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I. ONSOZ

Bilgi ve deneyimleri ile egitimime katkilar1 ve tez ¢galismam sirasinda sabir, 6zveri
ve bilimsel destegini esirgemeyen basta tez danismanim olmak {izere tiim hoclarima,
ihtisas siirem boyunca giizel bir uyum iginde c¢alistigim tiim arastirma gorevlisi
arkadaglarima, tiim klinik hemsire ve personellerine tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi tez asamasinda da bana her tiirlic manevi
destegi veren ve her zaman yanimda olan sevgili esim Ayfer’e, ayrica hayatimin
ayrilmaz bir pargsi haline gelen biricik kizim Bergem’e ve oglum Aram’a, evlatlar
olmaktan onur duydugum, higbir karsilik beklemeden maddi ve manevi desteklerini
her zaman arkamda hissettigim anne ve babama ayr1 ayr1 sonsuz tesekkiir ederim.

Dr. Muhsin El¢i
Gaziantep 2016
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1.  OZET

Meme kanserinde SIRT1 iliskili miRNA'larin arastirilmasi
Muhsin ELCI, Uzmanlik Tezi, Genel Cerrahi Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Prof. Dr. Goktiitk MARALCAN
Yardime1 tez yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Alper AYTEKIN

Nisan 2016 — 55 Sayfa

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitelerden biri olup yine kadinlarda
kansere bagli 6liimlerde de en sik nedenlerden biridir. Bu hastaligin tedavisinde son
yillarda yeni yaklagimlar ve yontemler gelistirilmesine ragmen, hastaligin
insidansindaki siirekli artistan dolayi, meme kanseri halen ¢ok onemli bir saglik
problemidir.

Meme kanseri, etyolojisinde birgok etkenin rol adig1 multifaktryel bir hastaliktir.
Etyolojide genetik faktorler ve aile dykiisii cok dnemli bir yer tutmaktadir.

SIRT1, meme kanseri ile iligkili oldugu diisiiniilen ve regiilasyonunun meme
kanserinin tedavisinde bir yol olabilecegine inanilan bir enzim ailesidir. SIRT1’in
regiilasyonu bazi molekiilleri direkt uygulanmasi ile veya SIRT1 ile iliskili olan mikro
RNA’larin kullanilmasi ile olabilir.

Mikro RNA’lardan miRNA-9, miRNA-34a ve miRNA-132 meme kanserine etkisi
oldugu disiiniilen SIRT1 iliskili mikro RNA’lardandir. Literatiirdeki kisith
calismalarda bu mikro RNA’larin meme kanseri dokularinda, normal dokulara gore
daha diisiik oranda bulundugunu bildirmistir.

Bu calismada etik kurul onay1 ile 66 hastadan alinan 132 dokuda, bu ii¢ mikro
RNA’nin diizeylerini arastirdi. Her ic RNA i¢in de, normal ve kanser dokulari
arasinda anlaml bir diizey farki saptanmadi.

SIRT1 ve iligkili mikro RNA’lar ile ilgili literatiirdeki ¢eliskili sonuglar gz oniine
alindiginda bu konuda ek ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: SIRT1, meme kanseri, miRNA-9, miRNA-34a, miRNA-132,
mikro RNA



IV. ABSTRACT

Investigation of SIRT1 related miRNA's in breast cancer
Muhsin ELCI, Recidency Thesis, General Surgery Department
Supervisors: Prof. Dr. Goktirk MARALCAN
Assist. Prof. Dr. Alper AYTEKIN

April 2016 — 55 Pages

Breast cancer is one of the most common malignancy for women and one of
the most common causes of cancer related deaths for women.

Although there are new treatment approaches, it is still an important health
problem because of its increasing incidence. Breast cancer is a multifactorial disease
that many factors are playing roles in its etiology. Genetic factors and family history
play major roles in its etiology.

SIRT1 is an enzyme family related to breast cancer that it is believed that its
regulation may bring new possibilities for treatment of breast cancer.

SIRT1 can be regulated with direct application of some molecules or with help
of SIRT1 related micro RNAs.

miRNA-9, miRNA-34a and miRNA-132 are some of this miRNAs that are
believed to be related to SIRT1 regulation.

A few studies in literature shows that this micro RNA's levels are decreased in
tumor tissues compared to normal tissues of the same patients.

In this study, with approval of ethical committee, this 3 miRNA’s levels in 132
breast tissues which were collected intraoperatively from 66 patients. All patients were
female and operated in 2015-2016. Mean age was 50,8. For all of three micro RNAs,
there was no statistically significant difference between tumor and normal tissues.

Regarding to previous studies about SIRT1 and related micro RNAs which are
sometimes contradictory, we think that more studies are needed about this micro RNAs
to illuminate their relations with SIRT1.

Keywords: SIRT1, breast cancer, miRNA-9, miRNA-34a, miRNA-132, micro RNA
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1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Yeryiiziinde her yil 1
milyonun iizerinde yeni olgu meme Kkanseri tanisi almakta olup (1), kadinlarda kansere
bagli 6limlerin en sik ikinci nedeni de yine meme Kkanseridir. (2) Meme kanseri
tedavisindeki gelismeler hastaligin morbiditesinde azalmaya neden olmakla birlikte
mortalitede belirgin bir azalma saglayamamustir.

Meme kanseri diger bir ¢cok kanser gibi genetik ve ¢evresel faktorlerlerin de etkili
oldugu karmasik ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorler genetik, hormonal,
sosyobiyolojik ve psikolojik olarak siniflandirilabilir.

Kadin bireylerin yasamlarinda bu denli 6nemli bir yeri olan bu hastaligin
tedavisinde yeni gelismelerin ve belki cerrahi dis1 veya dncesi tedavilerin miimkiin
kiliabilmesi i¢in bu hastaligin tiim genetik yolagimin ortaya konulmasi 6nemli bir
asamadir. Bu amagcla arastirilmaya deger siire¢lerden biri de class IIT histon deasetilaz
ailesinin (HDAC) bir iiyesi olan SIRT1 (Silent mating-type information regulation 2
homologue 1) enziminin ve bu enzimin regiilasyonunda gorevli olan miRNA’larin
etkilerinin ortaya konulmasidir. SIRT1’in genom stabilitesi, metabolizma, hiicre
yasami, norojenezis gibi bircok fizyolojik siiregte anahtar bir rol oynadigi
bilinmektedir.

SIRTL’in deasetilaz fonksiyonun memelilerde yasam siiresinde uzama ile iliskili
oldugu diislintilmektedir. Bu 06zelliginden dolayr bu proteinin bir ¢ok kanserin
gelisiminde tiimor promoteri olarak gorev aldig diigiiniilmiistiir.

Meme kanserli hastalarin tiimorlii ve normal dokular1 izerinde 2007-2008 yillari
arasinda yapilan bir karsilastirma ¢alismasinda SIRT1 ile Ki67 arasinda kuvvetli bir
korelasyon oldugu ve sirtinol ile SIRT1’in inhibisyonunda, kanser dokusunda omiir
uzatict bel-2 (B-cell lymphoma 2) proteinleri diizeyinde dramatik diislis oldugu
gosterilmistir.  Bu  sonuglar SIRT1’in  inhibisyonunun meme Kkanserinin

kemoterapisinde bir strateji olarak



kullanilabilecegini diisindiirmiistiir. RT-PCR (Reverse transcription polymerase
chain reaction) sonuglart SIRT1 miRNA’lar1 diizeylerinin normal dokulara oranla
timor dokularinda daha yiiksek bir oranda ifade edildigi saptanmustir. (92.59%, n=27)
(3) SIRTY’in regiilasyonunda goérev aldigi bilinen ti¢c MiIRNA’y1 incelemek iizere bu
¢alisma icin se¢ildi. Bunlar miRNA-34a, miRNA-9 ve miRNA-132 miRNA’lar1 idi.

Bu c¢alismada meme kanserli olan ve tedavi amaci ile mastektomi uygulanan
hastalarda kanser dokular1 ve memenin normal dokularinda SIRT1 iliskili

mMIRNA’larin diizeylerinin arastirilmasini hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme kanseri

2.1.1. Meme kanserinin epidemiyolojisi

Tarihte ilk defa M.O 2500-3000 yillarma ait bir yazitta meme kanserinden
bahsedildigi diisiiniilmektedir. Bahsedilen hasta erkek bir hasta olmasina karsin tiim
Klinik verileri meme kanseri ile uyumlu imis ve hastalik i¢in hekim “bunun higbir
tedavisi yoktur” ifadesini kullanmis (5). Ne yazik ki bu hastalik halen kadinlarda
onemli bir saglik problemi olarak devam etmektedir ancak giiniimiizde gesitli tedavi

yaklagimlar1 mevcuttur.

Meme kanseri 50 yasina kadar yas ile birlikte siklig1 artmakta iken daha sonra
bu artig oran1 azalir. Meme kanseri goriilme sikligi 1999-2007 yillar arasinda yillik
%1.8 oraninda artmistir (6). Meme kanserindeki bu artis, tarama yontemlerinin daha
sik ve diizenli kullanilmasina bagli olarak tan1 konma oraninin artmasi ve ileri yaslarda
goriilen bu hastaligin toplumlarda ortalama yasam siirelerinin uzamasiyla birlikte artis

gostermesi seklinde de agiklanabilir (7).

