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ÖZET 

Doktora Tezi 

Meme Kanserinde Antikanser Etkinlik Gösterebilecek mikroRNA’ların Araştırılması 

Senem Noyan 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Doç. Dr. Bala Gür Dedeoğlu 

Meme kanseri, dünya çapında tanı konan ve yaşamları boyunca yaklaşık sekiz kadından birini 

etkileyen en yaygın ikinci kanserdir. Klinik ve biyolojik heterojenitesine rağmen, meme kanseri 50 

gen imza (PAM50) veya immünhistokimyasal belirteçlerin gen ifade profillemesine dayanan altı 

moleküler alt tipe gruplandırılabilir: Luminal A, Luminal B, insan epidermal büyüme faktörü 

reseptör 2 (HER2) pozitif, claudin-düşük, bazal benzeri ve normal meme benzeri. HER2 

amplifikasyonu ve / veya aşırı ekspresyonu olan tümörler, HER2-pozitif alt tipine sınıflandırılır. 

Üçlü-negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER2 ekspresyonu olmayan tümörleri temsil eder 

ve büyük ölçüde bazal alt tip ile örtüşür. miRNA'lar 21-25 nükleotidden oluşan RNA ailesi üyesi 

olup çoklu hedef genlerin düzenlenmesi yoluyla çeşitli hücresel yolakları düzenlerler. Daha yakın 

yıllarda, kanser biyobelirteçleri olarak mikroRNA'ların (miRNA) ortaya çıkması meme kanserinin 

“moleküler imzasının” belirlenmesine farklı bir boyut kazandırmıştır. Tez çalışması kapsamında 

tamoxifen ve trastuzumab cevabı olarak belirlemiş olduğumuz miR-770-5p’nin ilaç ile birlikte 

(trastuzumab veya tamoxifen) ya da tek başına reseptör pozitif meme kanseri hücrelerdeki ve 

TNBC hücrelerindeki potansiyel etki mekenizmasının açıklanması hedeflenmiştir. Çalışmada 3 

farklı ER (+) / HER2 (+) hücre hattı (MCF-7, BT-474, SK-BR-3) ve 4 farklı TNBC hücre hattı 

(MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-157 ve BT-20) kullanılmış, miR-770-5p’nin bu 

hücrelerde proliferasyon, motilite ve invazyon üzerine etkisi ve bu süreçlerdeki moleküler etki 

mekanizması araştırılmıştır. Bu amaçla WST1, Wound healing assay ve xCELLigence real-time 

cell analyzer yardımıyla proliferasyon, motilite-invazyon deneyleri ve potansiyel hedef genleri 

belirlemek için qRT-PZR ve western blot deneyleri yapılmıştır. miRNA’nın potansiyel hedef 

genleri ile yapılan zanginleştirme analizleri sonucunda miR-770-5p’nin HER2/EGFR sinyal iletim 

sistemi, fokal adezyon yolağı ve EMT sürecini düzenleyerek trastuzumab’ı potansiye ettiği, 

hücrenin motilite ve invazyon yeteneğini anlamlı şekilde azalttığı belirlenmiştir. Ayrıca, EMT 

sürecinde miR-770-5p transfekte-MDA-MB-231 hücrelerinde E-Cadherin ifadesinin geri 

kazandırılmasının miRNA’nın potansiyel hedefi olan DNMT3A aracılığıyla E-Cadherin metilasyon 

profilini değiştirerek EMT sürecini MET sürecine çevirebileceği gösterilmiştir. miR-770-5p’nin 

reseptör pozitif ya da TNBC meme kanseri tedavisinde potansiyel terapatik hedef olabileceği 

düşünülmektedir.  

2019, 204 sayfa 

Anahtar kelimeler: Meme Kanseri, Trastuzumab, Tamoxifen, miR-770-5p, Motilite ve İnvazyon. 
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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 / HER2 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 qRT-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 

Keywords: Breast Cancer, Trastuzumab, Tamoxifen, miR-770-5p, Motility and Invasion 
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1. GİRİŞ 

Kadınlarda meme kanseri insidansı sekizde birdir ve yeni tanı alan kanser vakalarının 

%30'unun meme kanseri olacağı tahmin edilmektedir (1). Tüm kanserlerde mortalite 

eğilimleriyle uyumlu olarak, meme kanserinin genel sağkalım oranı son on yılda artmıştır. 

Bununla birlikte, meme kanseri hastalarının yaklaşık % 24'ü ilk olarak 40 yaşın altında 

teşhis edilir ve meme kanseri bu yaş grubunda önemli ölüm nedenidir. Ek olarak, 40 yaş 

öncesi kanser teşhisi genellikle Afrikalı-Amerikalılar ve BRCA1/2 mutasyon 

taşıyıcılarında yapılmaktadır (2).  

Meme kanseri heterojenitesi iyi bilinmekte olup yaygın şekilde rutin belirteçler 

kullanılarak belirlenir. Klinik olarak, meme kanseri, östrojen reseptörü (ER), progesteron 

reseptörü (PR), HER2 ve Ki-67'nin varlığına bağlı olup rutin olarak dört alt tipe 

ayrılmaktadır (3). Transkriptomik verinin eklenmesiyle ER ve PR pozitif tümörlerin 

birçoğu yaygın olarak görülen lüminal A ve lüminal B alt tiplerine sınıflandırılmıştır (4,5). 

HER2 amplifikasyonu ve / veya aşırı ekspresyonu olan tümörler, HER2-pozitif alt tipine 

sınıflandırılır. Üçlü-negatif meme kanseri (TNBC), ER, PR ve HER2 ekspresyonu 

olmayan tümörleri temsil eder ve büyük ölçüde bazal alt tip ile örtüşür. TNBC, meme 

kanserinin sadece % 15-20'sini temsil etmesine rağmen, TNBC'deki nüks ve mortalite, 

diğer alt tiplerden önemli ölçüde daha yüksektir (6). TNBC'nin malignitesi ve metastatik 

meme kanserinin ölüm hızı göz önüne alındığında bu alt tipin tedavisi için daha ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır.    

Meme kanserinin ilerlemesinin altında yatan moleküler mekanizmalar hala yeterince 

anlaşılamamaktadır, bu da hastalığın teşhisinde, yönetiminde ve tedavisinde büyük 

zorluklara sebep olmaktadır. Meme kanseri, belirgin ancak karmaşık histopatolojik 

paternler ve klinik davranışlar içeren oldukça heterojen bir hastalıktır (7,8). mRNA 

profillemesine odaklanan mikrodizin tabanlı yüksek verimlilik yaklaşımları meme 

kanserinin moleküler düzeyde sınıflandırmasına katkı sağlamıştır (4,9). Son yıllarda, 

kanser biyobelirteçleri olarak mikroRNA'ların (miRNA'ların) ortaya çıkması, meme 

kanserinin 'moleküler imzalarına' boyut kazandırmıştır (10–12).  
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miRNA'lar, bitkilerde ve hayvanlarda fizyolojik olarak bulunan 18-25 nükleotid 

uzunluğunda, yüksek oranda korunmuş, kodlamayan RNA'lardır (13–15). miRNA 

çoğunlukla hedef mRNA'nın 3’-UTR bölgesine bağlanır ve bu durum mRNA 

degredasyonuna veya translasyonel inhibisyonuna yol açar (16). miRNA, RNA polimeraz 

II ile kök ilmik yapılarına katlanan pri-miRNA dizilerine kopyalanır. pri-miRNA, pre-

miRNA yapıları oluşturmak için Drosha kompleksi tarafından ayrılır. pre-miRNA, 

exportin-5-RanGTP ve diğer adaptör proteinlerine bağlanarak sitoplazmaya taşınır. Dicer 

miRNA'ları küçük miRNA'lara işler. miRNA'lar ve hedefleri arasındaki eksik 

tamamlayıcılık nedeniyle, bir miRNA 100'den fazla geni hedefleyebilir. Bu özellik 

miRNA'ları en büyük düzenleyici/regülatör sınıflarından biri yapar ve hücresel süreçleri 

düzenlemek için koordine şekilde hareket etmelerini sağlar. Proteinlerin % 60'nı modüle 

etme/düzenleme yeteneklerinden dolayı miRNA’lar kanserde güçlü onkogenler veya tümör 

baskılayıcılar olarak görev yapar (17,18).  

miRNA ifadesi, belirli dokulara gelişim aşamalarında oldukça spesifiktir ve proliferasyon, 

apoptoz, farklılaşma ve kök hücre yenilenmesi gibi çeşitli temel hücresel işlemlerde rol 

oynar (19,20). Dolayısıyla, miRNA'ların düzensizliğinin kanser dahil birçok hastalıkta 

sıkça yer alması şaşırtıcı değildir (21,22). Yüksek verimli sistemler aracılı yapılan miRNA 

profillemesi ile meme, pankreas, mide, beyin, kan, akciğer, karaciğer ve kolorektal gibi 

çok çeşitli kanserlerde farklı "miRNA imzaları" ortaya çıkmıştır (22). miRNA imzaları 

çeşitli epitelyal kanserleri sınıflandırmak ve karakterize etmek için kullanılmıştır.  

mikroRNA'lar ile ilgili bilimsel çalışmalar, 20 yıl önceki keşiflerden günümüze kadar 

geçen zamanda uzun yol kat etmiştir. Klinik teşhiste biyolojik belirteç olma 

potansiyellerinin yanı sıra çeşitli hastalıkların tedavisinde düzenleyici olarak kullanılma 

fikri heyecan vericidir. Yakın gelecekte, yeni moleküler tanı kriterleri olarak kullanılma 

potansiyelleri ve mikroRNA temelli terapinin seçici protein inhibitörleri ile yarışabilme 

kapatisesi konusu daha net hale gelecektir. 

Terapötik hedefler olarak miRNA'ların değeri yaygın olarak bilinmektedir. 10 yıl içinde, 

klinik uygulamalarda, insana özgü birçok miRNA keşfedilmiştir ve bu miRNA’ların 

klinikte yararlı olabileceği düşünülmektedir. Keşfedilen bu miRNA’ların birçoğu ex-vivo 

kapsamlı araştırmalar ile ilgili alanlarda terapötik imkânlar önerirken; bazıları ise klinik 
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olarak ilgili hayvan modellerinde ve pre-klinik çalışmalarda geçerliliğini korumuştur. 

Tümör kaynaklarını, alt tipleri, onkojenik mutasyonları ve kanser yatkınlığını ayırt 

edebilmek ve önemli hücresel süreçleri düzenlemek için, miRNA'ların kanser prognozunu 

ve / veya spesifik tedavilere yanıtı önceden tahmin edebileceği öngörülmektedir. Etki 

mekanizması itibariyle genomda temel düzenleyiciler olarak işlev görebilme özelliği 

miRNA’nın ilaç hedefi olmasını sağlamış ve bu molekülleri gelecekte ürün geliştirmede 

umut verici adaylar haline getirmiştir. Bu moleküllerin klinikte kullanılması için ciddi bir 

engel, etkili bir gönderim sisteminin bulunmamasıdır. Tedavi edici miRNA'ların zayıf 

farmakokinetiği, miRNA kararlılığını artıran ve hedef dokular tarafından hücreye alımını 

artıran adjuvan taşıyıcı sistemler üretilmesi için acil bir gereksinim ortaya koymuştur. 

Lipozomal ve polimer esaslı gönderim teknolojilerini kullanan terapötik siRNA'lar ile elde 

edilen klinik denemeler cesaret vericidir ve terapötik miRNA'ların klinik gelişimini 

hızlandırması beklenmektedir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. MEME KANSERİ 

Meme kanseri, 1.3 milyondan fazla vaka ile dünyada en yaygın kanser tiplerinden biri olup 

her yıl 450.000 kişinin ölümüne neden olmaktadır (23). Klinik ve biyolojik 

heterojenitesine rağmen, meme kanseri 50 gen imza (PAM50) veya immünohistokimyasal 

belirteçlerin gen ifade profillemesine dayanan 6 moleküler alt tipe gruplandırılabilir: 

Luminal A, Luminal B, insan epidermal büyüme faktörü reseptör 2 (HER2) pozitif, 

claudin-low, bazal benzeri ve normal meme benzeri (24,25). Luminal alt tipler, östrojen 

reseptörünün (ER) ekspresyonu ile karakterizedir ve potansiyel olarak endokrin terapi ile 

hedeflenebilirler. Luminal A alt tipi, yüksek Ki-67 boyaması ve genellikle ERBB2 olarak 

da adlandırılan HER2'nin aşırı ekspresyonu ile karakterize Luminal B alt tipiyle 

karşılaştırıldığında, çoğunlukla daha yüksek ER ifadesi nedeniyle, daha iyi bir prognoza ve 

azalmış nüks oranına sahiptir (26,27). HER2’nin zenginleştiği alt tip, HER2 gen 

lokusundaki aşırı ifade ile tanımlanır. Oldukça agresif ve metastaza eğilimli olduğu 

bilinmesine rağmen, HER2-pozitif (HER2+) meme kanseri vakaları bu alt tipte fazla ifade 

edilen HER2 reseptörünü hedef alan trastuzumab (Herceptin) monoklonal antikorunun 

klinik başarısından büyük oranda faydalanmışlardır (26). Bazal benzeri meme kanseri kötü 

prognozu ve sınırlı tedavi seçenekleri ile bilinmektedir (28). Üçlü negatif meme kanserinin 

(TNBC) immünohistokimyasal olarak tanımlanan alt tipine büyük ölçüde benzemektedir. 

Diğer iki alt tip olan claudin-low ve normal meme benzeri alt tipler için ise hedef temelli 

tedavilerin eksikliği nedeniyle bazal benzeri alt tipe benzer şekilde kemoterapötik 

maddeler ve radyasyon ile sınırlı tedaviler uygulanmaktadır (25,29).  

Bu alt tiplerin hedeflenen tedavilerine karşı direnç oluşumu bildirilmiştir. ER-pozitif (ER+) 

vakalar için endokrin tedavi uygulanırken, tedaviye direnç oluşumu ER'nin down-

regülasyonu ve ilişkili sinyal yolağı aracılığıyla gerçekleşir. Benzer şekilde, HER2 ile 

zenginleştirilmiş hastalardaki trastuzumab tedavisi, reseptörün ekspresyonuna bağlı olduğu 

için direnç, HER2 'nin ifadesinin azalması, ErbB ailesinin diğer üyelerinin ifade artışı ya 

da aşağı akış sinyal moleküllerindeki mutasyonların sağkalım ve çoğalmayı aktif hale 

getirilmesiyle meydana gelir (30). Klasik kemoterapiye karşı direnç genellikle ilaçların 

metabolizmasını ya da hücrelerdeki konsantrasyonlarını etkileyen mekanizmalar ile 
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gelişmektedir. Genel direnç mekanizmaları strese yanıt olarak hücrelerin apoptoz veya 

hücre döngüsünün durdurulmasının duyarsızlaşmasını içerir. 

2.1.1. MEME KANSERİ MOLEKÜLER ALT TİPLERİ 

Gen ifade mikrodizin teknolojisinin ortaya çıkmasıyla, başlangıçta meme kanseri beş alt 

tipe ayrılmıştır. Bu alt tipler, Luminal A, luminal B, HER2, bazal benzeri (BL) ve normal 

benzeri olarak sıralabilir (4). BL tümörler yüksek keratin 5/6 ve 17 ekspresyonuna sahiptir; 

tersine, Luminal alt tip luminal keratin 8/18’i ifade eder (5). Klinik belirteçlere bağlı 

olarak, TNBC'nin % 79'u BL alt tipi olarak tanımlanır (31). Artan örnekler, yeni genlerin 

dahil edilmesi ve fare modelleriyle karşılaştırılması sonucunda claudin-low adı verilen ek 

bir alt tip ortaya çıkmıştır (32). Claudin-low tümörler, epitelyal-mezenkimal geçişte (EMT) 

yer alan genlerin ekspresyonunun artması ile histolojik olarak üçlü negatiftir (33). Bu 6 alt 

tip tanı ve tedavi sürecinde faydalı olsa da, her alt tipte ek karmaşıklık vardır. Aslında, alt 

tipler içinde bile, bazal grup gen ekspresyon paterni düşünüldüğünde, hayatta kalma 

değişimleri bulunmaktadır (34). Lehmann ve ark. gen ekspresyonu ve gen ontolojisi 

temelinde TNBC tümörlerini 6 alt tipte kategorize etmiştir (35). BL1 ve BL2 alt tiplerinde 

temsili gen ontolojileri hücre döngüsü, EGF ve MET yollarını içerir. İmmünomodülatör alt 

tip, çoklu immün sinyal yolu açısından zenginleşmiştir. Mezenkimal benzeri (ML) ve 

mezenkimal kök hücre benzeri (MSL) alt tipleri hücre farklılaşması ile bağlantılı yüksek 

gen ekspresyonuna sahiptir. Luminal androjen reseptörü (LAR) alt tipi artan androjen 

ekspresyonu ve zenginleştirilmiş androjen ve östrojen metabolizması ile işaretlenmiştir. 

Son zamanlarda, Burstein ve ark. TNBC hastalarını dört alt tipe ayırmıştır: LAR, 

mezenkimal, BL immün baskılanmış ve mRNA ekspresyonuna ve çeşitli kümeleme 

yöntemlerine dayanan BL immün-aktive edilmiş (36). İmmünolojik bilginin kullanıldığı 

alternatif bir yaklaşımda, TNBC tümörleri, düşük bağışıklık tepkisi olan LAR, BL ve 

yüksek bağışıklık tepkisi olan BL olmak üzere üç alt tipte toplanmıştır (37). Gen ifadesine 

dayanan bu çok çeşitli sınıflandırmalar göz önüne alındığında, bazal meme kanseri 

gelişimini düzenleyen genomik olaylar incelenmiş ve birçok bazal tümörde 5. kromozom q 

kolu delesyonunun (5q delesyonu) tanımlanmasıyla sonuçlanmıştır (38). Ayrıca, meme 

kanserinin diğer heterojen özellikleri, epigenetik ve protein ekspresyon seviyesinde 

kaydedilmiştir (23). Meme kanserinin alt tipleri arasındaki gen ifade farklılıkları, terapötik 

cevap ile ilişkilidir.  
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2.2. MEME KANSERİNDE MOTİLİTE-İNVAZYON VE METASTAZ 

Çeyrek asırlık hızlı gelişmelerin ardından, kanser araştırmaları kanserin genomdaki 

dinamik değişimleri içeren bir hastalık olduğunu ortaya çıkaran zengin ve karmaşık bir 

bilgi birikimi yaratmıştır. Temelde onkogenlerde gain of function (fonksiyon kazınımı) 

özellik gösteren mutasyonların veya tümör baskılayıcı genlerde loss of function (fonksiyon 

kaybı) özelliği olan mutasyonların keşfedilmesi, kanser hücrelerinde meydana gelen 

değişiklikler ve deneysel modellerde kanser fenotiplerinin ortaya çıkarılmasına neden 

olmuştur (39). Kanser belirteçleri, insan tümörlerinin çok aşamalı gelişimi sırasında 

edinilen 6 biyolojik kabiliyeti içerir. Bu belirteçler, neoplastik hastalığın karmaşıklığını 

rasyonelleştirmek için bir organizasyon prensibi oluşturur. Bu prensipler; proliferatif 

sinyalin sürdürülmesi, büyüme baskılayıcılardan kaçış, hücre ölümüne direnç, hücre 

ölümsüzlüğünün sağlaması, anjiyojenezin indüklenmesi, motilite ve metastaz 

aktivasyonunu içerir (40). 

2.2.1. MOTİLİTE VE İNVAZYON 

Tümör hücre motilitesi, invazyon ve metastaz için gereklidir. Hücre göçü ve invazyon, 

kanser hücrelerinin metastatik yayılmasında ve kanser hastalarında en önemli ölüm nedeni 

olan metastaz oluşumunda kritik parametrelerdir. Göç yeteneğine sahip kanser hücreleri, 

çeşitli sinyal ağlarının aktivitesini içeren moleküler süreçleri yeniden düzenleyerek hücre-

hücre ve hücre-matriks yapışmalarını ve aktin hücre iskeletini moleküler ve hücresel 

değişikliklere uğratırlar. Çok sayıda moleküler sinyal iletim ağı, tek hücreli amoeboid göç, 

mezenkimal göç ve kolektif hücre göçü dahil olmak üzere kanser hücresinde farklı göç ve 

invazyon türlerini tanımlar.  

Normalden kanser durumuna geçiş sırasında, epitel hücreleri göç etme ve böylece 

invazyon eğilimi kazanır. Bunun sonucu uzak metastaz oluşumudur. İnvazyon için, tümör 

hücresinin hücre şeklinde aşırı değişiklikler geçirmesi gerekir. Bu işlem sırasında, 

hücredeki aktin filamentlerinin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu dinamik kontrol 

altında olmalıdır. Bu durum invaziv hücrenin stromal hücrelerden, hücre dışı matriks ve 

endotel hücre katmanından geçebilmesi için gereklidir. Tümör hücrelerinin infilamasyon 

bölgesine giren lökositlere benzer bir hücre etkileşim mekanizması kullandığı 

varsayılmaktadır. Ayrıca, invaziv hücre göçü kanser hücrelerinin spesifik bir yeteneği 
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değildir. Hücre göçü ve invazyon, trofoblast implantasyonu, sinir gelişimi, yara iyileşmesi, 

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

Hücre göçü esas olarak, çok çeşitli aktin bağlama proteinlerinden (ABP) etkilenen aktin 

polimerizasyonuna ve hücre içi organizasyona bağlıdır. ABP aktivitesinin düzenlenmesine 

fosfoinosititler ve kalsiyum gibi ikinci haberciler aracılık eder. Bu ikinci haberciler 

vasıtasıyla sinyal iletimi, membran reseptörleri, örneğin reseptör tirozin kinazlar (RTK'ler) 

ve adezyon molekülü etkileşimleri (örn. integrinler ve selektinler) ve fokal adezyon 

kinazları tarafından başlatılır ve düzenlenir (41).  

Hücrenin aktin hücre iskeletinin organizasyonu ve yeniden düzenlenmesi ile ilgili çok 

sayıda molekül tanımlanmıştır. Bunlar arasında integrinler ve selektinler gibi tutunma  

molekülleri, epidermal büyüme faktörü reseptörü-EGFR ve c-erbB-2 gibi transmembran 

reseptör tirozin kinazlar (RTK'ler), fosfolipitler, fokal adezyon kinazları (FAK), GTPazlar 

ve kalsiyum sayılabilir. İlk olarak beyin tümörleri ve mesane kanserinde EGFR reseptör 

ifadesi ile tümör yayılımı arasında bir ilişki gösterilmiştir. Daha sonra RTK olan c-erbB-

2'nin, kanser hücrelerinin invazivliğini ve metastatik potansiyelini arttırdığı gösterilmiştir 

(41). 

Bir reseptör tirozin kinaz olan c-erbB-2, ikinci haberci sinyallerini yönlendirmede ve 

böylece aktin hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesinde ve kanser hücrelerinin 

hareketliliğinde önemli rol oynar. Bu durum, esas olarak enzimleri, örneğin, sinyal 

moleküllerini modifiye eden fosfolipaz Cg1 ve GTPazları içeren bir dizi sinyalleme yolu 

ile meydana gelir. Ayrıca, aktin ile ilgili protein 2/3 (Arp2/3), Wiskott-Aldrich sendromu 

proteini, profilin ve diğer proteinleri içeren büyük multiprotein kompleksleri aktin 

reorganizasyonunun düzenlenmesinde önemli rol oynar (41). Tümör hücre göçünde rol 

alan aktin yeniden yapılanma modunun karmaşık resmi, yavaş yavaş hücresel sinyal 

yollarının sislerinden ortaya çıkmaktadır, ancak bu hala net bir görüş değildir. 

Karsinomların başlangıcında önemli bir adım olarak kabul edilen invazyon, metaztazın 

ortaya çıkmasına neden olur. İnvazyon, tümör hücrelerinin birincil tümörden ayrılmasına 

ve göç etmesine olanak tanıyan koordine edilmiş bir dizi hücresel ve moleküler mekanizma 

tarafından kontrol edilmektedir. Tümör invazyonu sırasında hücre tutunması ve 

migrasyonundaki değişiklikler, epitelial mezenkimal geçiş (EMT) olarak adlandırılan ve 
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intravazasyon gibi metastatik kaskadın diğer evrelerinde aktif bir role sahip olan önemli bir 

gelişme sürecini anımsatır (42). 

2.2.1.1. EMT (Epitelyal Mezankimal Geçiş) 

EMT (Epitelyal mezankimal geçiş) pek çok hayvan türünde embriyonik gelişim sırasında 

kritik bir aşamadır. EMT 'nin ayırıcı özelliklerinden biri, CDH1 geni tarafından kodlanan 

ve karsinoma ilerlemesinde invazyonun baskılayıcısı olduğu düşünülen E-cadherin'in 

fonksiyonel kaybıdır (43). Malignant tümör progresyonu sırasında E-cadherin 

regülasyonunun karakterizasyonu, tümör invazyonunda rol oynayan moleküler 

mekanizmalara önemli bilgi sağlamıştır. Özellikle, CDH1‘in transkripsiyonel 

baskılanması, yakın zamanda, tümör ilerlemesi sırasında temel bir mekanizma olarak 

ortaya çıkmıştır. Aslında, CDH1 'i güçlü bir şekilde baskılayan birçok transkripsiyon 

faktörünün (Snail, ZEB ve bazik heliks-loop-heliks (bHLH) ailelerinin üyeleri gibi) tümör 

ilerlemesinde görev aldığı bilinmekte ve bu nedenle potansiyel klinik aday molekül olarak 

düşünülmektedir (44). 

Günümüzde SNAIL süper ailesi SNAIL ve Scratch ailesi olarak ikiye ayrılır. 

Omurgalılarda SNAIL ailesi üyeleri SNAI1, SNAI2, SNAI3 olarak tanımlanmıştır (45). 

SNAIL ailesinin üyeleri dört bölgeyi içeren korunmuş bir C-terminal bölgesi, 

altı çinko parmak (C2H2 tipi) ve farklı N-terminal bölgesi gibi ortak organizasyonu içeren 

çinko parmak transkripsiyon faktörleridir. Çinko parmaklar, C/A(CAGGTG) konsensus E2 

kutusu tipi elementleri tanımlayan dizi-spesifik DNA-bağlama alanları olarak işlev görür. 

Bu transkripsiyon faktörlerinin transkripsiyonel baskılayıcılar olduğu düşünülmektedir. 

Baskılayıcı kapasitesi, SNAG domaine bağımlıdır. SNAG domaini, proteinin N-terminal 

kısmındaki korunmuş 7-9 aminoasitten oluşur. SNAI1 mezoderm oluşumu, gastrulasyon ve 

nöral krest oluşumu sırasında ve aynı zamanda epitelial mezenkimal geçişin (EMT) gerekli 

olduğu gelişim süreçlerinde ifade edilir (43). 

Transkripsiyon faktörlerinden diğer bir aile olan ZEB ailesi, sırasıyla ZFHX1A ve ZFHX1B 

genleri tarafından kodlanan ZEB1 (EF1) ve ZEB2 (SIP1) olarak bilinen iki üyeden oluşur. 

Bu grup, proteinin ucunda iki çinko parmak kümesinin ve merkezi bir homeodomain 

varlığı ile karakterizedir. ZEB faktörleri, gelişme sırasında merkezi sinir sistemi, kalp, 

iskelet kası ve hematopoietik hücrelerde ifade edilir (43,46). 
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2.2.1.2. EMT Moleküler Düzenlenmesi 

CDH1'in transkripsiyonel baskılayıcısı ve EMT’nin tetikleyicisi olarak bilinen SNAIL 

ailesi üyelerinin karakterizasyonu, invazyonun moleküler mekanizmalarına yeni bir anlayış 

kazandıran önemli gelişmelerden biridir. O zamandan beri diğer CDH1 baskılayıcıları ve 

EMT indükleyicileri tanımlanmıştır. Literatürde, bu faktörlerin tümör ilerleyişindeki önemi 

nedeniyle, çalışma prensiplerini araştıran pek çok çalışma bulunmaktadır (43,45). SNAI1 

ve SNAI2 (Slug olarak da bilinir) gelişimsel EMT 'ye ve diğer süreçlere katılan Snail süper 

ailesine ait çinko parmak transkripsiyonel baskılayıcılardır (47). ZEB ailesinin iki üyesi 

olan ZEB1 (TCF8) ve ZEB2 (SMAD etkileşen protein 1 (SIP1) olarak da bilinir) E-

cadherin’i baskılayarak EMT'nin indüksiyonunu düzenleyen anahtar faktörler olarak ortaya 

çıkmıştır. Aynı zamanda farklı insan tümörlerinin malignitesinde de rol oynarlar. E47 

(E2A geni tarafından kodlanan, TCF3 olarak da bilinir), TCF4 (E2-2 olarak da bilinir) gibi 

transkripsiyon faktörleri ve TWIST1, CDH1 baskılayıcısı ve EMT uyarıcısı olarak görev 

alan geniş bir protein ailesinin üyeleridir (43). Bu nedenle, hem fizyolojik hem de patolojik 

durumlarda bu faktörlerin ifadesini ve fonksiyonunu düzenleyen hücresel ve moleküler 

mekanizmaları anlamak önemlidir. 

