢oklu tirozin bélgelerinin
fosforilasyonu sonucunda biitin HER reseptor sinyal agi aktive edilir. Tirozin
fosforilasyon bolgelerinin haritalanmasiyla ilging o6zellikler ortaya cikarilmistir. Hem
EGFR hem de HER4, birgok farkli akis asagi proteinlere baglanir. EGFR; Grb2, Src, Shc,
PLC-y1, Crk, Ptp-2c, Stat5 ve SHP1'e baglanir. HER4 ise RasAl, Abl, Syk, Crk, Grb2 ve
Vav2'ye baglanir. HER3 p85'e baglanan ¢ok sayida tirozin bolgesi igerir ve dolayisiyla
HER3 PI3K-Akt yolunu kuvvetle aktive eder. Ote yandan, HER2 ¢ogunlukla Erk yolaginin
Shc/Grb2 aracili aktivasyonunu saglar. Baglanma spesifikligine dayanarak, HER2
homodimerinin ¢ogunlukla Ras-ERK yolaginin aktivasyonunu uyardigi bilinmektedir (95).

ErbB reseptorlerinin gelisim sirasinda 6nemi yapilan arastimalar ile agik¢a anlagilmaktadir.
Ayrica, EGFR ve ERBB2 bircok kanser tiirlinliin gelisiminde rol oynamaktadir. EGFR,

insan tiimorleri ile dogrudan iliskili ilk tirozin kinaz reseptoriidir (91). ErbB ailesi tyeleri
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¢ogu zaman bir¢ok kanser tiirlinde asir1 eksprese edilir, cogaltilir veya mutasyona ugrar ve
bu durum onlar1 6nemli terapotik hedefler yapar. EGFR'nin gliomalarda ve kiguk hucreli
olmayan akciger karsinomunda ¢ogaltildigi, ErbB2 amplifikasyonlarinin meme,
yumurtalik, mesane, kii¢iik hiicreli olmayan akciger karsinomasi ve diger birka¢ timor

tipinde gorildigi bildirilmistir (96).

Meme kanserinde ErbB (HER) tirozin kinaz reseptorlerinin aktive oldugu bilinmekte ve bu
reseptorleri hedefleyen monoklonal aktikor tedavileri ya da kinaz inhibitorleri klinikte
uygulanmaktadir. Tedaviye karsi gelisen diren¢ mekanizmasinda sinyal iletim sistemi
icinde yer alan asagi akis elemanlarinin tanimlanmasi ve bu molekiilleri hedefleyen

kombine tedavi seceneklerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

2.3.4.2. PI3K-mTOR ve RAS-ERK Yolaklarimin Meme Kanserinde Rolii

2.3.4.2.1. PI3BK-mTOR Yolag ve Kanserdeki Roli

PIBK-AKT-mTOR sinyal yolagi, insan kanserlerinde en diizensiz sinyal iletim
sistemlerinden biridir. Bu yolak, kanser hicrelerinin hayatta kalmasini, biiyiimesini ve
yayilmasini destekleyen metabolizma, motilite, biliylime ve proliferasyon gibi temel
hlcresel sirecleri kontrol eder. Bu yol, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, AKT, TSC1, TSC2, LKB1
(STK11 olarak da bilinir), mTOR ve diger onkojenler veya tiimor baskilayici genleri igeren
cesitli genomik degisiklikler dahil olmak iizere bircok mekanizma yoluyla kanserde
anormal sekilde aktivite gosterebilir (97). Bu degisiklikler siklikla birgok tiimor tipinde
tespit edilmistir ve PI3K-AKT-mTOR yolaginin terapOtik hedeflenmesi igin olanak saglar.
Ek olarak, klinik 6ncesi ve erken klinik deneylerin sonuglari, bu yaklagimlarin potansiyel
etkinligini desteklemistir. PIBK-AKT-mTOR yolaginin hedeflenmesini iceren arastirmalar,
PI3K ve AKT inhibitorleri ve allosterik mTOR ve katalitik mTOR kinaz inhibitorleri gibi
farkli ilag smifinin gelismesine yol agmistir (98). Giinliimuzde bu proteinlerin 40 farkli
inhibitorii, klinik gelisimin ¢esitli asamalarina ulasmistir, ancak sadece birkagi - mTOR
inhibitorlerinden temsirolimus ve everolimus ve PI3K inhibitérlerinden idelalisib ve
copanlisib - hastalarin tedavisinde klinik kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (97).
Bununla birlikte, bu ilaglarin tek basina smrli etkinligi vardir. Onlara yanit veren
molekiiler faktorler ve terapotik dirence karsi hareket edebilecek optimal ilag

kombinasyonlar1 heniiz belirlenmemistir. Ayrica PI3K-AKT-mTOR yolag: inhibitorlerinin
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kullanim1 ile hangi ilaglarin veya ila¢ siniflarinin hangi kanser tipinde kullanilmasi
gerektigi ve rasyonel kombinasyon stratejilerinin gelistirilmesinin daha iyi klinik yarar
saglaylp saglayamayacagi ve daha fazla diizenleyici bilesigin onay almasina yol agip

agmadig1 sorusu gibi pek ¢ok soru hala cevapsiz kalmaktadir.

Molekiiler degisimlerin aracilik ettigi PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun aktivasyonu,
antikanser terapilerine karsi direncin yani sira, timor gelisiminin desteklenmesinde de
etkilidir. PISK/Akt/mTOR yolu, ErbB ailesi reseptorleri, fibroblast blyime faktori
reseptorleri (FGFR), insllin benzeri buyume faktor 1 reseptori (IGF-1R) ve digerleri gibi
transmembran tirozin kinaz blyime faktoru reseptorleri ile aktive edilebilir (99). Ek
olarak, aktiflestirilmis RAS gibi G protein-baglh reseptorler, katalitik alt-birimi yoluyla
PI3K'yi uyarabilir (98). Fonksiyonel PI3K, plazma membranina transloke edilir, sonugta
fosfatidilinositol ~ 4,5-bisfosfat (PIP2)’in  fosfatidilinositol  3,4,5-trifosfat  (PIP3)’a
fosforilasyonuna yol acar. Bu adim, PIP3'a PIP2'ye defosforile eden PTEN tarafindan
negatif olarak diizenlenir. PIP3 serin-treonin kinaz fosfoinositide bagimli kinaz 1 (PDK1)
AKT'yi (treonin308) fosforlar. Fosforile edilmis AKT, pro-apoptotik Bcl-2 aile Uyeleri
BAD ve BAX 't inhibe ederek veya p53 aracili apoptozu antagonize eden MDM2 'nin

fosforilasyonunu saglayarak hiicre sagkalimini arttirir.

2.3.4.2.2. RAS-ERK Yolag: ve Kanserdeki Roll

ERK, Ras onkoproteininin ana efektorii olarak iglev goéren bir MAPK (mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz) 'dir. MAPK yolagmin bilesenleri GTPaz ve efektor kinazdir. ERK-
MAPK yolundaki bu bilesenler Ras GTPaz ve protein kinazlar olan Raf, MEK ve ERK
'dir. Ras ve ERK-MAPK yolagi biiylime faktorleri, polipeptit hormonlari,
norotransmitterler, kemokinler ve kendilerine ait RTK'ler (reseptor tirozin kinazlar) ve
GPCR'ler (G protein-baglh reseptorler) araciligiyla ya da direkt PKC (protein kinaz C) ile
aktive edilirler (100,101). Aktiflestirilmis ERK, RSK (p90 ribozomal S6 kinaz) ve
transkripsiyon faktorleri gibi efektorleri dahil sitoplazmik sinyal proteinlerini fosforlar.
ERK nikleer hedefleri, IEG (Immediate Early Gene) ekspresyonunu indiklemede 6nemli
bir rol oynayan TCF (Ternary Complex Factor) transkripsiyon faktorlerini icerir. c-Fos ve
c-Myc gibi IEG firilinleri, hiicre yagamini, hiicre bdliinmesini ve hiicre hareketliligini
destekleyen genleri uyarir (102,103). Sasirtict bir sekilde, Ras-ERK sinyallemesinin

fizyolojik olmayan asir1 aktivasyonu, CDK (sikline bagimli kinaz) inhibitorlerinin
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ekspresyonunu ve hiicre dongiisii durdurulmasini tetikleyebilir (104). Aktif ERK'nin hedef
Ozgilinliigii, substrat mevcudiyeti (hiicre tipi, hiicre dongiisii fazi ve hiicre dis1 ortam), ERK

scaffold yapisi ve hiicre igi lokalizasyonu ile kontrol edilir.

RAS-RAF-mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK) / hiicre dis1 sinyal-regile
kinaz (ERK) kinaz (MEK) -ERK ve fosfosinositid 3-kinaz (PI3K)-PTEN-AKT sinyal
yolaklar1 timor baslangicini ve tiimdr ilerlemesini destekleyen sinyal transdiiksiyon aginda
rol oynar. Bu durum siklikla goriilen RAS, RAF, PISBKCA, AKT ve PTEN mutasyonlarinin
yani sira malignitelerde bulunan AKT 'nin amplifikasyonudur (105,106). Sinyal iletim
aglart pek ¢ok molekiil ile kontrol edildiginden, reseptdrlerin asagi akisindaki molekiilleri
hedefleme yollari, daha fazla terapdtik etkinlik ve daha genis uygulanabilirlige yol acabilir.
Ornegin MEK yoluyla sinyal transdiiksiyonunun ortadan kaldirilmasi, hem aktiflestirilmis
hicre ylzeyi reseptorlerinden hem de mutant RAS ve BRAF ‘'dan kaynaklanan

proliferasyon-destekleyici ve anti-apoptotik sinyallerin inhibe edilmesine olanak saglar.

Meme kanserinde RAF-MEK-ERK sinyalizasyon kaskadi aktivasyonu artan metastaz riski
ile iligkilidir (107). Ayrica, RAF-MEK-ERK yolu ve 0strojen reseptorii (ERa) arasindaki
karsilikli etkilesim tamoksifen direncine neden olabilir (108). Bu bulgular meme
kanserinde RAF-MEK-ERK yolunu tedavi edici bir hedef olarak dogrulamakla birlikte,
MEK inhibitorlerinin klinik ¢alismalarit sadece sinirli anti-tiimor aktivitesi gostermistir
(109). MEK inhibisyonuna karsi koti klinik yanitin altinda yatan mekanizmalar
belirsizligini korumaktadir ve hasta se¢imini yonlendirmek i¢in uygun MEK inhibitorlerine

kars1 herhangi bir duyarlilik veya direng belirteci heniiz tanimlanmamuistir (110).

2.3.4.3. Sinval Yolaklari Arasindaki Karsilikhh Etkilesim (Crosstalk)

2.3.4.3.1. RAS-ERK /PI3K-mTOR Karsihikh Etkilesimi

Ras-ERK ve PI3BK-mTOR sinyal yollar1 hiicrede hayatta kalma, farklilasma, proliferasyon,
metabolizma ve motiliteyi kontrol eden baslica mekanizmalaridir. Bu yollarin bilesenleri,
bilim insanlariin proto-onkojenleri klonlamaya basladiginda ve 1980'lerde hiicresel kinaz
aktivitelerini aydinlatmaya basladiginda ilk kesfedilenler arasindaydi. Ras-ERK ve PI3K-
MTOR normalde farkli uyaranlar tarafindan aktive edilen lineer sinyalizasyon kanallari

olarak modellenmistir, ancak erken deneyler bile birbirlerini diizenlemek ve asagi akis
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fonksiyonlarini koordine etmek icin kesigebilecegini ima etmistir. Bu kesisimin kapsami ve
kanser terapisindeki onemi ortaya ¢ikmistir. Yolak aktivasyonunun yogunlugu ve siiresi,
uyaranin giicii ve geribildirim dongiileri tarafindan diizenlenir. Ras-ERK aktivasyonunda
yer alan agonistler sadece PI3K-mTORC1'e sinyal iletenler molekiller ile kismen
ortigiirler. PMA (forbol 12-miristat 13-asetat), genellikle Ras-ERK yolunun gucli bir
aktivatorudur. Buna karsilik, insiilin ve IGF1 (insiilin bliyiime faktorii-1) daha zayif Ras-
ERK aktivatorleri, ancak gucli PISBK-mTORC1 aktivatorleridir. Ek olarak, spesifik
blytme faktorleri ile sinyal yolu aktivasyonunun derecesi, genellikle buyume faktorinin
miktarma, kendi ortak RTK'larinin hiicre yiizeyi lokalizasyonuna ve reseptdr aile
Uyelerinin ve diger proteinlerin ekspresyonuna baglidir. Sinyal dinamikleri de genellikle
Ras-ERK ve PI3K-mTORCI1 yollarinda yer alan pozitif ilerleme ve negatif geri besleme

dongulerinden blyuk 6lclde etkilenir.

Ras-ERK ve PI3K-mTORC1 yol entegrasyonu ile ilgili ilk ipuclarindan biri, p70S6K
aktivasyonuna PI3K bagimli ya da bagimsiz girisleri tanimlandigr 1990'larin basinda
ortaya ¢ikmistir. Aradan gecen yillarda, birgok mekanizma ve etkilesim modu ortaya
cikarilmistir. Bunlar, substratlar iizerinde ¢apraz inhibisyon, ¢apraz aktivasyon ve yolagin

yakinlhigini (pathway convergence) igerir (103).

Ras-ERK ve PI3K-AKT yollar1 birbirlerinin aktivitelerini olumsuz olarak diizenleyebilir.
Boyle bir capraz inhibisyon ¢ogu zaman bir yolun kimyasal olarak bloke edilmesiyle
ortaya cikar ve bdylece ¢apraz inhibisyonu serbest birakir ve diger yolu etkin bi¢imde
aktive eder (103). Ras-ERK yolu PI3K, TSC2 ve mTORCL1'i diizenleyerek PI3K-mTORC1
sinyalini capraz olarak aktive eder. Ras-GTP, PI3K'yi dogrudan baglayip allosterik olarak
etkinlestirebilir. RAS-ERK yolunun kuvvetli aktivasyonu, ERK ve RSK tarafindan sinyal
entegrasyonu TSC kompleksine sinyal gondererek mTORC1 aktivitesine de yol acabilir.
ERK ve RSK bolgeleri, AKT tarafindan fosforlanmis olanlardan farklidir, fakat ayni
sekilde TSCmin GAP fonksiyonunu inhibe etmek ve mTORCI aktivitesini ve timor
olusumunu tesvik etmek igin islev gortir (103). Aktif hale gelen ERK, RSK, AKT ve S6K,
hlcrenin hayatta kalma, proliferasyon, metabolizma ve motilitesini tesvik etmek i¢in ayni

substrat tizerinde hareket ederler (103).
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ERK ve PI3K yollari, hiicre dongiisii ve sagkalim (6rn., Siklin D) ile iliskili olan ve ¢esitli
capraz geri bildirimlerle yapisal olarak diizenlenen ayni transkripsiyon faktorlerini iglevsel
olarak birlikte dizenler. ERK ve PI3K yollar1 gibi son derece baglantili biyolojik ag
sistemlerinin, dissal bozulmalara karsi saglamliga sahip oldugu bildirilmistir. Kompleks
metabolik ag icinde alternatif yollar kullanan metabolik akilarin yeniden diizenlenmesi,
enzimlerin islev bozuklugunun dengelenmesi i¢in Onemli bir mekanizmadir. Yapilan
deneyler ile ERK ve PI3K yollarinin kombine blokajinin, tek hedef inhibisyonu ile

karsilastirildiginda hiicre canliligini 6nemli 6lglide azalttigi gosterilmistir (111).

2.3.4.3.2. ER-IGFR-HER2 Karsihikh Etkilesimi (Crosstalk)

Kanser ve insulin benzeri bliyime faktor -1 reseptori (IGF1R) arasindaki ilk iligki 20 yil
oncesine dayanir. Meme tiimorlerinde IGF-IR’nin asir1 ifadesi % 87 civarindadir (112).
Farkli pek ¢ok calisgma IGF1R ‘nin hicre blylmesi, invazyon ve metastaz (zerinde
diizenleyici etkisi oldugunu belirtmistir (113). Cok yakin gegmiste, ila¢ direnci vasitasiyla
HER2 ve IGFIR arasinda karsilikli etkilesim varligi gosterilmistir. HER2’den bagimsiz
olarak, IGFIR PI3K/Akt sinyal yolagini aktive eder ve hiicre prliferasyonunu saglar. Her
iki reseptorden birinin hedeflenmesi digerinin aktivasyonunun artmasina neden oldugu
gozlenmistir (114). Trastuzumab direngli meme kanseri hiicre hatlarinda IGF1R ve HER2
ya da IGF1R ve HER2 / HER3 heterodimerizasyonu goriilmiistiir (115). Karisikligin diger
bir kismi1 ise, Worthington ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada vurgulanmistir.
Calismada, HER2’in IGF-1’in salgilanmasini artiran IGF baglayici protein 3’iin ifadesini
azalttig1 ve boylece IGFIR sinyal iletim sistemini indiikledigi gdzlenmistir (116).

Meme kanseri hucrelerinde 6strojenin proliferatif etkisi ER’nin buylme faktor sinyal
sistemi bilesenlerinin ifadesinin diizenlenmesine katki saglayabilir. Calismalar tamoxifen
gibi anti-6strojenlerin IGF aracili biiylimeyi engelledigini ve anti-IGF stratejilerinin
Ostrojen aracili biiyiimeyi durdurabilecegini gostermistir. Pek ¢ok ¢aligmada 6stojenin IGF
sinyal sisteminde etkili oldugunu ve IGF sinyalinin Gstrojen varligina duyarli oldugunu

bildirilmistir.

Ostrojen meme kanseri hiicrelerinde hem IGF1R hem de IRS-1 ifadesini artirarak IGF
sinyalini ve reseptor altinda yer alan yolaklart etkinlestirir (117). MCF-7L hucrelerinde

ostrojenin IRS-1 ifadesini diizenledigi gosterilmistir. Ostrojen varliginda tiimor biiyiimeye
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basladiginda, sadece IRS-1 seviyesinin yiikselmedigi ayn1 zamanda fosforlandigi
belirtilmektedir. Bu tiimoérler ayn1 zamanda IRS-1 aracili sinyal iletim sistemini indiikleyen
yiiksek miktarda fosforile MAPK igerir. Ostrojen uzaklastirildiginda tiimér biiyiimesi durur
ve IRS-1 ifadesi ve MAPK aktivitesi azalir (117). Bu durum IGF1R, IRS-1 ve 6strojen

arasinda sinerjistik bir iliski oldugunu gosterir.

Ostrojen artis1 bilyiime faktor iletim sistemi bilesenlerini pozitif etkilemesinin yaninda baz1
bilesenleri negatif etkiler. Ostrojen meme kanseri hiicrelerinde biyiimeyi durduran IGFBP-
3’lin ifadesini azaltir (118,119). Ayrica 6strojen IGF-IIR ifadesini azaltir. IGF-IIR IGF-
II’'ye yiiksek afinite gosterir ancak hiicre dist sinyale aktarilamaz. Boylece reseptoriin

meme kanseri proliferasyonunu engellemesine neden olur (119).

Ostrojen hiicre bilyiime sinyalini artirirken anti-Ostrojenler ters etki gostererek bilylime
faktor bilesenlerinin ifadesini azaltirlar. Boylece anti-Ostrojenler IGFBP-3 ifadesini
artirarak IGF sinyalini durdururlar (118) ve IGF1R ile IRS-1 ifadesini azaltirlar (120,121).
Anti-0strojenler ayni zamanda ER’nin IGF odakli ligand bagimsiz aktivasyonunu
engelleyerek IGF1R ve IRS-1 fosforilasyonunu da azaltir. Bu mekanizma iki yolak

arasindaki karsilikl etkilesimin karmasikligina 151k tutar.

Ostrojen IGF sinyal bilesenlerinin ve IGF sinyali i¢in gerekli c-fos, c-jun, c-myc gibi
transkripsiyon faktorlerinin ifadesini diizenler (122). Ostrojen ayn1 zamanda siklin D1, p21
gibi hiicre dongiisii elemanlarinin ifadesini de kontrol eder (123). IGF ve ER hiicre

dongusunde sinerjitik etki gosterir.

Biiylime faktorii reseptorii sinyal yolaklari, kanser bityiimesini ER sinyali ile uyum iginde
veya onu bypass ederek uyarabilir. Klinik kanitlar, bliylime faktorii reseptorii sinyalinin
endokrin direncine katkida bulundugunu gdstermektedir. Tamoxifen’e direngli hiicrelerde
raportdr gen assay calismalari, EGFR / MAPK destekli ER / AF-1 fosforilasyonunun,
tamoxifen’in agonistik davranmigini arttirdigini ve Ostrojen tarafindan diizenlenen genlerin
ekspresyonunu sagladigini gosterir. Ayrica, meme kanseri vakalarinda ko-aktivator AIB1
'in asir1 ekspresyonu ve EGFR / HER2 / MAPK 'ye bagl fosforilasyon da tamoxifene kars1
direng ile iliskilidir ve HER2’nin ektopik olarak asir1 ifade edildigi MCF-7 hticrelerinde,

tamoxifen direncine aracilik edebilecegi onerilmistir (124).

24



HER ailesi homo- ve heterodimerlerinin farkli sinyallesme kapasiteleri vardir ve HER2-
HER3 heterodimerinin ligand kaynakli fosforilasyon ve akis asagi sinyalin aktivasyonu
bakimindan aktif oldugu diisiiniilmektedir. PI3K yolu, HER2 ile adaptdr proteinleri
vasitastyla veya HER3 ile dogrudan etkilesim yoluyla aktive edilebilir. Trastuzumab'in
ligand kaynakli HER2-HER3 heterodimerlerinin olusumunu etkili bir sekilde
bozamadigina dair kanitlar goz 6niine alindiginda, HER3'iin asir1 ekspresyonu ve yiiksek
seviyelerde ligandla uyarilmis HER2-HER3 heterodimerlerinin olusumu trastuzumab
direncine katkida bulunabilir. HER3'e ek olarak, EGFR trastuzumab direncinde rol
oynayabilir. Ritter ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmalar trastuzumab-direncli hicre
hatlar1 ve zenograft modellerinin EGFR fosforilasyonu, EGFR/HER2 heterodimerlerini ve
HER ailesinin EGF, heparin baglayict EGF ve heregiilini asir1 eksprese ettigini
gostermistir. Ayrica, ikili EGFR/HER2 tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimi ile HER2

fosforilasyonunun ve hticresel proliferasyonun azaldigi gosterilmistir (125).

HER?2 reseptoriindeki degisiklikler ve aktive ettigi yollaklarin disinda, biiyiime faktorii
sinyalini yonlendirmeye yardimci olan diger reseptor tirozin kinazlarindaki degisiklikler de
trastuzumab direncine aracilik edebilir. HER2 (+) hiicre hatlarinda yiiksek seviyelerde
IGF-1 reseptori (IGF-1R) ekspresyonu, trastuzumab cevabindaki azalma ile iliskilidir
(126). HER2 ile IGF-1R arasindaki karsilikli etkilesim sonucunda HER2'nin
fosforilasyonu ve PI3K aktivasyonunun IGF-1 uyarimi nedeniyle oldugu tahmin
edilmektedir. Ayrica, IGF-1R sinyalinin inhibisyonu, HER2 fosforilasyonunu bloke eder

ve trastuzumab duyarliligini geri kazandirir (127).

Reseptorler arasindaki karsilikli etkilesim (crosstalk) ve transfosforilasyon, HER?2
reseptOril tarafindan ¢oklu sinyal yollari aktive ederek meme tiimdrii olusumunu tetikler
ve ayrica bu karsilikli etkilesim ilaca direng gostermesi icin kullanilan 6nemli bir
mekanizmadir. ErbB ailesinin diger {iyelerinin etkilesimi ve aktivasyonu, HER2 hedefli
antikor olan trastuzumab'a azalan etkiye katkida bulunabilir. Ek olarak, IGF-1R ile
etkilesim ve reseptorler arasi crosstalk trastuzumab'a direngli hale gelen meme kanseri
hiicrelerinde gosterilmistir. HER2/ER arasindaki karslilikli etkilesimin ER(+) / HER2(+)
meme kanserlerinde endokrin ajanlara diren¢ gosterdigi bildirilmistir. Klinik ¢aligmalar,
endokrin direncli meme kanserinde buytime faktora sinyalinin inhibisyonunun terapdtik bir

strateji olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, HER2 ve diger biiylime faktorii
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reseptorleri arasindaki karsilikli etkilesimlerin anti-neoplastik terapileri nasil etkilediginin
acik bir sekilde anlagilmasi, HER2 agir1 eksprese eden meme kanserlerine karst kullanim

icin ek hedefli ajanlarin tasarlanmasina ve test edilmesine yol acabilir.

2.4, MIKRORNA

MikroRNA'lar (miRNA'lar) ilk olarak Caenorhabditis Elegans'da doksanli yillarinda
kesfedilmistir (128). MikroRNA'lar, hedef mRNA'larinin degredasyonu saglayarak veya
translasyonu inhibe ederek gen regilatorleri olarak islev goren 21-25 niikleotidden olusan
kicik RNA simifidir.

miRNA'larin hiicre gelisimine, farklilasmasina, proliferasyonuna ve apoptoz sureglerine
dahil oldugu gosterilmistir (128). Hastalikla iliskili olarak karakterize edilen ilk miRNA,
kronik lenfositik I6semide ve daha sonra, diffiiz biyuk B-hicreli lenfoma hastalarinda
dolagimda belirlenmistir (129). Ardindan yapilan pek ¢ok calisma araciligiyla miRNA'larin
diger birgok hastalik ve kanser ile iliskili oldugu bildirilmistir (130). O zamandan beri,
insanlarda > 2000 miRNA tanimlanmistir ve bu miRNA'lar tiim genlerinin tahmini % 60'n1
dizenler (18,131). miRNA, kanserde hem tumor baskilayict hem de onkojenik
mekanizmalar (oncomirs) yoluyla etki gosterebilir (128). Kanserde onkojenik yeniden
diizenlemelere dahil olan kirilgan bolgeler ve diger genomik bolgelerin kanserle iligkili

miRNAnin iiretimini etkiledigi diistiniilmektedir.
2.4.1. MIRNA BiYOGENEZI

miRNA'lar, RNA III tipi niikleaz olan Drosha tarafindan ¢ekirdekte islenen pri-miRNA'lar
olarak adlandirilan onciilerden olusturulur. Bu pri-miRNA'lar Drocha/DGCR8 enzimleri
ile pre-miRNA’lara islenir ve Exportin-5 tarafindan sitoplazmaya tasinir. pre-miRNA
hetero-dupleks (MiIRNA:MIRNA) olusturan baska bir RNAse III enzimi olan Dicer
tarafindan kesilir. Bu miRNA dupleksi daha sonra ayrilir ve olgun hedef miRNA
molekilu, Argonat (Ago) protein ailesinin bir {iyesine baglandigt RNA tarafindan
tetiklenen susturulmus kompleks (RISC) icine eklenir ve hedef mMRNA translasyonel olarak
baskilanir. Diger miRNA molekiilii (miRNA*) normal olarak bozulur (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. miRNA biyogenezi. Hayes ve ark.’dan adapte edilmistir (59).

