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OZET
MEME KANSERI HUCRE HATLARINDA miR-221-3p VE PAK1 GEN
IFADESININ ARASTIRILMASI

Tayeb TAYEB

Yiksek LisansTezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez danismani: Yrd. Dog. Dr. Serdar OZTUZCU
Haziran 2014, 62 sayfa

Kadinlarda en yaygin malignite meme kanseridir.Kanser ilaglarinin, hiicresel davranisi
ve kanser patogenezinin altinda yatan mekanizmalar aracilifiyla etki ettigi yolaklar
anlamadaki yetersizlikten dolay1, kanser tedavisinde olusan ila¢ direnci hala 6nemli bir
klinik sorun olarak kalmistir. Bu sebeple, meme kanserindeki risk faktorii olusumlarinin
tiimdriin morfolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore degisip degismedigini belirlemek
O6nemli bir sorgulamadir. Tamoksifen direnci, anti-Gstrojen tamoksifenin ERa’y1
transaktive eden agonistik Ozellikler kazandigi meme kanseri vakalarinin yarisinda
goriilmektedir. ERoa’nin PAK1 aracilikli serin 305 (S305) fosforilasyonu tamoksifen
direncine yol acar. Bizim c¢alismamizda, PAK1 kaynakli tamoksifen direnci konu
alinmigtir.  Bizim hipotezimize gore, PAK1 tarafindan saglanan ERa-S305
fosforilasyonu PAKZ1’in miR-221-3p ile transkripsiyonel engellenmesi ile tersine
cevrilebilir ¢linkii miR-221-3p PAK1’in 3’UTR bolgesini hedeflemektedir. Bu amagla,
bolimumuzdeki laboratuvarda ER-pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda (MCF7,
HCC1500, ZR-75-1), ER-negatif meme kanseri hiicre hatlarinda (SKBR3, MDA-MB-
231) ve kontrol olarak meme epitel hiicre hattt " TERT-HME1’de miR-221-3p’nin ifade
dizeyini 6lgmek igin Real-Time PCR (qRT-PCR) kullandik. PAK1’daki miR-221-3p
bagimli artis, ZR-75-1 hiicre soyunun invaziv 6zellige sahip olup diger ER+ hiicre
hatlar1 MCF7 ve HCC1500’in daha hafif bir kanser siddetine sahip olmasina
baglanabilir. SKBR3 hiicre hattindaki miR-221-3p’nin ifade diizeyinin azalip PAK1’1n
ifade diizeyinin artmasi, PAK1 ifade duzenlenmesinde miR-221-3p’nin roliiniin de
olabilecegine yorumlanabilir. miR-221-3p ve PAKL1 ifadesi kontrol hiicre soyuna gore
yuksek olan MDA-MB-231 hiicre hattinda PAK1 ifadesi i¢in farkli diizenleyici
mekanizmalar olabilir. Bu sonuglara gore, meme kanserinin histopatolojisi ve siddetine
gore, miR-221-3p hastaligin molekiiler mekanizmasi ile ilgili PAK1 aktivitesi olsun

veya farkli mekanizmalar tizerinden olsun 6nemli bilgiler verebilir.

Anahtar Kelimeler: miR-221-3p, PAK1, meme kanseri, qQRT-PCR, RT-PCR.



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF miR-221-3p AND PAK1 GENE EXPRESSIONS IN
BREAST CANCER CELL LINES

Tayeb TAYEB

Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Asst. Prof. Serdar OZTUZCU
June 2014, 62 pages

The most common malignancy in women is breast cancer. Drug resistance in the
treatment of cancer still remains a major clinical concern because of an insufficiency of
understanding of the pathways by which cancer drugs interact with the mechanisms
underlying cellular behaviour and cancerpathogenesis. Therefore, defining whether risk
factor associations for breast cancer diverge by morphological and molecular features of
the tumors shows an important query. Resistance to tamoxifen is seen in half of the
recurrences in breast cancer. The anti-estrogen tamoxifen gains agonistic property by
transactivating ERa. PAK1- mediated phosphorylation of serine 305 (S305) of ERa
leads to resistance to tamoxifen. In our study, PAK1- induced suggestive tamoxifen
resistance was designed. According to our hypothesis, phosphorylation of ERa-S305 by
PAK1 may be reversed by PAK1 transcriptional inhibition by miR-221-3p due to miR-
221-3p targeting the 3’UTR of PAKL. For this purpose, we used Real-Time PCR (qRT-
PCR) to measure the expression level of miR-221-3p in ER-positive breast cancer cell
lines (CRL-1500, MCF7) and breast epithelial cell line, \TERT-HMEZ1, as control in the
laboratory in our department. Increase in the expression of PAK1 depending on miR-
221-3p may be related to ZR-75-1 cell line which has invasive characteristic but other
two ER+ cancer cell lines, MCF7 and HCC1500, have milder cancer severity. miR-221-
3p may have a role on regulation of PAK1 expression because the miR-221-3p
expression level decreases while PAK1 expression level increases in SKBR3 cell line.
miR-221-3p and PAK1 expression in MDA-MB-231 cell line are higher than that of
hTERT-HMEZ1 cell line may be interpreted like that miR-221-3p has no regulatory
effect on of PAK1 expression in this cell line. According to these results, miR-221-3p
may give crucial information about the molecular mechanism of the disease upon PAK1
activity or different mechanisms with respect to histopathology and severity of breast

cancer.
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1. GIRIS ve AMAC

Kisa bir tarihsel bilgi olarak, meme kanseri eski bir hastaliktir ve Misirlilar milattan
3000 y1l 6nce onu tanimladi (1). Yunan ve Romali hekimler meme kanseri ve tedavisi
hakkinda cesitli makaleler yazmistir (1). Cerrahi, meme kanseri tedavisinde, farkli
islemlerle ve bazen de onun sebepleri ve dogal olusumu hakkinda inanilan diisiincelerle,
en eski yontemi olarak kabul edilmektedir (1). Ancak, 6zellikle Ortagcag'da olmak iizere,
birgok ‘tibbi’ tedavi tanimlanmistir (1). Meme kanseri tedavisinde degisen yaklagimlar,
hem hastaligin patogenezi hakkindaki diisiincelerdeki degisiklikleri hem de hastalik
hakkindaki bilginin biiyiikliigli, ayrica da bilim ve teknolojideki gelismeleri
yansitmaktadir (1). Felsefik olarak, medikal tedavininolusumu, lokal tedavi degil de
sistemik bir terapi olan cerrahinin olusumundan kavramsal olarak farklidir (1). Son 50
yilda, cerrahi olmayan tedavi tiplerinin varligi meme kanseri tedavisinde cerrahinin

yerini alacak sekilde ilerlemistir (1).

Kanser ilaglarinin,hiicresel davranist ve kanser patogenezinin altinda yatan
mekanizmalar araciliiyla etki ettigi yolaklar1 anlamadaki yetersizlikten dolayi, kanser

tedavisinde olusan ilag direnci hala 6nemli bir klinik sorun olarak kalmistir (2).

Kadinlarda en yaygin malignite meme kanseridir (2). Tiim kadin kanserlerinin % 31’ni
meme kanseri olusturmaktadir (2). Meme kanseri vakast ABD'de tiim kanser
vakalarinin % 14,5’ini olugsmaktadir (2). Ayn1 zamanda, meme kanseri i¢in 6liim orani
% 7,1 olarak bildirilmistir. ABD'de 2009 yilinda yaklasik 192.370 kadin i¢in meme

kanseri tanis1 konulmustur ve 40.170’si bu hastaliktandlmiistiir (3,4).

2012 yilinda Saglik Bakanlig: tarafindan yiiriitiilen Tiirkiye kanser istatistiklerine gore
hazirlanan raporda, iilkemizde en sik saptanan ilk 10 kanser tiirii arasinda bulunan
meme Kkanseri akciger, prostat ve cilt kanserlerinden sonra en sik goriilen dordiincii
kanser tiiridiir.Kadinlarda daha sik goriilen meme kanseri (40,70/100.000), erkeklerde
de %0,8 oraninda goriilmektedir (5-12).Tedavi, tarama programlari ve toplum bilincinin

gelisimiyle saglanan erken teshisin sayesinde 6liim orani azalmaktadir (5-12).

Ifade profilleme calismalar1 gdsterdi ki; hormon almagclarinin ifadesi, timér dokusunda
tiimorlesmede erken tespit edilen ve timor biyolojisi hakkinda 6nemli bilgiler veren
kalic1 "molekiiler portreler" ile iliskilidir (13-15). Bu nedenle, risk faktorleri hem

tiimorlerin gelisimiyle hem de onlarin biyolojisi ve ilerlemesiyle baglantili olabilir (13-
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15). Boylece, meme kanserindeki risk faktorii olusumlarinin tiimoriin morfolojik ve
molekiiler 6zelliklerine gore degisip degismedigini belirlemek 6nemli bir etyolojik

sorgulamadir (13-15).

Timor boyutu, histolojik smif ve metastatik aksiller lenf nodu sayisi gibi fiziksel
Ozellikleri kullanarak meme kanseri niiks olasilig1 klinik-patolojik paradigma tarafindan
tahmin edilmektedir (16). Klinik-patolojik paradigmaya gore, immunohistokimya (IHK)
Ostrojenve progesteron reseptorii (ER/PR) ifade seviyesinin belirlenmesi igin kullanilir
(16). IHK ya da in situ hibridizasyon (ISH) insan epidermal blylme faktoru reseptori
2’yi (HER2) tanimlamak i¢in kullanilir (16). Her bir reseptOriin seviyesi, anti-0strojen
yada anti-HER2 tabanli tedavilerden muhtemel fayda gorecek hastalarin alt gruplarin
belirlemek i¢in akilli marker olarak kullanilmaktadir (16). Ayrica, daha dogru bir

sekilde niiks riskini 6l¢mek i¢in kullanilir(16).

ER, niikleer alict ailesinin bir iyesidir ve meme kanserlerinin ¢ogunun degisime
ugramis fenotipinin diizenlenmesinde rol alir (17). ER 6strojen hormonu (173-estradiol)
tarafindan aktive edilen bir alicidir (17). ER’in iki tipi bulunmaktadir: hiicre ici
alicilarin niikleer hormon ailesinin bir liyesi olan ER ve G proteinine baglh alicilarin
rodopsin benzeri ailesinin bir Gyesi olan GPR30 (17). ER 0&strojen tarafindan aktive
edildiginde,cekirdek igine gecebilir ve farkli genlerin aktivitesini diizenlemek igin
DNA'ya baglanabilmektedir (DNA’ya baglanan bir transkripsiyon faktorl gibi) (17).
Ostrojenin ER’a baglanmas1 meme hiicrelerinin proliferasyonunu tetikler ve bu da hiicre
boliinmesi ve DNA replikasyonunda artisa sebep olarak mutasyona yol agmaktadir (18).
Her iki durumun sonuglar1 soyledir; hiicre dongiisiinde bozulma, apoptoz ve DNA
tamiri, dolayisiyla timor olusumu (18).Era kesinlikle daha ¢ok farklilasmig tiimorler
eilgili iken Erf’nin bu tiimorlerde miidahil oldugu gergegi tartismalidir. ESR1 geninin
farkl tipleri (tek niikleotid polimorfizmi ile) tanimlanmistir ve gelisen meme kanserinin

cesitli riskleri ile iligkilidir (18).

"ER-pozitif" olarak adlandirilan asir1 ER ifadesi, meme kanseri vakalarin yaklasik%
70'inde goriilir ve bu dokularda immiinohistokimya kullanilarak gdsterilebilir (19).
Farmakolojik inhibitorler ve /veya ooferektomi (yumurtaliklarinin birinin veya her
ikisinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi) ile steroid hormon yolaginin engellenmesinin, bu
hasta popiilasyonunda etkili oldugu gosterilmistir ve yirmi yili askin bir siiredir yaygin

olarak kullanilan bir anti-kanser ajami olmustur (19). Ostrojen kaynakli yolagin



farmakolojik inhibitorleri bu vakalarin ¢ogunda etkilidir (19) .Bu siniftaki terapétikler,
Ostrojen lretimini baskilayan ilaglarini (aromataz inhibitorleri ve gonadotropin salan
hormon agonistleri) ve dogrudan ER inhibitorlerini (segici ER modiilatorleri (SERM) ya
da segici ER yikicilar1 (SERY)) igerirler (20).

Bir SERM olan tamoksifen, aktif metaboliti olan hidroksitamoksifen yardimiyla meme
dokusundaki ER'nin bir antagonistidir (21). Tamoksifen tiimdr hiicreleri ve diger doku
hedeflerindeki ER’lere, DNA sentezini azaltan ve 0Ostrojenin etkilerini durduran bir
niikleer kompleks olusturarak, tamamiyla baglanir (21). Tamoksifen, dstrojenle meme
ve diger dokulardaki baglanma bolgeleri igin giiclii anti-Ostrojenik o6zellikleri
araciligiyla yarisan steroid olmayan bir elementtir (21). Tamoxifen hdcrelerin hiicre
dongiisiiniin G1 ve GO asamalarinda kalmalarina neden olur (21).Tamoksifen
sitosidalden ziyade sitostatiktir¢linki kanserli hucrelerin bolinmesini engeller fakat

hiicre 6liimiine neden olmamaktadir (21).

Metastatik meme kanserli hastalar baslangigta kemoterapi veya hormonal tedaviye yanit
verse de, hastaligin niiksii bir kac¢ ayla birka¢ yil i¢inde ortaya ¢ikabilir (22). Ayrica,
yanit oranlar1 ve ikinci tedaviye yanitin siiresi genellikle baslangi¢ tedavisindekinden

daha azdir(22).