SNAIL proteinlerinin gelişim sürecinde önemli bir adım olan EMT üzerindeki etkisinin 

bilinmesi bu proteinlerin ifadelerini düzenleyen sinyal iletim ağının tanımlanmasına 

yardımcı olmuştur. Gelişme sırasında EMT hem omurgasız hem de omurgalı sistemlerde 

reseptör tirozin kinazlar (fibroblast büyüme faktörü (FGF), trombosit türevli büyüme 

faktörü (PDGF) ve epidermal büyüme faktörü (EGF) gibi farklı sinyaller tarafından aktive 

edilen RTK'lar), BMP (bone morphogenetic protein) ve WNT sinyalleri ile indüklenir 

(45,48). Hücre hatları ve transgenik fare modelleri üzerindeki çalışmalar, benzer sinyal 

yolaklarının, karsinogenez ile ilişkili EMT'de SNAI1'i ve daha az ölçüde SNAI2'yi 

düzenlediğini doğrulamıştır (43,45). Önemli ölçüde, TGFβ, RTKs-Ras, Notch, Hedgehog 

ve / veya Wnt veya β-katenin yolakları gibi bazı yolaklar arasında karşılıklı etkileşim 

bulunmaktadır. Özellikle, tümör hücre hatlarında bu yolakların çoğu SNAI1 aracılı CDH1 

baskılamasını veya β-katenin sinyali ile birlikte çalışarak EMT veya SNAI2 

ekspresyonunun indüksiyonunu koordine eder. Son yıllarda, memelilerde CDH1 

baskılamasının düzenlenmesine katılan prostaglandin E2 (PGE2) gibi ek sinyaller ortaya 

çıkmıştır (49,50). Bu sinyal sistemi SNAI1 ve ZEB1 ekspresyonunun başlatılmasını sağlar. 
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İlginç bir şekilde, bu yolaklardan bazıları TWIST (VEGF ve Wnt) veya ZEB faktörlerini 

(TGFβ-BMP) de indüklemekle birlikte bir kısmı SNAI1 ve SNAI2 veya ZEB faktörlerine 

spesifik görünmektedir. CDH1 baskılayıcılarının steroid ve ilgili reseptörler tarafından 

düzenlenmesi bazı hormona bağımlı kanser hücrelerinde analiz edilmiştir. Prostat kanseri 

hücrelerinde androjen analoğu dihidrotestosteron (DHT), SNAI2'yi ve daha az oranda 

SNAI1 ekspresyonunu indükleyebilir. Östrojen reseptörü (ER) aracılığıyla sinyal, meme 

kanseri hücrelerinde SNAI1 ekspresyonunu MTA3 mekanizması yoluyla negatif şekilde 

düzenler. Bu nedenle, MTA3 veya ER kaybı ve SNAI1 upregülasyonu meme kanserinde 

kötü prognoz ile ilişkilidir (43). Buna karşılık, ZEB1 östrojen sinyal kaskatı tarafından 

indüklenebilir, ancak bu bulgunun tümör gelişimindeki biyolojik önemi bilinmemektedir. 

SNAI1, SNAI2, ZEB1 ve ZEB2 'nin spesifik kromatin yeniden yapılandırma 

komplekslerinde görev alması, tümör ilerlemesi ve EMT sırasında transkripsiyonel 

baskılama ile CDH1 'in epigenetik olarak susturulması arasında dinamik bir bağlantıyı 

desteklemektedir. 

2.2.2. METASTAZ 

Lenfatik sistem veya dolaşım sistemi yoluyla meme kanseri metastazı mortalitenin en 

önemli nedenidir. Meme kanserinde metastaz, bölgesel lenf nodları aracılığıyla akciğerlere, 

karaciğere, beyine ve kemiklere belirgin bir yayılımla karakterizedir (51). Ayrıca, distal 

metastaz oranları ve bölgeleri tanı ve yaşa göre değişebilir. Metastazların en sık rastlanan 

yeri kemiktir, sıklıkla % 50'ye varan distal metastazların ilk bölgesidir (52), sırasıyla 

akciğerler ve karaciğer ikinci ve üçüncü en yaygın metastatik bölgelerdir. Metastatik meme 

kanseri hastalarının % 10-15'inde beyin metastazı gelişmiş ve meme kanseri en yaygın 

beyin metastaz kaynağı haline gelmiştir (53). Benzer bir metastaz dağılımı, relaps sonrası 

(post-tedavi), birden fazla metastaz bölgesi olan hastaların % 22'sinde görülür (53,54).  

Kemik metastazı meme kanserinde en yaygın metastatik bölge olmaya devam etmektedir 

(55). Bununla birlikte, bazal kanserlerin öncelikle akciğerlere metastaz yaptığı 

bulunmuştur. İlginç bir şekilde, lümenli kanserler de daha düşük beyin metastazı oranına 

sahip olma eğilimindedir. 1990'ların sonlarında HER2+ meme kanserleri için trastuzumab 

tabanlı tedavilerin uygulanmasına rağmen, HER2+ alt tipi için beyin metastazı yüksek 
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düzeydedir (56). Trastuzumab’ın kan beyin bariyerini geçmesi beklenmediğinden, bu 

oranların etkilendiği düşünülmemektedir. 

2.2.2.1. Meme Kanseri Alt Tipleri ve Metastaz Durumları 

Hali hazırda, bireyin meme kanserinin şiddeti, TNM evrelemesine dayanmaktadır, burada 

T tümör boyutunu tanımlar, N lenf nodu durumunu (+/−) tanımlar ve M, herhangi bir uzak 

metastaz ile ilgilidir (0/1). TNM evrelemesine ek olarak, meme kanseri de büyüklüğe ve 

metastatik yayılmaya bağlı olarak I-V evrelerine ayrılabilir. Anlamlı bir şekilde, bu birleşik 

evreleme, tedavi seçimini belirlemek için klinikte kullanılır. Bununla birlikte, TNM 

evrelemesinde, örnekleme yardımcı lenf düğümlerindeki sınırlamalar nedeniyle aşırı 

evreleme ve belirsizliklerinde dahil olduğu sınırlamaları ve dezavantajları vardır. Ayrıca, 

dört meme kanseri moleküler alt tipi farklı hastalık ilerlemesi, hayatta kalma ve nüks 

oranlarını içerir. Luminal alt tipler, daha yavaş metastatik yayılma, daha düşük rekürrens 

oranları ve HER2+ ya da bazal alt tiplerden daha iyi sonuçlara sahip olma eğilimindedir 

(55,57). Bu fark, histolojik alt tipten veya tespit zamanından bağımsız olarak, meme 

kanserinin erken evrelerinde saptanan bazal karsinomların çoğunluğunu içerir. Medyan 

sağkalımı karşılaştırırken (birinci distal metastaz zamanından itibaren), luminal A ve B alt 

tiplerinin (2.2 ve 1.6 yıl) HER2+ alt tipine (1.3 yıl) kıyasla genel hayatta kalma süresini 

göstermektedir. Bununla birlikte, bazal alt tip en kötü genel sağkalım oranına (0.7 yıl) 

sahiptir (53).  

Relaps oranları, en yüksek olan HER2+ alt tip (% 51.4),  büyük ölçüde luminal B (% 42.9), 

bazal (% 35.1) ve luminal A (% 27.8) şeklinde sıralanabilir. En düşük nüks oranına ek 

olarak, lüminal A nüksü diğer alt tiplerden daha sonra da ortaya çıkar. Klinik olarak, 

HER2+ kanserlerin kötü prognozu vardır; Bununla birlikte, anti-HER2 tedavilerinin 

gelişmesinden sonra sağkalımda bir iyileşme olmuştur (% 72.2'den % 78.6'ya). Luminal 

B’nin luminal A'ya kıyasla diğer visseral organlara (karaciğer gibi) metastaz oranının daha 

yüksek olmasına rağmen, kemik en yaygın primer metastatik bölge olarak durumunu 

korur. Bazal alt tip genellikle geç başlangıçlı, daha büyük ortalama tümör boyutu ve en 

düşük genel sağkalım ile karakterizedir (58). 
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2.3. MEME KANSERİ TEDAVİSİ 

Meme kanseri, hormon reseptörleri olan östrojen reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü 

(PR) ile reseptör tirozin kinaz erbB-2 'nin (ERBB2 veya HER2) statüsüne (+/−) göre alt 

kategorilere ayrılabilir. Ayrıca, son yıllarda geliştirilen genetik testler meme kanserini 

moleküler alt tiplerine ayırmada katkı sağlamıştır (9). Şu anda dört ana moleküler alt tip 

vardır: lüminal A, ~% 50-60 meme kanseri; lüminal B,% 10-20; HER2 +, % 15-20 ve 

geriye kalan % 10-20 oranında Bazal alt tip olarak kabul edilmektedir. Ortak moleküler 

meme kanseri alt tiplerini daha alt kategorilere ayırmak, klinisyenlerin hastaya özgü kanser 

tedavileri geliştirebilmelerini sağlamıştır. Özellikle Onkotip DX testi, kansere bağlı 16 gen 

ve 5 referans geni değerlendirmekte ve sonuçlar ile hastalığın olası yeniden ortaya 

çıkışlarını tahmin etmekte ve hastanın kemoterapi alması gerekip gerekmediğini 

değerlendirmek için kullanılmaktadır (53).  

 Meme kanserinin yaklaşık % 70 'inde östrojen reseptörü alfa (ERα) ifadesi olup bu 

reseptör lüminal A veya lüminal B'nin moleküler alt tiplerinde bulunan bir reseptördür 

(59). ERα-pozitif meme kanserinde proliferasyon östrojen sinyaline dayanır ve bu nedenle 

bu hormona duyarlı tümörlerin büyümesini durdurmak veya yavaşlatmak için en etkili 

strateji, endokrin terapisi kullanarak tümördeki östrojen etkisini bloke etmektir. 

Günümüzde ERα meme kanseri için kullanılan endokrin terapi şeçenekleri şunlardır: ERα 

fonksiyonunu antagonize eden selektif ER modülatörü tamoxifen; ERα 'nın ifadesini 

azaltmak için anti-östrojen olan fulvestrant ve aromataz enzimini bloke ederek periferik 

dokularda östrojen üretimini baskılayan letrozol, anastrozol ve exemestan gibi aromataz 

inhibitörleri (AI). 

Tümör hücreleri özellikle lüminal meme kanseri hücreleri, çoklu fenotipik ve genotipik 

hücre alt popülasyonları ile karakterize edilen çarpıcı heterojenite sergiler. Bu hücre alt 

popülasyonlarını tanımlamak, onları hedeflemek için rasyonel yöntemler geliştirmek ve her 

birinin hormon direncine nasıl katkıda bulunduğunu anlamak için önemlidir. Endokrin 

direncin moleküler mekanizmaları üzerine son zamanlarda daha fazla odaklanılmıştır, 

bunlar: (i) östrojen yokluğunda yapısal olarak aktif olan ve klasik endokrin muamelesi ile 

bastırılması daha zor olan mutant ER'nin varlığı; (ii) reseptörün aktivitesini büyük ölçüde 

artırabilecek ER koaktivatörlerinin ifade artışı ya da amplifikasyonu; (iii)  büyüme faktörü 
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ve büyüme faktörü reseptörü içeren alternatif onkojenik sinyal yolaklarının yukarı 

regülasyonu ve (iv) onkojenik proteinleri ve transkripsiyon faktörlerini kodlayan gen 

bölgelerinin çoğaltılması veya aşırı ekspresyonu kanser hücresinin hayatta kalmasını, 

invazyon ve metastaz yeteneğini artırır (30).  

HER2'nin aşırı ekspresyonu, meme kanserlerinin yaklaşık % 30'unu içerir ve kötü klinik ile 

ilişkilidir (60). Ayrıca, over, prostat, mide ve diğer kanserlerde, HER2 aşırı ekspresyonu 

bu reseptörü prognostik belirteç haline getirmiş ve HER2'nin antitümör tedavisi için çok 

önemli bir hedef olduğunu göstermiştir.  

HER2'ye yönelik tedavide kullanılan Trastuzumab (Herceptin), HER2 hücre dışı alanını 

hedef alan hümanize bir monoklonal antikordur ve HER2-pozitif metastatik meme 

kanserinde (MBC) kemoterapi ile birlikte kullanımı için 1998'de ABD Gıda ve İlaç İdaresi 

(FDA) tarafından onaylanmıştır (61). Trastuzumab’ın anti-proliferatif ve sitotoksik etkileri, 

muhtemelen antikora bağımlı hücresel sitotoksisite, hücre dışı domain kesiminin 

inhibisyonu, azalmış DNA onarımı, azalmış hücre içi sinyal iletimi ve anti-anjiyojenik 

etkilerin bir kombinasyonundan kaynaklanmaktadır (61). Bununla birlikte, primer ve 

sekonder direnç sıklıkla görülür. Olası mekanizmalar arasında, diğer ErbB üyeleri veya 

insülin benzeri büyüme faktörü-1 reseptörü (IGF-1R) ile HER2 arasındaki karşılıklı 

etkileşim (crosstalk), HER2’nin trastuzumab bağlanma bölgesi içermeyen HER2-p95 

formunun varlığı, PTEN eksikliği, PI3K/Akt sinyalinin aktivasyonu ve ErbB2 

reseptörünün trastuzumab aracılı endositozunu etkileyen Rac1'in varlığı yer almaktadır 

(61). 

Geçmişte, farklı meme kanseri alt tipleri olan hastalar için tedavi seçeneklerine ilişkin 

kararlar histolojik özelliklere dayanmaktaydı. Örneğin, hormon tedavisi ER ve / veya PR 

pozitif meme kanseri hastaları için standart tedavidir ve trastuzumab, pertuzumab gibi 

monoklonal antikorlar, lapatinib gibi tirozin kinaz inhibitörleri aracılı HER2 odaklı tedavi 

HER2-pozitif tümörler için standarttır. TNBC'de bu üç reseptörün bulunmaması nedeniyle, 

bu hastalar için hala birincil seçenek kemoterapidir. TNBC, kemoterapiye yanıt veren alt 

tip olmasına rağmen (% 22), TNBC hastalarının nüks ve metastazı oranı TNBC dışı 

tümörlerden daha yüksektir (62). TNBC hastalarının terapötik sonuçlarını iyileştirmeye 
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yönelik acil ihtiyaç, moleküler özelliklerin bu alt tiple ilişkilendirilmesi, terapötik yanıtlar 

ve yeni hedeflerin belirlenmesini birçok çalışmanın odak noktası haline getirmiştir. 

TNBC tedavisinde potansiyel hedefleri araştırmak için, TNBC hastalarının tedaviye 

verdiği yanıtın doğasında bulunan genomik etkiler incelenmiştir. Silver ve ark. promoter 

metilasyonu ve p53 mutasyonlarına bağlı olarak BRCA1 ekspresyonunun değişmesinin, 

cisplatin tedavisinde iyi yanıt ile korele olduğunu göstermiştir (63). Benzer şekilde, yüksek 

CD73 ekspresyonu da TNBC hastalarında doksorubisin’e direnç ile ilişkilendirilmiştir 

(64). BL tümörlerinin genomik spektrumuna odaklanan bir başka çalışma, BL tümörlerinde 

genomik değişikliklerin p53 ve PIK3CA mutasyonları, RB1 ve PTEN kaybı, siklin El'in 

amplifikasyonu ve artan HIF1-a ve Myc ekspresyonu içerdiğini göstermiştir (23). Birincil 

tümöre ek olarak, Balko ve ark. neoadjuvan kemoterapi sonrasında meme kanserinde ATM, 

BRCA1/2, ve CDKN2A'daki fonksiyon kaybı ve CDK4, JAK2, MCL1, EGFR ve AKT1 gibi 

genlerde ilave amplifikasyon belirlemişlerdir (65). Bu bulgular, TNBC için hedef odaklı 

tedavilerin gelişimini etkileyebilecek ek bilgiler sağlar. TNBC’lerde gen ifade 

çalışmalarına ve kanserlerin ortak özelliklerine dayanarak in vitro, in vivo ve klinik 

denemelerdeki çalışmalarda birkaç potansiyel hedef belirlenmiştir. Bu hedefler içerisinde 

yer alan büyüme faktör reseptörleri ve aşağı akış sinyal elemanlarından olan 

PI3K/Akt/mTOR yolağını hedefleyen çalışmalar bulunmaktadır. 

2.3.1. MEME KANSERİ TEDAVİSİNDE BÜYÜME FAKTÖRLERİ 

İNHİBİTÖRLERİ 

EGFR, VEGFR ve FGFR TNBC hastalarında aşırı eksprese edilmiş temel büyüme faktör 

reseptörleri arasındadır (23,65,66). Ligand bağlanması üzerine, bu büyüme faktör 

reseptörleri tümör büyümesini ve anjiyogenezini teşvik eden aşağı akış sinyalini aktive 

eder. EGFR inhibitörleri (monoklonal antikorlar veya tirozin kinaz inhibitörleri), klinikte 

küçük hücreli akciğer kanserini tedavi etmek için rutin olarak kullanılmaktadır. Cisplatin 

ile birlikte cetuximab (anti-EGFR antikoru) uygulaması, metastatik TNBC hastalarında 

genel sağkalım cevap oranını önemli ölçüde arttırnıştır (67). Bununla birlikte, başka bir 

klinik faz I denemesinde, erlotinib (EGFR inhibitörü) ile birlikte bendamustin (alkilleyici 

ajan) uygulaması sonucunda metastatik TNBC hastalarında ciddi lenfopeni not edilmiş ve 
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11 hastadan sadece birinin kısmi cevap gösterdiği raporlanmıştır (ClinicalTrials.gov, 

NCT00834678) (68).  

Klinik deneyleri tamamlanan ve FDA tarafından TNBC kanser tedavisinde kullanılmak 

üzere onaylanan seçici FGF inhibitörleri halen bulunmamaktadır. Ancak, PD173074 

(FGFR inhibitörü) ile yapılan ön çalışmalarda, artmış CAL-51 ve FGFR2 ifadesi gösteren 

BL meme kanseri hücre hattı xenograft modelinde hücre büyümesini inhibe ettiği 

bildirilmiştir (66,69). 

Bevacizumab (VEGFR inhibitörü) küçük hücreli akciğer kanseri, metastatik kolorektal 

kanser ve diğer kanserlerde tedavi amaçlı kullanılır. Bununla birlikte, HER2 ve metastatik 

meme kanserinde bevacizumab ve kemoterapinin kombinasyonu genel sağkalımı önemli 

ölçüde iyileştirmediği raporlanmıştır (70). Tamamlanmış bir Faz III klinik çalışmasında, 

kemoterapi ile birlikte bevacizumab uygulamasının, genel olarak hayatta kalma veya 

invazyon süresini uzatmadığı, TNBC hastalarında bevacizumab ve kemoterapi 

kombinasyonunun yararlarını tanımlamak için daha fazla çalışma yapılması gerektiğini 

bildirmiştir (71). 

2.3.2. MEME KANSERİ TEDAVİSİNDE PI3K/AKT/MTOR İNHİBİTÖRLERİ 

PIK3CA mutasyon sıklığının hem luminal hem de HER2+ alt tipi tümörlerde % 32 ila 49 

arasında değiştiği kaydedilmiştir. Buna karşılık, bazal alt tip tümörler, PTEN kaybı ve 

AKT3'ün amplifikasyonu için zenginleştirilmiştir (23). TNBC’de ise PIK3CA mutasyon 

oranı anlamlı olarak arttığı bilinmektedir (35,65). Bu bulgular göz önüne alınarak yapılan 

bir çalışmada, PI3K inhibitörü ile birlikte bikalutamid’in androjen reseptör pozitif (AR+) 

TNBC hücrelerinin büyümesini sinerjistik olarak inhibe ettiği raporlanmıştır (72). 

Everolimus (mTOR inhibitörü) ile birlikte exemestan (aromataz inhibitörü), hormon 

reseptörü pozitif metastatik meme kanserinin sağkalımını uzattığı ve klinik kullanım için 

onaylandığı bildirilmiştir (73). Bunun üzerine, TNBC'de bilinen mTOR'un aktivasyonu 

için MDA-MB-231 hücrelerinin ortotopik olarak enjekte edildiği fare modeline kemoterapi 

reaktifleri (karboplatin ve docetakselin) ile birlikte BEZ235 (PI3K/mTOR inhibitörü) 

verilmesinin tümör büyümesini inhibe etme etkisini arttırdığı belirlenmiştir (74). Ek olarak, 

klinik çalışmalar TNBC'de kemoterapi ile birlikte PI3K veya mTOR inhibitörlerinin 

kombinasyonlarının klinik yararlarını değerlendirmiştir. Metastatik TNBC'de GDC-0941 



16 

 

(PI3K inhibitörü) ile birlikte cisplatin uygulaması faz II denemesi sonlandırılmıştır 

(ClinicalTrials.gov, NCT01918306). Bir başka Faz II denemesi, metastatik TNBC 

hastalarının %36'sının everolimus ve karboplatin kombinasyonundan faydalandığını 

göstermiştir (ClinicalTrials.gov, NCT01127763) (75). Ek olarak, PI3K/mTOR yolunu 

hedefleyen inhibitörlere karşı gelişen dirençle ilgili birkaç geri bildirim mekanizması 

tanımlanmıştır (76).  

2.3.3. TEDAVİDE TERAPÖTİK HEDEFLERİN KOMBİNE KULLANIMI 

Farklı terapötik ajanların tedavide sinerjistik faydalar için birlikte kullanılması son yıllarda 

uygulanmaktadır. Hücre hatları, bu hücre hatları ile oluşturulan fare modelleri ve hastadan 

türetilmiş xenograft modeli (PDX'ler) ile birlikte yapılan çalışmalar meme kanserinin 

çeşitli kombinasyon terapilerine verdiği yanıtı aydınlatmak için önemli bir fırsat sağlar. 

TNBC’de tedavi sonuçlarının iyileştirilmesi için kullanılan stratejilerden biri, araştırmalar 

sonucu ortaya çıkan genler de dahil olmak üzere mevcut kemoterapiye verilen tepkilere 

aracılık eden hedeflerin birleştirilmesidir. Bu verilere önemli ölçüde katkıda bulunan bir 

yöntem hem sentetik öldürücü etkileşimleri ortaya çıkaran hem de hedefli tedaviye direnç 

kazandıran genleri tanımlayan hücre hatlarında ilaç kombinasyonunun taranmasıdır. 

Örneğin, bu yaklaşım ile NOTCH1 yolu aktivasyonunun PI3K inhibitörlerine karşı gelişen 

dirence neden olduğu belirlenmiştir (77). PI3K inhibitörlerinin meme kanserindeki önemi 

ve PI3K inhibitörlerine sık direnç gösterilmesi nedeniyle bu çalışma oldukça önemlidir. 

Castel ve ark. PDK1 ve SGK1'in aracılık ettiği yeni bir PI3K direnç mekanizmasını 

tanımlamışlardır (78). PI3K inhibisyonu ve direnç gelişimi ile birlikte SGK1 aracılı 

mTORC1 aktivitesi dikkat çekicidir (78). PDK1 inhibitörünün eklenmesi daha sonra bu 

hücre hatlarında PI3K inhibitörünün hassasiyetini geri kazandırmıştır. MEK inhibitörleri 

inhibitör tedavisi ile hedef yukarı regülasyonunun bir başka örneği gözlenmiştir. MEK 

inhibitörü uygulanan TNBC hücrelerinde VEGFR2, AXL ve PDGFR-P gibi birkaç 

reseptör tirozin kinaz aktivitesinin arttığı not edilmiştir. AZD6244 (MEK inhibitörü) ve 

sorafenib (çoklu reseptör kinaz inhibitörü) kombinasyonunun, tümör büyümesinin sinerjik 

inhibisyonuna yol açtığı raporlanmıştır (79). 
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2.3.4. SİNYAL İLETİM SİSTEMLERİ VE NETWORK TABANLI 

YAKLAŞIMLAR 

Meme kanserinden elde edilen gen ekspresyonu verileri ile zenginleştirme analizi (80) 

veya hücre sinyali yolu aktivasyonunu öngörmek için bir Bayesian yaklaşımı kullanarak 

tümör içindeki aktif sinyal bileşenleri hakkında önemli bilgiler elde edilebilir (81–83). Bu 

tahminleri bilinen inhibitörler ile birleştirmek optimal tedaviyi belirlemek için 

kullanılabilir. Örneğin, her bir meme kanseri alt tipinin, bu yollar için önemli heterojenliği 

koruyarak, belirli yolaklarda zenginleştirildiği gösterilmiştir (34). Bu, bir alt tipteki 

tümörlerin aynı ilaçlara farklı tepkiler vermesi durumunda cevaptaki değişkenliği 

açıklayabilir. Bu tip verileri kullanarak terapötik gelişimde yapılan ilk çalışmalar, kombine 

tedavilerle hedefli terapötik ajana karşı direncin üstesinden gelmeye odaklanmıştır. 

Örneğin, TNBC'de PI3K/Akt/mTOR yolağına direnç, bu yol inhibitörlerinin bir JAK2 

inhibitörü ile birleştirilmesiyle ele alınmıştır (NVP-BSK805) (84).  Yapılan bir çalışmada 

sinyal aktivasyon paterni analiz edildikten sonra meme tümörlerinin heterojen alt tipleri 

için özel kombine tedavilerin geliştirilmesi sonucunda tümör büyümesinin önemli şekilde 

azaldığı gösterilmiştir (85).  

2.3.4.1. Erbb (HER) Resptörleri ve Sinyal İletim Sistemi 

İnsan genomunda 60’dan fazla reseptör tirozin kinaz (RTK) tanımlanmıştır (86). RTK üst 

familyasının alt sınıfı, ERBB veya epidermal büyüme faktörü (EGF) reseptörlerini içeren 

dört üyeden oluşur: HER1/EGFR (ERBB1), HER2 (ERBB2), HER3 (ERBB3) ve HER4 

(ERBB4). Diğer RTK'lar gibi, ErbB (HER) reseptörleri, N-terminali hücre dışı domaine, 

transmembran sarmalına ve sitoplazmik alana sahip transmembran proteinleridir (87). 

Hücre dışı domain, ligand bağlayıcı alt domainler (domain I ve III) ve reseptör 

dimerizasyon alt dominleri (domain II ve IV) dahil olmak üzere dört alt domain içerir (88). 

Hücre içi bölge tirozin kinaz domaini ve bir C-terminal düzenleyici kısımdan oluşur. 

ERBB reseptörlerine ligand bağlanması, reseptör homo- ve heterodimerlerinin oluşumunu 

ve intrinsik kinaz bölgesinin aktivasyonunu indükler, sitoplazmik kuyruk içindeki spesifik 

tirozin kaynakları üzerinde fosforilasyona neden olur. Bu fosforlanmış kısımlar hücre içi 

sinyal yollarının aktivasyonuna yol açan bir dizi protein için kenetlenme bölgesi olarak 

işlev görür. 
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170 kDa ağırlığında bir polipeptit zinciri olan EGFR, HER ailesi reseptörlerinden biridir 

(89). EGFR ve HER4, çeşitli ligandlara bağlanmayı takiben hem homodimer hem de 

heterodimer olarak sinyal iletimi sağlayabilen fonksiyonel RTK'lar iken; HER2 ve HER3 

bu iki üyeden farklıdır. HER2, ligand bağlanma bölgesi içermeyen bir reseptördür. 

HER3’ün ise, kinaz aktivitesi eksiktir. Bununla birlikte, ligand kaynaklı 

heterodimerizasyon yoluyla, tüm HER reseptörleri hücre sinyalleşmesine aracılık etmek 

için tamamen aktive edilebilir (90,91). 

EGF'nin yanı sıra, HER reseptörlerine bağlanıp sinyali aktifleştirmek için 10 ligand 

tanımlanmıştır. Bu ligandlar EGF ailesinin peptit büyüme faktörlerinden oluşur ve 

bağlanma ortaklarına göre üç gruba ayrılır: EGF, amphiregulin (AR), epigen (EPG) ve 

transforming büyüme faktörü (TGF), özellikle EGFR'ye bağlanan bir grubu oluşturur. 

EGF, betacellulin (BTC) ve epiregulin (EPR) hem EGFR hem de HER4'e bağlanan ikinci 

grubu oluşturur. NRG1, NRG2, NRG3 ve NRG4 içeren dört neurogulin, HER4'e bağlanan 

üçüncü grubu oluşturur. Bununla birlikte, NRG1 ve NRG2 HER3'e de bağlanır. Ayırt edici 

bağlanma özgüllüğü ve afinitesi sayesinde her ligand, dört HER reseptörünün 

aktivasyonunu ve sinyalini düzenler (90,92–94).  