Aktif miRNA, membrana bagl hiicre dis1 boliimlerde (eksozomlar) paketlenmis veya RNA
baglayici proteinlere baglanmis hiicrelerden salinabilir. Eksozomlar, diger hiicreleri ve
cevrelerini etkileyebildikleri i¢in bagka bir hiicre dis1 sinyalleme metodu saglarlar. Ayrica,
eksozomlar dogrudan kanserde rol oynamaktadir (132). Onemli bir sekilde miRNA'lar,
farkli miRNA profilleri sergileyen farkli hiicre ve tiimor tiplerinden farkli sekilde

eksozomlarda salgilanir veya segici olarak paketlenir.
2.5. MIRNA VE MEME KANSERI

Meme kanserinde molekiiler profilleme, kanserde miRNA'larin diizensizligi konusunda
ilging gozlemler ortaya koymustur. Yapilan bir calismada miRNA profili meme
timorlerinin luminal ve bazal epitel alt kiimelerini ayirt etmek i¢in kullanilmistir (12).
Diger ¢aligmalarda, miRNA'lar, meme kanseri alt tiplerini hormon durumlarina, dstrojen

reseptor (ER), progesteron reseptorii (PR) ve epidermal buyime faktorl reseptdriine
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(ErBB2/HER2) dayali ayirt edici molekiiller olarak kullanilmistir (133,134). Bu,
miRNA'larin terapdtik miidahalelerde potansiyel teshis ve prognostik belirtegler olarak
kullanilmasi ihtimalini dogurmustur. Mikrodizin yontemi kullanilarak yapilan mRNA
profili, meme kanserini dort alt tipe ayirmistir: liimen A (ER + ve diisiik dereceli), liiminal

B (ER + ve yuksek dereceli), HER2 ve bazal benzeri (6ncelikle t¢li negatif).

mikroRNA'lar meme kanseri alt tiplerini siniflandirmak ve hastalik ilerlemesini izlemek
icin ek bir mekanizma saglama potansiyeline sahiptir. Bir dizi ¢alisma, ana molekiiler
meme kanseri alt tiplerini tanimlamak icin bir yol olarak dokudaki mikroRNA'lar1
arastirmustir. Onemli sekilde, yapilan son ¢alismalar tarafindan mikroRNA'larin (miR-210,
miR-328, miR-484 ve miR-874) prognozu veya rekirrens riskini 6ngérme potansiyeline
sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, mikroRNA'larin tedaviye ait spesifik cevabi
belirleyebilecegi gosterilmistir (134,135).

miRNA profillemesi meme kanserinin ilerlemesinde ¢ok sayida miRNA’nmn rolind
tammlamak i¢in kullanilmistir. Ornegin, miRNA islenmesinin en 6nemli bilesenlerinden
biri olan Dicer ekspresyonu, Ozellikle metastatik meme kanserinde miR-103 ve miR-
107'nin yukar regiilasyonu ile zayiflatilir (136). miR-200 ailesinin epitel fenotipinin
biitiinliiglinii korudugu gosterilmistir ve siklikla invaziv ve metastatik meme kanserinde
ifadesi azalmaktadir (22).

miRNA 'larin kanserdeki rollerinden dolayt miRNA imzalari, meme kanserinin daha fazla
alt tiplenmesini saglamak ve proliferasyon, metastaz veya terap6tik direnci 6ngérmek igin
yeni klinik teshis hedefleri olarak takip edilmektedir. miRNA'nin biyobelirte¢ hedefleri
olarak potansiyeli, kandaki stabiliteleri ve tekrarlanan donma-g¢6zilme dongilerine
dayanma kabiliyetleri ile daha da artmaktadir. Sonu¢ olarak, yapilan arastirmalar
miRNA'larin meme kanserinin ¢esitli asamalarinda 6nemli roller oynadigin1 ve yakin
zamanda Hanahan ve Weinberg tarafindan tanimlanan kanserlerin belirleyici 6zelliklerinde

gorev alabilecegini gostermistir.
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2.5.1. KANSERIN BELIRLEYIiCi OZELLIKLERINDE ROL ALAN MIiRNA’LAR

2.5.1.1. Proliferasyonun Diizenlenmesinde miRNA’lar

miRNA'lar, ¢oklu hedef genlerin diizenlenmesi yoluyla ¢esitli hiicresel yolaklar: diizenler
(137). Proliferatif ve anti-apoptotik aktivite gosteren miRNA'larin kanser hiicrelerinde
artt1g1 ve onkogenezi destekledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, timdr baskilayici genler
olarak iglev goren bazit miRNA'lar hiicre ¢ogalmasini azaltir ve apoptozu tetikler ve bu
miRNA'larin ifade seviyeleri kanser hiicrelerinde azalir (138). Hiicre proliferasyonu, hem

mitojenik buyime sinyalleri hem de anti-proliferatif sinyaller tarafindan diizenlenir (139).

miR-24, hicre tipine spesifik sekilde tiimor baskilayict veya onkogen olarak gorev yapan
hiicresel gelisimi ve gogalmayi yonetir. pre-miR-24-2, miR-24'e gore olgun miR-24-2* 'nin
tercihli bir sekilde islenmesi yoluyla MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda tumor
baskilayici olarak gorev yapar. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde miR-24-2* 'nin ektopik
ekspresyonu, hem in vitro hem de in vivo olarak hiicresel hayatta kalmanin
baskilanmasiyla sonuglanir. miR-24-2* 'nin agir1 ekspresyonu, protein kinaz C alfa'nin
(PKCa) baskilanmasi yoluyla hiicre sagkalimimin azalmasina neden olur (140). Aktive
edilmis PKCa, kanserin gelisimi ve ilerlemesine yardimci olan sagkalim genlerini uyarmak

icin Raf-MEK-ERK yolunun aktivasyonu ile islev goriir.

miR-100, insulin benzeri biylime faktori (IGF) / rapamisin (mTOR) yolaginin
regulatoridir ve artan miR-100 ifadesi proliferasyon, hayatta kalma sinyalline etki ederek
meme kanserinde tiimér olusumunu inhibe eder. Invaziv meme timorleri ile iyi huylu
hasta drnekleri karsilastirildiginda miR-100 ifadesinde dort kat azalma oldugu goriilmistiir
(141). Meme kanseri hicrelerinde miR-100'Un ifadesinin azalmasi, proliferasyonu ve
sagkalimi tesvik eden onkogen olan insulin benzeri biyime faktori 2 'nin yukari dogru

diizenlenmesine yol acabilir.

miR-301'in lenf nodu negatif (LNN) meme kanserinde yeni bir oncomiR oldugu
bildirilmistir. mMiR-301, meme kanserinde asir1 ifade edilir ve miR-301'in baskilanmasi,
hicre proliferasyonunu azaltir. miR-301'in artan ekspresyonu, MDA-MB-231 hiicreleriyle
olusturulan fare modelinde proliferasyon, migrasyon, invazyon, anjiyogenez ve tumor

olusumuna neden olmustur. miR-301'in bu onkojenik roliine PTEN, FOXF2 ve Col2Al
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genlerini igeren anahtar sinyal yollarinin diizenlenmesinin aracilik ettigi disiiniilmektedir
(142).

Meme kanseri proliferasyonunda 6strojen reseptorii (ER) sinyalinin rolii uzun yillardir
yaygin olarak ¢alisilmistir. Ostrojen icin iki reseptdr vardir: ERa ve Erf (143). miR-17-
5p'nin translasyon baskilayicisi oldugu ve meme kanserinde amplifiye olan AIB1
onkogenini regule ederek hiicre proliferasyonunun kontrollinde rol oynadig: bildirilmistir
(144). AIB1 geni meme, yumurtalik, pankreas ve mide kanseri dahil olmak (zere bircok

kanserde artan ifade profili gosterir (22).

Kanserde EGFR sinyal iletim sistemi bilesenlerinin miRNA'lar tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir (145). EGFR'nin kendisi miR-7 tarafindan diizenlenir, bu durum kanser
hiicre hatlarinda hiicre déngusinin durmasini ve hiicre 6limiinii uyarabilir (146). Ayrica,
EGFR-odakli hiicre dongusl proteinlerini diizenleyen ve hiicre doéngusinin ilerlemesini
inhibe eden tiimor baskilayicilar olarak islev gorebilen ii¢ miRNA (miR-124, miR-147 ve
miR-193a-3p) tanimlanmistir (147).

2.5.1.2. invazyon ve Metastazda miRNA’lar

Metastaz meme kanserinde baskin 6lim nedenidir. (i) yerel istila, (ii) intravazasyon, (iii)
dolasimda hayatta kalma, (iv) uzak bir organ bdlgesinde tutunma asamasi, (V)
ekstravazasyon, (vi) mikrometastaz ve (vii) metastatik kolonizasyon olusumunu igeren ¢ok
asamal1 bir sirectir. Yapilan ¢alismalar ile meme kanseri metastazinda dolasimda yer alan
ve diizensiz (yukari1 veya asagi regiile) bir dizi miRNA tanimlanmistir. Metastazin 6nemi
ve karmagikliklari g6z Oniine alindiginda miRNA'larin invazyon-metastaz kademesine
dahil olmasi sasirtict degildir. miRNA'larin metastazdaki durumlart iyi Kkarakterize

edilmistir ve miRNA arastirmasinin ¢ok ¢aligilan alanlarindan biridir.

Metastazi tesvik eden ya da baskilayan birden fazla miRNA tanimlanmistir (22). Metastaz
stireci ile iliskili ilk miRNA miR-10b'dir (148). TWIST, htcrelerin tutunmasina yardimei
olan bir homeobox faktorii olan HOXD10'u inhibe eden miR-10b'nin transkripsiyonunu
indikler. HOXD10'un ana rollerinden biri, bir metastaz efektorii olan Ras homolog aile
uyesi G'yi (Rho-G) inhibe etmektir. Boylece, HOXD10'un miR-10b tarafindan inhibisyonu,

sonucta hiicre migrasyonunu ve invazyonu tesvik eder (148).
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Wnt / B-catenin sinyalinin epitelyal mezenkimal gecisi (EMT) ve metastaz tetikledigi
bilinmektedir. miR-301a 'nin pro-metastatik meme kanseri hastalarindan elde edilen primer
timor 6rneklerinde metastazi belirgin bir sekilde yukari regiile ettigi rapor edilmistir. miR-
301a, Wnt / B-catenin sinyal kaskadi i¢in negatif bir regiilatér olan PTEN'i dogrudan
bastirir ve aktive olan Wnt / B-katenin sinyali ile meme kanserinde invazyon ve metastazi
destekler (149).

miR-720 ekspresyonunun, primer meme kanserinde 0Ozellikle metastatik tlmdorlerde
anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmis ve miR-720'nin azalan ekspresyonu 105 primer
meme kanseri vakasinda lenf nodu metastazi ile de iligkilendirilmistir. Metastazin bilinen
bir promotori olan TWIST1, miR-720'nin dogrudan fonksiyonel hedefidir. Meme kanseri
hlcrelerinde miR-720'nin ektopik ekspresyonunun, epitel belirteclerin (E-cadherin ve B-
catenin) ifadesini arttirarak ve mezenkimal belirteclerin (N-cadherin, fibronektin, vimentin
ve matriks metaloproteinaz-2) ifadesini azaltarak hiicre invazivligini ve gocunu 6nemli

olgiide 6nledigi hem in vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir (150).

Dolasimda farkli metastatik bolgelerle iliskili miRNA'y1 tanimlamak, klinisyenlere hastalik
evresini degerlendirmek ve ilerlemeyi izlemek i¢in bagka gii¢lii bir tan1 arac saglayabilir.
Elde edilen veriler birlikte g6z 6niine alindiginda miRNA'lar, proliferasyondan apoptoza
kadar cesitli hiicresel sinyal yollarina miidahale etmektedir. miRNA'larin, hiicresel igerige
bagli olabilen tiimor baskilayici ya da onkojenik etkiye sahip oldugu giderek daha agik bir
sekilde goriilmektedir. Heterojen olan meme kanserinin erken teshis ve tedavisinde gorev
alan miRNA imzalariin belirlenmesi meme kanserinin 6nlenebilir veya tedavi edilebilir

hale getirilmesi icin yeni bir uygulama alan1 olusturabilir.
2.5.2. MIKRORNA TEMELLI TEDAVILER VE KLINiK UYGULAMALARI

Mevcut klinik ¢aligmalarin ¢ogu miRNA’larin hastalik siniflandirmasi, prognozu ve ilag
etkinligi i¢in biyobelirtecler olarak kullanilmasi ig¢indir ve meme kanseri bu konuda en ¢ok
calisma yapilan kanser tipidir. Birkag vakada spesifik mikroRNA'lar belirlenmis ve uygun
biyobelirteclerin ¢ikarilmast i¢in ekspresyon-profilleme platformlari  kullanilmistir.
Biyobelirte¢ calismalarina ek olarak, mikroRNA'lar ve anti-mikroRNA yapilar1 su anda
kanser icin potansiyel terapétikler olarak arastirllmaktadir. Bu tip molekillerin

sunulmasiyla ortaya ¢ikan zorluklara ragmen, mikroRNA tabanli terapétikler i¢in su anda
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iki klinik ¢alisma bulunmaktadir. Hedeflenen mikroRNA'lar, dogrudan tiimoér hiicrelerini
hedeflemek icin kullanilabilir veya diger terapileri gelistirmek icin kullanilabilir. Ornegin,
miR-100'Un kemoterapi direncli timorin ilag direncini azaltmada potansiyel bir kullanimi
olabilir. Akciger kanseri (151) ve kemoterapiye direncli over kanserinde miR-199b-5p'nin

epigenetik susturulmasi da ornek olarak verilebilir (152).

En gelismis mikroRNA c¢alismasi, hepatit C tedavisi i¢in antimiR-122 (Miravirsen)
kullanimin1 igerir (153), bu da viral RNA'da diren¢ géstermeyen bir azalma oldugunu
gosterir. Miravirsen, miR-122'nin antisense dizisinden olusur ayni zamanda, bozunmaya
kars1 direng ve hedefine karsi artan bir afinite saglayan modifiye bir kilitli nukleik asit
(LNA) yapisina sahiptir. Yapilan yeni c¢aligmalar, Miravirsen'in hedefinin miR-122'nin
olgun formu olmasina ragmen, ayni zamanda pri- ve pre-miR-122'nin azalmis islemesine
neden olan afiniteye (154) ve terapotik etkisinin arttirilmasina da sahip oldugunu

gostermistir.

Ozellikle kanser icin ilk mikroRNA tabanl tedavi, MRX34: lipozomal nanopartikiillerde
yukli bir sentetik miR-34a taklitidir (155). miR-34a, p53'in asagr akisinda tamor
baskilayict bir mikroRNA'dir. Kanser hicrelerinde bulunan kendini yenileme, go¢ etme
potansiyeli ve kemoterapiye direng gibi temel ayirt edici 6zellikleri antagonize eder (156).
MRX34, birincil karaciger kanseri ve karaciger metastazlari i¢in bir faz I klinik ¢calismadir
ve 2014 yili sonunda tamamlanmistir. MRX34 nanopartikiller karacigerde kolayca
birikmekte ve insan dis1 primatlarda MRX34'{in 6l¢limii tam kanda tatmin edici 7.7 saatlik
bir yar1 dmiir olusturmustur (157). Hayvan ¢alismalarinda lipit bazli lokal ve sistemik miR-

34a verilmesi de akciger kanseri i¢in olumlu sonuglar gostermistir (158).

MikroRNA tabanli terap0tikler igin direng, kombinasyonel mikroRNA tabanli tedaviler
kullanilarak asilabilecek bir faktor olabilir. Benzer bir etki ile, bazi anti-mikroRNA
terapileri, mikroRNA'larin tiim ailelerini hedef alma potansiyeline sahiptir (159) ve direng
olasiligin1  azaltir. MikroRNA temelli tedavilerin arastirilmasi hala emekleme
asamasindadir ve bu tedavilerin yan etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica,
diger mikroRNA'larin islenmesinin, mikroRNA isleme makinelerinin, depo mikroRNA'lar

ile asir1 yuklenmesi muhtemeldir ve bunun etkileri belirsizdir.
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2.5.3. MEME KANSERIi TEDAVISINDE MiRNA’LAR

Gunumuzde erken evre meme kanseri icin cerrahi temel tedavidir. Bununla birlikte,
kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavisi kullanimi, yasam oranlarini biiyiik ol¢iide
artirmistir. Metastatik meme kanserinin tedavisi i¢in, meme koruyucu cerrahi veya
mastektomi ve neoadjuvan ortamda kemoterapi ve radyoterapi kullanilmaktadir. Progresif
hastaliklarda (evre 1V), kemoterapi ve radyoterapi, hormon tedavisi ile birlikte baslica
tedavilerdir (160). Ozglin metastatik miRNA'nin tanimlanmas1 meme kanserini kategorize
etme ve tedavi secimlerini bilgilendirme ve iyilestirme potansiyeli agisindan 6nemlidir.
Ayrica, terapdtikler olarak spesifik miRNA'min kullanilabilmesi ileride gecerli bir tedavi
secenegi olma potansiyeline sahiptir. Glnimizde, kanseri tedavi etmek icin miRNA

kullanmanin etkinligini arastiran giincel klinik ¢alismalar mevcuttur.

Genel olarak, miRNA temelli terapétiklerin gelistirilmesi i¢in iki yaklagim vardir: miRNA
antagonistleri (inhibitér) ve miRNA taklitgileri (mimic). Hasta dokularinda fonksiyon
kazanimi gosteren endojen miRNA'lar1 inhibe etmek i¢cin miRNA antagonistleri
tiretilmistir. Bu yaklagim kavramsal olarak, kiiclik molekiil inhibitérleri ve kisa interferans
yapan RNA'lar (siRNA'lar) gibi tek bir gen iiriintinii hedef alan diger inhibitor terapotikler
ile benzerdir. Genellikle, aktif miRNA zincirine yiiksek afinite ile baglanan kimyasal
olarak modifiye edilmis miRNA &ncii zinciri (anti-miR veya antagomiR) igerir. Baglanma
siklikla geri dondiiriilemez oldugu igin, yeni miRNA dupleksi RISC tarafindan islenemez
ve / veya pargalanamaz. Bu yaklasimda potansiyel endise, antagonistin spesifik olmayacak

sekilde diger RNA'lara baglanarak istenmeyen yan etkilere neden olabilecegidir.

miRNA mimikleri fonksiyon kaybimi diizeltmek i¢in kullanilir. “miRNA replasman
terapisi” olarak da bilinen bu yaklagim, normal olarak saglikli hiicrelerde ifade edilen
miRNA’lar1 fonksiyonu bozulan hiicrelere yeniden tanitmayr amaglar. Cogu durumda, bu
miRNA'larin yeniden fonksiyon kazanmasi, normal hiicresel ilerleyis i¢in gerekli yollarin
yeniden etkinlestirilmesine ve hastaligi yonlendiren yolaklarin engellenmesine yol acar.
miRNA taklitcileri, terapotik siRNA'larda da kullanilan teknolojileri kullanarak sistemik
olarak verilebilir. Ayrica, miRNA mimiklerinin normal dokularda oldukg¢a spesifik ve iyi
tolere edilmesi beklenir. Bu varsayim ile, miRNA taklitlerinin dogal olarak olusan esdeger

ile ayn1 diziyi tagimasi ve ayni gen kiimesini hedeflemesi beklenmektedir. Cogu normal
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hiicre zaten s6z konusu miRNA'y: ifade ettiginden, mimik tarafindan etkilenen hiicresel
iletim sistemleri zaten endojen miRNA tarafindan aktive veya inaktive edildigi igin,
normal dokuya miRNA mimiklerinin verilmesinin yan etki ile indiiklemesi pek olasi

degildir.

Terapotik maddeler olarak miRNA'lar1 ¢evreleyen arastirmalar giinden giine artmaktadir.
Yakin zamanda kesfedilen miRNA'lara ragmen, bir¢ok aday zaten iiriine doniiserek
Klinikte ilerlemis bulunmaktadir. Sasirtici olmayacak sekilde, miRNA biyolojisi iizerine
yapilan bilimsel arastirmalarin patlamasi, bu alanda son 10 yil icinde yapilan patent
basvuru dosyalarinin sayisindaki 6nemli artisin bir yansimasi olarak ortaya ¢ikmustir.
Mevcut ticari kullanimlar1 ve gelisimi, miRNA ‘larin tan1 ve tedavideki anlik goriintiisiinii
sunmak i¢in Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'daki miRNA patent alanlarini ve
miRNA temelli Uiriin ve hizmetler gelistiren bazi biyoteknoloji sirketleri tanimlanabilir.
Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'daki miRNA patent manzarasinin genel bir resmini
elde etmek i¢in, patent veritabaninda miRNA'lar ve bunlarin kullanimi ile ilgili tiim
yayimlanmis basvurular ve patentler i¢in bir arama yapildiginda toplam 2136 yayinlanmis
patent belgesi ortaya ¢ikmig bunlardan 1661't ABD yayinlari, 475't Avrupa yayinlari olarak
bildirilmistir (161). Gen duzenlemesi ile ilgili uygulamalar ve patentler dosyalama
islemlerinin % 12'sini olustururken, miRNA gonderim araglari veya yontemleri ile ilgili
patent dokiimanlar1 basvurularin % 14'linl olusturmaktadir. Spesifik hastaliklarla ilgili
olarak, kanser tedavi yontemleri ile ilgili diger hastalik gruplarina kiyasla daha fazla sayida
bagvuru yapilmistir. Kanserden sonra, en yaygin basvurular viral enfeksiyonlar 6zellikle
hepatit C (% 6), goz hastaliklar1 (% 5), inflamatuar hastaliklar (% 5), kardiyovaskiiler
hastaliklar (% 4) ve norolojik rahatsizliklar (% 4) olarak siralanabilir (161). Yeni sirketler,
daha genis tabanl niikleik asit tedavileri gelistirmek yerine belirli endikasyonlar i¢in belirli
mIRNA terapotiklerini piyasaya sunma ¢abalarini yogunlagtirmistir. 2007'de kurulmus olan
iic sirket (miRagen Therapeutics, Regulus Therapeutics ve Mirna Therapeutics), farkli
hastalik durumlarinda rol oynayan ve sireci diizenleyen ilag adaylarmi gelistirmek igin

cesitli miRNA'lar1 tanimlamastir.
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2.5.3.1. Meme Kanserinde Tedaviye Diren¢ Gelisiminde Yer Alan miRNA’lar

Meme kanseri hiicrelerini kemoterapi, radyoterapi veya hedef odakli terapiye duyarl hale
getirmek yada cesitli tedavi stratejilerine karsi gelisen direnci yonlendirmek igin ¢ok

sayida miRNA bildirilmistir.

HER2 odakli tedavi yaklasimlari, HER2 reseptoriinii antagonize eden veya bloke eden
ilaglar1 igermektedir. Bu grup igerisinde trastuzumab veya pertuzumab gibi HER2
reseptorinu hedefleyen monoklonal antikorlar ile tirozin kinaz inhibitorleri olan lapatinib,
neratinib ve afatinib yer almaktadir (61). Epigenetik susturma nedeniyle miR-375 kaybi
miRNA'nin dogrudan hedefi olan insiilin benzeri bliyiime faktori tip 1 reseptorii (IGF1R)
aracili mekanizma ile trastuzumab direncine katkida bulunur. miR-375 yoklugunda,
IGF1R, trastuzumab ile tedavi edilen meme kanseri hastalarinda alternatif biiylime faktorii
reseptori olarak islev gormektedir (162). IGF1R'i hedefleyen ve boylece lapatinib,
neratinib ve afatinib gibi HER2 'yi hedef alan ilaglarin etkinligini arttiran bir baska
mIiRNA, miR-630'dur (163). miR-542-3p, trastuzumab tedavisine duyarliligi arttirirken,
bununla birlikte AKT 'yi hedef almaktadir. miR-542-3p'nin kaybi, HER2+ meme kanseri
hiicrelerini ilaca daha direncli hale getirir, apoptotik hiicrelerin sayisimi azaltir ve G1 / S
kontrol noktasinin engellenmesini saglar (164). miR-200c 'nin tiimdr baskilayict 6zelligi,
meme kanseri hucrelerini doksorubisin, 5-fluorourasil ve epirubisin gibi kemoterap6tik
ilaglara duyarl hale getirmesinin yanisira ZNF217 ve ZEB1 'in ifadesini azaltarak HER2+
meme kanseri hiicrelerinde trastuzumab cevabini etkinlestirir (25,165). HER2+ vakalarda
hedefe yonelik tedavi direncinde onkojenik roli olan miR-221, meme kanseri hucrelerinin
apoptozdan kagisina ve PTEN'Y hedefleyerek trastuzumab direncine aracilik eder (166).
Diger bir onkojenik miRNA olan miR-21 sadece radyoterapiye ve doksorubisin direncine
aracilik etmekle kalmaz, ayni zamanda IL-6/STAT3/NF-kB aracili sinyal yolagini ve

ayrica PI3K yolagini indiikler ve bdylece hiicre trastuzumab’a direng kazanir (60).

Meme kanserinde endokrin direncinin  mekanizmalart genellikle ER  geninin
hipermetilasyonu aracili ERa ifadesinin kaybini igerir. Ayrica HER2, IGF1R veya FGFR
sinyal yolaklarmin artmis aktivitesi, MAPK veya PI3K sinyal iletim sistemlerini aktive
eder ve boylece ER bagimsiz proliferasyon ve anti-apoptotik sinyalleri strdirerek

tamoxifene kars1 diren¢ kazandirmaktadir (59). miR-320a ER+ meme kanseri hticrelerini
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endokrin terapiye duyarli hale getiren miRNA'lardan biridir. Aslinda, miR-320a CAMP ile
diizenlenen fosfoprotein ve Ostrojen ile ilgili reseptor gammanin ifadesini azaltarak ER+

direncli meme kanseri hiicrelerin tamoxifene duyarliligini arttirir (167).

2.5.3.2. Metastatik Meme Kanserlerinde miRNA’lar

Metastazin farkli asamalarinda ifade edilen miRNA'larin tanimlanmasi ve kategorize
edilmesi, bu biyobelirteglerin terapotik potansiyelini hizlandirirken, altta yatan kanser
mekanizmalarini aydinlatabilir. Halen, birgok ¢aligma metastatik meme kanseri dokusunun
miRNA ifade profillerini (upregiilasyon veya downregiilasyon) arastirmakta, meme kanseri
baslangici, progresyonu ve tedavi ile ilgili stiregleri aydinlatmaya c¢aligmaktadir. Anlamli
olarak, meme kanseri modellerinde (miR-31, miR-126 veya miR-335 gibi) ifadesi azaldig:
gozlemlenen miRNA'nin ekspresyonunun geri kazanilmasmin, in vivo olarak metastazi
baskilayabildigi gosterilmistir (168). Ek olarak, kanser kok hiicrelerinin metastazi
etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (169). Meme kanserine 6zgii miRNA'nin tanimlanmasinin
ve bunlarin fonksiyonel iligkisinin, 6zellikle genc hastalarda, tiimoérlerin erken teshis ve

tedavisinde iyilesmelere yol agacagi umulmaktadir.

2.6. DENEYSEL MODELLER

Meme kanseri, diinya ¢apinda tan1 konan ve yasamlar1 boyunca yaklasik sekiz kadindan
birini etkileyen en yaygin ikinci kanserdir (170). Her yil 1.3 milyon kadini etkilemekte
olup tim kanser vakalarinin % 23'inli ve kansere bagl oliimlerin % 14'Un0 (465.000)
olusturmaktadir (171). Meme kanserinin en agresif formu olan metastaz, kanserin meme
dokusundan viicudun diger bolgelerine yayilmasi, tiimoér hacminin énemli 6lgiide artmasi
ve siklikla 6liim ile sonuglanmasiyla ortaya c¢ikar. Meme kanseri metastazi, ¢evredeki
dokunun lokal invazyonuyla baslayan, kan veya lenfatik damarlara yayilan ve timor
hicrelerinin distal organlara yayilmasiyla sonlanan bir yolu takip eder (53). Modern
tedavilere ragmen, metastatik meme kanseri (MBC) genellikle tedavi edilemez.
Giiniimiizde ilk 3 yil i¢inde hastalarin % 10-15'inde distal metastaz (M1) gorilmektedir
(171). Ayrica, tan1 aninda lenf nodu tutulumu olmayan meme kanserli kadinlarin yaklagik
ticte biri distal metastaz gelistirir (53). Anlamli olarak, metastaz orani ve yeri biyiik 6l¢iide

degisebilir ve bu durumun primer tiimor alt tipine bagli oldugu diistiniilmektedir. Agikea,
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metastatik meme kanserinin hem teshis hem de tedavisi i¢in daha fazla bilgiye ihtiyag

vardir.

Hicre kilturi deneylerinden fare modellerine ve PDX o6rneklerine kadar degisen farkli
modeller, meme kanseri arastirmalarinda benzersiz avantajlara sahiptir. Ornegin, hiicre
hatlar1 rutin olarak meme kanserinde dogal olan 6zellikleri ve mekanizmalar1 anlamak i¢in
kullanilir. Hiicre hatt1 aragtirmalariin avantaji, ilaca direng veya duyarlilik hakkinda hizl
sekilde bilgi elde etmek icin yuksek verimli taramaya izin vermesidir. Diger bir arastirma
yolu fare modellerinin kullanilmasi olmustur. Transgenik, knock-out ve kimyasal
mutajenlere kadar ¢esitli modeller, timor gelisimi, tUmor mikrogevresi ve metastazi
incelemek i¢in kullanilmistir. Ek olarak, transgenik farelerdeki tumoér genomik bilgisinin
¢oOziilmesi, transgenik fare modelleri ile insan meme kanseri arasindaki benzerligi
gdstermistir. Ornegin, insan meme kanserine benzerlik gosteren, hem MMTV-Myc hem de
MMTV-Met transgenik farelerde 6nemli gen ekspresyonu heterojenligi gézlenmistir (172—
174). Fare modellerinin temel karakterizasyonuna ek olarak, son ¢aligmalar, transgenik
farelerin tedavinin gelistirilmesinde umut verici bir rol oynadigin1 gostermistir. Drost ve
ark. farkli BRCA1 mutasyonlari tasiyan transgenik farelerin, hedefli tedaviye karsi farkli
tepkilere sahip oldugunu ve ilag direncinde gorev alan BRCAL protein bolgesinin
tanimlanmast gerekliligini belirlemislerdir (175). Transgenik farelerde bu hedeflerin
belirlenmesinde daha yeni bir gelisme, 6zellikle TNBC aragtirmalarinda PDX modellerinin
gelistirilmesi olmustur. Bu PDX'ler hem birincil hem de metastatik meme kanserinin
molekdler 6zelliklerini Ozetler (176). BRCAL ile iliskili ilag direnci ¢alismasinda, PDX
numunesinin orijinal meme kanseri hastasina benzer sekilde PARP inhibitérlerine karsi
dirence sahip oldugu gosterilmistir (177). Sonug olarak meme kanserini anlamanin odagi,
hedefli terapi ve kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemelere yol

acgacaktir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Meme kanseri heterojenik bir hastalik olup ¢esitli tiimor Ozellikleri farkli tedavi
cevaplarii olusturmaktadir. Cok-sebepli, kompleks bir genetik hastalik olan meme kanseri
molekdiler diizeyde yiiksek islem hacimli mikrodizin ¢alismalar1 araciligiyla detayli bir
sekilde arastirllmis ve molekiler alt tiplere (Luminal A, Luminal B ve HER2) normal-
benzeri ve bazal benzeri (l¢lu-negatif: ER-, PR-, HER2-) ve reseptor ifade durumuna gore
de (ER-, PR-, HER2-) farkli klinik alt tiplere siniflandirtlmistir. Bu alt tipler farkli
biyolojik davraniglar ve tedavi duyarlilign gostermektedir. Bu nedenle hem molekdler
siiflandirmalar hem de patolojik smiflandirmalar meme kanseri hastalarinin tedavi

stirecine karar verme agisindan biiyiik nem tagimaktadir.

Son yillarda molekiiler biyoloji temel alinarak yapilan meme kanseri siniflandirilmasina
paralel olarak arastirmacilar tarafindan tiimor olusumu, korunmasi ve yayilmasinda yer
alan siirecleri kontrol eden sinyal yolaklar1 incelenmeye baslanmistir. Tiimor gelisiminde
gerekli olan ve sonradan c¢esitli diizenlemelerle edinilen Ozelliklerden olan hiicre
cogalmasinin stirekliligi, biiyiime kontrol mekanizmalarindan kagis, hiicre 6liimiine direng,
sinirsiz ¢ogalma kapasitesi, genomik dengesizlik, invazyon ve yayilma gibi mekanizmalar

degerlendirilmistir.