Potansiyel olarak endokrin duyarli meme kanseri olan kadmlarin tedavisinde
Tamoksifen’in basarisina ragmen, bu kadinlarin yaklasik% 30'unda Tamoksifen'e karsi
ya igsel ya da kazanilmis bir direncten dolayr hastaligin ilerledigi goriilmektedir (23).
llerlemis ER-pozitif hastali1 olan hastalarin yaklasik yarist Tamoksifen’e karsi aninda
yanit vermese de, ilaca cevap veren hastalarda da hastalik sonunda direncli bir fenotip
kazanmaktadir (23). I¢sel ve kazanilmis direng i¢in olasi nedenler; Tamoksifen’in
farmakolojisi,ER'nin yap1 ve fonksiyonundaki degisiklikler, timdr gevresiyle olan
etkilesimler ve tiimdr hiicrelerindeki genetik degisiklikler olarak bildirilmistir. Simdiye

kadar, dirence yol agan 6nemli bir mekanizma tanimlanmamistir (23).

ER’ningenellikle o ve B olarak adlandirilan, her biri farkli genler(sirasiyla ESR1 ve
ESR2) tarafindan kodlanan, iki farkli biyolojik olarak aktif formu vardir (24).
Tamoksifen ERa pozitif meme kanseri hastalarinda son derece etkili bir anti-kanser
ajanidir (24).Molekiiler direng mekanizmalarindan biri PAK-1 kaynakli Tamoksifen
direncidir (24).Bu baglamda, SRC-1 (steroid reseptorii ortak aktiflestirici-1)
Tamoksifen varliginda Ero’nin AF2 bolgesine degil AF1 bolgesine baglanmaktadir
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(24). PAK-1 tarafindan gergeklestirilen ERa-S305 fosforilasyonuEra’nin C-ucu ve
SRC-1 arasindaki oryantasyonda bir degisime neden olur (24). Bu PAK-1 tarafindan
gergeklestirilen ERa-S305°e 6zgii fosforilasyon RNA polimeraz II’nin ¢agirilmasini ve
Tamoksifen varhiginda transkripsiyonun artisin1  saglar (24).Budirencini tersine
cevirecek mekanizmalardan biri olarak, microRNA’lar (miRNA) PAK-1’in etkisini

inhibe etmek icin etkili olabilir (24).

miRNA’lar kiiclik, 18-25 niikleotid uzunlugunda, kodlanmayan RNA molekiillerinden
olusan, hedefledikleri genlerinifa desini diizenleyen yeni tanimlanan bir RNA sinifidir
(25). miRNA’lar, hedef mRNA’larinin 3’UTR bdlgelerine baglanarak, translasyonu
engelleyerek ve bazi durumlarda transkriptin hizli bir sekilde par¢alanmasini saglayarak
etkilerini gosterirler (25). Miranda ve TargetScan miRNA veritabanlar1 ve bir
arastirmaya gore, miR-221-3p PAK-1’1 hedefler ve aktivitesini inhibe eder(26).

Bizim hipotezimize gore, PAK-1’i hedefleyen miR-221-3p’nin ER-pozitif meme
kanseri olgularinda Tamoksifen direncini 6nleyebilecegini disiinmekteyiz. Bu amagla,
bolimimuzdeki laboratuvarda ER-pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda (CRL-1500,
MCF7) ve kontrol olarak meme epitel hiicre hattiCRL-4010’da miR-221-3p’ninifade
diizeyini 6lgmek icin Real-Time PCR (qRT-PCR) kullandik.

miRNA’larin pek ¢ok kanser tiirlinde ve ilag direncinde ¢ok onemli rolleri oldugu
aciktir. Meme kanseri hiicre hattinda Tamoksifen direnciyle alakali bu giiglii miRNA’y1
diizenleyen mekanizmay1 kesfederek, pek c¢ok diger hastaliklarda da onun nasil
diizenlendigini géstermek miimkiindiir.Bu da bu hastaligin nasil diizenlendigiyle alakali
mekanizmalar hakkinda bilgimizi arttiracak ve hastalarin tedavisine yeni gelismeler

saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Anatomisi

Meme, morfolojik olarak gogiis duvarinda bir tabandan ve meme ucunda, MAK’in
(meme-areola kompleksi) merkezi, bir ¢ikintidan (tepe) olusan bir konidir (27). Yiizeyel
doku tabakasi deri alt1 yag dokusunun (adipoz dokusu) 0,5-2,5 cm’i kadar deriden
ayrilir (27). Asict Cooper ligamentleri yiizeysel fasiadan deriye dogru yayilan fibroz
doku uzantilaridir. Yetiskin meme, meme ucunu ve siit kanallarini1 kapsayan 14-18 adet
diizensiz siit veren, capt 2,0-4,5 mm olan lobdan olusur; siit kanallar1 (siit veren
kanallar) bir destek ¢ergevesi olarak iglev goren yogun bag dokusu ile ¢evrelenir (27).
Bir meme bezi olarak, meme farkl tiplerde doku katmanlarindan olusan heterojen bir
anatomik yapiya sahiptir; bu doku tiplerinden baskin olan iki tanesi memenin siit

salgilama fonksiyonlarini etkileyen yag ve salgi dokularidir (27).

retromammary fat

intragiandular fat

subcutansasous fat
areola

main milk duct

cooper's ligaments

Sekil 2. 1. Normal meem dokusu anatomisi (27).

Kadin meme yapis1 karmasiktir ve adipoz doku, loblar, lobiiller, siit kanallar1 ve lenf

nodlarindan olusur (27).



2.1.1. Adipoz doku

Kadin memesinin ¢ogu adipoz doku olarak adlandirilan yag hiicrelerinin bir
toplamindan olusur. Bu doku gogiis kafesinin ortasindan gecerek kopriiclik kemiginden
kol altina kadar uzanir (27).

2.1.2. Loblar

Loblar1 da igeren deri altt1 yag dokusu memeye seklini verir (27).Yetiskin memesi,
meme ucu yakinindal4-18 adet diizensiz sekle sahip, stt veren lob icerir (27).
2.1.3. Lobuller

Her bir lob pek ¢ok lobiilden olugsmaktadir; bu lobiillerin uglarinda hormonal sinyallere
yanit olarak siit tiretilen kesecikler vardir (27).

2.1.4. Siit kanallar

Loblar ve lobiiller, meme ucuna siit tasiyan tiip ya da kanal gibi gbrev yapan st
kanallariyla birbirlerine baglidir (27). Siit kanallarinin tigte ikisi meme ucu tabaninin
yaklasik 30 mm mesafesindedir (27).

2.1.5. Lenf nodlan

Lenf nodlari, lenf damarlar ile birbirine bagh olan kiigiik, fasiilye seklindeki bagisiklik
sistemi hicrelerinin bir toplamidir (28). Lenf damarlar kii¢ciik damarlara benzer fakat
onlar memeden uzaga dogru (kan yerine) lenf denilen agik renk bir siv1 tagirlar (28).
Memedeki ¢ogu lenf damari kol altinda lenf nodlariyla birlesirler (aksiller nodlar) , baz1
lenf damarlari, gogiis ig¢inde (i¢ meme nodlart) ve kopriiciik kemiginin altinda ya da
iistiinde (supraklavikiiler ya infraklavikuler nodlar) bulunan lenf nodlarina baglidir (28).

2.2.  Meme Fizyolojisi

Memenin temel islevi bir bebegi beslemek i¢in siit tiretmek, depolamak ve salgilamaktir
(29). Dogumdan sonra kadinin viicudunda hormonlar tarafindan meme uyarildiginda,
meme icerisindeki lobiillerde siit liretilir. Kanallar meme ucuna siitii tasir (29). Meme ile
besleme sirasinda, siit meme ucu araciligiyla bebege gelir (29). Memeye kan temini, ilk
olarak ana meme dokusu altindan akan i¢ meme arterinden saglanir (29). Kan temini
memeye besin, oksijen gibi, saglar, meme siit tirctimi saglayan (laktasyon) 6zel bir
organdir. Hamilelik ve laktasyon siiresince, bu zamanlardaki hormonal degisikliklerden

dolay1, meme dokusunda pek¢ok ilave degisiklik gdzlemlenir (29).



2.3.  Meme kanseri

2.3.1. Epidemyoloji

Kadinlarda en yaygin goriilen malignite meme kanseridir. Bu malignite, kadinlarda
gortlen tim kanserlerin % 31’inin sebebini olusturmaktadir (3-4). Meme kanseri
vakalari ABD’dedeki tiim kanser vakalarmin %14,5’ini olusturmaktadir. Bununla
beraber, memek kanseri 6liim oran1 % 7,1 olarak ifade edilmistir (3-4). ABD’de 2009
yilinda yaklasik 192.370 kadin i¢cin meme kanseri tanisi1 konulmustur ve bu hastalarin

40.170’1 bu hastaliktan 6lmiistiir (3,4).

2012 yilinda Saghk Bakanligi tarafindan gerceklestirilen Tiirkiye'nin kanser
istatistiklere gore hazirlanan deklarasyonda, iilkemizde en sik saptanan ilk 10 kanser
tiirli arasinda olan meme kanserinin, akciger, prostat ve cilt kanserlerinden sonra en sik
goriilen dordiincii kanser tiirli oldugu belirtilmistir (5-12). Meme kanseri, kadinlarda
daha sik gortldiugi gibi (40,70 /100.000), % 0,8 'lik bir oranda erkeklerde de tespit
edilir (5-12). Tedavideki gelismelerin, tarama programlari ve toplum bilincinin

katkisiyla saglanan erken teshis sayesinde 6liim orani azalmaktadir (5-12).
2.3.2. Etyoloji

Insan meme kanseri etyolojisi biilyiik cogunlukla bilinmemektedir (30). Meme kanseri
ile ilgili risk faktorleri {i¢ ana belirleyici altinda toplanabilir: aile Oykiisii (kalitsal)
faktorler, hormonal ve lireme faktorleri, ve (yasam tarzi dahil) ¢evresel faktorler (30).
Kimyasal karsinojenler dahil olmak (zere cevresel ajanlar, meme kanserilerinin
%70’ine atfedilen degisken risk faktorleridir (30). Ilag metabolize eden enzimlerin
polimorfizmleri, cevresel kimyasallar, diyet ajanlar, ve endojen steroidlerden
kaynaklanan risk faktorlerini etkileyebilir (30). Meme kanseri vakalarinin %78’den
fazlasina postmenopozal donemde rastlanilir (30). Geg¢ kanser olusumu, genellikle

insanlarda kimyasal karsinogenez ile ilgili uzun gecikme siireleri ile tutarlidir (30).
2.3.3. Kanser Biyolojisi

Normal hiicrelerin derece derece malignan hiicreye doniisme isleminin artik genome
verilen zarar sonucu ortaya ¢ikan sirali mutasyonlara gereksinim duydugu bilinmektedir

(31). Bu hasar, DNA replikasyonundaki hatalar, belli bazi DNA bazlarinin igsel
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kimyasal instabilitesi ya da metabolizma boyunca olusan serbest radikaller tarafindan
gerceklesen ataklar gibi endojen siireglerinin sonucu olabilir (31). DNA hasari, iyonize
edici radyasyon, UV radyasyonu ve kimyasal kanserojenler gibi dis etmenlerle etkilesim
sonucu da olusabilir (31). Baz1 inaktive edici mutasyonlar, ilave mutasyonlarin
olusumunu engelleyerek genomik biitiinliigliniin muhafaza edilmesinden sorumlu olan
genlerde varolabilir (31).

Normal hiicrenin kotii huylu bir hiicre doniisiimii, proliferasyon ve hiicre 6limdanu
kontrol eden normal homeostatik mekanizmalarda rol alan genlerin, proliferasyonu
tetikleyen ve hiicre oliimiine karsi koruyan genlerin, onkogenler, aktivasyonuyla ve
normal olarak proliferasyonu engelleyen genlerin, timdr baskilayici genler,

inaktivasyonuyla sonuglanan mutasyonlardan zarar gorecegi yollari igerir (31).

2.3.4. Kanserin genetik yapisi

Kanser temel olarak doku biiylimesinin diizenlenmesindeki bir bozuklugun hastaligidir.
Normal bir hiicrenin bir kanser hiicresi haline doniismesi igin, hiicre biiylimesini ve
farklilagsmasini diizenleyen genler degismis olmalidir (32).

Etkilenen genler iki genis kategoriye ayrilir. Onkogenler hiicre biiyiimesini ve
proliferasyonunu tetikleyen genlerdir (33). Tiimor baskilayict genler hiicre biiytimesini
ve proliferasyonunu engelleyen genlerdir (33). Malign transformasyon yeni
onkogenlerin olusumu - normal onkogenlerin uygunsuz asir1 ifadelenmesi ya da tiimor
baskilayict genlerin az yada hi¢ ifade edilmemesi yoluyla olusabilir (33). Tipik olarak,
normal bir hicreyi bir kanser hiicresine doniistirmek i¢in pekgok gende degisiklik
olmasi gerekir (Sekil 2.2) (33).

10



Benign tumor cells Malignant cells invade

grow only locally and neighboring tissues, enter
cannot spread by blood vessels, and

invasion or metastasis metastasize to different sites

Time

Mutation Cells Mutations Proto-oncogenes More mutations,

inactivates proliferate inactivate mutate to more genetic

suppressor DNA repair oncogenes instability,

gene genes metastatic
disease

Sekil 2. 2. Kanser pek ¢cok mutasyon barindirmaya meyillidir (34).

Genetik degisiklikler, farkli diizeylerde ve farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikabilir (33).
Mitozdaki hatalar sonucu biitiin bir kromozomun kazanci veya kaybi olusabilir (33).
Daha yaygin olarak, genomik DNA'nin niikleotit dizisindeki degisiklikler mutasyon
gorilmektedir (33).

2.3.5. Hucre dongusi ve kanser

Hucre progresyonunu ve boliinmesini igeren islem olan hiicre dongiisii kanserin en
onemli parcasidir (35). Normal hiicrelerde hiicrenin gelistigi, DNA’sim1 esledigi ve
boliindiigii hiicre dongiisii, bir seri karmasik sinyal yolagiyla kontrol edilir (35). Bu
stire¢ ayrica hatalarin diizeltildigini garanti eden mekanizmalar igerir; ve eger bu hatalar
diizeltilmezse hiicre intihara (apoptoz) gider (35). Bu diizenleyici islem bozulur ve
sonucunda genetik mutasyonlardan dolay1 kanserde kontrolsiiz hiicre proliferasyonu

goraldr (35).