HER2, hücrelerde aşırı ifade edildiğinde kendiliğinden homodimer oluşturur ve diğer 

bütün HER reseptörleri, tercihen HER2 ile dimerize olur (92). Homo veya 

heterodimerizasyon yoluyla C-terminali düzenleme bölgesindeki çoklu tirozin bölgelerinin 

fosforilasyonu sonucunda bütün HER reseptör sinyal ağı aktive edilir. Tirozin 

fosforilasyon bölgelerinin haritalanmasıyla ilginç özellikler ortaya çıkarılmıştır. Hem 

EGFR hem de HER4, birçok farklı akış aşağı proteinlere bağlanır. EGFR; Grb2, Src, Shc, 

PLC-γ1, Crk, Ptp-2c, Stat5 ve SHP1'e bağlanır. HER4 ise RasA1, Abl, Syk, Crk, Grb2 ve 

Vav2'ye bağlanır. HER3 p85'e bağlanan çok sayıda tirozin bölgesi içerir ve dolayısıyla 

HER3 PI3K-Akt yolunu kuvvetle aktive eder. Öte yandan, HER2 çoğunlukla Erk yolağının 

Shc/Grb2 aracılı aktivasyonunu sağlar. Bağlanma spesifikliğine dayanarak, HER2 

homodimerinin çoğunlukla Ras-ERK yolağının aktivasyonunu uyardığı bilinmektedir (95).  

ErbB reseptörlerinin gelişim sırasında önemi yapılan araştımalar ile açıkça anlaşılmaktadır. 

Ayrıca, EGFR ve ERBB2 birçok kanser türünün gelişiminde rol oynamaktadır. EGFR, 

insan tümörleri ile doğrudan ilişkili ilk tirozin kinaz reseptörüdür (91). ErbB ailesi üyeleri 
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çoğu zaman birçok kanser türünde aşırı eksprese edilir, çoğaltılır veya mutasyona uğrar ve 

bu durum onları önemli terapötik hedefler yapar. EGFR'nin gliomalarda ve küçük hücreli 

olmayan akciğer karsinomunda çoğaltıldığı, ErbB2 amplifikasyonlarının meme, 

yumurtalık, mesane, küçük hücreli olmayan akciğer karsinoması ve diğer birkaç tümör 

tipinde görüldüğü bildirilmiştir (96).  

Meme kanserinde ErbB (HER) tirozin kinaz reseptörlerinin aktive olduğu bilinmekte ve bu 

reseptörleri hedefleyen monoklonal aktikor tedavileri ya da kinaz inhibitörleri klinikte 

uygulanmaktadır. Tedaviye karşı gelişen direnç mekanizmasında sinyal iletim sistemi 

içinde yer alan aşağı akış elemanlarının tanımlanması ve bu molekülleri hedefleyen 

kombine tedavi seçeneklerinin geliştirilmesi önemlidir.  

2.3.4.2. PI3K-mTOR ve RAS-ERK Yolaklarının Meme Kanserinde Rolü 

2.3.4.2.1. PI3K-mTOR Yolağı ve Kanserdeki Rolü 

PI3K-AKT–mTOR sinyal yolağı, insan kanserlerinde en düzensiz sinyal iletim 

sistemlerinden biridir. Bu yolak, kanser hücrelerinin hayatta kalmasını, büyümesini ve 

yayılmasını destekleyen metabolizma, motilite, büyüme ve proliferasyon gibi temel 

hücresel süreçleri kontrol eder. Bu yol, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, AKT, TSC1, TSC2, LKB1 

(STK11 olarak da bilinir), mTOR ve diğer onkojenler veya tümör baskılayıcı genleri içeren 

çeşitli genomik değişiklikler dahil olmak üzere birçok mekanizma yoluyla kanserde 

anormal şekilde aktivite gösterebilir (97). Bu değişiklikler sıklıkla birçok tümör tipinde 

tespit edilmiştir ve PI3K-AKT-mTOR yolağının terapötik hedeflenmesi için olanak sağlar. 

Ek olarak, klinik öncesi ve erken klinik deneylerin sonuçları, bu yaklaşımların potansiyel 

etkinliğini desteklemiştir. PI3K-AKT-mTOR yolağının hedeflenmesini içeren araştırmalar, 

PI3K ve AKT inhibitörleri ve allosterik mTOR ve katalitik mTOR kinaz inhibitörleri gibi 

farklı ilaç sınıfının gelişmesine yol açmıştır (98). Günümüzde bu proteinlerin 40 farklı 

inhibitörü, klinik gelişimin çeşitli aşamalarına ulaşmıştır, ancak sadece birkaçı - mTOR 

inhibitörlerinden temsirolimus ve everolimus ve PI3K inhibitörlerinden idelalisib ve 

copanlisib - hastaların tedavisinde klinik kullanım için FDA tarafından onaylanmıştır (97). 

Bununla birlikte, bu ilaçların tek başına sınırlı etkinliği vardır. Onlara yanıt veren 

moleküler faktörler ve terapötik dirence karşı hareket edebilecek optimal ilaç 

kombinasyonları henüz belirlenmemiştir. Ayrıca PI3K-AKT-mTOR yolağı inhibitörlerinin 
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kullanımı ile hangi ilaçların veya ilaç sınıflarının hangi kanser tipinde kullanılması 

gerektiği ve rasyonel kombinasyon stratejilerinin geliştirilmesinin daha iyi klinik yarar 

sağlayıp sağlayamayacağı ve daha fazla düzenleyici bileşiğin onay almasına yol açıp 

açmadığı sorusu gibi pek çok soru hala cevapsız kalmaktadır.  

Moleküler değişimlerin aracılık ettiği PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun aktivasyonu, 

antikanser terapilerine karşı direncin yanı sıra, tümör gelişiminin desteklenmesinde de 

etkilidir. PI3K/Akt/mTOR yolu, ErbB ailesi reseptörleri, fibroblast büyüme faktörü 

reseptörleri (FGFR), insülin benzeri büyüme faktörü 1 reseptörü (IGF-1R) ve diğerleri gibi 

transmembran tirozin kinaz büyüme faktörü reseptörleri ile aktive edilebilir (99). Ek 

olarak, aktifleştirilmiş RAS gibi G protein-bağlı reseptörler, katalitik alt-birimi yoluyla 

PI3K'yi uyarabilir (98). Fonksiyonel PI3K, plazma membranına transloke edilir, sonuçta 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2)’ın fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3)’a 

fosforilasyonuna yol açar. Bu adım, PIP3'ü PIP2'ye defosforile eden PTEN tarafından 

negatif olarak düzenlenir. PIP3 serin-treonin kinaz fosfoinositide bağımlı kinaz 1 (PDK1) 

AKT'yi (treonin308) fosforlar. Fosforile edilmiş AKT, pro-apoptotik Bcl-2 aile üyeleri 

BAD ve BAX 'ı inhibe ederek  veya p53 aracılı apoptozu antagonize eden MDM2 'nin 

fosforilasyonunu sağlayarak hücre sağkalımını arttırır.  

2.3.4.2.2. RAS-ERK Yolağı ve Kanserdeki Rolü 

ERK, Ras onkoproteininin ana efektörü olarak işlev gören bir MAPK (mitojen ile aktive 

edilmiş protein kinaz) 'dir. MAPK yolağının bileşenleri GTPaz ve efektör kinazdır. ERK-

MAPK yolundaki bu bileşenler Ras GTPaz ve protein kinazlar olan Raf, MEK ve ERK 

'dir. Ras ve ERK-MAPK yolağı büyüme faktörleri, polipeptit hormonları, 

nörotransmitterler, kemokinler ve kendilerine ait RTK'ler (reseptör tirozin kinazlar) ve 

GPCR'ler (G protein-bağlı reseptörler) aracılığıyla ya da direkt PKC (protein kinaz C) ile 

aktive edilirler (100,101). Aktifleştirilmiş ERK, RSK (p90 ribozomal S6 kinaz) ve 

transkripsiyon faktörleri gibi efektörleri dahil sitoplazmik sinyal proteinlerini fosforlar. 

ERK nükleer hedefleri, IEG (Immediate Early Gene) ekspresyonunu indüklemede önemli 

bir rol oynayan TCF (Ternary Complex Factor) transkripsiyon faktörlerini içerir. c-Fos ve 

c-Myc gibi IEG ürünleri, hücre yaşamını, hücre bölünmesini ve hücre hareketliliğini 

destekleyen genleri uyarır (102,103). Şaşırtıcı bir şekilde, Ras-ERK sinyallemesinin 

fizyolojik olmayan aşırı aktivasyonu, CDK (sikline bağımlı kinaz) inhibitörlerinin 



21 

 

ekspresyonunu ve hücre döngüsü durdurulmasını tetikleyebilir (104). Aktif ERK'nin hedef 

özgünlüğü, substrat mevcudiyeti (hücre tipi, hücre döngüsü fazı ve hücre dışı ortam), ERK 

scaffold yapısı ve hücre içi lokalizasyonu ile kontrol edilir. 

RAS-RAF-mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz (MAPK) / hücre dışı sinyal-regüle 

kinaz (ERK) kinaz (MEK) -ERK ve fosfosinositid 3-kinaz (PI3K)-PTEN-AKT sinyal 

yolakları tümör başlangıcını ve tümör ilerlemesini destekleyen sinyal transdüksiyon ağında 

rol oynar. Bu durum sıklıkla görülen  RAS, RAF, PI3KCA, AKT ve PTEN mutasyonlarının 

yanı sıra malignitelerde bulunan AKT 'nin amplifikasyonudur (105,106). Sinyal iletim 

ağları pek çok molekül ile kontrol edildiğinden, reseptörlerin aşağı akışındaki molekülleri 

hedefleme yolları, daha fazla terapötik etkinlik ve daha geniş uygulanabilirliğe yol açabilir. 

Örneğin MEK yoluyla sinyal transdüksiyonunun ortadan kaldırılması, hem aktifleştirilmiş 

hücre yüzeyi reseptörlerinden hem de mutant RAS ve BRAF 'dan kaynaklanan 

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

Meme kanserinde RAF-MEK-ERK sinyalizasyon kaskadı aktivasyonu artan metastaz riski 

ile ilişkilidir (107). Ayrıca, RAF-MEK-ERK yolu ve östrojen reseptörü (ERα) arasındaki 

karşılıklı etkileşim tamoksifen direncine neden olabilir (108). Bu bulgular meme 

kanserinde RAF-MEK-ERK yolunu tedavi edici bir hedef olarak doğrulamakla birlikte, 

MEK inhibitörlerinin klinik çalışmaları sadece sınırlı anti-tümör aktivitesi göstermiştir 

(109). MEK inhibisyonuna karşı kötü klinik yanıtın altında yatan mekanizmalar 

belirsizliğini korumaktadır ve hasta seçimini yönlendirmek için uygun MEK inhibitörlerine 

karşı herhangi bir duyarlılık veya direnç belirteci henüz tanımlanmamıştır (110). 

2.3.4.3. Sinyal Yolakları Arasındaki Karşılıklı Etkileşim (Crosstalk) 

2.3.4.3.1. RAS-ERK / PI3K-mTOR Karşılıklı Etkileşimi 

Ras-ERK ve PI3K–mTOR sinyal yolları hücrede hayatta kalma, farklılaşma, proliferasyon, 

metabolizma ve motiliteyi kontrol eden başlıca mekanizmalarıdır. Bu yolların bileşenleri, 

bilim insanlarının proto-onkojenleri klonlamaya başladığında ve 1980'lerde hücresel kinaz 

aktivitelerini aydınlatmaya başladığında ilk keşfedilenler arasındaydı. Ras-ERK ve PI3K-

mTOR normalde farklı uyaranlar tarafından aktive edilen lineer sinyalizasyon kanalları 

olarak modellenmiştir, ancak erken deneyler bile birbirlerini düzenlemek ve aşağı akış 
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fonksiyonlarını koordine etmek için kesişebileceğini ima etmiştir. Bu kesişimin kapsamı ve 

kanser terapisindeki önemi ortaya çıkmıştır. Yolak aktivasyonunun yoğunluğu ve süresi, 

uyaranın gücü ve geribildirim döngüleri tarafından düzenlenir. Ras-ERK aktivasyonunda 

yer alan agonistler sadece PI3K-mTORC1'e sinyal iletenler moleküller ile kısmen 

örtüşürler. PMA (forbol 12-miristat 13-asetat), genellikle Ras-ERK yolunun güçlü bir 

aktivatörüdür. Buna karşılık, insülin ve IGF1 (insülin büyüme faktörü-1) daha zayıf Ras-

ERK aktivatörleri, ancak güçlü PI3K-mTORC1 aktivatörleridir. Ek olarak, spesifik 

büyüme faktörleri ile sinyal yolu aktivasyonunun derecesi, genellikle büyüme faktörünün 

miktarına, kendi ortak RTK'larının hücre yüzeyi lokalizasyonuna ve reseptör aile 

üyelerinin ve diğer proteinlerin ekspresyonuna bağlıdır. Sinyal dinamikleri de genellikle 

Ras-ERK ve PI3K-mTORC1 yollarında yer alan pozitif ilerleme ve negatif geri besleme 

döngülerinden büyük ölçüde etkilenir. 

Ras-ERK ve PI3K-mTORC1 yol entegrasyonu ile ilgili ilk ipuçlarından biri, p70S6K 

aktivasyonuna PI3K bağımlı ya da bağımsız girişleri tanımlandığı 1990'ların başında 

ortaya çıkmıştır. Aradan geçen yıllarda, birçok mekanizma ve etkileşim modu ortaya 

çıkarılmıştır. Bunlar, substratlar üzerinde çapraz inhibisyon, çapraz aktivasyon ve yolağın 

yakınlığını (pathway convergence) içerir (103).  

Ras-ERK ve PI3K-AKT yolları birbirlerinin aktivitelerini olumsuz olarak düzenleyebilir. 

Böyle bir çapraz inhibisyon çoğu zaman bir yolun kimyasal olarak bloke edilmesiyle 

ortaya çıkar ve böylece çapraz inhibisyonu serbest bırakır ve diğer yolu etkin biçimde 

aktive eder (103). Ras-ERK yolu PI3K, TSC2 ve mTORC1'i düzenleyerek PI3K-mTORC1 

sinyalini çapraz olarak aktive eder. Ras-GTP, PI3K'yi doğrudan bağlayıp allosterik olarak 

etkinleştirebilir. RAS-ERK yolunun kuvvetli aktivasyonu, ERK ve RSK tarafından sinyal 

entegrasyonu TSC kompleksine sinyal göndererek mTORC1 aktivitesine de yol açabilir. 

ERK ve RSK bölgeleri, AKT tarafından fosforlanmış olanlardan farklıdır, fakat aynı 

şekilde TSC'nin GAP fonksiyonunu inhibe etmek ve mTORC1 aktivitesini ve tümör 

oluşumunu teşvik etmek için işlev görür (103).  Aktif hale gelen ERK, RSK, AKT ve S6K, 

hücrenin hayatta kalma, proliferasyon, metabolizma ve motilitesini teşvik etmek için aynı 

substrat üzerinde hareket ederler (103). 
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ERK ve PI3K yolları, hücre döngüsü ve sağkalım (örn., Siklin D) ile ilişkili olan ve çeşitli 

çapraz geri bildirimlerle yapısal olarak düzenlenen aynı transkripsiyon faktörlerini işlevsel 

olarak birlikte düzenler. ERK ve PI3K yolları gibi son derece bağlantılı biyolojik ağ 

sistemlerinin, dışsal bozulmalara karşı sağlamlığa sahip olduğu bildirilmiştir. Kompleks 

metabolik ağ içinde alternatif yollar kullanan metabolik akıların yeniden düzenlenmesi, 

enzimlerin işlev bozukluğunun dengelenmesi için önemli bir mekanizmadır. Yapılan 

deneyler ile ERK ve PI3K yollarının kombine blokajının, tek hedef inhibisyonu ile 

karşılaştırıldığında hücre canlılığını önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir (111). 

2.3.4.3.2. ER-IGFR-HER2 Karşılıklı Etkileşimi (Crosstalk) 

Kanser ve insulin benzeri büyüme faktör -1 reseptörü (IGF1R) arasındaki ilk ilişki 20 yıl 

öncesine dayanır. Meme tümörlerinde IGF-IR’nin aşırı ifadesi % 87 civarındadır (112). 

Farklı pek çok çalışma IGF1R ‘nin hücre büyümesi, invazyon ve metastaz üzerinde 

düzenleyici etkisi olduğunu belirtmiştir (113). Çok yakın geçmişte, ilaç direnci vasıtasıyla 

HER2 ve IGF1R arasında karşılıklı etkileşim varlığı gösterilmiştir. HER2’den bağımsız 

olarak, IGF1R PI3K/Akt sinyal yolağını aktive eder ve hücre prliferasyonunu sağlar. Her 

iki reseptörden birinin hedeflenmesi diğerinin aktivasyonunun artmasına neden olduğu 

gözlenmiştir (114).  Trastuzumab dirençli meme kanseri hücre hatlarında IGF1R ve HER2 

ya da IGF1R ve HER2 / HER3 heterodimerizasyonu görülmüştür (115). Karışıklığın diğer 

bir kısmı ise, Worthington ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada vurgulanmıştır. 

Çalışmada, HER2’in IGF-1’in salgılanmasını artıran IGF bağlayıcı protein 3’ün ifadesini 

azalttığı ve böylece IGF1R sinyal iletim sistemini indüklediği gözlenmiştir (116).  

Meme kanseri hücrelerinde östrojenin proliferatif etkisi ER’nin büyüme faktör sinyal 

sistemi bileşenlerinin ifadesinin düzenlenmesine katkı sağlayabilir.  Çalışmalar tamoxifen 

gibi anti-östrojenlerin IGF aracılı büyümeyi engellediğini ve anti-IGF stratejilerinin 

östrojen aracılı büyümeyi durdurabileceğini göstermiştir. Pek çok çalışmada östojenin IGF 

sinyal sisteminde etkili olduğunu ve IGF sinyalinin östrojen varlığına duyarlı olduğunu 

bildirilmiştir.  

Östrojen meme kanseri hücrelerinde hem IGF1R hem de IRS-1 ifadesini artırarak IGF 

sinyalini ve reseptör altında yer alan yolakları etkinleştirir (117). MCF-7L hücrelerinde 

östrojenin IRS-1 ifadesini düzenlediği gösterilmiştir. Östrojen varlığında tümör büyümeye 
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başladığında, sadece IRS-1 seviyesinin yükselmediği aynı zamanda fosforlandığı 

belirtilmektedir. Bu tümörler aynı zamanda IRS-1 aracılı sinyal iletim sistemini indükleyen 

yüksek miktarda fosforile MAPK içerir. Östrojen uzaklaştırıldığında tümör büyümesi durur 

ve IRS-1 ifadesi ve MAPK aktivitesi azalır (117). Bu durum IGF1R, IRS-1 ve östrojen 

arasında sinerjistik bir ilişki olduğunu gösterir.   

Östrojen artışı büyüme faktör iletim sistemi bileşenlerini pozitif etkilemesinin yanında bazı 

bileşenleri negatif etkiler. Östrojen meme kanseri hücrelerinde büyümeyi durduran IGFBP-

3’ün ifadesini azaltır (118,119). Ayrıca östrojen IGF-IIR ifadesini azaltır. IGF-IIR IGF-

II’ye yüksek afinite gösterir ancak hücre dışı sinyale aktarılamaz. Böylece reseptörün 

meme kanseri proliferasyonunu engellemesine neden olur (119). 

Östrojen hücre büyüme sinyalini artırırken anti-östrojenler ters etki göstererek büyüme 

faktör bileşenlerinin ifadesini azaltırlar. Böylece anti-östrojenler IGFBP-3 ifadesini 

artırarak IGF sinyalini durdururlar (118) ve IGF1R ile IRS-1 ifadesini azaltırlar (120,121). 

Anti-östrojenler aynı zamanda ER’nin IGF odaklı ligand bağımsız aktivasyonunu 

engelleyerek IGF1R ve IRS-1 fosforilasyonunu da azaltır. Bu mekanizma iki yolak 

arasındaki karşılıklı etkileşimin karmaşıklığına ışık tutar.  

Östrojen IGF sinyal bileşenlerinin ve IGF sinyali için gerekli c-fos, c-jun, c-myc gibi 

transkripsiyon faktörlerinin ifadesini düzenler (122). Östrojen aynı zamanda siklin D1, p21 

gibi hücre döngüsü elemanlarının ifadesini de kontrol eder (123). IGF ve ER hücre 

döngüsünde sinerjitik etki gösterir.  

Büyüme faktörü reseptörü sinyal yolakları, kanser büyümesini ER sinyali ile uyum içinde 

veya onu bypass ederek uyarabilir. Klinik kanıtlar, büyüme faktörü reseptörü sinyalinin 

endokrin direncine katkıda bulunduğunu göstermektedir. Tamoxifen’e dirençli hücrelerde 

raportör gen assay çalışmaları, EGFR / MAPK destekli ER / AF-1 fosforilasyonunun, 

tamoxifen’in agonistik davranışını arttırdığını ve östrojen tarafından düzenlenen genlerin 

ekspresyonunu sağladığını gösterir. Ayrıca, meme kanseri vakalarında ko-aktivatör AIB1 

'in aşırı ekspresyonu ve EGFR / HER2 / MAPK 'ye bağlı fosforilasyon da tamoxifene karşı 

direnç ile ilişkilidir ve HER2’nin ektopik olarak aşırı ifade edildiği MCF-7 hücrelerinde, 

tamoxifen direncine aracılık edebileceği önerilmiştir (124).  
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HER ailesi homo- ve heterodimerlerinin farklı sinyalleşme kapasiteleri vardır ve HER2-

HER3 heterodimerinin ligand kaynaklı fosforilasyon ve akış aşağı sinyalin aktivasyonu 

bakımından aktif olduğu düşünülmektedir. PI3K yolu, HER2 ile adaptör proteinleri 

vasıtasıyla veya HER3 ile doğrudan etkileşim yoluyla aktive edilebilir. Trastuzumab'ın 

ligand kaynaklı HER2-HER3 heterodimerlerinin oluşumunu etkili bir şekilde 

bozamadığına dair kanıtlar göz önüne alındığında, HER3'ün aşırı ekspresyonu ve yüksek 

seviyelerde ligandla uyarılmış HER2-HER3 heterodimerlerinin oluşumu trastuzumab 

direncine katkıda bulunabilir. HER3'e ek olarak, EGFR trastuzumab direncinde rol 

oynayabilir. Ritter ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalar trastuzumab-dirençli hücre 

hatları ve zenograft modellerinin EGFR fosforilasyonu, EGFR/HER2 heterodimerlerini ve 

HER ailesinin EGF, heparin bağlayıcı EGF ve heregülini aşırı eksprese ettiğini 

göstermiştir. Ayrıca, ikili EGFR/HER2 tirozin kinaz inhibitörlerinin kullanımı ile HER2 

fosforilasyonunun ve hücresel proliferasyonun azaldığı gösterilmiştir (125).  

HER2 reseptöründeki değişiklikler ve aktive ettiği yollakların dışında, büyüme faktörü 

sinyalini yönlendirmeye yardımcı olan diğer reseptör tirozin kinazlarındaki değişiklikler de 

trastuzumab direncine aracılık edebilir. HER2 (+) hücre hatlarında yüksek seviyelerde 

IGF-1 reseptörü (IGF-1R) ekspresyonu, trastuzumab cevabındaki azalma ile ilişkilidir 

(126). HER2 ile IGF-1R arasındaki karşılıklı etkileşim sonucunda HER2'nin 

fosforilasyonu ve PI3K aktivasyonunun IGF-1 uyarımı nedeniyle olduğu tahmin 

edilmektedir. Ayrıca, IGF-1R sinyalinin inhibisyonu, HER2 fosforilasyonunu bloke eder 

ve trastuzumab duyarlılığını geri kazandırır (127).  

Reseptörler arasındaki karşılıklı etkileşim (crosstalk) ve transfosforilasyon, HER2 

reseptörü tarafından çoklu sinyal yollarını aktive ederek meme tümörü oluşumunu tetikler 

ve ayrıca bu karşılıklı etkileşim ilaca direnç göstermesi için kullanılan önemli bir 

mekanizmadır. ErbB ailesinin diğer üyelerinin etkileşimi ve aktivasyonu, HER2 hedefli 

antikor olan trastuzumab'a azalan etkiye katkıda bulunabilir. Ek olarak, IGF-1R ile 

etkileşim ve reseptörler arası crosstalk trastuzumab'a dirençli hale gelen meme kanseri 

hücrelerinde gösterilmiştir. HER2/ER arasındaki karşlılıklı etkileşimin ER(+) / HER2(+) 

meme kanserlerinde endokrin ajanlara direnç gösterdiği bildirilmiştir. Klinik çalışmalar, 

endokrin dirençli meme kanserinde büyüme faktörü sinyalinin inhibisyonunun terapötik bir 

strateji olabileceğini göstermektedir. Bu nedenle, HER2 ve diğer büyüme faktörü 



26 

 

reseptörleri arasındaki karşılıklı etkileşimlerin anti-neoplastik terapileri nasıl etkilediğinin 

açık bir şekilde anlaşılması, HER2 aşırı eksprese eden meme kanserlerine karşı kullanım 

için ek hedefli ajanların tasarlanmasına ve test edilmesine yol açabilir.  

2.4. MİKRORNA 

MikroRNA'lar (miRNA'lar) ilk olarak Caenorhabditis Elegans'da doksanlı yıllarında 

keşfedilmiştir (128). MikroRNA'lar, hedef mRNA'larının degredasyonu sağlayarak veya  

translasyonu inhibe ederek gen regülatörleri olarak işlev gören 21-25 nükleotidden oluşan 

küçük RNA sınıfıdır. 

miRNA'ların hücre gelişimine, farklılaşmasına, proliferasyonuna ve apoptoz süreçlerine 

dahil olduğu gösterilmiştir (128). Hastalıkla ilişkili olarak karakterize edilen ilk miRNA, 

kronik lenfositik lösemide ve daha sonra, diffüz büyük B-hücreli lenfoma hastalarında 

dolaşımda belirlenmiştir (129). Ardından yapılan pek çok çalışma aracılığıyla miRNA'ların 

diğer birçok hastalık ve kanser ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (130). O zamandan beri, 

insanlarda > 2000 miRNA tanımlanmıştır ve bu miRNA'lar tüm genlerinin tahmini % 60'nı 

düzenler (18,131). miRNA, kanserde hem tümör baskılayıcı hem de onkojenik 

mekanizmalar (oncomirs) yoluyla etki gösterebilir (128). Kanserde onkojenik yeniden 

düzenlemelere dahil olan kırılgan bölgeler ve diğer genomik bölgelerin kanserle ilişkili 

miRNA'nın üretimini etkilediği düşünülmektedir.  

2.4.1. MİRNA BİYOGENEZİ 

miRNA'lar, RNA III tipi nükleaz olan Drosha tarafından çekirdekte işlenen pri-miRNA'lar 

olarak adlandırılan öncülerden oluşturulur. Bu pri-miRNA'lar Drocha/DGCR8 enzimleri 

ile pre-miRNA’lara işlenir ve Exportin-5 tarafından sitoplazmaya taşınır. pre-miRNA 

hetero-dupleks (miRNA:miRNA) oluşturan başka bir RNAse III enzimi olan Dicer 

tarafından kesilir. Bu miRNA dupleksi daha sonra ayrılır ve olgun hedef miRNA 

molekülü, Argonat (Ago) protein ailesinin bir üyesine bağlandığı RNA tarafından 

tetiklenen susturulmuş kompleks (RISC) içine eklenir ve hedef mRNA translasyonel olarak 

baskılanır. Diğer miRNA molekülü (miRNA*) normal olarak bozulur (Şekil 2.1.).  
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Şekil 2.1. miRNA biyogenezi. Hayes ve ark.’dan adapte edilmiştir (59). 

Aktif miRNA, membrana bağlı hücre dışı bölümlerde (eksozomlar) paketlenmiş veya RNA 

bağlayıcı proteinlere bağlanmış hücrelerden salınabilir. Eksozomlar, diğer hücreleri ve 

çevrelerini etkileyebildikleri için başka bir hücre dışı sinyalleme metodu sağlarlar. Ayrıca, 

eksozomlar doğrudan kanserde rol oynamaktadır (132). Önemli bir şekilde miRNA'lar, 

farklı miRNA profilleri sergileyen farklı hücre ve tümör tiplerinden farklı şekilde 

eksozomlarda salgılanır veya seçici olarak paketlenir. 

2.5. MİRNA VE MEME KANSERİ 

Meme kanserinde moleküler profilleme, kanserde miRNA'ların düzensizliği konusunda 

ilginç gözlemler ortaya koymuştur. Yapılan bir çalışmada miRNA profili meme 

tümörlerinin luminal ve bazal epitel alt kümelerini ayırt etmek için kullanılmıştır (12). 