Otuzlu yaslardan 6nce sik goriilmeyen meme kanseri (total kanser vakalarinin
%?2’sinden az), daha sonraki reprodiiktif yillarda hizli bir tirmanis gosterir, menopoz
donemindeki hafif bir azalmanin ardindan menopoz sonrasi yillarda yavas bir egimle

stirekli devam eden artis ortaya ¢ikar (8).



Amerikada yenidogan bir kiz ¢ocugunda meme kanserinin gelisim riski %12
olarak hesaplanmistir. Kadinlarin kansersiz olarak gecirdigi her yil, sonraki donemde
meme kanseri gelisim riskini azaltmaktadir. Bu nedenle 50 yasindaki bir kadinda
meme kanserine yakalanma riski %11 , 70 yasinda bir kadinda ise %7’dir (9).
Amerika’da 1970’te bir kadinin meme kanserine yakalanma riski 1/13 iken, 1980°de

1/11 ve 2004’te 1/8 olarak hesaplanmistir.

Ulkeler arasinda da énemli farklar bulunmaktadir. Meme kanserine bagl en
yiiksek mortalite 100 binde 29.6 olarak Malta ve Kibris’ta iken en diisiik oran 100
binde 2.0 orani ile Haiti’dedir. Amerika’da bu oran 19’dur. Sanayinin daha gelismis

oldugu yerlerde meme kanseri oranlarinin arttigi goriilmektedir (10).

2.1.2. Meme kanserinde etyoloji

Meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme kanseri diger
bircok kanser gibi genetik ve cevresel faktorlerlerin de etkili oldugu karmasik ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorler genetik, hormonal, sosyobiyolojik ve
psikolojik olarak siniflandirilabilir. Predispozan faktorlere, aile dykiisii, BRCA1-2
mutasyonlari, yas, kadin cinsiyet, erken menars ve ge¢ menapoz, atipik duktal ve
lobiiler hiperplazi gibi maligniteye donlisme potansiyeli tagsiyan lezyonlar, radyasyona
maruz kalma 6rnek olarak verilebilir. Yeni ¢aligmalar en 6nemli belirleyici faktoriin

genetik imza olabilecegini gostermektedir.

2.1.2.1. Genetik ve aile oykiisii

Bir¢ok c¢alismada, aile Oykiisii ile meme kanseri riski arasindaki iligki
arastirilmistir. Bu c¢alismalar riskleri su sekilde Ozetlemistir: 1- Birinci derece
akrabasinda (anneler, kiz kardesler ve kizlar) meme kanseri olanlarda 2-3 kat artmis
risk vardir 2- Uzak akrabalarinda (kuzenler, teyzeler, biiyiik anneler) meme kanseri
olanlarda risk hizla diiser 3- Birinci derecede akrabalarinda bilateral meme kanseri ya

da premenapozal kanseri olanlarda risk ¢ok fazla artar. Cok sayida etkilenmis tiyesi



olan ailelerde, 6zellikle bilateral ve erken baslangici olan kanserlerde, birinci derecede

akrabalarda mutlak risk %50’ye varmaktadir (11).

Genetik faktorler, meme kanserlerinin tahminen %5-10"undan sorumludur. Bu

faktorler, 30 yasindan geng kadinlarda %25 oraninda etkendir (11).

BRCA 1 ve 2 tiimér supresor gen sinifindadirlar. Her iki gen i¢in de hastaligin
olusmast igin her iki alelin mutasyona ugramasi gerekmektedir. Bu genlerin
transkripsiyon, hiicre siklusu ve DNA hasar1 onarimi yolaklarinda rol aldiklar

diistiniilmektedir (12).

BRCA 1 geni 17q kromozomu {iizerinde yerlesmis olup otozomal dominant
gecis Ozelligindedir. BRCA 1 geni kesfedildikten sonra ailesel meme kanseri
sendromlarinin  %40’1inda mutasyonu saptandi. BRCA 1 ile iligkili kanserlerin
histopatolojisi BRCA 2 ile iliskili kanserlere gore daha kotidir (11). Bu genlerin
mutasyonunu tasiyan kadin hastalarda 6miir boyu meme kanseri gelisim riski %85 tir
(12).

BRCA 1 iligkili meme kanserleri genellikle invaziv duktal karsinomdurlar,
diferansiasyonlar1 azdir, horman reseptorleri negatiftir ve ¢ogu zaman ticlii negatiflik
mevcuttur (ER, PR ve HER-2 negatif), over kanseri gibi bazi kanserler ile
birliktelikleri fazladir ve bilateral olma orani sporadik vakalara gére daha yiiksektir
(12).

BRCA 2 geni 13q kromozomu iizerinde yer alir. Fonksiyonu tam olarak
anlagilamamistir. BRCA 1 gibi DNA hasar1 onariminda ve hiicre siklusunda rol aldig:
diistiniilmektedir. BRCA 2’nin simdiye kadar 250 farkli mutasyonu saptanmuistir.
Mutasyon tagiyan hastalarda hastalik gelisim riski %85 olarak hesaplanmistir (12).

2.1.2.2. Reprodiiktif nedenler

Ostrojen maruziyetini arttiran faktdrler meme kanseri gelisme riskini
arttirmaktadir. Erken menars, ge¢c menapoz, nulliparite gibi faktorler bu nedenden
dolayr meme kanseri riskini arttirmaktadirlar. Menstruasyon sayisini azaltti§indan

dolay1 spor ve uzun siireli laktasyon periyodu, riski azaltmaktadir. (13)



2.1.2.3. Hormonal faktorler

Artmis Ostrojen maruziyeti meme kanserinin artisi ile iliskilendirilmistir, ayn1
zamanda maruziyetin azaltilmasi halinde bu riskte azalma oldugu diisiintilmektedir

(13).

Yapilan ¢alismalarda postmenapozal dstrojen replasman tedavisinin 4 yildan
fazla kullanilmasiin meme kanseri riskini 3-4 kat arttirdig1 gosterilmistir. Chlebowski
ve ark. calismalarinda Gstrojen + progesteron terapisinin de riski arttirdigini gosterdiler
(58).

Bocek zehiri, boyalar, kirleticiler ve gida koruyucularini igeren, Ostrojen ile
benzer etkileri olan kseno-6strojenlerin meme kanserinin etyolojisinde 6nemli bir role
sahip olabilecegi gosterilmistir. Ornek olarak; PCB’nin (Polychlorinate biphenyl)
katekol metabolizmasi ile karsinojenik Ostrojen metabolitlerini inhibe edip Ostrojen

metabolizmasini degistirdigi gosterilmistir (14).

2.1.2.4. Cevresel faktorler

2.1.2.4.1. Sigara

Sigara ve meme kanserine yatkinlik {lizerine yapilan ¢aligmalarda farkl
sonuclar elde edilmistir. Meme kanserinin gelisme riskinin sigara igiciligi ile
iliskisinin zayif oldugu bilinmektedir. Erken yaslarda sigaraya baslayanlarda, fazla
miktarda kullananlarda ve pasif igicilerde sigaranin zararh etkileri gozlenmistir (15).
Ote yandan tiitiin dumaninda bulunan bazi ajanlar antidstrojenik etkilere sahiptirler.
Ornegin; nikotinin CYP19 (Cytochrome P450 aromatase) enzimlerini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu nedenle sigara kullananlarda menopoz kullanmayanlara gére daha

erken gerceklesmektedir (16).



2.1.2.4.2. Besin faktorii

Giinliik alinan besinler ¢ok sayida dogal karsinojenler ve antikarsinojenler
icerir. Bu maddelerin bir ¢ogu DNA hasarinda rol oynayan oksijen radikalleri
olusumuna neden olur. Uzun siire yiliksek yag igeren diyetle beslenmek, serum Gstrojen

seviyelerini arttirmasi nedeni ile kanser gelisimi ile iligkilidir (13).

2.1.2.43. Viicut agirhg:

Obezite ile meme kanseri arasinda pozitif bir iliski mevcuttur. Postmenapozal
kadinlarda oOstrojenin ana kaynagi adipoz dokudaki androstenedionun &strojene

¢evrilmesidir. Obezite uzun siireli strojen maruziyetine neden olmaktadir (13).

2.1.2.4.4. Alkol

Alkol meme kanseri olusmasi riskini arttiran unsurlardan biri olarak
belirtilmistir. Alkolik kadinlarda yapilan g¢alismada meme kanserine yakalanma

riskinin %15 oraninda arttig1 gosterilmistir (17).

Alkoliin karsinojenik etkisinin mekanizmasi tam anlasilmamistir. Alkoliin
kullanim1 kandaki estradiol seviyelerini yiikseltmektedir (13). Bir diger yaklasim ise
alkol ile indiiklenen ROS’un (Reactive oxygen species) olusmasi ve bundan otiirii

detoksifikasyon enzimlerinin protein ekspresyonlarindaki azalmalar1 kapsamaktadir

(18).