Neyse ki, bir takim 6zel olaylar dizisi igerisinde birbirleriyle etkilesim halinde olan
proteinlerin hiicre dongiislinii sik1 bir sekilde diizenlemesi sayesinde genellikle kanser
Onlenir (35). Bu olaylarm bir sonucu olarak, hiicre dongiisiiniin devam m1 edecegi yoksa

fazlar arasinda m1 kalacagina karar verilir (35).

Kromozomlar eslenir (DNA sentezi ya da S-fazi) ve her hiicre boliinmesi dongiisiinde
genetik olarak 6zdes iki kardes hiicre (mitoz veya M-faz) olusturmak i¢in ayrilirlar (35).
Biiylime ve yeniden yapilanma fazlar1 (bosluk fazlar G1 ve G2) bu olaylar1 aralar (35).
Hucreler bolinmeden sonra suskun bir duruma (GO0) gecerek donguyt durdurabilir (35).
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Biitiin bir dongiiye geri doniis emri ge¢ G1’de verilir. Islem dongii boyunca cesitli
CDK-siklin komplekslerinin diizenlenmis aktivitesi ile kismen elde edilir (Sekil 2.3)
(35).
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Sekil 2. 3 Memeli hiicre dongiisiiniin sematik goriiniisii (35).

2.3.6. Programh hiicre 6liimii (Apoptoz, otofaji ve programh nekrozu)

Programlanmis hiicre dliimleri apoptoz, otofaji, programlanmis nekroz hucre i¢i bir
program tarafindan aracilik edildiginde, hiicrenin herhangi bir patolojik formatta 6liimii
olarak diistiniilmektedirler (36). Hiicre 6liimiiniin bu ii¢ formu kollektif olarak malign
hiicrelerin gelecegine karar verebilirler; apoptoz ve programli nekroz her zaman hucreyi
Oltime sevk ederler fakat otofaji hayatla 6liim arasinda karar verici konumda olabilir
(36).

2.3.7. Tiimérde yeni damar olusumu ve metastaz

Metastaz kanser Oliimlerinin baglica nedenidir ve iki anahtar siirece baglidir: komsu
hiicreleri kusatmak icin kan/lenf damarlar igerisine gecisle saglanan kanser hiicresi
go¢li ve kan dolasimina erisim saglayan tlimorde yeni damar olusumu (37). Metastatic
siire¢ boyunca, primer tiimoriin yayilimima ve komsu bag dokusu, lenf sistemi ve kan
damarlarina invazyonuna sebep olan epitelyal ve endotelyal hicrelerinin (EC) gocu esas
asamadir (37).

2.3.8. Meme kanserinde tiimor gelisimi

Dort farklt meme kanseri alt tipi ya da portresi tanimlanmistir ve her biri farkli biyolojik

Ozelliklere ve klinik sonuglara sahiptir: normal meme tipi, limen tipi, ERBB2-pozitif ve
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bazal tipi (38). Genel olarak ER durumuna gore boliinmiis olan iki tip sdyledir: normal
ER-pozitif alt tipi bazal epitel hiicreleri ve yag dokusu genlerinin yiiksek ekspresyonu
ile karakterizedir, aksine ER ifade edilen tiimorler meme luminal hiicreleri tarafindan
ifade edilen ¢ok sayida genin ekspresyonu ile karakterize edilir (38). ERBB2-pozitif
timorler ERBB2 onkogenini asir1 ifade ederler fakat ER ve ER’nin diizenledigi genleri
diisiik seviyede ifade ederler: bazal-tip timorler biylk oranda ER-negatiftir ve meme
bazal hiicre keratini ifade ederler (13). TUmor alt tiplerinin prognozunda farkliliklar
gorulmektedir; laminal tip iyi prognoz gosterirken bazal tip kotl prognoz
gOstermektedir. ER-negatif bazal tipleri ve ERRB2 alt tipleri daha ¢ok ciddi bir sekilde

azalmis total hayatta kalim ile iligkilendirilmistir (Sekil 2.4) (38).
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Sekil 2. 4. Cesitli meme kanseri alt tiplerinin sematik gdsterimi (38).

2.3.9.

Meme kanserinde kromozom kararsizhgi (KK)

Mitotik uygunluk ve sitoplazmik organizasyon, normal sentrozom fonksiyonun
sonuglaridir. Asirt sayida sentriyol ve peri centriolar materyalden anlasilan kusurlu
sentrozom yapisit meme ve solid tiimorlerin genel tipik 6zelligidir (39). Bu arastirmalar,
sentrozomu malign tiimorlerin gelisiminde rastlanilan kromozomal anormalliklerin

kokeni olarak gostermistir (39).
2.3.10. Meme kanserinde mikrosatellit karasizhg (MK)

Mikrosatellitler, DNA’nin kodlanmayan bolgelerinde rasgele yayilmis basit polimorfik
dizilerinin tandem tekrarlaridir (40). Bunlar kanser genetiginde ve direk olamaycak
sekilde kanser teshisinde kullanilabilir ve tiimor olusumunun genetik temelini ve
kanserin ilerlemesini anlamada yardimci olabilir (40). Mikrosatellit kararsizligi (MK),

yanlis eslesme onarim genlerinin hatali ¢alismasi sonucu agiga ¢ikan replikasyon
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hatalarin1 yansitir, tiimor hiicrelerinde yeni, kalitsal olmayan allellerin varligiyla tespit

edilir ve timdr gelisiminin 6zel bir yolagini gosterir (40).

MK meme kanseri vakalarinin % 0-30’undatespit edilmistir (41). Mediiller karsinom
gibi, meme kanserinin 6zel tiplerinde de MK nin diisiik frekansl olarak tespit edildigi

goriilmiistir (41).
2.3.11. Meme kanseri tipleri

Meme kanserinin birgok tiirii vardir ancak bazilar1 olduk¢a nadirdir (42). Tek bir meme
timori bu tiplerin bir kombinasyonu olabilir veya bazi durumlarda invaziv ve in situ

kanser tiplerinin bir karigimi olabilir (42).

In situ duktal karsinom (ISDK; ayrica intraduktal karsinom olarak da bilinir) invaziv
olmayan veya pre-invaziv meme kanseri olarak diigiiniilmektedir (43). Siit kanallarin
saran damarlar ISDK’da kanser hiicreleri gibi goriinmeye baslarlar. Yaklasik olarak 5

yeni meme kanseri olgusunun biri ISDK’dur (43).

In situ lobiiler karsinom (ISLK) genellikle kanser olarak kabul edilmez, ama gelecekte
olabilecek kanser icin risk olusturabilir (44). ISLK. sik komsu invazif kanser alani ile
benzer genetik oOzellikler (e-kaderin geninin lokusu olan kromozom 16q'da

heterozigosite kayb1) gosterebilir (44).

Invaziv (veya infiltratif) duktal karsinom (IDK) meme kanserinin en yaygin tiiriidiir
(45). IDK memenin bir siit kanalinda baslar, kanalmin duvarindan sizar ve memenin

yag dokusu igerisine dogru biiylir (45).

Invaziv lobiiler karsinom (ILC) siit iireten bezlerde (lobiillerde) olusur (45). IDK gibi
viicudun diger bolgelerine metastaz yapabilir (45). Yaklasik olarak, 5 invaziv meme

kanseri olgusunun biri ILK dir (45).

Meme kanserinin daha az yaygin tiirleri sunlardir; inflamatuar meme kanseri, Uglii-
negatif meme kanseri, meme basinda olusan Paget hastaligi, filod timorii ve

anjiyosarkom (45).
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2.3.12. Meme kanserinde sinyal iletim yolaklar:

2.3.12.1. HER?2 asir1 ifadesinin onkojenitesi

EGF reseptor ailesi dort farkli reseptor icerir: EGFR (ErbB-1), HER2 (HER2/neu,
ErbB-2), HER3 (ErbB-3) ve HER4 (ErbB-4) ve bunlarin anormal aktivitesi gesitli

kokenlerden insan kanserleri ile iligkilidir (46).

Normal hicrelerde, HER2 bilinen herhangi bir liganda yiiksek bir afinite ile baglanmaz,
fakat baska bir uyarilmis EGF reseptoriinii ¢agirarak sinyal iletimi saglayabilir (46).
HER2’nin takip eden transaktivasyonu ve otofosforilasyonu, onemli dl¢lide daha giiclii
ve diger reseptor giftlerinden gonderilen sinyallerden daha uzun sireli etkisi olan hiicre
ici sinyallerini olusturur HER2 ihtiva eden heterodimerler tarafindan iiretilen sinyallerin

giicii i¢in ¢ok sayida molekiiler etmen vardir (Sekil 2.5) (46).

EGF ligand \
Q\\ { N\
<
\\\ ‘( N ) X
" \ _ 5 > W -
\\- ( g—.*g - g \ ‘A‘.: =SS
PR & <> S5 1 v 335X
> s = 2=
= N x:.riig s = = ) HERS |
> - HERZ|
a.\ P = Reversed _':{
EGFR- @& Vs by PTEN <
HERZ2 | % . =
- = -
L MAPK < e PIS
S 7 a
Nucleus —~ = ~ 7
T My Juns s Smaa A<t
(DG ML D)
 Fos G.ws / mMTOR
s £ )
Gene activation Tumor cell
and cell proliferation sSuarvival

Sekil 2. 5. HER2 asir1 ifadesinin onkojenitesi (46).

2.3.12.2. Meme kanserinde molekuler seviyede estrojen etkisi

Bazi Ostrojen reseptorleri (ER) hiicre ylizeyi membram ile iletisim halindedir ve

hiicrelerin 6strojene maruziyeti ile hizli bir sekilde uyarilabilir (47).

Buna ek olarak, bazit ER’ler kaveolin-1 ile baglantili olarak hiicre zari ile iletisim
halindedir ve G proteinleri, striatin, reseptor tirosin kinazlari (6rnegin, EGFR ve IGF-1)
ve kompleksleri ve reseptor-disi tirozin kinazlar (6rnegin, Src) ile kompleks olustururlar
(47). Bu zara bagh ER’lerin bazilari, Ca2+ ve striatin yoluyla nitrik oksit (NO)
seviyesinin artmasina yol agabilir (47). Sinyaller, mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK/ERK) ve fosfoinositid 3-kinaz  (PIBK/AKT) gibireseptor tirozin kinaz

yolaklar1 araciligiyla ¢ekirdege gonderilir (Sekil 2.6) (47).
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Sekil 2. 6. Meme kanserinde molekuler seviyede estrojen etkisi (47).

2.4. Meme Kanseri Hiicresi Alicilar:

Meme kanseri hicrelerinin ylzeyinde ve sitoplazma ile ¢ekirdeginin igerisinde alicilar
vardir (48). Hormonlar gibi kimyasal haberciler bu alicilara baglanir ve bu hiicrede
degisikliklere yol acar. Meme kanseri hiicreleri bu énemli alicilar1 barindirabilir ya da

barindirmayabilir: ER, progesteron alicis1 (PR) ve HER2 (48).

Meme kanseri tiiriiniin belirlenmesinin baglica yollarindan biri bu alicilarin olup

olmadigidir:

e Endokrin alicis1 (6strojen veya progesteron alicisi) pozitif (48).

e HER?2 pozitif (48).

e Uclii negatif; dstrojen, progesteron veya HER2 icin alicilar1 pozitif olmayan
(48).

e Uglii pozitif, dstrojen, progesteron veya HER2 i¢in alicilari pozitif olan (48).

2.4.1. Endokrin ahcisi (6strojen veya progesteron alicisi) pozitif

Bir hormon alicisi pozitif timdr, belirli hormonlara 6zgii alicilar1 ifade eden hiicrelerden
olugsan bir timordiir (48). Terim yaygin olarak ER pozitif timor (yani ER pozitif
hiicreler igeren tiimorler) anlamina gelir, ama ayn1 zamanda progesteron alicisi pozitif
tiimdrler igerebilir (48). ER+ kanser hiicreleri biiylime i¢in Ostrojene bagimlidirlar, bu
nedenle de tedavi i¢in Ostrojenin etkilerini engelleyen ilaclara (6rnegin, tamoksifen)

maruz birakilirlar ve genellikle iy1 bir sekilde tan1 konulurlar (48).
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2.4.2. HER?2 pozitif

Meme kanserlerinin yaklasik % 20-25’inde, kanser hiicreleri HER2/neu olarak bilinen
bir proteini ¢ok fazla tiretirler (48). Bu meme kanseri tiirii ok daha fazla agresif ve hizli
bliylime egilimindedir (48). HER2’nin asir1 ifadelenmesi, meme kanserinde onkojenik
tetikleyici olarak gorev yapan biiyiime faktorii sinyal yolaklarinin siirekli aktivasyonu
saglar (48). HER alicilarinda degisikliklere sahip tiimdrii olan kanser hastalarinin, kotii
bir klinik sonucu 6ngoéren faktorlerle alakali olarak daha agresif bir hastaliga sahip olma

egilimindedir (48).
2.4.3. Uclii negatif; dstrojen, progesteron veya HER2 i¢in alicilar1 pozitif olmayan

Ucli negatif meme kanseri (UNMK) immune histokimyasal yéntemlerle tanis1 konulan
heterojen bir hastaliktir ve ER veya PR’ni ifade edilmedigi ve HER2’nin asir1 ifade
edilmedigi tiimor tipi olarak tanimlanmaktadir (48). Prototip olarak UNMK agresif
yapidadir ve zayif prognozla iliskilendirilmistir ve bu da hastaligin kesin tanisini
hastalara en uygun tedaviyi vermek adina 6nemli kilmaktadir (48). Morfolojik ve
biyolojik analizler UNMK’nin farkli prognozlari olan alt tiplerini belirleyebilir ve

ozellikle biyolojik analizler tedaviye yanit1 tahmin etmek i¢in kullanilabilmektedir (48).
2.4.4. Uclii negatif; 6strojen, progesteron veya HER2 i¢in alicilar1 pozitif olan

Uclii pozitif meme kanseri (UPMK) immiinohistokimya ile teshis edilen heterojen bir
hastaliktir ve ayn1 zamanda ER, PR ve HER2’yi asir1 ifade eden tiimor tipi olarak

tanimlanir (48).

