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OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde Twist 1 Ekspresyonunun miRNA Profili

Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi
Fadime KARAMAN
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2019

Meme kanseri, Diinya’daki kanser ¢esitlerinin arasinda yeni vakalarda ikinci sirada, 6lim
vakalarinda ise besinci sirada gelmektedir. Giin gegtikce tiim Diinya‘da ve lilkemizde meme kanserinin
goriilme siklig1 artmaktadir.

Transkripsiyon faktorlerinden olan Twistl, epitel hiicrelerinin yer degistirme, diizenlenme,
farklilagsma gibi faaliyetlerini diizenlemektedir. Tim kanser tiirlerinde, kotli prognoz, yiiksek dereceli
invaziv ve metastatik lezyonlarla iligkilendirilmis ve ayrica apoptozisi indiikledigi belirtilmistir. Ayrica
Twistl, anjiyojenezi ve kromozomal instabiliteyi indiikleyen MCF-7 hiicrelerinde vaskiiler endotel
bliylime faktorii (VEGF) sentezini arttirabilir. Twistl, kanser ile iligkilendirilen mikro RNA
(miRNA)’larin da ekspresyonlarini diizenlemektedir.

miRNA’lar, fonksiyonel RNA molekiilleridir. Gen ekspresyonunun fonksiyonel olarak
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. miRNA’larin meme kanseri patogenezinde rol oynadiginin
belirlenmesi, miRNA’larin ileride meme kanserinin tani1 ve tedavisinde de yararli olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Bu calismada MCF-7 meme kanseri hiicre serisinde eksprese olan Twist]l geninin
miRNA’larin ekspresyon diizeylerine etkisi Real Time PCR analizi ile incelendi.

Caligma sonucunda, miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p, miR-15b-5p, miR-34c-5p, miR-39-3p,
miR-183-5p ve miR-210-3p ekspresyonlarinin up regiile oldugu tespit edildi.

Caligmada elde edilen verilere gore, miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p, miR-34c¢-5p, miR-210-
3p ve miR-183-5p’nin hiicre dongiisiinii, apoptozu ve metastazi etkileyebilecegi gozlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: MCF-7; miRNA; Twistl.
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SUMMARY

REPUBLIC OF TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TWIST 1 EXPRESSION ON THE
miRNA PROFILE IN MCF-7 BREAST CANCER CELLS

Fadime KARAMAN

DEPARTMENT OF MEDICAL BIOCHEMISTRY
MASTER'S THESIS / KONYA-2019

Breast cancer is second among new types of cancers in the world and fifth in death cases.The
prevalence of breast cancer is increasing day by day in our country and in the world.

Twist]l Transcription factor regulates the functions of epithelial cells such as displacement,
regulation, and differentiation. In all types of cancer, poor prognosis is associated with high-grade
invasive and metastatic lesions and has also been implicated in inducing apoptosis. In addition, Twistl
may enhance the synthesis of vascular endothelial growth factor (VEGF) in MCF-7 cells that induce
angiogenesis and chromosomal instability. Twistl also regulates the expression of micro-RNAs
(miRNAs) associated with cancer.

miRNAs are functional RNA molecules. It plays a role in the functional regulation of gene
expression. Whether miRNAs play a role in breast cancer pathogenesis suggests that miRNAs may be
useful in the diagnosis and treatment of breast cancer in the future.

In this study, the effect of Twistl gene on expression levels of miRNAs expressed in MCF-7
breast cancer cell line was investigated by Real-Time PCR analysis.

At the end of the study, the result of expressions of miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p, miR-15b-
5p, miR-34c-5p, miR-39-3p, miR-183-5p and miR-210-3p were determined as up-regulated.

According to the data obtained in the study, it was observed that miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-
5p, miR-34c¢-5p, miR-210-3p and miR-183-5p may affect cell cycle, apoptosis and metastasis.

Keywords: MCF-7; miRNA; Twistl.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, organizmayi olusturan hiicrelerin cevresel etkilere bagli olarak
degisime ugrayip dokular1 istila etmesiyle kontrolsiiz ve bagimsiz bir sekilde lireme
yetenegi kazanarak sinirsiz boliinmeleri sonucu olusan anormal biiyiimeler olarak
tanimlanmaktadir. Kanseri kontrol altina alabilmek icin Oncelikle kanser verilerinin

(olusan yeni vaka ve 6liim sayisi) belirlenmesi gerekmektedir (Lindsey 2012).

Yeni tahminlere gore Diinya’da ortaya ¢ikan yeni kanser vakalarinda ve kanser
sebepli oliimlerde bir dnceki verilere gore artis gozlenmektedir. GLOBOCAN 2018
verilerine gore Diinya’daki toplam 18,078,957 yeni kanser vakasi gelismis ve
9,555,027 kanser sebepli 6liim gerceklesmistir. Diinya’da en fazla tan1 konulan
kanserlerin basinda akciger (%11,6), meme (%11,6) ve kolon (%10,2) kanseri
gelirken, kanser kaynakli 6liimlerin basinda da akciger (%18,4), kolon (%9,2), mide
(%8,2) ve meme (%6,6) gelmektedir ( GLOBOCAN 2018) (Sekil 1.1.).

Percentages of new cancer cases and cancer deaths worldwide in 2018
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Data source: GLOBOCAN 2018
Available at Global Cancer Observatory (http:iigco.iarcfri)
© International Agency for Research on Cancer 2018

Sekil 1.1. 2018'de Diinya genelinde yeni kanser vakalarinin ve kanser 6liimlerinin

yiizde olarak ifadeleri (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Meme kanserinin biitlin diinyadaki goriilme oran1 giderek artmakta ve en ¢cok
kadinlarda rastlanan kanserdir. Meme kanseri, yeni kanser vakalar ile kanser sebepli

Oliimlerin arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Meme kanserinin nedenleri tam olarak

1



bilinmemektedir. Fakat yapilan caligmalarda meme kanseri goriilme riskinin bazi
kriterlere sahip kadinlarda daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu kriterlere kisaca
risk faktorii denilmektedir. Bu risk faktorlerinin (Yas, yagl beslenme, sigara ve alkol
kullanimi, ergenlik stiresi, cins, dogum kontrol hap1 kullanimi, 6strojen alinmasi, daha
Oonce meme biyopsisi yapilmis olmasi gibi) azalmasina veya artmasina gére, meme

kanserinin goriilme siklig1 da farklilik gostermektedir (Moorman ve Terry 2004).

Twistl, spesifik DNA bolgelerine baglanabilen ve 6zellikle genlerin faaliyetini
kontrol eden transkripsiyon faktoriidiir. Kanser hiicresinde yeniden aktif hale gelmesi
hastada kotli prognoza sebep olmaktadir. Twistl, kanser hiicrelerinde invaziv ve
metastatik mekanizmalar1 diizenlemektedir. Twist proteinlerinin, yaslanmayr ve
apoptoz indiiksiyonunu 6nleyerek onkogenik 6zellikler gosterdigi bulunmustur (Yang

ve ark 2004).

Twistl geninin bir fonksiyonu olan DNA metilasyonu, sitozin halkasina metil
grubu ekleyip transkripsiyonu engellemektedir. Transkribi engellenmek istenen
bolgeye Twistl baglanarak gen bolgesinden mRNA sentezi engellenmektedir. Twistl,
sadece protein kodlayan genlerin degil, miRNA'larin ifadesini de diizenlemektedir.
miRNA'lar arasindaki Twistl, hiicresel gogli ve istilayr pozitif olarak diizenlemekte,
anjiyogenezi tesvik etmekte, apoptoz ve yaslanmayr gegersiz kilarak ve metastazi

induklemektedir.

miRNA'lar, ~20-24 niikleotit i¢eren kii¢iik ve protein kodlamayan RNA'lardir.
Hedef mRNA'larin 3° ucundaki translasyona ugramayan bdlgelerini (3’UTR)
hedefleyip transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunu diizenlemektedirler. Bir hedef
mRNA'ya baglanan miRNA, translasyonun inhibisyonuna ve ilgili mRNA'nin
bozulmasina neden olan RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) ile
sonug¢lanmaktadir. miRNA'lar apoptoz, fibrogenez, anjiyogenez, timor metastazi ve

kemoterapi direnci gibi c¢esitli hiicresel islemlerin diizenlenmesinde yer almaktadir

(Khanbabaei ve ark 2016).

miRNA’larin hem islevsel 6neminin anlagilabilmesi hem de tani/tedavi amach
kullanilabilmeleri i¢in gen ifadesini farkli seviyelerde nasil diizenlediklerinin ve
hedeflerine nasil baglandiklarinin  belirlenmesi gerekmektedir. Son yapilan

caligmalarda traskripsiyon faktorlerinin, kanser hiicrelerindeki miRNA’lar tizerindeki



etkileri arastirilmaya baglanmistir ve bu ¢alismalar giin gegtikce artmaktadir. Bugiine
kadar yapilan c¢alismalarda MCF-7 hiicre hattinda Twistl ve miRNA iligkisi
bakilmamistir. Calismamizda, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Twistl
ekspresyonunun miRNA’lar {izerindeki etkisini inceledik ve bu ¢alismayla Twistl ile
iliskisi olan miRNA’larin bundan sonraki yapilacak olan ¢aligmalara kaynak ve yeni

yaklasimlar sunmasi1 hedeflendi.

1.1. Kanser

Kanser, DNA’da meydana gelen hasar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
bliylimesi ve ¢ogalmasi ile olusmaktadir. Normal hiicre boliinmesi belli bir zaman
sonra sona ererken, kanserli hiicre boliinmesi durmaksizin devam eder. Olustuklar
yerden diger doku veya organlara, kan veya lenf damarlar1 araciligi ile tasinarak
metastaz olusturmaktadirlar. Normal hiicrelerdeki hiicre cogalmasi ile apoptoza baglh
olarak gerceklesen hiicre kayiplart arasinda bir denge varken kanserli hiicrelerde bu
denge bozulmakta ve kontrol mekanizmasi kaybolmaktadir (Ruddon 2010, Hanahan

ve Weinberg 2011).

Gelismis iilkelerde oliim vakalarinin birgogu kanser sebeplidir. Kanserin
kontrol altina alinabilmesi i¢in ilk olarak, ortaya ¢ikan yeni kanser vakalar1 ve kanser

kaynakli 6liim sayisinin tahmin edilmesi gerekmektedir.

2018 verilerine gore Diinya’daki yeni tani konulan kanserli vaka sayis1 ve
kanser sebepli 6liimlerde daha onceki yillara gore artis goriilmektedir. GLOBOCAN
2018 verilerine gore Diinya’daki yeni kanser vaka sayis1 18,078,957 ye, kansere bagh
olim 9,555,027’ye ulagmistir. Diinya’da en fazla tan1 koyulan kanserlerin basinda
akciger (%11,6), meme (%11,6) ve kolon (%10,2) kanseri gelirken, kanser kaynakli
Oliimlerin basinda da akciger (%18,4), kolon (%9,2), mide (%8,2) ve meme (%6,6)
gelmektedir (GLOBOCAN 2018) (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Uluslararas1 Kanser Ajansi kanser yeni tani ve 6liim vakalar1 dagilim grafigi
(GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

GLOBOCAN 2018 verilerine gore Tiirkiye’de toplam yeni kanser vakasi
210,537 iken kansere bagl 6liim vakasi 116,710 olarak belirlenmistir (Sekil 1.3.).

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

~ Lung
34703 (16.5%)

_/ Breast
) 22 345 (10.6%)
Other cancers e / Prostate
111 190 (52.8%) 17 332 (8.2%)
~ Thyroid

13033 (6.2%)

“— Stomach
11 934 (5.7%)

Total: 210 537

Sekil 1.3. Uluslararas1 Kanser Ajansi Tiirkiye’deki kanser yeni tan1 vakalari dagilim
grafigi (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Bu yeni kanser vakalarin 118,882’si erkeklerden, 91,6551 ise kadinlardan
olugmaktadir. Erkeklerde yeni kanser vakalarinin basinda akciger (%24,7), prostat
(%14,6), mesane (%8,1) kanserleri gelirken, kadinlardaki yeni kanser vakalarinin
basinda meme (%24,4), tiroit (%11,5), rahim (%6) kanserleri gelmektedir (Sekil 1.4.,
Sekil 1.5.).