Diğer çalışmalarda, miRNA'lar, meme kanseri alt tiplerini hormon durumlarına, östrojen 

reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve epidermal büyüme faktörü reseptörüne 
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(ErBB2/HER2) dayalı ayırt edici moleküller olarak kullanılmıştır (133,134). Bu, 

miRNA'ların terapötik müdahalelerde potansiyel teşhis ve prognostik belirteçler olarak 

kullanılması ihtimalini doğurmuştur. Mikrodizin yöntemi kullanılarak yapılan mRNA 

profili, meme kanserini dört alt tipe ayırmıştır: lümen A (ER + ve düşük dereceli), lüminal 

B (ER + ve yüksek dereceli), HER2 ve bazal benzeri (öncelikle üçlü negatif).  

mikroRNA'lar meme kanseri alt tiplerini sınıflandırmak ve hastalık ilerlemesini izlemek 

için ek bir mekanizma sağlama potansiyeline sahiptir. Bir dizi çalışma, ana moleküler 

meme kanseri alt tiplerini tanımlamak için bir yol olarak dokudaki mikroRNA'ları 

araştırmıştır. Önemli şekilde, yapılan son çalışmalar tarafından mikroRNA'ların (miR-210, 

miR-328, miR-484 ve miR-874) prognozu veya rekürrens riskini öngörme potansiyeline 

sahip olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, mikroRNA'ların tedaviye ait spesifik cevabı 

belirleyebileceği gösterilmiştir (134,135). 

miRNA profillemesi meme kanserinin ilerlemesinde çok sayıda miRNA’nın rolünü 

tanımlamak için kullanılmıştır. Örneğin, miRNA işlenmesinin en önemli bileşenlerinden 

biri olan Dicer ekspresyonu, özellikle metastatik meme kanserinde miR-103 ve miR-

107'nin yukarı regülasyonu ile zayıflatılır (136). miR-200 ailesinin epitel fenotipinin 

bütünlüğünü koruduğu gösterilmiştir ve sıklıkla invaziv ve metastatik meme kanserinde 

ifadesi azalmaktadır (22).  

miRNA 'ların kanserdeki rollerinden dolayı miRNA imzaları, meme kanserinin daha fazla 

alt tiplenmesini sağlamak ve proliferasyon, metastaz veya terapötik direnci öngörmek için 

yeni klinik teşhis hedefleri olarak takip edilmektedir. miRNA'nın biyobelirteç hedefleri 

olarak potansiyeli, kandaki stabiliteleri ve tekrarlanan donma-çözülme döngülerine 

dayanma kabiliyetleri ile daha da artmaktadır. Sonuç olarak, yapılan araştırmalar 

miRNA'ların meme kanserinin çeşitli aşamalarında önemli roller oynadığını ve yakın 

zamanda Hanahan ve Weinberg tarafından tanımlanan kanserlerin belirleyici özelliklerinde 

görev alabileceğini göstermiştir. 



29 

 

2.5.1. KANSERİN BELİRLEYİCİ ÖZELLİKLERİNDE ROL ALAN MİRNA’LAR 

2.5.1.1. Proliferasyonun Düzenlenmesinde miRNA’lar 

miRNA'lar, çoklu hedef genlerin düzenlenmesi yoluyla çeşitli hücresel yolakları düzenler 

(137). Proliferatif ve anti-apoptotik aktivite gösteren miRNA'ların kanser hücrelerinde 

arttığı ve onkogenezi desteklediği gösterilmiştir. Bununla birlikte, tümör baskılayıcı genler 

olarak işlev gören bazı miRNA'lar hücre çoğalmasını azaltır ve apoptozu tetikler ve bu 

miRNA'ların ifade seviyeleri kanser hücrelerinde azalır (138). Hücre proliferasyonu, hem 

mitojenik büyüme sinyalleri hem de anti-proliferatif sinyaller tarafından düzenlenir (139).  

miR-24, hücre tipine spesifik şekilde tümör baskılayıcı veya onkogen olarak görev yapan 

hücresel gelişimi ve çoğalmayı yönetir. pre-miR-24-2, miR-24'e göre olgun miR-24-2* 'nin 

tercihli bir şekilde işlenmesi yoluyla MCF-7 meme kanseri hücre hattında tümör 

baskılayıcı olarak görev yapar. MCF-7 meme kanseri hücrelerinde miR-24-2* 'nin ektopik 

ekspresyonu, hem in vitro hem de in vivo olarak hücresel hayatta kalmanın 

baskılanmasıyla sonuçlanır. miR-24-2* 'nin aşırı ekspresyonu, protein kinaz C alfa'nın 

(PKCa) baskılanması yoluyla hücre sağkalımının azalmasına neden olur (140). Aktive 

edilmiş PKCa, kanserin gelişimi ve ilerlemesine yardımcı olan sağkalım genlerini uyarmak 

için Raf-MEK-ERK yolunun aktivasyonu ile işlev görür. 

miR-100, insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) / rapamisin (mTOR) yolağının 

regülatörüdür ve artan miR-100 ifadesi proliferasyon, hayatta kalma sinyalline etki ederek 

meme kanserinde tümör oluşumunu inhibe eder. İnvaziv meme tümörleri ile iyi huylu 

hasta örnekleri karşılaştırıldığında miR-100 ifadesinde dört kat azalma olduğu görülmüştür 

(141). Meme kanseri hücrelerinde miR-100'ün ifadesinin azalması, proliferasyonu ve 

sağkalımı teşvik eden onkogen olan insülin benzeri büyüme faktörü 2 'nin yukarı doğru 

düzenlenmesine yol açabilir. 

miR-301'in lenf nodu negatif (LNN) meme kanserinde yeni bir oncomiR olduğu 

bildirilmiştir. miR-301, meme kanserinde aşırı ifade edilir ve miR-301'in baskılanması, 

hücre proliferasyonunu azaltır. miR-301'in artan ekspresyonu, MDA-MB-231 hücreleriyle 

oluşturulan fare modelinde proliferasyon, migrasyon, invazyon, anjiyogenez ve tümör 

oluşumuna neden olmuştur. miR-301'in bu onkojenik rolüne PTEN, FOXF2 ve Col2A1 
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genlerini içeren anahtar sinyal yollarının düzenlenmesinin aracılık ettiği düşünülmektedir 

(142). 

Meme kanseri proliferasyonunda östrojen reseptörü (ER) sinyalinin rolü uzun yıllardır 

yaygın olarak çalışılmıştır. Östrojen için iki reseptör vardır: ERα ve Erβ (143). miR-17-

5p'nin translasyon baskılayıcısı olduğu ve meme kanserinde amplifiye olan AIB1 

onkogenini regüle ederek hücre proliferasyonunun kontrolünde rol oynadığı bildirilmiştir 

(144). AIB1 geni meme, yumurtalık, pankreas ve mide kanseri dahil olmak üzere birçok 

kanserde artan ifade profili gösterir (22).  

Kanserde EGFR sinyal iletim sistemi bileşenlerinin miRNA'lar tarafından düzenlendiği 

bilinmektedir (145). EGFR'nin kendisi miR-7 tarafından düzenlenir, bu durum kanser 

hücre hatlarında hücre döngüsünün durmasını ve hücre ölümünü uyarabilir (146). Ayrıca, 

EGFR-odaklı hücre döngüsü proteinlerini düzenleyen ve hücre döngüsünün ilerlemesini 

inhibe eden tümör baskılayıcılar olarak işlev görebilen üç miRNA (miR-124, miR-147 ve 

miR-193a-3p) tanımlanmıştır (147). 

2.5.1.2. İnvazyon ve Metastazda miRNA’lar 

Metastaz meme kanserinde baskın ölüm nedenidir. (i) yerel istila, (ii) intravazasyon, (iii) 

dolaşımda hayatta kalma, (iv) uzak bir organ bölgesinde tutunma aşaması, (v) 

ekstravazasyon, (vi) mikrometastaz ve (vii) metastatik kolonizasyon oluşumunu içeren çok 

aşamalı bir süreçtir. Yapılan çalışmalar ile meme kanseri metastazında dolaşımda yer alan 

ve düzensiz (yukarı veya aşağı regüle) bir dizi miRNA tanımlanmıştır. Metastazın önemi 

ve karmaşıklıkları göz önüne alındığında miRNA'ların invazyon-metastaz kademesine 

dahil olması şaşırtıcı değildir. miRNA'ların metastazdaki durumları iyi karakterize 

edilmiştir ve miRNA araştırmasının çok çalışılan alanlarından biridir. 

Metastazı teşvik eden ya da baskılayan birden fazla miRNA tanımlanmıştır (22).  Metastaz 

süreci ile ilişkili ilk miRNA miR-10b'dir (148). TWIST, hücrelerin tutunmasına yardımcı 

olan bir homeobox faktörü olan HOXD10'u inhibe eden miR-10b'nin transkripsiyonunu 

indükler. HOXD10'un ana rollerinden biri, bir metastaz efektörü olan Ras homolog aile 

üyesi G'yi (Rho-G) inhibe etmektir. Böylece, HOXD10'un miR-10b tarafından inhibisyonu, 

sonuçta hücre migrasyonunu ve invazyonu teşvik eder (148). 
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Wnt / β-catenin sinyalinin epitelyal mezenkimal geçişi (EMT) ve metastazı tetiklediği 

bilinmektedir. miR-301a 'nın pro-metastatik meme kanseri hastalarından elde edilen primer 

tümör örneklerinde metastazı belirgin bir şekilde yukarı regüle ettiği rapor edilmiştir. miR-

301a, Wnt / β-catenin sinyal kaskadı için negatif bir regülatör olan PTEN'i doğrudan 

bastırır ve aktive olan Wnt / β-katenin sinyali ile meme kanserinde invazyon ve metastazı 

destekler (149). 

miR-720 ekspresyonunun, primer meme kanserinde özellikle metastatik tümörlerde 

anlamlı bir şekilde azaldığı gösterilmiş ve miR-720'nin azalan ekspresyonu 105 primer 

meme kanseri vakasında lenf nodu metastazı ile de ilişkilendirilmiştir. Metastazın bilinen 

bir promotörü olan TWIST1, miR-720'nin doğrudan fonksiyonel hedefidir. Meme kanseri 

hücrelerinde miR-720'nin ektopik ekspresyonunun, epitel belirteçlerin (E-cadherin ve β-

catenin) ifadesini arttırarak ve mezenkimal belirteçlerin (N-cadherin, fibronektin, vimentin 

ve matriks metaloproteinaz-2) ifadesini azaltarak hücre invazivliğini ve göçünü önemli 

ölçüde önlediği hem in vitro hem de in vivo olarak gösterilmiştir (150). 

Dolaşımda farklı metastatik bölgelerle ilişkili miRNA'yı tanımlamak, klinisyenlere hastalık 

evresini değerlendirmek ve ilerlemeyi izlemek için başka güçlü bir tanı aracı sağlayabilir. 

Elde edilen veriler birlikte göz önüne alındığında miRNA'lar, proliferasyondan apoptoza 

kadar çeşitli hücresel sinyal yollarına müdahale etmektedir. miRNA'ların, hücresel içeriğe 

bağlı olabilen tümör baskılayıcı ya da onkojenik etkiye sahip olduğu giderek daha açık bir 

şekilde görülmektedir. Heterojen olan meme kanserinin erken teşhis ve tedavisinde görev 

alan miRNA imzalarının belirlenmesi meme kanserinin önlenebilir veya tedavi edilebilir 

hale getirilmesi için yeni bir uygulama alanı oluşturabilir.  

2.5.2. MİKRORNA TEMELLİ TEDAVİLER VE KLİNİK UYGULAMALARI 

Mevcut klinik çalışmaların çoğu miRNA’ların hastalık sınıflandırması, prognozu ve ilaç 

etkinliği için biyobelirteçler olarak kullanılması içindir ve meme kanseri bu konuda en çok 

çalışma yapılan kanser tipidir. Birkaç vakada spesifik mikroRNA'lar belirlenmiş ve uygun 

biyobelirteçlerin çıkarılması için ekspresyon-profilleme platformları kullanılmıştır. 

Biyobelirteç çalışmalarına ek olarak, mikroRNA'lar ve anti-mikroRNA yapıları şu anda 

kanser için potansiyel terapötikler olarak araştırılmaktadır. Bu tip moleküllerin 

sunulmasıyla ortaya çıkan zorluklara rağmen, mikroRNA tabanlı terapötikler için şu anda 
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iki klinik çalışma bulunmaktadır. Hedeflenen mikroRNA'lar, doğrudan tümör hücrelerini 

hedeflemek için kullanılabilir veya diğer terapileri geliştirmek için kullanılabilir. Örneğin, 

miR-100'ün kemoterapi dirençli tümörün ilaç direncini azaltmada potansiyel bir kullanımı 

olabilir. Akciğer kanseri (151) ve kemoterapiye dirençli over kanserinde miR-199b-5p'nin 

epigenetik susturulması da örnek olarak verilebilir (152).  

 En gelişmiş mikroRNA çalışması, hepatit C tedavisi için antimiR-122 (Miravirsen) 

kullanımını içerir (153), bu da viral RNA'da direnç göstermeyen bir azalma olduğunu 

gösterir. Miravirsen, miR-122'nin antisense dizisinden oluşur aynı zamanda, bozunmaya 

karşı direnç ve hedefine karşı artan bir afinite sağlayan modifiye bir kilitli nükleik asit 

(LNA) yapısına sahiptir. Yapılan yeni çalışmalar, Miravirsen'in hedefinin miR-122'nin 

olgun formu olmasına rağmen, aynı zamanda pri- ve pre-miR-122'nin azalmış işlemesine 

neden olan afiniteye (154) ve terapötik etkisinin arttırılmasına da sahip olduğunu 

göstermiştir. 

Özellikle kanser için ilk mikroRNA tabanlı tedavi, MRX34: lipozomal nanopartiküllerde 

yüklü bir sentetik miR-34a taklitidir (155). miR-34a, p53'ün aşağı akışında tümör 

baskılayıcı bir mikroRNA'dır. Kanser hücrelerinde bulunan kendini yenileme, göç etme 

potansiyeli ve kemoterapiye direnç gibi temel ayırt edici özellikleri antagonize eder (156). 

MRX34, birincil karaciğer kanseri ve karaciğer metastazları için bir faz I klinik çalışmadır 

ve 2014 yılı sonunda tamamlanmıştır. MRX34 nanopartiküller karaciğerde kolayca 

birikmekte ve insan dışı primatlarda MRX34'ün ölçümü tam kanda tatmin edici 7.7 saatlik 

bir yarı ömür oluşturmuştur (157). Hayvan çalışmalarında lipit bazlı lokal ve sistemik miR-

34a verilmesi de akciğer kanseri için olumlu sonuçlar göstermiştir (158). 

MikroRNA tabanlı terapötikler için direnç, kombinasyonel mikroRNA tabanlı tedaviler 

kullanılarak aşılabilecek bir faktör olabilir. Benzer bir etki ile, bazı anti-mikroRNA 

terapileri, mikroRNA'ların tüm ailelerini hedef alma potansiyeline sahiptir (159) ve direnç 

olasılığını azaltır. MikroRNA temelli tedavilerin araştırılması hala emekleme 

aşamasındadır ve bu tedavilerin yan etkilerinin değerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrıca, 

diğer mikroRNA'ların işlenmesinin, mikroRNA işleme makinelerinin, depo mikroRNA'lar 

ile aşırı yüklenmesi muhtemeldir ve bunun etkileri belirsizdir. 
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2.5.3. MEME KANSERİ TEDAVİSİNDE MİRNA’LAR 

Günümüzde erken evre meme kanseri için cerrahi temel tedavidir. Bununla birlikte, 

kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavisi kullanımı, yaşam oranlarını büyük ölçüde 

artırmıştır. Metastatik meme kanserinin tedavisi için, meme koruyucu cerrahi veya 

mastektomi ve neoadjuvan ortamda kemoterapi ve radyoterapi kullanılmaktadır. Progresif 

hastalıklarda (evre IV), kemoterapi ve radyoterapi, hormon tedavisi ile birlikte başlıca 

tedavilerdir (160). Özgün metastatik miRNA'nın tanımlanması meme kanserini kategorize 

etme ve tedavi seçimlerini bilgilendirme ve iyileştirme potansiyeli açısından önemlidir. 

Ayrıca, terapötikler olarak spesifik miRNA'nın kullanılabilmesi ileride geçerli bir tedavi 

seçeneği olma potansiyeline sahiptir. Günümüzde, kanseri tedavi etmek için miRNA 

kullanmanın etkinliğini araştıran güncel klinik çalışmalar mevcuttur.  

Genel olarak, miRNA temelli terapötiklerin geliştirilmesi için iki yaklaşım vardır: miRNA 

antagonistleri (inhibitör) ve miRNA taklitçileri (mimic). Hasta dokularında fonksiyon 

kazanımı gösteren endojen miRNA'ları inhibe etmek için miRNA antagonistleri 

üretilmiştir. Bu yaklaşım kavramsal olarak, küçük molekül inhibitörleri ve kısa interferans 

yapan RNA'lar (siRNA'lar) gibi tek bir gen ürününü hedef alan diğer inhibitör terapötikler 

ile benzerdir. Genellikle, aktif miRNA zincirine yüksek afinite ile bağlanan kimyasal 

olarak modifiye edilmiş miRNA öncü zinciri (anti-miR veya antagomiR) içerir. Bağlanma 

sıklıkla geri döndürülemez olduğu için, yeni miRNA dupleksi RISC tarafından işlenemez 

ve / veya parçalanamaz. Bu yaklaşımda potansiyel endişe, antagonistin spesifik olmayacak 

şekilde diğer RNA'lara bağlanarak istenmeyen yan etkilere neden olabileceğidir.  

miRNA mimikleri fonksiyon kaybını düzeltmek için kullanılır. “miRNA replasman 

terapisi” olarak da bilinen bu yaklaşım, normal olarak sağlıklı hücrelerde ifade edilen 

miRNA’ları fonksiyonu bozulan hücrelere yeniden tanıtmayı amaçlar. Çoğu durumda, bu 

miRNA'ların yeniden fonksiyon kazanması, normal hücresel ilerleyiş için gerekli yolların 

yeniden etkinleştirilmesine ve hastalığı yönlendiren yolakların engellenmesine yol açar. 

miRNA taklitçileri, terapötik siRNA'larda da kullanılan teknolojileri kullanarak sistemik 

olarak verilebilir. Ayrıca, miRNA mimiklerinin normal dokularda oldukça spesifik ve iyi 

tolere edilmesi beklenir. Bu varsayım ile, miRNA taklitlerinin doğal olarak oluşan eşdeğer 

ile aynı diziyi taşıması ve aynı gen kümesini hedeflemesi beklenmektedir. Çoğu normal 
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hücre zaten söz konusu miRNA'yı ifade ettiğinden, mimik tarafından etkilenen hücresel 

iletim sistemleri zaten endojen miRNA tarafından aktive veya inaktive edildiği için, 

normal dokuya miRNA mimiklerinin verilmesinin yan etki ile indüklemesi pek olası 

değildir.  

Terapötik maddeler olarak miRNA'ları çevreleyen araştırmalar günden güne artmaktadır. 

Yakın zamanda keşfedilen miRNA'lara rağmen, birçok aday zaten ürüne dönüşerek 

klinikte ilerlemiş bulunmaktadır. Şaşırtıcı olmayacak şekilde, miRNA biyolojisi üzerine 

yapılan bilimsel araştırmaların patlaması, bu alanda son 10 yıl içinde yapılan patent 

başvuru dosyalarının sayısındaki önemli artışın bir yansıması olarak ortaya çıkmıştır. 

Mevcut ticari kullanımları ve gelişimi, miRNA ‘ların tanı ve tedavideki anlık görüntüsünü 

sunmak için Amerika Birleşik Devletleri ve Avrupa'daki miRNA patent alanlarını ve 

miRNA temelli ürün ve hizmetler geliştiren bazı biyoteknoloji şirketleri tanımlanabilir. 

Amerika Birleşik Devletleri ve Avrupa'daki miRNA patent manzarasının genel bir resmini 

elde etmek için, patent veritabanında miRNA'lar ve bunların kullanımı ile ilgili tüm 

yayınlanmış başvurular ve patentler için bir arama yapıldığında toplam 2136 yayınlanmış 

patent belgesi ortaya çıkmış bunlardan 1661'i ABD yayınları, 475'i Avrupa yayınları olarak 

bildirilmiştir (161). Gen düzenlemesi ile ilgili uygulamalar ve patentler dosyalama 

işlemlerinin % 12'sini oluştururken, miRNA gönderim araçları veya yöntemleri ile ilgili 

patent dokümanları başvuruların % 14'ünü oluşturmaktadır. Spesifik hastalıklarla ilgili 

olarak, kanser tedavi yöntemleri ile ilgili diğer hastalık gruplarına kıyasla daha fazla sayıda 

başvuru yapılmıştır. Kanserden sonra, en yaygın başvurular viral enfeksiyonlar özellikle 

hepatit C (% 6), göz hastalıkları (% 5), inflamatuar hastalıklar (% 5), kardiyovasküler 

hastalıklar (% 4) ve nörolojik rahatsızlıklar (% 4) olarak sıralanabilir (161). Yeni şirketler, 

daha geniş tabanlı nükleik asit tedavileri geliştirmek yerine belirli endikasyonlar için belirli 

miRNA terapötiklerini piyasaya sunma çabalarını yoğunlaştırmıştır. 2007'de kurulmuş olan 

üç şirket (miRagen Therapeutics, Regulus Therapeutics ve Mirna Therapeutics), farklı 

hastalık durumlarında rol oynayan ve süreci düzenleyen ilaç adaylarını geliştirmek için 

çeşitli miRNA'ları tanımlamıştır. 
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2.5.3.1. Meme Kanserinde Tedaviye Direnç Gelişiminde Yer Alan miRNA’lar 

Meme kanseri hücrelerini kemoterapi, radyoterapi veya hedef odaklı terapiye duyarlı hale 

getirmek yada çeşitli tedavi stratejilerine karşı gelişen direnci yönlendirmek için çok 

sayıda miRNA bildirilmiştir. 

HER2 odaklı tedavi yaklaşımları, HER2 reseptörünü antagonize eden veya bloke eden 

ilaçları içermektedir. Bu grup içerisinde trastuzumab veya pertuzumab gibi HER2 

reseptörünü hedefleyen monoklonal antikorlar ile tirozin kinaz inhibitörleri olan lapatinib, 

neratinib ve afatinib yer almaktadır (61). Epigenetik susturma nedeniyle miR-375 kaybı 

miRNA'nın doğrudan hedefi olan insülin benzeri büyüme faktörü tip 1 reseptörü (IGF1R) 

aracılı mekanizma ile trastuzumab direncine katkıda bulunur. miR-375 yokluğunda, 

IGF1R, trastuzumab ile tedavi edilen meme kanseri hastalarında alternatif büyüme faktörü 

reseptörü olarak işlev görmektedir (162). IGF1R'i hedefleyen ve böylece lapatinib, 

neratinib ve afatinib gibi HER2 'yi hedef alan ilaçların etkinliğini arttıran bir başka 

miRNA, miR-630'dur (163). miR-542-3p, trastuzumab tedavisine duyarlılığı arttırırken, 

bununla birlikte AKT 'yi hedef almaktadır. miR-542-3p'nin kaybı, HER2+ meme kanseri 

hücrelerini ilaca daha dirençli hale getirir, apoptotik hücrelerin sayısını azaltır ve G1 / S 

kontrol noktasının engellenmesini sağlar (164). miR-200c 'nin tümör baskılayıcı özelliği, 

meme kanseri hücrelerini doksorubisin, 5-fluorourasil ve epirubisin gibi kemoterapötik 

ilaçlara duyarlı hale getirmesinin yanısıra ZNF217 ve ZEB1 'in ifadesini azaltarak HER2+ 

meme kanseri hücrelerinde trastuzumab cevabını etkinleştirir (25,165). HER2+ vakalarda 

hedefe yönelik tedavi direncinde onkojenik rolü olan miR-221, meme kanseri hücrelerinin 

apoptozdan kaçışına ve PTEN'i hedefleyerek trastuzumab direncine aracılık eder (166). 

Diğer bir onkojenik miRNA olan miR-21 sadece radyoterapiye ve doksorubisin direncine 

aracılık etmekle kalmaz, aynı zamanda IL-6/STAT3/NF-κB aracılı sinyal yolağını ve 

ayrıca PI3K yolağını indükler ve böylece hücre trastuzumab’a direnç kazanır (60). 

Meme kanserinde endokrin direncinin mekanizmaları genellikle ER geninin 

hipermetilasyonu aracılı ERα ifadesinin kaybını içerir. Ayrıca HER2, IGF1R veya FGFR 

sinyal yolaklarının artmış aktivitesi, MAPK veya PI3K sinyal iletim sistemlerini aktive 

eder ve böylece ER bağımsız proliferasyon ve anti-apoptotik sinyalleri sürdürerek 

tamoxifene karşı direnç kazandırmaktadır (59). miR-320a ER+ meme kanseri hücrelerini 
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endokrin terapiye duyarlı hale getiren miRNA'lardan biridir. Aslında, miR-320a cAMP ile 

düzenlenen fosfoprotein ve östrojen ile ilgili reseptör gammanın ifadesini azaltarak ER+ 

dirençli meme kanseri hücrelerin tamoxifene duyarlılığını arttırır (167). 

2.5.3.2. Metastatik Meme Kanserlerinde miRNA’lar  

Metastazın farklı aşamalarında ifade edilen miRNA'ların tanımlanması ve kategorize 

edilmesi, bu biyobelirteçlerin terapötik potansiyelini hızlandırırken, altta yatan kanser 

mekanizmalarını aydınlatabilir. Halen, birçok çalışma metastatik meme kanseri dokusunun 

miRNA ifade profillerini (upregülasyon veya downregülasyon) araştırmakta, meme kanseri 

başlangıcı, progresyonu ve tedavi ile ilgili süreçleri aydınlatmaya çalışmaktadır. Anlamlı 

olarak, meme kanseri modellerinde (miR-31, miR-126 veya miR-335 gibi) ifadesi azaldığı 

gözlemlenen miRNA'nın ekspresyonunun geri kazanılmasının, in vivo olarak metastazı 

baskılayabildiği gösterilmiştir (168). Ek olarak, kanser kök hücrelerinin metastazı 

etkileyebileceği öne sürülmüştür (169). Meme kanserine özgü miRNA'nın tanımlanmasının 

ve bunların fonksiyonel ilişkisinin, özellikle genç hastalarda, tümörlerin erken teşhis ve 

tedavisinde iyileşmelere yol açacağı umulmaktadır. 

2.6. DENEYSEL MODELLER 

Meme kanseri, dünya çapında tanı konan ve yaşamları boyunca yaklaşık sekiz kadından 

birini etkileyen en yaygın ikinci kanserdir (170). Her yıl 1.3 milyon kadını etkilemekte 

olup tüm kanser vakalarının % 23'ünü ve kansere bağlı ölümlerin % 14'ünü (465.000) 

oluşturmaktadır (171). Meme kanserinin en agresif formu olan metastaz, kanserin meme 

dokusundan vücudun diğer bölgelerine yayılması, tümör hacminin önemli ölçüde artması 

ve sıklıkla ölüm ile sonuçlanmasıyla ortaya çıkar. Meme kanseri metastazı, çevredeki 

dokunun lokal invazyonuyla başlayan, kan veya lenfatik damarlara yayılan ve tümör 

hücrelerinin distal organlara yayılmasıyla sonlanan bir yolu takip eder (53). Modern 

tedavilere rağmen, metastatik meme kanseri (MBC) genellikle tedavi edilemez. 

Günümüzde ilk 3 yıl içinde hastaların % 10-15'inde distal metastaz (M1) görülmektedir 

(171). Ayrıca, tanı anında lenf nodu tutulumu olmayan meme kanserli kadınların yaklaşık 

üçte biri distal metastaz geliştirir (53). Anlamlı olarak, metastaz oranı ve yeri büyük ölçüde 

değişebilir ve bu durumun primer tümör alt tipine bağlı olduğu düşünülmektedir. Açıkça, 
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metastatik meme kanserinin hem teşhis hem de tedavisi için daha fazla bilgiye ihtiyaç 

vardır. 