2.1.2.45. Radyasyon

Radyasyon maruziyetinin meme kanseri riskini arttirdigi gésterilmistir. Kontrol

grubu ile karsilagtirildiginda hodgkin lenfoma nedeni ile radyoterapi alan geng



kadinlarda meme kanseri riskinin 75 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Yine
Japonya’da ikinci diinya savasindaki niikleer saldirilardan kurtulanlarda meme kanseri
gelisim oranmi ¢ok yiiksek saptanmistir. Meme dokusunun gelisim siirecinde oldugu

adolesan déonemde radyasyona maruz kalinmasi bu riski daha da arttirmaktadir (13).

2.2. Kanser ve molekiiler temeli

Meme kanseri ve diger tiim maligniteler, hiicre biiyiimesi ve gelisimine etki eden
onemli hiicresel yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ¢ok asamali bir siire¢ sonucu
ortaya ¢ikar. Birgok genetik degisim sadece kanser dokusu hiicrelerinde gézlenirken,
daha az siklikla da germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya ¢ikan
malignensiler kalitsal 6zelliktedirler. DNA’daki bu kalitsal veya kalitsal olmayan
degisimler, belli hiicresel genlerin belirli 6zel degisimleri ile iligskili bulunmustur.

Bunlar onkogenler olarak adlandirilirlar.

Onkogenler normal fonksiyonlara sahip bir gen grubundan (protoonkogenlerden)
geligirler. Protoonkogenler hiicre biliylimesi ve farklilagsmasi i¢in 6nemli olan bazi
proteinleri kodlarlar. Bir mutasyon sonucu protoonkogenin yapisi degisirse, hasar,
genin dolayist ile gen {iriiniiniin yapisinin degismesine neden olur, hiicre béliinmesinin
kontrolii ortadan kalkar ve kanser ortaya ¢ikar. Kanser olusumunda, onkogenlerden
bagka onemli diger bir gen grubu da timor baskilayict genlerdir. Bu gen gruplart
karsinogenezde zit etkilidir. Onkogenler maligniteye neden olurken tiimor baskilayici
genler ise tiimor olusumunu engellerler. Eger tiimor baskilayici genlerde hasar olursa

hiicre biiyiimesi ve boliinmesinin kontrolii ortadan kalkacagi i¢in malignensi gelisir
(19, 20).

2.2.1. Meme kanserinde etkili onkogenler

Onkogenler, aktivasyonlar1 ile kanser gelisimine neden olan genlerdir.
Onkogenlerin aktivasyonu, kodladiklari proteinlerin diizeylerinin asir1 yiikselmesi

seklinde gerceklesebilir. Meme kanserinde rol alan HER-2 (Human epidermal growth



factor receptor 2) buna 6rnek olarak verilebilir ki primer meme kanserlerinin yaklagik
%20’sinde tespit edilmektedir. Bir diger mekanizma ise nokta mutasyonlarla olusan
onkoproteinlerdir. Buna ornek olarak da kolon, pankreas ve akciger kanserinde
goriilen RAS onkogeni verilebilir. Bir diger mekanizma ise kromozomal

translokasyondur (21).

Meme kanserinde hem normal hem de kanserli meme dokularinda ¢ogunlukla
saptanan baz1 6zel onkogenler ras, myc, c-erbB-2 (veya HER2/neu) ve p53 olarak
siralanabilir (22).

2.2.2. SIRT ailesi

Sirtiiinler (SIRT) (silent mating type information regulation 2 homolog)
metabolizma ve yaslanma da dahil olmak tizere bir¢ok hayati hiicresel islevleri kontrol
edebilen NAD+ (Nicotinamide-adenine dinucleotide) bagimli enzimlerdir (23-25). Ilk
sirtiiin geni 1979 yilinda Klar ve arkadaglan tarafindan Saccharomyces Cerevisiae
mayasinda bulunmus ve MARI1 ismi verilmistir (26). Sirtiiin ismi ise bu protein
ailesine ilk kez SIRT1 ile SIRT 5 arasindaki 5 SIRT insan homologunu tanimlayan
Roy Frye tarafindan 1999 yilinda verilmistir (27).

Sirtiiin grubu, Histon 3 deasetilazi (HDAC-III) olarak siniflandirilmiglardir
(28). Histon deasetilazlar (HDAC), histonlarin amino kuyruklarinda bulunan lizin
amino asitlerinden ve histon olmayan proteinlerden asetil gruplarini eksilten
enzimlerdir (29). Histonlarin deasetilasyonu kromatin faaliyetinin durmasina ve bu

sayede gen ifadesinin baskilanmasina neden olur.
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Yeast ~ Co- Loca- Catalytic
Class Isoform counterpart Size  fictor tion Expression domain
HDAC1 58 N 4822
HDAC2 9 N [ assaa
0] RPD3 —— In* —— Ubig
HDAC3 50 N, C 428 aa
HDAC8 a N [ 1377 22
HDAC4 120 N, C [ 11084 aa
HDACS 130 N, C . [ ]11222a
(l1a) HDA1 — 2"t —— Specific
HDAC? 110 N, C { 1952 aa
HDAC9 160 N, C [ ]1011aa
HDAC6 160 N, C [ 11215 aa
(lib) HDA2 = ZIn* ——— Specific
HDAC10 70 N, C 669 aa
SIRT1 120 N 747 aa
SIRT2 45 C 389 aa
SIRT3 28 M 399 aa
() SiRT4  Sir2 35 NAD* M Variable 31432
SIRTS 36 ] 31023
SIRT6 39 N 355 aa
SIRT7 48 N 400 aa
(IV) HDAC11 RPD3/HDA1 39  Zn* N Ubiquitous [ I | 347 aa
TRENDS tn Microtrology

Sekil 1: L., II. ve III. Smuf histon deasetilaz enzimleri (30)

2.2.2.1.

Memeli sirtiiinleri

Memelilerde sirtiiin ailesi, kesfedilen yedi sirtiiinden (SIRT 1-7) olusmaktadir
(Sekil 1). Bu 7 memeli sirtiiin’inin hiicre i¢i dagilhimlar farklidir; SIRT1, SIRT6 ve
SIRT7 agirlikli olarak ¢ekirdekte, SIRT2 sitoplazmada SIRT3, SIRT4 ve SIRTS5 ise

cogunlukla mitokondride yer almaktadir (Tablo 1) (31).

Memeli sirtliinleri, ¢ok farkli hiicresel islevleri etkileyebilmektedirler (32).

Ornek olarak; hiicre metabolizmas, yaslanma, kanser ve hiicre yasami da dahil olmak

tizere birgok islevin diizenlenmesi siralanabilir (Tablol). SIRT1 ayrica diyabet gibi

hastaliklarin metabolizmasinda da etkilidir (33).
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Tablo 1: SIRT ailesi genlerinin rol aldig1 biyolojik olaylar ve iliskiye girdigi proteinler.

(34)
YERLESIM | ETKILESIMLERI | BiYOLOJiK | EKSIKLiGINDE
YERI ROLU GOZLENENLER
SIRT1 | Hucre FOXO, PGC-1a, Metabolizma, | Gelisimsel
cekirdegi NF-kB, Ku70 stres kusurlar
SIRT2 | Sitozol Tubulin, H4, Hiicre dongiisii | Normal
FOXO
SIRT3 | Mitokondri | AceCS2, GDH Termogenez Normal
SIRT4 | Mitokondri | GDH, IDE, ANT | Insiilin Normal
salinimi
SIRT5 | Mitokondri | CPS1 Ure déngiisii | Normal
SIRT6 | Hiicre Histon H3, NF-kB | Baz ¢ikarim Erken yaslanma
cekirdegi onarimi,
metabolizma
SIRT7 | Hiicre Pol 1 rDNA Yagam siiresinin
cekirdegi transkripsiyonu | kisalmasi, kalp
bozukluklari
2.2.2.1.1. Memeli sirtiiinlerinin islevleri

SIRT ailesinin etki ettigi en énemli mekanizmalarin basinda gen ifadesinin

diizenlenmesi gelir (34). Histonlarin deasetilasyonu kromatinin yogunlasmasini

(heterokromatin) ve bu sayede gen ifadesinin baskilanmasini saglar (35).

Yedi memeli sirtiiininden, hiicre yasami ve apoptik yollarin da dahil oldugu

genis ¢apli hiicresel siiregler i¢erisinde bir diizineden fazla bilinen ara tiriinii ile SIRT1,

en yaygin olarak ¢alisilan sirtiiin ¢esididir (36).

Genel olarak Ostrojen reseptorii negatif olan meme kanserleri daha agresif olup

kemoterapiye daha direnglidirler (3). Saptanan bulgular, sirtinol

ile SIRT1
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inhibisyonunun hem 0strojen pozitif hem de Ostrojen negatif meme kanserlerinde
proliferasyonu etkin bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir.