Number of new cases in 2018, males, all ages
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Sekil 1.4. Uluslararas1 Kanser Ajans1 Tirkiye’deki erkeklerde yeni tani vakalar
dagilim grafigi (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Number of new cases in 2018, females, all ages
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Sekil 1.5. Uluslararas1 Kanser Ajans1 Tirkiye’deki kadinlarda yeni tani vakalari
dagilim grafigi (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)



Uluslararas1 Kanser Ajansi’nin verilerine gore kanser artisinin bu sekilde
devam etmesi durumunda, Diinya’da yeni kanser vakalarindaki artisin 2040 yilina

kadar 29,5 milyona ulasacag diisiiniilmektedir (Sekil 1.6.).

Tahmini vaka sayisi 2018'den 2040'a kadar, tim kanserler, her iki cinsiyet, her yastan
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Sekil 1.6. Diinya’da 2018’den 2040 yillarina kadar olugsmasi tahmin edilen yeni
kanser vaka grafigi (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, Diinya’daki kanser ¢esitlerinin arasinda yeni vakalarda ikinci
sirada, 6liim vakalarinda ise besinci sirada gelmektedir (GLOBOCAN 2018) (Sekil
1.7., Sekil 1.8.).

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages

"~ Lung
2093 876 (11.6%)

~ Breast
2088 849 (11.6%)
Other cancers
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Cervix uteri Stomach
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Oesophagus ) L Liver
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 cases

Sekil 1.7. Uluslararas1 Kanser Ajansi1 2018 yeni kanser vaka verileri
(GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)



Number of deaths in 2018, both sexes, all ages
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Sekil 1.8. Uluslararas1 Kanser Ajans1 2018 kanser sebepli 6liim vaka
verileri (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir (Sekil 1.9.). Giin gegtikge tiim

Diinya‘da ve iilkemizde meme kanserinin goriilme siklig1 artmaktadir (Shin ve ark

2010).

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, females, all ages
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Sekil 1.9. Uluslararasi Kanser Ajansi 2018 kadinlarda yeni kanser vaka verileri
(GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Uluslararas1 Kanser Ajansi’nin son verilerine gére meme kanseri yeni vaka
sayis1 Diinya’da 2,088,849’a, tilkemizde ise 22,345’e ¢cikmustir. Ayrica Diinya’daki
meme kanserine bagl 6liim sayis1 626,679’a ¢ikmistir (Sekil 1.10.).



Estimated number of deaths in 2018, worldwide, all cancers, females, all ages
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Sekil 1.10. Uluslararas1 Kanser Ajansi 2018 kadinlarda kanser kaynakli 6liim vaka
verileri (GLOBOCAN 2018) (https://gco.iarc.fr/today/home)

Meme kanserinin, genetik olarak allel ve lokus igerigine gore heterojenligi
yiiksek seviyededir. Bu tip bir heterojenite “coklu nadir allel, yaygin hastalik” modeli

olarak tanimlanmaktadir (Calin ve ark 2004).

Meme gelisimini etkileyen bircok hormon bulunmaktadir. Bu hormonlar
insiilin, Ostrojen, prolaktin, progesteron, adrenal kortikoid, tiroksin ve bliylime

hormonu olarak siralanmaktadir.

Meme kanseri vakalarinin %75-80’1 sporadik meme kanserinden olusmaktadir.
Ostrojene uzun siire maruz kalmak veya dstrojen seviyesindeki artis, sporadik meme
kanseri i¢in risk faktorlerinin basinda gelmektedir. Yapilan ¢alismalarda, kanser
olusumunda eksojen ve endejon karsinojenler ile bunlarin neden oldugu genetik

degisiklikler en ¢ok iizerinde durulan noktalardir (Mitrunen ve Hirvonen 2003).
1.2.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserinin nedenleri tam olarak bilinmemektedir. Fakat yapilan
calismalarda meme kanseri goriilme riskinin bazi kriterlere sahip kadinlarda daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu kriterlere kisaca risk faktorii denilmektedir. Bu risk
faktorlerinin azalmasina veya artmasina gore, meme kanserinin goriilme sikligi da

farklilik gostermektedir ve bu risk faktorleri su sekilde siralanabilir:
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e Obezite

e Yagl beslenme

e Sigara ve alkol kullanim1

e Ergenlik siiresi

e Cins

o Irk

e Dogum kontrol hap1 kullanim1

e Dogurganlik hikayesi

e Ostrojen alinmasi

¢ Daha 6nce meme biyopsisi yapilmis olmasi

¢ Kisisel veya ailesel meme kanseri hikayesi
1.2.2. Meme Kanseriyle Ilgili Tiimér Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Meme kanseri, ¢cok asamali uzun bir zaman diliminde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
asamalar, hiicrelerin biiylime ve gelisimine katilan, 6nemli hiicresel yollar etkileyen
genetik degisimler ile gerceklesmektedir. Kanserin olusmasinda etkili olan 6nemli
timor baskilayici ve onkogen genler bulunmaktadir. Bu gen gruplart kanserin
olusmasinda birbirinin tam tersi etki gostermektedirler. Tiimor baskilayic1 genler,
hiicre biiylimesinde gorev alan genleri kontrol etmektedirler. Bu genler timor
olugmasini engellemektedirler. Eger bu tiimor supresor genlerde bir hasar olusursa
kontrollii biiyiime ortadan kalkar ve kanser olusumu gerceklesir (Osborne ve ark
2004). Onkogenler ise kotli huylu tiimér olusumuna neden olmaktadir. Kanserli ve
saglikli meme dokularinda en ¢ok rastlanan ve etkili oldugu diisiiniilen genler, timor
baskilayic1 genlerden p53 ve onkogenlerden Myc, Ras, ERBB2 olarak sdylenebilir
(Klijn ve ark 1992).

CerbB-2 (HER2/Neu): HER2 reseptorleri, hiicre igindeki sinyal iletim
yollarimi etkinlestirmektedir. Bu reseptorler hiicrenin ¢ogalmasina ve farklilasmasina
neden olmaktadirlar. Tiimor gelisimi ve ilerlemesiyle yakindan ilgili olan bu genin

amplifikasyonu klinikte son derece 6nemlidir.

EGFR: Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), tirozin kinaz
aktivitesine sahip olan tirozin kinaz reseptoriinii kodlayan onkogen (ERBB2) hiicre

reseptdr grubunun bir liyesidir. Bu reseptorler, trans membran glikoproteinlerdir.
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HER2, HER3 ve HER4 EGFR ailesinin alt gruplarini olusturmaktadir. Epidermal
biiylime faktorii, EGFR’ye baglanmasi ile hiicre i¢ine alinmaktadir. Bunun sonucunda
nukleustaki transkripsiyon faktorleri aktifleserek hiicre boliinmesini uyarmaktadirlar.
EGFR, herhangi bir onkogenik mutasyona ugradigi zaman kontrolsiiz hiicre

boliinmesiyle birlikte tiimor olusumu gergeklesebilir.

Farkli dokularda biiylimeyi indiikleyen biiyiime faktorlerinin ve steroidlerin
etkileri nuklear proto-onkogenler sayesinde gerceklesmektedir. Hiicreler mitojen ile
etkilesime gectikten sonra c-fos, c-myb, c-jun ve c-myc proto-onkogenleri indiiklenir.
Hiicre proliferasyonu ile bu onkogenlerin indiiksiyonu arasinda bir baglanti
bulunmaktadir. Meme kanserinde c-fos, c-myc ve c-jun proto-onkogenlerin

aktiflesmesi, progesteron ve Ostrojen araciligi ile olmaktadir.

c-myc: Bir transkripsiyon faktorii olan c-myc, fosfoprotein yapidadir. Bu
faktor hiicrenin proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozunda; RNA, protein sentezi ve
enerji metabolizmasinda diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. c-myc’nin, hiicre
bliylimesinin kontroliinde gergeklestirdigi bu diizenleyici 6zellikler g6z oniine alindig1
zaman mRNA ya da protein diizeyinde gerceklesen ¢ok kiiciik bir degisim hiicrede
istenmeyen farkliliklara neden olabilmektedir. c-myc’nin, fazla iiretimi veya yapisinda
gerceklesen degisimler meme kanserine sebep oldugu icin aktivitesinin ¢ok siki bir
sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir (Chung ve Levens 2005, Grandori ve ark

2005).

Bcl-2 — Apoptoz genleri: Bcl-2, apoptozu diizenlemede en 6nemli role sahip
olan onkoproteinlerdir. Birbirini ters yonde etkileyen, antiapopitotik ve proapopitotik
genler olarak iki gruptan olusmaktadir. Proapopitotik genler, sitokrom c¢’nin
salinmasin1 saglayarak apoptozu indiiklerken, antiapopitotik genler ise oksidatif
fosforilasyona ve elektron transport zincirine katilan sitokrom ¢’nin mitokondriden

sitoplazmaya salinmasini engelleyerek apoptozu baskilamaktadir.

Meme kanseri vakalarinin %5-10’u kalitimsal kaynaklidir. BRCA-1 ve BRCA-
2 genleri, kalitsal meme kanserlerinin %80’inden sorumlu genlerdir (Sierra ve ark

2000).

BRCA1 ve BRCA2 genleri: BRCAI geni, 17. kromozomun uzun kolunun 21.

bolgesinde, BRCA2 geni ise 13. kromozomun uzun kolunun 12. bolgesinde yerlesik
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olarak bulunmaktadir (Bellosillo ve Tusquets 2006). BRCA1 geni, tiimor baskilayici
bir gen olup hiicre dongiisiiniin kontrolii ve DNA tamirinde gorev almaktadir (Balabas
ve ark 2010). Meme kanseri olusumunda BRCA1 genindeki mutasyonlar BRCA?2
genine gore daha fazla etki gostermektedir. Meme kanseri i¢in en etkin mutasyonlari
tasidigindan dolayr BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme kanserinin risk tespitinde

mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6nemli parametrelerdendir (Mirza ve ark 2007).
1.2.3. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatt1

1970 yilinda 69 yasindaki beyaz irktan invaziv duktal karsinomasi olan kadinin
plevral efiizyonundan MCF-7 hiicresi izole edilmistir. Hiicre hatti, 1973 yilinda
Detroit’te Herbert Soule ve arkadaslari tarafindan kurulmustur, enstitiiye atifta
bulunmak i¢in Michigan Kanser Vakfi-7’nin kisaltmasi olarak hiicre hattina MCF-7
denilmistir. MCF-7 epitelyal yapidadir ve insiilin benzeri biliylime faktorii baglayici
proteinlerini diizenleyebilirler. Ayrica HER-2 geninin ekspresyonu normal iken,
WNT7B onkogeninin ekspresyonu bulunmaktadir. Diger kanser tiirlerinde oldugunu
gibi MCF-7 hiicrelerinde de mutasyonlar, hiicre dongiisiinii kontrol eden noktalardan
siklin D1°’de olusmaktadir (Nieves-Neira ve Pommier 1999). MCF-7 hiicrelerinde
kaspaz-6, -7 ve -9 ekspresyonu ile BCL-2 ekspresyonu iyiyken p21 ve p53 genlerinin
diizenlenmesi ve ekspresyonu normaldir (Nagasawa ve ark 1998, Nieves-Neira ve
Pommier 1999). MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalma mekanizmalarinda; Ostrojene bagh
proliferasyon ve agir1 artmis Ostrojen ekspresyonu, EGF’den bagimsiz ¢ogalma, artmis
Rb ve N-ras proteinlerinin hizli fosforilasyonu, artmis Neu/c-ErbB-2/Her-2

ekspresyonu rol oynamaktadir (Botos ve ark 2002) (www.mcf7.com).
1.3. miRNA

miRNA’lar, bazi hiicresel temel islevlerin dilizenlenmesinde gorev
almaktadirlar. Insanlarda miRNA seviyelerinin hiicre ierisindeki normal miktarinin
disina ¢gikmasinin kanser gelisimi ile baglantis1 oldugu gosterilmektedir. Kanser, hasar
gbérmiis hiicrelerin kontrolden ¢ikmis bir sekilde ¢ogalmasi ve bu ¢ogalmanin devam
etmesi sonucunda timor olusumu ile gerceklesir. Hiicreler; gelisim ve ergin
donemlerinde hiicre boliinmesinin, farklilasmasinin ve hiicre 6liimiiniin diizenli bir

sekilde gerceklestiginden emin olmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirmiglerdir. Genlerin,
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cogalma ve farklilagmaya yonlendirilmesi bazi diizenleyici etkenlerin genleri agip

kapatmasi ile ger¢eklesmektedir (Lee ve ark 1993, Yu ve ark 2010).
1.3.1. miRNA’larin Tarihgesi ve Yapisi

miRNA, 1993 wyilinda Victor Ambros laboratuvarinda Lee ve calisma
arkadaslar1 tarafindan kesfedilmistir. Lee ve ark., yuvarlak solucanlardan
Caenorhabditis elegans’in gen igerigini incelemislerdir. lin-4 ismini verdikleri genin,
hig bir protein kodlamasi yapmamasina ragmen 22 niikleotit uzunlugundaki kiigiik bir

RNA’y1 transkribe ettigini raporlamiglardir (Lee ve ark 1993).