Hücre kültürü deneylerinden fare modellerine ve PDX örneklerine kadar değişen farklı 

modeller, meme kanseri araştırmalarında benzersiz avantajlara sahiptir. Örneğin, hücre 

hatları rutin olarak meme kanserinde doğal olan özellikleri ve mekanizmaları anlamak için 

kullanılır. Hücre hattı araştırmalarının avantajı, ilaca direnç veya duyarlılık hakkında hızlı 

şekilde bilgi elde etmek için yüksek verimli taramaya izin vermesidir. Diğer bir araştırma 

yolu fare modellerinin kullanılması olmuştur. Transgenik, knock-out ve kimyasal 

mutajenlere kadar çeşitli modeller, tümör gelişimi, tümör mikroçevresi ve metastazı 

incelemek için kullanılmıştır. Ek olarak, transgenik farelerdeki tümör genomik bilgisinin 

çözülmesi, transgenik fare modelleri ile insan meme kanseri arasındaki benzerliği 

göstermiştir. Örneğin, insan meme kanserine benzerlik gösteren, hem MMTV-Myc hem de 

MMTV-Met transgenik farelerde önemli gen ekspresyonu heterojenliği gözlenmiştir (172–

174). Fare modellerinin temel karakterizasyonuna ek olarak, son çalışmalar, transgenik 

farelerin tedavinin geliştirilmesinde umut verici bir rol oynadığını göstermiştir. Drost ve 

ark. farklı BRCA1 mutasyonları taşıyan transgenik farelerin, hedefli tedaviye karşı farklı 

tepkilere sahip olduğunu ve ilaç direncinde görev alan BRCA1 protein bölgesinin 

tanımlanması gerekliliğini belirlemişlerdir (175). Transgenik farelerde bu hedeflerin 

belirlenmesinde daha yeni bir gelişme, özellikle TNBC araştırmalarında PDX modellerinin 

geliştirilmesi olmuştur. Bu PDX'ler hem birincil hem de metastatik meme kanserinin 

moleküler özelliklerini özetler (176). BRCA1 ile ilişkili ilaç direnci çalışmasında, PDX 

numunesinin orijinal meme kanseri hastasına benzer şekilde PARP inhibitörlerine karşı 

dirence sahip olduğu gösterilmiştir (177). Sonuç olarak meme kanserini anlamanın odağı, 

hedefli terapi ve kombinasyon tedavilerinin geliştirilmesinde önemli ilerlemelere yol 

açacaktır. 

 

 

 



38 

 

3. GEREKÇE VE AMAÇ 

 Meme kanseri heterojenik bir hastalık olup çeşitli tümör özellikleri farklı tedavi 

cevaplarını oluşturmaktadır. Çok-sebepli, kompleks bir genetik hastalık olan meme kanseri 

moleküler düzeyde yüksek işlem hacimli mikrodizin çalışmaları aracılığıyla detaylı bir 

şekilde araştırılmış ve moleküler alt tiplere (Luminal A, Luminal B ve HER2) normal-

benzeri ve bazal benzeri (üçlü-negatif: ER-, PR-, HER2-) ve reseptör ifade durumuna göre 

de (ER-, PR-, HER2-) farklı klinik alt tiplere sınıflandırılmıştır. Bu alt tipler farklı 

biyolojik davranışlar ve tedavi duyarlılığı göstermektedir. Bu nedenle hem moleküler 

sınıflandırmalar hem de patolojik sınıflandırmalar meme kanseri hastalarının tedavi 

sürecine karar verme açısından büyük önem taşımaktadır.  

Son yıllarda moleküler biyoloji temel alınarak yapılan meme kanseri sınıflandırılmasına 

paralel olarak araştırmacılar tarafından tümör oluşumu, korunması ve yayılmasında yer 

alan süreçleri kontrol eden sinyal yolakları incelenmeye başlanmıştır. Tümör gelişiminde 

gerekli olan ve sonradan çeşitli düzenlemelerle edinilen özelliklerden olan hücre 

çoğalmasının sürekliliği, büyüme kontrol mekanizmalarından kaçış, hücre ölümüne direnç, 

sınırsız çoğalma kapasitesi, genomik dengesizlik, invazyon ve yayılma gibi mekanizmalar 

değerlendirilmiştir. 

Küçük, protein kodlamayan endojen RNA molekülleri olarak tanımlanan mikroRNA’ların 

(miRNA) düzenleyici rolleri üzerine yapılan deneyler bu molekülerin hücre gelişimi, 

bölünmesi, farklılaşması ve programlı hücre ölümü gibi çeşitli hücresel fonksiyonlarda rol 

aldığını göstermiştir. Bu fonksiyonların kanserde genellikle düzensiz olduğunun bilinmesi 

miRNA’ların kanserle olabilecek ilişkilerine dikkat çekmektedir. 

Meme kanserinde kullanılan kemoterapi, cerrahi müdahale, radyoterapi gibi geleneksel 

yöntemler günümüzde etkin olmasına rağmen bu yöntemlerin kaçınılmaz yan etkileri 

bulunmaktadır. Kanserde miRNA’nın etkin rolünün anlaşılması sonucunda mikroRNA 

temelli terapiler potansiyel araştırma konusu haline gelmiş ve klinik öncesi modellemede 

miRNA’ların kullanımı araştırılmaya başlanmıştır. 

Bu tez kapsamında meme kanseri tedavisinde kullanılabilecek, meme kanseri alt 

tiplerinden bağımsız ve halen kullanılmakta olan terapi ajanlarına yardımcı olabilecek 
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mikroRNA’nın (miRNA) potansiyel etki mekanizmalarının aydınlatılması amaçlanmıştır. 

Fonksiyonel miRNA bağlantı ağının ve hedeflerinin tanımlanması miRNA’ların potansiyel 

terapatik hedef olmasına katkı sağlayabileceği düşünülmektedir.  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. MEME KANSERİ HÜCRE HATLARI 

Meme kanserinin farklı alt tiplerini temsil eden hücre hatları ATCC ’den alınmıştır. 

Hücrelerin tipleri, kullanılan besiyeri ve içerikleri Çizelge 4.1.’de verilmiştir. Her hücre 

için RRID numaraları “Cellosaurus – ExPASy” portalından edinilmiştir.  

Çizelge 4.1. Hücrelerin tipleri, kullanılan besiyeri ve içerikleri. 

Hücre hattı 

Kullanılan 

besiyeri katalog 

numaraları 

Ortam içeriği 

MCF-7 

(RRID:CVCL_0031) 
Lonza (BE12-741F) 

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 + 

%1Penisilin/Streptomisin 

MDA-MB-231 

(RRID:CVCL_0062) 
Lonza (BE12-741F) 

DMEM + L-Glutamin + 

%10FBS + 

%1Penisilin/Streptomisin 

MDA-MB-468 

(RRID:CVCL_0419) 
Lonza (BE12-611F) 

EMEM + L-Glutamin + 

%10FBS + 

%1Penisilin/Streptomisin 

BT-20 

(RRID:CVCL_0178) 
Lonza (BE12-611F) 

EMEM + L-Glutamin + 

%10FBS + 

%1Penisilin/Streptomisin 

MDA-MB-157 

(RRID:CVCL_0618) 

HyClone 

(SH30021.01) 

Dulbecco's Low Glucose 

Modified Eagles Medium + L-

Glutamin + Soydum pürivat 

+%10FBS + 

%1Penisilin/Streptomisin 

 

4.1.2. TAMPON ÇÖZELTİLER 

% 10 APS                    0.1 gr APS (son hacim 1 ml ddH2O) 

1.5 M Tris (pH:8.8)    18.165 gr Tris-base (son hacim 100 ml ddH2O) 
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10X TBS  (pH:8.0)     2.19 gr Tris-Base, 87.76 gr NaCl (son hacim 1L ddH2O) 

20X TBE (pH:8.3)   121 gr Tris, 61.7 gr Boric acid, 7.4 gr Na-EDTA (1L ddH2O) 

5X Running Buffer     15 gr Tris, 72 gr Glycine, 5 gr SDS (son hacim 1L ddH2O) 

Wet Transfer Buffer    6gr Tris, 28.8 gr Glycine, 1ml  % 10 SDS, % 20 Methanol 

 

4.1.3. REAKTİF VE KİMYASALLAR 

1X PBS        Hyclone, SH30256.01 

2X protein loading dye    Advansta, R-03019-B50 

6X gel loading dye     New England Biolabs, B7021S 

Acrylamide/bisacrylamide   Sigma, A3574 

Agaroz      Lonza, 50004 

Allstar scrambled mimic negatif kontrol  Qiagen, SI03650318 

Ammonium per sulfate (APS)   Sigma, A3678 

Cell Proliferation Reagent WST-1  Roche, 4038377012001 

Chloroform      Sigma, C2432 

Coomasie Plus Bradford Assay   Thermo Scientific, 23209 

DharmaFect -1 Transfection Reagent  Dharmacon, T-2001-03 

dNTP-Mix     Thermo Scientific, R0192 

Ethanol      Merck, 1.00983.2511 

Ethidium bromide     SNPBiotech, SNPEB-5 

Fetal Bovine Serum (FBS)   Hyclone, SH30071.03  

Gene Ruler 100 bp DNA ladder   Thermo Scientific, SM0321 

Glycine      Sigma, G7126 

Hi-perfect Transfection Reagent   Qiagen, 301705 

Isopropanol      Sigma, I9516 

Matrigel Basement Membrane Matrix  Corning, 354234 

Methanol      Merck, 1.06007.2500 

miR-770-5p inhibitor     Dharmacon, IH-301013-03-0005 

miR-770-5p mimic     Qiagen, MSY0003948 

Molecular Biology Grade water     Hyclone, 01-869-1A  

PDVF membran 1 roll, 0.22 um   Advansta, L-08008-001  
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Penicillin/Streptomycin    Lonza, DE17-602E 

Protein ladder      New England Biolabs, P7712S 

scrambled inhibitor kontrol miRNA  Dharmacon, IN-001005-01-05 

SDS       Sigma, L4390 

Sodium chloride     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. ENZİMLER 

DNA Polymerase    Thermo Scientific, EP0402 

Dnase I     Thermo Scientific, EN0521 

 

4.1.5. KİTLER  

Complete Lysis-M      Roche, 4719956001 

EPIKTM Amplification Kit     Bioline, BIO-66025 

EZ DNA Methyation-Direct Kit    Zymo Research, D5020 

LightCycler 480 Syber Green Master  Roche, 4707516001 

miScript II 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 KULLANILDIĞI BASAMAKLAR 

 Çalışmamızda Tamoxifen (Tocris), Trastuzumab (Herceptin) uygulamaları 

yapılmış hücrelerin geçici transfeksiyonu için 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) kullanılmıştır.  

 

 RNA izolasyonu için Trizol (Qiagen), Kloroform (Sigma), İzopropanol (Sigma) 

kimyasalları kullanılmış, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche), 

LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche) ile mRNA profillemesi; miScript II 

RT Kit (Qiagen) ve miScript SYBR Green PCR (Qiagen) kitleri ile miRNA ifade 

profili incelenmiştir. 

 

 Proliferasyon deneyleri Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche) kimyasalı 

yardımıyla Wallac Victor Counter (Perkin Ekmer) cihazı ile gerçekleştirilmiştir.  

 

 İnvazyon deneyleri için xCELLigence invasion assay (ACEA);  DNA izolasyonu, 

bisülfit uygulaması ve metilasyon spesifik PZR işlemi için sırasıyla QIAamp DNA 

Mini kit (Qiagen), EZ DNA Methyation kit (Zymo Research) ve EPIKTM 

Amplification Kit (Bioline) kitleri kullanılmıştır.  

 

 İlgili miRNA’nın sinyal iletim sistemindeki etki mekanizması 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 

(1:1000) (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 antikorları yardımıyla araştırılmıştır.  

4.2. YÖNTEM  

miR-770-5p ‘nin antikanser etkinliğinin belirlenmesinde in vitro koşullarda meme kanseri 

hücre hatlarında proliferasyon, motilite ve invazyon kapasiteleri üzerindeki etkileri ve bu 

miRNA’nın etki mekanizmalarını araştırmak için aşağıda bahsedilen yöntemler 

kullanılarak deneyler tamamlanmıştır. 

4.2.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ KURULMASI VE İDAMESİ 

Hücreler Çizelge 4.1.’de belirtilen uygun besiyerinde, 37oC ve %5 CO2 ortamı sağlayan 

inkübatörde kültür edilmiştir. Hücrelerin devamlılığı T-25 (25 cm2’lik) ve T-75 (75 

cm2’lik) flasklarda sağlanmıştır. Flaskların % 80 oranında kaplanması durumunda hücreler 

tripsin enzimi ile muamele edilip kaldırılarak pasajlanmış ve çoğaltılmıştır. Uzun süreli 

stok olarak saklanacak olan hücreler, %10 DMSO ve %90 FBS içeren saklama ortamında 

dondurularak, sıvı nitrojende kriyoviallerde saklanmış ve her hücre hattının depolanması 

sağlanmıştır. 

4.2.2. ETKİN MİRNA KONSANTRASYONUNUN BELİRLENMESİ 

Transfeksiyon işleminde kullanılacak etkin miRNA mimic konsantrasyonunu 

belirlememek için dört farklı derişimde (5 nM, 10 nM, 25nM ve 50 nM) mimic veya 

scrambled kontrol (scr) karışımları hazırlanmıştır. miRNA inhibitör konsantrasyonunu 

belirlememek için 50 nM, 100 nM, 150nM ve 200 nM olacak şekilde inhibitör veya 

scrambled kontrol (scr) karışımları hazırlanmıştır. Bu aşamada 24-well plate kullanılması 

tercih edilmiştir. Hücreler tripsinlenip hücre sayımı yapılmıştır. Her kuyuda 1x105 hücre 

olacak şekilde ekim yapılmış ve yaklaşık 1 saat 370C ‘de ve %5 CO2 koşullarında 

inkübasyona bırakılmıştır. Ardından farklı konsantrasyonlarda hazırlanan mimic, inhibitör 

ya da scrambled kontrol (scr) karışımları damlalar halinde kuyulara eklenmiş ve 48 saat 

inkübe edilmiştir.  
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İnkübasyon sonrasında laboratuvarımızda optimize edilen ve Kısım 4.2.6 “RNA 

izolasyonu ve qRT-PZR” bölümünde detaylı olarak anlatılan şekilde RNA izolasyonu 

yapılmış ve miRNA-spesifik uygun primerler kullanılarak qRT-PZR ile transfeksiyon 

etkinliği kontrol edilmiştir. 

4.2.3. MİRNA’LARIN PROLİFERASYON ÜZERİNE ETKİSİNİN 

ARAŞTIRILMASI 

Kullanılacak hücreler tripsinlenip hücre sayımı yapılmıştır. Transfeksiyon işlemi 96-well 

plate kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Her kuyuda 1x104 hücre olacak şekilde 

hesaplanmıştır. 5 nM, 10 nM, 25 nM ve 50 nM olacak şekilde mimic ve scrambled kontrol 

(scr) sulandırmaları hazırlanmıştır. 96-well plate içerisinde 2µL mimic ya da scrambled 

siRNA karışımları bırakılmış ve üzerine 25 µL transfeksiyon ajanı ve serum içermeyen 

medium karışımı eklenmiştir. 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Ardından her 

kuyuya 175 µL (1x104) olacak şekilde hücre eklenip hücreler normal büyüme koşullarında 

370C ‘de 48 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında WST1 protokolü 

uygulanarak miRNA’nın hücre çoğalmasına etkisi belirlenmiştir. 

4.2.4. HÜCRELERİN MİR-770-5P İLE BİRLİKTE İLAÇLARA OLAN 

DUYARLILIĞININ WST-1 PROTOKOLÜ İLE BELİRLENMESİ 

MCF-7, SK-BR-3, BT-474 hücre hatlarında ilaç ile birlikte belirtilen miRNA’nın ilaç 

konsantrasyonu üzerine etkisi WST-1 protokolü ile belirlenmiştir. Daha önceki 

çalışmamızda belirlenen farklı konsantrasyonlarda tamoxifen ya da trastuzumab ile birlikte 

25 nM miRNA mimic veya scrambled kontrol (scr) transfeksiyon işlemi 96 kuyucuklu 

hücre plaklarında gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.1.). Trastuzumab uygulaması için 0.1, 0.5, 1, 

2, 6 µg/ml konsantrasyonlar belirlenmiştir. Tamoxifen için belirlenen konsantrasyonlar ise 

1, 5, 10, 20, 40 uM şeklindedir. 
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Şekil 4.1. İlaç etkinliğinin belirlenmesi için yapılan WST-1 uygulamasının 96 kuyucuklu 

plak üzerinde deney düzeneği. 

4.2.5. MOTİLİTE VE İNVAZYON DENEYLERİ 

miRNA’nın in vitro koşullarda hücre motilitesi üzerindeki etkisini araştırmak için 

öncelikle “Wound Healing Assay (WHA)” yapılmıştır. Bu yöntem, in vitro hücre göçünün 

ölçülmesi için kolay, düşük maliyetli ve iyi geliştirilmiş bir yöntemdir. Temel olarak, hücre 

tek katmanında bir "çizik" oluşturmayı, hücrelerin göçü sırasında çiziklerin kapanıp – 

kapanmadığını izlemek için başlangıçta ve düzenli aralıklarla görüntü yakalama ve 

hücrelerin göç hızını nicelleştirmek için görüntüleri karşılaştırmayı içerir. 

Hücre sayımı yapıldıktan sonra 6 kuyucuklu plakalara uygun koşullarda ekilmiş ve 

ardından miR-770-5p mimic, miR-770-5p inhibitor ve scrambled kontrol (scr) 

transfeksiyonu yapılmıştır. Transfeksiyon işleminin ardından hücre katmanı üzerinde 20 ul 

pipet ucu yardımıyla çizik oluşturulmuş ve başlangıçtan (0 saat) itibaren her 24 saat 

sonunda görüntü alınmıştır. Ardından elde edilen görüntüler “T-scratch” programı ile 

analiz edilmiştir. 

Real-time (eş zamanlı) invazyon deneyleri için 16 kuyulu CIM plaka (ACEA) 

kullanılmıştır. Hücreler öncelikle 6 kuyulu plakalara ekilmiş ve miRNA ya da scrambled 

kontrol ile transfekte edilmiştir. İnvazyon deneyi için CIM plakanın üst katmanı 400 ug/ml 
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matrigel ile kaplanmış ve 370C ‘de 4 saat inkübe edilmiştir. Plakanın alt katmanındaki 

kuyulara 160 ul FBS içeren besiyeri eklenmiş ve alt ile üst katman dikkatlice 

birleştirilmiştir. Ardından 50 ul FBS içermeyen besiyeri üst katmandaki her kuyuya 

eklenmiş ve 370C ‘de 1 saat inkübe edilmiştir.  24 saat sonunda transfekte edilen hücreler 

tripsinlenip kaldırılmış ve hücre sayımı yapılmıştır. Her kuyuya 40.000 hücre olacak 

şekilde hesaplanıp ekilmiş ve 30 dk oda sıcaklığında hücrelerin plakaya tutunması için 

bekletilmiştir. Ardından RTCA cihazına (ACEA) yerleştirilmiş ve 24 saat sonunda elde 

edilen sonuçlar analiz edilmiştir.  

4.2.6. RNA İZOLASYONU VE QRT-PZR  

4.2.6.1. RNA İzolasyonu 

Hücreler soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra, kazıyıcı yardımı ile kaldırılıp 1.5 ml’lik 

tüplere alınarak +40C , 2000 g’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Ardından hücre peletleri üzerine 

500 ul QIAzol eklenip örnekler enjektörden geçirilmiş ve üzerine 100 µl kloroform 

eklenerek sertçe çalkalandıktan sonra 2 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 4oC’de 

13.000 rpm 15 dk boyunca santrifüj edilmiştir. Üst tarafta kalan berrak faz pipet 

yardımıyla dikatlice toplanıp temiz 1.5 ml’lik tüplere alınmış ve üzerine 250 ul 

izopropanol eklenip pipetaj yapılmıştır. Oda sıcaklığında 10 dk inkübasyon sonrasında 

örnekler 4oC’de 13.000 rpm 15 dk santrifüj edilmiş ve süpernatan pelete dikkat edilerek 

dikkatlice uzaklaştırılmıştır. Pellet üzerine 500 ul taze hazırlanmış %70’lik Ethanol 

eklenerek 4oC’de 10.000 rpm 5 dk santrifüj yapılmıştır. Ethanol uzaklaştırıldıktan sonra bu 

işlem tekrarlanmıştır. Pelet 20 µl su ile çözülmüş ve buz üzerine alınmıştır. Ardından 

Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) kullanılarak RNA kantifikasyonu yapılmıştır. Ek 

olarak RNA örnekleri %1’lik agaroz jelde 100V 30 dk yürütülmüş ve UV görüntüleme 

sistemi (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanılarak görüntülenmiştir. Elde 

edilen RNA örnekleri EK  1’de listelenmiştir.  

4.2.6.2. cDNA Sentezi ve qRT-PZR Protokolü 

miR-770-5p ve scrambled kontrol (scr) transfeksiyonu ardından elde edilen total RNA’lar 

ile birlikte kontrol hücrelerden elde edilen total RNA’ların cDNA sentezi yapılmıştır. Bu 

işlemi gerçekleştirmek için “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)” kiti 

kullanılmıştır. Her örneğin konsantrasyonu 1000 ng olacak şekilde Rnazsız su ile 
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sulandırılmış ve aşağıda belirtilen karışım hazırlanarak örneklerin üzerine eklenmiştir 

(Çizelge 4.2.).  

Çizelge 4.2. cDNA sentez reaksiyonu 

Reaktif Miktar 

(µl) 

5X Buffer 4 

RNAse Inhibitor 0,5 

dNTP 2 

Anchored-oligo(dT)18 Primer 1 

Reverse Transcriptase 0,5 

RNAsız su değişken 

Total RNA (1000 ng) değişken 

Toplam 20 

 

Bu işlem için öncelikle RNA ve Oligo(dT) primer karışımı 65 0C’de 10 dakika denatüre 

edilmiştir. Sonrasında tüplere 5X buffer, Rnaz inhibitörü, dNTP karışımı ve enzim eklenip 

kısa santrifüj işleminden sonra 500C’de 60 dakika ardından 850C’de 5 dakika inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon işleminin ardından tüpler buz üzerine alınıp üzerine 1:5 dilüsyon 

olacak şekilde 80 µl su eklenip iyice pipetlenmiş ve böylece 10ng/µl olarak bir sonraki 

işleme geçilmiştir. 

Belirlenen mimic ve inhibitörler ile muamele edilmiş hücrelerden elde edilen cDNA’lar 

qRT-PZR deneylerinde kalıp DNA olarak kullanılmıştır. Belirlenen spesifik primerler 

yardımıyla kullanılarak real-time reaksiyonu hazırlanmıştır. Elde edilen Ct değerleri ΔΔCt 

metodu kullanılarak analiz edilmiştir. mRNA ifade analizi için referans gen olarak GAPDH 

seçilmiştir. Bu işlem “LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche)” kiti kullanılarak 

belirlenen koşullarda Light Cycler 480 (Roche) cihazı ile tamamlanmıştır (Çizelge 4.3.). Eş 

zamanlı qRT-PZR reaksiyonu sonrasında örnekler %2 ‘lik agaroz jelde yürütülmüştür. 

Temsili jel görüntüsü EK  2’de yer almaktadır.  
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Çizelge 4.3. Eş-zamanlı PZR reaksiyonu 

Reaktif Miktar (µl) 

SYBR Green Mix 5 

Forward Primer (FP) 0,4 

Reverse Primer (RP) 0,4 

cDNA (10 ng/µL) 1 

RNAsız su 3,2 

Toplam 10 

miRNA hedef genleri için uygun primerler “Primer3” programı kullanılarak tasarlanmış ve 

Çizelge 4.4.’ de listelenmiştir.  

Çizelge 4.4. qRT-PZR için kullanılan primer dizileri.  

PRİMER ADI PRİMER DİZİSİ (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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ITGA6_F AACCAGCAAGGCAGATGGAA 

ITGA6_R CCCTTGAGAACCTGTGTTGGT 

NOTCH3_F GCATGTGACCAGGATGTGGA 

NOTCH3_R CCGACAGACACTCGTTGACA 

PARVB_F AATGTGGCTGAGGTGACACA 

PARVB_R TCTTCCCGTGAATTGAGTCC 

PIP5K1C_F AGGCCATCGAATCGGATGAC 

PIP5K1C_R CCGAAAGACCGTGTTGCTCA 

PTK2_F GCGTCTAATCCGACAGCAAC 

PTK2_R GCAGGATTTCTTTCCGCCCAA 

RAC1_F ATAACCTCCCGGGGCAAAGA 

RAC1_R CTGCGGATAGGTGATGGGAG 

RAC2_F CGGTGAAATACCTGGAGTGC 

RAC2_R ATCAGGCTTTGGGTGGGGAT 

ROCK1_F AGTGAAGGTGATTGGTAGAGGT 

ROCK1_R ATGATGTCCCTTTCTTCCCAG 

SNAI1_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 İfadesi İçin cDNA Sentezi ve qRT-PZR  

miRNA cDNA sentezi için miScript II RT kit (Qiagen) kullanılmıştır. miRNA reverse 

transcription (RT) reaksiyonu Çizelge 4.5.‘deki gibi hazırlanmış ve 370C’de 60 dakika 

ardından 950C’de 5 dakika ve 40C’de 5 dakika inkübe edilmiştir. Örnekler 1:10 dilüsyon 

olacak şekilde sulandırılmış (5 ng/ul) ve -200C’ye kaldırılmıştır.  

Çizelge 4.5. miRNA RT reaksiyonu 

Reaktif Miktar (µl) 

5X miScript HiSpec Buffer 4 

10X Nucleics Mix 2 

miScript RT Mix 2 

RNA (1000 ng) değişken 

RNAsız su değişken 

Toplam 20 

 

miRNA qRT-PZR işlemi için miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) ve miScript primer 

assay (Qiagen) kullanılmıştır. Primer dizileri EK  3’de yer almakta olup spesifik miRNA 

primerleri 500 ul TE ile dilue edilmiştir. Çizelge 4.6.‘daki karışım hazırlanmış ve Light 

Cycler 480 (Roche) cihazında qRT-PZR işlemi gerçekleştirilmiştir. Referans olarak RNU6 

seçilmiştir.  

Çizelge 4.6. miRNA qRT-PZR reaksiyonu 

Reaktif Miktar (µl) 

SYBR Green Mix 5 

10X UP 1 

10X Primer Assay 1 

cDNA (5ng/ul) 1 

RNAsız su 2 

Toplam 10 
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4.2.7. PROTEİN İZOLASYONU VE WESTERN BLOT 

Hücreler 6 kuyulu plakalara ekilmiş, transfeksiyon ya da ilaç uygulamaları yapılmıştır. 

Ardından hücreler 2000 g’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Supernatan uzaklaştırılmış ve 

üzerine yaklaşık 50-100 ul Lysis Buffer eklenip karıştırılmıştır. 5 dk orbital shaker’da 

karıştırıldıktan sonra 13.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Supernatan temiz 1.5 ml 

tüplere alınmış ve Coomasie Plus Bradford Assay (Thermo) solüsyonu kullanılarak Wallac 

Victor Counter (Perkin Ekmer) cihazı yardımıyla protein ölçümü yapılmıştır. Protein 

miktarını hesaplamak için değişen konsantrasyonlarda BSA ile standard eğri çizilmiştir. 

Elde edilen protein konsantrasyonları EK  4’de listelenmiştir.  

Protein örnekleri 2X protein loading dye ile karıştırılıp 990C 10 dk inkübe edilmiştir. SDS-

page için % 8, % 10 ve % 12 ‘lik resolving jel (Çizelge 4.7.) ve % 5’lik stacking jel 

Çizelge 4.8.‘de yer alan miktarlar kullanılarak hazırlanmıştır.  

Çizelge 4.7. Resolving jel yüzdeleri ve içerikleri 

İçerik 

(Resolving 

Jel) 

%8  % 10 % 12 

5 ml 5 ml 5 ml 

ddH2O (ml) 2.3 1.9 1.6 

%30 Ac/BisAc 

(ml) 

1.3 1.7 2.0 

1.5 M Tris 

(ph=8.8) (ml) 

1.3 1.3 1.3 

%10 SDS (µl) 50 50 50 

%10 APS (µl) 50 50 50 

TEMED (µl) 3 2 2 
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Çizelge 4.8. Stacking jel içeriği 

% 5 (Stacking Jel) 3 ml 

ddH2O (ml) 2.10 

%30 Ac/BisAc (ml) 0.50 

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

%10 SDS (µl) 30 

%10 APS (µl) 30 

TEMED (µl) 3 

 

Öncelikle çalışılacak proteinin ağırlığına (kDa) göre jelin çözünürlüğü belirlenir ve jel 

hazırlanır, en son TEMED eklenir. Jel döküldükten sonra havayla jelin temas etmemesi 

için %100 ethanol ile üzeri kaplanır. Polimerleşme tamamlandıktan sonra ethanol ddH2O 

ile yıkanarak uzaklaştırılır. Kalan su Wattman kağıdı ile jele dokunmadan kenardan 

toplanır. Üzerine stacking jel dökülür ve tarak yerleştirilir. Polimerleşme tamamlandığında 

tarak dikkatlice çekilerek kuyular enjektör yardımıyla yırtmadan temizlenir. 10-15 ug 

protein kuyulara dikkatlice yüklenir. 80V’da 20 dk ardından 100V’da yaklaşık 2 saat 

yürütülür. Bu süre içerisinde protein ladder takip edilmelidir.  