Bununla beraber SIRT1’in bir timor promoteri mi yoksa bir timor supresorii mii
oldugu da tartisilmistir. Buna neden olarak;

1- Insan kanser dokularinda yiiksek diizeylerde saptanmasi

2- Tiumor supresorleri ve onkoproteinler iizerindeki aktivitesi

3- Hiicre biiylimesinin engellenmesi, hiicre 6liimii ve DNA onarimi {izerindeki

etkisi

4- Omiir siiresi ve kanser riski iizerindeki etkileri gosterilmektedir (37).

SIRTZ1’in insanda prostat kanseri (38), akut miyeloid 16semi (39) ve primer kolon
kanserinde (40) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir.
SIRT2’in bu tiir kanser dokularinda yiiksek olusundan yola ¢ikilarak da onun tiimor
promoteri oldugu iddia edilmistir (41). Tabi bu, SIRT1’in bu dokularda kanserin bir
nedeni degil de bir sonucu olarak yiiksek bulunma diisiincesini de ortaya
cikarmaktadir.

Bir diger ¢alismada da SIRT1’in glioblastoma, safra kesesi kanseri, prostat kanseri
ve over kanseri gibi bazi kanser dokularinda, normal dokulara oranla daha diisiik
oranlarda bulunabildigi gosterilmistir (42). Yine bu ¢alismada 44 meme kanserinde
yapilan analizde, kanserli dokularda normal dokulara goére daha diisiik SIRT1
ekspresyonu saptanmistir (42).

SIRT2’in spesifik bir inhibitorle inhibe edilmesinin p53°iin hiperasetilasyonuna ve
p53 iligkili transkripsiyonun artmasina neden oldugu 2008°de yapilan bir ¢alismada
gosterilmistir (43).

Firestein ve ark. yaptiklari ¢calismada APC+ (Adenomatous polyposis coli) ratlarda
SIRT1’in overekspresyonunun kolon kanseri formasyonunda artma degil azalma ile

sonuglandigini gosterdiler. (44)

Wang ve ark. ise yaptiklar1 analizde BRCA-1 iligkili meme kanserlerinde BRCA-
1 iligskisiz meme kanserlerine gore daha diisik SIRT1 diizeylerinin oldugunu
gosterdiler (45). Calismanin devaminda ise BRCA1’in SIRT1 promoterine baglanarak
onu hem protein hem de mRNA diizeyinde pozitif olarak regiile ettigini ve BRCAI
kusurunun SIRT1 diizeylerinde diislisle beraber BRCA1 mutant hiicrelerde kanser

transformasyonuna neden olabilecegini ifade ettiler.
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Ayrica bu calismada, BRCA1 mutant hiicrelerde SIRT1 diizeyinin diizeltilerek fare
nodlarina implantasyonunda, in-vitro olarak bu hiicrelerin proliferasyonunda azalma
ve in vivo olarak da bu hiicrelerde tiimor transformasyonunun inhibe oldugu gosterildi.
Ek olarak SIRT1’i aktive eden resveratroliin uygulanmasi da apoptozisi uyararak
tiimor formasyonunu engellemektedir. Bu da SIRT1’in sadece BRCA iligkili bir timdor
supresorii olmadigini ayn1 zamanda resveratrol gibi bir SIRT1 aktivatoriiniin BRCA1
iliskili meme kanserlerinde miikemmel bir hedeflenmis tedavi olabilecegini de

gosterdi (45).

2.2.2.2 SIRT]1 ve iliskili mikro RNA’lar

miRNA’lar, kodlama yapmayan yaklasik 23 nt RNA’lardir ki etkilerini
translasyonu baskilayarak veya hedef mRNA’lar1 unstable hale getirerek gosterirler
(46). miRNA’lar; proliferasyon, differansiasyon, apoptozis gibi bircok 6nemli siirecte
aktif rol oynarlar. Yapilan bir¢ok ¢alismada ¢esitli mikro RNA’larin SIRT1 ile iliskisi
arastiritlmistir. Su ana dek on altidan fazla mikro RNA’nin meme kanseri ile iliskili
oldugu disiiniilmiis ve bunu destekleyen calismalar yapilmistir. Bu miRNA’lar,
miRNA-449a, miRNA-449, miRNA-22, miRNA-200a, miRNA-34a, miRNA-
143/145, miRNA-217, miRNA-195, miRNA-199a, miRNA-132, miRNA-18lc,
miRNA-9, miRNA-93, miRNA-181a/b, miRNA-204, miRNA-199b, miRNA-15a,
mMiRNA-100 olarak sayilabilir (59).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Dokudan miRNA izolasyonu

Taze dokudan total RNA (miRNA igeren) izole etmek i¢in miRNeasy Mini Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi.

Kitin ¢alisma prosediirii su sekilde islemistir:

1.

Taze dokular yeterli miktarda lam iizerinde kesilerek uygun tiiplere

alindi.

Elde edilen doku pargalar1 -80°C 15-20 dakika boyunca muhafaza
edilip, tizerine 400 pl QIAzol Lysis Reagent ve metal boncuk eklenip,
doku pargalayici kullanilarak 15- 30 dk boyunca pargalandi.

Ug dakika boyunca 4°C’de 12.000 g’de santrifiij yapilip iist faz yeni bir

tiipe alindu.

Tiipteki miktarin 1 kat1 (yaklagik 400ul) 70% etanol eklenip, pipet ile

lyice karistirildi.

En fazla 700 pl 6rnek 2 ml toplama tiipii i¢erisindeki RNeasy® Mini
kolona yiiklendi ve oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santifuj
edildi. Toplama tiipinde biriken kalint1 atilip, kalan 6rnek oldugunda

islem tekrarlandi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 pul Buffer
RW1 c¢ozeltisi eklenip, oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de
santifuj uygulandi. Toplama tiipiinde biriken kalint1 atild1.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 pl

Buffer RPE ¢ozeltisi eklenip, yine oda sicakliginda 15 sn boyunca
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8000 g’de santrifuj uygulandi. (Not: Kullanmadan 6nce Buffer RWT
ve RPE cozeltilerine %96-100 etanol eklendi.) Toplama tiipiinde
biriken kalint1 atild1.

8. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl
Buffer RPE ¢ozeltisi eklenip, oda sicakliginda 2 dk boyunca 8000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken kalint1 atild1.

9. Toplama tiipiine (1,5 ml) alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase
icermeyen su eklenip, oda sicakliginda 1 dk boyunca 8000g’de santrifiij
uygulandi. Toplama tlipiindeki birikinti total RNA’y1 (miRNA dahil)
icermis oldu. Elde edilen RNA’lar -80 °C’de saklamak tizere kaldirildi.

3.2. miRNA’dan cDNA eldesi

1. ¢cDNA (kalip, complementary DNA)’lar, Qiagen miScript Reverse
Transcription (RT) Kit Il (Hilden, Almanya) kullanilarak sentezlendi.

2. Tablo 2’ye gore RT toplam karigimi buz tizerinde hazirlanip, RNA’nin miktar
20 ul hacim igerisinde 200ng/ul olacak sekilde ayarlandi.

3. RNA, RT karigimi igeren her bir tiipe eklendi. Kisa bir santriflyj edilip, buz

uzerine tekrar birakildi.

Tablo 2: cDNA igin bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Tepkime Hacmi

5x miScript HiSpec tamponu 2 ul

10x miScript Niikleik asit karigimi 1 pul

miScript Reverse Transcriptase Mix 1 ul

RNaz icermeyen su Degisken (6r: 6-x eklenir.)
Kalip RNA Degisken (6r: x hacmi bulunur.)

Toplam Hacim 10 pl
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37°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk olan tepkime kosullarina goére RT-PCR yapildi.
Sonrasinda ¢cDNA miktarlart 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanip, qRT-PCR igin
kullanima hazir hale getirildi. cDNA’larin kullanim 6mriinii uzatmak igin -80 C’de

muhafaza edildi.

3.3. qRT-PCR (real time-pcr, gercek zamanh-pcr)

gRT-PCR i¢in tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti kullanilarak

hazirlandi. Tablo 3’te bilesenler tepkime hacimlerine gore kullanildi.

Tablo 3: gRT-PCR igin kullanilan bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim
2x QuantiTect SYBR Green PCR Toplam 6.25 ul
Karisim

10x miScript Universal Primer 1.25 ul
10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA 1.25 ul
primeri)

RNaz icermeyen su 3,125 ul
Kalip cDNA (50ng/ul’den alind1. Sonug 5 0,63 ul
ng/ul)

Toplam hacim 12.5 pl

Buz iizerinde tepkime bilesenleri hazirland1 ve uygun tiiplere cDNA’lar ile dagitilip,
gRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazina yiiklendi. Tablo 4’te ki qRT-PCR tepkime

kosullarina gore tespit islemleri gerceklestirildi.



