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Nigella Sativa (Corek otu)’nin en 6nemli biyoaktif bileseni olan timokinon (C10H1002; 2—izopropil-5-
metil-1,4-benzokinon), hiicre kiltiirii ve deneysel hayvan ¢alismalari temelli antikanser 6zellikleri sergiler.
Ancak, bu etkilerinin molekiiler etki mekanizmalari net degildir. Bu ¢alisma, MCF7 insan meme kanseri
hiicresi miRNA'lar1 profilleri tizerine TQ uygulamasinin etkilerini incelemektedir

Calismamizda, MCF-7 hiicreleri timokinonun farkli dozlar1 (5,25,50 uM) ile 70. saatte muamele
edildi. Daha sonra total RNA, Roche yiiksek saf miRNA izolasyon Kiti (Roche Diagnostics) kullanarak
izole edildi ve hiicre lizatlarindan cDNA sentezlendi. Ger¢ek zamanli qPCR igin 84 adet miRNA
ekspresyonu, BioMarkTM 96,96 Dynamic Array (Fluidigm Corporation) ile saptanmustir. Istatistiksel analiz
Biogazelle en gase Plus 2,0 yazilimi kullanilarak yapildi. Goreceli gen ekspresyonu degerlerinin tayini 2-
AACt yontemi (numunenin normalize edilmis Ct (esik dongtisii ) degeri- kontroliin normalize edilmis Ct
degeri) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna kiyasla 84 miRNA’nin 12 tanesi farkli sekilde (fold
regulation <2, fold regulation>2, p<0.05) eksprese edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla TQ uygulanan
gruptaki miRNA’lardan 10 tanesi downregule (hsa-miR-1, let 7¢c-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-mir-202-3p, hsa-
miR-214-3p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-98-5p) ve 2
tanesinin upregule (hsa-miR-22-3p, hsa-miR-132-3p) oldugu saptanmustir.

Ozellestirilmis veri tabanlari kullanarak hesaplanan analizlere gére (DIANA miRPath v.2.0), PI3
kinaz/AKT (hsa04151), Wnt (hsa04310), MAPK (hsa04010) ve p53 (hsa 04115) sinyal yollaklar1 (KEGG
yolak numarasi) bu miRNA grubunun temel hedefleri oldugu gibi gériinmektedir. Bu bulgular, MCF-7
hiicrelerinin miIRNA profillerine TQ’nun etkilerini vurgulamaktadir ve daha ileri ¢aligmalara yardimci
olabilir.

Anahtar Sozciikler: MCF-7; miRNA; timokinon.
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Thymoquinone (TQ), which is the most bioactive component of Nigella sativa (Black
cumin),exhibits anticancer characteristics based on cell culture and experimental animal studies. However,
molecular action mechanisms of these effects are not clear. This study investigates the effects of TQ

treatment on MCF7 human breast cancer cell miRNAs profiles.

In our study, MCF7 cells were treated with different doses of TQ (5, 25, 50 uM) for 70 hours. Then
total RNA was isolated by using Roche High Pure miRNA lIsolation Kit (Roche Diagnostics) and cDNA was
synthesized from cell lysates. The expressions of 84 miRNAs were determined by The BioMarkTM 96.96
Dynamic Array (Fluidigm Corporation) for real-time gPCR. Statistical analysis was performed using the
Biogazelle’s gbase PLUS 2.0 software. Determinations of relative gene expression values were carried out by
using the 2-AACt method (normalized threshold cycle (Ct) value of sample minus normalized Ct value of

control).

As a result of the statistically analysis, twelve of 84 miRNAs have been differentially expressed
compared to control group (fold regulation <2, fold regulation>2, p<0.05). It was established that 10
miRNAs were down-regulated (hsa-miR-1, let 7c-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-mir-202-3p, hsa-miR-214-3p,
hsa-miR-210-3p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-98-5p) and 2 miRNAs were
up-regulated (hsa-miR-22-3p, hsa-miR-132-3p) in TQ’s groups, comparing with control group.

According to computational analyses using specialized databases (as DIANA miRPath v.2.0); PI3
kinase/AKT (hsa04151), Wnt (hsa04310), MAPK (hsa04010) and p53 (hsa 04115) signaling pathways
(KEGG pathway number) seem to be the key targets of these miRNA group. Thesefindings highlight the
effects of TQ to miRNA profiling of MCF7 cells and may be helpful for further studies.

Keywords: MCF-7; miRNA; thymoquinone.



1. GIRIS

Kanser degisik organlarda hiicrelerin kontrolsiiz gogalmasindan olusan, klinik
goriiniimii, tedavisi ve yaklasimi birbirinden farkli olan bir hastaliklar grubudur. Kanserin
kontrol altina alinmasi hususunda onceliklerin belirlenebilmesi i¢in kanser yiikiiniin
insidansinin  bilinmesi gerekmektedir. Kanser gelismis iilkelerde o6liim nedenin ilk

siralarinda gelmektedir(Lindsey ve ark 2012).

Yeni tahminlere gére Diinya’da yeni tani alan kanserli hasta sayis1 ve kanserden
kaynaklanan 6liimler bir 6nceki tahminlere gore artmistir. GLOBOCAN 2012 verilerine
gore 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagli 6liim olmustur. Diinya’da en ¢ok tanmi1 konulan kanserler akciger (%13,0),
meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken kanserden Sliimlerin ise en ¢ok akciger (%19,4),

karaciger (%9,1) ve mideden (%38,8) ger¢eklestigi belirtilmistir( GLOBOCAN 2012).

___________

PR R ————

4,969,278 (35.3%) ——

—— 1,360,602 (9.7%)

429,793 (3.1%) Mesane
455,784 (3.2%) : 1,111,689 (7.9%)
527 624 (3.7%)/——'. 951,594 (6.8%)
782 451 (5 6% otiens

A51 (5.6%) " Mide

Sekil 1. Uluslararasi kanser ajansi kanser dagilma grafigi( GLOBOCAN-2012)
(http://globocan.iarc.fr/Default.aspx)



Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artigina
ve niifustaki yaglanmaya bagl olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi
olacag belirtilmistir. Gerek kanser vakalarinin (%56,8) gerekse de kanserden kaynaklanan

Oliimlerin (%64,9) yarisindan fazlasinin az geligmis iilkelerde oldugu gosterilmistir.

Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) ozellikle meme kanserindeki artisa dikkat
¢cekmistir. Kadinlarda meme kanser insidansinin bir onceki tahminlere gore %20, meme
kanserinden oliimlerin ise %14 arttigini belirtmistir. Meme kanseri kadin kanserleri iginde
en fazla goriilen ve en fazla 6liime neden olan kanserdir. Diinyada kanser olan her 4
kadindan biri meme kanseridir. Uluslararasi Kanser Ajansi Baskani Dr.Wild meme
kanserinin Ozellikle yasam kosullarindaki degisiminden kaynaklandigini ifade etmistir.
Meme kanseri insidans1 gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksek,
meme kanserinden Oliim ise gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha
disiiktiir. Dr.Wild, bu durumun az gelismis lilkelerde yasayan kadinlarin meme kanseri
teshis, tarama ve tedavi hizmetlerine ulagsmaktaki sikintidan kaynaklandigini belirtmistir.
Bu yiizden, 6zellikle az gelismis iilkelerde meme kanserinin erken teshis, tarama ve
tedavisine yonelik ¢abalarin arttirllmasi gerekliligi tizerinde durmustur(Lindsey ve ark
2012).

Nigella sativa (Corek otu), ¢cogu ortadogu ve uzak dogu iilkelerinde 2000 yili askin
siiredir birgok hastalifin tedavisinde kullanilan sifali bir bitki olarak tanimlanmaktadir.
Halk arasinda bilinen adiyla ¢orekotu, Nigella sativa tiirii bitkilerin kapsiil igerisinde
olusan tohumudur. Tohumlar ortalama % 36 — 38 oraninda sabit yag, protein, alkoloid,
saponin ve % 0,4 — 2,5 oraninda ugucu yag icerir (Ali ve ark 2003). Nigella sativa’nin
ucucu yagi Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analizlenmis ve temel
bilesenlerinin timokinon (TQ), ditimokinon(DTQ), timohidrokinon (THQ) ve timol (THY)
oldugu saptanmistir. Corekotu ugucu yagmin temel biyoaktif bileseni timokinondur
(C10H1202; 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon) (Salem 2005).TQ’un antikanser etkisi
cesitli kanser hiicresi serilerinde ve hayavan deneylerinde in vivo ve in vitro ¢aligmalarla

gosterilmistir.



mMiRNA’lar kiiglik, kodlanmayan RNA molekiilleridir. Bir ya da birden fazla hedef
geni baskilayarak gelisim, farklilagsma, ¢ogalma, hiicre 6liimii gibi siireglerde rol oynarlar.
miRNA’lar protein kodlayan genlerin eksonik ve intronik boélgelerinde ve genler arasi
bolgelerde bulunabilirler. miRNA genlerinin %50’sinden fazlasi kanser ile iliskilendirilmis
genom iizerindeki bolgelerde veya kirilgan bolgelerde bulunur; bu durum da miRNA’larin

neoplazi patojgenezinde 6nemli rolleri olduguna isaret eder.

Bazi miRNAlar epigenetik mekanizmalarla kontrol edilirken, bazilar1 da dogrudan
veya dolayli olarak epigenetik mekanizmada rol oynayan faktorleri hedef alirlar.
miRNA’larin islevsel dnemlerinin tam olarak anlasilabilmesi ve tan1 veya tedavi amacl
kullanimlarinin gergeklesebilmesi icin hedeflerine nasil baglandiklarinin ve gen ifadesini
farkli seviyelerde nasil diizenlediklerinin belirlenmesi gerekmektedir (Gebeshuber ve ark
2009).

Meme kanserine karsi onemli sayida tedavi stratejisi bulunmasina ragmen bu
patoloji diinya ¢apinda biiyiik bir halk sagligi yiikii olmaya devam etmektedir. Bu nedenle
meme kanserinin tedavisi ve ilerlemesinin Onlenmesi i¢in yeni stratejiler gelistirmek
onemlidir. Meme kanseri hi¢ belirti ve bulgu vermeden ilerleyebildigi gibi, belirtileri,
gelisimi ve sonuglar1 hastadan hastaya gore farklilik gostermektedir. Diinya tlizerinde her
yil milyonlarca kadinin meme kanseri tanist aldigi giiniimiizde miRNA'lar, meme
kanserinin sadece erken donemde teshisi ve hastaligin prognozunda degil ayni zamanda
molekiiler esasli kanser tedavilerinde de yakin gelecekte etkili bir ajan olmaya aday
goziikmektedir. Biitlin bu bilgiler 1518inda meme kanserine spesifik miRNA’larin
belirlenmesi ve etkili olduklari hiicresel yolaklardaki baskin mekanizmalarinin

belirlenmesi 6nem tagimaktadir.

Calismamizda meme kanseri MCF-7 hiicre hattin1 TQ ile muamele edilerek miRNA
ekspresyon diizeylerinde TQ’nun ortaya konmasi amaclanmigtir. TQ uygulanmis ve
uygulama neticesinde miRNA paneline(as DIANA miRPath v.2,0) bakilmis ve elde edilen
miRNA’larimiz PI3 kinase/AKT (hsa04151), Wnt (hsa04310), MAPK (hsa04010) ve p53
(hsa 04115) sinyal yollaklarinda(KEGG pathway number) kanserin hiicre sikliisiine,

apopitoz, poliferasyon ve DNA transkripsiyonunu etkiledigi gézlenmistir.



1.1. Kanser

Kanser, viicuttaki bir hiicre veya hiicre grubunun i¢ ve dis etkilerle farklilasarak,
asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu meydana gelmektedir. Kanser hiicreleri,
komsu normal hiicrelere gére daha hizli ¢ogalirlar. Normal hiicrelerin boliinmesi belli bir
zaman sonra dururken, kanserli hiicrelerin boliinmesi hi¢gbir zaman durmaz. Bulunduklari
yerden bagka bolgelere kan veya lenf damarlari ile tasimarak metastaz olustururlar
(Hanahan ve Weinberg 2000). Normal hiicrelerde hiicre ¢ogalmasi ile apopitoza bagh
hiicre kayiplar1 arasinda uyumlu bir denge vardir. Kanserli hiicrelerde bu denge bozularak
kontrol mekanizmasi kaybolur (Ruddon 2010). Viicudun degisik yerlerine tasinan kanserli
hiicreler invazyon yaparak organizma organlarina zarar verirler. Tagindiklar1 yerlerde
kanserli hiicreler biiyiidiikge tiimor kolonileri olusturarak biiyiimeye devam ederler (Ringer

ve ark 2014).
1.2. Apopitoz

Apopitoz (programli hiicre 6liimii) ve nekroz memeli hiicrelerini 6liime gotiiren iki
onemli olaydir. Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yash hiicreler, apopitoz olarak
adlandirilan, genetik olarak diizenlenen bir hiicre 6lim programiyla kendi kendilerini
oldiirtir, yani apopitoz; gelisim, homeostaz ve patojenezde Onemli rol oynayan hiicre

intihar mekanizmasidir (Hu ve ark 2002).

Apopitoz organizmada dogru bir sekilde islemelidir. Olmesi gereken hiicrelerimiz
zamaninda ve gerekli sayida 6lmelidir. Bir sekilde hizlanmig veya yavaglamis bir apopitoz
patolojiktir. Programdaki bozuklugun neden oldugu asir1 hiicre artis1 kanser ve otoimmiin
hastaliklara, hiicre azalisi ise AIDS ve norodejenaratif hastaliklara neden olmaktadir.
Apopitozun 6zellikle embriyonun gelisim ve farklilasma isleminde de roliiniin vazgegilmez

oldugu bilinmektedir (Krauss 2001).

Apopitozun diger bir fonksiyonu hasarli DNA’ya sahip hiicrelerin yikimini
saglamasidir. Bu tip hiicreler mutasyon birikimine ugramadan ve bir tiimor hiicresine

doniismeden once apopitotik program ile dldiiriilmektedirler (Krauss 2001).

Hiicre 6liim sekli olan apopitoz ve nekroz mekanizmalar1 arasinda belirgin farklar
oldugu ilk kez Kerr ve arkadaslari (1972) tarafindan anlasilmistir. Nekroz, akut hasarda
goriilen, fizyolojik olmayan bir durumdur. Nekrotik hiicrelerde sisme, sitoplazma

organellerinin dagilmasi, hiicre membranmin bozulmasi ve patlamas: Kkarakteristik



ozelliklerdir. Dokunun nekroza verdigi cevap ise inflamasyon olusumu tarzindadir(David
ve ark 1994). Apopitoza giden hiicreler biiziisiir, hiicreler arasi baglantilarini kaybeder,
yogunlasir, kromatin parcalanir ve kiiglik apoptotik cisimler olusturmak iizere yikilir.
Apopitotik cisimler makrofajlar tarafindan fagosite edilir, bu nedenle inflamasyon

goriilmez.

Apopitotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak
olusmaktadir ve bu durum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apoptoz) ve
yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini olusturmak tizere dinamik bir

denge halinde siiregelir.

Apopitozun genetik ve molekiiler mekanizmalar1 1980’lerin sonunda bir nematod
solucani olan Caenorhabditis elegans’da, tam olarak 131 hiicrenin 6ldiiriiliip 959 tanesinin
kalmasiyla ortaya cikarildi (Plesnila ark 2001). Burada, apoptozda birbirini izleyen dort

basamak vardir;

1. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i faktdrlerin uyardigi hiicre oliimii i¢in hiicrenin

programlanma51 .

2. Kaspazlar (Sistein aspartik asit-6zgiin proteaz) olarak adlandirilan hiicre igi

proteazlarin aktivasyonuyla hiicre 6liimii ya da idamu.
3. Makrofajlar tarafindan apoptotik cisimlerin fagositozu.
4. Apopitotik cisimlerin lizozomal yikilmasi.

Apopitoz mekanizmasi ¢ok sayida ve cesitte modiilator tarafindan diizenlenir.
Bunlar arasinda bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Apopitotik siire¢ boyunca hiicre
icine siirekli Ca*? girisi gerceklesir. Buna ragmen hiicreye Ca*? girisi apoptozisin
gerceklesmesi i¢in her zaman gerekli degildir. Hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 ¢esitli uyarilara
karsi apoptotik yamiti p53°tGn indiikledigini ve bcl-2’nin  baskiladigini  agikca
gostermektedir (Pan ve ark 1997, Korsmeyer ve Zinkel 2001). Bcl-2 ailesi birbirine zit
etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik, apoptozu indiikleyici
etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik apoptozu baskilayic1 etkiye sahiptir. Pro-
apopitotik olanlar, sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler.
Anti-apoptotikler ise sitokrom C saliverilmesinin baskilarlar. Bu yilizden, pro ve anti-

apoptotik iiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki segenegi belirler. Apopitotik siirecte



kritik, geri doniilemez asama mitokondrinin aktivasyonudur. Apopitozu baslatan yollarin
kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistir(Korsmeyer ve Zinkel 2001,
Alles ve ark 1991).

1.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, biitiin diinyada kadinlar arasinda en sik rastlanan kanser tiiriidiir.
Erkeklerde meme kanseri ¢cok nadir olup, tiim meme kanserlerinin %1’den az1 erkeklerde
gortliir. Gortilme siklig gittikge artmakta olan meme kanseri, kanserden 6liim nedenleri
arasinda da ikinci sirada yer almaktadir (Aslan ve ark 2007, Yarbro ve ark
2010). Uluslararasi1 Kanser Enstitiisii (NCI) 2000-2007 verilerine gore her sekiz kadindan
birinde hayati boyunca meme kanseri gelisebilecegi ve her 30 kadindan birinin meme
kanseri nedeniyle dlecegi tahmin edilmektedir (Curado ve ark 2007). IARC online giincel
veri taban1 olan GLOBOCAN 2012 verilerine gore 2012 yilinda diinya’da toplam 14,1
milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim olmustur. Diinya’da
en ¢ok tani konulan kanserler; akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) oldugu
belirtilmistir (Cancer 2013). Ulkemizdeki duruma bakildiginda ise, saglik bakanlig
istatistiklerine gore tiim kanser tilirleri arasinda meme kanseri goriilme oraninin %24
oldugu ve kadimlarda daha yaygin goriildiigii bildirilmektedir. Ulkemizde mevcut verilere
gore meme kanseri goriilme sikliginin, dogu bolgelerimizde 20/100.000, bat1
bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda oldugu tahmin edilmektedir (Ozmen ve ark
2009, Somunoglu 2009)(Sekil 1).

1.3.1. Meme Kanseri ile ilgili Onkogenler ve Tiimér Baskilayic1 Genler

Meme kanseri, hiicre biiyiimesi ve gelisimine katilan onemli hiicresel yollari
etkileyen genetik degisimler ile cok asamali uzun bir siliregte ortaya cikar. Kanser
olusumunda rol oynayan 6nemli onkogen ve tiimor baskilayic1 genler vardir. Bu iki gen
grubu kanser olusumunda birbirine zit etki gosterirler. Tiimor baskilayici genler, hiicre
bliylimesinde gorev alan genleri kontrol ederek tiimoér olusumunu engellerlerken
onkogenler, malign doniisiimiine neden olur. Eger bu tiimor baskilayict genlerde bir hasar
olursa biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar (Osborne ve ark 2004,
Oztiirk 2006). Hem saglikli hem de kanserli meme dokularinda en fazla goriilen ve etkili
oldugu diisiiniilen onkogenler Ras, Myc, CerbB-2 olarak sdylenebilir (Klijn ve ark 1992,
Winer ve ark 2001). Timor baskilayici genlerden ise en ¢ok p53 ilizerinde durulmaktadir
(Reed ve ark 2000).



1.3.1.1. Biiyiime Faktorii Reseptorleri

a) CerbB-2 (HER2/Neu): HER2 reseptorleri hiicre igindeki sinyal iletim yollarini
etkinlestirerek hiicrenin farklilasmasina ve ¢ogalmasina neden olur. Meme kanseri igin
prediktif ve prognostik éneme sahip bir molekiil grubudur. Bu gen, tiimor gelisimi ve
ilerlemesi ile yakindan ilgili olup bu genin amplifikasyonu klinik olarak son derece

onemlidir (Oztiirk 2006, Atalay 2010).

b)EGFR: Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), tirozin kinaz aktivitesine
sahip erbB hiicre reseptdr grubunun {iyesidir. Bu reseptorler, hiicre disinda ligand
baglanma parcasi ve hiicre i¢i tirozin kinaz pargasi olan trans membran glikoproteinlerdir.
EGFR ailesi HER2, HER3 ve HER4 alt gruplarindan olusur. Epidermal biiylime
faktoriiniin reseptoriine baglanmasiyla epidermal biiylime faktorii hiicre i¢ine alinir. Bunun
akabinde nukleustaki transkripsiyon faktorleri aktive olarak hiicre boliinmesi uyarilir.
EGFR, onkogenik herhangi bir mutasyona ugrarsa kontrol edilemeyen hiicre boliinmesi ile
birlikte tiimor olusumu gergeklesebilir. EGFR’ niin fizyolojik olmayan bu aktivasyonu

meme kanseri basta olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde karsimiza ¢ikmaktadir (Kiligc 2012).
1.3.1.2. Sinyal Iletimi ile iliskili Genler

Farkl1 dokularda biiyiimeyi indiikleyici steroidlerin ve biiylime faktorlerinin etkileri
nuklear proto-onkogenler araciligi ile gergeklesltirilmektedir. Hiicrelerin mitojenle
etkilesimlerinden kisa bir siire sonra c-fos, c-myc, c-myb ve c-jun proto-onkogenleri
indiiklenir. Bu onkogenlerin indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonu arasinda bir baglanti
vardir. Meme kanserinde Ostrojen ve progesteron ile c-myc proto-onkogeninin etkili

oldugu gosterilmistir.

a)c-Myc: Bir transkripsiyon faktorii olan c¢-Myc, hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi ve apopitozda diizenleyici olarak gorev yapan bir fosfoproteindir (Adhikary
ve Eilers 2005). Hiicre proliferasyonuyla birlikte RNA, protein sentezi ve enerji
metabolizmasi iizerinde diizenleyici gorevleri bulunmaktadir. Hiicre biiylimesinin
kontroliinde c-Myc proteininin bu diizenleyici 6zellikleri g6z oniine alindiginda mRNA ya
da protein diizeyindeki ¢ok kii¢iik bir degisim hiicrede istenmeyen degisikliklere neden

olmaktadir. c-Myc geninin yapisindaki degisiklikler veya asir1 iiretiminin meme kanserine



neden oldugu bildirilmektedir. Dolayisiyla c-Myc aktivitesi ¢ok siki bir sekilde kontrol
edilmelidir (Chung ve Levens 2005, Grandori ve ark 2005).

1.3.1.3. Meme Kanserinde Etkili Diger Genler

a)Bcl-2 — Apopitoz genleri: Antiapopitotik ve proapopitotik genler olarak birbirine
z1t etkili iki gruptan olusan ve apopitozu diizenlemede en 6nemli role sahip onkoprotein
grubudur (Altunkaynak ve Ozbek 2008). Antiapopitotik grup elektron transport zincirine
ve oksidatif fosforilasyona katilan sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini
engelleyerek apopitozu baskilarken, proapopitotik grup ise sitokrom C’nin salinmasini
saglayarak apopitozu indiiklemektedir. Meme tiimor dokularinda Bcl-2’nin  asirt
ekspresyonunu gosteren c¢alismalar olup, Bcl-2 ekspresyonunun meme kanserinde
bagimsiz bir prognostik faktor oldugu tam olarak ortaya konmamustir (Sierra ve ark 2000,
Vinay ve ark 2004).

1.3.1.4. Ailesel Meme Kanseri ve Yatkinlik Genleri

Meme kanserli vakalarin sadece %5-10’unda kalitsal gegis soz konusudur. Kalitsal
meme kanserlerinin %80’inden sorumlu iki gen vardir. Bunlar; BRCA-1 ve BRCA-2

genleridir.

a)BRCAL ve BRCAZ2 genleri: BRCAL geni, 17. kromozomun uzun kolunun 21.
bolgesinde, BRCA2 geni ise 13. kromozomun uzun kolunun 12. bélgesinde yerlesiktir
(Bellosillo ve Tusquets 2006, Balabas ve ark 2010). BRCA1 geni, DNA tamiri ve hiicre
dongiisiiniin kontroliinde gorev alan bir tiimdr baskilayici gendir. Meme kanseri aile
hikayesi olan kisilerin yaklasik %20’si BRCA1 geninde mutasyon tasimaktadir. Meme
kanseri olusumunda BRCA2 genindeki mutasyonlar BRCA1 genine gore daha az etkilidir.
Yapilan in vitro ¢alismalarda BRCA1 gen ekspresyonundaki azalmani, timor biliyiime
seviyelerinde artig sagladigi goriiliitken; BRCAI1 gen ekspresyonundaki artisin ise
apopitoza ve biiylimenin durdurulmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Mirza ve ark
2007). BRCA1 ve BRCA2 genleri meme kanseri i¢in en etkin mutasyonlari tasidigindan

meme kanseri risk tespitinde mutasyon analizlerinin yapilmasi 6énemli parametrelerdendir.
1.3.1.5. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatti

Bir meme kanseri hiicre soyu olan MCF-7 hiicreleri, 69 yasinda invaziv duktal
karsinomali beyaz irktan bir kadinin plevral eflizyonundan 1970 yilinda izole edilmistir

(Soule ve ark 1973). Hiicre hatt1 Herbert Soule ve arkadaslar tarafindan 1973 yilinda



Detroit’te kurulmus olan enstiitiiye atifta bulunarak MCF-7, Michigan Kanser Vakfi - 7
‘nin kisaltmasidir. Kanser aragtirmacilari i¢in MCF-7’nin Oncesinde bir ka¢ aydan daha
uzun yasama yetenegine sahip olan bir meme hiicre hatti elde etmek miimkiin degildi.
Morfolojisi epitelyal olup, insiilin benzeri ¢ogalma faktorii baglanma proteinleri sentezler.
Ayrica  WNT7B onkogeninin ekspresyonu mevcuttur. HER-2 geninin ekspresyonu
normaldir (Nieves-Neira ve Pommier 1999). Meme kanseri ve diger bir¢ok insan
kanserinin olusumunda, hiicre dongiisii kontrol noktalarindan siklin D1’de olusan
mutasyonlar MCF-7 hiicrelerinde de mevcuttur (Nagasawa ve ark 1998). MCF-7 hiicre
hattinda kaspaz -6, -7 ve -9 ekspresyonunun yanisira BCL-2 ekspresyonu da olduk¢a iyidir.
Diger yandan p53 ve p21 genlerinin ekspresyonu ve diizenlenmesi normaldir (Nieves-
Neira ve Pommier 1999). MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmalarinda; asir1 artmis
Ostrojen ekspresyonu ve Ostrojene bagli proliferasyon, EGF’den bagimsiz ¢ogalma, artmis
Her-2/Neu/c-ErbB-2 ekspresyonu (Rait ve ark 2001) artmis N-ras (Sutherhland ve ark
1999) ve Rb proteininin hizli fosforilasyonu rol oynamaktadir (Botos ve ark 2002).

1.4. Timokinon (TQ)

TQ (C10H1002; 2-izopropil-5-metil-1,4—benzokinon), ¢oérek otu ugucu yagmnin
temel biyoaktif bileseni olup; ¢orek otu ugucu yaginda %18,4-24 oraninda bulunan 164,2
g/mol molekiil agirliginda bir¢ok biyolojik ve farmakolojik yarar1 olan koyu sart renkli
kristallere sahip ugucu bir monoterpen kinondur(Arslan ve ark 2005, Pari ve
Sankaranarayanan 2009, Cooper 2010). TQ’un ilk defa 1963 yilinda El-Dakhakhny
tarafindan yapilan bir ¢alisma ile izole edildigi bildirilmistir (Badary ve ark 2003, Khader
ve ark 2009). Nigella Sativa’nin ana bileseni TQ olmakla birlikte, timol, ditimokinon,
timohidrokinon bilesiklerinin (Sekil 2) de bu bilesime eslik ettigi yliksek basingli sivi
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yontemleri ile gosterilmistir (Ghosheh ve ark
1999, Gali-Muhtasib ve ark 2006).
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Sekil 2. Nigella sativa’nin temel bilesenleri (Ragheb ve ark 2009)
1.5. MikroRNA (miRNA)

MikroRNAlar, hiicresel bir¢ok temel islevin diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Hiicre igerisindeki seviyelerinin normal kosullar digsina ¢ikmasinin insanlarda kanser
gelisimi ile baglantili oldugu gosterilmistir. Hiicreler; hem gelisim hem de ergin déonemde
koordineli bir sekilde hiicre boliinmesi, farklilasma ve oOlimiin diizgiin olarak
gerceklesmesinden emin olmak igin ¢esitli yontemler gelistirmistir. Birgok diizenleyici
etken, genleri, cogalma ve farklilasmaya yonlendirmek i¢in agip kapatmaktadir. Timor
slipresor ve onkojenlerin ¢ogu ilk once DNA’dan RNA’ya transkript edilir ve sonra da
etkilerini gostermek igin proteine doniisiir. Yakin zamanda elde edilen kanitlar miRNA
olarak isimlendirilen kiigiik protein kodlamayan molekiillerin tiimdr silipresor ve onkogen
olarak gorev yapabileceklerini gostermektedir. Bu yeni smif gen diizenleyicilerin
insanlarda kanser ile iligskisi daha yeni anlasilmaktadir. Hiicrelerde farkli durumlarin
kontrollerini iistlenen MiRNA’larin ekspresyonlart bozuldugunda tiimorgeneze dahil
olmaktadir. Yapilan caligmalar bu fikri dogrulamakla birlikte, timor gelisiminde
MIRNA’larin tiimor siipresorler veya onkogenler olarak rol oynadigini agiga ¢ikarmistir

(Yu ve ark 2010, Lee ve ark 1993).
1.5.1. MikroRNA’larin Biyogenezi

Insan miRNA’larinin  ¢ogu protein kodlayan veya kodlamayan mRNA
transkriptlerinin intronlar i¢inde bulunur (Tavares ve ark 2008). Geriye kalan miRNA’lar
ya genomdaki diger transkriptlerden uzakta kodlayici olmayan mRNA genleri
ekzonlarinda, mRNA 3'UTR (untranslated region- ¢cevrilmemis bolgede)’lerinde yer alir ya
da 19’uncu kromozom fiizerindeki kiime dahil diger miRNA genleri ile birlikte kiimelenir

(Tavares ve ark 2008, Johnson ve ark 2007, Sevignani ve ark 2006 ).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tavares%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18926840
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MikroRNA’lar birbirini takip eden {ic adim1 kapsayan siire¢ sonucunda olusur. Ilk
olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu gercgeklesir.
Ikinci adimda pri-miRNA’lar niikleus icinde prekiirsér miRNA (premiRNA)’lara
doniistiiriiliir. Son olarak olgun miRNA’larin sitoplazma iginde olusumu gergeklesir (Lu ve

ark 2005).