2.5. Meme Kanseri Evreleri

Meme kanseri evrelemesi kanseri saptanmasi ve yonetimi ile ilgili mevcut durum
hakkinda yararli bilgiler verir ve yeni stratejilerin uygulanmasinda basari1 saglar (49).
Tumor-nod-metastaz (TNM) sistemi 1942 yilinda Pierre Denoix tarafindan bulunmustur
ve hastalik prognozunu etkiledigi diisliniilen malign tiimorlerin 6nemli morfolojik
ozelliklerine gore kanseri tanimlamak i¢in bir altyapr saglamistir: primer timor boyutu
(T), bolgesel lenf nodu tutulumu varlig1 ve kapsami (N) ve uzak metastaz varligi (M)

(Tablo 2.1) (49).
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Tablo 2. 1.Meme kanseri TNM evrelemesi (49)

Evre Tanim

Primer timor (T)

X Primer timor degerlendirilemiyor

TO Primer timor yok

Tis In situ karsinom

T1 En biiyiik boyutu <2 ¢cm olan tumor

T2 En biiyiik boyutu >2 c¢cm ve <5 cm olan tiimér

T3 En biyik boyutu >5 cm olan timor

T4 Gogiis duvari veya deriye dogrudan uzantisi olan herhangi bir boyutta timor

Bolgesel lenf nodu

(N)

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor (6rnegin, daha dnce alinmis)
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Hareketli ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz

N2 Sabitlenmis ya da kalici ipsilateral aksiller lenf nodunda metastaz

N3 Ipsilateral infraklavikuler lenf nodunda metastaz

Uzak metastaz (M)

MX Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Metastaz yok
M1 Uzak metastaz

Evre 0 ve 1 tiim evreleme sistemine gore meme kanseri gelisiminin en erken sathasi
gostermektedir. Kanser hiicreleri evre 0 ve 1’de ¢ok kisitli bir alanda sinirlandirilmistir
(49). Evre 2 hala meme kanserinin erken donemlerindendir, ancak kanser biyimeye
yada yayilmaya baglamistir (49). Hala gogiis alanina dahil edilir ve genellikle ¢ok etkili
bir sekilde tedavi edilir (49). evre 3’de meme kanseri memeye yakin dokular1 isgal
etmeye programlanmistir ama isgal etmemistir (49). Meme kanseri evre 4’de viicudun

diger bolgelerinde varlik gostermistir (Tablo 2.2)(Tablo 2.2) (49).
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Tablo 2. 2. Total TNM evrelemesi (49).

Total Evre T Kkategorisi N kategorisi M kategorisi
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 Tl NO MO
TO N1 MO
Evre lIA Tl N1 MO
T2 NO MO
T2 N1 MO
Evre 11B 3 NO MO
TO N2 MO
Tl N2 MO
Evre 1A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Evre 11IB T4 Herhangi N MO
Evre I1IC Herhangi T N3 MO
EvrelV Herhangi T Herhangi N M1

2.6. Meme Kanserinde Tamoksifen

Tamoksifen erkek ve kadinlarda meme kanserinin bazi tiplerini tedavi etmek icin
kullanilan bir ilagtir (50). Tamoksifen ayrica hasta yiiksek risk (6rnegin meme kanseri
aile Oykiisii gibi) tastyorsa, hastanin meme kanserine yakalanma sansini azaltmak icin
de kullanilir. Tamoksifen, aktif metaboliti hidroksitamoksifen araciligiyla, meme
dokusunda ER'nin bir antagonistidir (50). Tamoksifen, menopoz Oncesi kadinlarda
hormon alicisi-pozitif meme kanseri i¢in kullanilan yaygin endokrin (anti-Ostrojen)
tedavisidir ve her ne kadar ayni sarttlarda aromataz inhibitorleri sik sik kullanilsa da,
tamoksifen ayni1 zamanda menopoz sonrasi kadinlarda uygulanan standard bir tedavidir
(50).

Bazi meme kanseri hiicreleri biiyiimek icin dstrojene ihtiya¢ duyar (50). Ostrojen bu
hicrelerde ER’a baglanarak onu aktif hale getirir (50). Tamoksifen de ER baglanan
bilesikler haline gelir ancak onu aktive etmez (50). Kompetitif antagonizmden dolayz,
tamoksifen kilitte kirilmig anahtar gibi davranir ve baska bir anahtarin kilide
sokulmasina engel olur, boylece Ostrojenin alicisa baglanmasina engel olur. Bu nedenle,

meme kanseri hiicre biiyiimesi engellenmis olur (50).
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Tamoksifen DNA sentezini azaltan ve Ostrojenin etkilerini engelleyen bir nikleer
kompleks olusturarak meme kanseri hiicreleri ve diger doku hedeflerindeki ER’lere
rekabet¢i bir sekilde baglanir (51). Tamoksifen, meme ve diger dokularda Gstrojenle
baglanma bolgesi i¢in yarigan, giiglii antiestrojenik 6zellikleri olan steroidal olmayan bir
ajandir (51). Tamoksifen, hiicrelerin hiicre donglisiiniin G1 ve GO asamalarinda
kalmalarina yol acar. Tamoksifen kanserli hucreleri o6ldirmekten ¢ok bolinmelerini

engellediginden sitosidalden ziyade sitostatiktir (51).

Tamoksifen ER’ye baglanir ve daha sonra DNA ile etkilesime girer (52).
ER/tamoksifen olusumu, 6strojen tarafindan aktive edilen genleri durduran es-baskicilar
olarak bilinen diger proteinleri ortama ¢agirir (52). Bu proteinlerden bazilar1 NCoR ve
SMRT’dir (52). Tamoksifenin iglevi, bliylime faktorleri gibi pek ¢ok farkli faktor ile
kontrol edilebilir (52). Tamoksifen ErbB2/HER2 gibi blylme faktorl proteinlerinin
engellenmesine ihtiya¢ duyar c¢iinkii tamoksifen dayanikli kanserlerde ErbB2 diizeyinin
yiiksek oldugu gozlenmistir(52). Estradiol ER’ye baglanarak onun eslenmesini,
konformasyonel degisim gecirmesini ve proliferasyondan sorumlu Ostrojen duyarh
genlerin yukar1 bolgesinde bulunan 6strojen tepki elemanlarina (ERES) baglanmasim

saglar (Sekil 2.7)(56).
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Sekil 2. 7. ER’nin islevi (56).

Tamoksifen ER’ye baglanmak i¢in estradiol ile rekabet halindedir fakat aromataz

inhibitorleri androjenik oncili molekiillerden 6strojen sentezlenmesini azaltir (Sekil 2.8)

(53).
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sekil 2. 8. Tamoksifenin aksiyon mekanizmasi (53).

Bir cinsiyet hormonu olan estradiol (aynt zamanda E2 veya 17 B-estradiol), dogal olarak
meydana gelen en giiclii Ostrojendir (53). Estradiol, diger bazi Ostrojenlerin aksine,
ER’lerin her ikisine de, ERa ve Erf3, iyi bir sekilde baglanir (53). Estradiol serbestce
hiicrelere girer ve sitoplazmik hedef hiicre alicilarini etkiler (53). ER ligandina
baglandiktan sonra, estradiol hedef hiicrenin c¢ekirdegine girer ve haberci RNA
olusumunu saglayan, gen transkripsiyonunu diizenler (53). ER iki bdlgeden
olugmaktadir, AF1 ve AF2 (54). Tamoksifen varliginda, eslenmis ER’lerin AF2
bolgelerine baglanarak onlar1 engeller. Bu nedenle, transkripsiyon kismen engellenmis

olur (Sekil 2.9) (54).

AFL DNA binding Ligand Linding AFz
| A I [ o1 [ [

sekil 2. 9. Tamoksifenin ER’ye baglanma sekli (54).
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2.7.  Tamoksifen Direncliligi

Tamoksifen karisik ER agonist/antagonist faaliyetleri ile ER’nin rekabetci bir sekilde
engellenmesini saglayan bdylece Ostrojen bagimli gen transkripsiyonu ve timor
biylmesini durduran segici ER modulatoridir (55). ER-pozitif meme kanserinin tim
evrelerinde hastalara olan faydalarina ragmen, esas problem tedaviye karsi gelisen
direngtir ve bu direng¢ de de novo veya tedaviden kazanilan yarar sonrasi gelisebilir (55).
Tamoksifen direnci i¢in temel mekanizmalar pek ¢ok sekilde gelisebilir fakat biiyiik
cogunlukla bilinmemektedir (55). Son yillarda ise, onemli bulgular artmis biiylime
faktori sinyallesmesinin, 6zellikle EGFR/HER2 yolagi, bu dirence neden oldugunu ileri
strmektedir (55). Hepsi olmasa da birgok klinik ¢alismadan elde edilen sonuglar,
HER2 ve/veya EGFR asir1 ekspresyonu gosteren meme kanserlerinin tamoksifenden
muhtemelen daha az yarar gordiiginii One stirmiistiir(55). Tamoksifen direnc

mekanizmasi olarak pekg¢ok yol vardir (56):

1. Tamoksifenin etkileri cogunlukla ER araciligiyla diizenlendiginden ve ER ifade
derecesi tamoksifene cevabin 1yi1 bir belirteci oldugundan dolayi, ER ifade kaybi
tedaviye direng olusturabilir (56). Aslinda, ER ifade eksikligi tamoksifene karsi
olusan de novo direncin baskin mekanizmasidir ve bu 6zellige sahip hiicrelerin
cogu ER/PR negatif timorlerdir (56).

2. Ostrojen diizeyi, tamoksifen alan menopoz dncesi kadinlarda normal seviyelerin
tizerine ¢ikar. Artan estradiol seviyeleri boylece tamoksifen tarafindan saglanan
ER doygunlugunu engelleyebilir ve dirence neden olabilir (56).

3. Ilag direncinin yaygin bir mekanizmasi da, ilacin hiicre icine azalan alimi ve
hiicre disina  attllminin  artistnin =~ bir  sonucu  olarak  ilacinhiicre
icidiisiikkonsantrasyonudur; genellikle ilacin hiicre disina atiliminin artist
membrandaki pompa P-glikoproteininin araciligiyla gerceklesir (56).

4. Es aktivasyon ve ek engellemeyapan proteinler, ER tarafindan saglanan
transkripsiyonel aktivasyonun diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rollere sahiptir ve
bdylece es diizenleyicilerin ifadesinin degismesi tamoksifen direng fenotipine
neden olabilir (56).
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2.7.1. p21-Aktive edilmis Kinaz-1 (PAK1) aracihiklitamoksifen direngliligi

Tamoksifen direnci,anti-ostrojen tamoksifenin ERa’y1 transaktive eden agonistik
Ozellikler kazandig1 meme kanseri vakalarinin yarisinda goriilmektedir (57). ERa’ nin
p2l-aktive edilmis kinaz-1 (PAK1) aracilikli  serin 305 (S305) fosforilasyonu
tamoksifen direncine yol acar (57). PAK1 tarafindansaglanan ERoa’nin S305
fosforilasyonu, ERa ve es aktivatorii SRC-1 arasindaki oryantasyonun degisimine sebep
olur, bu da tamoksifen varliginda transkripsiyon kompleksinin aktif olmasini saglar
(57). Bu degisenoryantasyon ERa’nin C-ucunu ve SRC-1°i igerir ve bu AF-1
aracilikliuzun biretkilesim gerektirir (57). ERa-S305PAK1 aracili fosforilasyonu ve
tamoksifenin baglanmasi sonucu olusan molekiiller arasi yeniden oryantasyon, anti-

kanser ilag olan tamoksifene kars1 direng i¢in 6zgiin bir model saglar (57).

Tamoksifen varliginda, SRC-1 ERo’ninAF-2degil, AF-1 bolgesine baglanir (57). PAK1
tarafindan saglanan ERa-S305 fosforilasyonu, ERa’nin C-ucu ve SRC-1 arasindaki
oryantasyonun degismesine sebep olur (57). Bu PAK1 tarafindan saglanan ERa-S305°e
0zgii fosforilasyon, tamoksifen varliginda RNA polimeraz [I'nin ortama caligirilmasi ve

transkripsiyonun artmasiyla sonug¢lanir (Sekil 2.10) (57).
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Sekil 2. 10. PAK-1 aracilikli tamoksifen direncinin molekiiler mekanizmasi (57).
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2.8.  MikroRNA meme kanseri

MikroRNA’lar (miRNA) hedef proteinlerin ekspresyonunu diizenleyen son zamanlarda
kesfedilen, Kkucglk, 18-25 niikleotid uzunlugunda, kodlayici olmayan RNA
molekiilleridir (58). miRNA’lar hedefledikleri mRNA'nin 3'UTR bdlgesine baglanarak,
translasyonu engeller ve bazi durumlarda transkriptin hizli bir sekilde yikimina sebep

olurlar(58).

MiRNA'larin olusumu, biiyilk ¢ogunlukla RNA polimeraz II tarafindan genomik
DNA’dan transkribe edilen birincil transkript ile baslar (59). Aktif kisim, nikleer
riboniikleaz 111, Drosha, ile kesilen bir kok-ilmik (stem-loop) yapisi iginde ihtiva
edilmektedir (59). Oncii molekiil olarak adlandirilan bu kok ilmik yapis1 ¢ekirdekten
disar1 taginir (59). Oncii molekiil sitoplazmada olgun miRNA’y1 olusturmak icin RNase
IIT enzimi Dicer tarafindan islenir (59). Olgun iirtin RNA ile tetiklenen susturucu
kompleksine (RISC) yiiklenir ve orada hedef mRNA'nin translasyonununbaskilanmasi

diizenler(Sekil 2.11) (59).
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Sekil 2. 11. MikroRNA nin islenme yolagi (59).