Tablo 4: gRT-PCR Tepkime Kosullari

Sicaklik (°C) Zaman(dk)

95 15

94 15 }

55 30 40 déngii
70 30

17



4. BULGULAR

Calismaya 2012-1016 yillar1 arasinda Gaziantep Universitesi Sahinbey Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nde meme kanseri nedeni ile opere edilen toplam 66 hasta dahil
edildi. (Tablo 5 ve Tablo 6) Operasyon esnasinda bu hastalarin kanser dokularindan
ve normal meme dokularindan 6rnekler alinarak azot tanklarinda muhafaza edilerek

kayzt altina alindi. Toplam 132 doku 6rnegi ¢alismada kullanildi.

Tablo 5: Hastalar hakkindaki istatistiksel bilgiler

Kadin Erkek
Cinsiyet 66 -
Kadin Erkek Tiim hastalar
Ortalama yas 50.8 - 50.8
Invaziv duktal | Invaziv lobuler Diger
karsinom karsinom
Histopatolojik 56 (%84,8) 7 (%10,6) 3 (%4,5)
tani
Ostrojen (+) | Progesteron (+) | c-erb b2 (+)
Reseptor 50 (%75,7) 49 (%74,2) 24 (%36,3)
Evre-1 Evre-2 Evre-3
Hastalik evresi 5 (%7,5) 31 (46,9) 30 (45,4)




Tablo 6: Hasta bilgileri
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Yas Histopatolojik tani Evre| ER | PR |C-ERB-B2
hasta-1 63 Metaplastik karsinom 3 N N N
hasta-2 57 Duktal invaziv karsinom 1 P N N
hasta-3 36 Duktal invaziv karsinom 2A P N N
hasta-4 44 Duktal invaziv karsinom 2A P N N
hasta-5 44 Duktal invaziv karsinom 2A P N N
hasta-6 44 Duktal invaziv karsinom 2A P N N
hasta-7 48 Duktal invaziv karsinom 2 N P N
hasta-8 50 Duktal invaziv karsinom 2B P P N
hasta-9 62 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-10 | 57 Duktal invaziv karsinom 2A P P N
hasta-11 | 62 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-12 | 62 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-13 | 55 Duktal invaziv karsinom 3A P P N
hasta-14 | 66 Duktal invaziv karsinom 2B P P N
hasta-15 | 35 Duktal invaziv karsinom 2B P P N
hasta-16 | 47 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-17 | 59 Duktal invaziv karsinom 1 P P N
hasta-18 | 44 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-19 | 42 Duktal invaziv karsinom 3A P P N
hasta-20 | 42 Duktal invaziv karsinom 3A P P N
hasta-21 | 65 Duktal invaziv karsinom 2B P P N
hasta-22 | 59 Duktal invaziv karsinom 3 P P N
hasta-23 | 49 Duktal invaziv karsinom 2B P P N
hasta-24 | 57 Duktal invaziv karsinom 3 P P N
hasta-25 | 42 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-26 | 44 Duktal invaziv karsinom 3B P P N
hasta-27 | 44 Duktal invaziv karsinom 3B P P N
hasta-28 | 44 Duktal invaziv karsinom 3B P P N
hasta-29 | 44 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-30 | 44 Duktal invaziv karsinom 2 P P N
hasta-31 | 38 Duktal invaziv karsinom 3 P P N
hasta-32 | 42 Duktal invaziv karsinom 3 P P N
hasta-33 | 42 Mikst (IDK + ILK) 2 P P N
hasta-34 | 69 Lobuler invaziv karsinom 2 P P N
hasta-35 | 70 Lobuler invaziv karsinom | 2B P P N
hasta-36 | 67 Lobuler invaziv karsinom 3 P P N
hasta-37 | 56 Lobuler invaziv karsinom 4 P P N
hasta-38 56 Lobuler invaziv karsinom 4 P P N
hasta-39 | 42 Lobuler invaziv karsinom 3 P P N
hasta-40 | 61 Mikst (IDK + ILK) 3 P P N
hasta-41 78 Duktal invaziv karsinom 1 P P N




Tablo 6: Hasta bilgileri (devam)
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hasta-42 | 44 Duktal invaziv karsinom | 3C N N P
hasta-43 | 44 Duktal invaziv karsinom | 3C | N N P
hasta-44 | 38 Duktal invaziv karsinom | 3B | N N P
hasta-45 | 48 Duktal invaziv karsinom 3 N N P
hasta-46 | 49 Duktal invaziv karsinom | 3B | N N P
hasta-47 | 48 Duktal invaziv karsinom 3 N N P
hasta-48 | 51 Duktal invaziv karsinom | 2A | N N P
hasta-49 | 48 Duktal invaziv karsinom 3 N N P
hasta-50 | 47 Duktal invaziv karsinom | 2A | P N P
hasta-51 | 35 Duktal invaziv karsinom 3 P N P
hasta-52 | 52 Duktal invaziv karsinom 4 N P P
hasta-53 | 45 Duktal invaziv karsinom 2 N P P
hasta-54 | 45 Duktal invaziv karsinom 2 N P P
hasta-55 | 60 Duktal invaziv karsinom 3 N P P
hasta-56 | 60 Duktal invaziv karsinom 3 N P P
hasta-57 | 84 Duktal invaziv karsinom 3 N P P
hasta-58 | 45 Duktal invaziv karsinom 2 P P P
hasta-59 | 44 Duktal invaziv karsinom | 2B P P P
hasta-60 | 57 Duktal invaziv karsinom | 3A | P P P
hasta-61 | 52 Duktal invaziv karsinom 1 P P P
hasta-62 | 52 Duktal invaziv karsinom 1 P P P
hasta-63 | 62 Duktal invaziv karsinom 2 P P P
hasta-64 | 34 Duktal invaziv karsinom | 2b P P P
hasta-65 | 34 Duktal invaziv karsinom | 2b P P P
hasta-66 | 46 Lobuler invaziv karsinom | 3C P P P
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4.1. miRNA-132 icin bulgular

MiRNA-132 i¢in 66 hastadan alinan 132 doku 6rneginde diizey analizi yapildi.
66 hastanin 33‘linde timor dokusunda MIRNA-132 diizeyi normal dokuya goére
azalmis, 11 hastada degismemis ve 22 hastada ise artmis olarak saptandi. Saptanan
diizeyler, U6 (housekeeping gen) diizeyine oranlanarak normalize edildi.
Normalizasyon i¢in U6 kullanildi. Normal ve tiimérlii doku gruplarinda 24t metodu
ile mMiIRNA-132 ifade diizeyleri U6 ifade diizeyi ile kiyaslanarak bu genler igin rolatif
katsay1 (fold change) degeri elde edildi. Her iki grup i¢in normalizasyon yapildiktan

sonra veriler Student’s T Testi ile analiz edildi.

Yapilan analizde meme kanserli 66 hastada miRNA-132 diizeyleri agisindan
meme kanserli dokular ile normal meme dokular: arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi. (p=0.42) (Tablo 7 ve Sekil 2)

Tablo 7: Normal ve timér dokusundadaki miRNA-132 diizeylerinin U6’ya gore diizeltilmis

degerlerinin karsilastirilmasi.

NORMALIZE EDILMIS miRNA-132 DUZEYLERI ILE YAPILAN T-
TESTi ANALiZ SONUCLARL.
Normal Doku Tiimor Dokusu

Ortalama 0.498871773 0.568772895
Varyans 2.310752339 6.014650874
Gozlem 66 66
Onggoriilen Ortalama Fark1 0
df 109
t Stat -0.196812861
P(T<=t) tek-uclu 0.422170247
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Sekil 2: Her bir hasta i¢in tiimorlii ve normal meme dokularinda 6l¢iilen miRNA-132

diizeyleri.

4.2. miRNA-34A i¢in bulgular

mMiRNA-34a igin 66 hastadan alinan 132 doku 6rneginde diizey analizi yapildi. Bu 66
hastanin 20‘sinde tiimor dokusunda miRNA-34a diizeyi normal dokuya gore azalmis,
16 hastada degismemis ve 30 hastada ise artmis olarak saptandi. Saptanan diizeyler,
U6 diizeyine oranlanarak normalize edildi. Normalizasyon i¢in U6 kullanildi. Normal
ve tiimérlii doku gruplarinda 22 metodu ile miRNA-34a ifade diizeyleri U6 ifade
diizeyi ile kiyaslanarak bu genler i¢in rolatif katsay: (fold change) degeri elde edildi.
Her iki grup i¢in normalizasyon yapildiktan sonra veriler Student’s T Testi ile analiz
edildi.