Reinhart ve arkadaglart ise 2000 yilinda C.elegans’da let-7 olarak
isimlendirdikleri farkli bir mikroRNA c¢esidi kesfetmislerdir. let-7, 22 niikleotit
uzunlugundadir ve canlinin gelisim zamanlamasini1 diizenlemektedir (Reinhart ve ark

2000).

Daha sonraki yillarda nerdeyse biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda lin-4 ve let-
7’ye benzerlik gosteren ¢ok sayida kiiciik RNA molekiilii kesfedilmis ve bunlarin

hepsine miRNA’lar ismi verilmistir (Pasquinelli ve ark 2000).

miRNA’larin transkripsiyonu, genom iizerindeki proteinleri kodlayan ekzon
veya intron bolgeleri ile protein kodlamayan bolgelerindeki RNA genlerinden
saglanmaktadir. Ancak miRNA’larin proteine translasyonu gergeklesmemektedir.
miRNA, gen ekspresyonunun fonksiyonel olarak diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Shenouda ve Alahari 2009). Bir RNA molekiil ¢esidi olan miRNA, tek iplik¢ikten
olugmakta ve yaklasik olarak 18-24 niikleotit uzunlugundadir. Pri-miRNA olarak
isimlendirilen primer transkriptler islendikten sonra, ilk olarak pre-miRNA ad1 verilen
kisa sap ilmik yapilarina, ardindan da fonksiyonel miRNA’lara donlismektedirler.
miRNA’lar1 kodlayan yiiksek derecede korunmus birgok gen bolgesi insan genomunda
kesfedilmistirr. Bugiine kadar yapilan arastirmalarda insan genomunda yaklagik olarak

2000 adet mikroRNA tanimlanmistir (www.miRbase.org).

1.3.2. miRNA’larin Biyogenezi

12



miRNA’lar, birbirini takip eden ii¢ basamakli islem asamas1 sonunda meydana
gelmektedir. Once miRNA’larm genlerinden primer miRNA’larin  (primiRNA)
transkripsiyonu gerceklesmektedir. Sonra niikleus igerisinde primer miRNA’lar
prekiirsor miRNA’lara (pre-miRNA) doniistiirilmekte ve sonraki asamada ise
sitoplazma igerisinde olgun miRNA’lara doniisiimii ger¢eklesmektedir (Kwak ve ark

2010) (Sekil 1.11.).

Pri-miNA Pro-miRNA Olgua ziRNA
msmw—»};n@ > ) —>mtr —>/\S\/\
= O &

Drosha Dicer

Sekil 1.11. miRNA olusumu (Kwak ve ark 2010) (www.slideshare.net)

Olgunlasan miRNA’larin aktivitesi, mRNA’larin i¢inde bulunan bir hedef
sekansinin taninmasina bagl olarak gergeklesmektedir. Bunlar genellikle eksik ve kisa

tamamlayici olarak 3'UTR boélgesinde bulunmaktadirlar.

miRNA’lar, genomik DNA’dan pri-miRNA olarak RNA polimeraz II enzimi
aracilif ile sentezlenmektedir. Pri-miRNA, 500-3000 bazdan olugsmakta ve poli A ile
cap kuyruguna sahip olan sap ilmik yapisinda bulunmaktadir. Pri-miRNA ¢ekirdekte,
RNAaz III enzim ailesi endoniikleazlarindan olan Drosha ile kofaktorii Pasha
(DGCRS8) aracihignr ile <70 niikleotit uzunlugundaki  pre-miRNA’lara
doniistiiriilmektedir. Drosha ile Pasha’nin birlikte olusturduklar1 yapilara mikroiglemci

kompleks ismi verilmektedir (Esquela-Kerscher ve Slack 2006).

Pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya, niiklear tasima reseptorlerinden Exportin
5 ile niiklear proteinlerinden RAN-GTP’ye bagh sekilde tasinmaktadir. Sitoplazmaya
tasinan pre-miRNA’lar, RNAaz III enzim ailesi iiyelerinden olan Dicer isimli
endoniikleazla kesilip 18-24 niikleotit uzunlugundaki ¢ift iplikli miRNA: miRNA’ya
cevrilmektedir (Zhang ve ark 2002). Bunun yani sira Dicer, RNA ile tetiklenmis olan
susturma kompleksi (RISC) olusumunuu baslatmaktadir (Bernstein ve ark 2001).
Dicer, pre-miRNA’nin sap ilmigini keser ve miRNA: miRNA dubleksinden sadece
birisi RISC kompleksine dahil olmaktadir. RISC kompleksinin igerisinde bulunan
RNAz g¢esitlerinden Argonaute’un etkisiyle bu iki iplik¢ikten sadece 5° ucu kararl

olan se¢ilerek komplekse dahil edilmektedir. Bu iplige kilavuz iplik ismi verilmistir.
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Diger iplik ise ya anti-kilavuz ya da yolcu iplik seklinde isimlendirilir ve RISC
kompleksi substrati olarak sindirilmektedir (Sekil 1.12.). miRNA’lar, aktif RISC
kompleksine entegre olarak, ya protein translasyonunun baskilanmasina ya da

argonaute proteinleri araciligi ile mRNA’nin yikimina neden olmaktadirlar (Gregory

ve ark 2005).
Pre-miRNA \

Kesim iglemi
mp
y” (| \'I!Ils
mIRNA dupleks
Sitoplazma
RISC yiiklenme
Argn RISC RISC
T extetine __l-)@‘_ Tam olmayan eslesme

| I Il
g )
mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmasi

Sekil 1.12. miRNA Biyogenezi (Yang ve Lai 2011)

Olgun miRNA, hedef genin ekspresyonunu azaltip proteinlerin sentezlerinin
diizenlenmesine katilmaktadirlar. miRNA’lar kendi niikleotit dizilerini tamamlayan
hedef geni tanima kapasitesine sahiptirler. miRNA’lar, RISC ile kompleks olusturarak,
bazlarin ciftlesme 6zelligiyle mRNA’ya baglanip proteinlerin translasyonunun
inhibisyonuna veya mRNA’larin yikimina sebep olmaktadir (Shenouda ve Alahari

2009).

miRNA, hedef mRNA’larin a¢ik okuma bolgesine (ORF) veya 3’ucundaki
translasyona ugramayan bolgesine (UTR) baglanmaktadir. Baglanma sekli, miRNA
kompleksinin mRNA’lar1 nasil tamamlayict olduguna goredir. 3’UTR alanina
baglanma; eksik, hatali ve tamamlanmamis komplementerligi kapsamaktadir ve

translasyonun baskilanmasiyla sonuc¢lanmaktadir. ORF alani igerisine baglanma, tam
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ve hatasiz komplementerligi gostermektedir. Ve mRNA’nin Argonaute2 (Ago2)

tarafindan yikilmasiyla sonug¢lanmaktadir (Sun ve ark 2010).

Ayrica, mRNA’larin her birinin birgok miRNA tarafindan hedeflenebildigi ve
miRNA’larin her birininde bazi mRNA’larin ekspresyonunu diizenleyebildigi

goriilmiustiir (Pillai 2005).
1.3.3. Meme Kanseri ve miRNA’lar

Liu ve ark. 2004 yilinda, meme kanseri olan fare ve insanlarda, mikrogip
teknolojisini kullanip miRNA’larin gen ekspresyonlarini profillemis ve ayrica meme
kanserindeki, saglikli dokuyla karsilagtirildigi zaman, anormal miRNA’larin
ekspresyonunun olabildigini bildirmislerdir (Liu ve ark 2004, Shenouda ve Alahari
2009).

Calin ve ark. Yaptiklar1 ¢alismada, her bir dokuya ait miRNA’larin gen
ekspresyonun gergeklestigini bildirmig, bunun aksine Jiang ve ark. ise insanlarda ¢ok
fazla goriilen ve bes tanesinin meme kanseri (MCF-7, MDA 361, MDA231, SKBR3
ve T47D) oldugu 32 adet kanser hiicre hattinda bulunan 222 miRNA’y1 incelemisler
ve prostat ile meme kanseri hiicre hatlarinin beraber kiimelenmeye egilimli olmasinin,
diger dokularda birbirine benzeyen miRNA’larin ekspresyon profili oldugunu

gostermistir.

Meme kanseri, genetik bakimindan allel ve locus igerigine gore ileri seviyede
heterojeniteye sahiptir. Meme kanserde ailesel olan vakalarin yaklasik olarak %50’si
bilinen kanser genlerinden higbirisi ile aciklanamamaktadir. Bu tip heterojenlik

multiple nadir allel, yaygin hastalik modeli olarak tanimlanmaktadir.

Bilinen insan olgun miRNA’larinin yarisinin kanserle iligkili frajil veya
genomik bolgede lokasyon gostermesi kanserlerde rol oynabilecegi bildirilmektedir.
Polisistron kiimelerine ornek olarak, 13q31 kromozomunun f25 ve/veya cl13
locuslarindaki miR-17-92 gosterilebilir. Bu locusun bir¢cok kanser tiirlinde (meme
kanserini de i¢eren) heterozigozite kaybina sebep oldugu bildirilmektedir (Calin ve ark

2004).