Olgunlasmis miRNA’larin aktivitesi mRNA’larin i¢inde bir hedef sekansinin
taninmasina baghdir. Bunlar genellikle 3'UTR bélgesinde bulunur, kisa ve genellikle eksik
tamamlayicidir. Tipik olarak hedef alanlar miRNA tohum sekansimma (seed sequence)
tamamlayict 6-7 niikleotid sekansi igerir, ardindan poly A kuyrugu gelir. Bu kurallar
mMIiRNA hedeflerinin mRNA sekanslarindan tahmin edilebilmesini saglar. Ancak bu tarz
tahmin algoritmalarimin duyarlilik ve ozgiilliikleri giivenilir olmayip her vakada deneysel

olarak gecerliliklerinin saglanmasi gerekmektedir (Sevignani ve ark 2006).

MikroRNA onciilleri (haberciler) genellikle protein kodlayan genler ile ayni sekilde
ifade edilir. ilk 6nce RNA polimeraz II tarafindan transkipte edilir ve sonra da
poliadenillenip pri-miRNA olusturmak iizere kapatilir (Sevignani ve ark 2006). RNA
polimeraz Il enzimi tarafindan primer transkript olarak genomik DNA’dan sentezlenen pri-
miRNA (500-3000 baz), “cap” ve “poli A” kuyruguna sahip, sap-ilmik (sa¢ tokasi)
yapisindadir (Nakahara ve ark 2004). Cekirdekteki pri-miRNA’nin yaklasik olarak 70
niikleotid uzunlugunda olan premiRNA’ya doniistiiriilmesi, RNAaz III enzim ailesinin bir
endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan gergeklestirilir (Liu ve
ark 2004).

Cift iplikli RNA baglayict bir protein olan Pasha ile bir niikleaz olan Drosha“nin
olusturdugu yap1 mikro islemci kompleks (Microprocessor complex) olarak isimlendirilir.
Sag tokasi seklindeki yapinin iki kolu arasinda ortaya ¢ikan eksik kendini tamamlayici kisa
sa¢c tokasi seklindeki dongiiler premiRNA olarak adlandirilir (Reinhart ve ark 2002,
Shenouda ve ark 2009, Jiang ve ark 2005).

Mirton ad1 verilen bazit miRNA’lar Drosha islemini pre-miRNA seklinde birbirine
eklenmis biitiin intronlar1 uzatarak atlar (bypass eder) (Shen ve ark 2009). Bir niiklear
tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli bir
sekilde pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya taginir (O'Day ve ark 2010, Liu ve ark 2008).
Bunun ardindan, sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden Dicer adli endoniikleaz

tarafindan kesilen pre-miRNA’lar, yine Dicer etkisiyle TAR RNA baglayan protein



(TRBP) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) aktive eden protein (PACT) ile
etkilesimde bulunurak 18-24 niikleotid uzunlugunda c¢ift zincirli MIRNA: miRNA
dubleksine ¢evrilir (Sekil 3) (Liu ve ark 2008, Hossain ve ark 2006). Bu esnada Dicer
etkisiyle, miRNA: miRNA ¢iftleri Argonautel-4 olusturarak, olgun RNA ile tetiklenmis
susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir (Hossain
ve ark 2006).

Pre-miRNA“nin sap-ilmigi Dicer tarafindan kesildikten sonra, RISC kompleksine
miRNA dubleksinden sadece biri dahil olur. Kusursuz miRNA, mRNA tamamlayiciliginin
Argonaute2 tarafindan boliinmesine yol acar. Bu da deneysel olarak onemli olmakla
birlikte endojen memeli miRNA’larinda olusmadigi diisiiniilen small interfering RNA
(siRNA) yollaridir. Fakat genellikle bunun yerine eksik mRNA eslesmeleri doniisiimiiniin
asag1 yonlii regiilasyonuna yol agar. Bunun gerceklestigi mekanizmalar hala ¢ok agik
olmay1p bu doéniisiimiiniin baslangi¢ veya uzatma siiresi boyunca etkilendigini destekleyen

modeller vardir (Sekil 3) (Nakahara ve ark 2004).
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Sekil 3.MikroRNA sentez ve etki sekilleri (http://www.pulmonarycirculation.org)

Bir RNAz olan ve RISC kompleksinin i¢inde yer alan Argonaute’in etkisiyle bu iki
iplikten 5' ucu daha kararli olan1 secilip komplekse dahil edilir. Bu iplige kilavuz iplik



(guide strand) ad1 verilirken diger iplik de anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir

ve sindirilme islemi RISC kompleksinin substrati olarak gerceklesir.

Aktif RISC kompleksine entegre olan miRNA’lar bu adimdan sonra, ya Argonaute
proteinleri yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina

neden olurlar (Sekil 4) (Liu ve ark 2008, Zhao ve ark 2008).
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Sekil 4. MikroRNAnin Biyolojik Olusumu (Liu ve ark 2008)

1.5.2. MikroRNA’larin islevleri

Bu giine kadar tespit edilmis miRNA’larin sadece kii¢iik bir kismimin biyolojik
rolleri aydinlatilmigtir. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA’lar, protein
sentezinin diizenlenmesine katilirlar. Kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima Ozelligine sahip miRNA’lar, RISC ile kompleks olusturup baz giftlerinin
ozelligi ile mRNA’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da

mRNA’nin yikimina sebep olur (Sekil 3) (Wightman ve ark 1993).



MikroRNA, hedef mRNA'nin ORF (open reading frame-agik okuma gercevesi)
bolgesine veya hedef mRNA’nin 3'UTR boélgesine baglanir ve baglanma pozisyonu
miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil komplementer olduguna bagli olarak degiskenlik
gosterir. 3'UTR bolgesine tam olarak baglanmayan, kusurlu, eksik komplementerlik
gosterir ve translasyonun baskilanmasi ile sona ererken ORF bdlgesi igine baglanmasi
kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA’nin Argonautel tarafindan yikimi
ile sonuglanir ve RISC mMRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina

neden olur.

Ayrica, her bir miRNA’nin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu
diizenleyebildigi ve her bir mRNA’nin da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi
goriilmektedir (Sun ve ark 2008).

1.5.3. Meme Kanseri ve miRNA’lar

Liu ve ark. 2004 yilinda meme kanseri olan insan ve farelerde, mikrogip teknoloji
kullanarak miRNA gen ekspresyonlarini profillemisler ve meme kanserinde, normal
dokuyla karsilastirildiginda, anormal miRNA ekspresyonunu varligini bildirmislerdir (Liu
ve ark 2004). Calin ve ark. 2004 her bir dokunun 6zellikli bir miRNA gen profili oldugunu
bildirmislerdir (Calin ve ark 2004). Buna karsilik Jiang ve ark. 2005 ise insanlarda yaygin
olarak goriilen ve besi meme kanseri (MDA231, T47D, SKBR3, MDA 361, and MCF-7)
olmak tizere 32 kanser hiicre-hattindaki 222 miRNA’lar1 incelemis ve meme ile prostat
kanser hiicre hatlarinin birlikte kiimelenmeye egiliminde olmasinin farkli hiicrelerde

benzer miRNA ekspresyon profili oldugunu bildirmistir (Jiang ve ark 2005).

Meme kanseri, genetik olarak hem locus hem de allel igerigine gore yiiksek
derecede heterojendir. Simdiye kadar ailesel meme kanseri vakalarinin kabaca %50si
herhangi bir bilinen kanser geni ile agiklanamamistir. Bu tip bir heterojenite “yaygin
hastalik, multiple nadir allel” (common disease, multiple rare alleles) modeli olarak
tanimlanmistir. Calin ve ark 2004 bilinen insan matiir miRNA’larinin yarisinin kanserle
iligkili genomik bdlgede veya frajil bolgelerde lokasyon gostermesinin kanserde rol
oynabilecegini bildirmistir (Calin ve ark 2004). Bu polisistron kiimesine 6rnek olarak
13931 kromozomunun c¢13 veya 25 locusundaki miR17-92 verilebilir. Bu locusun meme
kanseri dahil birgok kanser tipinde heterozigozite kaybina neden oldugu bilinmektedir
(Calin ve ark 2004, Heneghan ve ark 2009).



Meme Ca’daki miRNA ekspresyon ¢alismalari, hastalik taksonomisi ve prognostik
arag gelistirilmesi agisindan miRNA’larin 6nemini ve potansiyel kullanim alanini ortaya
koymustur. Hiicre dongiisii, proliferasyonu ve tiimorigenezin miRNA’lar tarafindan
kontrol edildigi gosterilmis ve hiicre dongiisiinii kontrol eden siklinler, siklin bagimli
kinazlar (CDK), siklin bagimli kinaz inhibitdrleri (CDKI) gibi proteinlerdeki artis ve/veya
anormal miRNA ekspresyonunun meme kanseri patogenezinde sik sik gozlendigi
bildirilmistir. Ornegin, siklin D1, hiicre siklusunun G1 fazindan DNA seztez fazina
gecmesini kontrol eder ve meme kanserinde %50’den fazla bir oranda ekspresyon artisi
tespit edilmistir ve bu durum in vivo ve in vitro da kanser hiicre proliferasyonunun hiz
limitleyici faktorii olarak gorev yapmaktadir. Siklin E hiicre siklusunu diizenleyen diger bir
regiilator proteindir ve meme kanserinde %10’dan fazla bir oranda ekspresyon artig1 vardir.
Meme CA’nin erken safhasinda da prognoz i¢in iyi bir belirte¢ olmakla birlikte tiimor
agresivitesinin belirlenmesinde 6nemlidir. miRNA’lar; E2F, Rb, siklinler, CDKlar ve
CDKI larla etkilesime girerek hiicre boliinmesi ve siklus ilerleyisini kontrol ederler (Yu ve
ark 2010). Bununla birlikte meme kanserinde eksprese olan miRNA’lardan bazilarinin
timor siipresorler olarak gorev yaparken diger bazilarinin onkogenik 6zellik gosterdigi
yapilan profilleme ¢aligmalariyla ortaya ¢ikarilmistir. Dolayistyla timor olusumu ya tiimor
stipresor miRNA’larin rediiksiyonu veya delesyonuyla ya da onkogenik miRNA’larin
amplifikasyonu veya over-ckspresyonuyla gergeklesebilir. Ayrica timdr metastazi ise
prometastatik miRNA’larin artmis ekspresyonuyla ve/veya anti-metastatik miRNA’larin

downregiilasyonuyla ger¢eklesebilmektedir (O'Day ve ark 2010).
1.5.4. Hiicre siklusunun ilerlemesinde rol alan miRNA’lar

Hiicre siklusunun ilerleyisini hiicre siklus proteinlerini hedef alarak kontrol eden 5
grup vardir; miR-15a/16 kiimesi, miR-17/20 kiimesi, miR-221/222 kiimesi, let-7 ailesi,
miR34 ailesi (Yu ve ark 2010).

a)miR-15a/16 kiimesi: Kronik lenfositik 16semi hastalarmin yaklasik %70’inde
miR-15a/16 kiimesi delesyona ugramistir ve/veya down regiilasyon s6z konusudur ve bu
durum hipofiz adenomlarinda, mide kanser cell-line’larinda da goriilmektedir. miR-15a/16
kiimesi; siklin D1, E1, D3 ve CDK6 dogrultusunda hiicre siklusunu G1 fazinda tutar (Yu
ve ark 2010, Liu ve ark 2008, Calin ve ark 2008).

b)miR-17/20 kiimesi:1kb’lik genomik bolgede 6 olgun miRNA’y1 kodlayan miR-

17/20 kiimesi, insan B hiicre hatlarinda ve meme kanser hiicre hatlarinda bircok hiicre



siklus proteinini (E2F, c-myc, Rb ve siklin D1 gibi) hedefleyerek tiimor gelisimini
engellemektedir. Hiicre siklusunun G1 fazinda c-myc ve siklin D1 tetiklenerek E2F1’in Rb
ile bagli kalmasina dolayisiyla inaktivasyonuna neden olmaktadir. miR-17/20 kiimesi G1/
S gecisinde yer almaktadir. Onceki calismalar miR-17/20 kiimesinin E2F’nin resiprokal
aktivasyonunun, c-myc tarafindan E2F translasyonunun engellenmesi suretiyle azalttigini
bildirmistir. Bir Rb ailesi liyesi olan Rbl2 de miR-17-5p’nin hedefidir. miRNA’larin direk
olarak siklin D1’in inhibisyonunu saglayarak etkili oldugunu bildiren ilk ¢alismalar, meme
kanseri hiicre hatlarinda miR-17/20’nin siklin D1’in 3’UTR bolgesini hedef alarak, hiicre
dongiisliniin durmasina ve proliferasyonun baskilanmasina neden oldugunu gdstermistir.
Meme hatlarinda, miR-17-5p, ayrica Ostrojen reseptor-o (ER-o)) koaktivatoriic AIB1’1 de
inhibe etmektedir. Sonug¢ olarak yapilan tiim bu caligmalar miR-17/20 kiimesinin, hiicre
siklus ilerlemesini saglayan genleri etkileyerek tiimor baskilayict olarak rol oynadigimi
diistindiirmektedir. Memeli bezlerinin aksine akciger kanseri ve lenfomalardaki bu miRNA
kiimesindeki ekspresyon artist hiicre biiyiimesini arttirmaktadir. Bu da miR-17/20

fonksiyonunun hiicre tipine bagli oldugunu gostermektedir.