PVDF membran uygun boyutlarda kesilir. Öncelikle metanol, ardından ddH2O ve en son 

Wet Transfer tampon çözeltisi içerisine alınır. Transfer sandviçi sünger ve wattman 

kağıtları arasında kalacak şekilde ve geçiş yönüne dikkat edilerek hazırlanır. Transfer 

işlemi 70V’da 90 dk gerçekleştirilir. Transfer işlemi bittikten sonra %5’lik blocking 

solüsyonu hazırlanır ve membran blocking solüsyonu içinde 1 saat boyunca çalkalayıcıda 

bırakılır. Ardından blocking solüsyonu dökülür, 1X TBS-T ile yıkanır ve üzerine primer 
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antikor eklenerek gece boyu çalkalayıcıda bırakılır. Bu işlemin ardından 3 kez 1X TBS-T 

ile yıkanan membran üzerine sekonder antikor eklenir ve 1 saat inkübe edilir. Sekonder 

antikor ile muamele edilen membran ardından 3 kez 5’er dakika TBS-T ile yıkanır. Bu 

işlemin ardından HRP substratı olan görüntüleme kiti kullanılarak LI-COR cihazı 

yardımıyla görüntü alınır.  

Çalışmamızda kullanılan primer ve sekonder antikorlar  Çizelge 4.9.‘da listelenmiştir.  

Çizelge 4.9. Western Blotlama için kullanılan antikor listesi 

Antikor Adı Markası Katalog No Dilusyon Oranı 

AKT SantaCruz sc8312 1:1000 

Beta-actin Biolegend 643802 1:1000 

E-Cadherin Cell Signaling 24E10 1:1000 

EGFR SantaCruz sc53274 1:1000 

ERK2 SantaCruz sc154 1:1000 

GAPDH SantaCruz sc47724 1:1000 

HER3 Cell Signaling 1B2E 1:1000 

HRP-conjugated 

Anti-Mouse 

Biolegend 405306 1:5000 

HRP-conjugated 

Anti-Rabbit 

Cell Signaling 7074S 1:10000 

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 sc81490 1:1000 

SNAIL Cell Signaling C15D3 1:500 

Vimentin Cell Signaling D21H3 1:1000 
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4.2.8. DNA İZOLASYONU VE METİLASYON SPESİFİK PZR  

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hücrelerinden QIAamp DNA Mini kit (Qiagen) 

yardımıyla üretici firmanın protokolü uygularak DNA izolasyonu yapılmıştır. Protokol 

detayları aşağıdadır:  

 Ön hazırlık olarak kuru ısıtıcı bloklar açılıp 56°C ve 70°C’ye getirilmiştir. 

 Buffer AE ve Buffer ATL oda ısısına getirilmiştir.  

 Kullanılacak diğer malzemelerin miktarı kontrol edilip örnek sayısı kadar 1.5 ml 

tüp ve filtreli tüp hazırlanmış ve numaralandırılmıştır. 

 Hücre kültüründen elde edilen peletin üzerine 180µl Buffer ATL pipetlenip pipetaj 

yapıldıktan sonra üzerine 20µl Proteinaz K eklenmiştir. 15-20 sn karşıtırılan tüpler 

56°C de 15 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

 İnkübasyon sonrası tüplere 200’er µl Buffer AL pipetlenmiş 15-20 sn 

karşıtırıldıktan sonra 70°C de 10 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

 İnkübasyon sonrası tüplere 200’er µl ethanol eklenip 15-20 sn karşıtırılmış 3-5sn 

santrüfüj edilmiştir. 

 Tüp içeriğinin hepsi filtreli kolona aktarılmış ve 8000 rpm’de 1 dk sanrüfüj 

edilmiştir. 

 Filtreler temiz tüpe aktarılmış, her bir tüpe 500 µl Buffer AW1 pipetlenmiştir. 

Ardından örnekler 8000 rpm’de 1 dk sanrüfüj edilmiştir. 

 Filtreler temiz tüpe aktarılmış her bir tüpe 500 µl Buffer AW2 pipetlenmiş ve 13000 

rpm’de 3 dk santrüfüj edilmiştir. 

 Fitreler temiz tüpe aktarılır. 13000 rpm’de 1 dk santrüfüj edilmiştir. Bu basamak 

filtrenin tamamen kurutulması içindir.  

 Filtreler 1.5 ml tüplere aktarılıp 50 µl Buffer AE pipetlenmiş, 5dk oda ısısında 

bekletilmiştir. 

 Ardından örnekler 8000 rpm ’de 1 dk santrüfüj edilmiştir. 

 Santrüfüj sonunda filtrre atılmış ve DNA örnekleri NanoDrop cihazında ölçülüp               

-20°C ‘ye kaldırılmıştır. Ölçüm sonuçları ve temsili jel görüntüsü EK  5’de yer 

almaktadır.   
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Metilasyon spesifik PZR (MS-PZR) öncesi 500 ng genomik DNA’ya EZ DNA Methyation 

kit (Zymo Research) ile bisülfit uygulaması yapılmıştır. Ardından CDH1 metile ya da 

metile olmayan primerler (Çizelge 4.11.) ile EPIKTM Amplification Kit (Bioline) 

kullanılarak PZR işlemi gerçekleştirilmiştir. PZR koşulları Çizelge 4.10.‘da yer almaktadır.  

Çizelge 4.10. Metilasyon spesifik PZR koşulları 

 

 

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

Primer Adı Primer Dizisi (5’---3’) 

            CDH1_M_F 

TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC 

CDH1_M_R 

CGAATACGATCGAATCGAACCG 

CDH1_U_F 

TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT 

CDH1_U_R 

ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA 

 

Sıcaklık Zaman 

95 0C 5 dakika 

95 0C 30 saniye  

40 

döngü 

57 0C 45 saniye 

72 0C 1 dakika 

72 0C 5 dakika 

4 0C ∞ 
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4.2.9. BİYOİNFORMATİK VE İSTATİSTİKSEL ANALİZLER  

4.2.9.1. Biyoinformatik Analizler 

Çalışmamızda miRNA’ların tahmini hedeflerini belirlemek amacıyla miRWalk 2.0 (179) 

programından faydalanılmıştır. Zenginleştirme analizleri Webgestalt aracılığıyla 

yapılmıştır (180,181). miRNA’nın tümör dokularındaki ifade seviyeleri TCGA 

XenaBrowser (182) ile gerçekleştirilmiştir. miRNA-Hedef gen ilişkisini araştırmak için 

TargetScan (131,183) programından faydalanılmıştır. Tez kapsamında kullanılan tüm 

primerler (metilasyon spesifik CDH1 hariç) NCBI, Primer-Blast (184) yardımıyla 

tasarlanmış ve UCSC In-Silico PCR (185) ile kontrol edilmiştir. Wound Healing Assay 

çalışmalarında Tscracth (186) programı yardımıyla açık alan hesaplamaları yapılmış ve 

grafiklendirilmiştir. Protein ve PZR jel görüntüleri Image J (187) programı aracılığıyla 

değerlendirilmiştir. İnvazyon deneylerinin gerçekleştirildiği CIM plate sonuçları RTCA 

Data Analysis Software (ACEA) programıyla analiz edilmiştir. İlaç etkinliği deneylerinde 

Graphpad Prism version 6.04 software progrmından yararlanılmıştır.  

4.2.9.2. İstatistiksel Analizler 

Tüm deneyler her biri en az iki biyolojik ve iki teknik tekrar ile gerçekleştirilmiştir. İki 

örnek arasında istatistiksel olarak anlamlı olduğu düşünülen farklılıkları test etmek için 

Student’s t-test uygulanmış ve anlamlılık derecesi p<0,05 olarak kabul edilmiştir. Sadece 

ilaç veya ilaç ile birlikte miR-770-5p mimic transfeksiyon deneylerinde doz-yanıt verilerini 

analiz etmek için doğrusal olmayan regresyon (curve fit) yöntemi kullanılmıştır. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Bu tez kapsamında östrojen reseptör pozitif (ER+) ve HER2 (+) meme kanseri hücre 

hatlarında belirli konsantrasyonda ilaç uygulamaları sonucunda elde edilen ve ortak yanıt 

olarak ortaya çıkan miRNA’lardan biri olan miR-770-5p’nin 6 farklı meme kanseri hücre 

hattında antikanser etkinliği ve miR-770-5p’nin etki mekanizmasını tanımlayan araştırma 

bulguları yer almaktadır. Ayrıca miR-770-5p ER/HER2 ve ER/IGF1R/EGFR arasındaki 

karşılıklı etkileşimdeki rollerine ait bulguları içermektedir. 

5.1. RESEPTÖR POZİTİF HÜCRELERDE İLAÇ İLE BİRLİKTE MİR-770-

5P’NİN PROLİFERASYON, MOTİLİTE VE İNVAZYON KAPASİTESİ ÜZERİNE 

ETKİSİ 

Önceki çalışmamızda yer alan SK-BR-3 ve BT-474 hücrelerinde trastuzumab uygulaması 

sonrasında yapılan miRNA qRT-PZR array verileri ile MCF-7 ve BT-474 hücrelerinde 

tamoxifen uygulamasının ardından yapılan qRT-PZR array veriseti VENNY programı 

aracılığıyla kesiştirilmiş ER/PR/HER2 reseptörlerinden ve iki farklı ilaçtan bağımsız 

olarak ifadesi ortak artan tek miRNA miR-770-5p olarak belirlenmiştir (Şekil 5.1.). Üç 

hücre hattında da ortak olarak ifadesi azalan 11 mikroRNA EK 6‘da listelenmiştir (Şekil 

5.1.).  
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Şekil 5.1. Tamoxifen ve trastuzumab cevabında değişen mikroRNA’lar. a. BT-474, MCF-7 

ve SK-BR-3 hücrelerinde ifadesi artan miRNA’lar. b. BT-474, MCF-7 ve SK-BR-3 

hücrelerinde ifadesi azalan miRNA’ları göstermektedir.  

miR-770-5p’nin klinik öneminin araştırılması için TCGA veritabanından faydalanılmıştır. 

miR-770-5p’nin tümör dokularındaki ifade seviyesi TCGA Breast Cancer BRCA (n=1247) 

veri seti kullanılarak XenaBrowser (182) programı ile analiz edilmiş ve tümör dokularında 

miR-770-5p’nin ifadesinin azaldığı görülmüştür (Şekil 5.2.). Ayrıca labarovutarımızda 

bulunan 6 farklı meme kanseri hücre hattında miR-770-5p ifade profili incelenmiştir ve 

tümör hücrelerinde miR-770-5p’nin ifadesinin azaldığı dikkat çekmiştir (Şekil 5.2.). 

TCGA veriseti analizi ve meme kanseri hücre hatlarından elde edilen sonuçlar tutarlı 

olarak bu miRNA’nın ifadesinin tümörlerde azaldığını göstermiştir. Tümörde bu 

mikroRNA’nın ifadesini artırmanın tedaviye yardımcı olabileceği fikrinden yola çıkarak 

BT-474 hücrelerinde bu mikroRNA ifadesinin mimic transfesksiyonu ile geçiçi olarak 

artırılması sağlanmıştır.   

 

a. b. 
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Şekil 5.2. miR-770-5p ’nin ifadesinin belirlenmesi. a. TCGA veriseti yardımıyla bu 

mikroRNA’nın tümörlerde ifadesinin anlamlı olarak azaldığı görülmüştür (n=1247, 

p=0.00005621).  b. Benzer şekilde 6 farklı ATCC meme kanseri hücre hattında da mir-

770-5p ifadesi incelenmiş ve reseptör pozitif hücreler içerisinde BT-474 hücrelerinde diğer 

tümör hücrelerine göre ifadesinin düşük olduğu saptanmıştır. 

Östrojen reseptör pozitif (ER+) ve HER2 pozitif (HER2+) meme kanseri hücre hattı olan 

BT-474 hücrelerinde değişen konsantrasyonlarda miR-770-5p transfeksiyonu yapılmış ve 

etkin konsantrasyon 25 nM olarak belirlenmiştir. Ardından BT-474 hücrelerine miR-770-

5p ve scrambled kontrol (scr) kullanılarak belirlenen etkin konsantrasyon (25 nM) ile 

transfeksiyon yapılmış ve mikroRNA’nın proliferasyon üzerine etkisi incelenmiştir. Elde 

edilen veriler ışığında tek başına miR-770-5p’nin scrambled kontrole kıyasla hücre 

canlılığını yaklaşık % 10 oranında azalttığı bulunmuştur (Şekil 5.3.) (n=2, *p<0.005).  
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Şekil 5.3. BT-474 hücrelerinde miR-770-5p’nin proliferasyon üzerine etkisi. Farklı 

konsantrasyonlarda yapılan trasnsfeksiyon sonuçları değerlendirilmiş ve etkin 

konsantrasyon olarak 25 nM belirlenmiştir. BT-474 hücrelerinde miR-770-5p (25 nM)’nin 

hücre canlılığını azalttığı görülmüştür (n=2, *p<0.005). 

miR-770-5p’nin trastuzumab ve tamoxifen etkinliğine olan etkisinin araştırılması için ek 

olarak trastuzumab veya tamoxifen ile birlikte mir-770-5p transfeksiyonu yapılmış ve her 

iki ilacın da etkinliğini anlamlı olarak artırdığı gözlenmiştir (Şekil 5.4.).  
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Şekil 5.4. miR-770-5p’nin ilaç ile birlikte proliferasyon üzerine etkisi. BT-474, SK-BR-3 

ve MCF-7 hücrelerinde trastuzumab veya tamoxifen ile birlikte miR-770-5p’nin 

proliferasyon üzerine etkisi incelenmiş ve ilaçlar ile birlikte hücre canlılığını sadece ilaca 

kıyasla daha da azalttığı saptanmıştır (**p<0.0001; *p<0.002). 
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Trastuzumab ve tamoxifen varlığında ortak hedef olarak belirlemiş olduğumuz miR-770-

5p’nin potansiyel moleküler fonksiyonunun araştırılması için öncelikle in silico yöntemler 

ile hedef genleri belirlenmiş ve yolak zenginleştirme analizleri gerçekleştirilmiştir. 

mirWalk2.0 (179) kullanılarak potansiyel hedef genleri belirlenmiş ve bu hedefler ile 

yapılan zenginleştirme analizi sonucunda ErbB, İnsulin ve MAPK sinyal yolağı gibi kanser 

oluşum ve gelişiminde önemli rol oynayan sinyal iletim sistemlerinin varlığı bulunmuştur 

(Çizelge 5.1.). 

Çizelge 5.1. miR-770-5p hedefleri ile yapılan zenginleştirme analizi verileri.  

Yolak İsmi  Hedef Gen Sayısı p-değeri 

ErbB sinyal yolağı 47 P=3.67e-18 

Kalsiyum sinyal yolağı 71 P=8.01e-18 

İnsülin sinyal yolağı 64 P=6.69e-20 

Fokal adezyon 91 P=2.84e-27 

MAPK sinyal yolağı 109 P=2.27e-27 

Zenginleştirme analizlerinden elde edilen yolaklar incelendiğinde hedef genlerin fokal 

adezyon, ErbB sinyal yolağı gibi hücrenin hareket ve invazyon kapasitesini etkileyebilecek 

yolaklarda rol aldığı dikkat çekmiştir. Bu bulgulardan yola çıkarak miR-770-5p’nin 

motilite üzerine etkisini incelemek amacıyla reseptör pozitif üç hücre hattında da (BT-474, 

SK-BR-3 ve MCF-7) miR-770-5p mimic transfeksiyonunun ardından yara iyileşme 

(Wound Healing Assay, WHA) deneyleri yapılmıştır. 72 saat sonunda miR-770-5p mimic 

ile transfekte edilen hücrelerde scr kıyasla boş alan varlığı gözlenmiş (Şekil 5.5.) ve 

Tscracth (186) programı yardımıyla açık alanlar hesaplanmış ve grafik haline getirilmiştir. 

Yara iyileşme deneyleri her üç hücre hattında da miR-770-5p’nin hücre hareketliliğini 

engellediğini göstermektedir (Şekil 5.5.). MCF-7 hücrelerinden elde edilen görüntüler EK 

7’de sunulmuştur.  
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Şekil 5.5. BT-474 ve SK-BR-3 hücrelerinde miR-770-5p motilite üzerine etkisi. Motilite 

hızı WHA ile değerlendirilmiş ve miR-770-5p mimic transfekte hücrelerde kontrole 

kıyasla motilite hızı azalmıştır (n=2, *p<0.005). 

Ek olarak miR-770-5p’nin invazyon yeteneği üzerine etkisi araştırılmış ve xCELLigence 

real-time cell analyzer ile yapılan invazyon deneyleri sonucunda miR-770-5p mimic 

transfekte BT-474 ve SKBR-3 hücrelerinde invazyon kinetiğinin anlamlı şekilde azaldığı 

belirlenmiştir (Şekil 5.6.).  
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Şekil 5.6. BT-474 ve SK-BR-3 hücrelerinde miR-770-5p invazyon üzerine etkisi. İnvazyon 

yeteneği xCELLigence real-time cell analyzer ile değerlendirilmiş ve miR-770-5p mimic 

transfekte hücrelerde kontrole kıyasla invazyon kinetiği azalmıştır (n=2, **p<0.0001).  
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5.1.1. MIR-770-5P’NİN HER2 SİNYAL İLETİMİNDEKİ ETKİ MEKANİZMASI 

Yapılan zenginleştirme analizi sonuçları miR-770-5p’nin ErbB2 (HER2) sinyal iletim 

sistemi üzerinde fonksiyonu olabileceğini düşündürmüştür. mirWalk programında 

potansiyel hedefler içerisinde ErbB2 varlığı belirlenmiş ve tek başına miR-770-5p mimic 

transfekte BT-474 hücrelerinde ErbB2 protein seviyesinin anlamlı olarak azaldığı 

görülmüştür (Şekil 5.7.). BT-474 ve SK-BR-3 hücrelerinde trastuzumab ile birlikte miR-

770-5p’nin ErbB2 protein seviyesini anlamlı olarak azalttığı belirlenmiştir (Şekil 5.7.).  

 

Şekil 5.7. miR-770-5p’nin  tek başına ve trastuzumab ile birlikte ErbB2 protein ifadesi 

üzerine etkisi. a. Her iki hücre hattında mir-770-5p mimic transfeksiyonu ile HER2 protein 

seviyesi azalmaktadır (n=3, p<0.05). b. Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p özellikle BT-

474 hücelerinde HER2 protein seviyesi azalmıştır (**p<0.05). 
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miR-770-5p’nin HER2 sinyal iletim sistemindeki rolünü incelemek amacıyla miR-770-5p 

mimic ile transfekte edilmiş BT-474 ve SK-BR-3 hücrelerinde HER2 iletim sisteminin 

aşağı akış elemanları üzerine etkisi değerlendirilmiştir. Bu amaçla PI3K ve MAPK sinyal 

ağının temel düzenleyicileri olarak bilinen AKT ve ERK proteinlerinin total ve fosforile 

formları incelenmiştir. Protein analiz sonuçları her iki hücre hattında da miR-770-5p mimic 

transfekte hücrelerde total ERK protein seviyesinin anlamlı olarak azaldığı ancak total 

AKT seviyesinin sadece SK-BR-3 hücrelerinde azaldığı gözlenmiştir (Şekil 5.8.).  

 

 

Şekil 5.8. miR-770-5p transfekte BT-474 ve SK-BR-3 hücrelerinde total ERK ifadesi. BT-

474 ve SK-BR-3 hücrelerinde scrambled ya da miR-770-5p ile transfekte protein 

lizatlarında total AKT ve ERK protein seviyeleri incelenmiştir.  ERK ifadesi her iki hücre 

hattında da azalırken (n=4, *p<0.01); AKT ifadesi sadece SK-BR-3 hücrelerinde anlamlı 

olarak azalmıştır (n=2, **p<0.05). 

miR-770-5p’nin trastuzumab etkinliğini artırma mekanizmasının aydınlatılması amacıyla 

trastuzumab varlığında miR-770-5p ya da scrambled kontrol ile transfekte BT-474 

hücrelerinde total ve fosforile ERK ve AKT seviyeleri incelenmiş ve her iki proteinin hem 

total hem de fosforile formunun anlamlı olarak azaldığı saptanmıştır (Şekil 5.9.).  
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Şekil 5.9. Trastuzumab varlığında miR-770-5p’nin AKT ve ERK üzerine etkisi. 

Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p ile transfekte BT-474 hücrelerinde 72. saat sonunda 

AKT ve ERK proteinleri için Western blot yapılmıştır. miR-770-5p’nin trastuzumab ile 

kombinasyonu p-ERK ve p-AKT ifadesini anlamlı olarak azaltmıştır (n=3, *p<0.05).  

5.2. MİR-770-5P’NİN ER/HER2 HER2/EGFR/IGF1R KARŞILIKLI 

ETKİLEŞİMİ ÜZERİNE ETKİSİ 

Yapılan biyoinformatik analizler ile miR-770-5p’nin tahmini hedef genleri belirlenmiştir. 

Bu mikroRNA’nın hedefleri içierisinde HER2, ESR1, EGFR ve IGF1R varlığı dikkatimizi 

çekmiş ve her iki ilaç varlığında da hücre canlılığını azaltma mekanizmasının bu 

reseptörlerin ifadesini değiştirerek olabileceğini düşündürmüştür.  

ER/HER2 ve ER-EGFR/IGF1R arasındaki karşılıklı etkileşim daha önceki birçok 

çalışmada tanımlanmıştır. Endokrin terapi ya da monokolonal antikor tedavilerinden bir 

süre sonra hücrelerin kullanılan ilaçlara karşı direnç gelişimini bu reseptörlerdeki ifade 

değişimi ile sağladığı bilinmektedir. Bu bilgi ışığında; öncelikle BT-474 hücrelerinde 

belirlediğimiz etkin ilaç konsantrasyonu (IC70 değeri) ile yukarıda belirttiğimiz karşılıklı 

etkileşim varlığı araştırılmıştır. Tamoxifen (10 uM) varlığında kontrol hücreye kıyasla total 

HER2 protein seviyesi artmakta; trastuzumab (6ug/ml) varlığında ise HER2 protein 

seviyesi azalmaktadır (Şekil 5.10.).  
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Tamoxifenin ER kısmi antagonisti olduğu ve ER ile yarışmalı inhibisyon göstererek 

proliferasyonu azalttığı bilinmektedir. Tamoxifen varlığında ER-alfa (ERα, ESR1) protein 

düzeyinde azalma beklenmektedir. Literatürde ER ve HER2 arasındaki karşılıklı etkileşim 

negatif olarak tanımlanmakta ER varlığında HER2 seviyesinin azaldığı belirtilmektedir. Bu 

durum tamoxifen varlığında HER2 seviyesindeki artış ile uyumludur (Şekil 5.10.).  

BT-474 hücrelerinde tamoxifen ve trastuzumab varlığında karakterize edilen diğer bir 

membran reseptör protein ise IGF1R ‘dir. Tamoxifen varlığında IGF1R protein seviyesi 

azalırken; trastuzumab varlığında kontrole kıyasla artmaktadır (Şekil 5.10.).  

HER ailesinin diğer bir üyesi olan EGFR (HER1) protein düzeyi BT-474 hücrelerinde 

tamoxifen varlığında artmakta; trastuzumab varlığında azalmaktadır (Şekil 5.10.). Bu 

durum aynı ailenin bir diğer üyesi olan HER2 protein düzeyine benzemektedir.  

 

Şekil 5.10. Tamoxifen ya da Trastuzumab varlığında BT-474 hücrelerinde ER, IGF1R, 

HER2 ve EGFR total protein düzeyleri (n=2, *p<0.01; **p<0.05).  

Yaptığımız miRNA-hedef gen analizlerinde miR-770-5p’nin tahmini hedefleri içerisinde 

HER2, IGF1R ve EGFR yer almaktadır. Tamoxifen ve trastuzumab varlığında miR-770-5p 

transfekte hücrelerde proliferasyonda gözlediğimiz sırasıyla yaklaşık % 60 ve % 40‘lık 

azalmanın (Şekil 5.3.) bu reseptörler arasındaki karşılıklı etkileşimi azaltarak olabileceği 

fikri üzerine ilaç varlığında 770-5p transfekte hücrelerde reseptör düzeyleri protein 

seviyesinde incelenmiştir. 
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Tamoxifen varlığında BT-474 hücrelerinde ER/HER2 karşılıklı etkileşimi kaynaklı HER2 

seviyesi arttığını göstermiş idik (Şekil 5.10.). Tamoxifen ile birlikte miR-770-5p transfekte 

hücrelerde sadece ilaç varlığında artan HER2 seviyesi scrambled kontrole kıyasla (scr) 

azalmaktadır. ESR1 seviyesinde miR-770-5p transfekte hücrelerde kontrole kıyasla anlamlı 

bir değişiklik saptanmamıştır (Şekil 5.11.). Dolayısı ile tamoxifen uygulaması sırasında 

hücrenin crosstalk mekanizması aracılığı ile HER2 reseptörünün ifadesini arttırdığı ve 

böylece hayatta kaldığı söylenebilir. Bu noktada miR-770-5p artan HER2 reseptörünü 

hedefleyerek bu reseptörün downregülasyonu ile tamoxifen etkinliğini arttırdığı 

düşünülmüştür. 

Ayrıca miR-770-5p’nin ER/EGFR/IGF1R arasındaki karşılıklı etkileşim üzerine etkisi 

araştırılmış ve miR-770-5p transfekte hücrelerde sadece tamoxifen varlığında artan EGFR 

düzeyini ilaç ve miRNA varlığında azalttığı gözlenmiştir. Ayrıca tamoxifen varlığında 

azalan IGF1R protein düzeyi miR-770-5p varlığında daha da azalmaktadır (Şekil 5.11.). 

Bu bulgular tamoxifen varlığında miR-770-5p’nin büyüme reseptörlerini 

hedefleyerek hücrenin hayatta kalım mekanizmalarını regüle edebileceğini 

göstermektedir.   

Şekil 5.10.’da gösterdiğimiz trastuzumab varlığında azalan HER2 seviyesi miR-770-5p 

transfekte hücrelerde daha da azalmaktadır. Bu bulgu miR-770-5p’nin ER/HER2 

arasındaki karşılıklı etkileşimde rolü olabileceğini işaret etmektedir.  Bu duruma paralel 

olarak trastuzumab varlığında ESR1 seviyesi de miRNA transfekte hücrelerde azalmıştır 

(Şekil 5.11.). ER/EGFR/IGF1R karşlıklı etkileşiminde trastuzumab varlığında anlamlı 

şekilde artan IGF1R protein düzeyi trastuzumab ile birlikte miR-770-5p transfekte BT-474 

hücrelerinde etkin şekilde azalmaktadır. Benzer şekilde ilaç ile birlikte miR-770-5p EGFR 

seviyesi scrambled kontrole kıyasla azaltmaktadır (Şekil 5.11.). Bu bulgular trastuzumab 

varlığında miR-770-5p’nin hücrenin sağ kalım mekanizması olabilecek IGF1R 

artışını kontrol ederek trastuzumabı potansiye edebildiğini göstermektedir. 
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Şekil 5.11. Tamoxifen ya da trastuzumab ile birlikte miR-770-5p’nin BT-474 hücrelerinde 

ER, IGF1R, HER2 ve EGFR total protein düzeylerine etkisi (n=2, *p<0.01; **p<0.05). 

5.3. ÜÇLÜ-NEGATİF MEME KANSERİ (TNBC) HÜCRELERİNDE MİR-770-

5P’NİN PROLİFERASYON, MOTİLİTE VE İNVAZYON ÜZERİNDEKİ ROLÜ 

VE POTANSİYEL ETKİ MEKANİZMASI  

miR-770-5p’nin ER+ ve HER2+ hücrelerde ilaç cevabına ortak yanıt olarak belirlendiği ve 

EGFR/HER2/IGFR karşılıklı etkileşiminde aktif rolü olduğu düşünüldüğünde bu 

miRNA’nın üçlü-negatif (TNBC) hücrelerinde antikanser etkinlik gösterebileceği 

düşünülmüştür. Bu etkiyi araştırmak üzere yapılan WST1 deneyleri sonucunda mir-770-5p 

transfekte TNBC hücrelerinde proliferasyon eğrileri elde edilmiştir (Şekil 5.12.). Bu 

hücrelerde miR-770-5p tek başına hücre proliferasyonunu yaklaşık % 20 oranında 

azaltmaktadır.  
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Şekil 5.12. miR-770-5p transfekte TNBC hücrelerinde proliferasyon eğrileri. 