Meme kanserindeki miRNA ekspresyon calismalari, prognostik arag

gelistirilmesi ve hastalik taksonomisi agisindan, miRNA’larin potansiyel kullanim
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alanmni ve Onemini ortaya koymaktadir. miRNA’larin hiicre dongiisiinii,
proliferasyonu ve tiimdr olusumunu kontrol ettigi gosterilmektedir. Meme kanseri
patogenezinde hiicre dongiisiiniin kontroliinii yapan; siklin bagiml kinaz inhibitorleri
(CDKI), siklinler, retinablastoma (Rb) ve siklin bagimli kinazlar (CDK) gibi
proteinlerdeki artig ve/veya anormal miRNA’larin ekspresyonunun fazla gozlendigi
bilinmektedir. Ornegin; siklinD1, hiicre siklusundaki G1 fazdan DNA seztezleme
fazina gecisini kontrol etmektedir ve ayrica meme kanserinde % 50°nin iizerinde bir
ekspresyon artist gdzlemlenmistir. Bu durumda in vitro ve/veya in vivo’da kanser
hiicrelerinin proliferasyonunda hiz belirleyici faktdr olarak gdrev yapar. Diger bir
regiilator protein olan siklin E hiicre siklusunu diizenlemekte ve meme kanserinde %
10’un {izerinde ekspresyon artis1 goriilmektedir. Meme kanserinin hem erken
safhasinin prognozu i¢in iyi bir belirte¢ olup hem de tiimér agresivitesinin

belirlenmesinde 6nemli rolii vardir (O'Day ve Lal 2010, Yu ve ark 2010).

miRNA’lar; siklinler, Rb, E2F, CDKTI’lar ve CDK’lar ile etkilesime girerek
siklus ilerleyisini ve hiicre bdliinmesini kontrol etmektedirler. Ayrica meme
kanserinde eksprese olan miRNA’lardan bazilarimin onkogenik 6zellik gosterdigi,
bazilarinin da tiimor supresorler olarak gorev yaptigi gerceklestirdigi profilleme
calismalar1 ile ortaya konmaktadir. Tiimor olusumu, onkogenik miRNA ya over-
ekspresyonu ya da amplifikasyonu veya tiimor siipresor miRNA’larin delesyonu veya
rediiksiyonu ile olurken, tiimor metastazi ise anti-metastatik miRNAlarin down-
regiilasyonu veya prometastatik miRNA’larin artmis ekspresyonu ile gergeklesebilir

(O'Day ve Lal 2010).
1.4. Twistl

Twistl, spesifik DNA bolgelerine baglanabilen ve 6zellikle genlerin faaliyetini
kontrol eden transkripsiyon faktoriidiir. Thisse ve arkadaslar1 tarafindan, 1987°de
Drosophila’da (sitke sinegi) tanimlanmistir. Genin resmi adi "biikiim ailesi bHLH
transkripsiyon faktorii 1" dir. Twistl, genin resmi semboliidiir. bBHLH (bazik sarmal
ilmek-sarmal) motifi ile Twistl proteinleri hiicresel icerige bagli olarak E-box cevap
elementlerini (CANNTG) taniyabilir ve transkripsiyon baskilayici veya aktivator
olarak davranir. Twistl proteinleri farkli homojen veya hetero dimerler olusturma

ozelligine de sahiptir (Gong ve Li 2002, Qin ve ark 2012).
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Twistl, E-cadherinin E-box elemanlarma baglanarak  E-cadherin
ekspresyonunu bastirirken, N-cadherinin E-box elemanlarina baglanarak N-cadherin
ekspresyonunu artirmaktadir. E-cadherin'den N-cadherin'e (cadherin-switch) gegis,
EMT'nin temel bir isaretidir. Ve epitel hiicrelerinin, normal gelisim ve timdr metastazi
sirasinda goriildiigii gibi hareketli bir fenotip elde edecek sekilde birbirinden
ayrilmasina izin vermektedir (Qin ve ark 2012, Zhang ve ark 2014). Ayrica, Twistl,
gen baskisi i¢in niikleozom remodeling ve deasetilaz kompleksi almaktadir. Sonug
olarak; tiimor gociine, istilasina ve metastazina yol agan Akt2, BMI1 proto-onkogen,
polikete halka parmaginin (BMI1) up-regiilasyonu yoluyla E-kadherin ekspresyonunu
inhibe eder (Wheelock ve ark 2008, Qin ve ark 2012).

Yetiskin insanlarda bulunan Twist proteinleri temel olarak, farklilasmamis
durumlarin1 koruyarak miyojenik, osteoblastik, kondroblastik, odontoblastik ve
miyelomonositik soylar1 igeren Onciil hiicrelerde eksprese edilmektedir. Yapilan
caligmalarda, Twistl proteininin, termogenezin kilit bir diizenleyicisi olarak islev
gordiigli kahverengi yagda da eksprese edildigi bulunmustur (Pan ve ark 2009). Ayrica
Twist proteinlerinin lenfosit fonksiyonu ve olgunlasmasinda 6nemli roller iistlendigi
bilinmektedir. Twistl ekspresyonu, IL-17 ve BAFF sitokinleriyle B hiicresi
stimiilasyonunun ardindan indiiklenip hem saf veya hafiza B hiicresinin hayatta
kalmas1 ve ¢ogalmasi hem de immiinoglobiilin iireten hiicrelere farklilagmasi igin
gereklidir. Twistl T lenfosit hiicrelerinde, IFN-P, IL-2 ve INF-a iiretimini inhibe eder,
boylece pro-enflamatuar etkilerini onler (Niesner ve ark 2008). Hem B hem de T
lenfositlerinde Twistl, erken diizenleme geni olarak davranir ve genel diizenleme
mekanizmalar1 Onerir. Benzer sekilde, makrofajlarda, IFN ile indiiklenen Twistl
ekspresyonunun, TNF-a iiretimini Onledigi, enflamatuar yanitin asagi modiile

edilmesine katkida bulundugu gosterilmistir (Ansieau ve ark 2008).

Twist proteinlerinin, yaslanmayir ve apoptoz indiiksiyonunu Onleyerek
onkojenik oOzellikler gosterdigi bulunmustur. Bu iki onkosupresif mekanizmanin
premalign lezyonlarda islev gordiigii bilinmektedir ve malign transformasyon i¢in
inhibisyonu gerekir. Twistl anti-apoptotik 6zellikler baslangicta embriyonik
gelisimde vurgulanmistir, ¢iinkii Twistl - / - fareler, somitlerinde apoptozun 6nemli
bir artisin1 gostermiglerdir. Bu gozlem daha sonra Twistl fonksiyonunun azalmasi

nedeniyle insanda kranial malformasyon sendromu olan Saethre-Chotzen sendromu
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hastalarinda apoptotik osteoblastlarin tespiti ile desteklenmistir (Valsesia-Wittmann
ve ark 2004). Twist proteinleri, c-myc ile indiiklenen apoptozis ile miicadele edebilen
proteinler olarak tanimlandi. Bu goézlem dogrultusunda, Twistl asir1 ekspresyonunun,
p53 geninin genellikle mutasyona ugramadigi, n-myc kaynakli apoptozu hafifleterek
timor biiyiimesini tesvik eden ndroblastomalarda yaygin bir p53 inaktivasyon
mekanizmasi oldugunu gostermektedir (Rodrigues ve ark 2008). Son zamanlarda,
Twist proteinlerinin, hem Rb hem de p53'e baglh yollar1 nétralize ederek onkojene
bagli yaslanmay1 Onleyebildigini ve murin primer fibroblast transformasyonunda
RASV12 veya ERBB2 gibi onkojenlerle isbirligi yaptig1 da gosterilmistir. pS3 ve
Rb'ye bagl yollarin etkisizlestirilmesi, esas olarak, Twistl proteinlerinin, siklin-kinaz
inhibitorleri p21CIP1, pl6INK4A ve ARF kodlayan genlerin indiiklenmesini énleme
kabiliyetine dayanmaktadir. Ayrica, Twist proteinleri dogrudan p53 ile etkilesime
girer ve post-translasyonel modifikasyonlarla aktivasyonunu onler (Stasinopoulos ve
ark 2005). Bu nedenle, Twist proteinlerinin, tiimor ilerlemesinin ilk asamalarinda fiili
bir rol oynayarak kotii huylu tiimoére doniisiimii tesvik etmesi muhtemeldir. Bu yiizden,
Twistl ekspresyonunun mesane, karaciger, yumurtalik, prostat, pankreas tiimorlerinin
yani sira melanom ve feokromositomalarin malign doniisiimii sirasinda indiiklendigi

gosterilmistir.

Twist proteinleri, EMT'yi tesvik ederek, hiicrelere motilite saglar, boylece
hiicre metastazin1 tesvik eder. Twistl ve SNAI2 dahil olmak iizere cesitli EMT
indiikleyicileri, en agresif meme tiimorlerini karakterize eden kanser-kok hiicre
imzasina katilir (Hennessy ve ark 2009). Ek olarak, metastatik meme kanserlerinden
kaynaklanan yayilmis hiicrelerin ¢ogu, mezenkimal ve kok hiicre benzeri 6zellikler
gosterir. Bu veriler embriyonik transkripsiyon faktorleri, EMT ve kanser kok
hiicrelerin olusumu arasindaki ters iliskiyi vurgulamaktadir (Aktas ve ark 2009).
Sonug olarak, Twist transkripsiyon faktorleri niiks ile iliskilidir ve ekspresyonlar
radyo veya kemoterapotik tedavilerden sonra artar. Direng ayrica, 6zellikle Salyangoz
ailesinin iiyeleri olmak iizere ek embriyonik transkripsiyon faktorleri ile saglanir.
Salyangoz ve Twist proteinleri, pS3 yolunu asagi regiile etme ve EMT'yi destekleme
yetenegini paylasir. Heniiz agikliga kavusturulmamasina ragmen, her iki 6zellik, daha
yiiksek direngli hiicrelerin saglanmasina katkida bulunabilir. {lave fonksiyonlar Twist
onkogenik oOzelliklere katkida bulunur (Ansieau ve ark 2008). HIFla ve HIF2a

aktivasyonuna cevap olarak hipoksik kosullarda indiiklenen Twistl, VEGF {iretimini
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tesvik eder ve bdylece neoangiogenezi indiikler. p53 aktivitesini azaltarak, Twist
proteinleri ayrica kromozomal instabiliteyi tesvik eder, ikincil olaylarin olusumunu
destekler ve bdylece tiimoriin ilerlemesine katkida bulunur (Mironchik ve ark 2005,

Vesuna ve ark 2006).

Elde edilen kanitlar, Twist proteinlerinin (ve muhtemelen ¢ogu embriyonik
EMT indiikleyicinin) tiimdriin ilerlemesinde Onciil ve olagandisi roliinii destekler.
Malign doniistim, kanser hiicresi yayilimi, kendini yenileme 6zelliklerinin
kazanilmasi, kromozomal instabilite ve neoanjiyogenez kazanimini eszamanli olarak
destekleyebilirler. Kanserde prognostik bir belirte¢ olarak Twist kavraminin kaniti,
hem mRNA hem de protein seviyelerinde, ¢esitli epitelyal kanserler ile melanomlar ve
sarkomlarda gosterilmistir (Fondrevelle ve ark 2009). Twist proteinlerinin gelecekteki
terapotik hedefler olarak ilgisi, néroblastom ve melanom hiicre ¢izgilerinde RNA
ekspresyonu yoluyla gen ekspresyonunun inhibisyonunu takiben insanda apoptoz ve
yaslanma programlarinin reaktivasyonu ile ortaya ¢ikar (Valsesia-Wittmann ve ark

2004, Ansieau ve ark 2008).

Twistl ifadesinin baskilanmasi ayni zamanda bir epitel fenotipini geri
kazandirarak epitelyal kanser hiicrelerinin invazif ve metastatik yeteneklerini azaltir.
In vivo inhibisyonu, timér hiicre cizgilerinin transformasyonunun tiimérijenik ve
metastatik potansiyellerini  ortadan kaldirir ve geleneksel terapilere karsi

hassasiyetlerini geri kazandirir (Li ve ark 2009).