Her bir miRNA’nin birden ¢ok geni hedefledigi diisiiniilmektedir ve caligmalar son
zamanlarda miRNA'larin hayvanlarin ve bitkilerin, karsinogenez de dahil, tim 6nemli

hiicresel stireglerinde 6nemli diizenleyici rolleri oldugunu bildirmistir (60). Meme
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kanseri de dahil, birincil insan kanserlerinde degisen miRNA ifade diizeyleri timori
tanisi, siniflandirilmasi, evrelemesi ve tanisi i¢in kullanilmistir (60). 76 neo-plastik ve
34 normal meme dokusu Ornekleri ile yapilan yeni bir ¢alismada, birgok miRNA'nin
degisen ifadesi ileincelenen tiimoriin dogasinin dogru bir sekilde tahmin edilebildigi
gozlemlenmistir (60). Son calismalar da, kanser ila¢ direncini veya duyarliligin

kazandirmada miRNA'larin 6nemli rol iistlendigini gostermistir (60).

Farkli kanserler farkli organlarda metastaza neden olabilir ve meme kanseri genellikle
akciger, kemik ve beyin dokularina sicrama yapar (61). Metastatik kanserler siklikla
geleneksel tedavilere direng gosterirler ve klinikte iyilestirilemezler, bu nedenle
molekiiler mekanizmalar1 daha kapsamli bir sekilde anlama ihtiyact dogmustur (61).
Son bes yil i¢inde yapilan arastirmalar, miR-10b miR-335, mir-373, ve miR-520
gibimeme kanseri metastazini diizenleyen pek ¢ok miRNA’nin oldugunu belirlemistir
(61). Ayrica, miR-200 ve let-7 miRNA aileleride metastaz dizenlenmesinde rol
almaktadir (61).

MiRNA ifadesinin duzenlenmesi konusu gitgide bliyiyen, yeni ve heyecan verici bir
konudur (62). Simdiye kadar, pek ¢ok miRNA calismasi miRNA’lar tarafindan
hedeflenen genlerin diizenlenmesini arastirmistir veya belirli hastaliklarin miRNA ifade
profillerini incelemistir, ancak miRNA ifadesinin diizenlemesine iliskin ¢ok az bilgi
mevcuttur (62). Gilintimiizde, miRNA diizenlemesinin ¢ farkli
mekanizmasibelirtilmistir:metilasyon iledzendirici bolgenin susturulmasit yoluyla
epigenetik diizenleme,cesitli transkripsiyon faktorleri ile ifade seviyesindeki diizenleme
ve miRNA birincil transkriptinin ve Oncii molekiiliiniin transkripsiyon sonrasi

islenmesinin diizenlenmesi (62).
2.9. miR-221-3p veTamoksifen Direncliligi Uzerine Etkileri

miR-221, X kromozomu Uzerinde bir gen kimesi i¢inde bulunmaktadir ve tek bir
birincil transkript olarak ifade edilmektedir. Daha sonra farkli dizilere sahip iki ayr1 ve
farkli olgun miRNA’ya ayrilir ve miR-221-3p ve miR-221-5p olarak islenir. Bu
miRNA’larin pek ¢ok kanser tiirlinde bozulmus oldugu ve kanser olusumunda cok

onemli oldugugosterilmistir (63-65).
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Onkojenik bir mikroRNA olanmiR-221, endotel hucrelerindekihiicremigrasyonu ve
cogalmasini dnleyen CD117’yi hedef alir. miR-221 ayn1 zamanda anti-anjiyojenik bir
miRNA’dir (66). Son zamanlarda gerceklestirilen 6nemli ¢calismalar ayrica miR-221"nin
anjiyogenezi tetikleyici bir 06zellige sahip oldugunu O6ne siirmiistiir (66). RISC
proteinlerinden olan SND1 ve AEG-1 karaciger kanserinde miR-221 ifade seviyesinin
artmasini saglamaktadir. miR-221 karaciger kanserinde timor anjiyojenezine neden olur
(66).

Artan tamoksifen direnci ile artan miR-221/222 ekspresyonunun sebep oldugu p27Kip1
seviyesindeki azalma arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir, dahas1 bu da ¢ok yonlii

biyolojik slreclerde hiicre donglsi engelleyicilerinin 6nemini vurgulamaktadir(67).

Bizim c¢alismamizda, PAK1 kaynakli tamoksifen direnci konu alinmistir. Bizim
hipotezimize gore, PAK1 tarafindan saglanan ERa-S305 fosforilasyonu PAK1’in miR-
221-3p ile transkripsiyonel engellenmesi ile tersine cevrilebilir ¢lnki miR-221-
3pPAKY’in 3’UTR bdlgesini hedeflemektedir (Sekil 2.12) (57,68).

PAK1 3'UTR

/\

PAKI-UTR 5- GA;‘\AU(}(}UCUI‘;\GCU!l\ llf(l;lliz‘l\(l;(!.‘.»\ -3’
miR-221-3p 3- CUUUGGGCGUCGUCUGUUACAUCGA -5°

Sekil 2. 12. miR-221-3p’nin ¢ekirdek bolgesi ile PAK1 3’UTR bolgesinde bulunan miR-221-3p

baglanma bdlgesinin dizi eslenmesi (68).
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3. GEREC veYONTEM

3.1.  Hucre Kultdrd icin Sterilizasyon

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir haldeki steril medyumlar
ticari firmalardan saglandi. Cam malzemeler 160 C’de 60-90 dakika sterilize edildi
(otoklavland1). 0,22um delik biiytlikliigindeki mikrobiyolojik filtreler kullanilarak tiim
stvi maddeler siiziildii ve steril edildi. Steril kabin (SafeMate 1.2, BioAir, LAF
Technologies Pty Ltd, Victoria, Avusturalya), 15 dakika ultraviyole 1sik agilarak ve
bunu takiben 15 dakika havalandirilarak steril edildi. Sterilize edilen kabine alinacak
malzemeler ise %70 alkolle silinerek igeri alindi. Kabinin heryeri %70’lik alkol

ilesilindiktensonra, hiicrehatlar1 Ureticinin tavsiyelerine gor ehazilandi.
3.2.  Hiicre Soylar ve Kiiltiir Asamasi

Tezin amacina uygun olan 5 farkli meme kanseri hiicre soyu (SKBR3, MCF7,
HCC1500, ZR-75-1, MDA-MB-231) ve kontrol olarak meme epitel hiicre soyu
(hTERT-HMEI1), ATCC (LGC Standards GmbH, Wesel, Almanya) firmasindan
alimmustir (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri.

Hucre

soyu ATCC adi  Kanser Alici durumu Histopatoloji

SKBR3 HTB-30 Meme kanseri ER(-),PR(-), HER2(+++) Adenokarsinom

MCF7 HTB-22 Meme kanseri ER(+),PR(+), HER2(-) Adenokarsinom
HCC1500 CRL-2329 Meme kanseri ER(+),PR(+), HER2(-),p53(+)  Primer duktal karsinom
ZR-75-1  CRL-1500 Meme kanseri ER(+),PR(-), HER2(-) Invaziv duktal karsinom
MDA- ER(-),PR(-), HER2(-),EGF(+),

MB-231  HTB-26 Meme kanseri TGFa(+) Adenokarsinom
hTERT- Meme normal

HME1 CRL-4010 dokusu Insan meme epiteli

25 cm?’ lik flask halinde alinan bu alt1 farkli hiicre hatti rutin olarak, 100 ml besiyeri
icinde, 10 ml Fetal Sigir Serum (FCS) (Sigma, Deisenhofen, Almanya), 1 ml
Penisilin/streptomisin soltsyonu (Sigma, Deisenhofen, Almanya) destekli 10 ml 10x
DMEM soliisyonu (Sigma, Deisenhofen, Almanya) olacak sekilde % 5 karbondioksitli
ortamda yetistirildi.

Hiicre soylarmin hepsi ilk geldikleri giin, 37° C karbondioksitli etiivde 24 saatligine
dinlendirmeye birakildi. Bir sonraki giin kirlilik olup olmadig: kontrol edildi. 48 saat

sonra flasktaki tiim besiyeri steril pipet yardimiyla ¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis flasklara
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37C su banyosunda 1sitilan 1X’lik Tripsin’den 1-2 ml eklendi. Flasklar 5-7 dakika 37 C
CO2 etiivde bekletildi. Flask tabanina tutunmus hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalari
inverted mikroskop ile kontrol edildi. Daha sonra flasklara Tripsin’in aktivitesini
durdurmak i¢in 5 ml FCS’li DMEM eklendi. Kalkan hiicreler, 50 ml’lik flakonlara
alindi ve oda 1sisinda 3000 devir ile 4 dakika boyunca santrifiij edildi. Ustte kalan
siipernatan atildi. Dipte kalan hiicreler hafifce ¢ozdiiriildii ve yaklasik 0,5 ml sivi
igerisindeki hiicreler steril pipet yardimiyla alinarak, énceden iclerine 4 ml besi yeri

konmus flasklara (hiicrenin yogunluk durumuna gore 2-4 flask) dagitildi.
3.3.  Hiicre Soylarindan Total RNA (miRNA dahil) Eldesi

Hiicre soylarindan miRNA’y1 da igerecek sekilde total RNA izole etmek i¢in miRNeasy
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) iireticinin tavsiyelerine uygun sekilde

kullanilmustir.

Oncelikle %100’e yakin oldugu tespit edilen hiicre soyu kaldirildi, santrifiij yardimiyla
coktiirtildi, stipernatan atildi ve iizerine 700 ul QIAzol Lysis Reagent(Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya)eklendi. Elde edilen homejenat oda sicakliginda (15-25 C) 5 dakika
boyunca muhafaza edildi. Uzerine 140 pl kloroform eklenir ve siddetli bir sekilde 15 sn
boyunca ¢alkalandi.2-3 dakika boyunca oda sicakliginda tutuldu. 15 dakika boyunca 4
C’de 12.000g’de santrifiij yapild1 ve iist faz yeni bir tiipe alindi. Tiipteki miktarin 1,5
kat1 (yaklasik 525 pul) 100% etanol eklendi ve pipet ile iyice karistirildi. En fazla 700 pl
ornek 2 ml toplama tupt icerisindeki RNeasy® Mini kolona yiklendi ve oda
sicakliginda 15 sn boyunca 8000g’de santifuje tabi tutuldu. Toplama tiiplinde biriken
kalint1 atildi. Kalan 6rnek oldugunda islem tekrarlandi. Temiz bir toplama tiipiine alinan
RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT c¢o6zeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 sn
boyunca 8000g’de santifuj uygulandi. Toplama tiipiinde biriken kalint1 atildi. Temiz bir
toplama tlipline aliman RNeasy Mini kolona bu sefer 500 pl Buffer RPE c¢ozeltisi
eklendi ve yine oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000g’de santifuj uygulandi. (Not:
Kullanmadan 6nce Buffer RWT ve RPE cozeltilerine %96-100 etanol eklenmelidir).
Toplama tiipiinde biriken kalint1 atildi. Temiz bir toplama tiipline alinan RNeasy Mini
kolona tekrar 500 pl Buffer RPE c¢ozeltisi eklendi ve bu sefer oda sicakliginda 2 dk
boyunca 8000g’de santifuj uygulandi. Toplama tlipiinde biriken kalint1 atildi. 1,5 mI’lik
toplama tiiptine alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase icermeyen su eklendi ve
oda sicakliginda 1 dk boyunca 8000g’de santifuj uygulandi. Toplama tiipiindeki
birikinti total RNA’y1 icermekteydi.
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34. RNA Orneklerinden Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Yontemi ile
cDNA Eldesi
3.4.1. mRNA’dan cDNA eldesi

Elde edilen total RNA igindeki mRNA’y1 ¢cDNA’ya ¢evirmek i¢in Ipsogen RT Kit
(Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi.

Test edilecek (10 pl) her bir RNA 6rneginin 1 pg't 65 C'de 5 dakika siireyle inkiibe
edildi. Hemen 5 dakika buzda bekleterek sogutuldu. Tiipiin altindaki siviyr toplamak
icin kisa siireli santrifiij edildi. Revers Transkriptaz 6n karisimi buzda hazirlandi ve
buzda tutuldu (Tablo 3.2).

Tablo 3. 2. mRNA’dan ¢cDNA elde etmek i¢in uygulanan Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karigiminin
icerikleri.

Bilesenler Ornek basma hacim (nb)
5x Revers Transkriptaz tamponu 5

dNTP 2

Random primer (100 puM) 5,25

RNaz Inhibitérii (40 U/ul) 0,5

Ters transkriptaz (200 U/ul) 1

DTT 1,25

Ornek basia RT 6n karisim hacmi 15

On karisim dikkatlice karistirilds, kisa siireli santrifiij edildi ve her bir RNA &rneginin
10 pl’si i¢in (40 ng/ul i¢in) 6n karisimdan 15 pl eklendi. Her bir tiip dikkatlice
karistirildive kisa siireli santrifiij edildi. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) cihazindaki kayith revers transkripsiyon programi
calistirildi (Tablo 3.3). Tiipilin altindaki cDNA'y1 toplamak i¢in kisa siireli santrifiij
edildi ve qPCR gerceklestirene kadar -20° C' de sakland.

Tablo 3. 3. mRNA’dan cDNA eldesinde revers transkripsiyon igin termal dongiileyici ayarlari.

Suire (dakika) Sicaklik (°C)
10 25

60 50

5 85

5 4

29



Tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA o6rneklerinin dondurulup
coziilerek olusan kaybi1 dnlemek ic¢in 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 2 pl esit miktarlarda
dagitildi. Esit miktarlarda bolme iglemi yapildiktan sonra cDNA’larin kullanim 6mriinii

uzatmak icin -80°C’de muhafaza edildi.
3.4.2. .miRNA’dan cDNA eldesi

Elde edilen total RNA i¢indeki miRNA’y1 cDNA’ya c¢evirmek i¢in miScript II RT Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi.