€)miR-221/222:CDK inhibitérlerini (CDKI) hedefleyerek hiicre siklusunu kontrol
ederler. miR-221/222’nin ektopik ekspresyonu CDK2’yi aktive ederek G1/S ge¢isini
kolaylastirir ve timor biiyiimesini p27kipl ve p57kip2’nin negatif regiilasyonunu
saglayarak arttirir. Bu hem MCF-7 hatlarinda hem de Her2/neu-pozitif primer insan meme
kanseri dokularinda gosterilmistir. Ayrica artmis miR221/222 ekspresyonunun meme
kanserinde Tamoxifen resistansiyla iligkili oldugu gésterilmistir (Yu ve ark 2010, Miller ve
ark 2008, Zhao ve ark 2008).

d)let-7: Bu aile, C. elegans’da hiicre siklusundan ¢ikis siiresini ve terminal
diferensiyasyonu kontrol eder. Akciger ve meme kanserini de i¢ine alan cesitli kanser
tiplerinde let-7 ailesi tiyelerinin miktar1 azalmistir. Akciger kanseri hiicre hatlarindaki let-7
ekspresyonu hiicre siklus ilerleyisini baskilar ve hiicre boliinmesi azalir. Timor gelisimini
kontrol eden let-7 mekanizmas1 Ras, HMGA?2 ve kaspaz genlerini hedef alarak etki eder.
Ayrica siklin D1, D3, A, CDK441, CCNA2, CDC25A, CDK6, CDK 8 gibi bircok énemli
hiicre siklus kontrol geni de let-7 tarafindan baskilanir (Yu ve ark 2010, O'Day ve ark
2010).

e)miR-34: Bu aile (miR-34a, miR-34b ve miR-34c) p53 timor siipresdr aginin

onemli bir parcasidir. DNA hasar1 ve onkogenik stres, p53°i aktive eder. p53, mir-34a ve



mir34b/c promotoriine baglanarak bunlarin ekspresyonlarini translasyonel seviyede
indiikler. miR-34 ailesinin ektopik ekspresyonu hiicre dongiisiiniin durmasini ve apoptozu
siklin D1, siklin E2, E2Fler ve CDK4/6 downregiilasyonunu uyararak tetikler. Ayrica iki
farkli miRNA, miR192 ve miR-215 de p53 aginda yer almaktadir. Bu iki miRNA’nin
upregiilasyonu, karsinogenezi, p21Cip1 birikimi yoluyla baskilar (Yu ve ark 2010, O'Day
ve ark 2010, Sun ve ark 2008).

1.5.5. Meme Kanserindeki Tiimor Siipresor miRNA’lar

Onkogenleri baskilayarak tlimorigenezi inhibe edebilirler. ErbB ailesi organizma
gelismesinde, hiicre proliferasyonunda ve insan epitelyal malignitelerinin siirvisinde
onemli bir role sahiptir. Insan meme CA’larinda ErbB2 amplifikasyonu ve/veya asiri
ekspresyonu orani yaklasik %20 ile %30 arasindadir. miR25 meme kanser hiicrelerinde
ErbB2’yi hedef alir. SKBR3 hiicrelerindeki miR125a ve miR125b agir1 ekspresyonu ErbB2
protein seviyesini yaklasik %40-%65 oraninda azaltirken ErbB3 seviyesini yaklasik %60-
80 oraninda azaltir. miR125a veya miR-125b asir1 ekspresyonu yapan SKBR3
hiicrelerindeki biiylime, migrasyon ve invazyon kapasiteleri bozulmustur (Yu ve ark 2010,

Shenouda ve ar 2009, O'Day ve ark 2010).

Insan miR-17/20 kiimesinin genomik lokasyonu kromozom 13q31’dedir ve meme
kanseri dahil ¢esitli kanserlerde heterozigosite kaybuiyla iliskilidir. miR-17/20 kiimesi siklin
D1 miktarim1 azaltir, MCF-7 hiicre proliferasyonunu baskilar, G1/S gecisini engeller.
Meme kanser hiicre hatlarindaki azalmis miR-17/20 ekspresyonu ters olarak yiiksek siklin
D1 miktartyla iligkilidir. Insan meme kanser drneklerindeki miR17/20 ekspresyon azalist
normal meme dokusuyla karsilastirildiginda yiiksek siklin D1 miktariyla iliskilidir.
Hedeflenen gen delesyonu gostermistir ki miR-17/20 kiimesi olmayan fareler dogumdan
kisa bir sire sonra Olmektedir bu nedenle memeli tiimdrigenezinde miR-17/20
fonksiyonunun belirlenmesi i¢in gen delesyon calismalari ve doku spesifik transgenik
teknikler gereklidir (Yu ve ark 2010, Eiriksdottir ve ark 1998). ER-o’ya baglanan Gstrojen
meme CA gelisiminde 6nemlidir (Yu ve ark 2010, Kondo ve ark 2008).

a)Mir-125a ve miR-125b: HER2 (ERBB2) geni, tirozin kinazlarin epidermal
biiyiime faktor reseptor ailesinin bir tiyesini kodlar. Bu proteinin kendisine ait bir ligand
baglama domeni yoktur ve bundan dolay1 biiylime faktorii baglayamaz. Ancak, bu ailenin

ligandla baglanabilen diger bir iiyesiyle sikica baglanarak bir heterodimer olustur ve bu



sekilde hem ligand baglama aktivitesini stabilize eder hem de mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK), fosfatidil inositol-3 kinaz gibi kinaz aracili downstream sinyal yollarinin
artmasma neden olur. Bu genin amplifikasyonu ve/veya overekspresyonu meme

timorlerini de i¢ine alan bir¢ok kanser tiiriinde bildirilmistir (O'Day ve ark 2010).

b)miR-200 ailesi: Invazyon ve metastaz malign tiimdr ilerlemesinin
gostergelerindendir. Giiniimiizde anormal EMT (epithelial-mesenchymal transition)
aktivasyonunun bir¢ok kanser tiiriinde malign olusumlara neden oldugu goriisii kabul
edilmektedir. EMT; SNAIL ailesi ile ZFH ailesine ait transkripsiyon faktorlerini i¢ine alan
EMT-indiikleyici transkripsiyonel represorler tarafindan aktive edilmektedir. Bu proteinler
E-cadherini kodlayan genler gibi epitelyal genlerin transkripsiyonunu engellemektedir.
Yakin zamanlarda bir ZFH ailesi iiyesi olan ZEBI1’in meme kanseri dahil insan
kanserlerinde en Onemli EMT aktivatorii oldugu gosterilmis olup fare ksenograft
modellerinde ise ZEB1’in metastazi ilerlettigi gosterilmistir. miR-200 ailesine ait
miRNA’lar EMT tetikleyicileri olan ZEB1 ve ZEB2 ekspresyonlarin1 baskilayarak
epitelyal fenotipe katkida bulunurlar. Bunun disinda miR-200 ekspresyonunun AKT2
tarafindan azaltildigi bildirilmis olup ¢ogu durumda meme kanseri metaztazinin Akt-miR-
200-Ecadherin yollarmin kontroliinde oldugu ileri siiriilmiistiir. ilging olarak bir ¢alismada
fare meme kanser hiicre hatlarinda miR-200 ekspresyonunun beklenmedik bir sekilde
makroskopik metastazi gelistirdigi gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak arastiricilar, bazi
timorler i¢in metastatik bolgelerdeki tiimor kolonizasyonunun mezenkimal-epidermal
gecisi ile gelistigini ve ayrica tiimoriin epitelyal dogasinin metastatik sonucu
gostermedigini ileri siirmiisleridir. Bu ¢alisma miR-200 ailesinin metastaz gelisimiyle direk
iligkili oldugunu ve miR-200 seviyesindeki degisimlerin tiimorigenezin gelisimiyle iliskili
oldugunu gosteren ilk calismadir. Ornegin, normal over dokuyla karsilastirildiginda insan
over kanserlerinde miR-200 ailesinin upregiilasyonu s6z konusudur. Bunun da otesinde
miR-200 ailesinin overekspresyonu Onemli Olglide diisiik hayatta kalimla korelasyon
gostermektedir. miR-200a ekspresyonunun 6nemli Olglide olmadigi hastalarla
karsilagtirildiginda yliksek miR-200a eksperesyonuna sahip over tiimorlii hastalarda
yaklasik %50 civarinda ortalama hayatta kalim orani gosterilmistir. Bunun da otesinde
miR-200 kiimesini kodlayan kromozom 1’deki bdolgenin birgok epitelyal, over, meme
kanserleri ve melanoma vakasinda amplifiye oldugu gosterilmistir. Kanser kok hiicresi ile
normal kok hiicrenin  kendi kendilerini yenilemesinin kontroliinde 3 miRNA

kiimesinin(miR-200c-141, miR-200b-200a-429 ve miR-183-96-182) roliiyle ilgili olarak



yeni bir ¢aligmada yapilmistir. Bu miRNA’lar; insan meme kanser kok hiicrelerinde,
normal insan ve fare meme kok/progenitdr hiicrelerinde, embriyonel karsinom hiicrelerinde
oldugu gibi downregiiledir. Arastiricilar BMI1 (kendi kendine yenilenmeyi saglayan bir
gen)’nin Ozellikle bu miRNA’lar tarafindan inhibe edildigini bildirmislerdir ve embriyonel
karsinom hiicrelerindeki miR-200¢’nin ektopik overekspresyonunun biiyiime gerilemesine
ve noronal diferansiyasyona neden oldugunu ve in vivo da meme kanser kok hiicrelerinin
tiimorigenisitesini baskiladigin1 gdéstermislerdir. Biitiin bu ¢alismalar dogrultusunda miR-
200 ailesinin tiimor ilerlemesi ve metastazinin regiilasyonunda énemli rolleri oldugu kabul

edilmektedir (O'Day ve ark 2010, Korpal ve ark 2008, Iliopoulos ve ark 2009).

C)MiR-200c: DeltaEF1 (E-cadherin’in transkripsiyonel represoriidiir), meme
kanserinde epitelyal plastisiteyi regiile eder. E-cadherin down-regiilasyonu epitelyal-
mezenkimal doniisiimiinde c¢ok Onemlidir. DeltaEF1, miR-200c i¢in potansiyel bir
hedeftir. MDA-MB-231"deki (Ostrojen reseptor-negatif hiicre hattindaki) anormal/ektopik
miR-200c ekspresyonunun E-cadherin ekspresyonunu etkileyerek hiicre morfolojisini
degistirdigi bildirilmistir (Shenouda ve ark 2009).

d)MiR-206: Fonksiyonel ¢alismalar miR-206 hedefinin insanlarda ostrojen
reseptorii-o  (ER-a) oglduunu gostermektedir. miR-206, ER-a mRNA ve protein
seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir. miR-206’nin ERa mRNA’i1sn1 susturmasi,
3’UTR bolgesindeki 2 sekans spesifik bolgesiyle olmaktadir (Shenouda ve ark 2009).
Yapilan caligmalar miR206’nin  ESR1-mRNA’nin ekspresyonunu, ESR1’in 3" UTR
bolgesindeki 2 baglanma domenini engelleyerek gergeklestirdigini ortaya koymustur.
Ayrica sonraki ¢aligmalar miR-206 ekspresyonunun feed-back loop varligina bagl olarak
aoE Ragonistleri (ERP agonistleri veya progesteron tarafindan degil) tarafindan siki bir
Sekilde baskilandigini gostermistir (O'Day ve ark 2010). Kondo ve arkadaglarmin (Kondo
ve 2008) de calismasinda ER o - pozitif insan meme kanser dokusunda miR-206
ekspresyonunun azaldigi gosterilmis ve miR206’nin, ER-B veya E-cadherin gibi baska
genlerle etkilesmedigini bildirmistir. miR-206’nin ekspresyon diizeyi meme kanser
dokularinda ER-a ile ters iligkili olup bu iliski ER-p mRNA’1snda yoktur (Shenouda ve ark
2009). Bir diger calismada insanlarda, ERa-pozitif meme kanserli dokularda, ESR1
ekspresyonunu baskilayarak MCF-7 meme Ca hiicrelerinin biiyiimesini engelleyen miR-
206 ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir. miR-206’ya ek olarak arastiricilar meme

kanserli olgularda ESR1 mRNA’sin1 direk olarak hedefleyen diger miRNA’lar1 da



bildirmislerdir: miR-18a, miR-18b, miR193b ve miR-302¢. Bunun da 6tesinde miR-18a,
miR-18b, miR-193b, miR-206 ve miR-302c¢’nin hiicre siklus arrestini arttirdigi, dstrojenle
indiiklenen  proliferasyonu  engelledigi  gosterilmisti.  ERo  ekspresyonunun
disregiilasyonunun c¢ogu insan meme kanser vakalarinda ayirici Ozellik gostermesinden
dolay1 bu ¢alismalar meme kanser patolojisine neden olan molekiiler olaylari agiklama da
oldukca onemlidir. miR-206’nin meme kanserindeki timor baskilayici rolii; metastatik
meme kanser hiicrelerinde parental hiicrelerle karsilastirildiginda miR-206, miR-335 ve
miR-126’nin  etkin downregiilasyonunun ortaya konmasiyla dogrulanmistir. Bu
miRNA’larin ekspresyonlarinin diizeltilmesi ise invazif kapasitelerinde azalmaya neden
olmaktadir. Arastiricilar miR-335 i¢in 4 hedef tanimlamislardir: PTPRN2, MERTK, TNC
ve SOX4. Bunlar arasinda bir ekstraselliiler matriks bilesenini kodlayan TNC ve
tiimorigenezde yer alan bir transkripsiyon faktoriinii kodlayan SOX4; metastazla iliskili
fonksiyonel hedefler olarak bildirilmistir. Metastatik hiicrelerde miR-206 ekspresyonunun
diizeltilmesi proliferasyon veya apoptoza hassasiyeti etkilememekte ancak hiicresel
morfolojiyi degistirmektedir ki bu muhtemelen hiicre motilitesinde azalmaya neden olarak
metastatik hiicrelerin migrasyonunu sinirlandirmaktadir. Bu bulgular meme kanseri

terapisinde miR-206’nin aday gen olacagini diisiindiirmektedir (O'Day ve ark 2010).

e)miR-17-5p: miR-91 olarak da bilinen miR-17-5p, kromozom 13q31 da yerlesik
oliup bu genomik bolge meme kanseri dahil ¢esitli kanser tiplerinde heterozigosite kaybina
ugramistir. miR-17-5p, hem ER-o hem de E2F’nin transkripsiyonel aktivitesini arttiran bir
steroid reseptor koaktivatoriid olan AIB1 (amplified in breast cancer 1) geninin
mRNA’sina komplementerdir. Dolayisiyla AIB1, miR-175p’nin dogrudan hedefidir. miR-
17-5p, AIB1 mRNA translasyonunu baskilayarak E2F1 ve EoR fonksiyonlarin1 engeller.
MiR-17-5p aracili AIB1 down-regiilasyonu ayrica Ostrojen reseptor aracili ve ostrojen
reseptor bagimsiz meme Ca hiicrelerinin proliferasyonunda gerilemeye de neden olur (Yu
ve ark 2010, Heneghan ve ark 2009, Shenouda ve ark 2009, O'Day ve ark 2010). Yakin
zamanlarda insan kanserlerinin yaklagik %350sinde overekspresyon gosteren siklin D1
geninin (CCND1) meme kanseri hiicrelerinde de miR17-5p’nin direk hedefi oldugu
gosterilmistir. miR-17-5p; meme kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, siklin D1
proteininin sentezini baskilayarak engellemektedir ve bu etki siklin-D1’i olmayan meme
kanser hiicrelerinde CCND1 siRNA tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. Bu ¢alisma ayrica
siklin D’nin miR17-5p ekspresyonunu indiikleyerek kendi ekspresyonu negatif feedback

ile sinirlandirdig bir regiilator mekanizmayi tanimlamaktadir (O'Day ve ark 2010).