Yakin zamanda yapilan c¢aligmalarda, Twistl'in miRNA'larnt da

diizenleyebildigi ortaya ¢ikmistir (Cizelge 1.1.).
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Cizelge 1.1. miRNA'lar ve Twistl arasindaki iligki

mikroRNA Hareket Kanser tiirii Morfoloji
mekanizmasi degisiklikleri
A
miR- Hedefler Twistl’in | Meme kanseri, endometrial | EMT ve metastaz
300/539/543 3'UTR’s1, FAK kanser bozuklugu
miR- Hedefler Twistl'in Bas ve boyun skuaméoz EMT ve metastaz
300/494/495/544 | 3'UTR'si, BMI1 hiicreli karsinom, meme bozuklugu
kanseri
miR-494/539 Hedefleri ZEB1'in Meme kanseri EMT ve metastaz
3'UTR bozuklugu
miR-186, miR- | Hedefler Twistl'in Epitelyal over kanseri, EMT bozuklugu
137 3'UTR" gastrointestinal stromal
timor
miR-580, miR- | Hedefler Twistl'in Meme kanseri EMT bozuklugu
720 3'UTR"
miR-17- Hedefler Twistl'in Tip II endometrial EMT bozuklugu
5p/20a/93/106b 3'UTR" karsinom
ve miR-520d-5p
miR-675 Hedefler Twist1’in Hepatoselliiler kanser Proliferasyonu
3'UTR'si, Rb arttirtr ve EMT'yi
tersine gevirir
miR-33b HMGA2, ZEB1 ve Melanom EMT bozuklugu
Twistl'in 3'UTR
Hedefleri
miR-145a-5p/ | Hedefler Twistl'in Akciger karsinomu EMT bozuklugu
151-5p /337-3p 3'UTR"
miR-33a Hedefler Twistl'in Osteosarkom Kemoresorlugun
3'UTR" uyarilmast
miR-21 Akt, E2F1, Twistl Akciger kanseri, kolon Kemo direng ve
aktivasyonunu kanseri, Sezary Sendromu EMT'yi uyarir
arttirir; miR-135a / hiicreleri
b, Salyangoz 1/
2'yi agir1 eksprese
eder; Twistl
ifadesine izin
veren PDCDA4'i
kiigiiltiir
miR-520h PP2A / C’nin Coklu insan kanseri hiicre | Hiicre gogilinii ve
3'UTR Hedefleri cizgileri istilasini tegvik
eder
miR-7 SETDB1'in 3'UTR Meme kanseri EMT bozuklugu
Hedefleri
miR- 15a/29b/ Twist] ile ters Glioma, prostat kanseri, EMT bozuklugu
16/141/132 / korelasyon osteosarkom, hipofiz
146b-5p / 124 gosteriyor timori
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miR-26a /100 /
23a/130b/210/
146b-5p / 221

Olumlu Twistl ile
korele

Meme kanseri, tiroid
kanseri, endometrial
kanser, dil skuamoz hiicreli
karsinom, akciger kanseri

EMT'yi uyarir

B

miR-106a Hedefler Twistl'in Hepatoselliiler kanser Kemo direng ve
3'UTR" EMT'yi bozar
miR-106a NF-«B, p-AKT, gliyom Kemo direng ve
miR-214 Twistl, AP-1 ve EMT'yi uyarir
Salyangoz’u
diizenler
Hedefler Twistl'in Intrahepatik EMT bozuklugu
3'UTR" kolanjiokarsinom
miR-214 Twistl, sirasiyla Epitelyal over kanseri Hizli hiicre
miR-181a PTEN ve IKKB'y1 proliferasyonunu
hedef alan miR- indiikler
214 ve miR-
199a'y1 indiikler
Hedefler Twistl'in Dil skuaméz hiicreli EMT bozuklugu
3'UTR" karsinomu
miR-181a Twistl, sirasiyla Hepatoselliiler kanser Kemoresorlugun
RASSF1A, TIMP3 uyarilmast
ve NLK'y1 hedef
alan miR-181a'y1
indiikler
C
miR-372/373 Twistl, miR-372/ | Coklu insan kanseri hiicre Anjiyogenez,

373"in E-kutu cizgileri istila, metastaz ve
elemanina baglanir timor biiylimesini
ve bu sirada, miR- indiikler
15b /16 ve miR-21
ile birlikte
RECK'in 3'UTR
degerini hedefler.
miR-10b Twistl, sirayla Meme kanseri, EMT, goc ve
HOXD10'u hedef nazofarengeal karsinom, | istilaya neden olur
alan miR-10b'nin mide kanseri,
E-kutu elemanina miyelodisplastik
baglanir sendromlar, bas boyun
skuamdz hiicreli karsinom
Let-7i Twistl BMII ile Bas ve boyun skuamoz EMT ve kok

igbirligi yapryor ve
let-7i'yi bastirtyor,
let-71 dogrudan
NEDD9 ve
DOCK3'i hedef
aliyor

hiicreli karsinom

benzeri Ozellikleri
indikler
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Let-7 Twistl ile ters Oral skuamoz hiicreli Kemo direng ve

korelasyon karsinom, kii¢iik hiicreli EMT'yi bozar
gosteriyor dis1 akciger kanseri
miR-223 Twistl, miR-223 Gastrik karsinom Gog, isgali tesvik
ifadesini dogrudan eder
destekler

miR-200a /200b | Twistl, ZEB1 ve Meme kanseri, mesane EMT bozuklugu
/200c / 141/205 | Salyangoz ile ters kanseri, kolon kanseri,
korelasyon gosterir safra kanal1 timor
trombiislii hepatoseliiler
karsinom, akciger kanseri,
endometrial karsinosarkom

D
Ajan Hareket Kanser Tiirii Morfoloji
Mekanizmasi Degisiklikleri
SK228 HDAC aktivitesini Meme kanseri EMT
baskilar ve miR- degisikliklerini
200c¢ ters gevirir
promotorinin
DNA metilasyon
durumunu azaltir
RWIJ67657 (p38 miR-199/ 303 / Meme kanseri EMT
inhibitorii) 302/ 200 ve miR- degisikliklerini
328'in degistirilmis ters gevirir
ifadesiyle birlikte
Twistl, Snail, Slug
ve ZEB ifadesini
azaltir
Adriamisin miR-448'" bastirir Meme kanseri EMT'yi uyarir
Pterostilbene miR-448'1 indiikler Meme kanseri EMT bozuklugu

A) Twistl ekspresyonunu diizenleyen miRNA'lar, B) Kanser tipine bagli Twistl
ekspresyonunu diizenleyen miRNA'lar, C) Twistl tarafindan diizenlenen miRNA
ekspresyonlari, D) Twistl ve/veya miRNA ekspresyonunu diizenleyen ajanlar

(Khanbabaei ve ark 2016).

Yukarida belirtildigi gibi, ¢esitli miRNA'lar, Twistl aktivitesini diizenler ve
bu, miRNA'lar ve Twistl arasindaki karmasik bir ag1 gésterir. Bu nedenle, bu ag EMT
siirecini diizenleyerek kanserin farkli asamalarinda yer almaktadir. Bu ag farkh
metastaz asamalarini diizenler. ilk olarak, Twist] dogrudan E-kadherin promotoriine
baglanir ve ekspresyonunu baskilar, bdylece EMT indiiksiyonu ve timér hiicrelerinin

primer tiimdrden ayrilmasi ile sonuglanir. Bununla birlikte, bir miRNA dizisi Twistl'in
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yukarisinda islev goriir ve ekspresyonunu dogrudan ve dolayli olarak
diizenler(Khanbabaei ve ark 2016).

Timor hiicreleri, sirayla Twistl-miR-10b-HoxD10 ile ekspresyonu artan MT1-
MMP'ler gibi proteazlarin aracilik ettigi ¢evre dokularina invaze olmaktadir. Ayrica,
Twistl ve BMII aracili let-7i baskilanmasi, mezenkimal mod hareketini destekleyen
RACI1 aktivasyonunu indiikler. Son olarak, Twist I ve Rb'nin inhibe edilmesi yoluyla
miR-675, gelismis proliferasyon kapasitesi ve kiitle olusumunu destekleyen azaltilmig
istila kapasitesi ile tiimor hiicrelerinin olusumunu saglar. Ayrica, Twistl up-
regiilasyonu, tiimor hiicresi gogiinii ve istilasin1 desteklemektedir. Ek olarak,
miRNA'lar ve Twistl arasindaki karisma kok hiicre benzeri 0Ozelliklerin
gelistirilmesine yol acar. Ornegin, Twistl'in let-7i inhibisyonu sadece hiicresel
hareketliligi arttirmakla kalmaz aymi zamanda kok hiicre benzeri ozellikleri de
indiikler. Twistl'in up-regiilasyonuyla sonuclanan miR-7'nin down-regiilasyonu
EMT'yi tegvik ederek istilayr ve CSC popiilasyonunu arttirir. Twistl, hepatoseliiler
CSC popiilasyonlarinda miR-181a ve miR-181b'yi yukar1 dogru diizenler ve bu yukari
diizenleme, farklilasmamis durum ve CSC'nin isgal kapasitesinin korunmasinda kritik
bir rol oynamaktadir. Metastatik potansiyel ve kok hiicre benzeri Ozellikleri
diizenlemenin yani sira, Twistl, onkogen ve kemoterapinin etkisiz hale getirdigi
apoptoz ve yaglanmay1 gegersiz kilar ve miR-10b'yi diizenleyerek anjiyogenezi arttirir

(Khanbabaei ve ark 2016) (Sekil 1.13.).

23



miR-186
miR-137

g

miR-580
miR-106a/b
Twist1 miR-520d-5p

ARG | ==

miR-367
Promoter
miR-214
T miR-151-5p

(( mr1ob o TAk1 ] ( muLssa ]

1 miR-145a-5p
[ goch ] miR-337-3p
Twist1 miR-20a

! * ,-\‘,,v"MA miR-63
miR-17-5p

3.UTR

miR-543
miR-300
miR-539
miR-675
miR-33b

EMT, Metastasis

Sekil 1.13. miRNA'lar ve Twistl arasindaki etkilesim (Khanbabaei ve ark 2016)

Son zamanlarda, anti-metastatik potansiyele sahip oldugu ve miRNA'lar ile
Twistl arasindaki ag1 modiile ederek, kismen metastaz inhibisyonuna aracilik eden
cesitli ajanlar tespit edilmistir. Ornegin, adenoviriis tip 5 E1A (E1A) geni, kanser
Onleyici gen terapisinde Onemli bir rol oynar. EIA, Twistl ekspresyonunun
inhibisyonu ile sonuglanan miR-520h'nin baskilanmast yoluyla metastaz
inhibisyonuna aracilik eder. EIA aracili Twistl inhibisyonu, meme kanseri
hiicrelerinin go¢ ve istila 6zelliklerini azaltir. E1A, E1A'nin anti-metastatik etkisine
muhtemel katilimlarinin ele alinmasi1 gereken ¢oklu miRNA'larin ekspresyonunu
modiile eder. Ek olarak, Cordyceps spp.'nin aktif bileseni olan Cordycepin'in, anti-
metastatik bir etkiye sahip oldugu ve etkisini Twist 1, ZEB1 ve HMGAZ2'nin
ekspresyonunu engelleyen miR-33b'nin up-regiilasyonu yoluyla gerceklestirdigi
gosterilmistir. Ayrica, yaygin olarak bir antikoagiilan ilag olarak kullanilan heparin,

trombine baglanma yoluyla anjiyogenezi inhibe eder, boylece Twistl ve miR-10b'in
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trombinin indiikledigi ekspresyonunu inhibe eder ve in vivo olarak anjiyogenezi bozar
(Khanbabaei ve ark 2016).