Kicuk, protein kodlamayan endojen RNA molekiilleri olarak tanimlanan mikroRNA’larin
(miRNA) diizenleyici rolleri iizerine yapilan deneyler bu molekilerin hiicre gelisimi,
boliinmesi, farklilasmasi ve programli hiicre 61Umu gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda rol
aldigin1 gostermistir. Bu fonksiyonlarin kanserde genellikle diizensiz oldugunun bilinmesi
miRNA’larin kanserle olabilecek iliskilerine dikkat ¢cekmektedir.

Meme kanserinde kullanilan kemoterapi, cerrahi miidahale, radyoterapi gibi geleneksel
yontemler giinlimiizde etkin olmasina ragmen bu yontemlerin kagmilmaz yan etkileri
bulunmaktadir. Kanserde miRNA’nin etkin roliiniin anlasilmasi sonucunda mikroRNA
temelli terapiler potansiyel arastirma konusu haline gelmis ve klinik 6ncesi modellemede

miRNA’larin kullanimi arastirilmaya baglanmustir.

Bu tez kapsaminda meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek, meme Kkanseri alt

tiplerinden bagimsiz ve halen kullanilmakta olan terapi ajanlarina yardimeci olabilecek
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mikroRNA’nin (MiRNA) potansiyel etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi amaglanmustir.
Fonksiyonel miRNA baglanti aginin ve hedeflerinin tanimlanmas1 miRNA’larin potansiyel

terapatik hedef olmasina katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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4, MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

4.1.1. MEME KANSERiIi HUCRE HATLARI

Meme kanserinin farkli alt tiplerini temsil eden hiicre hatlart ATCC ’den alinmustir.

Hicrelerin tipleri, kullanilan besiyeri ve icerikleri Cizelge 4.1.’de verilmistir. Her hiicre

icin RRID numaralari “Cellosaurus — EXPASy ” portalindan edinilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicrelerin tipleri, kullanilan besiyeri ve igerikleri.

(RRID:CVCL_0031)

Lonza (BE12-741F)

Kullanilan
Hiicre hatti besiyeri katalog Ortam icerigi
numaralari
MCE-7 DMEM + L-Glutamin +

%10FBS +
%1Penisilin/Streptomisin

BT-474
(RRID:CVCL_0179)

Lonza (BE12-741F)

DMEM + L-Glutamin +
%10FBS +
%1Penisilin/Streptomisin

SK-BR-3
(RRID:CVCL_0033)

Lonza (BE12-688F)

Mc Coy’s + L-Glutamin +
%10FBS +
%Z1Penisilin/Streptomisin

MDA-MB-231
(RRID:CVCL_0062)

Lonza (BE12-741F)

DMEM + L-Glutamin +
%10FBS +
%21Penisilin/Streptomisin

MDA-MB-468
(RRID:CVCL_0419)

Lonza (BE12-611F)

EMEM + L-Glutamin +
%10FBS +
%Z1Penisilin/Streptomisin

BT-20
(RRID:CVCL_0178)

Lonza (BE12-611F)

EMEM + L-Glutamin +
%10FBS +
%21Penisilin/Streptomisin

MDA-MB-157
(RRID:CVCL_0618)

HyClone
(SH30021.01)

Dulbecco's Low Glucose
Modified Eagles Medium + L-
Glutamin + Soydum parivat
+%10FBS +
%71Penisilin/Streptomisin

4.1.2. TAMPON COZELTILER

% 10 APS
1.5 M Tris (pH:8.8)

0.1 gr APS (son hacim 1 ml ddH20)
18.165 gr Tris-base (son hacim 100 ml ddH20)
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10X TBS (pH:8.0)
20X TBE (pH:8.3)
5X Running Buffer
Wet Transfer Buffer

2.19 gr Tris-Base, 87.76 gr NaCl (son hacim 1L ddH-O)

121 gr Tris, 61.7 gr Boric acid, 7.4 gr Na-EDTA (1L ddH20)
15 gr Tris, 72 gr Glycine, 5 gr SDS (son hacim 1L ddH20)
6gr Tris, 28.8 gr Glycine, 1ml % 10 SDS, % 20 Methanol

4.1.3. REAKTIF VE KIMYASALLAR

1X PBS

2X protein loading dye
6X gel loading dye
Acrylamide/bisacrylamide

Agaroz

Allstar scrambled mimic negatif kontrol

Ammonium per sulfate (APS)

Cell Proliferation Reagent WST-1
Chloroform

Coomasie Plus Bradford Assay
DharmaFect -1 Transfection Reagent
dNTP-Mix

Ethanol

Ethidium bromide

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gene Ruler 100 bp DNA ladder
Glycine

Hi-perfect Transfection Reagent
Isopropanol

Matrigel Basement Membrane Matrix
Methanol

miR-770-5p inhibitor

miR-770-5p mimic

Molecular Biology Grade water
PDVF membran 1 roll, 0.22 um

Hyclone, SH30256.01
Advansta, R-03019-B50
New England Biolabs, B7021S
Sigma, A3574

Lonza, 50004

Qiagen, S103650318
Sigma, A3678

Roche, 4038377012001
Sigma, C2432

Thermo Scientific, 23209
Dharmacon, T-2001-03
Thermo Scientific, R0192
Merck, 1.00983.2511
SNPBiotech, SNPEB-5
Hyclone, SH30071.03
Thermo Scientific, SM0321
Sigma, G7126

Qiagen, 301705

Sigma, 19516

Corning, 354234

Merck, 1.06007.2500
Dharmacon, 1H-301013-03-0005
Qiagen, MSY0003948
Hyclone, 01-869-1A
Advansta, L-08008-001
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Penicillin/Streptomycin

Protein ladder

scrambled inhibitor kontrol miRNA

SDS

Sodium chloride

Lonza, DE17-602E

New England Biolabs, P7712S
Dharmacon, IN-001005-01-05
Sigma, L4390

Ambresco, 7647-14-5

Tamoxifen Tocris, 54965-24-1
TEMED Sigma, T7024
Trastuzumab Roche, Genetech
Tripsin Hyclone SH30042.01
Tris Serva, 37190.02
Trizol Ambion, 15596018
Tween-20 Sigma, P1379

4.1.4. ENZIMLER

DNA Polymerase

Dnase |

4.15. KIiTLER

Complete Lysis-M

Thermo Scientific, EP0402
Thermo Scientific, EN0521

Roche, 4719956001

EPIK™ Amplification Kit Bioline, BIO-66025

EZ DNA Methyation-Direct Kit Zymo Research, D5020
LightCycler 480 Syber Green Master Roche, 4707516001
miScript Il RT Kit Qiagen, 218161
miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, 218073
QiAamp DNA Mini Kit Qiagen, 51304
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche, 4379012001
WesternBright Sirius HRP Detection Kit Advansta, K-12043-D10
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4.1.6. TEZ KAPSAMINDA MATERYALIN KULLANILDIGI BASAMAKLAR

» Calismamizda Tamoxifen (Tocris), Trastuzumab (Herceptin) uygulamalar
yapilmis hiicrelerin gegici transfeksiyonu icin miR-770-5p mimic (Qiagen), miR-
770-5p inhibitor (Dharmacon), miR-99b-5p mimic (Qiagen), miR-99b-5p inhibitor
(Dharmacon), miR-373-3p (Qiagen), miR-373-3p inhibitor (Dharmacon), Allstar
scrambled mimic negatif kontrol (Qiagen), scrambled inhibitor kontrol miRNA
(Dharmacon), Hi-perfect Transfection Reagent (Qiagen) ve DharmaFect -1

Transfection Reagent (Dharmacon) kullanilmstir.

> RNA izolasyonu icin Trizol (Qiagen), Kloroform (Sigma), izopropanol (Sigma)
kimyasallart kullanilmis, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche),
LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) ile mMRNA profillemesi; miScript I
RT Kit (Qiagen) ve miScript SYBR Green PCR (Qiagen) kitleri ile miRNA ifade

profili incelenmistir.

» Proliferasyon deneyleri Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche) kimyasali

yardimiyla Wallac Victor Counter (Perkin Ekmer) cihazi ile gergeklestirilmistir.

> Invazyon deneyleri i¢in XCELLigence invasion assay (ACEA); DNA izolasyonu,
bistilfit uygulamas1 ve metilasyon spesifik PZR islemi i¢in sirasiyla QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen), EZ DNA Methyation kit (Zymo Research) ve EPIK™
Amplification Kit (Bioline) kitleri kullanilmistir.

> Ilgili miRNA nin sinyal iletim sistemindeki etki mekanizmasi sc53274 for EGFR
(1:1000) (SantaCruz), sc81490 for phospho-EGFR (1:1000) (SantaCruz), sc8312
for AKT (1:1000) (SantaCruz), sc7985 for phospho-AKT (Ser 473) (1:1000)
(SantaCruz), sc154 for ERK2 (1:1000) (SantaCruz), sc-81492 for phosho-ERK 1/2
(Thr 202/Tyr 204) (1:1000) (SantaCruz), sc47724 for GAPDH (1:1000)
(SantaCruz), 1B2E for HER3 (1:1000) (Cell Signaling), D23H3 for IGF1R
(1:2000) (Cell Signaling), 7C10 for mTOR (1:1000) (Cell Signaling) D21H3 for
Vimentin (1:1000) (Cell Signaling), 24E10 for E-Cadherin (1:1000) (Cell
Signaling) C15D3 for SNAIL (1:1000) (Cell Signaling), 643802 for beta-actin
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(1:1000) (Biolegend), and HRP-conjugated Anti-Rabbit, 7074S (1:10000) (Cell
Signaling) ya da HRP-conjugated Anti-Mouse 405306 (1:2500), (Biolegend)

primer ve sekonder antikorlar1 yardimiyla arastirilmistir.

4.2. YONTEM

miR-770-5p ‘nin antikanser etkinliginin belirlenmesinde in vitro kosullarda meme kanseri
hiicre hatlarinda proliferasyon, motilite ve invazyon kapasiteleri Gzerindeki etkileri ve bu
miRNA’nin etki mekanizmalarin1 arastirmak i¢in asagida bahsedilen yontemler

kullanilarak deneyler tamamlanmaistir.
4.2.1. HUCRE KULTURU KURULMASI VE IDAMESI

Hicreler Cizelge 4.1.’de belirtilen uygun besiyerinde, 37°C ve %5 CO2 ortami saglayan
inkiibatorde kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin devamlilign T-25 (25 cm?’lik) ve T-75 (75
cm?lik) flasklarda saglanmistir. Flasklarin % 80 oraninda kaplanmasi durumunda hiicreler
tripsin enzimi ile muamele edilip kaldirilarak pasajlanmis ve ¢ogaltilmistir. Uzun sureli
stok olarak saklanacak olan hiicreler, %10 DMSO ve %90 FBS igeren saklama ortaminda
dondurularak, sivi nitrojende kriyoviallerde saklanmis ve her hiicre hattinin depolanmasi

saglanmstir.
4.2.2. ETKIN MiRNA KONSANTRASYONUNUN BELIiRLENMESI

Transfeksiyon igleminde kullanilacak etkin  miRNA mimic konsantrasyonunu
belirlememek i¢in dort farkli derisimde (5 nM, 10 nM, 25nM ve 50 nM) mimic veya
scrambled kontrol (scr) karisimlart hazirlanmistir. miRNA inhibitér konsantrasyonunu
belirlememek icin 50 nM, 100 nM, 150nM ve 200 nM olacak sekilde inhibitér veya
scrambled kontrol (scr) karisimlart hazirlanmistir. Bu asamada 24-well plate kullanilmasi
tercih edilmistir. Hiicreler tripsinlenip hiicre saymmi yapilmistir. Her kuyuda 1x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapilmis ve yaklasik 1 saat 37°C ‘de ve %5 CO; kosullarinda
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan farkli konsantrasyonlarda hazirlanan mimic, inhibitor
ya da scrambled kontrol (scr) karisimlart damlalar halinde kuyulara eklenmis ve 48 saat

inkube edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda laboratuvarimizda optimize edilen ve Kisim 4.2.6 “RNA
izolasyonu ve gRT-PZR” bolimiinde detayli olarak anlatilan sekilde RNA izolasyonu
yapilmis ve MiRNA-spesifik uygun primerler kullanilarak qRT-PZR ile transfeksiyon

etkinligi kontrol edilmistir.

4.2.3. MIRNA’LARIN PROLIFERASYON UZERINE ETKIiSIiNIN
ARASTIRILMASI

Kullanilacak hiicreler tripsinlenip hiicre sayimi yapilmistir. Transfeksiyon islemi 96-well
plate kullanilarak gerceklestirilmistir. Her kuyuda 1x10* hiicre olacak sekilde
hesaplanmistir. 5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM olacak sekilde mimic ve scrambled kontrol
(scr) sulandirmalar1 hazirlanmistir. 96-well plate icerisinde 2uL mimic ya da scrambled
siRNA karigimlart birakilmis ve iizerine 25 pL transfeksiyon ajani ve serum igcermeyen
medium karisimi eklenmistir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan her
kuyuya 175 pL (1x10%) olacak sekilde hiicre eklenip hiicreler normal biiyiime kosullarinda
37°C ‘de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasmmda WST1 protokolii

uygulanarak miRNA’nin hiicre ¢ogalmasina etkisi belirlenmistir.

4.2.4. HUCRELERIN MIiR-770-5P ILE BIRLIKTE ILACLARA OLAN
DUYARLILIGININ WST-1 PROTOKOLU ILE BELIRLENMESI

MCF-7, SK-BR-3, BT-474 hiicre hatlarinda ila¢ ile birlikte belirtilen miRNA’nin ilag
konsantrasyonu uzerine etkisi WST-1 protokolii ile belirlenmigtir. Daha 6nceki
caligmamizda belirlenen farkli konsantrasyonlarda tamoxifen ya da trastuzumab ile birlikte
25 nM miRNA mimic veya scrambled kontrol (scr) transfeksiyon islemi 96 kuyucuklu
hiicre plaklarinda gergeklestirilmistir (Sekil 4.1.). Trastuzumab uygulamasi igin 0.1, 0.5, 1,
2, 6 pg/ml konsantrasyonlar belirlenmistir. Tamoxifen icin belirlenen konsantrasyonlar ise
1,5, 10, 20, 40 uM seklindedir.
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konsantrasyonlan ve 25 nM

miRNA mimic

konsantrasyonlar
scrambled siRNA

Degisen ilag
@ | konsantrasyonlan ve 25 nM

Degisen ilag
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10 1

Hiicre ile birlikte besiyeri ve transfeksiyon
reagent igeren kuyular

- ()
ilag uygulamas yapilmayan, sadece hiicre ile ._G
besiyeri igeren «Hiicre Kontrol» kuyulan
H

I Sadece hiicre besiyeri iceren «Blank» kuyular: I

Sekil 4.1. Tlag etkinliginin belirlenmesi igin yapilan WST-1 uygulamasmin 96 kuyucuklu
plak iizerinde deney diizenegi.

4.2.5. MOTILITE VE iNVAZYON DENEYLERIi

miRNA’nin in vitro kosullarda hiicre motilitesi tizerindeki etkisini arastirmak igin
oncelikle “Wound Healing Assay (WHA)” yapilmistir. Bu yontem, in vitro hlicre goglnin
olgililmesi i¢in kolay, diisiik maliyetli ve iyi gelistirilmis bir yontemdir. Temel olarak, hiicre
tek katmaninda bir "¢izik" olusturmayi, hiicrelerin gocii sirasinda ¢iziklerin kapanip —
kapanmadigin1 izlemek igin baslangicta ve diizenli araliklarla goriintl yakalama ve

hiicrelerin gé¢ hizini nicellestirmek icin goriintiileri karsilastirmayi icerir.

Hiicre sayimi yapildiktan sonra 6 kuyucuklu plakalara uygun kosullarda ekilmis ve
ardindan miR-770-5p mimic, miR-770-5p inhibitor ve scrambled kontrol (scr)
transfeksiyonu yapilmistir. Transfeksiyon isleminin ardindan hiicre katmani tizerinde 20 ul
pipet ucu yardimiyla ¢izik olusturulmus ve baslangictan (O saat) itibaren her 24 saat
sonunda goriintli alinmistir. Ardindan elde edilen goriintiiler “T-scratch” programi ile

analiz edilmistir.

Real-time (es zamanli) invazyon deneyleri igin 16 kuyulu CIM plaka (ACEA)
kullanilmistir. Hiicreler dncelikle 6 kuyulu plakalara ekilmis ve miRNA ya da scrambled
kontrol ile transfekte edilmistir. Invazyon deneyi i¢in CIM plakanin {ist katman1 400 ug/ml
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matrigel ile kaplanmis ve 37°C ‘de 4 saat inkiibe edilmistir. Plakanin alt katmanindaki
kuyulara 160 ul FBS iceren besiyeri eklenmis ve alt ile iist katman dikkatlice
birlestirilmistir. Ardindan 50 ul FBS igermeyen besiyeri iist katmandaki her kuyuya
eklenmis ve 37°C ‘de 1 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda transfekte edilen hiicreler
tripsinlenip kaldirilmis ve hiicre sayimi yapilmistir. Her kuyuya 40.000 hiicre olacak
sekilde hesaplanip ekilmis ve 30 dk oda sicakliginda hiicrelerin plakaya tutunmasi igin
bekletilmistir. Ardindan RTCA cihazina (ACEA) yerlestirilmis ve 24 saat sonunda elde

edilen sonuclar analiz edilmistir.

4.2.6. RNA IZOLASYONU VE QRT-PZR

4.2.6.1. RNA izolasyonu

Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra, kaziyic1 yardimu ile kaldirilip 1.5 ml’lik
tiiplere alinarak +4°C, 2000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ardindan hiicre peletleri lizerine
500 ul QIlAzol eklenip 6rnekler enjektérden gecirilmis ve Uzerine 100 pl kloroform
eklenerek sertge calkalandiktan sonra 2 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 4°C’de
13.000 rpm 15 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust tarafta kalan berrak faz pipet
yardimiyla dikatlice toplanip temiz 1.5 ml’lik tiiplere alinmis ve iizerine 250 ul
izopropanol eklenip pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 10 dk inkibasyon sonrasinda
ornekler 4°C’de 13.000 rpm 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatan pelete dikkat edilerek
dikkatlice uzaklastirilmistir. Pellet Gzerine 500 ul taze hazirlanmis %70’lik Ethanol
eklenerek 4°C’de 10.000 rpm 5 dk santrifiij yapilmistir. Ethanol uzaklastirildiktan sonra bu
islem tekrarlanmistir. Pelet 20 pl su ile ¢6ziilmiis ve buz iizerine alinmistir. Ardindan
Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) kullanilarak RNA kantifikasyonu yapilmistir. Ek
olarak RNA drnekleri %1°lik agaroz jelde 100V 30 dk yiiriitiilmiis ve UV gorlntileme
sistemi (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak goriintiilenmistir. Elde
edilen RNA oOrnekleri EK 1’de listelenmistir.

4.2.6.2. cDNA Sentezi ve gRT-PZR Protokoli

miR-770-5p ve scrambled kontrol (scr) transfeksiyonu ardindan elde edilen total RNA’lar
ile birlikte kontrol hiicrelerden elde edilen total RNA’larin cDNA sentezi yapilmistir. Bu
islemi gergeklestirmek icin “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)” Kiti

kullanilmistir. Her Ornegin konsantrasyonu 1000 ng olacak sekilde Rnazsiz su ile

47



sulandirilmis ve asagida belirtilen karisim hazirlanarak Orneklerin iizerine eklenmistir
(Cizelge 4.2.).
Cizelge 4.2. cDNA sentez reaksiyonu

Reaktif Miktar
(1)
5X Buffer 4
RNAse Inhibitor 0,5
dNTP 2
Anchored-oligo(dT)1s Primer 1
Reverse Transcriptase 0,5
RNAsi1z su degisken
Total RNA (1000 ng) degisken
Toplam 20

Bu islem icin dncelikle RNA ve Oligo(dT) primer karisimi 65 °C’de 10 dakika denatiire
edilmistir. Sonrasinda tiiplere 5X buffer, Rnaz inhibitorii, ANTP karisimi ve enzim eklenip
kisa santrifiij isleminden sonra 50°C’de 60 dakika ardindan 85°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler buz iizerine alinip iizerine 1:5 diliisyon
olacak sekilde 80 pl su eklenip iyice pipetlenmis ve bOylece 10ng/ul olarak bir sonraki

isleme gecilmistir.

Belirlenen mimic ve inhibitorler ile muamele edilmis hiicrelerden elde edilen cDNA’lar
gRT-PZR deneylerinde kalip DNA olarak kullanilmistir. Belirlenen spesifik primerler
yardimiyla kullanilarak real-time reaksiyonu hazirlanmistir. Elde edilen Ct degerleri AACt
metodu kullanilarak analiz edilmistir. mRNA ifade analizi i¢in referans gen olarak GAPDH
secilmistir. Bu islem “LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche)” kiti kullanilarak
belirlenen kosullarda Light Cycler 480 (Roche) cihazi ile tamamlanmistir (Cizelge 4.3.). Es
zamanlt qRT-PZR reaksiyonu sonrasinda Ornekler %2 ‘lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

Temsili jel gorintisti EK 2’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.3. Es-zamanli PZR reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
SYBR Green Mix 5
Forward Primer (FP) 0,4
Reverse Primer (RP) 0,4
cDNA (10 ng/pL) 1
RNAsi1z su 3,2
Toplam 10

MIRNA hedef genleri i¢in uygun primerler “Primer3” programi kullanilarak tasarlanmis ve

Cizelge 4.4. de listelenmistir.
Cizelge 4.4. qRT-PZR i¢in kullanilan primer dizileri.

PRIMER ADI PRIMER DIiZiSi (5>---3°)
ARHGAP35_F GACTTTTCAACCTCATCGAAGCA
ARHGAP35 R GCTTTCCGTCTGGCATTTGTT
CDC42_F GGTGGAGAAGCTGAGGTCAT
CDC42_R TTTACCAACAGCACCATCGC
CDH1 F TTCCCAACTCCTCTCCTG
CDH1 R AAACCTTGCCTTCTTTGTC
DNMT3A F AAGGAGACCAACATCGAATCCA
DNMT3A_R CGCTTGCTGATGTAGTAGGGG
EGFR_F TCTACAACCCCACCACGTAC
EGFR_R TCGCACTTCTTACACTTGCG
GAPDH_F GTTCGACAGTCAGCCGCAT
GAPDH_R TGAAGGGGTCATTGATGGCA
HER3 F CTCTACCATTGCCCAACCTCC
HER3 R TATCTCAGCATCTCGGTCCCT
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ITGAG6_F AACCAGCAAGGCAGATGGAA
ITGAG6_R CCCTTGAGAACCTGTGTTGGT
NOTCH3_F GCATGTGACCAGGATGTGGA
NOTCH3_R CCGACAGACACTCGTTGACA
PARVB_F AATGTGGCTGAGGTGACACA
PARVB_R TCTTCCCGTGAATTGAGTCC
PIPSK1C_F AGGCCATCGAATCGGATGAC
PIPSK1C_R CCGAAAGACCGTGTTGCTCA
PTK2_F GCGTCTAATCCGACAGCAAC
PTK2_R GCAGGATTTCTTTCCGCCCAA
RAC1_F ATAACCTCCCGGGGCAAAGA
RAC1_R CTGCGGATAGGTGATGGGAG
RAC2_F CGGTGAAATACCTGGAGTGC
RAC2_R ATCAGGCTTTGGGTGGGGAT
ROCK1_F AGTGAAGGTGATTGGTAGAGGT
ROCKL_ R ATGATGTCCCTTTCTTCCCAG
SNAIL1_F ACCACTATGCCGCGCTCTT
SNAI1_R GGTCGTAGGGCTGCTGGAA
STAT3_F GAGGGAACAAGCCCCAAC
STAT3_R CTCCAGGTACCGTGTGTCAA
VIM_F GGACCAGCTAACCAACGACA
VIM_R AAGGTCAAGACGTGCCAGAG
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4.2.6.3. miRNA ifadesi icin cDNA Sentezi ve gRT-PZR

miRNA cDNA sentezi i¢in miScript Il RT kit (Qiagen) kullanilmigtir. miRNA reverse
transcription (RT) reaksiyonu Cizelge 4.5.deki gibi hazirlanmis ve 37°C’de 60 dakika
ardindan 95°C’de 5 dakika ve 4°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ornekler 1:10 diliisyon
olacak sekilde sulandirilmis (5 ng/ul) ve -20°C’ye kaldirilmistir.

Cizelge 4.5. miRNA RT reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
5X miScript HiSpec Buffer 4

10X Nucleics Mix 2
miScript RT Mix 2
RNA (1000 ng) degisken
RNAs1z su degisken
Toplam 20

mMIRNA gRT-PZR islemi i¢in miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) ve miScript primer
assay (Qiagen) kullanilmistir. Primer dizileri EK 3’de yer almakta olup spesifik miRNA
primerleri 500 ul TE ile dilue edilmistir. Cizelge 4.6.°daki karisim hazirlanmig ve Light
Cycler 480 (Roche) cihazinda qRT-PZR islemi gergeklestirilmistir. Referans olarak RNU6

se¢ilmistir.

Cizelge 4.6. miRNA gRT-PZR reaksiyonu

Reaktif Miktar (ul)
SYBR Green Mix 5
10X UP 1
10X Primer Assay 1
cDNA (5ng/ul) 1
RNAs1z su 2
Toplam 10
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4.2.7. PROTEIN iZOLASYONU VE WESTERN BLOT

Hiicreler 6 kuyulu plakalara ekilmis, transfeksiyon ya da ilag uygulamalar1 yapilmistir.
Ardindan hiicreler 2000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Supernatan uzaklastirilmis ve
tizerine yaklasik 50-100 ul Lysis Buffer eklenip karigtirllmistir. 5 dk orbital shaker’da
karistirtldiktan sonra 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Supernatan temiz 1.5 mi
tiiplere alinmig ve Coomasie Plus Bradford Assay (Thermo) soliisyonu kullanilarak Wallac
Victor Counter (Perkin Ekmer) cihazi yardimiyla protein olgiimii yapilmistir. Protein
miktarini hesaplamak i¢in degisen konsantrasyonlarda BSA ile standard egri ¢izilmistir.

Elde edilen protein konsantrasyonlar1 EK 4’de listelenmistir.

Protein 6rnekleri 2X protein loading dye ile karistirilip 99°C 10 dk inkiibe edilmistir. SDS-
page igin % 8, % 10 ve % 12 ‘lik resolving jel (Cizelge 4.7.) ve % 5’lik stacking jel
Cizelge 4.8.°de yer alan miktarlar kullanilarak hazirlanmustir.

Cizelge 4.7. Resolving jel ylzdeleri ve icerikleri

Icerik %8 | %10 | % 12
(Resolving
Jel)

5ml [ 5ml | 5ml

ddH.O(ml) |23 |19 |16

%30 Ac/BisAc | 1.3 1.7 2.0
(ml)

15 M Tris|[13 |13 |13
(ph=8.8) (ml)

9%10SDS (ul) |50 |50 |50

%10APS (ul) [50 |50 |50

TEMED (ul) |3 2 2
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Cizelge 4.8. Stacking jel igerigi

% 5 (Stacking Jel) 3ml
ddH20 (ml) 2.10
%30 Ac/BisAc (ml) 0.50

1.5 M Tris (ph=6.8) (ml) | 0.38

%10 SDS (pl) 30
%10 APS (pl) 30
TEMED () 3

Oncelikle ¢alisilacak proteinin agirhgina (kDa) gore jelin ¢oziiniirliigii belirlenir ve jel
hazirlanir, en son TEMED eklenir. Jel dokiildiikten sonra havayla jelin temas etmemesi
icin %100 ethanol ile iizeri kaplanir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra ethanol ddH2O
ile yikanarak uzaklagtirilir. Kalan su Wattman kagidi ile jele dokunmadan kenardan
toplanir. Uzerine stacking jel dokiiliir ve tarak yerlestirilir. Polimerlesme tamamlandiginda
tarak dikkatlice gekilerek kuyular enjektér yardimiyla yirtmadan temizlenir. 10-15 ug
protein kuyulara dikkatlice yiklenir. 80V’da 20 dk ardindan 100V’da yaklasik 2 saat

yuratalur. Bu sire icerisinde protein ladder takip edilmelidir.

PVDF membran uygun boyutlarda kesilir. Oncelikle metanol, ardindan ddH.O ve en son
Wet Transfer tampon ¢ozeltisi igerisine alinir. Transfer sandvigi singer ve wattman
kagitlar1 arasinda kalacak sekilde ve gecis yoniine dikkat edilerek hazirlanir. Transfer
islemi 70V’da 90 dk gerceklestirilir. Transfer islemi bittikten sonra %5’lik blocking
soliisyonu hazirlanir ve membran blocking soliisyonu i¢inde 1 saat boyunca c¢alkalayicida

birakilir. Ardindan blocking soliisyonu dokiiliir, 1X TBS-T ile yikanir ve iizerine primer
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antikor eklenerek gece boyu calkalayicida birakilir. Bu islemin ardindan 3 kez 1X TBS-T
ile yikanan membran iizerine sekonder antikor eklenir ve 1 saat inkiibe edilir. Sekonder
antikor ile muamele edilen membran ardindan 3 kez 5’er dakika TBS-T ile yikanir. Bu
islemin ardindan HRP substrati olan goriintiilleme kiti kullanilarak LI-COR cihazi

yardimiyla goriintii alinir.

Calismamizda kullanilan primer ve sekonder antikorlar Cizelge 4.9.°da listelenmistir.