Yapilan analizde meme kanserli 66 hastada miRNA-34a diizeyleri agisindan
meme kanserli dokular ile normal meme dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark saptanmadi. (p=0.39) (Tablo 8 ve Sekil 3)



Tablo 8: Normal ve tiimor dokusundaki miRNA-34a diizeylerinin U6’ya gore diizeltilmis

degerlerinin karsilastirilmasi.
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NORMALIZE EDILMIS$S miRNA-34A DUZEYLERI ILE YAPILAN T-

TESTi ANALiZ SONUCLARL.
Normal Doku Tiimor Dokusu

Ortalama 1.564416519 1.35568886
Varyans 16.26777161 28.13214371
Gozlem 66 66
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 121
t Stat 0.254484243
P(T<=t) tek-uglu 0.399776731

40

30 S

\ —— TUMORLU —s— NORMAL \

MIR34A

Sekil 3: Her bir hasta i¢in tiimorlii ve normal meme dokularinda 6lgiilen miRNA-34a

diizeyleri.
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4.3. miRNA-9 icin bulgular

MIRNA-9 i¢in 47 hastadan alinan 94 doku 6rneginde diizey analizi yapildi.
(teknik nedenlerden dolayr 19 hasta bu grubun analizine alinamadi) 47 hastanin
24tinde timor dokusunda MiRNA-9 diizeyi normal dokuya gore azalmis, 4 hastada
degismemis ve 19 hastada ise artmig olarak saptandi. Saptanan diizeyler, U6 diizeyine
oranlanarak normalize edildi. Normalizasyon igin U6 kullamldi. 22" metodu
kullanilarak normal ve tiimorlii doku gruplarinda miRNA-9 ifade diizeyleri U6 ifade
diizeyi ile kiyaslanarak bu genler i¢in rolatif katsayr degeri elde edildi. Her iki grup

icin normalizasyon yapildiktan sonra veriler Student’s T Testi ile analiz edildi.

Yapilan analizde meme kanserli 47 hastada miRNA-9 diizeyleri agisindan
meme kanserli dokular ile normal meme dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi. (p=0.17) (Tablo 9 ve Sekil 4)

Tablo 9: Normal ve tiimér dokusundadaki miRNA-9 diizeylerinin U6’ya gore diizeltilmis

degerlerinin karsilastirilmasi.

NORMALIZE EDILMIS miRNA-9 DUZEYLERI ILE YAPILAN T-TESTI
ANALIZ SONUCLARI.

NORMAL DOKU | TUMOR DOKUSU
Ortalama 0.150194972 0.036329229
Varyans 0.668264404 0.007031406
Gozlem 47 47
Onggoriilen Ortalama Farki 0
df 47
t Stat 0.949937406
P(T<=t) tek-uclu 0.173501725
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Sekil 4: Her bir hasta i¢in tlimorlii ve normal meme dokularinda 6l¢iilen miRNA-9a

diizeyleri.
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5. TARTISMA

Glintimiizde 6zellikle kadin hasta grubunda ¢ok 6nemli bir saglik problemi olan ve
halen ciddi mortalitelere yol agan meme kanserinin tedavisinde genetik ¢aligmalarin
yeni bir yol acabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla siklikla arastirilan enzimlerden
biri sirtiiin ailesinin iiyelerinden biri olan SIRT1’dir. SIRT1’in dokudaki artmis veya
azalmis diizeyleri ile bir¢cok kanser tiirli arasinda iligkiler kurulmus ve sinirli sayida
terapotik girisimler denenmistir.

SIRT1 arastirmalarinin en Onemli noktalarindan birini sliphesiz SIRT1’in
regililasyonu olusturmaktadir. Dokulardaki SIRT1 diizeyini arttirmak veya azaltmak
isteyen arastirmacilar bu etkiyi bazen bazi molekiillerin direkt uygulanmasi ile
olusturmuslar bazen de SIRT1’i regiile eden, onunla iligkili oldugu diisiiniilen mikro
RNA’larin yardimi ile yapmislardir.

Simdiye dek SIRTI’i regiile eden birgok endojen ve eksojen faktdr tanimland.
Ornegin DBC geni tarafindan kodlanan protein, SIRT1’in dogal bir inhibitoriidiir.
Resveratrol ise, SIRT1’i diizenleyerek hiicre dmriinii uzattigi kesfedilen ilk kiigiik
molekiildiir. Resveratrol’iin kesfinden sonra benzer molekiillerin bulunmasi igin
caligmalar yapildi ve 6rnek olarak SIRT1 iizerinden insiilin sensivitesini arttirdigi
bulunan SRT1720 bulundu.

SIRT1’in regiilasyonunun saglanmasi amaci ile yapilan aragtirmalarda su ana
kadar 16’dan fazla miRNA’nin SIRT1 regiilasyonunda gérev aldigi gosterilmistir. Bu
miRNAlar, miRNA-449a, miRNA-449, miRNA-22, miRNA-200a, miRNA-34a,
mMiRNA-143/145, miRNA-217, miRNA-195, miRNA-199a, miRNA-132, miRNA-
181c, miRNA-9, miRNA-93, miRNA-181a/b, miRNA-204, miRNA-199b, miRNA-
15a, miRNA-100 olarak sayilabilir. Tiim bunlar igerisinde en ¢ok MIRNA-34a
tizerinde ¢aligilmistir. (33) (Sekil 5)
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miR-100 miR-132
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miR-181a/b/c
miR-199b miR-204

Sekil 5: SIRT1’in miRNA’lar ile regiilasyonu. miRNA’larm SIRT1’in expresyonunu ve
fonksiyonlarin1 direkt olarak veya HuR {iizerinden diizenledigini gosteriyor. miRNA-22,
miRNA-34, miRNA-143/145, miRNA-195, miRNA-199a ve miRNA-217 vaskiiler dokuda
6nemli miktarda bulunmaktadir ve SIRT1 proteinini kontrol etmektedir. SIRT1 16’ten fazla
mMIiRNA tarafindan diizenlenmektedir (47).

Literatiirde SIRT1’in regiilasyonunda gorev alan mikro RNA’lar ile ilgili ¢ok
sayida ¢aligma bulunmasina ragmen, mikro RNA’larin ¢esitliligi ve birgok farkl
dokuda bulunup bu dokularda 6nemli roller listlenmeleri, bu ¢alismalarin belirli bir
alana odaklanmasini engellemistir. Bu nedenle bu ¢alismada analiz edilen miRNA-9,
miRNA-34a ve miRNA132 mikro RNA’larinin meme kanseri dokularindaki diizeyleri
ile ilgili oldukc¢a az sayida ¢alisma mevcuttu.

Bu calismada SIRT]1 ile iliskili oldugu diisiiniilen ii¢ mikro RNA {izerinde ¢aligildi:
MiRNA-132, miRNA-34a ve mMIRNA-9. Calismada meme Kanseri iligkisini
sorgulanan miRNA’lardan mMiRNA-34a’nin, karaciger yag metabolizmasinda, b-hiicre

egzositozunda ve hiicre apoptozisinde rol aldig1 gosterilmigtir. MiIRNA-132"nin stress
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kaynakli kemokin iiretiminde gorev alirken mMIRNA-9’un ise insiilin saliniminda rol
adig1 gosterilmistir (47).

mMiRNA34a’nin birgok organin kanser dokusunda diisiik diizeylerde bulundugu
gosterilmistir (48). Bir diger c¢alismada endotel hiicrelerinde bu mikro RNA’nin
expresyonunun oldukg¢a arttigi ve SIRT’i hedefleyerek onun diizeyini azalttii
gosterilmistir (56). Prostat kanserli dokularda yapilan bir analizde de yine bu
miRNA’nin azalmis diizeyleri gosterilmistir (57). Hepatoselliiler kanser hastalarinda
yapilan bir arastirmada miRNA-34a’nin FXR reseptorleri (Farnesoid X receptor) ile
inhibe edilebildigi ve bunun sonucunda SIRT!’in pozitif regiilasyonunun
saglanabildigi gosterildi. Sadece bir calismada MIRNA-34a’nin meme kanserli
dokularda, normalden daha diisiik seviyelerde bulundugu gosterilmistir ve bunun
diizeltilmesinin meme kanserinde radyoterapiye cevabi artirabilecegi 6nerilmistir (49).

MIRNA-9’un bir¢ok kanser dokusunda diisiikk diizeylerde saptanmasina ragmen
onu bir tiimor supresorii ya da kanserojen bir miRNA olarak siniflamak heniiz
miimkiin degildir. Beyin tiimorlerinde artmis (50); metastazi olan meme kanserinde,
hepatocelliiler kanserde, gastrik karsinomda, over kanserinde ve malign melanomda
ise diisiik olarak saptanmistir (51). Diger yandan miRNA ’nin epigenetik inaktivasyonu
da meme kanseri, kolorektal kanser ve bobrek hiicreli karsinomda saptanmistir (52).
Meme kanseri ile miRNA-9 iliskisi tizerine yapilmis spesifik bir ¢alismada da yine
tiimor dokularinda, normal dokulara gore daha diisiik miRNA-9 diizeyleri saptanmustir
(53).

mMIiRNA-132’nin pankreas kanserinde artmis diizeyleri gosterilmistir. Meme
kanseri ile ilgili yapilan incelemelerde ise bu mikro RNA, in-situ meme kanseri
dokularinda diisiik olarak saptanmig ve onun bir tiimor supresor olarak davrandigi
seklinde yorumlanmustir (54). Yine bir baska ¢alismada da benzer sekilde miRNA-132
diizeyi meme kanserli dokularda azalmis olarak saptanmistir (55).