f)let-7 ailesi: let-7 ¢ogu insan kanser tiirlerinde ¢ok az eksprese edilmektedir ya da
delesyona ugramistir. Hem hematolojik maliniteler hem de solid timoérlerden elde edilen
bilgiler dogrultusunda her birinin tiimér olusumunu baslamasinda rol oynayan mindr bir
hiicre popiilayonundan olustugu bildirilmistir. Bu tiimor baslatic1 hiicreler (T-ICler) timor
kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip olup asimetrik hiicre bdliinmesine ve kendi kendine
yenilenme Ozelligine sahiptir. T-ICler tiimdrde daha cok differasnsiye olmus hiicreler
yigim arasinda sadece mindr bir fraksiyon olustururlar. Kanser kok hiicre hipotezine
dayanarak, T-ICler inisiasyon, progresyon, metastaz ve tedavi direncinden sorumludur.
Meme T-ICleri (BT-ICleri) hiicre suspansiyonlarinan CD44+CD24— purifikasyonu ve
bunlarin siralamadaki azligima gore ya da kendi kendine replike olan hiicrelerin
(mammospheres) kiiresel bi¢cimli yiginlarinin purifikasyonuyla elde edilirler. Meme kanser
hiicre hatlarinda yapilan bir calismada kendi kendine yenilenen ve farklilagsmis
hiicrelerdeki miRNA ekspresyonlar1 karsilagtirilmis ve let-7 ekspresyonunun BTIClerde
¢ok fazla miktarda azaldigi ve farklisalma ile arttigi gosterilmistir. BT-1Clere let-7
uygulamasi bunlarin in vivo proliferatif kapasitesitelerinin, mammosphere olusturma
kapasitelerinin, timor formasyon ve metastaz kapasitelrinin azalmasina neden olmustur.
Aksine let-7 knock-downu in vitro da non-T-IClerde kendi kendine yenilenmeyi
arttirmigtir.  let-7’nin  bilinen onkogenik hedefleri arasinda HRAS ve HMGA2
bulunmaktadir ve bunlar let-7 overekspresyonuyla downregiile edilmektedir. BT-IC ile
zenginlestirilmis bir hiicre hattinda HMGAZ2 knock-downu farklilagsmayr arttirip kendi
kendine yenilenmeyi etkilemezken H-RAS susturulmasi kendi kendine yenilenmeyi
azaltmis ancak farklilagsma iizerine etki gostermemistir. Bu sonuglar let-7’nin birgok BT-IC
kok hiicre benzeri 6zelligi regiile ettigini ve let7 nin teropatik RNA kullanarak timor kok
hiicresine saldiran tek gii¢ oldugunu gostermektedir. let-7 miRNAsmnin tiimére sunumu,
hiicresel diferansiyasyonun indiiklenmesinden dolay1 potansiyel olarak kok hiicreleri
azalmaktadir. Yeni yapilan bir ¢calismada, RKIP (Raf kinase inhibitory protein) proteinini
let-7 ve meme kanser metastazi ile iliskilendirmistir. RKIP (PEBP1 olarak da bilinir)
MAPK, G protein iliskili reseptor kinaz-2 ve NF-xB sinyal yollarini inhibe etmektedir.
Aragtiricilar fare modellerinde RKIP’1n meme kanser hiicrelerinin metastatik invazyonunu
inhibe ettigini ve meme kanser hiicre intravazyonunu ile kemik metastazini represe ettigini
bildirmiglerdir. MAPK inhibisyonu MYC tarafindan LIN28 transkripsiyonunu
azaltmaktadir ve let-7 biyogenez inhibitorii olan LIN28’in downregiilasyonu meme kanser

hiicrelerinde let-7 ekspresyonunu arttirmaktadir. Bunun sonucunda da SNAIL gibi



proinvaziv ve prometastatik genleri aktive eden, kromatin-remodelleme proteini olan
HMGA?2 ekspresyonu azalmaktadir. Sonu¢ olarak RKIP; MAPK, MYC, LIN28, let7
kaskadlar1 ve HMGAZ2 gibi let-7’nin downstream hedef proteinleri yoluyla invazyon ve
metastazi represe etmektedir (Yu ve ark 2010, O'Day ve ark 2010, Clarke ve ark 2006,
Garimella ve ark 2009).

g)miR-34: miR-34a bir¢ok kanser tiiriinde downreguiiledir ve p53 tarafindan
transkripsiyonel olarak regiile edilmektedir. Normal epitelyal hiicre hatlar1 ve HER-2+
hiicre hatlarinin karsilastirildign bir calismada miR-34a seviyelerinin; tglii negatif ve
mezenkimal meme kanser hiicre hatlarinda azaldigi bildirilmistir. Aragtiricilar meme
kanserinin bu alt tiplerindeki p53 mutasyonlarinin, diisiik miR-34a ekspresyonuna katkida

bulundugunu ileri stirmtislerdir (Yu ve ark 2010, O'Day ve ark 2010, Sun ve ark 2008).

h)miR-31: miR-31’in prometastatik genlerin ekspresyonlarini inhibe ederek bir ¢ok
kademede metastazi engelledigi bildirilmistir. miR-31 normal meme hiicrelerinde eksprese
olmaktadir ancak tiimoriin metastatik sathasina bagli olarak miktar1 degigsmektedir. miR-31
miktar1 non-metastatik meme kanser hiice hatlarinda kismen azalmistir ve metastatik fare
ve insan meme kanser hiicre hatlarinda neredeyse tespit edilememektedir. Arastiricilar
miR-31’in metastatik meme kanser hiicre hatlarina uygulanmasinin in vitro da metastazla
ilgili fonksiyonlarin (motilite, invazyon ve anoikis resistansi); in vivo da metastazin
baskilanmsina neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica her ne kadar miR-31’1 overeksprese
eden meme kanser hiicreleri daha biiyiik ve proliferativ tiimdrler olustursa da bu tiimdrler
cok 1yi kapsiile edildiklerinden daha az invaziftirler ve bundan dolay1 da miR31, metastazi,
metastazin erken sathalarinda engellemektedir. miR-31 overeksprese eden hiicrelerin
dogrudan dolasima injeksiyonun hiicrelerin hayatta kalimlar1 ile akcigerlerde sekonder
timOr olusumunu engellemesi miR31’in metastazi bir¢ok kedemede engelledigini
diisiindiirmektedir. Aksine, in vivo da miR-31 inhibisyonu invazif yetenegi arttirmakta ve
metastazi ilerletmektedir. miR-31’in foksiyonel olarak anti-metastatik etkisini uyguladigi
iliskili mRNA hedeflerini belirlemek i¢in aragtiricilar, miRNA-hedef tahmin algoritmalari,
TargetScan ve PicTar tarafindan belirlenmis miR-31’in kabul edilmis olan hedefleri i¢in
gen-ontoloji analizleri yapmislar. Bu yaklasimla, insan meme kanser hiicrelerinde miR-31
icin 6 hedef oldugunu onaylamislardir: frizzled3 (Fzd3), integrin a5 (ITGAS), miyozin
fosataz-Rho-interacting protein (M-RIP), matriks metallopeptidaz 16 (MMP16), radiksin

(RDX) ve ras homologu olan gen ailesinin iiyesi A (ras homolog gene family member A)



(RhoA). llging olarak arastiricilar, metastatik meme kanser hiicrelerinde bu genlerden
3’tniin: ITGAS, RDX and RhoA re-eksprese olarak miR-31’e atfedilen motilite
defektlerini ortadan kaldirdigini, bozulmus olan invazyon ve diren¢ defektlerini tersine
cevirdigini gostermisler ve dolayisiyla bu 3 genin miR-31 i¢in énemli fonksiyonel hedefler
olduklarmni ileri siirmiislerdir. Sonug¢ olarak biitiin bu bulgular miR-31’in meme kanseri
icin etkin bir teropatik hedef olabilecegini gostermektedir ¢iinkii miR-31 antimetastatik
etkisini bircok prometastatik geni hedefleyerek gostermektedir (O'Day ve ark 2010,
Valastyan ve ark 2009).

1.5.6. Meme Kanserindeki Onkogenik miRNA’lar

a)miR-27a:miR-27a meme kanserinde onkomiR olarak bildirilmis olup
transkripsiyonel ko-faktor olan ZBTB10 genini regiile eder. miR-27a’nin potansiyel hedefi
olan bu ¢inko parmak ZBTB10 geni, hiicre siklusunun GO-G1’den S fazina gecisini
saglayan ve bir transkripsiyon faktorii oldugu diisiiniilen onkogen spesifik proteinlerin (Sp)
kabul edilen represoriidiir. MDA-MB-231 hiicrelerindeki miR-27a inaktivasyonu ZBTB10
ekspresyonunu arttirdigi ve Sp genlerinin miktarini azalttii bildirilmistiir. Bununla birlikte
miR-27a, MDA-MB-231 hiicrelerinde, cdc2/siklin B inhibitorii olan Myt-1 ekspresyonunu
baskilayarak cdc2/siklin B aktivitesini arttirir ve meme kanser hiicrelerini proliferasyona
tesvik eder(Yu ve ark 2010, Shenouda ve ark 2009). Tedaviye yonelik yapilan ¢alismalarda
ise histon deasetilaz inhibitorii olan LAQ824 ile proapoptotik doz kullanilarak yapilan
tedavi sonrasinda SKBR3 hiicre hatlarinda miR-27a’nin downregiilasyonu bildirilmistir

(Shenouda ve ark 2009).

b)miR-10b: miR-10b, insan kanser hiicrelerinde potansiyel metastatik etkisi olan
ilk miRNA olarak bulunmustur. Cogu meme tiimoriinde overeksprese olan miR-155’in
aksine miR10b sadece metastatik kanser hiicrelerinde yiliksek oranda eksprese olmaktadir
ve in vitro da hiicre migrasyonu ile invazyonunu ilerlettigi in vivo da tiimor invazyonu ve
metastazin1 baglattigi bildirilmistir. miR-10b ekspresyonu transkripsiyon faktorii olan
Twist tarafindan tetiklenir ve ardindan miR-10b diger bir transkripsiyon faktorii olan
homeobox D10 (HOXD10) translasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon ise kanser hiicre
migrasyonu ve invazyonunu tetikleyen bir prometastatik gen olan RHOC (ras homologue
gene family member C) ekspresyonunun indiiksiyonunu da iceren bir¢cok hiicresel

degisimlere neden olan yolaklari ¢alistirir (O'Day ve ark 2010).



c)miR-21: miR-21 de meme kanseri dahil ¢ogu tiimorde overeksperese durumdadir.
Meme tiimorlerinde normal meme dokulartyla karsilastirildiginda oldukga yiiksek seviyede
upregiile olmaktadir ve onkogenik fonksiyon gostemektedir. Hiicre kiiltiirlerinde miR-
21’in onkogenik roliinii arastiran ¢alismalar fare ksenograftlarinda da yapilmis olup miR-
21 knock down’unun hiicre biiylimesini engelleyerek meme tiimor gelisimini baskiladigi
bildirilmistir. MCF-7 hiicrelerinde tiimor siipresor olan tropomiyosin 1 (TMP1) miR-21’in
hedeflerinden biridir. TPMI, aktin filament baglama proteinlerine dahil olan bir
tropomiysin izoformudur. Meme kanseri dokularindan kokenlenen epitel hiicrelerinde
ekspresyonu yoktur. TPM1 downregiilasyonu, baglanma yerinden bagimsiz
(anchorageindependent reorganization) mikrofilament reorganizasyonunu ve baglanma
yerinden bagimsiz biliylimeyi (anchorage-independent growth) arttirir (Shenouda ve ark
2009). miR-21 hedeflerine daha genis bir gergeveden bakildiginda birgok p53 ile regiile
edilen mRNAlarin (FAM3c, ACTA2, APAF1, BTG2, FAS, CDKNI1A (p21), PDCD4 ve
SESNI1 gibi ) da oldugu goriiliir ki bu da akla miR-21 ile p53 timor siipresdr yolagi
arasinda fonksiyonel bir bag olabilecegini getirir (Yu ve ark 2010, Shenouda ve ark 20009,
O'Day ve ark 2010). miR-21’in tiimdr siipresor gen programli hiicre dliimiinii down-regiile
etmesi de miR-21’in hiicre proliferasyonundaki etkisini ortaya koyar (O'Day ve ark 2010).
Yapilan famakolojik c¢aligmalarda da arastiricilar, MCF-7 hiicrelerindeki miR-21
antagonizasyonunun apoptoza neden oldugunu ve bunun da anti-miR-21 ile transfekte
edilen hiicreler ile bu hiicrelerden kokenlenen tiimorlerdeki diisik Bcl-2 protein
ekspresyonu ile iligkili oldugunu gostermisler ve Bcl-2‘nin dolayli olrak miR-21 hedefi
olabilecegini ileri slirmiislerdir. miR-21’in diger 6nemli bir hedefi ise fosfataz ve tensin
homologu tiimor siipresor gen olan PTEN’dir. Ayrica Maspin de miR-21’in direk
hedefidir. Bu 3 genin metastatik meme kanser hiicre hatlarinda invazif kapasitedeki
diismelerden sorumlu oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak mir-21 onkogenik bir
miRNA’dir ve sadece tiimor gelisiminde degil ayrica invazyon ile tiimor metastazinda

bir¢ok anti-metastatik geni hedefleyerek 6nemli rol oynamaktadir (O'Day ve ark 2010).

d)miR-155: miR-155, meme kanseri dahil ¢ogu insan malignitelerinde
overeksprese durumdadir. Farelerde normal meme bezi epitelyum (NMuMG) hiicrelerinde
yapilan bir ¢calismada miR-155’in TGF-/Smad4 yolag: ile upregiile edildigi ve TGF-p ile
uyairlan EMT ve hiicre invazyonuna aracilik ettigi bildirilmistir. Mekanizmada miR-155’in
hiicre adezyonu, motilitesi, polaritesi gibi bir¢ok hiicresel olaylar: regiile eden ve ayrica

hiicre baglanti olusumunda ve stabilizasyonunda Onemli bir araci olan RhoA



ekspresyonunu dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarla da
arastirmacilar, invazif tiimorlerde (noninvazif kanser dokularinda degil) miR-155’in
oldukca yiiksek oranda eksprese edildigini gostererek, insan primer meme karsinomlarinda
miR-155’in kanser invazivitesiyle iliskili oldugunu bildirmislerdir (O'Day ve ark 2010,
Volinia ve ark 2006, Kong ve ark 2008).