Cizelge 4.9. Western Blotlama i¢in kullanilan antikor listesi

Antikor Ad1 Markasi Katalog No Dilusyon Orani
AKT SantaCruz sc8312 1:1000
Beta-actin Biolegend 643802 1:1000
E-Cadherin Cell Signaling 24E10 1:1000
EGFR SantaCruz sc53274 1:1000
ERK?2 SantaCruz sc154 1:1000
GAPDH SantaCruz Sc47724 1:1000
HER3 Cell Signaling 1B2E 1:1000
HRP-conjugated Biolegend 405306 1:5000
Anti-Mouse

HRP-conjugated Cell Signaling 7074S 1:10000
Anti-Rabbit

IGF1R Cell Signaling D23H3 1:1000
mTOR Cell Signaling 7C10 1:1000
phosho-ERK 1/2 SantaCruz sc-81492 1:1000
phospho-AKT SantaCruz sc7985 1:1000
phospho-EGFR SantaCruz 5c81490 1:1000
SNAIL Cell Signaling C15D3 1:500
Vimentin Cell Signaling D21H3 1:1000
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4.2.8. DNA iZOLASYONU VE METILASYON SPESIiFiK PZR

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hicrelerinden QlAamp DNA Mini kit (Qiagen)

yardimiyla tiretici firmanin protokolii uygularak DNA izolasyonu yapilmistir. Protokol

detaylar1 asagidadir:
< On hazirlik olarak kuru 1sitic1 bloklar agilip 56°C ve 70°C’ye getirilmistir.

« Buffer AE ve Buffer ATL oda 1sisina getirilmistir.

¢ Kullanilacak diger malzemelerin miktar1 kontrol edilip 6rnek sayist kadar 1.5 ml
tiip ve filtreli tiip hazirlanmis ve numaralandirilmistir.

¢+ Hucre kalttrinden elde edilen peletin izerine 180ul Buffer ATL pipetlenip pipetaj
yapildiktan sonra tizerine 20pl Proteinaz K eklenmistir. 15-20 sn karsitirilan tiipler
56°C de 15 dk inkiibasyona birakilmistir.

% Inkiibasyon sonrasi tiiplere 200’er ul Buffer AL pipetlenmis 15-20 sn
karsitirildiktan sonra 70°C de 10 dk inkiibasyona birakilmistir.

% Inkiibasyon sonrasi tiiplere 200’er pl ethanol eklenip 15-20 sn karsitirilmig 3-5sn
santriifiij edilmistir.

¢ Tup igeriginin hepsi filtreli kolona aktarilmis ve 8000 rpm’de 1 dk sanriifiij
edilmistir.

¢ Filtreler temiz tlipe aktarilmig, her bir tiipe 500 ul Buffer AW1 pipetlenmistir.
Ardindan 6rnekler 8000 rpm’de 1 dk sanriiftij edilmistir.

¢ Filtreler temiz tlipe aktarilmis her bir tiipe 500 pl Buffer AW2 pipetlenmis ve 13000
rpm’de 3 dk santriifiij edilmistir.

¢ Fitreler temiz tiipe aktarilir. 13000 rpm’de 1 dk santriifiij edilmistir. Bu basamak
filtrenin tamamen kurutulmasi i¢indir.

¢ Filtreler 1.5 ml tiiplere aktarilip 50 pul Buffer AE pipetlenmis, 5dk oda 1sisinda
bekletilmistir.

¢+ Ardindan 6rnekler 8000 rpm ’de 1 dk santriifiij edilmistir.

+ Santriifij sonunda filtrre atilmig ve DNA 6rnekleri NanoDrop cihazinda 6l¢iiliip
-20°C ‘ye kaldirlmustir. Olgiim sonuglar1 ve temsili jel goriintiisii EK  5°de yer

almaktadir.
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Metilasyon spesifik PZR (MS-PZR) 6ncesi 500 ng genomik DNA’ya EZ DNA Methyation
kit (Zymo Research) ile bisiilfit uygulamasi yapilmistir. Ardindan CDH1 metile ya da
metile olmayan primerler (Cizelge 4.11.) ile EPIK™ Amplification Kit (Bioline)
kullanilarak PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR kosullar1 Cizelge 4.10.°da yer almaktadir.

Cizelge 4.10. Metilasyon spesifik PZR kosullari

Sicaklik Zaman

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye

57°C 45 saniye 40

dongu

72°C 1 dakika

72°C 5 dakika

4°C 0

Cizelge 4.11. Metilasyon spesifik CDH1 primer dizileri (178).

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’---3%)
TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC
CDH1_M_F
CGAATACGATCGAATCGAACCG
CDH1_M_R
TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT
CDH1 U_F
ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA
CDH1_U_R
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4.2.9. BiYOINFORMATIK VE iSTATISTIiKSEL ANALIZLER

4.2.9.1. Biyoinformatik Analizler

Calismamizda miRNA’larin tahmini hedeflerini belirlemek amaciyla miRWalk 2.0 (179)
programindan  faydalanilmistir.  Zenginlestirme analizleri Webgestalt araciligiyla
yapilmistir  (180,181). miRNA’nin tiimoér dokularindaki ifade seviyeleri TCGA
XenaBrowser (182) ile gerceklestirilmistir. MIRNA-Hedef gen iligkisini arastirmak igin
TargetScan (131,183) programindan faydalanilmigtir. Tez kapsaminda kullanilan tiim
primerler (metilasyon spesifik CDH1 hari¢) NCBI, Primer-Blast (184) yardimiyla
tasarlanmis ve UCSC In-Silico PCR (185) ile kontrol edilmistir. Wound Healing Assay
calismalarinda Tscracth (186) programi yardimiyla agik alan hesaplamalari yapilmis ve
grafiklendirilmistir. Protein ve PZR jel gorintileri Image J (187) programi araciligiyla
degerlendirilmistir. Invazyon deneylerinin gergeklestirildigi CIM plate sonuglari RTCA
Data Analysis Software (ACEA) programiyla analiz edilmistir. Ilag etkinligi deneylerinde

Graphpad Prism version 6.04 software progrmindan yararlanilmistir.

4.2.9.2. istatistiksel Analizler

Tum deneyler her biri en az iki biyolojik ve iki teknik tekrar ile gerceklestirilmistir. iki
ornek arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugu diisiiniilen farkliliklari test etmek igin
Student’s t-test uygulanmis ve anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Sadece
ilac veya ilag ile birlikte miR-770-5p mimic transfeksiyon deneylerinde doz-yanit verilerini

analiz etmek icin dogrusal olmayan regresyon (curve fit) yontemi kullanilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez kapsaminda Ostrojen reseptor pozitif (ER+) ve HER2 (+) meme kanseri hcre
hatlarinda belirli konsantrasyonda ila¢ uygulamalar1 sonucunda elde edilen ve ortak yanit
olarak ortaya ¢ikan miRNA’lardan biri olan miR-770-5p’nin 6 farkli meme kanseri hiicre
hattinda antikanser etkinligi ve miR-770-5p’nin etki mekanizmasini tanimlayan arastirma
bulgular1 yer almaktadir. Ayrica miR-770-5p ER/HER2 ve ER/IGF1R/EGFR arasindaki

karsilikli etkilesimdeki rollerine ait bulgulari igermektedir.

5.1. RESEPTOR POZITiF HUCRELERDE iLAC iLE BIRLIKTE MIiR-770-
5P°NIN PROLIFERASYON, MOTILITE VE INVAZYON KAPASITESI UZERINE
ETKIiSi

Onceki ¢alismamizda yer alan SK-BR-3 ve BT-474 hiicrelerinde trastuzumab uygulamas:
sonrasinda yapilan miRNA qRT-PZR array verileri ile MCF-7 ve BT-474 hucrelerinde
tamoxifen uygulamasinin ardindan yapilan qRT-PZR array veriseti VENNY programi
araciligiyla kesistirilmis ER/PR/HER2 reseptorlerinden ve iki farkli ilagtan bagimsiz
olarak ifadesi ortak artan tek miRNA miR-770-5p olarak belirlenmistir (Sekil 5.1.). Ug
hiicre hattinda da ortak olarak ifadesi azalan 11 mikroRNA EK 6‘da listelenmistir (Sekil
5.1).
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a. BT-474 MCF7 b' BT-474 MCF7

&

SK-BR-3 SK-BR-3

Sekil 5.1. Tamoxifen ve trastuzumab cevabinda degisen mikroRNA’lar. a. BT-474, MCF-7
ve SK-BR-3 hiicrelerinde ifadesi artan miRNA’lar. b. BT-474, MCF-7 ve SK-BR-3
hlcrelerinde ifadesi azalan miRNA’lar1 gostermektedir.

mMiR-770-5p’nin klinik 6éneminin arastirilmasi i¢in TCGA veritabanindan faydalanilmistir.
mMIiR-770-5p’nin tiimor dokularindaki ifade seviyesi TCGA Breast Cancer BRCA (n=1247)
veri seti kullanilarak XenaBrowser (182) programi ile analiz edilmis ve tiimor dokularinda
mMiR-770-5p’nin ifadesinin azaldigi gorilmistir (Sekil 5.2.). Ayrica labarovutarimizda
bulunan 6 farkli meme kanseri hiicre hattinda miR-770-5p ifade profili incelenmistir ve
timor hucrelerinde miR-770-5p’nin ifadesinin azaldigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 5.2.).
TCGA veriseti analizi ve meme kanseri hiicre hatlarindan elde edilen sonugclar tutarl
olarak bu miRNA’nin ifadesinin timorlerde azaldigini gostermistir. TUmorde bu
mikroRNA’nin ifadesini artirmanin tedaviye yardimci olabilecegi fikrinden yola g¢ikarak
BT-474 hicrelerinde bu mikroRNA ifadesinin mimic transfesksiyonu ile gegici olarak

artirtlmasi saglanmugtir.
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Sekil 5.2. miR-770-5p ’nin ifadesinin belirlenmesi. a. TCGA veriseti yardimiyla bu
mikroRNA’nin tiimdrlerde ifadesinin anlamli olarak azaldigi gorilmistir (n=1247,
p=0.00005621). b. Benzer sekilde 6 farkli ATCC meme kanseri hiicre hattinda da mir-
770-5p ifadesi incelenmis ve reseptor pozitif hiicreler icerisinde BT-474 hiicrelerinde diger
tiimor hiicrelerine gore ifadesinin diisiik oldugu saptanmistir.

Ostrojen reseptor pozitif (ER+) ve HER2 pozitif (HER2+) meme kanseri hiicre hatt1 olan
BT-474 hucrelerinde degisen konsantrasyonlarda miR-770-5p transfeksiyonu yapilmis ve
etkin konsantrasyon 25 nM olarak belirlenmistir. Ardindan BT-474 hicrelerine miR-770-
5p ve scrambled Kontrol (scr) kullanilarak belirlenen etkin konsantrasyon (25 nM) ile
transfeksiyon yapilmis ve mikroRNA’nin proliferasyon iizerine etkisi incelenmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda tek basina miR-770-5p’nin scrambled kontrole kiyasla hiicre

canliligini yaklasik % 10 oraninda azalttigi bulunmustur (Sekil 5.3.) (n=2, *p<0.005).
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Sekil 5.3. BT-474 hicrelerinde miR-770-5p’nin proliferasyon iizerine etkisi. Farkli
konsantrasyonlarda yapilan trasnsfeksiyon sonuglart degerlendirilmis ve etkin
konsantrasyon olarak 25 nM belirlenmistir. BT-474 hiicrelerinde miR-770-5p (25 nM)’nin
hiicre canliligin azalttig1 goriilmistiir (n=2, *p<0.005).

mMiR-770-5p’nin trastuzumab ve tamoxifen etkinligine olan etkisinin arastirilmasi igin ek
olarak trastuzumab veya tamoxifen ile birlikte mir-770-5p transfeksiyonu yapilmis ve her

iki ilacin da etkinligini anlaml olarak artirdigi gozlenmistir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.4. miR-770-5p’nin ilag ile birlikte proliferasyon Uzerine etkisi. BT-474, SK-BR-3
ve MCF-7 hucrelerinde trastuzumab veya tamoxifen ile birlikte miR-770-5p’nin
proliferasyon iizerine etkisi incelenmis ve ilaglar ile birlikte hiicre canliligin1 sadece ilaca
kiyasla daha da azalttig1 saptanmistir (**p<0.0001; *p<0.002).
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Trastuzumab ve tamoxifen varliginda ortak hedef olarak belirlemis oldugumuz miR-770-
5p’nin potansiyel molekiiler fonksiyonunun arastirilmasi igin dncelikle in silico yontemler
ile hedef genleri belirlenmis ve yolak zenginlestirme analizleri gergeklestirilmistir.
mirWalk2.0 (179) kullanilarak potansiyel hedef genleri belirlenmis ve bu hedefler ile
yapilan zenginlestirme analizi sonucunda ErbB, Insulin ve MAPK sinyal yolag: gibi kanser
olusum ve gelisiminde 6nemli rol oynayan sinyal iletim sistemlerinin varligi bulunmustur
(Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1. miR-770-5p hedefleri ile yapilan zenginlestirme analizi verileri.

Yolak ismi Hedef Gen Sayisi p-degeri
ErbB sinyal yolagi 47 P=3.67e-18
Kalsiyum sinyal yolagi 71 P=8.01e-18
Insiilin sinyal yolag 64 P=6.69e-20
Fokal adezyon 91 P=2.84e-27
MAPK sinyal yolagi 109 P=2.27e-27

Zenginlestirme analizlerinden elde edilen yolaklar incelendiginde hedef genlerin fokal
adezyon, ErbB sinyal yolagi gibi hiicrenin hareket ve invazyon kapasitesini etkileyebilecek
yolaklarda rol aldigi dikkat c¢ekmistir. Bu bulgulardan yola g¢ikarak miR-770-5p nin
motilite lizerine etkisini incelemek amaciyla reseptdr pozitif {i¢ hiicre hattinda da (BT-474,
SK-BR-3 ve MCF-7) miR-770-5p mimic transfeksiyonunun ardindan yara iyilesme
(Wound Healing Assay, WHA) deneyleri yapilmistir. 72 saat sonunda miR-770-5p mimic
ile transfekte edilen hiicrelerde scr kiyasla bos alan varligi gézlenmis (Sekil 5.5.) ve
Tscracth (186) programi yardimiyla agik alanlar hesaplanmis ve grafik haline getirilmistir.
Yara iyilesme deneyleri her ii¢ hiicre hattinda da miR-770-5p’nin hiicre hareketliligini
engelledigini gostermektedir (Sekil 5.5.). MCF-7 hiicrelerinden elde edilen goruntiler EK

7’de sunulmustur.
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Sekil 5.5. BT-474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde miR-770-5p motilite tizerine etkisi. Motilite
hizi WHA ile degerlendirilmis ve miR-770-5p mimic transfekte hicrelerde kontrole

kiyasla motilite hiz1 azalmistir (n=2, *p<0.005).

Ek olarak miR-770-5p’nin invazyon yetenegi iizerine etkisi arastirilmis ve XCELLigence
real-time cell analyzer ile yapilan invazyon deneyleri sonucunda miR-770-5p mimic

transfekte BT-474 ve SKBR-3 hiicrelerinde invazyon kinetiginin anlamli sekilde azaldig:

belirlenmistir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. BT-474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde miR-770-5p invazyon iizerine etkisi. Invazyon
yetenegi XCELLigence real-time cell analyzer ile degerlendirilmis ve miR-770-5p mimic
transfekte hiicrelerde kontrole kiyasla invazyon kinetigi azalmistir (n=2, **p<0.0001).
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5.1.1. MIR-770-5P°’NiN HER2 SINYAL iLETIMINDEKI ETKi MEKANiZMASI

Yapilan zenginlestirme analizi sonuglart miR-770-5p’nin ErbB2 (HER2) sinyal iletim
sistemi lzerinde fonksiyonu olabilecegini diistindiirmustir. mirWalk programinda
potansiyel hedefler igerisinde ErbB2 varlig1 belirlenmis ve tek basina miR-770-5p mimic
transfekte BT-474 hicrelerinde ErbB2 protein seviyesinin anlamli olarak azaldig
goriilmiistiir (Sekil 5.7.). BT-474 ve SK-BR-3 hucrelerinde trastuzumab ile birlikte miR-
770-5p’nin ErbB2 protein seviyesini anlamli olarak azalttigi belirlenmistir (Sekil 5.7.).
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Sekil 5.7. miR-770-5p’nin tek basina ve trastuzumab ile birlikte ErbB2 protein ifadesi
Uzerine etkisi. a. Her iki hiicre hattinda mir-770-5p mimic transfeksiyonu ile HER2 protein
seviyesi azalmaktadir (n=3, p<0.05). b. Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p 6zellikle BT-
474 hiicelerinde HER2 protein seviyesi azalmigtir (**p<0.05).
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mMiR-770-5p’nin HER?2 sinyal iletim Sistemindeki roliinii incelemek amaciyla miR-770-5p
mimic ile transfekte edilmis BT-474 ve SK-BR-3 hicrelerinde HER2 iletim sisteminin
asag1 akis elemanlar tizerine etkisi degerlendirilmistir. Bu amagla PI3K ve MAPK sinyal
agmin temel diizenleyicileri olarak bilinen AKT ve ERK proteinlerinin total ve fosforile
formlar1 incelenmistir. Protein analiz sonuglari her iki hiicre hattinda da miR-770-5p mimic
transfekte hiicrelerde total ERK protein seviyesinin anlamli olarak azaldigi ancak total

AKT seviyesinin sadece SK-BR-3 hiicrelerinde azaldigi gozlenmistir (Sekil 5.8.).
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Sekil 5.8. miR-770-5p transfekte BT-474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde total ERK ifadesi. BT-
474 ve SK-BR-3 hiicrelerinde scrambled ya da miR-770-5p ile transfekte protein
lizatlarinda total AKT ve ERK protein seviyeleri incelenmistir. ERK ifadesi her iki htcre
hattinda da azalirken (n=4, *p<0.01); AKT ifadesi sadece SK-BR-3 hiicrelerinde anlamli

olarak azalmistir (n=2, **p<0.05).

MIiR-770-5p’nin trastuzumab etkinligini artirma mekanizmasinin aydinlatilmast amaciyla
trastuzumab varliginda miR-770-5p ya da scrambled kontrol ile transfekte BT-474
hicrelerinde total ve fosforile ERK ve AKT seviyeleri incelenmis ve her iki proteinin hem

total hem de fosforile formunun anlamli olarak azaldig1 saptanmustir (Sekil 5.9.).

67



Trastuzumab + + + +

Mg | —

scrambled + +

Kat Degigimi

AKT -— — ~ OTRAST+770-5p

pERK

ERK ;

B-actin

\

/

g e T Kat Degigimi

Sekil 5.9. Trastuzumab varlifinda miR-770-5p’nin AKT ve ERK iizerine etkisi.
Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p ile transfekte BT-474 hiicrelerinde 72. saat sonunda
AKT ve ERK proteinleri i¢in Western blot yapilmistir. miR-770-5p’nin trastuzumab ile
kombinasyonu p-ERK ve p-AKT ifadesini anlamli olarak azaltmistir (n=3, *p<0.05).

5.2.  MIR-770-5P’NIN ER/HER2 HER2/EGFR/IGF1R KARSILIKLI
ETKILESIiMI UZERINE ETKIiSi

Yapilan biyoinformatik analizler ile miR-770-5p’nin tahmini hedef genleri belirlenmistir.
Bu mikroRNA’nin hedefleri igierisinde HER2, ESR1, EGFR ve IGF1R varlig: dikkatimizi
cekmis ve her iki ila¢ varliginda da hiicre canlihigin1 azaltma mekanizmasimnin bu

reseptorlerin ifadesini degistirerek olabilecegini diisiindiirmiistiir.

ER/HER2 ve ER-EGFR/IGFIR arasindaki karsilikli etkilesim daha Onceki birgok
calismada tanimlanmistir. Endokrin terapi ya da monokolonal antikor tedavilerinden bir
stire sonra hiicrelerin kullanilan ilaglara karsi direng gelisimini bu reseptorlerdeki ifade
degisimi ile sagladigi bilinmektedir. Bu bilgi 1s1g8inda; oncelikle BT-474 hicrelerinde
belirledigimiz etkin ilag konsantrasyonu (IC70 degeri) ile yukarida belirttigimiz karsilikli
etkilesim varlig1 aragtirilmistir. Tamoxifen (10 uM) varliginda kontrol hiicreye kiyasla total
HER2 protein seviyesi artmakta; trastuzumab (6ug/ml) varhiginda ise HER2 protein
seviyesi azalmaktadir (Sekil 5.10.).
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Tamoxifenin ER kismi antagonisti oldugu ve ER ile yarigmali inhibisyon gostererek
proliferasyonu azalttigi bilinmektedir. Tamoxifen varliginda ER-alfa (ERa, ESR1) protein
duzeyinde azalma beklenmektedir. Literatiirde ER ve HER2 arasindaki karsilikli etkilesim
negatif olarak tanimlanmakta ER varliginda HER2 seviyesinin azaldig1 belirtilmektedir. Bu

durum tamoxifen varliginda HER2 seviyesindeki artis ile uyumludur (Sekil 5.10.).

BT-474 hiicrelerinde tamoxifen ve trastuzumab varliginda karakterize edilen diger bir
membran reseptor protein ise IGF1R ‘dir. Tamoxifen varliginda IGF1R protein seviyesi

azalirken; trastuzumab varliginda kontrole kiyasla artmaktadir (Sekil 5.10.).

HER ailesinin diger bir liyesi olan EGFR (HER1) protein dizeyi BT-474 hucrelerinde
tamoxifen varliginda artmakta; trastuzumab varliginda azalmaktadir (Sekil 5.10.). Bu

durum ayni ailenin bir diger tiyesi olan HER2 protein diizeyine benzemektedir.
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Sekil 5.10. Tamoxifen ya da Trastuzumab varliginda BT-474 hicrelerinde ER, IGF1R,
HER2 ve EGFR total protein dizeyleri (n=2, *p<0.01; **p<0.05).

Yaptigimiz miRNA-hedef gen analizlerinde miR-770-5p’nin tahmini hedefleri icerisinde
HER?2, IGF1R ve EGFR yer almaktadir. Tamoxifen ve trastuzumab varliginda miR-770-5p
transfekte hiicrelerde proliferasyonda gozledigimiz sirasiyla yaklasik % 60 ve % 40°lik
azalmanin (Sekil 5.3.) bu reseptorler arasindaki karsilikli etkilesimi azaltarak olabilecegi
fikri tizerine ilag varhiginda 770-5p transfekte hicrelerde reseptor dizeyleri protein

seviyesinde incelenmistir.
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Tamoxifen varliginda BT-474 hiicrelerinde ER/HER2 karsilikl1 etkilesimi kaynakli HER2
seviyesi arttigini gostermis idik (Sekil 5.10.). Tamoxifen ile birlikte miR-770-5p transfekte
hiicrelerde sadece ilag varliginda artan HER2 seviyesi scrambled kontrole kiyasla (scr)
azalmaktadir. ESR1 seviyesinde miR-770-5p transfekte hiicrelerde kontrole kiyasla anlamli
bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 5.11.). Dolayist ile tamoxifen uygulamasi sirasinda
hiicrenin crosstalk mekanizmas1 araciligi ile HER2 reseptoriiniin ifadesini arttirdigi ve
boylece hayatta kaldigi sdylenebilir. Bu noktada miR-770-5p artan HERZ2 reseptorinu
hedefleyerek bu reseptorin downregiilasyonu ile tamoxifen etkinligini arttirdigi

distiniilmistiir.

Ayrica miR-770-5p’nin ER/EGFR/IGFIR arasindaki karsilikli etkilesim {izerine etkisi
arastirilmis ve miR-770-5p transfekte hiicrelerde sadece tamoxifen varliginda artan EGFR
dizeyini ila¢ ve miRNA varliginda azalttigi gozlenmistir. Ayrica tamoxifen varliginda
azalan IGF1R protein dizeyi miR-770-5p varliginda daha da azalmaktadir (Sekil 5.11.).
Bu bulgular tamoxifen varhginda miR-770-5p’nin Dbiiyiime reseptorlerini
hedefleyerek hiicrenin hayatta kalim mekanizmalarimm regiile edebilecegini

gostermektedir.

Sekil 5.10.’da gosterdigimiz trastuzumab varliginda azalan HER2 seviyesi miR-770-5p
transfekte hucrelerde daha da azalmaktadir. Bu bulgu miR-770-5p’nin ER/HER2
arasindaki karsilikli etkilesimde rolii olabilecegini isaret etmektedir. Bu duruma paralel
olarak trastuzumab varliginda ESR1 seviyesi de miRNA transfekte hiicrelerde azalmistir
(Sekil 5.11.). ER/EGFR/IGFIR karslikli etkilesiminde trastuzumab varliginda anlaml
sekilde artan IGFIR protein diizeyi trastuzumab ile birlikte miR-770-5p transfekte BT-474
hiicrelerinde etkin sekilde azalmaktadir. Benzer sekilde ilag ile birlikte miR-770-5p EGFR
seviyesi scrambled kontrole kiyasla azaltmaktadir (Sekil 5.11.). Bu bulgular trastuzumab
varh@inda miR-770-5p’nin hiicrenin sag kalim mekanizmas1 olabilecek IGF1R

artisini kontrol ederek trastuzumabi potansiye edebildigini gostermektedir.
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Sekil 5.11. Tamoxifen ya da trastuzumab ile birlikte miR-770-5p’nin BT-474 hiicrelerinde
ER, IGF1R, HER2 ve EGFR total protein diizeylerine etkisi (n=2, *p<0.01; **p<0.05).

5.3.  UCLU-NEGATIF MEME KANSERIi (TNBC) HUCRELERINDE MIiR-770-
5P’NIN PROLIFERASYON, MOTILITE VE INVAZYON UZERINDEKi ROLU
VE POTANSIYEL ETKi MEKANIZMASI

miR-770-5p’nin ER+ ve HER2+ hiicrelerde ilag cevabina ortak yanit olarak belirlendigi ve
EGFR/HER2/IGFR karsilikli etkilesiminde aktif rolii oldugu disiiniildiigiinde bu
miRNA’nin  U¢li-negatif (TNBC) hicrelerinde antikanser etkinlik gosterebilecegi
distintilmistiir. Bu etkiyi arastirmak tizere yapilan WST1 deneyleri sonucunda mir-770-5p
transfekte TNBC hiicrelerinde proliferasyon egrileri elde edilmistir (Sekil 5.12.). Bu
hicrelerde miR-770-5p tek basina hiicre proliferasyonunu yaklagik % 20 oraninda

azaltmaktadir.
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Sekil 5.12. miR-770-5p transfekte TNBC hiicrelerinde proliferasyon egrileri.

Reseptor pozitif hiucrelerde miR-770-5p’nin ErbB sinyal iletimi iizerinde fonksiyonu
oldugu bilgisi ile TNBC hiicrelerinde ErbB ailesi iiyesi olan EGFR total ve fosforile formu
ile asag1 akis sinyalindeki ERK, p-ERK, AKT ve p-AKT protein diizeyleri incelenmistir.
miR-770-5p mimic transfekte MDA-MB-468, BT-20 ve MDA-MB-231 hicrelerinde
EGFR ve p-EGFR protein diizeyi azalirken; miR-770-5p inhibitor ile transfekte TNBC

hicrelerinde EGFR diizeyi artmistir (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.13. miR-770-5p transfekte TNBC hicrelerinde EGFR sinyal sistemi. a. miR-770-
5p mimic transfekte i¢ TNBC hiicresinde EGFR ve p-EGFR protein diizeyleri incelenmis
ve miR-770-5p varliginda hem total EGFR hem de p-EGFR ifadesinin azaldigi
gozlenmistir. b. miR-770-5p inhibitor ile transfekte hicrelerdeki EGFR, AKT ve ERK
protein seviyelerini gostermektedir (n=3, *p<0.05, ** p<0.01).

miR-770-5p transfekte (i¢ TNBC hiicre hattinda EGFR sinyal iletim sisteminin iki temel
dizenleyicisi olan AKT ve ERK protein dizeyleri incelenmistir. EGFR asagi akis
sinyalinde yer alan ERK ve AKT ile p-ERK ve p-AKT protein dizeyleri de miR-770-5p
transfekte hiicrelerde azaldigi belirlenmistir (Sekil 5.14.). Ek olarak miR-770-5p inhibitor
ile transfekte hiicrelerde EGFR, AKT ve ERK protein seviyeleri ya degismemis ya da
artmigtir (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.14. miR-770-5p transfekte tic TNBC hiicre hattinda EGFR sinyal iletim sisteminin

iki temel diizenleyicisi olan AKT ve ERK protein dizeyleri.

Cizelge 5.1.’de miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri ile yapilan zenginlestirme analizinde
listelenen iletim sistemleri arasinda Insiiliin yolag: dikkat cekmektedir. miR-770-5p’nin
antiproliferatif etkisini gosterebilecegi yolaklardan bir digerinin de insiilin yolag1 ve asag:
akis sinyalinde yer alan mTOR olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla TNBC hiicrelerinde
ifade edilen ve miR-770-5p potansiyel hedefleri arasinda bulunan IGF1IR ve mTOR
diizeyleri ti¢ TNBC hiicre hattinda da incelenmistir. MDA-MB-468 ve BT-20 hiicrelerinde
mMiR-770-5p mimic transfekte hiicrelerde scrambled kontrol (scr)’e kiyasla total IGF1R ve

total mMTOR protein diizeyinde azalma goriilmistiir (Sekil 5.15.).