miRNA islevine ve farkli kanserdeki durumuna bagli olarak miRNA bazh
tedaviler gelistirmek i¢in iki yaklasim vardir. Birinci yaklasim, onkojenik miRNA'lari,
anti-sens miRNA'lar1 ve kilitli niikleik asitleri igeren antagonistler tarafindan inhibe
etmeyi amaclar. miR-223 ve miR-181 antagonistleri uygun bir baglamda terapotik
araclar olarak test edilebilir. Buna karsilik, ikinci bir strateji olan miRNA replasmant,
bir tiimor baskilayiciyr geri yliklemek i¢cin miRNA mimiklerini kullanir. Bu durumda,
metastaz baglaminda down-regiile edilen ve 6zellikle Twistl ekspresyonunu inhibe
eden miRNA'lar, miRNA replasman tedavisi olarak test edilebilir (Khanbabaei ve ark
2016).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanmilan Kimyasallar

e DMEM/Ham’s F-12 Merc FG 4815
e Etanol: Merck K38169483 750
e Phosphate Buffered Saline (PBS): Biological Industries Kibutz
Haemek Israel Cat No:02-La
e DMSO: Dimetil Siilfoksit Sigma-Aldrich D2650
e Fetal Bovin Serum (FBS): Foetal Bovine Serum (FBS) European
Grade Heat Inactivated (BIO-IND,BI04-127-1B)
e Tripsin-EDTA: Trypsin EDTA, Solution C (0.05%) EDTA
(0.02%), with Phenol (BIO-IND,BI03-053-1B)
e Twistl geni anti-sense klonlanmis Twistl-pcDNA3.1 vektori
e Lipofectamine 2000 invitrogen 11668-027
e RTA total miRNA izolasyon kiti
- RTA total miRNA izolasyon kitinin igerigi
o DNase 1
o DNase Working Buffer
o Lysis Buffer
o Wash Buffer
o Binding Buffer
o Elution Buffer
o Proteinaz K+
- Applied Biological Materials (abm) cDNA izolasyon kiti
- BrightGreen miRNA qPCR mastermix
- Applied Biological Materials (abm) Polly (A) kiti
- SNORD 68 Referans Gen Primerleri
- Hedef miRNA Primerleri
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2.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar araclari

Laminar akimli kabin: Steril VBH Compact

CO02 inkiibatorii: SANYO 02/CO2 INCUBATOR MCO- 175M
Santrifiij: Sigma 3K30

Sicak su banyosu: Wise Bath fuzzy systems

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

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

Kriyo tiip: REF:C12ARBIPS

Thoma lami: IsoLab, Tiefe depth profendeur 0,200mm
Steril filtre: 0,45um Lot No: N0403113103

BIO-RAD T100 Termal Cycler

IKA dry block heater 4

Real Time PCR (LightCycler® 96)

Roche LightCycler 96 Multiwell Plate

Vorteks karigtirict Heidolph reax top

Mikrosantrifiij VWR kinetic energy 26 joules
Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)

Spin Kolon RTA 2 ml'lik

Toplama Tiipleri

DNase,RNase free eppendorf tiip

EliisyonTiipleri

Serolojik pipet: Corning® Costar® Stripette® serological pipettes,

bulkpacked (5 ve 10 ml)
Mikropipet (1000, 200, 10ul): Gilson
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2.2. Yontem
2.2.1. Hiicre Kiiltiirii
2.2.1.1. Hiicrelerin Ekimi, Pasajlanmasi ve Sayimi
ATCC-HTB-22 kod numarali, 3822 0000 giimriik tarife numarali, US menseili,
16.03.2015 teslim tarthli MCF-7 meme kanseri hiicresi, ATCC firmasindan temin

edilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicresi, nemlendirilmis 37°C’lik %5 CO, olan

atmosferde ve %10 FBS ve %1 PSG bulunan DMEM besiyerinde kiiltiire edildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi 4-5 giinde bir yapildi. Pasajlama Tripsin-EDTA ile
kaldirilma ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij ederek besiyeri bulunan 75 cm?’lik

flasklara alinmasiyla yapildi.

Hiicre stoklanmasi ise tripsin ile kaldirilan hiicrelerin, santrifiijjden sonra
besiyerinin uzaklastirilmasi, %90 FBS iceren soliisyonla karistirilmast ve 1,5 ml’lik
kriyo tiiplere konarak, -20°C’de bir gece bekletildikten sonra -80°C’de ve sonra sivi
azot tankina saklanmasiyla olusturuldu. Bu sekilde depolanan hiicreler gerektiginde

hizlica 37 °C’de ¢oziiliip kullanima hazir sekilde saklandi.

Calismada -80°C’de bulunan MCF-7 hiicre serisi donuk haldeyken 1 ml
besiyeri ilave edilerek pipetaj ile ¢ozdiiriildii. Bos falkona 5 ml besiyeri alindi ve
lizerine c¢Oziilen hiicreler eklenip pipetaj ile karistirildi. 1500 rpm’de 3 dk
santrifiijlendi. Siipernat atild1 ve hiicre pelletine 1 ml besiyeri eklendi. Petri kabinda 6
ml taze besiyeri ile pasajlandi. Hiicre sayimi i¢in, 2 ml PBS ile yikanan hiicreler, 1,5
ml tripsin ile kaldirdi. 3 dk inkibisyona birakildi. Falkon tiipe 5 ml besiyeri alind1 ve
tizerine hiicreleri eklendi. 1100 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten sonra, kalan hiicre
pelleti 1 ml besiyerine alind1 ve pipetajlandi. Epondofa 50 pl alindi ve 50 pl tripan
blue ile pipetajlandi. Karisimdan 10’ar pl Thoma laminin alt ve iist kisimlarina
konuldu ve Thoma laminin alt ve {ist béliimlerinde bulunan 16 kii¢iik kareye yayildi
ve mikroskop altinda hiicre sayimini gergeklestirdi. Sayimi yapilan hiicreler

transfeksiyon islemi i¢in 6’11 pleyte ekildi (300.000 hiicre=27,2 pl).
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2.2.1.2. Transfeksiyon islemi

MCF-7 hiicrelerine, Twistl geni sense klonlanmig Twistl-pcDNA3.1
vektoriiniin transfekte iglemi icin lipofektamin 2000 transfeksiyon reaktifi kullanildi.

Nanodrop ile yaptigimiz Olglim sonucunda Twistl geni vektori
konsantrasyonunu 1 mg- 0,9 uL olarak tespit edildi.

6’11 pleytin sadece 2 kuyucugu kullanildi. Kuyucuklardaki besiyerleri atilip 2
kez PBS ile yikandi. 2ml antibiyotiksiz ve neomisinli besiyeri ekleyerek 5 dk
inkiibatore kaldirildi. iki temiz ependorf alinarak 150°ser ul antibiyotiksiz-serumsuz
besiyeri eklendi. Ependorflardan birisine 12 pl lipofektamin, digerine ise plazmit ve
20 pl twist sens eklendi. Hazirlanilan iki ependorf temiz bir ependorfta birlestirildi ve
5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Son olarak pleytteki hiicrelerin iizerine
ependorfta hazirlanilan miksden 250°ser pl damla damla eklendi ve inkiibatére
kaldirildu.

Twistl geni sense klonlanmis Twistl-pcDNA3.1 vektorii transfekte edilen

hiicreler yeterli sayiya ulagincaya kadar her 48 saatte bir besiyeri degistirildi.

2.2.1.3. RNA izolasyon On Hazirhik Asamasi

Transfeksiyonlu ve kontrol grubu hiicreleri i¢in ayni islemler uygulanmistir.
Hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirildi. 2ml PBS ile yikanip 1,5 ml tripsin
eklenerek hiicreler kaldirildi. Falkon tiipline 5ml besiyeri ekleyip iizerine hiicreler
alindi. 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi atild1 ve dibe ¢oken
hiicreleri 1ml besiyeri ekleyerek pipetaj yapildi. Temiz bir ependorfa 50ul hiicre, 50
ul toluen blue ekleyerek pipetaj yapildi ve toma lamima 10 pl yayarak mikroskop
altinda sayildi.

Transfekte ve kontrol grubu hiicreler i¢in 3’er ependorf alindi. Transfeksiyonlu
i¢in her bir ependorfa 130’ar pl (yaklasik 1.000.000 hiicre) hiicre ilave edildi. Kontrol
grubunda ise her bir ependorfa 125’er ul (yaklasik 1.000.000 hiicre) hiicre ilave edildi.
Ependorflart 1500 rpm’de 3 dk santrifiij ederek {ist kisimdaki slipernatant atildi. Her
bir ependorfun dibine ¢dken hiicrelerini 150°ser pul PBS ile yikayip yine 1500 rpm’de
3 dk santrifiij ederek iist kismindaki siipernatant1 atildi. Her bir ependorfun dibine
¢Oken hiicrelerinin iizerine 150’ser ul liziz buffer eklendi ve 6nce mikro pipet ile sonra

da enjektor yardimi ile iyice homojen karisana kadar pipetaj yapildi. 1500 rpm’de 3
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dk santrifiij ederek silipernatant kisimlari temiz ependorflara alinarak -80°C’ye

kaldirildi.

2.2.2. Real Time PCR Calisma Prosediirii
2.2.2.1. RNA izolasyonu

Hiicrelerden RNA izolasyonunu yapmak igin RTA Total miRNA Izolasyon

Kiti kullanildi. RNA izolasyonu, RTA Total miRNA Izolasyon Kiti (lot: AR2264118)

protokoliine uygun yapilmistir.
izolasyon Protokolii:

e Transfeksiyonlu ve kontrol grubu hiicreleri i¢in ayni islemler uygulandi.

e -80°C’den cikarilan hiicreler ¢oziindiigiinde tizerine 350 ul Lysis Buffer ve 20 pl
Proteinaz K ¢ozeltisi ekleyerek hafif¢e pipetaj yapildi.

e [KA dry block heater 4’de 60°C’de 20 dk inkiibe edildi ( Her 5 dk’da bir 2-3 sn
calkalama yapildt.).

e Inkiibasyon sonrasinda 11000 xg’de 1 dk santrifiij yaparak hiicreleri temiz bir
mikrosantrifiij tiipiine alindi.

e Kalintt DNA’lar temizlemek icin hiicrelerin iizerine 20 pl DNase I Working
Tamponu ve 10 ul DNase I ekleyerek pipetaj yapildi ve 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin {izerine 350 ul Binding Buffer ekleyip yavasca
pipetaj yapildu.

e Lizati, 2ml’lik mikrosantrifiij toplama tiipiine yerlestirilen miRNA Spin Kolonuna
aktarildi, kapagi kapatildi ve 11000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.

e Kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

e Kolona 500 ul Wash Buffer eklendi ve 11000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.

e Kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirip kalan etanolii uzaklastirmak i¢in 11000
xg’de 1 dk santrifiij edildi.

e Kolonu, temiz bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi.

e Kolondaki filtrenin merkezine dnceden 65°C’de 1sitilmis Elution Buffer’den 50 pl
ekledik ve 3 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasinda 8000 xg’de 1dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda mikrosantrifiij tiipiinde kalan kisim miRNA igermektedir ve

diger agamalar i¢in hazirdir.
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2.2.2.2. RNA’ya Poly (A) Baglama

Elde edilen miRNA’lara, poly A kuyrugu takmak i¢in abm miRNA cDNA

synthesis kitinin (cat: G270) igerisinde bulunan poly A mixi kullanilda.

(Cizelge 2.1.)

Cizelge 2.1. Poly(A) mix igerigi

Poly(A) mix icerigi Her bir ornek basina Totalde hazirlanan
diisen miktar miktar ( x4)
ATP(10 mM) 1,25 ul Sul
Poly(A) Polymerase, 1 ul 4 ul
Yeast (1 U/pl)
5x Poly(A) Sul 20 pul
Polymerase, Yeast
Reaction Buffer
25 mM MnCl, 2,5 ul 10 pl
Nuclease-free H2O 5,25 ul 21 ul
Toplam 15 pl 60 ul

e Her bir grup icin 2 ependorf olacak sekilde 4 tane 200 ul’lik ependorf alindi,
her bir ependorfa 15 pl hazirlanan Poly (A) mixinden ve daha 6nceden elde
ettigimiz RNA’lardan 10’ar pl eklendi.

e BIO-RAD T100™ Thermal Cycler cihazinda inkiibe edildi (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. poly (A) baglanmasi i¢in gereken siire ve sicaklik

37°C
65°C

20 dk
20 dk

2.2.2.3. cDNA Sentezi

miRNA OneScript® cDNA Synthesis Kiti kullanilmistir ve kitin protokoliine
uygun olarak ¢aligilmistir.
c¢DNA Sentez Protokolii:
e Inkiibasyondan ¢ikan drnekleri buz igerisine alindi.
e Her bir 6rnek icin yeni bir ependorf alarak (toplamda 4 ependorf’) her birine 10’ar
ul hazirladigimiz poly (A) + RNA mixinden eklendi.
e Her bir 6rnek tizerine 2’ser pl miRNA Oligo (dT) adapter eklendi.
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e T100 Thermal Cycler cihazinda 65°C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan ¢ikan &rneklerin iizerlerine 8’er pl hazirladigimiz mixden eklendi
(Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. cDNA mix igerigi

c¢DNA mix icerigi Her bir 6rnek Totalde hazirlanan
basina diisen miktar ( x4)
miktar
dNTPs (10 mM) 1 ul 4 ul
5x RT Buffer 4 ul 16 pl
RNase OFF Ribonuclease 0,5ul 2 ul
Inhibitdr (40 U/ul)

OneScript® RTase (200 U/ul) 1 pl 4 ul
RNase-free H.O 1,5 ul 6 ul
Toplam 8ul 32l

e T100 Thermal Cycler cihazinda 6nce 42°C’de 15 dk sonra reaksiyonu durdurmak
i¢in 70°C’de 10 dk inkiibe edildi.

e Inkiibe olan 6rnekleri bir sonraki asamaya kadar -20°C’ye kaldir1lda.