e)miR-373/520c ailesi: Metastatik olmayan meme kanser hiicre (MCF-7) hatlarinda
miR-373/520c ailesinin prometastatik 6zellikte oldugu goésterilmistir. In vivo ve in vitro da
yapilan diger ¢alismalar da miR-373 ve miR-520c’nin kanser hiicre migrasyonu ve
invazyonunu ilerlettigini gostermistir. Mekanizma ¢alismalari, bazi kanser hiicre hatlarinin
migrasyon i¢in miR-373’e gereksinim duydugunu ve bu hiicrelerin migrator fenotipe,
metastaz represorii olan CD44 ekspresyonunu inhibe ederek gectigini bildirilmistir (O'Day

ve ark 2010).
1.5.7. Meme Kanserindeki Metastatik miRNA’lar

Metastaz herhangi bir kanser tiiriiniin ilerleyisinde son ve fatal basamak olup
karmasik bir siire¢ olarak ifade edilmektedir, ¢iinkii primer solid timor hiicreleri komsu
hiicreleri istila ederek sekonder tiimore gelisirler (Sekil 5 A ve B) (Yu ve ark 2010,
Shenouda ve ark 2009). Tiimor hiicre intravazyonu, dolagimda bulunusu, uzak organlara
ekstravazyonu, anjiyogenez ve sinirsiz biiyiimesi metastatik siirecin igindedir. Bu
siireclerdeki molekiiler ihtiyaclar ise doku spesifik olabilmektedir. Meme karsinomlarinda

daha ¢ok kemik ya da akciger metaztazi sozkonusudur (Shenouda ve ark 2009).
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Sekil 5. Meme kanseri metastazinin miRNA’lar tarafindan regiilasyonu. A:Metastazindaki
inhibitor miRNA’lar. B:Metastazdaki indiikleyici miRNA’lar (Yu ve ark 2010)

miRNA ve meme Ca metaztaz iliskisi son yillarda ortaya ¢ikarilmistir. Meme
kanser hiicreleri, biiyiimeye ve ¢ogalmaya devam edebilecekleri viicudun herhangi bir
yerine yayilma potansiyeline sahiptir. Metastaz siipresér gen olan CD44 ekspresyonu
meme kanser progresyonundan metastatik fenotipe kadar olan siire¢ boyunca azalir. miR-
373 ve miR-520c, insan meme kanser hiicre migrasyonunu ve invazyonunu in vitro ve in
vivo da CD44 ckspresyonunu baskilamak suretiyle uyarir. miR-21, meme kanser
invazyonunu ve metastazini, bir¢ok tlimor/metastaz siipresor geni hedefleyerek ilerletir.
Hem primer insan meme epitelyum hiicreleri hem de MCF-10A hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, meme kanser hiicrelerinde miR-10b’nin belirgin bir Sekilde
upregiilasyonu s6z konusudur (Yu ve ark 2010). Ma ve ark. (Ma ve ark 2007) meme Ca
metastatik hiicrelerinde, miR-10b’nin, metastatik olmayan hiicrelere gore daha fazla
eksprese edildigini  gostermistir. Metastatik olmayan hiicrelerdeki miRNA-10b
overekspresyonu gii¢lii bir invazyon ve metastazi tesvik ederken hiicre proliferasyonuna
etki etmez (Shenouda ve ark 2009). miR-10b, HOXD10 genini hedefleyerek (homeobox
D10’u sifreleyen mRNA’y1 da engelleyerek) ¢ok iyi karakterize edilmis olan pro-
metastatik gen olan RHOC un ekspresyonunu arttirarak in vitroda hiicre migrasyonunu
kolaylastirdig1 ve in vivoda meme kanser invazyonunu baglattigi gosterilmistir (Yu ve ark
2010, Shenouda ve ark 2009). miR-10b, in vitro da Twist (sapma) epitelyal mezenkimal
gecisini (EMT) ve meme tiimor metaztazin1 ilerletir ve miR-10b direk olarak

transkripsiyonel acidan Twist ile regiile edildigi bildirilmistir (Yu ve ark 2010). Bu



sonuglar Gee ve ark. (Gee ve ark 2008) tarafindan 92 nodal metaztazi olan ve 127 nod-
negatif olan primer meme kanseri teshisi konmus hastalarda tekrar arastirilmis ve miR-10b
seviyeleri ile metastaz ya da prognoz arasinda istatistiksel olarak anlamli bir ikiski
gbzlenmedigi bildirilmistir (Shenouda ve ark 2009). Aksine, miR-335, miR-206 ve miR-
126 insan meme kanser metaztazinin siipresér miRNA’lar1 olarak tanimlanmistir. miR-335
veya miR-206 overekspresyonu akciger metastatik LM2 hiicreleri ile kemik metastatik
BoM1 hiicrelerinin migrasyonlarmi azaltir. insan meme tiimérlerindeki miR-335 ve miR-
126 ekspresyonu metastatik niiks ile ters iliskilidir (Yu ve ark 2010). Tavazoie ve
arkadaglar1t miR- 335, miR-126 ve miR-206’nin metastatik loci’de down-regiile oldugunu
gostermistir(Tavazoie ve ark 2008). miR-335 ve miR-126 &zellikle metastaz yapmayan
dongii ile zayif bir iliski gostermektedir (Shenouda ve ark 2009). Metastatik hiicrelerde 6
protein kodlayan genin miR-335 tarafindan baskilandigi gosterilmistir. Bu protein hedefleri
arasindaki transkripsiyon faktorlerinden tenascic C ve progenitor hiicre gelimesini ve
migrasyonunu regiile ettigi bilinen transkripsiyon faktérii SOX4’lin susturulmasi in vitro
ve in vivo da metastatik potansiyeli azaltmaktadir. Bu sonuglar; miR-335 kaybinin
metaztazda kritik effektoér olarak rol oynadigina isaret etmektedir. Benzer sekilde let-7
ailesi, kok hiicre benzeri Ozelliklere sahip olan ve potansiyel olarak meme timorii
olusumunu baglatan hiicrelerde, c¢ogunlukla sabit olarak down-regiile edilen
miRNA’lardandir. let-7 ailesi iliyeleri HRAS ve HMGAZ2 gibi birden fazla hedefi
susturabilmektedir (Shenouda ve ark 2009). miR-200 ailesi ve mIiR-205 timor
metaztazinda Onemli bir erken evre olarak kabul edilen EMT’yi regiile ederler.
Mezenkimal fenotipteki invazif meme kanseri hiicre hatlarinda, bu miRNA’larin
ekspresyonlar1 azalir. Diisiik ekspresyonu, TGF-B aracili EMT’yi Onler. Aksine bu
miRNA’larin mezenkimal hiicrelerde asir1 ekspresyonlart mezenkimalden epitelyal
dontigiimiinti baglatir. miR-200 ailesi EMT indiiksiyonu ve tiimor metastazinda rol alan
ZEB1 ve SIP1’1 represe eder. ZEB1-miR200 ailesi feedforward dongiisii EMT’yi stabilize
edebilir ve dolayisiyla kanser hiicre invazyonunu ilerletebilir. miRNA’larin metastazi
regiile ettigiyle ilgili kiiltlir hiicrelerinde yapilan bu bulgulardan dolay1 transgenik ve
knockout farelerde yapilan ve yapilacak olan in vivo miRNA ¢aligmalari olduk¢a 6nem arz

etmektedir (Yu ve ark 2010, Shenouda ve ark 2009).



2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gerecler
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar
o Timokinon: Sigma-Aldrich 27-4666

o Etanol: Merck K38169483 750

o KH2P04:Merck A0047373 923
o KOH: Merck B0201933 811
. KC1: Sigma-Aldrich 12636

. Sodyum-Potasyum tartarat: Merck A875387 811

. Na.C0z: Sigma-Aldrich S7795

. CuS04.5 H20: Merck A897690 739

o Folinciocalteu’s fenol: Merck HC140610

. Cell Lysis Buffer Solution: Merck MSP010065

. NaOH: Sigma-Aldrich S8045

. BSA (Bovin Serum Albumin): Sigma-Aldrich A2153

. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) : Biological Industries
Kibutz Haemek Israel Cat No: 01-1A

o Penisilin-Streptomisin: Penicillin-Streptomycin Solution 10,000 units/ml
Penicil (BIO-IND,BI03-031-1C)

. Glutamin-L-glutamin Solution, 29.2mg/ml in Saline (200 mmol) (BIO-
IND,B1030201B)

. Fetal Bovin Serum (FBS): Foetal Bovine Serum (FBS) European Grade
Heat Inactivated (BIO-IND,B104-127-1B)

o Phosphate Buffered Saline (PBS): Biological Industries Kibutz Haemek
Israel Cat No:02-1A

o Tripsin-EDTA: Trypsin EDTA, Solution C (0.05%) EDTA (0.02%), with



Phenol (BIO-IND,B103-053-IB)

o Roche High Pure miRNA Isolation Kit (RocheDiagnostics, 05080576001)
miScript I RT Kit (Qiagen)

o Exonuclease Kit (New England Biolabs, #M0293L)
2.1.2.Cihazlar ve Laboratuvar geregleri

o C02 inkiibatorii: SANYO 02/CO2 INCUBATOR MCO-175M

. Laminar akiml1 kabin: Steril VBH Compact
. Santrifiij: Sigma 3K30
. Isik mikroskobu: Leica Dmil Led (inverted microscop)

. Buzdolabi (+4 °C ve -20°C): ALTUS AL 302

. -40°C buzdolabi: SANYO MDF-U425

. -80°C buzdolabi: SANYO MDF-U5186S

o Azot tanki: LS 750 Las Systems Taylor-Wharton

. Thoma lamai: IsoLab, Tiefe depth profendeur 0,200mm

o Steril filtre: 0,45um Lot No: N0403113103

. Flask: TC Flask,75 cm?, Canted Neck, Anti-Tip, Plug Seal, Sterile
(CORNING, CC430720)

. Falcon tip: 352098 Blue max™ 50ml polypropyleneconicaltube
30x115mm style

J Kriyo tiip: REF:C12ARBIPS
o Piko Real-Time PCR System(ThermoScientific)

. Serolojik pipet: Corning® Costar® Stripette® serological pipettes,
bulkpacked (5 ve 10 ml)

o Dynamic Array chipe(Fluidigm)

J Mikropipet (1000, 200, 10pl): Gilson



2.2. Metod
2.2.1. Hicre Kiiltiira

MCF-7 hiicre serisi Ondokuz May1s Universitesi Tibbi Biyokimya A.B.D. Baskani
Prof. Dr. Abdiilkerim Bedir tarafindan hediye edilmistir.

MCF-7 hiicreleri nemlendirilmis, %5 CO2 igeren ve 37°C’lik atmosferde, %10
FBS ve %1 PSG iceren DMEM besi yerinde kiiltiire edildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi 4-5 giinde bir olacak sekilde, tripsin-EDTA ile kaldirilmasi
ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 75 cm2’lik flasklarda besi yerine alinmasi
seklinde yapildi.

Hiicre stoklanmasi ise tripsinlenen hiicrelerin, santrifiii’den sonra besi yerinin
uzaklastirilmasi, %10 DMSO ve %90 FBS igeren soliisyonla karistirilmasi ve 1,5 ml’lik
kriyo tiiplere alinarak, -20°C’de 1 gece beklettikten sonra -80°C’de ve sonra sivi azot
tankina konularak saklanmasi seklinde gergeklestirildi. Bu sekilde depolanan hiicreler
gerektiginde hizlica 37 °C’de ¢oziiliip, lizerine 3 ml besi yeri ilave edilerek santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilip, hiicre pelleti tekrar 1 ml besi yerinde ¢oziilerek, petri kabinda

taze besi yeriyle pasajlandi.

Hiicre sayimi igin; tripsinlenen hiicreler 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra, kalan hiicre pelleti, 1-2 ml besi yerine alindi. Karistirilarak 10’ar pl Thoma laminin
alt ve list kisimlarina aktarilarak, Thoma laminin alt ve iist béliimlerinde bulunan 16 kiigiik
karede hiicre sayimi yapilmis ve hiicre sayis1 1000000 olacak sekilde petri kaplaria ekim

yapildi.
2.2.2. RT-PCR Yontemiyle Calisma Yontemi

Mersin Universitesi Toros Gen laboratuvarinda RT-PCR ydntemiyle daha sonraki
calismalar gerceklestirilmistir.

2.2.2.1. Hiicre Kiiltiiriinden RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirii orneklerinden RNA izolasyonu i¢in Roche High Pure miRNA
Isolation Kit (RocheDiagnostics, 05080576001) kullanilarak yapildi.

Kit igerigi:

1. ParaffinTissueLysisbuffer 20 ml
2. Proteinaz K (Liyofilize) 100 mg(Uzerine 4.5 ml elutionbuffer)



3. Bindingbuffer 80 ml

4. BindingEnhancer 20 ml

5. Washbuffer 2x10ml(Uzerine 40 ml absolute etanol)
6. Elutionbuffer 30 ml

7. Filtreli tiipler 100 adet

8. Collection tiipler 100 adet

a)Izolasyon Prosediirii:

Izolasyon, kit iireticisinin yapisik hiicre kiiltiirii érnekleri icin onerdigi iizere iki
asamal1 yapildi. Birinci asama ile hiicre kiiltlir plaklarindan hiicreler alindi ve hiicrelerin
pargalanarak hiicre igeriginin elde edilmesi saglandi, 2. asama ile hiicre lizatindan RNA

izolasyonu yapildi.
b)izolasyon Protokolii:

1. Igerisinde hiicre 150 ul hiicre lizat1 bulunan tiiplere 312 pl Binding Buffer, 200
ul Binding Enhancer eklendi ve karistirildi. Karigim filtreli toplama tiipiine alinarak 14.000
rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

2. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi, iizerine 500 ul Wash Buffer eklendi ve
14.000 rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

3. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi, tizerine 300 ul Wash Buffer eklendi ve
14.000 rpm’de 30 sn.ye santrifiij edildi.

4. Filtre yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

5. Filtre yeni bir kapakli ependorf tiipe aktarildi, filtrenin tam ortasina gelecek
sekilde 50 pl Dnase, RNase icermeyen su eklendi, oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi ve
14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

6. Icinde Total RNA bulunan tiip igerigi, calismanin ilerleyen asamalarinda
kolaylik saglamasi agisindan 96 kuyuluk piko plaklar igerisine alindi, film ile kaplandi ve -
80°C’de saklandu.

2.2.2.2. Total RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA) Elde Edilmesi

Elde edilen RNA’lar1 komplamenter DNA’ya ¢evirmek i¢in miScript II RT Kit
(Qiagen) kullanildi. Kit icerigini 5X miScript HiSpec Buffer, 10X miScript Nucleics Mix,



miScript Reverse Transcriptase Mixolusturmaktadir. Kullanima baglamadan once biitiin

soliisyonlar ve RNA 6rnekleri buz lizerinde tutularak erimeye birakildi.

cDNA sentezinde 95 oOrnek icin Olii hacimler hesaplanarak asagidaki cDNA

karisimi1 hazirlandi.