74




MDA-MB-231 MDA-MB-468 BT-20

Q
. - g g

3 g £ 5 & 3

-~ D < u < S &

§ 4 £ 6 9 g § 4 §
mTOR TN S w— o—— w— ey G- — -
IGF1R - e -

ACTB — — - e W W e

Sekil 5.15. miR-770-5p transfekte TNBC hcrelerinde total mTOR ve total IGF1IR

dizeyleri.
Bu mikroRNA’nin diger bir kanser 6zelligi olan motilite lizerindeki etkisini arastirmak

amaciyla WHA deneyleri gerceklestirilmistir. miR-770-5p transfeksiyonu sonucunda her
U¢ TNBC hucresinde de olusturulan yara iyilesmez iken kontrol ve scrambled kontrol

orneklerinde olusturulan yara kapanmistir. Bu durum reseptor pozitif ve ticlii negatif olarak
secilen hiicrelerin tamaminda gézlenmistir (Sekil 5.16.) (Sekil 5.5.). Elde ettigimiz bu
veriler miR-770-5p’nin TNBC hiicrelerinde invazyon iizerinde etkili olabilecegi hipotezini

ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 5.16. TNBC hicrelerinde miR-770-5p’nin motilite lizerine etkisi. miR-770-5p mimic
transfeksiyonu ardindan her 24 saat sonunda hiicrelerin goriintiileri alinmis ve bos alan
hesaplamalar1 Tscracth programi ile yapilmis ve grafiklendirilmistir (n=2, *p<0.005).

mMiR-770-5p tahmini hedef genleri ile zenginlestirme analizleri yapilmis ve motilite /
invazyonda onemli rolleri oldugu bilinen sinyal iletim sistemleri listelenmistir (Cizelge
5.1.). Webgestalt programi yardimiyla miR-770-5p tahmini hedef genleri ile yapilan
KEGG yolaklar1 FDR degerine gore grafiklendirilmistir (Sekil 5.17.).
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Sekil 5.17. miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri ile yapilan zenginlestirme analizi grafigi.

Yapilan zenginlestirme analizleri icerisinde Fokal Adezyon sinyali dikkatimizi ¢ekmis ve
miR-770-5p mimic transfekte TNBC hicrelerinden elde edilen RNA 6rnekleri ile bu yolak
icerisinde yer alan ve miR-770-5p’nin potansiyel hedefi olan CDC42, RAC1, RAC2,
PIP5K1C, ARHGAP35 ve PARVB genleri ile es zamanli RT-PZR yapilmistir. CDC42,
PIP5K1C ve ARHGAP35 genlerinin BT-20 hiicrelerinde miR-770-5p varliginda anlaml
olarak azaldig1 belirlenmistir. PARVB igin miR-770-5p mimic transfekte BT-20 ve MDA-
MB-468 hiicrelerinde azalma gozlenmistir. RAC1 ve RAC2 genleri i¢in anlamli bir
degisiklik belirlenmemistir (Sekil 5.18.).
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Sekil 5.18. Fokal Adezyon yolaginda yer alan genler ile yapilan es zamanli qRT-PZR
analiz sonuglari. TNBC hcrelerinde scr ve 770-5p transfeksiyonu ardindan elde edilen
RNA ornekleri ile CDC42, PIPSK1C, ARHGAP35 ve PARVB genleri icin es zamanh
gRT-PZR sonucunda 770-5p transfekte BT-20 hiicrelerinde anlamli bir azalma
goriilmistiir (n=2, *p<0.001).

Ek olarak motilite ile iliskili genler NCBI (188,189) veritaban1 kullanilarak listelenmis
ardindan miR-770-5p potansiyel hedef genleri ile kesistirilmis ve 71 gen ortak olarak
saptanmustir (Sekil 5.19.). Belirlenen 71 ortak gen igerisinden fokal adezyon ile iligkili
oldugu bilinen PTK2, HER3, ROCK1, CDC42 ve ITGA6 genleri igin BT-20 hiicrelerinde
es zamanli RT-PZR analizi yapilmistir. Fokal adezyon genleri ile gerceklestirilen PZR
analizlerinde en fazla etki BT-20 hiicrelerinde gézlenmistir. Bu sebeple motilite alakali gen
ve protein analizlerine BT-20 hiicreleri ile devam edilmistir. Motilite alakali genlerin miR-

770-5p transfekte BT-20 hiicrelerinde anlamli olarak azaldigi gozlenmistir (Sekil 5.19.).
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Sekil 5.19. miR-770-5p tahmini hedef genleri ve motilite iliskisi. a.Tahmini hedef genler
ile motilitede yer aldig1 bilinen genler kesistirilmis ve 71 gen ortak olarak bulunmustur. b.
BT-20 hiicrelerinde 71 gen igerisinde fokal adezyon ile iligkili genlerin real time qRT-PZR
analiz sonuglar1 yer almaktadir (n=2, p<0.002).
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BT-20 hiicrelerinde mRNA duzeyinde gortlen bu azalma EGFR, HERS3, IGF1R reseptor
proteinleri ve bu reseptorlerin altinda yer alan AKT ve ERK protein diizeylerinde de

gbriilmiistiir (Sekil 5.20.).
BT-20
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Ser - + - Scr - + - Scr - +
770-5p - - + 770-5p - - + 770-5p - - +
EGFR
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AKT - - ACTB p— — ACTE e e —
ACTB — S— —

Sekil 5.20. miR-770-5p transfekte BT-20 hucrelerinde EGFR, HER3, IGF1R, AKT ve
ERK protein diizeyindeki azalma gosterilmistir (n=2, p<0.05).

Reseptor pozitif hiicrelere kiyasla motilite ve invazyon kapasitesi daha gii¢lii olan MDA -
MB-231, MDA-MB-468 ve BT-20 hicrelerinde miR-770-5p mimic transfeksiyonu
yapilmis ve miR-770-5p ile transfekte hiicrelerin scrambled kontrole kiyasla invazyon

kapasitelerinin anlamli sekilde azaldig in vitro olarak gosterilmistir (Sekil 5.21.).
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Sekil 5.21. mMiR-770-5p‘nin TNBC hiicre hatlarinda invazyon (zerine etkisi. Ug hiicre
hattinda da 72 saat sonunda miR-770-5p transfekte hiicrelerde scrambled kontrole kiyasla
hiicrenin invazyon yeteneginin azaldig1 gorilmiistiir (n=2, *p<0.001).

Zenginlestirme analizi sonucunda elde edilen listeler igerisinde Adherens Junction varligi
dikkatimizi ¢ekmis bu yolaktaki SNAIL, E-Cadherin, TCF3 genleri miR-770-5p’nin

hedefledigi adaylar olarak belirlenmistir (Sekil 5.22.).
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Sekil 5.22. Adherens Junction yolagi. Zenginlestime analizi sonucu ortaya ¢ikan ve 770-5p
tahmini hedef genleri icerisinde yer alan SNAIL, TCF, cdc42, Rac, ErbB1/2, IGF1R, ERK
genlerinin varligini gosteren KEGG figiirii.

TNBC hiicrelerinde miR-770-5p ifadesi gegici olarak artirllmis ve Oncelikle EMT
belirteclerinden olan E-Cadherin, Vimentin ve SNAIL dizeyleri mRNA seviyesinde es
zamanli RT-PZR yontemi kullanilarak incelenmistir. miR-770-5p’nin tahmini hedefleri
icerisinde vimentin ve SNAIL olmasi artan miRNA’nin bu mezenkimal genleri
baskilayarak E-Cadherin ifadesinin artmasina neden olabilecegi diisiindiirmiis ve mRNA
duzeyinde CDH1/VIM ya da CDH1/SNAIL oranlarmin miR-770-5p transfekte hicrelerde

scrambled kontrole kiyasla anlamli olarak arttig1 gozlenmistir (Sekil 5.23.).
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Sekil 5.23. TNBC hicrelerinde EMT belirteclerinin mRNA dizeyinde ifadeleri. a. E-
Cadherin, SNAIL ve Vimentin ii¢ farkli TNBC hiicre hattinda incelenmistir. b. E-
Cadherin/SNAIL ve E-Cadherin/VIM oranlart gésterilmistir (n=2,*p<0.01, **p<0.05).

Ayrica miR-770-5p tahmini hedef genleri arasinda CDH1 baskilayicist olarak bilinen
TCF3 geni varlig1 dikkatimizi ¢ekmistir. CDH1 seviyesindeki artisin diger bir sebebinin
TCF3 olabilecegi diisiiniilmiis ve ii¢ hiicre hattinda da es zamanli RT-PZR ile TCF3
seviyeleri incelenmistir. miR-770-5p mimic transfekte TNBC hicrelerinde TCF3

ifadesinin azaldig1 ve CDH1/TCF3 oraninin arttig1 gozlenmistir (Sekil 5.24.).
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Sekil 5.24. miR-770-5p varliginda CDH1/TCF3 iliskisi. TNBC hiicre hatlarinda miR-770-
5p transfekte hucrelerde scrambled kontrole (scr) kiyasla CDHI1/TCF3 orani mRNA
diizeyinde anlamli olarak artmistir (n=2,*p<0.05).

Ek olarak TCGA BRCA veriseti kullanilarak TCF3 geninin tumér dokusunda ve 6zellikle
meme kanseri tumor alt tiplerinde ifadesi incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda TCF3
geninin timorde normale kiyasla arttigi ve ozellikle bu artisin Basal-like alt tipinde en

yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 5.25.).
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Sekil 5.25. TCF3 ifade diizeyinin meme kanserinde timor normal arasindaki ve meme
kanseri alt tipleri arasindaki durumu. TCGA meme kanseri veriseti kullanilarak TCF3’nin
tiimor dokusundaki ifadesi arastirilmistir. Normale kiyasla tiimérde arttig1 6zellikle basal-
like timor dokusunda arttigi belirlenmistir.

EMT belirtegleri olarak segilen E-Cadherin, Vimentin ve SNAIL i¢cin mRNA dizeyinde
goriilen bu degisimlerin protein diizeyinde de arastirilmasina karar verilmistir. Bu amacla
ti¢ hiicre hattinda da miR-770-5p ifadesi mimic yardimiyla gegici olarak artirilmis ya da
inhibitor kullanilarak azaltilmigtir. Hiicre profillerindeki farkliliktan dolay1 ii¢ protein de
incelenmis ve mezenkimal belirte¢ olarak hicredeki ifadesine gore vimentin ya da SNAIL
secilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinde E-Cadherin protein seviyesinin ¢ok diisiik oldugu
literatiirde bildirilmistir. Bu hiicrelerde miR-770-5p mimic transfeksiyonu sonucunda
Vimentin azalirken E-Cadherin ifadesinin arttigi western blot sonucunda gosterilmistir.
MDA-MB-231 hicrelerinde miR-770-5p inhibitdr transfeksiyonu sonucu vimentin
artarken E-Cadherin protein ifadesi gézlenmemistir (Sekil 5.26.). BT-20 ve MDA-MB-468
hlcrelerinde ise SNAIL ve E-cadherin protein diizeyleri incelenmistir. Benzer bir sekilde
mimic transfeksiyonu ile mezenkimal belirte¢ oldugu bilinen SNAIL protein ifadesi
azalirken E-Cadherin ifadesi artmaktadir (Sekil 5.26.). Ayrica MDA-MB-468 hiicrelerinde
mMIiR-770-5p inhibitdr transfeksiyonu sonrasinda kontrole kiyasla SNAIL ifadesinin arttig1
belirlenmistir (Sekil 5.26.). Tiim bu protein verileri ile {i¢ hiicre hattinda da E-Cadherin
protein diizeyleri belirlenmistir. mRNA verileri ile korele olarak protein verisinde de E-
Cadherin / Vimentin oraninin miR-770-5p mimic transfeksiyonu yapilan hiicrelerde arttigi

gosterilmistir (Sekil 5.26.).
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Sekil 5.26. Ug farkli TNBC hiicre hattinda E-Cadherin ve Vimentin ifadeleri. TNBC
hicrelerinde mRNA ve protein diizeyinde Vimentin ve E-Cadherin ifadeleri incelenmis ve
mMiR-770-5p ifadesinin arttirildig1 hiicrelerde vimentin ifadesinin azaldigi E-Cadherin
ifadesinin arttig1 gosterilmistir (n=3, p<0.05).

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hiicrelerinde CDH1 promoter hipermetilasyonu varlig
literatiirde bildirilmistir (190). miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri igerisinde DNMT1,




DNMT3A ve DNMT3B genleri yer almaktadir. miR-770-5p bu ¢ DNA metiltransferaz
icerisinde sadece DNMT3A’nin 3’-UTR dizisine baglanmaktadir; DNMT1 ve DNMT3B
genlerinin kodlanan bolgeleri igerisinde baglanma bolgesi saptanmustir. EK olarak; MDA-
MB-231 hiicrelerinde DNMT3A ifadesi mRNA diizeyinde arastirilmistir. MDA-MB-231
hicrelerinde miR-770-5p varliginda DNMT3A ifadesi scrambled kontrole kiyasla
azalmistir (Sekil 5.27.). miR-770-5p’nin DNMT3A‘nin 3’-UTR bolgesine baglanma
bolgesi TargetScan (131,183) yardimiyla belirlenmistir (Sekil 5.27.).
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Sekil 5.27. miR-770-5p ve DNMT3A iliskisi. MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan qRT-
PZR deneyi sonucunda DNMT3A ifadesinin scr’ye kiyasla miR-770-5p transfekte
hicrelerde anlamli olarak azaldigi belirlenmistir (n=2, *p<0.001).

MDA-MB-231 hiicrelerinde miR-770-5p varliginda mRNA ve protein diizeyinde CDH1
seviyesinde artis gozlenmis ve bu durum MDA-MB-231 hicreleri ile benzer 6zellikler
tastyan MDA-MB-157 hiicrelerinde incelenmistir. Bu amacla oncelikle MDA-MB-157
hlcrelerine miR-770-5p transfekte edilmis ve XCELLigence real-time cell analyzer ile
invazyon deneyleri yapilmis ve miR-770-5p mimic transfekte hiicrelerde scrambled
kontrole (scr) kiyasla invazyon kapasitesinin anlamli sekilde azaldigi goriilmiistiir (Sekil

5.28.).
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Sekil 5.28. MDA-MB-157 hiicrelerinde miR-770-5p’nin invazyon {izerine etkisi. miR-770-
5p mimic transfeksiyonu ardindan MDA-MB-157 hiicreleri CIM plate (ACEA) ekilmis ve
XCELLigence real-time cell analyzer cihazi yardimiyla hiicrelerin invazyon kapasiteleri
incelenmis ve grafiklendirilmistir. miR-770-5p’nin hiicrenin invazyon kapasitesini azalttig
belirlenmistir (n=2, *p<0.0001).

Ayrica CDH1 ve VIM genleri protein diizeyinde incelenmis ve MDA-MB-231
hlcrelerinde gorilen CDHI seviyesinde artis ve VIM seviyesinde azalma MDA-MB-157
hicrelerinde de gozlenmistir. Benzer durum mRNA diizeyinde de gosterilmistir (Sekil

5.29.).
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Sekil 5.29. CDH1 ve VIM seviyelerinin miR-770-5p mimic transfekte MDA-MB-157
hicrelerinde incelenmesi. Bu hiicrelerde miR-770-5p varliginda Vimentin (VIM) seviyesi
azalirken CDHI1 seviyesi artmaktadir ve bu durum hem mRNA hem de protein diizeyinde
gosterilmistir (n=2, *p<0.05, **p<0.01).

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hiicrelerinde goriilen CDHI1 seviyesindeki bu artigin
CDH1 promoter metilasyonu ile ilgili olabilecegini diisiindiirmiistiir. CDH1 metilasyon
profilini incelemek i¢cin miR-770-5p ya da scrambled kontrol (scr) transfekte MDA-MB-

231 ve MDA-MB-157 hcrelerinden 24 saat ve 72 saat sonunda elde edilen pelletlerden

88



DNA izolasyonu yapilmis ve bisiilfit uygulamasi yapilmistir. Metilasyon spesifik primerler
ile yapilan PZR sonucunda CDH1 metilasyon profili arastirilmistir. Scr transfekte MDA-
MB-231 hiicrelerinde 24 ve 72 saatler kiyaslandiginda CDHI1 metilasyonu artarken miR-
770-5p mimic transfekte hicrelerde azalmaktadir. miR-770-5p varliginda CDHI1
metilasyonundaki azalma MDA-MB-157 hicrelerinde de gozlenmistir (Sekil 5.30.).
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Sekil 5.30. miR-770-5p varliginda CDH1 metilasyonu. miR-770-5p mimic transfekte
MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hiicrelerinde CDH1 metilasyonu scrambled kontrole
kiyasla azalmaktadir. (U: metile olmayan primerler ile yapilan PZR sonucunu; M: metile
primerler ile yapilan PZR sonucunu temsil etmektedir).
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. RESEPTOR POZITIF HUCRELERDE MIiR-770-5P’NIN ILAC IiLE
BIRLIKTE PROLIFERASYON, MOTILITE VE INVAZYON KAPASITESI
UZERINE ETKIiSi

Bu calismada ER, PR ve HER2 pozitif hiicrelerde reseptor bagimsiz ve ilag bagimsiz ortak
olarak ifade artis1 gozlenen mikroRNA miR-770-5p olarak belirlenmistir. miR-770-5p
gastric cardia adenocarcinoma (191), over kanseri (192), kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri (193) ve hepatocellular carcinoma (194) gibi pek ¢ok kanser ile iliskilendirilmistir.
Ek olarak miR-770-5p *nin meme kanseri regulasyonunda yer aldig: bildirilmistir. Yapilan
bir ¢alismada kemoterapi direncli i¢lii negative meme kanseri (TNBC) doku 6rneklerinde
mMiR-770-5p’nin down-regiile oldugu ve artan miRNA ifadesinin STMN1 genini
hedefleyerek metastazi ve gelisen direnci tersine ¢evirdigi gosterilmistir (195).
Kemoterapiye karsi gelisen direncte rol alan bir miRNA olarak tanimlansa da miR-770-
5p’nin ER pozitif ve HER2 pozitif hiicrelerde tamoxifen ya da trastuzumab ile iliskisi daha
once tanimlanmamistir. Calismamizda yapilan TGCA veri analizi ile bu mikroRNA’nin
tiimOr dokularinda kontole kiyasla ifadesinin azalis gostermesi bu miRNA’nin fonksiyonel
aginin arastirtlmast igin dnemli olabilecegini disiindiirmiistir. miR-770-5p’nin potansiyel
hedef genleri ile yapilan zeginlestirme analizleri sonucunda ErbB, MAPK ve Fokal
Adezyon sinyal sistemleri gibi motilite ve invazyonda rol olan iletim sistemlerinin varlig
dikkatimizi ¢ekmistir. Ayrica bu ¢alismada biyoinformatik analizlere parelel olarak miR-
770-5p ifadesini artirdigimiz HER2+ hiicrelerde motilite ve invazyon kapasitesinin
azaldig1 gosterilmistir. Motilite ve invazyonda goézlenen bu azalmanin miR-770-5p’nin
hedefleri icerisinde yer alan ve MAPK sinyal iletim sisteminde rol oynayan ERK down

regulasyonu ile olabilecegi diisiniilmiistiir.

miR-770-5p’nin potansiyel aday genleri igerisinde ErbB2 (HER2) nin varlig1 ve yapilan
zenginlestirme analizi sonucunda ErbB sinyal iletim sisteminin yer almasi {izerine bu
sinyal iletim sistemine odaklanilmis ve 6ncelikle miR-770-5p mimic transfekte BT-474

hiicrelerinde HER2 proteininin azaldigi gosterilmistir. Ardindan bu yolakta yer alan ve
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HER2 reseptdrii altinda rol oynayan PI3K ve MAPK iletim sistemlerinde iki temel protein
olan AKT ve ERK protein ifade duzeyleri incelenmistir. Total ERK seviyesi her iki hiicre
hattinda da azalirken AKT seviyesinin sadece SK-BR-3 hiicrelerinde azaldig1 gozlenmistir.
Bu durum hiicrelerdeki degisen mutasyon profili ve iki hiicre hattinin farkli reseptor
durumlart ile aciklanabilir. PIK3CA geni ¢.333G>C (p.K111N) mutasyonu BT-474
hiicrelerinde tanimlanmistir (196) ve bu durum miR-770-5p mimic transfekte BT-474
hicrelerindeki AKT protein dizeyinde degisim gozlenmemesini agiklayabilir. Ek olarak
HER2 ve diger biiylime faktor reseptorleri arasindaki karsilikli etkilesim (crosstalk) varlig
bu durumun bir sebebi olabilir. Yapilan bir arastirmada BT-474 hucreleri gibi yliksek ER
ifadesi gosteren HER2 pozitif meme kanseri hiicreleri SK-BR-3 gibi ER negatif ve HER2
pozitif hiicrelere kiyasla trastuzumab tedavisine daha diisiik yanit gosterdigi bildirilmistir
(197). Calismamizda trastuzumab varhiginda miR-770-5p transfekte hiicrelerde total ve
fosforile AKT ve ERK protein seviyelerinde scrambled kontrole gore azalma gozlenmistir.
Bu durum PI3K-AKT ve MAPK sinyalleri arasindaki karsilikli etkilesim varligi ile
aciklanabilir. Bulgularimiz trastuzumab varliginda miR-770-5p’nin bu karsilikli etkilesimi

bloklayarak ilacin antiproliferatif etkisini giiclendirebilecegini destekler niteliktedir.

Calismamizda yer alan es zamanli RT-PZR array verisi miR-770-5p’nin terapatik cevap
olabilecegini ve ileri ¢alismalarimiz bu miRNA’nin kombine terapide etkin olabilecigini
gostermigtir. Literatiirde yer alan pek c¢ok klinik dncesi ¢aligmada kemoterapi ile birlikte
miRNA tabanli tedavi segenekleri arastirilmistir. Baldasarri ve arkadaslar1 in vitro
kosullarda miR-9, miR-126, miR-181a ve miR-326’nin spesifik meme kanseri ilaglarinin
etkisini gliglendirdigini raporlamiglardir (198). Diger bir ¢alismada hiicrede miR-375 ifade
artisinin tamoxifen duyarliligina neden oldugu gosterilmis ve bu miRNA’nin meme
kanserinde gelisen tamoxifen direncine karsi potansiyel hedef olabilecegi bildirilmistir
(199). Ayrica miR-218’nin BRCA1 genini hedefleyerek hiicreleri cisplatin’e kars1 duyarl
hale getirdigi (200) ve miR-542-3p ifadesinin azaltilmasinin PI3K-AKT regilasyonu
araciligiyla meme kanseri hiicrelerinde trastuzumab direnci gelistirdigi gosterilmistir (164).
Tum bu pre-klinik ¢alismalar miRNA tabanli tedavi yaklagimina bir boyut kazandirmakta
ve proliferasyon, motilite ve invazyonu diizenleyerek tedavide kullanilan ilaglarin
etkinligini artirabilecegini disiindiirmektedir. HER2+ tedavi yaklasiminda gelisen dirence
kars1 kullanilan bir strateji kombine PI3K ve MEK inhibitérlerinin tedavide kulanimidar.

Elde ettigimiz bulgular 15131nda HER?2 sinyalinde yer alan AKT ve ERK ifadesinin
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MIR-770-5p varhginda azaldig1 ve BT-474 hucrelerinde miR-770-5p’nin trastuzumab
etkinligini potansiye ettigi gosterilmistir. Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p’nin
AKT ve ERK sinyalini azaltarak HER2+ meme kanseri hiicrelerinde proliferasyon,

motilite ve invazyonu bloklayabilecegi diisiiniilmektedir (201) (Sekil 6.1.).

Trastuzumab

HER2

MiR-770-5p s

PI3K

miR-770-5p —i| AKT
Proliferation
Invasion
Metastasis

Sekil 6.1. HER2 sinyalinde mir-770-5p’nin Onerilen etki mekanizmasi. miR-770-5p HER2,
AKT ve ERK’i hedefleyerek HER2 sinyalini diizenledigi gosterilmistir. Trastuzumab
varliginda HER2 seviyesinin azalmasi miR-770-5p’nin AKT ve ERK ifadelerini azaltarak
ilacin etkisini potansiye edebilir.
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6.1.2. ER/HER2 HER2/EGFR/IGFIR KARSILIKLI ETKILESiMi UZERINE
ETKISI

Meme kanserli vakalarin yaklasik % 20 - % 30 ‘unda HER2 (ErbB2) proto-onkojenin asirt
ifadesi mevcut olup bu durum daha agresif fenotip ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir
(202). HERZ2, dort transmembran tirozin kinaz reseptorinden (TKR) HER1-HER4'ten
olusan insan epidermal biiyiime faktori reseptdr ailesinin bir Gyesidir (203). Bu
reseptOrlerin her biri, hiicre dis1 bir baglanma alani, bir transmembran segmenti, tirozin-
kinaz bolgesi ve C-terminal kuyrugu ile benzer bir yapiya sahiptir. HER2 ligand baglanma
bolgesi icermez, ancak HER ailesinin geri kalan Gyelerinin tercih edilen dimerizasyon
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ortagidir, ¢linkii yiiksek bir katalitik aktivite sergiler (204). Eger HER2 ifadesi artirilirsa,
ligand yoklugunda diger HER ailesi {iyelerini aktive edebilir. Bu aktivasyon, Ras- MAPK
yolunda hiicre proliferasyonunu indikleyen ve PI3K/Akt/mTOR yoluyla hiicre 6limand

onleyen sinyal kaskadlarin1 aktive eder (205).

Trastuzumab’in ve yakin bir zamanda meme kanseri tedavisinde HER2'ye karsi yeni
ilaglarin dahil edilmesi, HER2-pozitif meme kanserinin dogal seyrini degistirmistir
(206,207). Trastuzumab, hiicre buyumesini inhibe etmek icin HER2 dimerizasyonunun
onlenmesi, HER2 reseptoriiniin internalizasyonu, siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitor p27
biriktirilmesi ve hiicre sikliisiiniin durdurulmasi, antikor indiiksiyonu bagimli hiicresel

sitotoksisite gibi farkli mekanizmalari kullanabilir.

Trastuzumab, alternatif dimerizasyon modellerini saglayan diger ligandlar ve reseptdrler
nedeniyle sinyal yolunu tamamen inhibe edemeyebilir. Bu kategoride, epidermal biyime
faktori reseptori (EGFR / HER1) ve HERS, trastuzumab direncinde daha énemli rol
oynayan reseptorlerdir (208). Meme Kanserinde HER2'nin ve EGFR'nin birlikte ifadesi,
birkac retrospektif serideki hayatta kalim ile negatif olarak iligskilendirilmistir ve her iki

TKR'nin inhibisyonu in vitro olarak sinerjik etki gostermistir (209-211).

HER2(+) meme kanserinde asir1 ifade edilen IGF1R membran bagl reseptor olup PI3K'y1
aktive eden diger bir sinyal iletim sistemidir ve HER2(+) metastatik meme kanserinde
trastuzumab direnci ile iliskili oldugu bildirilmistir (210). Calismamizda etkin
konsantrasyonda trastuzumab varligi (6 ug/ml) ile BT-474 hiicelerinde IGF1R total protein
seviyesinin arttigt HER2 ve EGFR total protein diizeylerinin azaldigi gosterilmistir.
Trastuzumab’in  HER2 reseptoriine baglanan monoklonal bir antikor oldugu
diisiiniildiiginde ila¢ varliginda hiicre kagis mekanizmasi olarak HER2 reseptoriinii
azaltarak hicre proliferasyonu devam edebilir. IGF1R total protein seviyesi artisi,
trastuzumab varliginda HER2 protein diizeyinin azaldig1 diisiiniildiigiinde hiicrenin kagis
mekanizmas1 olarak IGF1R ifadesini artirdigin1 diisiindiirmektedir. HER2/EGFR/IGFIR
arasindaki karsilikli etkilesim varligi da bu fikri desteklemektedir. Calismamizdan elde
edilen sonuglar dogrultusunda, HER2/EGFR/IGFIR karsilikli etkilesim varlig1 1s1ginda;
HER2’nin asin ifade edildigi hiicrelerde miR-770-5p’nin trastuzumab ile birlikte
kullanim1 HER2, EGFR, IGF1R reseptor proteinlerinin asir1 ifadesini azaltarak HER
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reseptor blokajim saglayabilecegi ve reseptor dimerizasyonu ile olusan sinyal

iletimini azaltabilecegi Ongorilmektedir (Sekil 6.2.).
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Sekil 6.2. miR-770-5p’nin HER2/EGFR/IGF1R Kkarsilikli etkilesim (crosstalk) {izerine
etkisi.

HER2 asirt ekspresyonu, in vitro ve in vivo olarak tamoxifen direnci ile de
iliskilendirilmistir (212). Tamoxifen direnci ile ilgili farmakolojik c¢aligmalar, hedef
yapidaki  degisiklik, mikroRNA'larin anormal ekspresyonu ve ER'nin tiimor
mikrocevresindeki fonksiyonu ve bununla iliskili genetik degisiklikler ile arastirilmaktadir
(213,214). Tamoxifen baglandiktan sonra Ostrojen reseptorunin ifadesi tamoxifen
direncinin tiimor mikrogevresinde nasil gelisecegini gosterir. ERa veya ER'nin
ifadesindeki degisim, es-diizenleyici proteinlerdeki degisiklik, mikroRNA'larin anormal
ekspresyonu ve genetik polimorfizmler, tamoxifen metabolik aktivitesinde rol oynarlar.
Tamoxifen diren¢ mekanizmasinin sifresini ¢cozmek icin yogun arastirmalar yapilmistir ve
ER sinyallerinin moduilasyonu, biyime faktéri reseptérlerinin diizenlenmesi (HERZ2,
EGFR, FGFR, IGFIR), PIBK-AKT/mTOR yolu ve NFkB sinyalinin degisikliklerinin
diizenlenmesi dahil karmasik yollarin tanimlanmasi ile sonuglanmistir (215). Tamoxifen
direng mekanizmasinin anlasilmasi, birbirine bagli yollar1 hedefleyen ilaglarin
gelistirilmesinde temel olusturur. Reseptor Tirozin Kinaz molekiiler yolaklarinin ve hiicre
ici sinyal aglariin birlikte hedeflenmesi, en umut verici anti-kanser yaklasimlarindan biri

olacag diisiiniilmektedir.
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Meme kanserinde mevcut endokrin tedavileri genellikle tamoxifen gibi anti-Gstrojenler
veya E2 sentezini Onleyen aromataz inhibitorleri kullanarak ERo sinyal yollagim
hedeflemeye dayanir (216,217). Bununla birlikte, ERa pozitif tiimorlii hastalarin yaklasik
% 50'si tedavi baslangicindan bir siire sonra bu ilaclara cevap vermez ya da ilaglara kars1
direng gelistirir (218,219). Endokrin direng, onemli bir klinik problemdir ve tedavi
basarisizlig1 ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir (220,221). Literatiirdeki veriler 1s18inda
membranla iliskili ERa ve biiyiime faktorii reseptor yolaklar1 arasindaki karsilikli
etkilesim, endokrin direncinin gelismesinde rol oynayan bir mekanizma oldugunu
gostermektedir (222). Calismamizda belirlenen konsantrasyonda tamoxifen (10 mM)
varhiginda BT-474 hucrelerinde HER2, EGFR gibi tirozin kinaz reseptorlerinin total
seviyelerinde artig gozlenmistir ve bu durum ER/HER2/EGFR karsilikl etkilesim varliginm

desteklemektedir.