2.2.2.4. miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Hazirlanilan ¢cDNA’lar, inhibisyona maruz kalmamalar i¢in 6 kat dH>O ile
diliie edildi (20ul cDNA + 100 pl dH20).

45 adet liyofilize miRNA primerleri 300 ul dH>O ile ¢oziildii ve vortekslendi.
Primer sayis1 kadar temiz ependorf hazirlayip 83,3 ul dH>O ve 16,6 pl primerlerden
(forward primer) eklendi, ara stok olusturuldu.

Liyofilize reverse primer (sabit primer) de 530 pl dH>O ile c¢oziiliip
vortekslendi. Temiz bir ependorfa 50 pl reverse primer ve 250 pul dH>O ekleyerek ara

stok olusturuldu.
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Cizelge 2.4. BrightGreen MasterMix ve miRNA primer mix igerigi

Mix i¢erigi Her bir ornek Totalde hazirlanan
basina diisen miktar (x4)
miktar
BrightGreen miRNA qPCR Sul 20 pul

MasterMix (dNTP, taq
polimeraz, MgCla,
fluorescent detection dye,
reference dye, buffer, dH>0)

Forward Primer 0,5 ul 2 ul
Reverse Primer 0,5 ul 2 ul
Nuclease-free Water 2,25 ul Oul
Toplam 8,25 nl 33 ul

Hazirlanilan mix (Cizelge 2.4.) her forward primeri i¢in tek tek hazirlanmistir.
0,1 mI’lik 96’1 pleytin kuyucuklarina 8,25 pl hazirlanilan mix eklendi. Uzerlerine ise
1,75 pul cDNA’lar ekleyip pleytin iizerini seffaf film ile kapatildi. Pleyt Cizelge
2.5.’de belirtilen 1s1 protokolii uygulanarak Light Cycler96 sisteminde real time PCR

islemine alindi.

Cizelge 2.5. Real time PCR 1s1 protokolii

Denatiirasyon 95°C de 10 dk.
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.
Bu dongti 40 kez tekrarlanir. (1,6°C/sn, 60°C de 15sn
saniyedeki 1s1 degisimi) 72 °C de 30sn Okuma
95°C de 30 sn.
Melting Curve 50 °C de 1 dk.
90 °C de continue(Acquisitions 3
per/°C)
Cooling 40 °C de 1 dk.

Calismamizda elde edilen miRNA degerlerinin (kontrol grubu ile transfekte
edilen numuneler arasindaki) nispi gen ekspresyon seviyelerini AACT metodundaki

formiile uygun olarak hesapladik (Rao ve ark 2013).
ACT = CT (numune/kontrol) —CT (housekeeping gen)

-AACT = -[(Numune ACT-Housekeeping ACT)—(Kontrol ACT-Housekeeping ACT)]
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3. BULGULAR

Calismamizda ekspre ettigimiz 45 miRNA Cizelge 3.1.’de gosterilmistir. Bir
organizmanin her hiicresi i¢in her zaman sabit diizeylerde eksprese olan gene
Housekeeping gen denir. Calismamiza en uygun Housekeeping gen SNORD 68

olarak belirlendi.

Cizelge 3.1. miRNA paneli

Primer miRNA Primer miRNA

HSA-miR-193a-5p

0 Tumor baskilayict miRNA

HSA-miR-39-3p B Onkogen miRNA
HSA-miR-183-5p 1 Bilinmiyor

mm Housekeeping miRNA

Calistigimiz kontrol grubu ve transfekte edilen numunelerin miRNA degerleri

Cizelge 3.2.°de gosterilmistir.
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miR-15a-5p, miR-183-5p, miR-1-1, miR-7-5p ve miR-15b-5p’nin

diizeylerinde 2 ile 3 kat arasinda artig olmustur.

miR-34c¢-5p, miR-210-3p ve miR-39-3p’nin diizeylerinde 3 kat ve iizeri artis

olmustur.
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4. TARTISMA

Diinya iizerinde hemen hemen her giin milyonlarca kadina meme kanseri
teshisi konmaktadir. Giin gegtikge artan meme kanseri, tan1 ve tedavisinde son yillarda
bliyiik ilerlemeler kaydedilmistir (Shin ve ark 2010).

miRNA ve meme kanseri ile ilgili ¢aligmalar son yillarda daha da hiz
kazanmistir. miRNA’larin meme kanseri patogenezinde rol oynadiginin belirlenmesi,
miRNA’larin ileride meme kanserinin tan1 ve tedavisinde de yararli olabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica, yapilan calismalarda miRNA’larin ekspresyonunun
diizenlenmesinde Twist1’inde rol aldig1 goriilmiistiir (Mironchik ve ark 2005).

Transkripsiyon faktorlerinden olan Twistl, epitel hiicrelerin yer degistirme,
diizenlenme, farklilagsma gibi faaliyetlerini diizenlemektedir. Tiim kanser tiirlerinde,
kotii prognoz, yliksek dereceli invaziv ve metastatik lezyonlarla iligkilendirilmis ve
ayrica apoptozisi indiikledigi belirtilmistir. Ayrica Twistl, anjiyojenezi ve
kromozomal instabiliteyi indiikleyen MCF-7 hiicrelerinde vaskiiler endotel biiylime
faktorii (VEGF) sentezini arttirabilir. Son yillarda, kanser tiirlerinde Twistl’in rolii
derinlemesine arastirilmaya baslanmistir (Mironchik ve ark 2005, Aktas ve ark 2009).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, Twistl gen aktivitesindeki degisikliklerin
invazyon ve metastaz ile iliskilendirilen miR-10b, miR-20a, miR-34a, miR-151-5p,
miR-129-5p, miR-200b, miR-373, miR-424 ve miR-448’ in ekspresyon diizeylerini
etkileyebilecegi sonucuna ulagilmistir (Li ve ark 2011, Li ve ark 2013, Nairismagi ve
ark 2013, Wang ve ark 2013). Bu ¢aligmalarda Twist1 gen inhibisyonunun, onkogenik
miRNA ekspresyon diizeylerini down regiile edebilecegi, tiimdr supresér miRNA’
larin ekspresyon diizeylerini de up regiile edebilecegi sonucuna ulagilmistir. Bagka bir
caligmada ise Twistl geni inhibisyonunu saglamak i¢in miR-145a-5p, miR-151-5p,
miR-300, miR-337-3p ve miR-720 gibi miRNA’ lara bakilmistir (Yu ve ark 2014,
Chen ve ark 2015, Drasin ve ark 2015).
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Yaptigimiz calismada, daha onceki ¢aligmalarda meme kanserinde miRNA
Twistl iliskisi bakilmamis olan bir miRNA paneli alinmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda Twistl ekspresyonu yapilan MCF-7 hiicre hattinda miR-15a-5p, miR-
183-5p, miR-1-1, miR-7-5p, miR-15b-5p, miR-34¢-5p, miR-210-3p ve miR-39-3p’nin
ekspresyonlarinin up regiile oldugu tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda up regiile olan miRNA’lardan miR-7-5p, miR-
15a-5p, miR-15b-5p, miR-1-1, miR-210-3p miR-34c-5p ve miR-183-5p’nin; DIANA
TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda p53 sinyal yolaginda 11 geni ve
PI3K-Akt sinyal yolaginda ise 49 geni etkileyebilecegi gézlemlenmistir. Calismada up
reglile olan miR-39-3p’nin ise DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama
sonucunda kanser yolaklarina katilmadigi ve hi¢ bir geni etkilemedigi
gozlemlenmistir.

DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda, p53 sinyal yolagina
etki eden miR’larin; siklin D1 (CCND1) (miR-15a-5p, miR-1-1, miR-183-5p ve miR-
15b-5p), CDK4/6 (miR-1-1 ve miR-34c¢-5p), siklin E’yi (CCNE1) (miR-15a-5p ve
miR-15b-5p) baskilamasiyla  hiicre = dongiisiiniin  durmasimi  artirabilecegi
gozlemlenmistir. BAX’1n (miR-1-1) aktiflesmesiyle CASP9 (miR-7-5p) ve CASP3
aktive olmasiin apoptozu artirabilecegi gézlemlenmistir. Ayrica thrombospondin
I’in (THBS1) (miR-1-1) inhibe olup maspin (SERPINBS) (miR-1-1) geninin
aktiflesmesiyle de angiogenez ve metastazin inhibe olabilecegi gozlemlenmistir.

(Sekil 4.1.)

39



(48-uonenouul-euayie’siwi-euelp//:diy) 13ejoL [eAurs ¢¢d Iy IPRS

90uISauAs O[3

Joeopas) aaqedau cod 4

wogatoss
pawpan suosoxg ¢

Seaged YOIV 1401 o

Jouogranyuy

woquasar aeurep

B et N 4 —————————————————————————— sugsag) [cppren)] [ e

STSESR
stsausBrdes go vomepy 4

SGRIOGE] wSTiauy (3)
019 STIPD

.............................. ) (T | (e

8rd

||||||||||||||||||| || | rsam | [419-00| [ 19 | [ 1198 | [ 1¥d

(XTI

Planan | {vrid]

\

. (1gy-4od =y

1424 DA S yang)

UOQBALIE auaE0MQ) S[eudts ssang

\

\ wwoamy ol poys
Ploofesy
exodSy -1

- _wogeaudap
woqun

4—— 3Bump YN -
GUTE}SIS L —— s3up
aakaa) _\ IIIIII ﬁz.a mov “ T ~J T axajouag

asuodsay

=40

™ uogerpein-i

AVMHLYd DNITYNDIS £6d _

40



DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda, PI3K-AKT sinyal
yolaginda ise miRNA’larin siklin D1 (CCND1) (miR-15a-5p, miR-1-1, miR-15b-5p
ve miR-183-5p), siklin E (CCNET) (miR-15a-5p ve miR-15b-5p) ve CDK4/6’y1 (miR-
1-1 ve miR-34c-5p) baskilamasiyla hiicre dongiisiiniin susturulabilecegi, BCL2’yi
(miR-15a-5p, miR-1-1, miR-34¢c-5p ve miR-15b-5p) baskilayarak ve CASP9’u (miR-
7-5p) aktive ederek apoptozu artirabilecegi gézlemlenmistir. Ayrica BRCA1’in (miR-
15a-5p) aktive olmasiyla hiicre proliferasyonu ile anjiyojenezin baskilanabilecegi ve

DNA tamirinin baglayabilecegi gozlemlenmistir (Sekil 4.2.).
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Zhang HY ve ark.nin yaptig1 calismada miR-7 ekspresyonunun, miR-7'nin
varsayllan promotoriine dogrudan baglanan HOXD10 tarafindan indiiklendigi
gozlemlenmistir. HOXD10 tarafindan indiiklenen miR-7, SETDB1 kodlayan haberci
RNA'nin translasyonunu inhibe etmeye devam eder. Ayni1 zamanda da miR-7, Twistl
ve c-myc'nin down regiilasyonuna sebep olan, STAT3'iin ekspresyonunun azalmasina
neden olmaktadir (Zhang ve ark 2014).