5X miScript HiSpec Buffer 168 ul
10X miScript Nucleics Mix 84 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 84 ul
Dnase, RNase igermeyen su 84 ul
TOPLAM 420 pl

Karigim 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile 96 kuyuluk piko plag’a her kuyuda
3,5 pl olacak sekilde dagitildi. Karisim tizerine 3,5ul RNA 6rnegi yine 16 kanalli otomatik
pipet yardimi ile dagitildi, bdylece reaksiyon final hacmi 7.0 ul olacak sekilde hazirlandi.
Plak film ile kapatilarak plak karigtiricida 3000 rpm’de 3 dk. karistirildi, plak santrifiijiinde
santrifiij edildi ve Piko Real-Time PCR System (ThermoScientific) cihazinda asagidaki 1s1

dongiilerine maruz birakildi.

37°C’de 60 dakika 95°C’de 5 dakika 4°C oo

Bu asamanin tamamlanmasi ile cDNA sentezi tamamlandi, ayn1 adimlar diger 95
ornek i¢in de uygulandi ve 6rnekler bir sonraki adim i¢in -20’de muhafaza edildi.cDNA
ornekleri preamplifikasyon asamasindan hemen once 1:5 oraninda DNA Suspension

Buffer ile diliie edildi.

a)Pre-amplifikasyon Asamasi: Preamplifikasyon agsamasinda 95 o6rnek igin 6li

hacimler de hesaba katilarakasagidaki karisim hazirlandi.

5X miScript PreAmp Buffer 230 pul
HotStartTag DNA Polymerase 92 ul

Primer Pool 230 pl
DNase, RNase Icermeyen su 322 ul

miScript PreAmp Universal Primer 46 pl



TOPLAM 920 pl

Hazirlanan karisim 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile 96 kuyuluk piko plak’a her
kuyuda 8,0 pul olacak sekilde dagitildi. Karisimin {izerine diliie edilmis cDNA
orneklerinden 2,0 ul eklenerek reaksiyon final hacmi 10,0 ul olarak ayarlandi. Plak film ile
kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika plak karistiricida karistirildi, kisaca plak santrifiijiinde
santrifiij edildi ve PikoReal-Time PCR System de asagidaki 1s1 dongiilerine maruz

birakaldi.

95°C’de 15 dakika

94°C’de 30 saniye

60°C’de 3 dakika 12 dongii

4°C o

Bu asamanin sona ermesi ile preamplifikasyon agamasi tamamlandi, ayn1 adimlar

diger 95 6rnek i¢in de uygulandi ve 6rnekler bir sonraki adim i¢in -20’de muhafaza edildi.

b)Eksoniikleaz Asamasi: Preamplifikasyon {iriinlerinin primerdimerlerinden
arindirilmasi icin uygulanan bu asamada Exonuclease Kit (New England Biolabs,
#MO293L) kullanildi. Kit igerigini Exonuclease I ReactionBuffer ve Exonuclease I Enzim
olusturmaktadir. Exonuclease karisimi 95 6rnek icin 6lii hacimler hesaplanarak hazirlandi.
Karisimda 6rnek basina 0.08 pl Exonuclease I ReactionBuffer, 0.16 pul Exonuclease I
Enzim ve 0.56 pl DNAse-RNAse igermeyen su kullanilarak hazirlandi ve 16 kanali
otomatik pipet yardimu ile igerisinde 10.0 pl preamplifiyecDNA’lar bulunan plak’a 0.8 pl
dagitildi. Piko plak film ile kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika plak karistiricida karistirildi,
kisaca plak santrifiijiinde santrifiij edildi ve PikoReal-Time PCR System cihazinda

asagidaki 1s1 dongiilerine maruz birakildi.

37°C’de 15 dakika, 95°C’de 5 dakika, 4°C o



Bu asamanin da tamamlanmasi ile 6rnekler 1:5 oraninda DNA Suspension Buffer
ile diliie edildi, ayn1 adimlar diger 95 6rnek i¢in de gerceklestirildi ve miRNA ekspresyon

diizeylerinin belirlenmesi i¢in Real-Time PCR islemine gegildi.

2.2.3.3.miRNA Ekspresyonlarinin Biomark Real-Time PCR (Fluidigm) Cihazi ile

Belirlenmesi

Dynamic Array chipe (Fluidigm) kontrol kanali sivilar1 enjekte edildikten sonra

chip IFC Controller cihazina yiiklendi ve PRIME islemine alindi.

a)Primer Plagin Hazirlanmasi:

Liyofilize olarak temin edilen miRNA primerleri agagidaki karigim hazirlanarak

sulandirildi ve Dynamic Array chiplere yiiklemeye hazir hale getirildi.
PCR Universal Primer 180 ul
2X Assay Loading Reagent 360 ul

DNase, RNase icermeyen su 180 pl
TOPLAM 720 pul

Hazirlanan karisim 96°lik assay plaginin tiim kuyularina, 8 kanalli otomatik pipetler
yardimi ile her kuyuda 6.0 pl olacak sekilde dagitildi. Primer plag: film ile kapatildi. Plak
karigtiric1 iizerinde el ile bastirilarak 10 saniye vortekslendi, 4-5 saniye ara verilerek bu

islem 3 kez tekrarland1 ve plak santrifiijiinde 2 dakika santrifiij edildi.
b)Orneklerin Hazirlanmas::

Asagidaki karisim hazirlanarak, drnekler Dynamic Array chiplere yiikklemeye hazir

hale getirildi.

gPCR Master Mix 360 ul
20X DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 ul

DNse-RNase icermeyen su 84 ul

TOPLAM 480 pul



Hazirlanan karisim 16 kanalli otomatik pipet yardimi ile 96 kuyuluk piko plak’a her
kuyuda 4,0 ul olacak sekilde dagitildi. Karisimin {izerine diliie edilmis olan preamplifiye
CDNA orneklerinden 2,0 pl eklenerek final hacmi 6,0 ul olarak ayarlandi. Plak film ile
kapatildi, 3000 rpm’de 3 dakika plak karistiricida karistirildi, kisaca plak santrifiijiinde
santrifiij edildi.

Hazirlanan primer ve 6rnek plaklar1 PRIME islemi tamamlanan chipin 6rnek ve
assay kuyularma pipetlendi ve chip IFC controller cihazina tekrar yiiklenerek LOAD

islemine alindi. Bu asamaninda tamamlanmasi ile cihazdan alinan chip Biomark RT-PCR

cihazina yiikleneren asagidaki termal programa alind.

50°C’de 2 dakika

70°C’de 30 dakika
25°C’de 10 dakika
95°C’de 10 dakika

94°C’de 15 saniye
24 dongii
55°C’de 30 saniye
70°C’de 30 saniye
60°C- 95°CMeltingcurve

Melting Curve asamasinda her 0,2°C’lik 1s1 artig1 i¢in gegen siire 1 saniyedir.
Melting Curve sirasinda sicaklik yavas yavas yiikseltilir, artan sicakliga bagl olarak ¢ift
sarmal zincirler ayrilmaya baglar ve floresans 1g1ma miktarinda azalma olur. Bu asamada
belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 Olgiliir. Melting Curve analizi ile her
amplikonun Tm (melting temperature) derecesi saptanir ve primer dimer olusup
olusmadig1 izlenebilir. Amplifikasyon sonrasi ¢ogaltilan her DNA iirlinliniin igerdigi

niikleotid kompozisyonuna ve amplikon biiyiikliigiine gére 6zgiin bir Tm derecesi vardir.



3. BULGULAR
3.1.Real-Time PCR bulgular:

Ekspre ettigimiz 84 miRNA tablo 6 da 6zetlenmis ve bir tiir veya organizmanin her
hiicresi i¢in her zaman sabit diizeylerde eksprese olan Housekeeping gen ¢alismamizda

icerisinden uygun olan SNORDG61 segildi.

Tablo 1. Meme kanserinde tarama yaptigimiz 84 adet miRNA igeren panelimiz ve 6 adet

housekeeping gen

Position Mature ID

1 let-7a-5p 46 miR-200c-3p
2 let-7b-5p 47 miR-202-3p
3 let-7¢c-5p 48 miR-203a

4 let-7d-5p 49 miR-204-5p
5 let-7e-5p 50 miR-205-5p
6 let-7f-5p 51 miR-206

7 let-7g-5p 52 miR-20a-5p
8 let-7i-5p 53 miR-20b-5p
9 miR-1 54 miR-21-5p
10 miR-100-5p 55 miR-210-3p
11 miR-107 56 miR-212-3p
12 miR-10a-5p 57 miR-214-3p
13 miR-10b-5p 58 miR-22-3p
14 miR-125b-5p 59 miR-222-3p
15 miR-125b-1-3p 60 miR-223-3p
16 miR-128-3p 61 miR-25-3p
17 miR-129-5p 62 miR-26a-5p
18 miR-130a-3p 63 miR-26b-5p
19 miR-130b-3p 64 miR-27a-3p
20 miR-132-3p 65 miR-27b-3p
21 miR-140-5p 66 miR-29a-3p
22 miR-141-3p 67 miR-29b-3p
23 miR-145-5p 68 miR-29c-3p
24 miR-148a-3p 69 miR-31-5p
25 miR-152-3p 70 miR-328-3p
26 miR-155-5p 71 miR-340-5p
27 miR-15a-5p 72 miR-424-5p
28 miR-15b-5p 73 miR-429

29 miR-16-5p 74 miR-485-5p
30 miR-17-5p 75 miR-489-3p
31 miR-181a-5p 76 miR-495-3p
32 miR-181b-5p 77 miR-497-5p
33 miR-181c-5p 78 miR-548¢-3p
34 miR-181d-5p 79 miR-607

35 miR-182-5p 80 miR-613

36 miR-186-5p 81 miR-7-5p
37 miR-18a-5p 82 miR-93-5p
38 miR-193b-3p 83 miR-96-5p
39 miR-195-5p 84 miR-98-5p
40 miR-199a-3p 85 SNORDG68e
41 miR-199a-5p 86 SNORD72e
42 miR-19a-3p 87 SNORD95e
43 miR-19b-3p 88 SNORD96A
44 miR-200a-3p 89 RNU6-2¢
45 miR-200b-3p 90 SNORDG61e




Calismamizda uygulana 3 farkli doz ve Fold regulation degerleri Tablo 7 de

gosterilmistir. Tablo da mavi renklendirdigmiz seviyeler upregiile diizeylerini, kirmizi

renklendirdigmiz seviyeler ise downregiile diizeyleri ifade eder(Tablo 3).

Tablo 2. 5uM, 25uM,50uM TQ dozun MCF-7 hiicre mikroRNA diizeyleri

5uM 25uM 50uM

Fold Regulation | Fold Regulation | Fold Regulation
Position
1 Let-7c-5p -1,006 -1,04091 -2,2546
2 Mir-1 -1,6701 -2,2829 -1,6321
3 Mir-125b-1-3p | -10,3563 -74,0423 -28,9925
4 Mir-132-3p -1,15 1,3215 2,2965
5 Mir-15b-5p -1,0118 -1,6821 -2,4449
6 Mir-202-3p -3,8425 -4,9025 -3,0097
7 Mir-210-3p -1,0917 -1,824 -2,952
8 Mir-214-3p -1,4949 -1,0636 2,1232
9 Mir-22-3p -1,1766 -3,5469 -587,6522
10 Mir-223-3p -12,3072 -3,5469 -587,6522
11 Mir-26b-5p 189,5144 84,1681 106,3985
12 Mir-31-5p -2,038 -3,2709 -2,7727
13 Mir-424-5p 1,3736 -2,0081 -1,2505
14 Mir-485-5p -12,2631 -3,894 -97,3292
15 Mir-495-3p -37,7397 -531,4314 -208,0908
16 Mir-497-5p 1,0238 -2,1985 -3,0216
17 Mir-548c-3p -46,1949 -79,4973 -20,5502
18 Mir-607 -5,0571 -11,3702 -29,1206
19 Mir-98-5p 1,1835 -1,5644 -2,194

SNORD61 1 1 1




Tablo 3. 5uM, 25uM,50uM TQ dozunda MCF-7 hiicrelerinde anlamli olan miRNA’lar

Position 5pM 25pM | 50 pM
1 let-7c-5p | 0,975655|0,001258 | 0,002014
2 miR-1 0,000877 | 0,002438 | 0,008947
3 miR-132-3p |0,117895|0,079581 | 0,000318
4 miR-15b-5p | 0,985616 | 0,000298 | 0,000067
5 miR-202-3p | 0,062036 | 0,000241 | 0,004535
6 miR-210-3p | 0,25356 |0,001036 |0,000235
7 miR-214-3p |0,177834|0,009978 | 0,035804
8 miR-22-3p |0,085214 | 0,256959 | 0,000021
9 miR-223-3p | 0,031862 | 0,005979 | 0,001295
10 miR-31-5p |0,017762|0,017762|0,001298
11 miR-424-5p | 0,093315 | 0,000217 | 0,006009
12 miR-495-3p | 0,049249 | 0,00218 |0,002204
13 miR-497-5p | 0,741211 | 0,000081 | 0,000015
14 miR-548c-3p | 0,04344 |0,001563|0,015069
15 miR-98-5p |0,174818|0,000017|0,004163

SNORDG61 0 0 0

P<0,05 altinda olan degerler kirmizi ile gosterilmistir.(Tablo 4)
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Sekil 6. MikroRNA panelimizin HeatMap semasi

HeatMap tablosu tiim miRNA’lar1 kapsayan bir diyagramdir. Bu tabloda kirmizi

renkli olan miRNA’lar de artis1 ve mavi renkli olan miRNA’lar ise azalistaki diizeyleri

gostermektedir. Ayrica bu tabloda ki gruplandirmalar ayni etkiye sahip olan miRNA’lar

gostermektedir(Sekil 6).



Istatislik sonuclarinin degerlendirilmesi sonucunda 3 farkli TQ doz seviyesinde

ekspre edilmis 12 miRNA elde edildi (Tablo 5).