Tiimordeki endokrin direnci, ERa ve HER2/ IGF-1R / EGFR sinyal aginda yer alan
proteinlerin asir1 ifadesi veya hiperaktivasyonu ile iliskilidir. Bu nedenle, endokrin direngli
meme kanserinde terapdtik yaklasimdan biri hem ERa 'y1 hem de biiyiime faktorii sinyalini
bloke etmek icin hedef tedavilerin kombinasyonu olabilir. Calismamizda tamoxifen
varhginda artan HER2 ve EGFR reseptor proteinlerinin tamoxifen ile birlikte miR-
770-5p varhginda azaldigr gozlenmistir. MiR-770-5p’nin tahmini hedefleri arasinda
HER2, EGFR gibi HER ailesi iiyelerinin yer aldig1 diisiiniildigiinde bu
MikroRNA’nin endokrin direncinde etkili olan ER/HER2/EGFR karsihikh etkilesim

mekanizmasim diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 6.2.).

6.1.3. UCLU-NEGATIF (TNBC) HUCRELERDE MIR-770-5P’NIN
PROLIFERASYON, MOTILITE VE INVAZYON UZERINDEKiI ROLU VE
POTANSIYEL ETKi MEKANiIZMASI

EGFR (Erbbl) ErbB ailesinin ilk kesfedilen iiyesi olup homodimer ya da heterodimer
olusturup sinyal agindaki asagi akis elemanlarini tirozin fosforilasyonu ile aktive ederek
hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve hayatta kalimi1 kontrol eder. Mutasyon aktivitesi ve
EGFR'nin gen amplifikasyonu meme kanserinde nadir olmasina ragmen, EGFR
ekspresyonu, polizomiye bagli olarak artan gen kopya sayisi ile arttirilabilir ve primer

tiimorde EGFR'nin artan ekspresyonu, artan metastaz ve TNBC hastalarinin sagkalimimin
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azalmast ile iliskilendirilmistir (223,224). Literatirde BT-20 ve MDA-MB-468
hiicrelerinde EGFR kopya sayisinin fazla oldugu ve bu nedenle bu hiicrelerde asirt EGFR
ifadesi oldugu bildirilmistir (225,226). miR-770-5p ile yapilan zenginlestirme analizi
sonucunda ortaya ¢ikan ErbB sinyal iletim sistemi ve reseptor pozitif hiicrelerde gostermis
oldugumuz biiyiime faktorii reseptorleri arasindaki etkilesim diisiiniilerek bu miRNA’nin
TNBC hicrelerinde etkili olabilecegi fikrini akillara getirmistir. Bu amagla EGFR sinyal
iletim sistemi incelenmis ve miR-770-5p mimic transfekte hicrelerde 6zellikle EGFR
kopya sayist artis1 oldugu bilinen BT-20 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde total ve fosforile
EGFR diizeyinde scrambled kontrole kiyasla azalma gozlenmistir. Bu duruma paralel
olarak asagi akis elemanlarindan AKT ve ERK proteinlerinin total ve fosforile seviyeleri
mIiR-770-5p varhiginda azalmaktadir. TNBC hiicrelerinde miR-770-5p inhibitoru ile
transfekte hiucrelerde EGFR, ERK ve AKT seviyelerinde gozlenen artma ya da herhangi
bir degisim gozlenmeme durumu bu molekiillerin MiR-770-5p hedefleri igerisinde
olabilecegini diigiindiirmiistiir. Ayrica MDA-MB-468 hicrelerinde bilinen PTEN
mutasyonu ve MDA-MB-231 hiicrelerinde bilinen KRAS ve BRAF mutasyonlar1 (227)
varhiginda miR-770-5p’nin hedefledigi ERK ve mTOR seviyesinde gozlenen azalma sinyal

agin1 asagidan etkileyerek proliferatif sinyalin azalmasini agiklayabilir.

Insiilin benzeri biytme faktoru-I reseptorli (IGF-IR), IGF-I ligandlarinin baglanmasiyla
bliylimeyi, gelismeyi ve metabolizmay1 diizenleyen bir transmembran tirozin kinaz
reseptoridir. Son yillarda elde edilen veriler IGF-1/ IGF1R sinyalinin mezenkimal gegis
(EMT) ile iligkili tiimor metastazi ve ilag direncinde etkili olabilecegi gosterilmistir (228).
IGF-IR / FAK arasindaki karsilikli etkilesim ZEB-1 ve Snail ekspresyonunu artirarak EMT
slirecinin hizlanmasina ve TNBC’de migrasyon ve invazyona neden olur (228). miR-770-
Sp’nin potansiyel hedefleri ile motilitede yer alan genler kesistirilmis ve IGF1R, EGFR,
HER3, ROCK1 ve PTK2 (FAK) genleri dikkatimizi ¢ekmis ve miR-770-5p tansfekte
TNBC hicrelerinde bu genlerde gozlenen azalma miR-770-5p varliginda motilite ve
invazyondaki azalmay1 agiklayabilir. IGF1R, EGFR gibi metastazda etkin reseptor tirozin
kinazlarin azalmasina ek olarak invazyon deneylerinde belirlenen anlamli azalis ve EMT
belirteclerinde mRNA ve protein diizeyinde gozlenen mezenkimal belirteclerin de azalmasi
(Vimentin ya da Snail) ve E-cadherin ifade diizeyinin artist miR-770-5p’nin EMT siirecini
MET’e ¢evirerek invazyon siirecini kontrol edebilecegini diisiindiirmektedir. miR-770-5p

bu strecin kontrolini E-Cadherin baskilayicisi olarak bilinen TCF3 diizeyini azaltarak ya
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da E-cadherin promotor metilasyonunu dizenleyerek yapabilir. MDA-MB-231 ve MDA-
MB-157 hiicrelerinde CDH1 promoter hipermetilasyonu varlig: literatiirde bildirilmistir
(227). Bu iki hiicre hattinda miR-770-5p varliginda artan E-Cadherin diizeyi azalan
metilasyon profili kaynakli olabilecegini diisiindiirmiis ve yapilan bistilfit uygulamasi ve
metilasyon spesifik PZR deneyleri sonucunda CDH1 promoter metilasyonunun azaldigi
gozlenmistir. miR-770-5p tahmini hedefleri arasida DNMT3A geni varligi ve miR-770-5p
mimic transfekte hiicrelerde bu genin mRNA diizeyinde azalmasi EMT siirecindeki E-

cadherin diizeyindeki artisinin nedeni olabilir.

Tez kapsaminda miR-770-5p TNBC hucrelerinde EGFR, IGF1R gibi tirozin-kinaz
resptorlerini ve bu sinyal iletim sisteminde asagi akis elemanlarindan olan mTOR ve
ERK molekidllerini hedefleyerek proliferasyonu; ROCK1, FAK, IGF1R, EGFR,
NOTCHS3, Vimentin, Snail gibi genleri hedefleyerek hicrenin motilite ve invazyon
yetenegini azaltabilecegi yapilan deneylerle gosterilmistir. Ayrica invazyonda temel
basamak olan EMT slrecini TCF3 ya da DNMT3A genlerini hedefleyip E-Cadherin

ifadesini diizenleyerek kontrol edebilecegi diisiiniilmektedir.

6.2. SONUC

6.2.1. RESEPTOR POZITIF MEME KANSERI HUCRELERINDE MiR-770-
5P’NiN iLAC ETKINLiGi VE ER/HER2, HER2/EGFR/IGFIR KARSILIKLI
ETKILESIiMI UZERINDEKI ROLU

Meme kanseri biyolojisi ve hormonal ajanlar ile terapatik cevapta HER reseptor ailesinin
de i¢inde yer aldig1 diger reseptor aileleri ve ER arasindaki karsilikli etkilesim 6nemlidir
(229). Meme kanseri hucrelerindeki 6strojenin biyolojik etkisi ERa ve ER olarak bilinen
iki reseptor araciligiyla saglanir. Ostrojenin ER’a baglanmasi reseptoriin fosforilasyonunu
baslatir. Proteinler ile reseptor dimerizasyonu tetiklenir ve reseptdriin DNA promotor
bolgelere baglanmasi kolaylasir (230). Aktif olan ER 0Ostrojen cevap elementlerini (ERE)
ve promotor bolgelerini igeren genlerin transkripsiyonunu ayarlar (Klasik genomik sinyal
iletim sistemi) (230). ER kompleksi ayn1 zamanda c-fos/c-Jun gibi diger transkripsiyon
faktorlerinin koaktivasyonu araciligiyla gen transkripsiyonunu saglar (klasik olmayan

sinyal iletim sistemi) (231). Genomik 6strojen sinyal sistemi IGF-IR, siklin D1, IGF-11 ve
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VEGF gibi tiimor gelisiminde Onemli proteinleri kodlayan genlerin ifadesini uyarir
(230,231). EGFR ve HER2 gibi pek ¢ok gen 6strojen sinyali ile azalir. ER ayni zamanda
membran Ostrojen sinyali olarak da bilinen genomik olmayan mekanizma ile hicresel
fonksiyonlar1 diizenler (229). Burada ER ve biylme faktorii reseptorleri arasinda karsilikli
etkilesim meydana geldigi gortliir. ER sitoplazma, mitokondri ve plazma membran1 gibi
cekirdek disindaki yapilarda yer alir. Bu durum ER’in islevsel olarak biiylime faktori
ligand1 gibi davrandigmna isaret eder. Plazma membrani ile iligkili ER siklik AMP gibi
ikincil mesajcilarin seviyesini artirir (232) ve IGF-IR, EGFR ve HER2 gibi gesitli tirozin
kinaz reseptorleri aktiflesir (233,234). ER ve biiyiime faktor reseptorleri arasindaki
karsilikli etkilesim ¢ift yonliidir. MAPK ve AKT gibi bircok kinaz ER’nin spesifik
bolgelerini fosforlar ve bu durum ligand bagimsiz ER aktivasyonuna sebep olur. Ornegin;
MAPK ile fosforlanan AIB1 ER-bagimli transkripsiyonu artirir (235) ve AIBLl’in asiri
ifadesi HER?2 ile transfekte edilmis MCF-7 hucrelerinde (MCF-7-HER2+) tamoxifen bagli
ER’yi z1it etki yerine Ostrojen ile ayni etkiye ¢evirir (236). Bu bulgu ER ve biylime faktor
reseptorleri arasindaki karsilikli etkilesimin tamoxifen direncinde 6nemli rolii oldugunu
gostermektedir. MCF-7-HER2+ hucrelerinde gefitinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri ve
anti-HER2 antikorlar1 ER ve HER2 arasindaki kasilikli etkilesimi elimine eder ve hiicre

yeniden tamoxifene karsi duyarli hale gelir.

Yapilan aragtirmalar meme kanserinde biiyiimenin Ostrojen reseptorii (ER) ve bir ¢ok
blyume faktori reseptdr sinyal sisteminin koordinasyonu ile diizenlendigini gdstermistir.
ER ve buylme faktoru reseptor sinyal iletim sisteminin 6zellikle meme kanserinde
endokrin terapiye direng olusum mekanizmalarindan biri olan EGFR ile arasindaki
karsilikli etkilesimin varhigi bilinmektedir (124,237). EGFR/HER?2 sinyal iletim sisteminin
aktivasyonu timor hicrelerinde apoptoz inhibisyonu, hticre blylmesinin uyarimi,
invazyon ve anjiogenezin artirilmasi gibi cesitli etkilerin olusmasina neden olan kinaz
sinyal basamaklarin1 baglatir. Hiicre biiylimesi ve hayatta kalmas1 PI3K/Akt ve Erkl/2
MAPK iletim sistemlerinin araciligiyla olur. Bu kinazlar fosforile olup ER’yi ya da AIBI
gibi koregulator elementleri aktive etmesi nedeniyle timorlerde ER aktivasyonu agisindan
Onemlidir (235,238).

Hormon reseptor pozitif (HR+) meme kanseri vakalarinda hormonal uygulamalara ragmen,

endokrin terapiye karsi gelisen direng mekanizmalari hala klinik bir problemdir (239). Faz
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II klinik denemeler HR+ tiimorlerin % 30’unun aromataz inhibitorlerine (AI) cevap
verebildigini gostermistir. Buna ek olarak, baslangicta Al’ya cevap veren tumérlerin bir
siire sonra bu ilaca diren¢ kazandigi ve hastaligin ilerlemesinin durdurulamadigi

belirlenmistir (240).

Hormonal terapiye kars1 ER ifadesinin azaltilmasi, ER mutasyonlar1, ER koregiilatdrlerinin
alternatif ifade edilmesi gibi pek ¢ok diren¢ mekanizmasi 6nerilmistir. HER reseptor ailesi
iiyeleri (EGFR, HER2, HER3, HER4) hormon direncinde etkili rol alir. Ozellikle HER2
asir1 ifadesi preklinik modellerde endokrin terapiye direng gelisimini saglar (230). HER2
ligand baglanma bdlgesi icermeyen bir reseptor olup diger HER {iyeleri ile dimerizasyonu

sonucunda aktiflesir ve proliferasyon, hayatta kalim gibi hticresel stirecler tetiklenir.

HR+ ve HER2+ tiimorler ER’nin genomik ve genomik olmayan mekanizmasi ile biiyiime
hormon iletim sistemi arasinda tehlikeli bir dongii kurarlar ve bu durum hiicre
proliferasyonunu ve hayatta kalimi artirir. Bu iki reseptorden biri kapatildiginda digerinin
aktif hale gelmesi nedeniyle her iki reseptorii de hedef alabilen akilci terapiler

gelistirilmelidir.

ER ve meme kanseri biyolojisinde énemli yeri olan HER ailesi disindaki diger reseptor
aileleri arasindaki karsilikli etkilesim Onemlidir. Steroid hormonlar ve buyume
faktorlerinin kanser hiicrelerinin biiylimesi lizerindeki etkisinin ortaya ¢ikmasi ile tirozin
kinaz reseptorleri ve niikleer reseptorler arasindaki karsilikli etkilesim dnemli bir aragtirma
konusu haline gelmistir. Meme, endometrial ve uterus gibi dokular hem estradiol hem de
IGF (insulin benzeri biiyiime faktdrii) cevabi verirler. Ornegin, MCF-7 meme Kanseri
hiicre hattinda ER ve IGF-IR reseptorleri yer almaktadir. Tlging bir sekilde, her iki reseptor
de ayn1 anda uyarildiginda IGF-IR ve ER editif ya da sinerjistik etki gosterir. Bu durum
farklt yapisal ailelerde yer alan bu reseptorlerin arasinda karsilikli bir etkilesim

olabilecegini gostermistir (241).

Kanser terapisinde ER’1 hedeflemenin basarili uygulamalardan biri oldugu agiktir. Yakin
zamana kadar tek basina tamoxifen gibi anti-Ostrojenik ila¢ kullaniminin faydali olmadig1
kombine terapilerin gerekli olduguna kanaat getirilmistir. Biiylime faktor reseptor
sisteminin ER fonksiyonu iizerindeki etkisi bu yolaklar1 hedeflenmesinin de fayda

saglayabilecegi fikrini dogurmustur. Bu bilgiler dogrultusunda, tirozin kinaz biiyiime
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faktor reseptorii ve ER’1 birlikte hedefleyen ilaglarin etkin olabilecegi diigiiniilmektedir.
Tez kapsaminda miR-770-5p’nin tamoxifen ve trastuzumab ile birlikte
proliferasyonu azalttigr belirlenmis, miR-770-5p varhginda ER pozitif ve HER2
pozitif BT-474 hiicrelerinde trastuzumab’1 potansiye edebilecegi gosterilmistir. EK
olarak ER/HER2 ya da HER2/EGFR/IGF1R arasindaki karsilikh etkilesimlerde rol
oynayarak endokrin terapi ya da monoklonal antikorlara kars1 gelisen direncte etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

6.2.2. UCLU NEGATIF MEME KANSERI HUCRELERINDE MIiR-770-5P°NiN
EMT SURECI VE INVAZYONDAKI ROLU

Meme kanserinde 1960-2010 yillar1 arasindaki veriler kullanilarak yapilan ¢alismalarda
kanserli vakalarin sag kalim oraninin %63°‘den %90°a ¢iktig1 bildirilmistir. Bu ilerlemelere
ragmen, uzak metastatik hastalik tanis1 alan kadinlar i¢in 5 yillik sagkalim orani sadece
%23'tlr (242). Bu veriler dogrultusunda, arastirmacilar ve klinisyenler metastazin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 ¢dzerek, tedavi se¢imini ve nihayetinde prognostik

sonugclari iyilestirmek icin meme kanseri mortalitesi ile miicadele etmek i¢in ¢calismaktadir.

Meme kanseri metastaz arastirmalarinda son zamanlarda odaklanilan nokta epitelial
mezenkimal gegis (EMT) 'tir. Klasik EMT, epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere
diferensiyasyonunu gerektiren, genellikle farkli hiicre tiplerine yol agan kritik bir
gelisimsel programdir. Tiumor ilerledikge, epitel hiicreler mezenkimal hiicrelerin
ozelliklerine erigebilir, bu siire¢ onkojenik EMT olarak anilir. Ayrica onkojenik EMT,
artan goc¢ ve istilact kabiliyetlere neden olabilir ve bu da metastatik yayilima katkida
bulunur. Transkripsiyon faktorleri, sinyal molekilleri ve mikroRNA'lar da dahil olmak
Uzere EMT sirecinde gorev alan pek ¢ok molekiil kesfedilmistir. EMT'ye yanit olarak
down-regiile edilen ¢esitli proteinler arasinda E-Cadherin (CDH1), plakoglobin (JUP),
okluzin (OCLN), zonula okluzanlarl (TJP1), a-katenin (CTNNA3) ve claudinler 3/4/7
(CLDN-3/4/7) sayilabilir. Diger taraftan, mezenkimal benzeri bir fenotipin tesvik edilmesi,
fibronektin (FN1), N-Cadherin (CDH2), Vimentin (VIM), ACTA2 ve nikleer CTNNB1
gibi proteinlerin upregiilasyonu ile gerceklesir. EMT fenotipinin yaygin kullanilan
belirleyicisi CDHI1'in kaybedilmesi / azaltilmasidir ve bu durum EMT'nin kritik bir
adimidir. Cinko parmak proteinleri Snail (SNAIL), Slug (SNAI2), Zebl (ZEB1) ve Zeb2
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(ZEBZ2) her biri, meme hucrelerindeki CDH1 transkripsiyonunu, hticre igi bolgelerindeki E-
kutular1 (CANNTG) baglayarak dogrudan baskilar. Gelisimde rol oynadigi bilinen
miRNA’larin EMT siirecinin indiiksiyonunda gorev alabilecegi sasirtici degildir. En sik
belirtilen EMT ile ilgili miRNA'lar, miR-200a/b/c, miR-141 ve miR-429'dan olusan miR-
200 ailesine uyeleridir.

Tez kapsaminin ikinci kismi olan miR-770-5p’nin UglU negatif meme kanseri hticrelerine
transfeksiyonu ve sonrasinda yapilan yara iyilesme ve invazyon deneyleri bu miRNA nin
motilite ve invazyon {izerine etkili olabilecegi fikrini ortaya cikarmistir. Invazyon
stirecindeki ilk adim olarak diistiniilen EMT biyobelirtecleri ile yapilan es-zamanli PZR
calismasinda MIR-770-5p ile transfekte olan hiicrelerin kontrole kiyasla CDH1
seviyelerinin arttigi, SNAIL, TCF3, VIM gibi EMT indukleyicilerinin ise anlamli olarak
azaldig1 goriilmiistiir. EMT belirtecleri ile yapilan protein analizleri bu miRNA’nin EMT

stirecinde etkili olabilecegi fikrini desteklemektedir.

TNBC hdcrelerinde potansiyel etki mekanizmasini agiklamak adina yapilan ¢alismalar
sonucunda mMiR-770-5p’nin EGFR ve IGFIR sinyal iletim sistemlerinde her iki reseptor
tirozin kinaz ya da bu sinyal aginda distalde yer alan molekiiller olan ERK ve mTOR’u
hedefleyerek proliferasyonu azaltabilecegi gosterilmistir. Motilite ve invazyon siirecine
etki mekanizmasinda ise yine bu iki sinyal ag1 ve FAK, ROCKI1 gibi hiicre iskeletinde
onemli olan molekiilleri hedefleyebilecegi belirlenmistir. Motilite surecini takip eden
invazyonda ise EMT surecinde Vimentin, Snail gibi kritik mezenkimal belirtecleri
hedeflemesiyle birlikte TCF3 ya da DNMT3A aracili E-Cadherin artis1 ile birlikte EMT
stirecini MET e cevirerek tiimor hiicresinin invazyon kapasitesi tizerindeki potansiyel etki

mekanizmasi tanimlanmaya c¢aligilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen bulgular miR-770-5p’in da trastuzumab ve tamoxifen
direncinde de etkin olabilecegini destekler niteliktedir. Diren¢ durumunda miRNA
mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in benzer yolaklarin direngli hiicrelerde arastirilmasi
Oonem tasimaktadir. Ayrica in vitro olarak gosterdigimiz miRNA-ilag potansiyasyon (miR-
770-5p’nin trastuzumab ve tamoxifen etkinligini artirmasi) mekanizmast ve miR-770-
S5p’nin invazyon kapasitesi iizerine etki mekanizmasinin in vivo hayvan modellerinde

gosterilmesi bu miRNA’nin preklinik olarak dogrulanmasi agisindan degerli olacaktir.
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EKLER

EK 1. RNA spektrofotometrik ve Bioanalyzer 6l¢iim sonuglari.

Asagidaki c¢izelgede yapilan RNA izolasyonlarinin spektrofotometrik degerleri yer

almaktadir.
Ornek Adi Konsantrasyon | A260/280
(ng/ul)
BT-474 Control 252.6 2.04
BT-474_770-5p 302.18 2.01
BT-474_Scr 264.09 2.03
MCF-7_Control 214.57 1.98
MCF-7_770-5p 162.69 1.93
MCF-7_Scr 330.17 1.97
SK-BR-3_Control 875.44 2.03
SK-BR-3_770-5p 627.21 2.05
SK-BR-3_Scr 901.53 2.07
BT-20_Control 262.38 2.03
BT-20_770-5p 117.01 1.95
BT-20 Scr 211.32 1.97
MDA-MB-231_Control 189.41 2.00
MDA-MB-231_770-5p 173.26 1.98
MDA-MB-231_Scr 208.44 1.98
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MDA-MB-468_Control 241.22 1.98
MDA-MB-468_770-5p 151.95 1.99
MDA-MB-468_Scr 141.73 1.89
MDA-MB-157_Control 728.1 2.04
MDA-MB-157_770-5p 684.14 2.03
MDA-MB-157_Scr 762.76 2.04
BT-474 TAM+scr-1 370.91 2.00
BT-474_TAM-+scr-2 393.84 2.02
BT-474_ TAM+770-5p-1 330.59 2.01
BT-474_TAM+770-5p-2 418.9 2.00
BT-474_TRAST+scr-1 470.94 2.05
BT-474_TRAST+scr-2 266.58 1.99
BT-474 TRAST+770-5p-1 392.39 2
BT-474 TRAST+770-5p-2 382.72 1.83
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288
18S

RNA orneklerinin temsili agaroz jel géruntusa.

Ayrica Agilent Bioanalyzer cihaz1 yardimiyla RNA kalite kontrolleri yapilmistir. Temsili

goriintii agagidadir:
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EK 2. gRT-PZR sonrasinda 6rneklerin %2 ‘lik jel gorlinttsu (temsili).

A1 A6 A14 A21 B3 B7 B10 B12 D1 D5 D9 Bile) BRI BEE, (=S [EGE 129 E 14
100 100
bp bp
bt
- .

Al-A6-Al4-A21-B3-B7-B10-B12 nolu 6rnekler GAPDH geni; D1-D5-D9-D13-D17-D23-E3-E8-E12 nolu

ornekler HER3 geni PZR trlnind temsil ederken E14 nolu 6rnek ise negatif kontroll temsil etmektedir.
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EK 3. miScript Primer Assay Dizileri.

Uriin Adr Katalog No 5’ — 3’ Dizisi

Hs_miR-770-5p_2 MS00010584 | UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA
miScript Primer Assay

Hs_RNUG6-2_11 MS00033740
miScript Primer Assay —
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EK 4. Transfekte hiicrelerden elde edilen protein 6l¢iim sonuglar

Ornek Ad1 Konsantrasyon (ug/ul)
BT-474_Control-1 2747.30728
BT-474_Control-2 2337.64564

BT-474_Mock-1 2422.23722
BT-474_Mock-2 1878.44517
BT-474_Scr-1 2181.1396
BT-474_Scr-2 2578.08057
BT-474_770-5p-1 1832.60337
BT-474_770-5p-2 2276.3498
BT-474_TAM-1 1795.685
BT-474_TAM-2 2352.53691
BT-474 TAM+scr-1 1866.56402
BT-474_TAM-+scr-2 1792.32041
BT-474_TAM+770-5p-1 1974.86339
BT-474_TAM+770-5p-2 1773.23244
BT-474_TRAST 2114.84116
BT-474_TRAST 2153.0229
BT-474_TRAST+scr-1 1484.34669

BT-474_TRAST+scr-2

1641.99728




BT-474_TRAST+770-5p-1 1371.99556
BT-474_TRAST+770-5p-2 1400.86007
SK-BR-3_Control-1 1826.64007
SK-BR-3_Control-2 1635.82015
SK-BR-3_Scr-1 1269.28909
SK-BR-3_Scr-2 1414.65653
SK-BR-3_770-5p-1 1316.13862
SK-BR-3_770-5p-2 1365.26468
SK-BR-3_TRAST-1 1417.20030
SK-BR-3_TRAST-2 1490.69004
SK-BR-3_TRAST+scr-1 1522.39606
SK-BR-3_TRAST+scr-2 1633.65491
SK-BR-3_TRAST+770-5p-1 1452.69150
SK-BR-3_TRAST+770-5p-2 1411.70531
MDA-MB-231_Control-1 1992.69525
MDA-MB-231_Control-2 1995.2818
MDA-MB-231_Scr-1 2012.17311
MDA-MB-231_Scr-2 2313.17221
MDA-MB-231_770-5p-1 1972.56509
MDA-MB-231_770-5p-2 1919.40952
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MDA-MB-468_Control-1 2575.29039
MDA-MB-468_Control-2 2882.32270
MDA-MB-468_Scr-1 2397.03302
MDA-MB-468_Scr-2 3110.56316
MDA-MB-468_770-5p-1 2985.33305
MDA-MB-468_770-5p-2 3906.19574
BT-20_Control-1 1110.05279
BT-20_Control-2 1135.83397
BT-20_Scr-1 1944.11614
BT-20_Scr-2 1812.68452
BT-20_770-5p-1 1684.11602
BT-20_770-5p-2 2117.90649
MDA-MB-157_Control-1 2616.82512
MDA-MB-157_Control-2 2397.12316
MDA-MB-157_Scr-1 2260.14355
MDA-MB-157_Scr-2 2318.50145
MDA-MB-157_770-5p-1 2334.61172
MDA-MB-157_770-5p-2 2810.09710
MDA-MB-231_Control-1 (inhibitor) 2298.67642
MDA-MB-231_Control-2 (inhibitor) 1878.37522
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MDA-MB-231_Scr-1 (inhibitor) 1361.50146
MDA-MB-231_Scr-2 (inhibitor) 1421.14666
MDA-MB-231_770-5p-1 (inhibitor) 1232.37981
MDA-MB-231_770-5p-2 (inhibitor) 1603.36558
MDA-MB-468_Control-1 (inhibitor) 1872.16553
MDA-MB-468_Control-2 (inhibitor) 2024.43564
MDA-MB-468_Scr-1 (inhibitor) 2096.05928
MDA-MB-468_Scr-2 (inhibitor) 2525.28147
MDA-MB-468_770-5p-1 (inhibitor) 2124.60216
MDA-MB-468_770-5p-2 (inhibitor) 2244.05276
BT-20_Control-1 (inhibitor) 1810.16948
BT-20_Control-2 (inhibitor) 1495.75141
BT-20_Scr-1 (inhibitor) 1854.02269
BT-20_Scr-2 (inhibitor) 1514.99990
BT-20_770-5p-1 (inhibitor) 1223.87926
BT-20_770-5p-2 (inhibitor) 1470.08029
BT-474_Scr-1 (inhibitor) 2252.27039
BT-474_Scr-2 (inhibitor) 2241.82497
BT-474_770-5p-1 (inhibitor) 1870.27867
BT-474_770-5p-2 (inhibitor) 2061.40900
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EK 5. DNA spektrofotometrik 6l¢liim sonuglari ve temsili jel goriintiisii.