Bu sinirli sayidaki caligmalar; her ic mikro RNA’nin da diizeylerinin meme
kanseri dokularinda, normal meme dokusuna gore daha diisiik diizeylerde saptandigini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada ise her ii¢ mikro RNA i¢in de normal meme dokusu ve meme kanseri
dokular1 arasinda bu mikro RNA’larin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi.

SIRT1 enzimi ile ilgili ¢eligkili ve eksik bilgilerin var olmasi, literatiir ile uyumlu

olmayan bir sonucun bizi sasirtmamasina neden oldu. SIRT1 ve onu regiile eden mikro
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RNA’larin mekanizmalarinin net bir sekilde aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilacak ¢alismalarda mikro RNA diizeyleri ile es zamanli olarak SIRT1’in kendi
ifade diizeylerinin de tespit edilmesi bu konuda aydinlatici olabilir. SIRT1’in diistik
diizeylerine karsin bu mikro RNA’larin normal seviyelerde olusu veya SIRT1’in
yiiksek seviyelerine karsin bu mikro RNA’larin seviyelerinin normal olarak kalmasi

SIRTI ile bu mikro RNA’lar arasindaki iligki i¢in daha aydinlatici veriler saglayabilir.



6. SONUC VE ONERILER

Hemen tiim kanserlerde oldugu gibi meme kanserinin de etyolojisinde
genetigin yadsinamaz bir belirleyiciligi vardir. Bu yonde yapilan caligmalar
neticesinde meme kanserine neden olan ¢ok sayida gen mutasyonu ortaya
konulmustur. Bundan sonraki agsamada ¢aligmalar artik etyoloji ve mekanizmanin
ortaya konulmasi ile beraber genlerin ifadelerinin diizenlenmesi ile yeni tedavilerin
gelistirilmesine de yonelmistir. Bu amagla tizerinde ¢okga calisilan alanlardan biri
de Histon 3 deasetilaz’lardan olan SIRT1 enzimidir.

SIRT1 ile meme kanseri arasinda bir¢cok ¢alismada iliski bulunmustur.
SIRT1’in ¢esitli molekiillerle regiile edilmesi ile tedavi edici yaklasimlar da
denenmistir. Hayvan dokular1 iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda kanser
dokularinda regresyon izlendigi de rapor edilmektedir, ancak calismalar heniiz
insan deneyleri i¢in yeterli kanit diizeyine ulasmamastir.

SIRT1’in direkt regiilasyonuna alternatif olarak, SIRT1’in onunla iliskili
miRNA’lar {izerinden regiile edilmesi de denenebilecek bir yontemdir. Yapilan
kisith ¢aligmalarda bu amagla meme kanseri ile iliskisi oldugu diistiniilen miRNA-
9, miRNA-34a ve miRNA-132 mikro RNA’larinin meme kanseri dokusundaki
diizeyleri incelenmis ve normal dokulara gore diisiik oldugu saptanmustir.

Bu amagcla bu tez calismasinda, belirtilen 3 mikro RNA’nin merkezimizde
opere edilen meme kanseri hastalarinda, kanser ve normal meme dokusundaki
diizeylerinin farki arastirildi. Bu mikro RNA’larin meme kanseri dokularinda
diisiik dilizeylerde saptandigini belirten c¢alismalar olmasina ragmen bizim
caligmamizda 66 meme kanseri hastasinda meme kanseri ve normal dokular
arasinda, mMiIRNA-9, miRNA-34a ve miRNA-132 mikro RNA’larinin diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.
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Aragtirmalar arasindaki bu farkliliklar, bu konuda daha fazla calisma

yapilmasinin gerekliligini giiglii bir sekilde belirtmektedir.



7. KAYNAKLAR

1. Globocan 2012. Fast Stats. Most frequent cancers: both sexes. Available from
http://globocan.iarc.fr/old/bar_sex_site_prev.asp?selection=3152&title=Breast&s
tatistic=3&populations=6&window=1&grid=1&colorl=5&colorle=&color2=4&
color2e=&submit=%C2%A0Execute%C2%A0

2. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics. CA Cancer J Clin. 2016; 66:7.

3. Kuo SJ1, Lin HY, Chien SY, Chen DR. SIRT1 suppresses breast cancer growth
through  downregulation of the Bcl-2 protein. Available  from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23673452

4. Sabiston textbook of surgery, The Biological Basis of Modern Surgical
Practice. D. Beauchamp, B.M. Evers, Kenneth L. Mattox (17. edition). 2010:895

5. Schwartz's Principles of Surgery. F.Charles, D.K.Andersen, T.R.Billiar David,
L.Dunn, J.G.Hunter (10. Edition) 2015:497

6. Kohler BA, Ward E, McCarthy BJ, et al. Annual report to the nation on the
status of cancer, 1975-2007, featuring tumors of the brain and other nervous
system. J Natl Cancer Inst 2011; 103:714.



33

7. Ravdin PM, Cronin KA, Howlader N, Berg CD, Chlebowski RT, Feuer
EJ, Edwards BK, Berry DA. The decrease in breast-cancer incidence in 2003
in the United States. N Engl J Med 2007; 356: 1670-4

8. Hoveer R. Breast cancer: geographic, migrant, and time-trend patterns In:
Fortner JSP, Eds. Accomplishments in cancer research. New York:
LippincottRaven, 1996; 11: 154-64

9. Schwartz's Principles of Surgery. F.Charles, D.K.Andersen, T.R.Billiar David,
L.Dunn, J.G.Hunter (10. Edition) 2015:512

10.  Schwartz's Principles of Surgery. F.Charles, D.K.Andersen, T.R.Billiar David,
L.Dunn, J.G.Hunter (10. Edition) 2015:517

11.  Sabiston textbook of surgery, The Biological Basis of Modern Surgical
Practice. D. Beauchamp, B.M. Evers, Kenneth L. Mattox (17. edition). 2010:884

12.  Schwartz's Principles of Surgery. F.Charles, D.K.Andersen, T.R.Billiar David,
L.Dunn, J.G.Hunter (10. Edition) 2015:515

13.  Schwartz's Principles of Surgery. F.Charles, D.K.Andersen, T.R.Billiar David,
L.Dunn, J.G.Hunter (10. Edition) 2015:511

14.  Garner CE, Burka LT, Etheridge AE, Matthews HB. Catechol metabolites of
polychlorinated biphenyls inhibit the catechol-O methyltransferase-mediated
metabolism of catechol estrogens. Toxicol Appl Pharmacol 2000; 162: 115-12

15.  Palmer J.R, Rosenberg L. Cigarette smoking and the risk of breast cancer.
Epidemiol Rev 1993; 15: 145-156



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

34

Baron J.A, Vecchia C, Levi La F. The antiestrogenic effect of cigarette
smoking in women, Am. J. Obstet. Gynecol 1990; 162: 502-514

H. Kuper W, Ye, Weiderpass E, Ekbom A, Trichopoulos D, Nyren O, Adami
H.O, Alcohol and breast cancer risk: the alcoholism paradox, Br. J.
Cancer 2000 83: 949-951

Wright R.M, McManaman J.L, Repine J.E. Alcohol induced breast cancer: a
proposed mechanism, Free Radic. Biol. Med. 1999; 26: 348-354

Lipman ME, Oncogenes and Supressor Genes In: Harris JR Disease of
the Breast Eds., Morrow M, Lippman ME, Hellman S., Lippincott-Raven
Publishers, Philadephia 1996:221-235

Gelmann EP. Oncogenes in human breast Cancer. In: The Breast:
Comprehensive management of benign and malignant Diseases. Vol I.
Ed:Bland K, Copeland EM. WB saunders Company, USA, 1998:499-517.

Fraga MF, Ballestar E, Villar-Garea A, Boix-Chornet M, Espada J,
Schotta G, Bonaldi T, Haydon C, Ropero S, Petrie K, lyer NG, Perez-Rosado
A, Calvo E, Lopez JA, Cano A, Calasanz MJ, Colomer D, Piris MA, Ahn N,
Imhof A, Caldas C, Jenuwein T, Esteller M. Loss of acetylation at Lys16 and
trimethylation at Lys20 of histone H4 is a common hallmark of human cancer.
Nat Genet. 2005;37(4):391-400.

Klijn M, Berns J, Schmits M, Foekens A. The Clinical significance of
epidermal growth factor receptor (EGF-R) in human breast cancer: A review
on 5232 patients. Endocr Rev 1992; 13: 3-17



23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

35

Kaeberlein M, McVey M., Guarente L. The SIR2/3/4 complex and SIR2
alone promote longevity in Saccharomyces cerevisiae by two different
mechanisms. Genes Dev. 1999;13(19):2570-2580.

Shore D, Squire M, Nasmyth KA. Characterization of two genes required
for the position—effect control of yeast mating-type genes. EMBO J.
1984;(3):2817-2823.

Klentze M. Aging and Genes. Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2008;28:52-61

Brittney Jung-Hynes, Russel J. Reiter, and Nihal Ahmad. Sirtuins, Melatonin
and Circadian Rhythms: Building a Bridge between Aging and Cancer.
Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2948667/

Michan S, Sinclair D. Sirtuins in mammals: insights into their biological
function. Biochem J. 2007; 404 (1):1-13.