Reseptör pozitif hücrelerde miR-770-5p’nin ErbB sinyal iletimi üzerinde fonksiyonu 

olduğu bilgisi ile TNBC hücrelerinde ErbB ailesi üyesi olan EGFR total ve fosforile formu 

ile aşağı akış sinyalindeki ERK, p-ERK, AKT ve p-AKT protein düzeyleri incelenmiştir. 

miR-770-5p mimic transfekte MDA-MB-468, BT-20 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

EGFR ve p-EGFR protein düzeyi azalırken; miR-770-5p inhibitor ile transfekte TNBC 

hücrelerinde EGFR düzeyi artmıştır (Şekil 5.13.).   
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Şekil 5.13. miR-770-5p transfekte TNBC hücrelerinde EGFR sinyal sistemi. a. miR-770-

5p mimic transfekte üç TNBC hücresinde EGFR ve p-EGFR protein düzeyleri incelenmiş 

ve miR-770-5p varlığında hem total EGFR hem de p-EGFR ifadesinin azaldığı 

gözlenmiştir. b. miR-770-5p inhibitör ile transfekte hücrelerdeki EGFR, AKT ve ERK 

protein seviyelerini göstermektedir (n=3, *p<0.05, ** p<0.01).  

  

miR-770-5p transfekte üç TNBC hücre hattında EGFR sinyal iletim sisteminin iki temel 

düzenleyicisi olan AKT ve ERK protein düzeyleri incelenmiştir. EGFR aşağı akış 

sinyalinde yer alan ERK ve AKT ile p-ERK ve p-AKT protein düzeyleri de miR-770-5p 

transfekte hücrelerde azaldığı belirlenmiştir (Şekil 5.14.). Ek olarak miR-770-5p inhibitor 

ile transfekte hücrelerde EGFR, AKT ve ERK protein seviyeleri ya değişmemiş ya da 

artmıştır (Şekil 5.13.). 
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Şekil 5.14. miR-770-5p transfekte üç TNBC hücre hattında EGFR sinyal iletim sisteminin 

iki temel düzenleyicisi olan AKT ve ERK protein düzeyleri.  

Çizelge 5.1.’de miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri ile yapılan zenginleştirme analizinde 

listelenen iletim sistemleri arasında İnsülün yolağı dikkat çekmektedir. miR-770-5p’nin 

antiproliferatif etkisini gösterebileceği yolaklardan bir diğerinin de insülin yolağı ve aşağı 

akış sinyalinde yer alan mTOR olabileceği düşünülmüştür. Bu amaçla TNBC hücrelerinde 

ifade edilen ve miR-770-5p potansiyel hedefleri arasında bulunan IGF1R ve mTOR 

düzeyleri üç TNBC hücre hattında da incelenmiştir. MDA-MB-468 ve BT-20 hücrelerinde 

miR-770-5p mimic transfekte hücrelerde scrambled kontrol (scr)’e kıyasla total IGF1R ve 

total mTOR protein düzeyinde azalma görülmüştür (Şekil 5.15.).   
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Şekil 5.15. miR-770-5p transfekte TNBC hücrelerinde total mTOR ve total IGF1R 

düzeyleri. 

Bu mikroRNA’nın diğer bir kanser özelliği olan motilite üzerindeki etkisini araştırmak 

amacıyla WHA deneyleri gerçekleştirilmiştir. miR-770-5p transfeksiyonu sonucunda her 

üç TNBC hücresinde de oluşturulan yara iyileşmez iken kontrol ve scrambled kontrol 

örneklerinde oluşturulan yara kapanmıştır. Bu durum reseptör pozitif ve üçlü negatif olarak 

seçilen hücrelerin tamamında gözlenmiştir (Şekil 5.16.) (Şekil 5.5.). Elde ettiğimiz bu 

veriler miR-770-5p’nin TNBC hücrelerinde invazyon üzerinde etkili olabileceği hipotezini 

ortaya çıkarmıştır. 
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Şekil 5.16. TNBC hücrelerinde miR-770-5p’nin motilite üzerine etkisi. miR-770-5p mimic 

transfeksiyonu ardından her 24 saat sonunda hücrelerin görüntüleri alınmış ve boş alan 

hesaplamaları Tscracth programı ile yapılmış ve grafiklendirilmiştir (n=2, *p<0.005).   

miR-770-5p tahmini hedef genleri ile zenginleştirme analizleri yapılmış ve motilite / 

invazyonda önemli rolleri olduğu bilinen sinyal iletim sistemleri listelenmiştir (Çizelge 

5.1.). Webgestalt programı yardımıyla miR-770-5p tahmini hedef genleri ile yapılan 

KEGG yolakları FDR değerine göre grafiklendirilmiştir (Şekil 5.17.).   
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Şekil 5.17. miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri ile yapılan zenginleştirme analizi grafiği.  

Yapılan zenginleştirme analizleri içerisinde Fokal Adezyon sinyali dikkatimizi çekmiş ve 

miR-770-5p mimic transfekte TNBC hücrelerinden elde edilen RNA örnekleri ile bu yolak 

içerisinde yer alan ve miR-770-5p’nin potansiyel hedefi olan CDC42, RAC1, RAC2, 

PIP5K1C, ARHGAP35 ve PARVB genleri ile eş zamanlı RT-PZR yapılmıştır. CDC42, 

PIP5K1C ve ARHGAP35 genlerinin BT-20 hücrelerinde miR-770-5p varlığında anlamlı 

olarak azaldığı belirlenmiştir. PARVB için miR-770-5p mimic transfekte BT-20 ve MDA-

MB-468 hücrelerinde azalma gözlenmiştir. RAC1 ve RAC2 genleri için anlamlı bir 

değişiklik belirlenmemiştir (Şekil 5.18.).  
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Şekil 5.18. Fokal Adezyon yolağında yer alan genler ile yapılan eş zamanlı qRT-PZR 

analiz sonuçları. TNBC hücrelerinde scr ve 770-5p transfeksiyonu ardından elde edilen 

RNA örnekleri ile CDC42, PIP5K1C, ARHGAP35 ve PARVB genleri için eş zamanlı 

qRT-PZR sonucunda 770-5p transfekte BT-20 hücrelerinde anlamlı bir azalma 

görülmüştür (n=2, *p<0.001). 

Ek olarak motilite ile ilişkili genler NCBI (188,189) veritabanı kullanılarak listelenmiş 

ardından miR-770-5p potansiyel hedef genleri ile kesiştirilmiş ve 71 gen ortak olarak 

saptanmıştır (Şekil 5.19.). Belirlenen 71 ortak gen içerisinden fokal adezyon ile ilişkili 

olduğu bilinen PTK2, HER3, ROCK1, CDC42 ve ITGA6 genleri için BT-20 hücrelerinde 

eş zamanlı RT-PZR analizi yapılmıştır. Fokal adezyon genleri ile gerçekleştirilen PZR 

analizlerinde en fazla etki BT-20 hücrelerinde gözlenmiştir. Bu sebeple motilite alakalı gen 

ve protein analizlerine BT-20 hücreleri ile devam edilmiştir.  Motilite alakalı genlerin miR-

770-5p transfekte BT-20 hücrelerinde anlamlı olarak azaldığı gözlenmiştir (Şekil 5.19.).  
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Şekil 5.19. miR-770-5p tahmini hedef genleri ve motilite ilişkisi. a.Tahmini hedef genler 

ile motilitede yer aldığı bilinen genler kesiştirilmiş ve 71 gen ortak olarak bulunmuştur. b. 

BT-20 hücrelerinde 71 gen içerisinde fokal adezyon ile ilişkili genlerin real time qRT-PZR 

analiz sonuçları yer almaktadır (n=2, p<0.002). 
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BT-20 hücrelerinde mRNA düzeyinde görülen bu azalma EGFR, HER3, IGF1R reseptör 

proteinleri ve bu reseptörlerin altında yer alan AKT ve ERK protein düzeylerinde de 

görülmüştür (Şekil 5.20.).  

 

Şekil 5.20. miR-770-5p transfekte BT-20 hücrelerinde EGFR, HER3, IGF1R, AKT ve 

ERK protein düzeyindeki azalma gösterilmiştir (n=2, p<0.05).  

Reseptör pozitif hücrelere kıyasla motilite ve invazyon kapasitesi daha güçlü olan MDA-

MB-231, MDA-MB-468 ve BT-20 hücrelerinde miR-770-5p mimic transfeksiyonu 

yapılmış ve miR-770-5p ile transfekte hücrelerin scrambled kontrole kıyasla invazyon 

kapasitelerinin anlamlı şekilde azaldığı in vitro olarak gösterilmiştir (Şekil 5.21.).  
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Şekil 5.21. miR-770-5p‘nin TNBC hücre hatlarında invazyon üzerine etkisi. Üç hücre 

hattında da 72 saat sonunda miR-770-5p transfekte hücrelerde scrambled kontrole kıyasla 

hücrenin invazyon yeteneğinin azaldığı görülmüştür (n=2, *p<0.001).  

Zenginleştirme analizi sonucunda elde edilen listeler içerisinde Adherens Junction varlığı 

dikkatimizi çekmiş bu yolaktaki SNAIL, E-Cadherin, TCF3 genleri miR-770-5p’nin 

hedeflediği adaylar olarak belirlenmiştir (Şekil 5.22.).  
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Şekil 5.22. Adherens Junction yolağı. Zenginleştime analizi sonucu ortaya çıkan ve 770-5p 

tahmini hedef genleri içerisinde yer alan SNAIL, TCF, cdc42, Rac, ErbB1/2, IGF1R, ERK 

genlerinin varlığını gösteren KEGG figürü.  

TNBC hücrelerinde miR-770-5p ifadesi geçici olarak artırılmış ve öncelikle EMT 

belirteçlerinden olan E-Cadherin, Vimentin ve SNAIL düzeyleri mRNA seviyesinde eş 

zamanlı RT-PZR yöntemi kullanılarak incelenmiştir. miR-770-5p’nin tahmini hedefleri 

içerisinde vimentin ve SNAIL olması artan miRNA’nın bu mezenkimal genleri 

baskılayarak E-Cadherin ifadesinin artmasına neden olabileceği düşündürmüş ve mRNA 

düzeyinde CDH1/VIM ya da CDH1/SNAIL oranlarının miR-770-5p transfekte hücrelerde 

scrambled kontrole kıyasla anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir (Şekil 5.23.).  



83 

 

  

Şekil 5.23. TNBC hücrelerinde EMT belirteçlerinin mRNA düzeyinde ifadeleri. a. E-

Cadherin, SNAIL ve Vimentin üç farklı TNBC hücre hattında incelenmiştir. b. E-

Cadherin/SNAIL ve E-Cadherin/VIM oranları gösterilmiştir (n=2,*p<0.01, **p<0.05). 

Ayrıca miR-770-5p tahmini hedef genleri arasında CDH1 baskılayıcısı olarak bilinen 

TCF3 geni varlığı dikkatimizi çekmiştir. CDH1 seviyesindeki artışın diğer bir sebebinin 

TCF3 olabileceği düşünülmüş ve üç hücre hattında da eş zamanlı RT-PZR ile TCF3 

seviyeleri incelenmiştir. miR-770-5p mimic transfekte TNBC hücrelerinde TCF3 

ifadesinin azaldığı ve CDH1/TCF3 oranının arttığı gözlenmiştir (Şekil 5.24.).  
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Şekil 5.24. miR-770-5p varlığında CDH1/TCF3 ilişkisi. TNBC hücre hatlarında miR-770-

5p transfekte hücrelerde scrambled kontrole (scr) kıyasla CDH1/TCF3 oranı mRNA 

düzeyinde anlamlı olarak artmıştır (n=2,*p<0.05).  

Ek olarak TCGA BRCA veriseti kullanılarak TCF3 geninin tümör dokusunda ve özellikle 

meme kanseri tümör alt tiplerinde ifadesi incelenmiştir. Yapılan analiz sonucunda TCF3 

geninin tümörde normale kıyasla arttığı ve özellikle bu artışın Basal-like alt tipinde en 

yüksek olduğu gözlenmiştir (Şekil 5.25.).  
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Şekil 5.25. TCF3 ifade düzeyinin meme kanserinde tümör normal arasındaki ve meme 

kanseri alt tipleri arasındaki durumu. TCGA meme kanseri veriseti kullanılarak TCF3’nin 

tümör dokusundaki ifadesi araştırılmıştır. Normale kıyasla tümörde arttığı özellikle basal-

like tümör dokusunda arttığı belirlenmiştir. 

EMT belirteçleri olarak şeçilen E-Cadherin, Vimentin ve SNAIL için mRNA düzeyinde 

görülen bu değişimlerin protein düzeyinde de araştırılmasına karar verilmiştir. Bu amaçla 

üç hücre hattında da miR-770-5p ifadesi mimic yardımıyla geçici olarak artırılmış ya da 

inhibitör kullanılarak azaltılmıştır. Hücre profillerindeki farklılıktan dolayı üç protein de 

incelenmiş ve mezenkimal belirteç olarak hücredeki ifadesine göre vimentin ya da SNAIL 

seçilmiştir. MDA-MB-231 hücrelerinde E-Cadherin protein seviyesinin çok düşük olduğu 

literatürde bildirilmiştir. Bu hücrelerde miR-770-5p mimic transfeksiyonu sonucunda 

Vimentin azalırken E-Cadherin ifadesinin arttığı western blot sonucunda gösterilmiştir. 

MDA-MB-231 hücrelerinde miR-770-5p inhibitör transfeksiyonu sonucu vimentin 

artarken E-Cadherin protein ifadesi gözlenmemiştir (Şekil 5.26.). BT-20 ve MDA-MB-468 

hücrelerinde ise SNAIL ve E-cadherin protein düzeyleri incelenmiştir. Benzer bir şekilde 

mimic transfeksiyonu ile mezenkimal belirteç olduğu bilinen SNAIL protein ifadesi 

azalırken E-Cadherin ifadesi artmaktadır (Şekil 5.26.). Ayrıca MDA-MB-468 hücrelerinde 

miR-770-5p inhibitör transfeksiyonu sonrasında kontrole kıyasla SNAIL ifadesinin arttığı 

belirlenmiştir (Şekil 5.26.). Tüm bu protein verileri ile üç hücre hattında da E-Cadherin 

protein düzeyleri belirlenmiştir. mRNA verileri ile korele olarak protein verisinde de E-

Cadherin / Vimentin oranının miR-770-5p mimic transfeksiyonu yapılan hücrelerde arttığı 

gösterilmiştir (Şekil 5.26.).  
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Şekil 5.26. Üç farklı TNBC hücre hattında E-Cadherin ve Vimentin ifadeleri. TNBC 

hücrelerinde mRNA ve protein düzeyinde Vimentin ve E-Cadherin ifadeleri incelenmiş ve 

miR-770-5p ifadesinin arttırıldığı hücrelerde vimentin ifadesinin azaldığı E-Cadherin 

ifadesinin arttığı gösterilmiştir (n=3, p<0.05).  

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hücrelerinde CDH1 promoter hipermetilasyonu varlığı 

literatürde bildirilmiştir (190). miR-770-5p’nin potansiyel hedefleri içerisinde DNMT1, 
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DNMT3A ve DNMT3B genleri yer almaktadır. miR-770-5p bu üç DNA metiltransferaz 

içerisinde sadece DNMT3A’nın 3’-UTR dizisine bağlanmaktadır; DNMT1 ve DNMT3B 

genlerinin kodlanan bölgeleri içerisinde bağlanma bölgesi saptanmıştır. Ek olarak; MDA-

MB-231 hücrelerinde DNMT3A ifadesi mRNA düzeyinde araştırılmıştır. MDA-MB-231 

hücrelerinde miR-770-5p varlığında DNMT3A ifadesi scrambled kontrole kıyasla 

azalmıştır (Şekil 5.27.). miR-770-5p’nin DNMT3A‘nın 3’-UTR bölgesine bağlanma 

bölgesi TargetScan (131,183) yardımıyla belirlenmiştir (Şekil 5.27.). 

 

Şekil 5.27.  miR-770-5p ve DNMT3A ilişkisi. MDA-MB-231 hücrelerinde yapılan qRT-

PZR deneyi sonucunda DNMT3A ifadesinin scr’ye kıyasla miR-770-5p transfekte 

hücrelerde anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir (n=2, *p<0.001).  

MDA-MB-231 hücrelerinde miR-770-5p varlığında mRNA ve protein düzeyinde CDH1 

seviyesinde artış gözlenmiş ve bu durum MDA-MB-231 hücreleri ile benzer özellikler 

taşıyan MDA-MB-157 hücrelerinde incelenmiştir. Bu amaçla öncelikle MDA-MB-157 

hücrelerine miR-770-5p transfekte edilmiş ve xCELLigence real-time cell analyzer ile 

invazyon deneyleri yapılmış ve miR-770-5p mimic transfekte hücrelerde scrambled 

kontrole (scr) kıyasla invazyon kapasitesinin anlamlı şekilde azaldığı görülmüştür (Şekil 

5.28.).  
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Şekil 5.28. MDA-MB-157 hücrelerinde miR-770-5p’nin invazyon üzerine etkisi. miR-770-

5p mimic transfeksiyonu ardından MDA-MB-157 hücreleri CIM plate (ACEA) ekilmiş ve 

xCELLigence real-time cell analyzer cihazı yardımıyla hücrelerin invazyon kapasiteleri 

incelenmiş ve grafiklendirilmiştir. miR-770-5p’nin hücrenin invazyon kapasitesini azalttığı 

belirlenmiştir (n=2, *p<0.0001).  

Ayrıca CDH1 ve VIM genleri protein düzeyinde incelenmiş ve MDA-MB-231 

hücrelerinde görülen CDH1 seviyesinde artış ve VIM seviyesinde azalma MDA-MB-157 

hücrelerinde de gözlenmiştir. Benzer durum mRNA düzeyinde de gösterilmiştir (Şekil 

5.29.). 

 

Şekil 5.29. CDH1 ve VIM seviyelerinin miR-770-5p mimic transfekte MDA-MB-157 

hücrelerinde incelenmesi. Bu hücrelerde miR-770-5p varlığında Vimentin (VIM) seviyesi 

azalırken CDH1 seviyesi artmaktadır ve bu durum hem mRNA hem de protein düzeyinde 

gösterilmiştir (n=2, *p<0.05, **p<0.01).  

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hücrelerinde görülen CDH1 seviyesindeki bu artışın 

CDH1 promoter metilasyonu ile ilgili olabileceğini düşündürmüştür. CDH1 metilasyon 

profilini incelemek için miR-770-5p ya da scrambled kontrol (scr) transfekte MDA-MB-

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



89 

 

DNA izolasyonu yapılmış ve bisülfit uygulaması yapılmıştır. Metilasyon spesifik primerler 

ile yapılan PZR sonucunda CDH1 metilasyon profili araştırılmıştır. Scr transfekte MDA-

MB-231 hücrelerinde 24 ve 72 saatler kıyaslandığında CDH1 metilasyonu artarken miR-

770-5p mimic transfekte hücrelerde azalmaktadır. miR-770-5p varlığında CDH1 

metilasyonundaki azalma MDA-MB-157 hücrelerinde de gözlenmiştir (Şekil 5.30.).  

 

Şekil 5.30. miR-770-5p varlığında CDH1 metilasyonu. miR-770-5p mimic transfekte 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-157 hücrelerinde CDH1 metilasyonu scrambled kontrole 

kıyasla azalmaktadır. (U: metile olmayan primerler ile yapılan PZR sonucunu; M: metile 

primerler ile yapılan PZR sonucunu temsil etmektedir).   
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

6.1.1. RESEPTÖR POZİTİF HÜCRELERDE MİR-770-5P’NİN İLAÇ İLE 

BİRLİKTE PROLİFERASYON, MOTİLİTE VE İNVAZYON KAPASİTESİ 

ÜZERİNE ETKİSİ 

Bu çalışmada ER, PR ve HER2 pozitif hücrelerde reseptör bağımsız ve ilaç bağımsız ortak 

olarak ifade artışı gözlenen mikroRNA miR-770-5p olarak belirlenmiştir. miR-770-5p 

gastric cardia adenocarcinoma (191), over kanseri (192), küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri (193) ve hepatocellular carcinoma (194) gibi pek çok kanser ile ilişkilendirilmiştir. 

Ek olarak miR-770-5p ’nin meme kanseri regülasyonunda yer aldığı bildirilmiştir. Yapılan 

bir çalışmada kemoterapi dirençli üçlü negative meme kanseri (TNBC) doku örneklerinde 

miR-770-5p’nin down-regüle olduğu ve artan miRNA ifadesinin STMN1 genini 

hedefleyerek metastazı ve gelişen direnci tersine çevirdiği gösterilmiştir (195). 

Kemoterapiye karşı gelişen dirençte rol alan bir miRNA olarak tanımlansa da miR-770-

5p’nin ER pozitif ve HER2 pozitif hücrelerde tamoxifen ya da trastuzumab ile ilişkisi daha 

önce tanımlanmamıştır. Çalışmamızda yapılan TGCA veri analizi ile bu mikroRNA’nın 

tümör dokularında kontole kıyasla ifadesinin azalış göstermesi bu miRNA’nın fonksiyonel 

ağının araştırılması için önemli olabileceğini düşündürmüştür. miR-770-5p’nin potansiyel 

hedef genleri ile yapılan zeginleştirme analizleri sonucunda ErbB, MAPK ve Fokal 

Adezyon sinyal sistemleri gibi motilite ve invazyonda rol olan iletim sistemlerinin varlığı 

dikkatimizi çekmiştir. Ayrıca bu çalışmada biyoinformatik analizlere parelel olarak miR-

770-5p ifadesini artırdığımız HER2+ hücrelerde motilite ve invazyon kapasitesinin 

azaldığı gösterilmiştir. Motilite ve invazyonda gözlenen bu azalmanın miR-770-5p’nin 

hedefleri içerisinde yer alan ve MAPK sinyal iletim sisteminde rol oynayan ERK down 

regülasyonu ile olabileceği düşünülmüştür.  

miR-770-5p’nin potansiyel aday genleri içerisinde ErbB2 (HER2)’nin varlığı ve yapılan 

zenginleştirme analizi sonucunda ErbB sinyal iletim sisteminin yer alması üzerine bu 

sinyal iletim sistemine odaklanılmış ve öncelikle miR-770-5p mimic transfekte BT-474 

hücrelerinde HER2 proteininin azaldığı gösterilmiştir. Ardından bu yolakta yer alan ve 
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HER2 reseptörü altında rol oynayan PI3K ve MAPK iletim sistemlerinde iki temel protein 

olan AKT ve ERK protein ifade düzeyleri incelenmiştir. Total ERK seviyesi her iki hücre 

hattında da azalırken AKT seviyesinin sadece SK-BR-3 hücrelerinde azaldığı gözlenmiştir. 

Bu durum hücrelerdeki değişen mutasyon profili ve iki hücre hattının farklı reseptör 

durumları ile açıklanabilir. PIK3CA geni c.333G>C (p.K111N) mutasyonu BT-474 

hücrelerinde tanımlanmıştır (196) ve bu durum miR-770-5p mimic transfekte BT-474 

hücrelerindeki AKT protein düzeyinde değişim gözlenmemesini açıklayabilir. Ek olarak 

HER2 ve diğer büyüme faktör reseptörleri arasındaki karşılıklı etkileşim (crosstalk) varlığı 

bu durumun bir sebebi olabilir. Yapılan bir araştırmada BT-474 hücreleri gibi yüksek ER 

ifadesi gösteren HER2 pozitif meme kanseri hücreleri SK-BR-3 gibi ER negatif ve HER2 

pozitif hücrelere kıyasla trastuzumab tedavisine daha düşük yanıt gösterdiği bildirilmiştir 

(197). Çalışmamızda trastuzumab varlığında miR-770-5p transfekte hücrelerde total ve 

fosforile AKT ve ERK protein seviyelerinde scrambled kontrole göre azalma gözlenmiştir. 

Bu durum PI3K-AKT ve MAPK sinyalleri arasındaki karşılıklı etkileşim varlığı ile 

açıklanabilir. Bulgularımız trastuzumab varlığında miR-770-5p’nin bu karşılıklı etkileşimi 

bloklayarak ilacın antiproliferatif etkisini güçlendirebileceğini destekler niteliktedir.  

Çalışmamızda yer alan eş zamanlı RT-PZR array verisi miR-770-5p’nin terapatik cevap 

olabileceğini ve ileri çalışmalarımız bu miRNA’nın kombine terapide etkin olabileciğini 

göstermiştir. Literatürde yer alan pek çok klinik öncesi çalışmada kemoterapi ile birlikte 

miRNA tabanlı tedavi seçenekleri araştırılmıştır. Baldasarri ve arkadaşları in vitro 

koşullarda miR-9, miR-126, miR-181a ve miR-326’nın spesifik meme kanseri ilaçlarının 

etkisini güçlendirdiğini raporlamışlardır (198). Diğer bir çalışmada hücrede miR-375 ifade 

artışının tamoxifen duyarlılığına neden olduğu gösterilmiş ve bu miRNA’nın meme 

kanserinde gelişen tamoxifen direncine karşı potansiyel hedef olabileceği bildirilmiştir 

(199).  Ayrıca miR-218’nin BRCA1 genini hedefleyerek hücreleri cisplatin’e karşı duyarlı 

hale getirdiği (200) ve miR-542-3p ifadesinin azaltılmasının PI3K-AKT regülasyonu 

aracılığıyla meme kanseri hücrelerinde trastuzumab direnci geliştirdiği gösterilmiştir (164). 

Tüm bu pre-klinik çalışmalar miRNA tabanlı tedavi yaklaşımına bir boyut kazandırmakta 

ve proliferasyon, motilite ve invazyonu düzenleyerek tedavide kullanılan ilaçların 

etkinliğini artırabileceğini düşündürmektedir. HER2+ tedavi yaklaşımında gelişen dirence 

karşı kullanılan bir strateji kombine PI3K ve MEK inhibitörlerinin tedavide kulanımıdır.  

Elde ettiğimiz bulgular ışığında HER2 sinyalinde yer alan AKT ve ERK ifadesinin 
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miR-770-5p varlığında azaldığı ve BT-474 hücrelerinde miR-770-5p’nin trastuzumab 

etkinliğini potansiye ettiği gösterilmiştir. Trastuzumab ile birlikte miR-770-5p’nin 

AKT ve ERK sinyalini azaltarak HER2+ meme kanseri hücrelerinde proliferasyon, 

motilite ve invazyonu bloklayabileceği düşünülmektedir  (201) (Şekil 6.1.). 

 

Şekil 6.1. HER2 sinyalinde mir-770-5p’nin önerilen etki mekanizması. miR-770-5p HER2, 

AKT ve ERK’i hedefleyerek HER2 sinyalini düzenlediği gösterilmiştir. Trastuzumab 

varlığında HER2 seviyesinin azalması miR-770-5p’nin AKT ve ERK ifadelerini azaltarak 

ilacın etkisini potansiye edebilir.  

6.1.2. ER/HER2 HER2/EGFR/IGF1R KARŞILIKLI ETKİLEŞİMİ ÜZERİNE 

ETKİSİ 

Meme kanserli vakaların yaklaşık % 20 - % 30 'unda HER2 (ErbB2) proto-onkojenin aşırı 

ifadesi mevcut olup bu durum daha agresif fenotip ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir 

(202). HER2, dört transmembran tirozin kinaz reseptöründen (TKR) HER1-HER4'ten 

oluşan insan epidermal büyüme faktörü reseptör ailesinin bir üyesidir (203). Bu 

reseptörlerin her biri, hücre dışı bir bağlanma alanı, bir transmembran segmenti, tirozin-

kinaz bölgesi ve C-terminal kuyruğu ile benzer bir yapıya sahiptir. HER2 ligand bağlanma 

bölgesi içermez, ancak HER ailesinin geri kalan üyelerinin tercih edilen dimerizasyon 
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ortağıdır, çünkü yüksek bir katalitik aktivite sergiler (204). Eğer HER2 ifadesi artırılırsa, 

ligand yokluğunda diğer HER ailesi üyelerini aktive edebilir. Bu aktivasyon, Ras- MAPK 

yolunda hücre proliferasyonunu indükleyen ve PI3K/Akt/mTOR yoluyla hücre ölümünü 

önleyen sinyal kaskadlarını aktive eder (205).  

Trastuzumab’ın ve yakın bir zamanda meme kanseri tedavisinde HER2'ye karşı yeni 

ilaçların dahil edilmesi, HER2-pozitif meme kanserinin doğal seyrini değiştirmiştir 

(206,207). Trastuzumab, hücre büyümesini inhibe etmek için HER2 dimerizasyonunun 

önlenmesi, HER2 reseptörünün internalizasyonu, siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitör p27 

biriktirilmesi ve hücre siklüsünün durdurulması, antikor indüksiyonu bağımlı hücresel 

sitotoksisite gibi farklı mekanizmaları kullanabilir.  

Trastuzumab, alternatif dimerizasyon modellerini sağlayan diğer ligandlar ve reseptörler 

nedeniyle sinyal yolunu tamamen inhibe edemeyebilir. Bu kategoride, epidermal büyüme 

faktörü reseptörü (EGFR / HER1) ve HER3, trastuzumab direncinde daha önemli rol 

oynayan reseptörlerdir (208). Meme Kanserinde HER2'nin ve EGFR'nin birlikte ifadesi, 

birkaç retrospektif serideki hayatta kalım ile negatif olarak ilişkilendirilmiştir ve her iki 

TKR'nin inhibisyonu in vitro olarak sinerjik etki göstermiştir (209–211).  