Ornek Ad1 Konsantrasyon A260/280
(ng/ul)
MDA-MB-231_Control_24h 112.9 1.98
MDA-MB-231_Scr_24h 184.6 2.00
MDA-MB-231_770-5p_24h 92.1 1.99
MDA-MB-231_Control_72h 186.0 1.99
MDA-MB-231_Scr_72h 95.6 2.02
MDA-MB-231_770-5p_72h 107.3 2.01
MDA-MB-157_Control_24h 218.9 1.98
MDA-MB-157_Scr_24h 208.2 2.04
MDA-MB-157_770-5p_24h 159.7 2.02
MDA-MB-157_Control_72h 137.8 2.00
MDA-MB-157_Scr_72h 189.6 1.96
MDA-MB-157_770-5p_72h 253.9 1.96
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EK 5 devami. temsili jel goruntusa.

Temsili DNA 6rneginin %1 ‘lik agaroz jeldeki goriintiisiidiir.
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EK 6. Reseptor pozitif hiicrelerde trastuzumab ve tamoxifen uygulamasi sonucunda
ifadesi degisen miRNA’larin ti¢ farkli hiicre hattindaki ifade degisimi.

Ortak Kat Degisimi

miRNA’lar

BT-474 MCEF-7 SK-BR-3

Tamoxifen | Trastuzumab | Tamoxifen | Trastuzumab

miR-770-5p 1.60 1.66 1.80 2.13
miR-373* -1.59 -4.02 -1.49 -3.42
miR-1260 -2.51 - -2.22 -1.67
miR-1280 -2.24 - -1.98 -1.61
miR-188-5p -2.01 - -2.79 -1.72
miR-490-3p -2.42 -1.64 -1.53 -2.16
miR-99b -1.72 -1.61 -1.72 -1.58
miR-7-2* -2.99 - -1.84 -2.65
miR-335* -2.41 - -1.63 -1.97
miR-328 -2.14 - -1.61 -2.88
miR-637 -2.05 = -2.58 -1.75
miR-30a* -1.67 - -1.53 -1.92
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EK 7. MCF-7 hucrelerinde miR-770-5p mimic transfeksiyonu ardindan yara iyilesme

deneyi sonucunda elde edilen gortntler.

MCF7_ control

Oh

72h
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Abstract

miAMAs may play effective roles in breast cancer so modulating their expression levels
could have therapeutic benefits. Recant studies have found the combination of miRRA-
based therapeutica with conventicnal drugs as promising. This study aimed to find drug-
responsive miRNAs, and explore their anticancer activities in HER2+ breast cancer calls
and regulatory role in the trestuzumab response. gRT-PCR-amay analysis was performed
with effective concentrations of tamaxifen and trastuzumab treated BT-474, SK-BR-3 and
MCF-T cells. Motility and invasion analyses were performed with wound healing and xCEL-
Ligence impedance-based assays respectively. Viability of celis following mimic transfection
and drug treatment was assessed by WST-1 assay. Westemn blof analysis was used 1o
aesess miR-770-5p regulation of proteins and their phosphorylated forms. The clinical rele-
vance of miR-770-5p was examined by TCGA data analysis. The gRT-PCR-amay results
indicated that miR-770-5p was responsive in a drug and cell line independent manner. Over-
expression of miR-770-5p inhibited the mtility and cell invasion through regulation of AKT
and ERK proteina. Additionally, miR-770-5p potentiated the effectivensss of trastuzumab.
Thus, regulating the expression level of miR-770-5p in combination with trastuzumab freat-
meent may simulianeoushy inhibit the downsiream elements of FI3K and MAPK signalling,
thereby blocking the proliferation, moéility and invasion capacities of HER2+ breast cancar
cells.

Introduction

Breast cancer is the most common malignaney in women, constituting approximately 30% of
all cancer types [1]. Breast cancer is a heterogeneots disease with complex clinical behavior
and responses 1o therapeutic intervention [L,2]. 1t is classified based on gene expression profil-
ing, including HERZ positive (HERZ+), luminal A or B, basal-like and presence of hormane
ceceplors [1]. Approximately 70% of human breast cancers are estrogen receplor alpla positive
(ER+), 50 anti-estrogen therapy is an effective treatment [3]. Tamoxifen citrate (TAM), which
compeles with the esrogen that binds to the estrogen receplor (ER), was the first selective
estrogen receplor modubator (SERM) to be developed [6]. Tamoxifen has been used elinically
fior ver 30 years as a partial agonist of ER to reduce the risk of recurrence and contralateral
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neoplasia in bréast cancer treatment. However, the development of resistance 1o this drug is
inevitable because of mobecular crosstalk mechandsms in the tumor cells [7,8]. Addationally,
HERZ+ tumrs, which constitute 25% of breast cancers, are also known 1o show resistance to
tarnoxifen and standard chemotherapeutic approaches [2-10]. Trastuzumab (Herceptin) is a
FDA-approved recombinant humanized monoclonal antibody developed against the extracel-
lubar domain of the HER2 protesn, which is currently wsed as a therapy for HER2-overexgres-
sng breast cancer patients [11-14]. Elucsdation of the molecular mechanism of trastuzumab
treatment is therefore important a5 it may conteibute 1o determining the resistance mecha-
nisms of tuemor cells to this drug.

MicroRN As (miBNA), which are 20-25 nuckeotides bong, non-coding KNAs, are endoge-
nos KN A molecules that are evolutionanly conserved and repress gene expression post-iran-
scriptionally. These regulatory molecules play important roles in various cellular processes,
such as differentation, cell growth and apopiosis, Since these processes are generally dysregu-
lated in cancer, the relationship between miRNAs and cancer is quite important and solid
[15). miRNAs are deregulated in breast cancer and variows types of other human cancers
[11,15]. Sance miRNAs may play effective roles in disease progression, they represent potential
therapeutic targels for cancer a8 well. Modulating miRNA expression levels could provade
effective diseases therapaes [16,17].

miBNAs play regulatory roles in breast cancer progression and have the potentsal to reverse
ressstance to drugs like tamoxifen [15-20]. A few studaes have investigated the relationship
between drugs and mikNAs. One recently showed that miB-210 levels in plasta might be
associated with trastuzumab ressstance in patients [13]. Others found an effect of trastuzumab
on the expression of miBNAs. However, these studies only focused on the oncogenic and
turmor suppresor functions of individual miBNAs in trastuzumab sensitive or resistant cell
lires [14-19] faiking 1o explain the complenaty of miBNA-mediated drug mechanisms.

I this study, we determined the expression profiles of miRNAs in tamoxifen and trasiuzu-
mmab-sensitive breast cancer cell lines by qRT-PCR-areay analysis to explain the common
molecular mechanisms of these two drugs. Among the differentially expressed mikNAs, only
one comman mikNA, mil-770-5p, was responsive in a drug and cell line independent man-
ner. Bioinformatics analysis, wogether with the experimental results, indicated that HER2 sig-
naling was one of the targets of miR-770-5p. We showed that overexpression of mil-770-5p
potentsated the effect of trastuzumalby, especially in BT-474 cells. When miR-770-5p was over-
expreesed in the presence of irastuzumab, there was downregulatson in the total or phoshory-
lated levels of AKT and ERK. This downregulation of the major regulator proteins of PI3K
and MAPK signaling may explain the potentiation mechanism of miBl-770-5p in HER2+ cells.

Compliance with ethical standards

Ethical approval: This articke does nol contain any studies with human participants or animals
performed by any of the authors,

Materials and methods
Cell lines and culture

Three human breast cancer cell lines (ET-474, SK-BR-3, MCE-7) were obtained from the
American Type Caltere Collection and maintained in DMEM or McCoy medium supple-
meated with 10% FCS. All cell lines were cultured in humidified air supplemented with 5%
(0 at 37°C. The molecular characteristics of these cell lines are summarized in Table 1
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T 1. Maoleular clissification of hisin breiet cancer cell lines.

Cell limes Source Subtype Imsmnapralile

ET-474 Lussina B EE", FRY, HERZ*
SK-BR-3 HER2 EE;, PEC, HERZ
MCE-T Lussinal A EE", FR', HERY

gt ok org 0137 1 jourmal pode 0215884.1001

Tamaoxifen or trastuzumab treatment and cell proliferation analysis

Tamoxifen (Cat. No: 54965-24-1), purchased from Tocrs (Minneapolis, MN, USA), was dis-
sobved in ethanol as a 100 pmoliml stock solution, Trastwzumab (Herceptin was obtained
from Roche (Basel, Switzerkand).

For the drug sensitivity lest, iwo experimental designs were applied. Fiest, MCF-7 and BT-
474 cells were seeded at densities of 3x10% and 610" cellsiml respectively and cultured in §
different concentrations of tamoifen (100, 80, 40, 20, 10, 5, 2, 1 wmolfml) for 3 days. Control
cells were treated with the same concentrations of ethanol in the culture medium. For trastu-
zumab treatment, SK-BR-3 and BT-474 cells were plated in 96-well microtiter plates at a con-
centration of 6x10%well, and cultured at 37°C in 2 humidified atmosphere with 5% CO;
overnight before treatments. The cells were incubated with decreasing trastuzumab concentra-
tions {300, 60, 30,6, 2, 0.5 and 0.1 ugfml) for 3 days, Contrel groups received PBS al a concen-
tration equal to tat in the drug-treated celle.

Cell proliferation was measured using WST]1 assay. Briefly, the cells were plated in %-well
plates at 8¢ 107 per well in a final volume of 100 pl, before exposure to trastuzumab or tamaosd-
fen at the aforementsoned concentrations for 3 davs. 10 ul of WST-1 reagent was added 1o
each well on day 3. Incubation of the cells at 37°C for 3l was followed by measuring absor-
bance al 480 nm on a Wallae Victor Counter (Perkin Ekmer, USA). The [Cag value, which rep-
resents the drug concentration required for 50% growth inhibition, was caleubated with
Graphpad Prism version 604 software (California, CA, USA).

miRNA expression analysis by quantitative real-time PCR array

For miBNA profiling a SYBR green-based miSeript mikRA FCR Array (MIHS-32162G) was
used [Cagen). Endogenous controls, normalization controls, miRNA reverse iranscription
and positive contrals were abso tesied for each array. Afier reatment of the cells with the effec-
tive concentrations of the drugs, wtal ENA was isolated wsing QlAzal reagent (Chagen)
according to manufacturer’s instructions, reverse transcribed to cONA and wed 1o measure
miBNA expression. The plates were run on a Roche Light Cyeler 480 instrument to analyze
the expression of miRNAS using the obtained Ci values. The specificity of the miRNA asays
was confirmed from the melting curves of the PCR products.

Validation of real-time PCR array

Mature eaif-770-5p levels were quantified with Qlagen miBNA assays. Quantitative PCR was
performed wsing SYBR mix (Oiagen) on a Roche Light Cyeler 480, Us snBNA (MS00033740)
was wsed as the internal conteol (Qiagen). Relative expression levels were caleulated using the
™ method while fold changes were caleulated using the equation 2™**~"

Transfection with miENA modulator

A10* eells were seeded in six-well plates and transfected with the effective concentration, 25
ol of ather the miRNA mimic (MSYOMI394E] or the negative scrambled control (ser,
5103650318) using HiPerFect Transdection Reagent (301705) {Clagen, Germany). After an
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incubation period of 48 hor 72 b, cells were harvested using a cell scraper in ice-cold PBS. The
KNA and protein were isolated for further gPCR and western blot analysis respectively.
Viabality of breast cancer cells after transfection of miB-770-5p miBNA mimic was mea-
sured by the same WST1 protocal.
The synergistic effect of trastuzumab with mil-770-5p was alio analyzed. For this purpose,
cells were ireated with mill-770-5p mimic or scrambled control RNA with varying doses of
the drug for 48 h. After incubation, the same WST1 protocol was applied 1o the cells.

Wound healing assay

For the wound healing assay, cells (5 % 10°/well) were seeded into sis-well plates and cultured
under standard conditions. When the cells reached confluency, they were transfectad with
erlB-770-5p mirnic or the serambled control. A wound was performed with a 20 ull up on con-
Huent BT-474, SK-BR-3 and MCF-7 cells (1), We observed and photographed the cells with 1
ercroscope at O, 24, 48 and 72 hours after transfection, Gap wadths at to and i) were me-
sured and the average gap width ratio of miR-770-5p transfected cells was normalized to that
of contred cells using Tseracth [21].

Invasion assay

Cell invasion analysis was performed with xCEL Ligence real-time cell analyser. At 24h posi-
transfection with miMA mimie, 4x10* BT-474 and SE-BR-3 cells i 200 ul. of serum-free
miedism were seeded into the upper chamber of the ACEA Biosciences Ine. CIM-plate wells
[Cal. No: 2801038), fed with 4 microporous membrane of matrigel separating the upper and
lower chamber. The lower chamber was filled with culture medium supplemented with 10%
FBS a5 a chemoatiractant. Cell invasion was monitored for 24 hours with xCEL Ligence real-
tme cell analyser, using CIM-plate and measuring impedance-based signale.

Western blot analysis

Cells in culture were Iysed using Complete Lyssi-M kit (Rache). The protein concentrations of
the hysates were quantified using Coomasge Plus Protein Asay Reagent (Thermo Scientific).
10 ug of protein for each sample were loaded on 1o 8% SDS-PAGE gel. Separated proteins
were transferred (o a PVDF membrane (L-08008-001, Advansta) in wel transfer buffer. Mem-
branes were blocked with 5% milk in TBST (0.5%) for | our at room lemperatire before
incubation at +4*C overnight with the folkswing antibodies: HERZ (1:1000, ab8034, Abcam),
total AKT (1:1000, w8312, SantaCruz), phosphao- AKT (Ser 473, 1:1000, sc-7985- K, SantaCruz),
total ERK2 (1:1000, se-154, SantaCruz), phosho-ERK 1/2 (The 202/ Tyr 204, 1:1004, sc-81492,
SantaCruz) and beta-actin (1: 1000, 634801, Biolegend) in 3% milk powder-TBST. Afer neu-
bation with HRP-conjugated secondary antibodses, the protein bands were detected using
WesternBraght Sirius Kit (K-12043-D20, Advansta).

Target prediction and pathway analysis

Predacted miBNA targets were retrieved from the misWalk 2.0 target prediction teol, whach
collects data fram 12 different programs (mirWalk, miRDE, PITA, MicroTd, miRMap,
RNAZ2, miRanda, miRNAMap, RNAhybrid, miRBridge, PICTAR2, TargetSean) [22]. Ta
astess the functional enrichment of the gene bist, we used Webgestalt (WEB-based GEne 5T
Analyss Toolkit) [23).
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Statistical analysis

All the experiments were performed with a minimunm of two biological and two technacal rep-
lscates each. Student’s -test was performed o test the differences, which were considered 1o be
slatistically sygnificant al a p-value of less than 0.05 between two samples. The nonlmear

regression (curve fit) method was used to analyze dose-response data for mimic transfection
with drug only or drug plus mil-770-5p.

Results

Identification of tamoxifen or trastuznmab-responsive microRNAs

The putative roles of miBNAs in tamoxifen or irastuzumab responses were investigated by
iR NA gRT arrays to search for differentially-expressed mifNAs between three different
breast cancer cell lines.

Tlee miBNA gRT array sesults showed that, for trastuzumab treatment, 53 mikNAS were
differentially exgressed in BT-474 cells (3 upregulated, 50 downregulated) while there were
101 DE miRNAs for SK-BR-3 cells (6 upregulated, 55 downregulated) (21 Table). Those mikt-
NAs that showed more than 1.5-fold difference in expression level al p0U05 were selected as
DE eiBNAs. When the DE miRNA lists for the two cell lines were intersecied, 64 miRNAs
were found 1o be commeanly responsive 1o trastururmab, of which 62 downregulated and 2
upregulated (Fig 14). The array analysis resulis indicated that 65 and 68 miRNAs were found
to be tamoxifen-responsive in MCF-7 and BT-474 cells respectively (51 Table). Among the
responsive mikNAx, 19 were upregulated in MCF-7 cells while 47 were downregulated. For
BT-474 cells, out of 68 DE miRN A, 1 were upregulated and 66 were downregulated. DE miR-
NAs in tamesafen-treated MCF-7 and BT-474 cells were compared with VENNY and 17 com-
mon downregulaied mifNAs and 1 common upregulsted mifNAs were detected (Fig LA}
When all the DE expressed list were intersected, mil-770-5p wai significantly regpondave ina
cell and drug-tndependent manner with consistent upregulation (Fiy 1E).

Targets of miR-770-5p participate in cancer-related pathways

Having determined that miK-770-5p was 1 common drug target in each cell line, we wanted 1o
further characterize its potential molecubar function. Through the wse of the target prediction
sfiware mirWalk2.0 [20], we identified the predicted targets of mill-770-5p. Pathway enrich-
ment anlyss results showed that the target genes enriched significantly in pathways related 1o
cancer progression, such a5 ErbB, Insulin and MAPK signaling pathways { Table 2).

Addinonally, we assessed mik-770-5p expression level in breast umor tisswes in TOGA
breast cancer BRCA {n = 1247) cohont using XenaBrowser [24]. miR-770-5p expresion was
agnificantly downregubsted in tumor sanples compared 1o normal samples (= 1044, p<
00005621) (Eig 2), which bed us to upregulate the expression of mil-770-5p in tumor cells a5
a sirategy to explore its molecular function in cancer cells.

Motility and invasion are regulated by miR-770-5p

Tor deterrnine the effect of miR-770-5p overexpression an cell motility, wound-healing assays
were performed after mimic transfection. The wound dosure in the seraiched was quantitated
over 72 hours. mik-770-5p overexpression decreased the cells’ monility capacity compared to
serambled control-transfected cells. Wound elosure was 100% in both BT-474 and SK-BR-3
cells when transfected with negative control. However, it reduced 1o 20% in both cell lines in a
mil-770-5p overexpresion-dependent manner (Fig 3A). Additionally, monitoring with
xCELLigence-based invasion assay revealed that mik-770-5p overexpression decreased the
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cells’ invasion kinetics (Lig 35). Assessment of the proliferative activity of the mimic-trans-
fected cells showed that miR-770-5p did not affect cell proliferation by itself (31 ig).

Upregulation of miR-770-5p changes cellular response to trastuzumab in
HER2 (+) breast cancer cells

The pathway enrichment analysis results suggested that miR-770-5p might function as a medi-
ator of the HER?2 signaling pathway (Lable 2). Furthermore, according to the misWalk results,
HER2 was predicted to be regulated by miR-770-5p. Supporting this prediction, we

Tabde 2. Puthway enrichment asalysis resudts conducted with the targets of miR-770-5p.

KEGG Pathway Name Number of Genes Statist
ErbB Signaling Pathway a7 Pelfle18
Cacium signaling pathway 71 P ROle-18
Insulin signaling puthway ) = 66920
Focad adheston 9 Pw28de27
MAPK signaling pathoviy 109 Pa2e27
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Fig 4. miR-T70-5p everexpression downregalated HERD and increased the effect of trastezusab. (4) The protein expresion level of HERT wai slightly
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decressed cell viahility in BT-474 and SK-BE-3 cells (n = 3, *pc0.001, " p<0u5 | HER2 expression also reduced significandy, especially in ET-474 celli ()

[ pecti0s)

overexpressing cells (ET474 and SEBR3) to irasurumab treatment was analyzed by WST1
assay after miB-770-5p mamic transfection. This shewed that the effect of trastuzumab
increased with upregubstion of miRNA in the cells by decreasing the percentage of living cells
from 0% to 40% in BT-474 cells and from 60% to 50% in SK-BR-3 cells (F1g 4B). I addition,
HERZ protein levels decreased significantly in both cell lines when the cells were treated with a
combination of traguzumab and mill-770-5p. That s, miB-770-5p potentiated the effect of
trastuzumab in HER2+ cells (Eig {C).

miR-770-5p regulates cancer cell behavior by targeting several genes
involved in the HER2 signaling pathway

From the bioinformatics anabysis, HER2 was predicted 1o be the target of miB-770-5p and our
protein results supported the regulative effect of mik-770-5p on HER2. To explore the rele of
mill-770-5p on the HERZ signaling pathway, downstream semenis were asesed in mik-770-
Speoverexpressing BT-474 and SK-BR-3 cells. The total or phoshorylatzon states of AKT and
ERE, which are major regulator proteins of FI3K and MAPK signaling respectively, were
exanmined,

Thee protein analysis results showed that wial ERK expresgon level was downregulated in
borth cell lines through miB-770-5p overexpression alone compared to control cells, while total
AKT level was only diminished significantly in SK-BR-3 cells (Fig 5; t-test, p<0.05). Hence,
the expression levels of total and phosphorylated forms of AKT and ERK proteins were ana-
lysed in BT-474 cells to determine the response o trastuzumab combined with miR-770-3p. In
the presence of irastuzurmab, todal protein levels of both AKT and ERK were downregulated
whibe p-AKT and p-ERK levels also decreased significantly (Fig & t-test, p<0003).
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Fig 5. miR-770-5p targeted total ERK in BT-474 and SK-BR-3 cells. Proteiss expeession of totad AKT and ERK were detected ins BT-474 and SK-BR-3 cells
transdocted with miR-770-5p mimics and scramblod control (scr). ERK expeession decreased s BT-474 colls after minsic transfection (n = 4, *p<0.01). Hoth the

ERK expression and the AKT exp

soe, decressed significantly anly in SK-BR-3 cells (n =2, *p<0.05).

Discussion

In this study, we identified a common miRNA response in cells expressing ER and HER2 10
two different drugs, tamaoxifen and trastuzumab. According to the qQRT-PCR-array results,
miR-770-5p was significantly responsive, independent of cell and drug type, with consistent
overexpression. miR-770-5p has been linked to various cancers, such as gastric cardia adeno-
carcinoma [23], ovartan cancer [26], non-small cell lung cancer [27] and hepatocellular carci-
noma [28]. It has also been shown to be downregulated in breast cancer. A recent study
reported that miR-770-5p is downregulated in chemo-resistant triple negative breast cancer
(TNBC) tisswes while its ectopic expression antagonized resistance and metastases by targeting
STMNI [29]. One of the deregulated miRNAs may be a potential biomarker to predict dinical
outcomes in TNBCs recieving neoadjuvant chemotherapy [30]. However, the role of miR-770-
5pin ER+ and HER2+ breast cancer cells, and its response to tamoxifen and trastuzumab
treatment has not previously been determined. Furthermore, our TCGA data analysis, which
indicates its significant downregulation in breast tumors compared to normal breast tissues,
supports its possible clinical importance and led us to conduct further functional analysis.

[n the pathway enrichment analysis, targets of miR-770-5p were significantly enriched in
focal adhesion, MAPK and ErbB signaling pathways, which are dosely related with motility
and invasion [31]. In parellel with this bioinformatics analysis, the motility and invasion
capacity of both HER2+ cells decreased with the overexpression of miR-770-5p. This decrease
in motility and invasion may be down to ERK downregulation, which is one of the putative
targets of miR-770-5p [32,33].
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and; towal and phoshorylated AXT and ERK proteiss levels were analyzed by Western blot 72 b after transfection. Comsbination of trasturamab with miR-770-5p
mostly affected pERK and pAKT levels in BT-474 cells (n = 3, *p0.03).

Since HER2 has been identified as one of the targets of miR-770-5p, and pathway enrich-
ment analysis conducted with putative targets of miR-770-5p indicated that ErbB signaling is
one of the regulated pathways, we focused on this and a downregulation of HER2 protein was
observed, especially in miR-770-5p-restored BT-474 cells. To follow the downstream signal
through PI3K and MAPK signaling [34], we examined the expression levels of two major regu-
lator proteins, AKT and ERK. Although total ERK expression was downregulated in both cell
lines, total AKT downregulation was only observed in SK-BR-3 cells. This can be explained by
variable mutation profiles as well as the different receptor status of two cell lines. ¢ 333G>C
(p.KI11IN) mutation in PIK3CA gene in BT-474 cells is well defined, which could explain the
stable expression level of AKT in miR-770-5p transfected cells [35). Finally, this stability could
be due to the crosstalk mechanism between HER2 and growth factor receptors [10,35]. 1t was
previously shown that complete response rates to trastuzumab-based treatment are lower in
patients with the highest ER expression levels in HER2-pasitive breast cancers, like ER and
HER-positive BT-474 cells, compared to ER-negative and HER2-positive SK-BR-3 cells [37].
In support of this, when cells were transfected with miR-770-5p mimic in the presence of tras-
tuzumab, we observed downregulation in total AKT and ERK expression as well as their phos-
phorylated forms compared to scrambled control-transfected cells in both cell lines. Multiple
levels of crosstalk are present between the PI3K/Akt and MAPK signaling pathways, which can
compensate for each other [38,39]. Hence, miR-770-5p may block this crosstalk in the pres-
ence of trastuzumab, thereby strengthening the antiproliferative effect of trastuzumab.
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Oour gRT-PCR-array data show that miRNA expression levels in tumor cells can be poteni
in therapeutic response, and several preclinical studies have asessed the combination of
mifNA-baged therapeutics with chemotherapy [40]. Baldasard ef al. demonsirated that a com-
bination treatment with miRNAs in vitro, especially miR-126, mil-9, miR-181a and miR-326,
magnify the activity of specific breast cancer drugs [11]. In another stedy, restoring mill-375
sengitived cells o tamomifen. This indicates it to be a potential target for ireatment-resistant
breast cancer [19]. mik-218 targeted BRCAT 1o sensitize breast cancer cells against cxgplatin
[42] and miR-542-3p sibencing restored trasturumab resistance via PBK-AKT pathway reguls-
Lo iny breast cancer cells [13]. These data obtained from prechinical studies provide insights
fir wstng mikNA-based therapies 1o improve the effectiveness and potentiate the anticancer
activity of drugs by regulating proliferation, motility or invasion [14]. One stralegy to improve
treatment effectiveness i HER2-overexpressing cancers, particularly those that develop reds-
tance o HERZ-targeted therapies, could be combined inhibition of PI3K and MEK. [n concle-
sainit, wie showed that miR-770-5p downregulated AKT and ERK throagh HER? signaling and
potentiated the activity of irastuzumab in BT-474 cells. Here, we could sugged that medting
enill-770-5p in combination with trasturumab treatrent could inhibit two important path-
ways simubaneously, thereby blocking the proliferation, matility and invasion capacities of
HER2+ breast cancer cells (52 Fig).

A combination of miR-770-5p with thyrosine kinase inhibitors could also make breast can-
cer Lreatments more effective. However, prechnical animal modebs are needed 1o confirm the
elfectiveness of thes combined therapies m vivo.

Supporting information

§1 Table. Differentially expressed miRNA lists,

[XL5X)

51 Fig. Viability of the cells after miR-770-5p transfection. Although the viability of the cells
decreased significantly in mill-770-5p mimic-transfected BT-474 and SK-BR-3 cells compared
b serambled control-transfected cells, the total viability of the cells diminshed anly 20% and
10% for BT-474 and SK-BR-3 cells respectively {n = 2, "p<0.02).

(TIF)

52 Fig. Proposed action mechanism of mik-770-5p in HER2 signaling. mik-770-5p is
shown to regulate HERZ signaling by targeting HER2, AKT and ERK. Introducing miR-770-
5p may reduce the expression of HER? and in the presence of trastuzumab it may downregu-

late AKT and ERK that potentiate the sctivity of trastuzumals,
(TIF)

53 Fig. Western blot images. Original uncropped blots of Figs 4, Sand &,
(PDF)
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Overexpression of miR-770-5p regulates acquarired trastuzumab resistance
Senem Noyan', Fatma Funda Demirsoy’, Aysegll Yiicel Polat’, Bala Gir Dedeogy*
"Ankara University Biotechnology Institute

A few of preclinical and clinical studies highlighted the bidirectional crosstalk between the
human epidermal growth factor family members (HER) in breast cancer as a mechanism of
resistance to anti-HER agents, Cross signaling between HER2 and EGFR could play role in the
development of resistance to therapeutics. The involvement of miRNAs in the resistance of
targeted therapies like trastuzumab was demonstarted in recent studies. Hence the regulation
of miRNAs in resitance state could reverse the cell behaviour to drugs. In our previous studjes
we found that overexpression of miR-770-5p downregulated AKT and ERK expression through
HER2 signaling and potentiated the effect of trastuzumab. In this study we investigated the
role of miR-770-5p in trastuzumab resistance by using trastuzumab resistant BT-474 and sx-
BR-3 cells. The expression analysis results showed that MiR-770-5p level was decreased in
both of the resistant cell lines. When miRNA level was averexpressed in resistant cells the
trastuzumab sensitivity was restored in both SK-BR-3 and BT-474 cells. Concordant with our
previous data pAKT and pERK expression levels were decreased. After long term treatment
with trastuzumab the cells gained resistance to the drug and HER2 expression decreased while
upregulation of EGFR expression was observed in SK-BR-3-R cells, Since EGFR was found to be
one of the putative targets of miR-770-5p we investigated the role of this MiRNA in HER2-
EGFR crosstalk mechanism. Upon overexpressing miR-770-5p in SK-BR-3-R cells EGFR
expression was decreased together with PAKT and pERK, It could be concluded that miR-770-

Sp may sensitize the trastuzumab-resistant cells to death by blocking the crosstalk signal in
the absence of HER?2 by targeting EGFR and downstream signals.
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trathicked to the cytopkasm. StarsiRNA mhsbeted PLKI protem
expression by 70% (p<0.001, n=3) when compared o conr
trol cells (starnonfunctional wKNA). Knockdown of MXI
resulied in G2 cell cycle arrent (p<0.001) and DNA damage.
This led to the induction of apoposs and cell dech
{p<0.001), StarPLK1 SRNA also senwitised cells to cplatin
Conclusion This s the finst study o demonstrate tha sar
nanoparticles can deliver aRNA to medulloblastoma cells. Thes
manomedicine may be a new therapeunc wol which has
potential to  revohutionise medulloblaoma restment and
could enhance precionmedicine where # can be wed 0
inhibit the expresson of any tumosr-promoting gese or cocks
tail of genes personalised to the genetic profile of 2 patient’s
tumour.