Elde edilen kalip RNA buzda ¢ozdiiriildi. 10x miScript NucleicsMix ve 5x miScript
HiSpec tamponu oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Cozeltilerin iyice karistigindan emin
olundu. Tiipe vurarak her ¢ozelti karistirildi. Tiiplerin kenarlarindan toplanmis sivi i¢in

kisa bir sentrifiij edildi ve sonrasinda buzda depolandi.

Tablo 3.4’e gore RT 6n karigimibuzda hazirlandi. Karistirilir ve buza koyuldu. RT 6n
karigimi kalip RNA haricinde cDNA sentezinin ilk strandi i¢in gerekli olan herseye
sahipti.

Tablo 3. 4. miRNA’dan ¢cDNA elde etmek icin uygulanan Revers Transkriptaz PCR reaksiyon
karigiminin igerikleri.

Bilesenler Reaksiyon Hacmi (pl)
5x miScript HiSpec tamponu 4
10x miScript Nucleics karigimi 2

miScript Reverse Transcriptase karigimi 2

RNaz icermeyen su Degisken (6r: 12-x eklenir.)
Template mMiIRNA Degisken (0r: x hacmi bulunur.)
Toplam Hacim 20

miScript RT karisimi -20°C’den master karisimi hazirlamadan 6nce alindi ve buza

konuldu. On karisimi kullanildiktan sonra hizl1 bir sekilde tekrar buzdolabina konuldu.

Kalip miRNA, RT 6n karisimi igeren her tiipe eklendi. Yavasca karistirilip, kisa bir

sekilde sentrifiiz edildi ve buza tekrar konuldu.
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Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
cihaz1 kullanilarak Tablo 3.5’deki gibi karisim 37C’de 60 dk inkiibe edildi. miScript RT
karisimini inaktive etmek i¢in karisim 95C’de 5 dk inkiibe edildi.

Tablo 3. 5. miRNA’dan cDNA eldesinde revers transkripsiyon i¢in termal dongiileyici ayarlari.

Sure (dakika)  Sicaklik (°C)
60 37
5 95

Tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA oOrnekleri dondurulup
¢oziilerek olusan kaybi1 dnlemek i¢in 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 2 ul esit miktarlarda
dagitildi. Esit miktarlarda bolme islemi yapildiktan sonra cDNA’larin kullanim émriinii

uzatmak igin -80°C’de muhafaza edildi.

3.5. Elde Edilen cDNA’lardan Kalite ve Miktar Tayini

Ifade analizi deneyleri &ncesi elde edilen cDNA &rneklerinin miktarlarini ve kalitesini
belirlenmek amaciyla ve tiim 6rnekleri ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak amaciyla
spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Epoch Micro-Volume
Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United States) kullanilarak yapildi.
Ifade analizi deneyleri 6ncesi drneklerden elde edilen cDNA miktarlart mRNA cDNA’s1
icin 50 ng/ul’e gekilirken, miRNA ¢cDNA’s1 i¢in100 ng/ul’e ¢ekildi.

3.6. PAKI ve miR-221-3p ifade Diizeyleri Ol¢iimii icin Es Zamanh PCR (qRT-
PCR) Yontemi

Es zamanli PCR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es
zamanli olarak takibine olanak saglar. SYBR Green bu amagla siklikla kullanilan
boyalardan biridir. Cift iplikli DNA molekiiliine baglanarak floresan 1s1ma verir.
Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 artmakta ve buna baglh
olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenmektedir. SYBR Green boyasindan
alinan 1s1manin smir degeri astig1 noktaya Ct yada Cp degeri ad1 verilmektedir. Bu
noktada DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi 1s1ma sinir degeri
asmistir. Istmanin smir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur ancak dogru

amplikonun takibinin yapildiginin belirlenebilmesi i¢in erime egrisinin incelenmesi
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gerekmektedir.Cunki SYBR Green belirli bir DNA molekiiline baglanan spesifik bir
boya degil, tiim ¢ift iplikli DNA molekiillerine baglanan bir boyadir.

3.6.1. Primer Secimi

Gen ifadesi primerleri; genin ifade edilip edilmedigini anlamak i¢in kodlanan bdlgelerin
herhangi bir yerinde olabilir. Fakat kodlanan bir RNA iiriinii s6z konusu oldugu i¢in
ilgili RNA iirlintinden baska bir kirliligi ¢ogaltmamak i¢in primer dizayn ederken
primerlerden bir ya da her ikisinin ekzon-ekzon kesisim bdlgesini igermesine dikkat
edilmelidir. Aksi takdirde ¢cogalan {iriiniin ortami kirleten DNA {irlintinden mi kaynakli
olup olmadigini bilemeyiz. Bu baglamda PAK1primerleri, NCBI veritabaninda yer alan
“Gene” arayiizii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/) kullanilarak tasarlandi.
Kullanilan primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Hamarat (housekeeping) gen olarak BETA-ACTIN geni kullanildi.

Tablo 3. 6. PAK1 geninin ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan primer dizilimleri.

Primer Ad1 1leri Dizi (F) Geri Dizi (R)
PAK1 TGCCTTGAATGTGAAGGCT GATTTTGTGTGCTCTGGGCG
GT
BETA- CTGGAACGGTGAAGGTGA AAGGGACTTCCTGTAACAATGC
ACTIN A A

Tasarimi yapilan primerlerin % GC orani, Tm degerleri, iiriin uzunluklar1 ve primer

uzunluklar: gibi primer 6zellikleri Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3. 7. Tasarimi yapilan primerlerin ézellikleri.

Primer Ad1 Uriin boyutu (b¢) Tm(°C) % GC Primer uzunlugu (bg)
60,48 47,62 21
PAK1 126
R 60,11 55,00 20
F 59,89 55,00 20
BETA-ACTIN 140
R 60,18 43,48 23
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miR-221-3p ifade analizi i¢in primerler hazir olarak alimmistir. miR-221-3p igin
Hs_miR-221_1 miScript Primer Assay (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) ve referans
olarak da RNU6B_13 miScript Primer Assay (Qiagen GmbH, Hilden,
Almanya)kullanilmistir.

3.6.2. PCR bilesenleri

Es zamanli PCR reaksiyonu Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine(Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya)cihazikullanilmistir. PAK1lifadeanaliziiginhazilanandnkarisimdaRT?
SYBR Green ROX FAST Mastermix (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)kullanilirken,
miR-221-3p i¢inmiScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden,

Almanya)kullanilmistir.

3.6.2.1. PAKI1 ifade diizeyi o6l¢ciimii i¢cin PCR bilesenleri
Tablo 3.8’e¢ gore es zamanlt PCR 6n karisimi buzda hazirlandi. Karistirildi ve buza

koyuldu. Es zamanli PCR 6n karistmi ¢cDNA haricinde ifade analizi reaksiyonu igin

gerekli olan her seye sahipti.

Tablo 3. 8. PAK1 ifade diizeyinin 6l¢iildiigii es zamanli PCR reaksiyon karisiminin igerikleri.

Bilesenler Hacim (pl)
RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix 12,5

F Primer (10 pM) 0,5

R Primer (10 uM) 0,5
Rnaz/Dnaz icermeyen su 10,5
cDNA (50 ng) 1

Total 25

Her 6rnege ait cDNA, es zamanli PCR 6n karigimi igeren her tiipe eklendi. Yavasca

karistirildi, kisa bir sekilde sentrifiiz edildi ve buza tekrar konuldu.

Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen GmbH, Hilden,
Almanya)cihazindaki kayitli programi ¢alistirildi (Tablo 3.9).

Tablo 3. 9. PAK1 ifade diizeyinin 6l¢iildiigii e zamanli PCR ayarlari.

Bilegenler Sicaklik (°C) Sure(sn) | Déngi
Enzim aktivasyonu 95 10 dak
Denaturasyon 95 15
Primer baglanmasi/uzama 60 60 40 dongu
Erime egrisi 65 1

95 Devamli
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3.6.2.2. miR-221-3p ifade diizeyi 6l¢iimii icin PCR bilesenleri
Tablo 3.10’a gore es zamanli PCR 6n karigimi buzda hazirlandi. Karistirildi ve buza

koyuldu. Es zamanli PCR 06n karistmi miRNA cDNA’st haricinde ifade analizi

reaksiyonu i¢in gerekli olan her seye sahipti.

Tablo 3. 10. miR-221-3p ifade diizeyinin 6lgiildiigii es zamanli PCR reaksiyon karigiminin igerikleri.

Bilesenler Hacim (ul)
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 6,25

10x miScript Universal Primer 1,25

10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA primeri) 1,25
Rnaz/Dnaz icermeyen su 3,125
cDNA (5 ng/ul) 0,63
Toplam hacim 12,5

Her 6rnege ait miRNA cDNA’s1, es zamanli PCR 6n karisimi iceren her tiipe eklendi.

Yavasca karistirildi, kisa bir sekilde sentrifiiz edildi ve buza tekrar konuldu.

Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
cthazindaki kayith programi ¢alistirildi (Tablo 3.11).

Tablo 3. 11. miR-221-3p ifade diizeyinin 6l¢iildiigli es zamanl PCR ayarlari.

Sicaklik (°C) Sure(sn) Dongu
Enzim aktivasyonu 95 15 dak
Denaturasyon 9 15
Primer baglanmasi 55 30 40 dongu
Uzama 70 30

3.7. Istatistiksel Analiz

Hiicre soylar1 aras1 PAK1 ve miR-221-3p ifade diizeylerinin kiyaslanmasinda SPSS 21
program1 (IBM software, Pointe Claire, Quebec, Kanada) kullanilmistir. Sonuglar
istatistiksel olarak, ikili karsilastirmalar Student'st testi, ikiden fazla karsilastirmalar ise
tek yonli varyans (One Way ANOVA) testi uygulanarak karsilastirildi. Istatistiksel
coziimlemelerde p<0,05 degeri anlamli kabul edilerek, 0,95 giiven aralifinda

degerlendirme yapildi.

Kismi miktarlara dayali yontemde her hiicre soyu i¢in 6l¢iimii yapilan PAK1 geninin
Ol¢tim degerleri BETA-ACTINgeni ve miR-221-3p’nin 6l¢iim degerleri RNU6B-13 ile
normalize edilmistir. Referans olarak alinanBETA-ACTINgeni ve RNU6B-13 belirli
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sartlar altinda ifade diizeyi degismeyen, her doku yada hiicrede bazal diizeyde ve

hiicreler arasi varyasyon gostermeden ifade edilen hamarat genlerdir.

gRT- PCR yonteminde Cp (Crossing points) degerleri elde edilmistir. qRT-PCR
sonuclarinda, hiicre soylar1 arasi istatistiksel analiz yapilirken 2*“formiili
kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu deger bize ilgili genin bir hiicre hattindaki ifade diizeyinin,
kontrol baz alinarak diger hiicre hattindakine gore kiyaslanmasini saglar; yani, katsayi
bilgisi edinilir.

224 formal i

2-AACt — Z-Omek ACt (Gen-Referans) —Kontrol ACt (Gen-Referans)

gRT-PCR sonuglarinda ilgili genin referans gene gore kiyaslamasi icin 2*“‘formulii
kullanilmistir (Sekil 3.2). Bu deger bize o genin referans gene gore hangi oranda ifade

diizeyinin degistigini gosterir; yani, goreceli ifade bilgisi edinilir.

ACormili

Z-ACt =2 A(Gen Ct-Referans Ct)
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4. BULGULAR

Terapotik yaklagimin sonucu ve hastaligin ilerlemesinin karmagsikligi bireysel hasta
yaklagimi gerektiren hastalik kosullarinintanimlanmasini bir bilmece gibi uzun bir ugras
gerektiren bir olguya doniistirmektedir (73). Lenf nodu ve metastaz, histolojik
siniflandirma, steroid seviyesi ve biiylime faktorii alicilari, Ostrojen uyarici genler,
ERBB2 gibi proto-onkogenler ve p53’deki mutasyonlarin dokuya 6zgii fenotipik ve
histopatolojik tanimlamalarinin tamami hastaligin ilerleyisi ve tanisi hakkinda bazi
bilgiler verebilmektedir (73). Uclii negatif hastalar hakkinda ¢ikarim yapmak daha da
zordur (73). Hastalik durumunda, kanser hiicrelerinin kendi aralarindaki etkilesim,
stroma ile iligkisi ve ¢ogalmaya meyilli davranislar1 onlar1 kontrol altinda tutmak i¢in
ana konudur ve molekiiler seviyede fenotipik degisimleri aciklamak oldukg¢a efor
gerektirir (73). Bu ¢alismada, miR-221-3p’nin diizenleyici rolleri, onun ¢esitli meme

kanseri hiicre hatlarindaki ifade diizeyleri iizerinden degerlendirilmistir.
4.1. miR-221-3p Gen ifadesi Sonuclari

SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindan
ve hTERT-HME1 meme epitel hiicre soyundan miRNA’y1 da igerecek sekilde total
RNA izolasyonu gergeklestirilmis, elde edilen RNA’da ki miRNA cDNA’ya c¢evrilmis
ve miktar tayini yapilmistir (Tablo 4.1). Daha sonra bu yogunluklar ifade analizi 6ncesi

100 ng/ul’ye ¢ekilmistir.

Tablo 4. 1. Hiicre soylarindan elde edilen miRNA cDNA’larinin derigimleri.

Hicre soyu Derisim (ng/ul)
SKBR3 1095,50
MCF7 1944,37
HCC1500 1825,47
ZR-75-1 2398,66
MDA-MB-231 1757,80
hTERT-HME1 1747,98

Bu altt hiicre soyunun miR-221-3p ifade sonuglari es zamanli PCR yoOntemiyle
Ol¢iilmiistiir. miR-221-3p ifadesinin normalizasyonu yapilirken hamarat miRNA olan

RNUG6B-13 kullanilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. miR-221-3p ve RNU6B-13’e ait qRT-PCR analizi sonucu. Ornekler 15 ile 27 déngiileri

arasinda en yiiksek egim vermistir.