Vaquero A, Sternglanz R, Reinberg D. NAD+-dependent deacetylation of
H4 lysine 16 by class 111 HDACs. Oncogene. 2007;26(37):5505-20.

Bora G: Histon deasetilaz inhibitor aktivitesinin florometrik yontemle
gosterilmesi. Yiiksek lisans tezi. Hacettepe Universitesi / Saghk Bilimleri
Enstitiisii / T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1. Ankara 2006.

Kotaro Shirakawa, Leonard Chavez, Shweta Hakre, Vincenzo Calvanese, Eric
Verdine. Reactivation of latent HIV by histone deacetylase inhibitors.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23517573



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

36

Michan S, Sinclair D. Sirtuins in mammals: insights into their biological
function. Biochem. J. 2007;404:1-13.

Cohen HY, Miller C, Bitterman KJ, Wall NR, Hekking B, Kessler B, Howitz
KT, Gorospe M, Cabo R, Sinclair DA. Calorie restriction promotes mammalian
cell survival by inducing the SIRT1 deacetylase. Science. 2004;3005:390-392

Lee J, Kemper JK. Controlling SIRT1 expression by microRNAs in health and
metabolic disease. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20689156/

Frye RA. Phylogenetic classification of prokaryotic and eukaryotic Sir2-
like proteins. Biochem Biophys Res Commun. 2000;273:793-798.

Dokmanovic M, Marks AP, Prospects: Histone deacetylase inhibitors, J.
Cell. Biochem. 2005;96:293-304.

Bae NS, Swanson MJ, Vassilev A, Howard BH. Human histone deacetylase
SIRT2 interacts with the homeobox transcription factor HOXA10. J
Biochem (Tokyo). 2004;135(6):695-700.

Chu-Xia Deng. SIRT1, Is It a Tumor Promoter or Tumor Suppressor?.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2631220/

Huffman DM, Grizzle WE, Bamman MM. et al. SIRT1 is significantly elevated
in mouse and human prostate cancer. Cancer Res. 2007;67:6612—-6618.

Bradbury CA, Khanim FL, Hayden R. et al. Histone deacetylases in acute
myeloid leukaemia show a distinctive pattern of expression that changes



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

37

selectively in response to deacetylase inhibitors. Leukemia.2005;19:1751—
1759.

Stunkel W, Peh BK, Tan YC. et al. Function of the SIRT1 protein deacetylase
in cancer. Biotechnol J.2007;2:1360-1368.

Lim CS. SIRT1: Tumor promoter or tumor suppressor? Med Hypotheses.
2006;67:341-344.

Wang RH, Sengupta K, Li C. et al. Impaired DNA damage response, genome
instability, and tumorigenesis in SIRT1 mutant mice. Cancer Cell.
2008;14:312-323.

Lain S, Hollick JJ, Campbell J. et al. Discovery, in vivo activity, and
mechanism of action of a small-molecule p53 activator. Cancer Cell.
2008;13:454-463.

Firestein R, Blander G, Michan S. et al. The SIRT1 deacetylase suppresses
intestinal tumorigenesis and colon cancer growth. PLoS ONE. 2008;3:e2020.

Wang RH, Zheng Y, Kim HS. et al. Interplay among BRCAL, SIRT1, and
Survivin during BRCA1-associated tumorigenesis. Mol Cell. 2008;32:11-20.

Bartel DP. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell.
2004 Jan 23; 116(2):281-97

Munekazu Yamakuchi. MicroRNA Regulation of SIRT1. Front Physiol. 2012;
3: 68. AGING, August2010, Vol. 2. No 8



48.

49.

50.

51.

52.

53.

38

Gaur A, Jewell DA, Liang Y, Ridzon D, Moore JH, Chen C, Ambros VR, Israel
MA: Characterization of microRNA expression levels and their biological
correlates in human cancer cell lines. Cancer Res 2007, 67: 2456-2468.

Kato M, Paranjape T, Miiller RU, Ullrich R, Nallur S, Gillespie E, Keane K,
Esquela-Kerscher A, Weidhaas JB, Slack FJ: The miRNA-34 microRNA is
required for the DNA damage response in vivo in C. elegans and in vitro in
human breast cancer cells. Oncogene 2009, 28: 2419-2424

Nass D., Rosenwald S., Meiri E., Gilad S., Tabibian-Keissar H., Schlosberg A.,
Kuker H., Sion-Vardy N., Tobar A., Kharenko O., Sitbon E., Lithwick Yanai
G., Elyakim E., Cholakh H., Gibori H., Spector Y., Bentwich Z., Barshack I.,
Rosenfeld N.(2009) MiRNA-92b and miRNA-9/9* are specifically expressed
in brain primary tumors and can be used to differentiate primary from
metastatic brain tumors. Brain Pathol. 19, 375-383

Tan H. X., Wang Q., Chen L. Z., Huang X. H., ChenJ. S., Fu X. H., Cao L. Q.,
Chen X. L., Li W., Zhang L. J. (2010) MicroRNA-9 reduces cell invasion and
E-cadherin secretion in SK-Hep-1 cell. Med. Oncol 27, 654-660

Hildebrandt M. A., Gu J., Lin J., Ye Y., Tan W., Tamboli P., Wood C. G., Wu
X. (2010) Hsa-miRNA-9 methylation status is associated with cancer
development and metastatic recurrence in patients with clear cell renal cell
carcinoma. Oncogene 29, 5724-5728

S. Duygu Selcuklu, Mark T. A. Donoghue, Kristina Rehmet,1, Matheus de
Souza Gomes,1, Antoine Fort, Prasad Kovvuru, Mohan K. Muniyappa.
MicroRNA-9 Inhibition of Cell Proliferation and Identification of Novel
mMiRNA-9 Targets by Transcriptome Profiling in Breast Cancer Cells.
Available from: http://www.jbc.org/content/287/35/29516.full



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

39

Shuai Lia, Huimin Mengb, Feng Zhoub, Lili Zhaia, Lina Zhangb, Feng Gua,Yu
Fana,Ronggang Langa,Li Fua. MicroRNA-132 is frequently down-regulated in
ductal carcinoma in situ (DCIS) of breast and acts as a tumor suppressor by
inhibiting cell proliferation. Available from:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0344033812003305

Zhan-Guo Zhang , Wei-Xun Chen, Yan-Hui Wu , Hui-Fang Liang, , Bi-Xiang
Zhang. MIRNA-132 prohibits proliferation, invasion, migration, and
metastasis in breast cancer by targeting HN1. Available from:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006291X1401847

Ito T1, Yagi S, Yamakuchi M. MicroRNA-34a regulation of endothelial
senescence. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20627091

Fujita Y, Kojima K, Hamada N, Ohhashi R, Akao Y, Nozawa Y, Deguchi T,
Ito M. Effects of miRNA-34a on cell growth and chemoresistance in prostate
cancer PC3 cells. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18834855

Rowan T. Chlebowski, MD, PhD; Susan L. Hendrix, DO; Robert D. Langer
etal. Influence of Estrogen Plus Progestin on Breast Cancer and
Mammography in Healthy Postmenopausal Women. Available from:
http://jama.jamanetwork.com/article.aspx?articleid=196804

microRNA Target Prediction. [Cited 2016 April 16] Available from:
http://www.exigon.com/microrna-target-prediction



8. OZGECMIS

Muhsin El¢i 1986 yilinda Mersin’de dogdu. Ilkogretimini Mersin’de
tamamladiktan sonra 2004 yilinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi’nde iiniversite
ogrenimine basladi. Mezun olduktan sonra 2011 yilinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi’'nde Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda arastirma gorevlisi doktor olarak
calismaya basladi. Burada gorev yaptigi siire boyunca “Karaciger kist hidatiginde
2008-2013 aras1 sonuglarimizin ve cerrahi yontemlerin degerlendirilmesi” isimli
calismasi 19. Ulusal Cerrahi Kongresi’nde sozIii sunum oldu, “Multifocal Insulinoma
in Pancreas and Effect of Intraoperative Ultrasonography” isimli katki sagladigi
makale Case Reports in Surgery dergisinde yayimnlandi. “Periampuller bolge
timorlerinde sekiz yillik pankreatikoduodenektomi deneyimimiz” isimli katki
sagladig1 calisma 2013 Cerrahi Kongresi’nde sozlii sunum olarak kabul edildi ve
sunuldu. Katilim sertifikast aldigi toplantilar: 2015 Tirk hepato-Pankreatiko-Bilier
Cerrahi Dernegi Gaziantep Bolgesel Toplantisi, Gaziantep Tip Fakiiltesi 1. Ulusal Tip
Arastirma Gorevlileri Kongresi ve 2012 Tirkiye Organ Nakli Kuruluslar
Koordinasyon Dernegi 9. Kongresi. Muhsin ELCI halen Gaziantep Universitesi Tip

Fakiiltesi Genel Cerrahi A.D’da arastirma gorevlisi doktor olarak ¢alismaktadir.