[PO355__] ANTITUMOR ACTMITY OF SA-4iR-x I MER2
POSITIVE CELLS 1S MEDIATED 8Y THE REGULATION
OF AKT AND ERK

S Noyan,  Gundal, '8 Gur Dedenhs*. 'Ankara Unhersty Sotectnaby sstse, Sy
fowcvoky, Ay filey. “dnlas Usersty Meded ol Dwemew of
Mharmacokgy, Arkara, Tirtey

.11 38egmoapen- 20 18-EACK2S 86)

Introduction HER2 overexpression b beem teported in
approximately 30% of human breast wmours, and n swec-
ceptin is 3 humanised monoclonal antibody targeting HER2.
PISKAKT is a downstream effector of the HER? sgnalling
pathway, microRNAs (nuRNA) are small nosoding KNAs of
19222 nucleotides that can negatively regulate gene exprewson
at posstranscriptional level, Herceptin plays an important
role in treating metastatic breast cancer by targeting Erbbl
(HER2), therefore, combiming Herceptin with miRNAs maght
enhance its antitumor activiry. In this study the antmumor
acrvity of hsaomiB-X, which was found © be Hercepuine
tesponsive by our group, with Merceptin m HERD postive
breast cancer cell lines wan ientified i SKlieed and BT4T4
culls,

Material and methods We mvestigated the synerpstic effect of
Herceptin and miRNA mimic combination on  rumongenic
activities of the cells To check its role i migration and wva-
sion, wound healing and invasion asays were performed
respectively, Cell lnvasion was monitored over 3 period ol
24 hours by xCELLigence realtime cell analyzer mesuring
impedancesbaved wgnals. Furthermore, viabslity of beeat cane
cer cells was measured by the WST1 smay after wansbection
with hsemiR-X miRNA mimic We messured the expresson
of AKT and ERK in HER2 posative cells meated with miR-X
mimic plus Hercepen by Western blot analyss.

Results and discunsions We showed that incresed expeession
of haamiReX significantly inhibies migeation and tovason of
HER2 (4) breast cancer cull, Additionally, western blot
experiments demonstrated that tramfection of ha-muR-X with
Herceptin treatment decreased the protein level of AKT and
ERK in these cells.

Conclusion It may be concladed that hsamuf-X may increse
the activity of the drug by pulling down i effective concen
teation and regulsting PUKAKT pathway in HER2 poutive
all. hamiReX could decreme probierstion, motlity and
invasion via inhibiting Akt phosphorylstion and may represent
a new strategy for treanng HER2 positive breast cancer.

Abstracts

(O35 MICRORNA MEDIATED REGULATION OF MORGANA
A NEW ONCOSUPPRESSOR IN CHRONIC MYELOD
LEUKAEMIA

% bo®, ¥ Uhema, ¥ Fusely, % Om, ' Ay P Provers, 0 Tavema, ¥ Tircn,
hnu:'u-mqa--u-’dhmud
Mebedy Sorcivoby s st Somem, T, ale VMU Lewen Canter by
Carew bty Dmpatewes of Orcadoy, (e, bokyiam

L1 1 Sdesmonpen X1 B-LACRYS 68

Introdaction Morgana i a chaperone protemn encoded by the
CHORDCT gene. Its deletion i embryonic lethal due to apop-
toss of the cells of the inner cell mass, We recendy character-
ved the role of Morgama in myclsd malignancies, as the
haplomatficiency of the protein in mice i able o induce 2
faesl and wamplanuble mycloproliferative disease resembling
human Atypical Chronic Myelosd Leuksemia (sCML), § out of
§ ML patients and 16% of Philadelphiaposiive CML
potients express lowfundetectable levels of Morgana in their
bone marrow. As we never found mutations or deletions of
CHORDC] gene, we decided to investigate f Morgana can be
targeted by meRNAs. Five muRNAs are prediceed to target Morr
g mill15ah and mike16 shuring the same wed sequence
and mile2bah,

Material and methods HEX293T celle were waed to averox
peess miRNAs predicted to target Morgana mRNA. The level
of miRNAs overexpression and Morgana mRNA was assessed
with gRT-PCK and Morgana procem level with Western Blor
2t differemt tme points. The seed sequences for the selected
mRNAs in the SUTR of CHORDC) gene were than mutae
penized o validate the wpecificity of the binding, Bolnformatic
snalysn were wed to correlate miRNAs and Morgana expres
won levels in lewkaemia and lymphoma,

Resslts aod dscussions We demonstrated that miRNA-15a/b
and muKNA-269% are able to bind to Morgana 3-UTR and,
i this way, medune i miNA deregulation leading 1o a
redoction of Morgana, both at mRNA and protein level, We
were able 1o highlight a0 anticorrelation between Morgana
sod miRNAs expression i haematological tumours: in particus
bar miR-15b m Chronic Lymphocytic Lewkaemia and Lympho-
mas, miR-152 m 3CML and CML and miR-26a and miR-16
m Lymphomas.

Concluvion Morgana is able 10 act both & protooncogene and
= oncowpprenor depending on taae type and leve of
apromion = 8w frequently found both overexprened amd
downregulated. Different spproaches 1o elucidate ity mechas
msms of regulation failed and we befieve that miRNAs are just
ooc of them. Further mvestigations are needed 10 chirify how
Morgans expresson s regulated in different type of tumours.

(PO3ST ] mm-vas-5 », win-196A.57, MR-222-3 P AND
LNCRNA MALAT! AS NOW-NVASIVE MARKERS IN
ADVANCED LARYNGEAL SQUAMOLS CELL
CARCINOWA

'S Gragooge®, 'V fetoa, T Popor, 'Y Ve, ' tanee. "Wokculy Medhe Ceny,
O of Mool Chamisry and Bochemi Mol hersty = Sok Bukgacy
S, Iyl “Clie of INT, Ovparmeny of IV UMNAT Toarkea Powrn B0 ' Miical
Uy - Sof- B Soa uana

1011 Mvumcngen 20| ACLIS 68

Introduction Non<oding RNAs are become one of the most
mvestigated boomarkers i non-invasve diagnostics of cancer

ESMO Open 20183(5upl 20A1-4463
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POSTER BILDIRI

PS006 - hsa-miR-X regulates cell proliferation on BT.20 cells by the mduction of autophagy
agnaking pathway

Segem Novag', Bala Gax Dedeoglu’

{Antore University Biosoimology Msnmite

Triple nesative breast cancer (TNBC), whick iz lacking the exprezsion of HER2, estropen and
progesterone receptors accounts for roushly 15%-20% of all type: of breast cancer. Because of
Tesistance to monoclosal anobody westment the oaly remaming ysienuc weamoent i3 chemotherapy
i TNBC. Toerefore, targeted therapeutics are required 10 mmprove 213 prognosis. MiczoRNAs
(iRNAs) have crucial fmetion in cancer modulating cellular pathways. Antophagy is an
evolutonartly conserved cellular machaniom for cell survival. Autophasy iz a complex pathway
invoiving multple protemns such a3 ATG (autophagy-related genes). The ATGS i3 a key mediator of
cellulaz masopbagy. LC3I and IT plays a role in amtophagosome formation, miRNA mediated
sutoplasy induction sppears 10 de usefisl a: 2 potential candidate for TNBC tarpeted thezapy, In the
current study, we investpated the effect of hea-miR-X on sutophapy repulation in BT-20 cells m
viwe. BT-20 cells were mansfected with haa-muR-X miubuor and cell proliferanion was exanuned
using WSTI. The expressics of sutopbagy-assoniated proteins, ATGS and LC3, was detected by
western blotting . In this study we found that downrepulation of miR-X inhibited cell prolferation of
BT-20 cells. Addinonally, increazed level of ATGS and LC3II protein: was decected in the cells
tranfected with hsa-muR-X mhibitor. Theze resuits could indicate that induction of awtophagy with
hea-miR-X inkibitor contributes to 4 dectease of cell proliferation via increasing ATGS and LC3T
proteins. As a conclusion, the potential role of hea-miR-X on triple nepative breast cancer cell
suxvival via antophapy sipnaling patihway could be pointed out az a novel therapeutic tarpet for
TNBC treatment.
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P-01.03.3-011

L Yalim Camnei’, M. Cetln, P. Balak-Ercin, G. Odabas, T. Yagal
Dopwrtmnt of Mokowher Ridugy omil Gemetios, Gebae Toohiond
Uwiwersivy, Kowwedl, Tavkey

Competing cndogenous RNAs (eRNAS) st & molecolur
sponges for the same pool of microRNAS theough their meRNA
response chorments (MRE), ttrste mIRNA level and therety rep-
ulste gose expresson post-transcriptionally, SMAD wacracting
peotesn | (SIPL), o member of the ZEB family & & regulisor of
epitheliabio-mesenchymal tmasition (EMT) peogram, whah is
active during embryogenests and temor wvasion and metastass,
Hence, we lovesigatod the regulation of SIFL by ceBNAS s hope
atocellelar carcinoma (HOC) cells, Among hundieds of SIPI
eRNAs listed ar € MRNA  Dutabase
(eRDB), 14 tranwcripts (PTEN, ZEBI, PTCHI, CREBS,
ACVRIR, ENAN, RORO2, ERRN, EXFL, YOXOI, RICTOR,
KLY, ETSI, CDKS) shariug ot Jeast % comunon MRE sles wath
SIPI were seleciod and thelr expresion a9 HOU ool hees were
determined by qRT-PCR. ETS/ was found 1o be highly come-
Ioted with SIP7 s HOC. Vrthermare, reprosing SIP) expres
wan by shENA i HOC cells mauliod in dococasad exprosson of
ETSI, PTEN and ZEBI. Our resalits suggest & possible Ndiee-
tional and post-trassonptional regulison of SIPI asd o6 «R-
NAS I HOC,

P-01.03.3-012

A meta-analysis for the identification of
common microRNA signatures in colorectal
cancer

N. Sahar', N, Belder, H. Ontlag

! Bivtechmotor) frariny, Awkara Universiry, Anhira, Twekey,

Aty Mititute of Infurmation Toclwalogy, iwmabad,
Pkt

Colorectal carcinogenests (CRC) has quite frequent incidence and
mortnlity nates workiwide, despite heng studied for decades now,
New Bomarken s noodad 10 be miontifiad in additon o the
culsting ey, due 10 delerogencoms natuse of this decase. The
regulatory moleculyr machinery of a cell, inclodeg macroRNAs
(MIRNAs), ontributes 10 ths heterogenety  upon abermast
O proson,

Horesn, for o mechassatl undentanding of adfercatial gene
cxpresion it CRC tasae we analysed suRNA expreseon profiles
of 78 CRC temors sguinst 62 normal colorectal mucosa
slog raw dats from E-MTARISD and EGEODISEM (Alfyme
Wi microarraysh and OSEISHD asd E-AMTABSIS (Agient
microarmays) datescts obtuned from Gene Expresson Ownibus
and AresyExpress. Raw samples were normalized (different plat-
foous separately) using quartile sonmalization in BRB-Army.
Took, Differentsal expeosion of mIRNAL was Westified wiing
cul-off vadues of 2 <008, fold changs > 1.5 sad stringent lulse
discovery rases. nuRTarBase and miRWalk20 dutaduses were
explored 10 sentifly validuted targets.

W Found thirty (nchoding milt21 wnd mil1x5) wnd thirteen
(R0, iR 109, maR-D75, ek ) MIRNAS commonty upecgulated
and downrepuatad respectively, in both Affymetriy and Aglest
microarmay results. Predicted taegets of these mIRNAs froguently
beloag 1o pathwuys reluted 10 cuncer Mhe cutonin, Phospho.
Inowtob A aise, sad Trandonning gowth ltonf, o namne
few, Movseover, the target penes were slpaificantly canched n
clusters related 10 cell cycle, cofl differeatiation and reguliton of

Apaplosis.

The FEBS Joumal 283 Guppl. 1) 06| 120417 DOR 3000111 Mebs. 126806
© 2016 The Authars. The FERS Jounel @ 2016 FERS

Tuesday 6 September

These peomising results will farther be compured with differ.
entiully exprossed gene pwodlies from o cohort of Tuekish CRC
paticnts, Hence the integratad dudy will refiee the pancl of disg-
oot and progeostc CRC surkers,

P-01.03.3-013

Hsa-miR-X modulates motility and Invasion in
triple breast cancer cell line

S Noyan', WL Ganal?, 1L Glie Dedeogh'

' mieochwnlagy fnstionte, Ankara Uniwrslty, Ankavs, Tarkey,
"n-p- of Pharmacedogy, dakars University, dskars,
Twekey

Throast cuncer i o heteragoneous disense and onpwosdon leveks of
certaln pecopdons have demonstrated subtypes whach charsclerse
climkcally distinet becast tumons. A wnplesepitne  phenotype
lacks expressson of ER, HER2 und PR aod Is known us bawl
M ouvon. MIroRNAS ame & cim of sl noo-coding
JENAS that particute 0 the gone exprossan s sy blologkal
processes, E<adbenin is an lporant madutor of adbeson in
epithelul thsuss, and loss of E-cadbenn cun play & criticul role
o tamer mvasive bebavior, Another key player of cell lmegrity
P (A5 phosplate I gononsted ot e loading adge of the
cell and leads 10 coll polariaation, PIPY s geserated by hydeodysis
of PIP (4.5) bisphosphate, which i synthesieed by PIPSK L. Any
dyseegulation in these molecules may suppont the lnvasive dehay.
wor of the colls The aim of s study s 1o Sod ot the role of
SENA precursor (heaii-X) s sevasion asd matllity ln gk
segative beeast cancer celis

lo this study o triple-negative breast cancer cefl line BT-20
wis trnfocted with haaaR-X or scrumbled controd RNA. To
chack s vode In motday and laveson, wound hedllog ad love-
slon woays were perfonmed respoctively. Coll lnvason was mool-
tored over 4 period of 24 b by xCELLigence real-time cell
analyser using n double-plate ssd messuring impedance-hased
sgnabe AdStionally EMT markers ware analysed by gRTPCR
0 explain the moleoulir mochasins bescath motility and ove-
sloa

We observed that cell motility aed cell invasion demmshed
alor trwnsloction of W10 odlls with semi for heaamiR-X. Fure
thermaoee, QRT-POR axperiments ndated that wundection of

Wound healing and invison wsays topether with ¢RT.PCR
Towlts support the roke of hunmiltX b ool matility and ove.
sos. This process seight be cxplassed via E-cadherin modiated
MET or GSK-3-beta related lnhitvtion of invason.

P-01.03.3-014

Expression level of five microRNAs as
diagnostic markers in glioblastoma

R, A Khallawy', M, Safdar’, B, O, Kanabe', Y. Jungo™

' Deparsmens of Modivd Bldagy and Gewetics, Faeslty of
Madicine, Gaziantep University, Guzisniep, Turkey,  Deportment
o Biology, Colioge of Scionce omd Scimrific Reseorch Center,
Sabohadin Duinrairy, Erbd, Doy, “Dvpartmens of Modieal
Miwbogy and Gowethen, Foaculty of Modicine, Guzlmarp University,
Gazlawaep, Turkey, *Diparincnt of Bokegy, Gaziamip Uniwrsity,
Gaziawiep, Turkey, *Deparnuess of Respivatory Madicine, Foculty
of Maobivier, Gazhwaep Unlversivy, Gaskmtep, Twrkey, *Nariod
Contvr of Exvellonce by Anadytlosd Chomintry, Umiwrsdty of Sinidh,
Jamuhorw, Pakision

Globlagoma or ghoblastoss multiforme (GBM) Is the most fre-
quent und most aggressive type of glioma. Generally, GEM
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Poster Session = Proclinical Models, Wodnesday 29 November 2016

1% Fosler (Bowe PLT)
Proatate cancer cell Induced goneration of myslokd derived
suppressor cells bom monocytes ex vivo i inhibited by Lwgeting
STATY wah gabellabactone

B aliag', ¥ Leandarsean’, M. Jokanssan®, A jaried’. " Transfational
Mucichne, Luned Linhrsll, Dhiion of Ureisgleel Condars, Muld,
Swocen; * Transiationa) Medicios, Lund Uinversty Cancor inmunalogy.

|
g
i

wpregsion of COW and MLADR wih FACS analysk. COM+ MLDRM
Colls wire Sorad using 5D PACIAAS coll serier, subjcted 1o Cyloicin and

10 Doakhy COMMRE ot wire shown 10 @press pSTATY,
Conclusions: Ths study demonsirates that PCa cells can induce MDSCa
[roe mORSCyies @ vho and Nt Inhiiling STATY Can DIk Bis process.
This indoatos mat STATE hitkion may 1ewrss 1he TSP
mechanbme caused ty MDSC activation and hat STAT] bhibion
Oprsints & polendal Pow redment By advanced FCa whare hovels of
MDSC o Inomeased
Conflict of infwest Oweershp. Sharofokiers it Glucfone Marma AS
mu Bowd of Dioivs: Glacione Fharme AR Orrwe
* Prope! maniper v (#actone Prarma AH (W)
167 Fostor (Roaes P129)

Changes In wansceiglion of The genes rom Iron and copper
metabolic pathwiays e eoclated with progression fom T4 1o T3
alage of renal coll carcisoma

A Sorp', 1, Golibe’, M. Prydacs’, A Kiniowsea,
*m‘.am‘.nmﬂ.nuﬂ. A
Jaalonan Universty, Mece College, Canter 10 Mediesd
OMCRON, Krakow, Polend; * Jagioknian Univerally, Meckcal Colege,
Digartrment of Uralgy, Fouhom. Polnd, * Jughoonian Liversiy, Mecveal
Colege, Doparmern of Patology, Kakow, Fotend

Bachground. Stageg of mnd cel Carcinoma (RCC), based on TN clas-
SIGINION a6 wall % SI20 3N 0QONG SOread O BOMary Imars. rovdes
usehil pragnosic Indcair of patient aucoma However dlncal course of
e dseise vien oven ey sellenes within (e Jamé Yagng stala. THs
a0 00N Of OMG! PROGNORI0 LaCHrs TN 00u TGOV (OGNS INA-
flon for Indvideal patients. Mckeculr ovents, 6.4 presence of mulaions
OF NNgEs 10 YR ipiond Ind epKenedc feguliicn My povide &
Chot 107 pErsonaly aon of Ae0ase PRONIS. HOWOVE, MOMCULY averts,
assacided wib reglonal scread of the lumar dufig progreasion fram stage
110 T8 000 hnown only partially. 'We @mo0 1 |06ty sew patieims of gire
oxprecion, which point @ 1o mechaniems of lacal tumor gread
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" The role of hsa-miR-X in cell motility and invasion in triple-negative breast cancer cell lines

Senem Noyan', Hakan Girdal, Bala Gir Dedeagiu®
Ankara University Biotechnology Institute

Ankara University Department of Pharmacology
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Hsa-Mir-X Regulates Cell Motility in Breast Cancer Cell Lines
Senem Noyan, Bala Giir Dedeoglu
Ankara University Biotechnology Institute, Ankara, Turkey

Cell migration that comprises multiple steps is essential for developmental, physiological, and
pathological processes in all multicellular organisms. R is also an important process for the
development of metastases in cancer. The first step of a migration is cell motility depends on local ized
actin polymerization at the leading edge of the cell. MicroRNAs (miRNA) are small noncoding RNA
molecules, The potential roles of candidate microRNAs were revesled for the treatment of various
cancer disease models. This study (dentifies the global expression profiles of miRNAs in tamaoxifen
and trastuzumab responsive breast cancer cell fines. In this study, the putative roles of miRNAs in
relation to trastuzumab and tamoxifen response was investigasted. miRNA gRT amays were used to
search for differentially expressed miRNAs between three different breast cancer cell lines. At the end
of analysis @ common miRNA (hsa-miR-x) was found to be significantly differentially expressed in all
cell lines. The targets of the hsa-miR-x were investigated in silico using target identification database,
miRWalk. Pathway enrichment analysis of the target genes was performed by KEGG. Consequently
pathway analyses predicted that the miRNA would regulate well-descnbed cell migration signaling
pathways such as focal adhesion, regulation of actin cytoskeleton. Accordingly, cell motility was
evaluated using the conventional wound-healing assay. We observed that cell motility diminished after
transfection of ER/HER2 positive and tnple negative breast cancer call lines (BT-474 / BT-20 / MDA-
MB-231 /| MDA-MB-468) with mimic for this miIRNA, The idea that hsa-miR-x could reguate cell
migration derives from the results that it could mediate the formation of actin structure to inhibit motility
of cancer cells.
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Hsa-miR-x regulates cell motility in breast cancer cell lines
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BBSTRACT RESULTS
Call netgration Sat comprises multipls sowps is essential for developoenal. phyviclogical Usizg qRTbesed neicroRNA prodiling anabysis and thase screaming critaria, e obiained 2
mnd pathological processas I all mvaltivallular orgamems. It is also an inpertant process Tist of trassamab and emonifen msponsive micraRNAs. Amomg dacs microfNAL me
for S developnuent of metastases in cazcer. The first sep of 2 migraion i call motlity focnsed on hsarmif-X o 2 mocroBNA wp-regulated in beth MCF7, SKBRI andBT<74
depands on Jocalized actin polymerization at the leading odge of the cell MicroRNAs valls. First, wo wilized meisBae algorithes for precicting the micmoBNA targam. After
(mBRNA) are smell zoncoding RNA molecules. The potszdal roles of candidme patray carichmer anabysis, w3 salected tro coll migration signaling patherays focal
iz wars revwaled Sor e ezt of varions cancer diseace modals. This smady adhosion amd regalation of amin cymskaleccn (Figma 1)

identifias e global sxprassion proflles of mBNAS & ool amd m b
Takpomss bmwast cancer call lings. In dik siudy. the putative reles of mRNAs i ralafion
10 trastactmah and trmoifan recponse was Erwstigeed. miENA gRT amays wora nsed
warch for differermially sxpmessad mifNAs Deorian fhres diffarent brasst cancar call
Lings. Ar & ond of amalysis 2 common arFNA (bsa-zoiB-x) was fmod 1o e significantly
differumsally axprasseed i all call B, Tha targats of the her-mifl-x war Erestisd in
silicn wing target idemcificanion. daabase, miFWalk. Padmay sorichoant anabysis of te
arget genes was parfoemeed by KEGG. Consequertly padmay analyues precictod that the
mifNA would reguless well-described coll migration sigmaling packrays vach as focal
acherices, regulafion of actn cyteskeleton. Accardingly. cell matiliey was evaluated wimg
the comveniomal wonmd-healing ascay. W chearrod that cell motlity diminiched aftar
transction of ER/EERY powtte and wipls nageive brest cancar call Lmas (BT474/
BT-20/ MDA-MB-231 J MDA-ME-468) with mimic for this neiBNA. The idsa thar hea-
mifi-x coald ragulac cell migration darmes from the rerlts hat it could madias the
formasion of actin souctare to ishibi: medlity of cazcer ralls.
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pozitf apoptotik hicrelerin ylntest bobrek 13,2 Ken, karacierde
17,6 olarak belirlenmigte. Grup 2'de ise bu oranlar bobrekte 23 2;
karacijerde 22,1 claak saptanmube Kontrol grubunda TUNRL
posit! apoptonh hicrelerin oaee e bobrekie 18,5 ve karaciberde
lse 17,2 olarak ortaye phmegte. Apoptotik indeks tum gruplarda
ayndie. Bizim calsgmakanmuz, prenatal donemde levetirasetama
maruz kalmann yeni dofan mat yawslareun karacijer v bibrek
dokulaninds spoptotic b ethisinn olmadip ve  apoptoss
agluncan levetrasetam'm gebelikte kullanerenin guvenl oldugun
ortaya toymaktade Bu cakyma pebelik suresince levetirasetam
marutiyetinin rat yavrulanne karacier v bibrek dokulannda
apoptoth bir ethisni deferiendeen ik acmytirmadit

Evaluation of Apoptotic Cell Death on Uiver and Kidney
Tissues Following Administration of Levetiracetam during
Prenatal Period

Teksan Akint, Tural Sengui, Elbintan Mehmet!, Glvens Tolga', Kara
Nurtar’, Gurgor Pnar Naile*

HAN Evran University, Schaol of Heslth, Kirsehdy Turkey,

“Ondotua Mayls University, Facelty of Medicine, Department of Medical
Miokogy, Section of Medical Gemerx, Somus, Turkey

"Ondokur Mayls Universiy; Foculty of viessrinary, Oepavtment of Asthology,
Somsun, Turkey.

‘Ordu University, Facuity of Mediciee, Deportment af Histology and
Fmbrpalogy, Ordy, Turkey

Levetracetam (s 3 new generation antepdeptc drug used in
treatment of patients with epilepsy and has adverse effects on
different tissues We simed 1o evaluste whether the apoptotic
effects of levetiracetam exposure during pregnancy on liver and
kidney tissues of rat pups or not. We used the newborn rat pups
exposed to levetiacetam during pregnancy, Thirty Sprague-
Dawley rats were divided into theee groups. The groups 1 and 2
rats were treated with diflerent doses of levetiracetam (25 mg/
kg/d and 50 mg/kg/d, respectvely] from gestational days 1 to 18
duting pregnancy. Growp 3 fcontrol group) was traated with the
same volume of saline. Agoptess wi evaluated by the terminal
deowynucleotidyiransierase-mediated SUTP nickend labeling
[TUNEL) method. Liver and kidney trssues from rat pups were used
for investigation. The percent of TUNEL positive apoptotic cells in
group | were 132 and 17.6 for kidney and liver, respectively. The
percent of TUNEL pasitive apoptotic cels in group 2 were 23.2 and
22.1 for kidney and fiver, respectively. The percent of TUNEL positive
apoptotic colls (%) in group 3 were 185 and 17.2 rexpectively for
kidney and liver. The apoptonc index were the same (n kidney
and lver tissues of ol groups. Our results demonstrate that the
prenatal exposure to levetiracetam has no apoptotic effects of on
livar and kidney of rat pups and has biossfety in pregnancy in terms
of apoptosis. The fiest study svaluating the apoptotic effects on
liver and kidney fssues followsng administration of levetiracetam
turing prenatal period.
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Meme Kanserl Hicrelerdnde  hsa-miR-770-5p'nin
Antiproliferatif Etkis)

Nayan Senem, Gur Dedeoghu Bala
Ankorg Universitest, Byoteinokof Fasotise, Ankoro

Meme kanseri, Mink davransy ve geneth cegtiihe bagh terapatik
midaheleye verdigl cevap apundan heterojen bir hastabte,
Ostrojen ve Gstrojen reveptoris meme kanserinin dortte Ugiinde
ifade gosterie ve meme kanterinin Siyime ve llerlemesinde rol ake,
HER2 (EbB2) gen smplifiasyony ve sy Hadesl fle fyhill olarak
artan protein seviyes) meme kanseri ierisinde %30 civarnda
gorilur ve genellikle koti progno: de koreledic. Monoklonal
antikor ve endokrin teeapi, meme kansesi tndavisinde molekider
deflyklikler| temel alan terapath  wypolamalwdan [kiside.
MikroRNA'lar (miRNA) 20-26 nt waunbudunda protein kodlamayan
RNA molekiilleridir. miRNAr peigok organtimada evrimsel
olarak horunan disler olop posttrankripuivonel olarak gen
Iladesind baskilarter. Yapilan pehgok cabyma milioRNA'lann meme
kanserinde blinen mekanumalan etilleyetridgin gostermekte ve
bu dienleyici RNA molekillerinin tedavi sirecinde rol alabilecek
alternatif hedef molehid clablecegirn gostermebtede. Bu caliyma,
1kl farkl meme kansed alttipine uypalanan i farkh llaan ortak
molekuler etti mekanizmalaney mENA boyutunda apilamay|
hedefleyen galgmade. Calgmada TR{+JMIR2(+) oldugu bilinen
{ig farkh meme kansert hixre hatts (BTE74SKBRIMOFT) ik farkh
Hlag olan trastuzumab ve tamoudien e muamele edilmiy ve Haca
duyarh miRNA profilleri “Qlagen mScript miRNA PCR Arrays”
kullamlarak elde edilmigty. mitNA'lars a2 hedef genler ve rol
aldidari yolaklar veritabanlan arackfzds bebrlenmatit llag ve ibi
farkh meme kansert alt-tipinden bagwmae ve ortak olan ve antamli
alarak artry gdsteren bir adet mifNA varkd tespit edilmigtr (hsa~
miR-770:5p). By mikroRNA'nm belirtien hicrelere tramfelsiyony
sonrasinda  hicre cankles  Goerindeld  ethisnl incelemeh
amacyla WST! uygulemas yapdmes ve hullandan hicrelerde
proliferasyonun azaldigy saptanmegde. Bu miRNA'rin meme kanseri
tedavitinde hucre tpinden badrmur aday hede! miRNA olabilece§i
dugundimagtar.

Antiprollferative Effect of hsa-miR-770-5p In Breast Cancer
Cell Lines

Nayan Senen, Glr Dedeolu Bala
Ankara University Ratechaclogy inetue, Ankaro/

Breast cancer & 2 heterogencows dseme In which dlinical
behavior and responses to therapeutic intervenbors depend on
multiple genetic alterabions. Oestragens and oestrogen receptor
play fundamental roles in the dewelopment and progression
of more than three-quaters of beeast cancers. The ErbB2 gene
encodes an epidermal growth factor receptor related tyrosine
kinase that is overmxpressed in 30 % of imasive breast cancers
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