4.1.1. miR-221-3p’nin SKBR3 ve hTERT-HME1l hiicre soylarindaki

karsilastirmali ifade sonuclari

Sekil 4.2’de miR-221-3p’nin meme kanseri hiicre soyu olan SKBR3 ve meme epitel
hiicre soyu olan hTERT-HME!deki ifade degerleri gosterilmistir.Grafige gore 2™
formiline gore hesaplanan goreceli ifade diizeyleri SKBR3 icin 0,0423 iken hTERT-
HMEI] igin 0,0953°dii. Bu sonuglara gore; miR-221-3pSKBR3 hiicre soyunda kontrol
hicre soyu hTERT-HMEI’e gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiik
bulunmustur (p<0,05).

37

4




0.1z

0.1

0.08

0.06

0.04 +

0.02 4

SKBR3 hTERT-HIEL

Sekil 4. 2. miR-221-3p’nin RNU6B-13 ile normalizasyonu sonucu, SKBR3 ve hTERT-HMEL hiicre
soylar1 arasi ifadesel fark grafikselolarak gosterilmistir (p<0,05).

4.1.2. miR-221-3p’nin MCF7 ve hTERT-HME1 hiicre soylarindaki

karsilastirmah ifade sonuclari

Sekil 4.3’de miR-221-3p’nin meme kanseri hiicre soyu olan MCF7 ve meme
epitel hiicre soyu olan hTERT-HMEI1’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige
gore 2 formiiliine gére hesaplanan goreceli ifade diizeyleri MCF?7 icin 0,0008
iken hnTERT-HMEI1 igin 0,0953°dii. Bu sonuglara gore; miR-221-3p MCF7 hiicre
soyunda kontrol hiicre soyu hTERT-HME1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 3. miR-221-3p’nin RNU6B-13 ile normalizasyonu sonucu, MCF7 ve hTERT-HMEL hiicre
soylar1 arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p<0,05).

4.1.3. miR-221-3p’nin HCC1500 ve hTERT-HME1l hucre soylarindaki

karsilagtirmal ifade sonuglar

Sekil 4.4’de miR-221-3p’nin meme kanseri hiicre soyu olan HCC1500 ve meme epitel
hiicre soyu olan hTERT-HME1 deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27"
formaline gore hesaplanan goreceli ifade diizeyleri HCC1500 igin 0,0758 iken hTERT-
HMEL igin 0,0953’dii. Bu sonuglara gore; miR-221-3pHCC1500 hiicre soyunda kontrol
hicre soyu hTERT-HME!1’e gore diisiik bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak

anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4. 4. miR-221-3p’nin RNU6B-13 ile normalizasyonu sonucu, HCC1500 ve hTERT-HMEL hiicre
soylari arasi1 ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p>0,05).

4.1.4. miR-221-3p’nin  ZR-75-1 ve hTERT-HME1 hiicre soylarindaki

karsilagtirmal ifade sonuclari

Sekil 4.5’de miR-221-3p’nin meme kanseri hiicre soyu olan ZR-75-1 ve meme epitel
hiicre soyu olan hTERT-HME!’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 2™
formaline gore hesaplanan goreceli ifade duzeyleri ZR-75-1 igin 0,0011 iken hTERT-
HMEI1 i¢in 0,0953’dii. Bu sonuclara gore; miR-221-3pZR-75-1 hiicre soyunda kontrol
hicre soyu hTERT-HMEI’e gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiik

bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4. 5. miR-221-3p’nin RNU6B-13 ile normalizasyonu sonucu, ZR-75-1 ve hTERT-HMEL hiicre
soylar1 arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p<0,05).

4.1.5. miR-221-3p’nin MDA-MB-231 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylarindaki

karsilastirmah ifade sonuclari

Sekil 4.6’da miR-221-3p’nin meme kanseri hiicre soyu olan MDA-MB-231ve meme
epitel hicre soyu olan hnTERT-HME1’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 2°
ACt formiiline gore hesaplanan goreceli ifade diizeyleri MDA-MB-231icin 0,3164 iken
hTERT-HMEL i¢in 0,0953°dii. Bu sonuglara gore; miR-221-3p MDA-MB-231hiicre
soyunda kontrol hiicre soyu hTERT-HMEI e gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 6 miR-221-3p’nin RNU6B-13 ile normalizasyonu sonucu, MDA-MB-231ve hTERT-HME1
hiicre soylar arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p<0,05).

4.1.6. miR-221-3p’ nin SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231
hiicre soylarinda hTERT-HME1 baz alinarak hesaplanan Kkath

degisimifade sonuclari

Sekil 4.7°de miR-221-3p’nin ifade diizeyinin meme kanseri hiicre soylari olan SKBR3,
MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231’de kontrol hiicre hatt1 olan hTERT-
HME] baz almarak birbirlerine gore kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 24"
formiliine gore hesaplanan katli degisim miktarlar1 sOyledir: SKBR3 igin 0,4444,
MCF7 icin 0,0092, HCC1500 igin 0,7955, ZR-75-1 i¢in 0,0122 ve MDA-MB-231 igin
3,3172.
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Sekil 4. 7. miR-221-3p’nin SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda
hTERT-HMEI baz alinarak hesaplanan katli degisimifade sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir.

4.2. PAK1 Geninin Gen Ifadesi Sonuclar

SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarindan
ve hTERT-HMEL meme epitel hiicre soyundan total RNA izolasyonu gergeklestirilmis,

elde edilen RNA’da ki mRNA cDNA’ya cevrilmis ve miktar tayini yapilmistir (Tablo

4.2). Daha sonra bu yogunluklar ifade analizi 6ncesi 50 ng/pul’ye ¢ekilmistir.

Tablo 4. 2. Hiicre soylarindan elde edilen mRNA ¢cDNA’larinin derigimleri.

Huicre soyu Derisim (ng/nl)
SKBR3 1874,5

MCF7 1841,34
HCC1500 1885,97
ZR-75-1 2051,33
MDA-MB-231 1709,19
hTERT-HME1 1640,49

Bu alt1 hiicre soyunun PAK1 ifade sonuglar1 es zamanli PCR yontemiyle 6l¢iilmiistiir.

PAK1 ifadesinin normalizasyonu yapilirken hamarat gen olan BETA-ACTIN

kullanilmistir (Sekil4.8).
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Sekil 4. 8. PAK1 ve BETA-ACTIN’e ait qRT-PCR analizi sonucu. Ornekler 18 ile 25 déngiileri arasinda

en yiiksek egim vermistir.

4.2.1. PAKI’nin SKBR3 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylarindaki karsilastirmal

ifade sonuclar

Sekil 4.9°da PAK1’nin meme kanseri hiicre soyu olan SKBR3 ve meme epitel hiicre

soyu olan hTERT-HME!’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27
formullne gore hesaplanan goreceli ifade diizeyleri SKBR3 icin 0,0192 iken hTERT-
HME]1 igin 0,0147°dii. Bu sonuglara gore; PAK1 SKBR3 hiicre soyunda kontrol hiicre

soyu hTERT-HME1’e gore yiikksek bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak

anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4. 9.PAK1’nin BETA-ACTINile normalizasyonu sonucu, SKBR3 ve hTERT-HMEI hiicre soylari
arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p>0,05).

4.2.2. PAKI’nin MCF7 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylarindaki karsilastirmah

ifade sonuclar

Sekil 4.10’da PAK1 nin meme kanseri hiicre soyu olan MCF7 ve meme epitel hiicre
soyu olan hTERT-HMEI’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27
formaline gore hesaplanan goreceli ifade dizeyleri MCF7 igin 0,0120 iken hTERT-
HMEI i¢in 0,0147°di. Bu sonuglara gore; PAKIMCF7 hiicre soyunda kontrol hiicre
soyu hTERT-HMEI e gore diisiik bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli

degildir (p>0,05).

45



0.01a

0.014

0.012

001+

0.008 ~

0.006

0.004 ~

0.002

MCFT hTERT-HMEL

Sekil 4. 10. PAK1’nin BETA-ACTINile normalizasyonu sonucu, MCF7 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylari
arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p>0,05).

4.2.3. PAK1’nin HCC1500 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylarindaki karsilastirmal

ifade sonuclar

Sekil 4.11’dePAK1’nin meme kanseri hiicre soyu olan HCC1500 ve meme epitel hiicre
soyu olan hTERT-HMEI’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27
formlline gore hesaplanan goreceli ifade dizeyleri HCC1500 igin 0,0113 iken hTERT-
HMEL igin 0,0147°di. Bu sonuclara gére; PAKIHCC1500 hiicre soyunda kontrol hiicre
soyu hTERT-HME1 e gore diisitk bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).
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Sekil 4. 11. PAK1’nin BETA-ACTINile normalizasyonu sonucu, HCC1500 ve hTERT-HMEL hiicre
soylar1 arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p>0,05).

4.2.4. PAKI’nin ZR-75-1 ve hTERT-HMEI1 hiicre soylarindaki karsilastirmah

ifade sonuclar

Sekil 4.12’de PAK1’nin meme kanseri hiicre soyu olan ZR-75-1 ve meme epitel hiicre
soyu olan hTERT-HME!’deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27°¢'
formaline gore hesaplanan goreceli ifade duzeyleri ZR-75-1 igin 0,0217 iken hTERT-
HMETL i¢in 0,0147°di. Bu sonuglara gore; PAK1 ZR-75-1 hiicre soyunda kontrol hiicre
soyu hTERT-HME1’e gore yiikksek bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 4. 12. PAK1’nin BETA-ACTINile normalizasyonu sonucu, ZR-75-1 ve hTERT-HMEL hiicre
soylari arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p>0,05).

4.2.5. PAKI’nin MDA-MB-231 ve hTERT-HME1 hiicre soylarindaki

karsilastirmah ifade sonuclari

Sekil 4.13’de PAK1’nin meme kanseri hiicre soyu olan MDA-MB-231ve meme epitel
hiicre soyu olan hTERT-HME1 deki ifade degerleri gosterilmistir. Grafige gore 27"
formaline gore hesaplanan goreceli ifade dizeyleri MDA-MB-231icin 0,0312 iken
hTERT-HMEI igin 0,0147°di. Bu sonuclara gore; PAK1 MDA-MB-231hiicre soyunda
kontrol hiicre soyu hTERT-HME1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek

bulunmustur (p<0,05).
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sekil 4. 13. PAK1’nin BETA-ACTINile normalizasyonu sonucu, MDA-MB-231ve hTERT-HMEL hiicre
soylar1 arasi ifadesel fark grafiksel olarak gosterilmistir (p<0,05).

4.2.6. PAKI’in SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231 hicre
soylarinda hTERT-HME1 baz alinarak hesaplanan kath degisimifade

sonuc¢lar

Sekil 4.14’de PAKY’in ifade diizeyinin meme kanseri hiicre soylar1 olan SKBR3,
MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231’de kontrol hiicre hattt olan hTERT-
HME! baz almarak birbirlerine gore kiyaslanmasi gosterilmistir. Grafikte 274
formiiline goére hesaplanan kath degisim miktarlar1 soyledir: SKBR3 i¢in 1,3013,
MCF7 icin 0,8122, HCC1500 igin 0,7684, ZR-75-1 i¢in 1,4742 ve MDA-MB-231 igin
2,1140.
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Sekil 4. 14. PAK1’in SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda hTERT-
HMEI1 baz alinarak hesaplanan katli degisimifade sonuglar1 grafiksel olarak gosterilmistir.

Sonug olarak, miR-221-3p’nin relatif ifade diizeyi hiicre hatlarina bagh bir sekilde
degiskenlik gostermektedir.Ozellikle, ER+ hiicre hatlarindaki ifade diizeyi oldukca azd:
(Tablo 3.1 ve Sekil 4.3-4.5). ifade diizeyindeki bu azalma PAK1 relatif ifade seviyesi ile
alakali degildir ve bu da miR-221-3p ve PAK1 arasinda bu hiicre hatlarinda bir
etkilesimin olmadigini 6ngdrmektedir (Sekil 4.2-4.6’ya gore Tablo 3.1 ve Sekil 4.9-
4.13). miR-221-3p ve PAK1relatif ifade seviyeleri ve katli degisim ifade diizeyleri ayni

ifade paternine sahiptir.
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5. TARTISMA

Kadinlarda en yaygin malignite olan meme kanseri, tiim kadin kanserlerinin % 31°ni
meme kanseri olusturmaktadir (5). Ulkemizde en sik saptanan ilk 10 kanser tiirii
arasinda bulunan meme kanseri akciger, prostat ve cilt kanserlerinden sonra en sik
gorulen dérdincl kanser turidir (5). Tedavi, tarama programlar1 ve toplum bilincinin
gelisimiyle saglanan erken teshisin sayesinde 6liim orani azalmaktadir (69). Fakat her
yeni bulunan tedavi se¢enegine kanser hiicresinin tepkisi (direnci) gecikmemektedir ve

bu da hastaliga kars1 elde edilmek istenen tedavi basarisini diistirmektedir (69).

Hormon almaglarinin ifadesinin, timoér dokusunda tiimorlesmede erken tespit edilen ve
timor biyolojisi hakkinda 6nemli bilgiler veren kalici etkenler oldugu, meme kanseri
hicre almaglarinin ifadeleme galismalar1 sonucu elde edilen 6nemli bir bulgudur (13-
15). Bu nedenle, risk faktorleri hem tiimdrlerin gelisimiyle hem de onlarin biyolojisi ve
ilerlemesiyle baglantili olabilir (13-15). Boylece, meme kanserindeki risk faktord
olusumlarinin  tiimdriin  morfolojik ve molekiiler o6zelliklerine gore degisip

degismedigini belirlemek tedavi i¢in 6nemli bir bilgi saglamaktadir (13-15).