Tablo 4. Eksprese olan miRNA’lar ve diizeyi

DOZLAR 5uM TQ 25 uM TQ 50 pM TQ
MIRNA Fold P value Fold P value Fold P value
regulation regulation regulation
Let-7c-5p 1,006 0,975655 -1,409 0,01258 | -2,2548 | 0,002014
Mir-1 -1,6701 0,00877 -2,2829 0,002438 | 1,6321 0,00894
Mir-132-3p -1,15 0,117895 1,3215 0,079581 | 2,2965 0,00318
Mir-15b-5p -1,0118 0,985616 -1,6821 0,000298 | -2,4449 0,000067
Mir-202-3p -3,8425 0,062036 -4,9025 0,00241 -3,0097 0,004535
Mir-210-3p -1,0917 0,25356 -1,824 0,001036 -2,952 0,000235
Mir-214-3p -1,4947 0,177834 -2,399 0,009978 | -2,1263 0,035804
Mir-22-3p 1,1766 0,85124 -1,0636 0,256959 | 2,1232 0,000021
Mir-31-5p -2,038 0,017762 -3,2709 0,017762 | -2,7727 0,001298
Mir-424-5p 1,3736 0,093315 -2,081 0,00217 -1,2505 0,006009
Mir-497-5p 1,0238 0,741211 -2,1985 0,00218 -3,0216 0,000015
Mir-98-5p 1,1835 0,174818 -1,5644 0,000017 -2,194 0,004163

Let-7c-5p, miR-15b-5p, miR-210-3p, miR-98-5p miRNA 5 uM ve 25 uM dozlarda

bir azalig ve artis olmamis 50 uM dozda miRNA diizeyi downregiile olmustur.

miR-1, miR-424-5p miRNA 5 uM ve 50 uM dozlarda bir azalig ve artis olmamis
25 uM dozda miRNA diizeyi downregiile olmustur.

miR-132-3p, miR-22-3p MIRNA 5 uM ve 25 uM dozlarda bir azalis ve artig
olmamis 50 uM dozda miRNA diizeyi upregiile olmustur.

miR-202-3p, miR-31-3p mMiRNA 5 uM, 25 uM ve 50 uM dozlarin hepsinde

miRNA diizeyi downregiile olmustur

miR-214-3p, miR-497-5p mMIRNA 5 uM dozda bir azalis ve artis olmamis
olmamis 25 uM ,50 uM dozlarda miRNA diizeyi downregiile olmustur.



4. TARTISMA

Meme kanseri kadinlarin en sik kanseri olup, tani ve tedavisinde son yillarda biiyiik
ilerlemeler kaydedilmistir. Meme kanserinin molekiiler biyolojisinin aydinlatilmasi ile
hedefe yonelik tedaviler bulunmus ve bu tedaviler hastaligin prognozuna olumlu katkilar

saglamistir.

TQ Nigella Sativa tohumlar1 yaginin 6nemli bilesenlerinden birisidir. TQ ‘un insan
saglig1 tizerinde yararli terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. TQ ile muame
edilimis farkli kanser hiicre serilerinde apopitozun kalasik 0©zeligi arasinda sayilan
kromatin yogunlasmasi, plazma zarinda fosfotidil serin translokasyonu, DNA

fragmantasyonu gézlemlenmistir(Banerjee ve ark 2010).

miRNA’lar, son on yildir ilizerinde ¢aligmalar yapilan ve kanser ile yakin iligkisi
bulunduktan sonra 6nemi her gecen giin daha da artan molekiillerdir. miRNA’larin meme
kanseri patogenezinde rol oynadiginin belirlenmesi, miRNA’larin ileride meme kanserinin
tan1 ve tedavisinde de kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle, miRNA ve meme

kanseri ile ilgili ¢calismalar son yillarda daha da hiz kazanmistir.

Meme kanserinde miRNA ile ilgili ilk ¢alisma, lorio ve arkadaglarinin 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢alisma olmustur (Iorio ve ark 2005). Bu ¢alismada 245 farklt miRNA, tiimor
dokusu ve saglam dokuda mikroarray yontemi ile arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
timor dokusunda bazi miRNA’larin ekspresyon diizeyi yliksek, bazilariminki ise diisiik
bulunmustur. Ekspresyon diizeyi yiiksek bulunan miR-21 ve miR-155’in meme kanserinde
birer onkogen; ekspresyon diizeyi diisiik bulunan miR-10b, miR-125b ve miR145’in ise
meme kanserinde birer tiimor siipresor gen gibi gorev yaptigi gosterilmistir (Iorio ve ark

2005).

Hur ve ark. 2015 yilinda yaptiklart ¢alismada miR-10b’nin meme kanseri
gelisiminde onemli rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica miR-10b, meme kanserinde Kklinik
progresyon ve metastaz ile iligkili bulunmustur (Hur ve ark 2015). Bizim caligmamizda
miR-10b ailesinde bulunan miR-10b-5p eksprese edilmis, 3 farkli dozda uygulana TQ’un
diizeyinde bir degisikliklik gézlenmemistir.

Scott ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 calismada, meme kanserinde miR-273,
ZBTB10 adl transkripsiyon faktorii iizerinden etki gosteren, onkogenik potansiyele sahip

bir miRNA olarak bulunmustur. Scott ve arkadaslari, miR-125a ve miR125-b’nin meme



kanserinde tlimor siipresdr gen olarak gorev yapan miRNA’lar oldugunu gostermistir.
(Scott ve ark 2007). Bu ¢alismada, miR-125a ve miR125-b’nin HER2 ve HER3 adli tirozin
kinaz reseptorlerinin ekspresyonunu baskilayarak etki ettigi gosterilmistir. Bizim
calismamizda ki miR-125b ailesinden olan miR-125b-5p ve miR-125b-1-3p ekspresyon
diizeylerinde bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir.

Xiong ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, endometrium kanserinde let 7c-5p
downregiile oldugu Endometrial molekiiler patogenezi 1sik tutacak ve erken tani ve
sistemik tedavi i¢in yeni olanaklar sunabilecegi gozlemlenmistir(Xiong ve ark 2014).
Bizim ¢aligmanzda Let-7c-5p ekspresyonu 5 uM ve 25 uM dozlarindaki TQ bir degisme
olmamig 50 pM dozdaki TQ mMIRNA diizeyi downregiile oldugu saptanmis ve bu

calismayla bir paralellik saglamistir.

Beltran ve ark. 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada MDA-MB-231,meme kanseri
hiicre hattinda, miR-1 gibi potansiyel onkojenik miRNA'larin, downregiile oldugu
gosterilmistir(Beltran ve ark 2011). Bizde g¢alismamizda MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda miR-1 ekspresyonunun 25 uM TQ dozunda, benzer sekilde downregiile oldugunu

gozlemledik.

Jiang ve ark. 2014 yilinda yaptigi ¢alismada mesane kanserili hastalarin serum
diizeylerinde PCR yontemi ile miRNA profili analizi yapilmis ve miRNA panalinde mir
15b-5p’nin anlamli derecede yiikseldigi gozlemlenmistir(Jiang ve ark 2014). Bizim
caligmamizda miR-15b-5p’nin 5 uM ve 25 pM dozlarinda ki TQ ekspresyonunda her hangi

bir farklilik gézlenmez iken 50 M dozunda downregiile oldugunu saptadik.

Wang ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yeni biyobelirteg bulmak igin
epitelyal over kanserinde (EOC) yaptiklar1 arastirmalarda miRNA taramasi yapilmiglar.
Bu amagla caligmada saglikli ve kanserli dokular kullanilmis ve miRNA paneli i¢cin PCR
cihaz1 kullanilmis ve c¢alisma sonucunda miR 15b-5p normal dokularda over kanseri
dokularina nazaran daha yiiksek oldugunu go6zlemlemislerdir(Wang ve ark 2014).
Calismamizda ise MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde eksprese edilmis ve miR-15b-5p

downregiile oldugu saptanmuistir.

Shen ve ark. 2009 yilinda yaptiklart ¢alismada genetik varyasyonlar i¢in ailesel
meme ca hikayesi olan 42 hastanin DNA 6rnegini incelemis ve 17 miRNA geninin meme

timor dokusunda yiiksek veya diisiik ekspreyon seviyelerini gostererek BRCA1/2, ATM,



PTEN, and CHEK2 gibi meme kanserindeki onemli genleri regiile ettigini bildirmistir
(Shenouda ve ark 2009).

I PI3K-AKT SIGMNALING PATHWAY
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Sekil 7. MikroRNA’larla ilgili P13-AKT sinyal yolag: (http://diana.imis.athena-
innovation.gr)

PI3K-Akt sinyal yolaginda hiicre dogiisiinii etkiler ve bu etkili durumda mir-124-3p
‘nin ekspresyon diizeyi azalir, mir-132-3p ekspresyon diizeyi ise artar. Bu sinyal yolaginda
ayrica PTEN genin susturulmasi ile PIP3 aktif hale geger ve burdan PDK1 ve LIk genleri
ile Akt3 aktiflesir. Akt3 genin aktiflesmesi ile mir-15b-5p ve mir-424-5p ekspresyon
diizeyi azalir, mir-132-3p ekspresyon diizeyi ise artar. Akt3 genin aktiflesmesi ile hiicre
yasaminda Onemli olan FOXO3 geni susturuldugun da CASP9 ve BAD genlerini
apoptozun azaltir (Sekil 7).



P53 BIGNALING PATHWAY
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Sekil 8. MikroRNAlarla ilgili P53 sinyal yolag:1 (http://diana.imis.athena-
innovation.gr)

P53 sinyal yolaginda hiicre dongiisiinde etkili olan Myc, E2F1,Ras, BCR-ABL
onkogenlerin aktiflesmesiyle MDM2,MDM4 genileri susturur ve bu mekanizmada mir-

132-5p ekspresyon diizeyinde artma gozlenmistir.

MDM2 genin inaktif oldugu durumlarda p53 geni baskilanir ve p53 geni de MDM4
genini baskilar ve bu baskilama DNA transkripsiyonu artirir bu yolakta mir-31-5p’nin
ekspresyon diizeyinde azalma gozlenmistir.Sinyal yolaginda etkili olan PIDD1 geninin
inaktif forma getirilmesiyle CASPS8 aktiflesir ve CASP3 artar bu artisla apoptozun artist

gozlenir bu olay esnasinda mir-214-3p ekspresyon diizeyinde azalma gdézlenmistir.

P53 genin susturulmasiyla DNA transkripsiyonu artar ve bu artis ile yolakta var
oaln Cytc geni CASP9, CASP9,CASP3 aktiflestirip apopitozu artirir bu mekanizma
icerisinde mir-15b-5p, mir-214-3p ekspresyon diizeyi azaliken mir-132-3p ekspresyon
diizeyi artar (Sekil 8).


http://diana.imis.athena-innovation.gr/
http://diana.imis.athena-innovation.gr/
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Sekil 9. MikroRNAlarla ilgili MAPK sinyal yolag1 (http://diana.imis.athena-

innovation.gr)

MAPK sinyal yolaginda poliferasyon farklilagmasinda etkili olan BNNF geni
NTRK2 susturulmasi sirasinda mir-214-3p ekspresyon diizeyinde bir farklilik gozlenmis
ve GRB2 genin aktiflestirildigi tespit edilmis. MAPK sinyal yolaginda biiyiime faktorii
EGF geni EGFR aktiflestirirken iki biiyiime faktoriinii etkiler, birincisi FGF geni bu gen
aktiflestigi durumda mir-497-5p ekspresyonunda negatif bir ilerleme goézlenmis, ikinci
aktiflesen gen ise FGFR1 dir.FGFR1 geninin aktiflegsmesi sirasinda mir-15b-5p, mir-214-

3p, Mir-497-5, mir-424-5p ekspresyon diizeylerinde bir azalma bir gézlenmistir.

MAPK sinyal yolaginda etkili olan GRB2, KRAS, MAP2K1 genleri DNA
transkripsiyonu artirirken, hiicre poliferasyon azalma gozlenir bu hiicre olaylarinda mir-
15b-5p, mir-424-5p, mir-497-5p miRNA’larin ekspresyon diizeylerinde bir azalma bir
gozlenmistir. MAPK sinyal yolagindaki TGFB2 geninin inaktif hale getirilmesi durumda
p38 aktiflenmesiyle DNA transkripsiyonu artar bu durum ile apopitoz artar bu olay

stirecinde mir-132-3p ekspresyon diizeyinde bir azalma gozlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 10.Tim kanser vakalarinda etkili olan sinyal (http://diana.imis.athena-

innovation.gr)

MCF-7 meme kanseri hiicre hattina uyguladigimiz TQ un miRNA paneline olan
etkisini inceledigimiz ve calismamizda elde ettigimiz bulgularin literatiir ile paralellik
gosterdigini gozlemledik ve bunun yaninda ¢alismamizi diger calismalardan ayiran en
biiyiik fark ilk defa meme kanseri hiicrelerine 5 uM, 25 uM ve 50 uM olmak iizere 3 doz
TQ uygulama neticesinde miRNA panaline bakilmis ve elde edilen miRNA’larimizin P53,
MAPK, PI3K-Akt, WINT sinyal yollaklarinda kanserin hiicre sikliisiine, apopitoz,
poliferasyon ve DNA transkripsiyonunu etkiledigi gozlenmistir (Sekil 10).



5. SONUC ve ONERILER

Istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubuna kiyasla 84 miRNA’nmn 12 tanesi
farkli sekilde (fold regulation>2, p<0.05) eksprese edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla TQ
uygulanan gruptaki miRNA’lardan 10 tanesi downregule (hsa-miR-1, let 7¢c-5p, hsa-miR-
15b-5p, hsa-mir-202-3p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-424-
5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-98-5p) ve 2 tanesinin upregule (hsa-miR-22-3p, hsa-miR-
132-3p) oldugu saptanmustir. Ozellestirilmis veri tabanlar1 kullanarak hesaplanan analizlere
gore (DIANA miRPath v.2,0), PI3 kinaz/AKT (hsa04151), Wnt (hsa04310), MAPK
(hsa04010) ve p53 (hsa 04115) sinyal yollaklar1 (KEGG yolak numarasi) bu miRNA
grubunun temel hedefleri oldugu gibi goériinmektedir. Bu bulgular, MCF-7 hiicrelerinin
miRNA profillerine TQ’nun etkilerini vurgulamaktadir ve daha ileri ¢aligmalara yardimci

olabilir.
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7.EKLER

T.C.
SELGUK UNIVERSITESI,
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

GIiRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI

I Toplanti Sayisi: 2013/10 ' Toplanti Tarihi : 23.07.2013 I

Karar Sayisi 2013/246 Kurulumuzun 26.06.2012 tarih ve 2012/124 sayili karari ile uygunlugu
verilen S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd.Dog.Dr. Hiisamettin
VATANSEV’in, “Timokinonun Meme Kanseri Hiicrelerine Etkisi” adli aragtirmaya uzmanlik tezi
dgrencileri Hakan VATANSEV ve Yasemin KAHVECI nin yardimer arastiricr olarak eklenmesi ve ¢alisma
tiiril, arastirma projesi olan ¢alismanin uzmanlik tezi olarak degistirilmesi talebi ile ilgili 17.07.2013 tarihli
dilekgesi ve ekleri gortsiildii. .

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Yrd.Dog.Dr.. Hisamettin VATANSEV in, “Timokinonun
Meme Kanseri Hiicrelerine Etkisi” adli ¢alismanin tiirtiniin° uzmanlik tezi olarak degistirilmesine ve
uzmanlik tez &grencileri Hakan VATANSEV ve . Yasemin KAHVECI'nin, yardimer arastirier olarak
kabuliine, oy birligi ile karar verildi.
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