Foekens ve ark. hastaliksiz sagkalim ile yiiksek HSA-miR-7-5p ekspresyonu
ile iliskilendirmistir. miR-7'nin meme kanseri metastaz inhibitorii olarak islev gordigi
ve sitotoksik T lenfosit aracili meme kanseri hiicrelerinin erimesine aracilik ettigi
gosterilmistir. Ayrica, miR-7'nin hiicre proliferasyonunu baskiladig1 ve farkli meme
kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Foekens ve ark 2008).

Yaptigimiz calismada da miR-7-5p ekspresyonun 2,21 kat arttig
gozlemlenmistir. Bu artisin DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda
p53 ve PI3K-AKT sinyal yolaklarinda CASP 9’un aktive olmasiyla apoptozu
indiikleyebilecegi gozlemlenmistir.

Samaan S ve ark.’nin yaptigi ¢alismada miR-210-3p’nin, hedef genleri
baskilayarak veya destekleyerek kanser hiicrelerinde hayatta kalma ve metastazi
etkileyebilecegi gosterilmektedir. Meme kanseri, prostat kanseri ve mide karsinomasi
gibi ¢esitli tiimorlerin biyolojik islevlerinde etkili olduklar1 gosterilmistir. miR-210-
3p’nin asir1 ekspresyonu ile invazyon ve metastazin énemli 6l¢iide azalabilecegi ve in
vivo timor ilerlemesini baskilayabilecegi gozlemlenmistir (Samaan ve ark 2015).
Yaptigimiz ¢caligmada da miR-210-3p ekspresyonunun 3,2 kat arttig1 gozlemlenmistir.

Liu ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada miR-1 ailesinin {iyeleri proliferasyonu ve
artmis apoptozu inhibe ederek K-RAS ve MALAT1’1 hedef alarak meme kanserinde
tiimor supresdr miRNA olarak gorev yaptigi bildirilmistir. /n vivo ¢alismalarda miR-1
ailesinin metastazi inhibe edebilecegi goriilmiistiir (Liu ve ark 2015).

Liu ve ark.’nin yaptiklar1 caligmada, meme kanseri kok hiicrelerinin (CSC'ler)
ve CSC dist tiimor hiicrelerinin miRNA profillerini miRNA mikrodizisi ile
arastirmiglar ve degistirilmis miR-1 ekspresyonunun meme CSC'lerinin ¢ogalmasi ve
gocli  lizerindeki etkisini belirlemislerdir. miR-1in vitro meme CSC'lerinin
proliferasyonunu, goclinii ve yara iyilesmesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Gelistirilmis miR-1 ekspresyonu, implante edilmis MCF-7 / CSC'lerin
bliylimesini inhibe ederken, miR-1 inhibisyonu, in vivo olarak implante edilmis MCF-

7 / CSC'lerin biiyiimesini tesvik etmistir (Liu ve ark 2015).
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Bizim yaptigimiz ¢alismada da miR-1-1 ekspresyonu 2,65 kat artis
gostermistir. Ve bu artisin DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda
p53 sinyal yolaginda maspini (SERPINBSY) aktive ederek angiogenezi ve metastazi
inhibe edebilecegi gozlemlenmistir. PI3K-AKT sinyal yolaginda ise BCL2’nin
baskilanmastyla apoptozun indiikleyebilecegi gozlemlenmistir.

Kratassiouk ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada onkogenik bir hiicre dongiisii
diizenleyicisi olan WEE1'in diizenlenmesini, RNA baglama kompleksleri CPEB1 ve
miR-15b/RISC ile analiz etmislerdir. miR-15b/RISC  ve CPEBl'in WEEI
translasyonu {izerinde koordineli bir etkisi oldugunu gostermislerdir. miR-15b/RISC
ve CPEBI, G1 ve S faz1 sirasinda WEE1 protein ekspresyonunu baskilarlar. Ilging bir
sekilde bu 2 faktor G2/M gegisinde, WEE1’in asir1 eksprese olmasiyla hiicre donglisti
sirasinda inhibe edici aktivitelerini kaybederler (Kratassiouk ve ark 2016).

Yaptigimiz ¢alismada miR-15b-5p ekspresyonunun 2,41 kat arttig1
gbzlemlenmistir. Caligmamizda literatlire paralel olarak DIANA TOOLS’de yapmis
oldugumuz tarama sonucunda CCND1 ve CCNEI1 genlerini baskilayarak G1/S fazim
inhibe edebilecegi gozlemlenmistir.

Yapilan c¢alismalarda, miR-15a'nin akciger kanseri, prostat kanseri ve
yumurtalik kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinde anormal sekilde asagi eksprese
edildigini goriilmektedir.

Mei ve ark.’t miR-15 kiimesi tarafindan kodlanan miRNA'larin (miR-
15a/15b/16), G1 kontrol noktalari ve anti-apoptotik B hiicresi lenfoma 2 (BCL-2)
genini hedefleyerek G1 tutuklamasini ve apoptozisi tetikledigini bildirmislerdir (Mei
ve ark 2015).

Patel ve ark.’1 miR-15a ve miR-16'nin, DNA onarimini engelleyen BMI1'in
asag1 reglilasyonuna aracilik ettigini gosterirken, yiiksek seviyelerde meme kanseri
hiicrelerini apoptotik hiicre o6liimiine yol acan doksorubisine duyarli hale
getirebildigini gézlemlemislerdir. Calisma sonucuna gore asir1 eksprese edilen miR-
15a ve miR-16, sadece BMI1 seviyesini baskilamakla kalmayip ayn1 zamanda meme
kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek meme kanserini kemoterapotik ilag
doksorubisine kars1 hassaslastirir (Patel ve ark 2017).

Yaptigimiz ¢alisgmada miR-15a-5p ekspresyonunun 2,1 kat arttig1 gézlenmistir.
Bu artisa gore DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz tarama sonucunda hiicre
dongiisinde CCND1, CCND2 ve CCNEI1 genlerinin baskilanmasiyla G1 fazinin
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susturulabilecegi gozlemlenmistir. Ayrica PI3K-AKT sinyal yolaginda da BLC2
geninin susturulup apoptozun indiiklenebilecegi gdzlemlenmistir.

Yamakuchi ve arkadaslari, SIRTI'in kolon kanseri hiicrelerinde miR-34a ve
miR-34c tarafindan taninabilecegi ve hedeflenebilecegini kanitlamiglardir. miR-34"in
aracilik ettigi SIRT1 inhibisyonunun, p53 asetilasyonunun artmasina neden olarak
stabilitesini ve aktivitesini arttirdig1 gosterilmis (Yamakuchi ve Lowenstein 2009).

Ilisso ve ark.’t yaptiklarn ¢alismada, AdoMet ve miR-34a/miR-34c
kombinasyonunun, p53 asetilasyonunun artmasina paralel olarak SIRT1 ve HDACI1
ekspresyonunu bastirdigini gozlemlemislerdir. Ayrica AdoMet ve miR-34a/miR-34c
ile kombine tedavinin MCF-7 hiicrelerinde AdoMet kaynakli apoptozu biiyiik 6l¢iide
giiclendirdigi goriilmiistiir (Ilisso ve ark 2018).

Yaptigimiz calismada ise miR-34c-5p ekspresyonunu 3,51 kat artirdig
gbzlenmistir. Calismamizda bu artig nedeniyle DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz
tarama sonucunda CDK4 ile CCNE2 genlerinin susturulup hiicre dongiistiniin
durdurulabilecegi ve ayrica BCL2 geninin susturulmasiyla da apoptozun
indiiklenebilecegi gozlemlenmistir.

Lowery ve ark. miR-183'in Ezrin'i baskilayarak meme kanserinde hiicre
gbclinli 6nledigini bildirmislerdir. miR-183"in meme kanserinde diizensiz oldugunu
ayrica Ostrojen reseptorii ve HER2/neu reseptorii ifadesi ile baglantili oldugunu
gostermislerdir. Indiiklenmis miR-183 asir1 ekspresyonunun, meme kanseri
hiicrelerinin go¢iinii inhibe ettigini bulmuslardir. Bu bulgu, miR-183" asir1 eksprese
eden hiicrelerden RQ-PCR ile kanitlanmis ve bu da bircok gog ile istilaya bagh
genlerin diizensizligini gostermistir (Lowery ve ark 2010).

Buna karsilik Li ve ark. ¢alismalarinda miR-183/96/182 kiimesinin ¢ogu meme
kanserinde yiiksek oranda eksprese oldugunu ve transkripsiyonunun meme
kanserlerinde diizensiz oldugunu bildirmislerdir. miR-183/96/182 kiimesi aym pri-
miRNA igerisinde kopyalanirlar ve transkripsiyonlart ZEB1 ve HSF2 tarafindan
diizenlenmektedir. Ayrica miR-183, meme kanserinde dogrudan RAB21 genini
hedeflemektedir. Meme kanserinde hiicre proliferasyonunu ve gociinii arttirdigi igin
onkogen olarak islev gormektedir. Celisen bu iki calismaya bakildiginda miR-
183/96/182 kiimesinin kanserin tiiriine, konumuna ve evresine bagl olarak onkogen

veya tiimor baskilayici olarak iglev gorebildigi diistiniilmektedir (Li ve ark 2014).
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Yaptigimiz ¢aligmada da miR-183-5p’nin ekspresyonunun 2,15 kat arttig
gozlemlenmistir. Bu artisla DIANA TOOLS’de yapmis oldugumuz taramaya gore
miR-183’lin hiicre dongiisinde CCNDI1 araciligiyla etkisini g0Osterebilecegi

diistiniilmektedir.

5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda, kontrol grubu
hiicreleri ile Twistl geni sense klonlanmig Twistl-pcdna 3.1 vektorii transfeksiyonu

uygulanmis hiicreler arasinda, 43 miRNA’nin ekspresyon diizeylerindeki degisimler

46



incelendi. RT-PCR sonuglarina gére miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p, miR-15b-5p,
miR-34c-5p, miR-39-3p, miR-183-5p ve miR-210-3p’nin ekspresyon diizeylerinin up
regiile oldugu gozlemlendi.

Twistl ekspresyonu sonucu tiimor supresér miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p,
miR-15b-5p, miR-34c-5p, miR-39-3p ve miR-210-3p’nin down regiile olmasi
beklenirken up regiile oldugu gozlemlenmistir. DIANA TOOLS’de yaptigimiz
taramaya gore miR-1-1, miR-7-5p, miR-15a-5p, miR-34c-5p, miR-210-3p ve miR-
183-5p’nin hiicre dongiisiinii, apoptozu ve metastazi etkileyebilecedi gozlemlenmistir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda MCF-7 hiicre hattinda Twistl geni ile
miRNA iligkilendirmesine rastlanmamistir. Twistl geni transfeksiyonu sonucu elde
edilen miRNA ekspresyon verilerinin ileriki c¢alismalara kaynak olabilecegi

diistiniilmektedir.
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GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARARLARI

I Toplant1 Sayisi: 2017/18 Toplant1 Tarihi : 01.11.2017

Karar Sayis1 2017/307 S.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim dali gretim tiyesi
Dog.Dr.Bahadir OZTURK iin “MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde TWIST 1 ekspresyonunun miRNA
profili tizerindeki etkisinin arastirilmast” baghkli aragtirmasiin degerlendirilme talebi ile ilgili 18.10.2017
tarihli dilekgesi ve ekleri goriisiildii.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Dog.Dr.Bahadir OZTURK’iin “MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde TWIST 1 ekspresyonunun miRNA profili iizerindeki etkisinin aragtinlmasr” adli
aragtirmasimn kabuliine oy birligi ile karar verildi.
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