HER2(+) meme kanserinde aşırı ifade edilen IGF1R membran bağlı reseptör olup PI3K'yı 

aktive eden diğer bir sinyal iletim sistemidir ve HER2(+) metastatik meme kanserinde 

trastuzumab direnci ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (210). Çalışmamızda etkin 

konsantrasyonda trastuzumab varlığı (6 ug/ml) ile BT-474 hücelerinde IGF1R total protein 

seviyesinin arttığı HER2 ve EGFR total protein düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir. 

Trastuzumab’ın HER2 reseptörüne bağlanan monoklonal bir antikor olduğu 

düşünüldüğünde ilaç varlığında hücre kaçış mekanizması olarak HER2 reseptörünü 

azaltarak hücre proliferasyonu devam edebilir. IGF1R total protein seviyesi artışı, 

trastuzumab varlığında HER2 protein düzeyinin azaldığı düşünüldüğünde hücrenin kaçış 

mekanizması olarak IGF1R ifadesini artırdığını düşündürmektedir. HER2/EGFR/IGF1R 

arasındaki karşılıklı etkileşim varlığı da bu fikri desteklemektedir. Çalışmamızdan elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda, HER2/EGFR/IGF1R karşılıklı etkileşim varlığı ışığında; 

HER2’nin aşırı ifade edildiği hücrelerde miR-770-5p’nin trastuzumab ile birlikte 

kullanımı HER2, EGFR, IGF1R reseptör proteinlerinin aşırı ifadesini azaltarak HER 
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reseptör blokajını sağlayabileceği ve reseptör dimerizasyonu ile oluşan sinyal 

iletimini azaltabileceği öngörülmektedir (Şekil 6.2.).  

 

Şekil 6.2. miR-770-5p’nin HER2/EGFR/IGF1R karşılıklı etkileşim (crosstalk) üzerine 

etkisi. 

HER2 aşırı ekspresyonu, in vitro ve in vivo olarak tamoxifen direnci ile de 

ilişkilendirilmiştir (212). Tamoxifen direnci ile ilgili farmakolojik çalışmalar, hedef 

yapıdaki değişiklik, mikroRNA'ların anormal ekspresyonu ve ER'nin tümör 

mikroçevresindeki fonksiyonu ve bununla ilişkili genetik değişiklikler ile araştırılmaktadır 

(213,214). Tamoxifen bağlandıktan sonra östrojen reseptörünün ifadesi tamoxifen 

direncinin tümör mikroçevresinde nasıl gelişeceğini gösterir. ERα veya ERβ'nin 

ifadesindeki değişim, eş-düzenleyici proteinlerdeki değişiklik, mikroRNA'ların anormal 

ekspresyonu ve genetik polimorfizmler, tamoxifen metabolik aktivitesinde rol oynarlar. 

Tamoxifen direnç mekanizmasının şifresini çözmek için yoğun araştırmalar yapılmıştır ve 

ER sinyallerinin modülasyonu, büyüme faktörü reseptörlerinin düzenlenmesi (HER2, 

EGFR, FGFR, IGFIR), PI3K-AKT/mTOR yolu ve NFkB sinyalinin değişikliklerinin 

düzenlenmesi dahil karmaşık yolların tanımlanması ile sonuçlanmıştır (215). Tamoxifen 

direnç mekanizmasının anlaşılması, birbirine bağlı yolları hedefleyen ilaçların 

geliştirilmesinde temel oluşturur. Reseptör Tirozin Kinaz moleküler yolaklarının ve hücre 

içi sinyal ağlarının birlikte hedeflenmesi, en umut verici anti-kanser yaklaşımlarından biri 

olacağı düşünülmektedir. 
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Meme kanserinde mevcut endokrin tedavileri genellikle tamoxifen gibi anti-östrojenler 

veya E2 sentezini önleyen aromataz inhibitörleri kullanarak ERα sinyal yollağını 

hedeflemeye dayanır (216,217). Bununla birlikte, ERα pozitif tümörlü hastaların yaklaşık 

% 50'si tedavi başlangıcından bir süre sonra bu ilaçlara cevap vermez ya da ilaçlara karşı 

direnç geliştirir (218,219). Endokrin direnç, önemli bir klinik problemdir ve tedavi 

başarısızlığı ve mortalitenin önde gelen nedenidir (220,221). Literatürdeki veriler ışığında 

membranla ilişkili ERα ve büyüme faktörü reseptör yolakları arasındaki karşılıklı 

etkileşim, endokrin direncinin gelişmesinde rol oynayan bir mekanizma olduğunu 

göstermektedir (222). Çalışmamızda belirlenen konsantrasyonda tamoxifen (10 mM) 

varlığında BT-474 hücrelerinde HER2, EGFR gibi tirozin kinaz reseptörlerinin total 

seviyelerinde artış gözlenmiştir ve bu durum ER/HER2/EGFR karşılıklı etkileşim varlığını 

desteklemektedir. 

Tümördeki endokrin direnci, ERα ve HER2/ IGF-1R ⁄ EGFR sinyal ağında yer alan 

proteinlerin aşırı ifadesi veya hiperaktivasyonu ile ilişkilidir. Bu nedenle, endokrin dirençli 

meme kanserinde terapötik yaklaşımdan biri hem ERα 'yı hem de büyüme faktörü sinyalini 

bloke etmek için hedef tedavilerin kombinasyonu olabilir. Çalışmamızda tamoxifen 

varlığında artan HER2 ve EGFR reseptör proteinlerinin tamoxifen ile birlikte miR-

770-5p varlığında azaldığı gözlenmiştir. miR-770-5p’nin tahmini hedefleri arasında 

HER2, EGFR gibi HER ailesi üyelerinin yer aldığı düşünüldüğünde bu 

mikroRNA’nın endokrin direncinde etkili olan ER/HER2/EGFR karşılıklı etkileşim 

mekanizmasını düzenleyebileceğini düşündürmektedir (Şekil 6.2.).  

6.1.3. ÜÇLÜ-NEGATİF (TNBC) HÜCRELERDE MİR-770-5P’NİN 

PROLİFERASYON, MOTİLİTE VE İNVAZYON ÜZERİNDEKİ ROLÜ VE 

POTANSİYEL ETKİ MEKANİZMASI  

EGFR (Erbb1) ErbB ailesinin ilk keşfedilen üyesi olup homodimer ya da heterodimer 

oluşturup sinyal ağındaki aşağı akış elemanlarını tirozin fosforilasyonu ile aktive ederek 

hücre proliferasyonu, migrasyonu ve hayatta kalımı kontrol eder. Mutasyon aktivitesi ve 

EGFR'nin gen amplifikasyonu meme kanserinde nadir olmasına rağmen, EGFR 

ekspresyonu, polizomiye bağlı olarak artan gen kopya sayısı ile arttırılabilir ve primer 

tümörde EGFR'nin artan ekspresyonu, artan metastaz ve TNBC hastalarının sağkalımının 
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azalması ile ilişkilendirilmiştir (223,224). Literatürde BT-20 ve MDA-MB-468 

hücrelerinde EGFR kopya sayısının fazla olduğu ve bu nedenle bu hücrelerde aşırı EGFR 

ifadesi olduğu bildirilmiştir (225,226). miR-770-5p ile yapılan zenginleştirme analizi 

sonucunda ortaya çıkan ErbB sinyal iletim sistemi ve reseptör pozitif hücrelerde göstermiş 

olduğumuz büyüme faktörü reseptörleri arasındaki etkileşim düşünülerek bu miRNA’nın 

TNBC hücrelerinde etkili olabileceği fikrini akıllara getirmiştir. Bu amaçla EGFR sinyal 

iletim sistemi incelenmiş ve miR-770-5p mimic transfekte hücrelerde özellikle EGFR 

kopya sayısı artışı olduğu bilinen BT-20 ve MDA-MB-468 hücrelerinde total ve fosforile 

EGFR düzeyinde scrambled kontrole kıyasla azalma gözlenmiştir. Bu duruma paralel 

olarak aşağı akış elemanlarından AKT ve ERK proteinlerinin total ve fosforile seviyeleri 

miR-770-5p varlığında azalmaktadır. TNBC hücrelerinde miR-770-5p inhibitörü ile 

transfekte hücrelerde EGFR, ERK ve AKT seviyelerinde gözlenen artma ya da herhangi 

bir değişim gözlenmeme durumu bu moleküllerin miR-770-5p hedefleri içerisinde 

olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca MDA-MB-468 hücrelerinde bilinen PTEN 

mutasyonu ve MDA-MB-231 hücrelerinde bilinen KRAS ve BRAF mutasyonları (227) 

varlığında miR-770-5p’nin hedeflediği ERK ve mTOR seviyesinde gözlenen azalma sinyal 

ağını aşağıdan etkileyerek proliferatif sinyalin azalmasını açıklayabilir.  

İnsülin benzeri büyüme faktörü-I reseptörü (IGF-IR), IGF-I ligandlarının bağlanmasıyla 

büyümeyi, gelişmeyi ve metabolizmayı düzenleyen bir transmembran tirozin kinaz 

reseptörüdür. Son yıllarda elde edilen veriler IGF-1/ IGF1R sinyalinin mezenkimal geçiş 

(EMT) ile ilişkili tümör metastazı ve ilaç direncinde etkili olabileceği gösterilmiştir (228). 

IGF-IR / FAK arasındaki karşılıklı etkileşim ZEB-1 ve Snail ekspresyonunu artırarak EMT 

sürecinin hızlanmasına ve TNBC’de migrasyon ve invazyona neden olur (228). miR-770-

5p’nin potansiyel hedefleri ile motilitede yer alan genler kesiştirilmiş ve IGF1R, EGFR, 

HER3, ROCK1 ve PTK2 (FAK) genleri dikkatimizi çekmiş ve miR-770-5p tansfekte 

TNBC hücrelerinde bu genlerde gözlenen azalma miR-770-5p varlığında motilite ve 

invazyondaki azalmayı açıklayabilir. IGF1R, EGFR gibi metastazda etkin reseptör tirozin 

kinazların azalmasına ek olarak invazyon deneylerinde belirlenen anlamlı azalış ve EMT 

belirteçlerinde mRNA ve protein düzeyinde gözlenen mezenkimal belirteçlerin de azalması 

(Vimentin ya da Snail) ve E-cadherin ifade düzeyinin artışı miR-770-5p’nin EMT sürecini 

MET’e çevirerek invazyon sürecini kontrol edebileceğini düşündürmektedir. miR-770-5p 

bu sürecin kontrolünü E-Cadherin baskılayıcısı olarak bilinen TCF3 düzeyini azaltarak ya 
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da E-cadherin promotor metilasyonunu düzenleyerek yapabilir. MDA-MB-231 ve MDA-

MB-157 hücrelerinde CDH1 promoter hipermetilasyonu varlığı literatürde bildirilmiştir 

(227). Bu iki hücre hattında miR-770-5p varlığında artan E-Cadherin düzeyi azalan 

metilasyon profili kaynaklı olabileceğini düşündürmüş ve yapılan bisülfit uygulaması ve 

metilasyon spesifik PZR deneyleri sonucunda CDH1 promoter metilasyonunun azaldığı 

gözlenmiştir. miR-770-5p tahmini hedefleri arasıda DNMT3A geni varlığı ve miR-770-5p 

mimic transfekte hücrelerde bu genin mRNA düzeyinde azalması EMT sürecindeki E-

cadherin düzeyindeki artışının nedeni olabilir.  

 

Tez kapsamında miR-770-5p TNBC hücrelerinde EGFR, IGF1R gibi tirozin-kinaz 

resptörlerini ve bu sinyal iletim sisteminde aşağı akış elemanlarından olan mTOR ve 

ERK moleküllerini hedefleyerek proliferasyonu; ROCK1, FAK, IGF1R, EGFR, 

NOTCH3, Vimentin, Snail gibi genleri hedefleyerek hücrenin motilite ve invazyon 

yeteneğini azaltabileceği yapılan deneylerle gösterilmiştir. Ayrıca invazyonda temel 

basamak olan EMT sürecini TCF3 ya da DNMT3A genlerini hedefleyip E-Cadherin 

ifadesini düzenleyerek kontrol edebileceği düşünülmektedir.  

6.2. SONUÇ 

6.2.1. RESEPTÖR POZİTİF MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE MİR-770-

5P’NİN İLAÇ ETKİNLİĞİ VE ER/HER2, HER2/EGFR/IGF1R KARŞILIKLI 

ETKİLEŞİMİ ÜZERİNDEKİ ROLÜ 

Meme kanseri biyolojisi ve hormonal ajanlar ile terapatik cevapta HER reseptör ailesinin 

de içinde yer aldığı diğer reseptör aileleri ve ER arasındaki karşılıklı etkileşim önemlidir 

(229). Meme kanseri hücrelerindeki östrojenin biyolojik etkisi ERα ve ERβ olarak bilinen 

iki reseptör aracılığıyla sağlanır. Östrojenin ER’a bağlanması reseptörün fosforilasyonunu 

başlatır. Proteinler ile reseptör dimerizasyonu tetiklenir ve reseptörün DNA promotor 

bölgelere bağlanması kolaylaşır (230). Aktif olan ER östrojen cevap elementlerini (ERE) 

ve promotor bölgelerini içeren genlerin transkripsiyonunu ayarlar (Klasik genomik sinyal 

iletim sistemi) (230). ER kompleksi aynı zamanda c-fos/c-Jun gibi diğer transkripsiyon 

faktörlerinin koaktivasyonu aracılığıyla gen transkripsiyonunu sağlar (klasik olmayan 

sinyal iletim sistemi) (231). Genomik östrojen sinyal sistemi IGF-IR, siklin D1, IGF-II ve 
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VEGF gibi tümör gelişiminde önemli proteinleri kodlayan genlerin ifadesini uyarır 

(230,231). EGFR ve HER2 gibi pek çok gen östrojen sinyali ile azalır. ER aynı zamanda 

membran östrojen sinyali olarak da bilinen genomik olmayan mekanizma ile hücresel 

fonksiyonları düzenler (229). Burada ER ve büyüme faktörü reseptörleri arasında karşılıklı 

etkileşim meydana geldiği görülür. ER sitoplazma, mitokondri ve plazma membranı gibi 

çekirdek dışındaki yapılarda yer alır. Bu durum ER’ın işlevsel olarak büyüme faktörü 

ligandı gibi davrandığına işaret eder. Plazma membranı ile ilişkili ER siklik AMP gibi 

ikincil mesajcıların seviyesini artırır (232) ve IGF-IR, EGFR ve HER2 gibi çeşitli tirozin 

kinaz reseptörleri aktifleşir (233,234). ER ve büyüme faktör reseptörleri arasındaki 

karşılıklı etkileşim çift yönlüdür. MAPK ve AKT gibi birçok kinaz ER’nin spesifik 

bölgelerini fosforlar ve bu durum ligand bağımsız ER aktivasyonuna sebep olur. Örneğin; 

MAPK ile fosforlanan AIB1 ER-bağımlı transkripsiyonu artırır (235) ve AIB1’in aşırı 

ifadesi HER2 ile transfekte edilmiş MCF-7 hücrelerinde (MCF-7-HER2+) tamoxifen bağlı 

ER’yi zıt etki yerine östrojen ile aynı etkiye çevirir (236). Bu bulgu ER ve büyüme faktör 

reseptörleri arasındaki karşılıklı etkileşimin tamoxifen direncinde önemli rolü olduğunu 

göstermektedir. MCF-7-HER2+ hücrelerinde gefitinib gibi tirozin kinaz inhibitörleri ve 

anti-HER2 antikorları ER ve HER2 arasındaki kaşılıklı etkileşimi elimine eder ve hücre 

yeniden tamoxifene karşı duyarlı hale gelir. 

Yapılan araştırmalar meme kanserinde büyümenin östrojen reseptörü (ER) ve bir çok 

büyüme faktörü reseptör sinyal sisteminin koordinasyonu ile düzenlendiğini göstermiştir. 

ER ve büyüme faktörü reseptör sinyal iletim sisteminin özellikle meme kanserinde 

endokrin terapiye direnç oluşum mekanizmalarından biri olan EGFR ile arasındaki 

karşılıklı etkileşimin varlığı bilinmektedir (124,237). EGFR/HER2 sinyal iletim sisteminin 

aktivasyonu tümör hücrelerinde apoptoz inhibisyonu, hücre büyümesinin uyarımı, 

invazyon ve anjiogenezin artırılması gibi çeşitli etkilerin oluşmasına neden olan kinaz 

sinyal basamaklarını başlatır. Hücre büyümesi ve hayatta kalması PI3K/Akt ve Erk1/2 

MAPK iletim sistemlerinin aracılığıyla olur. Bu kinazlar fosforile olup ER’yi ya da AIB1 

gibi koregülatör elementleri aktive etmesi nedeniyle tümörlerde ER aktivasyonu açısından 

önemlidir (235,238).  

Hormon reseptör pozitif (HR+) meme kanseri vakalarında hormonal uygulamalara rağmen, 

endokrin terapiye karşı gelişen direnç mekanizmaları hala klinik bir problemdir (239). Faz 
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III klinik denemeler HR+ tümörlerin % 30’unun aromataz inhibitörlerine (AI) cevap 

verebildiğini göstermiştir. Buna ek olarak, başlangıçta AI’ya cevap veren tümörlerin bir 

süre sonra bu ilaca direnç kazandığı ve hastalığın ilerlemesinin durdurulamadığı 

belirlenmiştir (240).  

Hormonal terapiye karşı ER ifadesinin azaltılması, ER mutasyonları, ER koregülatörlerinin 

alternatif ifade edilmesi gibi pek çok direnç mekanizması önerilmiştir. HER reseptör ailesi 

üyeleri (EGFR, HER2, HER3, HER4) hormon direncinde etkili rol alır. Özellikle HER2 

aşırı ifadesi preklinik modellerde endokrin terapiye direnç gelişimini sağlar (230). HER2 

ligand bağlanma bölgesi içermeyen bir reseptör olup diğer HER üyeleri ile dimerizasyonu 

sonucunda aktifleşir ve proliferasyon, hayatta kalım gibi hücresel süreçler tetiklenir.   

HR+ ve HER2+ tümörler ER’nin genomik ve genomik olmayan mekanizması ile büyüme 

hormon iletim sistemi arasında tehlikeli bir döngü kurarlar ve bu durum hücre 

proliferasyonunu ve hayatta kalımı artırır. Bu iki reseptörden biri kapatıldığında diğerinin 

aktif hale gelmesi nedeniyle her iki reseptörü de hedef alabilen akılcı terapiler 

geliştirilmelidir. 

ER ve meme kanseri biyolojisinde önemli yeri olan HER ailesi dışındaki diğer reseptör 

aileleri arasındaki karşılıklı etkileşim önemlidir. Steroid hormonlar ve büyüme 

faktörlerinin kanser hücrelerinin büyümesi üzerindeki etkisinin ortaya çıkması ile tirozin 

kinaz reseptörleri ve nükleer reseptörler arasındaki karşılıklı etkileşim önemli bir araştırma 

konusu haline gelmiştir. Meme, endometrial ve uterus gibi dokular hem estradiol hem de 

IGF (insulin benzeri büyüme faktörü) cevabı verirler. Örneğin, MCF-7 meme kanseri 

hücre hattında ER ve IGF-IR reseptörleri yer almaktadır. İlginç bir şekilde, her iki reseptör 

de aynı anda uyarıldığında IGF-IR ve ER editif ya da sinerjistik etki gösterir. Bu durum 

farklı yapısal ailelerde yer alan bu reseptörlerin arasında karşılıklı bir etkileşim 

olabileceğini göstermiştir (241).  

Kanser terapisinde ER’ı hedeflemenin başarılı uygulamalardan biri olduğu açıktır. Yakın 

zamana kadar tek başına tamoxifen gibi anti-östrojenik ilaç kullanımının faydalı olmadığı 

kombine terapilerin gerekli olduğuna kanaat getirilmiştir. Büyüme faktör reseptör 

sisteminin ER fonksiyonu üzerindeki etkisi bu yolakları hedeflenmesinin de fayda 

sağlayabileceği fikrini doğurmuştur. Bu bilgiler doğrultusunda, tirozin kinaz büyüme 
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faktör reseptörü ve ER’ı birlikte hedefleyen ilaçların etkin olabileceği düşünülmektedir. 

Tez kapsamında miR-770-5p’nin tamoxifen ve trastuzumab ile birlikte 

proliferasyonu azalttığı belirlenmiş, miR-770-5p varlığında ER pozitif ve HER2 

pozitif BT-474 hücrelerinde trastuzumab’ı potansiye edebileceği gösterilmiştir. Ek 

olarak ER/HER2 ya da HER2/EGFR/IGF1R arasındaki karşılıklı etkileşimlerde rol 

oynayarak endokrin terapi ya da monoklonal antikorlara karşı gelişen dirençte etkili 

olabileceği düşünülmektedir.  

6.2.2. ÜÇLÜ NEGATİF MEME KANSERİ HÜCRELERİNDE MİR-770-5P’NİN 

EMT SÜRECİ VE İNVAZYONDAKİ ROLÜ 

Meme kanserinde 1960-2010 yılları arasındaki veriler kullanılarak yapılan çalışmalarda 

kanserli vakaların sağ kalım oranının %63‘den %90‘a çıktığı bildirilmiştir. Bu ilerlemelere 

rağmen, uzak metastatik hastalık tanısı alan kadınlar için 5 yıllık sağkalım oranı sadece 

%23'tür (242). Bu veriler doğrultusunda, araştırmacılar ve klinisyenler metastazın altında 

yatan moleküler mekanizmaları çözerek, tedavi seçimini ve nihayetinde prognostik 

sonuçları iyileştirmek için meme kanseri mortalitesi ile mücadele etmek için çalışmaktadır.  

Meme kanseri metastaz araştırmalarında son zamanlarda odaklanılan nokta epitelial 

mezenkimal geçiş (EMT) 'tir. Klasik EMT, epitel hücrelerinin mezenkimal hücrelere 

diferensiyasyonunu gerektiren, genellikle farklı hücre tiplerine yol açan kritik bir 

gelişimsel programdır. Tümör ilerledikçe, epitel hücreler mezenkimal hücrelerin 

özelliklerine erişebilir, bu süreç onkojenik EMT olarak anılır. Ayrıca onkojenik EMT, 

artan göç ve istilacı kabiliyetlere neden olabilir ve bu da metastatik yayılıma katkıda 

bulunur. Transkripsiyon faktörleri, sinyal molekülleri ve mikroRNA'lar da dahil olmak 

üzere EMT sürecinde görev alan pek çok molekül keşfedilmiştir. EMT'ye yanıt olarak 

down-regüle edilen çeşitli proteinler arasında E-Cadherin (CDH1), plakoglobin (JUP), 

okluzin (OCLN), zonula okluzanlar1 (TJP1), α-katenin (CTNNA3) ve claudinler 3/4/7 

(CLDN-3/4/7) sayılabilir. Diğer taraftan, mezenkimal benzeri bir fenotipin teşvik edilmesi, 

fibronektin (FN1), N-Cadherin (CDH2), Vimentin (VIM), ACTA2 ve nükleer CTNNB1 

gibi proteinlerin upregülasyonu ile gerçekleşir. EMT fenotipinin yaygın kullanılan 

belirleyicisi CDH1'in kaybedilmesi / azaltılmasıdır ve bu durum EMT'nin kritik bir 

adımıdır. Çinko parmak proteinleri Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), Zeb1 (ZEB1) ve Zeb2 
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(ZEB2) her biri, meme hücrelerindeki CDH1 transkripsiyonunu, hücre içi bölgelerindeki E-

kutuları (CANNTG) bağlayarak doğrudan baskılar. Gelişimde rol oynadığı bilinen 

miRNA’ların EMT sürecinin indüksiyonunda görev alabileceği şaşırtıcı değildir. En sık 

belirtilen EMT ile ilgili miRNA'lar, miR-200a/b/c, miR-141 ve miR-429'dan oluşan miR-

200 ailesine üyeleridir.  

Tez kapsamının ikinci kısmı olan miR-770-5p’nin üçlü negatif meme kanseri hücrelerine 

transfeksiyonu ve sonrasında yapılan yara iyileşme ve invazyon deneyleri bu miRNA’nın 

motilite ve invazyon üzerine etkili olabileceği fikrini ortaya çıkarmıştır. İnvazyon 

sürecindeki ilk adım olarak düşünülen EMT biyobelirteçleri ile yapılan eş-zamanlı PZR 

çalışmasında miR-770-5p ile transfekte olan hücrelerin kontrole kıyasla CDH1 

seviyelerinin arttığı, SNAIL, TCF3, VIM gibi EMT indükleyicilerinin ise anlamlı olarak 

azaldığı görülmüştür. EMT belirteçleri ile yapılan protein analizleri bu miRNA’nın EMT 

sürecinde etkili olabileceği fikrini desteklemektedir.  

TNBC hücrelerinde potansiyel etki mekanizmasını açıklamak adına yapılan çalışmalar 

sonucunda miR-770-5p’nin EGFR ve IGF1R sinyal iletim sistemlerinde her iki reseptör 

tirozin kinaz ya da bu sinyal ağında distalde yer alan moleküller olan ERK ve mTOR’u 

hedefleyerek proliferasyonu azaltabileceği gösterilmiştir. Motilite ve invazyon sürecine 

etki mekanizmasında ise yine bu iki sinyal ağı ve FAK, ROCK1 gibi hücre iskeletinde 

önemli olan molekülleri hedefleyebileceği belirlenmiştir. Motilite sürecini takip eden 

invazyonda ise EMT sürecinde Vimentin, Snail gibi kritik mezenkimal belirteçleri 

hedeflemesiyle birlikte TCF3 ya da DNMT3A aracılı E-Cadherin artışı ile birlikte EMT 

sürecini MET’e çevirerek tümör hücresinin invazyon kapasitesi üzerindeki potansiyel etki 

mekanizması tanımlanmaya çalışılmıştır.  

Tez kapsamında elde edilen bulgular miR-770-5p’in da trastuzumab ve tamoxifen 

direncinde de etkin olabileceğini destekler niteliktedir. Direnç durumunda miRNA 

mekanizmalarının aydınlatılması için benzer yolakların dirençli hücrelerde araştırılması 

önem taşımaktadır. Ayrıca in vitro olarak gösterdiğimiz miRNA-ilaç potansiyasyon (miR-

770-5p’nin trastuzumab ve tamoxifen etkinliğini artırması) mekanizması ve miR-770-

5p’nin invazyon kapasitesi üzerine etki mekanizmasının in vivo hayvan modellerinde 

gösterilmesi bu miRNA’nın preklinik olarak doğrulanması açısından değerli olacaktır.  
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EKLER 

EK  1. RNA spektrofotometrik ve Bioanalyzer ölçüm sonuçları. 

Aşağıdaki çizelgede yapılan RNA izolasyonlarının spektrofotometrik değerleri yer 

almaktadır. 

Örnek Adı Konsantrasyon 

(ng/ul) 

A260/280 

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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RNA örneklerinin temsili agaroz jel görüntüsü.  

Ayrıca Agilent Bioanalyzer cihazı yardımıyla RNA kalite kontrolleri yapılmıştır. Temsili 

görüntü aşağıdadır:   
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EK  2. qRT-PZR sonrasında örneklerin %2 ‘lik jel görüntüsü (temsili).  

 

A1-A6-A14-A21-B3-B7-B10-B12 nolu örnekler GAPDH geni; D1-D5-D9-D13-D17-D23-E3-E8-E12 nolu 

örnekler HER3 geni PZR ürününü temsil ederken E14 nolu örnek ise negatif kontrolü temsil etmektedir.  
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EK  3. miScript Primer Assay Dizileri.  

Ürün Adı Katalog No 5’ – 3’ Dizisi 

Hs_miR-770-5p_2 

miScript Primer Assay 

MS00010584 

 

UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA 

 

Hs_RNU6-2_11 

miScript Primer Assay 

 

MS00033740 

 

_ 
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EK  4. Transfekte hücrelerden elde edilen protein ölçüm sonuçları  

Örnek Adı 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 
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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 



139 

 

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 ölçüm sonuçları ve temsili jel görüntüsü. 

Örnek Adı Konsantrasyon 

(ng/ul) 

A260/280 

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 devamı. temsili jel görüntüsü. 

 

 

Temsili DNA örneğinin %1 ‘lik agaroz jeldeki görüntüsüdür.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



143 

 

 

 EK 6. Reseptör pozitif hücrelerde trastuzumab ve tamoxifen uygulaması sonucunda 

ifadesi değişen miRNA’ların üç farklı hücre hattındaki ifade değişimi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ortak 

miRNA’lar  

Kat Değişimi 

BT-474 MCF-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 hücrelerinde miR-770-5p mimic transfeksiyonu ardından yara iyileşme 

deneyi sonucunda elde edilen görüntüler. 
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