Spesifik hormon almaclarina 6zgii gelistirilen meme kanseri ilaglarinin (HER2-
Trastuzumab, ER-Tamoksifen, vb). her ne kadar etki mekanizmalar1 dahiyane olsa da
bu ilaglara karsi gelisen ilag direncine c¢ok sik rastlanmaktadir (69). Ayrica,
miRNA’larin pek ¢ok kanser tiirlinde ve ilag direncinde ¢ok O6nemli rolleri oldugu
aciktir (26). Biz de bu bilgiyi kullanarak 6zellikle ER+ meme kanseri hastalarinda
kullanilan Tamoksifen ilacina karst gelisen direncini ¢ok kiritik rollere sahip
miRNA’lar tizerinden agiklamay1 amagladik. Hipotez olarak PAK1 genini hedefleyen
miR-221-3p’nin  ER-pozitif meme kanseri olgularinda Tamoksifen direncini
Onleyebilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii, bizim hipotezimize gore, PAKL tarafindan
saglanan ERa-S305 fosforilasyonu PAK1’in miR-221-3p ile transkripsiyonel
engellenmesi ile tersine cevrilebilir ¢linkli miR-221-3p PAK1’in 3’UTR bdlgesini
hedeflemektedir (57,68). Bu amagla, bolumumiizdeki laboratuvarda ER-pozitif meme
kanseri hiicre hatlarinda (MCF7, HCC1500, ZR-75-1), ER-negatif meme kanseri hicre
hatlarinda (SKBR3, MDA-MB-231) ve kontrol olarak meme epitel hiicre hatt1 CRL-
4010°da miR-221-3p’nin ifade diizeyini 6l¢gmek icin Real-Time PCR (gqRT-PCR)
kullandik.
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Bizim sonuglarimizi degerlendirecek ve literatiirle kiyaslayacak olursak oncelikle ER+
meme kanseri hiicrelerinden baslamak gerekir. Ciinkii Tamoksifen ER+ meme kanseri
hiicreleri tizerinde etkilidir (51). Calismamizda ER+ meme kanseri hicresi olarak meme
adenokarsinom hiicre hatti MCF7, primer duktal karsinom hiicre hattt HCC1500 ve

invaziv duktal karsinom hiicre hatt1 ZR-75-1 kullanilmustir.

Sekil 4.3’e gore MCF7 hiicre hattinda miR-221-3p ifade diizeyi kontrol hiicre soyu
hTERT-HMEI1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisik bulunmustur
(p<0,05). Ayn1 zamanda, Sekil 4.10’a gére MCF7 hicre soyunda PAK1 ifade diizeyi
hTERT-HME!1’e gore diisik bulunmustur fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).Sekil 4.4’e gore HCC1500 hiicre hattinda miR-221-3p ifade duzeyi
kontrol hiicre soyu hTERT-HME1’e gore diisiik bulunmustur fakat bu fark istatistiksel
olarak anlaml degildir (p>0,05). Aym1 zamanda, Sekil 4.11°e gére HCC1500 hiicre
soyunda PAK1 ifade diizeyi hTERT-HME1’e gore diisiik bulunmustur fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Sekil 4.5’e gore ZR-75-1 hiicre hattinda
miR-221-3p ifade diizeyi kontrol hicre soyu hTERT-HME1’e gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05). Ayn1 zamanda, Sekil 4.10’a gore ZR-
75-1hiicre soyunda PAK1 ifade duzeyi hTERT-HME1 e gore yiiksek bulunmustur fakat
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Bu ii¢ hiicre hattinda PAK1 geninin
miR-221-3p tarafindan hedeflenip aktivitesinin diizenlenip diizenlenmedigi lizerinden
yorum yapmak gerekirse, MCF7 ve HCC1500 hiicre hatlarinda PAK1 ile miR-221-3p
ters oranti gostermezken, yalnizca ZR-75-1 hiicre soyunda miR-221-3p’nin ciddi bir
sekilde azalmas1 PAK1 geninin ifadesinde artisa sebep olmustur. Elimizde Tamoksifen
direncli bir hiicre hatti olmadig1 i¢in bu degisimi hiicre soylarinin histopatolojisi yani
kanserin siddeti iizerinden yorumlayabiliriz. Yani, PAK1’daki miR-221-3p bagiml
artiy, ZR-75-1 hiicre soyunun invaziv 6zellige sahip olup diger ER+ hiicre hatlar1t MCF7
ve HCC1500’{in daha hafif bir kanser siddetine sahip olmasina baglanabilir.

Calismamizda ER- meme adenokarsinom hiicre hatlar1 da kullanilmistir: SKBR3 ve
MDA-MB-231. Bu hiicre hatlarindaki miR-221-3p ve PAK1 ifade profillerini
inceleyecek olursak, Sekil 4.2’ye gére SKBR3 hiicre hattinda miR-221-3p ifade diizeyi
kontrol hiicre soyu hTERT-HME1 e gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik
bulunmustur (p<0,05). Ayn1 zamanda, fakat Sekil 4.9’a gore SKBR3 hiicre soyunda
PAK1 ifade diizeyi hnTERT-HMEI e gore yiiksek bulunmustur fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05). Bu sonuca goére SKBR3 hiicre hattindaki miR-221-
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3p’nin ifade diizeyinin azalip PAKL1’in ifade diizeyinin artmasi, PAK1 ifade
dizenlenmesinde miR-221-3p’nin roliiniin de olabilecegine yorumlanabilir. Ama bu
noktada PAK1 ifade profilini ER mekanizmasi iizerinden yorumlamak miimkiin olmaz.
Ikinci olarak, MDA-MB-231 hiicre soyunda miR-221-3p ve PAK1’in ifade diizeylerinin
hTERT-HME!1’e gore yiiksek olmasi, bu hiicre soyunda PAK1’in ifade diizenlemesinde

mMiR-221-3p’nin etkisinin olmadigina yorumlanabilir.

miR-221-3p’nin ve PAK1’in SKBR3, MCF7, HCC1500, ZR-75-1 ve MDA-MB-231
hiicre soylarinda hTERT-HMEI baz alinarak hesaplanan katli degisimifade sonuglarini
incelemek gerekirse, hiicre soylar1 arast ifade kiyaslamasi ne hiicrelerin
histopatolojisiyle ne de ER ve diger hiicre almaglarinin durumuyla tutarli bir sekilde

aciklanamamaktadir (Sekil 4.7 ve 4.14).

Bir galismaya gore aktin hiicre iskeleti olusum yolaginda rol alan PAK1 geninin let-7
miRNA’s1 tarafindan direk olarak hedeflendigi ve aktivitesinin engellendigi One
strilmektedir (70).PAK1’in ifadesinin let-7 tarafindan engellenmesi meme kanseri
hlcrelerinin migrasyonunu ciddi anlamda engellemektedir (70). Bu sebeple miR-221-3p
ile PAK1 ifadesinin engellenip engellenmedigi ya da engellenmesinde, hem teorik hem
de bagka ¢aligsmalarca deneysel olarak PAK1’1 hedefledigini bildigimiz miR-221-3p’nin
rol alip almadigin1 ¢alismamizda arastirmak dogru noktadir. Bizim calismamizda
SKBR3, ZR-75-1 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda PAK1 ifadesinde artis
gozlenmektedir ve bu hiicre soylarindan SKBR3 ve ZR-75-1’de miR-221-3p ifadesinin
ciddi anlamda diistiigi goriilmektedir. Bu iki hiicre hattindaki profile gore diyebiliriz ki,
meme kanseri hicrelerinin migrasyonunu tetikleyen PAK1 ifadesinin miR-221-3p
tarafindan diizenleniyor. Fakat diger PAK1 ifadesi kontrol hiicre soyuna gore ylksek
olan MDA-MB-231 hiicre hattinda PAK1 ifadesi igin farkli diizenleyici mekanizmalar
olabilir.

Son zamanlarda yapilan bazi calismalara gore ER- olan meme kanseri timor
orneklerinde HER?2 ifadesi PAK1 aktivasyonuyla bagntili bir sekilde diizenlenmektedir
(71). Ayrica, HER2+ meme kanseri hiicrelerinde PAK1 aktivitesinin engellenmesinin,
tiimor olusumunu durdurdugu ve Erk ve Akt uyar1 yolaklarini baskiladigi bulunmustur
(71). Bu bilgiye gore bizim ¢alismamizda ER- ve HER2+ olan SKBR3 hiicre soyunda

PAK1 aktivitesinin kontrol hiicre soyuna gore yliksek olmasi literatiirle uyumludur ve
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ayni hiicre hattinda PAK1’i hedefleyen miR-221-3p’nin ifadesinin diisiik olmasi

PAKZ1’1n ifadesel diizenlenmesinde rolii olabilecegini gostermektedir.

PAK1 geninin agir1 ifadelenmesi luminal meme kanserinde goriilen bir olgudur ve PAK1
proteininin asir1 ifadelenmesi lenf nodu metastazi ile iliskilendirilen bir olgudur (72).
PAKZ1’T asin1 ifadeleyen meme kanseri hiicreleri, PAK1’in engellenmesinin ardindan
hizli bir sekilde apoptoza ugrarlar (72). Bu durumda, PAK1’in asir1 ifadelendigini
gordigimiz SKBR3, ZR-75-1 ve MDA-MB-231 hiicre soylarinda apoptozun
baskilandig1 ve bu baskinin da SKBR3 ve ZR-75-1 hiicre soylarinda azalan miR-221-3p
ifade diizeyinden kaynaklandigi diisiiniilebilir. Sonug olarak, literatiirdeki bu bulguya
gore SKBR3 ve ZR-75-1 hiicre soylari i¢in miR-221-3p’nin anti-apoptotik etkiye sahip
oldugunu ve ¢alismamizdaki diger hiicre hatlarinda bu egilimi gérmedigimizden dolay1

miR-221-3p’nin bu etkisinin bu hiicre hatlarinda ortaya ¢ikmadiginisdyleyebiliriz.

En basta miR-221-3p Uzerinden Tamoksifen direnci i¢in yorum yapmay1 amagladik ama
baska mekanizmalar iizerinden de miR-221’in meme kanseri ve diger kanser tiirlerinde
de etkili oldugu bilinmektedir (66). Bu da miR-221’in pek ¢ok hedefledigi gen oldugu
gercegini ispatlamaktadir (66). Mesela, onkojenik bir miRNA olan miR-221, endotel
hiicrelerindeki hiicre migrasyonu ve ¢ogalmasii onleyen CD117’yi hedef alir (66).
miR-221 aym1 zamanda anjiyojenik bir miRNA’dir (66). Son zamanlarda
gergeklestirilen Onemli ¢alismalar ayrica miR-221’nin anjiyogenezi tetikleyici bir
0zellige sahip oldugunu 6ne siirmiistiir (66). RISC.proteinlerinden olan SND1 ve AEG-
1 karaciger kanserinde miR-221 ifade seviyesinin artmasini saglamaktadir (66). miR-
221 karaciger kanserinde tiimdr anjiyojenezine neden olur (66). Ayrica, artan
tamoksifen direnci ile artan miR-221/222 ekspresyonunun sebep oldugu p27Kipl
seviyesindeki azalma arasinda bir iligki oldugu bildirilmistir, dahas1 bu da ¢ok yonli

biyolojik siire¢lerde hiicre dongiisii engelleyicilerinin dnemini vurgulamaktadir (67).

Calismanin kisith yonlerinden bahsedilecek olursa, protein seviyesinde bir analizin ve
cikarimin eksikligi en basta gelecektir. miR-221-3p’nin artis1 ve azalisindan PAK1’in
nasil etkilendigini arastirirken protein seviyesinde bir analiz daha gercek¢i olacakt.
Ciinkii mRNA diizeyinde bir degisikligin protein seviyesine nasil yansiyacagini
bilemeyiz. Ayrica, miR-221-3p’nin PAK1’i nasil etkiledigini arastirirken, mimic ve
inhibitor miR-221-3p’yi disaridan vererek miRNA’nin etkisini arttirip azaltmali ve

PAK1 iizerindeki etkisini dyle incelemeliyiz. Aksi takdirde bizim ¢aligmamizdaki gibi
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hali hazirda hiicrenin o anki durumunda barindirdigi miR-221-3p’nin aktivitesini
incelemis oluruz. Dahasi, tim bu uygulamalarda hiicrenin hayatsal olarak nasil
etkilendigini incelemek {lizere; hiicre canlili§i, apoptoz, otofaji, ve hiicre dongiisi
analizleri yapilmalidir. Bu sayede kanser hiicresinin hayati olarak nasil etkilendigini
daha iyi analiz edebiliriz. Son olarak, ila¢ direnci ¢aligmalar1 icin ilaca direngli hiicre
hattinin olusturulmasi, imkan yoksa ticari olarak alinip deneylerin onun {izerinden

yapilmasi daha uygun olacakti.

Gortildiugu gibi pek ¢ok farkli ¢calisma miR-221-3p’nin meme kanserinde ve bazi diger
kanser tirlerinde hem kanseri tetikleyen hem de kanseri engelleyen rolii oldugunu
ortaya koymustur. Biz de histopatolojik olarak farkli 6zelliklere sahip alt1 farkli meme
kanseri hticre soyunda miR-221-3p’nin ifade profilini ¢ikardik ve literatiirle uyumlu bir
sekilde hem kanseri tetikleyebilecegini hem de baskilayabilecegini ortaya koyduk. Bunu
yaparken de miR-211-3p tarafindan hedeflenen PAK1 geninin de meme kanserindeki
fonksiyonunu ifade diizeyleri iizerinden yorumlamaya calistik. Bu sayede meme
kanserinin nasil diizenlendigiyle alakali mekanizmalar hakkinda bilgimizi arttiracak ve

hastalarin tedavisine yeni gelismeler saglayacak bilgiler elde etmeye ¢aligtik.
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